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1. Wstep

1.1.  Dopamina-wlasciwosci chemiczne i biologiczne

Dopamina, bedgca aming katecholowg jest jednym z gléwnych neuroprzekaznikow
wystepujacych w organizmie. Pelna nazwa chemiczna dopaminy brzmi 3,4-

dihydroksyfenyloetyloamina (1).
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Rys. 1. Struktura dopaminy

Dopamina jest syntetyzowana na drodze przeksztalcenia L-tyrozyny za pomoca
hydroksylazy tyrozyny w L-dihydroksyfenyloalaning (L-DOPA). L-DOPA jest nastepnie
dekarboksylowana za posrednictwem dekarboksylazy aromatycznych L-aminokwaséw do

dopaminy (2). Szlak syntezy dopaminy zostat przedstawiony na Rys.2.
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Rys. 2. Synteza dopaminy
Rysunek pobrany z internetu ( http://en.wikipedia.org/wiki/Dopamine-domena publiczna)
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Metabolizm dopaminy w organizmie zachodzi dwiema $ciezkami, prowadzacymi
do tego samego produktu koncowego. Enzymami bioragcymi udziat w szlaku
metabolicznym dopaminy sg monoaminooksydaza (MAOQO) oraz katecholo-O-
metylotransferaza (COMT). Pierwszymi produktami reakcji w metabolizmie dopaminy sg
kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy — DOPAC, badz 3-metoksytyramina (3-O-metylo-
dopamina) w zalezno$ci od enzymu dziatajacego jako pierwszy. Produktem koncowym w

kazdym przypadku (bez wzgledu na kolejnos$¢ dziatania enzymdow) bedzie kwas
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Rys. 3. Metabolizm dopaminy in vivo
Rysunek pobrany z internetu ( http://en.wikipedia.org/wiki/Dopamine-domena publiczna)
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Dopamina jako zwigzek hydrofilowy nie przechodzi przez barier¢ krew-mozg. Jako
neuroprzekaznik ma ograniczony czas dziatania i co za tym idzie, rowniez ograniczony
czas péOltrwania, zardéwno in vivo jak i in vitro. W warunkach in vitro trzygodzinna
inkubacja roztworu dopaminy w Medium 199 (roztworze stosowanym w hodowlach
komorkowych) w obecnosci tkanki przysadki powodowata spadek stezenia dopaminy o V4,
przy czym obecnos¢ przeciwutleniacza- kwasu askorbinowego hamowata ten proces. W
buforze Krebsa-Henseleita (o sktadzie zblizonym do ptynu wewnatrzkomorkowego)
trzygodzinna inkubacja powodowata rozktad 98% dopaminy obecnej w uktadzie (3).

Te dwie cechy dopaminy tj. niemoznos$¢ przechodzenia przez barier¢ krew-mozg
oraz ograniczony czas dziatania niewatpliwie stwarzaja duzy problem w prowadzeniu
badan naukowych dotyczacych dopaminy jak roéwniez ograniczaja mozliwosci
terapeutycznego zastosowania tego zwigzku chemicznego w chorobach

neurodegeneracyjnych.

1.2. Receptory dopaminergiczne

Dopamina podobnie jak inne przekazniki realizuje swoje liczne funkcje poprzez
aktywacje specyficznych receptoréw umiejscowionych na komoérkach docelowych.
Wszystkie receptory dopaminowe aktywuja wewnatrzkomorkowe szlaki transdukceji
sygnatu wchodzac w interakcje z odpowiednimi biatkami G. Podstawe klasyfikacji
receptorow dopaminowych stanowi zwigzek funkcjonalny tych receptorow z cyklaza

adenylanowa.

Wyrdzniamy dwie podrodziny receptorow dopaminowych:

* podrodzina D1 (D1-like), do ktorej zaliczane sa receptory typu D1 i D5
(pobudzenie receptoréw podrodziny D1 zwigksza aktywnos¢ cyklazy
adenylanowej)

* podrodzina D2 (D2-like), do ktorej zaliczane sg receptory typu D2, D3, D4
(pobudzenie receptorow podrodziny D2 zmniejsza aktywnos¢ cyklazy

adenylanowej albo nie ma na nig wptywu) (1).

Receptory dopaminowe wystepuja gtownie w mozgu, w szczegolnosci istocie
czarnej, prazkowiu i polu brzusznym nakrywki. Neurony dopaminergiczne tworzg cztery
3



glowne szlaki: nigro-striatalny (ruch i koordynacja), mezolimbiczny (uktad nagrody,
regulacja zachowan emocjonalnych i poznawczych), mezokortykalny (regulacja zachowan
emocjonalnych i poznawczych) i guzkowo-lejkowy (regulacja hormonalna) (4).

Wykazano, ze receptory dopaminowe typu D1 1 D2 sg najbardziej
»wszedobylskimi” receptorami i w znacznych ilo$ciach wystepuja w wigkszosci obszarow
moézgu, do ktérych docierajg widkna dopaminergiczne. Z kolei rozmieszczenie receptorow
D3, D4, D5 jest ograniczone do okreslonych struktur mézgowych tj. hipokampu oraz
moézdzku (1).

Receptor typu D1 jest najbardziej rozpowszechnionym receptorem sposrod
wszystkich receptorow dopaminowych, D1 mRNA zostato odkryte w prazkowiu, jadrze
potlezacym przegrody (n. accumbens), opuszce wechowej oraz obszarach limbicznych
kory mézgowej, podwzgdrzu i wzgorzu (5). Przez wiele lat uwazano, ze receptory
dopaminowe typu D1 umiejscowione sg wylacznie presynaptycznie. Jednakze wykazanie
immunoreaktywnosci receptorow D1 na zakonczeniach nerwowych w kompleksie
prazkowia oraz czgsci siateczkowatej istoty czarnej dowiodto obecnosci w mozgu
postsynaptycznych receptorow dopaminowych D1. Uwaza sig, Ze receptory te mogg by¢
zaangazowane w ztozony proces kontroli syntezy i uwalniania nie tylko dopaminy lecz
réwniez innych neuroprzekaznikow: GABA, kwasu glutaminowego oraz acetylocholiny
Q).

Receptor typu D2 jest dominujacym receptorem w podrodzinie D2 i w zalezno$ci
od analizowanej struktury mézgowej moze stanowi¢ nawet ok. 90% catej populacji
receptorow dopaminowych tej podrodziny. Najwigksze zageszczenie receptoréw
dopaminowych typu D2 stwierdzono w prazkowiu, gatce bladej, jadrze potlezacym
przegrody (n. accumbens), opuszce wechowej 1 istocie czarnej (6). Receptory D2 sg
umiejscowione post i presynaptycznie (7). Dopaminowe receptory presynaptyczne
charakteryzuja si¢ 5-100 krotnie wigkszg wrazliwo$cig na dopaming niz receptory
postsynaptyczne (7). Wykazano, ze w r6znych liniach komoérkowych pobudzenie
receptorow D2 hamuje aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej i w konsekwencji prowadzi do
zmniejszenia syntezy cAMP. Pobudzenie receptoréw dopaminowych D2 moze wptywac¢ w
dwojaki sposdb na poziom wewnatrzkomorkowego wapnia. Przyktadowo w komorkach
linii CHO i Lkt zaobserwowano dwuetapowy wzrost stezenia wolnych jonéw wapnia w
cytoplazmie (8) natomiast w komorkach linii GH4C; pobudzenie receptora D2 wptywato

na szybki spadek stezenia jonéw wapniowych (9). Przypuszczalnie, w tym ostatnim



modelu do$wiadczalnym receptor D2 jest sprzezony poprzez biatko G z kanatem K*. W
wyniku aktywacji kanatéw K* dochodzi do hiperpolaryzacji btony komérkowej,
zamknigcia zaleznych od napigcia kanaldéw wapniowych, co w konsekwencji prowadzi do
zmniejszenia napltywu jonow wapnia do komoérki(10).

Dopamina jako neuroprzekaznik spetnia wiele roznorakich funkcji. Jednag z
wazniejszych funkcji dopaminy jest regulacja motoryki. Brak stymulacji dopaminowej w
przypadku ssakow oznacza akinezje, czyli unieruchomienie. Drastyczne, bo o ponad 80 %
obnizenie poziomu dopaminy w jadrach podstawy mdzgu, na skutek postepujacej
degeneracji neuronow dopaminergicznych szlaku nigrostriatalnego wystepuje w chorobie
Parkinsona (11). Uwaza sig, ze za pewne objawy schizofrenii odpowiada nasilona
transmisja dopaminergiczna w uktadzie mezolimbicznym, leki stosowane w terapii tego
schorzenia dzialajg antagonistycznie w stosunku do receptorow dopaminowych,
szczegolnie tych z rodziny D2 (7). Za niezwykle wazne uwaza si¢ takze badanie roli
receptorow dopaminowych w mechanizmie dziatania lekow przeciwdepresyjnych,
szczegolnie jesli uwzgledni si¢ to, ze jednym z dwoch osiowych objawow depres;i jest
anhedonia (utrata zdolnosci do odczuwania przyjemnosci), wynikajaca z zaburzen w
funkcjonowaniu mézgowego uktadu nagrody, w ktérym dopomina odgrywa gtowna role.
Zagadnieniem bardzo intensywnie badanym w ostatnich latach jest udziat dopaminy i
receptoréw dopaminowych w powstawaniu uzaleznien lekowych. Dopaminowe
przekaznictwo synaptyczne w powloce jadra potlezacego przegrody wzrasta po podaniu
substancji uzalezniajacych (11). Dopomina odgrywa takze istotna role w fizjologii szeregu
uktadow obwodowych, modulujac prace nerek i uktadu krazenia, sekrecje amin
katecholowych z rdzenia, a aldosteronu z kory nadnerczy (1).

Ponadto, dopamina jest jednym z wazniejszych neuroprzekaznikow
zaangazowanych w chemiczng regulacj¢ oddychania, dziatajacym w dwojaki sposob —
osrodkowo pobudzajac, a obwodowo hamujac odpowiedz oddechowa . W osrodkowym
uktadzie nerwowym dopamina wystepuje w strukturach zlokalizowanych w pniu mézgu
wrazliwych na zmiang ci$nienia parcjalnego dwutlenku wegla oraz na pH (12). Ponadto
stwierdzono jej obecnos¢ w neuronach nerwu zatokowego (odgatezieniu nerwu jezykowo-
gardlowego) - w zwoju skalistym (13), przekazujacego informacje z obwodowych
chemoreceptorow, a prowadzacego do jadra pasma samotnego, miejsca integracji sygnatu z

tych receptorow (14). Na poziomie klebkoéw szyjnych dopamina wystepuje w komoérkach 1
typu (15).



1.3. Chemiczna regulacja oddychania

Chemiczna regulacja oddychania polega na dostosowywaniu wentylacji ptucnej do
zmian cis$nienia parcjalnego tlenu (PaO,), dwutlenku wegla (PaCO,) oraz stezenia jondow
wodorowych w krwi tetniczej. Proces ten odbywa si¢ na drodze odruchowej,
ksztattowanej przez sprzezenie zwrotne. Elementem wyjSciowym tych sprzezen jest
chemoreceptor obwodowy. Wyr6zniamy dwie odrgbne pod wzgledem morfologicznym i
czynno$ciowym grupy chemoreceptorow: osrodkowe i obwodowe (16).

Chemoreceptory osrodkowe pobudzaja oddychanie w reakcji na kwasice
oddechowg (zwigkszone st¢zenie CO,) i kwasice metaboliczng (zwigkszone stezenie
jonéw H"). Chemoreceptory te zlokalizowane sa obustronnie na brzuszno-bocznej
powierzchni opuszki pnia mézgu. Chemoreceptory osrodkowe odpowiadaja za 80%
odpowiedzi oddechowej na hiperkapnie, ponadto reaguja na pH plynu
zewnatrzkomoérkowego w ich otoczeniu (16). Sktad ptynu zewnatrzkomorkowego w
moézgu w warunkach stabilnych pozostaje w rownowadze z ptynem moézgowo-
rdzeniowym. Na zmiany ptynu moézgowo-rdzeniowego reaguje chemoreceptor osrodkowy.
W(g Loeschcke (1982) zmniejszenie pH ptynu mézgowo-rdzeniowego o jednostke
prowadzi u ludzi do podwojenia wentylacji (15).

Chemoreceptory obwodowe zlokalizowane sa w klebkach szyjnych i aortalnych.
Kiebki aortalne, ktorych jest zwykle 7-9 rozrzucone sg w okolicy tuku aorty i pnia tetnicy
phucne;j. Ich reakcja na bodzce chemiczne jest jakosciowo podobna do generowanej przez
kigbki szyjne, jednak wielokrotnie stabsza. U wielu gatunkow, w tym u czlowieka
znaczenie czynnosciowe klebkow aortalnych jest znikome. Honda (1999) ocenil udziat
ktebkow aortalnych w odpowiedzi wentylacyjnej u ludzi na hipoksje na okoto 5-10% (15).

Z kolei kiebki szyjne uwaza si¢ za organ odpowiadajacy za okoto 95% stymulacji
oddychania pod wplywem hipoksji, jak réwniez za okoto 20% odpowiedzi oddechowej na
CO, i H". Ich rola w normalnym oddychaniu pozostaje wcigz niewyjasniona,
prawdopodobnie udziat ktgbkoéw w normalnym oddychaniu wynosi 10-20%. Ktgbki szyjne
sg organem potozonym obustronnie na rozwidleniu tgtnicy szyjnej wspdlnej na zewnetrzng
1 wewngtrzng. Unerwione sg przez nerw zatokowy, zwany nerwem Heringa, ktory jest
odgatezieniem nerwu jezykowo-gardtowego, IX nerwu czaszkowego. Kigbek szyjny
zbudowany jest z dwoch typow komorek: typ | to komodrki chemoreceptorowe majace

potaczenia synaptyczne z zakonczeniami nerwu zatokowego, typ II to komorki podporowe,
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ktore wciskajg si¢ wypustkami pomiedzy komorki chemoreceptorowe, porownywane sg z
komorkami glejowymi w mdzgu, ale ich rola wcigz pozostaje nieokreslona (15).

Naturalnym i najsilniejszym bodzcem dla kiebkdéw szyjnych jest hipoksja.
Odpowiedz oddechowa na hipoksje ma charakter dwufazowy: stymulujaco-hamujacy. Za
gléwny mechanizm fazy stymulujacej uznaje si¢ wydzielanie w pniu mézgu pod wptywem
pobudzenia klebkow szyjnych przez hipoksje stymulujacego neuroprzekaznika — kwasu
glutaminowego. Mechanizm fazy drugiej okreslanej cz¢sto jako osrodkowa hipoksyjna
depresja oddychania nie jest do konca wyjasniony. Maja w niej swoj udziat
neuroprzekazniki hamujace, takie jak kwas y-aminomastowy (GABA) (16). Wigkszo$¢
badaczy przychyla si¢ do koncepcji, ze faza pobudzeniowa zachodzi za posrednictwem
ktgbkoéw szyjnych za$§ zrodto hamowania oddychania potozone jest w mézgu. Jednak o
tym, ze kiebki szyjne maja swoj udziat w ksztattowaniu fazy hamujacej odpowiedzi
oddechowej na hipoksje swiadczy fakt, ze u ludzi z wycigtymi klebkami szyjnymi
odnotowano nie tylko brak odpowiedzi pobudzajgcej na hipoksjg, ale takze fazy
depresyjnej oddychania (17).

Odpowiedz oddechowa na hipoksje jest Zrédtem istotnej informacji dotyczacej
fizjologicznej kontroli oddychania. Odpowiedz ta wykazuje znaczne réznice w zaleznosci
od sily bodzca, czasu jego dziatania oraz metody badawczej. Jedng z metod badawczych
jest test progresywnej hipoksji, polegajacy na oddychaniu zwrotnym. Badany wdycha ten
sam gaz, ktory wydycha, zatem z kazdym wdechem otrzymuje mieszaning powietrza ze
zmniejszong zawartoscig tlenu. Inng metoda jest tzw. technika ,,steady-state”. W tescie tym
dokonuje si¢ skokowego zadania bodzca, czyli obnizenia PaO,, ktorego nat¢zenie

utrzymuje si¢ na statym poziomie (15).

1.4. Dopamina, a kl¢bki szyjne

Dopamina jest gtdbwnym neuroprzekaznikiem kiebkow szyjnych, jednakze jej rola
w mechanizmie chemorecepcji wcigz wzbudza wiele kontrowersji. Wydawaloby sie, ze
dopamina spehnia role idealnego neuroprzekaznika. Zarowno dopomina jak i hydroksylaza
tyrozynowa, enzym limitujacy jej synteze, sg obecne w komorkach chemoreceptorowych
(15). W 1996 roku Donnelly i Iturriaga potwierdzili, ze hipoksja uwalnia dopaming z
kocich i szczurzych kiebkow szyjnych (18). Wzrost ekspresji genu hydroksylazy

tyrozynowej rozpoczyna si¢ w przeciagu godziny od podania hipoksji, co prowadzi do



zwigkszenia nerwowej aktywnosci klebkow szyjnych i wzrostu wentylacji ptucnej (19).
Chemorecepcyjna aktywnos¢ wzrasta W hipoksji, kiedy tetnicze PO, spada ze 100 do
okoto 30 mmHg, ale obniza si¢ znow wraz z podaniem ostrzejszej hipoksji (20). W 1996
roku Donnelly i lturriaga stwierdzili, ze powtarzajgca si¢ stymulacja hipoksyjna w
kigbkach szyjnych kotow i szczurow wywoluje wzrost aktywnosci chemosensorycznej,
przy jednoczesnej progresywnej redukcji uwalniania dopaminy z ktgbkow szyjnych (18).
Ta obserwacja uwydatnita rozbiezno$¢ pomigdzy pobudzeniem chemosensorycznym, a
uwalnianiem dopaminy. Jednakze, ostabienie uwalniania katecholamin w odpowiedzi na
powtarzajaca si¢ stymulacje byto obserwowane w innych systemach katecholaminowych
(21). Dopamina jako pobudzajacy neuroprzekaznik powinna zwigksza¢ oddychanie i
aktywnos$¢ chemoreceptora, jednak efekt egzogennej dopaminy jest rozny i zalezy od wielu
czynnikow tj. dawki, warunkow do§wiadczalnych oraz gatunku zwierzecia (15). U
krolikéw podanie dopaminy do klebkéw szyjnych wywoluje chemosensoryczne
pobudzenie, ale u wigkszosci innych gatunkéw dopamina wywotuje chemosensoryczne
hamowanie. U kotow jednorazowe podanie dopaminy dozylne lub bezposrednio do
ktebkow wywotuje chwilowe hamowanie chemosensorycznej aktywnosci, podczas gdy
ciggte dozylne podawanie dopaminy in Situ obniza odpowiedz ktgbkdéw szyjnych na
hipoksje i hiperkapni¢ (22, 23). Hamujacy wptyw dopaminy na chemosensoryczng
aktywnos¢ jest blokowany lub odwracany w pobudzenie po blokadzie receptoréw
dopaminowych typu D2. Dodatkowo, obwodowy antagonista receptoréw D2-domperidon
wywotuje wzrost podstawowe] chemosensorycznej aktywnosci 1 zwigksza odpowiedz na
hipoksje¢ (22).

