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Role of central x-opioid receptors in the myoelectrical spike burst activity
of the stomach wall in sheep

Summary

The aim of study was to evaluate the participation of central k-opioidergic receptors in the modulatory/
inhibitory effect of compound U 50,488H, a highly selective k-opioid receptor agonist, on the spike burst
activity of the rumen, reticulum and antrum prior to and 10 min after a one-minute i.c.v. infusion of
norbinaltorphimine, a competitive k-opioid receptor antagonist, in conscious sheep. U 50,488H was infused
i.c.v. at doses of 0.1, 0.25 and 1.0 pg-kg' b.w., norbinaltorphimine at doses 10 times higher. All the doses of
U 50,488H infused i.c.v. nonsignificantly changed myoelectrical activity of the wall of the rumen, reticulum
and antrum. The effects of U 50,488H were not changed by norbinaltorphimine previously infused at doses of
1.0, 2.5 and 10.0 pg-kg! b.w. (i.e. at doses 10 times higher than U 50,488H). The results obtained indicate that
central k-opioid receptors did not participate in any action on myoelectrical activity of forestomachs and

antrum in sheep.
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Badania prowadzone w minionych latach (5, 8, 9,
20, 24) wykazaly hamujacy wptyw wprowadzanych
osrodkowo (i.c.v.) specyficznych agonistow recep-
torow opioidowych typu p (morfina, DAGO) oraz
o (DPDPE) 1 « (U 50,488H) na motoryke przewodu
pokarmowego u zwierzat mono- badz poligastrycz-
nych. Fakt, ze dynorfina zastosowana i.c.v. w stresie
akustycznym skracata czas cyklu MMC w Zotadku glo-
dzonych psow, nie §wiadczy o hamujacym wplywie
receptora k, gdyz dynorfina swe dziatania agonistycz-
ne wywiera w 33,2% na receptory p, w 16,6% na
receptory & oraz tylko w 49,8% na receptory k. Po-
wodowata natomiast istotne zmniej szenie stezenia kor-
tyzolu we krwi zwierzat. Jest wigc niespecyficznym
agonista tego typu receptora opioidowego (18).

Hamowanie transportu tresci zotadkowo-jelitowe;j
przez i.c.v. infuzje opioidéw jest nastepstwem pobu-
dzenia receptoréw L, a nie 6 czy k u myszy (16, 26)
1 szczurow (13-15). Wedtug Improta 1 Broccarda (3),
agonista receptoréw 0, nie wptywa na oproznianie zo-
tadka.

Pobudzanie osrodkowego receptora typu k infun-
dowana i.c.v. etylketocyklazocyna nie wptywa na prze-
chodzenie tresci zotadkowo-jelitowej (15), a morfina
tranzyt ten hamowata. Pobudzenie osrodkowego re-
ceptora opioidowego typu k przez substancje o sym-

bolu U 50,488H — znacznie bardziej specyficzna od
etylketocyklazocyny dla receptora k — nie wptywa na
motoryke odzwiernika szczura (24) i psa (1). Sugero-
walo to, Ze receptory L, a nie k znajdujace si¢ tuz obok
komory bocznej mozgu biorg udzial w hamowaniu
pasazu tresci jelitowej. Ruckebusch 1 wsp. (20) stwier-
dzili, ze agoniSci receptora typu p oraz o po iniekcji
i.c.v. dziataja hamujaco przez dugi czas na motoryke
zwacza 1 czepca u owcy. Wyniki te potwierdzili inni
autorzy (4-6, 8).

Rola os',rodkowego receptora opioidowego typu «
w modulowaniu motoryki przedzotadkéw u owcy ciag-
le jeszcze nie jest wyjasniona, poniewaz jedni autorzy
(20) stwierdzali pobudzajace dziatania tego typu re-
ceptora na motoryke czepca, a inni (7) jej hamowanie
po i.c.v. stosowaniu agonistow tego typu receptora. Jest
to tym bardziej istotne, ze u innych gatunkow zwie-
rzat nie stwierdzono udziatu tej klasy receptora w mo-
dulowaniu perystaltyki przewodu pokarmowego zwie-
rzat w stanie zachowanej homeostazy organizmu (2,
17).

Postanowiono zatem okresli¢ osrodkowy wptyw
U 50,488 —agonisty specyficznego receptora opioido-
wego typu K — jak tez norbinaltorfiminy — wysoce spe-
cyficznego, nowoczesnego antagonisty tego typu re-
ceptora — na motoryke zotadka owcy oraz specyficz-
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no$¢ dziatan tych substancji, stosujac dodatkowo an-
tagoniste¢ w premedykacji (przed agonista).

