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DLA NOWYCH LEKOW PRZECIWBOLOWYCH

STRESZCZENIE

Kwas y-aminomastowy (GABA) jest gléwnym neuroprzekaznikiem hamujacym
w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN). Bierze on udziat w bardzo wielu
procesach poznawczych, takich jak zdolno$¢ skupienia uwagi i pami¢é robocza,
natomiast zaburzenia jego przekaznictwa odpowiadajg prawdopodobnie za liczne
schorzenia i choroby OUN, jak schizofrenia, bezsennos¢, padaczka i zaburzenia
lekowe. Przekaznictwo GABA-ergiczne odgrywa réwniez wazng role w procesie
czucia bolu. W transporcie GABA szczegolna role odgrywaja specyficzne biatka
(GAT), ktore poprzez wychwyt zwrotny z przestrzeni synaptycznej zmniejszaja
jego stezenie w szczelinie synaptycznej. Doktadny mechanizm inhibitorow GAT
w modulacji czucia bélu nie zostat do tej pory poznany. W prezentowanej pracy
skupili$my si¢ na mozliwo$ci wykorzystanie inhibitorow GAT jako potencjal-
nych lekéw przeciwbolowych.
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DEFINICJA BOLU I JEGO RODZAJE

Wedlug Migdzynarodowej Organizacji Badan nad Bélem (International Asso-
ciation for Study of Pain — IASP) bdl jest nieprzyjemnym uczuciem i przezy-
ciem emocjonalnym zwigzanym z istniejacym lub mogacym wystapi¢ uszko-
dzeniem tkanek, a takze opisywanym przez chorego w kategoriach takiego uszko-
dzenia. B0l jest jednym z najczestszych objawow miejscowego uszkodzenia tka-
nek. Pomimo Ze jest odbierany jako negatywne doznanie, bol ostry spetnia po-
zyteczng role ochronng. Jest on najczestszg przyczyng wizyt u lekarza i jedno-
czesnie jednym z najtrudniejszych probleméw w praktyce lekarskiej. Pomimo
bardzo duzej ilosci dostgpnych obecnie lekéw przeciwbolowych cze$¢ pacjen-
tow nie jest w stanie pozby¢ si¢ nieprzyjemnego uczucia dyskomfortu, co bar-
dzo czgsto prowadzi w takich przypadkach do ograniczenia jako$ci zycia i udrg-
ki pacjenta’.

Uczucie bolu powstaje w momencie, gdy dziatajacy na tkanki bodziec mecha-
niczny, chemiczny, elektryczny lub termiczny przekroczy pewng warto$¢ okre-
$lang jako prog bolowy. W nastepstwie takiego zdarzenia dochodzi zazwyczaj
do uszkodzenia tkanek z uwolnieniem mediatorow bolu oraz nastgpczego afe-
rentnego przewodzenia impulséw bolowych. Wytworzenie i wyzwolenie bodzca
bolowego, jego dalsze przewodzenie i przetworzenie w obrebie oSrodkowego ukta-
du nerwowego definiuje si¢ jako czucie bolu (nocycepcja). Ze wzgledu na pato-
fizjologig¢ i etiologi¢ wyrdznia si¢ gtownie trzy rodzaje doznan bélowych:

— fizjologiczny bol z receptorow boélowych (b6l nocyceptywny/nocycepto-
rowy),

— patologiczny bol z receptoréw bolowych,

— bol neuropatyczny.

1 7. Zylicz, M. Krajnik, Jak powstaje bol? Neurofizjologia bolu dla poczqtkujgcych, ,Pol.
Med. Paliatywna” 2003, nr 2 (1), s. 49-56.
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FIZJOLOGICZNY BOL RECEPTOROWY

Jest on zwykle powodowany przez czynniki zewngtrzne. Stanowi swego rodzaju
sygnal ostrzegawczy dla organizmu w momencie, gdy dziatajacy na niego bo-
dziec wykazuje tendencje¢ silnie uszkadzajacg. Przewodzony jest wioknami cien-
kimi zmielinizowanymi, jest krotkotrwaty i ograniczony do miejsca dziatania
bodzca, wywolujac zazwyczaj natychmiastowa, odruchowg reakcje obronna, ma-
jaca na celu ograniczenie i przeciwdziatanie uszkodzeniu tkanek. Jego natgzenie
zalezy od sity bodZca i towarzysza mu zwykle objawy wegetatywne, z uczuciem
niepokoju i leku?.

PATOFIZJOLOGICZNY BOL Z RECEPTOROW BOLOWYCH

Powstaje w wyniku uszkodzenia tkanek lub tez procesu zapalnego. Jest obja-
wem choroby fizycznej lub psychicznej. Ten rodzaj bolu moze by¢ réwniez cho-
robg samg w sobie (np. bole gtowy). Wystepuje pod postacig bolu spoczynko-
wego (resting pain), hiperalgezji i allodynii. Pojeciem hiperalgezji okresla si¢
nadmierng (nasilong) reakcje czucia bélu w wyniku dziatania bodzca uszkadza-
jacego. W przypadku, gdy bol wywotuja bodzce, ktore zazwyczaj nie wywotuja
wrazen bolowych, mozna mowié o allodynii’.

