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Wykaz skrétéw zwigzkow i lekow uzytych w badaniach behawioralnych
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MOR morfina

OXA oksaliplatyna
PG pregabalina
SIM simwastatyna

VEH grupa kontrolna
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1 WSTEP

1.1 BOL NEUROPATYCZNY

Bol neuropatyczny (ang. neuropathic pain) definiowany jest przez Miedzynarodowe
Towarzystwo Badan nad Bélem (ang. International Association for the Study of Pain, IASP)
jako ,bdl spowodowany zmiang lub chorobg somatosensorycznego uktadu nerwowego”[1].
Zmiany lub choroby obejmujace te czes¢ uktadu nerwowego mogg nie tylko prowadzic¢
do utraty funkcji, ale rowniez do zwiekszonej wrazliwosci na bdl (hiperalgezja, allodynia)
czy wystgpienia bélu spontanicznego (o charakterze ciggtym Ilub epizodycznym) [2].
Zaburzenia w funkcjonowaniu mogg dotyczy¢ zaréwno uszkodzen osrodkowego,
jak i obwodowego uktadu nerwowego. Bdl neuropatyczny ma zwykle charakter bdlu
przewlektego, czyli wrazenia bdlowe utrzymujg sie badZz nawracaja co najmniej przez
3 miesigce [3].

Klinicznie obserwuje sie rézne objawy neuropatii. Moze ona wystepowa¢ w formie
ogniskowej albo rozlanego uszkodzenia obwodowych nerwdw, jak réwniez uszkodzenia
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Kluczowg cechg diagnostyczng jest
wspotwystepowanie réznych objawdw czuciowych, tj. pozytywnych i negatywnych objawow
somatosensorycznych. Objawy pozytywne obejmujg zardwno odczucia bolesne,
jak i niebolesne, takie jak parastezje czy bdl spontaniczny. Z kolei objawy negatywne
charakteryzuja sie deficytem czuciowym w odpowiedzi na dziatanie bodZca szkodliwego
i termicznego, wskazujac na uszkodzenie wtdkien doprowadzajgcych o matej srednicy (wtékna
C- i Ad), [4]. Charakterystycznym objawem, szczegdlnie ucigzliwym dla oséb cierpigcych
z powodu neuropatii, jest rozwdj nadwrazliwosci na rézne bodzce. Najczesciej wystepuje
nadwrazliwo$s¢ mechaniczna, rzadziej rozwija sie nadwrazliwo$é termiczna (na niskg i wysoka
temperature). Wyrézniamy dwa rodzaje nadwrazliwosci: allodynie i hiperalgezje [4].

Allodynia definiowana jest jako ,bdl spowodowany bodicem, ktéry zwykle
nie wywotuje bélu”, wynikajgcy prawdopodobnie z ,btedu” w przewodnictwie neuronalnym.
Etiologia i patogeneza tego zaburzenia nie jest znana [5]. Hiperalgezja definiowana jest jako
yhienormalna (zwiekszona) wrazliwos¢ na bdél w odpowiedzi na dziatanie bodzica
nocyceptywnego” [6]. Moze pojawi¢ sie w wyniku rozwijajgcej sie choroby zapalnej
(np. w reumatoidalnym zapaleniu stawoéw). Okresdla sie jg wtedy mianem pierwotnej
hiperalgezji boélowej i uwaza sie, ze wynika z nadwrazliwosci nocyceptoréw. Natomiast
hiperalgezja pojawiajgca sie m.in. w trakcie rozwoju bélu neuropatycznego (np. po przebytym
potpascu), przyréwnywana jest z hiperalgezja wtdérng i prawdopodobnie wynika
z uwrazliwienia centralnego uktadu nerwowego [7,8].

Jednym z zaburzen o charakterze bélu neuropatycznego jest neuropatia obwodowa
indukowana chemioterapig (ang. chemotherapy-induced peripheral neuropathy, CIPN), ktora
jest niepozgdang reakcjg uboczng rozwijajagcg sie u o0séb otrzymujgcych leki
przeciwnowotworowe. W przebiegu CIPN wystepujg objawy o typie neurotoksycznosci
i wysokiej opornosci w leczeniu farmakologicznym [9]. Z uwagi na lekoopornos¢ oraz coraz
szersze wystepowanie CIPN, zwigzane ze wzrostem odsetka oséb dotknietych chorobg
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nowotworowg, w niniejszej pracy doktorskiej skupiono sie na réznych aspektach leczenia,
profilaktyki oraz mechanizméw odpowiedzialnych za wywotanie CIPN.

1.2 NEUROPATIA OBWODOWA INDUKOWANA CHEMIOTERAPIA

CIPN jest powszechnym i ztozonym powiktaniem po przebytej terapii przeciwnowotworowej
(Rycina 1). Czestos¢ wystepowania CIPN jest zwigzana nie tylko ze zwiekszong zapadalnoscia
na choroby onkologiczne, ale rdéwniez rosngcg skutecznoscig leczenia i poprawg
przezywalnosci wsrdéd chorych [10]. Przez wielu klinicystow CIPN uwazana jest
za akceptowalny efekt uboczny terapii onkologicznej. Jednak z punktu widzenia pacjentéw,
jest to czesto skrajnie przykra dolegliwos¢, ktéra w istotnym stopniu wptywa na jakos¢ zycia,
a ze wzgledu na charakter wywotanych uszkodzen moze towarzyszy¢ im przez kilka, a nawet
kilkanascie lat [11].

W trakcie terapii przeciwnowotworowej czesto obserwuje sie rozwdj ostrej
obwodowe] neuropatii wywotanej chemioterapig. Jezeli jej przebieg jest ciezki, moze
prowadzic to do zaprzestania kontynuowania terapii albo redukcji stosowanej dawki, co z kolei
wptywa na skutecznos¢ leczenia onkologicznego i rokowania pacjenta [10,12]. Jednak objawy
CIPN nie zawsze wystepujg w trakcie terapii. Mogg pojawic sie po zakorniczonym leczeniu lub
narasta¢ w miare uptywu czasu (ang. ,coasting phenomenon”) [13].

Neuropatia obwodowa, bedaca powiktaniem leczenia onkologicznego, zwigzana jest
ze stosowaniem takich lekéw jak: zwigzki platyny (oksaliplatyna, cisplatyna), alkaloidy
barwinka (winkrystyna), taksany (paklitaksel, docetaksel) oraz inne leki (bortezomib, eribulina,
talidomid czy iksabepilon) [12,14]. Dotyka ona okoto 60-70% pacjentéw przyjmujacych leki
przeciwnowotworowe w ciggu pierwszego miesigca terapii [12,15,16], a w okoto 20-30%
przypadkéw moze przeksztatcic¢ sie w forme przewlektg i oporng na leczenie [9]. Objawy CIPN
opisywane sg przez pacjentéw jako silnie nieprzyjemne doznania: przeszywajacy, piekacy,
palacy bdl oraz utrata czucia czy dretwienie koriczyn. Dolegliwosci te czesto wystepujg
w rejonach dystalnych czesci koriczyn, a nastepnie w miare postepu choroby rozszerzajg
sie na ramiona i dalsze czesci nég [17,18].

Jednym z gtéwnych czynnikéw ryzyka rozwoju CIPN jest skumulowana dawka leku
podana w trakcie terapii (w szczegdlnosci w przypadku oksaliplatyny i cisplatyny [19]), liczba
przyjetych cykli chemioterapii, rodzaj przyjmowanego leku oraz wiek pacjenta [20]. Oprocz
wymienionych czynnikdw zwraca sie réwniez uwage na predyspozycje genetyczne, ptec
pacjenta, wspotwystepowanie innych chordb, jak cukrzyca czy otytosé, palenie papierosow
i naduzywanie alkoholu [19-21].
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CZYNNIKI RYZYKA

= Wiek

NEUROPATIA OBWODOWA = Wspdlwystepujace choroby

= |nne neuropatie

INDUKOWANA CHEMIOTERAPIA - Diugie leczenie przeciwnowotworowe

= Plec zeniska
Rodzaj chemioterapeutyku oraz dawka skumulowana

DEFINICIA

Bdl spowodowany uszkodzeniem lub choroba
somatosensorycznej czesci uktadu nerwowego

Neuropatia obwodowa jest efektem niepozgdanym W zaleznosci od rodzaju uszkodzonych nerwdéw, moga wystapi¢
terapii przeciwnowotworowej. Wynika najczedciej objawy:

z uszkodzenia nerwdw obwodowych, a objawy

zlokalizowane s3 bardzo czesto na kraricowych = Bol (przeszywajacy, piekacy, palacy)

czesciach konczyn, objawiajac sie jako zespdt = Dystalna lokalizacja bélu (zespdl ,skarpetek i rekawiczek”)
»skarpetek i rekawiczek”. CIPN moie rozwingc = Mrowienie

sie zaréwno w trakcie terapii, jak réwniez = Zaburzenia czucia, dretwienie

po zakorczeniu przyjmowania leczenia. Stan *  Problemy z utrzymaniem przedmiotéw

chorego pogarsza sie w miare trwania terapii = Problemy z réwnowaga

i przyjmowania kolejnych dawek. = Zwiekszona wrazliwos¢ na niska i wysokg temperature

= Zwiekszona wrazliwos$¢ na dotyk i ucisk
= QOstabienie miesni

= Problemy z przetykaniem

= Drzenia, przykurcze miesni

= QOksaliplatyna, cisplatyna LECZENIE

= Paklitaksel, docetaksel albo kabazitaksel
= lksabepilon

= Winblastyna, winkrystyna, winorelbina * Duloksetyna .

= Talidomid * Gabapentyna, pregabalina

= Bortezomib

Farmakologiczne, gtdwnie:

Leczenie niefarmakologiczne, jak np. masaie
i techniki elektrostymulujace

STATYSTYKI

Okoto 30-40% pacjentdéw cierpi z powodu CIPN

Rycina 1. Neuropatia obwodowa indukowana chemioterapia.
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1.3 MECHANIZMY USZKODZENIA WYWOLUJACE CIPN

Z uwagi na fakt, iz leki przeciwnowotworowe wywotujgce CIPN charakteryzujg sie bardzo
réznym mechanizmem dziatania, obejmujacym: alkilacje DNA komoérkowego (pochodne
platyny), wigzanie z mikrotubulami i zahamowanie podziatu komodrek (taksany, alkaloidy
barwinka), czy hamowanie proteasomu (bortezomib), uszkodzenia i zaburzenia, jakie
wywotujg w organizmie, sg réznorodne. Dlatego tez CIPN jest schorzeniem bardzo ztozonym,
o zréznicowanym mechanizmie i etiologii (Rycina 2). Najczesciej jako mechanizm rozwoju CIPN
wymienia sie: stres oksydacyjny, zmieniong pobudliwos¢ nerwéw obwodowych poprzez
wplyw na napieciowo-zalezne kanaty (gtéwnie: sodowe, potasowe, wapniowe), stan zapalny
i bezposrednie uszkodzenie uktadu nerwowego, w tym réowniez zwiekszong produkcje cytokin
prozapalnych, aktywacje uktadu neuroimmunologicznego, uszkodzenie mitochondriow
i zaburzenia w transporcie neuronalnym oraz homeostazie wapnia [9].

i Oksaliplatyna Oksaliplatyna, cisplatyna
Oksaliplatyna Taksan 2 s :
‘ Pakiltaksel ARcalodlly harahiika Alkaloicly barwinka b’
Bortezornib Paklitaksel Alkaloidy ban{lmka
Neurozapalenie Bortezomib Bortezomib
Uszkodzenie Stres oksydacyjny Zaburzenia funkgji
widkien nerwowych wywotujacy uszkodzenie kanatéw jonowycl
mitochondriéw f
( . == l
'
A\
“ Uszkodzenie Uszkodzenie
mikrotubul tonek mielinowych
Taksany Paklitaksel
Alkalald Oksaliol fez
barwink; Alkarloi&y barwinka
Bortezomib Bortezomib

Aktywacja uktadu

immunologicznego Zaburzenia sygnalizacji

neurotransmiteréw

Pochodne platyny Paklitaksel

Paklitaksel Oksallplaty.na
Alkaloidy barwinka Bortezomib

Botezomib

Taksany
Aferentne wiékna B 4 »
mechanosensoryczne i S =)
\‘\»_- 3
(

Zwoje nerwéw
grzbietowych

Pochodne platyny
Paklitaksel
Alkaloidy barwinka A‘f;rue;:::evzlb%ﬂa
Botezomib
Tolknomy temperatura)

Rycina 2. Uszkodzenia i zmiany wywotane przez rézne leki przeciwnowotworowe.

1.3.1 Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest istotnym czynnikiem wywotujgcym CIPN zwigzanym z nadmierng
produkcjg reaktywnych form tlenu (RFT). Mitochondria sg jednym z gtéwnych endogennych
Zzrodet RFT. W nieuszkodzonych mitochondriach liczba RFT jest Scisle kontrolowana, natomiast
podczas terapii przeciwnowotworowej proces ten ulega zaburzeniu [18].

Wykazano, iz w wyniku podawania paklitakselu wiekszo$¢ neurotoksycznych
uszkodzen dotyczy zwojéw korzeni grzbietowych nerwéw rdzeniowych (ang. dorsal root
ganglion, DRG) i obwodowych nerwéw czuciowych. W DRG po podaniu paklitakselu
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nastepowat znaczgcy wzrost aktywnosci cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej —
CuZnSOD i peroksydazy glutationu, a wzrost aktywnos¢ mitochondrialnej dysmutazy
ponadtlenkowej — MnSOD obserwowany byt wytgcznie w obwodowych nerwach, w ktérych
aktywnos$¢ katalazy pozostawata niezmieniona [22]. Swiadczy to o tym, iz odpowiedz
organizmu na stres oksydacyjny wywotany paklitakselem jest niewystarczajgca i dodatkowo
wystepuje z opdznieniem w stosunku do szybkosci zachodzgcych uszkodzen w obwodowych
nerwach czuciowych [12,22]. Z badan tych wynika, iz mitochondrialne RFT sg przyczyng
rozwoju i utrzymania CIPN [12].

W przypadku oksaliplatyny istnieje rowniez silne powigzanie pomiedzy stresem
oksydacyjnym, a indukowanymi zmianami w przebiegu CIPN. W wyniku dysfunkcji
mitochondriéw neuronalnych, powstajgce zmiany i uszkodzenia nie mogg by¢ naprawiane.
Dodatkowo oksaliplatyna powoduje uszkodzenia, zaréwno neuronalnych,
jak i nieneuronalnych mitochondridw, prowadzac do obcigzenia stresem oksydacyjnym
i zaburzen homeostazy catego organizmu [23]. W procesie tym posredniczg kanaty
przejSciowego potencjatu TRPA1 (anakirynowy; ang. transient receptor potential ankyrin 1,
TRPA1), przyczyniajac sie do charakterystycznej indukowanej przez ten cytostatyk
nadwrazliwosci mechanicznej i termicznej (na niskg temperature) [9,23,24].

Sposréd lekdw przeciwnowotworowych bortezomib wykazuje znaczacy wpltyw
na funkcje mitochondridw w neuronach czuciowych [25], wywotujgc neuropatie obwodowg
poprzez dziatanie mitotoksyczne [26] oraz indukujgc glikolize tlenowg [25]. Jest to bardzo
wazne z uwagi na fakt, iz CIPN najczesciej dotyka neurony z dtugimi aksonami [27], ktére
to charakteryzujg sie znaczacym zapotrzebowaniem energetycznym [25]. Dodatkowo lek ten
zaktéca wiele elementéw transportu aksonalnego [28] oraz wykazuje silne dziatania
cytotoksyczne [29].

1.3.2 Zaburzona homeostaza wapnia

Zaburzenie homeostazy wapnia jest kolejnym z uszkodzen wywotywanych przez leki
przeciwnowotworowe. Wewnatrzkomdrkowe jony wapnia dziatajg jako wtérne przekazniki
wielu waznych proceséw fizjologicznych, w tym: neuroprzekaznictwa, pobudliwosci
neurondw, aktywnosci enzymatycznej, regulacji transkrypcji oraz neuroplastycznosci [30-32].
Zaburzenia rownowagi wapnia w komdrkach nerwowych moga prowadzi¢ do martwicy
i/lub apoptozy, a nastepnie do udaru i neurodegenerac;ji [33].

W przypadku oksaliplatyny duzg role w zaburzeniu homeostazy wapnia odgrywa
szczawian - jeden z metabolitéw powstajacych po podaniu tego leku. Szczawian wykazuje
zdolnosci chelatujgce w stosunku do zewnatrzkomérkowych jondw wapnia [34], stad tez jony
wapnia i magnezu zostaty wykorzystane jako préba profilaktyki CIPN podczas terapii
oksaliplatyng [35]. Co wiecej, wykazano, ze oksaliplatyna moze podwyiszaé poziom
wewnatrzkomérkowego wapnia poprzez napieciowo-zalezne kanaty wapniowe typu L i T
w DRG, co wigze sie ze zmiang potencjatu czynnosciowego i jego charakterystyki. Badania
in vitro potwierdzajg kluczowg role tych kanatéw w neurotoksycznosci indukowanej
przez oksaliplatyne [36]. Dodatkowo jony wapnia wykazujg zdolno$s¢ modyfikowania
wiasciwosci napieciowo-zaleznych kanatéw sodowych poprzez hiperpolaryzacje btony
komédrkowej [37].
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1.3.3 Degeneracja neuronéw

Zwyrodnienie aksonéw moze by¢ wywotane przez wiele réznych czynnikéw. Potencjalne
mechanizmy odpowiedzialne za degeneracje aksondw w wyniku leczenia onkologicznego
sg zréznicowane w zaleznosci od stosowanego preparatu. W przypadku oksaliplatyny udziat
tego uszkodzenia w generowanie i narastanie CIPN jest niejasny. Z jednej strony istnieje
mozliwos$¢, iz podanie oksaliplatyny prowadzi do zwyrodnienia aksondéw i zaburzania pracy
aksonalnej [38], jednak biorgc pod uwage charakter prezentowanych objawoéw u pacjentéw,
ktére majg tendencje do ustepowania miedzy cyklami oraz mogg catkowicie ustgpic
po zaprzestaniu leczenia, sugeruje sie udziat niedegeneracyjnych mechanizmoéw w procesie
rozwoju bélu indukowanego oksaliplatyng [39].

W przypadku innych lekoéw obserwowany mechanizm jest analogiczny do zwyrodnienia
Wallera. W ostatnich latach dokonat sie ogromny postep w zrozumieniu procesu degeneracji
neurondw w wyniku ich przeciecia lub zmiazdzenia. Badania, ktére obejmowaty zagadnienie
zwyrodnienia Wallera, wykazaty, ze aksony nie umierajg biernie w wyniku braku $rodkow
odzywczych, ale aktywujg zakodowany w swoich genach program samozniszczenia
aksonalnego, ktéry prowadzi do ich fragmentacji. Niedawno odkryto sterylne biatko 1
zawierajgce motyw a i TIR (SARM1), jako niezbedny element opisanego powyzej endogennego
szlaku samozniszczenia aksondw. Z badan wynika, iz aktywacja SARM1 jest wystarczajgca
do wywotania zwyrodnienia zdrowych aksondw [40—42]. Podobny mechanizm obserwowany
jest podczas terapii niektérymi lekami przeciwnowotworowymi.

W przypadku neuropatii indukowanej winkrystyng, podanie tego chemioterapeutyku
myszom pozbawionym SARM1 powoduje degeneracje najbardziej dystalnych aksonodw,
z zachowaniem funkcjonalnosci i braku uszkodzenia wiekszych oraz zahamowaniem rozwoju
neuropatii obwodowej. Wynika to prawdopodobnie ze zwyrodnienia Wallera, gdzie szlak
SARM1 jest aktywowany brakiem doptywu czynnika przezycia aksonow, czyli
adenylylotransferazy mononukleotydu nikotynamidu 2 (ang. nicotinamide mononucleotide
adenylyltransferase 2, NMNAT2) [43]. W przebiegu CIPN dochodzi do uszkodzenia transportu
aksonalnego, a NMNAT2 szybko sie wyczerpuje, co aktywuje szlak SARM1 i indukuje
degeneracje aksonow [42].

Z kolei dziatanie neurotoksyczne wywotane przez cisplatyne wymaga aktywacji SARM1,
zaangazowanego w zwyrodnienie aksonalne typu Wallera, ktére poprzedza apoptoze
neuronéw. W tych warunkach aksony sg bardziej podatne na uszkodzenia mitochondrialnego
DNA [44]. Cisplatyna dodatkowo moze zaburzaé¢ plastycznos¢ aksonéw i komunikacje
synaptyczng, co moze wystgpi¢ przed uszkodzeniem DNA, regulacjg ,w dét” czynnika wzrostu
nerwow (ang. nerve growth factor, NGF) / kinazy receptora tropomiozyny A, uszkodzeniem
mitochondridéw, utratg ciat komdrkowych i apoptoza [45].

W neuropatii obwodowej indukowanej paklitakselem, myszy pozbawione genu SARM1
sg odporne na degeneracje dystalng aksondw, ktéra wystepuje w przebiegu CIPN,
czy neuropatii metabolicznej [46]. Z badan wynika, iz zwyrodnienie Wallera i zwyrodnienie
dystalne aksondéw obserwowane, miedzy innymi w neuropatiach indukowanych
chemioterapig, majg wspdlne szlaki i powigzane mechanizmy, a poszukiwanie lekdw
przeciwdziatajgcych tym uszkodzeniom powinno obejmowac¢ hamowanie aktywnosci SARM1
albo zwiekszenie aktywnosci NMNAT2 [46].
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1.3.4 Zaburzenia w pobudliwosci neuronalnej

Zaburzenia pobudliwosci neuronalnej w obwodowych neuronach czuciowych wymieniane
s3 jako kluczowe uszkodzenia wspotuczestniczace w rozwoju CIPN. Potencjaty czynnosciowe
sq jednym z gtéwnych miernikdw czynnosci neuronéw, a w celu ich prawidtowej pracy
niezbedna jest aktywacja odpowiednich kanatéw jonowych. Wsréd gtdwnych kanatow
jonowych biorgcych udziat w patogenezie CIPN wymienia sie: napieciowo-zalezne kanaty
sodowe (ang. Voltage — gated sodium channels, VGSCs), napieciowo-zalezne kanaty wapniowe
(ang. Voltage — gated calcium channels, VGCCs), napieciowo-zalezne kanaty potasowe
(ang. Voltage — gated potassium channels, VGPCs) oraz kanaty przejsciowego potencjatu
(ang. transient receptor potential channels, TRP), ktérych udziat w rozwéj CIPN w zaleznosci
od cytostatyka przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Modulacja poszczegélnych kanatéw jonowych przez leki przeciwnowotworowe
wywotujgce CIPN.

™ Na,1.4 [47] 4 TREK1 [48,49] N VGCCstypul 1 TRPMS [51]

(50]
4 Nay1.5 [52] J TRAAK [48] M VGCCs typu T D TRPAL1 [53]
(36]
D Nay1.6 [54,55] J Kv1.1[48] D a6 [56] D TRPV1 [57]
N Na,1.7 [58] J K,2.2 [59]
N Na,1.8 [47] N HCN1 [60]
™ Na,1.9 [61] M Ki3.1 [55,62]
{ TREK2 [63]
J KCNQ [64,65]
MKanaty ™ VGCCs typu N NTRPV1 [69]
potasowe [68]
aktywowane
wapniem o duzej
przewodnosci
[66,67]
T a6 [68] NTRPA1
[69,70]
4 VGCCs typu T NTRPMS [69]
(68]
J VGCCs typu L
(68]
J VGCCs typu
P/Q[68]
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™ Na,1.7 [71,72] J Kapl.1 [73] ™ VGCCs typu T NTRPA1

[74,75] [76,77]
D Nay1.8 [78] 4 Kir 1.1 [73] D a6 [56,79] MTRPV1
[80,81]
4 Kir 3.4 [73] MTRPV4
Paklitaksel [76,77]
D HCN1 [73] NTRPMS [82]
N Kv11.3 [73]
D Kvl.2 [73]
N Kir3.1 [73]
™ Na,1.6 [83] T a,6 [56] TTRPV1
[84,85]
Winkrystyna T V?SCG(fSé;\]/pu T PTRPA1 [88]
NTRPV4 [89]
N VGCCs typu MNTRPV1 [91]
T[90]
Bortezomib MNTRPA1

[92,93]
JTRPMS [94]
Uwagi: I —regulacja ,w gore”, | —regulacja ,w dét”, T — brak zmiany. Skréty: VGCC — ang. Voltage —
gated calcium channels, napieciowo—zalezne kanaty wapniowe; TRP kanaty — ang. transient receptor
potential channels, kanaty przejsciowego potencjatu, TRPA1 — anakirynowy typu 1, TRPM8 -
melastatyny typu 8, TRPV4 — waniloidowy typu 4, TRPV1 — waniloidowy typu 1.

Oksaliplatyna jest lekiem indukujgcym liczne zmiany w funkcjonowaniu kanatéw
VGPCs, VGSCs, VGCCs i TRP [55]. W przypadku VGSCs uwaza sie, ze w rozwoju neuropatii
obwodowe] indukowanej oksaliplatyng kluczowa role odgrywajg kanaty Na,1.6. Do tej pory
udowodniono udziat tych kanatéw w generowaniu nieprawidtowej spontanicznej aktywnosci
neuronalnej po uszkodzeniu nerwéw [95] oraz w allodynii termicznej indukowanej niskg
temperaturg [54]. W przypadku CIPN indukowanej oksaliplatyng blokowanie kanatéw Na,1.6
tagodzito bél neuropatyczny [96]. Zostato to potwierdzone w badaniach wtasnych, w ktérych
podanie ambroksolu, hamujgcego VGSCs redukowato objawy bélowe u myszy [97]. Posredni
wptyw w indukcje zaburzen funkcjonowania kanatéw VGSCs wykazuje réwniez szczawian,
zmieniajgc ich aktywnos¢ i prowadzgc do nadpobudliwosci neurondéw czuciowych [98].

Oksaliplatyna wykazuje szeroki zakres aktywnosci w stosunku do VGPCs. Jedng
z najbardziej widocznych zmian jest drastyczne zmniejszenie aktywnosci kanatow
TREK/TRAAK, ktére zaliczane sg do rodziny mechano- i termoczutych kanatéw [49].
W przypadku takich kanatéw jak kanaty aktywowane hiperpolaryzacjg (HCNs), prowadzi
do zwiekszenia ich ekspresji, a podanie inhibitora kanatéw HCNs — iwabradyny, znosi
nadwrazliwos¢ na niskg temperature [48]. Dodatkowo oksaliplatyna w potaczeniu
z chtodzeniem spowalnia kinetyke aktywacji aksonalnych wolnych kanatéw potasowych (Kv7),
ktore regulujg pobudliwos¢ neuronéw [99,100].
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W przypadku kanatéw wapniowych oksaliplatyna przyczynia sie do zwiekszenia
ekspresji VGCCs. Szczegdlnie istotng role w indukowaniu neurotoksycznosci i CIPN wykazuja
kanaty VGCCs typu Ti L [36]. Dodatkowo oksaliplatyna wptywa na zwiekszong ekspresje mRNA
podjednostki a26-1 VGCCs w DRG [56] i rdzeniu kregowym u szczurdw [101]. Wzrost ekspres;ji
mMRNA i biatka podjednostki a26-1 nastepuje juz po 2 i 4 dniach od podania cytostatyka
i prawdopodobnie funkcjonalnie odpowiada to rozwojowi ostrej fazy nadwrazliwosci na zimno
[101].

Rodzina kanatow przejsciowego potencjatu TRP odgrywa istotng role w CIPN. Z uwagi
na fakt, iz oksaliplatyna wywotuje zaréwno nadwrazliwo$¢ mechaniczng oraz termiczng
indukowang niskg temperatura, gtéwnie skupiono sie na badaniu kanatéw zaangazowanych
w te procesy, takich jak TRPV1, TRPA1 i TRPMS, ktére charakteryzuje wzrost ekspresji mRNA
po ekspozycji na oksaliplatyne w DRG [53,69]. Dwa sposrdd tych kanatéw jonowych: TRPA1
i TRPM8 uwaza sie za kluczowe w rozwoju nadwrazliwos$ci termicznej i okresla mianem
wrazliwych na niskg temperature kanatéw jonowych [102].

Podanie antagonisty kanatéow TRPA1l prowadzi do zablokowania tych kanatéw,
redukujac nadwrazliwo$é na niskg temperature we wczesnej fazie CIPN [103]. Dodatkowo
zwiekszona ekspresja TRPA1l zwigzana jest z aktywacjg kinazy biatkowej aktywowanej
mitogenem p38 (ang. mitogen-activated protein kinases, MAPK). Podanie inhibitora p38
MAPK znaczgco zmniejsza ostra nadwrazliwo$é na zimno indukowang oksaliplatyna. Swiadczy
to o prawdopodobnym udziale aktywacji p38 MAPK w regulacji ,w gore” kanatdw TRPA1
podczas CIPN [104]. Dodatkowo uwaza sie, ze oksaliplatyna lub jeden z jej metabolitdw moze
hamowac¢ fosforylacje reszty proliny w TRPA1, co indukuje uczulenie TRPA1 na RFT, a tym
samym prowadzi do rozwoju nadwrazliwosci termicznej [53].

Do niedawna uwazano, ze kanaty TRPV1 nie uczestniczg w rozwoju CIPN indukowanej
przez oksaliplatyne ze wzgledu, iz kanaty te aktywowane sg pod wptywem wysokich
temperatur (>43°C), a taka nadwrazliwos¢ termiczna w przypadku oksaliplatyny nie jest
obserwowana. Jednak zablokowanie kanatéw TRPV1 prowadzi do analgezji i hamowania bdlu
wywotanego przez ten cytostatyk, w szczegdlnosci nadwrazliwosci na bodZzce mechaniczne
[105]. Szeroko stosowana w leczeniu bdélu neuropatycznego pregabalina ogranicza
indukowang przez oksaliplatyne neurotoksycznos¢ oksydacyjng, w ktérej posredniczg kanaty
TRPV1 [106].

1.3.5 Aktywacja uktadu odpornosciowego i zapalenia w obrebie uktadu nerwowego
Obwodowe neurony czuciowe sg szczegdlnie narazone na uszkodzenia podczas terapii
przeciwnowotworowej. Zwigzane jest to z wieloma czynnikami, w tym miedzy innymi
z brakiem skutecznej bariery naczyniowo-nerwowej ograniczajgcej przenikanie rdéznych
substancji uszkadzajgcych, w tym chemioterapeutykdéw oraz skomplikowanym
i niewystarczajgcym procesem regeneracji i naprawy uszkodzonych nerwéw czuciowych
[107,108].

Leki przeciwnowotworowe wywierajg ogolnoustrojowy wptyw na organizm, w tym
rowniez wykazujg efekt immunomodulujgcy. W wiekszosci przypadkow efekt ten polega
na przejsciowym dziataniu immunosupresyjnym, aczkolwiek liczne badania sugerujg réwniez
mozliwos¢ stymulowania uktadu odpornosciowego, wspomagajgc zabijanie komorek
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nowotworowych poprzez limfocyty T [108—-110]. Obserwuje sie rowniez zwiekszone stezenie
cytokin prozapalnych u o0séb przyjmujacych chemioterapie [108]. Dane te sugerujg,
iz zapalenie w obrebie uktadu nerwowego jest jednym z czynnikdw przyczyniajgcych sie
do rozwoju CIPN. Wiaze sie ono z infiltracjg komdrek uktadu immunologicznego, aktywacja
komorek glejowych i zwiekszong produkcja mediatorow stanu zapalnego w uktadzie
nerwowym [18,108].

W badaniach na zwierzetach po podaniu oksaliplatyny wykazano brak indukowania
ogodlnoustrojowej immunosupresji oraz wyzwalanie korzystnej przeciwnowotworowej
odpowiedzi immunologicznej [111]. Interesujagcym zjawiskiem wywotywanym przez
oksaliplatyne jest aktywacja uktadu odpornosciowego, ktéra jest potencjalnie zagrazajgcym
zyciu dziataniem niepozgdanym. W przypadku ponownej terapii wystepuje trzykrotnie
wczesniej [112]. Poréwnujgc wptyw lekow przeciwnowotworowych na uktad immunologiczny,
mozna zauwazy¢, iz: winkrystyna indukuje rozregulowanie gtéwnie gendw zwigzanych
z procesami uktadu odpornosciowego, cisplatyna prowadzi do mieszanych zmian zwigzanych
z zapaleniem i neuropatig, natomiast oksaliplatyna rozregulowuje geny zwigzane z funkcja
neurondéw [113].

1.3.5.1 Cytokiny
Uwalnianie sie cytokin prozapalnych i chemotaktycznych (chemokin) jest jedng ze zmian
wystepujgcych podczas terapii onkologicznej. Cytokiny indukujg stan zapalny w obrebie
czuciowego ukfadu nerwowego oraz nasilajg bdl wynikajacy z neuropatii. Podanie
cytostatykdw powoduje zwiekszong produkcje i uwalnianie takich cytokin jak: czynnik
martwicy nowotwordéw (ang. tumor necrosis factor a, TNF-a), interleukin (IL): IL-1B i IL-6
oraz chemokin, jak: IL-8 i biatka chemoatraktantu monocytéw 1 (ang. monocyte
chemoattractant protein 1, MCP-1, CCL2) [114,115]. Oprdcz wywotywania stanu zapalnego,
cytokiny prozapalne wykazujg réwniez zdolnos$¢ bezposredniego oddziatywania na neurony
oraz mikro- i makroglej, ktéry odgrywa wazna role w patogenezie CIPN [115,116]. Zwiekszona
produkcja cytokin prozapalnych powoduje jednoczesnie obnizenie poziomu cytokin
przeciwzapalnych. Co wiecej, produkcja réznego rodzaju chemokin réwniez ulega zwiekszaniu.
Podwyzsza sie stezenie takich chemokin jak: MCP-1, biatko chemotaktyczne eozynofilii;
chemokina 11 (CCL11), biatko zapalne makrofagéow-1B (MIP-1B, CCL4), biatko zapalne
makrofagéw-1a (MIP-1a, CCL3), fraktalkina (CX3CL1) [108,117,118].

Jedng z kluczowych chemokin w patogenezie CIPN jest prawdopodobnie chemokina
CCL2, ktorej stezenie wraz z receptorem dla tej chemokiny rosnie w neuronach DRG,
w szczegdlnosci w przypadku CIPN indukowanej paklitakselem [12,117,119]. MCP-1
jest uwalniana z neurondw oraz aktywowanych astrocytéw i przypuszczalnie przyczynia
sie do powstawania bdlu neuropatycznego [120]. Zwiekszone stezenie tej chemokiny
prowadzi do infiltracji makrofagéw do DRG i rozwoju objawdéw klinicznych CIPN [121].
Paklitaksel powoduje rowniez regulacje ,,w gore” stezenia cytokin prozapalnych jak: TNF-a,
interferonu-y (IFN-y), CCL11, CCL4, CCL3, IL-12p70 oraz czynnika stymulujgcego tworzenie
kolonii granulocytow i makrofagéw (GM-CSF) w rdzeniu kregowym [117].

Po podaniu oksaliplatyny obserwuje sie wzrost stezenia CCL2/CCR2 juz po 4 h
od podania, osiggajgc szczyt czwartego dnia. Natomiast zastosowanie przeciwciat przeciwko
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CCL2 chroni przed rozwojem nadwrazliwo$ci mechanicznej [118]. Oksaliplatyna powoduje
dodatkowo znaczacy wzrost stezenia TNF-a, IL-1B, MCP-1 i MIP-1a w rogach grzbietowych
kregostupa, natomiast podanie melatoniny prowadzi do zahamowania produkgc;ji tych cytokin
oraz zmniejszenia intensywnosci reakcji bélowych w modelu bdlu neuropatycznego
indukowanego oksaliplatyng. Moze to sugerowaé, iz melatonina wykazuje bezposredni efekt
na indukowany przez ten cytostatyk rozwdj stanu zapalnego w ukfadzie nerwowym [122].

Po podaniu winkrystyny obserwuje sie interakcje pomiedzy receptorami CX3CR1i CCR2
w monocytach. Odpowiada ona za efekt terapeutyczny antagonisty CCR2 u myszy
z niedoborem CX3CR1. Oddziatywanie pomiedzy CX3CR1 i CCR2 in vitro reguluje uwalnianie
cytokin biorgcych udziat w generowaniu bélu tj.: TNF-a i IL-1B. Swiadczy to o kluczowym
udziale CCL2 i CCR2 w indukowanej przez winkrystyne allodynii u myszy pozbawionych
receptorow CX3CR1 [123].

1.3.5.2 Immunologiczne ligandy i receptory

Receptory toll-podobne (ang. toll-like receptors, TLRs) jest to rodzina receptoréw btonowych,
odgrywajacych kluczowa role w odpowiedzi odpornosciowej nieswoistej (wrodzonej).
Odpowiedzialne s za rozpoznawanie wzorcéw molekularnych atakujgcych patogendw
(np. lipopolisacharyd, LPS) albo btednie zlokalizowanych bakterii komensalnych. Receptory
te wykazujg rdéwniez zdolno$¢ rozpoznawania endogennych czasteczek organizmu
powstajgcych podczas reakcji na niebezpieczenstwo, w takich sytuacjach jak: stres
komérkowy, zapalenie czy infekcja [124,125].

Liczne badania wykazaty udziat receptora toll-podobnego typu 4 (TLR4) w bdlu
neuropatycznym, poprzez indukcje zmiany we wrazliwosci boélowej u samcow i samic myszy.
Badania Sorge RE i wsp. [126] udowodnity, iz aktywacja tych receptoréw w rdzeniu kregowym
przez LPS powoduje silng allodynie mechaniczng, wytgcznie u samcoéw [126]. Zastosowanie
antagonisty TLR4 moze okaza¢ sie ciekawg alternatywa leczenia bdlu neuropatycznego oraz
jedng z opcji modyfikujgcych przebieg neuropatii [127,128].

Podanie paklitakselu prowadzi do podwyzszenia ekspresji TLR4 w DRG i rdzeniu
kregowym. Dodatkowo zastosowanie antagonisty TLR4 wywotato przejsciowe odwrdcenie
nadwrazliwosci mechanicznej [129]. Podobnie w przypadku CIPN indukowanej winkrystyng
myszy pozbawione receptora TLR4 charakteryzowaty sie zmniejszong nadwrazliwoscia
mechaniczng oraz naciekiem komérek odpornosciowych. Z kolei podanie minocykliny
prowadzito do ztagodzenia objawow nadwrazliwosci [130]. Zmiany morfologiczne
w komérkach TLR4 wywotywata réwniez oksaliplatyna [131].

Okazuje sie, ze uktad immunologiczny odgrywa istotng role w réznicach percepcji bolu
w zaleznosci od ptci. U samic podobny poziom nadwrazliwosci bdélowej osiggany jest
prawdopodobnie z udziatem immunologicznych komérek adaptacyjnych, jak limfocyty T,
w przeciwieAstwie do samcéw, u ktérych podanie minocykliny wywotywato efekt
terapeutyczny z udziatem innych mechanizméw [132]. Dodatkowo w sytuacji niedoboru
odpornosci samice wykazujg zdolnos¢ przejscia na szlak zalezny od receptora toll-podobnego
typu 9 (TLR9) w CIPN. Moze to sugerowac, iz krzyzowa komunikacja pomiedzy komérkami
immunologicznymi moze przyczyniac sie do rozwoju dymorfizmu ptciowego. Ponadto u samic
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wystepuje mozliwos¢ ,przetgczenia” sie do samczych szlakéw neuroimmunologicznych, w tym
sygnalizacji przez makrofagi [133].

1.3.5.3 Komorki uktadu immunologicznego

1.3.5.3.1 Limfocyty T

Limfocyty T biorg udziat w procesie powrotu do zdrowia i ustepowania objawdw zwigzanych
z neuropatia indukowang chemioterapia. W przypadku neuropatii obwodowej indukowanej
cisplatyng i paklitakselem to komérki T CD8 sg niezbedne do szybkiej rekonwalescencji
pacjentéw [134,135]. Prawdopodobnie uczestniczg one w zwiekszeniu ekspresji receptora dla
IL-10 w DRG, co ogranicza spontaniczne nieprawidtowe wytadowania wywotane przez
paklitaksel, utatwia powrdt do zdrowia oraz ogranicza rozwdj CIPN [135].

Mechanizm tagodzenia bdlu poprzez limfocyty T jest nie do korica jasny. Z jednej strony
mogg wptywa¢ na uwalnianie/produkcje IL-10, ktéra okazuje sie waina w procesie
rekonwalescencji pacjentéw onkologicznych [135,136]. Z drugiej strony, oprdcz cytokin
limfocyty T, uwalniajg rowniez endogenne substancje przeciwbélowe (endogenne opioidy)
[137-139]. Analgetyczne dziatanie endogennych opioidéw wytwarzanych przez limfocyty T
wynika ze zdolnosci do produkcji i uwalniania peptydéw opioidowych w uszkodzonym nerwie
[140]. Z kolei myszy z niedoborem limfocytéw T wykazujg ograniczony efekt terapeutyczny
po podaniu morfiny i charakteryzujg sie niedoborem endogennej analgezji, w ktorej
posredniczg opioidy [141].

W modelu cisplatynowym limfocyty T CD8 okazaty sie kluczowe nie tylko w tagodzeniu
allodynii mechanicznej, ale réwniez znoszeniu bélu spontanicznego, dretwienia oraz redukgji
Srodskérnej gestosci widkien nerwowych niezaleznie od ptci [134]. Dodatkowo podanie
cisplatyny wywotywato edukacje limfocytow T CD8, co mozna w przysztosci wykorzystac
w celu tagodzenia objawdw CIPN poprzez wykorzystanie komérek odpornosciowych jako
terapii profilaktycznej [134,136].

1.3.5.3.2 Astrocyty
Przez dtugi czas uwazano, iz podanie lekdw przeciwnowotworowych wywotuje aktywacje
mikrogleju, jednak w swietle ostatnich odkry¢ to aktywacja astrocytow wydaje
sie odpowiedzialna za rozwdj neuropatii i dziatanie uboczne terapii onkologicznej. W indukgcji
bdlu neuropatycznego uczestniczg liczne czgsteczki sygnatowe zwigzane z astrocytami oraz
neuromodulatory wydzielane przez astrocyty jak: enzymy, mediatory i neuromodulatory,
takie jak: cytokiny, transportery, czynniki transkrypcyjne oraz inne czgsteczki sygnalizacyjne
[116].

Astrocyty petnia waing funkcje w utrzymaniu homeostazy, neuroprotekgc;i
i prawidtowym funkcjonowaniu OUN. Odpowiadajg m.in. za: utrzymanie homeostazy
glutaminianu, potasu i rdwnowagi wodno-elektrolitowej, posredniczg w przekazywaniu
sygnatéw miedzykomérkowych, hamujg sygnalizacje bdlowg oraz otaczajg synapsy,
zapewniajgc im wsparcie strukturalne, izolacje synaps i dalszg regulacje synaptogenezy
poprzez ekspresje czgsteczek adhezyjnych [116].

W neuropatii indukowanej podaniem oksaliplatyny i bortezomibu kluczowa okazuje
sie aktywacja astrocytow. Po podaniu tych cytostatykdow obserwuje sie objawy odpowiadajgce
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zmianom behawioralnym wywotanym chemioterapia. Natomiast, zaréwno objawy
chorobowe, jak i aktywacja astrocytow ulegaja ztagodzeniu w wyniku podania minocykliny
w obu modelach neuropatii sugerujgc wspélny mechanizm indukcji CIPN [142].

Badania potwierdzaja, iz podanie oksaliplatyny prowadzi do rozwoju allodynii
i hiperalgezji u szczurow w wyniku hiperaktywacji astrocytow, bez wptywu na komorki
mikrogleju; zwiekszenie produkcji cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a, IL-1B oraz
zmniejszanie poziomu cytokin neuroprotekcyjnych/przeciwzapalnych jak IL-10, czy IL-4
w rogach grzbietowych rdzenia kregowego. Ochronne dziatanie w modulacji rdzeniowych
procesOw neurozapalnych majg agonisci receptora adenozyny As, ktérych zastosowanie
tagodzi objawy CIPN [143].

Podanie paklitakselu indukuje szybka i trwatg aktywacje astrocytéw rdzeniowych bez
widocznej aktywacji mikrogleju. W wyniku aktywacji astrocytéw zaobserwowano znaczng
regulacje ,w dét” glejowych transporteréw dla glutaminianu (GLAST i GLT-1) w rdzeniowych
rogach grzbietowych. Podanie minocykliny zapobiegato zaréwno aktywacji astrocytéw
i regulacji ,w dot” transporteréw glutaminianu [144]. Z kolei inne badania wykazujg, iz IL-1B
wydaje sie kluczowa czasteczka wydzielang przez mikroglej w celu zmiany funkcji astrocytéw,
a eliminacja receptoréw dla IL-1B zapobiega rozwojowi zespotu bdlu ostrego indukowanego
paklitakselem [145].

1.3.5.3.3 Mikroglej

Mikroglej stanowig rezydentne komdrki odpornosciowe w OUN, ktére sg bardzo silnie
rozgatezione, majg wiele drobnych, wyjatkowo ruchliwych wypustek skupionych na ciggtym
badaniu najblizszego Srodowiska. W ten sposéb mikroglej dba o zachowanie homeostazy,
odbierajgc bodzZce zewngtrzkomdrkowe, przetwarzajac je i reagujgc w okreslony sposéb [146].
Dodatkowo mikroglej odpowiada za produkcje licznych czgsteczek pro- i przeciwzapalnych
w OUN, co jest istotne w patogenezie bdlu [147].

W CIPN rola mikrogleju jest ztozona i nie do korica poznana. Sugeruje sie, iz w wyniku
terapii przeciwnowotworowej aktywacji ulegajg rdézine szlaki i struktury, bez aktywacji
mikrogleju, a pobudzenie tych komodrek zachodzi prawdopodobnie w innych warunkach
[117,142,143,148]. Z drugiej strony, istniejg badania dokumentujgce zwiekszenie aktywnosci
mikrogleju w wyniku padania takich cytostatykow jak: winkrystyna, cisplatyna i paklitaksel
[145,149,150].

1.3.6 Neuroprzekazniki w OUN

1.3.6.1 Serotonina (5-HT)

Serotonina jest waznym neuroprzekaznikiem w patofizjologii bolu. W zaleznosci od miejsca
dziatania i podtypu receptora moze wykazywac efekt przeciwbdlowy lub pronocyceptywny
[151]. W przypadku CIPN, niektdre zwigzki wptywajgce na transmisje serotoninergiczng
zyskaty duzg popularnos$é, stajac sie jak duloksetyna jednym z lekéw pierwszego wyboru
w leczeniu rdéinych rodzajow bodlu neuropatycznego. Jednak leki z grupy selektywnych
inhibitorow wychwytu zwrotnego 5-HT (ang. selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI)
nie sg zalecane z uwagi na niskg skutecznos¢ terapeutyczng [152,153]. Prowadzi
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to do konkluzji, iz 5-HT wydaje sie istotna w tagodzeniu bdlu neuropatycznego, jako
dodatkowa komponenta w terapii, wykazujac synergistyczny efekt terapeutyczny [154].

