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София, ул. „Здраве” 2.
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Използвани съкращения:

АДХ антидиуретичен хормон
АК аминокиселини
AOK aoртен кръвен ток
АП акционен потенциал
AС аргининосукцинат синтетаза
АТФ аденозин трифосфат
БКТ бъбречен кръвен ток
ВTО вентротегментална област (VTA, ventral tegmental area)
ГАМК гама-аминомаслена киселина
ГИТ гастроинтестинален тракт
ГМК гладко мускулни клетки (SMC, smooth muscle cell)
ГЦ гуанилат циклаза (GC)
DAMGO [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkephalin
DPDPE [D-Pen2,D-Pen5]-enkephalin
ЕОП ендогенни опиоидни пептиди
ЕЦТ екстрацелуларна течност
ИЛ интерлевкин (IL, Interleukine)
i.p. интраперитонеално
i.c.v. интра церебро вентрикуларно
КА катехоламини
КМБ кръвномозъчна бариера
КОРТ кортикостерон (CORT)
КОХ кортикотропин освобождаващ хормон (CRH)
КЦСТБ кръвна цереброспинална течност- бариера
МВ мозъчен вентрикул
MOП множествени опиоидни пептиди (MOP, multiple opioide peptides)
NADH редуциран никотинамид динуклеотид
NADPH никотинаденин динуклеотид фосфат диафораза
НМ невромодулатори
НПАК непротеинна аминокиселина
НПО непептидни опиоиди
NH3 aмоняк
ОП опиоидни пептиди
OTК орнитин транскарбамилаза (ornithine transcarbamilase, OTC)
ОТС опиоидна транспортна система (OTS)
ПНС периферна нервна система
ПOMК пропиомеланокортин (POMC)
П/П протеин/пептид
PDYN продинорфин
PENK проенкефалин
SIA стрес-индуцирана аналгезия (stress-induced analgesia)
ТНФ тумор-некротизиращ фактор (TNF-tumor necrosis factor)
ТС транспортна система
ХЕК хороидни епителни клетки
ХФ хипофиза
ХТ хипоталамус
HPA хипоталамо-хипофизна ос
HIV Human immuno-deficiency virus
CMP цикличен монофосфат
ЦНС централна нервна система
ЧХП чревна хиперпропускливост
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ВЪВЕДЕНИЕ

Интересът към пептидите, които са невромодулатори в ЦНС е продиктуван от

изясняване участието им в редица патологични процеси, така например при някои

стрес-индуцирани заболявания.

Опиоидергичните неврони и опиоидните рецептори са широко

разпространение в централната и периферна нервни система, което и обуславя

участието на опиоидната система в контрола на аналгезията, респираторната,

кардиоваскуларната, невроендокринната секреция, моторната активност, обучение и

памет, зависимост и толерантност. Ефекти на опиоидните пептиди се осъществяват

чрез опиоидни рецептори μ, δ, κ, и др., които са разпространени както в централни

структури, така и в периферията.

Ендогенните невропептиди от семейството на Tyr-MIF-1 се състои от четири

члена - MIF-1, Tyr-MIF-1, Tyr-W-MIF-1 и Tyr-K-MIF-1. Открити са в централната

нервна система, като разпределението и специфичните им места за свързване

съвпадат с разпределението на опиоидните пептиди.

В изследвания in vivo беше показано, че пептидите от семейството на Tyr-

MIF-1 имат изразени противоболкови ефекти, както и че повлияват стрес-

индуцираната аналгезия. В антиноцицептивните ефекти на пептидите участват

азотноокисната, опиоид-, хистамин- и адренергичната невромедиаторни системи.

Търсенето и проучването на нови аналози на естествено биологично активните

пептиди с по-висока биологична активност от тази на нативните пептиди е обект на

настоящото изследване.

Бяха изучени аналгетичните ефекти на някои новосинтезирани аналози на Tyr-

MIF-1, както и механизмите лежащи в основата им.

Известно е, че инкорпорирането на аминокиселини в молекулата на естествено

биологично активни пептиди води до получаване на аналози с по-изразени

биологични ефекти. В молекулата на Tyr-MIF-1 бяха включени аминокиселини

намиращи се в мозъка на бозайниците, участващи в цикъла на уреята, а също и

аминокиселините канаванин и каналин.

Литературните данни показват, че L-canavanine и L-citrulline притежават

аналгетичните ефекти при тестове, въвличащи механо- и терморецепторите.
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Цитрулинът се явява ключово междинно съединение в урейния цикъл  основен

път за екскреция на токсичния NH3 при бозайниците. Съществува предимно в черния

дроб, където е включен в този съществен детоксикационен път. Цитрулинът е

прекурсор на аргинин.

Канаванинът е природна аминокиселина, структурен аналог-антиметаболит на

аргинина. Антиметаболитните свойства на канаванина се потвърждават от

включването му в редица етапи от аргининовия антиметаболизъм.

Включването на L-canavanine в молекулата на късоверижните пептиди

киоторфин и MIF-1 води до статистически достоверно потенциране на аналгетичните

ефекти на пептидите, които са налоксон-обратими.

Тези получени резултати бяха базата за синтеза на нови аналози на Tyr-MIF-1.

В последните години се отделя внимание и на участието на азотноокисната

система в механизмите на болката, паметта и обучението и др. Тези изводи се

основават на хистохимични данни, че NO-синтаза се открива в неврони в главния

мозък, в лонгитудиналните дорзолатерални стълбове в средния мозък у плъхове, т.е.

области имащи отношение към болковата модулация.

Всичко това подсказва необходимостта от изучаване аналгетичните ефектите

на новосинтезираните аналози на Tyr-MIF-1 в норма и при стрес-индуцирана

аналгезия, както и да се изучи дали в аналгетичните им ефекти са въвлечени

опиоидергичната и азотноокисната системи.

Получените резултатите от изследванията биха имали фундаментално

значение  за разбирането на някои страни на пептидергичната регулация/модулация

при протичането на стрес-индуцираните процеси.

.От направеният литературен обзор следват следните изводи:

1. Аминокиселините Канаванин, Орнитин и Цитрулин притежават аналгетична

активност; 2. Канаванинът е инхибитор на азотноокисната синтаза; 3. Ендогенният

пептид Tyr-MIF-1 има аналгетични и антистресорни ефекти. 4. Логично е да се търсят

аналози на Tyr-MIF-1, в чиято молекулата са инкорпорирани аминокиселините -

канаванин и каналин, както и орнитин и цитрулин; 5. В литературата до този момент

не намерихме данни за влиянието на новосинтезираните аналози на Tyr-MIF-1 върху

болковата перцепция, както за ефектите им при различни видове стрес и  за участието

на опиоид- и азотноокисната системи в аналгезията и при стрес; 6. Няма данни и за

ефектите на новосинтезираните пептиди върху експресията и разпределението на

nNOS u NADPH-d реактивните неврони в PAG.
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Цел и задачи

Цeлта на настоящия труд е да се изследват: аналгетичните ефектите на

новосинтезираните аналози на Tyr-MIF-1; Tyr-Orn-MIF-1, Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-

MIF-1, Tyr-Can-MIF-1; да се изучат ефектите на аналозите показали най-силен

аналгетичен ефект - Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1 върху имобилизационна, студова

и топлинна стрес-индуцирана аналгезия; участието на опиоидната, азотноокисната

система в тях; да се изучат ефектите на Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1 върху

локализацията и експресията на азотноокисната синтаза (NOS) в periaqeductal grey

(PAG).

За изпълнението на тази цел, бяха поставени следните задачи:

1. Да се изследва базалната ноцицепция:

 при контролни групи животни;

 след инжектиране с Tyr-Orn-MIF-1, Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1, Tyr-Can-

MIF-1 върху интактни животни;

2. Да се изследват ефектите с аналозите, показали най-силен аналгетичен

ефект Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 върху имобилизационн, студова и

топлинна стрес-индуцирана аналгезия;

3. Да се изследва участието на опиоидергичната система:

 в ефектите на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 при имобилизационна,

студова и топлинна стрес-индуцирана аналгезия;

4. Да се изследва участието на азотноокисната система:

 в ефектите на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 при имобилизационна,

студова  и топлинна стрес-индуцирана аналгезия;

5. Изследване ефектите на Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1 върху:

 азотноокисната синтаза (NOS) в periaqeductal grаy (PAG).
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Материали и методи

Екпериментите бяха проведени  върху 424 мъжки бели плъха линия Wistar

(180-200g). Животните бяха отглеждани при нормални условия - при температура 22

± 2oС, със свободен достъп на храна и вода. Светлината бе с регулиран цикъл: 12 часа

светло/12 часа тъмно. Всички опити бяха проведени между 9.00 и 12.00 ч. и бяха

извършени съгласно изискванията на Международната Асоциация за изследване на

болката (Zimmermann M., 1983) и ЕКНМ към МУ-София.

I. In vivo методи

1. Ноцицептивни тестове

1.1. Метод с прилагане на механично дразнене - Рaw pressure (PP) test

Промените в болковата активност се измерват с аналгeзиметър Ugo Basille. Прилага

се натиск върху задната лапа на плъх, която е поставената под “острието” на

аналгезиметъра с постепенно увеличаващ се натиск (до 500 гр.). Степента на

аналгезия се отчита по специфична двигателна реакция на животното, която се

състои в отдръпване на лапката при достигане на болков праг. Отчитат се

относителни единици съгласно скалата на апарата (Randall-Selitto, 1957).

1.2.  Метод с прилагане на термично дразнене - Hot plate (HP) test

Термичен ноцицептивен стимул (55оС ± 1оС) се прилага върху лапите на свободно

подвижни животни. Ноцицептивния праг бе верифициран като латентност от

началния момент на прилагане на ноцицептивния стимул, до момента на реакция на

животното (обикновено изразявана в близане на лапите и скокове), показваща начало

на болково усещане. Отчитането на времето става в секунди. Cut off – 30 sec.

2.  Модели на стрес

2.1. Имобилизационен стрес - животните се поставяха за 1 час в специални

прозрачни пластмасови цилиндри с отвори за дишане, ограничаващи до минимум

движенията им (Сн. 3).

 2.2. Студов стрес -  животните се поставяха в хладилна камера при температура

4° C за 1 час.

2.3. Топлинен стрес –
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II. In vitro методи

Хистохимично оцветяване: След анестезия с тиопентал (40 mg/kg, i.p.)

експерименталните животни по три от всяка група бяха перфузирани транскардиално

с 4% разтвор на параформалдехид в 0.1 М фосфатен буфер с pH 7.2-7.4. Мозъците се

изваждаха и оставяха за постфиксация в същия разтвор, 1 час на стайна температура.

