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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

5-HIAA — kwas 5-hydroksyindolooctowy

5-HT — serotonina

6-OHDA — 6-hydroksydopamina

A HG - amplituda zintegrowanej aktywnosci nerwu podj¢zykowego
A PHR — amplituda zintegrowanej aktywnos$ci nerwu przeponowego
A pre-1 HG — amplituda zintegrowanej aktywnosci przedwdechowej nerwu podjezykowego
ChP — choroba Parkinsona

DA — dopamina

DOI - 2,5-dimetoksy-4-jodoamfetamina

DOPAC — kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy

DRG - grupa grzbietowa neuronéw oddechowych

f — czestos¢ oddechowa

GABA — kwas y-aminomastowy

HG — nerw podjezykowy

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

HRP — peroksydaza chrzanowa

KF — Kolliker fuse

MFB — peczek przysrodkowy przodomozgowia

MHPG — kwas 3-metoksy-4-hydroksy fenyloglikol

NA — noradrenalina

NTS — jadro pasma samotnego

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

Pa — ci$nienie parcjalne

PHR — nerw przeponowy

RTN — jadro czworoboczne

RVLM — dogtowowy brzuszno-boczny obszar rdzenia przedtuzonego
SN - substancja czarna

T pre-1 HG — czas aktywno$ci przedwdechowej nerwu podjezykowego
Tc — czas catkowity trwania cyklu oddechowego

Te — czas wydechu

TH — hydroksylaza tyrozynowa

T) — czas wdechu

VE— wentylacja minutowa

VRG — grupa brzuszna neuronéw oddechowych

V1 — objetos¢ oddechowa



1. WSTEP

1.1 Nerwowa regulacja oddychania

Rytmiczne oddychanie, niezbedne do wymiany gazowej mig¢dzy organizmem a
atmosfera, podlega $cistej kontroli neuronéw mostowo-rdzeniowej czesci pnia mdzgu
tworzacych sie¢ neuronéw oddechowych. Sie¢ ta rozcigga si¢ od ogonowej czgsci rdzenia
przedluzonego az po grzbietowo-boczng czg¢§¢ mostu, tworzac skupiska neurondéw
koncentrujace si¢ w trzech strefach (Hilaire i Dutschmann, 2009):

1. Grupa grzbietowa (DRG-dorsal respiratory group), ktorej trzon stanowig wdechowe
neurony opuszkowo-rdzeniowe, o projekcji do rdzenia kregowego, pobudzajace
motoneurony mig$ni oddechowych. Wchodzace w jej sktad jadro pasma samotnego
(NTS) jest ,stacja przekaznikowg”, integrujaca sygnaty z zakonczen czuciowych
nerwu blednego oraz nerwu zatokowego (Goiny i wsp., 1991; Smatresk i wsp.,
1983).

2. Grupa brzuszna (VRG-ventral respiratory group) skupiona w okolicy jadra
dwuznacznego i otaczajacego je tworu siatkowatego, zawiera wydechowe neurony
kompleksu Botzingera oraz komorki rozrusznikowe kompleksu ,,pre-Botzingera”, o
aktywnosci wyprzedzajace] poczatek wdechu, generujace rytm oddechowy.
Wytworzony rytm oddechowy przekazywany jest do neurondéw przedruchowych
VRG, ktore z kolei wysytaja projekcje do motoneuronow czaszkowych oraz rdzenia
kregowego (Smith i wsp., 1991; Dobbins i Feldman, 1994).

3. Grupa neuronéw oddechowych mostu (jadro Kolliker-Fuse, jadro przysrodkowe-
okotoramieniowe), odpowiada za przelgczanie faz: wdech, wydech (Hilaire i

Pasaro, 2003; Alheid i McCrimmon, 2008).



Grupy te pozostaja ze sobg w funkcjonalnych potgczeniach, a integralnos¢ catej
mostowo-opuszkowej sieci jest warunkiem wytwarzania prawidtowego wzorca oddychania.
Rytm oddechowy powstaje samoistnie w rdzeniu przedtuzonym w kompleksie pre-
Botzingera, jego ksztalt natomiast jest wynikiem synaptycznych interakcji pomiedzy
populacjami neurondw oddechowych, ktore podlegajg kontroli osrodkowej i obwodowej
(Abdala i wsp., 2009). Wptywy osrodkowe pochodzg z chemoreceptorow osrodkowych,
uktadu limbicznego, podwzgorza oraz kory mozgu, odpowiadajacej za kontrole dowolng
(Hilaire i Pasaro, 2003). Sie¢ neuronéw oddechowych otrzymuje réwniez informacje z
nizszych pozioméw, ktorych najistotniejsza skladowa sa chemoreceptory obwodowe
znajdujace si¢ w kigbkach szyjnych (Nurse i Piskuric, 2013), oraz mechano- i
chemoreceptory zakonczen czuciowych nerwu btednego unerwiajacego drogi oddechowe
ponizej noso-gardzieli (Widdicombe, 2001).

Oddychanie jest rowniez zlozonym, rytmicznym aktem ruchowym, w ktory
zaangazowane sg trzy grupy mig¢sni oddechowych: przepona, mig$nie mi¢dzyzebrowe oraz
migsnie gérnych dréog oddechowych. Motoneurony kontrolujace skurcz tych migéni sg
rytmicznie pobudzane lub hamowane przez monosynaptyczne projekcje z mostowo-
rdzeniowych o$rodkéw oddechowych (Ellenberger i Feldman, 1988; Butler, 2007).
Osrodkowy naped wdechowy stymuluje motoneurony oddechowe w $cisle okre§lonym
porzadku, najpierw rekrutowane sg motoneurony gornych drog oddechowych, zawsze
przed motoneuronami przepony. Utatwia to otwarcie gto$ni zanim nastgpi spadek ci$nienia
w tchawicy wywotany skurczem przepony 1 zapobiega zapadaniu si¢ gornych drog
oddechowych (Hilaire i Pasaro, 2003).

W niniejszej pracy podjeto analize aktywnosci dwoch nerwoéw ruchowych: nerwu
przeponowego oraz nerwu podjezykowego (XII), reprezentujgcego unerwienie gornych

drog oddechowych.



Nerw przeponowy jest nerwem parzystym, wychodzacym z szyjnego odcinka
rdzenia krggowego, unerwiajagcym gldwny migsien oddechowy, przepone. Jego
wytadowania sg obecne podczas fazy wdechu, mogg si¢ rowniez pojawia¢ podczas fazy po-
wdechowej (Lee i Fuller, 2011; Ghali, 2015).

Nerw podjezykowy, ktérego jadro ruchowe znajduje si¢ w rdzeniu przedtuzonym,
unerwia zewnetrzne i wewnetrzne migsnie jezyka (Fregosi i Fuller, 1997). Odgrywa on
istotng role w przygotowaniu do fazy wdechu i kontroli srednicy gardta. Skurcz mig$nia
brodkowo-jezykowego unerwianego przez n. XII powoduje usztywnienie i przesunigcie
jezyka do przodu i rozszerzenie przekroju gornych drog oddechowych, utrzymujace ich
drozno$¢ podczas fazy wdechu (McClung i Goldberg, 2000; Fregosi, 2011).

Nerw podjezykowy wykazuje rytmiczng aktywnos$¢ oddechows, obecng w fazie
wdechu, co odzwierciedla aktywno$¢ nerwu przeponowego i mig$nia przepony (Lee i
Fuller, 2010). Jest ona jednak wyraznie odmienna od aktywnosci n. przeponowego. W
aktywnosci nerwu XII mozna wyrozni¢ dodatkowag aktywno$¢ przedwdechowsa (pre-1)
pojawiajaca si¢ przed wystapieniem aktywnosci wdechowej nerwu przeponowego (Lee i
Fuler, 2010). Poczatek aktywnosci nerwu podjezykowego nastgpuje w poznej fazie
powdechowej nerwu przeponowego. Zatem poczatek aktywno$ci nerwu podjezykowego
wyprzedza poczatek aktywnos$ci nerwu przeponowego i jest zwigzany z przygotowaniem
gornych drog oddechowych do wdechu (Saito i wsp., 2002; Fukuda i Honda, 1982).
Aktywnos¢ przedwdechowa ulega zmianom w odpowiedzi oddechowej na hipoksje (Lee i
Fuler, 2010) i hiperkapnie (Fukuda i Honda, 1988). Opisano wzrost amplitudy aktywnosci
przedwdechowej nerwu XII, oraz wydluzenie czasu aktywno$ci przedwdechowej tegoz

nerwu w odpowiedzi na bodziec hipoksyjny (Lee i Fuler, 2010).



1.2 Chemiczna regulacja oddychania

Chemiczna regulacja oddychania zachodzi na poziomie os$rodkowego oraz
obwodowego uktadu nerwowego i polega na dostosowaniu wentylacji ptucnej do zmian
cisnienia parcjalnego tlenu, dwutlenku wegla, oraz stezenia jonow wodorowych we krwi
tetniczej (Spyer, 2009).

Osrodkowa regulacja oddychania opiera si¢ na istnieniu wrazliwej na CO2 i jony
wodorowe strefie znajdujacej sie na brzuszno-bocznej powierzchni rdzenia przedtuzonego
(Guyenet i wsp., 2008). Wszystkie chemowrazliwe struktury rdzenia przedtuzonego sg
umiejscowione w obrgbie sieci neuronéw oddechowych, badz tez z nig potaczone (Spyer i
Gourine, 2009). Uwaza si¢, ze obszary rdzenia przedtuzonego takie jak kompleks pre-
Boétzingera i Botzingera, jadro pasma samotnego, jadra szwu oraz miejsce sinawe zawieraja
obszary chemorecepcyjne (Nattie, 1999; Labhiri i Forster, 2003; Mitchell, 2004; Richerson,
2004). W 2004 roku Mulkey i wsp., oraz rok p6zniej Guyenet i wsp. (2005) wskazali jadro
tylne czworoboczne (RTN) jako jeden z najwazniejszych obszaréw chemowrazliwych
pobudzany wzrostem PaCOy/[H*].

Neurony znajdujace si¢ w doglowowym brzuszno-bocznym obszarze rdzenia
przedtuzonego (RVLM) sa bezposrednio podatne na zmiany pH i ci$nienia parcjalnego CO2
W plynie moézgowo-rdzeniowym i zewnatrzkomoérkowym mozgu (Richerson, 1995).
Zablokowanie tego obszaru u uspionych zwierzat praktycznie eliminuje pobudzenie
oddychania stymulowane wzrostem CO. (Cherniack i wsp., 1979; Forster, 1995; Ohtake i
wsp., 1995).

Osrodkowo dzialajacy CO: jest najsilniejszym bodZzcem pobudzajacym naped
oddechowy. Wzrost preznosci CO2 we krwi tgtniczej wywotuje szybki wzrost wentylacji
minutowej celem usunigcia CO2, pobrania O i zapewnienia stosunkowo stabilnego

poziomu CO2 w powietrzu pecherzykowym, krwi tetniczej i ptynie zewnatrzkomorkowym
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moézgu (Spyer i Thomas, 2000). Osrodkowe chemoreceptory odpowiadajg za ok. 70-80%
odpowiedzi oddechowej na podwyzszenie CO> (Lahiri i Forster, 2003).

CO. w warunkach fizjologicznych ulega bardzo szybkiej hydratacji, katalizowanej
przez enzym - anhydraze kwasu weglowego, do kwasu weglowego, ktory dysocjuje do
protonu i wodoroweglanu (Nattie, 1999). Wzrost preznosci CO2 natychmiast wigze si¢ ze
wzrostem stezenia jonow H' i obnizeniem pH. Przypuszcza sie, ze sam CO2 moze by¢
wykrywany przez chemoreceptory, poniewaz fatwo i szybko dyfunduje przez bariere krew-
mozg, w przeciwienstwie do jonéw H' i HCOsz. Mechanizm czucia CO; polega
prawdopodobnie na detekcji zmian stezenia H* towarzyszacych zmianom preznosci CO2 w
ptynie mézgowo-rdzeniowym i tkankowym moézgu (Spyer i Thomas, 2000; Feldman i wsp.,
2003). Nie zostat on jak dotad wyjasniony. Sklasyfikowano wiele specyficznych kanatow
jonowych wrazliwych na zmiany pH (Gestreau i wsp., 2010). W neuronach mozgu
odnaleziono pH-wrazliwe kanaty K*: TASK 1, -2 i -3 ktore uwazano za czujniki protonow
(Gestreau i wsp., 2010). TASK 1 i TASK 3 zlokalizowane zostaty w wielu obszarach
zwigzanych z uktadem oddechowym w tym w neuronach szwu, RTN, kompleksie pre-
Boétzingera i Botzingera, nerwie podjezykowym i miejscu sinawym (Sirois i wsp., 2000).
Hamowanie przeptywu jonow w kanatach TASK wywotane zewnatrzkomorkowa kwasica
prowadzi do depolaryzacji, wzrostu pobudliwoséci komorek i pobudzenia motoneuronow
oddechowych (Duprat i wsp., 1997; Gestreau i wsp., 2010). Jednak ich kluczowa rola w
chemowrazliwosci na CO2 w osrodkowym uktadzie nerwowym zostala zakwestionowana.
Podwojny mutant myszy TASK 1-/- i TASK 3-/- prezentowal bowiem zachowang
odpowiedz oddechowg na hiperkapnie (Mulkey i wsp., 2007; Bayliss i wsp., 2015).

Wykazano, ze chemotransdukcja CO2 wigze si¢ z uwalnianiem nukleotydu
purynowego - ATP w obszarach chemowrazliwych zlokalizowanych na brzusznej

powierzchni opuszki, w poblizu generatora wzorca i rytmu oddychania (Gourine, 2005).
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ATP dyfundujacy do neurondéw brzusznej kolumny oddechowej moglby inicjowaé
adaptacyjne zmiany w oddychaniu. W istocie pobudzajgcy efekt ATP na aktywnos$é
neuronéw oddechowych zostal potwierdzony w licznych publikacjach (Thomas 1 Spyer,
2000; Lorier i wsp., 2007; Spyer, 2009; Huckstepp i wsp., 2010). Co wiecej blokada
receptora purynergicznego P2X, zmniejsza odpowiedz oddechowg na wzrost preznosci
tetniczego CO2 (Spyer, 2009). Ostatnie doniesienia wskazujg jednak, ze wplyw
purynergicznego przekaznictwa sygnalu na chemorecepcje CO2/H* ogranicza si¢ tylko do
obszaru RTN z wylaczeniem NTS i jader szwu (Sobrinho i wsp., 2016).

Za obwodowga chemiczng regulacj¢ oddychania odpowiadaja kigbki szyjne i1 aortalne
unerwione odpowiednio przez nerw zatokowy i aortalny, wrazliwe glownie na zmiany
ci$nienia parcjalnego tlenu oraz w znacznie mniejszym stopniu na podwyzszenie ci$nienia
parcjalnego dwutlenku wegla i spadek pH krwi tetniczej (Nurse i Piskuric, 2013).
Najwazniejsza rolg petnig kiebki szyjne, ktorych udziat w odpowiedzi na hipoksj¢ stanowi
90%, za$ udzial klebkow aortalnych szacuje si¢ jedynie na 5-10% (Honda, 1999).
Przyjmuje si¢, ze okoto 1/3 odpowiedzi oddechowej na hiperkapni¢ w normoksji zachodzi
za posrednictwem klebkow szyjnych (Forster i wsp., 2008). Kiebki szyjne umiejscowione
w rozwidleniu tgtnicy szyjnej wspolnej sg silnie ukrwionymi organami o najwickszym
przeptywie krwi w catym organizmie — 2000 ml/ 100 g tkanki/min (Clarke i wsp., 1986;
Gonzalez i wsp., 1994). Zbudowane sg z dwodch rodzajow komorek: komorek
chemosensorycznych typu I oraz komorek typu II petnigcych funkcje podporowe (Gonzalez
1 wsp.,, 1994). Komorki typu I o licznych ziarnistoSciach sekrecyjnych zawieraja
neuroprzekazniki takie jak adenozyna, acetylocholina, serotonina (5-HT), GABA i
dopamina (Kumar i Prabhakar, 2012; Nurse, 2014). Chemotransdukcja sygnatu w kiebkach
szyjnych nie jest jak dotad procesem w petni wyjasnionym. Przypuszcza si¢, ze rozpoczyna

ja obnizenie cisnienia parcjalnego O2 w naczyniach krwionosnych kiebkow, co skutkuje
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zmniejszonym ci$nieniem tlenu wewnatrz komorek kigbkowych typu I. Odbior bodzca w
obregbie komorek chemoreceptorowych odbywa si¢ poprzez nieznany jak dotad mechanizm,
ktory prowadzi do zahamowania przezbtonowego spoczynkowego pradu jonéw K* przez
kanaty z rodziny TASK 1/3 (Kim i wsp., 2009; Caroll i Kim., 2013). Przypuszcza si¢, z¢
same kanaty potasowe mogg by¢ strukturami wrazliwymi na zmiany PaO; (Lopez-Barneo,
2003). Dodatkowo uwaza si¢, ze oksygenaza hemowa 2, $cisle zwigzana z blonowymi
kanatami BK, wykorzystuje O jako substrat do wytwarzania tlenku wegla (CO), ktory
wzmacnia prawdopodobienstwo otwarcia kanatow BK podczas normoksji (Kemp, 2005).
Kiedy cisnienie parcjalne tlenu w komorkach kigbkowych jest niskie, spada wytwarzanie
CO 1 aktywacja kanatow BK zostaje zniesiona. Hamowanie kanatow TASK 1/3 inicjuje
depolaryzacje komorek chemoreceptorowych, wzmocniong przez hipoksyjne hamowanie
kanatow BK (Wasicko, 2006). Depolaryzacja prowadzi do naptywu jondw wapnia przez
kanaty wapniowe bramkowane napigciem do wnetrza komodrek i uwolnienie z licznych
ziarnisto$ci komorek typu I neuroprzekaznikéw takich jak: GABA, adenozyna, dopamina,
5-HT i innych do szczeliny synaptycznej (Gonzalez i wsp., 1994; Nurse, 2010; Nurse i
Piskuic, 2013). ATP, adenozyna oraz acetylocholina uwazane s3 za najwazniejsze
pobudzajace przekazniki depolaryzujace zakonczenia nerwu zatokowego. Ostatnio ktadzie
si¢ nacisk na role komorek glejowych, ktdre poprzez uwalnianie ATP oraz innych
mediatorow moglyby wzmacnia¢ chemotransdukcje sygnatlu w kigebkach szyjnych (Butt,

2011).

1.2.1 Odpowiedz oddechowa na hipoksje
Ekspozycja na hipoksj¢ aktywuje odpowiedZz oddechowa, ktorej zadaniem jest
zminimalizowanie skutkow niedoboru tlenu w tkankach. Czujnikami niskiego poziomu

PaO, we krwi tetniczej sa wspomniane powyzej komorki chemoreceptorowe typu I
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ktebkow szyjnych, ktore przetwarzaja chemiczny sygnatl jakim jest poziom tlenu we krwi
tetniczej na potencjaty czynnosciowe we widknach nerwow zatokowych, docierajacych
dalej nerwem jezykowo-gardlowym do jadra spoidtowego NTS-u, pierwszej synapsy
chemoodruchu w OUN oraz nast¢pnie do struktur ponadopuszkowych i brzusznej grupy
neurondéw opuszki (Boscan 1 wsp., 2002; Stornetta, 2008; Nurse i Piskuric, 2013).

Hipoksja hipoksyczna jest najczgstszym rodzajem hipoksji, jakiej poddawany jest
cztowiek w trakcie zycia. Jest ona rowniez stosowana w badaniach nad chemiczng
regulacja oddychania. Wielkos¢ 1 rodzaj odpowiedzi na hipoksje zalezy od stopnia hipoksji
oraz dlugosci jej trwania (Kumar i1 Prabakhar, 2012). Stosowany bodziec hipoksyjny moze
mie¢ charakter progresywny tzn. polega¢ na oddychaniu zwrotnym, czyli wdychaniu
powietrza wydychanego, co powoduje narastanie poziomu bodzca, lub moze polega¢ na
skokowym podaniu bodzca o stalym natezeniu (steady-state). Progresywna izokapniczna
hipoksja zwigksza wentylacje do poziomu PaO> 60 mmHg, a ponizej 40 mmHg hamuje
oddychanie (Hayashi i wsp., 1983; Bisgard i Neubauer, 1985). Przyjmuje si¢, ze za
pierwsza pobudzeniowg faze odpowiada w gldwnej mierze stymulacja obwodowych
chemoreceptorow kigbkow szyjnych, natomiast za pdzniejsza faze depresyjna, aktywacja
osrodkowych obszaréw chemowrazliwych (Lahiri 1 wsp., 2006). Wydaje si¢ jednak, ze
klebki szyjne réwniez maja swdj udziat w ksztaltowaniu fazy hamujacej odpowiedzi
oddechowej na hipoksje, poniewaz u ludzi z wycietymi klebkami szyjnymi odnotowano nie
tylko brak odpowiedzi pobudzajacej na hipoksje, ale takze jej fazy depresyjnej (Honda,
1999).

Odpowiedz oddechowa na bodziec hipoksyjny o typie ,steady-state” ma charakter
dwufazowy: pierwsza faza pobudzeniowa powoduje wzrost parametréw wentylacji plucne;,

nastepnie obserwuje si¢ spadek w gtownej mierze objetosci oddychania, utrzymujacy sie
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jednak powyzej wartosci charakterystycznych dla oddychania powietrzem atmosferycznym

(Bisgard i Neubauer, 1985; Hayashi i Fukuda, 2000).

1.2.2 Odpowiedz oddechowa na hiperkapni¢

Czujnikami odpowiadajgcymi za wykrywanie wzrostu st¢zenia CO2 sg opisane
powyzej obszary pnia moézgu, W szczegdlnoSci brzuszno-boczna powierzchnia rdzenia
przedtuzonego oraz chemoreceptory klebkow szyjnych. Wzrost PaCO- podczas hiperkapni
jest poteznym bodzcem stymulujagcym praktycznie wszystkie neurony oddechowe pnia
mozgu oraz pobudzajagcym oddychanie poprzez zwigkszenie zarowno czgstotliwosci
oddychania, objetosci oddechowej oraz wentylacji minutowej (Cohen, 1968; St. John i
Bianchi, 1985). OdpowiedZz oddechowa na hiperkapni¢ ma charakter liniowy i taka jest
zalezno$¢ migdzy wentylacja minutowa a ci$nieniem CO2 w pecherzykach ptucnych. U
ludzi okoto dwukrotne zwigkszenie wentylacji obserwuje si¢ juz przy wzroscie cisnienia
pecherzykowego CO2 0 1,5 mmHg ponad warto$¢ prawidtowa (Spyer i Thomas, 2000;
Nattie i Li, 2009). W przeciwienstwie do odpowiedzi oddechowej na hipoksje, reakcja na
hiperkapni¢ jest natychmiastowa. Osigga swoje maximum w ciggu 1 sekundy, a nastepnie
w granicach 10s obserwuje si¢ fazg stabilizacyjna z oddychaniem utrzymujacym si¢ na
nieznacznie nizszym poziomie niz poczatkowy wzrost (Black i wsp., 1971).

W doswiadczeniach oddechowych wykorzystuje si¢ jako bodziec hiperkapnie
hiperoksyczng, ktora jest miarg reaktywnosci obszarow chemowrazliwych mozgu w
odpowiedzi na narastajacg preznos¢ CO», poniewaz hiperoksja wycisza chemoreceptory
ktebkow szyjnych (Sinski i wsp., 2014). Wczesne dane literaturowe wskazujg na
zmniejszenie aktywno$ci nerwu zatokowego przy zastosowaniu hiperoksji, co redukuje
odpowiedzi kigbkoéw szyjnych na CO: (Fitzgerald i Parks, 1971; Fitzgerald i Dehghani,

1982).
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Na odpowiedZz oddechows na hiperkapni¢ ma réwniez wpltyw aktywno$¢ tworu
siatkowatego. Jej ostabienie lub zniesienie wywotane snem, narkozg, czy morfing obniza
odpowiedz wentylacyjng na wzrost preznosci CO2 (Angel i Knox, 1970).

Stany hiperkapni obserwuje si¢ podczas bezdechow sennych, w stanach patologicznych
ptuc z hipowentylacjg oraz u osdéb nurkujgcych (Delapille i wsp., 2001; Ayappa i wsp.,

2002).