Roznice w efekcie dzialania egzogennej dopaminy i jej mozliwego udzialu w
generacji dosrodkowej chemosensorycznej aktywno$ci odzwierciedlajg roznice
gatunkowe. U kotow i szczuréw pobudzajaca odpowiedZ po podaniu dopaminy wydaje si¢
by¢ zalezna od kilku innych neuroprzekaznikow, z kolei u krolikow aktywno$¢
chemosensoryczna jest generowana gldwnie przez synapsy dopaminergiczne (24).
Dopamina podana do wyizolowanego zwoju skalistego dolnego nerwu jezykowo-
gardtowego krolika wywotala zalezny od dawki wzrost aktywnosci nerwu zatokowego. Co
wiecej, stwierdzono ze ten efekt jest blokowany przez antagoniste receptorow D2-spiperon
(25). Z kolei podanie dopaminy do wyizolowanych zwojow dolnych nerwu jezykowo-
gardtowego kotow nie wptyneto na aktywno$¢ nerwu zatokowego (24). Okazato si¢, ze

dopamina podawana przed acetylocholing wywolywata zalezng od dawki modyfikacje



nerwowych odpowiedzi wywotanych wczesniej przez podanie acetylocholiny i ATP. Niskie
dawki dopaminy potegowaly odpowiedzi indukowane przez acetylocholing, podczas gdy
duze dawki hamowaty te odpowiedzi (26, 27).

Najczesciej odnotowywanym dziataniem dopaminy podawanej kotom byto
zahamowanie aktywnoS$ci nerwu zatokowego. Podobny efekt zostat odnotowany rowniez u
ludzi. Jednak dziatanie dopaminy moze by¢ rowniez stymulujgce, np. w przypadku
podawania jej w wysokich dawkach po podaniu antagonistow receptoréw dopaminowych,
albo po zastosowaniu rezerpiny (28,15). Pragngc wyjasni¢ dwoisty wptyw dopaminy
niektorzy badacze wysuneli koncepcje o istnieniu w klebkach szyjnych receptorow
dopaminowych D2 o r6znym powinowactwie do dopaminy. Receptory dopaminergiczne
D2 w kiebkach szyjnych zlokalizowano presynaptycznie i postsynaptycznie (1). Poniewaz
presynaptyczne receptory sa fizjologicznie bardziej wystawione na nizsza koncentracje
transmiterOw niz postsynaptyczne receptory (28), dlatego niska dawka dopaminy mogtaby
preferencyjnie dziata¢ z presynaptycznymi receptorami, obniza¢ uwalnianie dopaminy i
redukowac jej koncentracje w szczelinie synaptycznej. Propozycja, ze hamujace dziatanie
dopaminy moze by¢ rezultatem jej dziatania na presynaptyczne receptory jest poparta
dodatkowa obserwacja, z ktorej wynika ze mate dawki dopaminy, ktére mialy dziatanie
hamujace w kiebkach szyjnych kontrolnych u kotow, w przypadku ktebkéw szyjnych
opréznionych z dopaminy wykazywaly dziatanie pobudzajace (29). Efekty presynaptyczne
byty bowiem minimalizowane lub znoszone catkowicie w przypadku podawania dopaminy
po uprzednim oprdéznieniu ktebkow szyjnych.

Z kolei dopamina w wysokiej dawce mogtaby wywiera¢ dziatanie pobudzajace na
postsynaptyczny receptor D2 o nizszym powinowactwie do neurotransmiterow w
poréwnaniu do receptora presynaptycznego (28). Pobudzajace dzialanie dopaminy, po
uprzednim podaniu blokeréw receptoréw dopaminowych D2, moze by¢ takze
spowodowane preferencyjnym dziataniem tych blokeréw w stosunku do presynaptycznych
receptorow, badz wynika¢ z wysokiego powinowactwa albo wigkszej dostepnosci do tych
receptorow (30). Dodatkowo, w 1993 roku Gauda i wsp. opisali w swojej pracy
wystepowanie receptorow D2 u kotow w zwoju skalistym dolnym nerwu jezykowo-
gardtowego (31). Wystegpowanie postsynaptycznych receptoréw D2 w kiebkach szyjnych
kotéw nasuneto przypuszczenie o pobudzajagcym dziataniu dopaminy poprzez wiasnie te
receptory, gdzie naturalnie uwalniana dopomina indukuje wzrost aktywnosci nerwu

zatokowego. Ta koncowa propozycja zostala pdzniej poparta obserwacja, z ktorej



wynikato, Ze in vivo pewne blokery receptorow D2 w zwigkszonych dawkach
progresywnie redukuja, a w koncu znosza wentylacje spoczynkowa i stymulowang
bodzcem aktywnos$¢ nerwu zatokowego (28). Podsumowujac, dopamina jest gtownym
neurotransmiterem kiebkoéw szyjnych. Postsynaptyczne receptory D2 w kiebkach szyjnych
okreslane sg jako pobudzajace i stymulowane hipoksjg uwolnienie dopaminy generuje
wzrost aktywnosci nerwu zatokowego. Odwrotnie, redukcja poziomu dopaminy w
ktebkach szyjnych jak i w mdzgu pacjentoéw chorujacych na chorobe Parkinsona redukuje

nerwowg aktywno$¢ nerwu zatokowego w odpowiedzi na hipoksje (32).
1.5 N-acylo-dopaminy - lipidowe pochodne dopaminy

N-acylo-dopaminy to zwigzki chemiczne zbudowane z dopaminy oraz kwasow
thuszczowych. Istnienie takich zwigzkow zostato zaproponowane w oparciu o teoretyczne
przestanki przez dwoch badaczy: Pokorskiego i Matysiaka w 1998 roku. W tym samym

roku po raz pierwszy przeprowadzono synteze N-acylo-dopamin (33,34).

HO N\”/R
T

HO

Rys. 4. Struktura N-acylo-dopamin

Zsyntetyzowanie tych zwigzkéw umozliwito poznanie ich podstawowych
wiasciwosci in vitro. Dodatkowo pojawito si¢ pytanie o mozliwos$¢ wystepowania tych
zwigzkow w organizmie. W 2003 roku dokonano przetomowego odkrycia, z ktérego
wynikato, ze N-acylo-dopaminy sg produkowane w tkankach ssakow (4). Co wigcej,
zidentyfikowano czterech przedstawicieli tej klasy zwigzkow tj. N-arachidonylo-dopamina
(NADA), N-oleinoilo-dopamina (OLDA), N-stearylo-dopamina (STERDA) i N-
palmitynylo-dopamina (PALDA) (4). Wykazano, ze N-acylo-dopaminy wyst¢pujg przede
wszystkim w prazkowiu oraz w istocie czarnej mozgu, zatem w regionach o wysokiej
aktywnos$ci dopaminergicznej (4), co zasugerowato mozliwo$¢ zblizonego do amin
katecholowych szlaku syntezy. Proponowany szlak syntezy zostal przedstawiony na

Rys. 5.
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Rys. 5. Schemat biosyntezy N-acylo-dopamin (‘R’- reszta kwasu tluszczowego np.:
oleinowego) (37)

Prawdopodobnie tyrozyna jest N-acylowana przez dany kwas tluszczowy, potem
ulega hydroksylacji w pozycji 3 za posrednictwem hydroksylazy tyrozynowej. Nastepnie,
w efekcie dziatania dekarboksylazy aromatycznych L-aminokwasow ulega
dekarboksylacji do odpowiednich N-acylo-dopamin (5).

Szlak zwigzany z metabolizmem tej klasy zwigzkoéw nie jest do tej pory poznany,
jednak przypuszcza si¢, ze moze by¢ zwigzany ze szlakiem metabolicznym dopaminy.
Prawdopodobnie jedyny mozliwy szlak metabolizmu N-acylo-dopamin zwigzany jest z
katecholo-O-metylo-transferazg (COMT) i metylowaniem zwigzkow do pochodnych 3-O-

metylo (4). W przypadku N-acylo-dopamin, szlak wymagajacy utlenienia grupy aminowe;j
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przez monoaminooksydaze¢ (MAO) nie jest mozliwy, gdyz etap ten wigzalby si¢ z
uprzednia hydroliza wigzania amidowego (4).

Lipofilna budowa N-acylo-amin umozliwia przechodzenie im przez barier¢ krew-
mozg. Ta wlasciwos¢ jest niezwykle istotna, szczegdlnie w kwestii rozwazania tych
zwigzkow chemicznych jako no$nikéw dopaminy do mézgu. Dopamina jest
neurotransmiterem obecnym po obydwu stronach bariery krew-moézg, ale ze wzglgdu na
hydrofilowg budow¢ nie jest w stanie przechodzi¢ przez barier¢ krew-moézg. Z kolei w
chorobach neurodegeneracyjnych zwigzanych z niedoborem neuronéw dopaminergicznych
w mozgu takich jak np. choroba Parkinsona, uzupetnienie poziomu dopaminy staje si¢
wielkim wyzwaniem. Sama dopamina jako zwigzek hydrofilowy i w dodatku ulegajacy
natychmiastowej degradacji obwodowej nie znajduje zastosowania w leczeniu chordb
neurodegeneracyjnych (35). Z kolei L-DOPA, prekursor dopaminy stosowany w leczeniu
choroby Parkinsona w celu uzupehienia poziomu dopaminy w mézgu nie jest idealnym
rozwigzaniem. Podanie L-DOPA pacjentowi powinno by¢ skojarzone z podaniem innego
zwigzku, a mianowicie inhibitora dekarboksylazy dopaminy, ktory co prawda zapobiega
rozpadowi L-DOPA na obwodzie, ale jednoczesnie wywoluje szereg efektow ubocznych.
Ponadto L-DOPA moze by¢ stosowana w okreslonym wymiarze czasu, potem jej
efektywnos¢ spada (36). A zatem lipidowe pochodne dopaminy niewatpliwie sa
alternatywa w leczeniu chorob neurodegeneracyjnych zwigzanych z niedoborem

dopaminy.

1.5.1. N-oleinoilo-dopamina (OLDA)-jako zwiazek najbardziej aktywny ze

wszystkich N-acylo-amin

Wybor OLDA na przedmiot moich badan sposrod innych znanych N-acylo-
dopamin wynika z nastepujacych pobudek:

* Dopomina 1 kwas oleinowy sg wszechobecne w komorkach ssakow, a ich
kondensacja do OLDA ma miejsce w mozgu in Vivo

« OLDA reguluje naptyw jonow Ca”* do wnetrza neurondéw i tym samym jest
istotnym elementem w generowaniu odpowiedzi chemoreceptoréw ktebkoéw
szyjnych na bodzce chemiczne.

Pelna chemiczna nazwa OLDA brzmi: N-[2-(3,4-dihydroksyfenylo)etylo]-9Z-

oktadecenamid , potocznie nazywana jest ,,dopamidem oleinowym”. Jej struktura zostata
12



przedstawiona na Rys 6.

]@/\/ I
H

Rys. 6. Struktura OLDA.

OLDA zostata zsyntetyzowana chemicznie, jej sumaryczny wzor to CosHssNO3 a
masa molowa 417,62 g/mol. N-oleinoilo-dopamina jest rozpuszczalna w chloroformie,
DMSO, etanolu i metanolu, przy czym jej roztwory w dwoch ostatnich rozpuszczalnikach
sa nietrwate.

Z dotychczasowych prac wynika, ze OLDA dobrze przenika przez barierg krew-
mozg (35). Ponadto OLDA wykazuje znaczng stabilno$¢, wielokrotnie przekraczajaca
stabilno$¢ dopaminy. Znaczna (24-godz.) stabilno$¢ OLDA in vivo moze by¢ zwigzana z
faktem, ze, w przeciwienstwie do lipidowych pochodnych innych amin biogennych, nie
jest ona rozktadana za posrednictwem hydrolazy amidow kwasow thuszczowych (FAAH)
(4). W btonowych i cytozolowych modelach, stabilno§¢ OLDA jest bliska stabilnosci in
vivo. W zawiesinie bton homogenatu mozgu szczura wzbogaconej jonami wapnia w
stezeniach fizjologicznych OLDA wykazuje stabilno$¢ na poziomie 17 godzin. W
pozostatych badanych uktadach, tj. zawiesinie bton pozbawionych jonéw wapnia oraz
frakcji cytozolowej homogenatu mézgu szczura pozbawionej lub wzbogaconej o jony
wapnia w stezeniu fizjologicznym stabilno$¢ wzrasta do 24 godzin, tj. do wartosci
obserwowanej dla uktadu in vivo (37).

Ponadto OLDA jest preferencyjnie wychwytywana przez kiebki szyjne, a
mianowicie absorpcja OLDA przez kiebki szyjne jest kilkakrotnie wyzsza niz samej
dopaminy (38).

N-oleinoilo-dopamina spetnia rozliczne funkcje w organizmie, a wsrdd nich
najlepiej do tej pory poznana to: pobudzenie aktywnosci lokomotorycznej u szczurow w
mechanizmie dopaminergicznym (39). W 2009 roku Konieczny i wsp. udokumentowali
wlasciwos$ci migsniowo-relaksacyjne OLDA gtéwnie na podstawie doswiadczeh z
zastosowaniem rezerpiny, wywotujgcej sztywnos¢ miesniowg u szczuréw (40). Z kolei

kilka lat weczesniej Chu i wsp. dokonali odkrycia z ktoérego wynikato, ze OLDA jest
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agonistg receptoréw wanilloidowych TRPV1 (41). W zwiagzku z tym odkryciem wysuni¢to
wniosek, ze OLDA moze dziala¢ na neurony dopaminergiczne w sposob bezposredni, ale
takze w sposob posredni. Zasugerowano mozliwos¢ pobudzenia uktadu
dopaminergicznego w efekcie interakcji OLDA z receptorem wanilloidowym, znajdujgcym
si¢ na neuronach dopaminergicznych istoty czarnej i prazkowia (42). Receptory
wanilloidowe sg nieselektywnymi kanatami dla kationow. W wyniku ich aktywacji jony,
gtéwnie Ca*", ktore odgrywajg wiodaca role w wielu kaskadach sygnatowych naptywaja
do wnetrza komorek. Receptory te sg aktywowane przez specyficzne ligandy, mediatory
stanu zapalnego, a takze przez protony (niskie pH) i temperature (43).

Innym znanym oddzialywaniem OLDA jest modyfikacja wzorca oddechowego u
szczurdw. Przeprowadzone kilka lat weczesniej badania dotyczyty wptywu OLDA na
regulacje oddychania u szczuréw w stanie u$pienia ogdlnego, co pozbawito je korowe;j
kontroli oddychania i zdolno$ci kompensacyjnych odno$nie zmian oddychania pod
wptywem bodzcow chemicznych. Oddychanie jest bowiem regulowane przez dwa
niezalezne mechanizmy, jeden odpowiedzialny jest za kontrolg automatyczna, a drugi za
dowolng. Podstawowe, metaboliczne oddychanie, zachodzace niezaleznie od naszej woli
kontrolowane jest przez uktad komorek rozrusznikowych znajdujacych si¢ w rdzeniu
przedtuzonym. Obok utrzymania homeostazy oddechowej, nerwowe mechanizmy
regulujace oddychanie majg takze inne wazne nie homeostatyczne funkcje, tak jak ma to
miejsce w przypadku aktéw oddechowych zwigzanych ze $wiadomoscia 1 zachowaniem.
Niezbedne funkcje organizmu, takie jak poruszanie si¢ czy utrzymanie postawy, czy tez
czynnosci wynikajace z wolnej woli, powoduja, ze wzorzec oddychania u $wiadomego
osobnika jest wypadkowa potrzeb metabolicznych oraz woli i zachowania. Uktad
zwigzany z kontrolg dowolng oddychania znajduje si¢ w korze mézgu. Uspienie ogolne
moze znieksztatca¢ odpowiedzi oddechowe na OLDA w stanie czuwania. Dlatego uwaza
si¢, ze badanie uktadu oddechowego w stanie czuwania ma wigkszg wage fizjologiczng

(15).
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1.5.2. N-oleinoilo-3’-O-metylo-dopamina-zmetylowana pochodna OLDA (Me-
OLDA)

CH"O]@/\/Y\H/\‘/\:Q
HO o

Rys. 7. Struktura Me-OLDA.

