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1. WSTEP

1. 1. Definicja bolu

Wedlug Mi¢dzynarodowego Stowarzyszenia Badania Bolu (International Association Study of
Pain, IASP) ,,Bdl jest to nieprzyjemne doznanie czuciowe i emocjonalne zwigzane z
rzeczywistym lub potencjalnym uszkodzeniem tkanek, albo opisywane w kategoriach takiego
uszkodzenia” (IASP 2010, Wiliams i Craing 2016). Bol mozna klasyfikowa¢ na podstawie
obszaru ciata dotknig¢tego chorobg, schematu czasu trwania lub dysfunkcji uktadu, ktory moze
powodowac bol (Wiliams i1 Craing 2016).

Bol ustno-twarzowy to termin zdefiniowany przez Amerykanska Akademi¢ Bolu Ustno-
Twarzowego (American Academy of Orofacial Pain) jako ,bol zwigzany z twardymi i
miekkimi tkankami glowy, twarzy i szyi” (Rotpenpian i Yakkaphan 2021, Pigg i wsp. 2021).
Bol ustno-twarzowy dotyczy okoto 10% do 26% populacji dorostej, z czego 7-11%
przypadkéw jest sklasyfikowanych jako bol przewlekly, stanowigcy powazny problem
medyczny i spoteczny (Benoliel i Sharav 2010, Melis i wsp. 2019). Co bardzo wazne, b6l ustno-
twarzowy wystepuje nawet u okoto 50% populacji osob starszych, z poréwnywalna
czgstotliwoscia u obu ptci (Madland i Feinmann 2001). Pomimo postepu w badaniach nad
bolem, wcigz nie ma leczenia skutecznego w stopniu, ktory zapewnialby catkowite zniesienie
tego rodzaju bolu. Dlatego stale poszukuje si¢ nowych mozliwosci terapeutycznych. Uwaza
si¢, ze bol ustno-twarzowy powodowany jest uszkodzeniem gatezi nerwu trojdzielnego lub
neurogennym zapaleniem rozprzestrzeniajacym si¢ na okolice ustno-twarzowa. Jednak
szczegOtowa patogeneza charakteryzuje si¢ znacznym poziomem skomplikowania 1 pozostaje
w duzej czedci przypadkow niedostatecznie poznana (Chiang i wsp. 2011, Sesle 2021).
Zgodnie z wynikami badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich lat, uktad
endokanabinoidowy (ECS) i endoopioidowy (EOS), majace podobne cechy farmakologiczne i
lokalizacje¢, mogg sta¢ si¢ nowymi celami molekularnymi w opracowywaniu lekow na ten bol

(Bushlin i wsp. 2010, Zubrzycki i wsp. 2017, 2019).
1.2. Uktad endokanabinoidowy (ECS)
Kanabinoidy to zwigzki naturalnie wystepujace W konopiach indyjskich (Cannabis

sativa, Cannabis indica i Cannabis ruderalis). Najbardziej znanym sposrod tych zwigzkow jest

delta-9-tetrahydrokannabinol (A °-THC), ktory wywotuje efekty psychoaktywne (Dewey


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Benoliel+R&cauthor_id=20425212
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharav+Y&cauthor_id=20425212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5669051/#R71

1986, Radwan i wsp. 2009, Hill i wsp. 2017) i kanabidiol (CBD) ktory nie jest psychoaktywny
(Schubart i wsp. 2011). Dowody stosowania Cannabis sativa do celow leczniczych siggaja
czasOw starozytnych w Azji. Preparaty tego gatunku stosowano jako srodek przeciwbolowy na
bol zgba, bol glowy 1 nerwobol juz w 1000 r p.n.e. w indyjskiej medycynie ajurwedyjskiej
(Indian Ayurvedic) (Zuardi 2006).

Uktad endokanabinoidowy (ECS) jest ztozonym uktadem neuromodulacyjnym, ktory
odgrywa wazna rol¢ w regulacji wielu procesow fizjologicznych, w plastycznosci synaptyCznej
i w neuromodulacji bolu (Hohmann i wsp. 2005, Guindon i Hohmann 2009, Woodhams i wsp.
2017). Sktada si¢ on z trzech glownych skladowych: (1.) receptoréw kanabainoidowych
"klasycznych” (CB1R, CB2R) i "nieklasycznych” (TRPV 1, GPR55, PPARs), (2.) endogennych
ligandow (endokanabinoidow): N-arachidonoiloetanoloaminy — anandamidu (AEA) i 2-
arachidonyloglycerolu (2-AG) oraz (3.) enzymow, odpowiedzialnych za synteze i degradacje
endokanabinoidow (EC) (Devane i wsp. 1992, Di Marzo 2006). AEA wykazuje wicksze
powinowactwo do receptora CB1R niz CB2R, przy czym jest cz¢$ciowym agonistg receptora
CB1R, natomiast 2-AG ma mniejsze powinowactwo do receptora CB1R niz AEA, jest
natomiast pelnym agonista. Oba zwigzki sg niestabilne i podatne na hydrolizg, zardwno in vitro,
jak i in vivo (Biernacki i wsp. 2016).

Endokanabinoidy nie s3 magazynowane jak klasyczne neuroprzekazniki, lecz
wytwarzane ,,na zgdanie” w odpowiedzi na bodZce fizjologiczne i patologiczne (Howlet 2002).
Dziataja na zasadzie wstecznych przekaznikow, ktore hamuja uwalnianie neurotransmiterow w
synapsach hamujacych i pobudzajacych, posredniczac tym samym w réznych formach dtugo-
i krotkoterminowej plastycznosci (Di Marzo 2006, Ahn i wsp. 2008, Murataeva i wsp. 2014).

Ostatnio kongenery endokanabinoidéw (mediatory majgce dziatanie zblizone do
endokanabinoidow, ale slabe powinowactwo do ich receptoréw), takie jak: N -
acyloetanoloaminy (NAE), w tym N -palmitoiloetanoloamina (PEA) i N-oleoiloetanoloamina
(OEA) i 2-mono-acyloglicerol (2-MAG) oraz pochodne dhugotancuchowych kwasow
tluszczowych, wliczajac pierwszorzedowe amidy kwasow thuszczowych 1 kilka N -
acylowanych aminokwasow, zaliczono do bardziej rozbudowanego rozszerzonego uktadu ECS

zwanego ,,endokanabinoidomem” (ECBome) (lannotti i wsp. 2016).

1.2.1. Biosynteza i degradacja endokanabinoidow

Endogenne kanabinoidy to endogenne lipidy, ktore wptywaja na zachowanie w sposob, ktory

czesciowo odzwierciedla efekty wywotywane przez psychoaktywne sktadniki konopi, w
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szczegblnosci A-9-THC (Piomelli 2003, Di Marzo i wsp. 2007). Pierwszymi odkrytymi i
najlepiej scharakteryzowanymi endokanabinoidami sg AEA i 2-AG (Devane i wsp. 1992).
Pomimo podobienstw w budowie chemicznej AEA i 2-AG s3 syntetyzowane i
degradowane przez odrgbne szlaki enzymatyczne, ktore nadaja tym dwom endokanabinoidom
rozne role fizjologiczne 1 patofizjologiczne. Glidwny szlak syntezy AEA obejmuje prekursor
fosfolipidow N -arachidonoilofosfatydyloetanoloaming (NAPE) i jej zalezng od wapnia
hydrolize przez fosfolipaze¢ D, N-arachidonoilofosfatydyloetanoloaminy (NAPE-PLD)
(Muccioli 2010). Dodatkowe NAE, takie jak PEA i OEA s3 rowniez produkowane przez
NAPE-PLD, ale innymi drogami (Fezza i wsp. 2014). 2-AG jest gtownie syntetyzowany z
fosfolipidow btonowych (zawierajacych 2-arachidonoil-PIP2) w dwuetapowym procesie
katalizowanym przez fosfolipaze (PLCP) i lipazg¢ diacyloglicerolowa (DAGL) (Di Marzo i wsp.
2006). Istnieja dwie izoformy lipazy DAGL odpowiedzialne za produkcje 2-AG. DAGLa
odpowiada za synteze neuronalng 2-AG w OUN (Jain i wsp. 2013), podczas gdy DAGLJ
przyczynia si¢ do powstawania 2-AG w komorkach uktadu odpornosciowego (Hsu i wsp.

2012). ECS wptywa na wiele szlakow sygnalizacyjnych (Nakane i wsp. 2002) (schemat 1).
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Schemat 1. Schemat syntezy i degradacji (A.) anandamidu (AEA) i (B.) 2-
arachidonyloglicerolu (2-AG) wykonany na podstawie cytowanych publikacji. Opis w tekscie.
Skroty: 2-AG — 2-arachidonoiloglicerol; AA — kwas arachidonowy; ABHD4 — domena a.,B-
hydrolazy zawierajaca biatko-4; AEA — anandamid; DAG — 1,2-diacyloglicerol; DAGLa, B —
lipaza diacyloglicerolowa o i B; EA — etanoloamina; GDEL — glicerofosfodiesteraza E1; LPA —
kwas lizofosfatydowy; MAG - monoacyloglicerol;, NAPE - N-arachidonoilo-



fosfatydyloetanoloamina; NAT — N-acylotransferaza; PA — kwas fosfatydowy; PC —
fosfatydylocholina; PE — fosfatydyloetanoloamina; Pl — fosfatydyloinozytol; PIP2 —
fosfatydyloinozytol-4,5-bisfosforan; PLA1, 2 — fosfolipazy Al i A2; PLC —fosfolipaza C; PLD
— fosfolipaza D; PTPN22 — niereceptor biatkowej fosfatazy tyrozynowej 22; SHIP1 — domena
homologii Src 2 zawierajaca inozytol 5' fosfataza 1.

Degradacja endokanabinoidow nastepuje przez enzymy hydrolizujace. AEA jest
rozktadany gléwnie przez hydrolaze amidowg kwasow ttuszczowych (FAAH), a 2-AG przez
lipaz¢ monoacyloglicerolowa (MAGL) (Murataeva i wsp. 2014, Di Marzo 2006, Ahn i wsp.
2008). W degradacje tych zwigzkéw zaangazowane s3 réwniez inne enzymy, zawierajgce
domene a-B-hydrolazy 6 (ABHD®6) i a-B-hydrolazy 12 (ABHD12), (Savinainen i wsp. 2011),
cyklooksygenazy (COX-2) i lipooksygenazy (LOX-12) (Murataeva i wsp. 2014, Maccarrone
2017). Dziatanie inhibitorow FAAH i MAGL polega na wydtuzaniu dziatania biologicznego
endokanabinoidow poprzez zwigkszanie ich poziomow w obwodowym i osrodkowym uktadzie

nerwowym (OUN) (Woodhams i wsp. 2017, Greco i wsp. 2020, 2021a,b,).

1.2.3. Receptory kanabinoidowe i ich rozmieszczenie w OUN

Zaréwno kannabinoidy, jak 1 endokannabinoidy dziatajg gldwnie na szeroko rozpowszechnione
receptory kannabinoidowe typu 1 (CB1R) i kannabinoidowe typu 2 (CB2R), ktore sa
receptorami sprz¢zonymi z biatkiem G (GPCR) (Matsuda i wsp. 1990, Munro i wsp. 1993).
Receptor CB1 odkryto w 1990 roku (Matsuda i wsp. 1990), a receptor CB2 odkryto w
1993 roku (Munro 1 wsp. 1993). Aktywacja receptorow CB1 hamuje cyklaz¢ adenylowa,
blokuje kanaly Ca?* bramkowane napieciem (voltage-gated calcium channels, VGCC) i
aktywuje kanaty K* w neuronach, natomiast aktywacja receptorOw CB2 hamuje cyklaze
adenylowg, ale nie blokuje VGCC ani nie aktywuje kanatow K™ (Brown i wsp. 2004, Guo i
Ikeda 2004, Zou i Kumar 2018). Receptory CB1 wystepuja gtownie w szerokim obszarze
moézgu w tym w regionach uczestniczacych w przenoszeniu i modulacji bélu (Devane i wsp.

