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STRESZCZENIE

WSTEP

6-OHDA, neurotoksyna oSrodkowego uktadu dopaminergicznego poda-
na szczurzym noworodkom wywotuje trwate uszkodzenie powyzszego
uktadu utrzymujgce sie przez cate zycie zwierzecia, ktére uznawane jest
za zwierzecy model choroby Parkinsona. Towarzyszy temu wzrost aktyw-
nosci oSrodkowego uktadu serotoninergicznego. Celem niniejszych badan
byta ocena zmian uktadu serotoninergicznego u szczuréw z réwnoczesng
lezjg osrodkowego uktadu dopaminergicznego (podaniem 6-OHDA) oraz
noradrenergicznego podaniem DSP-4 (neurotoksyny uktadu noradrener-
gicznego) .

MATERIAE | METODY

Szczurzym noworodkom samcom szczepu Wistar podano 1-go i 3-go dnia
zycia DSP-4 50.0 mg/kg SC oraz 3-go dnia zycia 6-OHDA 134 pg ICV
oddzielnie lub 13acznie. U dorostych zwierzat oznaczono zawarto$¢ amin
biogennych w mézgu metodg HPLC/ED.

WYNIKI
Wykazano i potwierdzono, ze u dorostych szczuréw z lezja osrodkowego
uktadu dopaminergicznego wykonana w okresie noworodkowym docho-
dzi do wzrostu zawartosci 5-HT i 5-HIAA w moézgu dorostych szczurow.
Rownoczesna lezja osrodkowego uktadu noradrenergicznego wykonana
podaniem noworodkom DSP-4 powoduje dalszy wzrost zawartosci bada-
nych amin indolowych w mézgu dorostych szczurow.
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WNIOSKI:

Laczne podanie 6-OHDA i DSP-4 (neurotoksyny ukitadu dopaminergicznego i noradrenergicz-
nego) noworodkom powoduje nasilenie aktywnosci osrodkowego uktadu serotoninergicznego u
dorostych szczuroéw, ktory wydaje sie zastepowac niedoczynny uktad dopaminergiczny.

SLOWA KLUCZOWE
6-OHDA, DSP-4, szczury, moézg, aminy biogenne

ABSTRACT

BACKGROUND

Rats lesioned shortly after birth with 6-OHDA (neurotoxin for the central dopaminergic system)
have been proposed to be a near-ideal model of severe Parkinson’s disease, because of non-lethal-
ity of the procedure, near-total destruction of nigrostriatal dopaminergic fibres and near-total
dopamine (DA) denervation of striatum. In such rodent model of Parkinson’s disease increase
of serotoninergic system in the brain of adult rats was observed. The aim of presented study was
to examine the central serotoninergic system in adult rats simultaneously lesioned with central
dopaminergic (using 6-OHDA) and noradrenergic system (using DSP-4).

MATERIAL AND METHODS
Newborn male Wistar rats were injected on the day 1% and 3™ of life with DSP-4 (neurotoxin for
noradrenergic system) 50.0 mg/kg SC, and on the day 3™ with 6-OHDA 134 pg ICV. Separately
and concomitantly. In adult animals the level of biogenic amines in the brain was estimated by
HPLC/ED technique.

RESULTS

It was shown that in rats lesioned as neonates with 6-OHDA increase of 5-HT and its metabolite
5-HIAA was observed in the brain of adult rats. Simultaneous lesion of the central dopaminergic
and noradrenergic system induce further increase in the level of indole amines in the brain of
adult rats.

CONCLUSIONS

Simultaneous lesion of the central dopaminergic and noradrenergic system of rats as neonates
increased activity of the central serotoninergic system which seems to be a substitute of the do-
paminergic one.

KEY WORDS
6-OHDA, DSP-4, rats, brain, biogenic amines

wodujac ich zniszczenie [1]. 6-OHDA poda-
na szczurzym noworodkom 3-go dnia zycia
w dawce 134 pg ICV (po potowie dawki do
lewej i prawej komory bocznej mbézgu) powo-
duje trwate, utrzymujace sie przez cale zycie
zwierzecia znaczne obnizenie zawartosci do-

