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Streszczenie: Peptydy opioidowe naleza do grupy czynnikow, wytwarzanych w pecherzyku jajnikowym
swin, wplywajacych na funkcjonowanie, wystgpujacych w nim, komorek ziarnistych i komorek ostonki
wewnetrznej. W trakcie krotkiej inkubacji tych komorek z opioidami (agonistami receptoréw [, & lub
K) przewaza hamowanie steroidogenezy, zas§ w obecno$ci LH, czynnika tropowego dla komorek izolo-
wanych z duzych pecherzykow, dominuje pobudzanie wytwarzania hormonéw steroidowych pod wpty-
wem opioidow. Mechanizm hamujacego dziatania opioidow na steroidogenezg pgcherzykowa badano
wykorzystujac agonistg gtéwnie receptoréw W, FK 33-824. Pod wptywem FK 33-824 stwierdzono zaha-
mowanie aktywnosci cyklazy adenylanowej, kinaz bialkowych A oraz C w komorkach ziarnistych, a
takze fosfatydyloinozytoloswoistej fosfolipazy C, cyklazy adenylanowej, kinaz biatkowych A i C w
komorkach ostonki wewngtrznej Swin.

Stowa kluczowe: $winia, opioidy, komorki ziarniste, komorki ostonki wewnetrznej, steroidogeneza, fosfa-
tydyloinozytoloswoista fosfolipaza C, cyklaza adenylanowa, kinaza biatkowa A, kinaza biatkowa C.

Summary: Opioid peptides belong to a group of agents, produced in porcine ovarian follicles, which affect
functions of granulosa and theca interna cells. During short incubation of the cells with opioids (U, 0 or K
agonists) inhibition of steroidogenesis prevails, while in the presence of LH, trophic agent for these cells
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(from large follicles), stimulation of steroid hormones under influence of opioids predominates. The
mechanism of inhibitory action of opioids on follicular steroidogenesis was investigated using the agonist
of mainly M receptors, FK 33-824. Under influence of FK 33-824 it was found attenuation of adenylyl
cyclase, protein kinases A and C activities in granulosa cells as well as phosphoinositide-specific pho-
spholipase C, adenylyl cyclase, protein kinases A and C activities in theca interna cells.

Key words: pig, opioids, granulosa cells, theca interna cells, steroidogenesis, phosphoinositide-specific
phospholipase C, adenylyl cyclase, protein kinase A, protein kinase C.

Opioidy sa grupa zwiazkow, zarowno pochodzenia naturalnego jak i syntetycznych,
o dziataniu zblizonym do alkaloidéw fenantrenowych, gtéwnie morfiny, otrzymanych z
maku lekarskiego (Papaver somniferum). Endogenne opioidy tworza trzy glowne grupy
peptydow pochodzacych od trzech prekursordw: proopiomelanokortyny (POMC),
proenkefaliny i prodynorfiny. Z POMC powstaja peptydy opioidowe a-, 3-iy-endorfina,
a takze peptydy nieopioidowe: ACTH, a- i 3-MSH, CLIP, B-LPH. Proenkefalina jest
prekursorem m.in. Met- i Leu-enkefaliny, za$ prodynorfina — m.in. dynorfin, rimorfiny
oraz O- i B-neoendorfiny. Cecha wspolna wszystkich peptydéw opioidowych jest
znajdujaca si¢ na N-koncu kazdego peptydu sekwencja 5 aminokwasow: Tyr-Gly-Gly-
Phe-Met lub Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, ktora decyduje o ich aktywnosci biologiczne;.
Najlepiej poznanym miejscem syntezy, a takze glownym zrédlem opioidow w organizmie
sa rozne struktury osrodkowego ukladu nerwowego. Opioidy dziataja poprzez
specyficzne dla siebie receptory, sposrod ktorych zazwyczaj wyrdznia sig trzy
podstawowe klasy W, & i K oraz podklasy W, i W, 8, i 0, K,, K, i K,. Z wyjatkiem
najstabiej poznanych endomorfin dziatajacych wylacznie poprzez receptory |, inne
opioidy nie wykazuja wysokiej selektywnosci w stosunku do jednego typu receptora, a
maja jedynie okre§lone preferencje: endorfiny — do receptorow |, enkefaliny —
receptorow 0, dynorfiny zas$ — do receptorow K. Endogenne opioidy sa dobrze znane
jako neuromediatory i neuromodulatory kontrolujace czucie bolu, przyjmowanie
pokarmu, temperaturg ciata, krazenie i oddychanie. Sugeruje sig, ze peptydy opioidowe
moga pehi¢ funkcje humoralnych przekaznikéw migdzy osrodkowym uktadem
nerwowym a ukladem immunologicznym. Opioidy uczestnicza takze w reakcjach
stresowych oraz w procesach uczenia si¢ i pamigtania [18].

