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Podsumowanie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim

Bél ostry ma istotne znaczenie dla rozpoznania i umiejscowienia procesu
chorobowego oraz uniknigcia lub zminimalizowania uszkodzenia tkanki. W przeciwienstwie
do niego, bol przewlekly utrzymujacy sie¢ pomimo zagojenia uszkodzonych tkanek, badz
towarzyszacy chorobie przewleklej, nie spetnia funkcji ostrzegawczej i wymaga leczenia.
Obecnie przyjeta farmakoterapia bélu przewlekiego, opiera sie¢ o niesteroidowe leki
przeciwzapalne, opioidy oraz leki przeciwdepresyjne, ktére nie zawsze przynosza
wystarczajacy efekt przeciwbélowy, niosg natomiast ryzyko wystgpienia niebezpiecznych
dziatan niepozadanych. Do najczestszych naleza min. krwawienia z uktadu pokarmowego
w przypadku NLPZ oraz depresja o$rodka oddechowego, a takze rozwoju tolerancji
i uzaleznienia w przypadku opicidéw (Ray i wsp, 2007; Gallagher i Rosenthal, 2008;
Williams i wsp., 2013). Analiza epidemiologiczna starzejacych sie spoteczenstw krajow
wysokorozwinigtych, wskazuje na bél przewlekly jako chorobe cywilizacyjna, o braku
zadawalajgcej terapii (Miiller-Schwefe, 2011). Aby rozwina¢ nowe metody leczenia tego
schorzenia konieczne jest lepsze zrozumienie funkcjonalnej interakcji pomiedzy endogennymi

uktadami zaangazowanymi w percepcje bodZcow bélowych.

Celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie udziatu uktadu endokanabinoidowego
(CB1/2) i endowaniloidowego (TRPV1) w rozwoju i terapii bélu przewlektego,
ze szczegolnym uwzglednieniem tej interakcji w bélu neuropatycznym i bdlu zwigzanego
z osteoartroza, ktére stanowia wiekszo$¢ klinicznych przypadkéw bélu przewleklego
(Miiller-Schwefe, 2011).

Badania  przeprowadzono w  przedklinicznych  modelach zwierzecych,
reprezentujgcych wysoki poziom przeniesienia uzyskanych wynikéw farmakologicznych na
warunki kliniczne: modelu CCI (bélu neuropatycznego; ang. chronic constriction injury to the
sciatic nerve; wg Bennett i Xie, 1988) oraz modelu MIA (b6lu zwigzanego z osteoartrozg;
ang. osteoarthritis sodium monoiodoacetate model; wg Kalbhen, 1987). Ocena wiasciwosci
przeciwbdlowych badanych zwigzkéw zostata przeprowadzona z wykorzystaniem testow:
wrazliwosci na bodziec mechaniczny - test von Frey’a i bodziec termiczny - test zimnej ptytki
dla modelu CCI oraz test oceny obcigzenia tapy DWB (ang. dynamic weight bearing) i pomiaru
nacisku na staw kolanowy PAM (ang. pressure application measurement) dla modelu MIA.
Badania behawioralne pozwolity na skorelowanie zmian molekularnych zachodzacych
w tkance nerwowej zwierzat z fenotypem b6lowym oraz umozliwity wybranie odpowiedniego
punktu czasowego do zastosowania proponowanej terapii przeciwbélowej. Zmiany
molekularne w uktadzie endokanabinoidowym i endowaniloidowym zostaty zbadane na
poziomie mRNA (RT-qPCR; ang. Real-Time quantitate polymerase chain reaction), biatek

(Western Blot i barwienia immunofluorescencyjne) oraz na podstawie analizy lipidéw
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(LC-MS; ang. liquid chromatography-mass spectroscopy). Badania zostaly przeprowadzone
w zwojach korzeni grzbietowych (DRG; ang. dorsal root ganglia) oraz w rdzeniu kregowym
(czgs¢ grzbietowa ledZwiowego odcinka rdzenia kregowego) na poziomie L4-L6. Obie
struktury s3 istotnymi elementami wstepujacej drogi rdzeniowo-wzgdrzowej oraz stanowia

miejsce dziatania badanych zwigzkéw po podaniu obwodowym i nardzeniowym.

