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Streszczenie
Mozg ptodu jest najwazniejszym organem, jaki decyduje o péZnigjszej jakosci zycia cztowieka. Obserwuje sie wy-
stepowanie zmian w zachowaniu u potomstwa narazonego na niedotlenienie w okresie cigzy, wywotane zmianami
w komodrkach nerwowych mozgu ptodu. U ptodéw narazonych na dziatanie podwyzszonego poziomu opioidow
stwierdza sie zmiany strukturalne w tkance mdzgowe.

Cel pracy: Celem pracy byto okreslenie wptywu dfugotrwatego niedotlenienia w cigzy na ekspresje receptorow
p-opioidowych w wybranych strukturach mozgu ptodéw szczurzych obu pfci.

Materiat i metody,: W badaniu okreslano gestos¢ optyczng receptorow p-opioidowych w moézgach ptodow
szczurzych w 21. dniu cigzy (E-21) pod wptywem dfugotrwatego niedotlenienia stosowanego od 15. do 21. cigzy
(E-15 do E-21). Gestosc optyczng receptorow mierzono w wybranych regionach mozgu: kompleksie jadra ogo-
niastego i skorupy (Caudate Putamen- CPu), strefie rozrodczej (Zona Germinata- ZG), jadrze potlezacym (Nucleus
Accumbens- NA), wzgorku wechowym (Olfactory Tubercle- OT), polu przedwzrokowym przysrodkowym (Median
Part Medial Preoptic Area- MMPoA) oraz polu przedwzrokowym bocznym (Lateral Part Medial Preoptic Area- LM-
PoA) i odnosita sie ona do odpowiadajgcych wartosci wigzari radioizotopu. Anatomiczng weryfikacje lokalizacji re-
ceptorow przeprowadzano przez porownywanie autoradiograficznego obrazu komputerowego z odpowiadajgcym
mu obrazem mikroskopowym preparatu skrawkow mozgu. Zastosowanie modelu doswiadczalnego w potaczeniu
z metodg autoradiografii, pozwolito precyzyjnie ocenic zmiany w komdrkach mézgowych ptodu szczurzego pod
wptywem niedotlenienia oraz mechanizmy adaptacji osrodkowego ukfadu nerwowego w odpowiedzi na niedotle-
nienie.

Wyniki: Stwierdzono, ze dfugotrwate niedotlenienie istotnie obniza wartos¢ gestosci optycznej receptorow u-opio-
idowych w kompleksie jgdra ogoniastego i skorupy oraz strefie rozrodczej poprzez wptyw na stezenie endogennych
peptyddéw opiodowych w mézgach ptodéw szczurzych (p<0.05).
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Whioski: Takie wyniki ekspresji receptorow p-opioidowych w wybranych strukturach mozgu ptodu szczurzego
zwigzanych z zachowaniami seksualnymi mozna tgczy¢ ze zmianami w zachowaniu zwierzgt doswiadczalnych po
przebytym narazeniu na niedotlenienie w okresie cigzy.

Stowa kluczowe: mézg / receptory p-opioidowe / niedotlenienie / cigza
autoradiografia

Abstract

Fetal brain is considered to be the major body organ, critical for the future quality of human life. Offspring exposed
to prenatal hypoxia has been evidenced to experience behavioral abnormalities as a result of the injury sustained
by neuronal cells in the brain. The relatively early appearance of opioid receptors proved susceptible to endogenous
and exogenous factors. Increased concentrations of neurotransmitters in the maternal circulation and amniotic fluid
induced by hypoxic exposure imply their role in the regulation of cellular division and differentiation processes. En-
dogenous neuropeptides and specific opioid receptors are distributed in those brain structures that are associated
with behavior and reproduction. Fetuses exposed to the adverse effects of increased opioid level incur structural
brain tissue abnormalities.

Objectives: The present study seeks to determine the effects of long-term hypoxic exposure during gestation on
the expression of opioid receptors in specific brain regions in both sexes. Material and methods: The study was
conducted on pregnant Sprague-Dawley rats, (120 days old, body weight between 250 and 300 g). Experiments
were carried out in order to determine the effect of long-term hypoxia on u-opioid receptor density in selected struc-
tures of fetal central nervous system: caudate- putamen (CPu), zona germinata (ZG), nucleus accumbens (NA),
olfactory tubercle (OT), Median Part Medial Preoptic Area (MMPoA) and Lateral Part Medial Preoptic Area (LMPOA).
Pregnant female rats were assigned to two research groups: the control group (N=6) and the experimental group
subject to prolonged hypoxia for 24 hours from the gestational day 15 to gestational day 20 (E-15- E20). At E-21
rats were sacrificed, their fetuses were removed and their brains were incubated with radioligands. The u-opioid
receptor incubation in selected brain structures was performed with a specific radioisotope [SHIDAMGO [tyrosyl-
3,5,-3H(N)-D-Ala-Gly-N-methyl-Phe-Gly-enkephalin]. Optical density of u-opioid receptors was determined at E-21
of gestation during long-term exposure to chronic hypoxia induced from E-15 to E-21 of gestation. Experimental
model coupled with an innovative autoradiography allowed for a precise assessment of the lesions sustained by
fetal brain tissues due to hypoxia and the adaptive mechanisms of the central nervous system in reaction to hypoxic
exposure.

