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Vortioksetin u inflamatornim modelima bola: mehanizam dejstva, uticaj na kognitivne
sposobnosti i oksido-redukcioni status kardiomiocita

SAZETAK

Bol je kompleksno, multidimenzionalno iskustvo koje oblikuju bioloski, psitholoski i socijalni faktori.
Medu najcesc¢im bolnim stanjima izdvajaju se inflamatorni bolovi, ukljucujuéi osteoartritis.

Ciljevi ovog rada su bili ispitivanje efekata i mehanizama dejstva vortioksetina u modelima
inflamatornog bola, kao i uticaja leka na kognitivne performanse, opstu dobrobit, redoks status i
histoloske promene kardiomiocita kod muzjaka i zenki pacova sa osteoartritisom.

Efekti vortioksetina su ispitani u modelima akutnog inflamatornog trigeminalnog, visceralnog i
somatskog bola, kao i u modelu osteoartritisa. Mehanizam dejstva vortioksetina u modelu trigeminalnog
bola je ispitan primenom odgovarajucih receptorskih antagonista. U modelu osteoartritisa, pracen je
uticaj leka na molekularne markere bolne preosetljivosti, parametre oksidativnog stresa u kolenu pacova,
kognitivne performanse i opstu dobrobit Zivotinja, kao i na parametre redoks statusa i histoloske
promene kardiomiocita.

Vortioksetin je ostvario znacajne efekte u svim ispitivanim modelima bola. U modelu trigeminalnog bola
je pokazano ucesée serotonergickih 5-HT 1, o,/B; adrenergickih, muskarinskih, a, nikotinskih,
kanabinoidnih CB,/CB,, adenozinskih A, receptora. Vortioksetin je smanjio ekspresiju Ngfi nivo
markera oksidativhog stresa u kolenu pacova oba pola; smanjio je ekspresiju iRNK za markere
neuroinflamacije u spinalnim gangljima i kicmenoj mozdini muzjaka, ali ne i Zenki pacova. Dodatno,
vortioksetin je poboljsao kognitivne performanse Zivotinja sa osteoartritisom bez $tetnog uticaja na
opstu dobrobit zivotinja i redoks status i histoloske promene kardiomiocita.

Rezultati ukazuju da bi vortioksetin mogao biti efikasan u terapiji inflamatornih bolnih stanja, sa
korisnim efektima na kognitivnu funkciju.

Kljuéne reci: vortioksetin, inflamatorni bol, osteoartritis, duloksetin, nervni faktor rasta, kognitivna
disfunkcija, kardiovaskularna bezbednost, oksidativni stres, polno-specifi¢ne razlike
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Vortioxetine in inflammatory pain models: mechanism of action, effect on cognitive abilities
and redox status of cardiomyocytes

ABSTRACT

Pain is a complex, multidimensional experience shaped by biological, psychological, and social factors.
Among the most prevalent pain conditions are inflammatory pain conditions, including osteoarthritis.

The aim of this study was to investigate the effects and mechanisms of action of vortioxetine in models
of inflammatory pain, as well as the drug’s impact on cognitive performance, general well-being, redox
status, and histological changes in cardiomyocytes in male and female rats with osteoarthritis.

Vortioxetine's effects were evaluated in models of acute inflammatory trigeminal, visceral, and somatic
pain, as well as in a model of osteoarthritis. In the trigeminal pain model, its mechanism of action was
assessed using selective receptor antagonists. In the osteoarthritis model, the drug’s influence was
monitored on molecular markers of pain hypersensitivity, oxidative stress parameters in the rat knee,
cognitive performance, general well-being, as well as on redox status and histological alterations in
cardiomyocytes.

Vortioxetine achieved significant effects in all pain models tested. In the trigeminal pain model,
involvement of serotonergic 5-HT\y,, o,/B;-adrenergic, muscarinic, o,-nicotinic, cannabinoid
CB,/CB,, and adenosine A, receptors was demonstrated. Vortioxetine reduced Ngf expression and
oxidative stress markers in the knees of both sexes; it also decreased mRNA expression of
neuroinflaimmatory markers in the spinal ganglia and spinal cord of male, but not female rats.
Additionally, vortioxetine improved cognitive performance in osteoarthritic animals without negative
effects on general well-being, redox status, or cardiomyocyte histology.

The results suggest that vortioxetine may be effective in treating inflammatory pain conditions, with
beneficial effects on cognitive function.

Key words: vortioxetine, inflammatory pain, osteoarthritis, duloxetine, nerve growth factor, cognitive
dysfunction, cardiovascular safety, oxidative stress, sex-specific differences
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1. Uvod

1.1. Bol — osnovna terminologija, klasifikacija i epidemioloski znacaj

Bol je jedan od najcescih razloga koji nas dovodi kod lekara. Iako bolna stanja ne predstavljaju vodeci
uzrok mortaliteta i nisu u vezi sa neposrednom zivotnom opasnoscu, bol, posebno hronicni, predstavlja
glavni uzrok ljudske patnje 1 onesposobljenosti u svetu (GBD 2021 Diseases and Injuries Collaborators,
2024; Treede i sar., 2019). Epidemioloska studija The Global Burden of Disease Study 2021 je pokazala da se
medu pet vodecih uzroka onesposobljenosti na globalnom nivou, nalaze i tri bolna stanja (bol u donjem
delu leda, glavobolje i drugi muskuloskeletni poremecaji), dok se na prosirenoj listi, nalaze i osteoartritis,
kao 1 bol u vratu (GBD 2021 Diseases and Injuries Collaborators, 2024). Znacaj hroni¢nog bola je
poslednjih godina prepoznat od strane medicinske javnosti, pa je u poslednjoj reviziji Medunarodne
klasifikacije bolesti (MKB 11), hronicni bol prepoznat kao zaseban entitet (primarni bol), bolest sama po
sebi, a ne nuzno simptom bolesti (sekundarni hroni¢ni bol) (Nicholas i sar., 2019).

Etimoloski, re¢ bol potice od anglo-francuske reci peine (bol, patnja), latinske reci poena sto se prevodi
kao kazna, greke poiné (isplata, kazna, nadoknada) (Raja i sar., 2020). U samoj etimologiji reci je
verovatno konceptualno sadrzana veza izmedu bola 1 patnje, odnosno kazne koju pacijent oseca.

Prema definiciji Medunarodne asocijacije za proucavanje bola (engl. International Association for the Study of
Pain - LASP), bol se definise kao neprijatno senzorno i emocionalno iskustvo povezano sa stvarnim ili
potencijalnim ostec¢enjem tkiva ili nalik na ono povezano sa stvarnim ili potencijalnim ostecenjem tkiva.
Pored toga, LASP istice nekoliko kljucnih napomena u vezi sa senzacijom bola (Raja i sar., 2020):

e Bolje uvek licno iskustvo na koje u razlicitom stepenu uticu bioloski, psiholoski i socijalni faktori.

e Bolinocicepcija su razliciti fenomeni. Bol se ne moze objasniti samo aktivnoscu senzornih neurona.
Ovim se istice da je nocicepcija objektivni fenomen, dok je bol uvek subjektivnog karaktera.
Pojedinac moze da dozivi bol i u odsustvu nocicepcije, isto kao $to 1 nocicepcija ne dovodi uvek do
senzacije bola.

e Kroz svoja zivotna iskustva, pojedinci se upoznaju sa konceptom bola.

e Treba postovati neciji dozivljaj bola. Mnogi ljudi dozivljavaju bol 1 u odsustvu ostecenja tkiva.

e Jako evolutivno bol ima adaptivnu ulogu, bol moze negativno uticati na funkcionisanje, socijalno 1
psiholosko blagostanje pojedinca (engl. well-being).

e Verbalna komunikacija je samo jedan od nacina da se izrazi bol; nesposobnost komunikacije ne
iskljucuje moguénost da covek ili zivotinja mogu da osete bol.

Akutni bol neupitno ima adaptivnu ulogu i esencijalan je za prezivljavanje i proces izlecenja, obi¢no
nastaje kao odgovor na ostecenje i povredu tkiva i posledi¢ni zapaljenski proces. Medutim, po prestanku
opasnosti, bol gubi adaptivnu ulogu i postaje bolest sama po sebi (Cohen i sar., 2021).

Za razliku od akutnog bola, hroni¢ni bol ima mali evolutivni znacaj i predstavlja vodeci uzrok ljudske
patnje. Iako ne postoji jasna granica kada akutni bol prelazi u hronicni, opste je prihvaceno da je to bol
koijt traje nakon oc¢ekivanog perioda zarastanja (3 meseca prema MKB-11) (Cohen i sar., 2021).

Prema mehanizmu nastanka, bol se danas kategorizuje u tri grupe: nociceptivni, neuropatski i
nociplasti¢ni bol. Vazno je istaci da ova podela nije apsolutna i da je prepoznato da mnoga bolna stanja



mogu imati mesoviti fenotip tj. ne pripadaju samo jednoj kategoriji (npr. pacijent istovremeno moze
imati i nociceptivni i nociplasti¢ni bol) (Cohen i sar., 2021).

* Nociceptivni bol se javlja kao odgovor na stvarno ili potencijalno ostecenje tkiva i posledica je
aktivacije nociceptora. Ovoj grupi pripadaju najprevalentnija bolna stanja, koja se sre¢u u klinickoj
praksi i ukljucuju (ali se ne ogranicavaju na) bol kod razlicitih artitisa, kao i razlic¢ite forme bola u
ledima.

