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Streszczenie

Choroba Parkinsona (PD) jest jednym z najczesciej wystepujacych schorzen
neurodegeneracyjnych u o0s6b w podesztym wieku, ktorego charakterystyczng
neuropatologiczng cecha jest postgpujaca utrata czarnopragzkowiowych neuronow
dopaminowych. Konsekwencja procesu neurodegeneracyjnego jest drastyczny spadek
stezenia dopaminy (DA) zarowno w jadrze ogoniastym i tupinie jak i w istocie czarnej (SN).
Poza tymi dobrze udokumentowanymi zmianami w uktadzie czarnopragzkowiowym w
badaniach post mortem mozgoéw pacjentdow parkinsonowskich wykazano, Zze w jadrze
ogoniastym 1 lupinie dochodzi do 50% spadku ilo$ci neuronow zawierajacych neuronalng
syntazg tlenku azotu (nNOS) oraz do obnizenia ekspresji mRNA dla tego enzymu. Ponadto w
ptynie mézgowo-rdzeniowym stwierdzono obnizenie poziomu azotanéw V wskazujace na
zmniejszong produkcje tlenku azotu (NO) w centralnym systemie nerwowym u
parkinsonikoéw. Coraz liczniejsze badania przeprowadzone w modelach zwierzgcych
wskazuja, ze w prazkowiu (STR) NO jest kluczowym modulatorem aktywnosci neuronalnej
oraz czynnikiem krytycznym w regulacji funkcji motorycznych i plastycznosci synaptycznej.
W STR ten unikalny neuroprzekaznik jest syntetyzowany W niewielkiej populacji
interneurond6w GABA, do ktorych dochodzi gesta sie¢ potaczen dopaminergicznych z SN
oraz glutaminianergicznych z kory moézgowej. W szeregu badan elektrofizjologicznych i
biochemicznych wykazano, ze obustronna interakcja dopaminowo-glutaminianergiczna
odgrywa decydujaca role w stymulowaniu aktywnos$ci nNOS w tej strukturze. Glownym
fizjologicznym celem dla NO syntetyzowanego w interneuronach nNOS w STR jest
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rozpuszczalna cyklaza guanylanowa (sGC) znajdujaca si¢ gtownie w $rednich neuronach
kolczystych tworzacych jedyne projekcje wychodzace z tej struktury. Neurony te
charakteryzuja si¢ wysokim poziomem tego enzymu jak i wysokim stezeniem cGMP.
Zawierajg one takze zalezng od ¢cGMP kinaz¢ biatkowg oraz fosfodiesterazy degradujace
tylko cCAMP, tylko cGMP lub oba te cykliczne nukleotydy. Najnowsze badania wskazuja, ze
zaburzenia w przekaznictwie nitrergicznym w STR s3 nastgpstwem degeneracji
czarnoprgzkowiowych neurondw dopaminowych. Dlatego tez shlusznym wydaje si¢
teoretyczne zatozenie, ze w terapii PD, oprocz uzupehiania niedoboru DA, nalezy rowniez
przywréci¢ rownowage funkcjonalng szlaku sygnatlowego NO-sGC-cGMP.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie w szczurzym modelu PD roli NO w
modulowaniu efektow behawioralnych i biochemicznych L-DOPA, najbardziej efektywnego
leku stosowanego powszechnie w terapii tego schorzenia.