WSTEP

6-hydroksydopamina (6-OHDA) jest neurotok-
syng, ktéry podana bezposrednio do o$rodko-
wego uktadu nerwowego (OUN), tj. do bocz-

nych komoér mozgu (ICV) jest wychwytywana
do neuronéw uktadu dopaminergicznego po-

paminy (DA) w mozgu (o ok. 98%), ktoremu
towarzyszy zniszczenie neuronéw dopamino-
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wych w prazkowiu [2]. Tak uzyskane uszko-
dzenie osrodkowego uktadu dopaminergicz-
nego u szczurOw zostato uznane za zwierzecy
model choroby Parkinsona [3]. Model ten
stuzy do badania interakcji z innymi oS$rod-
kowymi uktadami neuroprzekaznikowymi
w mozgu ssakow. I tak wykazano, ze u doro-
stych szczuréw ze zwierzecym modelem choro-
by Parkinsona dochodzi do wzrostu unerwie-
nia serotoninergicznego w prazkowiu [4-7]. Co
wigcej, rozrastajacy sie w prazkowiu szczurow
ze zniszczonym uktadem dopaminergicznym
uktad serotoninergiczny wydaje sie zastepo-
waé ten ostatni. Inna neurotoksyna bedaca
w centrum zainteresowania niniejszych badan
jest DSP-4 (N-(2-chlorethyl)-N-ethyl-2-bro-
mobenzylamina) zwigzek trwale zaburzajacy
procesy magazynowania noradrenaliny (NA)
w osrodkowym uktadzie noradrenergicznym
ssakow [8, 9]. Uprzednio opracowaliSmy wtas-
ny model uszkodzenia (lezji) o$rodkowego
uktadu noradrenergicznego u szczuréow poda-
jac DSP-4 50.0 mg/kg SC noworodkom 1-go
i 3-go dnia zycia [10]. W wyniku powyzszego
zawartos¢ NA w moézgu dorostych szczurow
(hipokamp, kora czotowa) obniza si¢ do ok.
4-5% wartosci kontrolnej [10]. Model ten
postuzyt takze do badan interakcji z osrodko-
wym uktadem dopaminergicznym u szczuréw
[11]. Celem niniejszej pracy byto zbadanie jak
rébwnoczesna lezja o§rodkowego uktadu dopa-
minergicznego i noradrenergicznego wywota-
na podaniem noworodkom 6-OHDA i DSP-4
wplywa na zawartos¢ 5-hydroksytryptaminy
(5-HT) w OUN dorostych szczurow.

MATERIAE I METODY

Doswiadczenie wykonano na nowo narodzo-
nych szczurach szczepu Wistar ptci meskiej
oraz u zwierzat po osiagnieciu dojrzatosci.
Szczury przez caly okres do§wiadczenia prze-
bywaty w pomieszczeniu o statej temperaturze
22 + 1°C i os$wietleniu 12:12 h (dzien — noc)
z nieograniczonym dostepem do wody i stan-
dardowej diety. Badania wykonano po uzyska-
niu zgody przez Lokalng Komisje Etyczng Sla-
skiego Uniwersytetu Medycznego (zezwolenie
nr 16/2007 z dnia 21.02.2007).

Szczurze noworodki podzielono na cztery gru-
py jak nastepuje:

1. Grupa kontrolna. Zwierzeta otrzymaty 1-
go i 3-go dnia zycia 0.9% roztwér NaCl

1.0 ml/kg masy ciata SC miedzy godzing
9.001 10.00. Ponadto zwierzeta 3-go dnia
zycia otrzymaty 0.9% roztwo6r NaCl z do-
datkiem 0.1% kwasu askorbinowego po
5 pl do kazdej bocznej komory moézgu
(ICV) w godzinach popotudniowych mie-
dzy 14.00-15.00.

2. Grupa z lezja oSrodkowego uktadu no-
radrenergicznego. Zwierzeta otrzymaty
1-go i 3-go dnia zycia DSP-4 50.0 mg/kg
SC (w objetosci 1.0 ml/kg SC) rano mie-
dzy godzing 9.00 i 10.00. Ponadto zwie-
rzeta 3-go dnia zycia otrzymaty 0.9%
roztw6r NaCl z dodatkiem 0.1% kwasu
askorbinowego po 5 pl do kazdej bocznej
komory mézgu (ICV) w godzinach popo-
tudniowych miedzy 14.00-15.00.