UDZIAL OPIOIDOW W REGULACIJI STEROIDOGENEZY
W PECHERZYKACH JAJNIKOWYCH SWIN

Endogenne peptydy opioidowe maja znaczny udzial w regulacji wydzielania
podwzgdrzowych czynnikow uwalniajacych (m.in. somatoliberyny, TRH, GnRH) oraz
hormonoéw przysadkowych, takich jak: GH, prolaktyna, LH, FSH. Dosy¢ dobrze
poznany jest ich wptyw na funkcjonowanie neurosekrecyjnego systemu GnRH/LH u
samic roznych gatunkow [5, 57, 58]. Opioidy regulujac wydzielanie gonadotropin
wplywaja tym samym, w sposob posredni, na funkcje uktadu rozrodczego. Mozna
sadzi¢, ze istnieje rowniez droga bezposrednia umozliwiajaca endogennym opioidom
kontrolg tego uktadu. U podstaw tego przypuszczenia lezy fakt obecnosci peptydow
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opioidowych oraz wtasciwych dla nich informacyjnych kwasow nukleinowych w
narzadach uktadu rozrodczego, w tym takze w komorkach jajnika. B-Endorfing
zlokalizowano w ciatkach zéttych i plynie pecherzykowym swin [34, 63], w ciatkach
z6ltych, komorkach ziarnistych i sSrédmiazszowych gryzoni [48, 49, 50], w ciatku zéttym
krow [20], w ptynie pgcherzykowym owiec [45] i kobiet [61] oraz w komorkach ostonki
wewngtrznej kobiet [2]. Stwierdzono, ze zawarto$¢ [B-endorfiny w ciatkach zottych
$wini wielokrotnie wzrasta w miarg ich rozwoju, osiagajac najwyzsza warto$¢ migdzy
14-18 dniem cyklu rujowego [63], przy czym za synteze 3-endorfiny sa odpowiedzialne
gtownie duze komorki lutealne, ktore wydzielaty ok. 15 razy wigcej tego peptydu w
stosunku do komérek matych [64]. Z kolei w plynie pecherzykowym $win najwyzsze
stezenie -endorfiny odnotowano w materiale izolowanym z matych pecherzykow z
pierwszych dni cyklu rujowego [34].

Obecnos¢ Met-enkefaliny wykazano w jajnikach gryzoni [13,43], w ciatkach zottych
kobiet i krow [13] oraz w ptynie pecherzykowym kobiet [61]. Peptydy z grupy dynorfin
zidentyfikowano w ptynie pgcherzykowym §win [72], w ciatku zottym kréw [20] oraz w
komoérkach ziarnistych, lutealnych i srédmiazszowych szczurow [49]. Wiele danych
wskazuje, ze peptydy opioidowe sa wytwarzane w gonadach. W jajnikach gryzoni
wykazano obecnos¢ mRNA dla proopiomelanokortyny [27, 52, 69], proenkefaliny [27]
oraz prodynorfiny [ 17]. Ostatnio, ekspresje genéw prekursorow opioidowych stwierdzono
tez w komorkach lutealnych i komodrkach pecherzykow jajnikowych swin [75, 76].
Dodatkowym Zrodtem opioidow w jajnikach moga by¢ zakonczenia [3-endorfinoergicznych
witokien nerwowych, ktore zlokalizowano w oslonce wewnetrznej 1 zewngtrznej
pecherzykow jajnikowych swin [26].

Jajnikowa sekrecja opioidow jest prawdopodobnie kontrolowana przez gonadotropiny. W
badaniach wtasnych zaobserwowano, ze FSH w sposdb zalezny od dawki stymuluje uwalnianie
-endorfiny przez komorki ziarniste pochodzace z duzych pecherzykow jajnikowych $win.
Najwigkszy, osmiokrotny, wzrost zanotowano po podaniu do medium FSH w dawce 100 ng/
ml. Pobudzajace dziatanie FSH byto istotnie ograniczone przez progesteron w dawce 10° M
[34]. Podobne badania, przeprowadzone na komoérkach lutealnych $win, pozwolily
zaobserwowac stymulujacy wptyw hCG na uwalnianie 3-endorfiny przez mate i duze komorki
lutealne [64]. Kato i wsp. [40] zanotowali zblizony wptyw hCG na uwalnianie (3-endorfiny z
komorek lutealnych szczurow. W regulacji uwalniania 3-endorfiny przez komorki lutealne
$win uczestnicza ponadto: oksytocyna, prolaktyna, progesteron [63] i TNFa [64]. Sposrod
aktywnych endokrynnie komorek jajnika $win, najbardziej autonomiczne, w odniesieniu do
sekrecji B-endorfiny, okazaty si¢ komorki ostonki wewnetrznej — zaden z badanych hormonow
(LH, PRL, steroidy jajnikowe) nie miat statystycznie istotnego wplywu na sekrecje tego opioidu.
Obserwowano jedynie tendencje do podwyzszania, wskutek dziatania LH (p=0,094), lub
hamowania, w przypadku PRL (p=0,056), sekrecji 3-endorfiny przez komorki ostonki
wewnetrznej [30].

