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1. DANE OSOBOWE

1.1. Imi¢ i nazwisko

Ewelina Rojewska-Mendel

1.2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2009 stopien magistra biologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Praca magisterska pt. ,,Poréwnanie dwoch modeli bolu neuropatycznego —
mechanicznego uszkodzenia nerwu kulszowego (model CCI) oraz neuropatii cukrzycowe;j

(model STZ)” zostalta wykonana w Zakladzie Farmakologii Bolu pod opieka Prof. dr hab.
Barbary Przewlockiej. Recenzentem byta Prof. dr hab. Barbara Ptytycz.

2013 stopien doktora nauk biologicznych, Zakltad Farmakologii Bolu Instytut
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Obrona pracy
doktorskiej z wyrdznieniem. Rozprawa doktorska pt. ,Zmiany czynnikow

neuroimmunologicznych w boélu neuropatycznym - analgetyczny mechanizm dziatania
minocykliny” wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Joanny Mika. Recenzentami byli Prof.
dr hab. Barbara Ptytycz oraz Prof. dr hab. Andrzej Lipkowski.

1.3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2008 2009 |Pracowatam jako laborant w Zaktadzie Farmakologii Boélu  Instytutyl
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

2009 2013 |Odbylam studia doktorskie w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

2013 2016 |Adiunkt w grancie Maestro 2012/06/A/NZ4/00028 w Zaktadzie Farmakologii
Bolu, Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w
Krakowie

2016 |nadal [Kierownik grantu Sonata 2015/17/D/NZ4/02284 Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

2. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z
DNIA 14 MARCA 2003 O STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM
ORAZ O STOPNIACHI TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. 2016 POZ. 832 ZE
ZM. W DZ. U. Z 2016 POZ. 1311)

2.1. Tytul osiggniecia naukowego

Wykazanie nowych punktow uchwytu dla farmakoterapii skojarzonej bolu
neuropatycznego opartej na modulacji ukladu immunologicznego i szlaku
kinureninowego



Uzyskane osiggnigcia naukowe
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stanowigce podstawe habilitacji zostaty przedstawione w

cylku 9 prac (8 publikacji orginalnych i 1 przegladowa) o tacznym wspotczynniku Impact
Factor: 32.589, liczbie punktow MNiSW: 345 i liczbie cytowan: 127, opublikowanych w
latach 2015-2019. Cykl prac poswiecony jest badaniu roli Toksyny botulinowej typu A,

endogennych systemdéw opiodowych oraz szlaku kinurenionowego w bélu neuropatycznym.

2.2. Lista publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Tabela 1. Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggnigecia naukowego bedacego przedmiotem
habilitacji wraz ze wskaznikami bibliometrycznymi oraz informacjami na temat mojego wktadu w

powstanie publikacji. Punkty IF/MNiSW liczone wg wskaznikow podanych dla roku opublikowania

pracy.
L.p. Publikacja IF MNiSW Wklad habilitanta
1 Zychowska M, Rojewska E, 2.896 30 Autorzy w rownym stopniu byli
Makuch W, Luvisetto S, zaangazowani w przygotowanie tej
Pavone F, Marinelli S, publikacji.  Uczestniczylam w
Przewlocka B, Mika . wykonaniu wiekszosci
Participation of pro- and anti- eksperymentéw  behawioralnych,
nociceptive interleukins in ktérych wyniki zilustrowano na
botulinum toxin A-induced Figurze 1A-C; 2A,CE; 3A,C;
analgesia in a rat model of 6A,C. Przeprowadzitam operacje
neuropathic pain. Eur J podwigzania nerwu kulszowego u
Pharmacol. 2016; zwierzat.  Podawatam  zwigzki
15;791:377-388. doi: farmakologiczne do analizy.
10.1016/j.ejphar.2016.09.019 Wykonywatam test zimnej ptytki,
test Rota-rod test oraz test
otwartego pola. Ponadto bratam
udziat w pobieraniu i
przygotowaniu tkanki do badan
metoda Western Blot. Bratam
udziat w analizie 1 dyskusji
wynikdéw, przygotowaniu rycin
oraz redagowaniu manuskryptu.
Szacowany udziat procentowy
60%.
2 Rojewska E, Piotrowska A, | 3.895 35 M¢j wklad w powstanie pracy

Popiolek-Barczyk K, Mika J.
Botulinum Toxin Type A-A
Modulator of Spinal Neuron-

Glia  Interactions  under
Neuropathic Pain Conditions.
Toxins (Basel). 2018;

2;10(4). doi:

przegladowej polegat na zebraniu,
opracowaniu 1 napisaniu wstepnej
wersji manuskryptu. Bratam
rowniez udziat w przygotowaniu
Figury 1. Wkiad w powstanie
pracy — 50%.
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10.3390/toxins10040145.

Rojewska E, Wawrzczak-
Bargiela A, Szucs E, Benyhe
S, Starnowska J, Mika J,
Przewlocki R, Przewlocka B.
Alterations in the Activity of
Spinal and Thalamic Opioid
Systems in a  Mice
Neuropathic Pain  Model.
Neuroscience. 2018;
15;390:293-302. doi:
10.1016/j.neuroscience.2018

Rojewska E, Popiolek-
Barczyk K, Kolosowska N,
Piotrowska A, Zychowska
M, Makuch W, Przewlocka
B, Mika J. PD98059
Influences Immune Factors
and Enhances Opioid
Analgesia in  Model of
Neuropathy. PLoS  One.
2015; 1;10(10):e0138583.
doi:
10.1371/journal.pone.013858
3

Moj wklad w powstanie tej pracy
polegat na  zaplanowaniu i
przeprowadzeniu doswiadczen.
Przeprowadzitam operacje
podwigzania nerwu kulszowego u
zwierzat. Wykonywatam test von
Frey (Fig. 1B), bralam udzial w
pobieraniu  tkanki do badan
biochemicznych. Nastepnie
wykonatam badania z
wykorzystaniem metody RT-qPCR
zilutrowane na figurach 2A-F oraz
3A-D. Bralam rowniez udziat w
przygotowaniu tkanki do analizy
metoda GTPybinding w ramach
wspotpracy z grupa Prof. Benyhe.
Przeanalizowatam wyniki,
przygotowatam ryciny i1 napisatam
manuskrypt pracy. Wkiad w
powstanie pracy — 65%.

Moj wklad w powstanie tej pracy
polegat na  przeprowadzeniu
operacji podwigzania nerwu
kulszowego u zwierzat, podawaniu
badanych zwigzkow
farmakologicznych, wykonywaniu
testow behawioralnch, takich jak
test zimnej ptytki i test odsuwania
ogona (Fig. 1B oraz 4B,D,F).
Bralam udzial w pobieraniu i
przygotowaniu tkanki do analizy
biochemicznej. Wykonatam analize
czynnikbw  z  wykorzystaniem
techniki RT-qPCR (Fig. 3A-E).
Ponadto moj wktad polegal na
analizie statystycznej 1 dyskusji
wynikow, przygotowywaniu figur
oraz pisaniu  wstgpnej  wersji
manuskryptu.  Szacowany udziat
procentowy 60%.



Rojewska E, Zychowska M,
Piotrowska A, Kreiner G,

Nalepa I Mika J.
Involvement of Macrophage
Inflammatory Protein-1
Family Members in the
Development of Diabetic
Neuropathy and Their

Contribution to Effectiveness
of Morphine. Front Immunol.
2018; 12;9:494. doi:
10.3389/fimmu.2018.00494.

Rojewska E, Piotrowska A,
Makuch W, Przewlocka B,
Mika J. Pharmacological
kynurenine 3-
monooxygenase enzyme
inhibition significantly
reduces neuropathic pain in a
rat model.
Neuropharmacology. 2016;
102:80-91. doi:
10.1016/j.neuropharm.2015.1
0.040.

4.716

5.012
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Moj wklad w powstanie tej pracy
polegat na
doswiadczen

zaplanowaniu
behawioralnych i
biochemicznych. Przeprowadzilam
procedure zwigzang z wywolaniem
neuropatii cukrzycowej u myszy.
Podawatam zwierzgtom badane
substancje farmakologiczne. W
doswiadczeniach  behawioralnych
test von
wyniki zilustrowano na rycinach

1A,CE; 7A,C; 8B,D; 9A,C,F oraz

wykonywatam Frey,

10A,C,F. Bralam udzial w
pobieraniu  tkanki do  badan
biochemicznych. Nastepnie
pomagaltam w wykonaniu

eksperymentow z wykorzystaniem

techniki mikromacierzy
biatkowych. Interpretowatam
otrzymane wyniki, wykonywatam
analize statystyczna,
przygotowywatam ryciny oraz
napisatam wstepna Wersje

manuskryptu. Szacowany udziat
procentowy 60%.

Moj wklad w powstanie tej pracy
polegatl na zdobyciu funduszy na

badania (Grant SONATA),
zaplanowaniu do$wiadczen
behawioralnych oraz
biochemicznych.

Przeprowadzitam operacje
nardzeniowej implantacji  kaniul
oraz podwigzania nerwu
kulszowego u zwierzat.

Wykonywalam test zimnej ptytki.
Przeprowadzitam analiz¢ szeregu
czynnikow

neuroimmunologicznych z
wykorzystaniem metody RT-qPCR.
Interpretowatam otrzymane wyniki
badan, napisalam ostateczng wersj¢

manuskryptu  oraz

wykonatam



Rojewska E, Piotrowska A, 3.170
Jurga A, Makuch W, Mika J.
Zaprinast diminished pain
and enhanced opioid
analgesia in a rat neuropathic
pain model. Eur J Pharmacol.
2018;  15;839:21-32. doi:

10.1016/j.ejphar.2018.09.001

Rojewska E, Ciapala K, 3.845
Piotrowska A, Makuch W,
Mika J. Pharmacological
Inhibition of Indoleamine
2,3-Dioxygenase-2 and
Kynurenine 3-
Monooxygenase, Enzymes of
the Kynurenine Pathway,
Significantly Diminishes
Neuropathic Pain in a Rat
Model. Front Pharmacol.
2018; 11;9:724. doi:
10.3389/fphar.2018.00724.
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analize statystyczng.
Przygotowatam ryciny
1A,B,C,G,H,J (analiza mRNA),

ryciny 2B,D; 3; 4; 5 (analiza

mRNA), 6 oraz tabele 1.
Szacowany udziat procentowy
70%.

Moj wktad w powstanie tej pracy
polegal na zdobyciu funduszy na

badania (Grant SONATA),
zaplanowaniu doswiadczen
behawioralnych oraz
biochemicznych. W  badaniach
behawioralnych wykonywatam

operacje, takie jak: nardzeniowa
implantacja kaniul
podwigzanie nerwu kulszowego,
podawatam zwierzetom testowane

oraz

zwigzki, wykonywalam test zimne;j
ptytki (Fig. 1B,D; 2C; 4C,E).
Nastepnie  bratam
przygotowaniu 1 pobieraniu tkanki
do analizy metoda Western blot.
Opracowywatam otrzymane
rezultaty, zrobilam analize
statystyczna, przygotowalam ryciny
oraz napisalam wstepna
manuskryptu.  Szacowany udziat
procentowy 65%.

udziat w

wersj¢

Wktad w powstanie tej pracy
polegat na zdobyciu funduszy na

badania (Grant SONATA),
zaplanowaniu doswiadczen
behawioralnych oraz
biochemicznych. =W  badaniach
behawioralnych wykonywatam

operacje nardzeniowej implantacji
kaniul oraz podwigzania nerwu
kulszowego, podawatam
zwierzetom  testowane zwigzki,
wykonywatam test zimnej ptytki
(Fig. 1B; 3B; 4B,D).
Wspoétuczestniczytam w pobieraniu
tkanki do badan biochemicznych a
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nastgpnie wykonatam analize z
wykorzystaniem metody RT-qPC,R
co zilustrowane zostalo na figurach
1C-P; 2B-H; 3C-P. Przygotowatam
ryciny zamieszczone w
manuskrypcie, analizowatam
otrzymane rezultaty oraz napisatam
wstepng  wersj¢  manuskryptu.
Szacowany udziat procentowy

70%.

9 Rojewska E, Ciapata K, 2.754 70 Wkiad w powstanie tej pracy
Mika J. Kynurenic acid and polegal na zdobyciu funduszy na
zaprinast diminished badania (Grant SONATA),
CXCL17-evoked pain-related zaplanowaniu doswiadczen
behaviour and enhanced behawioralnych oraz
morphine analgesia in a biochemicznych. W  badaniach
mouse  neuropathic  pain behawioralnych przeprowadzitam
model. Pharmacol Rep. 2019; operacje¢  podwigzania  nerwu
71(1):139-148. doi: kulszowego u myszy,
10.1016/j.pharep.2018.10.002 wykonywatam test von Frey,

ktorego wyniki zilustrowano na
figurach: 1A; 2B; 3B; 4A; 5A.C;
6B,D. Opracowalam wyniki w
ostatecznej formie, przygotowatam
w finalnej wersji wszystkie ryciny i
ostateczng wersje pracy.
Szacowany udzial procentowy
70%.
32.589 345

Podsumowujac, na osiagnigcie naukowe bedace przedmiotem habilitacji sktadaja sig:

8 prac oryginalnych
1 praca przegladowa

Badania wchodzace w sktad rozprawy habilitacyjnej zostaty zrealizowane w ramach grantow
Narodowego  Centrum  Nauki -  SONATA  2015/17/D/NZ4/02284; OPUS
2016/21/B/NZ4/00128; Harmonia 2013/10/M/NZ4/00261; PRELUDIUM 2012/05/N/NZ4;
MAESTRO 2012/06/A/NZ4/00028; OPUS 2011/03/B/NZ4/00042 oraz dzialalnosci
statutowe;.
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3. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW
WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

3.1. Wprowadzenie w tematyke badawcza
3.1.1. Bol neuropatyczny

Wazno$¢ aspektu bolowego w funkcjonowaniu ludzkiej jednostki oddaja stowa polskiego
dramatopisarza 1 rysownika Stawomira Mrozka: ,,Nic lepszego czlowiek nie moze zrobi¢
cztowiekowi, niz uwolni¢ go od bodlu, i nic gorszego niz mu bol zada¢”. Bol jest
najpowszechniej wystepujacym objawem wielu chordb, ktory pelni w organizmie funkcje
ostrzegawcza, gdyz informuje nas o zagrozeniu chorobg. Migdzynarodowe Stowarzyszenie
Bolu (International Association for the Study of Pain, IASP) zaproponowato nast¢pujaca
definicje¢: ,,bol jest nieprzyjemnym doznaniem czuciowym i emocjonalnym, towarzyszacym
rzeczywistemu lub potencjalnemu uszkodzeniu tkanek, albo opisywanym w kategoriach
takiego uszkodzenia” (International Association for the Study of Pain. IASP Taxonomy.
Pain terms. Neuropathic pain. Updated 2017 Dec 14. www.iasp-
pain.org/Taxonomy#Neuropathicpain). Zgodnie z ta definicja bol neuropatyczny jest
spowodowany uszkodzeniem lub chorobg somatosensorycznego uktadu nerwowego i dotyczy
on okoto 7-10% ludno$ci na $wiecie (van Hecke 1 wsp., 2014). Charakterystyczne jego
objawy to: nieprawidtowe odczucia zwane dysestezja; bol spowodowany przez fizjologicznie
niebolesne bodzce o charakterze cigglym lub napadowym, czyli alodynia; a takze nasilona
reakcja bolowa na skutek dziatania szkodliwego bodzca, czyli hiperalgezja. Objawy te
znacznie wplywaja na obnizenie jako$ci zycia oraz wplywaja w sposdb negatywny na
fizyczne, emocjonalne i socjalne aspekty funkcjonowania cztowieka. Z osrodkowym bolem
neuropatycznym mamy do czynienia w nastgpstwie urazu rdzenia kregowego, w stwardnieniu
rozsianym oraz jako konsekwencja przebytego udaru. Poza cukrzyca (neuropatia cukrzycowa)
1 innymi zaburzeniami metabolicznymi, najczgstsza przyczyng obwodowych neuropatii sg:
poOtpasiec, neuropatie zwigzane z zakazeniem HIV, toksyny, choroby genetyczne i
immunologiczne oraz niedobory zywieniowe (Colloca i wsp., 2017). Ten rodzaj bolu czesto
wystepuje takze przy nowotworach jako bezposredni skutek dziatania guza na nerwy
obwodowe, ale réwniez jako efekt niepozadany dzialania niektérych chemioterapeutykow
badZz wynikajacy z uszkodzen spowodowanych przez promieniowanie (Fallon, 2013).
Badania przeprowadzone przez Mi¢dzynarodowe Stowarzyszenie Bolu wykazaty, ze trwajacy
bol neuropatyczny nie jest fagodzony przez typowe $rodki przeciwbolowe, dlatego tez staje
si¢ czesto dolegliwoscig, bez perspektyw na znaczng poprawe. W terapii bolu
neuropatycznego obserwuje si¢ stabsze dziatanie dwoch glownych grup analgetykow:
opioidow 1 niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, przez co jego terapia wymaga bardziej
kompleksowego podejscia. Tylko u potowy pacjentow udaje si¢ uzyska¢ znaczace, rzedu 30—
50%, zmniejszenie dolegliwo$ciach bolowych (Butera, 2007). Obecnie rekomenduje si¢ jako
lek pierwszego wyboru: pregabaling, gabapentyn¢ oraz trdjcykliczne leki przeciwdepresyjne,
drugi rzut stanowig plastry z lidokaing i kapsaicyna lub tramadol, a trzeci to opioidy i toksyna
botulinowa typu A (Colloca i wsp., 2017). Molekularne mechanizmy powstawania i
utrzymywania si¢ bolu neuropatycznego nie s3 w pelni poznane, pomimo licznych badan

10
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zaré6wno klinicznych, jak i eksperymentalnych. O ile pierwotng przyczyne pojawienia si¢ bolu
mozna tatwo okresli¢, to zmiany w funkcjonowaniu komorek przyczyniajacych sie do
powstania bolu przewlektego nie sg tak tatwe do ustalenia. Patologia zaburzen obwodowych
powodujacych bol neuropatyczny obejmuje neurony w obwodowych zakonczeniach
przetwarzajacych bol niemielinowanych wtokien C oraz mielinowanych witokien Ad
(Finnerup 1 wsp., 2016), ktore w wyniku dzialania r6znych czynnikow szkodliwych stajg si¢
nadpobudliwe. Urazy, niedotlenienie, ucisk, stany zapalne oraz uszkodzenia chemiczne
przebiegajace wzdluz aksonéw powoduja zwyrodnienia widkien, zmiany w ekspres;ji
potaczen migdzykomoérkowych, co w konsekwencji skutkuje zaburzeniami w transmisji
sygnalu. Gdy rozwija si¢ bol neuropatyczny w zwojach korzeni grzbietowych i zwoju
trojdzielnym, komorki wiokien neurondéw aferentnych wykazuja modyfikacje komponentow
btony komodrkowej, wlasciwosci i1 lokalizacji synaps. Wowczas dochodzi do powstawania
ognisk nieprawidlowych wyladowan. W nastepstwie rdzen kregowy jest w sposob
nieprzerwany bombardowany informacja, ze na obwodzie stale dziata jakis bodziec bolowy.
Prowadzi to do rozwini¢cia si¢ nadwrazliwosci neuronow w osrodkowym ukladzie
nerwowym (OUN) na normalny lub podprogowy sygnat pochodzacy z obwodu — juz po
ustaniu szkodliwego bodzca. Zmiany w przepuszczalnosci dla jondw wapnia, receptorach i
potozeniu synaps powoduja nadwrazliwo$¢ neuronow. Dodatkowo przyczyng bolu
chronicznego jest silna aktywacja mikrogleju, bedacego zrodtem wielu czynnikow
probolowych takich jak: chemokiny, interleukiny, czynniki wzrostu oraz inne czasteczki
uwalniane przez komodrki immunokompetentne. Mediatory te sa odpowiedzialne za
uwrazliwienie szlakow sygnalizacyjnych w bolu (Meacham i wsp., 2017). Oddziatywanie
kazdego rodzaju bodzcow na struktury uktadu nerwowego indukuje procesy neuroplastyczne,
czyli zmiany czynno$ciowe i morfologiczne w tych obszarach. Moje badania w dziedzinie
bolu koncentrowaly si¢ na zrozumieniu zmian plastycznych w ukladzie nerwowym po
uszkodzeniu nerwu, identyfikacji nowych celow terapeutycznych oraz utatwieniu
zastosowania wiedzy z badan podstawowych z modeli zwierzgcych do praktyki kliniczne;.
Wiele réznych patomechanizméw moze by¢ zaangazowanych w powstawanie bolu
neuropatycznego. Do pierwszej grupy zalicza si¢ zmiany wiasciwosci elektrofizjologicznych
btony komorkowej pierwszego neuronu czuciowego. Dotycza one zardwno zmian
pobudliwos$ci nocyceptorow oraz zmiany w uwalnianiu neuroprzekaznikow. Do tej grupy
zalicza si¢ takze zmiany ekspresji genow w ciele komorkowym neuronu. Zmiany w
przetwarzaniu impulsow w rogach grzbietowych rdzenia krggowego moga by¢ kolejnym
czynnikiem powodujagcym pojawienie si¢ bolu. Szereg badan podkresla istotna role nasilenia
transmisji glutaminergicznej, zaburzen funkcjonowania zst¢pujacych uktadow hamujacych w
rdzeniu kregowym, aktywacji komorek mikrogleju. Komorki neuronalne podlegaja licznym
zmianom morfologicznym polegajacym migedzy innymi na reorganizacji polaczen
synaptycznych. Do trzeciej grupy mozliwych patomechanizméw boélu neuropatycznego
zaliczamy zaburzenia na wyzszych pigtrach OUN, a wsrdd nich zaburzenia réwnowagi
pomiedzy aktywnos$cia wstepujacych uktadéw wstepujacych 1 zstepujacych uktadow
hamujacych (antynocyceptywnych). Dlatego jak wskazuja badania Basbaum i wsp. 2009
autonomiczny uklad nerwowy réwniez moze by¢ zaangazowany w powstawanie bolu
neuropatycznego.
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Opracowanie metody skutecznego zwalczania bolu neuropatycznego stanowi wazny
problem kliniczny. Brak dobrego efektu analgetycznego stosowanych w terapii lekow
przeciwbolowych trzeciego stopnia drabiny analgetycznej przyczynia si¢ do zwigkszania ich
dawek, co powoduje wystgpowanie wielu objawow niepozadanych jak nudno$ci, wymioty,
zaparcia, hipotonia, bradykardia czy depresja osrodka oddechowego. Obecnie postuluje si¢,
ze zastosowanie politerapii bolu neuropatycznego jest korzystniejsze 1 pozwala na
ograniczenie dawek przyjmowanych lekow, a tym samym zmniejszenie efektéw ubocznych.
Duzym problemem w terapii bolu jest ostabienie przeciwbdlowego dziatania lekoéw
opioidowych. Mechanizm tego spadku efektywnosci tez nie jest jeszcze na tyle poznany, aby
mozna bylo w pelni zapobiega¢ temu zjawisku i stosowaé efektywne leczenie tego bolu. W
celu znalezienia skutecznej formy terapii prowadzi si¢ analize zmian, ktére zachodza pod
wptywem uszkodzenia, stosujac liczne modele zwierzece. Istnieja wprawdzie liczne badania
kliniczne 1 dos$wiadczalne dotyczace molekularnego mechanizmu powstawania i
utrzymywania si¢ bolu neuropatycznego, wcigz jednak brak podstaw do opracowania bardziej
skutecznej terapii w oparciu o jego patomechanizm. Dlatego wydaje si¢ stuszny wybor
tematyki mojej pracy naukowej, w ktorej zajmuj¢ si¢ badaniem endogennych czynnikéw
regulujacych stany bolu neuropatycznego ze szczegdlnym uwzglednieniem interakcji
neuroimmunologicznych. W  celu zbadania molekularnych mechanizméow  boélu
neuropatycznego, a takze testowania zwigzkéw o potencjalnych wlasciwosciach
terapeutycznych konieczne sa dobre modele zwierzgce. Stanowig one niezastgpiony punkt
pomiedzy badaniami in vitro z wykorzystaniem linii komdrkowych a probami klinicznymi.
Jednym z przykltadow zwierzecego modelu bolu neuropatycznego, stosowanego w mojej
pracy jest model jednostronnego, luznego podwigzania nerwu kulszowego zaproponowany
przez Bennett 1 Xie (1988). Na skutek uszkodzenia nerwu w tym modelu dochodzi do
osrodkowych 1 obwodowych zmian prowadzacych do rozwoju symptoméw
charakterystycznych dla bolu neuropatycznego tj. nadwrazliwosci na bodzce mechaniczne i
termiczne, $ci$le korelujace z objawami obserwowanymi w klinice i jest najmniej inwazyjna
technikg stosowang do wywotania neuropatii. Nadwrazliwo$¢ na bodzce termiczne i
mechaniczne jest odpowiedzig organizmu na dziatanie szkodliwego bodzca. Sprawdzenie tej
reakcji jest mozliwe dzigki licznym testom behawioralnym stosowanym w naszym Zaktadzie.
Dodatkowo stosujemy w badaniach model neuropatii cukrzycowej (wywoltywany przez
jednorazowe podanie streprozotocyny u myszy), ktorej wystgpowanie u pacjentow jest bardzo
rozpowszechnione. Istnieje konieczno$¢ zrozumienia tego zjawiska poniewaz cukrzyca jest
jedng z przyczyn rozwoju nadwrazliwosci na bodzce mechaniczne i termiczne, ktora powstaje
w konsekwencji uszkodzenia nerwow obwodowych. Mimo tak duzego rozpowszechnienia
patogeneza neuropatii cukrzycowej nie jest do konca poznana i moze ona dotyczy¢ kazdej
czg¢Sci obwodowego uktadu nerwowego. Dlugi czas trwania cukrzycy oraz nasilona
hiperglikemia zwigksza ryzyko jej wystapienia, chociaz zdazaja si¢ tez przypadki, ze
neuropatia, wywotana hipoglikemig pojawia si¢ w sposob nagly (Apfel, 1999). Istnieja dwie
gltowne teorie mowigce o patogenezie neuropatii cukrzycowej: metaboliczna 1 niedokrwienna.
Enzym reduktaza aldozowa jest kluczowy w teorii metabolicznej. Wysoki poziom glukozy
jest powodem nasilonego jej naptywu do komorek nerwowych, co w konsekwencji prowadzi
do zwigkszonej reaktywnosci alternatywnej drogi przemiany w cyklu polioli. Tutaj nastgpuje
przemiana glukozy w sorbitol, a nastgpnie przy udziale enzymu dehydrogenazy sorbitolu
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przeksztatca si¢ w fruktoze. Wysokie stezenie glukozy, sorbitolu i fruktozy w nerwach jest
powodem zaburzen metabolicznych (Dyck i wsp., 1988). W teorii naczyniowej jako gltéwna
przyczyng uwaza si¢ obecno$¢ zmian patologicznych w obregbie naczyn odzywczych nerwow.
Wystepujace w przebiegu cukrzycy zmiany reologiczne wsérdd ktérych nalezy wymienié
zwigkszong lepko$¢ krwi, zmniejszenie poziomu albumin, wzrost poziomu o-2-globulin i
fibrynogenu, prowadza do zaburzen w przepltywie krwi, co skutkuje zmniejszeniem wymiany
tlenowej oraz prowadzi do pojawienia si¢ ognisk niedokrwiennych (Cameron 1 wsp., 2001).
Do innych czynnikéw odpowiedzialnych za pojawienie si¢ zmian neuropatycznych zaliczmy:
niedobory czynnikow neurotroficznych, zaburzenia immunologiczne 1 transportu
aksonalnego, zaburzenia syntezy 1 nieenzymatyczna glikozylacja biatek strukturalnych
nerwoOw oraz zwigkszona nadwrazliwo$¢ nerwow na ucisk (Boulton i wsp., 1984; Sidenius i
wsp., 1981). Jak wykazaly juz nasze wczesniejsze badania po podaniu streptozotocyny
rozwijaja si¢ objawy charakterystyczne dla bolu neuropatycznego. Dodatkowo dochodzi do
aktywacji  komoérek  glejowych, jak rowniez zwigkszenie szeregu czynnikow
neuroimmunologicznych waznych w procesach nocycepcji (Zychowska 1 wsp., 2013).
Badanie interakcji neuroimmunologicznych w boélu neuropatycznym wylania wcigz nowe
pytania, a odpowiedzi na nie wymagaja wielu wnikliwych badan.