Wykorzystanie selektywnego agonisty receptoréw 5-HTia — befiradolu (zwigzku
NLX-112) w réinych modelach bdlu u myszy wykazato silne dziatanie przeciwbdlowe
w szczegdlnosci w modelu bdlu tonicznego (skuteczno$¢ w mniejszych zastosowanych
dawkach; badania wtasne). W modelu CIPN indukowanej oksaliplatyng w celu osiggniecia
istotnego poziomu analgezji wymagane byty wyzsze dawki tego zwigzku [155].

W modelu oksaliplatynowym jednym z prawdopodobnych mechanizméw biorgcych
udziat w rozwoju CIPN jest aktywacja kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin
kinase) przez konstytutywnie aktywne receptory 5-HTs. Zastosowanie odwrotnych agonistow
w stosunku do aktywnosci tych receptoréw albo zaburzenie interakcji receptor 5-HT¢/mTOR
moze okazac sie warto$ciowgq strategig tagodzenia objawow CIPN [156].

Z kolei w wyniku podania paklitakselu zaobserwowano podwyzszenie poziomu
receptorow 5-HTs w rogu grzbietowym rdzenia kregowego u szczuréw. Co wiecej, po podaniu
dooponowym antagonisty receptora 5-HTs nastgpito zahamowanie allodynii mechanicznej
i termicznej indukowanej niskg temperaturg. Swiadczy to prawdopodobnie
0 pronocyceptywnym udziale rdzeniowych receptoréw 5-HTs i uktadu serotoninergicznego
w przebiegu CIPN [157].

Objawy CIPN indukowanej winkrystyna, takie jak allodynia termiczna i nadwrazliwos¢
mechaniczna, ulegajg zfagodzeniu po podaniu antagonisty receptoréw 5-HTa. Réwniez
u myszy pozbawionych tych receptordw nie rozwija sie neuropatia pomimo podania tego leku.
Dodatkowo poszerzone badania immunologiczne ujawnity wzrost ekspresji receptoréw
5-HT.a u zwierzat otrzymujgcych winkrystyne, co wskazuje, ze w modelu winkrystynowym
receptory 5-HT,a odgrywajg istotng role w uwrazliwianiu nocyceptoréw obwodowych
i rdzeniowym przetwarzaniu bdlu [158].

Podsumowujac, zastosowanie lekéw o ogdélnym wptywie na przekaznictwo
serotoninergiczne wydaje sie wazne, jednak niewystarczajgce w kontekscie leczenia bélu
neuropatycznego, a modulacja selektywnych receptorow serotoninowych moze okazaé
sie skuteczng opcjg w poszukiwaniu nowych lekéw tagodzacych objawy CIPN.

1.3.6.2 Noradrenalina (NA)

Noradrenalina wywiera silne dziatanie przeciwzapalne w OUN [159]. Jako substancja
endogenna wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne w przewlektym bdlu [160,161]; hamuje
transdukcje boélu poprzez aktywacje interneurondw hamujgcych GABA-ergicznych
i glicynergicznych [162]. Ponadto umiejscowienie receptoréow oz-adrenergicznych
w astrocytach jest okoto 2-3 razy wieksze niz na innych neuronach [163], przy czym obecnos¢
tych receptoréw zostata réwniez wykazana w mikrogleju [164].

Dziatanie poprzez  hamowanie  wychwytu zwrotnego NA  prowadzi
do uzyskania efektu przeciwbdlowego gtéwnie poprzez receptory az-adrenergiczne w rogu
grzbietowym rdzenia kregowego. Receptory te sg sprzezone z biatkiem G (Gi/o), ktére
powoduje hamowanie presynaptycznych VGCCs. Jednoczesnie btony komdrkowe ulegajg
hiperpolaryzacji i nastepuje zmniejszenie pobudliwosci [154,165].
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Rdzeniowe dziatanie NA na nadmierne wzbudzenie rogdéw grzbietowych
w neuronach, w odpowiedzi na zimno u szczuréw po podaniu oksaliplatyny zostato zbadane
po jej podaniu dooponowym razem z agonistami receptordw adrenergicznych: o — klonidyny,
a1 — fenylefryny i B — izoprenaliny. Wykazano, iz hamujgce dziatanie noradrenaliny wynika
z aktywacji gtéwnie a; i/lub ai-adrenoreceptoréw [166]. Natomiast podanie duloksetyny —
inhibitora wychwytu zwrotnego 5-HT i NA, zalezy od przywrdécenia zstepujgcego hamujgcego
uktadu noradrenergicznego, zwtaszcza w rdzeniu kregowym, co potwierdza podanie
antagonisty receptora aj-adrenergicznego, ktéry znosi efekt przeciwbdlowy duloksetyny
[167]. W innym badaniu zastosowanie fosfolipazy A, otrzymanej z jadu pszczelego
powodowato tagodzenie allodynii mechanicznej i nadwrazliwosci na zimno w modelu CIPN
indukowanej oksaliplatyng, a jej skutecznos¢ byta blokowana przez antagoniste receptoréw
az-adrenergicznych oraz wyczerpanie NA w OUN. Podobnego efektu nie osiggnieto poprzez
wplyw na uktad serotoninergiczny [168].

W celu oceny udziatu uktadu noradrenergicznego w patofizjologii CIPN w modelu
neuropatii indukowanej paklitakselem zastosowano inhibitora wychwytu zwrotnego NA —
reboksetyne, klonidyne (agoniste rec. ay) i atipemazol (antagonista rec. a) oraz zbadano
ekspresje enzymu biosyntezy NA: dopaminy-B-hydroksylazy (DBH) w rdzeniowych rogach
grzbietowych. Udowodniono, iz po podaniu paklitakselu nastepuje wzrost poziomu DBH oraz
zwiekszenie hamowania noradrenergicznego podczas CIPN [169,170].

1.3.6.3 Dopamina (DA)
Zaburzenia w funkcjonowaniu ukfadu dopaminergicznego zostaty zaobserwowane w modelu
bélu neuropatycznego indukowanego mechanicznym uszkodzeniem nerwow (neuropatii
obwodowej) w postaci zwiekszonej szybkosci wytadowan komodrek dopaminowych,
podwyzszonego poziomu DA, zmniejszonej ekspresji receptoréw D, ale nie Dy, i hydroksylazy
tyrozyny w jadrze pétlezagcym [171]. Jednoczesdnie istniejg dowody potwierdzajace,
iz rozwojowi bdlu przewlektego towarzyszy ostabienie transmisji dopaminergicznej, o czym
Swiadczy  zmniejszenie: podstawowego  zewnatrzkomodrkowego poziomu DA
w prazkowiu, aktywnosci komdrek dopaminergicznych oraz odpowiedzi dopaminergicznej
na bodzce uszkadzajgce i nagradzajace [172].

Skutecznos¢ aripiprazolu — cze$ciowego agonisty 5-HT1a oraz modulatora receptoréow
D; zostata przebadana w modelu oksaliplatynowym [173], oraz winkrystynowym [174]. W obu
przypadkach aripiprazol wykazat dziatanie tfagodzgce wystgpienie objawéw bdlu
neuropatycznego oraz zapobiegat rozwojowi CIPN. Skutecznos¢ tego leku moze wynikac nie
tylko z wptywu na uktad dopaminergiczny, ale réwniez serotoninergiczny, zwiekszony poziom
neuronalnej syntazy azotu (ang. neuronal nitric oxide synthase, nNOS) i hiperaktywacje
jadrowego czynnika transkrypcyjnego (ang. nuclear factor kappa B, NF-kB) [173,174].
Dodatkowo  bupropion, ktéry jest inhibitorem  wychwytu zwrotnego DA
i NA, wykazat dziatanie tagodzace nadwrazliwos¢ bélowg w modelu bélu neuropatycznego
poprzez modulacje receptoréw az-adrenergicznych i dopaminowych D, [175].
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1.4 LECZENIE BOLU NEUROPATYCZNEGO

Leczenie bodlu neuropatycznego stanowi wyzwanie wspoétczesnej farmakologii. Z uwagi
na rozne typy bdlu, wynikajace z odmiennych mechanizmoéw i czynnikdw wyzwalajgcych,
skutecznos¢ poszczegdlnych terapii jest zmienna i czesto niewystarczajgca.

Zwrécic¢ nalezy uwage na fakt, iz wszystkie wytyczne i rekomendacje dotyczg wytgcznie
ogoblnego leczenia bdlu neuropatycznego. Na chwile obecng brak jest szczegdtowych
rekomendacji dotyczacych leczenia bélu w przebiegu neuropatii indukowanej w réznych
mechanizmach uszkodzen, takich jak: uszkodzenie mechaniczne nerwéw (w wyniku
ich przerwania, zgniecenia, zmiazdzenia itp.), uszkodzenie metaboliczne (m.in. w wyniku dtugo
utrzymujacego sie wysokiego poziomu glukozy we krwi, jak polineuropatia cukrzycowa),
po przebytych infekcjach wirusowych (polineuropatia wywotfana zakazeniem wirusem HIV,
Herpes zoster), czy po podaniu substancji chemicznych o dziataniu neurotoksycznym (CIPN).
Kazda z tych neuropatii charakteryzuje sie odmienng patofizjologig, a tym samym zmienng
odpowiedzig terapeutyczng na zastosowane leczenie. Ponizej na Rycinie 3 przedstawione
zostaty rekomendacje leczenia bélu neuropatycznego wg [152].

Leczenie bélu neuropatycznego

[ o | * Amitryptylina
Licyklicznsliski + Klomipramina
przeciwdepresyjne .

« Nortryptylina

¢ Desipramina

Leki przeciwdepresyjne

NNT: 3.6 (3.0-4.4)

s ™
Leki hamujace wychwyt * Duloksetyna

zwrotny * Wenlafaksyna
serotoniny i norepinefryny

Leki rekomendowane jako
| rzut leczenia

NNT: 6.4 (5.2-8.4)

o e TG . Gabapen}yna (rowniez w formie o przediuzonym uwalnianiu)
+ Pregabalina

NNT: 6.3 (5.0-8.4) dla gabapentyny
NNT: 7.7 (6.5-9.4) dla pregabaliny

5% plastry z lidokaing

Leki rekomendowane jako Plastry o wysokim stezeniu

Il rzut leczenia NNT: 10.6 (7.4-19.0)
Kapsaicyny (8%)
Tramadol NNT: 4.7 (3.6-6.7)
Opioidowe leki * Morfina
> silne leki opicidowe * Oksykodon
przeciwbdlowe « Metadon
Leki rekomendowane jako
1ll rzut leczenia NNT: 4.3 (3.4-5.8)

Neurotoksyny > yna botulinowa typ A NNT: 1.9 (1.5-2.4)

Rycina 3. Rekomendacje leczenia bélu neuropatycznego wg [152].
NNT (ang. number needed to treat; wskaznik uzywany do poréwnania skutecznosci lekow).
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1.4.1 Rekomendacje leczenia bélu neuropatycznego wg [152]

1.4.1.1 Lekil rzutu leczenia bélu neuropatycznego

Trojcykliczne leki przeciwdepresyjne (TLPD) stanowig szeroka grupe lekéw, sposrdd ktérych
najczesciej stosowana jest amitryptylina. TLPD uznawane sg za skuteczne leki i charakteryzujg
sie wielokierunkowym dziataniem na liczne cele terapeutyczne [154]. TLPD przede wszystkim
wptywajg na poziom monoamin. Oprécz tego wykazujg rowniez zdolnos¢ blokowania kanatow
sodowych, dzieki czemu hamujg wytadowania ektopowe wystepujagce w przypadku
uszkodzenia nerwu i tagodzg bél neuropatyczny [176—178]. Dodatkowo cze$¢ TLPD wykazuje
zdolnos$¢ blokowania receptoréw N-metylo-D-asparaginowych (NMDAR), ktére sg jednym
z czynnikéw odpowiedzialnych za powstawanie i utrzymywania sie neuropatii [154,179].

TLPD blokujg kanaty wapniowe, sg aktywatorami kanatéw potasowych, antagonizuja
receptory ai-adrenergiczne, modulujg uktad adenozyny, poprzez zwiekszenie dostepnosci
adenozyny i miejscowe uwalnianie oraz aktywacje receptora adenozyny A; (gtéwnie
amitryptylina), zwiekszajg czynno$¢ metabotropowego receptora kwasu y-aminomastowego
(GABAg), aktywuja receptory opioidowe, hamujg produkcje tlenku azotu, wptywajg na stan
zapalny poprzez obnizenie produkcji prostaglandyny E; oraz TNFa [154,180]. Szeroki zakres
aktywnosci wptywa na skuteczno$¢ w leczeniu bdlu neuropatycznego, ale jednoczesnie
pocigga za sobg przeciwwskazania i efekty niepozgdane, ktdre sg dos¢ ucigzliwe i wystepuja
u okoto 20% pacjentéw, prowadzac do zaprzestania kontynuowania terapii [181].

W przypadku CIPN podanie amitryptyliny w niskich dawkach (5 i 10 mg/kg;
dozotadkowo) u szczurow w schemacie podania wielokrotnego powodowato zniesienie
allodynii mechanicznej, ale nie termicznej w neuropatii indukowane] oksaliplatyng [182].
Zastosowanie tych samych dawek u myszy tagodzito réwniez objawy nadwrazliwosci
termicznej na niskg temperature (badania wtasne) [183]. W badaniach klinicznych wykazano,
iz podanie doustne amitryptyliny nie fagodzi objawéw neuropatii czuciowej, chociaz
obserwuje sie tendencje do poprawy i redukowania objawow [184]. Podobne efekty
zaobserwowano w wyniku podania nortryptyliny [185]. Obecnie amitryptylina stosowana jest
w terapii bélu neuropatycznego gtéwnie miejscowo - jako masé z ketaming [186] i baklofenem
[187] albo jako 10% krem podawany dwa razy dziennie w pierwszym rzucie leczenia pacjentow
z CIPN, osiagajac zadowalajgce efekty [188,189].

Duloksetyna i wenlafaksyna
Duloksetyna i wenlafaksyna nalezg do grupy lekéw przeciwdepresyjnych hamujgcych wychwyt
zwrotny NA i 5-HT. Duloksetyna dodatkowo wykazuje dziatanie poprzez stabe hamowanie
wychwytu zwrotnego DA oraz powinowactwo do receptorow i neuroprzekaznikéw,
w tym receptoréw adrenergicznych, muskarynowych (nieselektywnie), histaminowych Hj,
dopaminergicznych D;, receptoréw 5-HTia, 5-HT1p i 5-HTyc oraz receptoréw opioidowych
[190]. Z kolei wenlafaksyna silniej blokuje wychwyt 5-HT w mniejszych dawkach, NA w
wyzszych dawkach [191] oraz stabo hamuje wychwyt DA. Nie posiada znaczgcego
powinowactwa do receptoréw [192].

Duloksetyna jest zatwierdzona przez Agencje ds. Zywnosci i Lekdw (ang. Food and Drug
Administration, FDA) w leczeniu zaburzen depresyjnych, uogdlnionych zaburzen lekowych,
fibromialgii, przewlektego bdlu miesniowo-szkieletowego oraz obwodowej polineuropatii
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cukrzycowej. Z kolei wykorzystanie poza zakresem wskazan rejestracyjnych, obejmuje
tagodzenie objawéw CIPN oraz wysitkowego nietrzymania moczu zaréwno u kobiet,
jak i u mezczyzn [193,194].

Zastosowanie duloksetyny w leczeniu rdéznych typéw bélu neuropatycznego jest
bardzo szerokie. W przypadku CIPN istnieje liczna grupa badan obejmujgca wykorzystanie
duloksetyny w fagodzeniu objawdéw neuropatii obwodowe] indukowanej oksaliplatyna
i paklitakselem [195], winkrystyng [196], czy bortezomibem [197] w modelach zwierzecych.
Badania kliniczne réwniez wykazaty istotny wptyw wykorzystania tego leku w tagodzeniu
objawéw CIPN w przypadku neuropatii wywotanej przez oksaliplatyne, paklitaksel,
winkrystyne czy bortezomib u ludzi [198-201]. Duloksetyna jest obecnie uwazana jako jeden
z bezpieczniejszych i skuteczniejszych lekéw tagodzacych objawy CIPN [202,203].

Wenlafaksyna uznawana jest za skuteczny, bezpieczny i dobrze tolerowany lek
w leczeniu objawowego bélu neuropatycznego, w tym bdélu w CIPN wywotanego terapia
bazujacg na taksanie i oksaliplatynie [204,205]. W badaniach klinicznych nie potwierdzono
ochronnego dziatania wenlafaksyny w zapobieganiu CIPN indukowanej oksaliplatyng [206].

Leki przeciwpadaczkowe — gabapentyna i pregabalina

Gabapentyna i pregabalina byty jednymi z pierwszych lekow stosowanych w leczeniu réznych
typow bdélu neuropatycznego. Oba leki wykazujg identyczny mechanizm dziatania, wigzac
sie z podjednostkg a6 VGCCs, co prowadzi do zmniejszonego naptywu jondw wapnia przez
presynaptyczne kanaty wapniowe oraz zahamowania uwalniania neuroprzekaznikdéw takich
jak: glutaminian, NA, kwas y-aminomastowy (GABA), substancja P, peptyd zwigzany z genem
kalcytoniny (ang. calcitonin gene-related peptide, CGRP), acetylocholina oraz glicyna [207].

Terapia gabapentyng ze wzgledu na wysoka dawke niezbedng do uzyskania efektu
terapeutycznego (okoto 1800 mg/dzien, a u niektérych pacjentdw nawet 3600 mg/dzien),
wigzata sie z wystepowaniem dziatan niepozadanych oraz brakiem tolerancji przez niektérych
pacjentéw tak wysokich dawek tego leku [208].

Pregabalina jest nowszym analogiem GABA, zarejestrowanym w leczeniu obwodowego
i osrodkowego bdélu neuropatycznego u dorostych. Dawkowanie leku wynosi
do 300-600 mg/dzien w dwédch lub trzech dawkach podzielonych, rozpoczynajac leczenie
od dawki 150 mg dziennie. Pregabalina jest lekiem dobrze tolerowanym, ktdry moze zapewnic
dobry poziom u$mierzenia réznych typéw bélu neuropatycznego [209]. W przypadku CIPN
pregabalina hamuje neuropatie czuciowg u chorych otrzymujacych oksaliplatyne i paklitaksel,
w tym rowniez dzieci leczonych onkologicznie [210]. W przeciwienstwie do gabapentyny,
pregabalina jest réwniez wskazana w leczeniu innych zaburzen bélowych, jak fibromialgii,
polineuropatii cukrzycowe;j i po przebytym pétpascu [210] oraz zaburzen lekowych [211].

W ostatnich latach wzrosta liczba doniesieA o mozliwym naduzywaniu
gabapentynoidéw [212,213]. Czynnikiem odpowiedzialnym za naduzywanie tych lekéw jest
prawdopodobnie dziatanie euforyczne, jakie wywotujg u niektérych pacjentéw. Dodatkowo
szybka tolerancja rozwijajgca sie po stosowaniu w celu osiggniecia pozgdanego przez pacjenta
dziatania pobudzajgcego, prowadzi czesto do epizodéw przedawkowania [211,214].
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1.4.1.2 Leki ll rzutu leczenia boélu neuropatycznego

Plastry z lidokaing (5%)

Lidokaina stosowana miejscowo wykazuje dziatanie przeciwbdlowe poprzez blokade kanatow
sodowych, zlokalizowanych w matych niezmielinizowanych wtéknach nerwowych (wtéknach
C) i matych zmienilizowanych wtéknach A8, co prowadzi do zmniejszenia wytadowan
ektopowych, podnosi prég takich wytadowan i hamuje przewodzenie bélu [215,216].

Plastry z lidokaing stanowig ciekawg alternatywe leczenia bélu neuropatycznego
dla lekéw stosowanych ogdlnoustrojowo. Sg one gtdwnie zalecane w celu miejscowego
leczenia bdlu neuropatycznego, jak nerwobdl popdtpascowy [216]. Stosowanie plastrow
redukuje powazne dziatania niepozadane, ktdre czesto towarzysza lekom podawanym
ogoblnoustrojowo. Ponadto w ramach takiej terapii nie ma potrzeby modyfikacji dawki innych
stosowanych lekdw. Jest to szczegdlnie waine w przypadku pacjentéw geriatrycznych,
u ktérych z uwagi na czestg polipragmazje nie zaleca sie przyjmowania kolejnego preparatu
drogg doustng [217].

Przeprowadzone zostaty réwniez badania skutecznosci dozylnego podania lidokainy.
W tym przypadku objawy ustepujg szybko, a efekty utrzymuja sie nawet do dwdch tygodni.
Jednak dotychczasowe badania kliniczne zostaty przeprowadzone na bardzo matej grupie
pacjentéw, niewystarczajgcej do szerszej oceny skutecznosci leku podawanego dozylnie
[218,219].

Plastry o wysokim stezeniu kapsaicyny (8%)
Kapsaicyna jest selektywnym agonistg TRPV1 i indukuje aktywacje nocyceptoréw skérnych
z ekspresjg TRPV1. Po aktywacji kanat TRPV1 otwiera sie przejsciowo, powodujgc naptyw
jonéw (sodowych i wapniowych), a nastepnie uwalnianie wazoaktywnych neuropeptydoéw,
depolaryzacje i propagacje potencjatéw czynnosciowych do rdzenia kregowego i mézgu [220].
Do tej pory udowodniono, iz taka forma podania kapsaicyny, w postaci plastrow z kapsaicyng
w wysokim stezeniu jest skuteczna w leczeniu neuralgii popotpascowej, neuropatii zwigzanej
z bélem wywotanym przez wirus HIV oraz CIPN wywotanej oksaliplatyng [221,222].

Plaster przeznaczony do leczenia bdlu neuropatycznego zawiera kapsaicyne w stezeniu
8%. W takiej postaci kapsaicyna moze by¢ stosowana wyfacznie w scisle kontrolowanych
warunkach, z zastosowaniem lekédw miejscowo znieczulajgcych ze wzgledu na bardzo
intensywne doznania bdlowe pojawiajgce sie na poczatku leczenia. Korzysci terapeutyczne
po zastosowanej terapii utrzymujg sie przez okoto 12 tygodni, po ktérych mozna rozwazyé
powtdrzenie aplikacji [222].

Tramadol

Tramadol jest substancjg zaliczang do stabych opioidowych lekédw przeciwbdlowych
o dodatkowym mechanizmie dziatania, ktéry obejmuje aktywacje receptoréw p-opioidowych,
prawdopodobnie hamowanie receptoréw muskarynowych M1 i M3, oraz otwieranie kanatow
potasowych. W przeciwienstwie do klasycznych lekéw opioidowych, tramadol wptywa
gtownie na uktad monoaminoergiczny poprzez hamowanie wychwytu zwrotnego NA i 5-HT
w zstepujgcych drogach hamowania bélu [223].
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W celu tagodzenia objawdéw CIPN stosowano roézine potgczenia tramadolu,
m.in. z dekstrometorfanem w modelu winkrystynowym [224] czy jako pojedynczy preparat
w modelu oksaliplatynowym [225], wykazujgc interesujacy profil dziatania przeciwbdlowego,
tagodzacy objawy CIPN w badaniach na zwierzetach [226]. Badania kliniczne dotyczace
podania tgczonego tramadolu z acetaminofenem wykazaty brak istotnej statystycznie
skutecznosci w leczeniu CIPN [227]. Ciekawg opcjg moze okazaé sie wykorzystanie aktywnego
metabolitu tramadolu — desmetramadolu, ktéry charakteryzuje nizsze ryzyko interakcji i taka
sama skutecznos¢ leczenia bolu oraz bezpieczenistwo terapii jak w przypadku tramadolu [228].

Tramadol wydaje sie bezpieczniejszym lekiem niz klasyczne leki opioidowe pod
wzgledem ryzyka naduzywania i przedawkowania [229]. Obecnie tramadol klasyfikowany jest
jako druga linia leczenia CIPN, przy czym ustalona drabina analgetyczna leczenia CIPN
pochodzi z 2015 roku, a od tego czasu znacznie wiecej wiadomo o skutecznosci
poszczegblnych lekéw w leczeniu CIPN [12,230].

1.4.1.3 Leki lll rzutu leczenia bélu neuropatycznego

Silne leki opioidowe (morfina, oksykodon, metadon)

Morfina i oksykodon sg dobrze znanymi lekami opioidowymi, agonistami receptoréw
opioidowych (u, k, 8). Metadon, z kolei, jest silnym agonistg receptoréow p oraz antagonistg
NMDAR [231,232]. Poréwnujac rézne badania oceniajgce skutecznosé opioidowych lekéw
przeciwbodlowych w leczeniu CIPN mozna wyciggna¢ wniosek, iz niektére leki opioidowe
zapewniajg znaczng, ale krétkotrwatg ulge [233]. Ze wzgledu na profil dziatania, dyskusyjng
skutecznos¢, generowanie powaznych dziatan niepozgdanych, w tym dziatania
uzalezniajgcego, wykorzystanie ich w leczeniu bdélu neuropatycznego jest niejednoznaczne
i obarczone potrzebg scistej kontroli lekarskiej [234].

Ciekawa opcjg leczenia CIPN moze okaza¢ sie tapentadol, ktdry charakteryzuje
unikalny, dualny mechanizmem dziatania jako agonista receptoréw opioidowych g,
jednoczes$nie hamujacy wychwyt zwrotny NA. Lek ten okazat sie skuteczny w rdznych
modelach bélu neuropatycznego, w tym w modelu CIPN [235]. Badanie kliniczne wsréd
pacjentéw cierpigcych na CIPN wykazato jego dobrg tolerancje i wysokg skutecznos$é. Byto
to jednak badanie przeprowadzone na niewielkiej grupie pacjentéw (31) i w celu rekomendacji
zastosowania tapentadolu niezbedne sg dodatkowe testy [236].

Innym rozwigzaniem w leczeniu bdlu neuropatycznego, w tym CIPN mogg by¢ nowe
leki opioidowe jak cebranopadol [237], czy zwigzek SRI-22141 [238], ktérych skutecznosé
w tagodzeniu objawdéw bdlowych, w tym rdinego typu neuropatii jest oceniania m.in.
w badaniach klinicznych.

1.4.1.3.1 Neurotoksyny — Toksyna botulinowa typ A

Mechanizm dziatania przeciwbdlowego toksyny botulinowej typu A polega prawdopodobnie
na: hamowaniu uwalniania mediatoréw bdlu (substancji P, glutaminianu i CGRP) z zakoriczen
nerwowych i DRG, oddziatywaniu na szlak TRPV1, zmniejszaniu zapalenia wokdt zakoriczen
nerwowych oraz dezaktywacji kanatéw sodowych [239,240]. Istniejg dane sugerujgce udziat
neuronow i komodrek glejowych w procesie analgezji wywotanej przez toksyne botulinowg
typu A, jak rowniez potwierdzono zmniejszenie fosforylacji NF-kB, kinazy aktywowanej
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mitogenami p38, kinazy biatkowej regulowanej sygnatem zewngtrzkomérkowym
(ang. extracellular signal-regulated kinases, ERK1/2) w mikrogleju oraz bezposrednig
interakcje z receptorem toll-podobnym typu 2 [241].

W badaniach klinicznych podanie toksyny botulinowej A w sposéb istotny indukowato
tagodzenie objawdw i intensywnosci bdlu. Terapia ta byta bezpieczna i dobrze tolerowana.
Dodatkowo kolejna dawka toksyny nie zaburzata czucia, jednoczesnie wykazujgc zwiekszona
skutecznos¢ w tagodzeniu objawdéw bdlowych réwniez wsrdd pacjentéw, u ktérych pierwsze
podanie przyniosto niewielki efekt terapeutyczny [242].

1.5 POSZUKIWANIE NOWYCH ZWIAZKOW W LECZENIU | PROFILAKTYCE BOLU

NEUROPATYCZNEGO

W terapii bélu neuropatycznego w przebiegu CIPN na chwile obecng brak jest skutecznego
leczenia w petni tagodzacego objawy bdélowe. Proces poszukiwania, syntezy i oceny dziatania
terapeutycznego nowych zwigzkéw jest zadaniem czasochtonnym, kosztownym i czesto
dtugotrwatym. Jednak ze wzgledu na ograniczone mozliwosci stosowania dostepnych na rynku
farmaceutycznym lekéw, ich niewystarczajgcg skutecznos$é i dziatania niepozadane istnieje
ciggta potrzeba poszukiwania i syntezy nowych skutecznych lekéw tagodzacych objawy bdlu
neuropatycznego.

Innym podejsciem poszukiwania skutecznej terapii CIPN jest wykorzystanie
dostepnych na rynku farmaceutycznym lekéw poza zakresem ich wskazan rejestracyjnych.
W oparciu o mechanizm dziatania i udokumentowang aktywnos$¢ bada sie dostepne leki
i preparaty pod katem wykorzystania w tagodzeniu objawdéw bdlowych wywotanych przez
CIPN.

Badania skupiajg sie réwniez na znalezieniu skutecznej profilaktyki uszkodzer CIPN.
Prace trwajgce w réznych laboratoriach dajg nadzieje na wypracowanie pewnego konsensusu,
co do przysztych strategii zredukowania szybkosci rozwoju oraz intensywnosci CIPN [243].
Stosowanie profilaktyki CIPN jest ograniczone przez mozliwe interakcje takiej terapii
z leczeniem onkologicznym, co moze nasilaé dziatania niepozadane i prowadzié
do zaprzestania kontynuacji terapii albo koniecznosci zredukowania dawki stosowanego leku
przeciwnowotworowego [244]. Sposréd okoto 40 randomizowanych badani klinicznych
skupiajacych sie na poszukiwaniu skutecznej terapii profilaktycznej z wykorzystaniem réznych
lekéw i zwigzkéw o potencjalnym dziataniu ochronnym w rozwoju CIPN, tylko duloksetyna
wykazata umiarkowang skuteczno$é [244,245]. Pozostate przebadane dotad substancje
(jak: acetylo-L-karnityna, amifostyna, amitryptylina, Ca/Mg dla pacjentdw otrzymujgcych
chemioterapie na bazie oksaliplatyny, glutation dla pacjentéw otrzymujgcych chemioterapie
paklitakselem/karboplatyng, nimodypina, Org 2766 (heksapeptydowy analog ACTH), kwas
all-trans-retinowy, witamina E i B, kalmangafodipir, kannabinoidy, karbamazepina
L-karnozyna, dietyloditiokarbaminian, gabapentyna/pregabalina, glutaminian, goshajinkigan
(GJG), metformina, minocyklina, N-acetylocysteina, kwasy tluszczcowe, omega-3,
okskarbazepina, rekombinowany ludzki czynnik hamujacy biataczke, wenlafaksyna [245,246])
okazaty sie nieskuteczne.

Brak rekomendacji i potwierdzonej skutecznos$¢ terapii wynika czesto z faktu,

iz badania kliniczne prowadzone sg na niezbyt licznej grupie osdb. Co wiecej, niespdjne
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subiektywne i obiektywne pomiary wynikéw, wybdr grupy kontrolnej oraz rézny czas trwania
badan dodatkowo utrudnia i ogranicza wyciggniecie klarownych wnioskéw [246]. Dlatego tez,
w obecnych zaleceniach dotyczacych profilaktyki CIPN powiela sie stanowisko, iz wiekszos¢
z przebadanych i proponowanych terapii prewencyjnych, nie jest ogdlnie rekomendowana
w celu zapobiegania wystgpieniu CIPN u pacjentéow przyjmujgcych rézne leki onkologiczne.

Duloksetyna

Duloksetyna okazuje sie jedynym lekiem, ktéry jest obecnie dopuszczony i rekomendowany
w profilaktyce CIPN przez Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej (ang. American
Society of Clinical Oncology, ASCO) [245,246]. Mechanizm dziatania przeciwbdélowego
obejmuje gtéwnie wptyw na wychwyt zwrotny 5-HT i NA oraz hamowanie VGSCs [244].
W badaniach klinicznych podanie duloksetyny wykazuje wyzszg skutecznos¢ tagodzenia
objawéw bélowych i nizszy potencjat indukowania dziatan ubocznych niz w przypadku
wenlafaksyny [198,247]. Obecnie trwa préba kliniczna fazy Il i 1ll oceniajgca skutecznosé
profilaktyczng duloksetyny w modelu CIPN indukowanej oksaliplatyng, ktérej koniec
przewidziany jest na grudzien 2026 roku (préba kliniczna nr: NCT04137107).

Kalmangafodipir

Jest to pochodna mangafodipiru, zwigzku celujgcego w MnSOD, ktdry okazuje sie miec
obiecujaca skutecznosé jako prewencja CIPN wywotanej oksaliplatyng. Kalmangafodipir jest
zwigzkiem dziatajgcym poprzez degradacje i redukcje ilosci RFT w celu przywrdécenia
homeostazy tlenowej w organizmie [23]. Taki mechanizm dziatania profilaktycznego moze
okaza¢ sie korzystny, biorgc pod uwage obserwowane w CIPN zaburzenia funkcjonowania
mitochondriéw w peryferyjnych neuronach czuciowych, ich wakuolizacje i zwiekszenie
poziomu MnSOD obserwowane po leczeniu przeciwnowotworowym [248].

Na chwile obecng kalmangafodipir nie jest zalecany jako profilaktyka CIPN. Badania
kliniczne 1l fazy z jego udziatem jako preparat PledOx, w prewencji neuropatii obwodowej
indukowanej oksaliplatyng, zostaty przerwane ze wzgledu na silne reakcje alergiczne
obserwowane po wielokrotnym podaniu [249].

Dazatynib

Dazatynib jest podawanym doustnie inhibitorem wielu kinaz tyrozynowych, w tym kinazy
z rodziny BCR-ABL i SRC oraz inhibitorem transportera kationdw organicznych (ang. organic
cation transporter 2, OCT2) strukturalnie niezwigzanego z imatynibem [244,250]. W badaniach
przedklinicznych wykazano, ze wychwyt lekdw przeciwnowotworowych przez transportery
do DRG jest zjawiskiem, ktoére zapoczatkowuje uszkodzenie neurondw czuciowych podczas
terapii onkologicznej. Natomiast genetyczne Ilub farmakologiczne zablokowanie tych
transporteréw chroni przed rozwojem CIPN zwigzanej z podaniem takich lekéw
jak: paklitaksel, winkrystyna i oksaliplatyna [244]. Zastosowanie celowanych inhibitoréw
tych transporterow moze by¢ skuteczng terapig neuroprotekcyjng, bez wptywu
na ogodlnoustrojowy klirens leku oraz efektywnos$¢ terapii przeciwnowotworowej [244].
Wykorzystanie takiego podejscia prewencyjnego jest testowane podczas fazy |Ib
(proba kliniczna nr: NCT04164069) w modelu neuropatii indukowanej oksaliplatyng [251].
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W badaniach na zwierzetach podanie dazatynibu chronito przed wystgpieniem neuropatii
obwodowe] wywotanej oksaliplatyng. Dodatkowo zaobserwowano zmniejszong akumulacje
oksaliplatyny w DRG bez negatywnego wptywu na skutecznos$é terapii onkologicznej
[252,253]. Wydaje sie, ze dazatynib moze by¢ interesujgcy i skuteczng opcjg profilaktyki CIPN,
jednak na wysuniecie konkretnych wnioskow nalezy poczeka¢ do zakoriczenia badan
klinicznych.

Nilotynib

Zahamowanie biatek transportujgcych aniony organiczne (ang. organic anion—transporting
polypeptide 1B, OATP1B) moze wykazaé efekt neuroprotekcyjny w przypadku chemioterapii
opartej na paklitakselu [254]. Taki mechanizm dziatania wykazuje nilotynib, ktéry jest
inhibitorem kinazy BRC-ABL, zatwierdzonym do leczenia pacjentdw z nowo rozpoznang
przewlektg biataczkg szpikowa z chromosomem Philadelphia (Ph+) [255]. W modelu
zwierzecym wykazano, iz genetyczny i farmakologiczny nokaut transporteréw OATP1B chroni
zwierzeta przed allodynig indukowang mechanicznie i nadwrazliwoscia termiczng. Dodatkowo
badania potwierdzity brak negatywnego wptywu nilotynibu na terapie przeciwnowotworowg
paklitakselem, jak rowniez dziatanie synergistyczne takiego potaczenia lekéw [256].

Obecnie nilotynib jako profilaktyka CIPN indukowanej paklitakselem znajduje
sie w fazie Ib/Il badan klinicznych, ktdrej zakornczenie prognozowano na grudzien 2021 roku
(préba kliniczna nr: NCT04205903), jednak na chwile obecng brak jest dostepnych wynikow
badania [257].

Riluzol
Riluzol jest lekiem neuroprotekcyjnym, zatwierdzonym przez FDA jako bezpieczny i dobrze
tolerowany preparat dla pacjentow ze stwardnieniem zanikowym bocznym. Mechanizm
dziatania leku polega na blokowaniu patologicznego naptywu jonéw sodowych i hamowaniu
nieprawidfowej transmisji glutaminianergicznej w OUN oraz aktywacji kanatéw potasowych
TREK-1 i TRAAK [258]. W modelu zwierzecym podanie riluzolu zapobiegato wystgpieniu
deficytow czuciowych i motorycznych zwigzanych z podaniem oksaliplatyny. Efekt
terapeutyczno-ochronny w modelu CIPN indukowanej oksaliplatyng przypisuje sie dziataniu
riluzolu na kanat TREK-1, ktéry prawdopodobnie odgrywa wazng role w procesie percepcji
bdlu. Jednoczednie taka terapia nie wykazywata negatywnego wplywu na dziatanie
przeciwnowotworowe oksaliplatyny [49,259].

W badaniach klinicznych riluzol jako profilaktyka CIPN znajduje sie w Il fazie badan
klinicznych u osob z rakiem jelita grubego otrzymujgcych jako terapie przeciwnowotworowg
oksaliplatyne (proba kliniczna nr: NCT03722680).
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Kwas gangliozydowo-monosialowy (GM1)

GM1 zaliczany jest do pochodnych glikosfingolipidu, ktéry wystepuje w zewnetrznej warstwie
btony komérkowej jako jedna z kluczowych substancji dla rozwoju nerwéw, ich réznicowania
i naprawy po urazach oraz jako modulator réznych funkcji mézgu ze wzgledu na regulacje
plastycznosci neurondéw, uwalnianie neurotrofin, neurotransmisje i interakcje z biatkami
neuroregulacyjnymi [244,260]. Proponowane mechanizmy dziatania neuroprotekcyjnego
obejmujg wptyw na regeneracje nerwdéw, usuwanie RFT oraz hamowanie peroksydac;ji lipidow
[244]. Dziatanie profilaktyczne GM1 w neuropatii indukowanej paklitakselem zostato
udowodnione i potwierdzone w modelu zwierzecym CIPN [261]. U ludzi GM1 istotnie
hamowat neurotoksyczno$é u pacjentdw leczonych oksaliplatyng [262]. Skuteczno$é
prewencyjnego dziatania GM1 w neuropatii obwodowej indukowanej taksanem, prowadzito
do zmniejszenia ciezkosci i czestosci CIPN [263].

Kanabidiol
Kanabidiol jest nieuzalezniajgcym i pozbawionym efektu euforycznego zwigzkiem pozyskanym
z konopi indyjskich, o zrézinicowanym zakresie wskazan terapeutycznych obejmujgcym
przewlekty bodl, nudnosci, padaczke, psychozy i lek [264]. Mechanizm dziatania nie jest
do konca poznany. Kanabidiol w przeciwieristwie do A9-tetrahydrokanabinolu (THC) wykazuje
niskie powinowactwo do receptora CB; oraz jest allosterycznym agonistg receptora
serotoninowego 5-HT1ia. Oddziatuje z kanatem TRPV1 oraz szlakiem sygnatowym mTOR,
hamuje neurotoksycznos¢ glutaminianu, wykazuje aktywnos¢ przeciwutleniajgcg oraz jest
w stanie hamowaé TNF-a [264-266]. Kanabidiol, ze wzgledu na swdj mechanizm dziatania
i profil terapeutyczny jest jednym z gtéwnych kanabinoidéw przebadanych pod katem
skutecznosci leczenia CIPN [267]. W modelach zwierzecych CIPN ostabiat allodynie
mechaniczng indukowang podaniem paklitakselu, oksaliplatyny, ale nie winkrystyny,
wykazujgc rowniez synergistyczny efekt z jednoczesnie podawanym THC [268].

U ludzi kanabidiol obecnie poddawany jest badaniom klinicznym 1l fazy jako
profilaktyka CIPN indukowanej oksaliplatyng. Koniec badania planowany jest na sierpiert 2023
roku (préba kliniczna nr: NCT04582591) [269].

Lidokaina

Aktywno$¢ lidokainy w postaci podania dozylnego jest kolejng z metod profilaktycznych
ocenianych w badaniach klinicznych. W modelu bolesnej obwodowej neuropatii indukowanej
oksaliplatyng podanie dozylne lidokainy ma na celu oceni¢ zaréwno tolerancje i skutecznos¢
tego leku w zapobieganiu wystgpienia nadwrazliwosci na zimno oraz epizodow bdlu
spontanicznego (proba kliniczna nr: NCT03254394) [270].
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2 HIPOTEZA | CELE BADAWCZE

2.1 CELE PRACY

Z uwagi na lekoopornos¢ bdlu neuropatycznego, wysoki odsetek chorych leczonych
onkologicznie, u ktérych rozwija sie CIPN, brak skutecznych analgetykéw tagodzgcych objawy
CIPN, takie jak allodynia i hiperalgezja wywotane bodZcami mechanicznymi i termicznymi,
gtownym celem badain bylo zbadanie wptywu wybranych lekédw i ich potgczen
na prég pobudliwosci bélowej u myszy. Do badan wykorzystano model CIPN indukowanej
oksaliplatyng. Cele szczegétowe obejmowaty sprawdzenie czy leki dziatajgce poprzez
nastepujgce mechanizmy lezgce u podtoza CIPN jak:

4 zaburzona réwnowaga miedzy ukfadami torowania i hamowania bdélu (morfina,
cebranopadol [271,272]),

4 nadekspresja kanatéw sodowych (ambroksol [273], lakozamid [274]) i wapniowych
(pregabalina [275]),

v mechanizmy wolnorodnikowe i zapalne (simwastatyna [276]),

v zaburzenia przekaznictwa serotoninergicznego (NLX-112 [277]), serotoninergicznego

i noradrenergicznego (amitryptylina [278], duloksetyna [195]), glutaminianergicznego
(ceftriakson [279]), serotoninergicznego i dopaminergicznego (aripiprazol [280]),
4 neurozapalenie, aktywacja mikrogleju (minocyklina [281]),
mogqy by¢ potencjalnie skutecznymi analgetykami stosowanym w celu tagodzenia bodlu
neuropatycznego w przebiegu CIPN. Ponadto, z uwagi na brak dostepnych danych dotyczacych
stosowania terapii skojarzonej (ang. Combination drug therapy, CDT) bdlu w przebiegu CIPN,
dla wybranych potaczen lekéw zbadano dodatkowo, czy CDT moze by¢ skutecznym
podejsciem w leczeniu ztozonych objawdéw bélowych CIPN indukowanej oksaliplatyng z uwagi
na szeroki zakres uszkodzen wystepujgcych podczas terapii tym cytostatykiem (Rycina 4).

W niniejszej pracy skupiono sie na lekach juz zarejestrowanych do leczenia innych
niz bdél neuropatyczny schorzen, wykorzystujgc repozycjonowanie tych lekow
(ang. drug repurposing) jako metode alternatywng dla czasochtonnego i kosztownego procesu
poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych (ang. drug discovery & development)
w kierunku analgetykdw przeznaczonych do leczenia bdlu w przebiegu CIPN. Zaleta
wykorzystania lekow powszechnie dostepnych jest z pewnoscig to, ze leki te sg dobrze
poznane w kontekscie ich dziatania farmakologicznego, w tym dziatan niepozgdanych, a sam
proces ewentualnego wprowadzenia ich do terapii bdlu neuropatycznego bytby zdecydowanie
skrécony w porédwnaniu z wprowadzeniem na rynek farmaceutyczny nowo zaprojektowanych
czgsteczek chemicznych.

Badane leki i substancje znajdujace sie w zaawansowanych fazach badan klinicznych
(jak cebranopadol i befiradol) podano w kilku schematach (opisanych w podrozdziale 3.3),
jednak zasadniczo skoncentrowano sie na podaniu tych lekow zwierzetom z zaindukowang
neuropatig (schemat leczniczy — Rozdziat 3.3.1.1, 3.3.1.2 oraz 3.3.1.5) lub przed indukcjg
neuropatii (schemat profilaktyki — Rozdziat 3.3.1.3 i 3.3.1.4).
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Rycina 4. Mechanizmy zaangazowane w rozwéj CIPN indukowanej oksaliplatyna.

Ostatni etap badan dotyczyt opracowania metody analizy preferencji termicznych
myszy w modelu CIPN indukowane] oksaliplatyng. W tej czesci badan wykorzystano dwa leki
uznawane powszechnie za modelowe i referencyjne w badaniach dotyczgcych lekow
przeciwbdlowych do leczenia bdélu w przebiegu CIPN, tj. pregabaline i duloksetyne. W celu
przeprowadzenia tego etapu badan wykorzystano skonstruowany przez naukowcéw
z Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie
i Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie analgezymetr, ktéry mierzyt
preferencje termiczne zwierzagt z neuropatiag w szerokim zakresie temperatur. Badania
przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej byty realizowane w ramach grantu Narodowego
Centrum Nauki pt. ,,Opracowanie metody optymalizacji dawkowania lekéw przeciwbdlowych
stosowanych jako terapia skojarzona bdélu neuropatycznego z wykorzystaniem metod
sztucznej inteligencji” (numer: UMO-2015/17/B/NZ7/02937, kierownik projektu:
prof. dr hab. Kinga Satat).
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3 MATERIALY | METODY BADAWCZE

3.1 ZWIERZETA WYKORZYSTANE W DOSWIADCZENIACH

W badaniach eksperymentalnych wykorzystano samce myszy domowe] (Mus musculus)
szczepu CD-1 Swiss Albino, w wieku 4—6 tygodni i masie ciata 18—22 g. Wszystkie wykonane
eksperymenty i procedury badawcze zostaty przeprowadzone za zgodg Il Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie (4/2016) oraz | Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie (245/2019). Warunki bytowe
utrzymywania zwierzat byty zgodne z zasadami deklarowanej zgodnosci warunkow bytowania
i przeprowadzania doswiadczen na zwierzetach opisanym w traktacie UE nr 123 (European
Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific
Purposes ETS No.: 123) oraz wytycznymi zawartymi w rozporzgdzeniu Ministerstwa Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 14.12.2016 r. W trakcie trwania eksperymentéw zwierzeta przebywaty
w standardowych klatkach bytowych (o wymiarach 420 mm x 265 mm x 180 mm, 825 cm?3)
wypetnionych standardowg $cidtka odpowiednig dla warunkéw bytowych gatunku myszy
domowej oraz nieograniczconym dostepem do wody i pokarmu. Zwierzeta przebywaty
w temperaturze pokojowej (2242 °C) i poziomie wilgotnosci 55+10%. Podczas eksperymentéw
utrzymywano statg temperature i wilgotno$¢ w pomieszczeniach. Zwierzeta byty
utrzymywane w cyklu swiatto:ciemnos¢ (12:12). Dodatkowo w klatkach, w ktérych przebywaty
zapewniono wzbogacenie srodowiska (drewniane klocki, tunele, domki do schronienia).

