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Streszczenie

Opioidy s3g silnymi Srodkami przeciwbdlowymi, czesto stosowanymi
w medycynie. Posiadajg takze dziatanie psychoaktywne, przez co zazywane bywaja
rekreacyjnie. Popularne opioidy, takie jak morfina, fentanyl czy oksykodon,
wywieraja efekt biologiczny poprzez aktywacje receptoréow opioidowych .
Terapeutyczny potencjal opioidéw jest szeroki, jednak ich kliniczng uzytecznos¢
powaznie ograniczajg dzialania niepozadane - potencjalnie $miertelna depresja
oddechowa, zaparcia oraz ryzyko rozwoju uzaleZnienia. Szczegdblnie istotne jest
zatem opracowanie nowych lekow opioidowych o bezpieczniejszym profilu dziatania

i stabszym potencjale uzalezniajacym.

Dziatanie agonisty na receptor opioidowy p prowadzi do aktywacji dwéch
wewnatrzkomoérkowych Sciezek sygnatowych, zaleznych odpowiednio od biatka G
oraz [-arestyny-2. Badania, w ktérych wykorzystano myszy transgeniczne
pozbawione genu kodujgcego [B-arestyne-2 wykazaly, ze podanie morfiny u tych
zwierzat wigze sie z nasileniem i przedtuzeniem antynocycepcji oraz ostabieniem
niektérych dziatan niepozadanych. Interesujacym podejsciem do projektowania
nowych agonistéw receptora | stata sie wiec synteza zwigzkéw cechujacych sie tzw.
selektywno$cia  funkcjonalng (stronniczym agonizmem; ang. functional
selectivity/biased agonism), ktéra umozliwia preferencyjng aktywacje wybranej
Sciezki sygnatowej. Agonisci receptora opioidowego , dziatajacy przez szlak zalezny
od biatka G i minimalnie angazujacy [-arestyne-2, zostali zaproponowani jako
potencjalnie bezpieczniejsza i stabiej uzalezniajgca alternatywa dla klasycznych
agonistow tego receptora. Do tej pory odkryto kilka zwigzkéow
o takim profilu dziatania, a jeden z nich, TRV130 (olicerydyna), zostal dopuszczony

do uzytku medycznego w Stanach Zjednoczonych.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie dziatania nowych
funkcjonalnie selektywnych agonistow receptora opioidowego p. Wykorzystano
zwigzki o wysokim wspotczynniku selektywnos$ci wobec Sciezki sygnatowej zaleznej

od biatka G - PZM21, SR-14968 oraz SR-17018. Przy zastosowaniu testow
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behawioralnych uzupeinionych badaniami biochemicznymi, poddano ocenie efekty
dziatania tych agonistow ze szczegélnym uwzglednieniem ich potencjatu

uzalezniajacego u gryzoni laboratoryjnych.

Wykazano, ze wszystkie zwigzki majg zalezne od dawki i dlugotrwate dziatanie
antynocyceptywne. W odréznieniu od SR-14968 i SR-17018, PZM21 nie wywotywat
maksymalnej odpowiedzi antynocyceptywnej. Nastepnie zbadano wptyw agonistéw
na rézne symptomy zwigzane z uzaleznieniem opioidowym. Wielokrotne podania
badanych zwigzkéw prowadzity do rozwoju tolerancji na dziatanie
antynocyceptywne, jednak w przypadku zwigzkéw SR rozwijata sie ona wolnie;.
Zwiazki wywolywaty tez zaleznoS$¢ fizyczng i zespdt odstawienia. U zwierzat
otrzymujacych PZM21 objawy odstawienia wystepowaty jedynie w grupie
chronicznie otrzymujacej najwyzsza testowang dawke agonisty, natomiast zwigzki
SR-14968 i SR-17018 powodowaty zaleznos$¢ fizyczng nawet w niskich dawkach.
Ponadto badani agonisci réznie wptywali na aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzat.
PZM21 i SR-17018 nie zmieniaty w znaczacym stopniu aktywnos$ci myszy, natomiast
SR-14968 wptywatl na nasilenie lokomocji po jednorazowym podaniu, tolerancje na
ten efekt w przebiegu podan wielokrotnych i znaczne nasilenie aktywno$ci po okresie
inkubacji. W modelu warunkowanej preferencji miejsca wykazano nagradzajace
witasciwosci SR-14968 oraz SR-17018. PZM21 nie mial efektéw nagradzajacych
w tym teScie, a w zakresie badanych dawek nie byt takze dozylnie samopodawany
przez szczury i nie wywotywal poszukiwania substancji w okresie abstynencji. W tej
czeSci badan wykazano zatem, ze badani agonisci w zréznicowany sposéb wptywajg

na wybrane zachowania zwigzane z uzaleznieniem.

W kolejnym etapie badan ocenie poddano wptyw PZM21, SR-14968 i SR-
17018 na behawioralng odpowiedzZ na morfine. Wykazano, ze badani agonisci nasilaja
antynocyceptywne dziatanie morfiny, a SR-14968 oraz SR-17018 dodatkowo
nieznacznie opdzniajg rozwoj tolerancji morfinowej. Badane zwigzki ostabiaty tez
niektore objawy zespotu odstawienia u myszy uzaleznionych od morfiny, a PZM21

znosit nagradzajace efekty tego opioidu w teScie warunkowanej preferencji miejsca.

Z uwagi na interesujacy profil dzialania PZM21 (brak efektéw
nagradzajacych/wzmacniajacych i staby potencjat do wywolywania zaleznoSci

fizycznej), przeprowadzono takze dodatkowe doswiadczenia, ktorych celem byto
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zbadanie efektow tego zwigzku w rdéznych paradygmatach behawioralnych
zwigzanych z dziataniem stresu. Pomimo Ze istniejg przestanki wskazujace na
protekcyjne dziatanie agonistow receptora p w warunkach stresowych, w badaniach
wtasnych nie wykazano pozytywnego wptywu PZM21 na bezposrednig odpowiedZ na
stres ani pamie¢ zwigzang z traumg w modelu warunkowania strachem. Zwigzek nie
zmieniat ponadto funkcjonowania poznawczego zwierzagt w warunkach neutralnych.

W badanym zakresie PZM21 nie miat zatem istotnego wptywu na fenotyp myszy.

Podsumowujac, w ramach badan wilasnych przeprowadzono szeroka
charakterystyke nowych agonistéw receptora opioidowego p o wysokim stopniu
selektywnos$ci funkcjonalnej wobec szlaku sygnatowego zaleznego od biatka G.
Rezultaty wskazaty na istotne réznice w dziataniu badanych agonistéw, co $§wiadczy
o tym, Ze opioidy selektywne funkcjonalnie stanowig heterogenng grupe substancji.
Najwazniejsze roznice miedzy badanymi agonistami przejawiajg sie w tym, ze zwigzki
SR-14968 i SR-17018 wywotujg silniejsze dzialanie antynocyceptywne niz PZM21.
Z kolei jako jedyny z badanych zwigzkéw, PZM21 nie dziala nagradzajaco i nie
powoduje silnej zaleznoSci fizycznej. Potencjat terapeutyczny badanych agonistéw
moze by¢ takze rozszerzony o kontrole wybranych aspektéw uzaleznienia od
konwencjonalnych opioidéw, tj. tagodzenia niektérych symptomoéw odstawienia od
morfiny, a w przypadku PZM21 takze ostabiania jej nagradzajacych wtasciwosci.
Dzieki tym efektom badane zwigzki mogg znaleZ¢ zastosowanie w farmakoterapii

zaburzen zwigzanych z uzywaniem opioidéw.






Abstract

Opioids are powerful painkillers, commonly used in medicine. Those drugs
also possess psychoactive effects, contributing to their recreational use. Popular
opioids, such as morphine, fentanyl or oxycodone, exert a biological effect by the
activation of the p-opioid receptors. The therapeutic potential of opioids is wide, but
their clinical utility is severely limited by side effects - potentially fatal respiratory
depression, constipation and the risk of addiction development. Therefore,
substantial efforts aimed at developing new opioid drugs with a safer action profile

and a lower addiction potential are particularly important.

An agonist binding to the p-opioid receptor results in the activation of two
intracellular signaling pathways, G protein- and [3-arrestin-2-dependent, respectively.
Studies in transgenic mice lacking the gene encoding (3-arrestin-2 have shown that
morphine administration in these animals is associated with potentiation and
prolongation of antinociception as well as with the reduction of some side effects. The
aim of designing new p-opioid receptor agonists has therefore become the synthesis
of compounds characterized by the functional selectivity/biased agonism, which
enables the preferential activation of a selected cell signaling pathway. p-opioid
receptor agonists, activating the G protein-dependent pathway and minimally
involving B-arrestin-2, have been proposed as a potentially safer and less addictive
alternative to conventional agonists of this receptor. To date, several compounds
presenting such profile of action have been discovered, and one of them, TRV130

(oliceridine), has been approved for medical use in the United States.

This dissertation aimed to investigate the effects of novel functionally selective
u-opioid receptor agonists. The compounds with high G protein bias factors - PZM21,
SR-14968 and SR-17018 - were used. Using a battery of behavioral tests
supplemented with biochemical studies, the effects of these agonists were assessed,

with particular emphasis on their addictive potential in laboratory rodents.

All the compounds induced dose-dependent and long-lasting antinociception.

Unlike SR-14968 and SR-17018, PZM21 did not elicit a maximal antinociceptive
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response. The effects of the tested agonists on various aspects of opioid-related
addictive behavior were then investigated. Repeated administration of the tested
compounds led to antinociceptive tolerance, but in the case of SR-14968 and SR-
17018, the development of tolerance was slightly delayed. The tested agonists also
induced physical dependence, as measured by the severity of withdrawal symptoms.
In mice treated with PZM21, this effect occurred at the highest dose evaluated, while
SR-14968 and SR-17018 caused physical dependence even at low doses. The
compounds differed in terms of their influence on locomotor activity. PZM21 and SR-
17018 did not significantly change the activity of animals, while SR-14968-treated
mice presented enhanced locomotor activity after a single drug administration,
followed by tolerance to this effect during repeated treatment and high expression of
activity after the incubation period. The rewarding properties of 14968 and SR-17018
have been demonstrated in the conditioned place preference test. PZM21 was not
rewarding in this paradigm. Moreover, at the tested doses, it was not self-
administered intravenously by rats and did not induce drug-seeking behavior during
the abstinence. Therefore, in this part of the study, it was shown that the tested

agonists differently influence the selected types of addiction-related behaviors.

In the next stage of the research, the influence of PZM21, SR-14968 and SR-
17018 on the behavioral response to morphine was assessed. The tested agonists
intensified morphine-induced antinociception. Additionally, SR-14968 and SR-17018
slightly delayed the development of morphine antinociceptive tolerance.
Interestingly, the compounds attenuated some symptoms of the withdrawal
syndrome in mice physically dependent on morphine. Moreover, PZM21 abolished

the rewarding effects of morphine in the conditioned place preference test.

As PZM21 had an interesting profile of action (lack of rewarding/reinforcing
effects and low physical dependence), additional experiments aimed to assess its
effects in various stress-related behavioral paradigms were performed. Even though
there is evidence showing protective effects of p receptor agonists under stress
conditions, there were no effects of PZM21 on acute response to stress or trauma-
related memory in the fear conditioning model. This compound did not also affect
cognitive functioning under neutral conditions. Therefore, in the studied area of

behaviors, PZM21 had no considerable influence on the phenotype of mice.
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In conclusion, this doctoral dissertation has provided a wide characterization
of selected p-opioid receptor agonists, reported to present a high G protein bias. The
obtained data indicate that such compounds are a heterogenous group with varying
effects. The most crucial differences between the tested agonists are that SR-4968 and
SR-17018 induce stronger antinociception than PZM21. On the other hand, unlike SR
agonists, PZM21 is not rewarding and does not cause profound physical dependence.
The therapeutic potential of the tested agonists can also be extended to control
selected aspects of opioid addiction, i.e. alleviating some morphine withdrawal
symptoms, and, in the case of PZM21, weakening its rewarding properties. Due to this,
the tested agonists may be potentially used in the pharmacotherapy of opioid use

disorder.
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Wstep

Opioidy stanowig warto$ciowg grupe lekdéw, poniewaz wyrdzniaja sie wysoka
skutecznos$cig przeciwbdlowa. Sa czesto stosowane w praktyce klinicznej, lecz
z uwagi na efekty psychoaktywne bywaja réwniez uzywane w celach rekreacyjnych.
Terapeutyczna uzyteczno$¢ opioidéw jest powaznie ograniczona z powodu dziatan
niepozadanych, w tym takze silnego potencjatu uzalezniajgcego.

Celem rozdziatu jest przedstawienie najwazniejszych kwestii teoretycznych
zwigzanych z mechanizmami oraz efektami dzialania opioidéw, a takze opis
farmakologicznego zjawiska selektywnos$ci funkcjonalnej, na podstawie ktérego

opracowano agonistow bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej.
1. Opioidy - mechanizmy i efekty dziatania

0d czasu odkrycia receptoréw opioidowych i ich endogennych ligandow
ustalono, ze opioidy wywieraja efekty, nasladujac dziatanie trzech rodzin
endogennych peptydéw opioidowych. Uktad opioidowy bierze udziat w szeregu
waznych procesow fizjologicznych, a takze jest zaangazowany w procesy poznawcze
i emocjonalne. Zwigzki o agonistycznym dziataniu na receptory opioidowe do dzi$
pozostaja najczesciej stosowanymi lekami przeciwbélowymi w medycynie, chociaz
wywotuja wiele dziatan niepozadanych i moga skutkowaé rozwojem uzaleznienia.
W tej czeSci wstepu dokonano przegladu aktualnej wiedzy na temat roli opioidow
i uktadu opioidowego w kontroli proceséw fizjologicznych i psychicznych oraz

molekularnych mechanizmoéw ich dziatania.

Perspektywa historyczna

Starozytne spoteczenstwa zbudowaty zalgzki wspotczesnej farmakoterapii
wykorzystujac dobroczynne dziatanie przerdznych roslin, w tym takze maku
lekarskiego (tac. papaver somniferum), z ktorego pochodzi opium. Pierwsze wzmianki
0 jego stosowaniu odnalez¢ mozna juz w pismach autorstwa greckiego filozofa

Teofrasta z Eresos, datowanych na Il wiek p.n.e. (za: Yaksh i Wallace, 2017). Notatki
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o opium znajduja sie w najwazniejszych starozytnych tekstach medycznych
autorstwa Galena i Awicenny (za: Duarte, 2005). Opium uzywano nie tylko w Grecji,
gdyz jego korzystne dziatanie wykorzystywane byto przez wszystkie najwazniejsze
cywilizacje starozytnego $wiata - egipska, indyjska, perska, sumeryjska, asyryjska,
rzymska i arabska (Schiff, 2007). Gléwnym wskazaniem do jego stosowania byty
efekty przeciwbdlowe, dzieki czemu starozytni mogli przeprowadza¢ dtugotrwate
zabiegi chirurgiczne. Z czasem spoteczenstwa odkryly inne wskazania dla
wykorzystania opium, a wiec dziatanie uspokajajace i nasenne. Arabowie uzywali go
takze w leczeniu czerwonki, czyli ostrej zakaznej choroby jelit (Booth, 2013). Do
czasOw nowozytnych, stosowanie opium byto powszechne, chociaz czesto
ograniczane z powodow religijnych i politycznych. Opium wchodzito w sktad teriaku,
czyli wielosktadnikowej mikstury, ktéra az do XIX wieku stosowana byta jako

wszechstronna odtrutka, panaceum (Hodgson, 2001).

W XIX wieku opiaty byty szczegdélnie popularne w Europie, a takze w Stanach
Zjednoczonych, gdzie rutynowo uzywano ich podczas wojny secesyjnej. Co ciekawe,
wtedy tez na szersza skale odnotowano ich uzalezniajgce wtasciwosci. Ukuto nawet
pojecie ,choroby Zoinierskiej”, na ktérg cierpieli Zotierze, ktérzy podczas wojny
uzaleznili sie od opiatow (Kamienski, 2011). W podobnym czasie, préby ograniczenia
transportu brytyjskiego opium do Chin doprowadzity do wybuchu tzw. wojen
opiumowych, co jest wyraznym przyktadem na to, ze do$¢ uniwersalne zastosowania
tego narkotyku i nielegalna dystrybucja, $wiadczg nie tylko o jego duzym znaczeniu
medycznym, ale moga stanowi¢ podioze waznych wydarzen spotecznych (Feige
i Miron, 2008). Wiek XIX to tez skokowy postep w rozwoju wiedzy o opiatach,
a kluczowym wydarzeniem w tym konteks$cie byto wyizolowanie z opium morfiny,
ktére miato miejsce w 1804 roku za sprawa niemieckiego farmaceuty - Friedricha
Sertiirnera. Jedng z najwazniejszych wiasciwosci nowej substancji bylo dziatanie
nasenne, wiec na cze$¢ greckiego boga snu, Morfeusza, nazwano ja morfing
(Krishnamurti i Rao, 2016). Wydarzenie to otworzylo droge do poézZniejszych
modyfikacji jej struktury chemicznej i powstawania zwigzkéw pochodnych. W drugiej
potowie XIX wieku morfine stosowano w procedurach chirurgicznych oraz do
u$mierzania bélu pooperacyjnego i przewlektego. Szybko okazato sie jednak, zZe
podobnie jak opium, morfina silnie uzaleznia, a w pewnych warunkach jej stosowanie

moze byC¢ niebezpieczne. Rozpoczeto wiec wktada¢ wysitki w modyfikacje jej
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struktury, aby stworzy¢ zwiazek dziatajacy podobnie, lecz pozbawiony dziatan
niepozadanych. W 1898 roku zsyntetyzowano heroine i ogtoszono, ze charakteryzuje
sie ona silniejszym dziataniem i brakiem potencjatu uzaleZniajgcego. Do tej pory
podobny schemat wielokrotnie miat miejsce podczas odkrywania kolejnych
zwigzkow opioidowych. Niestety, poczatkowa ekscytacja nie znajdowata
potwierdzenia w toku kolejnych badan i stosowania owych zwigzkéw

w farmakoterapii.

W pierwszej potowie XX wieku rozwdj tej dziedziny farmakologii
ukierunkowano na poszukiwania zwigzkéw o wiasciwosciach podobnych do morfiny,
lecz strukturalnie z nig niezwigzanych. W ten sposéb odkryto petydyne
i metadon (Eisleb i Schaumann, 1939; Scott i Chen, 1946; za: Brownstein, 1993). Na
tym etapie szczeg6lnie doceniono wiasciwo$¢ metadonu, jaka jest dtuzsze i mniej
euforyczne dziatanie, co znalazto zastosowanie w terapii substytucyjnej w leczeniu
odwykowym (Sim, 1973). W tym okresie odkryty zostat tez pierwszy antagonista
opioidowy - nalorfina (Weijlard i Erikson, 1942; za: Brownstein, 1993). W kolejnych
latach nastapit szybki rozwoéj wiedzy o farmakologii opioidéw, a zréznicowane
dziatanie réznych substancji (agonistéw, antagonistéw i agonistéw-antagonistéw)
powigzano z nieznanym jeszcze wéwczas zréznicowaniem receptoréw, przez ktore te
substancje wywotujg efekty biologiczne. W toku rozwoju wiedzy i kolejnych
doswiadczen ustalono, Ze istnieja endogenne substancje, ktére dziataja na receptory
opioidowe. Podzielono je na trzy gtéwne typy (poczatkowo wyrdzniano jeszcze
receptor o, ktérego obecnie nie uznaje sie za receptor opioidowy). Kolejne dekady to
skokowy wzrost odkry¢ w obszarze farmakologii opioidow. Syntetyzowano
i testowano kolejne ligandy o zréznicowanych wtasciwosciach farmakologicznych.
Wraz z odkrywaniem terapeutycznego potencjatu zwigzkéw w réznych wskazaniach,
pogtebiono takze wiedze o niepozadanych dziataniach tych substancji. Poszukiwanie
nowych ligandow o  ostabionych  skutkach  ubocznych  stalo  sie

w efekcie wspdlnym dazeniem badaczy reprezentujgcych rézne dziedziny nauki.

Receptory opioidowe i ich ligandy

Zarowno ligandy endogenne, jak i egzogenne substancje opioidowe, wywotuja
efekty farmakologiczne przez receptory opioidowe zlokalizowane

w o$rodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym oraz w tkankach budujacych inne
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uktady. Nazewnictwo substancji dziatajagcych na uktad opioidowy obejmuje dwa
podstawowe okreSlenia: opiaty oraz opioidy. Opiaty sa to zwigzki strukturalnie
zwigzane z opium, ekstraktem otrzymywanym poprzez wysuszenie soku mlecznego
z niedojrzatych makéwek maku lekarskiego (nazwa pochodzi od greckiego stowa
oznaczajacego sok). Natomiast opioidami okreSlamy wszystkie zwiazki, ktore
posiadaja funkcjonalne i farmakologiczne wtasciwosci opiatéw, niezaleznie od ich

pochodzenia i struktury chemicznej (Yaksh i Wallace, 2017).

WSsrdd receptoréw opioidowych wyrézniamy trzy gtéwne typy: y, 6 i k. Za
czwarty typ receptora opioidowego uwaza sie czesto receptor nocyceptynowy (ang.
opioid receptor-like 1, ORL-1). Cechuje sie on wysokim podobienstwem do receptoréw
opioidowych, a jego endogennym ligandem jest nocyceptyna majaca, w zalezno$ci od
miejsca  podania, dziatanie pro- lub  antynocyceptywne  (Kotlifiska
i Rafalski, 2004). Scharakteryzowano trzy gtéwne rodziny peptydéw opioidowych -
endorfiny, enkefaliny i dynorfiny, ktére powstajg z prekursorowych polipeptydéw -
proopiomelanokortyny, proenkefaliny i prodynorfiny (Al-Qattan i in., 2020).
Zidentyfikowano takze dwa inne krotkie peptydy, ktore wykazuja wysokie
powinowactwo i selektywno$¢ do receptoréw opioidowych p. Te peptydy -
endomorfina-1 i endomorfina-2 - powoduja silne i dtugotrwate dziatanie
przeciwbolowe u zwierzat, jednak ich funkcje wcigz nie s3 doktadnie poznane
(Horvath, 2000). Enkefaliny preferencyjnie oddziatuja z receptorem 6, dynorfiny
z receptorem k, a [-endorfiny wigzg sie z poréwnywalnym powinowactwem
z receptorami p i 8. Nalezy mie¢ jednak na uwadze, Ze endogenny uktad opioidowy
jest bardzo ztozony, a endogenne peptydy, chociaz wigzg sie z wiekszym
powinowactwem do okre$lonego typu receptora, oddziatujg takze z pozostatymi
receptorami opioidowymi (Frickeriin., 2020). Podstawowe informacje o receptorach
opioidowych, ich endogennych ligandach i efektach pobudzenia przedstawia

Tabela 1.

16


https://en.wikipedia.org/wiki/%CE%94-opioid_receptor

Wstep

Tabela 1. Receptory opioidowe - podstawowe informacje.

Typ Endogenny ligand Efekty pobudzenia receptora
receptora i biatko prekursorowe
1] B-endorfiny powstajace - antynocycepcja/analgezja,
z proopiomelanokortyny, - depresja osrodka oddechowego,
endomorfiny (1i 2; biatka - Zwezenie Zrenic,
prekursorowe dotad niepoznane) - hamowanie perystaltyki jelit,
- zalezno$¢ fizyczna,
- euforia;
() enkefaliny powstajace - antynocycepcja/analgezja,
z proenkefaliny, - zalezno$¢ fizyczna,
B-endorfiny powstajace - euforia,
z proopiomelanokortyny; - dziatanie drgawkowe,

- dziatanie przeciwdepresyjne;

K dynorfiny powstajace - antynocycepcja/analgezja na poziomie rdzenia
z prodynorfiny kregowego,
- zwezenie Zrenic,
- zahamowanie wydzielania hormonu
antydiuretycznego,
- efekty przeciwdrgawkowe,
- sedacja,
- awersja,
- dziatanie depresyjne;

ORL-1 nocyceptyna powstajgca - hiperalgezja po podaniu dokomorowym,
z pronocyceptyny - analgezja po podaniu nardzeniowym,
- dziatanie anksjolityczne,
- ostabianie uzaleznien lekowych;

Opracowanie wtasne na podstawie prac: Fricker i in. (2020), Emery i Akil (2020) oraz Kotlinska
i Rafalski (2005).

Receptory opioidowe moga by¢ aktywowane przez endogenne peptydy
opioidowe, ale aktywno$¢ receptoréw moze by¢ takze kontrolowana poprzez
egzogenne substancje (selektywnych i nieselektywnych agonistow i antagonistow),
co otworzyto Sciezke do zastosowania substancji farmakologicznych dziatajacych
przez ukitad opioidowy w farmakoterapii zaburzen psychicznych i chorob
somatycznych, ale tez uzywania tych substancji w sposob rekreacyjny. Istniejg
zarowno substancje pochodzenia naturalnego, jak i syntetyczne, ktore zdolne sg do

farmakologicznej aktywacji badz blokowania receptoréw opioidowych.
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Eksperymentalna cze$¢ rozprawy dotyczy agonistow receptora opioidowego
u, dlatego tez w kolejnych podrozdzialach omoéwione zostang efekty zwigzane

z aktywacja tego receptora.
Molekularne i komoérkowe mechanizmy zwigzane z aktywacja receptora p

Receptory opioidowe naleza do grupy receptoréw zwigzanych z biatkiem G
(ang. G protein-coupled receptors, GPCR). Sa to receptory zbudowane z pojedynczego
polipeptydu majacego strukture o-helikalng. Receptor zanurzony jest w blonie
komoérkowej, przez ktora siedmiokrotnie przechodzi tancuch polipeptydowy.
Receptory te sg dlatego nazywane siedmiohelikalnymi transmembranowymi
receptorami komérkowymi (ang. seven-(pass)-transmembrane domain receptors, 7TM
receptors). Koniec karboksylowy (koniec C) receptora znajduje sie wewnatrz,
natomiast koniec aminowy (koniec N) na zewnatrz komorki. Przytaczenie liganda
zmienia konformacje wewnatrzkomérkowej czesci receptora, prowadzac do

aktywacji biatka G (Blumenthal i Garrison, 2015).

Pobudzenie receptoréw opioidowych prowadzi do zahamowania czynnosci
komorek, co na poziomie fizjologicznym objawia sie zniesieniem odczuwania bélu.
Przytaczenie sie czasteczki sygnatowej do receptoréw opioidowych p, & lub
prowadzi do aktywacji biatka Gi/, znajdujgcego sie po wewnetrznej stronie btony
komoérkowej. Rezultatem tej aktywacji jest szereg zdarzen wewnatrzkomoérkowych
wptywajacych na aktywno$¢ neuronalng oraz transkrypcje genéw. Biatko G jest
heterotrimerem, a wiec zbudowane jest z trzech podjednostek: «, 3 i y. Przylaczenie
liganda prowadzi do zmiany konformacji cze$ci wewnetrznej receptora, do ktore;j
przytacza sie podjednostka «, co z kolei wywotuje aktywacje biatka G. Nastepnie
dochodzi do wymiany GDP na GTP i odlaczenia sie podjednostki Gia od
heterodimeru Gi/,fy. Obie czeSci zdysocjowanego biatka G aktywuja specyficzne
biatka efektorowe (Denis i in., 2012).

Podjednostka Gijoac hamuje aktywnos$¢ cyklazy adenylowej, co w efekcie
prowadzi do spadku produkcji cyklicznego adenozyno-3’,5'-monofosforanu (cAMP).
Obnizone stezenie cAMP moduluje aktywnos$¢ btonowych kanatéw jonowych (Al-
Qattan i in., 2020) oraz wptywa na ostabienie aktywnosci efektorowych kinaz

biatkowych, jak na przyktad kinazy biatkowej A (ang. protein kinase A, PKA). Spadek

18


https://en.wikipedia.org/wiki/%CE%94-opioid_receptor

Wstep

produkcji cAMP jest markerem ostrej stymulacji receptoréw opioidowych, jednak
w przebiegu chronicznej ekspozycji na opioidy dochodzi do ,upregulacji” cAMP, co
jest z kolei molekularnym markerem adaptacji neuronalnych odpowiadajacych za
zalezno$¢ fizyczng od opioidéw i tolerancje (Chani Lutfy, 2016). Z kolei podjednostka
Gi/oBy bezposrednio oddziatuje z kanatami jonowymi znajdujgcymi sie w btonie
komorkowej - aktywuje kanaty potasowe typu GIRK (ang. G protein-coupled inwardly-
rectifying potassium channels, GIRK), prowadzac do hiperpolaryzacji komdrek
nerwowych i hamowania ich aktywnosci oraz blokuje bramkowane napieciem kanaty
wapniowe (ang. voltage-gated calcium channels, VGCC), co wpltywa na hamowanie

uwalniania neuroprzekaznikéw (Al-Hasanii Bruchas, 2011; Nestler, 1996).

Poza interakcjg z biatkiem G stymulacja receptoréw opioidowych prowadzi
takze do aktywacji innych biatek, ktére petniag w komérkach funkcje regulatorowe.
W efekcie ich dziatania dochodzi do desensytyzacji (odczulania) oraz internalizacji
receptorow. Fosforylacja receptora przez specyficzne kinazy biatek GPCR (ang.
G protein-coupled receptor kinases, GRK) prowadzi do przytaczenia sie (-arestyny-2
(B-arr2), ktora posredniczcy w procesach zwigzanych z desensytyzacja
i internalizacja receptoréw. Ponadto, B-arr2 ,przelgcza” przekazywanie sygnatu
w kierunku innych, niezaleznych od biatka G, $ciezek sygnatowych, takich jak np.
zalezne od MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases, MAPK). Najliczniejszymi
cztonkami rodziny MAPK w neuronach s3a zewnatrzkomoérkowe kinazy regulowane
sygnalem ERK1/ERK2 (ang. extracellular signal-regulated kinases, ERK). Aktywacja
Sciezki MAPK/ERK prowadzi z kolei do aktywacji czynnika transkrypcyjnego CREB
(ang. cyclic AMP-responsive element binding, CREB), ktéry reguluje ekspresje
wybranych gendéw (Bilecki i Przewtocki, 2000). Zgodnie z obecnym stanem wiedzy,
rola biatek G i B-arr2 w aktywacji ERK pozostaje kontrowersyjna. Najnowsze dane
wskazujg, ze aktywacja tego szlaku wymaga zaréwno zaangazowania biatek G
i B-arr2 (Smith i in., 2021). Wydaje sie wiec, ze sygnalizacja wynikajgca z dziatania
agonisty na receptor opioidowy moze angazowal zardéwno Sciezki zwigzane
z aktywacja biatka G, B-arr2, jak i pewne szlaki wymagajace aktywnosci kompleksu
biatko G:-arr2 (Cheiin., 2021). Uproszczony schemat dziatania agonisty na receptor

opioidowy p przedstawiono na Rycinie 1.
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pobudzenie receptora

przez agoniste ) ] ]
fosforylacja receptora i rekrutacja

B-arestyny-2

VGCC
desensytyzacja i internalizacja
receptorow
sygnalizacja niezalezna
GIRK od biatka G

hiperpolaryzacja komaorki
amowanie neurotransmisji

Rycina 1. Sygnalizacja wewnatrzkomorkowa i jej regulacja na przykladzie
receptora opioidowego .

Przytaczenie do receptora agonisty prowadzi do aktywacji biatka Giso, ktére w wyniki wymiany
GDP na GTP dysocjuje na podjednostke Gis ot i heterodimer Gisofy. Podjednostka Gisoct hamuje
aktywnos$¢ cyklazy adenylowej prowadzac do spadku stezenia cAMP, natomiast podjednostka
Gi/ofy wptywa na aktywnos$¢ kanatéw jonowych - aktywuje kanaty potasowe typu GIRK i blokuje
kanaty wapniowe (VGCC). W efekcie dochodzi do hiperpolaryzacji btony komoérkowej,
zahamowania aktywno$ci neuronalnej i blokady uwalniania neurotransmiteréw. Nastepnie
receptor jest fosforylowany przez kinaze GRK, co prowadzi do rekrutacji f-arr2, ktéra z kolei bierze
udziat w desensytyzacji i internalizacji receptora oraz aktywacji szlakéw sygnatowych
niezaleznych od biatka G.

Opracowanie wtasne na podstawie Al-Hasani i Bruchas (2011).

Fizjologiczne i behawioralne efekty aktywacji receptora p

Receptor p sklonowany zostat w latach 90-tych ubiegtego wieku (Chen i in.,
1993; Wang i in., 1994). Istnieja dowody $wiadczace o wariantach genu kodujacego
ten receptor opierajacych sie na alternatywnym splicingu, natomiast to,
w jakim stopniu rézne warianty wptywajg na efekty opioidéw, pozostaje nie do konca
zbadane (Williams i in., 2013). Sugeruje sie wystepowanie 3 roznych podtypow
receptora p: pi, gz oraz us, a funkcje kazdego z nich sg zroznicowane. Najlepiej
poznany - Wi - poSredniczy w ponadrdzeniowych i obwodowych efektach
przeciwbolowych i z wysokim powinowactwem wigze morfine oraz enkefaliny,
podczas gdy p2 wigzacy morfine z niskim powinowactwem, jest zaangazowany
w analgezje na poziomie rdzenia kregowego oraz mediowane przez opioidy efekty
oddechowe i w przewodzie pokarmowym (Dietis i in., 2011; Le Merrer i in., 2009).

Wariant p3 jest najstabiej poznany, sugeruje sie, Ze wystepuje na komoérkach uktadu
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odpornos$ciowego i wigze jedynie ligandy o budowie alkaloidowej, nie peptydowej
(Cadetiin., 2003). W konteks$cie badan nad molekularnymi mechanizmami dziatania
opioidéw oraz projektowania nowych ligandéw szczeg6lne znaczenie miato odkrycie
struktury krystalicznej receptoréw opioidowych, w tym receptora p (Manglik i in.,

2012).

Receptor p wykazuje wysoka ekspresje w osrodkowym uktadzie nerwowym,
szczegOlnie w strukturach zwigzanych z transmisja boélowg i reakcjami
emocjonalnymi. Schematyczne rozmieszczenie receptorow p w osrodkowym
uktadzie nerwowym przedstawiono na Rycinie 2. W przodomoézgowiu ekspresje
mRNA receptora p wykryto m.in. w korze, opuszkach wechowych, prazkowiu (jadrze
ogoniastym i skorupie), jadrze potlezacym, gatce bladej, przegrodzie, jadrach ciata
migdatowatego i hipokampie. W miedzymézgowiu wysoka ekspresja mRNA
receptora p dotyczy przede wszystkim jader uzdeczki, wzgérza i podwzgorza. Z kolei
w Srodmézgowiu receptory g znajdujg sie w istocie czarnej, polu brzusznym nakrywki
i istocie szarej okotowodociggowej. W pniu moézgu receptory p zlokalizowane s3
w jadrach szwu i miejscu sinawym, jadrze dwuznacznym i jadrze pasma samotnego.
Receptory p znajduja sie tez w mézdzku, chociaz poziom ich ekspresji jest tam
stosunkowo niski (Mansouri in., 1994, 1995). Ponadto, receptory p zlokalizowane s3
w rogach grzbietowych rdzenia kregowego i w zwojach korzeni grzbietowych (Besse

iin., 1990).

Funkcje mediowane przez receptor p sg $cisle zwigzane z ich lokalizacja.
Receptor ten posredniczy zatem w dziataniu przeciwb6lowym, zaréwno na poziomie
rdzeniowym, jak i ponadrdzeniowym, a endogenny uktad opioidowy jest bardzo
istotng czescig sieci odpowiedzialnej za centralng modulacje wrazen bdélowych.
Aktywacja receptorow u zlokalizowanych na nerwach obwodowych skutkuje lokalng
analgezjg, jednak nie jest ona antagonizowana przez nalokson, stad uznawana jest za
dziatanie niespecyficzne. Z kolei bezposrednie podanie agonistow receptora p
w miejsce objete stanem zapalnym moze tagodzi¢ objawy nadwrazliwosci bdlowej
(hiperalgezji) (Stein i Lang, 2009). Na poziomie rdzeniowym receptory p peinia
kluczowa role w transmisji informacji bélowych biegngcych nerwami obwodowymi
do wyzszych struktur moézgowych. Aktywacja receptorow opioidowych
zlokalizowanych presynaptycznie prowadzi do zablokowania bramkowanych

napieciem kanatéw wapniowych (VGCC), co z kolei skutkuje zahamowaniem
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uwalniania neuroprzekaznikéw o dziataniu pronocyceptywnym. Z kolei pobudzenie
receptorow zlokalizowanych postsynaptycznie prowadzi do aktywacji kanatow
potasowych typu GIRK, co w efekcie wywotuje hiperpolaryzacje neuronéw
projekcyjnych w drogach wstepujacych (Yaksh i Wallace, 2017). Na poziomie
ponadrdzeniowym agonisci receptoréw p moga dziata¢ w wielu réznych obszarach.
Przede wszystkim, pobudzenie receptoro6w p hamuje neurony GABA-ergiczne
w istocie szarej okotowodociggowej, co poprzez aktywacje zstepujacych drég
monoaminergicznych thumi pobudliwo$¢ rogéw grzbietowych rdzenia kregowego
i skutkuje analgezja (Fields, 2004). Ponadto, aktywacja receptoréw opioidowych
w obszarach korowych i podkorowych, w tym w strukturach limbicznych, przyczynia
sie do kontroli emocjonalnych aspektéw odczuwania bélu, m.in. poprzez hamowanie

pobudzajacej transmisji glutaminianergicznej (Zheng, 2010; Zubieta i in., 2001).

Rycina 2. Schematyczne rozmieszczenie receptoréw p w mozgu szczura.

Stopien nasilenia ekspresji receptoréw odpowiada nasyceniu koloru na rycinie (N - niski, U -
umiarkowany, W - wysoki). Najwyzsza ekspresja receptoréw p ma miejsce w opuszkach
wechowych (0B), jadrach ciata migdatowatego (MEA, COA), jadrach wzgorza (PV, MD, LG, CM, MG,
CL, D, G, VL, VM, PO, RE), przysrodkowej uzdeczce (HBM), jadrach szwu (DR, DMR, VR), miejscu
sinawym (LC), tworze siatkowatym (PNR), jadrze dwuznacznym (AMB) i jadrze pasma samotnego
(NST). Stosunkowo wysoka ekspresja receptoréw p obejmuje takze struktury prazkowia (CPU),
jadro poétlezace (NAC), gatke blada (GP), prazek krancowy (BNST), przegrode (S), hipokamp (HPC),
wzgorki czworaczne (SC, IC). Receptory p sg takze wyrazane w korze mézgowej (FRCX, PCX, TCX,
0CX, ENT), istocie szarej okotowodociagowej (PAG), jadrze potlezacym przegrody (VTA), istocie
czarnej (SN) i jadrze rdzeniowym nerwu tréjdzielnego (STN).

Rycine zaczerpnieto i zmodyfikowano: Przewtocki i Almeida (2017).
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Wysoka ekspresja receptoréw p w strukturach uktadu limbicznego sprawia, ze
opioidy maja duzy wptyw na regulacje reakcji emocjonalnych i odpowiedz na bodzce
stresogenne (Lutz i Kieffer, 2013). Istnieje znaczgca grupa badan wskazujacych, ze
uktad opioidowy jest zaangazowany w regulacje uczenia sie emocjonalnego i stresu
(Arico i McNally, 2014; Baliiin., 2015; Droletiin., 2001; Przewtocki, 2002; Przewtocki
i Almeida, 2017; Valentino i Van Bockstaele, 2014). Neuropeptydy opioidowe oraz ich
biatka receptorowe s3 funkcjonalnie powigzane z aktywnos$cia osi stresu
(podwzgorze-przysadka-nadnercza; ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA)
(Bilkei-Gorzo i in., 2008; Pascoe i in.,, 2008). Aktywacja uktadu stresowego przez
czynnik uwalniajacy kortykotropine (ang. corticotropin-releasing factor, CRF)
stymuluje wydzielanie 3-endorfin z podwzgérza, ktére zwrotnie hamujg aktywnos¢
uktadu stresowego (Nikolarakis i in., 1986). W moézgach zwierzat laboratoryjnych
poddanych stresowi izolacji odnotowano obnizong ekspresje genéw kodujgcych
receptory u i k (Haj-Mirzaian i in., 2019). Z drugiej strony, u myszy z nokautem
receptorOw P zaobserwowano ostabienie behawioralnej odpowiedzi na stres
i zwigzany z tym nizszy poziom kortykosteronu (Ide i in., 2010). W niektérych
aspektach kierunek wptywu receptoréw p na odpowiedZ na stres pozostaje

niejednoznaczny.