3.2. EFEKTY TOKSYNY BOTULINOWEJ TYPU A W BOLU NEUROPATYCZNYM
3.2.1 Stan dotychczasowej wiedzy

Toksyna botulinowa A (BoNT, botulinum neurotoxin) zaczg¢ta by¢ szeroko stosowana w
praktyce klinicznej wraz z wpisaniem jej na list¢ lekow przez Komisje FDA w Stanach
Zjednoczonych w 1989 roku. W raporcie Amerykanskiej Akademii Neurologii uznano
zastosowanie BoNT A za skuteczng metode leczenia kurczu powiek, spastycznosci twarzy,
zespotach bolowych, drzenia, nadpotliwosci, §linienia, a takze w korekcji zmarszczek, a
ostatnio rowniez znalazta zastosowanie w leczeniu r6znych rodzajow bolu neuropatycznego.
BoNT/A dziala przez SNAP-25 powodujac utrudnienia wigzania i1 fuzji pecherzykow
synaptycznych (Montecucco i Molgo, 2005; Snyder i wsp., 2006). Jednym z proponowanych
mechanizmow dziatania BoNT/A jest silne hamowanie uwalniania neuroprzekaznikoéw i
neuropeptydow bioracych udzial w transmisji bolu, takich jak glutaminian (Cui 1 wsp., 2004),
substancja P (Welch 1 wsp., 2000) oraz CGRP (Durham 1 wsp., 2004). BoNT/A wplywa
rowniez na blokowanie kanaléw sodowych (Shin i wsp., 2012). Udziat BoNT/A w procesach
nocycepcji zostal po raz pierwszy opisany przez grupe Cui 1 wsp. 2004, ktorzy badali efekt jej
dziatania w szczurzym modelu bolu zapalnego wywotanym podaniem formaliny. Jak wynika
z badan jednorazowe podskérne podanie do tapy BoNT/A zmniejszyto obrzg¢k tapy i
nadwrazliwo$¢ bolowa, a efekt ten zwigzany byl z zahamowaniem uwalniania glutaminianu,
substancji P i CGRP. W modelach bolu neuropatycznego BoNT/A wykazuje wihasciwosci
przeciwbolowe (Bach-Rojecky i wsp., 2005; Luvisetto i wsp., 2007; Kitamura 1 wsp., 2009;
Marinelli i wsp., 2010). Od momentu gdy byta stosowana w klinice badano czy podobnie jak
toksyna tgzcowa, poprzez transport wsteczny do rdzenia, wykazuje roéwniez dziatanie
osrodkowe. Wyjasnienie mechanizmu dzialania BoNT/A pozostaje wcigz przedmiotem
badan. Badania Antonucci 1 wsp. (2008) wskazuja, ze BONT/A wywiera swoje efekty poprzez
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transport wsteczny oraz transcytoze, dzigki czemu efekty jej dziatania mozna obserwowac nie
tylko w miejscu wstrzyknigcia, ale takze w odleglych rejonach. Pomimo licznych badan
przeciwbolowe dzialanie BoNT/A w oS$rodkowym ukfadzie nerwowym jest wcigz
niewyjasnione. Molekularny mechanizm jej obwodowego dziatania oraz wpltyw na stopien
aktywacji gleju oraz innych komorek nieneuronalnych jest wcigz badany. Z badan Rossetto i
wsp., 2004 wynika, ze BoNT/A oddzialywujac na biatko SNAP-25 wptywa na komorki
neuronalne powodujgc hamowanie uwalniania neuroprzekaznikow. W modelu boélu
neuropatycznego u myszy (Vacca i wsp., 2013) wykazano wplyw BoNT/A na modulacj¢
aktywacji komorek glejowych i ekspresji receptora MOP. Wiadomo, ze BoNT/A zwigksza
przeciwbolowe dziatanie morfiny, jak réwniez przeciwdziala rozwojowi tolerancji
morfinowej przy dlugotrwalym leczeniu. Przeciwbolowy efekt BoNT/A wykazano réwniez w
innych modelach bdlu jak bdl zapalny wywotany podaniem karagenininy i kapsaicyny do
tapy (Bach-Rojecky i wsp., 2005; Luvisetto 1 wsp., 2006) czy bolu trzewnego (Chuang i wsp.,
2004). BoNT/A zmniejsza stan zapalny réwnolegle ze zmniejszeniem ekspresji biatka TRPV 1
w modelu bolu stawow (Fan 1 wsp., 2017). Takze liczne badania w tym prowadzone przez
naszg grupe potwierdzaja, ze podanie jej do tapy hamuje nadwrazliwo$¢ na bodzce termiczne
1 mechaniczne w szczurzym 1 mysim modelu bdélu neuropatycznego polegajagcym na
podwigzaniu nerwu kulszowego (Marinelli 1 wsp., 2012; Mika 1 wsp., 2011; Luvisetto 1 wsp.,
2007), jak rowniez w modelu neuropatii nerwu trojdzielnego (Kitamura i wsp., 2009). W
naszych badaniach (Mika i wsp., 2011) wykazaliémy, ze podanie BONT/A w podeszwg¢ tapy
szczura zmniejsza nadwrazliwo$¢ na bodzce mechaniczne i termiczne, jak rOwniez zmniejsza
aktywacje mikrogleju 1 czynnikow neuroimmunologicznych waznych w procesach
nocycepcji, co moze wskazywa¢ na mozliwe mechanizmy dzialania BoNT/A w boélu
neuropatycznym. Zastosowanie BoNT/A w klinice po raz pierwszy wykazal Klein w 2004
roku, potwierdzajac jej wlasciwosci przeciwbolowe w tagodzeniu objawdéw bolu w neuropatii
obwodowej, neuralgii 1 w stwardnieniu rozsianym. W praktyce klinicznej stosowana jest w
leczeniu bolu glowy (Wheeler, 1998), migrenie (Binder i wsp., 2002), a takze w neuropatii
(Ranoux i wsp., 2008; Apalla i wsp. 2013; Han i wsp., 2016). Istnieja doniesienia o badaniach
jej wilasciwosci przeciwbolowych w leczeniu neuralgii popotpascowej (Xiao 1 wsp., 2010);
neuropatii cukrzycowej (Yuan i wsp., 2009; Ghasemi i wsp., 2014); bolu pooperacyjnym
(Ranoux 1 wsp., 2008); nerwobdlu potylicznym (Kapural i wsp., 2007); zespdt ciesni
nadgarstka (Breuer 1 wsp., 2006) oraz w bolu fantomowym (Wu i wsp., 2012). Réwniez dane
kliniczne sugerujg na mozliwo$¢ zastosowania BONT/A w leczeniu zapalenia stawdw oraz w
bolu neuropatycznym (Ranoux 1 wsp., 2008; Yuan 1 wsp., 2009). Zakres badan klinicznych
nad jej zastosowaniem stale ro$nie i rozwija sig.

3.2.2. Geneza prac

Od kilkunastu lat nasz Zaktad wspotpracuje z Instytutem Neurobiologii w Rzymie,
zajmujacym si¢ badaniem uktadu nerwowego oraz biologicznych i molekularnych podstaw
chorob cywilizacyjnych. W ramach wspotpracy prowadzone sa badania nad procesami
nocycepcji oraz interakcjami pomig¢dzy neuronami a komorkami glejowymi. Wspdlnie z
grupa prowadzona przez Prof. Flaminie Pavone zajmujemy si¢ szukaniem nowej, skutecznej
terapii  bolu, udoskonalaniem badan w obszarze nauk biologicznych, tworzeniem i
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rozpowszechnianiem wiedzy. Realizujemy cele poprzez inwestowanie w kapitat ludzki dgzac
do poprawy jakosci zycia. Biorac pod uwage fakt, ze w ostatnich latach pracownicy Instytutu
otrzymali szereg prestizowych nagrod i1 wyrdznien za swoja dzialalnos¢ naukowa jednostke
uwaza si¢ za jedng z wiodacych placowek biologicznych w Europie. W trakcie wykonywania
badan do swojej pracy doktorskiej wiaczytam si¢ w nurt badan nad mechanizmem dziatania
BoNT/A w bolu neuropatycznym, ktéry byt tematem grantu Harmonia kierowanego przez
Prof. dr hab. Joann¢ Mika pt. ,,Neuronalne i nieneuronalne mechanizmy toksyny botulinowe;j
A w rozwoju bolu neuropatycznego - badania behawioralne 1 biochemiczne”. Rowniez
badania te byly kontynuowane w ramach STYPENDIUM START, ktére otrzymatam w 2015
roku. Jak wynika z badan eksperymentalnych wykonywanych wspdlnie z grupa prof. Pavone
BoNT/A moze by¢ bardzo skuteczna takze w réznych rodzajach bolu neuropatycznego, takze
w klinice. Obiecujace i nowatorskie wyniki zainspirowaty nas do dalszych wnikliwych badan.

3.2.3. Cele badawcze
I. Okreslenie czy BoNT/A wplywa na:

1. Funkcje motoryczng, aktywnos$¢ eksploracyjng oraz nadwrazliwo$¢ na bodzce
mechaniczne i termiczne u szczuréw zdrowych i po uszkodzeniu nerwu
kulszowego

2. Zmiany poziomu bialka markeréw mikrogleju/makrofagéw oraz astrogleju w
ledzwiowym odcinku rdzenia kregowego oraz w DRG

3. Zmiany poziomu bialka cytokin pro- i przeciwboélowych

II. Zbadanie czy laczne podanie BoNT/A z minocyklina nasila jej dzialanie
przeciwbolowe oraz wplywa na poziom bialka cytokin pro- i przeciwbélowych u
szczuréw po CCI

3.2.4. Uzyskane wyniki

Niezwykle waznym elementem uzyskanych wynikéw jest zwrdcenie uwagi na istotng rolg
BoNT/A w bolu neuropatycznym, co zawarte jest w jednej pracy oryginalnej (1) 1 jednej
przegladowej (2) wchodzacych w skilad dorobku habilitacyjnego. W pierwszej pracy (1,
European Journal of Pharmacology, 2016) z cyklu publikacji bedacych przedmiotem
omawianego osiggni¢cia naukowego wykazano, ze pojedyncze podanie BoNT/A (300 pg/do
tapy) do podeszwy tapy nie wplywa na funkcj¢ motoryczne zaréwno u zwierzat zdrowych,
jak 1 po uszkodzeniu nerwu kulszowego. W badaniach tych wykorzystano dwa testy
behawioralne: test Rota-Rod i test otwartego pola. Jednoczesnie wykazano przeciwbdlowe
wlasciwosci BONT/A w modelu uszkodzenia nerwu kulszowego oraz u zwierzat zdrowych.
Metodg Western blot wykazano, ze w 7 dniu po CCI BoNT/A hamuje aktywacje
mikrogleju/makrofagdbw na poziomie rdzenia krggowego oraz DRG, odpowiednio. W
badaniach nie odnotowano wplywu BoNT/A na stopien aktywacji astrocytow. Co ciekawe
BoNT/A zmniejsza aktywowany po uszkodzeniu poziom biatka IL-1beta oraz IL-18 w
rdzeniu kregowym i/lub DRG, réwnolegle prowadzac do zwigkszenia poziomu czynnikdéw
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antynocyceptywnych, takich jak: IL-10 1 IL-1IRA w DRG. Jak wykazano po raz pierwszy
taczne podanie BoNT/A z minocykling nasila jej przeciwbolowe efekty, co wykazano w
testach von Frey i zimnej ptytki. Wielokrotnie podana minocykliny obnizaja podniesiony po
uszkodzeniu poziom mikrogleju/makrofagow oraz czynnikoéw probolowych, ale takze
podwyzszaja poziom czynnikdéw przeciwbolowych na poziomie rdzenia krggowego i DRG.
Jednak co ciekawe efekt ten nie jest nasilony po podaniu BoNT/A z minocykling, ktoéra jest
inhibitorem mikrogleju. W przeprowadzonych badaniach po raz pierwszy dowiedliSmy, ze
BoNT/A podobnie jak minocyklina dziata przeciwbolowo, poprzez hamowanie aktywacji
mikrogleju/makrofagéw oraz przywracanie zachwianej w bolu neuropatycznym réwnowagi
pomiegdzy czynnikami pro- i przeciwbolowymi. W sklad dorobku habilitacyjnego wchodzi
réwniez publikacja przegladowa (2), ktéra stanowi przeglad literatury na temat roli BoNT/A
w bolu. W pracy skupiono si¢ na roli BONT/A w interakcjach neuronalno-glejowych oraz jej
efektach terapeutycznych. Opisano poznane mechanizmy dzialania w bolu neuropatycznym
oraz rol¢ komorek glejowych w przeciwbolowym mechanizmie dziatania BoNT/A.

3.2.5. Znaczenie uzyskanych wynikow

Przeprowadzone badania sg bardzo istotne z uwagi na fakt, Zze s3 to pierwsze doniesienia
dotyczace wptywu toksyny botulinowej A na funkcje motoryczne, aktywno$¢ eksploracyjng
oraz procesy nocycepcji zarowno u zwierzat zdrowych, jak 1 po uszkodzeniu nerwu
kulszowego. W badaniach wykazano rowniez istotny wptyw BoNT/A na komoérki mikrogleju
oraz poziom cytokin pro- i przeciwbolowych. Dodatkowo wyniki jakie uzyskano po tgcznym
podaniu BoNT/A i minocykliny sg nowos$cig w literaturze i z pewno$cia postuza do lepszego
zrozumienia mechanizméw dziatania tej substancji w bolu neuropatycznym. Otrzymane
rezultaty sugeruja, ze BONT/A oprécz zmiany funkcji neurondéw moze wptywaé na komorki
nieneuronalne, zwlaszcza mikroglej. Dokladniejsze poznanie mechanizmu dziatania tej
substancji, ktora jest unikatowa ze wzgledu na swoje dtugotrwate efekty moze przyczynic si¢
do znalezienia nowego punktu uchwytu dla substancji przeciwbolowych. Przedstawione
badania wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego niewatpliwie uzupehity podstawows
wiedze z zakresu funkcjonowania organizmu w patologii. Wazno$¢ przedstawionych
wynikéw podkresla fakt, iz do cywilizacyjnego postepu w zyciu spoteczenstw nalezy
skuteczna terapia przewleklego bolu a tego nie mozna uzyska¢ bez doktadnego poznania
procesow, ktore do niego doprowadzaja.