Results: Statistically significant chronic hypoxia (p<0.05) downregulated the values of u-opioid receptors opti-
cal density in relation to control group in CPu and ZG. Chronic hypoxia in ZG substantially reduces the values of
-opioid receptors optical density in males (p<0.05). The differences among remaining groups did not show to be
statistically significant.

Conclusions: The obtained results of u-opioid receptor expression can be detected in specific fetal brain regions
that mediate sexual behavior and may be attributable to behavioral changes of experimental animals due to hypoxic
exposure during gestation.

Key words: brain / p-opioid / receptors / hypoxia / pregnancy / autoradiography

Wstep

Niedotlenienie to stan niedostatecznego dostgpu tlenu we
wdychanym powietrzu lub w tkankach z powodu niskiej zawar-
tosci lub niskiego ci$nienia parcjalnego tlenu. Stopien niedotle-
nienia zalezy od nasilenia kwasicy, hipoksemii, hiperkapni i ilo-
$ci zasad. Wigkszos¢ ptodow rodzi si¢ z mieszang forma kwasicy
oddechowej i metabolicznej, a $rednia warto$¢ pH we krwi tetni-
cy pepowinowej wynosi 6,92 (SD =+ 0,16), ze srednia wartoscia
zasad 24,1 mM (SD =+ 6,6) [1]. Skutki niedotlenienia dotycza
przede wszystkim osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) pto-
du. Niedotlenienie w ciazy zaburza funkcje OUN ptodu prowa-
dzac do wystapienia objawow neurologicznych, zaburzen kon-
troli ruchéw, nieprawidlowosci w zachowaniu si¢ oraz trudnos$ci
W uczeniu si¢ [2, 3, 4, 5].
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Epizody przedporodowego niedotlenienia wplywaja na
przemiany biochemiczne, neurochemiczne i endokrynologiczne
ptoddéw, co prowadzi do zahamowania wewnatrzmacicznego roz-
woju ptodu, wylewow i krwawien dokomorowych oraz powiktan
dotyczacych funkcjonowania serca, pluc i mézgu [6].

Podczas epizodow niedotlenienia w OUN plodu pojawiaja
si¢ zwigkszone ilosci amin katecholowych, peptydéow opioido-
wych i aminokwasow pobudzajacych, co wskazuje na czynny
udzial neuroprzekaznikow w regulacji procesow zachodzacych
w komorkach nerwowych. Mechanizmy kompensacyjne ptodu
poczatkowo umozliwiaja odwrocenie uszkodzen méozgu, jednak
diuzej trwajace epizody niedotlenienia przekraczaja mozliwosci
adaptacji i prowadza do trwatych uszkodzen [7].
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W latach 70. XX wieku odkryto receptory blonowe, taczace
sig z ligandami opioidowymi oraz opisano kilkanascie typéw we-
wnatrzpochodnych peptydéw opioidowych [8,9]. Potwierdzono
istnienie receptorow opioidowych w tkance nerwowej [10,11,12]
oraz odkryto pierwszy endogenny opioid- enkefaling [9]. Kolej-
no znajdowano endogenne peptydy opioidowe i ich prekursory
zwigzane z wieloma funkcjami w OUN oraz w tkankach obwo-
dowych [13, 14, 15]. Zaréwno fizjologiczne krotkotrwate efekty
synaptyczne, jak i dlugotrwate efekty wzrostu, przezywalno$ci
1 plastyczno$ci mozgu zaleza od lokalizacji systeméw opioido-
wych. Zmiany w zachowaniu pod wplywem opioidéw inspiruja
do poszukiwania wysoce wybidrczych receptoréw i wewnatrzpo-
chodnych peptydéw opioidowych w mozgu. Wiele badan sugeruje
hamujacy wptyw enkefaliny [16, 17] i B-endorfiny [18] na wzrost
mozgu, podczas gdy blokada receptoréw opiodowych przys$pie-
sza wzrost mozgu i proliferacjg komorek mozgowych [17, 19, 20,
21]. Met-enkafalina hamuje proliferacj¢ komérek moézdzkowych
[22] i m6zgowych [23], co moze by¢ blokowane przez naltrekson
izalezy od czasu trwania blokady receptora [24]. Morfina hamuje
syntez¢ DNA [25], wzrost dendrytow [26] i wyrostkow aksonow
[27], co moze by¢ odwracalne przez podawanie naltreksonu [26].
Efekty te sa wywolywane za posrednictwem interakcji peptydow
opioidowych ze specyficznymi receptorami p-opioidowymi. Ich
pobudzenie hamuje aktywnos¢ komorkowa i obniza wydzielanie
neuroprzekaznikow [28]. System opioidowy jest systemem ha-
mujacym, co oznacza, ze polaczenie si¢ agonisty opioidowego
z receptorem opioidowym powoduje hiperpolaryzacjg, obnizenie
poziomu pobudzania wtékna nerwowego oraz zahamowanie wy-
dzielania hormonéw i neuroprzekaznikoéw. Narazenie w okresie
perinatalnym na wewnatrz- i zewnatrzpochodne opioidy wptywa
na populacj¢ komoérek nerwowych, co prowadzi do glgbokich
zmian morfologicznych w mozgu. Zmiany w budowie moézgu
pod wplywem morfiny obserwujemy zaréwno pre- jak i postna-
talnie.