* Neuropatski bol se definise kao bol izazvan oste¢enjem ili boles¢u somatosenzornog nervnog
sistema. Procenjuje se da izmedu 15-25% ljudi koji pati od hroni¢nog bola, ima neuropatski bol,
medu kojima su najces¢i dijabetesna neuropatija, postherpeticna neuralgija 1 radikulopatija. Za
razliku od mnogih oblika nociceptivnog bola, hroni¢ni neuropatski bol je uvek maladaptivan (Cohen
1 sar., 2021).

* Nociplasticni bol je bol koji se javlja kao posledica izmenjene nocicepcije, iako ne postoje jasni
dokazi koji ukazuju na stvarno ili potencijalno ostecenje tkiva, koje bi dovelo do aktivacije
nociceptora, kao ni oste¢enje somatosenzornog sistema. Nociplasticna bolna stanja su se ranije
nazivala disfunkcionalnim bolnim sindromima i ukljucuju fibromijalgiju, sindrom iritabilnog creva,
hroni¢ni primarni pelvi¢ni bolni sindrom, kao i neke oblike nespecificnog bola u ledima (Fitzcharles
1 sar., 2021).

1.2.  Osnovi neurobiologije bola

Nociceptivni put se sastoji od serije senzornih neurona koji informacije o dejstvu noksicnog (lat. 7zoxa —
povreda) stimulusa prenose sa periferije preko kicmene mozdine do mozga (Slika 1.1). Nocicepcija je
proces kojim se aktiviraju nociceptori (lat. zocere — ostetiti, povrediti), specijalizovani aferentni nervni
zavrseci koji inervisu periferna tkiva i1 specijalizovani su da detektuju stimuluse mehanicke, hemijske ili
termicke prirode koji imaju potencijal da ostete tkivo (Dubin i Patapoutian 2010). Nociceptori imaju
visok prag aktivacije ¢ime se osigurava da se u normalnim okolnostima blagi stimulusi (npr. dodir) ne
percipiraju kao bolni (Cao i sar., 2024; Motzkin i sar., 2024; Basbaum i sar., 2009). Celijska tela
nociceptora su lokalizovana na nivou spinalnih ganglija (inervacija tela) i trigeminalnih ganglija (inervacija
glave 1 lica). Primarni senzorni neuroni su pseudounipolarni, sa perifernim (inervise periferna
tkiva/organ) i centralnim (inetvise neurone zadnjih rogova ki¢mene mozdine/trigeminalnog nuclens
candalis-a) aksonskim zavrSetkom. Postoje dve glavne grupe nociceptora, mijelinizovana Ad vlakna
srednjeg dijametra (prenose akutni, dobro lokalizovani, ,,brzi” bol) i nemijelinizovana C vlakna malog
dijametra (prenose informacije o slabo lokalizovanom, ,,sporom” bolu) (Basbaum i sar., 2009; Motzkin i
sar., 2024).

3%

Nocicepcija pocinje transdukcijom — proces kojim specijalizovani membranski proteini lokalizovani na
perifernim zavrSecima primarnog senzornog neurona detektuju noksicni stimulus i generisu promenu
potencijala membrane. Odgovarajuéi stimulus ¢e dovesti do snizavanja potencijala membrane
(depolarizacije) dovoljnog intenziteta za aktivaciju voltazno-zavisnih Na" kanala i generisanja akcionog
potencijala ¢ime se informacija prenosi do centralnih terminala primarnog senzornog neurona (Basbaum
1 sar., 2009; Motzkin i sar., 2024).

Za proces transdukcije su odgovorni specifi¢ni receptori i jonski kanali eksprimirani na membrani
nociceptora. Medu njima, najreprezentativniji su TRP kanali (engl. Transient receptor potential channels),
koji pripadaju grupi ligand-zavisnih jonskih kanala. Ovi kanali funkcionisu kao molekularni senzori, koje
aktiviraju fizicki, termicki 1 hemijski stimulusi. Pored toga, nociceptori eksprimiraju i brojne druge kanale
koji doprinose pretvaranju noksi¢nog stimulusa u elektricni signal (Cao i sar., 2024; Murthy i sar., 2018).



Nociceptivni signali se sa perifetije prenose preko spinalnih/trigeminalnih ganglija do centralnog
aksonskog terminala u zadnjim rogovima ki¢mene mozdine/trigeminalnog nuclens caudalis-a.
Nociceptivna A8 vlakna se projektuju do lamine I i dubljih slojeva dorzalnog roga, lamine V, dok se C
vlakna uglavnom projektuju do povrsinskih lamina I 1 II. Sekundarni neuroni nociceptivnog puta su
upravo lokalizovani na nivou razli¢itih lamina dorzalnog roga kicmene mozdine i nuclens candalis-a
(Basbaum i sar., 2009; Woller i sar., 2017).

Glavni neurotransmiter na nivou primarne sinapse nociceptivnog puta je glutamat i u manjoj meri
brojni neuropeptidi, ukljuc¢ujuci supstancu P 1 peptid sliCan kalcitoninu (engl. calitonin-gene-related
peptide). Nakon prolaznog akutnog stimulusa, transmisija nociceptivnih informacija je posredovana
dominantno preko jonotropnih AMPA receptora za glutamat §to rezultuje nastankom ostrog,
lokalizovanog bola. S druge strane, kada bolni stimulus perzistira ili se njegov intenzitet poveca,
aktiviraju se i NMDA receptori za glutamat (otklanja se Mg®" koji blokira kanal u stanju mirovanja)
(Basbaum 1 sar., 2009; Dickenson 2019). Aktivacija glutamatnih NMDA recepora dovodi do porasta
intracelularnog Ca®" i aktivacije razli¢itih kalcijum-zavisnih signalnih puteva i drugih glasnika, $to dovodi
do povecane ekscitabilnosti sekundarnog neurona i olaksava transmisiju nociceptivnih informacija ka
mozgu (Slika 1.1).

Informacija se dalje sa sekundarnog neurona sistema za transmisiju nociceptivnih signala prenosi preko
spinotalamickog i spinoretikulotalamickog puta do talamusa i mozdanog stabla, redom. Informacije iz
mozdanog stabla i talamusa se dalje prenose preko tercijarnog neurona do kortikalnih struktura, kao sto
je somatosenzorni korteks (odgovoran za senzorno-diskriminativne aspekte bola, gde je lokalizovan
bol i koliko je intenzivan) i anteriorni cingulatni i insularni korteks (odgovorni za afektivno-
motivacionu dimenziju bola tj. averzivnu komponentu bola i istovremeno motivaciju za bekstvo ili
izbegavanje izlozenosti Stethom stimulusu kako bi se minimiziralo dalje osteéenje) (Apkarianisar., 2011;
Basbaum i sar., 2009; Motzkin i sar., 2024). Pored toga, vazno je spomenuti i kognitivno-evaluativhu
dimenziju bola, koju ¢ine neuronska kola koja nisu specificna samo za bol, i ukljuc¢uju medijalni i
lateralni prefrontalni korteks, orbitofrontalni korteks i lateralni parijetalni korteks, kao i afektivno-
motivacione regije mozga poput anteriornog cingulatnog i anteriornog insularnog korteksa (Motzkin i
sar., 2024). Nacin na koji pojedinac dozivljava bol moze se razlikovati ne samo interindividualno, veé i
unutar iste osobe. Brojni faktori, ukljucujuci emocionalno stanje, paznju, distrakciju, kao i secanja na
prethodna bolna iskustva mogu da promene iskustvo bola (Felice i Ossipov 2016; Fillingim 2017;
Garcia-Larrea i Peyron 2013; Motzkin i sar., 2024).

Vazno je istaéi da su u normalnim okolnostima bolni stimulus i posledi¢ni neuronski odgovor relativno
prolazne prirode. Medutim, kod hroni¢nih bolnih stanja, put za transmisiju nociceptivnih informacija
prolazi kroz brojne promene koje dovode do razvoja bolne preosetljivosti. Ovaj fenomen se zove
senzitizacijaijavlja se iu perifernom i u centralnom nervnom sistemu. Posledi¢no, bol moze da se javi
spontano, moze biti izazvan stimulusima koji u normalnim okolnostima ne dovode do bola (alodinija),
moze biti pojacan (hiperalgezija) i moze zahvatiti mesta van inicijalne povrede (sekundarna
hiperalgezija/alodinija). Na primer, hroni¢ni muskuloskeletni bol je povezan sa razvojem
neuroplasticnosti perifernog i centralnog nervnog sistema $to se klinicki manifestuje kvantitativnim
senzornim promenama poput snizenog praga za bol u zahvac¢enim i udaljenim regijama. Stoga, fenomeni
periferne 1 centralne senzitizacije mogu objasniti nesklad izmedu radiografskog ostecenja zgloba kod
pacijenata sa osteoartritisom i bola koji pacijenti opisuju (Malfait i sar., 2021).
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Slika 1.1. Osnovna neuroanatomija puta bola u osteoartritisu. Amy, amigdala; DRG, ganglije
dorzalnih korenova kicmene mozdine (engl. dorsal root ganglion); HP, hipokampus; NAc, nucleus
akumbens; LTB,, leukotrien B,; NGF, nervni faktor rasta; PAG, periakveduktalna siva masa; PG,
prostaglandin; RVM, rostroventralna medula; SINRI, inhibitor ponovnog preuzimanja serotonina i
noradrenalina (engl. serotonin—noradrenaline reuptake inbibitor) (Prenzeto i prilagodeno prema Malfait i Schnitzer
2013).