1988, Herkenham i wsp. 1990) (schemat 2).

10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8211923/#bib58
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8211923/#bib46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8211923/#bib46

; CBIR
VN \ NN\ B dense
" pag \MY /L moderate

4 — & low
( \ - /( —— > “fHb ) N ?
/[ /LHb A7 AN S
| [ Mesencephalon \__ e —
\ Thalamus {
\ \ | VTA Lc

\ J\\ __ sth ’
“CeA ‘/ SNT7 N Amb — \.
N S ) ) \ \
éL.!zpoihala'rnus / — ) % N\ \

Schemat 2. Rozmieszczenie receptorow CB1 (CB1R) w obszarach miedzymoézgowia i pnia
moézgu. Rozmieszezenie receptorow CB1R wskazane jest przez ksztatty kot o niskiej (bardzo
jasno zielony), umiarkowanej (jasno zielony) i wysokiej (ciemno zielony) ekspresji.
Zmodyfikowany schemat zaczerpnigty z Befort (2015) zgodnie z warunkami licencji Creative
Commons Attribution License (CC BY).

Receptory CB1 sa najbardziej rozpowszechnionymi receptorami w mozgu ssakow
(Dewane i wsp. 1988, Fonesca i wsp. 2013). Najwicksza gesto$¢ rozmieszczenia w OUN
wykazuja w hipokampie, zakrecie obreczy, jadrze migdatowatym, jadrze poéllezacym,
wechomozgowiu i w korze nowej. Pieh mozgu i wzgdrze charakteryzujg si¢ nizszym poziomem
jego ekspresji. W §rodmoézgowiu 1 tytlomézgowiu CBIR wystepuja obficiej w galce bladej,
korze mézdzku, jadrze ruchowym nerwu btednego 1 jadrze pasma samotnego (Hu i Mackie
2015, Mackie 2015). Duzg gestos¢ CB1R wykazano w regionach zwigzanych z modulacja
I przewodzeniem bolu (Hill i wsp. 2017).

Natomiast receptory CB2 sg obecne glownie w uktadzie odpornosciowym i ulegaja
ekspresji na réznego rodzaju komorkach immunologicznych (limfocytach, monocytach,
makrofagach i mikrogleju) (Munro i wsp. 1993, Cabral i Marciano-Cabral 2005). Obecnos¢
CBZ2R stwierdza si¢ rowniez w neuronach, zwlaszcza w stanach patologicznych (Spiller i wsp.
2019). Jednak poziom ekspresji CB2R w moézgu jest znacznie nizszy niz CB1R (Onaivi i
Ishiguro 2006).

Receptory kanabinoidowe (CB) odgrywaja kluczowa rolg w nocycepcji obwodowej,
rdzeniowej i nadrdzeniowej, w tym w szlakach wstepujacych i zstepujgcych bolu (Hill i wsp.
2017) (schemat 3).
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Schemat 3. Rola uktadu endokanabinoidowego (ECS) w kontroli bdlu na poziomie
obwodowym, rdzeniowym i nadrdzeniowym. Objasnienia w teks$cie. (Wykonanie wtasne).

Na neuronach obwodowych CBIR zlokalizowane w zakonczeniach nocyceptywnych
hamuja transmisj¢ nocyceptywna, podczas gdy CB2R zmniejszaja uwalnianie czynnikdéw
pronocyceptywnych (Ibrachim i wsp. 2005). W rdzeniu kregowym CB1R wystepujg w rogach
grzbietowych (dorsal horn DH), gdzie sg zlokalizowane w interneuronach rdzeniowych, na
zakonczeniach aferentnych neuronéw czuciowych i zakonczeniach eferentnych neuronow
ponadrdzeniowych (Bridges i wsp. 2003, Nadal i wsp. 2013). Sg takze obecne w zwojach
korzenia grzbietowego (dorsal root ganglia , DRG), a ich stymulacja hamuje uwalnianie
dziatajacych probolowo: Substancji P (SP) i peptydu zwigzanego z genem kalcytoninowym
(calcitonin gene related peptide CGRP) (Piomelli i wsp. 2003).

Strukturami ponadrdzeniowymi, szczego6lnie bogatymi w receptory CB1 s3: substancja
szara okotowodociggowa (priaqueductal central grey, PAG) i1 brzuszno—doglowowa czgs¢
rdzenia przedtuzonego (rostroventral medulla, RVM), wchodzace w sktad zstepujacego uktadu
antynocyceptywnego. Na poziomie ponadrdzeniowym w PAG i RVM receptory CB1 hamuja
wstepujacg transmisj¢ nocyceptywna i aktywuja hamujacy zstgpujacy szlak bolu poprzez

hamowanie uwalniania kwasu gamma-aminomastowego (gamma-aminobutyric acid GABA),
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co odhamowuje neurony pobudzajace (gldwnie glutaminergiczne) (Lau i Vaughan 2014).
Zaobserwowano, ze sygnalizacja receptorow CB1 i CB2 jest plejotropowa przez co
endokanabinoidy moga oddzialywa¢ takze na inne receptory zwigzane z przetwarzaniem bolu
(Morales i Reggio 2017), takie jak przejsciowe potencjalne receptory waniloidowe 1 (transient
receptor potential vanilloid 1, TRPV1) (Zygmunt i wsp 2013, Muller i wsp. 2018), receptory
aktywowane przez proliferatory peroksysoméw (PPAR) (O’Sullivan 2016), GPR55 (Zhao
i Abood 2013), GABA a (Katona i wsp. 2001, Bakas i wsp. 2017) i Adenozyna A3 (Lane i wsp.
2010.

1.3. Endogenny uktad opioidowy (EOS)

Endogenny uklad opioidowy (EOS) skfada si¢ z endogennych peptydow opioidowych
(endoopioidy, EOP): enkefaliny, endorfiny, dynorfiny i endomorfiny oraz receptorow
opioidowych (OR): pu (mu, MOR), & (delta, DOR) i « (kappa, KOR) (Kieffer 1995, Cox
2013). Receptory opioidowe naleza do grupy receptorow sprzezonych z biatkami Gi/Go (G-
protein-coupled receptors, GPCRs) i sa kodowane przez trzy geny: Oprml,
OprdliOprkl (Law i wsp. 2013). Endoopioidy wykazuja odmienne powinowactwo do
poszczegolnych OR (tabela 1).

Tabela 1. Endogenne peptydy opioidowe

Endogenne Sekwencja aminokwasowa Powinowactwo do
opioidy receptora opioidowego

Met-enkefalin | Tyr-Gly-Gly-Phe-Met DOR

Leu-enkefalin | Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

B-endorfin Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu- | MOR i DOR
Phe-Lys-Asn-Ala-lle-lle-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu

dynorfin A Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gin KOR
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle

dynorfin B Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-GIn-Phe-Lys-Val-Val-Thr

endomorfin-1 Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2 MOR

endomorfin-2 Tyr-Pro-Phe-Phe-NH:

Endogenne peptydy opioidowe sg wytwarzane w OUN 1 tkankach obwodowych. W
OUN spetniajg role¢ hamujacego przekaznika lub hamujacego neuromodulatora (Hill i
wsp.1976). Istnieje wiele badan opisujacych wplyw endogennych opioidéow na organizm
ludzki. Szczegolne zainteresowanie budzi ich wptyw na funkcje neurondéw zwigzanych z
mechanizmami bolu. Wykazano ich hamujgce dziatanie na neurony istoty galaretowatej rdzenia
kregowego, neurony jadra pasma rdzeniowego nerwu trdjdzielnego, wzgodrza, PAG, tworu
siatkowatego 1 jadra wielkiego szwu (Waung i wsp. 2019, Bagley i Ingram 2020).
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Ostatnio badanymi endogennymi zwigzkami aktywujagcymi MOR s3: endomorfina-1
(EM-1, Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2) i endomorfina-2 (EM-2, Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2) (Zadina i wsp.
1997). Rozmieszczenie ich w OUN jest bardzo zréznicowane. Najwiecej tych peptydow
wystepuje w korze mozgowej, wzgodrzu, podwzgorzu i prazkowiu ale gtdownym miejscem ich
lokalizacji jest rdzen przedtuzony i rogi tylne rdzenia kregowego (Martin - Schild i wsp. 1998).
Podobnie jak inne endogenne peptydy opioidowe, sa podatne na szybka degradacje, dlatego
badania nad ich rola w bolu sg ograniczone. Na przestrzeni lat donoszono o licznych
modyfikacjach chemicznych tych ligandéw w celu dostarczenia konkretnych informacji na
temat ich zaleznosci struktura-aktywno$¢ oraz ulepszenia ich wtasciwosci terapeutycznych (Liu

i Wang 2012).

1.3.1. Receptory opioidowe w osrodkowym uktadzie nerwowym

Mechanizm dzialania opioidéw zalezny jest od ich bezposredniego wplywu na receptory
opioidowe. Receptory opioidowe wystepuja zarowno w strukturach OUN jak i obwodowego
na zakonczeniach aferentnych wtokien C przewodzacych bdl oraz w tkankach o pochodzeniu
nieneuronalnym takich jak komorki odpornosciowe, mikroglej i astrocyty (Shinoda i wsp.
1989, Mousa i wsp. 2000, Celik i wsp. 2016). Ekspresje obwodowych receptorow opioidowych
i endogennych peptydow opioidowych wykazano takze w okolicy ustno-twarzowej, w miazdze
zebow szczura (Wei 1 wsp. 1991), w TG, jadrze ogonowym nerwu trojdzielnego i przyzgbiu
(Liu 1 wsp. 2021), co wskazuje, ze moga by¢ one zaangazowane w modulacje bdlu ustno-
twarzowego (Zubrzycki i wsp. 2017). W mozgowiu najwyzszg ekspresj¢ MOR zaobserwowano
w moézdzku, jadrze ogoniastym i jadrze potlezacym. DOR zidentyfikowano w hipokampie,
korze mozgowej, skorupie, jadrze ogoniastym, jadrze poéllezacym 1 placie
skroniowym. Najwicksza ekspresje KOR wykryto w jadrze ogoniastym, jadrze potlezacym,
jadrach podwzgorza i skorupie (Erbs i wsp. 2015).

OR sa syntetyzowane w DRG 1 transportowane do zakonczen nerwdw centralnych i
obwodowych. Mechanizm dziatania receptorow opioidowych w antynocycepcji jest
spowodowany modulacjg kanatow wapniowych i potasowych w zwoju korzenia grzbietowego
i rogu grzbietowym i polega na hamowaniu uwalniania
pro-nocyceptywnych neuroprzekaznikéw z zakonczen presynaptycznych neuronow (poprzez
,zamkniecie” kanatow jonowych dla wapnia) oraz depolaryzacje blony postsynaptycznej

(poprzez ,,otwarcie” kanalow jonowych dla potasu) (Torrecilla i wsp. 2008, Al-Hasani i
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Bruchas2011).

Niektore badania wykazaty, ze receptory opioidowe moga ulega¢ heteromeryzacji z
innymi klasami GPCR w warunkach fizjologicznych i patofizjologicznych, tworzac
funkcjonalne dimery, heterodimery i oligomery (Bouvier 2001, Gupta i wsp. 2006). Moga
rowniez wchodzi¢ ze sobg w interakcje, a takze tworzy¢ kompleksy z receptorami
kannabinoidowymi CB1 co skutkuje zwigkSzonym dzialaniem przeciwbdlowym opioidow

(Mollica i wsp. 2017).

