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w mechanizmach przeciwbodlowego
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Role of central serotoninergic system in antinociceptive
morphine mechanisms in rats
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STRESZCZENIE

WPROWADZENIE

Osrodkowy uktad serotoninergiczny jest odpowiedzialny za regulacje nastroju,
procesow emocjonalnych, poznawczych, kontrolg apetytu, temperatury ciata oraz
modulacj¢ doznan bolowych. W tym ostatnim przypadku jego role nalezy rozpa-
trywa¢ w kontekscie interakcji z uktadem opioidergicznym, na ktory sktadaja
sie endogenne peptydy opioidowe, tj. endorfiny, enkefaliny i dynorfiny, wraz
ze specyficznymi receptorami syntetyzowanymi w réznych czesciach mozgu.
Glownym celem pracy byto zbadanie, jak zniszczenie osrodkowego uktadu sero-
toninergicznego we wczesnym okresie zycia pozaptodowego u szczuréw wpltywa
na przeciwbolowe dziatanie morfiny oceniane u dorostych zwierzat.

METODY

Lezj¢ osrodkowego uktadu serotoninergicznego wykonano u 3-dniowych nowo-
rodkéw szczurzych, stosujac dokomorowo 5,7-dihydroksytryptaming (5,7-DHT)
w dawce 70 pg/10 pl. Wiasciwe testy behawioralne i biochemiczne wykonano
po osiaggnieciu przez zwierzeta 8—10 tygodnia zycia. W ocenie dzialania prze-
ciwbdlowego morfiny (2,5 mg/kg) postuzono si¢ testami goracej ptytki, immersji
ogona, wycofania tapy, formalinowym oraz wicia. Ponadto zbadano wptyw lezji
uktadu serotoninergicznego na zawarto$¢ i metabolizm serotoniny w korze mo-
zgowej czolowe;j.

WYNIKI

Stwierdzono, ze lezja osrodkowego uktadu serotoninergicznego ostabia przeciw-
bolowe dzialanie morfiny w testach goracej plytki, wicia oraz wycofania tapy,
natomiast pozostaje bez wptywu w testach immersji ogona oraz formalinowym.
Morfina nasilata metabolizm serotoniny w korze czotowej u szczurow kontrol-
nych oraz z lezja.
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WNIOSEK

Dysfunkcja osrodkowego uktadu serotoninergicznego moze prowadzi¢ do zmienionej reakcji biologicznej
na leki przeciwbolowe (morfing).

SEOWA KLUCZOWE
lezja, serotonina, opioidy, bol, morfina, szczury

ABSTRACT

BACKGROUND

The central serotoninergic system is involved in numerous functions in the human body including mood, emo-
tional and cognitive processes, the control of appetite, temperature regulation and nociception. In the latter case,
we have to consider the interaction between serotonin and the opioid system which consists of endogenic pep-
tides, i.e. endorphins, enkephalin and dynorphins together with specific receptors synthetized in various brain
parts. The main goal of the present work was to examine the effect of neonatal central serotoninergic system
lesions on the antinociceptive effect of morphine assessed in adult rats.

METHODS

On the 3rd day of postnatal life, male rats were administered 5.7-dihydroxytryptamine (5.7-DHT) (70 pg/10 pl).
The rats continued to be housed until 8-10 weeks for further experimentation. The antinociceptive effects
of morphine (2.5 mg/kg) were assessed by hot plate, tail immersion, paw withdrawal, formalin and writhing
tests. Furthermore, the cerebral frontal cortex serotonin level and its metabolism was assayed.

RESULTS

It was demonstrated that the central serotoninergic lesion attenuated antinociceptive effects evoked by morphine
injection assessed in hot plate, writhing and paw withdrawal tests, whereas it has no effect in tail immersion
and formalin tests. Morphine accelerated serotonin metabolism in the cerebral frontal cortex in the control and
lesioned rats.

CONCLUSION

Dysfunction of the central serotoninergic system may lead to a modified biological reaction to analgesic drugs
(morphine).

KEY WORDS
lesion serotonin, opioids, pain, rats

zaistotng rola serotoniny (5-HT) w mechanizmach

WSTEP ..
nocycepcji.