Wiedza dotyczaca zmetylowanej pochodnej OLDA jest ograniczona. Me-OLDA
przechodzi przez barier¢ krew-mdézg, podobnie jak OLDA (37).Wiadomo, ze metylacja
OLDA do Me-OLDA zachodzi w warunkach in vitro, za posrednictwem enzymu bioragcego
udzial w szlaku metabolicznym dopaminy-COMT (37). Dalszym wzmocnieniem
biologicznej aktywnosci Me-OLDA sg wyniki wskazujace na jej migsniowo-relaksacyjne
dziatanie in vivo, w rezerpinowym modelu zwigkszonego napigcia migsniowego u szczura.
Co wigcej, Me-OLDA wykazuje silniejsze dziatanie i w mniejszej dawce niz OLDA (dane
niepublikowane). Dodatkowo, obecnos¢ zmetylowanej grupy w przypadku Me-OLDA
moze zwickszaé powinowactwo do receptoréw wanilloidowych TRPV1, bowiem
agonistow tych receptoroéw takze charakteryzuje obecno$¢ pierscienia katecholowego,
zmetylowanego w pozycji 3 (45). Pierscien katecholowy obecny w przypadku OLDA
umozliwia co prawda wejscie w interakcj¢ z receptorem wanilloidowym TRPV1, ale O-

metylacja OLDA mogtaby zwigksza¢ powinowactwo do receptorow wanilloidowych (46).
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2. Hipoteza badawcza i Cele pracy

Hipoteza badawcza

Dopamina jest jednym z najwazniejszych neuroprzekaznikéw zaangazowanych w
chemiczng regulacje oddychania, dziatajacym w dwojaki sposdb — osrodkowo pobudzajac,
a obwodowo hamujac odpowiedz oddechowa. Zatozenie pracy jest nastepujace: wptyw
badanych lipidowych pochodnych dopaminy, tj. OLDA (N-oleinoilo-dopamina) oraz Me-
OLDA (N-oleinoilo-3’-O-metylo-dopamina) na regulacje oddychania moze przypominaé
dziatanie samej dopaminy. Ponadto badany przeze mnie wpltyw lipidowych pochodnych
dopaminy na regulacje¢ oddychania zachodzi najprawdopodobniej za pos$rednictwem
dopaminergicznego uktadu receptorowego.

Dopamina jako zwigzek hydrofilowy i w dodatku ulegajacy natychmiastowej
degradacji obwodowej nie znajduje zastosowania w leczeniu choréb
neurodegeneracyjnych. Lipidowe pochodne dopaminy, jako zwiazki chemiczne zdolne do
przechodzenia przez barierg krew-mozg oraz wykazujgce wysokg stabilno$¢, miatyby
przewage nad samg dopaming, szczegdlnie w zastosowaniu do leczenia chorob
neurodegeneracyjnych zwigzanych z niedoborem dopaminy w mézgu. Przydatnos¢ tej
klasy zwiazkéw w leczeniu chordb neurodegeneracyjnych powinna w oczywisty sposob

uwzglednia¢ ich wptyw na regulacje oddychania.

Cele pracy

Celem pracy byto zbadanie i pordwnanie wptywu OLDA i Me-OLDA na regulacje
oddychania i na odpowiedzi oddechowe na bodzce chemiczne u nieuspionych zwierzat
oraz okreslenie poprzez jakie uktady neuroprzekaznikowe zwiazki te oddziatywuja na
regulacj¢ oddychania.

Cele szczegolowe

e Okreslenie wplywu OLDA i Me-OLDA na odpowiedzi oddechowe na dwa

poziomy bodzca hipoksyjnego i na dwa poziomy bodzca hiperkapnicznego.
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Okreslenie wptywu OLDA 1 Me-OLDA na czuto$¢ hipoksyjna, ktora stanowi o
zdolnosci uktadu oddechowego do zwigkszania wentylacji minutowej w
odpowiedzi na zwigkszong sit¢ bodzca

Okreslenie czy OLDA i Me-OLDA dziataja na regulacj¢ oddychania poprzez uktad
dopaminergiczny. Zréznicowanie migdzy dopaminergiczng komponenta osrodkowa
1 obwodowa, na poziomie klebkow szyjnych, poprzez uzycie przechodzacych i
nieprzechodzacych przez barier¢ krew-mdzg antagonistow receptorow
dopaminowych.

Okreslenie czy OLDA i Me-OLDA dziataja na regulacj¢ oddychania bezposrednio
poprzez neurony dopaminergiczne, czy tez posrednio poprzez interakcje z
receptorem wanilloidowym TRPV1

Okreslenie czy OLDA i Me-OLDA moga wplywaé na metabolizm ustroju

(konsumpcja tlenu, produkcja CO,), co mogloby warunkowa¢ zmiany oddychania.
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3.  Material i Metody

3.1. Zwierzeta doSwiadczalne

Badania przeprowadzitam na 89 szczurach szczepu Wistar-Cmd: (WI)WU,
samcach, w wieku 12- 16 tygodni, o wadze 270-350 g (szczegbotowa waga zwierzat podana
jest w rozdziale Wyniki). Zwierzgta pochodzily ze zwierzetarni Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej, PAN gdzie byly hodowane przy zachowaniu 12-godzinnego
systemu dnia i nocy przy temperaturze powietrza 21°C i wilgotno$ci 51%. Zwierzeta miaty
nieograniczony dostep do wody 1 karmione byty standardowa pasza bytowa. Badania
przeprowadzitam zgodnie z zezwoleniem IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen

na Zwierzgtach w Warszawie (Uchwata nr: 03/2009).
3.2. Badanie odpowiedzi oddechowych u szczuréw czuwajacych

Badania przeprowadzitam przy uzyciu zestawu pletyzmograficznego dla zwierzat
nieuspionych (Buxco Electronics; Wilmington NC). Zestaw zbudowany jest z komory
pletyzmograficznej wyposazonej w dwa pneumotachografy polaczone z przetwornikiem
analogowo-cyfrowym. Komora pletyzmograficzna o pojemnosci 3,7 litra podzielona jest
na cze$¢ doswiadczalng 1 referencyjng. Roznica cisnienia miedzy czescig doswiadczalng a
referencyjng mierzona jest przez przetwornik, sygnal nastgpnie jest wzmacniany i
integrowany przez oprogramowanie do analizy danych (Biosystem XA, Buxco
Electronics). Za wymiang powietrza oraz utrzymanie odpowiedniej wilgotnos$ci w komorze
odpowiada pompa, ktéra jest potaczona z czescig doswiadczalng komory. Przeptyw przez
pompe wynosi 4 L/min. Gazy tj. 121 8% O, w N, oraz 5 i 10% CO, w O, podawatam
losowo przy pomocy worka o pojemnosci 5 L, ktory podtaczatam do komory. Czas
wymiany gazu w komorze wynosit 30 sek.

W pracy ponizej przez ‘podanie hipoksji’ lub hiperkapnii rozumiem podanie w

powietrzu wdechowym mieszanki gazowej 12 lub 8% O, w N, oraz 51 10% CO, w O..

Protokdt badawczy dotyczgcey odpowiedzi oddechowych na ostrg dwustopniowq

hipoksje oraz ostrq dwustopniowq hiperkapnie.

Zwierzeta umieszczatam pojedynczo w komorze pletyzmograficznej. Po okresie
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adaptacji i stabilizacji oddychania (ok. 20-30 min) badatam parametry oddechowe w
warunkach normoksyjnych (oddychanie powietrzem atmosferycznym dostarczanym
poprzez pompg), nastepnie podawatam wybrany bodziec hipoksyjny lub hiperkapniczny.
Trwajgce 3 minuty testy przedzielone byty 10 min oddychaniem powietrzem
atmosferycznym. Testy, przeprowadzitam metoda ,,Steady-state ”, bez regulacji w trakcie
testu poziomu wydychanego CO,.
Zbadatam odpowiedzi oddechowe w warunkach normoksji oraz po podaniu
bodzcow chemicznych w nast¢pujgcych warunkach eksperymentalnych:
* po 1 godzinie od podania OLDA
* po 1 godzinie od podania Me-OLDA
* po 1 godzinie od podania OLDA na tle wcze$niej wykonanej blokady receptorow
dopaminowych D2 obwodowych
* po 1 godzinie od podania OLDA na tle wczesniej wykonanej blokady receptorow
dopaminowych D2 obwodowych i1 o§rodkowych
* po 1 godzinie od podania OLDA na tle wczesniej wykonanej blokady receptorow
wanilloidowych TRPV1
* po 1 godzinie od podania OLDA na tle wcze$niej wykonanej blokady receptoréw
wanilloidowych i dopaminowych
* pol godzinie od podania Me-OLDA na tle wcze$niej wykonanej blokady
receptoréw dopaminowych D2 obwodowych
* po 1 godzinie od podania Me-OLDA na tle wcze$niej wykonanej blokady
receptorow wanilloidowych
* po 1 godzinie od podania antagonisty receptorow dopaminowych D2-
domperidonu, dziatajacego tylko obwodowo
* po 1 godzinie od podania samego antagonisty receptoréw dopaminowych D2-
haloperidolu, dziatajacego osrodkowo 1 obwodowo
* po 1 godzinie od podania samego antagonisty receptorow wanilloidowych-
TRPV1, dziatajacego osrodkowo i obwodowo
W kazdej grupie eksperymentalnej, badanie odpowiedzi oddechowej w warunkach
normoksji oraz ostrej dwustopniowej hipoks;ji 1 hiperkapnii przeprowadzane byto najpierw
w warunkach kontrolnych, tj. bez jakiejkolwiek wczesniejszej ingerencji farmakologiczne;j.
Blokady receptorowe wykonywane byty zawsze 40 min przed podaniem

badanego zwiazku, OLDA badz Me-OLDA. W przypadku podwdjnej blokady
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receptorowej, jakg byta blokada receptoréw dopaminowych D2 obwodowych i
wanilloidowych TRPV1, antagonista receptoréw dopaminowych D2 obwodowych-
domperidon zostat podany 20 min przed antagonistg receptoréw wanilloidowych TRPV1-
5’-jodoresinoferotoksyna.
Do analizy odpowiedzi oddechowej uwzglednitam nastepujace parametry

mierzone oddech po oddechu:

- wentylacja minutowa Ve jako produkt czestoscei i objetosci oddechowej (ml min™

kg™)

- czesto$é oddechowa f (oddechy ‘min™)

- objetosé oddechowa V1 (mlkg™)

3.3.  Badanie metabolizmu oddechowego u szczuréw czuwajacych

Badania przeprowadzitam przy uzyciu zestawu pletyzmograficznego dla zwierzat
nieuspionych (Buxco Electronics; Wilmington NC). Celem badan bylo okreslenie wptywu
OLDA na metabolizm tlenowy, w hipoksji w poréwnaniu do normoksji w warunkach
kontrolnych i po podaniu OLDA.

Protokol badawczy dotyczgcy metabolizmu tlenowego

Zwierzgta umieszczatam pojedynczo w komorze pletyzmograficznej. Po okresie
adaptacji i stabilizacji oddychania (ok. 20-30 min) rejestrowatam przez okoto 15 min
parametry oddechowe i metaboliczne w warunkach normoksji. W tym czasie szczury
oddychaly powietrzem atmosferycznym dostarczanym przez pompe. Nastepnie przez 10
min podawatam ostrg hipoksje - 8% O, w N,. Mieszanka podawana byta bezposrednio z
butli gazowej przez pompe do komory pletyzmograficznej. Nastgpnie wyjmowatam
szczura z komory 1 podawatam mu OLDA, po czym po uptywie godziny przeprowadzatam
testy oddechowe 1 rejestracje parametrow metabolicznych i oddechowych, w takim samym
schemacie jak w warunkach kontrolnych. Parametry oddechowe i metaboliczne
uwzgledniane w analizie metabolizmu tlenowego to:

-Wentylacja minutowa Ve (ml -min™ - kg™

-Konsumpcja tlenu VO, (ml -min™ - kg™)

-Produkcja dwutlenku wegla VCOz(ml - min™ - kg™)
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3.4. Badanie gazometryczne u szczuréw uspionych

Badania wykonatam przy uzyciu zestawu pletyzmograficznego dla zwierzat
uspionych (Buxco Electronics; Wilmington NC), zasada dziatania komory byta taka sama
jak w podrozdziale 3.2. Objetosé powietrza w komorze byta mniejsza od tej dla szczurow
nieuspionych i wynosita 3,1 L. Badania przeprowadzitam na dwoch grupach szczuréw.
Pierwsza grupa eksperymentalna to 3 szczury kontrolne, ktorym nie podawatam zadnych
srodkow farmakologicznych, druga grupa to 3 szczury, ktérym dootrzewnowo podatam
OLDA (40 mg/kg m.c.).

Szczury zostaty u$pione poprzez dootrzewnowe podanie narkozy w sktadzie: 600
mg uretanu (Sigma-Aldrich) i 12 mg a-chloralozy (Fluka) rozpuszczone w 2,4 ml wody do
iniekcji w dawce 0,3 m1/100 g m.c. Po podaniu narkozy zwierze utozytam na plecach w
komorze pletyzmograficznej, a nastepnie zakaniulowatam tetnice udowa do pobierania
krwi na badania gazometryczne. Po 20-min okresie stabilizacji oddychania
przeprowadzitam kontrolne 3-min testy hipoksyjne: 12 lub 8% O, w N; przedzielone 10-
min oddychaniem normoksyjnym. Krew do badan gazometrycznych pobierana byta na
samym poczatku doswiadczenia tj. w warunkach normoksji, ostatnich 30 sek kazde;j
hipoksji oraz po 30 min od podania OLDA.

Parametry gazometryczne krwi t¢tniczej takie jak ci$nienie parcjalne tlenu (PaO,) i
dwutlenku wegla (PaCO;) oraz pH mierzylam za pomocg analizatora gazometrycznego

\etStat Electrolyte and Blood Gas Analyzer (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME).

3.5. Zastosowane w doswiadczeniach zwiazki chemiczne

* OLDA (N-oleinoilo-dopamina) (zsyntetyzowana na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, otrzymana w darze od Prof. Zbigiewa Czarnockiego) podawana w
dawce 40 mg/kg m.c., rozpuszczana w 0.3 ml DMSO (dimetylosulfotlenku) (Sigma)

* Me-OLDA (N-oleinoilo-3’-O-metylo-dopamina) (zsyntetyzowana na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego, otrzymana w darze od Prof. Zbigiewa Czarnockiego)
podawana w dawce 40 mg/kg m.c., rozpuszczana w 0.3 ml DMSO (dimetylosulfotlenku)

* Domperidon —antagonista receptoréw dopaminowych obwodowych D2, nie
przechodzacy bariery krew-mozg. Domperidon podawatam szczurom w dawce 6 mg/kg

m.c., rozpuszczalam w kropli 10%-owego kwasu solnego, 100 pl metanolu oraz 200 pl
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soli fizjologicznej (Sigma).

* Haloperidol-antagonista receptoréw dopaminowych D2, dziatajacy zarowno obwodowo
jak 1 osrodkowo. Haloperidol podawatam w dawce 0.9 mg/kg m.c (Polfa).

* 5’-IRTX (5’-jodoresinoferotoksyna) — antagonista receptoréw wanilloidowych TRPV1,
podawatam w dawce 1 umol/kg m.c. tj. 0.7546 mg/kg m.c. 1 mg 5°-IRTX rozpuszczatam
w 1.6 ml 100% DMSO (Tocris).

Zastosowane zwigzki chemiczne podawatam szczurom dootrzewnowo.

3.6. Analiza danych

Wszystkie dane uzyskane w pracy przedstawitam jako warto$ci srednie +SE.
Ro&znice w przebiegu odpowiedzi oddechowej na hipoksje/hiperkapnie po podaniu
badanych zwigzkow tj. OLDA badz Me-OLDA testowalam za pomoca dwuczynnikowej
analizy wariancji z powtarzanym pomiarem, gdzie zmienng zalezng byta wielko$¢
wentylacji ptucnej Ve, objetosci ptucnej V1, lub czestosci oddechowej f. Pierwszy czynnik
- migdzyobiektowy (podawany zwigzek) dziatat na dwoch poziomach: kontrola i zwigzek
po podaniu; drugi czynnik — wewnatrzobiektowy (czas) obejmowat siedem kolejnych
punktéw pomiarowych: 0; 30; 60; 90; 120; 150; 180 sek od poczatku testu. Porownywatam
efekt zwigzku, efekt czasu, a takze interakcj¢ pomigdzy efektem zwigzku i czasu. Taka
sama analiz¢ statystyczng zastosowalam w przypadku poroéwnania rdznic w przebiegach
odpowiedzi oddechowej na hipoksje po podaniu OLDA badZz Me-OLDA na tle uprzednio
wykonanych blokad receptorowych: dopaminowych badz wanilloidowych. Zastosowatam
dwuczynnikowg analiz¢ wariancji z powtarzanym pomiarem réwniez do poroéwnania
roéznic pomiedzy przebiegami odpowiedzi oddechowej na hipoksje po podaniu
antagonistow receptorow dopaminowych i wanilloidowych.

Czutos$¢ reakcji uktadu oddechowego na bodzce chemiczne oceniana jest z
wielkos$ci przyrostu szczytowej wentylacji ptucnej pod wptywem silniejszego bodzca
przed i po podaniu danego zwigzku. Czuto$¢ hipoksyjng wyliczytam w sposob
nastepujacy: obliczalam réznicg pomiedzy warto$cia szczytowa wentylacji minutowej w
30 sek od podania bodzca hipoksyjnego, a spoczynkowg wentylacja przed i po podaniu
badanego zwigzku: OLDA badZz Me-OLDA. Poro6wnywatam te r6znice miedzy dwoma

poziomami bodzcow hipoksyjnych.
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W przypadku metabolizmu tlenowego ro6znic¢ pomig¢dzy wartosciami kontrolnymi
uzyskanymi w warunkach normoksji i hipoksji, a tymi po podaniu OLDA porownywatam
za pomocy testu t-Studenta dla grup zaleznych. R6znice pomiedzy wartosciami
kontrolnymi, a tymi po podaniu OLDA w przypadku pomiaroéw gazometrycznych,
porownywatam za pomoca testu t-Studenta dla grup niezaleznych.

Statystyczne opracowanie wynikéw przeprowadzitam przy uzyciu programu

statystycznego SPSS wer. 18. Réznice dla p<0,05 byty uznawane za istotne statystycznie.
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4. Wyniki

Doswiadczenia wykonatam na 89 szczurach. Zwierzgta zostaty podzielone na 13
grup doswiadczalnych, réznigcych si¢ migdzy sobg zestawem podanych srodkow

farmakologicznych jak réwniez sposobem przeprowadzenia eksperymentu.