3. Grupa z lezja oSrodkowego uktadu do-
paminergicznego. Zwierzeta otrzymaly
1-go i 3-go dnia zycia 0.9% roztw6r NaCl
1.0 ml/kg SC rano miedzy godzing 9.00-
10.00. Ponadto zwierzeta 3-go dnia zy-
cia otrzymaty 6-OHDA 134 ng ICV (po
67 ng do kazdej bocznej komory mézgu
w 0.9% roztworze NaCl z dodatkiem
0.1% kwasu askorbinowego w objetosci
5 pl) w godzinach popotudniowych mie-
dzy 14.00-15.00.

4. Grupa z réwnoczesna lezja osrodkowe-
go uktadu noradrenergicznego i dopami-
nergicznego. Zwierzeta otrzymaly 1-go
i 3-go dnia zycia DSP-4 50.0 mg/kg SC
rano miedzy godzina 9.001i 10.00. Ponadto
3-go dnia zycia szczury otrzymaty 6-OHDA
w godzinach popotudniowych miedzy
14.00-15.00 (jak to opisano w punkcie 3).

Zwierzeta pozostawaty z matkami do 21 dnia
zycia, po czym byty oddzielane i umieszczane
w oddzielnych klatkach. Po osiggnieciu 2-go
miesigca zycia szczury byly uSmiercone przez
zgilotynowanie. Nastepnie po otwarciu czasz-
ki wyjmowano moézg, z ktoérego preparowano
prazkowie, hipokamp i kore czotows. Tkan-
ki natychmiast zamrazano na zestalonym
CO, (tzw. ,,suchym lodzie”) wazono i prze-
chowywano do oznaczen biochemicznych
w temperaturze -70°C. W powyzszych frag-
mentach mézgu oznaczono zawarto$s¢ NA,
DA i jej metabolitu DOPAC (kwas 3,4-dihy-
droksyfenylooctowy), 5-HT oraz jej metabo-
litu 5-HIAA (kwas 5-hydroksyindolooctowy)
metodg HPLC/EC [12]. Wyniki wyrazano
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w ng/g swiezej tkanki. R6znice miedzy gru-
pami poddano analizie statystycznej testem
ANOVA oraz postANOVA testem Neumana-
Kuelsa. Za miare istotnosSci przyjeto warto$¢
p mniejsza od 0.05.

WYNIKI I DYSKUSJA

PRAZKOWIE (TABELA 1)

W badanej strukturze zawarto$¢ NA byto na
granicy oznaczalnos$ci (wyniku nie podano).
DSP-4 nie zmieniato zawartosci DA i 5-HT ani
ich metabolitow w poréwnaniu z grupa kon-
trolng (wartosci wynosity ok. 9000 i 500 ng/g
Swiezej tkanki). 6-OHDA podana noworod-
kom oddzielnie lub tgcznie z DSP-4 obnizata
znacznie zawarto$¢ DA i jej metabolitu DO-
PAC w mbzgu w poréwnaniu z grupg kontrol-
na. Natomiast zawarto$¢ 5-HT i 5-HIAA w gru-

pie, ktora otrzymata 6-OHDA byta wyzsza niz
w grupie kontrolnej. U zwierzat z rdwnoczesng
lezjg osrodkowego uktadu dopaminergicznego
i noradrenergicznego zawartosci 5-HT, 5-HIAA
ulegty dalszemu zwiekszeniu.

KORA CZOLOWA (TABELA 1)

W badanej strukturze zawartos¢ NA w grupie
kontrolnej wynosita ok. 500 ng/g swiezej tkan-
ki. Podana noworodkom neurotoksyna DSP-4
oddzielnie lub tagcznie z 6-OHDA obnizata za-
warto$¢ NA odpowiednio do ok. 8 i 6% war-
tosci kontrolnych. Z kolei zawarto$¢ DA w ba-
danej strukturze w grupie kontrolnej wynosita
ok. 280 ng/g swiezej tkanki. DSP-4 zmieniata
zawarto$¢ DA i jej metabolitu DOPAC. Nato-
miast 6-OHDA podana oddzielnie lub t3acznie
z DSP-4 obnizata zawartos¢ NA w badanej
strukturze odpowiednio o ok. 31 i 33% war-
tosci kontrolnej. U dorostych szczuréw kon-

renergicznego wykonang w okresie noworodkowym.

