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Wykaz skréotow

5-HT — 5- hydroksytryptyamina, serotonina
ACTH - adrenokortykotropina
Amy —  (amygdalia) jadro migdatowate

AVP -  (arginine vasopressin) wazopresyna argininowa

BBB —  (blood- brain barner) bariera krew- mbzg

Bif — bifalina

CGRP - (calcitionin generelated peptide) peptyd zwigzany z genem
kalcytoniny

CRF —  (corticotrophin- releasing factor) czynnik uwalniajgcy hormon
adrenokortykotropowy

CRH - (corticotropin- releasing hormone) kortykoliberyna

DA - dopamina

DRG -  (dorsal root ganglion) zwdj rdzeniowy

EM-1 - endomorfina- 1

Form — 5% roztwér aldehydu formaliny

GABA — kwas gamma- aminomastowy

HA — (high analgesia line) linia wysokoanalgetyczna

HPA —  (hypothalmic pituary axis) o$ podwzgorze- przysadka- nadnercza

HPLC — (high performance hquid chromatography) wysokosprawna
chromatografia cieczowa

.m. — podanie domie$niowe

LV. = podanie dozylne

LC.V. — podanie dokomorowe

L.p. — podanie dootrzewnowe

Lt — podanie dordzeniowe

K- nieselekcjonowana linia kontrolna

LA - (low analgesia line) linia niskoanalgetyczna
LC - (locus coeruleus) miejsce sinawe
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MF — morfina

MPE -  (Maximal possibile effect) maksymalny mozliwy efekt
NA — noradrenalina

OUN -  osrodkowy uktad nerwowy

p.o. — podanie doustne

POMC - (proopiomelanocortin) proopiomelanokortyna

s.c. — podanie podskérne

SP - Substancja P
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1. BOL

Bo6 to nieprzyjemne, czuciowe i emocjonalne doznanie towarzyszace
juz istniejgcemu ub potencjalnie zagrazajgcemu uszkodzeniu tkanek albo tez
jedynie odnoszone do takiego uszkodzenia ( ord czek J. i wsp. 96). Taka

definicje bélu zaproponowato w 79 roku Miedzynarodowe Stowarzyszenie

Badania for Wedtug tej
definicji b6 petni w ustroju zarébwno funkcje bioogiczng jak i
symptomato ogiczng. Funkcja b zwigzana jest z jego ostrzegajaco

— ochronnym dziataniem, natomiast w przypadku uszkodzen obejmujgcych
gtebokie struktury somatyczne towarzyszacy im bdl wymusza ograniczenie
aktywnosci, dzieki czemu zmniejsza sie potencj e ryzyko uszkodzenia lub
nas zmian patofizjo ogicznych. Bd jest zawsze zjawiskiem
subiektywnym, gdyz odczuwanie bodzcéw boé owych u kazdego cztowieka
jest uzaeznione w duzym stopniu od progu czucia i tolerancji bdlu,
wczesniejszych doswiadczen bodlowych, czy tez réznych czynnikdéw
ku turowo- srodowiskowych. B6 ktory towarzyszy chorobie lub uszkodzeniu
tkanek inicjuje rdzeniowg i ponadrdzeniowg odpowiedz osrodkowego uktadu
nerwowego, ktéra pomaga ustrojowi w utrzymaniu homeostazy podczas
rozwoju procesu pato ogicznego (Przek - uszynska A. i wsp. 2006). Na
uwage zastuguje fakt, ze znaczne hamowanie b , zwane ana

obserwowano zaréwno u jak i u zwierzat pod wptywem takich
czynnikéw jak stres, akupunktura, stany emocjonalne takie jak pobudzenie
seksua ne (Sadowski B. 2006). Zjawisko to nosi nazwe analgezji wywotanej
stresem (ang. S ) i jest wynikiem dziatania
endogennych uktadow antynocyceptywnych: opioidowego,
noradrenergicznego, cho , GABA- ergicznego, do ktoérych
aktywacji dochodzi w  wyniku dziatania czynnikow e [
stresogennych. PodwyzZszony poziom endogennych en W osoczu
krwi obwodowej u kobiet wykonujacych éwiczenia fizyczne (bieganie) po raz

pierwszy zaobserwowat Carr (Carr D.B. i wsp.  81). Okazato sie, ze otarcia
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naskérka wywotane intensywnym treningiem nie wywotujg u trenujgcych
kobiet bélu, co dato podstawe teorii o udzia endogennych opioidow w

hamowaniu bélu w czasie stresu.

B6 receptorowy powstaje w wyniku podraznienia receptorow
bé owych- nocyceptorédw. Ze wzg na czas trwania impusacji
nocyceptywnej, b6 mozna podzie i¢ na ostry- trwajacy do trzech miesiecy i
przew ekty- trwajacy powyzej trzech miesiecy lub diuzej pomimo wygojenia
sie¢ tkanek (Dobrogowski J. i wsp. 2004; Hi . 1999). Proces
powstawania béiu nosi nazwe nocycepcji i obejmuje cztery etapy:

transdukcje, przewodzenie, odu acje, percepcije.

1.1 Przewodzenie i moduiacja sygnatéw b6 owych

Odczuwanie bé u rozpoczyna sie i za od stym receptoréw
obwodowych, z ktérych pusy przekazywane sg wzdiuz nerwow
czuciowych do rdzenia kregowego i da do wzgb6rza i kory czuciowej
moézgu. Nocycepto to nagie zakonczenia nerwédw o wysokim progu
pobudzenia w skérze, znaiezione prawie we wszystkich tkankach Ich

st a jest pierwszym etapem w generacji odczucia b6

W procesie transdukcji energia dziatajgcego bodzca uszkadzajgcego
(mechanicznego, termicznego, chemicznego) zostaje zamieniona na i
e ektryczny przewodzony widknami nerwowymi. Odbywa sie to w
obwodowych zakonczeniach nerwowych neuronu nocyceptorowego tzw.
nocyceptorach, z w  obwodowych pierwotnych
zakonczeniach widkien nerwowych A de i C, wy h w

przekazywaniu informacji nocyceptywnej (Carr D.B. i wsp.1999).

Witbkna na do grupy C sg zakonczeniami bez :
bardzo cienkimi i wraz na uszkodzenia. Reagujg na bodzce termiczne
o temperaturze od 41 do 49°C, przy czym za prog béiu uwaza sie 44 °C. Sg

one réwniez pobudzane przez bodzce mechaniczne ale stabiej niz wtékna A
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deita. Przewodzenie witéknami typu C odbywa sie bardzo powo - 0,5- 2 m/s.
Wiékna C sg potaczone w ,siatke’, d tego pole obstugiwane przez
rozgatezienia witdkien C jest roz Przewodzg one nie tylko bodzce
b6 we a takze bodzce Swi e- jest to cze$¢ widkien wra na
histamine. Na zakohczeniach witékien C znajdujg sie rdézne receptory a

jednymi z wazniejszych sg receptory opioidowe (Stein C.  95).

Zakonczenia cienkich widkien zaiiczanych do grupy A
deita szybciej przewodzag nerwowe, reagujg na bodzce
mechaniczne, na gorgco lub na oziebienie tkanki (Campbe J.N. i wsp.
1989). ajg one o wi mniejsze pola receptorowe. Na witdknach tych
praktycznie nie ma receptoréw opioidowych, natomiast receptory b6 we
znajdujgce sie na tych zakonczeniach sg zawsze w stanie gotowosci (Zy
Z.iwsp. 2003).

Procesem modyfikujgcym odczuwanie b6 na poziomie receptoréw
obwodowych jest sensytyzacja obwodowa. Uraz tkanek zapoczatkowuje
powstanie procesu zapanego. Sty acja nocyceptywna powoduje
wydzie enie substancji P, neurokininy A oraz peptydu CGRP z obwodowych
zakonczen wiokien aferentnych (Levine J.D. i wsp.1993). Uwo nienie tych
peptydow powoduje zmiany pobud wosci czuciowych i sympatycznych
zakonczen nerwowych, rozszerzenie naczyn krwiono$nych, zwigkszenie ich
przepuszcza nosci oraz st komoérek zapanych do wydzie ania
ko ejnych mediatorow stanu za nego. Dochodzi do wzrostu poziomu
potasu oraz uwo nienia mediatoréw prozapa nych w uszkodzonych tkankach
t.j. bradykininy, histaminy, prostanoidéw, cytokin, substancji P, tlenku azotu
oraz produktéw przemian kwasu arachidonowego (Dray A. i wsp 1994).
Wszystkie wymienione zwigzki mogg pobudza¢ nocyceptory o wysokim
progu pobudzenia prowadzgc do powstania sensytyzacji obwodowej. Po
pojawieniu sie obwodowej sensytyzacji, nawet sty cja stabymi bodzcami
mechanicznymi, ktéra w norma nych warunkach nie jest odczuwana jako b ,
powoduje powstanie béu. W miejscu uszkodzenia tkanki zwigksza sie

wraz skéry na bodzce termiczne oraz powieksza sie obszar
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zwiekszonej wraziiwosci na bodzce (hiperaigezja) dookota miejsca
uszkodzenia ( aszczynska . 1999).

W procesie przewodzenia, informacja nocyceptywna w postaci
impu u e ektrycznego dociera do macierzystej komorki nocyceptorowe;,
ktéra zlokaiizowana jest w zwoju korzenia ty nego i powoduje uwa
aminokwasdéw pobudzajgcych: gutaminiandéw, asparaginianbw oraz
Substancji P i neurokinin. Te mediatory sg transportowane do synaps
tworzonych przez osrodkowe zakonczenia pierwotnych witékien aferentnych
w rogu ty ny rdzenia kregowego i petnig tam role neuroprzekaznikéw a bo

odu torow razem z peptyd zwigzanym z genem ka cytoniny,

somatostotyng i gaianing .

1.1.1. Bramka rdzeniowa

nformacja nocyceptywna docierajgca do wyzszych pieter ukfadu
nerwowego pod ega kontro ukfadow zstepujacych, co pozwa a na selekcje i
opracowanie u acji béowej. W roku 19 Head i Ho mes postulowali
istnienie  odu cji wptywajacej na odczucie boélu. W roku 1954 Hegbarth i
Kerr udowodn po raz pierwszy, ze ponadrdzeniowe os$rodki mézgu mogq
kontro owac¢ wstepujgce drogi czuciowe. W 1965 roku i Wa
zaproponowa istnienie specyficznego uktadu modu ujgcego przewodzenie
informacji b6 owej juz na poziomie rdzenia kregowego przedstawiajgc tzw.
..oramkowg teorie kontro bou”. Teoria ta gtosi, ze komorki istoty
ga sg pobudzane przez grube, z widkna
nienocyceptywne, a hamowane przez cienkie witokna nocyceptywne.
Podraznienia dotykowe pobudzajg witdkna grube A . Neurony projekcyjne
takze uiegaja nieznacznemu pobudzeniu iub mogg nie by¢ pobudzane wcaie,
poniewaz réwnoczesnie aktywowane interneurony wywierajg na nie
hamujgcy wptyw. Pobudzenie widkien grubych zamyka bramke a wiec
hamuje przewodzenie bodzcow nocyceptywnych. W momencie gdy

podraznienie przekracza prog pobud bo nocyceptoréw, zostaje
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nasi ne pobudzenie cienkich wiékien C. Wskutek adaptacji ma czestose
impuséw we witdknach grubych, czego wynikiem jest spadek
presynaptycznego  oddziatywania  neuronéw  wstawkowych istoty
ga aretowatej. Bramka rdzeniowa otwiera si¢ i neurony projekcyjne
przesyfajg impu sy nocyceptywne do wyzszych pieter uktadu nerwowego.
Zgodnie z teoriag Mezacka i Wa a pobudzenie grubych wtokien AR
zwigzanych z czuciem dotyku i ucisku moze hamowaé czynno$é neuronéw
nocyceptywnych (Melzack R. i wsp. 1965; Werka T. i wsp. 2000). Hipoteza
udziatu zstepujacych uktadéw w moduiacji bélu zostata potwierdzona wraz z
odkryciem zjawiska ana ezji wywotanej draznieniem e ektrycznym (ang.
S . Wykazano, ze draznienie réznych
okoiic mézgu, a szczegodlnie istoty szarej okotowodociagowej (P G) u
zwierzat prowadzi do anaigezji, podobnej do efektu dziatania wysokich
dawek morfiny (Antkowiak B. i wsp. 1998).

W komorkach rogdéw ty nych rdzenia kregowego i uktadzie rdzeniowo-
wzgbérzowym dochodzi do modu owania przewodzonych impu , ktérego
rezu tatem jest zahamowanie uwainiania neuroprzekaznikéw z osrodkowych

zakonczen pierwotnych widkien aferentnych.

Rog tylny rdzenia kreggowego zbudowany jest z 5 warstw komérek
nerwowych, ktoére réznig sie od siebie fo gicznie. Wiekszos¢ komorek
warstwy | zwigzane sg z nocycepcjg. Warstwy komorek i tez sg
zwigzane z procesem nocycepcji a wiekszos¢ to interneurony tworzace
potaczenia z interneuronami warstwy i sgsiednich fragmentéw rdzenia
oraz interneurony GABA-ergiczne i enke bioragce udziat w
procesie odu acji. Osrodkowe zakonczenia wtdkien A deita i C dochodzg
przede wszystkim do warstwy i V. Osrodkowe zakonczenia witdkien A
de tworzg synapsy z neuronami w warstwie iV, natomiast
peptydoergiczne wtbkna C dochodzg do warstwy i V, a niepeptydoergiczne
do warstwy  Komorki warstwy V maja duze pola receptorowe i moga by¢

pobudzane przez st uacje o bardzo szerokim zakresie natezenia. W
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komorkach rogéw tylnych i catym uktadzie zeniowo- wzgdrzowym dochodzi
do oduowania przewodzonych impu séw. Efektem tego jest zahamowanie
u neuroprzekaznikdbw z oS$rodkowych zakonczen pierwotnych

widkien a erentnych ub modulowanie aktywnos$ci neuronéw rogu ty nego.

Doptyw informacji bélowych z pierwotnych widkien aferentnych do
wyzszych pieter uktadu nerwowego znajduje sie pod kontrog uktaddéw
zstepujacych, co pozwala na selekcje informacji b6 owej. W procesie

du acji biorg udziat zarébwno ,mechanizmy wewnetrzn na poziomie rogu

ty ego jak i zstepujacy uktad antynocyceptywny w skitad ktérego wchodza:
-kora zakretu obreczy;,
-substancja szara okotowodociggowa w $rédmoézgowiu (P. G);
-substancja szara okotokomorowa w podwzgorzu;

-boczne i grzbietowo- boczne czeSci mostu, zawierajace neurony

noradrenergiczne;

- brzuszno- dogtowowa cze$¢ rdzenia przedtuzonego zawierajgca

neurony serotoninergiczne, z oka izowane zwtaszcza w jadrze wie SZWU.

Hamowanie zstepujace powstaje poprzez dziatanie endogennych uktadéw
opioidowych oraz innych neurotransmiteréw, takich jak noradrena na,

serotonina, GABA, acety ocho ina.

1.1.2 Endogenne uktady opioidowe

Sposréd czynnikdw odpowiedzialnych za modu owanie przewodzenia
bodzcow bd owych wyodrebnia sie grupe receptoréw i ich endogennych

iganddw tworzacych system opioidowy.

Receptory opioidowe na do grupy sie trans
membranowych receptoréw etabotropowych , appa, kodowanych
przez nieza ezne geny (Zatucki G. 1995). ch struktura sktada sie z siedmiu
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transbtonowych, hydrofobowych domen oraz trzech pet i C- koncowego
fragmentu skierowanych do wnetrza komérki (Ryc. 1). Pozostate trzy petie
oraz N- koncowy fragment znajdujg sie na zewnatrz komorki. Ligandy
receptordbw wigza sie z ich zewnatrzkomérkowa czescig. Prowadzi to do
zmian konformacyjnych biatka receptorowego, w wyniku czego do
wewnatrzkomorkowej czesci receptora przytacza sie biatko G. Pobudzenie
tych receptorow powoduje zahamowanie aktywno$ci cyk azy ade wej i
zwickszenie przepuszcza no$ci kanatdbw potasowych oraz zmniejszenie

przepuszcza nosci kanatéw wapniowych (Przewtocki R. i wsp. 2001).

W uktadzie nerwowym wyréznia sie trzy odrebne rodziny endogennych

peptydow opioidowych, ktérych prekursorami sa:
- proopiomelanokortyna (POMC);
- proenkefa na;
- prodyno

Peptydy opioidowe powstajg ze swoich prekursorédw drogg ciecia
enzymatycznego, w ktérym uczestnicza enzymy: enkefaiinaza |
aminopeptydaza N. Cechg charakterystyczng wszystkich peptydow
opioidowych jest identyczna sekwencja aminokwaséw na konicu N tancucha
polipeptydowego: H-Tyr-G y-G y-Phe (Carr D.B. iwsp.  84).

Wsrédd peptydow powstajacych z proopiome anokortyny wymienia sie

i y- endorfine. Syntetyzowane sg one w komérkach zlokalizowanych w
jadrze tukowatym podwzgérza, jadrze pasma samotnego oraz w przysadce,
ktéra jest gtobwnym miejscem syntezy. - endorfina jest najiepiej poznanym
przedstawicie e tej rodziny; przypisuje jej sie istotng ro w reakcji na stres,
w przewodzeniu bodzcéw bd owych, w regu acji hormonannej i w regu acji
uktadu immuno ogicznego. Jest igandem receptoréw opioidowych [
(Smith M. E. 20086; Carr D. B. i wsp. 1981).

Proenkefaiina jest zrédtem enkefaiin i kilku dtuzszych peptydéw.
Wystepujg one w prazkowiu, podwzgdrzu i srodmbzgowiu, w mniejszym za$
stezeniu w uktadzie mbicznym, w korze moézgowej, przysadce i rdzeniu
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kregowym. Biorg udziat w procesie nocycepcji, w procesach motywacyjnych
czy w procesach drgawkowych (McLaughlin P. J. 2006; Kew D. i wsp. 1990).

Prodynorfina jest substratem dla dynorfiny A i B a- i b-neoendorfin
orazk  wiekszych biatek (Misicka A. i wsp.1998). Wystepuja zwtaszcza w
podwzgérzu, prazkowiu,  substancji czarnej, substancji  szarej
okotowodociggowej, ukfadzie bicznym, przysadce i rdzeniu kregowym.
Znany jest ich wplyw na procesy motywacyjne, na pobieranie wody i
pokarmu oraz na zjawisko bélu (Przewtocki R. i wsp. 2001; Spampinato S.
2006; Smith A. P. i wsp. 1988).

Te opiodowe peptydy sa naturanymi gandami dla receptorow
opiodowych: m i appa. Receptory opioidowe powstajg w komérkach
lub neuronach zwoju rdzeniowego, skad sg Srédaksonalnie transportowane
do rogéw tylnych, a w przypadku rozwoju stanu zapalnego takze do
obwodowych zakonczen pierwotnych a erentnych. Stan zapalny indukuje w
zwoju rdzeniowym (DRG) synteze, a nastepnie $rodaksonainy transport
receptoréw opioidowych. W komérkach immunokompetentnych (makro agi,
imfocyty, mastocyty), znajdujacych sie w obrebie zmienionych zapalnie
tkanek, stwierdzono obecnos¢ endogennych peptydéw opioidowych oraz

mRNA dla proopiome nokortyny i proenkefa ny.

Receptory opioidowe z ka zowane sg w rogach ty nych zaréwno pre-
jak i postsynaptycznie, a mechanizm dziatania agonistéw receptoréw
opioidowych moze mie¢ charakter:

- hamowania presynaptycznego i wynika z otwarcia kanatu potasowego i
zamkniecia kanatu wapniowego. Nastepstwem tego jest zahamowanie
uwa niania  neuroprzekaznikow (SP, aminokwasy pobudzajace) z
o$rodkowych zakonczen pierwszego neuronu ,, drogi b6 owej”;

- hamowania postsynaptycznego- spowodowanego hyperpo aryzacjq
neuronéw rogéw tylnych;

-zniesienia  hamowania ko peksu neuronu GABA-ergicznego i

enkefa nergicznego (Word iczek J. i wsp. 2004).
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Ryc.1. Mode receptora opioidowego m (wg. Minami M. i wsp. 1995)
Ostatnio wykazano w moézgu obecnos¢ nowej grupy iigandéw dla
receptorow opioidowych. Na zy do niej endomorfina-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-
NH2) i endomorfina-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2). Obie endomorfiny majag
charakterystyczng atypowg budowe i wydajg sie byé se ektywnymi,
endogennymi ligandami receptora Endomorfina-1 znajduje sie gtéwnie w
mdbzgu, a endomorfina-2 przede wszystkim w rdzeniu kregowym (Janson W. i
wsp. 2004; Bujdoso E. i wsp. 2001; Csuilog E. i wsp. 2001).
B okerem receptoréw opioidowych jest nalokson (Janson W. i wsp. 2004).