Tabela 1. Podziat i liczebno$¢ grup do§wiadczalnych

Grupa | Zwiazek | Zwiazek |1 | n | Masa szczura
1 OLDA (odpowiedz oddechowa) | ---- 7 1310-350g
2 HAL OLDA 8 |270-310g
3 DOM OLDA 8 | 295-310¢g
4 5’-IRTX OLDA 8 | 290-314g
5 5’-IRTX+DOM OLDA 8 | 293-310g
6 OLDA (metabolizm) 5 | 322-348¢g
7 Me-OLDA 7| 278-330g
8 DOM Me-OLDA |7 |287-310g
9 5’-IRTX Me-OLDA |7 | 282-312g
10 HAL 6 | 300-350g
1 DOM 6 | 300-340g
12 5’-IRTX 6 | 292-308g
13 OLDA (gazometria) 6 | 282-350g

OLDA - N-oleinoilo-dopamina, Me-OLDA — N-oleinoilo-3’-O-metylo-dopamina, HAL-Haloperidol, DOM-
Domperidon, 5’-IRTX-5"-jodoresinoferotoksyna

Uzyskane w moich do$wiadczeniach odpowiedzi oddechowe na hipoksj¢ miaty
klasyczny dwufazowy, stymulujaco-hamujacy przebieg. Szczytowa stymulacja oddychania

nastepowata w 30 sekundzie od zadziatania bodzca, po czym wentylacja stopniowo

obnizata si¢ w trakcie 150 sekundy testu, co odpowiada fazie depresyjnej.

41 OLDA
4.1.1 OLDA a odpowiedzi oddechowe na hipoksje

Podanie OLDA wptyneto na zmniejszenie wentylacji spoczynkowej z 731,14+39,2
do 472,9+38,5 ml/min/kg (p<0,001), czyli o 34,94+5,9%, jak rowniez szczytowej z
1335,8+99,2 do 856,6£73,7 ml/min/kg (p<0,001), czyli o 34,2+6,9% w odpowiedzi na
12% bodziec hipoksyjny. Znamiennemu obnizeniu ulegta rowniez wentylacja w
koncowym punkcie testu, odpowiadajacemu obserwowanemu maksimum fazy depresyjnej,

ze $redniej wartosci 1165,2 + 121,3 w warunkach kontrolnych do 644,5 £35,5 ml/min/kg
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po podaniu OLDA. Zmiany wentylacji ptucnej w odpowiedzi na silniejsza 8% hipoksje
przedstawialy si¢ nastgpujaco: wentylacja spoczynkowa zmniejszyta si¢ z 723,9+52,9 do
502,5+22,0 ml/min/kg (p<0,02), czyli 0 28,6+6,3%, natomiast szczytowa spadia z
2279,0+237,8 do 1338,3+49,5 7 ml/min/kg (p<0,002) czyli o 38,3+6,2%, porownaniu do
kontroli.

Zmiany w przebiegu odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ zachodzity za
posrednictwem zard6wno objetosci oddechowej jak 1 czgstosci (p<0,004 efekt zwigzku,
dwuczynnikowa ANOVA), ktore malaty po podaniu OLDA. W warunkach szczytowej
12% hipoksji czgsto$¢ oddechowa spadta o 21,7+4,9% (p<0,002) za$ objetos¢ oddechowa
0 17,246,9 % (p<0,02).

Zmiany dotyczace czestosci 1 objetosci oddechowej po podaniu OLDA, w
odpowiedzi na dwa poziomy bodzca hipoksyjnego (12 1 8%) przedstawione zostaty w

tabeli 2.

3000 - A-12%02 < Kontrola 3000 - B-8%02 < Kontrola
mOLDA _ mOLDA
< E;
£2000 - *2000 - ¢ $ 3 $ % <]>
— =
£ = *Ng
£ % 5 3 B b = " " g masm
= 1000 A m A £1000 -
< b H B B R g W
> n=7 0 n=7
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0 05 1 15 2 5 13 0O 05 1 15 2 S5 03
Czas (min) Czas (min)

Rys. 8. Zmiany wentylacji minutowej (V) w czasie ekspozycji na 12% hipoksje (Panel A) i 8%
hipoksj¢ (Panel B) u szczurow w warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzing po
podaniu OLDA. Znaczacy efekt czasu (*P<0.0001), efekt OLDA (*P<0.001) oraz jednoczesny
efekt czasu i OLDA (# P<0.001) dla Panelu B. Znaczacy efekt czasu (*P<0.0001), efekt OLDA
("P<0.002) oraz jednoczesny efekt czasu i OLDA (# P<0.018) dla Panelu A (dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzalnymi pomiarami).
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Tabela 2. Czgstos¢ oddechowa (f) 1 objetos¢ oddechowa (V1) w trzech punktach czasowych w
przebiegu odpowiedzi oddechowej: punkt spoczynkowy- 0 s, punkt szczytowy -30 s, punkt

depresyjny-180s, w czasie 12 i 8% hipoksji, w dwoch roéznych warunkach eksperymentalnych:
kontrolnych i po podaniu OLDA.

Warunki | Kontrola I OLDA
12% Hipoksja
Test hipoksyjny | Punkt Punkt Punkt Punkt Punkt Punkt
spoczynkowy szczytowy | depresyjny spoczynkowy szczytowy depresyjny
Czas testu (sek) 0 30 180 0 30 180
f (min ) 85.5 +4.8 110.2+9.8 | 118.7+10.0 63.8+ 2.4% 85.7+9.0" 76.5+4.7e
V7 (ml kgh) 8.7+0.6 12.8+£1.3 9.9+0.8 7.7 £0.7# 10.3+ 0.6° 8.8+ 0.4
8% Hipoksja
Test hipoksyjny | Punkt Punkt Punkt Punkt Punkt Punkt
spoczynkowy szczytowy depresyjny spoczynkowy szczytowy depresyjny
Czas testu (sek) 0 30 180 0 30 180
f (min ) 83.0+£49 145.1£11.6 149.6£15.7 | 65.7+4.7* 106.7£ 5.6 » 112.5£5.50
V1 (ml kgl 8.8+0.5 16.1£1.3 13.5£ 0.6 8.0+ 0.4# 13.0£0.6 ° 10.420.500

Srednie wartosci z 7szczuréw + SE; OLDA —podawana w pojedynczej dawce, 40 mg/kg dootrzewnowo.

*P<0.003 dla réznic pomigdzy normoksyjnym fu szczuréw w warunkach kontrolnych i po podaniu OLDA, dla dwéch
pozioméw hipoksji

~P<0.004 dla réznic pomig¢dzy szczytowym punktem hipoksji fu szczuréw w warunkach kontrolnych i po podaniu
OLDA, dla dwoch poziomoéw hipoksji

oP<0.03 dla r6znic réznic pomiedzy depresyjnym punktem hipoksji fu szczuréw w warunkach kontrolnych i po
podaniu OLDA, dla dwdch poziomdéw hipoksji

#P<0.056 dla r6znic pomiedzy normoksyjnym V1 u szczuréw w warunkach kontrolnych i po podaniu OLDA, dla dwéch
pozioméw hipoksji

°P<0.03 dla réznic pomigdzy punktem szczytowym hipoksji V1 u szczuréw w warunkach kontrolnych i po podaniu
OLDA, dla dwoch pozioméw hipoksji

0P<0.03 dla r6znic pomigdzy punktem depresyjnym hipoksji V1 u szczuréw w warunkach kontrolnych i po podaniu
OLDA, dla dwoch poziomoéw hipoksji

Zastosowane bodzce hipoksyjne przed i po podaniu OLDA spowodowaty
poréwnywalne spadki poziomu tlenu we krwi tetniczej (tabela 3). Przed podaniem OLDA,
odpowiedzi hipoksyjne byty badane przy poziomie dwutlenku wegla wynoszacym PaCO,
=38,7+5,7 mmHg dla 8% hipoksji oraz 43,7+3,5 mmHg dla 12% hipoksji. Po podaniu
OLDA wartosci PaCO, wynosity odpowiednio 56,0£2,5 mmHg i 48,7+6,5 mmHg dla 12%
I 8% hipoksji. Poziom pH utrzymywat si¢ przed podaniem OLDA na poziomie 7,4
+0,02(12% hipoksja) i 7,4 0,02 (8% hipoksja), zas po podaniu OLDA jego wartos¢
wynosita odpowiednio 7,3 0,02 oraz 7,3+0,05 dla 12% i 8% hipoksji.

Tabela 3. Poziom tlenu, dwutlenku wegla i pH krwi tetniczej, oceniane gazometrycznie, w

poszczegdlnych etapach do§wiadczalnych przed i po podaniu OLDA
Kontrola 12% hipoksja 8% hipoksja
PaO, (mmHg) | 91,00,7 56,743,2 493+2,9
PaCO, (mmHg) | 52,3%3,6 43,7435 38,7457
pH 7.3+0,04 7,4+0,02 7.4+0,02
Po podaniu OLDA
PaO, (mmHg) |96,3+3,6 62,343.6 50,0+1.9
PaCO, (mmHg) | 66,7+4,1* 56,0+2,5" 48,7465
pH 7,3£0,04 7,3£0,02 7.3+0,05

Srednie wartosci z 6 szczurdw = SE, OLDA podawana w dawce 40 mg/kg masy ciata

*P<0,03 dla réznic pomigdzy PaCO, warunkach kontrolnych i po podaniu OLDA, w normoksji

~P<0,02 dla réznic pomigdzy PaCO, w warunkach kontrolnych i po podaniu OLDA, po podaniu 12% hipoksji (Test
Studenta dla grup niezaleznych)
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4.1.2. OLDA a odpowiedzi oddechowe na hiperkapni¢

W odpowiedzi na 10% hiperkapni¢ wentylacja minutowa ulegta zmniejszeniu po
podaniu OLDA wzdhuz przebiegu testu (p<0,0001, efekt zwigzku, dwuczynnikowa
ANOVA), przy czym szczytowa wentylacja w 30 sek po podaniu bodZca spadta 0
21,0£6,2% (p<0,006) w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. W efekcie zastosowania
stabszego 5% bodzca hiperkapnicznego nie odnotowatam zmian wentylacji minutowej po
podaniu OLDA.

A-12%0, B-8%0,
< Kontrola o Konfrola
4000 1 BOLDA
—_ 4000 - mOLDA
&, 3000 - _
= o 3000 -
£ 2000 1 3 ¢ ¢ i § & O
E Eo000] ® ® " @
= F ® ¢ & & » g
£ 1000 4 * £ 1000
LLI —
> n=7 -
0 - T T T T T . >LLI N1 n=7
0 05 1 15 2 25 3 06 ols 1 1|5 2 2.5 3

Czas (min) Czas (min)
Rys. 9. Zmiany wentylacji minutowej (Vg) w czasie ekspozycji na 5%-owg hiperkapni¢ (Panel A)
i 10%-owa hiperkapni¢ (Panel B) u szczurow w warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA
i 1godzing po podaniu OLDA. Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.001) dla Panelu A Znaczacy efekt czasu
(*P<0.0001), efekt OLDA ("P<0.0001) dla Panelu B (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi
pomiarami)

Podanie OLDA wptyneto na obnizenie odpowiedzi oddechowej na silny bodziec
hiperkapniczny, co moze sugerowac¢ udzial chemoreceptoréw obecnych mozgu w
oddziatywaniu OLDA na regulacj¢ oddychania. Oddechowe efekty hiperkapnii zachodzg
gléwnie za posrednictwem chemoreceptorow pnia mozgu, odrgbnych od tych obecnych w
kiebkach szyjnych, cho¢ ktgbki odpowiadaja za ok. 15-20% odpowiedzi oddechowej na

hiperkapnig, zwlaszcza w pierwszej fazie (15).
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4.1.3 Wplyw OLDA na regulacj¢ oddychania na tle blokady receptoréw

dopaminowych

4.1.3.1. Wplyw OLDA na regulacje oddychania po uprzednim zablokowaniu

receptorow dopaminowych D2 obwodowych

W celu uzyskania blokady receptoréw dopaminowych D2 obwodowych
zastosowatam domperidon- antagoniste receptoréw dopaminowych D2, ktory nie
przechodzi przez barierg krew-mozg.

OLDA podawana na tle blokady receptoréw obwodowych D2 spowodowata
obnizenie wentylacji minutowej (p<0,007-efekt zwigzku, dwuczynnikowa ANOVA w
przypadku 8% hipoksji) (Rys. 10 Panel B). Obnizenie wentylacji nie byto istotne
statystycznie w przypadku 12% hipoksji (Rys. 10 Panel A). Réznice w wentylacji
minutowej w spoczynku i szczycie 12% hipoksji oscylowaty na poziomie 15 11% w
poréwnaniu do warunkéw kontrolnych, zas w przypadku silniejszej hipoksji na poziomie

131 18%.
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Rys. 10. Zmiany wentylacji minutowej (Vg) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje (Panel A) i 8%
hipoksje (Panel B) u szczuréw w warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzing po
podaniu OLDA. OLDA podawana byla na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych
D2. Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.0001), efekt OLDA (*P<0.0001) oraz jednoczesny efekt czasu i
OLDA (# P<0.003) dla Panelu B. Znaczacy efekt czasu (*P<0.0001), dla Panelu A
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami)

Zmiany w przebiegu odpowiedzi oddechowej zachodzity glownie za
posrednictwem czestosci (p<0,005 efekt zwigzku, dwuczynnikowa ANOVA).

Odnotowatam spadek czestosci spoczynkowej ze sredniej wartosci 109,3+4,5 do 93,9+4,9
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liczba oddechow/min (p<0,01), a czestosci szczytowej z 131 £7,98 do 114+4,9 liczba
oddechéw /min (p<0,03) w odpowiedzi na podanie 12 % hipoks;ji.

Zastosowanie silniejszego 8% bodzca hipoksyjnego spowodowato zmniejszenie
szczytowej warto$ci objetosci minutowej o 10,8+1,9% (p<0,0002) w poréwnaniu do

wartos$ci kontrolnych.

4.1.3.2. Wplyw OLDA na regulacje oddychania po uprzednim zablokowaniu
receptoréw dopaminowych D2 obwodowych i osrodkowych

Blokada receptorow dopaminowych D2 obwodowych i osrodkowych byta mozliwa
po podaniu haloperidolu-antagonisty receptoréw dopaminowych D2, dziatajacego zarowno
obwodowo jak i osrodkowo.

Podanie OLDA po uprzednim podaniu haloperidolu spowodowato zaledwie
kilkuprocentowe zmiany zaréwno w przypadku wentylacji spoczynkowej jak i szczytowej

w odpowiedzi na podanie 12% hipoksji, w poréwnaniu do warunkow kontrolnych

(Rys. 11).
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Rys. 11. Zmiany wentylacji minutowej (Ve) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczuréw w
warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzine po podaniu OLDA. OLDA
podawana byla na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych i osrodkowych D2.

Zmiany w przebiegu odpowiedzi oddechowej na hipoksje zachodzity za
posrednictwem zaréwno objetosci oddechowej jak i czgstosci (p<0,0001 i p<0,001, efekt
zwigzku, dwuczynnikowa ANOVA), jednakze byty to catkiem przeciwstawne efekty, co
spowodowato brak istotnej zmiany w wentylacji minutowe;.

OLDA podawana na tle dziatania haloperidolu spowodowata znaczne obnizenie

czestosci oddechowej w poréwnaniu do warunkow kontrolnych. Odnotowatam spadek
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czestosci spoczynkowej ze $redniej wartosci 99,1+3,35do 82,4+4,2 liczba oddechow/min
(p<0,009), a czestosci szczytowej z 133,8 7,76 do 104,3+3,68 liczba oddechow /min
(p<0,002) w odpowiedzi na 12% bodziec hipoksyjny (Rys. 12).
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Rys. 12 .Zmiany czg¢stos$ci oddechowej (f) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczurow w
warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzing po podaniu OLDA. OLDA
podawana byta na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych i osrodkowych D2.
Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.0001), efekt OLDA (“P<0.001) oraz jednoczesny efekt czasu i OLDA

(# P<0.009) (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami)

Jednocze$nie zaobserwowatam zwigkszenie objetosci oddechowej o 28,5+5,8 %
(p<0,0005) w warunkach spoczynku i o 16,1+1,8%w warunkach szczytowych, w

porownaniu do wartosci kontrolnych (Rys. 13).
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Rys. 13. Zmiany objetosci minutowej (V) W czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczuréw w

warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzing po podaniu OLDA. OLDA

podawana byla na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych i osrodkowych D2.
Znaczacy efekt czasu (¥P<0.0001), efekt OLDA ("P<0.0001) (dwuczynnikowa ANOVA z

powtarzalnymi pomiarami).

Wynik ten stanowi o ztozonosci dziatania OLDA. Dziatanie OLDA na tle blokady
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receptoréw dopaminowych D2 zarowno obwodowych jak i osrodkowych przypomina
dziatanie samej dopaminy, ktora pobudza osrodki oddechowe w mozgu i hamuje
odpowiedz oddechowa regulowang na poziomie kiebkow szyjnych. Efektem pobudzenia
osrodkéw oddechowych w mozgu jest zwigkszenie objetosci oddechowej natomiast
zmniejszenie czestosci oddechowej jest przejawem zahamowania odpowiedzi oddechowej

na poziomie kiebkow szyjnych.

4.1.4. Wplyw OLDA na regulacje oddychania na tle blokady receptoréw
wanilloidowych TRPV1

Blokada receptoréw wanilloidowych TRPV1 nastagpita po podaniu 5°-
jodoresinoferotoksyny. Dziatanie OLDA na tle blokady receptoréw wanilloidowych
przypominalo to uzyskane na tle blokady receptoréw dopaminowych D2 obwodowych.

OLDA podawana po uprzednim zablokowaniu receptoréw TRPV1 spowodowata
zmniejszenie spoczynkowej wentylacji minutowej o 18,9+£3,5% (p<0,0007), a szczytowej
0 25+3,5% (p<0,0002)w odpowiedzi na 12% bodziec hipoksyjny w poréwnaniu do
warunkow kontrolnych (Rys. 14).
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Rys. 14. Zmiany wentylacji minutowej (Vg) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksj¢ u szczurow w
warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzing po podaniu OLDA. OLDA
podawana byla na tle blokady receptoréw wanilloidowych TRPV 1. Znaczacy efekt czasu
(*P<0.0001), ), efekt OLDA ("P<0.001) oraz jednoczesny efekt czasu i OLDA (# P<0.006)
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami)

Zmiany w przebiegu odpowiedzi oddechowej zachodzity wytacznie za

posrednictwem czestosci oddechowej (p<0,0001, efekt zwigzku dwuczynnikowa ANOVA).
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Czgstos¢ oddechoéw w spoczynku spadata z 100,6+3,2 do 76,3+1,4/min , a szczytowa

czestodé z 126,4 3,6 do 98,9+2,84/min (Rys. 15).