Doswiadczenia przeprowadzono na dorostych samcach szczuréw rasy Wistar Han z
jednostronnie uszkodzonym czarnoprazkowiowym uktadem dopaminergicznym wywotanym
podaniem 6-OHDA (8 pg/4 ul) do peczka przysrodkowego przodomoézgowia (MFB). Dwa
tygodnie po podaniu tej neurotoksyny weryfikowano stopien uszkodzenia tego uktadu w
tescie apomorfinowym. Do dalszych badan byly brane zwierzgta z 90-95% spadkiem ilo$ci
neurondow dopaminergicznych w SN, ktore po podaniu apomorfiny (0,25 mg/kg) wykazywaty
wiece] niz 100 pelnych obrotow kontralateralnych w ciggu 1 godziny. W pierwszej serii
doswiadczen do modulowania dziatania L-DOPA uzyto donora NO molsidoming, natomiast
w drugiej serii w tym samym celu zastosowano inhibitory nNOS: selektywny 7-NI i
nieselektywny L-NAME. Chroniczne, trwajace 15 dni podania molsidominy i L-DOPA,
oddzielne lub 1gczne, rozpoczynano w 14-tym dniu po wykonaniu jednostronnego
uszkodzenia. Inhibitory nNOS podawano dwukrotnie w 27-ym i 28-ym dniu po podaniu 6-
OHDA, same lub w kombinacji z chronicznie podawana L-DOPA.

W pierwszej serii doswiadczen badano wptyw ostrych i chronicznych podan
molsidominy (2 i 4 mg/kg) i L-DOPA (12,5 i 25 mg/kg) na zachowanie asymetryczne
szczurOw oraz na metabolizm DA i serotoniny (5-HT) w STR i SN. W obu badanych
strukturach sprawdzano takze wptyw chronicznych podan tych lekéw na ekspresje bialek
zaangazowanych w transmisj¢ nitrergiczng: nNOS, sGC oraz fosfodiesterazy PDE-1B
degradujace; gtownie cGMP. Dodatkowo w SN przeprowadzono szczegoétowa analizg
stereologiczng ilosci neuronow TH-immunoreaktywnych (TH-ir) i nNOS-ir oraz wszystkich
neuronow tej struktury, ktore barwiono fioletem krezylu (CV). Analiz¢ neuronow nNOS-ir

wykonano rowniez w jadrze niskowzgorzowym (STN) po chronicznych podaniach L-DOPA.
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Zaréwno w SN jak i w STN przeprowadzono takze stereologiczng analize objetosci. Ponadto
w SN, STN i STR poréwnano rozmieszczenie neuronow nNOS-ir z rozmieszczeniem
neuronow wykazujacych aktywnosé¢ NADPH-diaforazy.

W drugiej serii do$wiadczen badano wptyw jednokrotnych podan 7-NI (50 mg/kg) lub
L-NAME (50 mg/kg) oraz chronicznych podan L-DOPA (25 mg/kg) na zachowanie
asymetryczne oraz dwukrotnych podan inhibitorow nNOS i chronicznych podan L-DOPA na
metabolizm DA i 5-HT w STR i SN. W dodatkowych grupach szczuréw badano wplyw
jednokrotnych podan samych inhibitorow nNOS na aktywno$¢ lokomotoryczng oraz
dwukrotnych podan tych zwigzkow na poziom katalepsji i metabolizm DA i 5-HT w STR i
SN.

W pierwszej serii doswiadczen wykazano, ze chroniczne podania molsidominy (2
mg/kg) tacznie z L-DOPA (25 mg/kg) zmniejszaly ilo$¢ rotacji kontralateralnych w ciagu
pierwszej godziny w pordéwnaniu do ilo$ci rotacji po podaniu samej L-DOPA. Inne
kombinacje dawek badanych lekow byly mniej efektywne. Tkankowe stezenie DA w STR i
SN po stronie ipsilateralnej oznaczane godzing po podaniu ostatniej, chronicznej dawki
molsidominy (2 mg/kg) w kombinacji z wysoka dawka L-DOPA (25 mg/kg) utrzymywato si¢
na podobnie wysokim poziomie jak po chronicznych podaniach samej L-DOPA. Gdy
oznaczenia poziomow DA wykonano 2 godziny po ostatnich dawkach tych lekéw, stezenia
DA w STR 1 SN po stronie ipsilateralnej u zwierzat otrzymujacych tacznie oba leki byly
znamiennie wyzsze niz u zwierzat otrzymujacych samg L-DOPA. Co wigcej, sama L-DOPA
podnosita w tym czasie poziom DA tylko w ipsilateralnej SN. Podobnie L-DOPA w dawce
12,5 mg/kg podnosita stezenie DA oznaczane godzing po ostatnim chronicznym podaniu
tylko w ipsilateralnej SN, podczas gdy podawana 1acznie z molsidoming (2 mg/kg)
zwigkszata poziom DA roéwnoczesnie w ipsilateralnym STR. Te ostatnie wyniki sugeruja, ze
niskie dawki donora NO moga wywiera¢ korzystny modulujacy wptyw na poziom DA w STR
i SN po stronie ipsilateralnej, gdy podawane sg ze stosunkowo niska dawkg L-DOPA.
Badania te pokazuja rowniez, ze w obecno$ci donora NO znacznie dluzej utrzymuje si¢
podwyzszony poziom DA w STR i SN po stronie ipsilateralnej, co moze wptywac na lepsza
koordynacj¢ funkcjonalng tych struktur.