3.2 BADANE ZWIAZKI

W ramach eksperymentéw wykorzystano i przebadano nastepujace leki:

1. Oksaliplatyna (Sigma-Aldrich, Niemcy) podawana dootrzewnowo (i.p.) w roztworze 5%
glukozy (Polfa Kutno, Polska) w dawce 10 mg/kg. Dawke wybrano na podstawie danych
literaturowych aktywnosci tego zwigzku stosowanego w celu indukcji neuropatii
obwodowej u myszy [103].

2. Cebranopadol (MedChem Express, USA) podawany podskdrnie (s.c.) rozpuszczony
w roztworze 100% DMSO (Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska) i soli fizjologicznej
(1:1) w dawce 10 mg/kg. Zastosowang dawke wyznaczono eksperymentalnie
w warunkach laboratoryjnych.

3. Befiradol/NLX-112 (Neurolixis Inc., USA) podawany dootrzewnowo (i.p.) w roztworze
soli fizjologicznej w dawkach 1.25 mg/kg, 2.5 mg/kg oraz 5 mg/kg. Zastosowane dawki
wyznaczono eksperymentalnie w warunkach laboratoryjnych.

4. Chlorowodorek morfiny (Polfa Kutno, Polska) podawany podskdrnie (s.c.) w roztworze
soli fizjologicznej w dawce 10 mg/kg. Dawke wybrano na podstawie wczesniejszego
badania pilotazowego, ktdre wykazato, ze petng skutecznosé przeciwnocyceptywng
morfiny stosowanej jako lek referencyjny obserwowano przy dawkach 6—-10 mg/kg.

5. Simwastatyna (Sigma-Aldrich, Niemcy) podawana dozotgdkowo (p.o.) w roztworze soli
fizjologicznej w dawce 100 mg/kg. Dawke wybrano na podstawie doniesien
literaturowych o aktywnosci tego leku w testach behawioralnych u myszy [282].
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10.

11.

12.

13.

14.

Chlorowodorek ambroksolu (PharmaSwiss/Valeant, Polska) podawany dozylnie (i.v.)
w roztworze soli fizjologicznej w dawkach 37.5 mg/kg oraz 12.5 mg/kg, nastepnie
w celu dostosowania dawki do podania dootrzewnowego (i.p.): 90 mg/kg oraz
150 mg/kg. Zastosowane dawki wyznaczono eksperymentalnie w warunkach
laboratoryjnych.

Chlorowodorek pregabaliny (Tocris Bioscience, Niemcy) podawany dootrzewnowo
(i.p.) w roztworze zawiesiny 1% Tween 80 (Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska)
w dawkach 10 mg/kg oraz 30 mg/kg. Dawki wybrano na podstawie doswiadczenia
eksperymentatorow i wczesniejszych badan aktywnosci tego leku w testach
behawioralnych u myszy w modelu CIPN [283].

Chlorowodorek amitryptyliny (Sigma-Aldrich, Polska) podawany dootrzewnowo (i.p.)
w roztworze soli fizjologicznej w dawkach 1 mg/kg, 2.5 mg/kg i 10 mg/kg. Dawki
wybrano na podstawie danych literaturowych aktywnosci tego leku w testach
behawioralnych u myszy w modelu CIPN [284].

Aripiprazol (Abilify 1mg/ml, Otsuka, Japonia) podawany dootrzewnowo (i.p.)
w roztworze soli fizjologicznej w dawkach 1 mg/kg oraz 10 mg/kg. Zastosowane dawki
wyznaczono eksperymentalnie w warunkach laboratoryjnych na podstawie danych
literaturowych aktywnosci tego leku w testach behawioralnych u myszy [285].
Ceftriakson sodowy (Biotraxon, Polpharma S.A., Polska) podawany dootrzewnowo
(i.p.) w roztworze soli fizjologicznej w dawkach 50 mg/kg oraz 200 mg/kg. Zastosowane
dawki wyznaczono eksperymentalnie w warunkach laboratoryjnych w oparciu o dane
literaturowe aktywnosci tego leku w testach behawioralnych u myszy [286].
Bromheksyna (F1 Pharma, Polska) podawana dootrzewnowo (i.p.) w roztworze
zawiesiny 1% Tween 80 (Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska) w dawkach 90 mg/kg
oraz 150 mg/kg. Zastosowane dawki wyznaczono eksperymentalnie w warunkach
laboratoryjnych.

Chlorowodorek duloksetyny (Adamed, Polska) podawano dootrzewnowo (i.p.)
w roztworze soli fizjologicznej w dawkach 10 mg/kg oraz 30 mg/kg. Dawki wybrano
na podstawie doniesien literaturowych aktywnosci tego leku w testach
behawioralnych u myszy [287].

Chlorowodorek minocykliny (Sigma-Aldrich, Polska) podawany dootrzewnowo (i.p.)
w roztworze zawiesiny 1% Tween 80 (Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska)
w dawkach 50 mg/kg oraz 100 mg/kg. Zastosowane dawki wyznaczono
eksperymentalnie w warunkach laboratoryjnych w oparciu o dane literaturowe
aktywnosci tego leku w testach behawioralnych u myszy [288].

Lakozamid (Vimpat, UCB Pharma S.A., Belgia) podawany dootrzewnowo (i.p.)
w roztworze soli fizjologicznej w dawkach 10 mg/kg oraz 30 mg/kg. Zastosowane dawki
wyznaczono eksperymentalnie w warunkach laboratoryjnych w oparciu o dane
literaturowe aktywnosci tego leku w testach behawioralnych u zwierzat [289,290].
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3.3 BADANIA BEHAWIORALNE

3.3.1 Schematy badawcze

3.3.1.1 Podstawowe podanie substancji leczniczych

Eksperyment rozpoczynat sie od wykonania wstepnego pomiaru oceniajgcego wrazliwo$é
termiczng i mechaniczng gryzoni, odpowiednio w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya.
Nastepnie zwierzeta otrzymywaty dootrzewnowo roztwdr oksaliplatyny w celu indukcji
modelu CIPN. Po 3 h od podania cytostatyka wykonywano pomiar oceniajacy rozwdj
nadwrazliwosci termicznej i mechanicznej w pierwszym dniu eksperymentu. Kolejnym
krokiem byto podanie wczesniej przygotowanych ex tempore roztworéw substancji badanych
przeznaczonych do oceny skutecznosci analgetycznej w modelu CIPN. W zaleznosci od drogi
podania pomiar po zwigzku wykonywany byt po 30 minutach (w przypadku dozylnego podania
ambroksolu), 60 minutach (w przypadku podania dootrzewnowego, np. bromheksyna,
amitryptylina, ceftriakson) lub 2 h (w przypadku podania dozotgdkowego simwastatyny).
Aktywno$¢ analgetyczng oceniano w tescie zimnej ptytki oraz tescie von Freya.

Przez nastepne 6 dni zwierzeta nie otrzymywaty zadnego zwigzku. Po siedmiu dniach
od podania oksaliplatyny pomiary rozpoczynano od wykonania pomiaru zerowego
oceniajgcego rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej i termicznej w siédmym dniu
eksperymentu, nastepnie zwierzeta otrzymywaty roztwér badanej substancji i po uptywie
analogicznego czasu, jak podczas pierwszego dnia, wykonywano pomiar oceniajgcy
skutecznos¢ zastosowanego leczenia w siédmym dniu eksperymentu (Rycina 5).

Test Test Bad Test Test Bad Test
zimnej zimnej adany zimnej zimnej adany zimnej
plytki j“ plytki :lk plytki plytki jk plytki
3h 1h-ip. . 1h-ip.
0.5h -i.v. 6 dni 0.5h -i.v.
Test von Test von Test von Test von Test von
Freya Freya Freya Freya Freya
Pomiar zerowy - Pomiar zerowy - po Pomiar badawczy - Pomiar zerowy - Pomiar badawczy -
zdrowe myszy OXA ocena skutecznosci 7 dzien ocena skutecznosci
L analgetycznej J k analgetycznej J
T T
1 dzien eksperymentu 7 dzien eksperymentu

Rycina 5. Schemat podstawowego podania lekéw i zwigzkéw.
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3.3.1.2 Podanie wielokrotne

W przypadku podania wielokrotnego pierwszy dzien eksperymentu wygladat analogicznie,
jak w przypadku podania podstawowego. Nastepnie, rozpoczynajagc od drugiego dnia,
zwierzeta otrzymywaly codziennie przez okres 6 dni roztwér badanej substancji
bez wykonywania pomiaréow zaréwno przed, jak i po podaniu zwigzku (oprdécz pomiaréw
wykonanych dla czternastodniowego podania simwastatyny). Po siedmiu dniach od podania
oksaliplatyny wykonywano pomiar zerowy w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya.
Po wykonaniu pomiaru wstepnego, podawano roztwdr badanej substancji i oceniano
aktywnosc¢ przeciwbdlowg w tagodzeniu objawdéw nadwrazliwosci mechanicznej i termicznej
w siodmym dniu eksperymentu (Rycina 6).

Test Test Bad Test Test Bad Test
zimnej OXA zimnej [ 2393NY | zimnej Badany lek zimnej [ 2293NY | zimnej
plytki plytki lek plytki plytki :lk plytki
3h 1h-ip. i lﬁdinil ii 1h-ip.
Test von Test von Test von Testvon Test von
Freya Freya Freya Freya Freya
Pomiar zerowy - Pomiar zerowy - po Pomiar badawczy - Pomiar zerowy - Pomiar badawczy -
zdrowe myszy OXA ocena skutecznosci 7 dzien ocena skutecznosci
k analgetycznej J k analgetycznej J
T T
1 dzien eksperymentu 7 dzien eksperymentu

Rycina 6. Schemat podania wielokrotnego.
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3.3.1.3 Schemat podania profilaktycznego — podanie jednorazowe leku

W schemacie profilaktyki jednorazowej badany lek podawano po wykonanym pomiarze
zerowym pierwszego dnia eksperymentu. Nastepnie, po 1 h od podania substancji leczniczej
zwierzeta otrzymywaty oksaliplatyne. Kolejny pomiar w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya
wykonywano po 3 h od podania cytostatyka. Po siedmiu dniach pomiary rozpoczynano
od pomiardw zerowych, nastepnie zwierzeta otrzymywaty roztwér badanego zwigzku
i po uptywie 1 h wykonywano pomiar oceniajgcy skutecznos¢ analgetyczng (Rycina 7).

Test Badan Test Test Bad Test
zimnej y OXA zimnej zimnej adany zimnej
plytki )'1" J plytki plytki jk plytki
3h 6 dni 1h-ip.
Test von Test von Test von Testvon
Freya Freya Freya Freya
. Pomiar badawczy - Pomi Pomiar badawczy -
Pomiar zerowy - ocena skutecznosci Gml:; z_er:wy ) ocena skutecznosci
L zdrowe myszy analgetycznej J k e analgetycznej J
A T
1 dzien eksperymentu 7 dzien eksperymentu

Rycina 7. Schemat podania profilaktycznego — podanie jednorazowe.

3.3.1.4 Schemat podania profilaktycznego — podanie wielokrotne leku

W przypadku profilaktyki wielokrotnej, po wykonaniu pomiaru zerowego, badany zwigzek
podawano codziennie przez siedem dni. Roztwér cytostatyka zwierzeta otrzymywaty dopiero
po tygodniu od rozpoczecia eksperymentu, po czym analogicznie jak we wczesniejszych
schematach, wykonywano pomiary w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya po 3 h po podaniu
oksaliplatyny. Nastepnie eksperyment ponawiano po 7 dniach, wykonujagc pomiary
analogicznie jak w przypadku wczesniejszych schematéw (Rycina 8).

Test Test Test Bad Test
zimnej Badany lek OXA zimnej zimnej adany zimnej
plytki plytki plytki lek plytki
7 dni 3h 6 dni 1h-ip.
Test von Test von Test von Test von
Freya Freya Freya Freya
Pomiar badawczy - Pomiar badawczy -
Pomiar zerowy - ocena skutecznosci Pomiar zerowy - ocena skutecznosci
Cdrowe myszy analgetycznej J k 7 dzien analgetycznej J
T T
7 dni podania leku 14 dzien eksperymentu

Rycina 8. Schemat podania profilaktycznego — podanie wielokrotne.
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3.3.1.5 Podanie sekwencyjne dwadch lekow

3.3.1.5.1 Podanie jednoczesne lekéw

Podanie jednoczesne lekdéw, jak i we wczesniejszych schematach, rozpoczynano od pomiaru
zerowego, po ktérym zwierzeta otrzymywaly dootrzewnowo roztwdr oksaliplatyny,
a nastepnie po uptywie 3 h oceniano rozwdj nadwrazliwosci termicznej i mechanicznej
w pierwszym dniu eksperymentu. W kolejnym etapie badane substancje podawano
jednoczesnie, jedna po drugiej i po uptywie 1 h wykonywano pomiary oceniajgce skutecznos¢
zastosowanego pofaczenia lekéw w tagodzeniu objawéw nadwrazliwosci. Po siedmiu dniach
od podania oksaliplatyny powtarzano czynnosci w sposéb analogiczny jak pierwszego dnia
eksperymentu i wykonywano pomiary oceniajgce skuteczno$¢ zastosowanej terapii
w fagodzeniu objawéw nadwrazliwosci termicznej i mechanicznej w siddmym dniu pomiaréw
(Rycina 9).

Test Test Test Test Test
zimnej OXA zimnej Lek 1 zimnej zimnej Lek 1 zimnej
plytki plytki plytki plytki plytki
3h Th 6 dni Th
Test von Test von Test von Testvon Test von
Freya Freya Lek 2 Freya Freya Lek 2 Freya
Pomiar badawczy - A Pomiar badawczy -
Pomiar zerowy - Pomiar zerowy - po ocena skutecznosci Pom l_‘ra:jz_er'owy - ocena skutecznosci
kzdrowe myszy OXA analgetycznej J L zien analgetycznej J
Y
1 dzien eksperymentu 7 dzien eksperymentu

Rycina 9. Schemat podania jednoczesnego dwdch zwigzkow.
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3.3.1.5.2 Podanie lekdw z odstepem czasowym - wykonanie pomiaru nadwrazliwosci
po 4 h od podania pierwszego zwiazku

Podanie lekéow z odstepem czasowym rozpoczynano analogicznie jak w przypadku
wczesniejszych pomiarow od wykonania pomiaru zerowego, podania oksaliplatyny
i po uptywie 3 h wykonania pomiaréw oceniajacych rozwdj nadwrazliwosci termicznej
i mechanicznej. Réznica, w stosunku do wczesniejszego schematu dotyczyta podania lekdw.
Pierwszy lek zwierzeta otrzymywaty niezwtocznie po zakonczeniu wstepnych testéw
behawioralnych, natomiast drugi lek podawany byt po uptywie 3 h od podania pierwszego
zwigzku. Pomiary oceniajgce skutecznos¢ zastosowanej terapii wykonywane byty po uptywie
1 h od podania drugiego leku (tj. 4 h od podania pierwszego zwigzku). Siédmy dzien
eksperymentu wygladat analogicznie jak we wczes$niejszych pomiarach, zachowujgc schemat
podania badanych substancji z odstepem czasu (Rycina 10).

Test Test Test Test Test
zimnej zimnej |Lek1 zimnej zimnej Lek 1 zimnej
piytki | OXA | piytki : plytki plytki plytki

3h 3h 1h 6 dni 3h hf 1h
Test von Test von Test von Test von Test von
Freya Freya Lek 2| Freya Freya Lek 2| Freya

Pomiar zerowy - . Pomiar badawczy - Pomiar zerowy - Pomiar badawczy -
Pomiar zerowy - po e o -
zdrowe myszy OXA ocena skutecznosci 7 dzien ocena skutecznosci
analgetycznej J L analgetycznej J
1 dzien eksperymentu 7 dzien eksperymentu

Rycina 10. Schemat podania dwéch lekéw z odstepem czasowym — wykonanie pomiaréw
po 4 h od podania pierwszego zwigzku.
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3.3.1.5.3 Podanie lekdw z odstepem czasowym - wykonanie pomiaru nadwrazliwosci
po 6 h od podania pierwszego zwigzku
Analogicznie jak we wczesniejszym podaniu eksperyment rozpoczynat sie od wykonania
pomiardw zerowych i indukcji modelu CIPN poprzez podanie oksaliplatyny. Podanie lekéw
z odstepem czasu rozpoczynano niezwfocznie po wykonaniu pomiaréw wstepnych od podania
pierwszego leku. Po uptywie 5 h zwierzeta otrzymywaty drugi zwigzek i po 1 h wykonywano
pomiary oceniajgce skuteczno$¢ zastosowanego potgczenia w tescie zimnej ptytki
i tescie von Freya. Siodmy dzien eksperymentu wygladat analogicznie jak we wczesniejszych
pomiarach, zachowujgc schemat podania badanych substancji z odstepem czasu (Rycina 11).

Test Test Test Test Test
zimnej OXA zimnej |Lek1 zimnej zimnej | Lek1 zimnej
plytki plytki : plytki plytki : plytki
>
3h 5h 1h 6 dni 5h 1h
Test von Testvon Testvon Testvon Test von
Freya Freya Lek2| Freya Freya Lek 2| Freya
i Pomiar badawczy - . Pomiar badawczy -
Pomiar zerowy - .. zerowy - po ocena skutecznosci Pomiar zerowy - ocena skutecznosci
zdrowe myszy OXA analgetycznej L 7 dzien analgetycznej

1 dzien eksperymentu

7 dzien eksperymentu

Rycina 11. Schemat podania dwoéch lekéw z odstepem czasowym — wykonanie pomiarow
po 6 h od podania pierwszego zwigzku.
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3.3.1.5.4 Podanie lekdw z odstepem czasowym - wykonanie pomiaru nadwrazliwosci
po 12 h od podania pierwszego zwigzku

Pomiary wstepne wykonywano analogicznie jak we wczesniejszych schematach. Nastepnie,
pierwszy lek podawano niezwtocznie po zakorczeniu testéw behawioralnych oceniajgcych
rozwdj nadwrazliwosci po podaniu oksaliplatyny (testu zimnej ptytki i testu von Freya),
natomiast drugi lek zwierzeta otrzymywaty po uptywie 11 h od podania pierwszego leku.
Pomiary oceniajgce skutecznos¢ zastosowanej terapii wykonywano po uptywie 1 h od podania
drugiego leku (tj. 12 h od podania pierwszego zwigzku). Siédmy dzien eksperymentu wygladat
analogicznie jak we wczesniejszych pomiarach, zachowujgc schemat podania badanych
substancji z odstepem czasu (Rycina 12).

Test Test Test Test Test
zimnej zimnej (Lek1 zimnej zimnej Lek 1 zimnej
plytki OXA | prytki : plytki plytki : ptytki
> J
»
3h 1M1h $ 1h 6 dni 11h 1h
Test von Test von Test von Test von Test von
Freya Freya Lek2| Freya Freya Lek2| Freya
. . Pomiar badawczy - A Pomiar badawczy -
Pomiar zerowy - Pomiar zerowy - po < i Pomiar zerowy - s
zdrowe myszy OXA ocena skuteczn9sc| 7 dzief ocena skutecznc_)sm
L analgetycznej J L analgetycznej
T RS
1 dzien eksperymentu 7 dzien eksperymentu

Rycina 12. Schemat podania dwoéch lekéw z odstepem czasowym — wykonanie pomiaréow
po 12 h od podania pierwszego zwigzku.
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3.4 WYKONANE TESTY BEHAWIORALNE

3.4.1 Testy behawioralne oceniajgce rozwdj neuropatii obwodowej

3.4.1.1 Indukcja neuropatii obwodowej za pomocg oksaliplatyny

Podanie oksaliplatyny w dawce 10 mg/kg pozwala na indukcje nadwrazliwosci mechanicznej
i termicznej u myszy jako objawdw rozwinietego zespotu neuropatii obwodowe;j. Pierwszego
dnia testu zwierzeta otrzymywaty drogg dootrzewnowg pojedynczg dawke oksaliplatyny
(10 mg/kg). W przypadku CIPN indukowanej oksaliplatyng wczesne zmiany wystepujg
juz w ciggu 2-3 h, natomiast pdzne obserwuje sie kilka dni po podaniu cytostatyka. Ze wzgledu,
iz objawy nadwrazliwosci wczesnej moga réznic sie od tych pojawiajacych sie 24 h — 7 dni
pozniej oraz w oparciu o dane dokumentujgce réing szybkos$¢ rozwoju nadwrazliwosci
termicznej i mechanicznej u zwierzat [103,291,292], aby w petni scharakteryzowaé wptyw
oksaliplatyny oraz badanych lekéw/zwigzkéw chemicznych na rozwdj i tagodzenie objawéw
nadwrazliwosci, niniejsze badania przeprowadzano w dwdch punktach czasowych. Pomiary
wykonywano w dniu podania oksaliplatyny, po 3 h od jej wstrzykniecia oraz po 7 dniach
od jej podania. Pomiary rozwoju nadwrazliwosci mechanicznej wykonywano przy uzyciu testu
von Freya, natomiast nadwrazliwosci termicznej w tescie zimnej ptytki [293].

3.4.1.2 Ocena nadwrazliwo$ci termicznej indukowanej oksaliplatyng (test zimnej ptytki)
Test zimnej ptytki przeprowadzono stosujgc urzgdzenie do goracej/zimnej ptytki (Bioseb,
Francja) o wymiarach ptyty termicznej 165 x 165 mm. Temperatura ptytki wynosita
25 °C £ 0.5 °C. W ramach oceny rozwoju nadwrazliwosci termicznej, zwierzeta
po umieszczeniu na ptytce obserwowano do momentu wystgpienie pierwszej reakcji bdlowej,
takiej jak: uniesienie tapy, gryzienie, potrzasanie tylnymi fapami, zaburzenia ruchu, podskoki
oraz charakterystyczne przecigganie sie tutowia zwierzgt. W celu unikniecia uszkodzenia
tkanek myszy ustalono maksymalny czas obserwacji wynoszacy 60 s. Zwierzeta
nieodpowiadajgce w ciggu 60 s wyjmowano z aparatu i przypisywano im wynik 60 s.

3.4.1.3 Ocena nadwrazliwosci mechanicznej indukowanej oksaliplatynga (test von Freya)
Test von Freya przeprowadzono stosujgc urzgdzenie elektroniczne von Frey,
tzw. elektroniczng podjednostke von Frey (Bioseb, Francja), wyposazong we witdkno
za pomocy, ktdérego aplikowano zmienng site (od 0 do 10 g) do podeszwowej powierzchni
tylnej tapy myszy. Reakcja wycofania fapy w odpowiedzi na bodziec mechaniczny byta
rejestrowana przez aparat pomiarowy. W dniu eksperymentu myszy umieszczano pojedynczo
w oddzielnych i nieprzezroczystych komorach testowych z dnem z siatki drucianej. W celu
habituacji zwierzeta przebywaty w komorach przez okres 1 h. W kazdym punkcie czasowym
pomiarow dokonywano trzykrotnie, zachowujgc odstep czasowy pomiedzy pomiarami.
Nastepnie z otrzymanych 3 pomiaréw obliczano $rednig.
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3.4.2 Testy behawioralne oceniajace wptyw badanych zwigzkéw na funkcje motoryczne
3.4.2.1 Ocena wptywu na koordynacje ruchowg zwierzat w tescie preta obrotowego

W celu oceny wptywu zastosowanych lekéw i potgczen na koordynacje ruchowg zwierzat
wykonywano test preta obrotowego. Przed wykonaniem testu zwierzeta trenowano przez
3 kolejne dni na aparacie preta obrotowego (aparat Rotarod, May Commat RR0711, Turcja;
Srednica preta: 2 cm), ktéry obracat sie ze statg predkoscig 18 obrotéw na minute (rpm).
W kazdej sesji treningowej zwierzeta umieszczano na obracajgcym sie precie na okres 3 minut
z nieograniczong liczbg préb. Wiasciwy eksperyment wykonywano 24 godziny po ostatnim
treningu. Po podaniu badanych zwigzkéw, wykonywano pomiar na precie obracajacym
sie z predkoscig 6, 18 i 24 rpm. Zaburzenia koordynacji ruchowej u zwierzat definiowano
jako niezdolnos¢ do pozostania na obracajgcym sie precie przez 1 min. Wyniki przedstawiano
jako sredni czas spedzony na obracajgcym sie precie rotarod [294].

3.4.2.2 Ocena wplywu na spontaniczng aktywnos¢ lokomotoryczna

W celu oceny wptywu zastosowanych lekéw i potgczenn na spontaniczng aktywnos$é
lokomotoryczng zwierzeta umieszczano w aparacie (40 x 40 x 31 cm, zaopatrzony w emitery
promieni podczerwieni (IR); Activity Cage 7441, Ugo Basile, Wtochy) na 30-minutowy okres
habituacji, nastepnie rozpoczynat sie 30-minutowy lub 60-minutowy pomiar ruchéw
wykonywanych przez mysz (poziome i pionowe przerwania wigzek IR rejestrowane jako ruch).

3.4.3 Metodyka pomiaréw wykonanych w tescie preferencji miejsca

Badania rozpoczeto od okresu habituacji zwierzat w aparaturze na dzien przed zaplanowanym
wiasciwym eksperymentem. Do eksperymentu wybrano dwa leki: duloksetyne i pregabaline.
Pomiar wykonano w trzech punktach czasowych: pomiar u zwierzat, ktére nie otrzymaty
oksaliplatyny, pomiar po podaniu oksaliplatyny oraz pomiar po dootrzewnowym podaniu
lekéw w dawce 30 mg/kg. Zwierzeta umieszczano kazdorazowo na ptytkach na okres 5 min.
W ramach badania przebadano 9 rdinych zakreséw temperatur w przedziale: 0—45 °C,
ustawiajgc ptytki na temperatury réznigce sie o 5 °C, tj.: 0-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25,
25-30, 30-35, 35-40 oraz 40-45 °C. Pomiar czasu przebywania zwierzat na poszczegdlnych
ptytkach oraz rejestracja zachowan zwierzat odbywata sie poprzez nagrywanie myszy
umieszczonych w analgezymetrze kamerg (GoPro Hero7 Black, San Mateo, CA, USA),
a nastepnie analize nagran umozliwiajgcg policzenie % czasu spedzanego przez zwierze
na poszczegolnych ptytkach.
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3.5 ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW

Analize wynikdw badan behawioralnych przeprowadzono za pomocg oprogramowania
GraphPad Prism (wersja 5.0, 6.0, 7.0 i 8.0, USA). Wyniki liczbowe sg wyrazone jako wartos¢
$rednia + SEM. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu jednoczynnikowe;j
analizy wariancji, a nastepnie poréwnania post hoc Dunnetta lub analizy wariancji
z powtarzanymi pomiarami, a nastepnie poréwnania post hoc Bonferroniego lub Tukeya
dla pomiaréw wykonywanych w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya.

W przypadku pomiaréw uzyskanych w ostatnim etapie badai przy uzyciu nowej
aparatury, wyniki uzyskane w testach behawioralnych zostaty wyrazone jako % czasu
spedzanego w kazdej strefie termicznej. Ocene statystyczng wynikdw przeprowadzono
za pomocg analizy wariancji z powtarzanymi pomiarami, a nastepnie pordwnania post hoc
Tukeya dla poréownan grupowych wykonanych w rdznych punktach czasowych
(tj. przed podaniem oksaliplatyny, przed podaniem leku i po podaniu leku). We wszystkich
testach za istotne uznawano P<0.05.
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4 WYNIKI

4.1 MODEL TOKSYCZNEJ NEUROPATII INDUKOWANEJ OKSALIPLATYNA — SELEKCJA
TEMPERATUR DO BADAN WPLYWU ZWIAZKOW CHEMICZNYCH NA PROG

BOLOWY U MYSZY

Z uwagi na rozbiezne dane literaturowe dotyczgce zakresu wartosci temperatur stosowanych
w badaniach progu bélowego u myszy w tescie zimnej ptytki [39,103,295], rozpoczynajac
badania sprawdzono u gryzoni zachowania zwigzane z bdlem w tescie zimnej ptytki
w temperaturach 1 °C, 2.5 °C oraz 4 °C w kilku punktach czasowych od podania oksaliplatyny:
2h,3h,4h,6h,24h,72 h oraz 7 dni. Wykres A — pomiar pierwszego dnia eksperymentu
wykonywano po 2 h od podania oksaliplatyny, w trzech wyselekcjonowanych temperaturach
ptytki; Wykres B — pomiar pierwszego dnia eksperymentu wykonywano po 3 h od podania
oksaliplatyny, w trzech wyselekcjonowanych temperaturach ptytki; Wykres C — pomiar
pierwszego dnia eksperymentu wykonywano po 4 h od podania oksaliplatyny, w trzech
wyselekcjonowanych temperaturach pftytki; Wykres D — pomiar pierwszego dnia
eksperymentu wykonywano po 6 h od podania oksaliplatyny, w trzech wyselekcjonowanych
temperaturach ptytki.

W wyniku podania oksaliplatyny zaobserwowano istotne skrécenie czasu wystgpienia
reakcji bélowej u zwierzat w tescie zimnej ptytki w temperaturze 1 °C (efekt ,badanego
zwigzku”: F785=15.50, P<0.0001), 2.5 °C (efekt ,badanego zwigzku”: F777=21.19, P<0.0001)
oraz 4 °C (efekt ,badanego zwigzku”: F780=21.23, P<0.0001). W przypadku zastosowanej
temperatury 1 °C oraz 4 °C taka reakcja zostata zaobserwowana dopiero po 3 h od podania
oksaliplatyny (P<0.001, Rycina 13B) i utrzymywata sie do korica trwania eksperymentu.
W przypadku zastosowania temperatury 2.5 °C istotne statystycznie skrdécenie czasu
wystgpienia reakcji bolowej w poréwnaniu do pomiaru zerowego u zwierzat przed podaniem
oksaliplatyny zostato zaobserwowane juz po 2 h od podania oksaliplatyny (P<0.001,
Rycina 13A) i réwniez utrzymywato sie do korica trwania eksperymentu.

Zastosowanie réznych temperatur ptytki oraz réoznego czasu obserwacji po podaniu
oksaliplatyny w pierwszym dniu eksperymentu pozwolito na wyselekcjonowanie
najoptymalniejszych warunkow przeprowadzania pomiarow. Co wiecej, wykonanie badan
po 24 h, 72 h i 7 dniach po podaniu chemioterapeutyku umozliwito monitorowanie zmian
zachodzgcych w czasie po podaniu oksaliplatyny oraz natezenia nadwrazliwosci termiczne;j
w zaleznosci od okreslonego punktu czasowego i temperatury ptytki. Dzieki wykonanemu
badaniu przesiewowemu (czas-temperatura) najoptymalniejsze warunki zaobserwowano
po 3 h od podania oksaliplatyny na ptytce o temperaturze 2.5 °C. Ponadto, zastosowana
pojedyncza dawka tego chemioterapeutyku byta wystarczajgca zaréwno do wywotania CIPN
pierwszego dnia eksperymentu, jak i indukowania zmian odpowiedzialnych za wywotanie
nadwrazliwosci po siedmiu dniach od wstrzykniecia (Rycina 13).

Niniejsze wyniki opublikowano w pracy: Furgata, A., Satat, R., & Satat, K. (2018). Acute
cold allodynia induced by oxaliplatin is attenuated by amitriptyline. Acta Neurobiologiae
Experimentalis, 78, 315-321.
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Rycina 13. Wptyw oksaliplatyny podawanej dootrzewnowo na czas wystgpienia reakcji bolowej u myszy.
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Reakcje bdlowa mierzono w tescie zimnej ptytki w réznych temperaturach i réznych punktach czasowych. Wyniki przedstawiono jako czas wystgpienia reakcji bdlowej
(podnoszenie, gryzienie, potrzasanie tylnymi tapami, podskakiwanie, deficyty ruchu) w temperaturze 1°C, 2.5°Club4°Cpo 2 h (A),3h(B),4 h(C)i6 h (D) po podaniu oksaliplatyny
(+SEM) dla n=6-10. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Dunnetta. Znamienno$¢ statystyczna w poréwnaniu z pomiarem przed podaniem
oksaliplatyny: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<.0001. Skrdty: OXA — oksaliplatyny.
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4.2 ANALIZA SKUTECZNOSCI WYBRANYCH LEKOW | ZWIAZKOW W MODELU

NEUROPATII OBWODOWEJ INDUKOWANEJ OKSALIPLATYNA

4.2.1 Badanie oceniajace skutecznos¢ duloksetyny
4.2.1.1 Podanie jednorazowe i wielokrotne duloksetyny

Biorgc pod uwage rekomendacje [152] oraz skuteczno$é terapeutyczng duloksetyny
oceniono aktywnos¢ przeciwbdlowg tego leku w modelu zwierzecym CIPN, stosujgc rézne
dawki i schematy podania, w tym podanie wielokrotne. Rozpoczynajgc pomiary wyznaczono
dawke efektywng i podprogowa. Dodatkowo postanowiono ocenié¢ skuteczno$é tego leku
w schemacie podania wielokrotnego.

Skutecznos¢ analgetyczng duloksetyny oceniono w tescie von Freya i zimnej ptytki. Test
zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego zwiqzku”
F5,53=26.54, P<0.0001; efekt ,czasu” Fsss619=73.61, P<0.0001; efekt interakcji F0,212=5.134,
P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt , badanego
zwiqzku” Fss54=131.1, P<0.0001; efekt ,czasu” Fs.1s3171.9=297.2, P<0.0001; efekt interakcji
F20,216=67.41, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny spowodowato istotne statystycznie
skrdécenie czasu wystgpienia reakcji bélowej pierwszego dnia eksperymentu we wszystkich
grupach eksperymentalnych (P<0.001, Rycina 14A). Efekt ten utrzymat sie do siddmego dnia
pomiaréw rowniez we wszystkich grupach (P<0.001, Rycina 14A), przy czym w grupie, ktora
otrzymywata duloksetyne wielokrotnie w dawce 30 mg/kg efekt ten byt najstabszy
i w poréwnaniu do pomiaru po podaniu oksaliplatyny uzyskanego dnia pierwszego
byt znamiennie wyzszy (P<0.05, Rycina 14A). Istotne statystycznie dziatanie fagodzace objawy
nadwrazliwosci termicznej zaobserwowano wytgcznie pierwszego dnia eksperymentu
dla duloksetyny podawanej w dawce 30 mg/kg (P<0.05, Rycina 14A).

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny pierwszego dnia wywotato rozwdj
nadwrazliwosci mechanicznej we wszystkich grupach eksperymentalnych (P<0.0001,
Rycina 14B). Jednorazowe podanie duloksetyny w dawkach 10 i 30 mg/kg wykazato dziatanie
przeciwbdlowe na objawy nadwrazliwosci mechanicznej i podwyzszato prog reakcji bélowej
w pierwszym dniu eksperymentu (P<0.0001 - podanie jednorazowe duloksetyny w dawce
10 mg/kg; P<0.001 - duloksetyna podana w dawce 30 mg/kg, Rycina 14B). Jednorazowe
i wielokrotne podanie duloksetyny w dawkach 10 mg/kg i 30 mg/kg hamowato rozwdj
nadwrazliwosci péznej w siodmym dniu eksperymentu, znamiennie podwyzszajgc wartosé sity
nacisku wywotujgcej reakcje w poréwnaniu do pomiaru po podaniu cytostatyka uzyskanego
pierwszego dnia pomiarow (P<0.0001, oprécz jednorazowego podania duloksetyny w dawce
10 mg/kg: P<0.01, Rycina 14B).

Znamienny wptyw tagodzacy objawy nadwrazliwosci mechanicznej rozwijajgcej
sie po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny wywotato podanie duloksetyny wyfgcznie
w dawce 30 mg/kg w schemacie podania jednorazowego (P<0.001, Rycina 14B). Jednak nalezy
zwréci uwage na fakt, iz wielokrotne podanie duloksetyny w dawkach 10 i 30 mg/kg
prowadzito do znamiennego podwyzszenia wartosci pomiaréw w dniu siodmym, osiggajac
poréownywalny poziom jak u zwierzat, ktére nie otrzymaty oksaliplatyny. Stad
prawdopodobnie, dodatkowe podanie leku w siédmym dniu eksperymentu nie podwyzszato
juz i tak wysokich wartosci pomiardow sity nacisku.
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Rycina 14. Wplyw duloksetyny (10 i 30 mg/kg, i.p.) podawanej jednorazowo
i wielokrotnie na prog bélowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bolowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdolowa w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001;
znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity wywotujacej reakcje bolowa przed podaniem duloksetyny
w odpowiednim punkcie czasowym: * P<0.05, *** P<0.001, **** P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar po podaniu
oksaliplatyny pierwszego dnia: * P<0.05, M P<0.01, A" P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar przed podaniem
duloksetyny, postdrug — pomiar po podaniu duloksetyny, D1 — pierwszy dziern eksperymentu, D7 — siédmy dzien
eksperymentu. Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame
kolory stupkdw na wykresie jak pozostate grupy, ktéorym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiarow w tych
samych punktach czasowych.
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4.2.1.2 Podanie profilaktyczne duloksetyny

Duloksetyna oprdécz wtasciwosci tagodzacych objawy bélu neuropatycznego, w tym CIPN,
jest rowniez waznym lekiem stosowanym w profilaktyce rozwoju bélu neuropatycznego
jako powikfania leczenia onkologicznego [246]. Obserwujgc, zaréwno po podaniu
pojedynczym i wielokrotnym duloksetyny, tendencje do hamowania rozwoju nadwrazliwosci
termicznej i mechanicznej w siédmym dniu eksperymentu, zaplanowano badanie majace
na celu ocene potencjatu profilaktycznego tego leku przed wstrzyknieciem oksaliplatyny,
podawanego jednorazowo i wielokrotnie w dawkach 10 i 30 mg/kg.

Skutecznos¢ profilaktyczng oceniono w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya.
W schemacie profilaktyki jednorazowej: test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi
pomiarami: efekt ,badanego zwiqgzku” F336=7.791, P<0.001; efekt ,czasu” F37,=84.11,
P<0.0001; efekt interakcji Fs,72=3.25, P<0.01; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi
pomiarami: efekt ,badanego zwiqgzku” F33=30.35, P<0.0001; efekt ,czasu” F372=54.50,
P<0.0001, efekt interakgcji Fs,72=33.65, P<0.0001.

W schemacie profilaktyki wielokrotnej: test zimnej ptytki: analiza wariancji
Z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego zwiqzku” F;2,=14.04, P=0.0001; efekt ,czasu”
F438=18.18, P<0.0001; efekt interakcji Fsss=7.245, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji
Z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego zwiqzku” F;27=39.17, P<0.0001; efekt ,czasu”
F4,10s=8.809, P<0.0001; efekt interakcji Fs 10s=22.07, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki w pierwszym dniu eksperymentu, pomimo podania duloksetyny
na 1 godzine przed podaniem oksaliplatyny nie wykazano profilaktycznego efektu
zastosowanego leku zarowno w dawce 10 mg/kg, jak i 30 mg/kg. Podanie oksaliplatyny
wywotato istotne statystycznie skrocenie czasu wystgpienia reakcji bélowej w grupie, ktora
otrzymata duloksetyne w dawkach 10 mg/kg (P<0.0001, Rycina 15A) i 30 mg/kg (P<0.001,
Rycina 15A). Dodatkowo efekt ten utrzymywat sie siedem dni po podaniu cytostatyka
(P<0.0001, Rycina 15A). Jednakze, w pierwszym dniu po podaniu oksaliplatyny, jednorazowe
podanie duloksetyny w dawce 30 mg/kg przed podaniem cytostatyka wydtuzato w sposéb
istotny statystycznie czas wystgpienia reakcji bélowej w stosunku do grupy kontrolnej, ktéra
otrzymata oksaliplatyne (P<0.01, Rycina 15A).

W tescie von Freya pojedyncze podanie duloksetyny w dawce 10 mg/kg przed
podaniem oksaliplatyny nie wykazato istotnego dziatania ochronnego w pierwszym i si6dmym
dniu pomiaréw (P<0.0001, Rycina 15B), aczkolwiek warto$¢ progu reakcji bélowej po podaniu
cytostatyka pierwszego dnia byta wyzsza niz wartos¢ uzyskana dla grupy kontrolnej, ktora
otrzymata wytgcznie oksaliplatyne (P<0.05, Rycina 15B). Podanie duloksetyny w dawce
30 mg/kg na 1 godzine przed podaniem oksaliplatyny wywotato silne dziatanie ochronne
i zahamowato rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej w pierwszym dniu eksperymentu
w stosunku do pomiaru sity nacisku przed podaniem oksaliplatyny oraz pomiaru grupy
kontrolnej otrzymujgcej cytostatyk (P<0.0001, Rycina 15B). Co wiecej, w porédwnaniu
do kontroli, ktéra otrzymata oksaliplatyne pojedyncza profilaktyczna dawka 30 mg/kg
duloksetyny znaczaco hamowata rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej w siodmym dniu
pomiardow (P<0.001, Rycina 15B).
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Rycina 15. Wptyw duloksetyny (10 i 30 mg/kg, i.p.) podawanej profilaktycznie jednorazowo
na prog bélowy zwierzat mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz w 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz $rednig site nacisku wywotujaca reakcje w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng (test von Freya)
dla n=10 (* SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya. Znamiennos¢
statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001; znamiennos¢
statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku wywotujacej reakcje po oksaliplatynie grupy kontrolnej, ktéra
otrzymata cytostatyk: A P<0.05, " P<0.01, A~ P<0.001, AMA P<0.0001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar zerowy
siodmego dnia grupy kontrolnej, ktéora otrzymata cytostatyk: &&& P<0.001, &&&& P<0.0001. OXA — oksaliplatyna,
D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — sidédmy dziern eksperymentu. Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie
rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkdw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym
podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych punktach czasowych.
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W schemacie prewencji wielokrotnej, w tescie zimnej ptytki podanie duloksetyny
w dawkach 10 i 30 mg/kg nie wykazato dziatania ochronnego na rozwdj nadwrazliwosci
termicznej po podaniu oksaliplatyny w pierwszym dniu podania cytostatyka (7 dzien
eksperymentu; P<0.0001, Rycina 16A). Co ciekawe, wielokrotnie profilaktycznie podana
duloksetyna w dawce 10 mg/kg wykazata dziatanie ochronne, hamujgce rozwdj
nadwrazliwosci po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny istotnie statystycznie podnoszac
prog bélowy w stosunku do pomiaru po podaniu cytostatyka (P<0.0001, Rycina 16A),
oraz podana po oksaliplatynie wykazata efekt przeciwbdlowy (P<0.05, Rycina 16A). Podanie
wielokrotne duloksetyny w dawce 30 mg/kg przed podaniem oksaliplatyny nie wykazato
efektu profilaktycznego zaréwno w dniu podania cytostatyka oraz po siedmiu dniach od jego
podania, zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie progu bdlowego (P<0.0001,
Rycina 16A).

W tescie von Freya wielokrotne podanie duloksetyny w dawce 10 mg/kg nie ochronito
przed rozwojem nadwrazliwosci mechanicznej w pierwszym dniu podania cytostatyka (7 dzien
eksperymentu; P<0.01, Rycina 16B). Natomiast, dodatkowe podanie duloksetyny
(w siddmym dniu eksperymentu) po oksaliplatynie wykazato istotny statystycznie efekt
przeciwbdlowy (P<0.001, Rycina 16B). Duloksetyna podana zwierzetom w dawce 10 mg/kg
wielokrotnie wykazata dziatanie ochronne na rozwdj pdznej nadwrazliwosci, istotnie
statystycznie podwyzszajgc wartos¢ pomiaru otrzymanego po siedmiu dniach od podania
oksaliplatyny (14 dzien eksperymentu), w poréwnaniu do pomiaru w pierwszym dniu podania
cytostatyka (P<0.01, Rycina 16B).

Podanie duloksetyny w wysokiej dawce — 30 mg/kg przez 7 dni przed podaniem
oksaliplatyny wywotato silny efekt profilaktyczny, znaczaco podwyiszajac prég bdlowy
pomimo podania oksaliplatyny (7 dzien eksperymentu; P<0.0001, Rycina 16B). Pomiar
otrzymany po siedmiu dniach od wstrzykniecia cytostatyka (14 dzien eksperymentu) byt nizszy
niz w pierwszym dniu podania oksaliplatyny (P<0.0001, Rycina 16B), jednakze byt znamiennie
wyzszy w stosunku do pomiaru sity nacisku otrzymanej dla grupy kontrolnej, ktéra
nie otrzymata oksaliplatyny (P<0.01, Rycina 16B).
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Rycina 16. Wptyw duloksetyny (10 i 30 mg/kg, i.p.) podawanej wielokrotnie profilaktycznie
na prog bélowy zwierzat mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano pierwszego dnia podania duloksetyny (D1), w dniu podania oksaliplatyny
(D7) oraz w 7 dni po podaniu cytostatyka (D14). Wyniki przedstawiono jako s$redni czas wystgpienia reakcji bolowe;j
w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki, temperatura 2.5 °C) oraz $rednig site nacisku wywotujaca reakcje
bdélowa w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng (test von Freya) dla n=5-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji
z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya. Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny,
pierwszy dzien pomiarow: # P<0.05, ## P<0.01, #### P<0.0001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji
bélowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje po podaniu oksaliplatyny: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001;
znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar zerowy 14 dnia grupy kontrolnej: && P<0.01, &&&& P<0.0001. OXA — oksaliplatyna,
DL — duloksetyna, D1 — dzien rozpoczecia podania duloksetyny, D7 — dzien podania oksaliplatyny, D14 — 14 dzien
eksperymentu. Grupa kontrolna, ktora otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame
kolory stupkdédw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw
w tych samych punktach czasowych.
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4.2.2 Badanie oceniajace skuteczno$¢ pregabaliny

Pregabalina byta jednym z pierwszych lekéw rekomendowanych w celu leczenia i tagodzenia
objawdéw bélu neuropatycznego ze wzgledu na obiecujgcg skuteczno$é analgetyczng
oraz mechanizm dziatania oparty na hamowaniu aktywnosci VGCCs. Z uwagi na fakt,
iz kanatopatie odgrywaja jedng z kluczowych rél w patogenezie rozwoju CIPN, skutecznos¢
monoterapii pregabaling wséréd pacjentéw jest niewystarczajgca oraz w oparciu o dane
literaturowe [296] i rekomendacje kliniczne [152] postanowiono oceni¢ skutecznos¢
pregabaliny w tagodzeniu objawdéw neuropatii obwodowej w modelu zwierzecym CIPN,
a wyniki wykorzystaé w kolejnych etapach badan.

We wstepnym etapie zostata wyznaczona dawka aktywna i podprogowa
dla pregabaliny w tescie zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
»badanego zwigzku” F336=1.794, P>0.05; efekt ,,czasu” F4,144=97.30, P<0.0001; efekt interakcji
F12,144=3.72, P<0.0001.

Podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie progu bdlowego
pierwszego i siodmego dnia eksperymentu w obu grupach eksperymentalnych (P<0.001,
Rycina 17). W tescie zimnej ptytki podanie pregabaliny w dawce 10 mg/kg nie wywotato
istotnego statystycznie wydtuzenia czasu wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi
na dziatajgcy bodziec termiczny (niskg temperature). Skuteczng dawka okazata sie dawka
30 mg/kg, ktérej podanie znamiennie wydtuzato czas wystgpienia reakcji nocyceptywnej
pierwszego i siodmego dnia eksperymentu (P<0.001, Rycina 17).
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Rycina 17. Wptyw pregabaliny (10 i 30 mg/kg, i.p.) na prég bolowy zwierzat mierzony
w tescie zimnej ptytki.

Nadwrazliwos$¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki przedstawiono
jako $redni czas wystapienia reakcji bélowej (+ SEM) w odpowiedzi na stymulacje termiczng (temperatura 2.5 °C) dla n = 10.
Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Bonferroniego. Znamiennos¢ statystyczna
vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ### P<0.001; znamiennos¢ statystyczna vs. czas wystgpienia reakcji bdlowe;j
przed podaniem pregabaliny w odpowiednim punkcie czasowym: *** P<0.001. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar
przed podaniem pregabaliny, postdrug — pomiar po podaniu pregabaliny, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siddmy
dzien eksperymentu.
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4.2.3 Badanie oceniajace skuteczno$¢ amitryptyliny
Ze wzgledu na mechanizm dziatania i skuteczno$¢ terapeutyczng, TLPD rekomendowane
sg jako leki pierwszego wyboru leczenia bdlu neuropatycznego [152]. Amitryptylina, poza
hamowaniem resorpcji zwrotnej NA i 5-HT w uktadzie nerwowym, dodatkowo blokuje VGSCs,
VGCCs i jest antagonista receptorow NMDAR, muskarynowych, a-adrenergicznych
i Hi-histaminowych. Wptyw na wychwyt NA, 5-HT, VGSCs, VGCCs i NMDAR to mechanizmy,
ktére moga odpowiada¢ za hamowanie bélu [297]. Jednak dane literaturowe dotyczace
zastosowania  amitryptyliny w leczeniu neuropatii wywotfanej chemioterapig
sg niejednoznaczne.

W poczatkowym etapie wyznaczono dla amitryptyliny dawke aktywng i podprogowa.
W tym celu zostaty przebadane 3 dawki leku: 1 mg/kg, 2.5 mg/kg i 10 mg/kg. Analiza wariancji
wykazata istotny efekt ,badanego zwigzku” Fi4,135=7.676, P<0.0001. Sposrod przebadanych
dawek istotng statystycznie skutecznosé przeciwbdlowa wykazata amitryptylina w dawkach
2.5 mg/kg (P<0.01, Rycina 18) i 10 mg/kg (P<0.05, Rycina 18) pierwszego dnia eksperymentu,
bez wptywu na pomiar wykonany po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny.

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Furgata, A., Satat, R., & Satat,
K. (2018). Acute cold allodynia induced by oxaliplatin is attenuated by amitriptyline.
Acta Neurobiologiae Experimentalis, 78, 315-321.
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Rycina 18. Wptyw amitryptyliny (1, 2.5 i 10 mg/kg, i.p.) na prég bélowy zwierzat mierzony
w tescie zimnej ptytki.

Nadwrazliwos$¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki przedstawiono
jako $redni czas wystgpienia reakcji bdlowej (+ SEM) w odpowiedzi na stymulacje termiczng (temperatura 2.5 °C) dla n = 10.
Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya. Znamiennos¢ statystyczna
vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar
przed podaniem amitryptyliny w odpowiednim punkcie czasowym: * P<0.05, ** P<0.01. OXA — oksaliplatyna, predrug —
pomiar przed podaniem amitryptyliny, postdrug — pomiar po podaniu amitryptyliny, D1 — pierwszy dzier eksperymentu,
D7 —siédmy dzien eksperymentu.
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4.2.4 Badanie oceniajace skutecznos$¢ lakozamidu

Lakozamid nalezy do nowej klasy lekow przeciwpadaczkowych, ktérego mechanizm dziatania
do tej pory nie zostat jeszcze dobrze poznany. Przyjmuje sie, ze lakozamid selektywnie
wzmacnia powolng dezaktywacje VGSCs, prowadzac do stabilizacji btony komoérkowej
nadmiernie pobudliwych neuronéw oraz wigze sie z biatkiem mediatora odpowiedzi
na kolapsyne 2 (ang. collapsin response mediator protein 2, CRMP-2) biorgcym udziat
w roznicowaniu i kontroli odrastania aksonéw oraz prawdopodobnie epileptogenezie
[298,299]. Zaréwno wptyw na VGSCs, jak réwniez modulacja CRMP-2 mogg prawdopodobnie
modyfikowaé przebieg choroby jakg jest bdl neuropatyczny, stad tez lakozamid wykorzystano
w badaniach z udziatem ludzi i zwierzat oceniajac jego aktywnos¢ w réznych rodzajach bdlu
neuropatycznego [274,289,300,301].

W pierwszym etapie badan wyznaczono dawke aktywng i podprogowg lakozamidu.
W tym celu lakozamid przebadano w dawkach 10 i 30 mg/kg. Test zimnej ptytki: analiza
wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego zwiqgzku” F;:4=93.64, P<0.0001; efekt
»Czasu” F2620,62.88=78.32, P<0.0001; efekt interakcji Fs9=26.50, P<0.0001; test von Freya:
analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego zwigzku” F;:7=39.63,
P<0.0001; efekt ,czasu” F2.715,73.31=52.33, P<0.0001; efekt interakcji Fg 10s=10.11, P<0.0001.

Podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie progu bdlowego
zaréwno w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya pierwszego i siddmego dnia eksperymentu
(P<0.0001, oprocz pomiaru pierwszego dnia w tescie zimnej ptytki grupy otrzymujacej
lakozamid w dawce 10 mg/kg: P<0.001, Rycina 19).

W tescie zimnej ptytki skutecznos¢ w tagodzeniu objawdw nadwrazliwosci termicznej
wykazat lakozamid w dawce 30 mg/kg wytgcznie pierwszego dnia eksperymentu (P<0.05,
Rycina 19A). W tescie von Freya lakozamid w dawce 10 mg/kg wykazat istotng statystycznie
aktywnos¢ przeciwbdlowg, podwyzszajgc prég bdlowy pierwszego (P<0.05, Rycina 19B)
i siddmego (P<0.01, Rycina 19B) dnia eksperymentu. Dawka 30 mg/kg wykazata zauwazalnie
silniejszy efekt przeciwbdlowy w pierwszym (P<0.0001, Rycina 19B) i siodmym (P<0.001,
Rycina 19B) dniu podania w poréwnaniu do dawki 10 mg/kg.
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Rycina 19. Wptyw lakozamidu (10 i 30 mg/kg, i.p.) na prég bdlowy zwierzat mierzony
w tescie zimnej plytki (A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz $rednig site nacisku wywotujgca reakcje bdlowa w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng (test
von Freya) dla n=7-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ### P<0.001, #### P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna
vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje przed podaniem lakozamidu w odpowiednim punkcie
czasowym: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar przed podaniem
lakozamidu, postdrug — pomiar po podaniu lakozamidu, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siodmy dzien eksperymentu.
Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkéw
na wykresie jak pozostate grupy, ktdrym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych
punktach czasowych.
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4.2.5 Badanie oceniajace skuteczno$¢ cebranopadolu i morfiny

Poniewaz w rekomendacjach leczenia bélu neuropatycznego jedng z mozliwych terapii
jest wykorzystanie opioidowych lekéw przeciwbélowych [152], w przedstawionym
eksperymencie oceniono skutecznos¢ analgetyczng cebranopadolu — nowego agonisty
receptoréw nocyceptyny/orfaniny FQ oraz wszystkich klasycznych receptoréw opioidowych —
K, W, 6 [302]. We wczesniejszych badaniach cebranopadol wykazat skuteczno$é w réznych
zwierzecych modelach bélu neuropatycznego [303] i bdlu trzewnego [304], przy mniejszej
tendencji do wywotywania uzaleznienia fizycznego, w porédwnaniu do klasycznych lekéw
opioidowych [305]. W modelu CIPN, skutecznos$¢ cebranopadolu nie zostata oceniona
w zadnym z wczesniejszych badan, z tego wzgledu postanowiono zbadac wptyw tego zwigzku
na zdolno$¢ tagodzenia objawdw CIPN indukowane] oksaliplatyng. W niniejszym badaniu
jako zwigzek odniesienia wykorzystano morfine.

Jednoczynnikowa analiza wariancji wykazata efekt ,badanego zwigzku” (F16,127= 15.58,
P<0.0001). Pierwszego dnia eksperymentu zaréwno cebranopadol, jak i morfina wykazaty silne
i istotne statystycznie dziatanie przeciwbdlowe. Skutecznos¢ cebranopadolu byta oceniana
w dwodch przedziatach czasowych po 90 i 120 min od podania, morfiny po 60 min
od wstrzykniecia. W obu punktach czasowych cebranopadol wykazat istotng statystycznie
aktywnos¢ (P<0.001 po 90 min i P<0.01 po 120 min, Rycina 20). Morfina réwniez tagodzita
nadwrazliwos¢ termiczng indukowang oksaliplatyng pierwszego dnia eksperymentu (P<0.01,
Rycina 20). Po siedmiu dniach od podania cytostatyka zardwno cebranopadol (P<0.01
po 90 min i P<0.05 po 120 min, Rycina 20), jak i morfina (P<0.01, Rycina 20) wykazaty istotne
statystycznie dziatanie przeciwbdlowe.

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Satat, K., Furgata, A., & Satat,
R. (2018). Evaluation of cebranopadol, a dually acting nociceptin/orphanin FQ and opioid
receptor agonist in mouse models of acute, tonic, and chemotherapy-induced neuropathic
pain. Inflammopharmacology, 26(2), 361-374.
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Test zimnej plytki

(Jednorazowe podanie cebranopadolu i morfiny)
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Rycina 20. Wptyw cebranopadolu (10 mg/kg, s.c.) i morfiny (10 mg/kg, s.c.) na prég bélowy
zwierzat mierzony w tescie zimnej ptytki.

Nadwrazliwos$¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki przedstawiono
jako Sredni czas wystapienia reakcji bélowej (+ SEM) w odpowiedzi na stymulacje termiczng (temperatura 2.5 °C) dla n=8-10.
Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Tukeya. Znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar grupy
kontrolnej nieotrzymujacej oksaliplatyny: ### P<0.001; znamienno$¢ statystyczna vs. czas wystgpienia reakcji
przed podaniem cebranopadolu i morfiny w odpowiednim punkcie czasowym: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
OXA — oksaliplatyna, CEB — cebranopadol, MOR — morfina, predrug — pomiar przed podaniem badanego zwigzku,
postdrug — pomiar po podaniu badanego zwigzku. Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH)
i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkdéw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym podano oksaliplatyne,
ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych punktach czasowych.
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4.2.6 Badanie oceniajace skuteczno$¢ ambroksolu

4.2.6.1 Podanie dozylne ambroksolu

Ambroksol jest powszechnie stosowanym lekiem wykrztusnym rekomendowanym w leczeniu
réoznego rodzaju schorzen uktadu oddechowego. Od niedawna wiadomo, ze oprdcz dziatania
mukolitycznego, ambroksol wykazuje réwniez zdolno$¢ hamowania VGSCs [306], wptywa
na transmisje serotoninergiczng poprzez hamowanie wychwytu zwrotnego 5-HT
oraz dziata antagonistycznie na receptory 5-HTs [307].

We wstepnym etapie badan zostata wyznaczona dawka aktywna i podprogowa
dla ambroksolu podawanego drogg dozylng w tescie zimnej ptytki: analiza wariancji
Z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego zwiqzku” F336=1.794, P>0.05; efekt ,czasu”
F4,144=97.30, P<0.0001; efekt interakcji F12,144=3.72, P<0.0001.

Podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie progu bdlowego
zaréwno pierwszego, jak i siodmego dnia eksperymentu w obu grupach otrzymujgcych
ambroksol (P<0.001, Rycina 21).

W tescie zimnej ptytki podanie dozylne ambroksolu w dawce 12.5 mg/kg nie wywotato
istotnego statystycznie wydtuzenia czasu wystgpienia reakcji bdélowej w odpowiedzi
na dziatajacy bodziec termiczny (niskg temperature) zaréwno pierwszego, jak i si6dmego dnia
eksperymentu. Skuteczng dawka okazata sie dawka 37.5 mg/kg, ktorej podanie znamiennie
wydtuzato czas wystgpienia reakcji bdélowej pierwszego dnia eksperymentu (P<0.001,
Rycina 21). Takiej aktywnosci nie wykazano w siédmym dniu eksperymentu. Uzyskane wyniki
wykorzystano w kolejnych etapach badan.

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Furgata, A., Fijatkowski,
t., Nowaczyk, A., Satat, R., & Satat, K. (2018). Time-shifted co-administration of sub-analgesic
doses of ambroxol and pregabalin attenuates oxaliplatin-induced cold allodynia in mice.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 106, 930-940.

73



Test zimnej plytki
(jednorazowe podanie ambroksolu)

:2' 60- O przed OXA
g' T @ predrug D1
o B postdrug D1
‘_g B predrug D7
— [ postdrug D7
Q 40' *dedk
X
©
o
1™
3
3
2 |
& 20 HiH HitH Hit HH
2
3
©
N
© 0
12.5 375 [mg/kg]
AMBROKSOL
OXA OXA

Rycina 21. Wptyw ambroksolu (12.5 i 37.5 mg/kg, i.v.) na prég bélowy zwierzat mierzony

w tescie zimnej ptytki.

Nadwrazliwos$¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki przedstawiono
jako $redni czas wystgpienia reakcji bdlowej (+ SEM) w odpowiedzi na stymulacje termiczng (temperatura 2.5 °C) dla n = 10.
Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Bonferroniego. Znamiennos¢ statystyczna
vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ### P<0.001; znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem ambroksolu
w odpowiednim punkcie czasowym: *** P<0.001. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar przed podaniem ambroksolu,
postdrug — pomiar po podaniu ambroksolu, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siédmy dzier eksperymentu.
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4.2.6.2 Podanie jednorazowe i wielokrotne ambroksolu
W kolejnym etapie badan sprawdzono, czy ambroksol podany drogg dootrzewnowg wykazuje
wplyw na prog bolowy u zwierzat poddanych dziataniu oksaliplatyny.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego
zwigzku” Fg7=11.12, P<0.0001; efekt ,czasu” Fs.isi2387=122.0, P<0.0001; efekt interakcji
F32303=2.714, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
,badanego zwiqgzku” Fgg1=28.38, P<0.0001; efekt ,czasu” F2.799226.8=232.0, P<0.0001; efekt
interakcji F32324=21.49, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato znamienne skrécenie czasu
wystgpienia reakcji bolowej pierwszego dnia eksperymentu (P<0.001, Rycina 22A)
oraz po siedmiu dniach od podania cytostatyka (P<0.05, Rycina 22A). Nie zaobserwowano
istotnej statystycznie aktywnosci przeciwbdélowej ambroksolu w tescie zimnej ptytki w zadnym
z zastosowanych schematéw podan i dawek. Jednakze, podanie ambroksolu w dawce
150 mg/kg wykazywato tendencje do wydtuzania czasu wystgpienia reakcji bdlowej
otrzymanych w pierwszym dniu eksperymentu (Rycina 22A).

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny znamiennie obnizato prég bdlowy
w odpowiedzi na dziatanie bodica mechanicznego w pierwszym dniu eksperymentu
we wszystkich grupach eksperymentalnych (P<0.001, Rycina 22B). Siédmego dnia taki efekt
zaobserwowano wytgcznie w grupie otrzymujgcej jednorazowo ambroksol w dawce 90 mg/kg
(P<0.001, Rycina 22B). Podanie ambroksolu wielokrotnie w dawce 90 mg/kg oraz jednorazowo
i wielokrotnie w dawce 150 mg/kg hamowato rozwdéj nadwrazliwosci mechanicznej po siedmiu
dniach od podania cytostatyka, wykazujgc efekt ochronny.

Wptyw na nadwrazliwos¢ mechaniczng w pierwszym dniu eksperymentu wykazat
ambroksol we wszystkich zastosowanych dawkach (P<0.0001, Rycina 22B). Efekt ten byt silny
i przewyzszat wartosci pomiaréw otrzymanych dla zwierzat, ktore nie otrzymaty oksaliplatyny.
Istotng statystycznie aktywnos$¢ przeciwbdlowg w siddmym dniu eksperymentu
zaobserwowano wytgcznie w grupach otrzymujgcych ambroksol jednorazowo (w dawce
90 mg/kg: P<0.0001; w dawce 150 mg/kg: P<0.01, Rycina 22B). Brak efektu
w grupach otrzymujacych ambroksol wielokrotnie wynika prawdopodobnie z wptywu
ochronnego tego leku na rozwdj pdznej nadwrazliwosci (po siedmiu dniach od podania
oksaliplatyny). W poréwnaniu do pomiaru po podaniu oksaliplatyny wykonanego
w pierwszym dniu badania, pomiar wykonany dnia siédmego byt znamiennie wyzszy w grupie
otrzymujgcej wielokrotnie ambroksol w dawkach 90 mg/kg (P<0.001, Rycina 22B) i 150 mg/kg
(P<0.0001, Rycina 22B).

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Furgata-Wojas, A., Kowalska,
M., Nowaczyk, A., Fijatkowski, ., & Satat, K. (2020). Comparison of bromhexine and its active
metabolite-ambroxol as potential analgesics reducing oxaliplatin-induced neuropathic pain-
pharmacodynamic and molecular docking studies. Current Drug Metabolism, 21(7), 548-561.
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Rycina 22. Wptyw ambroksolu (90 i 150 mg/kg, i.p.) podawanego jednorazowo
i wielokrotnie na prog bélowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bolowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdlowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje myszy kontrolnych: # P<0.05,
### P<0.001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku wywotujacej reakcje przed podaniem
ambroksolu w odpowiednim punkcie czasowym: ** P<0.01, **** P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed
podaniem ambroksolu pierwszego dnia eksperymentu: +++ P<0.001, ++++ P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar
przed podaniem ambroksolu, postdrug — pomiar po podaniu ambroksolu, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siédmy
dzien eksperymentu. Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny
ma tozsame kolory stupkéw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie
pomiaréw w tych samych punktach czasowych.
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4.2.6.3 Ocena dziatania profilaktycznego ambroksolu

Z uwagi na wykazane w poprzednim badaniu (Rozdziat 4.2.6.2) mozliwe dziatanie ochronne
ambroksolu podawanego wielokrotnie, hamujgce rozwéj CIPN, przeprowadzono
doswiadczenie oceniajgce czy lek ten podawany profilaktycznie jednorazowo i wielokrotnie
w dawkach 90 i 150 mg/kg moze hamowac rozwdj CIPN u myszy poddanych dziataniu
oksaliplatyny.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami; podanie jednorazowe:
efekt ,badanego zwiqzku” F440=17.62, P<0.0001; efekt ,czasu” Fs.0e0,122.4=47.64, P<0.0001;
efekt interakcji Fie160=4.494, P<0.0001; podanie wielokrotne: efekt ,badanego zwigzku”
F4,40=10.21, P<0.0001; efekt ,,czasu” Fs.1351655=35.65, P<0.0001; efekt interakcji F20,200=3.064,
P<0.0001.

Test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami; podanie jednorazowe:
efekt ,badanego zwiqzku” Fa45=14.71, P<0.0001; efekt ,czasu” Fsz.145141.5=24.61, P<0.0001;
efekt interakcji Fie180=12.03, P<0.0001; podanie wielokrotne: efekt ,badanego zwigzku”
F445=16.43, P<0.0001; efekt ,,czasu” F3.921,176.4=112.6, P<0.0001; efekt interakcji F20,225=3.544,
P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie jednorazowe ambroksolu przed oksaliplatyng
nie wykazato dziatania ochronnego. Pomiary wykonane po podaniu cytostatyka byty
znamiennie nizsze w poréwnaniu do pomiarow wykonanych jako pomiar zerowy przed
podaniem oksaliplatyny i badanego leku (P<0.0001, Rycina 23A). Jednakze pomiar zerowy
wykonany siédmego dnia eksperymentu byt istotnie statystycznie wyzszy w poréwnaniu
do pomiaru po oksaliplatynie z pierwszego dnia eksperymentu w grupie otrzymujacej
ambroksol w dawkach 90 i 150 mg/kg (P<0.01, Rycina 23A).

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny indukowato rozwéj nadwrazliwosci
mechanicznej zarébwno w grupie otrzymujgcej ambroksol w dawkach 90 mg/kg (P<0.0001,
Rycina 23B) i 150 mg/kg (P<0.01, Rycina 23B) w pierwszym dniu eksperymentu. Pomiar zerowy
wykonany siddmego dnia w grupie otrzymujgcej ambroksol w dawce 90 mg/kg byt znamiennie
nizszy (P<0.05, Rycina 23B), a dodatkowe podanie ambroksolu potegowato efekt tagodzacy
objawy nadwrazliwos$ci mechanicznej (P<0.05, Rycina 23B). Jednorazowe podanie ambroksolu
w dawce 150 mg/kg wykazywato efekt ochronny na rozwdj nadwrazliwosci po siedmiu dniach
od podania oksaliplatyny, podwyzszajgc pomiar sity nacisku wywotujacej reakcje do poziomu
grupy kontrolnej, ktdra nie otrzymaty cytostatyka.
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Rycina 23. Wptyw ambroksolu (90 i 150 mg/kg, i.p.) podawanego jednorazowo
profilaktycznie na prég bolowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdlowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=5-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje bdlowg myszy, przed podaniem
oksaliplatyny i ambroksolu: # P<0.05, ## P<0.01, #### P<0.0001; znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji
bélowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje po podaniu oksaliplatyny: ++ P<0.01; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar
przed podaniem ambroksolu: * P<0.05. OXA — oksaliplatyna, AMB — ambroksol, predrug — pomiar przed podaniem
ambroksolu, postdrug — pomiar po podaniu ambroksolu, D1 — pierwszy dziern eksperymentu, D7 — siédmy dzien
eksperymentu. Grupa kontrolna, ktora otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame
kolory stupkéw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych
samych punktach czasowych.
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W schemacie profilaktyki wielokrotnej w tescie zimnej ptytki, podanie ambroksolu
przez siedem dni przed podaniem oksaliplatyny nie wykazato efektu ochronnego na rozwdéj
nadwrazliwosci termicznej. Pomiar wykonany po podaniu cytostatyka pierwszego dnia
byt istotnie statystycznie nizszy w grupie otrzymujacej ambroksol w dawkach 90 mg/kg
(P<0.01, Rycina 24A) i 150 mg/kg (P<0.001, Rycina 24A) i dodatkowo utrzymat sie siedem dni
po podaniu oksaliplatyny (ambroksol w dawce 90 mg/kg, P<0.001; ambroksol w dawce
150 mg/kg, P<0.0001, Rycina 24A). Podobny efekt zaobserwowano w tescie von Freya.
Zaréwno podanie ambroksolu w dawce 90 mg/kg (P<0.0001, Rycina 24B) i 150 mg/kg
(P<0.001, pierwszy dzien po podaniu oksaliplatyny; P<0.01, siddmy dzied od podania
oksaliplatyny, Rycina 24B) nie chronito przed rozwojem nadwrazliwo$ci mechanicznej
pierwszego i siddmego dnia po podaniu cytostatyka.
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Rycina 24. Wptyw ambroksolu (90 i 150 mg/kg, i.p.) podawanego wielokrotnie
profilaktycznie na prég bolowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano pierwszego dnia podania ambroksolu (D1), w dniu podania oksaliplatyny
(D7) oraz w 7 dni po podaniu cytostatyka (D14). Wyniki przedstawiono jako sredni czas wystgpienia reakcji bolowej
w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki, temperatura 2.5 °C) oraz Srednig site nacisku wywotujgca reakcje
bdélowa w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng (test von Freya) dla n=5-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji
z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya. Znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku
wywotujgcej reakcje bolowag myszy, przed podaniem oksaliplatyny i ambroksolu: ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001.
OXA — oksaliplatyna, AMB — ambroksol, predrug — pomiar przed podaniem ambroksolu, postdrug — pomiar po podaniu
ambroksolu, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siodmy dzien eksperymentu (dzien podania oksliplatyny),
D14 — czternasty dzien eksperymentu (si6dmy od podania oksaliplatyny). Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie
rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkéw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym
podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych punktach czasowych.
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4.2.7 Badanie oceniajace skuteczno$¢ bromheksyny

4.2.7.1 Podanie jednorazowe i wielokrotne bromheksyny

Bromheksyna jest lekiem mukolitycznym, dla ktérego ambroksol stanowi aktywny metabolit.
W organizmie bromheksyna ulega metabolizmowi do dwdch gtéwnych metabolitéw:
ambroksolu i zwigzku E-3-HDMB ((E)-3-hydroksydemetylolbromheksyny) oraz w mniejszym
stopniu do innych zwigzkdw [308]. Pomimo Zze ambroksol jest gtéwnym aktywnym
metabolitem bromheksyny, profil dziatania analgetycznego obu lekéw moze by¢ rdéziny.
W przypadku bromheksyny moze on wynikaé z aktywnos¢ innych metabolitdw oraz zdolnosci
oddziatywania z receptorami sigma [309,310]. Z uwagi na powyisze, postanowiono
zweryfikowaé hipoteze, czy bromheksyna podawana w sposéb analogiczny jak ambroksol,
wykaze zblizony profil dziatania analgetycznego w modelu CIPN.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego
zwigzku” Fs76=11.12, P<0.0001; efekt ,czasu” Fs3is1238.7=122.0, P<0.0001; efekt interakcji
F32,303=2.714, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
»badanego zwiqgzku” Fgg1=28.38, P<0.0001; efekt ,czasu” F2.799226.8=232.0, P<0.0001; efekt
interakcji F32324=21.49, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato znamienne skrécenie czasu
wystgpienia reakcji bdlowej pierwszego dnia eksperymentu (P<0.001, Rycina 25A)
oraz po siedmiu dniach od podania cytostatyka (P<0.05, Rycina 25A), z wyjatkiem wielokrotnie
podawanej bromheksyny w dawce 150 mg/kg. W tej grupie pomiar przed podaniem leku
w siodmym dniu eksperymentu byt znamiennie wyiszy w stosunku do pomiaru
po oksaliplatynie z pierwszego dnia pomiaréw (P<0.05, Rycina 25A). Swiadczy to o ochronnym
wptywie podania wielokrotnego bromheksyny na rozwdj nadwrazliwosci termicznej
po siedmiu dniach od podania cytostatyka. Podobny efekt, jednak stabszy i nieistotny
statystycznie zauwazalny byt réwniez w grupie otrzymujgcej wielokrotnie bromheksyne
w dawce 90 mg/kg.

W tescie von Freya istotne statystycznie obnizenie progu sity nacisku wywotujgcej
reakcje bdélowg po podaniu oksaliplatyny pierwszego dnia zaobserwowano we wszystkich
grupach eksperymentalnych (P<0.001, Rycina 25B). Utrzymanie sie tego efektu do siodmego
dnia trwania eksperymentu byto widoczne w grupie otrzymujgcej: jednorazowo bromheksyne
w dawkach 90 i 150 mg/kg (P<0.001, Rycina 25B) oraz wielokrotnie bromheksyne w dawce
90 mg/kg (P<0.05, Rycina 25B). W grupach otrzymujgcych bromheksyne wielokrotnie
zaobserwowano znamienne podwyzszenie wartosci pomiaréw otrzymanych w siédmym dniu,
w poréwnaniu do pomiarow po podaniu oksaliplatyny z pierwszego dnia eksperymentu,
$wiadczace o efekcie ochronnym podania wielokrotnego bromheksyny w dawkach 90 mg/kg
(P<0.01, Rycina 25B) i 150 mg/kg (P<0.001, Rycina 25B).

W pierwszym dniu eksperymentu podanie bromheksyny w dawce 90 mg/kg wykazato
efekt przeciwbdlowy w grupie otrzymujacej ten lek wielokrotnie (P<0.01, Rycina 25B) oraz w
dawce 150 mg/kg wykazato silny efekt przeciwbdlowy i tagodzito objawy nadwrazliwosci
mechanicznej (P<0.001, podanie jednorazowe; P<0.0001, podanie wielokrotne, Rycina 25B).

W siddmym dniu eksperymentu znamienne dziatanie przeciwbdlowe wykazato
podanie bromheksyny w dawkach 90 mg/kg (P<0.05, podanie jednorazowe; P<0.01, podanie
wielokrotne, Rycina 25B) oraz 150 mg/kg w schemacie podania jednorazowego (P<0.05,
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Rycina 25B). Brak znamiennego efektu w grupie otrzymujgcej wielokrotnie bromheksyne
w dawce 150 mg/kg wynikaé moze z silnego dziatania hamujgcego rozwdéj nadwrazliwosci
mechanicznej po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny, prowadzgcego do otrzymania
wartosci pomiaréw poréwnywalnych jak dla zwierzat, ktore nie otrzymaty oksaliplatyny.
Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Furgata-Wojas, A., Kowalska,
M., Nowaczyk, A., Fijatkowski, ., & Satat, K. (2020). Comparison of bromhexine and its active
metabolite-ambroxol as potential analgesics reducing oxaliplatin-induced neuropathic pain-
pharmacodynamic and molecular docking studies. Current Drug Metabolism, 21(7), 548-561.
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Rycina 25. Wptyw bromheksyny (90 i 150 mg/kg, i.p.) podawanej jednorazowo
i wielokrotnie na prog bélowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujacg reakcje bolowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=5-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje myszy kontrolnych: # P<0.05,
### P<0.001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku wywotujacej reakcje przed podaniem
bromheksyny w odpowiednim punkcie czasowym: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001; znamiennos¢
statystyczna vs. pomiar przed podaniem bromheksyny pierwszego dnia eksperymentu: + P<0.05, ++ P<0.01, +++ P<0.001.
OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar przed podaniem bromheksyny, postdrug — pomiar po podaniu bromheksyny,
D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siddmy dzien eksperymentu. Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytacznie
rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkéw na wykresie jak pozostate grupy, ktorym
podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych punktach czasowych.
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4.2.7.2 Podanie profilaktyczne bromheksyny

Wykazane w poprzednim badaniu potencjalne dziatanie ochronne, szczegdlnie widoczne
w schemacie podania wielokrotnego, sktonito do zaplanowania dalszych, poszerzonych badan
majacych na celu ocene wpltywu podania profilaktycznego bromheksyny, na rozwdj
nadwrazliwosci czuciowej, u myszy poddanych dziataniu oksaliplatyny. W celu weryfikacji
skutecznosci dziatania ochronnego bromheksyne podawano jednorazowo i wielokrotnie
w dawkach 90 i 150 mg/kg przed podaniem oksaliplatyny wykonujgc test zimnej ptytki i test
von Freya.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami; podanie jednorazowe:
efekt ,badanego zwiqzku” F440=17.62, P<0.0001; efekt ,,czasu” Fs.060,1224=47.64, P<0.0001;
efekt interakcji Fis160=4.494, P<0.0001; podanie wielokrotne: efekt , badanego zwigzku”
F140=10.21, P<0.0001; efekt ,,czasu” Fa.13s165.5=35.65, P<0.0001; efekt interakcji F20,200=3.064,
P<0.0001.

Test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami; podanie jednorazowe:
efekt ,badanego zwiqzku” Fs45=14.71, P<0.0001; efekt ,czasu” F3.145141.5=24.61, P<0.0001;
efekt interakcji Fie180=12.03, P<0.0001; podanie wielokrotne: efekt ,badanego zwigzku”
F445=16.43, P<0.0001; efekt ,,czasu” F3.921,176.4=112.6, P<0.0001; efekt interakcji F20,225=3.544,
P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki w schemacie profilaktyki jednorazowej podanie bromheksyny
nie wptyneto znaczgco na wartos$¢ pomiaréw uzyskanych po podaniu oksaliplatyny pierwszego
dnia, zarowno w dawce 90 mg/kg (P<0.01, Rycina 26A), jak i 150 mg/kg (P<0.0001,
Rycina 26A). Po siedmiu dniach od podania cytostatyka prég czucia bodzcéw termicznych
byt ciggle niski w grupie otrzymujacej profilaktycznie bromheksyne w dawkach 90 mg/kg
(P<0.001, Rycina 26A) i 150 mg/kg (P<0.01, Rycina 26A).

W tescie von Freya w schemacie profilaktyki jednorazowej podanie bromheksyny
w dawce 90 mg/kg przed podaniem oksaliplatyny nie wptyneto ochronnie na rozwdj
nadwrazliwosci mechanicznej (P<0.01, pierwszy dziedn po podaniu oksaliplatyny; P<0.0001
siodmy dzien eksperymentu, Rycina 26B). Podanie bromheksyny w dawce 150 mg/kg
przed podaniem oksaliplatyny wykazato dziatanie ochronne, hamujgc rozwdj nadwrazliwosci
mechanicznej w pierwszym i siddmym dniu pomiardw, przy czym silniejszy efekt profilaktyczny
obserwowany byt w pierwszym dniu podania oksaliplatyny. Wartos¢ sity nacisku wywotujacej
reakcje bélowa po podaniu oksaliplatyny byta zblizona do pomiaru uzyskanego dla grupy
kontrolnej zwierzat, ktére nie otrzymaty cytostatyka. Ponadto, podanie bromheksyny w dawce
150 mg/kg w siddmym dniu eksperymentu istotnie statystycznie podwyzszato warto$é
pomiaru sity nacisku i wykazato dziatanie przeciwbdlowe (P<0.001, Rycina 26B).
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Rycina 26. Wptyw bromheksyny (90 i 150 mg/kg, i.p.) podawanej jednorazowo
profilaktycznie na prég bolowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdlowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=5-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bdélowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje myszy, przed podaniem
oksaliplatyny i bromheksyny: # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar
przed podaniem bromheksyny: *** P<0.001. OXA — oksaliplatyna, BRX — bromheksyna, predrug — pomiar przed podaniem
bromheksyny, postdrug — pomiar po podaniu bromheksyny, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — sidédmy dzien
eksperymentu. Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame
kolory stupkdw na wykresie jak pozostate grupy, ktéorym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiarow w tych
samych punktach czasowych.
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W schemacie prewencji wielokrotnej, w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya zadna
z zastosowanych dawek bromheksyny podawanych przez siedem dni przed podaniem
oksaliplatyny nie wykazata dziatania ochronnego na rozwdj nadwrazliwosci termicznej
i mechanicznej w pierwszym i siodmym dniu po podaniu cytostatyka (test zimnej ptytki: P<0.01
dla bromheksyny w dawce 90 mg/kg D7 i D14; P<0.0001 dla bromheksyny w dawce 150 mg/kg
D7 i D14, Rycina 27A; test von Freya: P<0.0001 dla bromheksyny w dawce 90 mg/kg D7 i D14;
P<0.001 - D7 i P<0.01 — D14 dla bromheksyny w dawce 150 mg/kg, Rycina 27B).
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Rycina 27. Wpityw bromheksyny (90 i 150 mg/kg, i.p.) podawanej wielokrotnie
profilaktycznie na prég bolowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano pierwszego dnia podania bromheksyny (D1), w dniu podania oksaliplatyny
(D7) oraz w 7 dni po podaniu cytostatyka (D14). Wyniki przedstawiono jako sredni czas wystgpienia reakcji bolowej
w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki, temperatura 2.5 °C) oraz $rednig site nacisku wywotujaca reakcje
bdélowa w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng (test von Freya) dla n=5-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji
z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya. Znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku
wywotujgcej reakcje myszy, przed podaniem oksaliplatyny i bromheksyny: ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001.
OXA — oksaliplatyna, BRX — bromheksyna, predrug — pomiar przed podaniem bromheksyny, postdrug — pomiar po podaniu
bromheksyny, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siddmy dzien eksperymentu (dziern podania oksaliplatyny),
D14 — czternasty dziern eksperymentu (si6dmy od podania oksaliplatyny). Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie
rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkdw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym
podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych punktach czasowych.
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4.2.8 Badanie oceniajace skutecznos¢ aripiprazolu

Aripiprazol jest lekiem przeciwpsychotycznym, o udokumentowanej aktywnosci
jako czesciowy agonista receptoréw dopaminergicznych D; i serotoninergicznych 5-HTia
oraz antagonistyczng wobec receptorow 5-HT,a [285]. Dane literaturowe wskazuja, ze lek ten
wykazuje rowniez aktywnos¢ przeciwbdlowa, w niektdrych przypadkach opornego na leczenie
bdlu przewlektego [311,312]. Jego aktywnos¢ przeciwbélowa w CIPN nie zostata do tej pory
oceniona. Ze wzgledu na potgczenie aktywnosci dopaminergicznej z komponenta
serotoninergiczng, aripiprazol moze by¢ ciekawg opcjg leczenia i tagodzenia objawdéw CIPN.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt , badanego
zwigzku” Fi14131=1.574, P>0.05; efekt ,czasu” Fss524=243.1, P<0.0001; efekt interakcji
Fs6,524=2.006, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
»badanego zwigzku” Fi0,95=14.03, P<0.0001; efekt ,czasu” Fa350=339.4, P<0.0001; efekt
interakcji Fa0,380=7.843, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato znamienne skrécenie czasu
wystgpienia reakcji bélowej we wszystkich grupach, zaréwno pierwszego, jak i si6dmego dnia
eksperymentu (P<0.0001, Rycina 28A). Istotne statystycznie fagodzenie objawow
nadwrazliwosci termicznej w pierwszym dniu eksperymentu wykazat aripiprazol podawany
w dawce 10 mg/kg w pordwnaniu do pomiaru po podaniu oksaliplatyny oraz wzgledem
odpowiadajgcego pomiaru grupy kontrolnej (P<0.0001, Rycina 28A). Po siedmiu dniach
od podania oksaliplatyny znamienne dziatanie przeciwbdélowe wykazano wytacznie dla grupy
otrzymujgcej wielokrotnie aripiprazol w dawce 1 mg/kg (P<0.05, Rycina 28A).

W tescie von Freya w celu ograniczenia ilosci zwierzat wykorzystanych
w eksperymentach, przebadano aripiprazol wytgcznie w najwyiszej dawce — 10 mg/kg.
Podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie progu bélowego mierzonego
po podaniu cytostatyka w pierwszym i siodmym dniu eksperymentu (P<0.0001, Rycina 28B).
Efekt analgetyczny w obu punktach czasowych zaobserwowano zaréwno dla podania
jednorazowego i wielokrotnego aripiprazolu w dawce 10 mg/kg w poréwnaniu do pomiaru
po podaniu oksaliplatyny oraz wzgledem odpowiadajgcego pomiaru grupy kontrolnej
(P<0.0001, Rycina 28B). Dodatkowo w schemacie podania wielokrotnego podanie aripiprazolu
w siédmym dniu pomiardéw istotnie statystycznie podwyzszato prog bolowy w poréwnaniu
do pomiaru przed podaniem leku grupy otrzymujgcej aripiprazol jednorazowo (P<0.01,
Rycina 28B).

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Safat, K., Furgata, A., & Safat,
R. (2019). Interventional and preventive effects of aripiprazole and ceftriaxone used alone
or in combination on oxaliplatin-induced tactile and cold allodynia in mice.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 111, 882-890.
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Rycina 28. Wptyw aripiprazolu (1 i 10 mg/kg, i.p.) podawanego jednorazowo
i wielokrotnie na prog bélowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bolowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdlowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=8-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc
Bonferroniego. Znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: #### P<0.0001; znamiennosc
statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bélowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje przed podaniem aripiprazolu w odpowiednim
punkcie czasowym: ++++ P<0.0001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar postdrug grupy kontrolnej: * P<0.05,
**** P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar postdrug sity nacisku w grupie otrzymujacej jednorazowo aripiprazol:
AN P<0.01. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar przed podaniem aripiprazolu, postdrug — pomiar po podaniu aripiprazolu,
D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siodmy dzien eksperymentu.
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4.2.9 Badanie oceniajace skutecznos¢ ceftriaksonu

Ceftriakson nalezy do grupy antybiotykdéw B-laktamowych. Jest cefalosporyng lll generacji
o dziataniu bakteriobdjczym. Oprdocz podstawowej aktywnosci przeciwbakteryjnej, wykazuje
rowniez aktywnosc¢ osrodkowsa, zwiekszajgc ekspresje transportera dla glutaminianu (GLT-1)
w OUN [313]. Kwas glutaminowy jest jednym z kluczowych neuroprzekaznikow
pronocyceptywnych [314]. Regulacja ,, w dot” transportera GLT-1 w astrocytach jest jednym
z mechanizmoéw odpowiedzialnych za rozwdj bdélu neuropatycznego [315,316]. Biorgc pod
uwage powyzsze, ceftriakson moze by¢ ciekawa opcja leczenia i tagodzenia objawéw CIPN.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt , badanego
zwigzku” Fi14131=1.574, P>0.05; efekt ,czasu” Fus524=243.1, P<0.0001; efekt interakcji
Fs6,524=2.006, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanym pomiarami: efekt
»badanego zwigzku” Fi0,95=14.03, P<0.0001; efekt ,czasu” Fa350=339.4, P<0.0001; efekt
interakcji Fa0,380=7.843, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato znamienne obnizenie progu
bélowego zaréwno pierwszego, jak i siddmego dnia pomiaréw (P<0.0001, Rycina 29A). Zadna
z zastosowanych dawek i schematéw podania ceftriaksonu nie wykazata istotnego efektu
przeciwbdlowego w tescie zimnej ptytki.

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie
progu bélowego we wszystkich grupach w pierwszym dniu eksperymentu (P<0.0001,
Rycina 29B) oraz w grupie jednorazowo podawanego ceftriaksonu w dawce 200 mg/kg
po siedmiu dniach od podania cytostatyka (P<0.0001, Rycina 29B). W przypadku podania
wielokrotnego pomiar wykonany po tygodniu od podania oksaliplatyny byt istotnie
statystycznie wyzszy, co S$wiadczy o dziataniu ochronnym ceftriaksonu na rozwdj
nadwrazliwosci mechanicznej po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny. Warto$é progu
bdlowego byta wyzsza od wartosci otrzymanej w grupie kontrolnej po podaniu oksaliplatyny
(P<0.01, Rycina 29B) oraz od wartosci otrzymanych w grupie jednorazowo podanego
ceftriaksonu (P<0.001, Rycina 29B).

Zaréwno w grupie otrzymujacej ceftriakson jednorazowo, jak i wielokrotnie oznaczono
silny efekt przeciwbdlowy po podaniu antybiotyku pierwszego i siddmego dnia eksperymentu
w porownaniu do pomiaru po podaniu oksaliplatyny oraz wzgledem odpowiadajgcego
pomiaru grupy kontrolnej (P<0.0001, Rycina 29B). Pomiar po podaniu leku grupy otrzymujgcej
wielokrotnie ceftriakson w dawce 200 mg/kg osiggnat poziom poréwnywalny do pomiarow
oznaczonych dla zwierzat, ktore nie otrzymaty oksaliplatyny i byt istotnie statystycznie wyzszy
niz w przypadku grupy, ktéra otrzymata jednorazowo ceftriakson (P<0.05, Rycina 29B).

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Safat, K., Furgata, A., & Safat,
R. (2019). Interventional and preventive effects of aripiprazole and ceftriaxone used alone
or in combination on oxaliplatin-induced tactile and cold allodynia in mice.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 111, 882-890.
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Rycina 29. Wplyw ceftriaksonu (50 i 200 mg/kg, i.p.) podawanego jednorazowo
i wielokrotnie na prog bélowy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).
Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdlowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=8-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc
Bonferroniego. Znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: #### P<0.0001; znamiennosc
statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bélowej/sity nacisku wywotujacej reakcje przed podaniem ceftriaksonu w odpowiednim
punkcie czasowym: ++++ P<0.0001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar postdrug grupy kontrolnej: **** P<0.0001;
znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar postdrug sity nacisku w grupie otrzymujacej jednorazowo ceftriakson: A P<0.05,
znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar predrug sity nacisku grupy otrzymujacej jednorazowo ceftriakson: %%% P<0.001;
znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar predrug grupy kontrolnej: && P<0.01. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar przed
podaniem ceftriaksonu, postdrug — pomiar po podaniu ceftriaksonu, D1 — pierwszy dzieri eksperymentu, D7 — siodmy dzien
eksperymentu.
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4.2.10 Badanie oceniajace skuteczno$¢ befiradolu (NLX-112)

Transmisja serotoninergiczna to wazna komponenta dziatania lekéw stosowanych
w farmakoterapii bolu. Jak wspomniano wczesniej, o ile leki z grupy SSRI nie sg zalecane jako
preparaty pierwszego wyboru w leczeniu bdlu neuropatycznego, to selektywne
pobudzenie/hamowanie uktadu serotoninergicznego moze wykazywac istotny wptyw
w fagodzeniu objawdw rdznego typu neuropatii. Badania obejmujgce zwigzki selektywnie
dziatajgce na okres$lone receptory i podtypy receptoréw 5-HT sg obiecujgce w kontekscie
poszukiwania nowych terapii bdélu. Do takich zwigzkéw zalicza sie befiradol, ktéry
jest selektywnym agonistg receptoréw 5-HT1a.

W ramach eksperymentu befiradol przebadano w trzech dawkach: 1.25,
2.5 oraz 5 mg/kg podawanych dootrzewnowo. Wptyw tego zwigzku na prog pobudliwosci
boélowej indukowanej bodzcem termicznym oceniono w tescie zimnej ptytki, natomiast wptyw
na nadwrazliwo$¢ mechaniczng w tescie von Freya. Test zimnej ptytki: jednoczynnikowa
analiza wariancji: efekt ,badanego zwiqzku” Fi299=2.328, P<0.05; test von Freya:
jednoczynnikowa analiza wariancji: efekt ,,badanego zwigzku” F12,117=37.89, P<0.0001.

W tedcie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny powodowato istotne statystycznie
skrécenie czasu wystgpienia reakcji bolowej pierwszego dnia eksperymentu oraz po 7 dniach
od podania oksaliplatyny (P<0.05, Rycina 30A) w porédwnaniu do grupy kontrolnej, ktdra
nie otrzymata cytostatyka. Zaréwno pierwszego, jak i siddmego dnia eksperymentu, zadna
z zastosowanych dawek befiradolu nie wykazata znamiennego dziatania przeciwbdélowego
w tescie zimnej ptytki.

W tescie von Freya pojedyncze podanie oksaliplatyny wywofato istotne statystycznie
obnizenie progu bolowego mierzonego 3 h od podania oksaliplatyny oraz w si6dmym dniu
eksperymentu w stosunku do pomiaru grupy kontrolnej, ktéra nie otrzymata cytostatyka
(P<0.001, Rycina 30B). Nadwrazliwo$é mechaniczng (dotykowg) w tescie von Freya befiradol
tagodzit znamiennie w pierwszym i siddmym dniu eksperymentu w dawkach 2.5 i 5 mg/kg
(P<0.001, Rycina 30B). W obu pomiarach, dawka 5 mg/kg wykazywata silniejszg aktywnos$¢
przeciwbdlowa, w poréwnaniu do dawki 2.5 mg/kg (Rycina 30B).