Coraz wiecej danych wskazuje, Ze aktywno$¢ ukitadu opioidowego jest
bezposrednio zwigzana z zaburzeniami nastroju wystepujacymi w przebiegu
depresji. Badania podkreslajg udzial endogennych peptydéw opioidowych, w tym
B-endorfin, w patofizjologii tej choroby (Hegadoren i in., 2009). Do niedawna
wiekszo$s¢  badan  skoncentrowanych  na  poszukiwaniu  skutecznych,
przeciwdepresyjnych $rodkéw farmakologicznych wywierajacych efekt poprzez
receptory opioidowe skupiona byta na receptorze x, gdyz wykazano, ze antagonizm
tego receptora moze ostabia¢ objawy zwigzane z depresjg (Liiin., 2016; Lutzi Kieffer,
2013; Mague i in., 2003; Shirayama i in., 2004). Mechanizm kontroli nastroju,
w ktéorym posrednicza receptory p jest bardziej zlozony. Zaréwno badania
przedkliniczne, jak idane kliniczne wskazuja na przeciwdepresyjne dziatanie
buprenorfiny, ktdéra jest czeSciowym agonistg receptora p, chociaz posiada takze
powinowactwo wobec receptora ORL-1 (agonista), oraz ki 6 (antagonista; Browne
iin, 2015; Emrichiin., 1982; Falcon i in., 2015; Serafini i in., 2018). Wykazano takze,

ze przeciwdepresyjne dziatanie tianeptyny wymaga zaangazowania receptorow p
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(Samuels i in, 2017), a w ostatnich prébach wyjasniania mechanizmu
przeciwdepresyjnych efektow ketaminy zaczeto podkresla¢ wage komponenty
opioidowej (Klein i in., 2020). Pojawiajg sie badania sugerujace, ze roéwniez
bezposrednia aktywacja receptorow p roéwniez moze skutkowaé zmianami
behawioralnymi interpretowanymi jako ostabienie objawoéw przypominajacych
depresje u gryzoni. Wykazano, ze agonisci receptora p (w tym morfina i tramadol)
zmniejszajg sie czas bezruchu w te$cie zawieszenia za ogon, uwazanego za miare
bezradnos$ci behawioralnej w odpowiedzi na stresujacy bodziec (Berrocoso i in.,
2013). Podobny efekt morfiny zaobserwowano takze w teScie wymuszonego
ptywania (Zomkowski i in., 2005). Cho¢ rola receptoré6w p w zaburzeniach
depresyjnych nie jest doktadnie poznana, na podstawie dostepnych danych wydaje
sie, ze ich aktywacja moze przyczynia¢ sie do ostabiania pewnych symptoméw
zwigzanych z depresja i redukowac¢ bezposrednia odpowiedZ na stres

w modelach zwierzecych.

Jednym z zaburzen psychicznych, w ktérym uktad opioidowy, w tym receptory
1, odgrywaja istotng role jest zespoét stresu pourazowego (ang. posttraumatic stress
disorder, PTSD). PTSD rozwija sie u cze$ci oséb narazonych na traumatyczne
doswiadczenie. Osoby cierpiagce na to zaburzenie zmagaja sie z uporczywymi
wspomnieniami, koszmarami i retrospekcjami traumy (Pitman i in., 2012). Badania
na zwierzetach wykazaty, Ze farmakologiczne manipulacje ukierunkowane na
receptory opioidowe zmieniajg zachowanie gryzoni w modelu PTSD, jakim jest
warunkowanie strachem (McNally i Westbrook, 2003; Szklarczyk i in., 2015). Dane
eksperymentalne wskazujg, zZe okototraumatyczna aktywnos$¢ endogennego uktadu
opioidowego stanowi czynnik protekcyjny rozwoju PTSD. Zablokowanie tego uktadu
przez nieselektywnego antagoniste receptoréw opioidowych nasila nabywanie
reakcji uwarunkowanego strachu (Szklarczyk i in, 2015). Co interesujace,
odnotowano, ze podania morfiny u os6b po doswiadczeniu traumy zapobiegaja
rozwojowi PTSD (Bryant i in., 2009; Holbrook i in., 2010; Saxe i in., 2001). Podobne
dziatanie morfiny odwzorowano takze przy wykorzystaniu modeli zwierzecych, ktore
jednocze$nie powigzaly ten efekt z mediowanym przez morfine zaburzeniem
konsolidacji pamieci zwigzanej z trauma (Castellano i in., 1994; Szklarczykiin., 2015,

2016).
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Warto nadmienic, Ze receptory 1 mediujg szereg efektow fizjologicznych, ktore
s jednocze$nie ich dziataniami niepozadanymi. Ekspresja receptoréw p w sieci
oddechowej pnia mdézgu, w tym na komédrkach prekompleksu Bétzinger i jadra
Kollikera-Fusego, ma Scisty zwigzek z wystepowaniem objawéw depresji oddechowej
w nastepstwie pobudzenia tych receptoréw. Depresja oddechowa jest gtéwna
przyczyng zgonoéw zwigzanych z zazywaniem opioidéw iwydaje sie specyficznie
zalezna od receptoréw p, gdyz ich usuniecie z krytycznych obszaréw pnia mézgu
blokuje objawy depresji oddechowej wywotywanej przez opioidy (Bachmutsky i in.,
2020). Z kolei aktywacja receptoréw p zlokalizowanych w przewodzie pokarmowym
zwigzana jest gltéwnie z hamowaniem pasazu jelitowego przez presynaptyczne
blokowanie uwalniania przekaZnikdw pobudzajacych z neuronéw regulujacych
skurcze miesni gtadkich (Sobczak i in., 2014). Zaparcia sg jednym z powazniejszych
dziatan niepozadanych lekéw opioidowych w praktyce klinicznej, a wraz z nimi czesto
wspotwystepuja  nudnosci, wymioty, wzdecia i béle brzucha. Unikniecie
niepozadanych objawéw ze strony uktadu pokarmowego pozostaje jednym z celéw

projektowania nowych agonistéw receptoréw opioidowych (Farmeriin., 2019).

Receptory p odgrywajg kluczowg role w mechanizmach zwigzanych ze
wzmocnieniem pozytywnym i odczuwaniem nagrody, przez co majg duze znaczenie
w hedonistycznych aspektach uzaleznienia (Trigo i in.,, 2010). Objawy zwigzane
z uzaleznieniem byty szczeg6towo badane w ramach niniejszej rozprawy, dlatego tez

temu zagadnieniu po$wiecono kolejny podrozdziat.

UzaleZnienie od opioidow

Opioidy s3 jednymi z najczeSciej naduzywanych substancji uzalezniajacych,
aich przyjmowanie wigze sie z powaznymi negatywnymi skutkami ubocznymi, ktére
zwykle sg bardziej powazne niz w przypadku innych substancji psychoaktywnych
(National Collaborating Centre for Mental Health UK, 2008). Wedtug klasyfikacji DSM-
5 Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego (ang. American Psychiatric
Association, APA), medycznym terminem opisujagcym uzaleznienie od opioidow sa
tzw. zaburzenia zwigzane z uzywaniem opioidéw (ang. opioid use disorder, OUD).
Definiowane sg one jako konieczno$¢ czasowego lub statego pobierania opioidu,

wystepujace wraz z zaniedbywaniem innych aktywnosci (na rzecz przyjmowania
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opioidu), bez wzgledu na wynikajace z tego konsekwencje majace wptyw na zdrowie

oraz poziom zycia jednostki (American Psychiatric Association, 2013).

Uzaleznienie jest przewlekta chorobg osrodkowego uktadu nerwowego, ktérej
etiopatogeneza nie zostala dotychczas catkowicie poznana. W jej powstaniu maja
udziat zar6wno czynniki biologiczne, psychologiczne, jak i spoteczne. Charakteryzuje
sie utratg kontroli nad zrachowaniami, ktore kierowane sg przymusem ciggtego lub
okresowego poszukiwania i przyjmowania substancji uzalezniajagcej w celu
dos$wiadczania psychicznych skutkéw jej dziatania lub unikniecia nieprzyjemnych
objawéw zwigzanych z jej brakiem. Uzaleznienie jest zaburzeniem chronicznym -
typowe dla niego sg uporczywe nawroty, ktére moga pojawiac¢ sie nawet po bardzo
dtugim okresie abstynencji. Uwaza sie, Ze mechanizm wszystkich uzaleZnien,
wilacznie z behawioralnymi, jest podobny, a u jego podtoza leza zblizone zaburzenia

neurobiologiczne (Liu i Li, 2018; Wise i Koob, 2014).

Wiekszo$¢ 0s6b poczatkowo uzywa substancji opioidowych w celu osiggniecia
charakterystycznego ,haju” lub ostabienia odczuwania bélu (takze w przypadku
opioidéw przepisywanych na recepte). Jednak wielokrotne stosowanie opioidow,
poprzez desensytyzacje receptoréw, powoduje rozwoj tolerancji, co z kolei moze
prowadzi¢ do ich niekontrolowanego przyjmowania. Typowy przebieg OUD obejmuje
poczatkowy okres rekreacyjnego stosowania opioidéw, w ktérym dominujg efekty
nagradzajgce. Nastepnie, ze wzgledu na tolerancje, jednostka zmuszona jest do
przyjmowania coraz wyzszych dawek substancji, aby uzyskac ten sam efekt. Okresy
abstynencji wigzg sie z wystepowaniem gltodu narkotyku (ang. craving)
i zachowaniami zwigzanymi z poszukiwaniem substancji (ang. drug-seeking),
a odstawieniu towarzysza powazne objawy fizjologiczne (bdle mie$ni i kosci,
Izawienie, biegunka i skurcze brzucha) i psychologiczne (pobudzenie, lek), co zwykle
skutkuje ponownym zazyciem substancji w celu ztagodzenia nieprzyjemnych wrazen
(Dydykiin., 2021; Wangiin., 2019).

Neurobiologiczne podtoze uzaleznienia od opioidow stanowi przede
wszystkim aktywno$¢ uktadu nagrody mézgu (mezolimbicznego uktadu
dopaminergicznego). Jest on zbudowany z projekcji dopaminergicznych

wychodzacych z pola brzusznego nakrywki w $sré6dmozgowiu i docierajacych do
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réznych struktur uktadu limbicznego, zwtaszcza do jadra poétlezacego przegrody,

bedacego mézgowym osrodkiem przyjemnosci (Everitt i Robbins, 2005).

Opioidy oddziatuja na uktad dopaminowy zaréwno w polu brzusznym
nakrywki, gdzie blokujg hamujace interneurony, jak i bezposSrednio w jadrze
potlezacym przegrody. W polu brzusznym nakrywki opioidy dziataja poprzez
receptory p zlokalizowane na interneuronach GABA-ergicznych. Aktywacja
receptorow p zlokalizowanych na interneuronach GABA-ergicznych prowadzi do ich
zahamowania, a wiec w konsekwencji skutkuje odhamowaniem neuronéw
dopaminergicznych, nasileniem ich aktywnoSci i wzrostem uwalniania dopaminy
w jadrze potlezacym przegrody (Johnson i North, 1992). Opioidy dziatajg takze
w jadrze potlezacym przegrody w sposéb niezalezny od dopaminy, poprzez
bezposrednig aktywacje receptoréw wyrazanych przez neurony tam zlokalizowane
(Koob, 1992). Co istotne, chroniczna ekspozycja na opioidy prowadzi do zmian
adaptacyjnych w uktadzie nagrody. ,Upregulacja” cAMP w jadrze poétlezacym
przegrody, ktéra jest molekularnym markerem zaleznosci od opioidéw, moze
prowadzi¢ do upoSledzenia funkcji dopaminy w uktadzie nagrody i w efekcie
przyczyniac sie do stanu awersji podczas odstawienia od substancji (Nestler, 1996).
Chociaz u ludzi agonisci receptora p maja zwykle dziatanie sedacyjne, u myszy
laboratoryjnych, w spos6b zalezny od genotypu i dawki, nasilaja aktywnos¢
lokomotoryczng, ktéra wydaje sie zaleze¢ wtasnie od uwalniania dopaminy

w ukladzie mezolimbicznym (Belknap i in., 1998; Zarrindast i Zarghi, 1992).

Receptory p odgrywaja kluczowg role nie tylko w uzalezniajgcych efektach
opioidéw, lecz posrednicza takze w pozytywnym wzmocnieniu powstajagcym
w nastepstwie ekspozycji na inne substancje uzalezniajgce, w tym alkohol,
kannabinoindy czy nikotyne, dlatego dokladne poznanie i zrozumienie funkgcji tego
receptora ma znaczenie dla farmakoterapii uzaleznien lekowych (Contet i in., 2004).
W praktyce klinicznej opracowano strategie polegajace zar6wno na blokowaniu
(nalokson, naltrekson), jak i na czeSciowej aktywacji (metadon, buprenorfina)
receptorow L. Sg one stosowane gtdwnie w kontekscie uzaleznienia od opioidéw, ale

odniosty tez pewien sukces w leczeniu alkoholizmu (Noble i in., 2015).

Jednym z naglacych probleméw zdrowotnych, spotecznych i ekonomicznych

jest tzw. epidemia opioidowa, czyli kryzys zwigzany z naduzywaniem substancji
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opioidowych, stanowigcy ogromne wyzwanie dla zdrowia publicznego (Blanco i in.,
2020; Skolnick, 2018). Wybucht on w Stanach Zjednoczonych i Kanadzie i ogtoszony
zostal najbardziej $mierciono$ng epidemia narkotykowa w historii Ameryki (Dydyk
i in, 2021). Problem siega lat 90-tych ubiegtego wieku, kiedy to w Stanach
Zjednoczonych drastycznie wzrosta liczba oséb, ktéorym przepisywano na recepte
silne opioidowe $rodki przeciwbdlowe, przede wszystkim oksykodon. Byt to proces
wspierany i napedzany przez firmy farmaceutyczne, ktore poczatkowo
przekonywaty, Ze nie sg to Srodki silnie uzalezZniajgce. Stworzono nawet pojecie
»pseudouzaleznienia” (ang. pseudoaddiction), zgodnie z ktérym leki opioidowe
mialyby wywotywac jedynie tzw. uzaleznienie psychiczne, bez wptywu na zmiany
o podtozu biologicznym (Greene i Chambers, 2015). Leki takie jak oksykodon bardzo
czesto byly przepisywane bez wyraznych lub bez wystarczajacych wskazan
medycznych. Powstaty prywatne kliniki leczenia b6lu zwane ,fabrykami prochow”
(ang. pill mills), gdzie dla korzysci majatkowych podawano ludziom silnie
uzalezniajace opioidy. W efekcie wiele oséb zmarto z przedawkowania lub zaczeto
siega¢ po narkotyki z czarnego rynku, aby unikna¢ ciezkich objawéw wynikajgcych
z odstawienia (Kaczmarek, 2020). Epidemia zaczeta przybierac na sile. O jej zasiegu
Swiadcza chociazby dane statystyczne, wedtug ktorych okoto 53 miliony os6b (1,1%
ogolnej populacji miedzy 15 a 64 rokiem zycia) naduzywato opioidéw w 2019 roku
(International Narcotics Control Board, 2019). O tempie rozwoju epidemii Swiadczy
z kolei fakt, iz miedzy 1999 a 2017 rokiem odnotowano szes$ciokrotny wzrost liczby
zgondw wywotanych przedawkowaniem opioidéw. Konieczno$¢ intoksykacji po
przedawkowaniu opioidow jest coraz czestsza - miedzy 2017 a 2018 rokiem
podwoita sie liczba recept na nalokson, czyli najbardziej popularny lek uzywany
do szybkiego odwrocenia efektéw zwigzanych z przedawkowaniem (U.S. Department
of Health and Human Services, 2021). Pomimo ze Kkryzys zwigzany
znaduzywaniem opioidéw rozgrywa sie przede wszystkim w Stanach Zjednoczonych,
niepokojace tendencje w tym obszarze obserwuje sie takze w Europie. Wzrost uzycia
opioidow przepisywanych na recepte dotyczy przede wszystkim Holandii
(Verhamme i Bohnen, 2019). Trend wzrostowy odnotowano takze w Hiszpanii
(Hurtado iin., 2020) i Wielkiej Brytanii (Aleneziiin., 2021). Eksperci zwracaja uwage
na negatywny wptyw pandemii COVID-19 na przebieg epidemii opioidowej, ktéra nie

tylko stanowi powazne utrudnienia w dostepie do terapii uzaleznienia oraz
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towarzyszacych mu choréb i zaburzen psychicznych, ale negatywnie wptywa tez na
dobrostan psychiczny, prowadzac cze$¢ os6b w strone samoleczenia sie substancjami
uzalezniajagcymi (Khatri i Perrone, 2020; Narayan i Balkrishnan, 2021). Epidemia
opioidowa jest wiec jednym, cho¢ nie jedynym powodem, dla ktérego koniecznos¢
aktywnego poszukiwania, projektowania i testowania nowych zwigzkéw
opioidowych o ostabionym profilu dziatan niepozadanych jest duzym wyzwaniem dla

wspotczesnej neuropsychofarmakologii.

2. Selektywno$¢ funkcjonalna ligand6w receptoréw opioidowych

Rozwdj wiedzy o farmakologii ukiadu opioidowego, a takze potrzeba
poszukiwania opioiddw o ostabionych dziataniach niepozadanych znajduje
odzwierciedlenie w licznych prébach opracowania bezpieczniejszych i stabiej
uzalezniajacych zwigzkéw. Wsréd tych podej$¢ wazne miejsce zajmuje idea
selektywnos$ci funkcjonalnej ligandéw, nazywana takze stronniczym agonizmem
(ang. functional selectivity/biased agonism). W drugiej czeSci wstepu przedstawiono
zagadnienie selektywnoSci funkcjonalnej oraz teoretyczne uzasadnienie dziatan
ukierunkowanych na opracowanie stronniczych agonistéw receptora p. Opisano

takze gtowne efekty dziatania selektywnych funkcjonalnie opioidéw odkrytych do tej
pory.

Selektywnos$c¢ funkcjonalna ligandow receptorow zwiazanych z biatkiem G

Selektywnos$¢ funkcjonalna ligandéw, nazywana takze stronniczym
agonizmem (ang. biased agonism), to koncepcja, zgodnie z ktdrg agonista jest w stanie
aktywowac receptor w sposob funkcjonalnie selektywny, tj. wywiera¢ efekt
biologiczny poprzez preferencyjna aktywacje wybranej wewnatrzkomorkowej
Sciezki przekazywania sygnatu. Pierwotnie sgdzono, Ze po zwigzaniu sie z receptorem
metabotropowym, nastepuje zmiana konformacji receptora, co skutkuje aktywacja
biatka G i zaangazowaniem wtornych przekaznikow, dzieki czemu receptor moze
przekazywac sygnat danego szlaku fizjologicznego. Obecnie uwaza sie jednak, ze
sygnalizacja zalezna od receptoréw GPCR stanowi raczej ztozong sie¢ Sciezek, ktorych
aktywacja moze przebiega¢ z rozng preferencjg (Kenakin, 2015). B-arr2, biatko

posredniczace w odczulaniu i internalizacji receptoréow, moze rekrutowac szereg
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innych biatek sygnatowych, stanowigc przyktad sygnalizacji niezaleznej od biatka G
(Violin i Lefkowitz, 2007). Ligandy, ktorych celem dziatania jest ten sam receptor,
maja zdolnos$¢ do stabilizowania jego odmiennych konformacji, co przektada sie na
specyficzng rekrutacje biatek G i [B-arestyn, a w efekcie prowadzi do réznych
odpowiedzi wewnatrzkomorkowych i efektow fizjologicznych, a nawet

behawioralnych.

Podsumowujac, zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, receptory zwigzane
z biatkiem G aktywujgq wiele szlakow wewnatrzkomoérkowych, a niektdre ligandy,
ktére wyrdzniaja sie selektywnoscig funkcjonalng, moga preferencyjnie stymulowacé
okreSlone Sciezki (Wingler i Lefkowitz, 2020). W zwigzku z tym agonistéw
receptorOw zwigzanych z biatkiem G mozna ogolnie podzieli¢ na agonistéw
niewykazujacych selektywnosci funkcjonalnej wobec jakiejkolwiek $ciezki
(ang. balanced agonist), agonistow selektywnych funkcjonalnie wobec biatka G
(ang. G protein-biased agonist) oraz agonistéw selektywnych funkcjonalnie wobec
B-arr2 (ang. p-arrZ-biased agonist). Badania nad zjawiskiem selektywnosSci
funkcjonalnej stwarzajga mozliwo$¢ identyfikacji wewnatrzkomoérkowych Sciezek
przekazywania sygnatu, ktére sg preferowane dla efektéw terapeutycznych lub
odpowiadaja (przynajmniej w pewnym stopniu) za niepozadane efekty aktywacji
danego receptora. Dzieki temu selektywno$¢ funkcjonalna stwarza mozliwo$¢
oddzielenia terapeutycznych efektéw liganda od dziatan niepozadanych, ktére to
przez lata uwazano za nierozerwalnie powigzane. W ostatnim czasie selektywnos¢
funkcjonalna stata sie jednym =z najszybciej rozwijajacych sie obszaréw
w farmakologii receptoré6w GPCR. Dotyczy wielu grup substancji farmakologicznych,
ktérych celem dziatania sa m.in. receptory adrenergiczne (al i 2), dopaminowe (DzL
i D1), angiotensynowe (1A), serotoninowe (5-HT i 5HT1a) oraz opioidowe (, 6 i k).
Selektywno$¢ funkcjonalna otwiera mozliwosci poszukiwania nowych lekow
o bardziej atrakcyjnym, a przede wszystkim bezpieczniejszym profilu dziatania.
Niemniej, efekty okreslonych substancji in vivo moga znaczaco rdznic sie od zatozen
przyjetych na etapie projektowania in silico oraz testéw in vitro. ldea wymaga wiec
gruntownego przebadania kazdego liganda z uwzglednieniem réznych parametrow

farmakologicznych oraz behawioralnych skutkéw jego podania.
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Badania nad rola p-arestyny-2 w powstawaniu niepozadanych dziatan

agonistow receptorow opioidowych

Idea selektywnosci funkcjonalnej agonistéw receptora opioidowego p ma
Zzrédto w badaniach na modelach myszy transgenicznych pozbawionych (-arr2.
B-arr2 jest biatkiem wewnatrzkomorkowym pelnigcym funkcje regulacyjne. Jej
podstawow3 rolg jest blokowanie przekazywania sygnatu wewnatrzkomdérkowego
przez receptory zwigzane z biatkiem G. Pobudzony przez agoniste receptor moze
aktywowac jednocze$nie wiele czasteczek biatka G, dlatego proces ten musi podlegac
kontroli w celu unikniecia niekontrolowanej stymulacji szlakoéw przekazywania
sygnatu. Jest to proces naturalny, gdyz stale aktywny receptor dezorganizowatby
dziatanie komérki, co z kolei skutkowatoby stanami patologicznymi. Odczulenie
receptora (nazywane tez desensytyzacjq) to mechanizm, przez ktory fosforylacja oraz
przytaczenie w ufosforylowanym miejscu (3-arr2 hamuje katalityczng aktywnos¢
receptora przez blokowanie reszt zaangazowanych w wigzanie biatka G. W efekcie
sygnal zostaje sttumiony (Allouche i in., 2014). Cze$¢ receptoréw zwigzanych
z biatkiem G po desensytyzacji ulega endocytozie, czyli internalizacji. Proces ten
zachodzi kilka minut po stymulacji receptora przez agoniste itakze wymaga
aktywnosci B-arr2. Internalizacja polega na usunieciu receptora z btony komérkowe;j,
w ktérej sie znajduje, do pecherzykéw endoplazmatycznych, z ktérych moze wrécié
do btony lub zosta¢ zdegradowany przez lizosomy. Za usuniecie receptora z btony
komoérkowej odpowiedzialne s3 kompleksy biatkowe zbudowane z [-arr2 oraz

zwigzanej z nig klatryny (Raehal i Bohn, 2014).

Intensywne badania nad rolg f-arr2 w powstawaniu dziatan niepozadanych
zwigzanych z podaniem opioidéw prowadzone byly na przetomie XX i XXI wieku,
kiedy to stworzono model myszy, ktére nie posiadaty genu kodujacego B-arr2
(tzw. nokaut B-arr2). Myszy zostaly gruntowanie przebadane pod katem tego, w jaki
sposob dziata na nie morfina. Okazato sie, ze podanie morfiny u tych zwierzat
charakteryzowato sie wyzsza efektywnoscia oraz dtuzszym czasem dziatania (Bohn
i in,, 1999). Ponadto u myszy z mutacja nie zaobserwowano rozwoju tolerancji na
antynocyceptywny efekt morfiny (Bohn i in., 2000). Myszy z nokautem -arr2 miaty
takze ostabione skutki uboczne podania morfiny, takie jak depresja osrodka

oddechowego i zaparcia (Raehal i in., 2005). W ramach obserwacji zachowan
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zwigzanych z uzalezniajgcym dzialaniem morfiny odnotowano, ze nokauty -arr2
wykazywaly nasilenie aktywnosci lokomotorycznej, jednak w stopniu nizszym niz
zwierzeta kontrolne (Bohn i in.,, 2003). Z drugiej strony myszy pozbawione 3-arr2
wykazywaly zwiekszong wrazliwo$¢ na nagradzajagce wtasciwosci morfiny
w paradygmacie warunkowej preferencji miejsca, czemu towarzyszyto nasilone
uwalnianie dopaminy w prazkowiu (Bohn i in., 2003). Z kolei fizyczna zaleznos¢,
mierzona za pomocg objawéw odstawienia precypitowanego podaniem naloksonu
u myszy uzaleznionych od morfiny, pozostata niezmieniona (Bohn i in., 2000) lub
lekko ostabiona jedynie w przypadku niskiej dawki opioidu (Raehal i Bohn, 2011).
Zaobserwowano takze, Ze chroniczne podania morfiny doprowadzilty do wzrostu
aktywnosci cyklazy adenylowej, bedacej molekularnym markerem zaleznos$ci od
morfiny, zaréwno u mutantéw, jak i u myszy kontrolnych (Bohn i in., 2000), co w
potaczeniu z danymi behawioralnymi sktania do stwierdzenia, Ze wptyw (-arr2 na
zalezno$¢ fizyczng od morfiny nie wystepuje lub jest bardzo niewielki. Co ciekawe,
Raehal i Bohn (2011) wykazaty, ze przynajmniej cze$¢ z opisanych powyzej,
zaleznych od B-arr2 réznic, jest specyficzna dla morfiny, poniewaz hamowanie
tolerancji nie wystepowato u zwierzat z mutacjg, ktérym chronicznie podawano
oksykodon, metadon lub fentanyl. Zwierzeta te nie rdéznity sie takze pod katem

nasilenia objawdéw odstawienia od chronicznie podawanego opioidu.

Znaczenie [-arr2 w efektach dzialania morfiny byto takze badane przy
wykorzystaniu innych modeli doswiadczalnych. Funkcjonalne wyciszenie 3-arr2 za
pomoca podan antysensownych oligonukleotydéw ukierunkowanych na to biatko
spowodowato opdzZnienie rozwoju tolerancji na antynocycepcje morfinowa, a takze
spowolnito rozwdéj allodynii w szczurzym modelu bélu neuropatycznego (Przewtocka
i in,, 2002). Podobne rezultaty zaobserwowano tez w modelu, w ktérym szczurom
otrzymujacym morfine podawano dodatkowo mate interferujgce RNA (siRNA)
wyciszajace B-arr2. W porownaniu do zwierzat kontrolnych (otrzymujacych jedynie
morfine) prezentowaty one nasilong antynocycepcje, ostabiong tolerancje

i zmniejszone objawy odstawienia wywotane naloksonem (Yangiin., 2011).

Podsumowujac, przytoczone powyzej badania staty sie uzasadnieniem dla
hipotezy, ze wykluczenie lub ograniczenie aktywnosci -arr2 moze przyczynic sie do
lepszego profilu bezpieczenstwa agonistow receptora p oraz ostabienia przynajmniej
niektorych aspektéw zwigzanych z ich potencjatem uzalezniajagcym (Rycina 3).

32



Wstep

W ciggu ostatnich lat stan wiedzy na ten temat znaczaco sie jednak rozwinat, a rola §3-
arr2 w dziataniach niepozadanych agonistow opioidowych okazala sie bardziej
skomplikowana, niz poczatkowo przypuszczano. Te aspekty byty intensywnie badane
przez rézne zespoty naukowe, réwnolegle do okresu, w ktéorym powstawaty badania
wchodzace w sktad niniejszej rozprawy. Omoéwienie tych kwestii zawarte zostato
w Dyskusji.

agonista selektywny funkcjonalnie

¥ wobec biatka G

receptor p

DX

efekty terapeutyczne ostabione dziatania niepozadane
(antynocycepcja/analgezja) (depresja oddechowa, zaparcia,
tolerancja, efekty uzalezniajgce?)

Rycina 3. Hipoteza dotyczaca efektow in vivo agonistow receptora opioidowego
i selektywnych funkcjonalnie wobec biatka G.

Przytaczenie do receptora agonisty selektywnego wobec $ciezki zaleznej od aktywacji biatka Gi/o,
ktéory w minimalnym stopniu angazuje -arr2, moze prowadzi¢ do osiggniecia terapeutycznych
efektéw zwigzanych z pobudzeniem receptora (antynocycepcji/analgezji) przy jednoczesnym
braku typowych dla konwencjonalnych agonistéw receptora p dzialan niepozadanych, a wiec
depresji oddechowej, zapar¢ i prawdopodobnie przynajmniej niektérych efektéw zwigzanych
z uzaleznieniem.

Przeglad efektow dziatania selektywnych funkcjonalnie opioidéw w badaniach

podstawowych i klinicznych

Agonisci receptorow opioidowych, charakteryzujacy sie selektywnoscia
funkcjonalng wobec szlaku sygnatowego zaleznego od aktywacji biatka G, moga
wywierac efekt farmakologiczny przez aktywacje receptoréow opioidowych kazdego
typu. Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy efektow agonistow receptora ,

poniewaz zostali oni wybrani do badan z uwagi na to, Ze sg najczeSciej stosowanymi
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klinicznie opioidami w farmakoterapii bélu (Pathan i Williams, 2012) oraz fakt, ze sg
silnie uzalezniajgce, a receptor p odgrywa kluczowa role w mechanizmach uzaleznien
lekowych (Contet i in., 2004). Niemniej, pokrotce wspomniane zostang takze efekty

dziatania selektywnych funkcjonalnie agonistow receptoréw K i 6.

Konwencjonalni agonisci receptora k sg wykorzystywani w leczeniu bolu,
a takze redukuja $wiad (Cowaniin., 2015). W odrdznieniu od agonistow receptoréw
i i 6, agonisci receptora Kk wywotujg negatywny stan afektywny, a ich podanie wigze
sie z awersja lub dysforig, stad tez antagonisci tego receptora wykazuja korzystne
dziatanie w zaburzeniach nastroju oraz uzaleznieniach lekowych (Chavkin, 2018;
Jacobson i in., 2020). Do tej pory odkryto kilka zwigzkéw o agonistycznym dziataniu
na receptor K i jednoczesnej selektywnosci funkcjonalnej wobec biatka G (Mores i in.,
2019). Zwiazki aktywujgce receptor k i preferencyjnie dziatajgce przez szlak
sygnalowy zwigzany z biatkiem G wykazuja zréznicowane dziatanie in vivo.
W niektorych przypadkach maja jednak przewage nad agonistami aktywujacymi obie
Sciezki sygnatowe, gdyz przy zachowaniu wtasciwosci terapeutycznych, mogg nie

wywotywac objawéw anhedonii, awersji czy dysforii (Mores i in., 2019).

Z kolei konwencjonalni agonisci receptora § stanowig interesujaca grupe
zwigzkow wykazujacych skuteczno$s¢ w réznych stanach zwiazanych z bélem
przewleklym (w ktérych to zazwyczaj efektywnos$¢ tracg agonisci receptora p),
a ponadto moga dziata¢ przeciwdepresyjnie (Pradhan i in., 2011). Agonisci tego
receptora posiadajacy selektywnos¢ funkcjonalng wobec biatka G to jednak wcigz
stabo poznana grupa zwigzkoéw, gdyz wiekszo$¢ dotychczasowej uwagi poswiecono
agonistom receptoréw p i K. Conibear i in. (2020) przedstawili interesujace wyniki,
ktére wskazujg, Ze ograniczenie sygnalizacji zaleznej od $-arr2 pozwala na uzyskanie
dziatania przeciwbdélowego agonisty w modelu bélu chronicznego (bez rozwoju
tolerancji) i wywotuje efekt przeciwdepresyjny, a jednocze$nie pozwala unikngc
typowych dla niektdrych agonistéw receptora 6 drgawek, negatywnego wptywu na

osrodek oddechowy i efektow nagradzajacych.

Agonisci receptora p preferencyjnie dziatajacy poprzez szlak sygnatowy
zwigzany z biatkiem G to zdecydowanie najwieksza i najbardziej popularna grupa
zwigzkow wsrdd opioid 6w selektywnych funkcjonalnie. W tej grupie wyrézni¢ mozna

zarOwno substancje pochodzenia naturalnego, jak i zwigzki chemiczne celowo
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projektowane przy wykorzystaniu zaawansowanych metod modelowania
molekularnego. Jeden z najbardziej znanych agonistow z tej grupy, TRV130
(olicerydyna), wywotywat skuteczng antynocycepcje przy jednoczesnym ostabieniu
zapar¢ i objawow depresji oddechowej u zwierzat (DeWire i in., 2013).
W przebiegu chronicznych podan tego agonisty odnotowano ostabienie rozwoju
tolerancji na jego dziatanie antynocyceptywne (Altarifi i in., 2017; Liang i in., 2019;
Mori i in., 2017), podczas gdy wcigz obserwowano wystepowanie symptomdéw
zalezno$ci fizycznej objawiajacej sie zespolem odstawienia (Liang i in., 2019).
W niskich, ale wywotujacych efekt antynocyceptywny dawkach, obserwowano brak
efektow nagradzajacych (Liang i in., 2019; Manglik i in., 2016), ale dane uzyskane
w testach mierzacych dziatanie wzmacniajgce byty niejednoznaczne (Altarifi i in.,
2017; Austin Zamarripaiin., 2018; Schwienteck i in., 2019). Dziatanie TRV130 miato
zatem pewng przewage nad efektami klasycznych agonistow receptora p, co
doprowadzito do tego, ze zwigzek przetestowano w badaniach Kklinicznych i w
potowie 2020 roku zostal on zarejestrowany do uzytku medycznego (leczenie bolu
ostrego u o0séb dorostych w kontrolowanych warunkach szpitalnych Ilub
ambulatoryjnych) przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and
Drug Administration, FDA; FDA, 2020). Byt to jeden z pierwszych selektywnych
funkcjonalnie agonistow receptora y, ktérego dziatanie badano na szeroka skale oraz
ktérego profil farmakologiczny okazal sie mie¢ przewage nad konwencjonalnymi
agonistami tego receptora, co doprowadzito do przeprowadzenia badan klinicznych
faz 1-3 (Fossler i in., 2018; Singla i in., 2019; Soergel, Subach, Burnham i in., 2014;
Soergel, Subach, Sadler i in., 2014; Viscusi i in.,, 2016) i zakonczonego sukcesem

procesu rejestracji w Stanach Zjednoczonych.

W ostatnich latach substancje chemiczne o takim profilu dziatania byty
intensywnie badane, gdyz idealnie wpasowaty sie w nurt poszukiwania bezpiecznych
i nieuzalezniajagcych (lub stabiej uzalezniajacych) lekéw opioidowych. Trzy
nowoodkryte zwigzki wybrane zostaty do badan bedacych podstawg niniejszej
rozprawy. Tabela 2 przedstawia podstawowe informacje na temat tych agonistow.
Sa to dane opublikowane w pracach naukowych, ktére byly jednocze$nie
doniesieniami raportujagcymi odkrycie zwigzkéw (Manglik i in., 2016; Schmid
i in.,, 2017). Dziatanie tych agonistéw byto réwnolegle badane przez rozne grupy

naukowe, dlatego omoéwienie poOZniejszych wynikow badan w pordéwnaniu do
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wynikow badan wilasnych zawarto w Dyskusji. Na Rycinie 4 przedstawiono

natomiast struktury chemiczne agonistow badanych w niniejszej pracy.

Tabela 2. Selektywni funkcjonalnie agonisci receptora opioidowego p wybrani do
badan wiasnych - dane z prac opisujacych odkrycie zwigzkow.

GTPyS/B-arr2=85
cAMP/B-arr2=40

Agonista Wspétczynnik selektywnosci Najwazniejsze efekty behawioralne
funkcjonalnej
PzmM21* niska warto$¢ stopnia rekrutacji - ostabianie tzw. ,,afektywnej” reakcji na
B-arr2 w tescie BRET bodziec bélowy w tescie goracej ptytki,
unlefnozllwﬁa obliczenie ) brak efektéw na odruchy rdzeniowe w tescie
wspotczynnika selektywnosci .
. . odsuwania ogona,
funkcjonalnej, i ) i o i
(poziom rekrutacji biatka G; - w poréwnaniu do réwnowaznej dawki
(Emax) W eseju GTPYS wynidst morfiny nie odnotowano objawéw depresji
1,02+0,03) oddechowej oraz zaobserwowano stabszy
wptyw na hamowanie perystaltyki jelit,
- brak nasilenia aktywnosci lokomotoryczne;j
i dziatania nagradzajacego w tescie
warunkowanej preferencji miejsca (badano
jedynie niska dawke, tj. 20 mg/kg);
SR-14968** ligand referencyjny - DAMGO: - ostabianie reakcji na bodziec bolowy
GTPyS/B-rr2=36 w testach gorgcej ptytki i odsuwania ogona,
cAMP/B-rr2=5,1 - stabszy wptyw na depresje oddechowg
(w poréwnaniu do morfiny);
SR-17018** ligand referencyjny - DAMGO: - ostabianie reakcji na bodziec bolowy

w testach gorgcej ptytki i odsuwania ogona,
- stabszy wptyw na depresje oddechowg

(w poréwnaniu do morfiny);

*Manglik i in. (2016), **Schmid i in. (2017)

PZM21 SR-14968 SR-17018
o s 0 OYE
' ’ V HN —( o ¢ NQ\
v/\N)J\N/\ 7 N |
| ng @/U ¢
HO /N\ . Cl
cl

Rycina 4. Struktury chemiczne selektywnych funkcjonalnie agonistow receptora p
wybranych do badan.