< Kontrola
200 - m5-IRTX+OLDA
E 150
= ¢ o o @ ° o
S 100 ¢ ®m 0 m m g N
3 [
S 50 -
O T T T T T 1
0 05 1 15 2 25 3

Czas (min)

Rys. 15. Zmiany czgstos$ci oddechowe;j (f) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksj¢ u
szczuréw w warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzing po podaniu
OLDA. OLDA podawana byta na tle blokady receptorow wanilloidowych TRPV1.
Znaczacy efekt czasu (*P<0.0001), efekt OLDA (*P<0.0001) (dwuczynnikowa ANOVA z

powtarzalnymi pomiarami)

Podanie OLDA na tle blokady receptoréw wanilloidowych TRPV1 nie wptyneto na

objetos¢ oddechowa zardéwno w fazie stymulujgcej jak i depresyjnej oddychania.

4.1.5. Wplyw OLDA na regulacj¢ oddychania na tle blokady receptoréow
wanilloidowych TRPV 1 i dopaminowych D2 obwodowych

Badania obejmowaty réwniez okreslenie wptywu OLDA na regulacje oddychania
na tle blokady dwoch réznych rodzajow receptorow, a mianowicie receptoréw
dopaminowych obwodowych D2 i receptorow wanilloidowych TRPV1.

Dziatanie OLDA na tle tej podwdjnej blokady receptorowej skutkowato
zmniejszeniem wentylacji spoczynkowej o 14, 8+9,8% (p<0,03), a szczytowej 0
27,5+4,4% (p<0,0001) w poréwnaniu do warunkoéw kontrolnych, otrzymanych w efekcie
podania 12 % hipoksji (Rys. 16).
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Rys. 16. Zmiany wentylacji minutowej (Vg) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksj¢ u szczurow w

warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzing¢ po podaniu OLDA. OLDA

podawana byta na tle blokady receptoréw wanilloidowych TRPV 1i dopaminowych obwodowych

D2. Znaczacy efekt czasu (*P<0.0001), ), efekt OLDA ("P<0.001) oraz jednoczesny efekt czasu i

OLDA (# P<0.002) (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami).

Zmiany w przebiegu odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ zachodzity gtownie za
posrednictwem czg¢stosci oddechowej, ktora malata w efekcie podania OLDA natle
jednoczesnej blokady receptorowej dopaminowej obwodowej i wanilloidowej (p<0,018

efekt zwigzku x czas oraz p<0,0001 efekt zwigzku, dwuczynnikowa ANOVA) . W

warunkach szczytowej 12% hipoksji czestos¢ oddechowa spadta o 19+4,5% (p<0,002) zas

objetos¢ oddechowa o 13,2+3 % (p<0,002) w porownaniu do wartosci kontrolnych (RYys.
17).
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Rys. 17. Zmiany czesto$ci oddechowej (f) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczuréw w

warunkach kontrolnych tj. przed podaniem OLDA i 1godzin¢ po podaniu OLDA. OLDA podawana

byta na tle blokady receptorow wanilloidowych TRPV1 i dopaminowych obwodowych D2 .
Znaczacy efekt czasu (*P<0.0001), efekt OLDA (*P<0.0001) (dwuczynnikowa ANOVA z

powtarzalnymi pomiarami)
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4.1.6. OLDA a czulo$¢ hipoksyjna

Zaobserwowatam zmiany czuto$ci hipoksyjnej po podaniu OLDA. Czutos¢
hipoksyjna jest definiowana jako nasilenie szczytowej wentylacji plucnej wraz ze
wzrostem poziomu sity bodzca. W moim uktadzie do§wiadczalnym czuto$¢ hipoksyjna
zostata oszacowana ze wzrostu od punktu spoczynkowego wentylacji minutowej (0)’do
punktu szczytowego (30’), dla dwdch poziomoéw bodzca hipoksyjnego, W warunkach
kontrolnych 1 po podaniu OLDA. Zaobserwowatam, ze na obu poziomach hipoksji,
szczytowa wentylacja byta nizsza po podaniu OLDA (p<0,008 dla r6znic pomiedzy Ve
szczytowa w warunkach kontrolnych i po podaniu OLDA w przypadku 12% hipoksji i
p<0,004 dla r6znic pomigdzy Ve szczytowa W warunkach kontrolnych i po podaniu
OLDA w przypadku 8% hipoksji; sparowany test Studenta). Obnizenie to wyrazone linig
regresji liniowej, znamiennie nasilato si¢ przy silniejszej 8% hipoksji po podaniu OLDA
(p<0,02; sparowany test t). Stad wniosek, ze OLDA zmniejsza czuto$¢ hipoksyjna, a zatem
uposledza zdolnosci kiebkow szyjnych do normalnie majacego miejsce zwigkszania

oddychania wraz ze wzrostem sity bodzca hipoksyjnego (Rys. 18).
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Rys. 18. Czutos¢ hipoksyjna - 0szacowana ze wzrostu od punktu spoczynkowego wentylacji
minutowej (0)’do punktu szczytowego (30”), dla dwdch pozioméw bodzca hipoksyjnego 12 i 8 %,
w warunkach kontrolnych i po podaniu OLDA. * P<0.008 dla r6znic pomig¢dzy szczytowym Vg u
szczuréOw w warunkach kontrolnych i po podaniu OLDA dla 12% hipoksji. ¥*P<0.004 dla r6znic
pomiedzy szczytowym Vg u szczurow w warunkach kontrolnych i po podaniu OLDA dla 8%
hipoksji (sparowany test Studenta). OLDA spowodowala znaczaco wigksze obnizenie w przypadku
silniejszego bodzca hipoksyjnego, 8% hipoksji (sparowany test Studenta, # P<0.02). A zatem
OLDA obnizyta nie tylko szczytowe wartosci wentylacji minutowej lecz rowniez czutos¢
hipoksyjna.
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42 Me-OLDA
4.2.1 Me-OLDA a odpowiedzi oddechowe na hipoksje

Dziatanie Me-OLDA skutkowato zmniejszeniem wentylacji minutowej (w
przypadku 12% hipoksji p<0,01, efekt zwigzku dwuczynnikowa ANOVA).
Zaobserwowatam jednak zdecydowanie stabszg reakcje w porownaniu do tej, ktorg
uzyskatam po podaniu OLDA. Wentylacja spoczynkowa spadta z 875,5+88,3 do
754,6+82,2 ml/min/kg (p<0,04), 0 13,1+5,8% za$ szczytowa zmniejszyla si¢ ze Sredniej
wartosci 1347,9+108,9 do 1072,1+£76,8 ml/min/kg (p<0,002) tj. spadta 0 9,7+4,2% w
odpowiedzi na 12% bodziec hipoksyjny, w poréwnaniu do wartosci kontrolnych. W
odpowiedzi na 8% hipoksj¢ zmiana w wentylacji spoczynkowej byta podobna do tej przy
12% hipoksji, za$ wentylacja szczytowa zmniejszyla si¢ ze $redniej wartosci 1698,3+88,2

do 1433,8+97,4 ml/min/1000g (p<0,001), spadta o 15,7+6,4% w poréwnaniu do kontroli.
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Rys. 19. Zmiany wentylacji minutowej (Vg) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje (Panel A) i 8%
hipoksje (Panel B) u szczurow w warunkach kontrolnych tj. przed podaniem Me-OLDA i

1godzine po podaniu Me-OLDA.

Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.003), efekt Me-OLDA ("“P<0.03) oraz jednoczesny efekt czasu i Me-
OLDA (# P<0.002) dla Panelu B. Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.001), efekt Me-OLDA ("P<0.01) dla
Panelu A (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami).

Zmiany w przebiegu wentylacji minutowej po podaniu Me-OLDA zachodzity
wylacznie za posrednictwem czgstosci oddechowej (p< 0,001 efekt zwigzku,
dwuczynnikowa ANOVA) (Rys. 20), co dodatkowo poglebia réznicg pomiedzy OLDA i
jej zmetylowang pochodng, OLDA bowiem dziatata na regulacje oddychania zar6wno
poprzez czestos¢ jak 1 objetos¢ oddechowa. Czgstos¢ oddechowa spoczynkowa spadta ze
$redniej wartosci 107,9+5,9do 90,9+5,6 liczba oddechoéw/min (p<0,0001), a szczytowa z
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126,8+4,1do 104,94+4,9 liczba oddechdéw /min w nastepstwie podania 12% bodzca
hipoksyjnego. Podanie Me-OLDA znosito odpowiedz ze strony objetosci oddechowe;.

200 - < Kontrola
mMe-OLDA
=150 A
E ¢ ° © o O
P 4 [ | a ]
Zi00¢ @ .
L
o
e
2 50 A
n=7
O T T T T T 1
0 0.5 1 5 2 25 3

C;és (min)
Rys. 20. Zmiany cz¢sto$ci oddechowej (f) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczuréw w
warunkach kontrolnych tj. przed podaniem Me-OLDA i 1godzing po podaniu Me-OLDA.
Znaczacy efekt czasu (*P<0.0001), efekt Me-OLDA (*P<0.0001) (dwuczynnikowa ANOVA z
powtarzalnymi pomiarami)

Zmiany dotyczace czgstosci i objetosci oddechowej po podaniu Me-OLDA ,w
odpowiedzi na dwa poziomy bodzca hipoksyjnego (12 1 8%) przedstawione zostaty w

tabeli numer 5.

Tabela 5. Czestos¢ oddechowa (f) i objeto$¢ oddechowa (V1) w trzech punktach czasowych w
przebiegu odpowiedzi oddechowej: punkt spoczynkowy- 0 s, punkt szczytowy -30 s, punkt
depresyjny-180s, w czasie 12 i 8% hipoksji, w dwoch roéznych warunkach eksperymentalnych:
kontrolnych i po podaniu OLDA.

Warunki | Kontrola || ME-OLDA
12% Hipoksja
Test hipoksyjny | Punkt Punkt Punkt Punkt Punkt Punkt
spoczynkowy szczytowy | depresyjny || spoczynkowy szczytowy depresyjny
Czas testu (sek) | O 30 180 0 30 180
f (min ) 108.0+5.9 126.844.1 132.1+7.4 90.9+5.6* 105.045.0 112.6+5.20
Vr (mlkg ™) 8.2+0.4 10.6+0.6 9.2+0.6 8.2+0.4 10.3+£0.4 8.8+0.5
8% Hipoksja
Test hipoksyjny | Punkt Punkt Punkt Punkt Punkt Punkt
Czas testu (sek) | O 30 180 0 30 180
f(min 1) 98.0+7.1 145.7+4.8 | 163.9£12.5 | 81.5£5.9* 119.9+6.4 ™ | 121.8+6.20
Vr (mlkg ) 8.4+0.5 12.120.7 11.0£1.0 8.8+0.3 12.0 £0.3 9.31+0.3#

Srednie wartosci z 7 szczuréw = SE; ME-OLDA podawana byta w pojedynczej dawce, 40 mg/kg masy ciata
*P<0.001 dla r6znic pomig¢dzy normoksyjnym fu szczurow w warunkach kontrolnych i po podaniu ME-
OLDA dla dwdch poziomdéw hipoksji

~P<0.003 dla r6znic pomig¢dzy punktem szczytowym hipoksji f u szczurow w warunkach kontrolnych i po
podaniu ME-OLDA dla jednego poziomu hipoksji

#P<0.003 dla r6znic pomigdzy punktem depresyjnym hipoksji f u szczur6w w warunkach kontrolnych i po
podaniu ME-OLDA dla dwéch pozioméw hipoksji

#P<0.008 dla ro6znic pomigdzy punktem depresyjnym hipoksji V1 u szczuréw w warunkach kontrolnych i po
podaniu ME-OLDA dla jednego poziomu hipoksji

(Sparowany test Studenta t)
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4.2.2 Me-OLDA a odpowiedzi oddechowe na hiperkapni¢

Me-OLDA nie wptyneta na odpowiedz oddechowg na hiperkapnie, co moze

stanowi¢ o gtownie obwodowym dziataniu Me-OLDA na regulacje¢ oddychania.

4.2.3 Wplyw Me-OLDA na regulacje¢ oddychania na tle blokady receptorow

dopaminowych

Me-OLDA podawana na tle blokady receptoréw dopaminowych D2 obwodowych,
doprowadzita do zniesienia odpowiedzi oddechowej, do stanu uzyskanego w warunkach
kontrolnych (Rys. 21). Wynik ten moze §wiadczy¢ o wylacznym oddziatywaniu Me-OLDA

na regulacje oddychania poprzez receptory dopaminergiczne D2 obwodowe.
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Rys. 21. Zmiany wentylacji minutowej (Vg) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksj¢ u szczurow w w

warunkach kontrolnych tj. przed podaniem Me-OLDA i 1godzing po podaniu Me-OLDA. Me-

OLDA podawana byta na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych D2.

Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.0001) (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami)

Przebieg wentylacji minutowej po podaniu Me-OLDA, jest wypadkowg zmian
zardwno objetosci oddechowej (p<0,003 efekt zwiazku dwuczynnikowa ANOVA) jak i
czestosci oddechowej (p<0,03 efekt zwigzku, dwuczynnikowa ANOVA). Spoczynkowa
objeto$¢ oddechowa wzrosta o 10+3,5% (p<0,01), zas w 30 sek od podania 12% bodzca
hipoksyjnego zwickszyta si¢ o 11,9 +4,3% (p<0,01), w poréwnaniu do warunkow
kontrolnych. Z kolei czestos¢ oddechowa w warunkach spoczynku spadta ze $redniej
wartosci 86,99+4,4 w kontroli do 83,6+1,8 liczba oddechéw/min po podaniu Me-OLDA,
za$ w 30 sek od podania 12% hipoksji zmniejszyta si¢ z 118,4+5,5 do 113,443,9 liczba
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oddechéw /min w poréwnaniu do warunkow kontrolnych.

200 - < Kontrola
H Domperidon+\Vle-OLDA
= 150 +
£ & & d O
£ & *A
> 100 4 LA m 8 = #
o ‘
3
E. 50
b n=7
O T T T T T 1
0 05 1 15 2 25 3
Czas (min)

Rys. 22. Zmiany czestos$ci oddechowej (f) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczurow w
warunkach kontrolnych tj.przed podaniem Me-OLDA i 1godzing po podaniu Me-OLDA. Me-

OLDA podawana byta na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych D2.

Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.0001) efekt Me-OLDA ("P<0.035) oraz jednoczesny efekt czasu i
Me-OLDA (# P<0.0001) (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami)
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Rys. 23. Zmiany obj¢tosci minutowej (V1) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczurow w
warunkach kontrolnych tj. przed podaniem Me-OLDA i 1godzing po podaniu Me-OLDA. Me-
OLDA podawana byta na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych D2.

Znaczacy efekt czasu (¥P<0.0001), efekt Me-OLDA (*P<0.003) (dwuczynnikowa ANOVA z

powtarzalnymi pomiarami)
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4.2.4 Wplyw Me-OLDA na regulacje oddychania na tle blokady receptoréw

wanilloidowych

Efektem dziatania Me-OLDA na tle blokady receptoréw wanilloidowych TRPV1
byto obnizenie wentylacji minutowej (p< 0,0001, efekt zwigzku, dwuczynnikowa
ANOVA). Odnotowatam spadek wentylacji minutowej spoczynkowej o 24,79 £3,3%
(p<0,0001), za$ wentylacji szczytowej o 31,6+2,9% w odpowiedzi na 12% bodziec

hipoksyjny w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych.
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Rys. 23. Zmiany wentylacji minutowej (V) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksj¢ u szczurow w
warunkach kontrolnych tj. przed podaniem Me-OLDA i 1godzing po podaniu Me-OLDA. Me-
OLDA podawana byta na tle blokady receptorow wanilloidowych TRPV1. Znaczacy efekt czasu
(*P<0.0001), efekt Me-OLDA ("P<0.0001) oraz jednoczesny efekt czasui Me-OLDA (#
P<0.0001) (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami).

Zmiany w przebiegu wentylacji minutowej nastapily gtéwnie w wyniku

zmniejszenia czgstosci oddechowej (p< 0,001, efekt zwigzku, dwuczynnikowa ANOVA),

ktéra zardbwno w warunkach spoczynku jak i szczytu spadta o 21% po podaniu Me-OLDA.
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Rys. 24. Zmiany czgsto$ci oddechowej (f) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczurow w
warunkach kontrolnych tj. przed podaniem Me-OLDA i 1godzing po podaniu Me-OLDA. Me-
OLDA podawana byta na tle blokady receptoréw wanilloidowych TRPV1.

Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.0001) efekt Me-OLDA ("P<0.001) oraz jednoczesny efekt czasu i
Me-OLDA (# P<0.05) (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami).
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Rys. 25. Zmiany objetosci minutowej (V1) w czasie ekspozycji na 12 % hipoksje u szczuréw w
warunkach kontrolnych tj. przed podaniem Me-OLDA i 1godzing po podaniu Me-OLDA. Me-
OLDA podawana byla na tle blokady receptoréw wanilloidowych TRPV 1.

Znaczacy efekt czasu (¥*P<0.0001), efekt Me-OLDA ("P<0.01) ) oraz jednoczesny efekt czasu i
Me-OLDA (# P<0.03) (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzalnymi pomiarami).

