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Streszczenie

Receptory opioidowe typu p naleza do grupy receptoréw opioidowych,
ktére modyfikujg funkcje licznych efektoréw blonowych (cyklaza adenylowa,
kanaty jonowe K*, Ca™ i Na") i cytoplazmatycznych (aktywacja fosfolipazy A2,
kinazy biatkowej typu C, kinazy MAPK, hamowanie kinazy bialkowej typu A).
Fosforylacja potencjatozaleznych kanaléw jonowych Na* przez kinazg biatkowa
typu A i C prowadzi do zmiany kinetyki pradu jonowych Na®. Celem pracy bylo
zbadanie mechanizmu transdukcji sygnatu od receptora opioidowego typu p do
potencjatozaleznych kanatéw jonowych. Receptory opioidowe aktywowano
przez podanie DAMGO - syntetycznego, specyficznego agonisty receptora p.
Podanie DAMGO wywolywalo spadek amplitudy oraz zmiang kinetyki pradu
jonowego Na* w neuronach niepiramidowych. Efekt byl hamowany po podaniu
inhibitoréw kinaz biatkowych A i C. Z kolei podanie aktywatora kinazy A i C
zmienialo kinetyke i amplitude pradu jonowego Na® w sposéb podobny do
DAMGO. W neuronach piramidowych kory przedczofowej nie wykazano
wplywu aktywacji receptora opioidowego typu p na prad jonowy Na*. Wnioski:
W neuronach niepiramidowych kory przedczolowej aktywacja receptoréw
opioidowych typu p moduluje funkcje potencjatozaleznych kanaléw jonowych
Na* w mechanizmie zaleznym od kinazy biatkowej A i C.

Wstep |

Receptory  opioidowe wystgpuja w  neuronach  osrodkowego
i obwodowego ukladu nerwowego. Zastosowanie alkaloidowych agonistow
receptoréw opioidowych (morfina i pochodne: fentanyl, buprenorfina, itp.)
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wywoluje szereg efektow klinicznych, ktére zwykle dzielimy na efekty
osrodkowe i obwodowe. Do dzialan o$rodkowych zaliczamy: dzialanie
przeciwbdlowe,  uspakajajace, przeciwkaszlowe, depresj¢  czynnosci
oddechowej, obnizenie progu drgawkowego, dziatanie pro- i przeciwwymiotne,
zwezenie zrenic. Leki pobudzajace receptory opioidowe dzialaja na uklad
dokrewny - powodujac wzrost uwalniania hormonu antydiuretycznego,
i zahamowanie uwalniania czgsci przysadkowych hormonéw tropowych:
folitropiny, lutropiny, tyreotropiny. Do dziataii obwodowych naleza: wzrost
napigcia migsni gladkich jelit, indukcja uwalniania histaminy z komérek
tucznych (skurcz oskrzeli i skorne odczyny alergiczne). Wyzej opisane, efekty
kliniczne wiaza si¢ z aktywacja trzech typow receptorow opioidowych - p, 8 i «
[3]. W obrgbie kazdego typu wyrdéznianych jest szereg podtypow np. ul i p2.
Pod wzgledem budowy biochemicznej podtypy te charakteryzuja si¢ okoto 60%
homologia. Wszystkie obecnie znane receptory opioidowe sa receptorami
metabotropowymi dziatajacymi za posrednictwem bialek Gy,

Ligandy receptoréw opioidowych sa klasyfikowane w roznoraki sposob.
Mozemy je podzieli¢ np. na: endogenne (enkefaliny, endorfiny, dynorfiny)
i egzogenne (morfina), naturalne i syntetyczne (enkefaliny - DAMGO, DPDPE),
wybidreze i niewybidreze, o dziataniu ago-, antagonistycznym lub mieszanym.

Zaburzenia funkcji kory przedczolowej lezg u podstaw procesow
zwigzanych z ostrym i przewleklym przyjmowaniem $rodkéw opioidowych
i S$ciSle zwigzane sa z powstaniem uzaleznienia. Sa dwa argumenty
przemawiajace za tym, ze funkcja neuronéw kory przedczotowej jest
modyfikowana przez morfing. Po pierwsze w neuronach piramidowych
i niepiramidowych kory przedczolowej wystepuje ekspresja receptorow
opioidowych [10]. Ponadto podawanie egzogenne morfiny modyfikuje funkcje
neuronéw kory przedczotowej [10].