BOL NEUROPATYCZNY

Powstaje w sytuacji, gdy dochodzi do uszkodzenia nerwéw w wyniku zmiaz-
dzenia, ucisku, przecigcia, zapalenia czy w przebiegu zaburzen metabolicznych,
a takze w wyniku uszkodzenia OUN. W obrebie takich nerwow oraz w ich po-
blizu dochodzi do wytworzenia si¢ nowych biatek receptorowych i kanatowych,
dzigki czemu w okolicy uszkodzonego nerwu generowane s3 spontaniczne po-
tencjaly czynno$ciowe, okre§lane mianem ekotopowych impulséw nerwowych.
W wyniku ciaglej aktywnosci uszkodzonych nerwéw w obrebie osrodkowego
uktadu nerwowego dochodzi do zmian neuroplastycznych. Bol neuropatyczny
stanowi bardzo czesto najcigzsza, przewlekla posta¢ kliniczng bolu i jednocze-
$nie najstabiej reaguje na leczenie og6lnie dostgpnymi lekami przeciwbdolowy-
mi. Bole powstajace w wyniku uszkodzenia neuronéw osrodkowych okreslane
sg mianem bolow osrodkowych, ktorych szczegdlny przypadek stanowig bole
fantomowe po amputacji konczyn, do ktorych dochodzi w wyniku niewystarcza-

2 |bidem; R. Olszanecki, P. Wotkow, J. Jawien, Farmakologia, red. R. Korbut, Warszawa
2012.

3 K. Wrébel, A. Wrobel, Bol — analiza zagadnienia, przeglgd pismiennictwa, ,Eduk. Biol.
Sr.” 2015, nr 2, s. 20-26.
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jacego (lub braku) doptywu bodzcow aferentnych, co prowadzi do nieprawidio-
wej pobudliwosci i aktywnosci neurondw tylnego rogu rdzenia kregowego”.

Czestos¢ wystepowania bolu fantomowego po amputacji konczyny jest bar-
dzo zréznicowana i wynosi od 4 do 88%. Zalezy ona miedzy innymi od przyje-
tego stopnia nasilenia bolu jako warto$ci granicznej oraz od czasu, jaki uptynat
od amputacji. Mala skuteczno$¢ leczenia farmakologicznego jest czestym po-
wodem siggania po inne metody leczenia, szczeg6lnie fizjoterapeutyczne i psy-
choterapeutyczne. Mimo braku dowodow skutecznosci czesto stosowang techni-
ka psychoterapeutyczng w bolu fantomowym jest hipnoza®.

DROGI PRZEWODZENIA BOLU

Impulsy nerwowe pochodzgce z nocyceptorow znajdujacych si¢ w skorze, mig-
$niach i stawach przewodzone sa wldknami niezmielinizowanymi typu C oraz
wloknami zmielinizowanymi typu Ad w kierunku rdzenia krggowego. Z kolei
przewodzenie impulsow bolowych pochodzacych z okolicy trzewnej w gtowne;j
mierze odbywa si¢ wtdknami C.

Aferentne wlokna nerwowe koncza swojg droge w obrebie rogéw tylnych rdze-
nia kregowego, gdzie uwalniane sg nastgpnie neurotransmitery pronocyceptyw-
ne: substancja P oraz aminokwas pobudzajgcy — kwas glutaminowy. Glutami-
nian wykazuje zdolno$¢ do pobudzenia: jonotropowych receptorow NMDA (N-
-metylo-D-asparaginianu), jonotropowych receptortoréw AMPA i kainianowych
oraz metabotropowych receptorow glutaminianergicznych.

Z rogu tylnego rdzenia kregowego informacja jest przekazywana bezposred-
nio przez neuron wstawkowy na nastepny neuron, ktérego akson ulega skrzyzo-
waniu i podgza do gory pod postacig drogi rdzeniowo-wzgdrzowej, gdzie nastgp-
nie w okolicy jader bocznych wzgorza seria impulsoéw trafia do sensorycznych
pol projekcyjnych kory moézgowej. Wraz ze wzgdrzem stanowi ona gtowne
miejsce $wiadomego odbierania wrazen boélowych, glownie jezeli chodzi o loka-
lizacje 1 ocene nasilenia odbieranych bodzcow. W reakcjach emocjonalnych,
ktore sa wyzwalane przez bodl, uczestniczy uktad limbiczny, natomiast wegeta-
tywne reakcje towarzyszace bolowi sg sterowane przez podwzgérzeﬁ.

* D. Karpowicz-Kulesza, BS! neuropatyczny i korzeniowy — czyli zespoly bélowe neuro-
genne, “Post. Psychiatr. Neurol.” 1998, No. 7, s. 61-67.

® M. Suchorzewski, M. Wuijtewicz, Opioidy w leczeniu b6lu neuropatycznego, ,Pol. Med.
Paliatywna” 2007, nr 1 (2), s. 49-53; K. Kwiatkowski, J. Mika, Rola chemokin w bélu neuro-
patycznym, ,,B61” 2014, nr 15 (1), s. 19-35; R. Olszanecki, P. Wolkow, J. Jawien, op. cit.

® Ibidem.
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ENDOGENNY UKEAD HAMOWANIA BOLU

Oprocz uktadu wstepujacego, przenoszacego impulsy bolowe z miejsca, gdzie
powstaja, do osrodkowego uktadu nerwowego, istnieje roéwniez tak zwany zste-
pujacy uktad hamujacy bdl (uktad antynocyceptywny), ktérego widkna nerwo-
we pochodza z réznych pozioméw osrodkowego uktadu nerwowego. Zadaniem
tego uktadu jest ostabienie odczuwania bdlu poprzez przetwarzanie impulsow
bolowych. Endogenne peptydy opioidowe stymulujg receptory opioidowe, po-
wodujac aktywacje tego uktadu i tym samym prowadzac do znacznej redukcji
odczuwania bolu. Jest to szczegolnie wazny uktad, poniewaz odpowiada za nie-
odczuwanie bolu w sytuacjach stresowych’.