Podsumowujac, do badan wybrano PZM21 oraz dwoch agonistow z grupy
zwigzkow SR, tj. SR-14968 i SR-17018. Wspotczynnik selektywnosci funkcjonalnej
(ang. bias factor) r6zni sie w tym wypadku w zaleznos$ci od eseju komoérkowego

wybranego do jego obliczenia (wigzanie GTPyS lub hamowanie akumulacji cAMP
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stymulowanego forskoling), ale w poréwnaniu do liganda referencyjnego (DAMGO)
osigga wysoka warto$¢ swiadczacg o preferencyjnym dziataniu na szlak biatka G.
Wspotczynnik taki nie zostat zaprezentowany w sposob liczbowy dla PZM21,
poniewaz rekrutacja [-arrZ osiggata poziom tak niski, Ze uniemozliwiajacy
przeprowadzenie formalnej analizy. Wstepne badanie dziatania tych agonistéw in
vivo pozwolito natomiast stwierdzi¢, Ze dziatajg antynocyceptywnie (chociaz
w przypadku PZM21 nie wykazano skutecznosci na poziomie dziatania na odruchy
rdzeniowe) i nie wplywaja negatywnie na o$rodek oddechowy, co wskazywato na
obniZone ryzyko wystgpienia depresji oddechowej. W przypadku PZM21
stwierdzono takze mniejsze ryzyko zapar¢ i brak wystepowania pewnych zachowan
zwigzanych z efektami nagradzajgcymi. Charakterystyka wptywu wymienionych
agonistéw na rézne zachowania zwigzane z uzaleznieniem, a takze ich skutecznosci
w przebiegu chronicznych podan, w momencie wyboru zwigzkéw do projektu
doktorskiego nie byta jednak przeprowadzona. Biorac pod uwage nie do korca
poznang i kontrowersyjng role [B-arr2 w rozwoju uzaleZnienia, interesujacym
zagadnieniem wydata sie ocena dziatania agonistow receptora p selektywnych wobec
szlaku biatka G w modelach zachowan zwigzanych z uzaleznieniem. Ponadto, wcigz
otwartym tematem pozostaje potencjat terapeutyczny selektywnych funkcjonalnie
agonistow receptora p w schorzeniach innych niz bél, w tym w chorobach

neuropsychiatrycznych takich jak uzaleznienie i zaburzenia zwigzane ze stresem.
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W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zbadano efekty nowych agonistow
receptora opioidowego p charakteryzujacych sie selektywnoScig funkcjonalng wobec
wewnatrzkomdrkowej $ciezki sygnalowej zwigzanej z aktywnoScig biatka G. Zwigzki
chemiczne o agonistycznym dziataniu na receptor p, preferencyjnie aktywujace
Sciezke sygnatowa zalezng od biatka G wielokrotnie byly proponowane jako
bezpieczniejsza i stabiej uzalezniajgca alternatywa dla konwencjonalnych opioidow
stosowanych w warunkach klinicznych. W ostatnich latach stan wiedzy na ten temat
bardzo dynamicznie sie rozwija, a kolejne hipotezy zwigzane z mechanizmami
i efektami dziatania selektywnych funkcjonalnie agonistow receptoréw opioidowych

s3 nieustannie weryfikowane.

Ogélnym celem badan byto okreslenie terapeutycznych efektéw wybranych
agonistow receptora p oraz ocena ich potencjalu uzalezniajacego, jako jednego
z gtownych dziatan niepozadanych tej grupy substancji. Do$wiadczenia miaty
charakter behawioralny, jednak w niektérych przypadkach uzupetnione zostaty
o dane biochemiczne. Do badan wybrano zwigzek PZM21 oraz dwa zwigzki z grupy

SR, tj. SR-14968 oraz SR-17018.

Szczegbtowe cele obejmowaty nastepujgce zadania badawcze:

1. Ocena antynocyceptywnych efektow PZM21, SR-14968 i SR-17018.
Aby zrealizowa¢ cel zbadano wptyw jednorazowego podania PZM21, SR-14968
oraz SR-17018 na wrazliwos¢ zwierzqt na bdlowy bodziec termiczny
w schemacie dawka-odpowied?.

2. Charakterystyka uzalezniajacego potencjalu PZM21, SR-14968 oraz
SR-17018.
Realizacja celu obejmowata przeprowadzenie doswiadczen mierzqcych wplyw
agonistow na rozwdj tolerancji na ich dziatanie antynocyceptywne, a takze
zaleznos$¢ fizycznq przejawiajqcq sie wystepowaniem zespotu odstawienia.
Ponadto badano wywotanq przez te zwiqzki aktywnos¢ lokomotoryczng oraz

efekty nagradzajqgce w paradygmacie warunkowanej preferencji miejsca.
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Cel badan

W przypadku PZMZ21 dodatkowo zbadano jego dziatanie wzmacniajqce oraz
poszukiwanie substancji w okresie abstynencji w modelu dozylnego
samopodawania substancji.

3. Zbadanie wptywu PZM21, SR-14968 i SR-17018 na behawioralne efekty
morfiny.
Cel obejmowat eksperymenty mierzgce wpltyw podan agonistow na
antynocyceptywne dziatanie morfiny oraz rozwdj tolerancji na ten efekt.
Ponadto oceniono wptyw badanych zwiqzkéw na nasilenie objawéw
odstawienia u myszy uzaleznionych od morfiny, a w przypadku PZMZ21
dodatkowo na nagradzajqce efekty morfiny w modelu warunkowanej preferencji
miejsca.

4. Ocena wplywu PZM21 na efekty stresu.
Cel zrealizowano przez zbadanie wptywu PZMZ21 na zachowania zwiqzane ze
stresem (odpowiedZ na stres wymuszonego plywania i zawieszenia za ogon oraz
zachowania lekowe). Zbadane zostato takze dziatanie PZM21 w modelu PTSD

(warunkowanie strachem).

Wyniki uzyskane w ramach realizacji wymienionych powyzej zadan badawczych
uzupetniono danymi dodatkowymi, ktérych celem byto lepsze wyjasnienie i dyskusja
otrzymanych rezultatéw. Dane dodatkowe dotyczyty wptywu PZMZ21 na zdolnosci
poznawcze, zewnqtrzkomdérkowy poziom monoamin w prqzkowiu, a takze stopien
aktywacji biatka G. W ramach danych dodatkowych zaprezentowano takze wyniki
pomiaru powinowactwa badanych agonistéw do receptoréw opioidowych oraz ich

wplyw na wystepowanie reakcji Strauba.

Podsumowujac, realizacja wymienionych powyzej zadan badawczych miata na
celu sformutowanie wnioskdw dotyczacych antynocyceptywnych efektow agonistow
wybranych do badan, a takze ich potencjatu uzalezniajgcego i mozliwych efektow
terapeutycznych, wérod ktérych wyrdzniono zdolno$¢ do modulacji behawioralnych

efektow morfiny (w tym jej potencjatu uzalezniajgcego) oraz wptyw na efekty stresu.
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1. Zwierzeta

W eksperymentach wykorzystano gryzonie laboratoryjne (myszy i szczury).
Dobor gatunku i szczepu oparty byt na literaturze i wcze$niejszych doSwiadczeniach,
metodologicznymi.

a motywowany byt wzgledami Tabela 3 przedstawia

podsumowanie klasyfikacji zwierzat wybranych do doswiadczen.

Tabela 3. Zwierzeta wykorzystane w doswiadczeniach.

Gatunek

Szczep, ptec
i wiek

Pochodzenie

Rodzaj eksperymentéow

Mysz domowa
(mus musculus)

Mysz domowa
(mus musculus)

Szczur
wedrowny
(rattus
norvegicus)

Szczur
wedrowny
(rattus
norvegicus)

C57BL/6J, samce,
> 8 tyg.

CD-1 Albino Swiss,
samce,
> 8 tyg.

Wistar,
samce,
> 8 tyg.

Sprague Dawley,
samce,
> 8 tyg.

hodowla wfasna
Instytut
Farmakologii im.
Jerzego Maja
Polskiej Akademii
Nauk (Krakow)/
Charles River
(Hamburg)

Charles River
(Hamburg)

Charles River
(Hamburg)

hodowla wiasna
Instytut
Farmakologii im.
Jerzego Maja
Polskiej Akademii
Nauk (Krakéw)

- wrazliwosé bélowa po podaniu ip.,

- rozwdj tolerancji na dziatanie
antynocyceptywne,

- zaleznos¢ fizyczna i zespot odstawienia
wywotany podaniem naloksonu,

- aktywnosé lokomotoryczna,

- warunkowana preferencja miejsca,

- zdolnosci poznawcze,

- warunkowanie strachem,

- mikrodializa moézgu;

- natychmiastowa odpowiedz na
stres (testy wymuszonego ptywania
i zawieszenia za ogon),

- zachowania zwigzane z lekiem
(test jasnego/ciemnego pudetka);

- wrazliwos¢ bélowa po podaniu ith.;

- dozylne samopodawanie substancji;
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Jak przedstawiono w tabeli, wiekszo$¢ doswiadczen przeprowadzono na
myszach szczepu C57BL/6], gdyz szczep ten jest uzyteczny w modelowaniu zachowan
zwigzanych z uzaleznieniem, a dziatanie opioidéw u tych myszy jest dobrze poznane
(Belknap i in., 1989; Orsini i in,, 2005). Do badania efektow PZM21 w testach
wymuszonego plywania, zawieszenia za ogon i jasnego/ciemnego pudetka
wykorzystano myszy CD-1 Albino Swiss. Byto to motywowane zamiarem poréwnania
dziatania morfiny (kontroli pozytywnej) do danych dostepnych w literaturze
(Berrocoso i in., 2013; Zomkowski i in., 2005). W doswiadczeniu, w ktérym badano
dziatanie nardzeniowo podawanego PZM21, wykorzystano szczury Wistar,
Uwarunkowane byto to kwestiami metodologicznymi, czyli mozliwoScig
podpajeczynéwkowej implantacji kateteréw wedtug protokotu przyjetego
w laboratorium. Podobne wzgledy przyczynity sie do wyboru szczuréw Sprague

Dawley do do$swiadczenia zwigzanego z dozylnym samopodawaniem substancji.

Myszy eksperymentalne przebywaty w grupie od 7 do 10 w jednej klatce
domowej ze wzbogaconym Srodowiskiem, natomiast szczury (oraz myszy
wykorzystane w eksperymencie mikrodializy moézgu) przebywaty w osobnych
klatkach, z uwagi na to, iZ dosSwiadczenia na nich prowadzone wymagaty
przeprowadzenia czynnoS$ci operacyjnych i wzgledy bezpieczennstwa wymagaty
izolacji osobnikow. Klatki domowe wykonane byty z pleksiglasu. W pomieszczeniach,
w ktérych przebywaty zwierzeta, utrzymywana byta stata temperatura (22+2°C) oraz
wilgotnos¢ (50+5%). Utrzymywany byt cykl dobowy $wiatto-ciemno$¢ po 12 godzin
(faza jasna w dzien). Zwierzeta mialy nieograniczony dostep do pokarmu (Special

Diets Services, Anglia) oraz wody. Doswiadczenia przeprowadzano w fazie jasne;j.

Doswiadczenia byty prowadzone zgodnie z regulacjami Unii Europejskiej
i Dyrektywag 2010/63/EU oraz otrzymaty pozytywna opinie II Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie (numery zgod:
1213/2015, 1305/2016, 66/2017, 84/2018, 261/2019, 31/2020, 351/2020,
114/2021,196/2021).

Zwierzeta byty losowo przypisywane do grup eksperymentalnych. Catkowita
liczba zwierzat oraz mozliwy dystres i cierpienie byty ograniczane, zgodnie z zasada
3R (Russell i Burch, 1959). Rozplanowanie i liczebno$¢ grup eksperymentalnych

przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Rozplanowanie i liczebnos$¢ grup eksperymentalnych.

Materiaty i metody

Rycina Grupa Liczba zwierzat
5 Sl fizj., PZM21 80 9
PZM21 20, PZM21 40 8
Morf 10 7
6 Sl fizj., PZM21 20, PZM21 40, PZM21 80 10
Morf 10 7
7 Sl fizj., PZM21 5, 6
PZM21 2,5, PZM21 7,5 7
8i9 SAl fizj. + PZM21 40 11
Cyp+PZM?21 40 9
10i11 Rozpuszcz., SR-14968 0,3, SR-14968 1, Morf 10 10
SR-14968 3 7
12i13 Rozpuszcz., SR-17018 24, SR-17018 48, Morf 10 10
SR-17018 8
14 Sl fizj., PZM21 20, PZM21 40
PZM21 80 10
Morf 10 7
15 Sl fizj., PZM21 20, PZM21 40, PZM21 80 10
Morf 10 16
16i17 Sl fizj., PZM21 40, Morf 10 9
PZM21 20, PZM21 80 10
18 Sl fizj., PZM21 20, PZM21 40, PZM?21 80, Morf 10 10
19i20 Sl fizj. 6
PZM21 0,05, PZM21 0,5 8
Oxy 0,06 13
21 Rozpuszcz., SR-17018 24, Morf 10 10
SR-14968 1 9
22 Rozpuszcz., SR-14968 0,3, Morf 10 10
SR-17018 24 9
23 Rozpuszcz., SR-14968 1, SR-17018 24, Morf 10 10
24 Rozpuszcz., SR-17018 24, Morf 10 10
SR-14968 1
25 Rozpuszcz.
SR-14968 1, SR-17018 24 10
Morf 10 8
26 Sél fizj. + Morf 5, PZM21 20 + Morf 5,
PZM21 40 + Morf 5 10
27 Sl fizj. + Morf 10, PZM21 20 + Morf 10, 8
PZM21 40 + Morf 10 10
28 Morf + Sl fizj. + NlIx, Morf + PZM21 20 + NIx,
Morf + PZM21 40 + Nlx 10
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29 Sol fizj. + Morf 10 14
PZM21 20 + Morf 10 10
PZM21 40 + Morf 10 13
30 Rozpuszcz. + Morf 5, SR-14968 0,3 + Morf 5,
SR-17018 8 + Morf 5 9
31 Rozpuszcz. + Morf 10, SR-14968 1 + Morf 10,
SR-17018 24 + Morf 10 10
32 Morf + Rozpuszcz. + NIx, Morf + SR-14968 1 + Nlx,
Morf + SR-17018 24 + Nlx 9
33 Sl fizj., PZM21 40 10
PZM21 20, Morf 10, Morf 20 9
34 Sél fizj., PZM21 20, PZM21 40 10
Morf 10, Morf 20 9
35 Sol fizj., PZM21 20, PZM21 40, Morf 10, Morf 20 10
36 Sal fizj., Morf 1 8
PZM21 20, PZM21 40, Morf 20 9
Morf 10
37 Sol fizj., PZM21 40 10
PZM21 20
38 Sol fizj.
PZM21 20 8
PZM21 40 10
39i40 Sl fizj., PZM21 40, PZM21 80, Morf 10, Morf 20 5

2. Badane substancje

W badaniach wykorzystano selektywnych funkcjonalnie agonistéw receptora
u (PZM21, SR-14968 i SR-17018) oraz odpowiednie substancje kontrolne: morfine
(Pharma Cosmetic, Polska) lub oksykodon (Mundipharma, Polska) jako
nieselektywnych funkcjonalnie agonistéw receptora p (kontrola pozytywna) oraz sél
fizjologiczng lub rozpuszczalnik (1% DMSO, 10% Kolliphor HS 15 (Sigma Aldrich,
USA), 89% dH:20), ktore stanowity kontrole negatywne odpowiednio dla PZM21 oraz
agonistow SR. W niektorych procedurach doswiadczalnych uzyto takze antagonistow
receptorow opioidowych, tj. cyprodime (selektywnego antagoniste receptora ;
Tocris, USA) oraz naloksonu (nieselektywnego antagoniste receptorow opioidowych;

Merck, Polska). Objetos¢ iniekcji wynosita 10 ml/kg (podania ip.).

Synteze funkcjonalnie selektywnych agonistéw receptora p przeprowadzono

w Zaktadzie Chemii Lekow Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
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Nauk na podstawie opublikowanych wczes$niej procedur (Manglik i in., 2016; Schmid
i in, 2017). Czysto$¢ enancjomeryczng otrzymanych zwigzkéw potwierdzono za

pomoca analizy widm NMR.

3. Procedury operacyjne

Implantacja kateterow do podan nardzeniowych

Nardzeniowe podania substancji odbywaty sie przez katetery implantowane
szczurom znieczulonym pentobarbitalem (60 mg/kg, ip.; Biowet Putawy, Polska)
wedtug metody opisanej przez Yakshai Rudy'ego (1976). Cewnik polietylenowy (PE
10, Intramedic, Clay Adams, Becton Dickinson and Company, Rutherford, USA) zostat
wysterylizowany przez przeptukanie 70% etanolem, a nastepnie sterylng woda.
Szczury umieszczano na stoliku stereotaktycznym (David Kopf Instruments, USA)
i wykonywano naciecie w btonie szczytowo-potylicznej. Nastepnie ostroznie
wprowadzano cewnik do przestrzeni podpajeczynéwkowej do poziomu odcinka
ledZwiowego (L4-L6) rdzenia kregowego, przeptukiwano 10 pl sterylnej wody
i zabezpieczano konncéwka. Po operacji zwierzetom zapewniono 7 dni regeneracji,
a przez 2 pierwsze dni podawano im enrofloksacyne (0,1 ml, sc.; KRKA, Stowenia).
Podania nardzeniowe (ith.) wykonano przy uzyciu strzykawki Hamiltona
o pojemnosci 50 pl. Kazdemu zwierzeciu wstrzykiwano 5 upl badanej substancji

farmakologicznej, a nastepnie 10 pl soli fizjologiczne;.

Implantacja kateterow do dozylnego samopodawania substancji

Szczury znieczulano podaniem ketaminy (100 mg/kg, ip.; Biowet Putawy,
Polska) i ksylazyny (10 mg/kg, ip., Biowet Pulawy, Polska) i wszczepiano im
silikonowe cewniki, umieszczajac je w zyle szyjnej. W celu implantacji cewnikéw
uzywano kaniuli prowadzacej (C313G, Plastics One Inc., USA), przymocowanej do
silikonowej rurki (Bio-Sil, Bio-Rad, USA) i siatki Marlex za pomoca cementu
dentystycznego i umieszczano je podskornie miedzy topatkami, wyprowadzajac
przez skore przez otwor biopsyjny (3 mm). Drugi koniec rurki byt wprowadzany na
gtebokos$¢ 3 cm do prawej zyly szyjnej, a nastepnie bezpiecznie przyszywany do
lezacej ponizej tkanki mieSniowej. Po operacji zwierzetom zapewniono 7 dni

regeneracji, podczas ktorych cewniki przeptukiwano 0,3 ml soli fizjologiczneji 0,2 ml
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roztworu heparyny (Braun, Niemcy), aby zapobiec niedroznosci kateterow.
Wszystkie zwierzeta otrzymatly lek przeciwzapalny i przeciwbolowy (tolfedyne 4%,
1 ml/kg, ip.; Vetoquinol Biowet, Polska) i 5 ml glukozy. Przez 3 dni po operacji
zwierzetom podawano antybiotyki, dodajac je do wody pitnej (Sul-Tridin 24%,
Biowet Putawy, Polska).

Implantacja kaniul dializacyjnych do mikrodializy mézgu

U myszy wywolywano anestezje przez podania ketaminy (7,5 mg/kg, ip.;
Biowet Putawy, Polska) i ksylazyny (1 mg/kg, ip.; Biowet Putawy, Polska)
i umieszczano je na stoliku stereotaktycznym (David Kopf Instruments, USA).
Nastepnie za pomocg wspétrzednych dostepnych w atlasie stereotaktycznym
(Paxinos i Franklin, 2019) i oczyszczeniu szwéw punktu Bregma, okre$lano miejsce
implantacji kaniuli dializacyjnej w prazkowiu (w mm w stosunku do Bregmy: AP +1,0,
L +1,8i V -3,8). Za pomocg wiertarki w wyznaczonych punktach wywiercano otwér
w czaszce i wykorzystujac zamontowany na stoliku stereotaktycznym uchwyt,
wprowadzano pionowo do tkanki mézgowej kaniule dializacyjng (MAB 10.8.2.Cu;
AgnTho’s, Szwecja) na gteboko$¢ zgodng z parametrami powyzej. Kaniule
przytwierdzano do czaszki cementem dentystycznym (Heraeus, Dentalon Plus,
Agnthos, Szwecja) i umieszczano w niej pionowg sonde do mikrodializy.

Doswiadczenie przeprowadzono nastepnego dnia.

4. Pomiar wrazliwosci nocyceptywnej

Test odsuwania ogona

Zwierzeta umieszczano w aparacie stuzacym do pomiaru reakcji odsuwania
ogona (Ugo Basile, Wtochy), a nastepnie wigzke Swiatta (termiczny bodziec
nocyceptywny) kierowano na tylng cze$¢ ogona i za pomocg automatycznego
cyfrowego stopera mierzono czas reakcji odsuniecia ogona przez zwierze. Pomiary po
podaniu substancji farmakologicznych wykonywane byty w kilku punktach
czasowych (szczeg6ty podano w sekcji wynikéw), natomiast przed podaniem
substancji przeprowadzany byl pomiar wyjSciowej wrazliwosci na bodziec
nocyceptywny. Aby zapobiec mozliwosci uszkodzenia ogona, maksymalny czas

ekspozycji ogona na $wiatto ustalono na 9 sekund (czas zaprzestania). Efekty
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antynocyceptywne substancji przedstawione sg jako % maksymalnej odpowiedzi
(%MPE) wedtug formuty %MPE = (czas reakcji - czas wyjSciowy) / (czas zaprzestania
- czas wyjsciowy) x 100. Na podstawie danych uzyskanych w te$cie odsuwania ogona
obliczono takze wysoko$¢ dawki EDso badanych agonistow (czyli dawki, ktéra
powoduje okre$lone zmiany biologiczne u 50% organizméw testowanych).

Wykorzystano w tym celu metode Tallaridy i Murray’a (1987).

Test goracej plytki

Do przeprowadzenia testu uzywano aparatu goracej/zimnej ptytki (Ugo
Basile, Wtochy). Zwierze umieszczane byto na goracej (52,52C) ptaskiej powierzchni
i za pomoca cyfrowego stopera mierzono latencje wystapienia charakterystycznej
reakcji. Wyrézniono dwa typy reakcji: energiczne potrzasniecie/cofniecie tylnej tapy
oraz lizanie tapy/skok. Kazdy typ reakcji obserwowano osobno podczas tego samego
pomiaru. Pomiar po podaniu substancji farmakologicznych wykonywany byt
w jednym punkcie czasowym, natomiast przed podaniem substancji przeprowadzany
byt pomiar wyjsciowej wrazliwosci na bodziec nocyceptywny. W celu
niedopuszczenia do wystgpienia uszkodzen tkanki, maksymalny czas ekspozycji na
goracy ptytke ustalono na 30 sekund (czas zaprzestania). Efekty antynocyceptywne
substancji przedstawione sg jako % maksymalnej odpowiedzi (%MPE) wedtug

formuty podanej powyzej.

5. Ocena zachowan zwigzanych z uzaleznieniem

Tolerancja

Pomiar rozwoju tolerancji na dziatanie antynocyceptywne przeprowadzono
przy uzyciu testu odsuwania ogona w sposob opisany powyzej. Myszy otrzymywaty
podania substancji przez 7 kolejnych dni. Reakcja w teScie odsuwania ogona mierzona

byta w jednym punkcie czasowym w 1, 3, 5 oraz 7 dniu do$wiadczenia.

W celu zbadania wplywu selektywnych funkcjonalnie agonistéw receptora p
na rozwdj tolerancji na antynocyceptywne dzialanie morfiny zastosowano model
doswiadczalny, w ktorym substancje te (PZM21, SR-14968, SR-17018) kazdorazowo
podawano 30 minut przed morfing. Pomiar rozwoju tolerancji przeprowadzano

zgodnie ze sposobem opisanym powyze;j.
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Zaleznos¢ fizyczna (odstawienie precypitowane naloksonem)

Do pomiaru objawo6w zalezno$ci fizycznej wyrazajgcej sie w nasileniu zespotu
odstawienia wykorzystano dwa modele doswiadczalne. Pierwszy z nich zastosowano
w celu zbadania wptywu selektywnych funkcjonalnie agonistéw receptora p na
rozwoj zaleznoSci fizycznej, ktérg oceniano za pomocg obserwacji objawow
odstawienia po podaniu naloksonu (4 mg/kg, ip.) u zwierzat chronicznie
otrzymujgcych badane zwiazki (przez 5 kolejnych dni, dwa razy dziennie o 8.00
i 16.00, ip.). Nastepnie, w 6 dniu eksperymentu, myszy otrzymaty ostatnie poranne
podanie agonistéw, a po uptywie 3 godzin podawano im nalokson (4 mg/kg, ip.) i na
15 minut umieszczano je w przezroczystych, plastikowych tubach ($rednica: 20 cm,
wysokos$¢: 50 cm) i obserwowano objawy odstawienia. Model ten zostat wcze$niej
zweryfikowany (Abdel-Zaheriin., 2006), a wybrany zostat z uwagi na to, Ze opiera sie
na podaniach stalych dawek opioidu (wysoko$¢ dawek odnotowano w sekcji
wynikéw), co w przypadku badan nowych zwigzkéw chemicznych znaczaco utatwiato
przeprowadzenie doswiadczenia oraz interpretacje wynikéw i poréwnanie ich do

efektéw morfiny.

Z kolei w celu oceny wptywu selektywnych funkcjonalnie agonistéw receptora
iU na precypitowany naloksonem zespdt odstawienia u myszy uzaleznionych od
morfiny zastosowano model polegajacy na podawaniu wzrastajacych dawek morfiny,
3 razy dziennie 0 8.00, 12.00 i 16.00 przez 4 kolejne dni (dzien 1: 10 mg/kg, dzien 2:
20 mg/kg, dni 3 i 4: 40 mg/kg; sc.). Nastepnie, w 5 dniu eksperymentu, myszy
otrzymaly ostatnie poranne podanie morfiny (40 mg/kg), a po uptywie 3 godzin
podawano im nalokson (4 mg/kg, ip.) i na 15 minut umieszczano w przezroczystych,
plastikowych tubach i obserwowano objawy odstawienia. Model zostatl wielokrotnie
zweryfikowany w Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej IF PAN (np. Soleckiiin.,
2019; Tertil i in., 2021), a wybrany zostat ze wzgledu na to, Ze prowadzi do rozwoju
silnej zaleznoS$ci fizycznej i intensywne odstawienie, co byto niezbedne w celu
zbadania modulujgcego wptywu nowych zwigzkéw chemicznych na te objawy.
Selektywnych funkcjonalnie agonistow receptora p podawano 30 minut przed

naloksonem.

W przypadku obydwu modeli obserwowano ten sam zespét zachowan, ktére

oceniano iloSciowo (zgrzytanie zebami, potrzasanie calym ciatem (ang. wet dog
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shakes), skoki, wspiecia na tylne tapy, drzenie tap) lub jakoSciowo (intensywnos$¢
defekacji w skali 0-1-2). Nasilenie zespotu odstawienia oceniano za pomocg liczby
skokéw (jako najbardziej charakterystycznego objawu odstawienia u myszy) oraz
tacznego efektu odstawienia obliczanego za pomoca wzoru: taczny efekt odstawienia
= (liczba zgrzytnie¢ zebami x 1,5) + (liczba potrzasnie¢ catego ciata x 1,5) + (ilos¢
wspiec na tylne tapy x 0,1) + (ilo$¢ drzen fap x 0,5) + intensywno$¢ defekacji. Wzér

przyjeto na podstawie publikacji Skupio iin. (2017).

Aktywnos$¢ lokomotoryczna po jednorazowych i wielokrotnych podaniach

substancji

Pomiar aktywno$ci lokomotorycznej i rozwoju sensytyzacji/tolerancji tego
efektu przeprowadzony zostat w klatkach o wymiarach 10 x 20 x 10 cm
wyposazonych w fotokomorki (klatki wykonane na zamowienie dla IF PAN). Dzien
przed rozpoczeciem wtasciwego doswiadczenia przeprowadzono adaptacje zwierzat
do klatek, umieszczajac je w nich na 2 godziny. W trakcie kolejnych 6 dni aktywnos¢
lokomotoryczng zwierzat (mierzonych jako catkowita liczba przecie¢ fotokomoérek)
mierzono przez 2 godziny od podan odpowiednich substancji. Po uptywie kolejnych
8 dni tj. w 14 dniu trwania eksperymentu, powtarzano pomiar w sposéb analogiczny

jak wczesniej, aby zbadac ekspresje aktywnos$ci lokomotoryczne;j.

Warunkowana preferencja miejsca

Test warunkowanej preferencji miejsca, stuzacy pomiarowi nagradzajacych
wlasciwosci badanych substancji, oparto na modelu wielokrotnie wykorzystywanym
w badaniach prowadzonych w Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej [F PAN
(np. Parkitnaiin., 2012; Sikora i in., 2016; Solecki i in., 2009). Testy przeprowadzano
w aparatach (Med Associates, USA) sktadajacych sie z dwoch kompartymentow
warunkowych (15 x 15 x 15 cm) przedzielonych ruchomymi drzwiami i mniejszym,
szarym pomieszczeniem. Kompartymenty rdoznity sie kolorem Scianek oraz kolorem
i fakturg podiog. Pierwszy z nich byt czarny i miat bialg, karbowang podtoge,
natomiast drugi byt biaty i miat czarng podtoge z okragtymi otworami. Dzien przed
rozpoczeciem wiasciwego doswiadczenia przeprowadzano adaptacje myszy do
aparatow, ktora polegata na mozliwos$ci swobodnej eksploracji catego aparatu przez

5 minut.
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W kolejnym dniu przeprowadzano pretest, w czasie ktérego mysz
umieszczano w Srodkowym pomieszczeniu ze swobodnym dostepem do catego
aparatu na 20 minut. Fotokomorki automatycznie zliczaty czas spedzany przez
zwierze w kazdej z czeSci aparatu. Po pretescie jeden z kompartymentéw kojarzony
byt z podaniem agonisty opioidowego (lub soli fizjologicznej/rozpuszczalnika
w przypadku grup kontrolnych; warunkowanie nagradzajace), a drugi z sola
fizjologiczng/ rozpuszczalnikiem (warunkowanie kontrolne). Przydziat substancji do
danego kompartymentu byt zalezny od wynikéw uzyskanych w pretescie. Podania
morfiny i selektywnych funkcjonalnie agonistéw receptora p skojarzono
z kompartymentem mniej preferowanym. Rozktad grup eksperymentalnych
przeprowadzono w taki sposdb, aby wewnatrz kazdej z grup preferencja obu
kompartymentéw byta zblizona (brak istotnych statystycznie réznic w czasie
spedzonym w kazdym z kompartymentéw dla kazdej z grup). Kolejny etap
doswiadczenia - faza warunkowania - trwat 10 dni, w ktérych zwierzeta
otrzymywaty podania (ip.) soli fizjologicznej/rozpuszczalnika (warunkowania
kontrolne - dni 1, 3, 5, 7, 9) lub testowanych substancji (warunkowania nagradzajace
- dni 2, 4, 6, 8, 10), po czym byly natychmiast umieszczane w odpowiednich
kompartymentach na 1 godzine (w poréwnaniu do oryginalnej procedury czas ten
wydtuzono z 40 minut z uwagi na wolno rozwijajgce sie dziatanie badanych
agonistow w testach nocyceptywnych). Po 24 godzinach od ostatniego warunkowania
przeprowadzano posttest, ktéry wygladal analogicznie jak pretest. Wartos¢
preferencji miejsca obliczano odejmujagc czas w posttescie spedzany
w kompartymencie skojarzonym z warunkowaniem Kkontrolnym od czasu
w posttescie spedzanego w kompartymencie skojarzonym z warunkowaniem

nagradzajacym.

Aby zbada¢ wptyw PZM21 na warunkowang preferencje miejsca wywotywang
morfing, 30 minut przed kazda z nagradzajacych sesji warunkowania zwierzetom
podawano PZM21 (przed sesjami warunkowania kontrolnego podawano sol

fizjologiczna).
Dozylne samopodawanie substancji

Procedure samopodawania przeprowadzono zgodnie z modelem opisanym

wcze$niej przez Soleckiego i in. (2013, 2018). Poprzedzono ja 3 dniami ograniczenia

50



Materiaty i metody

pozywienia do ok. 90% ilosci swobodnie spozywanej. Nastepnie szczury trenowano
w standardowych klatkach Skinnera (Med Associates, USA) zgodnie ze schematem
wzmocnienia FR1 (ang. fixed ratio 1), a wiec kazdorazowe nacis$niecie aktywnej
dZzwigni (przypisanej jako ,aktywna” przed rozpoczeciem testow) skutkowato infuzja
odpowiedniej substancji i prezentacja bodZca warunkowego, czyli sygnatu
dzwiekowego i Swiatetka przez 6 sekund. Po naci$nieciu aktywnej dzwigni
i zwigzanych z tym konsekwencjach nastepowato 20 sekund, podczas ktérych
ponowne naci$niecie tej dzwigni nie miato Zadnych efektow. Kazdorazowe
naci$niecie dzwigni nieaktywnej nie miato zadnych skutkéw. Kazdy szczur
przechodzit 10 sesji samopodawania trwajgcych po 2 godziny. W nastepnych dniach
zwierzeta poddawano wymuszonej abstynencji. W tym okresie nie otrzymywaty one
zadnych substancji i przebywaty w klatkach domowych. Dodatkowo zadbano, aby nie
mialy kontaktu z bodZcami mogacymi kojarzy¢ sie z wczeSniejszym
samopodawaniem substancji. W 3 dniu wymuszonej abstynencji zwierzeta ponownie
umieszczano w klatkach Skinnera, a naci$niecie dZwigni aktywnej prowadzito do
prezentacji bodZcoéw warunkowych, ale nie skutkowato infuzjg substancji. Pozostate
warunki eksperymentalne pozostaty niezmienione. Ten etap doSwiadczenia miat na
celu modelowa¢ zachowania zwigzane z poszukiwaniem substancji (ang. drug-
seeking) w odpowiedzi na bodzZce kontekstualne (klatka) oraz dyskretne bodZce

warunkowe (sygnat dZwiekowy i §wiatetko po naci$nieciu dZwigni aktywnej).
Reakcja Strauba

Reakcja (ogon) Strauba polega na uniesieniu (czesto niemal pionowo)
i usztywnieniu ogona myszy i szczuréw po podaniu opioidéw i jest wynikiem skurczu
mies$ni u podstawy ogona (Bilbey i in., 1960). Zjawisko to zostato po raz pierwszy
opisane przez Strauba (1911). Wydaje sie, ze zalezne jest od aktywacji receptorow p.
zlokalizowanych w oSrodkowym uktadzie nerwowym (Nath i in., 1994). Obserwacja
reakcji Strauba moze by¢ uzyteczna w celu poréwnania nowych substancji do
substancji dobrze znanych, w tym przypadku morfiny (ang. morphine-like activity).
Podejmowano proby korelowania reakcji Strauba z potencjatem uzalezniajacym
substancji  psychoaktywnych. Stwierdzono pozytywny zwigzek miedzy
wystepowaniem reakcji Strauba a ryzykiem wuzalezniajacego dziatania u ludzi

(Shemano i Wendel, 1964). Chociaz wiarygodnos¢ takiego wnioskowania nie zostata
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ostatecznie potwierdzona, w praktyce laboratoryjnej obserwuje sie zaleznos$¢ miedzy
ogonem Strauba a prawdopodobienstwem, ze dany zwigzek chemiczny wywota
objawy przypominajgce uzaleznienie u gryzoni. Majac to na uwadze, obserwowano
czy podania (ip.) PZM21, SR-14968 i SR-17018 wptywajg na pojawienie sie reakcji
Strauba u myszy. Za reakcje Strauba uznawano uniesienie ogona pod kagtem minimum

459,

6. Pomiar bezposredniej odpowiedzi na stres, lekowosci oraz

pamieci zwigzanej ze strachem

Test wymuszonego plywania

Test stuzy do oszacowania behawioralnej Kkorelaty bezradnosci
(ang. behavioral despair) u gryzoni w sytuacji silnego, nieuniknionego stresu (Porsolt
i in.,, 1977). Myszy umieszczano pojedynczo w szklanej zlewce (wysokos$¢: 28 cm,
$rednica: 15 cm) z woda (wysoko$¢ stupa wody: ok. 20 cm, temperatura: 26+19) na
6 minut. W czasie testu mierzono latencje pierwszego epizodu bezruchu
(definiowanego jako brak ruchu myszy trwajacy dtuzej niz 2 sekundy z wyjatkiem
ruchéw niezbednych do utrzymania sie na powierzchni wody i oddychania)

oraz taczny czas trwania epizodéw bezruchu.

Test zawieszenia za ogon

Podobnie jak test wymuszonego ptywania, test zawieszenia za ogon
umozliwia pomiar bezradnos$ci behawioralnej u gryzoni w sytuacji silnego,
nieuniknionego stresu. Myszy mocowano pojedynczo za ogon (za pomocg plastra) do
platformy zawieszonej na wysokosci 30 cm nad podtozem. W czasie 6 minut badania
mierzono latencje pierwszego epizodu bezruchu (definiowanego jako brak ruchu
myszy trwajacy dtuzej niz 2 sekundy z wyjatkiem ruchéw niezbednych do
oddychania), jak rowniez tgczny czasu trwania wszystkich epizodow bezruchu.
W przypadku, gdy mysz wspinata sie po wtasnym ogonie, eksperymentator delikatnie

przywracal mysz do prawidtowej pozyciji.
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Test jasnego/ciemnego pudetka

Test jasnego/ciemnego pudetka wykorzystuje fakt, Zze gryzonie z powodu leku
unikajg jasnych i otwartych przestrzeni (Bourin i Hascoét, 2003). Myszy umieszczano
pojedynczo na $rodku ciemnego ramienia jasnego/ciemnego pudetka tytem do
przejscia faczacego ramie jasne (biata podtoga i biate §ciany o wymiarach 18 x 16 x
20cm, o$wietlenie: 400 lukséw) i ciemne (czarna podtoga i czarne Sciany o wymiarach
18 x 16 x 20cm, oSwietlenie: 50 lukséw). Nastepnie przez 5 minut mierzono czas
spedzany w jasnym i ciemnym ramieniu, latencje wejscia do jasnego ramienia oraz
liczbe przejs¢ miedzy obiema czeSciami (zdefiniowanych jako przekroczenie

czterema tapami granicy miedzy jasnym a ciemnym ramieniem).

Warunkowanie strachem

Model warunkowania strachem i pomiaru pamieci zwigzanej ze strachem
oparto na publikacjach Szklarczyk i in. (2015, 2016). Test sktada sie w treningu oraz
3 sesji wystawienia na kontekst. Trening trwal 7 minut 10 sekund i sktadat sie z 2
minut adaptacji do klatki do warunkowania strachem (Ugo Basile, Wtochy) oraz
aplikacji 5 szokdéw elektrycznych (kazdy o natezeniu 1 mA trwajacy 2 sekundy). Byty
one dostarczane poprzez podtoge zbudowang z metalowych pretéw podtaczong do
generatora prgdu w interwatach czasowych trwajacych 1 minute. Z kolei wystawienia
na kontekst (zwigzane z odpamietywaniem traumatycznego doswiadczenia, tj.
aplikacji szokow elektrycznych) trwaty 3 minuty i przeprowadzone zostaty 24, 72
i 120 godzin po treningu (1, 3 i 5 dni po warunkowaniu). Polegaly one na
umieszczeniu myszy w tych samych klatkach, w ktérych odbywat sie trening.
Kontekst skojarzony z traumatycznym doswiadczeniem byt bodZcem
przypominajacym traume. Behawioralnym wskaznikiem odpamietania traumy byta
reakcja zastygania (ang. freezing), a jej czas byt automatycznie zliczany przez program

ANY-maze (Stoelting, USA).

7. Ocena zdolnosci poznawczych

Labirynt w ksztalcie litery Y

Test umozliwia pomiar zdolnoSci poznawczych w zakresie pamieci roboczej.

Myszy umieszczano pojedynczo na koncu jednego z ramion labiryntu w ksztatcie
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litery Y ze swobodnym dostepem do pozostatych dwo6ch ramion (wymiary ramion: 35
x 7 x5 cm, kat rozwarcia ramion 1202). Kazde z trzech ramion labiryntu Y stuzyto jako
ramie startowe, przy czym przyporzadkowanie myszy do ramienia dokonywano
w taki sposéb, aby kazde ramie stuzyto jako startowe tyle samo razy. Przez 5 minut
$ledzono kolejnos¢ wejs¢ myszy do ramion, a otrzymane dane analizowano nastepnie
z uwzglednieniem nastepujacych parametrow: SAP (ang. spontaneous alteration
performance) - 3 kolejne wejscia do roéznych ramion, AAR (ang. anternate arm
returns) — 2 kolejne wejscia do réznych ramion, SAR (ang. same arm returns) - 2
kolejne wejscia do tego samego ramienia. Dane przedstawiono zgodnie z formutami:
% SAP = liczba SAP/(liczba wszystkich wej$¢ do ramion - 2) x 100; % AAR (SAR) =
liczba AAR (SAR)/(liczba wszystkich wej$¢ do ramion - 1) x 100.