Lokalizacja receptorow w mézgu cztowieka moze by¢ mie-
rzona ilo$ciowo przy uzyciu technik z zastosowaniem kompe-
tencyjnych radioizotopdw, zawierajacych tryt [*H], a bedacych
agonistami receptorow L, 9, k [29]. Gtowna metoda uzywana do
lokalizacji receptorow w OUN jest autoradiografia z zastosowa-
niem promieniotworczego ligandu [30]. W kresomozgowiu wy-
sokie nasycenie miejsc wigzania receptora p-opioidowego obser-
wuje si¢ w opuszce wechowej, dodatkowej opuszce wechowej
i dodatkowym jadrze wechowym, ktore sq zlokalizowane wysep-
kowo i sugeruja rolg opioidow w procesie wachania. Takie samo
rozmieszczenie miejsc wigzania jest obecne w jadrze pollezacym
przegrody (NA). W kompleksie jadra ogoniastego i skorupy
(Caudate-putamen — CPu) miejsca wiazania receptora p-opio-
idowego sa zlokalizowane wysepkowo, z umiarkowang ggsto$cia
wigzania w macierzy. Ekspresja receptorow p-opioidowych jest
waznym wyznacznikiem budowy tej struktury [31].

Z Kklinicznego i patofizjologicznego punktu widzenia, ce-
lowym wydaje si¢ poznanie wptywu niedotlenienia w ciazy na
rozw6j mézgu ptodu, a szczegdlnie tych jego struktur, w ktérych
zmiany powoduja dlugotrwale nastgpstwa w pdzniejszym zyciu,
a takze wyjasnienie mechanizmow, odpowiedzialnych za zmiany
morfologiczne i czynno$ciowe w mozgu. Przy zastosowaniu no-
woczesnych technik badawczych mozna wyjasni¢ wiele zjawisk
zachodzacych w osrodkowym uktadzie nerwowym ptodu pod
wplywem niedotlenienia.
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Cel pracy

Celem pracy bylo okreslenie wpltywu dlugotrwalego niedo-
tlenienia w ciazy na ekspresjg receptorow p-opioidowych w wy-
branych strukturach mézgu ptodéow szczurzych obu plci. W tym
celu okreslano gesto$¢ optyczna receptorow p —opioidowych
w mozgach ptodow w 21. dniu ciazy (E-21) pod wplywem niedo-
tlenienia dlugotrwatego stosowanego od 15. do 21. dnia ciazy (E-
15 do E-21). Zastosowanie modelu do§wiadczalnego w potacze-
niu z nowoczesna metoda autoradiografii, pozwolito precyzyjnie
oceni¢ zmiany w komoérkach mézgowych ptodu pod wplywem
niedotlenienia oraz mechanizmy adaptacji osrodkowego uktadu
nerwowego w odpowiedzi na niedotlenienie.

Materiat i metody

W badaniu wykorzystano cig¢zarne samice SzCzurOw rasy
Spraque-Dawley (Charles River Laboratory, Portage, Minnesota)
w wieku okoto 120 dni i masie ciata 250-300 g. Badania byly
prowadzone za zgoda Komisji Bioetycznej Akademii Medycz-
nej w Lublinie. Zwierzgta do doswiadczen dobierano losowo po
6 samic w kazdej grupie. Zwierzgta przebywaly w oddzielnych
plastikowych klatkach przy zapewnionym cyklu 12 godzin $wia-
tlo- ciemnos¢, przy dostgpie do zywnosci i wody, w temperatu-
rze 23°C i wilgotnosci powietrza 45-50%. Podczas do§wiadczen
zwierzgta przebywaly w komorze hipoksycznej, do ktorej do-
prowadzano przewodami plastikowymi mieszaning tlenu i azotu
o okreslonym sktadzie procentowym monitorowanym za pomoca
analizatora tlenu (Beckman Inst. Model OM 14, Anaheim, CA).
We krwi ptodoéw poddanych réznym warunkom niedotlenienia
w okresie ciazy okre$lano warto$ci gazometryczne. Krew ba-
dano za pomoca analizatora (Radiometer ABL2, Copenhagen,
Denmark), a wyniki gazometrii przedstawione sa w tabeli .

Przeprowadzono badania dotyczace wplywu dlugotrwatego
niedotlenienia na ggsto$¢ optyczna receptoréw p-opioidowych
w wybranych strukturach o$rodkowego uktadu nerwowego pto-
du. Cigzarne samice podzielone zostaly na dwie grupy: kontro-
Ina (N=6) i badana (N=6) poddana dtugotrwatemu niedotlenie-
niu mieszanina powietrza o zawartosci 10,5% O, przez okres
24 godzin od 15. do 20. dnia ciazy (E-15 do E-20). W 21. dniu
ciazy (E-21) usSmiercano samice obu grup, wydobywano pto-
dy, okreslano ich pte¢, dzielono na grupy (N=6), usmiercano,
a nastgpnie wydobyte mozgi zamrazano. Mozgi zwierzat kro-
jono w kriostacie i umieszczano na szkielkach podstawowych,
a nastepnie inkubowano z radioligandami. W dalszej kolejnosci
szkielka eksponowano pod $wiatloczutym filmem, ktory wy-
wolywano i utrwalano. Inkubacje p-receptorow opioidowych
przeprowadzano ze specyficznym radioizotopem [*H]DAMGO
[tyrosyl-3,5,-3H(N)-D-Ala-Gly-N-methyl-Phe-Gly-enkepha-
lin], S.A.=55,0 Ci/mmol. W dalszej kolejnosci tkanki moézgo-
we umieszczano w proboéwkach i poddawano analizie spektro-
fotometrycznej, celem potwierdzenia efektywno$ci inkubacji
tkanki mézgowe;j z radioizotopem i obliczenia stosunku wigzan
specyficznych do ogodlnej iloSci wigzan. Nastgpnie tkanka mo-
zgowa wraz ze standardami firmy Amersham byta eksponowana
w kasecie z zastosowaniem czutego filmu (Amersham Hyperfil-
m-3H) przez okres 21 dni w temperaturze pokojowej. Ggstosc
optyczna receptoré6w obliczano uzywajac systemu komputero-
wego (MCID, Imaging Res.Inc., St.Catharine, Ontario, Canada)
1 mierzono w wybranych regionach mézgu: kompleksie jadra
ogoniastego i skorupy (CPu — Caudate Putamen), strefie rozrod-
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Tabela I. Analiza gazometryczna krwi pfodéw poddanych diugotrwatemu niedotlenieniu migdzy 15. a 21. dniu cigzy (E-15 do E-21). Badanie wykonano w 21. dniu cigzy (E-21).