1.3 Choroba Parkinsona (ChP)

Choroba Parkinsona jest jedna 2z najczestszych postgpujacych chorob
neurodegeneracyjnych, ktora dotyka 1% populacji ludzkiej powyzej 60 roku zycia (Samii i
wsp., 2004). Zwigzana jest z zaburzeniami czynnosci mitochondriow, stresem
oksydacyjnym, agregacja biatek, ekscytotoksycznos$cig i zapaleniem, ktore skutkuja
selektywnym uszkodzeniem neuronéw dopaminergicznych, gtownie istoty czarnej zbitej i
zmniejszonym uwalnianiem dopaminy w prazkowiu (Hornykiewicz, 1975; Przedborski,
2007). 50% ubytek neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej prowadzi do spadku
syntezy dopaminy o 80% w prazkowiu, co wywotuje pojawienie si¢ objawow chorobowych
(Samii i wsp., 2004). W chorobie Parkinsona obserwuje si¢ w gtdwnej mierze uszkodzenie
neuronow szlaku czarnoprazkowiowego i w mniejszym stopniu mezokortykolimbicznego a
takze podwzgdérzowego (Scatton i wsp., 1983). Zmiany wywotane ChP przybieraja czesto
szersze rozmiary, uszkodzenie obejmuje takze inne grupy neurondw, takich jak
noradrenergiczne czy serotoninergiczne (Agid i wsp., 1987). Neurony dopaminergiczne w
obrebie rdzenia kregowego pozostaja nieuszkodzone (Shmidt i Bubser, 1989).
Weczedniejsze etapy choroby Parkinsona cechuje zwigkszony jednostronny ubytek
dopaminy, w przeciwienstwie do zaawansowanych stadiow choroby, w ktoérych zmiany

dotycza obu potkul mézgu (Gravotta i wsp., 2011).
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U o0so6b dotknietych chorobg Parkinsona stwierdza si¢ dysfunkcje zwigzane z
uktadem ruchu takie jak: drzenie spoczynkowe, niestabilno$¢ postawy, spowolnienie
ruchowe i sztywno$¢ migsniowa (Blaszczyk, 1998). Towarzysza im zaburzenia poznawcze,
oraz w najbardziej skrajnych przypadkach, demencja i depresja (Cummings, 1992; Kalia i

Lang, 2015).

1.4 Uktad oddechowy w Chorobie Parkinsona

Chorzy na ChP manifestujg zar6wno zaburzenia nieoddechowych funkcji uktadu
oddechowego takich jak: niewyrazna i cicha mowa, trudno$ci w potykaniu (Ramig i wsp.,
2008; Sapir i wsp., 2008), jak i zaburzenia samego oddychania.

Do najczestszych dysfunkcji uktadu oddechowego naleza: dusznos¢, niestabilno$é
rytmu oddechowego i obturacyjny bezdech senny (Hovestadt i wsp., 1989; Guedes i wsp.,
2012). Wg Arnulfa i wsp. (2002) czesto$¢ wystepowania bezdechéw w czasie snu u
chorych wynosi 20% i przekracza t¢ obserwowang w populacji zdrowych Amerykanow
(2,5- 4,4%). Natomiast zachtystowe zapalenie ptuc nierzadko stanowi przyczyng $mierci
chorych na ChP (Brown, 1994; Wermuth i wsp., 1995; Fontana i wsp., 1998).

Niewyjasnionym pozostaje, czy za zaburzenia oddychania w ChP odpowiada
ostabienie mig$ni oddechowych czy tez zmiany w nerwowej regulacji ich napigcia.
Obserwacje kliniczne pacjentow z ChP wykazaty anomalie czynnosci migsni oddechowych
zarowno gornych jak i dolnych drog oddechowych (Estenne i wsp., 1984; Tzelepis i wsp.,
1988; Hovestadt i wsp., 1989; Sabate i wsp., 1996; Izquierdo-Alonso i wsp., 1994).

Z drugiej strony, badania na szczurzym modelu ChP wykazaly zmiany w aktywnosci nerwu
podjezykowego, unerwiajacego migsnie gornych drog oddechowych, wskazujac raczej na
zmiany w osrodkowym neuronalnym napedzie oddechowym (Budzinska i Andrzejewski

2014). Do podobnych wnioskoéw doszli Tuppy I wsp. (2015), ktorzy opisali znaczacy
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ubytek liczby neuronéw w brzusznej kolumnie oddechowej po obustronnej iniekcji 6-
OHDA do prazkowia szczura.

Dysfunkcje oddechowe w ChP stanowig przedmiot nielicznych badan. Istnieje
zaledwie kilka prac opisujgcych reakcje oddechowe na bodziec hipoksyjny i hierkapniczny
u ludzi chorych na t¢ jednostk¢ chorobowg. Dane literaturowe opisujg skrajnie odmienne
odpowiedzi oddechowe na hipoksj¢: od zwickszonej (Feinsilver i wsp., 1986) poprzez
niezmieniong (Seccombe i wsp., 2011), az do ostabionej (Serebrovskaya i wsp., 1998;
Onodera i wsp., 2000). Podobne zrdznicowanie zanotowano podczas odpowiedzi
oddechowej na hiperkapnie (Seccombe i wsp., 2011; Onodera i wsp., 2000; Feinsilver i
wsp., 1986). Zmniejszenie odpowiedzi oddechowej na hipoksje u pacjentow z ChP
interpretowane jest jako skutek zmniejszonej wrazliwosci chemoreceptorow obwodowych
na spadek ci$nienia parcjalnego tlenu we krwi (Serebrovskaya i wsp., 1998).

Mechanizmy lezace u podstaw zmian w uktadzie oddechowym w aspekcie ChP sg

malo poznane 1 wymagaja dalszych badan.

1.5 Dopamina i jej rola w oddychaniu

Dopamina (DA), 3,4-dihydroksyfenloalanina, syntetyzowana w neuronach
dopaminergicznych, jest glownym przekaznikiem katecholowym w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN), stanowigcym prekursor w biosyntezie noradrenaliny i adrenaliny
(Rafouli-Stergiou i wsp., 2012).

Dopamina dziata poprzez swoiste receptory dopaminergiczne, zaklasyfikowane do
dwoch podrodzin: podrodziny D: (Di-like), do ktorej zalicza si¢ receptory typu D1 i Ds oraz
podrodziny D> (D2-like), ktorej podporzadkowane sg receptory typu Dz, D3z, Ds. Obie
podrodziny roznig si¢ budowa, wilasciwosciami biochemicznymi i farmakologicznymi

(Missale i wsp., 1998).
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W OUN dopamina jest odpowiedzialna za regulacje ci$nienia krwi, funkcje
poznawcze, emocje, pobieranie pokarmu, kontrole nap¢du ruchowego, koordynacje i
napi¢cie migsniowe oraz za regulacj¢ hormonalng (Sawaguchi, 2001; Cools, 2008).
Osrodkowe receptory dopaminergiczne zlokalizowane s3 gléwnie w korze mozgu,
srodmoézgowiu (W istocie czarnej zbitej, polu brzusznym nakrywki), oraz w jadrach
podstawy mozgu (jadrze ogoniastym i skorupie) (Deumens i wsp., 2001; Simon i wsp.,
2003).

Istnienie uktadu dopaminergicznego na obwodzie potwierdzono w nerkach, gdzie
odpowiada on za zachowanie homeostazy sodu w organizmie (Hussain i Lokhadwala,
2003; Carey, 2013). Dopamina moze réowniez oddziatywac auto- lub/i parakrynnie na
receptory dopaminergiczne obecne w trzustce, pecherzykach ptucnych, mig$niach drog
oddechowych, oraz naczyniach krwionosnych serca, ptuc i nerek (Mezey i wsp., 1996;
Cheung i Barrington, 1996; Ricci i wsp., 2006; Mizuta i wsp., 2013).

Osrodkowe neurony oraz receptory dopaminergiczne maja swoj istotny udzial w
kontroli oddychania ssakow zarowno w normoksji jak i podczas hipoksji (Lalley, 2009;
Subramanian i wsp., 2007; Lalley i Mifflin, 2012). U zmienionych genetycznie zwierzat,
ktore nie wyksztalcity neurondw dopaminergicznych, obserwowano powazne zaburzenia w
oddychaniu min. bezdechy, zakltdcenia rytmu oddechowego oraz brak odpowiedzi
oddechowej na hipoksje (Nsegbe i wsp., 2004).

W osrodkowym uktadzie nerwowym, obecnos¢ dopaminy stwierdzono w niemal
wszystkich rejonach sieci neuronéow oddechowych opuszki (Hsiao i wsp., 1989; Sun i wsp.,
1994; Lalley i wsp., 2008), min. w strukturach wrazliwych na zmiang cis$nienia parcjalnego
dwutlenku wegla i pH (Li i Nattie, 2006), w jadrze motorycznym nerwu blednego (Kalia i

wsp., 1985) oraz w jadrze pasma samotnego (NTS) (Kitahama i wsp., 2000).
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Receptory D2, wszechobecne w mozgu zlokalizowano w jadrze pasma samotnego 0raz
jadrach motorycznych rdzenia przedtuzonego (Yokoyama i wsp., 1994; Hyde i wsp., 1996;
Nobrega i wsp., 1996).

Dane z pi$miennictwa na temat wplywu osrodkowej dopaminy na regulacje
oddychania sa nierzadko kontrowersyjne. W cze$ci prac systemowe podawanie zwigzkow
dopaminergicznych przekraczajacych barier¢ krew-moézg, takich jak apomorfina (agonista
receptoréw dopaminergicznych D1 i D2) podwyzszato wentylacje (Hedner i wsp., 1982;
Hsiao i wsp., 1989; Huey i wsp,. 2000). Opisano réwniez dziatanie depresyjne (Bolme i
wsp., 1977; Bonora i Gautier, 1988; Kline i wsp., 2002). Na hamujace osrodkowe efekty
dopaminy wskazuja dane, z korych wynika, ze dokomorowe podanie DA obniza parametry
wentylacji podczas oddychania powietrzem atmosferycznym (Guner i wsp., 2002).
Znajduje to réwniez potwierdzenie we wzroscie objetosci oddechowej (Hedner i wsp.,
1982; Guner i wsp., 2002) i wentylacji minutowej (Guner i wsp., 2002) w wyniku blokady
osrodkowych receptorow Dz po dokomorowym podaniu domperidonu lub haloperidolu.
Wzrost wentylacji zaobserwowano rowniez po dotetniczym podaniu krolikom haloperidolu,
antagonisty receptorow dopaminergicznych D2, ktory przenika barier¢ krew-mozg
(Matsumoto i wsp., 1988).

Niemniej, w doswiadczeniach in vitro na preparatach pnia mozgu noworodkow
szczurzych opisano pobudzajace dziatanie dopaminy na motoneurony oddechowe
(Murakoshi i wsp., 1985). W sprzeczno$ci pozostaje z kolei praca Fallert i wsp. (1979),
ktorzy wykazali bezposredni hamujgcy wpltyw dopaminy na neurony wdechowe,
redukujacy czestotliwo$¢ potencjatu czynnosciowego neurondw wdechowych rdzenia
przedtuzonego krolika.

Nieliczne dane z piSmiennictwa dotyczace wpltywu osrodkowej dopaminy na

odpowiedz oddechowa na hipoksje implikujg jej dziatanie hamujgce (Goiny i wsp., 1991).
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Systemowe podanie levodopy (prekursora dopaminy przekraczajacego barierg krew-mozg)
(Olson i Saunders, 1985), a takze dokomorowa inickcja dopaminy wywolywaty efekt
zmniejszajgcy pobudzenie oddychania podczas hipoksji (Guner i wsp., 2002). Wiadomo, ze
poziom dopaminy wzrasta pod wplywem chronicznej hipoksji w rdzeniu przedtuzonym
(Raghuraman i wsp., 2009) i podwzgorzu (Li i wsp., 1996). Jej zwickszone uwalnianie z
dosrodkowych wiokien chemorecepcyjnych w jadrze pasma samotnego krolika pod
wplywem bodZca hipoksyjnego, opisano w cytowanej powyzej pracy (Goiny i wsp., 1991) i
przypisano udziatowi dopaminy w kontroli depresyjnej fazy odpowiedzi na hipoksjg.
Wedhug Kline i wsp. (2002) dopamina wydzielana tonicznie z dosrodkowych
chemoreceptorowych i wagalnych wiokien nerwowych wywotuje stale hamowanie
neurotransmisji w obszarze NTS-u.

Dopamina jest dominujaca katecholaming obecng W ziarnisto$ciach komorek
chemoreceptorowych typu I klebkéw szyjnych oraz w neuronach nerwu zatokowego
przekazujacego informacje z obwodowych chemoreceptorOw poprzez nerw jezykowo-
gardtowy do NTS-u (Janssen i wsp., 1998; Alheid i McCrimmon, 2008; Monteiro i wsp.,
2011; Carroll i wsp., 2013). Receptory dopaminergiczne D1 oraz D, zlokalizowano w
komorkach typu I klebkéw szyjnych oraz w neuronach zwoju skalistego n. jezykowo-
gardlowego (Czyzyk-Krzeska i wsp., 1992; Bairam i wsp., 1998; Nurse i Piskuric, 2013).
Wedtug Iturriaga i wsp., (2009) oraz Kumar i Prabhakar (2012) DA odgrywa kluczowa rolg
w transdukcji sygnatlu w chemoreceptorach klebkow szyjnych krolikow, u pozostatych
gatunkow zwierzat pelnigc raczej rolg modulujacg. Tylko u krolikow dopamina podana
obwodowo powodowata stymulacje oddychania (Liados i Zapata 1978; Monti-Bloch i
Eyzaguirre, 1980).

Podczas hipoksji obserwuje si¢ zwickszong aktywnos$¢ hydroksylazy tyrozynowe;,

enzymu kluczowego w syntezie dopaminy w kigbkach szyjnych skutkujaca zwigkszonym
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wytwarzaniem tego neuroprzekaznika u krolikow (Fidone i wsp., 1982), kotow (ltturiaga i
wsp., 1996) i szczurow (Donnelly 1996). Z danych pismiennictwa wynika, ze obwodowa
iniekcja dopaminy, nieprzechodzgcej bariery krew-mozg, wptywa na oddychanie poprzez
aktywacje chemoreceptoréw klebkow szyjnych (Lahiri i Nishino, 1980; Gonzalez i wsp.,
1994; Ciarka i wsp., 2007). Badania przeprowadzone na kotach oddychajgcych powietrzem
atmosferycznym wykazaty, iz dozylne podanie dopaminy powodowato depresje
oddychania, eliminowang przecigciem nerwow zatokowych (Wypych 1 Przestaszewska,
1995). W dos$wiadczeniach przeprowadzanych na ludziach dopamina zmniejszata
wentylacje minutowa zarowno w normoksji (Welsh i wsp., 1978) jak i w hipoksji
(Niewinski 1 wsp., 2014). Co wigcej, zastosowanie obwodowo dziatajacego blokera
receptorow  dopaminergicznych D> (domperidon) u zwierzat eksperymentalnych
stymulowalo oddychanie w normoksji (Hedner i wsp., 1982; Delpierre 1 wsp., 1985;
Bascom i wsp., 1991) oraz w hipoksji (Javaheri i Guerra 1990; Pedersen i wsp., 1999;
Gamboa i wsp. 2003). Powyzsze dane pokazuja, ze u wickszosci gatunkow zwierzat
dopamina wywiera dziatanie hamujace wentylacje, z wyjatkiem wspomnianych wcze$niej
krolikow.

Biorac pod uwage przytoczone powyzej informacje mozna przyjacé, ze dopamina
uznawana za jeden z potencjalnych neurotransmiteréw klgbkow szyjnych, odgrywa wazng
role w kontroli i modulacji oddychania w o$rodkowym uktadzie nerwowym. Zatem jej
niedobor, charakterystyczny dla choroby Parkinsona, moze prowadzi¢ do anomalii w

funkcjonowaniu uktadu oddechowego.
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1.6 Rola serotoniny w regulacji oddychania

Serotonina (5-HT), czyli 5 hydroksytryptamina, syntetyzowana z L-tryptofanu przez
enzym hydroksylaze tryptofanowa (Hilare i wsp., 2010) jest neuroprzekaznikiem odkrytym
pierwotnie w uktadzie pokarmowym, pdzniej w ptytkach krwi i nastgpnic w ukladzie
nerwowym ssakow (Hodges 1 Richerson, 2008).

Projekcje neurondéw serotoninergicznych, oraz liczne pre- i post-synaptyczne
podtypy receptorow 5-HT sg zaangazowane w roznorakie funkcje w osrodkowym uktadzie
nerwowym. Serotonina bierze udzial w regulacji homeostazy mozgu, neurogenezy,
synaptycznej plastycznosci, snu i rytmu okotodobowego, apetytu, boélu, emocji,
termoregulacji, i oddychania (Veasey i wsp., 1995; Costentin 2000; Azmitia, 2007; Hodges
i Richerson, 2008).

W osrodkowym uktadzie nerwowym ssakow, serotonina wytwarzana jest przez
stosunkowo niewielkg liczb¢ neurondéw serotoninergicznych znajdujacych si¢ w
srodmozgowiu, moscie i rdzeniu przedtuzonym. Serotoninergiczne ciata komorek
nerwowych potozone sa wzdtuz linii $rodkowej rdzenia przedtuzonego w jadrach szwu
(Hodges i Richerson, 2008). Unerwiajag one caty mozg, w tym substancj¢ czarng i
prazkowie (Zhou i wsp., 2005; Hilaire i wsp., 2010; Huot i wsp., 2011). Wysylaja rowniez
swoje projekcje do osrodkow oddechowych w moscie i rdzeniu przedtuzonym, miedzy
innymi do jadra okotoramieniowego, jadra Kolliker-Fuse, jadra dwuznacznego, jadra
czworobocznego, rejonow Botzingera i pre-Botzingera, a takze do jadra pasma samotnego,
jadra motorycznego n. podjezykowego, i nerwu przeponowego w szyjnym odcinku rdzenia
kregowego (Pilowsky i wsp., 1990; VVoss i wsp., 1990; Manaker i Tischler, 1993; Hilaire i
wsp., 2010).

Serotonina jest waznym modulatorem rytmu i wzorca oddechowego. Jej znaczenie

potwierdzity badania na myszach transgenicznych, nieposiadajacych neurondéw
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serotoninergicznych, ktorych oddychanie charakteryzowalo si¢ obnizong wentylacja i
czestymi epizodami bezdechu (Hodges i wsp., 2009). Bezposrednie mikroelektroforetyczne
podanie 5-HT na neurony oddechowe opuszki pobudzato neurony aktywne na granicy
wdechu i wydechu oraz hamowato pozostate neurony wdechowe (Fallert i wsp., 1979).
Badania Manzeke i wsp. (2008, 2009) dowiodly, ze hamujgce lub pobudzajgce efekty
systemowej serotoniny zaleza od profilu receptoréw 5-HT obecnych na konkretnej
subpopulacji neuronéw oddechowych. Z kolei, w do$wiadczeniach in vitro na skrawkach
rdzenia przedluzonego i szyjnego odcinka rdzenia krggowego nowo narodzonych
szczurow, 5-HT dziatata pobudzajaco na sie¢ neurondéw generatora wzorca oddechowego
oraz na motoneurony n. przeponowego (Morin i wsp., 1992; Lindsay i Feldman, 1993)
poprzez aktywacje odpowiednio receptorow 5-HT1 oraz 5-HT> (Morin i wsp., 1990).

Jadra oddechowe rdzenia przedluzonego wykazuja ekspresj¢ wielu roznych typow
receptorow 5-hydroksytryptaminy, z ktérych receptor 5-HT. odgrywa zasadnicza rolg w
generacji rytmu oddechowego. W badaniach in vitro przeprowadzonych na skrawkach
rdzenia przedluZzonego gryzoni z uZyciem agonistow 1 antagonistow receptora 5-HTo,
udowodniono, ze jego aktywacja pobudzata, natomiast blokada hamowata badz znosita
aktywno$¢ komorek rozrusznikowych kompleksu pre-Botzingera (Pena i Ramirez, 2002;
Gunther i wsp., 2006; Tryba i wsp., 2006).

Receptor 5-HT. wydaje si¢ by¢ zaangazowany w mechanizm odpowiedzi
oddechowej na hipoksje (Jacono i wsp., 2005). Swiadczy o tym zwigkszone uwalnianie
serotoniny w grzbietowo-przysrodkowej czeSci rdzenia przedtuzonego (NTS, jadro
motoryczne n. blednego 1 jadro n. podjezykowego) podczas hipoksji oraz wptyw blokady
o$rodkowego receptora 5-HT> na dynamike odpowiedzi oddechowej na hipoks;je.
Charakteryzowato ja opoznione pojawienie sie stymulacji oddychania i1 zniesienie

depresyjnej fazy odpowiedzi na hipoksje (Kanamaru i Homma, 2009).
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Aktywacja os$rodkowych receptorow 5-HT2 wplywa modulujaco na oddechowe
neurony ruchowe, pobudzajgc tonicznie m.in. motoneurony n. podjezykowego (Kubin i
wsp., 1992; Brandes i wsp., 2006; Gunther i wsp., 2006). Pobudzajace dziatanie serotoniny
na aktywno$¢ nerwu XII szczura zachodzi najprawdopodobniej poprzez aktywacje
receptorow: 5-HTaa i 2c (Fenik i Veasey, 2003), a wedtug Gunther i wsp. (2006) 5-HTa |
28. Nerw podjezykowy odgrywa istotng rol¢ w utrzymaniu droznosci goérnych drog
oddechowych. Zmiany w nerwowej regulacji napigcia migsnia brodkowo-jezykowego
moga mie¢ znaczenie w patogenezie bezdechu typu obturacyjnego, spowodowanego
zablokowaniem drog oddechowych na poziomie gardta (Deegan i wsp., 1995; Dempsey i
wsp., 2010). Udowodniono, ze zmniejszone wydzielanie serotoniny w jadrze ruchowym n.
podjezykowego wywotuje spadek aktywnosci motoneurondéw tegoz nerwu w modelu snu
paradoksalnego, a pobudzenie receptorow 5-HT2 moze temu skutecznie przeciwdziataé
(Kubin i wsp., 1994, 1996).

W przebiegu ChP obserwuje si¢ zmiany w uktadzie serotoninergicznym (Alex i
Pehek, 2007; Huot i wsp., 2011). U chorych zaobserwowano dystrofi¢ komoérek nerwowych
produkujacych 5-HT w jadrach szwu, oraz spadek poziomu serotoniny w ptynie moézgowo-
rdzeniowym i takich obszarach mozgu jak: prazkowie, substancja czarna, wzgorze,
podwzgorze, kora mozgowa i hipokamp (Braak i wsp., 2000; Scatton i wsp., 1983; Kish i
wsp., 2008; Huot i wsp., 2011).

Wobec powyzszych informacji wskazujacych, ze serotonina jest kluczowym
neuroprzekaznikiem w regulacji oddychania, zmiany jej poziomu pojawiajace si¢ w
chorobie Parkinsona mogg wptywa¢ na zmiany wzorca oddechowego, odpowiedz

oddechowg na hipoksje, a takze na aktywnos$¢ motoneuronéw oddechowych.
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1.7 Zwierzecy model choroby Parkinsona

Eksperymentalne modele ChP sg niezb¢gdne w poznaniu potencjalnych
patomechanizméw tej choroby. W modelowaniu ChP wazny postep przyniosto
wprowadzenie neurotoksyny z grupy katecholamin, 6-hydroksydopaminy (6-OHDA), ktéra
transportowana zaré6wno do cial komorek nerwowych jak i ich wildkien powoduje
degeneracj¢ neuronéw dopaminergicznych i noradrenergicznych (Ungerstedt, 1968).

Domézgowe podanie 6-OHDA szczurom wywotuje kliniczne objawy ChP
pojawiajace si¢ w wyniku uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych w ukladzie
nigrostriatalnym. Toksyczno$¢ 6-OHDA opiera si¢ na silnym hamowaniu enzymow
mitochondrialnych | i IV kompleksu tancucha oddechowego oraz wywotywaniu stresu
oksydacyjnego prowadzacego do utraty aktywno$ci hydroksylazy tyrozynowej, enzymu
odpowiedzialnego za synteze dopaminy (Glinka i wsp, 1997; Deumens i wsp, 2002).
Domézgowa iniekcja 6-OHDA pozwala selektywnie uszkadzaé rejony mozgu, do ktorych
podano neurotoksyne. 6-OHDA wstrzykiwana jest zazwyczaj do istoty czarnej zbitej,
peczka przysrodkowego przodomoézgowia (MFB), lub do prazkowia (kompleks: jadro
ogoniaste-skorupa) (Deumens i wsp., 2002). W celu uniknigcia jednoczesnej degeneracji
neuronéw noradrenergicznych podaje si¢ zwierzgtom dezypraming, bloker transportera

noradrenaliny, ktory zapobiega wychwytowi 6-OHDA przez te neurony.

Jednym z czesSciej stosowanych modeli parkinsonizmu, imitujgcym zaro6wno utrate
neuronow dopaminergicznych jak i zmiany w behawiorze, jest model wywotany podaniem
6-OHDA do pegczka przysrodkowego przodomoédzgowia, czyli do aksondéw neuronow
dopaminergicznych istoty czarnej zbitej biegnacych do prazkowia. Iniekcja 6-OHDA do
MFB uruchamia wsteczny transport neurotoksyny do cial komoérek nerwowych powodujac
ich degeneracje oraz nagle i rozlegte wyczerpanie DA w prazkowiu (Sun i wsp., 2011).