Material i metody

Zwierzeta. Obserwacje przeprowadzono na 8 dorostych
owcach, mieszancach, samicach w okresie bezrujowym
(anoestrus) o masie ciata 40-45 kg. W 48 h po odjeciu
karmy zwierzeta znieczulono tiopentalenem (Nesdonal
20 pg'kg” m.c.,, Rhone-Merieux, Lyon) i implantowano
w Sciany migsnidwki czepca, dogrzbietowego 1 doogono-
wego worka zwacza oraz trawienca (4 cm od odzwiernika)
wg metody opisanej poprzednio (9) dwie pary niechro-
mowanych elektrod (170 cm dtugosci i 80 um $rednicy),
z 3 cm odizolowang koncowka. Wolne koncowki elektrod
wyprowadzano na zewnatrz przez powloki brzuszne na pra-
wym boku $ciany brzusznej zwierzgcia. W czasie tego sa-
mego znieczulenia ogdlnego implantowano na state stalo-
we kaniule nierdzewne o dtugosci 29 mm i o $rednicy 2 mm
do bocznej komory moézgu (prawej lub/i lewej) 10 mm po-
nizej bregmy i 5 mm bocznie od szwu posrodkowego wg
metody opisanej wczesniej (23). Bezposrednio po zakon-
czonych zabiegach zwierz¢ta otrzymywaly i.m. ketaming
(20 pg-kg ! m.c.) oraz zestaw z benzylprokainowej penicy-
liny (30 000 1.U.-kg™!) + dihydrostreptomycyny siarczanu
(10 ug'kg') + prednizolonu octan (1,2 pg-kg™! m.c.) i.m.
przez 5 kolejnych dni. Po ustapieniu znieczulenia ogolne-
go kazde zwierz¢ umieszczono w klatce metabolicznej, in-
dywidualnie, na okres 10 dni, po ktorym przystgpowano
do wykonywania dosw1adczen Temperatura pomieszcze-
nia wynosita 18-22°C.

Elektromiografia. Mioelektryczng czynnos¢ zotadka
okreslano w 10 dni po zabiegu chirurgicznym i implantacji
elektrod (19). Rejestrowano ja kazdorazowo przez 360 min.
na papierze EEG (Rega XII, Alvar, Montereuille) przy
stalym czasie (0,3 s) i szybkosci przesuwu papieru
2,23 cmr'min!. Czestotliwos¢ wytadowan (w odcinkach li-
czonych na 5 lub 15 min.) odpowiadajacych skurczom czep-
ca, zwacza 1 trawienca obliczano bezposrednio z zareje-
strowanych wytadowan na papierze w ciagu 120 min. przed
i przez 240 min. po zakonczeniu infuzji substancji.

Odczynniki. U 50,488H (masa czasteczkowa (MW)
= 465,4, Research Biochemicals (RBI), Natick. MA) oraz
norbinaltorfiminy chlorowodorek (nor-Binaltorphimimine
hydrochloride — nor-BNI, MW = 734,71, Sigma-Aldrich
Chemie, Miinich GmbH, Deutschland) rozpuszczano w 100 pl
0,9% NaCl (roztwor fizjologiczny) 1 wstrzykiwano i.c.v.:
U 50,488H w dawkach 0,10, 0,25 1 1,0, a norbinaltorfimine
w dawkach 0,50, 1,25 oraz 10,0 ug-kg! m.c. w ciagu 1 min.

Przeprowadzenie doswiadczen. Badania wykonano
w oparciu o pozwolenie III Lokalnej Komisji Etycznej
(Nr 154/04). Kazde zwierze byto przyzwyczajane do prze-
bywania w klatce metabolicznej przez 14 dni poprzedza-
jacych poczatek eksperymentow. Antagoniste stosowano
10 min. przed infuzja agonisty. Kazdy eksperyment wyko-
nywano sekwencjonalnie 4 razy na kazdym zwierzeciu
w odstepach 1-tygodniowych. Ta sama substancja byta sto-
sowana o$miokrotnie w 30 min. po zidentyfikowaniu II1
fazy jelitowego mioelektrycznego zespotu wedrujacego
(MMCQ). Pierwsze doswiadczenie stanowito infuzjg 100 pl
0,9% roztworu NaCl. Drugie — infuzj¢ samego K-agonisty
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w dawkach 0,1, 0,25 i 1,0 ug-kg! m.c., trzecie — infuzje
samego k-antagonisty norbinaltorfiminy w dawkach 0,5,
2,51 10,0 pgkg”! m.c. oraz czwarte — infuzjg antagonisty
na 10 min. przed 1nfuZJQK—agon1sty (w wym. zakresach da-
wek). W tym celu najpierw stosowano do komory bocznej
modzgu owcy antagonistg receptora k-opioidergicznego, a po
10 min. wstrzykiwano kompetycyjnego jego agoniste i oce-
niano ich wplyw na mioelektryczna aktywnos$¢ czepca, zwa-
cza i trawienca rejestrowana przy uzyciu wielokanatowe-
go EEG przez 180 min.