Zawartosc¢ tlenu
w wdychanym PO
powietrzu

s PCO HCo

2 3

PH Hb Sat O,cont N

Grupa kontrolna

21%0, 40.2+4.5

57.4+42 | 22.3x11

-5.4+1.5

7.208+0.03 9.1+0.5 57.4#5.1 | 7.5¢0.9 1

Grupa badana

10.5%0,/24/h 23.8+1.3

35.1£1.4 | 16.2+1.2

-9.4+1.6

7.280+0.03 | 9.2+0.4* | 34.1x3.5 | 4.4+04 7

czej (ZG — Zona Germinata), jadrze potlezacym (NA — Nucleus
Accumbens), guzku wechowym (OT — Olfactory Tubercle), polu
przedwzrokowym przysrodkowym (MMPoA — Medial Preoptic
Area) oraz polu przedwzrokowym bocznym (LMPoA — Lateral
Preoptic Area) 1 odnosita si¢ ona do odpowiadajacych wartoSci
wigzan radioizotopu przez interpolacj¢ z krzywa wzorcowa. Ana-
tomiczng weryfikacj¢ lokalizacji receptorow przeprowadzano
przez poréwnywanie autoradiograficznego obrazu komputero-
wego z odpowiadajacym mu obrazem mikroskopowym prepara-
tu skrawkow mozgu oraz z rycinami atlaséw mozgdéw szczura
Paxinosa i Watsona (1986, 1991). Dla kazdego autoradiogramu
wyznaczano oddzielnie krzywa wzorcowa gestosci optycznej dla
kilkunastu wartosci st¢zenia radioligandu (fmol/mg mokrej masy
tkanki), a warto$ci odczytywanej gestosci optycznej radioligandu
na autoradiogramie byty zalezne linearnie w odniesieniu do wi-
docznych ziarnisto$ci wynikajacych z gestosci autoradiogramu.

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej. War-
tosci analizowanych parametrow gegstosci optycznej receptorow,
zwiazanych z [*HIDAMGO, [*H]SCH 23390, [I'*]-iodosulpiri-
de i [*H]mazindolu, w wybranych badanych strukturach mozgu
szczura w zaleznosci od plci i wieku zwierzecia oraz rodzaju nie-
dotlenienia, mierzonych w skali ilorazowej, scharakteryzowano
wykorzystujac Srednig arytmetyczna i btad standardowy $redniej
(S.E.M). Zgodnos¢ z rozkladem normalnym badanych zmien-
nych oceniono testem W. Shapiro-Wilka. Do wykrycia istotno$ci
r6znic migdzy $rednimi w pordwnywanych grupach uzyto anali-
zy wariancji (ANOVA) dla klasyfikacji pojedynczej, po uprzed-
nim zbadaniu jednorodnosci wariancji testem Levene'a. Przyjeto
poziom istotnosci p<0,05. Wyniki badan przedstawiono graficz-
nie w tabelach i na rycinach. Analiz¢ danych przeprowadzono
z uzyciem oprogramowania komputerowego Statistica 5.0.

Wyniki

Zbadano ggsto$¢ optyczna receptorow p-opioidowych
w CPu, ZG, NA, OT, MMPoA oraz LMPoA mozgdw ptodow pod
wplywem dhugotrwatego niedotlenienia w 21. dniu cigzy (E-21).
Wyniki w badanych grupach z uwzglednieniem pflci przedstawia,
odpowiednio, tabela II, III, IV, V, VI i VIIL.

Z analizy wynika, Ze na ggsto$¢ optyczna receptorow
p-opioidowych w CPu istotny wptyw ma niedotlenienie (F=10,3;
p=0,003). Dwuczynnikowy efekt okazal si¢ statystycznie nie-
istotny (F=0,05; p=0,82) (Rycina 1.).