Os$rodkowy uktad noradrenergiczny skfada sie z trzech szlakow:
grzbietowego, brzusznego i peczka okotokomorowego. Szlak grzbietowy
tworza aksony komoérek znajdujacych sie w miejscu sinawym (
co s- C) dochodzgce do kory moézgu i struktur imbicznych. Szlak
brzuszny rozpoczyna sie w nakrywce mostu i rdzeniu przedtuzonym i

dochodzi do struktur podkorowych, jgdra migdatowatego, kory gruszkowej,
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przegrody i wzgérza. Trzeci s k skiada sie z komérek znajdujgcych sie w
obrebie istoty szarej okotokomorowej (Przewtocki R. i wsp. 2001).

Potowa noradrenergicznych neuronéw mozgu znajduje sie w miejscu
sinawym. Zakonczenia nerwowe tych neuronow tworzg wiele synaps,
dlatego tez do uwolnienia noradrenaliny dochodzi na obszarze znacznie
wiekszym niz ma to miejsce w przypadku neuronéw somatycznych. LC jest
strukturg zaangazowang w regu cje ukfadu uwagi oraz aktywnosé
autonomicznego uktadu nerwowego.

Noradrena na jest przekaznikiem z grupy amin katecholowych, do
ktérych naezy jeszcze adrenaina i dopa a (Antkowiak B. i wsp.1998).
Prekursorem wszystkich katecho a jest aminokwas L- tyrozyna.
Noradrena na jest przekaznikiem w osrodkach modu ujgcych transmisje
informacji bbéiowej. Podobnie jak serotonina, noradrena na jest zwrotnie
wychwytywana przez zakohczenia synaptyczne a czeS¢ uwo nionej
noradrenaliny jest rozktadana przez enzymy monoaminooksydaze i katecho -
O- mety otransferaze (Antkowiak B. i wsp.1998; Carruba M. O. i wsp. 1992;
Thierry A. . i wsp.1968; Swiderski T. 1998). Wyr6znia sie dwie gtéwne asy
receptoréw adrenergicznych- afai  a a w ich obrebie subpopu acje- a i
a 2oraz e ea2i e 3 Wiekszos¢ noradrenergicznych neuronéw w
osrodkowym ukfadzie nerwowym wykazuje dziatanie hamujace, co w
praktyce k nicznej wykorzystuje sie w ce u wywotania ub nasiania ana gezji
poprzez zastosowanie agonistobw adrenergicznych receptoréw a 2.
Zstepujacy sz k noradrenergiczny pobudzany jest zaréwno przez ostre
bodZzce nocyceptywne, jak i w warunkach diugotrwatego =zapaenia
(Antkowiak B. i wsp.1998).

1.1.4 Ukiad serotoninergiczny

5-Hydroksytryptamina powstaje z aminokwasu L-tryptofanu w
neuronach serotoninergicznych (Wang Q. P. i wsp. 1994). Po uwo ieniu w
synapsie jest ponownie wychwytywana zwrotnie przez zakonhczenia

synaptyczne i magazynowana W pecherzykach synaptycznych.
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Niewykorzystana serotonina jest unieczynniona przez enzymy:
monoaminooksydaze i katechol-O-metylotransferaze (Zatucki G. 1995).
Wyréznia sie siedem gtéwnych kias receptorow serotoninergicznych:
5- do 5-H a ws$réd nich podk asy. Receptor 5- jest receptorem
jonotropowym i jego pobudzenie powoduje otwarcie kanatow sodowych i
wapniowych a w konsekwencji depoiaryzacje btony komérkowej i pobudzenie
neuronu (Marchut M. 1989). Pozostate receptory sg receptorami
metabotropowymi i ich aktywacja pobudza lub hamuje synteze cyk cznego
AMP (Sadowski B. 2006).
Neurony serotoninergiczne (5-HT) znajdujg sie gtéwnie w jadrach szwu i
majg swojg projekcje zaréwno do istoty szarej okotowodociggowej (PAG),
podwzgdrza oraz kory moézgowej, jak i do i V warstwy rogow tylnych.
Neurony 5- , ktére rzutujg do rogdéw tylnych, hamujg postsynaptycznie
neurony drég rdzeniowo- wzgorzowych, prawdopodobnie hamujg
presynaptycznie u nianie .in. SP z osrodkowych zakonczen pierwotnych
aferentnych oraz aktywujg GABA-interneurony w rogach ty nych rdzenia
kregowego. Serotonina uczestniczy w regu acji takich funkgcji fizjo ogicznych
jak pobieranie pokarmu, sen, zachowania seksuane, czynnos¢ gruczotow
wydzielania wewnetrznego. Serotonina wptywa tez na czynnos$ci psychiczne i
upos edzenie jej wydzie jest przyczyng stanéw depresyjnych
(Hammond D 1984). Serotonina jest jednym z przekaznikéw w
uktadzie hamujgcym czucie béu. W zaeznosci od kasy pobudzanych
receptorbw 5- hydroksytrypta na moze utatwia¢ przeptyw impuséw
b6 owych w rogach grzbietowych rdzenia, a wiec dziata¢ pronocyceptywnie,
a bo moze dziata¢ antynocyceptywnie hamujgc transmisje bolu (Wang Q. P. i
wsp. 1994).

1.1.5. Uktad GABA-ergiczny

Kwas gamma-aminomastowy (GABA) oraz gicyna n 2zg do
aminokwasow hamujgcych. Kwas gamma- aminomastowy tworzy sie z

kwasu gutaminowego pod wptywem dekarboksylazy, jak rowniez jest

18



wychwytywany z ptynu zewnatrzkomoérkowego, przez komorki nerwowe.
Znaczng wiekszo$¢ neuronéw GABA- ergicznych stanowig neurony
posredniczace o krotkich aksonach (Traczyk Z. i wsp. 1989). GABA dziata
poprzez dwa rodzaje receptoréw: [ hamujac uwa nianie
pronocyceptywnych neuroprzekaznikéw (Miiian M.J. 2001; Stamford J.A.
1995). Receptory sg receptorami sprzezonymi z kanatami dia jonéw
chiorkowych natomiast receptory GABAg sg receptorami metabotropowymi
sprzezonymi poprzez biatko G z kanatami d a jonéw wapnia i potasu. Uktad
GABA-ergiczny w rdzeniu kregowym jest odpowiedziainy za state hamujace
oddziatywanie na a rentny przeptyw informacji czuciowej. Odczyn zapalny
indukuje gwattowny wzrost aktywnosci uktadu GABA-ergicznego w
osrodkowym uktadzie nerwowym (Word czek J. i wsp.1996; Sadowski B.
2006; Swiderski T. 1998).

1.1.6. Uktad cho nergiczny

Uktad przywspotczuiny reprezentuja dwa ko peksy neurondéw
cholinergicznych, ktére projektujg do kory mézgowej, jadra grzbietowego
szwu, miejsca sinawego, mostu, uktadu siatkowatego i rdzenia kregowego.
Uklad ten dziata poprzez receptory muskarynowe i nikotynow ich
pobudzenie zwieksza poziom wewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw
wapnia, czego nastepstwem jest uwoinienie neuroprzekaznikéw
antynocyceptywnych w uktadzie noradrenergicznym i/ ub
serotoninergicznym. Ponadto pobudzenie receptoréw muskarynowych
prowadzi do otwarcia kanatéw dia jonéw potasu, hyperpoiaryzacji oraz
zahamowania uwainiania pronocyceptywnych neuroprzekaznikow
(Przekiasa- Muszyinska A. i wsp. 2006).

Acetyiocholina jest syntetyzowana w neuronach z cho i kwasu
octowego przy udzia e enzymu acetyiotransferazy cho nowej. Po u
do szcze ny synaptycznej i zadziataniu na receptory w btonie
postsynaptycznej acetyiochoina u ga rozktadowi przy udzia enzymu

esterazy cho nowej, na nieczynne sktadniki — kwas octowy i cho ne. Cho na
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jest zwrotnie wychwytywana przez zakonczenia synaptyczne i
wykorzystywana do syntezy nowej porcji przekaznika. Receptory
acetylocholiny sg receptorami jonotropowymi i ich aktywacja powoduje
otwarcie kanatéw sodowych, wejscie jondw sodu do komérki i depo a zacje
btony komérkowej (Sadowski B. 2006). Antagonisci receptoréw
muskarynowych odwracajg anaigezje wywotang przez stres (Traczyk Z. i
wsp. 1989).

Z rogdébw ty ych rdzenia kregowego informacja nocyceptywna
przekazywana jest do wyzszych pieter oSrodkowego uktadu nerwowego
trzema drogami z oka zowanymi w przednio- bocznym kwadrancie istoty

biatej rdzenia kregowego i w sznurach ty nych. Sg o:

- drogi rdze owo- wzgbrzowe:

*boczna droga rdzeniowo- wzgérzowa (

s) - aksony pochodzace z neuronéw warstwy | i V szybko
przekazujg informacje do wzgdrza o doktadnej iokaiizacji i charakterze
bodzca a informacja ta jest projektowana ze wzgérza do

somatosensorycznej kory mbzgowej;

*przySrodkowa droga rdzeniowo- wzgérzowa (

med s) — znacznie wo niej przekazuje informacje nocyceptywng do
Srodkowej czesci wzgobrza, mostu, substancji szarej
okotowodociggowej i podwzgérza. Informacja ta jest projektowana do
kory mézgowej i uktadu imbicznego.

- droga rdzeniowo- $rodmoézgowa i rdzeniowo- siatkowata- przewodzg
impu sy do tworu siatkowatego mostu, wzgoérza i podwzgérza, a informacje
przenoszone tymi drogami sg odpowiedzialne za motywacyjno- afektywny

wymiar bolu jak i za inicjowanie neuroendokrynnej odpowiedzi na uraz, ktérej
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ce em jest utrzymanie homeostazy. (Brookoff D. 2001; Dickenson A.H. 1995;
Wozniak W. 1998).

Percepcja jest koncowym etapem w procesie nocycepcji i ma miejsce
w moézgowiu, a gtéwnie w korze mébzgowej i uktadzie imbicznym, ktére sg
odpowiedzialne za usSwiadomienie dziatania stymu bbélowej, jej ocene
oraz reakcje e cjona e. Tutaj powstaje k, agresja oraz ksztattujg sie
mode zachowan zwigzanych z zapamietanym bdé m (Przek asa-

uszynska A. i wsp. 2006; Word czek J. i wsp. 2004).

2. Stres

Uszkodzenie tkanek powoduje nie tylko wystapienie béu ae takze
zaburza mézgowe uktady utrzymujgce homeostaze. Przez to powoduje stres
i zapoczatkowuje ztozone procesy majgce na ce u przywrocenie homeostazy.
Hans Selye, ktéry zapoczatkowat badania nad stresem, traktuje go jako
uszkodzenie fizyczne, infekcje lub pato ogie, a takze podkres a wage stresu

psychicznego (Me zac R. 1999).

Stres rozumiany jako konieczno$¢ zmierzenia sie z wymaganiami
stawianymi przez warunki $rodowiskowe, w ktéorym znajduje sie dany
organizm, pocigga za sobg aktywacje uktadow neuronanych i
neurohormona nych. Adaptacja do stresu jest procesem dynamicznym,
koordynowanym przez struktury osrodkowego uktadu nerwowego. W proces
ten wigczone jest postrzeganie informacji doptywajgcych z receptorow,
integrowanie ich z wcze$niejszymi doswiadczeniami, neuronane i
neurohormo ne dostosowywanie sie¢ do aktua nych wymagan, inicjowanie
reakcji behawiora nej, uruchomianie drog neuronalnych odpowiadajacych za
wzrost pobudzenia emocjona nego, natezenie uwagi i wtasciwg reaktywno$g¢,
a takze wygaszenie zachowan, ktére w ob czu stresu nie majg znaczenia
adaptacyjnego (Tatet GE. i wsp. 2003; Baszczynska B. 2007). Duze
znaczenie w mechanizmie stresu ma zaburzenie czynno$ci osi podwzgorze-
przysadka- nadnercza (H , ZWigzane z

nasileniem uwalniania kortykoliberyny (CR co co
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ormone), okre§ nej tez jako czynnik uwa iajacy hormon

adrenokortykotropowy (CRF, cor re ). Wazopresyna
argininowa , ktéra jest wydzie ana wspo Zz tym
hormonem w stresie, dziata z nim synergistycznie (Carrasco G.A. i wsp.
2003; aunder R. 2000; eman C.H. i wsp.1996 ).

2.1 Mechanizm stresu

Po wystapieniu uszkodzenia, informacja czuciowa szybko aar
mobzg i zapoczatkowuje ztozona sekwencje zdarzen, majacych na ceiu
przywrécenie homeostazy. W kika sekund po uszkodzeniu uwalniane sa
cytokiny. Zwigzki, takie jak: y-interferon, interieukiny 1 i 6, TNF dostajg sie do
krwioobiegu w ciagu 1-4 min. a nastepnie sg przenoszone do moézgu. Dzieki
temu cytokiny sa w stanie aktywowac¢ wtokna, ktdére wysytajg informacje do
moézgu oraz przenika¢ jednoczesnie bariere krew- mézg w specyficznych
miejscach, majac przez to natychmiastowy wptyw na komérki podwzgérza.
Sekwencjg dziatan cytokin jest uwoinienie giukozy i wykorzystywanie jej w
niezbednych procesach t.j. usuwanie martwych tkanek, naprawa uszkodzen
oraz czasami usuwanie gorgczki, zwaiczanie bakterii i innych obcych
substancji. Przy wystarczajaco powaznym uszkodzeniu zostaje zaktywowany
uktad noradrenergiczny. Do krwioobiegu uwainiana jest adrenaiina, a uktad
miejsce sinawe/noradrenalina (LC/NA), znajdujacy sie w pniu mdzgu, wysyta
informacje na wyzsze pietra do mdzgowia, oraz na nizsze przez zstepujacy
wspoétczuiny uktad nerwowy. Zostaje aktywowany caty uktad wspétczuiny,
aby zapewni¢ gotowo$¢ serca, naczyh krwionosnych i innych narzadéw do
wszczecia ztozonych programdw przywracajacych homeostaze (Chrousus
G.P.iwsp. 1992; Yamada K. i wsp.1995).

Dziatanie czynnika stresowego na organizm wzbudza impu acje
aferentng, ktéra dociera do struktur kregu mbiczno- srédmébzgowiowego, w
tym i do podwzgérza oraz do uktadu siatkowatego pnia mézgu (Ryc.2).

Struktury te integrujg odpowiedz ustroju na czynniki patogenne. Impuisacja z
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Struktury te integrujg odpowiedz ustroju na czynniki patogenne. mpu sacja z
uktadu imbicznego a takze impulsacja przewodzona przez widkna zwigzane
z drogami aferentnymi typowymi a poszczegdlinych rodzajéw stresordéw
zbiegajg sie na neuronach drobnokomoérkowej czesci przySrodkowej jader
przykomorowych podwzgérza (n parav , NP Neurony te
syntetyzuja kortykoliberyne (CRH), a niektére z nich ponadto syntetyzujg
wazopresyne (Charmandari E. i wsp. 2005). Aksony neurondéw czesci
drobnokomérkowej jader przykomorowych biegng ku zewnetrznej
wyniostosci Srodkowej (em a me ana), gdzie konczg sie na naczyniach
krazenia wrotnego przysadki. Zadziatanie czynnika stresowego przyczynia
sie wiec do zwiekszonego wydzielania do krwi naczyh wrotnych przysadki
kortykoliberyny jak i wazopresyny. Na komédrkach kortykotrofowych cze$ci
gruczotowej przysadki znajdujg sie receptory zaréwno dla kortykoiiberyny jak
I wazopresyny; uwalniajg one do krazenia ogbnego pochodne
proopiomelanokortyny:  adrenokortykotropine peptydy  opioidowe.
Adrenokortykotropina nasila wydzielania glikokortykosteroidéw (u gryzoni-

kortykosteron, u nacze nych- kortyzo ) (Guzek J.1998).

23



hamowanie zwrotne .(wg J. Landowski, 2002)

W roku 1966 | ngili i wsp. stwierdzi, ze podwzgoérze, jadro
przegrody oraz jadro migdatowate regu ujg wydzie anie adrenokortykotropiny.

Wykazano ze, eektryczna stymuacja tych miejsc zmniejsza wydzie anie
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adrenokortykotropiny spowodowane stresem, natomiast zniszczenie tych

osrodkow zwigksza jej sekrecje (Funahashi A. 1984).

- i o

Ryc.3. Uktady mézgowe zaangazowane w regulacje neuroendokrynnej odpowiedzi
na stres.

CRF- czynnik uwalniajacy kortykotropine w podwzgérzu; 5- HT- serotonina w jadrze
grzbietowym szwu; NE- nor epinefryna w miejscu sinawym; DA- dopamina; Amy-
jadro migdatowate; GABA- kwas gamma- aminomastowy (Carrasco G.A, Van de
Kar L.D., 2003)

Jak wspomniano wczesniej, reakcja organizmu na stres wigze sie z

osig HPA i jest uruchomiana poprzez zwigkszenie wydzie ania CRH w jadrze
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przykomorowym podwzgérza (Lariviere W.R. i wsp. 2000) (Ryc.3). Peptyd
ten petni wazng funkcje w reakcji organizmu na bodzce stresowe, nasilajac
wydzieianie ACTH i giikokortykosteroidow. Wywiera ponadto siine wtasne
dziatanie psychotropowe, wsrdéd ktorych dominujg reakcje iekowe i
depresyjne oraz zaburzenia reguiacji snu i odzywiania (Dunn A. i wsp.1990;
Wo kovitz O.M. i wsp.1999; Woikovitz O.M. i wsp. 2001; Wo kovitz O.M. i
wsp. 2002). Kortykoiiberyna, niezaieznie od k ycznych dziatan
hormonalnych polegajacych na pobudzeniu ko ejnego, nizszego pietra osi
HPA, wywiera wieie dziatan psychotropowych przypominajgcych zaburzenia
obserwowane podczas stresu, depresji i wielu zespotéw iekowych. Podanie
CRH zwierzetom aboratoryjnym wywotuje objawy leku i reakcje depresyjne.
Obserwuje sie rowniez uposiedzenie faknienia oraz zaburzenia snu, a takze
wieie zaburzen somatycznych, takich jak podwyzszenie ciSnienia tetniczego
krwi i przyspieszenie czynnosci serca (Owens M.J. i wsp. 1991). Linie
szczuréw seiekcjonowane w kierunku fenotypu charakteryzujacego sie
zwiekszonym kiem, majg podwyzszone stezenie CRH w mdzgu (Holsboer
F. 1999). Wprowadzenie do genomu myszy dodatkowego genu
syntetyzujacego CRH zwieksza zachowania ickowe i nasiia reakcje zwierzat
na stres. Z koiei myszy pozbawione wskutek manipuiacji genetycznych genu
syntetyzujacego CRH iub genu syntetyzujacego receptory d tego hormonu
sg mniej iekiiwe i stabiej reagujg na bodzce stresowe (Holsboer F. 2000;
Holsboer F. 2001). CRH dziata przeciwb6 owo zaréwno u udzi jak i u
zwierzat doswiadczalnych. Prawdopodobnie efekt ten jest w duzej mierze
wywotywany poprzez stymu cje wydzi ania -endorfiny. (Lipkowski A.W. i
wsp.1993; Cepeda M.S. i wsp. 2004; Lariviere W.R. i wsp.2000). U szczurow
nie syntetyzujgcych wazopresyny (szczep Brattleboro) wydzie anie

adrenokortykotropiny jak i endorfin w warunkach stresu obniza sie.

2.2 Ana gezja wywotana stresem

Wraz wos¢ na b6, ki przeciwbbdowe czy stres jest bardzo

zréznicowana zarowno u udzi jak i u zwierzat (Mogi J.S. i wsp.1996; Roger
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D. 1998; Faraday M.M. 2002). W warunkach stresu czy tez si ych przezy¢
emocjona nych obniza sie podatnos¢ na bé np. u rannych w wypadkach, u
zotnierzy w czasie walki czy tez podczas zawodoéw sportowych. Zjawisko to
nosi nazwe ana ezji wywofane] stresem. Zwierzecym mode

charakteryzujgcym sie zrdéznicowang wrazliwoscig na stres i bol sg linie
myszy se ekcjonowane w kierunku niskiej (LA) i wysokiej (HA) analgezji
postresowej wywofanej ptywaniem (Panocka i wsp.1986a; Panocka . i
wsp.1986b). Przeprowadzone badania wykazaly, 2Ze hipotermia
spowodowana pitywaniem w zimnej wodzie ma istotne znaczenie
stresogenne, ae wykazano takze wazng role czynnika emocjona nego

Zwigzanego z grozba utoniecia (Lapo I.B. i wsp. 2003).

