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1. WSTEP

1.1 Funkcja i definicja bolu

B4l jest zjawiskiem towarzyszgcym cztowiekowi od zarania dziejéw a opisy tego
zjawiska siegajq czaséw starozytnego Egiptu i Babilonu. Stowo "bdl" pochodzi od
facinskiego wyrazu ,poena” oznaczajgcego kare. Bél ostry jest zjawiskiem nieodtgcznie
zwigzanym z zyciem cztowieka, gdyz sygnalizuje zagrozenie dla integralnosci
i homeostazy organizmu. Biologiczna, czyli ostrzegawcza funkcja bélu prowadzi do
wytworzenia silnych skojarzen z zewnetrznym badZz wewnetrznym uszkodzeniem,
niezaleznie od tego czy dane okolicznosci jego wystgpienia je sugerujg. Umozliwia to
utrzymanie homeostazy w ustroju oraz przystosowuje organizm do podjecia dziatania -
"walcz lub uciekaj". Uporczywy, przewlekty bél jest schorzeniem samym w sobie
i czesto staje sie przyczyng innych jednostek chorobowych takich jak np. depresja.
Niewatpliwie bdl jest wiec takze zjawiskiem psychicznym oraz emocjonalnym co nadaje
mu subiektywnego charakteru. W 1979 roku Miedzynarodowe Stowarzyszenie Badania
Bolu (IASP- International Association for the Study of Pain) podjeto préby zdefiniowania
bdlu w ujeciu klinicznym jako: nieprzyjemne, zmystowe i emocjonalne przezycie
towarzyszace istniejgcemu lub zagrazajgcemu uszkodzeniu tkanki, badZ odnoszone do
takiego uszkodzenia.

Terapia bélu jest obecnie jednym z wyzwan nowoczesnej medycyny. Szczegdlnie bdl
przewlekty o podtozu nowotworowym jest obiektem zmagan naukowcéw i klinicystow.
Prowadzone badania nad poszukiwaniem nowych analgetykow w terapii bdlu
nowotworowego majg kluczowe znaczenie dla poprawy jakosci zycia pacjenta oraz

zachowania jego aktywnosci spotecznej.
1.2 Fizjologia bolu

W zjawisko odczuwania bdlu zaangazowane sg liczne mechanizmy, ktére sktadajg
sie na cztery podstawowe procesy: transdukcji, transmisji, modulacji oraz percepcji.
Transdukcja zwigzana jest bezposrednio z aktywacjg obwodowych wolnych zakonczen
wtdkien dosrodkowych neuronéw czuciowych (nocyceptordw) i przeksztatcenie bodzca

uszkadzajgcego w impuls elektrofizjologiczny. Istniejg trzy typy nocyceptorow
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w zaleznosci od bodzZca, ktéry je pobudza. Nalezg do nich termoreceptory reagujgce na
zmiany temperatury, mechanoreceptory reagujagce na bodice mechaniczne oraz
chemoreceptory odpowiedzialne za odbieranie bodzcédw chemicznych. Dziatanie
bodzZca uszkadzajacego prowadzi do uwolnienia obwodowych mediatoréw petnigcych
role aktywatoréw nocyceptoréw oraz inicjatorow reakcji zapalnej. Nalezg do nich
wewnatrzkomérkowe jony H' i K', prostaglandyny (PG) oraz bradykinina (BK)
uwolnione w procesie lizy bton komérkowych lub naczyn krwionosnych. Komérki
zwojowe bedace ciatami neuronéw czuciowych, w warunkach sensytyzacji
nocyceptoréw obwodowych syntetyzujg neuropeptydy gtéwnie substancje P (SP),
cholecystokinine (CCK) oraz peptyd zwigzany z genem kalcytoniny (CGRP).
Transportowane sg one do miejsca uszkodzenia i odpowiadajg za dalsze pobudzanie
wydzielania BK oraz histaminy z komdrek tucznych, serotoniny z ptytek krwi a takze
cytokin prozapalnych potegujagc proces zapalny. Ciggte pobudzanie nocyceptoréw
skutkuje pojawieniem sie zjawiska sensytyzacji obwodowej, z ktdrg zwigzane jest
zjawisko hiperalgezji termicznej bgdZz mechanicznej. Proces ten wigze sie z obnizeniem
progu bdlowego skutkujgcym silniejszym niz w warunkach fizjologicznych
odczuwaniem bdlu po stymulacji bodzcami termicznymi badz mechanicznymi. Zjawisko
hiperalgezji wystepujgce w miejscu uszkodzenia nosi nazwe hiperalgezji pierwotne;j.
Jednakze oprdcz zwiekszenia sie wrazliwosci skéry na bodzce bdélowe w miejscu
uszkodzenia tkanki, rozszerza sie takze obszar nadwrazliwosci w miejscach dookota
uszkodzenia. Proces ten opisywany jest jako hiperalgezja wtdorna (Coutaux 2005).
Transdukcja bodzcéw uszkadzajgcych przez nocyceptory mozliwa jest dzieki obecnosci
w ich btonie réinego rodzaju receptoréw takich jak: receptory z rodziny kanatéw
jonowych aktywowanych przejsciowym potencjatem (TRP) w tym waniloidowy TRPV1
wrazliwy na temperature, kapsaicyne i protony, receptory purynergiczne,
muskarynowe, serotoninowe 5-HT3, bradykininowe, nikotynowe, kinazy tyrozynowej A
(TRKA) oraz kanatéw jonowych Na® i K' oraz niezaleznych od napiecia kanatéw
aktywowanych protonami (ASIC) (Lewin i Moshourab 2004; Sommer 2004; Tominaga
i Caterina 2004; Mizmura i wsp. 2005; Burnstock 2009).

Impulsy elektryczne w bdlu fizjologicznym sg przewodzone na drodze transmisji

przez dwa typy widkien dosrodkowych: AS oraz C zwanych rowniez widknami
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"bélowymi". Kazde z tych rodzajéw wtdkien posiada inne wtasciwosci pozwalajgce im
na przewodzenie réznych rodzajéw informacji nocyceptywnej. Nocyceptory widkien
typu AS oraz C posiadajg do$é wysoki prég aktywacji, co oznacza, ze tylko intensywne,
uszkadzajgce bodice sg w stanie pobudzi¢ receptor (Campbell i wsp. 1989; Light
i wsp. 1993). Wtékna Ad o srednicy 1-5um s3g skgpo zmielinizowane, co czyni je
wtdknami przewodzacymi informacje z szybkoscig 5-30m/s. Odpowiadajg one zaréwno
na bodzce mechaniczne jak i termiczne a informacja nimi przewodzona odbierana jest
jako szybki, ktujgcy bél. Widkna typu C nalezg do najmniejszych wtdkien
niezmielinizowanych wolnoprzewodzacych (ponizej 3m/s) osiggajacych Srednice
ponizej 1,5um. Nocyceptory widkien typu C nalezg do receptorow polimodalnych
reagujacych na szerokie spektrum uszkadzajgcych bodzcéw zaréwno mechanicznych,
termicznych i chemicznych (Perl 1996; Cain i wsp. 2001). Wtdkna te odpowiedzialne sg
za odczuwanie powolnego, piekacego bélu, trudnego do jednoznacznego
zlokalizowania ze wzgledu na rozlegte usieciowanie widkien. Trzeci typ widkien AR
odpowiedzialny jest za czucie dotyku i nie majg one wptywu na powstawanie odczuc
bolowych w warunkach fizjologicznych. Wysokozmielinizowane witdkna, o duzej
Srednicy (4-12um), posiadajg niski prég pobudzenia i pozwalajag na szybkie
przewodzenie potencjatéw czynnosciowych z predkoscig 50-70m/s. Wtdkna tego typu
zaangazowane s3 jednak w mechanizm odczuwania bdlu patologicznego np.
neuropatycznego, gdzie w wyniku uszkodzenia nerwu obwodowego pojawia sie
zjawisko allodynii, czyli przeczulicy na niebélowe bodzce mechaniczne lub termiczne.
Aksony neurondéw czuciowych znajdujg swoje zakonczenie w rogach tylnych rdzenia
kregowego bedgcego pierwszym punktem modulacji oraz pierwszym pietrem
przetwarzania informacji nocyceptywnej. Rogi tylne rdzenia kregowego skfadajg sie
z 10 warstw w czym 6 z nich nalezy do uktadu czuciowego. Wtdkna typu C dochodza
jedynie do warstw i ll, gdzie tworzg synapsy bezposrednio z neuronami projekcyjnymi
nocyceptywnymi (NS). W warstwie Il aksony wtdékien C tworzg takze synapsy
z neuronami wstawkowymi pobudzajgcymi (glutaminergicznymi) lub hamujgcymi
(GABA-ergicznymi, glicynergicznymi i enkefalinergicznymi), ktére to z kolei tworzg
potaczenia z neuronami konwergencyjnymi (WDR) w warstwie V. Neurony wstawkowe

majg za zadanie wzmacnia¢ lub hamowac¢ odpowiedZ neuronéw NS i WDR wptywajac
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na modulacje informacji nocyceptywnej przekazywanej dalej do wyzszych pieter
uktadu nerwowego. Wiekszos¢ wtdkien Ad posiada swoje zakonczenia w wierzchniej
warstwie | i Il tworzac, podobnie jak wtdkna C, pofaczenia z neuronami NS. Wtdkna te
dochodzg takie do gtebszych warstw IV, V i VI tworzac bezposrednio synapsy
z neuronami WDR. Witdkna AP unerwiajg natomiast gtdwnie gtebsze warstwy IlI-V
i tworzg synapsy z neuronami o niskim progu pobudzenia (LT) przewodzgcymi
nieuszkadzajgce bodzce dotykowe oraz z neuronami WDR (Mello i Dickenson 2008).
Neurony WDRpobudzane s szerokim zakresem bodzcow, od lekkiego dotyku do
bodzcéw uszkadzajgcych, zaréwno termicznych, mechanicznych czy chemicznych
o szerokim zakresie natezenia. Synapsy utworzone w rogach tylnych rdzenia
kregowego pomiedzy aksonem pierwotnych wtékien dosrodkowych (btona
presynaptyczna) a neuronem projekcyjnym (btona postsynaptyczna) sg miejscem
oddziatywan wachlarza neurotransmiteréwz receptorami czego wynikiem jest
modulacja informacji nocyceptywnej (Furst 1999). Do receptorow zlokalizowanych
zarowno w btonie presynaptycznej jak i postsynaptycznej nalezg min. receptory NK-1,
receptory opioidowe, serotoninowe 5-HT, i 5-HT; a-adrenergiczne oraz GABA.
Receptory te biorg udziat zaréwno w przewodzeniu jak i modulacji bodzcow bdlowych
i sg takze potencjalnym miejscem dziatania lekéw przeciwbdlowych. Wskutek
przesuwania sie potencjatu czynnoéciowego wzdtuz aksonu nastepuje naptyw Ca*
przez zalezne od napiecia kanaty wapniowe (VGCC) w bfonie presynaptycznej
i uwolnienie neuroprzekaznikow zmagazynowanych w pecherzykach
presynaptycznych. Do jednych z gtéwnych neuroprzekaznikdw nalezg min. aminokwasy
pobudzajgce (EAA): glutaminian i asparaginian a takze SP i neurokinina A (NKA).
Substancje te wydzielane sg do szczeliny miedzysynaptycznej, gdzie wigzg sie z
wiasciwymi receptorami postsynaptycznymi. EAA aktywujg receptory jonotropowe dla
kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolo-propionowego (AMPA), kwasu
N-metylo-D-asparaginowego (NMDA), receptory kainianowe (KAR) a takze
metabotropowe receptory mGIluR dla glutaminianu (Dingledine i wsp. 1999).
Receptory AMPA i KAR odpowiadajg za nagty naptyw jonéw Na® i szybka depolaryzacje
btony komdrkowej neuronéw dzieki czemu uczestniczg w aktywacji bramkowanych

napieciem i zaleznych od liganda receptorow NMDA. Receptory NMDA przy
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fizjologicznym stezeniu jonow Mg2+ pozostajg niewrazliwe na pobudzenie
glutaminianem. Otwarcie kanatu NMDA nastepuje poprzez usuniecie blokujgcego
kanat jonu Mg®* wskutek przedtuzonej depolaryzacji po zwiazaniu glutaminianu do
receptoréw AMPA |lub SP do receptoréw NK-1. Receptor NMDA po zwigzaniu
glutaminianu zostaje otwarty co skutkuje silnym naptywem jonéw Ca’* do wnetrza
komorki. Ponadto zwigzanie glutaminianu z receptorami metabotropowymi mGIluR
powoduje uruchomienie wewngatrzkomérkowych szlakéw sygnatowych poprzez
aktywacje fosfolipazy C (PLC) i synteze inozytolotrifosforanu (IP3) oraz diacyloglicerolu
(DAG). Inozytolotrifosforan przyczynia sie do dalszego zwiekszenia stezenia jondw Ca**
w komdrce poprzez ich uwalnianie z siateczki srédplazmatycznej. Diacyloglicerol
stymuluje natomiast aktywacje kinazy biatkowej C (PKC), ktéra w warunkach
zwiekszenia przepuszczalnosci btony komérkowej i w $rodowisku wysokiej podazy Ca**
prowadzi do wzmozonej ekspresji gendw biatek receptorowych (np. receptoréw
NMDA), protoonkogendw c-fos i c-jun i syntezy neuropeptydéw (enkefaliny, dynorfiny,
SP). Wzrost stezenia jonéw ca® prowadzi takze do aktywacji innych enzymoéw takich
jak: syntaza tlenku azotu (NOS), cyklooksygenaza 2 (COX-2), fosfolipaza A2 (PLA2),
lipooksygenaza (LOX) oraz kinazy zalezne od Ca** i kalmoduliny (CaMK). Inicjuje to
wzmozong synteze prostaglandyn, tromboksanu, leukotrienéw oraz tlenku azotu (NO).
Tlenek azotu dyfundujgc wstecznie do zakoniczen presynaptycznych obniza prog
pobudliwos$ci nocyceptorédw, zwieksza wydzielanie glutaminianu oraz ekspresje
kanatéw Ca”* typu N (Przeklasa-Muszynska 2006). Mechanizm aktywacji i zwiekszonej
ekspresji receptoréw NMDA jest przyczyng pojawienia sie samonapedzajacego (ang. -
wind-up) zjawiska uwrazliwienia neurondw rogdéw tylnych rdzenia kregowego na
stymulacje nocyceptywng oraz utrzymanie ich wrazliwosci po zakonczeniu stymulacji
(Herrero i wsp. 2000). Proces "wind-up" jest jedng z czesci sktadowych zjawiska
osrodkowej sensytyzacji, ktéra prowadzi réwniez do powstania hiperalgezji wtérnej,
bdlu rzutowanego oraz zjawiska pamieci bélowe;j.

Oprdcz udziatu komérek nerwowych w transmisji bolowej na poziomie rogéw
tylnych rdzenia kregowego, badania wskazujg takze na udziat astro i mikrogleju w tym
procesie poprzez produkcje cytokin (Uceyler i wsp. 2009). Aktywowane przez EAA, SP

i NO astrocyty produkujg szereg mediatoréw prozapalnych wptywajgcych na
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zwiekszenie przepuszczalnosci kanatéw dla jondw Na®, kanatéw VGCC dla jonéw ca*
oraz zna wiekszenie ekspresji receptorow AMPA i receptorow Bl dla bradykininy
(Beattie i wsp. 2002; Cuhna i wsp. 2007; Czeschik i wsp. 2008). Ponadto cytokiny
prozapalne jak IL-1 i IL-6 wzmagajg wydzielanie SP (Inoue i wsp. 1999; Murphy i wsp.
1999) oraz CGRP (Hou i wsp. 2003). Informacja nocyceptywna wedruje dalej do
wyzszych pieter OUN drogami wstepujacymi: drogg rdzeniowo-wzgdrzowa
przysrodkowa i boczng. Aksony neurondw warstwy | i V rogdéw tylnych rdzenia
kregowego tworzg droge rdzeniowo-wzgdérzowg boczng i przekazujg informacje
nocyceptywng do wzgdérza a nastepnie do kory wyspowej odpowiadajgcej za
emocjonalne odczuwanie bélu. Neurony z gtebszych warstw: Il, IV-VIII wchodzg w sktad
szlaku rdzeniowo-wzgdérzowego przysrodkowego i przewodzg impulsy do jadra
brzusznego tylno-bocznego (VPL) wzgdrza, jagder mostu, oraz podwzgdrza a nastepnie
przekazujg informacje do kory czuciowej. Droga ta odpowiada za jakosciowe, ilosciowe
oraz topograficzne doswiadczenie bdlu a takze inicjuje zachowania organizmu
prowadzace do ochrony uszkodzonej tkanki. Szlak rdzeniowo-wzgdérzowy
przysrodkowy tworzy potgczenie z neuronami tworu siatkowatego mostu (szlak
rdzeniowo-siatkowaty), ktérych pobudzenie na skutek doznan bdlowych
w konsekwencji prowadzi do wystgpienia objawdw ze strony wegetatywnego uktadu
nerwowego takich jak rozszerzenie zZrenic, pocenie sie (Craig 2003). Neurony szlaku
rdzeniowo-wzgdérzowego przysrodkowego przesytajg rowniez informacje
nocyceptywng do substancji szarej okotowodociggowej (PAG) tworzgc most pomiedzy
bdlowa drogg wstepujaca i zstepujaca.

Dziatanie uszkadzajgcego bodzca bdlowego nie zawsze wigze sie z percepcjg bélu.
Przekazanie informacji nocyceptywnej do wyzszych pieter OUN pozostaje pod kontrolg
zstepujacych szlakébw hamowania bélu, ograniczajacych aktywno$é neurondw
projekcyjnych w rogach tylnych rdzenia kregowego. W procesie tym biorg udziat
endogenne zwigzki opioidowe oraz inne neuroprzekazniki takie jak noradrenalina,
serotonina czy GABA. Nadrzedng role w mechanizmie hamowania bdlu w drogach
zstepujacych petnig PAG w $srédmdzgowiu oraz brzuszno-dogtowowa czes¢ rdzenia
przedtuzonego (RVM). Do struktur RVM nalezg jgdra wielkie szwu (NRM) zawierajgce

neurony serotoninergiczne oraz sgsiadujgce jadra brzusznej czesci tworu siatkowatego.
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Do zstepujacego uktadu antynocyceptywnego nalezy takze jadro sinawe pnia mdzgu
(LC), zawierajgce neurony noradrenergiczne. Aksony z PAG przekazujg impulsy do jader
tworu siatkowatego a nastepnie do rogéw tylnych rdzenia kregowego, gdzie tworza
synapsy z neuronami WDR i NS. Pobudzenie RVM i LC powoduje uwolnienie serotoniny
i noradrenaliny. Neurony noradrenergiczne wykazujg dziatanie hamujace poprzez
presynaptyczne receptory a,-adrenergiczne ktdre poprzez zwigkszenie przewodnictwa
kanatéw K* oraz hamowanie kanatéw dla jonéw Ca** w konsekwencji doprowadzajg do
zmniejszenia uwalniania przekaznikdw pronocyceptywnych takich jak SP, CGRP, EAA.
Aktywacja postsynaptycznych receptoréow aj-adrenergicznych hamuje aktywnos¢
neurondéw rdzenia kregowego rdwniez w sposdb posredni poprzez aktywacje
neurondéw  serotoninergicznych, cholinergicznych,  enkefalinergicznych  oraz
GABA-ergicznych (Millan 2002).

Proces modulacji bélu ma miejsce na poziomie rogéw tylnych rdzenia kregowego
wedtug tzw. ,teorii bramki kontrolnej”. W 1965 roku Malzac i Wall na bazie obserwaciji,
ze aktywacja nocyceptoréw obwodowych nie zawsze prowadzi do percepcji bédlu,
sformutowali teorie tzw. bramkowania bdlu. Podstawowy mechanizm zaktada istnienie
na poziomie rogéw tylnych rdzenia kregowego bramki kontrolnej, od otwarcia ktérej
zalezy przekazanie dalej informacji nocyceptywnej. Aktywnos¢ neurondéw
projekcyjnych kontrolowana jest przez hamujgce neurony wstawkowe redukujgce
doptyw do nich impulséw bdélowych. Podraznienie zmielinizowanych, grubych widkien
AB powoduje aktywacje neuronu wstawkowego, ktory zamyka bramke wywierajgc
presynaptyczne dziatanie hamujgce na aktywnos$é¢ neuronu projekcyjnego. Wrazenia
czuciowe odbierane sg wiec jako bezbolesne dopdki w uktadzie przewaza impulsacja
przewodzona przez widkna Aoa/AB. Bolesny bodziec bdlowy powoduje zwiekszenie
udziatu impulsacji pochodzacej z wtékien C, ktéra hamuje aktywnos$é neurondw
wstawkowych, co prowadzi do otwarcia bramki i pobudzenia neuronu projekcyjnego
do wzmozonego wysytania impulsacji nocyceptywnej drogg rdzeniowo-wzgdrzowa

(Malzac i Wall 1965) (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Schemat bramki rdzeniowej wg. teorii Malzac'a i Wall'a. NW - neuron wstawkowy hamujgcy;

NP - neuron projekcyjny; DW - drogi wstepujgce.

1.3 Charakterystyka i funkcja receptoréw opioidowych

System opioidowy jest jednym z gtéwnych uktadow zaangazowanych w ewolucyjnie
konserwatywne mechanizmy takie jak: modulacja bodzcéow bdlowych, zachowania

zwigzane z odczuwaniem przyjemnosci, strachu oraz mechanizmoéw prowadzacych do
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uzaleznienia (Herz 1998; Inturrisi 2002, Petrovic i wsp. 2008; Lehner i wsp. 2010).
Istnienie receptoréw opioidowych po raz pierwszy zostato udokumentowane w 1973r.
w badaniach wigzania radioizotopowych ligandéw opioidowych do receptoréw
obecnych w homogenacie mézgu szczura (Pert i Snyder 1973; Simon i wsp. 1973;
Terenius 1973). Pierwsze préby sklasyfikowania receptorow podijeli Gilbert i Martin
(1976) oraz Lord i wspoétpracownicy (1977) opierajac sie na doswiadczeniach wigzania
opiatéow do receptoréw opioidowych zlokalizowanych w mysich nasieniowodéw. We
wczesnych latach 90-tych podjeto sie sklonowania receptora opioidowego pu (Chen
i wsp. 1993, Thompson i wsp. 1993), & (Evans i wsp. 1992) oraz k (Li i wsp. 1993,
Yasuda i wsp. 1993; Meng i wsp. 1993). Oprdécz klasycznych typéw receptoréw
opioidowych zidentyfikowano takie opioidopodobny receptor ORL1 dla
nocyceptyny/orfaniny FQ. Struktura i funkcja tego receptora podobna jest do
klasycznych receptoréw opioidowych a jego endogenny ligand wykazuje podobienstwo
strukturalne do dynorfiny A. Receptor ORL1 dzieli bowiem z receptorami opioidowymi
70% homologii a takze posiada zdolno$¢ hamowania cyklazy adenylowej po zwigzaniu
endogenego liganda podobnego do dynorfiny A — nocyceptyny (Meunier i wsp. 2002).
Niemniej jednak nadal uwaza sie go za receptor nietypowy ze wzgledu na odmienny
profil farmakologiczny po zwigzaniu liganda. Udowodniono, ze agonisci wykazujacy
wysokie powinowactwo do pozostatych trzech typdéw receptorow opioidowych
wykazujg bardzo stabe wigzanie do receptora ORL1 (Bunzow i wsp. 1994).

Receptory opioidowe nalezg do klasy receptoréw rodopsynopodobnych, nadrodziny
receptorow metabotropowych zwigzanych z biatkiem G (GPCR), posiadajacych siedem
domen przezbtonowych, trzy petle zewngtrz i wewnatrzkomérkowe oraz
zewnatrzkomodrkowy C-koniec i wewnatrzkomérkowy N-koniec (Fukuda i wsp. 1993).
W procesie wigzania liganda biorg udziat V-VII domeny przezbtonowe w przypadku
receptora 6, w receptorze p funkcje te spetnia petla zewngtrzkomérkowa |
a w receptorze K, petla zewnatrzkomoérkowa 1l i domena przezbtonowa IV. Pierwsza
i trzecia petla wewngatrzkomorkowa, domena V oraz C-koniec odpowiedzialne s3 za
uruchomienie wewnatrzkomdrkowych szlakéw sygnatowych. Mimo, ze receptory
opioidowe kodowane sg przez rézne geny oraz wystepujg w wielu wariantach wykazujg

60% homologii (Chaturvedi 2000) dzieki potranskrypcyjnym modyfikacjom mRNA (Wei
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i wsp. 2004; Wei i Loh 2011). Najwyzszg homologie zaobserwowano w domenach
przezbtonowych i petlach wewnatrzkomdrkowych. Najwiekszg zmienno$¢ sekwencji
wykazujg natomiast C i N-koniec oraz petle zewnatrzkomdrkowe co przektada sie na
unikalne wtasciwosci farmakologiczne réznych typow receptoréw (Akil i wsp. 1996; Pil
i Tytgat 2003). Dodatkowo za wtasciwosci te odpowiedzialny moze by¢ takze proces
oligomeryzacji i heterodimeryzacji receptoréw (Bouvier 2001; Rios i wsp. 2001; Levac
2002; Gupta i wsp. 2006).

Receptory opioidowe wystepujg zaréwno w strukturach osrodkowego (madzg i rdzen
kregowy) jak i obwodowego uktadu nerwowego na zakoriczeniach nerwdéw czuciowych
oraz w tkankach o pochodzeniu innym niz neuronalne. Rozmieszczenie poszczegdlnych
receptoréw opioidowych w mdézgu cztowieka jest nastepujace: p - 23%, 6 - 27% oraz k-
30%. W mozgu receptory opioidowe typu W sg gesto rozmieszczone w warstwie Il i IV
kory nowej, prazkowiu, jadrze pdétlezagcym, wzgdrzu, hipokampie, ciele migdatowatym,
jadrze pasma samotnego. Duza ich gestos¢ zidentyfikowana zostata réwniez w PAG
i jadrach szwu. Takie rozmieszczenie receptorow p jest spdjne z ich rolg w procesie
percepcji bélu oraz integracji sensomotorycznej. Receptory opioidowe & sg szczegdlnie
silnie reprezentowane w strukturach nerwowych zwigzanych z powonieniem a takze
szeroko zlokalizowane w korze nowej, prazkowiu, jadrze podtlezagcym, ciele
migdatowatym, podczas gdy ich ilos¢ we wzgdrzu, podwzgdrzu oraz hipokampie
pozostaje ograniczona. Rozmieszczenie tego typu receptoréw wskazuje na ich udziat
w procesach ruchowych, wechowych oraz poznawczych. W przeciwienstwie do dwdch
poprzednich typdéw receptoréw, receptory opioidowe k w umiarkowanym stopniu
wystepujg w prazkowiu, jadrze pétlezgcym, wzgdrzu, ciele migdatowatym oraz ptacie
tylnym przysadki mdzgowej. Receptory opioidowe k biorg udziat w percepcji bélu,
funkcjach endokrynnych, oraz zachowaniach zywieniowych (Mansour i wsp. 1988).
Receptorowi ORL1 przypisuje sie role w regulacji funkcji mdzgu wigzanych
z zachowaniami instynktownymi i pamieciowymi a takze emocjami oraz funkcjami
sensomotorycznymi. Jego dystrybucja wskazuje takze na role w modulacji bdlu.
Receptor ten, dzieki metodom hybrydyzacji in situ, technice RT-PCR oraz metodom
autoradiograficznym zidentyfikowano w duzej liczbie w strukturach OUN gtéwnie

w hipokampie, przegrodzie, PAG, ciele migdatowatym, wzgdrzu oraz podwzgdrzu.
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Obecny jest takze w istocie szarej rogow grzbietowych i brzusznych rdzenia kregowego
oraz w tkankach obwodowych (np. uktad pokarmowy, nerki, siatkdwka, serce) oraz
komaérkach uktadu immunologicznego (Chen i wsp. 1994; Mollerau i wsp. 1994; Wick
i wsp. 1995; Makman i Dvorkin 1997, Dumont i Lemaire 1998; Neal i wsp. 1999; Osinski
i wsp. 1999).

W rdzeniu kregowym, moscie i rdzeniu przedtuzonym receptory opioidowe
odpowiedzialne sg za modulacje szlakéw wstepujacych oraz zstepujacych szlakéw
hamowania bodlu. Ekspresja receptoréw opioidowych zostata udokumentowana
w szlaku wstepujacym w zwojach korzeni grzbietowych nerwéw rdzeniowych, jadrze
rdzeniowym nerwu tréjdzielnego oraz w zstepujacej drodze hamowania bdlu w PAG,
moscie, jadrze siatkowatym posrednim, jgdrze gérnym srodkowym oraz jadrze wielkim
szwu (Pan i wsp. 2004). Receptory opioidowe podobnie jak wiekszo$¢ receptoréw typu
GPCR wystepujg w dwdch stanach aktywnosci: formie aktywnej oraz nieaktywnej
wykazujgcej jednak pewien poziom aktywnosci podstawowej. Ligandy modulujgce
aktywnos¢ receptora mozna podzieli¢ w zaleznosci od ich wptywu na jego
funkcjonalno$é. Petni agonisci doprowadzajg receptor do formy catkowicie aktywnej.
Czesciowi agonisci prowadza do zwiekszenia aktywnosci ponad aktywnosc
podstawowg. Antagonisci blokujg miejsce wigzania dla agonistéw, nie wptywajac na
zmiane aktywnos$ci podstawowej. Odwrotni agonisci wywotujg stan receptora
charakteryzujacy sie nizszg od podstawowej aktywnoscig (Kenakin 2002).

Oprdcz udziatu w procesie hamowania bdlu receptory opioidowe wptywajg takze
posrednio na funkcje innych uktadéw. Receptory typu p oraz & zaangazowane sg
w blokowanie wydzielania acetylocholiny w mézgu (Hirokami i wsp. 1994; Gazyakan
i wsp. 2000; Kearns i wsp. 2001; Sakai i wsp. 2002). Zjawisko to zostato opisane w
badaniach na myszach pozbawionych receptoréw opioidowych u. W badanym modelu
zaobserwowano kompensacyjny wzrost aktywnosci syntazy acetylocholiny oraz
zmniejszenie ilosci receptoréw muskarynowych M2 (Tien i wsp. 2004). Receptory
opioidowe biorg takze udziat w modulacji wydzielania noradrenaliny (Jackish i wsp.
1986), wazopresyny (Wells i Forsling 1991), dynorfiny i glutaminianu (Gannon i wsp.
1992) oraz dopaminy (Smith i wsp. 1992; Ford i wsp. 2006,2007). Co wiecej wykazano,

Ze receptory opioidowe modulujg procesy neurogenezy in vitro oraz in vivo (Persson
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i wsp. 2003; Narita i wsp. 2006; Khurshid i wsp. 2010). Ich pobudzenie promuje takze
neuroprotekcje po uszkodzeniu ischemicznym in vivo i w warunkach hipoksji in vitro
(Zhang i wsp. 2002, 2003; Zhao i wsp. 2006; Kawalec i wsp. 2011).

Wystepowanie receptoréw opioidowych nie ogranicza sie jednak tylko do struktur
mozgu czy rdzenia kregowego. Receptory opioidowe zlokalizowane s3g takze w obrebie
obwodowego uktadu nerwowego na obwodowych zakonczeniach nerwéw czuciowych
unerwiajgcych uktad pokarmowy (Bagnol i wsp. 1997; Holzer i wsp. 2004). Receptory
opioidowe zlokalizowane s takize w innych nieneuronalnych tkankach np.
w srédbtonku naczyn krwionosnych i serca, gdzie biorg udziat w procesie kurczenia sie
naczyn zaleznego od tlenku azotu (Stefano i wsp. 1998; Cadet i wsp. 2000; Leo i wsp.
2009). Znajdujg sie takze w keratynocytach i fibroblastach (Bigliardi-Qi i wsp.
2004,2006; Salemi i wsp. 2005) oraz na powierzchni komoérek uktadu
immunologicznego (Bidlack i wsp. 2000; Sharp i wsp. 2006; Benard i wsp. 2008).
Funkcja receptorow opioidowych w uktadzie pokarmowym sprowadza sie do regulacji
tempa pasazu tresci pokarmowej, transportu ptyndéw i elektrolitéw (Sun i wsp. 1997;
Gray i wsp. 2005) oraz regulacji proceséw zapalnych (Philippe i wsp. 2003). Ich
ekspresja w komdrkach naskdérka i tkanki tgcznej petni role w rdznicowaniu,
namnazaniu oraz migracji komdrek w procesach gojenia sie ran (Bigliardi-Qi i wsp.
2006). Receptory opioidowe znajdujgce sie na powierzchni komodrek uktadu
immunologicznego posiadajg identyczng sekwencje jak receptory obecne w OUN
(Chuang i wsp. 1994, 1995; Sedqi i wsp. 1995) i biorg udziat w wielu procesach
zwigzanych z regulacjg proliferacji, chemotaksji oraz apoptozy komoérek uktadu
odpornosciowego. Podanie morfiny oraz enkefalin hamuje wifasciwosci zerne
makrofagéw. Efekt ten jest odwracany w obecnosci niespecyficznych oraz
specyficznych antagonistéw receptordw opioidowych (Casellas i wsp. 1991; Rojavin
i wsp.1993; Szabo i wsp. 1993). Opioidy hamujg takze produkcje przeciwciat (Bussiere
i wsp. 1992; Gaveriaux-Ruff i wsp. 2003; Vassou i wsp. 2008) i proliferacje limfocytéw B
(Zagon i wsp. 2011). Podanie agonistow receptoréw opioidowych stymuluje
chemotaksje monocytow, neutrofili oraz komérek dendrytycznych (Choi i wsp. 1999;

Miyagi i wsp. 2000; Sanchez i wsp. 2003; Benard i wsp. 2008) a takze aktywacje
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komodrek NK (Puente i wsp. 1992; Boyadjieva i wsp. 2001) i proliferacje limfocytéw T
(Bidlack i wsp. 1990).