Podobnie, zaden z czynnikoéw nie wptynat istotnie statystycz-
nie na gestos¢ optyczng receptorow - opioidowych w NA, OT,
MMPoA i LMPoA. Wartosci statystyczne wynosity odpowied-
nio: F=1,1 (p=0,3), F=0,09 (p=0,76), F=3,1 (p=0,09), F=0,13
(p=0,72). Z analizy wynika, ze na ggsto$¢ optyczng receptorow
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p-opioidowych w ZG istotny wplyw ma niedotlenienie (F=5,12;
p=0,03) oraz interakcja niedotlenienia i ptci (F=4,84; p=0,03).
Analiza statystyczna potwierdza rowniez, ze dtugotrwate niedo-
tlenienie obniza warto$¢ ggstosci optycznej receptordOw p-opio-
idowychw ZG tylko u samcow. Stwierdzono istotne statystycznie
réznice (p<0,05) migdzy grupa niedotlenionych samcow a grupa-
mi: kontrolng samcow i samic oraz niedotlenionych samic.

Nastepnie pordéwnano procentowe $rednie wartosci ggstosci
optycznej receptoréow p-opioidowych w réznych strukturach mo-
zgu w stosunku do $rednich wartosci w grupie kontrolnej przy-
jetych za 100%, uwzgledniajac pte¢ i niedotlenienie. Otrzymano
nieco obnizone, w stosunku do grupy kontrolnej, wartosci ggsto-
$ci optycznej receptoréw p-opioidowych w CPu, OT i LMPoA
zarOwno u samcow, jak i samic, nizsze w NA u samcow i nieco
podwyzszone w MMPoA u samcdw, natomiast nizsze u samic
poddanych dtugotrwatemu niedotlenieniu. Roznice nie okazaty
si¢ jednak istotne statystycznie (p>0,05) (Rycina 2).

W przypadku analizy procentowej $rednich warto$ci gg-
stosci optycznej receptorow p-opioidowych w ZG w stosunku
do $rednich wartosci w grupie kontrolnej, wykazano obnizone,
w stosunku do grupy kontrolnej, wartosci ggstosci optycznej re-
ceptoréw p-opioidowychw ZG u samcow. Roznice te byly istot-
ne statystycznie (p<0,05).

Dlugotrwate niedotlenienie statystycznie istotnie (p<0,05)
obniza wartosci ggstosci optycznej receptorow p-opioidowych
w stosunku do grupy kontrolnej w CPu i ZG. Dlugotrwate niedo-
tlenienie w ZG istotnie obniza wartosci ggstosci optycznej recep-
torow p-opioidowychu samcoéw (p<0,05). Nie stwierdzono staty-
stycznie istotnych réznic (p>0,05) migdzy pozostatymi grupami.

Dyskusja

Badajac wplyw niedotlenienia na OUN korzystano z réznych
modeli do§wiadczalnych o zmiennych wartosciach poziomu tle-
nu we wdychanym powietrzu i przeprowadzano doswiadczenia
na réznych gatunkach zwierzat, gtbwnie na gryzoniach i owcach
oraz kotach i malpach. Badacze, inspirowani objawami porazenia
modzgowego u dzieci, badali reakcje neurobiologiczne u ptodow
kocich i $winek morskich w terminie porodu zamykajac naczynia
pepowiny i macicy.

We wczesnych latach 80. zaczgto stosowaé do§wiadczenia
taczace podawanie powietrza o zawartosci 8% O, z zamykaniem
$wiatla tetnicy szyjnej u noworodkow szczurow w 7. dniu po po-
rodzie. Podobne do§wiadczenia stosowano w badaniach na zwie-
rzgtach dorostych, przy czym zmniejszony przeptyw mozgowy
krwi prowadzil do znaczacych zniszczen w niedotlenionej poto-
wie mozgu i pozwalal oceni¢ zaistniate roznice morfologiczne
pomigdzy obydwoma potkulami tego samego mozgu [32].
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Tabela Il. Porbwnanie gestosci optycznej receptorow p-opioidowych w kompleksie jadra ogoniastego i skorupy (CPu) mézgow samcoéw i samic pod wptywem dtugotrwatego
niedotlenienia w 21. dniu ciazy (E-21).

Struktura Pte¢ Grupa N Srednia SEM 95% ClI
kontrola 6 118,5 6,3 104,7-132,3
samce
CPu niedotlenienie 6 86,7 54 74,7-98,6
[fmol/mg] ) kontrola 6 116,8 10,5 92,5-141,2
samice
niedotlenienie 6 89,2 15,1 54,4-124 1

Tabela IIl. Poréwnanie gestosci optycznej receptoréw p-opioidowych w strefie rozrodczej (ZG) mozgéw samcow i samic pod wptywem diugotrwatego niedotlenienia
w 21. dniu cigzy (E-21).

Struktura Ptec Grupa N Srednia SEM 95% ClI
kontrola 6 73,6 4,2 64,3-82,9
samce
7ZG niedotlenienie 6 58,2 21 51,8-64,7
[fmol/mg] ) kontrola 6 71,6 2,1 66,6-76,5
samice
niedotlenienie 6 71,4 3,3 63,7-79,0

Tabela IV. Pordwnanie gesto$ci optycznej receptorow p-opioidowych w jadrze pétlezacym (NA) mozgow samcow i samic pod wptywem diugotrwatego niedotlenienia
w 21. dniu cigzy (E-21).

Struktura Pte¢ Grupa N Srednia SEM 95% ClI
kontrola 6 153,3 6,6 138,7-167,8
samce
NA niedotlenienie 6 130,1 8,0 112,3-147,8
[fmol/mg] , kontrola 6 137,3 15,7 101,1-173,5
samice
niedotlenienie 6 136,4 12,9 106,6-166,2

Tabela V. Poréwnanie gesto$ci optycznej receptoréw p-opioidowych we wzgoérku wechowym (OT) mozgéw samcow i samic pod wptywem dtugotrwatego niedotlenienia
w 21. dniu cigzy (E-21).