Uzyskane w toku naszych badan, wyniki wykazaly zmiany w ekspresji receptorow
CB1, CB2 i TRPV1 oraz enzyméw odpowiedzialnych za synteze i degradacje endogennego
endokanabinoidu, anandamidu (AEA) podczas rozwoju bélu neuropatycznego. Dane
wskazujg, ze podczas rozwoju symptoméw bélowych: hiperalgezji i allodynii, dochodzi do
wzrostu ekspresji receptora CB2, zaréwno w DRG, jak i w rdzeniu kregowym. Mimo braku
zmian ilo$ci enzymu klasycznej $ciezki syntezy AEA: NAPE-PLD, zaobserwowano wzrost
ekspresji enzyméw alternatywnych drég syntezy (PLA2 oraz SHIP1). Dodatkowo enzymy
degradujace AEA (FAAH i LOX12/15) wykazywaty wzrosty ekspresji w badanych strukturach
(Malek i wsp, 2014)'. Dane te poszerzyly dotychczasowa wiedze na temat zmian
zachodzacych w systemie endokanabinoidowym w przebiegu bélu neuropatycznego. Badania
wykazaly zmiany w alternatywnych $ciezkach syntezy i degradacji AEA, ktére moga
ttumaczy¢ zmiany pozioméw endokanabinoidéw w przebiegu boélu przewleklego oraz
swiadcza o duzej plastycznosci ukiadu. Poniewaz AEA jest agonista receptora TRPV1,
przebadano réwniez ekspresje cytokin i kinaz odpowiedzialnych za sensytyzacje tego
receptora na drodze fosforylacji w DRG w zwierzecym modelu CCI. Otrzymane dane wskazujg
na wzrost ekspresji TNFa oraz NGF w poczatkowym etapie rozwoju neuropatii oraz silny
wzrost ekspresji kinazy PKCe w dalszych etapach rozwoju choroby. Wyniki badan sugerowaty,
ze inne czynniki majg udziat w sensytyzacji receptora podczas przeksztatcenia bolu z ostrego
W neuropatyczny, a inne w podtrzymanie aktywacji TRPV1 w trakcie trwania schorzenia.
W oparciu o uzyskane dane zaproponowano nowe cele molekularne dla leczenia bélu

przewlekiego zwiazanego z uszkodzeniem nerwéw (Malek i wsp., 2015h),

Opisanie udziatu uktadéw endokanabinoidowego oraz endowaniloidowego w rozwoju
bélu przewleklego stanowilo uzasadnienie do zastosowania zwigzkéw modulujgcych
aktywnos¢ tych uktadéw, jako nowych zwiazkéw o potencjalnym dziataniu przeciwbélowym.
Poniewaz uktady te charakteryzujg sie wysoka redundancja i plastycznoscia, farmakologiczne
interwencje ukierunkowane na jeden cel molekularny nie wykazaty zadawalajacych
wiadciwosci przeciwbdlowych (Di Marzo, 2012; Huggins i wsp.2012; Gavva i wsp, 2007)
.Celem kolejnych badan byla ocena skutecznoéci przeciwbélowego dziatania zwigzkéw
bedacych jednoczes$nie antagonistami receptora TRPV1 oraz inhibitorami enzymu FAAH
(ti. AA-5-HT oraz OMDM-198) w behawioralnych modelach bélu przewleklego oraz