Stwierdzenie lokalnej syntezy opioidow oraz wykazanie obecnosci w jajnikach swin
receptorow opioidowych [25, 72] wskazuje na mozliwo$¢ auto- badz parakrynnego
wplywu peptydow opioidowych na jajnik, w tym takze na steroidogenezg jajnikowa.
Tego rodzaju wptyw zaobserwowano wezesniej w przypadku komorek ziarnistych kobiet
[21] oraz komorek lutealnych krow [67, 80] 1 szczurdw [40]. Zostal on takze odnotowany
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w odniesieniu do komorek ziarnistych [24, 34, 36], ostonki wewngtrznej [30] i lutealnych
[35] $win. Badania te daja jednak jedynie fragmentaryczny obraz wptywu opioidow na
sekrecje steroidow, poniewaz uzywano w nich z reguty tylko jednego sposrod ok. 30
opioidow obecnych w organizmie; najczesciej B-endorfing lub syntetyczny zwiazek
dziatajacy w sposob zblizony do niej (FK 33-824). Doktadniejszych danych dostarczyty
kolejne badania z wykorzystaniem 9 opioidow, 3 agonistow receptorow [ — [D-Ala?,
N-Me-Phe*, Met(O%)-ol]-enkefaliny (FK 33-824), [D-Ala?, N-Me-Phe?, Gly3-ol]-
enkefaliny (DAMGO), B-endorfiny; 3 agonistow receptorow & — met-enkefaliny, leu-
enkefaliny, [D-Pen?, Pen’]-enkefaliny (DPLPE) oraz 3 agonistow receptorow K —
dynorfiny A, dynorfiny B, U-50488. Inkubujac komorki ziarniste §win wyizolowane z
duzych pecherzykéw z agonistami receptorow opioidowych zanotowano obnizenie
podstawowego (niestymulo-wanego innymi czynnikami) wydzielania androstendionu
(A,), testosteronu (T) i estradiolu (E,) oraz nie stwierdzono ich wplywu na sekrecje
progesteronu (P,). Obecnos¢ w pozywce LH — hormonu tropowego dla komorek
ziarnistych w tym stadium rozwoju pecherzyka jajnikowego — spowodowata zmiang
hamujacego wplywu opioidéw na sekrecj¢ androgenow na pobudzajacy. Stwierdzono
ponadto, ze komorki ziarniste poddane dziataniu LH zmniejszyty wydzielanie E, pod
wplywem agonistow receptorow K [32]. Odnotowano rowniez zblizone dziatanie
opioidoéw na steroidogenez¢ w komor-kach ostonki wewngtrznej izolowanych z duzych
pecherzykow jajnikowych, tj. hamowanie podstawowego wydzielania hormonow
steroidowych oraz wzmacnianie sekrecji tych steroidéw przez komorki stymulowane
LH. Obserwowano takze réznice migdzy komoérkami obu typéw w odpowiedzi na
opioidy: steroidogeneza w komorkach ostonki wewngetrznej, w odréznieniu od komorek
ziarnistych, na wcze$niejszym etapie (tj. wytwarzania P,) byfa podatna na dziatanie
opioidow. Ponadto zaréwno podstawowa sekrecja androgenéw, jak i stymulowana
sekrecja E, przez komorki ostonki nie byty modulowane przez ligandy receptoréw K
(tab. 1) [31].

Wplyw agonistow trzech podstawowych typoéw receptoréw opioidowych na
steroidogenezg w komorkach pecherzykowych byt generalnie podobny. Ta prawidtowos¢
w mniejszym stopniu byla zachowana w odniesieniu do ligandow receptoréw K. W
przeciwienstwie do agonistow receptorow i O nie zmieniaty one podstawowej sekrecji
androgenéw i pobudzaly stymulowana LH sekrecje P, w komorkach ostonki
wewngtrznej oraz hamowaty wydzielanie E, przez komorki ziarniste inkubowane w
obecnosci LH (tab. 1). Inny, szczegdlnie w poréwnaniu z receptorami |, efekt pobudzenia
receptorow K jest takze widoczny w odniesieniu do funkcjonowania centralnego uktadu
nerwowego, wlaczajac w to kontrolg bolu, pamig¢, tolerancje i uzaleznienie [59, 77].

Kazdy z dziewigciu wykorzystanych w do§wiadczeniu opioidow uzyty zostat, czy to
samodzielnie czy tez w kombinacji z LH, w czterech koncentracjach: 10°, 108, 107 i
10 M. W wielu przypadkach, opioidy dziataty najbardziej efektywnie, kiedy
zastosowano je w najnizszych dawkach. Moze to wynika¢ z dwufazowego dziatania
opioidow, najlepiej poznanego w przypadku ich wpltywu na produkcje cAMP, ktora
jest pobudzana lub hamowana w zaleznos$ci od dawki uzytego zwiazku [70]. Podobne
(dwufazowe) dziatanie opioidéw bylo tez obserwowane w zakresie ich wplywu na
sekrecj¢ hormonow steroidowych. Stwierdzono mianowicie, ze opioidy w nizszych



TABELA 1. Wplyw agonistow receptorow opioidowych p (FK 33-824, DAMGO, (-endorfiny), 0 (met-enkefaliny, leu-enkefaliny, DPLPE) oraz
K (dynorfiny A, dynorfiny B, U-50488) na steroidogenez¢ w komodrkach ziarnistych i oslonki wewngtrznej izolowanych z duzych pecherzykow jajnikowych
$win podczas 4-godzinnej inkubacji 1 — wzrost wydzielania hormonu pod wplywem agonistow opioidowych; brak — nie stwierdzono wplywu,

| — zahamowanie wydzielania hormonu; P, — progesteron; A, — androstendion; T — testosteron; E, — estradiol

Rodzaje komorek pgcherzyka jajnikowego Zmiany w sekrecji hormonow steroidowych pod wplywem

agonistow receptorow L agonistow receptorow o agonistow receptorow K

P, A, T E, P, A, T E, P, A, T E,
Komorki ziarniste inkubowane bez LH brak | | ! ! brak | | ! ! brak | | ! !
Komoérki ziarniste inkubowane w obecnosci LH brak | brak 1 brak | brak | 1! 1 brak brak | 1 12 !
Komoérki ostonki wewngtrznej inkubowane bez LH | brak | | ! ! ! ! 13 ! ! brak | brak | |
Komorki ostonki wewnetrznej inkubowane brak | 1 1 brak | brak |t 1 brak 1 1 1 brak
w obecnosci LH

'pod wplywem Leu-enkefaliny w dawce 10-°M i Met-enkefaliny w dawce 10°¢ M; >pod wplywem dynorfiny A w dawce 107 M;
’pod wplywem DPLPE w dawce 107 M
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koncentracjach (10"'-10"° M) hamowaly, podczas gdy w wyzszych (10°1 5 x 107°
M) zwigkszaty sekrecj¢ kortykosteronu przez komorki kory nadnerczy szczurow [78].
Nie sposob wykluczy¢, ze po zastosowaniu wigkszej liczby dawek poszczegolnych
opioidéw tego rodzaju efekt bytby obserwowany takze w komoérkach pecherzyka
jajnikowego.