Struktura Pte¢ Grupa N Srednia SEM 95% ClI
kontrola 6 119,2 11,2 94,5-143,9
samce
oT niedotlenienie 6 104,5 9,6 83,2-125,7
[fmol/mg] . kontrola 6 120,6 13,5 89,3-151,8
samice
niedotlenienie 6 99,0 9,2 77,7-120,3

Tabela VI. Poréwnanie gesto$ci optycznej receptoréw p-opioidowych w polu przedwzrokowym przy$rodkowym (MMPoA) mézgéw samcow i samic pod wptywem
dtugotrwatego niedotlenienia w 21. dniu cigzy (E-21).

Struktura Ple¢ Grupa N Srednia SEM 95% ClI
kontrola 6 231 2,0 18,6-27,6
samce
MMPoA niedotlenienie 6 25,4 4,0 16,5-34,3
[fmol/mg] ) kontrola 6 38,6 5,1 26,7-50,5
samice
niedotlenienie 6 25,2 6,7 9,8-40,5

Tabela VII. Porbwnanie gestosci optycznej receptoréw p-opioidowych w polu przedwzrokowym bocznym (LMPoA) mozgow samcow i samic pod wptywem dfugotrwatego
niedotlenienia w 21. dniu ciazy (E-21).

Struktura Pte¢ Grupa N Srednia SEM 95% ClI
kontrola 6 21,3 1,5 17,8-24,7
samce
LMPoA niedotlenienie 6 18,4 2,4 13,2-23,6
[fmol/mg] ) kontrola 6 22,2 2,7 16,1-28,4
samice
niedotlenienie 6 17,8 2,5 12,1-23,5
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Tabela VIII. Podsumowanie wynikéw wptywu niedotlenienia diugotrwatego na gestosé receptoréw p-opioidowych w réznych strukturach mézgu ptodu szczurzego

. . i Interakcja
Struktura Plec Niedotlenienie Pleé/ Niedotl énienie
Jadro ogoniaste — skorupa (CPu) NS *l NS
Strefa rozrodcza (ZG) NS *1 *3\
Jadro poétlezace (NA) NS NS NS
Wzgérek wechowy (OT) NS NS NS
Pole przedwzrokowe przysrodkowe (MMPoA) NS NS NS
Pole przedwzrokowe boczne (LMPoA) NS NS NS

Legenda:

* —istotne statystycznie (p<0,05); NS - brak istotno$ci statystycznej; ¢ - samice; & — samce; 1-wzrost; | — spadek

Doswiadczenia oceniajace wplyw dlugotrwalego niedotle-
nienia uwzglednialy mniej glebokie niedotlenienie, o wigkszej
zawartosci tlenu (10% O,) we wdychanym powietrzu, trwajace
kilkanascie godzin na dobg lub stosowane w sposob ciagly przez
24 godziny [33]. Szczury badane w 59. dniu zycia (P-59) po prze-
byciu cigzkiego niedotlenienia przy stezeniu tlenu 6.2% O, przez
2 godziny, ktore spowodowalo $mier¢ 12 cigzarnych samic, wy-
kazywaty uposledzona szybko$¢ ptywania, nauki labiryntu, za-
pamigtywania labiryntu, odrézniania jasnosci. Mozliwosci zapa-
migtywania labiryntu zalezaly od wielkosci ciazy w chwili niedo-
tlenienia. W testach przeprowadzonych na szczurach w 55. dniu
zycia (P-55) po podawaniu cigzarnym samicom powietrza o za-
warto$ci 13% O, przez 2 godziny dziennie od 8. do 21. dnia ciazy
(E-8 do E-21), stwierdzono przedwczesne otwarcie oka i pod-
wyzszong liczbg bledow w tescie labiryntu [34]. Niedotlenienie
0 mniejszym nasileniu (16.8% O,, przez 14 minut, 7 razy dzien-
nie od 2. do 20. dnia ciazy (E-2 do E-20) wywotywato zwigkszo-
na $miertelnos¢ noworodkdw i opdznienie ich rozwoju emocjo-
nalnego. Podobnie, eksponowanie cigzarnych samic szczura na
powietrze zawierajace od 9 do 12% O,, przez 10 godzin dziennie,
od 16. do 21. dnia ciazy (E-16 do E-21) powodowato obnizone
uwarunkowanie uczenia si¢ i unikania [35]. U szczurow, gtow-
ne nastgpstwa niedotlenienia to wzmozona aktywnosc¢, obnizona
zdolno$¢ rozwiazywania problemoéw i obnizona emocjonalnosc.
Towarzyszy im obnizenie wagi ciata i wagi mozgu oraz zaburze-
nia w rozwoju. Zmiany w zachowaniu pod wptywem niedotle-
nienia we wczesnej ciazy byly bardziej nasilone lub dtuzej trwaty
niz pod wptywem niedotlenienia w ciazy pdznej [36].