Model z podaniem jednostronnym do MFB jest szeroko stosowany w badaniach nad

26



mechanizmami neuroprzekaznictwa dopaminergicznego oraz patofizjologia
neurodegeneracji, zmian poznawczych i emocjonalnych w ChP (Tadaiesky i wsp., 2007;
Carvalho i wsp., 2013). Jednostronna iniekcja 6-OHDA do MFB powoduje catkowite
zniszczenie komorek grupy A9 (istota czarna) i A10 (pole brzuszne nakrywki), w wyniku
czego dochodzi do praktycznie catkowitego ubytku dopaminy w ipsilateralnym prazkowiu
(Perese i wsp., 1989; Dunnett i wsp., 1981; Torresa i wsp., 2011). Jednostronnie
uszkodzone szczury iniekcja do MFB wykazywaty bardziej rozlegta neurodegeneracje od
obserwowanej w ludzkim idiopatycznym parkinsonizmie (Perese i wsp., 1989; Deumens i
wsp., 2002).

Uposledzenie ruchowe obecne w modelu jednostronnym zostalo bardzo precyzyjnie
scharakteryzowane (Schwarting i Huston, 1996). W tescie RotaRod obserwuje si¢ U
zwierzat asymetryczny behawior w odpowiedzi na podanie amfetaminy i apomorfiny
(Perese i wsp., 1989) oraz preferencyjne uzycie tap ipsilateralnych do potkuli traktowanej

neurotoksyng (Barneoud i wsp., 1995; Jeyasingham i wsp., 2001).

Obustronny model, pomimo Ze lepiej odzwierciedla chorob¢ Parkinsona (Deumens i
wsp., 2002), jest uzywany rzadziej, poniewaz obustronne wstrzyknigcie 6-OHDA bywa

traumatyczne, powoduje afagig, brak pragnienia oraz duza $miertelnos¢ (Ungerstedt, 1971).

Za uzyciem jednostronnego modelu przemawiajg tez obserwacje pacjentow z ChP
charakteryzujacych si¢ asymetryczng degeneracja neuronéw dopaminergicznych oraz

lateralizacja objawow klinicznych (Djaldetti i wsp., 2006; Hobson, 2012).
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2.CEL PRACY

Mechanizmy lezace u podstaw zmian w regulacji oddychania w aspekcie ChP sg w

niewielkim stopniu poznane i wymagaja dalszych badan. Celem niniejszej pracy jest

zbadanie wplywu jednostronnego uszkodzenia uktadu czarnoprazkowiowego szczura

podaniem 6-OHDA do prawego peczka przysrodkowego przodomoézgowia (MFB) na

nerwowa aktywno$¢ oddechowa z uwzglednieniem roli uktadu dopaminergicznego i

serotoninergicznego.

Szczegoélowe cele obejmujg:

Ustalenie zmian wzorca oddechowego w normoksji oraz w reakcji oddechowej na
bodziec hipoksyjny i hiperkapniczny

Zbadanie wptywu pobudzenia/blokady receptorow dopaminergicznych D> i
serotoninergicznych 5-HT. na zmiany parametrow wentylacyjnych i odpowiedz
oddechowg na hipoksje

Okreslenie wpltywu uszkodzenia neuronow dopaminergicznych na aktywnos$¢ nerwu
podjezykowego 1 przeponowego, stanowigcych nerwowy naped oddechowy
odpowiednio dla migsni gornych drog oddechowych i przepony w normoksji i
hipoksji

Ocena zmian w zawarto$ci amin katecholowych oraz ich metabolitow w prazkowiu
1 pniu mozgu wywotanych prawostronng iniekcjag 6-OHDA

Okreslenie zmian motoryki zwierzat w zastosowanym modelu doswiadczalnym
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Zwierzeta

Procedury do$wiadczalne zostaty przeprowadzone na podstawie zgody nr: 37/2010,
wydane] przez IV Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w
Warszawie. Badania wykonano na miodych dorostych samcach szczuréw stada Cmd:
(WIWU Wistar 0 masie 230-260 g na poczatku eksperymentu. Zwierzgta przetrzymywano
w standardowych warunkach laboratoryjnych w 12-godzinnym cyklu dzien/noc, ze

swobodnym dostepem do pozywienia i wody.

3.2 Iniekcja 6-OHDA do pe¢czka przysrodkowego przodomozgowia

Szczury wprowadzano w stan znieczulenia ogodlnego podajac dootrzewnowo
tiopental sodu (Sandoz, Austria), w dawce 90 mg/kg rozpuszczony w 0,9% fizjologicznym
roztworze soli (NaCl). Uspione zwierzeta umieszczano w aparacie stereotaktycznym
(Stoelting, USA). W celu unikni¢cia uszkodzenia nerwow noradrenergicznych przez 6-
OHDA, 30 minut przed podaniem neurotoksyny zwierzeta otrzymywaty dootrzewnowa
iniekcj¢ wodnego roztworu chlorowodorku dezypraminy (25 mg/kg, Sigma-Aldrich,
Polska).

Przy wykorzystaniu wiertla dentystycznego wykonywano dwa niewielkie otwory w czaszce
zgodnie ze wspotrzednymi stereotaktycznymi wg. Paxinos i Watson (2007). Iniekcje 6-
hydroksydopaminy lub jej rozpuszczalnika do peczka przysrodkowego przodomédzgowia
wykonywano zgodnie z nastepujacymi koordynatami: I miejsce: AP -2.2, L +1.5, D -7.9, |l

miejsce: AP -4.4, L +1.5, D -7.9.
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6-hydroksydopamine (Sigma-Aldrich, Polska) podawano sterylng strzykawka
Hamiltona w roztworze 0,9% NaCl z dodatkiem 0,1% kwasu askorbinowego w objetosci 5
ul na miejsce, z predkoscig 1 ul/min (stezenie 6-OHDA wynosito 4pug/ul).
Po zakonczeniu iniekcji igle pozostawiano w mézgu na 5 minut aby zapobiec wyptywaniu
roztworu, nastepnie powoli jg wysuwano. Powstalg rane zaszywano. T¢ samg procedure
stosowano w lezji pozorowanej (sham) z iniekcjg fizjologicznego roztworu soli z
dodatkiem 0,1% kwasu askorbinowego, bez 6-OHDA. Po operacji zwierzeta
przetrzymywano dwa tygodnie w standardowych warunkach laboratoryjnych z dostepem

do wody i jedzenia.

3.3 Testy oddechowe w komorze pletyzmograficznej

Pomiary wentylacji przeprowadzono przy uzyciu systemu pletyzmograficznego
firmy Buxco Electronics (model PLY 3223, Buxco Electronics, USA) dla zwierzat
czuwajacych. W sklad systemu wchodzi komora pletyzmograficzna o pojemnosci 3,7 litra.
Komora podzielona jest na czg$¢ doswiadczalng i referencyjng, obie wyposazone w dwa
pneumotachografy rejestrujace fluktuacje ci$nienia wytworzone przez wdechy i wydechy
zwierzat doswiadczalnych. Roznica ci$nienia miedzy komorg do§wiadczalng a referencyjna
jest mierzona za pomocg przetwornika analogowo-cyfrowego. Sygnal wysytany z tego
urzadzenia jest nastgpnie wzmacniany i integrowany przez oprogramowanie do analizy
danych (Biosystem XA dla srodowiska Windows, Buxco Electronics, USA). Wentylacj¢
minutowa (VE), objetos¢ oddechowa (V1) i czgstotliwos¢ oddychania (f) mierzono w czasie
rzeczywistym. Cze$¢ doswiadczalna komory podlaczona jest do pompy powietrza o
przeptywie 2,5 L/min. Umozliwia to szybka wymian¢ powietrza w komorze miedzy testami
i usunigcie gromadzacego si¢ CO2. Do komory podpinano 5 litrowy worek gumowy, przy

pomocy, ktorego podawano mieszanki gazowe (bodzce chemiczne). Testowano odpowiedz
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na bodziec hipoksyjny (3 minuty, 8% O2 w 92% azotu) oraz hiperkapniczny (3 minuty, 7%
CO2 w 93% tlenu). Zwierzgta badano dwukrotnie: przed (kontrola) i 14 dni po iniekcji 6-

OHDA wedtug schematu przedstawionego ponize;j.

Testy oddechowe w Testy oddechowe w
komorze pletyzmograficznej | 1 dzien Iniekcja 6-OHDA lub 14 dni komorze pletyzmograficzne;
& — rozpuszczalika do MFB : &
Test behawioralny Test behawioralny

Ryc. 1. Schemat przeprowadzanych testow w komorze pletyzmograficznej (zwierzeta nieuspione).

Szczura umieszczano w komorze pletyzmograficznej (Ryc. 2) w powietrzu
atmosferycznym i pozostawiano na ok. 30 min w celu adaptacji. Po tym czasie testowano
przez 3 min odpowiedz oddechowa na hipoksj¢. Bodziec hipoksyjny podawano poprzez
wttoczenie mieszanki gazowej z worka do komory, po wylaczeniu pompy z powietrzem
atmosferycznym. Po przeprowadzonym tescie wlaczano pompe wtlaczajaca powietrze
atmosferyczne do komory. Przez caly czas trwania eksperymentu prowadzono rejestracje
czynno$ci oddechowej. W przypadku konieczno$ci powtorzenia testu wykonywano go po
10 minutach od poprzedniej préby.

30 min po hipoksji zwierz¢ta testowano na odpowiedz oddechowa na hiperkapnig.
Badanie przeprowadzano w identycznym schemacie, jak w przypadku testu hipoksyjnego.
Kontrole poprzedzajaca podanie mieszanki gazowej stanowit usredniony 30 sekundowy
odcinek oddychania w normoksji. Trwajaca 3 min hipoksje/ hiperkapni¢ podzielono na 30
sekundowe odcinki czasowe usredniajgc ostatnie 10 sekund kazdego z odcinkow dla
poszczegolnych analizowanych parametrow. Po tescie (5 min po zastosowaniu bodzca)
usredniano 30 sekundowy odcinek rejestrowanej wentylacji w celu okreslenia powrotu do

stanu wyjsciowego po hipoksji/ hiperkapni.
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Ryc. 2. Fotografia szczura w trakcie eksperymentu w komorze pletyzmograficznej
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3.3.1 Grupy do$wiadczalne

Do doswiadczen w komorze pletyzmograficznej wylonione zostaly nastepujace grupy

zwierzat:
Grupy doswiadczalne zwierzat
k4 W k4

Sham  n=4 6-OHDA n=7 6-OHDA

testy: testy: testy:

“hipoksija -hipoksja -hipoksja

-hiperkapnia -hiperkapnia
- | -Pomperidon n=58
e
- | -Haloperidol n=7
e
.| -DOI n=9
“| -Ketanseryna

Ryc. 3. Grupy doswiadczalne zwierzat: przeprowadzone testy i badane zwigzki w komorze
pletyzmograficznej.

3.3.2 Testowanie odpowiedzi oddechowej po iniekcji agonistow lub/i

antagonistow

Wszystkie zwiazki testowane w doswiadczeniach byly podawane zwierzetom w
zalezno$ci od badanej grupy, w formie dootrzewnowej iniekcji w koncowej objetosci 0,3
ml. Po 20 minutach od podania wykonywano test hipoksyjny wg schematu

przedstawionego na Ryc. 1. Uktad ten stosowano zarowno przed lezjg z uzyciem 6-OHDA
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jak i 14 dni po niej. Zastosowane zwigzki, ich dawki oraz sposob rozpuszczania zostaty
przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Zwigzki agonistyczne i antagonistyczne zastosowane w doswiadczeniach oddechowych.

Badany zwigzek Charakterystyka zwigzku Dawka | Rozpuszczalnik

Dziatanie Przekraczanie e
bariery
krew- mozg
Antagonista Nie 1 NaCl 0,9% + HCI

0,2%

Domperidon

Haloperidol Antagonista Tak 1 NaCl 0,9%

Dopaminergiczne
receptory D

DOI (2,5-dimetoksy-4-
jodoamfetamina)

Agonista Tak 1,5 H.O

Ketanseryna Antagonista Tak 1 H.0

Serotoninergiczne
receptory 5-HT>

3.4 Badanie aktywno$ci nerwdéw podjezykowego 1 przeponowego. Test
hipoksyjny

W celu okreslenia wpltywu lezji na aktywnos¢ nerwow podjezykowego 1
przeponowego z wykluczeniem komponenty migsniowej 1 odruchow plucnych
przeprowadzono do$wiadczenia na szczurach uspionych, porazonych i1 poddanych
wagotomii.

Na poczatku eksperymentu zwierzeta wprowadzano w stan uspienia ogolnego przy
uzyciu mieszaniny uretanu (800 mg/kg, Sigma Aldrich, Polska) i a-chloralozy (70 mg/kg,
Sigma Aldrich, Polska). Szczury utozone byly w pozycji poziomej na grzbiecie, na
podgrzewanym stole operacyjnym. Skore i migsnie szyi przecinano w linii Srodkowej, w
celu odstoniecia tchawicy do ktorej wprowadzano rurke tracheotomijng. W prawym dole

pachwinowym wypreparowano zyte i tetnice udows, do ktoérych wprowadzano kaniule
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polietylenowe (o $rednicy 0,58/0,965 mm) wypeknione roztworem fizjologicznym soli z
dodatkiem 0,1% roztworu heparyny (Polfa, Warszawa). Kaniula umieszczona w zyle
udowej stuzyla do podawania dodatkowych dawek narkozy i srodka zwiotczajgcego,
natomiast znajdujaca si¢ w tetnicy udowej, do pomiaru ci$nienia tetniczego krwi (miernik
cisnienia: BP-2 monitor, Columbus Instruments, USA). Nastepnie izolowano nerwy:
przeponowy i podjezykowy, przecinano na wysokosci szyi i ich wyjscia osrodkowe
umieszczano na srebrnych dwubiegunowych elektrodach do rejestracji aktywnos$ci

bioelektryczne;j.

Aktywnosci obu nerwow byly wzmacniane, filtrowane (5-2500 Hz) i integrowane
(stala czasowa-70 ms) przy uzyciu systemu NeuroLog (Digitimer Ltd., UK). Surowe i
zintegrowane aktywnos$ci nerwow oraz ci$nienie krwi byty digitalizowane z zastosowaniem
interfejsu CED Power 1401 oraz analizowane przy uzyciu programu Spike 2 (Cambridge

Electronic Design, CED, UK).

Nerwy bledne izolowano w odcinku szyjnym i nastepnie przecinano ponizej krtani
w celu wyeliminowania aktywno$ci oddechowej zwigzanej z odruchem inflacyjnym
indukowanym przez pompe oddechows. Po zwiotczeniu migéni bromkiem pipekuronium
(Arduan, Gedeon-Richter, Germany) w dawce 80 pg/kg zwierzeta podiaczono do
respiratora (7025 Rodent Ventilator, Ugo Basile, Italy) i sztucznie wentylowano. Czgsto$¢
pompy oddechowej dobierano indywidualnie do rytmu oddechowego szczura w oparciu 0
optymalny sygnal aktywnos$ci nerwu przeponowego. Cieplote ciata zwierzat utrzymywano
na poziomie normotermii (37-38° C).

Podczas eksperymentu rejestrowano aktywnos¢ elektryczng nerwéw (amplituda i
czestotliwo$¢ wyladowan) oraz testowano reakcje oddechowag na bodziec hipoksyjny
(hipoksja 8%). Po ustabilizowaniu sygnatu bioelektrycznego z nerwow, do pompy

oddechowej podiaczano worek z mieszaning hipoksyjna na okres 1,5 minuty. W przypadku
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osiggniecia bezdechu natychmiast odlaczano mieszanke gazowa. Kolejny bodziec

hipoksyjny podawano po uptywie 15 minut.

Na podstawie uzyskanych neurogramow (Ryc. 4.) nerwu przeponowego (PHR) i
podjezykowego (HG) wyliczano czas wdechu (T)) i wydechu (Te). Poczatek wdechu
wyznaczal punkt, w ktorym wzrastala aktywno§¢ nerwu przeponowego (sygnat
zintegrowany), a jego koniec okreslano jako 50% spadek maksymalnej amplitudy. Czas
wydechu wyliczano mi¢dzy poczatkiem i koncem wdechu. Czas catkowity trwania cyklu
oddechowego (Tc) byl sumg T i Te. Amplitud¢ aktywnosci przedwdechowej nerwu
podjezykowego (A pre-1 HG) wyliczano z wielko$ci sygnalu zintegrowanej aktywnosci
nerwu podjezykowego, w punkcie odpowiadajagcym poczatkowi aktywnosci nerwu
przeponowego. Wyliczano takze czas przedwdechowej aktywnos$ci nerwu HG (T pre-1 HG)
jako czas uptywajacy pomiedzy poczatkiem aktywnosci nerwu HG, a poczatkiem
aktywnos$ci PHR. Obliczano takze aktywno$¢ minutowa obu nerwow, ktorg stanowi iloczyn
amplitudy oraz czgstotliwosci wytadowan. Do dalszej analizy usredniano wartosci
badanych parametrow z 10 s odcinkow neurogramow w normoksji, w trakcie hipoksji i po

zakonczeniu dziatania bodzca.
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Ryc. 4. Przyktadowy elektroneurogram aktywnosci nerwoéw podjezykowego (XII) oraz
przeponowego (PHR), z przedstawieniem parametréw cyklu oddechowego, wyliczanych w
do$wiadczeniach. Zapisy zintegrowane oznaczono symbolem: [. Na rycinie zaznaczono: czas
wdechu (T)), czas przedwdechowej aktywnos$ci nerwu podjezykowego (T pre-1), czas wydechu (Te),
amplitude aktywnosci (A) nerwu podjezykowego, przeponowego, amplitude przedwdechowej
aktywnosci nerwu podjezykowego (A pre-I).

Dos$wiadczenia na zwierzgtach uspionych z elektrofizjologiczng rejestracja aktywnosci
nerwow zostalty przeprowadzone na dwoch grupach szczurdéw:

- 6-OHDA (n=10)

- sham (n=8)

3.5 Analiza histochemiczna

Po zakonczeniu eksperymentéw W celu pobrania tkanki mézgowej szczury usypiano
podajac dootrzewnowo roztwor uretanu (750 mg/kg) i a-chloralozy (150 mg/kg). Zwierzgta
poddawano perfuzji przez serce roztworem fizjologicznym soli zbuforowanej fosforanem
(PBS-100 ml), a nastepnie paraformaldehydem w PBS (4%-100 ml). Cale mozgi utrwalano
umieszczajac je W 4% paraformaldehydzie na 4 godziny w 4°C, i przechowywano przez

24h w 20% roztworze sacharozy w tej samej temperaturze w celu krioprotekcji. Po tym
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etapie mozgi przechowywano w -80°C. Zamrozone mozgi cicto na skrawki grubosci 20
mikrometrow stosujgc kriostat Leica CM1850 UV (Niemcy).

Skrawki sgsiadujgce ze $ladem po igle, powstatym w wyniku mikroiniekcji 6-
OHDA lub rozpuszczalnika, barwiono immunohistochemicznie wykorzystujac przeciwciata
przeciwko hydroksylazie tyrozynowej (TH). Niespecyficzne wigzania blokowano 3% kozia
surowicg (Sigma Chemicals, Australia). Skrawki inkubowano z mysim przeciwciatem
monoklonalnym przeciw hydroksylazie tyrozynowej (Sigma Chemicals, Australia).
Monoklonalne przeciwcialo II rzedowe przeciw—mysie zwigzane byto z peroksydaza
chrzanowg (HRP). Cata procedura przeprowadzona zostata zgodnie z instrukcjg firmy
DAKO (USA). Skrawki ogladano pod mikroskopem $wietlnym (Nikon, Japonia). W celu
okreslenia ubytku neuronéw dopaminergicznych, komorki zliczano z 3 kolejnych
skrawkéw mozgu z obszaru istoty czarnej po stronie kontralateralnej i1 ipsilateralnej
wzgledem miejsca iniekcji 6-OHDA. Nastepnie usrednione wartosci przeliczono na
procentowy ubytek komodrek dopaminergicznych. Punkt odniesienia (100%) stanowita

nieuszkodzona lewa istota czarna wzgledem prawej z podaniem 6-OHDA do MFB.

3.6 Analiza homogenatow prazkowia i pnia mézgu metodg HPLC

W celu pobrania tkanki mozgowej zwierzgta usypiano przez dootrzewnowe podanie
mieszanki uretanu (750 mg/kg) i a-chloralozy (150 mg/kg) rozpuszczonej w fizjologicznym
rotworze NaCl. Po wyjeciu mézgu na suchym lodzie preparowano prazkowie i pien mozgu
z podzialem na strony lewa 1 prawa. Zwazong tkank¢ zamrazano do oznaczen
biochemicznych w -80°C. Bezposrednio przed wykonaniem oznaczen materiat
homogenizowano (przy uzyciu sonifikatora Vir Sonic 60; VIR TIS) w 1000 pl roztworu
zawierajacego: 0,1M kwas nadchlorowy HCIOs oraz 0,05 mM kwas askorbinowy.

Nastepnie probki wirowano przez 15 min z predkoscig 13000 obrotow/min (Labofuge 400R
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Haereus Instruments). Otrzymywany nadsacz filtrowano (filtr strzykawkowy 0,2 pm,;
Whatman, USA) i poddano dalszej analizie biochemicznej.

Stezenie amin katecholowych i odpowiednich metabolitow: dopaminy oraz jej
metabolitu posredniego kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC), noradrenaliny
(NA) oraz jej metabolitu, czyli kwasu 3-metoksy-4-hydroksyfenyloglikolowego (MHPG),
jak réwniez serotoniny i jej metabolitu kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA),
oznaczano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja elektrochemiczng
(HPLC-ED) (L-3500 detektor; Merck, Niemcy). Analiz¢ biochemiczng przeprowadzono
przy uzyciu uktadu chromatografu, na ktory sktadat si¢: detektor elektrochemiczny z
elektrodg szklano-weglowa (L — 3500A, MERCK), autosampler (Knauer Basic Marathon)
oraz pompa (Mini-Star K-500, Knauer). Rozdzialu monoamin dokonano przy uzyciu
kolumny C-18 (250 x 4,6 mm Nucleosil, 5 um, Macherey—Nagel, Niemcy) przy
przeptywie 0,8 ml/min w odwroconym uktadzie faz i przy potencjale 0,8 V. Na kolumng,
na ktorej nastgpowal rozdziat izokratyczny zwiazkéw, wprowadzano homogenaty z
pobranych struktur w objetosci 20 pl. Faze mobilng w tym ukladzie stanowit bufor
zawierajacy: 32 mM fosforanu sodu (Sigma-Aldrich, USA), 34 nM kwasu cytrynowego
(Sigma-Aldrich, USA), 1mM octanu kwasu sulfonowego (Sigma-Aldrich, USA), 54 uM
kwasu etylenodiamiotetraoctowego (EDTA; Sigma-Aldrich, USA), dodawanych do
dejonizowanej wody (18 MQ), zawierajacej 12% metanol (MERCK, Niemcy). Frakcje
wyptukiwane z kolumny byty rejestrowane komputerowo. Dane analizowano przy uzyciu
programu ClarityChrom software (Knauer, Germany). St¢zenie badanych substancji w
probkach obliczano w zestawieniu ze stgzeniami standardow: DA, DOPAC, NA, MHPG, 5-

HT, 5-HIAA (Sigma-Aldrich, USA) i wyrazono w pg/mg tkanki.
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3.7 Testy behawioralne i pomiar masy ciata

W celu potwierdzenia skuteczno$ci przeprowadzonej lezji wykonano dwukrotnie
behawioralny test cylindra, przed i po dwoch tygodniach od podania 6-OHDA. Test ten
polegal na umieszczeniu szczura w przezroczystym cylindrze o srednicy 20 cm i wysokos$ci
30 cm na okres 5 min, podczas ktérych rejestrowano ruchy zwierzgcia przy uzyciu kamery
(iPhone 5). Zliczano nastepnie dotkniecia do $cian cylindra dla dwoch parametrow
wznoszenia i opadania okre$lajac przy tym, ktorej konczyny przedniej: lewej czy prawej
ZWIierz¢ uzywa.

Przed i po 14 dniach od lezji zwierzgta byly wazone w celu okreslenia wplywu

uszkodzenia kompleksu nigrostriatalnego na zmiany masy ciata.