4.2.5. Me-OLDA a czulo$¢ hipoksyjna

Nie zaobserwowatam zmian czutosci hipoksyjnej po podaniu Me-OLDA.
Odnotowatam, ze na obu poziomach hipoksji, szczytowa wentylacja byta nizsza po
podaniu Me-OLDA (p<0,04 dla réznic pomiedzy Vg szczytowg w warunkach kontrolnych
I po podaniu Me-OLDA w przypadku 12% hipoksji i p<0,02 dla r6znic pomiedzy Ve
szczytowa W warunkach kontrolnych i po podaniu Me-OLDA w przypadku 8% hipoks;ji;

sparowany test Studenta). Obnizenie to wyrazone linig regres;ji liniowej, laczace;j
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szczytowe wentylacje nie nasilalo si¢ przy silniejszej 8% hipoksji po Me-OLDA (Rys.26).
Stad wniosek, ze Me-OLDA nie wplywa na czuto$¢ hipoksyjna, a zatem nie uposledza
zdolnosci ktebkdéw szyjnych do normalnie majgcego miejsce zwickszania oddychania wraz

ze wzrostem sily bodzca hipoksyjnego.

— ¢o—- Kontrola
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2 1300

£ 1200 | &

£

=’ 600 -
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Rys. 26. Czuto$¢ hipoksyjna. Czuto$¢ hipoksyjna zostata oszacowana ze wzrostu od punktu
spoczynkowego wentylacji minutowej (0)’do punktu szczytowego (30’), dla dwoch poziomdw
bodzca hipoksyjnego 12 i 8 %-owego, w warunkach kontrolnych i po podaniu Me-OLDA. *
P<0.04 dla réznic pomiedzy szczytowym Vg u szczurOw w warunkach kontrolnych i po podaniu
Me-OLDA dla 12% hipoksji. ¥P<0.02 dla r6znic pomig¢dzy szczytowym Vg, w warunkach
kontrolnych i po podaniu Me- OLDA dla 8% hipoksji (sparowany test Studenta).

4.3  Metabolizm tlenowy

Pomiary metabolizmu tlenowego zostaty przeprowadzone celem okreslenia
charakterystyki dziatania badanego zwigzku. Gtownym zamierzeniem tej czesci
eksperymentalnej byto ustalenie, czy OLDA dziala na regulacj¢ oddychania w sposéb
bezposredni, czy tez zmniejszenie odpowiedzi oddechowej pod wptywem dziatania tego
zwigzku wynika ze zmniejszenia metabolizmu tlenowego.

W normoksji OLDA zmniejsza wentylacje minutowg o 43,4+7,7% (p<0,002), aw
8% hipoksji 0 26,4+3,8% (p<0,001), w poréwnaniu do wartosci kontrolnych. Z kolei
konsumpcja tlenu VO, po podaniu OLDA zmniejszata si¢ o 32+8,7% (p<0,02) w
normoksji i o0 20+8,6% (p<0,03) w 8% hipoksji. Zmiany te byty istotne statystycznie. Nie
odnotowatam jednak zmian istotnych statystycznie zar6wno w normoksji jak 1 hipoksji w
przypadku wptywu OLDA na parametr metaboliczny jakim jest VE/VO;, w poréwnaniu do
wartos$ci kontrolnych, co §wiadczy o braku wpltywu OLDA na metabolizm tlenowy.

Zmiany dotyczace metabolizmu tlenowego przedstawitam w Tabeli 4.
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Tabela 4. Minutowa wentylacja (Ve), konsumpcja tlenu (Vo,) oraz metaboliczne i oddechowe
wskazniki: (Ve/Vo2), (Voz2opa’Voz2con) | (Ve oLpoa/VeEcon) W czasie normoksji i 8%hipoksji, w
trakcie dwoch roznych warunkoéw eksperymentalnych, tj. kontrolnych (bez farmakologicznej

ingerencji) i po podaniu OLDA.

Warunki | Kontrola | OLDA

Normoksja

Ve (ml mintkg?) | 1142,3+41,3 | 643,4+89.0*

Voo(ml minT kg™?) | 55,6+6,2 35,7+1,9°

Ve Vo, 21,4+2,5 17,9421
VorooaVorcon — 0,67+0,09
Hipoksja

Ve(ml minkg?®) | 1648,7+77,5 | 1204,7+33,9%#

VE OLDA/VE CON 0,73i0,04°°

Voo(ml minT kg™) [ 33,2+2,9 25942 1@

Ve/Vo; 50,8+4,7 47,4+4.,0

Vozorpa/Voscon  0,795+0,09£

Srednie wartosci + SE z pigciu szczuréw; OLDA podawana byta w pojedynczej dawce, 40 mg/kg dootrzewnowo.
* P<0.002 dla réznic pomiedzy Vg normoksyjnym u szczuréw kontrolnych i szczuréw ktorym podano OLDA

(sparowany test t Studenta).

#P<0.001 dla réznic pomiedzy Vg hipoksyjnym u szczurdéw kontrolnych i szczurow ktorym podano OLDA

(sparowany test t Studenta).

°P<0.02 Vo, 002 dla réznic pomiedzy Vo, normoksyjnym u szczuréw kontrolnych i szczuréw ktérym podano OLDA

(sparowany test t Studenta).

e P<0.03 dla r6znic pomig¢dzy Vo, hipoksyjnym u szczuréw kontrolnych i szczuréw ktorym podano OLDA (sparowany

test t Studenta).

0oP<0.04 dla r6znic pomiedzy Vg oLpa/VE con W Warunkach normoksji i hipoksji.
£ P<0.048 dla r6znic pomi¢dzy Vo, oLpa/Vo2 con W warunkach normoksji i hipoksji.

4.4.  AntagoniSci i ich wplyw na regulacje oddychania

Wszystkie wykorzystane przeze mnie w do§wiadczeniach blokery uktadow
receptorowych tj. domperidon, haloperidol oraz 5’-jodoresinoferotoksyna zostaty
przebadane pod katem wptywu na regulacje oddychania. Zaden z wymienionych

antagonistow nie wplywa istotnie statystycznie na odpowiedz oddechowa na hipoksje.

Zatem wszystkie odpowiedzi na hipoksj¢ uzyskane w efekcie podawania OLDA badz Me-

OLDA na tle dziatania wyzej wymienionych antagonistow nie byly obcigzone dzialaniem

samych antagonistow.

4.5. Podsumowanie Wynikow

1. Zar6wno OLDA jak i jej zmetylowana pochodna Me-OLDA wptywaja na regulacje

oddychania, obnizajac odpowiedZ oddechowa w warunkach normoksji oraz
hipoksji. Jednak hamujacy wptyw OLDA na regulacj¢ oddychania jest okoto
dwukrotnie silniejszy niz Me-OLDA.
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. Zarowno OLDA jak i Me-OLDA oddzialywuja na regulacj¢ oddychania poprzez
dopaminergiczny uktad receptorowy D2. Wptyw Me-OLDA na regulacje
oddychania zachodzi gtéwnie przez uktad dopaminergiczny obwodowy D2, za$ w
przypadku OLDA istotny jest rowniez udziat dopaminergicznej komponenty

osrodkowe;.

Brak wptywu Me-OLDA na odpowiedz oddechowa na hiperkapni¢ potwierdza
swoisto$¢ dziatania tego zwiazku i sugeruje, ze Sciezka dziatania tego zwigzku na
regulacje oddychania prowadzi przez kiebki szyjne. Z kolei uzyskany efekt
obnizenia odpowiedzi oddechowej na 10% bodziec hiperkapniczny po podaniu
OLDA pozwala przypuszczac, ze charakter dziatania tego zwigzku na regulacje
oddychania jest zarowno obwodowy jak i osrodkowy.

. W przeciwienstwie do samej OLDA, Me-OLDA moze dziata¢ na regulacje
oddychania jako agonista receptoréw wanilloidowych TRPV1 umiejscowionych
na neuronach dopaminergicznych, ktére pobudzaja uktad glutaminergiczny, co
mogloby zmniejsza¢ hamujace skutki oddziatywania OLDA na regulacje
oddychania zachodzace poprzez receptory dopaminergiczne D2.

. W przeciwienstwie do OLDA, Me-OLDA nie zaburza czuto$ci hipoksyjnej, co
potwierdza stabsze oddziatywanie Me-OLDA na regulacj¢ oddychania.

. Brak wplywu OLDA na metabolizm tlenowy §wiadczy o bezposrednim wptywie
badanego zwigzku chemicznego na regulacj¢ oddychania, zaobserwowane
zmniejszenie odpowiedzi oddechowej na hipoksje¢ po podaniu OLDA nie jest

efektem obnizenia metabolizmu tlenowego.
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5. Dyskusja

Celem mojej pracy byto okres§lenie wptywu lipidowych pochodnych dopaminy t;.
OLDA (N-oleinoilo-dopaminy) oraz Me-OLDA (N-oleinoilo-3’-O-metylo-dopaminy) na
odpowiedzi oddechowe na bodzce chemiczne oraz okreslenie poprzez jakie uktady
neuroprzekaznikowe zwiazki te oddzialywuja na regulacj¢ oddychania u nieu$pionych
zwierzat. Lipofilna budowa OLDA i Me-OLDA umozliwia im penetracj¢ bariery krew-
mozg, co dodatkowo w potaczeniu z ich stosunkowo wysoka stabilnoscia (35, 4) stwarza
potencjalng mozliwos¢ zastosowania tych zwigzkéw w leczeniu choréb
neurodegeneracyjnych zwigzanych z niedoborem dopaminy w mézgu. Sama dopamina
jako zwigzek hydrofilowy i w dodatku ulegajacy natychmiastowej degradacji obwodowej

nie znajduje zastosowania w leczeniu chorob neurodegeneracyjnych.
5.1.  Wplyw lipidowych pochodnych dopaminy na regulacje oddychania

W pierwszej kolejnosci okreslitam wptyw badanych przeze mnie lipidowych
pochodnych dopaminy na odpowiedz oddechows na hipoksj¢. Pierwsza i najwazniejsza
obserwacja uzyskana na podstawie wynikéw moich badan jest nast¢pujaca: zarowno
OLDA jak i jej zmetylowana pochodna wptywajg hamujgco na regulacje oddychania i
zmniejszaja odpowiedz na hipoksj¢. Jednakze w przypadku OLDA zmniejszenie to w
porownaniu do tego uzyskanego po Me-OLDA jest o 100% wyzsze w warunkach
normoksji 1 0 75% w warunkach szczytowej hipoksji. Co wiecej, zmniejszenie odpowiedzi
oddechowej na hipoksje w przypadku OLDA zachodzi za posrednictwem zaréwno
czegstosci oddechowej jak 1 objetosci oddechowej, ktore maleja po podaniu OLDA. W
przypadku Me-OLDA obnizenie odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ zachodzi wytgcznie
za posrednictwem czgstosci oddechowej. Obserwacja ta przemawia za okresleniem OLDA
jako zwigzku dziatajacego na regulacje oddychania na poziomie zaréwno osrodkowym jak
1 obwodowym, w odroznieniu od zmetylowanej pochodnej OLDA, ktorej dziatanie jest
glownie obwodowe. Istnieja bowiem przestanki, zgodnie z ktorymi zmiany w odpowiedzi
oddechowej na hipoksje na poziomie kiebkéw szyjnych zachodzg za posrednictwem
czestosci zas zmiany w odpowiedzi oddechowej na poziomie mozgu zachodza gtownie za

posrednictwem objetosci oddechowej (15).
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5.2  Lipidowe pochodne dopaminy a choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona charakteryzuje si¢ drastycznym obnizeniem poziomu
dopaminy (o ponad 80%) w jadrach podstawy mozgu, na skutek postepujacej degeneracji
neuron6w dopaminergicznych szlaku nigrostriatalnego (1). Obecnie najczesciej
stosowanym $rodkiem w leczeniu tej choroby jest prekursor dopaminy: 3,4-
dihydroksyfenylo-L-alanina (L-DOPA), ktory uzupetnia braki naturalnego
neuroprzekaznika. By zahamowac rozktad L-DOPA 1 umozliwi¢ jej przejscie do mozgu
podaje si¢ jednoczesnie benserazyd lub inny inhibitor dekarboksylazy dopaminy. Jednak ze
wzgledu na liczne efekty uboczne wystepujace podczas terapii L-DOPA+benserazyd, np:
zaburzenia myslenia czy nadmierng aktywnos$¢ ruchowa oraz op6zniony efekt
terapeutyczny tego zwigzku trwajg poszukiwania alternatywnych metod leczenia (1,40).
Ponadto niedogodnoscig terapeutycznego zastosowania L-DOPA w leczeniu chorych na
Parkinsona jest opdznione dziatanie tego zwigzku chemicznego wynikajace z koniecznos$ci
enzymatycznej transformacji L-DOPA w dopaming. Nadzieje obecnie poktadane sg wigc w
lipidowych pochodnych dopaminy. W 2009 roku Konieczny i wsp (40) zbadali wptyw
OLDA na napigcie migsniowe oraz akinezj¢ w rezerpinowym szczurzym modelu
wywolujacym sztywno$¢ migsniowa. Okazato si¢, ze OLDA (20 mg/kg ) znaczaco
obnizyta indukowane przez rezerping (2.5 mg/kg) napiecie migsniowe W odpowiedzi na
pasywne rozcigganie i zginanie stawu kolanowego konczyny tylnej szczura, co zostato
zmierzone w badaniu MMG (okreslajacym czynno$ci mechaniczne mig$ni). Co wiece;,
OLDA obnizyta wywotang podaniem rezerpiny zwigkszong aktywnos¢
elektromiograficzng, mierzong przed i w trakcie ruchu szczura przy pomocy badania EEG
(metoda rejestracji i analizy bioelektrycznej czynnosci migsniowej i nerwowej). Podanie
L-DOPA (25 mg/kg) takze ostabiato wywotane rezerping zwigkszenie aktywnosci EEG i
MMG, jednakze efekt dziatania tego zwigzku byt zdecydowanie stabszy 1 op6zniony w
czasie w poréwnaniu do tego uzyskanego po podaniu OLDA .

A zatem OLDA jest zwigzkiem chemicznym o wtasciwos$ciach mig§niowo-
relaksacyjnych, podobnie jak Me-OLDA, przy ktorej wlasciwosci te sa jeszcze silniejsze
niz w przypadku OLDA. Podanie Me-OLDA w dawce 10 mg/kg wywotuje efekt
migsniowo-relaksacyjny taki sam jak podanie OLDA w dawce 20 mg/k (dane
niepublikowane) .

Waznym aspektem w kontekscie opisywanych przeze mnie zagadniefni badawczych jest
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wystepujace w chorobie Parkinsona zaburzenie oddychania. Uwaza si¢, ze obnizona
odpowiedz oddechowa na hipoksj¢ towarzyszaca tej chorobie moze wynika¢ nie tylko z
centralnych, ale takze obwodowych deficytow neurotransmisyjnych. Pacjenci z chorobg
Parkinsona majg obnizong czuto$¢ hipoksyjna bedaca prawdopodobnie efektem dysfunkc;ji
chemoreceptoréw oddechowych, w ktérych dopamina jest gldwnym neuroprzekaznikiem
(32).

Na podstawie powyzej przedstawionych informacji mozna wnioskowac o
potencjalnych mozliwosciach OLDA i Me-OLDA jako no$nikow dopaminy do mézgu w
leczeniu choroby Parkinsona. Dziatanie zmetylowanej pochodnej OLDA wydaje si¢ tu by¢
korzystniejsze. Podanie Me-OLDA mogtoby bowiem nie tylko zwigkszy¢ dowoz
dopaminy do mézgu, ale rowniez nie pogtebiatoby dodatkowo depresji oddechowe;,
bedacej czgstym zaburzeniem w chorobie Parkinsona. Zmetylowana OLDA, tak jak
opisalam to w rozdziale 5.1 wptywa co prawda na obnizenie odpowiedzi oddechowej na
hipoksje, jednak zmniejszenie odpowiedzi oddechowej po podaniu samej OLDA jest

dwukrotnie silniejsze.

5.3. Udzial receptorow wanilloidowych w oddzialywaniu lipidowych

pochodnych dopaminy na regulacje oddychania

Kolejna obserwacja wynikajaca z moich doswiadczen dotyczy mozliwosci
dziatania obydwu badanych przeze mnie zwigzkéw chemicznych na regulacj¢ oddychania
poprzez interakcje z receptorem wanilloidowym TRPV1. Wptyw OLDA na odpowiedz
oddechowa na hipoksje na tle blokady receptorow wanilloidowych przypomina dziatanie
samej OLDA, co wskazuje na brak udziatu receptora TRPV1 w tej odpowiedzi. W
przypadku Me-OLDA uzyskatam odmienny wynik, a mianowicie zmniejszenie
odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ na tle blokady receptoréw wanilloidowych TRPV1
pogtebito si¢ o okoto 85% w przypadku zar6wno wentylacji minutowej spoczynkowej jak 1
szczytowej w porownaniu do odpowiedzi oddechowej uzyskanej po zastosowaniu samej
Me-OLDA. Wynik ten moze stanowi¢ rozwigzanie zagadnienia badawczego dotyczacego
okreslenia czy OLDA lub Me-OLDA mogtyby oddzialywa¢ na regulacj¢ oddychania
bezposrednio poprzez interakcj¢ z neuronami dopaminergicznymi, czy tez posrednio
poprzez interakcj¢ z receptorem wanilloidowym TRPV1 zlokalizowanym na neuronach

dopaminergicznych, prowadzacg do torowania glutaminergicznych wejs¢ pobudzajacych
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do tych neuronéw w analogii do wptywu opisanego w komorkach dopaminergicznych w
czesci zbitej substancji czarnej w méozgu (42). Zmetylowana OLDA co prawda dziata na
regulacje oddychania, zmniejszajac odpowiedz oddechowa na hipoksje, ale jest to
dziatanie dwukrotnie stabsze niz to obserwowane w przypadku OLDA. Co wigcej,
dziatanie zmetylowanej OLDA na regulacj¢ oddychania nasililo si¢ po zablokowaniu
receptoréw wanilloidowych TRPV1. Wyciggam wigc wniosek, ze obydwie obserwacje
moga $wiadczy¢ o dziataniu Me-OLDA, w przeciwienstwie do OLDA, na regulacje
oddychania poprzez interakcje z receptorem wanilloidowym TRPV1 na neuronach
dopaminergicznych, prowadzaca do pobudzenia uktadu glutaminergicznego i receptora
NMDA. Wiadomo bowiem, ze pobudzenie uktadu glutaminergicznego prowadzi do
podwyzszenia odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ o okoto 171% (w przypadku podania
8% hipoksji), gdzie o 25% podwyzsza si¢ objetos¢ oddechowa, a 0 125% czestos¢
oddechowa (47). Blokada uktadu glutaminergicznego w efekcie podania antagonisty
receptora NMDA, MK-801,prowadzi do mniejszej stymulacji oddychania przez hipoksje -
zwigkszenie odpowiedzi oddechowej na hipoksje wynosi tylko okoto 84% (w przypadku
podania 8% hipoksji), gdzie 0 83% podwyzsza si¢ czgsto$¢ oddechowa, a podwyzszenie
objetosci oddechowej zostaje zniesione. Z kolei w warunkach 15-min normoksji, blokada
receptora NMDA wplywa na obnizenie wentylacji minutowej o okoto 27%, w poréwnaniu
do warunkow kontrolnych (47). Tak wigc Me-OLDA moze dziata¢ na regulacje
oddychania jako agonista receptorow wanilloidowych TRPV1 umiejscowionych na
neuronach dopaminergicznych. Jest to dziatanie pobudzajace oddychanie, ktore
przeciwdziata , hamujgcemu oddziatywaniu poprzez receptor dopaminowy D2 (ten watek
zostat doktadnie omowiony w podrozdziale 5.4). Reasumujac, Me-OLDA jako agonista
receptorow zarowno wanilloidowych TRPV1 jak i receptoréw D2, prowadzacych
odpowiednio do pobudzenia i hamowania oddychania, prowadzi do mniejszego
hamowania oddychania niz sama OLDA. Ponadto podanie zmetylowanej OLDA na tle
blokady receptoréw wanilloidowych TRPV1 uwidacznia nasilenie obnizenia odpowiedzi
oddechowej, co wskazuje na wylaczne wowczas dziatanie Me-OLDA przez receptory

dopaminergiczne D2, prowadzace do obnizenia oddychania.
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5.4  Udzial receptorow dopaminowych w oddzialywaniu lipidowych

pochodnych dopaminy na regulacje oddychania

Obydwa badane przeze mnie zwigzki chemiczne dziatajg na regulacj¢ oddychania
gtownie poprzez dopaminowy uktad receptorowy.