Test rozpoznawania nowego obiektu

Test umozliwia pomiar zdolno$ci poznawczych w zakresie pamieci
dtugotrwatej. Procedura skitada sie z dwoéch czesci: treningu (poprzedzonego
adaptacja do aparatu, w ktérym przeprowadzany jest test) oraz testu wtasciwego.
W fazie treningu myszy pojedynczo umieszczano w wolnym polu (klatka o wymiarach
40 x 40 x 60 cm), w ktéorym znajdowaty sie dwa identyczne obiekty A (plastikowa
przezroczysta tuba z kolorowym papierem w srodku i zakretka; obiekty umieszczano
po przekatnej w dwdch rogach Kklatki) i przez 10 minut pozwalano na swobodng
eksploracje obu obiektéw. Nastepnie, w fazie testu wtasciwego, ktéry miat miejsce po
uplywie 24 godzin od treningu, myszy kolejny raz umieszczano w tym samym
aparacie, jednak w obecnos$ci obiektéw A i B (obiekt A pozostawat niezmieniony,
natomiast obiektem B byt szklany stoiczek z kolorowymi kulkami w Srodku - pod
wzgledem faktury, koloru i ksztattu r6znigcy sie od obiektu A, jednak poréwnywalnie
interesujacy dla badanych zwierzat; pozycja obiektow nie rdznita sie miedzy faza
treningu a testem wiasciwym). Przez 10 minut zliczano czas poswiecony na
eksploracje obu obiektow, przy czym za eksploracje uznawano kazda obecnos¢
zwierzecia w strefie < niz 2 cm odlegtosci od obiektu pod warunkiem skierowania
wzroku w strone obiektu. Z analizy wykluczono myszy, ktére oba obiekty
eksplorowaty tgcznie mniej niz 10 sekund. Dtuzsza eksploracja nowego obiektu (B)
oznacza lepszy indeks rozpoznania obiektu A, swiadczacy o sprawnoSci pamieci

dtugotrwatej. Indeks rozpoznania obliczano wedtug formuty: indeks rozpoznania =
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[czas eksploracji obiektu B / (czas eksploracji obiektu A + czas eksploracji obiektu B)]

x 100.

8. Pomiar zewnatrzkomorkowego poziomu monoamin w prazkowiu

W dniu do$wiadczenia wejscie kaniuli dializacyjnej taczono przy pomocy
drenu teflonowego (FEP Tubing, Agnthos, Szwecja) ze strzykawka (1 ml)
umieszczong w pompie dializacyjnej (New Era Pump System, Inc., USA) podajacej ze
statg predkoscia (1,5 pul/min) sztuczny ptyn mézgowo-rdzeniowy w sktadzie (mM):
NaCl 147, KCI 2,7, MgCl; 1,0, CaCl; 1,2; pH 7,4. W celu ustalenia statego poziomu
neuroprzekaznikéw kaniule ptukano przez 1 godzine. Nastepnie pobierano w 20-
minutowych odstepach 3 frakcje, aby okresli¢ podstawowy poziom
neuroprzekaznikoéw. W kolejnym etapie zwierzetom podano odpowiednie substancje
(ip.) i pobieranie frakcji (takze w 20-minutowych odstepach) kontynuowano przez 4
godziny. W trakcie doswiadczenia myszy miaty mozliwo$¢ swobodnego poruszania
sie. Na koncu zwierzeta poddano eutanazji, a pobrane mézgi utrwalono w 4%
roztworze formaldehydu w celu histologicznej weryfikacji miejsca implantacji kaniuli
dializacyjne;j.

W otrzymanych frakcjach dializatu przeanalizowano stezenia dopaminy
i serotoniny za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high
performance liquid chromatography, HPLC). W sktad systemu HPLC Ultimate 3000
(Dionex, USA) wchodzit detektor kulochemiczny (Coulochem II, model 5300, ESA,
USA), cela ochronna (ang. guard cell) 5020 z komoérka do mikrodializy 5014B oraz
kolumna analityczna z fazg odwr6cong Hypersil Gold-C18 (3 x 100 mm, Thermo,
USA). Faze ruchomg stanowit bufor o sktadzie 0,1 M fosforanu potasu (pH 3,6), 0,5
mM EDTA, 16 mg soli sodowej kwasu L-1 1-oktanosulfonowego i 2% metanolu.
Szybkos¢ przeptywu przez kolumne ustawiono na 0,7 ml/min. Zastosowany potencjat
celi ochronnej wynosit +600 mV, natomiast celi do mikrodializy byt nastepujacy: E1 =
-50mViE2 =+300 mV z czutos$cig ustawiong na 50 nA/V-1. Dane chromatograficzne
byty przetwarzane przez oprogramowanie Chromeleon v. 6.80 (Dionex, USA).
Wszystkie uzyskane dane z mikrodializy przedstawiono jako procent poziomu

podstawowego znormalizowanego do 100%.

55



Materiaty i metody

9. Badanie powinowactwa do receptorow opioidowych

Komorki CHO-K1 ze stabilng ekspresjg ludzkich receptoréw opioidowych p
(#ES-542-C, PerkinElmer), & (#95-0108C2, eurofins) oraz k (#ES-541-C,
PerkinElmer) hodowano w suplementowanej pozywce DMEM (ang. Dulbecco
Modified Eagle Medium) z dodatkiem 10% dializowanej ptodowej surowicy bydlecej
(ang. Foetal Bovine Serum, FBS) i 500 pg/ml antybiotyku genetycyny (G418) w 372C
w wilgotnej atmosferze zawierajacej 5% CO2. W celu przygotowania membran
wykorzystywanych do badania powinowactwa in vitro metoda liganda znakowanego
izotopowo, komorki rozsiewano na butelkach o powierzchni 150 cm? i hodowano do
momentu osiggniecia 90% konfluencji. Nastepnie komoérki dwukrotnie przemywano
buforem PBS, wstepnie ogrzanym do temperatury 372C i wirowano (200 x g) przez 5
minut w tym samym buforze =z dodatkiem 0,1 mM kwasu
etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) i 1 mM ditiotreitolu (DTT). Po odwirowaniu,
osady membran zamrozono i przechowywano w temperaturze -802C do czasu

dalszych oznaczen.

Zamrozone osady komdérek CHO-K1 ze stabilng ekspresjg receptoréw y, 6 i K,
homogenizowano (Ultra Turrax tissue) w objetosci 10 ml buforu do eksperymentu
kompetycji, a nastepnie dwukrotnie wirowano przez 20 min w 42C (35 000 x g).
Odwirowany material zawieszano w suplementowanym buforze Tris-HCl
zawierajagcym 50 mM Tris HCI (pH 7,4) oraz 5 mM MgCl,. Prébki o pojemnosci 200 pl
zawierajgce radioligand, badany zwigzek oraz membrany, inkubowano do momentu
osiggniecia stanu réwnowagi (inkubacja przez 60 minut w 272C), po tym czasie,
kilkukrotnie przesgczano i przemywano zimnym (42C) buforem Tris-HCI na ptytki
UniFilter (GF/B), przy pomocy urzadzenia Unifilter Harvester (PerkinElmer).
Radioaktywno$¢ zatrzymana na filtrze oznaczono iloSciowo na czytniku mikroptytek
Microbeta (PerkinElmer). Eksperymenty kompetycji byty wykonane w obecnoSci
radioligandéw: 4 nM [3H]-enkefaliny (6), 2 nM [3H]-U-69593 (k) oraz 2 nM [3H]-
DAMGO (p). W celu wyznaczenia wigzania niespecyficznego probki zawieraty 10 uM
BW373U86 (§), U-50488 (k) oraz DAMGO (u). Kazdy zwiazek byt testowany w 7
stezeniach (10 10-10-4 M). Stata inhibicji (Ki) zostata obliczona z réwnania Yung-Chi
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i Prusoffa (1973). Wyniki zostaty przedstawione jako $rednie z przynajmniej dwéch

odrebnych eksperymentow.

10. Pomiar aktywacji biatka G (wiazanie [3°S]GTPyS)

Do pomiaréw uzyto homogenatéw bton komérkowych pobranych uprzednio
z mOzgobw samcoOw szczuréw Wistar w laboratorium Szeged Biological Research
Centre (Szeged, Wegry). Btony przygotowano zgodnie z protokotem opisanym przez
Benyhe i in. (1997). Mozgi zostaty zhomogenizowane, a nastepnie odwirowano je
w lodowatym 50 mM buforze Tris-HCl (pH 7,4; Sigma-Aldrich, Wegry) i inkubowano
w 37°C przez 30 minut z wytrzasaniem w tazni wodnej. Po inkubacji wirowanie
powtorzono, a koncowy osad zawieszono w 50 mM buforu Tris-HCl (pH 7,4)

zawierajacym 0,32 M sacharozy i przechowywano w -802C.

Eksperymenty funkcjonalnego wigzania [3°S]GTPYS przeprowadzono zgodnie
z wczesniej opisang procedura (Traynor i Nahorski, 1995), wprowadzajac niewielkie
modyfikacje. Homogenaty blon mézgowych szczura zawierajace ~ biatko
inkubowano w temperaturze 302C przez 60 minut w buforze Tris-EGTA (pH 7,4),
sktadajagcym sie z 50 mM Tris-HCl, 1 mM EGTA, 3 mM chlorku magnezu i 100 mM
chlorku sodu. Mieszanina inkubacyjna zawierata ponadto 0,05 nM [3°S]GTPyS,
rosngce stezenia (0,1 nM-10 uM) PZM21 i DAMGO oraz GDP (30 pM). Konicowa
objetos$¢ mieszaniny inkubacyjnej wynosita 1 ml. Catkowite wigzanie mierzono pod
nieobecno$¢ badanych zwigzkéw, podczas gdy wigzanie niespecyficzne oznaczano
w obecnosci 10 pM nieznakowanego GTPYS. Zwigzany i niezwigzany [3°S]GTPyS
oddzielono przez szybka filtracje pod préznig (Brandel M24R Cell Harvester)
i przemyto trzykrotnie 5 ml lodowatego 50 mM Tris-HCl przez wtdkna szklane
Whatman GF/B (GE Healthcare Life Sciences, Izinta Kft., Wegry). Nastepnie
wykrywano radioaktywnos$¢ filtréw. Eksperymenty wigzania [3°S]GTPyS
przeprowadzono trzykrotnie w dwéch powtorzeniach. Krzywa wigzania w schemacie
dawka-odpowiedz wyznaczono za pomocg regresji nieliniowej. Dane przedstawiono

jako procent podstawowego poziomu aktywnos$ci znormalizowanego do 100%.
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11. Analiza danych

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu Graph-Pad Prism
(8.0). Wybor testéw statystycznych uzalezniono od schematéw doswiadczalnych.
Znamienno$¢ statystyczna zostala zbadana przez test t-Studenta dla prob
niezaleznych oraz jedno- dwu- lub trzyczynnikowg analize wariancji (ANOVA). Kiedy
byto to zasadne, przeprowadzano testy post-hoc, domys$lnie wybierane przez
program statystyczny jako najbardziej odpowiednie. W przypadku braku mozliwosci
przeprowadzenia analizy wariancji (brak wariancji w jednej z grup),
przeprowadzono nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Za prog istotnosci

statystycznej przyjeto p<0,05.

Kryteria wykluczenia zwierzat z eksperymentéw/analizy wynikow
uwzgledniaty niespetnienie warunkéw testow (zawyzong wyjsciowg wrazliwo$¢ na
bodziec nocyceptywny (powyzej 6 sekund w teScie odsuwania ogona), wyjsSciowa
preferencja wybranego kompartymentu podczas pretestu w teScie warunkowanej
preferencji miejsca, eksploracja obiektéw wynoszaca ponizej 10 sekund w tescie
rozpoznawania nowego obiektu). W przypadku watpliwos$ci co do wystepowania
obserwacji odstajgcych stosowano odpowiedni test statystyczny (test Grubbsa). Kilka
zwierzat wykluczono z powoddéw zwigzanych z problemami technicznymi

(nieprawidtowym dziataniem sprzetu, zatkaniem kateterow).
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Prezentowane wyniki zostaty czeSciowo opublikowane w ponizszych pracach
naukowych:
Kudta, t..,, Bugno, R., Skupio, U., Wiktorowska, .., Solecki, W., Wojtas, A., Gotembiowska,
K, Zador, F. Benyhe, S, Buda, Sz, Makuch, W., Przewtocka, B., Bojarski, A. J.
i Przewtocki, R. (2019). Functional characterization of a novel opioid, PZM21, and its

effects on the behavioural responses to morphine. British Journal of Pharmacology,
176(23), 4434-4445,

Kudta, L., Bugno, R, Podlewska, S. Szumiec, L., Wiktorowska, k., Bojarski, A. J.
i Przewtocki, R. (2022). Comparison of an Addictive Potential of p-Opioid Receptor
Agonists with G Protein Bias: Behavioral and Molecular Modeling Studies.
Pharmaceutics, 14(1), 55.

1. Antynocyceptywne efekty PZM21, SR-14968 oraz SR-17018

PZM21

Wptyw PZM21 na wrazliwo$¢ na termiczny bodziec bélowy zbadany zostat
przy uzyciu dwoch testéw: odsuwania ogona oraz goracej ptytki (u myszy C57BL/6],
podanie ip.) Ponadto, antynocycepcja wywotana przez PZM21 zbadana zostata po
nardzeniowym (ith.) podaniu u szczuré6w Wistar. Motywowane byto to faktem, Ze
autorzy oryginalnej publikacji opisujacej odkrycie tego zwigzku sugerowali, iz PZM21
ostabia jedynie aspekty bélu mediowane przez wyzsze struktury mézgowe, a nie ma
wptywu na odruchy rdzeniowe (Manglik i in., 2016). Dzieki podaniu ith. mozliwy byt
pomiar dziatania PZM21 na poziomie rdzenia kregowego. Ponadto
antynocyceptywnag skuteczno$¢ PZMZ21 oceniono takze w  warunkach
eksperymentalnych, w ktérych podanie tego zwigzku poprzedzono podaniem
cyprodime, ktory jest selektywnym antagonistg receptora y, celem zweryfikowania

czy obserwowane efekty s3 mediowane przez ten receptor.
Wrazliwos¢ na termiczny bodziec bolowy w tescie odsuwania ogona

PZM21 podano myszom w 3 dawkach: 20, 40 i 80 mg/kg. Dodatkowe grupy

zwierzat otrzymaty sdl fizjologiczng (10ml/kg, kontrola negatywna) lub morfine
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w dawce 10 mg/kg (kontrola pozytywna). Pomiary wykonano 1, 2, 4 oraz 8 godzin po
podaniu zwigzkéw. Dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami wykazata
istotny efekt interakcji (grupa x czas: F(e,144=7,656, p<0,0001, Rycina 5). Dane
wskazujg zatem na dlugotrwate (utrzymujace sie minimum 4 godziny) oraz zalezne
od dawki ostabienie wrazliwosci na bodziec bélowy po podaniu PZM21. W tym
uktadzie doswiadczalnym morfina takze wywotywata antynocycepcje, jednak miata
ona inng dynamike - jej szczyt wystgpit 1 godzine po podaniu, natomiast

w przypadku PZM21 efekt narastat wolniej i byt najwyzszy 2 godziny po podaniu.
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Rycina 5. Antynocyceptywny efekt PZM21 w teScie odsuwania ogona.

Podanie PZM21 (20-80 mg/kg, ip.) wywotato zalezng od dawki antynocycepcje w te$cie odsuwania
ogona. Efekt morfiny (Morf) podanej w dawce 10 mg/kg, ip., uzytej jako pozytywna kontrola,
przedstawiony jest na wykresie po prawej stronie. Dane prezentowane sg jako wartosci Srednie *
SEM, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (test Dunnetta, kolory symboli odpowiadaja kolorom, ktérymi
oznaczono grupy). Wszystkie dawki PZM21 oraz morfina poréwnane zostaty do tej samej grupy
kontrolnej, tj. otrzymujace;j sdl fizjologiczna.

Wrazliwos¢ na termiczny bodziec bolowy w tescie gorqcej ptytki

W  teScie goracej plytki mierzono latencje 2 typoéw reakgc;ji:
odsuwanie/potrzgsanie tapg oraz lizanie tapy/skok, zgodnie z metodg opisang przez
Manglika i in. (2016). Zastosowano te same grupy badawcze, jak w przypadku testu
odsuwania ogona, ale z uwagi na to, ze w teScie gorgcej ptytki wystepuja procesy
zwigzane z uczeniem sie, ktore mogg wptywac na otrzymywany wynik, pomiar
wykonywano jedynie 90 minut po podaniu substancji. Otrzymane dane wykazaty, ze
zadna z dawek PZMZ21 ani morfina nie wplynety istotnie na latencje reakcji
odsuwania/potrzgsania tapa (jednoczynnikowa ANOVA: F442=2,560, p=0,0524).
Mozna zaobserwowac zalezne od dawki nasilenie antynocycepcji w grupach

traktowanych PZM21, jednak najwyzszy efekt uzyskano u myszy, ktére otrzymaty
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podanie morfiny. Odrebng analize przeprowadzono dla reakc;ji lizania tapy/skoku
(jednoczynnikowa ANOVA: F(4,42)=5,634, p=0,0010). Wykazata ona zalezng od dawki
antynocycepcje osiggajaca istotnosc¢ statystyczng dla dawki 80 mg/kg PZM21 oraz

morfiny w dawce 10 mg/kg. Wyniki przedstawiono na Rycinie 6.
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Rycina 6. Antynocyceptywny efekt PZM21 w teScie goracej plytki.

Podanie PZM21 (20-80 mg/kg, ip.) oraz morfiny (Morf; 10 mg/kg, ip.) nie wplyneto istotnie na
antynocycepcje okreslang jako latencja reakcji odsuwania/potrzasania tapa. Efekt
antynocyceptywny zaobserwowano natomiast w przypadku reakcji lizania tapy/skoku. Byta ona
istotna statystycznie dla dawki 80 mg/kg PZM21 oraz 10 mg/kg morfiny. Dane prezentowane sg
jako wartosci $rednie = SEM, *p<0,05, ***p<0,001 (test Dunnetta). Wszystkie dawki PZM21 oraz
morfina poréwnane zostaty do grupy otrzymujacej sdl fizjologiczna.

Wrazliwos¢ na termiczny bodziec bolowy w tescie odsuwania ogona po podaniu

nardzeniowym

Po pomiarze wyjsciowej wrazliwosci szczuréw w tesScie odsuwania ogona,
PZM21 (2,5, 5, 7,5 ug) podano przez katetery umieszczone podpajeczynéwkowo na
poziomie L4-L6 rdzenia kregowego. Pomiary wykonano 15, 60, 120 i 180 minut po
podaniu. Dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami wykazata istotny efekt
interakcji (grupa x czas: F(12,88=3,096, p=0,0011, Rycina 7). Dane wskazujg zatem, ze
PZM21 skutecznie ostabia wrazliwos$¢ zwierzat na bolowy bodziec termiczny poprzez
mechanizmy rdzeniowe. Nalezy mie¢ jednak na uwadze, Ze nardzeniowa droga
podania charakteryzuje sie inng dynamika wywotywanego efektu, poniewaz w tym

przypadku antynocycepcja utrzymuje sie do 2 godzin od podania.

61



Wyniki

O 84l fizj. ® PZM215 Rycina 7. Antynocyceptywne dzialanie

PZM212,5 @ PZM217,5 PZM21 w tescie odsuwania ogona po
podaniu nardzeniowym.
1001 5 ax Podanie PZM21 (2,5-7,5 pg/5 ul, ith.) wywotato

zalezng od dawki antynocycepcje w tescie
odsuwania ogona. Dane prezentowane s3g jako
wartos$ci $rednie + SEM, *p<0,05, **p<0,01 (test
Dunnetta, kolory symboli odpowiadaja kolorom,
ktérymi oznaczono grupy). Efekty PZM21 oraz
morfiny poréwnane zostaty do grupy, ktéra
otrzymata sél fizjologiczna.
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Wplyw blokady receptoréw u na antynocyceptywne dziatanie PZM21

PZM21 zostal oryginalnie opisany jako agonista receptora u (Manglik i in.,
2016), dlatego tez na ostatnim etapie tej czesci badan zbadano wptyw blokady
receptorow p przez selektywnego antagoniste tych receptoréw, cyprodime, na
antynocycepcje wywotang przez podanie PZM21 w dawce 40 mg/kg (ip.) u myszy.
Dawka agonisty zostata wybrana na podstawie testow odsuwania ogona i goracej
plytki, gdzie podanie 40 mg/kg zwigzku wywolywato antynocycepcje na poziomie
~ 50% MPE. Dawka dwukrotnie wyzsza (80 mg/kg) nie skutkowata osiggnieciem
efektu maksymalnego (100% MPE), co sugeruje tzw. efekt sufitowy (lub putapowy),
ktéry oznacza, Ze podnoszenie dawki powyzej pewnego poziomu nie jest zwigzane
z wyzsza skutecznoscig agonisty. Cyprodime (10 mg/kg) lub sél fizjologiczng (10
ml/kg) podano ip., 15 minut przed PZM21. W tescie odsuwania ogona odnotowano
istotny statystycznie efekt interakcji (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami: grupa x czas: F,72)=7,652, p<0,0001), co wskazuje na zablokowanie

wywotywanej przez PZM21 antynocycepcji (Rycina 8).
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Test goracej plytki po podaniu cyprodime i PZM21 przeprowadzono
analogicznie jak w przypadku pomiaru zaleznej od dawki antynocycepcji wywotanej
przez PZM21. Otrzymane dane wykazaty, Ze podanie cyprodime zablokowato
antynocyceptywny efekt PZM21 zaréwno w pomiarze reakcji odsuwania/
potrzasania tapg (test t-Studenta dla préb niezaleznych, t18=2,496, p=0,0225), jak tez
w przypadku reakcji lizania tapy/skoku (test t-Studenta dla prob niezaleznych,
t18=3,370, p=0,0034), co przedstawia Rycina 9.

M Sol fizj. + PZM21 40

Rycina 9. Wplyw cyprodime na antynocyceptywne
M Cyp 10 + PZM21 40

dzialanie PZM21 w teScie goracej plytki.

E1 00 Podanie cyprodime (Cyp), selektywnego antagonisty
o receptora u (10 mg/kg, ip.), 15 minut przed podaniem
Eo 80 1 PZM21 (40 mg/kg, ip.) zablokowato antynocycepcje
s, wywotang przez PZM21 mierzong za pomocg obserwacji
< 604 dwoch typdédw reakcji. Dane prezentowane sg jako wartosci
= $rednie + SEM, *p<0,05, **p<0,01 (test t-Studenta dla
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SR-14968

W przypadku SR-14968 wptyw tego agonisty na wrazliwo$¢ na termiczny
bodziec nocyceptywny zbadany zostal u myszy C57BL/6] (podania ip.), przy uzyciu
testbw odsuwania ogona oraz goracej ptytki. Doswiadczenia przeprowadzono
w sposéb analogiczny jak w przypadku PZM21, ale z uwzglednieniem innych punktéw

pomiarowych w celu uchwycenia dynamiki dziatania agonisty.
Wrazliwos¢ na termiczny bodziec bolowy w tescie odsuwania ogona

SR-14968 zostat podany myszom w 3 dawkach: 0,3, 1 i 3 mg/kg, dodatkowe
grupy zwierzat otrzymaty podanie rozpuszczalnika (10 ml/kg, kontrola negatywna)
oraz morfiny w dawce 10 mg/kg (kontrola pozytywna). Pomiary wykonano 1, 4, 8
oraz 24 godziny po podaniu zwigzkdéw. Dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami wykazata istotny statystycznie efekt interakcji (grupa x czas:
F(16,168)=5,695, p<0,0001), co oznacza wystepowanie zaleznego od dawki i czasu

pomiaru efektu antynocycepcji po podaniu SR-14968. W poréwnaniu do morfiny,
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przebieg antynocycepcji miat inng dynamike - efekt utrzymywat sie znaczaco dtuzej

(nawet do 24 godzin). Wyniki prezentuje Rycina 10.
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Rycina 10. Antynocyceptywne dzialanie SR-14968 w tescie odsuwania ogona.

Podanie SR-14968 (0,3-3 mg/kg, ip.) wywotato zalezng od dawki antynocycepcje w teScie
odsuwania ogona. Efekt morfiny (Morf) podanej w dawce 10 mg/kg, ip., uzytej jako pozytywna
kontrola, przedstawiony jest na wykresie po prawej stronie. Dane prezentowane s jako wartosci
$rednie * SEM, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (test Dunnetta, kolory symboli odpowiadajg
kolorom, ktédrymi oznaczono grupy). Wszystkie dawki SR-14968 oraz morfina poréwnane zostaty
do tej samej grupy kontrolnej, tj. otrzymujgcej rozpuszczalnik uzyty do przygotowania roztworéw
SR-14968 i morfiny. Tych samych grup kontrolnych uzyto w tescie mierzacym efekty SR-17018,
przedstawionym na Rycinie 12.

Wrazliwos¢ na termiczny bodziec bolowy w tescie gorqcej plytki

Test goracej plytki przeprowadzono 90 minut po podaniu substancji w tych
samych dawkach, jak w przypadku testu odsuwania ogona. Analiza otrzymanych
danych wykazata, ze SR-14968 wywotuje antynocycepcje definiowang przez wzrost
latencji reakcji odsuwania/potrzasania tapg (jednoczynnikowa ANOVA: F(4,42)=12,33,
p<0,0001). Antynocycepcje wykazano takze w pomiarze reakgcji lizania fapy/skoku
(jednoczynnikowa ANOVA: F442)=11,85, p<0,0001). Analiza post-hoc wskazata, ze
w przypadku obu reakcji efekt antynocycepcji osiggnal poziom istotnosci
statystycznej dla dawek 1 i 3 mg/kg SR-14968. W tych warunkach doswiadczalnych
nie wykazano antynocyceptywnej skutecznosci morfiny. Wyniki testu przedstawia

Rycina 11.
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Rycina 11. Antynocyceptywne dzialanie SR-14968 w tescie goracej plytki.

Podanie SR-14968 (0,3-3 mg/kg, ip.) w sposéb zalezny od dawki wywotato antynocycepcje
w pomiarze reakcji odsuwania/potrzgsania tapa. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku reakcji
lizania tapy/skoku. Nie odnotowano natomiast istotnej statystycznie antynocycepcji wynikajacej
z podania morfiny (Morf; 10 mg/kg, ip.). Dane prezentowane sg jako warto$ci $rednie + SEM, **p<0,01,
*#*p<0,001 (test Dunnetta). Wszystkie dawki SR-14968 oraz morfina poréwnane zostaty do grupy
otrzymujacej rozpuszczalnik uzyty do przygotowania roztwordw. Tych samych grup kontrolnych uzyto

w teScie mierzacym efekty SR-17018, przedstawionym na Rycinie 13.

SR-17018

Antynocyceptywne dziatanie SR-17018 zbadano analogicznie jak efekty SR-
14968. Wykorzystano testy odsuwania ogona i goracej ptytki, ktére przeprowadzono
u myszy C57BL/6] (podania ip.).

Wrazliwos¢ na termiczny bodziec bolowy w tescie odsuwania ogona

Efekty SR-17018 zostaty przebadane w tym samych schemacie jak
w przypadku SR-14968, jednak zastosowano dawki 8, 24 i 48 mg/kg. Wyniki
otrzymane w te$cie odsuwania ogona réwniez wykazaty zalezng od dawki i czasu
pomiaru antynocycepcje wywotang przez tego agoniste (dwuczynnikowa ANOVA
z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji (grupa x czas: F(16,176)=12,20, p<0,0001)).
Podobnie jak w przypadku SR-14968 efekt byt dtugotrwaty, utrzymywat sie nawet
powyzej 24 godz. (Rycina 12).
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Rycina 12. Antynocyceptywne dzialanie SR-17018 w tescie odsuwania ogona.

Podanie SR-17018 (8-24 mg/kg, ip.) wywotalo zalezng od dawki antynocycepcje w tescie
odsuwania ogona. Efekt podania morfiny (Morf; 10 mg/kg, ip.), uzytej w roli pozytywnej kontroli,
przedstawiono na wykresie po prawej stronie. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie + SEM,
**p<0,01, ***p<0,001 (test Dunnetta, kolory symboli odpowiadajag kolorom, ktérymi oznaczono
grupy). Wszystkie dawki SR-17018 oraz morfina poréwnane zostaty do tej samej grupy kontrolne;j,
tj. otrzymujacej rozpuszczalnik uzyty do przygotowania roztworéw SR-17018 i morfiny. Tych
samych grup kontrolnych uzyto w te$cie mierzacym efekty SR-14968, ktérego wyniki przedstawia
Rycina 10.

Wrazliwos¢ na termiczny bodziec bolowy w tescie gorqgcej ptytki

Antynocyceptywny efekt SR-17018 zaobserwowano takze w teScie goracej
plytki. Analiza statystyczna wykazata wywotany przez SR-17018 wzrost latencji
reakcji odsuwania/potrzgsania tapa (jednoczynnikowa ANOVA: F(444=5,318,
p=0,0014), a takze reakcji lizania tapy/skoku (jednoczynnikowa ANOVA:
F4,449=9,312, p<0,0001). Testy post-hoc wykazaty, ze w przypadku pierwszego typu
reakcji efekt byt statystycznie istotny dla dawek 24 i 48 mg/kg oraz jedynie dla dawki
48 mg/kg w przypadku reakcji drugiego typu. Nie zaobserwowano statystycznie

istotnego efektu dziatania morfiny. Wyniki przedstawiono na Rycinie 13.
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Rycina 13. Antynocyceptywne dzialanie SR-17018 w tesScie goracej plytki.

Podanie SR-17018 (8-24 mg/kg, ip.) w sposob zalezny od dawki wywotato antynocycepcje
w pomiarze reakcji odsuwania/potrzasania tapa. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku
reakcji lizania fapy/skoku. Nie odnotowano natomiast istotnej statystycznie antynocycepcji
wynikajacej z podania morfiny (Morf; 10 mg/kg, ip.). Dane prezentowane sg jako wartosci Srednie *
SEM, **p<0,01, ***p<0,001 (test Dunnetta). Wszystkie dawki SR-17018 oraz morfina poréwnane
zostaty do grupy otrzymujacej rozpuszczalnik uzyty do przygotowania roztworéw. Tych samych
grup kontrolnych uzyto w te$cie mierzacym efekty SR-14968, ktérego wyniki przedstawia Rycina 11.

Podsumowanie - dawki EDso badanych agonistow

PZM21, SR-14968 i SR-17018 wywolywaty zalezng od dawki, dtugotrwatg
antynocycepcje. Na podstawie danych otrzymanych w te$cie odsuwania ogona

obliczono wysoko$¢ dawki EDso. Wyniki obliczen przedstawia Tabela 5.

Tabela 5. Dawki EDso badanych agonistow.

PZM21* SR-14968* * SR-17018**
EDso (CL 95%) 37,37 0,61 14,13
(31,62+44,18) (0,53+0,7) (12,6£15,8)

Obliczenia przeprowadzono na podstawie danych uzyskanych w tescie odsuwania ogona po podaniu
substancji ip. w punkcie czasowym, w ktérym antynocyceptywny efekt agonisty byt najwyzszy.
* 1 godzina po podaniu, ** 2 godziny po podaniu
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2. Potencjal uzalezniajacy PZM21, SR-14968 i SR-17018

PZM21

Uzalezniajacy potencjat PZM21 zostal przebadany z uwzglednieniem wplywu
tego agonisty na rozwdj tolerancji na dziatanie antynocyceptywne i zalezno$ci
fizycznej przejawiajacej sie zespotem odstawienia, a takze efektow lokomotorycznych

tego zwiazku, wlasciwosci nagradzajacych i wzmacniajacych.
Tolerancja na dziatanie antynocyceptywne

Tolerancja na dziatanie antynocyceptywne w trakcie wielokrotnych podan
PZM21 zostata zbadana przy uzyciu testu odsuwania ogona. Zwierzetom podawano
ip. PZM21 (20, 40, 80 mg/kg), morfine (10 mg/kg) lub sél fizjologiczng (10 ml/kg)
przez 7 kolejnych dni. Pomiar wrazliwosci na bodziec bélowy przeprowadzono w 1,
3, 5 oraz 7 dniu doswiadczenia, 1 godzine po podaniu substancji. Dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami wykazata istotny statystycznie efekt interakcji
(grupa x czas: F12,117)=3,004, p=0,0011), wskazujac na rozwoj tolerancji w przebiegu
chronicznych podan substancji. Tolerancja na antynocycepcje w grupie myszy
otrzymujacych PZM21 w dawce 40 mg/kg osiggneta znamiennos$¢ statystyczng juz
w 3 dniu podan, efekt poglebiat sie wraz z uptywem czasu i w 7 dniu eksperymentu

byt istotny dla wszystkich grup eksperymentalnych (Rycina 14).

OS¢l fizj. ® PZM21 40 Rycina 14. Tolerancja na antynocyceptywne

100 @ Morf 10 Wielokrotne (1 raz dziennie przez 7 dni) podania
80 kk %k * PZM21 (20-80 mg/kg, ip.) oraz morfiny (Morf; 10
* ;':3: mg/kg, ip.) skutkowaly rozwojem tolerancji na

60 wywotywang przez tych agonistéw antynocycepcje,

ktérg mierzono za pomocg testu odsuwania ogona,
40 1 godzine po podaniu substancji. Dane prezentowane
20 sg jako wartos$ci Srednie + SEM, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 (test Dunnetta, kolory symboli

fest odsuwania ogona [% MPE]

o4 U odpowiadajg kolorom, ktérymi oznaczono grupy).

Analize statystyczng przeprowadzono poréwnujgc

-20 T T T T zmiane efektu wewnatrz kazdej grupy wzgledem
1 3 5 7 [dni]  pierwszego dnia doswiadczenia.

Zaleznos¢ fizyczna i zespot odstawienia precypitowany naloksonem

Zaleznos$¢ fizyczna od PZM21 zostata zmierzona za pomoca obserwacji

objawow odstawienia precypitowanego podaniem naloksonu (4 mg/kg, ip.) u myszy,
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ktéorym uprzednio wielokrotnie podawano ip. PZM21 (20, 40, 80 mg/kg), morfine
(10 mg/kg) lub sdl fizjologiczng (10 ml/kg). Schemat doswiadczenia przedstawia
Rycina 15a. Obserwacja objawow odstawienia wykazata istotny statystycznie wzrost
symptomoéw Swiadczacych o zespole odstawienia w grupie myszy chronicznie
otrzymujacych PZM21 w dawce 80 mg/kg lub morfine (jednoczynnikowa ANOVA:
F,51)=15,33, p<0,0001, Rycina 15b). Te same grupy zwierzat prezentowaty takze
znamienny statystycznie wzrost liczby skokéw, uwazanych za najbardziej typowy
objaw odstawienia u myszy (jednoczynnikowa ANOVA: F451)=35,98, p<0,0001,
Rycina 15c). Przeanalizowano takze zmiany masy ciata wewnatrz kazdej z grup
doswiadczalnych w celu oceny wptywu chronicznych podan substancji na ogdlny stan
zdrowia zwierzat. Istotny statystycznie spadek masy ciata odnotowano jedynie
w grupie zwierzat chronicznie traktowanych morfing (jednoczynnikowa ANOVA:

F(451=6,212, p=0,0004, Rycina 15d).

(a)
O Solfizj.  WPZM2140 Morf 10
PZM21 20 = PZM21 80
Dni 1-5 Dzien 6
podanie substancji jednorazowe
2 razy dziennie podanie substanciji
| | | | | +3h  NLX 15min obserwacja objawow
| | | | | | 4 mg/kg > odstawienia
1 2 3 4 5 6
(b) (c) (d)
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Rycina 15. Zaleznos$¢ fizyczna i zespol odstawienia precypitowanego naloksonem
po chronicznych podaniach PZM21.

(@) Myszom wielokrotnie podawano (ip.) PZM21 (20-80 mg/kg), morfine (Morf; 10 mg/kg) lub s6l
fizjologiczng zgodnie z przedstawionym schematem. Po precypitacji odstawienia przez podanie
naloksonu (NLX, 4 mg/kg, ip.) zaobserwowano (b) wzrost tagcznego efektu odstawienia oraz (c) wzrost
liczby skokéw umyszy z grup otrzymujacych PZM21 w dawce 80 mg/kg lub morfine. (d) Jedynie
umyszy z grupy otrzymujacej morfine odnotowano spadek masy ciata. Dane prezentowane s3 jako
wartosci $rednie + SEM, *p<0,05, ***p<0,001 (test Dunnetta). Grupy otrzymujace PZM21 lub morfine
poréwnano do myszy, ktérym podawano sdl fizjologiczna.
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Aktywnos¢ lokomotoryczna po jednorazowych i wielokrotnych podaniach

Nasilenie aktywnoSci lokomotorycznej i sensytyzacja lokomotoryczna sa
typowymi efektami podan agonistow receptora p u myszy szczepu C57BL/6], ktore
zwigzane s3 z uzalezniajagcymi wiaSciwosciami tych agonistow. Dlatego w kolejnym
etapie zbadano efekty podan PZM21 (20, 40 i 80 mg/kg) oraz morfiny (10 mg/kg)
i soli fizjologicznej (10ml/kg) na aktywno$¢ lokomotoryczng myszy, a takze

potencjalng sensytyzacje tego efektu i jego ekspresje po okresie inkubaciji.

Na poczatku aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat zmierzono po
jednorazowym podaniu wszystkich substancji. Podania substancji - PZM21, morfiny
i soli fizjologicznej poprzedzono adaptacja myszy do klatek wyposazonych
w fotokomorki mierzace ich aktywnos$¢. Nastepnie zwierzeta otrzymywaty podania
odpowiednich substancji, a pomiar aktywnosci trwat kolejne 2 godziny. Wyniki tego
etapu doswiadczenia przedstawiono na Rycinie 16. W celu zobrazowania przebiegu
aktywnosci lokomotorycznej dane przedstawiono w sposob pogladowy prezentujac
je w 10-minutowych odstepach czasowych. Dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami wykazata istotny statystycznie efekt interakcji (grupa x czas:
F44,462)=4,448, p<0,0001), wskazujac na wystepowanie miedzygrupowych réznic
w zakresie poziomu aktywnos$ci lokomotorycznej w réznych punktach czasowych
(Rycina 16a). Sumaryczny wskaznik aktywno$ci lokomotorycznej zwierzat w ciaggu
2 godzin takze wskazat istotne réznice w aktywnos$ci zwierzat (jednoczynnikowa
ANOVA: F4,42)=16,50, p<0,0001, Rycina 16b), jednak analiza post-hoc wykazata, ze
w odréznieniu od morfiny, zadna z badanych dawek PZM21 nie wptyneta na nasilenie

aktywnosci lokomotorycznej myszy wzgledem grupy kontrolnej.

Ten sam schemat do$wiadczenia kontynuowano przez kolejne dni, aby
zaobserwowac efekty badanych substancji podczas podan wielokrotnych. Analiza
danych (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami) wykazata istotny
statystycznie efekt interakcji (grupa x czas: F(24.252)=4,298, p<0,0001), co Swiadczy
o zaleznych od czasu zmianach w aktywnosci lokomotorycznej badanych grup
(Rycina 17). Analiza post-hoc pozwala jednak stwierdzi¢, ze istotny statystycznie
wzrost aktywnosci lokomotorycznej w trakcie eksperymentu dotyczy jedynie grupy
otrzymujacej morfine. Po uptywie kolejnych 8 dni, podczas ktorych zwierzeta nie

otrzymywaty zadnych substancji (okres inkubacji), przeprowadzono pomiar
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ekspresji sensytyzacji po ponownym podaniu zwigzkoéw. Uzyskane wyniki wskazujg,
ze efekt jest znamienny dla myszy z grup otrzymujgcych PZM21 w dawce 80 mg/kg
i morfine (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji
(grupa x czas: F4,42)=30,16, p<0,0001)). Dane uzyskane w eksperymencie wskazujg
zatem, ze w odroznieniu od efektow morfiny, jednorazowe podanie PZM?21 nie nasila
istotnie aktywnoSci lokomotorycznej zwierzat, a wielokrotne podania agonisty nie
powoduja rozwoju sensytyzacji lokomotorycznej. Najwyzsza dawka PZM21 uzyta w

badaniach wywotuje natomiast nasilong ekspresje aktywnosci po okresie inkubacji.

(a) (b)

O Sl fizj. ® PZM21 40 [ Sol fizj.. . PZM21 40
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Rycina 16. Aktywnos$¢ lokomotoryczna po jednorazowym podaniu PZM21.