След неколкократно промиване в 0.1 М фосфатен буфер, рН 7.4, материалът се

поставяше в буфер и оставяше да пренощува при температура 4C.

Серийни срези се приготвяха на замразяващ микротом (Reihart-Jung), като всеки

седми срез с дебелина 40 m се използваше при изследването.

Xистохимия

Част от срезите бяха използвани за хистохимично оцветяване, при което се използва

NADPH-diaphorase (NADPH-d) като маркер за актиността на NOS (Scherer-Singler et

al. 1983).

Имунохистохимия

За имунохистохимично определяне на NOS бяха използван белязани антитела. За

количествено измерване на плътността на NOS-имунореактивни неврони бе

използвана система за микроанализ Olympus CUE2.

Микроскопски анализ - Количествните данни за плътност на невроните бяха получени

с помощта на компютърен образен анализатор Olympus-CUE2.

Статистическа обработка

Експерименталните данни са обработени с ANOVA, при ниво на достоверност

р<0.05. Получените резултати са представени като средноаритметични стойности и

стандартните им грешки (x  SEM).

ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ПРОТОКОЛИ:

За ноцицептивните методи: Животните бяха разпределени в групи по 6. Всички

вещества бяха разтворени в 0.9%-разтвор на NaCl и въвеждани интраперитонеално

(i.p.) След направена доза отговор-крива, бе избрана доза от 1 mg/kg за изследваните

новасинтезирани пептиди Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1: 1.) в интактни животни; 2.)
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веднага след стрес процедурата; 3.) след стрес и 20 мин. след Naloxone hydrochloride

dehydrate (Nal, 1 mg/kg), L-N G-Nitro-Arginine Methyl Ester (L-NAME, 10 mg/kg) или L-

Arginine (L-Arg, 1 mg/kg), Мethylene blue (MB, 500µg/rat), SIN-1, 0,2 mg/kg, i.p.).

Контролната група бе инжектирана с физиологичен разтвор 1 ml/kg. Ноцицептивните

измервания започваха веднага след стрес или 15 мин след инжектиране на пептидите.

За хистохимично оцветяване: След анестезия с тиопентал (40 mg/kg, i.p.)

експерименталните животни по три от всяка група бяха перфузирани транскардиално

с 4% разтвор на параформалдехид в 0.1 М фосфатен буфер с pH 7.2-7.4. Мозъците се

изваждаха и оставяха за постфиксация в същия разтвор, 1 час на стайна температура.

След неколкократно промиване в 0.1 М фосфатен буфер, рН 7.4, материалът се

поставяше в буфер и оставяше да пренощува при температура 4C. Серийни срези се

приготвяха на замразяващ микротом (Reihart-Jung), като всеки седми срез с дебелина

40 m се използваше при изследването.
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РЕЗУЛТАТИ

1. Изучаване аналгетичните ефекти  на новосинтезирани аналози
на Tyr-MIF-1

Tyr-Orn-MIF-1, Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 (в доза 1 mg/kg, i.p.) показаха

аналгетични ефекти (p < 0.01) в сравнение с този на контролната група.

От новосинтезираните четири аналози само Tyr-Cit-MIF-1 (p < 0.05) и Tyr-Cav-

MIF-1 (p<0.05) показаха статистически достоверно повишаване на болковия праг

спрямо Tyr-MIF-1. Новосинтезираният Tyr-Can-MIF-1 снижи статистически

достоверно (p < 0.05) болковия праг спрямо контролата и Tyr-MIF-1 при РР-теста

(Фиг. 1).
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Фиг. 1. Ефекти на Tyr-Orn-MIF-1, Tyr-Cit-MIF-1 Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Can-MIF-1 (доза 1 mg/kg, i.p.)
върху болковия праг при РP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05, **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, +++P<0.001 спрямо Tyr-MIF-1.

При НР-теста беше наблюдавано статистически достоверно увеличение на НР-

латентността т.е. наличие на аналгетични ефекти за Tyr-Orn-MIF-1 (p < 0.01), Tyr-Cit-

MIF-1 (p < 0.01) и Tyr-Cav-MIF-1 (p<0.001) в сравнение с контролната група. НР-

латентността за Tyr-Can-MIF-1 беше намалена спрямо тази при контролните групи.

Двата новосинтезирани аналози Tyr-Cit-MIF-1 (p < 0.05) и Tyr-Cav-MIF-1 (p<

0.01) показаха статистически достоверно удължаване на НР-латентността в сравнение

с тази на Tyr-MIF-1 (Фиг.2).
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Фиг. 2. Ефекти на Tyr-Orn-MIF-1, Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Can-MIF-1 (всички в доза 1
mg/kg, i.p.) върху НР-латентността при HP тест. Данните са представени като средни стойности

 S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001  спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо Tyr-MIF-1.

PAW PRESSURE
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Фиг. 3. Ефекти на L-Cav, L-arg, L-Orn, L-Cit и L-Can (всички в доза 1 mg/kg, i.p.) върху болковия
праг при РP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01
спрямо контрола; +P<0.05, +++P<0.001 спрямо Tyr-MIF-1.
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HOT PLATE
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Фиг. 4. Ефекти на L-Cav, L-arg, L-Orn, L-Cit и L-Can (всички в доза 1 mg/kg, i.p.) върху НР-
латентността при HP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001  спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо Tyr-MIF-1.

Най-силен антиноцицептивен ефект притежава L-canavanine, следван от L-

citruline и L-ornitine.

Заключение:

 Инкорпорирането на аминокиселините в молекулата на

тетрапептида Tyr-MIF-1 повиши аналгетичният ефект на

новосинтезираните пептиди в сравнение с този на Tyr-MIF-1 при

двата използвани теста

 Аналгетичните ефектите на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 са  по-

ниски от тези на аминокиселини L-Cit и L-Cav и при двата

използвани теста
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II. ИЗУЧАВАНЕ АНАЛГЕТИЧНИ ЕФЕКТИ И МЕХАНИЗМИ НА
ДЕЙСТВИЕ НА Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1 ПРИ
ИМОБИЛИЗАЦИОННА SIA

Получените резултати показаха, че Tyr-Cit-MIF-1 статистически достоверно

(р<0.01) понижи болковия праг при РР-теста и НР-латентността при НР-теста в

сравнение с животните подложени на едночасов имобилизационен стрес на 15 и 30

минути от изследването (Фиг. 3 и 4).

Tyr-Cav-MIF-1 статистически достоверно (р<0.01) понижи болковия праг при

РР-теста, както и НР-латентността при НР-теста на 15 и 30 минути от изследването в

сравнение с животните подложени на едночасов имобилизационен стрес (Фиг. 5 и

Фиг. 6).

Ефектът на Tyr-Cav-MIF-1 започва от 15 мин. и е по-силно изразен на 30 мин.

от изследването в сравнение с този на Tyr-Cit-MIF-1 при двата теста (Фиг. 3 и 5 и

Фиг. 4 и 6).

И двата новосинтезирани аналози на Tyr-MIF-1 понижават статистически

достоверно болковия праг (РР-теста) и НР-латентността (НР-теста) в сравнение с

животните подложени на имобилизационен стрес (Фиг. 3 и 5 и Фиг. 4 и 6).

Получените резултати показаха, че 1 часовия имобилизационен стрес (1h IS)

статистически достоверно повиши в сравнение с контролата болковия праг при РР

теста на 15 (р<0.01) и 30 мин (р<0.01) от изследването (Фиг. 3.). При НР-теста

животните подложени на 1h IS показаха статистически удължен латентен период  на

15 мин. (р<0.01)  в сравнение с контролата (Фиг. 4).
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Фиг. 5. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху имобилизационна стрес-индуцирана аналгезия (1h
IS) в РP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01
спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h IS.
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Фиг.6. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1 mg/kg,
i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху имобилизацинна стрес-индуцирана аналгезия (1h IS) в HP
тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо
контрола; +P<0.05; ++P<0.01 спрямо 1h IS.
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Фиг. 7. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху имобилизацинна стрес-индуцирана аналгезия (1h IS) в
РP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо
контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h IS.
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Фиг. 8. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху имобилизацинна стрес-индуцирана аналгезия (1h
IS) в HP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01
спрямо контрола; +P<0.05; ++P<0.01 спрямо 1h IS.
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С цел изучаване участието на опиоидергичната система при SIA, налоксонът

беше въвеждан в доза (1 mg/kg, i.p.) преди стреса или веднага след него, като

изследванията започваха в първия случай веднага след стреса, а във втория - 20

минути след въвеждането на налоксона.

Налоксонът въведен (1 mg/kg, i.p.) веднага след IS понижи статистически

достоверно болковия праг (p<0.01) и намали НР-латентния период (p<0.001)

измерени 20 мин след инжектирането на Nal.

Въведен преди IS се наблюдаваше достоверно намаление на НР-латентността

при НР теста (p<0.01) (Фиг. 9А и 9В).
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Фиг.9. Ефекти на налоксон (Nal), имобилизационен (IS) стрес при (А) РР и (В) HP тест;
Въвеждане на Nal (1 mg/kg, i.p.) преди (Nal bIS) и след (Nal aIS) имобилизационен стрес.
Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05 спрямо контрола;
+P<0.05, ++P<0.01, +++P<0.001 спрямо 1h IS.

Получените резултати потвърждават, че най-често се среща т. нар. смесена

SIA, която съдържа опиоидна и неопиоидна компонента, но в различно съотношение.

Така например е известно е, че при студов стрес е застъпена предимно неопиоидната

компонента, при топлинен стрес – опиоидната, докато при имобилизационния стрес
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двете системи са приблизително еднакво застъпени (Pacák K, Palkovits, 2001; Lapo, et

al., 2003; Bocheva & Dzambazova, 2008a).

Беше изучено участието на опиоидергичната система в ефектите на Tyr-Cit-

MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 върху стрес-индуцираната аналгезия.

Налоксонът беше въвеждан в доза 1 mg/kg, i.p. веднага след стреса и 20 мин

преди инжектирането на пептидите. Изследванията започваха 15 минути след

въвеждането им.

Получените резултати показаха, че налоксонът (Nal) въведен след едночасов

имобилизационен стрес (IS) 20 мин преди Tyr-Cit-MIF-1 или Tyr-Cav-MIF-1

понижава статистически достоверно болковия праг в сравнение с този на IS и на

пептидите при РР-теста. Понижението на болковия праг се наблюдава за целия

период на изследването (Фиг. 5 и 6).