Mechanizm dzialania receptoréw opioidowych

Stwierdzono, ze aktywacja receptora opioidowego typu p wywoluje

nastgpujace efekty komorkowe [14]:

1. Dziatanie ograniczone do btony komorkowej polega na aktywacji receptora
opioidowego, aktywacji biatka G i modyfikacji przed podjednostki biatka G
efektorow blonowych. Do efektorow blonowych, kontrolowanych w tym
mechanizmie, przez receptory typu W naleza:

- cyklaza adenylowa (jest hamowana),

- kanaly jonowe potasowe prostownicze dokomoérkowe (sa aktywowane),

- potencjalozalezne kanaly jonowe wapniowe typu N, P, Q i R
(sq hamowane).
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2. Ponadto aktywacja receptoréw typu K moze modyfikowaé funkcje
efektorow komorkowych za posrednictwem wtérnych przekaznikow
cytoplazmatycznych do ktérych naleza:

- fosfolipazy A2 (jest aktywowana),

- kinazy biatkowej typu C (PKC, jest aktywowana),

- kinazy biatkowej typu A (PKA, jest aktywowana),

- kinazy typu MAPK (jest aktywowana),

- kanaly jonowe wapniowe typu L (sq aktywowane),

- kanaléw potasowych wapniowozalezne (sa aktywowane),

- hamowanie potencjalozalezne kanaty wapniowe typu T (sq hamowane),
Dane powyzsze wskazuja, ze aktywacja receptoréw opioidowych typu

1 modyfikuje funkcje jonowych K*, oraz kinazy bialkowej A (PKA) i C (PKC).

Modulacja funkcji kanaléw jonowych Na* przez kinazy
biatkowe.

W strukturze bialka kanalu jonowego Na® typu IIA zlokalizowanego
w neuronach mézgu szczura znajduje si¢ pig¢ miejsc ktére podlegaja fosforylacji
przez PKA [8, 9]. Réwniez w strukturze biatka kanalu jonowego Na* znajduja
si¢ miejsca fosforylowane prze PKC [2]. Wykazano, ze aktywacja PKA i PKC
powoduje zmiang kinetyki réznych podtypéw kanatéw jonowych Na® [8, 9, 12,
13].

Wplyw PKC na kanaly jonowe Na® w neuronach kory mozgu, jader
podkorowych, komoérkach migsnia sercowego i migs$ni poprzecznie
prazkowanych szczura polegal na redukeji amplitudy pradu, zwolnieniu kinetyki
inaktywacji oraz przesunigciu krzywej inaktywacji zaleznej od potencjatu
w kierunki bardziej ujemnych wartosci potencjatu blonowego [11, 12]. Z kolei
wplyw aktywacji PKA polegat na redukceji amplitudy pradu jonowego [8].

Wplyw aktywacji receptoréw opioidowych typu W na prady
jonowe Na® w neuronach kory przedczolowej

Jest stosunkowo niewiele danych do$wiadczalnych wskazujacych na
obecnos$¢ kontroli potencjatozaleznych kanaléw jonowych typu Na® przez
receptory opioidowe typu . Wykazano np., ze aktywacja pradéw jonowych Na”
przez PGE, moze byé hamowana w czasie aktywacji receptorow opioidowych
typu W [4]. Z kolei liczne dane doswiadczalne wskazuja, ze potencjalozalezne
kanaly jonowe Na* w sercu moga by¢ hamowane bezposrednio przez agonistow
receptora typu W z pominigciem samego receptora opioidowego [8]. Kontrola



16

a DAMGO b - 7 | o QAMGO
\ e [ ff””
/ f 140A |
A /- kontrola v e — kontrola |
DAMGO & 10'ms J}
DAMGO nalokson DAMGO Y :
l 00 v RS R L2
%
N=16
50 . v
B 0 5 o 10 15 min
1,0 1,0
0,54 0,5 1 — kontrola
~—DAMGO
-o- kontrola
i ; 0,0 - :
-100 -60 -20 0,01 1 100
prepuls (mV) Interpulse interval (ms)

Ryce 1. A. Wplyw DAMGO na amplitud¢ pradu jonowego Na*. O$ pionowa: znormalizowana
amplituda pradu jonowego Na® rejestrowanego w neuronach niepiramidowych w warunkach
kontrolnych, w czasie podania DAMGO (1 pm) oraz w czasie podania DAMGO (1 pm) razem
z naloksonem (10 pm). Podanie agonisty i antagonisty receptora opioidowego oznaczono linia
pozioma. O$ pozioma: czas w minutach. Powyzej przedstawiono oryginalne zapisy pradu
jonowego Na® w warunkach kontrolnych i podczas podawania DAMGO (a,c) i DAMGO
z naloksonem (b). Prad jonowy Na* indukowany byl poprzez bodziec depolaryzujacy do -15 mV,
trwajacy 30 ms, poprzedzony 100 ms prepulsem do -100 mV. Potencjal blonowy utrzymywano na
poziomie — 80 mV.

B. W celu zbadania inaktywacji zaleznej od potencjalu blonowego biona komdrkowa byla
depolaryzowana przez impuls testowy (-15 mV, 30 ms) poprzedzony bodZcami depolaryzujacymi
trwajacymi 1000 ms o wzrastajacej amplitudzie (od -120 do -10 mV). Na osi pionowej
przedstawiono znormalizowana amplitude maksymalnego pradu Na* wywolang przez impuls
testowy, na osi poziomej odtozono amplitudg bodZca poprzedzajacego impuls testowy.