Anagezja wywotana stresem zalezy gtownie od endorfin, ktore
powstajg z tego samego biatkowego prekursora co adrenokortykotropina -
proopiome anokortyny (Osawa T. i wsp. 1998). Neurony uktadu miejsce
sinawe/ noradrena na a takze neurony wydzielajace CRH/wazopresyna
argininowa unerwiajg i sg unerwiane przez neurony produkujgce peptydy
opioidowe w j rze fukowatym podwzgdrza. Sytuacja stresowa st u je
podwzgérzowe pochodne POMC takie jak - endorfiny, ktdére hamujg
aktywnos$¢ obydwu komponentéw centra ych uktadu stresu, wywotujg
analgezje poprzez projekcje do tytomdzgowia i rdzenia kregowego, gdzie

hamujg wstepujace drogi przewodzenia b6 (Matter R.L. i wsp. 2000).

B-endorfina jest 31-aminokwasowym peptydem opiocidowym (Bach
F.W. i wsp. 1995) i zawiera sekwencje pieciu aminokwaséw Tyr-Gly-Gly-Phe-
Met na N-koncu tancucha aminokwasowego, ktory jest odpowiedzialny za jej
wiasciwosci analgetyczne i euforyczne (Ryc.4). Ludzka B-endorfina rézni sie
od -endorfiny pozostatych ssakéw C- koncowym fragmentem a takze

aminokwasem w pozycji 27 fancucha aminokwasowego. (Smith M.E.2006).
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yc. . amno wasowa en u (A cz ,
ie gda i owcy. Podkres ono réznice w podstawieniu aminokwaséw Smith M.E.
2006).

Najwieksze stezenie -endorfin wystepuje w jadrze tukowatym
podwzgdrza. Neurony jadra ftukowatego wykazuja projekcje do jadra
potezacego istoty szarej okotowodociggowej oraz jadra migdatowatego.
Wiekszo$¢ miejsc wykazujgcych ekspresje B-endorfin zaangazowanych jest
w proces odpowiedzi na bd. B-endorfiny obecne sg takze w takich
strukturach jak wyniosto$¢ posrodkowa, wzgoérze, srodmozgowie, hipokamp,
jadro
rdzen kregowy. W tkankach obwodowych, B-endorfiny wystepujg w
przewodzie pokarmowym, trzustce, korze nadnerczy, miesniach

szkieletowych oraz w skorze.

W badaniach i wykazano, ze [- endorfina jest
nieselektywnym agonistg receptorédw opioidowych i wywotuje swéj efekt
poprzez wigzanie lub stym acje receptoréw , , , , do ktoérych
wykazuje roézne powinowactwo. Wykazano, ze [-endorfiny aktywujq
receptory opioidowe (m de ) na obwodowych zakonczeniach nerwéw

aferentnych w tkankach w stanie zapanym, wykazujac wtasciwosci
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antynocyceptywne, a stan zapany zwieksza ich aktywno$S¢. Na poziomie
rdzeniowym, -endorfiny wywotujg analgezje poprzez receptory ppai

Na poziomie moézgowym, -endorfiny wywotuja analgezje wiazac sie z
receptorem w moézgu, a tym samym wplywajg na wydzielanie Met-
enkefalin w rdzeniu kregowym, ktére dziatajg poprzez receptor 2w

rdzeniu kregowym (Tseng L.F. 2001).

-endorfiny, po podaniu dokomorowym , dordzeniowym ( ) i
podpajeczynowkowy (ep -nadoponowy) wywotujg dtugotrwatg ana gezje,
ktéra jest znoszona po podaniu antagonisty naloksonu. Po podaniu dozy nym
nie wykazuja jednak efektu przeciwb6 owego, co wigze sie z brakiem
moz wosci w przechodzeniu przez bariere krew-moézg (Sheps D. i
wsp.1995). Gtéwng role w ana gezji wywotanej przez -endorfiny odgrywa
jadro tukowate w podwzgoérzu (Pertovaara A. i wsp. 2006). Uszkodzenie tego
miejsca podobnie jak uszkodzenia jgdra przykomorowego (para r

) (Truesde L.S.iwsp. 1987) znacznie ostabia analgezje postresowg
oraz redukuje efekt antynocyceptywny wywotany przez e ktryczng
stymu acje PAG. (Smith M.E. 2006; Mi an .J. iwsp 980).

Zaobserwowano, ze w wyniku draznienia konczyn u szczura, wysitku
fizycznego (Carr D.B. i wsp. 1981) czy stresu wynikajacego z publicznych
wystapien u ludzi (Sheps D. i wsp.  95), poziom adrenokortykotropiny i (-
endorfin w przednim ptacie przysadki obniza sie 0 40- 50%. Wzrost poziomu
tych peptydébw zaobserwowano natomiast w osoczu co wskazuje, ze
krazenie ogdlne jest pierwszym miejscem do ktérego sg uwalniane endorfiny
(Zangen A. i wsp. 1998). Efekt ten zostaje zniesiony po usunieciu przysadki
oraz poprzez podanie deksametazonu, ktéry hamuje wydzielanie
kortykoliberyny (Bodnar R.J. i wsp.1979; Terman G.W. i wsp. 1984).

Stres moze uaktywniaé uktad opioidowy poprzez wydzie nie
peptyddéw opioidowych na poziomie rdzenia kregowego, ale takze na
wyzszych pietrach o$rodkowego uktadu nerwowego. Zastosowanie
doswiadcza nych stresoréw takich jak e ektryczne draznienie konczyn,

wibracje, ekstrem a temperatura wywotujg analgezje, ktéra w za eznosci
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od warunkow moze byé opioidowa, nieopioidowa ub mie¢ charakter
mieszany w ktérym udziat bierze zarébwno komponent opioidowy i
nieopioidowy. Stres wynikajacy z pozbawienia jedzenia i wody (Cooper S.J.
1980) oraz wymuszone piywanie w zimne] wodzie wywotujg analgezje
(Terenius L. 1992). Badania wykazaty réwniez, ze gryzonie, ktore w
natura ych warunkach zyjg w duzych popuacjach, w izo acji sg bardziej
podatne na dziatanie stresoréw (Barto omucci A i wsp. 2003). Jednakze o
charakterze analgezji wywotane] stresem decyduje rodzaj zastosowanego
stresora, jego intensywno$¢, czas trwania oraz w duzej mierze miejsce
draznienia ( atkins L.R. i wsp. 1982).  charakterze ana ezji wywotanej
ptywaniem decyduje zaréwno temperatura wody jak i czas ptywania (Cooper
K. iwsp. 1982). W przypadku zastosowania stresora w postaci e ektrycznego
draznienia konczyn, intensywno$¢, czestotliwosé a takze region ciata
poddany draznieniu decyduje o tym, ktéry komponent - opioidowy czy tez
nieopioidowy, zostanie zaangazowany w proces analgezji (Panocka i wsp.

86; Sadowski B. i wsp. 1999). Przewaznie tagodne stresory n.p. ptywanie
w cieptej wodzie wywotujg u myszy i szczurédw analgezje opioidowa, a silne
stresory takie jak ptywanie w zimnej wodzie sprzyjajg powstawaniu analgezji

nieopioidowej (Terman G.W. i wsp.1983).

3. Bariera krew- moézg

W ostatnich atach wie uwagi poswieca sie zmianom morfologicznym w
mozgu, zwigzanym z dziataniem czynnikéw stresowych oraz nadmierng
aktywacjg osi HPA. W badaniach na gryzoniach wykazano, ze bodzce
stresowe, szczegd nie dziatajace dtugotr , wywotujg atro koméorek
piramidowych w hipokampie i zmniejszajg oporno$¢ na inne czynniki
uszkadzajace takie jak niedot enienie czy hipog ke . Zaburzenia te majg
wyrazny zwigzek z chronicznym pobudzeniem uktadu HPA, a w
konsekwencji nadmiernym oddziatywaniem g kortykosteroidow na uktady
neurona ne. Narazenie zwierzat aborato yjnych we wczesnym okresie zycia

na bodzce stresowe (Sternberg W.F. i wsp. 2003) prowadzi do trwatych
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zmian w aktywnosci uktadu HPA i zaburzen w funkcjonowaniu uktadow

noradrenergicznego i serotoninergicznego (Kostowski W. 2004).

Badania ostatnich lat wykazaty, ze czynniki stresowe moga wptywaé
takze na zwiekszenie przepuszcza nosci bariery krew- mézg d a zwigzkow i
substancji, dla ktérych w warunkach fizjo ogicznych bariera ta jest
nieprzepuszcz na (De Lange E.C.M. i wsp. 1995; Skultetyova . i wsp.
1998). Streso y takie jak unieruchomienie przez 4- 8 godz., podwyzszona
temperatura, dtugotrwata hipogiikemia ub gtodzenie prowadza do naruszenia
integra nosci bariery krew- mézg. Ponadto wykazano, ze krotkotrwaty (30
min.) stres wynikajacy z unieruchomienia, zwieksza przepuszczainosé
bariery krew- m6zg w oko icy podwzgoérza. Podobne zmiany zaobserwowano
po 30 min. wymuszonym ptywaniu (Belova T. iwsp. 1992; Oztas B. i wsp.
1985).

Mechanizm odpowiedziany za zmiany w przepuszcza nosci bariery
krew- mozg spowodowane stresem nie jest do konca poznany, jednakze
uwaza sie, ze jednym z czynnikdw wywotujacych te zmiany jest ostre
podwyzszenie cisSnienia tetniczego krwi u stresowanych zwierzat (Johansson
B.B. i wsp. 1970).

3.1. Budowa i funkcje bariery krew- mézg

ie  barwnikbw na przyktad biekit metylenowy,  wstrzyknietych
zwierzeciu dozy nie zabarwia wszystkie narzady z wyjatkiem osrodkowego
uktadu nerwowego (Saunders N.R. i wsp. 2008). Dato to podstawe do
stworzenia pojecia bariery krew- moézg, ktéra jest specyfikg krazenia
mbzgowego, odpowiedzia utrzymanie homeostazy moézgu (Wo burg H.
i wsp. 2002). Mébzg jest oddzie ony od krwioobiegu poprzez dwie bariery:
bariere krew- moézg (BBB) i bariere krew- ptyn moézgowo- rdzeniowy
(BCSFB), zoka zowang w spocie naczynibwkowym (chor )
(Scherrmann J.M. 2002). Bariera krew- mézg jest zaréwno barierg fizyczna,

wynikajaca ze struktury komoérek tworzacych bariere, jak i barierg
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biochemiczna, obejmujacg procesy biochemiczne zachodzace w obrebie
cytop azmy komorek tworzacych bariere. Dia przecietnego mézgu iudzkiego
wazacego 1300g, powierzchnia bariery krew- mézg wynosi ok. E.H.
i wsp. 2001). Bariera krew- mézg jest barierg pomiedzy naczyniami
krwiono$nymi a tkankg nerwowa, zabezpieczajacg uktad nerwowy przed
szkod wymi czynnikami oraz umoz se ktywny transport substancji z
krwi do ptynu mdzgowo- rdzeniowego (Witt K.A. i wsp. 2001). W wigkszosci
narzagdow miedzy sasiadujgcymi komérkami Srodbtonka znajdujg sie
przerwy, przez ktére rozpuszczone we krwi zwigzki mogg swobodnie
przechodzi¢ do ptynu $rédmigzszowego tkanek. Przenika no$¢ bariery krew-
mobzg jest uwarunkowana odmienng budowag $rodbtonka naczyh
wiosowatych, ktére potaczone sg ze sobg poprzez tzw. strefy zamykajace
(Rascher G. i wsp. 2000) (Ryc.5).

Ryc.5. Roznice w potaczeniach komoérek $rédbtonka naczyniowego w tkance
miesniowej i mézgu (Pau son O.B. 2002)

W zwigzku z tym, ze strefy te sg Scistymi ztgczami miedzy komorkami,
nie posiadajg szczeiin, poréw ani okienek, substancje obecne w osoczu
moga pokonywaé bariere $rodbtonka jedynie na drodze transportu
transce uarnego. Sciste pofaczenia miedzykomérkowe ograniczajg wiec
transport paraceuarny, uniemoziiwiajgc substancjom hydrofi owym

przechodzenie przez bariere (Ryc.6).
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moézg

Ryc. 6. Budowa bariery krew- mézg z uwzgednieniem rodzajéw transportu
(Kusuhara H. i wsp. 2001).

Mate substancje pof  takie jak ten i dwut enek weg a dyfundujg wolno
przez btony komérkowe wedtug gradientu stezen (Grieb P. i wsp. 1985;
Ba abh P. i wsp. 2004; Paulson O . 2002). Komérki srodbtonka wykazujg
duzg aktywno$§¢ etaboiczna, zawierajg iczne mitochondria, ae nie
wystepuje w nich proces pinocytozy. Transport przezkomérkowy opiera sie
na dwéch systemach transportu: dyfuzji i transportu czynnego z udziatem
biatek btonowych- no$nikéw (Eg eton R.D. i wsp. 1997). Na drodze dyfuzji
transportowane sg gtébwnie drobnoczasteczkowe substancje odzywcze i
substancje rozpuszczane w ttuszczach. Peptydy i biatka regu acyjne np.
oksytocyna, opiaty, insu na, gukagon, somatostatyna i inne korzystajq z
transportu komérkowego opartego na transporcie czynnym z udziatem
nosnikéw biatkowych (Scherrmann J 2002). Substancje transportowane
na drodze transcytozy nie sg przekazywane bezposrednio do neurondw,
tylko do wypustek komérek glejowych- astrocytow. Pokrywajg one okoto 90%

powierzchni $cian naczyh wiosowatych i sg facznikami pomiedzy Sciang
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naczynia witosowatego a neuronami. Jedng z wypustek wyksztatcong w
postaci stopki astrocyt dotyka do powierzchni naczynia wtosowatego, innymi
wypustkami nawigzuje kontakt z sagsiednimi neuronami (Ryc.7). Astrocyty
transportujg substancje zaréwno z naczynia do neurondw, jak i z neuronéw
do naczynia. Poza tym astrocyty petnig role ochronng bariery krew- mozg
podczas niedot enienia narzadéw i tkanek i ag ikemii (Abbruscato T.J. i wsp.
1999).

Funkcja biochemiczna bariery krew- mozg zwigzana jest ze zdo noscig do

etabo izowania pewnych zwigzkéw w obrebie cytopazmy kombrek
srodbtonowych i astrocytdw np. adrena na i dopamina sa inaktywowane
przez obecny w cytopiazmie enzym MAO (monoaminooksydaza) (Egieton
R.D. i wsp. 2005, Egieton R.D. i wsp. 1997). Inaktywacja katecho amin
(adrenaiina, serotonina, dopamina) ma na ceiu ochrone neuronéw przed
chwi owy i wzrostami stezenia katecho amin, pojawiajgcych sie w osoczu na

skutek pobudzenia uktadu wspotczuinego np. w wyniku stresu badz strachu.

Bariera krew- m6zg obecna jest we wszystkich regionach mbzgu z wyjatkiem
naczyn oko c okoto . W tych miejscach naczynia krwionosne
posiadajg okienka pozwaiajace na dyfuzje o ekut znajdujgcych sie we krwi
przez Sciane naczynia. Szcze nos¢ bariery krew- moézg jest staba w rejonie
tyinego ptata przysadki mbézgowej oraz w oko cach sp otu naczyniowkowego.
Bariera ta nie wystepuje w sensie fizjoiogiczny w narzadzie naczyniowym
biaszki krancowej. Miejsca mbzgu, w ktérych bariera krew- moézg jest
rozszcze niona u regu acje autonomicznego systemu nerwowego
i prawidtowe funkcjonowanie gruczotébw wydzie ania wewnetrznego (Ba abh
P.iwsp. 2004).

Bariera krew- moézg nie dopuszcza do woinej dyfuzji jakichkoiwiek
substancji zawartych we krwi do przestrzeni $rédmigzszowej moézgu
(Kusuhara H. i wsp. 2001). Komorki $rodbtonkowe, $Scisie zwigzane
ko peksa i tacznikowymi, spetniajg krytyczng role w podstawowych
procesach bio ogicznych, jak transport mikro- [

odzywczych, sygna zacji dziatajacej za poSrednictwem receptoréw,
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kierowania ruchem eukocytow i reguacji osmotycznej. Szereg biatek
czgsteczkowych, odpowiedzia nych za niektére z ww. czynnosci zostaty juz
wyodrebnione. Sa to biatka uczestniczace w tworzeniu i powstawaniu
Scistych potaczen miedzy komérkami, pogragzone w btonie komérkowej biatka
osocza, odpowiedzialne za transport do médzgu substratéw energetycznych i
substancji odzywczych, biatka transportujgce wiee koéw, p- g koproteiny i
inne biatka, ktére dzieki swym wiasciwosciom odpychania pewnych lekéw
stanowig ochrone mézgu przed obcymi substancjami chemicznymi (Furuse
M. i wsp. 1993; Furuse M. i wsp. 1998, Furuse M. i wsp. 1998; Bada M.S. i
wsp. 2000). Wynika z tego, ze srédbtonek naczyn mozgowych jest
ztozonym i dynamicznym uktadem bio ogicznym, nie za$ bierng bariera.
Bariera krew- mozg dziata jak btona potprzepuszczana i jest urzadzeniem
osmometrycznym. Ptyny hipotoniczne np. roztwér Hartmanna, prowadzg do

zwiekszenia zawartosci wody w mézgu.

Ryc. 7. Morfo gia bariery krew- mézg (Eg eton R.D. i wsp. 1997).

3.2. Zmiany patoiogiczne w strukturze bariery krew- mozg

Przerwanie $cistych potgczen komérkowych ( ) bariery krew-
moézg jest wyznacznikiem wielu zmian pato ogicznych w osrodkowym
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uktadzie nerwowym takich jak: udar, HV, zapaenie moézgu, choroba
A zheimera, stwardnienie rozsiane i zapaenie opon médzgowych. Ponadto
wykazano, ze stan zapalny powoduje przerwanie S$cistych potaczen
komoérkowych i wzrost przepuszcza no$ci miedzy komérkami (Huber J.D. i
wsp. 2001). W chorobach zapa nych takich jak stwardnienie rozsiane- postaé
rzutowa, obserwuje sie ciagte dysfunkcje bariery krew- moézg, natomiast w
mode ach eksperymenta nych, wsze kie zmiany neuro ogiczne poprzedzane
sg zmianami w funkcjonowaniu tejze bariery (Sun D. 2000). W chorobie
A zheimera, [ - amy oid powoduje uwo nienie cytokin i migracje monocytow
przez bariere krew- moézg w badaniach , hatomiast w badaniach

poktady [- amyoidu prowadzg do zaburzenia w unaczynieniu btony
podstawnej i zmian w przepuszcza nosci bariery krew- moézg. Wie e z tych
zmian jest zwigzanych ze zmianami w potaczeniach komérkowych bariery
krew- moézg (Berzin T M. 2000).

W normanym, zdrowym mozgu, wysoko wyspecjalizowane komorki
endo ograniczajg naptyw eukocytow do mézgu. We wspomnianych
wczesniej chorobach neuro ogicznych, naruszenie integ nosci bariery krew-
mobzg prowadzi do migracji eukocytow do mézgu (Lou J. i wsp. 1997;
Minagar A. i wsp. 2002). Wykazano, ze naptyw eukocytéw do moézgu
uwalnia kaskade przewodzenia sygnatu, prowadzac do utraty mo ekut
wchodzacych w skiad potaczen komérkowych t.j ok udiny i zonui ok udiny a
w konsekwencji do przerwania ciggtosci bariery krew- mézg (Bolton S.J. i
wsp. 1998). Astrocyty i mikrog ej chronig o$rodkowy uktad nerwowy ae w
warunkach patoogicznych mogg zwieksza¢ stan zapany i posrednio
prowadzi¢ do $mierci komorek nterakcje pomiedzy astrocytami, mikrog em
a ukfadem odpornosciowym prowadzg do zmienionej produkcji neurotoksyn,
odgrywajacych role w patogenezie takich choréb jak HV czy stwardnienie

rozsiane ( nagar A. i wsp. 2002).

Widoczng cechg ostrego uszkodzenia mdzgu jest obrzek. Badania
wykazaty, ze hypoksia/ ischemia wywotuje uszkodzenia bariery krew- mozg,

zwiekszajac jej przepuszcza no$¢ i doprowadzajac do obrzeku mézgu (Lai
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C.H. i wsp. 2005; Strbian D. i wsp. 2008). Obrzek moze, w szerokiej
k asyfikacji by¢ zarbwno pochodzenia cytotoksycznego iub naczyniowego
(Kimeberg H.K. i wsp. 1995). Obrzek pochodzenia cytotoksycznego
obejmuje ,puchniecie” komérek mézgowych tj. neurondw i astrocytow.
Jednym z proponowanych mechanizmoéw jest uszkodzenie pompy jonowej
oraz osmotyczna akumu acja wewnatrzkomorkowe] wody. Do powstania
obrzeku naczyniowego przyczynia sie os tyczny gradient powstaty
pomiedzy parenchymg mozgu a naczyniami krwiono$nymi i zwigzany jest on
abo z gradientem jonowym abo z biatkami osocza, ktore przeszty przez

uszkodzong bariere krew- mézg (Ve ooyT J. i wsp. 2005).