Charakterystyczng wlasciwoscia tego uktadu jest zdolno$¢ pobudzania recep-
torow opioidowych dzigki produkowanym endogennie substancjom, do ktorych
zaliczy¢ mozna:

— P-endorfing,
— dynorfine,
— pentapeptydy metionino- i leucyno-enkefalinowe®.

Ztozonos¢ ludzkiego organizmu, w tym jego zdolnos¢ odczuwania bodlu, do-
prowadzila do odkrycia wielu lekow przeciwbdlowych, dziatajacych na réznych
etapach przewodnictwa bolowego. W przypadkach bolu opornego na leczenie,
na przyktad bélu bedacego wynikiem réznego typu neuropatii, gdy dochodzi do
zmian neurobiologicznych i strukturalnych w neuronach, standardowe leki prze-
ciwbolowe sg niewystarczajace i zbyt stabe. Stwarza to potrzebe poszukiwania
nowych struktur chemicznych oddziatujacych na nowe cele terapeutyczne w ob-
rgbie drog przewodzenia bolu. W tym konteks$cie istotng role wydaje si¢ spet-
nia¢ uktad GABA-ergiczny.

UKLAD GABA-ERGICZNY

Kwas y-aminomastowy (gamma-aminobutyric acid — GABA) jest gtbwnym neu-
rotransmiterem hamujacym znajdujacym sie¢ w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN). Szerokie wykorzystanie tego aminokwasu w znamiennej ilo§ci procesow
toczacych si¢ w naszym organizmie powoduje wplyw zaburzen tego uktadu na

" B. F. Kania, M. Juniak, Endogenne peptydy opioidowe a bél trzewny, ,Zycie Wet.” 2010,
nr 85 (3), s. 223-226.

S A Calignano, G. La Rana, A. Giuffrida, D. Piomelli, Control of Pain Initiation by Endog-
enous Cannabinoids, “Nature” 1998, No. 394, s. 277-281.
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liczne schorzenia. Dysfunkcja uktadu GABA-ergicznego bierze udziat w takich
schorzeniach, jak: zaburzenia pamigci, zaburzenia sity migsniowej i pracy miesni,
stres, Iek, depresja, bezsenno$¢, napady drgawkowe i1 padaczka. Zaburzenia neuro-
przekaznictwa GABA-ergicznego mogg potggowac doznania bolowe. W ostatnich
latach uktad ten byt przedmiotem licznych badan, majacych na celu okreslenie
mechanizmu i zakresu dziatania nowych zwigzkéw, ktore wykazywaty zdolno$é
taczenia si¢ i pobudzania receptoréw GABA-ergicznych, jak rowniez oddziaty-
waly z innymi punktami uchwytu, prowadzac do wzmocnienia transmisji GA-
BA-ergicznej’.

TRANSPORTERY GABA

Bardzo obiecujacym celem terapeutycznym wydajg sie bialka transportujace od-
powiedzialne za wychwyt zwrotny GABA. Wychwyt zwrotny GABA z przestrze-
ni synaptycznej zachodzi dzigki bialkom wychwytujacym GABA zlokalizowa-
nym w btonie komoérkowej, tak zwanym GABA transporterom (GABA transpor-
ters, GAT). Do tej pory zidentyfikowano pi¢¢ rdéznych transporteréw, przy czym
cztery z nich sg transporterami btonowymi zlokalizowanymi w blonie presynap-
tycznej (GAT 1-4), natomiast pigty (vesicular transporter, VGAT) zaliczany
jest do transporteréw pecherzykowych, odpowiedzialnych za magazynowanie
neuroprzekaznika w czesci presynaptycznej 10

Bialka te sg zaliczane do grupy biatek transportujacych monoaminy i amino-
kwla}sy (m.in. tauryna, glicyna, betaina). Mozna je podzieli¢ na cztery gldwne gru-
Py

— transportujace aminy biogenne: noradrenaling, serotoning, dopamine,
— rozne transportery GABA, w tym transportujace tauryng¢ i keratyng,
— transportery dla proliny i glicyny,

— tzw. sieroce transportery™?.

Poszczegolne transportery roznia si¢ migdzy soba wlasciwosciami i powin0-
wactwem do GABA. Najsilniejsze powinowactwo, wahajace si¢ w granicach
0,7 yM, wykazuje transporter GAT-4, natomiast w przypadku GAT-1 i GAT-3

°S.J. Enna, The GABA Receptors, “Adv. Pharmacol.” 2006, Vol. 54.

10| A. Borden, GABA Transporter Heterogenity: Pharmacology and Cellular Localiza-
tion, “Neurochem. Int.” 1996, No. 29 (4), s. 335-356.

