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Streszczenie: Utrzymanie homeostazy organizmu wymaga sprawnego wspotdziatania uktadow odporno-
$ciowego, hormonalnego i nerwowego, w tym takze uktadu opioidowego. Opioidy moga wptywac na
funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego zardwno bezposrednio poprzez receptory opioidowe zlokali-
zowane na leukocytach, albo posrednio poprzez pobudzenie wydzielania kortykosterydow i katechola-
min. Leukocyty sa rowniez zdolne do syntezy i wydzielania peptydow opioidowych, ktore dziataja
przeciwbolowo podczas toczacego si¢ odczynu zapalnego. Wiele wynikow wskazuje, ze podczas zapa-
lenia spetniaja one rowniez funkcje immunomodulacyjne, wptywajac migdzy innymi na migracjg leukocy-
tow, ich aktywno$¢ bakteriobodjcza czy apoptoze. Badania poréwnawcze uktadu opioidowego bezkre-
gowcow i krggowcow wskazuja na konserwatywno$é tego systemu, ale co ciekawe, rowniez zdaja si¢
potwierdzaé teorig, ze opioidy pierwotnie spetniaty funkcj¢ przeciwbakteryjna i immunomodulujaca, a
dopiero wraz ze skomplikowaniem systemu nerwowego i pojawieniem si¢ bolu jako czynnika ostrzega-
nia wyewoluowala ich funkcja przeciwbdlowa. Obecna praca stanowi przeglad najnowszej literatury
dotyczacej powiazan pomigdzy opioidami a odporno$cia wrodzona, w szczegdlnosci odczynem zapal-
nym pojawiajacym si¢ zar6wno u krggowcow, jak i bezkregowcow.

Stowa kluczowe: opioidy, fagocyty, zapalenie, leukocyty.

Summary: Homeostasis is critically dependent on communication between the immune, endocrine and
nervous systems, and also the opioid system. Opioids can affect immune processes directly through the
activation of opioid receptors on leukocytes or indirectly through the stimulation of the corticosteroid and
catecholamine release. Leukocytes can also synthesize and release opioid peptides, which act as analgesic
factors during inflammatory process. Many data indicate that opioids are also immunomodulators, and
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can affect leukocyte migration, killing activity and apoptosis. The comparative studies of invertebrates
and vertebrates indicate that the opioid system is strongly conserved. Moreover, it has been proposed
that opioids arose as antibacterial and immunomodulatory peptides and that the analgesic properties were
developed later in evolution, when the nervous system become more complicated and the pain appeared
to be an alerting process. The present work is a review of the papers concerning the connection between
opioids and innate immunity, in particular inflammatory reactions.

Key words: opioids, phagocytes, inflammation, leukocytes.

Jak wspomniano na wstegpie do cz. 1. ,,Opioidy i receptory opioidowe”, istnieje hipoteza,
ze opioidy poczatkowo spetniaty funkcj¢ immomodulacyjna, a ich funkcja przeciwbolowa
wyewoluowata pdzniej wraz ze skomplikowaniem uktadu nerwowego. Obecnie nie ulega
juz watpliwosci, ze opioidy wplywaja na przebieg reakcji odpornos-ciowych. Dzieje si¢
tak poprzez zlokalizowane na leukocytach receptory opioidowe, ktorych obecnos¢ wykryto
metodami biochemicznymi i potwierdzono technikami biologii moleku-larnej zaréwno u
ssakow, jak 1 krggowcow zmiennocieplnych, a takze u bezkregowcow [35, 85, 93]. Opioidy
wiazac si¢ z receptorami opioidowymi w centralnym systemie nerwowym moga rowniez
pobudza¢ wydzielanie kortykosterydow i katecholamin i w ten sposdb posrednio modulowac
reakcje odpornosciowe [8].

1. WPLYW OPIOIDOW NA FAGOCYTY

1.1. Rozpoznanie antygenu 1 fagocytoza

Stwierdzono, ze agonisci receptorow opioidowych typu MOR i DOR wykazuja
tendencj¢ do hamowania fagocytozy. Przyktadowo, morfina i selektywny agonista
receptorow opioidowych typu MOR — DAMGO (Tyr-D-Ala-Gly-N-methyl-Phe-Gly-
ol-enkefalina) hamuja fagocytoze Candida albicans przez makrofagi [95]. Rowniez
inni selektywni agonisci tego samego typu receptora — endomorfina-1 i -2 hamuja
fagocytoze opsonizowanych bakterii Escherichia coli przez makrofagi [1, 2]. Co
ciekawe zaréwno endomorfina-1, jak i -2 nie wplywaja na fagocytoze nieopsonizo-
wanych bakterii [1, 2, 31]. Wyniki te pozostaja w sprzecznosci z zaobserwowanym
przez tych samych autorow stymulujacym wptywem endormorfiny-1 i -2 na ekspresjg
integryny Mac-1, bedacej receptorem czynnika C3b dopetniacza (inna nazwa receptora
to CR3)[1, 2, 31]. Z kolei wyniki wskazujace na hamujacy wplyw agonistow receptorow
typu MOR na ekspresj¢ receptorow zaangazowanych w fagocytozg: CR1, CR3 i FcyR
mozna znalez¢ w pracy Weltersa i wspotpracownikow [102]. W zgodzie z tym pozostaja,
otrzymane przez Lugo-Chinchilla i wspotpracownikow [51], wyniki pokazujace, ze
morfina hamuje zalezna od FcyR fagocytoze w makrofagach, a zjawisko to jest
hamowane przez toksyng krztusca, co wskazuje na zaangazowanie w tym procesie
receptorow zwiazanych z biatkami Gi. Podobne zjawisko obnizenia ekspresji receptora
CR3 stwierdzono rowniez w przypadku inkubacji neutrofili szpiku kostnego myszy z
agonista receptorow typu KOR — U50,488H [46]. Przeciwne, tzn. wskazujace na
wzrost ekspresji receptorow CR1, CR3 i FcyR wyniki otrzymano z kolei inkubujac
neutrofile z agonistami receptorow typu DOR [57].
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Wptyw morfiny na fagocytoze zalezy od czasu inkubacji komorek z opioidem oraz
od sposobu jego podania. I tak na przyktad morfina hamuje pochtanianie przez makrofagi
zopsonizowanych erytrocytéw w 30. minucie inkubacji, ale nasila ten proces po 17
godzinach inkubacji [48]. W przypadku jednorazowego, ostrego podania morfiny lub
selektywnych agonistow receptorow opioidowych typu DOR wykazano zahamowanie
fagocytozy erytrocytow owcy (SRBC, ang. sheep red blood cells) przez mysie makro-
fagi otrzewnowe i zjawisko to bylo odwracane przez naltrekson. Z kolei chroniczne
podawanie morfiny powodowato u zwierzat rozwoj tolerancji, co skutkowato zanikiem
hamujacego dzialania morfiny na fagocytoze [14]. Inne cickawe wyniki wskazujace
na kooperacje receptorow opioidowych typu DOR i MOR w hamowaniu fagocytozy
uzyskali Tomassini i wspotpracownicy [96]. Wykazali oni mianowicie, ze u myszy
nieposiadajacych receptora typu MOR hamujacy efekt dziatania agonistow receptora
DOR na fagocytoze byl mniejszy anizeli obserwowany u myszy z czynnym receptorem
MOR. Ci sami autorzy nie stwierdzili wplywu agonistow receptorow typu KOR na
fagocytoze [96]. Z kolei Ichinose i wspoipracownicy [30] stwierdzili, ze dynorfina A, a
W nieco mniejszym stopniu takze a-neoendorfina, dynorfina B, dynorfina A(1-13) i
dynorfina A(6-17), powoduja nasilenie fagocytozy w makrofagach otrzewnowych.
Podobnego zjawiska nie obserwowali natomiast w przypadku zastosowania leu-
enkefaliny, met-enkefaliny, 3-neoendorfiny i dynorfiny A(9-17).