Pomimo tego, ze struktura bariery krew- moézg zostata w miare dobrze
poznana, znana jest struktura potgczen miedzykomérkowych a takze
czynniki wptywajace na charakter bariery krew- mézg, wiedza na temat
mechanizmoéw komorkowych zachodzacych w stanach chorobowych jest
bardzo ograniczona. Spowodowane jest to brakiem odpowiedniego mode u

zwierzecego, ktéry mogtby odwzorowaé pato ogie mézgu udzkiego.
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4. Hipoteza i cel pracy

ndywidua ne réznice reakcji na stres oraz bél obserwuje sie zarébwno
u udzi jak i u zwierzat doswiadczanych. Jednym z interesujacych
fenomendéw jest wystepowanie anagezji wywotywanej przez stres (ang.
S ess ). Ponad trzydziesci at temu prof. Bogdan Sadowski
z nstytutu Genetyki i Hodow i Zwierzat w Jastrzebcu, poprzez odpowiednig
se kcje myszy Swiss Webster wyodrebnit dwie nie zwierzat o rdznej
odpowiedzi przeciwb6 owej na stres (ptywania). U zwierzat nii HA (

a a- nia wysokoanalgetyczna) stres ptywania indukowat sing
anagezje na ostry b6 termiczny, natomiast u zwierzat inii LA (
a agesa- nia niskoana getyczna) ana gezja postresowa byta

Poniewaz wysoka analgezja postresowa myszy nii HA jest cze$ciowo
odwraca a naoksone natomiast linia LA wykazuje bardzo niskg
anagezje, ktéra jest niewraz wa na naokson ( ogi J.S. i wsp. 1996), w
endogennym ukfadzie opioidowy poszukiwano réznic pomiedzy dwoma
ini zwierzgt. Jednakze wie o etnie badania nie wykazaty przyczyn
mogacych ttumaczy¢ duze réznice w odpowiedzi ana getycznej na stres.
Nasz zespdt postawit hipoteze, ze rdéznice pomiedzy niami HA i LA sg
wynikiem réznic w przepuszcza nosci bariery krew- mézg d a endogennych
peptydéw (enkefa in, endo n) wydzie anych do krwioobiegu w czasie stresu
(Ryc.8).

Bariera krew- 6zg stanowi bardzo skuteczng ochrone o$rodkowego
uktadu nerwowego przed peptyda  wystepujacymi w krwioobiegu, w tym
endogennych lub egzogennie podawanych peptydéw opioidowych. Jednakze
konsekwencjg patoogicznych zmian bariery krew-mézg moze byé
zwigkszona jej przepuszcza nos¢. Miedzy innymi, badania naszego zespotu
wykazaty zwiekszenie przepuszczalnoSci bariery krew-mézg na peptydy
opioidowe u zwierzat z wywotanym zapaenie os$rodkowego uktadu
nerwowego.

Cee podjetych badan w ramach pracy doktorskiej byta anaiza
ana getycznego dziatania opioidowych ana ogéw peptydowych u nii HA i LA.
Zatozono, ze uzyskane dane dostarczg argumentow za lub przeciw
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postawionej hipotezie o roii bariery krew- mézg w réznej odpowiedzi na stres
u inii HA'i LA.
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stres

Mysz HA Mysz LA

Ryc. 8. Hipoteza pracy.
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5. Charakterystyka materiatu doswiadcza ego

5.1 Zwierzeta

Badania opisane w pracy zostaty przeprowadzone na myszach Swiss
Webster, na ezacych od 65 do 70 pokolenia zwierzat se ekcjonowanych w
kierunku wysokiej i niskiej ana gezji postresowej. Se ekcja zostata rozpoczeta
w 1983 roku w nstytucie Genetyki i Hodow i Zwierzat w Jastrzebcu i jest

kontynuowana.

yszy ezgce do popuacji niespokrewnionej, zmuszano do
ptywania przez 3 minuty w wodzie o temp. 20°C, a nastepnie umieszczano
w czystej k atce na 1 min. w celu wysuszenia siersci. Zaréwno przed jak i po
ptywaniu badano ich odruchy w tescie goracej ptytki. ysz umieszczano w
cy indrze z p eksig asu o $rednicy 15 cm ustawionym na eta owej ptytce o
temperaturze 56°C. Czas uptywajacy od momentu postawienia zwierzecia na
ptytce do wystgpienia charakterystycznych odruchéw otrzasania ub zania
konczyn mierzony byt stoperem. Czas ten przyjmowano jako iatencje (okres
utajony) reakcji béowej. Natychmiast po wystgpieniu reakcji zwierze
zdejmowano z pitytki. Maksym ny czas przebywania na piytce zostat
ograniczony do 60 sekund aby unikna¢ oparzeh w przypadku braku reakcji.
Do daszych kojarzen wybierano zwierzeta wykazujgce najkrotsze (do 10
sek.) i najdtuzsze (50- 60 s k.) atencje w tescie goracej ptytki. Poczatek inii
niskoana getycznej (LA- od ang. a) daty myszy wykazujgce
najkrotsze atencje. Myszy wykazujace najdtuzsze tencje daty poczatek inii
wysokoanaigetycznej (od ang. a a) (Ryc.9).

Powyzsza procedura powtarzana byta w kazdym poko eniu
potomnym, unikajac kojarzenia zwierzat pochodzgcych z tego samego miotu

aby zmniejszy¢ wsobnos¢. Jednocze$nie prowadzono hodowe nii
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niese kcjonowanej tzw. kontro nej (K), stosujgc kojarzenia oso e. W ciagu

roku uzyskiwano do 3- 4 poko en (Panocka .iwsp., 96).

Ryc. 9. Uproszczony schemat se ekcji myszy Swiss Webster w kierunku wysokiej i

niskiej ana gezji postresowej.

5.2 Zwiazki opioidowe

Peptydy opioidowe podawane bezposrednio do osrodkowego uktadu
nerwowego ( . ub .c.v.) wykazujg sine dziatanie przeciwbé owe. Niestety
po podaniu obwodowym ich aktywnoS¢ obniza sie znacznie, gtdbwnie w
wyniku trudnosci z przechodzeniem przez bariere krew- 6zg (Egeton R.D.,
Davis T.P.1997). W do$wiadczeniach uzyto zwigzki opioidowe: peptydowe i

niepeptydowe, w réznym stopniu przechodzace przez bariere krew- moézg.
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Znane witasciwosci farmako ogiczne tych zwigzkéw miaty wykazac
istnienie réznic w przepuszcza osci bariery krew- mozg u seiekcjonowanych

iinii myszy na podstawie uzyskanego efektu ana getycznego.

5.2.1. Morfina

Wiekszos$¢ narkotycznych iekow przeciwbo owych to a ka oidy opium ub ich
pochodne. Opium jest stezonym sokiem z niedojrzatych makéwek maku
ogrodowego (Papa som ). Znajdujg sie w nim dwa rodzaje
alkaioidéw, réznigcych sie zasadniczo wtasciwosciami farmako ogicznymi.
Sa to akaioidy fenantrenowe (morfina, kodeina, tebaina) oraz a kaioidy
benzyioizochinoiinowe (papaweryna, narkotyna). Zastosowanie kiniczne
ma morfina (Ryc.9), kodeina i papaweryna.

OH

OH

Ryc. 10. Struktura chemiczna czasteczki morfiny.

Morfina i jej pochodne wywierajg dziatanie taczac sie z receptorami
opioidowymi, gtébwnie podtypu mu. W nastepstwie pobudzenia receptoréw
opioidowych dochodzi do zmian wewnatrzkomérkowych stezen cyk icznych
nu eotydéw. Morfina hamuje aktywno$¢ pobudzanej przez prostagiandyny
cyk azy adenyianowej czym ttumaczy sie obnizanie przez nig temperatury
ciata po podaniu ogbény . Z dziatan osrodkowych najwazniejsze jest
dziatanie przeciw owe morfiny, wystepujace po dawkach nie wptywajacych
na inne doznanie zmystowe (czucie dotyku, percepcja bodzcéw wzrokowych
i stuchowych), a nasi enie dziatania przeciwb6 owego jest proporcjona ne do
zastosowanej dawki. Morfina znosi bé tepe, przew e n.p. nowotworowe,

natomiast w bo u ostrym konieczne sg wigksze dawki leku. Istotne jest to, ze
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morfina fagodzi emocje (ek, poczucie zagrozenia, strach) towarzyszace
doznaniom bdéowym. Morfina i pozostate opioidy wptywajg takze na
wydzie anie dokrewne osi przysadka — podwzgorze. Wptyw na wydzie anie
ACTH jest ziozony: morfina hamuje wydzie anie ACTH pod wptywem
czynnikow stresowych, natomiast w czasie wymiotéw wywotanych podaniem

opioidow wydzieianie ACTH jest nasi one.

Morfina wchtania sie tatwo z przewodu pokarmowego, tkanki
podskérnej, miesniowej, btony Siuzowej nosa i ptuc. Po wchtonieciu do krwi
tatwo przenika nie a do wszystkich tkanek i narzgdéw. Wchtanianie sie
morfiny z przewodu pokarmowego za ezy od stezenia wo nego ku zaréwno
w Swiet je a, jak i we krwi docierajacej do k kéw je itowych. Szybkosé
wystepowania dziatania przeciwbdiowego i czas jego utrzymywania sie
zaezg od drogi podania. Morfina podawana w standardowej dawce 10 mg
wykazuje u udzi maksymany efekt przeciwbé owy 30 min. po podaniu
dozy nym i po 60- 90 min. po podaniu domiesniowym i podskérnym. Efekt
przeciwbo6 owy utrzymuje sie przez ok. 3- 4 godz. po podaniu dozy nym i 4- 5
godz. po podaniu podskérny nnymi drogami podania morfiny,
stosowanymi w ecznictwie sg wstrzykniecia podpajeczynéwkowe i
nadtwardowkowe. W tych przypadkach dawki morfiny sg o wieie mniejsze a

czas dziatania przeciwbo6 owego dtuzszy (Kostowski W. red. 1998, 2001)

Po k zastosowaniu dawek eczniczych wystepuje zjawisko
to rancji, co oznacza konieczno$¢ zwiekszenia dawek w ce u uzyskania
tego samego efektu przeciwbd owego. K kakrotne podanie morfiny powoduje
rowniez powstanie uzaeznienia fizycznego i psychicznego. Nagte
zaprzestanie stosowania morfiny prowadzi do wystapienia objawoéw
abstynencji w postaci bezsennosci, eku, niepokoju, rozdraznienia zawrotow
gtowy, braku taknienia, drzen miesniowych, potdéw, biegunki, zaburzen

naczyniowo- sercowych (Danysz A., Kieinrok Z. red. 1987).

Morfina czesto wywotuje nudnosci, wymioty, zaparcia, zawroty gtowy,

zaburzenie czynno$ci umystowych, wzrost cisnienia w drogach zoétciowych.
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Rzadko wywotuje odczyny uczueniowe w postaci pokrzywki lub wstrzgs
anafi aktyczny (Danysz A., K einrok Z. red. 1996).

5.2.2. Bifalina

Bifa na jest peptydem skfadajgcym sie z 8 aminokwasoéw. Jest syntetycznym
ana ogiem endogennych enkefain Met- i Leu — enkefa iny (Lipkowski AW. i
wsp., 1982).

OH

HO

Ryc. 11. Struktura chemiczna czasteczki bifa iny.

Bifa na jest dimerycznym tetrapeptydem, w ktéorym dwa tetrapeptydowe
farmakofory enkefalinowe sg potgczone wg ukiadu "gtowa-do-gtowy"
mostkiem hydrazydowym (Ry .11). Dzieki takiej strukturze obydwa
fragmenty farmakoforowe sg zdone do oddziatywania z receptorami
opioidowymi, a sztywny uktad mostku hydrazydowego zapobiega
wewnetrznej agregacji zhybrydyzowanych peptydéw (Lipkowski A.W.i wsp.,
1982; Lipkowski AW. i wsp., 1987; Stepinski J. wsp.,1991; Lipkowski AW. i
wsp 1999). Peptydazy poprzez jednostronne oddziatywanie na czasteczke
bifaliny, prowadzg do powstania fragmentéw z zachowaniem aktywnosci
(Lipkowski A.W.i wsp 1994). Badania nad fragmentami i ana ogami bifa iny
wskazuja, ze obecnosc¢ reszty feny oa aniny (lub innego e ementu "po drugiej
stronie mostka hydrazydowego") determinuje wysokie powinowactwo do
receptorow mu i a (Horan P. i wsp.,1993; Misicka A. i wsp., 1997;
Abbruscato T.J. i wsp.,1996; Silbert B.S., 1990). W wyniku
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przeprowadzonych badan wykazano, ze dziatanie bifaiiny za ezy w duzej
mierze od drogi podania (Konecka A.M. i wsp.,1987; Misterek K. i wsp.,
1994). Najsi niejsze dziatanie wykazuje po podaniu podpajeczynéwkowym a
najstabsze po podaniu podskérnym ( Horan P.J. i wsp.,1993; Siibert B.S. i
wsp.,1991; Kamei J. i wsp., 1988). Bifalina podawana dozy nie wywotuje
anaigezje porownywalng do morfiny, natomiast podawana
podpajeczynowkowo ub dokomorowo jest 100- 1000- krotnie bardziej

aktywna niz morfina.

5.2.3. AA2016

Badania nad aktywnoscig i strukturg bifaiiny wykazaly, ze petna
dimeryczna sekwencja bifaiiny nie jest wymagana aby zachowac jej
aktywnos$¢ bioiogiczng. Wye iminowanie tripeptydu z jednego ,ramienia”
bifaiiny nie zmniejsza znaczaco jej aktywnosci (Lipkowski AW. i wsp. 1999).
Fenyioanalina moze zosta¢ zastgpiona zaréwno przez aminokwasy lipofiine
jak i inne eiementy iipofiine ( aszczynska |. i wsp. 1998). Zrodzita sie wiec
idea zastgpienia fenyloaianiny siing grupa fluorescencyjng. Umozliwito to
badanie zwigzku w zywym organizmie a takze pomogto w
badaniu jego dystrybucji w organizmie. Peptydy fiuorescencyjne sg dobrymi
narzedziami w badaniu mechanizmu tworzenia sie komp eksu peptyd-
receptor (Turcatti G. i wsp. 1998;.Gaudriauit G. i wsp.1998). AA2016 jest
anaogiem bifainy, w ktéorym fenyoaanina zostata zastgpiona dansyiem
(DNS) (Ryc.12). Zwigzek ten w $swietie UV o diugosci fa 254 nm wykazuje
z6itg fiuorescencje. Podobnie jak bifalina wykazuje wysokie powinowactwo

do receptoréw i
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Ryc. 12. Struktura chemiczna czasteczki AA2016.

Wysokie powinowactwo AA20 do receptordédw opioidowych jest silnie
skoreowane z jego aktywnosScig przeciwbdéowag. Po podaniu
podpajeczynéwkowym wykazuje efekt antynocyceptywny podobny do efektu
jaki daje bifa na (Abbruscato T.J. i wsp. 1996). Zwiekszenie dawki prowadzi
zarobwno do zwigkszenia poziomu anagezji jak i przedtuzenia czasu jej
trwania. Zwigzek podawany podpajeczyndwkowo w duzych dawkach tj. 1.0
n wywotuje ana gezje dtugotrwata, odwraca ng, bez skutkédw ubocznych

takich jak katalepsja czy depresja oddechowa (Lipkowski A.W. i wsp. 2002).

5.2.4. Endomorfina-1

Endomorfiny sa endogennymi peptydami opioidowymi odkrytymi przez
Zadina w 1997. yizoowane z mébzgu ssaka dwa tetrapeptydy zostaty
nazwane endomorfina- 1 (EM-1) i endomorfina — 2 (EM-2) i zidentyfikowano

je jako endogenne iigandy receptora mu (Zadina J.E. i wsp. 1997).
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Ryc. 13. Struktura chemiczna czasteczki Endomorfiny- 1.

Pomimo, ze EM- 1 jak i EM- 2 sg obecne w centra nym ukfadzie nerwowym i
tkankach odpowiedzi immuno ogicznej, wykazano istnienie pewnych réznic
co do ich rozmieszczenia w organizmie zywym. Gféwnym miejscem
wystepowania EM-1 jest m6zg natomiast gtbwng cechg charakteryzujagcg EM
sg wiasciwosci przeciwbodiowe. Zarébwno po podaniu podpajeczynéwkowym
( ) jak i dokomorowym c. .) peptydy te wykazujg sine dziatanie
przeciwboiowe podobne do efektu morfiny (Zadina J.E. i wsp.1997; Coventry
T.L. i wsp. 2001). Wykazano, ze peptydy te wywotujg antynocycepcje u
gryzoni w réznych mode ch bé np. bé ostry, zapany, neuropatyczny
(Horvath G. 2000). EM wydajg sie by¢ jednak stabszym ana getykie niz
morfina w znoszeniu béu zapanego, a podobnie jak morfina wykazujg
si e dziatanie antynocyceptywne w bo u neuropatycznym. Podobnie jak w
przypadku innych peptyddéw czas trwania anaigezji wywotanej podaniem EM
jest krétki i zanika w ciggu pét godziny (Mizoguchi H. i wsp. 1999). EM sa
matymi peptydami, ztozonymity o z 4 aminokwaséw d atego sg podatne na
szybki rozktad przez peptydazy (Peter A. i wsp. 1999). Degradacja
enzymatyczna EM nie ttumaczy w petni przyczyny krétkiego czasu trwania
anaigezji, poniewaz rozktad enzymatyczny EM w plynie  6zgowo-
rdzeniowy jest doS¢ powo ny i zajmuje ok. 2 godzin. W ce wyjasnienia
tego pro u przyjrzano sie wiec wptywowi EM na rozwdj ostrej toieranciji.
Jak wiadomo pojedyncze iniekcje agonistow receptorow opioidowych

prowadzag do krotkotrwatej desensytyzacji na tego samego agoniste zwanej
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efektem ostrej to erancji. Ostra tolerancja trwa ty e, i e trwa wigzanie agonisty
do receptora (Narita M. i wsp. 1997). Ostra to rancja na EM rozwija sie
gwattownie w ciggu 30 min. i zanika po 3 godzinach. Szybki i gwattowny
rozwoéj ostrej to erancji moze ttumaczy¢ krotkotrwaty efekt przeciwbo owy
EM. Zaréwno EM- 1 jak i EM- 2 wykazujg po zastosowaniu wle e efektéw
ubocznych do ktérych zalicza sie zwiekszenie aktywnos$ci okomotorycznej,
zahamowanie pe je , depresja krgzeniowa i oddechowa (Czap a
M.A. i wsp. 2000). EM jest peptydem opioidowym zdefinlowanym jako
czesSciowy agonista, natomiast pozostate endogenne peptydy opioidowe
wykazujg petne dziatanie agonistyczne do odpowiednich receptorow
opioidowych (Mizoguhi H. i wsp. 2001). Teoretycznie, wysokie dawki
czeSciowego agonisty mogg czesciowo znies¢ efekt petnego agonisty,
dzlatajgcego poprzez ten sam receptor. tak EM cze$clowo znosi efekt | -
endorfiny. W specyficznych warunkach fizjologicznych, w ktérych system
opioidowy receptora uega nadmiernej stymu acji, EM moga chroni¢
zbyteczng stymu acje receptora poprzez |- endorfiny na zasadzie
ujemnego sprzezenia zwrotnego. Dochodzi do tego w tkankach, w ktoérych
EM i B- endorfina sg zkolokalizowane (Sakurada S. i wsp. 2006).
Krétkotrwaty efekt analgetyczny endomorfiny- 1 a takze niska
przepuszczalnos$¢ bariery krew- mézg d  zwigzkdédw peptydowych sugerujg
rozwigzanie w postaci  ciggtych iniekcji obwodowych ub centra nych,
majacych na ce wydtuzenie czasu trwania dziatania EM. (Csullog E. i wsp.
2001)

6. Badanle progu bélowego

Test cofania ogona jest najbardziej rozpowszechnionym testem
badania progu bélu. W tescie tym, z receptorébw bélu pobudzenie
przewodzone jest do rogéw grzbietowych rdzenia pierwotnymi, aferentnyml,
bezmiel nowymi witdknami C Ilub =z witbknami A deita.
Pierwotne wtdkna aferentne tworzg synapsy z interneuronami substanc;ji
gaiaretowatej oraz neuronami projekcyjnymi. Z interneurondéw tych

pobudzenie przekazywane jest z jednej strony na motoneurony rogow
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przed ic rdzenia kregowego, a z drugiej do wyzszych pieter uktadu
nerwowego (wzgbrze, kora). Test cofania ogona jest wiec mode m, w
ktébrym wykorzystuje sie wystepowanie prostego odruchu unikania bodzca
nocyceptywnego. Jednakze odruch ten znajduje sie pod si nym wpiywem
uktadéw zstepujacych z wyzszych pi uk u nerwowego ( aszczyriska
1999).

