Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

Mgr Kinga Kaminska
Tytut rozprawy doktorskiej:

Interakcja wybranych lekow przeciwdepresyjnych z L-DOPA w doswiadczalnym
modelu choroby Parkinsona

Promotor: Elzbieta Lorenc-Koci

Streszczenie

Choroba Parkinsona (PD) jest jednym z najczes$ciej wystgpujacych schorzen
neurodegeneracyjnych w populacji ludzkiej. Rozwo6j PD zwigzany jest ze stopniowym
uposledzeniem wielu ukladéw neuroprzekaznikéw, w tym szlakéw dopaminergicznych
Z czesci zbitej istoty czarnej (SNc) i brzusznego pola nakrywki (VTA) oraz wstepujacych
szlakow noradrenergicznych z miejscasinawego (LC) i serotoninergicznych zjader szwu (RN).
W obrazie klinicznym, pojawienie si¢ charakterystycznych objawoéw ruchowych, takich jak
akineza i sztywno$¢ mig$niowa, wynika glownie z utraty neuronow dopaminergicznych
w SNc, co skutkuje dramatycznym spadkiem stezenia dopaminy (DA) w prazkowiu (STR)
I istocie czarnej (SN). Oprocz uposledzenia ruchowego, we wszystkich stadiach tej choroby
powszechnie wystepuja liczne objawy nie-motoryczne, ktore bardzo wyraznie obnizajg jakos¢
zycia pacjentow z PD. Zaburzenia nie-motoryczne obejmujg szereg objawow
neuropsychiatrycznych (np. depresja, Igk, apatia, psychoza), dysfunkcje uktadu
autonomicznego, problemy ze snem oraz inne dolegliwosci. Przez dtugie lata PD byta uwazana
za zaburzenie wylacznie ruchowe, jednak heterogenny charakter neurodegeneracji
1 znaczaca przewaga objawow nie-motorycznych pozwala obecnie sklasyfikowaé ja jako
zaburzenie wielouktadowe, dlatego tez strategie terapeutyczne tej choroby powinny by¢
nakierowane zard6wno na poprawe¢ funkcji motorycznych, jak i nie-motorycznych.

Jednym z najczesciej obserwowanych symptomow nie-motorycznych, negatywnie
wplywajacych na jako$¢ zycia pacjentow z PD jest depresja, ktora czesto pozostaje
nierozpoznana, a w konsekwencji nie jest leczona. Rozpoznanie depresji towarzyszacej PD jest
trudne, poniewaz jeden z jej objawow jakim jest opoznienie psychoruchowe moze wynikac z
deficytow  motorycznych, a  dodatkowo  diagnoze¢ utrudnia wplyw  lekéw
przeciwparkinsonowskich na motoryke i nastréj. Patofizjologia depresji towarzyszacej PD jest
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niejasna, niemniej jednak coraz wigcej dowoddéw sugeruje, ze jest ona wtérna do zmian
neuroanatomicznych spowodowanych postepujacym procesem neurodegeneracyjnym, a nie
reakcja na stres psychospoleczny 1 niepetnosprawnos¢.

Najbardziej  skutecznym i  stosowanym na  szerokg skale lekiem
przeciwparkinsonowskim jest prekursor dopaminy — 3,4-dihydroksyfenylo—L-alanina
(L-DOPA). Terapeutyczne dziatanie L-DOPA polega na poprawie zaburzen ruchowych,
gltownie poprzez ostabianie akinezy i sztywno$ci migsniowej, ale bez wickszego wptywu na
drzenie. Dlugotrwate stosowanie L-DOPA nie ostabia jednak objawdw depresji pojawiajacych
si¢ w tej chorobie, co wigcej, samo w sobie moze powodowaé pojawienie si¢ objawoOw
depresyjnych. Dlatego tez, stosowanie lekow przeciwdepresyjnych jest wysoce zalecane w
leczeniu depresji zarowno w przedobjawowej, jak i w objawowej fazie choroby, gdy pacjenci
otrzymuja leki przeciwparkinsonowskie, gtdéwnie L-DOPA. Do powszechnie uzywanych lekow
w terapii depresji w PD naleza klasyczne trojcykliczne leki przeciwdepresyjne (TCA),
selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI), inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (SNRI), inhibitory monoaminooksydazy (MAOI) oraz
agonisci receptorow dopaminowych.

