STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Pomimo intensywnych badan problem braku skutecznej terapii bolu neuropatycznego
pozostaje do dzi$ aktualny. Stosowane standardowo w bolu o duzym natezeniu leki opioidowe
tracag bowiem efektywno$¢ w neuropatii. Badania ostatnich lat dostarczyly przetomowych
dowodéw na zaangazowanie komorek mikroglejowych, ich receptoréw oraz wydzielanych
przez nie czynnikéw neuroimmunologicznych w rozwoj i przebieg bolu neuropatycznego w
modelach zwierzecych. Opisane w tej pracy badania mialy na celu okreSlenie zmian
biochemicznych i behawioralnych obserwowanych w rozwoju boélu neuropatycznego w
szczurzym modelu, w tym na spadek efektywnoSci opioidow. Postanowiono takze okresli¢
wplyw farmakologicznej blokady wybranych receptorow z rodziny purynergicznych
(P2X4R) i Toll-podobych (TLR4), znajdujacych si¢ w rdzeniu krggowym i zwojach korzeni
grzbietowych (DRG) glownie na powierzchni komorek mikrogleju/makrofagéw na zaburzenia
neuroimmunologiczne w neuropatii.

Doswiadczenia przeprowadzono na samcach szczurow rasy Wistar zgodnie z zaleceniami 11
Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach Instytutu Farmakologii
PAN oraz zasadami podanymi przez NIH i IASP (Zimmermann, 1983). Zwierzeta zostaty
poddane zabiegowi implantacji kaniul oraz luznego, jednostronnego podwigzania nerwu
kulszowego (model CCI) zgodnie z opracowanymi metodami (Bennett i Xie, 1988; Yaksh i
Rudy, 1976). Eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem podpajeczynéwkowych podan
antagonistow: CORM-2 dla P2X4R oraz LPS-RS Ultrapure dla TLR4. Do okre$lenia wptywu
podan zastosowano dwa testy behawioralne pozwalajace na oceng poziomu nadwrazliwosci na
bodziec mechaniczny i termiczny (testy von Frey’a i zimnej plytki) oraz dwa testy
biochemiczne w celu analizy zmian poziomu mRNA (gRT-PCR w czasie rzeczywistym) oraz
poziomu biatka (Western blot) w ledzwiowym (L4-L6) odcinku grzbietowego rdzenia
kregowego | DRG.

Wyniki badan behawioralnych wykazaly, ze jednostronne podwiazanie nerwu kulszowego
prowadzi do rozwoju nadwrazliwos$ci na bodzce mechaniczne i termiczne w dniach 2, 7 i 14 po
CCI. Wyniki badan molekularnych wykazaty, ze rownolegle do rozwoju bolu neuropatycznego
wzrasta poziom zarowno P2X4R jak i TLR4 w rdzeniu kregowym po CCI co jest skorelowane
ze wzrostem poziomu aktywacji komoérek IBA-1- i GFAP-pozytywnych. Wykazana zmiana
poziomu receptoréw wskazuje, ze sg one zaangazowane w mechanizmy prowadzace do
rozwoju bolu w szczurzym modelu neuropatii. W badaniach farmakologicznych wykazano, ze
obaj zastosowani antagonisci czyli CORM-2 oraz LPS-RS Ultrapure wykazuja podobne
efekty analgetyczne po wielokrotnych podaniach podpajeczynéwkowych w dniu 7 po CCI.
Interesujacym jest, z2 CORM-2 nasila efekt analgetyczny podanych jednorazowo w dniu 7 po
CCI opioidow, zarowno morfiny jak i buprenorfiny, natomiast LPS-RS Ultrapure tylko
buprenorfiny.