3.3. ROLA ENDOGENNYCH SYSTEMOW OPIODOWYCH W BOLU
NEUROPATYCZNYM

3.3.1. Stan dotychczasowej wiedzy

Od momentu odkrycia endogennych peptydow opioidowych sg one nieprzerwanym obiektem
badan, dazacych do wykorzystania ich jako analgetykéw w bolu przewlekltym. Intensywne
badania i1 odkrycia dotyczace budowy, struktury i funkcji uktadow opioidowych, bedacych
glownym endogennym systemem antynocyceptywnym rozpoczely si¢ w latach 70. ubiegtego
wieku. To okres najwigkszych osiagni¢¢ pozwalajacych nam lepiej zrozumie¢ mechanizm
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dziatania lekow opioidowych. Do prekursorow peptydow opioidowych zaliczamy:
proopiomelanokortyng (POMC), proenkefaling (PENK) i prodynorfiny (PDYN). Z POMC
powstaja peptydy opioidowe: alfa, beta i gamma endorfiny oraz nieopioidowe peptydy:
hormon adenokortykotropowy (ACTH), alfa i beta-MSH (hormon melanotropowy, MSH) i
beta-LPH (hormon lipotropowy, LPH) (Mika, 2008; Przewlocki i Przewlocka, 2005).
Wykorzystujac metody immunocytochemiczne 1 hybrydyzacji in situ wykazano
wystepowanie prohormonow peptydéw opioidowych na wszystkich poziomach szlakow
neuronalnych. Neurony w ktérych zachodzi ekspresja POMC, znajduja si¢ w nastepujacych
strukturach: w jadrach wzgorza 1 szwu, w ukladzie limbicznym, jadrze lukowatym
podwzgdrza, w substancji szarej okotowodociggowej, w jadrze pasma samotnego, skad
projektuja do rdzenia kregowego. Pierwsza grupe poznanych opioidéw stanowity enkefaliny
(Met- i Leu-enkefaliny) (Hughes i wsp., 1975) oraz B-endorfiny (Bradbury i wsp., 1976).
Peptydy te wykazuja dziatanie antynocyceptywne podobne do morfiny, a takze powoduja
charakterystyczne dla opioidéw efekty uzaleznienia oraz rozwoju tolerancji na ich efekty
przeciwbdlowe (Wei 1 Loh, 1976; Belluzzi 1 Stein, 1977; Van Ree 1 wsp., 1999). Endogenne
enkefaliny 1 ich pochodne s3 punktem zainteresowania jako potencjalne $rodki
przeciwbdlowe, gdyz wykazujg silnie dziatanie analgetyczne w modelach bolu przewlekiego,
takich jak: bol zapalny (Yang i1 wsp. 2008), nowotworowy (Moulin i wsp. 1985),
neuropatyczny (Hao 1 wsp. 2003; Xu 1 wsp., 2008) oraz w przebiegu cukrzycy (Chan i wsp.,
1992). Badania skupiajace si¢ na poszukiwaniu bardziej selektywnych ligandow receptora
opioidowego MOP doprowadzity do odkrycia grupy peptydéw opioidowych, nazwanej
endomorfinami, tj. endomorfina-1 i endomorfina-2. Charakteryzuja si¢ one odmienng
strukturg, dystrybucja i wysoka selektywnos$cig do jednego typu receptora opioidowego
(Zadina 1 wsp., 1999). W modelach bolu zapalnego, ostrego oraz neuropatycznego
endomorfiny wykazuja silne przeciwbdlowe dzialanie poprzez hamowanie wydzielania
cytokin prozapalnych (Jessop 1 wsp. 2010). Kolejna grupa endogennych peptydow
opioidowych czyli dynorfin zostata wyizolowana i scharakteryzowana trzy lata po6zniej
(Goldstein i wsp., 1979). PDYN jest prekursorem dla: dynorfiny A, dynorfiny B (rimorfina)
oraz alfa- i beta-neoendorfiny. Dynorfiny zaliczane sa do niezwykle interesujacej grupy
peptydow, poniewaz zaleznie od stosowanej dawki moga wykazywaé dziatanie probdlowe
lub antynocyceptywne. Oprdocz wigzania si¢ do odpowiednich receptorow opioidowych,
wykazuja si¢ zdolno$cig dziatania poprzez mechanizm nieopioidowy aktywujac receptor
NMDA (Przewlocki 1 wsp., 1983; Stevens 1 Yaksh, 1986; Obara i wsp., 2003). Neurony
zawierajace PENK i PDYN wystepuja w uktadzie nerwowym, szczegolnie w substancji szarej
okotowodociggowej, wzgorzu, jadrach szwu i w brzeznych warstwach rdzenia krggowego.
Stabsza ekspresje tych prohormondéw obserwuje si¢ w korze mozgowej (Przewtocki, 2015).
Jeden z proponowanych mechanizméw wydzielania endogennych opioidow polega na
stymulacji ich uwalniania przez czynnik uwalniajacy kortykotroping (CRF), co jest nasilane
przez IL-1beta i inne cytokiny, ktdore moga same inicjowa¢ wydzielanie endogennych
opioidow. Peptydy opioidowe dziatajg przez specyficzne receptory, do ktorych zaliczamy:
receptory u (OPRM, mi, MOP), & (OPRD, delta, DOP), k (OPRK, kappa, KOP) (Chen 1 wsp.,
1993; Lipkowski, 1987; Mogil i wsp., 1996; Pasternak, 1988; Przewlocka i wsp., 1999;
Przewlocki 1 wsp., 1983). Endogenne peptydy opioidowe nie wykazuja jednoznacznego
powinowactwa tylko do jednego typu receptora opioidowego. Peptydy pochodzace z POMC,
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a wsrod nich najlepiej poznanym przedstawicielem jest f-endorfina, wykazujg najwicksze
powinowactwo do receptora MOP i DOP, natomiast peptydy pochodzace z PENK sa
endogennymi ligandami receptora DOR, a w mniejszym stopniu receptora MOP i KOP.
Peptydy wywodzace si¢ z PDYN wiaza si¢ glownie do receptora KOP, a niektore z nich
wykazujg takze duze powinowactwo do receptora MOP i DOP. W modelu mechanicznego
uszkodzenia nerwu kulszowego oraz w przewleklym stanie zapalnym dochodzi do wzrostu
poziomu mRNA PDYN w ledzwiowe] czgsci rdzenia kregowego (Faden i wsp., 1985;
Przewlocki 1 wsp., 1988), natomiast jak wykazaly badania opublikowane przez Przewlocki i
Przewlocka w 2001 poziom mRNA PENK nie ulegl zmianie do trzeciego dnia po
uszkodzeniu. Wykonane metoda hybrydyzacji in situ badania wskazuja, ze po uszkodzeniu
dochodzi do wzrostu poziomu mRNA PDYN, jak réwniez pojawienia si¢ wyzszej ekspresji
PDYN w glebszych warstwach (w warstwie I-II jak i w warstwie IV-V) rdzenia krggowego
(Obara 1 wsp., 2003). Réwniez badania Kajender i wsp. (1990) ukazuja podniesiony poziom
dynorfiny A(1-8) w rogach grzbietowych rdzenia krggowego w modelu podwigzania nerwu
kulszowego. Po podaniu wysokiej dawki dynorfiny A(1-17) zaobserwowano wzrost
nadwrazliwos$ci na bodzce dotykowe i1 termiczne (Laughlin 1 wsp., 1997; Vanderah i wsp.,
1996), porazenie oraz catkowita utrate napigcia migSniowego, co wskazuje na jej
neurotoksyczne witasciwosci (Rojewska 1 wsp., 2014; Faden i wsp., 1990; Stevens 1 Yaksh,
1986; Long 1 wsp., 1988). Wywodzace si¢ z PNOC peptydy dzialaja na receptor
opioidopodobny tj. receptor nocyceptynowy NOP. Jak donosza badania Xu i wsp., 1996
nocyceptyna obok przeciwbolowego dzialania wykazuje rowniez wlasciwosci znoszace
analgetyczne dzialania opioidéw bez wigzania si¢ z ich receptorami. Jej dziatanie
antynocycpetywne, niezalezne od opioidow wykazano po podaniu jej do rdzenia kregowego
(Grisel 1 wsp. 1996). Natomiast podanie do komory bocznej mozgu spowodowato
wystgpienie hiperalgezji na skutek hamowania wydzielania endogennych peptydow
opioidowych (Mogil i wsp. 1996; Wagner i wsp., 1998). Powstajace w komodrkach
neuronalnych w zwojach korzeni grzbietowych receptory opioidowe s3 transportowane do
rogu grzbietowego rdzenia krggowego, a takze do obwodowych zakofczen pierwotnych.
Rozmieszczenie receptorow opioidowych w zwojach korzeni grzbietowych i rdzeniu
kregowym jest dowodem na ich udzial w procesie nocycepcji. Odkrycie receptorow
opioidowych w tkankach os$rodkowego 1 obwodowego ukladu nerwowego, a takze jak
wskazujg najnowsze badania na komorkach uktadu immunologicznego, otworzyto
mozliwosci obwodowego stosowania opioidow w usmierzaniu przewleklego oraz bolu
ostrego np. pooperacyjnego (Przewlocki 1 Przewlocka, 2005). Jednak czasem dochodzi do
takiej sytuacji, gdzie leki opioidowe jak np. morfina tracg swa efektywnos¢. Okreslenie
przyczyn ostabienia dziatania morfiny w bolu neuropatycznym moze mie¢ istotne znaczenie
dla znalezienia lepszej terapii bolu neuropatycznego. Wyniki badan wskazuja, ze w wyniku
uszkodzenia dochodzi do spadku ekspresji i stezenia bialka receptora MOP w zwojach
korzeni grzbietowych oraz w rogach grzbietowych rdzenia krggowego. Jednoczesnie jako
przyczyng spadku efektywnosci podaje si¢ silng aktywacje mikrogleju, a w pdzniejszych
dniach rowniez astrogleju w uktadzie nerwowym w wyniku uszkodzenia. Wiele badan
wskazuje na udziat obwodowych receptorow opioidowych w procesach bolowych
zwigzanych z uszkodzeniem nerwu (Obara 1 wsp., 2004, 2006; Labuz i wsp., 2006).
Obwodowe receptory opioidowe zlokalizowane sg na obwodowych zakonczeniach wtokien
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czuciowych jednocze$nie posredniczac w efektach antynocyceptywnych po uszkodzeniu
nerwu obwodowego (Truong i wsp., 2003). Zhang i wsp., 1998 dowiedli, ze przecigcie lub
podwigzanie nerwu obwodowego prowadzi do spadku liczby receptoréw oraz do obnizenia
poziomu mRNA receptoréw opioidowych (gldwnie receptora MOP) w zwojach korzeni
grzbietowych. Natomiast badania przeprowadzone przez Truong i wsp. 2003 pokazaly wzrost
ekspresji receptora MOP na wldknach neurondéw czuciowych po stronie uszkodzenia. Wokot
uszkodzonego nerwu dochodzi do gromadzenia si¢ makrofagow, ktore nie tylko promuja
procesy regeneracyjne, ale takze mogg aktywowac zlokalizowane na nerwach czuciowych
obwodowe receptory opioidowe, a przez to posredniczy¢ w analgezji (Stein 1 wsp., 2001).
Odkrycie endogennych systemdéw opioidowych oraz ich receptoréw umozliwito badania nad
ich funkcja oraz otworzyto nowe mozliwosci poszukiwania ich zastosowania w terapii bolu.
Poznanie molekularnej budowy receptoréw opioidowych dzigki zastosowaniu metody
klonowania daje mozliwos$ci stworzenia nowych, selektywnych ligandow tych receptoréw,
ktore moga przynies¢ w przysztosci korzysci w terapii bolu neuropatycznego. U podstaw
powstawania 1 utrzymywania si¢ symptomoéOw bolu neuropatycznego leza interakcje
neuroimmunologiczne. Komorki mikrogleju komunikujg si¢ z neuronami, astrocytami oraz
komorkami uktadu odpornosciowego za pomoca licznych mediatoréw 1 ich receptorow.
Aktywacja mikrogleju prowadzi do przekazywania sygnalu wieloma szlakami
wewnatrzkomoérkowymi, migdzy innymi MAPK. Niedawne badania wykazaty, ze celowanie
w te kaskady jest skutecznym sposobem na zmniejszenie bolu neuropatycznego. MAPK sa
ewolucyjnie konserwowanymi czasteczkami, ktore sktadajg si¢ z trzech gldéwnych cztonkow:
kinazy regulowanej sygnatem zewnatrzkomorkowym (ERK), p38 i c-Jun N-koncowa kinaza
(JNK). Jak wskazuja badania zastosowanie inhibitoréw p38 — SB203580 oraz minocykliny
wplywa na zmniejszenie nadwrazliwosci na bodzce bolowe (Popiolek-Barczyk 1 wsp., 2014;
Rojewska 1 wsp., 2014; Tsuda i wsp., 2004). Dodatkowo w badaniach Ledeboer 1 wsp. (2005)
oraz Ragavendra 1 wsp. (2003) wykazali, ze inhibitory p38 wykazuja wigksza skutecznos¢
jesli podawane sa przed uszkodzeniem. W naszych eksperymentach wykazalismy, ze w 7
dniu po uszkodzeniu nerwu kulszowego rosnie poziom biatka ERK1/2 w ledZwiowym
odcinku rdzenia kregowego, co zwigzane jest ze wzrostem aktywacji komorek mikrogleju
(Popiolek-Barczyk i wsp., 2015). Zainspirowani tymi wynikami postanowiliSmy zbada¢ jak
zahamowanie wybranych kinaz MAP wplynie na procesy nocycepcji oraz oceni¢ jak wptynie
na skuteczno$¢ $rodkéw opioidowych w bolu neuropatycznym. Niezwykle waznym w
kontekscie zwigkszenia skutecznosci zwigzkéw opioidowych w klinice wydaje si¢ lepsze
poznanie zalezno$ci dotyczacych struktury 1 funkcji receptorow chemokin oraz regulacji ich
$ciezek sygnatowych. Dzigki zahamowaniu receptoréw dla chemokin zwigzki te moga staé
si¢ nowym or¢zem w walce z bolem. W poszukiwaniu skutecznej i efektywnej terapii nalezy
przede wszystkim skupi¢ si¢ na posrednim dziataniu leku, ktory oprocz blokowania dziatania
chemokin wptywalby na zmiang¢ ich syntezy, zmniejszal uwalnianie oraz ich aktywacje
poprzez zahamowanie szlaku MAPK. Doniesienia zespotu Brack i wsp. (2004) méwiace o
heterologicznej desensytyzacji receptorow opioidowych 1 chemokinowych sugeruja, ze
egzogenne ligandy receptorow dla chemokin moga sta¢ si¢ koanalgetykami w opioidowej
terapii bolu. Mechanizm dziatania jednego z receptorow dla chemokiny CCLS - CCRI nie
zostal jeszcze do konca wyjasniony, jednak dane literaturowe sugeruja, ze zastosowanie
antagonisty CCR1 moze hamowa¢ naplyw komoérek immunologicznych i cytokin. Moze to
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wplywaé w sposob bezposredni na obnizenie progu bolowego. Dlatego wazne jest
zrozumienie zagadnienia chemokin i zakresu ich dziatania w ludzkim organizmie. Potrzebne
sa dalsze badania, ktore pozwolg — by¢ moze — na odkrycie nowych mozliwosci leczenia
bolu neuropatycznego.

3.3.2. Geneza cyklu prac

Leki opioidowe, takie jak morfina wykazuja dziatanie silnie przeciwbdlowe poprzez
swoiste receptory znajdujace si¢ na powierzchni komorek nerwowych. Efekt przeciwbolowy
wywoluja dziatajac na receptor MOP, jednocze$nie powodujac dziatania niepozadane —
eufori¢ (tzw. ,, high”) 1 depresje osrodka oddechowego. Dhugotrwale stosowane opioidy
tracg swojg skuteczno$¢ przeciwbolowa 1 moga prowadzi¢ do wielu niepozadanych skutkow
m.in. ryzyka uzaleznienia fizycznego 1 rozwoju tolerancji na efekt przeciwbdlowy.
Aktywacja systemOow probolowych podczas stosowania opioidow jest uwazana za gtownag
przyczyne rozwoju tolerancji opioidowej, a stosowanie coraz wyzszych dawek opioidow jest
potrzebne aby zniwelowaé efekt pronocyceptywny. Taki mechanizm jest powaznym
ograniczeniem uzywania tych lekéw w terapii bolu neuropatycznego. Dlugotrwate
przyjmowanie opioidow prowadzi takze do powstawania zmian neuroplastycznych,
prowadzacych do zwigkszonego uwalniania probdlowych peptydow. Dlatego wazne jest
znalezienie takich substancji, ktore beda nasila¢ analgetyczne dziatanie morfiny
jednoczesnie dajac mozliwos$¢ zastosowania jak najnizszych jej dawek. Cykl prac (3-5)
poswiecony jest badaniu roli endogennych systeméw opioidowych, inhibitora jednego ze
szlakéw wewnatrzkomorkowych oraz inhibitoréw wybranych chemokin w bolu
neuropatycznym ze szczegélnym uwzglednieniem nasilenia analgetycznych wilasciwosci
srodkow opioidowych. Badania prowadzone byly w ramach grantow Opus, Maestro oraz
Preludium, a ich celem bylo modulowanie interakcji neuroimmunologicznych, ktore ulegaja
zaburzeniom Ww neuropatii, a jednoocznie s3 odpowiedzialne za obnizenie efektow
opioidowych lekow przeciwbolowych. Jednak wcigz niezbedne sg badania, ktore pozwolg
nam na zrozumienie zalezno$ci pomigdzy chemokinami a innymi czynnikami zapalnymi,
aktywacja szlakow wewnatrzkomoérkowych oraz ostabionym dziataniem $rodkow
opioidowych w patomechanizmie boélu neuropatycznego. Zachgcona wczesniejszymi
badaniami naszego Zespotu, ktore wykazaty Ze pentoksyfilina, minocyklina i partenolid
zwigkszaja efektywnos$¢ morfiny, postanowitam zbada¢ jaki wptyw na efekty analgetyczne
morfiny maja takie substancje jak: selektywny inhibitor kinaz MAP - PD98059 oraz
antagonista CCR1 - J113863. Praca (4) powstata w ramach wspotpracy z Akademia
Wegierska, a celem jej byla analiza biochemiczna funkcjonalnego stanu receptorow
opioidowych w rdzeniu kregowym 1 wzgoérzu myszy kontrolnych i w modelu boélu
neuropatycznego. Moja wspolpraca z Akademig Wegierska rozpoczgta si¢ w trakcie
przygotowywania rozprawy doktorskiej. Wtedy to w naszych badaniach wykazalismy, ze na
poziomie lgdzwiowego odcinka rdzenia kregowego po stronie uszkodzenia nerwu
kulszowego nie ma zmian w stymulacji przez dynorfing Ai.17) wigzania 81 GTPyS,
natomiast w zwojach korzeni grzbietowych zaobserwowano wzrost stymulacji, obnizany
przez wielokrotne podania inhibitora mikrogleju - minocykliny. Inspiracja do badan byto
brak danych literaturowych na temat zmian funkcjonalnych receptorow KOP i DOP w
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szlakach nocyceptywnych w bolu neuropatycznym. Jest to szczegolnie wazne gdyz opioidy,
szczegolnie te o zréznicowanej selektywnosci wzgledem receptorow opioidowych moga by¢
potencjalnymi lekami w terapii bolu neuropatycznego.

3.3.3. Cele badawcze

1. Zbadanie roli endogennych ukladéw opioidowych w bélu neuropatycznym
wywolanym uszkodzeniem nerwu — analiza behawioralna i biochemiczna.

2. Okreslenie wpltywu:

o inhibitora kinazy MEK1/2 - PD98059

o antagonistow wybranych receptoréw chemokinowych

na procesy nocycepcji oraz efekty Srodkéow opioidowych w rozwoju bdlu
neuropatycznego.

3.3.4. Uzyskane wyniki

Waznos$¢ endogennych uktadéw opioidowych w kontroli procesOw nocyceptywnych
podkresla publikacja (3), ktora ukazata si¢ w czasopismie Neuroscience w 2018 roku.
Doswiadczenia przeprowadzono w 1, 14 oraz 28 dniu po wywotaniu uszkodzenia u myszy i
wykazano zalezny od czasu rozw0j symptomoOw charakterystycznych dla bolu
neuropatycznego: nadwrazliwos$¢ na bodzce termiczne 1 mechaniczne. W przeprowadzonych
badaniach udowodniono, ze rownolegle z pojawieniem si¢ symptomow bolu neuropatycznego
dochodzi do spadku mRNA receptorow opioidowych (MOP, DOP, KOP) w rdzeniu
kregowym po stronie uszkodzenia w dniu 14 po CCI. Natomiast we wzgorzu spadek mRNA
wymienionych receptorow zaobserwowaliSmy po stronie przeciwnej. Wzrost mRNA
prodynorfiny i1 proenkefaliny odnotowaliémy jedynie w rdzeniu kregowym. Do analizy
biochemicznej funkcjonalnego stanu receptoréw opioidowych w rdzeniu krggowym i
wzgorzu myszy kontrolnych i w modelu bolu neuropatycznego zastosowano metod¢ wigzania
GTPyS. Okresla ona zdolno$¢ receptora do wywotania reakcji po zadzialaniu agonisty. W
badaniach wykazano, ze zmiany w wigzaniu GTPyS dla receptorow MOP i KOP s3 podobne
w obu badanych strukturach. Co ciekawe spadek wigzania receptora DOP do liganda po
stronie przeciwnej od uszkodzenia odnotowany we wzgorzu moze by¢ przyczyna
zmniejszonej skutecznosci lekéw opioidowych w bolu neuropatycznym. W badaniach
wykazano lateralizacj¢ zmian w obydwu strukturach. Zmiany po stronie uszkodzenia w
rdzeniu kregowym 1 po stronie przeciwnej do uszkodzenia we wzgorzu wskazujg na spadek
wigzania GTPYS, czyli stabsza reakcje tych receptorow w modelu bolu neuropatycznego, co
moze mie¢ zwigzek z ostabionym dziataniem $rodkow opioidowych w neuropatii.

W publikacji (4) z cyklu prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego wykazano
wazng role inhibitora kinazy MEK1/2 - PD98059 w hamowaniu objawéw bdlu
neuropatycznego oraz nasilaniu analgetycznego efektu morfiny oraz buprenorfiny (Plos One,
2015). Jak wykazano w badaniach hamowanie kinazy MEKI1/2 poprzez wielokrotne
nardzeniowe podania PD98059 wywoluje przeciwbolowe efekty, jak réwniez nasila dziatanie
morfiny 1 buprenorfiny w szczurzym modelu bolu neuropatycznego. W przeprowadzonej
analizie biochemicznej wykazano, ze inhibitor obniza podniesiony po uszkodzeniu poziom
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ekspresji biatka p38MAPK, ERK1/2, JNK i NF-kB w rdzeniu kregowym. Dodatkowo
PD98059 obniza podniesiony po uszkodzeniu poziom czynnikéw probdlowych (IL-18, IL-6, i
iNOS) oraz podnosi poziom przeciwbolowej IL-10, co moze by¢ jednym z mechanizmow
jego przeciwbdlowego dziatania. Zatem na tej podstawie mozemy wnioskowac¢, iz PD98059
wplywa na przywrocenie réwnowagi pomi¢dzy czynnikami pro- i przeciwbolowymi w
neuropatii, a zablokowanie $ciezki MAPKK wskazuje na nowy punkt uchwytu w leczeniu
bolu neuropatycznego, ktory jest wcigz duzym problemem klinicznym.

Aktualnie opublikowane badania podkreslajg wazng role chemokin w efektywnosci
opioidéw nalezacych do podrodziny C-C w rozwoju bolu neuropatycznego, jednak rola ich w
neuropatii cukrzycowej nie jest wyjasniona dlatego stato si¢ to celem naszych badan. Kolejna
praca (5, Frontiers Immunology, 2018) z cyklu publikacji bedacych przedmiotem
omawianego osiggni¢cia naukowego, koncentruje si¢ na okresleniu roli chemokin C-C z
rodziny MIP-1 w rozwoju neuropatii cukrzycowej, a mianowicie chemokin: CCL3, CCL4
oraz CCL9. Doswiadczenia wykonano na mysim modelu neuropatii cukrzycowej, ktory
uzyskuje si¢ poprzez jednorazowe dootrzewnowe podanie streptozotocyny (STZ; 200 mg/kg).
Wyniki badan behawioralnych wykazaly, ze pojedyncze podpajeczynowkowe podanie wyzej
wymienionych chemokin u myszy zdrowych wywolywalo nadwrazliwo$s¢ na bodzce
mechaniczne 1 termiczne. Jednocze$nie wykorzystujac metode mikromacierzy biatkowych
oraz Western blot dowiedliSmy, ze w 7 dniu po podaniu streptozotocyny dochodzi do wzrostu
poziomu biatka CCL3 i CCL9 (ale nie CCL4) w lgdzwiowym odcinku rdzenia kregowego.
Dodatkowo analiza immunohistochemiczna wykazata obecno$¢ chemokin CCL3 i CCL9 oraz
ich receptorow CCR1 i CCRS5 gléwnie w neuronach. Jak wskazuja badania in vitro ekspresja
CCL3 1 CCL9 moze by¢ takze pochodzenia glejowego; jednak ta obserwacja byta tylko
czgsciowo mozliwa do potwierdzenia przez badanie immunohistochemiczne. Co ciekawe
podpajeczyndwkowe podanie neutralizujgcych przeciwciat CCL3 lub CCL9 zmniejsza
nadwrazliwo$¢ na bodzce mechaniczne 1 termiczne u myszy w dniu 7 po podaniu
streptozotocyny, jak réwniez nasila wlasciwosci przeciwbolowe morfiny w neuropatii
cukrzycowej. Kolejnym krokiem w doswiadczeniach bylo okre$lnie wptywu podania
antagonistow receptorow CCR1 oraz CCR5 (J113863 i DAPTA) na procesy nocycepcji oraz
nasilenie §rodkéw opioidowych w 7 dniu po podaniu streptozotocyny. Otrzymane przez nas
rezultaty sg pierwszymi doniesieniami w literaturze na ten temat. W szeregu eksperymentow
wykazaliSmy, ze podanie antagonisty CCR1 - J113863 zmniejsza nadwrazliwos$¢ na bodzce
bolowe 1 dodatkowo nasila analgetyczne wiasciwosci morfiny. Natomiast podanie antagonisty
CCRS5 - DAPTA nie wplywalo na procesy nocycepcji w modelu neuropatii cukrzycowej oraz
nie nasilalo przeciwbdlowego efektu morfiny.

3.3.5. Znaczenie uzyskanych wynikow

Przedstawiony przeze mnie cykl prac (3-5) stanowigcych osiggnie¢cie naukowe wskazuje na
istotng rol¢ endogennych ukladéw opioidowych, kinaz MAP, jak réwniez chemokin w bolu
neuropatycznym. W badaniach wykazano, ze wzrostowi syntezy prohormonow opioidowych i
pézniejszemu uwalnianiu endogennych ligandow towarzyszy spadek poziomu ekspresji
mRNA receptoréw opioidowych MOP, DOP, KOP oraz spadek ich wigzania do receptorow w
rdzeniu krggowym po stronie uszkodzenia i we wzgorzu po stronie przeciwne] do
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uszkodzenia w mysim modelu bolu neuropatycznego. Niezwykle waznym wynikiem jest
wykazanie spadku wigzania receptora DOP do liganda po stronie przeciwnej od uszkodzenia
we wzgorzu, co moze by¢ przyczyng zmniejszonej skutecznosci lekow opioidowych w bolu
neuropatycznym. Mechanizmy odpowiadajace za oslabione efekty analgetyczne morfiny w
bolu neuropatycznym sa wcigz stabo poznane. Dlatego zrozumienie molekularnych
mechanizmow zachodzacych w systemach opioidowych w bolu neuropatycznym ze
szczegblnym uwzglednieniem interakcji komorek mikrogleju z neuronami powinno
wyznaczy¢ nowe skuteczniejsze metody farmakoterapii bolu. Wyniki badan pozwolity na
uzyskanie odpowiedzi postawionych celow badawczych. W badaniach dowiedziono, ze
hamowanie $ciezek MAPK po podaniu selektywnego inhibitora kinaz MAP - PD98059 ma
znaczace dzialanie przeciwbolowe, a dodatkowo przyczynia si¢ do wzrostu skutecznosci
opioidéw. Przedstawione dane sugeruja, ze blokada szlakow MAPKK moze by¢
potencjalnym punktem uchwytu do znalezienia nowej skutecznej terapii w leczeniu bolu.
Dodatkowym istotnym elementem uzyskanych wynikow jest wykazanie waznej roli dwoch
chemokin z rodziny MIP-1 w bolu neuropatycznym towarzyszacym cukrzycy. Wykazany w
naszych badaniach podwyzszony po podaniu streptozotocyny poziom endogennych chemokin
jest punktem uchwytu dla szukania substancji farmakologicznych mogacych miec
zastosowanie w neuropatii cukrzycowej. Tym samym udato nam si¢ wyselekcjonowac trzy
narzgdzia farmakologiczne: J113863 oraz neutralizujace przeciwciala CCL3 1 CCL9 bedace
modulatorami nocycepcji przyczyniajacymi si¢ do wzmocnienia analgetycznych wtasciwosci
morfiny. Jak wykazano w badaniach bezposrednia neutralizacja chemokin nie tylko tagodzi
objawy bolu neuropatycznego, ale takze nasila efektywnos$¢ morfiny, co moze mie¢ kluczowe
znaczenie w terapii neuropatii cukrzycowej. Opublikowane rezultaty wzbogaca nasza wiedze
oraz beda stanowi¢ wazny argument do budowania nowych schematéw terapeutycznych.