Analiza statystyczna. Dla porownania $rednich wyni-
kow w grupach doswiadczalnych i kontrolnych zastosowa-
no dwuczynnikowa analiz¢ wariacji (ANOVA) i poréwna-
no testem Tukeya. Roznice pomigdzy grupami badanymi
1 kontrolnymi uznawano za istotne przy poziomie p < 0,05.

Wyniki i oméwienie

U 50,488H — specyficzny agonista receptora k-opio-
1dowego — infundowany i.c.v. w mqgu I min. w daw-
kach 0,1, 0,251 1,0 ug-kg ! m.c. nie powodowat sta-
tystyczme znamlennych zmian w aktywn0501 mioelek-
trycznej $ciany migSniowej zwacza, czepca i trawien-
ca. Srednia liczba pierwszych skurczéw zwacza w kon-
troli wynosita bowiem 1,53 ¢/min., a w ciagu 60 min.
po infuzji agonisty 1,26 ¢/min. (p = 0,05, ryc. 11 5).
U 50,488H nie Zmlemai tez aktywn0501 motorycznej
czepca. Srednia liczba pierwszych skurczéw w kon-
troli wynosita bowiem 1,06 ¢/min. 1 1,15 ¢/min. przez
60 min. po infuzji agonisty (p= 0,05, ryc. 114). Do-
komorowa infuzja U 50,488H nie zmieniala istotnie
motoryki trawienca owcy. W kontroli liczba ta wyno-
sita bowiem 6,8 c/min., a przez 60 min. po inuzji ago-
nisty 6,08 ¢/min. (p = 0,05, ryc. 116).

Dokomorowa infuzja samej norbinaltorfiminy —
wysoce specyficznego antagonisty receptora k-opio-
idowego — w dawkach 0,5, 2,51 10,0 pg-kg™" m.c. nie
wplywala istotnie na aktywnosc mloelektrycznq ba-
danych przedzotadkow i trawienca (ryc. 2). Srednia
liczba skurczéw czepca wynosita bowiem 0,99 ¢/min.
w kontroli oraz 0,94 ¢/min. przez 60 min. po infuzji
antagonisty. Srednla liczba skurczéw zwacza wyno-
sita 1,33 ¢/min. w kontroli oraz 1,17 ¢/min. przez
60 min. po infuzji antagonisty, a srednia liczba skur-
czow trawienca w kontroli wynosita 6,48 c¢/min. w kon-
troli oraz 6,5 ¢/min. przez 60 min. po infuzji norbinal-
torfiminy (p = 0,05 ryc. 216).

Trwajaca 10 min. i.c.v. premedykacja norbinaltorfi-
ming infundowana w dawkach dziesigciokrotnie wyz-
szych od U 50,488H rowniez nie zmieniata istotnie
aktywnos$ci mioelektrycznej §cian mig§niowych czep-
ca, zwacza 1 trawienca, rejestrowanej przez 120 min.
po zakonczeniu infuzji testowanych srodkow (ryc. 3).
Srednie skurczéw wynosity bowiem: czepca w kon-
troli (po zastosowanej norbinaltorfiminie) 0,96 ¢/min.
i 1,08 ¢/min. przez 60 min. po infuzji U 50,488H;
zwacza 1,43 ¢/min. w kontroli oraz 1,15 ¢/min. przez
60 min. po infuzji agonisty oraz trawienca 6,51 ¢/min.
w kontroli oraz 6,42 c/min. przez 60 min. po infuzji
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wiazania receptorowego), a nor-

L .~ binaltorfimina podobnie wyso-

' ce specyficznym antagonista

.+ (75%) osrodkowego receptora
{7 x-opioidowego.

Otrzymane wyniki §wiadcza-

s ce o braku efektu osrodkowe-

. . . goreceptorak-opioidowego po

U 50,488 H
1,0 pg-kg~" B.W. (i.c.v.)

