NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projekt ,,Okreslenie mechanizméw i potencjalnych punktéw uchwytu dla terapii bélu
neuropatycznego poprzez zbadanie interakcji farmakologicznych pomiedzy substancjami
modulujacymi aktywnos¢ gleju a lekami opioidowymi”

2. Czas trwania projektu: 3 lata

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): receptory opioidowe, receptory chemokinowe, komorki
glejowe, neuropatia

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): Badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, §rodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia
kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Badania przeprowadzone przez Migdzynarodowe Towarzystwo Badania Bolu wykazaty, ze co piaty europejczyk cierpi na
bol przewlekty, a jednemu na trzech pacjentdw stan ten uniemozliwia prowadzenie dotychczasowego i niezaleznego stylu
zycia. Pomimo licznych badan zaré6wno klinicznych jak i do§wiadczalnych, mechanizm powstawania i utrzymywania si¢
bolu neuropatycznego u ludzi i zwierzat wcigz nie jest dokladnie poznany. BOl neuropatyczny powstaje w wyniku
uszkodzenia nerwow obwodowych, nowotwordw, cukrzycy, stwardnienia rozsianego, niedotlenienia osrodkowego uktadu
nerwowego czy zawatlu mozgu. Uszkodzenie powoduje hiperalgezje¢, czyli wzrost wrazliwosci na bodzce bolowe oraz
alodynie, czyli nadwrazliwo$¢ na stabe niebélowe bodzce mechaniczne np. dotyk. Rozwijajacy si¢ bol neuropatyczny nie jest
tagodzony przez typowe $rodki przeciwbolowe, dlatego tez staje si¢ czgsto dolegliwoscia, bez perspektyw na znaczna
poprawe. Obecnie stosowane metody leczenia bdlu neuropatycznego sa wciaz niesatysfakcjonujace, a okreslenie skuteczne;j
terapii, w celu poprawy jako$ci zycia osob cierpigcych z powodu bolu pozostaje wyzwaniem. Celem projektu jest
szczegdtowe zbadanie roli receptorow GPCR, takich jak receptory chemokinowe/opioidowe zlokalizowane na powierzchni
komorek glejowych oraz analiza zmian poziomu czynnikdw endogennych, powstatych w wyniku uszkodzenia nerwu
kulszowego, ktére inicjujg i regulujg rozwoj neuropatii. Co wazne, planujemy w naszych badaniach wykorzysta¢ réwniez
hodowle pierwotne mikrogleju i astrocytow, co pozwoli lepiej okresli¢ rolg tych komoérek w patologii bolu. Analize
biochemiczng przeprowadzimy w badaniach in vivo i in vitro celem okreslenia zmian w poziomie receptorow (CCRS,
CXCR3, p) 1 mediatorow probdolowych (np. CCL2-5,11,13,21, CXCL4,9-11, IL-1p, IL-6, IL-18), ktore przyczyniaja si¢ do
powstawania bolu neuropatycznego, a takze endogennych mediatorow przeciwbolowych (IL-1RA, IL-18BP, IL-10).
Ponadto, projekt zaktada farmakologiczng modulacj¢ bolu poprzez zastosowanie antagonistow receptoréw dla chemokin i
inhibitoréow szlakow wewnatrzkomérkowych (m. in. p38MAPK, ERK1/2), ocen¢ ich aktywnos$ci przeciwbolowej oraz
wplywu na rownowage migdzy czynnikami pro- i antynocyceptywnymi. Wykorzystanie w badaniach minocykliny,
marawiroku oraz partenolidu, lekéw stosowanych w klinice, jednak nie w leczeniu bélu neuropatycznego, moze dostarczyé
nowych dowodéw dotyczacych ich terapeutycznego dziatania. Wynikiem naszych badah bedzie stwierdzenie, ktory z
mechanizmoéw dziatania substancji/lekéw modulujacych interakcje neuroimmunologiczne mogltby by¢ korzystny w terapii




bolu neuropatycznego. Schemat do$wiadczen bedzie realizowany w zadaniach badawczych nr 1-5 (Nr procedur 1-17). Cel
procedur planowanych do wykonania w ramach do§wiadczenia zostal zakwalifikowany na podstawie rozporzadzenia 0
sprawozdawczo$ci jako badania podstawowe, uktad nerwowy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy rasy Albino Swiss — 200 szt. (ogotem)
Szczury Wistar — 200 szt. (ogdtem)
Szczur Wistar (samica ci¢zarna) — 9 szt. (ogdtem)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA'®

