5. Summary in Polish

Molekularne podioze patomechanizmu boélu neuropatycznego nie jest do konca
poznane. Stosowane w terapii leki opioidowe nie wykazuja dobrego efektu analgetycznego,
co prowadzi do zwigkszenia dawek i wystapienia wielu objawoéw niepozadanych. Celem
pracy doktorskiej bylo okreslenie nowych punktow uchwytu dla terapii bolu neuropatycznego
w oparciu o zbadanie roli wybranych szlakow wewnatrzkomorkowych w procesie aktywacji
komorek mikrogleju oraz dziataniu opioidowych lekéw przeciwbolowych.

W badaniach wykorzystany zostal zwierzecy model bolu neuropatycznego polegajacy
na luznym podwigzaniu nerwu kulszowego (chronic constriction injury, CCI) u szczura.
W tym modelu zwierzgta wykazuja wzrost wrazliwosci na bodzce bolowe (hiperalgezja) oraz
reaguja na bodzce niebolowe (alodynia). Rozwdj symptomoéw neuropatii byt mierzony za
pomocg testu von Frey’a (mechaniczna alodynia) oraz testu zimnej plytki (termiczna
hiperalgezja). Badane zwigzki byly podawane zwierzetom dootrzewnowo oraz za pomocg
drenéw nardzeniowych. W badaniach wykorzystane zostaly rowniez szczurze, pierwotne
hodowle komorek mikrogleju. Pobrany w trakcie doswiadczen materiat biologiczny zostat
wykorzystanﬁy do badan biochemicznych (qRT-PCR, western blot, immunocytochemia oraz
wigzania [3 SJGTPyS) w celu okreslenia wplywu podanych zwigzkow na modulacje
aktywacji komoérek glejowych, czynnikoéw pro- i antynocyceptywnych oraz wybranych
szlakow wewnatrzkomorkowych.

W badaniach przeanalizowano wplyw inhibitora kinazy p38 MAPK, minocykliny,
na efektywno$¢ analgetycznego dziatania morfiny oraz selektywnych ligandow receptorow
opioidowych MOP, DOP, KOP i NOP. Uzyskane wyniki wykazaly, ze minocyklina w sposob
istotny znosila symptomy bolu neuropatycznego oraz zwigkszala efektywnos$¢ ligandow
MOP, KOP i NOP, co byto skorelowane z zahamowaniem aktywacji komorek mikrogleju na
poziomie lgdzwiowym rdzenia krggowego (Mika i wsp., 2014; Popiolek-Barczyk i wsp.,
2014a). Co ciekawe podania minocykliny nie wplywaly na analgetyczne efekty ligandow
receptora DOP (Mika i wsp., 2014). W badaniach, z wykorzystaniem pierwotnej hodowli
komorek mikrogleju, wykazano, zar6wno na poziomie mRNA jak i biatka, obecnos$c
receptora MOP, KOP 1 NOP, ale nie DOP. Otrzymane wyniki sugeruja, ze efekt analgetyczny
wywotywany ligandami receptora DOP nie jest zalezny od aktywacji komorek mikrogleju
przez co te nie tracg one swojej efektywnodci w trakcie rozwoju bolu neuropatycznego (Mika
i wsp., 2014). W badaniach z wykorzystaniem techniki wiazania [*>S]GTPyS wykazalismy,
ze minocyklina zwigkszata oddzialywanie nocyceptyny z receptorem NOP u zwierzat
neuropatycznych (Popiolek-Barczyk i wsp., 2014a). Dodatkowo minocyklina obnizata
mRNA dla receptora NOP na poziomie rdzenia krggowego, co byto zwiazane z jednoczesnym
spadkiem aktywacji komérek mikrogleju (Popiolek-Barczyk i wsp., 2014a). Wyniki naszych
badan sugeruja, ze minocyklina nasila analgetyczne dzialanie nocyceptyny w wyniku jej
oddzialtywanie z neuronalng pulg receptora (Popiolek-Barczyk i wsp., 2014a).

W dalszych badaniach wykazaliSmy, ze inhibitor szlaku kinaz ERK1/2, U0126,
réwniez obniza symptomy bélu neuropatycznego oraz nasila przeciwbélowe efekty morfiny.
Badania biochemiczne wykazaly, ze U0126 nasilal obnizony w neuropatii poziom
rdzeniowych receptorow opioidowych MOP, DOP i KOP (Popiolek-Barczyk i wsp., 2014b).