1.4. Synergizm kanabinoidow i opioidow

W ostatnich latach coraz wigkszg uwage poswigca si¢ wzajemnym powigzaniom mig¢dzy
endogennymi ukltadami antynocyceptywnymi (Zubrzycki i wsp. 2019, Greco i wsp.
2022). Wykazano, ze endogenny uktad opioidowy moze by¢ zaangazowany w antynocycepcje
kannabinoidéw i odwrotnie (Bushlin i wsp. 2010, Wilson-Poe i wsp. 2012, 2013), poniewaz
endogenne elementy tworzace te uktady maja podobne rozmieszczenie anatomicznego i maja
poréwnywalne wilasciwosci funkcjonalne (Navarro i wsp.2001, Woodhams i wsp 2017).
Ponadto wykazano, ze lokalizacja receptorow opioidowych MOR i kanabinoidowych CB1R
pokrywa si¢ w kilku regionach moézgu, o ktérych wiadomo, Ze uczestnicza w antynocycepcji,
w tym w PAG, jadrach szwu i jadrach wzgorza (schemat 4). Sugeruje to, ze mogg one osiggac
efekt przeciwbolowy nie tylko przez dziatanie samodzielne, ale tez tacznie (Cichewicz 2004).
CBIR MOR

cerebellum I dense kk*
[ moderate k%

low *

cortex

hippocampus
septu =

*  dokok
b

Schemat 4. Schematyczne przedstawienie rozmieszczenia CB1IR i MOR w mozgu szczura.
Wiasna modyfikacja autorow. Rozmieszczenie receptoréw CB1R w §rodmoézgowiu, wzgdrzu i
podwzgdrzu wskazane jest przez ksztalty kot o niskiej (bardzo jasno zielony), umiarkowanej
(Jasno zielony) i wysokiej (ciemno zielony) ekspresji. Rozmieszczenie receptorow MOR w
$rédmozgowiu, wzgorzu 1 podwzgorzu wskazane jest przez ilos¢ gwiazdek o niskiej (jedna),
umiarkowanej (dwie) i wysokiej (trzy) ekspresji. Rysunek zaczerpniety z Befort (2015) zgodnie
z warunkami licencji Creative Commons Attribution License (CC BY).
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Amb- jgdro niejednoznaczne; BLA - podstawno-boczne jgdro ciata migdatowatego; CeA - centralne ciato
migdatowate; CPu - skorupa ogoniasta; DB - pasmo przekgtne; DRN - jqdro grzbietowe szwu, LC, miejsce
sinawe; LHb, boczne jgdro uzdeczki; mHb, przysrodkowe jgdro uzdeczki; NAC - jgdro potlezgce; OB - opuszka
wechowa, PAG- istota szara srodkowa sréodmozgowia; SNr — istota czarna; Sol - jgdro pasma samotnego; STh -
Jadro podwzgérzowe,; Tu - guzek wechowy, VTA- obszar brzusznej nakrywki.

Sformutowano trzy hipotezy wyjasniajgce mechanizm wspotdziatania miedzy
opioidami i kanabinoidami. Po pierwsze, wykazano, ze w rogach grzbietowych rdzenia
kregowego MOR i1 CBIR wystepuja wspdlnie w interneuronach rdzeniowych na
zakonczeniach, (Salio i wsp. 2001), zwigkszajac mozliwo$¢ bezposredniego oddziatywania
pomiedzy tymi typami receptorow w tej samej komorce. Po drugie aktywacja receptoréw
opioidowych lub kanabinoidowych moze skutkowa¢ podobnymi efektami behawioralnymi, w
tym analgezja, poniewaz wykorzystuja wspdlne szlaki przekazywania sygnalow. Obie naleza
do rodziny GPCR, ktore wigza si¢ z biatkiem G i hamujg aktywno$¢ cyklazy adenylowej
(Salio i wsp. 2001, Cichewicz 2004, Vigano i wsp. 2005). Po trzecie podawanie kanabinoidow
stymuluje synteze 1 uwalnianie endogennych peptydow opioidowych, co moze przyczyniac si¢
do niektorych efektow farmakologicznych kanabinoidow (Desroches i Beaulieu 2010). Tak
wiec, taczenie kanabinoidéw i lekow opioidowych moze by¢ obiecujacym podejsciem do
generowania dlugotrwatej analgezji, przy jednoczesnym unikaniu lub minimalizowaniu

probleméw z tolerancjg zwigzanych z lekami opioidowymi (Ozdemir i wsp. 2020).

Interakcje migdzy endokanabinoidami (EC) a ukladem opioidowym w zakresie
przetwarzania bodzcow bolowych oceniano przy uzyciu ligandow receptorow
kanabinoidowych lub inhibitorow enzyméw degradujacych EC. Wykazano, ze podawanie
agonistow receptorow kanabinoidowych moze prowadzi¢ do uwolnienia peptydoéw
opioidowych i ze EC s3g zaangazowane w dziatanie agonistoéw opioidowych (Cichewicz 2004,
Lau i wsp. 2014). W kontekscie niniejszej pracy interesujace sg obserwacje wskazujace, ze
szlaki obu uktadéw s3 zaangazowane w modulacj¢ kontroli zstepujacej pnia mézgu w
nocycepcji nerwu trojdzielnego (Zubrzycki i wsp. 2019). W jednym z badan stwierdzono, ze
blokada zaréwno OR, jak i CBRI prowadzita do znacznego zmniejszenia efektu
przeciwbolowego zwigzanego z AEA w ktorej posredniczy anandamid (Zubrzycki i wsp.
2017). Tak wigc, taczenie kanabinoidéw i lekow opioidowych moze stanowi¢ obiecujgcym
podejécie ukierunkowane na osiagnigcie dlugotrwalego efektu przeciwbolowego, przy
jednoczesnym unikaniu lub minimalizowaniu probleméw z tolerancja zwigzanych z lekami

opioidowymi (Ozdemir i wsp. 2020).
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1.5. Organizacja neuronalna tuku odruchowego odruchu trdjdzielno-

podjezykowego

Opuszkowy odruch cofania jezyka (evoked tongue jerk — ETJ) oparty na odruchu
trojdzielno-podjezykowym (trigemino-hypoglossal reflex) jest wykorzystywany od wielu lat
do badania przewodzenia w obrgbie pnia moézgu jest (Zubrzycka i wsp. 1997). Odruch ten
wywotywano draznigc miazge siekaczy dolnych, ktorej aktywacja wywotuje bodzce bolowe.

Beasley i Holland (1978) badali miazge ktow pod mikroskopem elektronowym i
stwierdzili, ze zawiera ona okoto 81% wtokien C — wolno przewodzacych, pozostale to widkna
A-d — szybko przewodzace. Wystepowanie wylacznie widkien C i A-0 w miazdze zebodw
pozwala przypuszczaé, ze jej draznienie wywoluje wybiorcze pobudzenie widkien
dosrodkowych przewodzacych czucie bolu. Wykazano, ze witdkna czuciowe przewodzace
dosrodkowe impulsy z twarzy, jamy ustnej i miazgi zebow, biegng w nerwie trojdzielnym i
utworzone sg przez wypustki neuronow skupionych w zwoju trojdzielnym. Osrodkowa
projekcja neuronéw czuciowych zwoju trojdzielnego, szczegdlnie neurondw unerwiajacych
miazge z¢bow, byla przedmiotem licznych badan (Wooda i wsp. 1977, Arvidsson i Gobel
1981). Czgs¢ widkien czuciowych nerwu trojdzielnego po wejsciu do mozgowia kieruje si¢ w
strong sroédmodzgowia, docierajac do jadra pasma §rodmozgowiowego n.V (nucleus tractus
mesencephalici n.V). Odrebna czgs¢ widkien dosrodkowych dzieli si¢ na krotkie galezie
wstepujace 1 dluzsze galezie zstgpujace. Galezie wstepujace koncza si¢ w moscie w jadrze
czuciowym gléwnym (nucleus sensorius principalis n.V), a zstgpujace schodza do jadra pasma
rdzeniowego (nucleus tractus spinalis n.V), ktére sktada si¢ z trzech czgsci utozonych
podtuznie: jadra przedniego (anterior), miedzybiegunowego (interpolaris) i jadra tylnego
(posterior) pasma rdzeniowego n.V schodzacych az do czg$ci szyjnej rdzenia kregowego

(Olszewski 1950) (schemat 5).

jadro pasma
srodmozgowiowego n V

jadro czuciowe gtowne n V
jadro ruchowe n vV

B — przednie
jadro
migdzybiegunowe-—pasma
rdzeniowego

tylne

iy

‘ G

Catifbigy

jadro nerwu Xli
Schemat 5. Schemat jader czuciowych nerwu trojdzielnego. Wykonanie wlasne.
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Stwierdzono obecno$¢ widkien tgczacych jadra czuciowe n.V z jadrem ruchowym
nerwu podjezykowego. Stosujac draznienie miazgi z¢gbow i jednoczesnie rejestrujac potencjaly
czynno$ciowe drugiego neuronu czuciowego, Wooda i wsp. (1977) stwierdzili, ze impulsacja
z miazgi biegnie bezposrednio do wszystkich jader czuciowych nerwu tréjdzielnego. Stosujac
metod¢ znakowania neuronow 1 wilokien nerwowych po wstrzyknieciu peroksydazy
chrzanowej do miazgi zgbow szczegki gornej 1 zuchwy Arvidsson i Gobel (1981) 1 Jacquin i
wsp. (1983) wykazali, ze projekcja z tych zebow biegnie po stronie ipsilateralnej do jadra
czuciowego gtownego nerwu trojdzielnego (nucleus sensorius principalis n.V) i do czesci
przedniej jadra pasma rdzeniowego nerwu trojdzielnego (nucleus tractus spinalis n.V).

W odruchu tréjdzielno-podjezykowym jakim jest odruch cofania jezyka wywotany
draznieniem miazgi zeboéw, impulsacja z jader czuciowych n.V przekazywana jest do ipsi- |
kontralateralnego jadra nerwu podjezykowego, gdzie pobudzone zostaja motoneurony mig¢sni
cofajacych jezyk, nastepuje rowniez hamowanie motoneurondéw mig¢sni wysuwajacych jezyk

(schemat 6).

Schemat 6. Schemat tuku odruchowego odruchu trojdzielno-podjezykowego.
NTS V — jadro pasma rdzeniowego n.V; N. XII — jadro nerwu podjezykowego,
jasny trojkat — synapsa pobudzajaca; ciemny trojkat — synapsa hamujaca.

Luk odruchowy odruchu tréjdzielno-podjezykowego przebiega pod dnem czwartej
komory moézgowej pomigdzy jadrem czuciowym nerwu trdjdzielnego i jadrem ruchowym
nerwu podjezykowego. Jadro nerwu podjezykowego potozone jest powierzchownie pod dnem
komory czwartej. Na tej podstawie mozna przypuszczac, ze neuropeptydy wprowadzane do
komor mozgowia moga szybciej dociera¢ do tego jadra ze $wiatta komory czwartej niz do
innych elementéow tuku odruchowego odruchu tréjdzielno-podjezykowego i moga

oddziatywa¢ na osrodek ruchowy, czuciowy lub neurony posredniczace odruchu ETJ.
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1.6. Rola plynu mozgowo-rdzeniowego w transmisji bolowe;j

Ptyn moézgowo-rdzeniowy (CSF) pelni istotng rolg w zachowaniu homeostazy OUN i
zapewnieniu optymalnych warunkow funkcjonowania i komunikacji neuronéw (Abbott i wsp.
2006).

Istnienie bariery krew—modzg (blood brain barier, BBB) pomi¢dzy migzszem modzgu, a
uktadem naczyniowym reguluje transport metabolitow do i z OUN (Tietz i Engelhardt 2015).
Poza restrykcyjng kontrol3 BBB pozostaja narzady okolokomorowe (CVO), ktore
charakteryzuje brak $cistego kontaktu komorek srodbtonka z astrocytami.

Przekazywanie sygnatléw miedzy tkanka nerwowa a CSF i krwig odbywa si¢ pomimo
zachowanych barier w mozgu, jednak jego mechanizm jest wcigz nie w petni wyjasniony
(Liddelow 2011). Oprocz hipotezy dyfuzyjnej w mechanizmach tego procesu rozpatruje si¢
zaangazowanie m.in. wyspecjalizowanych komorek wyscidtki (tanycytow), (Vigh 1 wsp.
2004, Vigh 1 Teichmann 1998), komorek podobne do tanycytow w narzadach
okotokomorowych (Langlet i wsp. 2014) oraz jadra kontaktujacego si¢ z ptynem mozgowo-
rdzeniowym potozonego w brzusznej czg¢sci PAG, w dolnej czgsci wodociagu 1 gornej czesci
dna komory czwartej (Wang i wsp. 2013, Song i Shang 2018, Song i wsp. 2019).