(a) Zwierzeta przez 30 minut adaptowano do klatek, a nastepnie podano im substancje (ip.):
PZM21 (20-80 mg/kg), morfine (Morf; 10 mg/kg) lub sdl fizjologiczna, po czym aktywnosc¢
mierzono przez kolejne 2 godziny w 10-minutowych odstepach. (b) Catkowita aktywnosé
lokomotoryczna myszy w ciggu 2 godzin byla nasilona w sposéb istotny statystycznie jedynie
w grupie zwierzat, ktére otrzymaty morfine. Dane prezentowane sg jako warto$ci $rednie + SEM,
*#*p<0,001 (test Holma-Sidaka, poréwnanie do grupy myszy, ktérym podano sél fizjologiczna). Dla
przejrzystosci prezentowanych danych nie oznaczono istotnos$ci efektéw na wykresie
przedstawiajacym przebieg czasowy aktywnosci lokomotorycznej badanych grup.
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O Sol fizj. @ PZM21 40 Rycina 17. Aktywnos$¢ lokomotoryczna
PZM2120 @ PZM2180 w przebiegu wielokrotnych podan PZM21.

%103 ‘® Morf 10 Zwierzeta otrzymywaty podania (ip.) PZM21 (20-80
S 207 mg/kg), morfiny (Morf, 10 mg/kg) lub soli
0 sk fizjologicznej, po czym ich aktywno$¢ mierzono przez
% ] sk %% 2 godziny przez 6 kolejnych dni oraz dodatkowo po 8-
E 15 *% dniowym okresie inkubacji. Jedynie u myszy
L otrzymujgcych morfine rozwinela sie sensytyzacja
‘g 104 lokomotoryczna. Ekspresja sensytyzacji po okresie
9 inkubacji byta znamienna dla grup, ktérym podawano
N morfine oraz PZM21 w dawce 80 mg/kg. Dane
% o prezentowane s3a jako wartosci $rednie + SEM,
<« '** *#p<0,01, ***p<0,001 (test Sidaka, kolory symboli
2 O_m_/z ] odpowiadaja kolorom, ktérymi oznaczono grupy).

_ Analize statystyczng przeprowadzono poréwnujac
123 456 14 [dni]  zmiane efektu wewnatrz kazdej grupy wzgledem
pierwszego dnia doswiadczenia (do dnia 6),
natomiast  ekspresje  sensytyzacji  obliczono
porownujac aktywno$¢ wewnatrz kazdej grupy z dnia
6 do dnia 14.

Warunkowana preferencja miejsca

Do oceny nagradzajgcego potencjalu PZM21 wykorzystano paradygmat
warunkowanej preferencji miejsca, w ktérym zbadano wptyw podan ip. PZM21 (20,
40 i 80 mg/kg), morfiny (10 mg/kg) i soli fizjologicznej (10 ml/kg) na powstanie
preferencji do kontekstu skojarzonego z podaniem substancji potencjalnie
nagradzajacej. Otrzymane dane wykazaly, ze jedynie myszy z grupy otrzymujgce;j
morfine wyksztatcily preferencje wzgledem kontekstu skojarzonego z jej podaniami
(jednoczynnikowa ANOVA: F(445=9,159, p<0,0001, Rycina 18). Zgodnie z analiza
post-hoc, Zadna z dawek PZM21 nie wywotata preferencji miejsca u myszy. Najwyzsza
badana dawka PZM21 wykazuje natomiast stabe dziatanie awersyjne. Jest to efekt
znamienny statystycznie w przypadku poréwnania efektéw tej dawki do grupy
otrzymujacej sél fizjologiczng (test t-Studenta dla proéb niezaleznych, t18=2,626,
p=0,0171). Wyniki uzyskane w tym doswiadczeniu wskazuja zatem, ze PZM21 nie ma
dziatania nagradzajacego, a w dawce 80 mg/kg moze posiada¢ wtasciwosci

awersyjne.
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L Eg:\}lc'ﬂ 20 : IE%M%] gg Rycina 18. Dzialanie PZM21 w tescie

B Morf 10 warunkowanej preferencji miejsca.
o, Myszy  poddano  procedurze  warunkowanej
@ 6001 preferencji miejsca, w ktorej otrzymywaty podania
B2 k% (ip.) PZM21 (20-80 mg/kg), morfiny (Morf; 10 mg/kg)
'qé 4004 lub soli fizjologicznej (podczas warunkowan
— kontrolnych wszystkie grupy otrzymywaty podania
Lc? 200 soli fizjologicznej). Preferencja miejsca wyksztalcita
o sie jedynie u myszy otrzymujacych morfine.PZM21 nie
..g 0- miat w tych warunkach dziatania nagradzajacego.
s Dane prezentowane sg jako wartos$ci $rednie + SEM,
Q200+ **p<0,01 (tgst Dunne:tta). Wszystkie dawki PZM21
8 oraz morfma, poréwnane zostaly do grupy
g 400 otrzymujgcej sél fizjologiczna.

Dozylne samopodawanie substancji i jej poszukiwanie w okresie abstynencji

Na kolejnym etapie badan uzalezniajacy potencjat PZM21 zbadano w modelu
dozylnego samopodawania substancji. Umozliwito to ocene wpltywu PZM21 na
wywotywanie pozytywnego wzmocnienia, czyli typowego efektu substancji
uzalezniajacych. Szczury przez 10 kolejnych dni, podczas 2-godzinnych ses;ji
w Kklatkach Skinnera, samopodawaty sobie PZM21 (0,05 lub 0,5 mg/kg/infuzje),
oksykodon (0,06 mg/kg/infuzje) lub so6l fizjologiczng (0,0125 ml/infuzje).
Jednorazowa infuzja substancji wymagata nacis$niecia aktywnej dZwigni, co wigzato
sie dodatkowo z prezentacja bodZcow warunkowych (dzwieku i Swiatetka).
Otrzymane dane wskazaty, Zze wraz z uptywem czasu, liczba infuzji na sesje rosta
jedynie w grupie szczuréw samopodajacych sobie oksykodon, natomiast u szczurow
samopodajacych sobie PZM21 nie réznita sie w sposoéb istotny statystycznie od
zwierzat kontrolnych (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt
interakcji (grupa x czas: F(27,279=2,697, p<0,0001, Rycina 19a). Innym wskazZnikiem
rozwoju samopodawania jest postep w zakresie dyskryminacji miedzy dzwignia
aktywnag a nieaktywng - wzmacniajgce efekty substancji wigzg sie ze wzrostem
w czasie liczby naci$nie¢ dZwigni aktywnej, ale nie nieaktywnej. Tréjczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami wykazata istotny statystycznie efekt interakcji
(grupa x czas x rodzaj dzwigni: F(27558)=2,88, p<0,0001, Rycina 19b i 19c¢), jednak
zgodnie z analizg post-hoc, jedynie szczury z grupy samopodajgcej sobie oksykodon,
poczawszy od dnia 5, istotnie czeSciej naciskaty dzwignie aktywna niz nieaktywna.
Opisane dane wskazuja, Ze wzmacniajgce efekty na zachowanie zwierzat miat

oksykodon, podczas gdy zadna z dawek PZM21 nie miata dziatania wzmacniajacego.
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Po zakonczeniu pierwszej czeSci doswiadczenia, szczury poddano
wymuszonej abstynencji. Po uptywie 3 dni umieszczono je ponownie w klatkach
Skinnera i zmierzono wskazniki Swiadczace o poszukiwaniu substancji. W tych
warunkach nacis$niecie aktywnej dZzwigni nie skutkowato infuzjg, lecz prezentacjg
bodZcéw warunkowych, uprzednio skojarzonych z dziataniem samopodawanej
substancji. Otrzymane dane wskazaty, ze jedynie szczury z grupy oksykodonowej
wykonaty istotnie wiecej naci$nie¢ dZzwigni aktywnej niz nieaktywnej, co jest
wskaznikiem gtodu substancji i jej poszukiwania w okresie abstynencji
(dwuczynnikowa ANOVA: efekt interakcji (grupa x rodzaj dzwigni: F358=10,81,
p<0,0001, Rycina 20). Podobny efekt nie miat miejsca w grupach samopodajacych
sobie PZM21, co  wskazuje na  brak  poszukiwania  substancji
w trakcie wymuszonej abstynenciji.

(a) (b)

O Sal fizj. ®PZM210,5
PZM21 0,05 @ Oxy 0,06
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501 ~og 507
= 401 23 407
=} <N
c i * ** 0°
= 30 —_— @'z 307
g * cg
N 20+ * _‘ég 201
10 2% 10-
0 T T \-l/ T T L L T T 1 O ] ] ] T 1 L] 1 1 L L] .
1234567 8 910[dni] 1234567 8910([dni]
Rycina 19. Efekty PZM21 w procedurze
( C ) dozylnego samopodawania substancji.
Szczury trenowano w Kklatkach Skinnera,
w ktérych znajdowata sie dzwignia aktywna,
60- ktérej nacisniecie skutkowato dozylng infuzjg
= substancji oraz dzwignia nieaktywna, ktdrej
0O 50 nacis$niecie nie miato konsekwencji. (a) Szczury
%"E z grupy samopodajgcej sobie oksykodon (Oxy;
0o 404 0,06 mg/kg/infuzje) dostarczatly sobie wiekszej
8T liczby infuzji w trakcie kolejnych dni
gg 301 do$wiadczenia. Liczba infuzji w grupach
.DE" 20- samopodajacych sobie PZM21 (0,05 i 0,5
E) [ mg/kg/infuzje) lub so6l fizjologiczng nie
_-g 10- wzrastala istotnie wraz z kolejnymi sesjami.
(b-c) Szczury z grupy samopodajacej sobie
0 oksykodon wykonywaly istotnie wiecej

1234567 8 9 10 [dni] naci$nie¢ dzwigni aktywnej niz nieaktywnej.

Zwierzeta z pozostalych grup wykonywatly zblizong liczbe naci$nie¢ obu dzwigni. Dane
prezentowane s3 jako wartosci $rednie + SEM, *p<0,05, **p<0,01 (test Dunnetta). W (a) analize
statystyczng przeprowadzono poréwnujac zmiane efektu wewnatrz kazdej grupy wzgledem
pierwszego dnia doswiadczenia, natomiast w (b-c) analizowano réznice miedzy liczbg naci$niec
dzwigni aktywnej a nieaktywnej wewnatrz kazdej grupy kazdego dnia.
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01 34l fizj. m PZM210.5 Rycina 20. Poszukiwanie substancji w okresie
PZM210,05 ®® oOxy 0,06 wymuszonej abstynencji od PZM21.

60 - Szczury umieszczono w klatkach Skinnera i pozwolono
= *kk na naciskanie dzZwigni, jednak naci$niecie dZwigni
@ 501 aktywnej nie skutkowato infuzjg substancji. Pomimo
= tego, szczury z grupy samopodajacej sobie uprzednio
S 40- oksykodon (Oxy; 0,06 mg/kg/ infuzje) wykonywaty
8. istotnie wiecej nacis$nie¢ dZwigni aktywnej niz
= 301 nieaktywnej, co $wiadczy o gtodzie substancji i jej
N poszukiwaniu. W grupach PZM21 (0,05 i 0,5
8 201 mg/kg/infuzje) i soli fizjologicznej (0,0125 ml/infuzje)
< liczba reakcji wobec dZwigni aktywnej i nieaktywnej nie
8 10+ |l| réznita sie istotnie. Dane prezentowane sg jako wartosci
E 0 o= $rednie + SEM, ***p<0,001 (test Dunnetta). W analizie
- UTEC ©0 ©O ©O statystycznej poréwnywano liczbe reakcji wobec

Eg g § Eg Eg dzwigni aktywnej a nieaktywnej wewnatrz kazdej
22 o2 o2 22 grupy.
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SR-149681 SR-17018

Uzalezniajagcy potencjat SR-14968 i SR-17018 zostat przebadany
z uwzglednieniem rozwoju tolerancji na ich dzialanie antynocyceptywne, a takze
wpltywu na wystepowanie zaleznos$ci fizycznej przejawiajacej sie zespotem
odstawienia. Zbadano ponadto wptyw tych substancji na aktywno$¢ lokomotoryczng
po podaniu jednorazowym i w trakcie podan wielokrotnych oraz ich potencjalne
dziatanie nagradzajace. Do tego etapu badan wybrano pojedyncze dawki obu
zwigzkéw. W przypadku SR-14968 testowano dawke 1 mg/kg (z wyjatkiem
doswiadczenia, w ktérym badano wplyw agonisty na zalezno$¢ fizyczna, gdzie
z obawy przed zlym stanem zdrowia zwierzat w trakcie chronicznych podan
zdecydowano podawa¢ im dawke 0,3 mg/kg), natomiast SR-17018 badany byt

w dawce 24 mg/kg. Uzasadnienie tej decyzji zawarto w Dyskusji.

Tolerancja na dziatanie antynocyceptywne

Tolerancja na dziatanie antynocyceptywne SR-14968 i SR017018 w trakcie
wielokrotnych podan zostala zbadana przy wykorzystaniu testu odsuwania ogona.
Zwierzeta otrzymywaty (ip.) SR-14968 (1 mg/kg), SR-17018 (24 mg/kg), morfine (10
mg/kg) lub rozpuszczalnik (10 ml/kg) przez 7 kolejnych dni. Pomiar wrazliwos$ci na
bodziec bdlowy przeprowadzono w 1, 3, 5 oraz 7 dniu trwania doSwiadczenia,
1 godzine po podaniu zwigzkow. Dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi

pomiarami wykazata istotny statystycznie efekt interakcji (grupa x czas:
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F(9,105)=5,463, p<0,0001), wskazujac na rozwdj tolerancji w trakcie chronicznych
podan substancji. Analiza post-hoc pozwala jednak stwierdzi¢, ze w przypadku obu
agonistow SR rozwoj tolerancji jest op6Zniony, gdyz w grupie myszy traktowanych
morfing tolerancja pojawita sie juz w 3 dniu do$Swiadczenia, natomiast w grupach

otrzymujgcych agonistow SR efekt tolerancji osiggnat znamienno$¢ statystyczng

w 5/7 dniu eksperymentu (Rycina 21).

O Rozpuszcz. @ SR-17018 24 Rycina 21. Tolerancja na antynocyceptywne

E ® SR-149681 @ Morf 10 dzialanie SR-14968 i SR-17018.

= 100 = Wielokrotne (1 raz dziennie przez 7 dni), podania
E SR-14968 (1 mg/kg, ip.), SR-17918 (24 mg/kg, ip.)
© 80 - oraz morfiny (Morf; 10 mg/kg, ip.) wywotaty rozwdj
8 tolerancji antynocyceptywnej w te$cie odsuwania
S 60 ogona, ktéry przeprowadzano 1 godzine po podaniu
® *% * substancji. W grupie otrzymujacej SR-14968
'g 40 % %%k tolerancja osiggneta znamienno$¢ statystyczng w 5
= *%* dniu doswiadczenia, a w grupie SR-17018
P = w ostatnim dniu pomiaréw. Dane prezentowane s3
3 0- jako wartosci $rednie # SEM, *p<0,05, **p<0,01,
3 ***p<0,001 (test Dunnetta, kolory symboli
2 .20 , , I I odpowiadajg kolorom, ktérymi oznaczono grupy).

1 3 5 7 [dni] Analize statystyczng przeprowadzono poréwnujgc
zmiane efektu wewnatrz kazdej grupy wzgledem
pierwszego dnia doswiadczenia.

Zaleznos¢ fizyczna i zespot odstawienia precypitowany naloksonem

Zaleznos¢ fizyczna od SR-14968 oraz SR-17018 zostata oceniona za pomoca
pomiaru objawéw odstawienia precypitowanego podaniem naloksonu (4 mg/kg)
myszom, ktéorym chronicznie podawano SR-14968 (0,3 mg/kg), SR-17018 (24
mg/kg), morfine (10 mg/kg) lub rozpuszczalnik (10 ml/kg). Wszystkie podania
wykonywano ip. Schemat dos$wiadczenia przedstawiono na Rycinie 22a. Pomiar
objawéw odstawienia wykazat istotny statystycznie wzrost symptomoéow
$wiadczacych o zespole odstawienia w grupach myszy chronicznie otrzymujacych SR-
14968, SR-17018 oraz morfine (jednoczynnikowa ANOVA: F335=65,99, p<0,0001,
Rycina 22b). W tych samych grupach odnotowano takze istotny statystycznie wzrost
liczby skok6éw, uznawanych za najbardziej typowy i powszechny objaw odstawienia
u myszy (test Kruskala-Wallisa: H3)=31,33, p<0,0001, Rycina 22c). Analiza zmiany
masy ciala wewnatrz kazdej z grup doswiadczalnych, majaca na celu ocene wptywu
chronicznych podan substancji na ogoélny stan zdrowia zwierzat, wykazata istotny

statystycznie spadek masy ciata w grupach otrzymujacych agonistow SR i morfine

76



Wyniki

(jednoczynnikowa ANOVA: F335=38,18, p<0,0001, Rycina 22d). Objawy
odstawienia byty wyjatkowo nasilone w grupie zwierzat otrzymujacych SR-14968, co
$wiadczy o silnym potencjale uzalezniajagcym tego agonisty, nawet w bardzo niskich

dawkach.

(a)
O Rozpuszcz. W SR-17018 24
SR-14968 0.3 & Morf 10
Dni 1-5 Dzien 6
podanie substancji jednorazowe
2 razy dziennie podanie substancji
| | | ‘ | | *8h NLX 15min obserwacja objawow
| | | | | = 4mglkg — >  odstawienia
1 2 3 4 5 6
(b) (c) (d)
15+ 100 0
£ 5
(0] -
g . 80 £ -
% 10 ) ©
2 % 60- >
S 2 8 o-
Ko} I Sy 8 40+ k¥ % © *hk
o 5] L N o &
> £ 8 3
c 20 £ -
) N Fk K
g —_
0- 0- -4

Rycina 22. Zaleznos$¢ fizyczna i zespol odstawienia precypitowanego naloksonem
po chronicznych podaniach SR-14968 i SR-17018.

(a) Myszom wielokrotnie podawano (ip.) SR-14968 (0,3 mg/kg), SR-17018 (24 mg/kg), morfine
(Morf; 10 mg/kg) lub rozpuszczalnik zgodnie z przedstawionym schematem. Po precypitacji
odstawienia za pomocg podania naloksonu (NLX; 4 mg/kg, ip.) zaobserwowano (b) wzrost
tacznego efektu odstawienia oraz (c) wzrost liczby skokéw u myszy otrzymujacych agonistéw SR
oraz morfine Odstawienie byto szczegélnie nasilone u myszy z grupy SR-14968. (d) W tych samych
grupach odnotowano spadek masy ciata wynikajacy z chronicznych podan substancji. Dane
prezentowane s3 jako wartoéci Srednie + SEM, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ((b i d) test
Dunnetta, (c) test Dunna), grupy otrzymujace SR-14968, SR-17018 oraz morfine poréwnano do
grupy myszy, ktérym podawano rozpuszczalnik.

Aktywnos¢ lokomotoryczna po jednorazowych i wielokrotnych podaniach

W kolejnym etapie badan ocenie poddano efekty podan SR-14968 (1 mg/kg),
SR-17018 (24 mg/kg) oraz substancji kontrolnych, morfiny (10 mg/kg)
i rozpuszczalnika (10ml/kg), na aktywno$¢ lokomotoryczna myszy. Na poczatku
aktywnoS$¢ zwierzat zmierzono po jednorazowym podaniu substancji, ktore
poprzedzono adaptacjg myszy do klatek, podobnie jak w przypadku doswiadczenia

z wykorzystaniem PZM21. Nastepnie zwierzeta otrzymaty podania odpowiednich
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substancji, a pomiar trwat kolejne 2 godziny. Wyniki tego etapu do$wiadczenia
przedstawia Rycina 23. Aby zobrazowac przebieg aktywnos$ci lokomotorycznej dane
przedstawiono w sposob pogladowy przedstawiajac je w 10-minutowych odstepach
czasowych. Odnotowano miedzygrupowe roznice poziomie aktywnoSci
lokomotorycznej w réznych punktach czasowych (dwuczynnikowa ANOVA
z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji (grupa x czas: F(33396)=12,79, p<0,0001,
Rycina 23a). Sumaryczny wskaznik aktywnosci lokomotorycznej w ciggu 2 godzin
takze wskazatl istotne roznice w aktywnos$ci myszy (jednoczynnikowa ANOVA:
Fi36=11,29, p<0,0001, Rycina 23b). Analiza post-hoc wykazata, Ze w nasilenie
aktywnosci lokomotorycznej byto istotne w grupach, ktére otrzymaty podania SR-

14968 lub morfiny.

(a) (b)

O Rozpuszcz. @ SR-17018 24 3 Rozpuszcz. I SR-17018 24
® SR-14968 1 @ Morf 10 I SR-14968 1 M Morf 10
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Rycina 23. Aktywnos$¢ lokomotoryczna po jednorazowych podaniach SR-14968
iSR-17018.

(a) Zwierzeta przez 30 minut adaptowano do klatek, a nastepnie podano im substancje (ip.):
SR-14968 (1 mg/kg), SR-17018 (24 mg/kg), morfine (Morf; 10 mg/kg) lub rozpuszczalnik, po czym
aktywno$¢ mierzono przez kolejne 2 godziny w 10-minutowych odstepach. (b) Catkowita
aktywnos¢ lokomotoryczna myszy w ciggu 2 godzin byta nasilona w sposéb istotny statystycznie
w grupach, ktore otrzymaty SR-14968, SR-17018 lub morfine. Dane prezentowane sg jako wartosci
$rednie + SEM, ***p<0,001 (test Holma-Sidaka, poréwnanie do grupy myszy, ktore otrzymaty
rozpuszczalnik). Dla przejrzystosci prezentowanych danych nie oznaczono istotnosci efektéw na
wykresie przedstawiajgcym przebieg czasowy aktywnosci lokomotorycznej badanych grup.

Ten sam schemat podan i pomiary kontynuowano podczas kolejnych dni, aby
okresli¢ zmiany aktywnosSci lokomotorycznej w czasie. Analiza danych
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami) wykazata istotny statystycznie
efekt interakcji (grupa x czas: F(1s245=2,583, p=0,0006), co wskazuje na zalezne od

czasu zmiany w aktywnosci lokomotorycznej w badanych grupach (Rycina 24a).
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Zaobserwowano jednak zaskakujgcy kierunek zmian - w grupie SR-14968 aktywno$¢
lokomotoryczna ulegla tolerancji, podczas gdy zadnych istotnych zmian nie
odnotowano u myszy otrzymujacych podania SR-17018 lub morfiny. Po 8 dniach
inkubacji przeprowadzono pomiar ekspresji aktywnosci lokomotorycznej, ktérego
wyniki wskazuja, na bardzo wysoka ekspresje aktywnosci w grupie SR-14968
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji (grupa x czas:
F3,70=6,093, p=0,0010)). Wyniki otrzymane w eksperymencie wykazujg zatem, ze
SR-14968 nasila aktywno$¢ lokomotoryczng myszy po jednorazowym podaniu.
Agonista ten cechuje sie nietypowym wplywem na zmiany aktywnoSci
lokomotorycznej w czasie, gdyz na poczatkowy efekt nasilenia aktywnosci rozwija sie
tolerancja, a po okresie inkubacji nastepuje bardzo wysoka ekspresja aktywno$ci.
Przebiegowi aktywno$ci lokomotorycznej towarzysza charakterystyczne zmiany
masy ciata (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt interakc;ji
(grupa x czas: F(1s245=1,514, p=0,0853), Rycina 24b) polegajace na poczatkowym jej
spadku, pdZniejszej stabilizacji i powrocie do stanu wyjSciowego. Mozna spekulowac,
ze tolerancja aktywnos$ci lokomotorycznej jest czeSciowo zwigzana ze ztym stanem

zwierzat wynikajagcym z wyczerpania i odwodnienia.
Warunkowana preferencja miejsca

Charakterystyke uzalezniajacego potencjatu SR-14968 i SR-17018 zakoniczono
oceng efektow tych agonistéw w te$cie warunkowanej preferencji miejsca, stuzgcym
okresleniu ich nagradzajacych wtasciwosci. W ramach procedury zbadano wptyw
podan ip. SR-14968 (1 mg/kg), SR-17018 (24 mg/kg) oraz morfiny (10 mg/kg)
irozpuszczalnika (10ml/kg) na wyksztalcenie preferencji wobec kontekstu
skojarzonego z podaniem potencjalnie nagradzajgcej substancji. Otrzymane dane
wykazaty, ze zaréwno myszy z grup otrzymujacych agonistow SR, jak i morfine,
wyksztatcity preferencje wzgledem kontekstu skojarzonego z ich podaniami
(jednoczynnikowa ANOVA: F(333)=4,266, p=0,0119, Rycina 25). W doswiadczeniu
zaobserwowano, ze rozpuszczalnik, w ktdrym przygotowywano roztwory agonistow
SR i morfiny, moze mie¢ dziatanie awersyjne. Grupa otrzymujgca rozpuszczalnik jest
jednak odpowiednig kontrola dla pozostatych grup wykorzystanych w doswiadczeniu
i réznice miedzy nig a grupami warunkowanymi na agonistow receptora p wskazuja,

ze SR-14968 i SR-17018 posiadaja wlasciwosci nagradzajace.
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Rycina 24. Aktywno$¢ lokomotoryczna w trakcie wielokrotnych podan SR-14968
iSR-17018.

(a) Zwierzeta otrzymywaty podania (ip.) SR-14968 (1 mg/kg), SR-17018 (24 mg/kg), morfiny
(Morf; 10 mg/kg) lub rozpuszczalnika, po czym ich aktywno$¢ mierzono przez 2 godziny w trakcie
6 kolejnych dni oraz dodatkowo po 8-dniowym okresie inkubacji. U myszy otrzymujgcych SR-
14968 odnotowano tolerancje lokomotoryczng, natomiast w pozostatych grupach aktywnos$¢ nie
zmieniala sie istotnie podczas 6-dniowych pomiaréw. W grupie zwierzat otrzymujgcych SR-14968
zaobserwowano nasilenie aktywnosci (ekspresje) po okresie inkubacji. (b) Wielokrotne podania
zwigzkow, szczegdlnie SR-14968, wptynely na charakterystyczny przebieg zmian masy ciata
myszy. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie + SEM, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (test
Sidaka). Analize statystyczng przeprowadzono poréwnujgc zmiane efektu wewnatrz kazdej grupy
wzgledem pierwszego dnia doswiadczenia (do dnia 6), natomiast ekspresje sensytyzacji obliczono
poroéwnujac aktywnos$¢ wewnatrz kazdej grupy z dnia 6 do dnia 14.

[ Rozpuszcz. Ml SR-17018 24 Rycina 25. Dzialanie SR-14968 i SR-
I SR-14968 1 @ Morf 10 17018 w  tescie warunkowanej
preferencji miejsca.

@, _ Myszy poddano procedurze warunkowanej
8 600 preferencji miejsca, w Kktdrej otrzymywaty
-% podania (ip.) SR-14968 (1 mg/kg), SR-17018
= 400 * (24 mg/kg), morfiny (Morf; 10 mg/kg) lub
= ? T * rozpuszczalnika (podczas warunkowan
2 2007 kontrolnych wszystkie grupy otrzymywaty
o podania rozpuszczalnika). Myszy z grup
Hg 0 otrzymujgcych SR-14968, SR-17018 lub morfine
s wyksztatcity preferencje wzgledem kontekstu
O 2004 skojarzonego z dziataniem zwigzkéw. Dane
N . PR .

el prezentowane sg jako wartosci $rednie + SEM,

* o
g 400~ p<0,05 (test Dunnetta). Efekty agonistow SR

i morfiny poréwnane zostaly do efektow
obserwowanych w grupie otrzymujacej
rozpuszczalnik.
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3. Modulacja behawioralnych efektow morfiny przez PZM21,
SR-14968i SR-17018

PZM21

W ramach oceny wptywu PZM21 na behawioralne efekty morfiny zbadano
wptyw tego agonisty na wywotang morfing antynocycepcje i rozwéj tolerancji na ten
efekt, a takze na objawy zespotu odstawienia od morfiny precypitowanego
naloksonem. Ponadto, majac na uwadze, ze PZM21 nie miat dziatania nagradzajacego,
przeprowadzono do$wiadczenie, ktérego celem byta ocena wptywu PZM21 na
wywotang morfing warunkowang preferencje miejsca. Do badan wybrano dawki 20
i 40 mg/kg PZM21 (ip.), poniewaz na podstawie wcze$niej uzyskanych wynikéw

zatozono wystepowanie efektu putapowego powyzej dawki 40 mg/kg tego agonisty.
Antynocyceptywny efekt morfiny

Do doswiadczenia wybrano dawke 5 mg/kg morfiny, aby uzyskac efekt
antynocycepcji na poziomie ~50% MPE. PZM21 lub sél fizjologiczng podano myszom
30 minut przed podaniem morfiny (wszystkie podania ip.). Rezultaty testu odsuwania
ogona wykazaly, ze PZM21 w dawce 40 mg/kg nasila antynocycepcje wywotang
morfing (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji (grupa

x czas: Fg108)=5,291, p<0,0001), Rycina 26).

@ Sol fizj. + Morf 5 Rycina 26. Wplyw PZM21 na antynocyceptywny
PZM21 20 + Morf 5 efekt morfiny.

“® PZM21 40 + Morf 5 Podanie PZM21 (w dawce 40, ale nie 20 mg/kg, ip.), 30

minut przed podaniem morfiny (Morf; 5 mg/kg, ip.),

* * %% nasilito wywotang morfing antynocycepcje. Dane
prezentowane s3 jako wartos$ci $rednie + SEM, *p<0,05,

*% **p<0,01, ***p<0,001 (test Dunnetta). Efekty w grupach
otrzymujgcych jednocze$nie PZM21 i morfine poréwnano

* do grupy, ktora przed morfing otrzymata sél fizjologiczna.

—

N A o 00 O
o o o o o o
| | | 1 | 1

test odsuwania ogona [% MPE]
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Tolerancja na antynocyceptywne dziatanie morfiny

Celem kolejnego doswiadczenia byla ocena wplywu PZM21 na rozwoj
tolerancji na antynocyceptywny efekt morfiny. PZM21 (20 i 40 mg/kg, ip.) podawano
30 minut przed morfing (10 mg/kg, ip.). Rozwoj tolerancji mierzono za pomoca testu
odsuwania ogona, 1 godzine po podaniu morfiny. Uzyskane wyniki wykazaty jednak,
ze PZM21 nie wptywa rozwdj tolerancji na antynocyceptywne dzialanie morfiny
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji (grupa x czas:
F(6,69=0,999, p=0,4331), Rycina 27).

@ S0l fizj. + Morf 10

PZM21 20 + Morf 10
@ PZM21 40 + Morf 10

Rycina 27. Wplyw PZM21 na tolerancje na
antynocyceptywne dziatanie morfiny.

PZM21 (20 i 40 mg/kg, ip.) podawany 30 minut przed

E‘IOO _ morfing (Morf; 10 mg/kg, ip.) przez 7 kolejnych dni nie
= wplynal na rozwoj tolerancji na antynocycepcje
2 80 wywotang morfing. Antynocycepcje mierzono za pomoca
© testu odsuwania ogona, 1 godzine po podaniu morfiny.
§) 60 Dane prezentowane sa jako wartosci $rednie + SEM.
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Zaleznos¢ fizyczna od morfiny i zespot odstawienia precypitowany naloksonem

Nastepnie przebadany zostat wptyw PZM21 (20 i 40 mg/kg, ip.) na nasilenie
objawéw zespotu odstawienia u zwierzat chronicznie otrzymujacych morfine
(podania wzrastajgcych dawek, sc., zgodnie z legenda na Rycinie 28a). PZM21
podano myszom 30 minut przed precypitacja odstawienia za pomocg naloksonu (4
mg/kg, ip.). Przez 15 minut obserwowano objawy odstawienia, a otrzymane wyniki
wykazaty, ze podanie PZM21 w dawce 40 mg/kg ostabia tgczny efekt odstawienia od
morfiny (jednoczynnikowa ANOVA: F(227=4,352, p=0,0230, Rycina 28b). Nie
odnotowano istotnych statystycznie zmian w liczbie skokow pomiedzy grupami, ale
zauwazalny jest niewielki wzrost liczby skokéw w grupach, ktdre przed wywotaniem

odstawienia otrzymaty PZM21 (jednoczynnikowa ANOVA: F(227=2,765, p=0,0808,
Rycina 28c).
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Rycina 28. Wplyw PZM21 na objawy zespolu odstawienia precypitowanego
naloksonem u myszy uzaleznionych od morfiny.

(a) Myszom wielokrotnie podawano morfine (Morf; 10-40 mg/kg, sc.), zgodnie z przedstawionym
schematem. 30 minut przed precypitacja odstawienia za pomocg podania naloksonu (NLX;
4 mg/kg, ip.) podano im PZM21 (20 lub 40 mg/kg, ip.) lub sdl fizjologiczng. (b) Podanie PZM21
w dawce 40 mg/kg wptyneto na ostabienie tacznego efektu odstawienia. (c) Odnotowano tez
nieistotny statystycznie wzrost liczby skokéw w grupach, ktére przed wywotaniem odstawienia
otrzymaty PZM21. Dane prezentowane sg jako wartosci Srednie + SEM, *p<0,05 (test Dunnetta).
Grupy traktowane PZM21 poréwnano do grupy, ktoéra przed precypitacja odstawienia otrzymata
sol fizjologiczna.

Warunkowana preferencja miejsca wywotana morfing

Z uwagi na brak nagradzajgcego dzialania PZM21 przeprowadzono
doswiadczenie, w ktorym zbadano wplyw PZM21 na nagradzajace efekty morfiny
mierzone za pomocg paradygmatu warunkowanej preferencji miejsca. Zwierzeta
otrzymywaty PZM21 (20 lub 40 mg/kg) lub s6l fizjologiczng (10 ml/kg) przed kazdym
warunkowaniem nagradzajacym na morfine (10 mg/kg; podania wszystkich
substancji ip.). Eksperyment mial wiec na celu odpowiedZ na pytanie czy PZM21
wptywa na nabywanie preferencji miejsca wywotanej morfing. Otrzymane dane
przedstawiono na Rycinie 29. Analiza wynikéw (jednoczynnikowa ANOVA)
wykazata, ze PZM21 w dawce 40 mg/kg ostabial preferencje miejsca wywotang
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morfing (Fi34=6,805, p=0,0033). Doswiadczenie wskazuje, ze PZM21, w sposéb

zalezny od dawki, moze blokowa¢ nagradzajace efekty morfiny.

M Sol fizj. + Morf 10 Rycina 29. Wplyw PZM21 na warunkowana
PZM21 20 + Morf 10 preferencje miejsca wywotana morfina.

», B8 PZM21 40 + Morf 10 Myszy poddano procedurze warunkowanej preferencji
® 500 miejsca wywotanej morfing (Morf; 10 mg/kg, ip.). 30 minut
% przed kazdym warunkowaniem na morfine otrzymywaty
'€ 4004 T podania PZM21 (20-40 mg/kg, ip.) lub soli fizjologicznej
= (podczas warunkowan Kkontrolnych wszystkie grupy
2 300- otrzymywaly podania soli fizjologicznej w tym samym
o schemacie). Myszy otrzymujace PZM21 w dawce 40 mg/kg
% 200 przed sesjami warunkowania na morfine nie wyksztatcity
ol preferencji miejsca wzgledem kontekstu skojarzonego z jej
' 1004 *%* dziataniem. Dane prezentowane sg jako wartos$ci $rednie *
o T SEM, **p<0,01 (test Dunnetta). Efekty w grupach
E 0- otrzymujgcych jednoczes$nie PZM21 i morfine poréwnano do
= grupy, ktéra przed morfing otrzymywata sél fizjologiczna.

SR-149681 SR-17018

W tej czeSci doswiadczen zbadano efekty podan SR-14968 i SR-17018 na
antynocyceptywny efekt morfiny i rozwdj tolerancji oraz na objawy precypitowanego
naloksonem zespotu odstawienia od tego opioidu. W badaniach zastosowano przyjete
wcze$niej dawki, tj. 1 mg/kg SR-14968 i 24 mg/kg SR-17018 (ip.), z wyjatkiem
pomiaru antynocycepcji wywotanej morfing, gdzie zastosowano nizsze dawki, tj. 0,3
mg/kg SR-14968 i 8 mg/kg SR-17018 (ip.). Bylo to motywowane wczes$niejsza

obserwacjg $wiadczacg o tym, Ze agonis$ci SR majg silne dziatanie antynocyceptywne.
Antynocyceptywny efekt morfiny

Do pomiaru wptywu SR-14968 (0,3 mg/kg) i SR-17018 (8 mg/kg) na
wywotang morfing antynocycepcje wykorzystano test odsuwania ogona. Agonistow
SR lub rozpuszczalnik podano myszom 30 minut przed zastrzykiem morfiny
(5 mg/kg, ip.). Analiza danych (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami)
wykazata brak statystycznie istotnego efektu interakcji (grupa x czas: F(g96=0,7646,
p=0,6347, Rycina 30). Widoczna jest jednak tendencja w kierunku nasilania
odpowiedzi antynocyceptywnej u zwierzat, ktore oprocz morfiny, dodatkowo

otrzymaty SR-14968 lub SR-17018 (efekt grupy: F(2288 54,91)=37,71, p<0,0001).
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@ Rozpuszcz. + Morf 5 Rycina 30. Wplyw SR-14968 i SR-17018 na

SR-14968 0,3 + Morf 5 antynocyceptywny efekt morfiny.
SR-17018 8 + Morf 5

m Podania SR-14968 (0,3 mg/kg ip.) i SR-17018 (8
a 100 mg/kg, ip.) 30 minut przed podaniem morfiny (Morf;
Eo 5 mg/kg, ip.) nieznacznie nasilitly wywotang przez
SN, 80— morfine antynocycepcje. Dane prezentowane s3g jako
© wartosci $rednie + SEM.
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Tolerancja na antynocyceptywne dziatanie morfiny

W  nastepnym doswiadczeniu zbadano wptyw podan ip. SR-14968
(1 mg/kg) i SR-17018 (24 mg/kg) na rozwdj tolerancji na antynocyceptywne
dziatanie morfiny (10 mg/kg, ip.). Agonistéw SR lub rozpuszczalnik (10 ml/kg)
podawano 30 minut przed morfing przez 7 kolejnych dni, a rozwdj tolerancji
mierzono w teScie odsuwania ogona, 1 godzine po podaniu morfiny. Analiza
uzyskanych wynikéw nie wykazata istotnych statystycznie réznic (dwuczynnikowa
ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji (grupa x czas: Fs1)=1,459,
p=0,2026), Rycina 31), jednak mozna zauwazy¢ tendencje wskazujaca, ze u myszy
jednoczesnie otrzymujgcych jednego z agonistow SR i morfine tolerancja rozwijata sie
wolniej, niz u myszy, ktére przed morfing otrzymaty rozpuszczalnik (efekt grupy:

efekt grupy: F227=12,82, p=0,0001).

-’ Rozpuszcz. + Morf 10 Rycina 31. Wplyw SR-14968 i SR-17018 na
& SR-14968 1 + Morf 10 tolerancje na antynocyceptywne dzialanie
-® SR-17018 24 + Morf 10 morfiny.

Agonisci SR-14968 (1 mg/kg, ip.) i SR-17018 (24 mg/kg,
ip.) podawani 30 minut przed morfing (Morf; 10 mg/kg,
ip.) przez 7 kolejnych dni lekko op6znili (w stopniu
nieistotnym  statystycznie) rozwdj tolerancji na
antynocyceptywny efekt morfiny. Antynocycepcje
mierzono za pomoca testu odsuwania ogona, 1 godzine po
podaniu morfiny. Dane prezentowane s3 jako wartosci
$rednie + SEM.
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Zaleznos¢ fizyczna od morfiny i zespot odstawienia precypitowany naloksonem

SR-14968 i SR-17018 przebadano takze pod katem ich wplywu na nasilenie
objawow zespolu odstawienia uzwierzat chronicznie otrzymujacych morfine
(podania wzrastajacych dawek, sc., zgodnie z legendg na Rycinie 32a). SR-14968
(1 mg/kg), SR-17018 (24 mg/kg) lub rozpuszczalnik (10 ml/kg) podano myszom ip.
30 minut przed precypitacja odstawienia za pomocg naloksonu (4 mg/kg, ip.). Wyniki
otrzymane podczas 15-minutowej obserwacji objawéw odstawienia wykazaty, Ze
obaj agonisci SR lekko ostabiajg t3czny efekt odstawienia od morfiny
(jednoczynnikowa ANOVA: F(224=2,434, p=0,1091, Rycina 32b) oraz powoduja
spadek liczby skokéw (jednoczynnikowa ANOVA: F(224)=10,69, p=0,0005, Rycina
32c). Dane wskazujg zatem, ze zwigzki SR, a szczeg6lnie SR-17018, moga ostabia¢
objawy odstawienia od morfiny.

