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STRESZCZENIE

B4l neuropatyczny, bedgcy konsekwencja uszkodzenia lub choroby somatosensorycznego
ukladu nerwowego, traci fizjologiczng funkcje ostrzegawcza i przeksztalca si¢ w uporczywa
dolegliwo$¢, znaczgco obnizajgc jakosé zycia pacjentow. Niezwykle zlozone mechanizmy lezgce
u podstaw jego powstawania oraz réznorodno$¢ objawdw sprawiajg, ze zaréwno diagnostyka, jak
ileczenie stanowig ogromne wyzwanie dla wspdlczesne] medycyny. Pomimo dostgpnosci
szerokiego spektrum lekdw przeciwbdlowych oraz metod terapii niefarmakologicznych, u wiclu
pacjentdw nie udaje si¢ uzyska¢ satysfakcjonujgcej ulgi w bolu ani perspektyw na poprawg. Wynika
to z faktu, ze pomimo intensywnego rozwoju badan podstawowych i klinicznych, wiedza dotyczaca
mechanizmdw powstawania i utrzymywania si¢ bdlu neuropatycznego nadal pozostaje niepehna.

W literaturze z ostatnich lat coraz czgsciej podkresla sig, ze w rozwoju neuropatii istotng role
odgrywajg nie tylko neurony, lecz réwniez komoérki glejowe. Zagadnienie to od kilku lat stanowi
przedmiot badan prowadzonych w Zakladzie Farmakologii Boélu Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk. Dotychczas wykazano migdzy innymi, Ze minocyklina,
substancja hamujaca aktywacje, infiltracje i proliferacj¢ mikrogleju oraz makrofagéw, obniza
nadwrazliwo$¢ w zwierzecych modelach bolu neuropatycznego. Efekt ten wigze sie z jej wplywem
na poziom kynureninazy 3-monooksygenowej (KMO), jednego z kluczowych enzymoéw szlaku
kynureninowego, oraz kinazy p38 nalezacej do grupy kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK)
w rdzeniu kregowym. Zagadnienia te, obejmujace role szlaku kynureninowego w bélu
neuropatycznym, a takze analize potencjatu przeciwbolowego zwigzkéw o wielokierunkowym
mechanizmie dziatania, modulujgcych wybrane wewnatrzkomérkowe szlaki sygnatowe, zostaty
oméwione w dwoch pracach przegladowych wehodzaeych w sktad cyklu publikacji stanowigcych
podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej Ciapata i wsp., Int J Mol Sci 2021 oraz Ciapala i Mika,

Pharmaceuticals, 2023.

W obliczu rosngcej potrzeby opracowania skuteczniejszych metod leczenia bolu
neuropatycznego, badania przeprowadzone w ramach tej dysertacji mialy na celu okreslenie
znaczenia  farmakologicznej modulacji  szlaku  kynureninowego oraz  wybranych
wewngtrzkomérkowych szlakéw sygnatowych w nadwrazliwosci na bodzce, jak réwniez
w odpowiedzi behawioralnej po podaniu lekéw opioidowych (morfiny, buprenorfiny
i oksykodonu) modelach bélu neuropatycznego. Eksperymenty prowadzone byly przy
wykorzystaniu srodkow statutowych Zaktadu Farmakologii Bolu Instytutu Farmakologii PAN oraz
w oparciu o finansowanie uzyskane z Narodowego Centrum Nauki, w ramach projektow
SONATA 2015/17/D/NZ4/02284 i OPUS 2021/43/B/NZ7/00230. Uzyskane wyniki zostaly
opublikowane w 4 pracach oryginalnych - Ciapala i wsp.. Toxicology and Applied Pharmacology,
2023, International Journal of Molecular Sciences, 2023, Pharmacological Reports, 2024,
Neurotherapeutics, 2025.




Doswiadczenia wykonywano zaréwno na samcach jak i samicach myszy Albino Swiss,
zgodnie z wytycznymi Migdzynarodowego Towarzystwa Badania Bélu (International Association
Jfor the Study of Pain), Narodowych Instytutéw Zdrowia (National Institutes of Health) oraz
II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach dziatajacej w Instytucie
Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie (uchwaty: 333/2017, 267/2020; 218/2020,
319/2021, 99/2022; 252/2023, 128/2023, 124/2024; 75/2023, 18/2023, 153/2023, 242/2024,
243/2024). Zastosowano dwa modele bSlu neuropatycznego: model uszkodzenia mechanicznego,
polegajacy na jednostronnym luznym podwigzaniu nerwu kulszowego, a takze model neuropatii
cukrzycowej, wywolywany jednorazowym podaniem streptozotocyny. Badane substancje
podawano réznymi drogami: podpajeczyndwkowa, dootrzewnowg oraz dozylng. Stopien
nasilenia/ztagodzenia objawoéw nadwrazliwosci dotykowej i termicznej oceniano odpowiednio
za pomocy testow behawioralnych von Freya i zimnej plytki, natomiast funkcje motoryczne
w tescie preta obrotowego. Rownolegle przeprowadzono badania ex vivo, analizujac ekspresje
mRNA i biatka w odcinku ledzwiowym rdzenia kregowego (L4-L6) przy zastosowaniu technik
RT-qPCR oraz Western blot. Do obliczenia istotnosci statystycznej wykorzystano test t-Studenta
oraz jedno- i/lub dwuczynnikowa analize wariancji (ANOVA) z odpowiednimi poprawkami
post-hoc. .