При НР-теста понижението на НР-латентния период е статистически

достоверно за Nal+Tyr-Cit-MIF-1(р<0.01) и Nal+Tyr-Cav-MIF-1(р<0.01) в сравнение с

този на IS и пептидите (Фиг. 7 и 8).

Беше изученоучастието на вторичните посредници в ефектите на Tyr-Cit-MIF-

1 и Tyr-Cav-MIF-1 при имобилизационна-стрес индуцирана аналгезия

При съвместното въвеждане на MB+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше

статистически достоверно понижение на болковия праг на 15 мин. (р<0.05) и 30 мин.

(р<0.05) от изследването в сравнение с този на  животните подложени на IS и Tyr-

Cit-MIF-1 (Фиг. 5).

НР-латентният период също бе статистически достоверно намален само на 15

мин. от изследването в сравнение с този на  животните подложени на IS (р<0.05)

(Фиг. 6).

При въвеждане на MB+Tyr-Cav-MIF-1 се наблюдаваше статистически

достоверно понижение на болковия праг на 15 мин. (р<0.01), 30 (р<0.01) и 45 мин.

(р<0.01) от изследването в сравнение с този  за  животните подложени на IS (Фиг.7 ).

 Подобен резултат бе наблюдаван и при НР-теста – статистически достоверно

намален НР-латентен период на 15 (р<0.01), 30 (р<0.05) и 45 мин. (р<0.01) от

изследването в сравнение с контролните стойности за IS (Фиг. 8).

Заключение:

 Новосинтезираните Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 и притежават

аналгетични ефекти.
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 Аналгетичниат ефект на Tyr-Cav-MIF-1 е  по-силно изразен в

сравнение с този на Tyr-Cit-MIF-1.

 Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 понижават имобилизационната стрес-

индуцирана аналгезия

 Опиоидергичната система е въвлечена в механизма на аналгетичните

им ефекти при IS

 Вторичните посредници също са въвлечена в механизма на

аналгетичните им ефекти при IS

 Потискащият ефект на Tyr-Cav-MIF-1 е по-силно изразен в сравнение

с този на Tyr-Cit-MIF-1 при имобилизационната стрес-индуцирана

аналгезия

Ние изучихме и участието на азотноокисната система в ефектите на Tyr-Cit-

MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 при имобилизационна стрес-индуцирана аналгезия.

В централната нервна система азотния оксид (NО) функционира като важна

трансмитерна субстанция, която изпълнява и някои невромодулаторни функции. Aзотният

оксид е въвлечен в процесите на болката и е тясно свързан със стрес-индуцираната

аналгезия (Vincent & Kimura, 1992; Yamada et al., 1995; Esch et al., 2002).

Инхибиторите на NО предизвикват антиноцицептивен ефект, който се

реверсира от L-arginine и от донорите на NО (Erchegui et al., 1992, 1993).

Така например L-NAME (инхибитор на NO-синтетазата) въведен i.c.v. или i.p.

повишава болковия праг при мишки и плъхове (Erchegui et al., 1992; Esch et al., 2002).

L-arginine u SIN-1 имат антагонистичен ефект върху ноцицепцията, която се

антагонизира от налоксон, което подсказва, че и двата отговора са медирани от

опиоидните рецептори (Chung et al., 2003).

Известно е, че NO функционира като сигнална молекула в нервната система,

което  радикално променя концепцията за невроналната комуникация. През 1997 г. от

английски учени е прието, че терминът „нитрeргични” се отнася за нервите, чиято

трансмитерна функция зависи от освобождаването на NO или за трансмитерни

механизми, които са предизвикани от NO, което подчертава специфичните

характеристики на този медиатор (Moncada et al., 1997).

Азотният оксид се синтезира в невроните на ЦНС и действа като

невромедиатор и участва в процесите на паметта, контрола на невроналната
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активност и кръвния ток, модулирането на болката (Garthwaite, 1991; Snyder and

Bredt, 1992).

Азотният оксид е тясно свързан със SIA (Vincent & Kimura, 1992; Yamada et al.,

1995; Esch et al., 2002).

Стресът предизвиква биохимични промени засягащи болковия праг и

поведението. Изследвани са ноцицептивните промени при остър и хроничен

имбилизационен стрес след въвеждане на донора на NO (нитроглицерин) у плъхове и

е установено е, че нитроглицеринът предизвиква хипералгезия Costa и съавт (2005).

Както стресът, така и NO имат увреждащо действие, което зависи от

продължителността на отделянето му, количеството на продукцията и типа на

синтезираните NO молекули.

Освен това NO противодейства на NA активността и симпатиковия отговор,

инхибира освобождаването на моноаминните трансмитерни молекули и тук участват

също авторегулаторни пътища въвличащи различни сигнални молекули като опиати

и ендоканабиноиди (Esch T. et al., 2002). Редица експерименти показват, че NO

системата е стрес-лимитираща (Gilinsky, M. et al.,  2003).

В нашите експерименти прилагахме L-NAME (10 mg/kg, i.p) и L-Arg (1 mg/kg,

i.p) инжектирани след съответния стрес и 20 мин. преди пептидите. Измерването на

болковия праг с РР и НР тестовете започваше 15 мин. след интраперитонеалното

въвеждане на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1  (и двата пептида в доза 1 mg/kg).

При съвместното въвеждане на L-NAME+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше

статистически достоверно намаляване на болковия праг на 15 (р<0.01) и 30 мин.

(р<0.01) от изследването и статистически достоверно понижаване на НР-латентния

период на 15 мин. (р<0.01)  в сравнение с животните подложени на IS (Фиг.10 и 11).

При РР-теста въвеждането на L-NAME+Tyr-Cav-MIF-1 на 15 мин. (р<0.01)

статистически достоверно увеличи стрес-индуцираната аналгезия и я намали на 30

мин. (р<0.01) от изследването, докато при НР-теста се наблюдаваше статистически

достоверно намаляване на НР-латентния период на 15 мин. (р<0.05) в сравнение с

контролните стойности за IS (Фиг. 12 и 13).

Известно е, че както L-NAME, така и Tyr-Cav-MIF-1 имат антиноцицептивен

ефект и потенцирането на 15 мин от изследването може да бъде обяснено със

сумиране на техните ефекти.

На 30 мин. обаче Tyr-Cav-MIF-1 статистически достоверно намали болковия

праг, който бе равен на този контролата.
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При съвместното въвеждане на L-NAME+Tyr-Cav-MIF-1 и L-NAME+Tyr-

Cit-MIF-1 по-силно изразен ефект на потискане се наблюдаваше на 30 мин.  за Tyr-

Cav-MIF-1.

Литературните данни показват, че L-arginine (L-arg) въведен

интрацеребровентрикулно (i.c.v.) или подкожно (s.c.) предизвиква налоксон-обратим

аналгетичен ефект при мишки и плъхове (Erchegui et al., 1992, 1993; Esch et al., 2002).

При пациенти с различни видове хронична болка е наблюдавано налоксон-обратимост

на аналгетичния ефект на  вьведения L-arg (Esch et al., 2002).

В нашите опити L-arginine беше въвеждан в доза (1 mg/kg, i.p.). При

съвместното въвеждане на L-arg+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше статистически

достоверно намаляване на болковия праг (р<0.01) през целия период на изследването

и намаляване на НР-латентния период (р<0.01) на 15 мин. в сравнение с този на

животните подложени на IS (Фиг.10 и 11).

При съвместното въвеждане на L-arg+Tyr-Cav-MIF-1 се наблюдаваха

аналогични резултати - статистически достоверно намаляване на болковия праг

(р<0.01) на 15 и 30 мин. от изследването в сравнение с този на  животните подложени

на IS, а  при НР-теста намаляване на НР-латентния период на 15 мин. в сравнение с

контролните стойности за IS (р<0.01) (Фиг. 12 и 13).

Съвместното въвеждане на L-Arg+Tyr-Cav-MIF-1 предизвиква по-силно

потискане на IS в сравнение с ефекта на L-Arg+Tyr-Cit-MIF-1.

Донорът на азотния оксид, SIN-1 въведен на интактни животни

предизвиква статистически достоверна хипералгезия в продължение на два часа

(Erchegyi et al., 1993). Мethylene blue антагонизира хипералгезията предизвиканата от

SIN-1, което е доказателство за въвличане на L-Arg-NO пътя. Известно е, че той

модулира двата централни и периферни антиноцицептивни ефекти на вещества

свързани с µ-рецепторите (Erchegyi et al., 1992).

При съвместното въвеждане на L-NAME+SIN-1+Tyr-Cit-MIF-1 се

наблюдаваше статистически достоверно намаляване на болковия праг (р<0.01) на 15

и 30 мин. и намаляване на НР-латентния период (р<0.01) на 15 мин. в сравнение с

този на  животните подложени на IS (Фиг. 10 и 11).

При съвместното въвеждане на L-NAME+SIN-1+Tyr-Cav-MIF-1 се

наблюдаваха аналогични резултати - статистически достоверно намаляване на

болковия праг (р<0.01) на 15 и 30 мин. от изследването в сравнение с този на
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животните подложени на IS, а  при НР-теста и намаляване на НР-латентния период

на 15 мин. в сравнение с контролните стойности за IS (р<0.01) (Фиг. 12 и 13).

При съвместното въвеждане на L-Arg+SIN-1+Tyr-Cav-MIF-1 се наблюдава

по-силно изразен противоболков ефект в сравнение с L-Arg+SIN-1+Tyr-Cit-MIF-1.
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Фиг. 10. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 (1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10 mg/kg,
i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху имобилизацинна стрес-
индуцирана аналгезия (1h IS) в PP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h IS.
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Фиг.11. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 (ТСiМ-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху имобилизацинна стрес-
индуцирана аналгезия (1h IS) в HP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h IS.
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Фиг. 12. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 (TCaM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху имобилизацинна стрес-
индуцирана аналгезия (1h IS) в PP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05, **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05; ++P<0.01 спрямо 1h IS.
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Фиг. 13. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 (TCaM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху имобилизацинна стрес-
индуцирана аналгезия (1h IS) в HP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; ++P<0.01 спрямо 1h IS.

Заключение:

 Азотноокисната система е въвлечена в аналгетичните ефектите на
Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 при едночасова  имобилизационна-стрес
индуцирана аналгезия

 Tyr-Cav-MIF-1 потисна по-силно аналгетичните ефекти предизвикани
от въвеждането на L-NAME, L-Arg или SIN-1 при едночасова
имобилизационна-стрес индуцирана аналгезия
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III. ИЗУЧАВАНЕ АНАЛГЕТИЧНИ ЕФЕКТИ И МЕХАНИЗМИ НА
ДЕЙСТВИЕ НА Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1 ПРИ СТУДОВА  СТРЕС-
ИНДУЦИРАНА АНАЛГЕЗИЯ

Литературните данни показват, че студовият стрес повишава

противоболковите ефекти при някои термични тестове (Galina & Kastin 1987;

Kavaliers, 1988).