Warto zauwazy¢, ze przeciwbolowe dziatanie trojpier-

Osrodkowy ukfad serotoninergiczny jest odpowie- scieniowych lekow przeciwdepresyjnych, ktore hamu-

dzialny za regulacje nastroju, proceséw emocjonal-
nych, poznawczych oraz modulacj¢ doznan bélowych
[1,2,3]. W tym ostatnim przypadku jego role rozpa-
trywac¢ nalezy w konteks$cie interakcji z uktadem opio-
idergicznym, na ktory sktadajg si¢ endogenne peptydy
opioidowe, tj. endorfiny, enkefaliny i dynorfiny, wraz
ze specyficznymi receptorami  syntetyzowanymi
w réznych czeSciach méozgu. Dotychczasowe obser-
wacje Kkliniczne i eksperymentalne przemawiajg

ja wychwyt zwrotny 5-HT i noradrenaliny (NA), zo-
stato przekonujaco udokumentowane licznymi wyni-
kami badan klinicznych. Kontrolowane badania
z uzyciem placebo potwierdzily skuteczno$¢ tych
lekow (amitryptylina, imipramina, doksepina, klomi-
pramina i inne) w terapii bolu neuropatycznego, na-
pigciowego bolu glowy oraz migreny [4], dzigki cze-
mu zostaly one zaliczone do lekow uzupehiajacych
drabiny analgetycznej Swiatowej Organizacji Zdrowia.
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Warto réwniez zaznaczy¢, ze oprocz lekow przeciw-
depresyjnych, znane sg inne zwigzki, ktérych mecha-
nizm dzialania wigze si¢ z wplywem na uktad seroto-
ninergiczny, np. nefopam, ktéry w rdzeniu kregowym
blokuje wychwyt monoamin, tj. 5-HT i NA [5].
W praktyce klinicznej od dawna stosowane sa rowniez
inne leki przeciwbolowe, ktorych docelowym miej-
scem dziatania jest roOwniez uktad serotoninergiczny.
W leczeniu migreny niezwykle cenne okazaty
si¢ np. tryptany (jak sumatriptan, zolmitriptan, eletrip-
tan), pochodne indolu, chemicznie zblizone do 5-HT,
ktore pobudzaja receptor 5-HT 1g/p [6].

Najsilniej dziatajaca przeciwbolowo grupa lekow
sg opioidy, jednoczes$nie wiadomo, ze zwigzek miedzy
uktadem serotoninergicznym a tymi substancjami
nie jest do konca jasny. Badania eksperymentalne
dostarczaja w tym wzgledzie sprzecznych danych.
Zhao 1 wsp. [7] wykazali, ze u myszy, ktore w wyniku
manipulacji genetycznych pozbawione zostaly czyn-
nika transkrypcyjnego niezbednego do rozwoju neu-
ronéw 5-HT 1 wyksztatcenia uktadu serotoninergicz-
nego, analgetyczne dzialanie agonistow receptorow L,
d oraz k bylo wybitnie ostabione. Wskazuje to,
ze 5-HT jest niezbedna dla analgezji wywotanej poda-
niem opioidow. Inni postugujac si¢ technikami elek-
trofizjologicznymi stwierdzili z kolei, ze morfina
nie zmienia czynno$ci bioelektrycznej neuronow 5-HT
w jadrach szwu, co — wedlug autoréw — wskazuje
na brak zaangazowania 5-HT w analgetyczne dziata-
nie opioidow [8]. Przytoczone, sprzeczne ze sobg
obserwacje wskazuja na bardzo ztozong interakcje
miedzy uktadem serotoninergicznym a opioidoergicz-
nym i wymuszaja konieczno$¢ dalszych badan doty-
czacych roli 5-HT w analgezji wywotanej podaniem
narkotycznych lekow przeciwbolowych.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na szczurzych noworodkach
oraz dorostych zwierzetach, samcach szczepu Wistar
w wieku 8-10 tygodni. Zwierzeta przebywaly w stan-
dardowych warunkach — w pomieszczeniach z na-
przemiennym cyklem os$wietlenia (sztuczne $wiatlo
w godzinach 7.00-19.00), w temperaturze 22°C,
ze swobodnym dostepem do paszy laboratoryjnej oraz
wody. Na wykonanie badan uzyskano zgod¢ Lokalnej
Komisji Etycznej do Badan na Zwierzetach Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego (zgoda nr 78/2007 z dnia
11.12.2007). Stosowano nastgpujace substancje na-
rzedziowe: 5,7-dihydroksytryptaminy chlorowodorek
(5,7-DHT) (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA),
morfiny chlorowodorek (Polfa, Polska), dezmetyloi-
mipramina (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA).

W celu chemicznego zniszczenia osrodkowego uktadu
serotoninergicznego 3-dniowe noworodki szczurze
p1c1 meskiej podzielono na 2 grupy:
kontrolng — zwierzeta otrzymaiy dezmetyloimi-
pramine w dawce 20 mg/kg IP i po 30 min doko-
morowo (ICV) 10 pl 0,1% roztworu kwasu askor-
binowego (po 5 pl do kazdej z komor bocznych
mozgu)

— zlezja 5,7-DHT — zwierzgta otrzymaty dezmetylo-
imipraming W dawce 20 mg/kg IP i po 30 min
ICV 5,7-DHT 70 pg/10 ul w 0,1% roztworze kwa-
su askorbinowego (po 35 ng/5 pl do kazdej z ko-
mor bocznych mozgu).