Do eksperymentéw uzyto myszy, wczesnie poddanych procedurze
se ekcyjney w  stytucie Genetyki i Hodow i Zwierzat PAN w Jastrzebcu. Na
przeprowadzenie uzyskano zgode Dyrektora nstytutu Medycyny
Doswiadczalnej i K nicz PAN oraz Loka nej Komisji Etycznej (nr opinii
32/2005, nr wniosku 21/2005). Eksperymenty prz na samcach.
Badane zwigz p dootrzewnowo ub cdozy nie do zyty ogonowej
(Tabe a 1,2). Kazda mysz uzywana byta t o do jednej serii doswiadczen
Ana gezje teSc cofan ogona w
kt6 1 jako bodziec stosowano wode temperaturz - (Ryc.14, 15).

Szczegb owy podziat zwierzat na grupy przedstaw Tabe a 1.

Ryc.14. Badanie progu b&é wego Ryc.15. Badanie progu b owego
w teScie cofania ogona w tescie cofamia ogona
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Woda podgrzewana byta do wymaganej temperatury termostatem ST1
(prod. OSTA eectronics) a jej temperatura byta monitorowana i
utrzymywana na statym poziomie podczas trwania doswiadczenia. Mysz
chwytano za grzbietowy fatd skoéry i zanurzano ogon w wodzie tak, aby w
przypadku iniekcji dozy nej, poziom wody znajdowat sie ponizej miejsca
podania zwigzku. W ten sposéb e minowano miejscowy efekt dziatania
substancji. W celu unikniecia uszkodzenia tkanek, maksymany czas
draznienia ogona ustalono na 10 sekund. Prog czucia bodzca
nocyceptywnego okres ano przed oraz w 5, 15, 30, 60 i 120 min. po podaniu
zwigzku. Stopien ana gezji wyrazano jako procent maksyma nego moz wego
efektu (% Maxima Possib e Effect, % MPE) ob iczany wedtug wzoru Brady i

Ho tzman:

Z uzyskanych wynikbw ob czano Srednie wartosci %MPE dla
poszczegd nych jednostek czasowych. Wartosci czbowe podano jako
Srednig w grupie uwzg edniajgc odchy nie standardowe. Wyniki poddano
ana zie statystycznej korzystajgc z testu t- studenta, poréwnujac dwie grupy
wzg dem siebie nie myszy HA do inii LA i do nii K. Réznice w
wartosciach uznano za istotne statystycznie dla wartosci p<0,05 lub p<0,001.
Do wykonania ob czen statystycznych uzyto programu komputerowego
Microsoft Office 2000.
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Tabela 1. Podziat zwierzat na grupy

nazwa droga liczba
nia myszy zwigzku podania dawka zwierzat
HA 5
LA morfina 1p. 4 mg/kg 7
K 7
HA 7
LA AA2016 4 mg/kg 7
K 7
HA 6
LA bif ina 2 mg/kg 7
K 7
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7. Stresowanie zwierzat

W przeprowadzonych doswiadczeniach badano takze wptyw stresu na
efekt ana getyczny podawanych zwigzkéw. W tym ce u wystawiano zwierzeta
na dziatanie czynnikdw stresowych jakimi byto wymuszone ptywanie ub
dootrzewnowe podanie roztworu form iny. Prég bé owy badano przed i po

zastosowaniu stresora.

W pierwszym przypadku zwierzeta byly zmuszane do ptywania (Ryc.16).

astikowe naczynie wypetniane byto wodg do takiego poziomu aby
uniemoz wi¢ ptywajacej myszy podpieranie sie ty nymi konnczynami o dno
naczynia a takze uniemoz wi¢ wyskoczenie z pojemnika. Temperatura wody
wynosita 20°C i byla monitorowana przez czas trwania eksperymentu.

Zwierzeta ptywaty w wodzie przez 3 min.

Ryc.16. Stres - wymuszone ptywanie

Nastepnie umieszczane byty w k tce z gning i pozostawiano je tam
na 1 min. w ce u osuszenia siersci. Po uptywie 1 min. zwigzki podawano
obwodowo tzn. dozy nie b dootrzewnowo i badano efekt ana getyczny w

tescie cofania ogona (Ryc. 17).

Uszkodzenie tkanek oprécz tego, ze wywotuje b  powoduje stres.
Wykazano, ze podanie forma ny prowadzi do wzrostu poziomu -endorfin w

osoczu krwi obwodowej (A oisi A.M. i wsp. 1995). Forma na ma dziatanie
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dwufazowe: w pierwszej fazie imituje b  ostry, natomiast w drugiej fazie
mamy do czynienia z bé zZwigzanym z rozwijajacym sie stanem zapa

(Lutfy K. i wsp. 1996). Wykazano, ze uwainiane podczas rozwoju stanu
zapainego, czynniki prozapa wptywajg na integrainos¢ BBB, prowadzac
do zwiekszenia jej przepuszczanosci (Huber J.D. i wsp. 2001).
Zastosowanie takiego czynnika stresowego pozwoii oceni¢ wptyw stresu jak
| rozwijajgcego sie stanu zapa nego na przepuszcza no$¢ bariery krew-mézg
u seekcjonowanych nii myszy. Datego drugim rodzajem stresora
zastosowanym w pracy, byto dootrzewnowe podanie 5% roztworu forma iny
w objetosci 25 pi. Po uptywie 5 min. od podania roztworu formaiiny
podawano dozy nie zwigzki opioidowe i badano ich efekt anaigetyczny w
poszczegd nych przedziatach czasowych w tescie cofania ogona (Ryc. 18).

Szczegdtowy podziat zwierzat na grupy przedstawia Tabeia 2.

Wymuszone EM- Test cofania ogona
ptywanie MF

I I L‘

Ryc. 17. Schemat badania aktywnosci przeciwboéiowej zwigzku po zastosowaniu
czynnika stresowego w postaci wymuszonego ptywania

5 % formaina bifaiina Test cofania ogona

Ryc.18. Schemat badania aktywnos$ci przeciwbé wej zwigzku po dootrzewnowym
podaniu roztworu forma iny
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Tabe a 2. Podziat zwierzat na grupy

inia czynnik nazwa oga iiczba
_ . dawka
myszy stresowy zwigzku podania zwierzat
HA 7
LA morfina 4 mg/kg 7
wymuszone

K _ 7
ptywanie

HA 3 min. 7

temp. 20°C

LA EM- 4 mg/kg 5

K 5

HA 7

5% o

LA _ bifaiina 2 mg/kg 5
formaina

K 7

HA wymuszone 8

LA ptywanie ~ _ _ 8

3 min.
K temp. 20 5
HA 7
5%

LA _ _ _ 7
forma na

K 6




dentyfikacja peptydu opioidowego AA2016 w moézgach
se ekcjonowanych myszy.

dentyfikacji peptydu opioidowego AA2016 w preparatach moézgu
myszy HA, LA i K wykonano przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej na fazach odwréconych RP-HPLC, z wykorzystaniem

detektora fiuorescencyjnego (Schimadzu RF-551).

§¢ zwierzat z poszczegd nych i wynosita n=5. Myszom z
poszczegd nych nii podano do zyty ogonowej peptyd opioidowy AA2016
w dawce 0.5 mg/kg, w objetosci 50 . Nastepnie badano ich odruchy
cofania ogona w poszczegb nych przedziatach czasowych. W zwigzku z
tym, ze w obrebie danej nii nie wszystkie myszy odpowiedziaty podobnie
na zastosowany peptyd, zwierzeta podzie ono na dwie grupy: wykazujace
wysokg i niskg anagezje po zastosowaniu AA2016. Po zakonczeniu
badania, myszy poddawano eutanazji poprzez przedawkowanie
ha otanu. Po dekapitacji, izoowano mézgi w ceu przeprowadzenia
daszej ana zy. Mo6zgi pogrupowano wedtug wczesniej okres onych
kryteriow jakimi byty wysokie iub niskie wartosci %MPE. Do da szej
anaiizy wybrano po 2 mézgi myszy wykazujacych wysoka i niskg
anaigezje po zastosowaniu AA2016. Mb6zgi homogenizowano w aikohoiu
mety owym. Tak przygotowane prébki anaiizowano w gradiencie 0-100%
MeOH w 20 min., gdzie faza ruchomg byt (0,05% TFA) oraz MeOH,
przy przeptywie sowentu 1m/min. Emisje mierzono przy dtugosci fa
455nm.
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9. Mikroskopia e ektronowa.

Do badan uzyto wys ekcjonowanych myszy w wieku 3-4 mc., ktore
nie byty wczesniej poddawane zadnym procedurom doswiadcza ym tzn. nie
testowano na nich zadnych substancji ani nie poddawano ich dziataniu
czynnikdw stresowych. Zwierzeta znieczu no przy uzyciu narkozy wziewnej
(ha otan), nastepnie dekapitowano i pobierano mézgi. Z moézgu pobierano
wycinek z kory warstwy czotowej. Pobrane wycinki utrwaiano przez 1godz. w
2,5% aldehydzie g utarowym rozpuszczonym w 0,1M buforze kakody owym o
pH 7,4. Wtérnego ut wa enia dokonano w 1% OsQ, (czterotlenek osmu) w
0,1 M PBS przez 30 min. Nastepnie materiat byt zatapiany w zywicy
epoksydowej Epon 812 i barwiony octanem uranyiu i cytrynianem otowiu.
B oczki tkanek cieto na mikrotomie Reichert 2 a nastepnie badano w
mikroskopie e ektronowym JOEL 1200 EX.
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10. Wyniki

10.1. Poréwnanie ana gezji morfinowej do ana gezji wywotanej
przez peptyd opioidowy AA2016 u se ekcjonowanych inii
myszy

Ceem doswiadczenia byto wykazanie réznic w poziomie anagezji
wywotane] obwodowym podaniem MF i peptydu opioidowego AA2016
pomiedzy iniami myszy HA, LA i K. MF podawano dootrzewnowo (i.p) w
dawce 4 mg/kg w objetosci 100 ul i badano jej efekt anaigetyczny w tescie
cofania ogona. Efekt ana getyczny uzyskany dootrzewnowym podaniem MF
nie réznit sie pomiedzy se ekcjonowanymi iniami zwierzat i osiggat wartosci
maksyma ne t.j. 66,1 i1 58,9% MPE w 30 min. po podaniu odpowiednio u iinii
HA i LA. Po uptywie 1 godziny od podania MF ana ezja byta wcigz
obserwowana, jednak jej poziom nieznacznie spadat tak aby w ostatnim z
badanych przedziatéw czasowych osiggngé wartosci 41,6% MPE u inii HA i
44.6% MPE u inii LA. Poziom ana ezji morfinowej u nie nii
K wydaje sie by¢ nizszy niz u nii HA i LA, jednak nie s3g to rdéznice istotne

statystycznie (Ryc.19).
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Kolejny etap doswiadczenia miat na celu wykazanie réznic w poziomie
analgezji wywotanej peptydem opioidowym AA2016. Zwigzek podawano
dozylnie w dawce 4 mg/kg w objetosci 50 u i badano efekt ana getyczny w
tescie cofania ogona. Uzyskane wyniki wykazaty, ze AA2016 najsi niej dziata
u linii HA, natomiast u linii LA i K efekt jest bardzo niewie ki lub nie ma go
wcale. U linii HA zwigzek AA2016 juz w 5 min. po podaniu wykazywat
analgezje na poziomie 44,3% MPE, nastepnie w miare uptywu czasu poziom
analgezji wzrastat do wartosci 64,9 i 65% MPE w 15 i 30 min. od podania, by
osiggng¢ wartosci maksymane 80,7% MPE w 60 min. od podania. W
ostatnim badanym przedzia czasowym poziom anagezji wywotanej
podaniem obwodowym AA2016, ekko spadt ecz i tak wartosci te p asowaty
sie na poziomie 66,9% MPE. W przeciwienstwie do nii HA, u nii LA i K
obserwowane efekty anagetyczne AA2016 byty niewie kie. U inii LA
maksymany efekt przypadat w 30 min. od podania badanego zwigzku i
wynosit 12% MPE. W przypadku inii K najwyzszy zarejestrowany poziom
ana gezji zaobserwowano takze w 30 min. od podania ecz wartosci te byty
niewie kie i wynosity tylko 5,8% MPE. (Ryc.20).

i
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W ko nej czesci dosSwiadczenia postanowiono poréwnaé poziom
ana gezji MF i AA2016 w obrebie danej nii myszy. Porédwnanie wykazato
brak istotnych rdéznic w poziomie an gezji wywofanej podaniem MF a
AA2016 u nii HA. Zaréwno MF jak i peptyd opioidowy AA2016 wykazywaly
podobny efekt antynocycepcywny, zwtaszcza w 30 min. od podania
(Ryc.21).

1

15

Poréwnanie efektéw anagetycznych w obrebie ini LA wykazato
istotne réznice w poziomie analgezji wywotanej podaniem MF i AA2016 u
tych zwierzat. MF w poréwnaniu z peptydem AA2016 wykazywata znacznie
wyzszy efekt antynocyceptywny niz peptyd. W 30 min. od podania MF
wywotata ana gezje na poziomie 60% MPE i byly to warto$ci maksyma ne.
Peptyd AA2016 najwyzszg zaobserwowang anaigezje wywotat takze w 30
min. po podaniu iecz wartosci te wynosity ty o0 13% MPE (Ryc. 22).
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Poréwnanie efektéw analgetycznych w obrebie nii
nieselekcjonowanej K nie wykazato istotnych réznic w poziomie ana gezji
wywotanej podaniem MF a AA2016 u tych zwierzat. W 30 min. od podania
MF wywotata ana gezje na poziomie 27% MPE. Efekt ten utrzymywat sie na
podobnym poziomie do konca badania. Peptyd AA2016 najwyzsza
zaobserwowang ana gezje wywotat takze w 30 min. po podaniu ecz warto$ci

te byty bardzo niewie ie (Ryc.23).

o0 h N
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10.2. Wptyw stresu na efekt ana getyczny MF u

se ekcjonowanych nii myszy.

Zadziatanie bodzcem stresowym na zwierze wywotuje u niego stres a
tym samym moze zmniejsza¢ odczucie = u powodujgc analgezje wywotang
stresem. D atego tez, w ko ejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢ w
jakim stopniu stres przyczynia sie do hamowania odruchow cofania ogona i
jaki ma wptyw na poziom anagezji wywotanej podaniem MF. Prébowano
oceni¢ czy stres wptywa na zwiekszenie anagezji morfinowej u
se ekcjonowanych  nii myszy. Jako czynnik stresowy zastosowano
wymuszone ptywanie w zimnej wodzie a nastepnie badano poziom ana gezji
w tescie cofania ogona. Otrzymane wyniki wykazaty, ze zastosowanie
stresora w postaci wymuszonego ptywania wywotuje anagezje zaréwno u
inii HA jak i u LA, jednakze anagezja u inii HA byta znacznie siniejsza. U
inii HA juz w 5 min. po zakonczeniu ptywania obserwowano anagezje na
poziomie ponad 70% MPE a tak wysoki efekt utrzymywat sie do 15 min. od
zastosowania stresora. Po uptywie 30 min. od zakohczenia ptywania poziom
ana gezji obnizat sie nieznacznie i catkowicie zanikat po 1 godz. Poziom
ana gezji wywotanej stresem u inii LA byt nizszy niz u inii HA i narastat
powo tak aby w 30 min. od zastosowania stresora osiggngé efekt
maksym ny tzn. ok. 30% MPE. Nastepnie efekt ma at. W przypadku inii K
zadziatanie stresora nie wywotato ana gezji o wysokim poziomie i od 15 min.
po zakonczeniu ptywania u zwierzgt niese ekcjonowanych obserwowano
niewie kg hipera gezje. Na uwage zastuguje fakt, ze wymuszone plywanie
wywotywato ana gezje na wysokim poziomie u inii HA, jednakze byta ona
krotkotrwata i zanikata po 30 min. Natomiast u inii LA stresor wywotat

ana gezje na nizszym poziomie cz trwata ona znacznie dtuzej (Ryc.24).



Ryc.24. E ana po zas S w po
wymuszonego myszy p< 0,05

Poprzedni eksperyment wykazat, ze myszy nii HA sg bardziej
wraz we na dziatanie czynnika stresowego a tym samym wykazujg znacznie
wyzszy poziom anagezji niz zwierzeta se ekcjonowane w kierunku niskiej
ana gezji postresowej i myszy inii kontro nej. W zwigzku z tym postanowiono
sprawdzi¢ czy i w jakim stopniu stres wywotany wymuszonym ptywaniem
wptywa na aktywnos¢ MF u se ekcjonowanych nii myszy. W tym ceu
przeprowadzono ko ejne badanie, w ktérym najpierw zwierzeta stresowano
(wymuszone ptywanie), a 5§ min. pdzniej podawano MF dootrzewnowo (i.p) w
dawce 4 mg/kg w objetosci 100 u i badano jej aktywnos¢ w poszczegdlnych
przedziatach czasowych w tescie cofania ogona.

Otrzymane wyniki wykazaty, ze efekt anagetyczny MF u
stresowanych myszy nii HA byt znacznie wyzszy niz efekt MF u zwierzat
niestresowanych tejze nii i juz w 5 min. od podania zwigzku poziom
anaigezji wynosit 100% MPE. Nastepnie w 30 min. badania efekt aat do
77% MPE, jednakze w ostatnim badanym przedziae czasowym poziom
anagezji wzrastat do 85% MPE. Poréwnanie efektu MF u zwierzat
stresowanych i niestresowanych wykazuje, ze zastosowanie stresora
znacznie zwieksza poziom anagezji MF. Dane wykazujg jednak, ze sam
stresor wywotuje ana gezje wyzszg od ana gezji MF. Ana ezja ta jest jednak

krétka i zanika po 60 min. od zastosowania czynnika stresowego, natomiast
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w tym samym przedziae czasowym u zwierzat wystawionych na dziatanie
czynnika stresoego ktorym podano MF mozna obserwowaé ana ezje na

poziomie 80% MPE. Efekt ten utrzymuje sie do kornca badania. (Ryc.25).

IR .
|
minl

Badanie przeprowadzone z uzyciem myszy nii LA wykazaty catkie
dmienne wyniki w poréwnaniu do nii HA. Zwierzeta te sg mniej wraz we n:
tres i ana gezja wywotana stresem jest na poziomie o potowe nizszym niz
inii HA, jednakze w 30 min. od zastosowania czynnika stresowego j
oziom wynosi 42,9% MPE. MF u stresowanych myszy inii LA najwyzsz

fekt wykazuje w 30 min. na poziomie ty ko 19,89% MPE. (Ryc.26).
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Nies cjonowana inia myszy K jest stabo wraz na dziatanie
czynnika stresowego i anagezja wywotana stresem nie dosé, ze jest na
niskim poziomie w poréwnaniu do inii HA i LA jest takze krétkotrwata i zanika
po 30 min. od zakonczenia ptywania. Pomimo braku efektu stresu w 30 min.
u stresowanych myszy K, MF wykazuje znacznie wyzszy efekt ana getyczny,
na poziomie 51% MPE w 30 min i 61% MPE w 60 min niz MF u zwierzat
niestresowanych, gdzie efekt MF wynosit w 30 i 60 min odpowiednio 26,9%
MPE i 27,3% MPE. (Ryc.27).

or € e ektu anaigetycznego b ny oraz wpiyw

stresu na poziom ana gezji u se ekcjonowanych inii myszy

W poprzednich eksperymentach wykazano, ze myszy inii HA, LA i K
wykazujg taki sam poziom anagezji po podaniu aka idu MF natomiast
zaobserwowano roznice jeze chodzi o aktywno$¢ zwigzkéw peptydowych.
Wyniki te sugerujq istnienie zmian w przepuszcza nosci BBB d a peptydéw
opioidowych zwitaszcza u inii HA. D atego w ko ejnym badaniu postanowiono
zbada¢ czy miedzy seekcjonowanymi iniami myszy istniejg réznice w
poziomie ana gezji po zastosowaniu bifa ny, ktora jest zwigzkiem czesciowo
przechodzacym przez BBB. Bifaina podawana byta dozy nie w dawce 2

mg/kg w objetosci 50ul. a nastepnie badano jej aktywno$¢ w poszcze  nych
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przedziatach czasowych. Bifa najsi niej zadziatata u myszy inii HA
wywotujgc juz w 5 min. po podaniu ana gezje na poziomie prawie 40% MPE.
Efekt ten nastepnie narastat aby w 30 min. po podaniu osiggna¢ poziom
prawie 80% MPE. Nastepnie poziom anagezji zmniejszat sie, aby w
ostatnim badanym przedzia czasowym wynosi¢ 60% MPE. Efekt
ana getyczny bifainy u inii LA byt znacznie mniejszy niz u nii HA i
najwyzszg anagezje obserwowano w 30 min. po podaniu na poziomie
29,9% MPE. Nastepnie efekt maat. Najstabiej bifa na zadziatata u nii

niese ekcjonowanej. (Ryc.28).