Odnotowana w do$§wiadczeniu odmienna odpowiedz komorek ziarnistych i ostonki
wewngetrznej na opioidy uzyte samodzielnie badz w potaczeniu z LH wskazuje na istnienie
interakcji pomigdzy tymi czynnikami. Wydaje sig, ze miejscem interakcji moga by¢
wewnatrzkomoérkowe szlaki transmisji sygnatu indukowanego przez LH oraz opioidy.
Zaliczamy do nich przede wszystkim szlaki z udziatem cyklazy adenylanowej (AC)
oraz kinazy biatkowej A (PKA), a takze fosfatydyloinozytoloswoistej fosfolipazy C
(PLC) i kinazy biatkowej C (PKC), o ktorych wiadomo, ze posrednicza zarowno w
dziataniu opioidow [41], jak i LH [14, 83] na komorki jajnika $win. Niewykluczony
jestrowniez wptyw opioidow na ekspresjg genu dla receptora LH. Zostato to stwierdzone
w komorkach lutealnych $win, gdzie agonista receptorow [, FK 33-824, stymulowat
ekspresje tego genu w matych komorkach lutealnych i hamowat w duzych [29].

Nalezy podkresli¢, ze opisane powyzej wyniki uzyskano w wyniku krotkiej,
czterogodzinnej inkubacji komorek pgcherzyka jajnikowego. Wydluzenie inkubacji
komorek ziarnistych i ostonki wewngetrznej z FK 33-824 do 24 godzin pociaga za soba
zmiang wplywu opioidu na podstawowa sekrecjg androgenow z hamujacego (podczas
czterogodzinnej inkubacji) na stymulujacy oraz zanik wptywu na wydzielanie E, [30,
34]. Wydhuzenie inkubacji przypuszczalnie wptywa rowniez na interakcje opioidow z
gonadotropinami, o czym $§wiadczy zahamowanie pod wpltywem FK 33-824 sekrecji
P, przez komorki ziarniste i ostonki wewngtrznej poddane dobowej inkubaciji,
odpowiednio, z FSH [34] i LH [30]. Przyczyna tych zmian jest prawdopodobnie
zréznicowany, w zaleznosci od czasu ekspozycji, wptyw opioidow na aktywno$¢
enzymow posredniczacych w przesytaniu wewnatrzkomorkowego sygnatu inicjowanego
polaczeniem opioidu z odpowiednim receptorem. Zagadnienie to zostanie doktadniej
omowione w drugiej czesci artykutu.

Opisane powyzej dziatanie opioidéw odnosi sig, jak wczesniej zaznaczono, do
komorek wyizolowanych z duzych pecherzykow jajnikowych. Reaktywnos¢ komorek
na opioidy zmienia si¢ w zalezno$ci od fazy rozwoju pecherzyka, poniewaz ilo§¢
receptoréw opioidowych w komorkach pecherzyka jajnikowego $win obniza si¢ w miare
jego wzrostu [25, 72]. Sugestia ta znajduje potwierdzenie w pracy Gregoraszczuk i
Stomczynskiej [24], w ktorej stwierdzono hamujacy wptyw [B-endorfiny na sekrecje P,
przez komorki ziarniste z matych i srednich, lecz nie z duzych pecherzykow jajnikowych.
Ponadto hamujacy wptyw opioidu na sekrecje P, i E, przez komorki stymulowane LH
byt wyraznie silniej zaznaczony w stosunku do komorek izolowanych z pgcherzykow
matych w poréwnaniu z jego wptywem na komorki pobrane z pozostatych rodzajow
pecherzykow.

Gloéwnym zadaniem pecherzyka jajnikowego jest stworzenie optymalnych warunkow
dlarozwijajacej sig komorki jajowej. Mozna zatem wnosic, ze opioidy zmieniajac sekrecjg
steroidow jajnikowych beda uczestniczy¢ w selekcji pecherzykow i kontroli procesu
owulacji. Pobudzenie przez opioidy sekrecji androgenow przez komorki ziarniste i
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ostonki wewngtrznej w obecnosci LH (tzn. w warunkach przypominajacych sytuacje
in vivo) oraz hamowanie wydzielania E, przez komorki ostonki pod wptywem ligandow
receptoréw K moze sugerowac ich udziat w indukcji atrezji pecherzykow, a przez to w
ich selekcji. Ponadto mozliwe jest ich wspotdziatanie w kontroli dojrzewania oocytow
i owulacji pecherzykdéw. Hamujacy wptyw B-endorfiny na te procesy zostat zaobser-
wowany u szczurow [22, 56] i krow [16].

Mimo ze oddziatywanie opioidow na sekrecje steroidow plciowych jest filogenetycznie
,,dobrze zakotwiczone”, o czym $wiadczy ich udziat w regulacji wytwarzania tych
hormonéw w jajnikach plazéw [86] i gadéw [62], to roznice pomigdzy gatunkami
dotyczace odpowiedzi komoérek pecherzyka jajnikowego na opioidy wydaja si¢ dosé¢
znaczne. Przyktadowo, komorki ziarniste kobiet, u ktorych wywotano superowulacje,
okazaly si¢ niewrazliwe na B-endorfing, a reagowaty wzrostem syntezy P, jedynie pod
wpltywem Met-enkefaliny. Warunkiem skutecznego dziatania enkefaliny byta obecnosé¢
w pozywce FSH [21].