Wybor pomigdzy TCA 1 SSRI w terapii depresji w PD jest przedmiotem dyskusji,
chociaz w badaniach stwierdzono podobng skuteczno$¢ obu tych grup lekéw
przeciwdepresyjnychw tagodzeniu depresji towarzyszacej PD. Pomimo szerokiego stosowania
lekow przeciwdepresyjnych w leczeniu depresji zwigzanej z PD ich rola
w modulacji behawioralnych i neurochemicznych markeréw indukowanych przez L-DOPA jest
stabo zbadana. Aby odzwierciedli¢ zarowno motoryczne, jak i nie-motoryczne objawy PD w
warunkach dos$wiadczalnych, konieczne bylo opracowanie odpowiedniego zwierzecego
modelu tej choroby.

Dlatego pierwszym celem naszych badan byto opracowanie eksperymentalnego modelu
zaawansowanej PD ze wspotistniejagcym deficytem motorycznym 1 zachowaniem
przypominajacym depresje¢. Drugim celem pracy byto zbadanie w tym modelu interakcji dwoch
lekéw przeciwdepresyjnych o réznym profilu farmakologicznym, amitryptyliny (AMI) i
dezypraminy (DEZ), podawanych samodzielnie lub w potgczeniu z L-DOPA, na parametry
motoryczne (rotacje kontralateralne) i biochemiczne (stezenia monoamin) W wybranych
strukturach moézgu szczura oraz na wigzania radioligandéw do transporterow monoamin:
dopaminy (DAT), noradrenaliny (NET), serotoniny (SERT) w tych strukturach. W celu
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opracowania do$wiadczalnego modelu zaawansowanej PD, w ktorym stopien degeneracji
3 gléwnych systemdéw monoaminergicznych w strukturach motorycznych (STR, SN)
i limbicznych (korze przedczotowej, fCTX; hipokampie, HIP) mézgu szczura odzwierciedla
zaroOwno stan ich uszkodzenia obserwowany u pacjentow cierpigcych na tg chorobe, jak
1 wspotwystepowanie zaburzen motorycznych i zachowan przypominajacych depresje,
zastosowano klasyczng neurotoksyng — 6-hydroksydopaming (6-OHDA). Toksyna ta
specyficznie uszkadza neurony dopaminergiczne i noradrenergiczne oraz ich zakonczenia po
bezposrednim dostrukturalnym podaniu do mézgu. Aby uniemozliwi¢ wnikanie tej toksyny do
neurondéw noradrenergicznych, konieczne jest podawanie jej w ostonie substancji blokujgcych
NET (np. DEZ). W celu znalezienia optymalnej dawki 6-OHDA, ktora doprowadzi zar6wno
do znacznego obnizenia tkankowych stezen dopaminy (DA), noradrenaliny (NA) i serotoniny
(5-HT) w motorycznych i limbicznych strukturach moézgu szczura korespondujacych z
zaawansowanym stadium PD, jak i wywola anhedoni¢ mierzong preferencjg spozycia
sacharozy, toksyne¢ ta podawano jednostronnie do peczka przysrodkowego przodomozgowia
(MFB) w trzech dawkach (8, 12, 16 pg/ 4ul) z ostong lub bez ostony DEZ. Zaobserwowano,
ze najwyzsza dawka 6-OHDA zmniejszata preferencj¢ spozycia 3% roztworu sacharozy
zarOwno u zwierzat z ostona, jak i bez ostony DEZ. Wszystkie zastosowane dawki 6-OHDA
radykalnie obnizyly tkankowe stg¢zenie DA w badanych strukturach mézgu po stronie
uszkodzonej (ipsilateralnej). Stezenie NA byto znacznie silniej obnizone w STR, HIP i fCTX
po stronie uszkodzonej u zwierzat ktérym 6-OHDA podawano bez ostony DEZ, niz u zwierzat
u ktorych t¢ toksyne podawano w ostonie DEZ. W SN zwierzat, ktorym 6-OHDA podawano
bez ostony DEZ stwierdzono tylko niewielkie spadki tkankowego stezenia NA po stronie
ipsilateralnej, natomiast u szczuréw u ktorych podanie 6-OHDA do MFB zostato poprzedzone
podaniem DEZ, spadki te byly nieznacznie wigksze i wystgpowaty po obu stronach tej
struktury. Wyzsze dawki 6-OHDA obnizaly st¢zenie 5-HT po stronie uszkodzonej w STR, HIP
1fCTX, alenie w SN, tylkou zwierzat bez ostony DEZ. Podsumowujac wyniki pierwszej czgsci
badan dotyczace opracowanego modelu, nalezy stwierdzié, ze podanie najwyzszej dawki 6-
OHDA bez ostony DEZ wywotato zmiany neurochemiczne i behawioralne przypominajace
zaawansowang PD ze wspolistniejacg depresja, dlatego tez model ten wykorzystano do
dalszych badan interakcji lekow.
W drugiej cze$ci rozprawy, w ktorej badano wptyw AMI lub DEZ, podawanych
chronicznie, oddzielnie lub tacznie z L-DOPA na zachowanie rotacyjne, wykazano,
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ze wielokrotne podania samych lekow przeciwdepresyjnych nie indukowato rotacji
kontralateralnych, natomiast wielokrotne podania samej L-DOPA lub taczne podania AMI