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Satat, K., Kotaczkowski, M.,
Furgata, A., Rojek, A., Sniecikowska, J., Varney, M. A., & Newman-Tancredi, A. (2017).
Antinociceptive, antiallodynic and antihyperalgesic effects of the 5-HT1A receptor selective
agonist, NLX-112 in mouse models of pain. Neuropharmacology, 125, 181-188.
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Rycina 30. Wptyw befiradolu (1.25, 2.5 i 5 mg/kg, i.p.) na prég bélowy zwierzat mierzony
w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny oraz 7 dni po jej podaniu. Wyniki
przedstawiono jako sredni czas wystgpienia reakcji bdlowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz $rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bélowa w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng (test
von Freya) dla n=8-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Tukeya. Znamiennos¢
statystyczna vs. pomiar czasu reakcji/sity nacisku wywotujacej reakcje bdlowa zwierzat, ktére nie otrzymaty oksaliplatyny:
# P<0.05, ### P<0.001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bdlowej/sity nacisku wywotujacej reakcje
przed podaniem befiradolu w odpowiednim punkcie czasowym: *** P<0.001. Predrug — pomiar przed podaniem befiradolu,
postdrug — pomiar po podaniu befiradolu.
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4.2.11 Badanie oceniajace skuteczno$¢ simwastatyny
4.2.11.1 Jednorazowe i wielokrotne podanie simwastatyny (podanie siedmiodniowe)
Simwastatyna jest szeroko stosowanym lekiem u oséb z hipercholesterolemia [317]. Oprécz
obnizania poziomu lipidéw we krwi, simwastatyna wykazuje rdwniez dziatanie plejotropowe
[318]. Dane literaturowe wskazujg, ze lek ten moze tagodzi¢ objawy bdlu, w tym bdlu
neuropatycznego [319]. Efekt terapeutyczny wynikajagcy z dziatania plejotropowego
simwastatyny wymaga czasu, stad w przedstawionym eksperymencie oceniajgcym
skutecznos¢ tagodzenia objawdéw CIPN, wykorzystano podanie wielokrotne simwastatyny
przez siedem dni oraz oceniono skutecznos¢ w schemacie podania jednorazowego.

Badania wstepne w tescie zimnej ptytki wykorzystujace podanie simwastatyny ujawnity
w schemacie podania jednorazowego: efekt ,badanego zwigzku” Fs44-14.16, P<0.0001
oraz w schemacie podania wielokrotnego: efekt ,,badanego zwiqzku Fs¢,70=6.657, P<0.0001.

Podanie oksaliplatyny powodowato istotne skrdcenie czasu wystgpienia reakcji
bélowej wytgcznie w pierwszym dniu eksperymentu zaréwno w grupie otrzymujacej
simwastatyne jednorazowo (P<0.0001, Rycina 31), jak i wielokrotnie (P<0.001, Rycina 31).
Podanie simwastatyny nie wykazato istotnego statystycznie efektu przeciwbdélowego zaréwno
pierwszego, jak i siocdmego dnia pomiaréw w obu schematach podania.
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Rycina 31. Wptyw simwastatyny (100 mg/kg, p.o.) podawanej jednorazowo i wielokrotnie
(7 dni) na préog bélowy zwierzat mierzony w tescie zimnej ptytki.

Nadwrazliwos¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny oraz 7 dni po jej podaniu. Wyniki przedstawiono jako $redni
czas wystgpienia reakcji bélowej (+ SEM) w odpowiedzi na stymulacje termiczng (temperatura 2.5 °C) dla n = 8-10. Analiza
statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Tukeya. Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem
oksaliplatyny: ### P<0.001, #### P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, SIM — simwastatyna, predrug — pomiar przed podaniem
simwastatyny, postdrug — pomiar po podaniu simwastatyny.
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4.2.11.2 Wielokrotne podanie simwastatyny — podanie czternastodniowe

W oparciu o wyniki zawarte w Rozdziale 4.2.11.1, jak réwniez inne badania [319] sugerujace,
iz plejotropowe dziatanie simwastatyny oraz zahamowanie réznych szlakéw aktywnosci
w organizmie moze odgrywac¢ kluczowg role w leczeniu i tagodzeniu objawow bdlu
neuropatycznego [319]. W tym celu zaplanowano dodatkowe badanie majgce ocenié
skutecznos¢ simwastatyny w tagodzeniu objawdéw CIPN w schemacie podania wielokrotnego
(14-dniowego) tego leku. W celu przeprowadzenia eksperymentu simwastatyne podawano
codziennie przez 14 dni, przyjmujgc jako pierwszy dzien — dzien podania oksaliplatyny.
Pomiary oceniajgce wrazliwos¢ termiczng zwierzat wykonywane byty codziennie, po dwdéch
godzinach od podania leku.

Simwastatyna podawana  wielokrotnie  wykazata potencjalng  aktywnosc
przeciwbolowg obserwowang juz trzeciego i czwartego dnia testu (P<0.05, Rycina 32)
w porédwnaniu do grupy kontrolnej otrzymujacej oksaliplatyne. Najsilniejsze dziatanie
tagodzgce objawy neuropatii zostato zaobserwowane w széstym dniu testu (P<0.001, Rycina
32). Podobny efekt obserwowano 10, 12 i 14 dnia testu (P<0.05, Rycina 32). Test zimnej ptytki:
analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego zwiqgzku” F1,13=12.98, P<0.01;
efekt ,,czasu” Fi4,182=1.46, P>0.05; efekt interakcji F14,182=1.99, P<0.05.
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Rycina 32. Wplyw simwastatyny (100 mg/kg, p.o.) podawanej wielokrotnie (14 dni) na prég
bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki.

Nadwrazliwos¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny oraz codziennie przez 14 dni 2 h po podaniu simwastatyny.
Wyniki przedstawiono jako $redni czas wystapienia reakcji bdélowej (+ SEM) w odpowiedzi na stymulacje termiczna
(temperatura 2.5 °C) dla n=5-10. Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc
Bonferroniego. Znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar czasu wystgpienia reakcji bolowej w grupie kontrolnej otrzymujacej
oksaliplatyne: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. OXA — oksaliplatyna, SIM — simwastatyna.
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4.2.12 Badanie oceniajace skuteczno$¢ minocykliny

Minocyklina nalezy do antybiotykéw tetracyklinowych o dobrej penetracji do mézgu i silnych
wiasciwosciach przeciwzapalnych w OUN, wptywajgcych na jej dziatanie neuroprotekcyjne.
Dodatkowo istniejg dowody potwierdzajgce aktywnos¢ przeciwzapalng, przeciwutleniajgca
i antyapoptyczng  minocykliny oraz zdolno$¢ modulowania  neurotransmisji
glutaminianergicznej, czy monoaminergicznej [320,321]. Z punktu widzenia CIPN, taki
mechanizm dziatania oraz wysoka przenikalnos¢ przez bariere krew-médzg stanowia silne
podstawy do wykorzystania minocykliny jako potencjalnego leku tagodzacego objawy CIPN.
Aby sprawdzi¢ dziatanie minocykliny w modelu CIPN wyznaczono dawke aktywng
i podprogowa minocykliny oraz oceniono, jak na skutecznos¢ tagodzenia objawow bodlu
neuropatycznego wptynie podanie wielokrotne.

Skuteczno$¢ analgetyczng minocykliny oceniono w tescie zimnej ptytki i tescie
von Freya. Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,,badanego
zwiqzku” Fs54=40.84, P<0.0001; efekt ,czasu” Fz332179.9=137.2, P<0.0001; efekt interakcji
F20,216=9.099, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
»badanego zwiqgzku” Fs554=117.3, P<0.0001; efekt ,czasu” F3.3a41,180.4=284.5, P<0.0001; efekt
interakcji F20,216=30.84, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny spowodowato istotne statystycznie
skrocenie czasu wystapienia reakcji bdélowej we wszystkich grupach eksperymentalnych
pierwszego i siddmego dnia eksperymentu (P<0.001, Rycina 33A). Jednorazowe podanie
minocykliny w dawkach 50 i 100 mg/kg nie wptyneto znamiennie na czas reakcji bdlowej
w tescie zimnej ptytki zardwno w pierwszym, jak i si6dmym dniu eksperymentu. W schemacie
podania wielokrotnego minocyklina w dawce 50 mg/kg nie wykazata istotnego efektu
przeciwbdlowego, natomiast wielokrotne podanie minocykliny w dawce 100 mg/kg istotnie
statystycznie podwyzszato prég bélowy mierzony przed podaniem kolejnej dawki minocykliny
siddmego dnia testu w poréwnaniu do pomiaru przed podaniem leku z pierwszego dnia
eksperymentu (P<0.05, Rycina 33A).

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie
progu bdélowego w odpowiedzi na dziatajgcy bodziec mechaniczny pierwszego dnia
eksperymentu we wszystkich grupach eksperymentalnych (P<0.0001, Rycina 33B). Efekt ten
utrzymat sie do siddmego dnia, wytgcznie w grupach jednorazowego podania minocykliny
(P<0.0001, Rycina 33B). Podanie jednorazowe minocykliny w dawce 50 mg/kg wywotato
istotny efekt przeciwbdlowy pierwszego dnia eksperymentu (P<0.01, Rycina 33B).
W przypadku minocykliny w dawce 100 mg/kg efekt przeciwbdlowy zostat osiggniety zaréwno
pierwszego, jak i siodmego dnia testu po podaniu jednorazowym i wielokrotnym (P<0.001,
Rycina 33B). Wielokrotne podanie minocykliny w dawkach 50 i 100 mg/kg wywotato
znamienne podwyzszenie progu bdlowego w odpowiedzi na stosowany bodziec mechaniczny
po tygodniu od podania oksaliplatyny w poréwnaniu do pomiaru przed podaniem leku
wykonanego pierwszego dnia eksperymentu (P<0.0001, Rycina 33B).

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Satat, K., Furgata-Wojas, A.,
& Satat, R. (2021). The microglial activation inhibitor minocycline used alone and
in combination with duloxetine, attenuates pain caused by oxaliplatin in mice. Molecules,
26(12), 3577.
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Rycina 33. Wpltyw minocykliny (50 i 100 mg/kg, i.p.) podawanej jednorazowo
i wielokrotnie na préog bdélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie

von Freya (B).

Nadwrazliwos¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako $redni czas wystapienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdélowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=9-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ### P<0.001, #### P<0.0001; znamienno$¢ statystyczna
vs. pomiar czasu reakcji bélowej/sity wywotujgcej reakcje bolowa przed podaniem minocykliny w odpowiednim punkcie
czasowym: ** P<0.01, *** P<0.001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar po podaniu oksaliplatyny wykonany pierwszego
dnia: » P<0.05, "MAA P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar przed podaniem minocykliny, postdrug — pomiar
po podaniu minocykliny, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siddmy dzien eksperymentu. Grupa kontrolna,
ktéra otrzymata wytacznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkéw na wykresie
jak pozostate grupy, ktérym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych punktach
czasowych.

105



A (jednorazowe i

o
e

Test zimnej plytki
wielokrotne podanie minocykliny)

O przed OXA

jednorazowe wielokrotne jednorazowe wielokrotne [ predrug D1

)
[
]
K}
©
-:60' T n I T I
Q
§ I
<
2
Q.
]
;20-
[72]
(1]
N
o

0-- 50 50 100

VEH
MINOCYKLINA
OXA
Test von Freya
B (Jjednorazowe i wielokrotne podanie minocykliny)
4-

@
| =

—
1

Sita nacisku wywotujaca reakcje [g]
N

I postdrug D1
B predrug D7
B postdrug D7

A
it
I"l"

100 [mg/kg]

o
L

O przed OXA
@ predrug D1
B postdrug D1

jednorazowe wielokrotne jednorazowe wielokrotne [l predrug D7

Nlﬁ

AAAA

san B postdrug D7

100 [mg/kg]

] e 1 [P
et s m’*m ###: i it
50 50 100
H
MINOCYKLINA
OXA

106



4.3 ANALIZA SKUTECZNOSCI ANALGETYCZNEJ) WYBRANYCH POLACZEN LEKOW

W MODELU NEUROPATII OBWODOWEJ INDUKOWANEJ OKSALIPLATYNA

4.3.1 Ocena skutecznosci przeciwbolowej duloksetyny w potaczeniu z ambroksolem

W ramach kolejnego etapu badan postanowiono oceni¢, jak na nadwrazliwos$¢ termiczng
i mechaniczng w modelu CIPN wptynie skojarzone podanie duloksetyny i ambroksolu. W tym
celu zwierzeta otrzymywaty duloksetyne w dawkach 10 i 30 mg/kg w potaczeniu
z ambroksolem w dawce 90 mg/kg w réznych sekwencjach podan.

Skutecznos$¢ analgetyczng zastosowanego podania lekdw oceniono w testach
von Freya i zimnej ptytki. Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami:
efekt ,,badanych zwigzkow” F77,=1.123, P>0.05; efekt ,czasu” F4233=307.8, P<0.0001; efekt
interakcji F2g288=1.481, P>0.05; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami:
efekt ,badanych zwiqgzkdw” F77,=14.16, P<0.0001; efekt ,,czasu” F42s3=344.8, P<0.0001; efekt
interakcji Fzs 283=19.24, P<0.0001.

W ramach eksperymentu ujawniono dziatanie toksyczne dla tego potfaczenia lekdw.
Podanie jednoczesne duloksetyny w dawce 30 mg/kg i ambroksolu w dawce 90 mg/kg
pierwszego dnia pomiaréw wywotato objawy toksyczne, objawiajace sie jako niezbornosc
ruchowa, uniemozliwiajgce przeprowadzenie testow behawioralnych.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny spowodowato istotne statystycznie
skrdécenie czasu wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na dziatanie bodzca termicznego
pierwszego dnia eksperymentu we wszystkich grupach eksperymentalnych (P<0.0001,
Rycina 34A). Efekt ten utrzymat sie do siddmego dnia testu (P<0.0001,
Rycina 34A). Zastosowanie podania skojarzonego nie wykazato istotnego efektu
analgetycznego, fagodzgcego objawy nadwrazliwosci termicznej w zadnym z zastosowanych
wariantéw podan, zaréwno pierwszego, jak i siddmego dnia eksperymentu. W przypadku grup
otrzymujgcych duloksetyne w dawce 30 mg/kg w potaczeniu z ambroksolem w dawce
90 mg/kg zaobserwowano nieznaczne podwyzszenie warto$ci pomiaréw zerowych
otrzymanych siédmego dnia eksperymentu, $wiadczgce o potencjale hamowania rozwoju
nadwrazliwosci termicznej po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny.

W tescie von Freya jednorazowe podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie
obnizenie sity nacisku wywotujgcej reakcje, w stosunku do pomiaréw wykonanych u zwierzat,
ktére nie otrzymaty cytostatyka pierwszego i si6dmego dnia eksperymentu (P<0.0001,
Rycina 34B). W przypadku pomiardw zerowych wykonywanych siédmego dnia nie
zaobserwowano tendencji do podwyzszenia progu bdlowego w zadnym z zastosowanych
potgczen lekow.

Pierwszego dnia eksperymentu istotne statystycznie podwyzszenie wartosci pomiarow
sity nacisku w tescie von Freya zostato zaobserwowane dla grup, ktére otrzymaty: duloksetyne
w dawce 30 mg/kg i ambroksol w dawce 90 mg/kg, a pomiar wykonano po 4 h od podania
duloksetyny (P<0.05, Rycina 34B) oraz duloksetyne w dawkach 10 i 30 mg/kg, oraz ambroksol
w dawce 90 mg/kg przebadanych po 12 h od podania duloksetyny (P<0.01, Rycina 34B).
W siodmym dniu pomiaréw znamienne dziatanie wykazaty potgczenia: duloksetyna 10 mg/kg
i ambroksol 90 mg/kg przebadane po 4 h od podania pierwszego leku (P<0.05, Rycina 34B)
oraz duloksetyna 30 mg/kg i ambroksol 90 mg/kg przebadane po 6 h od podania duloksetyny
(P<0.05, Rycina 34B).
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Rycina 34. Wptyw duloksetyny (10 i 30 mg/kg, i.p.) w potaczeniu z ambroksolem (90 mg/kg,
i.p.) podawanych w schemacie CDT na prog bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki
(A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujacg reakcje bélowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: #### P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar
czasu reakcji bolowej/sity wywotujgcej reakcje bolowg przed podaniem lekéw: duloksetyny i ambroksolu w odpowiednim
punkcie czasowym: * P<0.05, ** P<0.01. OXA — oksaliplatyna, DL — duloksetyna, AMB — ambroksol, predrug — pomiar
przed podaniem zwigzkdw, postdrug — pomiar po podaniu zwigzkéw, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — sidédmy dzien
eksperymentu, czas: 0 h — podanie jednoczesne zwigzkéw (badanie aktywnosci analgetycznej wykonano po 1 h od podania
lekéw), 4 h — badanie wykonano po 4 h od podania pierwszego leku, 6 h — badanie wykonano po 6 h od podania pierwszego
leku, 12 h — badanie wykonano po 12 h od podania pierwszego leku.
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4.3.1.1 Ocena skutecznosci przeciwbdlowej duloksetyny po 1 h, 4 h, 6 h oraz 12 h
od podania

W celu oceny, czy dziatanie analgetyczne zastosowanego pofaczenia lekédw nie wynika

z rozwijajgcego sie w czasie dziatania duloksetyny, podanej jako pierwszy lek w ramach

zastosowanego schematu CDT, wykonano pomiary oceniajgce wptyw duloksetyny podawane;j

w dawkach 10i 30 mg/kg na nadwrazliwos¢ termiczng i mechaniczng mierzone w tescie zimnej

ptytki i tescie von Freyapo 1 h,4 h, 6 hi12 h od podania.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt , badanego
zwiqzku” F77,=2.184, P<0.05; efekt ,,czasu” F4,288=201.0, P<0.0001; efekt interakcji F2s,288=1.46,
P>0.05; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanego
zwigzku” F77,=18.87, P<0.0001; efekt ,czasu” Fa:35=148.5, P<0.0001; efekt interakcji
Fzg,233=7.23, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie skrécenie
czasu wystgpienia reakcji bélowej zaréwno pierwszego, jak i si6ddmego dnia eksperymentu
we wszystkich grupach eksperymentalnych (P<0.0001, Rycina 35A). Skutecznos$é
przeciwbdlowa duloksetyny zostata zaobserwowana wytgcznie w grupie otrzymujacej ten lek
w dawce 30 mg/kg po 1 h od podania w pierwszym dniu eksperymentu (P<0.001, Rycina 35A).

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny wywotato rozwdj nadwrazliwosci
mechanicznej pierwszego dnia eksperymentu we wszystkich grupach eksperymentalnych
(P<0.0001, Rycina 35B). W siédmym dniu eksperymentu pomiary wykonane przed podaniem
duloksetyny byly istotnie statystycznie obnizone w stosunku do pomiaru uzyskanego
od zwierzat, ktére nie otrzymaty oksaliplatyny (P<0.01, Rycina 35B), z wyjgtkiem grupy,
ktéra otrzymata duloksetyne w dawce 30 mg/kg, a pomiar wykonywano po 1 h od podania
leku.

Dziatanie tagodzace objawy nadwrazliwosci na bodice mechaniczne zostato
zaobserwowane pierwszego dnia eksperymentu po 1 h od podania duloksetyny dla grup
otrzymujgcych ten lek zarowno w dawce 10 mg/kg (P<0.001, Rycina 35B) i 30 mg/kg
(P<0.0001, Rycina 35B) oraz w siddmym dniu eksperymentu w grupie, ktéra otrzymata
duloksetyne w dawce 10 mg/kg, a pomiar wykonano po 12 h od podania leku (P<0.01,
Rycina 35B).

110



Rycina 35. Wptyw duloksetyny (10 i 30 mg/kg, i.p.) po1 h,4 h, 6 hi 12 h od podania na prég
bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdlowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001; znamiennos$¢
statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bélowej przed podaniem duloksetyny w odpowiednim punkcie czasowym: ** P<0.01,
*** P<0.001, **** P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, DL — duloksetyna, predrug — pomiar przed podaniem duloksetyny,
postdrug — pomiar po podaniu duloksetyny, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siédmy dzienn eksperymentu,
czas: 0 h — badanie wykonano po 1 h od podania duloksetyny, 4 h — badanie wykonano po 4 h od podania duloksetyny,
6 h —badanie wykonano po 6 h od podania duloksetyny, 12 h — badanie wykonano po 12 h od podania duloksetyny.
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4.3.2 Ocena skutecznosci przeciwboélowej pregabaliny w potgczeniu z ambroksolem

W kolejnym etapie badan zostata zweryfikowana hipoteza czy podanie skojarzone pregabaliny
w dawkach 10 i 30 mg/kg i ambroksolu w dawce 12.5 mg/kg (i.v.) dziata skuteczniej
przeciwbolowo w modelu CIPN, tagodzac objawy nadwrazliwosci termicznej silniej niz ktérys
z tych lekéw podanych osobno. Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi
pomiarami: efekt ,badanych zwigzkow” F72ss=4.13, P<0.001; efekt ,czasu” Fs2s3=120.93,
P<0.0001; efekt interakcji F2s,288=1.72, P<0.05.

Podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie skrécenie czasu wystgpienia
reakcji bélowej zaréwno pierwszego, jak i siddmego dnia eksperymentu we wszystkich
grupach eksperymentalnych (P<0.001, Rycina 36).

Podanie jednoczesne pregabaliny i ambroksolu wykazato istotny statystycznie efekt
przeciwbdlowy wytgcznie pierwszego dnia pomiaréw, zaréwno dla lekéw podanych
w dawkach podprogowych (P<0.05, Rycina 36), jak i pregabaliny w dawce 30 mg/kg
i ambroksolu w dawce 12.5 mg/kg (P<0.05, Rycina 36). Analiza statystyczna wykazata
najsilniejszy efekt przeciwbdlowy dla zastosowanego potgczenia pregabaliny w dawce
10 mg/kg oraz ambroksolu w dawce 12.5 mg/kg przebadanych po 4 h od podania pregabaliny
zaréwno w pierwszym (P<0.001, Rycina 36), jak i si6dmym dniu testu (P<0.05, Rycina 36).
Co wiecej, istotny statystycznie efekt analgetyczny zostat zaobserwowany dla identycznych
dawek lekéw przebadanych po 12 h od podania pierwszego leku jedynie pierwszego dnia
eksperymentu (P<0.05, Rycina 36). Interesujgcy wydaje sie fakt, iz w obu przypadkach
dziatanie analgetyczne zostato oznaczone wytgcznie dla potgczenia dwoch podprogowych
dawek lekéw, a zastosowanie wyzszej dawki pregabaliny (30 mg/kg) i podprogowej dawki
ambroksolu (12.5 mg/kg) w identycznych przedziatach czasowych nie wykazato istotnego
efektu przeciwbdlowego i fagodzenia objawdw nadwrazliwosci.

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Furgata, A., Fijatkowski, t.,
Nowaczyk, A., Safat, R., & Safat, K. (2018). Time-shifted co-administration of sub-analgesic
doses of ambroxol and pregabalin attenuates oxaliplatin-induced cold allodynia in mice.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 106, 930-940.
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Rycina 36. Wptyw pregabaliny (10 i 30 mg/kg, i.p.) w potaczeniu zambroksolem (12.5 mg/kg,

i.v.) podawanych w schemacie CDT na prég bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki.
Nadwrazliwos$¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki przedstawiono
jako $redni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki, temperatura 2.5 °C)
dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Bonferroniego.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ### P<0.001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar czasu
reakcji bélowej przed podaniem lekéw: pregabaliny i ambroksolu w odpowiednim punkcie czasowym: * P<0.05, *** P<0.001.
OXA — oksaliplatyna, PG — pregabalina, AMB — ambroksol, predrug — pomiar przed podaniem zwigzkéw, postdrug — pomiar
po podaniu zwigzkdéw, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 —siédmy dzien eksperymentu, czas: 0 h — podanie jednoczesne
zwigzkéw (badanie aktywnosci analgetycznej wykonano po 1 h od podania pregabaliny i 0.5 h po daniu ambroksolu),
4 h — badanie wykonano po 4 h od podania pierwszego leku, 6 h — badanie wykonano po 6 h od podania pierwszego leku,
12 h — badanie wykonano po 12 h od podania pierwszego leku.
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4.3.2.1 Ocena skutecznosci przeciwboélowej pregabaliny i ambroksolu po 0.5/1 h,4 h, 6 h
i 12 h od podania

Dodatkowo w celu oceny, czy zaobserwowana skutecznos¢ zastosowanego potaczenia lekow
nie wynika z rozwijajacego sie w czasie efektu przeciwbdlowego pojedynczego zwigzku,
oceniona zostata aktywnos¢ analgetyczna pregabaliny i ambroksolu w zastosowanych
w eksperymencie przedziatach czasowych. Z uwagi na fakt, iz we wczesniejszym badaniu
najwyzszg skuteczno$¢ wykazaty potgczenia pregabaliny w dawce 10 mg/kg oraz w celu
ograniczenia liczby wykorzystanych do badan zwierzat, w niniejszym badaniu pomiar
aktywnosci pregabaliny wykonano wytgcznie dla pregabaliny w dawce podprogowe;j.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami; dla pregabaliny: efekt
»badanego zwigzku” F4135=76.16, P<0.0001; efekt ,,czasu” F3, 135=2.39, P>0.05; efekt interakcji
Fi12135=0.26, P>0.05; dla_ambroksolu: efekt , badanego zwiqzku” Fs54=0.54, P>0.05; efekt
,Czasu” Fa216=134.81, P<0.0001; efekt interakcji F20,216=2.30, P<0.01.

W obu eksperymentach podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie
obnizenie progu bdlowego pierwszego i siddmego dnia pomiaréw (P<0.001 w przypadku
podania pregabaliny; P<0.0001 w przypadku podania ambroksolu, Rycina 37).

W tescie zimnej ptytki pregabalina w dawce 10 mg/kg, nie wykazata istotne;j
statystycznie aktywnosci przeciwbdlowej w zadnym z przedziatdw czasowych (Rycina 37A).
W przypadku ambroksolu dziatanie przeciwbdlowe zostato ocenione zaréwno dla dawki
efektywnej — 37.5 mg/kg oraz dawki podprogowej — 12.5 mg/kg. Aktywnos¢ przeciwbdlowa
wykazat wytgcznie ambroksol w dawce 37.5 mg/kg po 30 minutach od podania dozylnego
w pierwszym dniu eksperymentu (P<0.01, Rycina 37B).
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Rycina 37. Wptyw pregabaliny (10 mg/kg, i.p., A) oraz ambroksolu (12.5i37.5 mg/kg, i.v., B)
po 0.5/1 h, 4 h, 6 hi 12 h od podania na prég bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej
ptytki.

Nadwrazliwos$¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki przedstawiono
jako Sredni czas wystgpienia reakcji bolowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki, temperatura 2.5 °C)
dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Bonferroniego.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ### P<0.001, #### P<0.0001; znamienno$¢ statystyczna
vs. pomiar czasu reakcji bolowej przed podaniem lekdw: pregabaliny i ambroksolu w odpowiednim punkcie czasowym:
** P<0.01. OXA — oksaliplatyna, PG — pregabalina, AMB — ambroksol, predrug — pomiar przed podaniem zwigzkdw,
postdrug — pomiar po podaniu zwigzkéw, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siddmy dzien eksperymentu,
czas: 0 h — badanie wykonano po 1 h od podania pregabaliny i 0.5 h od podania ambroksolu, 4 h —badanie wykonano po 4 h
od podania zwigzkéw, 6 h — badanie wykonano po 6 h od podania zwigzkéw, 12 h — badanie wykonano po 12 h od podania
zwigzkow.
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4.3.3 Ocena skutecznosci przeciwbolowej ambroksolu w potaczeniu z amitryptyling

W niniejszym badaniu oznaczono wptyw podania skojarzonego ambroksolu w dawkach
12.5 i 37.5 mg/kg w potaczeniu z amitryptyling w dawce 1 mg/kg na zdolno$¢ tagodzenia
objawow nadwrazliwosci termicznej wywotanej podaniem oksaliplatyny. Test zimnej ptytki:
analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanych zwigzkow” F77,=0.8955,
P>0.05; efekt ,,czasu” Fa285=110.2, P<0.0001; efekt interakcji F2s283=0.575, P>0.05.

Podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie skrdocenie czasu wystgpienie
reakcji bélowej zaréwno pierwszego, jak i si6dmego dnia eksperymentu (P<0.001, Rycina 38).
Podanie skojarzone ambroksolu i amitryptyliny nie wykazato dziatania przeciwbdlowego
w zadnym z zastosowanych pofaczen.
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Rycina 38. Wptyw ambroksolu (12.5 i 37.5 mg/kg, i.v.) w potaczeniu z amitryptyling
(1 mg/kg, i.p.) podawanych w schemacie CDT na prég bélowy u myszy mierzony w tescie
zimnej ptytki.

Nadwrazliwos$¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki przedstawiono
jako sredni czas wystapienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki, temperatura 2.5 °C)
dla n=10 (* SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Bonferroniego.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ### P<0.001. OXA — oksaliplatyna, AMB — ambroksol,
AMI — amitryptylina, predrug — pomiar przed podaniem zwigzkéw, postdrug — pomiar po podaniu zwigzkéw, D1 — pierwszy
dzien eksperymentu, D7 — siédmy dzierr eksperymentu, czas: 0 h — podanie jednoczesne zwigzkéw (badanie aktywnosci
analgetycznej wykonano po 1 h od podania lekéw), 4 h —badanie wykonano po 4 h od podania pierwszego leku, 6 h —badanie
wykonano po 6 h od podania pierwszego leku, 12 h — badanie wykonano po 12 h od podania pierwszego leku.
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4.3.4 Ocena skutecznosci przeciwbdélowej lakozamidu w potaczeniu z ambroksolem

Z uwagi na fakt, iz hamowanie VGSCs stanowi waziny mechanizm odpowiedzialny
za tagodzenie objawdéw CIPN indukowanej oksaliplatyng, sprawdzono, czy jednoczesne
oddziatywanie na te kanaty poprzez selektywne wzmacnianie powolnej dezaktywacji VGSCs
prezentowane przez lakozamid oraz hamowanie VGSCs przez ambroksol wykaze addytywny
efekt przeciwbdlowy w zwierzecym modelu CIPN. W tym celu podawano lakozamid
w dawkach 10 i 30 mg/kg w potaczeniu z ambroksolem w dawce 90 mg/kg.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanych
zZwiqzkow” Fgg1=26.99, P<0.0001; efekt ,,czasu” F3.214260.3 = 201.7, P<0.0001; efekt interakcji
F32.324=4.097, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
»badanych zwigzkow” Fgg1=35.57, P<0.0001; efekt ,,czasu” F3201259.3=392.9, P<0.0001; efekt
interakcji F32,324=6.625, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki jednorazowe podanie oksaliplatyny wywotato znamienne
skrocenie czasu wystgpienia reakcji bélowej we wszystkich grupach eksperymentalnych
w pierwszym dniu testu (P<0.05, Rycina 39A). Efekt ten utrzymat sie do dnia si6dmego
powodujgc istotne statystycznie obnizenie progu bdlowego przed podaniem lekéw (P<0.01,
Rycina 39A). Sposréd przebadanych réznych wariantdw potgczen lakozamidu i ambroksolu,
w zadnym 1z zastosowanych schematéw podan nie wykazano istotnej statystycznie
skutecznosci analgetycznej skojarzonego podania lakozamidu i ambroksolu, zaréwno
w pierwszym, jak i siddmym dniu eksperymentu w tescie zimnej ptytki (Rycina 39A).

W celu uproszczenia opisu i utatwienia interpretacji niniejszych wynikdéw zastosowano
skrétowe oznaczenia podania skojarzonego lekdéw. Przedziat czasu [4 h] — oznacza pomiar
wykonany po 4 h od podania pierwszego leku, w tym przypadku lakozamidu; [6 h] — oznacza
pomiar wykonany po 6 h od podania pierwszego leku; [12 h] — oznacza pomiar wykonany
po 12 h od podania pierwszego leku.

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny spowodowato istotne statystycznie
obnizenie sity nacisku wywotujgcej reakcje bolowa u myszy pierwszego (P<0.0001, Rycina 39B)
i sibdmego dnia eksperymentu (P<0.001, Rycina 39B) w stosunku do pomiaru uzyskanego
dla myszy, ktére nie otrzymaty oksaliplatyny. W pierwszym dniu eksperymentu znaczace
podwyzszenie progu bélowego w odpowiedzi na dziatanie bodZca mechanicznego zostato
zaobserwowane we wszystkich grupach eksperymentalnych, przy czym najsilniejszy efekt
wystgpit w grupie otrzymujacej lakozamid w dawce 30 mg/kg i ambroksol w dawce 90 mg/kg
podawanych jednoczesnie oraz w przedziale czasowym [4 h] (P<0.0001, Rycina 39B). Stabszy
efekt przeciwbolowy zostat zaobserwowany w grupie otrzymujgcej lakozamid w dawce
10 mg/kg i ambroksol w dawce 90 mg/kg podawanych jednoczesnie i w przedziale czasowym
[4 h] oraz lakozamid w dawce 30 mg/kg i ambroksol w dawce 90 mg/kg w przedziale czasowym
[6 h] i [12 h] (P<0.001, Rycina 39B). Najstabszy efekt przeciwbdélowy wykazato podanie
lakozamidu w dawce 10 mg/kg w potgczeniu z ambroksolem w dawce 90 mg/kg w przedziale
czasowym [6 h] i [12 h] na nadwrazliwo$é mechaniczng w pierwszym dniu eksperymentu
(P<0.01, Rycina 39B).

W siédmym dniu eksperymentu podanie skojarzone lakozamidu z ambroksolem
wykazato nieco stabszy efekt przeciwbdlowy na objawy nadwrazliwosci mechanicznej
niz w pierwszym dniu eksperymentu. Najsilniejszy efekt tagodzgcy objawy bdélowe wykazato
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potaczenie lakozamidu w dawce 30 mg/kg i ambroksolu w dawce 90 mg/kg w przedziale
czasowym [4 h] (P<0.0001, Rycina 39B) oraz jednoczesnie (P<0.001, Rycina 39B). Stabszy efekt
wykazato potgczenie lakozamidu w dawce 10 mg/kg i ambroksolu w dawce 90 mg/kg
w przedziale czasowym [4 h] oraz lakozamid w dawce 30 mg/kg i ambroksol w dawce 90 mg/kg
w przedziale czasowym [6 h] (P<0.01, Rycina 39B). Najstabszy efekt analgetyczny w siodmym
dniu pomiaréw wykazato podanie lakozamidu w dawce 10 mg/kg i ambroksol w dawce
90 mg/kg podanych jednoczesnie (P<0.05, Rycina 39B). Podanie lakozamidu z ambroksolem
w obu wariantach dawek w przedziale czasowym [12 h] oraz potgczenia podprogowych dawek
lakozamidu i ambroksolu w przedziale czasowym [6 h] nie wykazato dziatania analgetycznego
w siddmym dniu eksperymentu w tescie von Freya.
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Rycina 39. Wptyw lakozamidu (10 i 30 mg/kg, i.p.) w potaczeniu z ambroksolem (90 mg/kg,
i.p.) podawanych w schemacie CDT na prog bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki
(A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bolowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001;
znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bdlowej/sity wywotujgcej reakcje bdélowg przed podaniem lekow:
lakozamidu i ambroksolu w odpowiednim punkcie czasowym: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001.
OXA — oksaliplatyna, LAK — lakozamid, AMB — ambroksol, predrug — pomiar przed podaniem zwigzkéw, postdrug — pomiar
po podaniu zwigzkow, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siddmy dzien eksperymentu, czas: 0 h — podanie jednoczesne
zwigzkdw (badanie aktywnosci analgetycznej wykonano po 1 h od podania lekéw), 4 h — badanie wykonano po 4 h od podania
pierwszego leku, 6 h — badanie wykonano po 6 h od podania pierwszego leku, 12 h — badanie wykonano po 12 h od podania
pierwszego leku. Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame
kolory stupkdéw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw
w tych samych punktach czasowych.
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4.3.5 Ocena skutecznosci przeciwbolowej pregabaliny w potaczeniu z lakozamidem

W oparciu o wyniki badain otrzymane we wczesniejszych dos$wiadczeniach oraz dane
literaturowe potwierdzajgce istotny wptyw hamowania VGSCs i VGCCs na tagodzenie objawow
bdlu neuropatycznego o rdzinej etiologii, oceniono skutecznos$¢ podania skojarzonego
pregabaliny i lakozamidu w zwierzecym modelu CIPN indukowanej oksaliplatyng. W tym celu
podawano pregabaline w dawkach 10 i 30 mg/kg w potaczeniu z lakozamidem w dawce
10 mg/kg.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanych
zwiqzkow” Fgg1=17.21, P<0.0001; efekt ,czasu” Fs.432278 = 144.2, P<0.0001; efekt interakcji
F32.324=3.393, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
»badanych zwiqgzkéw” Fss1=30.95, P<0.0001; efekt ,czasu” Fz3s4271.7=367.6, P<0.0001; efekt
interakcji F32,324=13.37, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie skrécenie
czasu wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na bodziec termiczny w pierwszym dniu
eksperymentu we wszystkich grupach eksperymentalnych (P<0.01, Rycina 40A). Zmiany
utrzymywaty sie do siddmego dnia pomiaréw, znamiennie obnizajgc prég bdlowy zwierzat
(P<0.01, Rycina 40A). Sposrod przebadanych potaczen pregabaliny i lakozamidu podanych
w réznych wariantach czasowych, istotng statystycznie aktywnos¢ przeciwbdlowg w tescie
zimnej ptytki wykazato wytagcznie podanie pregabaliny w dawce 30 mg/kg jednoczesnie
z lakozamidem w dawce 10 mg/kg pierwszego dnia eksperymentu (P<0.05, Rycina 40A).

W celu uproszczenia opisu i utatwienia interpretacji niniejszych wynikdéw zastosowano
skrétowe oznaczenia podania skojarzonego lekdéw. Przedziat czasu [4 h] — oznacza pomiar
wykonany po 4 h od podania pierwszego leku, w tym przypadku pregabaliny; [6 h] — oznacza
pomiar wykonany po 6 h od podania pierwszego leku; [12 h] — oznacza pomiar wykonany
po 12 h od podania pierwszego leku.

W tescie von Freya jednorazowe podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie
obnizenie sity nacisku wywotujgcej reakcje bdlowg u zwierzagt badang w pierwszym dniu
eksperymentu we wszystkich grupach eksperymentalnych (P<0.0001, Rycina 40B). Podobny
efekt zaobserwowano w siédmym dniu pomiaréw (P<0.01, Rycina 40B).

Skojarzone podanie pregabaliny i lakozamidu w tescie von Freya wykazato istotne
statystycznie dziatanie analgetyczne, podwyzszajac prog bélowy w odpowiedzi na dziatajacy
bodziec mechaniczny w pierwszym dniu eksperymentu we wszystkich grupach
eksperymentalnych (P<0.0001, z wyjatkiem podania skojarzonego: pregabaliny w dawce
10 mg/kg i lakozamidu w dawce 10 mg/kg w przedziale czasowym [4 h]: P<0.001
oraz [12 h]: P<0.05, Rycina 40B). Co wiecej, podanie potfgczen pregabaliny i lakozamidu
w siddmym dniu eksperymentu wykazato silny i istotny statystycznie wptyw na nadwrazliwos¢
mechaniczng (P<0.05, podanie pregabaliny w dawce 10 mg/kg i lakozamidu w dawce 10 mg/kg
w przedziale czasowym [6 h]; P<0.01, podanie pregabaliny w dawce 10 mg/kg i lakozamidu
w dawce 10 mg/kg podanych jednoczesnie i w przedziale czasowym [4 h]; P<0.001, podanie
pregabaliny w dawce 30 mg/kg i lakozamidu w dawce 10 mg/kg podanych jednoczesnie
i w przedziale czasowym [4 h] i [6 h], Rycina 40B) z wyjgtkiem grup z zastosowanym
przedziatem czasowym [12 h], ktore nie wykazaty aktywnosci przeciwbdlowe;j.
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Rycina 40. Wptyw pregabaliny (10 i 30 mg/kg, i.p.) w potaczeniu z lakozamidem (10 mg/kg,
i.p.) podawanych w schemacie CDT na prog bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki
(A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujacg reakcje bolowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001; znamiennos¢
statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bélowej/sity wywotujgcej reakcje bolowa przed podaniem zwigzkdéw w odpowiednim
punkcie czasowym: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, PG — pregabalina, LAK — lakozamid,
predrug — pomiar przed podaniem zwigzkéw, postdrug — pomiar po podaniu zwigzkéw, D1 — pierwszy dzien eksperymentu,
D7 — siodmy dzien eksperymentu, czas: 0 h — podanie jednoczesne zwigzkéw (badanie aktywnosci analgetycznej wykonano
po 1 h od podania lekdw), 4 h — badanie wykonano po 4 h od podania pierwszego leku, 6 h — badanie wykonano po 6 h
od podania pierwszego leku, 12 h — badanie wykonano po 12 od podania pierwszego leku. Grupa kontrolna, ktdra otrzymata
wytacznie rozpuszczalnik (VEH) i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkéw na wykresie jak pozostate grupy,
ktérym podano oksaliplatyne, ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych punktach czasowych.
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4.3.6 Ocena skutecznosci przeciwbdlowej aripiprazolu w potaczeniu z ceftriaksonem
podawanych jednorazowo i wielokrotnie

W ramach kolejnego etapu badan zbadano czy ceftriakson poprzez zwiekszenie ekspres;i

GLT-1 oraz aripiprazol — modulator transmisji dopaminergicznej i serotoninergicznej mogga

dziata¢ synergistycznie przeciwbdlowo w modelu CIPN wywofanej oksaliplatyng. W ramach

eksperymentu leki zostaty podane jednoczesnie jednorazowo i wielokrotnie. Skutecznos¢

analgetyczng oceniono w tescie zimnej ptytki oraz tescie von Freya.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanych
zZwiqzkow” Fi4131=1.574, P>0.05; efekt ,czasu” Fas24=243.1, P<0.0001; efekt interakcji
Fs6,524=2.006, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
»badanych zwiqgzkéw” F10,95=14.03, P<0.0001; efekt ,czasu” Fs350=339.4, P<0.0001; efekt
interakcji Fa0,380=7.843, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki jednorazowe podanie oksaliplatyny wywotato istotne
statystycznie skrdocenie czasu wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na dziatajgcy bodziec
termiczny pierwszego i siédmego dnia eksperymentu we wszystkich grupach
eksperymentalnych (P<0.0001, Rycina 41A). Istotny efekt przeciwbdlowy zastosowanego
potaczenia lekéw zaobserwowano wytgcznie w grupie otrzymujgcej aripiprazol w dawce
10 mg/kg oraz ceftriakson w dawce 50 mg/kg w pierwszym dniu eksperymentu (grupa
otrzymujgca leki wielokrotnie: P<0.05, Rycina 41A).

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny istotnie statystycznie obnizyto prég bolowy
pierwszego i siodmego dnia eksperymentu we wszystkich grupach eksperymentalnych
(P<0.0001, Rycina 41B). Podanie skojarzone aripiprazolu i ceftriaksonu w réznych dawkach
i wariantach potaczen wywotato istotny statystycznie efekt na nadwrazliwos¢ mechaniczng
w pierwszym i siddmym dniu eksperymentu we wszystkich grupach eksperymentalnych
w poréwnaniu do pomiaréw przed podaniem lekéw (P<0.01, Rycina 41B). Dodatkowo pomiary
te byty istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu do odpowiadajgcych pomiaréw grupy
kontrolnej (P<0.01, Rycina 41B), oprécz jednorazowego podania aripiprazolu w dawce 1 mg/kg
i ceftriaksonu w dawce 50 mg/kg, ktdrych podanie wykazato taki efekt wytgcznie pierwszego
dnia eksperymentu (P<0.05, Rycina 41B).

W grupach otrzymujgcych wielokrotnie aripiprazol w dawce 1 mg/kg i ceftriaksonu
w dawce 200 mg/kg oraz aripiprazolu w dawce 10 mg/kg i ceftriaksonu w dawce 50 mg/kg,
podanie tych pofagczen w siddmym dniu wywotywato istotny statystycznie efekt
przeciwbolowy, przewyzszajgcy odpowiadajgcg wartos¢ uzyskang dla podania jednorazowego
tych lekéw (P<0.01, Rycina 41B). Ponadto wielokrotne podanie aripiprazolu w dawce 10 mg/kg
i ceftriaksonu w dawce 50 mg/kg istotnie statystycznie podwyzszato wartos¢ pomiaru
przed podaniem lekow, wykazujgc potencjalne dziatanie ochronne na rozwéj nadwrazliwosci
mechanicznej po siedmiu dniach od podania cytostatyka w poréwnaniu do analogicznego
pomiaru grupy otrzymujgcej leki jednorazowo (P<0.01, Rycina 41B),

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Safat, K., Furgata, A., & Safat,
R. (2019). Interventional and preventive effects of aripiprazole and ceftriaxone used alone
or in combination on oxaliplatin-induced tactile and cold allodynia in mice. Biomedicine
& Pharmacotherapy, 111, 882-890.
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Rycina 41. Wpilyw aripiprazolu (1 i 10 mg/kg, i.p.) w potaczeniu z ceftriaksonem
(50 i 200 mg/kg, i.p.) podawanych jednorazowo i wielokrotnie na prog bélowy u myszy
mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujacg reakcje bolowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc
Bonferroniego. Znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: #### P<0.0001; znamiennosc
statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bolowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje przed podaniem zwigzkdéw w odpowiednim
punkcie czasowym: + P<0.05, ++ P<0.01, +++ P<0.001, ++++ P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar po podaniu
oksaliplatyny grupy kontrolnej: * P<0.05, ** P<0.01, **** P<0.0001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar po podaniu lekéw
grupy otrzymujacej zwigzki jednorazowo: A P<0.01, MAA P<0.0001, znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem
lekdw grupy otrzymujacej zwigzki jednorazowo: %% P<0.01. OXA —oksaliplatyna, ARl —aripiprazol, CEF — ceftriakson, predrug
— pomiar przed podaniem zwigzkdw, postdrug — pomiar po podaniu zwigzkéw, D1 — pierwszy dzieri eksperymentu,
D7 —siodmy dzien eksperymentu.
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4.3.7 Ocena skutecznosci przeciwbdélowej simwastatyny w potaczeniu z cebranopadolem
W niniejszym eksperymencie oceniono skuteczno$¢ podania skojarzonego simwastatyny
podawanej wielokrotnie przez siedem dni w potaczeniu z cebranopadolem dodatkowo
podanym w siddmym dniu eksperymentu. Skuteczno$é potaczen lekowych oceniono w tescie
zimnej ptytki.