1.3.  Descendentna modulacija bola

Veza izmedu perifernog stimulusa i percepcije bola nije linearna i zavisi od kognitivnih, emocionalnih i
patoloskih faktora, kao i konteksta (nasih verovanja, ocekivanja, placebo efekta) (Damien i sar., 2018; De
Felice 1 Ossipov 20106; Tracey i Mantyh 2007). Kontekst je vazan za iskustvo bola i objasnjava zasto
pojedinci razli¢ito percipiraju bol u slucaju sli¢nih povreda (Felice 1 Ossipov 2016). Ekstremni primeri
ukljucuju traumatske povrede dobijene tokom sportskog takmicenja ili kod vojnika u ratu koje su
inicijalno okarakterisane kao bezbolne, iako su u drugim okolnostima sli¢cne povrede izuzetno bolne
(Heinricher i Fields 2013). Stoga, mozak nije samo lokus percepcije bola, ve¢ angazovanjem mocnog
sistema descendentne modulacije koji moze da inhibira ili facilitira transmisiju nociceptivnih informacija,
viSe mozdane strukture regulisu iskustvo bola (Chen i Heinricher 2019; Hoegh 1 Bannister 2024; Rosa-
Casillas 1 Basbaum 2025). U uslovima akutnog bola, obi¢no postoji dinamicka ravnoteza izmedu dva
procesa. Medutim, disfunkcija na nivou sistema za modulaciju bola moze dovesti do smanjene
inhibicije bola i/ili pojacane facilitacije $to na kraju pogorsava bolnu senzaciju i doprinosi hronifikaciji
bola (Chen i Heinricher 2019; Ossipov 1 sar., 2014; Rosa-Casillas i Basbaum 2025). Ovo je najbolje
dokumentovano koris¢enjem paradigme “uslovljene modulacije bola“ (engl. conditioned pain modulation) ili
,,bol inhibira bol®, u kojoj noksi¢ni stimulus primenjen u jednom delu tela, potiskuje bol koji je izazvan
noksi¢nim stimulusom koji je primenjen u prostorno udaljenoj regiji tela. Oslabljena sposobnost da se
uspostavi odgovor na uslovljenu modulaciju bola se ¢esto vida kod pacijenata sa hroni¢nim bolnim
stanjima (migrena, glavobolja tenzionog tipa, osteoartritis, fibromijalgija, sindrom iritabilnog crevaidr.) i
moze predstavljati farmakoloski osnov za primenu lekova koji potenciraju efekte nishodnih inhibitornih
puteva (Chen i Heinricher 2019; Nir i Yarnitsky 2015).

Najvazniji anatomski supstrati sistema nishodne modulacije bola ¢ine periakveduktalna siva masa
(engl. Periaqueductal Gray - PAG), rostroventralna medula (RVM) i neuroni /ocus coeruleus-a.
Sistem PAG-RVM je pod uticajem visih mozdanih struktura, hipotalamusa, limbickog prednjeg mozga,
ukljucujuéi amigdalu, anteriorni cingulatni korteks i insulu, $to predstavlja mehanisticki osnov za
razumevanje uticaja kognitivnih i emocionalnih faktora u obradi bolne senzacije. Glavno mesto
projekcije PAG je RVM, preko koje PAG kontroliSe spinalne nociceptivhe neurone (Bannister i
Dickenson 2017; Heinricher i Fields 2013). Stimulacija PAG moze dovesti do snaznog analgetickog
efekta; pokazano je da elektricna stimulacija ove regije dovodi do snaznog antinociceptivnog efekta kod
zivotinja 1 ljudi (Ossipov i sar., 2014). S druge strane, RVM moze da dovede i do facilitacije i inhibicije
nociceptivne senzacije na nivou primarne sinapse u dorzalnom rogu ki¢mene mozdine/ trigeminalnom
nuclens candalis-u 1 tradicionalno se smatra poslednjom stanicom kroz koju prolaze modulatorni uticaji do
ki¢mene mozdine (Bannister i Dickenson 2017). Dvosmerni uticaj RVM na modulaciju bolne senzacije
se moze objasniti postojanjem tri razlic¢ite populacije neurona (OFF éelije, ON ¢elije i NEUTRALNE
¢elije) u RVM. Aktivacija OFF celija proizvodi neto inhibitorni uticaj na nocicepciju. Suprotno, ON
¢elije imaju neto facilitatorni efekat na nocicepciju. Uloga NEUTRALNIH ¢elija nije u potpunosti jasna,
iako odredenu populaciju ovih ¢elija ¢ine serotonergicki neuroni, sto ukazuje na mogucu ulogu u
modulaciji bola (Rosa-Casillas 1 Basbaum 2025). Paralelni noradrenergicki putevi, dominantno iz /ocus
coernlus-a su reciprocno povezani sa osovinom PAG-RVM.

1.4. Modulacija bola: neurotransmiterski sistemi ukljuCeni u inhibiciju bolne senzacije

1.4.1. Uloga monoamina u modulaciji bola

Kljucni neurotransmiteri uklju¢eni u nishodnu modulaciju bola su noradrenalin i serotonin, iako i
endogeni opioidi, y-aminobuterna kiselina (GABA), endogeni kanabinoidi, adenozin, acetilholin



doprinose ovom procesu (Bannister i Dickenson 2016; Bannister i Dickenson 2017; Sawynok 2016;
Sirucek 1 sar., 2023).

Antinociceptivni efekat noradrenalina posredovan preko spinalnih adrenergickih a, receptora je dobro
dokumentovan (Bannister i Dickenson 2016; Ossipov i sar., 2014; Sirucek 1 sar., 2023). Glavni izvor
noradrenalina je locus coeruleus, koji je povezan sa RVM i PAG; elektri¢na/optogeneticka stimulacija
ove regije mozdanog stabla smanjuje bolnu preosetljivost (Sirucek i sar., 2023). Razli¢iti mehanizmi
doprinose antinociceptivnom efektu noradrenalina na nivou dorzalnog roga ki¢mene mozdine,
ukljucujudi i efekte na nivou neurona, ali i glija ¢elija (Caraci i sar., 2019). Adrenergicki «, receptori su
povezani sa G, proteinom; stimulacijom presinaptickih «, receptora na primarnom aferentnom
neuronu, noradrenalin inhibira voltazno-zavisne Ca®>" kanala i posledi¢no oslobadanje ekscitatornih
neurotransmitera (dominantno glutamata, a u manjoj meri i supstance P). Aktivacijom postsinaptickih o,
teceptora na sekundarnom neuronu bolnog puta, dolazi do otvaranja K" kanala i posledi¢nog smanjenja
neuralne ekscitabilnosti (Hayashida i Obata 2019). Pored toga, adrenergicki o, receptori su eksprimirani
na astrocitima i ¢elijama mikroglije u kicmenoj mozdini, preko kojih noradrenalin dovodi do smanjene
aktivacije glija Celija tokom hroni¢ne inflamacije ili periferne povrede neurona $to moze biti znacajno u
prevenciji hronifikacije bola (Caraci i sar., 2019). Suprotno, aktivacija spinalnih o, receptora uglavnom
olaksava prenos nociceptivnih informacija, iako postoje podaci koji ukazuju da aktivacija ekscitatornih o,
receptora na GABA-ergickim interneuronima moze doprineti antinociceptivhom efektu (De Felice i
Ossipov 2016).

S druge strane, uloga serotonina je ambivalentna i moze imati i inhibitornu i facilitatornu ulogu u
modulaciji bola, zavisno od mesta oslobadanja i podtipa receptora koji je ukljucen. Na periferiji,
serotonin ima dominantno pronociceptivau ulogu; aktivacijom perifernih 5-HT,, i 5-HT; receptora,
serotonin doprinosi transmisiji nociceptivnih informacija (Bardin 2011; Bardoni 2019). S druge strane,
na spinalnom nivou, serotonin moze ispoljiti i pronociceptivni 1 antinociceptivni efekat u zavisnosti od
podtipa serotonergickih receptora koji se aktivira. Aktivacija nishodnih projekcija poreklom iz RVM
dovodi do oslobadanja serotonina u dorzalnim rogovima ki¢mene mozdine iz zavrsetaka projekcionih
neurona ili iz spinalnih interneurona (Ossipov 1 sar., 2014). Smatra se da aktivacija 5-HT,, 1 5-HT,
receptora doprinosi descendentnoj facilitaciji, dok 5-HT,, 5-HT\y,, 1 5-HT; receptori posreduju u
inhibiciji bolne senzacije (Avila-Rojas 1 sar., 2015; Bannister 1 Dickenson 2016; Ossipov i sar., 2014).