Opis zasad 3R:

ZASTAPIENIE

Glownym celem naszego projektu jest szczegdtowe zbadanie roli receptoréw GPCR takich jak receptory
chemokinowe/opioidowe zlokalizowanych na powierzchni komoérek glejowych w patomechanizmie lezacym u
podstaw bolu neuropatycznego oraz analiza zmian poziomu czynnikéw endogennych powstatych w wyniku
uszkodzenia nerwu kulszowego i uwalnianych przez komoérki glejowe, ktore inicjuja i reguluja rozwéj neuropatii
w wyniku dysfunkcji uktadu nerwowego. Takie postawienie pytania wymaga catego organizmu i wszystkich
elementow zwigzanych z transmisjg nocyceptywna. W badaniach zostang zastosowane rdéwniez pierwotne
hodowle komorkowe mikrogleju i astrogleju, co pozwoli lepiej okresli¢ role tych komorek w patologii bolu na
ktorych przeprowadzimy badania wspomagajgce oraz dajagce mozliwo$¢ przebadania np. szeregu
lekéw/immunomodulatorow, co zostanie potem wykorzystane w badaniach na modelach zwierzgcych. Hodowle
komoérkowe stanowia skuteczne narzedzie do badan interakcji szlakow wewnatrzkomorkowych oraz pozwalaja
ograniczy¢ ilo§¢ wykorzystywanych zwierzat w badaniach. Stosowane w badaniach linie komérkowe wywodzace
si¢ ze szczurzego mikrogleju (HAPI) charakteryzuja si¢ nieograniczonym czasem zycia i proliferacji, jednak nie
sa odzwierciedleniem warunkéw fizjologicznych. Dlatego tez w swych badaniach postanowiliSmy wykorzystac¢
hodowle pierwotne, ktore najlepiej odzwierciedlaja fizjologie¢ komodrek mikrogleju, a nie majac zdolnosci
nieskonczonej proliferacji, nie wykazuja zmian w swym fenotypie i mogg by¢ podstawg do dalszej analizy.

OGRANICZENIE

W metodach do$wiadczalnych zostang wykorzystane grupy zwierzat z odpowiednia liczebno$ciag wymagang do
analizy testow statystycznych i weryfikacji wynikéw, ktora zostata ograniczona do poziomu niezbednego do
osiagnigcia zamierzonych celéw terapeutycznych oraz ustalona w oparciu o literatur¢ naukowa i1 wieloletnie
doswiadczenie badaczy. Zastosowany model badawczy zostal odpowiednio dobrany. Szczury Wistar, myszy
Albino Swiss to szczepy wsobne. Zapewnia to powtarzalno$¢ pomiaréw i minimalizuje zmienno$¢ pozwalajac na
ograniczenie liczby wykorzystywanych zwierzat do niezb¢dnego minimum.

UDOSKONALENIE
W przypadku modelu CCI zostanie zastosowane jednostronne luzne podwigzanie nerwu kulszowego u szczura i
myszy prowadzace do rozwoju objawdw neuropatii, ktora jednak nie jest procesem dtugotrwatym i stopniowo po

! Przy wypetnianiu wzorowad sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




uptywie ok 18 dni prowadzi do powrotu funkcji motorycznych do wartosci sprzed operacji. W naszych badaniach
nie wystepuje trwate uszkodzenie organizmu zwierzat, a badania prowadzimy najdluzej do 7 dnia. Zwierzgta
wykorzystywane w dos§wiadczeniach beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, a metody
badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczy¢ stosowany bodziec do bodzca
progowego, czyli mierzymy reakcje na bodziec narastajacy co pozwala na reakcje przy pierwszym najstabszym
odczuciu bolu. W ten sposdb ograniczamy bol, cierpienie i dystres.




