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Wplyw farmakologicznej modulacji wybranych receptoréw purynergicznych oraz Toll-
podobnych na rozwoj bélu neuropatycznego i efektywnos¢ lekow opioidowych
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B0l neuropatyczny powstaje w wyniku uszkodzenia lub choroby somatosensorycznej
czgsci ukladu nerwowego. Nocycepcja jest procesem adaptacyjnym, spetliajacym role
odruchowo-obronng, umozliwiajacym przetrwanie organizmu, natomiast bol neuropatyczny jest
wywotany procesem maladaptacyjnym i wystgpuje tylko u czesci osob, u ktorych doszto do
uszkodzenia uktadu nerwowego. Badania epidemiologiczne dotyczace populacji ogolnej z
zastosowaniem walidowanych narzedzi przesiewowych wykazaty, iz aktualnie U 7 -8 % dorostych
wystepuje bol przewlekty o cechach bolu neuropatycznego a jego nasilenie bylo znamiennie
wyzsze niz w innych rodzajach bolu. Bol neuropatyczny powstaje tylko u okreslonego odsetka
ludzi pomimo bardzo podobnego uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego lub nerwow
obwodowych. Najczescie] wystepujace zespoly bolu neuropatycznego spowodowane potpascem
(neuralgia popodtpascowa) i cukrzycg (bolesna polineuropatia cukrzycowa). Rzadziej wystepujace
zespoty bolu neuropatycznego to: neuralgia trojdzielna, neuropatie pourazowe, gltownie
przetrwaty bol pooperacyjny, bol fantomowy i bol osrodkowy.

Zespot przewlektego bolu neuropatycznego jest wynikiem koncowym wielu czynnikow
indywidualnych wptywajacych na jego powstanie, takich jak: etiologia, genotyp, czynniki
srodowiskowe, dieta, styl zycia, co tworzy kombinacje patomechanizméw manifestujacych sig
jako fenotyp bolowy.

Bol neuropatyczny jest niewrazliwy na dzialanie analgetykéw nieopioidowych i znacznie
mniej wrazliwy na analgetyki opioidowe w porownaniu do bdlu receptorowego. U zwierzat
doswiadczalnych uszkodzenie nerwu powoduje powstanie zachowan bolowych, ktore obserwuje
si¢ prawie u wszystkich osobnikéw. Sklada si¢ na to szereg przyczyn, takich jak: genetyczna
selekcja zwierzat, powtarzalny model uszkodzenia nerwu, brak do$wiadczen bolowych przed
uszkodzeniem nerwu, a ponadto u zwierzat nie ma wptywu wyzszych funkcji poznawczych ani
czynnikow spoteczno - kulturowych.

Patomechanizmy bolu neuropatycznego sa zréznicowane i nie do konca poznane.



Zazwyczaj dzieli si¢ je na obwodowe i os$rodkowe. Mechanizmy obwodowe obejmuja
nadwrazliwo$¢ neuronéw obwodowych, wyladowania ektopowe, paczkowanie nowych wtokien 1
powstawanie patologicznych polaczen pomiedzy widoknami. Wazng role w tym procesie
odgrywaja  wolne rodniki tleno- i azotocentrowe, jak rowniez ekspresja receptorow
waniloidowych z grupy TRPV i receptorow o2 adrenergicznych. Osrodkowo dochodzi do
uszkodzenia zstepujacych drog hamowania bolu, reorganizacji potaczen synaptycznych oraz
sensytyzacji osrodkowej. Znaczaca role w chronifikacji bolu neuropatycznego przypisuje si¢ m.in.
cytokinom uwalnianym zaréwno z komorek Schwanna, jak i z komérek mikrogleju.

Na przestrzeni ostatnich lat rosnie liczba doniesien literaturowych, ktore przekonywujaco
sugerujg zaangazowanie komorek gleju w rozwoj i przebieg bolu neuropatycznego. Aktywacja
komoérek mikrogleju prowadzi do podniesienia ekspresji receptorow, w tym purynergicznych i
Toll-podobnych.  Jak  wiadomo, zmiany w  aktywno$ci $ciezek  przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego, wzrost aktywacji komorek mikrogleju/makrofagéw 1 wydzielaniu
czynnikow pro-nocyceptywnych, prowadza do ostabienia efektywnos$ci opioidow stosowanych w
terapii neuropatii. W tej dziedzinie zostaly zaprogramowane badania przeprowadzone przez
Doktorantke

Rozprawa zawiera 126 stron, 24 ryciny oraz 11 schematéow i 5 tabel. Praca ma uktad
typowy dla tego typu opracowan. Podzielona zostata na 7 rozdzialow oraz wykaz zastosowanych
skrotow. Praca zawiera streszczenie w jezyku polski i angielskim, literatur¢ - 353 aktualne
pozycje. Przedstawia takze liste 3 publikacji zawierajacych wyniki uwzglednione w tej rozprawie
oraz list¢ 8 pozostalych publikacji, ktore ukazaly si¢ w czasie trwania studidow doktoranckich.
Laczny wskaznik cytowan dla wszystkich opublikowanych prac wynosi IF=31,2.