Po owulacji pecherzykow jajnikowych i powstaniu ciatek zottych w dalszym ciagu
widoczny jest wplyw opioidéw na steroidogeneze jajnikowa, gtownie wytwarzanie
progesteronu. Reaktywnos¢ komorek lutealnych na opioidy wydaje sig by¢ w istotnym
stopniu modulowana przez interakcje komorkowe, przede wszystkim migdzy duzymi i
matymi komorkami lutealnymi — inny jest bowiem wptyw opioidow na sekrecjg steroidow
przez mieszaning komorek lutealnych, a inny na rozdzielone mate i duze komorki.
Nierozdzielone komorki lutealne zaréwno z fazy wczesno-, jak i srodkowo-lutealnej
reagowaly na FK 33-824 wzrostem podstawowej (niestymulowanej) sekrecji P, [65,
66], podczas gdy po rozdziale mieszaniny komoérek widoczny byt jedynie hamujacy
wplyw opioidu na uwalnianie P, przez mate komorki z fazy Srodkowo-lutealnej
stymulowane hCG [35]. Ta ostatnia obserwacja wskazuje takze na wptyw okresu rozwoju
ciatka zottego $wini na reaktywno$¢ komorek lutealnych na opioidy. Zaangazowanie
opioidow w regulacje wytwarzania steroidéw w ciatkach zottych potwierdzity rowniez
podobne badania przeprowadzone na komorkach lutealnych szczurow [40] i kroéw [67],
w tym pobranych od zwierzat cigzarnych [80].

MECHANIZM DZIALANIA AGONISTY RECEPTOROW
OPIOIDOWYCH, FK 33-824, W KOMORKACH
ZIARNISTYCH I OSLONKI WEWNETRZNEJ PECHERZYKA
JAINIKOWEGO SWIN

Opisany powyzej wptyw opioidow na sekrecje steroidéw przez komorki pecherzyka
jajnikowego i inne struktury jajnika wydaje si¢ by¢ znacznie lepiej poznany w poréwnaniu
z wewnatrzkomoérkowymi procesami transmisji sygnatu inicjowanymi przez opioidy i
powodujacymi zmiang aktywnosci steroidogenicznej komorek. Do niedawna mechanizm
dziatania opioidow w jajniku byl rozpatrywany na podstawie wynikow badan przepro-
wadzonych gléwnie na komorkach uktadu nerwowego lub liniach komorkowych
wywodzacych si¢ z tego uktadu, np. NG108-15 lub SH-SYS5Y. Uzyskane dane dostar-
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czyty dowodow pozwalajacych stwierdzié, ze opioidy w komorkach uktadu nerwowego,
dziatajac poprzez receptory zwiazane z biatkami G, wptywaja na aktywno$¢ przede
wszystkim dwoch szlakéw przesytania sygnatu: PLC/PKC i AC/PKA, a posrednio
takze na kinazy aktywowane mitogenem oraz kanaty jonowe dla potasu i wapnia [41].
Pierwszy ze szlakow zaczyna si¢ od PLC, enzymu powodujacego rozpad lipidu
btonowego — fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforanu do dwoéch tzw. wtoérnych
przekaznikow: inozytolo(1,4,5)trisfosforanu (IP,) i 1,2-diacyloglicerolu (DAG). IP,,
po dyfuzji do siateczki srédplazmatycznej, powoduje uwolnienie z niej jonéw Ca?",
okreslanych czasem jako trzeci przekaznik, natomiast DAG pozostaje w btonie
komorkowej aktywujac specyficzne izoformy PKC (zalezne od DAG). Sposrdd czterech
znanych typow PLC (B, y, 9, €) najbardziej zaangazowana w mechanizm dziatania
opioidow wydaje si¢ by¢ PLC,, aktywowana przez biatka G zwiazane m.in. z

Receplor opioidowy

b A A%

rkc b | bac PIP;

AC
ATF

cAMEP

Fosforylacia balek
wenwnatrzkomdriowyich

RYCINA 1. Wewnatrzkomorkowe szlaki transmisji sygnatu przypuszczalnie wykorzystywane przez
FK 33-824, agonistg gtdwnie receptorow U, w komorkach ostonki wewngtrznej pecherzykow jajnikowych
$win (szczegdly w tekscie).Objasnienia: G — biatka G; PLC — fosfatydyloinozytoloswoista fosfolipaza
C; AC — cyklaza adenylanowa; PKA — kinaza biatkowa A; PKC — kinaza biatkowa C; DAG — 1,2-
diacyloglicerol; IP, — inozytolo(1,4,5)trisfosforan; PIP, — fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan; ER —
siateczka $rodplazmatyczna
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receptorami opioidowymi [41]. Izoformy PLC, (B,_,) stwierdzono takze w jajniku $win
[44]. Obecnos$¢ w komorce kilku izoform PLC, zwigksza spektrum jej mozliwych
odpowiedzi na dziatanie opioidéw, poniewaz opioidy w rozny sposdb wplywaja na
poszczegolne rodzaje PLC, [9].