Dalsze badania wskazujg réwniez na odmienne efekty molekularne badanych substancji.
Wielokrotne podpajeczynowkowe podania CORM-2 zapobiegly podniesieniu poziomu IBA-1
w rdzeniu krggowym oraz GFAP w obu badanych strukturach. Ponadto, zastosowanie tego
antagonisty zapobieglo podniesieniu poziomu czynnikéw pronocyceptywnych: IL-1B w
rdzeniu kregowym oraz IL-18, IL-6 i MMP-9 w obu badanych strukturach, natomiast
zaobserwowano jednocze$nie podwyzszenie poziomu antynocyceptywnego IL-1Ra w rdzeniu
krggowym.  Ponadto, CORM-2  zapobiegl aktywacji  szlakow  przekaznictwa
wewnatrzkomoérkowego: p-p38 MAPK, pNF«kB, PI3K, pAkt oraz istotnie nasilil aktywacje
pERK1/2. Wigkszo$¢ zmian po zastosowaniu antagonisty P2X4R obserwowano w rdzeniu
kregowym. W przeciwienstwie, zastosowanie wielokrotnych, podpajeczynowkowych podan
LPS-RS Ultrapure nie wptyneto na poziom IBA-1 ani GFAP w tej strukturze. Co wigcej,
poziom IBA-1 zostal istotnie podniesiony w zwojach korzeni grzbietowych po zastosowaniu
tego antagonisty, ktory jednoczes$nie przywrdcit zaburzong po CCI réwnowage pomiedzy
czynnikami pro- i antynocyceptywnymi: [IL-18/IL-18BP oraz MMP-9/TIMP-1 w zwojach
korzeni grzbietowych. LPS-RS Ultrapure nie mial wplywu na modulacj¢ poziomu badanych,
istotnych w neuropatii, przedstawicieli $ciezek przekaznictwa wewnatrzkomérkowego, biorac
jednak pod uwage silne wlasciwos$ci analgetyczne tego zwigzku dalsze badania powinny by¢
kontynuowane celem wyjasnienia molekularnego dziatania tej substancji. Co ciekawe,
wigkszo$¢ zmian po podpajeczyndéwkowym podaniu antagonisty TLR4 obserwowano w
zwojach korzeni grzbietowych, co rowniez wymaga dalszych wnikliwych badan.

Wyniki ujete w mojej rozprawie doktorskiej poszerzaja wiedz¢ na temat udzialu
przedstawicieli dwoch rodzin receptorow w rozwoju bolu neuropatycznego. Wykazane zmiany
pozwalajg na stwierdzenie, ze skutki aktywacji P2X4R w neuropatii obserwowane sa
glownie w rdzeniu kregowym, gdzie sposrod komorek ukladu odpornosciowego przewaza
mikroglej, a neuroimmunologiczne konsekwencje blokady TLR4 widoczne sa gléwnie w
zwojach korzeni grzbietowych, gdzie dominujaca populacja posiadajace te receptory na
swojej powierzchni sa makrofagi. Obie substancje modulujg rowniez poziom czynnikéw
nocyceptywnych, cho¢ w odmienny sposob, dlatego ich dalsze badanie w kontekscie bolu
neuropatycznego moze przynies¢ obiecujace rezultaty. Istotna przewaga antagonisty P2X4R
nad TLR4 jest zdolno$¢ do nasilenia efektywnosci obu badanych opioidow, stosowanych
standardowo w klinice w terapii boélu. Podsumowujac, stosowane aktualnie terapie
przeciwbolowe majg ograniczong skuteczno$¢ w neuropatii, prawdopodobnie glownie dlatego,
ze sg celowane w aktywnos¢ neuronalng. Stad, biorgc pod uwage rezultaty zebrane w tej pracy,
a takze cytowane badania przedkliniczne innych zespotéw, mozna wnioskowac o obiecujacej
roli, jaka moze w tych zjawiskach odegra¢ zahamowanie aktywacji komorek

mikrogleju/makrofagdéw poprzez konkretne receptory zlokalizowane na ich powierzchni.



STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Despite being continually investigated, the problem of an effective therapy of neuropathic
pain remains actual. Drugs which are commonly used in clinics as severe pain analgesics lose
their effectiveness in neuropathy. Results released within the scope of recent years provided
groundbreaking evidence for the engagement of microglial cells, their receptors and
neuroimmunological factors expressed by these structures in the development and maintenance
of neuropathic pain in animal models. Experiments described in this dissertation were
performed in order to assess biochemical and behavioral changes observed in the
development of neuropathic pain in a rat model, including the reduction of opioid
effectiveness. The additional aim of the investigation was to define the influence of
pharmacological antagonism of chosen receptors from purinergic (P2X4R) and Toll-like
(TLR4) families, which are expressed in the spinal cord and dorsal root ganglia (DRG)
especially on the microglia/macrophage surface, on the neuroimmunological malfunctions in
neuropathy.