W badaniach tych wykazano rowniez, ze chroniczne podania L-DOPA (25 mg/kg) w
kombinacji z molsidoming (2 mg/kg) nieznacznie podnosza obnizone przez podania samej L-
DOPA st¢zenie 5-HT w STR i SN oraz ostabiajg nasilony przez nig katabolizm. Z kolei po
chronicznych podaniach wyzszej dawki molsidominy (4 mg/kg) z ta samg dawka L-DOPA

stezenie 5-HT w STR i SN bylo istotnie wyzsze, a jej katabolizm mniej intensywny niz w
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grupie otrzymujacej samg L-DOPA. Badania te pokazuja, ze niskie dawki donora NO,
molsidominy moga modulowaé¢ zaré6wno zachowanie asymetryczne zwierzat, jak i tkankowe
stezenia DA i 5-HT w STR i SN po stronie ipsilateralnej u szczuréw z jednostronnie
uszkodzonym uktadem czarnoprazkowiowym otrzymujgcych chronicznie L-DOPA.

W kolejnych badaniach wykazano, ze chroniczne podania molsidominy (2 mg/kg) i L-
DOPA (25 mg/kg), oddzielnie lub w kombinacji nie zmienialy poziomu biatka nNOS w
ipsilateralnym STR. Chronicznie podawana molsidomina nie zmieniata rowniez ekspresji
biatka sGC w tej strukturze, natomiast chroniczne podania L-DOPA samej lub w kombinacji
z molsidoming obnizaly ekspresj¢ tego bialka. Ekspresja biatka PDE-1B w ipsilateralnym
STR byta istotnie nizsza w poréwnaniu do kontroli we wszystkich grupach 6-OHDA
otrzymujacych badane leki, jak rowniez w grupie 6-OHDA otrzymujacej rozpuszczalnik.
Badane leki modulowaty w odmienny sposob ekspresje biatek nNOS, sGC i PDE1-B w
ipsilateralnej SN. Ekspresja bialek nNOS 1 PDE-1B byla znamiennie obnizona w
ipsilateralnej SN w grupach 6-OHDA otrzymujacych chronicznie rozpuszczalnik lub
molsidoming w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Chronicznie podawana L-DOPA
przywracata w tej strukturze ekspresj¢ biatek nNOS i PDE1B do poziomu grupy kontrolnej. Z
kolei po tacznych podaniach molsidominy i L-DOPA poziom biatka nNOS byt nadal
obnizony, natomiast poziom biatka PDE-1B nie roznit si¢ istotnie od grupy kontrolnej. W
ipsilateralnym STR i1 SN ekspresja biatka sGC ulegata obnizeniu po chronicznych podaniach
L-DOPA.