Badajac mechanizm dziatania opioidéw w komorkach ziarnistych i ostonki wewng-
trznej $win skupiono si¢ na agonistach receptoréw [, wykorzystujac jeden z ligandow
tych receptorow, FK 33-824 —syntetyczny peptyd nasladujacy dziatanie B-endorfiny,
ale mniej od niej podatny na enzymatyczny rozktad [68]. Wykazane w komodrkach
ostonki wewngtrznej w odpowiedzi na FK 33-824 zmniejszone wytwarzanie IP, [38],
bedacego wyznacznikiem aktywno$ci PLC, sugeruje hamujacy wptyw opioidu na
aktywno$¢ tego enzymu. Ostabienie aktywnos$ci PLC obserwuje si¢ czasem jako skutek
zwrotnego (hamujacego) dziatania pobudzonej PKC [41, 46]. W badaniach wtasnych,

Receplor spramdowy g

Fosfalipicly

Fosfaryacia bimek
wernatrzkomarkoanych

RYCINA 2. Wewnatrzkomérkowe szlaki transmisji sygnatlu przypuszczalnie wykorzystywane przez
FK 33-824, agoniste glownie receptoréw [, w komorkach ziarnistych pgcherzykow jajnikowych $win
(szczegdly w tekscie). Objasnienia: G — biatka G; PLA,~ fosfolipaza A,; PLD — fosfolipaza D; AC —
cyklaza adenylanowa; PKA —kinaza biatkowa A; PKC —kinaza biatkowa C; DAG — 1,2-diacyloglicerol;
PC - fosfatydylocholina; PA — kwas fosfatydowy; AA — kwas arachidonowy
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obnizeniu aktywnos$ci PLC towarzyszylo zahamowanie PKC, co wskazuje, ze
zmniejszenie aktywnosci PLC bylo efektem pierwotnym, wynikajacym z bezposredniego
dziatania FK 33-824, a nie wtoérnym, zwigzanym z pobudzeniem PKC (rys. 1). W
innych komérkach i tkankach obserwuje si¢ tak pobudzenie [53, 73], jak i hamowanie
[6, 28, 71] aktywnosci PLC pod wptywem opioidéw. Z kolei w matych i duzych
komorkach lutealnych $win nie stwierdzono zmian w sekrecji IP, w wyniku dziatania
FK 33-824 [35]. Nalezy zatem sadzi¢, ze zaangazowanie PL.C w przekaznictwo sygnatu
indukowanego przez opioid taczacy si¢ z odpowiednim receptorem (gtownie ) jest
specyficzne dla poszczegdlnych komorek.

Komorki ziarniste $win naleza do komorek, ktore nie odpowiedzialy zmiana uwalnia-
nia IP, na podanie opioidu [38], co —przy jednoczesnym zahamowaniu PKC —sugeruje
istnienie innego niz PLC ,Jacznika” migedzy kompleksem opioid-receptor-biatka G a
PKC. Kandydatami na tego ,,tacznika” moga by¢ fosfolipazy, D (PLD) i A, (PLA.), o
ktorych wiadomo, ze moga posredniczy¢ w dziataniu opioidow (rys. 2). PLD powoduje
hydrolize fosfatydylocholiny do kwasu fosfatydowego, ktory sam moze by¢ wtornym
przekaznikiem sygnatu (aktywujac zalezne od siebie kinazy) badz stanowi substrat dla
fosfohydrolazy kwasu fosfatydowego przeksztatcajac sie w DAG. [los¢ DAG powstaja-
cego w ten sposob przewyzsza nawet tg, ktora powstaje z udziatem PLC [46]. Badania
na neuronach embrionéw kurzych [51] i komorkach linii CHO K18 [4] wskazuja, ze
mozliwa jest sytuacja, w ktorej opioidy, nie wptywajac na aktywnos$¢ PLC, reguluja
aktywno$¢ odpowiednich kinaz biatkowych C (zaleznych od DAG) za posrednictwem
PLD. Niektore izoformy PKC, tzw. konwencjonalne PKC, moga by¢ tez aktywowane
przez wolne kwasy ttuszczowe, np. kwas arachidonowy uwalniany przez PLA, [46].
PLA, z kolei moze by¢ poddana wptywom, zardwno pobudzajacym jak i hamujacym,
agonistow receptoréw opioidowych [ Tego rodzaju dziatanie opioidow stwierdzono
m.in. w niektorych obszarach mozgu szczurow [12, 71], w jelicie biodrowym $winek
morskich [7, 8], czy tez w komorkach CHO [23]. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze w
doswiadczeniu z komorkami ziarnistymi $win FK 33-824 uzyty byt w dawce zbyt niskiej
(10° M) by spowodowa¢ odpowiedz PLC. Na podstawie badan na komorkach linii
COS-7 wiadomo, ze dawka opioidu niezbgdna do wywolania takiej odpowiedzi jest ok.
50-krotnie wyzsza [42] niz ta, ktora spowodowata zahamowanie aktywnosci cyklazy
adenylanowej w tym doswiadczeniu. Brak wptywu FK 33-824 (10~ M) na komorki
ziarniste i hamowanie przez niego aktywnos$ci PLC w komorkach ostonki wewngtrzne;j
wskazuje na istnienie réznic w mechanizmie dziatania opioidu w obu typach komorek
pecherzyka jajnikowego §wini (rys. 11 2).