z L-DOPA lub DEZ z L-DOPA znaczaco zwigkszaty liczbe tych rotacji. W przypadku tgcznych
podan AMI 1 L-DOPA liczba rotacji kontralateralnych byta istotnie wyzsza, niz po podaniu
samej L-DOPA. Natomiast po tacznych podaniach DEZ i L-DOPA, chociaz obserwowano
wzrostowy trend w liczbie rotacji kontralateralnych w poroéwnaniu do efektu
L-DOPA, to ré6znica miedzy badanymi grupami nie osiggneta poziomu statystycznej istotnosci.
Skojarzone podanie AMI z L-DOPA =znaczaco podniosto tkankowe stezenie DA
w uszkodzonym STR i SN, jak rowniez po obu stronach HIP i fCTX, w poréwnaniu
z efektem dziatania samej L-DOPA. Natomiast tgczne chroniczne podanie DEZ z L-DOPA
w rownym stopniu jak sama L-DOPA podnosito stgzenie DA w ipsilateralnym STR i SN oraz
po obu stronach HIP. Jedynie w ipsilateralnej fCTX poziom DA po tacznych podaniach DEZ z
L-DOPA, byt wyzszy niz po podaniach samej L-DOPA. Laczne podanie AMI z L-DOPA
znaczaco podnosito stezenie NA w ipsilateralngj SN, natomiast lagczne podanie DEZ
z L-DOPA znaczaco zwigkszalo stezenie NA po obu stronach STR. Modulowanie st¢zenia
5-HT przez badane leki jest szczegolnie skomplikowane we wszystkich badanych strukturach
po stronie ipsilateralnej, gdyz w skutek uszkodzenia projekcji dopaminergicznych
unerwiajacych te struktury, L-DOPA jest przeksztalcana do DA w zakonczeniach
serotoninergicznych, ktore w STR, HIP i fCTX ulegly uszkodzeniu w okoto 50% po podaniu
6-OHDA w dawce 16 ug/ 4ul do MFB. W naszym modelu jedynie projekcje serotoninergiczne
unerwiajace SN nie zostaly uszkodzone w wyniku podania 6-OHDA do MFB. Po tacznym
podaniu AMI + L-DOPA nie obserwowano istotnych zmian w st¢zeniach 5-HT po obu stronach
badanych struktur motorycznych. Z kolei po tgcznym podaniu DEZ + L-DOPA nie stwierdzono
istotnych zmian w stezeniu 5-HT w ipsilateralnym STR, natomiast po stronie kontralateralnej
STR oraz w SN po obu stronach obserwowano wzrost st¢zenia tego neuroprzekaznika. W
badanych strukturach limbicznych, czyli HIP i fCTX, L-DOPA obnizata stezenie 5-HT po
stronie ipsilateralnej, a efekt ten byt odwracany w obecnosci AMI. W HIP negatywny efekt L-
DOPA na stgzenie 5-HT byt rowniez odwracany przez DEZ.
Badania autoradiograficzne pokazaty, ze uszkodzenie projekcji dopaminergicznych
i noradrenergicznych unerwiajgcych STR wywotane jednostronnym podaniem 6-OHDA do
MFB drastycznie obnizyto poziom wigzania znakowanych ligandéw do DAT i NET, ale nie
miato wplywu na poziom wigzania SERT w ipsilateralnym STR. W kontralateralnym STR
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widoczny byl kompensacyjny wzrost wigzania DAT 1 SERT, natomiast poziom wigzania NET
nie roznil si¢ w sposob statystycznie istotny od poziomu tego wigzania w grupie kontrolnej. Z
kolei w ipsilateralnej SN, w skutek degeneracji neuronéw dopaminowych obserwowano spadek
wigzania DAT, natomiast poziom wigzania NET i SERT znaczaco wzrastat po obu stronach tej
struktury. Kompensacyjny wzrost wigzania SERT obserwowano takze w HIP i fCTX po stronie
kontralateralnej. W strukturach limbicznych poziom wigzania NET analizowano tylko w fCT X.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze w nastepstwie jednostronnego uszkodzenie projekcji
noradrenergicznych unerwiajacej f{CTX po stronie kontralateralnej doszto do kompensacyjnego
wzrostu wigzania NET. Chroniczne podania samej AMI lub w potaczeniu z L-DOPA, istotnie
obnizaty poziom wigzania SERT we wszystkich badanych strukturach zar6wno po stronie
ipsilateralnej jak i kontralateralnej, w przeciwienstwie do L-DOPA, ktoranie miata wptywu na
poziom tego wigzania. Wychwyt zwrotny DA pochodzacej z L-DOPA w pozbawionym
unerwienia dopaminergicznego STR i SN odbywa si¢ gtéwnie za posrednictwem SERT i w
niewielkim stopniu przez NET. Stad tez, obnizenie poziomu wigzania SERT w obu tych
strukturach po tacznym podaniu AMI i L-DOPA moze oznacza¢ znacznie wigkszy wzrost
zewnatrzkomorkowego stezenia DA, niz po podaniu samej L-DOPA. Jedynie w odnerwionej
dopaminergicznie SN, obnizenie wigzania NET moze by¢ rowniez czynnikiem zwigkszajacym
poziom zewnatrzkomorkowej DA. W kontek$cie behawioralnym powyzej przedstawione dane
oznaczajg wieksza poprawe funkcji motorycznych po tacznym podaniu AMI i L-DOPA, niz po
podaniu samej L-DOPA.