Pokazano je da u animalnim modelima hroni¢nog inflamatornog (model osteoartritisa) i neuropatskog
bola postoji disbalans izmedu nishodne inhibicije 1 facilitacije; dolazi do gubitka nishodnog inhibitornog
efekta noradrenalina uz pojavu serotonergicke facilitacije posredovane 5-HT), receptorima. Ovo se moze
povratiti blokadom spinalne serotonergicke facilitacije (blokadom serotonergickih 5-HT) receptora) ili
inhibicijom spinalnog preuzimanja noradrenalina (Bannister i Dickenson 2017; Sirucek i sar., 2023).
Upravo je uticaj na monoaminergicku neurotransmisiju u osnovi analgetickog dejstva triciklicnih
antidepresiva (TCA) i selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina i noradrenalina (engl. SINRI),
koji se Siroko koriste kao alternativni analgetici (Slika 1.1). Antidepresivi koji potenciraju
noradrenergicku neurotransmisiju imaju vecu efikasnost u poredenju sa selektivnim inhibitorima

preuzimanja serotonina (engl. SSRI) $to se objasnjava kompleksnom ulogom serotonina u modulaciji
bolne senzacije (Bannister i Dickenson 2016; Lockwood i Dickenson 2020).

1.4.2. Uloga acetilholina u modulaciji bola

Acetilholinje jedan od najzastupljenijih neurotransmitera u centralnom i perifernom nervnom sistemu.
Svoje efekte ostvaruje aktivacijom dva tipa receptora, muskarinskih (metabotropnih) i nikotinskih



(jonotropnih) receptora (Toma i sar., 2020). Aktivacija holinergickih receptora ili potenciranje efekata
acetilholina smanjuje bolnu preosetljivost kod zivotinja 1 ljudi (Kuner i Kuner 2021; Naser 1 Kuner
2018).

Znacajnu ulogu u ostvarivanju antinociceptivnih efekata imaju spinalni holinergi¢ki mehanizmi.
Povecanje acetilholina u kicmenoj mozdini proizvodi analgeticki efekat, dok lokalno smanjenje nivoa
acetilholina ili blokada receptora potencira bolnu preosetljivost, dovodeci do hiperalgezije 1 alodinije
(Naser i Kuner 2018). Intratekalna primena neostigmina, inhibitora acetilholin-esteraze, smanjuje
inflamatornu preosetljivost. Ovaj efekat se pripisuje aktivaciji muskarinskih M, receptora, koji ujedno
predstavljaju 1 najzastupljeniji podtip muskarinskih receptora eksprimiran na nivou kicmene mozdine
(Naser i Kuner 2018). Muskarinski M;, M;i My receptori su spregnuti sa G, proteinom, dok su M, i M,
povezani sa G, proteinom. Upravo se aktivacija ,,parnih® muskarinskih receptora dovodi u vezu sa
antinociceptivnim efektima; njihovom aktivacijom dolazi do inhibicije adenilat ciklaze, inhibicije
voltazno-zavisnih Ca®* kanala na primarnom neuronu bolnog puta i aktivacije K kanala na
sekundarnom neuronu bolnog puta (Naser 1 Kuner 2018).

Medu nikotinskim receptorima, najznacajniju ulogu u ublazavanju bolne senzacije imaju a, i a,83,
receptori. Poslednjih godina se ekstenzivno ispituje uloga nikotinskih homomernih o, receptora u
ublazavanju bola. Sistemska primena agonista nikotinskih «, receptora, kao i £nock-out studije ukazuju da
ovi receptori posreduju u antinociceptivnhom efektu u brojnim animalnim modelima. Pored toga, brojne
studije ukazuju da su ovi efekti posredovani uticajem na supraspinalne stukture;
intracerebroventrikularna primena selektivnih agonista o, receptora proizvodi antinociceptivni efekat u
inflamatornim i neuropatskim modelima bola (Hone i Mclntosh 2023). Nikotinski receptori su
eksprimirani na nivou ventrolateralne PAG, koja je vazno mesto u nishodnoj modulaciji bola (Umana i
sar., 2017). Sullere i sar. (2023) su pokazali da su antinociceptivni efekti koje ostvaruje acetilholin na
nivou PAG posredovani nikotinskim o, receptorima koji inhibiraju GABA-ergicke interneurone u PAG
$to dovodi do aktivacije PAG-RVM projekcionih neurona.

1.4.3. Uloga kanabinoida u modulaciji bola

Kanabinoidi su takode ukljuc¢eni u proces nishodne modulacije bola. Antinociceptivni efekat
kanabinoida je barem delom posledica aktivacije PAG-RVM sistema za modulaciju bola (Palazzo i sar.,
2010; Sirucek 1 sar., 2023). Najzastupljeniji tip kanabinoidnih receptora u centralnom nervnom sistemu
su CB, Pored supraspinalnih struktura, CB, receptori su eksprimirani i na dorzalnim rogovima ki¢mene
mozdine, ali i na perifernom terminalu primarnog aferentnog neurona (Palazzo i sar., 2010).
Kanabinoidni CB, receptori su uglavnom eksprimirani na periferiji, posebno na ¢elijama imunskog
sistema, dok se u CNS-u eksprimirani dominantno na celijama mikroglije (Finn 1 sar., 2021).
Kanabinoidni receptori su povezani sa G;,, proteinom, ¢ijom aktivacijom dolazi do inhibicije adenilat-
ciklaze, smanjenog stvaranja cAMP, kao i povecéanja aktivhosti mitogenom-aktivirane protein kinaze
(engl. mitogen-activated protein kinases, MAPK) (Finn i sar., 2021). Unutar neurona, aktivacija CB, receptora
dovodi do inhibicije voltazno-zavisnih Ca*" (i posledi¢ne inhibicije oslobadanja neurotransmitera) kanala
iaktivacije K* kanala (i posledi¢ne hiperpolarizacije éelijske membrane) i otezanog generisanja akcionog
potencijala (Finn i sar., 2021). Aktivacija CB, receptora ne samo da ublazava bolnu preosetljivost u
animalnim modelima bola, ve¢ se povezuje i sa antiinflamatornim dejstvom (Bryk 1 Starowicz 2021).

Eksperimentalni podaci ukazuju da agonisti CB, i CB, receptora mogu umanjiti bolnu senzaciju u
razli¢itim modelima inflamatornog (formalinski test, model karageninske inflamacije 1 osetoartritisa) i
neuropatkog bola kod glodara (Bryk 1 Starowicz 2021; Finn i sar., 2021).



1.4.4. Uloga adenozina u modulaciji bola

Efekti adenozina na modulaciju bolne senzacije su kompleksni i ukljucuju 1 pronociceptivne i
antinociceptivne efekte posredstvom aktivacije razli¢itih podtipova adenozinskih receptora (A, A,,, Asg,
1 A;) na perifernom i centralnom nivou puta bola. Poveéan nivo adenozina u ekstracelularnom prostoru
se javlja u stanjima kao $to su ishemija, hipoksija, inflamacija, trauma i posledi¢no bol (Borea i sar., 2016;
Chen 1 sar., 2014; Hasko i sar., 2008; Sawynok 2016).

Antinociceptivni efekat adenozina se uglavnom pripisuje aktivaciji adenozinskih A, receptora $to je
pokazano u brojnim pretklinickim studijama (Draper-Joyce 1 sar., 2021; Luongo i sar., 2021; Sawynok
2016). Agonisti adenozinskih A, receptora su ispoljili antinociceptivni efekat u modelima inflamatornog
bola (formalinski test, karageninski model inflamacije), ali i razlicitim modelima neuropatskog bola
(Sawynok 2016). Adenozinski A, receptori su lokalizovani na perifernim senzornim zavrsecima, unutar
povisinskih slojeva dorzalnog roga kicmene mozdine, kao i supraspinalnim strukturama vaznim u
modulaciji bola (mikroinjekcija agonista A, receptora u PAG proizvodi antinociceptivni efekat i menja
aktivnost ON i OFF ¢elija u RVM) (Burnstock i Sawynok 2010). Pored toga, ovi receptori su
eksprimirani 1 na ¢elijama mikroglije, gde inhibitorni efekat doprinosi ublazenju bolne senzacije (Luongo
1 sar., 2021).

S druge strane, aktivacija adenozinskih A,, receptora se dovodi u vezu 1 sa pronociceptivnim i
antinociceptivnim efektima (Sawynok 2016). Postoje eksperimentalni nalazi koji ukazuju na
antinociceptivni efekat spinalno primenjenih agonista adenozinskih A,, receptora (Kwilasz i sar., 2018;
Luongo i sar., 2021) u modelima neuropatskog bola. Dodatno, intraperitonealna primena agoniste A,,
receptora je ublazila bolno ponasanje tokom obe faze formalinskog testa kod miseva (Nalepa 1 sar.,
2010). Medutim, postoje studije koje ukazuju na facilitatornu ulogu adenozinskih A,, receptora u
generisanju bolne senzacije. Dodatno, pokazano je da &nock-out A,, receptor misevi slabije reaguju na
nociceptivni stimulus (Luongo i sar., 2021).