3.8 Analiza statystyczna

Zmiany badanych parametrow analizowano przy uzyciu testu t-Studenta i
dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) dla powtarzanych pomiaréw. Réznice miedzy
konkretnymi punktami czasowymi i sytuacjami do$wiadczalnymi szacowano za pomoca testu
post-hoc (test Newmana-Keulsa). Korzystano rowniez z testu U Manna-Whitneya (analiza
zawarto$ci amin biogennych we fragmentach tkanki moézgowej). Wyniki uznawano za
znamienne, gdy poziom istotnosci P byt mniejszy niz 0,05. Warto$ci obliczanych parametrow

podane zostaty jako srednie + btad standardowy s$redniej (SEM).
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4. WY NIKI

4.1.1 Oddychanie w grupie zwierzat czuwajacych, z uszkodzenieniem

pozorowanym (sham). Odpowiedz oddechowa na hipoksje i hiperkapni¢

W doswiadczeniach z uszkodzeniem pozorowanym, tj. z inickcjag samego
rozpuszczalnika do MFB, oddychanie zwierzat charakteryzowato si¢ podobnymi
warto$ciami parametréw wentylacji do stanu sprzed lezji zarowno w normoksji jak i
hipoksji (Tabela 2). Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita brak efektu lezj pozorowanej oraz
pobudzajacy wptyw hipoksji na wszystkie parametry wentylacji przed i po iniekcji

rozpuszczalnika.

Tabela 2. Parametry wentylacji w odpowiedzi na hipoksj¢ u zwierzat przed (Kontrola) i po
iniekcji rozpuszczalnika do MFB (Sham).

Parametry Grupa | Normoksja Hipoksja Powr6t

wentylacji 30s 60s 90s 180s

Objetse Kontrola | 8,2 +0,5 11,7+0,7 11,0+ 0,6 10,004 |9,6+1,0 8,8+0,5

oddechowa Hhk Fxk **

(ml kg™?) Sham 82+04 12,5+0,5 10,6 £ 0,3 10,0+0,4 |8,6+0,3 8,7+0,3
*k*k *k*k **

Czestosc Kontrola | 119 +5,1 159 +4,8 162 +5,3 165+4,2 183 +11,0 |118+7,9

OddyChanIa *k*k *k*k *k*k *k*k

(oddech min) | Sham 103+£6,9 147 £10,2 |151+4,7 156 £10,0 |176 +4,7 106 £ 10,4
*k*k *k*k **kx *k%k

Wentylacja Kontrola| 943 + 18,3 | 1873 +98,5 | 1750+93,2 | 1647 + 81,0 | 1610 +41,7 | 1009 + 42,7

m | n UtOW& *k*k *k*k **kx **k%k

(ml mint kg?) |Sham 839+494 |1725+60,9 | 1586+91,2 | 1522 +69,2 | 1491 £ 61,1 | 903 +80,8
*k*k *k*k **kx *k%k

Wszystkie wartosci zostaly podane jako Srednie + btad standardowy $redniej, n= 4.
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw hipoksji na objetos¢ oddechowa (p<0,001), czestos¢
oddychania (p<0,001), wentylacje minutowag (p<0,001); brak wptywu lezji pozorowanej na
objetos¢ oddechowa (p=0,6), czestos¢ oddychania (p=0,12), wentylacje minutowg (p=0,06); oraz
brak interakcji migdzy lezja pozorowana i hipoksja dla V1 (p=0,56), f (p=0,95) oraz Ve (p=0,8).

** p<0,01; *** p<0,001 oznacza znamienno$¢ statystyczng odpowiedzi oddechowej na bodziec
hipoksyjny w poréwnaniu do normoksji. ANOVA, test Newmana-Keulsa.

41




W grupie zwierzat sham nie zaobserwowano istotnych roznic w odpowiedzi
oddechowej na hiperkapni¢ w stosunku do stanu sprzed iniekcji rozpuszczalnika (Tabela 3).
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita stymulujacy wpltyw bodzca hiperkapnicznego na
oddychanie dla wszystkich parametrow wentylacji w obu stanach zwierzat oraz brak

wplywu lezji pozorowanej na zmiany badanych parametrow.

Tabela 3. Parametry wentylacji w odpowiedzi oddechowej na hiperkapni¢ u zwierzat przed
(Kontrola) i po iniekcji rozpuszczalnika do MFB (Sham).

Parametry Grupa | Normoksja Hiperkapnia Powrét

wentylacji 30s 60s 90s 180s

Objetosc Kontrola | 8,1 +0,6 11,8 £0,9 129+ 14 13,5+1,2 12,8+ 1,0 10,5+ 0,7

OddEChOWG **k* **k* **k%* **k* *%*

(ml kg?) Sham 7,9+0,7 11,4+ 0,6 12,0+ 1,1 13,0+ 1,3 119+ 1,1 9,7+0,5
*k*k *kk **k*k *k*k *

Czestosc Kontrola | 109 £ 6,1 141+53 151 +8,2 153 +£8,2 163 +8,8 115+6,9

OddyChanIa *k*k *kk **k*k *k*k

(oddech min't) | Sham 102 £5,8 140 £9,6 152+144 |[1503+94 |162+16,7 |[111+7,0
**k%* **k* **k%* **k*

Wentylacja Kontrola | 880 + 53,8 |1655+ 103 [1920+ 110 |2023 £ 57 2073 +£71,2 | 1166 + 26,3

m | n UtOWﬂ **k%* **k* **k%* **k* **k*

(ml min?t kg') | Sham 798 £ 68,5 | 1576+ 105 [1790+89,0 |1917+ 140 |1888+61,4 | 1071 +73,7
*k*k *k*k *k*k *k*k *k*k

Wszystkie warto$ci podane zostaly jako $rednie + btad standardowy $redniej, n= 4.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw hiperkapni (p<0,001), brak wptywu lezji pozorowanej
(p=0,37), oraz brak interakcji miedzy lezja pozorowang i hiperkapnia (p=0,87) dla objetosci
oddechowej; wptyw hipoksji (p<0,001) oraz brak wplywu lezji pozorowanej (p=0,6) i brak
interakcji miedzy lezja pozorowana i hiperkapnig (p=0,91) dla czgstosci oddechowej; wpltyw
hiperkapni (p<0,001) oraz brak wptywu lezji pozorowanej (p=0,8) i brak interakcji migdzy lezja
pozorowana i hiperkapnig (p=0,33) dla wentylacji minutowej.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 oznacza znamiennos¢ statystyczna odpowiedzi oddechowej na
hiperkapni¢ wzgledem kontrolnej normoksji. ANOVA, test Newmana-Keulsa.

4.2 Wplyw

atmosferycznym oraz reakcje na hipoksje 1 hiperkapni¢ u szczurow

iniekcji 6-OHDA do MFB na oddychanie powietrzem

czuwajacych
4.2.1 Oddychanie normoksyjne

Eksperymentalne wywotanie ChP iniekcja 6-OHDA do prawego MFB nie
wywotalo zmian parametréw wentylacji plucnej podczas spoczynkowego oddychania

powietrzem atmosferycznym. Zardwno przed jak 1 po lezji zwierzeta prezentowaly
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podobne, zblizone wartosci objetosci oddechowej, czestosci oddechowej oraz wentylacji

minutowej (wartosci w punkcie N, Ryc. 5 6).

4.2.2 Odpowiedz oddechowa na hipoksje

Reakcje oddechowg na obnizong zawarto$¢ tlenu (8% Oz w N2) w powietrzu

wdychanym badano przed i 14 dni po podaniu 6-OHDA do pgczka przysrodkowego
przodomoézgowia.
Zardéwno w warunkach kontrolnych jak 1 po lezji zaobserwowano istotng reakcj¢ na bodziec
hipoksyjny dla wszystkich parametrow wentylacji: V1, Ve I T (Ryc. 5ABC). Uzyskane
odpowiedzi oddechowe na hipoksje miaty klasyczny dwufazowy przebieg z
charakterystyczng szybka faza wzrostu i nast¢pujaca po niej wolniejszg fazg powrotu do
warto$ci bazalnych, po ok. 5 minutach od zakonczenia hipoksji.

Objetos¢ oddechowa szczurdw po lezji byta istotnie zwigkszona podczas reakcji
oddechowej na hipoksje dla nastgpujacych punktéw pomiaru: 30s (0 18%), 60s (22%), 90s
(10%) i 150s (11%) w porownaniu do stanu kontrolnego przed lezja.

Czesto$¢ oddychania w odpowiedzi na hipoksje ksztaltowala si¢ na nizszym
poziomie u zwierzat po iniekcji 6-OHDA w poréwnaniu do stanu przed lezja i ulegta
obnizeniu 0 9% dla 60s, 0 10% dla 90s, o 18% dla 150s, oraz o 13% dla 180s. Peny
powrdt do wartosci kontrolnych obserwowano po 5 min, natomiast po lezji utrzymywat si¢
22% spadek ponizej wartosci wyjsciowej (Ryc. 5B).

W badanym modelu ChP wentylacja minutowa charakteryzowata si¢ znamiennie
wigkszym przyrostem w punkcie maksymalnej odpowiedzi oddechowej na hipoksje (30s).
Usredniona odpowiedz Ve na hipoksje byta wigksza w poréwnaniu do kontrolnej (przed

iniekcja 6-OHDA) 0 17% (Ryc. 5C).
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Ryc. 5. Zmiany objetosci oddechowej, czestoSci oddychania oraz wentylacji minutowej w
odpowiedzi na hipoksj¢ u zwierzat przed (Kontrola; M linia przerywana) i 14 dni po iniekcji 6-
OHDA (6-OHDA,; # linia ciggla). N — oznacza normoksje, P — powr6t do warto$ci wyjsciowych po
5 minutach. Wszystkie wartoSci zostaty przedstawione jako $rednie + btad standardowy $rednie;j.
Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, *, # p<0,05; **, ## p<0,01; *** ### p<0,001. *
— znamiennos$¢ statystyczna odpowiedzi oddechowej na bodziec hipoksyjny wzgledem normoks;ji
(N), # — znamiennos¢ statystyczna migdzy stanem przed i po lezji z uzyciem 6-OHDA, n= 6.
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw 6-OHDA (p<0,05), wptyw hipoksji (p<0,001) na
objetos§¢ oddechowa; efekt interakcji migdzy 6-OHDA i hipoksja (p<0,001) dla czestosci
oddechowej; wptyw hipoksji (p<0,001) oraz wptyw interakcji migdzy 6-OHDA i hipoksja (p<<0,05)
na wentylacje minutowsa.
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4.2.3 Odpowiedz oddechowa na hiperkapnie

OdpowiedZz oddechowa na bodziec hiperkapniczny (7% CO2 w Op)
charakteryzowala si¢ wzrostem parametréw wentylacji ptucnej bezposrednio po podaniu
bodzca do 180s, bez wyraznego maximum odpowiedzi. Po 5 minutach od zakonczenia
dziatania bodZca obserwowano powrot do wartosci kontrolnych.

Zarowno przed, jak 1 po iniekcji 6-OHDA u zwierzat zaobserwowano istotne
zwiekszenie wszystkich parametréw wentylacji (V1, Ve 1 f) w odpowiedzi na hiperkapnie
(Ryc.6).

Eksperymentalnie ~ wywotane  uszkodzenie = neuronéw  dopaminergicznych
powodowato wyzszy przyrost VT i Vg oraz zredukowang odpowiedz czesto$ci oddychania
na bodziec hiperkapniczny, przy jednoczesnym braku roznic parametréw W Nnormoksji
(Ryc. 6, punkt N).

OdpowiedZz objetosci oddechowej byta podwyzszona po lezji we wszystkich
punktach czasowych reakcji na bodziec hiperkapniczny: o 13% dla 30 i 180s, 0 26% dla
60s, 0 22% dla 90s i 120s, 0 23% dla 150s oraz 0 7% po 5 minutach od aplikacji bodZca
(Ryc. 6A).

Istotna roznica w reakcji czestosci oddychania dotyczyla powrotu do wartosci
wyjsciowych (punkt P) po hiperkapni. O ile w stanie kontrolnym utrzymywaty si¢ one na
poziomie wyzszym od warto$ci normoksyjnych, to po lezji nastgpito dodatkowe obnizenie f
ponizej tych wartosci (Ryc. 6B).

Podczas odpowiedzi oddechowej na hiperkapni¢ obserwowano znamiennie Wyzszy
przyrost Ve po wywotaniu ChP. Ulegat on zwigkszeniu 0 29% dla 30s, o0 30% dla 90s, oraz

0 33% dla 120s w poréwnaniu do stanu przed lezja (Ryc. 6C).
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Ryc. 6. Zmiany obje¢tosci oddechowej (A), czgstosci oddychania (B) oraz wentylacji minutowej (C)
w odpowiedzi na hiperkapni¢ u zwierzat przed (Kontrola; M linia przerywana) i 14 dni po iniekcji
6-OHDA (6-OHDA,; # linia ciggta). N — oznacza normoksje, P — powr6t do warto$ci wyjsciowych
(5 minut). Wszystkie warto$ci zostaty przedstawione jako $rednie + btad standardowy $rednie;j.
ANOVA, test Newmana-Keulsa, *, # p<0,05; **, ## p<0,01; *** ### p<0,001. * — istotnos¢
statystyczna odpowiedzi oddechowej na bodziec hiperkapniczny wzgledem normoksji (N), # —
znamiennos¢ statystyczna migdzy stanem przed i po iniekcji 6-OHDA, n=7.

Dwuczynnikowa ANOV A wykazata: wptyw 6-OHDA (p<0,001) i hiperkapni (p<0,001), interakcje
migdzy tymi dwoma czynnikami (p<0,05) dla Vr; wptyw 6-OHDA (p<0,001) i hiperkapni
(p<0,001) na f; wptyw hiperkapni (p<0,001), oraz interakcj¢ miedzy 6-OHDA i hiperkapnia
(p<0,01) we wptywie na Ve.
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4.2.4 Wptyw blokady receptorow dopaminergicznych D, na oddychanie

normoksyjne 1 odpowiedz oddechowa na hipoksje

Antagoniste receptorOw dopaminergicznych D, — domperidon podawano
dootrzewnowo w dawce 1 mg/kg, celem blokady obwodowych receptorow D». Bloker ten
nie przekracza bariery krew-mozg

Po iniekcji domperidonu stwierdzono u zdrowych, czuwajacych szczuréw
stymulacj¢ oddychania w normoksji i w konsekwencji podwyzszong odpowiedz oddechowa
na hipoksje, wyrazong zwigkszonym wzrostem Vr (Ryc. 7A) i Ve (Ryc. 8A).

Objetos¢ oddechowa w normoksji po blokadzie domperidonem wzrosta o 21%. Po bodZcu
hipoksyjnym ulegta dalszemu istotnemu zwigkszeniu w trzech punktach czasowych: w 30s
(0 8%), 120s (0 3%), 180s (0 4%).

Wentylacja minutowa zwigkszyta si¢ 0 30% w czasie normoksji po podaniu
domperidonu (Ryc. 8A). Wyzsza odpowiedz oddechowa Ve na bodziec hipoksyjny
zaobserwowano w 30s (0 19%), 60s (0 16%), 90s (o0 6%), 120s (0 2%), 150s (0 4%), i 180s
(o 9%) w porownaniu do stanu kontrolnego przed iniekcja domperidonu. Nie
zaobserwowano natomiast wptywu blokady receptorow D2 na czestos¢ oddychania.

Po lezji z uzyciem 6-OHDA zaré6wno oddychanie w normoksji jak i wielko$¢
reakcji oddechowej na hipoksje¢ nie byty modyfikowane przez domperidon (Ryc. 7B, Ryc.

8B.).
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Ryc. 7. Zmiany objetosci oddechowej w odpowiedzi na hipoksje u zwierzat w warunkach
kontrolnych (Kontrola; ™ linia przerywana) oraz po zablokowaniu obwodowych receptorow
dopaminergicznych D, podaniem domperidonu (Domperidon;® linia ciggla) przed (Przed 6-
OHDA) i 14 dni po iniekcji 6-OHDA (Po 6-OHDA). Litera N — oznaczono normoksje, P — powr6t
do warto$ci wyjsciowych (5 min). Wszystkie wartosci zostaly przedstawione jako $rednie + btad
standardowy $rednie;j.

Test Newmana-Keulsa, *, # p<0,05; **, ## (p<0,01); *** (p<0,001). * — znamienno$¢ statystyczna
odpowiedzi Vr na bodziec hipoksyjny wzgledem normoksji (N), # — znamienno$¢ statystyczna
pomigdzy grupami kontrolng a domperidonem, n= 8.

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata wpltyw hipoksji przed i po lezji na objetos¢ oddechowa
(p<0,001).
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Ryc. 8. Zmiany wentylacji minutowej w odpowiedzi na hipoksj¢ u zwierzat kontrolnych (Kontrola;
B linia przerywana) oraz po zablokowaniu receptorow dopaminergicznych D; iniekcjg
domperidonu (Domperidon; # linia ciggta) przed (Przed 6-OHDA) i 14 dni po iniekcji 6-OHDA
(Po 6-OHDA). Litera N — oznaczono normoksj¢, P — powrdt do warto$ci wyjsciowych (5 min).
Wszystkie warto$ci zostaty przedstawione jako $rednie + btad standardowy $rednie;.
Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, # p<0,05; ***, ### p<0,001 * — znamienno$¢
statystyczna odpowiedzi oddechowej Ve na bodziec hipoksyjny w porownaniu do normoksji (N), #
— znamiennos¢ statystyczna miedzy grupami kontrolng a domperidonem, n= 8.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw domperidonu (p<0,01), wptyw hipoksji (p<0,001) oraz
wplyw interakcji miedzy domperidonem i hipoksja (p<0,05) na wentylacje minutowg u zdrowych
zwierzat oraz tylko wptyw hipoksji (p<0,01) na Ve po lezji.
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W celu zbadania wptywu blokady osrodkowych receptorow dopaminergicznych D>
na oddychanie szczurow po lezji z zastosowaniem 6-OHDA podawano dootrzewnowo
haloperidol. Antagonista ten przekracza barier¢ krew modzg, blokujac zar6wno obwodowe
jak i osrodkowe receptory dopaminergiczne D,. Iniekcja haloperidolu u kontrolnych,
zdrowych zwierzat nie wplyngta na wentylacje normoksyjng, natomiast zwickszyta
stymulacje oddychania podczas trwania odpowiedzi oddechowej na hipoksje dla
parametrow: V1 (Ryc. 9A) i Ve (Ryc. 10A).

Po podaniu haloperidolu objetos¢ oddechowa w trakcie hipoksji ulegta istotnemu
zwigkszeniu w porownaniu do stanu przed zastosowaniem blokera dla 30s o 17%, oraz 60 i
180s 0 13%.

Wzrost objetosci przyczynit si¢ do zwigkszenia wentylacji minutowej o 8% w 30s
hipoksji. Nie zaobserwowano zmian w czgstosci oddychania po zablokowaniu
osrodkowych i obwodowych receptorow D-.

W badanym modelu ChP, haloperidol nie powodowal dodatkowego zwickszenia

odpowiedzi oddechowej V1 i VE na hipoksje (Ryc. 9B i 10B).
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Ryc. 9. Zmiany objetosci oddechowej w odpowiedzi na hipoksje w warunkach kontrolnych
(Kontrola; ™ linia przerywana) oraz po zablokowaniu o$rodkowych i obwodowych receptoréw
dopaminergicznych D- haloperidolem (Haloperidol; # linia ciggta) przed (Przed 6-OHDA) i 14 dni
po iniekcji 6-OHDA (Po 6-OHDA). N — oznacza normoksje, P — powrdt do warto$ci wyjsciowych
(5 min). Wszystkie wartosci zostaly przedstawione jako $rednie + btad standardowy $rednie;.
Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, *, # p<0,05; **, ## p<0,01; *** p<0,001. * —
znamiennos$¢ statystyczna odpowiedzi oddechowej Vr na bodziec hipoksyjny w odniesieniu do
normoksji (N), # - istotnos¢ statystyczna miedzy stanami przed i po haloperidolu, n= 7.
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wplyw hipoksji na objetos¢ oddechowa przed i po lezji
(p<0,001).
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Ryc. 10. Zmiany wentylacji minutowej w odpowiedzi na hipoksj¢ u zwierzat w warunkach
kontrolnych (Kontrola; ® linia przerywana) oraz po zablokowaniu receptoréw dopaminergicznych
D, podaniem haloperidolu (Haloperidol; # linia ciggta) przed (Przed 6-OHDA) i 14 dni po iniekcji
6-OHDA (Po 6-OHDA). Literg N — oznaczono normoksje, P — powr6t do warto$ci wyjsciowych (5
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min). Wszystkie wartosci zostaly przedstawione jako $rednie + btgd standardowy $rednie;.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, *** p<0,001 — znamienno$¢ statystyczna
odpowiedzi oddechowej na bodziec hipoksyjny w poréwnaniu do normoksji (N), ## p<0,01-

znamiennos¢ statystyczna migdzy stanem przed i po iniekcji haloperidolu, n= 7.
Dwuczynnikowa ANOV A ujawnita: wptyw hipoksji na Ve (p<0,001) przed i po lezji.
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4.2.5 Wplyw pobudzenia i blokady serotoninergicznych receptoréw 5-HT;a

W prezentowanych ponizej badaniach okreslano wptyw pobudzenia receptoréow
serotoninergicznych 5-HT2a na odpowiedZz oddechowa na hipoksj¢ u zwierzat przed i 14
dni po iniekcji 6-OHDA do MFB. W tym celu podawano szczurom dootrzewnowo DOI-
agoniste receptora 5-HTa 0raz antagonistycznie dziatajaca ketanseryne.

Przed lezjg, w warunkach normoksji iniekcja DOI i ketanserny nie wptynety istotnie
na zmiany objetosci oddechowej (Ryc. 11).

Po lezji podanie DOI obnizyto o 12,6% objeto$¢ oddechowa w odniesieniu do
kontroli. Natomiast iniekcja ketanseryny nie spowodowata powrotu wartosci Vt do
normoksyjnych wartosci kontrolnych (Ryc. 11).
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Ryc. 11. Zmiany objetosci oddechowej w normoksji u zwierzat przed (Przed 6-OHDA) i 14 dni po
iniekcji 6-OHDA (Po 6-OHDA), w warunkach kontrolnych (Kontrola; M), po podaniu agonisty
receptorow 5-HT>-DOI (DOI; ™) oraz antagonisty receptorow serotoninergicznych 5-HT>
ketanseryny (Ketanseryna, ®). Wszystkie warto$ci zostaly przedstawione jako $rednie + blad
standardowy $rednie;j.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, * p<0,05 — znamienno$¢ statystyczna mig¢dzy
kontrola a DOIL, n=9.

Dwuczynnikowa ANOV A ujawnita: wptyw DOI i ketanseryny na V1 (p<0,01).
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Dootrzewnowa iniekcja DOl przed lezjag nie wplyneta istotnie na objgtosé
oddechowg podczas odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ poza punktem czasowym 150s, w
ktorym V1 byta podwyzszona o 13% (Ryc. 12). Iniekcja ketanseryny pozostata bez efektu
na odpowiedz objetosci oddechowej na bodziec hipoksyjny.

Po lezji pod wptywem DOI odpowiedZ oddechowa V1 na hipoksj¢ ulegta obnizeniu
0 13% w czasie 30s w porownaniu do odpowiedzi kontrolnej. Iniekcja ketanseryny nie

przywrocita hipoksyjnych wartosci objetoéci oddechowej do obserwowanych przed
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Ryc. 12. Zmiany objetosci oddechowej w odpowiedzi na hipoksje u zwierzat przed (Przed 6-
OHDA) i po 14 dniach od iniekcji 6-OHDA (Po 6-OHDA), w warunkach kontrolnych (Kontrola; &
linia przerywana), po podaniu agonisty receptorow 5-HT-DOI (DOI; # linia ciggla) oraz
antagonisty receptorow serotoninergicznych 5-HT,-ketanseryny (Ketanseryna; a linia przerywana).
Wszystkie wartosci podane zostaly jako érednie + blad standardowy éredniej. N — oznacza
normoksje, P — powro6t po aplikacji hipoksji po 5 minutach.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, # p<0,05; **, xx p<0,01; ***, ###, XxX
p<0,001. * — znamienno$¢ statystyczna odpowiedzi oddechowej na bodziec hipoksyjny wzgledem
normoksji (N), oznaczenie *** przy osi x dotyczy wszystkich przebiegow, # — znamienno$c¢
statystyczna migdzy grupami DOI a kontrolna, oraz DOI i ketanseryng, x — znamiennosc¢
statystyczna migdzy grupami DOI a kontrolng, n=9.

(A) ANOVA wykazata: wptyw hipoksji (p<0,001), interakcje miedzy DOI i hipoksjg (p<0,01).