All experiments were performed on Wistar male rats according to the recommendations of
the 2nd Local Ethics Committee on Animal Testing in the Institute of Pharmacology, PAS and
the instructions given by the NIH and the IASP (Zimmermann, 1983). Animals underwent
procedures of intrathecal catheters implantations and unilateral, loose sciatic nerve ligature
(CCI model) according to the developed methods (Bennett and Xie, 1988; Yaksh and Rudy,
1976). Experiments were conducted with the intrathecal administration of the following
antagonists: CORM-2 for P2X4R and LPS-RS Ultrapure for TLR4. Two behavioral and two
biochemical tests were performed in order to evaluate the impact of these injections. Von Frey
and cold plate tests allowed for the assessment of the level of mechanical and thermal
hypersensitivity, while Western blot and real time gRT-PCR enabled the detection of changes
in protein levels and mRNA levels respectively in dorsal lumbar (L4-L6) spinal cord and DRG.

The results of the behavioral experiments showed that unilateral sciatic nerve ligation leads
to the development of hypersensitivity to mechanical and thermal stimuli on the 2nd, 7th and
14th day after the CCI. The results of subsequent biochemical tissue analysis revealed that
together with neuropathic pain development, the levels of P2X4R and TLR4 become
upregulated in the spinal cord after a nerve ligation, what is additionally parallel to IBA-1- and
GFAP-positive cells activation. Observed change in receptors levels indicates that they are
engaged in the mechanisms leading to pain development in a rat model of neuropathy. Results
of pharmacological experiments showed that both antagonists, CORM-2 and LPS-RS
Ultrapure reveal similar analgesic properties after repeated intrathecal administration on day
7 after the CCI. What is important, CORM-2 has the ability to enhance the effectiveness of a
single administration of opioids, morphine as well as buprenorphine, LPS-RS Ultrapure,
on the other hand, only buprenorphine.



Further investigation suggests that these antagonists also have different molecular effects.
Repeated intrathecal administrations of CORM-2 prevented the upregulation of IBA-1 in the
spinal cord and GFAP in both analyzed structures. Moreover, the use of this antagonist
prevented the elevation of pronociceptive factors: IL-1p in the spinal cord, and IL-18, IL-6 and
MMP-9 in both structures, with a parallel upregulation of antinociceptive IL-1Ra in the spinal
cord. What is more, CORM-2 prevented the activation of intracellular signaling pathways: p-
p38 MAPK, pNF«B, PI3K, pAkt, and significantly enhanced the activation of pERK1/2. Most
of the changes which occurred after the P2X4R antagonist administration were observed in the
spinal cord. On the contrary, repeated intrathecal administrations of LPS-RS Ultrapure
influenced neither IBA-1, nor GFAP levels in this structure. Surprisingly, IBA-1 level was
significantly enhanced in DRG after the administration of this antagonist, which also restored
previously disrupted balance between pro- and antinociceptive factors: 1L-18/IL-18BP and
MMP-9/TIMP-1 in DRG. LPS-RS Ultrapure had no modulating impact on the levels of the
investigated representatives of intracellular signaling pathways which are relevant in
neuropathy. However, taking into consideration its undoubted analgesic properties, further
experiments ought to be conducted to explain molecular mechanisms of action of this substance.
Interestingly, the majority of changes noticed after the intrathecal administration of TLR4
antagonist are restricted to DRG, what is another issue requiring further investigation.

Results presented in this dissertation broaden the knowledge on the contributions of the
members of two receptors families to neuropathic pain development. Demonstrated changes
allow for a statement that the consequences of P2X4R activation in neuropathy can be
observed mostly in the spinal cord, where microglia prevail over other immunological
cells, and that the neuroimmunological effects of TLR4 blockade can be detected mainly
in DRG with macrophages being the most abundant immune population expressing these
receptors. Both substances also modulate the levels of nociceptive factors, however, in a
different manner. Nevertheless, this suggests that their further investigation in neuropathic pain
might be beneficial. One crucial advantage of P2X4R antagonist over TLR4’s is the ability
to enhance the effectiveness of both of the investigated opioids, which are commonly used
in clinics for pain therapy. In conclusion, currently used antinociceptive therapies have limited
efficacy in neuropathy, probably due to the fact that they target neuronal activity. Hence, taking
into consideration the results introduced in this dissertation as well as the cited preclinical
studies performed in other laboratories, it can be assumed that a blockade of microglial activity
via its receptors has a promising analgesic function.