Uwolnienie jonéw Ca** pod wptywem IP, i DAG w wyniku dziatania PLC lub PLD
prowadzi do uaktywnienia kinaz bialkowych C. Jedenascie poznanych dotychczas
izoform PKC tworzy trzy podrodziny kinaz C: konwencjonalne (cPKC —a, 3, B, V)
zalezne od jonow Ca?’, DAG i fosfatydyloseryny; nowe (nPKC — 9, €, n, 6) regulowane
przez DAG i fosfatydyloseryng oraz atypowe (aPKC — &, A/T), zalezne jedynie od
fosfatydyloseryny [46]. Wystgpowanie PKC w jajniku $win jest niepodwazalne [3, 55,
84], nie jest natomiast w pelni zbadane, ktore izoformy kinazy sa w nim obecne.
Zahamowanie aktywnosci PLC przez FK 33-824 w komorkach ostonki wewngtrzne;
sugeruje, ze takze aktywno$¢ PKC (izoform zaleznych od DAG — konwencjonalnych i
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nowych) ulega zmniejszeniu. Kolejne doswiadczenia z udziatem zarowno komorek
ziarnistych, jak 1 ostonki wewngtrznej wskazuja, ze ich krotka, kilkugodzinna ekspozycja
na opioid moze powodowac obnizenie aktywnosci PKC. W pierwszym z nich stwier-
dzono, ze forbol 12-mirystylo-13-acetylowy (PMA, zwiazek z grupy estréw forboli
nasladujacy dzialanie DAG) znosi hamujacy wplyw FK 33-824 na steroidogeneze w
obu typach komorek. Potwierdzeniem swoistosci dziatania PMA (poprzez PKC) jest
fakt, ze nieaktywny stereoizomer PMA, 40-PDD, nie dawat takich efektéw [37, 38].
Podobne ostabienie dziatania agonistow receptorow g (DAMGO i morfiny) przez —
zblizony w dziataniu do PMA — ester forbolu (PDBu; forbol 12,13-dibutyrylowy)
zanotowano w testach bolowych przeprowadzonych na myszach [54]. W innym
do$wiadczeniu, opartym na wprost proporcjonalnej zalezno$ci migdzy stopniem
pobudzenia PKC (izoform konwencjonalnych lub nowych) a iloscia zwiazanego przez
struktury komoérkowe znakowanego trytem PDBu, zanotowano — w wyniku podania
FK 33-824 — obnizenie wiazania *[H]PDBu przez komorki ziarniste i ostonki wew-
netrznej (w pierwszym przypadku po uplywie 10 min inkubacji, drugim — 3 min).
Uzyta jako kontrola pozytywna, jonomycyna spowodowata wzrost wigzania ’[H]PDBu
przez oba typy komoérek. W nastgpnym doswiadczeniu stwierdzono, ze trzy przebadane
inhibitory PKC: staurosporyna (dzialajaca poprzez domeng katalityczna enzymu), D-
sfingozyna (taczaca si¢ z domena regulatorowa) i PKCi (bedaca pseudosubstratem)
hamuja steroidogenezg w komadrkach pecherzyka jajnikowego $wini, nasladujac dziatanie
FK 33-824 [37, 38]. Podobny efekt osiagni¢to dezaktywujac PKC poprzez 36-godzinna
inkubacj¢ komorek w obecnosci duzej dawki PMA (rzedu 10°° M), w wyniku ktorej
nastgpuje enzymatyczna degradacja enzymu [46]. Uzyskane w ten sposob komorki
(ang. PKC-deficient cells) produkowaty znacznie mniej hormonow steroidowych niz
komorki z aktywna kinaza C. Dodanie opioidu do komorek pozbawionych aktywnej
PKC badz inkubowanych w obecnosci inhibitoréw tego enzymu powodowato dalsze
obnizenie sekrecji steroidow [37, 38]. Moze to wskazywaé na wykorzystanie — oprocz
PKC zaleznych od DAG (cPKC lub nPKC), na co wskazuje skuteczne dziatanie PMA
i PDBu we wczesniejszych doswiadczeniach — takze atypowych kinaz C (niezaleznych
od DAG i estrow forboli). Glgbsza analizg tego problemu utrudnia nieznajomo$¢ izoform
PKC wystgpujacych w jajniku §wini. Innym wyjasnieniem opisanego wyzej hamowania
steroidogenezy moze by¢ zaangazowanie w mechanizm dziatania opioidu dodatkowego
szlaku transmisji sygnatu, np. AC/PKA. Wykorzystanie przez opioidy obu kaskad
sygnalowych, angazujacych kinazy biatkowe A i C, zostato wcze$niej zaobserwowane
w mozgu szczurdéw [71] oraz komorkach linii COS i CHO [28]. Do podobnych wnioskdéw
prowadza dane opublikowane przez Smitha i wsp. [74] wskazujace, ze tolerancja na
morfing u myszy moze by¢ w petni zniesiona jedynie po réwnoczesnym zastosowaniu
inhibitorow PKA i PKC.

