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Streszczenie

Receptory opioidowe typu ц należą do grupy receptorów opioidowych, 
które modyfikują funkcję licznych efektorów błonowych (cyklaza adenylowa, 
kanały jonow e K+, Ca++ i Na+) i cytoplazmatycznych (aktywacja fosfolipazy A2, 
kinazy białkowej typu C, kinazy МАРК, hamowanie kinazy białkowej typu A). 
Fosforylacja potencjałozależnych kanałów jonowych Na+ przez kinazę białkową 
typu A i С prowadzi do zmiany kinetyki prądu jonowych N a+. Celem pracy było 
zbadanie mechanizmu transdukcji sygnału od receptora opioidowego typu ц do 
potencjałozależnych kanałów jonowych. Receptory opioidowe aktywowano 
przez podanie DAM GO -  syntetycznego, specyficznego agonisty receptora ц. 
Podanie DAMGO wywoływało spadek amplitudy oraz zmianę kinetyki prądu 
jonowego Na+ w neuronach niepiramidowych. Efekt był hamowany po podaniu 
inhibitorów kinaz białkowych A i C. Z kolei podanie aktywatora kinazy A i С 
zmieniało kinetykę i amplitudę prądu jonowego N a+ w sposób podobny do 
DAMGO. W neuronach piramidowych kory przedczołowej nie wykazano 
wpływu aktywacji receptora opioidowego typu ц na prąd jonow y N a+. Wnioski: 
W neuronach niepiramidowych kory przedczołowej aktywacja receptorów 
opioidowych typu ц moduluje funkcje potencjałozależnych kanałów jonowych 
Na+ w mechanizmie zależnym od kinazy białkowej A i C.

Wstęp

Receptory opioidowe występują w neuronach ośrodkowego 
i obwodowego układu nerwowego. Zastosowanie alkaloidowych agonistów 
receptorów opioidowych (morfina i pochodne: fentanyl, buprenorfina, itp.)
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wywołuje szereg efektów klinicznych, które zwykle dzielimy na efekty 
ośrodkowe i obwodowe. Do działań ośrodkowych zaliczamy: działanie 
przeciwbólowe, uspakajające, przeciwkaszlowe, depresję czynności 
oddechowej, obniżenie progu drgawkowego, działanie pro- i przeciwwymiotne, 
zwężenie źrenic. Leki pobudzające receptory opioidowe działają na układ 
dokrewny - powodując wzrost uwalniania hormonu antydiuretycznego, 
i zahamowanie uwalniania części przysadkowych hormonów tropowych: 
folitropiny, lutropiny, tyreotropiny. Do działań obwodowych należą: wzrost 
napięcia mięśni gładkich jelit, indukcja uwalniania histaminy z komórek 
tucznych (skurcz oskrzeli i skórne odczyny alergiczne). Wyżej opisane, efekty 
kliniczne w iążą się z aktywacją trzech typów receptorów opioidowych - ja, 5 i к 
[3]. W obrębie każdego typu wyróżnianych jest szereg podtypów пр. ц1 i ц2. 
Pod względem budowy biochemicznej podtypy te charakteryzują się około 60% 
homologią. Wszystkie obecnie znane receptory opioidowe są receptorami 
metabotropowymi działającymi za pośrednictwem białek Gj/0.

Ligandy receptorów opioidowych są klasyfikowane w różnoraki sposób. 
Możemy je  podzielić np. na: endogenne (enkefaliny, endorfiny, dynorfiny) 
i egzogenne (morfina), naturalne i syntetyczne (enkefaliny - DAMGO, DPDPE), 
wybiórcze i niewybiórcze, o działaniu ago-, antagonistycznym lub mieszanym.

Zaburzenia funkcji kory przedczołowej leżą u podstaw procesów 
związanych z ostrym i przewlekłym przyjmowaniem środków opioidowych 
i ściśle związane są z powstaniem uzależnienia. Są dwa argumenty 
przemawiające za tym, że funkcja neuronów kory przedczołowej jest 
modyfikowana przez morfinę. Po pierwsze w neuronach piramidowych 
i niepiramidowych kory przedczołowej występuje ekspresja receptorów 
opioidowych [10]. Ponadto podawanie egzogenne morfiny modyfikuje funkcję 
neuronów kory przedczołowej [10].

Mechanizm działania receptorów opioidowych

Stwierdzono, że aktywacja receptora opioidowego typu ц wywołuje 
następujące efekty komórkowe [14]:
1. Działanie ograniczone do błony komórkowej polega na aktywacji receptora 

opioidowego, aktywacji białka G i modyfikacji przed podjednostki białka G 
efektorów błonowych. Do efektorów błonowych, kontrolowanych w tym 
mechanizmie, przez receptory typu [i należą: 

cyklaza adenylowa (jest hamowana),
kanały jonow e potasowe prostownicze dokomórkowe (są aktywowane), 
potencjałozależne kanały jonowe wapniowe typu N, P, Q i R 
(są hamowane).