3.4. ROLA SZLAKU KINURENINOWEGO W BOLU NEUROPATYCZNYM
3.4.1. Stan dotychczasowej wiedzy

Zaburzeniom w funkcjonowaniu os$rodkowego uktadu nerwowego towarzysza zmiany w
metabolizmie tryptofanu, ktérego gtowna droga katabolizmu jest szlak kinureninowy. W
wyniku jego przemian dochodzi do powstania produktéw posrednich wplywajacych na
endogenng regulacje¢ pobudliwosci neurondw, a takze posredniczacych w  regulacji
odpowiedzi komoérek odpornosciowych. Uzyskane przez zastosowanie metody
mikromacierzy DNA wyniki skierowaly nasza uwage na wazng rolg, jaka w rozwoju
neuropatii odgrywa szlak kinureninowy. Badania opublikowane w Molecular Pain w 2014
roku umozliwity nam poznanie transkryptow zmieniajacych si¢ po uszkodzeniu nerwu
kulszowego, jak réwniez po wielokrotnych dootrzewnowych podaniach minocykliny w tym
modelu. Jeden z tych genéw - KMO (3-monooksygenaza kynureiny) ulegat nasileniu w bolu
neuropatycznym, dlatego stat si¢ przedmiotem dalszych badan. Opublikowane dotychczas
dane literaturowe sugerujg, ze ten enzym odgrywa istotng role w patologii wielu chorob
autoimmunologicznych i neurodegeneracyjnych, natomiast jego rola w bolu neuropatycznym
jest dotad niepoznana. Tryptofan, niezb¢dny do prawidlowego funkcjonowania organizmu,
egzogenny aminokwas jest zwigzkiem wchodzacym w sktad biatek, jak rowniez prekursorem
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do syntezy aktywnych biologicznie czasteczek, wsrdod ktoérych wyrozniamy: dinukleotyd
nikotynamidoadeninowy (NAD), kwas nikotynowy, serotonina i melatonina (Oxenkrug,
2007). Duza czeg$¢ tryptofanu metabolizowana jest na drodze enzymatycznych przemian,
zwanych szlakiem kinureninowym, w wyniku ktérego dochodzi do powstania catej puli
kinurenin zaangazowanych w wiele roznych, czesto przeciwstawnych procesow
fizjologicznych. Metabolizm tryptofanu (Rycina 1) zwany szlakiem kinureninowym,
rozpoczyna si¢ od jego przeksztalcenia w N-formylo-L-kinurening przy udziale trzech
enzymow: 2,3-dioksygenazy tryptofanowej (TDO) oraz 2,3-dioksygenazy indoloaminowej 1 1
2 (IDO 1 1 2). N-formylo-L-kinurenina szybko ulega przeksztalceniu do jednego z
istotniejszych metabolitow szlaku - L-kinureniny. W kolejnym etapie L-kinurenina moze ulec
trzem réznym przeksztatceniom do kwasu kinureninowego (KYNA) za pomoca enzymow:
aminotransferazy kinureniny 1 i 2 (KAT 1 i 2); 3-hydroksy-L-kinureniny przy udziale 3-
monooksygenazy kinureninowej (KMO), jak rowniez kwasu antranilowego (AA) przy
dziataniu kinureninazy. Nastgpnie 3-hydroksy-L-kinurenina przeksztalcana jest do kwasu
ksanturenowego (XA). Zarowno 3-hydroksy-L-kinurenina, jak i kwas antranilowy mogg by¢

Tryptofan

2,3-dioksygenaza tryptofanowa (TDO)
2,3-dioksygenaza indoloaminowa 1 i 2 (IDO1,2)

N-formylo-L-kinurenina

ﬂ Formamidaza

Kwas antranilowy

Kwas Kinureninowy | ¢msss= | [kinurenina | =) (AA)
(KYN A) i Kinureninaza
minotransferaza
kinureniny 1i2 3-monooksygenaza
(KATI,2) kinureninowa (KMO)

3-hydroksy-L-kinurenina (3-HK) | m=—=) Kwas
ﬂ 3-hydroksyantranilowy

Oksydaza 3-
ﬂ hydroksyantranilowa
Kwas ksanturenowy
(XA)
Kwas
pikolinowy

l

NAD+ ‘\
Kwas chinolinowy

& (QUIN)

NADP+

Rycina 1. Szlak kinureninowy

enzymatycznie przeksztalcane do kwasu 3-hydroksyantranilowego. Oksydaza 3-
hydroksyantranilowa przeksztatca kwas 3-hydroksyantranilowy do nietrwatego zwigzku, z
ktérego powstaje kwas pikolinowy, a nastgpnie na drodze nieenzymatycznej dochodzi do
powstania kwasu chinolinowego (QUIN) — prekursora syntezy NAD+ i NADP+ (Schwarcz i
Stone, 2017). Wielu chorobom neurodegeneracyjnym, a takze chorobom o podtozu
immunologicznym w os$rodkowym uktadzie nerwowym przypisuje si¢ udzial kinurenin
wykazujacych wihasciwosci neuroaktywne. Do nich zaliczamy m.in. kwas chinolinowy, L-
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kinurenineg, 3-hydroksy-L-kinurening i kwas kinureninowy. W procesach nocycepcji rola
metabolitow szlaku kinureninowego zostala stosunkowo mato poznana. Fejes i wsp. 2011
wskazali na wazng role kinurenin w migrenie, natomiast badania przeprowadzone przez grupg
Mecs i wsp., z 2009 sugeruja na ich udzial w bolu zapalnym. Historia badan szlaku
kinureninowego rozpoczeta si¢ od enzymu monooksygenazy kinureniny (KMO) w 1983 roku,
gdy Whetsell 1 Schwarcz na podstawie przeprowadzonych badan eksperymentalnych
zauwazyli, ze wstrzykni¢cie kwasu chinolinowego (QUIN) do mo6zgdéw myszy prowadzi do
powstawania uszkodzen podobnych do obserwowanych w mozgach pacjentow z choroba
Huntingtona. QUIN jest substancja endogenng odpowiedzialng za powstanie zjawiska
zwanego $miercig ekscytotoksyczng. Zrodtem metabolitow szlaku kinureninowego, ktory
odgrywa niezwykle wazng rol¢ w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu nerwowego w
obrebie OUN sa gtownie komorki glejowe. Dlatego wydaje si¢ oczywiste, ze sg one punktem,
w ktory nalezatoby celowa¢ chcac doglebniej pozna¢ rolg kinurenin w bolu neuropatycznym.
Badania przeprowadzone w ramach mojej pracy doktorskiej dowiodly, ze po uszkodzeniu
nerwu kulszowego dochodzi do wzrostu ekspresji mRNA enzymu Kmo w szczurzym modelu
bolu neuropatycznego (Rojewska 1 wsp., 2014). Dodatkowo w badaniach biochemicznych
dowiedlismy, ze zastosowane inhibitory wywotuja spadek poziomu endogennych czynnikow
pronocyceptywnych, a takze nasilajg analgetyczny efekt morfiny (Rojewska i wsp., 2015).
Praca Zhou i wsp., 2015 sugeruje, ze IDO 1 odpowiada jedynie na zachowania depresyjne
wspotwystepujace w neuropatii, natomiast nie wplywa na nadwrazliwo$§¢ na bodzce
mechaniczne i termiczne. Brak badan nad rolg tego enzymu oraz innych produktéow i
enzymow szlaku kinureninowego w bolu neuropatycznym byt inspiracja do dalszych badan.
Ich realizacj¢ umozliwil mi otrzymany w 2016 roku grant SONATA pt. ,Rola szlaku
kinureninowego w bolu neuropatycznym w kontekscie innowacyjnego podejscia
terapeutycznego”. Waznym metabolitem w kontek$cie patomechanizmu neuropatii jest kwas
kinureninowy. Istniejg doniesienia o jego znaczeniu w bolu zapalnym (Pineda-Farias 1 wsp.,
2013; Resta i wsp., 2016), migrenie (Curto i wsp., 2015, Fejes i wsp., 2011), a takze w bolu
neuropatycznym (Rojewska 1 wsp., 2019). W procesach nocycepcji znaczaca role odgrywa L-
kinurenina, ktéra wykazuje dziatanie przeciwbolowe w zwierzgcym modelu bolu ostrego
(Heyliger i wsp., 1998), a takze w bolu zapalnym (Cosi i wsp., 2011). Rowniez wyniki badan
prezentowane przez Pineda-Farias 1 wsp., 2011 potwierdzaja jej analgetyczne witasciwosci,
gdyz koadministracja L-kinureniny z probenecidem zmniejsza nadwrazliwos¢ mechaniczng u
szczurdw z rozwini¢ta neuropatig. Laumet i wsp., w 2017 roku wykazali, ze enzym Kmo
odgrywa wazng rolg¢ w procesach depresji rozwijajacej si¢ po uszkodzeniu nerwow
obwodowych, ale jego zahamowanie nie wplywa na procesy boélowe. U myszy po
czeSciowym uszkodzeniu nerwu zaobserwowano zwigkszony poziom ekspresji mRNA Kmo
w mozgu po stronie przeciwnej do miejsca uszkodzenia. W modelu czgsciowego uszkodzenia
nerwu Autorzy wykazali zwigkszong ekspresje: Kmo, Kynu, Haao oraz Quin po stronie
przeciwnej do uszkodzenia w hipokampie. Rowniez zwigkszony stosunek QA-do-KYN w
hipokampie wskazuje na aktywacj¢ catej gatezi Kmo w szlaku kinureninowym. Badania
opublikowane przez Nahomi i1 wsp., 2020 sugeruja, ze w neuropatii wzrokowej, w ktorej ma
miejsce postepujaca degeneracja komorek zwojowych siatkdwki (RGC) dozylne lub do ciata
szklistego podawanie KYNA chronito RGC przed uszkodzeniem. Uszkodzenie
niedokrwienno-reperfuzyjne spowodowato wigksza utrate¢ RGC u muszy zdrowych w
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pordwnaniu z myszami z pozbawionymi Kmo. U myszy pozbawionych enzymu Kmo
zaobserwowano nieco wyzszy poziom glukozy na czczo niz u myszy typu dzikiego. Myszy z
cukrzyca wykazywaly znacznie nizsza utrat¢ RGC w pordwnaniu z myszami zdrowymi po
uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym. Dlatego cieckawym i nowym punktem uchwytu
dla terapii moze by¢ modulacja szlaku kinureninowego. Brak danych literaturowych
mowigcych o jego roli w rozwoju bolu neuropatycznego. Temat ten jest szczegOlnie
interesujacy, gdyz farmakologiczna modulacja szlaku kinureninowego moze przynies¢ dobre
efekty terapeutyczne w przyszitosci. W literaturze istnieja juz doniesienia mowigce o jego
znaczeniu w chorobach neuroimmunologicznych 1 neurodegeneracyjnych, dlatego
uzupetnienie tej wiedzy w tematyce bolu neuropatycznego jest niezwykle wazne.

3.4.2. Geneza cyklu prac i cele badawcze

Moja przygoda z badaniami dotyczgcymi roli szlaku kinureninowego w bélu neuropatycznym
rozpoczela si¢ jeszcze gdy przygotowywatam swoja prace doktorska. Wtedy to przy
wykorzystaniu metody mikromacierzy DNA stworzyliSmy wzorce transkrypcyjne oraz
narodzily si¢ nowe hipotezy dotyczace modulujacego wplywu minocykliny na poziom
abundancji transkryptéw ulegajacych zmianie po uszkodzeniu nerwu obwodowego. Jednym z
nich byl enzym szlaku kinureninowego — Kmo. Enzym ten odgrywa wazng role¢ w chorobach
neurodegeneracyjnych 1 neuroimmunologicznych, natomiast jego rola w bdlu
neuropatycznym wymagala wyjasnienia 1 wnikliwych badan. 1 tak rozpoczely si¢ moje
badania dotyczace roli szlaku kinureninowego w boélu neuropatycznym, co zaowocowato
opublikowaniem czterech publikacji (6-9), ktére sa cyklem prac wchodzacych w sktad
rozprawy habilitacyjnej na temat roli szlaku kinureninowego w bolu neuropatycznym.
Weczedniejsze badania dotyczace roli szlaku kinureninowego w boélu neuropatycznym
przyczynity si¢ do sformutowania kilku pytan badawczych, ktore staty si¢ celem moich
badan.

3.4.3. Cele badawcze

1. Okreslenie czy w bolu neuropatycznym dochodzi do zmian w aktywnosSci
enzymoOw i produktow szlaku kinureninowego w rdzeniu kregowym i w zwojach
korzeni grzbietowych

2. Oznaczenie komorkowego Zrodla oraz farmakologiczna modulacja enzymow
szlaku kinureninowego poprzez zahamowanie aktywnosci zwigzkéw toksycznych
w hodowli pierwotnej mikrogleju i astrogleju (stymulacja komorek LPS)

3. Farmakologiczna modulacja Sciezki neurotoksycznej szlaku kinureninowego oraz
badania biochemiczne zmian ekspresji wybranych enzymow po modulacji szlaku
kinureninowego

4. Farmakologiczna modulacja $ciezki neuroprotekcyjnej szlaku kinureninowego
poprzez nasilenie aktywnosci kwasu Kinureninowego oraz badania biochemiczne
zmian ekspresji wybranych enzymow i ich produktéw po modulacji szlaku
kinureninowego

5. Zbadanie roli agonistow receptora GPR35 w bélu neuropatycznym
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3.4.4. Uzyskane wyniki

Odpowiedzi na przedstawione cele zawarte s3 w cyklu prac bedacych przedstawionym do
recenzji osiggni¢ciem naukowym (6-9). Wyniki prac jednoznacznie wskazuja na wazna rolg
jaka odgrywa szlak kinureninowy w rozwoju neuropatii. W pracy opublikowanej w
Neuropharmacology w 2016 roku (6) wykazalismy, ze w réznych po uszkodzeniu nerwu
kulszowego punktach czasowych, tj. w dniu 3, 7 oraz 14 wzrasta poziom mRNA i biatka Kmo
w rdzeniu kr¢ggowym 1 zwojach korzeni grzbietowych. Zmiany te korelowaty ze
zwigkszonym poziomem markerow: mikrogleju (CD40 i1 IBA-1) oraz astrocytow (Gfap).
Ponadto, jak wskazuja wyniki, wielokrotne dootrzewnowe i podpajeczyndwkowe podania
inhibitora mikrogleju — minocykliny zmniejszaja podniesiony po uszkodzeniu poziom mRNA
Kmo w obu badanych strukturach, czemu towarzyszy zmniejszenie nadwrazliwosci na bodzce
boélowe. Badania z uzyciem pierwotnych komorek glejowych wykazaly, Zze minocyklina
hamuje stymulowany lipopolisacharydem wzrost poziomu mRNA Kmo w komorkach
mikrogleju, ale nie astrogleju. W nastepnym etapie badan wykazaliSmy, Ze zastosowanie
inhibitoréw Kmo (R0o61-6048 and JM6) zmniejsza objawy bolu neuropatycznego oraz nasila
analgetyczne dzialanie morfiny. Badania biochemiczne z wykorzystaniem metody qRT-PCR
oraz Western Blot wskazuja, ze Ro61-6048 obniza podniesiony po uszkodzeniu nerwu
kulszowego poziom mRNA i/lub biatka CD40/Ibal, IL-1beta, IL-6, NOS2 zaréwno w rdzeniu
kregowym 1 zwojach korzeni grzbietowych. Badania umozliwily poznanie roli szlaku
kinureninowego w bolu neuropatycznym oraz uzupehity podstawowa wiedz¢ z zakresu
funkcjonowania organizmu w normie i patologii. Praca (8, Froniers Pharmacology, 2018)
jest obszerng analiza dotyczaca wptywu uszkodzenia nerwu kulszowego na poziom mRNA
enzyméw szlaku kinureninowego. Wiodacym zalozeniem hipotezy badawczej bylo poznanie
czy zahamowanie aktywno$ci enzymoOw S$ciezki neurotoksycznej szlaku moze mieé
wlasciwosci neuroprotekcyjne 1 by¢ jednym ze sposobow ochrony neurondéw przed
uszkodzeniami. Wyniki analiz RT-qPCR wykazaly, ze w roznych czasach po uszkodzeniu
nerwu kulszowego rosnie poziom mRNA enzymdéw szlaku kinureninowego, takich jak: 2,3
dioksygenaza indolowa 1 (Ido1), 2,3 dioksygenaza indolowa 2 (Ido2), Kmo 1 dioksygenaza
kwasu 3-hydroksyantranilowego (Haoo) w rdzeniu krggowym lub/i w zwojach korzeni
grzbietowych. Badania z wykorzystaniem hodowli pierwotnych mikrogleju dowiodtly, ze po
stymulacji LPS wzrasta poziom mRNA Ido2, Kmo oraz Haoo. Zastosowanie inhibitora
mikrogleju — minocykliny odwraca wywotane uszkodzeniem zmiany mRNA Ido2 i Kmo w
rdzeniu krggowym lub/i w zwojach korzeni grzbietowych. Dodatkowo w badaniach
wykazano, ze zastosowanie inhibitoréw enzymow: Ido2 (1-MT) i1 Kmo (UPF648) zmniejsza
symptomy bolu neuropatycznego. Wyniki badan wskazujg, ze zahamowanie aktywnosci
enzymoOw $ciezki neurotoksycznej szlaku moze mie¢ wlasciwosci neuroprotekcyjne 1 by¢
jednym ze sposobow ochrony neurondw przed uszkodzeniami. W aktywacji szlaku
kinureninowego kluczowa role odgrywa GPR35. Wyniki badan kolejnej pracy (7, European
Journal of Pharmacology) wchodzacej w sktad mojej rozprawy habilitacyjnej opublikowane
w 2018 roku sugeruja, ze zaprinast — dzialajacy zaréwno jako agonista GPR35, jak i inhibitor
fosfodiesterazy wplywa na bdl neuropatyczny u szczurow. Wyniki pracy wskazujg ze
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zaro6wno pojedyncze, jak 1 wielokrotne podpajeczynéwkowe podania zaprinastu zmniejszajg
nadwrazliwo$¢ na bodZce mechaniczne i termiczne. Badania biochemiczne z wykorzystaniem
metody Western blot dowiodty, ze wielokrotnie podawany zaprinast zmniejsza aktywowany
w wyniku uszkodzenia poziom biatka IBA-1 oraz podnosi poziom Gfap w rdzeniu kregowym
w 7 dniu po CCI. Po przeprowadzeniu analizy zmian czynnikéw pronocyceptywnych wynika,
ze zaprinast zmniejsza podniesiony po uszkodzeniu poziom biatka IL-lbeta w zwojach
korzeni grzbietowych oraz IL-18, IL-6 1 NOS2 w rdzeniu kr¢egowym w 7 dniu po CCI.
Ponadto wykazano, ze zaprinast nie wptywa na poziom biatka IL-1RA, IL-18BP oraz IL-10.
Zainspirowana zaobserwowanymi wynikami zwigzanymi zaroOwno z udzialem szlaku
kinureninowego, jak i rolg receptora Gpr35 w bdlu neuropatycznym podjetam badania, ktore
zostaly opublikowane w pracy (9). Wczesniejsze badania wyodrebnity szereg metabolitow
szlaku kinureninowego, ktoére odgrywaja wazng role w modulacji bélu neuropatycznego. W
pracy opublikowanej w Pharmacological Reports w 2019 wykazano wptyw podania kwasu
kinureninowego oraz zaprinastu u myszy po uszkodzeniu nerwu kulszowego. Co ciekawe, a
zarazem bedace pierwszym doniesieniem podpajeczynéwkowe podanie chemokiny CXCL17
u myszy zdrowych inicjuje rozw6j bolu neuropatycznego, co zwigzane jest z GPR35. Jak
wykazano w doswiadczeniach probolowy efekt CXCLI17 jest odwracany po podaniach
agonistow GPR35: kwasu kinureninowego oraz zaprinastu. Ponadto udowodniono, ze
podanie tych dwoch substancji zmniejsza nadwrazliwo$¢ na bodzce bélowe oraz zwigksza
efektywnos¢ morfiny u myszy po uszkodzeniu nerwu kulszowego. Podsumowujac
przedstawiono wyniki sugerujace, ze zard6wno zaprinast, jak i kwas kinureninowy moga
skutecznie zmniejsza¢ neuropatyczne zachowania zwigzane z bélem.