1 K. Satat, K. Kulig, GABA Transporters as Targets for New Drugs, “Future Med. Chem.”
2011, No. 3 (2), s. 211-222.

128, J. Sadock, V. A. Sadock, Kaplan and Sadock’s Consise Texbook of Clinical Psychia-
try, 3rd Edition, Philadelphia 2008.
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warto$¢ ta wynosi odpowiednio 7 i 18 yM. Dlatego tez okresla si¢ je mianem
transporterow o wysokim powinowactwie (high-affinity GABA transporters), na-
tomiast w przypadku GAT-2, ktérego powinowactwo wynosi 79 yM, zdolno$¢
laczenia sie i wychwytu GABA jest niska (low-affinity GABA transporter)™.
Najbardziej rozpowszechnionymi w obrebie osrodkowego uktadu nerwowe-
go transporterami sg GAT-1 oraz GAT-4, przy czym GAT-4 zlokalizowany jest
glownie na astocytach, ktore w swoim sgsiedztwie maja zakonczenia nerwowe
wraz z uwalnianym GABA. Lokalizacja GAT-1 ogranicza si¢ do presynaptycz-
nej btony neuronow GABA-ergicznych. Ze wzgledu na dominujacg ilos¢ GAT-1
i GAT-4 uznawane sg za kluczowe biatka biorace udziat w regulacji transmisji
GABA-ergicznej. GAT-2 i GAT-3 sg znacznie mniej liczne w obrebie OUN,
jednak wystepuja roéwniez w licznych tkankach obwodowych (watroba, nerki).
Wspdlng cechg wszystkich poznanych transporterow GAT jest przynaleznos$¢
do rodziny transporterow SLC6, ktore kodowane sa przez rozne geny: GAT-1
(SLC6A1), GAT-2 (SLC6A12), GAT-3 (SLC6A13) oraz GAT-4 (SLC6ALL).
Transport GABA przez btone zachodzi w sposob Scisle sprzezony z Na*/CI
wspottransportem, dlatego tez biatka te okreslane s mianem Na'/Cl™ zaleznych
transporteréw. GAT-1, GAT-3 oraz GAT-4, aby przenies¢ przez blone jedna
czasteczke GABA, wymagaja obecnoéci dwoch jonow Na' i jednego CI” do wy-
miany w mechanizmie ko-transportu na drugg stron¢ btony, natomiast w przy-
padku GAT-2 na jedng czasteczke GABA potrzeba az trzech jonéw Na® i dwéch
CI'™. Transport przez GAT zalezy réwniez od stezenia jonoéw H”, ktére sa klu-
czowymi jonami w pompie protonowej (H* ATP-azie). Dzieki nim mozliwa jest
hydroliza ATP poprzez zakwaszenie wewngtrznej czeSci pecherzyka. Tworzy
si¢ wtedy gradient protondw generujacy aktywno$¢ transportera. W ten sposob
transport wymaga do prawidlowego dziatania hydrolizy ATP, ktéra generujac
energi¢, umozliwia przesunigcie neurotransmitera wbrew gradientowi stezen.
Wewnatrz energia nastepnie jest utylizowana przez pompe Na*/K*- ATP-azg™.
Struktura tych transporterow jest nie do konca poznana. Przypuszcza sig, ze
zbudowane sa z 12 a-helikalnych btonowych domen, z ktérych kazda sktada si¢

¥C. G. S. Smith et al., GABA Transporter Type 1 (GAT-1) Uptake Inhibition Reduces Sti-
mulated Aspartate and Glutamate Release in the Dorsal Spinal Cord In Vivo Via Different
GABAergic Mechanisms, “Neuropharmacol.” 2007, No. 53 (8), s. 975-981; A. Podkowa et al.,
Pharmacological Activity of Novel GABA Re-uptake Inhibitors in Mice, “Junio” 2014, No. 26
(1), s, 32-40.

¥y, Xu et al., Hypoalgesia in Mice Lacking GABA Transporter Subtype 1, “Neurosci.
Res.” 2008, No. 86 (2), s. 465-470.

15 p. Kowalczyk et al., 2-Substituted 4-hydroxybutanamides as Potential Inhibitors of y-
-Aminobutyric Acid Transporters mGAT1-mGAT4: Synthesis and Biological Evaluation, “Bio-
org. Med. Chem.” 2013, No. 21 (17), s. 5145-5167.
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z okoto 20 hydrofobowych aminokwaséw. Duza zewnatrzkomdrkowa petla po-
migdzy transbtonowa domeng 3 i 4 z potencjalnym miejscem N-glikozylacji oraz
N- i C-koncowe domeny zawierajg miejsce fosforylacji, ktore usytuowane jest
po wewnatrzkomorkowej stronie transporteram. Struktura pecherzykowych bia-
ek transportujgcych (VGAT) jest podobna, jednak w poréwnaniu z GAT 14
mozna zaobserwowac¢ charakterystyczne réznice molekularne. W przypadku VGAT
petla, na ktorej zlokalizowane jest miejsce N-glikozylacji, znajduje¢ si¢ pomig-
dzy 2 i 3 domeng i jest zwrocona w stron¢ Swiatla pecherzyka, natomiast dosé
krétkie odcinki N- i C-koncowe zwrocone sg na zewnatrz pecherzyka magazy-
nujacego GABA".

MECHANIZM DZIALANIA GAT

Aktywnos$¢ biologiczna GAT-6w modulowana jest przez niektore endogenne
substancje (takie jak: estrogeny, serotonina, noradrenalina, acetylocholina i kwas
glutaminowy) 1 egzogenne (na przyktad leki przeciwdrgawkowe i przeciwdepre-
syjne). Aktywnos¢ i funkcjonowanie GAT-1 regulowane jest przez kilka szlakow
sygnalizacyjnych, w sktad ktorych wchodza kinazy i fosfatazy jako jedna z bez-
posrednich mozliwosci interakcji z biatkami synaptycznymi®™.

Wykazano, ze aktywacja kinazy C moze wynika¢ z aktywacji fosfolipazy C
1 prowadzi¢ do tworzenia si¢ diacyloglicerolu, co zmniejsza ilo$¢ transporterow
GAT-1. BDNF, czyli neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego, wykazu-
je zdolno$¢ modulowania w hipokampie przekaznictwa GABA-ergicznego za-
réwno poprzez pre-, jaki i postsynaptyczne mechanizmy. Dzialajgc za posred-
nictwem kaskady sygnalizacyjnej sktadajacej si¢ z TrkB i fosfolipazy Cy, hamu-
je GAT-1, wydhuzajac czas dziatania GABA w szczelinie synaptycznej™.

