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Streszczenie

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

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

Ponadto dopamina jest glbwnym neurotransmiterem kiebkow szyjnych, jednakze
jej rola w mechanizmie chemorecepcji wcigz wzbudza wiele kontrowersji. Kiebki szyjne
sg organem znajdujacym si¢ na rozwidleniu t¢tnicy szyjnej wspolnej na zewnetrzng i
wewnetrzng, odpowiadajacym za okoto 95% stymulacji oddychania pod wplywem

hipoksji, jak rowniez za okoto 20% odpowiedzi oddechowej na CO2 i H*. Rola kiebkow w
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normalnym oddychaniu pozostaje wciaz niewyjasniona, prawdopodobnie ich udziat w
normalnym oddychaniu wynosi 10-20%. Wiadomo jednak, ze rola dopaminy w
chemicznej regulacji oddychania jest dwojaka: dziatajac osrodkowo pobudza, a
obwodowo, tj. przez kiebki szyjne, hamuje odpowiedz oddechows.

Celem mojej pracy bylo okreslenie wpltywu OLDA i Me-OLDA na oddychanie i
odpowiedzi oddechowe na bodzce chemiczne u nieuspionych zwierzat oraz okreslenie po
przez jakie uktady receptorowe zwigzki te oddziatujg na regulacj¢ oddychania.
Rozroznienie pomiedzy dziataniem obwodowym i osrodkowym oraz udziatem
komponenty dopaminergicznej i wanilloidowej w ksztattowaniu odpowiedzi oddechowej
wywolanej podaniem badanych zwigzkow stanowito podstawowy element mojej pracy.

Badania przeprowadzitam przy uzyciu zestawu pletyzmograficznego dla zwierzat
nieuspionych (Buxco Electronics Wilmington NC). Pomiary wentylacji ptucnej 1 jej
sktadowych: czestosci 1 objetosci oddechowej przeprowadzitam w warunkach normoksji
(szczury oddychaty powietrzem atmosferycznym), w warunkach ostrej dwustopniowej
hipoksji (12% O i 8% O2 w N) oraz hiperkapnii (5% CO2 i 10% CO2 w O).

Obydwa badane zwigzki chemiczne tj. OLDA oraz Me-OLDA wplywaja na
oddychanie obnizajac odpowiedz oddechowa, zarowno w warunkach normoksji jak i
hipoksji, jednak wptyw samej OLDA na oddychanie jest dwukrotnie silniejszy. Na
przyktad, szczytowa hiperwentylacja hipoksyjna rejestrowana w 30 sek po podaniu 12%
bodZca hipoksyjnego zmniejszata si¢ z 1335,8 £99,2 w kontroli do 856,6 +73,7 ml/min/kg
(p<0.001) w hipoksji po OLDA i z 1347,9 £108,9 w kontroli do 1072,1 £76,8 ml/min/kg
(p<0.002) w hipoksji po Me-OLDA. Dziatanie zar6wno OLDA jak i Me-OLDA na
oddychanie zachodzi gtéwnie przez dopaminergiczny uktad receptorowy D2. Jednak w
przypadku Me-OLDA dziatanie to odbywa si¢ przede wszystkim przez uktad
dopaminergiczny obwodowy D2, za§ w przypadku OLDA istnieje rowniez udziat
komponenty osrodkowej. Za potwierdzeniem tego wniosku przemawiaja wykonane przeze
mnie do$wiadczenia z uzyciem antagonistow receptorow dopamniowych D2, tj.:
domperidonu (dziatajacego tylko obwodowo) i haloperidolu (dziatajacego osrodkowo i
obwodowo). Co wigcej, przeprowadzone przeze mnie badania potwierdzity mozliwe
dziatanie Me-OLDA na oddychanie przez receptory wanilloidowe TRPV1, a jednoczes$nie
wykluczyly takga mozliwos¢ w przypadku samej OLDA. Postawienie niniejszej tezy
badawczej umozliwity badania z zastosowaniem antagonisty receptorow wanilloidowych