W kolejnej czgsci badan przeanalizowaliémy wplyw inhibicji szlaku czynnika
jadrowego kB (NF-kB), z wykorzystaniem partenolidu, na rozwdj bolu neuropatycznego.
Partenolid jest zwigzkiem pochodzenia roslinnego, wykazujacym dziatanie przeciwzapalne
i przeciwmigrenowe. Nasze badania wykazaly, Ze partenolid w sposéb istotny obnizal
symptomy bolu neuropatycznego, a takze zwigkszal efektywno$¢ analgetyczng morfiny,
co byto skorelowane ze zwigkszeniem poziomu ekspresji receptorow opioidowych MOP,



DOP i KOP w odcinku lgdzwiowym rdzenia kregowego (Popiolek-Barczyk i wsp., 2014b).
W kolejnych badaniach zaobserwowalismy, ze partenolid podawany wielokrotnie prowadzi
do nasilenia aktywacji komorek mikrogleju. Réwnolegle przeprowadzone badania wykazaty,
ze zwigzek ten hamuje poziom aktywacji markerow fazy M1 (IL-1f8, IL-18 1 iNOS),
natomiast podnosi fazy M2 (IL-10, TIMP1) (Popiolek-Barczyk i wsp., 2015). Wyniki
naszych badan sugeruja, ze analgetyczne efekty partenolidu sa zwiazane z polaryzacja
mikrogleju w kierunku neuroprotekcyjnej fazy M2. Przeprowadzona w badaniach analiza
szlakow wewnatrzkomorkowych wykazata, ze partenolid nie tylko hamuje aktywacje szlaku
NF-xB, ale takze kinaz p38 i ERKI/2, co moze by¢ zwigzane z obserwowanym
zahamowaniem probolowych czynnikow takich jak IL-18, IL-18 i iNOS. Natomiast jego
podanie podnosi poziom aktywacji bialka STAT3, co moze by¢ zwigzane z korzystnym
wplywem na poziom przeciwbélowej IL-10 oraz TIMP1 (Popiolek-Barczyk i wsp., 2015).
W naszych badaniach wykazaliSmy nieznany dotad fakt, ze partenolid zwieksza aktywacije
komoérek mikrogleju na poziomie rdzenia krggowego oraz przywraca zaburzong w neuropatii
rownowage¢ pomigdzy czynnikami pro- i przeciwb6lowymi (Popiolek-Barczyk i wsp., 2015).
W pierwotnej hodowli komoérek mikrogleju dowiedli$my, ze komorki te sg Zrodiem istotnych
dla rozwoju neuropatii czynnikoéw nocyceptywnych (Popiolek-Barczyk i wsp., 2015).

Wyniki pracy doktorskiej pozwolity na okreslenie szlakoéw wewnagtrzkomoérkowych,
ktore majg znaczenie dla rozwoju neuropatii oraz analgetycznego dzialania opioidow, a tym
samym zaproponowaliSmy nowe cele molekularne dla leczenia bélu neuropatycznego.
W mojej pracy wykazalam, Ze partenolid, w przeciwiefstwie do minocykliny (ktéra silniej
dziala zastosowana przed uszkodzeniem) wywiera dzialanie przeciwbdlowe zastosowany
w trakcie rozwinigtej neuropatii, co wydaje si¢ by¢ bardzo wazne z klinicznego punktu
widzenia. Z danych literaturowych wynika, ze minocyklina zmniejsza aktywacje mikrogleju
i hamuje faz¢ M1 (IL-6, IL-18), ale nie wplywa na M2 (IL-10). Nasze badania wykazaty,
ze korzystne efekty partenolidu w neuropatii wynikajg z polaryzacji komoérek mikrogleju
w kierunku fazy M2. Wyniki otrzymane podczas realizacji badan udowadniaja,
ze proponowana strategia skierowana na modulacj¢ szlaku kinaz p38 i NF-kB prowadzaca do
zmian aktywacji komorek mikrogleju podczas bélu neuropatycznego, nie tylko znosi
symptomy bolu, ale takze zwigksza efektywnos¢ dziatania lekow opioidowych.
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