(B) ANOVA wykazata: wptyw hipoksji (p<0,001) oraz interakcj¢ migdzy DOI i hipoksja (p<0,05).
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Mikroiniekcja 6-OHDA do MFB skutkowata istotnie obnizong 0 16% normoksyjng
czestoscig oddychania (Ryc. 13). Iniekcja DOI spowodowata wzrost rytmu oddychania
podczas normoksji zarowno przed jak i po lezji, odpowiednio o 48% 1 59% (Ryc. 13).
Wartosci f po DOI osiagnety poziom o0 9% nizszy po lezji w poréwnaniu do stanu przed
iniekcja 6-OHDA (Ryc. 13). Wplyw agonisty odwracalo podanie antagonistycznie
dziatajgcej ketanseryny, powodujac powrdt wentylacji do wartosci wyjsciowych przed

podaniem DOI zaréwno przed, jak i po lezji.
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Ryc. 13. Zmiany czestosci oddychania w normoksji u zwierzat przed (Przed 6-OHDA) i po 14
dniach od iniekcji 6-OHDA (Po 6-OHDA), w warunkach kontrolnych (Kontrola; ™), po podaniu
agonisty receptorow 5-HT, DOI (DOI; ®) oraz antagonisty receptorow serotoninergicznych 5-HT»
ketanseryny (Ketanseryna; m). Wszystkie warto$ci podane zostaty jako Srednie + btad standardowy
sredniej. Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, # p<0,05; *** p<0,001. * —
znamiennos$¢ statystyczna mig¢dzy kontrola a DOI oraz ketanseryng a DOIL, # — znamienno$¢
statystyczna migdzy zwierzgtami przed i po lezji, n=9.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw DOI i ketanseryny na f (p<0,001).
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Podczas odpowiedzi hipoksyjnej reaktywnos$¢ czestosci oddychania po DOI byta
istotnie obnizona o $rednio 29% dla wszystkich punktéw czasowych w poréwnaniu z
hipoksja kontrolng w obu stanach neurologicznych (Ryc. 14 AB).

Po podaniu ketanseryny czgsto$¢ oddychania wrocita do warto$ci kontrolnych sprzed

iniekcji DOI zarowno przed jak i po lezji (Ryc. 14 AB).
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Ryc. 14. Procentowa zmiana czestosci oddychania wzglgdem normoksji (100%) w odpowiedzi na
hipoksje u zwierzat przed (Przed 6-OHDA) i po 14 dniach od iniekcji 6-OHDA (Po 6-OHDA), w
warunkach kontrolnych (Kontrola; ® linia przerywana), po podaniu agonisty receptorow 5-HT> -
DOI (DOI; # linia ciggla) oraz antagonisty receptorow serotoninergicznych 5-HT.-ketanseryny
(Ketanseryna; a linia przerywana). Wszystkie wartosci podane zostaly, jako srednie + btad
standardowy S$redniej. N — oznacza normoksje, P — powrét po zadaniu bodzca po 5 minutach.
Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, * p<0,05; ** p<0,01; ***, ### p<0,001. * —
znamiennos¢ statystyczna odpowiedzi oddechowej na bodziec hipoksyjny wzgledem normoksji (N),
# — znamienno$¢ statystyczna migdzy grupami DOI a kontrolna, oraz DOI i ketanseryna, n=9.

(A) Dwuczynnikowa ANOV A ujawnita: wptyw hipoksji (p<0,001); wptyw DOI (p<0,001); wplyw
ketanseryny po podaniu DOI (p<0,01); interakcj¢ migdzy DOI i hipoksja (p<0,001); ketanseryng i
hipoksja po DOI (p<0,001).

(B) Dwuczynnikowa ANOV A ujawnita: wptyw hipoksji (p<0,001); wptyw DOI (p<0,001); wptyw
ketanseryny po podaniu DOI (p<0,001); interakcje¢ migdzy DOI i hipoksja (p<0,001); ketanseryna i
hipoksja po DOI (p<0,001).
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Poréwnanie reakcji na bodziec hipoksyjny dla czestosci oddychania miedzy
zwierzetami przed i 14 dni po iniekcji 6-OHDA wykazato istotnie nizsze wartosci f po DOI

w badanym modelu ChP (Ryc. 15A) oraz brak r6znic po podaniu ketanseryny (Ryc. 15B).
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Ryc. 15. Zmiany czesto$ci oddychania w odpowiedzi na hipoksj¢ u zwierzat po podaniu agonisty
receptorow serotoninergicznych 5-HT2a-DOI (A) oraz antagonisty tych receptorow-ketanseryny
(B), przed (Kontrola; ® linia przerywana) i 14 dni po iniekcji 6-OHDA (6-OHDA; # linia ciagla).
Wszystkie wartosci podane zostaly, jako $rednie + btad standardowy s$redniej. N — oznacza
normoksje, P — powrdt po podaniu bodzca po 5 minutach.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, *, # p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. * —
znamiennos$¢ statystyczna odpowiedzi f na bodziec hipoksyjny wzgledem normoksji (N), # —
znamiennos¢ statystyczna migdzy grupami kontrolng a 6-OHDA, n= 9.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw hipoksji (p<0,001) na czgstos¢ oddechowa po podaniu
DOl i ketanseryny.
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Dootrzewnowa iniekcja DOI spowodowata istotny wzrost wentylacji minutowej o
34% przed lezja oraz o 36% po iniekcji neurotoksyny podczas oddychania powietrzem
atmosferycznym. Same warto$ci wentylacji minutowej w normoksji po DOI u zwierzat z
eksperymentalniec wywotang ChP byty istotnie obnizone 0 13% w stosunku do tych przed
lezja (Ryc. 16).

Podanie ketanseryny nieznamiennie obnizato wentylacj¢ minutowa ponizej wartosci

bazalnych, zaro6wno u zwierzat zdrowych jak i po lezji (Ryc. 16).

1500 -
—_ iz
F‘E EE X3
-
£
E
E
g B Kontrola
© 1000 -
£ mDOI
£
E B Ketanseryna
m
z
c
@
=
500 -

Przed 6-OHDA Po 6-OHDA

Ryc. 16. Zmiany wentylacji minutowej w normoksji u zwierzat przed (Przed 6-OHDA) i po 14
dniach od iniekcji 6-OHDA (Po 6-OHDA), w warunkach kontrolnych (Kontrola; ), po podaniu
agonisty receptorow 5-HT, -DOI (DOI; m) oraz antagonisty receptoréw serotoninergicznych 5-HT,
-ketanseryny (Ketanseryna; m). Wszystkie warto$ci podane zostaly jako érednie + blad standardowy
sredniej. Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, ## p<0,01; *** p<0,001. * —
znamiennos$¢ statystyczna mig¢dzy kontrola a DOI oraz ketanseryng a DOIL, # — znamienno$¢
statystyczna miedzy grupami kontrolng i po lezji, n=9.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw 6-OHDA (p<0,01); wptyw DOI i ketanseryny
(p<0,001) na VE.
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W odpowiedzi oddechowej na hipoksje u zwierzat zdrowych po podaniu DOI Ve
wykazywala mniejszy wzrost $rednio 0 17% dla czasow od 30-180s w poréwnaniu z
hipoksjg kontrolng (Ryc. 17A).

Natomiast po lezji z uzyciem 6-OHDA po podaniu DOI zanotowano istotny spadek
reaktywnosci Ve w calym przebiegu hipoksji o srednio 32% w odniesieniu do hipoksji
kontrolnej (Ryc. 17B). Podanie ketanseryny spowodowato powrdt hipoksyjnej odpowiedzi
wentylacji minutowej do poziomu odpowiedzi kontrolnej zaréwno przed jak i po iniekcji 6-

OHDA (Ryc. 17B).
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Ryc. 17. Procentowa zmiana wentylacji minutowej wzglgdem normoksji (100%) w odpowiedzi na
hipoksje u zwierzat przed (Przed 6-OHDA) i po 14 dniach od iniekcji 6-OHDA (Po 6-OHDA), w
warunkach kontrolnych (Kontrola; ® linia przerywana), po podaniu agonisty receptoréw 5-HT, -
DOI (DOI; # linia ciggla) oraz antagonisty receptorow serotoninergicznych 5-HT,-ketanseryny
(Ketanseryna; a linia przerywana). Wszystkie wartoSci podane zostaty, jako $rednie + biad
standardowy S$redniej. N — oznacza normoksje, P — powr6t po zadaniu bodzca po 5 minutach.
Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, X, 0 p<0,05; xx, 00 p<0,01; ***, ###, XXX, 000
p<0,001. * — zmiennos$¢ statystyczna odpowiedzi Ve na bodziec hipoksyjny wzgledem normoksji
(N), # — znamiennos¢ statystyczna miedzy grupami DOI a kontrolna, oraz DOI i ketanseryna, X —
znamiennos¢ statystyczna migdzy grupami kontrolng a DOI, 0 — znamienno$¢ statystyczna miedzy
grupami ketanseryng a DOI, n=9.

(A) Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw hipoksji (p<0,001); wplyw ketanseryny po podaniu
DOI (p<0,05); interakcje migdzy DOI i hipoksja (p<0,001); wptywem ketanseryny a hipoksja po
podaniu DOI (p<0,001).

(B) Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw hipoksji (p<0,001); wptyw ketanseryny po podaniu
DOI (p<0,001); interakcj¢ migdzy DOI i hipoksja (p<0,001); wplywem ketanseryny a hipoksja po
podaniu DOI (p<0,001).
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Porownanie odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ miedzy stanem przed i 14 dni po
iniekcji 6-OHDA wykazato istotnie mniejsze wartosci Ve po podaniu DOI i ketanseryny u
zwierzat z eksperymentalnie wywotang ChP, co wynikato réwniez z nizszych wartosci

bazalnych przed podaniem bodzca hipoksyjnego (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Zmiany wentylacji minutowej w odpowiedzi na hipoksj¢ u zwierzat po podaniu agonisty
receptoréw serotoninergicznych 5-HT24-DOI (A) oraz antagonisty tych receptorow - ketanseryny
(B), przed (Kontrola; M linia przerywana) i 14 dni po iniekcji 6-OHDA (6-OHDA; # linia ciagla).
Wszystkie warto$ci podane zostaly, jako $rednie + btad standardowy s$redniej. N — oznacza
normoksje, P — powrot po zadaniu bodzca po 5 minutach.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, *, # p<0,05; **, ## p<0,01; ***, ### p<0,001. *
— znamienno$¢ statystyczna odpowiedzi oddechowej na bodziec hipoksyjny wzgledem normoksji
(N), # — znamienno$¢ statystyczna mi¢dzy grupami kontrolng a 6-OHDA, n=9.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw iniekcji 6-OHDA (p<0,05) oraz wplyw hipoksji
(p<0,001) na wentylacje minutowg po podaniu DOI;, wptyw hipoksji (p<0,001) na wentylacje
minutowg po podaniu ketanseryny.
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4.3 Wplyw iniekcji 6-OHDA do MFB na aktywnos$¢ nerwow

podjezykowego (HG) i przeponowego (PHR)

Analiza aktywnosci elektroneurogramoéw nerwdw przeponowego i podjezykowego
wykazata efekt podania neurotoksyny 6-OHDA do MFB w normoksji i w odpowiedzi
oddechowej na hipoksje.

U zwierzat po uszkodzeniu neuronéw dopaminergicznych czas wdechu byt istotnie
dhuzszy w poréwnaniu do zwierzat sham w warunkach normoksyjnych (Ryc. 19A).

Czas wydechu byl natomiast istotnie przedtuzony w odpowiedzi na hipoksj¢ u
zwierzat traktowanych 6-OHDA zaréwno w momencie maksymalnej odpowiedzi jak i
podczas powrotu po zakonczeniu dziatania bodzca (Ryc. 19B).

Catkowity czas trwania cyklu oddechowego byt znamiennie zwigkszony po lezji w

momencie powrotu po hipoksji w poréwnaniu do grupy sham (Ryc. 19C).
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Ryc. 19. Zmiany: (A) czasu wdechu (T)), (B) wydechu (Te) i (C) catkowitego trwania cyklu
oddechowego (T¢) w odpowiedzi na hipoksj¢ u zwierzat po iniekcji rozpuszczalnika (Sham; ™) i 6-
OHDA do MFB (6-OHDA; B). Litera N — oznaczono normoksje, max — maksymalna odpowiedz
oddechowa na hipoksje, P — powrdt po zakonczeniu dziatania bodzca.
Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, # p<0,05; **, ## p<0,01; *** p<0,001. * —
znamienno$¢ statystyczna w odpowiedzi na bodziec hipoksyjny w poréwnaniu do normoksji (N), #
— znamiennos¢ statystyczna pomigdzy grupami 6-OHDA a Sham, n= 6 w grupie.
Dwuczynnikowa ANOV A ujawnita: wptyw hipoksji na wszystkie badane parametry (p<0,001).
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Czestotliwos¢  wyladowan  nerwdéw  mierzono na  podstawie  zapisu
elektroneurograficznego nerwu przeponowego. Jest ona taka sama jak czestotliwo$¢ nerwu
podjezykowego. Czestotliwos¢ podczas oddychania powietrzem atmosferycznym w grupie
szczurdw uszkodzonych pozornie wynosita 49,95 + 1,97 wyladowan na min, natomiast po
lezji 42,48 + 4,69; roznica ta nie byla istotna statystycznie (p=0,15, test t-Studenta).
Czestotliwos¢ wyrazona w procentach wartosci wyjsciowych, po zakonczeniu dziatania
bodzca hipoksyjnego (P) osiagneta istotnie nizsze wartosci o ok. 10% U zwierzat z ChP w

poréwnaniu z grupa sham (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Zmiany czgstosci wytadowan nerwu przeponowego (PHR) w odpowiedzi na hipoksj¢ u
zwierzat po iniekcji rozpuszczalnika (Sham; M linia przerywana) i 6-OHDA do MFB (6-OHDA; ¢
linia ciagta). Wyniki sa wyrazone w procentach wyjsciowej aktywnos$ci nerwu przed podaniem
hipoksji. Litera N — oznaczono normoksj¢, max — maksymalna odpowiedz oddechowa, P — powrot
po zakonczeniu dziatania bodzca.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, ## p<0,01; *** p<0,001. * — znamienno$¢
statystyczna w odpowiedzi aktywnos$ci nerwu na bodziec hipoksyjny w porownaniu do normoksji
(N), # — znamienno$¢ statystyczna pomi¢dzy grupami 6-OHDA a Sham, n= 8- 10 w grupie.
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw hipoksji (p<0,001) na czestos¢, oraz interakcje miedzy
efektem 6-OHDA a odpowiedzia na bodziec hipoksyjny (p<0,05).
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Parametry aktywnosci Obu nerwow: amplituda oraz aktywno$¢ minutowa
charakteryzowaty sie istotnym statystycznie wzrostem w reakcji na bodziec hipoksyjny,
zarOwno w grupie zwierzgt z pozorowana lezjg jak i w badanym modelu choroby
Parkinsona (Ryc. 21 i 22). Powr6ot amplitudy nerwu przeponowego do wartosci wyjéciowe;j
obserwowano jedynie po iniekcji 6-OHDA (Ryc. 21A). Nie zanotowano roéznic w
hipoksyjnej odpowiedzi aktywnosci minutowej nerwu przeponowego pomiedzy badanymi
grupami (Ryc. 21B).
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Ryc. 21. Zmiany amplitudy (A) i aktywno$ci minutowej (B) nerwu przeponowego (PHR) w
odpowiedzi na hipoksj¢ u zwierzat po iniekcji rozpuszczalnika (Sham; ® linia przerywana) i 6-
OHDA do MFB (6-OHDA; # linia ciggta). Wyniki sg wyrazone w procentach z wyjsciowej
aktywnosci nerwu przed podaniem hipoksji. Literg N — oznaczono normoksje, max — maksymalna
odpowiedz oddechowa, P — powrdt po ustaniu dziatania bodzca.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, * p<0,05; **, ## p<0,01; *** p<0,001. * —
znamienno$¢ statystyczna w odpowiedzi aktywnosci nerwu na bodziec hipoksyjny w poréwnaniu
do normoksji (N), # — znamiennos¢ statystyczna pomigdzy grupami 6-OHDA a Sham, n= 8- 10 w
grupie.

Dwuczynnikowa ANOV A ujawnita: wptyw hipoksji na kazdy z badanych parametréow (p<0,001).
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W przypadku aktywnosci nerwu podjezykowego iniekcja 6-OHDA do MFB
skutkowala istotnie zwickszong 0 ok. 69% wdechowa amplitudg w punkcie maksymalnej
odpowiedzi na bodziec hipoksyjny (Ryc. 22A) oraz podwyzszong aktywnos$cig minutowg 0O
32% w 30s oraz 0 76% w maksymalnym punkcie odpowiedzi na hipoksj¢ w poréwnaniu do
zwierzat sham (Ryc. 22B).
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Ryc. 22. Zmiany amplitudy (A) oraz aktywno$ci minutowej (B) nerwu podjezykowego (HG) w
odpowiedzi na hipoksje u zwierzat po iniekcji rozpuszczalnika (Sham; ® linia przerywana) i 6-
OHDA do MFB (6-OHDA; # linia ciggla). Wyniki sag wyrazone jako procent z wyjSciowe;j
aktywnosci nerwu przed podaniem hipoksji. N — oznacza normoksj¢, max — maksymalng
odpowiedz, P — powrdt po podaniu bodzca.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, *, # p<0,05; ***, ### p<0,001. * — znamienno$¢
statystyczna odpowiedzi aktywnosci nerwu podjezykowego na bodziec hipoksyjny wzgledem
normoksji (N), # — znamienno$¢ statystyczna miedzy grupami 6-OHDA a Sham, n= 8- 10 w grupie.
Dwuczynnikowa ANOVA wykazata wplyw iniekcji 6-OHDA (p<0,05), oraz wptyw hipoks;ji
(p<0,001) na amplitudg i aktywno$¢ minutowa.
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Czas przedwdechowej aktywnosci nerwu podjezykowego (T pre-l1 ) w normoksji w
grupie z lezjg wynosit 0,23 + 0,03 s i nie ro6znit si¢ istotnie w poréwnaniu do grupy sham:
0,24 + 0,02 s (p=0,89, test t-Studenta). Uszkodzenie szlaku nigrostriatalnego niec wptyneto
istotnie na stosunek czasu przedwdechowej aktywno$ci nerwu podjezykowego do
catkowitego czasu cyklu oddechowego podczas normoksji i w odpowiedzi oddechowej na
hipoksje. Zaobserwowano jedynie nieznamienny spadek tego wspotczynnika u zwierzat po

lezji (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Zmiany stosunku czasu przedwdechowej aktywnos$ci nerwu podjezykowego do
catkowitego czasu cyklu oddechowego w odpowiedzi na hipoksje u zwierzat po iniekcji
rozpuszczalnika (Sham; M) i 6-OHDA do MFB (6-OHDA; ). Wszystkie warto$ci podane zostaty
jako $rednie + blad standardowy sredniej. N — oznacza normoksje¢, max — maksymalng odpowiedz,
P — powrdt po ustaniu dziatania bodzca.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw hipoksji na wspotczynnik T pre-l/Tc (p<0.001), n= 6 w
grupie.
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Srednie wartoéci amplitudy aktywnosci przedwdechowej podczas normoksji
wynosity: 0,56 + 0,1 jednostek umownych w grupie sham oraz 0,38 + 0,08 jednostek
umownych po lezji i nie rdznity si¢ znamiennie (p=0,16, test t-Studenta). Na Ryc. 24
przedstawiono zmiany stosunku amplitudy aktywnosci przedwdechowej do szczytowej
amplitudy aktywnosci wdechowej nerwu podjezykowego w odpowiedzi oddechowej na
hipoksje w grupie doswiadczen z pozorowanym uszkodzeniem i po lezji z uzyciem 6-
OHDA. Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita pobudzajacy wptyw hipoksji na wspotczynnik
A pre-I/AHG wylacznie u zwierzat sham (p<0,001).

Zaobserwowano znamiennie nizsze wartosci wspOlczynnika, o okoto 23%, w
maksymalnym punkcie odpowiedzi na bodziec hipoksyjny oraz podczas powrotu do
oddychania spoczynkowego u zwierzat z eksperymentalnie wywotang ChP w porownaniu z

grupa sham.
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Ryc. 24. Zmiany stosunku amplitudy przedwdechowej do amplitudy wdechowej nerwu
podjezykowego w odpowiedzi na hipoksje u zwierzat po iniekcji rozpuszczalnika (Sham; ®) i 6-
OHDA do MFB (6-OHDA; m). Wszystkie warto$ci podane zostaty jako $rednie + btad standardowy
sredniej. N — oznacza normoksj¢, max — maksymalng odpowiedz, P — powrdt do wartosci
wyjsciowych.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, * p<0,05; **, ## p<0,01. * - znamienno$¢
statystyczna odpowiedzi oddechowej na bodziec hipoksyjny wzgledem normoksji (N), # -
znamienno$¢ statystyczna miedzy grupami 6-OHDA a Sham, n= 6 w grupie.

Dwuczynnikowa ANOV A wykazata wptyw hipoksji na wspotczynnik A pre-l1/A HG (p<0,001).
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4.4 Detekcja hydroksylazy tyrozynowej (TH) — analiza

immunohistochemiczna

Aby okresli¢ skutecznos¢ iniekcji 6-OHDA do prawego MFB wykonano barwienie
immunohistochemiczne skrawkéw mozgéw przy wykorzystaniu przeciwciat znakujacych
neurony TH-pozytywne. Po lewej referencyjnej stronie skrawka zanotowano obecnos¢
licznych neurondow wykazujacych ekspresj¢ hydroksylazy tyrozynowej — kluczowego
enzymu w procesie biosyntezy dopaminy w neuronach dopaminergicznych. Po prawej
stronie w obszarze istoty czarnej zaobserwowano znaczacy 91 + 1,8% ubytek neurondéw
TH-pozytywnych wzgledem kontralateralnego obszaru istoty czarnej (Ryc. 25). Srednia
liczba neuronéw dopaminergicznych po nieuszkodzonej stronie w SN wynoszaca 230,5 +
11,7 byta istotnie zredukowana do 21,4 + 2,9 po stronie podania 6-OHDA (test t-Studenta,

p<0,001, n=5).

Ryc. 25. Fotografia preparatu skrawka moézgu szczura po 14 dniach od iniekcji 6-OHDA do
prawego MFB. Barwienie TH pozytywnych komorek. A — fragment skrawka z lewa i prawg istota
czarng (SN), (strzatka wskazuje ipsilateralng istote czarna, powiekszenie 40x), B- fragment lewej
referencyjnej SN (powigkszenie 100x), C-fragment prawej, uszkodzonej SN (powigkszenie 100x).
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4.5 Analiza poziomu amin biogennych i ich metabolitéw w prazkowiu i pniu
mozgu

W celu potwierdzenia ubytku dopaminy, serotoniny, noradrenaliny oraz ich
metabolitow w badanym jednostronnym modelu ChP wykonano analizy ilo$ci wi/w
substancji 1 ich metabolitow metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej, z
podzialem na lewa i1 prawg stron¢. Analizie poddano prazkowie, strukture, do ktorej
docieraja  projekcje  neuronéw  dopaminergicznych 0 cialach  komorkowych
zlokalizowanych w istocie czarnej, oraz pien mozgu, w ktorym zlokalizowane sg osrodki
odpowiedzialne za generacje¢ i regulacj¢ oddychania. Do analiz wykorzystano 10 zwierzat
po lezji 6-OHDA i 10 zwierzat z uszkodzeniem pozorowanym. Jednostronna iniekcja 6-
OHDA do prawego peczka przysrodkowego przodomoédzgowia spowodowata wyrazne
zmniejszenie zawartosci DA (>90%), jej metabolitu DOPAC (90%) oraz 5-HT (32%) w
prawym prazkowiu w poréwnaniu ze zwierzgtami poddanymi pozorowanej lezji (Tab. 4A,
4B).

Spadkowi ilosci powyzszych substancji w badanym modelu towarzyszyt znaczacy
wzrost ilosci metabolitu serotoniny 5-HIAA o0 okoto 30% oraz zwigkszenie obrotu
DOPAC/ DA i 5-HIAA/ 5-HT o odpowiednio, 14,2 i 2,2 razy W poréwnaniu z prawym
prazkowiem sham (Tab. 4A, B).

Srednie iloéci DA i 5-HT byty takze zmniejszone w lewym referencyjnym prazkowiu (bez
6-OHDA) odpowiednio 0 26% i 32% w odniesieniu do lewego prazkowia sham (Tab. 4A,
4B). Obroty DOPAC/ DA i 5-HIAA/ 5-HT byly takze zwigkszone o okoto 1,6 razy, ale
ilosci DOPAC i 5-HIAA nie roznity si¢ istotnie od lewego prazkowia sham (Tab. 4A, 4B).

Nie wykazano istotnych réznic w zawartosci noradrenaliny w prazkowiu: lewe (sham 17,04

+ 1,44 pg/mg; 6-OHDA 18,00 + 2,02 pg/mg), prawe (sham 26,63 + 8,64 pg/mg; 6-OHDA
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16,27 + 6,99 pg/mg) i pniu moézgu: lewy (sham 623,81 + 18,35 pg/mg; 6-OHDA 575,52 +
15,36 pg/mg), prawy (sham 617,09 + 20,83 pg/mg; 6-OHDA 573,21 + 21,14 pg/mg).