Tabela 1. Zawarto3¢ amin biogennych w mézgu dorostych szczuréw z réwnoczesna lezjg osrodkowego uktadu dopaminergicznego i norad-

Table 1. Biogenic amines level in the brain of adult rats with simultaneously lesioned of the central dopaminergic and noradrenergic system as

neonates.
ZAWARTOSC AMIN BIOGENNYCH
ng/g Swiezej tkanki; x + SEM; n=6
¢~ BADANE
CZEC AMINY
MOZGU BIOGENIC AMINE CONTENT
ng/g of wet tissue; x + SEM; n=6
PART OF THE BRAIN EXAMINED GRUPA - GROUP
AMINES e oohd
ontrola -ohda
control 6-ohda dsp-4 dsp-4
DA 8798 £ 68 272 £ 22* 8533 £ 56 328 £ 21*
PRAZKOWIE DOPAC 635 + 20 89 + 12 649 28 91+ 15*
NA - - - -
STRIATUM 5-HT 472 +31 836 + 43* 490 + 25 1789 + 48*+
5-HIAA 438 + 42 411+ 36 796 + 39 1025 + 44
DA 283 £ 66 92 £13* 238 £ 41 78 £ 14*+
KORA CZOtOWA DOPAC 68 +£18 39+12 79 +£18 34+10
NA 476 £ 25 455+ 21 38 £ 11* 32 £ 8*+
FRONTAL CORTEX 5-HT 305 + 29 529 + 33* 279 £ 32 678 + 33*+
5-HIAA 172 + 31 156 + 23 159 £ 24 202 £ 56
DA
HIPOKAMP DOPAC - - : :
NA 448 + 33 472 £ 39 3211 34 £13*+
HIPOCAMPUS 5-HT 338 £ 31 412 £35 315 +29 497 + 38*
5-HIAA 127 £16 226 + 27* 13315 316 £ 25*+
Objasnienia: * p < 0.05 w poréwnaniu do Kontroli
+ p <0.05 w poréwnaniu do 6-OHDA
Explanations: * p < 0.05 versus Control

+ p <0.05 versus 6-OHDA
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trolnych zawarto$¢ 5-HT w badanej strukturze
wynosita ok. 300 ng/g swiezej tkanki. DSP-4
nie zmieniata zawartosci badanej aminy na-
tomiast 6-OHDA podwyzszata poziom 5-HT
o ok. 73% w poréwnaniu z kontrolg. Z ko-
lei u dorostych zwierzat po tacznym podaniu
noworodkom DSP-4 i 6-OHDA spowodowato
dalszy znamienny wzrost zawartosci 5-HT od-
powiednio 122% w poréwnaniu z grupa, kto-
ra otrzymata tylko 6-OHDA.

ZAKRET HIPOKAMPA (TABELA 1)
Zawarto$¢ DA i jej metabolitu DOPAC w ba-
danej strukturze byta na granicy oznaczalnosci
(wynikoéw nie podano). Zawarto$¢ NA w gru-
pie kontrolnej wynosita ok. 450 ng/g Swiezej
tkanki. DSP-4 podany oddzielnie lub t3acznie
z 6-OHDA obnizat zawarto$s¢ NA do wartosci
ok. 8% wartosci kontrolnej. Zawartos¢ 5-HT
w badanej strukturze grupy kontrolnej wyno-
sita ok. 340 ng/g Swiezej tkanki i wzrastata
W grupie zwierzat, ktore otrzymaty obie neuro-
toksyny tacznie (w poréwnaniu do kontroli).
Z kolei zawarto$¢ 5-HIAA w grupie kontrolnej
wynosita ok. 130 ng/g Swiezej tkanki i wzra-
stata o ok. 77% w grupie, ktéra otrzymata 6-
OHDA i ok. 120% w grupie, ktore otrzyma-
ty obie neurotoksyny tacznie w poréwnaniu
z grupa kontrolna.

DYSKUSJA

W niniejszych badaniach potwierdzono po-
przednie spostrzezenia dokonane w Zespole
Katedry Farmakologii w Zabrzu, a takze przez
innych, ze u zwierzat ze zniszczonym osrodko-
wym uktadem dopaminergicznym podaniem
noworodkom 6-OHDA dochodzi do wzrostu
zawartosci 5-HT w prazkowiu i innych struktu-
rach moézgu. Uprzednio wykazaliSmy réwniez,
ze biochemicznym zmianom o ktérych mowa
wyzej, towarzyszy rowniez wzrost reaktywno-
$ci osrodkowych receptoréw serotoninowych 5-
HT,. na podanie swoistego antagonisty mCPP
(1-(3-chlorfenylo)piperazyna) [4-7, 13-16].
Pierwszymi, ktorzy stwierdzili wzrost zawarto-
sci 5-HT w prazkowiu szczuréw z lezja osrod-
kowego uktadu dopaminergicznego wywotang
podaniem noworodkom 6-OHDA byli Sta-
chowiak i wspoétprac. [17, 18] oraz Mailmman
i wspotprac. [19]. Wykazali oni, ze po lezji ukta-
du dopaminergicznego dochodzi do rozrostu
zakoniczen neuronéw uktadu serotoninergicz-