W badaniach immunohistochemicznych wykazano, ze neurony TH-ir znajdujace si¢
glownie w czgéci zbitej SN stanowig okoto 37% wszystkich neuronow tej struktury
barwionych CV. W grupach otrzymujacych 6-OHDA, po 4 tygodniach od podania toksyny,
neurony te ulegaty 95-98 % degeneracji w ipsilateralnej SN. Chroniczne podania badanych
lekow nie zmieniaty ilosci neuronéw TH-ir w SN. Wykazano réwniez, ze neurony nNOS-ir
znajdujg si¢ glownie w czgséci siateczkowatej SN i stanowig okoto 65-70% wszystkich
neurondéw barwigcych si¢ CV. Degeneracja neuronow dopaminergicznych w ipsilateralnej SN
prowadzita do 25% spadku ilo$ci neuronéw NNOS-ir w tej strukturze. Chroniczne podania L-
DOPA (25 mg/kg) osobno lub w kombinacji z molsidoming (2 mg/kg) nie wywotywatly
dalszych zmian w ich liczebnosci.

Analiza stereologiczna objetosci SN wykazala, ze wskutek degeneracji neurondéw
dopaminergicznych dochodzito do istotnego zmniejszenia si¢ objgtosci tej struktury po stronie
ipsilateralnej (o ok. 20%). Pod wptywem chronicznych podan L-DOPA objetos¢ ipsilateralnej

SN ulegata znamiennemu powigkszeniu w poréwnaniu do strony kontralateralnej. Laczne
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podania molsidominy (2 mg/kg) i L-DOPA (25 mg/kg) wyréwnywaly objetos¢ tej struktury
pomigdzy stronami. Analiza stereologiczna ilo$ci neurondw w STN wykazata obecno$¢ okoto
13,000 neurondéw nNOS-ir. Podwdjne barwienie z uzyciem CV i przeciwciata anty-nNOS
ujawnito wystepowanie nNOS we wszystkich neuronach tej struktury. Chroniczne podania L-
DOPA nie wywotywaty zmian w objetosci tej struktury.

W barwieniu histochemicznym na aktywno$¢ NADPH-diaforazy wykazano brak
aktywnosci tego enzymu w SN, niewielka aktywnos¢ w STN oraz bardzo duza aktywnos$¢ w
STR. W tej ostatniej strukturze barwienie immunohistochemiczne interneuronéw nNNOS
pokrywato si¢ z barwieniem histochemicznym na aktywno$¢ NADPH-diaforazy.

W drugiej serii do$wiadczen z uzyciem inhibitorow nNOS wykazano, ze selektywny
inhibitor tego enzymu 7-NI hamowatl aktywnos$¢ lokomotoryczng juz w ciggu pierwszych 10
min pomiaru zaréwno zwierzat kontrolnych, jak i tych z jednostronnie uszkodzonym uktadem
czarnopragzkowiowym. Po podaniach L-NAME, nieselektywnego inhibitora nNOS, w tym
samym czasie nie stwierdzono zmian w aktywnos$ci lokomotorycznej zwierzat kontrolnych,
natomiast w grupie 6-OHDA obserwowano zahamowanie tylko jednego z mierzonych
parametréw. Te rozbiezno$ci moga wynika¢ z réznic w farmakokinetyce obu badanych
zwigzkow, zwlaszcza, ze oba inhibitory wywolywaty silng katalepsje 30 min po podaniu
zarOwno w grupie zwierzat kontrolnych jak 1 tych z jednostronnie uszkodzonym uktadem
czarnoprazkowiowym.

Inhibitory te wptywatly tez w odmienny sposob na metabolizm DA i 5-HT w badanych
strukturach dopaminergicznych w grupie zwierzat kontrolnych. Godzinge po podaniu drugiej
dawki 7-NI stwierdzono wzrost tkankowego stezenia DA w STR, natomiast w SN
obserwowano tylko tendencje wzrostowa. W obu strukturach tkankowe stezenia metabolitow
DA (DOPAC i HVA) ulegaty obnizeniu. 7-NI zwigkszat rowniez stgzenie 5-HT w STR i SN
W przeciwienstwie do 7-NI, L-NAME nie wywotywal Zadnych zmian w st¢zeniu DA i jej
metabolitow ani 5-HT w badanych strukturach mozgu.