Unikalne cechy potaczen morfologicznych jadra kontaktujacego si¢ z pltynem
mozgowo-rdzeniowym sugeruja, ze jest to jedyny obszar w obrebie OUN zaangazowany w
dwukierunkowa transdukcj¢ sygnalu i transport substancji bioaktywnych mi¢dzy migzszem
mozgu a CSF (Liu i wsp. 2014, Wu i wsp. 2015, Xing i wsp. 2015) Do jadra tego docieraja
potaczenia m.in. ze struktur istotnych dla generowania i propagacji sygnatéw bolowych
specyficznych dla bolu ustno-twarzowego takich jak podwzgorze, niskowzgorze, nadwzgorze

(schemat 7) (Song i wsp. 2020).
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Schemat 7. Schemat przedstawia rzuty polaczen $rodmoéozgowia, wzgorza i podwzgorza z
jadrem kontaktujgcym si¢ z plynem moézgowo-rdzeniowym. Dane liczbowe zaczerpnigte z
Song (2020) zgodnie z warunkami licencji Creative Commons Attribution License (CC BY).
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Coraz wigcej dowodow sugeruje, ze jadro kontaktujace si¢ z CSF posredniczy w
przekazywaniu i regulacji sygnalow bolowych i moze by¢ zaangazowane w modulacj¢
zstepujacego uktadu hamujacego. Jednak doktadne mechanizmy molekularne pozostaja

niejasne. (Liu i wsp. 2014, Fei i wsp. 2016, Xu i wsp. 2011, Zhou i wsp. 2017).

Wykazano, ze niektére z endokanabinoidow zmieniajg przepuszczalnos¢ BBB w
migrenie i innych bolach glowy (Sarchielli i wsp. 2007, Russo i wsp. 2008). Wiokna
zawierajace AEA docierajg do PAG i RVM, ale ich gléwna projekcja przebiega wzdtuz komor
moézgu i pozostaja w bliskim kontakcie z wysciotkg trzeciej i czwartej komory (Vigh i
Teichmann 1998, Vigh i wsp. 2004, Langlet i wsp. 2014, Zhang i wsp. 2003, Wang i wsp. 2013,
Song i Shang 2018; Song i wsp. 2019). Rowniez receptory kanabinoidowe wystepujace W
komorkach srédbtonka naczyn wlosowatych i astrocytach odgrywaja wazng role w utrzymaniu
integralnosci BBB w szczegdlnosci poprzez przywracanie szczelnos$ci potaczen Scistych,
poniewaz (Vendel i de Lange 2014, Hagan i wsp. 2021).

Endokanabinoidy wytwarzane w tkance nerwowej sa uwalniane do CSF i moga
wspotzawodniczy¢ w regulacji czynnosci o$rodkéw nerwowych potozonych w sasiedztwie
komor bocznych mézgu i dna czwartej komory (Bloom and Segal 1980, Jackson 1980, Black
1982, MacMillan i wsp.1998). Bodzce bolowe powodujg uwalnianie mediatorow do CSF i do
ptynu zewnatrzkomoérkowego mézgu (ECF). Mozna przypuszczaé, ze endogenne mediatory
wystepujace w CSF i uwalniane do niego pod wptywem bolowe;j transmisji aferentnej takze w
warunkach fizjologicznych, moga mie¢ zdolno$¢ modulacji somatycznych odruchow

opuszkowych.

W prezentowanych badaniach warunkiem uzyskania efektu neuropeptydu podanego
dokomorowo (intracerebroventricular, i.c.v.) jest uzyskanie odpowiedniego stezenia badanego
w ECF o$rodkéw czuciowych 1 ruchowych odruchu tréjdzielno-podjezykowego. Osrodki te
znajduja si¢ w poblizu $cian IV komory mozgowej, a wiec podany i.c.v. neuropeptyd ulega
najpierw rozcienczeniu w plynie CSF, a nast¢pnie przenika do ECF mézgowia. Z ECF dostaje
si¢ w poblize struktur odpowiedzialnych za odruch trojdzielno-podjezykowy. Mozna wiec
sadzi¢, ze ostatecznie skuteczne w danych strukturach stezenie podanego i.c.v. neuropeptydu
jest znacznie mniejsze niz stezenie pierwotne. To, czy neuropeptyd dotrze do mozgu, zalezy w
duzej mierze od jego zdolnosci pokonania BBB, ktora jest zalezna od jego lipofilnosci. Zwigzki
hydrofilne gorzej pokonuja te¢ bariere (Abbott 2002). Opioidy o wysokiej lipofilnosci

przedostajg si¢ do mozgu tatwie;.
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2. CEL PRACY

Do chwili obecnej nie udato si¢ w sposdb wystarczajacy pozna¢ mechanizmow
odpowiedzialnych za patofizjologi¢ bolu ustno-twarzowego, ani opracowacé w peini skutecznej
metody jego leczenia. Powszechnie uznawany jest natomiast hamujacy wpltyw opioidéw i
kanabinoidow na pobudliwo$¢ wigkszosci neuronow OUN. Przedstawione powyzej dane
wskazuja ponadto na istnienie zlozonych interakcji pomiedzy uktadem opioidowym i
kanabinoidowym, rowniez w obszarze osrodkowego przetwarzania bodzcow bdlowych.

Celem niniejszej pracy byla ocena zaangazowania sktadowych uktadu
endokanabinoidowego i endoopiooidowego w przetwarzanie bodzca bdolowego z obszaru
ustno-twarzowego wywotanego draznieniem miazgi zebow u szczurow.

Cel pracy realizowano przez:

1. Oceng¢ wptywu stymulacji miazgi z¢bow, a takze podawanego osrodkowo 1 obwodowo
inhibitora hydrolazy amidowej kwasu tluszczowego (FAAH) — URB597 na:

a. uwalnianie endokanabinoidow (AEA, 2-AG) do pltynu moézgowo-rdzeniowego

b. ekspresje w strukturach moézgu zaanagazowanych w przetwarzanie bolu ustno-
twarzowego ($roédmoézgowiu, wzgérzu 1 podwzgorzu) mRNA  neuroprzekaznikow:
endoopiooidu endomorfiny 2 (EM-2), Substancji P (SP), peptydu pochodnego genu
kalcytoninowego (CGRP), a takze mRNA receptoréw kanabinoidowych (CB1R, CB2R) i
opioidowego (MOR)

2. Analiz¢ korelacji migdzy uwalnianiem endokanabinoidow (AEA 1 2-AG) do ptynu
mozgowo-rdzeniowego podczas indukcji odruchu trdjdzielno-podjezykowego, a ekspresja
receptoréw kanabinoidowych (CB1R i CB2R) w strukturach mézgu zaanagazowanych w

przetwarzanie bolu ustno-twarzowego (§rodmozgowiu, wzgorzu i podwzgorzu)

3. MATERIAL I METODY

3.1. Zwierzg¢ta doswiadczalne

Badania przeprowadzano na dorostych szczurach samcach rasy Long-Evans o $redniej
masie ciata 330-350 g, wieku okoto 3 miesigcy. Zwierzgta przebywaty w plastikowych klatkach
w warunkach standardowych: temperatura 22°C, w 12-godzinnym cyklu naprzemiennym
$wiatto/ciemnos$¢. Szczury karmiono granulowang pasza dla gryzoni i pojono woda ad libitum.

Zwierzeta usypiano wstrzykujac dootrzewnowo roztwor chloralozy w ilosci 150 mg-kg™ masy
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ciata. U wszystkich zwierzat doswiadczalnych znieczulenie utrzymywato si¢ przez caty okres
doswiadczenia. Do kazdego eksperymentu uzywano grup o liczebnosci n = 6 zwierzat. Aby
zminimalizowa¢ wptyw dobowy, wszystkie eksperymenty przeprowadzono miedzy 8:00 a
12:00 po 7 dniach aklimatyzacji. Wszystkie procedury eksperymentalne uzyskaty akceptacje
Lokalnej Komisji Etycznej Eksperymentéw na Zwierz¢tach Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi (42/LB 103/2018; 42/£.B 103-A-DLZ/2020; 43/LB 103-B-NZP/2020) i byly zgodne z
Dyrektywa Rady Wspolnot Europejskich 2010/63/UE. Wszystkie procedury do$wiadczalne
wykonano zgodnie z aktualnymi wytycznymi dotyczgcymi opieki nad zwierzetami
laboratoryjnymi (w tym z zastosowaniem procedur 3Rs) oraz zgodnie z wytycznymi ARRIVE
(Kilkenny i wsp. 2010, McGrath i Lilley 2015).

3.2. Dobdér metodyki dos§wiadczen

Do realizacji celow badania postuzono si¢ metodg pozwalajacg na rejestracje nasilenia odruchu
trojdzielno-podjezykowego w czasie perfuzji komdér mozgowia roztworami zwigzkow
aktywnych. Rejestrowano ruchy cofania rozciggnigtego jezyka wywotlane draznieniem gatgzek
czuciowych n.V tj. miazgi z¢gbow u szczurow. Zastosowana metoda pozwala na pomiar
amplitudy wywolanych ruchow cofania jezyka, a jej obnizenie moze odzwierciedla¢ stopien
thumienia bolu.

Metodyka opisana szczegotowo w pracy 2.

Wywotane draznieniem miazgi z¢bdw impulsy aferentne, witoknami nerwu
zebodotowego dolnego, poprzez zwoj trojdzielny docieraty do jadra gtownego i jadra pasma
rdzeniowego n.V. Z jader czuciowych impulsacja przekazywana byla do motoneurondéw
lezacych pod dnem czwartej komory mozgowia skupionych w jadrze nerwu podjezykowego i
stad drogg wiokien n. XII do migsni jezyka.

Wydaje si¢, ze ptyn mozgowo-rdzeniowy stanowi droge przenoszenia informacji miedzy
o$rodkami mézgowia. Mozna si¢ spodziewac, ze perfundowane przez uktad komorowy zwigzki
moga przenikaé przez wysciotke komor i dziala¢ na potozone w poblizu wodociggu mézgu i
dna czwartej komory neurony osrodka czuciowego i ruchowego badanego odruchu, co znajduje
odbicie w wielkosci wywotanych ruchow jezyka (ETJ).

Zapis przedstawiony w pracy 1 schemat 4.
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Nalezy podkresli¢, ze zastosowana metoda rejestracji wywotanych draznieniem miazgi
zgbow ruchow jezyka w czasie perfuzji komdér mézgowia zwigzkami aktywnymi jest metoda
opracowang i jak dotad stosowang wylacznie w Zaktadzie Fizjologii UM w Lodzi.

Aby wyjasni¢ dziatanie mediatoréw zaangazowanych w przetwarzanie informacji bolowej z
obszaru ustno-twarzowego wywotanego draznienie miazgi zeboéw u szczurdw zastosowano
kilka technik:

Metodyki opisane szczegéfowo w pracach 11 2.

1. metode perfuzji komoér moézgowia,
2. test immunoenzymatyczny EIISA

3. illosciowg metodg RT-PCR w czasie rzeczywistym.

3.3. Charakterystyka grup do§wiadczalnych

Kontrolng perfuzje komér moézgowych przeprowadzono za pomoca sztucznego plynu
mozgowo-rdzeniowego (aCSF), ktory zostat opracowany przez Daniela i Lederisa (1967) i
zawieral: 120 mM NaCl, 4,8 mM KCl, 2,8 mM CaCl2, 1,2 mM KH2PO4, 1,3 mM MgS04, 26
mM NaHCO3, 10 mM glukozy, 1,0 g/l albuminy surowicy bydlecej i 0,1 g/l kwasu
askorbinowego (pH = 7,5). Roztwor umieszczono w tazni termostatowej o temperaturze 37°C
i stale nagazowywano karbogenem (mieszanina 95% 02 i 5% CQ?2).