(a)

Il Morf + Rozpuszcz. + NIx
I Morf + SR-14968 1 + NIx
B Morf + SR-17018 24 + Nlix

Dni 1-4 Dzien 5
podania morfiny podanie morfiny
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10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg 40 mg/kg ) . ) _
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| =
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Rycina 32. Wplyw SR-14968 i SR-17018 na objawy zespolu odstawienia
precypitowanego naloksonem u myszy uzaleznionych od morfiny.

(a) Myszom wielokrotnie podawano morfine (Morf; 10-40 mg/kg, sc.), zgodnie z przedstawionym
schematem. 30 minut przed precypitacja odstawienia za pomocg podania naloksonu (NLX; 4
mg/kg, ip.) zwierzetom podano SR-14968 (1 mg/kg, ip.), SR-17018 (24 mg/kg, ip.) lub
rozpuszczalnik. (b) Podanie agonistow SR nieznacznie (w stopniu nieistotnym statystycznie)
ostabito taczny efekt odstawienia oraz (c) skutkowato spadkiem liczby skokéw. Dane
prezentowane s3g jako wartosci Srednie + SEM, ***p<0,001 (test Dunnetta,). Grupy, ktére przed
wywotaniem odstawiania otrzymaty zwigzki SR poréwnano do grupy, ktéra otrzymata
rozpuszczalnik).
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4. Wptyw PZM21 na odpowiedz na stres

Z uwagi na interesujgcy profil behawioralny PZM21 (brak efektow
nagradzajacych i wzmacniajgcych oraz staby potencjat do wywotywania zaleznosci
fizycznej), zwigzek ten poddano takze wstepnym badaniom, ktérych celem byta ocena
jego wptywu na odpowiedZ zwierzat na stres i ich zachowanie w warunkach
anksjogennych. Ostrg odpowiedZ na stres zmierzono poddajgc myszy stresowi
wymuszonego plywania i zawieszenia za ogon. S3 to testy wykorzystywane do
mierzenia tzw. bezradnosSci behawioralnej, bedacej tez miarg zachowan
przypominajacych depresje. Umozliwiajg ocene sposobu reagowania zwierzat
w sytuacji niemozliwego do unikniecia stresu. Lekowo$¢ myszy zmierzono przy
wykorzystaniu testu jasnego/ciemnego pudetka. Dodatkowo przeprowadzono takze
warunkowanie strachem, ktére umozliwito ocene konsolidacji pamieci zwigzanej

z trauma. W kazdym z eksperymentéw oceniano efekty PZM21 w dawkach 20 i 40
mg/kg (ip.).
Test wymuszonego ptywania

W teScie wymuszonego plywania ocenie poddano efekty PZM21 (20
i 40 mg/kg) oraz morfiny (10 i 20 mg/kg) i soli fizjologicznej (10 ml/kg), podanych
ip. 30 minut przed testem, na latencje pierwszego epizodu bezruchu oraz catkowity
czas bezruchu w trakcie 6 minut testu. Dane wskazaly, ze podania zwigzkow
wptywaja na latencje pierwszego epizodu bezruchu (jednoczynnikowa ANOVA:
F4,42)=3,583, p=0,0133, Rycina 33a), jednak zgodnie z analiza post-hoc, efekt nie
osiggnat istotnosci statystycznej miedzy zadnymi poréwnywanymi grupami. Mozna
odnotowac tendencje wskazujaca, ze morfina, w spos6b zalezny od dawki, wydtuza
latencje, co wskazuje, ze myszy, ktore jg otrzymaty wolniej poddaja sie (dtuzej walczg)
w sytuacji stresowej. Z kolei analiza wynikéw dotyczacych czasu spedzonego
w bezruchu wykazata, ze podanie agonistéw receptora p wptywa na czas bezruchu
w teScie wymuszonego ptywania (jednoczynnikowa ANOVA: F(4,42)=18,34, p<0,0001,
Rycina 33b). Analiza post-hoc wykazata, ze w poréwnaniu do myszy, ktérym podano
sol fizjologiczna, zwierzeta, ktore otrzymaly PZM21 (w dawce 20 mg/kg) spedzity
wiecej czasu w bezruchu, a grupy, ktére otrzymaly podanie morfiny w bezruchu

spedzity mniej czasu. Otrzymane dane pozwalajg zatem stwierdzi¢, ze PZM21 moze
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lekko pogarsza¢ zdolno$¢ zwierzat do radzenia sobie w sytuacji ostrego stresu,

podczas gdy morfina ma w takich warunkach wtasciwosci protekcyjne.

(a) 1 S9! fizj. (b)
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Rycina 33. Efekty PZM21 w te$cie wymuszonego pltywania.

Myszom podano (ip.) PZM21 (20-40 mg/kg), morfine (Morf; 10-20 mg/kg) lub s6l fizjologiczna,
a po 30 minutach umieszczono je w zlewce z woda i przez 6 minut liczono czas spedzony
w bezruchu. (@) Nie odnotowano znamiennych réznic w latencji pierwszego epizodu bezruchu
miedzy badanymi grupami. (b) Myszy, ktére otrzymaty morfine spedzily w bezruchu istotnie
mniej czasu niz grupa kontrolna. PZM21 w dawce 20 mg/kg wydtuzyt czas bezruchu. Dane
prezentowane sa jako wartosci $rednie + SEM. *p<0,05, ***p<0,001 (test Dunnetta). Wszystkie
grupy poréwnano do grupy, ktéra otrzymata sol fizjologiczna.

Test zawieszenia za ogon

Test zawieszenia za ogon przeprowadzono przy wykorzystaniu takich samych
grup i warunkéw eksperymentalnych jak w te$cie wymuszonego ptywania. Wyniki
tego testu wykazaty, ze podane substancje wplywajg na latencje pierwszego epizodu
bezruchu (jednoczynnikowa ANOVA: F(4,43)=4,991, p=0,0021, Rycina 34a) oraz na
catkowity czas bezruchu (jednoczynnikowa ANOVA: F(443)=3,572, p=0,0133, Rycina
34b). Analiza danych post-hoc wskazata, Ze réznice dotycza grupy zwierzat, ktéra
otrzymata morfine w dawce 20 mg/kg. Myszy z tej grupy odznaczaty sie dtuzsza
latencja oraz wiecej czasu pozostawaty w bezruchu, co moze wskazywa¢ na
zwiekszong odpornos$¢ w sytuacji ostrego stresu. W tescie nie odnotowano wplywu

PZM21 na zachowanie zwierzat.
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Rycina 34. Efekty PZM21 w teScie zawieszenia za ogon.

Myszom podano (ip.) PZM21 (20-40 mg/kg), morfine (Morf; 10-20 mg/kg) lub sdl fizjologiczna,
a po 30 minutach zawieszono je za ogon na platformie umieszczonej nad podtoga i przez 6 minut
liczono czas spedzony w bezruchu. (@) Myszy, ktére otrzymaty morfine w dawce 20 mg/kg
wykazaty dtuzsza latencje pierwszego epizodu bezruchu oraz (b) spedzily w bezruchu istotnie
mniej czasu niz grupa kontrolna. PZM21 nie zmienit reakcji myszy w tym tescie. Dane
prezentowane sg jako wartosci $rednie = SEM. *p<0,05, **p<0,01 (test Dunnetta). Wszystkie grupy
poroéwnano do grupy, ktéra otrzymata sél fizjologiczna.

Test jasnego/ciemnego pudetka

Test jasnego/ciemnego pudetka miat na celu ocene lekowosci myszy, ktére 30
minut przed testem otrzymaly podania PZM21 (20 i 40 mg/kg), morfiny (10 i 20
mg/kg) lub soli fizjologicznej (10 ml/kg). W tesScie mierzono latencje pierwszego
wejscia do jasnej czesSci aparatu, catkowity czas spedzony w tej czeSci oraz liczbe
przej$¢ miedzy jasnym a ciemnym kompartymentem. Analiza uzyskanych wynikéw
wykazata, Ze podanie substancji miatlo wptyw na op6Znienie pierwszego wejscia do
jasnej czesci aparatu (jednoczynnikowa ANOVA: F45=4,872, p=0,0024, Rycina
35a), czas spedzony w jasnym kompartymencie (jednoczynnikowa ANOVA:
F4,45=8,054, p<0,0001, Rycina 35b) oraz na tendencje nasilenia roznic w liczbie
przej$¢ (jednoczynnikowa ANOVA: F45=2,377, p=0,0660, Rycina 35c). Zgodnie
z analizg post-hoc, latencja byta wyzsza w grupie, ktéra otrzymata morfine w dawce
10 mg/kg, natomiast wszystkie grupy (ktdre otrzymaty PZM21 lub morfine) spedzity
mniej czasu w jasnej czeSci aparatu. Dane otrzymane w doSwiadczeniu wskazuja, ze

zarowno podania PZM21, jak i morfiny wptywajg na nasilenie lekowos$ci u myszy.

89



Wyniki

(a) (b) (c)

01 Sol fizj.
PZM21 20
= PZM21 40
= Morf 10
= Morf 20
@, 2007 *ke 150" 15
5,3 -
& & 150+ 2 3
0o N 100 @ 10
D ° 2 T
25 100- Il 2 %
= ®
59 L, 50+ *kk K*kk L 5 T
€% s50- 5 T kx| O Il
83 ©
o = S
=z 04 0- 0-

Rycina 35. Wplyw PZM21 na lekowo$¢ w tescie jasnego/ciemnego pudetka.

Myszom podano (ip.) PZM21 (20-40 mg/kg), morfine (Morf; 10-20 mg/kg) lub sdl fizjologiczng, a
po 30 minutach umieszczono je w ciemnej czesci aparatu i przez 5 minut liczono czas spedzony w
jasnej czesci i liczbe przejs¢ miedzy kompartymentami. (a) Myszy, ktére otrzymaty morfine w
dawce 10 mg/kg wykazaty dtuzszy czas do pierwszego wejscia do jasnej czesSci pudetka (b)
Zwierzeta, ktore otrzymaty PZM21 lub morfine (w calym zakresie badanych dawek) spedzity mniej
czasu w jasnej czesci aparatu. (c) Myszy, ktérym podano PZM21 (40 mg/kg) i morfine (10 mg/kg)
wykazaty tendencje w kierunku mniejszej liczby przej$¢ miedzy obiema cze$ciami aparatu. Dane
prezentowane s3 jako wartos$ci $rednie + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (test Dunnetta).
Wszystkie grupy poréwnano do grupy, ktéra otrzymata sél fizjologiczna.

Warunkowanie strachem

W kolejnym dos$wiadczeniu zbadano wptyw PZM21 (20 i 40 mg/kg, ip.) oraz
morfiny (1, 10 i 20 mg/kg, ip.) na pamie¢ zwigzang ze strachem w teScie
warunkowania strachem opartym na kontek$cie. Zwierzeta otrzymywaty podania
wymienionych agonistow lub kontrolnie soli fizjologicznej (10 ml/kg) natychmiast po
odbyciu treningu warunkowania strachem oraz po sesjach przypominajgcych (24172
godziny po treningu). Schemat doswiadczenia przedstawiono na Rycinie 36a.
Podczas treningu, kiedy zwierzeta otrzymywaty szoki elektryczne, mierzono ilos¢
czasu spedzonego na reakcji zastygania (ang. freezing), bedacej behawioralng oznaka
nabywania warunkowanej reakcji strachu. Nie odnotowano istotnych zmian
w nabywaniu tej reakcji, co Swiadczy o podobnej podatnosSci na warunkowanie w
kazdej grupie (dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji
(grupa x czas: F(25215=1,327, p=0,1448). Analiza statystyczna wykazata natomiast
istotnos¢ czynnika czasu (F,052, 174,2)= 242,4, p<0,0001, Rycina 36b), co wskazuje na
skuteczno$¢ modelu i uczenie sie przez myszy reakcji strachu. Pomiar ilosci czasu
reakcji zastygania podczas kolejnych sesji przypominajacych nie wykazal jednak

istotnych réznic miedzy grupami otrzymujacymi PZM21/morfine a grupa, ktorej
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podawano sol fizjologiczng (jednoczynnikowa ANOVA: 1 sesja przypominajaca
F(s544)=1,308, p=0,2782, Rycina 36c, 2 sesja przypominajaca F544=0,7537, p=0,5879,
Rycina 36d, 3 sesja przypominajaca F(s544=2,094, p=0,0841, Rycina 36e). Wyniki
dosSwiadczenia nie wykazaly zatem wptywu agonistéw opioidowych, PZM21
i morfiny, na warunkowang reakcje strachu. Mozna zauwazy¢ tendencje ostabiania
reakcji u myszy traktowanych najwyzszymi testowanymi dawkami PZM21 i morfiny,
jednak pojawia sie ona dopiero podczas 3 sesji przypominaj3acej i nie osigga progu

istotnosci statystyczne;j.
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Rycina 36. Dzialanie PZM21 w tesScie warunkowania strachem.

(a) Myszy podano treningowi warunkowania strachem, podczas ktérego zaaplikowano im
5 szokéw elektrycznych majacych na celu wytworzenie reakcji warunkowanego strachu na
kontekst, w ktérym przeprowadzono test. W drugiej czesci eksperymentu przeprowadzono 3 sesje
przypominajace, polegajace na umieszczeniu myszy w kontek$cie uprzednio skojarzonym
z traumatycznym doswiadczeniem. W trakcie treningu oraz sesji przypominajgcych mierzono czas
reakcji zastygania. PZM21 (20-40 mg/kg, ip.), morfine (Morf; 1-20 mg/kg, ip.) lub sdl fizjologiczng
podawano natychmiast po treningu oraz 1 i 2 sesji przypominajgcej. (b) W trakcie treningu
wszystkie grupy nabyly reakcje warunkowanego strachu. (c-e) Nie odnotowano istotnych
statystycznie ro6znic w iloSci czasu spedzonego na reakcji zastygania. Dane prezentowane sg jako
wartosci $rednie + SEM.
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5. Dane uzupelniajace

Gtownym celem prezentacji danych uzupetniajacych jest préba odpowiedzi na
pytanie o mozliwe mechanizmy dziatania PZM21, ktéry w opisanych wcze$niej
doswiadczeniach cechowat sie interesujgcym profilem efektéw in vivo, poniewaz nie
dziatat nagradzajaco, a dane uzyskane w badaniach wtasnych réznity sie od opisanych
w oryginalnej publikacji (Manglik i in., 2016). Aby oceni¢ czy brak dziatania
nagradzajacego tego agonisty w teScie warunkowanej preferencji miejsca
(wymagajacym uczenia sie) oraz blokowanie nagradzajacych witasciwosci morfiny
moga by¢ zwigzane z wptywem PZM21 na poznawcze funkcjonowanie myszy,
zbadano wptyw tego zwigzku na pamie¢ roboczg i konsolidacje pamieci w testach
labiryntu w ksztatcie litery Y i rozpoznawania nowego obiektu. Ponadto, podjeto
probe wyjasnienia braku nagradzajacych efektow PZM21 za pomocg pomiaru
poziomu uwalniania monoamin (dopaminy i serotoniny) z prazkowia myszy, ktore
otrzymaty podanie tego zwigzku. Dodatkowo, zaprezentowano wyniki badan in vitro
dotyczqce powinowactwa PZM21 i zwigzkéw SR do receptoréw opioidowych oraz
wyniki doswiadczenia mierzacego aktywacje biatka G (wigzanie [3°S]GTPyS przez
receptor p), ktérego intencja byto okre$lenie poziomu aktywnosci wewnetrznej
PZM21. W ramach danych dodatkowych opisano takze wptyw PZM21, SR-14968 i SR-

17018 na pojawienie sie tzw. reakcji Strauba.
Wplyw PZM21 na zdolnosci poznawcze

Labirynt w ksztaicie litery Y

Test przeprowadzono 30 minut po podaniu ip. PZM21 (20 lub 40 mg/kg) lub
soli fizjologicznej (10 ml/kg). Eksploracje labiryntu mierzono przez 5 min, a wyniki
wykazaty, ze podanie PZM21 nie zmienia zadnego ze wskaznikéw:
SAP (ang. spontaneous alteration performance) - 3 kolejne wejscia do réznych ramion
(jednoczynnikowa ANOVA: F(226=0,7241, p=0,4943, Rycina 37a), AAR (ang.
alternate arm returns) - 2 kolejne wejscia do roznych ramion (jednoczynnikowa
ANOVA:F(2.26=2,389,p=0,1116, Rycina 37b), SAR (ang. same arm returns) - 2 kolejne
wejscia do tego samego ramienia (jednoczynnikowa ANOVA: F(2,26)=2,399, p=0,1106,

92



Wyniki

(Rycina 37c). Wyniki wskazujq zatem, ze PZM21 nie zmienia funkcjonowania

pamieci roboczej.
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Rycina 37. Wplyw PZM21 na pamie¢ robocza w tescie labiryntu w ksztalcie litery Y.

Myszom podano (ip.) PZM21 (20-40 mg/kg) lub sél fizjologiczng 30 minut przed 5-minutowg
eksploracja labiryntu. Nie odnotowano wptywu agonisty na (a) % SAP, (b) % AAR ani (c) % SAR.
Dane prezentowane s3 jako wartosci $rednie + SEM.

Test rozpoznawania nowego obiektu

Test przeprowadzono wykorzystujac takie same grupy jak w tescie labiryntu
w ksztatcie litery Y. Badane substancje podano myszom ip. natychmiast po
ukoniczeniu przez nie fazy treningu, co umozliwilo ocene wptywu PZMZ21 na
konsolidacje $ladéw pamieciowych. Analiza danych wykazata, Ze podanie PZM21 nie
wptywa w sposdb istotny na indeks rozpoznania nowego obiektu, co wskazuje, ze jego
podanie nie zmienia konsolidacji pamieci i funkcjonowania pamieci dlugotrwatej

(jednoczynnikowa ANOVA: F(2,24)=0,7903, p=0,4651, Rycina 38).

[ Sl fizj. Rycina 38. Wptyw PZM21 na Konsolidacje pamieci
PZM21 20 dlugotrwatej w tesScie rozpoznawania nowego

I PZM21 40 obiektu.

0,6

Myszom podano (ip.) PZM21 (20-40 mg/kg) lub sol
fizjologiczng natychmiast po ukonczeniu przez nie fazy
treningu. Test rozpoznania nowego obiektu
przeprowadzono po 24 godzinach. Nie odnotowano wptywu
T SR na indeks rozpoznania nowego obiektu. Dane

prezentowane s3 jako wartosci $§rednie + SEM.
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Uwalnianie monoamin z prazkowia po jednorazowym podaniu PZM21

Uwalnianie dopaminy i serotoniny z prazkowia zmierzono za pomocq
mikrodializy m6zgu po jednorazowym podaniu ip. PZM21 (40 i 80 mg/kg), morfiny
(10 i 20 mg/kg) lub soli fizjologicznej (10 ml/kg) u swobodnie poruszajacych sie
myszy. Analiza poziomu dopaminy w zebranych frakcjach dializatu wykazala, ze
podane substancje wptywaja na uwalnianie dopaminy z prazkowia, gdyz odnotowano
miedzygrupowe roznice w jej poziomie w roéznych punktach czasowych
(dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji (grupa x czas:
F(25,275=13,001, p<0,0001, Rycina 39). Wzrost uwalniania dopaminy wywotany
przez dawke 10 mg/kg morfiny i 40 mg/kg PZM21 osiagnat zblizony poziom,
natomiast efekt wyzszej dawki PZM21 (80 mg/kg) byt podobny w dziatania dawki 20
mg/kg morfiny. Dziatanie PZM21 i morfiny przedstawiono takze jako warto$¢ pola

pod krzywa (AUC, jednoczynnikowa ANOVA: F4,25=175,60, p<0,0001).
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Rycina 39. Zewnatrzkomorkowy poziom dopaminy w prazkowiu po jednorazowym
podaniu PZM21.

Uwalnianie dopaminy (DA) zmierzono u myszy za pomoca mikrodializy mo6zgu. Po zebraniu
3 wyjséciowych prébek dializatu w 20-minutowych odstepach (poziom wyjsciowy: 3,71 + 0,51
pg/10 pl), zwierzetom podano ip. PZM21 (40-80 mg/kg), morfine (Morf; 10-20 mg/kg) lub sol
fizjologiczng, po czym dializat zbierano przez kolejne 4 godziny. PZM21 i morfina wplynety na
wzrost poziomu dopaminy. Wykres przedstawia czasowy przebieg zmian poziomu dopaminy (dla
przejrzystosci prezentowanych danych nie oznaczono istotnosci efektéw na wykresie). Ponadto
otrzymane wartoSci przedstawiono jako wielkos$¢ pola pod krzywg (AUC). Dane prezentowane s3
jako wartosci $rednie + SEM, **p<0,01, ***p<0,001 (test Bonferroniego, poréwnanie do grupy,
ktdra otrzymata sdl fizjologiczna).
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W tych samych warunkach eksperymentalnych zmierzono takze wptyw
substancji na poziom serotoniny. Analiza danych wykazata miedzygrupowe réznice
jej poziomu w roznych punktach czasowych (dwuczynnikowa ANOVA
z powtarzanymi pomiarami: efekt interakcji (grupa x czas: F(25275=17,221, p<0,0001,
Rycina 40). Dawka 40 mg/kg PZM21 spowodowata zewnatrzkomérkowy wzrost
serotoniny w prazkowiu, ktéry byt podobny do efektéw obu dawek morfiny. Wyzsza
dawka PZM21 (80 mg/kg) spowodowata natomiast bardzo silne uwalnianie
serotoniny, siegajace ponad 350% poziomu podstawowego w najwyzszym punkcie.
Dane przedstawiono takze jako warto$¢ pola pod krzywa (AUC, jednoczynnikowa

ANOVA: F425=275,30, p<0,0001).
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Rycina 40. Zewnatrzkomdrkowy poziom serotoniny w prazkowiu po
jednorazowym podaniu PZM21.

Uwalnianie serotoniny (5-HT) zmierzono u myszy za pomoca mikrodializy mézgu. Po zebraniu
3 wyjs$ciowych prébek dializatu w 20-minutowych odstepach (poziom wyjsciowy: 0,40 + 0,06
pg/10 pl), zwierzetom podano ip. PZM21 (40-80 mg/kg), morfine (Morf; 10-20 mg/kg) lub sol
fizjologiczng, po czym dializat zbierano przez kolejne 4 godziny. PZM21 i morfina wptynety na
wzrost poziomu serotoniny. Wykres przedstawia czasowy przebieg zmian poziomu serotoniny
(dla przejrzystosci prezentowanych danych nie oznaczono istotnosci efektéow na wykresie).
Ponadto otrzymane wartosci przedstawiono jako wielkos¢ pola pod krzywa (AUC). Dane
prezentowane s3 jako wartosci $rednie + SEM, ***p<0,001 (test Bonferroniego, poréwnanie do
grupy, ktora otrzymata sol fizjologiczna).
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Powinowactwo PZM21, SR-14968 i SR-17018 do receptoréw opioidowych

Powinowactwo PZM21, SR-14968 oraz SR-17018 do receptorow opioidowych
i, k i 6 wykorzystujac metode znakowanego radioaktywnie liganda. Jako zwigzki
referencyjne o wysokim powinowactwie do wybranego typu receptoréw
opioidowych wykorzystano DAMGO (dla receptora p), naltrindol (dla receptora §)
oraz U-69593 (dla receptora x). Wartosci statej inhibicji (Ki) opisujacej
powinowactwo wigzania czasteczek do receptora przedstawiono w Tabeli 6. Wynika
z nich, ze PZM21, SR-14968 i SR-17018 wykazuja silne powinowactwo do receptora
u (odpowiednio: 3, 24 i 34 nM). Ponadto, PZM21 posiada takze wysokie
powinowactwo (22 nM) do receptora k, co moze mieC istotne znaczenie dla

interpretacji jego niektorych efektéw behawioralnych.

Tabela 6. Powinowactwo badanych agonistow do receptoréw opioidowych.

Ki [nM]

M 6 K
DAMGO 1 - -
Naltrindol - 0,7 -
U-69593 - - 1,6
Pzm21 3 1634 22
SR-14968 24 >10000 >10000
SR-17018 34 >10000 2285

Aktywacja biatka G wywotana przez PZM21

Aktywacje biatka G przez PZM21 zmierzono w tescie wigzania [3°S]GTPyS
w porownaniu do DAMGO, prototypowego agonisty receptora p. DoSwiadczenie
przeprowadzono dzieki wspotpracy z badaczami z Szeged Biological Research Centre
(Wegry).

Wyniki pomiaréw (przedstawionych jako % swoistosci wigzania [3>S]GTPYS,
Rycina 41a oraz ulamek maksymalnej odpowiedzi znormalizowany do DAMGO,

Rycina 41b) wskazuja, ze PZM21 w niskim stopniu aktywuje biatko G (ok. 16 %
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maksymalnej odpowiedzi), co wskazuje na niskg aktywno$¢ wewnetrzng tego

agonisty (czeSciowy agonizm). Parametry krzywych przedstawiono w Tabeli 7.

(a) (b)
= +PZM21 B 510k -
s £ 1804 ; ©DAMGO %2 A
g 9 8 £ 0.8
T G <
N g0
& € 160 o
2 E 5 8 0.6
S S 140- -
% =
2 (n { > g
U)cu:; E E
— 1004 o g 0.0+ '—n—i.wk
" =  — | T © o - T T T g T T
-10-9 -8 -7 -6 -5 ES -10-9 -8 -7 -6 -5
aktywnosé > aktywnosé
wyjsciowa log [ligand] [M] wyjéciowa log [ligand] [M]

Rycina 41. Aktywacja biatka G przez PZM21 w teScie wigzania [35S]GTPYS.

Testy wigzania przeprowadzano w homogenatach bton komérkowych z mézgéw szczuréw.
(a) Dane przedstawiajg % swoisto$ci wigzania [35S]GTPyS w stosunku do aktywno$ci podstawowej
(100%) w obecnosci rosngcych stezenn PZM21 lub DAMGO dla kontroli. (b) Dane przedstawiajg
utamek maksymalnej odpowiedzi (=1) PZM21 znormalizowanego do DAMGO
w obecnosci rosnacych stezent PZM21 lub DAMGO. Rycina wskazuje poziom potowy maksymalnej
odpowiedzi (0,5) linig przerywang. Na obu wykresach ,aktywnos$¢ wyjsciowa” na osi x wskazuje
catkowite specyficzne wigzanie [35S]GTPYS pod nieobecnos$¢ zwigzkéw, ktore zostato ustalone jako
100% lub 0 (wskazane liniag przerywang), a takze reprezentuje monitorowang aktywno$¢
podstawowg biatka G. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie + SEM dla przynajmniej
3 eksperymentdw przeprowadzonych w 2 powtoérzeniach.

Tabela 7. Aktywacja biatka G przez PZM21 w tescie wigzania [35S]GTPYS.

Emax £ SEM
logECso + SEM (M) (%) (utamek
(ECs0, nM) znormalizowany do
DAMGO)
PzZzM21 -7,49 + 0,29 116,2+ 1,5 0,19+0,02
(32,4)
DAMGO -6,74 + 0,09 174,8+ 2,8 0,92 +£0,03
(179,1)

Reakcja Strauba

Wystepowanie reakcji Strauba obserwowano u myszy po jednorazowym
podaniu ip. PZM21 (40 mg/kg), SR-14968 (1 mg/kg), SR-17018 (24 mg/kg) lub soli
fizjologicznej. Przyktadowe zdjecia zwierzat po otrzymaniu odpowiednich substancji
przedstawiono na Rycinie 42. Zgodnie z przewidywaniami, podanie morfiny (10

mg/kg) wywotywato silng reakcje Strauba. Podobny efekt miat miejsce po podaniach
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SR-14968 (1 mg/kg). Z kolei PZM21 (40 mg/kg) i SR-17018 (24 mg/kg) nie
wywotywaty tej reakcji. Na podstawie tych obserwacji wydaje sie, ze z badanych

substancp najbardziej przypomlna]ch I‘IlOI'fll’lQ jest SR-14968.

PZM21 40

17T !..u- : :
Rycina 42. Wplyw ]ednorazowego podania badanych substancji na wystepowanie
reakcji Strauba.
Myszom podano (ip.) PZM21 (40 mg/kg), SR-14968 (1 mg/kg), SR-17018 (24 mg/kg), morfine
(Morf; 10 mg/kg/10 ml) lub sél fizjologiczng i obserwowano wystgpienie reakcji Strauba. Widoczna

reakcja Strauba wystapita u zwierzat, ktére otrzymaty podania SR-14968 lub morfiny. Rycina
przedstawia przyktadowe zdjecia myszy wykonane 1 godzine po podaniu.
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6. Zestawienie uzyskanych wynikow

Wyniki uzyskane w przeprowadzonych eksperymentach przedstawiono

zbiorczo w Tabeli 8.

Tabela 8. Zestawienie uzyskanych wynikow.

Badany aspekt

PzZM21

SR-14968 SR-17018

Antynocycepcja

Tolerancja na dziatanie
antynocyceptywne

Zaleznos¢ fizyczna (zesp6t
odstawienia)

Aktywnos¢
lokomotoryczna po
jednorazowym podaniu

Aktywnos¢
lokomotoryczna
w trakcie podan
wielokrotnych

Efekty nagradzajace
(warunkowana
preferencja miejsca)

Efekty wzmacniajace
(samopodawanie

i poszukiwanie substancji
w okresie abstynencji)

zalezna od dawki,
utrzymujaca sie min.
4 godziny, efekt
puftapowy;

wystepuje, rozwija sie
szybko;

wystepuje jedynie

w odpowiedzi na
najwyzszg testowana
dawke agonisty;

brak zmian;

brak zmian,

ekspresja aktywnosci po
okresie inkubacji

w odpowiedzi na
najwyzszg testowana
dawke agonisty;

brak, w przypadku
najwyzszej testowanej
dawki tendencja w
kierunku awersji;

brak efektow
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zalezna od dawki, utrzymujaca sie min.
8 godzin, osiggajgca mozliwe maksimum;

wystepuje, rozwija sie z nieznacznym
opdbznieniem;

wystepuje w odpowiedzi na niskie/
umiarkowane dawki;

nasilenie; brak zmian;
tolerancja efektu brak zmian,
nasilonej aktywnosci tendencja

z pierwszego dnia w kierunku ekspresji

doswiadczenia, aktywnosci po
wysoka ekspresja okresie inkubacji;
aktywnosci po okresie

inkubaciji;

efekty nagradzajgce wystepujg;



Wptyw na
antynocyceptywny efekt
morfiny

Rozwadj tolerancji na
antynocycepcje
morfinowa

Nasilenie zespotu
odstawienia u myszy
uzaleznionych fizycznie
od morfiny

Nagradzajace wiasciwosci
morfiny (warunkowana
preferencja miejsca)

Odpowiedz na ostry stres
Zachowania lekowe
Pamieé zwigzana

ze strachem

(warunkowanie
strachem)

Zdolnosci poznawcze
Zewnatrzkomérkowy
poziom dopaminy

i serotoniny

w prazkowiu

Reakcja Strauba

Wyniki

nasilenie efektéw
morfiny;

brak wptywu;

stabe dziatanie hamujgce
jedynie obwodowe
objawy odstawienia;

ostabianie
nagradzajgcych
efektéw morfiny;
brak wptywu;

nasilenie lekowosci;

brak wptywu;

brak wptywu;

wzrost
zewngtrzkomoérkowego
poziomu monoamin

w prazkowiu;

brak efektu;

tendencja w kierunku nasilenia efektéw
morfiny;

tendencja w kierunku spowolnienia rozwoju

tolerancji;
tendencja hamowanie objawéw
w kierunku odstawienia;

hamowania objawoéw
odstawienia;

wystepuje; brak efektu;
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1. Antynocyceptywne dzialanie funkcjonalnie selektywnych agonistow

receptora opioidowego p

Dziatanie selektywnych funkcjonalnie agonistow receptora p, PZM21, SR-
14968 i SR-17018, zbadano w testach mierzacych wrazliwo$¢ na bdélowy bodziec
termiczny. Zastosowano dwa testy behawioralne, tj. odsuwania ogona i goracej ptytki.
Antynocyceptywne dziatanie PZM21 zbadano u myszy po podaniu ip. w zakresie
dawek 20-80 mg/kg. W teScie odsuwania ogona PZM21 wywotat zalezng od dawki
i dlugotrwatg, utrzymujaca sie co najmniej 4 godziny, antynocycepcje. Rozwijata sie
ona stosunkowo wolno, poniewaz, zaleznie od dawki, najwiekszy efekt
zaobserwowano 2 lub 4 godziny po podaniu substancji. Co interesujgce, PZM21
osiagnat efekt putapowy/sufitowy (ang. ceiling effect), gdyz zwiekszanie dawki (z 40
na 80 mg/kg) nie nasililo istotnie antynocycepcji. Zadna z zastosowanych dawek nie
umozliwita takze osiggniecia maksymalnej mozliwej odpowiedzi w tescie (100%
MPE). Dziatanie to jest charakterystyczne dla niektérych cze$ciowych agonistow
receptorow opioidowych (Trescot i in., 2008). W teScie goracej plytki zastosowano
analize zaproponowang przez Manglika i in. (2016). Rozréznili oni dwa rodzaje
zachowan - pierwszy polegal na odsuwaniu/potrzgsaniu tapa, a drugi na lizaniu
tapy/skokach. Autorzy tej pracy sugerowali, ze pierwszy typ reakcji przebiega na
poziomie odruchéw rdzeniowych, a drugi, majacy poditoze emocjonalne, wymaga
zaangazowania wyzszych struktur osrodkowych, w tym uktadu limbicznego. Takze
w tym teScie zaobserwowano antynocyceptywne dziatanie PZM21, chociaz byto ono
stabsze niz w teScie odsuwania ogona i dla wiekszosSci dawek nie osiggneto progu
istotnosci statystycznej. Wyniki badan wtasnych czeSciowo roznia sie od opisanych
w pracy Manglika i in. (2016). Autorzy tej pracy sugerowali, ze PZM21 nie wywotuje
antynocycepcji na poziomie rdzeniowym (w teScie odsuwania ogona), lecz
efektywnie ostabia jedynie , afektywny” aspekt reakcji bélowej, ktéry mozliwy byt do
zbadania w teScie goracej ptytki. W badaniach wtasnych zastosowano szerszy zakres

dawek (w publikacji Manglika i in. (2016) test odsuwania ogona przeprowadzony
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zostat po podaniu dawek 10-20 mg/kg), co pozwolito na wykazanie dziatania PZM21
w teScie odsuwania ogona. Charakterystyczne dla PZMZ21 jest natomiast
wystepowanie efektu pulapowego, co wskazuje, ze ten dziala on jak czeSciowy
agonista receptora [. Aby jednoznacznie potwierdzi¢, Ze PZM21 dziata
przeciwb6lowo na poziomie rdzenia kregowego, w dodatkowym eksperymencie
wykazano, Ze nardzeniowe podanie tego agonisty szczurom takze ma podobny efekt.
Alternatywnym wyjasnieniem dla réznic miedzy wynikami wtasnymi a dostepnymi
w oryginalnej publikacji moga by¢ takze réznice w rozpuszczalnosci PZM21, jednak
nie byta to kwestia szerzej badana. Dodatkowo, przy uzyciu selektywnego antagonisty
receptora p, cyprodime, wykazano, Ze antynocyceptywne dziatanie PZM21 jest
zalezne od aktywacji tego receptora. PdZniejsze badania innych autoréw,
przeprowadzone na rezusach, takze potwierdzily, ze PZM21 ma dziatanie
antynocyceptywne w odpowiedzi na termiczny bodziec bélowy. Ponadto, wykazano
w nich, ze PZM21 skutecznie ostabia allodynie wywotang kapsaicyna (Ding i in.,
2020). Z kolei Gillis i in. (2020a) przy wykorzystaniu testu goracej ptytki takze
udowodnili, ze PZM21 ma dziatanie antynocyceptywne, jednak podobnie jak
w badaniach zaprezentowanych w rozprawie, nie osiggato ono wartoSci

maksymalnej, pomimo ze autorzy zastosowali dawki agonisty siegajagce 100 mg/kg.

Antynocyceptywne dziatanie zwigzkéw SR badano w sposdb analogiczny jak
efekty PZM21. SR-14968 (0,3-3 mg/kg) i SR-17018 (8-24 mg/kg) wywolywaty
zalezng od dawki antynocycepcje, zaré6wno w tescie odsuwania ogona, jak i w tescie
goracej ptytki. Dziatanie to byto dtugotrwate, poniewaz utrzymywato sie nawet do 24
godzin. Pozostaje to w zgodzie sie z danymi Schmid i in. (2017), ktére wskazywaty na
dtugotrwala obecno$¢ zwigzkéw SR w osoczu i tkance mézgowej. Co istotne, po
podaniu najwyzszej testowanej dawki SR-14968 (3 mg/kg) obserwowano efekty
toksyczne, przejawiajgce sie pogorszeniem stanu zdrowia zwierzat w 2/3 dobie od
podania agonisty. Stwierdzono okoto 30% Smiertelno$¢ zwierzat, ktore otrzymaty
zwigzek w tej dawce. Jak wynika z wlasnych obserwacji oraz opublikowanych badan
(Schmid i in., 2017), Smiertelno$¢ nie byta efektem wplywu tej dawki agonisty na
osrodek oddechowy. Bardziej prawdopodobne wydaje sie, Ze padniecia byty
zwigzane z wyczerpaniem myszy i odwodnieniem wynikajacym z silnego pobudzenia
lokomotorycznego po podaniu wysokiej dawki substancji, poniewaz nastepowaty po

uplywie minimum doby od podania. Z kolei w przypadku SR-17018 problemem
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okazala sie staba rozpuszczalno$¢ zwigzku, co znaczaco utrudniato prowadzenie
doswiadczen w przypadku stezen przekraczajacych ~2,5mg/ml. Do kolejnych
doswiadczen wybrano zatem dawki 24 mg/kg SR-17018 i 1 mg/kg SR-14968, ktorych
podanie skutkowato osiggnieciem poziomu ~80% MPE w teScie odsuwania ogona.
Niemniej, wyniki badan wtasnych potwierdzajg silne dziatanie antynocyceptywne SR-
14968 i SR-17018. Podobne dane wskazujgce na efektywnos$¢ antynocyceptywng obu
agonistow przy zastosowaniu zblizonych dawek opublikowato kilka zespotéw (Grim
i in.,, 2020; Pantouli i in., 2021; Schwienteck i in., 2019). Do tej pory, wiecej uwagi
poswiecono SR-10718, gdyz ostatnio przebadano tego agoniste nie tylko pod katem
wptywu na podstawowa wrazliwo$¢ bolowag, lecz takze oceniono jego efektywnos¢
w zwierzecych modelach bélu zapalnego i neuropatycznego, w ktérych okazat sie

skuteczny (Pantouliiin., 2021).

Podsumowujac te czes$¢ badan, wykazano, Ze funkcjonalnie selektywni
agonisci receptora p, PZM21, SR-14968 i SR-17018, wykazujg typowe dla innych
agonistow tego receptora dziatanie przeciwbdlowe. W poréwnaniu do morfiny,
badani agonisci cechujg sie dtugotrwatym dziataniem antynocyceptywnym, ktére
rozwija sie wolniej i p6Zniej osigga warto$¢ maksymalnga. Cho¢ z punktu widzenia
uzytecznos$ci klinicznej wolno rozwijajgce sie dziatanie przeciwb6lowe moze by¢
niekorzystne, poniewaz od lekéw przeciwbolowych oczekuje sie zazwyczaj szybkiego
dziatania, to fakt, Ze efekt ten utrzymuje sie przez wiele godzin, jest cenng

wilasciwoscig badanych zwigzkow.