1.5. Mehanizam nastanka bola kod osteoartritisa

Osteoartritis je najces¢e oboljenje zglobova i jedan od vode¢ih uzroka hroni¢nog bola,
onesposobljenosti i socioekonomskih troskova na globalnom nivou. Kako Zivimo u eri produzenog
zivotnog veka i visoke stope gojaznosti, broj obolelih ¢e nesumnjivo nastaviti da raste (GBD 2021
Osteoarthritis Collaborators 2023; Hunter i Bierma-Zeinstra 2019; Yao i sar., 2023). U nedostatku
bolest-modifikujuée terapije, analgetici ostaju kamen temeljac terapije bola kod osteoartritisa (Katz i sar.,
2021; Majeed i sar., 2018; Richard 1 sar., 2023). Medutim, postojece terapijske opcije neretko pokazuju
nezadovoljavajuéu efikasnost i/ili su udruzene sa znacajnim nezeljenim efektima (Majeed i sat., 2018).
Stoga, unapredenje naseg razumevanja mehanizma nastanka bola kod osteoartritisa, kao 1 kljucnih
medijatora u ovom procesu ¢e verovatno biti presudno u razvoju novih efektivnih terapijskih opcija
(Cohen i Lee 2015).

Bol predstavlja kardinalni simptom osteoartritisa, ¢iji kvalitet i jacina variraju kako medu pacijentima,
tako i tokom vremena. U ranoj fazi, bol je visoko mehanicke prirode, i u vezi je sa aktivnoscu i
upotrebom zahvaéenog zgloba, npr. penjanje uz ili silazenje niz stepenice (Fu i sar., 2018). Kako bolest
napreduje, bol moze da se prosiri i na okolne strukture i javi se cak i u mirovanju (Malfait i Schnitzer
2013; O'Neill TW i Felson 2018). Kod pacijenata sa osteoartritisom kolena, kvantitativha senzorna
ispitivanja su pokazala postojanje bolne preosetljivosti na mehanicki pritisak, ukljucujuci hiperalgeziju i
alodiniju. Ovi fenomeni su bili prisutni i na nivou zahvacenog zgloba, ali i mestima udaljenim od zgloba,
ukazujuci na postojanje periferne, ali i centralne senzitizacije (Malfait i Schnitzer 2013).

8



Danas se osteoartritis definise kao bolest celog zgloba i ukljucuje patoloske promene na nivou
hrskavice, subhondralne kosti i sinovije (Abramoff i Caldera 2020; Conaghan i sar., 2019; Martel-
Pelletier i sar., 2016; Yao i sar., 2023). KarakteriSe ga nizak stepen inflamacije na nivou zahvacenog
zgloba $to posledi¢no dovodi do nastanka bola. Medutim, kontinuirani nociceptivni signali sa periferije
dovode do neuroplasti¢nih promena na nivou centralnog nervnog sistema i doprinose hronifikaciji bola
(Malfait 1 Schnitzer 2013).

Dodatno, sve veci broj podataka ukazuje na znacaj neuroimunskih interakcija u odrzavanju hroni¢nog
bola. Imunske ¢elije 1 njihovi medijatori su dobro okarakterisani promoteri neuroinflamacije na svim
nivoima bolnog puta, pocevsi od zahvac¢enog zgloba, pa sve do struktura centralnog nervnog sistema,
doprinoseci razvoju bolne preosetljivosti i odrzavanju bola (Wood i sar., 2022).

1.5.1. Lokalna inflamacija zgloba: doprinos nastanku bola kod osteoartritisa

Nociceptori eksprimiraju veliki broj receptora za razlicite ligande, poput citokina, hemokina,
neuropeptida 1 prostaglandina. Ovi ligandi menjaju karakteristike nociceptora, snizavaju prag za
generisanje akcionih potencijala ili ih direktno aktiviraju (Baral i sar., 2019). Kao rezultat periferne
senzitizacije, pokret zgloba postaje bolan (mehanicka alodinija) (Conaghan i sar., 2019).

Faktor nekroze tumora o (INF-u), interleukin-18 (IL-18), IL-6 i IL-17 se smatraju glavnim
proinflamatornim citokinima uklju¢enim u patofiziologiju bola kod osteoartritisa (Kapoor i sar., 2011).
Najvise je izucavana uloga IL-13 1 TNF-«; kod pacijenata sa osteoartritisom su poviseni nivoi IL-18 i
TNF-a u sinovijalnoj te¢nosti, sinovijalnoj membrani, subhondralnoj kosti i hrskavici, ovi medijatori
imaju katabolicke efekte, ali mogu i direktno da aktiviraju nociceptore i time doprinose nastanku bola
(Kapoor i sar., 2011; Mathiessen 1 Conaghan; Wood i sar., 2022). Analizom rezultata CANTOS studije
(Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study), uwoceno je da inhibicija IL-18 primenom
kanakinumaba moze znacajno smanjiti stopu zamene kuka i kolena, kao 1 simptome osteoartritisa tokom
perioda pracenja od 3,7 godina (Schieker i sar., 2020). Ovi podaci ukazuju da inhibicija IL-18 moze biti
znacajan terapijski pristup kod pacijenata sa osteoartritisom. Medutim, rezultati klinickih studija sa
monoklonskim antitelima usmerenim prema TNF-a, adalimumabom i etanerceptom, nisu dale
obecavajuce rezultate kod pacijenata sa osteoartritisom (Conaghan i sar., 2019; Persson i sar., 2018).

Inflamatorni medijatori, kao sto su IL-18 i TNF-a indukuju stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih
jedinjenja (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) $to dodatno doprinosi disfunkciji zgloba. U patoloskim
uslovima, povecan nivo ROS indukuje ekspresiju proteaza koje degradiraju ekstracelularni matriks 1
dovode do apoptoze hondrocita (Ansari i sar., 2020). Prekomerna produkcija ROS i indukcija
oksidativnog stresa u hondrocitima doprinosi patogenezi osteoartritisa (Ansari i sar., 2020).

Pored povecanog nivoa citokina, kod pacijenata sa osteoartritisom dolazi i do poveéanja nivoa nervnog
faktora rasta (engl. nerve growth factor, NGF), jednog od glavnih medijatora periferne senzitizacije
(Schmelz 1 sar., 2019). Dodatno, intraplantarna injekcija IL-18 dovodi do termalne hiperaglezije 1
povecava nivo NGF ukazujuéi da povecanje IL-13 verovatno doprinosi i povecanju NGF tokom
inflamatorne reakcije (Miller i sar., 2014). Stimulacija humanih hondrocita i sinovijalnih fibroblasta sa IL-
1B povecava ekspresiju Ngf (Pecchi i sar., 2014; Takano i sar., 2010).



1.5.2. Nervni faktor rasta (engl. nerve growth factor, NGF): doprinos nastanku bola kod
osteoartritisa

Neurotrofni faktor, NGF, je prepoznat kao jedan od vaznih medijatora koji doprinose nastanku
inflamatornog bola, ukljucujudi i osteoartritis. Ovo zapazanje je sa velikim entuzijazmom podstaklo
razvoj novih lekova, antitela usmerenih prema NGF. Anti-NGF antitela su zaista pokazala obecavajuce
analgeticke efekte kod pacijenata sa osteoartritisom kolena 1 kuka. Medutim, doslo je do pojave rapidno
progresivnog osteoartritisa kod odredenog broja pacijenata, Sto je onemogucilo izlazak ovih lekova na
trziste (Dietz i sar., 2021; Malfait i sar., 2021; Wise 1 sar., 2021) (Slika 1.2).

Tokom embrionalnog razvoja, NGF ima znacajnu ulogu u rastu i prezivljavanju neurona. Tokom
razvoja, nociceptori, kao 1 simpatikusni neuroni eksprimiraju TrkA receptor (tropomiozin receptor
kinaza), preko kojih NGF regulise prezivljavanje ovih neurona (Malfait i sar., 2021; Schmelz i sar., 2019).
Nociceptori su posebno zavisni od NGF signalizacije jer mutacije gena za NGF ili TrkA receptor
dovodi do kongenitalne neosetljivosti na bol (Schmelz 1 sar., 2019). Postnatalno, NGF zadrzava vazne
uloge, posebno u inflamaciji, kada njegov nivo dramati¢no raste (Wood i sar., 2022). Lokalna injekcija
NGF dovodi do trenutne i ¢esto dugotrajne senzitizacije 1 bolne reakcije kod zivotinja 1 ljudi (Wood i
sar., 2022). Mehanizam kojim NGF dovodi do bolne senzacije je ekstenzivno proucavan i ukljucuje,
kako brze, tako i sporije, ali dugotrajne neuroplasticne promene (Schmelz i sar., 2019).