We wszystkich grupach podanie oksaliplatyny powodowato istotne statystycznie
obnizenie progu wrazliwosci termicznej zaobserwowane w odpowiedzi na dziatajgcy bodziec
termiczny podczas pierwszego dnia eksperymentu (P<0.001, Rycina 42). Pojedyncze podanie
simwastatyny prowadzito do nieznacznego wydtuzenia czasu wystgpienia reakcji bélowej
w tescie zimnej ptytki, a wartosci te nie byly istotne statystycznie. Co ciekawe, wielokrotne
podanie simwastatyny wywotato znaczne podwyzszenie wartosci pomiaréw przed podaniem
lekéw otrzymanych w siédmym dniu eksperymentu, swiadczagce o zahamowaniu rozwoju
nadwrazliwosci termicznej. Otrzymane wartos$ci pomiardw w siédmym dniu eksperymentu
byty zblizone do pomiaréw otrzymanych dla zwierzat, ktére nie otrzymaty oksaliplatyny
(zwierzeta kontrolne, bez neuropatii).

Skutecznos$¢ analgetyczna cebranopadolu jako dodatkowej komponenty terapii,
majgcej na celu tagodzenie objawéw nadwrazliwosci termicznej, w siédmym dniu
eksperymentu nie zostata wykazana. Podanie cebranopadolu siédmego dnia, zaréwno
w schemacie podania jednoczesnego (test zimnej ptytki: jednoczynnikowa analiza wariancji,
Fs,70=6.657, P<0.0001, Rycina 42A) oraz po: 4 h (test zimnej ptytki: jednoczynnikowa analiza
wariancji, Fes5=11.37, P<0.0001, Rycina 42B) i 6 h (test zimnej ptytki: jednoczynnikowa analiza
wariancji, Fe,65=9.875, P<0.0001, Rycina 42C) od podania simwastatyny nie wydtuzato istotnie
czasu wystgpienia reakcji bolowej w tescie zimnej ptytki. Brak aktywnosci zastosowanego
potaczenia lekdw mozna wyjasni¢ wysokimi wartosciami pomiaréw uzyskanymi w siodmym
dniu eksperymentu jako efekt wielokrotnego podania simwastatyny, ktérego dodatkowe
podanie cebranopadolu nie byto w stanie istotnie podwyzszy¢.

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Safat, K., Furgata, A., & Safat,
R. (2018). Evaluation of cebranopadol, a dually acting nociceptin/orphanin FQ and opioid
receptor agonist in mouse models of acute, tonic, and chemotherapy-induced neuropathic
pain. Inflammopharmacology, 26(2), 361-374.
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Rycina 42. Wptyw wielokrotnego podania simwastatyny (100 mg/kg, p.o.) w potaczeniu
z cebranopadolem (10 mg/kg, s.c.) przebadanych si6dmego dnia eksperymentu: po 2 h
od podania jednoczesnego (A), oraz z odstepem czasu 4 h (B) i 6 h (C) na prog bolowy u myszy
mierzony w tescie zimnej ptytki.

Nadwrazliwos$¢ termiczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny oraz 7 dni po jej podaniu. Wyniki przedstawiono jako $redni
czas wystgpienia reakcji bolowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki, temperatura 2.5 °C)
dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Tukeya. Znamiennos¢ statystyczna
vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: ### P<0.001. OXA — oksaliplatyna, SIM — simwastatyna, CEB — cebranopadol,
predrug — pomiar przed podaniem zwigzkdw, postdrug — pomiar po podaniu zwigzkow.
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4.3.8 Ocena skutecznosci przeciwbdlowej minocykliny w potaczeniu z ambroksolem

i duloksetyng
4.3.8.1 Ocena skutecznosci przeciwbolowej minocykliny w potaczeniu z ambroksolem
W oparciu o mechanizm dziatania minocykliny oraz udokumentowang aktywnosc
analgetyczng w réznych modelach bélu, w tym bdlu neuropatycznego [130,322,323],
oceniono skuteczno$é przeciwbdlowg tego leku w potfgczeniu z ambroksolem. Skutecznosé
zastosowanego potgczenia oceniono w tescie zimnej ptytki oraz tescie von Freya.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanych
zwiqzkow” Fy7360=3.414, P<0.01; efekt ,czasu” Fas360=223.6, P<0.0001; efekt interakcji
F28360=1.412, P>0.05; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
»badanych zwigzkdw” F7360=4.195, P<0.001; efekt ,czasu” Fs360=291.0, P<0.0001; efekt
interakcji F2s8360=4.348, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie
progu bdlowego u myszy pierwszego i siddmego dnia eksperymentu (P<0.0001, Rycina 43A).
Zadne z zastosowanych wariantéw potfgczern minocykliny i ambroksolu nie wykazato
znamienne] aktywnosci przeciwbdlowej, fagodzacej objawy nadwrazliwosci termicznej
w tescie zimnej ptytki.

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie sity
nacisku wywotujgcej reakcje bdlowa u myszy w odpowiedzi na dziatajgcy bodziec mechaniczny
pierwszego i sibdmego dnia eksperymentu (P<0.0001, Rycina 43B). Najwyzszg skutecznos$é
analgetyczng wykazano w pierwszym dniu eksperymentu dla tacznego podania minocykliny
w dawce 100 mg/kg i ambroksolu w dawce 90 mg/kg jednoczesnie oraz po 4 h, 6 h (P<0.0001,
Rycina 43B) i 12 h (P<0.01, Rycina 43B) od podania pierwszego leku, w tym przypadku
minocykliny. Potgczenie nizszej dawki minocykliny (50 mg/kg) z ambroksolem, wykazato
istotny wptyw na nadwrazliwo$é mechaniczng wytgcznie w schemacie podania jednoczesnego
w pierwszym dniu eksperymentu (P<0.05, Rycina 43B).

W siédmym dniu eksperymentu skutecznos¢ przeciwbdlowg wykazato wytgcznie
potaczenie minocykliny w dawce 100 mg/kg i ambroksolu w dawce 90 mg/kg podanych
jednoczesnie (P<0.0001, Rycina 43B).
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Rycina 43. Wptyw minocykliny (50 i 100 mg/kg, i.p.) w potaczeniu zambroksolem (90 mg/kg,
i.p.) podawanych w schemacie CDT na prég bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki
(A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bolowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: #### P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar
czasu reakcji bélowej/sity wywotujgcej reakcje bdlowa przed podaniem zwigzkéw: minocykliny i ambroksolu w odpowiednim
punkcie czasowym: * P<0.05, ** P<0.01, **** P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, MI — minocyklina, AMB — ambroksol,
predrug — pomiar przed podaniem zwigzkdw, postdrug — pomiar po podaniu zwigzkéw, D1 — pierwszy dzien eksperymentu,
D7 — siédmy dzien eksperymentu, czas: 0 h — podanie jednoczesne zwigzkéw (badanie aktywnosci analgetycznej wykonano
po 1 h od podania lekéw), 4 h — badanie wykonano po 4 h od podania pierwszego leku, 6 h - badanie wykonano po 6 h
od podania pierwszego leku, 12 h — badanie wykonano po 12 h od podania pierwszego leku.
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4.3.8.2 Ocena skutecznosci przeciwbolowej minocykliny w potaczeniu z duloksetyng
Hamujgce dziatanie na aktywacje mikrogleju minocykliny zostato potgczone z wptywem
na wychwyt zwrotny 5-HT i NA, czyli dziataniem prezentowanym przez duloksetyne. Dziatanie
analgetyczne podania skojarzonego minocykliny z duloksetyng zostato ocenione w tescie
zimnej ptytki oraz tescie von Freya.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanych
zZwiqzkdw” F7360=5.090, P<0.0001; efekt ,czasu” Fss3s0=241.1, P<0.0001; efekt interakcji
F25360=0.6708, P>0.05; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
,badanych zwiqzkow” F7360=2.472, P<0.05; efekt ,czasu” Fs360=351.8, P<0.0001; efekt
interakcji F2s,360=3.457, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie
progu bdlowego u myszy pierwszego i siodmego dnia eksperymentu w odpowiedzi
na dziatajacy bodziec termiczny (P<0.0001, Rycina 44A). Zadne z zastosowanych wariantéw
potaczen minocykliny i duloksetyny nie wykazato znamiennej aktywnosci przeciwbdlowej,
tagodzacej objawy nadwrazliwosci termicznej w tescie zimnej ptytki.

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny wywofato silne i istotne statystycznie
obnizenie progu bélowego w odpowiedzi na dziatajagcy bodziec mechaniczny we wszystkich
grupach eksperymentalnych pierwszego i si6dmego dnia pomiaréw (P<0.0001, Rycina 44B).
Znamienny efekt analgetyczny zostat zaobserwowany w przypadku potgczenia minocykliny
w dawce 100 mg/kg i duloksetyny w dawce 10 mg/kg w schemacie podania jednoczesnego
i przebadanych po 4 h od podania minocykliny, zaréwno pierwszego, jak i si6dmego dnia
eksperymentu (P<0.05, Rycina 44B). Potaczenie tych dawek lekéw wykazato réowniez silng
aktywnos¢ pierwszego dnia pomiardw przebadanych po 6 hii 12 h od podania pierwszego leku
(P<0.0001, Rycina 44B). Podanie podprogowych (tj. nieaktywnych w monoterapii) dawek
minocykliny (50 mg/kg) i duloksetyny (10 mg/kg) wykazato aktywnos$¢ przeciwbdlowg
wyfacznie pierwszego dnia eksperymentu przebadanych po 12 h od podania pierwszego leku
(P<0.05, Rycina 44B).
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Rycina 44. Wptyw minocykliny (50 i 100 mg/kg, i.p.) w potaczeniu z duloksetyng (10 mg/kg,
i.p.) podawanych w schemacie CDT na prog bolowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki
(A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bolowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: #### P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar
czasu reakcji bdlowej/sity wywotujgcej reakcje bdlowa przed podaniem zwigzkéw w odpowiednim punkcie czasowym:
* P<0.05, **** P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, Ml — minocyklina, DL — duloksetyna, predrug — pomiar przed podaniem
zwigzkdw, postdrug — pomiar po podaniu zwigzkéw, D1 — pierwszy dzier eksperymentu, D7 — siddmy dzien eksperymentu,
czas: 0 h — podanie jednoczesne zwigzkéw (badanie wykonano po 1 h od podania lekéw), 4 h — badanie wykonano po 4 h
od podania pierwszego leku, 6 h — badanie wykonano po 6 h od podania pierwszego leku, 12 h — badanie wykonano po 12 h
od podania pierwszego leku.
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4.3.8.3 Ocena skutecznosci przeciwbolowej jednorazowego i wielokrotnego skojarzonego
podania minocykliny z duloksetyng i ambroksolem

W kolejnym etapie badan oceniono aktywnos$¢ analgetyczng tgcznych podan (jednorazowych

i wielokrotnych) minocykliny z ambroksolem i duloksetyng. W niniejszym eksperymencie leki

podawano myszom w dawkach podprogowych, czyli minocykline w dawce 50 mg/kg,

ambroksol w dawce 90 mg/kg i duloksetyne w dawce 10 mg/kg. Skutecznos$¢ potgczen

lekowych oceniono w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya.

Podanie minocykliny i ambroksolu, test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi
pomiarami: efekt ,,badanych zwiqzkdw” F77,=34.29, P<0.0001; efekt ,,czasu” F3.354,241.5=187.5,
P<0.0001; efekt interakcji F2s285=6.329, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji
Z powtarzanymi pomiarami: efekt ,,badanych zwigzkdw” F7,7,=65.52, P<0.0001; efekt ,,czasu”
F3.652,262.9=411.9, P<0.0001; efekt interakcji F2s,288=23.69, P<0.0001.

Podanie minocykliny i duloksetyny, test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi
pomiarami: efekt ,badanych zwigzkéow” F771=30.39, P<0.0001; efekt ,,czasu” F3296,234=180.9,
P<0.0001; efekt interakcji Fzs284=7.23, P<0.0001; test von Freya: analiza wariancji
Z powtarzanymi pomiarami: efekt ,badanych zwigzkéow” F77,=107.5, P<0.0001, efekt , czasu”
F3.352241.4=442.4, P<0.0001; efekt interakcji F2s 285=26.02, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie skrécenie
czasu wystgpienia reakcji bdlowej w pierwszym dniu eksperymentu (P<0.001, Rycina 45A).
W siédmym dniu eksperymentu istotne statystycznie obnizenie progu bdlowego zostato
zaobserwowane dla niektérych grup eksperymentalnych (P<0.01, Rycina 45A)
z wyjatkiem zwierzat otrzymujacych wielokrotnie minocykline w dawce 50 mg/kg
i duloksetyne w dawce 10 mg/kg. Podanie tego potaczenia lekéw przez siedem dni po podaniu
oksaliplatyny hamowato rozwdj nadwrazliwosci termicznej, znaczgco wydtuzajgc czas
wystgpienia reakcji bélowej siddmego dnia pomiardw.

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie sity
nacisku wywotujgcej reakcje bolowg myszy w pierwszym (P<0.0001, Rycina 45B) oraz si6dmym
dniu eksperymentu (P<0.05, Rycina 45B). Podanie minocykliny w dawce 50 mg/kg
i duloksetyny w dawce 10 mg/kg wykazato istotny statystycznie efekt przeciwbdolowy
pierwszego dnia eksperymentu (P<0.001 — podanie wielokrotne; P<0.01 — podanie
jednorazowe, Rycina 45B) oraz siédmego dnia eksperymentu (P<0.05, Rycina 45B).
Dodatkowo pomiar przed podaniem lekéw wykonany siddmego dnia byt znamiennie wyzszy
w poréwnaniu do pomiaru wykonanego w pierwszym dniu po podaniu oksaliplatyny, zaréwno
w grupie otrzymujacej leki jednorazowo (P<0.05, Rycina 45B), jak i wielokrotnie (P<0.0001,
Rycina 45B). Co wazne, efekt ochronny polegajgcy na hamowaniu rozwoju nadwrazliwosci
na bodzce mechaniczne mierzony po siedmiu dniach wielokrotnego podawania lekow
znacznie przewyzszat ten obserwowany, gdy leki podawano jednorazowo.

Skojarzone podanie minocykliny w dawce 50 mg/kg oraz ambroksolu w dawce
90 mg/kg istotnie statystycznie podwyzszato prog bélowy w pierwszym dniu eksperymentu
(P<0.05, Rycina 45B). Zastosowanie zaréwno podania jednorazowego (P<0.01, Rycina 45B),
jak i wielokrotnego (P<0.0001, Rycina 45B) wywofato znamienne podwyziszenie wartosci
pomiarow otrzymanych w siédmym dniu eksperymentu w porownaniu do pomiaru
po podaniu oksaliplatyny z dnia pierwszego. Co ciekawe, znaczne dziatanie ochronne
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na rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej po siedmiu dniach od podania cytostatyka wykazato
juz jednorazowe podanie lekdw w pierwszym dniu eksperymentu. Podanie minocykliny
i ambroksolu w siddmym dniu eksperymentu, nie wykazato istotnego statystycznie dziatania
przeciwbdlowego.

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Satat, K., Furgata-Wojas, A.,
& Satfat, R. (2021). The microglial activation inhibitor minocycline used alone and

in combination with duloxetine, attenuates pain caused by oxaliplatin in mice. Molecules,
26(12), 3577.
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Rycina 45. Wptyw minocykliny (50 mg/kg, i.p.) w potaczeniu z duloksetyna (10 mg/kg, i.p.)
i ambroksolem (90 mg/kg, i.p.) podawanych jednorazowo i wielokrotnie na prég bélowy
u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) i tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bélowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bolowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=9-10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001, #### P<0.0001;
znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar czasu reakcji bélowej/sity nacisku wywotujgcej reakcje przed podaniem zwigzkéw
w odpowiednim punkcie czasowym: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001; znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar zerowy
pierwszego dnia eksperymentu: A P<0.05, A P<0.01, AN P<0.0001. OXA —oksaliplatyna, Ml —minocyklina, DL—duloksetyna,
AMB — ambroksol, predrug — pomiar przed podaniem zwigzkéw, postdrug — pomiar po podaniu zwigzkéw, D1 — pierwszy
dzien eksperymentu, D7 — siddmy dzien eksperymentu. Grupa kontrolna, ktéra otrzymata wytgcznie rozpuszczalnik (VEH)
i nie otrzymata oksaliplatyny ma tozsame kolory stupkdw na wykresie jak pozostate grupy, ktérym podano oksaliplatyne,
ze wzgledu na wykonywanie pomiaréw w tych samych punktach czasowych.
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4.3.8.4 Ocena skutecznosci przeciwbélowej minocykliny po1 h,4 h, 6 hi12 h od podania
W celu sprawdzenia czy aktywnos¢ przeciwbdlowa zastosowanych potgczen lekéw nie wynika
z rozwijajacego sie w czasie dziatania minocykliny, oznaczono aktywnosc tego leku w punktach
czasowych, w ktorych prowadzono badania w schemacie podania skojarzonego
(Rozdziat 4.3.8.1i4.3.8.2). Pomiary wykonano w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya.

Test zimnej ptytki: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt , badanego
zwiqzku” F7360=0.912, P>0.05; efekt ,czasu” Fs360=195.9, P<0.0001; efekt interakcji
F2s360=1.166, P>0.05; test von Freya: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
,badanego zwiqgzku” F7360=13.30, P<0.0001; efekt ,czasu” Fs360=636.3, P<0.0001; efekt
interakcji F2s360=4.022, P<0.0001.

W tescie zimnej ptytki podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie
progu bélowego we wszystkich grupach eksperymentalnych pierwszego i siddmego dnia
pomiaréw (P<0.0001, Rycina 46A). W tescie zimnej ptytki podanie minocykliny wykazato
istotne statystycznie podwyzszenie progu bdlowego wytgcznie w grupie, ktéra otrzymata
minocykline w dawce 100 mg/kg, a pomiar wykonano po 6 h od podania leku (P<0.05,
Rycina 46A).

W tescie von Freya podanie oksaliplatyny wywotato istotne statystycznie obnizenie sity
nacisku wywotujgcej reakcje zwierzat pierwszego i siodmego dnia eksperymentu (P<0.0001,
Rycina 46B). Podanie minocykliny w dawce 50 mg/kg znamiennie statystycznie podwyzszato
prog bolowy myszy mierzony pierwszego dnia eksperymentu po: 1 h (P<0.01, Rycina 46B),
6 h i 12 h (P<0.001, Rycina 46B) od podania leku. Z kolei, minocyklina w dawce 100 mg/kg
wykazata istotny statystycznie efekt przeciwbdlowy, tagodzac objawy nadwrazliwosci
mechanicznej u myszy mierzony pierwszego i siddmego dnia eksperymentu po1lh,4hil2h
od podania (P<0.001, Rycina 46B) oraz pierwszego dnia eksperymentu po 6 h od podania
(P<0.0001, Rycina 46B).
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Rycina 46. Wptyw minocykliny (50 i 100 mg/kg, i.p.) po1h,4 h,6 hi12 h od podania na prég
bélowy u myszy mierzony w tescie zimnej ptytki (A) oraz tescie von Freya (B).

Nadwrazliwos$¢ termiczng i mechaniczng oceniano w dniu podania oksaliplatyny (D1) oraz 7 dni po jej podaniu (D7). Wyniki
przedstawiono jako Sredni czas wystgpienia reakcji bolowej w odpowiedzi na stymulacje termiczng (test zimnej ptytki,
temperatura 2.5 °C) oraz s$rednig site nacisku wywotujgcg reakcje bdlowg w odpowiedzi na stymulacje mechaniczng
(test von Freya) dla n=10 (+ SEM). Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya.
Znamienno$¢ statystyczna vs. pomiar przed podaniem oksaliplatyny: #### P<0.0001; znamiennos¢ statystyczna vs. pomiar
czasu reakcji bdlowej/sity wywotujgcej reakcje bdlowa przed podaniem zwigzkéw w odpowiednim punkcie czasowym:
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, Ml — minocyklina, predrug — pomiar przed podaniem
minocykliny, postdrug — pomiar po podaniu minocykliny, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siédmy dzien
eksperymentu, czas: 0 h — badanie wykonano po 1 h od podania minocykliny, 4 h — badanie wykonano po 4 h od podania
minocykliny, 6 h — badanie wykonano po 6 h od podania minocykliny, 12 h — badanie wykonano po 12 h od podania
minocykliny.
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4.4 ANALIZA WYBRANYCH POMIAROW AKTYWNOSCI LOKOMOTORYCZNEJ

| WPLYWU NA KOORDYNACIJE RUCHOWA ZWIERZAT
W ramach kolejnego etapu badan oceniono czy zwigzki i ich pofgczenia mogg wptywaé
na aktywnos¢ lokomotoryczng i koordynacje ruchowg zwierzat. Wykazanie takiej aktywnosci
lub jej braku pozwolito oceni¢, czy efekty obserwowane w testach oznaczajgcych aktywnosé
przeciwbdlowg sg zwigzane z rzeczywistym dziataniem przeciwbdélowym, czy sg wynikiem
fatszywie pozytywnym.

W niniejszym rozdziale przedstawione zostaty wytgcznie wybrane wyniki wykazujace
istotny statystycznie negatywny wptyw badanych zwigzkéw na koordynacje ruchowa
i aktywno$¢é lokomotoryczng zwierzat, co mogto potencjalnie rzutowaé na wyniki aktywnosci
analgetycznej.

Schematy wykonanych pomiaréw rdéznity sie od siebie, co byto zwigzane
z dostosowaniem poszczegdélnych testéw do doswiadczen opisanych jako testy aktywnosci
przeciwbdlowej. Zwierzeta, ktérym wykonywano pomiary wptywu na koordynacje ruchowg
oraz aktywnos¢ lokomotoryczng, otrzymaty kazdorazowo oksaliplatyne oraz badane zwigzki
w sposéb analogiczny jak w testach oceniajgcych aktywnos¢ przeciwbdlowa.
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4.4.1 Wptyw pregabaliny i ambroksolu podawanych oddzielnie i w skojarzeniu

na aktywnosc¢ lokomotoryczna
Test aktywnosci lokomotorycznej: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt
,badanych zwigzkéw” Fs33=11.78; P<0.0001; efekt ,czasu” Fs190=18.72, P<0.0001; efekt
interakcji F25,190=1.602, P<0.05.

Podanie pregabaliny w dawce 10 mg/kg hamowato aktywnos$¢ lokomotoryczng
u myszy we wszystkich przedziatach czasowych. Ambroksol w dawce 12.5 mg/kg obnizat
aktywnosc¢ lokomotoryczng zwierzat w przedziatach czasowych: 10-20 min (P<0.01, Rycina 47)
i 30-40 min (P<0.05, Rycina 47). Oba zastosowane potgczenia pregabaliny i ambroksolu
znaczgco zmniejszaty aktywnos¢ lokomotoryczng we wszystkich przedziatach czasowych
(Rycina 47). Dawki pregabaliny i ambroksolu wybrane do ponizszego testu wyselekcjonowano
w oparciu o wyniki otrzymane w tescie oceniajgcym aktywnos¢ analgetyczng tych lekéw
(Rozdziat 4.3.2).
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Rycina 47. Wplyw pregabaliny (10 i 30 mg/kg, i.p.), ambroksolu (12.5 i 37.5 mg/kg, i.v.)

oraz potaczenia pregabaliny i ambroksolu na aktywnos¢ lokomotoryczng u myszy.

Wyniki przedstawiono jako $rednig liczbe przecie¢ wigzek swiatta (x SEM) w czasie 60 minut dla n=7-8. Analiza statystyczna:
analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Bonferroniego. Istotnos¢ statystyczna vs. grupa kontrolna:
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001. AMB — ambroksol, PG — pregabalina.
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4.4.2 Wptyw ambroksolu i bromheksyny podanych jednorazowo i wielokrotnie
na koordynacje ruchowg

Test preta obrotowego: jednoczynnikowa analiza wariancji: efekt ,badanego zwigzku” przy

predkosci: 6 rpom Fo,50=0.7827, P>0.05; 18 rom Fo,50=2.849, P<0.01; 24 rpm Fo,50=2.903, P<0.01).
Podanie oksaliplatyny nie wywotato negatywnego wptywu na koordynacje ruchowa

zwierzat. Istotne statystycznie zaburzenie koordynacji ruchowej wywotywat ambroksol

podany w dawce 150 mg/kg w tescie preta obrotowego przy predkosci 18 i 24 obr./min

(P<0.001, Rycina 48).
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Rycina 48. Wptyw ambroksolu i bromheksyny (90 i 150 mg/kg, i.p.) na koordynacje ruchowa
u myszy.

Wyniki przedstawiono jako $redni czas spedzony na precie obrotowym (+ SEM) obracajgcym sie z predkoscig 6 obr./min,
18 obr./min i 24 obr./min dla n=6-8. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Dunnetta.
Istotnos¢ w poréwnaniu z grupa kontrolng, ktéra nie otrzymata oksaliplatyny: *** P<0.001. OXA — oksaliplatyna,
AMB — ambroksol, BRX — bromheksyna.
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4.4.3 Wplyw aripiprazolu i ceftriaksonu podawanych oddzielnie i w skojarzeniu
na aktywnosc¢ lokomotoryczna

Test aktywnosci lokomotorycznej: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami: efekt

»badanych zwigzkéw” F16,7,=13.55, P<0.0001; efekt, czasu” Fs 350=2.71, P<0.05; efekt interakcji

Fs0,360=1.03, P>0.05.

Podanie oksaliplatyny nie wywofato negatywnego wptywu na aktywnosé
lokomotoryczng myszy. Istotne statystycznie obnizenie aktywnosci lokomotorycznej
u myszy odnotowano u zwierzat otrzymujacych aripiprazol w dawkach 1 mg/kg i 10 mg/kg
(podanie jednorazowe) we wszystkich punktach czasowych w poréwnaniu do grupy kontrolnej
otrzymujgcej oksaliplatyne w dniu jej podania (Rycina 49A). Wielokrotne podanie aripiprazolu
w dawkach 1 mg/kg i 10 mg/kg wywotywato réwniez zahamowanie aktywnosci
lokomotorycznej, jednak zmiany te nie byly istotne statystycznie (Rycina 49A).

Ceftriakson podawany jednorazowo i wielokrotnie nie powodowat zaburzen
w aktywnosci lokomotorycznej zwierzat (Rycina 49B). Natomiast wszystkie potgczenia
aripiprazolu i ceftriaksonu, podawane zaréwno jednorazowo oraz wielokrotnie, silnie
hamowaty aktywnos¢ lokomotoryczng zwierzat praktycznie w kazdym przedziale czasowym
(Rycina 49C).
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Rycina 49. Wptyw aripiprazolu (1 i 10 mg/kg, i.p.) i ceftriaksonu (50 i 200 mg/kg, i.p.)
na aktywnosc¢ lokomotoryczng u myszy.
Wyniki przedstawiono jako $rednig liczbe przecie¢ wigzek swiatta (+ SEM) w czasie 30 min dla n=6-8. Analiza statystyczna:
analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Bonferroniego. Istotnosc statystyczna vs. pomiar grupy kontrolne;j,

ktéra otrzymata oksaliplatyne w pierwszym dniu eksperymentu: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001.
OXA —oksaliplatyna, ARI —aripiprazol, CEF — ceftriakson, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 —siédmy dzien eksperymentu.
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444 Wpltyw aripiprazolu i ceftriaksonu podawanych oddzielnie i w skojarzeniu
na koordynacje ruchowg

Test preta obrotowego: jednoczynnikowa analiza wariancji: efekt ,badanego zwigzku”

przy predkosci: 6 rpm: Fiss0=1.276, P>0.05; 18 rpm: Fi550=3.721, P<0.0001; 24 rpm:

F15,80=7.054, P<0.0001.

Podanie oksaliplatyny nie wywotato negatywnego wptywu na koordynacje ruchowa
zwierzagt. W tescie preta obrotowego wykazano istotne statystycznie zaburzenia koordynacji
ruchowej w grupach myszy otrzymujgcych: jednorazowo aripiprazol w dawce 1 mg/kg (P<0.01,
24 rpm), jednorazowo aripiprazol w dawce 10 mg/kg (P<0.001, 18 i 24 rpm) oraz podanie
skojarzone aripiprazolu w dawce 1 mg/kg z ceftriaksonem w dawce 50 mg/kg (P<0.05, 24 rpm)
i 200 mg/kg (P<0.01, 24 rpm; Tabela 2).

Tabela 2. Wptyw aripiprazolu (1 i 10 mg/kg, i.p.) i ceftriaksonu (50 i 200 mg/kg, i.p.)
podawanych oddzielnie i w skojarzeniu na koordynacje ruchowa zwierzat mierzong w tescie
preta obrotowego.

. Czas utrzymania Czas utrzymania Czas utrzymania sie
Zwigzek . . . . .
[me/kel sie na precie [s] + sie na precie [s] £ na precie [s] £ SEM
SEM (6 rpm) SEM (18 rpm) (24 rpm)

VEH 54.2+4.1 60.0£0.0 60.0£ 0.0
VEH + OXA 60.0+0.0 60.0+0.0 60.0+0.0

ARI 1 jednorazowe 60.0+£0.0 51.0+£3.5 19.3+6.8 **
ARI 1 wielokrotne 51.4+7.3 54.1+59 47.8+8.1

ARI 10 jednorazowe 44.8+5.3 11.3+7.6 *** 13.5+7.1 ***
ARI 10 wielokrotne 60.0+0.0 54.5+5.0 60.0£0.0

CEF 50 jednorazowe 60.0+£ 0.0 60.0+£0.0 60.0+0.0

CEF 50 wielokrotne 57.5+25 60.0+0.0 60.0£0.0

CEF 200 jednorazowe 57.8+2.3 60.0+£0.0 56.3+3.8

CEF 200 wielokrotne 60.0+0.0 60.0+0.0 60.0+0.0

ARI 1 + CEF 50 jednorazowe 59.3+0.8 40.5+8.2 283+11.0*
ARI 1 + CEF 50 wielokrotne 60.0+0.0 42.5+13.5 47.0+11.4

ARI 1 + CEF 200 jednorazowe 60.0+ 0.0 41.0+12.6 22.8+13.2 **
ARI 1 + CEF 200 wielokrotne 60.0+0.0 60.0+0.0 47.8+7.1

ARI 10 + CEF 50 jednorazowe 60.0+£0.0 4251135 34.3+9.0

ARI 10 + CEF 50 wielokrotne 59.7+0.3 46.5+7.1 36.1+£7.0

Wyniki przedstawiono jako $redni czas utrzymywania sie zwierzat na obracajgcym sie precie (+ SEM) przy predkosci 6 rpm,
18 rpm i 24 rpm dla n=6-8. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Dunnetta. Istotno$¢
w poréwnaniu z grupg kontrolng, ktéra otrzymata oksaliplatyne w pierwszym dniu eksperymentu: * P<0.05; ** P<0.01;
*** P<0.001. OXA — oksaliplatyna, ARl — aripiprazol, CEF — ceftriakson.
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4.4.5 Wptyw minocykliny, duloksetyny i skojarzonego podania minocykliny

z ambroksolem i duloksetyna na koordynacje ruchowa zwierzat
Test preta obrotowego: jednoczynnikowa analiza wariancji: efekt ,badanego zwigzku”
przy predkosci: 6 rpm: Fig136=2.014, P<0.05; 18 rpm: Fi913=7.368, P<0.0001;
24 rpm: F19,136=8.480, P<0.0001.

Podanie oksaliplatyny nie wptywato negatywnie na koordynacje ruchowg zwierzat.
W modelu zwierzecym CIPN indukowanym podaniem oksaliplatyny, zastosowanie
minocykliny w dawkach 50 i 100 mg/kg nie wptywato negatywnie na koordynacje ruchowg
zwierzagt w tescie preta obrotowego, zaréwno w schemacie podania jednorazowego,
jak i wielokrotnego (Tabela 3).

Z kolei podanie duloksetyny w dawce 10 mg/kg w schemacie podania jednorazowego
wykazato niekorzystny wptyw na koordynacje ruchowa zwierzat oceniang w sioddmym dniu
eksperymentu (P<0.0001, 18 i 24 rpm; Tabela 3). Rdwniez duloksetyna podana w dawce
30 mg/kg istotnie statystycznie zaburzata koordynacje ruchowg badang w pierwszym
i si6dmym dniu pomiardéw, a efekt ten zaobserwowano dla jednorazowego i wielokrotnego
podania tego leku (P<0.01, Tabela 3).

Zastosowanie podania skojarzonego minocykliny w dawce 50 mg/kg z ambroksolem
w dawce 90 mg/kg oraz z duloksetyng w dawce 10 mg/kg nie zaburzato koordynacji ruchowej
zwierzat badanej w tescie preta obrotowego (Tabela 3).
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Tabela 3. Wptyw minocykliny (50 i 100 mg/kg, i.p.), duloksetyny (10 i 30 mg/kg, i.p.)
i skojarzonego podania minocykliny z ambroksolem (90 mg/kg, i.p.) i duloksetyng
na koordynacje ruchowa myszy w tescie preta obrotowego.

. Czas utrzymania Czas utrzymania Czas utrzymania
Zwigzek [mg/kg] . . . . . .
sie na precie [s] £ sie na precie[s]t sie na precie [s] =

SEM (6 rpm) SEM (18 rpm) SEM (24 rpm)
VEH 60.0 £ 0.0 60.0 £ 0.0 47.0+8.5
VEH + OXA 60.0+0.0 60.0+0.0 60.0+0.0
MI 50 jednorazowo D1 54.8+5.3 60.0 £ 0.0 53.0+7.0
MI 50 jednorazowo D7 60.0+0.0 60.0+0.0 60.0+0.0
MI 50 wielokrotnie D7 60.0 £ 0.0 60.0 £ 0.0 60.0 £ 0.0
Mi 100 jednorazowo D1 46.8 £ 8.7 483+ 7.7 36.5+9.1
MI 100 jednorazowo D7 46.0+5.6 43.8+10.2 42.7£9.6
MI 100 wielokrotnie D7 51.6+5.5 60.0+0.0 55.8+2.8
MI 50 + AMB 90 jednorazowo D1 57.5+2.5 60.0 £ 0.0 58.3+1.8
MI 50 + AMB 90 jednorazowo D7 60.0+£0.0 60.0+0.0 60.0+0.0
MI 50 + AMB 90 wielokrotnie D7 60.0 £ 0.0 60.0 £ 0.0 60.0 £ 0.0
DL 10 jednorazowo D1 60.0£0.0 49.6+5.2 543 +3.8
DL 10 jednorazowo D7 52.9+4.7 16.8 £ 3.5 **** 9.6+ 1.7 **x*
DL 10 wielokrotnie D7 60.0+0.0 56.5+2.3 56.0+£2.6
DL 30 jednorazowo D1 49.3+7.0 36.0+6.8 ** 23.5+ 8.3 ***
DL 30 jednorazowo D7 44.726.0 495+5.6 16.0 £ 2.8 *¥***
DL 30 wielokrotnie D7 54.8 +3.4 60.0 £ 0.0 28.8 £8.2 **
MI 50 + DL 10 jednorazowo D1 60.0+£0.0 49.8+6.7 574+1.7
MI 50 + DL 10 jednorazowo D7 60.0 £ 0.0 60.0 £ 0.0 489+7.3
MI 50 + DL 10 wielokrotnie D7 60.0£0.0 49.4+7.0 47.8+7.2

Wyniki przedstawiono jako s$redni czas utrzymania sie na obracajgcym sie precie (£ SEM) przy predkosci 6 rpm, 18 rpm
i 24 rpm dla n = 6-8. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Tukeya. Istotno$¢ w poréwnaniu
z grupa kontrolng, ktéra otrzymata oksaliplatyne: ** P<0.01; *** P<0.001, **** P<0.0001. OXA — oksaliplatyna,
MI — minocyklina, DL — duloksetyna, AMB — ambroksol, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siédmy dzien eksperymentu.
Wyniki wptywu na koordynacje ruchowg zwierzat dla ambroksolu podanego jednorazowo i wielokrotnie przedstawiono
we wczesniejszym badaniu (Rozdziat 4.4.2).
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4.4.6 Wptyw lakozamidu i jego skojarzonego podania z ambroksolem i pregabaling
na koordynacje ruchowg zwierzat

Test preta obrotowego: jednoczynnikowa analiza wariancji: efekt ,badanego zwigzku”

przy predkosci: 6 rpm Fi34,=5.226, P<0.0001; 18 rpm Fi134,=4.033, P<0.001;

24 rpm F13.42=3.863, P<0.001.

Podanie oksaliplatyny nie wptywato negatywnie na koordynacje ruchowa zwierzat.
W modelu zwierzecym CIPN indukowanym podaniem oksaliplatyny, zastosowanie lakozamidu
w dawkach 10 i 30 mg/kg nie zaburzato koordynacji ruchowej myszy mierzonej w tescie preta
obrotowego (Tabela 4).

Lakozamid w dawce 30 mg/kg podany tacznie z ambrokoslem w dawce 90 mg/kg
istotnie statystycznie zaburzat koordynacje ruchowag myszy zaréwno w pierwszym,
jak i siddmym dniu eksperymentu. Efekt ten byt obserwowany przy wszystkich predkosciach
obrotow preta (P<0.05, Tabela 4).

Tabela 4. Wptyw lakozamidu (10i 30 mg/kg, i.p.) i jego skojarzonego podania zambroksolem
(90 mg/kg, i.p.) i pregabaling (10 i 30 mg/kg, i.p.) na koordynacje ruchowg myszy w tescie
preta obrotowego.

. Czas utrzymywania Czas utrzymywania Czas utrzymywania
Zwiazek [mg/ke] sie na precie [s] £+ SEM sie na precie [s] £ SEM sie na precie [s] +
(6 rpm) (18 rpm) SEM (24 rpm)
VEH 60.0+0.0 60.0£ 0.0 60.0% 0.0
VEH + OXA 60.0+ 0.0 60.0+ 0.0 60.0% 0.0
LAK 10 D1 60.0+0.0 60.0£ 0.0 60.0£ 0.0
LAK 30 D1 47.8+4.1 47.5+125 46.8 £ 13.3
LAK 10 D7 60.0+ 0.0 60.0 £ 0.0 57.5%25
LAK 30 D7 60.0% 0.0 36.5+13.87 35.0+11.84
LAK 10 + AMB 90 D1 60.0+ 0.0 59.3+0.75 38.0+12.8
LAK 10 + AMB 90 D7 60.0% 0.0 60.0+0.0 60.0+ 0.0
LAK 30 + AMB 90 D1 345+148 * 18.0 £ 6.3 ** 13.3+3.1 **
LAK 30 + AMB 90 D7 18.0 £ 14.2 *** 23.0+12.71 ** 18.0+ 14.0 **
PG 10 + LAK 10 D1 60.0+ 0.0 60.0 £ 0.0 60.0+ 0.0
PG 10 + LAK 10 D7 60.0% 0.0 60.0+0.0 60.0+ 0.0
PG 30 + LAK 10 D1 60.0+ 0.0 56.8+3.3 42.3+10.3
PG 30 + LAK 10 D7 60.0+ 0.0 46.5+13.5 40.3+12.2

Wyniki przedstawiono jako s$redni czas utrzymania sie na obracajgcym sie precie (x SEM) przy predkosci 6 rpm, 18 rpm
i 24 rpm. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji i test post hoc Dunnetta. Istotno$¢ w poréwnaniu z grupa
kontrolng, ktéra otrzymata oksaliplatyne: * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001. OXA — oksaliplatyna, LAK — lakozamid,
AMB — ambroksol, PG — pregabalina, D1 — pierwszy dzien eksperymentu, D7 — siddmy dzien eksperymentu.
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4.5 WPLYW PREGABALINY | DULOKSETYNY NA PROG BOLOWY U MYSZY

INDUKOWANY BODZCEM TERMICZNYM — TEST PREFERENCJI MIEJSCA
W ostatnim etapie badaid uzyto nowej aparatury skonstruowanej w ramach grantu
Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: UM02015/17/B/NZ7/02937). Dwuptytkowy
analgezymetr (Rycina 50) umozliwia swobodne poruszanie sie zwierzagt pomiedzy ptytkami,
ktérych temperatura jest ustawiona w dowolnie regulowany sposéb w zakresie 0-55 °C.
Konstrukcja nowego aparatu do pomiaréw preferencji temperaturowych zwierzat stanowi
nowatorskie rozwigzanie w zakresie badan bdlu ze wzgledu na: pomiar wytgcznie bdlu
indukowanego termicznie, mozliwos¢ kontrolowania i dowolnego ustawienia temperatury
na dwodch ptytkach, szybkie i precyzyjne ustawienie temperatury poszczegdlnych ptytek,
mozliwo$¢ ustawienia stref termicznych rdéznigcych sie temperaturg w waskim zakresie.
Zwierzeta w trakcie pomiardw nie sg unieruchomione i same wybierajg bardziej komfortowe
dla nich strefy termiczne. Pomiary charakteryzuje wysoka obiektywnos¢ ze wzgledu
na rejestracje eksperymentu przy uzyciu kamery oraz analize nagran z wykorzystaniem metod
matematyczno — komputerowych.

W ramach tej czesci badan zbadano wptyw dwdch lekdw: pregabaliny i duloksetyny
na preferencje termiczne myszy z wykorzystaniem skonstruowanej aparatury badawcze;.

.o_. DMINOTE 8T

£ ©O ALQUAD CAMERA

P— — o T

Rycina 50. Prototyp analgezymetru wykorzystanego w eksperymencie do oceny preferencji
termicznych zwierzat.
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W zaprezentowanej metodzie miarg dziatania analgetycznego pregabaliny
i duloksetyny byta utrata preferencji lub odwrdécenie preferencji temperaturowych u zwierzat
otrzymujgcych oksaliplatyne, w porédwnaniu do preferencji obserwowanych przed podaniem
badanych lekéw.

W przypadku pomiaru wykonywanego przed podaniem oksaliplatyny, w grupach,
ktore w pozniejszym etapie eksperymentu otrzymywaty duloksetyne, zwierzeta umieszczane
w analgezymetrze, wybieraty ptytke o wyzszej temperaturze w zakresie temperatur 0—-35 °C
(P<0.05, Rycina 51A—G). Najsilniej ten efekt zaobserwowano w grupie zwierzat umieszczonych
na ptytkach w przedziale temperatur 0-15 °C. Co ciekawe, podanie wytgcznie oksaliplatyny nie
wywotato istotnej zmiany preferencji temperaturowych zwierzat. Preferencje zwierzat, ktére
nie otrzymaty oksaliplatyny w kierunku wyboru ptytki o temperaturze nizszej zaobserwowano
jedynie w przypadku ostatniej grupy, ktérg testowano w zakresie temperatur ptytek:
40-45 °C (P<0.0001, Rycina 51l). Dodatkowo brak znamiennych rdéznic w preferencji
temperaturowej zaobserwowano w przypadku grupy badanej na ptytkach o temperaturze
35 i 40 °C (Rycina 51H) w przypadku pomiaru przed podaniem oksaliplatyny (myszy
bez neuropatii). Bardzo podobne efekty, dla zwierzat odnotowano przed podaniem
pregabaliny. Preferencje w kierunku wyboru temperatury wyzszej zaobserwowano w zakresie
temperatur 0-30 °C (P<0.05, Rycina 51A—F), przy czym szczegdlnie ten efekt byt widoczny
w grupie testowanej w temperaturach: 0i5 °C (P<0.0001, Rycina 51A).

Podanie duloksetyny w sposdb istotny statystycznie zmieniato % czasu spedzanego
na ptytkach o nizszej temperaturze w przypadku grup zwierzat, u ktérych pomiar wykonywano
w temperaturach: 5 i 10 °C (P<0.0001, Rycina 51B) oraz 35 i 40 °C (P<0.0001, Rycina 51H)
i 4045 °C (P<0.0001, Rycina 511). W tej ostatniej grupie obserwowany efekt byt najsilniejszy.
Wskazuje to, ze w zakresie temperatur 5 i 10 °C duloksetyna podnosita prég bélowy zwierzat
w modelu CIPN indukowanej oksaliplatyng. Z kolei w zakresach 35 i 40 °C oraz 40 i 45 °C
zwierzeta unikaty stresu cieplnego i wybieraty nizsze temperatury ptytki.

Co wiecej, podanie duloksetyny w grupach badanych na ptytkach o temperaturze: 0i 5
°C, 20§ 25 °C, 251 30 °C oraz 30 i 35 °C skutkowato zanikiem preferencji temperaturowych
u zwierzat. Jak wskazuje literatura, temperatury w zakresie 20-35 °C to temperatury
optymalne dla gryzoni, czym mozna ttumaczy¢ zaobserwowany brak preferencji do jednej
z ptytek. Natomiast zanik preferencji w stosunku do ptytki ustawionej na 5 °C moze wskazywac
na to, ze w zakresie 0-5 °C duloksetyna wykazuje aktywno$¢ przeciwbdlowg. Nalezy w tym
miejscu podkresli¢, ze badania aktywnosci przeciwbdlowej w modelu oksaliplatynowym
sg wykonywane wtasnie w zakresie temperatur do 5 °C (myszy i szczury) - tak ustawiony zakres
temperatur pozwala rzetelnie oznaczy¢ aktywnos¢ zwigzkéw referencyjnych, do ktérych
wiasnie nalezy duloksetyna. Z kolei, statystycznie istotne preferowanie przez zwierzeta ptytki
o temperaturze wyzszej zaobserwowano podczas doswiadczenia, w ktéorym uzyto ptytek
o temperaturze 10 i 15 °C (P<0.0001, Rycina 51C) oraz 15 i 20 °C (P<0.001, Rycina 51D),
co prawdopodobnie obrazuje brak aktywnosci przeciwbdlowej duloksetyny w tych zakresach
temperatur.

Podanie pregabaliny w sposob istotny statystycznie zmieniato % czasu spedzanego
na ptytce o nizszejtemperaturze, w szczegdlnosci w przypadku nizszych i posrednich zestawien
temperaturowych ptytek tj. 5 i 10 °C (P<0.01, Rycina 51B), 10 i 15 °C (P<0.0001, Rycina 51C),
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15 i 20 °C (P<0.05, Rycina 51D), 20 i 25 °C (P<0.0001, Rycina 51E) oraz 25 i 30 °C (P<0.01,
Rycina 51F). Co wazne, pregabalina utrzymata preferencje zwierzat w kierunku wyboru ptytek
o temperaturze nizszej w przypadku pomiaréw wykonanych w wariantach: 30 i 35 °C
(P<0.0001, Rycina 51G), 3540 °C (P<0.01, Rycina 51H) oraz 40 45 °C (P<0.0001, Rycina 51l).
Otrzymane pomiary byty zblizone do wartosci pomiaréw przed podaniem leku. W przypadku
podania pregabaliny, utrata preferencji temperaturowych zostata zauwazona wytgcznie
W grupie zwierzat umieszczanych na ptytkach o temperaturze 0i 5 °C (Rycina 51A).