Противоречиви са данните относно ефекта на налоксон върху студовата стрес-

индуцирана аналгезия. Според едни автори той няма ефект (Kavaliers, 1988), а според

други - налоксонът въведен преди студовия стрес блокира дозо-зависимо аналгезията

(Vaswani K. et al., 1988). При студов стрес се активира хипоталамичния

норадреналин.

Беше изучено участието на опиоидергичната система в ефектите на Tyr-Cit-

MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 върху студовата стрес-индуцирана аналгезия.Контролната

група животни бяха инжектирани с физиологичен разтвор в обем 1 ml/kg, i.p.

Tyr-Cit-MIF-1 и Туг-Cav-MIF-1 бяха инжектирани i.p. в доза 1mg/kg след

едночасов студов стрес. Изследванията започваха 15 минути след въвеждането на

пептидите.

Получените резултати показаха, че едночасовия студов стрес (1h CS),

достоверно повишава болковия праг при РР теста в сравнение с контролата на 15

(р<0.01), 30 (р<0.01) и 45 мин (р<0.05) от изследването (Фиг. 15).

НР-латентността бе понижена статистически достоверно (р<0.01) на 15 и 30

мин. спрямо тази на животните подложени на едночасов студов стрес (Фиг. 18).

Инжектирането на Nal преди 1h CS не промени болковия праг, докато въведен

веднага след него понижи статистически достоверно болковия праг (p<0.05) и

намали НР латентния период (p<0.01) (Фиг. 14А и 14В).

Получените резултати показаха, че Tyr-Cit-MIF-1 понижава статистически

достоверно (р<0.05) студовата стрес-индуцирана аналгезия при РР-теста през целия

период на изследването (Фиг. 15).
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Фиг. 14 . Ефекти на налоксон (Nal), студов(CS) стрес при (А) РР и (В) HP тест; Въвеждане
на Nal (1 mg/kg, i.p.) преди (Nal bCS) и след ( Nal aCS) студовия стрес. Данните са представени
като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01, +++P<0.001
спрямо1h CS.

Tyr-Cav-MIF-1 статистически достоверно понижи болковия праг и НР-

латентността при студовата стрес-индуцирана аналгезия на 15 (р<0.05), 30 (р<0.01), и

45 мин (р<0.05) от изследването (Фиг. 17).

При НР-теста Tyr-Cav-MIF-1 понижи НР-латентността, като стойностите бяха

по-ниски от контролите и тези на студовата стрес-индуцирана аналгезия за целия

изследван период (р<0.01)(Фиг. 18).

При съвместното въвеждане Nal+Tyr-Cit-MIF-1 (р<0.01) и Nal+Tyr-Cav-MIF-1

(р<0.01) при двата използвани теста се набюдаваше статистически достоверно

понижаване на болковия праг и НР-латентността (Фиг. 15- 18).

Налоксонът няма ефект върху CSIA (Kavaliers, 1988), а според други, Nal

въведен преди CS блокира дозо-зависимо аналгезията (Vaswani K et al., 1988).

С цел изяснянане участието на опиоидергичната система при SIA, Nal беше

въвеждан в доза 1 mg/kg, i.p. преди стреса или веднага след него. Изследванията

започваха в първия случай веднага след стрес процедурата, а във втория - 20 минути

след въвеждането на Nal.
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Получените резултати при студов стрес са в унисон с литературните данни,

според които при CS се увеличава антиноцицепцията при tail-flick и hot-plate тестове

(Galina & Kastin 1987; Kavaliers, 1988).

С цел изучаване участието на вторичните посредници в ефектите на Tyr-Cit-

MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 върху студова стрес-индуцирана аналгезия ние

въвеждахме меthylene blue (MB). Той се използва за инхибиране на cGMP-

медиираните процеси (Esch et al., 2002).

При съвместното въвеждане на MB+Tyr-Cit-MIF-1 и MB+Tyr-Cav-MIF-1 се

наблюдаваше статистически достоверно намаляване на болковия праг и на НР-

латентността за целия период на изследване (Фиг. 15- 18).
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Фиг. 15. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху студова стрес-индуцирана аналгезия (1h CS) в РP
тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо
контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h CS.
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Фиг. 16. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху студова стрес-индуцирана аналгезия (1h CS) в НP
тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо
контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h CS.



26

15 30 45
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

c o n t r o l
1 h  C S
T y r - C a v - M IF - 1
N a l+ T y r - C a v - M IF - 1

* *
* ** *

  +

m in

M B + T y r - C a v - M IF - 1
+ ++ +

+ +

*
+ +

* *
+ +

*
+ ++ +

* *
+

PA
W

-P
RE

SS
UR

E 
(g

/cm
2 )

Фиг 17. Ефекти на Tyr-К-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1 mg/kg,
i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху студова стрес-индуцирана аналгезия (1h CS) в РP тест.
Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо контрола;
+P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h CS.
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Фиг. 18. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху студова стрес-индуцирана аналгезия (1h CS) в НP
тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо
контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h CS.

Заключение:

 Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 имат ефекти при студовата стрес-

индуцирана аналгезия.

  Опиоидергичната система е въвлечена в механизма на тяхното

действие.

 Tyr-Cav-MIF-1 има по-силно изразени противоболкови ефекти в

сравнение с тези на Tyr-Cit-MIF-1.

 Получените резултати подсказват, че ефектите на MB+Tyr-Cit-MIF-

1 и MB+Tyr-Cav-MIF-1 при едночасов студов стрес се медиират и от

вторични посредници, като по-силно изразени са ефектите на Tyr-

Cav-MIF-1 при двата използвани теста.
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Беше изучено  участието на азотноокисната система в ефектите на Tyr-Cit-

MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 върху студова стрес-индуцирана аналгезия. Инхибиторът на

азотния оксид L-NAME беше въвеждан в доза 10 mg/kg, i.p.

При съвместното въвеждане на L-NAME+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше

статистически достоверно намаляване на студовата стрес-индуцираната аналгезия на

15 (р<0.01), 30 (р<0.01)  и 45 мин. (р<0.05) от изследването при РР-теста(Фиг. 19).

При въвеждане на L-NAME+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше статистически

достоверно намаляване на НР-латентния период на студовата стрес-индуцирана

аналгезия на 15 (р<0.01) и 30 мин. (р<0.01) (Фиг. 20).

При съвместното въвеждане на L-NAME+Tyr-Cav-MIF-1статистически

достоверно намаляване на болковия праг се наблюдаваше само на 45 мин (р<0.01) от

изследването в сравнение с този на СS. Докато на 15 и 30 мин. L-NAME потенцираше

ефекта на пептида, но нямаше ефект спрямо животните подложени на студов стрес

(Фиг.21).

При НР теста се наблюдаваше статистически достоверно намаляване на НР-

латентния период в сравнение с контролните стойности за СS през целия изследван

период - на 15 (р<0.01), 30 (р<0.01) и 45 мин. (р<0.05) (Фиг. 22).
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Фиг.19. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 (TCiM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху студова стрес-
индуцирана аналгезия (1h СS) в PP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h СS.
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Фиг. 20. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 (TCiM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху студова стрес-
индуцирана аналгезия (1h СS) в НP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h СS.
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Фиг. 21. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 (TCaM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху студова стрес-
индуцирана аналгезия (1h СS) в PP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h СS.
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Фиг. 22. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 (TCaM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME
(10mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху студова стрес-
индуцирана аналгезия (1h СS) в НP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h СS.
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В нашите опити ние въвеждахме L-arginine беше в доза 1mg/kg, i.p.

При съвместното въвеждане на L-arg+Tyr-Cit-MIF-1 статистически

достоверно намаляване на болковия праг се наблюдаваше за целия период на

изследването (р<0.01) (Фиг.19).

При НР теста се наблюдаваше статистически достоверно намаляване на НР-

латентцията на 15 (р<0.01) и 30 мин. (р<0.05) от изследвания период в сравнение с

контролните стойности за СS (Фиг.20).

При съвместното въвеждане на L-arg+Tyr-Cav-MIF-1 се наблюдаваше

статистически достоверно намаляване на болковия праг на 15 (р<0.01), 30 (р<0.01) и

45 мин. (р<0.01) и намаляване на НР-латентния период  на 15 (р<0.01) и 30 мин.

(р<0.01) в сравнение с този на  животните подложени на СS (Фиг. 21  и Фиг. 22 ).

SIN-1 въвеждахме в доза (0, 2 mg/kg, i.p.).

При съвместното въвеждане на L-NAME+SIN-1+Tyr-Cit-MIF-1 се

наблюдаваше статистически достоверно намаляване на болковия праг на 15 (р<0.01),

30 (р<0.01) и 45 мин. (р<0.05) и намаляване на НР-латентния период на 15 (р<0.01) и

30 мин. (р<0.01) в сравнение с този на  животните подложени на СS (Фиг. 19 и Фиг.

20).

При въвеждането на комбинацията L-NAME+SIN-1+Tyr-Cav-MIF-1 се

наблюдаваше статистически достоверно намаляване на болковия праг на 30 и 45 мин.

(р<0.01) от изследването в сравнение с този на  животните подложени на СS, а  при

НР теста - намаляване на НР-латентния период на 15 и 30 мин. в сравнение с

контролните стойности за СS (р<0.01) (Фиг. 21 и Фиг. 22).

Заключение:

 Получените резултати показват, че Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1

потискат студовата стрес-индуцирана аналгезия

 Нитрикоксайдергичната система е въвлечена в механизма им на

действие

  При студовия стрес участват механо- и терморецепторите

 По-силно изразени бяха ефектите на Tyr-Cav-MIF-1 при студовата

стрес-индуцирана аналгезия
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IV. ИЗУЧАВАНЕ АНАЛГЕТИЧНИ ЕФЕКТИ И МЕХАНИЗМИ НА
ДЕЙСТВИЕ НА Tyr-Cit-MIF-1, Tyr-Cav-MIF-1 ПРИ ТОПЛИННА СТРЕС
– ИНДУЦИРАНА АНАЛГЕЗИЯ

Както при при студовия стрес, така и топлинния стрес се увеличава

антиноцицепцията при tail-flick и hot-plate тестове (Galina & Kastin 1987; Kavaliers,

1988). Аналгетичните ефекти при топлинната стрес-индуцираната аналгезия са

налоксон-зависими (Kavaliers, 1988).