UKEAD GABA-ERGICZNY A CZUCIE BOLU

Obecnos¢ GABA w obrebie synaptycznych zakonczen rdzeniowo-wzgorzowych
neuroné6w wyjsciowych, ktore naleza do populacji neuronow wewnetrznych
1 widkien doprowadzajacych, pierwotnie konczacych si¢ w obrgbie rogu grzbie-

16 W. Soudijn, 1. van Wijngaarden, The GABA Transporter and Its Inhibitors, “Curr. Med.
Chem.” 2000, No. 7 (10), s. 1063-1079; A. Lajtha, Handbook of Neurochemistry and Mo-
lecular Biology, “Neural Membranes and Transport” 2007.

7K. Satat, K. Kulig, GABA Transporters as Targets for New Drugs, op. Cit.

8 N. 0. Dalby, Inhibition of y-aminobutyric Acid Uptake: Anatomy, Physiology and Ef-
fects Against Epileptic Seizures, “Eur. J. Pharmacol.” 2003, No. 479 (1-3), s. 127-137; L. lver-
sen, Neurotransmitter Transporters and their Impact on the Development of Psychopharma-
cology, “Br. J. Pharmacol.” 2006, No. 147 (1), s. 82—-88.

19K. Satat, K. Kulig, GABA Transporters as Targets for New Drugs, op. Cit.
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towego rdzenia krggowego, wykazata bardzo istotng role GABA-ergicznej trans-
misji w przekaznictwie hamujacym odczuwanie bolu na tym odcinku drog per-
cepcyjnych. Wykazano, ze stymulacja zarowno receptorow GABA,, jak i GA-
BAg w grzbietowej czesci rdzenia kregowego powoduje dziatanie znieczulajace
U gryzoni i naczelnych w modelu bélu ostrego. Modulacja pronocyceptywna,
polegajaca na stymulacji uwalniania neuroprzekaznikoéw, moze stanowic istotny
krok w poszukiwaniu nowych zwiazkéw o aktywnosci przeciwbdlowej. Badania
na zwierzetach potwierdzity istotng role w procesie powstawania bolu (nocy-
cepcji) uwalnianych w obregbie rdzenia aminokwasow pobudzajacych (EAA),
takich jak kwas asparaginowy (ASP) i glutaminian (GLU). Aktywacja recepto-
réw pobudzanych przez EAA w obrebie kregostupa wywotuje zwickszone reak-
cje odczuwania bolu, natomiast blokada tych receptoréw poprzez szkodliwg
stymulacje zmniejsza odczuwanie wrazen bolowych®’. Dalsze poszerzone bada-
nia mikrodializy rdzenia kregowego wykazaty, ze szkodliwa stymulacja obwo-
dowa moze wywota¢ uwalnianie ASP i GLU?.

WPLYW EAA NA NOCYCEPCIJE

Uwalniania EAA w obrebie rdzenia kregowego podlega hamujacej kontroli i wy-
kazano, ze zmniejsza si¢ pod wplywem dzialania analgetykoéw opioidowych
w badaniach in vitro i in vivo. Jednak powazne skutki uboczne i brak odpowied-
niej solidnosci dziatania wobec bolu przewlektego tej klasy zwigzkow generuje
potrzebe poszukiwania nowych lekéw o aktywnosci przeciwbdlowej. Alterna-
tywne mechanizmy majace na celu hamowanie uwalniania i modulacji transmi-
sji EAA w obrebie rdzenia mogg postuzy¢ jako potencjalne miejsca uchwytu
nowych lekow o aktywnos$ci przeciwbolowej. Nasilenie hamujacej aktywnos$ci
GABA w obrebie grzbietowej czgéci rdzenia kregowego poprzez hamowanie Wy-
chwytu zwrotnego tego kwasu moze wzmagaé efekt przeciwbolowy antagoni-
stow aminokwasow pobudzajacych bez wystapienia potencjalnie ograniczajacych
efektéw ubocznych zwigzanych bezposrednio z aktywacja receptora GABA®,

25 T. Meller, C. Dykstra, G. F. Gebhart, Acute Mechanical Hyperalgesia in the Rat Can
Be Produced by Coactivation of Spinal lonotropic AMPA and metabotropic glutamate recep-
tors, activation of phospholipase A2 and generation of Cyclooxygenase Products, “Prog.
Brain Res.” 1995, No. 110, s. 177-192; M. E. Fundytus, Glutamate Receptors and Nocicep-
tion: Implications for the Drug Treatment of Pain, “CNS Drugs.” 2001, No. 15, s. 29-58.

2L A, Ipponi et al., Tiagabine Antinociception in Rodents Depends on GABA(B) Receptor
Activation: Parallel Antinociception Testing and Medial Thalamus GABA Microdialysis,
“Eur. J. Pharmacol.” 1999, No. 368 (2-3), s. 205-211.