Ponadto, w ramach eksperymentu poréwnano w kazdej grupie zwierzat pomiar
po podaniu oksaliplatyny oraz pomiar po podaniu leku, oznaczajgcy wptyw leczenia
na preferencje temperaturowe zwierzat. Wykazano, iz w przypadku duloksetyny istnieje
statystycznie istotna rdznica % czasu spedzanego na tej samej ptytce po podaniu oksaliplatyny
i po podaniu duloksetyny dla temperatur: 0i 5 °C (P<0.001 Rycina 51A), 5i 10 °C (P<0.0001,
Rycina 51B), 30 i 35 °C (P<0.05, Rycina 51G) oraz 40 i 45 °C (P<0.0001, Rycina 511). Efekt ten
byt szczegdlnie widoczny dla temperatur 40 i 45 °C (Rycina 511). Taki sam efekt w przypadku
pregabaliny zaobserwowano dla temperatur: 0 i 5 °C (P<0.0001, Rycina 51A), 5 i 10 °C
(P<0.0001, Rycina 51B), 10 i 15 °C (P<0.001, Rycina 51C), 15 i 20 °C (P<0.01, Rycina 51D),
2025 °C(P<0.0001, Rycina 51E) oraz 25i 30 °C (P<0.01, Rycina 51F). Przy czym, nalezy zwrécic¢
uwage, iz w przypadku pregabaliny, w przeciwienstwie do duloksetyny, w temperaturze ptytek
40 45 °C czas spedzany na tej samej ptytce byt marginalny.

Wyniki niniejszego eksperymentu opublikowano w pracy: Satat, K., Furgata-Wojas, A.,
Awtoniuk, M., & Satat, R. (2021). Wide-Range Measurement of Thermal Preference—A Novel
Method for Detecting Analgesics Reducing Thermally-Evoked Pain in Mice. Molecules, 26(3),
612.
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Rycina 51. Wptyw oksaliplatyny, duloksetyny i pregabaliny na termiczng preferencje
u myszy.

Dwuptytkowy test preferencji termicznej przeprowadzono w réznych (9) zakresach temperatur od 0 do 45 °C. Wyniki
sg przedstawione jako % czas spedzony w okreslonej strefie termicznej mierzony w 3 réznych punktach czasowych:
przed wstrzyknieciem oksaliplatyny (,przed OXA”), 3 h po wstrzyknieciu oksaliplatyny (,predrug”) i 1 godzine
po dootrzewnowym wstrzyknieciu duloksetyny lub pregabaliny, stosowanych w dawce 30 mg/kg (,postdrug”) dla n=8-10.
Analiza statystyczna: analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami i test post hoc Tukeya. Istotnos¢ vs. czas spedzony
na drugiej ptytce w tym samym punkcie czasowym badania: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001; istotnos¢
vs. czas spedzony na tej samej ptytce po podaniu duloksetyny lub pregabaliny: # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001
i #### P<0.0001. OXA — oksaliplatyna, predrug — pomiar przed podaniem duloksetyny i pregabaliny, postdrug — pomiar
po podaniu duloksetyny i pregabaliny.
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5 DYSKUSIJA

5.1 MODEL CIPN INDUKOWANY POJEDYNCZYM PODANIEM OKSALIPLATYNY

Model oksaliplatynowy jest szeroko wykorzystywanym zwierzecym modelem uszkodzen
uktadu nerwowego wywotanych przez chemioterapie. W literaturze mozna jednak spotkac
sie z réznicami w metodyce tego modelu, jak np. schematem podania jednorazowego [293]
oraz wielokrotnego [324] oksaliplatyny, zastosowanego w celu indukcji zaburzen. Pomiar
nadwrazliwosci termicznej wykonywany jest: stosujgc rézng temperature zimnej ptytki
w zakresie temperatur od -4 °C do 5 °C [293], rézny czas od podania chemioterapeutyku
do obserwacji zmian: od 2 h, 3 h [225,325] do 7-14 dni [326] oraz obserwuje sie rézne reakcje
zwierzat: podnoszenie, lizanie i drzenie fap, skoki, ktére powszechnie uznaje sie za objawy
wystgpienia reakcji bolowej [293]. Niekiedy stosuje sie skale numeryczng, w ktdrej 0 oznacza
brak reakcji, a 2 — energiczng reakcje [225].

Stad tez, przed przystgpieniem do wiasciwych pomiaréw oceny skutecznosci
analgetycznej i profilaktycznej wybranych zwigzkéw i ich pofaczen zwalidowano model CIPN
indukowany pojedynczym podaniem oksaliplatyny. Zastosowanie réznych temperatur ptytki
oraz réznego czasu obserwacji po podaniu cytostatyka w pierwszym dniu eksperymentu
pozwolito na wyselekcjonowanie optymalnych warunkéw przeprowadzania pomiaréw.
Co wiecej, wykonanie pomiaréw po 24 h, 72 h i 7 dniach od podania chemioterapeutyku
umozliwito monitorowanie zmian zachodzacych w czasie po podaniu oksaliplatyny
oraz natezenia nadwrazliwosci termicznej w zaleznosci od czasu i temperatury ptytki. Dzieki
wykonanemu badaniu przesiewowemu najoptymalniejsze warunki zaobserwowano po 3 h
od podania oksaliplatyny na ptytce o temperaturze 2.5 °C. Ponadto zastosowana pojedyncza
dawka tego chemioterapeutyku byta wystarczajgca zaréwno do wywofania ostrej fazy
neuropatii pierwszego dnia eksperymentu, jak réwniez indukowania zmian odpowiedzialnych
za rozwdj nadwrazliwosci termicznej po siedmiu dniach od wstrzykniecia cytostatyka
(Rozdziat 4.1, Rycina 13).

Przedstawiona praca oraz dalsze eksperymenty potwierdzajg, iz do wywotania modelu
CIPN z uzyciem oksaliplatyny wystarczajace jest jednorazowe podanie tego leku w dawce
10 mg/kg, ktére indukuje zauwazalne zmiany behawioralne zwierzat w tescie zimnej ptytki
i tescie von Freya oraz prowadzi do rozwoju zaburzen charakterystycznych dla nadwrazliwosci
termicznej i mechanicznej w pierwszym dniu, oraz po siedmiu dniach od podania cytostatyka.

5.2 AKTYWNOSC PRZECIWBOLOWA WYBRANYCH OPIOIDOW W MODELU CIPN

WYWOLANEJ OKSALIPLATYNA

Opioidowe leki przeciwbdlowe sg jedng z mozliwosci leczenia i fagodzenia objawéw bodlu
neuropatycznego. Jednak ze wzgledu na potencjat uzalezniajacy, niebezpieczne dziatania
niepozgdane oraz mozliwos¢ przedawkowania, przy jednoczesnie wystepujgcym
ograniczonym efekcie terapeutycznym, leki z tej grupy sg rzadko stosowane w leczeniu bélu
neuropatycznego [327]. Obecnie poszukuje sie nowych mozliwosci modulacji receptoréw
opioidowych [328] oraz modyfikuje mechanizm dziatania potencjalnych zwigzkéw w celu
poprawy bezpieczenstwa i skutecznosci terapii z ich udziatem [329].
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W niniejszej pracy zbadano, czy cebranopadol (Rozdziat 4.2.5 i 4.3.7), jako dualny
agonista receptora dla nocyceptyny oraz wszystkich receptoréw opioidowych (k, u, 6), wykaze
zdolnos¢ tagodzenia objawdw nadwrazliwosci termicznej w modelu neuropatii obwodowej
indukowanej oksaliplatyng u myszy. Skutecznos$¢ cebranopadolu oceniono w dwdch punktach
czasowych (Rozdziat 4.2.5, Rycina 20) oraz w potgczeniu z podang przewlekle simwastatyna
(Rozdziat 4.3.7, Rycina 42).

Cebranopadol podawany podskérnie wykazat skutecznos¢ w tagodzeniu objawdw
nadwrazliwosci na zimno zaréwno pierwszego, jak i siocdmego dnia pomiaréw (Rozdziat 4.2.5,
Rycina 20). Efekt ten byt obserwowany po 90 i 120 minutach od podania. Dziatanie
analgetyczne pierwszego dnia eksperymentu po 90 minutach od podania przewyziszato
dziatanie analgetyczne morfiny, natomiast w siodmym dniu eksperymentu w obu punktach
czasowych byto poréwnywalne do dziatania przeciwbdlowego morfiny.

Efekt przeciwbolowy cebranopadolu moze wynika¢ zaréwno z bezposredniego wptywu
na receptory opioidowe, jak w przypadku morfiny, jak réwniez dziatania agonistycznego
w stosunku do receptoréw nocyceptyny/orfaniny FQ, ktérych udziat w tagodzeniu objawow
CIPN zostat potwierdzony we wczesniejszych badaniach [330].

Wykorzystanie cebranopadolu jako dodatkowej komponenty terapii w siédmym dniu
wielokrotnego podania simwastatyny nie wykazato znamiennego dziatania przeciwbdlowego.
Brak efektu analgetycznego najprawdopodobniej byt wynikiem wielokrotnego podania
simwastatyny, ktére prowadzito do uzyskania wysokich wartosci pomiaréw w siodmym dniu
eksperymentu. Podanie cebranopadolu w pofgczeniu z simwastatyng nieznacznie wydtuzato
czas reakcji zwierzat w stosunku do pomiarédw wykonanych przed podaniem zwigzkéw, jednak
efekt ten nie byt istotny statystycznie (Rozdziat 4.3.7, Rycina 42).

5.3 AKTYWNOSC PRZECIWBOLOWA SIMWASTATYNY W MODELU CIPN

WYWOLANEJ OKSALIPLATYNA
Plejotropowe dziatanie simwastatyny moze obejmowaé: poprawe funkcji srédbtonka
naczyniowego, stabilizacje blaszek miazdzycowych, poprawe przebudowy miesnia sercowego,
dziatanie przeciwzapalne, przeciwutleniajgce i neuroprotekcyjne oraz zmniejszenie aktywacji
neuroendokrynnej. Jednak mechanizmy odpowiedzialne za wywotanie tych zmian s3 ciggle
nieznane [331]. Jednga z teorii ttumaczgcych mechanizmy odpowiedzialne za dziatanie statyn
jest redukcja ekspresji czgsteczek adhezyjnych i cytokin prozapalnych [332].

Mozliwy mechanizm dziatania przeciwbdélowego statyn moze wynika¢ z dziatania
immunomodulujgcego i hamowania powstawania czynnikdw prozapalnych [333,334],
ograniczenia cytotoksycznosci i $Smierci neuronéw [335], dziatania neuroprotekcyjnego
wynikajgcego z aktywnosci przeciwzapalnej i przeciwutleniajgcej [336], czy hamowania
aktywacji komérek mikrogleju i astrocytéw [337]. Z punktu widzenia neuropatii obwodowej
indukowanej chemioterapig, statyny, w tym simwastatyna, mogg redukowac¢ objawy
hiperalgezji i allodynii termicznej i mechanicznej poprzez wiele réznych mechanizmow [272].

Badania nad lekiem rozpoczeto od podania simwastatyny przez 7 dni, liczagc dzien
pierwszy jako dzien wstrzykniecia oksaliplatyny, aby oceni¢ efekt analgetyczny wielokrotnie
podanej simwastatyny oraz cebranopadolu podanego w siddmym dniu (Rozdziat 4.3.7,

Rycina 42). Eksperyment umozliwit zaobserwowanie zmian w percepcji bdlowej zwierzat
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w siédmym dniu pomiaréw, poprzez hamowanie rozwoju nadwrazliwosci termicznej
w odpowiedzi na dziatajgcy bodziec bélowy po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny.

W kolejnym eksperymencie poszerzono zakres pomiardow wydtuzajgc czas ekspozycji
zwierzat na simwastatyne do 14 dni, wykonujgc pomiary codziennie, po podaniu leku.
Przewlekte podanie statyny wywotato silny efekt przeciwbdlowy u zwierzat juz w trzecim dniu
podania. Efekt ten nieznacznie ulegat ostabieniu w 7-9 dniu pomiaréw, po czym od 10 dnia
utrzymywat sie na wysokim poziomie, przewyzszajgc wartos¢ pomiaréw uzyskanych dla grup
kontrolnych (Rozdziat 4.2.11.2, Rycina 32).

Nalezy zwrdci¢ uwage, iz w przypadku grup kontrolnych, czyli: grupy otrzymujacej
wytgcznie rozpuszczalnik, grupy otrzymujgcej wylacznie simwastatyne oraz grupy,
ktora otrzymata oksaliplatyne, a nastepnie przez 14 dni rozpuszczalnik zaobserwowano
stopniowe skrécenie czasu reakcji w odpowiedzi na dziatanie bodzca termicznego. Moze
to by¢ zwigzane w przypadku zwierzat otrzymujacych oksaliplatyne — z rozwojem neuropatii,
a w przypadku zwierzat nieotrzymujacych oksaliplatyny — z procesem uczenia [338—-340].

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy potwierdzajg skutecznosé
simwastatyny w tagodzeniu objawéw nadwrazliwosci termicznej jako objawu neuropatii
obwodowej indukowanej chemioterapig, przy czym efekt ten widoczny jest po wielokrotnym
podaniu leku w wysokiej dawce. W celu translacji badan na zwierzetach i wykorzystania
simwastatyny jako potencjalnego leku tagodzgcego objawy CIPN niezbedne sg poszerzone
badania wyznaczajgce dawke efektywng u ludzi oraz oceniajgce bezpieczenstwo takiej terapii
uwzgledniajace ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych, w tym miopatii.

5.4 AKTYWNOSC PRZECIWBOLOWA BEFIRADOLU W MODELU CIPN WYWOLANE)

OKSALIPLATYNA

Leki nasilajgce neurotransmisje serotoninergiczng, takie jak selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego 5-HT (np. paroksetyna, fluoksetyna, citalopram), wykazujg ograniczony potencjat
w leczeniu bdlu neuropatycznego [154]. Jednak sama 5-HT jest waznym modulatorem
przekazywania sygnatu bolowego w OUN. W oparciu o dostepne doniesienia literaturowe,
aktywacja/hamowanie konkretnych podtypow receptoréw serotoninowych moze stanowic
ciekawg i skuteczng alternatywe leczenia réznych typdéw bdlu, w tym bélu neuropatycznego
[341].

Jednym z takich receptoréw jest receptor 5-HTia, ktérego petna, badZ czesciowa
aktywacja wykazata dziatanie przeciwbdlowe w bélu neuropatycznym [155,342]. Co wazne,
aktywacja rdzeniowych receptoréw postsynaptycznych 5-HTia  wywotuje efekt
przeciwbolowy, natomiast aktywacja nadrdzeniowych autoreceptoréw 5-HTia moze
stymulowaé odczuwanie bélu [343]. Ponadto, pobudzenie receptoréw 5-HTia wykazuje
zdolnos¢ modulowania neurotransmisji dopaminergicznej [344].

W niniejszej pracy zbadano skutecznos¢ agonisty receptoréow 5-HTia — befiradolu
(zwigzku NLX-112). W tescie zimnej ptytki zadna z trzech zastosowanych dawek (1.25,
2.5 i 5 mg/kg) nie wykazata skutecznosci analgetycznej (Rozdziat 4.2.10, Rycina 30A).
Natomiast w tescie von Freya zwigzek ten wykazat silne dziatanie przeciwbélowe w dawkach
2.5 5 mg/kg pierwszego i siodmego dnia eksperymentu (Rozdziat 4.2.10, Rycina 30B).
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Niniejsze badanie potwierdza mozliwosé wykorzystania agonisty receptoréw 5-HT1a
w tagodzeniu niektérych objawdéw bdlu neuropatycznego, w szczegdlnosci nadwrazliwosci
na bodzce mechaniczne w przebiegu CIPN.

5.5 AKTYWNOSC PRZECIWBOLOWA AMBROKSOLU | BROMHEKSYNY

Bromheksyna i ambroksolu sg lekami mukolitycznymi. Bromheksyna jest lekiem,
wykorzystywanym wytgcznie jako preparat wykrztusny, natomiast ambroksol, jako aktywny
metabolit bromheksyny i zwigzek silnie hamujgcy VGSCs, oprdcz zastosowania w leczeniu
niezytéow drég oddechowych, od niedawna jest stosowany w celu tagodzenia objawdw bdlu
gardta [345]. Jak wczesniej wspomniano ambroksol wykazuje mechanizm dziatania
potencjalnie skuteczny w fagodzeniu objawéw bdlu neuropatycznego indukowanego
oksaliplatyng. Dodatkowo lek ten przenika przez bariere krew-mézg [346], a przy podaniu
ogodlnoustrojowym jest zwigzkiem dobrze tolerowanym i generujgcym tagodne dziatania
niepozadane [347].

Bromheksyna, tak jak ambroksol przechodzi przez bariere krew-mézg [348]. Najnowsze
badania ujawniajg zdolno$¢ tego leku do hamowania transbtonowej proteazy serynowej 2
(ang. transmembrane protein serine 2, TMPRSS2) [349], odgrywajacej kluczowa role
w leczeniu infekcji wirusowych [350] oraz bdlu, w tym bdlu nowotworowego [351]. Z drugiej
strony, najbardziej obiecujgcym mechanizmem dziatania bromheksyny jest prawdopodobnie
hamowanie receptoréw sigma-1[309,310], ktére obecnie uwazane sg jako jedne z kluczowych
receptordw zaangazowanych w patogeneze bdlu neuropatycznego indukowanego
chemioterapig [352].

W niniejszej pracy pordwnano skutecznos¢ analgetyczng ambroksolu i bromheksyny
podanych dootrzewnowo w tych samych dawkach. Aktywnos$¢ obu lekéw zweryfikowano
zarébwno w schemacie podania jednokrotnego, jak i wielokrotnego. Dodatkowo oceniono,
czy mogg one dziatac¢ profilaktycznie i hamowac rozwdj bolowych objawdéw CIPN.

W tescie zimnej ptytki po podaniu jednorazowym leki nie wykazaty istotnej
statystycznie skutecznosci przeciwbdlowej na objawy nadwrazliwosci termicznej
(ambroksol: Rozdziat 4.2.6.2, Rycina 22A; bromheksyna: Rozdziat 4.2.7.1, Rycina 25A). Podanie
wielokrotne obu lekéw podwyziszato préog bolowy w siédmym dniu eksperymentu w tescie
zimnej ptytki, przy czym w przypadku bromheksyny efekt ten byt znacznie silniejszy.
Za dziatanie profilaktyczne moze odpowiadaé sama bromheksyna lub inne niz ambroksol
metabolity bromheksyny [308].

W tescie von Freya podanie ambroksolu wykazato znacznie silniejsze dziatanie
przeciwbdlowe w poréwnaniu z bromheksyng zaréwno w dawce 90 mg/kg, jak i 150 mg/kg.
Zastosowanie schematu podania wielokrotnego dodatkowo potegowato ten efekt
(ambroksol: Rozdziat 4.2.6.2, Rycina 22B; bromheksyna: Rozdziat 4.2.7.1, Rycina 25B).
Najsilniejsze dziatanie przeciwbdélowe, hamujace objawy nadwrazliwosci na bodzce
mechaniczne po podaniu ambroksolu zaobserwowano pierwszego dnia pomiardw.
W przypadku bromheksyny podobny efekt po podaniu jednorazowym byt widoczny gtéwnie
w dawce 150 mg/kg. W schemacie podania wielokrotnego bromheksyny, najsilniejszy efekt
ochronny, hamujgcy rozwdéj nadwrazliwosci mechanicznej po siedmiu dniach od podania
oksaliplatyny widoczny byt w grupie otrzymujacej ten lek w najwyziszej zastosowanej

162



dawce — 150 mg/kg. Z kolei ambroksol, podobny poziom hamowania rozwoju nadwrazliwosci
mechanicznej w siddmym dniu pomiaréw wykazywat w dawce 90 mg/kg podawanej
wielokrotnie oraz w dawce 150 mg/kg podany jednorazowo, jak i wielokrotnie
(ambroksol: Rozdziat 4.2.6.2, Rycina 22B; bromheksyna: Rozdziat 4.2.7.1, Rycina 25B). Nalezy
jednak pamietad, iz dawka ambroksolu 150 mg/kg negatywnie wptywata na koordynacje
ruchowg zwierzat w tescie preta obrotowego (Rozdziat 4.4.2, Rycina 48B i C), co niewatpliwie
nalezy wzig¢ pod uwage rozwazajgc wykorzystanie wysokich dawek tego leku
w farmakoterapii bélu.

Eksperyment ujawnit, iz zaréwno ambroksol, jak réwniez bromheksyna mogg
by¢ ciekawa opcjg leczenia objawdéw CIPN indukowanej oksaliplatyng. O ile ambroksol
wykazywat silniejszy efekt w fagodzeniu objawdw nadwrazliwosci mechanicznej oraz dziatanie
profilaktyczne po podaniu wielokrotnym, to bromheksyna jako jedyna po podaniu
wielokrotnym hamowata rozwdj nadwrazliwosci termicznej i mechanicznej w siodmym dniu
eksperymentu, wptywajgc tym samym na dwa gtdwne objawy bdlowe zwigzane z CIPN
indukowang oksaliplatyna. Tak jak wspomniano wczesniej, efekt przeciwbélowy bromheksyny
moze wynika¢ zaréwno z dziatania samej bromheksyny albo co bardziej prawdopodobne,
biorgc pod uwage silny efekt pierwszego przejscia dla tego leku [348], z aktywnosSci
metabolitéw innych jak ambroksol powstajgcych po podaniu ogélnoustrojowym.

5.6 OCENA SKUTECZNOSCI PRZECIWBOLOWEJ WYBRANYCH POtACZEN LEKOW

W MODELU CIPN WYWOLANEJ OKSALIPLATYNA

5.6.1 Aktywnos$¢ przeciwbdlowa duloksetyny oraz skojarzonego podania duloksetyny

z ambroksolem
W farmakoterapii bdlu, w szczegdlnosci w przypadkach bélu opornego na leczenie
powszechnie dostepnymi lekami przeciwbdélowymi, duloksetyna stanowi jeden z najczesciej
stosowanych preparatow w takich schorzeniach, jak bdl neuropatyczny, fibromialgia
czy przewlekty bél miesniowo-szkieletowy [193].

W eksperymentach na zwierzetach mechanizm dziatania duloksetyny jest ciggle
badany. Oprdécz dobrze udokumentowanego wptywu na wychwyt zwrotny 5-HT i NA liczne
badania potwierdzajg wptyw tego leku na rdzeniowe receptory ai-adrenergiczne [287],
receptory P2X4 [353], modulacje szlaku sygnatowego TLR4 — biatko Myd88 — NF-kB[354] oraz
NGF [355].

W badaniach klinicznych duloksetyna charakteryzuje sie zadowalajgcg skutecznoscia
i bezpieczenstwem stosowania w rézinych rodzajach bdlu [356-359]. Co ciekawe,
coraz czestszym zjawiskiem staje sie terapia skojarzona, ktérej sktadowsq jest duloksetyna
[360-362]. Takie podejscie jest prébg potencjalizacji skutecznosci terapeutycznej dostepnych
lekéw oraz osiggniecie odpowiedniego poziomu fagodzenia bdlu w przypadku stwierdzonej
lekoopornosci.

W niniejszej pracy podanie duloksetyny w dawce 30 mg/kg tagodzito objawy
nadwrazliwosci termicznej mierzonej w tescie zimnej ptytki, a dodatkowo zastosowane
podanie wielokrotne hamowato rozwdéj nadwrazliwosci termicznej w siédmym dniu pomiarow
wykazujgc ochronne dziatanie tego leku (Rozdziat 4.2.1.1, Rycina 14A). W tescie von Freya
podanie duloksetyny w dawkach 10 i 30 mg/kg wykazato istotny wptyw fagodzacy objawy
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nadwrazliwosci mechanicznej, ktéry dodatkowo potegowato podanie wielokrotne. Dziatanie
ochronne na rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej w siddmym dniu eksperymentu
zaobserwowano zaréwno przy jednorazowym, jak i wielokrotnym podaniu obu dawek leku
(Rozdziat 4.2.1.1, Rycina 14B). Niniejsze wyniki potwierdzity wysoka skutecznos¢ analgetyczng
duloksetyny w fagodzeniu i profilaktyce bélu neuropatycznego indukowanego oksaliplatyna.
Aczkolwiek, nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, iz podanie duloksetyny w dawkach 10 mg/kg
(w siédmym dniu podania jednorazowego) i 30 mg/kg istotnie statystycznie zaburzato
koordynacje ruchowg zwierzat w tescie preta obrotowego (Rozdziat 4.4.5, Tabela 3).

W ramach kolejnego etapu badan skojarzono podanie duloksetyny i ambroksolu
w modelu CIPN indukowanej oksaliplatyng. W tym schemacie podania w tescie zimnej ptytki
(Rozdziat 4.3.1, Rycina 34A) zadne z potaczen nie wykazato istotnej statystycznie skutecznosci
analgetycznej, co wiecej jednoczesnie podana duloksetyna w dawce 30 mg/kg w potaczeniu
z ambroksolem w dawce 90 mg/kg wywotata silny efekt toksyczny, uniemozliwiajgcy
przeprowadzenie testéw behawioralnych w pierwszym dniu eksperymentu. W tescie
von Freya, cze$¢ potaczen wykazata znamienny poziom tagodzenia nadwrazliwosci
mechanicznej (Rozdziat 4.3.1, Rycina 34B). Efekt ten nie wynikat z rozwijajacego sie w czasie
dziatania przeciwbdélowego duloksetyny, ktére zweryfikowano w kolejnym etapie
eksperymentu (Rozdziat 4.3.1.1, Rycina 35B).

Ciekawym zjawiskiem zaobserwowanym w ramach tego doswiadczenia byt efekt
toksyczny po podaniu jednoczesnym lekéw. Dziatanie toksyczne pofaczenia duloksetyny
i ambroksolu mogto wynika¢ z rozwoju zespotu serotoninowego, gdyz oba zwigzki
prawdopodobnie mogg nasila¢ transmisje serotoninergiczng [307,357], co czesciowo
potwierdzaty zaobserwowane objawy u zwierzat.

5.6.2 Aktywnos¢ przeciwbdlowa skojarzonego podania pregabaliny z ambroksolem
Mechanizm dziatania pregabaliny opiera sie na tgczeniu z podjednostka a,6-1 VGCCs. Ostatnie
badania wskazujg na oddziatywanie podjednostki a;6-1 z receptorami dla glutaminianu
NMDAR tworzgc kompleks, ktéry odgrywa kluczowg role w rozwoju bélu neuropatycznego
i dziataniu terapeutycznym gabapentynoidéw [363]. Podjednostka ta zmienia rowniez sktad
podjednostek synaptycznych receptoréw glutaminianu typu AMPA (AMPAR). Wynika z tego,
ze leki jak gabapentyna i pregabalina, oddziatywujgce z podjednostkg a26-1 modulujg
plastycznos¢ synaptyczng w bdélu neuropatycznym i przywracajg prawidtowe funkcje
synaptyczne [364]. Co wazne, w modelu CIPN indukowanej paklitakselem wykazano,
iz podjednostka a6-1 jest niezbedna do pobudzenia presynaptycznych NMDAR w rdzeniu
kregowym, a poziom ekspresji podjednostki a,6-1 zwieksza sie w wyniku podawania
chemioterapii. Stad tez, zasadne okazuje sie ,celowanie terapeutyczne” w kompleks
026-1-NMDAR w leczeniu bdlu neuropatycznego indukowanego chemioterapig [365].

Pregabalina wykazuje skuteczno$¢ w tagodzeniu niektdrych objawéw bédlu
neuropatycznego, jednakze stosowane wysokie dawki zwiekszajg ryzyko wystgpienia dziatan
niepozadanych, co moze prowadzi¢ do zaprzestania terapii [366]. Z drugiej strony, skuteczno$é
pregabaliny jest wysoka u zwierzat [367] natomiast u ludzi lek ten wykazuje stabsze dziatanie,
ktore dodatkowo jest limitowane przez wystepujgce dziatania niepozgdane [368,369].
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Ambroksol jest dobrze znanym lekiem mukolitycznym, wykorzystywanym od wielu lat
w réznego typu schorzeniach uktadu oddechowego. Oprdcz skutecznosci w leczeniu niezytow
drég oddechowych, ambroksol hamuje VGSCs, w szczegélnosci izoforme Nay1.8 i Nay1.7
[370-373]. Dodatkowo wykazuje zdolnos¢ hamowania VGCCs, AMPAR, hamuje aktywacje
cyklazy guanylanowej [373,374], jest antagonistg receptoréw 5-HTs; oraz jest inhibitorem
transportera wychwytu zwrotnego 5-HT (SERT) [307]. Lek ten ma réwniez dziatanie
przeciwzapalne, obnizajgc stezenie cytokin prozapalnych [375]. Dodatkowo wykazano,
iz ambroksol powodowat 40% hamowanie NMDAR w miejscu glicynowym [307].

Wptyw ambroksolu na VGSCs, kilkukrotnie silniejszy niz w przypadku lidokainy,
jest od kilkunastu lat wykorzystywany w leczeniu i tagodzeniu réznych objawdéw bdélowych,
w szczegdlnosci w preparatach stosowanych miejscowo [376,377]. Z uwagi na fakt,
iz nadekspresja VGSCs jest kluczowym mechanizmem rozwoju wczesnej fazy bélu
neuropatycznego indukowanego oksaliplatyng wykorzystanie ambroksolu w niniejszych
badaniach byto uzasadnionym i interesujgcym krokiem w poszukiwaniu skutecznego leczenia
tagodzacego objawy neuropatii [23].

W niniejszej pracy zbadano skutecznos¢ podania skojarzonego pregabaliny
wraz z ambroksolem. W ramach pierwszego etapu badan udato sie ustali¢ dawke aktywna
i podprogowg zaréwno dla ambroksolu, jak i dla pregabaliny. Ambroksol podawany dozylnie
wykazat skutecznos¢ w dawce 37.5 mg/kg (Rozdziat 4.2.6.1, Rycina 21), natomiast pregabalina
podawana dootrzewnowo wykazata skutecznos¢ w dawce 30 mg/kg (Rozdziat 4.2.2,
Rycina 17).

W schemacie podania skojarzonego pofaczenie pregabaliny i ambroksolu wykazato
skutecznos¢ w tagodzeniu objawdéw nadwrazliwosci termicznej pierwszego dnia
eksperymentu, osiggajagc najwyzszy efekt przeciwbélowy dla dawek podprogowych
przebadanych po 4 h od podania pregabaliny (Rozdziat 4.3.2, Rycina 36). Co ciekawe,
zastosowane pofgczenie lekéw w dawkach podprogowych wykazato skutecznosé rowniez
w siddmym dniu pomiardw, stosujgc ten sam schemat podania lekow.

Dostepne dane literaturowe wskazujg, na kluczowy udziat kanatéw VGSCs i VGCCs
w rozwoju wczesnej fazy neuropatii indukowanej oksaliplatyng [23]. Dziatanie analgetyczne,
jakie osiggnieto w pierwszym dniu eksperymentu poprzez hamowanie tych kanatéw podajac
pregabaline i ambroksol potwierdza te doniesienia. Dodatkowo nalezy podkreslié,
ze w przypadku pregabaliny w dawce 10 mg/kg efekt przeciwbdlowy w tagodzeniu
nadwrazliwosci termicznej na niskg temperature nie wystgpit w zadnym z punktdw czasowych
zastosowanych w ramach pomiaréw uzupetniajgcych (od 1 h do 12 h od podania leku;
Rozdziat 4.3.2.1, Rycina 37A). W przypadku ambroksolu dziatanie analgetyczne wystgpito
wytgcznie po 30 minutach od podania w wysokiej dawce 37.5 mg/kg (Rozdziat 4.3.2.1,
Rycina 37B).

Biorgc pod uwage przeprowadzone eksperymenty, mozna zatem wyciggna¢ wniosek,
iz dziatanie przeciwbdlowe pregabaliny i ambroksolu podawanych w skojarzeniu
z zastosowaniem odstepu czasowego nie wynikato z efektu przeciwbdélowego samej
pregabaliny, ani samego ambroksolu. Stanowito synergistyczny efekt analgetyczny
zastosowania obu lekdw razem. Jest to ciekawa i znaczgca obserwacja, warta rozwazenia
w terapii CIPN.
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5.6.3 Aktywnos$¢ przeciwbdlowa amitryptyliny i skojarzonego podania amitryptyliny
z ambroksolem
Mechanizm dziatania amitryptyliny, ktéry moze przyczynia¢ sie do skutecznosci tego leku
w tagodzeniu objawdw bodlu neuropatycznego obejmuje: hamowanie wychwytu zwrotnego
5-HT i NA, blokowanie VGSCs i VGCCs oraz dziatanie antagonistyczne na NMDAR [378].
W badaniach na myszach gtéwnym mechanizmem przeciwbdlowego dziatania amitryptyliny
w modelu CIPN, jest hamowanie izoformy Na,1.7, Na,1.8, Na,1.9 VGSCs oraz indukowanie
mobilizacji jondw wapniowych poprzez aktywacje kanatéw TRPA1. Amitryptylina jest jednym
z lekéw dopuszczonych do leczenia bdlu neuropatycznego o réznej etiologii, jednak dane
literaturowe dotyczace jej stosowania w bélu w przebiegu CIPN s3 niejednoznaczne [189].
W lecznictwie amitryptylina stosowana jest czesto miejscowo w preparatach
o wysokim stezeniu [188]. Dostepne sg tez potaczenia amitryptyliny z innymi lekami
jak m.in. baklofenem i ketaming [379,380]. Stosowanie takich potaczeA nie wptywa
na zmniejszenie efektywnosci podawanej chemioterapii i charakteryzuje sie dobrg
skutecznoscig oraz  brakiem objawéw niepozadanych, zaréwno miejscowych,
jak i ogdlnoustrojowych [189]. Co ciekawe, w niedawno przeprowadzonym duzym badaniu
klinicznym u pacjentéw z CIPN wywotang oksaliplatyng, amitryptylina, obok pregabaliny
i gabapentyny byta jednym z lekéw stosowanych w tagodzeniu objawow bdlowych,
co dodatkowo potwierdza jej potencjat w tagodzeniu objawdw bdlu neuropatycznego [381].
W zaprojektowanym eksperymencie aktywnos$¢ amitryptyliny zostata oceniona
w trzech dawkach: 1, 2.5 i 10 mg/kg. Skutecznos¢ analgetyczng w tescie zimnej ptytki wykazaty
dawki: 2.5 i 10 mg/kg, przy czym efekt ten byt widoczny wytgcznie pierwszego dnia
eksperymentu (Rozdziat 4.2.3, Rycina 18). Za efekt przeciwbdlowy prawdopodobnie
odpowiada modulacja VGSCs, ktére s zaangazowane w rozwdj ostrej fazy neuropatii [382].
W ramach badan oceniono réwniez wptyw skojarzonego podania amitryptyliny
i ambroksolu na prog reaktywnosci bolowej u myszy z neuropatia wywotang oksaliplatyna.
Zastosowane pofgczenie lekédw nie wykazato jednak skutecznosci analgetycznej
(Rozdziat 4.3.3, Rycina 38).

5.6.4 Aktywnos$¢ przeciwbolowa lakozamidu oraz skojarzonego podania lakozamidu

z ambroksolem i pregabaling
Profil dziatania lakozamidu na VGSCs, w poréwnaniu do wczesniej wykorzystywanych
w badaniach lekéw jest inny, co nadaje mu unikalne wtasciwosci. Specyficzne dziatanie tego
leku opiera sie na wysokiej selektywnosci wobec powolnej fazy inaktywacji pragdéw sodowych
[383] bez wptywu na szybka inaktywacje [384]. Dodatkowo lakozamid wykazuje zdolnosc
reagowania z CRMP-2, ktére jest zaangazowane w wiele szlakéw zwigzanych z bdlem
[299,384].

Badania in vitro CRMP-2 sugerujg udziat tego biatka w ochronie neurondéw
przed ekscytotoksycznoscig i apoptozg [299]. Dodatkowo uwaza sie, ze CRMP-2 odgrywa
wazng role w migracji kanatéw jonowych bramkowanych napieciem w szczegdélnosci VGCCs
(Cav2.2) oraz VGSCs (Nay1.7), ktére moze obecnie by¢ potencjalnym celem terapeutycznym
w poszukiwaniu nowych skutecznych lekéw w leczeniu bdlu neuropatycznego [385].
Takie podejscie potwierdzajg rowniez badania fosforylacji CRMP-2 za posrednictwem zalezne;j
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od cyklin kinazy 5 (Cdk5), ktéra okazuje sie niezbednym, a jednoczesnie wystarczajgcym
procesem w celu wywotania bélu neuropatycznego [386].

Biorac pod uwage zakres aktywnosci prezentowanych przez lakozamid, wykorzystanie
tego leku jako potencjalnie skutecznego w tagodzeniu objawdéw bélu neuropatycznego wydaje
sie uzasadniong i ciekawg opcjg terapii. W niniejszej pracy zbadano potencjalng skuteczno$é
analgetyczng lakozamidu w potaczeniu z pregabaling — lekiem hamujgcym VGCCs
i ambroksolem — lekiem hamujgcym VGSCs oraz transmisje serotoninergiczna.

Lakozamid podawany samodzielnie wykazat skuteczno$¢ w tagodzeniu nadwrazliwosci
termicznej w dawce 30 mg/kg, w pierwszym dniu eksperymentu. W tescie von Freya skuteczne
okazaty sie obie przebadane dawki tego leku (10 i 30 mg/kg), wykazujgc proporcjonalne
do zastosowanej dawki dziatanie analgetyczne (Rozdziat 4.2.4, Rycina 19).

W schemacie skojarzonego podania lakozamidu i ambroksolu w tescie zimnej ptytki
zadne z zaproponowanych pofaczen oraz podan z odstepem czasowym nie wykazato
skutecznosci w tagodzeniu nadwrazliwosci termicznej wywotanej oksaliplatyng (Rozdziat 4.3.4,
Rycina 39A). W tescie von Freya istotne statystycznie dziatanie analgetyczne na objawy
nadwrazliwosci zwierzat na bodZce mechaniczne wykazaty wszystkie zastosowane potfaczenia
lakozamidu z ambroksolem, przy czym efekt ten byt silniej zaznaczony pierwszego,
jak siodmego dnia eksperymentu (Rozdziat 4.3.4, Rycina 39B). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage,
iz skojarzone podanie lakozamidu w dawce 30 mg/kg i ambroksolu w dawce 90 mg/kg
wykazato tez negatywny wptyw na koordynacje ruchowga zwierzat w tescie preta obrotowego
(Rozdziat 4.4.6, Tabela 4).

W schemacie skojarzonego podania pregabaliny i lakozamidu w tescie zimnej ptytki
skutecznos¢ analgetyczng wykazato wytgcznie potgczenie pregabaliny w wysokiej dawce -
30 mg/kg z lakozamidem w dawce 10 mg/kg w schemacie podania jednoczesnego
(Rozdziat 4.3.5, Rycina 40A). Efekt ten najprawdopodobniej wynika z aktywnosci pregabaliny
podanej w dawce 30 mg/kg, ktéra we wczesniejszym eksperymencie w zastosowanej dawce
wykazata aktywnos¢ analgetyczng (Rozdziat 4.2.2, Rycina 17). W tescie von Freya zastosowane
potgczenia lekow wykazaty istotne statystycznie dziatanie przeciwbdélowe pierwszego
i siocdmego dnia pomiaréw we wszystkich grupach z wyjgtkiem pomiaru wykonanego po 12 h
od podania pregabaliny. W tych grupach istotne statystycznie dziatanie podwyzszajgce prog
boélowy zostato zaobserwowane wytgcznie w pierwszym dniu eksperymentu (Rozdziat 4.3.5,
Rycina 40B).

Podsumowujgc, badania te wykazaty, iz jednoczesne hamowanie VGSCs i VGCCs
skutkuje silnym efektem przeciwbdélowym w modelu CIPN indukowanej oksaliplatyng. Badania
przeprowadzone w ramach niniejszej pracy sugerujg, ze lakozamid moze by¢ potencjalnie
skutecznym lekiem tagodzacym objawy neuropatii obwodowej, natomiast dzieki terapii
skojarzonej z uzyciem lekéw w nizszych dawkach mozliwe jest uzyskanie silniejszego efektu
przeciwbdlowego przy nizszym prawdopodobiedstwie rozwoju dziatan niepozadanych,
w poréwnaniu do monoterapii wysokimi dawkami lekéw.

5.6.5 Aktywnos¢ przeciwbdélowa aripiprazolu i ceftriaksonu oraz skojarzonego podania
aripiprazolu z ceftriaksonem
Uwaza sig, ze uktad dopaminergiczny, a w szczegdlnosci wptyw na receptory Dy, stanowi jedng
z mozliwych opcji leczenia bélu neuropatycznego [171,387], a dysregulacja dopaminergiczna
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jest czestym zjawiskiem wspotwystepujgcym z rozwijajgcym sie uszkodzeniem nerwéw
[172,388]. Zjawisko to jest wykorzystywane w poszukiwaniu nowych lekéw, skutecznych
w fagodzeniu objawdéw bdlu neuropatycznego [389]. Jednoczesne oddziatywanie przez
receptory dopaminowe D,/D3 oraz serotoninowe 5-HT1a i 5-HT2a przyczynia sie do modulacji
bdélu [390]. Takie dziatanie wykazuje aripiprazol, ktéry oprécz modulacji receptoréw D,
jest rowniez czesciowym agonistg receptorow 5-HT1a [391] i antagonistg receptoréw 5-HTaa
[392]. W modelu winkrystynowym aripiprazol hamowat rozwdéj CIPN [174], natomiast
w lecznictwie lek ten wykorzystuje sie w tagodzeniu bdlu o rézinej etiologii jako zwigzek
adjuwantowy stosowany w niskich dawkach [312,393].

Uktad glutaminianergiczny jest ciekawym i jak do tej pory praktycznie
niewykorzystywanym celem terapeutycznym w leczeniu bélu o réznej etiologii. Jak wiadomo,
glutaminian jest jednym z kluczowych neurotransmiteréw pobudzajagcych w OUN,
ktory uczestniczy w sensytyzacji osrodkowej i wzmacnianiu transmisji bélu [314,394]
odgrywajac istotng role w szczegdlnosci w bélu przewlektym [395].

Lekiem, ktdrego potencjat w leczeniu réznych schorzen neurologicznych, w tym bélu,
nie zostat do tej pory dogtebnie oceniony, jest ceftriakson. Zwigzek ten poprzez zwiekszenie
ekspresji gtdbwnego transportera dla glutaminianu (GLT-1) zmniejsza ilos¢ tego
neuroprzekaznika w szczelinie synaptycznej ograniczajgc jego dziatanie [313]. Ceftriakson
w oparciu o unikalny mechanizm dziatania prébuje sie obecnie wykorzystaé w leczeniu takich
schorzen jak choroba Parkinsona i Alzheimera, choroba Huntingtona, stwardnienie zanikowe
boczne oraz udar [313].

We wczesniejszym eksperymencie udato sie wykazaé, iz modulacja receptoréw 5-HT1a
przez befiradol moze fagodzi¢ objawy nadwrazliwosci mechanicznej w modelu CIPN
indukowane] oksaliplatyng. W przeprowadzonym eksperymencie poszerzono zakres
jednoczesnie modulowanych uktadéw poprzez podanie aripiprazolu i ceftriaksonu osobno
oraz w potgczeniu, w schemacie podania jednorazowego i wielokrotnego.

W tescie zimnej ptytki (Rozdziat 4.2.8, Rycina 28A) skutecznos¢ analgetyczng wykazat
aripiprazol podawany w dawce 10 mg/kg, co moze S$wiadczy¢, iz w rozwdj i tagodzenie
objawéw nadwrazliwosci termicznej moze by¢ zaangazowany uktad dopaminergiczny
i serotoninergiczny przez podtypy receptoréw serotoninowych, takie jak 5-HTia i 5-HT2a.
Jednoczesnie nalezy zwréci¢ uwage, iz wysoka zastosowana dawka aripiprazolu silnie
zaburzata aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat (Rozdziat 4.4.3, Rycina 49A),
co moze wskazywac na otrzymanie wynikéw fatszywie pozytywnych w tescie zimnej ptytki.
W przypadku ceftriaksonu nie zaobserwowano aktywnosci analgetycznej w tescie zimnej
ptytki, zarobwno w schemacie podania jednorazowego, jak i wielokrotnego
(Rozdziat 4.2.9, Rycina 29A).

W tescie von Freya oba leki wykazaty istotng statystycznie i zblizong aktywnosc
przeciwbdlowa, przy czym wielokrotne podanie ceftriaksonu w dawce 200 mg/kg
(Rozdziat 4.2.9, Rycina 29B) dodatkowo hamowato rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej
w siodmym dniu eksperymentu. Aripiprazol, nie wykazat takiej aktywnosci. Ponadto
ceftriakson nie wptywat negatywnie na aktywnos¢ lokomotoryczng i koordynacje ruchowg
zwierzat (Rozdziat 4.4.3 i 4.4.4). Otrzymane wyniki potwierdzajg doniesienia o mozliwym
zaangazowaniu ukfadu glutaminianergicznego w rozwdj i utrwalenie bélu [395,396].
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Podanie lekow w skojarzeniu (Rozdziat 4.3.6, Rycina 41) wykazato znamienny wptyw
na tfagodzenie objawdéw nadwrazliwosci mechanicznej i nieznaczny wptyw na objawy
nadwrazliwosci termicznej oraz jednoczesnie zaburzato koordynacje ruchowg i aktywnos$é
lokomotoryczng zwierzat (Rozdziat 4.4.3 i 4.4.4). Swiadczy to prawdopodobnie o innych
mechanizmach zaangazowanych w rozwdj zwiekszonej wrazliwosci na niskg temperature
w przebiegu CIPN niz te modulowane podaniem aripiprazolu i ceftriaksonu.

Podsumowujac, ceftriakson stanowi ciekawg opcje leczenia i fagodzenia objawoéw
nadwrazliwosci mechanicznej wystepujacej w przebiegu CIPN, jednak stosowanie tego leku
jako preparatu przeciwbdélowego moze by¢ ograniczone z uwagi na inne witasciwosci
farmakologiczne (aktywnos$é przeciwbakteryjna i ryzyko rozwoju antybiotykoopornosci
przy dtugotrwatym stosowaniu). Lek ten natomiast jest ciekawg opcjg jako struktura wiodgaca
w poszukiwania innych zwigzkéw o tym samym mechanizmie dziatania, uwzgledniajagcym
wplyw na transmisje glutaminianergiczng (transporter GLT-1), ale pozbawionych wifasciwosci
przeciwbakteryjnych. Takie struktury miatyby istotne znaczenie w leczeniu i profilaktyce bélu
neuropatycznego. Natomiast, czesciowy agonizm do receptoréw dopaminergicznych,
wykazany dla aripiprazolu nie wydaje sie uzyteczny w tagodzeniu objawéw bélu
neuropatycznego indukowanego chemioterapia.

5.6.6 Aktywnos$¢ przeciwbolowa minocykliny oraz skojarzonego podania minocykliny

z duloksetyng i ambroksolem
Minocyklina — antybiotyk tetracyklinowy stanowi potencjalng opcje farmakoterapii bélu.
Jak wiadomo, jednym z kluczowych mechanizméw odpowiedzialnych za rozwéj bdlu
neuropatycznego jest neurozapalenie [397,398]. Minocyklina, dzieki silnym wtasciwosciom
lipofilowym, wykazuje zdolnos¢ przechodzenia przez bariere krew-mozg, gdzie dziata
przeciwzapalnie, antyoksydacyjnie oraz neuroprotekcyjnie [323]. We wczesniejszych
badaniach na zwierzetach, minocyklina ostabiata hiperalgezje indukowang podaniem
paklitakselu [399] i oksaliplatyny [400]. W niniejszej pracy postanowiono zweryfikowaé
skutecznos¢ analgetyczng minocykliny podanej samodzielnie oraz w potgczeniu z duloksetyng
i ambroksolem na objawy CIPN indukowanej oksaliplatyna.