We wczesniejszych badaniach wykazano, ze stres w postaci
wymuszonego pitywania zwieksza anagezje wywotang podaniem MF e
tyko u inii HA i K. Datego postanowiono zastosowaé inny stresor i
sprawdzi¢ czy i w jakim stopniu wptywa on na zwiekszenie efektu
ana getycznego bifa y. Jako stresor zastosowano dootrzewnowe podanie
roztworu form iny a po uptywie 5 min. dokonywano dozy nej iniekcji bifa [
badano jej efekt ana getyczny w poszczeg6 nych przedziatach czasowych.
Postanowiono sprawdzi¢ jaki efekt wywota sam stres wynikajacy z podania
forma ny. W tym ce u zwierzetom wstrzykiwano dootrzewnowo 5% roztwér
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formainy a po uplywie 5 min. badano odruchy b6 owe w tescie cofania

ogona.

Podobnie jak wczesniej, najbardziej wraz e na zadziatanie stresora
okazaty sie myszy inii HA, ktére juz w pierwszym przedziae czasowym
wykazywaty anaigezje na poziomie prawie 60% MPE. Nastepnie efekt
narastat do 80% MPE po czym pomatu spadat, jednak byt widoczny jeszcze
po 120 min. od zastosowania stresora. Linia HA i inia K okazaly sie prawie
wca niewrazi na zdziatanie stresora w takiej postaci i wykazywaty
ana gezje na niewieiki poziomie, a po 60 min. od zastosowania stresora u

linii LA obserwowano hipera gezje (Ryc.29).

Bifaina jak i czynnik stresowy wywotywat u myszy nii HA wysoka,
yorbwnywalng analgezje, jednakze ana gezja wywotana stresem byta krotsza
60 min. po zastosowaniu stresora jej poziom sie obnizat. Postanowiono
rzyjrze¢ sie  w jakim stopniu stres wptynie na dziatanie anagetyczne
eptydu. Okazato sie, ze stres nasi at dziatanie bifa ny u inii HA i w 30 min.

adania ana gezja ta wynosita prawie 100% MPE, a efekt ten utrzymywat sie
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jeszcze w 60 min. badania. Nie zaobserwowano efektu stresu w 120 min.
badania, natomiast efekt bifa ny u zestresowanych zwierzat byt nieznacznie

wyzszy niz u zwierzat niestresowanych (Ryc.30).

|
L

5 15 30 60 120
CZAS

Bifaina jak i czynnik stresowy wywotywat u inii LA niewie kg
anagezje. Jednakze bifa na podana zwierzetom poddanym dziataniu
czynnika stresowego wykazuje wysoki poziom ana gezji. Efekt ten zaczyna
co prawda narastaé w 15 min. badania i jest znacznie nizszy niz u nii HA,
jednakze w 30 min. badania osigga poziom powyzej 80% MPE i utrzymuje
sie na podobnym poziomie jeszcze godzine od podania zwigzku. Pod koniec
badania obserwowaé mozna jeszcze efekt ana getyczny na poziomie ponad
60% MPE. Samo podanie formainy wywotuje analgezje na bardzo niskim
poziomie u myszy linii LA a jednak efekt bifaliny u zwierzat stresowanych

jest znacznie s niejszy niz u zwierzat niestresowanych. (Ryc.31).
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Ryc.31. Wplyw stresu na efekt analgetyczny bifaliny w dawce 2 mg/kg 1.

u myszy hnii HA *p< 0,05

Bifaiina jak i czynnik stresowy wywotywat u linii K niewielkg analgezje.
Jednakze bifalina podana
stresowego wykazuje wysoki poziom analgezji. Efekt ten zaczyna co prawda
narastaé w 15 min. badania i jest znacznie nizszy niz u linii HA i LA, jednakze
w 30 min. badania osigga poziom ponad 60% MPE. Pod koniec badania
obserwowaé mozna jeszcze efekt analgetyczny na poziomie ponad 30%
MPE. Samo podanie formaliny nie wywotuje analgezji u myszy linii K a

jednak efekt bifaliny u zwierzat stresowanych jest znacznie silniejszy niz u

CZAS

zwierzetom poddanym dziataniu czynnika

zwierzat niestresowanych. (Ryc.32).
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10.4. Poréwnanie efektu ana getycznego EV-1 oraz wplyw

stresu na poziom ana gezji u se ekcjonowanych nii myszy

W ko ejnym doswiadczeniu badano poziom anagezji po zastosowaniu
peptydu nieprzechodzacego przez BBB jakim jest EM-1. Zwierzetom nii HA,
LA i K podano EM-1 dozy e w dawce 4 mg/kg w objetosci 5 ui a nastepnie
badano efekt ana getyczny w poszczeg6 nych przedziatach czasowych. EM-
1 podawana obwodowo, u myszy nii HA wywotata ana gezje na poziomie
40% MPE w 30 min. po podaniu. U inii LA, w poréwnaniu do nii HA, efekt
byt nizszy. ie w 5 min. badania wartosci te byty podobne u obu nii
zwierzat, to u inii LA w 15 min. po podaniu efekt EM-1 zanika a nastepnie
p asuje sie na poziomie znacznie nizszym niz u nii HA. U nii K sytuacja po
podaniu EM-1 wyg adata catkiem inaczej i podanie badanego zwigzku nie
wywotato zadnego efektu. U nii K zaobserwowano, ze podanie obwodowe

EM-1 wywotato hipera gezje (Ryc.33).

71




1

W ko ejnej czesci doswiadczenia postanowiono sprawdzic¢ czy stres w
postaci wymuszonego piywania wptynie na zwiekszenie efektu

ana getycznego EM-1.

W tym ceu przeprowadzono ko jne badanie, w ktérym najpierw
zwierzeta stresowano (wymuszone ptywanie), a 5 min. p6zniej podawano
EM-1 dozynie (i.v) w dawce 4 mg/kg w objetosci 50 ul i badano jej
aktywno$¢ w poszczegd ych przedziatach czasowych w tescie cofania

ogona.

Otrzymane wyniki wykazaty, ze efekt anagetyczny EM-1 u stresowanych
myszy nii HA byt znacznie wyzszy niz efekt EM-1 u zwierzat
niestresowanych tejze inii i juz w 5 min. od podania zwigzku poziom
ana gezji wynosit 100% MPE. Efekt ten utrzymywat sie do 15 min. badania.
Nastepnie w 30 min. badania efekt at jednakze utrzymywat sie na
poziomie podobnym jaki w tym przedziae wywotuje dziatanie samego
stresora. nteresujgca wydaje sie by¢ obserwacja, ze w 60 min. badania nie
obserwowano juz ana gezji wywotanej samym ptywaniem, jednakze EM-1 u
zwierzat stresowanych wywotata ana gezje na znacznie wyzszym poziomie
niz sama EM-1 (Ryc.34).
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Badanie przeprowadzone z uzyciem myszy inii LA wykazaty catkiem
odmienne wyniki w poréwnaniu do inii HA. Zwierzeta te sa mniej wraz we na
stres i ana gezja wywotana stresem jest na poziomie o potowe nizszym niz u
inii HA, jednakze w 30 min od zastosowania stresora jej poziom wynosi
42 9% MPE. Jez iu nii HA stres przyczynia sie do zwiekszenia aktywnosci
EM-1 po podaniu obwodowym wydawato sie prawdopodobne, ze i u nii LA
bedzie miat podobny wptyw. Okazato sie jednak, ze podanie EM-1
zestresowanym zwierzetom nii LA nie przynosi spodziewanego efektu. Efekt
ten jest nieznacznie podwyzszony w stosunku do efektu wywotanego samg
EM-1 w 5 min. badania, jednak nizszy niz ana gezja wywotana stresem. EM-
1 u stresowanych myszy inii LA najwyzszy efekt wykazuje w 5 min. badania
na niewie i poziomie a nastepnie jej poziom spada i utrzymuje sie na

poziomie nizszym niz dziatanie samego stresu (Ryc.35).
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Niese ekcjonowana inia myszy K jest stabo wraz wa na dziatanie
stresora i ana gezja wywotfana stresem nie dos¢, ze jest na bardzo niskim
poziomie w poréownaniu do inii HA i LA, jest takze krotkotrwata i jej poziom
obniza sie po 30 min. od zakonczenia ptywania. Pomimo bardzo niewie kieg
efektu stresu w 5 min. u stresowanych myszy K, EM-1 wykazuje znacznie
wyzszy efekt ana getyczny na poziomie 40% MPE. Efekt EM-1 u zwierzg
stresowanych jest wyzszy niz dziatanie stresu czy samej EM-1 i utrzymuje

sie na podobnym poziomie przez caty czas trwania do$wiadczenia (Ryc.36).
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11. Wynik

O tym czy ek zadziata w duzej mierze decyduje jego zdo 0$¢ do
przechodzenia przez bariere krew- mézg. Datego tez w koej
doswiadczeniu postanowiono porownac¢ i $¢ peptydu AA2016 w modzgach
se ekcjonowanych nii myszy za pomocg wysokosprawnej chromatografii

cieczowej (HPLC).

Zwierzetom podano doz nie peptyd opioidowy AA2016 w dawce 0.5 mg/kg
w objetosci 50 u a nastepnie badano odruchy cofania ogona w
poszczegd nych przedziatach czasowych. W zwigzku z tym, ze zastosowana
dawka byta dosy¢C mata nie wszystkie zwierzeta w obrebie danej inii
odpowiedziaty podobnie. Zwierzeta w obrebie poszczegd nych inii
podzie no wiec na dwie grupy: zwierzeta wykazujace niskg i wysokg
anagezje po podaniu AA2016 a kryterium podziatu byly najwyzsze i
najnizsze wartosci MPE. Dane te przedstawia tabe 1. Okazato sie, ze w
przypadku inii HA otrzymane wartosci MPE wahaty sie od 76% MPE w 60
min do nawet -7% MPE w 120 min. po podaniu. Grupa zwierzat inii HA
reagujagca na AA2016 wykazywata anagezje juz w 5 min. po podaniu
badanego zwiazku na poziomie 53% MPE. Efekt ten narastat stopniowo do
wartosci 76% MPE w 60 min. badania a w ostatnim przedz czasowym
p asowat sie na poziomie 66,8% MPE. Zwierzeta z tej samej inii u ktorych
zwigzek AA20  wywotat staby efekt przeciwbd owy wykazywaty ana gezje
na znacznie nizszym poziomie i dopiero w 60 min. od podania mozna
zaobserwowaé wzrost wartosci MPE do 41%. Efekt ten jednak zanika w
ostatnim przedzia czasowym. Znacznie mniejsze zréznicowanie jeze
chodzi o wartosci MPE zaobserwowano u inii LA. Najwieksze wartosci MPE
wynosity 23,9 i 24,4% MPE odpowiednio w 15 i 30 min. badania, natomiast
najnizsze 13,7 i 5,3% MPE. Niskie zrdéznicowanie w poziomie ana gezji
wywotanej AA2 zaobserwowano tak u myszy K. Wartosci te p asowaty
sie od 16,4 do -4,9% MPE (Tabe
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Jeze seekcjonowane myszy, wykazujg rézny poziom anagezji w
obrebie wiasnej nii zawartos¢ badanego zwigzku w ich mézgach musi tez
by¢ rézna. W tym ce przeprowadzono badanie majace na ce identyfikacje
zwigzku AA2016 w moézgach se ekcjonowanych inii myszy wykazujacych
wysokq i niskg ana gezje na badany peptyd.

Od zwierzat z poszczego6lnych iinii, wykazujagcych moz wie najwyzszg i
najnizszg ana ezje po zastosowaniu AA2016, pobrano mébzgi a nastepnie
przy pomocy metody HPLC podjeto probe zwigzku AA2016 w
moézgach myszy (Ryc.37). Okazato sig, ze poziom ana ezji jest Sci$

zwigzany z zawarto$cig zwigzku w mézgu. U zwierzat nii HA wykazujacych
wysoki poziom anagezji po zastosowaniu AA2016 zidentyfikowano
najwiekszg i S¢ zwigzku AA2016, natomiast u zwierzat z tej samej nii
wykazujacych stabg ana gezje zawarto$¢ peptydu w moézgu byta znacznie
mniejsza. W zwigzku z tym, ze réznice w wartoSci MPE u myszy nii LA i K,
nie byty zbyt duze to zawarto$¢ peptydu w ich médzgach byta na podobnym
poziomie. Znacznie wieksza zawarto$¢ peptydu AA2016 w mdzgu myszy inii
HA niz LA i K jest potwierdzeniem na to, ze u iinii HA BBB jest bardziej
przepuszczana d obwodowo podawanego peptydu. W zwigzku z tym, ze
zastosowana dawka peptydu opioidowego byta dosy¢ niska nie wszystkie
zwierzeta inii HA na nig zareagowaty. Jednakze efekt anagetyczny jest

§ci$ e skore owany z zawartoscig zwigzku w mézgu.
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Tabe a 3. Najnizsze i najwyzsze wartosci MPE u se ekcjonowanych inii myszy po
obwodowym podaniu AA2016.

%MPE
Linia myszy
czas soka analgezja Niska ana gezja

5 53 7
15 60 23,8

HA 30 70,8 5,5
60 76,0 410

0 66,8 -7
5 A4 8
15 23,9 13,7

LA 30 24,4 5,3
60 16 23

0 2 5,5

5 -5,0 -1,8

15 1,6 2,0

30 1,1 0.4

60 A4 -4,9

0 0 2,4
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Ryc. 37. Poziom f uorescencji AA2016 w mozgach HA, LA, K .
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12. Badania mikroskopowe bariery krew-moézg

Postawiona na wstepie pracy hipoteza, zaktada, ze zrdéznicowana
reakcja na stres czy bé pomiedzy se kcjonowanymi inia  myszy moze
wynika¢ ze zmian w przepuszcza no$ci bariery krew- mézg d endogennie
wydzie nych opioidow, ktérych wzrost we krwi obwodowej obserwuje sie po
zaistnieniu sytuacji stresowej. o0z we istnienie réznic w przepuszcza nosci
BBB u badanych zwierzat potwierdzity zaréwno badania  vivo jak i badania
majgce na ce pordébwnanie zawartosci podawanego obwodowo peptydu w
mozgach se ekcjonowanych nii myszy. D atego tez koncowym etapem pracy
byto ostateczne potwierdzenie postawionej na poczatku hipotezy, a
mianowicie wykazanie zmian w morfo gii BBB na podstawie badan

mikroskopowych.

Badania u rastruktury BBB przeprowadzono w Zakfadzie
U trastruktury Komérki MDiK PAN w Warszawie. Otrzymane wyniki wykazaty
jednoznacznie ze, u nii HA oprécz prawidtowych struktur komérkowych
wystepujg iczne struktury zmienione pato ogicznie. Jedng z najbardziej
charakterystycznych zmian réznicujgcych inie HA od inii LA jest brak
$cistych potaczen komoérkowych (Ryc.40, 42, 43) przez co srédbtonek jest
roz u niony i $wiadczy o zaburzeniu integra nosci BBB. Cechg $wiadczacg o
zaburzeniu BBB jest takze obrzek oko zaciskajacy $wiatto
naczynia Ryc.38, 39, 40, 42, 43).

U inii LA i K zaobserwowano znacznie mniej form pato ogicznych.

Bfona podstawna jak i potagczenia komérkowe sg prawidtowe (Ryc. 44, 47).
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Ryc. 38. Bariera krew-médzg - inia wysokoana getyczna (HA).

A.
B.

btona podstawna
ptytki krwi w §cistym kontakcie z komérkami srodbtonka

prawdopodobny obrzek wypustki astrocytu
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Ryc.39. Bariera krew-mb6zg - inia wysokoana etyczna (HA). Komorka

Srédbtonka z cechami apoptozy.

A. zwezone $wiatto kapi ary
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Ryc. 40. Bariera krew-mozg - inia wysokoana getyczna (HA).
A. prawdopodobny obrzek wypustki astrocytu

brak Scistych potaczen
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Ryc. 41. Bariera krew-mbzg - nia wysokoana getyczna (HA). Kombrka

srédbtonka o cechach apoptozy w jadrze.

A. jadro apoptotyczne
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Ryc. 42. Bariera krew-mbzg - nia wysokoana etyczna (HA). Komoérka

srédbtonka z nieprawidtowa u trastrukturag jadra komérkowego.

A.  jadro apoptotyczne
B.  pogrubiata btona podstawna

brak scistych potaczen
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Ryc. 43. Bariera krew-mozg - inia wysokoana getyczna (HA).

A.
B.

zwezenie $wiatta naczynia
obrzek okotonaczyniowy

erytrocyty w Swiet e naczynia
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Ryc. 44. Bariera krew-mbézg - nia niskoanagetyczna (LA). Prawidtowy

obraz u rastruktury naczynia wiosowatego.




Ryc. 45. Bariera krew-mozg - inia niskoana getyczna (LA).

A btona podstawna o prawidtowej budowie

B. $ciste potgczenia komoérek srodbtonka
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Ryc. 46. Bariera krew-mozg - inia kontroina (K).
A. $ciste potaczenia komorkowe

B. ptytka krwi w Swiet e naczynia
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Ryc. 47. Bariera krew-mé6zg - nia kontrona (K). Prawidtowe naczynie

witosowate.

89



13. Dyskusja

B6 jest niezbednym e mentem funkcjonowania organizmu, poniewaz
sygna zuje powstawanie ub istnienie stanéw pato ogicznych. Obserwacje
kiniczne pokazuja, ze b6 jest zawsze zjawiskiem subiektywnym, gdyz
odczuwanie bodzcéw bod owych u kazdego cztowieka jest uzaeznione w
duzym stopniu od progu czucia i to erancji b6 u, wczesniejszych doswiadczen
b6 owych czy tez réznych czynnikéw ku turowo- srodowiskowych (Nie sen
C.S.iwsp. 2009). Wraz wos¢ na bé w duzej mierze zalezy takze od pici, co
wykazano w badaniach z udziatem udzi i zwierzat doswiadcza ych. Badania
te wykazaty takze, ze u kobiet prog czucia bé u zmienia sie¢ w za eznosci od

fazy cyk u piciowego czy tez w okresie cigzy (Berk ey K.J., 1997).

Wraz iwo$¢ na bé jest uwarunkowana genetycznie (Mogil J.S. i wsp.
1996). Rozwdj inzynierii genetycznej a takze zastosowanie odpowiednich
metod hodow zwierzat aboratoryjnych przyczynity sie do stworzenia
zwierzecych charakteryzujgcych sie rézng wraz woscig na bé (Mogi J.S.
1999). Sg to szczepy wsobne, krzyzéwki dzyszczepowe lub zwierzeta
pozbawione wskutek manipu cji genetycznych danego genu tzw. knock-
out. Wsrod dostepnych szczepdw wsobnych na  y wymieni¢ myszy ob/ob z
nadmiernie wysokim poziomem -endorfiny w przysadce, wykazujgce wysoki
proég bolu. Krzyzowanie myszy pochodzacych z réznych szczepdéw wsobnych
pozwaa na wyprowadzenie inii zwierzat o rdznej gestosci receptoréw
opioidowych, mniej ub bardziej wraz wych na morfine. Inng grupe zwierzat
stanowig myszy pozbawione genu kodujgcego biatka istotne dla procesu
nocycepcji. U myszy pozbawionych genu kodujacego biatko receptora
podanie morfiny nie wywotuje ana gezji (Mogil J.S. i wsp., 1996; Mogil J.S. i
wsp. 1999).

Prof. B. Sadowski zapoczatkowat hodow myszy ze zmieniong
wraz iwoscig bé owg po zastosowaniu czynnika stresowego, po egajacg na
kojarzeniu osobnikdbw wyse ekcjonowanych pod katem niskiej lub wysokiej
ana gezji wywotanej stresem. Zwierzeta te roznig sie istotnie pod wzg ed

poziomu ana gezji spowodowanej zaistnieniem sytuacji stresowej (Panocka
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i wsp. 1986), jednak do tej pory nie udato sie w peti wyjasni¢ mechanizmoéw
warunkujgcych i réznicujgcych odczucie béu u se ekcjonowanych inii
zwierzat.