1.2. Zabijanie zalezne od tlenu

Wplyw opioidéw na wybuch tlenowy (ang. respiratory burst) zalezy zardbwno od
tego, jakiego typu agonist¢ wybrano do badan, jak i od tego, na jakich komoérkach
badania przeprowadzono. I tak na przyktad Menzebach i wspdipracownicy [58]
stwierdzili, ze morfina hamuje wybuch tlenowy w ludzkich monocytach i zjawisko to
jest odwracane przez N-nitro-L-argining (inhibitor syntazy tlenku azotu), jak rowniez
nalokson. Podobne wyniki wskazujace na hamujacy wptyw morfiny na wybuch tlenowy
w stymulowanych estrem forbolu (PMA) monocytach cztowieka otrzymali Peterson i
wspotpracownicy [67]. Rowniez wyniki wskazujace na hamowanie wybuchu tlenowego
uzyskano badajac wptyw endomorfiny-1 i -2 na stymulowane PMA neutrofile [1, 2,
31]. Ci sami autorzy stwierdzaja, ze zarobwno endomorfina-1, jak i -2 pobudzaja
niestymulowane neutrofile do wybuchu tlenowego. Ciekawe wyniki dotyczace wptywu
opioidow na produkcje wolnych rodnikéw tlenowych otrzymali rowniez Billert i
wspolpracownicy [6]. Stwierdzili oni, ze B-endorfina hamuje wybuch tlenowy w
stymulowanych PMA makrofagach ptucnych krolika, a pobudza go w tych samych
komorkach, ale stymulowanych opsonizowanym zymosanem [6]. Kilka prac wskazuje
na stymulujace dziatanie dynorfiny i -endorfiny, ale nie morfiny, na wybuch tlenowy w
ludzkich makrofagach [84]. Mazenbach i wspotpracownicy [57] stwierdzili, ze inkubacja
neutrofili krwi z agonistami receptorow opioidowych typu DOR powoduje wzrost
poziomu wolnych rodnikéw tlenowych produkowanych przez te komorki. Rowniez
inkubacja stymulowanych PMA makrofagéw otrzewnowych szczura z met-enkefaling
pobudza wydzielanie z tych komorek nadtlenku wodoru i reakcja ta jest odwracana
przez antagonistow receptora DOR1 [98].
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Z kolei wyniki naszego zespotu wskazuja na silne pobudzenie produkcji rodnikow
tlenowych w wysigkowych leukocytach otrzewnowych pobranych od ryb i myszy
potraktowanych morfing [15]. Podobne zjawisko nasilenia wybuchu tlenowego w
komorkach wysigkowych od zwierzat potraktowanych morfina obserwowano rowniez
u kurczat [53].

1.3. Produkcja cytokin pro- i przeciwzapalnych oraz tlenku azotu

Szereg badan wskazuje, ze opioidy zarowno w warunkach in vivo, jak 1 in vitro
wplywaja na syntez¢ i wydzielanie cytokin pro- i przeciwzapalnych i w ten sposob
moga modyfikowaé rozwoj zapalenia. Okazuje si¢, na przyktad, ze morfina hamuje
wydzielania czynnika martwicy nowotworu typu alfa (TNF-a, ang. tumor necrosis
factor) oraz interleukin 11 6 (IL-1 i IL-6) z makrofagdw myszy, a zjawisko to zalezne
jest od receptoréw opioidowych typu MOR, co wykazano w badaniach na myszach
genetycznie pozbawionych tego receptora [80]. Podobne, tzn. wskazujace na hamowanie
wydzielania TNF-a wyniki otrzymano dziatajac endomorfina-1 i -2 na stymulowane
PMA i lipopolisacharydem (LPS) makrofagi. Co jednak zaskakujace, w tym samym
uktadzie eksperymentalnym endomorfiny hamowaty réwniez produkcje¢ przeciwzapalnej
IL-10, a stymulowaty syntezg IL-1[1, 2, 31]. Tak jak we wspomnianych juz poprzednio
przypadkach rowniez wplyw opioidow na syntezg cytokin zalezy od sposobu podania
opioidu. Stwierdzono na przyktad, Ze chroniczne podawanie morfiny myszom powoduje
wzrost produkcji TNF-a, IL-1 oraz tlenku azotu (NO) i dzieje sig to za posrednictwem
receptora MOR, bowiem efekt ten nie pojawia si¢ u myszy pozbawionych tego receptora
[101]. Natomiast domoézgowe podanie morfiny powoduje u szczuréw obnizenie poziomu
tlenku azotu wydzielanego przez niestymulowane i stymulowane interferonem gamma
(IFN-y) lub LPS makrofagi sledziony. Ponadto morfina podana ta droga powoduje tez
spadek produkcji TNF-a w makrofagach stymulowanych LPS [26].