W modelu oksaliplatynowym, podanie minocykliny w dawkach 50 i 100 mg/kg
nie ostabiato nadwrazliwosci na bodzce termiczne, jednak wielokrotne podanie tego leku
w dawce 100 mg/kg hamowato rozwdj nadwrazliwosci termicznej w siddmym dniu
eksperymentu (Rozdziat 4.2.12, Rycina 33A). Z kolei minocyklina w dawkach 50 i 100 mg/kg
podana zaréwno jednorazowo, jak i wielokrotnie wykazata silny efekt przeciwbélowy w tescie
von Freya. Efekt ten byt najsilniejszy dla dawki 100 mg/kg (Rozdziat 4.2.12, Rycina 33B).

W literaturze dostepne sg dane dokumentujgce potencjalizacje dziatania
analgetycznego skojarzonego podania minocykliny z takimi lekami jak: indometacyng [288],
miejscowo podawanym tramadolem [401] czy toksyng botulinowg [402] w réznych modelach
bolu. W niniejszej pracy podjeto probe oceny skutecznosci analgetycznej potgczenia
minocykliny z duloksetyng oraz ambroksolem. Leki te zostaty podane zaréwno w schemacie
podania jednorazowego i wielokrotnego oraz w skojarzeniu z zastosowanym odstepem
czasowym.
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W ramach przeprowadzonych pomiaréw, z zastosowanym odstepem czasowym
podania lekéw, tj. minocykliny zambroksolem (Rozdziat 4.3.8.1, Rycina 43A) oraz minocykliny
z duloksetyng (Rozdziat 4.3.8.2, Rycina 44A) nie wykazano istotnej statystycznie aktywnosci
przeciwbdlowej w tescie zimnej ptytki. Podanie minocykliny w dawce 100 mg/kg
z ambroksolem w dawce 90 mg/kg (Rozdziat 4.3.8.1, Rycina 43B) w tescie von Freya hamowato
nadwrazliwos¢ na bodice mechaniczne zaréwno, gdy leki te zostaty przebadane
po 1 h (podanie jednoczesne) oraz po 4 h, 6 h i 12 h od podania minocykliny. W tescie
von Freya w grupie otrzymujgcej minocykline i duloksetyne (Rozdziat 4.3.8.2, Rycina 44B)
najsilniejsze dziatanie przeciwbdlowe zaobserwowano dla grup otrzymujgcych minocykline
w dawce 100 mg/kg i podprogowg dawke duloksetyny — 10 mg/kg wykonujgc pomiar po 6 h
i 12 h od podania minocykliny.

Wykonane badanie uzupetniajgce umozliwito zauwazy¢, iz podanie minocykliny
wykazywato dziatanie tagodzace objawy nadwrazliwosci na bodice mechaniczne
obserwowane do 12 h po wstrzyknieciu dootrzewnowym w pierwszym dniu eksperymentu
(dawka 50 mg/kg) oraz pierwszego i siocdmego dnia pomiaréow w przypadku dawki 100 mg/kg
(Rozdziat 4.3.8.4, Rycina 46B).

Podanie wielokrotne lekdw w tescie zimnej ptytki hamowato rozwéj nadwrazliwosci
termicznej w siédmym dniu eksperymentu wytacznie w grupie otrzymujgcej potaczenie
minocykliny i duloksetyny (Rozdziat 4.3.8.3, Rycina 45A). W tescie von Freya wszystkie
zastosowane potaczenia lekow wykazaty istotng statystycznie skutecznos¢ w tagodzeniu
objawoéw nadwrazliwosci mechanicznej. Ponadto, po podaniu wielokrotnym minocykliny
z ambroksolem i duloksetyng zaobserwowano dziatanie hamujgce rozwdj nadwrazliwosci
mechanicznej w siédmym dniu eksperymentu. Poréwnujac oba potgczenia lekowe, silniejszy
efekt ochronny na rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej w siddmym dniu eksperymentu
widoczny byt w grupach otrzymujgcych minocykline w potaczeniu z ambroksolem,
a efekt przeciwbdlowy zastosowanego pofaczenia lekdw w grupach otrzymujgcych skojarzone
podanie minocykliny z duloksetyng (Rozdziat 4.3.8.3, Rycina 45B).

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy potwierdzajg potencjat
wykorzystania minocykliny w leczeniu i fagodzeniu objawéw CIPN indukowanej oksaliplatyna.
Zaréowno minocyklina podawana wielokrotnie (100 mg/kg), jak rowniez potaczenie
minocykliny z duloksetyng wptywaty ochronnie na rozwdj nadwrazliwosci termicznej
i mechanicznej w siddmym dniu eksperymentu, bez jednoczesnego negatywnego wptywu
na koordynacje ruchowgq zwierzat (Rozdziat 4.4.5, Tabela 3). Dodatkowo biorgc pod uwage
uzyskane wczesniej wyniki aktywnosci przeciwbolowej duloksetyny, ktéra charakteryzuje
sie szybkim poczatkiem dziatania oraz minocykliny wykazujacej dziatanie dtugotrwate, zasadne
wydaje sie zalecenie skojarzonego podania obu lekow w celu szybkiego i dtugo utrzymujgcego
sie efektu przeciwbdlowego.
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5.7 ZAPOBIEGANIE ROZWOJU CIPN— SCHEMAT PODANIA PROFILAKTYCZNEGO

5.7.1 Profilaktyczne podanie duloksetyny

Profilaktyka bdélu neuropatycznego, w szczegdlnosci bdlu bedacego powiktaniem CIPN,
jest z jednej strony podejsciem uzasadnionym i koniecznym, z drugiej strony niezwykle
problematycznym i budzgcym liczne kontrowersje oraz obawy. Terapia przeciwnowotworowa
ma na celu zahamowanie rozwoju i progresji nowotworu, umozliwiajgc wyleczenie,
badzZ przedtuzenie zycia pacjenta. Jednakze czesto jako efekt uboczny leczenia onkologicznego
objawy CIPN w intensywny i przykry sposdb ograniczajg normalne funkcjonowanie oraz jakos$¢
zycia 0s6b w remisji. Pomimo tego, iz podczas terapii onkologicznej znamy czynnik indukujacy
zmiany, doktadny czas podania, dawke preparatéw, mechanizm dziatania uzytych lekéw oraz
dysponujemy literaturg opisujgcg prawdopodobne mechanizmy zaangazowane w rozwdj
takich uszkodzen jak CIPN, do tej pory nie udato sie odkry¢ skutecznego postepowania
profilaktycznego. Pomimo licznych prob i licznych nowych zwigzkédw przebadanych pod katem
zapobiegania rozwojowi CIPN indukowanej przez rézne cytostatyki, najbardziej obiecujgce
efekty zostaty osiggniete dla duloksetyny. Inne leki i zwigzki obecnie sg nierekomendowane
jako profilaktyka CIPN, a badania nad nowymi potencjalnymi lekami ciggle trwajg i s3 na
réznym etapie badan klinicznych [246].

Duloksetyna w leczeniu bélu neuropatycznego jest lekiem skutecznym i stosunkowo
bezpiecznym [287,403]. W profilaktyce CIPN lek ten rozwazany jest jako potencjalnie aktywny
zwigzek zapobiegajgcy rozwojowi bélu neuropatycznego [244], jednak ciggle brak jest badan
w petni potwierdzajgcych i dokumentujgcych skutecznos¢ duloksetyny w hamowaniu progresji
i narastania neuropatii obwodowej. Obecnie rozpoczete duze badanie kliniczne oceniajgce
skutecznos¢ duloksetyny podawanej profilaktycznie w celu zapobiegania CIPN indukowanej
oksaliplatyng jest w trakcie rekrutowania pacjentow (NCT04137107) [404]. Z kolei dostepne
inne badanie kliniczne wykazato, iz duloksetyna prezentuje wysokg skutecznos¢ jako lek
stosowany profilaktycznie w neuropatii obwodowej indukowanej oksaliplatyng,
z jednoczesnie niskg toksycznoscig i wysokim stopniem bezpieczeristwa stosowania [405].

Rozwazajgc ponizsze fakty oraz analizujgc wyniki badan wtasnych, sprawdzono
skutecznos¢ podania profilaktycznego duloksetyny w modelu CIPN, stosujgc w tym celu dwa
schematy podania: podanie jednorazowe oraz wielokrotne.

W schemacie profilaktyki jednorazowej w tescie zimnej ptytki podanie duloksetyny
w dawce 30 mg/kg przed podaniem oksaliplatyny istotnie wydtuzato czas wystgpienia reakcji
bolowej w tescie zimnej ptytki w pierwszym dniu eksperymentu w stosunku do pomiaru grupy
kontrolnej (Rozdziat 4.2.1.2, Rycina 15A). W teScie von Freya juz nizsza zastosowana dawka
(10 mg/kg) wywotywata taki efekt, przy czym duloksetyna podana profilaktycznie
w dawce 30 mg/kg wywotywata silny efekt ochronny na rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej
w pierwszym dniu po podaniu oksaliplatyny, ktéry utrzymywat sie do siddmego dnia
pomiardw. W pierwszym dniu testu efekt ten przewyzszat wartos¢ pomiaréw otrzymanych
dla zwierzat grupy kontrolnej, ktére nie otrzymaty oksaliplatyny (Rozdziat 4.2.1.2, Rycina 15B).

W schemacie profilaktyki wielokrotnej duloksetyna nie wykazywata dziatania
ochronnego na rozwdj nadwrazliwosci termicznej w tescie zimnej ptytki w pierwszym dniu
po podaniu oksaliplatyny (Rozdziat 4.2.1.2, Rycina 16A). Jednak wielokrotnie podana
duloksetyna w dawce 10 mg/kg hamowata rozwdj nadwrazliwosci termicznej po siedmiu
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dniach od podania cytostatyka. Co ciekawe, taki efekt nie zostat zaobserwowany dla wyzszej
dawki duloksetyny (Rozdziat 4.2.1.2, Rycina 16A). Z kolei w tescie von Freya podanie
wielokrotne wywotato silny efekt ochronny, zaréwno w dawce 10 mg/kg, jak i 30 mg/kg.
Dawka nizsza duloksetyny — 10 mg/kg hamowata rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej
po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny, natomiast dawka wyzsza — 30 mg/kg podana
wielokrotnie zapobiegata rozwojowi nadwrazliwosci mechanicznej (Rozdziat 4.2.1.2,
Rycina 16B).

Zastosowany schemat podania profilaktycznego duloksetyny potwierdzit potencjat
ochronny tego leku wobec rozwoju objawéw zaréwno nadwrazliwosci termicznej,
jak i mechanicznej w pierwszym i siédmym dniu pomiaréw w przypadku neuropatii
obwodowe] indukowanej oksaliplatyng. Efekt ten widoczny byt w szczegélnosci w odniesieniu
do nadwrazliwosci mechanicznej — zaréwno w modelu podania jednorazowego,
jak i wielokrotnego podajac duloksetyne w dawce 30 mg/kg.

Obecnie nie stwierdzono jednoznacznie, ktéry z mechanizmoéw dziatania duloksetyny
jest odpowiedzialny za potencjalne dziatanie ochronne i hamowanie progresji i rozwoju
objawoéw CIPN. Meng i wsp. wykazali, iz duloksetyna hamuje aktywacje fosforylacji kinazy p38,
zapobiegajac w ten sposob aktywacji NF-kB, zmniejszajgc odpowiedZ zapalng oraz hamujac
uszkodzenie nerwdéw poprzez regulacje NGF, jednoczesnie nie zmniejszajgc skutecznosci
terapii przeciwnowotworowej [195]. Kato i wsp. za mechanizm profilaktyczny duloksetyny
uwazajg zdolnos¢ ttumienia regulowanej sygnatem zewnatrzkomaérkowym fosforylacji kinazy
ERK1/2 [406].

Waznym mechanizmem zaangazowanym w dziatanie neuroprotekcyjne duloksetyny
okazuje sie tez wptyw na transporter OCT2, ktérego farmakologiczna modyfikacja
moze fagodzi¢ ostre i przewlekte objawy neurotoksycznosci [407]. Duloksetyna okazuje
sie inhibitorem tego transportera, co rowniez moze ttumaczy¢ jej skuteczne profilaktyczne
dziatanie w CIPN [407].

Dotychczas, nie s3 znane biomarkery umozliwiajgce ocene i diagnozowanie CIPN,
jak roéwniez mozliwos¢ szacowania podatnosci oraz intensywnosci nasilenia objawoéw
neuropatii w oparciu o rodzaj zastosowanego leku przeciwnowotworowego, dawke, czas
ekspozycji oraz czynniki wspdtwystepujgce [243,408]. Badania zgtebiajgce mechanizmy
odpowiedzialne za rozwdj CIPN byé mozie w przysztosci umozliwia opracowanie
skuteczniejszych metod profilaktycznych.

5.7.2 Profilaktyczne podanie ambroksolu i bromheksyny

W niniejszej pracy zweryfikowano réwniez skutecznos¢ podania profilaktycznego ambroksolu
i bromheksyny u myszy poddanych dziataniu oksaliplatyny. Wykorzystano, tak jak
we wczesniejszym badaniu, dwa schematy podania profilaktycznego: podanie jednorazowe
oraz wielokrotne. Oba leki zostaty podane w tych samych dawkach (90 i 150 mg/kg)
dootrzewnowo, a dziatanie ochronne oceniono w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya.

W tescie zimnej ptytki jednorazowe podanie profilaktyczne ambroksolu i bromheksyny
nie wykazato istotnego wptywu na nadwrazliwo$é termiczng w pierwszym dniu eksperymentu
(ambroksol: Rozdziat 4.2.6.3, Rycina 23A; bromheksyna: Rozdziat 4.2.7.2, Rycina 26A).
Ambroksol podany w dawkach 90 i 150 mg/kg jednorazowo przed oksaliplatyng w pierwszym
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dniu eksperymentu istotnie statystycznie opdziniat czas wystgpienia reakcji bolowej
w odpowiedzi na dziatajgcy bodziec termiczny u zwierzat po siedmiu dniach od podania
cytostatyka (Rozdziat 4.2.6.3, Rycina 23A). W przypadku bromheksyny nie zaobserwowano
takiej aktywnosci.

W tescie von Freya w schemacie profilaktyki jednorazowej dziatanie ochronne,
hamujace rozwoj nadwrazliwosci mechanicznej w pierwszym dniu po podaniu oksaliplatyny
wykazata bromheksyna podana w najwyzszej dawce 150 mg/kg. Dodatkowo wysoka dawka
bromheksyny podana jednorazowo przed podaniem cytostatyka hamowata rozwdj
nadwrazliwosci mechanicznej w siédmym dniu eksperymentu (Rozdziat 4.2.7.2, Rycina 26B).
Z kolei ambroksol nie wykazat wptywu na nadwrazliwos¢ mechaniczng w pierwszym dniu
po podaniu oksaliplatyny, ale podany w dawce 150 mg/kg hamowat rozwdéj nadwrazliwosci
mechanicznej po siedmiu dniach od podania cytostatyka znaczgaco podwyzszajgc wartosci
pomiaréw otrzymanych w tescie von Freya (Rozdziat 4.2.6.3, Rycina 23B). Ambroksol
i bromheksyna podawane wielokrotnie przed oksaliplatyng wykazaty tendencje
hamowania rozwoju nadwrazliwosci mechanicznej (ambroksol: Rozdziat 4.2.6.3,
Rycina 24B; bromheksyna: Rozdziat 4.2.7.2, Rycina 27B).

W tescie zimnej ptytki oraz tescie von Freya skuteczno$s¢ hamujgcg rozwdj CIPN
wykazat ambroksol, przy czym w celu osiggniecia takiego efektu wystarczajace
byto jednorazowe podanie profilaktyczne tego leku. W obu przypadkach zastosowana terapia
profilaktyczna wptywata na rozwdj nadwrazliwosci pod siedmiu dniach od podania
oksaliplatyny, co biorgc pod uwage mechanizm dziatania ambroksolu i bromheksyny jest
zjawiskiem ciekawym i wartym zgtebienia.

Badania ostatnich lat potwierdzajg dziatanie neuroprotekcyjne ambroksolu,
ktére moze wynikaé z pobudzenie aktywnosci glukocerebrozydazy (GCazy), ktérej obnizona
aktywnos¢ wystepuje w takich schorzeniach, jak choroba Parkinsona [409], stwardnienie
zanikowe boczne oraz choroba Gauchera [410]. Wydaje sie mozliwe, iz ujawnione dziatanie
neuroprotekcyjne ambroksolu moze wynikac ze zdolnosci do modyfikowania gangliozydéw
krytycznych dla proceséw neurotroficznych/neuroprotekcyjnych w organizmie [410]. Jednak
w celu potwierdzenia tych doniesien niezbedne sg dalsze badania.

Wiasciwosci  neuroprotekcyjne ambroksolu mogg odpowiadaé za wykazane
W niniejszym badaniu dziatanie profilaktyczne w modelu CIPN. Jednocze$nie, nalezy pamietaé,
iz oznaczony efekt ochronny modgt zosta¢ osiggniety poprzez udziat innych mechanizmdéw
w wykazanym dla ambroksolu dziataniu. Efekt ten jest wazny, poniewaz dotyczy zaréwno
nadwrazliwosci termicznej i mechanicznej.

W przypadku bromheksyny domniemany mechanizm dziatania profilaktycznego
jest nieznany. Biorgc pod uwage otrzymane wyniki, mozna zatozy¢, iz nie wynika on z dziatania
metabolitu — ambroksolu. Moze on by¢ wypadkowg skutecznosci samej bromheksyny
albo innego niz ambroksol metabolitu. Nalezy tez rozwazyé antagonistyczne dziatanie
bromheksyny na receptory sigma-1, jako mozliwy mechanizm dziatania profilaktycznego tego
leku. Antagonisci receptora sigma-1, jak np. zwigzek MR309, ujawniajg silne dziatanie
neuroprotekcyjne. Zwigzek MR309 podawany pacjentom onkologicznym przyjmujacym
oksaliplatyne wykazat skutecznos¢ w tagodzeniu ostrej fazy CIPN oraz dodatkowo zmniejszat
odsetek pacjentéw, u ktérych rozwijata sie ciezka przewlekta forma CIPN [411]. Ponadto,
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poprzez oddziatywanie z receptorami sigma-1 wystepuje mozliwo$¢ modulowania kanatéw
jonowych (m.in. sodowych, wapniowych, potasowych, TRP), ktére jak wiadomo odgrywaja
istotng role w patofizjologii bélu [412].

5.8 POROWNANIE SKUTECZNOSCI DULOKSETYNY | PREGABALINY W TESCIE

PREFERENCJI MIEJSCA

Badania in vivo stanowig niezbedny i konieczny etap badan przedklinicznych w poszukiwaniu
skutecznego leczenia przeciwbdlowego [413,414]. Nadwrazliwos¢ na niskg temperature
u pacjentéw leczonych oksaliplatyng jest dominujagcym dziataniem niepozadanym,
wystepujgcym u okoto 81-98% pacjentdw [415]. Stad tez poszukiwanie skutecznego leczenia
zwiekszonej wrazliwosci na niskg temperature wydaje sie kluczowe w celu poprawy jakosci
zycia chorych.

W przypadku testu zimnej ptytki, obserwacja reakcji bdlowych jest niezwykle
subiektywna i w duzym stopniu zalezy od doswiadczenia badacza, wrazliwosci termicznej
zwierzat oraz otoczenia wptywajacego na zachowania behawioralne zwierzat [416].

Biorac pod uwage te trudnosci w ramach ostatniego etapu badan wykorzystano nowy
sprzet, zaprojektowany i skonstruowany na potrzeby projektu w ramach grantu Narodowego
Centrum Nauki, umozliwiajgcy pomiar preferencji temperaturowych zwierzat, dzieki dwém
niezaleznym ptytkom, ktérych temperatura moze by¢é w dowolny sposéb regulowana przez
eksperymentatora. Dodatkowo zwierzeta umieszczane w aparaturze majg mozliwosé
swobodnego przemieszczania sie pomiedzy obiema ptytkami, a czas spedzany
w poszczegblnych strefach termicznych jest rejestrowany za pomocg kamery i analizowany
z wykorzystaniem matematyczno-komputerowych metod analizy obrazu (Rozdziat 4.5, Rycina
50).

Dzieki zastosowanej rejestracji wizualnej przeprowadzanych eksperymentéw
oraz analizy komputerowej uzyskanych wynikéw, wyeliminowano wptyw eksperymentatora
na jakos$¢ i wiarygodnos¢ otrzymanych wynikéw. Co wiecej, zaprojektowany sprzet umozliwia:
pomiar bdélu wywofanego wytagcznie bodZcem termicznym, wysoce precyzyjng kontrole
regulacji zastosowanej temperatury poszczegdlnych ptytek, dowolnos¢ w ustawieniach
temperatury poszczegélnych ptytek, a pomiary uzyskiwane sg dla swobodnie poruszajgcych
sie zwierzat, co tagodzi stres i ostabia reakcje zwigzane z tzw. analgezjg wywotang stresem.
Eksperymenty skoncentrowane na badaniu behawioralnych reakcji termoregulacyjnych
zwierzat wykazaty, ze myszy zdrowe, bez neuropatii na ogot preferujg temperature otoczenia
22-30 °C, natomiast temperatury przekraczajgce 34 °C u tych zwierzgt wywotujg stres cieplny
[417].

W ramach eksperymentu oceniono preferencje temperaturowe zwierzat po podaniu
dwodch lekéw, ktére obecnie uwazane sg za najskuteczniejsze i modelowe w fagodzeniu
objawéw bdélu neuropatycznego w przebiegu CIPN — pregabaliny i duloksetyny. Obydwa leki
podano w dawce 30 mg/kg, ktéra byta dawkg aktywng we wczesniejszych etapach badan.
Pomiar przeprowadzany byt w dziewieciu wariantach temperaturowych w zakresie
temperatur od 0 °C do 45 °C, w ktérych kazdorazowo réznica pomiedzy ptytkami wynosita 5°C
(Rozdziat 4.5, Rycina 51).
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Otrzymane wyniki okazaty sie bardzo interesujgce. We wszystkich grupach zwierzat
zaobserwowano brak roéinic w preferencji temperaturowej w przypadku pomiaru
wykonanego przed podaniem oksaliplatyny i przed podaniem badanego leku (pomiar
po podaniu oksaliplatyny). Oznacza to, ze podanie cytostatyka nie wptywato na preferencje
temperaturowe zwierzat. Obydwa leki (duloksetyna i pregabalina) podobnie wptywaty
na wrazliwos¢ termiczng myszy w temperaturach powyzej temperatury preferowanej
fizjologicznie przez zwierzeta. Zaréwno w przypadku gryzoni otrzymujgcych duloksetyne
i pregabaline, w temperaturach powyzej 30 °C zwierzeta preferowaty temperatury nizsze.
Oznacza to, iz proponowany model i metoda moze stuzy¢ rowniez do oceny wptywu zwigzkéw
w zakresie temperatur preferowanych oraz draznigcych. Oznaczajgc preferencje zwierzat
w wyzszych temperaturach mozina okresli¢, czy badane leki nie wykazujg dziatania
niepozgdanego wynikajgcego z nadmiernego obnizania wrazliwosci bélowej gryzoni, réwniez
w wysokich temperaturach (utrata fizjologicznych odruchdw ochronnych — ,reakcje ucieczki”
ze strefy o zbyt wysokiej temperaturze).

W przypadku nizszych temperatur, czyli gtdwnie ponizej zakresu temperatur
preferowanych przez zwierzeta duloksetyna wykazywata dziatanie przeciwbdlowe, polegajgce
na odwréceniu lub zniesieniu preferencji w kierunku temperatur wyzszych. W przypadku
temperatur optymalnych dla zwierzat zdrowych, duloksetyna nie wykazywata takiego
dziatania. Pregabalina nie byfta selektywna dla temperatur ponizej preferowanego
przez zwierzeta zakresu termicznego i wptywata na odczuwanie bélu w znacznie szerszym
zakresie stosowanych temperatur. Oznacza to, iz duloksetyna w modelu CIPN lepiej radzi sobie
z kontrolg bélu wykazujac dziatanie preferencyjnie w nizszych temperaturach, co jest efektem
pozgdanym w przypadku leczenia bdlu bedacego powiktaniem stosowania oksaliplatyny,
ktérej gtownym dziataniem niepozadanym jest wywotywanie nadwrazliwosci na niska
temperature.

Zaprezentowany model pomiaru preferencji temperaturowej zwierzat stanowi nowa,
ulepszong metode oceny skutecznosci analgetycznej zwigzkéw w szerokim zakresie
temperatur. Oprécz zalet wynikajgcych z samej konstrukcji aparatury oraz uzytych rozwigzan
matematyczno-komputerowych, zaproponowana metoda umozliwia ocene zaréwno
skutecznosci terapeutycznej zwigzkéw, jak rdéwniez ich potencjalnego dziatania
niepozadanego, zdolnosci do wywotania hipoalgezji, hiperalgezji oraz zaburzen czucia
w zakresie réznych temperatur.

Nalezy pamietaé, iz zaproponowane podejScie ma rowniez pewne ograniczenia
wynikajgce z innowacyjnosci proponowanej metody oraz braku podobnych badan
umozliwiajgcych  petng interpretacje  otrzymanych  wynikdw, oraz wyjasnienie
zaobserwowanych zjawisk. Metoda ta moze by¢ ciekawg opcjg stuzgcg do badania preferencji
temperaturowych w innych modelach bélu neuropatycznego, takich jak CIPN indukowana
innymi cytostatykami: paklitakselem, winkrystyng, czy bortezomibem; polineuropatia
cukrzycowa oraz modele uszkodzenia mechanicznego nerwéw.
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5.9 OGRANICZENIA PRZEPROWADZONYCH BADAN

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przebadano wybrane leki i zwigzki chemiczne,
ktorych mechanizmy dziatania mogg by¢ zaangazowane w zjawisko analgezji w przebiegu
CIPN. W celu oceny skutecznosci przeciwbdlowej tych zwigzkdéw zastosowano zwierzecy
model CIPN indukowanej pojedynczym podaniem oksaliplatyny. Otrzymane wyniki poszerzajg
dostepng wiedze na temat leczenia i profilaktyki tego powiktania polekowego. Jednak
w tym miejscu nalezy podkreslié, iz otrzymane wyniki sg rezultatem badan na zwierzetach,
co niesie pewne ograniczenia w przypadku checi ich translacji na ludzi. Problem translacji
badan na zwierzetach jest powszechnym zjawiskiem, zwigzanym z mozliwym brakiem
skutecznosci terapii u pacjentéw [9,418-420].

W niniejszej pracy wykorzystano model pojedynczego podania oksaliplatyny,
ktory w warunkach laboratoryjnych u gryzoni prowadzit do indukcji nadwrazliwosci termicznej
i mechanicznej jako objawow CIPN. W przypadku pacjentdw przyjmujacych terapie
przeciwnowotworowg oksaliplatyna podawana jest w podzielonych dawkach przez okreslony
czas, co moze istotnie rzutowac¢ na odmienny zakres zmian zwigzanych z rozwojem CIPN
oraz skutecznos$¢ analgetyczng zastosowanej terapii.

Na skutecznos¢ farmakologiczng zastosowanego leczenia przeciwbélowego u ludzi
majg wptyw takie czynniki pteé, genotyp, wiek, choroby wspdtistniejgce, rdznice
neurofizjologiczne, czy nawet styl zycia i poziom socjoekonomiczny [421-425]. Cze$é
tych czynnikdéw jest rowniez wazna w przypadku badan na zwierzetach. W niniejszej pracy
do badan behawioralnych wykorzystano wyfgcznie samce myszy CD-1. Jak wiadomo
skutecznos¢ analgetyczna lekdéw u samcow i samic myszy moze by¢ rézna [126,132,426,427].
Stad tez, w celu osiggniecia petnego obrazu skutecznosci przeciwbdlowej badanych substancji
nalezatoby poszerzy¢ badania o samice myszy. Dodatkowym czynnikiem, ktdry nalezatoby
uwzgledni¢ jest ocena skutecznosci terapii przeciwbdélowej u pacjentow w réznym wieku.
Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej wykonywano na zblizonej wiekowo grupie
zwierzat (wiek ok. 4—6 tygodni), podczas gdy u pacjentdw mogg wystepowac duze rozbieznosci
w zakresie wieku, co moze determinowac odpowiedz na leczenie.

W przypadku pacjentéow cierpigcych z powodu CIPN, terapia przeciwnowotworowa
stosowana jest w zwigzku ze zmiang nowotworowa, ktéra w znaczny sposéb moze wptywaé
na funkcje zyciowe i stan pacjentdw, jak i odpowiedZ na leki, w tym leki przeciwbdlowe.
W zastosowanym modelu zwierzecym wykorzystywano zwierzeta, bez zmian
nowotworowych, co potencjalnie moze by¢ przyczyng odmiennej odpowiedzi na badane
leki/zwigzki chemiczne u tych zwierzat w poréwnaniu z badaniami klinicznymi.

W kontekscie translacyjnosci przeprowadzonych badan, nalezy tez wzig¢ pod uwage
ograniczenia zwigzane z wykorzystaniem zwierzecego modelu — w tym z problemem
komunikowania objawow bdlowych i sygnalizowania stopnia ich natezenia.

Ponadto, w ramach niniejszej pracy skupiono sie na behawioralnych oznakach bélu
neuropatycznego jako objawu niepozgdanego terapii onkologicznej oraz skutecznosci
analgetycznej wybranych lekéw i zwigzkéw. Nie zbadano, czy badane zwigzki wptywaja
na neurofizjologiczne i neuromorfologiczne aspekty CIPN oraz nie zbadano catego spektrum
interakcji lek—lek, jakie moga wystgpi¢ podczas terapii skojarzonej [420].
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Podsumowujac, niniejsza praca doktorska pozwala wyselekcjonowac leki i zwigzki
chemiczne o potencjalnej skutecznosci w fagodzeniu objawéw oraz wykazujace dziatanie
profilaktyczne — hamujgce rozwéj objawdw bélowych CIPN u myszy. Poniewaz schorzenie
to dotyka coraz wiekszej liczby pacjentéow, a podtoze i wystepujgce objawy sg czesciowo
zblizone u gryzoni i ludzi, badania przedkliniczne sg istotnym zrédtem informacji i wstepem
do badan klinicznych. W przypadku wiekszosci zwigzkédw udato sie wyznaczy¢ dawke
efektywna i podprogowa zaréwno w tescie zimnej ptytki, jak i tescie von Freya. Dodatkowo
zastosowanie schematdw podania skojarzonego z odstepem czasowym wskazato
na interesujgcy profil dziatania analgetycznego niektérych potgczen (np. podanie skojarzone
pregabaliny i ambroksolu). Ponadto w przypadku podania wielokrotnego lekéw wykazano
dziatanie ochronne — hamujgce rozwdj nadwrazliwosci pdzinej (wielokrotne podanie
simwastatyny, duloksetyny, ambroksolu, bromheksyny, ceftriaksonu, minocykliny
oraz wielokrotne podanie skojarzone minocykliny i duloksetyny).

Zastosowanie schematu podania profilaktycznego umozliwito ocene potencjalnego
dziatania ochronnego lekdw w rozwdj modelu CIPN. Szczegblng uwage nalezy zwrdcié
na duloksetyne, dla ktérej wykazano taka aktywnos$¢ juz po podaniu jednorazowym
oraz ambroksol, ktéry podany jednorazowo, hamowat rozwdj nadwrazliwosci na bodzce
termiczne i mechaniczne u myszy poddanych dziataniu oksaliplatyny.

Zastosowanie w ostatnim etapie badan nowej aparatury eksperymentalnej umozliwito
ocene preferencji temperaturowych zwierzat w zaleznos$ci od zastosowanej temperatury
ptytek oraz podanych lekdw. Innowacyjne podejscie i wykorzystanie metod komputerowych
usprawnito pozyskiwanie i interpretacje wynikdw. Ten ostatni etap badan pozwolit doktadniej
oceni¢ aktywnos¢ farmakologiczng duloksetyny i pregabaliny w zakresie ich dziatania
przeciwbdlowego w zwierzecym modelu CIPN indukowanej oksaliplatyna.
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6 WNIOSKI

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze:

VI.

VII.

VI,

Jednorazowe podanie oksaliplatyny powodowato wystgpienie objawéw
bdlowych charakterystycznych dla CIPN. Objawy nadwrazliwosci termicznej
i mechanicznej wystepowaty juz po 3 h od podania cytostatyka i utrzymywaty
sie co najmniej do tygodnia po jego jednorazowym podaniu.

Duloksetyna (10 i 30 mg/kg i.p.) wykazata istotny wptyw na objawy CIPN,
w szczegolnosci w schemacie podania profilaktycznego.

Pregabalina (30 mg/kg i.p.), amitryptylina (2.5 i 10 mg/kg i.p.), cebranopadol
(10 mg/kg s.c.) tagodzity objawy nadwrazliwosci termicznej.

Ambroksol wykazat skuteczno$¢ w tescie zimnej ptytki po podaniu dozylnym
(37.5 mg/kgi.v.), a zastosowanie wyzszych dawek tego leku podawanego drogg
dootrzewnowg okazato sie skuteczne wytacznie w tescie von Freya.
Profilaktyczne jednorazowe podanie ambroksolu (90 i 150 mg/kg i.p.) wykazato
dziatanie hamujgce rozwdéj nadwrazliwosci termicznej i mechaniczne;.
Bromheksyna (90 i 150 mg/kg ip.) wykazata znamienng skutecznosc¢
w tagodzeniu objawéw nadwrazliwosci mechanicznej, a podana wielokrotnie
(150 mg/kg) hamowata rozwdéj nadwrazliwosci termicznej i mechaniczne;j.
Jednorazowe profilaktyczne podanie bromheksyny (150 mg/kg i.p.) hamowato
rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej po podaniu oksaliplatyny.

Aripiprazol (1 i 10 mg/kg i.p.) i ceftriakson (50 i 200 mg/kg i.p.) wykazaty silny
efekt przeciwbdlowy, tagodzacy objawy nadwrazliwosci mechanicznej;
aktywnos¢ przeciwbélowa aripiprazolu w tescie zimnej ptytki byfa
prawdopodobnie wynikiem fatszywie pozytywnym.

Befiradol (2.5 i 5 mg/kg i.p.) tagodzit objawy nadwrazliwosci mechanicznej.
Simwastatyna (100 mg/kg p.o.) wykazata aktywnos¢ po podaniu wielokrotnym,
hamujagc rozwdj nadwrazliwosci termicznej i utrzymywata takie dziatanie nawet

do dwadch tygodni po podaniu cytostatyka.
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XI.

Wielokrotnie podana minocyklina (100 mg/kg i.p.) wykazata dziatanie ochronne
na rozwdj nadwrazliwosci termicznej i mechanicznej, natomiast podana

jednorazowo (50 i 100 mg/kg i.p.) byta aktywna wytgcznie w tescie von Freya.

W schemacie podania skojarzonego:

XIl.

XII.

XIV.

XV.

XVI.

XVII.

Dodatkowo:

XVIII.

Podanie duloksetyny (30 mg/kg i.p.) i ambroksolu (90 mg/kg i.p.) wykazato
dziatanie toksyczne.

Potgczenie pregabaliny (10 mg/kg i.p.) i ambroksolu (12.5 mg/kg i.v.) istotnie
tagodzito objawy nadwrazliwosci termiczne;.

Potaczenie lakozamidu (10 i 30 mg/kg i.p.) w skojarzeniu z ambroksolem
(90 mg/kg i.p.) lub pregabaling (10 i 30 mg/kg ip.) wykazato silny efekt
przeciwbolowy w tescie von Freya.

Wielokrotne i jednorazowe podania skojarzone aripiprazolu (1 i 10 mg/kg i.p.)
i ceftriaksonu (50 i 200 mg/kg i.p.) tagodzity objawy nadwrazliwosci
mechanicznej u myszy poddanych dziataniu oksaliplatyny.

Potgczenie minocykliny (50 i 100 mg/kg i.p.) i duloksetyny (10 mg/kg i.p.)
tagodzito objawy nadwrazliwosci mechanicznej, ale nie termicznej
w modelu CIPN oraz hamowato rozwdj nadwrazliwosci termicznej
i mechanicznej w schemacie podania wielokrotnego.

Podanie skojarzone minocykliny (50 i 100 mg/kg i.p.) i ambroksolu (90 mg/kg
i.p.) jednorazowe i wielokrotne wykazato dziatanie przeciwbdlowe wytgcznie

w tescie von Freya.

Wykorzystanie nowej aparatury pomiarowej umozliwito oznaczenie preferencji
temperaturowych  zwierzat oraz wykazatlo przewage duloksetyny
nad pregabaling w tagodzeniu objawdéw nadwrazliwosci termicznej u zwierzat

otrzymujgcych oksaliplatyne.
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8 STRESZCZENIE

Neuropatia obwodowa indukowana chemioterapig (ang. chemotherapy-induced peripheral
neuropathy, CIPN) jest powszechnym dziataniem niepozgdanym, ktére wystepuje u ponad
60% pacjentdéw przyjmujgcych chemioterapie réoznymi lekami przeciwnowotworowymi, w tym
m.in. oksaliplatyng. Terapia tagodzgca objawy CIPN jest mato skuteczna i problematyczna.

Celem niniejszej pracy byfa ocena skutecznosci analgetycznej lekdéw i wybranych
nowych zwigzkéw chemicznych w zwierzecym modelu CIPN. Chcac osiggnaé¢ wyzszg
skutecznos¢ analgetyczng tych substancji wykorzystano rézne schematy podania, w tym:
podanie jednorazowe, wielokrotne oraz skojarzone. Ponadto oceniono dziatanie
profilaktyczne niektérych lekéw w modelu CIPN, a wykorzystujgc nowa aparature badawczg
oznaczono preferencje temperaturowe zwierzat przed i po podaniu oksaliplatyny i dwdch
lekéw stosowanych w farmakoterapii CIPN.

W pracy udowodniono, iz w celu indukcji modelu CIPN z uzyciem oksaliplatyny
wystarczajgce jest jednorazowe podanie tego leku w dawce 10 mg/kg, ktére wywotuje
zauwazalne zmiany behawioralne zwierzat w tescie zimnej ptytki i tescie von Freya, a zmiany
te obserwowane sg w pierwszym i siédmym dniu po podaniu cytostatyka.

Wykazano, ze leki takie jak: duloksetyna (30 mg/kg), pregabalina (30 mg/kg),
amitryptylina (2.5 i 10 mg/kg), cebranopadol (10 mg/kg), lakozamid (30 mg/kg) oraz
ambroksol (37.5 mg/kg, i.v.) fagodza objawy nadwrazliwosci termicznej i ujawniajg dziatanie
przeciwbolowe w tescie zimnej ptytki. Skuteczno$é w tagodzeniu objawdw nadwrazliwosci
mechanicznej zostata oznaczona dla wszystkich przebadanych w niniejszej pracy lekéw
i zwigzkéw chemicznych. Co wiecej, po podaniu niektérych lekéw zauwazono efekt hamujacy
rozwdj nadwrazliwosci po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny. Efekt ten w tescie zimnej
ptytki uzyskano dla wielokrotnie podanej: duloksetyny (30 mg/kg), bromheksyny (150 mg/kg),
simwastatyny (100 mg/kg) oraz minocykliny (100 mg/kg), natomiast w tescie von Freya taka
aktywnos¢ wykazano dla: duloksetyny (10 i 30 mg/kg) po podaniu jednorazowym
i wielokrotnym, jak réwniez ambroksolu (90 i 150 mg/kg), bromheksyny (90 i 150 mg/kg),
ceftriaksonu (200 mg/kg) oraz minocykliny (50 i 100 mg/kg) po podaniu wielokrotnym.

Zastosowanie schematu podania skojarzonego umozliwito oznaczenie dziatania
przeciwbolowego, fagodzgcego objawy nadwrazliwosci termicznej, w przypadku podania
potaczenia pregabaliny (10 mg/kg) i ambroksolu (37.5 mg/kg). W tagodzeniu objawéw
nadwrazliwosci mechanicznej skutecznos¢ analgetyczng wykazaty wszystkie zastosowane
skojarzone podania lekdéw. Dodatkowo, wielokrotne podanie minocykliny (50 mg/kg)
i duloksetyny (10 mg/kg) hamowato rozwéj nadwrazliwosci termicznej, natomiast wielokrotne
podanie potaczen: aripiprazolu (10 mg/kg) i ceftriaksonu (50 mg/kg), minocykliny (50 mg/kg)
i duloksetyny (10 mg/kg) oraz minocykliny (50 mg/kg) i ambroksolu (90 mg/kg) hamowato
rozwdj nadwrazliwosci mechanicznej po siedmiu dniach od podania oksaliplatyny.

Ocena profilu ochronnego duloksetyny, ambroksolu i bromheksyny w schemacie
podania profilaktycznego potwierdzita zasadno$¢ zastosowania duloksetyny (10 i 30 mg/kg)
jako profilaktyki rozwoju objawow CIPN podczas terapii oksaliplatyng. W przypadku podania
ambroksolu i bromheksyny badanie pozwolito wykaza¢ potencjat ochronny, hamujgcy rozwdj
nadwrazliwosci termicznej i mechanicznej po jednorazowym podaniu ambroksolu
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(90i 150 mg/kg) oraz nadwrazliwosci mechanicznej po jednorazowym podaniu bromheksyny
(150 mg/kg) w zwierzecym modelu CIPN indukowanej podaniem oksaliplatyny.

Zastosowanie w ostatnim etapie badan nowej aparatury eksperymentalnej umozliwito
ocene preferencji temperaturowych zwierzat w zaleznos$ci od zastosowanej temperatury
ptytek oraz podanych lekéw. Innowacyjne podejscie i wykorzystanie metod komputerowych
usprawnito pozyskiwanie i interpretacje wynikéw. Ten etap badan pozwolit doktadniej ocenié
aktywnos¢ farmakologiczng duloksetyny i pregabaliny w zakresie ich dziatania
przeciwbdlowego w zwierzecym modelu CIPN.

Podsumowujac, niniejsza praca doktorska pozwolita wyselekcjonowac leki i zwigzki
chemiczne o potencjalnej skutecznosci w fagodzeniu objawéw CIPN oraz wykazujgce dziatanie
profilaktyczne - hamujgce rozwéj objawéw bdlowych CIPN u myszy. Poniewaz powiktanie
to dotyka coraz wiekszg liczbe pacjentéw, a etiopatogeneza i wystepujgce objawy
sg czesciowo zblizone u gryzoni i ludzi, badania przedkliniczne moga by¢ istotnym zrédtem
informacji i wstepem do ewentualnych badan klinicznych.
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9 ABSTRACT

Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) is a common side effect that occurs
in more than 60% of patients receiving chemotherapy with various anticancer drugs, including
oxaliplatin. The therapy to alleviate the symptoms of CIPN is generally ineffective and
problematic.

The aim of this doctoral dissertation was to evaluate the analgesic efficacy of drugs
and selected new chemical compounds in the animal CIPN model. To maximize the analgesic
efficacy of these substances, various administration schedules were used, including single,
multiple, and combined administration. In addition, the prophylactic effect of some drugs was
assessed in the CIPN model, and the temperature preferences of animals before and after the
administration of oxaliplatin and two drugs used in CIPN pharmacotherapy were determined
with the use of new research equipment.

The study proved that to induce the CIPN model with oxaliplatin, a single
administration of this drug at a dose of 10 mg/kg is sufficient, which causes noticeable
behavioral changes in animals in the cold plate test and the von Frey test, and these changes
are observed in the first and seventh day after administration of the cytostatic.

Drugs, such as duloxetine (30 mg/kg), pregabalin (30 mg/kg), amitriptyline (2.5 and
10 mg/kg), cebranopadol (10 mg/kg), lacosamide (30 mg/kg) and ambroxol (37.5 mg/kg, i.v.)
have shown to alleviate the symptoms of thermal hypersensitivity and reveal an analgesic
effect in the cold plate test. The effectiveness in moderating symptoms of mechanical
hypersensitivity was determined for all drugs and chemical compounds tested in this study.
In addition, after administration of some drugs, an inhibitory effect on the development
of hypersensitivity was noted 7 days after the administration of oxaliplatin. This effect was
determined in the cold plate test for multiple dosing: duloxetine (30 mg/kg), bromhexine
(150 mg/kg), simvastatin (100 mg/kg) and minocycline (100 mg/kg), while in the von Frey test
this activity has been demonstrated for: duloxetine (10 and 30 mg/kg) after single and multiple
dosing, ambroxol (90 and 150 mg/kg) after multiple dosing, bromhexine (90 and 150 mg/kg)
after multiple dosing, ceftriaxone (200 mg/kg) after multiple dosing and minocycline (50 and
100 mg/kg) after multiple dosing.

The use of the combination drug protocol made it possible to determine the analgesic
effect in the relief of symptoms of thermal hypersensitivity in the case of administration
of the combination of pregabalin (10 mg/kg) and ambroxol (37.5 mg/kg), while the analgesic
efficacy symptoms of mechanical hypersensitivity was demonstrated by all the combined drug
administrations. Additionally, repeated administration of minocycline (50 mg/kg)
and duloxetine (10 mg/kg) inhibited the development of thermal hypersensitivity, while
repeated administration of the combination of aripiprazole (10 mg/kg) and ceftriaxone
(50 mg/kg), minocycline (50 mg/kg) and duloxetine (10 mg/kg) and minocycline (50 mg / kg)
and ambroxol (90 mg/kg) inhibited the development of mechanical hypersensitivity 7 days
after administration of oxaliplatin.

The assessment of the protective profile of duloxetine, ambroxol and bromhexine
in the prevention protocol confirmed the use of duloxetine (10 and 30 mg/kg) as a prophylaxis
of the development of CIPN symptoms during oxaliplatin therapy. Ambroxol and bromhexine,
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demonstrated the protective potential, inhibiting the development of thermal and mechanical
hypersensitivity after a single administration of ambroxol (90 and 150 mg/kg) and mechanical
hypersensitivity after a single administration of bromhexine (150 mg/kg) in an animal model
of CIPN induced by oxaliplatin.

The use of new experimental equipment, in the last part of the research, made
it possible to evaluate the thermal preferences of animals depending on the plates
temperature and administered drugs. The innovative approach and the use of computer
methods have improved the acquisition and interpretation of results. This last step of the
study allowed a more accurate assessment of the pharmacological activity of duloxetine and
pregabalin in terms of their analgesic effect in an animal model of CIPN.

In conclusion, this doctoral dissertation allows to select drugs and chemical
compounds with potential efficacy in alleviating symptoms and showing a preventive effect -
inhibiting the development of CIPN pain symptoms in mice. Because this drug complication
affects an increasing number of patients, and the etiopathogenesis and symptoms are partially
similar in rodents and humans, preclinical studies may be an important source of information
and introduction for clinical trials.
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