W pniu mézgu zwierzat po lezji, zaobserwowano obustronng redukcj¢ poziomu serotoniny
0 ponad 20%, w poréwnaniu z grupg zwierzgt z lezja pozorowang. Taka zmiana
doprowadzita do 1,3-krotnie wyzszych obrotow 5-HIAA/ 5-HT po obu stronach pnia (Tab.
4B). Transmisja dopaminergiczna w pniu mézgu zostala wzglednie niezmieniona, oprocz
1,4 razy wiekszego obrotu DOPAC/ DA obserwowanego po obu stronach, w poréwnaniu

do grupy z lezja pozorowang (Tab. 4A).
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Tab. 4 Poziom monoamin i ich metabolitow w pg/mg: (A) dopaminy (DA), kwasu 3,4-
dihydroksyfenylooctowego (DOPAC), oraz obrot DOPAC/ DA, (B) serotoniny (5-HT), kwasu 5-
hydroksyindolooctowego (5-HIAA) i obrot 5-HIAA/ 5-HT w prazkowiu i pniu mézgu z
uwzglednieniem podziatu na lewa (L) i prawa (P) strong u szczuréow po iniekcji rozpuszczalnika
(Sham) lub neurotoksyny (6-OHDA) do prawego MFB.

A
Struktura mézgu/

Poziom monoamin i metabolitéw (pg/mg) mokrej tkanki

grupa DA DOPAC DOPAC/ DA
Prazkowie L

Sham 9619,45 ( 795,80) 4060,99 (+ 166,82) 0,45 (£ 0,05)
6-OHDA 7103,31 (£ 591,06)* 4843,84 (+ 355,27) 0,72 (£ 0,09)*
Prazkowie R

Sham 7981,07 (£ 827,03) 3598,40 (+ 197,40) 0,48 (£ 0,04)
6-OHDA 52,97 (£ 49,58)*** 206,26 (+ 195,04)*** | 6,83 (+ 2,94)**
Pien mozgu L

Sham 43,81 (£ 3,90) 32,19 (£ 8,81) 0,77 (£ 0,08)
6-OHDA 38,09 (£ 3,34) 39,11 (£ 3,73) 1,05 (= 0,09)*
Pien méozgu R

Sham 42,53 (+ 2,62) 33,91 (£ 2,11) 0,83 (£ 0,08)
6-OHDA 37,39 (£ 2,80) 42,03 (+4,71) 1,16 (£ 0,10)*

B Poziom monoamin i metabolitéw (pg/mg) mokrej tkanki
Struktura moézgu/

grupa 5-HT 5-HIAA 5-HIAA/ 5-HT
Prazkowie L

Sham 261,51 (+21,41) 514,90 (+ 30,89) 2,10 (£ 0,15)
6-OHDA 177,63 (£ 16,02)** 589,97 (+ 27,64) 3,49 (£ 0,27)***
Prazkowie R

Sham 209,00 (% 14,83) 415,77 (£ 36,07) 2,06 (£ 0,20)
6-OHDA 142,95 (+ 17,89)* 599,81 (+ 48,68)* 4,47 (& 0,34)***
Pien mézgu L

Sham 433,20 (+ 15,65) 490,02 (+ 27,58) 1,04 (£ 0,04)
6-OHDA 333,81 (£ 12,68)*** 456,25 (+ 20,72) 1,39 (£ 0,09)**
Pien mézgu R

Sham 417,30 (+ 13,86) 420,94 (+ 18,01) 0,94 (£ 0,02)

6-OHDA

328,74 (£ 7,75)%**

422,16 (+ 17,81)

1,29 (& 0,05)***

Ocena wykonana przy wykorzystaniu metody HPLC ex vivo. *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05 w
porownaniu z sham, n= 10 w grupie. Test U Manna-Whitneya.



http://www.naukowiec.org/wiedza/statystyka/test-u-manna-whitneya_755.html

4.6 Test behawioralny 1 masa ciata

Wyniki testu behawioralnego w cylindrze potwierdzajg skuteczno$¢ wykonanych
lezji. U zwierzat z iniekcja 6-OHDA wystepuje spadek ruchliwosci oraz ograniczenie
uzywania lewej konczyny przedniej kontralateralnej wzgledem miejsca iniekcji.

Na Ryc. 26 przedstawiono zmiany w uzywaniu przedniej konczyny prawej i lewej w tescie
cylindra u zwierzat przed i po 14 dniach od iniekcji 6-OHDA do MFB (Ryc. 26A) lub

rozpuszczalnika bez 6-OHDA (Ryc. 26B).
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Ryc. 26. Zmiany motoryki szczurow w tescie cylindra przed (Kontrola) i po 14 dniach od iniekcji
do MFB: (A) 6-OHDA, (B) rozpuszczalnika bez neurotoksyny (Sham). Uzycie konczyny przedniej
podczas wznoszenia oznaczono: Obie, Lewa, Prawa. Wyniki przedstawiono jako $rednig * blad
standardowy $rednie;j.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa, * p<0,05; ** p<0,001; ## p<0,01. * —
znamiennos¢ statystyczna wewnatrz grupy, # — znamienno$¢ statystyczna mie¢dzy kontrolg a 14
dniami po lezji, n= 9-10 w grupie.

Dwuczynnikowa ANOV A ujawnita wptyw lezji z 6-OHDA na zmiany motoryki (p<0,01) oraz
preferencyjne uzycie konczyny prawej po lezji z 6-OHDA (p<0,001).
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Zwierzeta wykorzystywane do do§wiadczen byly dwukrotnie wazone, przed 1 14 dni
po domozgowej iniekcji. Do poréwnania uzyto 10 szczuréow z grupy 6-OHDA 1 8 zwierzat
Sham. W grupie z iniekcjg rozpuszczalnika do MFB wykazano wigkszy przyrost masy ciata
niz u zwierzat z eksperymentalnie wywotang ChP. Dwutygodniowy przyrost masy ciata u

zwierzat sham (26%) byt istotnie wigkszy niz w grupie 6-OHDA (16%) (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Zmiany masy ciata (g) u zwierzat z iniekcja do MFB: rozpuszczalnika (Sham) i 6-OHDA
(6-OHDA). TO — masa ciata przed lezja, T14 - masa ciala 14 dni po lezji. Wszystkie warto$ci
podane zostaty, jako $rednie + blgd standardowy $rednie;.

Dwuczynnikowa ANOVA, test Newman-Keulsa, ***, ### p<0,001. * — znamiennos$¢ statystyczna
przyrostu masy ciala miedzy TO i T14, # — znamienno$¢ statystyczna migdzy grupami 6-OHDA a
Sham, n=8-10 w grupie.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnila: wptyw czasu na masg¢ ciata (p<0,001); interakcje migdzy
wplywem 6-OHDA a czasem (p<0,001).
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5. DYSKUSJA

W niniejszej pracy wykazano, ze u zwierzat czuwajacych jednostronne uszkodzenie
uktadu czarnoprazkowiowego podaniem neurotoksyny 6-OHDA powoduje zmiany wzorca
oddechowego zaréwno podczas pobudzenia ukladu oddechowego mieszaning gazowg o
obnizonej zawarto$ci Oz jak i o podwyzszonej zawartosci CO2, nie ma wplywu natomiast

na parametry wentylacji normoksyjnej.

5.1 Odpowiedz oddechowa na hipoksje

W przypadku odpowiedzi oddechowej na 8% bodziec hipoksyjny u zwierzat w
badanym modelu choroby Parkinsona zaobserwowano wzrost objetosci oddechowej i
spadek czgstosci oddychania, co przetozyto si¢ na wzrost wentylacji minutowej podczas
maksymalnej fazy reakcji.

Dane literaturowe wskazuja na zaangazowanie dopaminy w regulacj¢ oddychania
zarOwno na poziomie obwodowego jak 1 osrodkowego uktadu nerwowego. DA wraz ze
swoistymi receptorami dopaminergicznymi obecna jest w wigkszosci obszarow rdzenia
przedtuzonego odpowiedzialnych za regulacje oddychania, miedzy innymi w jadrze pasma
samotnego (Sun i wsp., 1994; Yokoyama i wsp., 1994; Kitahama i wsp., 2000). Osrodkowa
iniekcja DA lub jej agonistow powodowaly przeciwstawne reakcje: zarowno stymulacje
(Hedner i wsp., 1982; Hsiao i wsp., 1989; Huey i wsp., 2000), jak i depresj¢ oddychania
(Gtiner 1 wsp., 2002; Bolme i wsp., 1977; Bonora i Gautier, 1988). Za dzialaniem
depresyjnym przemawiajg badania Fallerta (1979), ktore dowiodly hamujgcego wptywu
dopaminy zaaplikowanej bezposrednio na neurony wdechowe rdzenia przedluzonego
krolika.

Dane dotyczace hipoksji opisujg depresyjny wptyw dopaminy na odpowiedz

oddechowa stymulowang obnizonym poziomem tlenu, zaréwno w osrodkowym uktadzie

74



nerwowym jak i na poziomie kiebkow szyjnych (Hsiao i wsp., 1989; Goiny i wsp., 1991;
Guner i wsp., 2002; Niewinski i wsp., 2014).

Zatem uzyskana w niniejszej pracy stymulacja objetosci oddechowej i wentylacji
minutowej w odpowiedzi oddechowej na hipoksje w stanie niedoboru hamujacej
oddychanie dopaminy wydaje si¢ korespondowac z wyzej wymienionymi badaniami.

Dane dotyczace odpowiedzi oddechowej na hipoksje u ludzi z ChP sa nieliczne i
niejednoznaczne. Wykazano bardzo rozbiezne reakcje oddechowe organizmu na hipoksje
od niezmienionej (Seccombe i wsp., 2011), poprzez zwickszong (Feinsilver i wsp., 1986),
az do jej hamowania (Serebrovskaja i wsp., 1998; Onodera i wsp., 2000). Roznice te moga
by¢ zwigzane z niejednorodnoscig badanych grup chorych. Mimo, ze wszyscy badani mieli
tagodne i umiarkowane stadium choroby Parkinsona, w pracy Serebrovskaya i wsp. (1998)
pacjenci prezentowali znaczaco nizszg wentylacje pecherzykowa juz podczas oddychania
powietrzem atmosferycznym, co moglo by¢é przyczyng zmniejszonej odpowiedzi
wentylacyjnej na bodziec hipoksyjny. Zredukowana odpowiedz na hipoksje, jak sugeruja
Serebrovskaya i wsp. (1998) oraz Onodera i wsp. (2000), mogta wynika¢ z uposledzenia
funkcji chemoreceptoréow kiebkoéw szyjnych. Jednak autorzy nie zaprezentowali zadnych
danych na poparcie tej tezy. Istnieje rowniez praca, korelujaca z naszymi badaniami,
dotyczaca zwigkszonej odpowiedzi oddechowej na hipoksje u pacjentow z ChP (Feinsilver
i wsp., 1986). Odniesienie prezentowanych wynikéw badan na zwierzetach, do tych
wykonywanych na ludziach jest niezwykle trudne. Pacjenci z chorobg Parkinsona
otrzymujg bowiem leki, kompensujgce niedobor dopaminy (np. L-dopa). Zauwazono, ze L-
dopa wptywa na o$rodkowa kontrole oddychania i powoduje zaburzenia oddychania takie
jak nieregularny rytm oddechowy czy osrodkowy bezdech (Brown, 1994; Rice i wsp.,

2002).
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Jedyne badania zmian w funkcjonowaniu uktadu oddechowego w szczurzym
modelu ChP wywotanym iniekcjg 6-OHDA wykazaly zmniejszenie czestosci oddychania w
normoksji i brak wptywu na odpowiedZz oddechowag na hipoksj¢ (Tuppy i wsp., 2015).
Odmienne wyniki mogg by¢ zwigzane z wykorzystaniem przez tych autorow obustronnego
modelu ChP, trzy razy dtuzszego okresu ekspozycji na hipoksje¢ i badaniu po uptywie 30-60
dni. Co ciekawe, autorzy nie stwierdzili zadnych zmian w testach behawioralnych w
przeciwienstwie do obecnych badan, gdzie uszkodzenie szlaku nigrostriatalnego i ubytek
dopaminy potwierdzono badaniem behawioralnym (test cylindra), oraz badaniami
immunohistochemicznymi i biochemicznymi (HPLC).

Inne badania prowadzone na szczurach w rezerpinowym modelu parkinsonizmu
wykazaty obnizenie czesto$ci oddychania 1 wzrost objetosci oddechowej, co przetozyto sie
na depresje wentylacji minutowej juz w normoksji. W reakcji na bodziec hipoksyjny
zanotowano gtéwnie redukcje odpowiedzi czestosci oddychania oraz lekkie podwyzszenie
odpowiedzi objetosci oddechowej (Biatkowska i wsp., 2016). Zmiany f jak i V1 miaty
podobny charakter do obserwowanego w obecnej pracy, jednakze skutkowaly one
wyraznym zmniejszeniem hipoksyjnej stymulacji wentylacji minutowej (Biatkowska i
wsp., 2016). Wynik ten jest odmienny od uzyskanego w modelu lezji z 6-OHDA, a réznice
sg prawdopodobnie zwigzane z faktem, ze model rezerpinowy charakteryzuje si¢ rozlegtym
wyczerpaniem wszystkich amin biogennych: dopaminy, serotoniny i noradrenaliny
zarowno w osrodkowym jak i obwodowym uktadzie nerwowym (Duty i Jenner, 2011).
Zachowany uktad noradrenergiczny w naszym modelu do$wiadczalnym, potwierdzony
analizg HPLC, moze odpowiada¢ za roznice we wzorcu oddechowym. Zmniejszong
odpowiedz wentylacji minutowej na hipoksje zaobserwowano po podaniu 6-OHDA do
jadra sinawego, gdzie zniszczeniu ulegaly neurony noradrenergiczne (Soulage i wsp.,

2003).
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Stymulujacy wplyw ubytku dopaminy na odpowiedZ objetosci oddechowej na
hipoksje uzyskany w niniejszej pracy koreluje z doswiadczeniami przeprowadzonymi na
myszach pozbawionych genu DAT (brak biatka transportera dopaminy) powodujacy stan
zwiekszonej ilosci dopaminy w organizmie. Zwierz¢ta te demonstrowaty ostabiong reakcje
oddechowa na hipoksje w poréwnaniu do zwierzat typu dzikiego, co potwierdza hamujaca
role dopaminy w odpowiedzi oddechowej na obnizony poziom Oz (Vincent i wsp., 2007).
Analogicznie, zmniejszony poziom DA u szczuréw po iniekcji 6-OHDA w naszych

badaniach mogt nasila¢ pohipoksyjny wzrost objetosci oddechowe;j.

5.2 Odpowiedz oddechowa na hipoksje na tle blokady osrodkowych i

obwodowych receptoréw dopaminergicznych D»

W niniejszej pracy podj¢to probe zbadania wplywu blokady obwodowych 1
osrodkowych receptorow dopaminergicznych D2 na zmiany parametrow wentylacji w
normoksji i hipoksji u szczur6w po podaniu 6-OHDA do MFB. Zablokowanie
obwodowych i osrodkowych receptoréw D2 haloperidolem, zwigzkiem przechodzacym
bariere krew-moézg, u zdrowych zwierzat poglebito wzrost objgtosci oddechowej w
odpowiedzi na bodziec hipoksyjny, co jest zgodne z wynikami wcze$niejszych
doswiadczen wykonanych na ludziach (Pedersen i wsp., 1997), kotach (Lahiri i Nishino,
1980; Bonora i Gautier, 1988) i myszach (Olson i Saunders, 1985). Stymulujacy wptyw
haloperidolu na oddychanie nie byt obserwowany po lezji, co sugeruje, ze blokada
receptoréw dopaminergicznych D2 w warunkach niedoboru DA nie ma juz istotnego
wplywu na intensyfikacje odpowiedzi objetosci oddechowej w hipoksji. Z drugiej strony,
antagonista wytacznie obwodowych receptorow dopaminergicznych D»- domperidon,
stymulowal oddychanie u zdrowych zwierzat juz w normoksji poprzez zwigkszenie

wszystkich parametrow oddechowych, wplywajac w mniejszym stopniu na zmiang
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reaktywnosci wentylacji w odpowiedzi na hipoksje. Hedner i wsp. (1982) opisali podobny
wzrost objetosci oddechowej w normoksji po dozylnym podaniu domperidonu szczurom.

W badaniach na ludziach domperidon zwigkszat wentylacje w hipoksji, niemniej u potowy
badanych osdb zaobserwowano zwickszong wentylacje takze w normoksji (Bascom i wsp.,
1991). Wydaje si¢ wigc, ze receptory D2 kiebkéw szyjnych odgrywaja istotng role w
regulacji oddychania takze w warunkach kontrolnych, a ich zadaniem jest hamowanie
wentylacji podczas oddychania normoksyjnego. Jest to zgodne z badaniami
przeprowadzonymi na szczurach Sprague-Dawley (Huey i wsp., 2000), ktore wykazaty
wzrost objetosci i czestosci oddychania po iniekcji domperidonu w trakcie 30% hiperoksji,
podczas gdy odpowiedz oddechowa na hipoksj¢ pozostata niezmieniona. W naszych
badaniach po 14 dniach od iniekcji 6-OHDA nie zanotowano stymulacji objetosci
oddechowej podczas normoksji po podaniu domperidonu, w przeciwienstwie do
odpowiedzi kontrolnej przed lezja. Koresponduje to z brakiem zmian parametrow
wentylacji po podaniu domperidonu w szczurzym rezerpinowym modelu parkinsonizmu
(Biatkowska i wsp., 2016). Przyczyng braku efektu obwodowego antagonisty receptorow
D2 moze by¢ ubytek dopaminy w kiebkach szyjnych, gdzie dopamina jest produkowana i
wydzielana wprost proporcjonalnie do aktywnos$ci aferentnych nerwow zatokowych i w
odpowiedzi na hipoksj¢ (Donelly i Doyle, 1994; Prieto- Lloret i wsp., 2007). Niestety,
dotychczas nie ma danych o zawarto$ci dopaminy w klebkach szyjnych w chorobie
Parkinsona i jej modelach. Potencjalny niedobor dopaminy moglby hipotetycznie
prowadzi¢ do braku aktywacji postsynaptycznych receptorow D2 i dlatego u szczuréw z
ChP blokada obwodowych receptorow D2 nie skutkowata zadnymi zmianami oddychania,
w przeciwienstwie do zwigkszenia obje¢tosci oddechowej w normoksji u zdrowych

zwierzat.
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Z drugiej strony brak efektu haloperidolu i domperidonu u szczuréw po lezji moze
wskazywa¢ na utrate aktywnosci zarowno osrodkowych jak i obwodowych receptoréw D>
w ki¢bkach szyjnych. W piSmiennictwie brak jest danych na temat ekspresji receptoréw
dopaminergicznych w osrodkach oddechowych rdzenia przedtuzonego w chorobie
Parkinsona. Poza tym u myszy pozbawionych receptora D2 nie wykazano zmian
parametrOw wentylacji zarbwno W normoksji jak i ostrej hipoksji w poréwnaniu do
zwierzat dzikich (Prieto-Lloret i wsp., 2007). W dostepnej literaturze znalazty si¢ wzmianki
o zwiekszonym wigzaniu do receptorow D> w ipsilateralnym prazkowiu szczurow po
jednostronnej iniekcji 6-OHDA do MFB (Araki i wsp., 2000; Sun i wsp., 2010). Jednakze,
nie zaobserwowano zmian w wigzaniu w innych obszarach, takich jak: kora czotowa,
ciemieniowa, brzuszno-srodkowa cze$¢ pragzkowia i istota czarna (Araki i wsp., 2000). Tak
wiec zmiany w odpowiedzi oddechowej na hipoksje obserwowane w niniejszej pracy
wydaja si¢ by¢ raczej konsekwencja wyczerpania dopaminy, €O potwierdzily badania
prazkowia szczurow po lezji. Chociaz poziom DA nie zmienit si¢ w pniu moézgu, to jej
obrot ulegt zwigkszeniu. Wydaje si¢ to wskazywac na zmiany metabolizmu dopaminy w
tym obszarze, co mogto wptyna¢ na odpowiedZ na hipoksj¢ w badanym modelu ChP.
Ogolny obraz wylaniajacy si¢ z niniejszej pracy wskazuje, iz dopamina odgrywa hamujaca
role w regulacji oddychania w os$rodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym. Jej
niedobér w modelu ChP z iniekcja 6-OHDA do MFB skutkowal glownie zwigkszong
odpowiedzig objetosci oddechowej na bodziec hipoksyjny i brakiem efektow blokady
o$rodkowych i obwodowych receptoréw dopaminergicznych D2 na oddychanie w

normoksji i podczas odpowiedzi oddechowej na hipoksjg.
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5.3 Odpowiedz oddechowa na hiperkapni¢

Oddychanie powietrzem o podwyzszonej zawartosci CO2 (7% hiperkapnia w
hiperoksji) po iniekcji 6-OHDA spot¢gowalo wzrost objetosci oddechowej i obnizyto
stymulacje czestosci oddychania, cO w rezultacie spowodowalo podwyzszong wentylacje
minutowa W reakcji na bodziec, w porownaniu do stanu przed lezjg. W nielicznych danych
pismiennictwa opisujacych odpowiedz oddechowa na hiperkapni¢ u ludzi z ChP
obserwowano zaréwno zmniejszong (Seccombe i wsp., 2011), normalng (Onodera i wsp.,
2000) jak i zwigkszong (Feinsilver i wsp., 1986) reakcje. Podobienstwo wynikow w
ostatniej z cytowanych pracy z niniejszymi moze by¢ zwigzane z wyborem do badan
pacjentow w tagodnym i umiarkowanym stadium choroby Parkinsona (Feinsilver i wsp.,
1986), ktory imituje zastosowany model z jednostronnym podaniem neurotoksyny do MFB.

W jedynym doniesieniu traktujacym o skutkach lezji prazkowia w reakcji na
bodziec hiperkapniczny w zwierzgcym modelu ChP, Tuppy i wsp. (2015) zaobserwowali
spadek odpowiedzi oddechowej na hiperkapni¢. Autorzy ttumacza ten efekt zmianami i
ubytkiem neuronow brzusznej kolumny oddechowej rdzenia przedtuzonego. Za te roznice
w stosunku do naszych wynikow najprawdopodobniej odpowiada odmienna metodyka
doswiadczen, a wiec obustronna lezja, znacznie dluzszy czas ekspozycji na bodziec,
badanie zmian po 3-8 tygodniach, ale przede wszystkim brak zastosowania dezypraminy
chronigcej neurony noradrenergiczne. Zatem obnizenie odpowiedzi na hiperkapni¢ mogto
by¢ réwniez zwigzane z uszkodzeniem neuronéw noradrenergicznych. Taka mozliwo$¢
potwierdzaja wczesniejsze badania z iniekcjg 6-OHDA do jadra sinawego szczura, ktora
niszczac neurony noradrenergiczne skutkowala zmniejszong odpowiedzig oddechowa na
podwyzszony poziom CO, w powietrzu wdychanym (Biancardi i wsp., 2008).

W 1982 roku Hedner i wsp. wykazali, ze po dokomorowej iniekcji domperidonu lub

haloperidolu zmniejsza si¢ reakcja czestosci oddychania i wzrasta odpowiedz objetosci
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oddechowej na bodziec hiperkapniczny. Wyniki te mozna odnies¢ do otrzymanych w
naszej pracy, gQdzie wyczerpanie dopaminy w prazkowiu ostabia odpowiedz
czestotliwo$ciowa na hiperkapnie 1 zwigksza stymulacje objetosci oddechowej. Osrodkowa
blokada receptorow dopaminergicznych D, podaniem haloperidolu czy tez domperidonu
powoduje ograniczenie dziatania dopaminy, a tym samym efekt podobny do tego po
iniekcji 6-OHDA. Ponadto podawanie haloperidolu, blokujgcego przekaznictwo
dopaminergiczne uznawane jest za jeden z modeli ChP (Duty i Jenner, 2011). Rola
dopaminy w regulacji odpowiedzi na bodziec hiperkapniczny byta stosunkowo mato
badana i nie zostata jak dotad wyjasniona. Dowiedziono, ze dozylna iniekcja dopaminy
znaczgco obniza reakcje na podwyzszony poziom CO2 w badaniach u ludzi (Sabol i Ward,
1987; Bain i wsp., 2015). Jednakze jej systemowe podanie wskazuje na dziatanie poprzez
ktebki szyjne i wyklucza osrodkowy efekt ze wzgledu na nieprzepuszczalng dla dopaminy
barier¢ krew-moézg. Z kolei podanie myszom samej L-dopy, prekursora dopaminy
przechodzacego barier¢ krew-mozg, nie wptyneto na odpowiedZ oddechowa na hiperkapnie
(Olson i Saunders, 1985).