C. Powr6t z inaktywacji pradéw jonowych Na® byl badany przy zastosowaniu protokotu
zawierajacego dwa identyczne impulsy depolaryzujace - warunkowy i testowy (do -15 mV)
trwajace 30 ms. Odstep migdzy impulsami narastal od 0,05 do 3600 ms. Wykres: znormalizowana
amplituda pradu jonowego Na* indukowanego przez impuls testowy (o$ pionowa), przedstawiona
jako funkcja wzrastajacego odstgpu czasu pomigdzy impulsem warunkowym i testowym
(08 pozioma). Wykres w skali logarytmicznej.
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kanaléow jonowych Na® przez receptory opioidowe typu u za posrednictwem
bialek G i wtornych przekaznikow cytoplazmatycznych jest bardzo
prawdopodobna biorac pod uwagg:
a. modulacj¢ PKA i PKC przez receptory typu W,
b. wystepowanie w kanalach jonowych Na" miejsc fosforylacji przez PKA
i PKC,
c. zmiang kinetyki kanaléw jonowych Na' pod wplywem dzialania PKA
i PKC.

Celem naszej pracy bylo stwierdzenie czy w neuronach piramidowych
kory przedczolowej kanaly jonowe Na® sa kontrolowane przez receptory
opioidowe typu p. Opisano wlasciwosci kinetyczne tetrodotoksyno-wrazliwych,
pradow jonowych Na®, wystepujacych w $wiezo rozproszonych neuronach
piramidowych i niepiramidowych kory przedczotowej. Nie stwierdzono wptywu
aktywacji receptora opioidowego typu p na funkcje kanaléw jonowych Na'
w neuronach piramidowych. Natomiast w neuronach niepiramidowych podanie
DAMGO (selektywnego agonisty receptory opioidowego typu p) powodowato
okoto 20% spadek amplitudy pradu jonowego Na®, przesunigcie krzywej
inaktywacji w strong hiperpolaryzacji, wydluzenie czasu powrotu z inaktywacji
oraz zwolnienia szybkosci narastania i stalej czasu inaktywacji pradu (ryc. 1).
Zmiany byly odwracalne i blokowane przez antagonist¢ receptorow
opioidowych - nalokson. Wydaje si¢ wigc, ze aktywacja receptora opioidowego
W znaczacym stopniu przyczynia si¢ do hamowania pobudliwosci neuronéw
niepiramidowych kory przedczolowej i w konsekwencji do dysinhibicji
neuronéw piramidowych.

Zbadano mechanizm transdukcji sygnatu od receptora opioidowego typu
W do kanaléw jonowych Na® w niepiramidowych kory przedczolowe;j.
Stwierdzono, ze zablokowanie aktywacji bialka G poprzez podanie
dokomérkowe niehydrolizujacego analogu nukleotydu guaninowego GDPBS
znosi efekt hamowania pradu Na® przez DAMGO. Wynik ten wskazuje, Ze
w transdukcji sygnalu bierze udziat biatko G.

Podanie forskoliny — aktywatora cyklazy adenylowej (co prowadzi do
aktywacji PKA) i estru forbolowego (PMA) — aktywatora PKC powodowalo
redukcje amplitudy, zwolnienie szybko$ci narastania i zwolnienie stalej czasu
inaktywacji pradu Na®. Zatem aktywatory PKA i PKC dziataly na prady jonowe
Na* podobnie jak aktywacja receptora opioidowego typu .

Calkowite zahamowanie wplywu aktywacji receptora opioidowego typu
1 na prad jonowy Na* wystepowalo po inkubacji neuronéw niepiramidowych
z inhibitorem PKA (H-89).
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Rye 2. A. Wplyw DAMGO i selektywnego inhibitora PKA - H-89 (0,1 pm) na amplitudg¢ pradu
jonowego Na®, O$ pionowa: znormalizowana amplituda pradu jonowego Na*, 0§ pozioma: czas
w minutach. W obecnosci H-89 podawanego do $rodowiska zewnatrzkomdrkowego nie
obserwowano zmniejszenia amplitudy pradu jonowego Na® w czasie podawania DAMGO.
Powyzej: oryginalne zapisy pradu jonowego Na* w warunkach kontrolnych i podczas podawania
DAMGO (a,c) oraz w trakcie inkubacji z H-89 (b).

B. Wplyw DAMGO i selektywnego inhibitora PKC - chlorku chelerytryny (3 pm) na amplitudg
pradu jonowego Na'. W czasie podawania inhibitora PKC efekt DAMGO na amplitude pradu
jonowego Na* byl znoszony. O$ pionowa: znormalizowana amplituda pradu jonowego Na', 0§
pozioma: czas w minutach. DAMGO podawano przed, w trakcie i po zakonczeniu inkubacji
komérki z chlorkiem chelerytryny. Powyzej: oryginalne zapisy pradu jonowego Na® przed
i w trakcie podawania DAMGO w warunkach kontrolnych (a, ¢) i w warunkach inkubacji
z chlorkiem chelerytryny (b).

Podobnie podanie chlorku chelerytryny — blokera PKC rowniez hamowato
wplyw aktywacji receptora opioidowego W na kanaty jonowe Na* (ryc. 2).

Wyniki powyzszych badan wskazuja, ze biatko G oraz PKA i PKC biorg
udzial w transdukcji sygnalu od receptora opioidowego typu p do kanalu
jonowego Na®.
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