Po osiagnigciu przez zwierzgta 8—10 tygodni zZycia

przeprowadzono wilasciwe badania behawioralne

i biochemiczne.

Badania behawioralne

1. Badanie przeciwbolowego dziatania morfiny
W tescie goracej ptytki [9]

Szczury umieszczano w centrum miedzianej plyty
o wymiarach 40 cm x 30 cm x 0,42 c¢cm, podgrzanej
do temperatury 56°C (,,Goraca ptytka” Hp 41, COTM,
Bialystok), wlaczajac rownoczesnie czasomierz (sto-
per). Zegar zatrzymano W momencie wystapienia
jednego z nastgpujacych zachowan: wstrzgsanie lub
lizanie tap, odrywanie ich od podtoza, podskakiwanie
i piszczenie. Pozwolito to okresli¢ czas latencji przed
podaniem badanej substancji (T,). Pomiary dokony-
wano po 10 min od dootrzewnowej iniekcji 0,9%
NaCl 1,0 ml/kg IP u zwierzat obu badanych grup.
Nastepnie wszystkim zwierzetom wstrzykiwano mor-
fing (2,5 mg/kg mc SC) i ponownie mierzono czas
latencji po 30, 60, 90 i 120 min od momentu podania
analgetyku. Procent analgezji wyliczano poshugujac
si¢ wzorem:

Tx—To

% analgezji = ------------- x 100
Tmax_To

gdzie: Ty — indywidualny czas latencji w odpowiednim
przedziale czasowym po podaniu danej substancji; T, —
indywidualny czas latencji przed podaniem badanej sub-
stancji; Tax — 20 S.

2. Badanie przeciwbolowego dziatania morfiny
W tescie immersji ogona [10,11]

Szczury wszystkich badanych grup umieszczano poje-
dynczo w wykonanych z pleksiglasu klatkach o wy-
miarach zewnetrznych 22 x 7 x 7 cm. W tylnej czgsci
klatki znajdowat si¢ dodatkowy otwor, ktory umozli-
wial zwierzeciu pozostawienie ogona na zewnatrz.
Mierzono czas reakcji nocyceptywnej (tzw. czas la-
tencji) po zanurzeniu przez szczura ogona w cylindrze
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z woda o temperaturze 58°. Reakcja ta polegala
na gwattownym ruchu ogona w odpowiedzi na zasto-
sowany bodziec termiczny tzw. tail-flick. Nastgpnie
wstrzykiwano morfine (2,5 mg/kg SC) i ponownie
co 30 min oceniano czas reakcji. Jezeli po 10 s.
od zanurzenia ogona w cylindrze z wodg nie stwier-
dzono reakcji tail-flick, badanie przerywano, aby nie
doszto do termicznego uszkodzenia tkanek. Stopnien
analgezji wyliczano wedtug wzoru:

Ty—To

% analgezji = ------------- x 100
Tmax - To

gdzie: Ty — indywidualny czas latencji w odpowiednim
przedziale czasowym po podaniu badanej substancji; T, —
indywidualny czas latencji przed podaniem badanej sub-
stancji; Tmax — 10 sekund

3. Badanie przeciwbolowego dziatania morfiny
W tescie wycofania tapy (test Randall-Selitto) [12,13]

Po 30 min od podania soli fizjologicznej (1,0 mi/kg IP)
prawa tylng tape szczura umieszczano na wykonanym
z pleksiglasu cylindrycznym krazku o S$rednicy
1,0 cm. Nastepnie grzbietowa powierzchni¢ tapy uci-
skano tgpo zakonczonym stozkiem polaczonym
z mechanicznag dzwignia, do ktorej przylozony byt
liniowo narastajacy nacisk mechaniczny. Obserwacji
dokonywano odczytujac wyrazong w gramach sile
nacisku, przy ktorej szczur wykazywat reakcje obron-
ne (szarpnigcie lapy, pisk lub proba uwolnienia). Za-
kres sity nacisku wynosit 0-25 g. Badanie wykony-
wano 3-krotnie w odstepach  10-sekundowych,
a z uzyskanych wynikow wyliczano $rednig. Nastgp-
nie szczury otrzymywaty morfing w dawce 2,5 mg/kg
SC i po 30 min od iniekcji byly ponownie poddane
opisanemu badaniu, ktére powtdrzono jeszcze w 60,
90 i 120 min. Procent analgezji wyliczono wedtug
wzoru:
100x B
% analgezji = ------------- - 100
A

gdzie: A — nacisk wyrazony w gramach po podaniu soli
fizjologicznej ($rednia z trzech pomiaréw); B — nacisk
wyrazony w gramach mierzony w odpowiednich prze-
dziatach czasowych.