Rozdziat 1| WPROWADZENIE TEORETYCZNE przedstawione na 27 stronach i zawiera
nastepujace bardzo interesujgco i z duzym znawstwem napisane podrozdzialy: bol fizjologiczny;
bol przewlekly, ze szczegdlnym uwzglednieniem neuropatycznego; rola gleju w bolu, ze
szczegdlnym uwzglednieniem neuropatii. Wybrane szlaki przekaznictwa wewnatrzkomorkowego
w bolu ze szczegdlnym uwzglednieniem neuropatii: kinazy aktywowane mitogenami, jadrowy
czynnik transkrypcyjny kB, Kkinaza 3-fosfatydyloinozytolu/kinaza biatkowa Akt. Wybrane
czynniki zaangazowane w procesy bolowe, ze szczegdlnym uwzglednieniem neuropatii:
interleukiny 1P i 1Ra, interleukiny 18 i 18BP, interleukina 6, interleukina 10, metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomorkowej i ich endogenne inhibitory. Receptory purynergiczne -
Klasyfikacja i mechanizmy dzialania oraz rola receptoréw purynergicznych w nocycepcji, ze
szczegblnym uwzglgdnieniem P2X4R. Receptory Toll-podobne - Klasyfikacja i mechanizmy
dziatania oraz rola receptorow Toll-podobnych w nocycepcji, ze szczegdlnym uwzglednieniem
TLR4. Wprowadzenie konczy si¢ podrozdziatem: uzasadnienie przeprowadzonych badan.

Gléwnym celem rozprawy doktorskiej bylo zbadanie interakcji neuroimmunologicznych



zachodzacych w trakcie rozwoju neuropatii oraz sprawdzenie czy i w jaki sposob zablokowanie
wybranych receptorow wptynie na procesy nocycepcji oraz efektywno$¢ lekéw opioidowych
stosowanych w klinice w boélu neuropatycznym. Konstruujac schemat eksperymentow
Doktorantka skupita si¢ na przedstawicielach dwoch rodzin receptoréw P2X4R purynergicznych
oraz receptor TLR4 jako przedstawiciela rodziny Toll-podobnych. Wprowadzenie teoretyczne
zostato napisane z ogromng znajomoscig literatury na temat wielu czynnikow zaangazowanych w
rozw0j bolu w zwierzecych modelach.

W podrozdziale 1.2. Bol przewlekly, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem neuropatycznego
nalezatoby réwniez wymieni¢, iz u ludzi rozpoznawany jest rowniez trzeci rodzaj bolu - bol
funkcjonalny (np. niespecyficzny bol krzyza, fibromialgia, atypowy bol twarzy, zespdt stawu
skroniowo-zuchwowego, bole krocza i inne), w ktérym patomechanizmy powstawania bolu nie
sa doktadnie poznane. Rozdziat 1 ,,WPROWADZENIE TEORETCZNE” z uzasadnieniem

przeprowadzonych badan oceniam bardzo wysoko.

W rozdziale drugim Doktorantka przedstawia CELE PRZEPROWADZONYCH BADAN:
1. Zbadanie zmian poziomu P2X4R oraz TLR4 w rdzeniu krggowym i zwojach korzeni
grzbietowych w modelu bolu neuropatycznego
2. Okreslenie metodami behawioralnymi wptywu antagonistow P2X4R lub TLR4 na rozwoj
symptomow bolu neuropatycznego
3. Okreslenie metodami biochemicznymi w modelu bolu neuropatycznego wplywu
antagonistow P2X4R i TLR4 na: poziom tych receptoréw; stopien aktywnos$¢ gleju [co
okreslono na  podstawie  poziomu: biatka komoérek  IBA-1-pozytywnych
(mikrogleju/makrofagéw) oraz biatka komorek GFAP-pozytywnych (astrogleju/komorek
satelitarnych)]; poziom wybranych czynnikéw waznych w nocycepcji; poziom czynnikow
wybranych $ciezek sygnatowych
4. Okreslenie metodami behawioralnymi w modelu bolu neuropatycznego wpltywu
antagonistow P2X4R oraz TLR4 na efektywnos¢ opioidow: morfiny i buprenorfiny.
Cele pracy zostaly przedstawione przez Doktorantke w sposob bardzo przejrzysty i logicznie

zmierzajacy do realizacji zalozen pracy.