2. G. S. Smith etal., op. cit.
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INHIBITORY WYCHWYTU ZWROTNEGO GABA

Od momentu odkrycia GABA i poznania roli przekaznictwa GABA-ergicznego
w OUN GAT zostaly uznane za interesujacy cel terapeutyczny dla zwigzkow,
ktére bytyby ich inhibitorami. Jednak terapeutyczny potencjat hamowania GAT
zostat potwierdzony tylko poprzez odkrycie selektywnego inhibitora GAT-1, kto-
rym jest tiagabina. Zwigzek ten na szeroka skale wykorzystywany jest obecnie
jako lek przeciwpadaczkowy oraz w leczeniu bolu neuropatycznego. Potencjal-
na aktywno$¢ i mozliwo$ci wykorzystania innych inhibitorow GAT-1- GAT-4
nie sg do konca jasne. Ostatnio potwierdzono przeciwdrgawkowsa aktywno$¢ wy-
soce selektywnego zwigzku w stosunku do mGAT4 — (S)-SNAP-5114%,

W oparciu o dotychczasowg wiedze bardzo wiele réznego typu inhibitorow
GAT-1, wigczajac w to tiagabine, zostato przetestowanych pod katem ich wplywu
na proces odczuwania bolu i aktywnosci przeciwbolowej u myszy. Wykorzy-
stywano do tego takie testy, jak: test formalinowy, test goracej ptytki, test usu-
wania ogona oraz test wicia. Selektywne inhibitory GAT-1, jak nipekotat ety-
lu i zwigzek NO-711, wykazywaly znaczace dzialanie przeciwbolowe zaréwno
U zwierzat z wylagczonym genem dla GAT-1, jak i z nadekspresja GAT-1 u my-
szy transgenicznych. Wszystkie badania potwierdzaty udziat GAT-1 w regulacji
procesow bolowych, co mozna przetozyé na mozliwo$¢ poszukiwania i odkrywa-
nia nowych lekow przeciwboélowych dzialajacych poprzez hamowanie GAT-1%.

Odpowiedz analgetyczng w przypadku myszy z wylagczonym genem dla GAT-1
(GAT(-/-)) w porownaniu do heterozygot (GAT(+/-)) i dzikiego typu (GAT(+/+))
myszy wykorzystano w badaniach przesiewowych bolu. Te dane pokazuja, Ze
w przypadku zahamowania GAT-1 (na przyktad poprzez genetyczny niedobor
lub ostrg blokade selektywnych inhibitoréw) prowadzi to do hipoalgezji u my-
szy. Badania te potwierdzaja kluczowa role GAT-1 w regulacji progu bélowego
i wskazuja, ze dwa selektywne inhibitory GAT-1, czyli tiagabina i NO-711,
wykazuja bardzo obiecujacy potencjal wykorzystania w klinicznych przypad-
kach leczenia bolu. Ponadto, wykazano réwniez, ze obwodowo usytuowany trans-
porter GAT-3 moze odgrywac role regulacyjng w przypadku obwodowych me-
chanizméw GABA-ergicznych, kontrolujacych liczne patologiczne procesy, wia-
czajac w to robwniez bol%.

2 p, Kowalczyk et al., Synthesis, Biological Evaluation and Structure-activity Relation-
ship of new GABA Uptake Inhibitors, Derivatives of 4-aminobutanamides, “Eur. J. Med.
Chem.” 2014, No. 83, s. 256-273.

24 C. H. Ng et al., Increased Expression of y-aminobutyric Acid Transporters GAT-1 and
GAT-3 in the Spinal Trigeminal Nucleus after Facial Carrageenan Injection, “Pain” 2001,
No. 92 (1-2), s. 29-40; J. H. Hu et at., Hyperalgesic Effects of y-aminobutyric Acid Trans-
porter | in Mice, “J. Neurosci. Res.” 2003, No. 73 (4), s. 565-572.

% A Ipponi et al., op. cit.; Y. Xu et al., op. cit.
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UKEAD GABA-ERGICZNY A BOL PRZEWLEKLY

Bardzo wazny z punktu widzenia medycyny jest udziat uktadu GABA-ergicznego
w powstawaniu i leczeniu bolu przewleklego. Liczne badania sugeruja istotng
rolg obnizonego przekaznictwa GABA-ergicznego w rozwoju bolu neuropatycz-
nego. W wyniku przewlektych urazow dochodzi do znacznej redukcji aktywno-
sci uktadu GABA-ergicznego w obrebie powierzchniowych rogow grzbietowych
rdzenia, podczas gdy u zdrowych oséb uktad ten wykazuje znaczng aktywnos$¢.
Ponadto, na podstawie innych badan wykazano utrate znacznej ilo$ci receptorow
GABA pos$redniczacych w hamowaniu rdzeniowym w wyniku przewlektych
urazow. Ubytek GABA w zakonczeniach nerwowych rogéw grzbietowych
rdzenia i w zwigzku z tym ograniczenie aktywnosci hamujacej tego neuroprze-
kaznika sugeruje rol¢ deficytu GABA w rozwoju bolu neuropatycznego w prze-
biegu dhugotrwatych uszkodzen ciala poprzez redukcje ilosci bialek GAT-1
w rgzeniu. W przypadku innych badan wykazano nadekspresje GAT-1 w rdze-
niu.

Podanie miejscowe NO-711 do rogu tylnego rdzenia u szczuréw powodowa-
to zalezne od st¢zenia zwickszenie zewnatrzkomorkowej ilosci GABA. Narasta-
jacy poziom GABA selektywnie hamowat depolaryzacje wywotana uwalnianiem
EAA, co posrednio odpowiadato za aktywacje receptorow GABA. Sugeruje sig,
ze inhibitory wychwytu zwrotnego GABA poprzez hamowanie GAT-1 posred-
nio hamuja uwalnianie EAA w obrebie rdzenia kregowego, co moze odpowia-
daé za dzialanie przeciwbolowe tej grupy lekow? .