Контролната група животни бяха инжектирани с физиологичен разтвор в обем

1ml/kg, i.p. При едночасов топлинен стрес се наблюдаваше добре изразен и

статистически достоверен, аналгетичен ефект на 15 мин. (р<0.01) от изследването,

който намалява с времето и е по-слабо изразен на 30 (р<0.05) и 45 мин. (р<0.01) (Фиг.

23 ).

След едночасовия топлинен стрес не бяха наблюдавани промени в НР-

латентния период в сравнение със стойностите на контролните животните (Фиг. 24).

Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 бяха инжектирани i.p. в доза 1 mg/kg след

едночасов топлинен стрес. Изследванията започваха 15 минути след въвеждането на

пептидите.

Получените резултати показаха, че Tyr-Cit-MIF-1 (р<0.01) на 15 мин.

подтиска топлинната стрес-индуцирана аналгезия при РР теста (Фиг. 23). НР-

латентността на животните подложени на едночасов топлинен стрес бе повишена

след въвеждането на Tyr-Cit-MIF-1 (Фиг. 24).

Въвеждането на Tyr-Cav-MIF-1 статистически достоверно понижи болковия

праг при топлинната стрес-индуцирана аналгезия на 15, 30 и 45 мин (р<0.01) след

въвеждането му (Фиг. 25).

При НР-теста Tyr-Cav-MIF-1 понижи НР-латентността до стойности по-ниски

от контролната и на НР-латентността при 1часов топлинен стрес за целия изследван

период (Фиг. 26).

Прави впечатление, че при eдвочасов топлинен стрес Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-

MIF-1 статистически достоверно намаляват болковия праг и НР-латентността (Фиг.

23 - 26).

При въвеждането на налоксон 20 мин след 1ч НS, т.е. преди всеки от двата

изследвани пептида при РР тест, се наблюдава статистически достоверно
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понижаване на болковия праг на 15 (р<0.01), 30 (р<0.05) и 45 мин. (р<0.01) в

сравнение с животните подложени на едночасов НS (Фиг. 23 и Фиг. 25).

При НР теста Nal+Tyr-Cit-MIF-1 и Nal+Tyr-Cav-MIF-1 намаляват

статистически достоверно НР-латентния период на 15, 30 и 45 мин. в сравнение с

животните подложени на едночасов НS (Фиг. 24и Фиг. 26).
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Фиг. 23. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху топлинна стрес-индуцирана аналгезия (1h НS) в РP
тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо
контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h НS.
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Фиг. 24. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху топлинна стрес-индуцирана аналгезия (1h НS) в НP
тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо
контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h НS.
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Фиг. 25. Ефекти на Tyr-Cav--MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1
mg/kg, i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху топлинна стрес-индуцирана аналгезия (1h НS) в РP
тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо
контрола; +P<0.05, +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h НS.
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Фиг. 26. Ефекти на Tyr-К-MIF-1 и съвместното му въвеждане с налоксон (Nal)(всички в доза 1 mg/kg,
i.p.) и метилен блу (МВ)(500µg/rat) върху топлинна стрес-индуцирана аналгезия (1h НS) в НP тест.
Данните са представени като средни стойности  S.E.M.; *P<0.05, **P<0.01 спрямо контрола;
+P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h НS.

Заключение:

Получените резултати показват, че

 Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 оказват влияние върху топлинната стрес-

индуцирана аналгезия и опиоидергичната система е въвлечена в механизма

им на действие

 при топлинния стрес участват механо- и терморецепторите
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Беше изучено участието на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 и вторичните

посредници върху топлинната стрес-индуцирана аналгезия.

При съвместното въвеждане на MB+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше

статистически достоверно намаляване на болковия праг на 15 (р<0.01) и 45 мин.

(р<0.01), а на НР-латентността - само на 45 (р<0.01) от изследването в сравнение с

животните подложени на НS (Фиг. 23 и Фиг. 24).

При въвеждането на MB+Tyr-Cav-MIF-1 се наблюдаваше статистически

достоверно намаляване на топлинната стрес-индуцирана аналгезия на 15 (р<0.01) и 45

мин. (р<0.01), а на НР-латентността през целия изследван преиод (р<0.01) (Фиг. 25 и

Фиг. 26).

Заключение:

Получените резултати показват, че

 ефектите на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 при едночасов топлинен

стрес се медиират и от вторични посредници

 по-силно изразени са противоболковите ефекти на Tyr-Cav-MIF-1.

Проучено беше участието на азотноокисната система в ефектите на Tyr-Cit-

MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 върху топлинна-стрес индуцирана аналгезия.

Както в предишните опитни серии, инхибиторът на азотния оксид - L-NAME

беше въвеждан в доза 10 mg/kg, i.p.

При съвместното въвеждане на L-NAME+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше

статистически достоверно намаляване на топлинната стрес-индуцираната аналгезия

на 15 (р<0.01), 30 (р<0.01) и 45 мин. (р<0.01) от изследването (Фиг. 27).

При съвместното въвеждане на L-NAME+Tyr-Саv-MIF-1 статистически

достоверно увеличаване на болковия праг се наблюдаваше на 30 (р<0.01) и 45 мин

(р<0.01) от изследването в сравнение с този на НS, докато на 15 мин. L-NAME

потенцираше ефекта на пептида, но нямаше ефект спрямо животните подложени на

топлинен стрес (Фиг. 29).

При въвеждане на комбинацията L-NAME с Tyr-Cit-MIF-1 или Tyr-Саv-MIF-1

се отчиташе статистически достоверно намаляване на НР-латентния период на

топлинната стрес-индуцирана аналгезия на 45 мин. (р<0.01) (Фиг. 28 и Фиг. 30).
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Фиг. 27. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 (TCiM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху топлинна стрес-
индуцирана аналгезия (1h НS) в PP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h НS.
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Фиг. 28. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 (TCiM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху топлинна стрес-
индуцирана аналгезия (1h НS) в НP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h НS.
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Фиг. 29. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 (TCaM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME (10
mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху топлинна стрес-
индуцирана аналгезия (1h НS) в PP тест. Данните са представени като средни стойности  S.E.M.;
*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h НS.
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Фиг. 30. Ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 (TCaM-1, 1 mg/kg, i.p.) и съвместното му въвеждане с L-NAME
(10mg/kg, i.p.), L-Arg (1 mg/kg, i.p.) и L-NAME+SIN-1 (SIN-1 - 0,2 mg/kg, i.p.) върху топлинна стрес-
индуцирана аналгезия (1h НS) в НP тест. Данните са представени като средни стойности 
S.E.M.;*P<0.05; **P<0.01 спрямо контрола; +P<0.05, ++P<0.01 спрямо 1h НS.

L-arginine беше въвеждан в доза 1 mg/kg, i.p. При съвместното въвеждане на

L-arg+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше статистически достоверно намаляване на

топлинната стрес-индуцираната аналгезия на 15 (р<0.01) и 45 мин. (р<0.01) от

изследването, докато при НР теста се наблюдаваше статистически достоверно

намаляване на НР-латентния период в сравнение с контролните стойности за НS само

на 45 мин. (р<0.01) (Фиг. 27 и Фиг. 28).

При съвместното въвеждане на L-arg+Tyr-Cav-MIF-1 се наблюдаваше

статистически достоверно намаляване на болковия праг и НР-латентния период  на 15
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(р<0.01), 30 (р<0.01)  и 45 мин. (р<0.01) в сравнение с този на  животните подложени

на топлинен стрес (Фиг. 28 и Фиг. 30).

Донорът на азотния оксид  SIN-1 беше въвеждан в доза 0, 2 mg/kg, i.p. При

съвместното въвеждане на L-NAME+SIN-1+Tyr-Cit-MIF-1 се наблюдаваше

статистически достоверно намаляване на болковия праг на 15 (р<0.01) и 45 мин.

(р<0.05) и намаляване на НР-латентния период на 45 мин. (р<0.01) в сравнение с този

на  животните подложени на НS (Фиг. 27 и Фиг. 28).

При въвеждането на комбинацията L-NAME+SIN-1+Tyr-Cav-MIF-1 се

наблюдаваше статистически достоверно намаляване на болковия праг на 15 (р<0.05),

30 мин. (р<0.01) и 45 мин. (р<0.01) от изследването в сравнение с този на  животните

подложени на НS, а  при НР теста - само на 45 мин. (р<0.01) в сравнение с

контролните стойности за НS (Фиг. 29 и Фиг. 30).

Заключение:

 Получените резултати показват, че Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1

оказват влияние върху топлинната стрес-индуцирана аналгезия

  и нитрикоксайдергичната система е въвлечена в механизма им на

действие.

  При топлинния стрес в различна степен са въвлечени механо- и

терморецепторите.

От получените резултати става ясно, че новосинтезираните пептиди Tyr-Cit-

MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 въведени в интактни животни имат по изразени аналгетични

ефекти в сравнение с този на Tyr-MIF-1.

От литературните данни е известно, че опиоидната и неопиоидната

компонента при стрес-индуцераната аналгезия участва различно при

имобилизационния, студов или топлинен стрес. По-голям дял при студовия стрес има

неопиоидната компонента, докато опиоидната - при топлинния стрес. При

имобилизационния стрес двете компоненти имат почти равно участие (Pacak, K. &

M. Palkovits, 2001).

Азотния оксид (NO) е важен регулатор на редица физиологични функции. Той

е и невротрансмитер/невромодулатор, който повлиява пластичните свойства на

невроните, в частност продължителната потенциация (Sushko,B.S. & Yu. P. Limanskii,
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2001). NO се продуцира и в гръбначния мозък след активация на NMDA рецепторите,

което е предпоставка за възникване на остра болка (Dickenson, A.H., 1995).

Известно е, че стресът активира хипоталамо-хипофизо-адреналната

(hypothalamic-pituitary-adrenal - HPA) ос. Някои автори показват, че НРА отговорите

към стрес могат да се модулират и от азотния оксид (Gilinsky, M.A. et al., 2003; Uribe,

R.M. et al., 1999; Gupta, V. et al., A. 2005).

Литературни данни показват, че NO повлиява ноцицептивните ефекти

индуцирани от IS. Морфологични изследвания доказват съществуването на сигнални

пътища между опиоидергичната и азотноокисната система в хипоталамуса на плъх

(Von Bohlen und Halbach O. & R. Dermietzel, 2007).