Ze wzgledu na swojg niekwestionowang role w réznych procesach biologicznych,
receptory opioidowe pozostajg przedmiotem wielu badan farmakologicznych. Skupiajg
S3 one na opracowaniu substancji o dziataniu przeciwbdlowym, przeciwdepresyjnym
czy neuroprotekcyjnym jednoczesnie wywotujacych mniejszg ilo$¢ dziatan

niepozadanych.
1.4 Endogenne ligandy receptoréw opioidowych

Endogenne peptydy opioidowe od momentu ich odkrycia staty sie nieprzerwanym
obiektem badan, zmierzajgcych w kierunku ich wykorzystania jako analgetykéw
w przewlektych stanach bodlowych. Byly one zaraz za podwzgdrzowymi
neurohormonami - wazopresyng i oksytocyng, pierwszymi odkrytymi endogennymi
peptydami. Badania nad endogennymi zwigzkami, posiadajgcymi witasciwosci
agonistyczne w stosunku do receptorow opioidowych, zapoczgtkowato odkrycie
w 1975r. enkefalin (Hughes i wsp. 1975) a nastepnie B-endorfiny w ekstraktach
przysadki mézgowej wielbtgda (Hao i Chung 1976) oraz dynorfin (Goldstein i wsp.
1979). Cechg charakterystyczng wszystkich endogennych peptydéw opioidowych jest
obecnos$é sekwencji YGGFM lub YGGFL zwanej motywem opioidowym na N-koncu
faficucha peptydowego. Prekursory endogennych peptydéw opioidowych powstajg
z biatek prekursorowych, bedgcych produktami genéw pre-proopiomelanokoryny (pre-
POMC), pre-proenkefaliny (pre-PENK), pre-prodynorfiny (pre-PDYN) oraz pre-
pronocyceptyny (pre-PNOC) (Ryc. 2)(Tab. 1).
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PNOC nocistatyna  nociceptyna

4

HaN—pFre; — COOH

orfanina FQ2

Ryc. 2. Prekursory endogennych peptydéw opioidowych i hormondw (za Chadzinska 2007).

Biologicznie aktywne peptydy opioidowe oraz nocyceptyna powstajg w wyniku
ciecia prekursora, najczesciej w miejscach bogatych w aminokwasy zasadowe przy
udziale zaleznych od Zn®* metaloproteinaz: enkefalinazy i aminopeptydazy N.
Peptydami opioidowymi powstajgcymi z czgsteczki prekursorowej POMC sg endorfiny,
a jednym z gtéwnych jest B-endorfina. Peptydy opioidowe wywodzace sie z POMC
wykazujg wysokie powinowactwo w stosunku do receptoréw p i 6, syntetyzowane sg
w przysadce oraz wystepujg w jadrze tukowatym podwzgérza i jadrze pasma
samotnego (Khachaturian i wsp. 1985). Zrédtem endorfin lub POMC s3 takze tkanki
obwodowe takie jak jelita (Ambinder i Schuster 1979), macica (Reinthaller i Riss 1985)
oraz limfocyty T i B (Smith i wsp. 1985) a takze niektdére nowotwory jak czerniak
(Slonimski i wsp. 1993). Proteolityczne ciecie PENK prowadzi do powstania czterech
czgsteczek [Met]enkefaliny, dwdéch wydtuzonych czasteczek [Met]enkefaliny oraz
jednej czasteczki [Leu]enkefaliny bedacych ligandami receptora 6. Oproécz
powinowactwa do receptora 6 wykazujg réwniez powinowactwo do receptoréw p.
Neurony PENK-pozytywne znajdziemy min. w podwzgdrzu, prazkowiu, korze
mozgowej, przysadce, uktadzie limbicznym oraz rdzeniu kregowym (Shivers i wsp.
1986) a takie w fibroblastach i keratynocytach (Slonimski i wsp. 2011) jak
i zroznicowanych osteoblastach (Seitz i wsp. 2010). Endogenne enkefaliny i ich
pochodne sg w kregu zainteresowania jako potencjalne analgetyki, gdyz wykazujg

silnie dziatanie analgetyczne w réznych modelach chronicznego bélu takich jak bdl
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nowotworowy (Moulin i wsp. 1985), zapalny (Yang i wsp. 2008) czy neuropatyczny
(Hao i wsp. 2003; Xu i wsp. 2008). W chwili obecnej trwajg badania Il fazy klinicznej nad
zwigzkiem zwanym enkefaling NP2, ktdrej gen niesiony przez wektor dostarczany jest
do komodrek zwojowych, gdzie ulega ekspresji. System ten jest rodzajem terapii
celowanej pod nazwg NTDDS (ang. Nerve Targeting Drug Delivery System)

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01291901). Innymi produktami powstajgcymi

z PENK prezentujgcymi wifasciwosci agonistyczne w stosunku do receptoréw
opioidowych sg m.in.: adrenorfina (Weber i wsp. 1983), amidorfina (Seizinger i wsp.
1985), peptydy bydlecego rdzenia nadnerczy: BAM-18 (Hurlbut i wsp. 1987), BAM-
20P, BAM-22P (Mizuno i wsp. 1980). Polipeptyd PDYN jest gtéwnym zrédiem
[Leu]enkefaliny, jest takie prekursorem dynorfiny A i B, rimorfiny, a - i B
- neoendorfiny oraz leumorfiny (Ghazarossian i wsp. 1980; Kakidani i wsp. 1982).

Peptydy opioidowe pochodzgce z PDYN wystepujg szczegdlnie licznie
w podwzgdrzu, prazkowiu, PAG, uktadzie limbicznym, przysadce i rdzeniu kregowym
(Goldstein i Ghazarossian 1980). Przejawiajg swoj efekt analgetyczny poprzez wigzanie
sie do receptoréow typu k wykazujac jednak pewne powinowactwo do receptoréow pi 6
oraz receptorow NMDA (Kanemitsu i wsp. 2003). Prekursor nocyceptyny PNOC
wykazuje homologie strukturalng do innych prekursoréw peptydéw opioidowych
w szczegolnosci do PDYN i PENK (Nothacker i wsp. 1996). Wtdkna nerwowe
zawierajgce nocyceptyne zlokalizowane sg gtoéwnie w warstwie Il i Il rdzenia
kregowego, PAG, miejscu sinawym, jadrze podwzgdrzowym brzuszno-bocznym, ciele
migdatowatym oraz jadrze rdzeniowym nerwu tréjdzielnego (Witta i wsp. 2004).
Nocyceptyna obok dziatania antynocyceptywnego wykazuje takze wiasciwosci
znoszace analgetyczne dziatania opioidéw bez wigzania sie z ich receptorami (Xu i wsp.
1996). Znosi bowiem dziatanie analgetyczne morfiny podanej miejscowo do struktur
takich jak PAG i RVM, zaangazowanych w przekaZnictwo bdélowe nie wykazujgc jednak
tolerancji krzyzowej z morfing (Hao i wsp. 1997; Pan i wsp. 2000). Podana wprost do
rdzenia kregowego wywotuje niezalezne od opioiddw dziatanie antynocyceptywne
(Grisel i wsp. 1996), jednak podanie do komory bocznej mézgu skutkuje wystgpieniem
hiperalgezji spowodowanej hamowaniem wydzielania endogennych peptydow
opioidowych (Mogil iwsp. 1996; Wagner i wsp. 1998).
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Fakt, ze dotychczasowo odkryte endogenne peptydy opioidowe nie wykazuj3
selektywnosci w stosunku do jednego typu receptora, zrodzito pytanie, czy istnieja
peptydy opioidowe odznaczajace sie taka selektywnoscig. Podczas badan nad
wtasciwosciami atypowego peptydu opioidowego Tyr-W-MIF-1 wyizolowanego z kory
czotowej bydfa zauwazono, iz z catej rodziny podobnych peptyddw, wyzej wymieniony
odznaczat sie najwyzszg selektywnoscig w stosunku do receptora p. Zamiana GIy4 na
Phe® na C-koricu taricucha peptydowego zaowocowata uzyskaniem silnego,
selektywnego agonisty receptora W, endomorfiny - 1 (Zadina i wsp. 1997). Dalsze
badania potwierdzity wystepowanie tego peptydu w korze mdzgowej, wzgorzu,
podwzgdrzu i prazkowiu a takze doprowadzity do zidentyfikowania p; selektywnego
agonisty endomorfiny - 2. Mimo, ze znaleziona w OUN, jej gtéwnym miejscem
lokalizacji jest rdzen przedtuzony i rogi tylne rdzenia kregowego (Martin - Schild i wsp.
1998; Shreff i wsp. 1998). Jak dotgd nie udato sie zidentyfikowaé prekursora
endomorfin. Cze$¢ badan podwaza nawet jego obecnos$é i mozliwo$é jego syntezy de
novo (Terskiy i wsp. 2007; Ronai i wsp. 2009). Endomorfiny wykazuja silne wtasciwosci
przeciwbdlowe w szeregu modelach zwierzecych bodlu ostrego, zapalnego oraz
neuropatycznego, hamujgc wydzielanie cytokin prozapalnych (Przewlocki i wsp. 2006;

Jessop i wsp. 2010).
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Tabela

opioidowych (Fichna i Janecka 2004).

1 Zestawienie

sekwencji

aminokwasowych endogennych peptyddéw

Prekursor Peptyd Sekwencja
B-endorfina (1-31) YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNAYKKGE
POMC v-endorfina YGGFMTSEKSQTPLVTL
a-endorfina YGGFMTSEKSQTPLVT
[M]-enkefalina YGGFM
[L]-enkefalina YGGFL
Morfamid YGGFMRRV-NH,
peptyd F EQLLKALEFLLKELLEKL
PENK peptyd E YGGFMRRVGRPEWWMDYQKRYGGFL
BAM 22 YGGFMRRVGRFEWWMDYQKRYG
BAM 20 YGGFMRRVGRFEWWMDYQKR
BAM 18 YGGFMRRVGRFEWWMDYQ
BAM 12 YGGFMRRVGRFE
dynorfina A (1-17) YGGFLRRIRFKLKWDNQ
dynorfina B (1-13) YGGFLRRQFKVVT
PDYN leumorfina YGGFLRRQFKVVTRSQEDPNAYSGELFDA
a-neo-endorfina YGGFLRKYFK
B-neo-endorfina YGGFLRKYF
nocyceptyna FGGFTGARKSARKLANQ
PNOC orfanina FQ2 FSEFMRQYLVLSMQSSQ
nocistatyna EQKQLQ

1.5 Mechanizmy hamowania bdlu przez zwigzki opioidowe

Receptory opioidowe wspétpracujg z wrazliwym na toksyne krztuscowg (PTX)
hamujagcym regulatorowym biatkiem G;/Gy choé¢ postuluje sie rdéwniez udziat
niewrazliwych na PTX biatek G, w procesie przekazywania sygnatu po zwigzaniu
agonisty receptora opioidowego (Selley i wsp. 1998). Biatko G jest trimerem
zbudowanym z podjednostek o, B i y. W momencie zwigzania agonisty nastepuje
zmiana konformacji receptora na skutek modyfikacji wigzan miedzy przezbtonowymi
helisami stabilizujgcymi jego strukture (Kobilka i Deupi 1997). Szczegdlng role
w przeniesieniu sygnatu petni trzecia petla wewnatrzkomdrkowa receptora, ktdra

bezposrednio uczestniczy w wigzaniu i aktywacji biatka G (Watanabe i wsp. 2004). Po
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zmianie konformacji receptora dochodzi do uwolnienia zwigzanego z podjednostkg a
difosforanu guanozyny (GDP) i podstawienie w jego miejsce trifosforanu guanozyny
(GTP). Nastepnie dochodzi do rozpadu biatka G na dwie aktywne podjednostki: a oraz
kompleks By, ktédre modulujg aktywnosé¢ specyficznych biatek docelowych. Jednym ze
znaczacych efektéw jest hamowanie aktywnosci cyklazy adenylowej i zmniejszenie
syntezy 3',5'-cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP) (Koski i Kee 1981; Liu
i wsp. 2001). Postuluje sie jednak ze w rozwoju tolerancji nastepuje aktywacja
receptorow zwigzanych z biatkami G i wzrost cAMP. (Crain i Shen 1990). Ponadto
w eksperymentach z udziatem komodrek F-11 pochodzgcych od komdrek zwojowych
zaobserwowano spowodowany opioidami wzrost poziomu CcAMP poprzez
uruchomienie biatka G wrazliwego na toksyne cholery (Cruciani i wsp. 1993). Opisuje
sie takze, ze niektdére receptory wptywajg na aktywnos¢ PLC zwiekszajgc poziom IP3
(Smart i wsp. 1994; Joshi i wsp. 1999; Chakrabarti i wsp. 2003). Obok bezposredniego
dziatania na wtérne systemy wewnatrzkomérkowego przekaznictwa opioidy wptywaja
takze na przewodnictwo jonowe. Blokujg bowiem kanaty jonowe zalezne od ca® typu
N i L zmniejszajgc poziom wewngtrzkomérkowego Ca®* (Steward i wsp. 1991; Lin i wsp.
1992; Talent i wsp. 1994; Piros i wsp. 1996), oraz hamujg wewnatrzprostownicze,
sprzezone z biatkiem G kanaty K" (GIRK) (Ma i wsp. 1995; Henry i wsp. 1995; Marker
i wsp. 2005). Kluczowa role w tym procesie odgrywajg kinazy biatkowe: kinaza
biatkowa A (PKA), kinaza biatkowa C PKC, kinaza biatkowa CaMK oraz kinazy biatkowe
MAPK (ERK1 i ERK2) (Li i wsp. 1996; Belcheva i wsp. 2005; Eisinger i Ammer 2008).
W wyniku ich dziatania dochodzi do aktywacji wielu czynnikéw transkrypcyjnych np.
fosforylacji wewnatrzkomorkowych biatek CREB biorgcych udziat w regulacji ekspresji
gendw zwigzanych z uzaleznieniem (Bilecki i Przewlocki 2000). Podjednostki biatka G
pozostajg aktywne tylko przez okreslony czas. Posiadajg one bowiem wewnetrzng
enzymatyczng zdolnos¢ do hydrolizy GTP do GDP przez podjednostke a. Konsekwencja
tej reakcji jest ponowne przyjecie przez biatko G formy nieaktywnego trimeru.
Modulacja nocycepcji nadrdzeniowe] przez opioidy odbywa sie poprzez struktury
tworzace zstepujacy szlak hamowania bélu, w sktad ktérego wchodzg PAG, RVM oraz
rogi tylne rdzenia kregowego. W literaturze istnieje wiele dowoddw na zaangazowanie

neurondéw w PAG w nadrdzeniowy efekt analgetyczny wywotany poprzez stymulacje
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receptoréw opioidowych. Starsze prace opisujg iniekcje np. morfiny do struktury PAG
co w efekcie powoduje powstanie efektu analgetycznego oraz pobudzenie neuronéw
RVM. Efekt ten znoszony jest przez niespecyficznego antagoniste receptorow
opioidowych - nalokson (Cheng i wsp. 1986; Morgan i wsp. 1992). Ponadto zauwazono
wystgpienie zjawiska tolerancji krzyzowej pomiedzy efektem analgetycznym
wywotanym przez egzogenne opioidy i analgezjg zwigzang z elektryczng stymulacja
PAG i uwolnieniem endogennych peptydéw opioidowych (Mayer i Hayes 1975).
W otrzymanym efekcie analgetycznym posredniczg zaréwno receptory u jak i 9,
bowiem mikroiniekcja selektywnych agonistéw tych receptoréw, odpowiednio
DAMGO i deltorfiny prowokuje wystgpienie analgezji (Rossi i wsp. 1994).
Konsekwentnie, badania oparte na hybrydyzacji in situ wykazaty, ze w PAG wystepuje
duza gesto$¢ receptoréw opioidowych p oraz 6, szczegdlnie w czesci grzbietowo-
przysrodkowej i przednio-bocznej w proporcji 50% do 27% (Wang i Wessendorf 2002).
Poniewaz PAG posiada ograniczone potgczenia z rdzeniem kregowym, neurony
przesytajg informacje antynocyceptywng do rogéw tylnych rdzenia kregowego za
posrednictwem RVM (Basbaum i Fields 1984). RVM sktada sie z trzech rodzajéw

komorek réznigcych sie poziomem aktywnosci zwigzanej z reakcjami nocyceptywnymi.

n n

Komérki typu "on" posiadaja na swojej powierzchni receptory opioidowe
i odpowiedzialne sg za nasilenie przewodzenia nocyceptywnego, natomiast komorki
"off" za jego hamowanie. Po podaniu opioidéw aktywowane sg komorki typu "off"
a aktywnos¢ komorkek typu "on" jest zahamowana. Ten schemat aktywacji i spoczynku
pozostaje taki sam, niezaleznie od drogi podania opioidu. Mechanizm aktywacji
komorek "off" nie jest catkowicie opioidozalezny ale zwigzany réwniez z ich aktywacja
poprzez hamowanie tonicznego uwalniania GABA (Roychowdhury i Fields 1996). Trzeci
rodzaj neurondéw (komérki neutralne) nie podlegajg kontroli opioidéw, zawierajg
natomiast serotonine, za posrednictwem ktdérej wptywajg na aktywnosé¢ komorek "on"
i "off" (Fields i wsp. 1983; Heinricher i wsp. 1992).

Na podstawie wczesnych badan radioizotopowych okreslono, iz w rdzeniu
kregowym wszystkie typy receptoréow opioidowych zlokalizowane s3 w btonie

pierwotnych neurondéw czuciowych (najwieksze zageszczenie na zakoriczeniach

wtdkien C) w rogach tylnych rdzenia kregowego (Petrillo i wsp. 1992). Opioidy hamuja
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przewodzenie sygnatdéw nocyceptywnych na poziomie rogéw tylnych rdzenia
kregowego zaréwno w btonie pre- jak i postsynaptycznej. Odbywa sie to poprzez
hamowanie uwalniania badZ hamowanie odpowiedzi na szerokie spektrum
neuroprzekaznikéw. Hamowanie presynaptyczne polega na zablokowaniu przeptywu
jonéw Ca’" przez kanaty VGCC w btonie presynaptycznej oraz otwarciu kanatu K* co
doprowadza do zahamowania uwalniania neuroprzekaznikéw takich jak: SP, CGRP, CCK
oraz EAA 1z zakoniczen pierwotnych widkien dosrodkowych. Hamowanie
postsynaptyczne wigze sie z aktywacjg kanatéw K' i depolaryzacjg bfony oraz
zahamowaniem odpowiedzi na neuroprzekazniki neuronéw rdzeniowo-wzgdérzowych
i wstawkowych (Jiang i North 1992; Law i wsp. 2000). Najlepiej poznanym
mechanizmem dziatania przeciwbdélowego opioidow na poziomie rogéw tylnych
rdzenia kregowego jest modulacja uwalniania nuropeptydéw a w szczegdlnosci SP. Jak
wspomniano juz weczesniej, SP uwalniana jest z zakonczen niezmielinizowanych
widkien dosrodkowych biorgc udziat w transmisji bélu na pierwszej synapsie w rogach
tylnych rdzenia kregowego, po zadziataniu uszkadzajgcego bodzca termicznego, badz
mechanicznego. Wazing role SP w procesie nocycepcji potwierdzajg obserwacje
powaznych zaburzen w odczuwaniu bélu nawet przy silnej stymulacji u myszy z delecja
genu preprotachykininy (PPT) (Cao i wsp. 1998). Ponadto niektore badania na
komodrkach HEK293 wskazujg, ze receptory u oraz NK-1 dla SP tworzg heterodimery, co
wptywa na zmiany w internalizacji oraz fosforylacji kompleksu (Pfeiffer i wsp. 2003).
Liczne badania poczgwszy od lat 80-tych opisywaty przeciwstawne dziatanie SP
i opioiddw w procesie nocycepcji i antynocycepcji. Chociaz udokumentowano takze
analgetyczne wtasciwosci bardzo niskich dawek SP zwigzane z aktywacjg receptora
GABA, Ilub glicynowego i w efekcie z zahamowaniem aktywnos$ci neuronu
projekcyjnego (Stewart i wsp. 1976; Wu i wsp. 2005). Niektére prace jednak wykazujg,
ze mechanizm analgetycznego dziatania SP jest zwigzany tylko z aktywacjg lokalnego
wydzielania endogennych opioidéw i ich dziatania na receptory postsynaptyczne bez
udziatu  aktywacji receptorow tachykininowych (Kream i wsp. 1993).
W doswiadczeniach farmakologicznych w szczurzym modelu kapsaicynowym
zauwazono hamowanie uwalniania SP z zakoriczen pierwotnych wtdkien dosrodkowych

typu C po podaniu agonistéw opioidowych. Zaobserwowano réwniez, ze hamowanie to
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zalezne jest od receptorow opioidowych p i 6 a nie k (Aimone i Yaksh 1989).
Intratekalne podanie SP u myszy spowodowato zalezne od dawki, odwracalne po
podaniu morfiny, wzmozenie zachowan bdélowych takie jak drapanie i gryzienie (Hylden
i Wilcox 1981). Badania mikroskopowe potwierdzaty wspétwystepowanie aksondéw
zawierajgcych receptory dla opioidéw i SP w obrebie ptytszych warstw rogdéw tylnych
rdzenia kregowego (I i Il warstwa), gdzie informacja nocyceptywna modulowana jest
przez uwalniane przez neurony wstawkowe peptydy opioidowe takie jak
[Met]enkefaliny i dynorfiny (Ding i wsp. 1995; Aicher i wsp. 2000). Dalsze badania
potwierdzity zaangazowanie oprdcz receptoréw Wi 6 (Kondo i wsp. 2005) takze innych
receptordw z rodziny GPCR jak GABAg czy receptordw a, - adrenergicznych w procesie
hamowania uwalniania SP (Ono i wsp. 1991; Malcangio i wsp. 1993). Mechanizm ten
z udziatem receptorow p i GABAg polega na zablokowaniu zaleznych od napiecia
kanatow dla jonow ca® typu P/Q i N przy udziale kinaz Src albo poprzez wigzanie
dimerycznego kompleksu (By) biatka G (Dai i wsp. 2009; Zhang i wsp. 2010). Po
zwigzaniu liganda receptora p lub/i GABAg dochodzi do obnizenia poziomu
wewnatrzkomérkowego Ca** i zahamowania wydzielania SP a takze glutaminianu

(Weiss i Burgoyne 2001; Raingo i wsp. 2007) (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Schemat hamowania uwalniania SP (SP) i glutaminianu (Glu) z btony presynaptycznej
dosrodkowego neuronu czuciowego (za Zhang i wsp. 2010). enk - enkefalina, MOR - receptor
opioidowy u, NE - noradrenalina, PTP - biatkowa fosfataza tyrozynowa, SFK - kinaza biatkowa

Z rodziny Src.

Oprodcz niewatpliwego wptywu opioiddéw na hamowanie wydzielania SP, analgezja
opioidowa wigze sie takze z inhibicjg uwalniania innych neuropeptydéw probdlowych
takich jak CGRP czy CCK. CGRP jest zbudowanym z 37 aminokwaséw peptydem,
bedacym produktem alternatywnego sktadania genu kalcytoniny (Rosenfeld i wsp.
1983). Obecno$¢ tego peptydu stwierdzono w strukturach OUN, gtéwnie
w podwzgdrzu, wzgdrzu i moscie a takze w tkankach obwodowych np. w trzustce
(Rossum i wsp. 1997). Jednak gtdwnym miejscem ich wystepowania sg pierwotne
zakonczenia dosrodkowe wtdkien C, AdS i AB w warstwie |, Il i V oraz przestrzen
okofokanatowa rogdéw tylnych rdzenia kregowego. Neurony wspoétczulne rogéw
brzusznych rdzenia kregowego réwniez zawierajg CGRP (Ye i wsp. 1999). Ekspresja
CGRP w wiekszym stopniu niz innych peptyddow probdlowych obecna jest tez
w komoérkach zwojowych. CGRP wspdtistnieje z SP i receptorami opioidowymi typu u
w neuronach zwojowych oraz wspotwystepuje z EAA w pierwotnych zakornczeniach

dosrodkowych (Li i wsp. 1998). GCRP zaangazowany jest w powstawanie
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nadpobudliwo$ci neurondw a jego ekspresja zwieksza sie w przebiegu procesow
zapalnych (Garry i Hargreaves 1992). CGRP bierze udziat w hamowaniu degradacji SP
oraz wzmaga jej dyfuzje w rogach tylnych rdzenia kregowego wzmacniajgc stymulacje
nocyceptywng (Le Greves i wsp. 1985). Przeciwbdlowe dziatanie opioidéw polegajace
na hamowaniu presynaptycznego wydzielania CGRP ma znaczenie w modelach
przewlektego bdlu zapalnego, gdzie endogenny uktad opioidowy petni wazng role (Pohl
i wsp. 1997). W szczurzym modelu zapalenia stawdéw, w stanie zwiekszonego
uwalniania CGRP zaobserwowano bowiem zwiekszong ekspresje enkefalin i dynorfiny
B w OUN oraz zmiane profilu ekspresji receptorow opioidowych w rogach tylnych
rdzenia kregowego (Besse i wsp. 1992; Spetea i wsp. 2002; Li i wsp. 2005). Udziat
endogennego systemu opioidowego potwierdzajg wyniki doswiadczen, w ktorych efekt
analgetyczny obserwowany po podaniu antagonisty CGRPg3; u szczuréw poddanych
poparzeniu, byt czesciowo odwracalny przez nalokson oraz specyficznych antagonistow
receptorow opioidowych p i 6 (Lofgren i wsp. 1998). Takze doswiadczenia z uzyciem
egzogennych agonistéw receptoréw opioidowych p - morfiny i DAMGO potwierdzity
zahamowanie uwalniania CGRP na poziomie rdzenia kregowego w szczurzym modelu
zapalenia wielostawowego (Ballet i wsp. 1998). W modelach ostrych nie stwierdzano
natomiast obnizenia uwalniania CGRP po podaniu selektywnych jak i nieselektywnych
agonistow receptoréw opioidowych (Collin i wsp. 1993).

Cholecystokinina podobnie jak CGRP nalezy do grona probdlowych neuropeptyddw
nieopioidowych i réwniez jest uktadem modulowanym przez opioidy w szlaku
analgetycznym. CCK po raz pierwszy zostata opisana jako hormon regulatorowy
zlokalizowany w komérkach endokrynnych uktadu pokarmowego (Larsson i Rehfeld
1978). Dalsze badania dowiodty jej rozpowszechnienie takze w ukfadzie nerwowym,
gdzie wystepuje jako oktapeptydowy fragment 33 aminokwasowego peptydu. W OUN
peptyd ten zlokalizowany jest w obszarach zaangazowanych w przewodzenie
informacji nocyceptywnej takich jak PAG, RVM, podwzgdrze, kora czotowa oraz rdzen
kregowy. W rogach tylnych rdzenia kregowego gtdwnym zrédtem CCK sg neurony
wstawkowe zlokalizowane w warstwie I-lIl oraz IV-VI (Conrath-Varrier i wsp. 1984;
Schiffmann i Vanderhaeghen 1991). Receptory dla CCK wystepujg w dwdch podtypach:

CCK1 zlokalizowanych gtéwnie w tkankach obwodowych i CCK2 obecnych gtéwnie
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w OUN (Innis i Snyder 1980). CCK nalezy do peptyddéw obnizajacych potencjat
analgetyczny opioidéw poprzez zablokowanie kanatéw K+ oraz zwiekszenie zaleznego
od PKC stezenia wewnatrzkomérkowych jonéw Ca** po depolaryzacji btony
komérkowej (Yang i wsp. 2007). Podana intratekalnie badZz obwodowo CCK
antagonizuje efekt analgetyczny morfiny a podanie specyficznego antagonisty
receptora CCK2 - L-365,260 wzmaga analgetyczne dziatanie tego opioidu w modelu
zapalnego bolu trzewnego (O'Neill i wsp. 1989; Friedrich i Gebhart 2000). Zwiekszone
uwalnianie anty-opioidowego peptydu CCK w modelach eksperymentalnego
uszkodzenia nerwu kulszowego czesciowo wyjasnia natomiast zmniejszong
efektywno$é morfiny w tych modelach (Xu i wsp. 1993). Ponadto, delecja genu
receptora CCK2 w mysim modelu bdélu neuropatycznego Bennetta (Bennett i Xie 1988)
prowadzi do ztagodzenia zjawisk allodynii i hiperalgezji wskutek zwiekszenia
aktywnosci endogennego systemu opioidowego (Pommier i wsp. 2002; Kurrikoff i wsp.
2004).

Kolejnym, réwnie waznym mechanizmem biorgcym udziat w analgetycznym
dziataniu opioidéw na poziomie rogdéw tylnych rdzenia kregowego, oprdcz interakcji
z uktadami neuropeptyddw probdlowych, jest wptyw na receptory glutaminergiczne
typu NMDA. Metody autoradiograficzne wykazaty obecnos¢ tych receptoréw gtéwnie
w substancji galaretowatej (warstwa Il) rogdéw tylnych rdzenia kregowego, przy
praktycznie jednoczesnym ich braku w innych miejscach istoty szarej rdzenia
kregowego (Kalb i Fox 1997). Przyjmuje sie, ze receptory NMDA zlokalizowane s3
przede wszystkim w btonie postsynaptycznej. Badania wskazujg jednak na ich
obecno$¢ w btonie presynaptycznej zaréwno w strukturach modzgu jak i rdzenia
kregowego (Parada i wsp. 2002; Corlew i wsp. 2008). W OUN receptory NMDA
zlokalizowane presynaptycznie biorg udziat w modulacji uwalniania GABA w korze
nowej oraz na synapsach neurondéw wstawkowych modzdzku i komérek Purkinjego.
W rdzeniu kregowym receptory te biorg udziat w regulacji uwalniania SP oraz
glutaminianu (Bardoni i wsp. 2004). Wzdr rozmieszczenia receptorow NMDA pokrywa
sie z rozmieszczeniem receptoréw opioidowych w strukturach rogéw tylnych rdzenia
kregowego. Wspodtistnienie tych dwdch typdw receptoréw, szczegdlnie nasilone

w warstwie | oraz substancji galaretowatej, przemawia za ich bliskg funkcjonalng

33



zaleznoscig (Keniston i wsp. 1998). Wspodtdziatanie uktadu opioidowego z uktadem
NMDA w procesie rozwoju analgezji zostato opisane zaréwno w doswiadczeniach
ostrych jak i przewlektych. Jednakze wyniki badan ostrych sg niejednoznaczne
i wymagaja dalszego badania. W niektérych modelach zwierzecych antagonisci NMDA
nie tylko wzmagajg site analgezji opioidowe] ale takze przedtuzajg jej dziatanie
(Baspalov i wsp. 1997; Advokat i Rhein 1995). Podobny efekt zaobserwowano takze
u ludzi, gdzie dekstrometorfan nie tylko powodowat ztagodzenie bdlu pooperacyjnego
ale takze zmniejszenie zapotrzebowania na opioidy (Wu i wsp. 1999). Niektére badania
wskazujg wprawdzie na zwiekszenie efektu analgetycznego opioidéw przez szereg
roznych antagonistow NMDA, jednak tylko w duzych dawkach (Redwine i Trujillo
2003).