W warunkach in vitro selektywny agonista receptoréw typu MOR — DAMGO
powoduje podniesienie poziomu chemokin: MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5 i IP-10/
CXCL10w monocytach krwi zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka [103]. W przypadku
inkubacji stymulowanych LPS mysich makrofagdéw RAW 264.7 z agonistami receptorow
opioidowych typu DOR (DADLE - [D-Ala?, D-Leu’]-enkefalina, DPDPE — [D-Pen?°]-
enkefalina i deltorfina) stwierdzono, ze deltorfina (selektywny agonista receptorow DOR2),
alenie DADLE (nieselektywny agonista receptorow typu DOR) oraz DPDPE (selektywny
agonista receptoréw DOR 1) zmniejszaja produkcje TNF-a i MIP-2/CCLI1. Co ciekawe,
agonista ten nie wptywa na poziom czynnikow transkrypcyjnych NF- KB (jadrowy czynnik
transkrypcyjny KB, ang. nuclear factor kappa B) lub AP-1, ale znaczaco obniza
aktywacje p38 MAPK [29]. Z kolei wptyw met-enkefaliny na produkcje tlenku azotu
wydzielanego przez stymulowane LPS makrofagi szczura odwracany jest przez
antagonistow receptorow DOR1 1 MOR [98]. Kowalski i wspotpracownicy [44] wykazali,
ze inkubacja in vitro stymulowanych IL-1 Iub IFN-ymysich makrofagdéw otrzewnowych
z met-enkefaling powoduje wzrost poziomu IL-6 w hodowli [44]. Podobne efekty
uzyskano, kiedy te same komorki stymulowano IFN-yi LPS w obecnosci selektywnych
agonistow receptorow typu MOR, DOR i KOR. Natomiast, kiedy opioidy zostalty dodane
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8 godzin po stymulacji makrofagdw, nie obserwowano zmian w poziomie wydzielonego
przez komorki tlenku azotu, co moze $wiadczy¢, iz dziataja one w tym wypadku na
poziomie transkrypcji genow [44].

Agonista receptora KOR — dynorfina A(1-13) powoduje spadek poziomu tlenku
azotu w stymulowanych LPS i [FN-y mysich makrofagach linii J774, ale efekt ten nie
jest odwracany przez antagoniste tych receptoréw — norbinaltorfing [25]. Réwniez
obnizenie poziomu IL-6 obserwowano po inkubacji stymulowanych LPS mysich
monocytow linii P388D1 z syntetycznym agonista receptorow opioidowych typu KOR
—U50,488 [66].

Inkubacja in vitro mysich makrofagdéw ze specyficznymi agonistami receptorow
MOR - DAMGO i KOR - U-50488 powoduje spadek syntezy [L-12, ale nie IL-10. W
warunkach in vivo jednorazowe podanie myszom morfiny powoduje spadek poziomu
zarowno IL-12, jak i IL-10. Jezeli natomiast morfina podawana byla zwierzgtom
chronicznie, po trzech dniach zanikat hamujacy efekt morfiny na produkcje IL-12, a po
10-12 dniach efekt obnizajacy poziom IL-10 [81].

Ciekawe wyniki dotyczace powiazan pomigdzy produkcja cytokin prozapalnych a
opioidami otrzymali Greeneltch i wspotpracownicy [27]. Stwierdzili oni mianowicie, ze
podanie myszom BALB/c antagonisty receptorow opioidowych —naltreksonu powoduje
unich obnizenie poziomu TNF-0 podczas posocznicy wywotanej LPS i D-galaktozaming
(LPS+D-gal), ale nie w przypadku, gdy byta ona wywotana gronkowcowa enterotok-
syna B (SEB+D-gal). Jednak w przypadku potraktowania naltreksonem in vitro
stymulowanych LPS makrofagéow szpiku, sledziony i otrzewnej nie stwierdzono
podobnego zjawiska [27]. Swiadczy¢ to moze o tym, ze endogenne opioidy dziatajace
za posrednictwem receptorow zlokalizowanych w centralnym systemie nerwowym
dziata¢ moga przeciwzapalnie, poprzez hamowanie wydzielania cytokin. Fakt ten
potwierdza¢ tez moga wyniki uzyskane przez Refojo i wspotpracownikow [77], ktdrzy
wykazali, ze makrofagi $ledziony pozyskane od myszy nieposiadajacych B-endorfiny
po stymulacji LPS wydzielaja wigcej [L-6 i TNF-a anizeli myszy zdolne do produkcji
tego peptydu [77].

1.4. Chemotaksja

Met-enkefalina, 3-endorfina i morfina dziataja jak chemoatraktanty na wiele typow
leukocytow [20, 28, 59]. Jednak te same opioidy hamuja migracj¢ komdrek w kierunku
chemoatraktantow (np. TNF-a, RANTES/CCLS, C5a, fMLP) [28, 59]. Stwierdzono, ze
agonisci receptoréw opioidowych, w tym takze morfina, powoduja zjawisko hetero-
logicznego odwrazliwienia receptoré6w chemokin i innych czynnikow o charakterze
chemoatrakcyjnym, np. sktadnikow C3a i C5a dopeiacza [28, 50, 79]. Najogolniej rzecz
ujmujac aktywacja jednego typu receptora zwiazanego z biatkami G (GPCR, ang.
G protein-coupled receptor), w tym przypadku receptora opioidowego, moze prowadzié
do fosforylacji cytoplazmatycznego C-konca innego receptora z rodziny GPCR, np.
receptora chemokin. Fosforylacja taka przeprowadzana jest przez kinazy biatkowe PKA
lub PKC. Ufosforylowany receptor traci zdolnos¢ do ponownego utworzenia kompleksu
heterodimeru z podjednostkami biatka G, a przez to staje si¢ niewrazliwy na stymulacj¢
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[79]. Zjawisko ostabienia migracji w kierunku chemoatraktantow w obecno$ci morfiny,
DAMGO i met-enkefaliny zaobserwowano w przypadku neutrofili i monocytéw krwi
obwodowej malp Macaca mulatta 1 cztowieka [28, 59]. Podobnego zjawiska
zahamowania chemotaksji nie zaobserwowano po zadziataniu dynorfiny A — agonisty
receptorow typu KOR [28]. Réwniez w przypadku leukocytéw szpiku kostnego myszy i
nerki glowowe;j karasia srebrzystego inkubacja in vitro komorek z agonistami receptorow
opioidowych typu MOR i DOR (odpowiednio z morfing i deltorfina) ostabia migracje
tych komorek w kierunku surowicy aktywowanej zymosanem, bedacej zrédtem
chemotaktycznych sktadnikéw dopetniacza. Z kolei U50,488H — selektywny agonista
receptoréw opioidowych typu KOR nie wywotuje podobnego ostabienia migracji komorek
myszy i ryb. Zaden z zastosowanych ligandow receptoréw opioidowych nie wplywa na
migracje leukocytéw szpiku kostnego zaby wodnej [20]. Podobne zjawisko ostabienia
migracji w kierunku aktywowanej zymosanem surowicy zaobserwowano w przypadku
potraktowania otrzewnowych makrofagow szczura selektywnymi agonistami receptorow
opioidowych typu MOR — endomorfina-11-2[1, 2, 31].