Warto zaznaczy¢, ze jeden z selektywnych funkcjonalnie agonistow receptora
1, TRV130 (olicerydyna), zostal dopuszczony do leczenia bélu ostrego w Stanach
Zjednoczonych, co wskazuje na istotny kliniczny potencjat zwigzkow z tej grupy (FDA,
2020).Do tej pory TRV130 pozostaje tez najlepiej przebadanym stronniczym agonistg
receptora p. Testy na zwierzetach wykazaty jego skutecznos$¢ w zwiekszaniu progu
reakcji na bodzZce nocyceptywne, a takze w przeciwdziataniu allodynii pojawiajacej
sie w przebiegu bolu pooperacyjnego (DeWire i in.,, 2013). Istotnym problemem
klinicznym jest takze bdl neuropatyczny, ktérego leczenie jest duzym wyzwaniem dla
lekarzy, poniewaz jego pochodzenie i objawy s3 zlozone i rdznorodne.
Konwencjonalni agonisci receptora | sg zazwyczaj stabo efektywni w farmakoterapii
neuropatii (Martinez-Navarro i in., 2018), dlatego interesujacym zagadnieniem jest

ocena efektywnosSci przeciwbolowej selektywnych funkcjonalnie agonistow tego
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receptora w modelach boélu neuropatycznego. Obecnie wiadomo jedynie, ze SR-17018
wykazywat skuteczno$¢ (takze w trakcie podan wielokrotnych) w modelu neuropatii

wywotywanej chemioterapia (Pantouliiin., 2021).

Przeprowadzone badania wtasne miaty charakter eksploracyjny
i wykorzystano w nich zdrowe gryzonie, u ktérych nie rozwinieto stan6w bolowych.
Z pewnoscig wszystkie te zwigzki powinny zosta¢ w przyszto$ci gruntownie
przebadane w modelach przewlektego boélu o réznym pochodzeniu, w tym

W neuropatii.

2. Wplyw badanych agonistow na zachowania zwigzane z uzaleznieniem

Ryzyko rozwoju uzaleznienia jest jednym z najpowazniejszych skutkéw
ubocznych stosowania opioidéw (Wang i in., 2019). Stanowi powazny problem
medyczny, spoteczny i ekonomiczny (Degenhardt i in., 2019), dlatego tez wszystkie

nowe opioidowe substancje chemiczne ocenia sie rowniez pod tym katem.

W niniejszej pracy badano zachowania charakterystyczne dla zaleznosci
fizycznej (ang. physical dependence) od substancji, z ktérg wigze sie wystepowanie
zespotu odstawienia w nastepstwie zaprzestania dostarczania opioidu. Jest to reakcja
cechujaca sie charakterystycznymi objawami: m.in. biegunkg, przyspieszonym
pulsem, zwiekszong potliwoscig, poczuciem niepokoju. Z klinicznego punktu
widzenia, zesp6t odstawienia jest jednym z najsilniejszych czynnikéw napedzajacych
uzaleznienie (Kosten i George, 2002). Zalezno$¢ fizyczna wigZze sie z rozwojem
tolerancji na opioidy i wystepuje jedynie u osobnikéw, u ktérych tolerancja sie
rozwineta. Tolerancja manifestuje sie potrzeba przyjmowania coraz wyzszych dawek
substancji w celu osiggniecia pozadanych efektéw, natomiast wynika ze spadku

wrazliwosci receptoréw na agonistow opioidowych.

W badaniach uwzgledniono takze pomiar aktywnosci lokomotorycznej po
podaniu PZM21, SR-14968 i SR-17018, poniewaz nasilenie tej aktywnosSci w wyniku
podan wyzszych dawek agonistow receptora p uwazane jest za zjawisko zalezne od
dopaminy (Saito, 1990). Z kolei sensytyzacja lokomotoryczna, czyli stopniowy wzrost
aktywnosSci motorycznej zwierzat w trakcie wielokrotnych podan substancji
psychoaktywnych, zwigzana jest z sensytyzacja obszaréw odpowiedzialnych za

zachowania motywacyjno-popedowe. Kostowski (2005) pisze o sensytyzacji jako
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0 majacej zwigzek z uzaleznieniami przez to, ze wspotwystepuje z dziataniem
nagradzajacym i wzmacniajagcym oraz angazuje te same uktady neuronalne. Zjawisko
sensytyzacji zwigzane jest z teorig definiujaca uzaleznienie jako tzw. sensytyzacje
zachet (ang. incentive sensitization). Zgodnie z nig, proces uzaleznienia jest
nastepstwem postepujacych zmian neuroadaptacyjnych, polegajacych na
sensytyzacji obszaréw mozgu odpowiedzialnych za pozadanie nagrody (Robinson
i Berridge, 1993; Zwierzynska i Pietrzak, 2014). Test warunkowanej preferencji
miejsca umozliwit natomiast ocene nagradzajacych wtasciwosci badanych agonistow,
co stanowi miare ,subiektywnych” efektéw dziatania tych zwigzkéw u zwierzat
(McKendrick i Graziane, 2020). W przypadku PZM21 doswiadczenia uzupetiono
wykorzystaniem modelu dozylnego samopodawania substancji, ktéry pozwala na
wnioskowanie o wptywie zwigzkdw na wzrost motywacji do kontynuacji ich

dostarczania, wynikajgcej z ich wzmacniajacych efektow (Green i Bardo, 2020).

Wptyw selektywnych funkcjonalnie agonistow receptora p na wymienione
zachowania zwigzane z uzaleznieniem przedyskutowano w ponizszych

podrozdziatach.
Tolerancja na dzialanie antynocyceptywne

Wiele doniesienn, w tym pierwsze badania zespotu Bohn na myszach
z nokautem (-arr2 sugerowato, Ze ograniczenie sygnalizacji zaleznej od tego biatka
moze zahamowac rozwdj tolerancji na antynocyceptywne dziatanie morfiny (Bohn
i in,, 2000; Przewtocka i in., 2002; Raehal i Bohn, 2011; Yang i in.,, 2011). Wptyw
selektywnych funkcjonalnie agonistéw receptora p na rozwdj tolerancji budzi wiec
duze zainteresowanie. Zasadna wydawata sie hipoteza, Ze zwigzki o takim profilu

dziatania moga nie powodowac szybkiego rozwoju tolerancji.

Wyniki uzyskane w badaniach przedstawionych w rozprawie wykazaty
jednak, ze w wyniku wielokrotnych podan PZM21 nastepuje szybki rozwoj tolerancji
w teScie odsuwania ogona. Rezultat ten jest zgodny z danymi opublikowanymi przez
Hilla i in. (2018), ktére takze wskazaty na szybki rozwoj tolerancji, ktéora w tym
przypadku badana byta w teScie goracej ptytki. Nie ulega wiec watpliwosci, ze PZM21
wywotuje tolerancje w testach mierzacych reakcje na termiczny bodziec

nocyceptywny. Z kolei w doSwiadczeniu badajagcym wptyw SR-14968 i SR-17018 na
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rozwoj tolerancji wykazano, ze wielokrotne podania tych agonistéw takze prowadza
do tolerancji, chociaz rozwija sie ona wolniej niz w przypadku PZM21. Wyrazny
spadek efektywnosci agonistéw odnotowano dopiero pomiedzy 5 a 7 dniem podan,
podczas gdy PZM21 wywotywat tolerancje juz w 3 dniu doswiadczenia. Mozna zatem
zatozy¢, ze w poroéwnaniu do morfiny (a takze do PZM21), tolerancja na
antynocyceptywne dziatanie zwigzkéw SR-14968 i SR-17018 rozwija sie z niewielkim
op6znieniem. Grim i in. (2020) wykazali, ze SR-17018 nie wywotluje rozwoju
tolerancji w tescie goracej ptytki. W tym samym badaniu chroniczne podania tego
agonisty nie prowadzily tez do desensytyzacji receptoréw p w istocie szarej
okotowodociggowej. Pantouli i in. (2021) badali natomiast wptyw wielokrotnie
podawanego SR-17018 na rozwdj tolerancji w termicznym tescie zanurzania ogona,
w ktérym stwierdzili rozwdj tolerancji na antynocyceptywne dziatanie tego zwigzku.
Wyniki tych badan sg sp6jne z rezultatami badan wtasnych, poniewaz wskazuja, ze
rozwoj tolerancji na dziatanie SR-17018 mierzony w termicznych testach odsuwania
oraz zanurzania ogona u myszy z pewnoscig wystepuje, nawet jesli jest nieznacznie
op6Zniony. Interesujaca obserwacja jest natomiast, ze Grim i in. (2020) nie
obserwowali tolerancji na SR-17018 w tescie goracej ptytki, a Pantouliiin. (2021) nie
odnotowali jej w mysich modelach bélu zapalnego i neuropatycznego. Zagadnienie
wymaga wiec dalszych badan, bo otwarte pozostaje pytanie, czy rozwoj tolerancji na

dziatanie SR-17018 zachodzi réznie na poziomie rdzeniowym i ponadrdzeniowym.

Wyniki badan wtasnych nie popierajg raczej hipotezy Bohn i in. (2000)
o kluczowej roli B-arr2 w powstawaniu tolerancji antynocyceptywnej, poniewaz
ograniczenie rekrutacji -arr2 nie pozwolito unikng¢ tolerancji na efekty badanych
zwigzkow. Co ciekawe, w badaniach Bohn i in. (2020), u myszy z nokautem [3-arr2 nie
rozwijata sie tolerancja, ktéra mierzono w teScie goracej plytki. Istnieje wiec
mozliwos$¢, ze wykluczenie szlaku -arr2 zapobiega jedynie tolerancji w teScie goracej
ptytki, podczas gdy ma ograniczony wptyw na tolerancje w testach mierzacych
odruchowe reakcje rdzeniowe (test odsuwania/zanurzania ogona), co
zaobserwowano w badaniach witasnych. Oznaczatoby to, ze ocena tolerancji moze
zaleze¢ od rodzaju stanu bélowego, a takze uzytego w badaniu testu. Nie wydaje sie
to aktualnie wystarczajgcym wytlumaczeniem rozbieznosci wynikow, ale
z pewnos$cig podkresla wage rygoru metodologicznego w prowadzeniu badan

behawioralnych.
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Alternatywnym wyjasnieniem wynikow jest poziom aktywnos$ci wewnetrznej
(ang. intrinsic activity) badanych agonistéw, czyli zdolno$¢ kompleksu agonista-
receptor do wytworzenia maksymalnej odpowiedzi funkcjonalnej. Efekty agonistow
opioidowych o wysokiej aktywnosci wewnetrznej (tzw. peinych agonistéw) sg mniej
podatne na rozwdj tolerancji (Christie i in.,, 1987; Madia i in.,, 2009; Stevens
i Yaksh, 1989). Jest to zwigzane z tym, Ze petni agoni$ci wymagaja mniejszych rezerw
receptorowych, aby w trakcie podan przewlektych dtuzej zachowywaé skutecznos$¢
przeciwbo6lowa. PZM21 wywotywat efekt putapowy w tescie odsuwania ogona, a wiec
wykazywatl cechy czeSciowego agonisty. Ponadto, réwnolegle do prowadzonych
badan ukazaty sie publikacje, ktérych autorzy jednoznacznie wskazywali na
czeSciowy agonizm (niskg aktywno$¢ wewnetrzng) PZM21 (Gillis i in., 2020a; Hill
i in, 2018; Yudin i Rohacs, 2019). Do podobnych wnioskéw prowadza wyniki
wigzania [35S]GTPYS zaprezentowane w rozprawie. W tym kontekscie szybki rozwaj
tolerancji na antynocyceptywne dziatanie PZM21 wydaje sie uzasadniony.
Z kolei zwiagzki SR-14968 i SR-17018, ktérych efekty byty mniej podatne na tolerancje,
wydaja sie mie¢ raczej wysoka aktywnos$¢ wewnetrzng, na co wskazuje zalezna od
dawki i osiggajaca maksimum antynocycepcja. Jedynie Gillis i in. (2020a) sugerowali,
ze SR-17018 moze by¢ czeSciowym agonista receptora p, co jednak nie znajduje
potwierdzenia w wynikach badan wtasnych, a moze by¢ zwigzane z przygotowaniem

i rozpuszczalnoscig zwigzku.

Rozwdj tolerancji antynocyceptywnej wywotywanej przez selektywnych
funkcjonalnie agonistow receptora p wcigz pozostaje kwestig sporng, gdyz brakuje
ostatecznych dowoddéw na kluczowa role (3-arr2 w powstawaniu tolerancji. Znaczenie
tego biatka w mechanizmach desensytyzacji i internalizacji receptoréw nie budzi
watpliwosci, jednak zmiany adaptacyjne zachodzace w wyniku niemal catkowitego
wykluczenia zaleznej od [-arr2 Sciezki sygnatowej nie sg jeszcze poznane. Zgodnie
z najnowszymi danymi opublikowanymi przez zesp6t Bohn, SR-14968 i SR-17018 sg
niekompetytywnymi agonistami receptora y, ktore stabilizujg receptor w aktywnym
stanie (Stahl i in., 2021). Wigza sie oni do receptora niemal nieodwracalnie
i stabilizujg jego aktywny stan, prowadzac do dtugotrwatej sygnalizacji zaleznej od
biatka G. Sygnalizacja ta moze jednak wcigz zosta¢ zablokowana przez
ortosterycznych antagonistow, co sugeruje, ze zwigzki te wigza sie z wysokim

powinowactwem do innego miejsca w receptorze i moga dziata¢ czeSciowo jako
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allosteryczni agonisci. Autorzy cytowanej pracy postawili hipoteze, ze ta wtasnie
wtasciwos$¢ agonistéw SR ma bezposredni zwigzek z ich selektywno$cig funkcjonalng
i przektada sie ich przedtuzone dziatanie in vivo oraz ostabiong tolerancje. Z drugiej
strony, w ostatnim czasie pojawily sie takze interesujace doniesienia sugerujace
przeciwny niz ten postulowany przez zesp6t Bohn, kierunek wptywu B-arr2 na
rozwoj tolerancji opioidowej. Zesp6t Whistler (He i in,, 2021) opublikowat prace,
w ktérej badano dziatanie szeSciu réznych agonistéw receptora g o réznym
wspotczynniku selektywnosci funkcjonalnej wobec Sciezek sygnatowych zaleznych
od biatka G oraz [-arr2. Efekty tych agonistow badano u modyfikowanych
genetycznie myszy, ktore roéznicowaty sie pod katem zdolnosci wigzania -arr2 do
receptora aktywowanego przez morfine. Wyniki otrzymane w tym badaniu sugeruja,
ze efektywna rekrutacja -arr2 raczej ostabia niz zwieksza ryzyko rozwoju toleranciji.
Myszy, u ktoérych rekrutacja B-arr2 byla wieksza niz w grupie Kkontrolnej,
charakteryzowaty sie istotnie op6Znionym rozwojem tolerancji na morfine, co

zinterpretowano jako dowdéd na pozytywna role 3-arr2 w przeciwdziataniu tolerancji.

Jak wynika z przytoczonych przyktadéw, znaczenie selektywno$ci
funkcjonalnej dla rozwoju tolerancji na przeciwbdlowe dziatanie agonistéw receptora
1 pozostaje kwestig otwartg. Badania przeprowadzone na modelach transgenicznych
przyniosty bardzo zrdéznicowane wyniki. Z kolei badania in vivo agonistow
stronniczych wobec biatka G takze nie wykazaly jednoznacznej przewagi tych
ligandéw nad zwigzkami dziatajacymi za posrednictwem obu $ciezek sygnatowych.
W badaniach wtasnych SR-14968 i SR-17018 cechowali sie lekko opd6Znionym
rozwojem tolerancji, ale pozostaje pytanie, czy tak niewielki efekt mie¢ znaczenie

kliniczne.
Zaleznosc¢ fizyczna i zespot odstawienia

PZM21, SR-14968 oraz SR-17018 oceniono takze pod katem ich wptywu na
rozwo0j zaleznoSci fizycznej. Pomiar objawow odstawienia (precypitowanych
naloksonem) poprzedzony chronicznymi podaniami statych dawek agonistéw
pozwolit stwierdzi¢, ze PZM21 wywotuje staba zaleznos¢ fizyczna, poniewaz objawy
odstawienia wystepowaty jedynie w grupie myszy, ktore otrzymywaly najwyzsza
dawke tego agonisty (80 mg/kg). Majac na uwadze dziatanie PZM21 w testach
nocyceptywnych mozna przyja¢, ze PZM21 wywotuje staba zaleznos$¢ fizyczng
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dawkach wystarczajacych do wywotania antynocycepcji. Przeciwnie, agonisci SR,
a szczegoOlnie SR-14968, posiadajg wysoki potencjal do wywotywania zaleznosci
fizycznej. lloSciowe przedstawienie objawdw wskazuje, ze nasilenie odstawienia
w grupie SR-14968 byto dwukrotnie wieksze niz w grupach otrzymujacych SR-17018
lub morfine, pomimo tego, Ze z powodu wysokiego ryzyka przedawkowania SR-
14968, w schemacie wielokrotnych podan wykorzystano jedynie najnizsza
z badanych dawek tego zwigzku (0,3 mg/kg). Réwnolegle w literaturze pojawity sie
dane $wiadczace o wywotywaniu zaleznosci fizycznej przez SR-17018 (Grim i in,,
2020). Autorzy obserwowali objawy spontanicznego odstawienia u myszy
otrzymujacych chroniczne podania tego agonisty, co jest zgodne z wynikami
przedstawionymi w niniejszej rozprawie i nie pozostawia watpliwosci, Ze podania SR-

17018 skutkuja rozwojem silnej zaleznosci fizycznej i zespotu odstawienia.

Badania przeprowadzone na myszach z nokautem (-arr2 wskazaty, ze zesp6t
odstawienia od morfiny u tych zwierzat byt niezmieniony lub jedynie lekko ostabiony
w przypadku stosowania bardzo niskiej dawki opioidu (Raehal i Bohn, 2011). Brak
wptywu B-arr2 na zespét odstawienia od morfiny i fentanylu zostal réwniez
potwierdzony u myszy wyrazajacych zmodyfikowany receptor p, co zapobiegato
fosforylacji receptora i wigzaniu B-arr2 (Kliewer i in., 2019). Wydaje sie zatem, ze
ostabienie rekrutacji B-arr2 w nastepstwie aktywacji receptora p nie ma
bezposredniego przetozenia na potencjat agonisty do wywolywania zalezno$ci
fizycznej i zwigzanego z nig zespolu odstawienia. Zgodnie z tym, agonisci SR
wywotujg zalezno$¢ fizyczng. PZM21 cechuje natomiast stosunkowo niskie
prawdopodobienistwo powodowania tego rodzaju symptomodw, przynajmniej
w efektywnych, antynocyceptywnych dawkach. CzeSciowo moze by¢ za to
odpowiedzialna niska aktywno$¢ wewnetrzna tego agonisty. Buprenorfina, ktéra jest
czeSciowym agonistg receptora p takze ma nizszy potencjat do wywolywania
zaleznosci fizycznej niz petni agonisci tego receptora (Kumar i in., 2021). Z drugiej
strony wiadomo, Zze istniejg inni agoniSci receptora p charakteryzujacy sie
selektywnoscig funkcjonalng wobec biatka G, ktorzy takze nie wywotlujg silnej
zaleznosci fizyczne;j. Sg to m.in. niektore alkaloidy kratomu (Varadiiin., 2016; Wilson
iin, 2021). Nalezy miec¢ jednak na uwadze, ze zwigzKki te, a takze przywotana powyzej
buprenorfina, posiadajg jeszcze powinowactwo do innych receptoréw opioidowych,

wiec mechanizmy ich dziatania moga by¢ bardziej ztoZone.
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Podsumowujac ten etap badan, uzyskane wyniki wskazujg na pewng przewage
PZM21 nad agonistami SR w aspekcie wywotywania zaleznosci fizycznej. Chroniczne
podawanie myszom dawki 40 mg/kg PZM21 nie prowadzito do rozwoju zespotu
odstawienia. Jest to interesujaca cecha tego agonisty, ktora jednak moze nie by¢
bezposrednio zwigzana z jego stronniczo$cig wobec biatka G. Ta sama dawka PZM21
wywotywata jednoczesnie szybka tolerancje, stad wydaje sie watpliwe, aby brak
wptywu na zalezno$¢ fizyczng miatl istotne znaczenie kliniczne. Z drugiej strony,
zaobserwowano wysoki potencjat wywotywania zaleznoSci fizycznej przez agonistéw
SR, a szczeg6lnie SR-14968. Jest to powazne dziatanie niepozadane tych zwigzkow i z
pewnoscia powinno by¢ brane pod uwage w rozwazaniach nad ich ewentualnym

wprowadzeniem do badan klinicznych.
Aktywnos¢ lokomotoryczna po jednorazowych i wielokrotnych podaniach

Agonisci receptora p wywotuja nasilenie aktywnosci lokomotorycznej
i jej sensytyzacje w trakcie wielokrotnych podan (Contarino i in., 2002; Hall i in.,
2003). Receptor p zaangazowany jest r6wniez w zmiany aktywnos$ci lokomotorycznej

wywotywane przez inne substancje psychoaktywne (Charbogne i in., 2014).

Aktywnos$¢ lokomotoryczng myszy wywotang podaniami PZM21, SR-14968
oraz SR-17018 analizowano po jednorazowych i wielokrotnych podaniach.
Otrzymane wyniki wykazaty, Zze badane substancje w odmienny sposéb wptywajg na
aktywnos$¢ lokomotoryczng myszy. Jednorazowe podanie PZM21 nie zmienito
aktywnosci zwierzat w zadnej z badanych dawek. Po podaniach wielokrotnych takze
nie zaobserwowano istotnych zmian. Jedynie ponowne podanie najwyzej dawki (80
mg/kg) po okresie inkubacji wywotato nasilenie aktywnosci lokomotorycznej,
chociaz wcigz niewielkie w poréwnaniu do dziatania morfiny. Dziatanie SR-17018
w duzym stopniu przypominato efekty PZM21 - po jednorazowym podaniu nie
odnotowano istotnych zmian w aktywnosci myszy, w przebiegu wielokrotnych podan
nie rozwinela sie sensytyzacja, natomiast podczas pomiaru aktywnosci po okresie
inkubacji odnotowano jej nieznaczne (nieistotne statystycznie) nasilenie. Inny
WZOT'Zec aktywnosci lokomotorycznej zwierzat zaobserwowano
w przypadku SR-14968. Jednorazowe podanie tego agonisty nasilito aktywnos¢

lokomotoryczng myszy, a podczas wielokrotnych podan zaobserwowano tolerancje
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tego efektu. Ponowne podanie agonisty doprowadzito jednak do wysokiej ekspresji

aktywnosci po okresie inkubacji.

PZM21 oraz SR-17018 mialy zatem znikomy wplyw na aktywnos$¢
lokomotoryczng myszy, co koresponduje z brakiem reakcji Strauba u tych zwierzat.
Natomiast SR-14968 powodowatl znaczny wzrost aktywno$ci motorycznej u myszy
po jednorazowym podaniu, jednak w przeciwienstwie do efektow typowych
agonistéw receptora y, wraz z kolejnymi podaniami nie zaobserwowano sensytyzacji,
lecz tolerancje. Moze to by¢ zwigzane z tym, Ze zwierzeta byty wyczerpane fizycznie
i odwodnione po dtugotrwatej aktywnos$ci motorycznej po otrzymaniu pierwszej
dawki agonisty. Analiza zmian masy ciata tych myszy w przebiegu doswiadczenia
wskazuje na stopniowy spadek i p6Zniejsza stabilizacje wagi, co moze $wiadczy¢
o stopniowej adaptacji do dziatania zwigzku.

Wywotywana przez opioidy aktywno$¢ motoryczna byla rozwazana
w kontekscie jej zwigzku ze $ciezkami sygnatowymi i $-arr2. Badania na modelach
transgenicznych sugeruja ostabienie (Bohn i in., 2003) lub brak zmian (Kliewer i in.,
2019) aktywnosci lokomotorycznej wywotanej przez morfine u myszy z nokautem
lub niemoznos$cig wigzania -arr2 do receptoréw p. W innych badaniach wykazano,
Ze zaangazowanie $ciezki sygnatowej [-arr2-pERK jest kluczowe dla wywotanej
morfing hiperlokomocji, a mechanizm ten wymaga aktywacji receptoréw
dopaminowych D1 (Urs i in., 2011). W tym kontek$cie brak nasilenia aktywnosci
lokomotorycznej u myszy otrzymujacych PZM21 lub SR-17018 wydaje sie
uzasadniony i mozliwy do wyjasnienia staba aktywacja szlaku zaleznego od [3-arr2.
Z kolei silnie stymulujace motoryke dziatanie SR-14968 po jednorazowym podaniu
przypomina efekty konwencjonalnych agonistéw receptora p, pomimo ze jest on
agonistg selektywnym funkcjonalnie. Efekt ten moze by¢ zatem zwigzany z innym,

nieznanym w tym momencie mechanizmem.
Efekty nagradzajace

Charakterystycznym efektem agonistow receptora p jest wywotywanie
u zwierzat preferencji miejsca (Tzschentke, 2007). Jak przedstawiono w niniejszej
pracy, PZM21 oraz zwigzki SR-14968 i SR-17018 odmiennie wptywaty na zachowanie

myszy w teScie warunkowanej preferencji miejsca. Podania PZM21 w schemacie
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dawka-odpowiedz, nie prowadzity do nabycia preferencji miejsca, a w najwyzszej
dawce (80 mg/kg) agonista miat dziatanie awersyjne. Przeciwnie, podania zaré6wno
SR-14968, jak i SR-17018 (w efektywnych dawkach antynocyceptywnych),
doprowadzity do wyksztatcenia sie u zwierzat preferencji miejsca na poziomie
poréwnywalnym do efektow morfiny. Na podstawie wynikow mozna zatem zatozy¢,
ze PZM21 nie dziata nagradzajacego, podczas gdy takie dziatanie majg obaj agonisci
z grupy SR. Brak nagradzajgcego potencjatu PZM21 jest spdjny z wynikami opisanymi
w publikacji, w ktérej Manglik i in. (2016) wykazali brak warunkowanej preferencji
miejsca u zwierzat otrzymujacych PZM21 w dawce 20 mg/kg. W badaniach wtasnych
udowodniono, ze PZM21 nie dziala nagradzajaco w zakresie dawek, ktore majq efekt
przeciwbo6lowy. Jest to interesujaca obserwacja, poniewaz konwencjonalni agonisci
receptora u majg efekty nagradzajace, a ich brak w przypadku PZM21 jest trudny do
wyjasnienia w oparciu o aktualny stan wiedzy. Warunkowana preferencja miejsca
wywotana morfing u myszy z nokautem 3-arr2 byta silniejsza niz w grupie kontrolnej
(Bohn i in., 2003). Mogtoby to sugerowa¢, Ze [-arr2 nie ma wptywu lub wrecz
odgrywa role czeSciowo protekcyjng w regulowaniu behawioralnej odpowiedzi na
nagrode morfinowa. Pojawia sie zatem pytanie, czy brak nagradzajacego dziatania
PZM21 jest wynikiem wiarygodnym. Teoretycznie, brak wyksztatcenia przez
zwierzeta preferencji miejsca mégtby wynika¢ z nieodpowiedniej dtugosci sesji
warunkowania. W tes$cie odsuwania ogona dziatanie PZM21 rozwijato sie wolno
i stosunkowo pézno osiggato warto$¢ maksymalna. Majac to na uwadze, wydtuzono
sesje warunkowania do 60 minut, chociaz w wersji podstawowej praktykowanej
w laboratorium trwajg one 40 minut. Wynik fatszywie negatywny wydaje sie wiec
mato prawdopodobny, tym bardziej ze zwigzki SR, ktérych dziatanie takze rozwijato
sie powoli, mialy dziatanie nagradzajgce w tych samych warunkach
eksperymentalnych. Co wiecej, mozna wykluczy¢ potencjalne zaburzenia pamieci
zwigzane z podaniem myszom PZM21, ktore mogtyby przyczynic sie do nienabycia
preferencji, gdyz w testach badajacych funkcjonowanie poznawcze u myszy, ktorym
podano PZM21 nie odnotowano zmian. Istnieje tez prawdopodobienstwo, chociaz na
ten moment stabo uzasadnione teoretycznie, Ze niektdrzy stronniczy agoniSci
receptora p moga nie dziata¢ nagradzajaco, przynajmniej w pewnym zakresie dawek.

Koresponduje to z badaniami nad TRV130 (olicerydyng), w ktérych nagradzajace
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efekty tego zwigzku byly zalezne od dawki i w niskich, ale antynocyceptywnych

dawkach, nie wystepowaty (Liang i in., 2019; Manglik i in., 2016).

Alternatywnie, dziatanie PZM21 w tym teScie mozna uzasadnia¢ jego
powinowactwem do receptora k. W badaniach wtasnych wynosito ono 22nM, co
wskazuje na wysoki stopien wigzania z receptorem. Manglik i in. (2016) takze
zwracali uwage na powinowactwo PZM21 wobec receptora k (18 nM), jednak
w badaniach in vitro wykazali, Ze oddzialywanie to ma charakter antagonistyczny.
Uzyskane wyniki behawioralne moglyby wskazywac raczej na agonistyczne dziatanie
PZM21 nareceptor K, gdyz w najwyzszej testowanej dawce wydaje sie on mie¢ efekty
awersyjne, typowe dla agonistéw tego receptora (Darcq i Kieffer, 2018). PZM21
ostabiat ponadto nagradzajace efekty morfiny (przedyskutowane zostato to w dalszej
czesci pracy), co takze raportowano w przypadku agonistéw receptora kK (Bolanos

iin. 1996; Funadai in., 1993).

Mikrodializa  moézgu  myszy, dzieki Kktérej zmierzony  zostat
zewnatrzkomorkowy poziom dopaminy i serotoniny w prazkowiu po podaniu
PZM21, miata na celu poszukiwanie mozliwych mechanizméw odpowiedzialnych
za brak nagradzajgcego dzialania tego zwigzku. Nasilenie transmisji
dopaminergicznej w prazkowiu po podaniu opioidéw byto uprzednio wielokrotnie
wigzane z ich uzalezniajagcymi wtasciwosciami (Barik i in., 2010; Di Chiara i Imperato,
1988; Spanagel i in., 1990). Uzyskane wyniki wskazaty, ze zewnatrzkomérkowy
poziom dopaminy w prazkowiu po podaniu PZM21 w dawce 40 mg/kg oraz morfiny
w dawce 10 mg/kg wzrastal w podobnym stopniu. Te same dawki obu agonistéw
miaty jednak odmienny wptyw na zachowanie zwierzat w te$cie warunkowanej
preferencji miejsca, tj. myszy wyksztatcity silng preferencje wobec kontekstu
skojarzonego z morfing, podczas gdy PZM21 nie miat wtasciwoSci nagradzajacych.
Wyniki tych badan moga wiec wskazywag, ze nie ma bezposredniej zaleznosci miedzy
zewnatrzkomorkowym poziomem dopaminy w prazkowiu a dziataniem
nagradzajagcym agonistdw, mierzonym w paradygmacie warunkowanej preferencji
miejsca. W ostatnich dekadach pojawiaty sie prace, ktorych autorzy sugerowali, ze
dopamina nie jest niezbedna dla powstawania preferencji miejsca zwigzanej
z dziataniem morfiny oraz dla samopodawania heroiny (Borgkvistiin., 2007; Hnasko
iin., 2005; Pettitiin., 1984). Nagradzajace dziatanie opioidow wydaje sie wiec jedynie
czeSciowo zaleze¢ od transmisji dopaminergicznej. Z drugiej strony, interesujaca
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obserwacja wynikajaca z badan wtasnych jest obserwacja, ze PZM21 wywotywat
bardzo duzy wzrost zewngatrzkomérkowego poziomu serotoniny w pragzkowiu myszy.
Warto nadmieni¢, ze Manglik i in. (2016) wykazali, ze PZM21 jest stabym inhibitorem
transporteréw dopaminy i serotoniny. Stosunek poziomu serotoniny do dopaminy
w mozgu byt wigzany z jednej strony z przeciwbdlowa efektywnos$cig opioidéw
(MajoriPleuvry, 1971), a z drugiej - z potencjatem uzalezniajacym. Wykazano miedzy
innymi, Ze neurony serotoninowe majg hamujacy wptyw na komérki dopaminowe
w uktadzie mezolimbicznym (Navailles i De Deurwaerdere, 2011; Rothman i in,,
2008). Istnienie mozliwo$¢, ze PZM21 nasila transmisje serotoninergiczng
i jednoczesnie hamuje neurony dopaminergiczne i zachowania zalezne od dopaminy,
jak  np. aktywno$¢ lokomotoryczng. Bytby to mechanizm niezwigzany
z selektywnos$cig funkcjonalng tego agonisty, jednak w tym momencie pozostaje

jedynie spekulacja i jego weryfikacja wymagataby dalszych, zaawansowanych badan.

W tej czesci badan zatem interesujace réznice miedzy dziataniem PZM21
a efektami SR-14968 i SR-17018. Wskazujg one, Ze selektywno$¢ funkcjonalna
agonistéw receptora g wobec biatka G nie jest czynnikiem krytycznym dla dziatania
nagradzajacego. By¢ moze w jakims$ stopniu to inne wtasciwosci farmakologiczne (np.
niska aktywno$¢ wewnetrzna), moga przyczyniac¢ sie do ostabienia nagradzajacego

potencjatu agonistéw receptora y, jak ma to miejsce w przypadku PZM21.

Efekty wzmacniajace i zachowania zwigzane z poszukiwaniem substancji

w oKkresie abstynencji

Kolejne badania prowadzono w kierunku dalszej oceny uzalezniajgcego
dziatania PZM21. Z uwagi na to, ze wykazano brak dziatania nagradzajacego tego
agonisty w teScie warunkowanej preferencji miejsca, w nastepnym doswiadczeniu
zastosowano procedure dozylnego samopodawania tej substancji. Pozwala ona na
ocene wzmacniajgcego dziatania badanych zwigzkéw oraz zachowan
poszukiwawczych substancji w okresie abstynencji. PZM21, samopodawany dozylnie
przez szczury w dawkach 0,05 i 0,5 mg/kg/infuzje, nie miat dziatania
wzmacniajgcego, gdyz nie odnotowano istotnego wzrostu w liczbie infuzji oraz
w liczbie naci$nie¢ dzwigni aktywnej. Ponadto, umieszczenie szczuréw w klatce
Skinnera w okresie wymuszonej abstynencji i prezentacja bodZcow warunkowych nie

miaty istotnego wptywu na wystgpienie zachowania okreslanego jako poszukiwanie
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substancji, tzn. zwiekszonej liczby naci$nie¢ dzwigni aktywnej w poréwnaniu do
nieaktywnej. W momencie przeprowadzania i analizy tego doSwiadczenia byto ono
pierwszym majacym na celu ocene wzmacniajgcego dziatania PZM21 i sugerowato, ze
w zakresie badanych dawek PZM21 nie ma takich wtasciwosci. Nastepnie pojawita sie
publikacja, ktorej autorzy zbadali dziatanie PZM21 na rezusach (Ding i in., 2020).
Wyniki otrzymane w tych badaniach wykazaty, ze PZM21 ma dziatanie wzmacniajgce
u matp. Rozbiezno$¢ tych danych mozna uzasadnia¢ zaréwno roéZnicami
gatunkowymi, jak i kwestiami metodologicznymi, poniewaz Ding i in. (2020)
zastosowali inne Kkryteria wzmocnien niz te, ktére wykorzystano w badaniach
wtlasnych. Podobne zréznicowanie wynikow w modelu dozylnego samopodawania
substancji miato miejsce w przypadku badania dziatania TRV130 (olicerydyny), co
potwierdza wage doboru odpowiednich dawek i kryteriow wzmocnien (Altarifi i in.,

2017; Austin Zamarripaiin., 2018).

Chociaz w badaniach wtasnych nie przeprowadzono badan agonistéw SR
w modelu dozylnego samopodawania, w literaturze pojawily sie dane dotyczace
efektéw SR-14968 w tescie rozrézniania lekéw (ang. drug discrimination test), ktory
umozliwia obserwacje zachowania zwierzat, ktére w specyficznych warunkach
eksperymentalnych dokonujg subiektywnej oceny dzialania substancji przez
poréwnanie jej z efektami innych substancji psychoaktywnych (Young, 2009). We
wspomnianym badaniu SR-14968 wykazywatl dziatanie przypominajace efekty
fentanylu, jednak doktadniejsze analizy wykazaty, Ze SR-14968 ma szerszy zakres
okna terapeutycznego (antynocycepcja vs. potencjat uzalezniajacy) niz inne ligandy
receptora , tj. morfina, NAQ, nalbufina, buprenorfina i metadon (Schwienteck i in.,
2019). Wyniki te sugeruja wiec, Ze selektywni funkcjonalnie agonisci receptora p
moga dziata¢ uzalezniajaco, ale w pewnym zakresie efektywnych dawek unikniecie

tych efektow jest mozliwe.

Podsumowujgc ta czeS¢ badan nalezy podkres$li¢, ze PZM21 nie dziatat
wzmacniajgco u szczurow, lecz przeciwne efekty zaobserwowano u rezusdow.
Najprawdopodobniej PZM21 ma pewien potencjal wzmacniajacy, chociaz dziatanie to
jest dawkozalezne i moze zaleze¢ od specyficznych kwestii metodologicznych.
Przyszte badania powinny wiec okresli¢, czy istnieje zakres dawek, w ktérych PZM21
oraz inni selektywni funkcjonalnie agonisSci receptora p wywotuja analgezje, lecz nie
dziatajg wzmacniajgco.
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Badania wchodzace w skilad rozprawy zostaty przeprowadzone przy
wykorzystaniu modeli zwierzecych, ktdre majg ograniczony potencjat translacyjny.
Pacjenci cierpigcy na OUD zmagajg sie ze ztozong, przewlektg i nawracajaca chorobg
osrodkowego uktadu nerwowego, ktérej pojedyncze symptomy mozna modelowac,
wykorzystujagc zwierzeta laboratoryjne. Wobec wynikdw badan nalezy jednak
zachowac¢ krytycyzm, poniewaz wykorzystujagc modele zwierzece, niezwykle ciezko
jest odwzorowa¢ wszystkie aspekty i wilasciwg dynamike zmian zachodzacych

w uzaleznieniach lekowych (Kuhn i in., 2019; Spanagel, 2017).

3. Wplyw PZM21, SR-14968 i SR-17018 na behawioralne efekty morfiny

Jednym z celé6w niniejszej rozprawy byto zbadanie wptywu PZM21, SR-14968
i SR-17018 na behawioralne efekty morfiny, modelowego agonisty receptora y, czesto
stosowanego w klinice. Badania te wpisuja sie w obszar farmakologii, ktérego
zadaniem jest nie tylko opracowanie nowych, bezpiecznych i potencjalnie
nieuzalezniajacych agonistow receptoréw opioidowych, ale tez poszukiwanie
skutecznej farmakoterapii OUD (Kuppalli i in., 2021). Jest to niezwykle istotne
w konteks$cie epidemii opioidowej, ktéra od ponad dwoch dekad przyczynia sie do
zatrwazajacej liczby zgondéw zwigzanych z uzaleznieniem od opioidéw i ich

przedawkowaniem (Lyden i Binswanger, 2019; Skolnick, 2018; Upp i Waljee, 2020).

Na pierwszym etapie tej czeSci badan oceniono wptyw tgcznego podania
PZM21, SR-14968 i SR-17018 na dziatanie antynocyceptywne morfiny u myszy.
Selektywnych funkcjonalnie agonistéw receptora g podano 30 minut przed morfing,
a efekty antynocyceptywne mierzono za pomocg testu odsuwania ogona. Wyniki
badan wykazaty, Ze podanie PZMZ21/agonistow SR nasila antynocyceptywne
dziatanie morfiny. W przypadku PZM21 wykazano dodatkowo, Ze dzialanie to jest
zalezne od dawki. Badane substancje moga by¢ wiec potencjalnie stosowane do
u$mierzania bolu zar6wno samodzielnie, jak i w potgczeniu z innymi agonistami
receptora p. Eksperymenty te miaty ograniczony zakres i zostaty przeprowadzone
w prostym schemacie do$wiadczalnym. Kolejne badania nalezatoby przeprowadzic¢
z wykorzystaniem szerszego zakresu dawek i testow, dzieki czemu mozna by okresli¢
doktadny rodzaj interakcji farmakodynamicznej miedzy badanymi agonistami

a morfing. Otrzymane wyniki sg obiecujace, gdyz sugeruja wystepowanie efektu
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addycyjnego przy jednoczesnym braku zauwazalnych dziatan toksycznych lub

zmieniajgcych zachowanie zwierzat.