Dane literaturowe wskazuja, ze niedotlenienie podczas roz-
woju ptodowego u szczurow wywoluje wiele zmian w zacho-
waniach seksualnych, zarowno reprodukcyjnych, jak i nierepro-
dukcyjnych. Ostatni tydzien ciazy u szczuréw stanowi krytyczny
okres w organizacji tkanki moézgowej. Podczas niedotlenienia
dochodzi do uwalniania si¢ zwigkszonej ilosci peptyddéw opio-
idowych, ktore maja wplyw na rozwijajacy si¢ mozg ptodu, inny
niz na uksztaltowany mozg osobnika dorostego. System opio-
idowy reguluje rozwoj i wzrost OUN oraz funkcje fizjologiczne
mozgu poprzez system receptorow opioidowych. Peptydy opio-
idowe odpowiadaja za zachowania reprodukcyjne samcow 1 sa-
mic. Nie ma precyzyjnych informacji na temat glebokosci zmian,
jakim podlega system receptorow pod wplywem dhugotrwatego
niedotlenienia, poniewaz dotychczasowe dane literaturowe wska-
zywaly zardwno na zwigkszenie sig, jak i rowniez zmniejszenie
si¢ gestosci receptorow opioidowych. Nowoczesne metody ba-
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Rycina 2.

dawcze pozwalaja precyzyjnie opisywa¢ mechanizmy zachodza-
ce w OUN ptodu pod wptywem niedotlenienia. Hipotezy wyja-
$niajace mechanizmy zaburzen funkcjonalnych biora pod uwage
zmiany w neuroprzekaznictwie uktadu.

Badania uktadu opioidowego dotyczyly gltéwnie moézgu
szczura. Peptydy opioidowe i ich receptory pojawiaja si¢ w mo-
zgu szczura wezesnie, juz w 13. dniu ciazy (E-13). Receptory
p-opioidowe obecne sa przed porodem [37, 38], pojawiaja si¢
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w wielu obszarach moézgu rownoczesnie z B-endorfing. Mecha-
nizmy dziatania peptydéw opioidowych na rozwijajacy si¢ mozg
ptodu wciaz nie sa jasne, jakkolwiek wiadomo, ze podawanie
opioidow lub jego antagonistow, powoduje zmiany w systemie
receptorow opioidowych. Na przyktad, zmiany wywotane przez
naltrexon zdarzaja si¢ postnatalnie. Dzigki temu morfina wywo-
uje bardziej drastyczne morfologicznie zmiany w OUN dziatajac
przez dluzszy okres czasu. Male sa szanse na regeneracj¢ OUN
po narazeniu na opioidy w okresie rozwojowym. Efekt neuro-
toksyczny wywotany zewnatrzpochodnymi opioidami poglebiaja
opioidy wewnatrzpochodne. Wydaje sig, ze dziataja one kom-
pleksowo, modulujac wzrost komoérek nerwowych. Udowod-
niono hamujacy wplyw enkefaliny [22, 39] i B-endorfiny [40] na
wzrost mozgu i proliferacj¢ komodrek nerwowych, natomiast blo-
kada receptorow opioidowych przyspiesza jego wzrost [22, 41].
Opioidy zmieniaja liczbg komorek i ich ggstos¢ in vivo. Ciagla
blokada receptoréw opioidowych przez pierwsze 3 tygodnie Zy-
cia zwigksza liczbg komorek nerwowych i ich ggstos¢ w mozdz-
ku i w hipokampie, a takze ggstos¢ w korze mézdzku [42].

Wiele czynnikéw wptywa na liczbg komorek nerwowych
i ich proliferacjg. Postanatalna blokada receptorow opioidowych
powoduje wzrost liczby komorek w moézdzku i zakrgcie zgbatym,
gdzie neurony sa wytwarzane postnatalnie. Ponadto, wptyw opio-
idéw na komorki nerwowe moze by¢ zalezny od wieku zwierzg-
cia doswiadczalnego. Morfina hamuje wbudowywanie [*H]tymi-
dyny in vivo u jednodniowych noworodkow szczura, co sugeruje,
ze opioidy niebezposrednio hamuja syntezg DNA calego mozgu
[38]. Porownujac badania w tym zakresie nalezy bra¢ pod uwageg
wiek i gatunek zwierzat, czas podawania leku, warunki hodowli
oraz stosowane ligandy. Wyniki badan wplywu opioidow in vitro
na proliferacj¢ komoérek pochodza z hodowli komoérek mysich,
guza neuroblastoma S20Y, zawierajacych receptory opioidowe
[24]. Met-enkefalina hamuje wskaznik podwajania komorek
w hodowli guza neuroblastoma w sposob odwracalny oraz obni-
za ekspresj¢ onkogenu N-myc komoérek mysich guza neuroblasto-
ma S20Y w analizie Northern blotting, ale podwyzsza ekspresj¢
onkogenu w odpowiedzi na podawanie naltreksonu [43], co po-
twierdza wptyw peptydow opioidowych na podstawowe procesy
wzrostu komoérek nerwowych i etapdw rozwojowych w cyklu
komorki.