4. Badanie przeciwbolowego dziatania morfiny
w tescie formalinowym [14,15]

Szczury otrzymywaty iniekcje 5% roztworu formaliny
w objetosci 50 ul w poduszeczke prawej tapy. Na-
stepnie po 5 min oceniano co 5 min nasilenie reakcji
bolowej wedlug 3-puntktowej skali: 0 — brak; 1 —
zwierze stoi na czterech tapach, lecz cigzar ciat prze-
niesiony ma na trzy lapy; 2 — tapa uniesiona jest ponad
powierzchnie podscieliska; 3 — szczur lize tapg. Na
30 min przed iniekcja 5% roztworu formaliny szczu-
rom podawano morfing (2,5 mg/kg SC).

5. Badanie przeciwbolowego dziatania morfiny
W tescie wicia [16]

Szczury umieszczano pojedynczo w szklanych wiwa-
riach o wymiarach 40 cm x 30 cm x 20 cm. Po 30 min
adaptacji podawano 0,9% roztwor NaCl 1,0 ml/kg IP.
Po kolejnych 30 min wstrzykiwano roztwér kwasu
etakrynowego (3/47 czesci wagowych etanol/woda)
w dawce 3,0 mg/1,0 ml/100 g IP, po czym po 10 min
rozpoczynano obserwacje¢, zliczajac epizody wic,
ktore polegaly na przyjmowaniu charakterystycznej
ptaskiej postawy ciata, z jednoczesng boczng rotacja
kregostupa, i wyciaganiu tylnych tap, tzw. zespot
przeciagania si¢ (writing syndrome). Epizody zliczano
oddzielnie w przedziatach czasowych 10-20, 20-30,
30-40, 40-50, 50-60 min od dootrzewnowego
wstrzyknigcia substancji draznigcej (kwasu etakryno-
wego); dla kazdego przedzialu czasowego wyliczano
warto$¢ $rednig. Oddzielna grupa zwierzat otrzymy-
wata iniekcje morfiny (2,5 mg/kg SC) i po 30 min
kwas etakrynowy, nastgpnie po 10 min rozpoczynano
obserwacje jak wyzej.

Na podstawie uzyskanych danych wyliczono tzw.
procent zahamowania epizodow wi¢ postugujac sig
wzorem:.

100 x B
% zahamowania = 100 - ---------------
A

gdzie: A — érednia liczba wi¢ bez podania analgetyku wyli-
czona dla odpowiedniego przedzialu czasowego; B — licz-
ba epizodéw wi¢ w odpowiednim przedziale czasowym po
podaniu analgetyku (osobno dla kazdego szczura).

Badania biochemiczne

1. Oznaczenie zawartosci 5-HT oraz 5-HIAA w korze
mozgowe] czolowej metodg chromatografii cie-
czowe] wysokocisnieniowe] z detekcja elektroche-
miczng (HPLC/ED) [17]

Przed wykonaniem wtasciwego badania zwierzgta
byly przez 60 min adaptowane w pomieszczeniu,
gdzie wykonywano do§wiadczenia, nast¢gpnie 60 min
po podaniu soli fizjologicznej (1,0 ml/kg IP) lub mor-
finy (2,5 mg/kg SC) dekapitowano je przy uzyciu
gilotyny, po czym usuwano kos$ci pokrywy czaszki
i wyjmowano moézg, ktory umieszczano na ptytce
szklanej o temperaturze 0°C. Po wypreparowaniu kory
mozgowe]j czolowej tkanki zamrazano na zestalonym
CO; (tzw. suchym lodzie), wazono i przechowywano
w glebokim zamrozeniu (-70°C). W badanej struktu-
rze oznaczono zawarto$¢ 5-HT oraz kwasu 5-hydro-
ksyindolooctowego (5-HIAA) w tkankach, wyliczajac
z pola powierzchni pikow na podstawie krzywej kali-
bracyjnej oraz masy badanych probek. Wyniki przed-
stawiono w ng/g $wiezej tkanki. Ponadto wyliczono
tzw. wspotczynnik metaboliczny f, tzn. 5-HIAA/S-HT.
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Analiza statystyczna

Analize statystyczng, po zbadaniu normalnosci roz-
ktadu otrzymanych wynikow (test Kolmogorova-
-Smirnova), przeprowadzano przy uzyciu testu
t-Studenta. Za kryterium istotno$ci przyjeto wartosci
p mniejsze od 0,01 lub 0,05. Wszystkie analizy wyko-
nano za pomoca programu komputerowego STATI-
STICA 6.0 (StatSoft).

WYNIKI

Analgetyczne dzialanie morfiny w teScie goracej plytki

W tescie goracej plytki morfina (2,5 mg/kg SC) wy-
kazata stabsze dzialanie analgetyczne u szczuréw
z chemiczng lezja osrodkowego uktadu serotoniner-
gicznego niz w grupie kontrolnej. Uzyskane rdznice
byly znamienne statystycznie w 60 (p < 0,01),
90 (p<0,01)i120 (p <0,01) min testu (ryc. 1).

