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CZESC TEORETYCZNA



1. Fizjo ogia b6é u

towarzyszy cztowiekowi przez cate zycie jako niezbedny e ement
systemu obronnego, sygnaizujgcego powstanie istnienie stanéw
pato ogicznych w organizmie. Jest zjawiskiem subiektywnym, z znym od
wieku, pitci, standw emocjona nych, reig , rasy czy wykonywanej profesji.
Bedac zjawiskiem subiektywnym zawsze odczucia o charakterze
negatywnym. W pewnych sytuacjach staje sie zjawiskiem korzystnym.
nformuje pacjenta i ekarza o niepokojacych procesach zachodzacych w
organizmie. Wiasciwie zastosowana terapia nie tylko znosi zjawisko  u,
eiminuje gtébwna przyczyne jego zaistnienia. byt przedmiotem
z teresowania cztowieka od zarania udzkos$ci, natomiast naukowe
podejscie miato miejsce dopiero pod koniec XIX wieku, kiedy to angie ski
uczony Sherrington w pracy ,T. sys em”
zdefiniowat pojecie bodzca owego. Pomimo tego, ze od czaséw
Sherringtona nastgpit intensywny rozwéj wiedzy na ten temat, to do dnia
dzisiejszego nie poznano wszystkich mechanizméw regu ujacych ten
fenomen.
Wedtug definicji zaakceptowanej przez Komitet Taksonom
Miedzynarodowego Towarzystwa Badania u, okres ono jako
nieprzyjemne, zmystowe i emocjona  odczucie wywotane przez istniejace

tez potencja nie zagrazajace uszkodzenie tkanek/narzadéw, odczucie

ktoremu towarzyszy autonomiczna, emocjona i behawiora  odpowiedz
ustroju.
Tab. 1. Wz znosci od miejsca powstawania (wg W rza, 1992).
Somatyczny Trzewny

B6 powierzchowny B6 ateboki
6 gteboki

'B6 pierwotny | Bé wtérny

] Tkanka taczna, kosci, .
Skéra o Trzewia
stawy, migsnie




W 1989 roku Wooif zaproponowat podziat u ze wzgedu na
patofizjo ogie na b6 pierwotny (fizjo ogiczny, ostry) i wtérny (pato ogiczny,
przew ekly). Bé pierwotny petni ro e odruchowo-obronng, jest najczesciej
krotkotrwaty i ograniczony do miejsca uszkodzenia, ktore tatwo z oka izowad.
B6 wtérny pojawia sie pozniej, jest czesto trudny do umiejscowienia i wigze
sie ze wzrostem wraz iwosci uktadu czuciowego tzw. sensytyzacjg. Powoduje
to obnizenie progu owego, przedtuzenie trwania u oraz wzrost
odpowiedzi  owej.

Proces nocycepcji obejmuje 4 etapy: transdukcje (przetworzenie),
przewodzenie, modu acje i percepcje (Rice i Justins, 1999). Na pierwszym
etapie czynnik uszkadzajacy (chemiczny, termiczny, mechaniczny), zostaje
przetworzony na impus e ektryczny. nformacje b6 owe odbierane sg przez
nocyceptory, ktorymi sg wo ne zakonczenia nerwowe na obwodzie podczas
gdy ciato neuronu znajduje sie w DRG ub zwojach nerwdw czaszkowych.
Czynnik  uszkadzajacy tkanki powoduje uwo nienie  mediatorow
nocyceptywnych takich jak np: jony potasowe, serotonina, bradykinina,
substancja P, histamina, cytokiny, NO, produkty przemiany kwasu
arachidonowego, neurokinina A, a drogq antydromowg z zakonczen wtdkien
aferentnych uwa niane sg SP, NKA, CGRP. Wszystkie te czynniki powodujg
zmiany pobud iwosci czuciowych i sympatycznych zakonczen nerwowych,
rozszerzenie naczyn krwionosnych, zwiekszenie ich przepuszcza nosci oraz
stymu acje komérek zap ych do wydzi nia k jnych mediatorow. W
konsekwencji dochodzi do pobudzenia nocyceptorbw o wysokim progu
pobudzenia prowadzac do obwodowej sensytyzacji. Obwodowej sensytyzacji
towarzyszy obnizenie progu owego i wzrost odpowiedzi na stymu acje
(hipera gezja) (Costigan i Woo f, 2000, Word czek i Dobrogowski, 2002).

mpu sy nocyceptywne przewodzone sg dwoma rodzajami witokien
czuciowych:

1. Ad- zmie nizowane widkna o $rednicy 2-5 um przewodzace z
szybkoscig 12-30 m/s. Nocyceptory tych widékien to receptory o wysokim
progu pobud wosci wraz we na bodzce mechaniczne, termiczne. Przewodzg
impusy u okre$ ane przez pacjentéw jako ktujacy. Jest to b6 tatwy do

z oka izowania.



2. C bezmie nowe wiékna o $rednicy 0,1- 1,2 m przewodzace z
szybkoscig 0,5-2 m/s. Przewodzg y owe okre ne przez pacjentow
jako bd rwacy, szarpiacy, p ujgcy. Jest to rodzaj bé u, w ktérym trudno
umiejscowic¢ zrédto pochodzenia (Rice i Justins, 1999).

Pierwszorzedowe wtokna aferen wchodzg do rdzenia kregowego
korzeniami t ymi tworzac dwa peczki: boczny (najciefisze, mie inowe
witdkna Ad oraz bezmie nowe C) i przysrodkowy (gtownie witdkna A ).
Peczek przysrodkowy daje zakonczenia gtéwnie w warstwie , wnikajac do
istoty szarej warstwy V przechodzi przez warstwe V. W warstwie
gaaretow | znajdujg sie ciata duzych neuronow, ktére sg poczatkiem
sz akow wstepujacych oraz mate interneurony biorgce udziat w ujemnym
sprzezeniu zwrotnym regu ujagcym intensywno$¢ doznan owych. Do
baszki dochodzg réwniez dendryty duzych neuronéw ezacych w tzw.
jadrze wtasciwym rdzenia (baszka V, V, V). Grube widkna peczka
przySrodkowego tworzg synapsy pobudzeniowe réwniez z  dendrytami
neuronéw jadra wtasciwego.

Witbkna peczka bocznego tworzg potaczenia synaptyczne gtéwnie w
b aszce . Komorki tgczace sie z cienkimi widknami A i C w duzej czesci
stanowig neurony szakdéw wstepujacych oraz interneuronéw. Neurony

e w poszczegoinych warstwach majg potaczenia z innymi neuronami
ymi gtebiej, d go tez duza cze$¢ neurondw przekazujacych bodzce
nocyceptywne do wyzszych struktur OUN nie jest potgczona =z
pierwszorzedowymi widéknami aferentnymi monosynaptycznie. Takie neurony
k asyfikuje sie jako neurony rzedu. Wiékna owe majg
bezposrednie potgczenia w obrebie warstw z trzema grupami neuronéow
rogowt ych:
-projekcyjnymi — prowadzg bodzce do wyzszych pieter OUN
-ok ymi interneuronami pobudzajacymi
-interneuronami hamujacymi — petnig funkcje reguacyjng w stosunku do

6w  owych docierajgcych do osrodka (Gumutka i Rewerski, 1989).

Zakonczenia pierwo obu rodzajéw witdkien koriczg sie w rogach
t ych rdzenia kregowego. Witdkna Ad w warstwie , V, ViV, a widbkna Cw
warstwie i tworzac potaczenia synaptyczne z neuronami drugorzedowymi.

Na tym poziomie odbywa si¢ proces dywergencji informacji nocyceptywnej,



ktérej efektem moze byé zahamowanie, nasienie modu owanie
uwa niania neuroprzekaznikéw (Ryc. 1). Gtébwnymi neuroprzekaznikami
wydzie anymi z pierwszorzedowych neuronéw czuciowych sg SP, oraz
aminokwasy pobudzajagce (AEEs) takie jak kwas asparaginowy i
gutaminowy, neurokinina A i CGRP. Wpynikiem oddziatywania
neuroprzekaznikow i receptorow z okaizowanych zaréwno pre- jak i post-
synaptycznie obejmujacych receptory neurokininowe, NMDA, opioidowe typu

, K, receptory a adrenergiczne, GABA, serotoninowe (5-HT),
adenozynowe, impus owy moze zosta¢ przestany do wyzszych pieter

uktadu nerwowego u ec zahamowaniu (Costigan i Woo f, 2000).

Ryc. 1 Receptoy pre-
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Drogi  owe wstepujace

Przekazywanie sygnatu  owego do osrodkowego ukfadu nerwowego
odbywa sie drogami wstepujacymi:

-rdzeniowo-wzgoérzowa boczna, ktérej neurony dochodzg do wzgérza
w sznurze przednim i bocznym rdzenia kregowego. Drogq tg przewodzone
sq przede wszystkim informacje b6éu powierzchniowego (nocycepcja
powodowana bodzcem termicznym, e ektrycznym, mechanicznym) (Rice i
Justins, 1999).

-rdzeniowo-wzgbrzowa przysrodkowa skiada sie z witdkien, ktdrych
ciata ezg w warstwie V i V istoty szarej rdzenia kregowego. Droga ta
konczy sie w $rodkowej czeSci wzgdrza, moscie, substancji szarej
okotowodociagowej oraz podwzgoérzu. Uwaza sie, ze drogq tg przewodzone
sg informacje somatyczne i trzewne (Gumutka i Rewerski, 1989).

stnieje jeszcze droga rdzeniowo-§rddmoézgowiowa i rdzeniowo-
siatkowata przewodzaca do tworu siatkow go, do wzgérza, podwzgérza i
substancji szarej okotowodociggowej (PAG). Jest ona odpowiedzia za
przewodzenie somatyczne i trzewne, oraz inicjowanie neuroendokrynnej
odpowiedzi na uraz, ktérej ceem jest utrzymanie ustrojowej homeostazy
(Word iczek i Dobrogowski, 2002).

Percepcja

Ostatnim etapem procesu nocycepcji jest przetworzenie u
owego w bodziec o charakterze emocjona nym. Procesy te zachodzg w
korze moézgowej gdzie nastepuje ocena dziatajgcego bodzca i reakcja
emocjona . Tu powstaje ek, gniew, agresja oraz mod zachowan

zwigzane z zapamietywaniem bo u (Word czek i Dobrogowski, 2002).
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Zstepujacy uktad antynocyceptywny

Doptyw bodzcéw z pierwszorzedowych widkien  owych do wyzszych
pieter OUN znajduje sie pod kontro g uktadow zstepujacych oraz oka nych
mechanizmdéw regu ujacych na poziomie rogdéw ty nych rdzenia kregowego.
Pozwa a to na modu owanie sygnatow owych (hamowanie, torowanie).
Uktady zstepujace antynocyceptywne obejmujg: substancje szarg
okotokomorowg w podwzgdrzu, substancje szarg okotowodociggowa w
§rodmoédzgowiu  (PAG), boczne i grzbietowo-boczne segmenty mostu,
zawierajgce neurony adrenergiczne, brzuszno-dogtowowag czesS¢ rdzenia
przedtuzonego zawierajgcg neurony adrenergiczne, brzuszno-dogtowowag
cze$¢ rdzenia przedtuzonego, zawierajgcg neurony serotoninergiczne
zokaizowane w jadrze wie kim szwu (Word iczek i Dobrogowski, 2002).
Uktad ten tworzy hamujace potaczenia synaptyczne w b aszce , , V rogébw
t ych rdzenia kregowego. Modu acja bodzca  owego odbywa sie przez
uktady: noradrenergiczny, serotoninergiczny, cho nergiczny, GABA-ergiczny
oraz opioidowy.

Uktad opioidowy

Na poczatku at siedemdziesigtych w aboratoriach Kosteritza i
Snydera niez  znie od siebie udowodniono istnienie receptora opioidowego
(Goldstein i wsp., 1971, Pert i Snyder, 1973, Simon i wsp., 1973, Terenius,
1973, Snyder, 1975). W 1975 roku zesp6 Hughes’a okreslit budowe dwéch
peptydéw, ktére nazwano enkefainami (Met-enkef ina i Leu-enkefaina)
(Hughes i wsp., 1975). Obserwacje reakcji farmako ogicznych wywotanych
przez rbézne opioidy pozwo ty w 1976 roku na postawienie hipotezy o
istnieniu trzech k as receptoréw opioidowych (G bert i Martin, 1976, Martin i
wsp., 1976). K asyfikacja zastata oparta na trzech réznych typach zespotéw
objawoéw powstatych u pséw w z  znosci od uzytych agonistéw tj. morfiny,
etyloketocyk azocyny i N-a ionormetazocyny. Zatozono, ze kazdy z
zespotdéw objawdw powigzany jest z okre$ onym igandem i w ten sposéb d a

kazdej k asy wybrano oznaczenie od igandu z jakim reaguje,az m da
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morfiny, K ety oketocyk azocyny, o da N-a ionormetazocyny. W 1977
roku Lord wysunat hipoteze o istnieniu koejnego typu receptora
opioidowego, ktéry nazwano  poniewaz szczego nie obficie wystepowata w
powrdzku nasiennym myszy (ang. vas de erens) (Lord i wsp., 1977).
Ost cznie zaproponowano utworzenie pieciu k as receptoréw opioidowych
(Tab. 2).

Tab. 2 K asy receptoréw opioidowych i ich gtéwni agoni§¢i

Typ receptora agonista

~ morfina
enkefa iny
B-endorfina

N-a i onormetazocyna

K ketocyk azocyna J

Powyzsza yfikacja spotkata sie z ostra krytyka, go tez w 1996
roku UPHAR zaproponowat nowg nomenk ature receptoréw opioidowych
w oparciu o chrono ogie ich k onowania i tak receptor opioidowy typu zostat
nazwany OP1, k OP2, a OP3 (Aexander i wsp., 2008). Powyzsza

yfikacja nie przyjeta sie w Srodowisku osdb zajmujacych sie badaniem
receptoréw opioidowych i ich ow. go tez, obecnie UPHAR z ca
stosowanie wczesniejsze] nomenk atury, wyrdzniajac trzy y receptorow
opioidowych |k, ( xanderiwsp., 2008).

Wraz z odkryciem réznych receptorow opioidowych trwaty
badania nad ich endogennymi ami. Wyniki prac pozwo ity na okre$ enie
w moézgu, przysadce mozgowej, rdzeniu kregowym oraz w innych tkankach,
zwigzkéw o wiasciwosciach morfinopodobnych, ktére objeto poczatkowo
wspo ng nazwag endorfiny, a z czasem nazwa ta ograniczyta sie do zwigzkéw
dtuzszych od et-enkefa iny i wywodzacych sie z - ipotropiny.

Endogenne peptydy opioidowe powstajg ze swoich prekursoréw w
wyniku dziatania gtéwnie dwéch enzymymow enkefa inazy i aminopeptydazy
N (Carriwsp.,1991).
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W za eznosci od rodzaju prekursora engogenne peptydy opioidowe dzie i
sie na:
- pochodzace z proopiome anokortyny (POMC): -endorfiny, enkefa iny
- pochodne proenkefa iny (PENK): Leu- i Met- enkefa ina
- pochodne podwzgérzowej prodynorfiny (PDYN): dynorfina A i B, a fa-
neoendorfina, rimorfina
Endogenne peptydy opioidowe nie s3 s
typu
dziewiecdziesigtych endomorfina-1 i

ktywne ty ko w stosunku do

jednego receptora. Wyjatek stanowig odkryte w koncu at
endomorfina-2, ktére sa wysoko
s ktywne do receptora typu p (Zadina i wsp., 1999). Do dzisiaj nie udato
sie wyizo owac ani okres i¢ prekursora endomorfin. Cechg taczaca wszystkie
endogenne peptydy opioidowe jest wystepowanie aminokwasow: Tyr w

pozycji 1 i Phe w pozycji 3 i/ ub 4 sekwencji tancucha peptydowego konca N.