W rozdziale trzecim MATERIAL I METODY Autorka przeprowadzita badania z
wykorzystaniem zwierzat doswiadczalnych samcow Szczurow rasy Wistar zgodnie z zaleceniami
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Krakowie, wytycznymi Narodowych
Instytutéw Zdrowia NIH, oraz Migdzynarodowego Towarzystwa Badania Bolu TASP.
Podpajeczynowkowe  podania  substancji  byly mozliwe dzigki implantacji  kaniul

podpajeczynéwkowych zgodnie z metoda opisang przez Yaksh i Rudy.



Wszystkie eksperymenty zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem modelu bolu
neuropatycznego z luznym, jednostronnym podwigzaniem nerwu kulszowego (CCI).
Substancje ktore zostaty uzyte w eksperymentach i drogach podania:
¢ CORM-2 (CO Releasing Molecule 2) - selektywny antagonista P2X4R.
¢ LPS-RS Ultrapure (Lipolisaccharide from Rhodobacter Sphaeroides) - Selektywny,
kompetycyjny antagonista TLR4
oraz
e stosowane w klinice leki opioidowe
o Morfina - Agonista receptorow opioidowych p, «, 6
o Buprenorfina — czgsciowy agonista receptora opioidowego p, nocyceptynowego oraz
antagonista receptora opioidowego k

Opisane powyzej substancje podawane byly podpajeczynowkowo przez zaimplantowane
kaniule polietylenowe. Wielokrotne podania CORM-2 lub LPS-RSU trwaty tacznie 9 dni.
Opioidy (morfina lub buprenorfina) podawane byty jednorazowo, podpajeczynéwkowo w dniu 7
po CCI w jednakowych dawkach. Podanie opioidu poprzedzone byto podaniem odpowiedniego
antagonisty. Operacje¢ podwigzania nerwu przyjeto za dzien 0.

Zastosowane w pracy testy behawioralne to nadwrazliwos$¢ na bodzce mechaniczne test
von Frey’a oraz nadwrazliwo$¢ na bodziec termiczny — test zimnej ptytki. Analiza biochemiczna
poziomu mMRNA: metoda ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym,
real-time qRT-PCR. Analiza biochemiczna poziomu biatka: metoda Western blot. Analizie
poddano tkank¢ pobrang z czesci lgdzwiowego odcinka rdzenia kregowego i1 zwojow korzeni
grzbietowych odcinka lgdzwiowego (L4-L6) po stronie uszkodzenia.

Oceniajac rozdziat 3 MATERIAL I METODY uwazam, ze przedstawiony zostat w sposdb
bardzo przejrzysty, metodyka badan zostata wybrana i zaprogramowana prawidtowo, co §wiadczy
o rozlegtej wiedzy Doktorantki w tym zakresie. Zarowno parametry oceny, jak i metody
statystyczne zastosowane w badaniach Doktorantki zostalty wybrane prawidtowo, a ich
zastosowanie warunkowato uzyskanie wiarygodnych wynikow.

W rozdziale 4 WYNIKI Autorka przedstawita w 4 podrozdziatach:

e Wplyw podwigzania nerwu kulszowego u szczura na rozwdj objawdéw bolu
neuropatycznego, a takze na poziom aktywacji markerow mikrogleju/makrofagow,
astrogleju/komorek satelitarnych oraz poziom P2X4R w rdzeniu kregowym i zwojach
korzeni grzbietowych w dniach 2, 7 i 14 po operacji

e Wplyw podpajeczynowkowych podan antagonisty P2X4R na zmiany poziomu
nadwrazliwos$ci, aktywacji gleju, poziomu P2X4R oraz czynnikow nocyceptywnych w
rdzeniu kregowym 1 zwojach korzeni grzbietowych w szczurzym modelu bdlu

neuropatycznego w dniu 7



o Wplyw podwigzania nerwu kulszowego u szczura na poziom mRNA i biatka TLR4 oraz
jego czasteczek adaptorowych w rdzeniu kregowym i1 zwojach korzeni grzbietowych w
dniach 2, 7 i 14 po operacji

e Wplyw wielokrotnych podpajeczynowkowych podan antagonisty TLR4 na zmiany
poziomu nadwrazliwosci, aktywacji gleju, poziomu TLR4 oraz czynnikéw
nocyceptywnych w rdzeniu krggowym i zwojach korzeni grzbietowych w szczurzym
modelu podwigzania nerwu kulszowego w dniu 7

Wyniki badan behawioralnych wykazaly, ze jednostronne podwigzanie nerwu kulszowego
prowadzi do rozwoju nadwrazliwosci na bodzce mechaniczne i termiczne oraz réwnolegle do
rozwoju boélu neuropatycznego wzrasta poziom zaréwno P2X4R jak i TLR4 w rdzeniu
kregowym. Autorka wykazata, ze obaj zastosowani antagoni$ci receptoréw P2X4R czyli
CORM-2 oraz TLR4 LPS-RS Ultrapure wykazuja podobne efekty analgetyczne po
wielokrotnych podaniach podpajeczynéwkowych w dniu 7 po CCI.