2. Ponadto aktywacja receptorów typu |i może modyfikować funkcje 
efektorów komórkowych za pośrednictwem wtórnych przekaźników 
cytoplazmatycznych do których należą: 

fosfolipazy A2 (jest aktywowana), 
kinazy białkowej typu С (PKC, jest aktywowana), 
kinazy białkowej typu A (PKA, jest aktywowana), 
kinazy typu МАРК (jest aktywowana), 
kanały jonow e wapniowe typu L (są aktywowane), 
kanałów potasowych wapniowozależne (są aktywowane), 
hamowanie potencjałozależne kanały wapniowe typu T (są hamowane),

Dane powyższe wskazują, że aktywacja receptorów opioidowych typu 
ц modyfikuje funkcje jonow ych K+, oraz kinazy białkowej A (PKA) i С (PKC).

Modulacja funkcji kanałów jonowych Na+ przez kinazy 
białkowe.

W strukturze białka kanału jonowego N a+ typu IIA zlokalizowanego 
w neuronach mózgu szczura znajduje się pięć miejsc które podlegają fosforylacji 
przez PKA [8, 9]. Również w strukturze białka kanału jonowego N a+ znajdują 
się miejsca fosforylowane prze PKC [2]. Wykazano, że aktywacja PKA i PKC 
powoduje zmianę kinetyki różnych podtypów kanałów jonowych N a+ [8, 9, 12, 
13].

Wpływ PKC na kanały jonowe Na+ w neuronach kory mózgu, jąder 
podkorowych, komórkach mięśnia sercowego i mięśni poprzecznie 
prążkowanych szczura polegał na redukcji amplitudy prądu, zwolnieniu kinetyki 
inaktywacji oraz przesunięciu krzywej inaktywacji zależnej od potencjału 
w kierunki bardziej ujemnych wartości potencjału błonowego [11, 12]. Z kolei 
wpływ aktywacji PKA polegał na redukcji amplitudy prądu jonow ego [8].

Wpływ aktywacji receptorów opioidowych typu ц na prądy 
jonowe Na+ w neuronach kory przedczołowej

Jest stosunkowo niewiele danych doświadczalnych wskazujących na 
obecność kontroli potencjałozależnych kanałów jonowych typu N a+ przez 
receptory opioidowe typu |J.. Wykazano np., że aktywacja prądów jonowych N a+ 
przez PGE2 może być hamowana w czasie aktywacji receptorów opioidowych 
typu ц [4]. Z kolei liczne dane doświadczalne wskazują, że potencjałozależne 
kanały jonow e N a+ w sercu mogą być hamowane bezpośrednio przez agonistów 
receptora typu Ц z pominięciem samego receptora opioidowego [8]. Kontrola
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Rye 1. A. W pływ DAM GO na amplitudę prądu jonow ego N a+. Oś pionow a: znormalizow ana 
amplituda prądu jonow ego N a+ re jestrow anego w neuronach n iep iram idow ych w warunkach 
kontrolnych, w czasie podania  DAM GO (1 ц т )  o raz w czasie podania DAM GO (1 ц т )  razem 
z  naloksonem  (10 ц т ) .  Podanie  agonisty i antagonisty receptora opioidow ego oznaczono lin ią  
poziomą. Oś poziom a: czas w minutach. Powyżej p rzedstaw iono oryginalne zapisy prądu 
jonow ego Na+ w warunkach  kontro lnych i podczas podawania  DA M G O (a,c) i DAM GO 
z naloksonem (b). Prąd jonow y N a+ indukowany byl poprzez bodziec depolaryzujący do -15 mV, 
trwający  30  ms, poprzedzony  100 ms prepulsem  do -100 mV. Potencja ł błonow y utrzymywano na 
poziomie -  80 mV.
B. W celu zbadania  inaktyw acji zależnej od po tencja łu błonowego b łona kom órkow a była 
depolaryzow ana przez impuls testowy (-15 mV, 30 ms) poprzedzony bodźcami depolaryzującym i 
trwającymi 1000 ms o wzrastającej am plitudzie (od -120  do -10  mV). Na osi pionowej 
p rzedstaw iono znorm alizow aną amplitudę maksymalnego prądu N a+ wyw ołaną przez impuls 
testowy, na  osi poziomej od łożono  amplitudę bodźca poprzedzającego impuls testowy.
C. Pow rót z inak tywacji prądów  jonow ych Na+ był badany przy zastosow aniu protokołu 
zawierającego dwa identyczne impulsy depolaryzujące - warunkow y i testow y (do -15 mV) 
trwające 30 ms. O dstęp między impulsami narastał od 0,05 do 3600 ms. W ykres: znormalizow ana 
amplituda prądu jo now e go N a+ indukowanego przez impuls testow y (oś pionow a), przedstaw iona 
jako  funkcja  wzrastającego odstępu czasu pomiędzy impulsem warunkowym i testowym 
(oś pozioma). W ykres w skali logarytmicznej.



kanałów jonowych N a+ przez receptory opioidowe typu ц za pośrednictwem 
białek G i wtórnych przekaźników cytoplazmatycznych jest bardzo 
prawdopodobna biorąc pod uwagę:

a. modulację PKA i PKC przez receptory typu ц,
b. występowanie w kanałach jonowych Na+ miejsc fosforylacji przez PKA 

i PKC,
c. zmianę kinetyki kanałów jonowych Na+ pod wpływem działania PKA 

i PKC.