Podsumowujac, wyniki niniejszych badan wykazaty, ze jednostronna pojedyncza
infuzja 6-OHDA w dawce 16 ug/4 ul do MFB szczura spowodowala behawioralne,
biochemiczne 1 funkcjonalne zmiany przypominajace zaawansowane stadium PD
z wspotistniejaca depresja. Wyniki badan jednoznacznie wskazuja, ze znacznie silniejsze
dzialanie tacznego podania AMI z L-DOPA, niz samej L-DOPA na poprawg funkcji
motorycznych jest efektem ztozonym 1 wynika zar6wno z obnizenia poziomu wigzania SERT
1 NET, jak i1 z wlasciwosci AMI jako agonisty postsynaptycznych receptorow DA Ds.
Nieznacznie stabsze dzialanie lacznego podania DEZ i1 L-DOPA na poprawe funkcji
motorycznych wskazuje, ze hamowanie wylacznie aktywno$ci NET w STR i SN nie ma
istotnego wptywu na zewngtrzkomorkowe stezenie DA pochodzacej z L-DOPA w tych
strukturach. Analiza poréwnawcza modulujacego wptywu tacznych podan AMI i L-DOPA lub
DEZ i L-DOPA na tkankowe stezenia monoamin w strukturach limbicznych po stronie
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ipsilateralnej wydaje si¢ wskazywac, ze w poznym stadium choroby skutecznos¢ skojarzonej