Nervni faktor rasta se oslobada od strane ¢elija imunskog sistema kao deo inflamatornog odgovora posle
periferne povrede, ali verovatno i od strane neimunskih ¢elija poput hondrocita i sinoviocita. Vezivanje
NGF za receptore sa tirozin-kinaznom aktivnoséu A (TrkA, poznat i kao tropomiozin receptor kinaza)
na nociceptorima dovodi do senzitizacije nociceptora (Denk i sar., 2017; Schmelz 1 sar., 2019).
Kratkoro¢no, aktivacija signalne kaskade koju pokrece NGF-TtkA povecava aktivnost i/ili ekspresiju
jonskih kanala i receptora, ukljucujué¢i TRPV1 kanale (engl. zransient receptor potential cation channel subfamily
7 member 1), voltazno-zavisne Na" kanale, voltazno-zavisne Ca®* kanale, receptore za bradikinin, ASIC 2
13 kanale (engl. acid-sensing ion channels 2 and 3) (Malfait i sar., 2020a; Schmelz i sar., 2019). Ovo dovodi do
depolarizacije nociceptora i trenutne periferne senzitizacije. Pored ovih brzih efekata, NGF-TrkA
kompleks proizvodi i sporije i dugotrajnije efekte. Kompleks NGF-TrkA se internalizuje i retrogradno
transportuje do celijskog tela primarnog senzornog neurona u spinalnoj gangliji, gde dovodi do
transkripcionih promena $to dovodi do povecanja sinteze peptida ukljucenih u proces nocicepcije, kao
sto su supstanca P, CGRP, neurotrofni faktor koji vodi poreklo iz mozga (engl. brain-derived
neurotrophic factor, BDNF), TRPV1, receptora za bradikinin, jonskih kanala za Na* i Ca®*. Ovi
novosintetisani receptori, kanali i peptidi se potom transportuju ka nervnim zavrsecima na periferiji i
zadnjim rogovima ki¢cmene mozdine, gde podlezu posttranslacionim promenama i doprinose nastanku
periferne i centralne senzitizacije (efekti mogu biti vidljivi posle par sati do nekoliko dana) (Schmelz i
sar., 2019).

Jedan od primera kako NGF proizvodi svoje efekte je 1 preko povecanja ekspresije Bdnfu dorzalnim
rogovima kicmene mozdine, neurotrofina koji se smatra jednim od vaznih medijatora centralne
senzitizacije (Malfait i sar., 2020a). Neurotrofni faktor koji vodi poreklo iz mozga (BDNF) se vezuje za
receptore sa tirozin-kinaznom aktivnoscéu B (TrkB) na primarnom aferentnom neuronu sto dovodi do
oslobadanja glutamata, kao i na sekundarnom aferentnom neuronu dovodeéi do fosforilacije NMDA
receptora za glutamat i posledicne depolarizacije ¢ime se snizava prag za generisanje akcionog
potencijala na sekundarnom neuronu bolnog puta i olaksava prenos nociceptivnih informacija (Schmelz
isar., 2019). Pored toga, BDNF doprinosi i perifernoj senzitizaciji; intraartikularna primena BDNF u
animalnim modelima osteoartritisa pojacava bolnu preosetljivost (Gowler i sar., 2020).
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Na kraju, NGF se vezuje za TrkA receptore i na inflamatornim ¢elijama gde stimuliSe oslobadanje
inflamatornih medijatora kao $to su histamin, serotonin, PGE,, ali i sopstveno oslobadanje. Ovo
dodatno doprinosi senzitizaciji nociceptora (Schmelz i sar., 2019) (Slika 1.2).
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Slika 1.2. Pronociceptivno dejstvo nervnog faktora rasta u osteoartritisu (NGF). 5-HT, 5-
hidroksitriptamin; ASIC, acid-sensing ion channels; BDNF, neurotrofni faktor koji vodi poreklo iz mozga;
CGRP, peptid slican kalcitoninu; PGE,, prostaglandin E,; TrkA, tropomiozin receptor kinaza A;
TRPV1, transient receptor potential cation channel subfamily V" member 1 (Preuzeto i prilagodeno prema Schmelz i sar.,
2019).
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1.5.3. Neuroinflamacija: doprinos nastanku bola kod osteoartritisa

Neuroinflamacija je lokalizovana forma inflamacije na nivou perifernog (periferni neuroni i ganglije) i
centralnog nervnog sistema (kicmena mozdina i mozak). Neuroinflamaciju karakterisu: 1) vaskularne
promene koje dovode do povecane vaskularne propustljivosti, 2) infiltracija leukocita, 3) aktivacija glija
¢elija i 4) oslobadanje inflamatornih medijatora ukljucujuci citokine 1 hemokine (Ji i sar., 2014; 2018;
2023). Poslednjih godina je prepoznato da neuroinflamacija lezi u osnovi mnogih neuroloskih oboljenja,
ukljucujudi 1 hroni¢na bolna stanja (Ji i sar., 2014; 2018; Wood i sar., 2022) (Slika 1.3).

* Neuroinflamacija: spinalne ganglije

Proces neuroinflamacije je opisan u nekoliko animalnih modela osteoartritisa. Pokazano je da dolazi do
aktivacije satelitskih glija ¢elija u spinalnim ganglijama (Adaes i sar., 2017; Wood 1 sar., 2022). Pored
aktivacije rezidentnih glija ¢elija, sve vise nalaza ukazuje i na infiltraciju makrofaga (Geraghty isar., 2021;
Geraghty i sar., 2024; Miller i sar., 2020; Raoof i sar., 2021). Nakon periferne inflamacije, senzorni
neuroni oslobadaju hemokine CCL2 1 CX3CL1 koji privlace makrofage na mesto udaljeno od inicijalnog
patoloskog procesa (Raoof i sar., 2018). U eksperimentalnom modelu osteoartritisa, uoc¢ena je povecana
ekspresija Cr/2 1 posledi¢no povecan broj ¢elija makrofaga na nivou spinalnih ganglija, kao i kicmene
mozdine (Geraghty 1 sar., 2021; Wood i sar., 2022).

Makrofage oslobadaju razlicite citokine, zavisno od aktiviranog fenotipa; makrofage M1 fenotipa
oslobadaju proinflamatorne citokine kao $to su IL-18, TNF-o 1 I11.-6, ali i reaktivna kiseonic¢na jedinjenja
kojt doprinose nastanku bola, dok makrofage M2 fenotipa oslobadaju vise anti-inflamatornih citokina,
kao sto je IL-10, koji moze da doprinese ublazenju bolne senzacije (Raoof i sar., 2018; Yunna 1 sar.,
2020). Raoof i sar. (2021) su pokazali da dolazi do akumulacije makrofaga M1 fenotipa (proinflamatorni
fenotip) u ganglijama dorzalnih korenova ki¢mene mozdine kod zivotinja sa osteoartritisom. Smatra se
da aktivirani senzorni neuroni u ganglijama dorzalnih korenova ki¢mene mozdine oslobadaju
neuropeptide, neurotransmitere i/ili citokine poput IL-13 i TNF-o koji favotizuju nastanak M1 fenotipa
makrofaga (Raoof i sar., 2021). Sistemska deplecija makrofaga u modelu osteoartritisa je dovela do
smanjenja proinflamatornih makrofaga u spinalnim ganglijama i ublazila je bolno ponasanje kod
eksperimentalnih zivotinja (Geraghty i sar., 2024).

®= Neuroinflamacija: zadnji rogovi ki¢mene moZdine

Nakon povrede neurona, ali i u drugim bolnim stanjima, ukljucujuci artritis, dolazi do aktivacije
mikroglija 1 astrocita u centralnom nervnom sistemu. Uloga glija ¢elija u razvoju bolne preosetljivosti je
ekstenzivno izucavana, dominantno u modelima neuropatskog bola (Chen i sar., 2018; Inoue i Tsuda
2018). Medutim, poslednjih godina se pojavljuje sve vise radova koji ukazuju na znacaj aktivacije glija
¢elija na nivou dorzalnih rogova kicmene mozdine i u inflamatornim bolnim stanjima, ukljucujudi 1
osteoartritis. U modelu osteoartritisa izazvanog monojodacetatom (Kawarai i sar., 2018; Ogbonna i sar.,
2013; Orita i sar., 2011), kao 1 u hiruskom modelu osteoartritisa (Tran i sar., 2017), pokazana je povecana
aktivacija celija mikroglija.

Posle povrede tkiva, ¢elije mikroglije mogu biti aktivirane od strane razli¢itih medijatora koji doprinose
nastanku bola i ukljucuju ATP, neuropeptide (supstancu P i CGRP), citokine i hemokine, CSF-1 (engl.
colony-stimulating factor), proteaze i dr. (Jii sar., 2018). Ovi ligandi aktiviraju razli¢ite receptore na celijama
mikroglije, ukljucuju¢i CX3CR1, CSFR1, TLR4, purinergicke P2X4, P2X7 i P2Y12 receptore. Po
aktivaciji ovih receptora dolazi do fosforilacije p38 MAP kinaze (engl. mitogen-activated protein kinase) u
spinalnim ¢elijama mikroglija; posledicno se povecava sinteza i sekrecija medijatora mikroglije, medu
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kojima su TNF-o, IL-13, IL-18 i BDNF. Ovi medijatori povecavaju ekscitatornu sinapticku transmisiju,
dok IL-13 i BDNF dodatno inhibiraju inhibitornu sinapticku transmisiju. Brojne studije iz razli¢itih
laboratorija Sirom sveta su pokazale da inhibicija funkcije mikroglija razlic¢itim farmakoloskim i
genetskim alatima moze ublaziti bolnu preosetljivost u animalnim modelima (Ji i sar., 2023).