Celem naszej pracy było stwierdzenie czy w neuronach piramidowych 
kory przedczołowej kanały jonowe Na+ są kontrolowane przez receptory 
opioidowe typu ц. Opisano właściwości kinetyczne tetrodotoksyno-wrażliwych, 
prądów jonowych N a+, występujących w świeżo rozproszonych neuronach 
piramidowych i niepiramidowych kory przedczołowej. Nie stwierdzono wpływu 
aktywacji receptora opioidowego typu |i na funkcje kanałów jonow ych Na+ 
w neuronach piramidowych. Natomiast w neuronach niepiramidowych podanie 
DAMGO (selektywnego agonisty receptory opioidowego typu ц) powodowało 
około 20% spadek amplitudy prądu jonowego N a+, przesunięcie krzywej 
inaktywacji w stronę hiperpolaryzacji, wydłużenie czasu powrotu z inaktywacji 
oraz zwolnienia szybkości narastania i stałej czasu inaktywacji prądu (ryc. 1). 
Zmiany były odwracalne i blokowane przez antagonistę receptorów 
opioidowych - nalokson. Wydaje się więc, że aktywacja receptora opioidowego 
w znaczącym stopniu przyczynia się do hamowania pobudliwości neuronów 
niepiramidowych kory przedczołowej i w konsekwencji do dysinhibicji 
neuronów piramidowych.

Zbadano mechanizm transdukcji sygnału od receptora opioidowego typu 
M- do kanałów jonowych Na+ w niepiramidowych kory przedczołowej. 
Stwierdzono, że zablokowanie aktywacji białka G poprzez podanie 
dokomórkowe niehydrolizującego analogu nukleotydu guaninowego GDPßS 
znosi efekt hamowania prądu Na+ przez DAMGO. Wynik ten wskazuje, że 
w transdukcji sygnału bierze udział białko G.

Podanie forskoliny -  aktywatora cyklazy adenylowej (co prowadzi do 
aktywacji PKA) i estru forbolowego (PMA) -  aktywatora PKC powodowało 
redukcję amplitudy, zwolnienie szybkości narastania i zwolnienie stałej czasu 
inaktywacji prądu Na+. Zatem aktywatory PKA i PKC działały na prądy jonowe 
Na+ podobnie jak aktywacja receptora opioidowego typu ц.

Całkowite zahamowanie wpływu aktywacji receptora opioidowego typu 
Ц na prąd jonow y N a+ występowało po inkubacji neuronów niepiramidowych 
z inhibitorem PKA (H-89).



Rye 2. A. W pływ DA M GO i selektywnego inhibito ra PKA - H-89 (0,1 ц т )  na amplitudę prądu 
jonow ego N a+. Oś p ionow a: znormalizow ana amplituda prądu jonow ego N a+, oś poziom a: czas 
w minutach. W obecności H-89 podawanego do środowiska zewnątrzkom órkow ego nie 
obserw ow ano zm niejszenia  amplitudy  prądu jonow ego Na+ w czasie  podawania  DAMGO. 
Powyżej: oryginalne  zapisy prądu jonow ego Na+ w warunkach kontro lnych  i podczas podaw ania  
DAM GO (a,c) o raz w trakcie inkubacji z H-89 (b).
B. W pływ D AM GO  i selek tyw nego inhib itora PKC - ch lorku chelerytryny (3 ц т )  na  amplitudę 
prądu jonow ego N a+. W czasie podaw ania  inhibitora PKC  efek t DA M GO na am plitudę prądu 
jonow ego Na+ był znoszony. Oś pionowa: znormalizowana am plituda prądu jonow ego N a+, oś 
pozioma: czas w minutach. DAM GO podawano przed, w trakcie i po zakończeniu inkubacji 
komórki z  ch lorkiem chelerytryny. Powyżej: oryginalne zapisy prądu jonow ego N a+ przed 
i w trakcie podaw ania  DA M GO w warunkach kontro lnych (a, c) i w  w arunkach inkubacji 
z ch lork iem  chelery tryny (b).

Podobnie podanie chlorku chelerytryny -  blokera PKC również hamowało 
wpływ aktywacji receptora opioidowego ц na kanały jonow e N a+ (ryc. 2).

Wyniki powyższych badań wskazują, że białko G oraz PKA i PKC biorą 
udział w transdukcji sygnału od receptora opioidowego typu ц do kanału 
jonowego Na+.
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