W poszukiwaniu wyjasnienia zmienionej odpowiedzi oddechowej na hiperkapni¢ w
badanym modelu ChP nalezatoby rozwazy¢ potwierdzony w prezentowanej pracy, ubytek
serotoniny i jej metabolitu 5-HIAA w prazkowiu i pniu moézgu po iniekcji 6-OHDA. U
transgenicznych myszy pozbawionych neuronéw serotoninergicznych moézgu odpowiedz
oddechowa na hiperkapni¢ byta zredukowana w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych, przy
braku zmian w normoks;ji i odpowiedzi oddechowej na hipoksje (Hodges i wsp., 2008).
Podobne ostabienie odpowiedzi obserwowano u myszy z delecjg genu transportera 5-HT
(Li i Nattie, 2008). Badania na szczurach wykazaly, ze zniszczenie neuronow
serotoninergicznych jader szwu obnizato odpowiedz oddechowa na hiperkapnig¢ (Nattie i

wsp., 2004), podczas gdy nadmiar endogennej serotoniny, wywotany przez chroniczne
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mikrodializy do jader szwu selektywnego inhibitora wychwytu zwrotnego serotoniny,
nasilal wzrost wentylacji w odpowiedzi oddechowej na CO; (Taylor i wsp., 2004). Dane te
pozostajg w sprzeczno$ci z uzyskanymi w obecnej pracy. Nalezy jednak podkresli¢, ze za
charakter reakcji w niniejszych badaniach odpowiada jednoczesny ubytek dwoch
monoamin: znaczacy dopaminy i mniejszy serotoniny. Prawdopodobnie przewazyt tutaj
ponad 90% ubytek dopaminy i stad wyniki przypominajg dyskutowane wczes$niej rezultaty
Hednera i wsp. (1982), dotyczace odpowiedzi na hiperkapni¢ po blokadzie osrodkowych
receptorow dopaminergicznych. Niewykluczone rowniez, ze u szczurow po lezji, oprocz
zmian w uktadach dopaminergicznym i serotoninergicznym, rowniez zmiany indukowane
w innych uktadach mogg odpowiada¢ za prezentowane zmiany oddechowe. Wiadomo, iz
ubytkowi neuronéw dopaminergicznych w ChP towarzyszy rosngca utrata neuronow
oreksynergicznych, co jest skorelowane z progresja choroby (Thannickal i wsp., 2007).
Uktad ten nie byt przedmiotem przedstawianych badan ale relacjonowano, ze iniekcja 6-
OHDA moze uszkadza¢ takze wspomniane powyzej neurony (Cui i wsp., 2010). Co wiecej
wykazano, ze przekaznictwo oreksynergiczne w jadrze czworobocznym oraz jadrach szwu
jest zaangazowane w odpowiedz oddechowa na hiperkapni¢ u czuwajacych zwierzat (Dias i

wsp., 2009; Dias i wsp., 2010).

5.4 Odpowiedz oddechowa na hipoksje po aktywacji i1 blokadzie receptoréw

serotoninergicznych 5-HT,

Iniekcja  6-OHDA  spowodowata nie tylko uszkodzenie  neurondéw
dopaminergicznych, zredukowata takze poziom serotoniny w prazkowiu i pniu mézgu
szczurow poddanych lezji. Wplyw iniekcji neurotoksyny na systemy innych
neuroprzekaznikow, w tym gltéwnie na uktad serotoninergiczny w chorobie Parkinsona, jak

réwniez w modelach zwierzecych tej choroby zostatl opisany wczesniej (Hornykiewicz
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1975; Blandini i wsp., 1996; Reader i Dewar, 1999; Scholtissen i wsp., 2006).
Potwierdzono, ze ubytek dopaminy w mozgu wywolany inickcjag 6-OHDA do prazkowia
wplywa na poziom serotoniny, na wlasciwosci elektrofizjologiczne neurondéw
serotoninergicznych oraz na funkcje receptoréw serotoniny w réznych obszarach médzgu
(Di Matteo i wsp., 2008; Huot i wsp., 2011). Zmiany w uktadzie serotoninergicznym moga
zatem odpowiada¢ za motoryczne i niemotoryczne objawy wystepujace w parkinsonizmie.
Wspotdziatanie uktadow serotoninergicznego i dopaminergicznego wykazano w
osrodkowym uktadzie nerwowym, w szczegolnosci modulacyjny wptyw uktadu
serotoninergicznego na uktad dopaminergiczny (Barnes i Sharp, 1999). Serotoninergiczne
unerwienie  posredniczy zar6wno W pobudzaniu jak i hamowaniu sygnatu
dopaminergicznego w mozgu szczura. Wykazano doswiadczalnie, ze serotonina moze
modulowac aktywno$¢ neuronéw dopaminergicznych poprzez kilka swoistych receptoréw
w mozgu: 5-HTia, 5-HTig, 5-HT2a, 5-HT3z i 5-HT4, ktorych pobudzenie uwalniania
dopaming, oraz poprzez receptor 5-HTzc, ktory posredniczy w hamowaniu uwalniania
dopaminy (De Deurwaerdere i wsp., 1998; Gervais i Rouillard 2000). Wyniki te wyjasniaja
obecno$¢ receptorow dla serotoniny w rejonach neurondw dopaminergicznych (Alex i
Pehek, 2007) oraz istnienie bezposrednich synaps pomig¢dzy zakonczeniami neurondow
serotoninergicznych i aksonami komorek DA w srodmozgowiu (Nedergaard i wsp., 1988).
W niniejszej pracy podjeto probe zbadania wplywu uszkodzenia kompleksu
czarnoprazkowiowego na wentylacje spoczynkowg i odpowiedz oddechowa na hipoksje po
podaniu agonisty i antagonisty receptorow serotoninergicznych 5-HT2a (odpowiednio DOI
i ketanseryny). W obu stanach przed i po lezji dootrzewnowa iniekcja DOl w normoksji
wywotywata wzrost czestosci oddychania 1 wentylacji minutowej, a w hipoksji wyrazny
spadek reaktywnosci odpowiedzi oddechowej dla obu parametrow. Podanie ketanseryny

przywracato parametry oddechowe do wartosci wyjsciowych. Powyzsze wyniki pozostajg
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w zgodzie z dostepng literaturg. U krolikow po odnerwieniu kigbkow szyjnych
dokomorowa iniekcja serotoniny podwyzszata V1 i VE w normoksji, zmniejszata natomiast
reakcje oddechowg na hipoksje. Autorzy spekulujg, ze zmniejszona reakcja na hipoksje po
podaniu serotoniny mogta by¢ wynikiem nagromadzenia hamujacej oddychanie dopaminy
(Guner i wsp., 2008).

W niniejszej pracy u zwierzat poddanych lezji reaktywno$¢ Ve w odpowiedzi na
hipoksj¢ po podaniu DOI byla wyraznie zmniejszona (o 32%) w poréwnaniu do stanu przed
lezja (0 17%). W zwiazku z powyzszym nasuwa si¢ pytanie o przyczyne zaobserwowanych
zmian. Wykazano uprzednio, iz iniekcja DOI zwigkszata uwalnianie dopaminy a efekt ten
odwracato podanie antagonisty receptoréw 5-HT2a (Pehek i wsp., 2001; Pehek i wsp.,
2006). Zatem DOl-agonista tychze receptoréw moglby dziata¢ modulujagco na uktad
dopaminergiczny wywotujac wzrost poziomu dopaminy, ktéora z kolei hamowataby
odpowiedZ oddechowsg na hipoksje. Nie zostato to jednak potwierdzone, bowiem limitacja
endogennej serotoniny w prazkowiu poprzez podanie neurotoksyny do jader szwu,
powodujaca jej wyczerpanie w prazkowiu, nie miata zadnego wplywu na aktywnosé
neuronéw dopaminergicznych. Natomiast infuzja do prazkowia citalopramu i fluoksetyny,
hamujacych wychwyt zwrotny serotoniny, przy jednoczesnym podaniu systemowym
haloperidolu zwigkszata uwalnianie dopaminy w wigkszym stopniu niz podczas podania
samych inhibitoréw (Lucas i wsp., 2000). Badany w obecnej pracy model wykazuje pewna
analogi¢ do stanu po podaniu haloperidolu, ktory jak wspomniano wcze$niej, jest
stosowany do modelowania choroby Parkinsona.

Obserwowane w niniejszych badaniach zmniejszenie reakcji oddechowej na
hipoksje po DOI w stanie jednostronnej degeneracji neurondéw dopaminergicznych
mogloby zatem wynika¢ ze zwigkszonego uwalniania hamujacej dopaminy po stronie

nieuszkodzonej, o zachowanych neuronach dopaminergicznych.
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Innym hipotetycznym wyjasnieniem obserwowanych zmian moze by¢ zachwianie
rownowagi miedzy uktadem dopaminergicznym a serotoninergicznym. W sytuacji gdy
istotnemu ubytkowi dopaminy towarzyszy stosunkowo mniejszy ubytek endogennej
serotoniny, dzialanie serotoniny moze przewaza¢. Tym samym u zwierzat po lezji
obserwujemy dodatkowo zredukowang odpowiedz wentylacji na hipoksje po
dootrzewnowej iniekcji DOI, co koresponduje z hamujagcym wplywem egzogennej i
endogennej 5-HT na depresyjng faz¢ odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ (Guner i wsp,
2008; Kanamaru i Homma, 2009) oraz odwrotnym pobudzajacym wptywem antagonisty
receptorow 5-HT2 na hipoksyjng aktywnos$¢ nerwu przeponowego (Kinkead i Mitchell,
1999).

Serotonina  uwalniana w  obszarze grzbietowo-przysrodkowym  rdzenia
przedhuzonego, zawierajacym jadro pasma samotnego oraz jadro nerwu podjezykowego,
jest zaangazowana w inicjacj¢ odpowiedzi oddechowej na hipoksje oraz w jej faze
depresyjna. Blokada receptorow 5-HT2 w tym obszarze skutkuje opdznionym pojawieniem
si¢ po-hipoksyjnej hiperwentylacji oraz redukcja fazy depresyjnej (Kanamaru i Homma,
2009).

W S$wietle tych danych, obserwowane w naszych badaniach obnizenie odpowiedzi
V1 podczas wczesnej fazy reakcji na hipoksje u zwierzat po lezji na tle aktywacji
receptoréw 5-HT2 mozna przypisa¢ zmniejszonej o 20% zawartosci serotoniny w pniu

mozgu zwierzat z ChP,

5.5 Aktywnos¢ nerwow podjezykowego 1 przeponowego
Analiza neurogramu nerwu przeponowego wykazata znamienne wydtuzenie czasu

wdechu, oraz nieistotne wydtuzenie wydechu oraz dtugos$ci trwania cyklu oddechowego w

normoksji u zwierzat po lezji. Podczas odpowiedzi oddechowej na hipoksje znamienne
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roznice pomigdzy grupami dotyczyly czasu wydechu oraz catkowitego czasu cyklu
oddechowego, ktory byt dluzszy w grupie z ChP dla punktéw maksymalnej odpowiedzi
(Te) oraz powrotu po podaniu bodzca (Te i Tc). Zmiany te tagczyly si¢ ze zmniejszeniem
czestotliwosci wytadowan nerwu przeponowego podczas powrotu po podaniu hipoksji w
poréwnaniu do grupy sham. Charakter odpowiedzi oddechowej na hipoksje dla czestosci
oraz T\, Te i Tc niezaleznie od badanego czynnika jakim byla lezja, byt zgodny z danymi
obserwowanymi przez innych badaczy (Budzinska, 2009; Lee i Fuller, 2010).

Degeneracja neurondéw dopaminergicznych po podaniu 6-OHDA do MFB
spowodowata istotne zmiany w amplitudzie nerwu podjezykowego. W odpowiedzi
oddechowej na bodziec hipoksyjny zanotowano znamienny wzrost amplitudy nerwu, co
przetozylo sie takze na wzrost aktywno$ci minutowe;.

Zmiany amplitudy nerwu przeponowego w odpowiedzi oddechowej na hipoksje nie
r6znity si¢ migdzy badanymi grupami, jedynie powrot po podanym bodzcu hipoksyjnym
osiggnat istotnie wigksze wartosci u zwierzat po lezji. Uzyskane wyniki korespondujg z
doswiadczeniami wykonanymi przez Budzinska i Andrzejewskiego (2014). W badaniach
aktywno$ci nerwow po jednostronnej iniekcji 6-OHDA do prazkowia wykazano wzrost
amplitudy i aktywno$ci minutowej nerwu podjezykowego w odpowiedzi na hipoksje
przerywang oraz tendencj¢ spadkowa dla czestotliwosci podczas powrotu po podanym
bodzcu (Budzinska 1 Andrzejewski, 2014). Autorzy nie wykazali natomiast zadnych zmian
w odpowiedzi oddechowej na hipoksje w aktywnos$ci nerwu przeponowego.

Wigksze spektrum zmian w aktywnoS$ci nerwow zaobserwowane W niniejszej pracy
moze wynika¢ z innego miejsca podania neurotoksyny. Iniekcja 6-OHDA do MFB
powoduje wsteczny transport neurotoksyny do cial komorek neurondéw wywolujac ich
degeneracj¢ oraz rozlegle i nagte wyczerpanie DA (Sun i wsp., 2011). Iniekcja do striatum

indukuje natomiast powolng atrofi¢ komorek dopaminergicznych, wywotang uszkodzeniem
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ich zakonczen nerwowych (Sauer i wsp., 1995; Deumens i wsp., 2002). Obserwowana w
obecnej pracy podwyzszona amplituda wytadowan nerwu przeponowego podczas powrotu
po hipoksji u zwierzat z lezja moze wynika¢ ze =znacznego ubytku dopaminy,
obserwowanego w prezentowanych wynikach. Jak sugerujg inni badacze, dopamina
odpowiada za pozniejsza depresyjng faze odpowiedzi oddechowej na hipoksje (Goiny i
wsp., 1991; Guner i wsp., 2002). Jej ubytek moglby skutkowaé zatem zwigkszeniem
amplitudy nerwu przeponowego obecnym podczas fazy depresyjnej. W pracy Budzinskiej i
Andrzejewskiego (2014) taka sytuacja nie ma miejsca, prawdopodobnie dlatego, ze
zastosowany model jest tagodniejszy 1 powoduje znaczaco mniejsze ubytki dopaminy
(Yuan i wsp., 2005).

Brak zmian w normoksyjnej aktywnos$ci nerwu przeponowego po iniekcji 6-OHDA
uzyskany w prezentowanych badaniach jest zgodny z propozycja Estenne i wsp. (1984),
wskazujaca na brak wptywu ChP na aktywno$¢ przepony podczas oddychania powietrzem
atmosferycznym u ludzi. Nerwy przeponowy i podjezykowy roznie reaguja na bodzce i z
rozng intensywnos$cia (Weiner i wsp., 1982). Epizodyczna czy tez przerywana hipoksja w
wigkszym stopniu pobudza nerw podjezykowy niz przeponowy (Bradford i wsp., 2005).
Egzogenna dopamina u zdrowych zwierzat hamuje aktywno$¢ nerwu podjezykowego oraz
powoduje jedynie niewielka depresje aktywnosci nerwu przeponowego (van Lunteren i
wsp., 1984). Odwrotne dziatanie bylo obserwowane w badanym modelu z iniekcjg 6-
OHDA, kiedy to istotny ubytek dopaminy przektadat si¢ gldéwnie na zwigkszenie amplitudy
1 aktywnos$ci minutowej n. podjezykowego w odpowiedzi na hipoksjeg.

W procesie oddychania mie$nie gornych drog oddechowych oraz przepona sg
pobudzane przez okreslone motoneurony rdzenia przedtuzonego i kregowego. Te z kolei
otrzymujg impulsy z oddzielnych neuronow przedruchowych (Peever i wsp., 2002;

Koizumi i wsp., 2008). Ponadto badane nerwy majg rézne wzajemne potaczenia z innymi
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uktadami, jak na przyktad z wielosynaptyczng projekcjg z istoty czarnej wytacznie z
nerwem podjezykowym (Fay i Norgren, 1997). Odmienna kontrola, anatomiczne i
funkcjonalne zréznicowanie obu nerwdéw moga by¢ przyczyng niejednakowego wplywu
uszkodzenia szlaku czarnoprazkowego na ich aktywno$¢ podczas hipoks;ji.

Potwierdzone w tej pracy zmiany w ukladzie serotoninergicznym, towarzyszace
degeneracji uktadu dopaminergicznego, moga wptywac¢ na odpowiedz oddechowa nerwu
podjezykowego na hipoksje 1 wyjasnia¢ mechanizm zwigkszonej stymulacji tego nerwu w
odniesieniu do aktywnosci nerwu przeponowego po iniekcji 6-OHDA. Wydaje sig, ze
znacznie mniejszy ubytek serotoniny w poréwnaniu z ponad 90% ubytkiem dopaminy
powoduje zachwianie rOwnowagi i przewage aktywnosci systemu serotoninergicznego nad
dopaminergicznym. Skadinagd wiadomo, Ze serotonina wykazuje dziatanie pobudzajace na
aktywnos¢ nerwu XII poprzez receptory 5-HT2 (Kubin i wsp., 1992; Fenik i Veasey, 2003).
Aktywno$¢ nerwu podjezykowego uczestniczy w utrzymaniu droznosci gornych drog
oddechowych. Unerwia on zewngtrzne i wewnetrzne miesnie jezyka i ulatwia poszerzanie
gornych drég oddechowych poprzez regulacje potozenia i sztywnosci jezyka (Bailey i
Fregosi, 2004). Wcze$niejsze badania wykazaty, ze ubytek dopaminy w prazkowiu
powoduje uposledzenie motoryki jezyka, zar6wno u ludzi z chorobg Parkinsona jak i w
modelach eksperymentalnych, co moze sugerowa¢ zmiany w nerwowej kontroli mig$ni
jezyka (Ciucci i wsp., 2011; Nuckolls i wsp., 2012).

W niniejszej pracy dodatkowa zmiana w aktywnosci nerwu podjezykowego u
zwierzat po podaniu 6-OHDA zostala wyrazona przez stosunek amplitudy przedwdechowej
do amplitudy wdechowej. Podczas hipoksji amplituda przedwdechowa wzrosta bardziej niz
amplituda wdechowa, co przetozylo si¢ na wzrost stosunku amplitudy przedwdechowej do
wdechowej nerwu podjezykowego (A pre-I/A HG). Wspotczynnik A pre-I/A HG u

zwierzat sham w odpowiedzi na hipoksje osiggat istotnie wyzsze wartosci niz u zwierzat po
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lezji dla maksymalnej reakcji na bodziec hipoksyjny oraz podczas powrotu po podaniu
bodzca. Ponadto u zwierzat po lezji odnotowano tendencj¢ do zmniejszenia stosunku czasu
aktywno$ci przedwdechowej do czasu catkowitego cyklu oddechowego (Tpre-1/Tc) w
odpowiedzi na bodziec hipoksyjny. W pracy z iniekcjg 6-OHDA do striatum wykazano
podobne zmiany (Budzinska i Andrzejewski, 2014). Udokumentowano nieistotne
zmniejszenie stosunku Tpre-1/Tc oraz istotny spadek stosunku A pre-1/A HG dla ostatniego
punktu trwania hipoksji przerywanej i dla powrotu po zadanym bodzcu. Lee i Fuller (2010)
uwazaja, ze przedwdechowa aktywnos¢ nerwu podjezykowego jest odpowiedzialna za
utrzymanie drozno$ci gornych drog oddechowych. Jesli tak jest, to zmniejszenie stosunku
przedwdechowej do wdechowej aktywnosci nerwu podjezykowego podczas hipoksji jak 1
w czasie powrotu do wentylacji spoczynkowej moga wskazywa¢ na problemy z
utrzymaniem odpowiedniej $rednicy drog oddechowych po iniekcji 6-OHDA. Mechanizm
regulacji 1 kontroli aktywnos$ci przedwdechowej nerwu podjezykowego nie jest w pelni
poznany. Aktywno$¢ ta znajduje si¢ pod wptywem informacji z ptuc (Saito i wsp., 2002) i
napedu chemicznego (Lee i Fuller, 2010). Zastosowanie wagotomii i podobne parametry
wentylacji w grupach sham i 6-OHDA wskazuja na zaangazowanie innych czynnikow w
powstawanie réznic w aktywnosci przedwdechowej. Badania -elektrofizjologiczne i
neuroanatomiczne wykazaty, ze przedwdechowa a takze wdechowa aktywno$¢ nerwu
podjezykowego moze by¢ napedzana przez mostowe jadro Kolliker-Fuse (KF) pobudzane
hipoksjg (Song i wsp., 2011), zawierajgce grupe neuronéw przedruchowych dla tego nerwu
(Kuna i Remmers, 1999; Ezure i Tanaka, 2006). Z danych piSmiennictwa wynika, ze jadra
okotokonarowe w sklad ktorych wchodzi KF otrzymujg 1 wysylaja projekcje do peczka
przysrodkowego przodomoézgowia (MFB), gdzie podawana byla 6-OHDA, uszkadzajaca
neurony dopaminergiczne (Nieuwenhuys i wsp., 1982). Zatem zaobserwowane zmiany w

przedwdechowej aktywnosci nerwu podjezykowego po uszkodzeniu neurondéw
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dopaminergicznych moga zachodzi¢ poprzez zmiany w samym jadrze KF. Ostatnie dane
literaturowe pokazuja, ze w rdzeniu przedtuzonym o0séb cierpigcych na demencje z ciatami
Lewiego, zaobserwowano degeneracje neuronow oddechowych (Presti i wsp., 2014).
Zostato to potwierdzone w badaniach eksperymentalnych w modelu obustronnym choroby
Parkinsona, gdzie podawano 6-OHDA do prazkowia (Tuppy i wsp., 2015). Ubytek
neuronow dotyczyl kompleksu pre-Botzingera oraz jadra czworobocznego. Nie znaleziono
natomiast zadnych zmian w kompleksie Bo6tzingera i doglowowej czesci brzusznej grupy
oddechowej. W niniejszej pracy nie badano ubytku neuronéw oddechowych,
niewykluczone jednak, Zze podobne zmiany degeneracyjne mogly pojawié¢ si¢ w

zastosowanym przez nas modelu.

5.6 Immunohistochemia oraz poziom amin biogennych w prazkowiu i pniu
mozgu

Domoézgowa iniekcja 6-OHDA powoduje wyczerpanie dopaminy w mézgu, CO jest
rezultatem wuszkodzenia neuronéw dopaminergicznych. Barwienie TH pozytywnych
neuroné6w metoda immunohistochemii w skrawkach mozgow wykazato 91% ubytek
neuronow istoty czarnej zbitej po stronie ipsilateralnej do miejsca iniekcji 6-OHDA w
poréwnaniu ze strong nieuszkodzong. Srednia liczba neuronéw dopaminergicznych po
stronie kontralateralnej koreluje z danymi literaturowymi. Podobng liczb¢ komorek w
barwieniu immunohistochemicznym na obecno$¢ hydroksylazy tyrozynowej w zdrowej SN
uzyskali Ma i wsp. (2014) oraz Sun i wsp. (2010). Ci ostatni po 4 tygodniach od iniekcji 6-
OHDA do MFB zaobserwowali 97,7% ubytek neurondw dopaminergicznych w
ipsilateralnej SN po podaniu 6-OHDA. W innej pracy po 3 tygodniach od lezji wykazano
82% ubytek neuronow dopaminergicznych, ktory po 5 tygodniach od lezji zwigkszat si¢ do

ponad 99% (Yuan i wsp., 2005). Uzyskany w niniejszej pracy wynik nie odbiega zatem od
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tych otrzymywanych przez innych badaczy. Nieznaczne roznice w procentowym ubytku
neuronéw TH pozytywnych mogg wynika¢ z czasu przeprowadzenia analiz po iniekcji 6-
OHDA. Im dluzszy czas od podania neurotoksyny tym ubytek neuronow
dopaminergicznych istoty czarnej jest wigkszy.

Dodatkowym narzedziem uzytym do zbadania ilo§ciowych zmian w poziomach
dopaminy, serotoniny i noradrenaliny, zarowno w prazkowiu jak i pniu mézgu, byta analiza
homogenatow przy wykorzystaniu techniki HPLC. W ipsilateralnym prazkowiu wykazano
ponad 90% spadek poziomu dopaminy i jej metabolitu DOPAC w poréwnaniu do grupy z
uszkodzeniem pozorowanym, co potwierdza skuteczno$¢ wykonanej lezji. Ponad 26%
spadek zawartosci dopaminy w prazkowiu kontralateralnym do miejsca iniekcji 6-OHDA w
porownaniu do zwierzat z lezja pozorowang swiadczy o jednoczesnym wptywie iniekcji do
prawego MFB na zawarto$¢ dopaminy réwniez w lewym prazkowiu. Ponadto w lewym i
prawym prazkowiu zwierzat z modelem ChP stwierdzono zwigkszony obrét DOPAC/ DA.