Z Klinicznego punktu widzenia, powaznym utrudnieniem farmakoterapii
opioidowej jest rozwdj tolerancji przeciwbolowej, stad wcigz poszukuje sie
efektywnych strategii postepowan w tym zakresie (Martyn i in, 2019).
W doswiadczeniach zmierzono wptyw selektywnych funkcjonalnie agonistéw
receptora p na rozwoj tolerancji na antynocyceptywne dziatanie morfiny. PZM21, SR-
14968 lub SR-17018 podawano myszom 30 minut przed morfing, raz dziennie przez
tydzien, a rozwdj tolerancji oceniano za pomocag testu odsuwania ogona. Nie
zaobserwowano istotnego statystycznie wptywu PZM21 na rozwdj tolerancji na
efekty morfiny. Otrzymane wyniki wskazujg natomiast na tendencje w kierunku
hamowania rozwoju tolerancji morfinowej w grupach, ktérym podawano SR-14968
lub SR-17018. Wyniki opublikowane przez Grim i in. (2020) wykazaty odwracanie
tolerancji morfinowej przez SR-17018 w teScie goracej ptytki. Z drugiej strony,
podanie SR-17018 nie wptyneto na tolerancje morfinowa w tescie zanurzania ogona
u myszy (Pantouli i in., 2021). Wydaje sie zatem, ze wptyw SR-17018 i SR-14968 na
rozwdj tolerancji na dziatania morfiny jest niewielki i mozliwy do uchwycenia jedynie
w niektorych warunkach eksperymentalnych. Z pewnoscig warto doktadniej zbadac
ten aspekt dziatania zwigzkéw SR, poniewaz inny selektywny funkcjonalnie agonista
receptora p - TRV130 (olicerydyna) - hamowat tolerancje na przeciwboélowe efekty
fentanylu u myszy z neuropatig (Mori i in., 2017). Istnieje wiec mozliwo$¢, Ze pewne
aspekty dziatania funkcjonalnie selektywnych opioidéw moga by¢ korzystne dla

hamowania rozwoju tolerancji na analgezje opioidowa.

Kolejne badania dotyczyly wptywu PZM21, SR-14968 i SR-17018 na zesp6t
odstawienia u myszy uzaleznionych od morfiny. Funkcjonalnie selektywnych
agonistow receptora L podano zwierzetom jednorazowo, 30 minut przed precypitacja
odstawienia za pomocg podania naloksonu. Uzyskane wyniki wykazaty, ze PZM21,
w sposob zalezny od dawki, obnizat 1gczny efekt odstawienia, lecz jednoczes$nie jego
podanie skutkowato nieznacznym zwiekszeniem liczby skokéw. Taki wynik utrudnia
interpretacje otrzymanych danych. Skoki zwyczajowo uznawane sg za najbardziej
typowy i najtatwiej policzalny objaw odstawienia u myszy. Z kolei na wspdiczynnik
odstawienia sktada sie caty zespdt zachowan, obejmujacy, obok skokdw, zgrzytanie
zebami, potrzasanie calym cialem (ang. wet dogs), wspiecia na tylne tapy, drzenie tap
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oraz intensywno$¢ defekacji. Nizsza warto$¢ 1acznego efektu odstawienia w grupach
myszy, ktére otrzymaly PZM21, wynika z braku wystepowania w tych grupach
wiekszosci wysoko punktowanych objawow. Mozna tym samym stwierdzi¢, ze
PZM21, cho¢ nieznacznie nasila odstawienie od morfiny mierzone liczbg skokow,
ostabia jednoczes$nie inne objawy odstawienia, a szczegbélnie defekacje.
Zaobserwowane roznice wynikajg by¢ moze z réznego wptywu PZM21 na obwodowe
i osrodkowe objawy odstawienia od morfiny. Biegunka wystepujaca
w nastepstwie odstawienia od opioidéw jest mediowana przez receptory opioidowe
zlokalizowane w przewodzie pokarmowym, natomiast skoki wywotane
odstawieniem wydajg sie mie¢ pochodzenie osrodkowe (Bianchetti i in., 1986; Koob
i in, 1992; Maldonado i in., 1992). Mozliwe zatem, ze PZM21 moze wywieraé
odmienne efekty w zaleznoSci od lokalizacji/podtypu receptoréw p, na ktére dziata.
Niemniej, wyniki badan sugerujg, ze PZM21 moze skutecznie hamowac niektére

obwodowe objawy odstawienia od opioidow.

Analogiczne doswiadczenie przeprowadzono takze, aby oceni¢ wplyw
SR-14968i SR-17018 na nasilenie zespotu odstawienia od morfiny. W tym przypadku
badane zwigzki wplywaty hamujgco na objawy odstawienia mierzone za pomoca
facznego efektu odstawienia (tendencja) oraz liczby skokéw (istotny statystycznie
spadek w grupie SR-17018 i nieznaczne obnizenie w grupie SR-14968). Grim i in.
(2020) wykazali, ze podanie SR-17018 ostabia objawy spontanicznego odstawienia
od morfiny w okresie abstynencji. Wyniki badan wtasnych sg wiec spdjne
z dostepnymi w literaturze i wskazuja, ze SR-17018 moze by¢ potencjalnie
skutecznym S$rodkiem farmakologicznym ostabiajagcym zesp6t odstawienia od
morfiny (lub innych opioidéw), mogacym znalez¢ zastosowanie w terapii OUD
(Uchtenhagen, 2003). Stahl i in. (2021) zaproponowali interesujaca interpretacje,
ktéra sugeruje mechanizm hamujacego wpltywu SR-17018 na zespét odstawienia od
morfiny oraz przywracania przez tego agoniste efektywnosSci morfiny u myszy, ktore
byty od niej uzaleznione. Miatoby to wynikac z tego, ze SR-17018 (a takze SR-14968)
sg niekompetywnymi agonistami receptora p i ta wlasciwos$¢ pozwala na stabilizacje
aktywnego stanu receptora oraz odbudowe wrazliwos$ci na ortosterycznego agoniste
(morfine) przy jednoczesnym podtrzymywaniu aktywacji receptora (zapobieganie

odstawieniu). Zgodnie z tym wyjaSnieniem, przewaga agonistow SR nad
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konwencjonalnymi agonistami receptora p wynikataby raczej ze sposobu, w jaki

aktywuja szlak zalezny od biatka G, niz z faktu, ze stabo oddziatujg z 3-arr2.

Z uwagi na to, ze PZM21 dziatat nagradzajaco, oceniono takze jego wptyw na
nabywanie przez myszy warunkowanej preferencji miejsca wywotanej morfing.
Uzyskane wyniki wykazaty PZM21, podawany 30 minut przed morfing, ostabiat jej
nagradzajace efekty w tym tes$cie. Mechanizm tego dziatania nie jest jednoznaczny.
Mozliwe, ze PZM21, z uwagi na jego wysokie powinowactwo do receptora , ostabiat
wigzanie morfiny do receptora y, uniemozliwiajac wyksztatcenie preferencji miejsca.
Innym wyjasnieniem tego efektu moze by¢ niska aktywno$¢ wewnetrzna PZM21.
Badania wskazuja, Ze czeS$ciowi agonisci receptora p (np. buprenorfina) moga
ostabia¢ nagradzajace wtasciwosci opioidéw i psychostymulantéw (Cordery i in.,
2014; Kosten i in., 1991). Nalezy jednak mie¢ na uwadze, Ze dziatanie buprenorfiny
w tym te$cie moze zaleze¢ od aktywacji/blokady innych receptoréw opioidowych.
Mozliwym mechanizmem odpowiedzialnym za ten efekt PZM21 moze by¢ takze jego
oddziatywanie z receptorem k. Wielokrotnie wykazywano, Ze agonisci tego receptora
ostabiajg nagradzajace lub wzmacniajgce wtasciwosci opioidéw (Abdel-Ghany i in.,
2015; Kuzminiin., 1997; Tao i in., 2006; Tsujiiin., 2001).

Reasumujac, rezultaty tej czeSci rozprawy wskazuja, ze PZM21, SR-14968
i SR-17018 modulujg behawioralne efekty morfiny. Badani agoni$ci nasilajg
wywotang morfing antynocycepcje. Istnieje mozliwo$¢, ze SR-17018 (i w mniejszym
stopniu takze SR-14968) moga ostabia¢ rozwdj tolerancji na dziatanie morfiny,
jednak w tym obszarze wyniki nie sg jednoznaczne i wymagaja jeszcze weryfikacji.
Z Kkolei wszystkie badane zwigzki wydajg sie ostabia¢ wybrane symptomy
odstawienia od morfiny, a PZM21 dodatkowo blokuje jej nagradzajgce wtasciwoSci.
Dalsze badanie tych agonistow pod katem ich wykorzystania w farmakoterapii OUD

wydaje sie zatem zasadne.

4. Wplyw PZM21 na efekty stresu

Z uwagi na to, ze PZM21 nie miat dziatania nagradzajacego i wzmacniajacego
w badaniach wtasnych, zdecydowano sie dodatkowo oceni¢ jego efekty
w zwierzecych modelach odpowiedzi na stres. Testy wymuszonego plywania

i zawieszenia za ogon sg uzywane do badania przeciwdepresyjnego dziatania
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substancji chemicznych (Can, Dao, Arad i in., 2012; Can, Dao, Terrillion iin., 2012), ale
jednoczes$nie umozliwiajg obserwacje reakcji zwierzat w sytuacji niemozliwego do
unikniecia stresu. Zwierze moze zareagowac aktywng strategia radzenia sobie
(ptywanie, wspinanie sie) lub bezradnos$cig (bezruchem; Commons i in., 2017).
Podanie morfiny (30 minut przed testem) zmniejszato ilo§¢ czasu spedzonego
w bezruchu podczas wymuszonego ptywania oraz zawieszenia za ogon,
interpretowanego jako bezradno$¢ w sytuacji ostrego stresu. Jest to zgodne
z wynikami innych autoréw, ktérzy obserwowali taki sam kierunek zmian w tych
testach po podaniu morfiny, takze u myszy Albino Swiss (Berrocoso i in., 2013;
Eschalier i in.,, 1987; Zomkowski i in., 2005). Stymulacja receptoréw p przez
endomorfiny-1i endomorfiny-2, podane dokomorowo, takze skutkowata obnizeniem
czasu bezruchu w testach zawieszenia za ogon i wymuszonego ptywania (Fichnai in,,
2007). Protekcyjne dziatanie endogennego uktadu opioidowego oraz morfiny
wykazano ponadto w innych modelach wyuczonej bezradnosci (Besson i in., 1996,
1998; Tejedor-Real i in., 1995). W badaniach wtasnych udato sie zatem uzyskaé
podobne wyniki. Swiadcza one o pozytywnym udziale receptora p w ostabianiu
wyuczonej bezradnosci w odpowiedzi na ostry, jednorazowy stres. Zgodnie z danymi
innych autoré6w dziatanie morfiny nie wynika z jej wplywu na aktywnos¢
lokomotoryczng myszy oraz jest antagonizowane przez nalokson, co $wiadczy o tym,
ze jest to mechanizm zalezny od ukladu opioidowego (Zomkowski i in., 2005).
Wielokrotnie sugerowano, Ze efekty te majg zwigzek z wysoka ekspresja receptorow
pu w strukturach uktadu limbicznego odpowiedzialnych za przetwarzanie bodZcow
o charakterze emocjonalnym oraz w obszarach zawierajacych wysoki poziom
monoamin (Fichnaiin. 2007; Lutz i in., 2021; Puryear i in., 2020). Dodatkowo, majac
na uwadze, zZe podanie PZM21 mocno wptywa na nasilenie transmisji
serotoninergicznej (co wykazano w eksperymencie mikrodializy mo6zgu), mozna byto
oczekiwa(, ze podanie tego agonisty wywota efekty podobne do morfiny. Wyniki
zaprezentowane w rozprawie nie wykazaty jednak istotnego wptywu PZMZ21 na
odpowiedZ behawioralng myszy w tych testach. W teScie wymuszonego plywania
zaobserwowano nawet, ze podanie PZM21 w dawce 20 mg/kg zwieksza czas
bezruchu badanych zwierzat. Efekt ten nie potwierdzil sie jednak w tescie

zawieszenia za ogon. Wyttumaczenie rozbieznos$ci miedzy efektami morfiny i PZM21
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jest na tym etapie trudne i wymaga dodatkowych badan. Prawdopodobne wydaje sie,

ze morfina i PZM21 moga dziata¢ na inne typy/populacje receptoréow .

Wyniki uzyskane w tescie jasnego/ciemnego pudetka wykazaty, Ze zaré6wno
PZM21, jak i morfina, podane jednorazowo, 30 minut przed testem behawioralnym,
nasilajg lekowos$¢ zwierzat. Funkcjonalne znaczenie receptoréw p w zachowaniach
zwigzanych z lekiem pozostaje kontrowersyjne. W zaleznosci od badanych
parametréw, miejsca podania agonisty oraz modelu wykorzystanego w badaniach
opisywano udziat tych receptorow w mechanizmach hamujacych oraz nasilajacych
poziom leku (Beckeriin., 2014; Filliol i in., 2000; Le Merrer i in., 2006; Shiniin., 2003;
Wilson i Junor, 2008). Rezultaty zaprezentowane w rozprawie wskazujg, ze morfina
i PZM21 w badanych dawkach nasilajg lekowo$¢ u myszy Albino Swiss. Jednocze$nie
brak miedzygrupowych réznic w liczbie przej$s¢ miedzy obiema czeSciami aparatu
wskazuje, Ze na otrzymane wyniki nie wptynety zmiany w aktywno$ci myszy.
Podsumowujac, w badaniach wtasnych nie wykazano wptywu PZM21 na odpowiedz
behawioralng myszy na ostry, jednorazowy stres. Otrzymane wyniki sugeruja, ze
PZM21 moze mie¢ w pewnych warunkach dziatanie anksjogenne, jednak ten aspekt

nalezy jeszcze doktadniej zbadac.

W tej cze$ci dosSwiadczen przeprowadzono takze test warunkowania
strachem, ktéry miat na celu odwzorowac typowe dla PTSD zaburzenia, jakimi sg
uporczywe wspomnienia traumy, szczego6lnie podczas ekspozycji na skojarzony z nig
kontekst (Brewin, 2011; Kida, 2019). Z uwagi na dostepnos$¢ danych $wiadczacych
o protekcyjnym dziataniu morfiny w tym modelu (Szklarczyki in., 2015, 2016; Zelek-
Molik i in., 2019), interesujgce wydato sie zbadanie efektéw podania PZM21 w takich
samych warunkach. Rezultaty do§wiadczenia nie wykazaty jednak istotnego wptywu
morfiny ani PZM21 na reakcje zastygania podczas ekspozycji myszy na kontekst,
w ktérym uprzednio doSwiadczyty traumy. Jedynie podczas ostatniego wystawienia
zwierzat na traumatyczny kontekst mozna zauwazy¢ tendencje w kierunku
ostabienia reakcji zastygania u myszy, ktéorym podano najwyzsze badane dawki
agonistow. Ta cze$¢ badan wskazuje, ze efekty morfiny w modelu warunkowania
strachem u myszy moga by¢ trudne do uchwycenia. By¢ moze dlatego, ze sa one
subtelne lub tatwiejsze do wykazania w innych testach behawioralnych. Skutecznos¢
morfiny w blokowaniu konsolidacji traumatycznych wspomnien udowodniono

u 0s6b z dos$wiadczeniem traumy (Bryant i in., 2009; Holbrook i in., 2010; Saxe i in.,
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2001), stad wydaje sie, ze brak istotnych zmian w tym do$wiadczeniu zwigzany jest
raczej z niedoskonato$cig modelu niz z brakiem efektow farmakologicznych morfiny.
Cho¢ przeprowadzone badania nie prowadza do jasnych wnioskéw dotyczacych
dziatania PZM21, to jednak najprawdopodobniej agonista ten nie zmienia

w znaczacym stopniu reakcji uwarunkowanego strachu.

Podsumowujac, w badaniach wilasnych nie odnotowano istotnego wptywu
PZM21 na odpowiedZ zwierzat na stres wymuszonego ptywania i zawieszenia za ogon
oraz pamiec zwigzang z trauma. Z drugiej strony wstepne wyniki dotyczace wptywu
tego zwigzku na lekowo$¢ zwierzat sugerujg, ze moze on mie¢ dziatanie anksjogenne.
Badania w tym zakresie z pewno$cia nalezy rozszerzy¢, aby moéc w peini
odpowiedzie¢ na pytanie o wystepowanie oraz charakter ewentualnych zmian. Na
aktualnym etapie badan wydaje sie jednak, ze PZM21 nie dziala protekcyjne

w zaburzeniach zwigzanych ze stresem.

Znaczenie wewnatrzkomoérkowych Sciezek sygnatowych w modulacji
odpowiedzi na stres nie byto dotychczas szeroko badane. Dostepne dane dotycza
jedynie agonistow receptora opioidowego & i sugerujg, ze zalezna od [-arr2
sygnalizacja ERK ma zwigzek z ostabianiem lekowoSci i uwarunkowanego strachu,
a preferencyjna aktywacja szlaku biatka G moze nasila¢ reakcje strachu (Ko i in.,
2021). Bez dalszych doktadnych badan trudno przewidywac¢, czy w przypadku
agonistoOw receptora | rola wewnatrzkomdrkowych Sciezek sygnatowych jest taka
sama jak w przypadku agonistow receptora 6. Istnieje mozliwo$¢, ze sygnalizacja
zalezna od (3-arr2 odgrywa wazng role w regulacji reakcji emocjonalnych i z tego
powodu agonisci selektywni funkcjonalnie wobec biatka G nie beda w tych

warunkach skuteczni.

5. Analiza dzialania funkcjonalnie selektywnych agonistow receptora p
w kontekscie nowych danych dotyczacych roli f-arestyny-2 w niepozadanych

dziataniach opioidow

Badania nad selektywnymi funkcjonalnie agonistami receptorow opioidowych
zyskaly w ostatnich latach znaczaca popularno$¢, co odzwierciedla sie w duzej liczbie
publikacji dotyczacych zaréwno charakterystyki nowych agonistow, jak i projektow

ukierunkowanych na ocene funkcjonalnego znaczenia wewnatrzkomoérkowych
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Sciezek sygnatowych dla terapeutycznych oraz niepozadanych efektéw substancji
opioidowych.

Chociaz wpltyw PZM21, SR-14968 i SR-17018 na depresje oddechowag nie byt
przedmiotem niniejszej rozprawy, warto pokrétce wspomnie¢ o danych na ten temat,
poniewaz majg one kluczowe znaczenie dla ogdlnej oceny bezpieczenstwa
i skutecznosci tych agonistow. Zgodnie z wynikami opublikowanymi przez Hilla i in.
(2018), podanie myszom PZM21 (w catym zakresie testowanych dawek, do 80
mg/kg) prowadzilo do depresji osrodka oddechowego. Efekt nie byt zalezny od
szczepu myszy wykorzystanych do badan i nie ulegat tolerancji. Hamowanie o$rodka
oddechowego po podaniu PZM21 opisano takze w innej pracy (Gillis i in., 2020a).
Wyniki tych badan sg uderzajgco sprzeczne z oryginalnymi danymi przedstawionymi
w pracy opisujacej odkrycie PZM21 (Manglikiin., 2016). W badaniach wtasnych takze
zaobserwowano przej$ciowy okres gorszego samopoczucia myszy, pojawiajacy sie po
ok. 10-15 minutach po podaniu i ustepujacy po uplywie kolejnego kwadransa.
Charakteryzowat sie on ogélnym zahamowaniem motorycznym zwierzat i niechecia
do interakcji. Parametry zwigzane z oddychaniem nie byty mierzone z uwagi na brak
specjalistycznego sprzetu, ale z wysokim prawdopodobienstwem mozna zatozy¢, ze
byt to wtasnie okres nasilonej depresji oddechowej zwigzanej z dziataniem agonisty.
Jest to tym bardziej mozliwe, Ze okno czasowe wystepowania objawow koresponduje

z okresem najsilniejszej depresji oddechowej opisanej przez Hilla i in. (2018).

Brak wplywu SR-14968 i SR-17018 na os$rodek oddechowy wykazano
w oryginalnej pracy opisujacej odkrycie tych zwigzkéw (Schmid i in., 2017). Z kolei
Gillis i in. (2020a) przedstawili wyniki, zgodnie z ktérymi SR-17018 wywotuje
depresje oddechowa w najwyzszej testowanej dawce (30 mg/kg), lecz w poréwnaniu
do innych badanych opioidéw efekt ten wcigz byt niewielki. Wyniki tych badan nie

zostaty jeszcze zreplikowane ani tez jednoznacznie zakwestionowane.

Pierwsze badania na myszach z nokautem (3-arr2 wskazywaty, ze wykluczenie
szlaku sygnalowego zaleznego od tego biatka pozwala unikng¢ depresji oddechowe;j
wynikajacej z podania morfiny (Raehal i in, 2005). Doswiadczenia, ktore
przeprowadzono w ostatnim czasie, nie potwierdzity jednak tych obserwacji, podajac
w watpliwos¢, ze selektywno$¢ funkcjonalna ma kluczowe znaczenie dla braku

depresji oddechowej wywotywanej przez opioidy. Badania na myszach wyrazajacych
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zmodyfikowany receptor y, co zapobiegato fosforylacji receptora i wigzaniu (-arr2
wykazaty, Ze taka manipulacja nie ma wptywu na depresje oddechowa wystepujaca
po podaniu morfiny i fentanylu (Kliewer i in., 2019). Z kolei w pracy Kliewer i in.
(2020) opisano probe replikacji oryginalnych badan na zwierzetach transgenicznych
z nokautem B-arr2. Wynikéw Raehal i in. (2005) nie udato sie powtdrzy¢ trzem
niezaleznym osrodkom badawczym, poniewaz morfina i fentanyl wywolywaty
depresje osrodka oddechowego u myszy pozbawionych B-arr2. W tych samych
badaniach zaobserwowano, Ze mutacja nie wptyneta takze na ostabienie zapar¢.
Rozbieznos$ci miedzy badaniami na teoretycznie tych samych myszach z nokautem 3-
arr2 tlumaczono kwestiami metodologicznymi zwigzanymi z utrzymywaniem linii
zwierzat transgenicznych i ttem genetycznym myszy wykorzystanych do krzyzowan.
Brak wptywu nokautu (-arr2 na depresje oddechowa wywotang morfing potwierdzit

tez inny zesp6t badawczy (Bachmutsky iin., 2021).

W  kontek$cie przytoczonych powyzej danych wydaje sie, Ze idea
selektywnos$ci funkcjonalnej agonistow receptora p powinna zosta¢ poddana
ponownej ocenie. Badania sugeruja, ze wykluczenie Sciezki sygnatowej zwigzanej
z [-arr2 moze, przynajmniej w pewnym stopniu, przyczyni¢ sie do silniejszego
dziatania agonistéw receptora p oraz wolniejszego rozwoju tolerancji (Bohn i in,,
2000; Klieweriin., 2019; Przewtockaiin.,, 2002; Yangiin., 2011). Pomimo to, ligandy
selektywnie dzialajace przez S$ciezke sygnatowa zwigzang z biatkiem G réznie
wptywaja na tolerancje. Wydaje sie wiec, Zze wptyw poszczegélnych agonistow na
rozwoj tolerancji jest charakterystyczng cechg danego zwigzku i moze angazowac
zaréwno sygnalizacje zalezng od B-arr2, jak i z nig niezwigzana. Co wiecej, znaczenie
B-arr2 w rozwoju zaleznos$ci fizycznej oraz powstawaniu nagradzajacych
i lokomotorycznych efektow agonistow receptora p takze zostato, przynajmniej

czeSciowo, zakwestionowane przez Kliewer i in. (2019).

Podsumowujac, przytoczone powyzej przyktady pokazujg, ze wyniki badan na
transgenicznych modelach zwierzecych nie zawsze przekladajg sie na dziatanie
nowych substancji chemicznych, ktére opracowano w oparciu o idee selektywnosci
funkcjonalnej. Obecnie wydaje sie, ze wykluczenie Sciezki sygnatowej zwigzanej
z B-arr2 nie jest wystarczajace dla powstania opioiddw pozbawionych dziatan

niepozadanych.
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6. Wplyw idei selektywnosci funkcjonalnej na opracowywanie nowych lekéw

opioidowych

W Swietle wynikdw badan wtasnych oraz doniesien innych autoréw, mozna
zada¢ pytanie, czy selektywno$¢ funkcjonalna jest zasadnym podejSciem do

poszukiwania skutecznych, bezpiecznych i nieuzalezniajacych lekéw opioidowych.

Wyniki badan, na ktérych oparto idee selektywnosci funkcjonalnej, budza
aktualnie pewne watpliwosci, poniewaz B-arr2 nie wydaje sie zaangazowana we
wszystkie dziatania niepozadane agonistow receptora . Sztywny podziat
wewnatrzkomoérkowych Sciezek sygnatowych na zaangazowane w pozadane efekty
terapeutyczne oraz odpowiedzialne za dziatania niepozadane jest nadmiernym
uproszczeniem, poniewaz nie uwzglednia catej ztozonosci biologii receptoréw GPCR
i kaskad przekazywania sygnatu. Z drugiej strony, dzieki idei selektywnoS$ci
funkcjonalnej nastgpita zmiana klasycznego rozumienia mechanizméw
oddziatywania czasteczek z receptorem, ktore opierato sie na prostym rozréznieniu
stanow aktywacji i hamowania $ciezek sygnatowych w zaleznosci od zwigzania
agonisty lub antagonisty. Obecnie uwaza sie, ze wigzanie liganda z receptorem GPCR
moze niezaleznie prowadzi¢ do aktywacji lub hamowania wielu uktadéw
efektorowych. Uktady te z kolei zwigzane s3g z r6znymi fazami sygnalizacji zaleznymi
od biatka G, B-arr2 czy GRK. Majac to na uwadze, Smith i in. (2018) nazwali receptory
GPCR ,allosterycznymi mikroprocesorami”, co oddaje ztozonos$¢ ich oddziatywania
z réznymi ligandami. Wynika to z tego, ze czasteczki wiagza sie do réznych miejsc
w receptorze, stabilizujac jego odmienne konformacje, ktére z kolei wptywaja na
specyfike sygnalizacji przez rekrutacje réznych biatek, co w efekcie wptywa na
specyficzne efekty danego liganda (Kenakin, 2015). Nalezy tez pamieta¢, Ze cechy
,stronniczosSci” moze przejawia¢ zaréwno ligand, jak i receptor oraz caty system
(Smith i in., 2018). Jak podkreslajg autorzy cytowanej pracy, receptory GPCR moga
mie¢ rozne wtasciwosci sygnalizacyjne zaleznie od tkanki lub uktadu, w ktérym sa
wyrazane, a ci sami agonisci moga tym samym wywotywac rozne efekty w roznych
regionach mozgu. Selektywnos$¢ funkcjonalna wzgledem okreslonej Sciezki moze by¢
wiec zjawiskiem pozadanym dla pewnych efektéw i jednoczes$nie niekorzystnym dla
innych. Co interesujace, miedzygatunkowe roznice (np. w ekspresji biatek i kinaz

zaangazowanych w przekazywanie sygnatu przez GPCR) moga tez przyczyniac sie do
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tego, ze niektdére ligandy przejawiaja znaczaca selektywnos$¢ funkcjonalng tylko
u pewnych gatunkéw (Schattaueriin., 2017). Ma to duze znaczenie w rozwazaniach
nad translacyjnym znaczeniem badan podstawowych. Pomimo Ze idea stronniczego
agonizmu nie doprowadzita dotad do odkrycia catkowicie bezpiecznych
i nieuzalezniajacych opioidéw, z pewnoscig istotnie przyczynita sie do wzbogacenia
wiedzy o mechanizmach przekazywania sygnatu przez GPCR oraz o funkcjonalnym

znaczeniu okreslonych Sciezek sygnatowych.

Kolejng grupa zagadnien, ktére stanowig powazny problem, jest kwestia
wyznaczania wspoétczynnika selektywnosci funkcjonalnej (ang. bias factor), ktéry
moze roznic sie w zaleznosci od testow in vitro, ligandéw referencyjnych oraz metod
obliczeniowych wykorzystanych do jego okresSlenia (Kenakin, 2019). W kilku
przypadkach status agonistéw opisanych poczatkowo jako selektywne funkcjonalnie
zostal podany w watpliwo$¢ (Gillis i in., 2020a; Hill i in., 2018). Testy komoérkowe,
w ktérych mierzy sie aktywno$¢ biatka G, moga by¢ czesto niewrazliwe na wahania
aktywnos$ci wewnetrznej agonistow, co w jakim$ stopniu moze thtumaczy¢ wstepng
klasyfikacje pewnych zwigzkéw jako wysoce skutecznych w aktywacji biatek G (Gillis
iin., 2020b). Powstato na ten temat kilka interesujacych prac przegladowych, ktére
precyzyjnie ttumacza ten problem (Gillis i in.,, 2020b; Kelly, 2013; Kenakin, 2019;
Onaraniin., 2017).

Charakteryzujac agonistow bedacych przedmiotem tej pracy, nalezy mie¢ na
uwadze takze ocene ich oddziatywania z receptorami opioidowymi i zwigzane z tym
efekty farmakologiczne. Ma to duze znaczenie m.in. w interpretacji niektorych
efektow PZM21. Zar6wno wyniki doswiadczen behawioralnych (tj. efekt putapowy
w dziataniu antynocyceptywnym, szybki rozwoj tolerancji), jak tez dane wtasnei inne
opublikowane wyniki eksperymentéw in vitro (Gillis i in., 2020a; Hill i in., 2018; Yudin
i Rohacs, 2019) wskazujg na to, ze PZM21 jest czeSciowym agonistg receptora .
Agonisci tego typu cechuja sie nizszym ryzykiem wywotania potencjalnie Smiertelnej
depresji osrodka oddechowego (Kelly, 2013). CzeSciowy agonizm PZMZ21 moze
w pewnym stopniu tlumaczy¢ jego nizszy potencjat uzalezniajacy, chociaz
jednoczes$nie nie zapobiega wystepowaniu depresji oddechowej po podaniu tego
zwigzku. Selektywno$¢ funkcjonalna PZM21 i jego czeSciowy agonizm
najprawdopodobniej niezaleznie przyczyniaja sie do jego efektywnosci,
bezpieczenstwa i profilu dziatan niepozadanych.
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W ostatnich latach to wtasnie selektywno$¢ funkcjonalna byta w centrum
uwagi jako podejscie do opracowania nowych, bezpiecznych opioidow. W rozprawie
omowiono dziatanie stronniczych agonistow receptora opioidowego p, ale warto
podkresli¢, ze interesujaca grupa zwigzkoéw sa tez selektywni funkcjonalnie agonisci
receptora K (Mores i in., 2019) oraz - nieco mniej popularni - stronniczy agonisci
receptora 6, a nawet ORL-1 (Faouzi i in.,, 2020). Istniejg ponadto inne podejscia,
niezwigzane bezposrednio z selektywnoscig funkcjonalna, ktérych celem takze jest
opracowanie bezpiecznych i nieuzalezniajagcych opioidéw. Zgodnie z jednag
z koncepcji, mozliwym sposobem na unikniecie dziatan niepozadanych opioidéw jest
opracowywanie ligandéw zaleznych od pH, dzialajacych jedynie w tkankach
zmienionych chorobowo, niemajacych wptywu na funkcje osrodkowe (Spahn i in,,
2017, 2018). Osobng, bardzo obszerna grupe, stanowig zwigzki chemiczne
wywierajace efekty biologiczne za posrednictwem wiecej niZ jednego receptora
(zwiazki hybrydowe, heterodimery), ktére moga m.in. cechowac sie op6Znionym

rozwojem tolerancji (Gomes i in., 2013; Piotrowskaiin., 2021; Zhang i in., 2020).

Podsumowujac, chociaz wysitki wtoZzone w préby opracowania skutecznych,
a jednoczes$nie bezpiecznych i nieuzalezniajacych opioidow nie zakonczyly sie
pelnym sukcesem, doprowadzity do odkrycia przynajmniej kilku selektywnych
funkcjonalnie agonistow receptora p o bardzo interesujgcym dziataniu. TRV130
(olicerydyna) jest stosowany w Stanach Zjednoczonych w farmakoterapii bélu,
a kolejne zwigzki, badane w ramach niniejszej rozprawy, charakteryzujg sie
ostabionym wptywem na niektére symptomy uzaleznienia, a takze, w przypadku SR-
14968 i SR-17018, nizszym ryzykiem wywotania depresji oddechowej. Ostatnie
badania w tym zakresie z pewno$cig przyczynity sie takze do zmian w zakresie , starej
doktryny”, zgodnie z ktoéra najlepszymi analgetykami sg agoni$ci receptora p
o wysokim powinowactwie i wysokim stopniu aktywnos$ci wewnetrznej (Azzam i in.,
2019). Przyszle badania beda prawdopodobnie ukierunkowane na poszukiwanie
ligandow o ztozonej farmakologii, dziatajgcych za posrednictwem wybranych Sciezek
sygnalowych, w specyficznych tkankach lub populacjach komdérkowych, majacych
powinowactwo do réznych receptorow. Idea selektywnosSci funkcjonalnej
w opracowywaniu lepszych lekéw opioidowych odgrywa znaczaca role, lecz

prawdopodobnie nie jest ona kluczowa.
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Podsumowanie i wnioski

Celem pracy byta charakterystyka dziatania nowych eksperymentalnych
agonistéw receptora opioidowego | cechujacych sie selektywnoscig funkcjonalng

wobec biatka G. Otrzymane wyniki sktaniajg do postawienia ponizszych wnioskow:

1. Badane zwigzki wywotywaty zalezng od dawki i dtugotrwatg antynocycepcje.
W odréznieniu od podan agonistow SR-14968 i SR-17018, PZM21 nie
wywotywat maksymalnej odpowiedzi antynocyceptywne;j.

Funkcjonalnie selektywni agonisci receptora p dziataja przeciwbélowo,
jednakze ich efektywnos$¢ zalezy od charakterystycznych cech interakcji
danego agonisty z receptorem.

2. PZM21 nie miatl dziatania nagradzajgcego i wzmacniajacego, a w dawkach
wystarczajacych do osiggniecia skutecznej antynocycepcji nie wywotywat
takze silnej zaleznosci fizycznej. SR-14968 i SR-17018 charakteryzowatly sie
natomiast wysokim potencjatem do wywotywania zaleznosci fizycznej
i efektéw nagradzajacych. Wielokrotne podania PZM21 skutkowaty szybkim
rozwojem tolerancji, ktéra w przypadku obu agonistéw z grupy SR byta
nieznacznie opézniona w stosunku do rozwoju tolerancji morfinowe;.
Selektywni funkcjonalnie agoniSci receptora p roznie wplywaja na
zachowania zwigzane z uzaleznieniem. Rezultaty przeprowadzonych
badan wskazuja, Ze selektywnos¢ funkcjonalna nie wydaje sie istotnym
czynnikiem determinujagcym uzalezniajacy potencjal agonistow
receptora .

3. PZM21, SR-14968 oraz SR-17018 nasilaly antynocyceptywne dziatanie
morfiny, a agonisci SR dodatkowo nieznacznie spowalniali rozwoj tolerancji
na ten efekt w trakcie wielokrotnych podan. Wszystkie badane zwigzki
ostabiaty ponadto wybrane symptomy odstawienia od morfiny, a PZM21

przyczyniat sie do ostabiania jej nagradzajacych wiasciwosci.
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Selektywni funkcjonalnie agonisci receptora p istotnie wplywaja na
uzalezniajace dzialanie morfiny, co wskazuje na ich potencjalne
zastosowanie w farmakoterapii OUD.

4. PZM21 nie miatl istotnego wplywu na natychmiastowa odpowiedz na stres
oraz pamie¢ zwigzang ze strachem.
Badania nad efektami selektywnych funkcjonalnie agonistow receptora
n w modelach stresu powinny by¢ kontynuowane, jednak wstepne dane
nie wskazujg na ich terapeutyczne dzialanie w zaburzeniach zwigzanych

ze stresem.

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie przyczynily sie przede
wszystkim do gtebszego poznania roli wewnatrzkomérkowych $ciezek sygnatowych
aktywowanych przez agonistéw receptora p w powstawaniu réznych objawéw
zwigzanych z uzaleznieniem. Rezultaty badan wskazaty na zrdéznicowane, ale
obiecujgce wtasciwosci badanych zwigzkéw. Wszystkie substancje wykazuja
dziatanie przeciwbélowe i hamuja wybrane aspekty uzaleznienia od morfiny.
Ponadto, PZM21 nie dziala nagradzajaco, co jest interesujaca obserwacja
i wymaga kolejnych badan w celu okreslenia mechanizmu, ktéry za to odpowiada.
Wyniki badan sugerujg, Ze selektywna aktywacja wybranych $ciezek sygnatowych
zaleznych od receptora p nie prowadzi do jednokierunkowych efektéw
farmakologicznych. Wydaje sie, Ze selektywni funkcjonalnie agonisci receptora p to
heterogenna grupa zwigzkéw chemicznych o zréznicowanym wptywie na pozadane
i niepozadane efekty. Uzyteczno$¢ terapeutyczna tych zwigzkéw powinna by¢
oceniana indywidualnie w poréwnaniu do dziatania konwencjonalnych agonistéw

receptora |
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Wykaz wybranych skrotow

B-arr2, ang. f-arrestin-2 - (3-arestyna-2
5-HT, ang. 5-hydroxytryptamine - 5-hydroksytryptamina, serotonina

AAR, ang. alternate arm returns - 2 kolejne wejscia do réznych ramion labiryntu
w ksztalcie litery Y

AUC, ang. area under curve - pole pod krzywa

cAMP, ang. cyclic adenosine monophosphate - cykliczny adenozyno-3',5'-
monofosforan

CREB, ang. cyclic AMP-responsive element binding - biatko wigZzace element
odpowiedzi cAMP

CRF, ang. corticotropin-releasing  factor -  czynnik  uwalniajacy
kortykotropine/kortykoliberyna

Cyp - cyprodime
DA, ang. dopamine - dopamina
Emax, ang. maximum effect - maksymalny mozliwy efekt okreslonej substancji

ECso, ang. half maximal effective concentration - potowa maksymalnego
skutecznego stezenia okreslonej substancji

EDso, ang. median effective dose - dawka okresSlonej substancji wywotujaca
odpowiedz biologiczng u 50% testowanych osobnikéw

ERK, ang. extracellular signal-regulated kinases - zewnatrzkomoérkowe kinazy
regulowane sygnatem

FDA, ang. Food and Drug Administration - Amerykanska Agencja ds. Zywnosci
i Lekow

GIRK, ang. G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels -
wewnatrzprostownicze kanaty potasowe aktywowane przez biatko G

GPCR, ang. G protein-coupled receptors, GPCR - receptory zwigzane z biatkiem G
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Wykaz wybranych skrétow
GRK, ang. G protein-coupled receptor kinases - kinazy receptorowe zalezne od
biatka G

HPA, ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis - 0§ podwzgorze-przysadka-
nadnercza

HPLC, ang. high performance liquid chromatography - wysokosprawna
chromatografia cieczowa

Ip., ang. intraperitoneal - podanie dootrzewnowe
Ith., ang. intrathecal - podanie nardzeniowe

MAPK, ang. mitogen-activated protein kinases — kinazy biatkowe aktywowane przez
mitogeny

Morf - morfina

MPE, ang. maximal possible effect - maksymalny mozliwy efekt (w pomiarze
antynocycepcji)

NLX, ang. naloxone - nalokson

ORL-1, ang. opioid receptor-like 1 - receptor opioidopodobny (nocyceptynowy)
OUD, ang. opioid use disorder - zaburzenia zwigzane z uzywaniem opioidéw
Oxy, ang. oxycodone — oksykodon

PKA, ang. protein kinase A - kinaza biatkowa A

PTSD, ang. posttraumatic stress disorder - zesp6t stresu pourazowego

Rozpuszcz. - rozpuszczalnik (1% DMSO, 10% Kolliphor HS 15, 89% dH:20)
wykorzystany do rozpuszczenia zwigzkéw SR-14968 i SR-17018

Sél fizj. - sél fizjologiczna (0,9% NaCl)

SAP, ang. spontaneous alteration performance - 3 kolejne wejscia do réznych
ramion labiryntu w ksztatcie litery Y

154



Wykaz wybranych skrétow
SAR, ang. same arm returns - 2 kolejne wejScia do tego samego ramienia labiryntu
w ksztalcie litery Y
Sc., ang. subcutaneous - podanie podskérne

VGCC, ang. voltage-gated calcium channels - kanaly wapniowe bramkowane
napieciem
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