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ZMIANY CZYNNIKOW NEUROIMMUNOLOGICZNYCH
W BOLU NEUROPATYCZNYM
- ANALGETYCZNY MECHANIZM DZIALANIA MINOCYKLINY

STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Badania eksperymentalne 1 kliniczne ostatnich lat podkreslaja mnogos¢ endogennych
czynnikéw inicjujacych i regulujacych stany bolu neuropatycznego oraz podkreslajg rolg
neuroimmunologicznych interakcji w tych procesach. Wiadomo juz, ze w wyniku uszkodzenia
tkanki dochodzi do zmian aktywnos$ci komorek glejowych, a zwlaszcza mikrogleju oraz do
zaburzenia rownowagi pomi¢dzy czynnikami przeciwzapalnymi i prozapalnymi, na korzys$¢ tych
ostatnich.

Celem pracy bylo okre$lenie wptywu minocykliny, inhibitora aktywacji komorek
mikrogleju na  wywolane uszkodzeniem nerwu kulszowego zmiany czynnikow
neuroimmunologicznych zachodzace w rdzeniu krggowym i zwojach korzeni grzbietowych w
modelu boélu neuropatycznego u szczura. Badania przewidywaty réwniez poszukiwanie nowych
mechanizmow dziatania przeciwbolowego minocykliny w bolu neuropatycznym, a szczegdlnie
udziatu ligandéow receptora KOP. W ramach tych badan pracy chcieliSmy réwniez wykazaé
zmiany transkryptow na poziomie rdzenia kregowego w modelu bolu neuropatycznego oraz ich
modulacje po podaniach minocykliny, przy wykorzystaniu metody mikromacierzy DNA.

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach samcach rasy Wistar (Charles River,
Niemcy) zgodnie z zaleceniami Komisji do Spraw Etyki Badan nad Zwierzgtami IF PAN w
Krakowie oraz zasadami podanymi przez NIH ,,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals 1 przez Miedzynarodowe Towarzystwo Badania Bolu (IASP, Zimmermann, 1983).
Operacje implantacji drenéw przeprowadzono na szczurach po podaniu pentobarbitalu zgodnie z
metodg opracowang przez Yaksh 1 Rudy (1987). W badaniach zastosowano model bolu
neuropatycznego polegajacy na luznym jednostronnym podwigzaniu nerwu kulszowego (chronic
constriction injury, CCI; Bennett i Xie, 1988). Badania prowadzone byly przy pomocy metod



behawioralnych (metoda von Frey i zimnej ptytki) 1 biochemicznych (metoda qPCR,
wiazanie®!GTPgamma$ i mikromacierze DNA).

W  przeprowadzonych doswiadczeniach zaobserwowano, ze podwigzanie nerwu
kulszowego powoduje wzrost poziomu mRNA Clg, MMP-9, TIMP-1, IL-10, IL-1beta, IL-6,
IL-18, GFAP, PDYN w ledzwiowej grzbietowej czgsci rdzenia kregowego oraz zwojow korzeni
grzbietowych. Ponadto w rdzeniu kregowym zanotowano wzrost poziomu mRNA TIMP-2, NOS2
oraz SNAP-25, natomiast w zwojach korzeni grzbietowych uszkodzenie spowodowato wzrost
poziomu mMRNA MMP-2, IL-1alfa oraz NOS1. Nie zaobserwowano zmian w poziomie mMRNA
IL-4 w badanych strukturach. Wykazano, ze w bolu neuropatycznym dootrzewnowe (i.p.) podania
minocykliny hamujg ekspresj¢c mRNA markeréw mikrogleju (C1q) i astrogleju (GFAP) a takze
wielu pronocyceptywnych czynnikow takich jak: MMP-9, SNAP-25, prodynorfiny (PDYN), IL-18
w obydwu strukturach, a takze obnizaja poziom mRNA IL-1lbeta i NOS2 w rdzeniu kregowym
oraz MMP-2 w zwojach korzeni grzbietowych. Natomiast zaobserwowano, ze minocyklina w
niewielkim stopniu wplywa na czynniki przeciwzapalne i tak na przyktad tylko w zwojach
korzeni grzbietowych zaobserwowano, ze po jej podaniach nast¢puje obnizenie poziomu mRNA
IL-10 i TIMP-1. Wyniki tych padan pozwalajg wysnu¢ wniosek, ze minocyklina przywraca
rownowage zachwiang w rozwoju bolu neuropatycznego po uszkodzeniu nerwéw obwodowych,
co wskazuje na mozliwos$¢ jej zastosowania w terapii bolu neuropatycznego.