1.5. Apoptoza

W przypadku mysich i szczurzych makrofagdw otrzewnowych, mysich makrofagéw
linii J774.16 oraz monocytow krwi czlowieka stwierdzono, ze w warunkach in vitro
morfina, a takze inni agonisci receptorow opioidowych typu MOR, ale nie DOR, w
sposob zalezny od dawki i czasu powoduja wzrost liczby komorek apoptotycznych [5,
86, 87]. Rowniez w warunkach in vivo, po jednorazowym dootrzewnowym podaniu
myszom i szczurom morfiny zaobserwowano wzrost apoptozy makrofagéw otrzewno-
wych [5]. Ci sami autorzy stwierdzaja, ze morfina zwigksza ekspresje indukowalne;j
syntazy tlenku azotu (iNOS, ang. inducible nitric oxide synthase) i wydzielanie tlenku
azotu zarowno w niestymulowanych, jak i stymulowanych LPS makrofagach i zjawisko
to jest odwracane przez inhibitory syntazy tlenku azotu — L-NAME (N_-Nitro-L-
arginina) i L-NMMA (N%-Methyl-L-arginina). Co ciekawe, obydwie te substancje
hamuja rowniez zalezna od morfiny apoptoze makrofagow, co wskazuje na istotna role
tlenku azotu w tym przypadku. Badania tego samego zespotu sugeruja rowniez, ze
morfina aktywuje oksydazg NADPH, co z kolei powoduje wzrost poziomu wolnych
rodnikow tlenowych. Podobnie jak to miato miejsce w przypadku tlenku azotu, rowniez
zablokowanie oksydazy NADPH znosi proapoptotyczne dzialanie morfiny [5]. Podobne
wyniki wskazujace na zaangazowanie tlenku azotu i wolnych rodnikéw w indukowane;j
przez morfing apoptozie makrofagéw znalez¢ mozna w pracy Kapasi i wspotpracow-
nikow [36]. Autorzy ci stwierdzaja, ze morfina wzmaga apoptoz¢ mysich makrofagow
i zjawisko to jest odwracane zarowno przez inhibitory syntazy tlenku azotu (L-NAME
i L-NMMA), jak rowniez zmiatacze wolnych rodnikéw (np. dysmutaza ponadtlenkowa
i katalaza) [36]. Kolejnym czynnikiem zaangazowanym w procesie stymulowanej przez
morfine apoptozy makrofagow okazat sie by¢ czynnik wzrostu TGF-[3 i znowu podanie
przeciwciat anty-TGF przeciwdziatatlo wywotywanej przez morfing apoptozie [86].

Stwierdzono ponadto, Zze zardwno niestymulowane, jak i stymulowane TNF-a ludzkie
neutrofile krwi obwodowej hodowane w obecnosci met-enkefaliny i -endorfiny
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TABELA 1. Wplyw opioidow na niektore przejawy aktywnos$ci fagocytow: T pobudzenie, | —

zahamowanie, ~ — brak wplywu

Opioid Receptor

Efekt

Morfina MOR>KOR>DOR

1l Fagocytoza [48, 51, 95
| TWybuch tlenowy [15, 53, 58, 67]
| Chemotaksja [20, 28, 50, 59, 79]
T Apoptoza [5, 86, 87]
1l IL-1 [80, 101
11 TNF-a [80, 101]

L IL-6 [80]

L IL-10 [81]

L IL-12 [81]

T NO [5, 36, 101]

a-endorfina MOR>DOR>KOR

11 Wybuch tlenowy [6, 84]
I Chemotaksja [28, 59]
T Apoptoza [94]

Endomorfina-1 i | MOR
-2

L OFagocytoza [1, 2]
11 Wybuch tlenowy [1, 2, 31]
I Chemotaksja [1, 2, 31]
TIL-1[1, 2, 31]

1 TNFa [1, 2, 31]

1 IL-10 [1, 2, 31]

DAMGO MOR

| Fagocytoza [95]

I Chemotaksja [28, 59]
UIL-10 [81] IL-12 [81]
TMCP-1/CCL2 [103]
"RANTES/CCLS5 [103]
T1P-10/CXCL10 [103]

Met-enkefalina | DOR>MOR>>KOR

{ CFagocytoza [14, 96]
I Wybuch tlenowy [98]
1 Chemotaksja [28, 59]
T Apoptoza [94]

T IL-6 [44]

T NO [44, 98]
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wykazuja wyzsza apoptoze anizeli komorki hodowane bez opioidow, a efekt ten
odwracany jest przez naltrekson [94].