3.4.5. Znaczenie uzyskanych wynikow

W $wietle przedstawionych prac wydaje si¢, ze modulacja aktywnosci szlaku kinureninowego
moze zosta¢ wykorzystana w planowaniu nowych strategii terapeutycznych bolu
neuropatycznego. Wyniki naszych badan pokazuja, ze szlak kinureninowy jest waznym
mediatorem patologii bolu neuropatycznego 1 wskazuja, ze enzym Kmo moze stanowi¢ nowy
cel farmakologiczny w leczeniu neuropatii. Niezwykle istotnym doniesieniem jest wykazanie,
ze zastosowanie inhibitorow enzyméw Kmo 1 Ido2 wpltywa na procesy nocycepcji.
Sugerujemy rowniez, ze wzmocnienie $ciezki neuroprotekcyjnej poprzez zwigkszenie ilosci
wydzielanego kwasu kinureninowego moze wywotywac efekty przeciwbdlowe. Uzyskane
wyniki wskazujg na istotng role chemokiny CXCL17 w rozwoju boélu neuropatycznego po
uszkodzeniu nerwu kulszowego i jest to pierwsze doniesienie w literaturze. Jak wynika z
przeprowadzonych badan kolejnym punktem uchwytu dla znalezienia skutecznej terapii moze
sta¢ si¢ GPR35. Wzajemna zalezno$¢ pomigdzy mechanizmem bolu neuropatycznego a
aktywnoscig szlaku kinureninowego by¢ moze pozwoli na znalezienie nowego mechanizmu
powstawania zmian towarzyszacych uszkodzeniu oraz stworzy mozliwos¢ wykorzystania tej
wiedzy w postepowaniu profilaktycznym lub leczniczym. Otrzymane wyniki badan moga
postuzy¢ jako eksperymentalne podstawy do rozwoju bardziej selektywnej 1 skutecznej terapii
boélu neuropatycznego w klinice z zastosowaniem inhibitorow substancji endogennych.
Otrzymane rezultaty pozwalaja na lepsze zrozumienie procesu inicjacji i rozwoju bolu
neuropatycznego. Wyniki badan przedstawione w pracach (6-9) wchodzacych w sktad
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rozprawy habilitacyjnej, a wykonane w ramach kierowanego przeze mnie grantu SONATA
umozliwig poznanie mechanizméw bolu neuropatycznego i wskazanie nowych strategii
leczenia, co stanowi istotny problem zaré6wno naukowy, jak i kliniczny.
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4. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Swoja przygode z nauka w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie
rozpocz¢tam na czwartym roku studiéw kierunku biologia na Uniwersytecie Jagiellonskim.
Studiowanie tego kierunku rozwingto moje =zainteresowania w kierunku zagadnien
zwigzanych z ukladem nerwowym, chorobami oraz procesami nocycepcji. Szeroka,
innowacyjna 1 bardzo interesujgca tematyka badawcza skierowaly mnie do Pracowni
Farmakologii Bolu PAN, ktorej kierownikiem wtedy byta Prof. dr hab. Barbara Przewlocka.
Prace w laboratorium rozpocze¢tam od krotkiego wolontariatu, w ramach ktoérego wlaczytam
si¢ w nurt badan prowadzonych w Zakladzie. Dodatkowo prowadzitam badania do swojej
pracy magisterskiej pt. ,,Porownanie dwoch modeli bolu neuropatycznego — mechanicznego
uszkodzenia nerwu kulszowego (model CCI) oraz neuropatii cukrzycowej (model STZ)”, ktora
wykonatam pod opieka Prof. dr hab. Barbary Przewlockiej. Juz wtedy interesowala mnie
tematyka bolu, a w szczegdlnosci bolu neuropatycznego powstajacego w wyniku uszkodzenia
nerwow obwodowych. To tutaj poglebitam swoja wiedz¢ na temat fizjologii ukladu
nerwowego oraz zaburzen w jego funkcjonowaniu oraz zainspirowalam inne osoby do
podobnych dziatan. Nauczylam si¢ planowania doswiadczen, ich analizy oraz pracy w zespole.
Poznatam takze szereg metod behawioralnych i biochemicznych stosowanych w Zaktadzie.
Zaznajomilam si¢ z takimi metodami jak: RT-qPCR, mikromacierzy biatkowych i
immunohistochemii. Wyjazd na Akademi¢ Wegierskag umozliwit mi poznanie i postugiwanie
si¢ metoda GTPy binding. Cze$¢ przeprowadzonych tam eksperymentéw zamieszczona
zostala w mojej rozprawie doktorskiej. Praca w Zakladzie Farmakologii Bélu pozwolita mi
takze na poznanie i samodzielne postugiwanie si¢ testami behawioralnymi, takimi jak: test
odsuwania ogona (tail-flick); test wrazliwosci na bodzce dotykowe (von Frey’a); test
odsuwania tapy (test Hargreavesa); test wrazliwosci na zimne i ciepte bodzce termiczne
(zimna 1 gorgca ptytka); test obcigzenia tapy (Dynamic Test Bearing); test mierzacy
aktywnos$¢ motoryczng (test Rotarod). Pozwolito mi to na dalszy rozwdj oraz dato mozliwos¢
aplikowania na studia doktoranckie, co zawsze bylo moim marzeniem. W miedzyczasie
wspotpracowatam w grupie Prof. Ryszarda Przewtockiego 1 prowadzitam badania dotyczace
samopodawania zwigzkow uzalezniajacych u myszy. Na poczatku mojej pracy w Zaktadzie
Farmakologii Bolu wiaczylam si¢ w badania dotyczace roli komoérek glejowych w neuropatii
realizowane w ramach grantow kierowanych przez Prof. dr hab. Joanne Mike. Jestem
wspolautorem publikacji, w ktérych wykazalismy, ze w rozwoju bolu neuropatycznego wigkszy
udzial odgrywaja komorki mikrogleju niz astrogleju (Mika i wsp., 2009 Eur J Pharmacol). Jak
wykazala analiza western blot oraz immunohistochemii w rdzeniu kregowym po stronie
uszkodzenia wystgpuje nasilona ekspresj¢ komorek OX42-pozytywnych oraz brak lub stabe
zmiany komorek GFAP-pozytywnych. Wyniki badan farmakologicznych potwierdzity te
obserwacje, gdyz jak wykazaliSmy wielokrotne podanie u myszy minocykliny (inhibitora
mikrogleju) oraz pentoksyfiliny (inhibitora cytokin), ale nie fluorocytrynianu (inhibitora
astrogleju) ostabiaja objawy bolu neuropatycznego. Dodatkowo zaobserwowalismy niekorzystny
wpltyw aktywacji komorek mikrogleju na efekty przeciwbdlowe morfiny, natomiast minocyklina i
pentoksyfilina silnie opdzniaty rozwdj tolerancji morfinowej. Zahamowanie aktywacji mikrogleju
moze istotnie wplyna¢ na wzrost efektywnosci lekow przeciwbolowych stosowanych w klinice w
terapii bolu neuropatycznego. W kolejnej pracy (Mika i wsp., 2010 Neuroscience) pokazaliSmy,
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ze podania minocykliny obnizajg silny wzrost mRNA prodynorfiny, peptydu opioidowego,
ktorego dziatania nieopioidowe przyczyniaja si¢ do rozwoju neuropatii. Uzyskane wyniki
wskazujace na modulacje systeméw opioidowych przez minocykline sktonity nas do dalszych
poszukiwan jej mechanizméw dziatania. Wiaczytam si¢ rowniez w realizacj¢ zadan w ramach
grantu POIG DeMeTer, ktorych celem bylo okreslenie roli komoérek glejowych w
skuteczno$ci antydepresantow stosowanych w bolu neuropatycznym. W publikacji, ktora
ukazata si¢ w Neuroscience w 2015 pokazaliémy, ze doksepina i amitryptylina prowadza do
obnizenia progu wrazliwosci bolowej u zwierzat zdrowych. Dzigki podaniom ondansetronu
(antagonista 5-HT3R) 1 johimbiny (antagonista receptorow o2, al, 5-HTIB, 5-HTID, 5-
HT2A, 5-HT2B, D2 1 5-HT1A) zaproponowali$my mechanizm dziatania antydepresantow w
bolu neuropatycznym. Celem kolejnych badan bylo okreslenie wplywu podania lekow
przeciwdepresyjnych, takich jak: amitryptylina, doksepina, milnacipran, wenlafaksyna i
fluoksetyna na nadwrazliwo$¢ na bodzce mechaniczne i termiczne w 7 dniu po uszkodzeniu
nerwu kulszowego u szczurow oraz wplyw ich podania na stopien aktywacji
mikrogleju/makrofagéw (IBA-1) i astrogleju (GFAP) w rdzeniu kregowym i1 zwojach korzeni
grzbietowych. Wyniki opublikowane w Eur J of Pharmacology w 2015 roku wskazuja, ze
wszystkie badane zwigzki zmniejszaja nadwrazliwo$s¢ na bodzce mechaniczne, natomiast
odmiennie wplywaja na hamowanie nadwrazliwosci na bodzce termiczne oraz stopien
aktywacji mikrogleju. Jak zaobserwowalismy jedynie fluoksetyna zmniejsza poziom biatka
IBA-1 w rdzeniu krggowym 1 DRG w 7 dniu po podwigzaniu nerwu kulszowego u szczurow.
Podanie amitryptyliny, milnacipranu i wenlaflaksyny spowodowalo wzrost aktywacji
komorek IBA1-pozytywnych w rdzeniu kregowym i/lub w zwojach korzeni grzbietowych.
Wszystkie zastosowane leki przeciwdepresyjne nie wplywaly na poziom biatka astrocytéw —
GFAP. Jako pierwsi dowiedliSmy, ze wielokrotne podania minocykliny zwigkszyly
przeciwbdlowe dziatanie pojedynczych dawek amitryptyliny 1 milnacipranu, ale nie wptywaty
na efekt podania fluoksetyny. Roéwnolegle prowadzitam badania, ktérych wyniki byly
tematem mojej pracy magisterskiej. W oparciu o dane literaturowe wprowadzitam do badan
farmakologicznych 1 molekularnych w naszym laboratorium nowy model boélu
neuropatycznego - model neuropatii cukrzycowej wywotanej podaniem streptozotocyny
(model STZ), co umozliwito prowadzenie badan nad mechanizmami zaangazowanymi w
rozw0j choroby cywilizacyjnej, ktoéra niewatpliwie jest cukrzyca. Jednym z waznych
probleméw pojawiajacych si¢ w jej rozwoju jest bol neuropatyczny, ktory powstaje w
konsekwencji metabolicznego uszkodzenia nerwéw obwodowych. W badaniach poréwnano
dwa modele bélu neuropatycznego - mechaniczne uszkodzenie nerwu kulszowego (model
CCI) oraz model neuropatii cukrzycowej wywotanej podaniem streptozotocyny STZ (model
STZ). Zaréwno uszkodzeniu nerwdw, jak 1 podaniu streptozotocyny towarzyszy wystepowanie
symptomow charakterystycznych dla bélu neuropatycznego, takich jak: nadwrazliwo$¢ na bodzce
mechaniczne i termiczne. Podobnie réwniez zachodzila aktywacja mikrogleju, bedaca
prawdopodobnie przyczyng oslabienia dziatania morfiny w obydwu modelach. Przebieg
krzywej dawka—efekt dla morfiny byl podobny w obydwu modelach. Podanie inhibitora
mikrogleju — minocykliny zwigksza efektywnos$ci morfiny zaréwno po uszkodzeniu nerwu
kulszowego, jak 1 podaniu streptozotocyny. W badaniach wykazaliSmy zrdznicowanie
odpowiedzi endogennych ukladow opioidowych na uszkodzenie, wzrost poziomu mRNA
prodynorfiny zaobserwowaliSmy tylko w modelu CCI, natomiast w modelu STZ wrastata
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jedynie ekspresja mRNA proenkefaliny. Badania przeprowadzono na ledzwiowym odcinku
rdzenia krggowego u myszy. Obserwowane roéznice umozliwiajg zrozumienie molekularnych
mechanizmow zachodzacych w systemach opioidowych w bolu przewlekltym a
uwzglednienie interakcji komodrek mikrogleju z neuronami moze wyznaczy¢ nowe drogi
poszukiwania skuteczniejszej metody farmakoterapii bolu. Wprowadzenie do Zespotu
nowego modelu neuropatii — modelu streptozotocynowego otworzylo mozliwos¢ dalszej
analizy zmian towarzyszacych rozwojowi neuropatii cukrzycowej, ktorej wyniki zawarte sg w
licznych pracach ktorych jestem réwniez wspotautorem.

Jak wynika z badan opublikowanych w ramach mojej pracy doktorskiej w bolu
neuropatycznym dochodzi do zaburzenia pomig¢dzy czynnikami neuroimmunologicznymi.
PoszerzyliSmy zatem pole poszukiwanh o zbadanie roli chemokin w dwoch modelach bolu
neuropatycznego: mechanicznego uszkodzenia nerwu kulszowego, jak rowniez neuropatii
cukrzycowej. Badania wykazaly, ze w dniu si6dmym od podania streptozotocyny dochodzi
do wzrostu poziomu glukozy we krwi z jednoczesnym niewielkim spadkiem masy ciata
zwierzat oraz pojawieniem si¢ nadwrazliwosci na bodzce mechaniczne i termiczne. W
publikacji Zychowska 1 wsp., 2013 w Journal of Neuroimmunology wykazaliSmy, ze w
neuropatii cukrzycowej rownolegle z symptomami bolowymi dochodzi do aktywacji
mikrogleju. STZ zwigksza poziom ekspresji IL-1p, IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL12p70, IL-17,
IFNy, sTNFRIIL. Minocyklina réwnolegle z przeciwbdlowym dzialaniem hamuje aktywacje
mikrogleju oraz zwigksza efektywno$¢ morfiny po podaniu STZ, jak réwniez podnosi poziom
przeciwzapalnych czynnikow, takich jak: IL-lalpha, IL-2, IL-10, sTNFRIL. Zatem wplyw
minocykliny na czynniki zmieniajace si¢ w neuropatii cukrzycowej moga mie¢ znaczenie w
znalezieniu skutecznej terapii bolu. W pracy Zychowska i wsp., 2015 opublikowanej w
Journal of Diabetes Research zaobserwowalismy, ze w dniu 7 od podania streptozotocyny
dochodzi do wzrostu poziomu biatka CXCL1, CXCL5, CXCL9 i CXCL12, a nardzeniowe ich
podanie powoduje rozwdj nadwrazliwo$¢ na bodzce mechaniczne 1 termiczne, co
potwierdzito probdlowe dzialanie badanych chemokin. Otrzymane rezultaty zainspirowaty
nas do okreslenia roli kolejnych chemokin w modelu neuropatii. Nieznana dotad rola liganda
dla receptora chemokinowego XCR1 (XCL1) sktonita nas do dalszych badan, ktérych wyniki
zostaly opublikowane przez Zychowska i wsp. w 2016 w Anesthesiology. Podanie
streptozotocyny (STZ) spowodowato rozwoj nadwrazliwo$ci na bodzce termiczne i
mechaniczne, réwnolegle zaobserwowalismy aktywacje komorek mikrogleju do 14 dni od
podania STZ. Dodatkowo odnotowalismy wzrost poziomu biatka chemokiny XCL1 oraz jej
receptora XCR1. Nastepnie wykazaliSmy, ze wielokrotne podania minocykliny nie tylko
zmniejszaja rozw0j nadwrazliwosci bolowej, ale takze zapobiegaja aktywacji mikrogleju oraz
hamuja wzrost poziomu XCL1 i XCRI1. Ponadto udowodniliSmy, ze jednorazowe
podpajeczynowkowe podanie XCL1 myszom zdrowym wywotuje symptomy bodlu
neuropatycznego, co koreluje ze wzrostem markera aktywacji mikrogleju. Co ciekawe
podanie neutralizujacych przeciwciat skierowanych do XCL1 przed nardzeniowym podaniem
tej chemokiny zapobiega zarowno rozwojowi symptoméw bolu, jak 1 aktywacji komoérek
mikrogleju. Rowniez podanie neutralizujacych przeciwciat skierowanych do XCL1 myszom z
rozwini¢ta neuropatig cukrzycowg zmniejszato nadwrazliwo$¢ bolowa w dniu 7 po podaniu
streptozotocyny. Zatem w badaniach wykazaliSmy, po raz pierwszy, wazng rol¢ interakcji
XCL1/XCRI na poziomie rdzenia kregowego w rozwoju neuropatii cukrzycowej. Ponadto
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dostarczono dowodow, ze minocyklina obnizajac poziom XCLI1/XCR1 zmniejsza
nadwrazliwo$¢ na bodzce bolowe w modelu neuropatii cukrzycowej. Kolejng chemoking,
ktorej udziat w neuropatii cukrzycowej nie zostal wyjasniony, a stal si¢ celem naszych badan,
byt ligand receptora CCR8, czyli CCL1. W 2017 roku (Zychowska i wsp., 2017 International
Immunopharmacology) wykazaliSmy wzrost poziomu biatka CCL1 1 IBA1, ale nie CCRS8 1
GFAP w ledzwiowym odcinku rdzenia kregowego po podaniu STZ. Barwienie
immunofluorescencyjne ujawnito, ze glowna lokalizacja CCRS8 sg neurony, bedace zroédiem
rdzeniowego CCL1. W hodowli komorek mikrogleju stymulowanych LPS ujawniono spadek
poziomu biatka CCL1 i CCRS, natomiast w hodowlach komoérek astrogleju zmian w
poziomie badanych czynnikow nie odnotowali$my. Nasze wyniki potwierdzaja hipotezg, ze
CCL1 odgrywa wazng role jako mediator w interakcjach neuroimmunologicznych, a
interakcje CCL1/CCL8 odgrywaja wazng role w rozwoju boélu neuropatycznego w cukrzycy.
U myszy zdrowych podpajeczynowkowe podanie CCL1 wywotuje nadwrazliwos¢ na bodzce
termiczne 1 mechaniczne, natomiast podanie przeciwciat neutralizujacych CCL1 zmniejsza
symptomy bolowe w modelu cukrzycowym. Réwniez co ciekawie wielkokrotne podania
przeciwcial neutralizujagcych CCL1 poprawia skuteczno$¢ morfiny i buprenorfiny, co
niewatpliwie wskazuje na wazny udzial interakcji CCLI-CCR8 w rozwoju neuropatii
cukrzycowej i skutecznosci opioidow.

Kolejnym etapem badan realizowanych w ramach mojej pracy doktorskiej
prowadzonej pod kierunkiem Prof. dr hab. Joanny Mika bylo odkrywanie mechanizmow
dziatania minocykliny oraz jej wptywu na czynniki neuroimmunologiczne (Rojewska i wsp.,
2014, J. of Neuroimmunology, Rojewska i wsp., 2014 Neuropharmacology). Poznanie
interakcji pomiedzy ukladem nerwowym a ukladem immunologicznym jest niezmiernie
istotne dla zrozumienia przyczyn rozwoju bolu, jak i mozliwo$ci ingerencji w te procesy.
Zaktywowane komorki mikrogleju zaczynaja produkowaé roéwniez wiele zwigzkow
prozapalnych o witasciwo$ciach pronocyceptywnych takich jak cytokiny (interleukiny,
chemokiny). Mediatory te jak wykazaliSmy dzialajac zarowno na komorki uktadu
immunologicznego jak i nerwowego, moduluja odpowiedz bolowa, a takze wpltywajga na
efektywnos¢ lekow przeciwbolowych. WykazaliSmy, ze w wyniku uszkodzenia tkanki
dochodzi do zmian aktywnosci komoérek glejowych, a zwlaszcza mikrogleju oraz do
zaburzenia rOwnowagi pomie¢dzy czynnikami algezji 1 analgezji, co powoduje rozwoj bolu
neuropatycznego. Jak wykazaly nasze badania, minocyklina bedaca inhibitorem mikrogleju
przywraca rownowage zachwiang w bolu neuropatycznym po uszkodzeniu nerwow
obwodowych. W wickszym stopniu hamuje ekspresj¢ czynnikdéw nasilajacych bol. Zaréwno
badania kliniczne, jak i eksperymentalne prowadzone w ostatnich latach wskazuja na wazny
udziat czynnikéw neuroimmunologicznych w powstawaniu i utrzymywaniu si¢ symptomow
bolu neuropatycznego. Wiadomo, ze na poziomie rdzenia krggowego aktywowane komorki
mikrogleju uwalniajg pronocyceptywne cytokiny. Badania in vitro (Rojewska i wsp., 2014 J.
of Neuroimmunolog) na komoérkach mikrogleju stymulowanych LPS wykazaty zwiekszong
ekspresj¢ mRNA MMP-9, TIMP-1, IL-1p, IL-1a, IL-6, IL-10 i IL-18. W badaniach in vivo
zaobserwowali$my, ze uszkodzenie nerwu obwodowego powoduje wzrost ekspresji mRNA
markera mikrogleju CD40, a takze czynnikodw pronocyceptywnych MMP-9, TIMP-1, MMP-2,
IL-1p, IL-6, IL-18 oraz IL-10 w rdzeniu kregowym i zwojach korzeni grzbietowych. Wzrost
mRNA dla przeciwbolowej IL-1a odnotowali§my na poziomie DRG. Ciekawe zatem bylo
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sprawdzenie czy podania minocykliny wplywaja na regulowanie poziomu czynnikéw
pronocyceptywnych i antynocyceptywnych na poziomie rdzenia kregowego i DRG.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze wielokrotne dootrzewnowe podania minocykliny
hamuja podniesiony po uszkodzeniu nerwu kulszowego poziom ekspresji mRNA CD40;
probolowych czynnikéw takich jak /L-6, IL-18 oraz MMP-9. W niewielkim stopniu wplywa
na poziom ekspresji mRNA czynnikoéw przeciwzapalnych IL-10, MMP-2 oraz TIMP-1 w
DRG (Rojewska i wsp., 2014 J. of Neuroimmunology). Nasze badania wykazaty, ze
minocyklina przywraca do wartosci kontrolnych poziom niektdrych czynnikéw zmienionych
po uszkodzeniu nerwu. Moja rozprawa doktorska potwierdza istotny wpltyw czynnikow
neuroimmunologicznych na modulacj¢ procesu powstawania bolu. Poznanie interakcji
pomiedzy ukladem nerwowym a uktadem immunologicznym jest niezmiernie istotne dla
zrozumienia przyczyn rozwoju bolu jak i mozliwo$ci ingerencji w te procesy. Calo$é
wynikow wskazuje na duze znaczenie terapeutyczne minocykliny oraz pokazuje nowe punkty
uchwytu, co moze pomoc w opracowaniu nowej strategii walki z bélem. Jednakze, za moje
najwazniejsze osiggni¢cie uwazam badania, w ktorych wykazaliSmy, ze minocyklina nasila
przeciwbdlowy efekt niskich dawek ligandéw receptora opioidowego kappa - dynorfiny A
oraz U50,488H (Rojewska i wsp., 2015 Neuropharmacology). Podanie dynorfiny A w
wysokiej dawce (15 nmol) wywotalo wiotki paraliz. Réwnolegle do paralizu
zaobserwowalismy wzrost poziomu mRNA interleukin /L-/beta oraz IL-6. Natomiast u
szczurdw, ktore otrzymywaty wielokrotnie minocykling, nie zaobserwowali§my pogorszenia
funkcji motorycznych ani wiotkiego paralizu po podaniu dynorfiny. Ponadto, nasilona
podpajeczynowkowym podaniem dynorfiny ekspresja mRNA [L-lbeta 1 IL-6 w rdzeniu
kregowym oraz IL-lbeta w DRG, powraca do wartosci kontrolnych po podaniach
minocykliny co wskazuje na modulacyjne dziatanie tego leku na poziom prozapalnych
cytokin w neuropatii. ROwniez po raz pierwszy opisaliSmy, ze selektywny inhibitor MMP-9
w badaniach behawioralnych wykazuje przeciwbolowe dzialanie oraz, ze jego podanie
zapobiega wiotkiemu paralizowi wywolanemu podaniem wysokiej dawki dynorfiny. Podobne
efekty minocykliny i inhibitora MMP-9 wskazuja na ich dzialanie poprzez MMP-9. Zatem
udowodnili$my, ze minocyklina i inhibitor MMP-9 oprdécz przeciwbolowego dzialania,
wykazuja rowniez neuroprotekcyjne wilasciwosci. Badania z wykorzystaniem profilowania
ekspresji gendéw, jak 1 analizy metoda spektrometrii masowej wskazuja, ze w bolu
neuropatycznym dochodzi do silnej aktywacji niektorych genow neuronalnych, jak rowniez
gendw zwigzanych z odpowiedzia komorek immunologicznych, w tym z aktywacja mikrogleju.
Szerokie spektrum dziatania minocykliny, jak rowniez jej istotny wplyw na rozwdj bolu
neuropatycznego sktonity nas do zastosowania jej w naszych badaniach oraz do przeprowadzenia
szczegdtowe] analizy zmian metodami behawioralnymi oraz biochemicznymi (metoda
mikromacierzy DNA oraz RT-qPCR) po jej podaniu (Rojewska i wsp., 2014 Molecular Pain).
Wielokierunkowe dziatanie minocykliny sklonilo nas do dalszych poszukiwania mechanizméw
jej farmakologicznego dziatania. W tym celu postanowili§my sprawdzi¢ czy jej podania wptywaja
na geny, ktore ulegaja zmianie po uszkodzeniu nerwow obwodowych. Wyniki naszych badan, w
ktorych zastosowano metode mikromacierzy DNA wykazaty, ze z 22500 badanych transkryptow
poziom abundancji 93 transkryptéw ulega zmianie po uszkodzeniu nerwu kulszowego, z czego na
zmiany 54 nie wptywaly wielokrotne podania minocykliny, natomiast poziom 39 transkryptéw
byt silnie przez nig modulowany. Do dalszych badan wybralismy dwie grupy gendéw. Pierwsza to
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geny, ktorych relatywny poziom abundancji wzrasta w ledzwiowym odcinku rdzenia kregowego
po stronie uszkodzenia, natomiast podania minocykliny odwracajg lub ostabiajg te zmiany. Druga
grupa charakteryzuje si¢ spadkiem relatywnego poziomu abundancji w ledzwiowym odcinku
rdzenia kregowego 1 odwracaniem tych spadkdéw przez minocykling. Po dalszej analizie
wytypowalismy 7 gendw, ktorych zmiany poziomu mRNA w rdzeniu kregowym potwierdzilismy
wykorzystujac metod¢ RT-qPCR oraz dodatkowo zmiany wykazalismy w DRG. Dalszej analizie
podlegly trzy transkrypty: 3-monooksygenazy kinureniny, apolipoproteiny3b oraz receptora
Clec7a (dektyny 1), ktérych poziom abundancji ro$nie po uszkodzeniu, a podania dootrzewnowe
minocykliny powoduja, ze nie dochodzi do tak podniesionego poziomu abundancji tych genéw
(Rojewska i wsp., 2014 Molecular Pain). O roli wigkszo$ci transkryptow w bolu neuropatycznym
nie wiadomo nic, co sklania mnie do dalszych badan oraz otwiera interesujace mozliwosci
szukania nowych mechanizmow dla skutecznej terapii bolu. Catos¢ wynikow odkrywa nowe
punkty uchwytu dzialania minocykliny, co moze mie¢ znaczenie terapeutyczne. W efekcie
powyzszej analizy wskazano na wazng role szlaku kinureninowego w rozwoju bolu
neuropatycznego 1 w tym kierunku prowadzone sg dalsze badania bedace tematem mojego grantu
SONATA.