Tab. 3 Prekursory endogennych peptydéw opioidowych i ich produkty,

miejsce wystepowania, i mechanizm dziatania

(Prekursor|  peptyd | Miejsce syntezy ~ Wystepowanie Dziatanie/powinow |
actwo receptorowe
POMC | -endorfina | Przedni ptat przysadki | Podwzgorze, jadro Przeciw owe
moézgowej, neurony pasma samo o, przechodzi bariere
jadra tukow go wyniostosci krew -mézg,
podwzgorza przysrodkowej, przedni i |agonista receptora
posredni ptat przysadki, |, €, dziatanie
osocze, Srodmobzgowie, | przeciw ekowe
jadra migdatow >0
wzgbrek dogrzbietowy
pnia mézgu, hipokamp,
most, rdzen przedtuzony
PENK | enkefa ny Podwzgoérze OUN, gatka b ada, jadro | Agonista receptora
przysadka, rdzen ogoniaste, jadro > >
nadnerczy pot e, guzek
wechowy, opuszki
wechowe, przegroda,
rdzen kregowy,
nadnercza, sp oty

warstwy miesniowej
przewodu pokarmowego,
mniej: srédmoézgowie,
hipokamp, kora moézdzku
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PDYN | dynorfina Srédmézgowie, rdzen Agonista receptora
przedtuzony, most, K> >
podwzgérze, t vy ptat
przysadki, rdzen
kregowy, mozdzek,
istota czarna, jadro
ogoniaste, PAG, sp ot
pods$ uzéwkowy
przewodu pokarmowego

EM-1, Podwzgoérze, wzgobrze,

EM-2 jadro migdatow
jadro p6t ezgce, pien
mézgu, rdzen
przediuzony, warstwa
i rogbw ty nych
rdzenia kregowego,
rogi czuciowe DRG

Receptory opioidowe wykazuja podobng homo ogiczng budowe
sktadajaca sie z ok. 400 aminokwasoéw (Reisine i Be , 1993). Wszystkie trzy
typy receptoréw opioidowych zwigzane sg z biatkami G. Struktura ich sktada
sie z siedmiu transmebranowych hydrofobowych domen (TM -TMV ). Trzy
pete (i1-i3) oraz koniec C skierowane sg do wnetrza komérki, podczas gdy
pozostate trzy pet e (e1-e3) oraz koniec N znajdujq sie na zewnatrz (Ryc. 2).
W rdzeniu kregowym i w innych strukturach uktadu nerwowego receptory
opidowe moga tworzy¢ heterodimery / ik/ , homomery, co diametra nie
zmienia ich s ktywnos$¢ wigzania ganddéw (Gomes i wsp., 2000). istnieje
wi farmako ogicznie scharakteryzowanych podtypéw receptorow , |, K
bedacych wynikiem réznych potrans acyjnych przemian produktu genu

kodujacego receptory opioidowe.
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Rys. 2 S

Substancja P budowa, dziatanie i dystrybucja

W atach trzydziestych ubiegtego wieku U f von Eu er rozpoczat prace,
w aboratorium dr Henry'ego D , nad acety ochoing. W tym ceu wraz z
Johnem Gaddum rozpocze i cyk badan dotyczacych uwa niania i dystrybucji
acetyochoiny w jeicie cienkim kréika, drazniagc nerw btedny. Do
przeprowadzenia tego eksperymentu uzywano ekstraktu z moézgu i jeita
konia, ktéry powodowat skurcz izoowanego fragmentu jeita cienkiego.
Skurcze nie byty hamowane przez atropine, co sugerowato, ze musiaty byé
wywotywane przez inny ,czynnik’ niz acety ochoina (Hokfet i wsp., 2001).
Odkrycie to zaowocowato pierwsza pub ikacjg na temat substancji P (von
Euer i Gaddum, 1931). W pub ikacji tej opisano ,atropino oporny czynnik”,
ktory jest zawarty zarbwno w mézgu jak i jeicie, a ktéry stymu uje miesnie

gtadkie do skurczu oraz zmniejsza cisnienie krwi. Badacze podj i tez probe
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izo acji nowoodkrytego ,czynnika”. W tym przeprowadzi

ekstrakcje je ta konskiego i uzyska suchy, proszek (Lembeck,
2008). .proszek” (powder) byto prekursorem nazwy substancja P
(Gaddum i Schid, 1935). W k jnych opisano obwodowe dziatanie
SP takie jak obnizanie ci$nienia krwi i kurcz wosci je ta u
zwierzat (Gernandt, 1942), zwiekszenie przeptywu krwi w

przedramieniu cztiowieka (Pernow, 1963), czy wptyw na
oddychania (von Euler i Pernow, 1956). Prace prowadzone w
czterdziestych przez Pernowa nad dystrybucjag SP w mézgu pokazatly, ze
wieksze jej znajdujg sie w istocie szarej niz w biatej. Pernow
zidentyfikowat duze SP w $rédmézgowiu, miedzymébdzgowiu, a takze w
podwzgodrzu, natomiast w rdzeniu kregowym wykazat wyzsze stezenie SP w
grzbietowych warstwach niz w brzusznych, a takze obecnos¢ w nerwach
obwodowych, czesciowo w nerwach autonomicznych, zwojach kregowych i
uktadzie wspétczu nym (Pernow, 1953).

W poczatkowym okresie substancja P byta charakteryzowana na
podstawie nastepujacych trzech cech:

- skurcze je ta cienkiego swinki morskiej mimo

obecnosci atropiny, tryptaminy (acety ocho na, serotonina,

histamina nie sg zaangazowane w posredniczeniu tego efektu)

- skurcze dwunastnicy szczura (w przeciwienstwie do innych

kinin, ktére nie posiadajg tych moz wosci)

- obniza wyraznie ci$nienie krwi u szczuréw przy podaniu

od wczesniejszego podania atropiny (Leeman i Ferguson,
2000)

W 1970 roku, prawie 40 at po opub kowaniu pierwszych doniesien
von Euera i Gaddumana na temat SP, Susan Leeman i wspotpracownicy
zidentyfikowali SP w wotowym podwzgérzu jako jedenastoaminokwasowy
peptyd H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gin-GIn-Phe-Phe-G y-Leu-Vet-NH, (Chang i
wsp., 1971), pierwsi go zsyntetyzowa (Tregear i wsp., 1971) i zastosowa
metody izotopowe do jego oznaczania (Powe i wsp., 1973). Dekade pézniej
SP zostata wprowadzona jako nowy zwigzek do rodziny tachykinin, obok

neurokininy A (NKA) i neurokininy B (NKB). Cechg tgczacg wszystkie zwigzki
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z tej rodziny jest C-termina na sekwencja Phe-Xaa-G y-Leu-Met-NH; (gdzie
Xaa moze by¢ Phe Va) (Tab. 4).

Tab. 4 K asy receptoréw neurokininowych i ich agonisci
receptor agonista sekwencja
NK-1 substancja P | Arg-Pro-Lys-Pro-G n-G n-Phe-Phe-G y-Leu-Met-
NH;
NK-2 neurokinina A | His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Va -G y-Leu-Met-NH;
" NK-3 | neurokinina B |His- et-His-Asp-Phe-Phe-Va -G y-Leu-Met-NH, |

Od at pieédziesiatych i prac Lembeck’a uwazano, ze SP moze by¢
neuroprzekaznikiem zaangazowanym w przewodzenie sygnatu  owego z
obwodu do rdzenia kregowego, a jego obwodowe
moze byC¢ odpowiedzia za rozszerzenie naczyn krwiono$nych i
neurogenne zap nie. W latach siedemdziesiatych pojawity sie
doniesienia na temat dystrybucji SP w osrodkowym i obwodowym uktadzie
nerwowym (Hokfe t i wsp., 1975a), a lata osiemdziesiate przyniosty odkrycie
dwoch nastepnych neurokinin: neurokininy A i neurokininy B. Wszystko to
doprowadzito do gendw kodujacych tachykininy (Nakanishi, 1987) i
biatek receptorowych (Nakanishi, 1991), a to z koei zaowocowato

i seektywnych biatkowych i niebiatkowych
antagonistéw (Maggi i wsp., 1993). Do dnia dzisiejszego poznano jeszcze
dwie tachykininy: neuropeptyd K i neuropeptyd v, jednak wiedza na temat ich
wihasciwosci jest fragmentaryczna.

W 1987 r. asu i wsp. skonowai NK-2 receptor i jego
budowe z grupa receptoréow zwigzanych z biatkiem G. W momencie, kiedy
sekwencja aminokwasowa zostata zbadana (Hershey i Krause, 1990,
Shigemoto i wsp., 1990) okreslono, ze ta grupa receptoréw zawiera siedem
hydrofobowych  transmembranowych  segmentéw. receptoréw
tachykininowych wystepujacych u ludzi 40% sekwencji aminokwasowych jest
identyczna NK-1, NK-2 i NK-3 (Gerard i wsp., 1993). Wieksze

podobienstwo, ok. 75% wystepuje w cytop azmatycznej sekwenc;ji, natomiast
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w transmebranowych domenach to podobienstwo jest nizsze i wynosi ok.
70%.

Ryc. 3 Schemat s receptora K- (Rego sp., 994,

arrson Geppett

Biosynteza substanc;ji P i k asyfikacja receptoréw neurokininowych

Studia nad biosyntezg neuropeptydéow pokazuja, ze zwigzki te
pochodzg z wigkszych, zazwyczaj nieaktywnych prepropeptydéw. Te
prepropeptydy sg syntetyzowane na siateczce endop azmatycznej szorstkiej
w cie e komérek peptydergicznych neuronéw (peptidergic neurons). Tam tez
nastepuje enzymatyczne odciecie hydrofobowej N-terminanej sekwencji
sygnatowej, a powstaty propeptyd jest pakowany do pecherzykéw aparatu
Go giego. Te pecherzyki sg transportowane wzdiuz aksonu do zakonczen
neuronu. Podczas transportu propeptyd pod ega enzymatycznej obrébce do

formy peptydu kofncowego. Z powodu swojego rozmiaru i hydrofi owej natury

19



peptyd koncowy jest wydzie any na zasadzie egzocytozy (Persson i wsp.,
1995).

Trzy rézne typy mRNA substancji P zostaty zidentyfikowane i
wywodzg sie one z jednego genu zwanego genem preprotachykininowym A
(PPT-A) (Harrison i Geppetti, 2001). A ternatywne sktadanie (sp ), ktére
doprowadzito do powstania tych form, w konsekwencji prowadzi do
powstania trzech réznych preprotachykinin: o-PPT, -PPT i -PPT.
Wszystkie trzy prepropeptydy zawierajg sekwencje aminokwasowg typowa

substancji P, natomiast -PPT i -PPT dajg poczatek ko ejnym
tachykininom i tak z -PPT powstanie neurokinina A (NKA) i neuropeptyd K,
a z -PPT NKA i neuropeptyd y (Nawa i wsp., 1984, Krause i wsp., 1987,
acDonad i wsp.,, 1989) (Ryc. 4) Ekspresja konkre go mRNA jest

gatunkowo i tkankowo z  zna.

Ryc.4 Schemat bosy ezy SP

Przy zastosowaniu réznych metod badawczych Erspramer zauwazyt
roznice we wiasciwosciach substancji P, neurokininy A i neurokininy B co
zaowocowato  odkryciem  trzech  réznych  podtypédw  receptoréw
tachykininowych (Erspamer 1981, Lee i wsp., 1982, Mussap i wsp., 1993). W
1986 roku w Montreau na spotkaniu poswieconemu substancji P i
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neurokininom uzgodniono nomenk ature nowych receptoréw i okres ono je
wspo6 ng nazwg receptory neurokininowe NK (Henry, 1987). Wspébtczesnie
wyrdznia sie trzy typy receptorow oznaczonych jako NK-1, NK-2, NK-3.
Charakterystyka receptoréw poczatkowo byta przeprowadzona ze
na preferencje i powinowactwo do receptoréw endogennych gandow i tak
powinowactwo receptorowe dia NK-1 wynosito odpowiednio SP>NKA>NKB,
da NK-2 NKA>NKB>SP, a NK-3 NKB>NKA>SP (Maggi i wsp., 1993,
Snijde aar i wsp., 2000). Chociaz yfikacja oparta na powinowactwie
ganddw nie jest doskonata, poniewaz wi badan wskazuje, ze muszg
wystepowag jeszcze podk asy receptoréw, to doprowadzita do rozwoju badan
nad agonistami i antagonistami receptoréw tachykininowych.
Zastosowanie znakowanych izotopowo gandéw jak i metod

pozwo fo precyzyjnie opisaé dystrybucje receptorow
neurokininowych w organizmie. Receptory NK-1 zarbwno w
osrodkowym uktadzie nerwowym, gtownie w prazkowiu i rdzeniu kregowym
(Hu i wsp., 1997), jak i w przewodzie pokarmowym, pecherzu moczowym
(Beaujouan i wsp., 1986, Mantyh i wsp., 1988), czy nabtonku drég
oddechowych (Meini i wsp., 1993). Podobnie receptor NK-2 zidentyfikowano
zarbwno w osrodkowym ukfadzie nerwowym jak i w przewodzie
pokarmowym, czy w miesniach gtadkich drég oddechowych (Tsuchida i wsp.,
1990, Meini i wsp., 1993). Receptor NK-3, jak inne receptory z tej rodziny,
znajduje sie w oSrodkowym uktadzie nerwowym gtownie w korze mézgowej i
rogach rdzenia kregowego (Dam i wsp., 1990), a e tez pewne
znaieziono w tkankach obejmujacych pecherz moczowy i je to cienkie
(Tsuchida i wsp., 1990).