1.6. Prezentacja antygenu

Bardzo mato wiadomo na temat wplywu opioidéw na zdolnos¢ komoérek APC
(komorki dendrytyczne, limfocyty B i makrofagi) do prezentacji antygenu. W warunkach
in vivo nie stwierdzono wplywu morfiny podanej jednorazowo na ekspresjg czasteczek
glownego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy I (MHC-IL, ang. major histocompati-
bility complex) w monocytach szczura. Takie potraktowanie zwierzat w sposob istotny
statystycznie obnizylo natomiast ekspresj¢ MHC-II na limfocytach B [3]. Z kolei w
warunkach in vitro agonisci receptorow opioidowych typu KOR — dynorfina A i
U50,488H hamuja zdolno$¢ komorek dendrytycznych do pobudzenia proliferacji
limfocytéw T, podczas gdy zdolnos¢ do pochtaniania antygenu przez te komorki pozostaje
niezmieniona [39].

W tabeli 1 podjgto probe usystematyzowania danych na temat wplywu opioidow na
aktywnos$¢ fagocytow. W tym miejscu trzeba jednak zaznaczy¢, ze kazde takie
zestawienie bedzie utomne, bowiem nie uwzglednia réznych sposobow podania opioidow,
roznych ich dawek, a takze gatunkowej specyfiki odpowiedzi.

2. OPIOIDY A ODCZYN ZAPALNY

2.1. Wplyw opioidéw na zapalenie

Wszystkie wymienione aktywnosci fagocytéw sktadaja si¢ na odczyn zapalny, ktoérego
celem jest naptyw komorek immunokompetentnych do ogniska zapalnego i efektywna
eliminacja czynnika, ktory reakcje wywotat [54]. W pierwszym etapie zapalenia, w wyniku
aktywacji osiadtych makrofagéw i komorek tucznych dochodzi do uwolnienia czynnikow
naczyniowoaktywnych (histaminy, leukotrienow cysteinowych itp.) i do wzrostu
przepuszczalnosci lokalnych naczyn krwiono$nych, co wiaze si¢ z wynaczynieniem do
ogniska zapalenia szeregu biatek osocza [43, 54]. Drugim niezwykle istotnym etapem
zapalenia jest migracja leukocytow z fozyska naczyniowego do miejsca reakcji. W ostrym
odczynie zapalnym sa to najpierw neutrofile, ktore poprzedzaja monocyty/makrofagi [43,
54]. Waznymi mediatorami tego zjawiska sa cytokiny i chemokiny prozapalne, takie jak:
IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 /CXCL8, MCP-1/CCL2 [43, 54].

Najwigcej danych dotyczacych wplywu opioidow na odczyn zapalny otrzymano
stosujac roznego typu zwierzece modele zapalenia, takie jak: zapalenie stawow, zapalenie
tapy, jelita grubego i zapalenie jamy otrzewnej. W badaniach z wykorzystaniem tego
ostatniego modelu stwierdzono migdzy innymi, ze rownoczesne dootrzewnowe podanie
morfiny wraz ze stymulantem wywotujacym odczyn zapalny (tioglikolatem, zymosanem)
powoduje w wielu przypadkach ostabienie naptywu leukocytéw do miejsca zapalenia
[15,16,19,42, 64, 70]. Zjawisko takie zaobserwowano u kilku szczepdw myszy (Swiss,
C57/Bl, Balb/c, CB6, C3H) [15, 19,42, 64, 70], u krolikow [97], atakze u przedstawicieli
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ryb kostnoszkieletowych (fososia atlantyckiego, karasia srebrzystego i karpia krolewskie-
go)[15, 17,19, Chadzinska i wsp., w przygotowaniu]. Przypuszczalnie jest to konsek-
wencja obnizenia poziomu czynnikow chemotaktycznych [15, 16, Chadzinska i wsp.,
w przygotowaniu]. Podobne zjawisko obnizenia migracji leukocytow do ogniska
zapalenia obserwowano réwniez po chronicznym podaniu morfiny u zwierzat z
zakazeniem S. pneumoniae. Byto to zwiazane z zahamowaniem zaleznej od NF-kKB
transkrypcji gendw kodujacych chemoking MIP-2/CXCL1 i cytokiny prozapalne [100].
Wywotane opioidami ostabienie migracji leukocytow do ogniska zapalenia moze mie¢
réowniez zwiazek ze zmianami we wrazliwosci receptorow chemoatraktantow, o ktorym
to zjawisku byta juz mowa wczesdniej (rozdzial 1.4.). W przypadku myszy Swiss
stwierdzono ponadto, ze lokalne podanie morfiny do ogniska zapalenia wzmaga zalezna
od kaspaz apoptoz¢ komorek wysigkowych [Natorska i wsp., w przygotowaniu].
Najprawdopodobniej zwigkszona apoptoza leukocytow u zwierzat potraktowanych
morfing jest konsekwencja podniesienia u nich poziomu tlenku azotu [Natorska i wsp.,
w przygotowaniu]. O podobnym zjawisku proapoptotycznego dziatania morfiny
wspomniano juz w rozdziale dotyczacym apoptozy (rozdziat 1.5). By¢ moze na ostabienie
migracji leukocytoéw do ogniska zapalnego w przypadku modulowanego morfina
zapalenia otrzewnej myszy wpltywa¢ moze rowniez poziom enzymow odpowiedzialnych
za trawienie macierzy zewnatrzkomorkowej — metaloproteinaz. Z jednej strony
Kotaczkowska i wspotpracownicy [40] wykazali, ze metaloproteinaza 9 bierze udziat
w migracji leukocytow podczas wywolanego zymosanem zapalenia jamy otrzewnej, a
z drugiej strony istnieja doniesienia, ze morfina moze wplywac na obnizenie poziomu
metaloproteinaz [82]. Wywotane morfing zmniejszenie migracji leukocytow do ogniska
zapalenia mozna rowniez ttumaczy¢ wplywem tego opioidu na interakcje leukocyty —
srodbtonek. Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze na skutek dzialania mediatorow
prozapalnych dochodzi do aktywacji komorek $rodbtonka i leukocytow w naczyniach i
do wzmozonej ekspresji biatek przylegania [54]. Istnieja doniesienia, ze chroniczne
podawanie morfiny powoduje u myszy obnizenie interakcji leukocytow ze srodbtonkiem
(zmniejszenie toczenia si¢ i przylegania komorek), a zjawisko to odwracane jest przez
inhibitory syntazy tlenku azotu [65].