nych. Zjawisko to wystepuje tylko woéweczas,
gdy poziom DA obniza si¢ ponizej 20% warto-
Sci kontrolnych [20]. Staje sie ono zauwazalne
ok. 10-go dnia po lezji uktadu dopaminergicz-
nego wykonanej u noworodkoéw i jest trwate,
tj. na cate zycie zwierzecia [21]. Wzrost aktyw-
nosci uktadu serotoninergicznego w prazkowiu
po lezji uktadu dopaminergicznego potwierdzili
takze inni [22, 23]. Co wigcej, okazato sig, ze
po lezji osrodkowego ukladu dopaminergicz-
nego moze dochodzi¢ do syntezy DA w osrod-
kowym uktadzie serotoninergicznym [23, 24].
Wzrost aktywnosci osrodkowego uktadu sero-
toninergicznego roéznymi metodami potwier-
dzono réwniez u chorych z chorobg Parkinsona
[25-28]. Powyzsze dane jak tez przedstawione
w niniejszym doSwiadczeniu wyniki potwier-
dzaja i wskazuja, ze w zwierzecym modelu
choroby Parkinsona wywotanym podaniem
noworodkom 6-OHDA dochodzi do wzrostu
aktywnosci osrodkowego uktadu serotoniner-
gicznego. Co wiecej, dodatkowa lezja osrod-
kowego uktadu noradrenergicznego wywotana
podaniem noworodkom DSP-4 nasila aktyw-
nos$¢ uktadu serotoninergicznego co manifestu-
je sie dalszym wzrostem zawartosci 5-HT i jej
metabolitu 5-HIAA w mézgu doSwiadczalnych
szczurow. Posrednim dowodem na powyzsze
mogg tez by¢ badania wskazujace, ze leki i sub-
stancje oddzialywujace na osrodkowy uktad
noradrenergiczny (w tym DSP-4) tagodza nie-
ktore patologiczne objawy w doSwiadczalnych
modelach choroby Parkinsona [29-31]. Warto
réwniez dodaé, ze pomimo, iz gtéwne zmiany
patologiczne w chorobie Parkinsona dotycza
uktadu nigrostriatalnego (czarnoprazkowio-
wego), to inne struktury moézgu jak chociazby
kora mozgowa, hipokamp czy jadro Meynerta
wydaja si¢ by¢ wciagniete w proces neurodege-
neracyjny [32]. Chorzy oprécz zaburzen moto-
rycznych czeSciej niz inni cierpig na depresje,
uposledzenie funkcji poznawczych i inne [33].
Powyzsze, przynajmniej czeSciowo wydaje si¢
by¢ zbiezne z naszymi obserwacjami (w mode-
lu zwierzecym), poniewaz zmiany zawartosci
amin nie ograniczyly si¢ jedynie do prazko-
wia ale rowniez wystgpity w innych badanych
strukturach mézgu.

WNIOSKI

1. Potwierdzono, ze neurotoksyny DSP-4 i 6-
OHDA podane szczurzym noworodkom
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oddzielnie wywierajg charakterystycz-
ne zmiany zawarto$ci amin biogennych
w mozgu dorostych szczurow.

2. kaczne podanie noworodkom DSP-4
i 6-OHDA nasila funkcje osrodkowego

uktadu serotoninergicznego u dorostych

szczuréw manifestujgce sie dalszym roz-
rostem zawarto$ci 5-HT i jej metabolitu
5-HIAA w poréwnaniu do odpowiednich

kontroli.

PODZIEKOWANIA:

Niniejsze badania finansowat Slaski Uniwer-
sytet Medyczny w Katowicach: NN-1-001/06
(badania statutowe).

Cze$¢ badan przedstawiono podczas “3rd
Neurotoxicity Society Meeting”, Chile, Pucon,
23-25 marca, 2007. Abstract Book, 58 (RB).
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