Prawidlowa migracj¢ komorek moga zaburza¢ wewnatrzpo-
chodne opioidy wywotujac utratg lub zmiang w formowaniu gleju
[23]. Morfina redukuje ilo$¢ komorek nerwowych we wszystkich
warstwach komoérek w jednakowy sposob. Strukturalne i mole-
kularne podstawy tego zjawiska nie sa znane. Opioidy wptywaja
na aktywno$¢ procesow komorkowych podczas krytycznych mo-
mentéw rozwojowych, co wywotuje zmiany migdzy synapsami
[43]. Spadek ggstosci receptorow opioidowych pod wpltywem
morfiny [44] w rozwijajacym si¢ mozgu odzwierciedla aktyw-
nos$¢ opioidow w synapsach. Dodatkowo, podawanie morfiny no-
worodkom [45], enkefaliny [46] czy metenkefaliny poporodowo
[46] hamuje syntezg DNA w rozwijajacym si¢ moézgu i zmniej-
sza liczbe komorek nerwowych. Stymulowanie przedporodowe
receptora opioidowego morfing za pomoca pompy osmotycznej,
przezskornie, w dawce 10 mg/kg/ na dobg, od 12. dnia cigzy (E-
12) do 6. dnia zycia (P-6) znacznie redukuje ggstos¢ komorek ner-
wowych, zarobwno w okolicy przedwzrokowej podwzgorza, jak
i w korze somatosensorycznej [47]. Powoduje rowniez zmniej-
szenie grubosci i liczby komorek nerwowych [42], co prowadzi
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do powaznych nastgpstw. Korowe komorki nerwowe powstajace
przedporodowo, mnoza si¢ intensywnie i wedruja ze strefy oko-
tokomorowej wzdluz promienistych wiokien glejowych osiaga-
jac powierzchnig kory moézgowej. Do 14. dnia ciazy (E-14) barie-
ra krew-mozg jest nieuszkodzona i dlatego wczesne podawanie
morfiny powoduje wzrost jej poziomu w mozgu, wpltywajac na
procesy neurogenezy lub migracj¢ komoérek nerwowych. Wydaje
sig, ze B-endorfina [48] i enkefalina [49] petnia tg rolg. Podawa-
nie B -endorfiny czy N-acetyl- B -endorfiny, produktu acetylacji
potranslacyjnej u osobnikow w okresie prenatalnym, zmienia ak-
tywno$¢ dekarboksylazy ornityny, enzymu zwigzanego ze wzro-
stem u osobnikow dorostych [40, 50]. Przedporodowe podawanie
B -endorfiny zmniejsza syntezg DNA [51], sugerujac krytyczna
role tego peptydu opioidowego w regulacji rozwoju komorki
nerwowej. Dowodow tej tezy dostarczaja wyniki, pochodzace
z badan nad antagonistami peptydéw opioidowych podawanych
w dawkach blokujacych miejsca ich taczenia [41, 52].

Uznano, ze peptydy opioidowe nie wpltywaja na przebieg
neurogenezy w korze moézgowej 1 wedrowke komorek nerwo-
wych, natomiast zaburzaja réznicowanie si¢ komérek nerwowych
i wynikajacy z tego rozwdj sieci wiokien nerwowych. Podawanie
peptydow opioidowych lub blokada receptoréow opioidowych
na rozwoj gleju sa zalezne od miejsca dziatania, przy czym za-
réwno podawanie morfiny, jak i blokada receptoréw nie wplywa
na liczbg komorek glejowych. Natomiast przedporodowe poda-
wanie morfiny zwigksza ich ggsto$¢ w okolicy przedwzrokowe;j
[41, 42]. Dzialanie opioidow na rozwoj uktadu nerwowego ma-
nifestuje si¢ réznymi efektami w zalezno$ci od miejsca i1 rodzaju
peptydow opioidowych. Alternatywnie, efekt wewnatrzpochod-
nych peptydow opioidowych na liczbg komoérek mogltby by¢
wigkszy w miejscach, gdzie neurogeneza nastgpuje postnatalnie
(moézdzek, zakrgt zgbaty) w odniesieniu do rozwijajacego sig
systemu opioidowego [38], czy tez przejsciowego wystgpowania
peptydow opioidowych [53] w tych miejscach. Wptyw dzialania
peptydow opioidowych zewnatrzpochodnych podczas rozwoju
okazuje si¢ by¢ wazniejszy od wplywu wywotanego blokada
wewnatrzpochodnych peptydéw opioidowych. Podobnie rozktad
i ekspresja receptorow p-opioidowych wydaje sig by¢ istotng in-
formacja w rozumieniu wptywu niedotlenienia dtugotrwatego na
wzrost 1 proliferacjg komorek nerwowych mozgu [54].

Whnioski

Powyzsza praca, majaca na celu okreslenie wptywu dtu-
gotrwatego niedotlenienia w cigzy na ekspresj¢ receptoréw
p-opioidowych wydaje si¢ by¢ nowatorskim spojrzeniem na
pracg mozgu ptodu w warunkach hipoksji. Zastosowanie mode-
lu dos$wiadczalnego niedotlenienia w potaczeniu z nowoczesna
metoda autoradiografii polegajacej na iloSciowej wizualizacji
receptorow uktadu opioidowego pozwolilo na precyzyjna oceng
zmian w komorkach mézgowych ptodu. Wyniki wskazuja, ze
dlugotrwale niedotlenienie obniza ggsto$¢ optyczna receptoréw
p-opioidowych w kompleksie jadra ogoniastego i skorupy oraz
zona germinata, zZar6wno samic i samcow poprzez wpltyw na stg-
zenie endogennych peptydow opiodowych. Takie wyniki ekspre-
sji receptorow p-opioidowych w wybranych strukturach mézgu
ptodu zwiazanych z zachowaniami seksualnymi mozna taczy¢ ze
zmianami w zachowaniu zwierzat do§wiadczalnych po przeby-
tym narazeniu na niedotlenienie w okresie ciazy.
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