'Publikacje oznaczone pogrubiona czcionka stanowig czgs¢ rozprawy doktorskiej, natomiast
podkreslone wskazuja na inne osiagniecia autora.
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okreslenie korzysci wynikajgcych z ich dwukierunkowego profilu dziatania, w poréwnaniu do
zwigzkéw dziatajacych wylacznie na jeden z elementéw uktadéw (FAAH lub TRPV1). W toku
przeprowadzonych doswiadczenn zbadano wiasciwosci przeciwbdlowe zwiazkow
hybrydowych, wptywajacych na wiecej niz jeden cel biologiczny, ktére moga wykazywaé
korzystniejszy profil dziatania, wigksza skuteczno$¢ terapeutyczna oraz mniej dzialan
niepozadanych, (co wynika z mozliwosci stosowania nizszych dawek) w poréwnaniu ze
zwigzkami selektywnymi wobec jednego punktu uchwytu (szczegéty w Malek i Starowicz,
2016).

W zwierzecym modelu bélu neuropatycznego przeprowadzone badania wykazaty
przeciwbélowa aktywno$¢ zwiagzku AA-5-HT po podaniu nardzeniowym. Udowodniono, ze
efekt przeciwbélowy byt zalezny od receptora CB2, ktéry znajduje sie na komérkach
mikroglejowych odpowiedzialnych za odpowiedZ zapalng w oérodkowym ukladzie
nerwowym. Przeprowadzono réwniez analize pozioméw endogennych kanabinoidéw, ktéra
wykazata zwiekszong ilo§¢ AEA w DRG zwierzat w odpowiedzi na podanie AA-5-HT.
Co wigcej, ilos¢ PEA, endogennej aminy odpowiedzialnej za wzmocnienie przeciwbélowego
dziatania AEA, byta podwyzszona na poziomie rdzenia kregowego po nardzeniowym podaniu
AA-5-HT. Badania przyczynity si¢ do zrozumienia mechanizmu dziatania badanego zwigzku
hybrydowego na poziomie osrodkowego uktadu nerwowego, ktéry (prawdopodobnie) jest
zalezny od  aktywacji  receptoréw CB2 w  komédrkach mikroglejowych

(Malek i wsp., 2016;Malek i wsp., 2015c). Z kolei, w zwierzecym modelu osteoartrozy

wykazano przeciwbélowe wtasciwosci innego zwigzku hybrydowego: OMDM-198 (bardziej
stabilnego w $rodowisku wodnym, dlatego przystosowanego do podan dootrzewnowych).
Efekt dziatania OMDM-198 byt silniejszy od dzialania selektywnego antagonisty TRPV1,
SB-366,791 oraz selektywnego inhibitora FAAH, URB-597. Efekt OMDM-198 ulegat ostabieniu
w obecno$ci antagonisty receptora CB1, AM-251, co wskazuje, ze zwiazek ten posiada
wiadciwosci ,posredniego” (poprzez bezposrednie zablokowanie degradacji endogennego
agonisty — AEA) agonisty CB1 (ang indirect agonist). Wyniki te udowadniaja, Ze proponowana
strategia dziatania przeciwbélowego skierowanego na dwa cele molekularne w terapii bélu
przewlektego oferuje korzysci w stosunku do selektywnych inhibitoréw dziatajacych

wybidrczo na jeden uktad receptorowy (Malek i wsp., 2015a).

Przeprowadzone badania mechanizméw molekularnych zmian zachodzacych w czasie
rozwoju bolu przewleklego oraz opracowanie interakcji dwéch réznych uktadéow
endogennych kontrolujagcych przekaznictwo nocyceptywne stanowia podstawe do
alternatywnego podejécia leczenia bélu przewleklego z wykorzystaniem dualistycznej natury
ligandow oddziatujacych z uktadami endokanabinoidowym i endowaniloidowym.
Zweryfikowanie skuteczno$ci przeciwbo6lowej zwigzkéw hybrydowych, w dwéch réznych

modelach zwierzecych, moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowej, skuteczniejszej
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i powszechnie stosowanej terapii bélu przewlektego, bez wzgledu na przyczyne i mechanizmy

jego powstania.