W badaniach elektrofizjologicznych agonisci receptoréow opioidowych podani przed
zadziataniem bodzZca bélowego hamujg powstawanie zjawiska "wind-up" w neuronach
rogéw tylnych rdzenia kregowego w tescie formalinowym, co wskazuje na interakcje
miedzy receptorami opioidowymi i NMDA (Chapman i wsp. 1994; Vaccarino i wsp.
1997). Zjawisko samonakrecania powstaje bowiem wskutek powtarzajgcej sie
stymulacji wtdékien C i skorelowane jest z pojawieniem sie silnego wzrostu aktywnosci
tych neurondw utrzymujacej sie znacznie diuzej niz dziatanie bodZca. Procesy te
zwigzane sg z aktywacjg receptoréw NMDA, gdyz podanie antagonistéw NMDA
efektywnie usmierza bél zapalny wystepujacy w drugiej fazie testu formalinowego
(Eisenberg i wsp. 1993). W modelu bélu neuropatycznego Chunga (Kim i Chung 1992)
intratekalne podanie MK-801 przed iniekcjg morfiny doprowadzito do ustgpienia
objawéw allodynii, podczas gdy oba zwigzki podane oddzielnie nie wykazaty takiego
efektu (Nichols i wsp. 1997). Wiele badan farmakologicznych wskazuje na udziat
receptorow NMDA w procesach rozwoju tolerancji opioidowej. Wiele grup badawczych
wykazato, ze podanie niekompetycyjnych (MK-801, dekstrometorfan) oraz
kompetycyjnych (LY235959) antagonistow NMDA skutkowato zahamowaniem rozwoju
tolerancji morfinowej nie majgc jednak wptywu na tolerancje uzyskang po przewlektym
podaniu selektywnych agonistéw receptoréw opioidowych (Elliot i wsp. 1994; Bilsky
i wsp. 1996; Allen i Dykstra 1999). Pojawienie sie zjawiska tolerancji jest silnie

skorelowane ze wzrostem ekspresji btonowej izoformy y enzymu PKC, odpowiedzialnej
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za fosforylacje i desensytyzacje receptoréw opioidowych w warstwie | i Il rogéw
tylnych rdzenia kregowego (Granados-Soto i wsp. 2000; Feng i Wang 2011).
W badaniach immunocytochemicznych po intratekalnym podaniu MK-801
zaobserwowano zmniejszenie sie immunoreaktywnosci PKCy, co potwierdza
zaangazowanie receptoréow NMDA w regulacje ekspresji lub translokacji komdrkowej
PKC (Mao i wsp. 1995). Kolejnym dowodem na istotng role receptoréw NMDA na
procesy rozwoju tolerancji jest fakt, iz myszy pozbawione genu kodujgcego izoenzym
PKCy wykazuja znacznie mniejszg podatno$¢ na jej rozwdj niz myszy typu dzikiego
(Zeitz i wsp. 2001). Ponadto aktywacja receptora NMDA prowadzi do aktywacji kinaz
biatkowych zaleznych od cGMP, ktére fosforylujg receptor opioidowy zwigzany
z ligandem i promujg wigzanie B-arestyny, uniemozliwiajgc interakcje receptora
z biatkiem G (Krupnick i Benovic 1998). Procesy te sg wiec w przeciwwadze do
mechanizméw dziatania analgetycznego opioidu a zatem ich zablokowanie poprzez

podanie antagonistow NMDA wptywa na opdznienie wystgpienia zjawiska tolerancji.
1.6 Mechanizm analgezji obwodowej

Analgezja opioidowa przez dtugi czas uwazana byfta za zjawisko, w ktérym
posredniczg receptory opioidowe zlokalizowane w OUN. Pierwsze doniesienie
dotyczace przeciwbdlowego dziatania opiodéw podanych miejscowo zaprezentowat
Wood w 1855r. Od tamtego czasu, a wtasciwie w ostatniej dekadzie, zebrano wiele
dowodéw na poparcie tezy, ze receptory opioidowe wystepujgce w tkankach
obwodowych stanowig przydatne narzedzie terapeutyczne (Stein 1995). Analgezja
obwodowa niesie ze sobg wiele korzysci m.in. brak osrodkowych dziatan
niepozadanych, charakterystycznych dla opioiddw podawanych systemowo jak np.
nudnosci, sennos$¢ czy rozwdj tolerancji i tolerancji krzyzowej (Tokuyama i wsp. 1998;
Ueda i Inoue 1999). O analgezji obwodowej wspomina sie najczesciej w kontekscie
bdlu zapalnego badz neuropatycznego. W warunkach toczacego sie stanu zapalnego,
badz w efekcie uszkodzenia nerwu obwodowego, dochodzi do zwiekszenia liczby
zakonczen witdkien czuciowych prezentujacych receptory opioidowe. Dochodzi tez do
nasilonej ich syntezy w komdédrkach zwojowych. Efektywniejsze wigzanie zwigzkdow
opioidowych do obwodowych receptoréw opioidowych w warunkach nasilenia

35



procesOw zapalnych, wigze sie ze zwiekszeniem liczby receptoréw, zmianami pH oraz
przepuszczalnosci onerwia. W warunkach patologicznych dochodzi bowiem do
zwiekszenia jego przepuszczalnosci, co sprzyja zaréwno szybszej dyfuzji ligandéw jak
i przenikaniu zwigzkdw o wiekszej masie czgsteczkowej (Antonijevic i wsp. 1995).
Spadek pH sprzyja natomiast wydajniejszemu sprzeganiu elementéw biatka G
z efektorami i efektywniejszemu przekazaniu informacji za pomocg drugorzedowych
systemoOw przekaznictwa wewngatrzkomérkowego (Zollner i wsp. 2003, Vetter
i wsp. 2006). W zwierzecych modelach bélu zapalnego i neuropatycznego obserwuje
sie ekspresje receptoréw typu p, K oraz &, zwigzang z wywotanym przez cytokiny
prozapalne tgczeniem sie czynnikdw transkrypcyjnych do promotoréow gendéw tych
receptorow. Niektore badania wskazujg takze na preferencyjng, dwufazowg ekspresje
receptora typu p w warunkach miejscowego zapalenia wywotanego adjuwantem
Freunda. Nastepnie nowozsyntetyzowane receptory transportowane sg zaréwno
w kierunku rogéw tylnych rdzenia kregowego jak i wzdtuz aksonu w kierunku
zakonczen obwodowych nerwdw czuciowych, gdzie wchodzg w interakcje
z endogennymi peptydami opioidowymi wydzielanymi z leukocytéw jak i opioidami
egzogennymi (Kraus i wsp. 2001; Puhler i wsp. 2004, 2006; Obara i wsp. 2009).
Naciekajgce we wczesnej fazie zapalenia granulocyty a nastepnie monocyty i limfocyty
czy pod wptywem czynnika uwalniajgcego kortykotropine, IL-1B czy noradrenaliny
uwalniajg z ziarnistosci endogenne peptydy opioidowe, ktére wigzg sie z obwodowymi
receptorami opioiodwymi (Mousa i wsp. 2003). Wazing role, jakg spetnia uktad
immunologiczny w obwodowej kontroli bélu, potwierdzajg doswiadczenia na
szczurach, gdzie wywotfanie immunosupresji cyklosporyng A prowadzi do catkowitego
zaniku endogennej analgezji opioidowej, przywracanej po podaniu aktywowanych
limfocytéw (Hermanussen i wsp. 2004). Zjawisko pobudzenia obwodowych receptorow
opioidowych ma znaczenie takze w warunkach fizjologicznych w modelach bdlu
ostrego. Metadon po podaniu dokomorowym badz intratekalnym w mysim i szczurzym
modelu bdlu ostrego wykazywat stabsze dziatanie analgetyczne niz morfina podana t3
samg droga. Przyczyng tego zjawiska byto zaangazowanie obwodowych receptordéw
opioidowych w analgezje wywotang przez metadon, gdyz obwodowe podanie

metylojodku naloksonu doprowadzito do zaniku odpowiedzi analgetycznej wywotane;j
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przez osrodkowo podany metadon (He i wsp. 2009). Udziat analgezji obwodowej
w efekcie analgetycznym wywotywanym przez metadon byt Scisle zwigzany z jego
lipofilng strukturg. Po podaniu intratekalnym metadon szybko przenika bowiem do
przestrzeni zewnatrzoponowej i szybciej niz morfina przechodzi do krwioobiegu
(Rathmell i wsp. 2005).

Jedng z pierwszych préb klinicznych wykorzystania mechanizmu analgezji
obwodowej byto dostawowe podanie niskiej dawki morfiny pacjentom po artroskopii
stawu kolanowego. Zaobserwowano wtedy, ze miejscowe podanie analgetyku
skutkowato silniejszg analgezjg niz podanie dozylne (Stein i wsp. 1991). Od tego czasu
wiele badan w zwierzecych modelach przewlektych stanéw bélowych poswieconych
byto skutecznosci analgezji obwodowej wywotanej przez klasyczne opioidy, peptydy
opioidowe oraz ich analogi. W mysim modelu zapalnego bdlu trzewnego podskdrna
iniekcja agonistow receptora p oraz k (odpowiednio analog endomorfiny-1 oraz
tetrapeptyd CR665) ograniczata liczbe skretédw ciata wywotanych kwasem octowym.
(Vanderah i wsp. 2008; Bedini i wsp. 2010). Podobne wyniki otrzymano w modelu bélu
neuropatycznego Bennetta przy zastosowaniu peptydowych i niepeptydowych
agonistow receptora p: endomorfiny, DAMGO oraz 14-O-metylo-oksymorfonu
redukujgcych objawy allodynii (Obara i wsp. 2004; 2007). Réwniez w modelach
nowotworowego bdlu kostnego zaobserwowano, iz lokalne podanie specyficznych
agonistow trzech typow receptoréw opioidowych oraz loperamidu charakteryzujgcego
sie stabg penetracjg BBB powoduje zniesienie hiperalgezji (Menendez i wsp. 2003;
2005; Baamonde i wsp. 2005). We wszystkich wyzej wymienionych modelach
zwierzecych w wytworzenie efektu analgetycznego zaangazowane byty obwodowe
receptory opioidowe. Obserwowana anagezja odwracana byta bowiem poprzez
podanie nieprzenikajgcego BBB antagoniste receptoréw opioidowych - metylojodek
naloksonu. Przydatnos¢ kliniczng analgezji obwodowej udowodniono takze w ludzkich,
eksperymentalnych modelach skérnego bélu zapalnego oraz miesniowego.
Krotkotrwaty wlew niskiej dawki metabolitu morfiny - 6-B-glukuronidu skutecznie
hamowat wystgpienie hiperalgezji w wyniku wigzania sie z obwodowymi receptorami
opioidowymi (Tegeder i wsp. 2003). Gtéwne badania dotyczace analgezji obwodowe;j

z zastosowaniem zwigzkéw opioidowych dotyczyly de facto ich lokalnego podawania.
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Jednakze w wielu przypadkach lokalne podanie analgetyku nie jest mozliwe (np.
w przypadku przerzutéw) i niezbedne jest wybranie innej drogi podania np. dozylnej.
Takze z uwagi na fakt, iz analgezja obwodowa sama w sobie nie jest wystarczajgca do
satysfakcjonujgcego usmierzania bdlu nowotworowego poszukuje sie zwigzkéw

zdolnych do aktywacji obwodowych receptoréw opioidowych oraz przenikajgcych BBB.
1.7 BSl nowotworowy

1.7.1 Klasyfikacja i etiologia bélu nowotworowego

Na catym $wiecie bdl w chorobie nowotworowej jest powazinym problemem
spotecznym, ktéry w zaawansowanym stadium choroby dotyka ponad 70% pacjentow
i jest okreslany jako bdl o duzym nasileniu (Bonica i wsp. 1982). Starzenie sie
spoteczeistwa sprzyja dalszej eskalacji problemu. Szacunkowo liczba pacjentéw
cierpigcych z powodu bélu nowotworowego wzrosnie o 50% do 15 milionéw w 2020
roku (World Health Organization 2007). Za powstawanie bélu nowotworowego
odpowiedzialne sg réine mechanizmy co utrudnia jego klasyfikacje. W praktyce
klinicznej rzadko zdarza sie aby bdl nowotworowy wystepowat tylko w postaci czystego
bolu receptorowego badz neuropatycznego (Bennett i wsp. 2006). Dodatkowo,
w przeciwienstwie do wiekszosci innych syndroméw bélowych, bél nowotworowy ma
charakter zmienny zaleznie od typu leczenia, typu histologicznego nowotworu oraz
jego umiejscowienia a takze od stanu emocjonalnego pacjenta. Nakfada to na lekarza
obowigzek ciggtej oceny objawéw bédlowych u chorego. Neurofizjologia bodlu
nowotworowego nie rézni sie od innych rodzajow boélu pod wieloma wzgledami.
Transmisja bodzcow nocyceptywnych odbywa sie bowiem przy udziale tych samych
widkien Ad oraz wtdkien C, poprzez te same receptory i mechanizmy transdukcji, co
w przypadku nienowotworowego bélu ostrego czy chronicznego (Besson 1999).

Niemniej jednak mozna podjgé sie proby klasyfikacji bélu nowotworowego z punktu
widzenia etiologicznego oraz neurofizjologicznego. Klasyfikacja etiologiczna na
pierwszym miejscu wymienia bdl bedacy wynikiem obecnos$ci nowotworu lub jego
przerzutéw. Objawy bdlowe w postaci przeczulicy na bodZce bdélowe skorelowane s3

z progresywnym rozrastaniem sie guza nowotworowego oraz jego uciskiem na
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okoliczne tkanki i nerwy oraz przerzutami do kosci i narzgddw migzszowych. Komorki
nowotworowe produkujg oraz wydzielajag do mikrosrodowiska mediatory modulujace
nocycepcje. Do mediatoréw tych nalezg min. protony, endotelina - 1, TNFa, NGF oraz
enzymy proteolityczne takie jak kalikreina i trypsyna. Aktywnos$¢ proteolityczna
komodrek nowotworowych jest kluczowa w procesie karcinogenezy i wystgpienia bélu
nowotworowego. Trypsyna wydzielana z komdrek nowotworowych oraz tryptaza
uwalniana z komdrek tucznych aktywujg receptor aktywowany proteazami typu 2
(PAR;) na neuronach czuciowych co powoduje uwolnienie SP i CGRP oraz aktywacje
receptorow waniloidowych TRPV1 i TRPV4 odpowiedzialnych za powstawanie
hiperalgezji termicznej i mechanicznej (Hoogerwerf i wsp. 2001; Amadesi i wsp. 2006;
Grant i wsp. 2007) (Ryc. 4). Kalikreina oprdcz aktywacji PAR dodatkowo zwieksza
uwalnianie bradykininy z neurondéw czuciowych (Gao i wsp. 2010). W wielu typach
nowotwordw np. raka trzustki czy raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej, neurony
czuciowe narazone sg na chronicznie podwyzszony poziom NGF uwalniany przez
komorki nowotworowe. Poprzez wigzanie sie z receptorami TrkA oraz P75, NGF
promuje zwiekszone naciekanie nowotworu wzdtuz przestrzeni okotonerwowych, co
pocigga za sobga eskalacje objawow bdlowych o podtozu zapalnym (Ma i wsp. 2008;

Kolokythas i wsp. 2010; Ye i wsp. 2011).
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Primary Afferent Nociceptor

Ryc. 4. Schemat komdrkowych mechanizmdw sensytyzacji dosrodkowych neurondw czuciowych
w warunkach rozwoju nowotworu (za Schmidt i wsp. 2010). ASICs - kanaty aktywowane
protonami, BK - bradykinina, BKR1 - receptor dla bradykininy - 1, CGRP - peptyd zwigzany
Zz genem kalcytoniny, ET-1 - endotelina - 1, ET,R - receptor typu A dla endoteliny-1, ETgR -
receptor typu B dla endoteliny 1, GIRK — zwigzane z biatkiem G wewngtrzprostownicze kanaty
potasowe, NGF - czynnik wzrostu nerwow, PAR2- receptor proteaz, SP - substancja P, TNFR2 -
receptor dla czynnika martwicy nowotworu - 2, TNFa - czynnik martwicy nowotworu, TrkA -
receptor dla kinazy tyrozynowej A, TRPV -1 - receptor waniloidowy - 1, TTxr - kanat sodowy
niewrazliwy na tetrodoksyne.

Drugim typem bdélu jest bdl pojawiajgcy sie w  toku leczenia
przeciwnowotworowego. Zespoly bdlowe pojawiajg sie u pacjentdw z chorobg
nowotworowg po przebytych operacjach np. mastektomii (Hickey i wsp. 2011),
nefrektomii (Owen i wsp. 2010), torakotomii (Guastella i wsp. 2011) oraz po zabiegach
amputacyjnych, gdzie pojawia sie problem bélu fantomowego (Burgoyne i wsp. 2011;
Markopoulos i wsp. 2010). Innym zréditem bélu sg dolegliwosci bedace skutkiem

chemioterapii badz radioterapii (Farguhar-Smith 2011; Panagiotis i wsp. 2008)
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objawiajace sie hiperalgezjg oraz allodynig. Badania kliniczne oraz doswiadczenia na
zwierzetach udowodnity, ze powszechnie stosowane chemioterapeutyki jak paklitaksel
(Mielke i wsp. 2006; Siau i wsp. 2006), winkrystyna (Gomber i wsp. 2010; Dougherty
i wsp. 2011), bortezomib (Boyette-Davis i wsp. 2011), oksaliplatyna i cisplatyna (Cetin
i wsp. 2011; Gauchan i wsp. 2009) wywotuja objawy termicznej hiperalgezji oraz
allodynii zwigzanych z uszkodzeniem nerwéw obwodowych. Kolejnym rodzajem bdlu
pojawiajgcego sie w terminalnym stadium choroby jest bdl zwigzany z wyniszczeniem
nowotworowym. Objawy bélowe zwigzane sg przyktadowo z odlezynami, skurczami
miesni poprzecznie prazkowanych, zaparciami, stanami zapalnymi jamy ustnej
i przetyku, niedokrwieniem konczyn. Wiekszos$¢ dolegliwosci bdlowych jest wiec
zwigzanych z trwatym unieruchomieniem. Do bdéléw nowotworowych zalicza sie takze
bdle wystepujgce u chorych, lecz niezwigzane bezposrednio z obecnoscig nowotworu
czy tez przebytym leczeniem. W praktyce oznacza to, ze bdéle nowotworowe moga
takze dotyczy¢ oséb wyleczonych. Nalezg one do grupy béléw koincydentalnych
wystepujacych u 3-10% pacjentdw i s3 nimi np. bdle wiericowe, bdle gtowy, kregostupa
ledzwiowego czy stawodw.

W kontekscie neurofizjologicznym bdl nowotworowy dzielimy na receptorowy oraz
niereceptorowy. Bdl receptorowy powstaje wskutek mechanicznego lub chemicznego
draznienia receptorow nerwow czuciowych przez mediatory zapalenia wokét guza
nowotworowego, przerzutdw, napietych, niedokrwionych torebek narzadéw
migzszowych lub jelit. Wazing cechg bélu receptorowego jest fakt, iz drogi
przewodzenia pozostajg nieuszkodzone. Wsréd béléw nowotworowych receptorowych
wyrdznia sie dwa podstawowe rodzaje: somatyczny oraz trzewny. Bél somatyczny
zwigzany jest z pobudzaniem receptoréw skéry, optucnej, okostnej, jest zwykle staty,
dobrze umiejscowiony i zlokalizowany. Najbardziej rozpowszechnionym miejscem
pojawienia sie objawdéw bdlu nowotworowego somatycznego jest tkanka kostna. Bl
ten przyjmuje charakter ostry, przewlekty lub incydentalny i dotyka od 28-45%
pacjentéw u ktérych zdiagnozowano przerzuty do kosci (Grond i wsp. 1996; Portenoy
i wsp. 1999; Coleman 2006). Przerzuty te wystepujg u 85% pacjentéw cierpigcych na
raka ptuca (Lipton i wsp. 2000), piersi (Rosen i wsp. 2004) lub prostaty (Saad i wsp.

2005) i sg skorelowane z wysokg smiertelnoscig (Nielsen i wsp. 1991). Przyczyna
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nowotworowego bodlu kostnego s zaburzenia réwnowagi pomiedzy aktywnoscig
osteoklastéw, majgcych zdolno$é rozpuszczania i resorpcji tkanki kostnej, oraz
osteoblastow biorgcych udziat w jej wzroscie i przebudowie. Nalezy takze wspomniec,
ze podstawowemu bodlowi nowotworowemu towarzyszg czesto dodatkowe rodzaje
bdléow. Zalicza sie do nich bdle przebijajagce, wystepujgce u ok. 50% pacjentow
leczonych opioidami, przejawiajgce sie w postaci nagtego napadu bélu o krétkim czasie
trwania (Portenoy i wsp. 1999). Do kategorii szczegdlnych rodzajow bélu
nowotworowego zaliczamy takze bél incydentalny czy bdl korica dawki. Pierwszy typ
bolu pojawia sie podczas wykonywania podstawowych czynnosci np. poruszanie sie.
Natomiast bdl korica dawki pojawia sie regularnie u pacjentéw otrzymujacych zbyt
niskg dawke leku przed podaniem kolejnej jego dawki (Payne 2007).

B4l trzewny zwigzany jest z pobudzeniem receptoréw narzadéw wewnetrznych
klatki piersiowej i jamy brzusznej, ma charakter rozlany, opisywany jako rozpieranie,
ucisk, przeszywanie. Zwigzany jest z pobudzeniem wegetatywnego uktadu nerwowego,
przez co oprécz objawoéw bdlowych wystepujg takze nudnosci, wymioty, kotatanie
serca, zwiekszone pocenie sie oraz niepokdj (Al-Chaer i Traub 2002). Pacjenci czesto
nie sy w stanie okresli¢ precyzyjnie zrédta bélu ze wzgledu na mniejszg gestosé
wystepowania receptordw czucia trzewnego w poréwnaniu do receptoréw skornych,
co czyni go trudnym w leczeniu (Cerevero i Baird 1999).

Termin bdl nowotworowy niereceptorowy odnosi sie do bélu neuropatycznego
wywotanego uszkodzeniem nerwdéw obwodowych, badz struktur OUN i rdzenia
kregowego wskutek rozrostu guza, zabiegdw operacyjnych, chemioterapii czy
komplikacji po radioterapii. Neuropatyczne zespoty bdlowe u pacjentow
w zaawansowanym stadium choroby nowotworowej wynikajgce z rozrostu guza
obejmujg ucisk na korzenie i sploty nerwowe, przerwanie ciggtosci nerwu wskutek
nacieku czy kompresji rdzenia kregowego w guzach pierwotnych i przerzutowych
moézgu. Bdle neuropatyczne obwodowe opisywane sg jako bdle z odnerwienia
(deaferentacyjne). Odnoszg sie zaréwno do nieprawidtowych wrazen parzenia,
pieczenia czy mrowienia na powierzchni skéry jak i do napadowo wystepujgcych,
przeszywajgcych bdli przypominajgcych razenie pradem. Neuropatyczne bodle
osrodkowe wynikajg ze zmian anatomicznych lub czynnosciowych w obrebie drég
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przewodzenia bélu takch jak: rogi tylne rdzenia kregowego, pien czy kora mdzgu.
Towarzyszg one w wiekszos$ci fagodnym niz ztosliwym zmianom nowotworowym ze

wzgledu na krotki czas przezycia pacjentow (Kotlinska-Lemieszek i Luczak 1999).
1.7.2 Farmakoterapia bélu nowotworowego

Terapia bdlu w przypadku pacjentéw zmagajacych sie z chorobg nowotworowg
stanowi prawdziwe wyzwanie dla wspodtczesnej medycyny. Najpopularniejsza,
konwencjonalng metoda walki z bédlem nowotworowym jest farmakoterapia wedtug
zalecen Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) ustanowionych w 1986 roku,
proponujgcych  trzystopniowy schemat stosowania lekéw przeciwbdlowych
w zaleznosci od natezenia bélu. W Polsce ustalone standardy leczenia bdlu
nowotworowego opierajg sie na zaleceniach WHO oraz Europejskiego Stowarzyszenia
Opieki Paliatywnej (EAPC) (Hilgier i Jarosz 2004). Strategia leczenia oparta jest na kilku
zatozeniach m.in.: stosowania lekdw silniejszych w przypadku, gdy stabsze nie dajg
zadowalajgcego efektu analgetycznego oraz ich regularnego stosowania; podawania
tzw.: "ratujgcych” dawek lekow w sytuacji pojawienia sie nagtego napadu bdlu (np.
bdle przebijajgce); kojarzeniu lekow przeciwbdlowych z lekami uzupetniajgcymi
(adjuwantami) nasilajgcymi ich efekt lub redukujacymi dziatania niepozadane;
wybraniu najwygodniejszej dla pacjenta drogi podania.

Odpowiednie postepowanie, zgodne z tzw. "drabing analgetyczng" pozwala
skutecznie wyeliminowaé bél w przypadku 80-90% chorych (Zech i wsp. 1995). Oceny
natezenia bélu dokonuje sie najczesciej z uzyciem specjalnych skal numerycznych
majgcych postac linijki, gdzie coraz to wiekszym cyfrom przypisane jest wzrastajgce
uczucie bélu. Pierwszy szczebel drabiny analgetycznej stanowig niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ) takie jak: paracetamol, diklofenak czy ibuprofen stosowane
w usmierzaniu bdlu nowotworowego receptorowego o stabym bgdz umiarkowanym
nasileniu (Mercadante i wsp. 1999). Mechanizm ich dziatania przeciwbdélowego polega
na zahamowaniu wzmozonej produkcji prostaglandyn poprzez blokowanie aktywnosci
COX-2. Przyjmowanie NLPZ wigze sie niestety z wystgpieniem efektéw niepozgdanych
ze strony ukfadu pokarmowego takich jak krwawienia czy owrzodzenia. Wynikajg one
z jednoczesnego hamowania aktywnosci COX-1 i obnizenia syntezy prostaglandyn
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zapewniajgcych prawidtowe funkcjonowanie S$luzédwki zotgdka, nerek i innych
narzgdéw (Vanie i Botting 1998).

Opioidy sg uznawane za najwazniejszg grupe analgetykdw stosowanych w leczeniu
bélu nowotworowego. Zajmujg one dwa ostatnie szczeble drabiny analgetycznej
i kojarzone s3g czesto z analgetykami z nizszych szczebli np. NLPZ czy innymi
inhibitorami COX, gdyz zwiekszajg one dziatanie przeciwbdlowe opioidéw (Malan
i wsp. 2003; Zelcer i wsp. 2005). Opioidy takie jak kodeina, dihydrokodeina czy
tramadol stosowane sg w terapii bélu o niskim i $rednim natezeniu. Obecnie
standardowym stabym opioidem drugiego szczebla drabiny analgetycznej stosowanym
w Polsce jest tramadol (Leppert 2009). Wykazuje on podwdjny mechanizm dziatania
polegajgcy na wigzaniu sie preferencyjnie z receptorami opioidowymi typu p oraz
zdolnosci do aktywacji serotoninergicznego i noradrenergicznego zstepujgcego szlaku
hamowania bélu (Hennies i wsp. 1988; Raffa i wsp. 1992). Dodatkowo stanowi dobry
lek dla pacjentéw skarzgcych sie na ucigzliwe dolegliwosci jak sennos¢ czy zaparcia
oraz pacjentéw z nowotworowym bdélem neuropatycznym (Sindrup i wsp. 1999;
Leppert i wsp. 2005). Wazng zaletg tramadolu jest mozliwos¢ jego podawania doustnie
w postaci kropli czy kapsutek (réwniez o przedtuzonym uwalnianiu) oraz droga
podskdrng, dozylng i doodbytniczg. Ostatni, trzeci szczebel drabiny analgetycznej
stanowi grupa silnych opioidéw zalecanych przez WHO w leczeniu bdlu
umiarkowanego i silnego, niepoddajgcego sie opioidom Il stopnia. Gtéwnymi
przedstawicielami tej grupy jest morfina, fentanyl, metadon oraz buprenorfina.

Morfina jest najlepiej poznanym, prototypowym, silnym opioidem szeroko
stosowanym w opiece paliatywnej do ktérej poréwnuje sie inne stosowane juz leki
opioidowe jak rowniez nowe potencjalne analgetyki. Wykazuje preferencyjne wigzanie
do receptoréw typu p wykazujgc jednak stabe powinowactwo do receptoréw 6 i k.
Morfina nalezy do pochodnych fenantrenu i jest jednym z 20 alkaloidéw wchodzacych
w sktad opium, substancji otrzymywanej z soku mlecznego pochodzgcego
z niedojrzatych owocéw maku lekarskiego (Papaver somniferum)(Ryc. 5). Pierwsze
wzmianki o ,eliksirze z opium” siegajg czasdw Bizancjum. Okoto roku 1552 szwajcarski
lekarz i przyrodnik Paracelsus wspomniat o naparze alkoholowym z opium nazywajac

go ,laudanum” (od tac. laudare - chwali¢). Morfina, zostata zidentyfikowana jako
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aktywny sktadnik opium w 1804 r. przez Friedricha Sertirnera a 13 lat podzniej

wprowadzona na rynek jako analgetyk i lek w terapii uzaleznienia od opium i alkoholu.

Ryc. 5. Struktura chemiczna morfiny.

Morfina po podaniu systemowym podlega procesom metabolicznym w watrobie
(Bodenham i wsp. 1989), Scianie jelit (Mikus i wsp. 1999), nerkach (Yue i wsp. 1988)
i mézgu (Wahlstrom i wsp. 1988). Znaczaca ilo$¢ podanej morfiny podlega efektowi
pierwszego przejscia w watrobie, gdzie sprzegana jest z kwasem glukuronowym przy
udziale izoenzymu glukuronotransferazy UGT 2B7 (Coffman i wsp. 1997). lej
biodostepnos¢ waha sie w granicach 30-40% a czas péitrwania 2-3h. Gtéwnymi
metabolitami morfiny jest morfino-3-glukuronian (M3G) oraz morfino-6-glukuronian
(M6G). Okoto potowa dawki morfiny metabolizowana jest do nieaktywnego metabolitu
M3G, ktérego potencjalne dziatanie analgetyczne poddawane jest w watpliwos¢ (Baker
i wsp. 2003; Vaughan i Connor 2003). M3G przypisuje sie natomiast wtasciwosci
neurotoksyczne (Smith 2000; Hemstapat i wsp. 2003) oraz odpowiedzialnos¢ za
wystgpienie objawdw niepozadanych, towarzyszgcych przeciwbdlowej terapii
morfinowej np. tolerancji  (Smith i wsp. 1995) Iub hiperalgezji
i allodynii (Woolf 1981; Juni i wsp. 2006). Zaobserwowano takze dziatanie
antagonistyczne M3G w stosunku do receptoréw opioidowych (Smith i wsp. 1990;
Faura i wsp. 1996).

M6G jest aktywnym metabolitem morfiny stanowigcym ok. 10% produktéw jej
metabolizmu, o sile dziatania przekraczajgcym 2 do 4-krotnie site dziatania zwigzku
macierzystego (Osborne i wsp. 1990; Lotsch i Geisslinger 2001; van Dorp i wsp. 2006).
M6G przypisuje sie gtéwng role w tworzeniu efektu analgetycznego po podaniu

morfiny (Klepstad i wsp. 2000). Oprécz witasciwosci analgetycznych M6G
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odpowiedzialny jest za wystgpienie dziatan niepozadanych takich jak: zaparcia (Leppert
i Luczak 2001), opdziniona depresja oddechowa (Olofsen i wsp. 2010), nudnosci
i wymioty (Binning i wsp. 2011) oraz senno$¢ (Hanna i wsp. 1991).

W 85% przypadkoéw, terapia morfinowa daje zadowalajgce rezultaty, jednakze
konieczne jest okresowe zwiekszanie jej dawki oraz jednoczesne leczenie
niepozgdanych efektdw ubocznych. Powaznym problemem w terapii morfinowej sg
zaparcia wystepujace czesciej niz w przypadku leczenia np. buprenorfing (Wolff i wsp.
2012). Niektorzy pacjenci wymagaja jednak wysokich dawek morfiny niekiedy
przekraczajacych 1g przy jednoczesnym braku zadowalajgcego efektu analgetycznego
i silnie zaznaczonych objawach niepozadanych. W takim przypadku nalezy dokonaé
zmiany morfiny na inny silny opioid a takze dokonywac rotacji opioidéw co daje szanse
na terapie béléw na nie opornych (Sartain i wsp. 2002).

Jednym z potencjalnie obiecujacych analgetykéw, ktéry moégtby rozszerzyé wachlarz
dostepnych analgetykdw Il stopnia drabiny analgetycznej jest bifalina oraz jej analogi.
Bifalina [(Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-),] zostata po raz pierwszy zsyntetyzowana przez

Lipkowskiego i wspotpracownikéw (1987) (Ryc. 6).

Y“\rrz J‘\”

Ryc. 6. Struktura chemiczna bifaliny.

Jest ona dimerycznym analogiem enkefaliny, gdzie oba tetrapeptydowe
farmakofory potgczone sg ze sobg mostkiem hydrazydowym. Tetrapeptydowe
,ramiona” czgsteczki sg elastyczne i mogg dopasowywacé sie do komplementarnych
struktur wewnatrz miejsca wigzania liganda w receptorze opioidowym. Bifalina
wykazuje wysokie powinowactwo w stosunku do receptorow opioidowych typu pi 6
oraz umiarkowane powinowactwo do receptoréw typu k (Lipkowski i wsp. 1987;

Slaninova i wsp. 1998). Bifalina zawdziecza swoje powinowactwo do wszystkich typéw
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receptoréw opioidowych temu, iz dwa farmakofory maja duzg gietkos¢ konformacyjng,
ktéora pozwala czasteczce na przyjecie odpowiedniej konformacji do struktury
receptora w zaleznosci od warunkéw. Mostek hydrazydowy jest natomiast
fragmentem usztywniajgcym strukture czgsteczki przeciwdziatajgc wewnetrznej
agregacji (Stepinski i wsp. 1991). Wysokie powinowactwo bifaliny gtéwnie do
receptora W oraz jej umiejetno$¢ przenikania przez bariere krew-modzg (BBB)
(Abbruscato i wsp. 1996) bezposrednio przektada sie na aktywnos¢ biologiczng tego
dimerycznego peptydu in vivo. Bifalina dzieki obecnosci reszty D-Ala w pozycji 2 i 2’
pozostaje odporna na dziatanie aminopeptydaz a mostek hydrazydowy przeciwdziata
rozktadowi dipeptydu przez karboksypeptydazy. Wtasciwosci analgetyczne bifaliny
zalezg jednakze w duzej mierze od drogi podania. Najwiekszg aktywnos¢ wykazuje po
podaniu dordzeniowym lub dokomorowym. Podskérne podanie nawet bardzo
wysokich dawek bifaliny wywotuje bardzo stabg analgezje u zwierzat doswiadczalnych,
co wyklucza te droge podania jako klinicznie adekwatng (Silbert i wsp. 1991). Bifalina
w poréwnaniu do morfiny w znacznie mniejszym stopniu prowokuje wystgpienie
objawdéw odstawienia po przewlektym podaniu (Yamazaki i wsp. 2001), posiada
mniejsze zdolnosci hamowania pasazu zotgdkowo-jelitowego in vivo (Horan i wsp.
1993), stymuluje proliferacje limfocytéw T, zwieksza cytotoksyczno$¢ komérek NK oraz
synteze IL-2 a takze hamuje wytwarzanie TNFa in vitro (Mehrotra i wsp. 2002). In vivo
bifalina stymuluje natomiast migracje limfocytéw z naczyn krwionosnych obnizajac
jednak ich migracje do weztéw chtonnych oraz uwalnianie do limfy (Maksymowicz
i wsp. 2000). Oprdcz wtasciwosci przeciwbdlowych bifalina posiada takze wtasciwosci
przeciwnowotworowe, ograniczajac proliferacje ludzkich komdrek glioblastoma T98G
in vitro (Lazarczyk i wsp. 2010), oraz wtasciwosci przeciwwirusowe (Tang i wsp. 1998).
B4l nowotworowy najczesciej nie posiada czysto receptorowego charakteru
i w zaleznosci od wielu czynnikdw charakteryzuje go wystepowanie dodatkowych
komponent np. zapalnej wynikajacej z wydzielania przez komérki nowotworowe
mediatorow promujgcych proces zapalny, czy tez komponenty neuropatycznej.
Uszkodzenie struktur OUN lub nerwéw obwodowych nastepuje wskutek naciekania lub
ucisku przez komodrki nowotworowe a takie mozie byé wynikiem przebytej

chemioterapii. Uszkodzenie nerwéw obwodowych wigze sie z wystgpieniem
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niekontrolowanych, spontanicznych wytadowan elektrycznych wzdtuz witdkien C oraz
wtdkien AB o niskim progu pobudzenia. Statystyki pokazuja, ze ok 40-50% przypadkéw
bdlu nowotworowego okreslanych jest jako wyfacznie lub czesciowo neuropatyczne
(Gonzales i wsp. 2003). Neuropatyczny bdl nowotworowy jest generalnie uwazany za
typ bdélu opornego na przeciwbdlowe dziatanie opioidédw i wymaga réwnolegtego
stosowania lekéw adjuwantowych (koanalgetykéw). Do tej grupy zaliczamy np. leki
przeciwdrgawkowe (np. gabapentyna), lokalne anestetyki (np. lidokaina) czy blokery
receptorow NMDA (np. ketamina) (Lussier i wsp. 2004). Jednakze, dane literaturowe
wskazujg, iz peptydy opioidowe podane w niskich, systemowo nieaktywnych dawkach,
wywierajg dziatanie przeciwhiperalgetyczne poprzez selektywng aktywacje
obwodowych receptoréw opioidowych w modelach bélu nowotworowego. W mysim
modelu nowotworowego bélu kostnego bedgcego konsekwencjg implantacji komadrek
kostniakomiesaka linii  NCTC2472 wewngatrz nasady kosci piszczelowej,
zaobserwoowano najsilniejszg obwodowg analgezje po podaniu DAMGO. Obserwacja
ta sugeruje dominujgcy role receptoréw typu B w procesie powstawania zjawiska
analgezji obwodowej. Receptory typu & po podaniu DPDPE réwniez uczestnicza
w wytworzeniu obwodowego efektu przeciwbdlowego, jednakze w mniejszym stopniu.
Receptory obwodowe typu k zdajg sie nie uczestniczyé w tym procesie. Zaangazowanie
obwodowych receptoréw opioidowych potwierdza réwniez fakt braku efektu
analgetycznego u zwierzat kontrolnych oraz w konczynie kontrolnej zwierzat
inokulowanych a takze odwrdcenie efektu analgetycznego przez NLXM (Baamonde
i wsp. 2005). Dominujgce zaangazowanie receptorow typu pu w blizniaczym modelu
bdlu kostnego potwierdzajg rowniez doswiadczenia z uzyciem loperamidu - zwigzku
opioidowego o stabych wtasciwos$ciach przenikania BBB oraz morfiny. Podobnie,
doswiadczenia wykazaty, ze zaréwno loperamid jak i morfina podnoszg préog bélowy,
znoszac zjawisko hiperalgezji termicznej i mechanicznej jedynie w konczynie
implantowanej komdrkami NCTC2472. Efekt ten obserwowany jest nie tylko po
lokalnym podaniu, lecz takie w przypadku loperamidu po podaniu podskérnym
W miejscu znaczne oddalonym od miejsca manifestacji objawéw bélowych (Menendez
i wsp. 2003; 2005). Obwodowy mechanizm analgetyczny wywotfany podaniem

loperamidu i morfiny jest prawdopodobnie zwigzany z aktywacjg szlaku
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NO/cGMP/K"arp poprzez stymulacje neuronalnej NOS (Rodrigues i Duarte 2000; Curto-
Reyes i wsp. 2008). W swietle wynikdow powyzszych badan, potwierdzajgcych udziat
analgezji obwodowej w usmierzaniu bdlu nowotworowego, zasadne jest dalsze
zgtebianie tematu i poszukiwanie zwigzkéw, ktére po systemowym podaniu bedg
wywotywaé swéj efekt analgetyczny z udziatem zaréwno obwodowych jak

i zlokalizowanych w OUN receptoréw opioidowych.
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2. CELE PRACY:

Przeprowadzone badania miaty na celu:

1. Wybodr oraz adaptacje opisanego w literaturze modelu bélu nowotworowego
u myszy, jego ocene mofologiczng oraz ocene behawioralng lokalnych

i osrodkowych objawoéw bélowych.

2. Ocene powinowactwa bifaliny oraz jej dwdch analogéw: peptydéw 5320 5311
do receptorow opioidowych oraz okreslenie ich efektywnosci w aktywacji
wtérnych szlakow wewngtrzkomoérkowego przekaznictwa przy uzyciu technik

radioizotopowych.

3. Okreslenie wiasciwosci przeciwnowotworowych bifaliny oraz peptydéw 5320

i 5311 in vitro.

4. Farmakologiczng ocene dziatania przeciwbdélowego bifaliny oraz peptyddow

5320i 5311 in vivo w mysim modelu bélu nowotworowego po podaniu ostrym.
5. Ocene wudzialu obwodowego efektu antynocyceptywnego bifaliny oraz
peptydéw 5320 i 5311 w sumarycznym efekcie przeciwbdlowym w mysim

modelu bélu nowotworowego.

6. Ocene wystgpienia zjawiska tolerancji po podaniu bifaliny oraz peptydu 5320

w mysim modelu bélu nowotworowego.
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CZESC DOSWIADCZALNA
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Doswiadczenia radioizotopowe

Powinowactwo analizowanych zwigzkéw opioidowych wobec receptoréw
opioidowych p i & badano metodg kompetycyjnego radioizotopowego wigzania
receptorowego. Polega ona na konkurencyjnym wigzaniu selektywnego
radioaktywnego agonisty do receptora opioidowego p lub 6 w obecnosci wzrastajgcych
stezen badanego zwigzku w postaci nieznakowanej. Radioizotopowa analiza
funkcjonalna miata na celu okreslenie aktywnosci oraz efektywnosci badanych
zwigzkédw do stymulacji aktywnosci biatka G poprzez wiazanie [**S]GTPyS w obecnosci
rosngcych stezen badanego zwigzku. Do doswiadczen radioizotopowych zastosowano
specyficznych  agonistébw receptora p -  [(D-Ala®,xwePhe* Gly>-ol)enkefalina]-
(I’H]IDAMGO; 48,9 Ci/mmol) oraz & - ([tyrosyl-3,5-3H]deltorfina 11) ([*H]DELT I;
28,0 Ci/mmol). Oba radioligandy zostaty uzyczone przez Zaktad Biochemii Instytutu
Badann Biologicznych Wegierskiej Akademii Nauk w Szeged. Do radioizotopowych
badari funkcjonalnych jako radioligandu uzyto [**S]GTPyS (guanozyno 5-O- [y->>S]-

trifosforan; 1204Ci/mmol) (Instytut Izotopdw Ltd, Budapeszt).
3.1.2. Przygotowanie homogenatu z mézgu szczura

Homogenat z przodomodzgowia szczura przygotowany zostat wedtug metody
opisanej przez Zadina i wsp. 1994 (Zadina i wsp., 1994). Szczury stada Wistar o masie
250g usmiercano poprzez dekapitacje pod znieczuleniem wziewnym mieszankg
halotanu (Narcotan®, Leciva, Czechy) i tlenu w proporcji 0,5:3,5 vol%. Przodomdzgowia
pobrane od dwdch osobnikéw umieszczano w 20 objetosciach lodowatego roztworu
50mM Tris-HCl (pH 7,4). Nastepnie tkanka rozdrabniana byta przy uzyciu szklanego
homogenizatora poprzez ruchy ttoczka w goére i w doét az do uzyskania jednolitej
zawiesiny. Otrzymany homogenat byt wirowany przez 15min. w 4°C przy 48 000 x g.
Nastepnie zlewano supernatant znad osadu, ktéry ponownie zawieszano w 20
objetosciach buforu Tris-HCl (pH 7,4). Pézniej homogenat inkubowano przez 30min.
w fazni wodnej z wytrzgsaniem w temp. 25,5°C. Po inkubacji powtdrzono procedure

wirowania i zawieszania w buforze Tris-HCI (pH 7,4). Przed porcjowaniem pobierano
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100ul zawiesiny w celu oznaczenia stezenia biatka. Reszte homogenatu btonowego
zamrazano w temp. -20 °C. Pomiaru stezenia biatka wykonano metodg Bradforda przy
uzyciu zestawu odczynnikdw Dc Protein Assay (Bio-Rad, USA). Absorbancje mierzono
w aparacie FluOstar-Omega Multidetection Microplate Reader (BMG Labtech,

Germany) przy dtugosci fali 750nM.
3.1.3. Kompetycyjne wigzanie radioizotopowe

Przygotowany preparat btonowy (0,2-0,5mg biatka/1ml) inkubowano w buforze
zawierajgcym 50mM Tris-HCI (pH 7,4) (Sigma-Aldrich, Niemcy), 0,1 mg/ml BSA (Sigma-
Aldrich, Niemcy), 30 pg/ml bacitracyny (SERVA Electrophoresis, Niemcy), 30 uM
bestatyny (Sigma-Aldrich, Niemcy), 10 uM kaptoprilu (Fluka, Szwajcaria) oraz 0,1mM
fluorku fenylometylosulfonylu (PMSF) (Sigma-Aldrich, Niemcy) w obecnosci 0,5nM
[HIDAMGO lub [PHIDELT Il oraz wzrastajacych stezer analizowanego zwiazku
(10™"° - 10°M) w catkowitej objetosci 1ml przez 60min. w temp. 25,5°C w tazni wodnej
z wytrzgsaniem. W celu okreslenia niespecyficznego wigzania uzyto 10uM roztworu
naltreksonu (Sigma-Aldrich, Niemcy). Wszystkie prébki przygotowywane byty w dwdch
powtdrzeniach. Inkubacja przerywana byta poprzez szybkg filtracje przez bibute
filtracyjng o gradacji GF/B (Whatman, USA) nasgczong uprzednio roztworem 0,5%
polietyloiminy (PEI) (Sigma-Algrich, Niemcy) w celu zminimalizowania niespecyficznego
wigzania wolnego radioliganda do powierzchni filtra oraz przeciwdziataniu wyptukania
radioliganda zwigzanego w receptorem btonowym. Nastepnie filtry byty przemywane
6ml lodowatego roztworu 0,9% NaCl w celu zatrzymania reakcji. Filtracje prowadzono
za pomocg aparatu M-24 Cell Harvester (Brandel, USA). Nastepnie, pojedyncze krazki
bibuty umieszczane byty oddzielnie na 24-dotkowych ptytkach Clear PET 24-well
Flexible Microplate (Perkin Elmer, USA) i zalewane 1ml ptynu OptiPhase Supermix
Cocktail (Perkin Elmer, USA). Stopien radioaktywnosci mierzony byt w liczniku
scyntylacyjnym MicroBeta LS, Trilux (PerkinElmer, USA). Krzywe wigzania sporzadzono
wedtug modelu regresji nieliniowej i przedstawiono jako zalezno$¢ % specyficznego
wigzania radioligandu od logarytmu stezenia zwigzku wyrazonego w molach.

Powinowactwo badanych zwigzkdw wyrazone zostato parametrem ICso.
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3.1.4. Analiza [**S]GTPyS

Homogenat btonowy (10-15ug biatka/iml) inkubowano w buforze Tris-EDTA
(pH 7,4) zawierajgcym 50 mM Tris-HCI (Sigma-Aldrich, Niemcy), 1 mM EDTA (Molar
Chemicals KFT, Wegry), 3 mM MgCl, (Molar Chemicals KFT, Wegry) w obecnosci 0,05
nM [>>S]GTPyS oraz wzrastajacych stezen (10 — 10°) badanego peptydu i 100uM GDP
w catkowitej objetosci 1ml. Inkubacje prowadzono przez 60min. w temp. 30°C.
Wiazanie niespecyficzne okreslone zostato przy uzyciu 10uM nieznakowanego GTPyS.
Wszystkie préobki przygotowywane byty w trzech powtdrzeniach. Zwigzany oraz wolny
radioligand rozdzielano za pomocg 3-krotnej filtracji w buforze Tris-EDTA (pH 7,4) przez
bibute filtracyjng o gradacji GF/B (Whatman, USA) uprzednio namoczong w buforze
Tris-EDTA (pH 7,4). Filtracje prowadzono za pomocg aparatu M-24 Cell Harvester
(Brandel, USA). Nastepnie pojedyncze krazki bibuty nasgczane byly ptynem Ultima
Gold MV (Perkin EImer, USA) i umieszczane w szklanych probéwkach. Radioaktywnos¢
mierzona byfa w liczniku scyntylacyjnym TRI-CARB 2100TR (Canberra-Packard,
Perkin-Elmer Life Science, USA). Krzywe wigzania sporzagdzono wedtug modelu regresji
nieliniowej i przedstawiono jako zalezno$s¢ % specyficznej stymulacji wigzania
[SSS]GTPVS od logarytmu stezenia zwigzku wyrazonego w molach. Wyniki
przedstawione zostaty jako wartos¢ En.x okreslajgca maksymalny mozliwy efekt

zwigzku przy catkowitym wysyceniu receptorow.
3.2 Doswiadczenia in vitro

3.2.1 Hodowla komorek czerniaka linii B16F0

Mysie komadrki czerniaka linii B16FO przechowywane byty przed eksperymentem
w banku w ciektym azocie. Po rozmrozeniu komdrek w fazni wodnej w temp. 37°C byty
one hodowane w standardowym podfozu MEM (Biomed, Polska) z dodatkiem 10%
bydlecej surowicy ptodowej (FBS) (Gibco, USA) oraz 1% penicyliny/streptomycyny
(Gibco, USA). Komorki utrzymywano w atmosferze 5% CO, w temperaturze 37°C
w inkubatorze firmy SANYO Electric Biomedical CO, model MCO-18AIC az do uzyskania
80% konfluencji komdrek. Komoérki oddzielone byty od ptytki hodowlanej poprzez

trypsynizacje w roztworze zawierajgcym 0,05% trypsyny oraz 0,02% EDTA (Gibco, USA).
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Nastepnie komorki byty wirowane przez 3min. przy 1000rpm a po zlaniu supernatantu
zawieszane w 5ml pozywki. W celu okreslenia liczebnosci komérek pobierano 200ul
zawiesiny i umieszczano w liczniku NucleoCounter NC-100 (Chemometec, USA). Do
implantacji jednego zwierzecia przygotowywano zawiesine zawierajgcg 2x10° komérek

zawieszonych w 25ul ptynu PBS (Biomed, Polska).
3.2.2 Test przezywalnosci komorek

Ludzkie komorki czerniaka linii MEW 155 lub fibroblastéw AW/4 wysiewano na

24-dotkowych  ptytkach Multiwell™

(Becton Dickinson, USA) w ilosci 5tys.
komorek/dotek zawieszonych w 315uM pozywki MEM (Biomed, Polska). Nastepnie do
hodowli dodawane byty analizowane zwigzki w stezeniach 20uM oraz 100uM
w objetosci 35ul 0,9% NaCl. Komorki kontrolne otrzymywaty réwng objetosc
rozpuszczalnika. Doswiadczenie przeprowadzane byto w trzech powtdrzeniach.
Komérki hodowano nastepnie przez 96 godz. w atmosferze 5% CO, w temperaturze
37°C w inkubatorze firmy SANYO Electric Biomedical CO, model MCO-18AIC. Po
uptywie 96h 350ul pozywki zbierano do opisanych probéwek typu eppendorf
a komoérki odrywano od podtoza przy pomocy 150ul roztworu zawierajgcego 0,05%
trypsyny oraz 0,02% EDTA (Gibco, USA) i inkubowano od 3 do 5min. Komorki
zawieszone w roztworze trypsyny przenoszono do probdéwek z zebrang pozywka
i doprowadzano do objetosci 1ml. W celu okreslenia catkowitej liczby komérek
pobierano 60ul zawiesiny i dodawano do niej 60ul buforu lizujgcego Lysis Buffer
(ChemoMetec Reagent A) oraz 60upl buforu stabilizujgcego Stabilizing Buffer
(ChemoMetec Reagent B) w celu uzyskania wolnych jader komérkowych. Otrzymany
lizat w objetosci 50ul wstrzykiwano do kasety NucleoCasette opfaszczonej jodkiem
propidyny (ChemoMetec, Dania). Nastepnie zliczano ilos¢ zabarwionych jodkiem
propidyny wolnych jgder komérkowych w liczniku NucleoCounter NC-100 za pomocg
programu komputerowego NucleoView (ChemoMetec, Dania). W celu okreslenia liczby
komodrek martwych 60ul zawiesiny komoérek rozcienczano 120ul pozywki MEM
i zliczano w taki sam sposdb jak catkowitg liczbe komodrek. Liczba komdrek zywych

stanowita réznice pomiedzy catkowitg liczbg komadrek a liczbg komdrek martwych.
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3.3 Doswiadczenia in vivo

Wszystkie doswiadczenia z udziatem zwierzat doswiadczalnych zostaty
przeprowadzone po uzyskaniu zgody lokalnej komisji etycznej. Doswiadczenia
wykonywane byly przez osoby posiadajgce odpowiednig zgode Dyrektora Instytutu na

prowadzenie doswiadczen na zwierzetach.
3.3.1 Zwierzeta

Wszystkie doswiadczenia in vivo przeprowadzone byly na samcach myszy szczepu
Cs7BLe. Implantacja komorek nowotworowych wykonywana byta na zwierzetach 5 - lub
6 - tygodniowych, natomiast doswiadczenia farmakologiczne przeprowadzane byty na
osobnikach 8 - lub 9 -tygodniowych. Zwierzeta trzymane byty po 4-5 sztuk
w plastikowych klatkach z wyscidétka z drobno zmielonych trocin przy temperaturze
otoczenia 22 + 2°C i wilgotnosci 55°C + 5% z kontrolowanym dostepem do paszy oraz
niekontrolowanym dostepem do wody. Myszom przeznaczonym do dos$wiadczenia na
12h przed eksperymentem zabierano pokarm. Dostep do wody pozostawat
nieograniczony. Zwierzeta utrzymywane byly w systemie sztucznej doby przy
12-godzinnym oswietleniu. Protokdt doswiadczalny zostat zaakceptowany przez lokalng

komisje etyczng ds. doswiadczen na zwierzetach.
3.3.2 Implantacja komorek czerniaka linii B16FO0

Implantacja komérek nowotworowych odbywata sie metodg nieoperacyjng aby
unikng¢ procesu pooperacyjnego gojenia sie rany oraz wywofania stanu zapalnego
mogacego zaburzac obraz lokalnej reakcji na podane komdrki nowotworowe. W celu
implantacji komérek nowotworowych myszy byty delikatnie przytrzymywane za skére
na karku az do uspokojenia sie zwierzecia. Nastepnie komodrki nowotworowe
wstrzykiwane byty podskérnie w podeszwe lewej tylnej koficzyny w okolicy srédstopia
(koriczyna ipsilateralna) w ilosci 2x10° komérek/25pl przy uzyciu strzykawki insulinowej
BD Micro-Fine + U-40 (Becton Dickinson & Company, Niemcy). W doswiadczeniach
farmakologicznych koriczyna prawa (kontralateralna) nastrzykiwana byta 25ul ptynu

PBS.
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3.3.3 Preparatyka mikroskopowa

Materiat wyjsciowy do badan mikroskopowych stanowity konczyny ipsilateralne
i kontralateralne pobrane od myszy usmiercanych w poszczegdlnych dniach wzrostu
guza nowotworowego (9, 13, 16, 19 oraz 24 dzier) oraz koriczyny kontrolne. Swiezo
pobrany materiat umieszczano na 72h w utrwalaczu EAFS (200ml etanolu 96%, 25ml
kwasu octowego lodowatego, 50ml 40% formaldehydu, 225ml 0,9% NaCl) a nastepnie
7 dni w odczynniku oksfordzkim (50ml 40% formaldehydu, 4,35g NaCl, 100ml 90%
kwasu octowego, 450ml wody destylowanej). Tkanke poddano stopniowemu
odwadnianiu poprzez umieszczanie jej w roztworach etanolu o wzrastajacym stezeniu.
Prébki umieszczano w 70% etanolu na 24h, w 90% przez 7h oraz w 96% przez noc.
Nastepnie tkanke umieszczano na 20min. w roztworze czystego ksylenu. Preparaty
umieszczane byty nastepnie w kasetkach do zatapiania w naczyniach z ciektg parafing
i pozostawiane w cieplarce w temp 62°C na czas 1h. Po wyjeciu i zastygnieciu parafiny
preparaty przed procesem krojenia umieszczane byly w zamrazarce. Krojenie
preparatéw odbywato sie na mikrotomie ustawionym na grubos¢ krojenia 4um.
Skrawki umieszczane byty w kapieli wodnej w 37°C w celu ich rozprostowania
a nastepnie nanoszone byty na szkietka podstawowe pokryte 2% alkoholowym
roztworem aminopropylotrietoksysilanu (Sigma-Aldrich, Niemcy) i suszone przez 1h
w 60°C w cieplarce. W celu dokonania barwienia hematoksyling i eozyng skrawki na
szkietkach umieszczano w roztworze ksylenu w celu usuniecia parafiny, nastepnie
w szeregu malejgcych stezen alkoholu etylowego (100%, 95%, 80%, 70%) a na koricu
przemywano wodg destylowana. Preparaty umieszczano na 8min. w kuwecie z 5%
roztworem hemotoksyliny (Merck Milipore, Niemcy), a nastepnie przemywano przez
5min. biezacg woda wodociggowq i zanurzano ponownie w wodzie destylowanej.
Preparaty umieszczano na 30s. w roztworze 1% kwasnego roztworu HCl, przemywano
wodg wodociggowa przez 1 min. i umieszczano w 0,2% roztworze wody amoniakalnej
na 30s. Po przemyciu wodg wodociggowag przez 5min. preparaty przemywane byty 95%
alkoholem etylowym (10 zanurzen) i umieszczane w kuwecie z 0,25 % roztworem
eozyny Y (Merck Milipore, Niemcy) na 30s. Nastepnie preparaty poddawano

odwadnianiu przy pomocy dwdch ptukan po 5min. w 95% alkoholu etylowym oraz
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dwéch ptukan w roztworze ksylenu. W kofcowym etapie procedury nanoszono na
powierzchnie skrawkéw medium zamykajace Surgipath DPX Mountant (Leica

Biosystems, Niemcy).
3.3.4. Test podeszwowy oraz test cofania ogona

Przed jakimikolwiek procedurami behawioralnymi myszy byly przyzwyczajane do
pokoju doswiadczalnego, eksperymentatora oraz aparatury w celu zminimalizowania
stresu. Testy behawioralne wykonywane byly zawsze w fazie jasnej i przez te sama
osobe. Prég bélowy oraz poziom analgezji nadrdzeniowej i obwodowej okreslany byt
w tescie podeszwowym (Hargreaves i wsp. 1988). Analgezja typu rdzeniowego
okreslana byta w tescie cofania ogona (D’Amour i Smith 1941) przy uzyciu aparatu
Plantar Test and Tail Flick Analgesia Meter (IITC Life Science Inc., USA). W tescie
podeszwowym myszy owijane byly w kawatek bawetnianej tkaniny do poziomu
przepony tak aby tylne konczyny oraz ogon pozostawaty w swobodnym kontakcie ze
szklang platformg aparatu. Procedura ta miata na celu bezstresowe unieruchomienie
oraz ujednolicenie pozycji, w ktdrej znajdowaty sie zwierzeta w chwili pomiaru.
Nastepnie na podeszwe tylnej korczyny nakierowywana byta wigzka $wiatta
widzialnego o intensywnosci rownej 6 w 10-stopniowe] skali aparatu pomiarowego.
Dzieki umieszczonemu pod platformg lustru mozna byto swobodnie obserwowac
zachowanie zwierzecia. Pomiar zatrzymywano manualnie w momencie wystgpienia
charakterystycznego lizania korczyny badZz jej cofniecia. W pierwsze] kolejnosci
stymulowano koriczyne lewg, a nastepnie prawg, w odstepach 10s. Pomiary
wykonywano trzykrotnie. Ucieczka od bodzca byta uznawana za reakcje niespecyficzng
i pomiar byt powtarzany. Czas uzyskany od momentu zadziatania bodZzca do momentu
reakcji behawioralnej na bol okreslany byt mianem latencji wyrazonej w sekundach.
W przypadku konczyny kontrolnej (kontralateralnej) latencja wynosita srednio 4,5s.
a ipsilateralnej ok. 3s. W tescie cofania ogona wigzka swiatta widzialnego draznita
spodnig strone ogona w pofowie jego diugosci az do momentu cofniecia lub

wstrzgséniecia ogona. Podstawowa latencja w tescie cofania ogona wynosita ponizej 3s.

58



3.3.5 Pomiar rozwoju termicznej hiperalgezji

W doswiadczeniu majgcym na celu obserwacje spadku progu bélowego na skutek
implantacji komérek czerniaka B16F0, manifestujgcego sie wystgpieniem przeczulicy
na bodziec termiczny (termiczna hiperalgezja), analizowano dwie grupy
eksperymentalne. W grupie badanej (grupa ,B16F0”) konczyne ipsilateralng
inokulowano zawiesing komérek B16F0. Grupa kontrolna (grupa ,PBS”) zostata
nastrzyknieta w podeszwe ipsilateralnej korczyny ptynem PBS (Biomed, Polska).
Konczyny kontralateralne w obu grupach zostaty jedynie naktute igtg bez wstrzykniecia
ptynu PBS. W celu okreslenia momentu wystgpienia objawdéw bdélowych, poziom progu
bdlowego mierzony byt przed implantacjg komorek nowotworowych lub iniekcji PBS
(dzien 0) a nastepnie w odstepach 3-4 dniowych. Poczagwszy od dnia 13-go, pomiary
wykonywane byly codziennie az do dnia 24-go, kiedy konieczna byta eutanazja
zwierzgt. Wyniki otrzymane w tescie podeszwowym i cofania ogona przedstawione

zostaty jako wartosci Srednie wyrazone w sekundach + SE.
3.3.6 Pomiar objetosci konczyny

W celu okreslenia stopnia rozwoju nowotworu, mierzono objetos¢ konczyny
ipsilateralnej oraz kontralateralnej myszy. Mierzono grubos¢ oraz szerokos$é konczyny
na wysokosci $rddstopia za pomocg suwmiarki o doktadnosci 0,02mm. Objetos¢
wyliczano ze wzoru: V = (t x w?) x 0,52, gdzie V — objetos¢; t — grubos¢ koniczyny;
w — szerokos¢ konczyny. Pierwszego pomiaru dokonano w dniu 13, kolejnego w 16;
nastepnie objeto$¢ konczyny mierzono codziennie az do dnia 24. Wyniki

przedstawione zostaty jako surowe dane wyrazone w mm>.
3.3.7 Doswiadczenia farmakologiczne

Doswiadczenia farmakologiczne przeprowadzane byly 19 dni po implantacji
komodrek czerniaka B16F0O na osobnikach, u ktérych zaobserwowano spadek latencji
inokulowanej konczyny o co najmniej 30%. Osobniki nie spetniajgce tego kryterium
byty odrzucane. W doswiadczeniach ostrych podawano badane zwigzki w systemie

jednorazowej iniekcji do zyty ogonowej. W doswiadczeniach przewlektych w 12 dniu po
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implantacji komodrek czerniaka zwigzki podawano codziennie przez 7dni o tej samej
porze dnia (godz. 9.00). Pomiar stopnia analgezji w opisanych wyzej testach
behawioralnych wykonywany byt w dniu pierwszym po podaniu zwigzku oraz w dniu
siodmym, konczagcym doswiadczenie. Pomiary latencji w doswiadczeniach
farmakologicznych dokonywane byty przed podaniem (podstawowa latencja) oraz 5,
15, 30, 60, 120min. po podaniu zwigzku. Maksymalny czas ekspozycji na bodziec
termiczny wynosit w tescie podeszwowym 12s a w tescie cofania ogona 10s aby nie
dopusci¢ do poparzenia tkanki. Grupy badane oraz kontrolne liczyty 8-10 osobnikdw.
Efekt analgetyczny przedstawiono jako % maksymalnego mozliwego efektu
analgetycznego (%MPE) zgodnie ze wzorem: %MPE = [T, -T1]/[Cos - T1] X 100%, gdzie:
T, — czas latencji przed podaniem zwigzku; T, — czas latencji po podaniu zwigzku;
Coif — czas maksymalnej ekspozycji na bodziec. Catkowity efekt analgetyczny dla
kazdego zwigzku zostat przedstawiony jako powierzchnia pod krzywg (AUC) i wyrazony

w jednostkach arbitralnych AUC + SE.
3.4 Zwigzki uzyte w doswiadczeniach in vivo

W doswiadczeniach na zwierzetach zastosowano nastepujgce zwigzki:

1. Bifalina [(Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-),] oraz peptyd 5320 [(Tyr-D-Thr-Gly-Phe-NH-),]
w postaci chlorowodorku podawana byta dozylnie w dawkach 10umol/kg,
15umol/kg oraz 20umol/kg. Peptyd 5311 [(Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH),=CO] w
postaci chlorowodorku podawany byt dozylnie w dawkach 21,4umol/kg,
31,2umol/kg i 64,2umol/kg.

2. Morfina w postaci chlorowodorku podawana byfa drogg dozylng w dawce
20umol/kg w doswiadczeniach ostrych lub w dawce 46,8umol/kg droga
dootrzewnowg w doswiadczeniach przewlektych.

3. Naltrekson - (17-(Cyklopropylometylo)-4,5-epoksy-3,14-dihydroksy-morfinian-
6-on) (Sigma-Aldrich, Niemcy) jako niespecyficzny antagonista receptoréw
opioidowych podawany byt dootrzewnowo w postaci chlorowodorku w dawce
26,4umol/kg 15min. przed iniekcjg najwyziszej dawki badanego peptydu

opioidowego.
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4. Metylojodek naloksonu - jodek (5a,17R)-4,5-Epoksy-3,14-dihydroksy-17-
metylo-6-okso-17-(2-propenylo)-morphinianu) (Sigma-Aldrich, Niemcy) jako
nieselektywny antagonista receptorow opioidowych zlokalizowanych
w obwodowym uktadzie nerwowym podawany byt dootrzewnowo w dawce
21,3umol/kg 15min. przed podaniem najwyzszej dawki badanego peptydu

opioidowego.
Wszystkie wymienione powyzej zwigzki rozpuszczano w roztworze 0,9% NaCl.
3.5 Statystyczna analiza wynikow

Otrzymane wyniki doswiadczen analizowane byty za pomocg programu GraphPad
Prism 5.04 (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).
Wyniki przedstawione zostaty jako wartosci srednie + SE. Rdznice w wartosciach
powinowactwa, efektywnosci oraz potencjatu badanych zwigzkéw analizowane byty za
pomocyg czgstkowego testu F po uprzedniej analizie normalnosci rozktadu przy uzyciu
testu D'Agostina i Pearsona. W doswiadczeniach in vivo krzywe zaleznosci efektu
analgetycznego od czasu analizowane byly za pomocg dwukierunkowej analizy
wariancji z powtarzanymi pomiarami (dwukierunkowa RM-ANOVA) oraz testu post-hoc
Bonferroniego. Analiza rdinic w catkowitym efekcie analgetycznym (opisujgcym
efektywnos$¢ zwigzkéw) wyrazonym w arbitralnych jednostkach powierzchni pod
krzywg (AUC) oparta byta na jednokierunkowe] analizie wariancji (jednokierunkowa
ANOVA) oraz tescie post-hoc Newmana-Keulsa lub tescie t-Studenta. Poziom istotnosci

statystycznej ustalony zostat na poziomie a = 0,05.

4. WYNIKI

4.1 Charakterystyka morfologiczna i behawioralna mysiego modelu bélu

nowotworowego

Implantacja 2x10° komdrek czerniaka linii B16FO do podeszwy tylnej koriczyny
syngenicznego szczepu myszy CssBlg spowodowata stopniowy rozrost tkanki
nowotworowej w miejscu iniekcji (Ryc. 7). Do dnia 9 na konczynie ipsilateralnej

niezauwazalne bylty zmiany patologiczne. Natomiast, dnia 13 na podeszwie konczyny
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ipsilateralnej pojawity sie pierwsze rozsiane, badZ skupione, ciemne przebarwienia
melaninowe. W obrazie mikroskopowym zmiany nowotworowe miaty charakter
ograniczony miedzy skérg wtasciwg a tkanka miesniowag. Komadrki nowotworowe byty
w wiekszos$ci owalne z widoczng cytoplazmg a ich jadra okragte (Ryc. 10). Z dniem 16
ciemne przebarwienia byty juz bardzo widoczne, tworzgc uwypuklenie na spodniej
stronie konczyny. Obszar zmiany patologicznej w preparatach byt niewiele wiekszy niz
w dniu 13. Komérki nowotworowe miaty ksztatt bardziej wrzecionowaty oraz nie
wykazywaty takiego stopnia upakowania jak w dniu 13 (Ryc. 11). W dniu 19 w obrazie
mikroskopowym tkanka nowotworowa zajmowata znaczng czes¢ obserwowanego
obszaru w polu widzenia, nastepowat zanik miesni i pojawienie sie ztogdw melaniny.
Nie obserwowano natomiast zmian martwiczych (Ryc. 12). W dniu 22 tkanka
nowotworowa zajmowata juz wiekszg cze$é konczyny ipsilateralnej znieksztatcajac ja
i utrudniajac jej naturalny kontakt z podtozem. W ostatnim, 24 dniu obserwacji
koriczyna wykazywata znaczny stopied deformacji spowodowany daleko posunietym
rozrostem masy guza nowotworowego uniemozliwiajgcym swobodne poruszanie sie
zwierzecia.

W preparatach mikroskopowych widoczne byty rozlegte obszary martwicze oraz
pola ztogdw melaninowych. Konczyna kontralateralna nastrzyknieta ptynem PBS przez
caty okres trwania doswiadczenia pozostawata bez zadnych zmian patologicznych
o charakterze nowotworowym (Ryc. 13). Implantacja komérek czerniaka miata wptyw
na istotne zwiekszenie sie objetosci konczyny ipsilateralnej w okresie trwania
obserwacji w poréwnaniu do konczyny nastrzyknietej ptynem PBS (Fy40 = 45,75; p <
0,001) (Ryc. 8) (Tab. 2). Ponadto, objetos¢ konczyny ipsilateralnej zmieniata sie w
czasie w poréwnaniu do konczyny przeciwstawnej (Fg3so = 50,95; p < 0,001).
W pierwszym dniu obserwacji nie zauwazono réznic w objetosci pomiedzy obiema
kofAczynami, jednak poczagwszy od dnia 16 zaobserwowano pewng tendencje wzrostu
objetosci konczyny ipsilateralnej. Réznice w objetosci korczyn osiggnety istotnosc
statystyczng dopiero w dniu 20 po implantacji i widoczne byty do konca okresu
obserwacyjnego. Jednokierunkowa RM ANOVA wykazata réwniez zwiekszenie sie

objetosci konczyny ipsilateralnej w grupie badanej ,B16F0” w czasie (Fq20 = 10,61; p <
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0,001). Réznica w objetosci koriczyn ipsilateralnych uwidocznita sie pomiedzy dniami
22 a23(p<0,01) oraz 23 a 24.

Konsekwencjg stopniowego rozrostu tkanki nowotworowej byto pojawienie sie
objawéw termicznej hiperalgezji, objawiajgcej sie obnizeniem progu bdlowego w
odpowiedzi na bolesny bodziec termiczny u myszy z grupy badanej ,,B16F0” (Ryc. 9 A)
Wykazano rdznice w latencji konczyny ipsilateralnej pomiedzy grupa badang ,,B16F0”
a kontrolng ,,PBS” (F1ss = 192,5; p < 0,001) oraz pomiedzy konczyng ipsilateralng
a kontralateralng myszy z grupy badanej (F1q4 = 238,1; p < 0,001) (Tab. 2). Ponadto
zmiennos$¢ latencji zalezna byta od czasu od momentu implantacji komodrek
nowotworowych (Fi483 = 30,89; p < 0,001). Nie zaobserwowano natomiast réznicy w
latencji pomiedzy konczyng kontralateralng grupy badanej oraz kontrolnej (F; 83 = 1,10;
p > 0,05) a takze zmian latencji w tescie cofania ogona (F1ss = 1,4; p = 0,24) (Ryc. 9 B).
Test post-hoc wielokrotnych poréwnan Bonferroniego wykazat, iz w dniu 15 po
implantacji komorek nastgpit istotny 14,5% spadek latencji pomiedzy konczynami
ipsilateralnymi grupy badanej a kontrolnej. Takze pomiedzy konczyng ipsilateralng
a kontralateralng w grupie badanej ,B16F0” zaobserwowano statystycznie istotny
15,6% spadek latencji 16 dni po implantacji komérek czerniaka. Bardzo wyrazny spadek
latencji (o 38,2%) zaobserwowano w konczynie ipsilateralnej w grupie "B16F0" 17 dni
od implantacji komérek nowotworowych w odniesieniu do konczyny kontralateralne;j.
Latencja koriczyny ipsilateralnej w dniu 17 po implantacji réznita sie takze statystycznie
od latencji obserwowanej w dniu 16. Spadek latencji widoczny byt takze w poréwnaniu
do konczyny ipsilateralnej grupy kontrolnej ,,PBS” i wynosit 45,4%. W kolejnych dniach
latencja w konczynach ipsilateralnych grupy badanej ,,B16FQ” utrzymywata sie juz na
statym niskim poziomie az do dnia zakonczenia doswiadczenia. Pomiary latencji oraz

objetosci guza zebrane zostaty w Tabeli 2.

63



Tabela 2 Wartosci latencji oraz srednia objetos¢ korczyny ipsilateralnej i kontralateralnej

w grupie badanej ,,B16F0”.

konczyna koniczyna
ipsilateralna kontralateralna
dzien | $r.latencja[s] +SE | s$r.obj(mm?®)*SE | $r.latencja[s] +SE | S$r.obj (mm?®) +SE

1 3,74+ 0,09 - 3,64 + 0,09 -

5 3,88 + 0,09 - 3,77 £0,10 -

9 3,75+0,10 - 3,51+0,09 -

13 3,65+0,10 12,5+1,2 3,75+0,13 14,5+ 0,4

14 3,50 £ 0,10 - 3,66 0,10 -

15 3,39 + 0,08 - 3,53 +0,10 —

16 2,86 + 0,09 ** 23,7+3,2 3,39+ 0,10 14,0+£0,5

17 2,10 £ 0,08 *** 31,2+4,2 3,40 + 0,08 14,0+£0,5

18 2,194 0,07 *** 41,2+4,7 3,54+0,11 13,4%0,5

19 2,19 £ 0,08 *** 539+6/4 3,52+0,11 154£0,6

+++

20 2,18 0,08 *** 72,2+8,8 3,56 £ 0,12 15,3+0,7
+++

21 2,14 + 0,07 *** 92,0+11,5 3,60 + 0,09 16,3+0,6
+++

22 2,30 £ 0,08 *** 130,0 £ 18,2 3,26 + 0,08 16,9+0,5
+++

23 2,07+ 0,10 *** 181,2+24,0 3,65+0,12 17,0+£0,3
+++

24 1,96 + 0,09 *** 226,7 +29,0 3,82 +0,15 16,8+0,5

Symbole * oraz + oznaczajq statystycznie istotne roznice odpowiednio w latencji i objetosci

koniczyny ipsilateralnej w poréwnaniu do koriczyny kontralateralnej grupy ,B16F0”. Analiza

statystyczna wykonana zostata przy uzyciu dwukierunkowej RM ANOVA oraz testu post-hoc

Bonferroniego. Poziom istotnosci statystycznej przedstawiony zostat nastepujgco: ** p < 0,01,
***%p<0,001; ++ p< 0,01, +++ p < 0,001.
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D13

D22

Ryc. 7. Rozwdj masy guza na spodniej stronie stopy koriczyny ipsilateralnej w wybranych dniach
obserwacji (D9-D24) oraz obraz koniczyny kontralateralnej (K). (A) widok w poziomie (B) widok
Z przodu.
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Ryc. 8. Objetosc koriczyny ipsilateralnej (ipsi) inokulowanej komdrkami czerniaka linii B16FO oraz
kontralateralnej (contra) nastrzyknietej PBS (n= 21). Analiza statystyczna wykonana zostata przy
uzyciu dwukierunkowej RM ANOVA oraz testu post-hoc Bonferroniego. Poziom istotnosci
statystycznej oznaczono jako: *** p < 0,001 (ipsi vs. contra); + p < 0,05, ++ p < 0,01 (ipsi 22 vs.

ipsi 23), + p < 0,05 (ipsi 23 vs. ipsi 24).
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Ryc. 9. Czas latencji w tescie podeszwowym (A) w koriczynach ipsilateralnej (ipsi) oraz kontralateralnej (contra) oraz tescie cofania ogona (B) u myszy
grupy inokulowanej komorkami czerniaka linii B16FO w podeszwe tylnej koriczyny (grupa B16F0, n = 48) oraz myszy kontrolnych nastrzyknietych PBS
(grupa PBS, n = 42). Analiza statystyczna wykonana zostata przy uzyciu dwukierunkowej RM ANOVA oraz testu post-hoc Bonferroniego. Poziom istotnosci
statystycznej oznaczono jako: *** p < 0,001 (ipsi B16FO0 vs. contra B16F0); + p < 0,05, +++ p < 0,001 (ipsi B16FO vs. ipsi PBS).
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Ryc. 10. Barwienie hematoksylina/eozyna preparatow parafinowych koriczyny ipsilateralnej
w dniu 13 od implantacji komdrek czerniaka linii B16FO w powiekszeniu 20x (zdjecie u gory)
oraz 40x powiekszenie warstwy komadrek nowotworowych (zdjecie u dotu). Widok od strony
podeszwowej. Oznaczenia: m-wtdkna miesniowe, d-skéra wtasciwa, t-komorki nowotworowe,
e-naskdrek.
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Ryc. 11. Barwienie hematoksylina/eozyna preparatow parafinowych koriczyny ipsilateralnej
w dniu 16 od implantacji komdrek czerniaka linii B16FO w powiekszeniu 40x (zdjecie u gory)
oraz 100x powiekszenie warstwy komdrek nowotworowych (zdjecie u dotu).Widok od strony
podeszwowej. Oznaczenia: m-witdkna miesniowe, d-skéra wtasciwa, t-komorki nowotworowe,
e-naskorek.
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Ryc. 12. Barwienie hematoksylina/eozyna preparatow parafinowych koriczyny ipsilateralnej
w dniu 19 od implantacji komérek czerniaka linii B16FO w powiekszeniu 20x (zdjecie u gory)
oraz 100x powiekszenie warstwy komdrek nowotworowych (zdjecie u dotu).Widok od strony
podeszwowej. Oznaczenia: m-witdkna miesniowe, d-skéra wtasciwa, t-komorki nowotworowe,
e-naskdrek, z-ztogi melaniny.
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Ryc. 13. Barwienie hematoksylina/eozyna preparatow parafinowych koriczyny ipsilateralnej
w dniu 24 od implantacji komdrek czerniaka linii B16FO (zdjecie u gory) oraz korczyny
kontralateralnej (zdjecie u dotu) w powiekszeniu 20x. Widok od strony podeszwowej.
Oznaczenia: m-wtdkna miesniowe, d-skéra wiasciwa, t-komdrki nowotworowe, e-naskdrek,
z-ztogi melaniny, n-obszary martwicze.
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4.2 Farmakodynamika bifaliny i peptydéw 5320 oraz 5311

w kompetycyjnych i funkcjonalnych badaniach radioizotopowych

Kompetycyjna, radioizotopowa metoda oceny powinowactwa bifaliny oraz jej
analogéw 5320 i 5311 wykazata, ze zwigzki te w stezeniach nanomolowych efektywnie
wypieraty wigzanie sie z receptorami specyficznych agonistéw [*HJDAMGO i [*H]DELT
Il. Analiza statystyczna z zastosowaniem czgstkowego testu F wykazata rdznice
w powinowactwie pomiedzy bifaling, peptydami 5320 i 5311 oraz morfing wobec
receptora W (F3 s = 15,00; p < 0,001) oraz receptora 6 (F3 91 = 50,19; p < 0,001)(Ryc. 14).

Morfina charakteryzowata sie prawie 30-krotnie wyzszymi wartosciami
powinowactwa wobec receptora opioidowego u niz 6. Wprawdzie bifalina réwniez
wykazywata wieksze powinowactwo do receptorow p, jednak powinowactwo do
receptoréw 0O byto jedynie 4,8-krotnie nizsze. Analogi bifaliny: 5320 oraz 5311
wykazywaty porédwnywalne powinowactwo wobec obu typow receptoréw
opioidowych. Wartosci powinowactwa loglCsg peptydu 5320 dla receptora p wyniosta -
8,68 + 0,10M a dla receptora &: - 8,4 + 0,10M. W przypadku peptydu 5311 wartosci te
wynosity odpowiednio - 8,83 + 0,11M oraz - 8,6 + 0,09M. Bifalina najsilniej wigzata sie
do receptora u sposréd wszystkich analizowanych zwigzkéw osiggajgc wartosé loglCsg
rowng - 9,50 + 0,09M. Natomiast powinowactwo peptydu 5320 wobec receptora n
byto poréwnywalne do powinowactwa morfiny wynoszacego - 8,46 + 0,10M oraz
mniejsze w porownaniu do zwigzku macierzystego. Z kolei analog 5311 wykazywat
nizsze wartosci powinowactwa w poréwnaniu z bifaling wobec receptora y, podczas
gdy wigzat sie z nim silniej niz morfina. W przypadku receptoréw & bifalina oraz jej
analizowane analogi charakteryzowaty sie silniejszym powinowactwem wobec tego
typu receptora niz morfina. Wartosci powinowactwa loglCsy wobec receptora &
wyniosty - 7,0 + 0,08M dla morfiny oraz - 8,81 + 0,10M dla bifaliny. Analog 5320
charakteryzowat sie jednak nizszymi wartosciami powinowactwa wobec receptora 6
niz bifalina, natomiast powinowactwo analogu 5311 byto poréwnywalne do zwigzku
macierzystego.

Podobnie jak w przypadku powinowactwa czgstkowy test F wykazat réwniez réznice

w efektywnosci (F485 = 22,04; p < 0,001) oraz potencjale analgetycznym (F4 g5 = 4,41;
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p < 0,01) bifaliny i jej analogdbw w poréwnaniu do morfiny oraz DAMGO
w funkcjonalnej analizie [*>SIGTPYS (Ryc. 15). Zaréwno bifalina jak i analogi 5320 i 5311
stymulowaty aktywacje biatka G 1z efektywnoscia (Emax) Si€gajgcq wartosci
charakterystycznych dla petnych agonistéw — odpowiednio: 2389 + 4,94%,
222 +4,87% oraz 225,2 + 4,99%. Powyzsze wartosci Enax przewyzszaty te uzyskane dla
morfiny i DAMGO, ktérych efektywnos¢ wyniosta odpowiednio 142,2 + 3,37% oraz
187,0 + 4,92%. Bifalina, 5320 oraz 5311 wykazaty nizsze wartosci potencjatu
analgetycznego (odpowiednio: - 7,06 +* 0,08M, - 6,97 + 0,082M oraz
- 7,00 £+ 0,091M) w stosunku do morfiny, ktérego wartos¢ loglCsy wyniosta
- 7,78 + 0,21M. Wartosci potencjatu badanych peptydow opioidowych przewyzszaty
natomiast wartos¢ - 6,50 + 0,13M uzyskang dla DAMGO. Stymulacja biatek G przez
analogi bifaliny zostata catkowicie odwrdcona przez niespecyficznego antagoniste
receptorow opioidowych — naltrekson. Wartosci powinowactwa i potencjatu (loglCso

i ICso) oraz efektywnosci (Emax) badanych zwigzkéw zostaty podane w Tabeli 3.
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Tabela 3. Powinowactwo badanych zwigzkéw wobec receptoréw opioidowych i 6 oraz wartosci efektywnosci i potencjatuanalgetycznego

badanych zwigzkéw w analizie zaleznej od liganda aktywacji biatek G.

[*H] DAMGO, receptor p [*H] DELT Il, receptor & [**S] GTPyS [*°S] GTPyS
zwigzek log IC5o £ SE, (IC50,nM) log ICso+ SE Enmax £ SE (%)
% %k % % %k % * (**) P——
bifalina -9,50 £ 0,09 (0,32) -8,81+0,10(1,54) -7,06+£0,08 238,9 4,94
*
morfina -8,46 £ 0,10 (3,47) -7,0+0,08 (102,5) -7,78+0,21 1 142,2 + 3,37
DAMGO - - -6,50+0,13 187,0 + 4,92
nsm [***] X, [*] **, nsb (**) Hit s+, [*]
5320 -8,68 £ 0,10 (2,07) -8,4+0,10(3,93) -6,97 + 0,082 222 +4,87
*; [***] ***; nsb *,nsb,(**) Hith o +++
5311 -8,83+0,11(1,47) -8,6+0,09 (2,44) -7,00+0,091 225,2+4,99
5320 + NLX - - -5,73+1,55 107,1+7,44
5311 + NLX - - -5,35+0,60 104,1+1,40

Symbole *, [*] i (*) oznaczajq statystycznie istotng réznice w powinowactwie/potencjatu peptydow (log ICs;) w poréwnaniu do odpowiednio morfiny, bifaliny
lub DAMGO. Poziom istotnosci statystycznej zostat przedstawiony jako: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, [*] p < 0,05; [***] p < 0,001, (*) p < 0,05,
(**) p < 0,01; nsm, nsb, nsd - brak istotnosci statystycznej w poréwnaniu do kolejno morfiny, bifaliny, DAMGO. Symbole # , + oznaczajq statystycznie istotng
roznice w efektywnosci peptydow (E,..) w poréownaniu odpowiednio do morfiny i DAMGO. Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem czgstkowego
testu F.Poziom istotnosci statystycznej zostat przedstawiony jako: ## p < 0,01, ### p < 0,001; ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 ns - brak istotnosci statystycznej.
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Ryc. 14. Kompetycyjne wypieranie wigzania [FHIDAMGO i [PH]DELT Il przez badane zwigzki.
Preparat bfonowy z przodomdzgowia szczura inkubowany byt w obecnosci 0,5 nM radioligandu
w obecnosci wzrastajgcych stezeri (10° — 10° M) bifaliny (BIPH) (m), morfiny (MF) (), analogu
5320 () oraz analogu 5311( A ). Wiqzanie niespecyficzne okreslone zostato przy uzyciu 10uM
naltreksonu. Wigzanie specyficzne (SW) zostato oznaczone jako 100%. Wyniki zostaty
przedstawione jako Srednie * SE.
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Ryc. 15. Specyficzna stymulacja wigzania [°S]GTPyS przez badane zwiqzki. Preparat btonowy
Z przodomdzgowia szczura inkubowany byt w obecnosci 0,05 nM radioligandu w obecnosci
wzrastajgcych stezeri (10° — 10°M) bifaliny (BIPH) (Y ), morfiny (MF) (A), analogu 5320 ()
oraz analogu 5311 (e). Odwrdcenie efektu stymulacji wigzania [*>S]GTPyS przez analogi 5320
(0) i 5311 (e) dokonane zostato przy uzyciu 10°M naltreksonu. Wigzanie niespecyficzne
okreslone zostafo przy uzyciu 100uM nieznakowanego GTPyS. Wigzanie specyficzne (SW)
zostato oznaczone jako 100%. Wyniki zostaty przedstawione jako Srednie + SE.
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4.3 Skutecznos¢ przeciwnowotworowa bifaliny i peptydow 5320 oraz

5311 in vitro

Skutecznos$¢ przeciwnowotworowa bifaliny oraz jej analogdw zostata zbadana
in vitro na hodowli komodrek czerniaka ludzkiego linii MEW 155 traktowanych dawkami
20uM oraz 100uM analizowanych peptydéw opioidowych. Jednokierunkowa ANOVA
wykazata, iz podane do hodowli zwigzki w dawce 20umoli po 96h inkubacji nie
spowodowaty zmian w liczebnosci zarowno komérek zywych (Fsg = 2,94; p = 0,1) jak
i martwych (F3g=1,45; p = 0,3) w poréwnaniu do komdrek kontrolnych traktowanych
roztworem soli fizjologicznej (Ryc. 16 A). W przypadku wiekszej dawki - 100uM
wykazano rdznice w liczbie zywych (F410 = 11,35; p < 0,001) oraz martwych
(Fa,10=12,68; p < 0,001) komérek MEW 155 w hodowli. Jedynie po inkubacji z 100uM
peptydu 5320 zaobserwowano 33,03% spadek liczby zywych oraz 7,26-krotny wzrost
liczby martwych komérek MEW 155 w odniesieniu do kontroli (Ryc. 16 B). Ta sama
dawka analogu 5320 nie wptyneta na zmiane liczby zywych (test t-Studenta p = 0,123)
oraz martwych (p = 0,55) fibroblastéw prawidtowych linii AW/4. W przypadku bifaliny
oraz peptydu 5311 nie zaobserwowano statystycznie istotnej réznicy w liczbie komérek

linii MEW 155 po ich inkubacji z 100uM stezeniami tychze zwigzkdw.
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Ryc. 16. Liczba Zywych oraz martwych komorek czerniaka ludzkiego linii MEW 155 (A, B) po 96h
inkubacji z 20uM (A) i 100uM (B) bifaliny, 5311, 5320 oraz liczba Zywych oraz martwych
komdrek fibroblastow AW/4 (C) po 96h inkubacji z 100uM peptydu 5320. Analiza statystyczna
wykonana zostata z uzyciem jednokierunkowej ANOVA oraz testu post-hoc Newmana-Keulsa
(A,B) oraz testu t-Studenta (C). Poziom istotnosci statystycznej przedstawiono nastepujgco:
** p < 0,01 (liczba komdrek zywych vs. kontrola); +++ p < 0,001 (liczba komdrek martwych vs.
kontrola).

4.3 Dziatanie analgetyczne bifaliny i peptydow 5320 oraz 5311 w tescie

podeszwowym

Dwukierunkowa RM-ANOVA wykazata statystycznie istotny wptyw dozylnego
podania trzech dawek: bifaliny (F59, = 25,59; p < 0,001), peptydu 5320 (F39, = 36,61;
p < 0,001) oraz peptydu 5311 (F5g9 = 8,0; p < 0,001) na wydtuzenie sie czasu reakcji
koniczyny ipsilateralnej w odpowiedzi na termiczny bodziec bdlowy (wyrazonej jako %

MPE) w poréwnaniu do kontroli otrzymujgcej 0,9% NaCl (Ryc. 17 A, B, C). Podobnie jak
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w przypadku konczyny implantowanej komérkami czerniaka, takze w konczynie
przeciwstawnej dozylne podanie bifaliny (F39; = 25,45; p < 0,001), peptydu 5320
(F3,02 = 28,06; p < 0,001) oraz peptydu 5311 (F35 = 16,59; p < 0,001) wptynelo na
wzrost wartosci %MPE w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 18 A, B, C). Odpowiedz
analgetyczna charakteryzowata sie takze zmiennoscia w czasie w grupie zwierzat,
ktérym podawano bifaline (korficzyna ipsilateralna: Fsq, = 74,47; p < 0,001; konczyna
kontralateralna: Fsq9; = 66,40; p < 0,001), peptyd 5320 (koriczyna ipsilateralna: Fsgq; =
33,70; p < 0,001; koriczyna kontralateralna: Fsq, = 24,34; p < 0,001) czy peptyd 5311
(konczyna ipsilateralna: Fs g9 = 25,46; p < 0,001; koriczyna kontralateralna: Fsgq = 38,13;
p < 0,001). Po podaniu 26,4umol/kg nieselektywnego antagonisty receptorow
opioidowych - naltreksonu nastgpit zanik efektu analgetycznego a watrosci %MPE
osiggnety wartosci kontrolne, zaréwno w konczynie ipsilateralnej (bifalina + NLX:
F1,46 = 0,003; p = 0,95; peptyd 5320 + NLX : Fy46 = 0,1; p = 0,75; peptyd 5311 + NLX:
F146 = 1,0; p = 0,32) jak i kontralateralnej (bifalina + NLX : F; 46 = 0,01; p = 0,92; peptyd
5320 + NLX : Fi146 = 0,07; p = 0,79; peptyd 5311 + NLX : Fi46 = 0,71; p = 0,40).
Maksymalny dla bifaliny oraz peptydu 5311 efekt analgetyczny obserwowany byt
w 15 min. od podania dozylnego a w przypadku peptydu 5320 pét godziny po podaniu.

Po podaniu najnizszej dawki bifaliny — 10umol/kg, zaobserwowano niewielki, lecz
istotny statystycznie w odniesieniu do kontroli 12,2 *+ 2,6% wzrost efektu
analgetycznego w konczynie ipsilateralnej 15min. po iniekcji. W koniczynie
kontralateralnej odpowiedz analgetyczna na podanie bifaliny wyniosta natomiast
18,1 + 4,1% MPE. W przypadku iniekcji 10umol/kg peptydu 5320 oraz 21,4pumol/kg
peptydu 5311 nie zaobserwowano wystgpienia efektu analgetycznego w konczynie
ipsilateralnej w zadnym z badanych punktéw czasowych. W kornczynie kontralateralnej
efekt analgetyczny widoczny byt w grupie myszy otrzymujgcych 21,4umol/kg i wynidst
w 15min. doswiadczenia 17,7 + 4,2% MPE, podczas gdy wartosci %MPE myszy
traktowanych 10umol/kg peptydu 5320 byly na granicy istotnosci statystycznej
w odniesieniu do kontroli.

Podanie bifaliny w ilosci 15umol/kg spowodowato wzrost wartosci %MPE o 26,0
+ 5,6% w konczynie ipsilateralnej oraz o 39,2 + 6,9% w kontralateralnej w kwadrans po

podaniu oraz wydtuzyto efekt analgetyczny do 30min. Moment pojawienia sie efektu
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analgetycznego w konczynie ipsilateralnej w grupie myszy otrzymujgcej 15umol/kg
peptydu 5320 oraz 42,8umol/kg peptydu 5311 przypadt rowniez na 15min. od iniekgji,
wynoszgc odpowiednio 11,5 + 2,0% oraz 10,3 + 1,6% MPE. Pomiary odpowiedzi
analgetycznej w koniczynie kontralateralnej daty wartosci %MPE rzedu 15,5 £ 5,3% dla
peptydu 5320 oraz 31,2 + 4,5% dla peptydu 5311. Analgezja wywotana przez peptyd
5311 w posredniej dawce podobnie jak dla bifaliny trwata do pét godziny po podaniu
w obydwu koriczynach. Natomiast po godzinie od rozpoczecia eksperymentu u myszy
otrzymujgcych peptyd 5320 wartosci %MPE pozostaty wieksze 0 13,01 + 3,1% oraz o 25
+ 8,4% MPE od kontroli kolejno w konczynie ipsilateralnej i kontralanteralnej.
Zastosowanie 20umol/kg bifaliny, 20umol/kg peptydu 5320 oraz 64,2umol/kg peptydu
5311 spowodowato wystgpienie najsilniejszego efektu przeciwbdlowego wzgledem
kontroli obserwowanego w przeprowadzonym doswiadczeniu. Odpowiedz
przeciwbdlowa konczyny ipsilateralnej w grupie myszy, ktérym podano bifaline oraz
peptyd 5311 pojawita sie juz po 5min. od iniekcji a wartosci %MPE wzrosty
w odniesieniu do kontroli o 8,0 + 2,5% dla bifaliny oraz o 13,2 + 3,3% dla peptydu
5311. W konczynie kontralateralnej zanotowano natomiast wzrost o 16,4 + 5,3% MPE
w 5min. po podaniu peptydu 5320 oraz o 35,1 + 6,9% MPE w przypadku peptydu 5311.

W przypadku myszy otrzymujgcych 20umol/kg peptydu 5320 jego efekt biologiczny
pojawit sie dopiero w 15min. doswiadczenia i wynidst 20,0 + 4,3% MPE w konczynie
ipsilateralnej oraz 37,7 + 7,9% MPE w kontralateralnej. Efekt analgetyczny bifaliny
w tym czasie osiggnat szczytowq wartos¢ 51,7 + 6,5% MPE w koriczynie ipsilateralnej
oraz 66,9 t 6,6% MPE w kontralateralnej. OdpowiedZ analgetyczna konczyn
ipsilateralnych oraz kontralateralnych grupy zwierzat traktowanych 64,2umol/kg
peptydu 5311 osiggneta w tym punkcie czasowym wartos¢ 26 * 6,4% MPE oraz
45,8 + 7,4% MPE. W przypadku bifaliny oraz peptydu 5311 efekt analgetyczny
w konczynie ipsilateralnej wykazywat tendencje spadkowg w 30min. od rozpoczecia
doswiadczenia, prezentujgc odpowiednio wartosci 42,6 + 5,4% oraz 20,3 + 5,7% MPE.
Podobny efekt spadkowy obecny byt takie dla obu peptydow w korczynie
kontralateralnej i wyniost 48,6 + 6,2% dla bifaliny oraz 39,2 + 8% MPE dla peptydu
5311. W grupie zwierzat, ktéra otrzymata iniekcje peptydu 5320, efekt analgetyczny
osiggnat najwyzszg wartos¢: 39,7 + 5,6% (konczyna ipsilateralna) i 59,8 + 7,0% MPE
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(konczyna kontralateralna) a czas jego trwania wynidst 60min., osiggajac 25,0 + 4,5%
(konczyna ipsilateralna) oraz 35,6 + 8,0% MPE (koriczyna kontralateralna). Godzine po
iniekcji rowniez mozna byto obserwowaé analgezje w konczynie ipsilateralnej
o wartosci 7,8 £ 4,4% MPE u osobnikéw dostajgcych bifaline oraz wynoszacy 17,5 +
4,7% MPE efekt w konczynie kontralateralnej. W tym punkcie pomiarowym nie

obserwowano juz zadnej réznicy miedzy peptydem 5311 a kontrola.
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Ryc. 17. Efekt analgetyczny w zaleznosci od czasu (A,B,C) oraz dawki (D) w konczynie
ipsilateralnej po dozylnym podaniu trzech dawek: bifaliny, peptydu 5320, peptydu 5311 oraz po
podaniu NLX wraz z najwyzszq dawkq badanego peptydu (n = 8). Dawki zwigzkéw podane
zostaty w nawiasach w umol/kg. Analiza statystyczna zostata wykonana z uzyciem
dwukierunkowej RM ANOVA oraz testu post-hoc Bonferroniego. Poziom istotnosci statystycznej
oznaczono jako: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (zwiqzek vs. NaCl; dwukierunkowa RM
ANOVA, test post-hoc Bonferroniego).
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Ryc. 18. Efekt analgetyczny w zaleznosci od czasu (A,B,C) oraz dawki (D) w koriczynie
kontralateralnej po dozylnym podaniu trzech dawek: bifaliny, peptydu 5320, peptydu 5311 oraz
po podaniu NLX wraz z najwyzszq dawkq badanego peptydu (n = 8). Dawki zwigzkow podane
zostaty w nawiasach w umol/kg. Analiza statystyczna zostata wykonana z uzyciem
dwukierunkowej RM ANOVA oraz testu post-hoc Bonferroniego. Poziom istotnosci statystycznej
oznaczono jako: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (zwigzek vs. NaCl).

Wedtug sporzadzonych krzywych zaleznosci odpowiedzi analgetycznej od dawki
(Ryc. 17 i 18 D), wartosci EDsy dla badanych peptydéw opioidowych w koriczynie
ipsilateralnej przedstawiaty sie nastepujgco: bifalina: 19,54 + 1,06pumol/kg; peptyd
5320: 22,16 + 1,05umol/kg; peptyd 5311: 92,0 + 1,2umol/kg. W przypadku korczyny
kontralateralnej 50% maksymalnego efektu osiggnieto przy 16,38 + 1,05umol/kg
bifaliny, 17,6 + 1,05umol/kg peptydu 5320 oraz 70,6 + 1,2 umol/kg peptydu 5311.
Analiza statystyczna wykazata, iz nie byto réznic w potencjale analgetycznym bifaliny
oraz peptydu 5320 (Fi140 = 2,44; p = 0,12) w konczynie ipsilateralnej oraz

kontralateralnej (F1 140 = 1,09; p = 0,3), natomiast zanotowano znacznie nizsze wartosci

82



EDso dla bifaliny niz dla peptydu 5311 w korczynie ipsilateralnej (Fi137 = 28,32;
p < 0,001) i kontralateralnej (F1137 = 30,62; p < 0,001). Peptyd 5320 takze wykazat
nizsze wartosci EDsq i silniejszy potencjat analgetyczny niz peptyd 5311 (koriczyna
ipsilateralna: Fy140 = 25,21; p < 0,001; koniczyna kontralateralna: Fii140 = 32,63;
p < 0,001). Dodatkowo zaobserwowano rdznice w wartosciach EDsy pomiedzy
konczynami dla bifaliny (F1140 = 6,0; p = 0,015) oraz peptydu 5320 (Fy,140 = 10,51;
p = 0,015)(Ryc. 19). Bifalina oraz peptydy 5320 i 5311 wykazaty wiekszy potencjat

analgetyczny w koriczynie kontralateralnej niz ipsilateralnej wykazujac nizsze wartosci
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Ryc. 19 Krzywe zaleznosci efektu analgetycznego od dawki w koriczynie ipsilateralnej (ipsi)
i kontralateralnej (contra) po dozylnym podaniu bifaliny (A), peptydu 5320 (B) oraz peptydu
5311 (C) w tescie podeszwowym (n = 8).
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Na podstawie obliczen powierzchni pod krzywa zaleznosci %MPE od czasu,
catkowity efekt analgetyczny w konczynie ipsilateralnej wykazywat wedtug
jednokierunkowej ANOVA dawkozalezny charakter dla bifaliny (F,,; = 8,50; p = 0,002)
oraz peptydu 5320 (F;,1 = 20,51; p < 0,001)(Ryc. 20 A, B). W przypadku peptydu 5311
zwiekszanie dawek nie spowodowato znaczgcego wzrostu catkowitego efektu
analgetycznego w konczynie ipsilateralnej (F220 = 2,25; p = 0,13). Zaleznos$¢ efektu od
dawki potwierdzono w konczynie kontralateralnej w przypadku wszystkich
analizowanych peptydéw opioidowych (bifalina: F;,; = 9,60; p = 0,0011; peptyd 5320:
F,21=28,1; p=0,018; peptyd 5322: F;,,=4,02; p=0,03).

Catkowity efekt analgetyczny obserwowany u myszy po iniekcji 10umol/kg bifaliny
wyniést 87 + 119j. AUC w konczynie ipsilateralnej oraz 178 + 221 w konczynie
kontralateralnej i byt istotnie wyzszy niz w przypadku myszy kontrolnych. U myszy
otrzymujgcych peptyd 5320 oraz peptyd 5311 pole powierzchni pod krzywg w
koriczynie ipsilateralnej nie rdznito sie od kontroli, natomiast w konczynie
kontralateralnej zwierzat po podaniu 21,4umol/kg peptydu 5311 wzrosto ono do 500 +
259 j.AUC. Zwierzeta otrzymujgce dawke posrednia bifaliny wykazaty wartosci wyzsze
(koriczyna ipsilateralna: AUC = 815 + 210j.; konczyna kontralateralna: AUC = 1142 +
481j. AUC) niz myszy otrzymujace dawke 10umol/kg. Catkowity efekt analgetyczny
obserwowany w konczynie ipsilateralnej myszy otrzymujgcych 15umol/kg peptydu
5320 wynidst 1025 + 123,4j. AUC i byt istotnie wyzszy niz w przypadku myszy, ktérym
podano dawke 10umol/kg (103 + 127j. AUC). Podobng zalezno$¢ zauwazono w
przypadku konczyny kontralateralnej, gdzie otrzymano wartosci odpowiednio 2107 +
598j. AUC oraz 137 + 188j. AUC. Zwiekszenie dawki bifaliny oraz peptydu 5320 do
20umol/kg, spowodowato dalsze zwiekszenie sie wartosci pola powierzchni pod
krzywg do kolejno 2167 + 580j. AUC i 2485 + 424j. AUC w przypadku koriczyny
ipsilateralnej oraz 2880 £ 553j. AUC i 3608 + 587j. AUC dla konczyny kontralateralne;.
Koniczyna kontralateralna myszy otrzymujgcych iniekcje 64,2umol/kg peptydu 5311
odznaczata sie wystgpieniem silniejszego catkowitego efektu analgetycznego niz
konczyna osobnikéw otrzymujgcych dawke 42,8umol/kg. Myszy otrzymujgce najnizszg
dawke peptydu 5311 wykazaty natomiast porownywalne wartosci AUC jak osobniki,

ktédrym podano dawke posrednia.
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Ryc. 20. Catkowity efekt analgetyczny wyrazony jako powierzchnia pod krzywg w koriczynie
ipsilateralnej (panel A) i kontralateralnej (panel B) po dozylnym podaniu bifaliny, peptydu 5320
oraz peptydu 5311 mierzony w tescie podeszwowym (n = 8). Analiza statystyczna wykonana
zostata z uzyciem jednokierunkowej ANOVA oraz testu post-hoc Newmana-Keulsa. Poziom
istotnosci statystycznej oznaczono jako: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (zwiqgzek vs.
NaCl); + p < 0,05 (dawka posrednia vs. dawka najnizsza); (++) p < 0,01; (+++) p < 0,001 (dawka
najwyzsza vs. dawka posrednia).

Porédwnujgc grupy myszy otrzymujgce najwyzsze dawki badanych peptydéw
opioidowych oraz morfiny zaobserwowano réznice w odpowiedzi analgetycznej
w konczynie ipsilateralnej (F3 g = 3,32; p < 0,05) pomiedzy grupami oraz zmiennos¢
efektu w czasie (Fsgs = 74,24; p < 0,001) (Ryc. 21 A, B, C). W grupie myszy
otrzymujgcych 20umol/kg bifaliny odpowiedZ analgetyczna w przeciwienstwie do
zwierzat z grupy, ktorej wstrzyknieto rownomolowg dawke peptydu 5320 czy morfiny
osiggneta najwyzszg wartos¢ 50,2 + 6,2 %MPE w 15min. doswiadczenia. W tym samym
punkcie pomiarowym 20umol/kg peptydu 5320 oraz 20pumol/kg morfiny spowodowato

u myszy porownywalng, lecz stabszg od bifaliny odpowiedz rzedu 20,0 + 4,3% MPE oraz
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23,1 + 4,0% MPE. Peptyd 5311 réwniez wywotat stabszg od bifaliny oraz réwnowazng
w odniesieniu do peptydu 5320 i morfiny analgezje siegajgcy 26 + 6,4% MPE. Dopiero
w 30min. doswiadczenia efekty analgetyczne bifaliny, morfiny oraz peptydu 5320
wyréwnaty sie. Natomiast w grupie myszy otrzymujgcych peptyd 5311 odpowiedz byt
stabsza i wyniosta 20,3 £ 5,7% MPE. Po uptywie godziny zwierzeta z grupy otrzymujacej
5320 wykazywaty podobny poziom analgezji jak zwierzeta traktowane morfing oraz
charakteryzowaty sie wyzszymi o 18,4% wartosciami %MPE od zwierzat otrzymujgcych
bifaline. Analgezja w grupie myszy, ktérym podawano peptyd 5311 zanikta a wartosci
%MPE nie roznity sie od kontrolnych. Dwie godziny od podania zwigzkéw nie
obserwowano juz rdéinic w odpowiedzi przeciwbdlowej. Analiza statystyczna
catkowitego efektu analgetycznego wykazata natomiast, ze powierzchnie pod krzywg
obliczone dla bifaliny, peptydu 5320 oraz morfiny prezentowaty podobne wartosci.
Wykazano, iz AUC dla peptydu 5311 byto znacznie nizsze w poréwnaniu do pozostatych
zwigzkow (F3 26=7,53; p = 0,0009) (Ryc. 21 D).

W konczynie kontralateralnej réwniez zarysowaty sie rdéznice w odpowiedzi
analgetycznej miedzy grupami myszy otrzymujgcych bifaline, peptyd 5320, peptyd
5311 czy morfine (F3g¢ = 15,37; p < 0,001). Zanotowano takze rdznice w czasie
pojawienia sie oraz czasie utrzymywania sie analgezji (Fsgs = 70,24; p < 0,001)
(Ryc. 22 A, B, C). Czas trwania oraz moment pojawienia sie odpowiedzi analgetycznej
miedzy grupami myszy otrzymujacymi peptydy opioidowe byt podobny jak w konczynie
ipsilateralnej. Widoczne rdzinice zarysowaly sie natomiast miedzy korczynami
kontralateralnymi u myszy otrzymujacych morfine w pordwnaniu do zwierzat
otrzymujgcych peptydy opioidowe. Grupa otrzymujgca peptyd 5320 wykazata nizsze
wartosci %MPE w 15, 60 oraz 120min. eksperymentu niz myszy, ktorym wstrzyknieto
ekwimolarng dawke morfiny, podczas gdy w koriczynie ipsilateralnej wartosci te nie
roznity sie statystycznie. Podobnie u zwierzat otrzymujacych peptyd 5311 zanotowano
nizsze wartosci analgezji w poréwnaniu do morfiny w 15 oraz 30min. dos$wiadczenia.
Ponadto, morfina w konczynie kontralateralnej wykazata podobny efekt jak bifalina
15min. od podania oraz silniejszy efekt pét godziny po podaniu. Takze analiza

statystyczna catkowitego efektu analgetycznego wykazata, ze powierzchnia pod krzywg
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w konczynie kontralateralnej dla morfiny byta znacznie wieksza niz dla bifaliny,

peptydu 5320 oraz peptydu 5311 (F5 6= 13,25; p < 0,001) (Ryc. 22 D).
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Ryc. 21. Poréwnanie efektu analgetycznego w koriczynie ipsilateralnej w zaleznosci od czasu
(A, B, C) oraz pola powierzchni pod krzywymi (D) po dozylnym podaniu 20umol/kg bifaliny,
20umol/kg peptydu 5320, 21,4umol/kg peptydu 5311 | 20umol/kg morfiny w tescie
podeszwowym (n = 8). Analiza statystyczna wykonana zostata z uzyciem jednokierunkowej
ANOVA oraz testu post-hoc Newmana-Keulsa. Poziom istotnosci statystycznej oznaczono jako:
*** p < 0,001 (5320 vs. bifalina); # p < 0,05, ### p < 0,001 (5311 vs. bifalina); $SS$ p < 0,001
(5320 vs. 5311); +++ p < 0,01 (5311 vs. morfina); (+++) p < 0,001 (bifalina vs. morfina).
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Ryc. 22. Poréwnanie efektu analgetycznego w koriczynie kontralateralnej w zaleznosci od czasu
(A, B, C) oraz pola powierzchni pod krzywymi (D) po dozylnym podaniu 20umol/kg bifaliny,
20umol/kg peptydu 5320, 21,4umol/kg peptydu 5311 i 20umol/kg morfiny w tescie
podeszwowym (n = 7-8). Analiza statystyczna wykonana zostata z uzyciem jednokierunkowej
ANOVA oraz testu post-hoc Newmana-Keulsa. Poziom istotnosci statystycznej oznaczono jako:
*** p < 0,001 (5320 vs. bifalina); (***) p < 0,001 (5320 vs. morfina); # p < 0,05, ### p < 0,001
(5311 vs. bifalina); $SS p < 0,001 (5320 vs. 5311); +++ p < 0,01 (5311 vs. morfina); (+++) p <
0,001, (bifalina vs. morfina).
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4.4 Dziatanie analgetyczne bifaliny i peptydow 5320 oraz 5311 w tescie

cofania ogona

Dozylne podanie myszom 10, 15 oraz 20umol/kg bifaliny (F3q, = 67,48; p < 0,001),
peptydu 5320 (F39, = 88,35; p < 0,001) oraz 21,4, 42,8 i 64,2umol/kg peptydu 5311
(F3,89 = 59,3; p < 0,001) w istotny statystycznie sposdb wptyneto na zwiekszenie
wartosci %MPE w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (Ryc. 23 A, B, C). Efekt ten
ulegat zmianom w czasie (bifalina: Fsg, = 159,1; p < 0,001; peptyd 5320: Fsq; = 114,6;
p < 0,001; peptyd 5311: Fs g9 = 96,07; p < 0,001) a maksymalny dla danej dawki efekt
analgetyczny w przypadku bifaliny i peptydu 5311 obserwowano w 15min. po podaniu
zwigzku. Szczyt efektu analgetycznego w grupach otrzymujacych peptyd 5320
przypadat na 30min. po iniekcji. Koiniekcja peptydéw opioidowych z naltreksonem
doprowadzita do spadku %MPE do poziomu kontrolnego (bifalina + NLX: F; 46 = 3,90;
p =0,26; peptyd 5320 + NLX: Fy 46 = 4,40; p = 0,72; peptyd 5311: F; 46 = 0,37; p = 0,54).

Najnizsza zastosowana dawka bifaliny (10umol/kg) oraz peptydu 5311
(21,4umol/kg) w przeciggu 5min. wywotata wyrazne zwiekszenie sie wartosci %MPE
o odpowiednio 36,7 + 5,8% oraz o 25,8 + 5,5% w poréwnaniu do kontroli. Kwadrans po
iniekcji w grupie myszy otrzymujacych bifaline obserwowano odpowiedz analgetyczng
siegajaca 33,7 £ 5,7% MPE a w grupie poddanej iniekcji peptydu 5311 wartosci %MPE
osiggnety 39,3 + 5,7 %. W tym samym punkcie pomiarowym zaobserwowano u myszy
istotne zwiekszenie sie, w poréwnaniu do kontroli, czasu latencji w odpowiedzi na
podanie 10umol/kg peptydu 5320. Obserwowany efekt analgetyczny po podaniu
bifaliny oraz 5311 utrzymywat sie na poréwnywalnym poziomie do 30min. od
momentu iniekcji, podczas gdy analgezja w przypadku peptydu 5320 wzrosta o 29,3
+ 6,4% MPE od poziomu kontrolnego. W godzine po podaniu dziatanie przeciwbdlowe
najnizszych dawek wszystkich peptydéw nie byto juz widoczne.

OdpowiedZz analgetyczna u  myszy otrzymujgcych  15umol/kg  bifaliny
charakteryzowata sie podobnym przebiegiem czasowym jak w przypadku osobnikéw,
ktérym podawano dawke 10umol/kg. Najsilniejsza odpowiedz dla tej dawki wyniosta
70,1 + 6,9% MPE. W grupie myszy, ktérym podano 42,8umol/kg peptydu 5311 w

odrdznieniu od nizszej dawki, odpowiedz przeciwbdlowa wydtuzyta sie do godziny po
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podaniu, wynoszac 23,7 + 6,5% MPE a maksymalny osiggniety efekt po 15min. wynidst
72,8 * 6,9% MPE. Iniekcja 15umol/kg peptydu 5320 spowodowata u myszy
wczesniejsze pojawienie sie oraz wydtuzenie analgezji w czasie w poréwnaniu do
osobnikéw kontrolnych. Efekt analgetyczny pojawit sie juz 5min. po podaniu i osiggnat
wartos¢ 32,3 £ 5,5% MPE. W 30min. eksperymentu byt on juz o 75,1 + 6,7% silniejszy
niz u zwierzat kontrolnych. Po uptywie p6t godziny efekt analgetyczny osiggnat plateau,
po czym zaobserwowano tendencje spadkowg w 60min. od iniekcji. Po uptywie
120min. od rozpoczecia doswiadczenia analgezja nadal utrzymywata sie na
statystycznie istotnym poziomie prezentujgc wyzszg od kontroli wartos¢ 26,3 + 6,4%
MPE.

Przy dawce bifaliny wynoszgcej 20umol/kg mozna byto zaobserwowac, iz efekt
analgetyczny utrzymat sie na poziomie wyzszym od kontroli 60min. po podaniu,
osiggajac wartosc 20,9 + 4,6%. U myszy traktowanych dawka 20umol/kg peptydu 5320
oraz 64,2umol/kg peptydu 5311 zaobserwowano podobny profil wptywu czasu na
poziom odpowiedzi analgetycznej jak w przypadku dawki posredniej. Wedtug
sporzgdzonych krzywych zaleznos$ci odpowiedzi analgetycznej od dawki (Ryc. 23 D),
wartosci EDsg dla badanych peptydéw opioidowych w tescie cofania ogona
przedstawiaty sie nastepujgco: bifalina: 11,42 * 1,04umol/kg; peptyd 5320: 11,9
+ 1,03umol/kg; peptyd 5311: 24,35 + 1,08umol/kg. Analiza statystyczna wykazata
réznice w potencjale analgetycznym miedzy peptydami opioidowymi (F,207 = 10,65;
p < 0,001). Bifalina oraz peptyd 5320 wykazywaty wiekszy potencjat analgetyczny
anizeli peptyd 5311.

90



A B
120; 120;
fieis Fokk © NaCl © NaCl
1001 & bifalina (10) 1007 & 5320 (10)
80] = bifalina (15) 301 + 5320 (15)
B @ bifalina (20) B ® 5320 (20)
= 5% & bifalina+ NLX = & 5320 + NLX
BT S 40
20 20
0] Koo : 0 o
NN S 6 8 S & B
czas [min] czas [min]
C D
120; -
» © NaCl 12 e bifalina
100 = 5311 (21.4) 1001 & -
5320
- * 5311 (42.8)
w ® 5311 (64.2) w 801 @ 5311
s &0 05311 +NLX = o
R 40 RN p /,/
20 0
0] #=--82---an
- . ; : s " 0 O S
) o ,f) ,,,Q ‘oQ ’&Q 0.8 1.0 1.2 14 1.6 1.8 2.0

czas [min] log dawka (pmol/kg)

Ryc. 23. Efekt analgetyczny w zaleznosci od czasu (A,B,C) oraz dawki (D) po dozylnym podaniu
bifaliny, peptydu 5320 oraz peptydu 5311 mierzony w tescie cofania ogona (n = 8). Dawki
zwiqzkéw podane zostaty w nawiasach w umol/kg. Analiza statystyczna wykonana zostata z
uzyciem dwukierunkowej RM ANOVA oraz testu post-hoc Bonferroniego. Poziom istotnosci
statystycznej oznaczono jako: ** p < 0,01, *** p < 0,001 (zwigzek vs. NaCl).

Wydtuzenie sie czasu reakcji bolowej na bodziec termiczny w odpowiedzi na
podanie bifaliny, peptydu 5320 czy peptydu 5311 uzaleznione byto od dawki (bifalina:
F,21 = 11,52; p = 0,0004; peptyd 5320: F,,; = 48,40; p < 0,001; peptyd 5311:
F220 = 13,12; p = 0,0002) (Ryc. 24). Analiza statystyczna pola powierzchni pod krzywa
efektu analgetycznego wzgledem czasu wykazata, iz myszy otrzymujgce 15umol/kg
bifaliny charakteryzowaty sie silniejszg 0 93% (2852 + 702j. AUC vs. 1477 + 353j. AUC)
odpowiedzig analgetyczng niz osobniki traktowane dawkg 10umol/kg. Podobnag
zaleznos¢ zaobserwowano w przypadku poréwnania odpowiedzi analgetycznej
zwierzat, ktéorym podano dawke 15pmol/kg i 20umol/kg. W tym przypadku pole

powierzchni pod krzywa dla dawki wyzszej byto o 69,6% (4836 + 308j. AUC vs. 2852

91



+ 702j. AUC) wieksze niz dla dawki 15umol/kg. Grupa otrzymujgca dawke 15umol/kg
5320 osiggneta poziom catkowitego efektu analgetycznego wynoszacy 5748 + 625;j.
AUC, podczas gdy wartosci pola pod krzywag myszy traktowanych nizszg dawka siegnety
jedynie 1288 + 440j. AUC. Podobnie, najwyzsza zastosowana dawka peptydu 5320
spowodowata wystgpienie silniejszego 0 32,1% (7592 + 258j. AUC vs. 5748 * 625j. AUC)
efektu niz w grupie myszy, ktéorym podano 15umol/kg peptydu 5320. Grupa zwierzat,
ktérej wstrzyknieto 42,8umol/kg peptydu 5311 odznaczata sie prawie 2-krotnie
silniejszym efektem analgetycznym niz grupa otrzymujaca dawke 21,4umol/kg (3711
+ 630j. AUC vs. 1876 + 328j. AUC). Rdznica w sile analgezji miedzy zwierzetami
otrzymujgcymi dawke 64,2pumol/kg a tymi, ktérym podano 42,8umol/kg peptydu 5311
wyniosta natomiast 48% (5493 £ 518j. AUC vs. 3711 + 630j. AUC).
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Ryc. 24. Catkowity efekt analgetyczny wyrazony jako powierzchnia pod krzywgq po doZylnym
podaniu bifaliny, peptydu 5320 oraz peptydu 5311 mierzony w tescie cofania ogona (n = 8).
Dawki zwigzkéw podane zostaty w nawiasach w umol/kg. Analiza statystyczna wykonana
zostata z uzyciem jednokierunkowej ANOVA oraz testu post-hoc Newmana-Keulsa. Poziom
istotnosci statystycznej oznaczono jako: ** p < 0,01, *** p < 0,001 (zwiqzek vs. NaCl); + p <
0,05; +++ p < 0,001 (dawka posrednia vs. dawka najnizsza); (+) p < 0,05; (++) p < 0,01; (dawka
najwyzsza vs. dawka posrednia).

Porédwnujgc krzywe obrazujgce poziom efektu analgetycznego wzgledem czasu dla
najwyzszych dawek badanych peptydéw opioidowych oraz morfiny wykazano réznice
w czasie trwania oraz tempie pojawienia sie odpowiedzi przeciwbdlowej w tescie
cofania ogona (Fsgs = 259,1; p < 0,001) (Ryc. 25 A, B, C). W grupie zwierzat

otrzymujacych 20umol/kg bifaliny oraz 64,2umol/kg peptydu 5311 5min. po iniekc;ji
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nastgpita silna, poréwnywalna do morfiny, odpowiedZz analgetyczna siegajaca
odpowiednio 67,9 + 7,3% oraz 59,6 + 7,3% MPE. W tym czasie w grupie myszy
otrzymujgcych 20umol/kg peptydu 5320 obserwowano stabszy poziom odpowiedzi
analgetycznej rzedu kolejno 25,8 £ 3,3% MPE. Wszystkie badane zwigzki wywotaty
podobny efekt analgetyczny w 15min. eksperymentu osiggajagc kolejno 100 + 0%
(bifalina), 87,2 + 5,6% (peptyd 5320), 92,3 + 4,4% (peptyd 5311) oraz 94,9 + 5,1% MPE
(morfina). W punkcie czasowym 30min. analgezja we wszystkich grupach
doswiadczalnych byta réwniez poréwnywalna. W godzine od iniekcji, myszy
otrzymujgce peptyd 5320 oraz morfine charakteryzowaty sie podobnym poziomem
odpowiedzi przeciwbdlowej (68,6 + 7,8 oraz 81,1 + 8,5% MPE), podczas, gdy w grupie
myszy po podaniu bifaliny oraz peptydu 5311 odpowiedZ ta drastycznie spadta do
wartosci 19,9 + 4,8% oraz 42,6 + 8,6% MPE. W 120min. od podania peptydu 5320
nadal mozna byto obserwowac analgezje siegajacy 22 + 4,5% MPE, podczas gdy %MPE
myszy z grupy otrzymujgcej bifaline i peptyd 5311 spadt do poziomu kontrolnego.
W tym punkcie czasowym u myszy z grupy morfinowej nadal obserwowano silniejszy
w porédwnaniu do peptydéow opioidowych efekt analgetyczny wynoszgcy
64,6 * 8,3%.

Analizujgc catkowity efekt analgetyczny uzyskany dla badanych peptydéw
opioidowych oraz morfiny zaobserwowano zréznicowanie w polach powierzchni pod
krzywymi (F326 = 11,84; p < 0,05) (Ryc. 25 D). Grupa myszy otrzymujaca morfine
charakteryzowata sie najwiekszym polem powierzchni pod krzywa wynoszgacym
9340 + 994j. AUC w pordwnaniu do grup otrzymujacych iniekcje peptyddow
opioidowych. Natomiast wsréd analizowanych peptydow opioidowych peptyd 5320
odznaczat sie najsilniejszym catkowitym efektem analgetycznym. Pole powierzchni pod
krzywa dla grupy otrzymujacej ten peptyd wyniosto 7195 + 371j. AUC. i byto o0 50% oraz
0 35,4% wieksze w poréwnaniu do odpowiednio bifaliny i peptydu 5311.
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Ryc. 25. Poréwnanie efektu analgetycznego w zaleznosci od czasu (A, B, C) oraz catkowitego
efektu analgetycznego (D) po dozylnym podaniu 20umol/kg bifaliny, 20umol/kg peptydu 5320,
21,4umol/kg peptydu 5311 oraz 20umol/kg morfiny w tescie cofania ogona (n = 8). Analiza
statystyczna wykonana zostata z uzyciem jednokierunkowej ANOVA oraz testu post-hoc
Newmana-Keulsa. Poziom istotnosci statystycznej oznaczono jako: ** p < 0,01, *** p < 0,001
(5320 vs. bifalina); +++ p < 0,001 (5311 vs. morfina); S p < 0,05, SSS p < 0,001, (5320 vs. 5311);
(*) p< 0,05, (**) p < 0,01 (5320 vs. morfina); (+++) p < 0,001 (bifalina vs. morfina).

4.5 Poréwnanie udziatu analgezji osrodkowej i obwodowej bifaliny i

peptydow 5320 oraz 5311

Porédwnujgc catkowity efekt analgetyczny pomiedzy konczyng ipsilateralng,
kontralateralng oraz czasem latencji w tescie cofania ogona po podaniu najwyzszych
zastosowanych dawek zwigzkéw (20umol/kg bifaliny, 20umol/kg peptydu 5320 oraz
64,2umol/kg peptydu 5311) zaobserwowano zrdéznicowanie wielkosci pola powierzchni
pod krzywa w zaleznosci od zastosowanego testu (Fi11,79 = 21,29; p < 0,001) (Ryc. 26).

W grupie myszy otrzymujacych morfine wartosci AUC w konczynie ipsilateralnej byty
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2,36 - krotnie nizsze w poréwnaniu do testu cofania ogona oraz 2,61 razy nizsze niz
w konczynie kontralateralnej. Catkowity efekt analgetyczny w konczynie
kontralateralnej i tescie cofania ogona byt natomiast nieistotny statystycznie.
W przypadku myszy otrzymujgcych iniekcje peptydu 5311 obserwowano podobng
zaleznosé. Powierzchnia pod krzywa dla koiczyny ipsilateralnej byta 4,9 razy mniejsza
niz w kontralateralnej oraz 23-krotnie mniejsza niz w tescie cofania ogona. W grupach
doswiadczalnych traktowanych bifaling oraz peptydem 5320 nie odnotowano rdznic
w AUC pomiedzy konczynami, natomiast byta rdéznica w catkowitym efekcie
analgetycznym w poréwnaniu do testu cofania ogona. Myszy, ktérym podano bifaline
odznaczaty sie 2,4-krotnie silniejszg odpowiedzig w tescie cofania ogona niz w tescie
podeszwowym podczas stymulacji konczyny ipsilateralnej. W przypadku konczyny
kontralateralnej efekt w niej osiggniety byt 1,6-krotnie nizszy niz w tescie cofania
ogona. Podanie peptydu 5320 spowodowato natomiast 2,95 - krotnie oraz dwukrotnie
silniejszg odpowiedz w tescie cofania ogona niz w kolejno konczynie ipsilateralnei

i kontralateralne;j.
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Ryc. 26. Poréwnanie catkowitego efektu analgetycznego miedzy koriczynami ipsilateralng-,,ipsi
(stupki biate) kontralateralng-,contra” (stupki szare) oraz w tescie cofania ogona- ,,ogon” (stupki
czarne) po dozylnym podaniu 20umol/kg morfiny, 64,2umol/kg peptydu 5311, 20umol/kg
bifaliny oraz 20umol/kg peptydu 5320 (n = 8). Analiza statystyczna wykonana zostata z
uzyciem jednokierunkowej ANOVA oraz testu post-hoc Newmana-Keulsa. Poziom istotnosci
statystycznej oznaczono jako: * p < 0,05, *** p < 0,001 (ogon vs. contra); c p < 0,05, a p < 0,001
(ipsi vs. contra); A p < 0,001 (ogon vs. ipsi).

Udziat obwodowego efektu analgetycznego dla bifaliny w tescie podeszwowym
i tescie cofania ogona potwierdzony zostat po podaniu 21,3umol/kg nieprzenikajgcego
przez BBB metylojodku naloksonu (NLXM). U myszy otrzymujgcych iniekcje NLXM
5min. przed podaniem 20umol/kg bifaliny zaobserwowano znaczne obnizenie sie
wartosci %YMPE w koriczynie ipsilateralnej z 48,4 + 6,7% do 9,6 + 3,7% w 15min.
doswiadczenia (F1 46 = 28,8; p < 0,001) (Ryc. 27 A).

Podobnie, catkowity efekt analgetyczny ulegt statystycznie istotnemu obnizeniu
z 2061 + 304 do 427 + 222j. AUC, lecz wartosci pola powierzchni pod krzywag nadal
pozostawaty wyzsze od kontroli (p = 0,0007) (Ryc. 27 B) (Tab. 4). W przypadku korczyny
kontralateralnej zaobserwowano co prawda statystycznie istotne obnizenie efektu
analgetycznego z 68,7 £ 6,9% do 46 * 8,2% MPE w 15min. do$wiadczenia (Fy 46 = 4,3;
p < 0,05) (Ryc. 27 C), jednakze catkowity efekt analgetyczny nie ulegt zmianie (p =
0,31)(Ryc. 27 D). Myszy otrzymujgce tylko bifaline osiggnety catkowitg wartos¢ efektu
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analgetycznego na poziomie 3171 + 674j. AUC, natomiast osobniki otrzymujgce

koiniekcje NLXM i bifaliny uzyskaty srednig wartos$¢ réwng 2126 + 726j. AUC.
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Ryc. 27. Wptyw dootrzewnowej iniekcji 21,3umol/kg metylojodku naloksonu (NLXM) na efekt
analgetyczny w koriczynie ipsilateralnej (A,B) oraz kontralateralnej (C,D) po dozylnym podaniu
20umol/kg bifaliny w tescie podeszwowym (n = 8). Analiza statystyczna wykonana zostata
Z uzyciem jednokierunkowej ANOVA wraz z testem post-hoc Newmana-Keulsa (A,C) oraz testu
t-Studenta (B, D). Poziom istotnosci statystycznej oznaczono jako: *** p < 0,001 (vs. NLXM);
+p < 0,05, +++ p < 0,001, ns - brak istotnosci statystycznej (bifalina vs. bifalina + NLXM).

W tescie cofania ogona odpowiedz analgetycza rdéznita sie pomiedzy grupg myszy
otrzymujgcych bifaline oraz grupg otrzymujaca koiniekcje bifaliny i NLXM tylko pot
godziny od podania (F1 46 = 4,5; p < 0,05) (Ryc. 28 A). Poréwnujac pola powierzchni pod
krzywymi przy zastosowaniu testu t-Studenta nie wykazano natomiast réznic pomiedzy
tymi dwiema grupami myszy (p = 0,12). Réznice zarysowaty sie jedynie w poréwnaniu

do zwierzat kontrolnych otrzymujgcych NLXM (F,1 = 18,79; p < 0,001) (Ryc. 28 B).
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Ryc. 28. Wptyw dootrzewnowej iniekcji 21,3umol/kg metylojodku naloksonu (NLXM) na efekt
analgetyczny wzgl. czasu (A) oraz catkowity efekt analgetyczny (B) po dozylnym podaniu
20umol/kg bifaliny w tescie cofania ogona (n = 8). Analiza statystyczna wykonana zostata
z uzyciem jednokierunkowej ANOVA wraz z testem post-hoc Newmana-Keulsa (A) oraz testu
t-Studenta (B). Poziom istotnosci statystycznej oznaczono jako: *** p < 0,001 (vs. NLXM);
+++ p < 0,001, ns - brak istotnosci statystycznej (bifalina vs. bifalina + NLXM).

Tabela 4. Wartosci catkowitego efektu analgetycznego po podaniu bifaliny, bifaliny wraz

z NLXM oraz NLXM.

Catkowity efekt analgetyczny (AUC + SE, j.AUC)

test podeszwowy - test podeszwowy -
zwiqgzek konczyna konczyna test cofania ogona
ipsilateralna kontralateralna
bifalina 2061 +303,8 *** 3171 £ 674,1 *** 4292 £ 550,2 ***

bifalina + NLXM | 427,5+221,9 *, +++ 2126 £726,1 *** ns 2932 +615,6 ***, ns

NLXM -349,7 £ 104,7 -361,4 £ 64,61 153,7 £ 168,9

*** p < 0,001 (vs. NLXM), +++ p < 0,001, ns - brak istotnosci statystycznej (bifalina vs. bifalina
+ NLXM) - jednokierunkowa ANOVA, test post-hoc Newmana-Keulsa.

4.6 Rozwoj tolerancji na bifaline, peptyd 5320 oraz morfine

W doswiadczeniu ciggtego, dozylnego podawania 20umol/kg bifaliny, 20umol/kg

peptydu 5320 oraz dootrzewnowych iniekcji 42,8umol/kg morfiny przez siedem dni
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wykazano istotny wptyw czasu na zmiane poziomu efektu analgetycznego w tescie
podeszwowym zaréwno w konczynie ipsilateralnej (F192 = 33,65; p < 0,001),
kontralateralnej (F1q, = 26,98; p < 0,001) oraz tescie cofania ogona (Fy9, = 23,42;
p < 0,001)(Ryc. 29) (Tab. 5). W przypadku wszystkich analizowanych zwigzkéw
zaobserwowano istotne statystycznie ostabienie odpowiedzi analgetycznej po siedmiu
dniach podawania w poréwnaniu do dnia pierwszego w tescie podeszwowym.
W grupie myszy otrzymujgcych bifaline zanotowano po siedmiu dniach 66% spadek
wartosci %MPE w konczynie ipsilateralnej oraz 77% spadek %MPE w konczynie
kontralateralnej. W przypadku zwierzat, ktérym podawano peptyd 5320 oraz morfine
odpowiedz analgetyczna koniczyny ipsilateralnej ostabita sie o odpowiednio 48,6%
oraz 77% w poréwnaniu z dniem pierwszym. Reakcja na termiczny bodziec bdlowy
wzmozyta sie dla obu tych zwigzkdéw: 0 42% w przypadku peptydu 5320 oraz o 58% dla
morfiny (Ryc. 29 A, B). W tescie cofania ogona w grupach myszy poddanych
przewlektemu podawaniu bifaliny oraz peptydu 5320 nie odnotowano spadku wartosci
%MPE w przeciwienAstwie do zwierzat otrzymujgcych morfine, ktére odznaczaty sie
analgezjg stabszg o 42% w odniesieniu do pierwszego dnia doswiadczenia (Ryc. 29 C).
W siédmym dniu podawania badanych zwigzkéw zaobserwowano pomiedzy nimi
roznice w wywotanym efekcie analgetycznym a takze rdzinice w pordwnaniu do
kontroli w konczynie ipsilateralnej (ipsi) (F302 = 13,48; p < 0,001), kontralateralnej
(contra) (F392 = 5,54; p = 0,0015) oraz tescie cofania ogona (F35; = 63,05;
p < 0,001) (Ryc. 29 D). W koniczynie implantowanej komdrkami czerniaka zaréwno
w grupach myszy otrzymujacych iniekcje bifaliny i peptydu 5320 wartosci %MPE byty
istotnie wyzsze od kontroli i wyniosty kolejno 17,1 + 2,6% oraz 22,3 + 4,7%. U zwierzat
traktowanych morfing nie zauwazono natomiast istotnego statystycznie efektu
analgetycznego. W konczynie kontralateralnej peptyd 5320 oraz morfina
w odrdznieniu od bifaliny zachowaty swojg aktywnos$é przeciwbdlowg prezentujac
wartosci wynoszace 36,0 £ 9,2% oraz 23,5 + 7,0% MPE. W tescie cofania ogona efekt
analgetyczny utrzymat sie w przypadku wszystkich badanych zwigzkéw z tym, ze
analgezja wywotana przez bifaline byta istotnie silniejsza od odpowiedzi uzyskanej dla

peptydu 5320 (o 13,8% MPE) oraz morfiny (o 39,5 %MPE).
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Ryc. 29. Efekt analgetyczny w dniu pierwszym (D1) i dniu siédmym (D7) od dozyinego podania
20umol/kg bifaliny, 20umol/kg peptydu 5320 oraz dootrzewnowego podania 42,8umol/kg
morfiny w koriczynie ipsilateralnej (A), kontralateralnej (B) i tescie cofania ogona (C) oraz efekt
analgetyczny w dniu siddmym (D). Analiza statystyczna wykonana zostata z uZyciem
dwukierunkowej RM ANOVA wraz z testem post-hoc Bonferroniego (A,B,C) oraz
jednokierunkowej ANOVA oraz testem post-hoc Newmana-Keulsa (D). Poziom istotnosci
statystycznej przedstawiony zostat nastepujgco: *** p < 0,001, (bifalina D1 vs. bifalina D7), ###
p < 0,001 (5320 D1 vs. 5320 D7), + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 (morfina D1 vs. morfina
D7); ¢p<0,05 ap<0,001 (vs. NaCl); (***) p < 0,001 (vs. morfina); S p < 0,05, SSS p < 0,001
(bifalina vs. 5320).
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Tabela 5. Wartosci efektu analgetycznego bifaliny, analogu 5320 oraz morfiny w doswiadczeniu przewlektym

Efekt analgetyczny (MPE + SE, %) w czasie po iniekcji [dzier]

test podeszwowy - koriczyna test podeszwowy - korczyna
test cofania ogona (TCO)
ipsilateralna (ipsi) kontralateralna (contra)

zwiqzek dzien 1 dzien 7 dzien 1 dzien 7 dzien 1 dzien 7
bifalina 49,9+6,2 17,1 £2,6 ***, a, (***) 46,3 6,7 10,5 £ 6,6 *** 100+0,0 93,6 £3,9 a, (***), $S$

5320 43,4+5,9 22,3 4,7 #Hit#, a, (***) 62,1+7,1 36,0 £ 9,2 #i#, a, (*) 94,9+25 79,7 £5,1 a, (***)
morfina 21,3+4,3 49+1,4+ 56,3+7,8 23,5+7,0++,C 93,2+2,6 54,0+ 7,4 +++, a

NacCl -1,39+£2,6 -0,3+1,2 -1,3+2,3 -0,99+2,6 0,5+1,6 1,9+2,8

*** n < 0,001, (bifalina D1 vs. bifalina D7); ### p < 0,001 (5320 D1 vs. 5320 D7)

+p <0,05, ++p < 0,01, +++ p < 0,001 (morfina D1 vs. morfina D7)

(*) p < 0,05 (5320 vs. bifalina)
cp<0,05 ap<0,001 (vs. NaCl)
(***) p < 0,001 (vs. morfina)
5SS p < 0,001 (bifalina vs. 5320)

N

dwukierunkowa RM ANOVA, test post-hoc Bonferroniego

> jednokierunkowa ANOVA, test post-hoc Newmana-Keulsa
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5. DYSKUSJA

Czerniak ztosliwy (fac - melanoma malignum) jest nowotworem skdéry o wysokim
stopniu ztosliwosci charakteryzujgcym sie wysokim wskaznikiem $miertelnosci. Co
wiecej, od kilkudziesieciu lat obserwuje sie dynamiczny wzrost zachorowalnosci na ten
typ nowotworu (Wronkowski i wsp. 2005; Godar i wsp. 2011). Postep choroby
nowotworowej bardzo czesto zwigzany jest z rozwojem chronicznych bdlow, czesto
narastajacych az do Smierci. Pomimo, iz bdl nie jest gtdéwnym objawem towarzyszacym
rozwojowi pierwotnego ogniska czerniaka ztosliwego, ok. 7% pacjentéw jednak go
doswiadcza (Negin i wsp. 2003). Objawy bdlowe u pacjentdw pojawiajg sie najczesciej
z powodu przerzutow do weztéw chtonnych, ptuc, watroby, kosci oraz madzgu
i wymagaja w ponad potowie przypadkéw paliatywnego leczenia przeciwbdlowego
(Lehembre i wsp. 2006; Leach i wsp. 2008). Nieprzerwane starania nad opracowaniem
nowych, skuteczniejszych lekéw przeciwnowotworowych doprowadzity do znacznego
wydtuzenia sie zycia pacjentdw dotknietych problemem choroby nowotworowe;.
Jednakze walka z nowotworem pocigga za sobg rdwniez potrzebe przewlektego
stosowania lekéw przeciwbdlowych, ktdérych skutecznos¢ rzutuje réwniez na
efektywno$é terapii przeciwnowotworowej. Dostepne farmakologiczne $rodki
przeciwbdlowe, skuteczne w bodlu ostrym, w stosowaniu przewlektym wykazujg
ograniczong przydatnos$é. U pacjentow borykajacych sie z bdélem pochodzenia
onkologicznego stosunkowo szybko pojawia sie tolerancja na przewlekle stosowane
leki, co powoduje koniecznos¢ ciggtego zwiekszania dawek. Inne dziatania niepozadane
analgetykéw, w tym zaparcia, sedacja, depresja oddechowa, powodujg koniecznosé
limitowania dawek lekéw lub zmiany leku na inny. Pomimo stosowania wytycznych
,drabiny analgetycznej” WHO nadal ponad 30% pacjentéw deklaruje niedostateczne
dziatania przeciwbdlowe (Fisch i wsp. 2012). U ok. 10-20% terminalnie chorych
wystepujgcy bdl jest zasadniczym problemem i przyczyng prosby o eutanazje. Dlatego
tez opracowanie nowych $Srodkéw przeciwbdlowych w terapii bolow przewlektych,
w tym nowotworowych, oraz metod ich podawania staje sie jednym z najwiekszych
wyzwan chemii medycznej i farmakologii.

W celu przetestowania nowych zwigzkéw przeciwbdlowych konieczne jest

zastosowanie odpowiedniego modelu zwierzecego. W ostatniej dekadzie
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wprowadzono kilka mysich modeli bélu nowotworowego, wywotanego podskérnym
wszczepieniem komérek czerniaka w podeszwe tylnej konczyny. Modele te dobrze
obrazujg objawy bdélowe wystepujace u chorych takie jak termiczna hiperalgezja
i allodynia oraz dajag mozliwo$¢ rzetelnego ich pomiaru w testach behawioralnych
(Constantin i wsp. 2008; Gao i wsp. 2009). Przedstawiony w niniejszej pracy zwierzecy
model badawczy polegat na podskdrnej implantacji komdrek czerniaka linii B16FO
w spodnig strone srddstopia myszy. U zwierzat wystgpity objawy bélowe manifestujgce
sie przeczulicg na bodziec termiczny, ograniczone tylko do konczyny implantowane;j
komérkami nowotworowymi. Obserwacja ta zgodna jest z wynikami innych grup
badawczych. W podobnym modelu opisywanym przez Sasamura i wsp. (2002)
obserwowana hiperalgezja miata charakter dwufazowy. Pierwsza faza przypadta na 8
dzien od implantacji komdrek czerniaka linii B16-BL6 a obnizenie progu bdlowego
zwigzane byto z wystgpieniem procesu zapalnego. Drugg faze, pojawiajgcg sie 16 dni
po implantacji, charakteryzowata natomiast komponenta neuropatyczna.
W zastosowanym w doswiadczeniach modelu réwniez zaobserwowano dwufazowos¢
nasilania sie objawéw bdlowych, jednak byta ona mniej zaznaczona. Pierwsza faza, w
ktorej zaobserwowano obnizenie sie czasu latencji konczyny ipsilateralnej, wystgpita
dopiero w dniu 16 od implantacji komdérek o czasie trwania réwnym 24 godziny.
W nastepnym dniu nastgpito kolejne, wyraznie obnizenie sie progu bodlowego.
PdzZniejsze wystgpienie zjawiska termicznej hiperalgezji w badanym modelu moze by¢
skorelowane z nizszym potencjatem inwazyjnym linii komérkowej B16FO w poréwnaniu
do linii B16-BL6 (Zhao i wsp. 2001).

Powszechnym podejsciem w opracowywaniu nowych zwigzkéw przeciwbdlowych
jest synteza analogéw charakteryzujgcych sie wysokim potencjatem analgetycznym,
stabilnoscig oraz selektywnoscig w stosunku do jednego typu receptora. Inne podejscie
zaktada synteze dimerycznych zwigzkéw oddziatywujgcych na szersze spektrum
receptoréw biorgcych udziat w okreslonym efekcie biologicznym. Uzyskany efekt nie
jest wiec jedynie sumg interakcji farmakoforéw z okreslonymi receptorami ale
dziataniem synergistycznym. W przypadku dimerycznych, pochodnych endogennych
enkefalin takich jak bifalina, interakcja z dwoma typami receptoréw opioidowych daje

efekt synergistyczny, gdyz rozdzielenie farmakoforow zmniejsza wigzanie do
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receptoréw & ok. 100-krotnie przy niezmienionym powinowactwie do receptora W
(Lipkowski i wsp. 1999).

Naturalne peptydy opioidowe posiadajg jednak pewne wady utrudniajgce ich
bezposrednie zastosowanie w farmakologii klinicznej. Imponujacy efekt analgetyczny
osiggany jest niestety tylko po podaniu dokomorowym bad:z intratekalnym, gdyz
endogenne peptydy ulegajg szybkiej degradacji po podaniu systemowym.
Tetrapeptydowy motyw Try-Gly-Gly-Phe na N-koncu jest bowiem rozpoznawany przez
aminopeptydazy oraz enkefalinazy. Synteza biologicznie aktywnych
peptydomimetykdéw polega na zachowaniu unikalnej sekwencji N-koncowej
odpowiedzialnej za efekt analgetyczny przy jednoczesnym wprowadzaniu zmian
chronigcych czasteczke przed degradacjg. Gtdwne modyfikacje polegajg na wstawieniu
nienaturalnych aminokwaséw do ich tancucha np. D-aminokwaséw; projektowaniu
peptydow dimerycznych, wigzgcych sie z dwoma receptorami jednoczesnie, a takze
indukcji zmian konformacyjnych lub modyfikacji wigzan chemicznych (Schiller 1991,
1993). Zastgpienie aminokwaséw naturalnych badZ wstawienie D-aminokwasow
w sekwencje peptydowa, szczegdlnie w pozycji 2, prowadzi do zwiekszenia odpornosci
peptydu na enzymatyczng degradacje w ustroju. Ponadto wymuszajg one zmiany
konformacyjne, co prowadzi czesto do zwiekszenia specyficznosci oraz powinowactwa
do receptora. Dlatego w badaniach w niniejszej pracy przeanalizowano trzy analogi
enkefalin, wykazujgce rdézne modyfikacje strukturalne: bifaline o strukturze
dimerycznej, taczacej dwa farmakofory enkefalinopodobne potgczone "gtowa do
gtowy" mostkiem hydrazydowym; analog bifaliny 5320 z substytucjg [D-Thr] w pozycji
2 i 2'; analog bifaliny 5311 posiadajagcy mostek karbonylodihydrazydowy zamiast
mostka hydrazydowego. Jak wykazaty badania radioizotopowe, bifalina wykazata sie
najwyzszymi wartosciami powinowactwa w stosunku do receptoréow opioidowych pu
oraz & sposrdéd wszystkich analizowanych zwigzkéw. Zamiana [D-Ala’] na [D-Thr?]
nieznacznie obnizyta powinowactwo jej analogu 5320 do receptora typu u oraz &
a modyfikacja mostka hydrazydowego w strukturze peptydu 5311 spowodowata
nieznaczne obnizenie powinowactwa analogu 5311 tylko do receptora typu p. Zjawisko
zmniejszenia sie powinowactwa do receptorow pi & w wyniku podstawienia wiekszego

aminokwasu w miejsce [D-Ala?] sekwencji peptydowej potwierdzajg doniesienia
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literaturowe (Mosberg 1987). W przypadku analogéw enkefalinowych opisywanych
w literaturze podstawienie [D-Ala?] innymi aminokwasami, takimi jak [D-Leu?] czy [D-
Phe?], spowodowato drastyczny spadek powinowactwa w badaniach radioizotopowych
(Coy i wsp. 1976). Pomimo obnizenia sie powinowactwa analogéw bifaliny wskutek
modyfikacji strukturalnych, ich wartosci ICsg pozostaty nadal w przedziale
nanomolowym. Mozna wiec przypuszczaé, ze podstawienie w strukturze peptydu 5320
[D-Ala?] [D-Thr?] oraz modyfikacja tacznika hydrazydowego w strukturze peptydu 5311
nie wptywajg znaczaco na ich powinowactwo receptorowe. Oba analogi bifaliny
wykazywaty natomiast silniejsze powinowactwo do receptoréw 6 niz morfina a peptyd
5311 charakteryzowat sie réwniez niewiele wyzszym powinowactwem do receptora p.
Funkcjonalne badania radioreceptorowe wykazaty, iz bifalina najefektywniej sposréd
wszystkich  badanych  zwigzkéw  aktywowata wewngtrzkomérkowy  system
przekaznictwa angazujacy biatka G. Pomimo rdznigcych sie wartosci powinowactwa
receptorowego w stosunku do receptoréw p i & pomiedzy peptydem 5320 oraz
peptydem 5311 oba te zwigzki wykazaty sie poréwnywalng efektywnoscig w badaniach
funkcjonalnych. Wykazaty sie w tym wzgledzie jeszcze wyiszg efektywnoscig niz
specyficzny, petny agonista receptora p - DAMGO anizeli agonista czeSciowy, jakim jest
morfina. Brak korelacji pomiedzy warto$ciami powinowactwa a efektywnoscig
stymulacji wewnatrzkomérkowych szlakéw transdukcji sygnatu wynika z faktu, iz
kompetycyjne badania receptorowe okreslajg jedynie interakcje ligand-receptor bez
wzgledu na to, czy receptor znajduje sie z formie aktywnej czy nieaktywnej. Dlatego tez
roznice w wartosci powinowactwa zwigzkéw nie muszg korelowaé z rdznicami
w efektywnosci. Morfina, mimo nizszej efektywnosci, charakteryzowata sie natomiast
nizszymi wartosciami potencjatu analgetycznego i przy nizszych dawkach niz badane
peptydy opioidowe wywotywata 50% stymulacje aktywnosci biatek G.

Korzystniejsze w pordwnaniu do morfiny parametry powinowactwa oraz zdolnosci
aktywowania wewnatrzkomadrkowych szlakdw sygnatowych przez peptydy opioidowe
mogg by¢ wynikiem ich unikalnej budowy. Po pierwsze, obecnos¢ dwdch
farmakoforéw sprzyja wigzaniu sie do dwéch centréw aktywnych receptoréw
jednoczesnie. Hydroliza jednego z farmakoforow nie czyni czasteczki nieaktywng, gdyz

drugi farmakofor nadal moze wigzac sie z receptorem (Lipkowski 1987). Po drugie,
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struktura farmakoforéw jest na tyle gietka, ze tatwiej dopasowujg sie do miejsca
wigzania liganda w receptorach, co sprzyja stabilizacji aktywnej konformacji
pozwalajgcej na interakcje z biatkiem G. Czesciowi agonisci tacy jak morfina, rowniez
promujg przyjecie przez receptor odpowiedniej konformacji, jednakze liczba
aktywowanych w ten sposéb receptordw jest znacznie mniejsza (Traynor i wsp. 2002).
Po trzecie, bifalina wykazuje wyzsze niz morfina powinowactwo w stosunku do
wszystkich typow receptorow opioidowych, co sprzyja efektowi synergistycznemu
(Lipkowski i wsp. 1987).

Obiecujgce wyniki uzyskane w badaniach radioizotopowych skfonity do analizy
wiasciwosci przeciwbdlowych analizowanych peptydéw opioidowych in vivo oraz
poprzez ocene ich przydatnosci w terapii bdlu nowotworowego. Wiasciwosci
analgetyczne wszystkich zwigzkéw zbadane zostaty w dwdch testach behawioralnych
obrazujgcych odmienny typ analgezji, angazujgcy receptory z réznych obszaréow (modzg,
rdzen kregowy, obwodowe zakornczenia czuciowe). Test cofania ogona od czasu jego
opisania przez D'Amour'a i Smith'a w 1941r. jest szeroko stosowany w zwierzecych
modelach nocycepcji. Cofniecie ogona wskutek zadziatania termicznego bodzca
uszkadzajgcego jest generalnie uwazany za odruch rdzeniowy (lrwin i wsp. 1951).
Odruch ten moze byé jednak modulowany przez hamujgce badz pobudzajace
oddziatywanie struktur nadrdzeniowych takich jak NRM czy PAG na neurony
wstawkowe, poniewaz przyktadowo pobudzenie PAG przez podanie mikroiniekcji
morfiny powoduje wydtuzenie czasu latencji w tescie cofania ogona (Mayer i wsp.
1971). Mechanizm ten zyskuje na znaczeniu w przypadku czasu latencji w tescie
cofania ogona ok. 4-5s. (Jensen i Yaksh 1986). W przedstawionych w pracy
doswiadczeniach czas latencji w tescie cofania ogona wynidst $rednio 3s, dlatego
mozna twierdzi¢, ze obserwowana analgezja jest zwigzana z preferencyjng modulacja
nocycepcji przez badane zwigzki opioidowe, poprzez ich wigzanie z receptorami
zlokalizowanymi w rogach tylnych rdzenia kregowego. W drugim zastosowanym tescie,
zwanym podeszwowym, odruch cofniecia badz lizania konczyny wskutek draznienia
bodZcem termicznym jest odruchem nadrdzeniowym. Obserwowany efekt
analgetyczny jest wiec pochodng wigzania sie zwigzkéw opioidowych z receptorami

zlokalizowanymi m.in. w PAG czy RVM.
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W obu testach behawioralnych efekt analgetyczny wywotany przez badane peptydy
opioidowe byt hamowany przez niespecyficznego antagoniste receptoréw
opioidowych - naltrekson, co potwierdza zatozenie ze obserwowany efekt
przeciwbdlowy ma charakter opioidowy. W tescie cofania ogona badane peptydy
opioidowe charakteryzowaty sie odmiennym czasem pojawienia sie efektu
analgetycznego oraz dtugoscia jego trwania. Po podaniu bifaliny analgezje
obserwowano w przypadku wszystkich dawek juz po 5min. od podania. Peptyd 5311
wywotywat stabszg od bifaliny odpowiedz w 5min. eksperymentu, jednak jego
maksymalny efekt analgetyczny w 15min. po podaniu byt poréwnywalny do bifaliny.
Analgezja utrzymata sie natomiast dtuzej i byta silniejsza niz po podaniu bifaliny
w 60min. doswiadczenia, gdzie zaobserwowano drastyczny spadek analgezji
bifalinowej. Pomimo podobnego profilu analgetycznego w celu uzyskania
maksymalnego, porownywalnego do bifaliny efektu, analog 5311 musiat zosta¢ podany
w dwa razy wyzszej dawce. Peptyd ten charakteryzowat sie w porédwnaniu do bifaliny
oraz peptydu 5320 znacznie wyzszymi wartosciami ECsg, przez co wykazywat znacznie
nizszy potencjat analgetyczny. Zjawisko to mozna ttumaczy¢ np. zwiekszong degradacja
peptydu, gdyz mostek hydrazydowy jest wainym elementem zapewniajgcym
odpornos¢ zwigzku na degradacje enzymatyczng przez karboksypeptydazy a jego
modyfikacje moga prowadzi¢ do zaburzen stabilnos$ci. Potwierdzeniem tej hipotezy
mogg by¢ wyniki badan nad analogami bifaliny, gdzie wstawienie taiicucha CH,-CH,-
CH, pomiedzy tacznik -NH-NH- doprowadzito do zmniejszenia aktywnosci biologicznej
(Ballet i wsp. 2008). Wydtuzenie tacznika doprowadzito takie do zmniejszenia
powinowactwa do receptora typu u (Costa i wsp. 1985), co zgodne jest z uzyskanymi
nizszym od bifaliny wartosciami powinowactwa dla peptydu 5311. Drugg przyczyng
moze by¢ mniej efektywny transport przez bariery biologiczne, ze wzgledu na wiekszg
mase czgsteczki. Innym profilem analgetycznym charakteryzowat sie natomiast peptyd
5320. W 5min. eksperymentu po podaniu najwyzszej dawki obserwowano znacznie
nizszy efekt analgetyczny w poréwnaniu z takg samg dawka bifaliny. Dodatkowo
maksymalny efekt analgetyczny dla kazdej z dawek wystgpit o 15min. pdiniej niz w
przypadku zwigzku macierzystego. Przyczyng opdznionego wywotania w stosunku do

bifaliny efektu analgetycznego przez peptyd 5320 moze by¢ jego zwiekszona polarnosé.
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Zastgpienie lipofilnego aminokwasu [D-Ala’] aminokwasem bardziej hydrofilnym
[D-Thr?] mogto negatywnie wptynac¢ na transport przezbtonowy analogu 5320 oraz
wydtuzenie sie czasu jego transportu do OUN. Z drugiej strony u zwierzat
otrzymujgcych peptyd 5320 po podaniu dawek 15 i 20umol/kg analgezja utrzymywata
sie znacznie dtuzej (do 120min.) niz odpowiedz przeciwbdlowa wywotana takimi
samymi dawkami bifaliny. Zréznicowany czas pojawiania sie i trwania odpowiedzi
analgetycznej miedzy peptydem 5320 a bifaling moze wynika¢ z réznic w hydrofilnosci
obu zwigzkdéw. Opioidy hydrofilne charakteryzujg sie wolniejszym pojawieniem sie
analgezji oraz posiadajg diuzszy czas péttrwania w ptynie mézgowo-rdzeniowym niz
analgetyki o charakterze lipofilnym takie jak fentanyl czy metadon (Carr i Cousins 1998;
Rathmell i wsp. 2005). Totez dzieki obecnosci hydrofilnego aminokwasu w strukturze
peptydu 5320 jego czas pottrwania w ptynie mdzgowo-rdzeniowym zwiekszyt sie, co
stanowi jedng z hipotez bardziej dtugotrwatego od bifaliny efektu analgetycznego na
poziomie receptoréw w rogach tylnych rdzenia kregowego.

Morfina wykazata najwiekszg efektywnos¢ w tescie cofania ogona sposréd
wszystkich badanych zwigzkéw. Wyniki te spdjne sg z wynikami innych grup
badawczych, ktére wykazaty istotng role rdzeniowych receptorow opioidowych
w odpowiedzi analgetycznej po systemowym podaniu morfiny. Poprzez selektywng
eliminacje receptoréw typu p w rogach tylnych rdzenia kregowego w wyniku podania
koniugatu dermorfiny z biatkiem saporyny inaktywujgcym rybosomy przez
N-glikozylacje, doprowadzono do ostabienia antynocyceptywnego dziatania morfiny
(Kline i wsp. 2008). Réwniez podanie drogg intratekalng antagonistow receptoréw
ogranicza odpowiedz analgetyczng po dozylnym podaniu morfiny (Chen i wsp. 2006).
Wzrost efektywosci morfiny w procesie aktywacji rdzeniowych receptoréw
opioidowych moze wynika¢ z nastepujgcego mechanizmu: morfina wstrzyknieta
dozylnie po dotarciu do rdzenia kregowego w wiekszosci wigze sie specyficznie
z receptorami opioidowymi: wigzanie niespecyficzne pozostaje niewielkie
w przeciwienstwie do lipofilnych analgetykdw. Ponadto hydrofilna budowa morfiny nie
sprzyja szybkiemu jej przenikaniu z powrotem do krwioobiegu, jak w przypadku
lipofilnych czgsteczek, podtrzymujac dziatanie analgetyczne na poziomie rogéw tylnych

rdzenia kregowego (Rathmell i wsp. 2005). Interesujgcg kwestig pojawiajgcy sie
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w wynikach niniejszych badan jest mniejsza, w poréwnaniu z morfing, efektywnos¢
bifaliny w tescie cofania ogona pomimo znacznie wiekszego powinowactwa oraz
efektywnosci w badaniach radioizotopowych. Jedna z hipotez zaktada, iz zjawisko to
spowodowane jest wiekszg degradacjg enzymatyczng peptyddéw na co wskazywatby
drastyczny spadek analgezji bifalinowej oraz powolniejszy spadek efektu w przypadku
peptydow 5320 i 5311 w 60min. po podaniu. Nie jest to jednak hipoteza w petni
wyjasniajgca przyczyny mniej efektywnego dziatania bifaliny czy jej analogéw
w pordéwnaniu do morfiny. Dane naszego zespofu oraz innych grup badawczych
zajmujgcych sie tg problematyka opisujg, ze efekt analgetyczny po podaniu bifaliny
wprost do rdzenia kregowego, przewyzsza 12-krotnie analgezje wywotang przez
podanie specyficznego agonisty receptoréw u - DAMGO; 7-krotnie etorfiny oraz 400 -
500 krotnie morfiny (Horan i wsp. 1993; Mollica i wsp. 2005; Kosson i wsp. 2008).
Proporcja ta zmienia sie diametralnie wraz ze zmiang drogi podania. Z danych
literaturowych wynika, iz morfina i bifalina prowokujg podobny efekt analgetyczny po
podaniu systemowym, co sugeruje réznice w zdolnosci przechodzenia przez bariery
biologiczne m.in. bariere krew-médzg/krew rdzen-kregowy (BBB) (Lipkowski i wsp.
1982; Silbert i wsp. 1991). Dlatego tez, przyczyn tak drastycznego obnizenia zdolnosci
bifaliny do wywotywania analgezji rdzeniowej nalezy sie dopatrywaé raczej w mniej
efektywnym transporcie przez BBB anizeli procesie degradacji enzymatycznej. Badania
stabilnosci bifaliny wykazujg bowiem, ze czas jej péttrwania wynosi 87min. w surowicy
oraz 112min. w mdzgu (Ballet i wsp. 2008). Za poparciem hipotezy o ograniczonym
przechodzeniu bifaliny przez BBB stojg doswiadczenia z uzyciem znakowanej el
bifaliny. Wykazujg one, iz pomimo wysokiej w poréwnaniu do innych enkefalin

stabilnosci bifaliny w surowicy, tylko niewielkg czes¢ znakowanego ['%

1] zwigzku
znaleziono w OUN po podaniu systemowym (Farrington i wsp. 1993; Horan i wsp.
1993; Jenkins 2008). Bifalina przenika przez BBB gtéwnie za pomocg dwuetapowego
mechanizmu z udziatem transportera duzych obojetnych aminokwaséw (LNAAT)
(Samuels i Schwartz 1981; Egleton i wsp. 1998). Dodatkowo bifalina jest duzg
czasteczka o masie molekularnej 1000g/mol co dodatkowo utrudnia jej przenikanie na

drodze biernej dyfuzji. Niektére badania wskazujg, ze morfina oraz jej aktywny

metabolit M6G w fizjologicznym pH wystepujag w formie zjonizowanej przez co
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przyjmuje sie, ze maja stabg zdolnos¢ przechodzenia przez lipofiing BBB. M6G
w poréwnaniu ze zwigzkiem macierzystym wykazuje ponad 7-krotnie stabsza,
przenikalnos¢ przez BBB (Yoshimura i wsp. 1973). Z drugiej jednak strony niektére dane
wskazujg, ze M6G posiada zdolno$¢ eksponowania grup polarnych w warunkach
hydrofilnych natomiast w srodowisku lipofilnym bton biologicznych posiada zdolnos¢
fatdowania, maskujgc czes¢ grup polarnych. Mechanizm ten daje mozliwos$¢ bardziej
efektywnego pasazu przez BBB do OUN na drodze biernej dyfuzji (Carrupt i wsp. 1991).
Wiele badan potwierdza, iz przenikanie M6G do OUN oprécz biernej dyfuzji, odbywa
sie poprzez mechanizm aktywnego transportu z udziatem transportera Oatp2 oraz
GLUT-1 (Dagenais i wsp. 2000; Bourasset i wsp. 2003). Przenikanie aktywnego
metabolitu morfiny przez BBB oraz w efekcie jego koricowe stezenie w OUN zalezne
jest od transporteréw ABCB1, ktérych zadaniem jest wypompowywanie morfiny i jej
metabolitéw z OUN (Fujita i wsp. 2010). Dowodem na taki stan rzeczy sg doniesienia,
ze polimorfizm transporterow ABCB1 skorelowany jest ze zmienng odpowiedzig na
terapie morfinowa u pacjentéw leczonych z powodu bélu nowotworowego (Campa
i wsp. 2008).

Wysoki wspétczynnik przenikania przez bfony biologiczne, wysoka stabilno$¢ oraz
selektywnos¢ nowych potencjalnych analgetykéw jest cechg pozgdang w przypadku
lekdéw podawanych doustnie badz pozajelitowo. Jednakze w przypadku terapii, gdzie
zalezy nam na lokalnym dziataniu jak w przypadku bdélu nowotworowego, bedacego
efektem przerzutéw, powyisze cechy mogg okazaé sie niepozgdane. Lipofilne
analgetyki tatwo przenikajgce BBB (np. fentanyl, alfentanyl) po lokalnym podaniu
szybko przedostajg sie do krwioobiegu i wywotujg niepozadane efekty uboczne
w wyniku wigzania sie z receptorami w mdzgu, takze po podaniu dozylnym (Abram
i wsp. 1997). Ponadto, udziat obwodowych receptoréw opioidowych w przypadku
analgetykéw tatwo przenikajgcych BBB jest nieistotny z punktu widzenia klinicznego
(Khalefa i wsp. 2012). Natomiast analgetyki nie przekraczajgce BBB, ograniczajgce
swoje dziatanie tylko do wigzania sie z obwodowymi receptorami opioidowymi, mogg
okazaé sie niewystarczajgce do satysfakcjonujgcego u$mierzania bélu. Doniesienia
literaturowe potwierdzajg co prawda udziat egzogennej i endogennej obwodowej

analgezji opioidowej w klinice, jednak najczesciej jest ona niewystarczajgca do
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zadawalajacego usmierzania bolu u pacjentow. Gtéwnie z tego powodu prowadzono
badania nad stymulacjg komérek uktadu immunologicznego do zwiekszonej syntezy
peptydéw opioidowych przy pomocy wektordw wirusowych zawierajgcych cDNA
prekursora enkefalin i endorfin (Braz i wsp. 2001; Lu i wsp. 2002). Ponadto, wiekszos¢
badan nad analgezjg obwodowa w bdlu nowotworowym dotyczy lokalnego podawania
niskich, systemowo nieaktywnych dawek opioidéw (Baamonde i wsp. 2005).

Niestety w wielu przypadkach lokalne podanie analgetyku, obok dyskomfortu dla
pacjenta moze okazad sie niemozliwe z technicznego punktu widzenia np. w przypadku
pojawienia sie przerzutéw. Stabilne po podaniu dozylnym peptydy opioidowe
o ograniczonej zdolnosci do penetracji BBB umozliwiajg kontrole bélu na dwédch
poziomach: obwodowym oraz rdzeniowym, z rownoczesnym ograniczeniem dziatan
niepozgdanych wynikajgcych z wigzania sie do receptoréw w mozgu. Dodatkowo
mniejsza selektywnos¢ dimerycznych enkefalinopodobnych peptydow
w stosunku do receptoréw opioidowych pozwala na osiggniecie zjawiska synergii, gdyz
oprécz receptora pu udokumentowano wazng role receptorow & w terapii bodlu
przewlektego (Vanderah 2010; Otis i wsp. 2011). Argumenty te przemawiajg wiec za
podazaniem za trendem syntezy peptyddw opioidowych, charakteryzujgcych sie
ograniczong przenikalnoscig przez BBB.

Udziat analgezji nadrdzeniowej oraz obwodowej badanych zwigzkéw analizowano
w tescie podeszwowym. W patologicznych, przewlektych stanach bélowych oprécz
analgezji nadrdzeniowej obserwujemy takze komponent analgezji obwodowe;j.
Analgezja w tescie podeszwowym obserwowana po systemowym podaniu badanych
zwigzkéw jest wiec sumarycznym efektem, wynikajgcym z aktywacji zstepujgcych
szlakdw hamowania bdélu angazujgcym receptory opioidowe zlokalizowane w mdzgu
oraz aktywacji obwodowych receptoréw opioidowych (Dennis i wsp. 1980;
Ramabadran i Bansinath 1986). Analizowane peptydy opioidowe wywotaty w badanych
grupach myszy poréwnywalny nadrdzeniowy efekt analgetyczny w konczynie
kontrolnej (kontralateralnej) nastrzyknietej ptynem PBS. Efekt ten byt stabszy niz
w tescie cofania ogona, co wskazuje na mozliwos¢ mniej znaczgcego udziatu
nadrdzeniowych anizeli rdzeniowych receptorow opioidowych w mechanizmie
powstawania analgezji po podaniu bifaliny i jej analogéw. W przypadku morfiny
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uzyskano natomiast znacznie silniej zaznaczony efekt analgetyczny w tescie
podeszwowym w poréwnaniu do analizowanych peptydéw opioidowych. Oznacza to,
iz analgezja morfinowa znacznie silniej zwigzana jest z aktywacjg receptordw
opioidowych w mdzgu. Dane literaturowe potwierdzajg powyzsze wyniki.
Doswiadczenia polegajgce na analizie rodzaju wywotywanej odpowiedzi analgetycznej
przez enkefalinowa pochodna - [Dmt*]DALDA (H-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH,) oraz morfine
doprowadzity Shimoyama i wspoétpracownikéw (2008) do podobnych wnioskéw.
Podobnie jak w niniejszej pracy, mechanizm odpowiedzi analgetycznej morfiny byt
wynikiem poréwnywalnego udziatu receptoréow w mazgu i rdzeniu kregowym, gdyz
zaréwno w tescie cofania ogona jak i tescie gorgcej ptytki otrzymano réwnie silny efekt
przy tej samej dawce. Kwestia poréwnywalnego udziatu receptoréow w obu
lokalizacjach w mechanizmie analgezji morfinowej jest sprawg dyskusyjng, gdyz
niektére badania wskazujg na bardziej znaczacy udziat receptoréow w madzgu niz
w rdzeniu kregowym (Ossipov i wsp. 2010; Khalefa i wsp. 2012). Silniejsze pobudzenie
receptoréow opioidowych na poziomie rogéw tylnych rdzenia kregowego
i w konsekwencji wiekszy udziat analgezji rdzeniowej w ogdlnych efekcie
analgetycznym moze by¢ zwigzany z pobudzeniem innych niz opioidowy systeméw
zaangazowanych w modulacje bélu. Hipoteze te potwierdza zahamowanie zwrotnego
wychwytu noradrenaliny przez enkefaline [Dmt']DALDA (Shimoyama i wsp. 2001).
Noradrenalina bierze bowiem udziat w potencjalizacji analgezji w rdzeniu kregowym
poprzez pobudzenie uwalniania neuroprzekaznikdéw hamujacych z warstwy Il oraz
bezposrednie hamowanie aktywnosci neuronéw projekcyjnych w warstwie I/IIl rogéow
tylnych rdzenia kregowego (Feng i wsp. 2001; Lu i wsp. 2007).

Podanie bifaliny oraz peptydu 5320 spowodowato wystgpienie poréwnywalnego
efektu analgetycznego w konczynie implantowanej komérami czerniaka B16FO
i konczynie kontrolnej. Efekt ten byt natomiast odmienny w przypadku morfiny oraz
peptydu 5311, gdzie zaobserwowano wyraznie nizsze wartosci odpowiedzi
analgetycznej konczyny ipsilateralnej. Wyttumaczeniem takiego stanu rzeczy moze by¢
odmienna zdolnos¢ morfiny i 5311 do aktywacji obwodowego systemu opioidowego.
W modelu bélu zapalnego u myszy pozbawionych obwodowych receptoréw

opioidowych typu 6 na zakonczeniach neuronéw czuciowych ekspresjonujgcych kanaty
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sodowe Nayl.8 wrazliwe na TTX oraz w modelu bélu neuropatycznego wykazano, iz
lokalne oraz dozylne podanie agonisty receptora & - SNC80 nie wywotato dziatania
analgetycznego. Wskazuje to na kluczowa role obwodowych receptoréw &
w powstawaniu analgezji w patologicznych stanach bdlu przewlektego. Morfina z racji
swego nizszego powinowactwa do receptora typu & niz u, prawdopodobnie znacznie
stabiej niz bifalina czy 5320 aktywuje obwodowe receptory opioidowe typu §, co
przektada sie na stabszy efekt w korAczynie ipsilateralnej niz kontralateralnej.
W przypadku bifaliny obwodowe receptory opioidowe petnig natomiast wiekszg role
w analgezji w tescie podeszwowym. Wykonane doswiadczenia pokazaty, iz analgezja
w konczynie ipsilateralnej, w ktorej obserwowano hiperalgezje, zostata czesciowo
odwrécona przez antagoniste - metylojodek naloksonu, zwigzek blokujgcy wytacznie
obwodowe receptory opioidowe za sprawg swojej stabej zdolnosci przenikania BBB.
Efekt po podaniu bifaliny oraz NLXM nadal réznit sie od kontroli, co wskazuje réwniez
na udziat analgezji nadrdzeniowej. W koniczynie kontralateralnej niewykazujacej
objawéw termicznej hiperalgezji podanie NLXM nie miato natomiast wptywu na
catkowity uzyskany efekt analgetyczny, sugerujgc brak zaangazowania obwodowych
receptorow opioidowych. W konczynie kontralateralnej zaobserwowano jednak
istotng réznice w analgezji w 15 oraz 30min. miedzy grupg otrzymujacga bifaline oraz
bifaline i NLXM. Rdéznice te moga wynika¢ z wiekszej przepuszczalnosci barier
biologicznych w konczynie ipsilateralnej, gdyz zjawisko hiperalgezji wigze sie ze
zmianami pH mikrosrodowiska tkanki.