1 % analgezji

18 { % of analgesia ** p <0,01

.- e e =

Ryc. 1. Wplyw lezji 5,7-DHT na analgetyczne dziatanie morfiny
(2,5 mg/kg SC) w tescie goracej ptytki u szczurow (+ SEM; n = 8-10).
Objasnienia: [] — Kontrola, [ - Lezja 5,7-DHT.

Fig. 1. Effect of 5.7-DHT lesion on analgesia assessed in hot plate test
after morphine injection (2.5 mg/kg SC) in rats (£ SEM; n = 8-10).
Explanations: [_] - Control, ] - 5.7-DHT lesion

*p<0.05"p<0.01
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L

Analgetyczne dzialanie morfiny w teScie immersji ogona

Nie stwierdzono réznic w analgetycznym dziataniu
morfiny (2,5 mg/kg SC) w teScie immersji ogona
miedzy badanymi grupami, tj. kontrola oraz szczurami
z chemiczng lezja osrodkowego uktadu serotoniner-
gicznego (ryc. 2).

100 1 -

% analgezji
50 | % of analgesia
80 -
70
60
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Ryc. 2. Wplyw lezji 5,7-DHT na analgetyczne dziatanie morfiny (2,
mg/kg SC) w tescie immersji ogona u szczuréw (£ SEM; n = 8-10).
Objasnienia jak w ryc. 1.

Fig. 2. Effect of 5.7-DHT lesion on analgesia assessed in tail immersion
test after morphine injection (2.5 mg/kg SC) in rats (+ SEM; n = 8-10).
Explanations as in Fig. 1.

Analgetyczne dzialanie morfiny w teScie wycofania
lapy

W teécie wycofania tapy morfina (2,5 mg/kg SC)
wykazywata stabsze dzialanie analgetyczne u szczu-
réw z chemiczng lezja o$rodkowego uktadu serotoni-
nergicznego niz w grupie kontrolnej. Uzyskane rozni-
ce byly istotne statystycznie jedynie w 60 (p < 0,05)
i 90 (p <0,01) min obserwacji (ryc. 3).

1 % analgezi
% of analgesia

75 4 -
50 -
25 -
o
30 60’ 90’ 120'

*p <0,05

Ryc. 3. Wplyw lezji 5,7-DHT na analgetyczne dziatanie morfiny
(2,5 mg/kg SC) w tescie wycofania tapy u szczuréw (+ SEM; n = 8-10).
Objasnienia jak w ryc. 1.
Fig. 3. Effect of 5.7-DHT lesion on analgesia assessed in paw withdrawal
test after morphine injection (2.5 mg/kg SC) in rats (+ SEM; n = 8-10).
Explanations as in Fig. 1.

Analgetyczne dzialanie morfiny w tescie
formalinowym

W tescie formalinowym wykazano, ze po podaniu
morfiny (2,5 mg/kg SC) natgzenie odczuwania bolu
oceniane 4-stopniowg skalg punktowa bylo zblizone
w obu grupach badawczych (ryc. 4).

3 7 punkty
scores

5 10 15 20" 25' 30 35' 40’ 45’ 50' 55' 60’

Ryc. 4. Wplyw lezji 5,7-DHT na analgetyczne dziatanie morfiny
(2,5 mg/kg SC) w tescie formalinowym u szczuréw (£ SEM; n = 8-10).
Objasnienia jak w ryc. 1.
Fig. 4. Effect of 5.7-DHT lesion on analgesia assessed in formalin test
after morphine injection (2.5 mg/kg SC) in rats (+ SEM; n = 8-10).
Explanations as in Fig. 1.

Nalezy nadmieni¢, ze rezultaty uzyskane w 5 min
testu $wiadczg o wplywie analgetyku na ostry bol
nocyceptywny wywolany iniekcja czynnika draznig-
cego (formaliny).

W 10 min testu intensywno$¢ doznan bdlowych
w obu grupach badawczych zmniejszyta si¢, po czym
stopniowo w kolejnych przedziatach czasowych nara-
stata, maksymalny efekt wystagpit w 25-30 min ob-
serwacji. Nalezy doda¢, ze poczawszy od 15 min testu
uzyskane wyniki $wiadcza o wplywie stosowanych
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analgetykow na bol wywotany rozwijajacym si¢ sta-
nem zapalnym.