Uzyskane rezultaty pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi. Sadeghian i wsp.
(2012) wykazali spadek ilosci dopaminy o 65% i spadek poziomu DOPAC o 52% w
prazkowiu, co przetozyto si¢ na wzrost obrotu DOPAC/ DA. Henderson i wsp. (2003) u
zwierzat po jednostronnej lezji do MFB zanotowali 71% spadek poziomu dopaminy, oraz
66% spadek poziomu DOPAC w prazkowiu. Znaczny ubytek dopaminy uzyskany w
niniejszej pracy przypuszczalnie wynikat z wigkszej dawki 6-OHDA. Henderson i wsp.
(2003) podawali 16 pg, natomiast Sadeghian i wsp. (2012) 12ug, a w niniejszej pracy
iniekcja dwumiejscowa zamykata si¢ w sumarycznej dawce 40 pg.

Lezja nie wptyneta bezposrednio na zawarto$¢ dopaminy w pniu mézgu, w ktorym
znajdujg si¢ os$rodki kontrolujgce oddychanie. Sadakierska-Chudy i wsp. (2010) rowniez
wykazali brak zmian iloSciowych dopaminy w pniu moézgu po iniekcji dokomorowej 6-

OHDA. W obecnej pracy po obu stronach pnia mézgu stwierdzono natomiast zwigkszony
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obrot DOPAC/ DA, co sygnalizuje pewne zmiany w metabolizmie dopaminy, ktoére mogly
wplynagé¢ na regulacj¢ oddychania w zastosowanym modelu ChP. Zmiany te moga
sugerowaé poczgtek procesu degeneracji neuronow dopaminergicznych w pniu.

Wiadomo, iz uktad czarnopragzkowiowy posiada potgczenia nerwowe z o$rodkami
oddechowymi pnia mozgu, np. projekcja z istoty czarnej do jadra motorycznego nerwu
podjezykowego (Fay i Norgren, 1997). Poza tym sugeruje si¢ wptyw samego prazkowia na
oddychanie dowolne. Analiza MRI wykazata zwickszong aktywacj¢ w obszarze pragzkowia,
podczas dowolnego i obcigzonego wdechu (Evans i wsp., 1999). Ponadto podczas hipoksji
W prazkowiu obserwuje si¢ wzrost ilosci pozakomorkowej dopaminy (79%) oraz
serotoniny (26%), natomiast zastosowanie wielokrotnej ekspozycji na hipoksj¢ powoduje
podwyzszenie ilosci tych neuroprzekaznikow takze w normoksji (Broderick i Gibson,
1989). Zatem zmiany w poziomie obu amin w samym prazkowiu mogtyby mie¢ zwigzek ze
zmieniong regulacja oddychania obserwowang podczas hipoks;ji.

Zawarto$¢ serotoniny u zwierzat po lezji w odniesieniu do grupy sham byta
zmniejszona o ok. 30% w prazkowiu po obu stronach, czemu towarzyszyt zwigkszony
obrot 5-HIAA/ 5-HT i wzrost poziomu metabolitu 5-HIAA po stronie z iniekcja 6-OHDA.
W badaniach z zastosowaniem podobnego modelu nie zanotowano zmian poziomu
serotoniny w prazkowiu, Stwierdzono jedynie nieistotny wzrost metabolitu 5-HIAA
(Henderson i wsp., 2003). Prawdopodobnie mniejsza dawka neurotoksyny (16 pg) podana
do MFB nie byla wystarczajgca do wywolania zmian zawartoSci Serotoniny, ale
spowodowata zwigkszenie ilosci jej metabolitu. W 1994 roku Karstaedt i wsp. po 6 tyg. od
iniekcji 6-OHDA do MFB szczura wykazali ponad 50% ubytek serotoniny w prazkowiu i
okoto 40% ubytek 5-HIAA. Dane te pokazuja wigkszy niz uzyskany w niniejszej pracy
ubytek samej serotoniny, oraz odwrotny efekt obserwowany w poziomie HIAA. Roéznice

moga wynika¢ z dtuzszego okresu czasu po lezji po jakim zostaly pobrane mozgi do analiz
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jak i odmiennych koordynat dla iniekcji 6-OHDA. U ludzi z chorobg Parkinsona
obserwowano zmniejszong ilos$¢ serotoniny i 5-HIAA w prazkowiu, przy czym spadek
iloéci 5-HIAA byt obserwowany w bardziej zaawansowanych stadiach ChP (Scatton i wsp.,
1983; Kish i wsp., 2008).

W obecnej pracy iniekcja 6-OHDA do MFB obnizyta zawarto$¢ serotoniny i
zwigkszyta obrot 5-HIAA/ 5-HT w pniu mdzgu zwierzat po obu stronach. Podobne zmiany
opisali Sadakierska-Chudy i wsp. (2010) u =zwierzagt po dokomorowym podaniu
neurotoksyny.

Analiza zawartos$ci noradrenaliny nie wykazata r6znic pomiedzy zwierzgtami po

lezji a grupa z uszkodzeniem pozorowanym zaréwno w prazkowiu jak i pniu mozgu.
Ponadto iloéci noradrenaliny w prazkowiu byly na granicy oznaczalnos$ci, o jest zgodne z
danymi pismiennictwa (Nowak i wsp., 2009; Sadakierska-Chudy i wsp., 2010). Uzyskane
wyniki potwierdzily prawidlowe podanie dezypraminy zapobiegajacej degeneracji
neuronow noradrenergicznych.
Brak podania dezypraminy u zwierzat po dokomorowej iniekcji 6-OHDA powodowat
ubytki noradrenaliny zar6wno w prazkowiu jak i pniu moézgu (Sadakierska-Chudy i wsp.,
2010). Warto nadmieni¢, ze w ChP obserwuje si¢ ubytki neuronéw noradrenergicznych, w
szczegolnosci w jadrze sinawym znajdujacym sie w moscie (Delaville 1 wsp., 2011).

W celu potwierdzenia skutecznosci wykonanych lezji przeprowadzano test
behawioralny cylindra, ktory u zwierzat traktowanych 6-OHDA wykazal zmniejszone
uzycie przedniej konczyny lewej kontralateralnej do miejsca iniekcji neurotoksyny. Efekt
ten jest zgodny z wczeéniejszymi doniesieniami opisujgcymi jednostronne podanie 6-
OHDA (Deumens 2002; Shi i wsp., 2004; Iderberg i wsp., 2015). Ponadto zaobserwowano
spadek ruchliwosci zwierzat z ChP, co mozna odnie$¢ do spowolnienia ruchowego i

dysfunkcji uktadu ruchu ludzi chorych na chorobe Parkinsona (Btaszczyk, 1998).
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Pomiar masy ciala przed i po 14 dniach od iniekcji 6-OHDA lub rozpuszczalnika
wykazal mniejszy przyrost masy u zwierzat z eksperymentalnie wywotang ChP. Podobne
wyniki, czyli zmniejszony przyrost masy ciata lub jej niewielki ubytek uzyskano w tym
samym modelu (Roedter i wsp., 2001). U zwierzat z obustronng iniekcjg 6-OHDA do istoty
czarnej zaobserwowano znaczny spadek masy ciata w stosunku do kontroli przed lezja
(Ferro i wsp., 2005). Model z obustronnym podaniem 6-OHDA jest bardziej traumatyczny
dla zwierzat, obserwuje si¢ u nich adipsj¢ 1 afagie, co skutkuje istotng utratg masy ciata i
zwigkszong $miertelnoscig (Schwarting i Huston, 1996; Roedter i wsp., 2001). Warto
nadmieni¢, ze u ludzi z ChP réwniez obserwuje si¢ utrat¢ masy ciata (Beyer 1 wsp., 1995;
Kashihara, 2006).

Podobienstwa modelu zwierzecego do objawow choroby Parkinsona u ludzi
wskazuje na uzyteczno$§¢ modelu z podaniem 6-OHDA do MFB w badaniach nad ta
chorobg. Co wigcej, zastosowany zwierzecy model doswiadczalny choroby Parkinsona
wydaje si¢ by¢ skutecznym narzedziem w badaniach nad funkcjonowaniem uktadu

oddechowego.
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6. PODSUMOWANIE

e Jednostronne uszkodzenie ukladu dopaminergicznego w modelu z podaniem 6-
OHDA do MFB wptywa na wielko$¢ odpowiedzi oddechowej na bodziec
hipoksyjny i hiperkapniczny poprzez zwigkszenie objetosci oddechowe;,
zmniejszenie czegstosci oddychania 1 w rezultacie zwigkszenie wentylacji minutowe;j

e Blokada obwodowych i os$rodkowych receptorow dopaminergicznych D>
stymulowala oddychanie w normoksji (dopmeridon) oraz podczas hipoksji
(haloperidol i domperidon), nie wptynegta natomiast na oddychanie u zwierzat
poddanych lezji

e Zardéwno u zwierzat zdrowych jak i po lezji aktywacja receptoréw 5-HT> iniekcja
DOI stymulowata oddychanie w normoksji. Zaobserwowano wigksze obnizenie
hipoksyjnej reakcji po podaniu DOI po uszkodzeniu szlaku czarnoprazkowiowego

e Degeneracja neuronéw dopaminergicznych wptyngta na zmieniong aktywnos$¢
nerwu podjezykowego podczas hipoksji, manifestowang wzrostem amplitudy oraz
zmniejszonym stosunkiem amplitudy przedwdechowej do wdechowej

e Jednostronna iniekcja 6-OHDA do MFB po 14 dniach istotnie obnizyta poziom
dopaminy w ipsilateralnym prazkowiu oraz w mniejszym stopniu serotoniny w
prazkowiu i pniu mozgu zaréwno po lewej jak i jego prawej stronie. Obserwowany
zmieniony wzorzec oddychania podczas hipoksji 1 hiperkapni moze by¢ wypadkowa

ubytku obu amin biogennych
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7.WNIOSKI

1. Iniekcja 6-OHDA do MFB moze stanowi¢ warto$ciowy model do badan nad zmianami

w funkcjonowaniu uktadu oddechowego w chorobie Parkinsona.

2. Stymulacja oddychania w odpowiedzi na hipoksje u zwierzat z ubytkiem dopaminy oraz
po podaniu antagonistow receptoréw dopaminergicznych D> u zwierzat zdrowych,
potwierdza hamujace dzialanie dopaminy na oddychanie poprzez aktywacj¢ receptorow

dopaminergicznych D».

3. Dopamina jest hamujacym modulatorem oddechowej odpowiedzi na hiperkapnig.

4. Zmniejszenie reakcji na hipoksje po aktywacji receptoréw 5-HT2> w modelu uszkodzenia
szlaku czarnoprgzkowiowego potwierdza zmiany w ukladzie serotoninergicznym,
odgrywajacym istotng role w regulacji oddychania.

5. Zmiany w aktywnosci przedwdechowej nerwu podjezykowego odpowiadajacego za

utrzymanie droznosci gornych drog oddechowych u zwierzat po lezji moga stanowié

przyczyng¢ zaburzen oddychania obserwowanych w chorobie Parkinsona.
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STRESZCZENIE

Choroba Parkinsona (ChP) jest jedng z najczestszych postepujacych chorob
neurodegeneracyjnych, dotykajaca ludzi powyzej 60 roku zycia. Przyczyng objawow
klinicznych jest uszkodzenie neuronow dopaminergicznych szlaku czarnoprazkowiowego.
Zmiany wywotane ChP przybieraja czesto szersze rozmiary i dotyczg takze neuronow
noradrenergicznych czy serotoninergicznych. Wczesniejsze etapy choroby Parkinsona
cechuje zwickszony jednostronny ubytek dopaminy, w przeciwienstwie do
zaawansowanych stadidow choroby, w ktérych zmiany dotycza obu pétkul mézgu. Oprocz
objawow zwigzanych z ukladem ruchu chorzy manifestujg zaburzenia nieoddechowych
funkcji uktadu oddechowego takie jak: niewyrazna i cicha mowa, trudnosci w potykaniu,
jak réwniez zaburzenia oddychania w tym zwigkszong czgstos$¢ bezdechow. Zachtystowe
zapalenie phluc czesto stanowi przyczyne $Smierci cierpigcych na chorobe Parkinsona.

Jednym z najlepiej opisanych i powtarzalnych modeli ChP jest model z domdzgowa
iniekcjg 6-hydroksydopaminy (6-OHDA), ktora wywotuje u zwierzat kliniczne objawy
ChP, wynikajace z selektywnego uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych w uktadzie
nigrostriatalnym. = W  celu  uniknigcia  jednoczesnej  degeneracji  neuronow
noradrenergicznych zwierzgtom podaje si¢ dezypraming, bloker transportera noradrenaliny.

Mechanizmy lezace u podstaw zmian w uktadzie oddechowym w aspekcie ChP sg
mato poznane 1 wymagajg dalszych badan.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu jednostronnego uszkodzenia uktadu
czarnoprgzkowiowego szczura podaniem 6-OHDA do prawego peczka przysrodkowego
przodomozgowia (MFB) na nerwowa aktywno$¢ oddechowa, z uwzglednieniem roli uktadu
dopaminergicznego i serotoninergicznego.

Doswiadczenia oddechowe u zwierzat czuwajacych przeprowadzono w komorze

pletyzmograficznej, rejestrujac parametry wentylacji ptucnej. Aktywnos¢ oddechowa
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badano w normoksji i podczas odpowiedzi oddechowej na hipoksje (8% O2 w N») oraz
hiperkapni¢ (7% CO2 w Oz) zaré6wno przed jak i w 14 dni po iniekcji 6-OHDA.

U szczuréw uspionych rejestrowano aktywnos$¢ nerwoéw przeponowego 1 podjezykowego
podczas normoksji 1 hipoksji. W skrawkach mozgdéw zwierzat zliczano neurony
dopaminergiczne. Oznaczano takze poziomy amin biogennych oraz ich metabolitéw w
homogenatch z prazkowia i pnia moézgu. Dodatkowym narzedziem potwierdzajagcym
skutecznos¢ iniekcji 6-OHDA byt test behawioralny cylindra.

Po lezji, u czuwajacych zwierzat wykazano przy niezmienionych parametrach

oddychania w normoksji, wzrost obj¢tosci oddechowej i spadek czestosci oddychania w
odpowiedzi na hipoksje, co przelozylo si¢ na wzrost wentylacji minutowej w maksimum
reakcji. W reakcji na hiperkapnie u zwierzat traktowanych 6-OHDA zaobserwowano
wzrost stymulacji objetosci oddechowej oraz wentylacji minutowej. Odpowiedz czgstosci
oddychania ulegta natomiast nieistotnemu zmniejszeniu.
U zdrowych zwierzat po zablokowaniu obwodowych receptorow dopaminergicznych przez
domperidon stwierdzono wzrost normoksyjnej objetosci oddechowej i wentylacji
minutowej przy nieznacznie zwigkszonej reaktywnosci oddechowej na hipoksje. Z kolei
zablokowanie obwodowych i1 osrodkowych receptoréw dopaminergicznych D2 przez
haloperidol spowodowato u zwierzat przed lezjg wzrost objetosci oddechowej i wentylacji
minutowej w odpowiedzi oddechowej na hipoksje. Efekt domperidonu 1 haloperidolu nie
byl obserwowany u zwierzat po lezji.

Kolejnym aspektem niniejszej pracy bylo testowanie odpowiedzi oddechowej na
hipoksj¢ po podaniu agonisty i antagonisty receptorow serotoninergicznych 5-HTaza,
odpowiednio: DOI i ketanseryny. U wszystkich zwierzat podanie DOI wywotywato wzrost
parametrow wentylacji w normoksji oraz oslabienie reakcji oddechowej na hipoksje, co

bylo odwracane przez podanie antagonistycznie dziatajgcej ketanseryny. Reaktywnos$¢
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wentylacji minutowej na hipoksje po DOI 14 dni od iniekcji 6-OHDA byta zmniejszona w
poréwnaniu do stanu przed lezja.

Analiza neurogramu nerwu przeponowego wykazata znamienne wydluzenie
normoksyjnego czasu wdechu oraz czasu wydechu i catkowitego czasu cyklu oddechowego
podczas hipoksji w grupie z ChP. Amplituda nerwu podj¢zykowego ulegta zwiekszeniu u
zwierzat uspionych z modelem ChP w poréwnaniu do zwierzat sham w reakcji na hipoksje.
Ponadto uszkodzenie neuronéw dopaminergicznych wptyngto na zmniejszenie stosunku
amplitudy przedwdechowej do wdechowej nerwu podjezykowego, zarowno w normoksji
jak i w hipoksiji.

Analiza immunohistochemiczna skrawkoéw mozgow szczurzych potwierdzita
ubytek neuronéw dopaminergicznych w obszarze ipsilateralnej istoty czarnej. Zmiany w
uktadzie dopaminergicznym w badanym modelu zostaty potwierdzone istotnym ubytkiem
dopaminy w prazkowiu po stronie ipsilateralnej oraz niewielkim po stronie kontralateralnej
wzgledem miejsca iniekcji. W pniu mozgu nie zanotowano zmian w poziomie dopaminy
natomiast jej obrot ulegt zwigkszeniu. W obu badanych strukturach mézgu wykazano takze
istotny ubytek serotoniny oraz wzrost jej obrotu, co potwierdza takze zmiany w uktadzie
serotoninergicznym w badanym modelu.

W celu potwierdzenia skuteczno$ci lezji wykonany zostal test behawioralny w
cylindrze. U zwierzat po iniekcji 6-OHDA do MFB wykazano zmniejszong aktywnosc¢
konczyny przedniej kontrateralnej wzgledem miejsca iniekcji, spadek ruchliwosci oraz
mniejsze przybieranie masy ciala w odniesieniu do grupy pozorowane;.

Eksperymentalnie uzyskane dane w zastosowanym zwierzgcym modelu choroby
Parkinsona z jednostronng iniekcjag 6-OHDA do MFB, pokazujace ubytek dopaminy 1
serotoniny w prazkowiu i1 pniu moézgu oraz zmiany behawioralne, nasladuja objawy

obserwowane u ludzi chorych na ChP. Iniekcja 6-OHDA do MFB moze stanowi¢ zatem
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warto$ciowy model do badan nad zmianami w funkcjonowaniu uktadu oddechowego w

chorobie Parkinsona.

Podsumowanie i wnioski:

Dopamina jest hamujgcym modulatorem oddychania poprzez swoiste
oddziatywanie na receptory D». Jej ubytek stymulowal wentylacje w hipoksji w
badanym modelu ChP oraz po podaniu antagonistow receptorow
dopaminergicznych D, w warunkach normoksji i hipoksji u zwierzat zdrowych
Zwigkszona wentylacja w reakcji na podwyzszony poziom CO2 we wdychanym
powietrzu w modelu ChP wskazuje na hamujaca rolg dopaminy w odpowiedzi na
bodziec hiperkapniczny

Uszkodzenie szlaku czarnoprazkowiowego powoduje zmiany w ukladzie
serotoninergicznym, co zostalo potwierdzone zmniejszonym poziomem serotoniny
w prazkowiu i pniu mozgu oraz obnizong reakcja na hipoksje po aktywacji
receptorow 5-HT>

Zmiany w aktywnosci przedwdechowej nerwu podj¢zykowego (odpowiadajacego
za utrzymanie drozno$ci gornych drog oddechowych) u zwierzat po lezji wskazuja
na modyfikacje w osrodkowych mechanizmach kontrolujacych aktywnos¢ nerwu
X1l 1 mogg stanowié¢ przyczyne zaburzen oddychania obserwowanych w chorobie

Parkinsona
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ABSTRACT

EFFECT OF UNILATERAL NIGROSTRIATAL COMPLEX DAMAGE ON THE CHEMICAL AND

NEURAL REGULATION OF BREATHING

Parkinson's disease (PD) is one of the most common progressive neurodegenerative
disorder observed in people over the age of 60. Clinical symptoms arise from the damage of
nigrostriatal dopaminergic neurons. Changes induced by PD often take a broader scale and
apply also to noradrenergic and serotonergic neurons. Earlier stages of Parkinson's disease
are characterized by unilateral loss of dopamine, unlike the advanced stages, where the
changes are observed in both brain hemispheres. The symptoms are associated mainly with
the motor disturbances. Nevertheless patients exhibit also slurred and quiet speech,
difficulties in swallowing and breathing disorders including increased incidence of apnea.
The most common cause of death in parkinsonian patients is aspiration pneumonia.
Intracerebral administration of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) is one of the most often
described, reproducible model of PD. This model mimics clinical symptoms of PD
resulting from selective damage of the dopaminergic nigrostriatal neurons.

The mechanism that underlies ventilatory impairment in PD is unclear. Thus the aim
of the present research was to investigate the effect of the unilateral damage of the rat
nigrostriatal pathway evoked by 6-OHDA administration into the right medial forebrain
bundle (MFB) on neural respiratory activity including the role of dopaminergic and
serotonergic system. The respiratory experiments in conscious animals were carried out in
the plethysmographic chamber, where the parameters of pulmonary ventilation were
recorded. Respiratory activity was studied in normoxia, acute hypoxia (8% Oz in N2) and
hypercapnia (7% CO2 in O;) before and 14 days after the neurotoxin injection. In

anesthetized rats phrenic and hypoglossal nerve activities were registered during normoxic
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and hypoxic conditions. Dopaminergic neurons of substantia nigra were counted in brain
slices. Levels of the biogenic amines and their metabolites in striatum and brainstem
homogenates were determined. To confirm the efficacy of 6-OHDA injection we used an
additional tool, which was the behavioral cylinder test.

Conscious, lesioned animals demonstrated no changes in normoxic breathing
parameters. Increased tidal volume and decreased respiratory rate resulting in an increase in
the maximum hypoxic reaction of minute ventilation were present in response to hypoxia.
6-OHDA administration magnified the respiratory response to hypercapnia consisting of
increased tidal volume and minute ventilation. Blockade of peripheral dopaminergic
receptors by domperidone increased tidal volume and minute ventilation in normoxia, and
to smaller extent in hypoxia in healthy animals. Peripheral and central dopaminergic D>
receptors blockade with haloperidol in control non-lesioned animals evoked an increase in
tidal volume and minute ventilation in respiratory response to hypoxia. The effect of
domperidone and haloperidol was abrogated after 6-OHDA lesion.

A further aspect of this study was to test the respiratory response to hypoxia after
administration of an agonist (DOI) and antagonist (ketanserin) of the serotonergic receptors
5-HT2a. In all animals, administration of DOI caused a significant increase in normoxic
ventilatory parameters and weakening of the respiratory response to hypoxia. It was
reversed by administration of the antagonistically acting ketanserin. Hypoxic reactivity of
minute ventilation after DOI in lesioned rats was reduced as compared to the controls
before lesion.

Analysis of phrenic nerve activity showed a significant increase in normoxic
inspiratory and hypoxic expiratory and total time of the respiratory cycle in animals with
PD. The amplitude of the hypoglossal nerve was significantly increased in response to

hypoxia in lesioned rats in comparison to sham animals. Degeneration of dopaminergic
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neurons shortened the ratio of pre-inspiratory/ inspiratory amplitude of hypoglossal nerve in
both normoxic and hypoxic conditions. Immunohistochemical analysis of the rat brain
sections confirmed the loss of dopaminergic neurons in the ipsilateral substantia nigra.
Changes in dopaminergic system in this model, were confirmed by substantial loss of
dopamine in the ipsilateral striatum and smaller one in the contralateral to the injection site.
There was no change in dopamine level in the brainstem, while its turnover had increased.
In both brain structures: striatum and brainstem, a significant loss of serotonin and an
increase in its turnover was shown.

After 6-OHDA injection into the right MFB, animals showed reduced activity of the
forelimb contralateral to the injection site. PD animals had also reduced weight gain in
contrast to the sham group.

Experimentally obtained data from animal model of Parkinson's disease with
unilateral injection of 6-OHDA to the MFB showed the decline of dopamine and serotonin
contents in the striatum and brainstem, and behavioral changes imitating symptoms seen in
human PD patients. Therefore, administration of 6-OHDA to the MFB seems to be a
valuable tool for the study of changes in the functioning of the respiratory system in
Parkinson's disease.

Conclusions:
e Dopamine is an inhibiting modulator of respiratory response to hypoxia acting by its

D> receptors. The decrease of DA level in brains of lesioned rats and blockade of

dopamine D receptors in healthy animals stimulated respiratory response to

hypoxia consisting of the increased tidal volume and minute ventilation
e Increased ventilation in respiratory response to hypercapnia in conditions of
lowered level of dopamine shows its inhibitory role in mediating respiratory

reaction to hypercapnic stimulus
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Damage of the nigrostriatal system initiates changes in the serotonergic system,
which has been corroborated by reduced levels of serotonin in the striatum and
brainstem and decreased respiratory response to hypoxia after activation of 5-HT>
receptors.

Changes in pre-inspiratory hypoglossal nerve activity responsible for maintaining
patency of the upper airway in lesioned animals suggest modifications in the central
mechanisms controlling the activity of hypoglossal nerve and may explain the

respiratory disorders seen in Parkinson's patients.
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