[

terapii w poprawie zdrowia psychicznego pacjentow moze by¢ raczej niewielka. Z drugiej
strony, ta samaanaliza przeprowadzonaw tych strukturach po stronie kontralateralnej, sugeruje
ze w przypadku mniej zaawansowanego procesu zwyrodnieniowego, takie skojarzone leczenie
moze poprawi¢ rownowage miedzy badanymi monoaminami, co moze mie¢ pozytywny wptyw

zarO6wno na stan psychiczny, jak i poprawe funkcji motorycznych pacjentéow z PD.
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Summary

Parkinson's disease (PD) is one of the most common neurodegenerative diseases in the
human population. Its development is associated with a gradual impairment of many
neurotransmitter systems, including dopaminergic pathways from the substantia nigra pars
compacta (SNc) and ventral tegmental area (VTA), ascending noradrenergic pathways from the
locus coeruleus (LC) and serotonergic pathways from the raphe nuclei (RN). In the clinical
picture, the appearance of characteristic motor symptoms, such as akinesiaand muscle rigidity,
is mainly due to the loss of dopaminergic neurons in the SNc, which results
in a dramatic decrease in dopamine (DA) concentration in the striatum (STR) and substantia
nigra (SN). However, in addition to motor impairment, numerous non-motor symptoms are
common at all stages of the disease, which distinctly reduce the quality of life of patients with
PD. Non-motor disorders include a range of neuropsychiatric symptoms (e.g., depression,
anxiety, apathy, psychosis), autonomic dysfunction, sleep problems, and other ailments.
Although PD has long been considered a purely motor disorder, the heterogeneous nature
of neurodegeneration and the significant predominance of non-motor symptoms now allow it
to be classified as a multi-system disorder. Therefore, therapeutic strategies should be aimed at
improving both motor and non-motor functions.

One of the most frequently observed non-motor symptoms, negatively affecting the
quality of life of patients with PD, namely depression, often remains undiagnosed and therefore,
is left untreated. The diagnosis of depression accompanying PD is difficult because one of its
symptoms, psychomotor retardation, may result from motor deficits, and in addition the
diagnosis is hindered by the effect of antiparkinsonian drugs on motor skills and mood. The
pathophysiology of depression associated with PD is unclear, but a growing body
of evidence suggests that it is secondary to neuroanatomical changes caused by progressive
neurodegenerative processes rather than a response to psychosocial stress and disability.

The most effective and widely used antiparkinsonian drug is the dopamine precursor -
3,4-dihydroxyphenyl-L-alanine (L-DOPA). The therapeutic effect of L-DOPA consists
in improving the movement disorders, mainly by reducing akinesia and muscle rigidity, but
without much effect on tremor. However, long-term use of L-DOPA does not reduce the
symptoms of depression occurring in this disease; moreover, it may itself cause the appearance
of depressive symptoms. Therefore, an application of antidepressants is highly recommended

for the treatment of depression both in the pre-symptomatic and symptomatic phases of the
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disease, when patients are given antiparkinsonian drugs, mainly L-DOPA. Commonly used
drugs in the treatment of depression in PD include classic tricyclic antidepressants (TCAS),
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), serotonin and norepinephrine reuptake
inhibitors (SNRIs), monoamine oxidase inhibitors (MAOIs) and dopamine receptor agonists.

The choice between TCAs and SSRIs in the treatment of depression in PD is a matter
of debate, although studies have shown similar efficacy of both groups of antidepressants
in relieving depression associated with PD. However, despite the widespread use
of antidepressants in the treatment of depression associated with PD, their role in the
modulation of behavioral and neurochemical markers induced by L-DOPA is poorly
understood. In order to reflect both the motor and non-motor symptoms of PD in experimental
conditions, it was necessary to develop an appropriate animal model of the disease.