AEA, 2-AG (Tocris Bioscience Bristol, Wielka Brytania), URB597 (3'-karbamoilo-bifenyl-3-
ilo-cykloheksylokarbaminian, EM-2 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) podawano
dokomorowo (i.c.v.) w dawce 100 nmol/ml. URB597 podawany dootrzewnowo (i.p.)
rozpuszczono w dimetylosulfotlenku (DMSO) (Rahn 1 wsp. 2008) i wstrzyknigto w dawce 2
mg/kg, na jedng godzing przed stymulacja miazgi z¢gbow (schemat 8) (Greco i wsp. 2020,
Nozaki 1 wsp. 2015). Roztwor podawano w objetosci 1 ml/kg (Greco 1 wsp. 2020).
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Schemat 8. Plan procedur do$§wiadczalnych

A. Wplyw perfuzji komér mézgowych aCSF (kontrola) i AEA (n=6), 2-AG (n=6), URB597

(n=6) i EM-2 (n=6) na ETJ wywotany stymulacja miazgi z¢gbéw u szczurow.

B. Grupa zwierzat doswiadczalnych, ktorej podano URB597 dootrzewnowo (i.p.) 60 minut
przed stymulacjg miazgi zebéw w celu okreslenia pozioméw endokanabinoidow AEA i 2-AG
oraz ekspresji mMRNA SP, CGRP, EM-2 i CBIR, CB2R, MOR w tkankach $rodmoézgowia,
wzgorza 1 podwzgorza zostala usmiercono bezposrednio po zakonczeniu do§wiadczenia (n =
6). Na poczatku czgsci eksperymentalnej tej pracy przeprowadzono do$wiadczenia, w ktorych
rejestrowano ETJ bez perfuzji komér mézgowych (n=6). Wykazano, ze wielkos¢ ETJ nie
zmieniata si¢ w ciggu 80 minut stymulacji miazgi zgboéw przy zachowaniu statych parametrow

bodzcéw draznigcych. Drugiej grupie zwierzat dos§wiadczalnych podawano DMSO 1 ml/kg i.p.

(n =16).
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C. Pobranie ptynu mézgowo-rdzeniowego do oznaczen stgzenia AEA i1 2-AG.

Ptyn moézgowo-rdzeniowy pobrano ze zbiornika mozdzkowo-rdzeniowego, a nastgpnie
przeprowadzono 20-minutowa perfuzje komoér bocznych sztucznym plynem mozgowo-
rdzeniowym (aCSF) z zebraniem perfuzatu ze zbiornika mézdzkowo-rdzeniowego podczas
stymulacji miazgi zebow (n=6). Kolejna grupa sktadala si¢ ze szczurdw, ktére otrzymaty i.p.
URBS597 na jedng godzing przed eksperymentem. W tej grupie przeprowadzono 20-minutowg
perfuzje aCSF przed stymulacja miazgi zgbow 1 przez kolejne 20 minut podczas stymulacji
miazgi z¢bow (n=6). Plyn mozgowo-rdzeniowy do badan molekularnych zamrozono i

przechowywano w temperaturze -70°C nie dtuzej niz 2 tygodnie.

3.4. Analiza statystyczna

Badanie zaplanowano z wynikiem jako zmienng ciagla. Zaprojektowano poréwnania parami ze
stosunkiem 1:1 migdzy grupami. Na podstawie wczes$niejszych badan przyjeto wynik jako
istotny, gdy r6znica mi¢dzy obiema grupami przekracza 30%, przy odchyleniu standardowym
wynoszacym 15%. Zaktadajac o= 0,05 i moc = 0,90, oszacowano, ze potrzeba sze$ciu zwierzat
na grupe, aby moc odrzuci¢ hipotezg zerowa. Do przeprowadzenia analizy statystycznej i
wygenerowania wykresow zastosowano PRISM 9.2 (Graph-Pad Software Inc., La Jolla, CA,
USA) 1 Statistica Version 13.1 (TIBCO, Palo Alto, CA, USA). Rozktad kazdej zmiennej
sprawdzono za pomoca testu normalnosci Shapiro-Wilka, a kazda zmienna o nienormalnym
rozktadzie zostata przetransformowana za pomoca funkcji logarytmicznej tam, gdzie byto to
wlasciwe. W przypadku odpowiedzi nocyceptywnych neuroprzekaznikow, ekspresji genow
oraz poziomow AEA 1 2-AG, statystyczne roznice miedzy grupami oceniano przy uzyciu
jednokierunkowej ANOVA, a nastepnie testu wielokrotnych poréwnan post hoc Tuk-ey'a. Do
oceny korelacji migdzy poziomami AEA i1 2-AG oraz ekspresja CBR1 i CBR2 wykorzystano
korelacje Pearsona. Wszystkie dane przedstawiono jako $rednig = btad standardowy $redniej (+
SEM), a wartos$¢ p < 0,05 uznano za istotng statystycznie. Dane dodatkowe znajdujg si¢ w
Anekscie prac 1 i 2. Dane i analiza statystyczna sg zgodne z zaleceniami dotyczacymi

projektowania i analizy eksperymentow w farmakologii (Curtis et al. 2015).

25



5. WynikKi

5.1. Wptyw perfuzji komor mézgowych AEA, 2-AG, EM-2 i URB597 na amplitud¢ odruchu

tréjdzielno-podjezykowego u szczuréw

Perfuzja komér mézgowych z AEA spowodowata istotne zmniejszenie (p=0,0027) amplitudy
ETJ w poréwnaniu z kontrolng perfuzjg aCSF. Podobnie perfuzja z uzyciem EM-2 i URB597
rowniez miata dzialanie przeciwbolowe i1 spowodowala zmniejszenie amplitudy ETJ
(odpowiednio p=<0,0001 i p=0,0001). Perfuzja z 2-AG nie wykazata aktywnosci
antynocyceptywnej] w porownaniu z aCSF (p=0,6982). Wplyw mediatorow na ETJ

przedstawiono na rycinie 1 w pracy 1.

5.2. Wpltyw stymulacji miazgi z¢gbow i obwodowego podania URB597 na stgzenie AEA 1 2-

AG w strukturach moézgu u szczurow

W nastgpnym kroku zbadano, czy stymulacja nocyceptywna (draznieniec miazgi z¢bow) lub
inhibicja aktywnosci FAAH URB597 wptynie na stezenie 2-AG w strukturach mozgu (rycina
819 praca 1). Stwierdzono, ze stezenie 2-AG nie roznito si¢ migdzy grupami we wzgorzu (F
(2, 15) = 1,221, p=0,3226) i podwzgorzu (F (2, 15) = 1,090, p=0,3615). W $ré6dmodzgowiu
stezenie 2-AG spadlo w grupie stymulacji miazgi z¢bow (F (2, 15) = 7,324, p=0,0060), ale
rdznica ta osiggnela istotno$¢ statystyczng jedynie w porownaniu z grupg po podaniu URB597
(p=0,0051).

Stwierdzono istotne roznice migdzy grupami w stezeniu AEA we wszystkich badanych
strukturach mozgu (§rodmoézgowiu- F (2, 15) = 7,917, p=0,0045; wzgorzu- F (2, 15) = 10,85,
p=0,0012 i podwzgoérzu F (2, 15) = 6,590, p=0,0088) (rycina 9 praca 1). Nie bylo istotnych
réznic pomiedzy grupa stymulacji miazgi zebow a grupa kontrolng we wszystkich strukturach.
Z kolei, obwodowe podanie URB597 istotnie zwigkszalo stezenie AEA w $rodmdzgowiu

(p=0,0062), wzgorzu (p=0,0010) i podwzgorzu (p=0,0087).

5.3. Wplyw stymulacji miazgi zgboéw 1 obwodowego podania URB597 na poziomy mRNA

neuroprzekaznikow (SP, CGRP i EM-2) w strukturach moézgu u szczurow

Nastepnie oceniono zmiany w transkrypcji mRNA wybranych mediatorow w czasie draznienia

miazgi z¢gbow 1 po podaniu inhibitora FAAH — URB597.
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Ekspresja SP mRNA byta podobna w §rodmozgowiu i podwzgorzu, natomiast nizsze
poziomy ekspresji zaobserwowano we wzgorzu. Wystapily istotne roéznice w poziomach
ekspresji SP pomiedzy grupami eksperymentalnymi - w §rodmozgowiu (F (2, 15) = 69,31, p <
0,0001), wzgérzu (F (2, 15) = 6,341, p=0,0101) i podwzgorzu (F (2, 15) = 51,26, p<0,0001)
(rycina 2 praca 1). Stymulacja miazgi zebow powodowata istotny wzrost ekspresji SP mRNA
w porownaniu z kontrolag w $rédmdédzgowiu (p<0,0001) i podwzgoérzu (p<0,0001), podobny
trend zaobserwowano we wzgérzu, ale nie byt on istotny statystycznie (p=0,0819). We
wszystkich trzech strukturach mézgu — $rodmoézgowiu, wzgorzu i podwzgorzu, podanie
URB597 powodowalo obnizenie ekspresji SP mRNA w pordéwnaniu z grupa ze stymulacja

nocyceptywna (odpowiednio p<0,0001, p=0,0086 i p<0,0001).

We wszystkich trzech analizowanych strukturach mozgu stymulacja nocyceptywna i
podanie URB597 powodowaly istotng deregulacje ekspresji mRNA CGRP (srodmoézgowiu — F
(2, 15) =563,6, p<0,0001, wzgorzu — F (2, 15) = 253,1, p< 0,0001) i podwzgorzu- F (2, 15) =
360,4, p<0,0001 (rycina 3 praca 1). W grupie stymulacji miazgi z¢gbow wyzsza ekspresje
MRNA CGRP zaobserwowano we wszystkich strukturach w poréwnaniu z kontrola. Podanie
URB597 powodowato obnizenie ekspresji mRNA CGRP w poréwnaniu z kontrolg we
wszystkich strukturach, jednak we wzgdrzu ta zmiana nie byta istotna statystycznie (p=0,1736).

Ekspresja mRNA EM-2 w badanych strukturach mézgu rowniez ulegta istotnej zmianie
w odpowiedzi na stymulacj¢ nocyceptywng i podanie URB-597 (§rodmozgowie- F (2, 15) =
257,0, p<0,0001; wzgorze- F (2, 15) = 449,3 , p<0,0001; podwzgorze- F (2, 15) = 62,83,
p<0,0001 (rycina 4 praca 1). We wszystkich strukturach stymulacja miazgi zebéw powodowata
wyzsza ekspresje mRNA EM-2. Podobnie podanie URB597 powodowato obnizenie poziomu
EM-2 we wzgorzu (p=0,0002) 1 podwzgdrzu (p=0,0406). Nie byto zmian w ekspresji mRNA
EM-2 w odpowiedzi na URB597 w $rodmozgowiu (p=0,9571).

5.4. Wplyw stymulacji miazgi zeboéw i obwodowego podania URB597 na poziomy mRNA

receptoréw CB1R, CB2R i MOR w strukturach mézgu u szczuréw

Analiza statystyczna wykazala zmiany w ekspresji CB1R w strukturach moézgu w zalezno$ci
od stymulacji bolowej i podania URB597 (sroédmozgowiu- F (2, 15) = 7,217, p=0,0064;
wzgorzu- F (2, 15) = 5,417, p =0,0169; podwzgorzu F (2, 15) = 5,821, p=0,0135) (rycina 5
praca 1). W srodmoézgowiu ekspresja CBIR byta podwyzszona w odpowiedzi na obwodowe
podanie URB597 w poréwnaniu z kontrola (p=0,0129) 1 stymulacja miazgi zebow (p=0,0129).
Podobne wyniki zaobserwowano we wzgdrzu w porownaniu z grupa kontrolng i stymulacja
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miazgi z¢bow (odpowiednio p=0,0382 i p=0,0253). Wzrost ekspresji CB1R odnotowano

réwniez w podwzgdrzu w poréwnaniu ze stymulacjg nocyceptywng (p=0,0382).