Substancja P a transmisja sygnatu  owego

Bodzce termiczne (Go i Yaksh, 1987), mechaniczne (Kuraishi i wsp.,
1985), ktryczna cienkich niezmie nizowanych witdkien (Go i
Yaksh, 1987) podanie kapsaicyny (Takano i wsp., 1993), czy czynniki
uszkadzajgce tkanki iub je draznigce skutkuje substancji P w
rdzeniu kregowym. Jest to dowdd, ze w tym przypadku SP dziata jak

neuroprzekaznik, ktéry bierze udziat w szybkiej odpowiedzi na dziatajacy
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czynnik uszkadzajacy. Potwierdzeniem tych obserwacji sg wyniki badan
ktére wskazuja, ze antagonisci receptora NK-1 odpowiedz w rdzeniu
kregowym wywotang przez te czynniki, a podpajeczynédwkowe podanie
substancji P wywotuje b6 u badanych zwierzat (Piercey i wsp., 1981,
Matsamura i wsp., 1985). Jak wspomniano wyzej, SP jest uw iana pod
wptywem réznych czynnikédw uszkadzajacych, dziatajacych na obwodzie, ae
nie kazdy czynnik uszkadzajacy doprowadza do SP. Obserwuje
si¢ sytuacje, w ktorych bodzcem termicznym powoduje
somatostatyny, a nie SP. Uwoinienie SP nastepuje jedynie w
przypadku, kiedy uszkadzajacy jest jednoczesnie siny i dtugo
dziatajacy (Duggan i wsp., 1987, 1988, Duggan,1992). Z k i w badaniach
pobudzenia komérek rogéw t ych rdzenia kregowego powodowanego
przez jonoferyczne podanie SP stwierdzono op6zniony poczatek odpowiedzi
0 20-40 s i jej przedtuzenie do 30-90 s. (Randic i M etic, 1977, Nowak
I Macdonad, 1982). W k jnych badaniach stwierdzono, ze pierwsza,
szybka odpowiedz na bodziec owy jest od substancji P,
poniewaz antagoniSci receptora NK-1 nie potrafig jej
Antagoni$ci receptora potrafig ty ko opdzniong w czasie
odpowiedz b6 owg (Radhakrishnan i Henry, 1991). Powyzsze dane pokazuja,
ze SP jest zaangazowana w transmisje. Ta odpowiedz jest na ty e
, Ze uczestniczg w niej inne mechanizmy niz w szybkiej reakcji  owej.
Z m w szybkg transmisje muszag by¢ wiaczone inne neuroprzekazniki np.
g utaminian i asparaginian.
Wyniki przeprowadzonych badan skfaniajg do wysuniecia wniosku, ze
SP moze uczestniczyé w szybkiej odpowiedzi na dziatajacy czynnik
uszkadzajacy w , W od rodzaju czynnika

uszkadzajacego.
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Wzajemne odziatywania pomiedzy peptydami  opioidowymi

a substancjg P

dowody wskazujg na wzajemne, funkcjona

powigzanie uktadu opioidowego i tachykininowego (Kosson i wsp., 2005)
Bezposrednie podanie odpowiednio duzej dawki SP (mikrogramy) do

czesci przestrzeni podpajeczyndowkowej rdzenia kregowego
wywotuje u gryzoni hipera gezje oraz indukuje zachowanie takie jak drapanie,
gryzienie, zanie ty | tapy. Badania eksperymenta  pokazujg, ze wyzej
opisane efekty dziatania SP mozna zahamowa¢ podajac agonistow ukfadu
opioidowego (Hy den i Wi cox, 1983). Z przeprowadzonych badan wynika, ze
opioidy dziatajg hamujaco na SP, co zaobserwowano réwniez w
badaniach in vitro (Jesse i verson, 1977, Chang i wsp., 1989) i w warunkach

o z zastosowaniem morfiny (Yaksh i wsp., 1980). Z ko ei naokson,

antagonista  uktadu opioidowego, zwigksza SP w rdzeniu
kregowym, jak réwniez b6 wywotany w drugim etapie testu
forma inowego. Stewart i wsp. wiasciwosci ana getyczne

substancji P podawanej zaréwno osrodkowo i obwodowo (Stewart i wsp.,
1976). Po podaniu peptydu do komory moézgu myszy obserwowany byt
wzrost ncji na bodziec termiczny w tescie goracej ptytki. Efekt ten byt
podaniem na oksonu, co z k i wskazywato na wtorng aktywacje
endogennego uktadu opioidowego (Stewart i wsp., 1976). Podobne efekty
uzyskano po podaniu peptydu obwodowo. Wysunieto hipoteze, ze
dziatanie SP jest spowodowane endogennych

neuropeptydéw zwigzanych z powstaniem ana gez;ji przez powstanie

aktywnych ana getycznie metabolitow SP. Hipoteza ta zostata potwierdzona

w latach pézniejszych kiedy wykazano, ze SP jest do
aktywnych fragmentéw (Lei i wsp., 1991). Wykazano
réowniez, ze fragment SP(1-7) wywotuje na oksonem

antynocycepcje po podaniu dokomorowym u myszy, jak tez hipera gezje po
podaniu podpajeczyndwkowym u szczura (Goett i Larson, 1994).
Frederickson i wsp. ponadto dane S$wiadczace, ze SP

podawana w nanogramowych dawkach do przestrzeni podpajeczynéwkowej
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w tescie gorgcej ptytki wykazuje wtasciwosci ana getyczne (Frederickson i
wsp., 1978). Efekt yczny nie byt obserwowany je$ przed podaniem
SP podano na okson. Stgd autorzy wysune hipoteze, ze krzywa dziatania
SP podanej podpajeczynéwkowo w tescie goracej ptytki, przypominajgca
ksztattem dzwon, moze by¢ wynikiem dwojakiego, przeciwstawnego
dziatania w mdzgu (Frederickson i wsp., 1978). W przypadku matych dawek
substancji P, powstaje odwrac a em ana gezja, prawdopodobnie
zZwigzana z endogennych peptydéw opioidowych, natomiast
przy wyzszych dawkach nastgpuje bezpos$rednia aktywacja receptorow
postsynaptycznych NK-1 i aktywowanie drogi przewodzenia  u.

K jne badania ekperyment e na grupie sczurow pokazaty, ze
niskie dawki SP w potfaczeniu z najnizszymi skutecznymi (efektywnymi)
dawkami MF podanymi do przestrzeni podpajeczynéwkowej powoduje
wzmocnienie efektu ana getycznego MF w tescie cofania ogona. (Kream i
wsp., 1993). Efekt byt przez wczesniejsze
podanie naoksonu, ae nie antagonisty SP, CP-96,345, sugerujac tym
samym, ze wzmocnienie odpowiedzi yczne] odbywa sie przez

endogennych peptydéw opioidowych, a nie przez

bezposrednig aktywacje receptoréw tachykininowych Podobne wyniki
uzyskano przy podaniu obwodowym SP w p tczeniu z MF. Natomiast
, parenter e podanie MF w potaczeniu z SP skutkowato
znacznym wydtuzeniem odpowiedzi opioidowej, przypuszczalnie na skutek
hamowania rozwoju t rancji opioidowej (Kream i wsp., 1993). W innych
badaniach wykazano, ze N-koncowy fragment SP(1-7) opozniat rozwd;
tolerancji morfinowej, je$i byt podany przed podaniem opiatu (Kreeger i
Larson, 1996). Z kolei Lipkowski i wsp. wykazat, ze 11 aminokwasowy
antagonista SP wzmacnia i wydtuza antynocyceptywng aktywno$¢ agonisty
opioidowego, tj. bifa ny (Lipkowski i wsp., 1987). Efekt ten byt odwracany
em, wskazujgc tym samym na opioidowg specyficznosé
potaczonych efektéw . W innej pracy Lipkowski i wsp.
przedstawi s ne i wydtuzone efekty yczne peptydu faczgcego w
swojej budowie strukture podobng do -kazomorfiny z antagonistg SP.
oni, ze efekt ana gytyczny wywotany jest rbwnoczesng aktywacjg

receptoréw opioidowych i receptorow NK-1 (Lipkowski i wsp., 1994).
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Oméwione powyzej wyniki badan wskazuja, ze rdzeniowy uktad
tachykininowy i opioidowy w sposdb bezposredni na siebie oddziatujg

miejscowg odpowiedz nocyceptywna.

Podstawy konstrukcji zwigzkéw hybrydowych

W ciggu ostatnich at rosnie wiedza na temat substancji P i ro jakag
petni w transmisji sygnatu  owego. D a przyktadu roa SP w patofizjo og
k nicznych zespotéw takich jak zapa enie je ta grubego, zapa enie stawodw,
srbdmigzszowe zapaenie pecherza moczowego, choroby przebiegajace z

em zap ym czy neuropatycznym, staje sie coraz wyrazniejsza. Mozna
sie spodziewaé, ze nowe koncepcje i metody eczenia u zaowocujg
odkryciem ekéw opartych na modyfikacji SP, co pomoze w wace z em
pochodzgcym wtasnie z takich standw.

Jak przedstawiono wczes$niej, zarbwno substancja P jak i endogenne
peptydy opioidowe sg gteboko zaangazowane w transmisje sygnatu

owego. Badania Stewarta, Fredericksona i innych dowiodly, ze SP
podana . ub powoduje hiperagezje oraz w niskich dawkach
ana gezje odwracalng em. Postawiono wtedy hipoteze, ze odmienny
efekt dziatania SP(1-11) na poziomie rdzenia kregowego jest mediowany
przez dwa odmienne receptory, C-termin y receptor, ktéry posredniczy w
nocyceptywnym dziataniu SP(1-11) i N-termina ny receptor, ktéry mediuje
antynocyceptywny efekt (Stewart i wsp., 1976, Frederickson i wsp., 1978,
Stewart i wsp., 1982). Podczas gdy SP(1-11) moze by¢ gtbwnym gandem

da tych receptoréow to, C- i N- termin e fragmenty rozpadu SP moga

dziata¢ jako , endogenne y. Sciezka enzymatycznego
rozpadu SP(1-11) zostata przedstawiona w badaniach Lee i Nyberga,
natomiast obecnos¢ SP(1-7) i C-termin ych fragmentéw SP w

homogenacie mbzgu szczura i rdzenia kregowego wykazat Sekurada, a igwe
opisat w mysim rdzeniu kregowym, w warunkach ro obecnos¢ N-
termin  ych fragmentéw takich jak: SP(1-4), SP(1-7), SP(1-9) oraz C-
termin  ych takich jak SP(2-11) i SP(5-11) (Lee i wsp., 1981, Nyberg i wsp.,
1984, Sakurada i wsp., 1985, igwe i wsp., 1988). W k jnych badaniach

wykazano, ze N-termin e metaboity SP(1-7) powoduja dawkozaezn
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antynocycepcje zarébwno w tescie cofania ogona jak i gorgcej ptytki. Efektu
tego nie obserwowano po podaniu C-termina nych fragmentéw SP (Ha i
Stewart 1983, Cri nd i Henry, 1988). W innych badaniach wykazano, ze
podpajeczyndowkowe podanie fragmentéw SP(5-11) wywotywato takie
zachowania jak gryzienie i drapanie u badanych zwierzat. Sg to zachowania
opisywane jako typowe po podaniu SP(1-11). Reakcje tg mozna byto
zahamowa¢é podajac SP(1-7) ( gwe i wsp., 1988). Dowiedziono réwniez, ze
wie okro podpajeczynéwkowa iniekcja SP(1-11) u badanych zwierzat
zmniejszata opisywane zachowanie prawdopodobnie przez nagromadzenie
N-termina nych fragmentéw SP(1-11) (Larson, 1988, igwe i wsp.,1988).
SP i jej metabo ity majg takze wptyw na aminokwasow
pobudzajacych (EAAs) takich jak i asparaginian do przestrzeni
synaptycznej w rogach rdzenia kregowego. Dowody, ktére sugerujg
wzajemne powigzanie pomiedzy SP a EAAs w rdzeniu kregowym to:
1. SP(1-11) i Gu wspotistniejg w neuronach zwojowych rogow
grzbietowych szczura i matpy (Battag ia i Rustioni, 1988)

2. SP(1-11) powoduje G u z rogbéw grzbietowych rdzenia
kregowego nowonarodzonych szczuréw i zaby (Kawagoe i wsp.,
1985, 1986)

3. SP(1-11) ub nocyceptywna powoduje wyrazny wzrost
uwolnienia Asp i Glu w rogach grzbietowych przytomnych
szczurdw (Ski ing i wsp., 1988, Smu in i wsp., 1990)

w badaniach Ski ing i wsp. , 2ze C-termina ny
koniec SP jej C-termin e fragmenty sg odpowiedzia  za zwiekszenie
EAAs, natomiast fragment SP(1-7) powodowat zmniejszenie

tego (Ski ing i wsp., 1990). Dodatkowo, gwe i wsp.
hipoteze, ze SP(1-7) posiada swoje wtasne receptory, co mogtoby ttumaczy¢
wyjatkowe wiasciwosci [ tego fragmentu ( gwe i
wsp., 1990). Pokazat, ze miejsce wigzania fragmentu SP(1-7) w mysim
OUN jest inne niz receptory tachykininowe czy opioidowe. Dodatkowo
wykazano, ze SP jak i jej C-termina fragmenty wykazujgq stabe

powinowactwo do tego miejsca wigzania ( gwe i wsp., 1990, Botros, 2008).
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Réznorodne dziatanie SP i jej fragmentéw u podstaw zatozenia o
dua stycznym dziataniu SP w stosunku do transmisji sygnatu owego
(Skilling i wsp., 1990). Zatozenie to stanowi podstawe koncepcji

konstruowania zwigzkéw hybrydowych jako kompozycji taczacej w swojej

budowie opioidy i SP. Zwiazki o budowie stanowig nowa droge da
lekédw o dziataniu ycznym. Poniewaz interakcje pomiedzy SP, a
opioidami w obecnych badan to mozaika wzajemnych, czesto

oddziatywan, rownowaga pomiedzy aktywnymi

farmakoforami tzn. tachykininowym i opioidowym, ma zasadnicze znaczenie
aktywnos$ci nowozsyntetyzowanej czasteczki-hybrydy.
Pierwsze konstruowane zwigzki hybrydowe oparte byly na zatozeniu,
ze dziatanie SP i opioidébw w transmisji sygnatu owego jest
przeciwstawne. Z m zwigzek hybrydowy, ktéry z jednej strony posiadatby
farmakofor opioidowy a z drugiej farmakofor bedacy antagonistg SP, mogtby
byé uzyteczny w u. Konstruowanie takiego
zwigzku oparte bylo na wczesniejszych opisanych eksperymentach
pokazujacych, ze jednoczesne podanie peptydu opioidowego ze stabym
antagonista SP znacznie wzmacnia opioidowg (Misterek i wsp.,
1994). Pierwszym zwigzkiem spetniajacym powyzsze kryteria byt AWL60,
peptyd, ktory taczyt w sojej budowie endomorfinopodobny mimetyk z
antagonista SP. Badania potwierdzity ogromny potencjat
zwigzkow o takiej budowie w modulowaniu antynocycepciji (Lipkowski i wsp.,
2006). Bazujac na tych doswiadczeniach opracowano peptyd o
nazwie AA501. Zwiazek ten w swojej budowie faczyt si go agoniste
opioidowego jakim jest tetrapeptyd wywodzacy sie z bifa iny w potaczeniu z
N-benzyloksykarbonylo-tryptofanem antagonista SP. AA501 po podaniu

powodowat antynocycepcje w u ostrego, tak samo jak w
u zapa Qgo czy neuropatycznego. podanie AA501
skutkowato rozwojem w tempie w poréwnaniu do

czystego opioidu (Maszczynska, 1999, Maszczynska Bonney i wsp., 2004).
Sukces badan z uzyciem zwiazkéw hybrydowych oddziatujacych na
uktad opioidowy i neurokininowy na wykonanie nastepnego kroku w
czasteczki. Wychodzac z zatozenia, ze SP w wysokich

dawkach dziata nocyceptywnie, natomiast niskie dawki j€j
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zmniejszajg , skonstruowanie zwigzku hybrydowego dziatajacego
agonistycznie na te dwa uktady wydato sie racjon e. Poprzez fragment
agonistyczny do receptoréw NK-1 uktad tachykininowy nie zostaje wytaczony
i dzieki temu sg zachowane czne mechanizmy uw ianie
SP (Lipkowski i wsp., 1982, 1983), obejmujace aktywacje peptydaz,
wigzania opioiddw do swoich receptoréw, wplyw na
serotoniny i NMDA. S ktywna i wylaczna aktywacja
systemu opioidowego moze zaburzyé wzajemne powigzania pomiedzy
uktadem opioidowym a tachykininowym poprzez aktywacje ukiadow
kompensacyjnych, co powoduje zwigekszony wyrzut SP do przestrzeni
synaptycznej, rozwéj a odyn , hiperagazji, t rancji i innych niekorzystnych
reakcji spowodowanych stosowaniem opioidow. Natomiast jednoczesna
aktywacja uktadu opioidowego i tachykininowego w tym momencie wydaje
si¢ stusznym podejsciem w konstruowaniu zwigzkéw hybrydowych, ktére w
jednej czasteczce taczytby cechy agonisty uktadu opioidowego i

tachykininowego.
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2. Ce pracy

Jednym z stosowania ykéw opioidowych w
medycynie praktycznej jest wystepowanie objawéw niepozadanych
takich jak depresja oddechowa, zaparcia, uz znienia, a przy dtuzszym
stosowaniu, na ek. tez poszukuje sie nowych zwigzkow,
ktére mogtyby zastgpi¢ tradycyjne, dziatajgce opioidy. Nasz
zespot promuje koncepcje opracowania nowych ykow o
szerokim zakresie dziatania na systemow biorgcych udziat w
poziomu sygnatow owych. Jedng z grup proponowanych zwigzkdw
stanowig hybrydy farmakoforow opioidowych i tachykininowych. W Zaktadzie
Neuropeptydéw MDiIK PAN zsyntetyzowano peptyd o AWL3106,
ktory taczy w swojej budowie dwa komponenty - peptyd opioidowy,
dermorfine oraz aktywny fragment peptydu tachykininowego, substancje
P (SP(7-11)).