Udziat szlaku AC/PKA w mechanizmie dziatania opioidow w komédrkach uktadu
nerwowego wydaje si¢ by¢ dobrze poznany, czgsto bywa wrecz wykorzystywany jako
rodzaj kontroli doswiadczen ukierunkowanych na badanie dzialania opioidéw na
poziomie subkomorkowym [41, 85]. Pierwszym enzymem efektorowym w tym szlaku
jest cyklaza adenylanowa przeksztatcajaca ATP w cykliczny 3',5 -adenozyno-mono-
fosforan (cAMP), ktory aktywuje PKA taczac sig z jej jednostkami regulatorowymi i
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uwalniajac jednostki katalityczne. Obecno$¢ enzymow tego szlaku wykazano w
strukturach jajnika §wini [15]. Zmniejszenie sekrecji cAMP przez komorki ziarniste [33,
37] 1 ostonki wewngtrznej [38] pod wptywem FK 33-824, w trakcie dwugodzinne;j
inkubacji, wskazuje na hamowanie aktywnosci AC w wyniku dziatania opioidu. Podobny,
hamujacy wplyw opioidow zanotowano w komorkach lutealnych [ 1, 40] i kory nadnerczy
[39] gryzoni. Wydtuzenie do 4 godzin ekspozycji na opioid obu typow komorek pecherzyka
jajnikowego §wini spowodowato zanik hamujacego wptywu FK 33-824 [33, 37, 38].
Przyczyna tej reakcji moze by¢ obserwowana na innych modelach do§wiadczalnych [10,
19, 79, 81, 82] zmiana odpowiedzi AC z hamujacej na pobudzajaca w nastgpstwie
dhlugotrwalego podawania opioidow. Sugestia, ze podobny proces zachodzi w pecherzyku
jajnikowym, znajduje potwierdzenie w wynikach do§wiadczenia przeprowadzonego na
duzych komorkach lutealnych §win, ktorych dwunastogodzinna inkubacja z FK 33-824
doprowadzita do pobudzenia AC [35]. Mozna zatem przypuszczac, ze wydtuzenie czasu
inkubacji komorek ziarnistych i ostonki wewnetrznej z opioidem powyzej 4 godzin datoby
zblizony efekt. Z badan przeprowadzonych na komorkach uktadu nerwowego i komorkach
linii COS-7, CHO lub NG 108-15 wiadomo, ze minimalny czas ekspozycji komoérek na
opioidy, wywotujacy wzrost aktywnosci AC, wynosi 6—10 godzin. Przyczyna aktywacji
AC moze by¢ m.in. oddzialywanie na ten enzym biatek G_lub podjednostek Bybiatek G,
[47, 85].

Obnizenie aktywnosci AC w komorkach pecherzyka jajnikowego $wini pod wptywem
FK 33-824 pozwala sadzi¢, ze takze aktywnos¢ kolejnego w tej kaskadzie enzymu,
PKA ulega zahamowaniu. Doswiadczenia z udziatem aktywatora (§BrcAMP) i
inhibitora (PKAi) kinazy bialkowej A potwierdzaja t¢ sugesti¢. W pierwszym z nich,
FK 33-824 znosit stymulujacy wptyw 8BrcAMP na steroidogenezg w komoérkach
ziarnistych i ostonki wewngtrznej, w nastgpnym — inhibitor PKA, w sposob zblizony
do opioidu, hamowal wytwarzanie steroidow. Podobnie jak w przypadku wspdlnego
uzycia FK 33-824 oraz inhibitorow PKC, takze po zastosowaniu opioidu z inhibitorem
PKA obserwowano silniejsze hamowanie sekrecji steroidow przez inkubowane komorki
w poréwnaniu z efektem odregbnego dziatania tych czynnikow [33, 37, 38]. Potwierdza
to, wysunigta wezesniej tezg, zaangazowania w mechanizm dzialania opioidu wigcej
niz jednej kaskady sygnatowe;.

Jednoczesne uruchomienie dwoch szlakow transmisji sygnatu, co —jak si¢ wydaje —
ma miejsce w opisywanych badaniach, stanowi podstawe do wystapienia interakcji
(ang. cross-talk) miedzy nimi. Istnieja podstawy, by twierdzi¢, ze AC i PKA moga by¢
fosforylowane przez PKC [46] i odwrotnie — PKC moze by¢ substratem dla PKA [11].
Mozna nawet przypuszczac, ze opisywany wczesniej wzrost aktywnosci AC wskutek
dlugotrwatego podawania opioidow mogt wynikac z fosforylacji cyklazy przez PKC,
ktorej aktywnos¢ takze wzrasta po dtuzszej ekspozycji komorek na opioidy. Fosforylacja
AC prowadzi z kolei do jej ,,uwrazliwienia” na biatka Gs, 1 G, [47]. Przytoczone dane
wydaja si¢ wskazywac, ze interpretacja danych eksperymentalnych wymaga wzigcia
pod uwage mozliwosci wystepowania interakcji pomigdzy szlakami uczestniczacymi
w mechanizmie przekazywania sygnalu indukowanego przez opioidy w komoérkach
docelowych.
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PODSUMOWANIE

Opioidy, dziatajace za posrednictwem receptorow |, 1K, wptywaja na steroidogeneze
w komorkach ziarnistych i ostonki wewnetrznej duzych pecherzykow jajnikowych swin.
Podczas krotkiej inkubacji tych komorek z opioidami ma miejsce hamowanie podstawo-
wej, niestymulowanej przez LH steroidogenezy. W obecnosci LH w $rodowisku
komorkowym generalnie nastgpuje zanik hamujacego dziatania opioidow lub pojawienie
si¢ stymulacji sekrecji steroidow pod ich wptywem. Wydaje sig, ze efekt obnizenia
podstawowej steroidogenezy, w przypadku opioidéw dziatajacych poprzez receptory
M, osiagany jest w wyniku hamowania PKC, AC i PKA w komorkach ziarnistych oraz
PLC, PKC, AC i PKA w komorkach ostonki wewngtrznej. Mozna przypuszczaé, ze w
komorkach ziarnistych, w dziataniu agonistow receptorow [, posrednicza (zamiast
PLC) inne fosfolipazy — D i A,. Pozostaje do wyjasnienia udziat innych szlakow
transmisji sygnatu w mechanizmie dziatania opioidow, np. kinaz aktywowanych
mitogenem, zbadanie interakcji pomigdzy szlakami, a takze stwierdzenie ewentualnych
roéznic w transmisji sygnatu w nastgpstwie faczenia si¢ opioidow z réznymi receptorami

(4, 01K).
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