Potrzeba  doktadniejszych badan by zrozumie¢ patomechanizm  bolu
neuropatycznego, jak réwniez zalezno$ci pomigdzy chemokinami a innymi czynnikami
zapalnymi bedacymi podlozem neuropatii powstajacej na skutek uszkodzenia nerwow
obwodowych sktonity nas do dalszych wnikliwych badan z chemokinami w roli gtéwnej. Jak
wynika z badan prowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej, w bdlu neuropatycznym
dochodzi do aktywacji wielu czynnikow neuroimmunologicznych, w tym interleukin. Dlatego
wlaczytam si¢ w badania majace na celu okreslenie wplywu antagonisty receptora IL-1 (IL-
IRA) na rozw0j bolu neuropatycznego i dzialanie opioidow (Pilat i wsp., 2015 Eur J
Pharmacol.). W doswiadczeniach wykazali§my, ze jednorazowe nardzeniowe podanie IL-
IRA obniza nadwrazliwo$¢ na bodzce termiczne i mechaniczne oraz nasila analgetyczne
efekty morfiny i buprenorfiny. Ponadto zaobserwowalismy zwigkszenie ekspresji IL-1RA 1
receptora IL-1 typu I w rdzeniu krggowym a takze obnizenie ekspresji IL-lalfa i1
podwyzszenie IL-lbeta. Otrzymane rezultaty sugeruja, ze przywrocenie aktywnosci
przeciwbolowej opioidow przez blokowanie $ciezki IL-1 moze mie¢ wplyw na obnizone
dzialanie opioidéw w terapii bolu neuropatycznego. W pracy Kwiatkowski i wsp., 2015
wykazaliSmy, ze podania antagonisty CCRS5 marawiroku wptywaja na rozwdj bolu oraz
efektywnos¢ opioidow w modelu podwigzania nerwu kulszowego (Neuropsychopharmacol
Biol Psychiatry). Dodatkowo w badaniach wykazaliSmy, ze obniza podniesiony po
uszkodzeniu poziom biatka IBA-1 1 GFAP, jak rowniez CCR5 w rdzeniu krggowym i DRG.
Ponadto, jak wynika z naszych badaniach uszkodzenie nerwow obwodowych powoduje
wzrost mRNA CCR) oraz ligandow takich jak: CCL3, CCL4, CCL5 w rdzeniu krggowym, a
podania marawiroku ostabiajg te zmiany. Podsumowujac, nasze wyniki sugeruja modulacje
farmakologiczng CCRS5 przez marawirok jako nowe podejscie terapeutyczne do
jednoczesnego leczenia pacjentow leczonych opioidami z powodu neuropatii. Dlatego
wydaje si¢ stluszny wybor tematyki mojej pracy naukowej, w ktorej zajmuje si¢ badaniem
endogennych czynnikdéw inicjujacych 1 regulujacych stany bolu neuropatycznego oraz
neuroimmunologiczne interakcje w tych procesach. W boélu neuropatycznym zaktywowane
komorki mikrogleju uwalniaja czynniki nocyceptywne (np. interleukiny, chemokiny), ktérych
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wysoki poziom jest przyczyng spadku efektywno$ci opioidow w terapii bolu
neuropatycznego. Jak wskazuja nasze wczesniejsze badania istotnym glejowym modulatorem
boélu neuropatycznego jest chemokina CCL2, dziatajaca przez receptor CCR2. Dlatego
wiodacym celem badan stato si¢ okreslenie zmian w czasie w poziomie mRNA/biatka
markeréw mikrogleju/makrofagow (CD40/IBA-1), CCL2 oraz CCR2 w rdzeniu kregowym i
DRG u szczuréw po podwigzaniu nerwu kulszowego. Kolejnym celem byto okreslenie
wplywu wielkokrotnych podpajeczynowkowych podan RS504393 (antagonisty CCR2) na
symptomy bolu neuropatycznego (Kwiatkowski i wsp., Neuroimmune Pharmacol. 2017). W
badaniach in vitro, w pierwotnych hodowlach mikrogleju, wykazaliSmy, ze poziom
mRNA/biatka CCL2/CCR2 byt istotnie wyzszy po stymulacji lipopolisacharydem (LPS),
natomiast minocyklina zapobiega tym zmianom. W hodowlach pierwotnych astrocytow
stymulowanych LPS odnotowali$my wzrost ekspresji CCL2, ktéremu roéwniez zapobieglo
wczesniejsze podanie minocykliny. Nasze badania wykazaly, ze w 7 dniu po CCI dochodzi
do nadekspresji IBA-1, CCL2 1 CCR2 w rdzeniu kregowym. Dodatkowo badania
behawioralne udowodnity, ze podania RS504393 hamuja mechaniczng 1 termiczng
nadwrazliwos$¢, oraz nasilajg efektywnos¢ morfiny i buprenorfiny 7 dni po uszkodzeniu.
Badania biochemiczne dowiodty, ze RS504393 znaczaco obniza poziom pronocyceptywnych
IL-1beta, IL-18, IL-6 oraz iNOS oraz podwyzsza poziom antynocyceptywnych IL-1alfa oraz
IL-18BP. Przedstawione wyniki badan dostarczyly nowych dowodéw na kluczowa rolg
CCL2/CCR2 w mechanizmie bolu neuropatycznego oraz sugeruja, ze zlokalizowany na
powierzchni  mikrogleju CCR2 jest nowym, ciekawym punktem uchwytu dla
farmakologicznej modulacji bolu neuropatycznego. W trakcie rozwoju bolu neuropatycznego
dochodzi do zmian w funkcjonowaniu wielu biatek, miedzy innymi chemokin. Wcigz jednak
brakuje wiedzy na temat receptoréw i ligandéw z grupy CXC w rozwoju neuropatii. Dlatego
tez celem naszych badan bylo okreslenie roli receptora CXCR3 1 jego ligandow w modelu
bolu neuropatycznego. W badaniach Piotrowska i wsp. (Biochim Biophys Acta Mol Basis
Dis. 2018) wykazaliSmy, ze CXCR3 1 jego ligandy pelnia wazng role w
neuroimmunologicznej interakcji w patomechanizmie bolu neuropatycznego. Wykazalismy,
ze zarowno poziom CXCR3, jak i jego endogennych ligandow zmienia si¢ w przebiegu
neuropatii w rdzeniu kregowym oraz w zwojach korzeni grzbietowych, co sugeruje, ze
badane biatka sg zaangazowane w rozwoj 1 utrzymywanie bolu neuropatycznego. Dodatkowo
pokazalismy, ze podpajeczynowkowe podania kazdego z ligandow CXCR3 powodowaly
silny rozw0j nadwrazliwosci na bodziec mechaniczny i1 termiczny u zdrowych myszy.
Natomiast podanie przeciwcial neutralizujgcych te chemokiny zmniejszyto objawy boélu
neuropatycznego u myszy w modelu CCI. Wyniki badan pokazaly, ze wielokrotne
podpajeczynowkowe podania antagonisty CXCR3, NBI-74330, zmniejszaja objawy bolu
neuropatycznego po uszkodzeniu nerwu kulszowego oraz podnoszg efektywnos¢ morfiny. Co
ciekawe u zdrowych zwierzat NBI-74330, nie wplywa na zachowania bolowe. Dodatkowo
dowiedlismy, ze NBI-74330 podnosi poziom receptora CXCR3, oraz zmniejsza poziom jego
endogennych ligandow w rdzeniu krggowym i1 DRG. Badanie immunofluoroscencyjne
wykazato, Zze ekspresja receptorow CXCR3 zachodzi przede wszystkim w neuronach.
Ponadto wykazali$my, ze poziom ligandow CXCR3, CXCL10 i CXCL11 jest silnie obnizony
przez NBI-74330 po stymulacji lipopolisacharydem, a zrédtem komoérkowym dla CXCL4 sg
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wytacznie komorki mikrogleju, a nie astrocyty. Przedstawione wyniki wskazujag na wazna
role jaka pelni sygnalizacja zwigzana z receptorem CXCR3 w patomechanizmie bolu
neuropatycznego oraz wskazuja nowa droge dla poszukiwan efektywnej terapii bolu
neuropatycznego. Kolejnym celem naszych badan stato si¢ zbadanie roli CXCR2 w procesach
nocycepcji. W Front Immunology (Piotrowska i wsp., 2019) wykazaliSmy, ze
podpajeczyndwkowe podanie CINC (chemoatraktant indukowany przez cytokiny neutrofili;
CXCLI1-3) wywotuje rozwoj nadwrazliwosci na bodzce bélowe u myszy zdrowych. Badania
biochemiczne dowiodly, ze po uszkodzeniu wzrasta poziom mRNA CXCR2.
Podpajeczynéwkowe  podanie  przeciwciala  neutralizujgcego CXCL3  zmniejsza
nadwrazliwo$¢ na bodzce termiczne i mechaniczne w dniu 7 po uszkodzeniu nerwu. Rowniez
jak ukazuja nasze badania podania selektywnego antagonisty CXCR2, NVP CXCR2 20
tagodza objawy bolowe oraz obnizajg zwigkszony po uszkodzeniu nerwu kulszowego poziom
CXCL3. Wyniki te sugeruja niezmiernie wazng rolg CXCR2 w neuropatii zwigzang z
modulacjg CXCL3, co moze sta¢ si¢ potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu bolu.

Ciekawg substancjag o innym mechanizmie dzialania niz minocyklina jest toksyna
botulinowa A. Ogdlnie uwaza si¢, ze wykazuje ona swoje efekty poprzez modulacje funkcji
neuronalnych, w przeciwienstwie do minocykliny, ktérej jednym z gldéwnych mechanizmow
dziatania jest hamowanie aktywacji mikrogleju. Wczesniejsze badania naszego zespotu
wskazuja, ze w szczurzym modelu bolu neuropatycznego podawanie toksyny botulinowej A
w podeszwe tapy wywotuje efekt przeciwbolowy podobny do tego obserwowanego w
przypadku wielokrotnych podan minocykliny (Mika i wsp., 2011 Neuroscience). Analiza
zmian w aktywacji roéznych komorek glejowych wywotanych uszkodzeniem nerwu
kulszowego wykazata, ze w rdzeniu kregowym dochodzi do aktywacji mikrogleju, natomiast
w zwojach korzeni grzbietowych zachodzag silne zmiany w poziomie mRNA markerow
komorek satelitarnych, makrofagéw i leukocytéw oraz wzrost poziomu mRNA NOSI 1 NOS2.
Na poziomie molekularnym zaobserwowalismy, ze BoNT/A hamuje podniesiony po
uszkodzeniu poziom aktywacji komorek Clg-pozytywnych w rdzeniu krggowym i DRG.
Ponadto obniza poziom ekspresji mRNA NOSI, prodynorfiny, pronocyceptyny oraz
proenkefaliny w DRG. Obnizenie neuroimmunologicznych interakcji przez BoNT/A wydaje
si¢ by¢ kluczowe dla utrzymujacych si¢ przeciwbolowych efektéw BoNT/A w neuropatii i
stanowi wazng przestanke do stosowania tej substancji w terapii bolu neuropatycznego.
Kontynuacja wyzej opisanych badan jest publikacja wchodzaca w sktad rozprawy
habilitacyjnej (Zychowska i wsp., 2016).

W ramach wspotpracy z zespotem Prof. Jerzego Wordliczka prowadzilismy badania
majace na celu zbadanie wplywu metforminy, metamizolu oraz limecykliny na efekty
przeciwbolowe oraz aktywacj¢ mikrogleju w modelu zwierzgcym bolu neuropatycznego.
Tematyka badan jest wazna z uwagi na to, ze bol neuropatyczny jest w dalszym ciggu duzym
problemem terapeutycznym i wyzwaniem dla lekarzy zajmujacych si¢ leczeniem tej grupy
pacjentow. Zasadne jest na chwile obecng rozszerzenie badan farmakologicznych
dotyczacych metamizolu, ktory wykazuje dziatanie plejotropowe, poniewaz pozwoli to ustali¢
potencjalny wptyw tego leku na patomechanizm boélu neuropatycznego. Pierwsze badania
przeprowadzono na myszach po podwigzaniu nerwu kulszowego (Zajgczkowska i wsp., 2018
Pharmacol Biochem Behav). Wykazalismy, ze w 7 dniu po uszkodzeniu nerwu kulszowego
metamizol podawany wielokrotnie wykazuje dziatanie przeciwbdlowe, co potwierdzono w
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testach von Frey i zimnej ptytki. Do badan biochemicznych wykorzystaliSmy metod¢ RT-
qPCR oraz Western Blot, w celu okreslenia profilu zmian w ekspresji czynnikow
probolowych. Roéwnolegle ze zmniejszeniem symptoméw bdlowych odnotowaliSmy
zmniejszenie mMRNA 1 poziomu biatka markera mikrogleju w ledzwiowym odcinku rdzenia
kregowego w 7 dniu po CCI. Nie zaobserwowali$my wptywu metamizolu na poziom mRNA
1 biatka markera astrocytow GFAP w ledzwiowym odcinku rdzenia kregowego w 7 dniu po
CCI. Nastepnie w badaniach biochemicznych wykazaliSmy, ze podania metamizolu
zmniejszaja podniesiony po uszkodzeniu nerwu kulszowego poziom mRNA 1 biatka
czynnikbw pronocyceptywnych, takich jak: IL-lbeta, XCL1 oraz CCL2. Ponadto
odnotowali$my, Ze na poziomie rdzenia krggowego metamizol nie wplywa na poziom
ekspresji mRNA czynnikéw antynocyceptywnych, takich jak: IL-lalfa, IL-1Ra i IL-18BP
oraz nie wykazali§my zmian po jego podaniu w poziomie mRNA i bialka receptorow
opioidowych: MOP, DOP, KOP oraz peptydow opioidowych POMC, PDYN i PNOC w
rdzeniu kregowym. Przeprowadzone badania wykazaty wptyw metamizolu na zmniejszenie
poziomu ekspresji mRNA TRPVI, mRNA PENK oraz poziomu biatka NOP. W badaniach
behawioralnych odnotowalismy, ze wielkokrotne podania metamizolu nasilajg analgetyczny
mechanizm dzialania oksykodonu, ale nie buprenorfiny w 7 dniu po podwigzaniu nerwu
kulszowego. Kolejne badania majace na celu lepsze poznanie mechanizmu dziatania
metamizolu przeprowadziliSmy na szczurach w modelu podwigzania nerwu kulszowego. W
publikacji, ktéra ukazala si¢ niedawno (Zajgczkowska i wsp., 2020 Pharamcological
Reports) wykazaliSmy, ze wielokrotne podania metamizolu zmniejszaja nadwrazliwo$¢ na
bodzce mechaniczne i termiczne w 2 i 7 dniu po uszkodzeniu nerwu kulszowego. Badania
biochemiczne pokazatly, ze metamizol zmniejsza podniesiony po uszkodzeniu poziom mRNA
interleukin probdlowych: IL-1beta, IL-6, 1 IL-18 oraz chemokin: CCL2, CCL4, i CCL7 w
DRG. Nie odnotowaliSmy wptywu metamizolu na poziom mRNA i biatka markera
mikrogleju 1 astrogleju. Przedstawione wyniki badan stanowig nowy krok w kierunku
zrozumienia dzialania metamizolu w bolu neuropatycznym oraz dostarczaja dowodow, ze
metamizol wykazuje korzystne dzialanie przeciwbdlowe poprzez modulowanie ztozonych
interakcji neuroimmunologicznych na poziomie DRG.

W naszym Zespole prowadzone sa réwniez badania dotyczace roli MAPKs w
transmisji nocyceptywnej. Wykazalismy, ze modulacja szlakow wewnatrzkomorkowych
takich jak p38MAPK przez minocykling przynosi korzystne efekty przeciwbdlowe. W
dalszych badaniach podali$my inhibitor NF-xB — partenolid oraz inhibitor MEK1/2 - U0126.
Okazato si¢, ze obie te substancje rowniez obnizajg stopien nadwrazliwosci na bodzce
termiczne 1 mechaniczne oraz nasilajg efekty analgetyczne morfiny (Popiolek-Barczyk i wsp.,
2014 Pharmacol Rep.). Dodatkowo w badaniach wykazaliSmy, ze wielokrotne,
podpajeczynowkowe podania PTL 1 UO0126 podniosty poziom mRNA receptoréw
opioidowych MOP i DOP w rdzeniu krggowym 7 dni po uszkodzeniu nerwu. Nastepnie
kontynuowatam badania dotyczace okre$lenie dziatania PD98059 (inhibitor MEK1/2) na
procesy nocycepcji 1 efektywnos$¢ morfiny/buprenorfiny w zwierzecym modelu bdélu
neuropatycznego. Kontynuujgc badania poszukania roli wewnatrzkomoérkowych $ciezek w
transmisji nocyceptywnej, zostatam wspotautorem pracy opublikowanej w Neural Plasticity
(Popiolek-Barczyk, i wsp., Neural Plasticity 2015), w ktorej wykazaliSmy przeciwbdlowe
efekty partenolidu (PTL; inhibitor NF-kB) oraz wptyw na poziom ekspresji markeréw fazy
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M1 1 M2 aktywacji mikrogleju 1 szlakéw wewnatrzkomérkowych zaangazowanych w
ekspresje¢ tych czynnikow. Nasze kolejne badania wykazaty, ze modulacja szlakow
wewnatrzkomoérkowych takich jak p38MAPK przez minocykling przynosi ulge w bolu. W
dalszych eksperymentach badaliémy inhibitor NF-kB parthenolide oraz U0126 inhibitor
MEK1/2. Okazato si¢, ze obie te substancje rowniez obnizaja rozwdj bolu neuropatycznego
oraz nasilajg efekty analgetyczne morfiny (Popiolek-Barczyk i wsp., 2014 Pharmacol Rep.).
Wiaczytam si¢ takze w nurt badan dotyczacych farmakologicznej modulacji
receptorow zlokalizowanych na mikrogleju. Celem bylo okreslenie roli TLR4 w modelu bolu
neuropatycznego, a takze zbadanie wptywu pdodania antagonisty tego receptora na procesy
nocycepcji. W pracy Jurga i wsp. 2015 w Neural Plasticity wykazali§my, ze stymulacja
receptoréw TLR przy uzyciu egzogennych ligandow, moze prowadzi¢ do rozwoju bolu
neuropatycznego, jednak dokladny mechanizm nie zostat jeszcze wyjasniony. Do
farmakologicznej modulacji receptorow TLR2 i TLR4 wykorzystano antagonistow TLR2 i
TLR4 (LPS-RS (lipopolisacharyd z Rhodobacter sphaeroides) oraz selektywnego antagoniste
TLR4 (LPS-RS Ultrapure). Rowniez brakuje danych dotyczacych roli czasteczek
adaptorowych $ciezek sygnatowych receptorow TLR (MyD88 i TRIF) w szczurzym modelu
bolu neuropatycznego. Wiadomo, ze stymulacja TLR2 aktywuje zalezng od MyD88 Sciezke
sygnalowg, natomiast stymulacja TLR4 $ciezki zalezne zaréwno od MyDS88 i TRIF. Jak
wykazaliSmy w badaniach w modelu bolu neuropatycznego zachodza zalezne od czasu
zmiany zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka dla receptorow TLR2 i TLR4 oraz ich
czasteczek adaptorowych MyDS88 i TRIF. Zaobserwowalismy takze rdznice w zmianach
poziomu receptoréw TLR4 i TLR2, co sugeruje szybsza aktywacj¢ w odpowiedzi na
uszkodzenie nerwu ze strony receptora TLR4. Analiza zmian biochemicznych nie pozwolita
jednak na jednoznaczne potwierdzenie, ktora §ciezka sygnatowa odgrywa istotniejszg role w
transmisji nocyceptywnej. Zastosowanie dwoch antagonistow o odmiennej specyficznosci
umozliwito wykazanie rdéznic w udziale poszczegdlnych receptorow oraz wskazato
potencjalng $ciezk¢ sygnalowa bioraca udzial w transmisji nocyceptywnej. Jak wiadomo
skuteczno$¢ opioidéw stosowanych w praktyce klinicznej jest ograniczona w neuropatii,
dlatego postanowiono sprawdzi¢ czy podanie antagonistow receptorow TLR2/TLR4 tacznie z
opioidami bedzie zwigkszato ich przeciwbdlowg skutecznosé. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
wielkokrotne podania antagonistow receptorow TLR2/TLR4 w dniu 7 po podwigzaniu nerwu
kulszowego istotnie nasilajg dziatanie buprenorfiny, ale nie morfiny. Zaréwno badania
behawioralne, jak 1 biochemiczne wykazaly, ze receptory TLR, szczegolnie TLR4
zlokalizowane na mikrogleju 1 makrofagach, mogg odgrywac znaczaca role w procesach
nocycepcji. Jak wykazaliSmy w pracy Jurga i wsp., Pharm Biol. 2018 podpaj¢czynowkowe
podanie antagonisty TLR4 (LPS-RS ULTRAPURE; LPS-RSU) zmniejsza nadwrazliwos$¢ na
bodzce mechaniczne i termiczne pomimo zwigkszonej aktywacji komoérek IBA-1 dodatnich w
zwojach korzeni grzbietowych (DRG). Ponadto udowodniliSmy, ze antagonista TLR4
zmienial stosunek poziomu IL-18/IL-18BP i MMP-9/TIMP-1 na korzy$¢ wzrostu poziomu
czynnikéw antynocyceptywnych IL-18BP i TIMP-1 i dodatkowo podnosit poziom IL-6, ktora
w neuropatii wykazuje dualistyczne wtasciwosci. Nasze wyniki dostarczajg dowodow, ze
antagonista TLR4 wykazuje wlasciwosci przeciwbdlowe oraz przywraca zachwiang w
neuropatii rOwnowage migdzy czynnikami pro- 1 antynocyceptywnymi. Sugeruje to
mozliwo$¢ wykorzystania tego mechanizmu w poszukiwaniu lepszej terapii bolu
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neuropatycznego. Celem kolejnych badan bylo okreslenie wpltywu farmakologicznej
modulacji receptoréw purynergicznych P2X4 zlokalizowanych na mikrogleju, na poziom
pronocyceptywnych i1 antynocyceptywnych interleukin w bolu neuropatycznym oraz na
efektywnos¢ lekéw przeciwbolowych. Jako wspotautor publikacji Jurga i wsp., 2015
(Pharmacological Reports) wykazalam, ze réwnolegle do rozwoju bolu neuropatycznego
wzrasta poziom P2X4R w rdzeniu krggowym po uszkodzeniu nerwu kulszowego, co jest
skorelowane ze wzrostem poziomu aktywacji komoérek IBA-1- 1 GFAP-pozytywnych. W
badaniach farmakologicznych wykazalismy, ze wielokrotne podpajeczynowkowe podania
antagonisty P2X4R (CORM-2) wykazuja silne efekty analgetyczne po uszkodzeniu nerwu
kulszowego. CORM-2 zapobiega aktywacji mikrogleju i1 astrogleju w rdzeniu kr¢gowym.
Ponadto, zastosowanie tego antagonisty zmniejsza podniesiony po uszkodzeniu poziom
czynnikow pronocyceptywnych: IL-1beta, IL-18, IL-6 i MMP-9 w rdzeniu kregowym, a
jednocze$nie podwyzsza poziom dzialajacej antynocyceptywnie IL-1Ra. Ponadto, jak
udowodnilismy w badaniach, CORM-2 zapobiega aktywacji szlakow przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego: p-p38 MAPK, pNF«kB, PI3K, pAkt oraz istotnie nasila aktywacj¢
pERK1/2. CORM-2 poprzez dziatanie przeciwbdlowe oraz zwickszajace analgetyczne
dziatanie morfiny 1 buprenorfiny, moze sta¢ si¢ nowym or¢zem w walce z bdlem
neuropatycznym. Badania dotyczace proby hamowania endogennych neuropeptydowych
systeméw aktywowanych uszkodzeniem ukladu nerwowego kontynuowatam w ramach
wspoOtpracy z Prof. Lipkowskim z Instytutu Mossakowskiego z Warszawy oraz Prof. Balletem
Uniwersytetu Vrije w Brukseli w ramach grantu Maestro Prof. B. Przewltockiej. Celem badan
ktérych wyniki ukazaly si¢ w publikacji w pracy J Med Chem w 2016 bylo zbadanie
dziatania przeciwbdlowego nowo zsyntetyzowanych zwigzkow-hybryd w dwoch mysich
modelach neuropatii: po luznym jednostronnym podwigzaniu nerwu kulszowego (CCI) oraz
cukrzycowej po podaniu streptozotocyny (STZ). Badane zwigzki zsyntetyzowane zostaly
przez zesp6t badawczy Zaktadu Chemii Organicznej Wydzialu Chemii 1 Nauk
Bioinzynieryjnych Uniwersytetu Vrije w Brukseli. Innowacyjno$¢ badanych zwiazkéw
polega na potaczeniu w czasteczce leku dwoch aktywnych farmakofor: ligandu dla receptora
nocyceptynowego oraz agonisty receptorow opioidowych. Zatozeniem takiej konstrukcji
zwigzku jest jednoczesny wplyw na aktywno$¢ endogennego przeciwbolowego systemu
opioidowego oraz systemu nocyceptynowego, ktory w przewlektych stanach bélowych moze
dziata¢ probolowo. W obydwu mysich modelach bélu neuropatycznego wykazali§my silne
przeciwbdlowe dziatanie nowo zsyntetyzowanych hybryd takich jak ligand dla receptora
nocyceptynowego (farmakofor 1) oraz agonista receptorow opioidowych (farmakofor 2).
Przebadane hybrydy moga sta¢ si¢ potencjalnymi lekami w terapii bolu neuropatycznego
poniewaz analiza efektow bifunkcyjnych zwigzkéw ztozonych z agonisty opioidowego i
antagonisty receptora wykazuje ich przeciwbolowe dziatanie.Podsumowujac przeprowadzone
badania dowiodly, ze podanie powyzszych substancji narzgdziowych (Rycina 2) powoduje
przeciwbolowe dzialanie w zwierzecych modelach neuropatii.