Therefore, the first goal of our research was to develop an experimental model
of advanced PD with coexisting motor deficits and depressive-like behavior. The second aim
of this study was to use this model to investigate the interaction of two antidepressants with
different pharmacological profiles: amitriptyline (AMI) and desipramine (DES), administered
alone or in combination with L-DOPA, on motor behavior (contralateral rotations) and
biochemical markers (monoamine concentrations) in the selected structures of the rat brain, as
well as on the binding of radioligands to monoamine transporters, i.e., to the dopamine (DAT),
norepinephrine  (NET) and serotonin (SERT) transporters in these structures.
The model of advanced PD was developed by using the classic neurotoxin
6-hydroxydopamine (6-OHDA), in order to show that the degree of degeneration of the
3 main monoaminergic systemsin the motor (STR, SN) and limbic structures (prefrontal cortex,
fCTX; hippocampus, HIP) of the rat brain reflects both the state of their damage observed in
patients suffering from thisdisease as well as the coexistence of motor disorders and depressive-
like behaviors. This toxin specifically damages dopaminergic and noradrenergic neurons and
their terminals when administered directly intrastructurally to the brain. In order to prevent the
entry of this toxin into noradrenergic neurons, it is necessary to administer it simultaneously
shielding the neurons with NET-blocking substances (e.g., DES). To find the optimal dose of
6-OHDA, which will lead to a significant reduction in the tissue concentrations of dopamine
(DA), noradrenaline (NA) and serotonin (5-HT) in the motor and limbic structures of the rat
brain and will induce anhedonia as measured by the preference for sucrose consumption, this
toxin was administered unilaterally into the medial forebrain bundle (MFB) in three doses (8,
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12, 16 png/ 4 ul) with or without a DES shield. The results
of these studies showed that only the highest dose of 6-OHDA reduced the preference for
consumption of a 3% sucrose solution in both DES-shielded and non-shielded animals.
All applied doses of 6-OHDA radically reduced tissue concentrations of DA in the examined
brain structures on the lesioned (ipsilateral) side. NA concentration was significantly lower on
the ipsilateral side of the STR, HIP, and fCTX inanimals without the DES shield thanin animals
in which this toxin was administered with the DES shield. In the SN of animals in which 6-
OHDA was administered without the DES shield, only small decreases in the tissue
concentration of NA were observed on the ipsilateral side, while in rats in which the
administration of DES preceded the administration of 6-OHDA to the MFB, these decreases
were slightly greater and occurred on both sides of this structure. Higher doses of 6-OHDA
reduced 5-HT concentration on the lesioned side in the STR, HIP, and fCTX, but not in the SN,
only in animals without the DES shield. Summing up the results of the first part of the research
referring to the developed model, it should be stated that the administration of the highest dose
of 6-OHDA without the DES shield induced neurochemical and behavioral changes reminiscent
of advanced PD with comorbid depression; therefore, this model was used for further studies
on drug interactions.
In the second part of the dissertation, which describes an examination of the effect of
AMI or DES, administered chronically, alone or in combination with L-DOPA, on rotational
behavior, it was shown that repeated administrations of antidepressants alone did not induce
contralateral rotations, while repeated administrations of L-DOPA alone or combined
administrations of AMI with L-DOPA or DES with L-DOPA significantly increased
the number of these rotations. In the case of combined administration of AMI and L-DOPA,
the number of contralateral rotations was significantly higher than after the administration of
L-DOPA alone. However, after the combined administration of DES and L-DOPA, although
an upward trend in the number of contralateral rotations was observed when compared to the
effect of L-DOPA alone, the difference between the studied groups did not reach the level of
statistical significance. The combined administration of AMI with L-DOPA significantly
increased the tissue concentration of DA in the ipsilateral STR and SN, as well as on both sides
of HIP and fCTX, compared to the effect of L-DOPA alone. However, the combined chronic
administration of DES with L-DOPA increased the concentration of DA in the ipsilateral STR
and SN and on both sides of the HIP to a similar extent as L-DOPA alone. Only inthe ipsilateral
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fCTX the level of DA after the combined administration of DES with L-DOPA was
significantly higher than after administration of L-DOPA alone. The combined administration
of AMI with L-DOPA significantly increased the concentration of NA in the ipsilateral SN,
while the combined administration of DES with L-DOPA significantly increased the
concentration of NA on both sides of the STR. As for the modulation of 5-HT concentration by
the tested drugs, it was particularly complicated in all the studied structures on the ipsilateral
side, because as a result of damage to the dopaminergic projections innervating these structures,
L-DOPA is converted to DA in the serotonergic terminals, which in the STR, HIP and fCTX
were also damaged by about 50% after administration of 16 ng/4 ul 6-OHDA into the MFB. In
our model, only the serotonergic projections innervating the SN were not damaged by 6-OHDA
administered into the MFB. After the combined administration of AMI + L-DOPA, no
significant changes in 5-HT concentrations were observed on either side of motor structures.
On the other hand, after the combined administration of DES + L-DOPA, no significant changes
in the concentration of 5-HT were found in the ipsilateral STR, but a significant increase in the
concentration of this neurotransmitter was observed in the SN on both sides and in the
contralateral STR. In the examined limbic structures, i.e., the HIP and fCTX, L-DOPA
decreased the concentration of 5-HT on the ipsilateral side, and this effect was reversed in the
presence of AMI. In the HIP, the negative effect of L-DOPA on 5-HT concentration was also
reversed by DES.