Analgetyczne dzialanie morfiny w te$cie wicia

W tescie wicia stwierdzono, ze analgetyczne dziatanie
morfiny (2,5 mg/kg SC) bylo stabiej wyrazone
u szczurdw z lezjg osrodkowego uktadu serotoniner-
gicznego niz u zwierzat kontrolnych. Uzyskane rézni-
ce byly znamienne statystycznie w nastgpujacych
przedziatach czasowych badania: 10-20, 20-30 oraz
30-40 (p < 0,05; ryc. 5).

150 7 9% analgezji

% of analgesia

75 4 *
50 o
25 4
o
30" 60" 90" 120

* p <0,05

Ryc. 5. Wplyw lezji 5,7-DHT na analgetyczne dziatanie morfiny
(2,5 mg/kg SC) w tescie wicia u szczuréw (+ SEM; n = 8-10) Objasnienia
jak wryc. 1.

Fig. 5. Effect of 5.7-DHT lesion on analgesia assessed in writhing test
after morphine injection (2.5 mg/kg SC) in rats (£ SEM; n = 8-10).
Explanations as in Fig. 1.

Zawartos¢ 5-HT i 5-HIAA

Wykazano, ze podanie 5,7-DHT wywoluje znaczny —
w porownaniu z grupa kontrolng — spadek zawartosci
5-HT oraz jej metabolitu 5-HIAA w korze mozgowej
czotowej szczurow z lezja (uzyskane rdznice byty
statystycznie znamienne; p < 0,01; ryc. 6 7).

800 7 ng/g tkanki
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Ryc. 6. Wptyw lezji 5,7-DHT na zawarto$¢ 5-HT po podaniu morfiny
(25 mglkg SC) w korze mézgowej czotowej u szczuréw (+ SEM;
n = 7-8). Objasnienia: [_]- Kontrola (0,9% NaCl), ] - Lezja 5,7-DHT
(0,9% Nacl), - Kontrola (morfina), Ml - Lezja 5,7-DHT (morfina).

*p < 0,01 kontrola/lezja 5,7-DHT (0,9% NaCl); # p < 0,01 kontrola/lezja
5,7-DHT (morfina).

Fig. 6. Effect of 5.7-DHT lesion on 5-HT concentration in cerebral frontal
cortex after morphine injection (2.5 mg/kg SC) in rats (+ SEM; n = 7-8).
Explanations: [] - Control (0.9% NaCl), [] - 5.7-DHT lesion
(0.9% NaCl), [ - Control (morphine), [lll-5.7-DHT lesion (morphine),
*p < 0.01 control/lesion 5.7-DHT (0.9% NaCl); # p < 0.01 control/lesion
5.7-DHT (morphine).
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Ryc. 7. Wplyw lezji 5,7-DHT na zawarto$¢ 5-HIAA po podaniu morfiny
(2,5 mglkg SC) w korze mézgowej czotowej u szczuréw (+ SEM;
n = 7-8). Objasnienia jak w ryc. 6.
Fig. 7. Effect of 5.7-DHT lesion on 5-HIAA concentration in cerebral
frontal cortex after morphine injection (2.5 mg/kg SC) in rats (+ SEM;
n = 7-8). Explanations as in Fig. 6.

Jednoczesnie stwierdzono, ze morfina (2,5 mg/kg SC)
pozostaje bez wptywu na zawarto§¢ 5-HT zaréowno
u szczurdw z lezja, jak i u kontrolnych w poréwnaniu
z badaniem po podaniu 0,9% roztworu NaCl. Zawar-
tos¢ 5-HIAA byla istotnie podwyzszona w grupie
kontrolnej po podaniu morfiny (2,5 mg/kg SC)
W poréwnaniu z wynikami po podaniu soli fizjolo-
gicznej. Warto$¢ wskaznika metabolicznego f (5-
-HIAA/5-HT) byta istotnie podwyzszona u szczuréw
kontrolnych i z lezja po podaniu morfiny
(2,5 mg/kg SC) w poréwnaniu z wynikami badania
po podaniu soli fizjologicznej (ryc. 8).
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Ryc. 8. Wplyw lezji 5,7-DHT na wskaznik metaboliczny f po podaniu
morfiny (2,5 mg/kg SC) w korze mézgowej czotowej u szczuréw
(£ SEM; n = 7-8). Objasnienia jak w ryc. 6.

Fig. 8. Effect of 5.7-DHT lesion on metabolic factor f in cerebral frontal
cortex after morphine injection (2.5 mg/kg SC) in rats (+ SEM; n = 7-8).

Explanations as in Fig. 6.

DYSKUSJA

Jak wspomniano we wstepie pracy, osrodkowy uktad
serotoninergiczny jest zaangazowany W percepcje
doznan bolowych, jednak jego rola w mechanizmie
dziatania opioidow nie zostala w pelni wyjasniona.
W niniejszej pracy wykazano, ze morfina — czysty
agonista receptorow opioidowych p, stosowany
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w dawce 2,5 mg/kg s.c. — dziata stabiej przeciwbolo-
wo w testach goracej plytki, wycofania tapy oraz
wicia u szczurow z lezja osrodkowego uktadu seroto-
ninergicznego niz u szczuré6w kontrolnych, natomiast
w badaniach oceniajagcych nasilenie bolu zapalnego
(test formalinowy) oraz immersji ogona nie obserwo-
wano roznic miedzy badanymi grupami.