Na kraju, iako je doprinos ¢elija urodenog imunskog sistema (makrofage, neutrofili, mikroglije, astrociti i
dr), kao i proinflamatornih citokina u tranziciji od akutnog do hroni¢nog bolnog stanja dobro
dokumentovan, uloga Celija stecenog imunskog sistema nije tako dobro razjasnjena (Laumet i sar., 2019).
Medutim, postoje eksperimentalni nalazi koji ukazuju da posle povrede neurona, dolazi do infiltracije T
¢elija na nivou ostecenog neurona, ipsilateralnih ganglija dorzalnog roga ki¢mene mozdine, kao 1 na
nivou ki¢mene mozdine $to doprinosi odrzavanju bola (Laumet i sar., 2019; Raoof i sar., 2018). T Celjje
oslobadaju IFN-y koji pojacava nociceptivhu sinapticku transmisiju 1 aktivira ¢éelija mikroglije.
Zanimljivo, pol izgleda igra vaznu ulogu u znacaju T celija u razvoju bolne preosetljivosti.
Eksperimentalni nalazi ukazuju da T ¢elije doprinose nastanku neuropatskog bola samo kod Zenki
miseva, dok celije mikroglije imaju vazniju ulogu kod muzjaka glodara (Ji i Cheng 2023; Sorge et al.
2015).
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Slika 1.3. Neuroinflamacija i razvoj hroni¢nog bola. AMPAR, AMPA receptor za glutamat; BDNF,
neurotrofni faktor koji vodi poreklo iz mozga (engl. brain-derived neurotrophic factor); CCL2, CC-hemokin
ligand 2; CCL7, CC-hemokin ligand 7; CX3CL1, CX3C-hemokin ligand 1; CXCL1, CXC-hemokin
ligand 1; ERK, ekstracelularnim signalom regulisana kinaza; GABAR, receptor za y-aminobuternu
kiselinu (GABA); GlyR, receptor za glicin; IFNy, interferon-y; 11-18, interleukin-13; JNK, Jun N-
terminalna kinaza; MAPK, mitogen aktivirana protein-kinaza; NMDAR, NMDA receptor za glutamat;
TGFB, transformisuci faktor rasta-3; TINF, faktor nekroze tumora (preuzeto 7 prilagodeno prema Ji i sar.,

2014).
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1.6.  Hroni¢ni bol i komorbiditeti

Pacijenti sa hroni¢nim bolnim stanjima neretko imaju probleme koji prevazilaze bol sam po sebi
(Bushnell i sar., 2013). Hroni¢na bolna stanja su cesto udruzena sa afektivnim 1 kognitivnim
poremecajima, ukljucujuéi anksioznost, depresiju, anhedoniju 1 teskoce sa uc¢enjem i pamcenjem sto sve
narusava njihov kvalitet zivota (Cohen i sar., 2021; Gerrits i sar., 2014; Hadi 1 sar., 2019; Liu 1 Chen
2014). Kao sto je gore spomenuto, bol je jedno multidimenzionalno iskustvo, koje ¢ine senzorna,
afektivna 1 kognitivha komponenta (Navratilova 1 Porreca 2014). Jedna od pretpostavki je da upravo
reorganizacija neuronskih kola motivacije i nagrade moze doprineti komorbiditetima u hroni¢nim
bolnim stanjima (Navratilova i Porreca 2014).

Biopsihosocijalni model istice da je bol licno iskustvo koje proizilazi iz interakcije bioloskih, psiholoskih
1socijalnih faktora (Fillingim 2017; Nicholas 2022). Prema aktuelnoj medunarodnoj klasifikaciji bolesti,
MKB-11, primarni hroniéni bol se izmedu ostalog definise i kao bol koji je povezan sa znacajnim
emocionalnim distresom (npt. ljutnja, anksioznost, depresivho raspolozenje) i/ili znacajnom
funkcionalnom onesposobljenoséu (utice na svakodnevne aktivnosti, hobije i ucesée u socijalnim
aktivnostima) (Nicholas i sar., 2019) (Slika 1.4). Nova klasifikacija MKB-11 prepoznaje da razliciti
faktori mogu uticati na bol i da pacijenti zahtevaju multidisciplinarni pristup.

Pored toga, kod pacijenata sa osteoartritisom, koji predstavlja jedan od najc¢es¢ih uzroka hroni¢nog bola,
neretko se vidaju i drugi komorbiditeti, kao §to su kardiovaskularne bolesti sto dodatno komplikuje
lecenje (Hunter i Bierma-Zeinstra 2019). Postojec¢i analgetici uglavnom ne uticu na komorbiditete ili
mogu da ih pogorsaju.

1.6.1. Hroni¢ni bol i kognitivna disfunkcija: neurobioloska osnova

Kognitivni deficiti kao $to su smanjenje paznje, problemi sa u¢enjem i pamcenjem, kao i sa donosenjem
odluka i kognitivnom fleksibilno$¢u su neretko prijavljivani kod pacijenata sa hroni¢nim bolnim stanjima
(Cowen i sar., 2018; Phelps 1 sar., 2021b). S druge strane, kognitivno zahtevni zadaci mogu umanjiti
percepciju bola (Moriarty i Finn 2014). Veza izmedu hronicnog bola i kognitivne disfunkcije je
kompleksna 1 zavisi od razlicitih faktora. Na primer, oste¢enje paznje je primeceno samo kod najtezih
zadataka kod pacijenata koji su opisali da imaju visok intenzitet bola, ali ne i kod onih sa manjim
intenzitetom bola. Stoga, uticaj bolom-izazvanog kognitivnog ostecenja na dnevne aktivnosti je
posledica razli¢itih faktora, ukljucujudi intenzitet i duzinu trajanja bola, tezinu kognitivnih zadataka,
starosti pacijenta, ali i lekova koje pacijent primenjuje (Phelps i sar., 2021a, 2021b). Neki od lekova koji
se koriste u terapiji bola poput opioda i gabapentinoida mogu da ostete memoriju (Phelpsisar., 2021b).

Tako mehanizmi ukljuéeni u bolom izazvano kognitivno ostecenje nisu razjasnjeni, prepoznato je da bol i
kognicija dele zajednicke neuroanatomske i neurohemijske supstrate; funkcionalne imidzing studije su
otkrile znacajno preklapanje regija mozga ukljucenih u kognitivne funkcije i modulaciju bola,
prevashodno prefrontalni korteks (zaduzen za donosenje odluka i egzekutivne funkcije) 1 prednji
cingulatni korteks (ukljucen u selektivnu paznju i pamcenje) (Attal i sar., 2014; Moriarty i sar., 2011).
Pored toga, kod pacijenata sa hroni¢nim bolnim stanjima, kao 1 u animalnim modelima bola, uocene su
strukturne 1 funkcionalne promene u prefrontalnom korteksu i hipokampusu (klju¢na regija mozga
ukljucena u ucenje i pamcenje) (Apkarian 1 sar., 2004; Han i sar., 2024; Mutso i sar., 2012; Phelps i sar.,
2021a).

Nekoliko neurotransmiterskih sistema je ukljuceno iu procese modulacije bola, ali imaju vaznu uloguiu
kognitivnim procesima.
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Glutamat, kao glavni ekscitatorni neurotransmiter u CNS-u, ima vaznu ulogu u kognitivhim procesima
(Han 1 sar., 2024). Svoje efekte ostvaruje preko postsinaptickih jonotropnih glutamatnih recepora,
NMDA, AMPA, kainatskih i metabotropnih glutamatnih receptora. Aktivacija NMDA receptora je
vazna u ostvarivanju dugotrajne potencijacije (engl. long-term potentiation) sinapticke transmisije, koja
predstavlja celularni korelat ucenja i pamcenja (Hayashi 2022). Poremecaj na nivou glutamatergicke
neurotransmisije i1 disfunkcija glutamatergickih receptora, posebno hipofunkcija NMDA receptora se
navodi kao jedan od klju¢nih mehanizama koji doprinose kognitivnim deficitima kod hronic¢nih bolnih
stanja (Han 1 sar., 2024; Tyrtyshnaia i sar., 2021; Xiong i sar., 2020). Dodatno, primena D-serina,
endogenog agoniste NMDA receptora, uspesno je ublazila kognitivne deficite u modelu neuropatskog
bola, gde je uocen poremecaj glutamatergicke transmisije na nivou hipokampusa (Wang i sar., 2015;
Xiong i sar., 2020). Pored toga, snizen nivo glutamata na nivou prefrontalnog korteksa je povezan sa
kognitivhom disfunkcijom kod pacijenata sa hroni¢nim bolom (Naylor i sar., 2019), kao 1 u animalnim
modelima bola (Guida i sar., 2015; Han i sar., 2024). S druge strane, primena rastvora D-aspartata
(agonista NMDA receptora) je ublazila kognitivne deficite kod miseva u modelu neuropatskog bola 1
uspostavila glutamatergicku neurotransmisiju do fizioloskog nivoa u prefrontalnom korteksu (Palazzo i
sar., 2010).

Monoamini, noradrenalin 1 serotonin imaju vaznu ulogu u modulaciji bola, ali i formiranju memorije
(Han 1 sar., 2024; Holland 1 sar., 2021). Podaci iz humanih i animalnih studija ukazuju na gubitak
noradrenergickih neurona kod neurodegenerativnih bolesti. Atomoksetin, inhibitor preuzimanja
noradrenalina, pokazao je povoljne efekte na kognitivne funkcije kod pacijenata sa Parkinsonovom
boles¢u 1 blagim kognitivnim poremecajem (Levey 1 sar., 2022). Pored toga, eksperimentalni podaci
ukazuju na smanjenje nivoa noradrenalina u frontalnom korteksu i hipokampusu kod Zzivotinja sa
osteoartritisom (Mlost i sar., 2018). S druge strane, za lekove koji potenciraju noradrenergicku
neurotransmisiju je pokazano da mogu poboljsati kognitivne deficite u animalnim modelima hroni¢nog

bola (Phelps i sar., 2021).