Zaréwno stymulacja nocyceptywna, jak 1 podanie URB597 powodowaly istotne zmiany w
ekspresji mMRNA CB2R tylko w podwzgorzu (sroédmoézgowie F (2, 15) = 0,3265, p=0,7265;
wzgorze (2, 15) = 3,261, p=0,0667; podwzgorze F (2, 15) = 6,442, p=0,0096) (rycina 6 praca
1). Obserwowano obnizenie ekspresji CB2R w odpowiedzi na podanie URB597 w poréwnaniu
z kontrolg (p=0,0072).

Stwierdzono istotne zmiany w ekspresji mRNA MOR w odpowiedzi na stymulacje
miazgi zebow 1 podanie URB597 we wszystkich analizowanych strukturach mozgu
(sr6dmozgowiu F (2, 15) = 114,8, p<0,0001; wzgorzu F (2, 15) = 11,39, p=0,0010 podwzgorzu
F (2, 15) = 24,48, p<0,0001 (rycina 7 praca 1). Stymulacja nocyceptywna powodowata
zwigkszenie ekspresji mRNA MOR we wszystkich strukturach w poréwnaniu z kontrola, ale
we wzgorzu roznica ta nie byla istotna statystycznie (p=0,1483). Z drugiej strony, podanie
URB-597 obnizato ekspresj¢ MOR w pordwnaniu z grupg kontrolng. W podwzgorzu efekt ten
nie osiggnal jednak istotnosci statystycznej (p=0,0846).

5.5 Wplyw stymulacji miazgi z¢bow i podania URB597 na stgzenie AEA i 2-AG w plynie
moézgowo-rdzeniowym (CSF)

Analiza statystyczna wykazata, ze stymulacja nocyceptywna i podanie URB-597 indukowaty
zmiany stezenia AEA w ptynie mézgowo-rdzeniowym (F(2,15)=10,37, p=0,002). Obwodowe
podanie inhibitora FAAH -URB597, spowodowato znaczny wzrost stezenia AEA w CSF
szczurow w poréwnaniu do kontroli (p=0,042) 1 szczurow poddanych stymulacji miazgi zgbow
(p=0,001). Stymulacja miazgi zgbow nie zmienita natomiast st¢zenia AEA w poréwnaniu z
kontrolg (p=0,190) (rycina 1 A praca 2).

Stwierdzono rowniez roznice w stezeniu 2-AG w CSF pomiedzy grupami eksperymentalnymi
(F (2, 15) = 5,344, p=0,018). Podanie URB597 powodowato istotny spadek st¢zenia 2-AG
(p=0,014), podczas gdy stymulacja miazgi zebow nie miata wptywu na st¢zenie 2-AG w plynie

moézgowo-rdzeniowym szczurdéw (p=0,3330) (rycina 1 B praca 2).
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5.6. Korelacje migdzy stezeniami AEA 1 2-AG w CSF, a ekspresjg mRNA CBIR i CB2R w

strukturach moézgu szczurow

W badaniu oceniono rowniez korelacje miedzy stezeniem endokannabinoidow w plynie
mozgowo-rdzeniowym a ekspresjg receptorow kannabinoidowych w $srodmoézgowiu, wzgorzu
I podwzgorzu. W tabeli 2 zestawiono wspotczynniki korelacji i wartosci ,,p” wszystkich
badanych korelacji.

Zaobserwowano statystycznie istotne dodatnie korelacje mi¢dzy stezeniem AEA w
plynie mézgowo-rdzeniowym a ekspresja mRNA CBIR w $rodmoézgowiu (korelacja Persona
r=0,60, p=0,008) (rycina 2 A praca 2) i podwzgorzu (r=0,62, p=0,006) (rycina 2 B praca 2).
Odwrotnie, zaobserwowano umiarkowang ujemna korelacje migdzy ekspresja AEA i CB2R we
wzgorzu (r=-0,59, p=0,011) (rycina 2 C praca 2).

Stwierdzono réwniez umiarkowang ujemng korelacje miedzy stezeniem 2-AG i
ekspresja mRNA CB1R w $rodmozgowiu (r=-0,51, p=0,032) (rycina 2 D praca 2), a takze
umiarkowang dodatnig korelacj¢ miedzy stezeniem 2-AG i ekspresja CB2R w $§rodmozgowiu
(r=0,48, p=0,042) (rycina 2 E praca 2).

Tabela 2. Wspotczynniki korelacji Pearsona i zwigzane z nimi wartosci p dla
endokanabinoidow (AEA/2-AG) i ekspresji receptorow CB1R/CB2R. Niebieski oznacza

ujemne wartosci R, czerwony oznacza dodatnie wartosci R.

Wzgledna Wzgledna Wzgledna Wzgledna Wzgledna Wzgledna
Endokanabi- ilos¢ mRNA ilos¢ mRNA ilos§¢ mRNA ilos¢ mRNA ilos¢ mRNA ilo§¢ mRNA

noidy CBIR - CBIR - CBIR - CBZ2R - CBZ2R - CB2R -
sSrodmozgowie  wzgorze podwzgorze Srodmozgowie ) podwzgorze
AEA CSF 0.60 0.62
[ng/mL] p =0.008 p = 0.006

2-AG CSF —-0.51 —-0.41 —-0.28
[ng/mL] p =0.032 p =0.093 p =0.267 p=0.042
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6. DYSKUSJA

Wysoka czestos¢ wystgpowania bolu ustno-twarzowego w populacji ogoélnej, a takze jego
niejednokrotnie bardzo uciagzliwy i niepoddajacy si¢ terapii charakter, powodujg ze schorzenie
to stanowi powazny problem zaréwno kliniczny jak i spoleczny. Dlatego poszukiwanie
nowych, bezpiecznych srodkéw skutecznie zmniejszajacych natgzenie bolu ustno-twarzowego
jest waznym obszarem badan wspolczesnej medycyny.

W ostatnich latach podkresla si¢ przeciwbolowy potencjat endokannabinoidow i
endoopioidéow jako modulatorow transmisji bolu ustno-twarzowego (Zubrzycka i wsp. 2011,
Zubrzycki 1 wsp. 2017, 2019). Jednakze, obawy dotyczace bezpieczenstwa tych terapii
ograniczaja ich zastosowanie kliniczne. Nowatorskie podejscia w leczeniu bolu ustno-
twarzowego obejmujg m.in.: modulacje aktywnos$ci endokanabinoidéw poprzez regulacje ich
syntezy i/lub degradacji, dzialania majace na celu zwigkszenie st¢zenia endokanabinoidow w
CSF, a takze proby taczenia potencjatu przeciwbdlowego tej grupy czasteczek z opioidami.
Celem lepszej charakteryzacji zaangazowania uktadu endokanabinoidowego i
endoopioidowego w przetwarzanie bolu ustno-twarzowego w niniejszej pracy zastosowano
model zwierzgcy z wykorzystaniem odruchu trojdzielno-podjezykowego wywotanego
draznieniem miazgi zebow u szczurow.

W opisanych do§wiadczeniach z perfuzjg komoér mézgowych wykazano, ze AEA, EM-
2 1 inhibitor FAAH - URB597 obnizaty amplitude odruchu cofania jezyka (ETJ). Obserwacja
ta sugeruje zaangazowanie zaroOwno endogennych kanabinoidow (AEA) jak i opioidow (EM-
2) W przetwarzanie bolu ustno-twarzowego w tym modelu. Ze wzgledu na fakt, iz elementy
tuku odruchowego odruchu tréjdzielno-podjezykowego zlokalizowane sg w poblizu komor
modzgowych, mozna przypuszczaé, ze substancje te podane i.c.v. przenikaty przez wysciotke
komoér mozgowych i wywieraly wptyw na sasiednie struktury wywolujac efekt przeciwbolowy,
co ciekawe, podany dokomorowo 2-AG nie wykazywat znaczgcego wptywu na amplitudg ETJ.
Moze mie¢ to zwigzek z odmiennym od AEA powinowactwem tego mediatora do receptorow
kanbinoidowych 1 w zwigzku z tym potencjalnie innymi warunkami aktywacji petli
regulacyjnych zwigzanych z 2-AG.

W dalszej cze$ci pracy zbadano, czy stymulacja miazgi zebodw lub obwodowe podanie
URBS597 wptynie na stezenie AEA i 2-AG w strukturach mézgu zwigzanych z przetwarzaniem
bolu ustno-twarzowego (§rédmozgowiu, wzgdrzu 1 podwzgdrzu). Stwierdzono, ze stymulacja
miazgi z¢bow nie miata zadnego wptywu na poziom AEA i2-AG, natomiast podanie inhibitora

URB597 spowodowato istotny wzrost ste¢zenia AEA we wszystkich badanych strukturach.
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Wyniki te sg zgodne z innymi doniesieniami, wskazujgcymi, ze inhibicja aktywnosci FAAH za
pomoca URB597 zwigksza poziom AEA w mozgu u szczurdéw i myszy (Kathuria i wsp. 2003,
Gobbi i wsp. 2005, Jhaveri i wsp. 2006, Bortolato i wsp. 2007, Greco i wsp. 2020). Z drugiej
strony inhibiotor URB597 wykazywat znacznie mniejszy wplyw na stezenie 2-AG w badanych
strukturach mézgu, co jest najprawdopodobniej zwigzane z roznicami w szlakach katabolizmu
tych endokanbinoidow.

Ze wzgledu na fakt, iz ECS moze kontrolowa¢ uwalnianie mediatorow
zaangazowanych w migrenowy bol gtowy (Greco i wsp. 2018b, 2020), w badaniu poddano
rowniez analizie wptyw stymulacji miazgi z¢gbow i podawanego obwodowo inhibitora FAAH
(URB597) na ekspresje mRNA takich mediatorow jak SP, CGRP oraz EM-2 w strukturach
moézgu zaangazowanych w przetwarzanie sygnatéw bolowych z obszaru ustno-twarzowego.
Zaobserwowano, ze stymulacja miazgi z¢gbow powodowala znaczny wzrost ekspresji genow
SP, CGRP i EM-2 w $rodmozgowiu, wzgorzu i podwzgorzu. Natomiast obwodowe podanie
URB597 na jedng godzing przed stymulacja zmniejszato ekspresje tych endogennych
neuropeptydow we wszystkich badanych strukturach mézgu w porownaniu do kontroli i do
zwierzat poddanych stymulacji. Wyniki te wskazuja, ze modulacja poziomu endoknabinoidow
za pomocg URB597 wywiera dzialanie nie tylko na ECS ale na wiele szlakow
neuroprzekaznictwa w zrdéznicowanych obszarach OUN, a zwigzany z podawaniem tego
inhibitora efekt przeciwbolowy moze mie¢ bardzo ztozony charakter.