Wyniki uzyskane w tescie immersji ogona sa zgodne
z obserwacjami innych autorow. Li i wsp. [18] wyka-
zali, ze dokanalowe (intratekalne) podanie 5,7-DHT
(10 pg) opdznia wystapienie tolerancji na analgetycz-
ne dziatanie morfiny (5,0 mg/kg IP) po dlugotrwatym
jej stosowaniu u szczurdw, ale nie wplywa na prze-
ciwbolowe dzialanie tego leku, oceniane w tescie
immersji ogona, po jednorazowym ostrym podaniu.
Réwniez Nakazawa i wsp. [19], badajac udziat ukla-
dow monoaminergicznych w przeciwbolowym dziata-
niu morfiny oraz analogéow dynorfiny, wykazali,
ze chemiczna lezja uktadu serotoninergicznego nie
wplywa na analgetyczne efekty morfiny badane
W tescie immersji ogona. Ci sami autorzy zauwazyli,
ze zarowno p-CPA (inhibitor syntezy 5-HT), DSP-4
(neurotoksyna uktadu noradrenergicznego), jak
i 6-OHDA (neurotoksyna uktadu dopaminowego)
ostabiaty przeciwbolowe dzialanie badanych zwiaz-
kow. Inni stwierdzili natomiast, ze wybidrcze znisz-
czenie ukladu serotoninergicznego w rdzeniu krggo-
wym (dokanatowe podanie 5,7-DHT) ostabia analge-
tyczne efekty morfiny oceniane w testach z uzyciem
bodzca termicznego, natomiast pozostaje bez istotne-
go wplywu w przypadku bodzca mechanicznego [20],
€O nie jest, niestety, zgodne z wynikami niniejszej pracy
oraz z nowszymi badaniami Rahman i wsp. [21].
Zastanawiajace jest jednak, dlaczego w tescie goracej
plytki obserwowano oslabienie analgetycznego dzia-
fania morfiny, natomiast efekt ten nie wystapit
W tescie immersji ogona, skoro w obu przypadkach
zastosowano ten sam bodziec boélowy (termiczny).
Wydaje si¢, ze jedynym logicznym wytlumaczeniem
tej rozbieznosci moze by¢ fakt, iz w badaniu immersji
ogona reakcja na termiczny bodziec nocyceptywny
integrowana jest jedynie na poziomie rdzenia krggo-
wego (jest to tzw. odruch rdzeniowy), natomiast
w tescie wycofania tapy w odpowiedzi na ten sam
bodziec (termiczny) zaangazowane sg rowniez inne
struktury zlokalizowane w wyzszych pigtrach OUN
[22,23]. Mozna wigc sadzi¢, ze biologiczne reakcje
moga si¢ r6zni¢ w zaleznosci od tego, czy integracja
nastepuje jedynie na poziomie rdzenia kregowego, czy
jest wypadkowa wspoétdziatania o$rodkéw rdzenio-
wych i ponadrdzeniowych (wyzsze pigtra OUN).

W teécie wicia oceniajacym bol trzewny stwierdzono,
ze morfina wywiera silne i dlugotrwate dzialanie prze-
ciwbdlowe u szczuréw kontrolnych, co zgodne jest
z doniesieniami innych autorow [24]. W zacytowa-
nym badaniu wykazano ponadto, ze u zwierzat z lezja
5,7-DHT analgetyczne dzialanie stosowanego leku

bylto istotnie stabsze, co przemawia za tym, ze dla
prawidlowego dzialania narkotycznych lekow prze-
ciwbolowych niezbgdne jest zachowanie integralnosci
os$rodkowego uktadu serotoninergicznego.

Dane z pismiennictwa réwniez wskazuja, ze transmi-
sja serotoninergiczna w mézgu odgrywa znaczaca rolg
w przeciwbdlowych efektach opioidéw, co ustalono
m.in. dzigki badaniom z uzyciem tzw. blokad recepto-
rowych. Dogrul i wsp. [25] wykazali, ze analgetyczne
dziatanie morfiny w teScie immersji ogona moze z0-
sta¢ zablokowane przez uprzednie podanie antagonisty
receptora 5-HT; (zwiazek SB 269970). Inni postugu-
jac si¢ tym samym testem stwierdzili, ze dokanatowe
podanie antagonisty receptora 5-HTi (Spiperon)
lub antagonisty receptora 5-HTc, (mianseryna) row-
niez oslabia analgetyczne dziatanie morfiny [26].
Co wigcej, analgezja wywotana przez dostrukturalne
(do istoty szarej okotowodociggowej) podanie morfi-
ny uszczurow takze moze by¢ zniesiona przez
uprzednie wstrzyknigcie nieselektywnego antagonisty
receptora 5-HT, (metysergid) [27].