Przeprowadzone badania wlasne potwierdzity wcze$niejsze wyniki
badan, ze myszy inii HA i LA wykazujg skrajne roznice pod wzg
poziomu ana ezji wywotanej stresem (Panocka i wsp. 1986). Myszy iinii
HA po zastosowaniu stresora w postaci 3 minutowego wymuszonego
ptywania wykazujg ana gezje na poziomie 70% MPE, natomiast u myszy LA
anagezja jest znacznie stabsza (Ryc.25). Uzyskane dane potwierdzajg
wyniki badan Panockiej i wsp., gdzie myszy HA wykazywaty an gezje na
Znacznie wyzszym poziomie po zastosowaniu czynnika stresowego niz inia
LA (Panocka i. i wsp. 1986). Doswiadczenia prowadzone na zwierzetach
se ekcjonowanych pod katem wysokiej i niskiej anagezji postresowej,
pochodzacych od 65 do 70 poko nia potwierdzajg fakt, ze se ekcjonowana
cecha jest cechg dziedziczng i jest przekazywana z poko enia na pok w
obrebie danej inii. (Panocka i wsp. 1986). W zwigzku z tym, ze badania
Kest'a i wsp. (Kest B. i wsp.,1999) nie wykazaly istotnych réznic pod
wzgledem gestosci receptoréw pomiedzy HA i LA, a takze
wyk uczono istnienie réznic w po formizmie receptora (dane
niepub ikowane) a tym samym wyk uczono istnienie réznic zwigzanych z
poziomem aktywno$ci uktadéw opioidergicznych u se kcjonowanych nii
myszy, postawiono hipoteze, ze mechanizmem warunkujgcym rézny poziom
ana gezji wywotanej stresem sg réznice w przepuszczanosci BBB d

endogennych opioidéw uwa nianych podczas stresu.

Jak wspomniano na wstepie wraz na b a takze na stres czy

ki przeciwb6 owe jest sprawg bardzo indywidua g i moze za od w
czynnikow. Jednym z tych czynnikéw jest wtasny prég bé . Okre$ nie progu
béu znacznie by utatwito np. okre stopnia dziatania ekow
przeciwb6 owych. Wykazano, ze udzie cierpigcy na te samg jednostke
chorobowg w bardzo roézny sposob oceniajg odczuwany bd. Zmierzenie

progu b6 wego przed wystgpieniem schorzenia, znacznie utatwitoby ocene
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zastosowanego eczenia i pozwo itoby przewidzie¢ efekt przeciwbd owy
podawanych ekow. Jednakze istotng przeszkodg w praktyce k niczne;j,
unie oziiwiajacg w petni przewidzenie efektu przeciwbd owego
zastosowanego anaigetyku jest fakt, ze pacjenci zgtaszajg sie do lekarza juz
z istniejgcym bd co uniemoz wia okre$ nie progu boéu przed

wystgpieniem danego schorzenia (Nie sen C.S. i wsp., 2009).

Badania Panockiej i wsp. wskazujg, ze se ekcjonowane nie myszy
oprocz tego, ze roznig si¢ poziomem ana gezji wywotanej stresem posiadajg
takze rézny proég b (Panocka . i wsp., 1986). W przeprowadzonych
badaniach wtasnych prég bé u se ekcjonowanych myszy mierzono zaréwno
przed jak i po podaniu zwigzkbw o charakterze przeciwb6 owym czy
zastosowaniu stresora. Okazato sie, ze zarébwno myszy HA jak i LA czy K
miaty podobny préog bé u mierzony testem cofania ogona i wyniki te nie
kore ujg z wczesniejszymi badaniami. W zwigzku z tym, ze badania wtasne
prowadzono na zwierzetach na ezacych od 65 do 70 poko enia a Panocka i
wsp. prowadzi badania na zwierzetach z 5- 6 poko enia wydaje sie, ze
wie eniowa seekcja, trwajgca ponad 25 at, doprowadzita do
wyrownania progdbw bd u se kcjonowanych inii a réznice w tych

warto$ciach byly widoczne tylko na poczatku se ekgji.

W ieczeniu bélu szerokie zastosowanie znaazty zwigzki opioidowe
dzieki wysokim witasciwosciom przeciwbé owym. ch mechanizm zwigzany
jest z dziataniem na receptory opioidowe typu , appa, ktére
z ka owane sg w mézgu, rdzeniu kregowym a takze w tkankach
obwodowych. Dziatanie farmako giczne opioidu zaezy od drogi podania
oraz od jego wiasciwosci. Z miejsca podania (p.o., S.c.,
zewn trzoponowo, podpajeczynéwkowo) opioidy muszg przedosta¢ sie do
miejsca swojego dziatania (mbzg, rdzen kregowy, tkanki obwodowe). Musza
wiec pokona¢ wie barier anatomicznych i czynno$ciowych. To czy opioid
dotrze do mbézgu w duzej mierze zaiezy od jego zdo nosci do pokonania
bariery krew- mézg. (Krajnik M., Zy icz Z. 2003).
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Peptydy opioidowe sg zwigzkami o s ych wiasciwosciach
przeciwbd owych. Wykazujg aktywno$¢ po podaniu bezposrednio do OUN,
jednakze po podaniu obwodowym ich aktywno$¢ jest znacznie obnizana,
gtéwnie w wyniku trudnosci z przechodzeniem przez BBB (Egleton R.D. i
wsp., 1997). Poza tym peptydy pod gaja rozktadowi enzymatycznemu przez
peptydazy, co znacznie zmniejsza ich wtasciwosci terapeutyczne. W zwigzku
z tym dazy sie do syntezy takich zwigzkéw, ktérych struktura oz wiataby
przechodzenie przez BBB i zwiekszataby odporno$¢ na rozkiad
enzymatyczny wraz z zachowaniem ich wtasciwosci przeciwbdiowych (Witt
AK. i wsp., 2001). W ceiu potwierdzenia wcze$niej postawione]j hipotezy
moéwigcej o moz wym istnieniu roéznic w przepuszczano$ci BBB u
se ekcjonowanych myszy, wydawato sie stuszne oszacowanie tych roéznic na
podstawie efektu anagetycznego zwigzkdéw opioidowych w réznym stopniu
przechodzacych przez BBB. Obserwacja réznic w hamowaniu odruchéw
bé wych u se kcjonowanych zwierzat, po obwodowym podaniu zwigzku

opioidowego pozwa taby na wykazanie réznic w przepuszcza nosci BBB.

Mode opioidem jest morfina, ktéra w zwigzku z tym, ze nie jest
peptydem zZ a nie podega degradacji przez peptydazy i
wykazuje swoje dziatanie przeciwbd owe zaréwno po podaniu obwodowym
jak i bezposrednio po podaniu do OUN (W. Kostowski red. 1998, 2001).
Weczesniejsze badania wykazaly, ze se kcjonowane nie myszy
odpowiadajg na morfine w bardzo rézny sposéb tzn. inia HA byta na morfine
znacznie bardziej wraz wa niz inia LA (Lutfy K. i wsp. 1996). Wykazano
takze, ze w ce u osiggniecia takiego samego efektu ana etycznego dawka
morfiny musi by¢ znacznie wyzsza u nii LA niz u nii HA (Lutfy K. i wsp.,
1996). Swiadczyloby to o réznicach w poziomie aktywnosci uktadu
opioidergicznego, co jednak zostato wyk uczone (Kest B. i wsp. 1999).
Przeprowadzone badania wtasne wykazaly jednak brak réznic w poziomie
ana gezji morfinowej u se ekcjonowanych nii myszy. Zarébwno myszy linii HA
jak i LA na morfine odpowiadaty podobnie i wynik ten potwierdza brak réznic
w aktywnosci uktadu opioidergicznego (Ryc.19). W zwigzku z tym, ze morfina

jest zwigzkiem przechodzacym przez BBB nie jest moziwa ocena réznic w
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przepuszcza no$ci BBB na podstawie jej efektu ana getycznego. Jednakze
uzyskany efekt pozwa a stwierdzi¢, ze wie opoko eniowa se ekcja myszy na
dang ceche doprowadzita do ujedno cenia aktywnosci uktadu opioidowego i
zastosowana dawka morfiny wywotuje taki sam poziom anagezji u nii HA i
LA. Seekcjonowanie zwierzat w kierunku niskiej i wysokiej ana gezji
postresowej spowodowato, ze widoczna na poczatku réznica we wraz wosci
na morfing pomiedzy dwoma niami myszy, u gta zatarciu (Panocka . i
wsp. 1986).

Badania prowadzone nad syntezg zwigzku, ktéry wykazywatby efekt
centrany po podaniu obwodowym i bylby mniej podatny na rozkiad
enzymatyczny wraz z zachowaniem si nych witasciwosci przeciwbd wych,
ktéorym nie towarzysza efekty uboczne, doprowadzity do opracowania
struktury peptydowego zwigzku opioidowego - bifa ny, (Lipkowski A.W. i
wsp., 1982, Silbert B.S. i wsp., 1991). Bifaiina wywotuje siiny efekt
ana getyczny po podaniu i.t. i stabszy po podaniu i.v. Zastosowanie bifaiiny a
takze jej ana ogu AA2016, umoz ocene stopnia przepuszcza nosci BBB
dla tych peptydow u seiekcjonowanych iinii myszy. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze bifa a oraz jej anaiog AA2016 wykazujg dziatanie zaréwno u
myszy iinii HA jak i LA, jednakze efekt u inii HA jest znacznie si iejszy
(Ryc.20, Ryc.28). W zwigzku z tym, ze bifa a jak i jej anaog, dzieki
opracowanej strukturze sg zwigzkami cze$ciowo przechodzacymi przez BBB,
fakt, ze wywotujg ana ezje u obu nii myszy nie powinien dziwié. Jednak
porownujac poziom uzyskanej anagezji u se kcjonowanych nii myszy
wydaje sie, ze bifa na w wiekszym stopniu przenika po podaniu dozy nym do
OUN u myszy HA, co moze wskazywaé na zwiekszenie

przepuszcza nosci BBB d tego zwigzku u tej nii zwierzat (Ryc.28).

Skoro zastosowanie zwigzkéw charakteryzujgcych sie czeSciowym
przechodzeniem przez BBB wykazato réznice w poziomie ana ezji u
se ekcjonowanych nii myszy a tym samym wyniki te wskazywaty na moz
istnienie réznic w przepuszcza noSci BBB pomiedzy se ekcjonowanymi

niami myszy d podanego zwigzku, postanowiono okre i¢ stopien
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przepuszcza nosci BBB u tych zwierzat d peptydu opioidowego — EM-1.
EM-1 jest krétkim peptydem szybko pod egajacym degradacji w wyniku
dziatania enzyméw- peptydaz, i wykazuje efekt ana etyczny ty o po
bezposrednim podaniu do OUN (Peter A. i wsp. 1999). Okazato sie, ze
obwodowe podanie EM-1 wywotato niewie 3 acz widoczng ana ezje tylko u
myszy ii HA (Ryc.33). Fakt, ze EM-1 hamuje odruchy cofania ogona u inii
HA $wiadczy o zwigkszonej przepuszcza nosci BBB a tego peptydu. U inii
se kcjonowanej pod katem niskiej anagezji LA, EM-1 nie wywotata
praktycznie zadnej anagezji, natomiast u zwierzat niese ekcjonowanych
obwodowe podanie tego zwigzku wywotato wrecz hipera gezje. Poréwnujac
dane uzyskane w badaniach efektu ana getycznego obwodowo podanej EM-
1 u trzech inii myszy mozna stwierdzi¢, ze wie opoko eniowa se ekcja
doprowadzita do pewnych zmian prowadzacych do zwiekszenia
przepuszcza nosci BBB u nii HA.

U ok. 30% popuacji udzi stwierdzono istnienie zjawiska zwanego
ana gezjg wywotang stresem. Oznacza to, ze u tych dzi samo zaistnienie
sytuacji stresowej wywotuje ana gezje i pomimo roz gtych uszkodzen ciata
czy ztaman nie wykazujg oni zapotrzebowania na $rodki przeciwb6é we
(Sadowski B. 2006). Wykazano takze, ze stres moze istotnie wptywaé na
efekt przeciwbé owy zastosowanych lekéw np. u zwierzat poddanych
dziataniu czynnikédw stresowych zaobserwowano znaczne zmniejszenie
efektu przeciwb6 owego - endorfiny czy morfiny (Hawranko A.A. i wsp.
1999a; Hawranko A.A. i wsp. 1999b). Zwigzane jest to ze zwiekszonym
uwa nianiem w stresie CCK, ktéra zmniejsza skutecznos$¢ zastosowanej
morfiny czy - endorfiny (Hawranko A.A. i wsp., 1999). Badania ostatnich lat
wykazaty takze, ze stres moze istotnie wptywaé na zaburzenie integra nosci
BBB a tym samym zwiekszac¢ jej przepuszcza nos¢ (De Lange E.C.M. i wsp.
1995; Skutetyova . i wsp. 1998; Be va T.. i wsp. 1992; Oztas B. i wsp.
1985).

Myszy se ekcjonowane pod katem wysokiej i niskiej anagezji

postresowej roznia sie istotnie poziomem ana gezji po zastosowaniu bodzca
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stresowego w postaci wymuszonego ptywania. Jezei stres moze z jednej
strony zmienia¢ efekt ana getyczny zastosowanego eku, a z drugiej strony
moze wptywac¢ na rozszcze nienie BBB, postanowiono okre$ ¢ wptyw stresu
na efekt anaigetyczny wczesniej omoéwionych zwigzkéw opioidowych u
se kcjonowanych nii myszy.

Badania przeprowadzone przez aszczynska i wsp. wykazaly, ze
jednoczesne podawanie morfiny ze zwigzkami opioidowymi o roéznym
powinowactwie do receptorow opioidowych prowadzi do nas nia ub
ostabienia efektu ana etycznego morfiny, a efekt ten jest zaezny od
wysokos$ci zastosowanej dawki aika idu ( aszczynska i wsp. 1994).
D tego tez, proponowanym mechanizmem warunkujacym zwiekszenie
aktywnosci przeciwb6 owej obwodowo podawanych peptydéw opioidowych u
myszy HA, poddanych dziataniu czynnika stresowego sg interakcje jakie
zachodzg pomiedzy egzogennie podawanymi zwigzkami a opioidami
endogennymi, uwa nianymi podczas stresu. Rozszcze nienie BBB u tych
zwierzat umoziiwia opioidom, zaréwno egzogennym jak i endogennym
przechodzenie do OUN, a nastepnie dziatajgc poprzez receptory opioidowe
wykazaé¢ sumaryczny efekt przeciwb6 owy, potegujac efekt ana etyczny. U
zwierzg inii LA, szcze na BBB ogranicza dostep do OUN, a tym samym

uniemoziiwia wystapienie efektu addytywnego (Ryc. 48).

Jak wspomniano wczes$niej zastosowanie stresora w postaci
wymuszonego ptywania wywoftuje wysokg u inii HA i niskg u nii LA
analgezje. ie morfina u inii HA poddanej dziataniu czynnika stresowego
wykazuje znacznie wyzszy efekt niz u zwierzat niestresowanych, to w
przypadku inii LA efekt jest odwrotny (Ryc.25,26). W zwigzku z tym, ze
ana ezja wywotfana stresem jest zjawiskiem krotkotrwatym, uzyskane wyniki
wykazaty, ze zastosowanie stresora nie ty o poteguje ana ezje morfinowa u
nii HA ae takze wydtuza czas jej trwania. Na uwage zastuguje fakt, ze
morfina zaréwno inii HA jak i u LA wywotuje anagezje na podobnym
poziomie, jednak zastosowanie stresora w postaci wymuszonego ptywania

znacznie obniza jej efekt u nii LA. Potwierdzajg to dane, moéwiace o
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redukujagcym wptywie uktadu CCK na efekt anagetyczny morfiny podczas
sytuacji stresowej (Hawranko A.A. i wsp. 1999). Fakt, ze morfina wywotuje
znacznie wyzszy efekt anagetyczny u myszy HA poddanych dziataniu
czynnika stresowego moze $wiadczyé, o istnieniu interakcji pomiedzy
egzogennie podawang morfing a opioidami endogennymi wydzie anymi w
stresie. Zwigzki te przenikajg do OUN i oddziatujac poprzez receptory
opioidowe wykazujg efekt addytywny co moze $wiadczyé o istnieniu zmian
w budowie BBB majacych wptyw na jej przepuszcza nos¢. Podobna sytuacje
zaobserwowa¢ mozna w przypadku zwierzat nie , gdzie
morfina jest takze bardziej aktywna u zwierzat wystawionych na dziatanie
czynnika stresowego (Ryc.27).

Jez stres w postaci wymuszonego ptywania uwidacznia zmiany
przepuszczanosci BBB u inii HA, wymuszone ptywanie powinno takze
wptynaé na wzrost poziomu ana ezji wywotanej EM-1. Ponownie jak w
poprzednim doswiadczeniu okazato sig, ze stres w postaci wymuszonego
ptywania poteguje dziatanie EM-1 u inii HA i K (Ryc 35,37). Efekt ten jest nie
ty podbity a mozna ponownie zauwazy¢ przedluzony czas trwania
ana gezji po podaniu EM-1. Wyniki tych badan $wiadczg, ze BBB myszy inii
HA jest bardziej przepuszczana d endogennych opioidéw uwa nianych do
krwi obwodowej po zastosowaniu stresora w postaci wymuszonego ptywania.
Zmiany w budowie BBB zwiekszajg dostepnosé w OUN zaréwno EM-1 jak i
endogennych opioidéw, umoz wiajac wystgpienie efektu addytywnego.
Uzyskane dane mogg potwierdza¢ postawiong na poczatku hipoteze, iz to
zmiany w przepuszczanosci BBB da endogennie uwa nianych w czasie

stresu opioidow, sg gtdbwng cecha réznicujgca se ekcjonowane nie myszy.

Do tej pory przeprowadzono wie badan, ktére wykazaly, ze
zastosowanie stresora wptywa na zwiekszenie przepuszczanosci BBB
zarébwno u udzi jak i u zwierzat doswiadcza nych (Hanin 1996, Esposito,
P. i wsp., 2001). Sharma i Dey wykaza , ze stres wynikajacy z
unieruchomienia przez 8 godzin powoduje u mtodych szczurdéw zwiekszenie

przepuszczanosci BBB (Sharma, H.S., Dey, P.K., 1986). Natomiast
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Sku tetyova wykazata, ze krotkotrwaty stres wynikajacy z unieruchomienia
takze powoduje zmiany w BBB (Skultetyova i wsp. 1998). Wykazano, ze
stres wywotany bdéem pooperacyjnym istotnie wptywa na zmiany w
przepuszcza nosci BBB (Oztas B. 2004).

Uszkodzenie tkanek oprocz tego, ze wywotuje b6, powoduje stres.
Wykazano, ze podanie forma ny prowadzi do wzrostu poziomu -endorfin w
osoczu krwi odwodowej ( oisi AM. i wsp. 1995). Formaina ma dziatanie
dwufazowe: w pierwszej fazie imituje b  ostry, natomiast w drugiej fazie
mamy do czynienia z b zZwigzanym z rozwijajgcym sie stanem zapa nym
(Lutfy K. i wsp. 1996). Jeze seekcjonowane nie myszy sg wraz we na
dziatanie stresora w postaci wymuszonego plywania, postanowiono
sprawdzi¢ ich reakcje na dootrzewnowe podanie roztworu forma ny a takze
wplyw tego stresora na efekt ana getyczny bifa iny. Dootrzewnowe podanie
forma ny wywotato u nii HA ana ezje siniejszg niz wymuszone ptywanie
(Ryc.24,29). Zastosowane stezenie roztworu forma ny (5%) a takze objetosé
(25ui) nie wywotaty charakterystycznych d myszy odruchéw skrecania
ciata. Jednakze znacznie siniejszy efekt ana etyczny u nii HA niz u
pozostatych nii $wiadczy o tym, ze endogenne opioidy uwaniane na
obwodzie po zastosowaniu tego czynnika stresowego, dzieki zwiekszonej
przepuszcza nosci BBB, moga przedostawaé¢ sie do OUN i wywotywaé
zwiekszong niz u pozostatych nii ana gezje.

Dootrzewnowe podanie forma ny zastosowane jako rodzaj czynnika
stresowego wptyneto znacznie na efekt ana getyczny bifainy. U inii HA
bifaiina wykazata znacznie wyzsze wartoSci niz bifaina u zwierzat
niestresowanych i osiggata wartosci b skie 100% MPE (Ryc.30). Podobnie u
pozostatych nii myszy =zastosowanie tego stresora zwiekszylo efekt
ana getyczny bifa ny. Na ezy jednak zaznaczy¢, ze o i u inii HA wzrost
poziomu ana gezji byt widoczny juz w pierwszych przedziatach czasowych, to
u nii LA i K narastajacy efekt ana zny widoczny byt dopiero od 15- 30
min. po podaniu zwiazku (Ryc.31, 32). Swiadczy to o tym, ze wzrost efektu

anagetycznego bifa y mozna zaobserwowaé dopiero w drugiej fazie
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dziatanie formainy, zwigzanej z rozwojem stanu zapa nego. Wykazano, ze
uwa niane podczas rozwoju stanu zapa nego, czynniki prozapa ne wplywajg
na integrano$¢ BBB, prowadzac do zwigkszenia jej przepuszcza nosci
(Huber J.D. i wsp. 2001). Wyniki te potwierdzajg wiec, ze rézna reakcja
se ekcjonowanych iinii myszy na dziatanie stresora czy tez zwigzkow

opioidowych jest wynikiem réznic w przepuszcza nosci BBB.