Trzeba jednak zaznaczy¢, ze hamujace dziatanie morfiny na odczyn zapalny jamy
otrzewnej nie jest zjawiskiem ogdlnobiologicznym, nie zaobserwowano go bowiem u
ptazow [19, 41], kurczat [53], niektorych szczepdw szczurow [23], a takze u myszy
szczepu CBA [64, 88, 89, Natorska i wsp., w przygotowaniu]. Szczegoélnie to ostatnie
wydaje si¢ ciekawe, bo wiele danych wskazuje, iz w tym przypadku wyjatkowos¢
myszy CBA polega na wystgpowaniu w ich otrzewnej znacznie wigkszej liczby
mastocytoOw, niz ma to miejsce u myszy szczepow wrazliwych na dziatanie morfiny
[90]. Na zaangazowanie komoérek tucznych w wywotanym przez morfing zahamowaniu
odczynu zapalnego wskazuja rowniez wyniki uzyskane przez Kolaczkowska i wspot-
pracownikow [42]. Wykazali oni, ze u myszy pozbawionych komorek tucznych (zaréwno
farmakologicznie przez uzycie czynnika degranulujacego 48/80, jak i genetycznie) nie
dochodzi do zaleznego od morfiny zahamowania odczynu zapalnego. Podobnych
rezultatow nie uzyskano po eksperymentalnym pozbawieniu zwierzat makrofagow
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otrzewnowych [19]. Inna przyczyna braku zahamowania naptywu leukocytow do jamy
otrzewnej podczas zapalenia u myszy CBA potraktowanych morfing moze by¢
zaobserwowana u nich nizsza ekspresja receptorow opioidowych na leukocytach w
poréwnaniu do tej obserwowanej np. u myszy Swiss [Natorska i wsp., w przygotowaniu].

Na zalezne od szczepu rdznice we wrazliwos$ci na opioidy wskazuja rowniez badania
na szczurach. Stwierdzono mianowicie, ze lokalne podanie met-enkefaliny do tapy
szczurow DA (Dark Aguti) z zapaleniem wywolanym konkanawaling A (Con A)
powoduje zmniejszenie obrzeku, natomiast zjawisko przeciwne, tj. nasilenie obrzeku
obserwowano w tym samym uktadzie eksperymentalnym u szczuréw szczepu AO
(Albino Oxford). W przypadku tego pierwszego zjawiska byto ono odwracane przez
nalokson (nieselektywny antagonista receptorow opioidowych) i naltrindol (selektywny
antagonista receptorow DOR). Natomiast zjawisko wywotanego met-enkefaling
nasilenia obrzgku blokowaty nalokson, nor-binaltorfina (antagonista receptoréw KOR)
i B-funaltreksamina (antagonista receptorow MOR) [91].

Z kolei w pracy dotyczacej wplywu morfiny na odczyn zapalny jamy otrzewnej u
kurczat wykazano, ze kierunek zadziatania morfiny zalezy od plci zwierzat [53].
Przeciwnie niz w opisywanych poprzednio przypadkach, u kurczat morfina nasilata
zapalenie wywolane dootrzewnowym podaniem tioglikolatu, ale dzialo sig tak tylkou
samcow, podczas gdy u samic nie obserwowano wptywu morfiny na odczyn zapalny
[53]. Podobne zjawisko nasilenia nacieku neutrofili do otrzewnej zwierzat potraktowa-
nych podskoérnie morfing stwierdzono réwniez podczas odczynu zapalnego jamy
otrzewnej u szczurow Lewis [23].

Ciekawych informacji na temat wptywu opioidow na odczyn zapalny dostarczyty
rowniez prace Pol i Puig, opierajace sig¢ na modelu zapalenia jelit u myszy [np. 71-75].
Pol i Puig stwierdzity migdzy innymi, ze zmiany przepuszczalno$ci naczyniowej w tym
modelu zapalenia sa w wigkszym stopniu modulowane przez agonistow receptorow
opioidowych typu DOR i MOR niz przez agonistow receptoréw KOR [73]. Wyniki
potwierdzajace przeciwzapalne dziatanie agonistow receptora MOR pochodza rowniez
z pracy Philippe i wspotpracownikow [69]. Zaobserwowali oni, ze podskorne podanie
selektywnych agonistow receptorow MOR — DALDA i DAMGO powoduje redukcje
eksperymentalnego zapalenia jelita grubego, a efekt ten jest odwracany przez nalokson.
O przeciwzapalnym dziataniu ligandoéw receptorow opioidowych typu MOR $swiadczy
tez znacznie wyzsza niz u normalnych myszy $miertelnos¢ obserwowana podczas
zapalenia jelita w przypadku zwierzat z zablokowanym genem kodujacym MOR.
Najprawdopodobniej endogenne peptydy opioidowe wigzac sig z receptorami typu MOR
wplywaja na produkcjg cytokin i proliferacjg leukocytow [69]. Warto jednak wspomniec,
ze istnieja tez dowody wskazujace na udziat agonistow receptorow KOR w hamowaniu
zapalenia jelit [34]. Zaobserwowano, ze agonista receptorow KOR —U50,488H hamuje
zmiany w przepuszczalno$ci naczyn krwiono$nych podczas ostrego i chronicznego
zapalenia jelit, przy czym hamowanie to jest znacznie silniejsze podczas zapalenia
chronicznego i zjawisko to jest odwracane przez inhibitory syntazy tlenku azotu [34].
Rowniez silny hamujacy wptyw agonistow receptorow KOR na zapalenie stawow
zaobserwowal Walker [99]. Zauwazyt on, ze zwiazki te powoduja obnizenie ekspresji
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biatek przylegania, zahamowanie migracji leukocytow oraz redukcj¢ ekspresji i
wydzielania TNF [99].

Roéwniez lokalne podanie nietypowych peptydow opioidowych, jak endomorfina-1
czy hemorfina hamuje ostry odczyn zapalny i zjawisko to jest odwracane przez nalokson
[38]. Na przyktad u myszy perfuzja stawow, objetych zapaleniem endomorfina-1,
spowodowala zmniejszenie przepuszczalnosci naczyn i zjawisko to byto blokowane
przez antagoniste receptorow MOR — CTOP [56]. Z kolei na udzial nocyceptyny w
modulacji zapalenia wskazuja badania z uzyciem myszy z genetycznie zablokowanym
genem kodujacym receptor nocyceptyny, u ktérych obserwowano zmniejszona ekspresje
adresyny MAdCAM-1 oraz zmniejszony naciek leukocytéw do ogniska zapalnego [37].