Réwniez wyniki naszych badan jednoznacznie wskazujg, ze modulacja zmian
neuroimmunologicznych moze poprawi¢ efektywnos¢ lekow przeciwbolowych w terapii bolu
neuropatycznego. Obecnie uwaza si¢, ze zastosowanie politerapii bolu neuropatycznego w
pordwnaniu z monoterapig jest korzystniejsze 1 pozwala na ograniczenie dawek
przyjmowanych lekow, a tym samym zmniejszenie efektow niepozadanych. Nasze wyniki
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wskazujg na mozliwos¢ zastosowania w przysztosci skojarzonej terapii stosowanych w
klinice opioidowych lekéw przeciwbolowych z lekami nieopioidowymi minocykling,
partenolidem i marawirokiem. Zastosowanie przez nas w badaniach selektywnych narzedzi
farmakologicznych ingerujagcych w réznorodne S$ciezki sygnatowe umozliwilo poznanie
nowych mechanizméw bolu neuropatycznego. Eksperymentalne i kliniczne badania
mechanizmow 1 leczenia neuropatii omowione zostalty w pracach przegladowych, ktorych
jestem wspotautorem (Mika i wsp., 2013 Pharmacol Rep.; Mika i wsp., 2013 Eur J
Pharmacol.; Zychowska i wsp., 2013 Pharmacol Rep., Mika i wsp., 2012 Bol; Rojewska i
wsp., 2013 Bol; Rojewska i wsp., 2018; Ciapala i Rojewska, 2019) a szczegétowy wykaz
osiggni¢¢ zamieszczony zostat w tabeli 2.

CORM?2 MINOCYKLINA PARTHENOLID
ANTAGONISTA INHIBITOR MMP®, ZAHAMOWANIE SYNTEZY
RECEPTORA P2X4 HAMUJE AKTYWACJE GLEJU CZYNNIKOW

TRANSKRYPCYJNYCH NF-KB

RS504393
ANTAGONISTA CCR2 MARAVIROC
/ ANTAGONISTA CCRS
REKOMBINOWANA IL—18BP\
WYKAZUJE DZIALANIE ANTAGONISTA

PRZECIWBOLOWE MODUL ATORY TLR4/TLR2 - LPS-RS
\ ’ —  ORAZ
ANTAGONISTA TLR4 -
MINOCYKLINA ORAZ BOLU .
wirsnit £~ NEURQPATYCZNEGO | . cionom mra

HAMOWANIE TLR4

AKTYWACJI PROTEAZ / \
AMITRIPTILINA, DOXEPINA

FLUOXETYNA, MILNACIPRAN

INHIBITORY MEK1/2 (U0126; PD98059

VENLAFAXINA
INHIBITORY P38MAPK (SB203580 ety o moak
ZAHAMOWANIE SYNTEZY KINAZ, AZOTU L-NAME, ANTYDg;EEE(SZ‘?‘I;;YOI?OZ‘I{?‘g AR

WYKAZUJA DZIALANIE TRIM, 7-NI, 1400W

ANTYNOCYCEPTYWNE SELEKTYWNE I

NIESELEKTYWNE NVP CXCR2 20
NBI-74330 INHIBITORY SELEKTYWNY ANTAGONISTA
ANTAGONISTA  NEURONALNEJ I CXCR2

RECEPTORA CXCR3 INDUKOWALNEJ
SYNTAZY TLENKU

Rycina 2. Modulatory bélu neuropatycznego.
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Tabela 2 przedstawia wykaz osiagnie¢ naukowych habilitanta
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Mika J, Rojewska E, Makuch W, Korostynski M, Luvisetto S, Marinelli S, Pavone F, Przewlocka B.
The effect of botulinum neurotoxin A on sciatic nerve injury-induced neuroimmunological changes in rat
dorsal root ganglia and spinal cord. Neuroscience. 2011 Feb 23;175:358-66.
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Rojewska E, Piotrowska A, Jurga A, Makuch W, Mika J. Zaprinast diminished pain and enhanced opioid
analgesia in a rat neuropathic pain model. Eur J Pharmacol. 2018 Nov 15;839:21-32.

Rojewska E, Ciapata K, Piotrowska A, Makuch W, Mika J. Pharmacological Inhibition of Indoleamine|
2,3-Dioxygenase-2 and Kynurenine 3-Monooxygenase, Enzymes of the Kynurenine Pathway,
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Rep. 2019 Feb;71(1):139-148.

2. Rojewska E, Piotrowska A, Jurga A, Makuch W, Mika J. Zaprinast diminished pain and enhanced
opioid analgesia in a rat neuropathic pain model. Eur J Pharmacol. 2018 Nov 15;839:21-32

3. Rojewska E, Ciapata K, Piotrowska A, Makuch W, Mika J. Pharmacological Inhibition of Indoleamine
2,3-Dioxygenase-2 and Kynurenine 3-Monooxygenase, Enzymes of the Kynurenine Pathway,
Significantly Diminishes Neuropathic Pain in a Rat Model. Front Pharmacol. 2018 Jul 11;9:724.

4. Rojewska E, Ciapata K, Mika J. Kynurenic acid and zaprinast diminished CXCL17-evoked pain-
related behaviour and enhanced morphine analgesia in a mouse neuropathic pain model. Pharmacol
Rep. 2019 Feb;71(1):139-148.

3. Wspodtwykonawca grantu OPUS numer 2011/03/B/NZ4/00042 pt. ,,Poszukiwanie
nowych punktéw uchwytu dla skutecznej terapii bélu neuropatycznego w oparciu o
zbadanie i modulacj¢ neuroimmunologicznych interakcji w dzialaniu lekow
opioidowych”. Kierownik projektu: prof. dr hab. Joanna Mika (Okres realizacji: 2012-2015)

Publikacje:

1. Makuch W, Mika J, Rojewska E, Zychowska M, Przewlocka B. Effects of selective and non-selective
inhibitors of nitric oxide synthase on morphine- and endomorphin-1-induced analgesia in acute and
neuropathic pain in rats. Neuropharmacology. 2013 Dec;75:445-57.

2. Zychowska M, Rojewska E, Kreiner G, Nalepa I, Przewlocka B, Mika J. Minocycline influences the
anti-inflammatory interleukins and enhances the effectiveness of morphine under mice diabetic
neuropathy. J Neuroimmunol. 2013 Sep 15;262(1-2):35-45.

3. Mika J, Zychowska M, Popiolek-Barczyk K, Rojewska E, Przewlocka B. Importance of glial
activation in neuropathic pain. Eur J Pharmacol. 2013 Sep 15;716(1-3):106-19.

4. Zychowska M, Rojewska E, Makuch W, Przewlocka B, Mika J. The influence of microglia activation
on the efficacy of amitriptyline, doxepin, milnacipran, venlafaxine and fluoxetine in a rat model of
neuropathic pain. Eur J Pharmacol. 2015 Feb 15;749:115-23.

5. Rojewska E, Popiolek-Barczyk K, Jurga AM, Makuch W, Przewlocka B, Mika J. Involvement of pro-
and antinociceptive factors in minocycline analgesia in rat neuropathic pain model. J Neuroimmunol.
2014 Dec 15;277(1-2):57-66.

6. Popiolek-Barczyk K, Rojewska E, Jurga AM, Makuch W, Zador F, Borsodi A, Piotrowska A,
Przewlocka B, Mika J. Minocycline enhances the effectiveness of nociceptin/orphanin FQ during
neuropathic pain. Biomed Res Int. 2014;2014:762930.
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Rojewska E, Makuch W, Przewlocka B, Mika J. Minocycline prevents dynorphin-induced
neurotoxicity during neuropathic pain in rats. Neuropharmacology. 2014 Nov;86:301-10.
Popiolek-Barczyk K, Makuch W, Rojewska E, Pilat D, Mika J. Inhibition of intracellular signaling
pathways NF-«xB and MEKI1/2 attenuates neuropathic paindevelopment and enhances morphine
analgesia. Pharmacol Rep. 2014 Oct;66(5):845-51.

Mika J, Popiolek-Barczyk K, Rojewska E, Makuch W, Starowicz K, Przewlocka B. Delta-opioid
receptor analgesia is independent of microglial activation in a rat model of neuropathic pain. PLoS One.
2014 Aug 8;9(8):¢104420.

Rojewska E, Korostynski M, Przewlocki R, Przewlocka B, Mika J. Expression profiling of genes
modulated by minocycline in a rat model of neuropathic pain. Mol Pain. 2014 Jul 19;10:47.

Jurga AM, Piotrowska A, Starnowska J, Rojewska E, Makuch W, Mika J. Treatment with a carbon
monoxide-releasing molecule (CORM-2) inhibits neuropathic pain and enhances opioid effectiveness
in rats. Pharmacol Rep. 2016 Feb;68(1):206-13.

Rojewska E, Popiolek-Barczyk K, Kolosowska N, Piotrowska A, Zychowska M, Makuch W,
Przewlocka B, Mika J. PD98059 Influences Immune Factors and Enhances Opioid Analgesia in Model
of Neuropathy. PLoS One. 2015 Oct 1;10(10):e0138583.

Kwiatkowski K, Piotrowska A, Rojewska E, Makuch W, Jurga A, Slusarczyk J, Trojan E, Basta-Kaim
A, Mika J. Beneficial properties of maraviroc on neuropathic pain development and opioid
effectiveness in rats. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2016 Jan 4;64:68-78.
Popiolek-Barczyk K, Kolosowska N, Piotrowska A, Makuch W, Rojewska E, Jurga AM, Pilat D, Mika
J. Parthenolide Relieves Pain and Promotes M2 Microglia/Macrophage Polarization in Rat Model of
Neuropathy. Neural Plast. 2015;2015:676473.

Pilat D, Rojewska E, Jurga AM, Piotrowska A, Makuch W, Przewlocka B, Mika J. IL-1 receptor
antagonist improves morphine and buprenorphine efficacy in a rat neuropathic pain model. Eur J
Pharmacol. 2015 Oct 5;764:240-8.

Zychowska M, Rojewska E, Pilat D, Mika J. The role of some chemokines from thenCXC subfamily in
a mouse model of diabetic neuropathy. J Diabetes Res. 2015;2015:750182.

Jurga AM, Piotrowska A, Starnowska J, Rojewska E, Makuch W, Mika J. Treatment with a carbon
monoxide-releasing molecule (CORM-2) inhibits neuropathic pain and enhances opioid effectiveness
in rats. Pharmacol Rep. 2016 Feb;68(1):206-13.

Jurga AM, Piotrowska A, Starnowska J, Rojewska E, Makuch W, Mika J. Treatment with a carbon
monoxide-releasing molecule (CORM-2) inhibits neuropathic pain and enhances opioid effectiveness
in rats. Pharmacol Rep. 2016 Feb;68(1):206-13.

4. Wspotwykonawca grantu PRELUDIUM numer 2012/07/N/NZ3/00379 pt. ,,Zbadanie
znaczenia szlakow wewnatrzkomorkowych w dzialaniu opioidow w komorkach

mikrogleju in vitro’’. Kierownik projektu: dr Katarzyna Popiolek-Barczyk (Okres
realizacji: 2013-2017)

Publikacje:

1.

Popiolek-Barczyk K, Rojewska E, Jurga AM, Makuch W, Zador F, Borsodi A, Piotrowska A,
Przewlocka B, Mika J. Minocycline enhances the effectiveness of nociceptin/orphanin FQ during
neuropathic pain. Biomed Res Int. 2014;2014:762930.

Mika J, Popiolek-Barczyk K, Rojewska E, Makuch W, Starowicz K, Przewlocka B. Delta-opioid
receptor analgesia is independent of microglial activation in a rat model of neuropathic pain. PLoS
One. 2014 Aug 8;9(8):e104420.

Popiolek-Barczyk K, Kolosowska N, Piotrowska A, Makuch W, Rojewska E, Jurga AM, Pilat D, Mika
J. Parthenolide Relieves Pain and Promotes M2 Microglia/Macrophage Polarization in Rat Model of
Neuropathy. Neural Plast. 2015;2015:676473.
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5. Wspotwykonawca grantu PRELUDIUM numer 2012/05/N/NZ4/02416 pt. ,,OkreSlenie
roli i proba modulacji zmienionych cukrzyca czynnikow immunologicznych — ich
znaczenie dla dzialania opioidowych lekéw przeciwbélowych’’. Kierownik projektu: dr
Magdalena Zychowska (Okres realizacji: 2013-2016)

Publikacje:

1. Zychowska M, Rojewska E, Przewlocka B, Mika J. Mechanisms and pharmacology of diabetic
neuropathy - experimental and clinical studies. Pharmacol Rep.2013;65(6):1601-10. Review. PubMed
PMID: 24553008.

2. Zychowska M, Rojewska E, Kreiner G, Nalepa I, Przewlocka B, Mika J.Minocycline influences the
anti-inflammatory interleukins and enhances the effectiveness of morphine under mice diabetic
neuropathy. J Neuroimmunol. 2013 Sep 15;262(1-2):35-45.

3. Zychowska M, Rojewska E, Pilat D, Mika J. The role of some chemokines from the CXC subfamily in
a mouse model of diabetic neuropathy. J Diabetes Res. 2015;2015:750182. doi: 10.1155/2015/750182.
Epub 2015 Feb 19. PubMed PMID: 25789329; PubMed Central PMCID: PMC4350880.

4. Zychowska M, Rojewska E, Piotrowska A, Kreiner G, Mika J. Microglial Inhibition Influences
XCL1/XCR1 Expression and Causes Analgesic Effects in a Mouse Model of Diabetic Neuropathy.
Anesthesiology. 2016 Sep;125(3):573-89.

6. Wspotwykonawca w grancie OPUS numer 2016/21/B/NZ4/00128 pt. ,,Poszukiwanie
nowych punktow uchwytu dla skutecznej terapii bolu neuropatycznego i nasilania
dzialania lekow opioidowych w oparciu o zbadanie i modulacj¢ zmian w ukladach
chemokinowych”. Kierownik projektu: prof. dr hab. Joanna Mika (Okres realizacji: 2017-
2020)

Publikacje:

1. Piotrowska A, Rojewska E, Pawlik K, Kreiner G, Ciechanowska A, Makuch W, Zychowska M, Mika
J. 2018. Pharmacological blockade of CXCR3 by (£)-NBI-74330 reduces neuropathic pain and
enhances opioid effectiveness - evidence from in vivo and in vitro studies. Biochim Biophys Acta Mol
Basis Dis. 1864(10):3418-37.

2. Piotrowska A, Rojewska E, Pawlik K, Kreiner G, Ciechanowska A, Makuch W, Nalepa I, Mika J.
Pharmacological Blockade of Spinal CXCL3/CXCR2 Signaling by NVP CXCR2 20, a Selective
CXCR2 Antagonist, Reduces Neuropathic Pain Following Peripheral Nerve Injury. Front Immunol.
2019 Sep 26;10:2198.

3. Kwiatkowski K, Popiolek-Barczyk K, Piotrowska A, Rojewska E, Ciapala K, Makuch W, Mika J.
Chemokines CCL2 and CCL7, but not CCL12, play a significant role in the development of pain-
related behavior and opioid-induced analgesia. Cytokine. 2019 Jul;119:202-213.

4. Piotrowska A, Rojewska E, Pawlik K, Kreiner G, Ciechanowska A, Makuch W, Mika J. Dataset of
(£)-NBI-74330 (CXCR3 antagonist) influence on chemokines under neuropathic pain. Data Brief. 2018
Oct 26;21:1145-1150.

5. Rojewska E, Zychowska M, Piotrowska A, Kreiner G, Nalepa I, Mika J. Involvement of Macrophage
Inflammatory Protein-1 Family Members in the Development of Diabetic Neuropathy and Their
Contribution to Effectiveness of Morphine. Front Immunol. 2018 Mar 12;9:494.

6. Zychowska M, Rojewska E, Piotrowska A, Kreiner G, Nalepa I, Mika J. Spinal CCL1/CCRS signaling
interplay as a potential therapeutic target - Evidence from a mouse diabetic neuropathy model. Int
Immunopharmacol. 2017 Nov;52:261-271.

7.  Kwiatkowski K, Piotrowska A, Rojewska E, Makuch W, Mika J. The RS504393 Influences the Level
of Nociceptive Factors and Enhances Opioid Analgesic Potency in Neuropathic Rats. J] Neuroimmune
Pharmacol. 2017 Sep;12(3):402-419.
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8. Zychowska M, Rojewska E, Piotrowska A, Kreiner G, Nalepa I, Mika J. Spinal CCL1/CCR8 signaling
interplay as a potential therapeutic target - Evidence from a mouse diabetic neuropathy model. Int
Immunopharmacol. 2017 Nov;52:261-271.

9. Zajaczkowska R, Popiolek-Barczyk K, Pilat D, Rojewska E, Makuch W, Wordliczek J, Mika J.
Involvement of microglial cells in the antinociceptive effects of metamizol in a mouse model of
neuropathic pain. Pharmacol Biochem Behav. 2018 Dec;175:77-88.

10. Jurga AM, Rojewska E, Makuch W, Mika J. Lipopolysaccharide from Rhodobacter sphaeroides (TLR4
antagonist) attenuates hypersensitivity and modulates nociceptive factors. Pharm Biol. 2018
Dec;56(1):275-286. doi: 10.1080/13880209.2018.1457061.

7. Adiunkt w projekcie MAESTRO o numerze 2012/06/A/NZ4/00028 pt. ,,Aktywacja
mechanizmow probdolowych w endogennych systemach opioidowych jako wazny
element rozwoju bolu neuropatycznego — mechanizmy i punkty uchwytu dla nowych
terapii”. Kierownik projektu: prof. dr hab. Barbara Przewlocka (Okres realizacji: 2013-
2017)

Publikacje:

1. Mika J, Popiolek-Barczyk K, Rojewska E, Makuch W, Starowicz K, Przewlocka B. Delta-opioid
receptor analgesia is independent of microglial activation in a rat model of neuropathic pain. PLoS One.
2014 Aug 8;9(8):e104420.

2. Rojewska E, Makuch W, Przewlocka B, Mika J. Minocycline prevents dynorphin-induced
neurotoxicity during neuropathic pain in rats. Neuropharmacology. 2014 Nov;86:301-10.

3. Guillemyn K, Starnowska J, Lagard C, Dyniewicz J, Rojewska E, Mika J, Chung NN, Utard V, Kosson
P, Lipkowski AW, Chevillard L, Arranz-Gibert P, Teixid6 M, Megarbane B, Tourwé D, Simonin F,
Przewlocka B, Schiller PW, Ballet S. Bifunctional Peptide-Based Opioid Agonist-Nociceptin
Antagonist Ligands for Dual Treatment of Acute and Neuropathic Pain. J Med Chem. 2016 Apr
28;59(8):3777-92.

4. Rojewska E, Wawrzczak-Bargiela A, Szucs E, Benyhe S, Starnowska J, Mika J, Przewlocki R,
Przewlocka B. Alterations in the Activity of Spinal and Thalamic Opioid Systems in a Mice
Neuropathic Pain Model. Neuroscience. 2018 Oct 15;390:293-302.

5. Guillemyn K, Kleczkowska P, Lesniak A, Dyniewicz J, Van der Poorten O, Van den Eynde I, Keresztes
A, Varga E, Lai J, Porreca F, Chung NN, Lemieux C, Mika J, Rojewska E, Makuch W, Van Duppen J,
Przewlocka B, Vanden Broeck J, Lipkowski AW, Schiller PW, Tourwé D, Ballet S. Synthesis and
biological evaluation of compact, conformationally constrained bifunctional opioid agonist -
neurokinin-1 antagonist peptidomimetics. Eur J Med Chem. 2015 Mar 6;92:64-77.

8. Wspotwykonawca w grancie HARMONIA numer 2013/10/M/NZ4/00261  pt.
sNeuronalne i nieneuronalne mechanizmy toksyny botulinowej A w rozwoju boélu
neuropatycznego — badania behawioralne i biochemiczne ”. Kierownik projektu: prof. dr
hab. Joanna Mika (Okres realizacji: 2014-2018)

Publikacje:

1. Piotrowska A, Kwiatkowski K, Rojewska E, Slusarczyk J, Makuch W, Basta-Kaim A, Przewlocka B,
Mika J. 2016a. Direct and indirect pharmacological modulation of CCL2/CCR2 pathway results in
attenuation of neuropathic pain - in vivo and in vitro evidence. J Neuroimmunol. 15;297:9-19.

2. Piotrowska A, Kwiatkowski K, Rojewska E, Makuch W, Mika J. 2016b. Maraviroc reduces
neuropathic pain through polarization of microglia and astroglia - evidence from in vivo and in vitro
studies. Neuropharmacology 108:207-19.
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3. Rojewska E, Piotrowska A, Popiolek-Barczyk K, Mika J. Botulinum Toxin Type A-A Modulator of
Spinal Neuron-Glia Interactions under Neuropathic Pain Conditions. Toxins (Basel). 2018 Apr 2;10(4).
pii: E145. doi: 10.3390/toxins10040145. Review.

4.  Kwiatkowski K, Piotrowska A, Rojewska E, Makuch W, Mika J. The RS504393 Influences the Level
of Nociceptive Factors and Enhances Opioid Analgesic Potency in Neuropathic Rats. J] Neuroimmune
Pharmacol. 2017 Sep;12(3):402-419.

5. Jurga AM, Rojewska E, Piotrowska A, Makuch W, Pilat D, Przewlocka B, Mika J. Blockade of Toll-
Like Receptors (TLR2, TLR4) Attenuates Pain and Potentiates Buprenorphine Analgesia in a Rat
Neuropathic Pain Model. Neural Plast. 2016;2016:5238730.

6. Pilat D & Piotrowska A, Rojewska E, Jurga A, Slusarczyk J, Makuch W, Basta-Kaim A, Przewlocka
B, Mika J. 2016. Blockade of IL-18 signaling diminished neuropathic pain and enhanced the efficacy of
morphine and buprenorphine. Mol Cell Neurosci. 71:114-24.