Interesujacym jest, ze CORM-2 nasila efekt analgetyczny podanych jednorazowo w dniu
7 po CCI opioidow, zarowno morfiny jak i buprenorfiny, natomiast LPS-RS Ultrapure tylko
buprenorfiny. Wykazane zmiany pozwalaja na stwierdzenie, ze skutki aktywacji P2X4R w
neuropatii obserwowane sg glownie w rdzeniu kregowym, gdzie sposrod komoérek ukladu
odpornosciowego przewaza mikroglej, a neuroimmunologiczne konsekwencje blokady
TLR4 widoczne sa glownie w zwojach korzeni grzbietowych, gdzie dominujaca populacja
posiadajacq te receptory na swojej powierzchni sa makrofagi. Obie substancje modulujg
rowniez poziom czynnikow nocyceptywnych, cho¢ w odmienny sposob, dlatego ich dalsze
badanie w kontek$cie bdlu neuropatycznego moze przynies¢ obiecujgce rezultaty. Istotna
przewaga antagonisty P2X4R nad TLR4 jest zdolnos¢ do nasilenia efektywnos$ci obu
badanych opioidow, stosowanych w klinice w terapii bélu. Podpajeczynowkowe podania LPS-
RSU, antagonisty TLR4, nasila dzialanie przeciwbolowe buprenorfiny, ale nie morfiny.

Rozdziat 5 ,,DYSKUSJA” Autorka logicznie interpretuje uzyskane w badaniach
whasnych wyniki w oparciu o cytowane pozycje aktualnego piSmiennictwa. Cytowane w pracy
pismiennictwo obejmuje 353 pozycje! W dyskusji autorka wykazata, ze posiada nie tylko
nowoczesng wiedzg w zakresie mechanizmoéw powstawania bolu, ale takze zdolno$¢ logicznego
jej wykorzystania.

Rozdziat 6 ,WNIOSKI”  Wysuni¢te przez Doktorantk¢ wnioski sa spdjne z
postawionymi celami pracy oraz wynikami przeprowadzonych badan i zawieraja:

e  Whnioski szczegdtowe dotyczace roli P2X4R w neuropatii
e  Whnioski szczegdtowe dotyczace roli TLR4 w neuropatii

Oraz
e Whnioski koncowe pracy doktorskiej

Rozprawa doktorska jest napisana poprawnym jezykiem w sposOb przejrzysty, lecz



nietatwym do zrozumienia. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscig zaprogramowania badan i ich
przeprowadzenia w oparciu o wilasciwa metodyke, umiejetnoscia interpretowania uzyskanych
wynikow i postugiwania si¢ piSmiennictwem. Pracg wzbogacaja znacznie bardzo dobre schematy
graficzne autorstwa Doktorantki, ktore pomagaja w zrozumieniu trudnej tematyki.

Nie znalaztem w pacy istotniejszych btedow wplywajacych na tres¢ pracy. Dyskusyjne
jest np. tlumaczenie definicji bolu jako ,,nieckomfortowe doznanie” zamiast powszechnie
stosowanego ,,nieprzyjemne doznanie czuciowe”. Proponuje rowniez wykreslic wtokna A o ze
zdania dotyczacego przewodzenia bodzcéw otrzymanych 2z mechanoreceptorow oraz
proprioreceptorow, ktore przewodzone sg wtoknami o duzej $rednicy i pozostawi¢ tylko widkna
A B. Ponadto buprenorfina klasyfikowana jest jako cze$ciowy agonistg receptorow p. Uwagi te
mozna uzna¢ za dyskusyjne i nie majg zadnego wplywu na bardzo wysoka ocen¢ pacy
doktorskiej.

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca pt. ,,Wplyw
farmakologicznej modulacji wybranych receptoréw purynergicznych oraz Toll-podobnych
na rozwdj bélu neuropatycznego i efektywno$¢ lekow opioidowych" spelnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawie doktorskiej na stopien naukowy doktora nauk medycznych,
przeto mam zaszczyt wnosi¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Farmakologii PAN
w Krakowie o dopuszczenie mgr Agnieszki Magdaleny Jurgi do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Metody zastosowane w badaniach, sposob oceny uzyskanych wynikéw, rzetelna ich
analiza, jak rowniez kliniczna przydatno$¢ uzyskanych wynikow sktaniaja mnie do zlozenia
wniosku o wyroznienie tej pracy przez Wysoka Rade Naukowg Instytutu Farmakologii PAN
w Krakowie.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. Nr 65, poz. 595 z pdzn.zm.)

Prof. dr hab. med. Jan Dobrogowski