Podobne obserwacje dotycza blokad receptorowych
(antagonisci receptora 5-HT3) w modelach bdlu
trzewnego [28]. Warto dodaé, ze w dostepnym pi-
$miennictwie brak jakichkolwiek danych dotyczacych
wplywu chemicznej lezji uktadu serotoninergicznego
na przeciwbolowe efekty morfiny badane w modelach
bolu trzewnego. Jedynie Korzeniewska-Rybicka
i wsp. [29] postuzyli si¢ zblizonym modelem do-
$wiadczalnym (podanie inhibitora syntezy 5-HT —
p-CPA) i wykazali, ze ,,wytaczenie” uktadu serotoni-
nergicznego nie wptywa na odczucie bdlu trzewnego
(po dootrzewnowej iniekcji 2% roztworu kwasu octo-
wego) w grupie badanej w poréwnaniu ze zwierzetami
kontrolnymi (badanie wykonano bez podania jakiego-
kolwiek analgetyku). Ci sami autorzy stwierdzili na-
tomiast, ze 8-OH-DPAT — agonista receptora 5-HT 4,
oraz klonidyna — agonista receptora o,-adrenergicz-
nego, znamiennie hamowaty liczbe wi¢, wskazujac
tym samym na istotny wptyw uktadu serotoninergicz-
nego oraz noradrenergicznego na odczuwanie bolu
trzewnego.

W  badaniach  biochemicznych  potwierdzono,
ze 5,7-DHT stosowana ICV u noworodkow szczu-
rzych wywotuje bardzo znaczny spadek zawartosci
5-HT i jej metabolitu 5-HIAA w korze moézgowej
czotowej (94% dla 5-HT; 95% dla 5-HIAA), co jest
zgodne z danymi z pisSmiennictwa [30]. Jednoczesnie
wykazano, ze morfina znamiennie zwigkszala zawar-
tos¢ 5-HIAA w poréwnaniu z wynikami badania
po podaniu soli fizjologicznej, pozostajac zarazem bez
wplywu na zawarto$¢ 5-HT. Dane z piSmiennictwa
rowniez dowodzg, ze morfina (10 mg/kg) podwyzsza
zawarto$¢ metabolitu 5-HT, tj. 5-HIAA w mozgu
(prazkowie i jadro potlezace przegrody) [31].

Ze wzgledu na to, ze lezja z uzyciem 5,7-DHT wywo-
tata bardzo znaczne spadki 5-HT i 5-HIAA, uposle-
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dzajac tym samym w znacznym stopniu ,,zdolnosci do
biochemicznej reakcji” (w tym przypadku istotne
zmiany zawarto$ci 5-HT lub 5-HIAA) na stosowane
analgetyki, aby uwidoczni¢, czy podawane leki wpty-
waly na obrét (metabolizm) 5-HT, wyliczono dodat-
kowo wskaznik metaboliczny f, ktory jest proporcja
zawarto$ci metabolitu (5-HIAA) do zawarto$ci aminy
(5-HT) w badanej strukturze mozgu. Wskaznik ten
obiektywizuje 1 jednoczesnie informuje o wptywie
stosowanej substancji na metabolizm okreslonej ami-
ny. Wykazano, ze nawet tak znaczne uszkodzenie
osrodkowego uktadu serotoninergicznego pozostaje
praktycznie bez wptywu na ,profil metaboliczny”
morfiny, ktéra znamiennie nasilala obrét 5-HT
W korze mézgowej czotowej (mierzony wskaznikiem f)
u szczuréw z lezja. Wyniki dotyczace grupy kontrol-
nej znajduja potwierdzenie w danych z piSmiennictwa.
Desole i wsp. [32] zanotowali, ze morfina (20 mg/kg)

nasila metabolizm 5-HT mierzony wskaznikiem f
w prazkowiu oraz strukturach limbicznych u szczu-
row. W dostepnym pismiennictwie brak danych odno-
$nie do wplywu stosowanego leku na metabolizm
5-HT u szczuréw z chemiczng lezja osrodkowego
uktadu serotoninergicznego.

WNIOSEK

Trwala dysfunkcja osrodkowego uktadu serotoniner-
gicznego zaburza analgetyczne dziatanie morfiny,
co wskazuje, ze w stanach klinicznych, w ktorych
dochodzi do uposledzenia funkcjonowania tego ukta-
du, mozna spodziewaé si¢ zmienionej reakcji biolo-
gicznej na opioidy.
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