Podanie Me-OLDA na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych
doprowadzito do catkowitego zniesienia odpowiedzi oddechowej do warunkow
uzyskanych w kontroli, co §wiadczy o dziataniu Me-OLDA na regulacj¢ oddychania
gtownie przez receptory dopaminowe D2 obwodowe.

W efekcie podania OLDA na tle blokady receptoréw dopaminowych obwodowych
1 o§rodkowych doszto do zniesienia odpowiedzi oddechowej do warunkéw zblizonych do
tych uzyskanych w kontroli, réznice pomigedzy warto$ciami wentylacji minutowej w
stosunku do kontroli oscylowaty na poziomie kilku procent. Rowniez w tym przypadku
przebieg wentylacji minutowej byt wynikiem zmian zaréwno czestosci jak i objetosci
oddechowej, co potwierdza dzialanie OLDA na regulacj¢ oddychania zaréwno na
poziomie mozgu jak 1 obwodowym. Dziatanie OLDA podawanej na tle blokady
receptoréw dopaminowych obwodowych przypominato to uzyskane na tle blokady
receptoréw dopaminowych osrodkowych i obwodowych, z ta roznica, ze zmiany pomiedzy
warto$ciami wentylacji minutowej w stosunku do kontroli oscylowaty na poziomie nie

Kilku lecz kilkunastu procent.

5.5  Wplyw lipidowych pochodnych dopaminy na odpowiedz oddechowa na
hiperkapnie¢

Relatywny udziat obwodowych i centralnych mechanizméw chemosensorycznych
na regulacje oddychania u u$pionych kotow zostal oszacowany w 1983 roku przez
Pokorskiego i Lahiri. Stwierdzili oni, ze udzial komponenty obwodowej w ksztattowaniu
odpowiedzi oddechowej na hiperkapni¢ jest niewielki. Jednakze, efekt komponenty
obwodowej zwigksza si¢ liniowo wraz ze wzrostem stgzenia jonow wodorowych we krwi
tetniczej [H+], procentowy udziat obwodowej komponenty wzrasta z 9 do 17%, w
nastepstwie zwiekszenia stezenia jonéw wodorowych we krwi tetniczej [H+] z 48.0 do
72.8 nmol 1™ (48).

Badane przeze mnie zwiazki chemiczne nie wptywaty lub tylko nieznacznie
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oddziatywaty na odpowiedz oddechowa na hiperkapni¢. Podanie OLDA powodowalo
obnizenie odpowiedzi oddechowej na 10% bodziec hiperkapniczny, nie zarejestrowatam
jednak zmian w przypadku stabszego 5% bodZca hiperkapnicznego. Z kolei zmetylowana
OLDA w ogéle nie wptyneta na odpowiedz oddechowa na hiperkapni¢. Reakcja na silng
hiperkapni¢ mogta zaleze¢ od czynnos$ci o§rodkowych chemoreceptorow zlokalizowanych
na brzusznej powierzchni opuszki mozgu, reagujacych na CO,, ktoére majg wyzszy prog i
inng dynamike¢ pobudzeniowych reakcji oddechowych niz chemoreceptory ktebkow
szyjnych. Reakcja ta mogla tez zalezeé od zwigkszenia stgzenia jonow H' zwiazanego z
kwasica oddechowa. Uwaza sig, ze ponad 80% odpowiedzi oddechowej na CO, i H*
zachodzi za posrednictwem chemoreceptorow osrodkowych, a tylko pozostale kilkanascie
procent za posrednictwem chemoreceptoréw kigbkow szyjnych (16). Brak zdeklarowanych
odpowiedzi oddechowych na hiperkapni¢ w przypadku Me-OLDA podkre$la swoisto$¢
dziatania tego zwigzku na generacje¢ odpowiedzi na hipoksj¢ na poziomie kiebkow
szyjnych. Wyniki te moga sugerowac gtoéwnie obwodowy wptyw Me-OLDA na regulacj¢
oddychania. W przypadku OLDA bytoby to rowniez dziatanie osrodkowe co wynika z
obserwowanego przeze mnie obnizenia odpowiedzi oddechowej na 10% hiperkapni¢ po
podaniu OLDA.

Okreslenie centralnej hamujacej dopaminergicznej neuromodulacji oddychania jest
wielkim wyzwaniem w zwiazku z tym, ze agoni$ci i antagonisci receptorow
dopaminergicznych wywotuja rozbiezne efekty oddechowe wskazujac na ztozonosc¢

dopaminergicznych mechanizmow(49, 50 ).

56  OLDA i Me-OLDA a czulo$¢ hipoksyjna

Czulo$¢ hipoksyjna jest wskaznikiem opisujacym wrazliwos¢ kiebkow szyjnych na
bodziec hipoksyjny, okresla zdolno$¢ uktadu oddechowego do zwigkszania szczytowe;j
wentylacji minutowe] wraz ze wzrostem silty bodZca. Zaobserwowatam , ze OLDA
zmniejsza czulo$¢ hipoksyjna, a zatem uposledza zdolno$¢ ktebkow szyjnych do normalnie
majacego miejsce zwickszania oddychania wraz ze wzrostem sity bodzca hipoksyjnego. W
przypadku zmetylowanej OLDA nie odnotowatam wptywu na czutos$¢ hipoksyjna.
Prawdopodobnie, odmienny wplyw dwdch badanych przeze mnie lipidowych pochodnych
dopaminy na czulo$¢ hipoksyjna jest rezultatem nieco odmiennej ’$ciezki receptorowej”

poprzez, ktora obydwa zwiazki oddziatuja na regulacje oddychania. Tak jak opisatam w
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podrozdziatach 5.3 i 5.4 z moich obserwacji wynika, ze OLDA i Me-OLDA dziataja na
regulacje oddychania gtownie poprzez receptory dopaminowe D2, co prowadzi do
obnizenia odpowiedzi na hipoksje, natomiast zmetylowana OLDA wptywa na regulacje
oddychania takze poprzez receptory wanilloidowe TRPV1, co przeciwdziata zmniejszeniu
oddychania. A zatem efekt Me-OLDA na regulacje oddychania zachodzacy poprzez
receptory dopaminowe D2 by¢ moze jest rtownowazony efektem dziatania tego zwigzku
na regulacje oddychania przez receptory wanilloidowe TRPV1, stad brak wplywu Me-
OLDA na czutos$¢ hipoksyjna.

5.7 OLDA a metabolizm

Wielu badaczy uwaza podwyzszony metabolizm za czynnik stymulujacy
odpowiedz oddechowa na hipoksje, co np. jest typowe dla profesjonalnych sportowcow. Z
badan przeprowadzonych na japonskich dzudokach wagi ciezkiej wynika, ze wysoki
poziom konsumpcji tlenu byt znaczaco skorelowany z wysoka czutoscia hipoksyjng. Co
wiecej zauwazono pewng prawidlowos¢, a mianowicie im wyzsza masa ciata u
zawodnikow tym wyzsza konsumpcja tlenu (VO,). Stwierdzono, ze moze to by¢
wynikiem lepszego nerwowo-mig$niowego mechanizmu sprzezenia lub lepszych
migsniowo-oddechowych funkcji transferowych u wytrenowanych atletow (51).

Stwierdzenie wptywu OLDA na metabolizm tlenowy sugerowatoby mozliwos¢
modulacji aktywnosci enzymow oksydacyjnych w mitochondriach badz tez udziat
badanego zwigzku w procesach energetycznych zachodzacych w komorkach migsniowych
(52, 53, 54).

Z przeprowadzonych przeze mnie badan dotyczacych kontrolnego efektu hipoks;ji
na metabolizm wynika, ze konsumpcja tlenu w hipoksji obniza si¢ (Tabela 3).

Ponadto OLDA wptyngta na obnizenie konsumpcji tlenu (VOy) zarowno w
normoksji jak 1 hipoksji w porownaniu do warunkéw kontrolnych. Jednak obnizenie
konsumpcji tlenu zachodzito przy jednoczesnym obnizeniu wentylacji minutowej. W celu
okreslenia zmian metabolizmu po podaniu OLDA niezb¢dne jest wyliczenie zmiany
wentylacji minutowej na zmiang zuzycia tlenu. Parametrem opisujagcym zmiany
zachodzgce w obrgbie metabolizmu tlenowego jest ekwiwalent oddechowy, tj. stosunek

wentylacji minutowej do konsumpcji tlenu w okreslonym przedziale czasowym — VE/VO,
(55).
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Brak istotnych zmian zar6wno w normoks;ji jak i hipoksji w przypadku wptywu
OLDA na ekwiwalent oddechowy w poréwnaniu do warunkow kontrolnych $wiadczy o
braku wptywu OLDA na metabolizm tlenowy. Mozna na tej podstawie przypuszczac, ze
badany zwigzek wplywa na regulacje¢ oddychania w sposéb bezposredni, a nie poprzez
metabolizm tlenowy. Zaobserwowane w przeprowadzonych eksperymentach zmniejszenie
odpowiedzi oddechowej na hipoksje¢ po podaniu OLDA (opisane wyzej) nie jest wiec

wtornym efektem obnizenia metabolizmu tlenowego.
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6. WhniosKi

1. Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie badan mozna wnioskowaé o

potencjalnej mozliwosci oddziatywania OLDA i Me-OLDA w stanach
neurodegeneracyjnych, jako no$nikéw dopaminy do mozgu. Me-OLDA mogtaby
wplywac nie tylko na objawy chor6b neurodegeneracyjnych z niedoborem
dopaminy, obnizajgc sztywno$¢ mieéniowg (bardziej niz sama OLDA), ale rowniez
nie poglebiataby dodatkowo depresji oddechowej, bedacej czestym zaburzeniem
dodatkowym, wystepujacym np. w chorobie Parkinsona. Zmniejszenie odpowiedzi
oddechowej po podaniu samej OLDA jest dwukrotnie silniejsze niz w przypadku
Me-OLDA. Stad wniosek, ze zmetylowana pochodna OLDA mogtaby okazac¢ sig
alternatywa terapeutyczng L-DOPA, z podawaniem ktorej wigza si¢ efekty

uboczne.

. Biorac pod uwagg, ze lipidowe pochodne dopaminy przechodza do mézgu i
zaktadajac, ze sa one przenosnikiem dopaminy, ktérej dziatanie osrodkowe jest
pobudzajace dla oddychania, to zwiazki te moglyby mie¢ takze znaczenie w
patologiach hipoksyjnych, czy w chronicznej hipoksji towarzyszacej procesowi

starzenia.
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7. Streszczenie

Przedmiotem moich badan sg zwigzki chemiczne nalezace do niedawno odkryte;
klasy lipidowych, zacylowanych pochodnych dopaminy, tj. N-oleinoilo-dopamina (OLDA)
i N-oleinoilo-3’-O-metylo-dopamina (Me-OLDA). N-acylo-dopaminy sg amidami
dopaminy oraz wyzszych kwaséw ttuszczowych, endogennie syntetyzowanymi w mozgu
ssakow. N-acylo-dopaminy wystepuja przede wszystkim w prazkowiu oraz w istocie
czarnej mozgu, zatem w regionach o wysokiej aktywno$ci dopaminergicznej. Szlak
zwigzany z metabolizmem dopamidow nie jest do tej pory poznany, jednak przypuszcza
si¢, ze moze by¢ zwigzany ze szlakiem metabolicznym dopaminy, tj. z ich metylacja przy
pomocy enzymu katecholo-O-metylo-transferazy (COMT).

Lipofilna budowa OLDA i Me-OLDA umozliwia im penetracj¢ bariery krew-mozg,
co dodatkowo w potaczeniu z ich stosunkowo wysoka stabilno$cig stwarza mozliwos¢
zastosowania tych zwigzkow w stanach neurodegeneracyjnych zwigzanych z niedoborem
dopaminy w mozgu, takich jak np. choroba Parkinsona, gdzie uzupetienie poziomu
dopaminy staje si¢ wielkim wyzwaniem. Dopamina jest neuroprzekaznikiem speiniajagcym
wiele r6znorakich funkcji, Jedng z wazniejszych funkcji dopaminy jest regulacja motoryki.
Brak stymulacji dopaminowej w przypadku ssakdéw oznacza akinezje, czyli
unieruchomienie. Drastyczne, bo o0 ponad 80%, obnizenie poziomu dopaminy w jadrach
podstawy mozgu, na skutek postgpujacej degeneracji neurondw dopaminergicznych szlaku
nigrostriatalnego wystepuje w chorobie Parkinsona. Sama dopamina jako zwigzek
hydrofilowy i w dodatku ulegajacy natychmiastowej degradacji obwodowej (W buforze
Krebsa-Henseleita, o sktadzie zblizonym do ptynu wewnatrzkomorkowego trzygodzinna
inkubacja powodowata rozktad 98% dopaminy) nie znajduje zastosowania w leczeniu
chorob neurodegeneracyjnych.

Ponadto dopamina jest gldwnym neurotransmiterem kiebkow szyjnych, jednakze
jej rola w mechanizmie chemorecepcji wcigz wzbudza wiele kontrowersji. Kiebki szyjne
sg organem znajdujacym si¢ na rozwidleniu tetnicy szyjnej wspolnej na zewngtrzng i
wewnetrzng, odpowiadajacym za okoto 95% stymulacji oddychania pod wplywem
hipoksji, jak rowniez za okoto 20% odpowiedzi oddechowej na CO; i H'. Rola kigbkéw w
normalnym oddychaniu pozostaje wcigz niewyjasniona, prawdopodobnie ich udziat w
normalnym oddychaniu wynosi 10-20%. Wiadomo jednak, ze rola dopaminy w

chemicznej regulacji oddychania jest dwojaka: dziatajac osrodkowo pobudza, a
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obwodowo, tj. przez kiebki szyjne, hamuje odpowiedz oddechows.

Celem mojej pracy byto okres§lenie wptywu OLDA i Me-OLDA na regulacje
oddychania i odpowiedzi oddechowe na bodZce chemiczne u nieuspionych zwierzat oraz
okreslenie poprzez jakie uktady receptorowe zwigzki te oddziatywuja na regulacje
oddychania. Rozréznienie pomigdzy dziataniem obwodowym i osrodkowym oraz
udzialem komponenty dopaminergicznej i wanilloidowej w ksztalttowaniu odpowiedzi
oddechowej wywotanej podaniem badanych zwigzkéw stanowito podstawowy element
mojej pracy.

Badania przeprowadzitam przy uzyciu zestawu pletyzmograficznego dla zwierzat
nieuspionych (Buxco Electronics Wilmington NC). Pomiary wentylacji ptucnej i jej
sktadowych: czestosci 1 objetosci oddechowej przeprowadzitam w warunkach normoksji
(szczury oddychaty powietrzem atmosferycznym), w warunkach ostrej dwustopniowej
hipoksji (12% O, i 8% O, w Ny) oraz hiperkapnii (5% CO; i 10% CO, w Oy).