Ceem pracy doktorskiej byta charakterystyka
nowego zwigzku o nazwie AWL3106 oraz porownanie jego wtasciwosci ze

znanymi opioidami.
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CZESC DOSW ADCZALNA



1. Materiat i metody

1.1. Synteza zwigzku hybrydowego

Synteza zwigzku hybrydowego zostata przeprowadzona w Zaktadzie

Neuropeptydéw MDiK PAN wg zatozen przedstawionych na schemacie:

Ryc. 5 Opraco anes hybrydowego L3 06.
1.2. Badania doswiadcza ne
1.2.1. Badania ro
1.2.1.1. zo acja bton komérkowych mézgu szczura

Materiat badawczy zostat przygotowany wg modyfikacji metody Zadina
i wsp. (Zadina i wsp., 1994). Szczury o masie 225-250 g dekapitowano,
pobierano moézg, oddzieano i usuwano mébzdzek a pozostata, cze$é
natychmiast umieszczano w homogenizatorze gdzie byta homogenizowana
w 20 objetosciach buforu 50 mM Tris HC (pH 7,4). Otrzymany homogenat
wirowano przy 23000 rpm przez 15 min w temperaturze 4°C. Supernatant

odrzucono, a osad przemyto 20 objetosciami buforu Tris HC . Tak otrzymany
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homogenat poddano inkubacji w temp. 25°C przez okres 30 min, po czym

ponownie wirowano przez 15 min, przy 23000 rpm. Ponownie supernatant

odrzucono, a pozostaty osad przemyto 20 obj tosciami buforu Tris HC . Tak

przygotowane btony komérkowe uzywano w

badania wigzania do receptoréw.

czesSci doswiadczenia

1.2.1.2. Badanie wigzania peptydu AWL3106 do

receptorow

Przygotowanie probek do ana zy przeprowadzono wg schematu:

Tab. 5 Schemat rozcienczen zwigzkéw w badaniu wigzania peptydu

AWL3106 (receptor binding assay) do receptoréw

‘Stezenie | Badany |Bufor| Radio Radio gand Btony
nM/mi zwigzek [PHIDAMGO |[ H Detorfina| komérkowe
10000 | 100 700 100 - 100 100
3000 100 700 100 100 100
1000 | 100 | 700 100 100 100 |
300 100 700 100 100 100
100 100 700 100 100 100

30 100 700 100 100 100
10 100 700 100 100 100
3 100 700 100 100 100
1 100 700 100 100 100
0,3 100 700 100 100 100
TB 800 100 100 100
NsB 800 100 100 100

TB (tota binding) wigzanie catkowite

NsB (nonspecific binding) wigzanie niespecyficzne
Bufor: 50 mM Tris HC (pH 7,4), 1,0 mg/ml BSA-a bumina wotowa, 30 M bestatyna,
PMSEF-f uorek

30

g/m  bacytracyna,

feny omety osul onowy.

10 M

kaptopri, 0,1 m
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Préobki inkubowano w temp. 25°C przez okres jednej godziny. Po
inkubacji probki poddano f tracji wykorzystujgc aparat Brande Harvester
( ode M-24 Ce Harvestr) i ftry GF/B (Whatman). F try przemywano

trzykrotnie 2 m zimnej (4°C) so . Nastepnie f try przetozono na
24-dotkowa, ptytke i roztworem scynty acyjnym (Optiphase supermix
PerkinEimer). Dia kazdego stezenia [3H]DAMGO [3H]Deitorfiny i

badanego zwigzku wykonano dwa powtérzenia, a eksperyment
przeprowadzono dwukrotnie. Oznaczenie poziomu promieniowania
wykonano na MicroBeta LS, 3 detectorowym, TriLux (firmy
ParkinE mer).

W kazdym z doswiadczen badania wigzania badanego peptydu do
receptorow opioidowych ob czano procent wigzania da wzorca oraz

badanego peptydu wg wzoru:

srednie promieniowanie probki — wi zanie niespecyficzne
% wigzania = x 100
wigzanie specyficzne

Wigzanie specyficzne ob czano odejmujgc od wigzania catkowitego
wigzanie niespecyficzne. Szczeg6towe] ana zy dokonano przy uzyciu
oprogramowania komputerowego Graph Pad PR SM. Wynik przedstawiono
jako warto§¢ C + SEM.

1.2.2. Badania nvvo

Badania wykonano na szczurach Wistar, samcach o masie ciata 225-

250g. Zwigzki podawano doz ie ( .) (zyta szyjna zewnetrzna) i
podpajeczynowkowo ( ). Podawane peptydy zostaty zsyntetyzowane w
Zaktadzie Neuropeptydow iMDIK PAN wg zatozen przedstawionych w
poprzednim podrozdziaie. Poddane badaniom zwierzeta na grupy
w od rodzaju i dawki badanego preparatu (Tab. 8). Grupe
stanowity szczury, ktéorym podano 0,9 % NaC (Pofa). Grupa ta

stanowita odniesienie d a wszystkich innych grup.
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Tab. 6 Podziat zwierzat na grupy

http://rcin.org.pl
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Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Dyrektora nstytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Kinicznej PAN oraz Loka nej Komisji Etyczne;.
Kazdy eksperyment sktadat sie z operacji w podczas
ktérego odbywata sie imp antacja cewnika do zyty szyjnej zewnetrznej, ub do
przestrzeni podpajeczyndéwkowej, a nastepnie serii badan oceniajgcych
dziatanie oraz zachowanie zwierzat. Wszystkie preparaty
podawane . i . byly rozpuszczone w 0,9 % NaC (Pofa).
Temperatura podawanych zwigzkéw byta temperaturg pokojowa. Zwierzeta
przebywaty w standardowych warunkach majac nieograniczony dostep do
wody i pokarmu. Pomiaréw dokonywano w statym cyklu, w jednakowym
odstepie czasu od imp antacji cewnika (druga doba), o tej samej porze dnia.
Kazdy szczur uzyty byt tylko do jednej serii doSwiadczen. Wyjatek stanowity
badania gdzie szczurom podawano peptyd przez piec dni
a rozwdj oceniono jako roznice w efekcie wyrazong w jednostkach

MPE pomiedzy dniem rozpoczecia badania, a jego zakonczenia.

1.2.2.1 Przygotowanie zwierzat do doswiadczen

Podpajeczynowkowa cewnika

Operacja imp antacji cewnika do przestrzeni podpajeczynéwkowe;
odbywata sie wg metody opisanej przez Yaksh i Rudy z pewnymi
modyfikacjami (Yaksh i Rudy, 1976). Do przestrzeni podpajeczynéwkowej w
odcinku szyjnym kregostupa wprowadzono cewnik (Siastic
Laboratory Tubing nr kat. 508-001, Dow Corning Corporation) o $rednicy
zewnetrznej 0,64 mm, Srednicy wewnetrznej 0,3 mm i dtugosci 12 cm. W

7,5 cm od konca cewnik posiadat ogranicznik wykonany z
miekkiego , CO na precyzyjng w
przestrzeni podpajeczynowkowej. Wystajacy na zewnetrz 4,5 cm odcinek

potaczenie z igtg 30G strzykawki Hamitona o pojemnosci 25

Tak przygotowany cewnik miat pojemnosé 10
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Ryc. 6  Schemat

Zabieg operacyjny odbywat sie w wziewnym.
Szczurom podano mieszanine ha otanu (Narkotan firmy Leciva a.s.) i w
stezeniach 0,5:3,5 vo %. Po wyg niu siersci z oko cy operowanej, gtowe
szczura umieszczono w aparacie stereotaktycznym. Naciecie skory dtugosci
1,5 cm wykonano w posrodkowej, t ej wzdtuz kregostupa od gtowy w
kierunku doogonowym. Po dotarciu do mieéni pierwszg warstwe rozcieto,
drugg rozpreparowano ,na tepo” docierajgc do btony podstawnej (szczytowo
poty cznej). Nastepnie gtowe szczura skierowano do dotu i po uzyskaniu
dogodnego dostepu do btony podstawnej nacieto ja wykonujac dwa ciecia w
ksztatcie itery T. Po wykonaniu naciecia, o czym $Swiadczyt pojawiajgcy sie

ptyn moézgowo-rdzeniowy, wprowadzono cewnik, tak by

jego dtuzszy koniec znajdowat sie na wysokoSci pierwszego kregu
. W ce u fatwiejszego wprowadzania cewnika usztywniono go,
wprowadzajgc do wnetrza , sprezystg prowadnice. Po na
zadanej gtebokosci i usunieciu prowadnicy, cewnik umocowano szwem
stabi zacyjnym, po czym zaszyto miesnie, i skore. Na zakonczenie cewnik
przeptukano jatowym roztworem , a koniec zabezpieczono

si konowym
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Ryc. 7

Po wyprowadzeniu ze SzCzury umieszczono w
sai pooperacyjnej, w osobnych , ha okres 48 godzin. Po dwéch
dobach przeprowadzano wiasciwy eksperyment z uzyciem badanych
zwigzkéw. Wczeséniej zwierzeta byly przyzwyczajane do warunkéw w jakich
bedzie przeprowadzony eksperyment (temperatura, hatas, sprzet, otoczenie).

Miato to na zmniejszenie wptywu stresu na wynik badania.

cewnika do zyty szyjnej zewnetrznej

Zabieg byt wykonywany w wg schematu
opisanego wyzej. Szczura utozono w pozycji grzbietowej z odwiedzionymi
konczynami co swobodny dostep do szyjnej
Miejsce operowane i nacieto w kierunku doogonowym. Nastepnie
mies$nie rozpreparowano ,na tepo” tak by uzyska¢ dostep do zyty szyjnej
zewnetrznej. Na tak wypreparowanym naczyniu zatozono dwie podwigzki w

od siebie 1 cm. Nastepnie wykonano naciecie prostopadfte do
przebiegu naczynia i wprowadzono wczesniej przygotowany cewnik (S astic

Laboratory ing Nr kat. 508-003, Dow Corning Corporation) o $rednicy
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zewnetrznej 1,19 mm i wewnetrznej 0,64 mm (Ryc. 8). Cewnik umocowano

szwami przytwierdzajgcymi, zdjeto podwigzke dosercowa, po czym

koniec wyprowadzono przezskoérnie w szczura. Cewnik
przeptukano roztworem so i i heparyny. Mieénie i skére zaszyto,
a koniec cewnika zabezpieczono

postepowanie ze szczurem po przeprowadzeniu operacji opisano w

poprzednim

Ryc. 8
1.2.2.2.Test cofania ogona
Efekt przeciw owy mierzono w tescie cofania ogona wykorzystujac
aparat do mierzenia ane gezji typ 336 (firmy TC NC. USA), w ktérym jako

bodziec owy stosowano bodziec termiczny w postaci wigzki Swiatta
(Yoburn i wsp., 1984) (Ryc. 9).

Ryc. 9 Pom ar ogona.
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Temperatura wigzki tak byta dobrana aby czas reakcji zwierzat przed
podaniem zwigzku nie przekraczat 2-2,5 sekund. Maksym y czas
draznienia ogona wynosit d a zwigzkéw podawanych intr k ie 7 sekund
da 10 sekund, tak aby przedtuzona ekspozycja nie powodowata
oparzen ogona. Prég  owy badano przed podaniem oraz w 5, 15, 30, 60,
120 min po podaniu badanych zwigzkéw. D a kazdego przedziatu czasowego
wykonywano trzy pomiary. Stopien wy czono jako procent
maksym ego moz wego efektu (% Maximal Possib e Effect) ob czony

wedtug wzoru (Brady i Ho tzman 1982):

Z uzyskanych wynikbw ob czono $rednie wartosci % MPE da
jednostek czasowych. Wartosci czbowe podano jako
$rednig w grupie standardowe. Wyniki poddano
ana zie statystycznej korzystajgc z testu t-studenta, poréwnujac dwie grupy
siebie. Jeze porbwnywano wiecej niz dwie grupy,
przeprowadzono ana ze wariancji, wykorzystujac test ANOVA. Rdznice w
wartosciach uznano za statystycznie d a wartosci p < 0,05 i p < 0,001.
Do wykonania ob czen statystycznych uzyto programéw komputerowych
Microsoft Office 2000 ub Statistica 7.1.

39



2. Wyniki badan

2.1. Wiazanie peptydu AWL3106 do receptorow opioidowych
typu i

Badanie powinowactwa receptorowego peptydu AWL3106 do
receptorow opioidowych typu w obecnosci znakowanego uo
wihasciwosciach agonistycznych do tego receptora wykazaty, ze wartos¢ C
wynosi 21,7515,55 (Ryc. 10).

Badanie powinowactwa receptorowego peptydu AWL3106 do
receptorow opioidowych typu g w obecnosci znakowanego gandu o
wihasciwosciach agonistcznych do tego receptora wykazaty, ze wartos¢ C
wynosi 15,56215,31 (Ryc. 11).

Ryc. 10
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AWL3106 - mu receptor

Ryc. 11

2.2, Dziatanie antynocyceptywne peptydu AWL3106 po podaniu

podpajeczynéwkowym ( .) w tescie cofania ogona

W .Podstawy konstrukcji zwigzkéw hybrydowych”
opisano wczesniejsze prace badawcze dotyczace mechanizméw dziatania
opioidéw i substancji P. tych dwoch grup agonistéw
receptorowych stanowita punkt wyjScia przy konstruowaniu zwigzku
hybrydowego AWL3106 taczacego w swojej budowie dermorfing i SP. W tym

zostang opisane wzajemne komponent

budujacych zwigzek hybrydowy AWL3106 czy dermorfiny i C-termin  ego
fragmentu SP(7-11) podanych tacznie i . Sprawdzono na e SP(7-
11) moze determinowac efekt yczny dermorfiny i czy osiggniety efekt
od dziatania na podobnym poziomie mo arnym, oraz jak

wtedy zmienia sie stan rownowagi dynamicznej w efekcie czego dochodzi do
dziatania synergicznego hamujacego. Podanie podpajeczynéwkowe

obserwowaé efekt yczny wywotany bezposrednim
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dziataniem tych substancji nie zaktécony innymi czynnikami jak przy podaniu
obwodowym.
Badania rozpoczeto od podania podpajeczynéwkowo dermorfiny w

dawce 0,1 nmol. Stosowanie wyzszych dawek

obserwowanie zmian efektu ycznego pod wptywem C-termina go
konnca SP(7-11). W tej dawce efekt yczny nie utrzymywat
sie na poziomie przez 120 min ae trwat przez pierwsze 15

min, nastepnie w 30 min nieznacznie spadt do wartosci 91,78 % MPE, w 60
min ponownie osiagnat wartos¢ , tak by w 120 min siegnaé
wartosci 76,47 % MPE (Ryc. 12). Przy takim rozktadzie wartosci % MPE

dermorfiny podanie N-termina go fragmentu SP(7-11) w dawce
rbwnowaznej mo arnie zaobserwowacé w dziataniu przeciw  owym
zmiany, ktore ksztattowaty sie nastepujgco: w 5 min efekt antynocyceptywny
spadt o 18,7 % MPE w poréwnaniu z grupg (czysta dermorfina),
nastepnie w 15 min byt do wartosci maksyma | efektu 96,56 %
MPE, w 30 min byt identyczny z czystg dermorfing osiggajac wartosc
91,86 % MPE i przez wartosci 80,99 % MPE w 60 mini 74 %
MPE w 120 min. Ta warto$¢ réwniez byta do wartosci czystej

dermorfiny, ktéra w tym punkcie wynosita 76,4 7 % MPE (Ryc. 12).