Ryc. 1. Wplyw 1 min. infuzji i.c.». U 50,488H w dawce 1,0 pg-kg™' m.c. na elektromiogra-
my rejestrowane z migSniowki czepca (Ret.), dogrzbietowego worka zwacza (SDA) oraz

trawienca (Antr.). Czas — 1 minuta

min. j.c.v. stosowaniu jego agonisty
w dawkach 0,1, 0,25 1 1,0
ug-kg!' m.c. stoja w jawnej
sprzeczno$ci z wynikami uzys-
kanymi juz przez Ruckebuscha
1 wsp. (23), rébwniez po i.c.v.
stosowaniu U 50,488H w daw-
ce 2 pugkg! m.c. Stwierdzili
oni pobudzajace dzialanie tej

S

Ret. :
R
SDA ; ‘

Antr.

! ! | ! substancji na motoryke czepca
u owcy. Z kolei Maas i wsp.

, !l ‘l‘ _1 (10) stwierdzili hamowanie am-
oo f " plitudy skurczow fazowych
zwacza po i.c.v. stosowaniu

i AREAS _ . normorfiny (p-agonista), penta-

zocyny (k-agonista) oraz etor-

Norbinaltorfimine
2,5 ugkg~' B.W. (i.c.v.)

Ryc. 2. Wplyw 1 min. infuzji i.c.v. norbinaltorfiminy w dawce 2,5 pg-kg~' m.c. na elektro-
miogramy czepca (Ret.), dogrzbietowego worka zwacza (SDA) oraz trawienca (Antr.).

Czas — 1 minuta

finy (8-agonista) u kdz. Wyniki
te mogty swiadczy¢ o jednako-
wej osrodkowej roli hamujacej
aktywno$¢ fazowa amplitudy
skurczow zwacza po stymula-
cji wszystkich typow osrodko-
wego receptora opioidowego,
pod warunkiem, Ze pentazocy-
na jest specyficznym agonista

min.

receptora k-opiodowego. Takie
twierdzenie jest nie do przyje-

| Ret'1 [ | [ |
| I I { i
SDA ,
i . ) ' .
1 i.ﬁrx_ﬂji_wﬁ«u ._.,x,%.g,_ | ..ﬁ.,_} \ ”} -

cia, poniewaz to obwodowy
uktad opioidowy wraz ze swy-
mi receptorami moduluja jedy-
nie amplitude¢ skurczow przed-

Norbinaltorfimine
10 pg-kg=' B.W. (i.c.v.)

U 50,488 H
10 ug-kg—' B.W. (i.c.v.)

Ryc. 3. Brak zmian dzialania U 50,488H infundowanego i.c.v. w dawce 1,0 ng-kg™! m.c.
na aktywnos$¢ mioelektryczna §ciany migSniowej czepca (Ret.), dogrzbietowego worka
zwacza (SDA) oraz trawienca (Antr.) po infundowanej i.c.v. 10 min. weze$niej norbinal-

torfiminie w dawce 10,0 pg-kg™' m.c. Czas — 1 minuta

agonisty (p = 0,05, ryc. 4-6). Dowodzi to faktu, ze
norbinaltorfimina jako wysoce kompetycyjny antago-
nista osrodkowego receptora k-opioidowego, jak tez
sam U 50,488H — agonista tego receptora — nie zmie-
niaty aktywnosci mioelektrycznej §cian przedzotadkoéw
1trawienca u owcy z zachowang $wiadomoscia, mimo
ze oba preparaty miaty najnowszy numer serii produ-
centa oraz byly aktywne jeszcze dwa lata po zakon-
czeniu przeprowadzanych eksperymentow. Wedtug
danych pisSmiennictwa (18), U 50,488H jest wybior-
czym, silnie dziatajacym agonista specyficznym (75%

zotadkoéw, nie wplywajac na
ich cykliczno$¢. Iniekcje nor-
morfiny (agonista receptora
typu p), oraz Leu- i Metenke-
faliny (agoni$ci receptora 8) do
tgtnicy trzewnej zmniejszaty
amplitud¢ skurczow zwacza,
a nie wplywaty na jego aktyw-
no$¢ fazowa. Wstrzyknigte natomiast do tgtnicy szyj-
nej wspolnej w tych samych dawkach hamowaly za-
rowno amplitude, jak i fazowos¢ skurczéw przedzo-
tadkow (11). Tak wigc modulacje skurczow fazowych
reguluja opioidy via osSrodkowy uktad nerwowy, a am-
plituda tych skurczow modulowana jest zaro6wno
osrodkowo, jak i obwodowo (21).