Obydwa badane zwigzki chemiczne tj. OLDA oraz Me-OLDA wplywaja na
regulacje oddychania obnizajac odpowiedZ oddechowa, zar6wno w warunkach normoksji
jak 1 hipoksji, jednak wptyw samej OLDA na regulacj¢ oddychania jest dwukrotnie
silniejszy. Na przyktad, szczytowa hiperwentylacja hipoksyjna rejestrowana w 30 sek po
podaniu 12% bodzca hipoksyjnego zmniejszata si¢ z 1335,8 £99,2 w kontroli do 856,6
+73,7 ml/min/kg (p<0.001) w hipoksji po OLDA i z 1347,9 +108,9 w kontroli do 1072,1
+76,8 ml/min/kg (p<0.002) w hipoksji po Me-OLDA. Dziatanie zar6wno OLDA jak i Me-
OLDA na regulacj¢ oddychania zachodzi gléwnie przez dopaminergiczny uktad
receptorowy D2. Jednak w przypadku Me-OLDA dziatanie to odbywa si¢ przede
wszystkim przez uktad dopaminergiczny obwodowy D2, za§ w przypadku OLDA istnieje
réwniez udziat komponenty osrodkowej. Za potwierdzeniem tego wniosku przemawiaja
wykonane przeze mnie doswiadczenia z uzyciem antagonistow receptorow
dopamniowych D2, tj.: domperidonu (dziatajacego tylko obwodowo) i haloperidolu
(dziatajacego osrodkowo 1 obwodowo). Co wigcej, przeprowadzone przeze mnie badania
potwierdzity mozliwe dziatanie Me-OLDA na regulacje oddychania przez receptory
wanilloidowe TRPV1, a jednocze$nie wykluczyty takg mozliwo$¢ w przypadku same;j
OLDA. Postawienie niniejsze] tezy badawczej umozliwity badania z zastosowaniem
antagonisty receptoréw wanilloidowych TRPV1 - 5’-jodoresinoferotoksyny. Ponadto brak
wplywu Me-OLDA na odpowiedz oddechowa na hiperkapni¢ potwierdza swoisto$¢

dziatania tego zwigzku i sugeruje, ze $ciezka dziatania tego zwigzku na regulacje
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oddychania prowadzi gtéwnie przez kigbki szyjne. Z kolei uzyskany efekt obnizenia
odpowiedzi oddechowej na silny bodziec hiperkapniczny po podaniu OLDA pozwala
przypuszczac, ze charakter dzialania tego zwigzku na regulacje oddychania jest zaré6wno
obwodowy jak i osrodkowy.

Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie badan mozna wnioskowacé, ze
zar6wno OLDA jak i Me-OLDA sa nowymi, lipidowymi pochodnymi dopaminy, ktore
majg potencjalne mozliwo$ci zwigkszania dostepnosci dopaminy w uktadzie nerwowym, a
wiec mogg odgrywac korygujaca role w neurodegeneracyjnych stanach jej niedoboru.
Oddziatywanie Me-OLDA wydawatoby si¢ korzystniejsze, gdyz nie poglgbiataby ona
depresji oddechowej, bedacej czestym zaburzeniem towarzyszacym tym stanom, np.

chorobie Parkinsona.
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8. Abstract

The subject of my research are compounds which belong to recently discovered
lipid acyl derivatives of dopamine: N-oleoyl-dopamine (OLDA) and N-oleoyl-3’-O-
methyl-dopamine (Me-OLDA). These compounds belong to a novel class of bioactive
amides of fatty acids, which are endogenously synthesized in mammalian brain. N-acyl-
dopamines are present mainly in the substantia nigra and striatum, the brain regions
characterized by high dopaminergic activity. The metabolic pathway of N-acyl-dopamines
is still unknown, but it is supposed that it can be similar to that of dopamine proper, i.e.,
involving methylation by catechol-O-methyltransferase (COMT).

The lipophilic structure of OLDA and Me-OLDA enables penetration of the
compounds into the brain, which, in connection with a high stability of these compounds,
makes them good candidates for a potential use in neurodegenerative states, especially in
those underlain by dopamine insufficiency, for instance, Parkinson’s disease, where the
supplementation of dopamine still constitutes a great challenge. Dopamine is a
neurotransmitter which controls variety of functions. One of the most important function of
dopamine is the regulation of locomotor activity. Lack of dopamine stimulation, in case of
mammals, leads to akinesia — immobilization. A drastic, about 80%, decrease of dopamine
in the brain nuclei, as a result of progressive degeneration of dopamine neurons the
nigrostriatal pathway, is observed in Parkinson’s disease. Dopamine itself as a hydrophilic
compound, undergoing immediate peripheral degradation (in Krebs-Hanseleit buffer, with
composition similar to that of intracellular fluid, 3-hour incubation results in degradation
of 98% of dopamine), is not applicable in the treatment of neurodegenerative diseases.

Dopamine also is the main neurotransmitter in the carotid bodies. The carotid
bodies are sensory organs placed at the bifurcation of the common carotid artery in the
neck region, which are responsible for about 95% of the hypoxic hyperventilation and
about 20% of the hypercapnic hyperventilation. The organs also respond to increased
concentration of H" ions. The role of carotid bodies in normoxic ventilation remains still
unexplained, probably their contribution of to normoxic ventilation amounts to 10-20%.
The role of dopamine in the regulation of ventilatory chemoreception is still subject of

much controversy. It is known, however, that this role is double: acting centrally,
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dopamine stimulates ventilation and peripherally, i.e., via the carotid bodies, dopamine
inhibits ventilation and its responses to hypoxia.

The main aim of my research was to determine the influence of OLDA and Me-
OLDA on respiration and on the ventilatory responses to the chemical stimuli hypoxia and
hypercapnia in conscious rats and to investigate through which receptor systems these
compounds might regulate ventilation. The essential element of the research was to
differentiate between the peripheral and central mechanisms of action and between the
contribution of dopaminergic and vanilloid components in shaping the ventilatory
responses after administration of both compounds. The differentiation between the
peripheral and central components of action of both compounds was achieved by using
dopaminergic antagonists: domperidone, a specifically peripheral antagonist, and
haloperidol, acting both peripherally and centrally. The effects mediated through the
vanilloid TRPV1 receptors were assessed by using the specific antagonist of this receptor
system - 5’-iodoresinferotoxine.

The study was conducted with the use of a plethysmographic rodent chamber
(Buxco Electronics Wilmington NC). The measurements of minute ventilation and its
components: tidal volume and breathing frequency were carried out in normoxic
conditions (rats breathed atmospheric air), and two sequential hypoxic (12% O, and 8% O,
in N) and hypercapnic (5% CO, and 10% CO, in O;) conditions.

The investigated chemical compounds OLDA and Me-OLDA decreased resting
ventilation and its responses to hypoxia; the influence of OLDA was about doubly stronger
than that of Me-OLDA. For instance, peak hypoxic hyperventilation recorded 30 s after the
onset of the 12% hypoxic stimulus decreased from 1335,8 £99,2 (control) to 856,6 73,7
ml/min/kg (hypoxia; p<0.001) after OLDA and from 1347,9 +108,9 (control) to 1072,1
+76,8 ml/min/kg (hypoxia; p<0.002) after Me-OLDA. The ventilatory effects of both
OLDA and Me-OLDA were exerted through the dopaminergic D2 receptor pathway.
However, in case of Me-OLDA this action ran mainly through the peripheral D2 receptor
pathway, whereas in case of OLDA the participation of the central dopaminergic
component also was evident. Furthermore, the experiments confirmed the possible action
of Me-OLDA on ventilation through vanilloid TRPV1 receptors and eliminated this
possibility for OLDA. Also, lack of the influence of Me-OLDA on the hypercapnic
ventilatory responses points to the specificity of the action of this compound regarding the

generation of hypoxic ventilation taking place in the carotid body. On the other hand, some
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inhibitory effect of OLDA on the ventilatory response to 10% hypercapnia suggests that
this compound has both peripheral and central influence on ventilation.

On the basis of the research conducted, it can be concluded that OLDA and Me-
OLDA are novel compounds with the potential to increase the availability of dopamine
molecule in the neural system and therefore may have a role in correcting
neurodegenerative states. Of the two, Me-OLDA seems more advantageous since it would
have a smaller inhibitory effect on lung ventilation, which is usually dampened in such

states to start with, for instance in Parkinson’s disease.

58



10.

9.  Spis piSmiennictwa

Pismiennictwo jest ponumerowane w kolejnosci pojawiania si¢ w tekscie

Receptory 1 mechanizmy przekazywania sygnatu pod redakcja Nowaka j. i
Zawilskiej J. 2004 rok strony: 274.

Goldstein D, Eisenhofer G, Kopin I. Clinical catecholamine neurochemistry: a
legacy of Julius Axelrod. Cell Mol Neurobiol 2006: 695-702.

Marien M, Shin S, Cooper G, Jhamandas K. Stability of dopamine in an in vitro
systeming using medium 199. Can J Physol Pharmacol 1984; 62: 600-603.
Narkiewicz O, Mory$ J. Neuroanatomia czynnosciowa i kliniczna. Warszawa,
Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2001.

Weiner D. M, Levey A. |, Sunahara R. K,. Niznik H. H, O’Dowd B. F and Brann
M. R. Dopamine D1 and D2 receptor mRNA expression in rat brain. Proc Natl
Acad Sci 1991, 88: 1859-1863.

Bouthenet M. L, E. Souil M. P., Martres P, Sokoloff B, Giros and Schwartz J. C.
Localization of dopamine D3 receptor mRNA in the rat brain using in situ
hybrydization histochemistry: comparision with dopamine D2 receptor mRNA.
Brain Res 1991; 564: 203-219.

Jaber M, Robinson S. W, Missale C, Caron M. G. Dopamine receptors and brain
function. Neuropharmacology 1996; 35: 1504-15109.

Vallar L, Muca C, Magni M, Albert P, Buznow J, Meldolesi J and Civelli O.
Differential coupling of dopaminergic D2 receptors expressed in different cell
types. Stimulation of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate hydrolysis in Ltk
fibroblasts, hyperpolarization and cytosolic-free Ca®* concentration decrease in
GH,C; cells. J Biol Chem 1990; 265: 10320-10326.

Seabrook G. R, Knowles M, Brown N, Myers J, Sinclair H, Patel S, Freedman B
and McAllister G. Pharmacology of high-thresholdcalcium currents in GH4C;
pituitary cells and their regulation by activation of human D2 and D4 dopamine
receptors. Br J Pharmacol 1994; 112: 728-734.

Kitai S. T, and Surmeier D. J. Cholinergic and dopaminergic modulation of

potassium conductances in neostriatal neurons. Adv Neurol 1993

59



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Vallone D, Picetti R, Borrelli E. Structure and function of dopamine receptors.
Neurosci Biobehav Rev 2000; 24: 125-132.

Li A, Nattie E. Catecholamine neurones in rat modulate Steep, breathing, central
chemoreception and breathing variability. J Physiol 2006; 570: 385-396.

Alheid G, McCrimmon D. The chemical neuroanatomy of breathing. Respir Physiol
Neurobiol 2008; 164: 3-11.

Smatresk N, Pokorski M, Lahiri S. Opposing effects of dopamine receptor blockade
on ventilation and chemoreceptor activity. J Appl Physiol Respirat Envir Exercises
Physiol 1983; 54: 1567-1573.

Pokorski M. Chemiczna regulacja oddychania. W: Kliniczne aspekty regulacji
oddychania. Alfa-medica Press 2001, Bielsko Biata, pp. 31-46.

Tafil-Klawe M, Klawe J. Wyktady z fizjologii cztowieka. W: Fizjologia uktadu
oddechowego. Wydawnictwo Lekarskie PZWL 2009, Warszawa, pp. 554-559.
Honda Y. Chemical control of breathing. W: Control of Breathing in Health and
Disease. Inc. New York, 1999, pp. 41-87.

Iturriaga R, Alcayaga J, Gonzalez C. Neurotransmitters in carotid body function:
the case of dopamine-invited article. Advances in Experimental Medicine and
Biology 2009; vol 648: 137-143.

Acker H. Mechanisms and meaning of cellular oxygen sensing in the organism.
Resp Physiol 1994; 95: 1-10.

Lahiri S. Chromophores in O, chemoreception; the carotid body model. News
Physiol Sci 1994; 9: 161-165.

Garcia A. G, Kirpekar S. M and Sanchez Garcia P. Release of noradrenaline from
the cat sleepen by nerve stimulation and potassium. J Physiol 1976; 261: 301-317.
Iturriaga R, Larrain C and Zapata P. Effects of dopamine blockade upon carotid
chemosensory activity and its hypoxia-induced excitation. Brain Res 1994; 663:
145-164.

Liados F and Zapata P. Effects of dopamine analogues and antagonists on carotid
body chemosensory in situ. J Physiol 1978; 274: 487-499.

Iturriaga R, Varas R and Alcayaga J. Electrical and pharmacological properties of
petrosal ganglion neurons that innervate the carotid body. Resp Physiol and
Neurobiol 2007; 157: 130-139.

60



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Alcayaga J, Soto R, Vargas R, Oritz F, Arroyo J and lturriaga R. Carotid body
transmitters actions on rabbit petrosal ganglion in vitro. Adv Exp Med 2006; 580:
331-337.

Alcayaga J, Varas R, Arroyo J, Iturriaga R and Zapata P. Dopamine modulates
carotid nerve responses induced by acetylocholine on cat petrosal ganglion in vitro.
Brain Res 1999; 831: 97-103.

Alcayaga J, Retamal M, Cerpa V, Arroyo J and Zapata P. Dopamine inhibits ATP-
induced responses in the cat petrosal ganglion in vitro. Brain Res 2003; 966: 283-
287.

Gonzalez C, Gonzalez C, Almaraz L, Obeso A, Rigual R. Carotid body
chemoreceptors: From natural stimuli to sensory discharges. Pharmacol Rev 1994;
74: 874-876.

Okajima Y, Nishi K. Analysis of inhibitory and excitatory actions of dopamine on
chemoreceptor discharges of carotid body of cat in vivo. Jpn J Physiol 1981; 31:
695-704.

Siggins G. R. Monoamines and message transduction in central neurons.
Transduction of neuronal signals 1986; p. 61-68.

Gauda E. B, Shirahata M, Fitzgerald R. S. Expression of D2-dopamine receptors in
cat carotid body and petrosal ganglia. FASEB J 1993; 7: 457.

Serebrovskaya T, Karaban I, Mankovskaya |, Bernardi L, Passino C, Appenzeller
O. Hypoxic ventilatory responses and gas exchange in patients with Parkinson’s
disease. Respiration 1998; 65: 28-33.

Bezuglov V, Bobrov M, Gretskaya N, et al. Synthesis and biological evaluation of
novel amides of polyunsaturated fatty acids with dopamine. Bioorg Med Chem Lett
2001; 11: 447-449.

Czarnocki Z, Matuszewska I, Matuszewska M. Highly efficient synthesis of fatty
acids dopamides. Org Prep Proced Int 1998; 30: 699-702.

Pokorski M, Matysiak Z, Marczak M, Ostrowski R, Kapus$cinski A, Matuszewska
I, Kanska M and Czarnocki Z. Brain uptake of radiolabeled N-oleoyl-dopamine in
the rat. Drug Development Research 2003; 60: 217-224.

Okereke CS. Role of integrative pharmacokinetic and pharmacodynamic

optimization strategy in the management of Parkinson’s disease patients

61



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,
45.

46.

47.

48.

49.

experiencing motor fluctuations with levodopa. J Pharm Pharmaceut 2002; 5: 146-
161.

Zajagc D. Wiasciwosci biologiczne N-oleinoilo-dopaminy, nowej lipidowej
pochodnej dopaminy, z uwzglednieniem jej wptywu na regulacje¢ oddychania u
szczurow. Rozprawa doktorska 20009.

Pokorski M, Zajac D, Kapuscinski A, Matysiak Z and Czarnocki Z. Accumulation
of radiolabeled N-oleoyl-dopamine in the rat carotid body. W: The Arterial
Chemoreceptors 2006; 173-178.

Przegalinski E, Filip D, Zajac D, Pokorski M. N-oleoyl-dopamine increases
locomotor activity in the rat. International Journal of Immunopathology and
Pharmacology 2006;19:897-904.

Konieczny J, Przegalinski E and Pokorski M. N-oleoyl-dopamine decreases muscle
rigidity induced by reserpine in rats. International Journal of Immunopathology
and Pharmacology 2009; 22: 21-28.

Chu C, Huang S, De Petrocellis L, et al. N-oleoyldopamine, a novel endogenous
capsaicin-like lipid that produces hyperalgesia. J Biol Chem 2003; 278: 13633-
13639.

Marinelli S, Di Marzo V, Berretta N. Presynaptic facilitation of glutamataergic
synapses to dopaminergic neurons of the rat substantia nigra by endogenous
stimulation of vanilloid receptors. J Neurosci 2003; 23: 3136-44.

Cortright DN and Szallasi A. Biochemical pharmacology of the vanilloid receptor
TRPV1. Eur J Biochem 2004; 271: 1814.

dane niepublikowane

Szallasi A, Blumberg P. Vanilloid (Capsaicin) receptors and mechanisms.
Pharmacol Rev 1999; 51: 159-211.

Gavva N, Klionsky L, Qu Y, et al. Molecular determinants of vanilloid sensitivity
in TRPV1. J Biol Chem 2004; 279(19): 20283-20295.

Ang RC, Hoop B, Kazemi H. Role of glutamate as the central neurotransmitter in
the hypoxic ventilatory response. J Appl Physiol 1992; 72 (4): 1480-7.

Pokorski M and Lahiri S. Relative peripheral and central chemosensory responses
to metabolic alkalosis. Am J Physiol 1983; 245 (6): 873-80

Nielsen AM, Bisgard GE. Dopaminergic modulation of respiratory timing

mechanisms in carotid body-denervated dogs. Respir Physiol 1983; 53(1): 71-86.
62



50. Lalley PM. Opioidergic and dopaminergic modulation of respiration. Respiratory
Physiology and Neurobiology 2008; 164(1-2): 160-167.

51. Yoshio O, Akio Y, Fumiaki H, Yoshitake N, et al. Ventilatory and heart rate
responses to hypoxia in well-trained judo athletes. Eur J Appl Physiol 1984; 52:
541-5.

52. Boushel R., Gnaiger E., Calbet J.A., Gonzalez-Alonso J., Wright-Paradis C.,
Sondergaard H., Ara I., Helge J.W., Saltin B.: Muscle mitochondrial capacity
exceeds maximal oxygen delivery in humans. Mitochondrion, 2011, 11 (2), 303-
307.

53. McGuire B.J., Secomb T.W.: A theoretical model for oxygen transport in skeletal
muscle under conditions of high oxygen demand. J. Appl. Physiol., 2001, 91 (5),
2255-2265.

54. Grassi B.: Oxygen uptake kinetics: Why are they so slow? And what do they tell
us? J. Physiol. Pharmacol., 2006, 57 (suppl. 10), 53-65.

55. Wenninger J.M, Olson E. B, Cotter C. J, Thomas C. F and Behan M. Hypoxic and
hypercapnic ventilatory responses in aging male vs. aging female rats. J Appl
Physiol 2008; 106: 1522-1528.

63



	SPIS TREŚCI