Ryc. 12

*5<0,001.
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wzajemnych reiacji demorfina, a SP(7-11)

grupie szczurbw podano dermorfine w takim samy stezeniu jak w
poprzednim eksperymencie, ae dawka SP(7-11) byta 10 razy nizsza i
wynosita 0,01 nmo. W poréwnaniu do poprzedniego eksperymentu efekt

yczny spadt w 5 min do wartosci 77,33 % MPE, nastepnie w 15
min byt identyczny jak w 15 min przy dawce SP(7-11) 10 razy wiekszej, w 30
min osiggnat wartos¢ maksym g, w 60 min wartos¢ 93,98 % MPE co jest
wartoscig wyzszg poréwnujac z odpowiednim przedziatem czasowym
dawki 0,7nmo SP(5-11). W 120 min testu warto$¢ % MPE wyniosta 66,88
(Ryc. 13).

Ryc. 13 Efe

*p<0,001.

Ostatnig badang dawka SP(7-11), ktéra mogtaby wptynaé na efekt

yczny dermorfiny byta dawka 0,001 nmo . Zaobserwowano, ze SP(7-
11) w 5 min testu cofania ogona obnizyta efekt yczny dermorfiny do
wartosci 72,65 % MPE w poréwnaniu z czystg dermorfing, natomiast w 15 i
60 min nie miata wptywu na ten efekt ub efekt zostat przykryty przez
dziatania dermorfiny poniewaz zmierzono 100 % MPE dia tych przedziatow
czasowych. W 30 min wartos¢ ta osiagneta 100 % MPE, co byto 0 8,2 %

MPE wiecej niz w odpowiednim przedzi  czasowym d a czystej dermorfiny.
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Efekt w 120 min byt z koei 0 7,7 % MPE nizszy w poréwnaniu z czystg
dermorfing (Ryc. 14).

Ryc. 14 Efe

, **p<0,00 .

Trzy poprzednio opisane eksperymenty pokazaty, ze rézne dawki
SP(7-11) moga zmieniaé efekt yczny dermorfiny. Przedstawiono, ze
posrednie dawki SP(7-11) moga wzmocni¢ dziatanie dermorfiny w
porébwnaniu z dawkg wyzszg i nizszg SP(7-11). Opisywane dziatanie

yczne odbywato sie na wysokim poziomie dziatania dermorfiny,

tez przy takim dawkowaniu trudno jest stwierdzi¢ czy efekt

yczny przy posrednim dawkowaniu i nizszym wynika z witasciwosci

SP(7-11) czy z przykrycia efektu pronocyceptywnego przez

dziatanie dermorfiny. Dia rozstrzygniecia tego zagadnienia podano

zdecydowanie nizsza dawke dermorfiny przy jednoczesnym zachowaniu
dawek SP(7-11) z poprzedniego eksperymentu.

Rozktad efektu ycznogo dermorfiny przy dawce 0,01 nmo
przypominat dziatanie yku jakim jest np. morfina. Efekt stopniowo
narastat od wartosci 37,81 % MPE w 5 min testu, swoj szczyt osiagnat w 30
min przy wartosci 77,39 % MPE, nastepnie spadat do wartosci 34,26 % MPE

w 120 min. Przy takim rozktadzie wartosci % MPE d a czystej dermorfiny,
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byto zaobserwowanie zmian dziatania antynocyceptywnego pod
wptywem réznych dawek SP(7-11). Pierwszg badang dawkg SP(7-11) byta
dawka 0,1 nmo. Zaobserwowano, ze efekt dziatania dermorfiny zostat
zdecydowanie ograniczony. Do 30 min po podaniu nie przekroczyt 30,59 %
MPE co byto o 47 jednostek MPE mniej niz d a ana ogicznego okresu d a
dziatania czystej dermorfiny. Efekt wzrést w 60 min, | tak byt on o
24 jednostki nizszy niz w okresie, a nastepnie spadt do
wartosci 0,69 % MPE co w praktyce oznacza, ze w 120 min jego dziatanie

catkowicie ustato (Ryc. 15)

Ryc. 15

Zdecydowanie inny poziom anagezji zaobserwowano gdy podano

tacznie dermorfine z SP(7-11) w rownowaznych dawkach. Rozktad efektu

przypominat typowy rozktad dziatania innych ykéw jak morfiny, czyli
ksztait dzwonu z efektem w 30 min. Szczegétowy opis
wartosci MPE w przedziatach czasowych nastepujgco: w 5 min

69,63 %, w 15 min 30,34 %, w 30 min 81,65 %, w 60 min 84,95 % i w 120
min 56,32 %. Poréwnujac powyzsze wartosci z wartoSciami czystej

dermorfiny mozna byto zauwazyé, ze SP(7-11) w dawce 0,01 nmo powoduje
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wzmochienie efektu dziatania czystej dermorfiny. Efekt ten wyraznie
zaznacza sie juz w 5 min od podania mieszaniny dermorfiny z SP(7-11) i
utrzymuje sie do 120 min. Réznica w jednostkach % MPE pomiedzy
dermorfing a mieszaning dermorfiny i SP(7-11) da

przedziatbw czasowych przedstawia sie nastepujgco: w 5 min jest to 32
jednostki, w 15 min 20, w 30 min 13,4, w 60 min 19, a w 120 min 22 (Ryc.
16).

Ryc. 16

Zdecydowanie inny efekt osiagnieto kiedy podano minim g dawke
SP(7-11) tzn. 0,000lnmo. C-terminany fragment SP przesunat stan
rownowagi pomiedzy tymi dwoma komponentami w kierunku dziatania
pronocyceptywnego, typowego d a SP. Tym bardziej jest to zaskakujace, ze
dziesie¢ razy wyzsza dawka dermorfiny nie przykryta efektu dziatania SP(7-
11). Obserwowane zwierzeta wykazywaly objawy typowe jak po
zastosowania czystego SP takie jak: na dotyk, drapanie,
gryzienie. Dokfadniejsza ana za wartosci % MPE przedstawiata sie
nastepujaco 5 min testu 13 %, 15 min 2,8 %, 30 min 3 %, 60 min 7,6 %, 120
min 0,6 % (Ryc. 17).
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Ryc. 17

Przeprowadzono jeszcze badania progu  owego da dermorfiny w

dawce 0,001 nmo . Okazalo sie jednak, ze przy tej dawce efekt yczny
zb zony jest do dziatania ,aw punkcie
uchwytu wynosi 13 % MPE, tez zrezygnowano z tgcznego

podania dermorfiny z SP(7-11) (Ryc. 18).

Ryc. 18
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Ostatnim etapem testu badajacego wzajemne dermorfiny z
SP(7-11) byto jak sam C-termin y koniec SP moze
zachowanie i efekt yczny szczuréw. Dawka 0,1 nmo a dziatata na
szczury pronocyceptywnie. Zaobserwowano intensywne czerwone (ceg aste)
zabarwienie ogona, konczyn i uszu, nastroszenie sier$ci, popiskiwanie.
Pomimo, Ze nie istotnosci statystycznej pomiedzy tq dawka
SP(7-11), a to porownujac % MPE w k jnych
przedziatach czasowych zaobserwowano, ze wartosci te stae wzrastaty od
wartosci -23,3, poprzez -18,6, -8,6, -3,5, do 11,2 (Ryc. 19).

Ryc. 19

Dia k jnych, nizszych dawek tzn. 0,01 nmo a i 0,001 nmo a SP(7-11)
nie zaobserwowano wczesniej opisanych zachowan. Efekt yczny w
obu przypadkach zb zony byt do zera, nie zaobserwowano istotnosci
statystycznej pomiedzy efektem dziatania so , a SP(7-11).
Jednak ana zujac wyniki osobnikéw w grupach 0,01 nmoaii
0,001 nmoa mozna bylo zauwazyé, ze dawka 0,001 nmo a dziata

pronocyceptywnie niz 0,01 nmo a (Tab. 9, Ryc. 20 21).
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Tab. 7 Szczego

nmo .
dawka 0,01 nmo 0,001 nmo

N N9 21314 5|1 23| 4 5 6
szczura

Czas (min)\ % MPE
5 86 32 |-81 36 | 00}-175| 6 |-2056 00 | 102 | 3,4
15 22 26 48 00 (25119 -97 -173| 19 114|122
30 65|71 /16,9 16,1 |63 ]|-159 -104 -10  -13 125 115
60 58|19 | 16 44 |-19]-183 | -16,4 -47 | 32 | 233 10,8
120 129 19 (194| 95 56| 23 | -45  -79 | 97 | 125 | 8,8

Ryc. 20
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Ryc. 21 Efekt analgetyczny po podaniu podpajeczynéwkowym SP(7-11) w

dawce 0,001nmol, w porownaniu z grupg kontrolng.

W opisanej wyzej czesci badan ekperymentalych pokazano jak
dermorfina i SP(7-11) mogg na siebie oddziatywa¢ i jakie wzajemne
proporcje sg istotne dla osiggniecia najwyzszego efektu analgetycznego.
Kolejnym etapem byto zastosowanie wilasciwego, badanego zwigzku
hybrydowego AWL3106 po podaniu podpajeczynéwkowym i opisanie jak
trwate potaczenie Derm i SP(7-11) w jeden zwigzek moze stymulowaé
dziatanie przeciwbdlowe.

Po podaniu podpajeczynéwkowym zaobserwowano wyrazne dziatanie
antynocyceptywne peptydu AWL3106 zalezne od wielkosci podanej dawki.
Pomiar analgezji rozpoczeto dawkami 1-2 nmol i.t. i zmierzono analgezje, w
tescie cofania ogona utrzymujacg sie od 5 min do 120 min, na maksymalnym
poziomie. Dawka ta jednak okazata sie za wysoka przy podaniu
podpajeczynéwkowym. Zaobserwowano pewne efekty neurofizjologiczne,
ktére wskazywaty na przedawkowanie substancji. Najwazniejsze z nich to:
zasinione uszy, konczyny tylne wyprostowane, intensywne fzawienie i
Slinotok, depresja ukfadu oddechowego. Dlatego tez do kolejnych badan
zdecydowano sie uzy¢ mniejszych dawek, przy ktérych nie obserwowano
objawow niepozgdanych. W réwnej dawce 0,5 nmol i.t. peptyd powodowat
maksymalny analgetyczny efekt trwajacy do 60 min prowadzonego testu z
lekkim obnizeniem do wartosci 86,67 % MPE w 120 min (Ryc. 22)
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Ryc. 22 Efekt analgetyczny po podaniu podpajeczynéwkowym peptydu
AWL3106 w dawce 0,5 nmol w poréwnaniu z grupg kontroing, **p<0,001.

Zmniejszanie dawki badanego peptydu owocowato zmiang ksztattu
profilu analgetycznego dziatania AWL3106 z maksymalnym uchwytem w 30
min od momentu podania, ksztattu przypominajacego dzwon, ktéry jest
typowy dla dziatania analgetykow jakim jest np. morfina (Ryc. 23). AWL3106
w dawce 0,1 nmol i.t. w 5 min od podania osiggat warto$é 67,34 % MPE,
efekt ten narastat do 30 min by osiagng¢ wartosé¢ 95,75 % MPE i spadt do
wartosci 48,11 % MPE w 120 min (Ryc. 23). Dla poréwnania podobny efekt
analgetyczny jak AWL3106 w dawce 0,1 nmol morfina osiggneta w dawce 3
nmola i.t. gdzie maksymalny punkt uchwytu osiggneta w 60 min testu przy
wartosci 84,4 % MPE (Ryc. 24)
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Ryc. 23 Efekt analgetyczny po podaniu podpajeczynéwkowym peptydu
AWL3106 w dawce 0,1 nmol w poréwnaniu z grupg kontrolng, *p<0,05,
**p<0,001.

Ryc. 24 Efekt analgetyczny po podaniu podpajeczynéwkowym morfiny (MF)
w dawce 3 nmol w poréwnaniu z grupg kontrolng, *p<0,05, **p<0,001.

Dalsze zmniejszanie dawki powodowato wyrazne zmniejszenie efektu
analgetycznego. Przy dawce 0,025 nmol i.f. obserwowano narastanie tego
efektu od 5 min i wartosci 47,1 % MPE przez 15 min, 30 min i 60 min gdzie

utrzymywat sie¢ na podobnym poziomie przy warto$ciach 74,67 % MPE,
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76,09 % MPE, 72,73 % MPE, tak by zakonczy¢ test wartoscig 37,8 % MPE w
120 min (Ryc. 25).

Ryc. 25 Efekt analgetyczny po podaniu podpajeczynéwkowym AWL3106 w

dawce 0,025 nmol w poréwnaniu z grupg kontrolng, *p<0,05.

Kolejng badang dawka peptydu AWL3106 w tescie cofania ogona byta
dawka 0,01 nmol it. Profil dziatania antynocyceptywnego na bodziec
Swietlny stosowany w tescie przypominat ten przy dawce 0,1 nmol, 0,05 nmol
(dane nie prezentowane), czy 0,25 nmol, natomiast zmieniaty sie
odpowiednio i byty nizsze w przedziatach czasowych wartosci % MPE.
Zaobserwowano typowy efekt dawkozalezny: wraz ze spadkiem dawki
spadata analgezja, ktéra nie przekroczyta wartosci 43,58 % MPE w 15min
testu (Ryc. 26). Dalsze zmniejszanie dawki nie dawato obserwowanego

efektu antynocyceptywnego.
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Ryc. 26 Efekt analgetyczny po podaniu podpajeczynéwkowym AWL3106 w

dawce 0,01 nmol w poréwnaniu z grupq kontrolng, *p<0,05, **p<0,001.
Po zakonczeniu eksperymentéw badania bdlu ostrego w tescie

cofania ogona wykonano RTG losowo wybranych szczurow dla okreslenia

utozenia cewnika w przestrzeni podpajeczynéwkowej (Ryc. 27).

Ryc. 27 RTG szczura z zainplantowanym cewnikiem do przestrzeni

podpajeczynowkowey.
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2.3. Dziatanie antynocyceptywne peptydu AWL3106 po

podaniu dozylnym ( .v.) w tescie cofania ogona

Po podaniu dozylnym zwigzku hybrydowego AWL3106 obserwowano
wyrazne dziatanie antynocyceptywne peptydu, ktéry podano w trzech
porcjach: 1 mol/kg, 2 mol/kg, 5 mol/kg. Porcje peptydu zostaty tak
dobrane aby mozna byto obserwowaé wzrost potencjatu analgetycznego
zalezny od dawki w odniesieniu do efektu analgetycznego morfiny (MF). W
zastosowanym przedziale dawek nie obserwowano efektu toksycznego
dziatania AWL3106.

Efekt analgetyczny AWL3106 w dawce 1 mol/kg iv. narastat od
wartosci 34,33 % MPE w 5 min, osiggat swoje maksimum w 15 min warto$cig
53,4 % MPE by nastepnie maleé¢ az do wartosci 3,83 % MPE osiagnietej w
120 min (Ryc. 28).

Ryc. 28 Efekt analgetyczny po podaniu dozylnym 1 mol/kg, 2 molkg, 3
mol/kg peptydu AWL3106 w poréwnaniu z grupg kontrolng, *p<0,05,
**p<0,001.

Podanie morfiny rozpoczeto od dawki 2 mol/kg i.v. poniewaz nizsze

dawki nie wywotywaly efektu analgetycznego. W tej dawce efekt
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analgetyczny wynosit 11,1 % MPE, 10,48 % MPE 9,75 % MPE dla kolejnych
przedziatdw czasowych tzn. dla 5-15-30 min by spa$é do wartosci 4,92 % w
120 min (Ryc. 29).