U animalnim modelima hroni¢nog bola je pokazano povecanje nivoa serotonina u hipokampusu, sa
potencijalno stetnim efektom na neurogenezu (Ding i sar., 2021; Kedziora 1 sar., 2021). Serotonin ima
kompleksnu ulogu u kognitivnim procesima, verovatno zbog razli¢itth podtipova serotonergickih
receptora i njhove uloge (Han i sar., 2024). Serotonergicki 5-HT,, receptori su eksprimirani u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu, i verovatno aktivacijom 5-HT,, autoreceptora, serotonin
poboljsava kognitivne funkcije (smanjujuci oslobadanje serotonina), dok suprotan efekat ostvaruje
aktivacijom postsinaptickih 5-HT , receptora (Cowen i Sherwood 2013). Serotonergicki 5-HT, receptori
su primarno lokalizovani na GABA-ergickim interneuronima u prefrontalnom korteksu, gde uticu na
holinergicku, dopaminergicku i glutamatergicku neurotransmisiju. Takode, 5-HT; receptori se nalaze i u
hipokampusu (Walstab i sar., 2010). Za antagoniste 5-HT’, receptora, kao §to je ondansetron je pokazano
da mogu da poboljsaju ucenje i memoriju kod pacova sa kognitivnim deficitima (Cowen i Sherwood
2013). Ovaj efekat je verovatno posledica povecanja glutamatergicke neurotransmije. Serotonergicki 5-
HT, receptori su eksprimirani na glutamatergickim neuronima u hipokampusu, korteksu, talamusu 1
nuclei raphe. Eksperimentalne studije ukazuju i da bi inhibicija 5-HT, receptora mogla da poboljsa radnu
memortiju kod pacijenata sa glutamatergickom disfunkcijom (Cowen i Sherwood 2013).
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Slika 1.4. Biopsihosocijalni model bola (preuzeto i prilagodeno prema Cohen i sar., 2021).
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1.7. Hroni¢ni bol: uticaj pola

Epidemioloske studije isticu da se najces¢a hronicna bolna stanja, ukljucujuci bol u ledima, druge bolove
misi¢no-skeletnog porekla, glavobolje 1 osteoartritis ¢esce vidaju kod osoba Zenskog pola. Pored toga,
cksperimentalne studije nedvosmisleno ukazuju da su osobe zenskog pola osetljivije na bol i pokazuju
manju toleranciju u odnosu na osobe muskog pola, nezavisno od kvaliteta primenjenog bolnog
stimulusa (elektric¢ni, ishemicni, hladni, toplotni, mehanicki) ili pracenog parametra (Mogil 2020).

Pri izu¢avanju polno-specifi¢nih razlika, vazno je razmotriti bioloske mehanizme, ali i psiho-socijalni
uticaj. Na primer, u mnogim kulturama se od muskaraca ocekuje stoicizam, kontrola i nezavisnost, dok
se zenama pripisuje emocionalna izrazajnost i briga. Stoga se pretpostavlja da se neke od polnih razlika
mogu pripisati razlikama u spremnosti polova da prijave da ih nesto boli (Keogh 2022).

Kao sto je gore spomenuto, ¢elije imunskog sistema, kao i neuroimunske interakcije imaju vaznu ulogu u
transmisiji bola, ali i razvoju/odrzavanju hroni¢nog bola. Interesantno, sve vise podataka iz
cksperimentalnih studija ukazuje na postojanje polno-specifi¢nih kvalitativnih razlika u neuroimunskim
interakcijama koje doprinose odrzavanju hroni¢nog bola. Pokazano je da aktivacija signalnih puteva
spinalnih ¢elija mikroglija ima vazniju ulogu u razvoju bolne preosetljivosti nakon povrede neurona ili
inflamacije kod Zivotinja muskog pola, efekat koji je zavisan od testosterona (Gregus i sar., 2021;
Mapplebeck i sar., 2016; Mogil 2020; Rosen i sar., 2017; Sorge 1 sar., 2011, 2015). S druge strane,
infiltracija T Celija adaptivhog imunskog sistema ima vazniju ulogu kod Zenki miseva u razvoju bolne
preosetljivosti (Rosen i sar., 2017; Sorge 1 sar., 2015).

Kod zivotinja oba pola u modelima neuropatskog i inflamatornog bola dolazi do mikroglioze (Mogil i
sar., 2024). Medutim, inhibicijom mikroglije primenom neslektivnih inhibitora ili blokadom p38 signalne
kaskade, purinergickih P2X4 receptora, receptora za hemokine CX3CR1 dolazi do ublaZenja bolne
preosetljivosti kod muzjaka, ali ne i kod zenki (Mogil i sar., 2024). Kod muzjaka miseva, nakon periferne
povrede neurona, dolazi do povecane ekspresije P2X4 receptora na Celijama mikroglije, posledi¢no
dolazi do aktivacije p-38-zavisne kaskade i oslobadanja BDNF, koji se vezuje za TrkB receptore 1 dovodi
do dezinhibicije spinalnih nociceptivnih neuronskih kola (Mapplebeck i sar., 2016). Kod Zenki miseva,
BDNF nije ukljucen u odrzavanje neuropatskog bola nakon povrede neurona. Medutim, vazno je
naglasiti da kod Zivotinja oba pola dolazi do razvoja poredbene bolne preosetljivosti, u eksperimentalnim
modelima bola. Stoga, ocekivano je da i kod Zenki glodara postoje celije imunskog sistema koje
doprinose odrzavanju bolne preosetljivosti, po analogiji sa ¢elijama mikroglije kod muzjaka zivotinja.
Najvise eksperimentalnih dokaza ukazuju na znacaj T celija adaptivnog imunskog sistema. Ipak,
interesantan je nalaz da kod zenki miseva sa nedostatkom T ¢elija dolazi do “prebacivanja” na signalni
put mikroglije (Sorge i sar., 2015).

Od uvodenja Akta o revitalizaciji nacionalnih instituta za zdravlje (engl. National Institutes of Health
Revitalization Act) Sjedinjenih Americkih Drzava 1993. godine, klinicke studije su u obavezi da ukljuce
ispitanike zenskog pola. Medutim, takav zakon ne postoji kada su u pitanju pretklinicke studije. Pored
epidemioloske realnosti, pretklinicke studije dominantno koriste zivotinje muskog pola u oblasti
istrazivanja bola. Ovo je delom zbog uverenja da ¢e hormonske fluktuacije kod Zivotinja zenskog pola
dovesti do vece varijabilnosti eksperimentalnih rezultata (Mogil 2020). Ipak, empirijske studije iz oblasti
istrazivanja bola, kao i sire studije iz oblasti biomedicine su pokazale da to nije slucaj (Mogil 2020). Ovo
ne znaci da fluktuacije hormona tokom estrusa ne mogu dovesti do varijabilnosti i modulisati bolnu
preosetljivost, vec sugerisu da takva varijabilnost ne nadmasuje varijabilnost koju vidamo kod muzjaka
glodara (za koje se pretpostavlja da ukljucuju dominaciju 1 agresiju unutar kaveza) (Beery 2018). Dakle,
pokazano je da uklju¢ivanje zenki u pretklinicke studije ne zahteva korisé¢enje veceg broja zivotinja. U
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skladu sa tim, vladina agencija za biomedicinska istrazivanja u Sjedinjenim Americkim Drzavama,
National Institutes of Health, od 2016. godine uvodi obavezno ukljucivanje zivotinja oba pola (osim ako ne
postoje specificni razlozi da se iskljuci jedan ili drugi pol), kako bi finansirala istrazivanja, a slican trend
se pojavljuje 1 u mnogim evropskim zemljama i Kanadi (Mogil 2020). Ovim naglasavamo da direktno
poredenje izmedu polova kada su u pitanju modeli hroni¢nog bola uglavnom nedostaje.

1.8.  Vortioksetin — mehanizam dejstva, prokognitivni potencijal i antinociceptivni efekti

Vortioksetin je multimodalni antidepresiv, relativno novijeg datuma. Od strane Americke agencije za
hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) odobren je u septembru 2013. godine za
primenu u terapiji velikog depresivnhog poremecaja, a u oktobru iste godine je odobren i od strane
Evropske agencije za lekove (engl. Ewropean Medicines Agency, ENMA) (Sanchez i sar., 2015).
Multimodalnost u mehanizmu dejstva vortioksetina podrazumeva inhibiciju transportera za preuzimanje
serotonina (engl. serotonin transporter, SERT), kao 1 direktnu modulaciju serotonergickih receptora;
antagonizam na nivou 5-HT;, 5-HT, 1 5-HT,, receptora, agonizam na nivou 5-HT,, receptora i
parcijalni agonizam na nivou 5-HT';; receptora (Slika 1.5).

Ono $§to najvise izdvaja vortioksetin od drugih antidepresiva jeste prokognitivni potencijal koji je
zabelezen kod pacijenata sa velikim depresivnim poremecajem, ali i u razli¢itim pretklinickim studijama
(Bennabi i sar., 2019; Huang 1 sar., 2022; Mahableshwarkar i sar., 2015; Sanchez i sar., 2015). