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Wykaz skr6téw stosowanych w pracy

BP — ci$nienie tetnicze krwi

BP MAX — maksymalne ci$nienie krwi

CVLM - cze$¢ doogonowa brzuszno-bocznej czgsci opuszki pnia mézgu
[ Dia - zintegrowany elektromiogram przepony

f — czgstos¢ oddychania

HR - czestosé skurczow serca

MAP - $rednie ci$nienie tetnicze krwi

MPE — maksymalny procentowy efekt przeciwbdlowy

NLX — nalokson

NTL — naltrindol

NTS — jadro pasma samotnego

RVLM - czg$¢ przednia brzuszno-bocznej czgséci opuszki pnia mézgu
SP — substancja P

Tg — czas wydechu

V& — wentylacja minutowa

VGnG - wagotomia nadguzkowa

VGS — wagotomia szyjna

Vr — objetos¢ oddechowa



I WSTEP

Rytmiczne oddychanie, funkcja niezbedna do zycia krggowcOw, generowane jest
przez sie¢ neuronalng w pniu moézgu. Neurony oddechowe skoncentrowane sa w trzech
strefach, potaczonych funkcjonalnie:

q)) grzbietowej, ktérej gtowna strukture stanowia jadra pasma samotnego (NTS);

tylna czgs$¢ tego jadra jest miejscem zakonczen czuciowych z obszaru ptuc i
chemoreceptoréw obwodowych,

2) brzusznej, zawierajacej kompleks pre-Bétzingera petnigcy podstawowa rolg w

generacji rytmu oddechowego in vitro i in vivo,

3) grupie neurondw oddechowych mostu, wspétuczestniczacej w generacji rytmu

oddechowego (Gray i wsp., 1999, 2001; Alheid i wsp. 2004, 2008).

Wzorzec eupneicznego oddychania, zapewniajacy homeostaze i adaptacj¢ organizmu
do wymogéw Srodowiskowych, ksztaltowany jest przez dopltyw do sieci wyzej opisanych
neuronéw oddechowych pnia mézgu sygnaléw 2z receptoréw nerwu bigdnego,
zlokalizowanych w drzewie tchawiczo-oskrzelowym uktadu oddechowego. Informacja
przewodzona jest przez pien nerwu blednego oraz jego zwoje dolny (guzkowy) i gorny
(szyjny) do NTS. Podstawowa rol¢ w modyfikacji wzorca oddechowego pelnia wolno-
adaptujace  zakonczenia czuciowe w mig$niowce gladkiej drég oddechowych
(mechanoreceptory plucne), zaangazowane w odruch inflacyjny Heringa-Breuera. Bodzcem
dla tego odruchu jest wzrost objgtosci lub ci$nienia w drogach oddechowych, a efekt ich
dziatania polega na zakonczeniu wdechu i obnizeniu objgtosci oddechowej. Zasadnicza
funkcja to utrzymanie status quo (Schelegle i Green, 2001).

Szybko-adaptujace receptory o zmielinizowanych witéknach i oskrzelowo-ptucne
niezmielinizowane widkna C, mieszczace si¢ w nabtonku oraz $luzéwce, reaguja na bodzce
mechaniczne, draznigce i chemiczne w drogach oddechowych. Pobudzenie ich wywotuje

r6zne odpowiedzi odruchowe, takie jak hiperwentylacja, gtebokie oddechy, skurcz oskrzeli,
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obnizenie objgtosci oddechowej, przyspieszenie oddychania i skutki sercowo-naczyniowe
(Sant’ Ambrogio i Widdicombe, 2001; Lee i Pisarri, 2001).

W obwodowej chemicznej regulacji oddychania uczestnicza struktury chemowrazliwe
gtéwnie kigbkéw szyjnych. Pobudza je hipoksja, hiperkapnia i spadek pH krwi tetniczej.
Umiejscowione sa symetrycznie w rozwidleniu tgtnicy szyjnej wspodlnej na zewngtrzng i
wewnetrzng (Gonzalez i wsp., 1994). Zaopatruje je nerw zatokowy, niezmielinizowany w
86% u szczura (McDonald, 1983), bedacy galazka nerwu jezykowo-gardtowego, ktdérego
komérki znajduja si¢ w zwoju skalistym, a takze wtdkna aferentne z obydwu zwojéw nerwu
btednego (Ichikawa, 2002). Kigbki aortalne, zlokalizowane w okolicy pnia tetnicy plucnej i
tuku aorty, unerwione sa przez nerw aortalny (gatazka nerwu btednego), zmielinizowany w
20% u szczura (Fazan i wsp., 1997). Maja nikly udziat w odpowiedziach chemorecepcyjnych
(Sapru i wsp., 1981a).

W stabilizacji ci$nienia tgtniczego krwi uczestnicza baroreceptory umiejscowione w
$cianach zatok szyjnych i tuku aorty, ktére zaopatrywane sa przez wymienione powyzej nerw
zatokowy i nerw aortalny. Impulsy nerwowe zaréwno z receptoréw plucnych nerwu bi¢dnego
jak i chemo- i baroreceptoréw docieraja w gtdéwnej mierze do jader srodkowego, spoidlowego
i bocznego w pasmie samotnym pnia mézgu (Taylor i wsp., 1999).

W osrodkowa kontrole krazenia zaangazowane sa wzajemnie powigzane neurony
przedniej (RVLM) i doogonowej (CVLM) brzuszno-bocznej czesci opuszki pnia mdzgu,
okreslane pierwotnie jako, odpowiednio, o$rodek naczynioruchowy i pole depresyjne. Maja
projekcje do rdzenia krggowego, a sterowane sa przez wejscia baroreceptorowe (Pilowsky i
Goodchild, 2002).

Receptory opioidowe: L, § i k, znajdujace si¢ w ukladzie nerwowym sa miejscem
wigzania substancji przeciwbdlowych pochodnych opium, takich jak morfina, kodeina,
papaweryna, syntetycznych opioiddw o morfino-podobnej aktywno$ci oraz endogennych

peptydéw opioidowych obejmujacych m.in. enkefaliny, endorfiny i dynorfiny.



Typowe endogenne peptydy opioidowe nie sa selektywne w stosunku do jednego typu
receptora. Pochodza z trzech réznych prekursoréw oraz charakteryzuja si¢ wspdlna sekwencja
na N-koncu Tyr-Gly-Gly-Phe. Wywodzaca si¢ z proopiomelanokortyny [-endorfina
wykazuje podobna sit¢ wiazania do receptorow p i O oraz znacznie mniejsza do K.
Pochodzace z proenkefaliny Leu- i Met-enkefalina prezentuja silne powinowactwo do
receptorow 9, znacznie mniejsze do p oraz znikome do k. Peptydy o wydluzonym tancuchu
Met-enkefaliny (Met—enkefalina—Arg6—Phe7 oraz Met—enkefalina—Arg6—Gly7—Leu8) wykazuja
zmniejszong preferencje wigzania do receptora 9, natomiast metorphamid (Met-enkefalina-
Arg®-Arg’-Val®>NH,) charakteryzuje si¢ zwigkszonym wiazaniem do receptora .
Endogennymi ligandami preferujacymi wiazanie do receptora x, ale wykazujacymi takze
znaczne powinowactwo do receptorow p i 9, sa powstajace z prodynorfiny dynorfina A,
dynorfina B oraz a- i B-neoendorfina (Janecka i wsp., 2004; Perlikowska i wsp., 2009;
Corbett i wsp., 2013).

Inne peptydy wyizolowane z modzgu, charakteryzujace si¢ wysoka selektywno$cia
wzgledem receptora p lecz nie majace do tej pory ustalonego endogennego prekursora to:
endomorfina-1 i endomorfina-2. Nie wykazuja one podobiefistwa strukturalnego do ww.
typowych peptydéow opioidowych. Pod tym wzgledem najblizej im do pochodzacych z
B-kazeiny B-kazomorfin i morficeptyn lub tez hemorfiny-4 pochodzacej z hemoglobiny, ktére
sklasyfikowano jako nietypowe peptydy opioidowe (Janecka i wsp., 2004; Terskiy i wsp.,
2007; Perlikowska i wsp., 2009). W tej grupie znalazly si¢ takze dermorfiny i deltorfiny,
peptydy wyizolowane ze skéry poludniowoamerykanskich rzekotek (Phylomedusinae),
wykazujace selektywnos¢ wzgledem, odpowiednio, receptoréw opioidowych p i 6. Pomimo
opisanej immunoreaktywno$ci dermorfinopodobnej w moézgu i tkankach obwodowych
ssakow nie sklasyfikowano tego heptapeptydu jako opioidu endogennego (Negri i wsp., 1981;

Melchiorri i Negri, 1996; Negri i wsp., 2000; Terskiy i wsp., 2007).



Peptydy opioidowe obecne w osrodkowym i obwodowym ukltadzie nerwowym
stanowia wewngtrzny system kontroli bdlu, a nadto zaangazowane sa w funkcje
autonomiczne tego ukladu, sprawujac migdzy innymi kontrol¢ nad czynno$Sciami
fizjologicznymi organizmu poprzez regulacj¢ uwalniania neuroprzekaznikéw i modulacje
endokrynna (Akil i wsp., 1984; Mansour i wsp., 1995; Melchiorri i Negri, 1996).

Obecno$¢ opioidéw, a takze poszczegdlnych receptoréw mniej licznie wystgpujacych
niz w ukladzie nerwowym, udokumentowano w narzadach obwodowych: nadnerczach,
nerkach, uktadzie pokarmowym, sercu i ptucach, (Tang i wsp., 1982; Shimosegawa i wsp.,
1990; Wittert i wsp., 1996).

Badania immunohistochemiczne i badania ekspresji mRNA receptoréw opioidowych
u szczura wykazaly, ze mézg i rdzen krggowy wypelnia gléwnie sie¢ receptoréw p, o
najwigkszym zaggszczeniu na linii $Srddmézgowie/podwzgérze. W zwojach czuciowych,
skolokalizowane sg z receptorami & (Ding i wsp., 1996; Buzas i Cox, 1997). W grupach
grzbietowej 1 brzusznej neuronéw oddechowych pnia mézgu, sprawujacych kontrolg
oddychania, wykazano intensywne zaggszczenia receptorow p i k w jadrach pasma
samotnego i w jadrze ruchowym (dwuznacznym) nerwu bi¢dnego oraz receptora 6 w jadrach
mostu u szczura i kota (Mansour i wsp., 1994, 1995; Nomura i wsp., 1996; Haji i wsp., 2003).
Wszystkie endogenne opioidy zlokalizowane sa w obszarach opuszkowych i mostowych
zwiazanych z oddychaniem (Lalley, 2008).

Przytoczony na poczatku wstgpu NTS, wchodzacy w sklad grupy grzbietowe;j
neuronéw oddechowych, jest pierwsza osrodkowa synapsa dla informacji dosrodkowej z drég
oddechowych, struktur baro- i chemorecepcyjnych, a takze wejs¢ nocyceptywnych (Boscan i
wsp., 2002). Witdékna dosrodkowe nerwu blednego, zaopatrujacego serce, ptuca i trzewia, a
konczace sig¢ w NTS, wyposazone sg w receptory opioidowe, ktérych transport aksonalny
zachodzi dwukierunkowo, tak samo do osrodkéw w rdzeniu przedtuzonym, jak i na obwdd.

Totez znajdowano je zarbwno w blonie pre- jak i postsynaptycznej (Atweh i wsp., 1978;
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Zarbin i wsp., 1990; Nomura i wsp., 1996; Li i wsp., 1996; Aicher i wsp., 2000a, b). W NTS
zlokalizowana jest wigkszo$¢ substancji neuroaktywnych obecnych w organizmie, migdzy
innymi wszystkie endogenne opioidy oraz substancja P (Maley, 1996).

Wszystkie typy receptorow opioidowych umiejscowione sa w neuronach zwojow
grzbietowych rdzenia i uczestnicza w transmisji bodzcéw czuciowych na drodze dosrodkowe;j
do mézgu poprzez rdzen krggowy i jadro rdzeniowe nerwu trdjdzielnego (Bourgoin i wsp.,
1994; Mansour i wsp. 1995). Na tym poziomie zachodzi regulacja percepcji bolu, w ktorej
posredniczy substancja P, najlepiej poznany sposréd neuroprzekaznikow neuropeptyd,
magazynowany w neuronach zwojow grzbietowych rdzenia, odpowiedzialny za przekaz
informacji bélowej z obwodu do rdzenia krggowego (Otsuka i Yoshioka, 1993; Hokfelt i
wsp., 2000).

Wiasno$ci analgetyczne opioidéw decyduja o ich powszechnym stosowaniu w
znoszeniu bolu, a morfina i jej syntetyczne pochodne w dalszym ciagu pozostaja na pierwszej
linii w walce z nim.

Zwiazki te charakteryzuja si¢ powinowactwem przede wszystkim do receptorow p i &
a wywotywana przez nie depresja oddechowa stanowi powazny problem kliniczny. Powoduja
zaburzenia wentylacji dotykajac czasowej i objgtosciowej komponenty wzorca oddechowego
poprzez zwolnienie rytmu (prowadzace czgsto do bezdechu) i sptycenie oddychania.
Rozwinigte w ostatnich trzech dekadach badania do$wiadczalne na gryzoniach wzbogacity
wiedz¢ na temat os$rodkowych, i rzadziej, obwodowych efektéw iniekcji agonistow
receptoréw opioidowych. Dane eksperymentalne wskazuja, ze agonisci dzialaja depresyjnie
na sie¢ neuronéw oddechowych w centralnym jak i w obwodowym ukladzie nerwowym.

I tak efekty dokomorowej (icv) iniekcji dermorfiny, egzogennego peptydu
opioidowego, zastosowanej w niskich dawkach u czuwajacych szczuréw, to wzrost ci$nienia
tetniczego krwi i pobudzenie oddychania (Feurestein i Faden, 1983). Stosowanie wyzszych

dawek obnizato warto$¢ wentylacji minutowej wywotujac zwolnienie oddychania oraz wzrost
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objetosci oddechowej (Feuerstein i Faden, 1983; Paakkari i wsp., 1990; Colman i Miller,
2001). U zwierzat bedacych w narkozie ta sama droga iniekcji indukowata bezdech oraz
nastgpujace po nim zwolnienie oddychania (Portolano i wsp., 1991). Podanie obwodowe
(dozylne badZz dootrzewnowe) powodowato spadek cis$nienia tgtniczego krwi i bradykardi¢ u
czuwajacych szczuréw (Portolano i wsp., 1991, Broccardo i wsp, 2003), a u zwierzat
poddanych narkozie peptyd ten indukowat dodatkowo bezdech i depresj¢ objgtosci
oddechowej (Eager 1 wsp., 1994). Dermorfina odznacza si¢ silnym dziataniem
przeciwbdlowym zaréwno przy stosowaniu podskérnym jak i dozylnym. Jej degradacja we
krwi, watrobie i mézgu jest trzydziestokrotnie wolniejsza w poréwnaniu do endogennych
peptydéw opioidowych, przede wszystkim z powodu obecno$ci D-alaniny zmniejszajacej
dostepno$¢ dla enzymow. Jej gtéwnym metabolitem jest deaminowany czteroaminokwasowy
fragment, dermorfina[l-4] nie wykazujacy jednak znaczacej aktywnosci wzgledem
receptoréw . Dlatego tez podejrzewa sig, iz dlugotrwale dziatanie przeciwbdlowe
dermorfiny wynika raczej ze spowolnionej degradacji niz na skutek dzialania jej metabolitéw
(Mizoguchi i wsp., 2011).

Najlepiej przebadane analogi enkefaliny wywotuja podobne do opisanych powyzej
odpowiedzi sercowo-naczyniowe i oddechowe. Po mikroiniekcjach dokomorowych i do NTS
Leu- oraz Met-enkefalin u u$pionych szczuréw opisano zmniejszenie objetosci oddechowe;j
oraz zwolnienie oddychania i obnizenie aktywno$ci migsni migdzyzebrowych. Zmianom tym
towarzyszyly spadek cisnienia tgtniczego krwi oraz zwolnienie rytmu serca (Rabkin,
1991a, b; Iniushkin, 1997). Met-enkefalina w iniekcji dozylnej takze powodowata hipotensj¢ i
bradykardig, niezaleznie od stanu $§wiadomosci szczurdw, inicjujac depresj¢ z nastgpowa
stymulacja wentylacji (Czapla i wsp., 2000). Opisano lokalizacje zar6wno Met- jak i Leu-
enkefaliny w kigbkach szyjnych u kota (Lundberg i wsp., 1979), a iniekcja ich w tg okolicg
hamowata wyladowania z chemoreceptorow (Kirby i McQueen, 1986). Prowadzone w latach

osiemdziesiatych ubieglego stulecia prace badawcze w New Jersey dostarczyly danych na
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temat udzialu nerwéw btednych w odpowiedziach odruchowych na podanie analogéw
enkefaliny do krazenia ptucnego. Wzorzec odpowiedzi krazeniowo-oddechowej w postaci
hipotensji, bradykardii, bezdechu i nastgpowego przyspieszenia oddychania o zmniejszonej
objetosci oddechowej u decerebrowanych1 szczuréw opisano jako ,,opiatowy odruch ptucny”.
Znoszony byt przez obustronng wagotomi¢ szyjna i nalokson, a uczestniczyly w nim giéwnie
nizmielinizowane wtékna C nerwu biednego (Sapru i wsp., 1981b; Willette i Sapru, 1982a;
Willette i wsp., 1982b; Willette i wsp., 1983).

Konstelacja odruchéw bedacych efektem zastosowania endorfin odbiega nieco od
wzorca opisanych powyzej skutkéw opioidéw. Dokomorowa iniekcja B-endorfiny u szczuréw
aktywnych obnizata cis$nienie tetnicze krwi i zwalniata rytm serca, nie oddzialujac na czgstosé
oddychania. Zwierzgta bedace w narkozie reagowaly na takie podanie B-endorfiny depresja
oddechowa, czgsto prowadzaca do $mierci. Dozylna dawka indukowata dlugotrwaty spadek
ci$nienia t¢tniczego krwi i bradykardig, bez wplywu na oddychanie (Sitsen i wsp., 1982).

Podanie a-neoendorfiny u zwierzat z wyksztalcona tolerancja na morfing nie
wywotywato efektow, natomiast u zwierzat ‘naiwnych’ poglebiato depresje czgstosci
oddechowej indukowanej morfina (Woo i wsp., 1983).

Dynorfiny sa peptydami, ktére najcz¢séciej moduluja dziatanie innych opioidéw. Same
nie wykazuja efektu przeciwb6lowego, jednakze nasilaja aktywnos$¢ przeciwbdlowa opioidéw
u zwierzat z wyksztatcong tolerancja oraz znosza ja u zwierzat ‘naiwnych’. Nie wykazuja
bezposredniego dziatania na parametry oddechowe lub wywieraja na nie niklty wptyw,
wzmacniaja jednak ostre reakcje wywotywane przez morfing (Smith i Lee, 1988). Dynorfina
w mikroiniekcji do NTS u kotéw w narkozie nie zmieniala parametréw krazeniowo-
oddechowych (Hassen i wsp., 1982), a u sztucznie wentylowanych szczuréw obnizata warto$¢

ci$nienia t¢tniczego krwi, pozostajac bez wpltywu na czgsto$¢ pracy serca. Efektem iniekcji

! decerebracja — chirurgiczna separacja pnia mézgu od przodomézgowia na poziomie wzgérkéw czworaczych;
model do§wiadczalny w badaniu odruchéw oddechowo-krazeniowych bez uzycia narkozy
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tego peptydu do jadra dwuznacznego byt znaczny spadek cisnienia krwi bez zmian czgstosci
pracy serca (Hassen i wsp., 1984).

Wplyw opioidéw na generacje rytmu oddechowego zachodzi najprawdopodobniej
poprzez hamowanie przekaznictwa nerwowego pochodzacego z wrazliwych na nie
chemoreceptoréw (Pattinson, 2008).

Agonis$ci receptoréw opioidowych powoduja redukcje lub zniesienie przewodnictwa
bélowego na poziomie rdzenia poprzez hamowanie uwalniania substancji P z do§rodkowych
wiokien nerwowych (Bourgoin i wsp., 1994; Ding i wsp., 1996; Aicher i wsp., 2000 a, b;
Lipkowski i wsp., 2006). Substancja P magazynowana w neuronach zwojéw grzbietowych
rdzenia odpowiedzialna jest za przekaz informacji bélowej z obwodu do rdzenia krggowego
(Hokfelt i wsp., 2000).

Substancja P — endogenny agonista receptora NK; — jest szeroko rozpowszechniona
zarbwno w sieci neuronalnej, jak i w narzadach obwodowych i tkankach. Wykazano jej
obecno$¢ w dolnych drogach oddechowych, gdzie widkna SP w tchawicy i oskrzelach sa
pochodzenia wagalnego, w plucach za§ dodatkowo rdzeniowego. Oba zwoje nerwu bi¢dnego
zawieraja substancj¢ P, skolokalizowana z innymi neuropeptydami, a jej synteza i transport
zachodzi we witdknach dosrodkowych tego nerwu. Komoérki chemorecepcyjne kigbkéw
szyjnych sa zaopatrzone przez witdékna SP-ergiczne (Lundberg i wsp., 1984; Nakaya i wsp.,
1994; Ding i wsp., 1998; Otsuka i Yoshioka, 1993; Helke i Seagard, 2004).
Immunoreaktywne wtdkna substancji P zidentyfikowano w rdzeniu przedtuzonym: w jadrach
dwuznacznym i grzbietowym nerwu btednego oraz w jadrach wymienionego powyzej pasma
samotnego, gdzie jest ona neuroprzekaznikiem w o$rodkowej projekcji zakonczen
czuciowych z chemo- i baro-receptorow. Neurony i zakonczenia nerwowe zawierajace
substancje P znajduja si¢ takze w grupach grzbietowej i brzusznej neuronéw oddechowych
opuszki (Gillis 1 wsp., 1980; Helke i wsp., 1984; Holtman, 1991; Otsuka i Yoshioka, 1993;

Ribeiro-da-Silva i Hokfelt, 2000).
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Podana w mikroiniekcji dokomorowo, do NTS lub neuronéw opuszki stymulowata
wentylacje¢ u szczuréw poprzez zwigkszenie objetosci oddechowej z dodatnim, ujemnym badz
zerowym wptywem na czg¢sto$¢ oddychania (Hedner i wsp., 1981; Hedner i wsp., 1984; Chen
i wsp. 1990; Mazzone i Geraghty, 2000). Istnieja rowniez dane wskazujace, ze iniekcja do
jadra pasma samotnego skutkowala bezdechem, spadkiem cis$nienia tetniczego krwi i
bradykardia (Kubo i Kihara, 1987; Bauman i wsp., 2002). Podanie dokomorowe substancji P
u czuwajacych szczuréw wywotywalo wzrost ci§nienia krwi i tachykardi¢ oraz towarzyszace
tym efektom ogdlne pobudzenie zwierzat manifestujace si¢ m. in. zwigkszona ruchliwoscia,
drapaniem, gryzieniem, nasileniem zabiegéw pielggnacyjnych (Tomlinson 1990, Severini
i wsp., 2002; Abdala i wsp., 2003).

Uwazana za neuromodulator w procesie chemotransdukcji, wstrzyknigta w poblize
ktebkoéw szyjnych, zwigkszata wyladowania z chemoreceptoréw u kotéw (McQueen, 1980;
Prabhakar i wsp., 1989; Prabhakar i wsp., 1995) i szczuréw (Cragg i wsp., 1994) inicjujac
stymulacje¢ oddychania.

W warunkach hipoksji ustrojowej u krélikow opisano zalezna od zachowania obwodowych
wej$¢ chemorecepcyjnych zwigkszong zawarto$¢ substancji P w obszarze NTS (Srinivasan i
wsp., 1991).

Zaobserwowano roznice gatunkowe we wzorcu odpowiedzi oddechowej na
systemowa iniekcjg substancji P. Opisywano zahamowanie wentylacji u kéz (Pizarro i wsp.,
1995), zwigkszenie oporow oddechowych oraz zwolnienie oddychania u owiec (Corcoran i
Haigh, 1992), ale przyspieszenie i obecnos$¢ gtebokich wdechéw u krolikow (Prabhakar i
wsp., 1987).

W zaleznos$ci od drogi podania substancja P wykazywata przeciwstawne dzialanie na
parametry krazeniowe. Podana dokomorowo u u$pionych szczuréw wywotywata spadek z
nastgpowym wzrostem cis$nienia t¢tniczego (Hedner i wsp., 1984), a po mikroiniekcji do NTS

obserwowano zaréwno spadek ci$nienia krwi i zwolnienie rytmu serca (Feldman, 1995;
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Mazzone i Geraghty, 1999), stymulacje obydwu tych parametrow jak réwniez brak efektow
(Abdala, 2003).

Obwodowe pobudzenie receptoréw tachykininowych NK; tym peptydem prowadzi
do rozszerzenia naczyh krwiono$nych i spadku cisnienia tgtniczego krwi oraz bradykardii
u wszystkich gatunkéw zwierzat doswiadczalnych (McQueen, 1980; Prabhakar i wsp., 1987;
Corcoran i Haigh, 1992; Belluci i wsp., 2002). Jej wazodylatacyjne wtasciwosci
obserwowane sa przy nienaruszonym endotelium. Sugeruje to stymulacje¢ receptoréw
tachykininowych znajdujacych si¢ w $rédblonku naczyn krwionosnych, skutkujaca
uwolnieniem endogennych czynnikéw redukujacych napigcie migéniowki gtadkiej takich jak
prostaglandyny czy tlenek azotu (Severini i wsp., 2002).

Stosunkowo nieliczne prace dotyczyly udzialu nerwéw biednych w reakcjach
oddechowych 1 sercowo-naczyniowych wywotanych przez substancj¢ P. Pobudzenie
wentylacji i spadek ci$nienia t¢tniczego w wyniku mikroiniekcji dokomorowej lub do NTS u
szczurOw zachodzily droga pozawagalng, natomiast bradykardia byta zalezna od zachowania
sprz¢zenia wagalnego z pluc (Hedner i wsp., 1984; Feldman, 1995). O ile stymulacje
oddychania indukowang obwodowym podaniem substancji P u krélikéw i jego depresj¢ u
owiec przypisywano drodze wagalnej, to u szczuréw zmiany oddechowe obserwowano takze
po wagotomii szyjnej (Prabhakar i wsp., 1987; Joos i wsp., 1988; Corcoran i Haigh, 1995).

Substancja P moze dziala¢ zaréwno nocyceptywnie jak i antynocyceptywnie w
zalezno$ci od stosowanej dawki (Maszczynska i wsp., 1998). Ponadto zaobserwowano, ze
jednoczesne, dordzeniowe wstrzyknigcie niewielkich ilosci substancji P razem z minimalnie
aktywna dawka morfiny, powodowalo wzmocnienie jej opioidowego, przeciwbdlowego
dziatania (Kream i wsp., 1993). Podobne, silniejsze przeciwbdlowe dziatanie innego agonisty
receptoréw opioidowych — bifaliny — osiagnigto przy podaniu ta sama droga subtoksycznej

dawki antagonisty substancji P (Misterek i wsp., 1994).
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Przedstawione dane literaturowe wskazuja na wazna, aczkolwiek nie w peni
wyjasniona, rol¢ receptoréw opioidowych i SP-ergicznego unerwienia drég oddechowych w
obwodowej regulacji oddychania. Prowadzone w ostatnim pig¢tnastoleciu badania wykazaty,
ze w sieci neuronéw oddechowych pnia mézgu u szczura, tak in vivo jak in vitro, podstawowa
funkcja opioidéw oraz substancji P jest, odpowiednio, hamujaca i pobudzajaca modulacja
generatora rytmu oddechowego (Doi i Ramirez, 2008). Wszechobecnos¢ i kolokalizacja obu
rodzajow receptorow w tych samych strukturach (NTS i jadro wielkie szwu) sprawia, ze
pobudzenie jednych przez odpowiednie ligandy, prowadzi w efekcie do wzajemnych
interakcji. Istnieje wiele dowodéw wskazujacych, Zze opioidy wywieraja hamujacy wptyw na
uwalnianie substancji P zarowno w o$rodkowym ukladzie nerwowym, jak i w czuciowym
unerwieniu drég oddechowych. Przytoczone we wstgpie dane doswiadczalne uzyskane w
wyniku iniekcji ligandéw opioidowych i substancji P do foza naczyniowego pluc wydaja si¢
mie¢ bardziej jednoznaczny charakter w poréwnaniu z mikroiniekcjami dokomorowymi i do
NTS. Zatem w odruchach oddechowych wywotanych pobudzeniem receptoréw w obszarze
pluc istotnym ogniwem posredniczacym jest aferentacja w nerwie btednym, przewodzona do
osrodkéw oddechowych pnia mézgu.

Na podstawie przedstawionych danych mozna wigc przypuszczaé, Zze jednoczesna
aktywacja uktadu opioidowego i tachykininowego, zwigkszajac objgtos¢ oddechowa
zminimalizuje lub wyeliminuje depresj¢ wentylacji bedaca gtéwnym mankamentem
stosowania analgetykéw opioidowych.

Substancjami charakteryzujacymi si¢ dziataniem na receptory opioidowe jak i
tachykininowe oraz wywolujacymi synergiczny efekt przeciwbdlowy sa peptydy
syntetyzowane w Zakladzie Neuropeptydéow IMDiK PAN. Wsréd zwiazkéw o takich
wiasciwosciach mozna wyrézni¢ chimery:

1. dziatajace na receptory opioidowe i i 6 (np. bifalina),
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2. bedace agonistami receptoréw opioidowych i antagonistami tachykininowych
(np. AWL3266),

3. ktére sa agonistami zaréwno receptorow opioidowych i tachykininowych
(np. AWL3106).

Bifalina jest peptydem zsyntetyzowanym w zespole prof. Lipkowskiego (1982). To
czteroaminokwasowy dimer aktywnego fragmentu enkefaliny. Wykazuje silne
powinowactwo wobec receptorow opioidowych p i & (Misicka i wsp., 1997). Pomimo, ze z
receptorami opioidowymi p wiaze si¢ z podobna sita co morfina, to w modelach zwierzgcych
wykazuje silniejsze od niej dziatanie przeciwbdlowe przy podaniu do komér mézgu (Horan i
wsp., 1993) lub dordzeniowo (Kosson i wsp., 2005, 2008). Ponadto jest peptydem
przekraczajacym bariery krew/moézg oraz krew/ptyn mézgowo-rdzeniowy (Abruscato i wsp.,
1997). Poza silniejszym dzialaniem przeciwbdlowym, stymulacja wspomnianych dwodch
typow receptoréw opioidowych sprawia, ze bifalina prezentuje ograniczony rozwdj tolerancji
oraz uzaleznienia (Ananthan, 2006).

Druga grupa zwiazkéw, blokujac receptory tachykininowe i stymulujac jednocze$nie
opioidowe, wykazuje synergistyczne dzialanie antynocyceptywne obydwu farmakoforéw, a
przy dluzszym podawaniu powoduje takze wolniejszy, w poréwnaniu do typowych opioidow,
rozwdj tolerancji (Lipkowski, 2006).

Trzeci typ peptydow, aktywuje receptory opioidowe i tachykininowe, pobudza
antagonistycznie nastawione wzgledem siebie systemy. Regulacja stopnia aktywnosci
poszczegblnych  farmakoforéw  umozliwia  otrzymanie  zwiazkéw  dzialajacych
pronocyceptywnie, antynocyceptywnie lub tez dziatajacych neutralnie.

AWL3106 jest peptydowa chimera farmakoforéw: opioidowego (dermorfiny) i
tachykininowego, ktérego rol¢ pelni fragment substancji P;.;;. Peptyd ten wykazuje silne
powinowactwo do receptorow p i NK; oraz aktywno$¢ przeciwbdlowa zar6wno przy

stosowaniu dozylnym, jak i dordzeniowym. Dlugotrwale podawanie tego zwiazku skutkuje
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bardzo wolnym rozwojem tolerancji w poréwnaniu z morfing. Przypuszcza sig tez, ze z uwagi
na do$¢ mocno rozbudowana komponente hydrofobowa, peptyd ten moze pokonywac barierg

krew/mézg (Lipkowski, 2006).
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IT

CEL PRACY

Niniejsza praca ma na celu okre$lenie efektow oddechowych i sercowo-naczyniowych

analogéw neuropeptydowych, wykazujacych dziatanie przeciwbdlowe.

Zadanie to obejmuje:

1.

ustalenie ksztattu i stabilno$ci wzorca oddechowego, z uwzglednieniem jego
komponent czasowej 1 objgtosciowej, inicjowanego systemowa iniekcja
badanych chimer peptydowych;

okreslenie typu zmian parametréw sercowo-naczyniowych (ci$nienia
tetniczego krwi i rytmu serca);

weryfikacj¢ wptywu otwarcia petli wagalnej jako wspdlnego obwodowego
ogniwa kontroli napgdu oddechowo-sercowego na reakcje indukowane przez
peptydy;

udokumentowanie stopnia udzialu receptoréw opioidowych i SP-ergicznych

w obserwowanych odpowiedziach.
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I MATERIAL I METODY

III.1 Charakterystyka zwiazkow stanowiacych przedmiot badan

AWL3106 Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-D-Ala-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH; —
peptyd — chimera farmakoforéw opioidowego (dermorfina — agonista
receptoréw opioidowych p) i tachykininowego (fragment substancji P7.1;
agonista receptoréw NK).

Bifalina (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH), — analog enkefaliny

Dermorfina Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH, — egzogenny peptyd opioidowy,
agonista receptorow opioidowych p

AWL2077 Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH; — fragment substancji P7.j;

Peptydy powyzsze zsyntetyzowane zostaty w Zaktadzie Neuropeptydéw IMDiK PAN.
Antagonisci:

chlorowodorek naloksonu — antagonista receptoréw opioidowych (Sigma-Aldrich)
chlorowodorek naltrindolu — antagonista receptorow opioidowych d (Tocris)

SR140333 — (S)1-{2-[3-(3,4-dichlorphenyl)-1-(3-isopropoxyphenyl-acetyl)-piperidin-3-yl]-
ethyl}-4-phenyl-1-azoniabicyclo[2.2.2.] octane chloride — antagonista receptorow

tachykininowych NK; (Sanofi-Research)
.2 Materiat doswiadczalny

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono na samcach szczuréw szczepu Wistar
[Crl:WI(Han)] o masie ciata mieszczacej si¢ w zakresie 180 — 230 g. Badania zostaty

wykonane za zgoda IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzgtach; numery

pozwolen: 12/2007, 46/2008, 19/2012.
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1.3 Procedury chirurgiczne

IlI.3.1  Znieczulenie ogdlne

Narkoz¢ wprowadzano poprzez dootrzewnowe podanie zwierzgtom 750 mg/kg
uretanu i 150 mg/kg a-chloralozy (Sigma-Aldrich).

Przez calty czas do$wiadczenia monitorowano temperatur¢ rektalng utrzymywana na
poziomie 38°C przy pomocy maty grzejnej i/lub dodatkowo wiaczanej lampy.

Poziom znieczulenia ogdélnego kontrolowano obserwujac reakcje na bodzce bolowe
oraz oceniajac wartos$ci ci$nienia tetniczego krwi (uci$nigcie ogona powoduje wzrost
ci$nienia tgtniczego krwi oraz przyspieszenie oddychania). Uzupeilniajace dawki narkozy

podawano dozylnie.
III.3.2  Preparatyka wstgpna

Spontanicznie oddychajace zwierzgta bedace w narkozie uktadano na grzbiecie na
stoliku operacyjnym i wst¢pnie preparowano.

Skére na szyi, powi¢z i migs$nie powierzchowne przecinano, migsnie gigbokie
rozdzielano na tepo wyosabniajac tchawice wraz z krtania. Srodkowa czes¢ tchawicy
przecinano pomigdzy pierScieniami i wprowadzano polietylenowa rurk¢ tracheostomijng
(1,8 mm — 2,4 mm $rednicy), do ktérej, po zakonczonej preparatyce, podtaczano gtowiceg
pneumotachometru.

Skérg w prawym dole pachwinowym nacinano, wypreparowywano zyle i tgtnicg
udowa i do tak przygotowanych naczyn krwiono$nych wprowadzano kaniule polietylenowe
(0,58 mm/0,965 mm $rednicy) wypelnione solg fizjologiczna wzbogacona 0,1% roztworem
heparyny (Polfa, Warszawa). Poprzez kaniulg¢ umieszczona w zyle udowej wstrzykiwano
badane substancje oraz uzupeilniajace dawki narkozy, natomiast t¢ umieszczong w tgtnicy
udowej i doprowadzona do aorty brzusznej wykorzystywano do pomiaréw cisnienia

tetniczego i rytmu serca.

22



Migsénie brzucha w okolicy wyrostka mieczykowatego mostka odstaniano wycinajac
niewielki fragment skéry. Dwubiegunowa elektrode igtowa wprowadzano pod ostrym katem

do czegsci przymostkowej przepony w celu rejestracji jej zintegrowanego sygnatu.

I1I1.3.3  Preparatyka nerwéw btednych w odcinku szyjnym oraz powyzej zwoju

dolnego nerwu bi¢dnego

Nerw bledny przebiegajacy wzdluz tchawicy w peczku naczyniowo-nerwowym
odseparowywano wstgpnie od otaczajacych tkanek w kierunku doglowowym, badz tez, w
czesci doswiadczen izolowano powyzej zwoju dolnego, zwracajac szczegdlna uwage na
zachowanie nienaruszonego unaczynienia. Nastgpnie w zaleznosci od ukladu
do$wiadczalnego dokonywano obustronnej wagotomii szyjnej, przecinajac pien nerwu
btednego ponizej krtani, badz tez wagotomii nadguzkowej, wykonujac cigcia ponad zwojami

dolnymi.

1.4 Przygotowanie roztworéw do iniekcji, pomiary

Dermorfing, morfing, bifaling oraz chlorowodorek naloksonu rozpuszczano w 0,9%
roztworze chlorku sodu (Polfa, Warszawa). AWL3106 i SR140333 wstgpnie rozpuszczano
w kropli DMSO (dimetylosulfotlenek), a nastgpnie rozcienczano sola fizjologiczna tak, aby
maksymalne stgzenie tego rozpuszczalnika w roztworze podawanym zwierzgciu nie
przekraczalo 6%. Roztwory do iniekcji przygotowywane byly przed kazdym
do$wiadczeniem.

Wszystkie substancje, poza uzupetniajacymi dawkami narkozy, podawano dozylnie
w objetosci 1000 pl/kg i dopeiniano 200 pl soli fizjologiczne;j.

W oparciu o wyniki wstepnych doswiadczen i dane z piSmiennictwa odnosnie rozwoju
tolerancji na ligandy opioidowe i substancj¢ P przy powtarzanych iniekcjach (Monteau i wsp.,
1996; Negri i wsp., 1998; Fong i Potts, 2006), badane peptydy stosowano jednokrotnie u

kazdego zwierzecia w dawce 0,3 pmol/kg.
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Rurke tracheostomijng podiaczano do glowicy pneumotachometru RSS 100HR (Hans
Rudolph Inc., USA) celem pomiaru i rejestracji parametréw oddechowych (m.in. objgtosci
(V1) 1 czestosci oddychania (f), wentylacji minutowej (Vg), czasu trwania wydechu (Tg)).
Sygnat byl zbierany i analizowany przez program komputerowy Research Pneumotach
System (Windows software ver. 3.07.02, Korr Medical Technologies Inc., USA). Sygnat
aktywnos$ci przepony odbierany przez dwubiegunowe elektrody integrowano przy pomocy
integratora o statej czasu 100 ms (S 101, Asbit, Polska) i wzmacniano przy uzyciu
wzmacniacza NL 104 (Digitimer Itd, UK). Cisnienie tgtnicze krwi i rytm serca rejestrowano
za pomoca miernika cisnienia krwi BP-2 monitor (Columbus Instruments, USA).

Zapisy objetosci oddechowej, przeptywu powietrza przez drogi oddechowe, ci$nienia
tetniczego krwi oraz zintegrowanego elektromiogramu przepony rejestrowano za pomocg
aparatu Omnilight 8M 36 (Honeywell, Japonia). Warto$¢ $redniego cis$nienia tgtniczego
(MAP) wyliczano na podstawie zapisu graficznego korzystajac ze wzoru:

MAP ~ pp + 2L =DP

gdzie: MAP — érednie ci$nienie krwi, DP — warto$¢ ci$nienia rozkurczowego, SP — wartos¢

ci$nienia skurczowego.
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IIL.5 Przebieg doswiadczen

III.5.1  Badanie zmian wzorca oddechowego oraz parametrow sercowo-

naczyniowych

Po chirurgicznym przygotowaniu zwierzgcia i podlaczeniu aparatury sprawdzano
poziom u$pienia i w razie potrzeby podawano uzupeiniajagce dawki narkozy. Nastgpnie
rozpoczynano rejestracj¢ i zapis zmiennych. Zmienne usredniano w warunkach kontrolnych i
w przebiegu dos$wiadczenia. Wszystkie dane wyrazone sa jako wartosci absolutne. Po
wstrzyknigciu badanego zwiazku mierzone parametry rejestrowano w sposob ciagly do 2 min,
a nastgpnie po 5, 10, 20 i 30 min. Po zakoficzeniu rejestracji zwierzgta poddawano eutanazji

przedawkowujac narkozg.

III.5.2  Okreslenie udziatu petli wagalnej w obserwowanych efektach krazeniowo-

oddechowych

Po wstepnej preparatyce i podtaczeniu uktadu mierzacego ci$nienie krwi i rytm serca,
oraz elektrod odbierajacych sygnat aktywno$ci przepony rozpoczynano przygotowania do
neurotomii zgodnie z opisem w punkcie I11.3.3. Po skontrolowaniu stopnia znieczulenia i jego
ewentualnym uzupetnieniu, rejestrowano parametry wyjsciowe, po czym dokonywano
wagotomii szyjnej lub nadguzkowej i po ustabilizowaniu si¢ parametréw oddechowo-

krazeniowych przystgpowano do do$wiadczenia.
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III.5.3  Ocena udzialu poszczegdlnych receptorow w efektach krazeniowo-

oddechowych wywotywanych przez badane zwiazki
II.5.3.1 Ocena udziatu receptoréw opioidowych

Aktywno$¢ receptoréow opioidowych blokowano wstrzykujac do zyly udowej
chlorowodorek naloksonu na 2 min przed iniekcja badanego zwiazku. Nalokson stosowano w
dawce 1,0 mg/kg przed podaniem bifaliny oraz w dawce 2,0 mg/kg poprzedzajacej iniekcje
AWL3106 i dermorfiny. Dawki te wybrano na podstawie do$wiadczen wstgpnych oraz
positkujac si¢ danymi literaturowymi (Kwok i Dun, 1998; Czapla i wsp., 1998).

Receptory opioidowe 6 blokowano naltrindolem w dawce 2,0 mg/kg na 5 min przed

podaniem bifaliny. Dawke naltrindolu wybrano na podstawie wstgpnych doswiadczen.
I1.5.3.2 Badanie udziatlu receptoréw tachykininowych NK;

Receptory tachykininowe NK; pobudzane przez AWL3106 blokowano przy uzyciu
SR140333 w dawkach 0,3 (Fu i wsp., 2007) oraz 2,0 umol/kg na 10 min przed iniekcja

badanej chimery.

I1I1.6 Analiza statystyczna

Zgromadzone dane analizowano za pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) z powtarzanymi pomiarami. W ramach poréwnan wielokrotnych (post-hoc)
korzystano przede wszystkim z testow Tukey’a i Tukey’a dla nieréwnych liczebnosci
(Spjotvolla-Stoline’a), testu Newmana-Keulsa oraz testu najmniejszych istotnych réznic
(NIR) Fishera; ponadto skorzystano rowniez z testu Wilcoxona. Doktadna informacj¢ nt.
analizy statystycznej umieszczono w podpisie do ryciny badz tabeli. Wyniki uznawano za
znamienne przy poziomie istotnosci p<0,05. Dane przedstawiono jako S$rednia + btad

standardowy $redniej (SEM).
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IV WYNIKI

Iv.1 Wptyw AWL3106 na ksztatt wzorca oddechowego oraz udziat

nerwOw btednych w obserwowanych reakcjach

Doswiadczenia stanowiace trzon niniejszego rozdziatu przeprowadzone zostaly na 54
szczurach, bedacych w narkozie i oddychajacych spontanicznie. Dawke peptydu
hybrydowego AWL3106, chimery farmakoforéw opioidowego i tachykininowego, ustalono
we wstegpnych doswiadczeniach na podstawie maksymalnych zmian $redniego cis$nienia
tetniczego krwi (MAP MAX) - parametru, ktérego spadek wykazywal najwigksza
powtarzalnos¢ (Ryc. 1).

Najwigkszy spadek cisnienia krwi wystgpowat 1 min po wstrzyknigciu peptydu,
analiza wariancji oraz test Tukey’a nie wykazaly istotnych réznic migdzy najwigkszymi
uzytymi dawkami, w zwiazku z czym zdecydowano si¢ stosowa¢ dawke 0,3 umol/kg tego

peptydu. Graficzny zapis prezentuje Ryc. 1.

Bk EMAP MAX

140 . .

120 + . .

100 1

80

B0 ~

MAP [mmHyg]

40

20 A

AWL3T06 0.15umalfkg AWL3106 0.30pmolkg AWVWLI106 0.60pmal’ky

Ryec. 1 Srednie cisnienie tetnicze krwi przed (K) i najwigkszy spadek (MAP MAX) po dozylnej iniekcji
AWL3106

ANOVA, test Tukey’a; n=30; * — p< 0,05
ANOVA ujawnita statystycznie istotny wptyw dawki AWL3106 na ci$nienie krwi (p<0,02)
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Na poczatku kazdego doswiadczenia wykonywano rejestracje kontrolng parametrow
oddechowo-krazeniowych po wstrzyknigciu do prawej zyly udowej 1,0 ml/kg roztworu
DSMO, celem wykazania braku reakcji na sam rozpuszczalnik AWL3106, a takze
stanowiacego kontrol¢ objgtosci. Po uptywie 10 min podawano powyzszy peptyd w dawce
0,3 umol/kg. Dos$wiadczenia przeprowadzono w trzech oddzielnych grupach zwierzat:
szczurOw z zachowanymi nerwami bl¢dnymi (n=9), poddanych wstgpnie obustronnej
wagotomii szyjnej (n=9), oraz po przecigciu nerwéw btednych powyzej zwoju dolnego nerwu
btednego (n=6). Rejestracja parametréw oddechowo-krazeniowych w wymienionych

schematach doswiadczalnych trwata do 20 min po podaniu peptydu.
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Ryc. 2 Wptyw dozylnego podania AWL3106 na oddychanie i ci$nienie tgtnicze krwi szczuréw z zachowanymi
nerwami blednymi (A) n=9 oraz wagotomizowanych w odcinku szyjnym (B) n=9

Vr — objetos¢ oddechowa, V — przeptyw powietrza przez drogi oddechowe, BP — ci$nienie tgtnicze krwi,
| Dia — zintegrowany elektromiogram przepony

Dozylna iniekcja AWL3106 u szczuréw z zachowanym unerwieniem blednym
wywotywata depresj¢ oddechowa przyjmujaca posta¢ bezdechu wydechowego o $redniej
dlugosci trwania wynoszacej 5,1 £0,7s (Ryc. 2A, Ryc. 3). Wzorzec wznowionego po

bezdechu oddychania charakteryzowal si¢ obnizeniem czgsto$ci 1 zwigkszona objetoscia

28



oddechowa. Wzrost V1 byl réwnoczesny ze wzrostem amplitudy elektromiogramu przepony.

Zmianom powyzszym towarzyszyt znaczny spadek ci$nienia tgtniczego krwi (Ryc. 2A).

W grupie zwierzat z otwartg petla wagalna po iniekcji AWL3106 nie obserwowano
bezdechu i zwolnienia oddychania, redukcji ulegat przyrost objgtosci oddechowej oraz w

nieznacznym stopniu spadek ci$nienia tgtniczego krwi (Ryc. 2B, Ryc. 3).

skl

Hi# HHt

AWL3106 AWL3106 VGS

Ryc. 3. Sredni czas trwania wydechu u zwierzat nieuszkodzonych i wagotomizowanych (VGS, kolumny
lite) oraz $rednia dlugo$¢ bezdechu i $redni czas trwania wydechu w obu grupach odpowiednio po
ALW3106 i AWL3106 VGS (kolumny prazkowane)

ANOVA; test Tukey’a; ***, ### — p<0,001 wzgledem, odpowiednio: wartosci przed podaniem peptydu
oraz pomigdzy grupami; n=18

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw AWL3106 (p<0,001) i wagotomii szyjnej (p<0,001) na bezdech, oraz
interakcj¢ pomigdzy tymi czynnikami (p<0,001)

W  badanych grupach doswiadczalnych obserwowano intensywne S§linienie
rozpoczynajace si¢ okoto 15s po podaniu chimery i utrzymujace si¢ do 2 min, bgdace

swoistym efektem substancji P, farmakoforu chimery AWL3106 (Otsuka i Yoshioka, 1993).
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Ryc. 4. Zmiany parametréw oddechowych wywotane iniekcja AWL3106 w grupach szczuréw z zachowana
(A; ciagla linia) i przecigta (#; przerywana linia) pgtla wagalna

V1 (objetosé oddechowa), f (czgstos¢ oddychania), Vg (wentylacja minutowa);

ANOVA, test Tukey’a; *, x, # — p<0,05; **, xx, ## — p<0,01; ***, xxx, ### — p<0,001; * oraz x znamienno$¢
statystyczna, odpowiednio: wzgledem wartosci kontrolnej u zwierzat traktowanych AWL3106 przed, oraz po
wagotomii szyjnej; # — réznice pomigdzy grupami.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw AWL3106 (p<0,001), interakcjg stanu unerwienia i AWL3106 (p<0,05) oraz
brak wptywu wagotomii na Vr (p=0,16); wptyw stanu unerwienia (p<0,001), wptyw peptydu (p<0,001) oraz interakcjg
migdzy nimi (p<0,001) na f; wptyw stanu unerwienia (p<0,05) i AWL3106 (p<0,001) na Vg oraz interakcj¢ migdzy tymi
czynnikami (p<0,01).
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Wartosci parametréw oddechowych zawarte w Tabeli 1 ilustruja efekt wylaczenia
sprzgzenia wagalnego wprowadzajacy wzrost objetosci oddechowej i zwolnienie rytmu
oddechowego bez wzgledu na poziom dokonywanego przecigcia pni nerwéw bigdnych.
Wynikaly stad znamienne réznice w warto$ciach kontrolnych parametréw oddechowych
miedzy stanem nieuszkodzonym i wagotomii szyjnej, zaprezentowane na Ryc. 4.

Tabela 1. Wartosci zmiennych oddechowo-krazeniowych u znieczulonych

szczuréw
V1 f Ve MAP  HR
ml I/min ml/min mmHg 1/min
El_e;SZkOdzone 1,374£0,06 85+2 1155 97+5 482+5
wagotomia szyjna 1,65£007 56+3 947 755 481£22
wagotomia nadguzkowa | 614007 63+2 11445 1156 525411

warto$ci Srednie = SEM.

Dozylna iniekcja AWL3106 wywierata podobny efekt na objgtos¢ oddechowa
zarbwno u szczurOw nieuszkodzonych jak i poddanych wagotomii szyjnej. Statystycznie
znamienny wzrost tego parametru osiagat warto$¢ maksymalna w 30 s po podaniu peptydu i
wynosil: 1,68 £ 0,09 ml (p<0,001), 1,84 £0,10 ml (p<0,05) oraz 2,03 + 0,07 ml (p<0,05),
odpowiednio, u zwierzat z zachowanym oraz wyeliminowanym unerwieniem wagalnym na
wysokos$ci szyi i powyzej zwoju dolnego nerwu btednego. O ile u zwierzat z zachowana
ciaglo$cia nerwéw btednych wzrost ten pozostawal znamiennie istotny przez 10 min od
iniekcji peptydu, to u zwierzat wagotomizowanych miatl on charakter przejsciowy
i wystgpowat wytacznie w 30 s od podania zwiazku (Ryc. 4).

Zwolnienie oddychania pojawialo si¢ tylko u zwierzat z zachowana ciaglo$cia nerwow
btednych. Maksymalny spadek obserwowano w drugiej minucie od podania AWL3106, i
czestos¢ oddychania wynosita wéwczas 69 =2 1/min (p<0,001) w poréwnaniu z kontrolg
bedaca na poziomie 85+ 2 1/min. Efekt ten utrzymywat si¢ do 5 min i zachodzil kosztem
wydtuzenia czasu wydechu.

Maksymalne wydtuzenie Ty z warto$ci wyjsciowej 0,47 £0,02 s do 0,62 £ 0,03 s (p<0,001)
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obserwowano w 2 min po podaniu (Ryc. 5), co odpowiada maksymalnemu efektowi
wywieranemu przez AWL3106 na czgsto$¢ oddychania (Ryc. 4).

—d— AALII0E - - - AWLET0E WGE

1.00

S0 SRR R 508 s SIS S U
. 0&0 A
o

0.40

i i i i HHH i i i
0.20
Q.00 T T T T T T T ]
K 15s 30s 1 min 2 min 5 min 10 min 20 min

czas

Ryec. 5. Czas trwania wydechu po podaniu AWL3106 w warunkach zachowanego i przerwanego sprzgzenia

wagalnego (oznaczenia jak na Ryc. 4)
ANOVA, test Tukey’a; ** — p<0,01; *** ### — p<0,001; * — znamienno$¢ statystyczna wzgledem wartosci

kontrolnej u zwierzat traktowanych AWL3106 przed wagotomia szyjna; # — réznice pomig¢dzy grupami.
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw stanu unerwienia (p<0,002) i AWL3106 (p<0,0002) na T, oraz interakcje ww.

czynnikéw (p<0,01).

Pomimo znacznego zwolnienia oddychania, zwigkszenie objetosci oddechowej

zapobiegato istotnej depresji wentylacji minutowej (Vg) (Ryc. 4).
—&—AWL3106 ---+-- AWL3106 VGS
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Ryc. 6. Zmiany $redniego ci$nienia tgtniczego krwi (MAP) po dozylnym podaniu AWL3106 przed oraz po

wagotomii szyjnej (oznaczenia jak na Ryc. 4)
ANOVA, test Tukey’a; **, xx — p<0,01; *** xxx, ### — p<0,001; * oraz x znamiennos$¢ statystyczna,

odpowiednio: wzglgdem warto$ci kontrolnej u zwierzat traktowanych AWL3106 przed, oraz po wagotomii

szyjnej; # — réznice pomigdzy grupami.
Dwuczynnikowa analiza wariancji ujawnita: brak wptywu stanu unerwienia (p=0,13), wptyw AWL3106 (p<0,001) na MAP
oraz interakcjg tych czynnikéw (p<0,001).
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Obwodowe podanie AWL3106 znamiennie obnizalo warto$¢ $redniego cisnienia
tetniczego krwi u zwierzat we wszystkich grupach doswiadczalnych, a przebieg zmian
wykazywal podobny wzorzec. Bezposrednio po iniekcji do zyty udowej peptyd ten
wywotywal chwilowy spadek cis$nienia t¢tniczego z poczatkowych 97 +5 mmHg do
61 £2 mmHg (p<0,001) u zwierzat z zachowanymi nerwami bl¢dnymi, natomiast w grupie
szczurOw poddanych wagotomii szyjnej nie zaobserwowano w tym czasie istotnych
statystycznie zmian MAP. Po krotkotrwalym powrocie wartosci MAP do poziomu
wyjsciowego obserwowano jego spadek, i w ciggu drugiej minuty od momentu podania
parametr ten osiggal najnizszy poziom 39 £2 mmHg (p<0,001) i 41 + 2 mmHg (p<0,001),
odpowiednio u szczuréw nieuszkodzonych i wagotomizowanych na szyi (Ryc. 6).

Tabela 2 prezentuje porownanie spadku MAP wywotanego przez AW3106 jako
odsetek warto$ci wyjsciowych obserwowanych u zwierzat z zachowana jak i z przerwana
ciaglo$cia nerwéw btednych. Najnizsze procentowe wartosci $redniego ci$nienia krwi w
odstgpie czasowym 1-2 minut po podaniu AWL3106, ksztaltowaly si¢ u zwierzat z
zachowanymi nerwami btednymi na poziomie 45 + 4% oraz 56 + 3% i 61 + 8% u zwierzat po
wagotomii szyjnej i nadguzkowej, nie rézniac sig istotnie pomigdzy soba.

Tabela 2. Procentowe zmiany $redniego ci$nienia krwi u zwierzat nieuszkodzonych, oraz
zwierzat po wagotomii szyjnej (VGS) i nadguzkowej (VGnG).

Czas od iniekcji AWL3106

K 0s 10s 15s 30s 1 min 2 min 5 min 10 min 20 min
K 100 64+4 87+4 T6+x4 663 45+4 41+4 525 676 T9+5
skskok skek skskk skskesk skekesk sksksk sksksk skskk k
VGS 100 88+3 1025 86+2 75+3 56+3 59+2 73+3 76+3 83+4
## skskesk skekesk sksksk sksksk skskk
#
VGnG 100 1006 100+4 84+8 74+9 618 64+7 798 7T7+8 809

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata efekt zar6wno neurotomii (p<0,01), dzialania AWL3106 (p<0,001) oraz
wplyw neurotomii na dziatanie AWL3106 (p<0,01)

Test Tukey’a dla nieréwnych liczebnoéci (Spjotvolla-Stoline’a); K — grupa z zachowana ciagtoScia nerwéw
btednych (n=9), VGS - grupa zwierzat wagotomizowanych na szyi (n=9), VGnG - grupa zwierzat
wagotomizowanych nad zwojem dolnym nerwu biednego (n=6);

* — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001 wzgledem odpowiedniej wartosci poczatkowej, # — wzgledem grupy K.
Miedzy grupami zwierzat wagotomizowanych nie wykryto réznic wykazujacych istotno$¢ statystyczna.

W badanych grupach zwierzat nie zaobserwowano istotnego statystycznie wptywu AWL3106

na czestos¢ skurczow serca.
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Iv.2 Udziat receptorow opioidowych w reakcjach oddechowo-

krazeniowych indukowanych przez AWL3106

Dermorfina stanowiaca farmakofor w analogu neuropeptydowym AWL 3106
wykazuje wysokie powinowactwo do receptorow L i jest ich pelnym agonista (Melchiorri
i Negri, 1996; Mizoguchi i wsp., 2011). Aby zbadac¢ udziat tych receptoréw w odpowiedziach
na badany peptyd blokowano je przy uzyciu chlorowodorku naloksonu, nieselektywnego
kompetycyjnego antagonisty receptoréw opioidowych p, K i 6.

Dawke naloksonu uzyta do okreslenia wptywu blokady receptoréw opioidowych na
efekty wywotywane przez dozylne podanie AWL3106 wybrano na podstawie wstgpnych
do$wiadczen, w ktérych blokowano receptory opioidowe przed podaniem dermorfiny.
Szczurom wstrzykiwano nalokson rozpuszczony w soli fizjologicznej w dawkach 0, 0,5, 1,0
oraz 2,0 mg/kg. Bloker podawany w bolusie do zyly udowej w wymienionych dawkach nie
powodowal zmian mierzonych parametréw oddechowo-krazeniowych. Nastepnie po uptywie
2 min podawano dermorfing w dawce 0,3 umol/kg. Prezentowane do$wiadczenia
przeprowadzono na 12 szczurach.

Analizujac skutecznos¢ dawek naloksonu w blokadzie receptoréw opioidowych brano
pod uwage obecnos¢ bezdechu, oraz czasy, w ktérych dochodzito do najwigkszej zmiany
badanego parametru. Zgodnie z opisanym w rozdziale IV.4 wptywem dermorfiny na
parametry oddechowo krazeniowe znieczulonego szczura byly to: okres bezdechu
pojawiajacego si¢ bezposrednio po iniekcji peptydu, 1 min dla objgtosci oddechowej oraz 30 s
dla zmian $redniego ci$nienia krwi i rytmu serca.

Jak zaprezentowano w Tabeli 3, dozylna iniekcja dermorfiny prowokowata bezdech
o $redniej dlugosci 9,17 £ 2,94 s. Nalokson, poczawszy od najnizszej dawki (0,5 mg/kg)

znosil jego obecnose.

34



Tabela 3. Dtugo$¢ bezdechu indukowanego dermorfing przed oraz po
blokadzie receptoréw opioidowych

Dawka naloksonu

[mg/kg] K [s] Bezdech [s]
0,0 0,42 + 0,05 9,17 2,94
0,5 0,49 + 0,02 0,48 + 0,02
1,0 0,47 0,03 0,47 0,03
2,0 0,57 0,04 0,55 + 0,02

ANOVA, test Tukey’a, ** — p<0,01 wzgledem wartos$ci poczatkowej (K); n=12

Najwigksza skuteczno$cia w hamowaniu wywotywanych przez dermorfing zmian
objetosci oddechowej, rytmu serca oraz sredniego ci$nienia t¢tniczego, charakteryzowata sig
najwyzsza stosowana dawka (2,0 mg/kg) (Tabela 4), i t¢ dawke zdecydowano si¢ uzywac¢ w

dalszych badaniach.

Tabela 4. Wptyw dawek naloksonu na wywotane podaniem dermorfiny maksymalne zmiany
V1, HR i MAP.

Dawka naloksonu vt HR MAP
[mg/kg] K % % %
0,0 100 114 +6" 88 +2" 48 + 37
0,5 100 116 £ 4" 86+9" 70+ 17
1,0 100 114+7 95 +2 87+9
2,0 100 103 £2 99 +1 1044

Dane przedstawiono jako procent warto$ci poczatkowe;j
ANOVA, test NIR; * — p<0,05, *** — p<0,001 wzgledem warto$ci wyjsciowej (K)
n=12

Doswiadczenia majace na celu oceng udzialu receptoréw opioidowych w reakcjach
oddechowo-krazeniowych indukowanych przez AWL3106 przeprowadzono na 9 szczurach z
zachowanymi nerwami btednymi a uzyskane wyniki poréwnano z grupa szczuréw
kontrolnych traktowanych AWL3106, opisanych w rozdziale IV.1.1. Kontrolna, dozylna
iniekcja naloksonu w dawce 2,0 mg/kg nie wywierata dostrzegalnych efektéw na zaden z
badanych parametréw. Po uptywie dwoch minut ta sama droga podawano 0,3 pmol/kg
AWL3106.

Odpowiedz oddechowo-krazeniowa na AWL3106 przy zablokowanych receptorach

opioidowych ilustruje Ryc. 7.
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Ryc. 7 Efekt dozylnej iniekcji AWL3106 na krazenie i oddychanie szczura po blokadzie receptoréw
opioidowych

V1 — objgtos¢ oddechowa, V — przeptyw powietrza przez drogi oddechowe, BP — ci$nienie tgtnicze krwi,
| Dia — zintegrowany elektromiogram przepony

Zastosowanie antagonisty zapobieglo pojawieniu si¢ bezdechu wywolywanego przez

AWL3106 u wszystkich badanych 9 szczuréw (Ryc. 7, 8).

t[s]

AVWLI106 MUK AWL3106

Ryec. 8 Sredni czas trwania wydechu przed (n=9) oraz po blokadzie receptoréw opioidowych (n=9) (kolumny
lite) oraz §rednia dlugo$¢ bezdechu i §redni czas trwania wydechu po AWL3106 odpowiednio przed oraz po
blokadzie receptoréw opioidowych (kolumny prazkowane)

ANOVA, test Tukey’a; ***, ### — p<0,001 wzgledem, odpowiednio: wartosci przed podaniem peptydu oraz
pomigdzy grupami.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita efekty blokady receptoréw opioidowych (p<0,001), AWL3106 (p<0,001) oraz
interakcje¢ migdzy tymi czynnikami (p<0,001) na bezdech.

Blokada nie znosita wzrostu objgtosci oddechowej, ani w petni nie likwidowata zwolnienia
oddychania. Zwigkszenie Vr u zwierzat, ktéorym zablokowano receptory opioidowe bylo
opo6znione i pojawiato si¢ po 1 min od iniekcji wykazujac znamienno$¢ do 10 min obserwacji.
Podobnie, blokada receptoréw opioidowych nie zniosla, lecz znacznie ostabita oraz skrécita

okres zwolnienia oddychania po AWL3106 (Ryc. 9). Zmiana czgstosci oddechowej, podobnie
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jak w grupie zwierzat, ktorym nie blokowano receptoréw opioidowych, zachodzita kosztem

wydtuzenia czasu wydechu (Ryc. 10).
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Ryc. 9 Zmiany objetosci oddechowej (Vr), czgstosci oddychania (f) oraz wentylacji (Vg) indukowane przez
AWL3106 u zwierzat kontrolnych (A linia ciagta) oraz poddanych blokadzie receptoréw opioidowych (#; linia
przerywana)

ANOVA, test Tukey’a; *, x, # — p<0,05; **, xx, ## — p<0,01; ***, xxx, ### — p<0,001; *, x, # — znamiennos¢
statystyczna wzgledem odpowiedniej wartosci kontrolnej u zwierzat traktowanych AWL3106 przed (n=9), po
blokadzie receptoréw (n=10) oraz pomigdzy grupami.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw blokady receptoréw opioidowych (p<0,05) i AWL3106 (p<0,001) oraz interakcjg
ww. czynnikéw (p<0,001) na Vy; wpltyw blokady receptoréw opioidowych (p<0,05), AWL3106 (p<0,001) oraz efekt
interakcji ww. czynnikéw na f, oraz brak wptywu blokady receptoréw opioidowych (p=0,6), ale wptyw AWL3106 (p<0,001)
oraz efekt interakcji migdzy czynnikami na V.
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Ryc. 10 Czas trwania wydechu po AWL3106 u zwierzat kontrolnych oraz po blokadzie receptoréw
opioidowych

ANOVA, test Tukey’a; *, x — p<0,05; xx, ## — p<0,01; *** ### — p<0,001; *, x, # — znamienno$¢
statystyczna wzgledem odpowiedniej wartosci kontrolnej u zwierzat traktowanych AWL3106 przed, po

blokadzie receptoréw oraz pomigdzy grupami
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wpltyw: blokady receptoréw opioidowych (p<0,01), AWL3106 (p<0,001) oraz
interakcj¢ powyzszych czynnikéw (p<0,05) na Tg.

Blokada receptoréw opioidowych nie miata znamiennego wplywu na wywotany przez
AWL3106 spadek cisnienia tetniczego krwi. Efekt tego peptydu byt statystycznie
nierozréznialny pomigdzy obiema grupami do$wiadczalnymi, co ilustruje przedstawiona
ponizej Ryc. 11.
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Ryc. 11 Zmiany $redniego ci$nienia tgtniczego krwi indukowane AWL3106 przed (A ; ciagla linia) oraz po
blokadzie receptoréw opioidowych (#; przerywana linia)

ANOVA, test Tukey’a; * — p<0,05; ** — p<0,01; *** xxx — p<0,001; *, x, # — znamienno$¢ statystyczna
wzgledem odpowiedniej wartosci kontrolnej u zwierzat traktowanych AWL3106 przed i po blokadzie
receptoréw opioidowych oraz pomigdzy grupami

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw AWL3106 (p<0,001) oraz brak wptywu blokady receptoréw opioidowych
(p=0,09) na MAP i interakcji powyzszych czynnikéw (p=0,9).
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Iv.3 Wptyw blokady receptoréw opioidowych i tachykininowych na efekty

oddechowo-krazeniowe wywotywane przez AWL3106

Opisana w poprzednim rozdziale blokada receptoréw opioidowych znosita obecnos¢
bezdechu po podaniu AWL3106. Jednak w dalszym ciagu obecne byty: wzrost objgtosci
oddechowej, zwolnienie oddychania oraz utrzymujaca si¢ hipotensja.

Aby wyeliminowa¢ ww. zmiany badanych parametréw zablokowano receptory
tachykininowe NK; stosujac, dzigki uprzejmosci firmy Sanofi-Research, niepeptydowego
antagonist¢ — SR140333.

SR140333 rozpuszczano w niewielkiej ilosci DMSO, a nastgpnie uzupeiniano sola
fizjologiczna tak, aby stezenie koncowe DMSO nie przekraczato 6%. Tak przygotowanego
antagonist¢ podawano 13 szczurom dozylnie w dawce 0,3 pmol/kg (Fu i wsp., 2007) (n=4)
oraz 2,0 umol/kg (n=9). Nastgpnie po 8 min wstrzykiwano 2,0 mg/kg naloksonu, po czym, po
kolejnych 2 min do zyty udowej podawano peptyd AWL3106.

Po jednoczesnym zablokowaniu receptoréw opioidowych oraz tachykininowych przez
obie dawki SR140333 nie odnotowano wptywu badanej chimery peptydowej na Vr, f ani jej
depresyjnego dzialania na Vg (Ryc. 12). Jednakze, w dalszym ciagu obserwowano
minimalny, w poréwnaniu do opisanego w rozdziatach: IV.1 i IV.2, wptyw iniekcji badanego
peptydu na warto$¢ Sredniego cis$nienia tgtniczego krwi (Ryc. 13). Po zablokowaniu receptow
tachykininowych NK; dawka 2,0 mg/kg SR140333 S$rednie ci$nienie krwi po podaniu
AWL3106 ulegato nieznacznemu obnizeniu z wyjsciowych 104 £ 5 mmHg do 89 £ 5 mmHg
I min po iniekcji (p=0,03). Wartosci MAP obserwowane po podaniu peptydu w grupie
zwierzat, ktorym wstrzyknig¢to antagonistow obu typéw receptoréw, roznity si¢ w istotny

sposéb od wartosci obserwowanych w grupie kontrolne;.
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Ryc. 12 Zmiany objetosci oddechowej (Vr), czgstosci oddychania (f) oraz wentylacji (Vg) indukowane przez
AWL3106 u zwierzat kontrolnych (AWL3106; A linia ciagta) oraz po zablokowaniu receptoréw opioidowych i
tachykininowych NK; 2,0 pmol/kg SR140333, (SR140333 2 NLX 2; m; linia przerywana)

(ANOVA, test Tukey’a; *, # — p<0,05; **, ## — p<0,01; ***, ##H — p<0,001; * — znamiennos$¢ statystyczna
wzgledem wartoéci kontrolnej u zwierzat traktowanych AWL3106 (n=9); # — réznice pomigdzy grupa kontrolng
a grupa z zablokowanymi receptorami opioidowymi

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw antagonistow (p=0,004) i AWL3106 (p=0,001) na V1 oraz interakcje ww.
czynnikéw (p=0,001); brak wplywu antagonistéw (p=0,4), ale wptyw dzialania AWL3106 (p<0,001) na f oraz interakcjg tych
czynnikéw (p=0,001); brak efektu blokady receptoréw (p=0,08), wptyw dziatania AWL3106 (p<0,0002) na Vg oraz
interakcje ww. czynnikéw (p<0,001).
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Ryec. 13 Odpowiedz $redniego ci$nienia tgtniczego krwi na dozylng iniekcjge AWL3106 przed (AWL3106; A;
ciagla linia) oraz po blokadzie receptoréw opioidowych i tachykininowych (SR140333 2 NLX 2; m; linia

przerywana)
ANOVA, test Tukey’a; *, #— p<0,05; **, ## — p<0,01; *** ### — p<0,001; * — znamienno$¢ statystyczna

wzgledem odpowiedniej wartosci kontrolnej; # — réznice migdzy grupa zwierzat kontrolnych a grupa z

zablokowanymi receptorami opioidowymi i tachykininowymi (n=9)
Dwukierunkowa ANOVA ujawnita wptyw jednoczesnej blokady receptoréw opioidowych i tchykininowych (SR140333
2,0 umol/kg) (p<0,001), wptyw dziatania AWL3106 (p<0,001) oraz interekcj¢ ww. czynnikéw na MAP (p<0,001).
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V4 Efekty oddechowo-krazeniowe wywotywane przez dermorfing: udziat

nerwow btednych

Dermorfina jest najsilniejszym analgetykiem wsréd peptydéw opioidowych, agonista
receptoréw opioidowych p. Przytoczone we wstepie prace, dotyczace efektéw oddechowych
dermorfiny u zwierzat doswiadczalnych dostarczaja niejednoznacznych danych. Opisywane
reakcje uwarunkowane byly miejscem iniekcji, stopniem dojrzatosci zwierzecia, narkoza,
dawka.

W doswiadczeniach opisanych w niniejszym rozdziale badano efekty dozylnej iniekcji
dermorfiny w dwoch grupach szczuréw: z zachowanym unerwieniem btednym (n=9)
i poddanych wagotomii szyjnej (n=8). Wszystkim zwierz¢tom podawano kontrolnie 1,0 ml/kg
roztworu soli fizjologicznej (rozpuszczalnik dermorfiny). Stosowana dawka 0,3 pmol/kg
odpowiada zawartosci dermorfiny w analogu neuropeptydowym AWL3106.

Bezposrednio po dozylnej iniekcji dermorfiny obserwowano bezdech, po ktérym
nastgpowal wzrost objgtosci oddechowej oraz towarzyszace tym zmianom efekty krazeniowe
manifestujace si¢ znacznym spadkiem ci$nienia t¢tniczego krwi i zwolnieniem akcji serca.
Peptyd ten podany w iniekcji do zyly udowej dziewigciu szczurom z zachowanym
unerwieniem wagalnym wywolywat bezdech trwajacy $rednio 7,3+ 1.4s (p<0,001)

zilustrowany na Ryc. 14.
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Ryc. 14 Sredni czas trwania wydechu na tle dozylnej iniekcji dermorfiny u szczuréw nieuszkodzonych (n=9) i
wagotomizowanych (VGS) (n=8) (kolumny lite) oraz $rednia dtugos$¢ bezdechu przed i $redni czas trwania
wydechu po wagotomii szyjnej (kolumny prazkowane)

ANOVA, test Tukey’a; *** — p<0,001 wzgledem wartoéci przed podaniem peptydu oraz ### — p<0,001
pomigdzy grupami.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptywy: wagotomii (p<0,001), dermorfiny (p<0,001) oraz efekt interakcji tych
czynnikéw (p<0,001) na dtugos¢ bezdechu.

Wzrost objgtosci oddechowej obserwowany po bezdechu wykazywal znamiennos¢
statystyczng od 30s (p<0,05) do 2 min osiagajac maksymalng wartos¢ 1,37 £ 0,05 ml
w poréwnaniu z kontrolg 1,20 £ 0,05 ml w 1 min po iniekcji zwiazku. Zastosowana dawka
dermorfiny nie wplywata na czgsto$¢ oddychania, oraz nie miata istotnego wptywu na

warto$¢ wentylacji minutowej (Ryc. 15).
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Ryc. 15 Efekt podania dermorfiny szczurom nieuszkodzonym (#; ciagta linia) oraz poddanym wagotomi
szyjnej (m; przerywana linia) na objetos¢ oddechowa (Vr), czgstos¢ odychania (f) oraz wentylacjg (V).
ANOVA, poréwnania zaplanowane; * — p<0,05; ** — p<0,01; ### — p<0,001; *, # — znamienno$¢
statystyczna odpowiednio, wzglgdem wartoSci kontrolnej u zwierzat traktowanych dermorfing przed
wagotomia szyjna oraz réznice pomigdzy grupami.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wplyw stanu unerwienia (p<0,001) i dermorfiny (p<0,01) oraz brak efektu interakcji
tych czynnikéw (p=0,09) na Vr; wptyw unerwienia (p<0,001) oraz brak wptywu dermorfiny (p=0,85) i interakcji ww.
czynnikéw (p=0,98) na f; oraz brak wptywu stanu unerwienia (p=0,09) idermorfiny (p=0,07) oraz brak interakcji
czynnikéw (p=0,10) na Vg.
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Przecigcie nerwéw btednych na szyi znosito odpowiedz objetosci oddechowej na dermorfing,

pozostajac bez istotnego wptywu na wentylacje (Ryc. 15).
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Ryec. 16 Srednie procentowe zmiany ci$nienia tetniczego krwi (A) oraz zmiany czestosci skurczéw serca (B)
po dozylnym podaniu dermorfiny zwierzgtom z zachowana (#; ciagla linia); 1 otwarta petla wagalng
(m; przerywana linia)

ANOVA, test Tukey’a; *, x, # — p<0,05; **, xx, ## — p<0,01; ***, xx, ### — p<0,001; *, x, # — odpowiednio,
znamienno$¢ statystyczna wzgledem wartosci kontrolnej u zwierzat traktowanych dermorfing przed i po
wagotomii szyjnej oraz réznice pomigdzy grupami.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw stanu unerwienia (p=0,005) i dermorfiny (p<0,001) oraz interakcj¢ migdzy
tymi czynnikami (p<0,001) na MAP%; oraz wptyw stanu unerwienia (p<0,01) i dermorfiny (p<0,001) oraz interakcjg
powyzszych czynnikéw (p<0,01) na HR.

0,3 pmol/kg dermorfiny podanej dozylnie wywolalo znaczny spadek ci$nienia krwi u
zwierzat z zachowanymi nerwami btednymi. Hipotensyjna reakcja na ww. peptyd w tej grupie

do$wiadczalnej rozpoczynata si¢ w momencie bezdechu, nastgpnie w 30 s po iniekcji Srednie
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ci$nienie t¢tnicze osiagato minimum, 57 + 5% wartosci wyjsciowej, by nastepnie po 10 min
powrdci¢ do poziomu sprzed iniekcji.

Wagotomia szyjna zmieniala wzorzec odpowiedzi cis$nienia tgtniczego na bolus

dermorfiny zapobiegajac pojawieniu si¢ efektu hipotensyjnego, ktéry obserwowano
u zwierzat z zachowana ciagtoscia nerwéw biednych. Bezposrednio po iniekcji tego hepta-
peptydu do zyly udowej srednie ci$nienie krwi przej§ciowo wzrastalo osiagajac 125 + 5%
warto$ci wyjsciowej poczym wracato do wartosci poczatkowych (Ryc. 16A).
W grupie zwierzat z nienaruszonymi nerwami btednymi iniekcja dermorfiny wywotala
znamienne zwolnienie rytmu serca. Czgsto$¢ skurczéw serca ulegata zmniejszeniu
z poczatkowych 470 +23 1/min do 394 +£9 1/min (p<0,001) bezposrednio po podaniu
i pozostawata na tym poziomie przez 2 min od iniekcji. Przecigcie nerwéw btednych na szyi
znosito wplyw tego peptydu na rytm serca (Ryc. 16B).

Wplyw dermorfiny podanej do zyly udowej w dawkach 0,1 i 0,6 pumol/kg na
parametry oddechowo-krazeniowe oceniono poréwnujac najwigksze oraz najmniejsze
warto$ci rejestrowane w ciggu 1 min od podania z warto$ciami poczatkowymi.

Zaréwno nizsza (0,1 umol/kg; n=4), jak i wyzsza dawka (0,6 pmol/kg; n=10)
dermorfiny wstrzyknigta do zyty udowej prowokowata bezdech trwajacy 3,30 £0,54s w
pierwszej a 10,40+ 1,74 s w drugiej grupie doswiadczalnej (Tabela 5). Obie dawki
wykazywaly ponadto, podobny do opisanej na poczatku niniejszego rozdziatu, wptyw na
objetos¢ oddechowa, ktorej najwigksza warto$¢ obserwowano w ciagu pierwszej minuty po
wstrzyknigciu zwigzku. Vp wzrastata w tym czasie z poczatkowych 1,23 +0,16 ml do
1,49 £ 0,18 ml (p=0,068; test Wilcoxona, n=4) po iniekcji dawki 0,1 pmol/kg, oraz z
1,65 £ 0,09 ml do 2,28 £ 0,19 ml po podaniu 0,6 umol/kg tego peptydu (p<0,02; ANOVA,
test Tukey’a).

Wyzsza i nizsza dawka dermorfiny charakteryzowaly si¢ natomiast odmiennym

wplywem na czgsto$¢ oddychania. O ile dermorfina w dawce 0,3 pmol/kg (Ryc. 15) nie
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zaburzata rytmu oddechowego, o tyle w ciggu 1 min po podaniu dawki 0,1 pumol/kg pojawiato
si¢ przyspieszenie oddychania z 81 =5 1/min do 93 =7 1/min (p=0,068, test Wilcoxona),
natomiast 0,6 pmol/kg dermorfiny, za sprawg istotnego wydtuzenia czasu trwania wydechu
70,54 £0,02s do 1,22 +0,18 s (p<0,001; ANOVA, test Tukey’a), wywolato zwolnienie f
z 75+ 2 1/min do 45 + 5 1/min (p<0,001; ANOVA, test Tukey’a).

Wentylacja minutowa w pierwszej minucie zwigkszyla swoja warto$¢ ze wstepnych
99 + 12 ml/min na 128 £ 12 ml/min (p=0,068, test Wilcoxona) po 0,1 umol/kg dermorfiny.
Natomiast dawka 0,6 umol/kg wywotywala depresje Vg, ktérej warto$¢ obnizata si¢ ze
101 £ 8 ml/min do 78 =6 ml/min (p<0,01; ANOVA, test Tukey’a). Powyzsze dane

zestawiono w Tabeli 5.

Tabela S
Dtugos¢ bezdechu oraz najwigksze i najmniejsze wartosci Vr, f, Vg, Tg w pierwszej minucie po
iniekcji dermorfiny.

VT f VE TE
Bezdech ml 1/min ml/min S
Dawka s
K MIN MAX K MIN MAX K MIN MAX K MIN MAX
umol/kg

0.1 3,30+0,54(1,23+£0,16 1,32+0,24 1,49+0,18 | 815 81+£5 93+£7 [99+12 113+16 128+12 | 0,49+0,03 0,40+0,04 0,46+0,05
> * # # #

10,4+1,74|1,65+0,09 2,02+0,17 2,284+0,19 | 752 45+5 564 | 10148  78+6 103+6 | 0,54+0,02 0,89+0,09 1,22+0,18

0,6

K- wyjsciowa warto$¢ badanego parametru, MIN, MAX — najmniejsza oraz najwigksza warto$¢ badanego parametru w ciagu pierwszej minuty.
Dawka dermorfiny 0,1 umol/kg: *-p=0.068 wzglgdem wartosci poczatkowej; test Wilcoxona, n=4
Dawka dermorfiny 0,6 pmol/kg: *-p<0,05, **-p<0,01, ***-p<0,001 wzgledem warto$ci poczatkowej; ANOVA, test Tukey’a. n=10

Tabela 6 przedstawia wplyw podania obu dawek dermorfiny na rytm serca oraz $rednie
ci$nienie tetnicze i wskazuje, iz obydwie dawki wywotywaly zwolnienie rytmu serca oraz
indukowaty znaczny spadek $redniego cisnienia t¢tniczego krwi.

Tabela 6 Najnizsze oraz najwyzsze warto$ci HR i MAP
w pierwszej minucie po iniekcji dermorfiny

HR MAP
1/min mmHg
Dawka | MIN MAX | K MIN MAX
pmol/kg
0.1 | 449£19 38120 456+23 [94+6 633 89S
4 ES %
388+19 310419 38321 |96+5 59+5 7646
0’6 sk skksk sk

Oznaczenia jak w Tab. 5
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V.5 Efekty oddechowo-krazeniowe indukowane przez AWL2077 oraz rola

nerwow btednych w obserwowanych reakcjach

AWL2077 jest peptydem odpowiadajacym fragmentowi Substancji P petnigcym
w chimerze AWL3106 funkcj¢ farmakofora wykazujacego agonistyczne dziatanie wzgledem
receptora tachykininowego NK;.

Badania, ktorych rezultaty prezentowane sa ponizej przeprowadzono na 19 szczurach.
Przed kazdym dos$wiadczeniem podawano 1,0 ml/kg roztworu DMSO w soli fizjologicznej,
ktéry nie zaburzal mierzonych parametréw, po czym po uplywie 10 min wstrzykiwano
badany peptyd.

Na Ryc. 17 przedstawiono wplyw dozylnej iniekcji AWL2077 na objgtosc
oddechowa, czgsto$¢ oddychania oraz wentylacje. Peptyd ten podany w dawce 0,3 pmol/kg u
zwierzat z nienaruszonymi nerwami btgdnymi wywotatl we wstepnej fazie, do 15 s po iniekcji,
spadek obje¢tosci oddechowej z wyjsciowych 1,21 £0,08 ml do 1,06 + 0,08 ml (p<0,05)
i 1,08 £ 0,08 ml (p<0,05) odpowiednio 10 i 15 sekund po podaniu. Nastgpnie, 1 min po
wstrzyknigciu zwiazku warto$¢ Vr krétkotrwale wzrastata do 1,38 + 0,08 ml, w tym samym
czasie zaobserwowano nieznaczne zwolnienie oddychania z 85 +4 1/min do 77 + 3 1/min
(p<0,01).

Eliminacja sprzgzenia wagalnego wprowadzala widoczne na Ryc. 17 podwyzszenie
objetosci oddechowej i zwolnienie oddychania.

Dozylna iniekcja AWL2077 u tych zwierzat wywotata podobny efekt, jak w grupie
z zachowang aferentacja wagalna. V1 zmniejszata si¢ z wyjsciowego poziomu 1,88 + 0,08 ml
do 1,59 £ 0,13 ml (p<0,001) oraz 1,70 £ 0,10 ml (p<0,01), odpowiednio 10 s oraz 15s od
wstrzyknigcia, po czym utrzymywata wartosci zblizone do wyjsciowych przez dalszy czas
obserwacji. Nie obserwowano natomiast zwolnienia oddychania indukowanego uprzednio

przez AWL2077 u szczuréw z zachowanym unerwieniem wagalnym.
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Ryc. 17 Wptyw podania AWL2077 na objgto$¢ oddechowa, czgstos¢, wentylacje przed (AWL2077; A, linia
ciagla; n=9) oraz po wagotomii szyjnej (AWL2077VGS; #, linia przerywana; n=10)

ANOVA, test Newman-Keulsa; *, x, # — p<0,05, **, xx, # — p<0,01, *** xxx, ## — p<0,001 *, x, #, —
odpowiednio: wzgledem warto$ci wyj$ciowej przed i po przecigciu nerwéw blednych na szyi oraz pomigdzy
grupami.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw stanu unerwienia (p<0,001), AWL2077 (p<0,001) oraz interakcj¢ powyzszych
czynnikéw (p=0,002) na Vy; wplyw stanu unerwienia (p<0,001), AWL2077 (p=0,004) oraz efekt interakcji czynnikéw
(p=0,03) na f; wptyw AWL2077 (p<0,001) oraz brak wptywdéw stanu unerwienia, jak i interakcji czynnikéw (p=0,07) na
VE-
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W obu grupach do$wiadczalnych dochodzito do redukcji wentylacji minutowej
bezposrednio po iniekcji AWL2077. Warto$¢ tego parametru u zwierzat z zachowana
ciagtoscia nerwow btednych zmniejszata si¢ ze 104 + 11 ml/min do 86 £ 10 ml/min (p<0,01),
podobnie jak w grupie szczuréw wagotomizowanych ze 111 +4 ml/min do 86 £ 8 ml/min
(p<0,001) (Ryc. 17).

AWL2077 podany do zyly udowej grupie szczur6w z nienaruszong ciagto$cia nerwow
btednych indukowat spadek czgstosci akcji serca. 5 min po iniekcji tego peptydu rytm serca
zwalniat z poczatkowych 462 £+ 11 1/min do 396 £ 15 1/min (p<0,01). Deaferentacja wagalna
znosita t¢ odpowiedz (Ryc. 18A).

W obu grupach doswiadczalnych podanie badanego peptydu do zyly udowej
w podobny sposéb wplywato na warto$¢ Sredniego ci$nienia tgtniczego krwi (Ryc. 18B).
W grupie zwierzat z zachowana petla wagalng AWL2077 wywotywal nieistotny statystycznie
spadek ci$nienia krwi z wstgpnych 102 + 8 mmHg do 88 £ 5 mmHg, po ktérym nastgpowat
jego wzrost powyzej wartos$ci poczatkowej do 117 £ 11 mmHg (p<0,05 wzgledem wartosci
poczatkowej), i ponowny spadek, by w 1 min po iniekcji siggna¢ do najnizszej warto$ci
48 + 3 mmHg (p<0,001 versus warto$¢ wyjsciowa). Hipotensja utrzymywata si¢ do konca
prowadzenia obserwacji.

W grupie zwierzat wagotomizowanych bezposrednio po podaniu peptydu
obserwowano nieistotny statystycznie spadek ci$nienia tgtniczego krwi z 92 £ 6 mmHg do
75 £ 5 mmHg, po czym nastgpowal réznigcy si¢ znamiennie w poréwnaniu do wartosci
poczatkowej wzrost tego parametru do 118 + 8 mmHg (p<0,001). Po krétkotrwatym wzro$cie
ci$nienia, podobnie jak u zwierzat z nienaruszonymi nerwami bl¢dnymi, ponownie
dochodzito do hipotensji i1 min po wstrzyknigciu AWL2077 ci$nienie krwi osiagato
najnizsza wartos¢ 43 £ 3 mmHg (p<0,001). Spadek ci$nienia tgtniczego krwi w tej grupie

do$wiadczalnej utrzymywat si¢ przez 5 min.
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Ryc. 18 Wptyw AWL2077 na czesto$¢ pracy serca (A) i wartoéé $redniego ci$nienia tetniczego (B) przed
(A, linia ciagla) oraz po przecigciu nerwéw btednych na szyi (4, linia przerywana)

ANOVA, test Newman-Keulsa; * — p<0,05, ** — p<0,01, ***, xxx — p<0,001 *, x — odpowiednio: wzgledem
warto$ci wyj$ciowej przed i po przecigciu nerwéw btednych na szyi.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw stanu unerwienia (p<0,01), wpltyw AWL2077 (p<0,001) oraz brak efektu
interakcji czynnikéw (p=0,4) na HR; wptyw AWL2077 (p<0,001) oraz brak wptywow stanu unerwienia (p=0,6) i interakcji
ww. czynnikéw (p=0,6) na MAP.
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IV.6 Efekt jednoczesnego podania dermorfiny i AWL2077 na oddychanie

i parametry krazeniowe

W Rozdziale 1V.1 opisano wzorzec oddechowo-krazeniowy peptydu AWL3106
bedacego hybryda zbudowang z farmakoforéw: opioidowego — dermorfiny — oraz
tachykininowego — substancji P;;;. W do$wiadczeniach opisanych w niniejszym
podrozdziale poréwnano efekty oddechowe i krazeniowe indukowane przez AWL3106 z
efektami wywolywanymi przez jednoczesne podanie obu ww. niepowigzanych ze soba
wzajemnie aktywnych fragmentéw peptydu.

Badania przeprowadzono na 8 uspionych szczurach z nienaruszonym unerwieniem
wagalnym, a otrzymane wyniki poréwnano z grupa zwierzat traktowanych AWL3106.
Podobnie jak we wczesniejszych doswiadczeniach kontrolnie podawano 1,0 ml/kg
rozpuszczalnika, ktéry nie wykazywat wplywu na zaden z rejestrowanych parametrow.

Bezposrenio po dozylnej iniekcji mieszaniny farmakoforéw opioidowego
i tachykininowego w dawce 0,3 pmol/kg obserwowano bezdech. We wznowionym
oddychaniu brak bylo istotnych zmian objgtosci oddechowej w poréwnaniu do jej
zwigkszenia wywolywanego przez AWL3106. Efektom oddechowym, podobnie jak po

podaniu chimery peptydowej, towarzyszyt spadek cisnienia tgtniczego krwi (Ryc. 19).
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Ryc. 19 Wptyw jednoczesnego, dozylnego podania dermorfiny i AWL2077 na oddychanie i krazenie
u szczura

V1 — objetos¢ oddechowa, V — przeptyw powietrza przez drogi oddechowe, BP — ci$nienie tgtnicze krwi,
|Dia — zintegrowany elektromiogram przepony
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Czas trwania bezdechu wywotanego podaniem mieszaniny farmakoforéow (8,2 £ 1,6 s) nie
r6znit si¢ istotnie statystycznie od bezdechu indukowanego przez AWL3106 (5,1 £0,7 s)

(p=0,074) (Ryc. 20).

12.0

10.0 4

czas [s]

AWLI108 DH+HAWLZ0TT

Ryc. 20 Srednia dtugo$¢ bezdechu wywotanego przez AWL3106 oraz sprowokowanego przez jednoczesne
podanie dermorfiny i AWL2077 (D+AWL2077)
Jednoczynnikowa ANOVA nie ujawnita wptywu podawanych zwiazkéw na dtugos¢ bezdechu (p=0,07)

W przeciwienstwie do AWL3106 réwnolegle podanie dermorfiny i AWL2077
(D+AWL2077) nie powodowato wzrostu objgtosci oddechowej. Natomiast zwolnienie
oddychania pojawialo si¢ w obu grupach doswiadczalnych i swoja najwigksza warto$¢
osiggalo w 2 min po iniekcji. Czgstos¢ oddychania zmniejszala si¢ krétkotrwale z
wyjsciowych 93 =4 1/min do 81 =4 1/min (p<0,05). Podobnie jak opisano w rozdziale IV.1
zmiana czgstoSci oddechowej byta spowodowana wydluzeniem czasu wydechu z
0,39 £ 0,02 s do 0,47 £ 0,03 s po 2 min od podania D+AWL2077 (p<0,05). W obu sytuacjach

doswiadczalnych nie zaobserwowano obnizenia wentylacji minutowej (Ryc. 21).
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Ryc. 21 Wptyw AWL3106 oraz jednoczesnego podania dermorfiny i AWL2077 (D+AWL2077) na objgtosé¢
oddechowa (Vr), czgstosé () i wentylacje (Vi)

ANOVA, test Tukey’a; *, x, # — p<0,05; **, xx, ## — p<0,01; ***, xxx, ### — p<0,001; wzgledem odpowiedniej
warto$ci poczatkowej po podaniu AWL3106 (*), D+AWL2077 (x) oraz pomigdzy grupami (#);

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata: brak wptywu rodzaju zwiazku (p=0,3), wptyw badanych peptydéw (p<0,001) oraz
efekt interakcji tych czynnikéw (p=0,036) na V1; wptyw badanych peptydéw(p<0,001) oraz brak wptywu rodzaju zwiazku
(p=0,06) i interakcji tych czynnikéw (p=0,4) na f; wptyw substancji (p<0,001) oraz brak wplywow zwiazanych z rodzajem
substancji (p=0,8) i interakcja ww. czynnikéw (p=0,2) na Vg.
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Wplyw badanych zwiazkéw na warto$¢ ciSnienia krwi przedstawia Ryc. 22.
Hipotensyjne dziatanie badanych substancji obserwowane w obu grupach do$wiadczalnych
wykazuje podobny przebieg. Wplyw AWL3106 na warto§¢ tego parametru opisano
w rozdziale IV.1. Jednoczesna iniekcja dermorfiny i AWL2077 powodowata spadek ci$nienia
tetniczego krwi bezposrednio po podaniu z poczatkowych 106 + 5 mmHg do 67 + 4 mmHg
(p<0,001), po czym nastgpowal krétkotrwaty wzrost do 127 + 8§ mmHg, ktéry znamiennie
roznit si¢ od wartosci MAP w grupie AWL3106 (84 £4 mmHg) (p<0,001). W 2 min od
podania peptydéw $rednie ci$nienie krwi osiggato swoja najnizsza warto$¢ 47 + 2 mmHg, nie

r6zniaca si¢ od indukowanej przez chimerg peptydowa.
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Ryec. 22 Zmiany $redniego ci$nienia tgtniczego krwi wywotane przez AWL3106 oraz po jednoczesnym podaniu
dermorfiny i AWL2077 (D+AWL2077)

ANOVA, test Tukey’a; *, x, # — p<0,05, **, xx, ## — p<0,01, *** xxx, ### — p<0,001 wzgledem odpowiednie;j
warto$ci poczatkowej po podaniu AWL3106 (*), D+AWL2077 (x) oraz pomigdzy grupami (#).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ujawnila wptywy: rodzaju substancji (p=0,01), ich dziatania (p<0,001) oraz interakcje
ww. czynnikow (p<0,001) na MAP.

AWL 3106 nie zmieniat w sposéb istotny rytmu serca, natomiast D+AWL2077 powodowaty
dwufazowa zmiang tego parametru. Bezposrednio po podaniu obserwowano zmniejszenie
liczby uderzen serca z 462 =9 1/min do 346 + 25 1/min (p<0,05), po czym po przejsciowym
powrocie do wartosci wyj$ciowych nastgpowe zwolnienie utrzymywato si¢ od 1 do 10 min po

iniekcji mieszaniny farmakoforéw, co przedstawia Ryc. 23.
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Ryc. 23 Zmiany czgstosci skurczéw serca wywolane przez AWL3106 oraz dermorfing i AWL2077
(D+AWL2077)
ANOVA, test Tukey’a; *, x, # — p<0,05, **, xx, ## — p<0,01, *** xxx, ### — p<0,001 wzgledem odpowiednie;j
warto$ci poczatkowej po podaniu AWL3106 (*), D+AWL2077 (x) oraz pomigdzy grupami (#).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ujawnita wptywy: rodzaju substancji (p=0,002), ich dziatania (p<0,001) oraz interakcjg
ww. czynnikéw (p<0,001) na HR.
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Iv.7 Wptyw bifaliny na wzorzec oddechowo-krazeniowy 1 udzial nerwéw

btednych w obserwowanych reakcjach

Jak wspomniano we wstgpie bifalina zsyntetyzowana w 1982 r. w zespole prof.
Lipkowskiego charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do receptoréw opioidowych p
oraz & (Misicka i wsp., 1997). Mimo Ze jej zdolno$¢ wiazania do receptoréw p jest podobna
do tej, jaka wykazuje morfina, to przejawia znacznie silniejsze dziatanie przeciwbdlowe
(Horan i wsp., 1993; Kosson i wsp., 2005, 2008).

W opisanych ponizej dos$wiadczeniach badano ksztalt wzorca oddechowo-
krazeniowego szczuréw po dozylnym podaniu bifaliny. Dawke peptydu wybrano na
podstawie wstgpnych doswiadczen przeprowadzonych na 8 szczurach, ktérych rezultaty
zebrano w Tabeli 7. Oceniano wplyw bifaliny na czas trwania bezdechu oraz maksymalne
warto$ci objgtosci oddechowej, rytmu serca oraz $redniego ci$nienia t¢tniczego krwi. W
wyborze dawki kierowano si¢ takze powtarzalnos$cia obserwowanych reakcji. Na podstawie
danych zebranych w ponizszej tabeli w dalszych badaniach postanowiono stosowa¢ bifaling w
dawce 0,3 pmol/kg.

Tabela 7. Wplyw dozylnej iniekcji bifaliny na czas trwania bezdechu,Vr, HR i MAP.

Dawka Wspétczynnik wydtuzenia bezdechu Vr HR MAP
[pmol/kg] K Te/ Tk poczatkowe (Min — mMax)
0.1 100 15,0 +4,37 (7,6 —22.4) 1125 90 +7 48 +2
0.3 100 243425 (21,2-29.2) 114+7 84 +8" 46£6
0,6 100 8,2+3,57(0,9-284) 106 +2™ 92 +3" 52437

Vi, HR, MAP przedstawione jako procent wartosci poczatkowej (K). Tg -dlugo$¢ bezdechu,
TE poczakowe — kontrolna dtugos$¢ wydechu, min — max — warto$ci minimalne i maksymalne.
** — p<0,05; * — p=0,1 wzgledem warto$ci poczatkowych; test Wilcoxona

Badania majace na celu ustalenie ksztattu wzorca oddechowego wywolywanego przez
dozylng iniekcje bifaliny oraz okreslenie roli sprzg¢zenia wagalnego w obserwowanej reakcji
przeprowadzono na 8 uspionych szczurach. Badany peptyd rozpuszczano w soli fizjologicznej
i wstrzykiwano do zyty udowej w dawce 0,3 pmol/kg przed oraz po przecigciu nerwow

btednych na szyi z zachowanym 60 min odst¢pem pomigdzy iniekcjami. Stanowi to okres
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regeneracyjny dla uzyskania peilnej odpowiedzi na ponownie podany peptyd (Fong i Potts,
2006). Kontrolne podanie 1,0 ml/kg 0,9% NaCl nie powodowalo zmian parametrow
oddechowo-krazeniowych. Ciaglta  rejestracja  danych  oddechowo-krazeniowych
w wymienionych schematach dos§wiadczalnych trwata 2 min, a dalsza, okresowa obejmowata

czas do 20 min po podaniu peptydu.
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Ryc. 24 Wplyw dozylnego podania bifaliny na oddychanie i ci$nienie tgtnicze krwi szczuréw z zachowanymi
nerwami btednymi (A) oraz wagotomizowanych w odcinku szyjnym (B)

Vr — objetos¢ oddechowa, V — przeplyw powietrza przez drogi oddechowe, BP — cisnienie tgtnicze krwi,
| Dia —zintegrowany elektromiogram przepony

U szczur6w z zachowanym unerwieniem btednym dozylna iniekcja bifaliny
wywotywata bezdech wydechowy o $rednim czasie trwania 13,5 + 1,25 s (Ryc. 24, Ryc. 25).
Wznowione po bezdechu oddychanie charakteryzowalo si¢ zmniejszong czgstoscia oraz
zwigkszona objetoscia oddechowa. Wzrost Vr byt réwnoczesny ze wzrostem amplitudy
elektromiogramu przepony. Zmianom powyzszym towarzyszyl znaczny spadek cis$nienia

tetniczego krwi (BP) (Ryc. 24A).
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Ryc. 25 Sredni czas trwania bezdechu u zwierzat z ciagtoscia unerwienia wagalnego (kolumna lita) oraz
diugo$¢ wydechu u zwierzat wagotomizowanych (kolumna prazkowana)
ANOVA (p<0,001), test Tukey’a, ### — p<0,001; n=8.

W grupie zwierzat poddanych wagotomii bifalina nie powodowata bezdechu i
bradypnoeicznego oddychania, ponadto wyraznie zredukowany zostal wzrost objetosci
oddechowej oraz spadek cisnienia tgtniczego krwi (Ryc. 24B).

Sekcja nerwéw blednych na szyi, podobnie jak w prezentowanych wczesniej
doswiadczeniach, wprowadzala zwigkszenie objgtosci oddechowej =z  wstgpnych
1,62 + 0,09 ml do 2,86 + 0,19 ml (p<0,001), oraz zwolnienie oddychania z 74 =4 1/min do

39 =2 1/min (p<0,001), co ilustruja warto$ci wyjsciowe na wykresach Ryc. 26.
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Rys. 26 Zmiany parametréw oddechowych wywotane iniekcja bifaliny w grupach szczuréw z zachowana (A ;
ciagta linia) i przecigta pgtla wagalna (#; przerywana linia): Vt (objetos¢ oddechowa), f (czgstos¢ oddychania),
Vg (wentylacja minutowa)

ANOVA, test Tukey’a; *, # — p<0,05; ***, ### — p<0,001; * — znamienno$¢ statystyczna wzglgdem wartosci
kontrolnej u zwierzat traktowanych bifaling przed wagotomia szyjna, # — réznice pomigdzy grupami.
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita: wptyw bifaliny (p<0,05) i wagotomii (p<0,001) oraz interakcj¢ tych czynnikéw
(p<0,001) na Vt; wptyw stanu unerwienia (p<0,01), peptydu (p<0,001) oraz interakcj¢ migdzy nimi (p<0,001) na f; brak
wplywu stanu unerwienia (p=0,91), wplyw bifaliny (p<0,001) na Vg oraz brak interakcji migdzy tymi czynnikami (p=0,07).

60



Dozylna iniekcja 0,3 pmol/kg bifaliny u szczuréw z zachowana ciagtoscia nerwow
btednych we wznowionym po bezdechu oddychaniu indukowata wzrost objgtosci oddechowej
z 1,62+0,09 ml do 2,67 £0,27 ml (p<0,001), istotnie rézny od wartosci poczatkowej i
trwajacy przez 2 min obserwacji. Po uptywie 10 min Vt powracata do wartosci kontrolnej

(Ryc. 26).
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Ryc. 27 Czas trwania wydechu po podaniu bifaliny przed i po wagotomii szyjnej (oznaczenia jak na Ryc. 26)
ANOVA, test Tukey’a; * — p<0,05; ***, ### — p<0,001; * - znamienno$¢ statystyczna wzgledem wartosci
kontrolnej u zwierzat traktowanych bifaling przed wagotomia, # — réznice pomigdzy grupami.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita brak efektu stanu unerwienia (p=0,1), efekt bifaliny (p<0,001) na T oraz interakcjg ww.
czynnikéw (p<0,001).

Stymulacja objgtosci oddechowej byla réwnolegta ze zwolnieniem rytmu
oddechowego, ktérego maksymalny spadek do 38 £3 1/min (p<0,001) w 15 s po
iniekcji utrzymywat si¢ przez caly czas obserwacji na obnizonym poziomie, znamiennie
roznym od wartosci poczatkowej (74 £4 1/min) (Ryc. 30). Zwolnienie oddychania
zachodzito kosztem wydluzenia czasu wydechu, zilustrowanym na Ryc. 27.

Bifalina wprowadzata przej$ciowe, krétkotrwate obnizenie wartosci wentylacji
minutowej tuz po bezdechu z poczatkowych 120 £ 11 ml/min do 97 £ 7 ml/min (p<0,001).

Otwarcie petli wagalnej znosilo obserwowane po bifalinie: bezdech, wzrost objgtosci
oddechowej, zwolnienie rytmu oddechowego, jak réwniez zapobiegalo pojawieniu si¢ zmian

wentylacji minutowej (Ryc. 26).
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Ryc. 28 Zmiany $redniego ci$nienia krwi po dozylnym podaniu bifaliny zwierzgtom przed oraz po wagotomii
szyjnej. (oznaczenia jak na Ryc. 26)

ANOVA, test Tukey’a; * — p<0,05; ## — p<0,01; *** ### — p<0,001; * znamiennos$¢ statystyczna wzgledem
warto$ci kontrolnej u zwierzat traktowanych bifaling przed wagotomia szyjna, # — réznice pomigdzy grupami;
Dwuczynnikowa analiza wariancji ujawnita brak efektu zwiazanego ze stanem unerwienia (p=0,99), wptyw dziatania bifaliny
(p<0,001) na MAP oraz interakcjg tych czynnikéw (p<0,001).

Bifalina wywolywata znaczny spadek ci$nienia tgtniczego krwi u zwierzat
z zachowanym unerwieniem wagalnym (Ryc. 28). Reakcja ta rozpoczynata si¢ bezposrednio
po iniekcji peptydu osiagajac w 15 s najnizsza warto$¢ 46 + 3 mmHg (p<0,001), by powrdcié
do kontroli (110 £ 5 mmHg) po 10 min.

Wagotomia szyjna zapobiegala pojawieniu si¢ opisanego powyzej efektu
hipotensyjnego (Ryc. 28).

W grupie zwierzat z nienaruszonymi nerwami biednymi bifalina indukowata
rozpoczynajace si¢ bezposrednio po iniekcji znamienne zwolnienie rytmu serca, ktdrego
najnizsze warto$ci zanotowano 15s po podaniu. Czgstos¢ skurczéw wynosita wéwcezas
317 £ 12 1/min (p<0,001) w porédwnaniu do poczatkowych 432+ 12 1/min, pozostajac
na obnizonym poziomie przez 2 min. Przecigcie nerwéw btednych na szyi zapobiegalo tym

efektom bifaliny (Ryc. 29).
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Ryc. 29 Zmiany rytmu serca po dozylnym podaniu bifaliny zwierzgtom przed oraz po wagotomii Szyjnej

(oznaczenia jak na Ryc. 26)
ANOVA, test Tukey’a; *, # — p<0,05; **, ## — p<0,01; *** #H# — p<0,001; * — znamienno$¢ statystyczna

wzgledem warto$ci kontrolnej u zwierzat traktowanych bifaling przed wagotomia szyjna, # — réznice pomigdzy

grupami.
Dwuczynnikowa analiza wariancji ujawnita wptyw stanu unerwienia (p<0,01), wptyw bifaliny (p<0,001) na HR oraz

interakcje tych czynnikéw (p<0,001)
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IV.8 Rola receptoréw opioidowych p i & w efektach krazeniowo-

oddechowych wywolywanych przez bifaling

W prezentowanych ponizej badaniach okreslano rol¢ obu rodzajéw receptoréw
opioidowych w efektach oddechowo-krazeniowych po systemowym podaniu dienkefaliny.
Do blokady uzyto chlorowodorku naltrindolu — wysoce selektywnego, niepeptydowego
antagonisty receptorow opioidowych 8 oraz chlorowodorku naloksonu — nieselektywnego,
niepeptydowego antagonisty receptoréw opioidowych p, 6 i k. Bifaling, chlorowodorek
naltrindolu oraz chlorowodorek naloksonu rozpuszczano w 0,9% NaCl i wstrzykiwano
dozylnie w objetosci 1,0 ml/kg.

Doswiadczenia przeprowadzono w dwoéch grupach zwierzat: 1) 18 osobnikom na
S min przed wstrzyknigciem badanego peptydu podawano chlorowodorek naltrindolu w
dawkach 2,0 oraz 4,0 mg/kg, 2) 11 osobnikom na 2 min przed iniekcja bifaliny podawano
chlorowodorek naloksonu w dawkach 0,2, 0,4 i 1,0 mg/kg. Wyniki uzyskane w obu seriach
do$wiadczalnych poréwnano z opisana w rozdziale IV.7 grupa kontrolna zwierzat z
zachowana ciagtoscia nerwéw btednych, traktowanych bifalina.

Dawki blokeréw wybrano na podstawie prac Czapli i wsp., 2000 oraz Su i wsp., 1998
oraz wstgpnych doswiadczen, ktérych wyniki zebrano w Tabelach 8 i 9. W wyborze dawek
antagonistow kierowano si¢ zdolnoscia znoszenia opisanych w poprzednim rozdziale
bezdechu oraz najwigkszych zmian pozostatych mierzonych parametréw. Brano wigc pod
uwage okres bezdechu bezposrednio po iniekcji peptydu oraz czas najwigkszych zmian
pozostalych parametrow, tj. 15 s po iniekcji dla objgtosci oddechowej, czgstosci oddychania,
rytmu serca, oraz $redniego ci$nienia tetniczego krwi. Dla poréwnania w ponizszych tabelach

umieszczono dodatkowo dane grupy kontrolnej (bifalina).
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Tabela 8. Dlugo$¢ bezdechu indukowanego bifaling przed oraz po blokadzie receptorow
opioidowych przez nalokson oraz naltrindol

Dawka K [s] Bezdech [s]
[Egﬂjﬁz} 0.3 (n=8) 0,58 + 0,04 13,5125
Nalokson 0,2 (n=1) 0,58 0,5 o
(mg/ke] 0,4 (n=2) 0,67 0,07 0,83 + 0,21###
1,0 (n=8) 0,53 0,05 0,54 + 0,06
naltrindol 2,0 (n=9) 0,55 + 0,04 4,40 + 1,10~ "
[mg/kg] 4,0 (n=9) 0,42 +0,02 0,42 + 0,027+

K - poczatkowy czas trwania wydechu;

ANOVA, post-hoc: test Spjotvolla-Stoline’a i test Tukey’a odpowiednio w grupie zwierzat traktowanych
naloksonem i naltrindolem;

* — p<0,05; ##, ++ — p<0,01; ***, ### — p<0,001; * — wzgledem odpowiedniej wartosci poczatkowej,

# — wzgledem grupy kontrolnej (Bifalina), + — miedzy dawkami naltrindolu.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita efekt blokady receptor6w opioidowych naloksonem (p<0,001), jej wptyw na dziatanie
bifaliny (p<0,01) oraz interakcjg¢ ww. czynnikéw (p<0,001) na dlugos$¢ bezdechu.

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata efekt naltrindolu (p<0,001), jego wptyw na dziatanie bifaliny (p<0,001) oraz
interakcj¢ ww. parametréw (p<0,001) na bezdech.

Dane zebrane w Tabeli 8, wskazuja, iz bezdech indukowany przez bifaling trwajacy
$rednio 13,5 +1,25s znoszony byl przez wszystkie uzyte dawki naloksonu, natomiast
najwigksza skuteczno$¢ w redukcji wywotanych przez bifaling zmian Vr, HR oraz MAP
wykazata dawka 1,0 mg/kg (Tabela 9).

Tabela 9. Wptyw dawek naloksonu i naltrindolu na wywotane bifaling maksymalne zmiany
Vr, f, HR i MAP.

Dawka K Vit F HR MAP
% % % % %

[Egg}}g] 0,3(m=8)| 100 16515  52+4™ 73427 42 +37

Nalokson -2 (=D [ 100 126 57 " 100##1 . 79" #zz#
(mg/ke] 0,4 (n=2) | 100 1059 87+ 17" 102 2% 101 + 1###’x
1,0 n=8) | 100 99 + | 101 + 1" 99 + ] 103 + 1###x
Naltrindol 2,0(n=9) | 100 128 +9 " 55+5"" 862 ™ 76+4" "
[mgkgl  4,0(m=9)| 100 94 2%+ gg g™+t gy 40 g0 4 4 T

K — warto$¢ wyjsciowa mierzonych parametréw wyrazona w procentach;

ANOVA, post-hoc: test Spjotvolla-Stoline’a i test Tukey’a odpowiednio w grupie zwierzat traktowanych
naloksonem i naltrindolem;

* +, x — p<0,05; **, ##, +, xx — p<0,01; ***, ### — p<0,001; * — wzgledem odpowiedniej wartosci poczatkowej,
#-wzgledem grupy kontrolnej (Bifalina), + — migdzy dawkami naltrindolu, x — miedzy dawkami 0,4 mg/kg i
1,0 mg/kg a 0,2 mg/kg naloksonu.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita efekt blokady receptoréw opioidowych naloksonem (p<0,01), jej wptyw na dzialanie
bifaliny (p<0,05) oraz interakcjg ww. czynnikéw (p<0,01) na Vrp; efekt naloksonu (p<0,001) jego wplyw na aktywno$¢
bifaliny (p<0,001) oraz interakcj¢ migdzy tymi czynnikami (p<0,001) na f; efekt naloksonu (p<0,001) jego wptyw na
dziatanie bifaliny (p<0,001) oraz interakcjg czynnikéw (p<0,001) na HR; efekt blokady receptoréw opioidowych naloksonem
(p<0,001), jej wptyw na dziatanie bifaliny (p<0,001) oraz interakcjg tych czynnikéw (p<0,001) na MAP.

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata réwniez efekt dziatania naltrindolu (NTL) (p<0,001), jego wptyw na dziatanie bifaliny
(p<0,001) oraz interakcje ww. parametréw (p<0,001) na Vr; ujawnita efekt NTL (p<0,001), jego wptyw na dziatanie bifaliny
(p<0,001) oraz interakcjg tych czynnikéw (p<0,001) na f; efekt blokady receptoréw 6 (p<0,001), wptyw na dziatanie bifaliny
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(p<0,001) oraz interakcje ww. czynnikéw na HR; oraz efekt naltrindolu (p<0,001) jego wplyw na dziatanie bifaliny
(p<0,001) i interakcj¢ czynnikéw (p<0,001) na MAP.

Zaczerpnig¢ta z pracy Su i wsp. (1998) najnizsza dawka naltrindolu (4,0 mg/kg),
wykazujaca wptyw na maksymalny procentowy efekt przeciwbdlowy (MPE) alfentanilu, w
petni znosita indukowany przez bifaling bezdech, wzrost V1 oraz zwolnienie oddychania, jak
rowniez w istotny sposéb hamowata zwolnienie HR i spadek MAP (Tabela 8 i 9). Nalezy
zauwazyC, ze istniala mozliwo§¢ wysycania przez naltrindol receptoréw opioidowych p
(Verborgh i Meert, 1999), pomimo zZe jego aktywno$¢ wzgledem nich jest trzynastokrotnie
stabsza niz wobec receptoréw 9, a jego powinowactwo do nich jest pigcioipdikrotnie stabsze
od powinowactwa naloksonu (Bonner i wsp., 2000). Stad tez prawdopodobne jest, iz
omawiana ponizej, dwukrotnie mniejsza od stosowanej przez Su i wsp. (1998) dawka
chlorowodorku naltrindolu blokowata receptory opioidowe & przy jednoczesnym niewielkim
wplywie na receptory L.

Kontrolna, dozylna iniekcja antagonisty receptoréw opioidowych & nie wptywala na
wielko§¢ parametrow oddechowych, jednakze we wczesnej fazie odpowiedzi, 30s po
podaniu, obserwowano wzrost $redniego cis$nienia tgtniczego krwi z 91 £ 5 mmHg do
99 + 6 mmHg (ANOVA, Test t z poprawka Bonferroni’ego, p<0,05; n=9).
bifaina
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Ryec. 30 Iniekcja bifaliny u szczura z blokada receptoréw opioidowych & (naltrindol w dawce 4,2 pmol/kg.).
Vr — objetos¢ oddechowa, V — przeptyw powietrza przez drogi oddechowe, BP — ci$nienie tgtnicze krwi,
| Dia — zintegrowany elektromiogram przepony

Ryc. 30 przedstawia efekt dozylnego podania 0,3 pmol/kg bifaliny na tle blokady
receptorow opioidowych o, ktéra redukowala zaréwno depresje¢ oddechowa w postaci

bezdechu jak i spadek ci$nienia krwi.
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U 5 sposrdd 9 szeczuréw traktowanych naltrindolem wystgpowat bezdech o wyraznie
krétszym czasie trwania (4,4 £ 1,1 s; p<0,001) w poréwnaniu do bezdechu obserwowanego w

grupie kontrolnej, utrzymujacego si¢ 13,5 = 1,25 s (Ryc. 31).

i

Ryc. 31 Sredni czas trwania bezdechu indukowanego dozylna iniekcja bifaliny przed (kolumna lita) oraz po
uprzednim podaniu cholorowodorku naltrindolu (NTL, kolumna uko$nie prazkowana) i naloksonu (NLX,
kolumna w pionowe prazki)

ANOVA, test Tukeya dla nieréwnych liczebnosci (Spjotvolla-Stoline’a), ### — p<0,001 wzgledem grupy z
niezablokowanymi receptorami.

Jednoczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw blokady receptoréw opioidowych (p<0,001).

Podobnie jak w grupie kontrolnej, w warunkach blokady receptoréw opioidowych
dozylna iniekcja bifaliny wywotywata wzrost objgtosci oddechowej. Wartos$ci tego parametru
nie réznity si¢ w sposdb istotny pomigdzy opisywanymi grupami do§wiadczalnymi. W czasie
blokady receptoréw 6 najwigkszy wzrost V zanotowano 15 s po iniekcji peptydu, osiagajacy
2,32+ 0,22 ml w poréwnaniu do kontroli 1,81 0,09 ml (p<0,01) i powrdt do wartosci
wyjsciowych po 2 min (Ryc. 32).

Maksymalne zwolnienie oddychania wywotane bifaling w grupie szczuréw z
zablokowanymi receptorami opioidowymi & bylo porownywalne z efektem bifaliny w grupie
kontrolnej (rytm oddechowy obnizal si¢ w tych grupach do$wiadczalnych, odpowiednio: z
80 =3 1/min do 44 +4 1/min (p<0,001) oraz z 74 £4 1/min do 38 =3 1/min (p<0,001)).
Blokada naltrindolem skutkowata znacznie szybszym powrotem tego parametru do wartos$ci
poczatkowych, a istotna réznica pomigdzy grupami byla widoczna juz po 30 s od iniekcji i

utrzymywata si¢ do 10 min obserwacji.
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Bezposrednio po bezdechu wywolanym podaniem bifaliny w obydwu ww. grupach

do$wiadczalnych obserwowano krétkotrwala, o podobnym nasileniu depresj¢ wentylacji

minutowe;.

Vr
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f
[1/min]

VE
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Ryc. 32 Zmiany objgtosci oddechowej (Vr), czgstosci oddychania (f) oraz wentylacji minutowej (V)
wywoltywane przez dozylna iniekcjg bifaliny u zwierzat kontrolnych (bifalina, A; linia ciagla) oraz po
uprzedniej iniekcji naltrindolu (NTL, ¢; linia kropkowana) i naloksonu (NLX, m; linia przerywana)

ANOVA, t-Tukey test; x, # — p<0,05; **, xx — p<0,01; ***, xxx, ###, +++ — p<0,001; * oraz X znamiennos$¢
statystyczna wzgledem odpowiedniej wartosci poczatkowej u zwierzat traktowanych bifaling przed (n=8) oraz
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po blokadzie receptoréw opioidowych cholorowodorkiem naltrindolu (n=9); #, + — réznice pomigdzy grupa
kontrolng a traktowana odpowiednio naltrindolem lub naloksonem.

Dwuczynnikowa ANOVA nie ujawnita wptywu blokady receptorow & (p=0,46), wykazata efekt dziatania bifaliny (p<0,001)
oraz interakcje ww. czynnikéw na Vr; wplyw blokady receptoréw & (p<0,05), efekt dziatania bifaliny (p<0,001) oraz
interakcj¢ tych czynnikéw (p<0,01) na f; ujawnita: brak wptywu blokady (p=0,08), efekt dziatania bifaliny (p<0,001) oraz
interakcj¢ miedzy tymi czynnikami (p<0,001) na Vg.

Dwuczynnikowa ANOVA pokazata wptyw blokady receptoréw opioidowych naloksonem (p<0,02), wpltyw bifaliny
(p<0,001) oraz interakcjg tych czynnikéw (p<0,001) na Vr; wykazata wptyw blokady receptoréw opioidowych naloksonem
(p<0,001), wptyw bifaliny (p<0,001) oraz interakcjg tych czynnikéw (p<0,001) na f; ukazata brak efektu blokady receptoréw
opioidowych naloksonem (p=0,17), wptyw bifaliny (p<0,05) oraz interakcje tych czynnikéw (p<0,01) na Vg.

Dozylna iniekcja naloksonu zapobiegala pojawieniu si¢ zmian parametrow
oddechowych wywolywanych przez bifaling, co obrazuja Ryc. 31, 321 33.

Zmiany czgstosci oddychania zachodzily kosztem wydluzenia czasu wydechu, co
obrazuje Ryc. 33. Zar6wno w kontrolnej grupie zwierzat, jak tez u traktowanych wstgpnie
naltrindolem maksymalng zmiang¢ czasu wydechu obserwowano 15 s po iniekcji bifaliny,

co bylo réwnolegle ze zwolnieniem oddychania, i czasem jego trwania.
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Ryec. 33 Czas trwania wydechu po dozylnej iniekcji bifaliny u zwierzat kontrolnych (oznaczenia jak na Ryc. 32)
ANOVA, t-Tukey test; X, + — p<0,05; xx, ## — p<0,01; *** xxx, ###, +++ — p<0,001; * oraz X znamiennos$¢
statystyczna wzgledem odpowiedniej wartosci poczatkowej u zwierzat traktowanych bifaling przed (n=8) oraz
po blokadzie receptoréw opioidowych cholorowodorkiem naltrindolu (n=9); #, + — réznice pomigdzy grupa
kontrolng a traktowana odpowiednio naltrindolem lub naloksonem.

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata wptyw blokady receptorow & (p<0,05), wptyw bifaliny (p<0,001) oraz interakcjg tych
czynnikéw (p<0,05) na Tg.

Dwuczynnikowa ANOVA wyjawita wpltyw blokady receptoréw opioidowych naloksonem (p<0,001), efekt bifaliny
(p<0,001) oraz interakcjg tych czynnikéw (p<0,001) na Tg.

Bifalina wywotala spadek $redniej wartosci ci$nienia tgtniczego krwi zaréwno w
grupie kontrolnej jak i w warunkach blokady receptoréw opioidowych 6. Blokada istotnie
zmniejszyta maksymalny efekt hipotensyjny (obnizenie MAP z poczatkowych 93 + 4 mmHg

do 70 £5 mmHg (p<0,001)), a wartos¢ ta w spos6b znamienny réznita si¢ od najnizszego
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poziomu MAP obserwowanego w grupie kontrolnej (46 +£3 mmHg; p<0,001). Podobnie

wytaczenie receptorow 6 redukowato okres trwania hipotensji (Ryc. 34).

—&—Bifalina - --«-- NTL —-m — NLX

MAP [mmHg]

o+ ++ +++ ++
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Ryc. 34 Wartosci S$redniego cisnienia tgtniczego krwi po iniekcji bifaliny u zwierzat kontrolnych
(oznaczenia jak na Ryc. 32)

ANOVA, t-Tukey test; *, x, # — p<0,05; *** xxx, ###, +++ — p<0,001; * oraz x znamienno$¢ statystyczna
wzgledem odpowiedniej wartosci poczatkowej u zwierzat traktowanych bifaling przed (n=8) oraz po blokadzie
receptoréw opioidowych cholorowodorkiem naltrindolu (n=9); #, + — réznice pomigdzy grupa kontrolng a
traktowana, odpowiednio naltrindolem lub naloksonem.

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata brak efektu blokady receptoréw & (p=0,58), efekt dziatania bifaliny (p<0,001) oraz
interakcjg tych czynnikéw (p<0,001) na MAP.

Dwuczynnikowa ANOVA wykryta brak efektu blokady receptoréw opioidowych naloksonem (p=0,1), efekt dziatania
bifaliny (p<0,001) oraz interakcje tych czynnikéw (p<0,001) na MAP.

Zwolnienie rytmu serca wywotane bifaling obserwowano w obydwu grupach
doswiadczalnych (Ryc. 35). W grupie zwierzat, ktére wstgpnie traktowano naltrindolem,
wykazywalo ono znacznie tagodniejszy przebieg. Maksymalng zmiang obserwowano 15 s po
podaniu peptydu. W grupie kontrolnej rytm serca obnizat si¢ z 432 + 1/min do 317 £ 1/min
(p<0,001). Zmiana ta wykazywala istotno$¢ przez 2 min od iniekcji bifaliny, natomiast po
blokadzie receptorow 6 HR zmniejszal si¢ z 451 £ 1/min do 388 + 1/min (p<0,001) i po

minucie od iniekcji jego warto$ci nie réznily si¢ w istotny spos6b od poziomu wyjsciowego.
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Ryc. 35 Srednie wartosci czestosci skurczéw serca po iniekcji bifaliny u zwierzat kontrolnych
(oznaczenia jak na Ryc. 32)

ANOVA, t-Tukey test; # — p<0,05; xx, ++ — p<0,01; *** xxx, ###, +++ — p<0,001; * oraz x znamiennos¢
statystyczna wzgledem odpowiedniej wartosci poczatkowej u zwierzat traktowanych bifaling przed (n=8) oraz
po blokadzie receptoréw opioidowych cholorowodorkiem naltrindolu (n=9); #, + — réznice pomigdzy grupa
kontrolna a traktowana, odpowiednio naltrindolem lub naloksonem.

Dwuczynnikowa ANOVA wykryta wptyw blokady receptorow & (p<0,05), wptyw bifaliny (p<0,001) oraz interakcj¢ tych
czynnikéw (p<0,005) na HR.

Dwuczynnikowa ANOVA wyjawita wplyw blokady receptoréw opioidowych naloksonem (p<0,01), wplyw bifaliny
(p<0,001) oraz interakcjg tych czynnikéw na (p<0,001) HR.

Iniekcja naloksonu w dawce 1,0 mg/kg na 2 min przed podaniem bifaliny zapobiegata
wywolywanym przez nig zmianom S$redniego ci$nienia tgtniczego krwi oraz rytmu serca

(Ryc. 34, 35).
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\Y DYSKUSJA

Niebezpieczenstwo depresji oddechowej, jakie niesie ze sobg stosowanie opioidéw w
terapii przeciwbolowej sktania do poszukiwan $rodkéw analgetycznych o ograniczonych
szkodliwych skutkach oddechowych i naczyniowo-sercowych. Efekty oddechowo-
krazeniowe wywolane u znieczulonych szczuréw przez wybrane analogi neuropeptydowe o
dziataniu przeciwbdlowym sa przedmiotem badan przeprowadzonych w niniejszej rozprawie.
Dotycza w gtéwnej mierze dwoch chimer: (i) AWL3106, zlozonej z farmakoforu
opioidowego (dermorfiny) i tachykininowego (fragmentu substancji P) oraz (ii) bifaliny
stanowiacej dimeryczny analog enkefaliny. Jak zaznaczono we wstepie, dermorfina jest
opioidem egzogennym, natomiast bifalina jest pochodng enkefaliny — endogennego peptydu
syntetyzowanego i obecnego w moézgu, uktadzie trawiennym oraz nadnerczach, ktéry pelni
wazna rol¢ w endogennych wlasciwosciach przeciwbdlowych.

Badania prowadzone od szeregu lat na modelu zwierzgcym bélu ostrego wykazaty
wysoki potencjal przeciwbdlowy obydwu analogéw hybrydowych, zaréwno przy podaniu
osrodkowym jak i obwodowym. Bifalina i AWL3106 przechodza barier¢ krew/modzg
(Lipkowski i wsp., 2002; 2004). Transport obu farmakoforow tworzacych AWL3106 ftj.
dermorfiny i fragmentu substancji P poparty jest wynikami odregbnych badan (Freed i wsp.,
2002; Chappa i wsp., 2006; Van Dorpe i wsp., 2010).

Podje¢to zatem prébg oceny wptywu powyzej wymienionych chimer na zmiany wzorca
oddechowego i1 ukladu krazenia pojawiajacych si¢ po podaniu systemowym, w modelu

do$wiadczalnym szczura w narkozie.
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V.1 AWL3106

V.1.1 Zmiany oddechowe

Na wzorzec odpowiedzi oddechowej po iniekcji AWL3106 w zastosowanej dawce
sktadal si¢ bezdech wydechowy, zwigkszenie objetosci oddechowej oraz zwolnienie
oddychania zachodzace poprzez wydiluzenie fazy wydechu. Depresja oddychania byla
stosunkowo krotkotrwala, zamykajaca si¢ w okresie dziesigciu minut, nie powodujaca
obnizenia wentylacji minutowe;j.

Pojawiajacy si¢ bezdech jest odruchowym zahamowaniem napgdu wentylacyjnego, z
zatrzymaniem oddychania w pozycji wydechowej i stanowi forme niestabilno$ci wzorca
oddechowego. Z przeprowadzonych w niniejszej pracy badan wynika, Zze za bezdech
wywotlany iniekcja AWL3106 odpowiedzialny jest farmakofor dermorfinowy (rozdz. IV.4),
bowiem fragment substancji P, bedacy druga domena chimery, nie inicjowal bezdechu
(rozdz. IV.5). Ten efekt dermorfiny jest zgodny z wynikami wcze$niejszych prac opisujacych
bezdech u czuwajacych szczuréw po podaniu do komér moézgu i dozylnym w warunkach
narkozy (Portolano i wsp., 1991; Eager i wsp., 1994). Wedlug ostatnich danych jest on stalym
elementem odpowiedzi indukowanej przez systemowa iniekcj¢ dermorfiny u szczuréw
bedacych w narkozie (Wojciechowski i wsp., 2007). Bezdech wpisuje si¢ w klasyczny
wzorzec depresji oddechowej wywotanej dozylnie podang morfing (Willette i Sapru, 1982c;
Willette i wsp., 1983; Sahibzada i wsp., 2000; Kaczynska i Szereda-Przestaszewska, 2005).
Na podkreslenie zastuguje fakt, Zze blokada receptoréw opioidowych przy uzyciu
chlorowodorku naloksonu zapobiegala pojawieniu si¢ bezdechu indukowanego przez
AWL3106. Badanie skutecznosci blokad efektow dermorfiny w stosowanej dawce
0,3 umol/kg przy uzyciu ww. antagonisty wykazaty, Zze juz jego najnizsza dawka (0,5 mg/kg)
zapobiegata wystapieniu bezdechu, a 2,0 mg/kg byly skuteczne w calkowitym zniesieniu

odpowiedzi oddechowo-krazeniowej (Tab. 2, 3). Chlorowodorek naloksonu jest powszechnie
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stosowany jako remedium w wyprowadzaniu z depresyjnych efektéw przedawkowania
opioidéw u ludzi. W doswiadczeniach na zwierzgtach opisano jego skuteczno$¢ w
odwracaniu pomorfinowego bezdechu u decerebrowanych, czuwajacych, a takze bedacych w
narkozie szczuréw (Willette i Sapru, 1982c; Willette i wsp., 1983; Kaczynska i Szereda-
Przestaszewska, 2005). Odnosi si¢ to tez do efektéw dermorfiny podanej dokomorowo i
podskérnie u nieuspionych szczuréw (Portolano i wsp., 1991; Negri i wsp., 1998), a takze
enkefalin aplikowanych do krazenia ptucnego (Sapru i wsp., 1981b, Willette i Sapru, 1982a;
Willette i wsp., 1982b).

Warunkiem pojawienia si¢ bezdechu w doswiadczeniach tej pracy, jak i
przytoczonych doniesien byto zachowanie aferentacji wagalnej z pluc. Pozostaje problemem
nierozwigzanym, czy odruchowa supresja oddychania jest bezdechem inflacyjnym odruchu
Heringa-Breuera, wywotanego stalym pobudzeniem mechanoreceptoréw plucnych przez
podany do krazenia plucnego opioid (dermorfina), czy pojawiajacy si¢ bezdech jest
pierwszym z triady objawéw chemoodruchu plucnego, wywotanego stymulacja oskrzelowo-
ptucnych widkien C. Wydaje sig, ze odpowiedz wzorca oddechowego obserwowana w
naszych do$wiadczeniach po AWL3106 tj. zwigkszenie objgtosci i zwolnienie rytmu
oddechowego, w odroznieniu od ptytkiego, szybkiego oddychania w chemoodruchu
przemawiaja raczej za aktywacja mechanoreceptoréw ptucnych. Znajduje to potwierdzenie w
wynikach badan zaré6wno neuronéw oddechowych jak i efektoréw obwodowych
wskazujacych, ze opioidy wzmagaja zwolnienie oddychania w odruchu Heringa-Breuera
(Delpierre i wsp., 1995; Lalley, 2006).

W przeciwienstwie do efektéw obwodowego podania innych opioidéw, wywolana
przez AWL3106 stymulacja objetosci oddechowej jawi si¢ jako zjawisko korzystne, poniewaz
przy jednoczesnym zwolnieniu rytmu oddechowego nie doprowadza do zmniejszenia
wentylacji minutowej. Za zwigkszenie objgtosci oddechowej moze by¢ odpowiedzialny

farmakofor dermorfinowy, bowiem wszystkie dawki dermorfiny uzyte w doswiadczeniach
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niniejszej pracy wywotuja wzrost objetosci oddechowej, co ilustruje Tabela 5. Omawiane we
wstepie reakcje oddechowe na iniekcj¢ dermorfiny do komér mézgu u czuwajacych szczuréw
opisywaty pobudzenie obu skladowych wzorca oddechowego: objgtosci i czegstosci
oddychania (Paakari i wsp., 1990, 1993; Melchiorri i Negri, 1996; Negri i wsp., 1998, 2000).
Nieliczne prace dotyczace obwodowego podania dermorfiny dokumentowaly zaréwno
zwigkszenie objgtosci oddechowej (Negri i wsp., 1998), jak i jej depresje (Eager i wsp.,
1994). Wyniki wcze$niej przeprowadzonych badan na szczurach potwierdzaja przyrost
objetosci oddechowej po dozylnym podaniu dermorfiny (Wojciechowski i wsp., 2007).
Testowane w doswiadczeniach tej pracy odpowiedzi oddechowe, bedace efektem
iniekcji AWL3106 tj. zwyzka obje¢tosci oddechowej i zwolnienie rytmu oddechowego w fazie
wznowionej po bezdechu wentylacji, nie poddawaty si¢ blokadzie chlorowodorkiem
naloksonu. Odpowiedzi obu komponent wzorca oddechowego byly przesunigte w czasie a
odpowiedz czgstotliwoSciowa ulegta zredukowaniu. Podobnie niepetng efektywnos¢
naloksonu wykazano przy blokowaniu zwigkszonej objgtosci oddechowej wywotanej przez
hybryd¢ opioidowo-neurotensynowa (Kaczynska i wsp., 2014), jak i przy odwracaniu
antynocyceptywnych skutkéw chimery AWL60, ktérej farmakofor opioidowy byt pochodna
endorfiny a tachykininowy-antagonista substancji P (Lipkowski i wsp., 2006). Réwniez
depresji czgstosci 1 zwigkszenia objetosci oddechowej po dokomorowym podaniu dermorfiny
nie blokowata naloksonazina — antagonista receptoréw L, (Coleman i Miller, 2001).
Rozwazajac po czesci skuteczna blokadg, nalezy wzia¢ pod uwage druga domeng
AWL3106 — fragment substancji P;;;. Jej efekty oddechowe, badane w tej pracy po raz
pierwszy, to poczatkowe obnizenie objgtosci oddechowej z nastgpowym krétkotrwatym jej
zwigkszeniem oraz zwolnienie oddychania. Nie ma danych do$wiadczalnych dotyczacych
tego fragmentu substancji P. Jednakze jego wysokie powinowactwo do receptora NK;
(Lipkowski i wsp., 2006) oraz obserwowane przez nas skutki hipotensyjne skiania¢ moga do

rozpatrywania go jak petnosktadowej substancji P. Udziat tej ostatniej w ksztattowaniu
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wzorca oddechowego nie jest w pelni okreslony. Przytoczone we wstgpie dane jednoznacznie
wskazuja na osrodkowy, pobudzajacy wplyw na objeto$¢ oddechowa (Hedner i wsp., 1981;
Hedner i wsp., 1984; Chen i wsp., 1990). Efekty oddechowe pobudzenia receptoréw ptucnych
przez egzogenng substancje P dokumentuja aktywacje obu sktadowych cyklu oddechowego
mierzonych u krélika (Prabhakar i wsp., 1987). Nie zostat opisany wptyw substancji P na
wzorzec oddechowy, wynikajacy z jej zawartos$ci i1 stymulujacego wptywu na wytadowania z
chemoreceptorow kiebkow szyjnych. Rejestracji aktywnosci dokonywano bowiem u zwierzat
porazonych i sztucznie wentylowanych. Sposréd zwierzat do$wiadczalnych nie ustalono
obecnos$ci mRNA receptoréw NK; w tej strukturze u szczura, aczkolwiek jest ono obecne w
zwoju skalistym (Gauda i wsp., 1996, Gauda i wsp., 1998). W nawiazaniu do przytoczonych
danych, poprzedzone spadkiem zwigkszenie objetosci oddechowej wywolane w naszych
do$wiadczeniach przez fragment substancji P moze by¢ znaczace w indukowanym przez
AWL3106 wzroscie objetosci oddechowej. Do tego zagadnienia powrécimy w dalszej czesci
dyskus;ji.

Wzorzec odpowiedzi oddechowej inicjowany przez AWL3106 w do$wiadczeniach tej
pracy stanowi trudny problem, bowiem odstaje od opisanych dotychczas efektow
wywotywanych przez morfing, peptydy opioidowe i nieopioidowe. W oparciu o
dotychczasowa wiedzg wiadomo jest, ze opioidy o powinowactwie do receptoréw p (w tym
wypadku dermorfina) sa modulatorami o dzialaniu pierwotnie hamujacym czgstosé
aktywnos$ci oddechowej, podczas gdy substancja P klasyfikowana jest jako modulator o
pierwotnie pobudzajacym dziataniu w o$rodkowej sieci nerwowej (Doi i Ramirez, 2008).
Pobudzenie przez AWL3106 receptoréw opioidowych znajdujacych si¢ w zasiggu krazenia
ptucnego skutkowalo zwolnieniem rytmu oddechowego, ktérego warunkiem byla
integralno$¢ nerwéw biednych. Badana przez nas dermorfina w dawce 0,3 pmol/kg,
rownowaznej do dawki farmakofora opioidowego w stosowanym peptydzie AWL3106, nie

zmieniata czgstosci oddychania, natomiast iniekcja substancji P7.;; wprowadzala niewielkie,
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wagozalezne jego zwolnienie. Jak podano we wstepie, widkna aferentne nerwu bigdnego
zawieraja substancj¢ P, natomiast nie ma danych co do obecnosci receptorow NK; (Helke i
Seagard, 2004). Hamujacy efekt opioidéw na uwalnianie substancji P udokumentowano w
osrodkowym uktadzie nerwowym (Barnes, 1992) i mozna przypuszczaé, ze dotyczy on takze
widkien czuciowych nerwu blgdnego w ptucach. W naszych do$wiadczeniach jednoczesna
iniekcja obu substancji pelniacych role poszczegdlnych farmakoforéw chimery AWL3106
prowokowata bezdech i hamowala rytm oddechowy. Nalezy podkreslic, Zze zwiazek
hybrydowy stanowi nowa molekul¢ o odmiennych wtasciwosciach farmakokinetycznych i
farmakodynamicznych w stosunku do farmakoforéw wyjsciowych (Lipkowski i wsp., 2004).
O ile zwolnieniu oddychania wprowadzonemu przez AWL3106 zapobiegata
wagotomia szyjna, to zwigkszenie obje¢tosci oddechowej utrzymywalo si¢ nadal, takze po
deaferentacji zwojow guzkowych. W warunkach zniesienia wagalnego sprzgzenia
objetosciowego, komponenty wzorca oddechowego regulowane sa aktywnos$cia struktur
mostowo-opuszkowych (Sant’Ambrogio i1 Sant’Ambrogio, 1997). Zatem w stymulacji
obje¢tosci oddechowej indukowanej przez badana chimer¢ posredniczy¢ moze pozawagalna
droga dosrodkowa, albo odpowiedzialna za ten efekt jest aktywacja osrodkowych receptoréw
obu domen AWL3106. Przy pierwszej ewentualnosci nalezaloby rozpatrywac aferentacje z
chemoreceptorow ktebkow szyjnych, w ktérej posredniczy nerw zatokowy, zachowany w
naszym uktadzie doswiadczalnym. Sposréd opioidow opisano chemodepresyjny wplyw
egzogennych enkefalin u kota (Kirby i McQueen, 1986). Nie badano efektéw dermorfiny w
ksztattowaniu napedu chemorecepcyjnego. Obserwowane przez nas zmiany oddechowe
indukowane przez fragment substancji P: eliminowane przez wagotomig¢ zwigkszenie
objetosci oddechowej i zwolnienie oddychania odbiegaja zdecydowanie od wzorca klasycznej
odpowiedzi hiperwentylacyjnej, powstalej w wyniku pobudzenia chemoreceptoréw kigbkow
szyjnych (Marshall, 1994). Nie podporzadkowuja si¢ réwniez reakcji hipowentylacyjnej z

depresja obu sktadowych wzorca oddechowego, opisanej u szczuréw z otwarta petla wagalna,
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w odpowiedzi na endogenny neuropeptyd jakim jest somatostatyna (Kaczynska i Szereda-
Przestaszewska, 2010). Niemniej jednak w $wietle wymienionych powyzej danych,
niewykluczone jest, ze stymulacja objetosci oddechowej indukowana przez AWL3106 u
wagotomizowanych szczur6w moze zachodzi¢ za posrednictwem aferentacji z
chemoreceptoréw kigbkow szyjnych.

Przytoczona uprzednio sugesti¢ aktywacji osrodkowych receptoréw opioidowych i
specyficznych dla substancji P receptoréw neurokininowych NK; w intensyfikacji objgtosci
oddechowej moze uzasadnia¢ przenikanie bariery krew/mézg zarowno przez dermorfing, jak i
fragment substancji P;.;;, cytowane na poczatku dyskusji. Opierajac si¢ na wynikach
zawartych w rozdziale IV.4 oraz opublikowanych danych (Wojciechowski i wsp., 2007)
mozna wykluczy¢ zaangazowanie receptorow opioidowych p, ktérych ligandem jest
dermorfina, poniewaz warunek zwigkszenia objgtosci oddechowej stanowila integralnose¢
nerwOw blednych zaréwno w odcinku szyjnym, jak i na drodze nadguzkowe;j.

Unerwienie SP-ergiczne i ekspresja receptoréw neurokininowych NK; w kompleksie
pre-Botzingera neuronéw oddechowych opuszki zapewniaja wymdg prawidlowej czynnos$ci
oddechowej: generacji i stabilizacji rytmu oddechowego. Badania in vifro 1 in vivo tej
struktury wykazaty, bedace wynikiem stymulacji receptoréw NK;, przyspieszenie rytmu
oddechowego, a takze udowodnily, Ze stanowi ona miejsce krytyczne w wywotywanej przez
opioidy depresji rytmu oddechowego (Monteau i wsp., 1996; Gray i wsp., 1999, 2001; Fong i
Potts, 2006; Montandon i wsp., 2011). Nalezy zaznaczyé, ze w cytowanych badaniach
neuropeptydy stosowane byly lokalnie. Z tymi wynikami wiaza si¢ sugestie o mozliwosci
uwalniania endogennej substancji P w kompleksie pre-Bétzingera. Brak jest danych co do
takiego efektu systemowo podanej egzogennej substancji P, a tym bardziej jej nie badanego
fragmentu [7-11] Natomiast wymienione wczes$niej w dyskusji mikroiniekcje osrodkowe
substancji P, szczegdlnie za$ celowana do jadra spoidlowego NTS u szczura jednoznacznie

wykazata stymulacje¢ objgtosci oddechowej i zwolnienie oddychania, w ktdrej posredniczyty
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obecne tam receptory NK; (Mazzone i Geraghty, 2000). W $wietle tych danych, obserwowane
w naszych do$wiadczeniach zwigkszenie objetosci oddechowej w warunkach otwarcia petli
wagalnej, po iniekcji chimery AWL3106, mozna by przypisa¢ efektom o$rodkowym.
Analizowany na poczatku dyskusji bezdech indukowany iniekcja AWL3106 poddawat
si¢ blokadzie chlorowodorkiem naloksonu, ktéra jedynie przesuwata w czasie reakcje wzorca
oddechowego. Zastosowana przez nas jednoczesna blokada receptoréw opioidowych
(nalokson) i receptorow NK; (SR 140333) eliminowata w petni odpowiedz oddechowa na
iniekcje AWL3106 (Ryc. 12). SR 140333 jest selektywnym, niepeptydowym antagonista tych
receptoréw  skutecznie zapobiegajacym zaréwno odpowiedziom wazodepresyjnym
wywotanym przez substancj¢ P, jak i reakcjom bdlowym u szczuréw (Bakhle i wsp., 1999;
Luccarini i wsp., 2003; Fu i wsp., 2007). Zwazywszy, ze SR 140333 nie penetruje bariery
krew/mézg (Rupniak i wsp., 2003), uprzednie rozwazania moga by¢ nadal brane pod uwagg,
jednakowoz blokada receptoréw obwodowych okazata si¢ wystarczajaca dla zapobiezenia

efektom oddechowym i krazeniowym AWL3106.
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V.1.2 Zmiany sercowo-naczyniowe

Poddana badaniom w tej pracy chimera AWL3106, ktérej efekty oddechowe
rozpatrywano powyzej, nie byta pozbawiona niepozadanych skutkéw krazeniowych w postaci
spadku ci$nienia tetniczego krwi. Niedoci$nienie jest swoistym elementem aktywnosci
kazdego ze sktadowych farmakoforéw. Wymienione we wstgpie podstawowe rodziny
endogennych peptydéow opioidowych wykazuja depresyjny wplyw na rytm serca i ci$nienie
tetnicze, bedace skutkiem zahamowania napigcia ukladu sympatycznego i zwigkszenia
napigcia uktadu parasympatycznego (Holaday, 1983).

Indukowany systemowa iniekcja dermorfiny — domeny opioidowej AWL3106 —
spadek ci$nienia t¢tniczego krwi 1 czgstosci skurczéw serca uwarunkowane byly
integralno$cia nerwéw btednych (Ryc. 16) i eliminowane przy uzyciu blokady naloksonem
(Tabela 3, 4). Wyniki nasze, dotyczace samego wzorca odpowiedzi sercowo-naczyniowej sa
zgodne z wcze$niej badanymi efektami obwodowego podania tego peptydu u szczuréw w
narkozie (Portolano i wsp., 1991; Eager i wsp., 1994; Melchiorri i Negri, 1996). Opisany
poprzednio po raz pierwszy udziat sprzezenia wagalnego w modulacji tych zmian, po
zastosowaniu dermorfiny w dawce 0,5 mg/kg (Wojciechowski i wsp., 2007), znalazt
potwierdzenie w obecnych wynikach z uzyciem dawki 0,3 pmol/kg. Oba zastosowane
poziomy wagotomii (szyjna i nadguzkowa) eliminowaty wywotywane przez dermorfing
zwolnienie czynnosci serca i spadek ci$nienia tetniczego krwi, wskazujac, ze jest to odruch
wagalny, wtasciwy takze dla zmian sercowo-naczyniowych indukowanych przez analogi
enkefalinowe (Randich i wsp., 1993) i relacjonowany w przytaczanych wielokrotnie pracach
Willette i Sapru.

Obserwowana przez nas u zwierzat wagotomizowanych po iniekcji dermorfiny
poczatkowa, krdtkotrwata zwyzka ci$nienia tgtniczego i spadek w 20 min. rejestracji
(Ryc. 16A) jest analogiczna do efektu presyjnego morfiny u szczuréw poddanych wagotomii

(Randich i wsp.; 1991) i mogta pojawia¢ si¢ w wyniku pobudzenia uktadu sympatycznego.
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Druga domena chimery, fragment substancji P7.1; (AWL 2077) wplywata depresyjnie
na rytm serca i ci$nienie tgtnicze krwi. Zwolnienie czynno$ci serca byto pochodzenia
wagalnego, bowiem znosita je wagotomia szyjna (Ryc. 18 A). Wynikato to prawdopodobnie z
pobudzenia receptoréw sercowych, z ktérych prowadza widkna aferentne nerwu btgdnego,
zawierajace substancj¢ P (Otsuka i Yoshioka, 1993). Jak wykazano, pobudzenie receptoréw
lewej polowy serca u myszy wywotywato sercowy odruch wagalny w postaci bradykardii,
ostabiany miejscowa blokada receptoréw NKj, jak i blokade transmisji sercowych aferentow
wagalnych w NTS (Paton, 1998). Opisane u szczuréw mikroiniekcje substancji P do NTS
obnizaly rytm serca i wywotywaty spadek cisnienia t¢tniczego krwi. Bradykardia znoszona
byla przez wagotomig, ktéra nie zapobiegata jednak depresji naczyniowej, podobnie jak
blokada receptoréw NK; (Feldman, 1995). Spadek ci$nienia wywolany w naszych
do$wiadczeniach przez AWL 2077 byl niezalezny od drég wagalnych (Ryc. 18B).

Obnizenie cis$nienia tg¢tniczego krwi wprowadzane przez analog hybrydowy AWL3106
osiggalo podobny, nie rdézniacy si¢ istotnie stopien spadku, zaréwno u zwierzat
nieuszkodzonych, jak i wagotomizowanych ponizej i powyzej zwojow guzkowych (Ryc. 6,
Tabela 2). Eliminacja nerwéw btednych skutkowata opdznieniem pojawiania si¢ reakcji
hipotensyjnej w odpowiedzi na iniekcj¢ AWL3106 i skracata czas jej trwania. Zatem w
obserwowanej odpowiedzi depresyjnej sprz¢zenie wagalne zdaje si¢ peini¢ jedynie rolg
transmisyjna. Ponadto w reakcji na AWL3106 nie obserwowano, jak w przypadku
dermorfiny, wagalnego zwolnienia czynnosci serca, ani skutecznosci blokady receptoréw
opioidowych naloksonem w zapobieganiu spadkowi ci$nienia tgtniczego krwi (Ryc. 11).
Pojawieniu si¢ opisywanej hipotensji zapobiegalo jednoczesne zastosowanie naloksonu i
niepeptydowego antagonisty receptoréw NK; SR 140333 (Ryc. 13). Skuteczno$¢ tego
zwigzku w blokowaniu efektéw hipotensyjnych substancji P potwierdzaja do$wiadczenia
przeprowadzone na szczurach i $winkach morskich (Bakhle i wsp., 1999; Belluci i wsp.,

2002; Fu i wsp., 2007).
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Badana przez nas chimera AWL3106 wykazywala jednoznaczny wplyw na
oddychanie o wyraznej komponencie odruchowej z udzialem aferentacji wagalnej. Pozostaje
jednak kwestia dalszych ustalen w jakiej mierze jej wlasciwos$ci wynikaja z wzajemnych
powiazan farmakoforéw oraz czy fragment substancji P7.;; nalezy rozpatrywaé¢ w konteks$cie
efektow wywieranych przez ten peptyd.

Prezentowane wyniki sugeruja, ze indukowana przez ten analog hybrydowy hipotensja

wynika z interakcji obydwu systeméw receptorowych.
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V.2 Bifalina

V.21 Zmiany oddechowe

Efektami dozylnej iniekcji bifaliny u us$pionych szczuréw z nienaruszonym
unerwieniem wagalnym, byly: bezdech z nastgpowym zwolnieniem rytmu oddechowego,
skojarzonym ze zwigkszona objgtoscia, krotkotrwale obnizenie wentylacji minutowej oraz
znaczny spadek ci$nienia tetniczego krwi i zwolnienie rytmu serca.

Powyzszy wzorzec oddechowy wystepujacy po bezdechu réznit si¢ od odpowiedzi
opisanej przez Kamei i Kasuya (1988), jedynego doniesienia traktujacego o skutkach bifaliny
wstrzyknigtej szczurom dootrzewnowo. Obnizenie objetosci oddechowej oraz zwolnienie
oddychania nie byly poprzedzane przez bezdech. Za tg¢ réznicg w stosunku do naszych
wynikéw najprawdopodobniej odpowiedzialna jest droga podania, wysoka dawka oraz czas
rozpoczgeia obserwacji (15 min). Dozylnie zastosowane DAMGO (analog enkefaliny)
inicjowalo pojawienie si¢ bezdechu u szczuréw (Czapla i wsp., 2000). W warunkach
decerebracji u tego gatunku iniekcja analogéw enkefalinowych do prawego przedsionka
prowokowata bezdech, ktory zapoczatkowywal odpowiedz o odmiennym, szybkim i plytkim
oddychaniu (Sapru i wsp., 1981b; Willette i Sapru, 1982a; Willette i wsp., 1982b; Willette i
wsp., 1983). To rézne od obserwowanego w naszych doswiadczeniach zachowanie si¢ wzorca
oddechowego wynikato z zastosowania decerebracji, eliminujacej uzycie narkozy. Uwaza sig,
ze znieczulenie ogélne zwierzat doswiadczalnych odwraca pobudzajace odpowiedzi
opioidowe na depresyjne (Santiago i Edelman, 1985).

Obecno$¢ bezdechu wywolanego dozylna iniekcja bifaliny znajduje potwierdzenie
w doniesieniach o takim efekcie obwodowego podania czuwajacym i u$pionym szczurom
innych agonistéw receptoréw opioidowych p takich jak: morfina czy dermorfina (Willette
i Sapru, 1982a; Willette i wsp., 1982c; Sahibzada i wsp., 2000; Kaczynska i Szereda-

Przestaszewska, 2005; Wojciechowski i wsp. 2007). Nie zaobserwowano jednak, aby
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osrodkowe mikroiniekcje ligandéw enkefalinergicznych skutkowaty pojawieniem si¢ tego
odruchu (Hassen i wsp., 1982; Pazos i Florez, 1983; Rabkin 1991a, b; Chen i wsp., 1996).

O ile zwolnienie rytmu oddechowego wywotane bifaling jest zgodne z depresyjnym

wpltywem peptydéow opioidowych na oddychanie, to obserwowany po bezdechu wzrost
objetosci oddechowej nie znajduje potwierdzenia w danych literaturowych dotyczacych
udziatu ligandéw enkefalinergicznych w zwigkszaniu objgtosci oddechowej. Opisany zostal
natomiast taki efekt dziatania dozylnie podanych agonistéw receptorow opioidowych
dermorfiny i jej pochodnej — Lys’-dermorfiny (Negri i wsp., 1998; Wojciechowski i wsp.,
2007).
Obserwowany przez nas wzrost objetosci oddechowej moze zachodzi¢ na skutek pobudzenia,
odpowiadajacych za wywotanie hiperwentylacji, szybkoadaptujacych si¢ receptoréw
ptucnych (RAR) (Sant’Amborgio i Widdicombe, 2001). Jednakze obserwowany wzorzec
oddechowy obejmuje tylko jeden z elementéw hiperwentylacji — zwigkszona objgtos$¢
oddechowa, co moze by¢ efektem hamujacego wptywu opioidéw na aktywacje zakonczen
czuciowych nerwu bl¢dnego w plucach. Na taka mozliwo$¢ wskazuje takze przejsciowe
obnizenie wentylacji minutowej, ktére bylo przede wszystkim skutkiem zwolnienia rytmu
oddechowego.

Warunkiem pojawienia si¢ efektéw oddechowych bifaliny byta integralnosc¢
sprz¢zenia wagalnego z pluc. Posredniczy ono w przekazie pobudzenia przez bifaling
receptoréw opioidowych zlokalizowanych na zakonczeniach nerwu btednego w ptucach. Jest
to zgodne z uprzednio opublikowanymi danymi odno$nie komponenty odruchowej w
odpowiedziach oddechowych wywolanych przez analogi enkefalinowe (Sapru i wsp., 1981b;
Willette i Sapru, 1982a; Willette i wsp., 1982b; Willette i wsp., 1983).

Nalokson, bedacy antagonista wszystkich trzech typéw receptoréw opioidowych
skutecznie blokowal efekty bifaliny (rozdz. IV.8). Jak nadmieniono we wstgpie, silne

przeciwbolowe dziatanie bifaliny zwiazane jest z jednoczesnym pobudzeniem receptorow
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opioidowych p i 0. Wedtug Morin-Surun i wspdtpracownikéw (1984), objetos¢ oraz czgstose
oddychania kontrolowana jest przez, odpowiednio, receptory p oraz o.
Przeprowadzone przez nas badania nad udzialem obu typéw receptorow w odpowiedzi
wzorca oddechowego na bifaling potwierdzily, ze stymulacja objgto$ci oddechowej zachodzi
gtéwnie przy udziale receptoréw p, bowiem jej przyrost nie zmienial swojej wielkosci w
warunkach blokady receptoréw o przy uzyciu ich selektywnego blokera — naltrindolu. Ta za$
wyraznie redukowala czas trwania bezdechu wywolanego przez bifaling, skracata okres
spowolnionego oddychania oraz wydtuzyta nieznacznie obnizenie wentylacji minutowe;.
Przytoczone dane wskazuja, Zze wzrost objetosci oddechowej zwiazany byl przede
wszystkim z pobudzeniem receptoréw L, co zaobserwowano réwniez po dozylnej iniekcji
wspomnianych powyzej innych agonistéow receptorow opioidowych p, dermorfiny oraz jej
pochodnej — Lys7—derm0rfiny (Negri 1 wsp., 1998; Wojciechowski i wsp. 2007). Wyniki
naszych do$wiadczen sugeruja, ze aktywno$¢ receptoréw o6 moduluje hamujacy wplyw
bifaliny na czg¢sto$¢ oddychania. Istnieja dane wskazujace, ze aktywacja tych receptorow w
neuronach oddechowych pnia mézgu nie wykazuje wpltywu na rytm oddechowy (Lonergan
i wsp., 2003). Nalezy jednak wzia¢ pod uwage wzajemne interakcje migdzy receptorami pi &
(oméwione w rozdz. IV.8), w tym zdolnos$¢ naltrindolu do odwracania depresji oddechowe;j
wywolanej agonistami receptorOw [, opisanej u nieuspionych szczuréw (Su i wsp., 1998;
Verborgh i Meert, 1999). Przytoczone informacje wskazuja, ze pobudzenie receptoréw 9o,
oprécz intensyfikacji dziatania przeciwb6lowego (Ananthan, 2006), moze takze wzmacniaé

depresyjny wptyw pobudzenia receptoréw p na oddychanie.
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V.22 Zmiany sercowo-naczyniowe

Silne dziatanie obwodowo podawanych peptydéw opioidowych na cis$nienie krwi
irytm serca wskazuje na ich role w centralnej i obwodowej kontroli krazenia. Skutkiem
dozylnej iniekcji bifaliny byto zwolnienie rytmu serca oraz dlugotrwate obnizenie ci$nienia
tetniczego krwi. Podobny wzorzec reakcji krazeniowych zaobserwowano po obwodowym
podaniu u$pionym szczurom endomorfiny-1, endomorfiny-2 oraz DAMGO (Kwok i Dun,
1998; Czapla i wsp., 1998; 2000), a takze opisano skutki endomorfin w postaci obnizenia
pojemnos$ci wyrzutowej serca i obwodowego oporu naczyniowego (Chapman i wsp., 1997).

Zwolnienie akcji serca i spadek ci$nienia t¢tniczego krwi wywotane przez bifaling
zachodzily poprzez stymulacj¢ aferentnych widkien nerwowych zaopatrujacych obszar ptuc
i serca. Redukcja skurczow serca mogtla by¢ nastgpstwem wspomnianego wyzej zmniejszenia
pojemnosci wyrzutowej lub tez efektem stymulacji baroreceptoréw, prowadzacymi do
niedoci$nienia. Obu efektom krazeniowym bifaliny zapobiegala blokada receptorow
opioidowych naloksonem, jak réwniez przecigcie nerwdw bl¢dnych na szyi eliminujace
przekaz informacji z obszaru krazenia plucnego. Znajduje to potwierdzenie w wielu
wczesniejszych pracach badajacych skutki krazeniowe analogéw enkefalinowych i endorfin,
zarOwno u czuwajacych jak i bedacych w narkozie szczuréw (Sapru i wsp., 1981b; Willette i
Sapru, 1982a; Willette i wsp., 1982b; Willette i wsp., 1983; Czapla i wsp., 1998, 2000). Précz
wspomnianych powyzej prac Willette i Sapru, ktére w catej rozciagtosci potwierdzaja istotny
udziat aferentacji wagalnej w obserwowanych reakcjach, wyniki Kwok i Dun’a (1998)
dodatkowo weryfikowaty efekty sercowe endomorfin. Natomiast zachowana po wagotomii
szyjnej droga przekazu sygnalu z obwodowych baroreceptorow do NTS poprzez nerw
zatokowy i aortalny oraz zwoje skalisty i dolny nerwu bigdnego wydaje si¢ nie odgrywaé
istotnej roli w efektach krazeniowych bifaliny, co mogtoby potwierdza¢ uprzednio

sugerowane po-opioidowe ostabienie odruchu z baroreceptoréw (Punnen i wsp., 1984).
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Badane przez nas zmiany parametréw sercowo-naczyniowych indukowane bifaling
przebiegaly z udzialem receptoréw opioidowych 6, na co wskazywalo znaczne ostabienie
nagtego spadku cis$nienia tgtniczego krwi oraz istotne zmniejszenie zwolnienia rytmu serca
obserwowane po ich zablokowaniu (Ryc. 38, 39).

Dane dotyczace wptywu pobudzenia receptoréw opioidowych & na parametry
sercowo-krazeniowe nie sa jednak jednoznaczne. Obwodowe podanie ligandéw tych
receptoréw czuwajacym szczurom nie zmieniato warto§ci MAP i HR (Sezen i wsp., 1998),
jednak uspione zwierzeta reagowaty spadkiem ci$nienia (Sorrentino i wsp., 2001). Hipotensje
obserwowano réwniez w wyniku pobudzenia wszystkich trzech typéw receptoréw
opioidowych (van den Brink i wsp., 2003). Stad tez kluczowa rolg¢ w regulacji odpowiedzi
zaréwno oddechowej jak i krazeniowej na ligandy opioidowe moze odgrywaé zdolno$é¢
receptoréow opioidowych & do tworzenia heterodimeréw zaréwno z receptorami p jak i K,
(Jordan i wsp., 2000, Rozenfeld i Devi, 2007).

Receptory opioidowe, jak wigkszo$¢ receptoréw neuropeptydowych 1 nie-
peptydowych, zwiazane sa z biatkami G. Ich interakcje moga zaréwno potggowac, jak tez
hamowa¢ stymulujace dziatania specyficznych ligandéw dla roznych receptoréw. Wykazano,
m. in., ze peptydy opioidowe moga blokowac aktywnos$¢ receptoréw P-adrenergicznych w
sercu (Pepe iwsp., 2004) ale tez wzmacnia¢ dzialanie przeciwbdlowe receptoréw Aj-
adenozynowych i ap-adrenergicznych (Aly i Levine, 1997). Istotne znaczenie ma takze udziat
w tych reakcjach wyzwalanych opioidow endogennych. Prowadzi to do wniosku, ze
obserwowana reakcja jest wypadkowa dzialania poszczegdlnych ligandéw i interakcji

stymulowanych jednocze$nie receptorow.
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VI

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Badane po raz pierwszy konsekwencje oddechowe i krazeniowe systemowych iniekcji

dwoéch

zsyntetyzowanych w naszym Instytucie peptydow o silnym dziataniu

przeciwbdlowym wykazaty:

1.

Przejsciowe zahamowanie oddychania w formie bezdechu wydechowego, za
ktéry odpowiedzialne sa receptory opioidowe [ i 3, a posredniczy w nim
droga wagalna.

Nastgpowe zwolnienie rytmu oddechowego ( rec. p i 8) przy zachowanej
integralno$ci nerwéw btednych.

Przyrost objetosci oddechowej zwiazany z aferentacja wagalng (bifalina)
i odbywajacy si¢ poza nia (AWL3106).

Zachowanie niezmienionej wentylacji minutowej (AWL3106) i jej
przej$ciowe obnizenie (bifalina).

Wagozalezny spadek cis$nienia tetniczego krwi i rytmu serca (bifalina).
Przedluzajaca si¢ hipotensja autonomiczna w stosunku do sprzg¢zenia
wagalnego, indukowana  pobudzeniem obwodowych  receptoréw

tachykininowych NK .

Powyzsze wyniki nasuwaja nastgpujace wnioski:

1.

Efekty oddechowe generowane przez obie chimery, opisane po raz pierwszy
w tej rozprawie, prezentowaly analogiczny (jednakowy) wzorzec
odpowiedzi, o znaczacej aktywno$ci skladowej objgtosciowej, odsuwajacy
niebezpieczenstwo depresji oddechowe;.

W mechanizmie tego zjawiska posredniczytlo, w przypadku bifaliny,
kluczowe w obwodowej regulacji oddychania sprzezenie wagalne z ptuc,
natomiast poza nim przebiegala aktywacja komponenty objetosciowe;j

indukowana przez AWL3106.
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Istotny problem stanowit spadek cisnienia tgtniczego krwi, ktéry
wprowadzany przez farmakofory opioidowe byt skutkiem wagalnego
odruchu z baroreceptoréw, podczas gdy udzialem domeny tachykininowej
byta aktywacja receptorow NK;, prowadzaca do rozszerzenia toza

naczyniowego.
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Streszczenie

Rytmiczne oddychanie, niezb¢dne do zycia wszystkich kregowcow, generowane jest
przez osrodki oddechowe zlokalizowane w pniu mézgu i ksztaltowane przez informacje
doptywajace z chemo- i mechanoreceptoréw plucnych.

Receptory opioidowe i tachykininowe oraz ich ligandy biora udziat w regulacji
oddychania i przewodzeniu sygnaléw bélowych. Obydwa te systemy wykazuja
przeciwstawne dzialanie na ksztaltowanie wzorca oddechowego. Podstawowa funkcja
opioidéw oraz substancji P (SP) — agonisty receptoréw tachykininowych NK; — jest,
odpowiednio hamowanie i pobudzanie generatora  rytmu oddechowego. Masowe
rozmieszczenie w organizmie wspomnianych receptoréw oraz ich kolokalizacja w tych
samych strukturach umozliwia ich wzajemna interakcjg. Istnieja dane wskazujace, ze opioidy
wywieraja hamujacy wplyw na uwalnianie substancji P zaré6wno w os$rodkowym uktadzie
nerwowym, jak i w czuciowym unerwieniu drég oddechowych. Dowiedziono takze, ze
niewielkie dawki SP, nie wykazujace dziatania nocyceptywnego poteguja przeciwbdlowe
dziatanie morfiny. Stad tez mozna przypuszczaé, ze jednoczesna aktywacja ukladu
opioidowego i tachykininowego moze minimalizowa¢ depresj¢ oddychania bedaca gtéwnym
mankamentem stosowania analgetykéw opioidowych.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie efektéw oddechowych 1 sercowo-
naczyniowych wybranych analogéw neuropeptydowych o dziataniu przeciwbdlowym.
Zadanie to obejmowato:

» ustalenie ksztattu wzorca oddechowego inicjowanego systemowa iniekcja badanych
chimer peptydowych, z uwzglgdnieniem jego komponent: czasowej i objgtosciowej;

» okreslenie typu zmian parametrOw sercowo-naczyniowych;

» zbadanie wplywu odcigcia drég dosrodkowych nerwu blednego, wspdlnego

obwodowego ogniwa kontroli napedu oddechowo-sercowego, na reakcje indukowane

przez peptydy;
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» oceng stopnia udzialu receptorow opioidowych i tachykininowych NK; w
obserwowanych odpowiedziach.

Przedmiotem badan byly: (i) AWL3106 — chimera peptydowa zbudowana z dwdéch
farmakoforéw bedacych agonistami: receptorow opioidowych (dermorfiny) oraz
tachykininowych NK; (substancji P;.;;) oraz (ii) bifalina — peptyd zlozony z dwdch
aktywnych fragmentéw enkefaliny. Do$wiadczenia przeprowadzono na szczurach stada
Wistar, spontanicznie oddychajacych, w narkozie uretanowo-chloralozowe;j.

Jednoczesna aktywacja receptoréw opioidowych p oraz tachykininowych NK; przez
dozylne podanie chimery peptydowej AWL3106 wywotywata bezdech, a wznowione po nim
oddychanie charakteryzowato si¢ zmniejszona czestoscia (f) i zwigkszona objetoscia (V).
Zmianom tym towarzyszyl spadek cisnienia tgtniczego krwi.

Bezdech oraz zwolnienie oddychania indukowane przez AWL3106 zalezne bylo od
zachowane]j aferentacji w nerwie blednym natomiast wzrost Vr oraz spadek cis$nienia
tetniczego krwi zachodzity poza jej udziatem.

Blokady receptoréw opioidowych naloksonem 1 tachykininowych NK; za pomoca
nieprzechodzacego przez barier¢ krew/mézg SR140333 wykazaty, ze obecno$¢ bezdechu byta
wynikiem pobudzenia receptoréw opioidowych p nerwu blednego, za§ wzrost objetosci
oddechowej stanowit prawdopodobnie efekt wypadkowy aktywacji receptorow opioidowych
w obrebie krazenia ptucnego oraz receptoréw tachykininowych NK; takze poza obszarem
unerwianym przez nerw blgdny.

Spadek cisnienia tgtniczego krwi byt rezultatem zaréwno pobudzenia obwodowych
receptoréw opioidowych zlokalizowanych w plucach jak i tachykininowych NK;, obecnych w
$rédbtonku naczyn krwiono$nych.

Dermorfina — farmakofor opioidowy peptydu AWL3106 — podana obwodowo w
matych dawkach dziatata pobudzajaco, natomiast jej wigksze dawki wykazywaty depresyjny

wplyw na czasowa sktadowa wzorca oddechowego.
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Dosrodkowa droge dla obserwowanych po iniekcji dermorfiny zmian: bezdechu, wzrostu
obje¢tosci oddechowej, zwolnieniu rytmu serca, a takze spadku ci$nienia tgtniczego krwi
stanowil nerw btedny. Wymienione efekty iniekcji tego heptapeptydu zalezaty od pobudzenia
receptoréw opioidowych w obszarze kontrolowanym przez nerw btedny.

Tachykininowy komponent chimery AWL3106 — AWL2077, podany dozylnie
powodowal zalezne od aferentacji wagalnej: wzrost objgtosci oddechowej, zwolnienie
oddychania i akcji serca, oraz zachodzace poza kontrola nerwu blednego: poczatkowe,
prowadzace do depresji wentylacji, obnizenie objg¢tosci oddechowej oraz spadek ci$nienia
tetniczego krwi.

Natomiast jednoczesne podanie wchodzacych w sklad AWL3106 agonistow
receptoréw opioidowych p i tachykninowych NK;, odpowiednio dermorfiny i AWL2077, w
mniejszym stopniu niz badana chimera wptywato na czasowa sktadowa wzorca oddechowego
bez zmian objgtosci oddechowej. Indukowane przez mieszaning ww. agonistéw zmiany
ci$nienia tetniczego krwi, obejmujace przejSciowa hipotensj¢ z nastgpowym krétkotrwatym
wzrostem cis$nienia krwi powyzej wartosci poczatkowej oraz ponowny, maksymalny spadek
warto$ci. Sekwencja tych zmian byta podobna do odpowiedzi obserwowanej po AWL2077.
Zwolnienie rytmu serca prezentowato dwufazowy charakter: bezposrednie, krotkotrwate
obnizenie czgstosci z nastgpowym powrotem tego parametru do wartosci poczatkowej, po
czym rytm serca ponownie zwalniat osiagajac poziom wyjsciowy przed koncem obserwacji.

Dozylna iniekcja bifaliny wywotywata depresj¢ oddechowa obejmujaca bezdech, a
wznowione po nim oddychanie charakteryzowato si¢ przejsciowym zmniejszeniem wentylacji
minutowej, zmniejszona czgstos$cia oraz zwigkszona objetoscia oddechowa. Zmianom tym
towarzyszyl znaczny spadek ci$nienia t¢tniczego krwi oraz zwolnienie rytmu serca. Powyzsze
efekty zalezne byly od zachowanej aferentacji wagalne;j.

Aktywacja receptorow O przez bifaling nie wykazywata istotnego wptywu na odpowiedz

obje¢tosciowa wzorca oddechowego, uczestniczyta jednak w poglebianiu depresji rytmu
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oddechowego poprzez nasilenie czasu trwania bezdechow i wydtuzenie czasu wydechu, oraz

nasilata spadek ci$nienia t¢tniczego krwi i zwolnienie rytmu serca.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze:

>

>

Bezdech byt skutkiem pobudzenia receptoréw opioidowych .

Stymulacja receptoréw opioidowych & przez bifaling nasilata depresj¢ czasowej
sktadowej wzorca oddechowego.

Warunkiem pojawienia si¢ bezdechu, zwolnienia rytmu oddechowego, wzrostu
objetosci oddechowej, jak réwniez spadku ci$nienia tgtniczego krwi — efektéw
indukowanych agonistami receptoréw opioidowych p — byta zachowana aferentacja
wagalna z ptuc.

Pobudzenie receptoréw opioidowych p i tachykininowych NK; przez peptyd
hybrydowy AWL3106 prowadzito do wzrostu objgtosci oddechowej, jednak efekt ten
nie byt obserwowany po jednoczesnym pobudzeniu tych receptoréw przez substancje
pelniace role poszczegdlnych farmakoforéw.

Zwigkszenie objgtosci oddechowej indukowane przez AWL3106 obecne po przecigciu
nerwow blednych powyzej zwojow guzkowych mozna przypisa¢ efektom pobudzenia
receptoréw tachykininowych NK; zlokalizowanych w nerwie zatokowym.

Spadek cis$nienia krwi obserwowany po podaniu AWL3106 byl efektem przede

wszystkim obwodowego dziatania tego peptydu.

Reakcje indukowane przez zwiazki hybrydowe dzialajace na dwie odmienne grupy

receptorOw nie stanowig prostego sumarycznego dziatania wynikajacego z aktywnoSci

poszczegdlnych substancji wchodzacych w ich skiad, sa li tylko efektem dzialania nowej

molekuly charakteryzujacej si¢ odmiennymi wlasciwosciami farmakokinetycznymi

i farmakodynamicznymi. Wptyw na koncowy efekt moze mie¢ réwniez szereg dyskretnych
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interakcji zachodzacych migdzy funkcjonowaniem poszczegdlnych receptoréw oraz szlakéw
przekazywania sygnalu, tak migdzy- lub wewnatrzkomérkowego jak i do odpowiednich

struktur nerwowych zawiadujacych poszczegdlnymi funkcjami.
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Abstract

The rhythmicity of breathing is vital for all vertebrates. It is generated within the
neuronal networks of respiratory groups located in the medulla and pons and modulated by
the information from chemo- and lung mechanoreceptors.

Both opioid and tachykinin receptors and their ligands are engaged in the regulation of
breathing and in the transmission of nociceptive stimuli. They also present adverse effects on
the generation of respiratory pattern: suppressed by the action of opioids and stimulated by
substance P (SP). Ubiquitous presence and co-localisation of both kinds of receptors within
the same neural structures leads to their subtle interaction. Opioids are known to suppress the
release of SP in the central nervous system and pulmonary sensory neurons. It has also been
shown that sub-active doses of SP stimulate the antinociceptive action of morphine. Therefore
it might be assumed that concurrent stimulation of opioid and tachykinin receptors may
minimise the depression of ventilation which is the main side effect of opioid analgetics.

The purpose of this study was to describe cardio-respiratory effects of antinociceptive
neuropeptide analogs which involved:

> delineation of respiratory pattern after systemic injection of chimeric peptides

(timing and volume components);

> defining the type of evoked cardiovascular changes;

> describing the share of vagal afferent pathways in the effects induced by

peptide analogs;

> estimating the contribution of p-opioid and tachykinin NK; receptors in

cardiorespiratory responses.

Peptides used in the research were: (i) AWL3106 — a chimeric peptide comprising two
pharmacophores — dermorphin and substance P;;; which are agonists of p-opioid and
tachykin NK; receptors, respectively and (ii) biphalin — a dimer of enkephalin with high

affinity to p- and d-opioid receptors. All the peptides were synthesised in the Department of
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Neuropeptides of our Institute. Anaesthetised spontaneously breathing Wistar rats were used
in the experiments. Respiratory (tidal volume (Vr), respiratory frequency (f), expiratory time
(Tg)) and cardiovascular (blood pressure (BP), heart rate (HR)) parameters were registered
after injection of peptides in the intact rats, following section of the vagi at the midcervical
and supra-nodose levels and after opioid and/or tachykinin receptors blockade.

Simultaneous activation of p-opioid and tachykinin NK; receptors by an intravenous
injection of AWL3106 evoked apnoea. Breathing that followed was of increased tidal volume
and decreased frequency. The respiratory changes were accompanied by the fall in mean
arterial blood pressure (MAP).

Integrity of vagal afferent pathways was essential for the occurrence of apnoea and reduction
in respiratory frequency whereas the increase in tidal volume and fall in blood pressure were
not dependent on the vagus nerves.

The blockade of opioid receptors with naloxone (Tocris) and tachykinin NK; receptors with
poorly brain penetrant SR140333 (Sanofi-Research) showed that the apnoea was a result of
stimulation of p-opioid receptors present on vagus nerve endings, whereas the increase in
tidal volume was presumably a consequence of p-opioid receptors activation in the lungs as
well as tachykin NK; receptors beyond the vagal innervation.

The fall in blood pressure resulted from either p-opioid receptor stimulation in lungs or
tachykinin NK; receptors present in endothelium.

Small doses of dermorphin — an opioid receptor agonist compound of AWL3106 —
injected into femoral vein acted as a respiratory stimulant, the larger doses depressed the
timing component of respiratory pattern.

Vagal afferent pathway shaped the dermorphin-induced: apnoea, an increase in tidal volume
and drops in respiratory frequency and blood pressure. These effects depended on the

stimulation of p-opioid receptors in the area supplied by the vagus nerve.
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Intravenous injection of the tachykinin pharmacophore of AWL3106 — AWL2077
resulted in an increase in tidal volume, reduction in respiratory and heart rate, effects that
relied on intact vagal innervation. The post-AWL2077 initial decrease in ventilation due to
reduction in tidal volume and hypotension occurred behind the vagal control.

Peripheral administration of both — dermorphin and AWL2077 — affected timing
component of respiratory pattern to a lesser extent than AWL3106 with no increase in the
tidal volume. Change in blood pressure induced by the mixture of agonists constituted of:
initial fall then transient increase in blood pressure above the baseline, followed by severe
hypotension lasting for almost the whole time of the experiment, like that evoked by
AWL2077.

The slowing down of heart rate presented biphasic character: immediate short-lived fall
followed by a return to its baseline then the heart rate was slowed down again and reached
the initial value right before the end of observation.

Biphalin injected into femoral vein evoked an apnoea followed by breathing of
reduced frequency and increased tidal volume which transiently lessened minute ventilation.
The changes in respiratory parameters were accompanied by arterial hypotension and
reduction in heart rate. All of the effects of biphalin depended on the integrity of vagal
afferentation.
The activation of 3-opioid receptors by biphalin had no essential effect on the tidal component
of respiratory pattern but significantly intensified the depression of respiratory frequency by
prolongation of apnoea and expiratory time. It also deepened hypotension and reduction in
heart rate.
Presented results showed that:

> Apnoea was an effect of stimulation of p-opioid receptors.

> d-opioid receptors activated by biphalin intensified depression of timing

component of the respiratory pattern.
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> Lung vagal afferentation was essential to the effects provoked by p-opioid
receptor agonists (apnoea, fall in respiratory frequency, increase in tidal
volume and hypotension).

> Simultaneous activation of opioid and tachykinin receptors by chimeric peptide

— AWL3106 induced an increase in tidal volume, an effect that was absent after
concomitant stimulation of these receptors by a mixture of compounds
comprised in this hybrid.

> Increase in tidal volume evoked by AWL3106 observed after supranodose

vagotomy might be a result of tachykinin NK; receptor stimulation on the
carotid sinus nerve.

> AWL3106-induced fall in blood pressure was of a peripheral origin.

Reactions induced by hybrid compounds acting on two distinct groups of receptors are
not a simple summation of effects presented by both individual substances of their
composition, but are the result of activity of the new molecule which exhibits different
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties. The final effect may be a consequence of
a number of discrete interactions between individual receptors and their intracellular signal
transduction pathways as well as those to relevant neural structures controlling various

functions.
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