Konkludujac, osrodkowy receptor opioidergiczny
typu kappa uczestniczy w dziataniach analgetycznych
na poziomie rdzenia krggowego oraz ponadrdzenio-
wym (22) oraz efektach psychotomimetycznych i dys-

min.
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forycznych (12), a nie
w modulacji aktywnosci
mioelektrycznej zotadka
u owcy z zachowana $wia-
domoscia. Nie ma to zad-
nego zwiazku z uwzgled-
nianiem réznych wzorow
mioelektrycznych w za-
leznos$ci od fazy aktyw-
nos$ci trawiennej, gdyz
powszechnie stosuje sig
model w tego typu opra-
cowaniach polegajacy na
wprowadzaniu i.c.v. testo-
wanych substancji w 30
minut po zakonczeniu
IIT fazy wedrujacego jeli-
towego zespotu mioelek-
trycznego (MMC). Uzys-
kane wyniki §wiadczace
o braku os$rodkowego
wptywu substancji specy-
ficznych dla receptora
typu kappa na motory-
ke zotadka owcy nasu-
waja kilka przypuszczen.
Gléwne jest takie, iz w wa-
runkach utrzymujacej si¢
homeostazy organizmu
badane preparaty sa obo-
jetne dla testowanych
zwierzat albo zastosowa-
no zbyt mate dawki do
wywotania dziatania tych
substancji. Jednakze inni
autorzy (23) stwierdzali
ewidentne dzialania, mi-
mo Ze przeciwstawne, po
stosowaniu podobnych
dawek U 50,488H. Naste-
powato bowiem hamowa-
nie aktywnosci fazowe;j
skurczow zwacza u koz
a pobudzenie motoryki
czepca po i.c.v. infuzji
U 50,488H u owiec. Inna
mozliwos$cia interpreta-
cyjna uzyskanych danych
jest brak aktywnosci bio-
logicznej testowanych
substancji. Stanowitoby
to ewenement w prowa-
dzeniu analiz nad specy-
ficznymi agonistami i blo-

kerami receptoréw opioidergicznych, tym bardziej,
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RETICULUM

Liczba potencjatéw/15 min.

0 15

@
Infuzja badanych | | I kontrola M U 50,488H Ml NRB10ug [I] NRB + U 50,488H |
srodkow

30 45 60 75 90 105 120

Czas (min.)

Ryc. 4. Wplyw infundowanych i.c.v.: 0,9% NaCl w objetosci 100 plin toto, U 50,488H w dawce
1 pgxkg™' m.c., norbinaltorfiminy w dawce 10 pgxkg' m.c. oraz U 50,488H infundowanego po
10 min. od infuzji norbinaltorfiminy (w ww. dawkach) na aktywno$¢ mioelektryczng $ciany
mie¢$niowej czepca. Wyniki przedstawiono jako liczbe potencjaléw/15 min. (n = 6 £ SEM,
*—p =< 0,05). Czas — w minutach
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Ryc. 5. Wplyw infundowanych i.c.v.: 0,9% NaCl w objetosci 100 pl in toto, U 50,488H w dawce
1 pgxkg™' m.c., norbinaltorfiminy w dawce 10 pgxkg' m.c. oraz U 50,488H infundowanego po
10 min. od infuzji norbinaltorfiminy (w ww. dawkach) na aktywno$¢ mioelektryczng $ciany
mie¢$niowej Zzwacza. Wyniki przedstawiono jako liczbe potencjalow/15 min. (n = 6 £ SEM,
*—p =< 0,05). Czas — w minutach

120

ABOMASUM

N
IS}
e

®
?

N
i

Liczba potencjatow/15 min.
N (2]
& @

0- | |
0 (k) 30 45 60 75 90 105 120

__fr Czas (min.)
Infuzja badanych | B kontrola M U50,488H M NRB 10 ug [H NRB + U 50,488H |
Srodkow

Ryec. 6. Wplyw infundowanych i.c.v.: 0,9% NaCl w objetosci 100 pl in toto, U 50,488H w dawce
1 pgxkg! m.c., norbinaltorfiminy w dawce 10 ngxkg' m.c. oraz U 50,488H infundowanego po
10 min. od infuzji norbinaltorfiminy (w ww. dawkach) na aktywno$¢ mioelektryczng $ciany
mig¢Sniowej trawienca. Wyniki przedstawiono jako liczbe potencjaléw/15 min. (n = 6 £ SEM,
*—p < 0.05). Czas — w minutach

my okreslona i posiadaly certyfikaty waznosci upty-

ze testowane preparaty pochodzily z renomowanych  wajace dopiero po 2 latach od terminu zakonczenia

firm, ich biologiczna aktywnos$¢ zostata przez te fir-

eksperymentow.
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Whioski

Uzyskane wyniki wskazuja, ze osrodkowe receptory
K-opioidowe nie uczestnicza w dziataniu modulacyj-
nym aktywnosci mioelektrycznej przedzotadkow i tra-
wienca u owiec z zachowana Swiadomoscia.
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