Na wczesnych etapach badan zaobserwowano, ze po podwigzaniu nerwu kulszowego
umyszy dochodzi do wzrostu ekspresji mRNA genéw kodujacych enzymy: Kmo, kynureninaze
(Kynu) oraz oksydaze 3-hydroksyantranilinowg (Haoo), ktére ukierunkowujg szlak kynureninowy
na produkcje neurotoksycznego metabolitu, kwasu chinolinowego. Eksperymenty farmakologiczne
dowiodly, ze zaréwno podanie podpajeczynéwkowe UPF648 (inhibitora KMO), jak i L-kynureniny
(centralnego metabolitu tego szlaku), prowadzi do zmniejszenia nadwrazliwosci dotykowej
i termicznej. Ponadto zastosowanie tych zwigzkéw w skojarzeniu z lekami opioidowymi
wzmacnialo efekt przeciwbdlowy u myszy po podwiazaniu nerwu kulszowego. Co istotne,
L-kynurenina wykazuje rowniez dzialanie analgetyczne po podaniu dozylnym, ktére ulega
nasileniu w przypadku jednoczesnego zastosowania z minocykling (Toxicology and Applied

Pharmacology, 2023). Modulacja szlaku kynureninowego moze zatem stanowi¢ obiecujgcq

strategic w leczeniu bolu neuropatycznego, oferujqc jednoczesnie potencjal do
komplementarnego stosowania z istniejgcq farmakoterapig, a takie mozliwosé identyfikacji
nowych punkiéw uchwytu.

Kolejnym etapem badan niniejszej rozprawy doktorskiej stato si¢ okreslenie i poréwnanie
skutecznosei przeciwbolowej réznych nieselektywnych inhibitoréw MAPK: peiminy (inhibitora
MAPK i NF-kB), fisetyny (inhibitora ERK1/2 i NF-xB, modulatora PI3K), artemizyniny (inhibitora
MAPK, aktywatora NF-kB) oraz astaksantyny (inhibitora MAPK, aktywatora Nrf2), a takze
zwigzkéw selektywnych - bardoksolonu metylu (aktywatora Nrf2) i 740 Y-P (aktywatora PI3K) -
w mysim modelu neuropatii wywolanej podwiazaniem nerwu kulszowego. Po raz pierwszy
wykazano, ze podpajeczynéwkowe podanie peiminy, fisetyny i astaksantyny, ale nie artemizyniny,
skutecznie zmniejsza nadwrazliwos¢ dotykowa i termiczna. Co istotne, podobne efekty uzyskano
w przypadku selektywnej farmakologicznej aktywacji Nrf2 i PI3K. Warto podkreslic,
ze w podaniach laczonych ze wszystkimi testowanymi lekami opioidowymi to astaksantyna
i bardoksolon metylu dajg najlepszy efekt przeciwbolowy (International Journal of Molecular
Sciences, 2023). Analiza wynikéw badari behawioralnych wskazala astaksantyng jako

najbardziej obiecujgcq sposréd testowanych substancji w zastosowanym modelu neuropatii po
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podaniu podpajeczynéwkowym. Uzyskane rezultaty, w polgczeniu z udokumentowanymi
w literaturze korzystnymi efektami biologicznymi astaksantyny, stanowily podstawe do podjecia
dalszych badari w ramach niniejszej rozprawy, ukierunkowanych na ocene jej potencjalnych
zastosowan klinicznych w bolu neuropatycznym.

Kontynuujgc eksperymenty, dowiedziono, ze réwniez jednorazowe dootrzewnowe podanie
astaksantyny obniza nadwrazliwo$¢ zaréwno u samcéw jak i u samic po podwigzaniu nerwu
kulszowego, a jej wielokrotne podania wywotuja dlugotrwaty efekt przeciwbdlowy oraz opdzniaja
rozwdj tolerancji morfinowej. Badania biochemiczne wykazaly, ze astaksantyna na poziomie
rdzenia kregowego nie wplywa na ekspresje markerow mikrogleju/makrofagéw i astrocytow.