Poniewaz skutki biologiczne endokannabinoidéw 1 opioidow zwigzane s3
Z rozmieszczeniem swoistych dla nich receptorow w OUN (Wilson-Poe i wsp. 2013, Devane
i wsp. 1988, Price i wsp. 2003, Hossain i wsp. 2020) w badaniu oceniano rowniez wplyw
stymulacji miazgi zeboéw i obwodowego podania URB597 na ekspresj¢ receptorow CBIR i
CB2R w $rodmoézgowiu, wzgodrzu i podwzgorzu szczuréw. Podczas gdy stymulacja miazgi
z¢bow nie wptywala istotnie na ekspresje CB1R, po podaniu URB597 zaobserwowano wzrost
ekspresji tego receptora w kazdym z badanych obszaréw moézgu. Moglo mie¢ to zwigzek z
zahamowaniem degradacji i w konsekwencji zwigkszeniem st¢zenia AEA w tych strukturach.
Obserwacje te sugeruja, ze przeciwbolowe dziatanie URB597 zwigzane jest z CB1R, co jest
zgodne z wczesniejszymi doniesieniami o zaangazowaniu tego receptora w odpowiedzi na bol
ustno-twarzowy (Woodhams i wsp. 2017) na réznych poziomach szlaku przewodzenia i
przetwarzania bodzca nocyceptywnego (Greco i wsp. 2020). Stymulacja miazgi z¢bow jak i
podanie URB597 powodowaty obnizenie ekspresji mRNA CB2R jedynie w podwzgorzu. Taka
réznica w pordéwnaniu do ekspresji CB1R moze by¢ zwigzana ponownie z rdéznym

powinowactwem ligandow endokanbinoidowych w tym AEA do réznych receptorow, ale
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rowniez z ré6znym wptywem aktywacji innych receptorow (TRPV1, PPARy, GABA A, GPR55,
Adenozyna A3) na ekspresje poszczegdlnych CBR (Zygmunt i wsp. 2013, Muller i wsp. 2018,
O’Sullivan 2016, Katona i wsp. 2001, Bakas i wsp. 2017, Lane i wsp. 2010 i Zhao i Abood
2013). Nie mozna rowniez wykluczy¢ roznic w modulacji allosterycznej, ktora koreluje z
funkcjonalno$cig receptora i lokalizacjg anatomiczng (Hojo i wsp. 2008, Navarro i wsp. 2021).

Poniewaz endokanabinoidy wchodza w interakcje z opioidami powodujagc wzmacnianie
dziatania przeciwbolowego (Cichewicz 2004, Ibrahim i wsp. 2005, Hojo i wsp. 2008, Bushlin
i wsp. 2010), oceniono takze wplyw stymulacji miazgi zebéw i podania URB597 na ekspresje
MRNA MOR w $rédmoézgowiu, wzgdrzu i podwzgorzu. Zaobserwowano, ze stymulacja miazgi
zgbow powodowata wzrost ekspresji mRNA MOR, a podanie URB597 obnizato ekspresje tego
receptora we wszystkich badanych strukturach moézgu. Wynik ten ponownie podkresla wptyw
modulacji uktadu endoknabinoidowego na inne systemy neuroprzekaznictwa w tym uktad
endopioidowy.

W dalszej czgéci pracy oceniano wpltyw stymulacji miazgi zebow i podania URB597
na uwalnianie endokanabinoidéw do CSF oraz korelacje migdzy stezeniem endokanabinoiddw,
a ekspresja ich receptorow w srédmoézgowiu, wzgdrzu i podwzgorzu.

Zaobserwowano, ze stymulacja nocyceptywna i1 hamowanie aktywnosci FAAH
indukowaty zmiany w stezeniu AEA i 2-AG w ptynie mozgowo-rdzeniowym. Obwodowe
podanie inhibitora URB597 wigzato si¢ z istotnym wzrostem st¢zenia AEA w CSF, podczas
gdy stezenie 2-AG uleglo obnizeniu. Natomiast sama stymulacja miazgi zeboéw nie wptywata

na stezenia AEA i 2-AG w CSF.

Wyniki te sg zgodne z odmiennymi mechanizmami regulacyjnymi badanych
endokanabinoidow. Wtokna nerwowe zawierajace AEA charakteryzujg si¢ szeroka dystrybucja
w OUN, docieraja m.in. do PAG 1 RVM, ale gtoéwna ich projekcja przebiega wzdtuz komor
moézgu, w tym w Scistym kontakcie z wysciotka trzeciej 1 czwartej komory (Vigh 1 Teichmann
1998, Vigh i wsp. 2004, Langlet i wsp. 2014, Zhang i wsp. 2003, Wang i wsp. 2013, Song i
Shang 2018; Song i wsp. 2019). Transport AEA do CSF moze potencjalnie zachodzi¢ przez
wyspecjalizowane komorki wysciotki (tanycyty) trzeciej komory mozgu, jak réowniez za
posrednictwem jadra kontaktujgcego sie z ptynem moézgowo-rdzeniowym (CSF-contacting
nucleus) (Bjelke i Fuxe 1993, Bolborea i Langlet 2021). Pewna czes¢ AEA mogla trafi¢ do
CSF takze przez narzady okotokomorowe (CVOs), przestrzenie okotonaczyniowe Virchowa-

Robbina, a takze poprzez BBB (Proescholdt i wsp. 2000). Ze wzglgdu na znang wymiang
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pomi¢dzy CSF, a ptynem zewnatrzkomérkowym mozgu (ECF) nalezy zaktadac, ze endogenne

kanabinoidy moga dociera¢ do CSF ta droga.

W jednym z opublikowanych badan stwierdzono, ze ogolnoustrojowe podanie
inhibitora URB597 prowadzi do akumulacji AEA w mozgu i przechodzenia tej czasteczki do
CSF bez wplywu na poziomy 2-AG (Fegley i wsp. 2005), co pozostaje w zgodzie z
przedstawionymi w tej pracy obserwacjami. Receptory kanabinoidowe CB1R i CB2R
odgrywaja wazng role w utrzymaniu integralnosci BBB, wystepuja w komorkach srédbtonka
naczyn wlosowatych mozgu i astrocytach (Hagan i wsp. 2021). Z dostepnych badan wynika,
ze 2-AG moze rowniez aktywowaé inne receptory, ktore modyfikuja przepuszczalnos¢ BBB
(tj. receptory CB2R i PPAR«), co moze mie¢ rowniez zwigzek ze stwierdzonymi rdéznicami
miedzy badanymi endokanabinoidami (Hind i wsp. 2015, Piro i wsp. 2018). Wiadomo tez, ze
endokanabinoidy maja skomplikowane wilasciwoséci biologiczne, zwigzane z wieloma
zjawiskami w tym mechanizmami transportu, modulacja allosteryczna, aktywacja innych
receptorow niz CB2R. Brak wptywu stymulacji galazek czuciowych nerwu trojdzielnego na
zawarto$¢ 2-AG w CSF w naszym badaniu mozna tlumaczy¢ réwniez tym, ze stymulacja
bolowa miazgi zgbow powoduje uwalnianie z dendrytow znacznych ilosci 2-AG do ECF bez
podwyzszania stezenia 2-AG w CSF. Niekoniecznie oznacza to, ze 2-AG uwolnione do ECF
nie dociera do komoér mézgowych ale raczej sugeruje, ze nastepuje utrata wielu czasteczek tego
mediatora w dlugotrwalej drodze do komor, poniewaz wiaze si¢ on z rdznymi receptorami i jest
rozktadany przez inne niz dla AEA enzymy. Stymulacja miazgi z¢gbéw nie moze wywotaé
depolaryzacji wystarczajacej ilosci zakonczen wtokien nerwowych rozciggajacych sig¢ blisko
wysciotki komoér prawdopodobnie z powodu zbyt matej ilosci uwalniania 2-AG z mdzgu oraz

zrdznicowanej proporcji w rozmieszczeniu receptorow CB2R w mozgowiu.

W nastgpnej serii badan oceniano korelacje migdzy stezeniem endokanabinoidow, a
ekspresja receptorow kanabinoidowych w §rédmoézgowiu, wzgorzu 1 podwzgodrzu.
Zaobserwowano statystycznie istotne wysokie korelacje migdzy stezeniem AEA w CSF, a
ekspresja mRNA CB1R w $rodmozgowiu (rycina 2 A praca 2) i podwzgorzu (rycina 2 B praca
2), oraz umiarkowang pozytywna korelacj¢ migdzy 2-AG i mMRNA CB2R w $rodmozgowiu
(rycina 2 E praca 2). Z drugiej strony, stwierdzono umiarkowang ujemng korelacje miedzy
ekspresja AEA i mRNA CB2R we wzgorzu (rycina 2 C praca 2), oraz migdzy 2-AG i ekspresja
MRNA CB1R w $rodmoézgowiu (rycina 2 D praca 2).
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Podsumowujac, uzyskane wyniki sugeruja, ze obwodowe i osrodkowe hamowanie
FAAH przez URB597 wykazuje dziatanie przeciwbdlowe w szczurzym modelu bolu ustno-
twarzowego. Efekt ten jest zwigzany ze wzrostem st¢zenia AEA i ekspresji CB1IR w
strukturach mézgu zwigzanych z przetwarzaniem bolu ustno-twarzowego. Podobnego zwigzku
z efektem przeciwbolowym nie wykazano dla 2-AG pomimo, ze czasteczka ta wystepuje w
wyzszych stgzeniach w moézgu niz AEA 1 moze stymulowaé zaré6wno receptory CB1R jak i
CB2R (Della Pietra i wsp. 2021). Wykazano rowniez, ze AEA, ale nie 2-AG jest znacznie
podwyzszony w CSF po obwodowym podaniu inhibitora FAAH. Oprocz wspominanych
wczesniej roznic w powinowactwie do poszczegdlnych receptorow, moze mie¢ to rowniez
zwigzek z nizszymi poziomami dostepu 2-AG do presynaptycznych receptoréw CB1R, a takze
réznicami w lokalizacji w stosunku do CB1R enzymow rozktadajacych 2-AG i AEA. Nalezy
bra¢ pod uwage rowniez to, ze produkcja i synteza AEA 1 2-AG moze zachodzi¢ w komorce
niezaleznie i wigza¢ si¢ z przeciwstawnymi efektami tych enoknabinoidéow (Di Marzo 2006,
Ahn i wsp. 2008). Istotne jest roéwniez to, ze profil aktywnosci enzymow Kkatabilizujgcych
FAAH/MAGL jest inny w poszczegolnych strukturach uktadu nerwowego zwigzanych z
bdlem ustno-twarzowym. Pomiary wrazliwosci na bol gtowy po zahamowaniu DAGL sugeruja,
ze zmniejszona sygnalizacja 2-AG w korze 1 PAG, ale nie w NTC lub TG, promuje inicjacj¢

bolu gtowy (Levine i wsp. 2020).

Uzyskane wyniki sa zgodne z koncepcja, ze AEA i 2-AG moga w sposob niezalezny
regulowac odczuwanie bolu, a zwigzane z nimi mechanizmy regulacyjne moga by¢ specyficzne
dla zastosowanego modelu doswiadczalnego (Long i wsp. 2009, Lau i wsp. 2014). Moze to w
oczywisty sposob komplikowaé interpretacj¢ wynikdw 1 wymaga dalszych badan z
zastosowaniem roznych protokotéw badawczych. Pomimo wskazanych trudnosci, obserwacje
poczynione w ramach tego badania potwierdzaja, ze obwodowe hamowanie FAAH moze

stanowi¢ obiecujace podejscie terapeutyczne w bolu ustno-twarzowym.

7. WNIOSKI

Przeprowadzone do§wiadczenia wskazuja, ze:
1. Endokanabinoidy i endoopioidy biorg udziat w przewodzeniu bélu ustno-twarzowego
w modelu wykorzystujacym ocen¢ odruchu trdjdzielno-podjezykowego wywotanego

draznieniem miazgi zebow.
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2. W modulacji odruchu trojdzielno-podjezykowego istotng role odgrywa migracja
mediatorow pomigdzy strukturami moézgowia i plynem mozgowo-rdzeniowym, za
czym przemawiajg nast¢pujace wyniki:

a. Podanie badanych mediatorow endokanbinoidowych (AEA) i endopioidowego
(EM-2) do ptynu moézgowo-rdzeniowego wplywa na nasilenie odruchu
trojdzielno-podjezykowego,

b. Wystepuje dodatnia korelacja migdzy stezeniem AEA w CSF a ekspresja CBIR
w moézgowiu, a takze miedzy stezeniem 2-AG w CSF a ekspresja CB2R w
mdzgowiu.

c. Hamowanie aktywnos$ci FAAH za pomocg inhibitora URB597 wiaze si¢ ze
zwigkszeniem stgzenia AEA w strukturach mézgu i wptywa na uwalnianie AEA
do CSF.

3. Obwodowe hamowanie FAAH moze by¢ skutecznym $rodkiem przeciwbolowym w

leczeniu bolu ustno-twarzowego.