Podpajeczynowkowe (i.t.) podania minocykliny obnizaja poziom mMRNA PDYN
podniesiony po uszkodzeniu nerwu kulszowego, a takze obnizaja nasilong podaniem dynorfiny
A7) ekspresj¢ mRNA [L-1beta oraz IL-6 na poziomie rdzenia krggowego. W badaniach
behawioralnych wykazano, ze minocyklina (i.t.) nasila przeciwbolowe efekty agonisty receptora
kappa U50,488H i niskiej dawki dynorfiny A.17) (0,15 nmol) oraz znosi wiotki paraliz wywotany
nieopioidowym dziataniem wysokiej dawki dynorfiny A@.a7y (15 nmol), co sugeruje jej
wlasciwos$ci neuroprotekcyjne. Podobne dzialanie zapobiegajace wystapieniu wiotkiego paralizu
po podaniu dynorfiny Agaz wykazano po  jednorazowym oraz  wielokrotnych
podpajeczynowkowych podaniach inhibitora metaloproteinazy-9 — MMP-9 INH. 1. Wyniki badan
behawioralnych 1 biochemicznych wykazuja, Ze mechanizm dzialania minocykliny w bolu
neuropatycznym oprocz hamowania aktywacji mikrogleju moze by¢ zwigzany z MMP-9,
poniewaz zarowno jej efekty, jak i nasilenie ekspresji mRNA IL-1beta i IL-6 po podaniu
dynorfiny moze by¢, w podobny sposoéb do minocykliny, obnizane przez podanie selektywnego
inhibitora tej metaloproteinazy.

Badania wykonane przy uzyciu metody mikromacierzy DNA pozwolity na wyodrebnienie
dwoch wzorcow transkrypcyjnych oraz postuzyly do budowania nowych hipotez dotyczacych
modulujacego wptywu minocykliny na poziom abundancji transkryptéw ulegajacych zmianie po
uszkodzeniu obwodowego ukladu nerwowego. Wykazano, ze z 92 transkryptow ulegajacych
zmianom po podwigzaniu nerwu kulszowego, 42% jest modulowanych przez podania
minocykliny. Przy uzyciu metody qPCR potwierdzono zmiany i modulacj¢ minocykling poziomu
MRNA 3-monooksygenazy kynureniny (Kmo), apolipoproteiny3b (Apobec3b) oraz receptora
Clec7a (dektyny 1) w rdzeniu kregowym oraz wykazano podobne zmiany na poziome zwojow
korzeni grzbietowych. Badania wykazaly, ze w rozwoju bolu neuropatycznego wazng role
odgrywa szlak kynureninowy, poniewaz obnizenie poziomu mRNA Kmo przez minocykline, jak



rowniez podanie podpajeczynowkowe Ro618048 (inhibitor KMO) wywoluje efekty
przeciwbolowe w bolu neuropatycznym. Wydaje si¢, ze zahamowanie aktywnosci KMO moze
by¢ jednym ze sposobdéw ochrony neurondéw przed uszkodzeniami i jak si¢ wydaje moze miec
znaczenie terapeutyczne.

Podsumowujac, nasze badania znacznie poszerzyly nasza wiedz¢ na temat dziatania
minocykliny w bdlu neuropatycznym wskazujgc na system prodynorfinowy, prozapalne cytokiny,
SNAP-25 oraz metaloproteinaze-9 jako wazne elementy mechanizmu dzialania tego zwiazku.
Badania prowadzone przy pomocy mikromacierzy DNA, pozwolily na wskazanie wielu
transkryptow waznych dla rozwoju neuropatii i bedgcych potencjalnymi punktami uchwytu dla
lekow oraz umozliwity wykazanie, ze szlak kynureinowy odgrywa wazng rol¢ w neuropatii, a

jego farmakologiczna modulacja moze mie¢ wazne implikacje kliniczne.