Нашето предположение относно различията в получените резултати за участието

на азотноокисната система в ефектите на двата пептида инжектирани веднага след IS, CS

и HS е, че те биха могли да бъдат обяснени с различното взаимодействие на двата

пептида с μ-рецепторите от една страна, както и с различното участие на опиоидната

и неопиоидната компонента в трите вида модела на стрес от друга страна.

Важен е фактът, че азотноокисната система повлиява в различна степен не

само опиоидната, но и неопиоидна компонента при имобилизационния, студов и

топлинен стресове.

Взаимодействите на NO с μ-рецепторите т.е. участието на опиоидергичната

система обуславя и участието на NO в ефектите на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1

при стрес-индуцираната аналгезия, което е различно при използваните

имобилизационен, топлинен и студов стрес.

Набюдаваните разлики в ефектите на двата пептида би могло да се обясни с

различното им взаимодействие с μ-рецепторите. Както вече отбелязахме опиоидната

и неопиоидната компонента участват различно при имобилизационен, студов и

топлинен стрес. Неопиоидната компонента участва предимно при студовия стрес, а

опиоидната - при топлинния стрес. Двете системи имат почти равно участие при

имобилизационния стрес (Pacak, K. & M. Palkovits, 2001).

Получените резултати показват въвличане на опиоидните рецептори, азотния

оксид, вторичните посредници в механизма на действие на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-

MIF-1 и при трите вида стрес – имобилизационен, студов и топлинен.
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V. ИЗУЧАВАНЕ ЕФЕКТИТЕ НА НЕВРОПЕПТИДИТЕ Tyr-Cit-MIF-1 и
Tyr-Cav-MIF-1 ВЪРХУ ЛОКАЛИЗАЦИЯТА И ЕКСПРЕСИЯТА НА
АЗОТНООКИСНАTA СИНТАЗА (NOS) В PERIAQEDUCTAL GRAY
(PAG)

Известно е, че стресът повлиява невроендокринната, хормоналната и имунната

функции на организма и отслабва ефектите на редица системи. Един от механизмите,

които вземат участие при стрес-отговора на организма е активирането на ендогенната

опиоидна система. Ендогенните опиоидни пептиди участват в различни функции на

организма като хормони или невромодулатори (Lapo et al., 2003; Von Bohlen und

Halbach & R. Dermietzel., 2007).

Известно е, че по време на стрес се активира хипоталамо-хипофизно-

адреналната (hypothalamo-pituitary-adrenal - HPA) ос. Променя се нивото на

катехоламините, стимулира се експресията на ензима тирозинхидроксилаза,

отговорен за тяхната синтеза (Yuksel, S.& Yurekli, M., 2003).

Също така, има данни, че азотният оксид (NO) играе важна роля при

регулиране отговора на  HPA ос към различни стресори (Uribe, R. et al., 1999). Редица

експерименти показват, че азотноокисната система отговаря на всички изисквания за

стрес-лимитираща система (Gilinsky, M. et al.,  2003).

Тъй като азотноокисната синтаза е отговорна за синтеза на азотен окис, който

е важен за модулиране на болковата перцепция. Ето защо ние си поставихме за цел да

изучим влиянието на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 върху експресията на

азотноокисната синтаза след три модела на стрес – имобилизационен, студов и

топлинен.

Като структура за проучване избрахме periaqueductal gray (PAG) – основна

структура свързана със стрес-индуцираната аналгезия. Стимулирането на опиоидните

рецептори в PAG  активира низходящите опиоидни и норадренергични инхибиторни

пътища, подтискащи ноцицепцията.

Използвани са мъжки плъхове порода Wistar (180-200g). След съответната

стрес пороцедура животните бяха инжектирани с Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 и

15 мин по-късно бяха анестезирани с тиобарбитал.
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Фиг. 31. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 И Tyr-Cav-MIF-1 върху експресията на NOS в PAG след
едночасов имобилизацианен стрес (1h IS) . Данните са представени като средни стойности
± S.E.M.;. *P<0.01, +++P<0.001 спрямо контролата; **P<0.05 спрямо едночасов
имобилизацианен стрес.

Фиг. 32. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 И Tyr-Cav-MIF-1 върху експресията на NOS  в PAG след
едночасов стедов стрес (1h СS). Данните са представени като средни стойности ± S.E.M.;.
*P<0.01, +++P<0.001 спрямо контролата; **P<0.05 спрямо едночасов имобилизацианен
стрес.
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Фиг. 33. Ефекти на Tyr-Cit-MIF-1 И Tyr-Cav-MIF-1 върху експресията на NOS  в PAG след
едночасов стедов стрес (1h НS). Данните са представени като средни стойности ± S.E.M.;.
*P<0.01, +++P<0.001 спрямо контролата; **P<0.05 спрямо едночасов имобилизацианен
стрес.

Резултатите показаха, че имобилизационният, студов и топлинен стрес

статистически достоверно повишават експресията на  NOS в PAG на плъх спрямо

контролата. Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 въведени след 1h IS, 1h СS или по1h НS

понижиха експресията на NOS в PAG на плъх, а Tyr-Cav-MIF-1 има по-силен ефект

от този на Tyr-Cit-MIF-1.
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ОБСЪЖДАНЕ

През последните години стресът има огромно значение за живота на

съвременния човек, тъй като той може да повлияе дадено заболяване, както и да

предизвика такова. Известно е, че стресът се дефинира като състояние застрашаващо

хомеостазата или дисхармония, на която организма противодейства с комплекс от

физиологични и поведенчески отговори, които възстановяват равновесното му

състояние (адаптивен стрес отговор) (Pacák & Palkovits, 2001).

Централната нервна система участва при стрес-отговора и е директно или

индиректно въвлечена в поддържането на вътрешната хомеостаза (de Kloet, 2003;

Tsigos et al., 2004; Armario, 2006).

За възстановяване на хомеостазата при стрес участват опиоидната,

адренергичната, азотноокисната системи (Riedel, 2000). Азотноокисната и

опиоидната системи са едни от основните, активиращи и участващи в

антистресорната система (Riedel, 2000).

Освен това интерес представляват и пептидите, които са невромодулатори в

ЦНС. Ето защо е важно изясняване участието им при стрес-индуцираната аналгезия.

Ендогенните невропептиди от семейството на Tyr-MIF-1 са MIF-1, Tyr-MIF-1,

Tyr-W-MIF-1 и Tyr-К-MIF-1 се отнасят към ендогенните антиопиоидни пептиди

(AOP) (Cesselin F., 1995). Открити са в ЦНС като разпределението и специфичните

им места за свързване съвпадат с разпределението на опиоидните рецептори. Те са

способни да блокират опиоидподобни ефекти при специфични тест-системи и са

изолирани от човешкия мозък. За тях е характерно, че в отличие от повечето опиоид-

модулиращи пептиди, се свързват както с μ-опиоидните и рецептори, така и със

собствени не-опиоидни места.

Синтезата на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 бе продиктувана от необходимостта

да се търсят аналози на Tyr-MIF-1 с по-силни аналгетични ефекти и евентуално по-

изразена антистресорна активност.

В литературата до този момент механизмите лежащи в основата на

аналгезията предизвикана от имобилизационен, студов и топлинен стрес не са

достатъчно изучени.

Няма данни за ефектите на Tyr-Cav-MIF-1 и  Tyr-Cit-MIF-1 върху стрес-

индуцираната аналгезия, както и за участието на опиоидната и азотноокисната

система в тях.
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В дисертационният труд за измерване на ноцицептивните прагове бяха

използвани два теста – с механичен стимул (РР) и с термичен стимул (НР).

Ноцицептивните измервания бяха проследени във времето и до затихване на ефекта

до контролни стойности.

Определени бяха промените в локализацията и експресията на азотноокисната

синтаза и броя на NADPH-d-реактивните неврони в PAG след три модела на стрес,

както и повлияването им от Tyr-Cav-MIF-1 и  Tyr-Cit-MIF-1.

Целта на проведените изследвания е да се изучат ефектите и някои механизми

на изследваните пептиди при стрес-индуцирана аналгезия.

Изследваните пептиди бяха инжектиране в доза (1mg/kg, интраперитонеално).

Дозата е подбрана  след направена доза-отговор крива.

Получените резултати показаха, че при двата използвани теста Tyr-Cav-MIF-1

и  Tyr-Cit-MIF-1 имат аналгетични ефекти, по-силни от този на Tyr-MIF-1. От двата

пептида по-силен аналгетичен ефект показа Tyr-Cav-MIF-1.

Аминокиселините L-canavanine, L-ornitine, L-citruline притежават аналгетични

ефекти, доктато L-canaline реверсира болковата реакция до хипералгезия (Bocheva et

al.,2001).

Добре известно е, че канаванинът е природна аминокиселина от растителен

произход, структурен аналог и ефективен антиметаболит на аргинина, в молекулата

на който метиленовата група от страничната група е заменена с кислороден атом

(Rosenthal et al, 1975).

Цитрулинът се явява ключово междинно съединение в урейния цикъл-основен

път за екскреция на токсичния NH3 при бозайниците. Съществува предимно в черния

дроб, където е включен в пътя на детоксикацията. Тази неесенциална аминокиселина

се образува в урейния цикъл чрез добавяне на NH3 и СО2 към орнитина. В хода на

реакцията в комбинация с аспартиновата кислина се образува аргинин-сукцинова

кислина, която на свой ред по-късно метаболизира в аминокиселината аргинин-

реакция, катализирана от NOS. Aргининът най-напред се окислява до N-hydrohyl-

arginine, който в последствие се окислява и се превръща в цитрулин (Cit) съпроводено

с отделяне на азотен оксид.

Следователно, цитрулинът е не само прекурсор на аргинина, но е

аминокиселина, която не е компонент в повечето протеини и ензими. Той може да се

превърне отново в L-аргинин след включване в молекулата му на един азотен атом,

който помага за преодоляване на умората и стресса (Coenen et al., 2007). Освен това
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предизвиква вазодилатация, която подобрява кръвоснабдяването и тъканото

снабдяване с кислород, повишава и нивото на азотния оксид, който се използва от

мускулите.

  В опити с въвличане на механо- и терморецепторите бяха изучени аналгетичните

ефекти на амнокиселините L-canavanine, L-arginine, L-ornitine, L-citrulline и L-

canaline. Изследваните аминокиселини притежават изразени аналгетични ефекти, с

изключение на L-canaline, който реверсира болковата реакция до хипералгезия

(Dzambazova-Maximova et al, 2003, 2005).