Ryc. 29 Efekt analgetyczny po podaniu dozylnym 2 , 6 , 10
morfiny (MF) w poréwnaniu z grupg kontrolng, *p<0,05, **p<0,001.

Zwiekszenie dwukrotne dawki peptydu AWL3106 do 2
zaowocowato osiggnieciem maksymalnego efektu analgetycznego u
wszystkich szczurow w badanej grupie w przedziale czasowym 15-30 min. W
5 min tylko dwa badane szczury wykazaty efekt analgetyczny na poziomie
29 % MPE, pozostate wykazaty 100 % MPE. Efekt analgetyczny spadat od
60 min i wartosci 92 % MPE, do wartosci 65,67 % MPE w 120 min (Ryc. 28).

Morfina w dawce 6 i.v. wykazywata podobny potencjat
analgetyczny jak AWL3106 w dawce 3 razy mniejszej i rost on od wartosci
29,58 % MPE w 5 min do wartosci 36,78 % MPE w 15 min, utrzymywat sie
na podobnym poziomie tzn. 32,08 % MPE do 60 min od momentu podania i
spadt do wartosci 2,01 % MPE w 120 min (Ryc. 29).

Zwiekszenie dawki peptydu AWL3106 do 5 iv. nie
spowodowato wyraznej zmiany w profilu analgetycznym w odniesieniu do
dawki 2 i.v. Zaobserwowano, ze w przedziale dawek 2-5
AWL3106 osigga swoj efekt putapowy i zwiekszenie ilosci peptydu nie

powoduje wzrostu % MPE, natomiast nastepuje pewien rozrzut wartosci

56



% MPE u poszczegdinych szczuréw w grupie badanej, a mianowicie
zaobserwowano osobniki u ktérych efekt analgetyczny wynosit w 5 min, 15
min i 30 min 100 % MPE i i takie u ktérych nie osiagat on maksymalnego
progu. Srednia warto$¢ % MPE w 5 min wynosita 93,1 jednostki, warto$¢ ta
utrzymywata sie na podobnym poziomie w 15 min i 30 min osiggajgc 90,15 i
94,1 nastepnie spadata w 60 min do wartosci 85 % MPE i w 120 min do
64,35 % MPE (Ryc. 28).

Zwiekszenie dawki morfiny do 10 i.v. wywotato porownywalny
efekt analgetyczny jak peptyd AWL3106 w dawce 2 i.v.. Efekt ten w
kolejnych przedziatach czasowych przedstawiat si¢ nastepujgco: w 5 min
70,38 % MPE, w 15 min 93,75 % MPE, w 30 min 70,38 % MPE i 53,03 %
MPE w 120 min (Ryc. 29).

Nastepnym etapem badan byto opisanie efektu tolerancji jaki mogtby
powsta¢ w nastepstwie podawania zwigzku hybrydowego iv. przez pigeé
kolejnych dni. Stwierdzono, ze w kolejnych przedziatach czasowych réznica
pomiedzy dniem poczatkowym, a dniem zakohczenia pomiaru toleranc;ji
wynosita srednio 50 jednostek % MPE, zmieniajac sie kolejno w 5 min i
wartosci 85,4 % MPE w dniu zerowym do wartosci 33,97 % MPE w piatym
dniu podania oraz kolejno w 15 min z 91,96 % MPE do 31,74 % MPE, w 30
min z 93,66 % MPE do 51,56 %, w 60 min z 91,78 % do 29,36 % MPE i 120
min z 76 % MPE do 33,26 % MPE (Ryc. 30).

Ryc. 30 Rozwdj tolerancji peptydu AWL3106 podanego dozylnie w dawce 5
, *p<0,05.
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Poréwnujac efekt analgetyczny u poszczegolnych osobnikow w grupie
na ktérych sprawdzano efekt rozwoju tolerancji zauwazono, ze sg osobniki u
ktérych mimo podawania peptydu przez kolejne dni obserwowano wyrazny
efekt analgetyczny wzrastajagcy od wartosci 60,45 % MPE w 5 min i
osiagajacy szczyt w 30 min i poziom 96,67 % MPE, tak by nastepnie maleé
do wartosci 62,3 % MPE w 120 min (Ryc. 31). Jednoczesnie obserwowano w
grupie osobniki wykazujace takie zachowania jak: drapanie, gryzienie,
przeczulenie na dotyk. Nie obserwowano efektu analgetycznego u tych

osobnikéw (Ryc. 31).

Ryc. 31 Rozwqj tolerancji peptydu AWL3106 podanego dozylnie w dawce 5
z uwzglednieniem efektu analgetycznego (stupek 5a) i hiperalgezji
(stupek 5b), *p<0,05, **p<0,001.

Dla odréznienia hiperalgezji i powstatej tolerancji w wyniku podawania
peptydu przez 5 kolejnych dni, od efektu pronocyceptywnego, ktéry mégt sie
ujawni¢ po zadziataniu konca C-terminalnego peptydu AWL3106, badanej
grupie szczuréw podano morfing w dawce 10 i.v.. Zaobserwowano
efekt analgetyczny w catej grupie szczuréw, ktéry srednio wynosit 40,23 %
MPE w 5 min, stopniowo narastat do 30 min gdzie osiggnat swoj szczyt i
maksimum przy wartosci 62,88 % MPE i nastepnie spadat do wartosci 8,03
% w 120 min (Ryc. 32).
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Ryc. 32 Rozwdj tolerancji peptydu AWL3106 podanego dozylnie w dawce 5

z uwzglednieniem efektu analgetycznego morfiny podanej si6dmego
dnia w dawce 10 mol g, *p<0,05.
Dla poréwnania wykonano test tolerancji na grupie szczuréw, ktérym
przez pie¢ kolejnych dni podawano morfing w dawce 10 iLv..
Zaobserwowano zdecydowanie szybszy rozwdj tolerancji w odniesieniu do
AWL3106. Maksymalna roznica w efekcie analgetycznym, dla kolejnych
przedziatbw czasowych pomiedzy dniem rozpoczecia, a zakonczenia
podawania zwigzku wynosita 81 jednostek % MPE w 15 min mierzenia
efektu. Efekt analgetyczny byt najwyzszy przy wartosci 29,6 % MPE w 30
min i wartosci 30,9 % MPE w 120 min przeprowadzania testu cofania ogona
(Ryc. 33).

Ryc. 33 Rozwdj tolerancji morfiny podawanej doZylnie w dawce 10
przez 5 kolejnych dni, *p<0,05, **p<0,001.
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Il DYSKUSJA

Walka z bodlem staje sie jednym z najwazniejszych problemow
stawianych wspoétczesnej medycynie. Od lat opioidy pozostajg gtéwna grupg
$rodkow stosowanych do leczenia bélu zaréwno ostrego jak i przewlekiego.
Niestety liczne objawy niepozadane, z racji stosowania tych lekéw, stajg sie
coraz wiekszym problemem dla lekarzy klinicystdw jak i stanowig
pogtebiajacy sie coraz bardziej problem spoteczny. Dlatego tez trwajg
nieustajagce prace nad substancjami pozbawionymi tych niepozadanych
objawéw. Odkrycie mechanizméw transdukcji sygnatu  bdlowego,
endogennych mediatoréw, ich receptoréow i wzajemnych powigzan pomiedzy
réznymi systemami przewodzenia boélu, pozwolito na wytyczenie nowych
kierunkbw badan nad takimi $rodkami. Nowym podejsciem byto
wypracowanie koncepcji zwigzkow, ktére jednoczes$nie oddziatywatyby na
kilka uktadow zaangazowanych w przewodzenie sygnatu bdélowego. W
Zaktadzie Neuropeptydéw IMDIK PAN opracowano strukture zwigzku
chemicznego aktywnie oddziatujgcego z endogennym uktadem opioidowym i
z tachykininowym. Tak narodziata sie koncepcja zwigzkéw hybrydowych.
Skutecznosé, jakg moze wykazywaé peptyd AWL3106 wynika z mozliwosci
oddziatywania zaréwno z receptorami opioidowymi i neurokininowymi. Efekt
takiego oddziatywania to modulacja, wzmocnienie lub zahamowanie sygnatu
bolowego w zwojach korzeni grzbietowych. Istota syntezy zwigzkow
hybrydowych fgczacych w swojej budowie tak rézne farmakofory wynika z
wczesnie] przeprowadzonych obserwaciji, kiedy to w pierwszych opisanych
modelach badawczych przedstawiajgcych wzajemne relacje SP i opioidéw
stwierdzono, ze enkefalina wydzielana z interneuronéw taczy sie z
receptorami na bionie presynaptycznej pierwszorzedowego neuronu
aferentnego wydzielajacego SP. W wyniku tego oddziatywania dochodzi do
zahamowania  uwalniania SP do  przestrzeni  synaptycznej i
zwolnienia/zahamowania przewodzenia sygnatu bélowego (Jessel i lversen,
1977). Model takiego odziatywania zostat uzupetniony badaniami Henry'ego,
ktory opisat i stwierdzit, ze enkefaliny oraz egzogenne opioidy moga dziataé

zarbwno pre- jak i post- synaptycznie. Presynaptyczne odnosi sie do
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dziatania wczes$niej juz opisanego przez Jessela i Iversena natomiast
postsynaptyczne doprowadza do zahamowania pobudliwosci btony
komérkowej neuronu w wyniku czego rowniez dochodzi do zahamowania
przebiegu impulsu bélowego (Henry, 1982).

Pierwsze koncepcje nowych analgetykdw opieraty sie na zatozeniu, ze
pobudzajgc uktad opioidowy i jednocze$Snie hamujgc neurokininowy mozna
zdecydowanie ograniczy¢é proces powstawania i przewodzenia bélu. Z
drugiej strony takie dziatanie pozwalato unikngé negatywnych reakcji ze
strony nadaktywacji endogennego uktadu opioidowego. Jednakze w
badaniach okazato sie, ze zastosowanie antagonistdw SP nie jest takie
proste, poniewaz mogg one uruchamiaé bardzo silne mechanizmy
kompensacyjne, ktére wrecz nasilajg bdl, a go nie redukujg. Badania
Lipkowkiego i Misterek z uzyciem egzogennego agonisty receptora
opioidowego oraz antagonisty SP pokazaty, ze jedynie niska dawka
antagonisty SP moze spowodowac¢ synergizm efektu w potaczeniu z
egzogennym, peptydowym agonistg receptora opioidowego (Lipkowski i
wsp., 1994, Misterek i wsp., 1994). Na podstawie tych badan mozna byto
wysuna¢ wniosek, ze nie tylko ma znaczenie rodzaj uzytych
agonistéw/antagonistow oddziatujgcych z odpowiednimi dla siebie
receptorami, ale i proporcje pomiedzy tymi ligandami.

Kolejne prowadzone badanie oparte na wcze$niejszych obserwacjach
dowodzity, ze czysta SP moze podnosi¢ efekt analgetyczny opioidowego
agonisty, jesli jest tylko zastosowana odpowiednia dawka tej ostatniej
(Lipkowski i wsp., 1982, 2004, 2006). Wnioski ptyngce z tych badan jasno
sugerowaty, ze SP uwalniana w rogach tylnych rdzenia kregowego odgrywa
istotng role w antynocycepcji. Mechanizm wzmocnienia efektu
analgetycznego przez SP nie zostat doktadnie opisany, ale stwierdzono, ze
mozna go odwréci¢ podajgc nalokson, co z kolei nasuwa podejrzenie, ze
potencjalizacja zachodzi przez aktywacje neurondéw wydzielajacych opioidy
(Foran, 2000). Wzmocnienie efektu analgetycznego poprzez mieszanie
réznych lekéw w medycynie nie jest czym$ nowych. W medycynie od dawna
stosuje sie terapie skojarzong w leczeniu wybranych jednostek chorobowych,
oraz w anestezjologii gdzie jednoczesne podanie lekdw z grupy zwiotczajach

miednie szkieletowe, sedativa, neuroleptica i analgetica, pozwala uzyskac
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zamierzony efekt znieczulenia chirurgicznego, jednoczesnie zmniejszajgc
ilos¢ uzytych Srodkéw. Wykorzystanie dziatania synergicznego podawanych
lekédw pozwala ograniczyé wystapienie objawdw niepozadanych. Opierajac
sie na wyzej przedstawionych zatozeniach powstata hipoteza Ilekéw
hybrydowych, przeciwbolowych, ktére w jednej czasteczce taczytyby rézne
farmakofory, co pozwolitoby aktywowaé roézne uktady transmisji bolu,
ograniczy¢ dawkowanie, co takze zmniejszytoby wystapienie objawow
niepozadanych. Lek, ktéry w jednej molekule zawiera konce aktywujgce
rézne ukfady, uniemozliwia podanie pacjentowi lekéw zmieszanych w
nieprawidtowych proporcjach.

W przedstawionej pracy wykorzystano zwigzek hybrydowy zbudowany
z dwoch réznych farmakoforéw potaczonych ze sobg, a oddziatujacych z
receptorami  opioidowymi i neurokinowymi NK-1 na zasadzie
agonista/agonista. Podstawy teoretyczne wtasnie takiego rozwigzania zostaty
przedstawione wyzej, a pierwszych eksperymentalnych dowodéw
dostarczyta min. Foran. Zwigzek hybrydowy opisany przez nig o nazwie
ESP7 byt agonistg receptorow opioidowych i nerokininowych a dziatat jak
aktywny analgetyk w modelu bélu ostrego oraz neuropatycznego (Foran,
2000). W naszych badaniach uzyty zwigzek AWL3106 to hybryda, ktéra
sktada sie z dermorfiny po stronie N-terminalnej i SP(7-11) po stronie C-
terminalnej potgczonych dwuaminokwasowym mostkiem [Ser-D-Ala]. Uktad
taki okazat sie bardzo korzystny dla aktywnosci zwigzku. Jak dowodzono
wczesniej wielko§¢ molekuty/hybrydy moze mieé istotne znaczenie dla jej
aktywno$ci i przenikalnosci przez bariere krew-moézg (Foran i wsp., 2000). W
naszych badaniach udowodnili§my, ze nie tylko maksymalne skrécenie
czasteczki-hybrydy ma wptyw na jej aktywno$¢, ale tez podstawnik na korcu
N-terminalnym i aminokwasowy mostek, tgczacy dwa farmakofory. Okazato
sie, ze potaczenie dermorfiny z fragmentem SP(7-11) dwuaminokwasowym
mostkiem [Ser-D-Ala] nie tylko stabilizuje czasteczke zwigzku hybrydowego,
ale tez ufatwia przekroczenie bariery krew-mozg. Dodatkowo oddzielenie
koncéw N- i C- dwuaminokwasowym mostkiem utatwia oddziatywanie z
wiasciwymi dla siebie receptorami, ktére na btonie synaptycznej mogq leze¢
blisko siebie (Carr i Cousius, 1998) i dzieki temu swobodnie dopasowujg sie

do kieszonek receptorowych (Lipkowski i wsp., 2004), co skutkuje wysokim
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powinowactwem receptorowym badanego zwigzku. W badaniach
powinowactwa receptorowego wyliczono, ze ICso dla AWL3106 wynosi do
receptorow 15,62 nM £ 531, a do 21,75 = 5,55 co porébwnujac z
warto$ciami czystej dermorfiny (Choi i wsp., 2003) oznacza, ze nowo
zsyntetyzowany zwigzek wprawdzie utracit wysoka selektywnoS¢ do
receptorow p, ale zdecydowanie wzrosta jego selektywnos$¢ do receptoréw
Moze to miec istotne znaczenie w dziataniu analgetycznym AWL3106,
poniewaz uwaza sie, ze wysoko selektywni agoniSci receptora y tacy jak
morfina majg wprawdzie wysokg aktywno$¢ przeciwbdlowg, ale jest ona
powigzana z wyzsza zdolnoScia do uzaleznienia i wystgpienia
niekokorzystnych objawow niepozadanych. Natomiast aktywacja receptoréw
, chociaz ujawnia obnizong analgetyczng skuteczno$¢ to posiada
zdecydowanie nizszy potencjat uzalezniajagcy (Kalso, 2005, Yamamoto i
wsp., 2007). Réwnolegle wzrosta aktywno$¢ C-terminalnego korica
odpowiadajgcego za powinowactwo do receptoréw NK-1 do wartosci Ki = 7,5
nM ((referencja 159.2 + 12.3) (badania przeprowadzone poza Zaktadem
Neuropeptydow IMDIiK PAN)). Wynik ten zgadza sie z wcze$niejszymi
badaniami Lipkowskiego i wsp., ktory udowodnit, ze zwigzki hybrydowe to nie
jest prosta kombinacja wyjSciowych komponent, ale nowa molekufa
posiadajgca zdecydowanie odmienne witasciwosci farmakokinetyczne i
farmakodynamiczne w odniesieniu do farmakoforéw wyjsciowych (Lipkowski i
wsp., 2004).