TIAGABINA — JEDEN Z PIERWSZYCH
SELEKTYWNYCH INHIBITOROW GAT-1

Najbardziej znanym inhibitorem GAT-1 jest tiagabina. Wynika to z faktu, ze
jest to jedyny zwigzek o takim profilu dziatania dopuszczony do stosowania
jako lek przeciwpadaczkowy. Tiagabina jest pochodng kwasu nipekotynowego,
wykorzystywana jako lek wspomagajacy w terapii padaczki, w napadach cze-

% D, R. Gosselin et al., Upregulation of the GABA Transporter GAT-1 in the Gracile Nu-
cleus in the Spared Nerve Injury Model of Neuropathic Pain, “Neurosci. Lett.” 2010, No. 480
(2), s. 132-137.

2T G. Miletic et al., Muscimol Prevents Long-lasting Potentiation of Dorsal Horn Field
potentials in rats with chronic constriction injury exhibiting decreased levels of the GABA
Transporter GAT-1, “Pain” 2003, No. 105 (1-2), s. 347-353; M. A. R. C. Daemen et al.,
Upregulation of the GABA-transporter GAT-1 in the Spinal Cord Contributes to Pain Behav-
iour in Experimental Neuropathy, “Neurosci. Lett.” 2008, No. 444 (1), s. 112-115.
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sciowych i padaczce lekoopornej. Jest ona réwniez obecnie wykorzystywana
w badaniach klinicznych nowych wskazan, wlaczajac w to leczenie neuropatii
cukrzycowej, nerwoboli, migreny, terapii bolu przewleklego pourazowego, jak
réowniez jako jeden z lekow mogacych przerywac¢ bardzo niebezpieczny stan
padaczkowy (status epilepticus).

Tiagabina jest wysoce selektywnym inhibitorem transportera GAT-1. Moze
to ograniczy¢ jej aktywnos¢ do rejonow OUN, w ktorych GAT-1 odgrywa szcze-
g06Ing role (hipokamp, mézdzek i kora). Lek ten generuje zalezny od dawki wzrost
zewnatrzkomorkowego poziomu GABA w mézgu szczuréw. Wykazuje bardzo
szerokg i silng aktywnos$¢ hamujacg w stosunku do drgawek wywotanych pod-
skérnym podaniem pentetrazolu, jak rowniez w przypadku napadéw ognisko-
wych, natomiast jest praktycznie nieaktywna w przypadku napadéw generowa-
nych w tescie maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES). Zostata ona réw-
niez szeroko przebadana na zwierzetach pod katem innych mozliwych wilasci-
wosci. Tiagabina w testach na zwierzetach przejawita potencjalng aktywno$¢
przeciwlekowa. W testach bdlu na gryzoniach wykazuje ona wlasciwosci anty-
nocyceptywne w tescie goracej ptytki oraz przeciwdziata powstawaniu allodynii
(czyli przeczulicy). Potwierdzaja to badania, w ktoérych lek ten w umiarkowa-
nych dawkach (7,2 i 24,3 umol/kg) znaczaco redukowat odczuwanie bolu przez
myszy. Nalezy jednak podkresli¢, iz na chwilg obecng wykorzystanie tiagabiny
na szerokg skale jako leku przeciwbolowego jest ograniczone ze wzgledu na licz-
ne dziatania niepozadane®.

Wykazano rowniez, ze jednoczesne podawanie tiagabiny i gabapentyny w te-
Scie gorgcej plytki, ktory jest modelem bolu ostrego, generuje znacznie wigkszg
aktywnos$¢ przeciwbdlowa niz zastosowanie samej tiagabiny. Jednak w przy-
padku tiagabiny nalezy réwniez wzig¢ pod uwage fakt, ze dawka wykazujaca
dziatanie analgetyczne wywotuje jednoczesnie silnig sedacje u myszy. Zwigzek
ten ostabia aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat eksperymentalnych, co mozna
przypisa¢ mechanizmowi dziatania tego leku. Z tego wzgledu nalezy by¢ ostroz-
nym w kwestii interpretacji wynikow dotyczacych dziatania analgetycznego®.

2 . J. Gardina et al., An Evaluation of the GABA Uptake Blocker Tiagabine in Animal
Models of Neuropathic and Nociceptive Pain, “Drug Dev. Res.” 1998, No. 44 (2-3), s. 106—
113; U. Schmitt et al., Effects of GABA-transporter (GAT) Inhibitors on Rat Behavior in Open-
field and Elevated Plus-maze, “Behav. Pharmacol.” 1999, No. 10 (2).

2 N. 0. Dalby, op. cit.; K. Safat et al., Anticonvulsant Active Inhibitor of GABA Trans-
porter Subtype 1, Tiagabine, with Activity in Mouse Models of Anxiety, Pain and Depression,
“Pharmacol. Rep.” 2015, No. 67 (3), s. 465-472.
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POSZUKIWANIE NOWYCH STRUKTUR
WPLYWAJACYCH NA AKTYWNOSC GAT

Nowe zwigzki zsyntetyzowane i badane pod katem aktywno$ci hamujacej wzgle-
dem biatek GAT dostarczajg zachgcajacych wynikow i mogg stanowi¢ punkt
Wyjscia w poszukiwaniu coraz bardziej selektywnych struktur. Zwigzek ozna-
czony symbolem 15¢, wykazujacy bardzo silne powinowactwo i zdolno$¢ ha-
mowania transportera GAT-4, wykazat znaczace statystycznie dzialanie prze-
ciwdrgawkowe 1 jednoczesnie bardzo silne dziatanie przeciwbdlowe przy jedno-
czesnej silnej redukcji aktywnosci lokomotoryczne;j 0