2.2. Wplyw zapalenia na uktad opioidowy

2.2.1. Zmiany endogennych peptydow opioidowych

Jak juz wspomniano, niezwykle pomocne w rozszyfrowaniu powiazan pomigdzy
opioidami a odczynem zapalnym sa roznego rodzaju zwierzgce modele zapalenia. W
kazdym z zastosowanych modeli w ognisku zapalenia, jak réwniez w narzadach
limfatycznych i strukturach neuroendokrynnych obserwuje si¢ zmiany poziomu
endogennych peptyddéw opioidowych. I tak na przyktad u szczurdéw z eksperymentalnym
zapaleniem stawOw obserwuje si¢ w §ledzionie i grasicy wzrost poziomu endomorfiny-1,
ale nie endomorfiny-2. U niektérych z tych szczuréw wystepuje rowniez podniesienie
poziomu obydwoch endomorfin w stawach, podczas gdy nie stwierdza si¢ obecnosci
tych opioidow w tkankach pobranych ze stawow zdrowych zwierzat [33]. Ci sami autorzy
donosza ponadto, ze zarowno endomorfina-1, jak i -2 (w mniejszej ilosci) obecne sa w
leukocytach krwi obwodowej zdrowych ludzi [33]. W tym samym typie odczynu zapalnego
dochodzi réwniez do podniesienia w ognisku zapalenia poziomu dynorfiny B i met-
enkefaliny-Arg®-Phe’ [88]. Metodami immunohistochemicznymi wykazano obecnos¢
enkefalin, ale nie dynorfin podczas stanu zapalnego w mazidwce, szpiku kostnym, okostnej
i kosciach w okolicy stawow [4]. W mazidowce pacjentow z zapaleniem stawow zwigksza
si¢ tez poziom nocyceptyny [24]. Podobne zjawisko, podniesienia poziomu nocyceptyny
stwierdzono rowniez u myszy podczas eksperymentalnego zapalenia jelita grubego [37].

Bardzo wiele istotnych informacji na temat zmian w uktadzie opioidowym przyniosty
prace wykorzystujace model wywotanego podaniem adjuwanta Freunda zapalenia fapy
u szczura. Sa to glownie prace pochodzace z zespotu Christopha Steina. Stwierdzili oni
migdzy innymi, Ze po podaniu szczurom do tapy czynnika prozapalnego obserwuje si¢
pojawienie leukocytow wysickowych zawierajacych B-endorfing, met-enkefaling,
dynorfing A [52], a takze endomorfing-11-2[47, 62]. We wczesnych stadiach odczynu
zapalnego leukocytami zawierajacymi opioidy sa granulocyty, p6zniej (96 h po podaniu
adjuwanta Freunda) sa to monocyty i makrofagi [78]. Stwierdzono ponadto, ze w
czwartym dniu zapalenia liczba komorek wysigkowych zawierajacych peptydy opioidowe
wzrasta prawie 6-krotnie w stosunku do stanu wyjsciowego [78]. Zahamowanie migracji
leukocytow do ogniska zapalnego poprzez zablokowanie obecnej na srodbtonku czastecz-
ki przylegania ICAM-1 (CD54) powoduje dramatyczny spadek poziomu opioidow w
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ognisku zapalenia, co powoduje obnizenie analgezji, wywotanej stresem lub podaniem
kortykoliberyny [52]. Podobna do ICAM-1 role w migracji do ogniska zapalnego komorek
zawierajacych [-endorfing spetniaja ponadto selektyny L, P i E, oraz PECAM-1 [61].
Takze réwnoczesne zablokowanie receptoréw chemokin MIP-2/CCL1 i KC/CXCL1
powoduje obnizenie migracji leukocytow zawierajacych opioidy [10].

Czynnikami bardzo silnie pobudzajacymi uwalnianie opioidow w ognisku zapalnym
sq stres oraz lokalne podanie noradrenaliny. Spowodowane podaniem noradrenaliny
uwalnianie opioidéw hamowane jest przez antagonistow receptoréw adrenergicznych
alfa(1), alfa(2) i beta(2) [7]. Podobne zjawisko zwiekszonego uwalniania [3-endorfiny z
leukocytow wysigkowych obserwuje si¢ po podaniu kortykoliberyny szczurom z
eksperymentalnym zapaleniem tapy. Immunohistochemicznie stwierdzono wysoka
koekspresje B-endorfiny i obydwu typow receptorow kortykoliberyny (CRHR1 i
CRHR2) w makrofagach/monocytach, granulocytach i limfocytach zarowno we krwi,
jak 1 w ognisku zapalenia [60]. Kortykoliberyna powoduje réwniez uwalnianie z
leukocytéw met-enkefaliny i dynorfin. Lokalnie podana IL-1 powoduje rowniez
uwolnienie z leukocytow [B-endorfiny i dynorfiny, ale nie met-enkefaliny [11, 12].

Podobne zjawisko wzrostu poziomu endogennych peptydow opioidowych obserwuje
si¢ umyszy z wywolanym zymosanem zapaleniem jamy otrzewnej [19, 21]. Zjawisko
to jest szczegdlnie wyrazne w przypadku poziomu met-enkefaliny, ktorej poziom
drastycznie wzrasta juz 30 minut po podaniu zymosanu w ptynie wysigkowym, przy
rownoczesnym spadku tego peptydu w leukocytach, prazkowiu i podwzgorzu [17, 18].
Ponadto stwierdzono, iz w czwartej godzinie zapalenia w leukocytach otrzewnowych
dochodzi do zwigkszenia poziomu mRNA kodujacego prodynorfing i do wzrostu poziomu
dynorfiny w plynie wysigkowym [22]. W badanych punktach czasowych poziom
ekspresji proopiomelanokortyny w leukocytach pozostawal niezmieniony, wzrastat
natomiast poziom [3-endorfiny w ptynie wysigkowym [22].

Uwaza sig, ze interakcja endogennych peptydow opioidowych pochodzacych z
leukocytow zapalnych z obwodowymi receptorami opioidowymi moze skutkowac silna
analgezja obwodowa, a immunosupresja moze catkowicie znosi¢ to zjawisko [32].