Badania powinowactwa do receptorow i NK-1 udowodnity warto$¢
farmakologiczng nowozsyntetyzowanej czasteczki AWL3106 [
udokumentowaty  podstawy teoretyczne  konstruowania  zwigzkow
hybrydowych, co z kolei dato podstawy do zaprojektowania badan dziatania
antynocyceptywnego w modelu bélu ostrego po podaniu osrodkowym
(podpajeczyndéwkowo) i obwodowym (dozylnie). W pierwszym etapie badan
podano dermorfing, SP(7-11) i mieszanine tych zwigzkéw oraz AWL3106
podpajeczynéwkowo. Podanie peptydéw ta drogg eliminuje ograniczenia
przejScia zwiazkdw przez bariere krew-moézg oraz efekt | przejscia.

Poréwnanie efektu analgetycznego mieszaniny dermorfiny z SP(7-11)
i odniesienie tych wynikébw do czystej dermorfiny pokazuje, ze SP(7-11)

moze zmniejszy¢ lub zwiekszyé efekt w zaleznosci od dawki SP(7-11) (Ryc.
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12, 13, 14). Swiadczy to o odmiennej farmakokinetyce tych uktadéw w
odniesieniu do zwigzku hybrydowego bedacego syntezg dermorfiny z SP(7-
11). Efekt analgetyczny AWL3106 jest zdecydowanie nizszy niz mieszaniny
dermorfiny i SP(7-11) w dawce réwnowaznej (Ryc. 23, 12). Otrzymany wynik
jest zgodny ze wczesniej przeprowadzonymi badaniami, w ktérych
wykazywano, ze zwigzki hybrydowe maja rézng dystrybucje, czas dziatania, i
metabolizm niz mieszanina zwigzkéw je budujacych (Foran i wsp., 2000).
Spadek efektu analgetycznego AWL3106 w pordéwnaniu do mieszaniny
dermorfiny i SP(7-11) mozna ttumaczy¢ obecnoscig korica C-terminalnego w
hybrydzie. Rézny efekt analgetyczny mieszaniny Derm i SP(7-11) w
zalezno$ci od dawki SP(7-11) moze wynika¢ ze szczegblnych wtasnosci SP.
Jak wczes$niej przedstawiono, neuropeptyd ten jest uwalniany z rdzenia
kregowego na skutek dziatajgcego bodzca bélowego (Brodin i wsp., 1987,
Duggan i wsp., 1987, Yaksh, 1988) moze wiec dziata¢ jak neuroprzekaznik,
ktéry utatwia przewodzenie impulsu bélowego z obwodu (Maszczynska i
wsp., 1998). Jednoczesnie w szczegoinych warunkach substancja P moze
indukowac analgetyczny efekt (Yaksh i wsp., 1978, Oehme i Hilse, 1980, Hall
i Stewart, 1983), oraz potencjalizowaé efekt analgetyczny opioidéow (Kream i
wsp., 1993). Wszystko to zalezy od dawki SP i proporcji pomiedzy SP, a
potencjalizowanym analgetykiem (Lipkowski i wsp., 2006). Dziatanie
analgetyczne zwigzku hybrydowego AWL3106, moze by¢ oparte na
zdolnosci uwolnienia endogennych peptydow opioidowych na poziomie
rdzenia kregowego, przez koniec C-terminalny, tak jak to czyni SP (ladarola i
wsp., 1986, Maszczynska i wsp., 1998). Na poparcie tej hipotezy nalezy
przytoczy¢ badania anatomiczne na poziomie ultrastruktury rdzenia
kregowego, w ktorych opisano synaptyczny kontakt pierwszorzedowych
aferentnych zakonczen widkien nerwowych z neuronami drugiego rzedu
uwalniajacych opioidy (Glazer i Basbaum, 1983, LaMotte i de Lanerolle,
1983, Cho i Basbaum, 1989). Dwuaminokwasowy mostek tagczacy dwa konce
zwigzku hybrydowego moze ograniczy¢ mozliwos¢ jednoczesnej aktywacji
receptorow opioidowych i NK-1 znajdujgcych sie na tym samym neuronie, a
zatem zwigzek hybrydowy prawdopodobnie aktywuje receptory na réznych
blisko siebie potozonych neuronach. AWL3106 prawdopodobnie z jednej

strony nasladuje SP (koniec C-terminalny) i doprowadza do uwolnienia
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endogennych peptyddéw opioidowych, z drugiej strony dziata jak typowy
analgetyk (koniec N-terminalny) i bezposrednio aktywuje receptory
opioidowe. Innymi stowy AWL3106 przedstawia dwa niezalezne dziatania
poprzez bezposrednie aktywowanie dwoch powigzanych ze sobg
neuronalnych uktadéw antynocyceptywnego i neurokininowego, ktorych
pobudzenie na odpowiednim poziomie doprowadza do powstania analgezji
(Kream i wsp., 2007)

Prébe analizy powyzej przedstawionego zagadnienia przeprowadzono
taczac SP(7-11) z dermorfing w odpowiednio nizszym stezeniu niz opisano
wczesniej tak, aby ograniczy¢ maskujace dziatanie dermorfiny, jakie mogto
mie¢ miejsce przy stezeniu 0,1nmol. Pozwolito to na opisanie mechanizmoéw
rzadzacych wzajemnymi relacjami SP-dermorfina. Dodatkowo zmieniajac
stezenie SP(7-11) ustalono, jaki to moze mie¢ wplyw na dziatanie
analgetyczne dermorfiny. Stwierdzono, ze w badanym przedziale dawek SP
wywiera silny wptyw na ostateczny efekt analgetyczny Derm. Wptyw ten
moze by¢ skrajnie rézny, a efekt ostateczny zalezy od dawki SP(7-11) przy
czym wcale nie oznacza to, ze wysokie dawki powodujg spadek efektu
analgetycznego, a stopniowe redukowanie tej dawki bedzie powodowaé
ujawnienie sie efektu analgetycznego dermorfiny, az do momentu, gdy
dermorfina zamaskuje dziatanie SP(7-11). Okreslono, ze dziatanie
synergiczne wystepuje w okreslonym przedziale dawek, a przekroczenie
tego przedziatu w goére lub w doét powoduje przesuniecie dziatania, w
kierunku pronocyceptywnego zastosowywanej mieszanki. Znamienne jest, ze
dawki nizsze SP(7-11) moga powodowac¢ dziatanie hiperalgezujace, podczas
gdy dawki wyzsze powodowaty tylko zmniejszenie efektu analgetycznego
(Ryc. 15, 16, 17). Otrzymane wyniki mozna powigza¢ ze wcze$niejszymi
pracami min. Kreama, ktéry przedstawiat, ze niskie (nanogram) dawki SP
podane szczurom do przestrzeni podpajeczynéwkowej, moga powodowaé
powstanie analgezji (Stewart i wsp., 1976, Frederickson i wsp., 1978, Kream
i wsp., 1993, Maszczynska, 1999). Silna potencjalizacja efektu
analgetycznego dermorfiny wystgpita dla dawki posredniej SP(7-11) tj. 0,01
nmola. Efekt ten mozna ttumaczyé lokalnym, rdzeniowym aktywowaniem
przez SP modulujgcego bdl systemu i uwolnieniem endogennych peptydéw

opioidowych w nastepstwie czego dochodzi do wywotania analgezji (Kream i
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wsp., 1993). Ta modulacja moze odbywaé sie na trzech poziomach a)
bezposrednie aktywowanie neurondéw hamujgcych, b) dziatanie posrednie
i/lub c) przez synaptyczng modulacje (Nakatsuka i wsp., 2005). Wptyw na
ostateczny efekt analgetyczny wywiera nie tylko SP(7-11) ale i dermorfina.
Suarez-Roca opisat sytuacje, w ktorej analgetyk ograniczat uwolnienie SP z
btony presynaptycznej lub go wzmacniat w zaleznosci od dawki. Przy czym
dawki nmolarne, nizsze ograniczaty uwolnienie SP a wyzsze 100-300 razy
wzmachniaty uwolnienie SP (Suarez-Roca i wsp., 1992). Otrzymany wynik
mozemy zatem tumaczy¢ dwoma mechanizmami wzajemnie sie
naktadajgcymi, a ostateczny wynik jest wypadkowg tych reakcji. Z jednej
strony na efekt wptywa SP, ktéra w zaleznosci od dawki dziata pro- i anty-
nocyceptywnie, z drugiej strony mamy analgetyk, ktéry moze wptywaé
stymulujaco lub hamujgco na uwolnienie SP, a zatem bezposrednio moduluje
site przewodzonego impulsu bélowego. Innymi stowy nie mozna moéwic, ze
dany czynnik jest pro- lub przeciw- bélowy a raczej, ze taka a nie inna jego
aktywnos¢ wynika z zastosowanej dawki i otoczenia, w jakim przyszto mu
dziatac.

Poréwnujgc efekt analgetyczny u szczurdw, ktérym podano
podpajeczynbwkowo AWL3106 i MF widzimy, ze potencjat analgetyczny
zwigzku hybrydowego jest okoto 30 razy wiekszy niz czystej MF (Ryc. 23,
24). Rozktad efektu w kolejnych przedziatach czasowych dla dawki 0,1 nmol
jest podobny do efektu opioidéw stosowanych w leczeniu bélu i $wiadczy o
mozliwym zastosowaniu tego zwigzku jako potencjalnego analgetyku. W
przeciwienstwie do efektu analgetycznego wywotanego przez AWL3106
podawanego obwodowo, przy podaniu it zwiekszenie dawki skutkowato
osiggnieciem maksymalnego poziomu % MPE (Ryc. 22). Moze to swiadczyé
o tym, ze przy tej dawce szybko nastepuje wysycenie receptoroéw
opioidowych i ewentualne mechanizmy kompensacyjne nie sg w stanie
zrbwnowazy¢ tego efektu. Wystgpienie objawéw niepozadanych takich jak
Slinotok, zasinione uszy, koriczyny tylne wyprostowane, intensywne tzawienie
$wiadczg, ze doszto do jednoczesnej aktywacji receptorow NK-1.

AWL3106 wykazuje, przy podaniu i.t. zalezno$¢, efekt analgetyczny a
dawka, typowa dla opioidéw takich jak morfina. Zwiekszanie dawki owocuje

zwigkszeniem efektu (Ryc. 22, 23, 25, 26). Dawkg graniczng minimalnag, jest
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0,01nmola. Analgezja przy takiej ilosci jest na Srednim poziomie 18-43%
MPE, ale w badanej grupie szczurdéw pojawity sie zachowania Swiadczace o
nadaktywnosci uktadu neurokininowego, ktére utrudniaty zbadanie zwierzat i
interpretacje wynikow. Takg aktywnos¢ mozna powigza¢ z budowg hybrydy
gdzie dziatanie antynocyceptywne i pronocyceptywne zalezy od rownowagi
dziatania koncéw N- i C-. Przy dawce 0,01 nmola rbwnowaga przesuwa sie w
kierunku dziatania pronocyceptywnego. Prawdopodobnie jest to zwigzane z
tym, ze przy takim stezeniu zwigzek hybrydowy AWL3106 nie powoduje
zwiekszenia uwolnienia endogennych peptydow opioidowych (dziatanie
niebezposrednie) w rdzeniu kregowym (Kream i wsp., 1993), a nasila sie
dziatanie konca C- wywotujgcego zachowania $wiadczace o aktywnosci

uktadu neurokininowego u badanych zwierzat.

Podanie AWL3106 dozylnie wywotato efekt analgetyczny w badanych
grupach szczurow. Zwigkszenie dawki dwukrotnie z 1 do 2 mol/kg iv.
spowodowato nie tylko zdecydowane zwiekszenie efektu analgetycznego o
40-60 jednostek % MPE w zaleznosci od mierzonego przedziatu czasowego,
ale wyraznie przedtuzato dziatanie zwigzku, poniewaz w 120 min testu
obserwowano efekt analgetyczny na poziomie 65% MPE (Ryc. 28). Krzywa
zaleznosci dawka-efekt w przedziale 1-2 i.v. przypomina
konfiguracje dawkozalezng, typowg dla efektu opioidowego czystego
analgetyku (Ryc. 29). Poréwnujac AWL3106 w dawkach 1 i 2

iv. z rbébwnowaznymi dawkami MF widzimy, Zze nastapito
zdecydowane wzmocnienie efektu analgetycznego (Ryc. 28, 29). Nalezatoby
ten efekt powigza¢ z wtasciwosciami zwigzku hybrydowego gdzie komponent
SP(7-11) potencjalizuje efekt farmakoforu dermorfinowego konica N-,
podobnie jak niskie dawki SP potencjalizujg diatanie MF (Kream i wsp.,
1993). Kolejnym mechanizmem, ktéry mogtby ttumaczy¢ otrzymany efekt jest
zdolnos¢ SP do uwolnienia endogennych peptydéw opicidowych w rdzeniu
kregowym (Frederickson i wsp., 1978).

Zwiekszenie dawki peptydu AWL3106 do 5 iv. nie
zaowocowato zwiekszeniem efektu analgetycznego. Pozostat on na poziomie
2 i.v. (Ryc. 28). AWL3106 podany dozylnie w tej dawce osiggnat
swoj efekt putapowy, na wysokim poziomie 90 % MPE. Wptyw na taki efekt
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musi mie¢ wyjatkowa budowa peptydu AWL3106, ktdéry zawiera dwa
przeciwstawnie dziatajgce farmakofory. Przy dawce 5 i.v. wzajemna
rbwnowaga pomiedzy farmakoforami dziatajacymi pro- i anty-
nocyceptywnymi ustabilizowata sie i zwiekszanie dawki nie spowoduje juz
zwiekszenie efektu. Moze to wynika¢ z bezposredniego dziatania konca C-
terminalnego hybrydy z receptorami NK-1 i wywotania efektu
pronocyceptywnego, lub z dziatania posredniego poprzez uruchamianie
kolejnych mediatorow pronocyceptywnych tj. Asp i Glu (Skilling i wsp., 1988,
Smullin i wsp., 1990). Osiagniecie efektu putapowego moze tez wynika¢ z
dziatania konca N- poniewaz opioidy mogg owalniaé SP (Suarez-Roca i
wsp., 1992, Maszczynska, 1999). Do osiggniecia stanu réwnowagi
przyczynia sie rbwniez specyficzna budowa bariery krew-mézg, ktéra jest nie
tylko barierg fizyczng dla przenikania AWL3106 z krwioobiegu do OUN, ale
tez, co wydaje sie niezwykle istotne z punktu widzenia budowy hybrydy, jest
barierg biochemiczng zdolng metabolizowaé peptyd w obrebie cytoplazmy
komoérek srodbtonkowych i astrocytéw (Witt i wsp., 2001). Mozliwa jest tez
wyjatkowa farmakokinetyka zwigzku i zwigzanie peptydu z efektem I
przejscia. Wystgpienie efektu na poziomie 80-90% MPE dla analgetyku jest
zjawiskiem korzystnym, poniewaz z medycznego punktu widzenia dziatamy
w przedziale okna terapeutycznego nie wchodzac w obszar dziatania
toksycznego.