W oparciu o dalsza analiz¢ zaobserwowano, ze na poziomie rdzenia krggowego astaksantyna
zmniejsza ekspresje podjednostki NR2B receptora NMDA. W kolejnych eksperymentach
farmakologicznych po raz pierwszy potwierdzono, ze blokada Nrf2 poprzez podpajgczynéwkowe
podanie trigonelliny ogranicza efekt przeciwbdlowy astaksantyny, potwierdzajac istotna role tego
czynnika transkrypcyjnego w jej mechanizmie dziatania. Dalsze badania dowiodly réwniez,
ze podpajeczynéwkowe podanie astaksantyny zapobiega nadwrazliwosci wywotlanej podaniem
kwasu chinolinowego, ktdry jest nie tylko agonista podjednostek NR2A/B receptora NMDA, lecz
takze koncowym produktem szlaku kynureninowego (Neurotherapeutics, 2025). Uzyskane wyniki

dostarczajg nowych informacji na temat molekularnego podioia analgetycznego dzialania
astaksantyny, a ponadto podkreslajq jej potencjal jako obiecujgcego srodka terapeutycinego
w leczeniu bolu neuropatycznego.

Na podstawie uzyskanych wczeéniej rezultatdéw dokonano réwniez oceny skutecznoséci
astaksantyny w modelu neuropatii cukrzycowej, bgdacej jednym z najczestszych powikian
cukrzycy, choroby okreslanej mianem epidemii XXI wieku. Dowiedziono, Zze pojedyncze podanie
astaksantyny, zaréwno podpajeczynéwkowe, jak i dootrzewnowe, skutecznie redukuje
nadwrazliwos¢ dotykowsa i termiczng u samcéw i samic myszy. Co wazne, wielokrotne
dootrzewnowe podania zmniejszaja nadwrazliwo$¢ bélowa, czesciowo opdzniaja rozwdj tolerancji
morfinowej oraz zapobiegajg rozwojowi nadwrazliwosci indukowanej tym lekiem opioidowym,
przy czym nie obserwowano niekorzystnego wptywu na masg ciata i koordynacje ruchowg zwierzat
(Pharmacological Reports, 2024). Bol neuropatyczny pozostaje powainym i trudnym do leczenia

powiklaniem cukrzycy, a uzyskane wyniki sugerujg, Ze astaksantyna, charakteryzujgca sig
korzystnym profilem bezpieczeristwa, moie w priyszlosci stanowié efektywnq strategie
terapeutyczng rownie; w tym rodzaju neuropatii.
Podsumowujgc, wyniki badaf przedstawionych w cyklu 6 prac (2 przegladowych
i 4 oryginalnych) wchodzgcych w skiad niniejszej rozprawy doktorskiej wskazujg, ze zardwno
farmakologiczna modulacja szlaku kynureninowego jak i zastosowanie zwigzkéw bedacych
modulatorami kinaz MAP fagodza objawy boélu neuropatycznego. Sposrod analizowanych
substancji astaksantyna zostata zidentyfikowana jako najbardziej obiecujacy zwigzek, wykazujgcy
dziatanie oslabiajagce nadwrazliwo$¢ na bodzce dotykowe i termiczne w bolu neuropatycznym
o zréznicowanej etiologii, niezaleznie od pici. Zashuguje ona na szczegdlng uwagg, gdyz oprocz
modulowania wewngtrzkomérkowych mechanizméw sygnatowych, takich jak kinazy MAP lub
czynnik transkrypcyjny Nrf2, moze réwniez wplywa¢ na dzialanie kwasu chinolinowego.
Co wiecej, jej wlasciwosci przeciwbblowe oraz zdolno§¢ do zapobiegania rozwojowi tolerancji
morfinowej czynia jg atrakcyjnym kandydatem do zastosowania zarowno w monoterapii, jak
i w politerapii boélu neuropatycznego. Warto podkreslié, ze najnowsze badania kliniczne
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potwierdzaja skuteczno$é preparatow zawierajacych astaksantyne w redukcji bélu w chorobie
zwyrodnieniowej i zapaleniu stawdw, dodatkowo wzmacniajac przestanki dotyczace jej potencjatu
terapeutycznego. Przedstawione obserwacje moga stanowi¢ podstawe do opracowania
w przysztoéci nowych strategii terapeutycznych, zgodnych z nowoczesnymi koncepcjami
us$mierzania bélu neuropatycznego i w dalszej perspektywie przyczynia¢ si¢ do poprawy jako$ci
Zycia pacjentow.
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