7. Rojewska E, Piotrowska A, Makuch W, Przewlocka B, Mika J. Pharmacological kynurenine 3-
monooxygenase enzyme inhibition significantly reduces neuropathic pain in a rat model.
Neuropharmacology. 2016 Mar;102:80-91.

8. Zychowska M, Rojewska E, Makuch W, Luvisetto S, Pavone F, Marinelli S, Przewlocka B, Mika J.
Participation of pro- and anti-nociceptive interleukins in botulinum toxin A-induced analgesia in a rat
model of neuropathic pain. Eur J Pharmacol. 2016 Nov 15;791:377-388.

9. Kwiatkowski K, Piotrowska A, Rojewska E, Makuch W, Mika J. The RS504393 Influences the Level
of Nociceptive Factors and Enhances Opioid Analgesic Potency in Neuropathic Rats. J Neuroimmune
Pharmacol. 2017 Sep;12(3):402-419.

10. Jurga AM, Rojewska E, Makuch W, Mika J. Lipopolysaccharide from Rhodobacter sphaeroides (TLR4
antagonist) attenuates hypersensitivity and modulates nociceptive factors. Pharm Biol. 2018
Dec;56(1):275-286.

9. Wspotwykonawca w grancie Preludium Nr: UMO-2016/23/N/NZ7/00356 pt.
»OKkreslenie mechanizméw i potencjalnych punktéw uchwytu dla terapii bdlu
neuropatycznego poprzez zbadanie interakcji farmakologicznych pomiedzy
substancjami modulujacymi aktywnos$¢ gleju a lekami opioidowymi”. Kierownik
projektu: dr Anna Piotrowska-Murzyn (Okres realizacji: 2017-2020)

Publikacje:

1. Piotrowska A, Rojewska E, Pawlik K, Kreiner G, Ciechanowska A, Makuch W, Nalepa I, Mika J.
Pharmacological Blockade of Spinal CXCL3/CXCR2 Signaling by NVP CXCR2 20, a Selective
CXCR2 Antagonist, Reduces Neuropathic Pain Following Peripheral Nerve Injury. Front Immunol.
2019; 10: 2198.

10. Wspotwykonawca w grancie Preludium Nr: UMO-2018/29/N/NZ7/00287: ,,Nowe
strategie w farmakoterapii bolu neuropatycznego oparte na modulacji funkcji
receptorow chemokinowych CCR2 oraz CCRS”. Kierownik projektu: mgr Klaudia
Kwiatkowski. (Okres realizacji: 2019-2022)

Publikacje:
1.  Kwiatkowski K, Ciapata K, Rojewska E, Makuch W, Mika J. Comparison of the beneficial effects of
RS504393, maraviroc and cenicriviroc on neuropathic pain-related symptoms in rodents: behavioral
and biochemical analyses. Int Immunopharmacol. 2020;84:106540.

54



AUTOREFERAT | dr Ewelina Rojewska-Mendel

11. Wspotwykonawca w grancie STEP7 Nr: 6/1.1.1/2019 Dziatanie 1.1 "Projekty B+R
przedsigbiorstw”, Poddziatanie 1.1.1 ,,Badania przemyslowe i prace rozwojowe realizowane
przez przedsigbiorstwa” pt. ,,Serotoninergiczna terapia przeciwbélowa oparta o agoniste
receptora S-HT7 (STEP7)”. Projekt jest realizowany przez konsorcjum naukowe ztoZzone z
firmy Celon Pharma S.A oraz Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk. (Okres realizacji: 2020-2023)

6. WSPOLPRACA NAUKOWA Z JEDNOSTKAMI KRAJOWYMI I
ZAGRANICZNYMI

Wspolprace naukowe zardwno krajowe, jak i1 zagraniczne to najlepszy $rodek dla
poszerzenia naukowych horyzontdw, wymiany pomystow oraz realizacji innowacyjnych
badan. Dzieki nim nabywamy nowa wiedz¢ oraz do$wiadczenie niezbedne do osiggnigcia
pelni swojego potencjatu. Wspotprace tacza rdozne pokolenia naukowcow, podnoszg jakos$¢
badan oraz wyznaczja nowe trendy w nauce. Dyskusje pomagaja w weryfikacji wiasnych
pomystow oraz poszukiwan innowacyjnych rozwigzan. Daj¢ dost¢p do innych laboratoriow
naukowych, dzigki czemu umozliwia poznawanie nowych metod badawczych umozliwiajac
tym samym umozliwiajac osiggnigcie bardziej warto§ciowych wynikéw oraz opublikowanie
ich w lepszych czasopismach. W swojej pracy naukowej chetnie dziele sie¢ swoja wiedzg i
doswiadczeniem oraz chetnie korzystam z umiejetnosci innych przy realizacji projektow.
Nawigzywatam i nawigzuj¢ wspotprace z innymi Zakladami Instytutu Farmakologi, jak
rowniez z innymi osrodkami za granica.

WSPOEPRACA NAUKOWA Z PLACOWKAMI KRAJOWYMI:

1. Centrum Urazowe Medycyny Ratunkowej i Katastrof (CUMRIK), Szpital
Uniwersytecki Collegium Medicum, Krakow; ul. Mikolaja Kopernika 50, 30-001
Krakow. Wspolpraca nieformalna finansowana z dzialalnosci statutowej IF-PAN oraz
grantu Opus 2016/21/B/NZ4/00128 z prof. dr hab. n med. Jerzym Wordliczkiem i dr n.
med. Renatg Zajaczkowska. Temat wspotpracy: ,,Ocena wplywu metforminy, metamizolu
oraz limecykliny na aktywacje neurogleju w modelu zwierzecym bolu neuropatycznego”.
Celem wspotpracy jest okreslenie wplywu metamizolu na symptomy bélu neuropatycznego
oraz efektywno$¢ analgetyczng opioidow w mysim 1 szczurzym modelu bolu
neuropatycznego.

Wynikiem wspolpracy sq nastgpujgce publikacje:

1. Zajaczkowska R., Popiolek-Barczyk K., Pilat D., Rojewska E., Makuch W., Wordliczek J., Mika J.
Involvement of microglial cells in the antinociceptive effects of metamizol in a mouse model of neuropathic
pain. Pharmacol Biochem Behav. 2018 Sep 26;175:77-88.

2. Zajaczkowska R, Kwiatkowski K, Pawlik K, Piotrowska A, Rojewska E, Makuch W, Wordliczek J,
Mika J. Metamizole relieves pain by influencing cytokine levels in dorsal root ganglia in a rat model of
neuropathic pain [published online ahead of print, 2020 Jul 20]. Pharmacol Rep. 2020;10.1007/s43440-020-
00137-8.

2. Zaklad Biochemii Mozgu, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk. Wspolpraca z Prof. Dr hab. Irena Nalepa oraz dr hab. Grzegorzem Kreiner
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dotyczyta przeprowadzenia eksperymentow w ramach projektow badawczych: OPUS 11
2016/21/B/NZ4/00128, PRELUDIUM 12 2016/23/N/NZ7/00356 oraz PRELUDIUM 5
2012/05/N/NZ4. Celem wspotpracy byto wykazanie zmian poziomu ekspresji wielu
chemokin i ich receptorow w modelach neuropatii. W ramach badan dr hab. Grzegorz Kreiner
dokonat analizy immunohistochemicznej majacej na celu okreslenie kolokalizacji receptoréw
chemokinowych z mikroglejem, astroglejem i1 neuronami u myszy/szczura po podwigzaniu
nerwu kulszowego oraz w modelu neuropatii cukrzycowe;.

Wynikiem wspolpracy sa nastgpujgce publikacje:

1. Zychowska M, Rojewska E, Kreiner G, Nalepa I, Przewlocka B, Mika J: Minocycline influences the
anti-inflammatory interleukins and enhances the effectiveness of morphine under mice diabetic neuropathy. J
Neuroimmunol 2013; 262: 35-45.

2. Zychowska M, Rojewska E, Piotrowska A, Kreiner G, Mika J: Microglial inhibition influences
XCLI1/XCRI1 expression and causes analgesic effects in a mouse model of diabetic neuropathy. Anesthesiology.
2016; 125(3):573-89.

3. Zychowska M, Rojewska E, Piotrowska A, Kreiner G, Nalepa I, Mika J: Spinal CCL1/CCRS signaling
interplay as a potential therapeutic target - Evidence from a mouse diabetic neuropathy model. Int
Immunopharmacol 2017; 52:261-271.

4, Rojewska E, Zychowska M, Piotrowska A, Kreiner G, Nalepa I, Mika J: Involvement of macrophage
inflammatory protein-1 family members in the development of diabetic neuropathy and their contribution to
effectiveness morphine. Front Immunol 2018; 9:494.

5. Piotrowska A, Rojewska E, Pawlik K, Kreiner G, Ciechanowska A, Makuch W, Zychowska M, Mika
J: Pharmacological blockade of CXCR3 by (+)-NBI-74330 reduces neuropathic pain and enhances opioid
effectiveness - Evidence from in vivo and in vitro studies. BBA Mol Basis Dis 2018; 1864(10):3418-3437.

6. Piotrowska A, Rojewska E, Pawlik K, et al. Pharmacological Blockade of Spinal CXCL3/CXCR2
Signaling by NVP CXCR?2 20, a Selective CXCR2 Antagonist, Reduces Neuropathic Pain Following Peripheral
Nerve Injury. Front Immunol. 2019;10:2198.

WSPOLPRACA NAUKOWA Z PLACOWKAMI ZAGRANICZNYMI

1. Instytut Biologii Komoérkowej i Neurobiologii (Istituto di Biologia Cellulare e
Neurobiologia) Via del Fosso di Fiorano 64/65, 00143, CNR, Rzym, Wlochy. Wspoétpraca
nieformalna z zespotem prof. Flamini Pavone w ramach umowy grantu Harmonia
2013/10/M/NZ4/00261, przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki oraz dzialalno$ci
statutowej Zaktadu Farmakologii Bolu IF PAN. Temat wspotpracy: ,,Neuronalne i
nieneuronalne mechanizmy toksyny botulinowej A w rozwoju bélu neuropatycznego -
badania behawioralne i1 biochemiczne”. Celem badan jest poznanie mechanizmow
analgetycznych efektéw toksyny botulinowej A w rozwoju bolu neuropatycznego oraz jej
oddziatywanie na interakcj¢ neuron-gle;j.

Wynikiem wspolpracy sq nastgpujgce publikacje:
1. Mika J, Rojewska E, Makuch W, et al. The effect of botulinum neurotoxin A on sciatic nerve injury-

induced neuroimmunological changes in rat dorsal root ganglia and spinal cord. Neuroscience. 2011;175:358-
366.

2. Zychowska M, Rojewska E, Makuch W, et al. Participation of pro- and anti-nociceptive interleukins in
botulinum toxin A-induced analgesia in a rat model of neuropathic pain. Eur J Pharmacol. 2016;791:377-388.
3. Rojewska E, Piotrowska A, Popiolek-Barczyk K, Mika J. Botulinum Toxin Type A-A Modulator of

Spinal Neuron-Glia Interactions under Neuropathic Pain Conditions. Toxins (Basel). 2018 Apr 2;10(4). pii:
E145.

2. Instytut Biochemii, Centrum Badan Biologicznych, Wegierska Akademia Nauk,
Szeged, Wegry. Wspodlpraca na podstawie porozumienia pomiedzy Polska i Wegierska
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Akademiag Nauk =z zespolem prof. Sandora Benyhe w ramach grantu Maestro
2012/06/A/NZ4/00028 (kierownik prof. dr hab. B. Przewlocka), przyznanego przez
Narodowe Centrum Nauki. Temat wspotpracy: ,,Aktywacja mechanizméw probdlowych w
endogennych systemach opioidowych, jako wazny element rozwoju boélu neuropatycznego -
mechanizmy i punkty uchwytu dla nowych terapii”.

Wyniki wspolpracy zostaly opublikowane w publikacji:

1. Rojewska E, Wawrzczak-Bargiela A, Szucs E, Benyhe S, Starnowska J, Mika J, Przewlocki R,
Przewlocka B. Alterations in the Activity of Spinal and Thalamic Opioid Systems in a Mice Neuropathic Pain
Model. Neuroscience. 2018 Oct 15;390:293-302.

3. Vrije Universiteit Brussel, Laboratorium Chemii Organicznej, Wydzial Chemii i
Biotechnologii, Bruksela, Belgia. Wspolpraca nieformalna z zespotem Prof. Stevena Balleta
w ramach grantu Maestro 2012/06/A/NZ4/00028 (kierownik prof. dr hab. Barbara
Przewltocka), przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki. Temat wspotpracy: ,,Aktywacja
mechanizmow probdlowych w endogennych systemach opioidowych, jako wazny element
rozwoju bolu neuropatycznego - mechanizmy i punkty uchwytu dla nowych terapii”. Celem
wspolpracy byla synteza zwigzkow hybrydowych spetniajacych zatozenia hipotezy o
wzroscie aktywnos$ci uktadow probolowych w boélu neuropatycznym przez grupe prof. S.
Balleta z Brukseli.

Wyniki powstale w ramach wspdélpracy zostaly wigczone do publikacji:

1. Guillemyn K, Starnowska J, Lagard C, Dyniewicz J, Rojewska E, Mika J, Chung NN, Utard V, Kosson P,
Lipkowski AW, Chevillard L, Arranz-Gibert P, Teixido M, Megarbane B, Tourwé D, Simonin F, Przewlocka B,
Schiller PW, Ballet S. Bifunctional Peptide-Based Opioid Agonist-Nociceptin Antagonist Ligands for Dual
Treatment of Acute and Neuropathic Pain. ] Med Chem. 2016;59(8):3777-3792.

7. WYKLADY NA KRAJOWYCH I MIEDZYNARODOWYCH KONFERENCJACH
NAUKOWYCH

W latach 2008-2017 wyglositam 6 wykladow na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych:

1. Rojewska E., Piotrowska A., Jurga AM., Makuch W., Przewlocka B., Mika J.
Minocycline affects neuropathic pain by regulation of kynurenic pathway - role of
microglial cells. 13-sty Miedzynarodowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Badan Uktadu
Nerwowego. 28.08-31.08. 2017 Warszawa, Polska.

2. Rojewska E., Piotrowska A., Przewlocka B., Mika J. Modulation of the kynurenine
pathway in search for antinociceptive agents. Focus on kynurenine 3-monooxygenase.
Interdisciplinary junior scientists workshop on neuropharmacology and molecular
biology. 29.03 — 01.04. 2017 Biatka Tatrzanska, Polska.

3. Rojewska E., Makuch W., Przewlocka B., Mika J. The influence of minocycline on

immune factors during neuropathic pain. XV Zjazd Towarzystwa Immunologii
Doswiadczalnej i Klinicznej, 26-28.06.2014 Wroctaw, Polska.

4. Rojewska E., Korostynski M., Przewtocki. R, Przewlocka B., Mika J. Poszukiwanie
nowych punktéw uchwytu dla terapii bolu neuropatycznego - mikromacierze DNA.
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(The search for new mechanism for treatment of neuropathic pain - DNA microarrays).
VIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Badania Bo6lu, 25-28.09.2013 Zakopane, Polska.

5. Rojewska E. Minocycline — A neuromodulator of neuropathic pain. XXII International
Symposium of "Molecular and phisiological aspects of regulatory processes of the
organism" 14-15.06.2013 Krakow, Polska.

6. Rojewska E., Mika J., Osikowicz M., Starowicz K., Przewlocka B. Streptozotocin-
induced diabetic conditions are associated with neuropathic pain symptoms in mice.
EFIC European Pain School 2008 University of Siena, 15.06-22.06.2008 Siena,
Wiochy.

8. NAGRODY

1. STYPENDIUM EOC-ENC przyznawane na drodze konkursu na sfinansowanie uczestnictwa w
konferencji pt “European Opioid Conference” Ferrara, Wtochy, 8-11. 04. 2008.

2. STYPENDIUM IBRO przyznawane na drodze konkursu na sfinansowanie uczestnictwa w
szkole dla mtodych naukowcdéw “Pain and the Central Nervous System” Siena, Wlochy, 15-22.
06 2008.

3. STYPENDIUM przyznane przez Wegierskg Akademi¢ Nauk na pobyt naukowy w
laboratorium kierowanym przez prof. Ann¢ Borsodi, Zaktad Neurobiologii Instytutu Biochemii
Wegierskiej Akademii Nauk, Szeged, Wegry; 08-21.10.2011.

4. STYPRNDIUM EMBL przyznawane na drodze konkursu na sfinansowanie uczestnictwa w
konferencji pt ,,EMBL Conference Microglia: Guardians of the Brain” 26-29.03.2014. Nagroda
przyznana w ramach programu: Corporate Partnership Programme.

5. STYPENDIUM START 2015 dla wybitnych mtodych uczonych na poczatku kariery naukowej
posiadajacych udokumentowane osiagnigcia w swojej dziedzinie badan; przyznane na rok przez
Fundacje na rzecz Nauki Polskiej; 01.06.2015-01.06.2016.

6. NAGRODA ZA POZIOM PRAC NAUKOWYCH (QUALITAS) ORAZ ZA LICZBE
PUBLIKACIJI (QUANTITAS) przyznana w latach 2016/2017.

9. CZLONKOSTWO W TOWARZYSTWACH NAUKOWYCH.

Obecnie jestem cztonkiem towarzystwa naukowego PTBB — Polskie Towarzystwo Badania Bolu
(Polski Odziat IASPu).

10. DZIALALNOSC ORGANIZACYJNA I DYDAKTYCZNA

W trakcie mojej pracy naukowej w Instytucie Farmakologii PAN miatam przyjemnos¢
niejednokrotnie sprawowa¢ opieke naukowa nad osobami odbywajacymi praktyki, jak i
przygotowujacymi prace magisterska w naszym Instytucie. Juz na samym poczatku mojej
pracy, sprawowalam opieke nad dr Rita Bhimani, ktora pracowata na wolontariacie w naszym
Instytucie. Podczas Jej pobytu wspdlnie byty$my zangazowane w organizacj¢ eksperymentow
zwigzanych z badaniem przeciwbolowego dziatania roéznych substacji w  bolu
neuropatycznym. Nasza wspoOtpraca polegata m.in. na nauce réznych technik behawioralnych
oraz wspolnym przeprowadzaniu doswiadczen. RoOwnocze$nie pomagatam w sprawowaniu
opieki nad studentem II roku Uniwersytetu Jagiellonskiego, na kierunku Neurobiologii
Grzegorzem Dobrzanskim, ktory odbywat praktyki studenckie w Zaktadzie Farmakologii
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Bélu Instytutu Farmakologii Krakowie 04-22.07.2011. Nastepnie opieka naukowa objetam
studenta V roku Neurobiologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Mateusza Wasylewskiego, ktory
rozpoczal od pazdziernika 2012 roku do$wiadczalng czgs¢ pracy magisterskiej w Zaktadzie
Farmakologii Bolu IF PAN w Krakowie pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Mika. Moj
wklad polegatl na merytorycznym wpowadzeniu Studenta w tematyke pracy oraz matody
badawcze stosowane w Zaktadzie Farmakologii Bolu, wspolnym  planowaniu,
przeprowadzaniu do$wiadczen oraz analizie 1 opracowaniu otrzymanych wynikéw. Nastepnie
W roku 2017 bylam opiekunem 3-miesiecznego stazu mgr Katarzyny Ciapata. Praktyki
odbywatay si¢ w ramach programu stazowego zatytulowanego: ,,Wysokiej jakosci staze
zawodowe rozwijajagce kompetencje dla studentek i studentow kierunkow biologicznych i
nauk o ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego”. W trakcie stazu nauczylam mgr Katarzyna
Ciapala behawioralnych i biochemicznych metod stosowanych w naszym Zaktadzie, co
zaowocowalo dalszg wspotpraca w ramach kierowanego przeze mnie grantu oraz wspolnymi
publikacjami naukowymi.

Komitet organizacyjny konferencji

* Czlonek Komitetu Organizacyjnego konferencji European Opioid Conference (EOC), 13-
15.04.2011, Krakow.

» Udziat w przygotowaniu XXIX Szkoty Zimowej ,,Glej” zorganizowanej przez IF PAN, 7-
10.02.2012, Krakow.

» Udziat w przygotowaniu XXX Szkoty Zimowej ,,BOl” zorganizowanej przez IF PAN, 19-
22.02.2013, Krakow.

« CZLONEK KOMITETU NAUKOWEGO KONFERNECJI: EFIC Pain School
,,Iranslational Pain Research: From Lab to Clinic, Krakow 2017.

11. STAZE NAUKOWE ZAGRANICZNE

W trakcie mojej pracy naukowej uczestniczytam w Europejskiej Szkole Bolowej na Uniwersytecie w
Sienie we Wloszech, 15.06-22.06.2008. W pazdzierniku 2012 mialam przyjemno$¢ wyjecha¢ do
Akademii w Szeged na Wegry, gdzie poznatam metod¢ wigzania GTPy oraz przeprowadzitam szereg
badan wiaczonych do pracy doktorskiej.
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12. PODSUMOWANIE CALOSCI DOROBKU NAUKOWEGO

Lacznie opublikowatam 62 prac (46 prac oryginalnych, 16 prac przegladowych). Sumaryczny
IF z opublikowanych prac wynosi 163.000, a index H=23. Liczba cytowan (bez autocytowan)
wg. Bazy Web of Science Core Collection z dn. 20.10.2020 wynosi 1120. Wedtug
wytycznych  MNiSW uzyskatam tacznie 1894 pkt. Jestem autorem 111 doniesief
zjazdowych, a w 27 z nich bylam prezentujagcym. Ponadto wyglositam 6 prezentacji ustnych
(Siena 2008, Biatka Tatrzanska 2013, Krakéw 2013, Zakopane 2013, Wroctaw 2014,
Warszawa 2017).

Podsumowanie catosci dorobku naukowego z podzialem na osiagniecia przed i po uzyskaniu stopnia
doktora zostato przedstawione w tabeli ponize;.

Tabela 3. Zbiorczy wykaz najwazniejszych osiagnie¢ naukowych habilitanta (stan na 20.10.2020).

Przed doktoratem Po doktoracie

Liczba IF |MNiSW | Liczba IF |MNiSW
Publikacje oryginalne 5 16.785 | 142 41 |135.306] 1610
Publikacje przegladowe 6 7.014 87 10 3.895 39
[RAZEM 11 23.799 | 229 51 [139.201| 1665
Streszczenia w materiatach pokonferencyjnych 40 71
Wyktady naukowe wygloszone poza IF PAN 1 o)
Udziat w projektach grantowych 2 10
Kierowanie projektami grantowymi 1
Sumaryczny IF wszystkich opublikowanych prac 163.000
Sumaryczna punktacja KBN/MNiSW wszystkich opublikowanych
prac 1894
Calkowita liczba cytowan wg bazy JCR Web of Science 1458
Catkowita liczba cytowan z wyl. autocytowan wg bazy JCR Web of Science 1120
H-index 23

Sumaryczny IF prac wchodzacych w sktad dzieta habilitacyjnego —32.589/345 MNiSW (28.694/310
MNIiSW z prac oryginalnych i 3.895/35 MNiSW z prac przegladowych). Punkty IF/MNiSW liczone
wg danych dla roku opublikowania pracy na podstawie bazy JCR (Journal Citation Reports) Web of
Science i punktacji czasopism publikowanych w odpowiednich latach przez KBN/MNiSW

EWelina ?Odéwlw, - Mendel
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13. Zalaczniki

Zalacznik 1 — Dane kontaktowe

Zatacznik 2 — Uwierzytelniony odpis z dyplomu doktorskiego

Zalacznik 3 — Analiza bibliometryczna dorobku naukowego przygotowana przez
Centrum Informacji Naukowej, Biblioteki i Archiwum Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja PAN

Zalacznik 4 — Pelny wykaz wszystkich prac opublikowanych przez habilitanta

Zatacznik 5 — O$wiadczenia wspétautoréw publikacji bedgcych przedmiotem dzieta
habilitacyjnego

Zalacznik 6 — Pelne wersje prac stanowiacych podstawe habilitacji