Rozwdj tolerancji zwigzku hybrydowego AWL3106 nastepowat wolnigj
w poréwnaniu do grupy kontrolnej szczuroéw, ktéra przyjmowata morfine.
Réznica w efekcie pomiedzy tymi dwoma grupami jest znaczna. Maksymailna
roznica w jednostkach MPE pomiedzy dniem pierwszym, a pigtym trwania
tolerancji dla AWL3106 wynosita 63 jednostki, a dla morfiny 81. Swiadczyé to
moze o tym, ze obecno$¢ komponenty tachykininowej SP(7-11), a tym
samym czynnika pronocyceptywnego, na koncu C-terminalnym ma wplyw na
opdznienie powstania efektu tolerancji. Jest to doswiadczalne potwierdzenie
wczesniejszych obserwacji gdzie np. w leczeniu klinicznym pacjentow z
przewlektym bodlem plecéw czy bélem nowotworowym poddanych
diugotrwatej terapii opioidowej nie zaobserwowano rozwoju tolerancji
(Portenoy i Foley, 1986, Melzack, 1992,), podobny efekt ujawniono u

zwierzat poddanych nocyceptywnej stymulacji (Colpaert i wsp., 1978,
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Rahman i wsp., 1993). Te kliniczne i przedkliniczne obserwacje sugeruja, ze
rdzeniowe aminokwasy pobudzajgce jak i SP, uruchamiajgc proces
nocycepcji, mogq odgrywaé korzystny wptyw na opdoznienie rozwoju
tolerancji (Foran i wsp., 2000). Przeprowadzone badania sugerujg, ze
aktywacja rdzeniowych NK-1 receptoréw jest niezbedna dla opdznienia
rozwoju tolerancji, poniewaz dochodzi do modyfikacji $ciezek sygnatowych w
neuronach rogdéw tylnych rdzenia kregowego (Foran, 2000). Opdzniony
rozwoj tolerancji wywotanej zwigzkiem hybrydowym jest wyraznie zwigzany z
wyjatkowg budowa peptydu AWL3106, gdzie jednoczesna aktywacja
receptorow opioidowych i tachykininowych, czyli aktywacja uktadu
stymulujgcego i hamujacego przewodzenie bélu w rdzeniu kregowym jest
istotna dla op6znienia powstania tego efektu.

Rozwdj tolerancji wywotanej zwigzkiem AWL3106 podawanym przez
pie¢ kolejnych dni wywotuje rézne zachowanie zwierzat obserwowanych
pigtego dnia od rozpoczecia eksperymentu. Obok grupy szczurow, ktéra
wykazywata objawy analgezji wystgpita grupa z petnym zespotem objawéw
typowych jak po podaniu SP lub z rozwinietym zespotem tolerancji (Ryc.31).
Podanie MF doprowadzito do okreslenia przyczyny obserwowanego zespotu
objawéw. Stwierdzono, ze cata badana grupa, u ktdrej wywotano tolerancje
zwigzkiem AWL3106 odpowiedziata pozytywnie na MF. Efekt analgetyczny w
kolejnych przedziatach czasowych byt wyzszy w 5, 15, 30 min eksperymentu
od efektu AWL3106 pigtego dnia wytworzonej tolerancji i nieporownywalnie
wyzszy w odniesieniu do grupy, w ktérej tolerancje wywotano czysta MF
(Ryc. 30, 31, 32). Pozytywna odpowiedz na morfine w tej grupie gryzoni
$wiadczy, ze obserwowany zesp6t objawow byt powodowany aktywnoscig C-
konca peptydu hybrydowego. Dodatkowo wysoka aktywnosé morfiny
Swiadczy, ze AWL3106 posiada dodatkowa, wyjatkowa ceche, a mianowicie
nie wywotuje tolerancji krzyzowej na ten alkaloid. Wysoka aktywnos$¢ morfiny
moze takze wynikaé stad, ze oddziatuje z innymi podtypami receptoréw
opioidowych niz N-terminalny koniec AWL3106, a zatem obok podtypow
receptorow, ktére sa niewrazliwe wystepujg receptory wolne i wrazliwe na

AWL3106 co w konsekwencji doprowadza do wywotania analgez;ji.
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Podsumowujac dyskusje nalezy przyja¢, ze synteza peptydow
hybrydowych o dziataniu analgetycznym, konstruowanych na zasadzie
agonista/agonista receptoréw opioidowych i NK-1 moze w przysztoSci
zaowocowac zastosowaniem takich wtasnie lekow w medycynie klinicznej i
praktycznym leczeniu bolu. Stosowanie zwigzkéw hybrydowych w badaniach
laboratoryjnych in vitro i w modelach zwierzecych pozwala pozna¢ i opisaé
niezwykle ztozone mechanizmy zwigzane z transmisjg sygnatu bélowego.
Okazuje sie, ze dwa z pozoru przeciwstawne ukfady w okreslonych
warunkach moga oddziatywa¢ na siebie synergicznie lub hamujgco, a efekt
ostateczny zalezy od réwnowagi w dziataniu potaczonych farmakoforéw.
Stosowanie mieszanek lekow podanych w niewtasciwych proporcjach moze
doprowadzi¢ do ujawnienia sie wielu zaskakujgcych i bardzo
niebezpiecznych objawow niepozadanych. Zwigzki hybrydowe pozwalajg
wiasnie unikng¢ tego szerokiego wachlarza efektéw zaleznych od proporcji
lekéw. W tym przypadku scalajgc w jednej formie dwdch agonistow
dermorfing i SP(7-11) uzyskano uktad z jedng zmienna, ktérej wartosé
analgetyczna zalezata od jednej niewiadomej tzn. dawki zwigzku

hybrydowego.
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IV PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Podstawg pracy jest zatozenie, ze peptyd o powinowactwie do
receptorow opioidowych oraz tachykininowych moze stanowi¢ nowy rodzaj

zwigzkdw przeciwbolowych.

1. Wstepne badania fragmentu farmakoforowego substancji P wykazaly, ze
w zalezno$ci od dawki zwigzek przejawia wtasciwosci antynocyceptywne

badz nocyceptywne.

2. We wspotdziataniu peptydu opioidowego i tachykininowego obserwuje sie

dawkozalezne efekty synergiczne lub antagonistyczne.

3. Otrzymano zwigzek (o roboczym symbolu AWL3106), ktory kowalencyjnie
taczyt farmakofor opioidowy oraz tachykininowy. Badania receptorowe
wykazaty wysokie powinowactwo peptydu do receptorow opioidowych

oraz tachykininowych NK-1.

4. Zwigzek AWL3106 podany podpajeczyndwkowo wykazuje dziatanie

antynocyceptywne w modelu bélu ostrego.

5. Badanie zaleznosci aktywnosci od dawki peptydu i poréwnanie z
dziataniem morfiny wykazuje odmienny profil dawka/efekt. Obserwowany
efekt putapowy sugeruje ujawnienie sie nocyceptywnej komponenty
tachykininowej. Efekt putapowy moze zapobiegaé przedawkowaniu

zwigzku.

6. Dawki o poréwnywalnym 2z morfing dziataniu antynocyceptywnym

wywotujg znacznie wolniej tolerancje lekowa.

7. Wywotanie tolerancji na komponent opioidowy, u czesci zwierzat
powoduje dominacje czesci tachykininowej (nocyceptywnej) powodujacej

wystepowanie nocycepcji.

8. Peptyd AWL3106 stanowi przykitad nowego typu analgetyku o znacznie

zredukowanych negatywnych efektach ubocznych.
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V STRESZCZENIE

Jednym z niezbednych elementéw prawidtowego funkcjonowania
organizmu jest zdolnos¢ czucia bélu, mechanizmu ostrzegajaco-ochronnego,
zaleznego od wielu subiektywnych czynnikéw przedstawionych w czesci
pierwszej pracy. W przebiegu choroby staje sie on jednym z najbardziej
dokuczliwych i psychicznie destrukcyjnych czynnikow. Metod i Srodkéw
tagodzacych bél poszukiwano od niepamietnych czaséw, jednak dopiero w
ostatnich latach poznano uktady zaangazowane w transmisje i regulacje
synatu bélowego. Wsréd nich uktad opioidowy zajmuje naczelne miejsce.
Opioidem najlepiej poznanym i najczesciej stosowanym w klinice jako lek jest
alkaloid morfina. Morfina stanowi jednoczes$nie swoisty standard, z ktorym
porébwnuje sie inne leki przeciwbdlowe. Porbéwnanie dotyczy zaréwno
pozadanej sity dziatania analgetycznego jak i objawéw niepozadanych.
Niestety niepozadane dziatania morfiny, takie jak: tolerancja, uzaleznienie,
depresja oddychania, skurcz zwieraczy, nudnosci, wymioty, euforia, znacznie
ograniczajg stosowanie morfiny i innych dostepnych analgetykéw
opioidowych, szczegdlnie w terapi boléw przewlektych.

Aktywacja lub blokowanie innych systeméw neuromodulujacych
sygnaty bélowe moze by¢ skuteczng metodg wspomagania dziatania
opioidow, pozwalajacg na obnizenie stosowanych dawek lekéw. W klinice
wiedze ta wykorzystuje sie stosujgc terapie skojarzong w leczeniu bolu.
Jednakze rozny profil farmakokinetyczny i farmakodynamiczny lekéw oraz
potencjalne mozliwosci btedow w dawkowaniu stwarza zagrozenie w
stosowaniu wtasnie takiej terapii. Pomimo tych niebezpieczenstw
skutecznos¢ terapii skojarzonej zaowocowata zmiang podejScia w
poszukiwaniu nowych lekéw. W miejsce lekow selektywnie dziatajacych na
jeden typ receptora, lub szlak neuroprzekaznikowy, proponuje sie tworzenie
lekéw hybrydowych, ktére w jednej czasteczce zawierajg farmakofory
receptorébw zaangazowanych w okreslone dziatanie. Szczeg6towe opisanie
parametrow farmakologicznych czgsteczki hybrydowej pozwala na poznanie
profilu terapeutycznego. Jednoczes$nie odpowiednie zaprojektowanie

czgsteczki skutkuje uzyskaniem molekuty o nowych wiasciwosciach fizyko-
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chemicznych i biologicznych, w tym o zmienionej mozliwosci przechodzenia
przez bariery biologiczne, zmienionej podatnoSci na metabolizm. W
przypadku boélu, przy takim modelowaniu nalezy wzig¢ pod uwage dwa
najwazniejsze uktady zwigzane z tym procesem a mianowicie uktad
neurokininowy z dziatajacg pronocyceptywnie substancig P i
antynocyceptywny endogenny uktad opioidowy.

W niniejszej pracy opisano koncepcje powstania zwigzkow
hybrydowych, dziatajacych jako agonisci receptoréw opioidowych i
tachykininowych na przyktadzie zwigzku o nazwie AWL3106. Wyniki badan w
czesci poswieconej powinowactwu receptorowemu do wiasciwych dla siebie
receptorow pokazaly, ze zwigzki takie wykazujgq powinowactwo do
receptorow i NK-1. Nalezy pamietaé, ze nowozsyntetyzowana molekuta
hybrydowa nie stanowi zwykiego potaczenia dwéch komponent. W
wiekszosci przypadkédw powstaje nowa czasteczka o oryginalnym profilu
aktywnosci. Zwigzek AWL3106 wykazuje duze powinowactwo do receptoréw
opioidowych oraz tachykininowych typu NK-1.

Pozytywne wyniki powinowactwa receptorowego daty podstawe do
zaprojektowania schematu dalszych badan w modelach bélu ostrego. W
pierwszym, wstepnym etapie badan in vivo przeprowadzono badania
mieszaniny dwéch zwigzkédw o dziataniu agonistycznym na receptory
opioidowe (dermorfina) i tachykininowe (SP(7-11)). Wyniki doswiadczen z
uzyciem réznej kombinacji dawek pozwolity stwierdzi¢, ze maksymainy
mozliwy efekt przeciwbdlowy osiggnieto przy zmieszaniu dermorfiny z SP(7-
11) w dawkach posrednich. W tej witasnie proporcji dochodzi do
zaskakujgcego efektu, a mianowicie, C-terminalny fragment SP
odpowiedzialny za dziatanie nocyceptywne, wzmacnia efekt analgetyczny
czystej dermorfiny. Stwierdzono, ze takie dziatanie wystepuje w okreslonym
przedziale dawek, a przekroczenie tego przedzialu w gére lub w dét
powoduje przesunigcie dziatania w kierunku nocyceptywnego zastosowanej
mieszanki, przy czym dawki nizsze SP(7-11) moga powodowaé dziatanie
hiperalgezujgce, podczas gdy dawki wyzsze powodowaty zmniejszenie
efektu analgetycznego dermorfiny.

Zwigzek AWL3106 bedacy hybryda tych dwoéch substancji podany

podpajeczynéwkowo wykazywat efekt typowego analgetyku jakim jest np.

73



morfina. Z jednej strony wraz ze zwiekszeniem dawki rést efekt
przeciwbdlowy az do osiggniecia maksymalnego efektu, z drugiej strony
rozktad graficzny efektu w czasie dla dawek posrednich przypominat ksztatt
dzwona z maksymalnym efektem powstatym w kilkanascie minut od podania.
W odniesieniu do standardu jakim byta morfina, AWL3106 wykazywat okoto
30 razy wyzszy potencjat analgetyczny.

Zwigzek hybrydowy AWL3106 podany dozylnie wykazywat silne
dziatanie analgetyczne. Zwigkszenie podawanych dawek skutkowato nie
tylko wzrostem efektu analgetycznego, ale i wyraznie wydtuzato czas
dziatania zwigzku. Poréwnujac potencjat analgetyczny w odniesieniu do MF
stwierdzono, ze jest on kilka razy wyzszy. Dodatkowo badania wykazaty, ze
przekroczenie okreslonej dawki nie skutkowato dalszym wzrostem efektu
analgetycznego, a utrzymanie na statym poziomie. AWL3106 osigga swoj
efekt putapowy na wysokim poziomie 80% MPE.

Szybkos¢ powstania tolerancji na lek stanowi waznag ceche przy
dtugotrwatym podawaniu analgetyku. Stwierdzono, ze rozwdj tolerancji w
grupie szczurdéw, ktérym podano AWL3106 nastepuje wolniej niz w tej, ktéra
otrzymywata morfine.

Zastosowanie zwigzku hybrydowego AWL3106 oddziatujgcego z
receptorami opioidowymi i tachykininowymi na zasadzie agonista-agonista
pozwolito stwierdzi¢ skuteczno$¢ wtadnie takiego rozwigzania w modelu bélu
ostrego. Spowolniony efekt wywotywania tolerancji lekowej jest
prawdopodobnie wynikiem jednoczesnego dziatania koncow N- i C- zwigzku
hybrydowego. Kolejnym istotnym czynnikiem warto$ciujgcym zwigzek
hybrydowy jest inny profil farmakokinetyczny w odniesieniu do komponent go

budujacych.

Wyniki badan prezentowane w niniejszej pracy wskazujg nowe drogi
poszukiwan $rodkéw o dziataniu przeciwbolowym, odkrywajg rowniez wielkie
mozliwosci jakie kryja sie¢ w zwigzkach hybrydowych budowanych wg
koncepcji agonista-agonista. Dane te wyraznie pokazuja, ze zwigzek
hybrydowy to nowa molekuta zdolna precyzyjnie i skutecznie ograniczyé

powstawanie bolu ostrego i tolerancji.
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