Wykazano réwniez, ze czas trwania rotacji kontralateralnych w grupie zwierzat z
jednostronnie uszkodzonym ukladem czarnoprazkowiowym otrzymujacych druga dawke 7-NI
tacznie z ostatnig chroniczng dawka L-DOPA (25 mg/kg) byt znacznie dluzszy (320 min) niz
w grupie otrzymujacej tylko L-DOPA (180 min). Ponadto w grupie otrzymujacej oba leki
najwigksze nat¢zenie rotacji miato miejsce migdzy 100-180 min, czyli w czasie kiedy rotacje
po samej L-DOPA ulegaty samoistnemu wygaszeniu. W przeciwienstwie do 7-NI, L-NAME

nie zmienial czasu trwania rotacji kontralateralnych indukowanych chronicznymi podaniami



L-DOPA. Co wigcej, intensywnos¢ tych rotacji w grupie otrzymujacej oba leki byta nieco
nizsza niz w grupie otrzymujacej sama L-DOPA.

Stezenia DA w ipsi- i kontralateralnym STR 1 SN w grupie zwierzat otrzymujacych 7-
NI w kombinacji z L-DOPA (25 mg/kg) byly znaczaco wyzsze niz w grupie otrzymujacej
tylko L-DOPA. Ponadto w grupie tej wzrostowi poziomu DA towarzyszyt spadek stezenia
metabolitow DA oraz ostabienie jej katabolizmu mierzonego stosunkiem stezen DOPAC/DA
i HVA/DA w poréwnaniu do grupy otrzymujacej samg L-DOPA, w ktorej obserwowano
wysokie stezenie metabolitow 1 nasilony katabolizm DA. W przeciwienstwie do 7-NlI, L-
NAME podawany w kombinacji z L-DOPA obnizatl st¢zenie DA w ipsilateralnym STR w
poréwnaniu do grupy otrzymujacej sama L-DOPA. Réwniez stezenia metabolitow DA byly
nizsze zar6bwno w STR jak i SN, natomiast warto$ci wskaznikow metabolicznych nie réznity
si¢ istotnie w poréwnaniu do grupy otrzymujacej tylko L-DOPA. Badane inhibitory nNOS w
odmienny sposob modulowaty poziom 5-HT obnizany przez chronicznie podawang L-DOPA.
Laczne podanie 7-NI i LDOPA zwigkszato poziom 5-HT w obu badanych strukturach
natomiast fgczne podanie L-NAME i L-DOPA nie wywotywalo tego efektu.

W prezentowanych powyzej badaniach wykazano, ze podniesienie poziomu DA
obserwowane po podaniu 7-NI nie jest cechg wspolng inhibitorow NOS, ale szczego6lng
wlasno$cig tego zwigzku wynikajacg najprawdopodobniej z efektu hamowania
rozktadajacego DA enzymu, monoaminooksydazy typu B. Stad tez opisywane w literaturze
korzystne efekty 7-NI w modelach PD nie wynikajg ze zmniejszonej syntezy NO, ale z
ograniczenia katabolizmu DA wskutek zahamowania aktywnos$ci tego enzymu. W oparciu o
efekty obserwowane po podaniach L-NAME mozna raczej watpi¢, ze zastosowanie
inhibitorow nNOS mogtoby mie¢ korzystny wptyw w terapii PD.

Szereg przedstawionych wynikoéw skladajacych si¢ na niniejsza prace wskazuje, ze w
poszukiwaniu nowych form terapii PD warto zwr6ci¢ uwage na modulujacy wptyw NO na
funkcje jader podstawy. NO i zwigzana z nim S$ciezka sygnatowa NO-sGC-sGMP w
prazkowiu odgrywa kluczowa rol¢ w kontrolowaniu funkcji motorycznych, wiec jej

modulowanie moze odegra¢ znaczaca role w terapii PD.