Poszukiwanie coraz nowszych i aktywniejszych zwigzkéw wykazujacych dzia-
fanie hamujace na wychwyt zwrotny GABA ze szczeliny synaptycznej poprzez
inhibicje biatek transportujacych ten neuroprzekaznik jest prowadzone na szero-
ka skalg. Préby modyfikacji chemicznej w obrebie struktur juz dobrze znanych
1 przebadanych pod katem ich aktywnos$ci hamujacej wzgledem GAT prowadza
do powstawania licznych nowych pochodnych, ktére nastepnie bada si¢ pod
katem aktywno$ci biologicznej i mozliwosci wykorzystania w medycynie. Mo-
dyfikacji strukturalnej poddaje si¢ migdzy innymi kwas nipekotynowy, ktorego
pochodng jest tiagabina, a w jego obrgbie probuje sie modyfikowa¢ grupe ami-
nowg poprzez wprowadzanie duzych i lipofilnych grup. Opierajac si¢ na bada-
niach zalezno$ci struktury zwigzku od jego aktywnosci (SAR), bada si¢ rowniez
nowe pochodne trdjcykliczne kwasu nipekotynowego zawierajace lipofilowe
ugrupowania. Wsérod nich najbardziej obiecujacg strukturg okazat sie zwigzek
oznaczony symbolem 6, ktdry pomimo stabszego potencjalu przylaczania si¢ do
biatek transportujacych GABA w stosunku do tiagabiny wykazywal poréwny-
walng warto$¢ indeksu terapeutycznego. Dlatego tez uwaza sig, ze zwigzek 6
moze postuzy¢ jako struktura wiodgca w badaniach majgcych na celu poszuki-
wanie nowych lekow przeciwpadaczkowych i przeciwbolowych™.

Jest to szczegdlnie wazne z punktu widzenia zakresu aktywnosci potencjal-
nych zwigzkdw o takim mechanizmie dzialania. Juz w przypadku tiagabiny wyko-
rzystywanej w terapii padaczki wykazano rowniez jej aktywnos$¢ przeciwbolo-
wa, przeciwlgkowa, przeciwdepresyjna i potencjalne mozliwosci jej stosowania
w leczeniu réznych zaburzen psychicznych. Powstajace nowe zwigzki moga
okaza¢ si¢ bardziej selektywnymi i silniejszymi inhibitorami wzgledem innej
grupy biatek transportujacych GABA albo wykazywac taki potencjat bez wpty-

% p, Kowalczyk et al., Synthesis, Biological Evaluation and Structure-activity Relation-
ship of new GABA Uptake Inhibitors, Derivatives of 4-aminobutanamides, op. cit.

31 K. Safat et al., Synthesis and Pharmacological Properties of New GABA Uptake Inhibi-
tors, “Pharmacol. Rep.” 2012, No. 64 (4), s. 817-833; K. Satat, K. Kulig, GABA Transporters
as Targets for New Drugs, op. cit.
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wu hamujacego na aktywno$¢ lokomotoryczng. Poszukiwanie takich struktur
jest bardzo potrzebne, poniewaz istnieje duze prawdopodobienstwo odkrycia w
ten sposdb nowych lekow wykazujacych szeroki zakres dziatan, a jednocze$nie
charakteryzujacych si¢ zmniejszonym potencjatem generowania dziatan niepo-
zadanych.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, nalezy podkresli¢ rolg uktadu GABA-ergicznego w modulacji
1 wplywie na wiele rdéznych proceséw toczacych si¢ w organizmie ssakéw. Po-
szukiwanie i badanie nowych struktur oddziatujgcych na uktad GABA-ergiczny
jest szczeg6lnie wazne, poniewaz moze umozliwi¢ udoskonalenie leczenia bélu
i umozliwi¢ lekarzom dobér farmakoterapii w sposob bardziej indywidualny i holi-
styczny. Co wigcej, w indywidualnych przypadkach wybdr odpowiedniego leku
(lub lekéw) bedzie mogt odbywaé sie w sposdb oparty na takiej ordynacji sub-
stancji leczniczych, aby stosujac pojedyncze substancje, leczy¢ jednoczesnie kilka
schorzen, na ktore cierpi pacjent. Rowniez ze wzgledu na ciggle aktualny pro-
blem mato efektywnego leczenia bolu nowe zwigzki umozliwig tagodzenie jego
odczuwania w trudnych klinicznie przypadkach. W tym wzgledzie dotychcza-
sowe badania sg bardzo obiecujgce i najprawdopodobniej w najblizszych latach
mozna si¢ spodziewa¢ doniesien o coraz nowszych strukturach chemicznych
dziatajacych poprzez wptyw na GAT i ich szerszym zastosowaniu nie tylko
w terapii bolu, ale jednoczesnie w innych wskazaniach terapeutycznych.

GABA TRANSPORTERS AS A THERAPEUTIC TARGET
FOR NEW ANALGESIC DRUGS

ABSTRACT

y-aminobutyric acid (GABA) is a widely distributed neurotransmitter in the mammalian central
nervous system. Cortical GABA regulates a number of cognitive functions including atten-
tion, and working memory and is dysregulated in a number of psychiatric conditions like schiz-
ophrenia, insomnia, epilepsy and anxiety disorders. GABA-ergic neurotransmission disorders
can exacerbate pain sensations. GABA is removed from the synaptic cleft by specific proteins
called plasma membrane GABA transporters (GAT). Mechanisms through which the reported
antinociceptive activity of GABA re-uptake inhibitors is mediated have not been defined. In
the present work we focus on antinociceptive properties of new compounds which have the
ability to inhibit the uptake of GABA and their use as potential drugs for the treatment of pain.

KEYWORDS
y-aminobutyric acid, GABA transporters, GAT, tiagabine, pain, GABA re-uptake
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