TRPV1 - 5’-jodoresinoferotoksyny. Ponadto brak wptywu Me-OLDA na odpowiedzZ



oddechowa na hiperkapni¢ potwierdza swoisto$¢ dzialania tego zwiazku i sugeruje, ze
$ciezka dziatania tego zwigzku na oddychanie prowadzi gtéwnie przez kigbki szyjne. Z
kolei uzyskany efekt obnizenia odpowiedzi oddechowej na silny bodziec hiperkapniczny
po podaniu OLDA pozwala przypuszczac, ze charakter dziatania tego zwigzku na
oddychanie jest zar6wno obwodowy jak i osrodkowy.

Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie badan mozna wnioskowacé, ze
zarowno OLDA jak 1 Me-OLDA sg nowymi, lipidowymi pochodnymi dopaminy, ktore
majg potencjalng mozliwo$ci zwigkszania dostepnosci dopaminy w uktadzie nerwowym, a
wigc mogg odgrywac korygujaca role w neurodegeneracyjnych stanach jej niedoboru.
Oddzialywanie Me-OLDA wydawatoby si¢ korzystniejsze, gdyz nie poglebiataby ona
depresji oddechowej, bedacej czestym zaburzeniem towarzyszacym tym stanom, np.

chorobie Parkinsona.



Abstract

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

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

Dopamine also is the main neurotransmitter in the carotid bodies. The carotid bodies are
sensory organs placed at the bifurcation of the common carotid artery in the neck region, which
are responsible for about 95% of the hypoxic hyperventilation and about 20% of the hypercapnic
hyperventilation. The organs also respond to increased concentration of H* ions. The role of carotid
bodies in normoxic ventilation remains still unexplained, probably their contribution of to
normoxic ventilation amounts to 10-20%. The role of dopamine in the regulation of ventilatory
chemoreception is still subject of much controversy. It is known, however, that this role is
double: acting centrally, dopamine stimulates ventilation and peripherally, i.e., via the carotid

bodies, dopamine inhibits ventilation and its responses to hypoxia.



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

The study was conducted with the use of a plethysmographic rodent chamber
(Buxco Electronics Wilmington NC). The measurements of minute ventilation and its
components: tidal volume and breathing frequency were carried out in normoxic
conditions (rats breathed atmospheric air), and two sequential hypoxic (12% Oz and 8% O
in N2) and hypercapnic (5% CO2 and 10% CO2 in Oz) conditions.

The investigated chemical compounds OLDA and Me-OLDA decreased resting
ventilation and its responses to hypoxia; the influence of OLDA was about doubly stronger
than that of Me-OLDA. For instance, peak hypoxic hyperventilation recorded 30 s after the
onset of the 12% hypoxic stimulus decreased from 1335,8 £99,2 (control) to 856,6 73,7
ml/min/kg (hypoxia; p<0.001) after OLDA and from 1347,9 £108,9 (control) to 1072,1
+76,8 ml/min/kg (hypoxia; p<0.002) after Me-OLDA. The ventilatory effects of both
OLDA and Me-OLDA were exerted through the dopaminergic D2 receptor pathway.
However, in case of Me-OLDA this action ran mainly through the peripheral D2 receptor
pathway, whereas in case of OLDA the participation of the central dopaminergic
component also was evident. Furthermore, the experiments confirmed the possible action
of Me-OLDA on ventilation through vanilloid TRPV1 receptors and eliminated this
possibility for OLDA. Also, lack of the influence of Me-OLDA on the hypercapnic
ventilatory responses points to the specificity of the action of this compound regarding the
generation of hypoxic ventilation taking place in the carotid body. On the other hand, some
inhibitory effect of OLDA on the ventilatory response to 10% hypercapnia suggests that

this compound has both peripheral and central influence on ventilation.



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

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