8. SPIS TABEL

Tabela 1. Endogenne peptydy opioidowe
Tabela 2. Wspotczynniki korelacji Pearsona 1 zwigzane z nimi wartosci p dla

endokanabinoidow (AEA/2-AG) i ekspresji CB1R/CB2R.

9. SPIS SCHEMATOW

Schemat 1. Schemat syntezy i degradacji A- anandamidu (AEA) i B- 2-arachidonyloglicerolu
(2-AG).

Schemat 2. Rozmieszczenie receptotéw CB1R w obszarach migdzymdzgowia i pnia mézgu.
Schemat 3. Rola uktadu endokanabinoidowego w kontroli bolu na poziomie obwodowym,
rdzeniowym i nadrdzeniowym.

Schemat 4. Schematyczne przedstawienie rozmieszczenia CB1R i MOR w moézgu szczura.
Schemat 5. Schemat jader czuciowych nerwu tréjdzielnego.

Schemat 6. Schemat tuku odruchowego odruchu tréjdzielno-podjezykowego.

Schemat 7. Schemat przedstawiajacy rzuty potaczen srodmoézgowia, wzgorza i podwzgorza z
jadrem kontaktujacym si¢ z ptynem mozgowo-rdzeniowym.

Schemat 8. Plan procedur do§wiadczalnych.
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10. STRESZCZENIE

Bol ustno-twarzowy ze wzgledu na wysoka czestotliwos¢ wystepowania i brak skutecznego
leczenia stanowi powazny problem zaréwno medyczny jak 1 spoleczny. Etiopatogeneza
wiekszosci dolegliwosci bolowych z obszaru ustno-twarzowego nie jest catkowicie
wyjasniona. Dotychczasowe badania sugeruja, ze uklad endoopioidowy (EOS) i
endokannabinoidowy (ECS) wywotuja silne dzialanie przeciwbolowe poprzez aktywacje
odpowiednio receptorow p-opioidowego (MOR) i kanabinoidowego (CB1R). Jednak ich
skuteczno$¢ jest zmienna w zalezno$ci od drogi podania i rodzaju bolu. W wyniku pobudzenia
badz hamowania struktur moézgowia zaangazowanych w przenoszenie | przetwarzanie
informacji bolowej st¢zenie neuroprzekaznikow W poszczegdlnych strukturach osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) ulega zmianom. Moga by¢ one réwniez uwalniane do ptynu
mozgowo-rdzeniowego (cerebro-spinal fluid, CSF) i uczestniczy¢ w modulacji czynnoS$ci
o$rodkow nerwowych polozonych w sgsiedztwie komér bocznych moézgu i dna czwartej
komory, gdzie znajduja si¢ osrodki czuciowe i ruchowe odruchu troéjdzielno-podjgzykowego.
Celem pracy bylo zbadanie wplywu dzialania endokanabinoidéw (anandamidu, AEA; 2-
arachidonyloglicerolu, 2-AG), endoopiooidu (endomorfiny-2, EM-2) i inhibitora hydrolazy
amidowej kwasow tluszczowych (fatty acid amide hydrolase, FAAH) URB597 podanego
osrodkowo (i.c.v.) 1 obwodowo (i.p.) na przetwarzanie bolu ustno-twarzowego wywolanego
draznieniem miazgi zebow u szczurow.

Metodyka. W badaniu wykorzystano model doswiadczalny bolu ustno-twarzowego oparty na
rejestracji amplitudy wywotanych ruchow cofania jezyka (ETJ) w odpowiedzi na stymulacje
miazgi zgbow. Doswiadczenia przeprowadzano na dorostych szczurach samcach rasy Long-
Evans bedacych w narkozie chloralozowej. Oceniano modulacj¢ bodzca bolowego pod
wpltywem osrodkowego podania AEA, 2-AG i EM-2, a takze osrodkowego i obwodowego
podania inhibitora URB597. Badano ponadto ekspresje mRNA mediatoréw: SP, CGRP, EM-
2, atakze receptorow CB1R, CB2R 1 MOR w tkankach srodmoézgowia, wzgorza i podwzgorza,
jak rowniez stezenia czasteczek AEA i 2-AG w CSF.

Badania przeprowadzano z zastosowaniem metody perfuzji komoér moézgowia, testu
immunoenzymatycznego ELISA i RT-PCR.

Wyniki. W  wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze zwigkszenie poziomu
endokannabinoidu AEA w mechanizmie wykorzystujacym hamowanie enzymu FAAH przez
podawany zaréwno osrodkowo, jak i obwodowo inhibitor URB597 wykazuje dziatanie

przeciwbolowe w zastosowanym modelu doswiadczalnym bolu ustno-twarzowego. Efekt ten
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wigzal sie ze zwickszeniem ekspresji mRNA receptora CB1. Zastosowanie inhibitora URB597
nie wptywalo na stezenie 2-AG w badanych strukturach mozgu i powodowato istotny spadek
ekspresji MRNA receptora CB2 jedynie w podwzgorzu. Stymulacja miazgi zebow powodowata
istotny wzrost ekspresji genow SP, CGRP 1 EM-2 w $rodmoézgowiu, wzgdrzu i podwzgorzu.
Natomiast inhibitor URB597 podany obwodowo godzing przed stymulacjg miazgi zebow
obnizat ekspresje MRNA tych endogennych neuroprzekaznikow w poréwnaniu zarowno z
grupa kontrolng i jak i grupg po stymulacji, we wszystkich badanych strukturach mozgu. W
drugiej serii doswiadczen wykazano, ze st¢zenie AEA w CSF, ale nie 2-AG ulega istotnemu
wzrostowi po obwodowym podaniu inhibitora FAAH, natomiast stymulacja miazgi z¢gbow nie
ma istotnego wplywu na stezenie zadnej z tych czasteczek w CSF. Wykazano dodatnie
korelacje miedzy stgzeniem AEA w CSF, a ekspresja CBIR w mézgowiu, i migdzy st¢zeniem
2-AG w CSF, a ekspresja CB2R w mézgowiu, a takze ujemne korelacje miedzy st¢zeniem AEA
w CSF, a ekspresja CB2R w moézgowiu oraz miedzy 2-AG w CSF i ekspresja CBIR w
mozgowiu.

Whioski.

Przeprowadzone do§wiadczenia wskazuja, ze:

1. Endokanabinoidy i endoopioidy biorg udziat w przewodzeniu bolu ustno-twarzowego w
modelu wykorzystujagcym ocen¢ odruchu trojdzielno-podjezykowego wywolanego
draznieniem miazgi ze¢bow.

2. W modulacji odruchu trojdzielno-podjezykowego istotng role odgrywa migracja
mediatorow pomie¢dzy strukturami mozgowia i ptynem mozgowo-rdzeniowym, za czym
przemawiaja nastepujace wyniki:

a. Podanie badanych mediatorow endokanbinoidowych (AEA) i endopioidowego
(EM-2) do plynu moézgowo-rdzeniowego wplywa na nasilenie odruchu
trojdzielno-podjezykowego.

b. Wystepuje dodatnia korelacja miedzy stezeniem AEA w CSF a ekspresja CBIR
w mozgowiu, a takze miedzy stezeniem 2-AG w CSF a ekspresja CB2R w
mézgowiu.

c. Hamowanie aktywnosci FAAH za pomoca inhibitora URB597 wiaze si¢ ze
zwigkszeniem stgzenia AEA w strukturach mézgu i wptywa na uwalnianie AEA
do CSF.

3. Obwodowe hamowanie FAAH moze by¢ skutecznym $rodkiem przeciwbolowym w

leczeniu bolu ustno-twarzowego.
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11. ENGLISH SUMMARY

Orofacial pain, due to its high incidence and lack of effective treatment, has been a serious,
both medical and social problem. The etiopathogenesis of most orofacial pain has not been
elucidated completely. The research results obtained to date suggest that the endogenous opioid
(EOS) and endocannabinoid (ECS) systems induce a potent analgesic effects by activation of
the p-opioid (MOR) and cannabinoid (CB1R) receptors. However, their effectiveness varies
depending on the route of administration and the type of pain. As a result of stimulation or
inhibition of brain structures involved in the transmission and processing of nociceptive
information, the concentration of neurotransmitters in the individual structures of the central
nervous system (CNS) undergoes changes. They can also be released into the cerebrospinal
fluid (CSF) and participate in modulating the activity of the nerve centers located in the vicinity
of the lateral ventricles of the brain and the fundus of the fourth ventricle, where the sensory
and motor centers of the trigemino-hypoglossal reflex are located.

The aim of the study was to investigate the effect of endocannabinoids (anandamide, AEA; 2-
arachidonylglycerol 2-AG), an endoopiooid (endomorphin-2, EM-2) and fatty acid amide
hydrolase inhibitor (FAAH) - URB597 administered centrally (i.c.v.) and peripherally (i.p.) on
the processing of orofacial pain caused by tooth pulp stimulation in rats.

Methods. The study used an experimental model of orofacial pain based on the amplitude of
induced tongue retraction movements (evoked tongue jerk, ETJ) in response to tooth pulp
stimulation. The experiments were carried out on adult male Long-Evans rats under chloralose
anesthesia. Modulation of the pain stimulus under the influence of centrally administered AEA,
2-AG and EM-2, as well as central and peripheral administration of the URB597 was assessed.
In addition, mMRNA expression of mediators: SP, CGRP, EM-2, as well as CB1R, CB2R and
MOR receptors in the midbrain, thalamic and hypothalamic tissues, as well as the concentration
of AEA and 2-AG molecules in CSF were studied. The research was carried out using the
method of perfusion of the cerebral ventricles, enzyme-linked immunosorbent assay ELISA
and RT-PCR.

Results. As a result of the conducted research, increasing the level of endocannabinoid AEA in
the mechanism using the inhibition of the FAAH enzyme by URB597, administered both
centrally and peripherally, was demonstrated to have an analgesic effect in the experimental
model of orofacial pain. This effect was associated with an increase in the expression of CB1
receptor MRNA. The use of the URB597 inhibitor did not affect the concentration of 2-AG in
the studied brain structures and caused a significant decrease in the expression of CB2 receptor
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MRNA only in the hypothalamus. Tooth pulp stimulation resulted in a significant increase in
the expression of SP, CGRP and EM-2 genes in the midbrain, thalamus and hypothalamus. In
contrast, the URB597 inhibitor administered peripherally one hour before tooth pulp
stimulation lowered the mRNA expression of these endogenous neurotransmitters compared to
both the control group and the stimulation group in all brain structures studied. In the second
series of experiments, the concentration of AEA, but not of 2-AG, in the CSF was shown to
undergo a significant increase after peripheral administration of the FAAH inhibitor, while
tooth pulp stimulation has no significant effect on the concentration of any of these molecules
in the CSF. Positive correlations between AEA concentration in the CSF and CB1R expression
in the brain, and between 2-AG concentration in CSF and CB2R expression in the brain, as well
as negative correlations between AEA concentration in CSF and CB2R expression in the brain,
and between 2-AG in CSF and CB1R expression in the brain have been shown.

Conclusions

The conducted experiments indicate that:

1. Endocannabinoids and endoopioids are involved in the transmission of orofacial pain in
a model using the assessment of the trigemino-hypoglossal reflex caused by tooth pulp
stimulation.

2. The migration of mediators between the brain structures and cerebrospinal fluid plays
an important role in the modulation of the trigemino-hypoglossal reflex, which is
supported by the following results:

a. The studied endocannabinoid (AEA) and endoopioid (EM-2) mediators
administered into the cerebrospinal fluid penetrate the lining of the cerebral
ventricles and act on the trigemino-hypoglossal reflex by direct effect on the
neurons of the reflex arc.

b. There is a positive correlation between AEA concentration in the CSF and CB1R
expression in the brain and between 2-AG in the CSF and CB2R expression in
the brain.

c. Inhibition of FAAH activity with the URB597 inhibitor is associated with an
increase in the concentration of AEA in the brain structures and affects the
release of AEA to the CSF.

3. Peripheral inhibition of FAAH may be an effective analgesic in the treatment of
orofacial pain.
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