Potwierdzajg to takze badania 0, majace na ceu okres$ enie
zawartosci podawanego obwodowo peptydu opioidowego w mézgach myszy
se ekcjonowanych w kierunku wysokiej i niskiej anagezji postresowej.
Podanie zwierzetom zwigzku ze znacznikiem f uorescencyjnym umoz
identyfikacje tego peptydu w mézgu zwierzat przy pomocy wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC). Otrzymane wyniki wykazaly réznice w
i o$ci zidentyfikowanego peptydu pomiedzy inig HA i LA (Ryc.37). W zwigzku
z tym, ze zastosowany peptyd charakteryzuje sie czesSciowym
przechodzeniem przez BBB, zidentyfikowano go zaréwno w mézgu myszy
inii HA jak i LA, jednakze jego i $¢ byta r6zna. Wysokie wartosci MPE
uzyskane u inii HA po podaniu peptydu ze znacznikiem f uorescencyjnym sg
$cis e skore owane z wigksza zawartoscig tego peptydu w mézgach tych
zwierzgt. Natomiast nizsze warto$ci MPE uzyskane u inii LA po podaniu tego
samego zwigzku sa skoreowane z automatycznie nizszg zawarto$cig
zastosowanego peptydu w mézgach myszy se ekcjonowanych w kierunku
niskiej anagezji. Brak efektu anagetycznego po obwodowym podaniu
peptydu ze znacznikiem f uorescencyjnym zaréwno u myszy HA jak i LA jest
zwigzany ze znacznie obnizong zawarto$cig zastosowanego peptydu w
mébzgach myszy, zidentyfikowanego metodgq HPLC. Wyniki te poswiadczajg
wczesniej postawiong hipoteze o réznicach w przepuszczanosci BBB u
s ekcjonowanych myszy. To czy zwigzek zadziata zaiezy od tego czy z
miejsca podania przedostanie si¢ do miejsca swojego dziatania. To czy
opioid dotrze do mézgu w duzej mierze zaezy od jego zdonosci do
pokonania BBB (Egleton R.D. i wsp. 1997). R6zna zawarto§¢ podawanego
obwodowo peptydu opioidowego w mézgach se ekcjonowanych inii myszy a

tym samym rézny poziom anagezji wywotany podaniem tego zwigzku
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potwierdza, ze se kcjonowane myszy roznig sie przepuszcza noscia BBB
d obwodowo podawanego peptydu opioidowego.

Gtéownym kryterium se kcji myszy HA i LA byta wysoka lub niska
anagezja po zastosowaniu stresora w postaci wymuszonego piywania.
Przeprowadzone badania aktywnosci przeciwb6 owej zwigzkow opioidowych
a takze identyfikacja peptydu w mézgach se kcjonowanych myszy wskazuje
na moz we istnienie roéznic w przepuszczano$ci BBB pomiedzy
se ekcjonowanymi iniami myszy. Uzyskane wyniki byly przestankg do
przeprowadzenia badan mikroskopowych BBB majacych na ceu w petni
potwierdzic na  wstgpie postawiong hipoteze. Giléwna cechg
charakterystyczng BBB jest jej integran budowa oraz istnienie $cistych
potaczen komérkowych (Pauson O.B. 2002). Badania mikroskopowe
wykazaty, ze w przypadku inii HA, srodbtonek tworzacy BBB jest roz uzniony
a pomiedzy komoérkami Srodbtonka brak jest charakterystycznych scistych
potaczen (Ryc. 40, 42, 43). Poza tym, w wyniku tworzacego sie obrzeku
okotonaczyniowego, Swiatlo naczynia u ega zaciskaniu (Ryc.38, 39, 40, 42,
43). Obserwacje btony podstawnej wykazaty, ze jest ona pogrubiata, co jest
wynikiem walki organizmu do zachowania za wsze kg cene stabinosci
naczynia (Ryc. 42). Zaobserwowane czeste zmiany pato ogiczne w budowie
BBB u myszy HA nie wplywaja jednak istotnie na stan zdrowia zwierzat. Brak
jest jakichkowiek danych dotyczacych ich probeméw ze zdrowiem,
rozmnazaniem, odchowywaniem miodych czy zywotnoscia. Zaobserwowane
zmiany pato giczne wptywajg na zwiekszenie przepuszcza nosci BBB,

jednakze nie sg na ty e zaawansowane aby pogarsza¢ stan zdrowia zwierzat.

W przypadku myszy inii LA nie zaobserwowano istotnych zmian w
budowie BBB, mogacych wptywaé na jej przepuszcza nosé. W poroéwnaniu
do myszy HA, u ktérych posrod norma nych struktur obserwowano struktury
Zmienione pato ogiczne, BBB u myszy inii LA wydaje sie mie¢ budowe
prawidiowa (Ryc.44, 45). Zaobserwowane pato ogiczne zmiany w morfo gii
BBB u myszy HA przypominajg zmiany towarzyszace wieu chorobom

neurodegeneracyjnym takim jak stwardnienie rozsiane czy choroba
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A zheimera. Wsze kie zmiany pato ogiczne towarzyszace tym jednostkom
chorobowym poprzedzane sg zmianami w funkcjonowaniu BBB zwigzanymi
z przerwaniem $cistych potaczen miedzy komérkami srodbtonka tworzgcymi
BBB (Huber J.D. i wsp. 2001). Jednakze brak jakichk wiek objawéow
$wiadczacych o procesie chorobotwdrczym u myszy HA $wiadczy o tym, ze
zmiany pato ogiczne w budowie BBB nie wplywajg na jako$¢ zycia tych
zwierzat. Wieopo eniowa se kcja zwierzat w kierunku ana gezji
wywotanej stresem doprowadzita u myszy HA do zmian w budowie
érodbtonka, tworzacego BBB, a tym samym do zwigkszenia jej
przepuszcza no$ci. Zaburzona budowa BBB u myszy HA, u

uwa nianym w stresie do krwi obwodowej endogennym opioidom (endorfiny,
enkefa ny), przenikanie do OUN i wywolywanie sinej ana ezji W
warunkach si nego stresu myszy inii LA, w przeciwiefnstwie do myszy HA nie
wykazujg wysokiej anagezji, a budowa ich BBB nie wykazuje struktur
zmienionych pato gicznie.

Datego tez, proponowanym mechanizmem  warunkujgcym
zwiekszenie aktywnosci przeciwb6 owej obwodowo podawanych peptydéw
opioidowych u myszy HA poddanych dziataniu czynnika stresowego, sg
interakcje jakie zachodzg pomiedzy egzogennie podawanymi zwigzkami a
opioidami endogennymi, uwa nianymi podczas stresu. Rozszcze nienie BBB
u tych zwierzat umoz iwia opioidom, zarébwno egzogennym jak i endogennym
przechodzenie do OUN, a nastepnie dziatajgc poprzez receptory opioidowe
wykaza¢ sumaryczny efekt przeciwbé owy, potegujgc tym samym efekt
ana getyczny. U zwierzat inii LA, szcze na BBB ogranicza dostep do OUN i

unie oz wia wystgpienie efektu sumarycznego (Ryc.48).

Przeprowadzone badania u oz y opisanie mechanizméw
warunkujgcych zréznicowang ana gezje postresowg u se ekcjonowanych inii
myszy. Zwierzeta te mogq w przysztosci okaza¢ sie nieocenionym ode e
indywidua nej wraz iwosci na stres czy bé u udzi. Se ekcjonowane inie
myszy réznie odpowiadajg na zwigzki o charakterze przeciwb6 owy |, a stres

nasia lub ostabia ich dziatanie. Zastosowanie tego ode u zwierzecego w
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badaniach  farma o gicznych, poz o na przewidzenie efektu
ana getycznego badanych ekéw u udzi z ré6zng wraz woscig bé wa czy tez
w stresie. Zaobserwowane zmiany pato giczne w strukturze BBB u inii HA
sprawiajg, ze zwierzeta te moga znaezé zastosowanie jako ode

degeneracj BBB.
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Ryc. 48. Rozny efekt dziatania peptydéw opioidowych i a ka oidu opiatowego-
y umyszy HA i LA.

103



14. Whnioski

Hipoteza ezaca u podstaw podjetych badan zaktadata, ze réznice w

odpowiedzi antynocyceptywnej na stres ptywania u dwéch inii myszy HA i LA

wynikajg gtownie z roznej przepuszczano$ci bariery krew- moézg da

endogennych opioidow uwa nianych do krwioobiegu w czasie stresu.

Przeprowadzone doswiadczenia zmierzaly do potwierdzenia ub

zaprzeczenia wstepnej hipotezie.

1.

Przeprowadzono badania w mikroskopie e ektronowym preparatow
mozgéw myszy inii HA, LA i grupy kontro nej. Wykazano istnienie
nasiionych zmian pato ogicznych u inii HA, ktére mogg powodowaé
obnizenie szcze nosci bariery krew- mézg.

Przeprowadzono badania akumu cji w mdzgu myszy, dokrewnie
podawanego peptydu opioidowego zawierajacego znacznik
f uorescencyjny. Zaobserwowano zwigkszenie akumu acji zwigzku u
zwierzat nii HA  wykazujacej zwigkszong  odpowiedz
antynocyceptywna.

Podawany dozylnie peptyd opioidowy o stabej zdo nosci
przechodzenia przez bariere krew- mézg u zwierzat inii HA powoduje
synergiczne wzmocnienie postresowej anagezji. U zwierzat nii LA

nie obserwowano wzmacniajgcego wptywu peptydu.

Wykazano duze roznice w odpowiedzi antynocyceptywnej na peptyd
opioidowy podawany dozynie. U zwierzat HA peptyd opioidowy
wykazywat znacznie wiekszy efekt antynocyceptywny.

Nie obserwowano istotnych réznic u zwierzat inii HA i LA w efekcie
antynocyceptywnym dozy nie podawanej morfiny (zwigzku o duzej

zdo oSci przejscia bariery krew- mézg).

Prozapa ny czynnik stresujacy, powodujacy neurofizjo giczne efekty
postresowe oraz zwiekszenie przepuszcza o$ci bariery krew- mézg,
powoduje zrownanie w odpowiedzi zwierzat inii HA i LA na dziatanie
dozy nie podawanego peptydu opioidowego.

104



Przedstawione wnioski z przeprowadzonych do$wiadczen w petni
potwierdzajg hipoteze pracy, ze dwie inie myszy HA i LA wykazujg rézng
przepuszcza nos¢ bariery krew- mézg.
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15. Streszczenie

BO jest niezbednym e ementem funkcjonowania organizmu. Rozwdj
inzynierii genetycznej a takze zastosowanie odpowiednich metod hodow
zwierzat aborato yjnych przyczynity sie do stworzenia mode zwierzecych o
réznej wraziwosci na bdé wykazujac, ze wraz wo$¢ na bd jest

uwarunkowana genetycznie.

Zapoczatkowana przez prof. B. Sadowskiego z nstytutu Genetyki i
Hodow Zwierzat w Jastrzebcu, se kcja myszy Swiss Webster doprowadzita
do wyodrgbnienia dwéch inii zwierzat: HA (high anagesia- inia
wysokoana getyczna) i LA (iow anaigesia- inia niskoana getyczna). Linie te
réznig sie istotnie pod wzgedem reakcji b6 owych jak tez wraz wosci na

ana getyczne dziatanie ekéw i stresoréw srodowiskowych.

Sadowski i wspétpracownicy poszukiwa biochemicznych przyczyn
réznic w odpowiedzi na stres u dwdch nii myszy (HA i LA). Gtéwne kierunki
poszukiwan koncentrowaly sie na roznicach w ekspresji
endogennych neuromoduiatoréw lub/i ich receptoréw. Jednakze wie
badania nie wykazaty r6znic mogacych ttumaczyé¢ duze réznice w odpowiedzi
na stres. Nasz zespoét postawit hipoteze, ze réznice pomiedzy niami HA i LA
sg wynikiem réznic w przepuszcz nosci bariery krew- mézg da
endogennych peptydoéw (enkefa in, endo fin) wydzie anych do krwioobiegu w
czasie stresu.

Wigkszo$¢ egzogennie podawanych peptydéow opioidowych do
krwioobiegu zdrowych udzi i zwierzat, wykazuje bardzo ograniczony stopien
przechodzenia przez bariere krew- mézg. Cei  podjetych badan w ramach
pracy doktorskiej byta ana za anagetycznego dziatania opioidowych
an ogow peptydowych u nii HA i LA. Zatozono, ze uzyskane dane

dostarcza argumentéw wspomagajacych ub zaprzeczajacych postawionej
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hipotezie o ro bariery krew- mézg w réznej odpowiedzi na stres u inii HA i
LA.

Przeprowadzone badania witasne potwierdzity, ze myszy inii HA i LA
wykazujg roznice pod wzg dem poziomu anagezji wywotanej stresem.
Obserwacja réznic w hamowaniu odruchéw bé owych u se ekcjonowanych
zwierzat, po obwodowym podaniu zwigzku opioidowego pozwa ataby na
wykazanie roznic w przepuszczanosci BBB d danego zwigzku. W ceu
okre§enia tych rbéznic pomiedzy se kcjonowanymi  niami myszy
zastosowano zwigzki opioidowe- peptydowe i niepeptydowe w réznym

stopniu przechodzace do OUN po podaniu obwodowym.

Przeprowadzone badania nie wykazaty istotnych réznic pomiedzy
se ekcjonowanymi iniami myszy w poziomie an gezji wywotanej
dootrzewnowym podaniem morfiny, natomiast poszczeg6 ne inie zwierzat
catkiem inaczej zareagowaty na podanie peptydu cze$ciowo przechodzacego
przez BBB jakim jest bifa na i jej ana og AA2016. Uzyskane wyniki wykazaty,
ze bifaina oraz jej ana og AA2016 wykazuja dziatanie zaréwno u myszy inii
HA jak i LA, jednakze efekt u inii HA jest znacznie s iejszy. W zwigzku z
tym, ze bifa na jak i jej ana og, dzieki opracowanej strukturze sg zwigzkami
czedciowo przechodzacymi przez BBB, fakt, ze wywotujg ana gezje u obu
inii myszy nie powinien dziwi¢. Jednak poréwnujac poziom uzyskanej
ana gezji u se ekcjonowanych nii myszy wydaje sie, ze bifa ina w wigkszym
stopniu przenika po podaniu dozyinym do OUN u myszy HA, co moze
wskazywa¢ na moz e zwigkszenie przepuszczanosci BBB d tego
zwigzku u tej inii zwierzat. W przypadku zastosowania peptydu opioidowego
endomorfiny-1 (EM-1), praktycznie nie przechodzacego przez bariere krew
mébzg, efekt an getyczny obserwowano ty o u myszy HA, co Swiadczy o

zwiekszonej przepuszcza nosci BBB u tej inii myszy a tego peptydu.

W zwigzku z tym, ze myszy se ekcjonowane pod katem wysokiej i
niskiej anagezji postresowej roznig sie istotnie poziomem anagezji po

zastosowaniu bodZzca stresowego w postaci wymuszonego plywania,
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postanowiono podda¢ ocenie wptyw stresu na efekt ana tyczny

podawanych obwodowo opioidow.

Zastosowanie réznych stresoréw w postaci wymuszonego ptywania
ub tez dootrzewnowego podania roztworu for  iny u obserwacje
zmian w aktywnosci podawanych obwodowo opioidow. U zwierzat
wykazujacych wysokg anagezje postresowq zastosowanie stresora
potegowato efekt anagetyczny podawanego egzogennie zwiazku,
prawdopodobnie w wyniku synergicznego wspotdziatania endogennych i

egzogennych opioiddw.

Dootrzewnowe podanie form iny zastosowane jako rodzaj stresora
wptyneto znacznie na efekt ana getyczny bifa iny. U iinii HA, bifa na wykazata
znacznie wyzsze wartosci niz bifa na u zwierzat niestresowanych. Efekt ten
byt podobny do efektu wywotanego stresem piywania. Jednakze
zaobserwowano roéznice w odpowiedzi inii LA. Stresor, wywolujacy
jednoczesnie stan zapa ny, zwiekszat efekt ana getyczny bifainy u zwierzat
inii LA i K. Naezy jednak zaznaczy¢, ze o ie  inii HA wzrost poziomu
ana gezji byt widoczny juz w pierwszych przedziatach czasowych, to u inii LA
i K narastajacy efekt ana etyczny widoczny byt dopiero od 15- 30 min. po
podaniu zwigzku. Swiadczy to o tym, ze wzrost efektu ana getycznego
bifa iny obserwowano dopiero w drugiej fazie dziatanie forma iny, zwigzanej z
rozwojem stanu zapa nego. Wykazano, ze uwa niane podczas rozwoju stanu
Zza nego, czynniki prozapane wptywajg na integra no$¢ BBB, prowadzac
do zwigkszenia jej przepuszcza no$ci Wyniki te potwierdzity wiec, ze rdézna
reakcja se ekcjonowanych inii myszy na dziatanie stresora czy tez zwigzkéw

opioidowych jest wynikiem réznic w przepuszcza nosci BBB.

Potwierdzajg to takze badania, majace na ce u okre$ enie zawartosci
podawanego obwodowo peptydu opioidowego w mébzgach myszy
se ekcjonowanych w kierunku wysokiej i niskiej anagezji postresowe;.
Podanie zwierzetom zwigzku ze znacznikiem fuorescencyjnym umoz
identyfikacje tego peptydu w mézgu myszy przy pomocy wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Otrzymane wyniki wykazaly roznice w
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iosci zidentyfikowanego peptydu pomigedzy nig HA i LA. W zwiazku z tym,
Zze zastosowany peptyd charakteryzuje sie czesciowym przechodzeniem
przez BBB, zidentyfikowano go zaréwno w mézgu myszy inii HA jak i LA,
jednakze jego i byta r6zna. Wysokie wartosci MPE uzyskane u inii HA po
podaniu peptydu ze znacznikiem f uorescencyjnym sg $c skore wane z
wigkszg zawarto$cia tego peptydu w moézgach tych zwierzat. Natomiast
nizsze wartosci MPE uzyskane u inii LA po podaniu tego samego zwigzku sq
skore wane z nizszg =zawartoscia peptydu w moézgach myszy
se ekcjonowanych w kierunku niskiej anagezji. Wyniki te pos$wiadczaja
wczesniej postawiong hipoteze o réznicach w przepuszcza nosci BBB u

se ekcjonowanych myszy.

Uzyskane wyniki byty przestankg do przeprowadzenia badan
mikroskopowych BBB majacych na ceiu w petni potwierdzi¢ na wstepie
postawiong hipoteze. Badania te wykazaly istnienie zmian pato gicznych w
budowie morfo ogicznej BBB u myszy HA, takie jak brak $cistych potaczen

miedzykomérkowych a takze obecnos$¢ obrzeku okotonaczyniowego.

Wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy potwierdzity
postawiong na wstepie hipoteze dotyczaca réznic w przepuszcza nosci BBB
pomiedzy s ekcjonowanymi niami myszy jako gtéwna przyczyne w réznej
reakcji na stres ptywania. Proponowanym mechanizmem warunkujgcym
zwiekszenie aktywnosci przeciwb6 owej obwodowo podawanych peptydéw
opioidowych u myszy HA sg interakcje jakie zachodzg pomiedzy egzogennie
podawanymi zwigzkami a opioidami endogennymi, uwa nianymi podczas
stresu. Rozszcze nienie BBB u tych zwierzat um iwia opioid , zaréwno
egzogennym jak i endogennym przenikanie do OUN, a nastepnie dziatajac
poprzez receptory opioidowe wykaza¢ efekt addytywny, potegujac efekt
an getyczny. U zwierzat inii LA, szcze na BBB ogranicza dostep do OUN, a
tym samym uni wystgpienie efektu addytywnego. Nie znane sg
przyczyny pato ogii bariery- krew mézg w linii HA. Odpowiedz na to pytanie
moze by¢ k ucze do wie u prob eméw neurofizjo ogicznych obserwowanych

u czfowieka.
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Zaobserwowane zmiany pato ogiczne w strukturze BBB u nii HA
sprawiaja, ze zwierzeta te moga znaez¢ zastosowanie jako ode
degeneracji BBB. Mode zwierzecy HA/LA moze w przysziosci okazaé sie
nieocenionym mode m badania indywiduanej odpowiedzi o$rodkowego
uktadu nerwowego na czynniki wystepujace obwodowo.
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