W wielu pracach skupiajgcych sie na mechanizmach analgezji obwodowej porusza
sie zjawisko nadekspresji receptorow opioidowych oraz ich wzmozony transport
w kierunku obwodowych zakonczen nerwowych w tkance objetej stanem
patologicznym. Efekt wzmozonej ekspresji oraz lokalne zmiany mikrosrodowiska
w tkance (np.obnizenie pH) powodujg zwiekszenie aktywnosci receptoréw
opioidowych wskutek ich zwiekszonej interakcji z biatkami G, co pocigga za sobg wzrost
sity efektu analgetycznego wywotanego przez endogenne jak i egzogenne peptydy
(Zollner i wsp. 2003; Pol i Puig 2004). Na przyktadzie mysiego modelu zapalnego bdlu
trzewnego badane zwigzki tzn. morfina - agonista receptoréw p, SNC80 -
niepeptydowy agonista receptoréw & oraz peptydowy agonista receptorédw Kk -
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U50488, posiadaja zdolnos¢ aktywacji zaréowno osrodkowych jak i obwodowych
receptoréow opioidowych po podaniu podskérnym. Podanie bowiem zwierzetom NLXM
spowodowato czesciowe odwrdcenie efektu (Labuz i wsp. 2007). Podobne, czesciowe
odwrécenie efektu po podaniu NLXM zaobserwowano w naszych badaniach, jednak
nie mozna stwierdzi¢ jednoznacznie, czy efekt ten byt wynikiem nadekspresji
receptorow opioidowych. Konieczne bytoby przeprowadzenie badan na poziomie
molekularnym.

W przedstawionym modelu interakcja z obwodowymi receptorami opioidowymi
zdaje sie zaleze¢ od lokalnego stezenia peptydu. Wiekszy poziom zaangazowania
analgezji obwodowej w przypadku bifaliny oraz peptydu 5320 moze podobnie jak
w przypadku konczyny kontralateralnej wynika¢ z odmiennych od morfiny mozliwosci
przenikania BBB. Bifalina oraz jej analog 5320, charakteryzujace sie nizszym od morfiny
przenikaniem BBB, wymagajg przy podaniu systemowym znacznie wyzszej dawki niz
przy podaniu intratekalnym aby uzyskaé poréwnywalne do morfiny stezenie w OUN.
W konsekwencji stezenie bifaliny oraz analogu 5320 w tkankach obwodowych jest na
tyle wysokie aby aktywowa¢ obwodowe receptory opioidowe. Iniekcja 20umol/kg
bifaliny czy peptydu 5320, wywotujgca podobny do morfiny efekt na poziomie rdzenia
kregowego, podane intratekalnie wywotatyby prowdopodobnie kilkaset razy silniejszg
analgezje niz morfina. Aby otrzymaé podobny analgetyczny efekt obwodowy morfine
nalezatoby poda¢ w bardzo wysokiej dawce, co mogtoby doprowadzi¢ do wystgpienia
szeregu niepozadanych efektow ubocznych ze strony OUN u pacjentéw bedgcych lub
wchodzgcych w etap choroby wymagajacy leczenia opioidami. Peptyd 5311, pomimo iz
jest analogiem bifaliny, nie odznaczat sie znaczacym obwodowym efektem
analgetycznym. Odpowiedz przeciwbdélowa u myszy po podaniu tego zwigzku byta
nawet stabsza niz w przypadku morfiny. Taki stan rzeczy moze byé zwigzany
z utrudniong lokalng dystrybucjg peptydu do tkanki ze wzgledu na obecnos¢ dtuzszego
niz bifalina tgcznika karbonylodihydrazydowego. Pomimo uzyskania zadowalajgcych
proporcji parametrow analgetycznych, iniekcja bifaliny w najwyzszej badanej dawce
powodowata wystgpienie pewnych efektdw niepozadanych u 20% badanych myszy.
Zaobserwowano min. objawy zwigzane z przechodzeniem bifaliny do struktur mézgu.

Zaliczaty sie do nich: chwiejny chdd oraz pobudzenie psychoruchowe i sztywnosc
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miesni. U zwierzat po podaniu peptydu 5311 rowniez zaobserwowano powyzsze
objawy, jednak byty one silniejsze i wystgpity u wiekszej liczby zwierzat. W odrdznieniu
od bifaliny i peptydu 5311, peptyd 5320 wywotat u zwierzat tagodniejsze objawy
psychoruchowe, co moze by¢ zwigzane z wiekszym udziatem receptoréw
zlokalizowanych w rdzeniu kregowym. Natomiast w przypadku zwierzat otrzymujacych
morfine zaobserwowano objawy sedacji.

Poniewaz w praktyce klinicznej znane jest zjawisko koniecznosci zwiekszania dawki
opioidéw w schemacie przewlektego podawnia, dlatego badania nad projektowaniem
nowych analgetykdw oscylujg rowniez wokét ograniczenia zjawiska tolerancji
opioidowej. Uwzgledniajgc ten trend postanowiono przeprowadzi¢ eksperymenty,
w ktérych przez tydzien podawano myszom bifaline oraz analog 5320 dozylnie
w dawce 20umol/kg oraz morfine dootrzewnowo w dawce 46,8umol/kg. Morfine
podawano dootrzewnowo ze wzgledu na doniesienia literaturowe opisujgce mniejszg
zdolnos¢ do wywotywania efektu tolerancji (Mucha i wsp. 1996). Dawka
dootrzewnowo zostata tak dobrana, aby w szczycie efektu analgetycznego wykazywata
poréwnywalny efekt jak dawka dozylna.

Po tygodniu codziennego podawania zwigzkéw zaobserwowano wystgpienie
zjawiska tolerancji w przypadku wszystkich badanych zwigzkéw w tescie
podeszwowym. Najsilniej zjawisko tolerancji zaznaczyto sie w konczynie ipsilateralnej
oraz w tescie cofania ogona u myszy otrzymujgcych morfine. W konczynie
kontralateralnej rowniez odnotowano spadek efektu analgetycznego w pordéwnaniu
z dniem pierwszym, jednakze rdznit sie on od wartosci kontrolnych. Pojawienie sie
efektu tolerancji w korczynie ipsilateralnej mozna ttumaczyé faktem, iz morfina
wywotuje swoje dziatanie gtdwnie poprzez wigzanie sie z receptorami opioidowymi
w OUN, bardziej podatnymi na pojawienie sie tolerancji niz receptory obwodowe.
W modelach, w ktérych obserwuje sie znaczacy obwodowy efekt morfiny, nie
zaobserwowano obnizenia sie obwodowego efektu analgetycznego po jej podawaniu
chronicznym w przeciwienstwie do efektu rdzeniowego (Tukuyama i wsp. 1988).
W przypadku bifaliny tolerancje zaobserwowano tylko w tescie podeszwowym.
W odrdznieniu od morfiny w konczynie ipsilateralnej rozwdj tolerancji byt istotnie

stabszy a w kontralateralnej-silniejszy. Rdéznice pomiedzy oboma zwigzkami moga
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wynika¢ z wiekszego zaangazowania obwodowych receptoréw opioidowych u myszy
traktowanych bifaling i zarazem mniejszg podatnoscia tego typu analgezji na
tolerancje. Peptyd 5320 charakteryzowat sie poréwnywalnym poziomem tolerancji
w konczynie ipsilateralnej jak bifalina a nizszym, podobnym do morfiny,
w kontralateralnej. Zjawisko to wskazuje réwniez na role obwodowych receptoréw
opioidowych w obserwowanym efekcie i jego mniejszg podatnoscia na tolerancje.
Peptyd 5320 wykazat rowniez mniejszy spadek nadrdzeniowego efektu analgetycznego
w poréwnaniu z bifaling, co moze by¢ podstawg do stwierdzenia, ze jego wolniejsze
wigzanie z receptorami w moézgu prowadzi do wystgpienia zjawiska tolerancji. W tescie
cofania ogona jedynie zwierzeta traktowane morfing rozwinety tolerancje, podczas
gdy poziom analgezji po podaniu peptyddéw opioidowych pozostat niezmieniony.

Jak juz wyzej wspomniano, terapia przeciwnowotworowa nie moze obej$¢ sie bez
rownolegtego leczenia przeciwbdlowego. Idealny lek wigzatby w sobie zaréwno silne
wiasciwosci przeciwbdlowe, ograniczong ilo$é dziatan niepozadanych oraz aktywnos¢
antyproliferacyjng czy cytotoksyczng skierowang tylko w kierunku komdérek
nowotworowych. Morfina petni bardzo waing role w paliatywnej terapii bélu
u pacjentdw w terminalnym stadium choroby nowotworowej. Alkaloid ten uwazany
jest za zloty standard i nadal pozostaje lekiem z wyboru w usmierzaniu bélu
przewlektego. Oprécz wielu dziatan niepozadanych, towarzyszacych efektowi
przeciwbdlowemu wywotywanemu w OUN, wiele dowoddéw wskazuje na zdolnosé
morfiny do modulacji proliferacji i migracji komoérek nowotworowych oraz proceséow
angiogenezy. Dzisiejszy stan wiedzy pozwala na wysuniecie hipotezy, ze morfina
podana przewlekle w wysokich dawkach dziata supresyjnie na proliferacje komorek
nowotworowych. Natomiast przewlekte stosowanie niskich dawek wykazuje dziatanie
sprzyjajace rozwojowi nowotworu. Wykazano réwniez, ze morfina w dawkach waznych
z punktu widzenia klinicznego sprzyja niezaleznej od systemu opioidowego
angiogenezie w przebiegu raka piersi (Gupta i wsp. 2002). Ponadto, poprzez stymulacje
wydzielania aktywatora plazminogenu typu urokinazy (u-PA) promuje migracje
komodrek nowotworowych przez macierz zewnatrzkomdérkowg przyczyniajac sie do
powstawania przerzutéw (Nylund i wsp. 2008). W swietle wynikdw badan ostatnich

kilku lat w kwestii potencjalnego zagrozenia w przebiegu przeciwbdlowej terapii
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morfing wynikajgcego ze stymulacji proceséw tumorogenezy sktania do poszukiwania
alternatywnych analgetykéw.

Oprocz  niekwestionowanych  wtasciwosci  przeciwbdlowych, potwierdzonych
w badaniach na zwierzetach i na ludziach, enkefaliny posiadajg dodatkowo wtasciwosci
przeciwnowotworowe. Stanowig one dodatkowg zalete i przestanke ku prébom ich
stosowania w terapii pacjentéw zmagajacych sie z chorobg nowotworowa.
Doswiadczenia przeprowadzone w latach 80-tych wykazaty, ze podanie enkefalin
hamuje rozwdj nowotworu pierwotnego oraz hamuje proces przerzutowania komorek
linii B16-BL6 do ptuc po podskdrnej implantacji u myszy (Murgo 1985; Scholar i wsp.
1987). Dodatkowo zaobserwowano zwiekszenie aktywnosci komodrek typu NK
petnigcych wazng role w procesach przeciwnowotworowych (Faith i Murgo 1988).
Syntetyczne pochodne enkefalin takie jak DADLE, DSLET, DAMGO wykazaty takze
wtasciwosci hamujace proliferacje réznych typdéw linii komdrkowych, w tym raka piersi,
prostaty, trzustki czy jelita grubego (Hatzoglou i wsp. 1996; Kampa i wsp. 1997; Zagon
i McLaughlin 2003). Takze badania wptywu zwigzkéw opioidowych na proliferacje
komorek glejaka ludzkiego linii T98G wykazaty, ze morfina stymuluje a bifalina hamuje
ich proliferacje (Lazarczyk i wsp. 2010)

Obserwowany efekt przeciwnowotworowy w wielu badaniach okazat sie by¢
odwracalny w obecnosci nieselektywnego antagonisty receptoréw opioidowych -
naloksonu. Zasadnym staje sie wiec podjecie badan zmierzajgcych ku okresleniu
potencjatu przeciwnowotworowego analogéw endogennych enkefalin, wykazujgcych
wysokie powinowactwo do receptoréw opioidowych. W niniejszych badaniach
skupiono sie wiec takze na wptywie badanych peptydéw opioidowych na
przezywalnos$é komérek nowotworowych czerniaka in vitro. Sposrdd analizowanych
zwigzkdw jedynie analog 5320 w najwyzszej badanej dawce 100uM dodany do hodowli
ludzkich komérek czerniaka linii MEW 155 spowodowat wzrost liczby komérek
martwych oraz spadek zywych, nie wptywajac jednoczesnie na liczbe prawidtowych
fibroblastéw. Na podstawie niniejszych badan nie mozna okresli¢ mechanizmu wptywu
peptydu 5320 na komodrki MEW 155 i jednoznacznie stwierdzié czy mechanizm ten
opiera sie na hamowaniu proliferacji czy tez cytotoksycznosci. Niemniej jednak nalezy

zwrdci¢ uwage na doniesienia potwierdzajgce zardwno cytotoksyczne (Hayashi i wsp.
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2002) jak i antyproliferacyjne dziatanie enkefalin (Horvat i wsp. 2009). Zaréwno
hamowanie jak i brak wtasciwosci stymulujgcych przezywalnosé komérek czerniaka in
vitro przez badane peptydy opioidowe jest pozytywnym wynikiem, zwiekszajagcym
bezpieczenstwo stosowania potencjalnego kandydata na analgetyk u pacjentéw
z problemami onkologicznymi.

Na podstawie wynikdw uzyskanych w przeprowadzonych doswiadczeniach mozna
przyjac, iz podjety kierunek badan w celu uzyskania nowych analgetykéw o budowie
peptydowej w celu usmierzenia bdélu nowotworowego jest obiecujgcy. Trafnos¢ idei
syntezy dimerycznych pochodnych enkefalin charakteryzujgcych sie wysokim
powinowactwem do receptoréw opioidowych u oraz 6, ograniczong przenikalnoscig do
OUN, silniejszym  efektem  obwodowym i  przejawiajagcych  witasciwosci
przeciwnowotworowe znalazta potwierdzenie w uzytym w niniejszych badaniach
mysim modelu bdlu nowotworowego. Zwiekszenie udziatu analgezji obwodowej
wynikajgcego z organiczonej penetracji BBB pozwolito na uzyskanie silniejszgo,
miejscowego efektu przeciwbdlowego oraz pojawienie sie tagodniejszych objawoéw

niepozadanych.
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6. WNIOSKI

1. Bifalina oraz peptydy 5320 oraz 5311 po podaniu dozylnym wywotujg zalezny
od dawki i czasu efekt analgetyczny zwigzany z aktywacja receptoréw

opioidowych.

2. Peptyd 5320, dzieki wiekszym niz bifalina hydrofilnym wtasciwo$ciom wywotuje

bardziej dtugotrwaty osrodkowy i obwodowy efekt przeciwbdlowy.

3. Ograniczone przenikane przez BBB powoduje, ze dozylnie podawane dawki
peptydow, w doswiadczeniu ostrym oraz przewlektym, niezbedne do
wywotania efektu analgetycznego w OUN s3 na tyle duze, Zze znacznie
efektywniej niz morfina aktywujg system opioidowy w miejscu zmienionym

nowotworowo.

4. Badane peptydy opiodowe posiadajg mniejszg zdolno$¢ indukowania zjawiska

tolerancji na poziomie rdzenia kregowego niz morfina.

5. Peptyd 5320, poza oczekiwanym dziataniem analgetycznym, ogranicza liczbe

komodrek ludzkiego czerniaka w hodowli in vitro, co potencjalnie moze

wspomagac terapie przeciwnowotworows.
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7. STRESZCZENIE

Przewlekty bdl towarzyszacy chorobie nowotworowej stanowi powazny problem
medyczny wptywajacy w znaczacy sposéb na obnizenie jakosci zycia pacjenta oraz na
jego wykluczenie spoteczne i zawodowe. Dlatego tez leczenie przeciwnowotworowe
nie moze obejs¢ sie bez rownolegtej kontroli objawéw bdlowych doswiadczanych przez
chorego. Jednakie pomimo szeregu zalecen Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
w kwestii farmakoterapii bélu w chorobie nowotworowej, adekwatna jego kontrola
pozostaje wcigz problemem. Skfada sie na to wiele czynnikow jak ztozona etiologia
bdlu pociggajaca za sobg trudnosci w jego zaklasyfikowaniu i dobraniu leczenia, brak
dostatecznej wiedzy na temat dostepnych terapii, ograniczony zaséb dostepnych
analgetykéw oraz zwigzane z terapia dziatania niepozgdane. Opioidy stanowig bardzo
istotng grupe zwigzkéw stosowanych w usmierzaniu zaréwno bdélu o umiarkowanym
jak i silnym natezeniu. Przewlekte podawanie np. morfiny — prototypowego leku
w terapii umiarkowanego badz silnego bdlu wigze sie niestety z wystgpieniem szeregu
dziatan niepozadanych takich jak: tolerancja, depresja oddechowa, nudnosci oraz
sedacja wynikajgcych z przenikania opioidow przez BBB do osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). Przewlekte stosowanie morfiny wigze sie takze z ryzykiem
stymulacji procesu tumorogenezy. Biorgc pod uwage ryzyko wynikajgce z przewlektej
terapii przeciwbélowej opioidami konieczne jest wzbogacenie wachlarza dostepnych
analgetykéw o zwigzki charakteryzujgce sie nie tylko silnym dziataniem analgetycznym
ale takze nizszg zdolnosciag do wywotywania dziatan niepozgdanych oraz brakiem
dziatania stymulujgcego rozwéj nowotworu.

Spetnienie powyziszych wymagan zaktada uzycie stabilnych, dimerycznych
pochodnych enkefalin o ograniczonym przenikaniu BBB, oddziatywujgcych
z obwodowymi i osrodkowymi receptorami opioidowymi. Jednym z gtéwnych celéw
pracy byta analiza dziatania przeciwbdlowego trzech pochodnych enkefalin - bifaliny
oraz dwéch jej analogéw: peptydu 5320 oraz 5311 w mysim modelu bdlu
nowotworowego wywotanego poprzez podskérng implantacje komédrek czerniaka linii
B16F0 w podeszwe tylnej stopy myszy szczepu C57BL6. Badania skupity sie na zbadaniu
wptywu zmian strukturalnych w czasteczce bifaliny na parametry powinowactwa,
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efektywnosci oraz potencjatu zwigzkdw w badaniach radioizotopowych; okresleniu
zaangazowania receptoréw opioidowych osrodkowych i obwodowych w sumarycznym
efekcie analgetycznym wywotywanym przez bifaline oraz peptydy 5320 i 5311 in vivo;
zbadaniu pojawienia sie tolerancji opioidowe] po przewlektym podawaniu badanych
zwigzkdw oraz zbadaniu ich wiasciwosci przeciwnowotworowych in vitro.

Wybdr pochodnych enkefalin umotywowany byt doniesieniami, iz endogenne
enkefaliny posiadajg imponujgce dziatanie przeciwbdlowe. Ich skutecznosc
analgetyczna oraz witasciwosci hamowania proliferacji komérek nowotworowych,
przerzutowania oraz  stymuluji naturalnych mechanizméw  odpowiedzi
przeciwnowotworowe] (np. stymulacja komérek NK) stanowig dodatkowy atut.
Stabilno$¢ w surowicy zapewnia mozliwos¢ podawania peptydéw drogg dozylng, gdyz
lokalne podanie potencjalnego leku pacjentowi nie zawsze jest mozliwe ze wzgledu na
lokalizacje nowotworu. Brak selektywnosci w stosunku do jednego typu receptora oraz
budowa dimeryczna badanych peptydéw opioidowych sprzyja natomiast
prowokowaniu synergistycznej odpowiedzi analgetycznej. Przez dtugi czas sadzono, iz
klinicznie istotny efekt przeciwbdlowy jest wynikiem wigzania sie zwigzkdow
opioidowych z receptorami zlokalizowanymi w OUN. Jednakze w sytuacji wystgpienia
stanu patologicznego w tkance wskutek np. zapalenia, neuropatii obwodowej czy tez
obecnosci nowotworu lokalne podanie opioidéw efektywnie znosi objawy hiperalgezji
czy allodynii. Zjawisko to zwane analgezja obwodowg jest wynikiem aktywacji
receptorow opioidowych na zakoniczeniach obwodowych nerwdéw czuciowych
i stanowi wazny aspekt w projektowaniu nowych zwigzkéw przeciwbdlowych do terapii
bélu nowotworowego. Taki mechanizm dziatania pozwala na znoszenie objawéw
bdlowych w miejscu rozwoju nowotworu oraz ogranicza wystgpienie dziatan
niepozgdanych ze strony OUN. Projektowanie analgetykdéw o ograniczonym
przenikaniu BBB pozwala na osiggniecie takiego stezenia zwigzku w tkankach
obwodowych, ktére pozwala na efektywng stymulacje obwodowych receptorow
opioidowych w warunkach procesu nowotworzenia.

Kompetycyjne badania z uzyciem znakowanych trytem specyficznych agonistow
receptora p - [H’]DAMGO oraz & - [H’]Deltorfiny Il wykazaty, iz modyfikacje

strukturalne bifaliny miaty niewielki wptyw na obnizenie powinowactwa do receptoréw
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opioidowych analogéw 5320 oraz 5311. Obnizenie powinowactwa do receptoréow wi 6
wynikaty prawdopodobnie z podstawienia wiekszego aminokwasu [D-Thr’] w miejsce
[D-Ala’] sekwencji peptydowej 5320 a nizsze powinowactwo 5311 do receptora p
spowodowane byto zastgpieniem mostka hydrazydowego taczniem
karbonylodihydrazydowym. Modyfikacje strukturalne analogéw bifaliny nie miaty
wptywu na efektywnos¢ z jakg stymulowaty one wewngtrzkomérkowe szlaki
sygnatowe zalezne od biatka G w analizie [*>S]GTPyS. Efektywno$¢ 5320 i 5311 byta
poréwnywalna z bifaling a silniejsza od specyficznego petnego agonisty - DAMGO oraz
znacznie wyzsza od cze$ciowego agonisty - morfiny.

W badaniach farmakologicznych przeprowadzonych na zastosowanym modelu bélu
nowotworowego analogi bifaliny wykazaty odmienny od zwigzku macierzystego profil
farmakologiczny. Peptyd 5320 z racji obecnosci w swoim tanicuchu hydrofilnego
aminokwasu [D-Thr?] charakteryzowat sie opdznionym pojawieniem sie analgezji
rdzeniowej oraz nadrdzeniowej w poréwnaniu do bifaliny. Dzieki bardziej hydrofilnym
wtasciwosciom peptyd 5320 utrzymywat swoje dziatanie przeciwbélowe przez okres
60min. na poziomie nadrdzeniowym oraz przez 120min. na poziomie rdzenia
kregowego. Natomiast rdzeniowy efekt przeciwbdlowy bifaliny utrzymywat sie
o godzine krécej a nadrdzeniowy — o pdl godziny krocej. Peptyd 5311 wykazywat
podobny do bifaliny profil analgetyczny w czasie, jednak odznaczat sie znacznie nizszym
potencjatem analgetycznym i w celu uzyskania maksymalnego, poréwnywalnego do
bifaliny efektu, analog 5311 musiat zosta¢ podany w dwa razy wyzszej dawce. Zjawisko
to moze byé zwigzane ze zwiekszong degradacjg peptydu, wskutek modyfikacji mostka
hydrazydowego, bedgcego elementem zapewniajgcym odpornos¢ na degradacje
enzymatyczna.

Doswiadczenia farmakologiczne potwierdzity réwniez zrdinicowany udziat
osrodkowych oraz obwodowych receptoréw opioidowych w odpowiedzi
przeciwbdlowej uzyskanej po dozylnym podaniu badanych peptydéw opioidowych
oraz morfiny. Morfina w znacznie wyzszym stopniu niz bifalina i jej analogi wywotywata
odpowiedZ analgetyczng poprzez wigzanie sie z receptorami opioidowymi
zlokalizowanymi w médzgu i rdzeniu kregowym. Natomiast bifalina w wiekszym stopniu

niz morfina czy analog 5311 manifestowata swoje dziatanie analgetyczne poprzez
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obwodowe receptory opioidowe, gdyz wczesniejsze podanie niespecyficznego,
nieprzenikajgcego przez BBB antagonisty - metylojodku naloksonu doprowadzito do
znacznego obnizenia sie odpowiedzi przeciwbdlowej po jej podaniu. Wieksze
zaangazowanie analgezji obwodowej w obserwowanym efekcie analgetycznym
w przypadku bifaliny wynika z odmiennych od morfiny mozliwosci przenikania BBB.
Bifalina oraz (prawdopodobnie réwniez jej analog 5320) charakteryzujaca sie nizszym
od morfiny przenikaniem BBB i wymaga przy podaniu systemowym znacznie wyzszej
dawki niz przy podaniu intratekalnym aby uzyska¢ poréwnywalng do morfiny
odpowiedZ analgetyczng w OUN. W konsekwencji stezenie bifaliny w tkankach
obwodowych jest dostatecznie wysokie aby wywotaé znacznie silniejszy obwodowy
efekt analgetyczny. Po podaniu ostrym bifalina oraz peptyd 5320 sprowokowaty
wystgpienie dziatan niepozgdanych takich jak pobudzenie psychoruchowe u 20%
zwierzat podczas, gdy morfina spowodowata wystgpienie sedacji u wiekszosci zwierzat.
Przy przewlektlym traktowaniu myszy 20umol/kg bifaliny i peptydu 5320
zaobserwowano takze mniejszy rozwdj tolerancji osrodkowej niz w przypadku morfiny.
Dodatkowo analog 5320 w stezeniu 100uM wykazat aktywno$¢ przeciwnowotworowg
in vitro, ograniczajgc licze zywych oraz zwiekszajagc liczbe martwych komodrek
nowotworowych ludzkiego czerniaka linii MEW 155.

Podsumowujgc, wyniki niniejszej pracy potwierdzajg potencjalne korzysci
terapeutyczne bifaliny oraz jej analogu — 5320 w bdlu nowotworowym. Wskazujg na
stusznos¢ idei projektowania nowych dimerycznych analgetykdw o ograniczonym
przechodzeniu BBB, zwiekszajgcych udziat analgezji obwodowej w sumarycznym

efekcie analgetycznym.

Stowa kluczowe: bél nowotworowy, analgezja obwodowa, bifalina, dimeryczne analogi

enkefalin

8. ABSTRACT

Malignant, long-lasting pain is an immanent component of cancer that significantly
decreases the patients’ quality of life and represents a growing medical problem for
researchers and clinicians worldwide. Thus, chronic anti-cancer therapy must be paired

with adequate pain relief to ensure the patients’ physical and mental well-being.
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The World Health Organizations (WHO) guidelines ensure a decent pharmacological
control of cancer-related pain in most patients but the problem of inadequate pain-
relief still exists. Many factors contribute to the difficulties in cancer pain treatment.
A multifactorial and complex character of cancer pain makes it troublesome to classify
and assess therefore hampering drug matching. More issues include insufficient
knowledge of available therapies, a limited range of analgesics and burdensome
therapy-associated side effects. For many decades opioids have been the mainstay
analgesics for treatment of moderate to severe pain conditions in accordance with the
WHO three-step analgesic ladder. Analgesics that readily cross the blood-brain-barrier
(BBB) produce a desirable analgesic effect as a result of opioid receptor binding in the
central nervous system (CNS). On the other hand, unwanted side effects are also
triggered as a result of sufficient BBB permeability, especially under chronic treatment.
Long-term treatment with e.g morphine a prototypic alkaloid analgesic is associated
with intolerable CNS-mediated side effects such as opioid tolerance, respiratory
depression, nausea, sedation, mental confusion. Morphine has also been shown to
stimulate tumor growth, metastasis and angiogenesis. In light of these risks involved in
sustained morphine treatment it is adequate to enrich the current available pain-relief
therapies with opioids producing strong analgesia but devoid of side effects and tumor
stimulating properties. The fulfillment of these requirements could be met by the
design of new, stable dimeric enkephalin derivatives showing limited BBB permeability
and activating both central and peripheral opioid receptors. Thus, one of the key aims
of this work was to investigate the analgesic activity of three enkephalin analogs:
biphalin and two biphalin derivatives codenamed peptide 5320 and peptide 5311 in a
mouse model of local cancer pain produced by an intraplantar injection of B16FO
melanoma cells into the hind paw of male C57BL6 mice.

The studies involving biphalin and its analogs 5320 and 5311 also focused on: the
influence of structural alterations in the biphalin peptide chain on opioid receptor
affinity, efficacy and potency in radioligand binding experiments; assessment of a
relative contribution of peripheral versus central opioid receptors in the total analgesic
effect in vivo; the occurrence of opioid tolerance after chronic exposure in comparison

to morphine; in vitro evaluation of a putative anti-tumor effect.
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The selection of enkephalin derivatives was justified by previous reports claiming
that natural endogenous enkephalins possess impressive antinociceptive properties.
Apart from high analgesic potency enkephalins also reduce tumor cell proliferation and
metastasis and promote stimulation of innate immunological anti-tumor response.
These properties are additional valuable assets in terms of prolonged treatment.
The introduction of D-amino acids in the peptide chain ensure serum stability that
enables systemic delivery of opioid peptides when local drug injection is limited due
to e.g tumor localization. The lack of receptor selectivity and a dimeric structure
of biphalin and its analogs favours a synergic analgesic response exeeding
in strength an additive response of separately administered pharmacophores.

It has long been thought that clinically-relevant analgesia can be achieved by
binding of opioid compounds to opioid receptors located in the CNS. However,
an substantial body of evidence suggests that also receptors located on primary
afferent peripheral terminals contribute to the analgesic effect of opioids. Peripheral
analgesia especially gains in importance in pathological pain as a result of peripheral
inflammation, neuropathy and/or local tumor growth. In these conditions a local
administration of opioids activates peripheral opioid receptors in the tissue alleviating
hiperalgesia or allodynia and simultaneously reducing the occurrence of CNS-related
unwanted side effects. Limited BBB permeability is an important aspect in the design
of novel opioid peptide analgesics triggering peripheral analgesia. Owing to a reduced
BBB crossing the concentration of a drug in peripheral cancer-invaded tissue is high
enough to produce a substantial peripheral opioid receptor-mediated effect.

Competitive radioligand binding studies using p - and 6 specific radiolabelled probes
- [H3]DAMGO and [H3]Deltorphin Il have shown that structural modifications
of biphalin had a minor, but yet statistically significant effect on 5320 and 5311
receptor binding affinity. Lower p - and & binding affinity presumably resulted from
the substitution of [D-Ala?] by a bulkier [D-Thr?] in the 5320 analog peptide chain.
Subsequently, the replacement of the hydrazide bridge by a carbonylodihydrazide
linker resulted in the reduction of u opioid receptor affinity of the 5311 analog.
Structural modifications of both biphalin analogs did not affect their effectiveness

in stimulating intracellular G-protein mediated signaling pathways in the [355]GTPyS
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assay. The effectiveness of 5320 and 5311 was comparable to biphalin and significantly
higher than in the case of a specific full agonist - DAMGO and a partial agonist -
morphine.

In pharmacological studies conducted on tumor-bearing mice biphalin analogs
displayed a different analgesic profile than the parent compound. Owing to
the introduction of a hydrophilic amino acid [D-Thr’] the 5320 peptide showed
a delayed onset of both spinal and supraspinal analgesia compared to biphalin. On the
other hand, 5320 induced a longer-lasting supraspinal and spinal analgesic effect that
persisted for an hour and two hours post-injection respectively. The 5311 peptide
expressed a similar time course profile of analgesia to biphalin but showed much
weaker potency and had to be administered in a two times higher dose to achieve
a equipotential effect. This phenomenon might be due to enhanced enzymatic
degradation as a result of the hydrazide bridge modifications that limit bioavailability
of dimeric opioid peptides. Pharmacological data confirmed a differential contribution
of central and peripheral opioid receptors in analgesia evoked by systemic intravenous
injection of analyzed opioid peptides and morphine. Morphine evoked a stronger
spinal and supraspinal analgesic response while biphalin as opposed to morphine and
5311, more profoundly manifested its analgesic action via peripheral opioid receptors.
This notion was supported by a considerable reversal of analgesia in the tumor-bearing
paw by a preemptive injection of a peripherally restricted opioid receptor antagonist -
naloxone methiodide. A stronger contribution of peripheral analgesia in the overall
analgesic effect of biphalin is a result of limited BBB permeability of biphalin. Biphalin
when given intrathecally produces analgesia five orders of magnitude stronger than
morphine but when given via the systemic route requires a much higher dose to match
the analgesic effect of morphine in the CNS. Consequently, the concentration
of biphalin in peripheral tissue is high enough to evoke a stronger analgesic response.
However, a single injection of biphalin and 5320 provoked the occurrence of unwanted
side effects such as psychomotor agitation in 20% of mice, whereas morphine had
a sedative effect in most animals. After a seven day chronic treatment 20umol/kg
of biphalin and 5320 evoked a slower appearance of central tolerance than morphine.

Additionally, the 5320 peptide in a concentration of 100uM showed anti-tumor
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properties in vitro by reducing the number of live and increasing the number of dead
human MEW 155 melanoma cells.

In summary, the results of the current work confirm the potential therapeutic
advantages of biphalin and 5320 in local cancer pain mouse model. Obtained data
support the idea of synthesis of new dimeric opioid peptide analgesics with limited
access to the CNS that efficiently activate peripheral opioid receptors to alleviate

cancer pain.

Keywords: cancer pain, peripheral analgesia, biphalin, dimeric enkephalin analogs
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