Инкорпорирането на L-canavanine в молекулата на късоверижните пептиди

киотрофин и MIF-1 води до статистически достоверно потенциране на аналгетичните

им ефекти, които са налоксон-обратими (Bocheva et al, 2003, 2008 a, b; Boyanov et al,

2005).

Известно е, че аналгезията предизвикана от стрес е феномен, наречен стрес-

индуцирана аналгезия, която може да бъде предизвикана от имобилизация, ниска или

висока температура, социални стресори (Miczek et al., 1982; Teskey et al., 1984; Lester

& Fanselow, 1985; Kavaliers & Innes, 1987; Kavaliers, 1990; Kavaliers & Colwell, 1991).

Резултатите от нашето изследване показаха, че едночасовият

имобилизационен, студов или топлинен стрес повишават болковия праг и удължават

НР-латентността, които са в подкрепа на литературните данни (Amir & Amit, 1978;

Appelbaum & Holtzman, 1985; Aloisi et al., 1998; Galina & Kastin 1987; Kavaliers, 1987).

Един от механизмите за аналгезията е, че стресът предизвиква отделяне на

опиоидни пептиди, водещи  до антиноцицептивни ефекти (Inoe et al., 2003). Известно

е, че след 1 часов имобилизационен студов или топлинен стрес отделените ендогенни

опиоидни пептиди частично са въвлечени в стресовия отговор потискайки обратното

захващане на норадреналин в мозъка, в хипоталамуса и амигдалата на плъх, като

Мет-енкефалина има най-силен ефект върху този процес в началните фази на

стреса (Tanaka et al., 1985, 1988).

До сега няма данни за ефектите на Tyr-Cav-MIF-1 и  Tyr-Cit-MIF-1 върху

имобилизационна, студова и топлинна стрес-индуцираната аналгезия.

В настоящото изследване беше показано, че Tyr-Cav-MIF-1 и  Tyr-Cit-MIF-1

имат ефекти върху трите вида стрес-индуцираната аналгезия, изразяващи се в

намаляване на болковия праг и НР-латентността.

От литературните данни е известно, че опиоидната и неопиоидната

компонента при стрес-индуцираната аналгезия участват различно при
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имобилизационния, студов или топлинен стрес. По-голям дял при студовия стрес има

неопиоидната компонента, докато опиоидната - при топлинния стрес. При

имобилизационния стрес двете компоненти имат почти равно участие (Pacak, K. &

M. Palkovits, 2001).

Получените резултати могат да бъдат обяснени с фактът, че различните

стресогенни фактори - имобилизация, висока или ниска температура модулират

ендогенната опиоидна система за която е известно, че е част от антистресорната

система (Pacák and Palkovits, 2001).

Известно е, че Tyr-MIF-1 има както опиоидни, така и неопиоидни ефекти. През

1982г. в мозъчни синаптични плазмени мембрани е открито место с висок афинитет,

който се насища и е специфичен за Tyr-MIF-1 (Zadina et al., 1992).

Най-високи са концентрации на Tyr-MIF-1 в кората, стриатума и амигдалата, а

ниски – в моста и медулата, макар че и те са няколко пъти по-високи от откритите в

ПНС. Освен към собствен свързващ участък в мозъка, Tyr-MIF-1 се свързва по-слабо,

но относително селективно, към μ-опиoидните рецептори, като афинитетът е 400-700

пъти по-висок към тях, в сравнение с κ-рецепторите (Zadina et al., 1994).

Литературни данни показват, че Tyr-MIF-1 въведен интрацеребро-

вентрикуларно в плъхове променя плазмените нива на неврохипофизалните хормони

и кръвното налягане

За Tyr-MIF-1 съществува насищаща се система за транспорт от мозъка към

кръвта (Banks and Kastin, 1984; Banks et al., 1987; Banks et al., 1990; Banks and Kastin,

1994;).

Както е известно, стресът предизвиква отделяне на опиоидни пептиди, водещи

до стрес-индуцирана аналгезия (Miczek et al., 1982; Teskey et al., 1984; Lester &

Fanselow, 1985; Kavaliers & Innes, 1987; Kavaliers, 1990; Kavaliers & Colwell, 1991).

Тъй като са противоречиви данните за участието на опиоидната система в

механизмите на SIA, в настоящата работа беше изучено участието на неселективния

опиоид-рецепторен антагонист налоксов в имобилизационно-, студово-и топлинно

предизвикана аналгезия, както и в ефектите на двата изследвани пептида при

интактни животни и на фона на стрес.

Получените резултати показаха, че опиоидергичната невромедиаторна система

участва: в аналгетичните ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 и  Tyr-Cit-MIF-1 при интактни

животни; при имобилизационна, студова и топлинна стрес-индуцирана аналгезия,
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както и в ноцицептивните ефекти на двата пептида  след едночасов

имобилизационен, студов или топлинен стрес.

Някои автори показват, че Nal при tail-flick и hot-plate редуцира инхибицията

на отговорите при имобилизационен стрес, което показва участието на опиоидните

рецептори (Amir и Amit, 1978).

В други изследвания е показано, че Nal не променя латентния период т.е.

опиоидните рецептори не участват в ноцицептивния отговор (Kiyatkin E.A., 1989).

Според трети автори Nal няма ефект върху CSIA (Kavaliers, 1987), но когато е

въведен преди CS Nal блокира дозо-зависимо аналгезията (Vaswani K et al., 1987).

В нашите експерименти, Nal подтисна аналгезията предизвикана и от трите

вида стрес и при двата теста в различна степен, но не и до контролното ниво.

Последни литературни данни сочат, че SIA категоризирана като опиоидна и

неопиоидна (Vaswani et al., 1988; Tsuda et al., 1989; Inoe et al., 2003) не съществува в

чист вид. Тя основно има смесен характер и се състои от опиоидна и неопиоидна

компоненти, но в различно съотношение (Tsuda et al., 1989; Pacák K, Palkovits, 2001;

Inoe et al., 2003; Lapo, et al., 2003).

Получените от нас резултати потвърждават различното съотношение

опиоидна/неопиоидна компонента в SIA. При студов стрес е застъпена предимно

неопиоидната компонента, при топлинен стрес – опиоидната, докато при

имобилизационния стрес двете системи са приблизително еднакво застъпени (Pacák

K, Palkovits, 2001; Bocheva & Dzambazova, 2008a).

Получените резултати показаха, че Nal понижава аналгетичните ефекти на

Tyr-Cav-MIF-1 и  Tyr-Cit-MIF-1 през целия период на изследването и при двата

ноцицептивни теста.

Освен опиоидергичната, NO-системата също участва в ноцицептивните ефекти

на Tyr-Cav-MIF-1 и  Tyr-Cit-MIF-1.

В достъпната ни литература не намерихме данни за участието на

азотноокисната система в аналгетичните ефекти на Tyr-Cav-MIF-1 и  Tyr-Cit-MIF-1,

както и в ефектите на двата изследвани пептида върху трите вида стрес.

Получените от нас резултати показаха, че при инжектиране на L-NAME или L-

Arg преди Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1, ефектите върху имобилизационен, студов

или топлинен стрес са различни при двата ноцицептивни теста.

Известно е, че стресът активира хипоталамо-хипофизо-адреналната

(hypothalamic-pituitary-adrenal - HPA) ос. Някои автори показват, че НРА отговорите
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към стрес могат да се модулират и от азотния оксид (Gilinsky, M.A. et al., 2003; Uribe,

R.M. et al., 1999; Gupta, V. et al., A. 2005).

Литературни данни показват, че NO повлиява ноцицептивните ефекти

индуцирани от IS (Gupta, V. et al., A. 2005). Морфологични изследвания доказват

съществуването на сигнални пътища между опиоидергичната и азотноокисната

система в хипоталамуса на плъх (Von Bohlen und Halbach O. & R. Dermietzel, 2007).

Нашето предположение относно различията в получените резултати за участието

на азотноокисната система в ефектите на двата пептида инжектирани веднага след всеки

един от стресовете е, че те биха могли да бъдат обяснени с различното

взаимодействие на двата пептида с μ-рецепторите от една страна, както и с

различното участие на опиоидната и неопиоидната компонента в трите вида модела

на стрес от друга страна.

Важен е фактът, че азотноокисната система повлиява в различна степен не

само опиоидната, но и неопиоидна компонента при имобилизационния, студов и

топлинен стресове.

Значение има и метаболизма на Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1.

Както вече отбелязахме опиоидната и неопиоидната компонента участват

различно при имобилизационен, студов и топлинен стрес. Неопиоидната компонента

участва предимно при студовия стрес, а опиоидната - при топлинния стрес. Двете

системи имат почти равно участие при имобилизационния стрес (Pacak, K. & M.

Palkovits, 2001).

Получените резултати показват въвличане на опиоидните рецептори, азотния

оксид и вторичните посредници в механизма на действие на Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-

MIF-1 и при трите вида стрес – имобилизационен, студов и топлинен.

Азотният оксид действа като невромедиатор в ЦНС и участва в модулирането

на болката (Garthwaite, 1991; Snyder and Bredt, 1992). Повечето ноцицептивни

рефлекси включват взаимодействието му с глутаматните NMDA рецептори, и е

установено, че синтеза на NO усилва аферентния сигнал предаван от гръбначния

мозък към кортекса и впоследствие изразен в поведенчески отговор (Mayer et al.,

1999).

Стресът предизвиква биохимични промени засягащи болковия праг и

поведението. Литературните данни показват, че NО е тясно свързан със SIA (Yamada

et al., 1995; Vincent & Kimura, 1992; Esch et al., 2002). Редица експерименти показват,

че NO системата е стрес-лимитираща (Gilinsky, M. et al.,  2003).
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Модулиращата роля на NO в механизмите на SIA е доказана при опити, в

които плъховете са претретирани с L-NAME, като е установено удължаване на tail-

flick латенцията и потенциране на ISIA (Hăulică et al., 1997).

Стресът и NO оказват увреждащо действие, което зависи от

продължителността на отделянето му, количеството на продукцията и типа на

синтезираните NO молекули. От друга страна NO противодейства на NA активността

и симпатиковия отговор, инхибира освобождаването на моноаминните трансмитерни

молекули т.е. участват авторегулаторни пътища въвличащи различни сигнални

молекули като опиати и ендоканабиноиди (Esch T. et al., 2002).

Известно е, че NMDA рецепторите играят важна роля в контрола на НРА оста

под влияние на двойствена роля на NO (Riedel W., 2000). От една страна той може да

потенцира стимулиращия ефект на невроналния IL-1 и да увели освобождаването на

CRН и NO най-вероятно чрез цГМФ. От друга страна NO може да превантира

свръхстимулацията на тази невронална верига чрез способността му да окислява

редокс-чувствителното място на NMDA рецептора и така да намали освобождаването

на CRН и NO.