Autoradiographic studies showed that lesions of dopaminergic and noradrenergic
projections innervating the STR caused by unilateral administration of 6-OHDA into the MFB,
drastically reduced the levels of radioligand binding to DAT and NET, but had
no effect on the level of SERT binding in the ipsilateral STR. In the contralateral STR,
a compensatory increase in DAT and SERT binding was visible, while the level of NET binding
did not differ significantly from the level of this binding in the control group. On the other hand,
in the ipsilateral SN, due to the degeneration of dopamine neurons, a decrease
in DAT binding was observed, while the level of NET and SERT binding significantly
increased on both sides of this structure. A compensatory increase in SERT binding was also
observed in the HIP and fCTX on the contralateral side. In limbic structures, the level of NET
binding was only analyzed in the fCTX. Autographic analysis showed that following
a unilateral lesion of the noradrenergic projection innervating fCTX, a compensatory increase
in NET binding occurred on the contralateral side. Chronic administration of AMI alone
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or in combination with L-DOPA, significantly decreased the level of SERT binding in all
examined structures, both on the ipsilateral and contralateral sides, in contrast to L-DOPA,
which had no significant effect on the level of this binding. The reuptake of L-DOPA-derived
DA in the DA-denervated STR and SN is mainly mediated by SERT and to a minor extent by
NET. Therefore, a decrease in the level of SERT binding in these structures after the combined
administration of AMI and L-DOPA may implicate a much greater increase in the extracellular
concentration of DA than after the administration of L-DOPA alone. Only in the DA-denervated
SN, the reduction of NET binding may also be a factor increase the level of extracellular DA.
In the behavioral context, the data presented above indicate a greater improvement in motor
function after the combined administration of AMI and L-DOPA than after the administration
of L-DOPA alone.

In summary, the results of this study showed that a unilateral single infusion of
6-OHDA at a dose of 16 pg/4 ul into the rat MFB resulted in behavioral, biochemical, and
functional changes resembling advanced-stage PD with concomitant depression. The results of
these studies unequivocally indicate that the much stronger pro-motor effect of the combined
administration of AMI with L-DOPA than L-DOPA alone is a complex effect and results both
from the reduction in the level of SERT and NET binding as well as from the properties of
AMI, i.e., its agonistic activity towards the postsynaptic DA D; receptors.
The slightly weaker pro-motor effect of the combined administration of DES and L-DOPA
indicates that inhibition of only NET activity in the STR and SN has no significant effect on
the extracellular concentration of L-DOPA-derived DA in these structures. A comparative
analysis of the modulating effects of combined administration of AMI and L-DOPA or DES
and L-DOPA on tissue monoamine concentrations in the ipsilateral limbic structures seems to
indicate that in the late stage of the disease, the effectiveness of combined therapy
in improving the mental health of patients may be rather low. On the other hand, the same
analysis carried out in these structures on the contralateral side suggests that in the case of less
advanced degenerative processes, such combined treatment may improve the balance between
the studied monoamines, which may have a positive effect on both the mental state and the

improvement of the motor functions of patients with PD.
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