2.2.2. Zmiany ekspresji receptorow opioidowych

Podczas toczacego si¢ odczynu zapalnego dochodzi réwniez do zmian w ekspresji
receptorow opioidowych. Na przyktad u pacjentow z zapaleniem jelit stwierdza sig
podniesienie poziomu mRNA kodujacego receptory opioidowe typu MOR [68]. Podobne
zjawisko wzrostu ekspresji receptorow opioidowych MOR obserwuje si¢ rowniez w
zwojach korzeni grzbietowych u szczurow z zapaleniem tapy [61, 62]. Dodatkowo w
tym modelu zapalenia stwierdzono, ze podczas odczynu zapalnego dochodzi do wzrostu
transportu aksonalnego receptorow opioidowych do zakonczen wtokien czuciowych
[63]. W tym samym modelu zapalenia stwierdzono wzrost w rdzeniu kregowym ekspresji
mRNA kodujacego receptory DOR [13]1 KOR [76]. Podobny efekt wzrostu ekspres;ji
receptorow opioidowych typu DOR uzyskano roéwniez podajac szczurom IL-1. Nato-
miast lokalne podanie antagonisty receptora IL-1 blokuje to zjawisko, ale nie wplywa
na infiltracje miejsca zapalenia przez leukocyty [ 76]. Z kolei po potraktowaniu in vitro
komorek ludzkiej neuroblastomy SH SYSY IL-6 dochodzi do wzrostu ekspresji receptora
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opioidowego MOR, ale nie Endogenne opioidy Receptory opioidowe
DOR i zjawisko to zalezne jest
od czynnikow transkrypcyj-
nych STAT1 i STAT3 [9]. Z
kolei w zjawisko stymulacji
ekspresji receptorow MOR
przez TNF-0 zaangazowany
jest NF-kB, ale nie AP-1 [45].
Roéwniez podcezas chroniczne-
go zapalenia jelit u myszy do- (-) )

chodzi w jelicie czczym i $lu- -)

zowce do wzrostu poziomu

receptorow opioidowych DOR b (+)

i KOR [34] oraz MOR [74].  Chemotaksja Zabijanie  ___, Apoptoza
Co ciekawe zjawisko zwigk- zalezne od tlenu

szonej ekspresji receptorow

MOR wystepuje tylko u myszy

majacych sprawny gen kodu- ‘|
jacy iNOS [74]. Sadzi sig, ze )
wyzsza ekspresja receptoroOw

opioidowych w miejscu zapa-

lenia powoduje, iz dziatanie

przeciwbdlowe miejscowo sto-

sowanych opioidow, jak row-

nieZ tych qOStaleZ.ar,lyCh przez RYCINA 1. Uproszczony schemat prawdopodobnych oddziaty-
leukocyty jest silniejsze w wa- oy pomigdzy opioidamia odczynem zapalnym. (+) — stymulacja,
runkach toczacego si¢ odczy- (-) — hamowanie (opis w tekscie)

nu zapalnego [32]. Nie mozna

jednak zapominad, ze istnieja prace, ktore nie wykazuja zmian w ekspresji receptorow
opioidowych typu MOR, DOR i KOR podczas toczacego si¢ odczynu zapalnego [88]
oraz takie, w ktorych stwierdzono wrecz spadek ekspresji receptordw [49]. Trzeba rowniez
pamigtaé, ze zmiany w ekspresji receptoréw opioidowych podczas zapalenia dotyczy¢
moga nie tylko zakonczen nerwowych, ale rowniez leukocytow. I tak na przyktad w 24.
godzinie zapalenia jamy otrzewnej myszy wywolanego podaniem zymosanu stwierdzono
wzrost ekspresji mRNA kodujacego receptor MOR i spadek mRNA dla receptorow
KOR na leukocytach wysigkowych [22].

(+) *)

Odczyn zapalny

Morfina

4. PODSUMOWANIE

Model odczynu zapalnego jamy otrzewnej wywotanego podaniem sterylnego
stymulanta, np. zymosanu lub tioglikolatu okazat si¢ niezwykle przydatny w badaniach
oddziatywan pomigdzy opioidami a odpornoscia nieswoista. Pozwolit migdzy innymi na
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wykazanie, ze u wigkszosci przebadanych pod tym katem szczepdéw myszy oraz u ryb
kostnoszkieletowych podana lokalnie morfina hamuje naptyw do ogniska zapalnego
leukocytow [np. 15, 16, 19]. Dzieje si¢ tak migdzy innymi na skutek obnizenia syntezy/
wydzielania czynnikdw chemotaktycznych, jak rowniez poprzez heterologiczne odwrazli-
wienie receptorow dla tych czynnikoéw [20]. Wstepne wyniki dotyczace wptywu morfiny
na produkcje cytokin nie sg jednoznaczne, u myszy Swiss nie stwierdzono bowiem
zmian w ich poziomie [ 17], natomiast zmiany takie obserwuje si¢ u karpia [Chadzinska
i wsp., w przygotowaniu]. Ponadto morfina w ognisku zapalenia powoduje wzmozone
wydzielanie rodnikéw tlenowych i tlenku azotu, co z kolei indukuje zalezna od kaspaz
apoptoze komorek zapalnych (ryc. 1). Wykorzystujac ten sam model stwierdzono
ponadto, ze znajdujace si¢ w ognisku zapalenia leukocyty zdolne sa do do produkcji i
wydzielania peptydow opioidowych, ktore spelniaja funkcje zarowno przeciwbolowe,
jak iimmunomodulacyjne [17, 18, 21, 22]. Dodatkowo stwierdzono, Zze podczas zapalenia
otrzewnej dochodzi do zmian ekspresji receptoréw opioidowych na powierzchni komérek
wysigckowych [22] (ryc. 1).

A zatem wspdipraca uktadu opioidowego 1 odpornosciowego w utrzymaniu rownowagi
albo tez w dostosowaniu si¢ do stanu zaburzonej rownowagi (allostaza) podczas toczacego
si¢ odczynu zapalnego nie ulega juz watpliwosci. Jednak wiele elementow tej ,,uktadanki”
nie zostato jeszcze odkrytych, a wiele wymaga dalszych badan.
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