Tyr-MIF-1 е широко разпространен в мозъка, като най-високи концентрации са

намерени в кора, стриатум и амигдала, а по-ниски в моста и медулата. Най-висока е

Tyr-MIF-1-активността в мозъка, епифизата и хипоталамуса, следвана в таламуса,

стриатума, хипокамп, малък мозък, кора и среден мозък (Banks and Kastin, 1994). Tyr-

MIF-1 има насищаща се система за транспорт от мозъка към кръвта, специфична за

Tyr-MIF-1 и Меt-енкефалин (Banks and Kastin, 1994).

Изолиран е от париетална част на кората на нормален човешки мозък (Horvath

et Kastin, 1990) и от говежди хипоталамус (Horvath et Kastin, 1989). Tyr-MIF-1 се

разгражда в плазмата in vivo и in vitrо (Kastin et al., 1994).

Tyr-MIF-1 повлиява редица невротрансмитерни системи като опиоидна,

азотноокиснаа, хистамин- и адренергична (Zamfirova, Bocheva et al., 2003., Bocheva et

al. 2004). Всичко това подчертава, че Tyr-MIF-1 модулира опиоидни и неопиоидни

невротрансмитерни мрежи, което помага на стресирания организъм за достигане на

хомеостазното ниво.

Известно е, че Tyr-MIF-1 повлиява стрес-индуцираната аналгезия

предизвикана от имобилизационен, топлинен и студов стрес (Bocheva & Dzambazova,

2004a; Bocheva & Dzambazova, 2004b).
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Съгласно литературни данни концентрациите на ACTH и на CORT са едни от

маркерите за стрес (Koko, V. et al., 2004, Armario, 2006; Sinha, R.K., 2007). Известно

е, че при стрес хипоталамусът контролира секрецията на АСТН от предния дял на

хипофизата, който на свой ред стимулира адреналната секреция на

глюкокортикоиди, главно CORT при плъхове (Tsigos & Chrousos, 1994; Tsigos, C. &

Chrousos, G., 2002).

Наши предишни резултати показаха, че и трите модела на стрес  повишават

статистически достоверно нивата на АСТН и CORT в плазмата, но в различна степен

(Bocheva et al., 2008). Плазмените нива на АСТН и CORT бяха най-високи и най-

продължителни във времето при IS, а при CS нивата на изследваните хормони бяха

по-ниски, като ефектът бе и по-краткотраен. Тези резултати се в унисон с

литературни данни, според които стресорите активират хипофизата и надбъбречната

кора, които са функционални части от  HPA оста (Marti et al., 1994).

Плазмените концентрации на ACTH и CORT се повишават под влияние на

всички стресори, но най-интензивно повишаване, се наблюдава при топлинен стрес,

следван от имобилизационния, докато при студовия повишаването е най-слабо.

Нашите данни потвърждават специфичността на стрес-реакцията, която зависи

от характера на стресора и все по-широко застъпваната в литературата концепция,

според която всеки тип стресор има собствен централен неврохимичен и периферен

невроендокринен «подпис», с различни количествени и качествени механизми

(Goldstein et al., 1996; Djordjevic et al., 2003; 2007; Bocheva et al., 2008).

Както е добре известно, глюкокортикоидите играят ключова роля в регулацията

на активността на НРА ос и прекратяването на стрес отговора, чрез действие върху

извънхипоталамични регулаторни центрове, хипоталамус и хипофиза имащи за цел да

предпазят организма срещу ефекта на стресора и да фокусират енергията за възвръщане на

хомеостазата (de Kloet, 1991, 2003, 2005).

Най-вероятно Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 притежават антистресорен

ефект, може би те понижават повишените нива на ACTH и CORT в плазмата.

Точните механизми са неясни. Ето защо са необходими бъдещи изследвания за

определяне на съответни рецептори и сигнални пътища.

За да изучим ефектите на Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 върху стреса и по-

конкретно  как повлияват nNOS, която е отговорна за синтеза на азотния оксид. Той е

продукт важен за модулиране на болковата перцепция и стреса, ние си поставихме за
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цел да изучим ефектите на двата пептида върху nNOS и NADPH-d-неврони,

хистохимичен маркер за нитрергични неврони (Wolf, 1997).

 За хистохимичните експерименти избрахме РАG на плъх.

Имунохистохимично оцветяване за nNOS (Bredt  et al., 1990) или хистохимични

изследвания за редуцирана NADPH-d (Hatakeyama et al., 1996; Krukoff & Khalili, 1997;

Shirakawa et al., 2004) показват, че nNOS неврони са разположени в РАG известен

център на стрес-отговора в мозъка, съдържащ и умерено количество Tyr-MIF-1

(Vincent & Kimura, 1992; Calzà et al., 1993; Kishimoto et al., 1996; McLeod еt al., 2001;

Hori et al., 2005).

Неврони съдържащи nNOS има и в хипоталамус на плъх (McCann et al., 1996)

и хора (Thorns et al., 1998).

В литературата няма данни за промени в плътността на nNOS и NADPH-d

неврони в РАG на плъх при трите вида стрес, както и за ефектите на двата пептида.

Получените от нас резултати показаха, че имобилизационният, студовият и

топлинен стрес повишиха броя на nNOS и NADPH-d-реактивни неврони в РАG на

плъх, което говори за една  повишена NO активност. Съществуват достатъчно

доказателства, че стресът е свързан със синтез на NO, катализиран от  NOS (McLeod

et al., 2001; Masood et al., 2004). Има данни, че NO играе важна роля при регулиране

отговора на HPA ос към различни стресори (Uribe, R. et al., 1999).

Получените от нас резултати корелират с данните на редица автори

показващи, че IS повишава експресията на nNOS-позитивни неврони  в РАG и че NO

е тясно свързан с регулацията на HPA оста (Calzà et al., 1993; Hatakeyama et al., 1996;

Kishimoto et al., 1996; Krukoff  & Khalili, 1997; Hori et al., 2004). Дали действието му е

индиректно чрез други невромодулатори или директно чрез неврони съдържащи

едновременно CRН и NO остава неясно до този момент (Gotti et al., 2005).

Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 въведени след едночасов имобилизационен,

студов или топлинен  стрес понижиха броя на nNOS и NADPH-d-реактивни неврони

в РАG на плъх.

Ефектът на Tyr-Cav-MIF-1 е по-силно в сравнение с този Tyr-Cit-MIF-1.

В морфологични изследвания е показано, че съществуват сигнални пътища

между опиоидергичната и NO системата в РАG на плъх (Uribe R.M., et al., 1999;

Gilinsky M.A. et al., 2003; Gupta V. et al., 2005).

Може би това е един от пътищата по който даден опиоиден пептид регулира

индиректно активността на НРА оста. Потенцира се освобождаване на ендогенни
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опиоиди, образуването на NO, който чрез блокиране на редокс-чувствителните места

на NMDA рецепторите може да окаже инхибиторен ефект върху CRH-невроните и по

този начин да намали отделянето на СRH - основната молекула управляваща

отговора на НРА при стрес (Antoni, 1986; Johnson et al., 1992; Dallman, 1993; Cullinan

et al., 1995; Peñalva, 2002).

Втори потенциално възможен механизъм чрез който новосинтезираните

пептидите могат индиректно да повлиява магноцелуларната система е чрез

опиоидните пептиди експресирани в окситоцин- и вазопресин-съдържащите неврони,

които намаляват освобождаването на неврохипофизните хормони (Martin R. & Voigt

K., 1981; Watson S. et al., 1982).

По-силният ефект на Tyr-Cav-MIF-1 най-вероятно се дължи на факта, че Cav

преминава КМБ и инхибитор на аргинина.

И двата пептида въведени интраперитонеално се свързват с периферните

рецептори и предизвиква мощно отделяне на ендогенни опиоиди. Така сигналът се

предава в ЦНС и повлиява стрес-лимитиращата NO система и по индиректен начин

може би повлияват CRН-невроните.

Повишената NO активност при инжектиране на Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-

1 след стрес корелира с повишената им болкова чувствителност. Ключова роля в тези

ефекти най-вероятно имат глутаматните NMDA рецептори, които освен основна роля

в централните ноцицептивни механизми, са свързани и с регулацията на НРА оста.
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ИЗВОДИ

1. Базалната ноцицепция бе повишена след едночасов имобилизационeн,

студов и топлинен стрес и след въвеждане на изследваните пептиди;

2. Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 повишиха болковия праг и НР-латенцията в

сравнение с останалите аналози;

3. Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 понижиха имобилизационната, студова и

топлинна SIА при двата използвани теста;

4. Налоксонът и МВ подтиснаха ефектите на Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 в

интакти животни и при имобилизационната, студова и топлинна SIА, което

показва участие на опиоидергичната система;

5. L-NAME, SIN-1 и L-Arg в комбинация с Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1

въведени след трите вида стрес понижиха имобилизационната, студова и

топлинна стрес-индуцирана аналгезия и при двата теста, което показва участие

на азотноокисната система;

6. Стресът индуциран от имобилизация, ниска или висока температура повиши

броят на NADPH-d-реактивните неврони и експресията на nNOS и в PAG в

сравнение с контролната група животни.

7. Въведини на фона на стресс Tyr-Cit-MIF-1 и Tyr-Cav-MIF-1 понижиха в

различна степен броят на NADPH-d-реактивните неврони, както и експресията

на nNOS в PAG. Tyr-Cav-MIF-1 показа по-силен ефект в сравнение с този Tyr-

Cit-MIF-1.

8. Получените резултати от in vivo и in vitro изследванията подчертават

връзката между опиоидните пептиди и азотноокисната система в мозък на

плъх.
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ПРИНОСИ

Установено е, че

1. Инкорпорирането на аминокиселините,  цитрулин и канаванин  в

молекулата на пептида Tyr-MIF-1 повиши аналгетичния ефект на

новосинтезираните Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 пептиди в сравнение с

този на Tyr-MIF-1.

2. Аналгетичните ефектите на Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 са по-ниски от

тези на аминокиселините L-canavanine и L-citruline.

3. Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 понижават имобилизационната, студова и

топлинна стрес-индуцирана аналгезия при двата използвани теста;

4. Опиоидергичната и азотноокисната система са въвлечени в ефектите на

Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 след имобилизационен, студов и топлинен

стрес

5. Tyr-Cav-MIF-1 и Tyr-Cit-MIF-1 въведени след трите вида стрес понижават

броя на NADPH-d-реактивни неврони и експресията на nNOS в PAG на плъх;



53
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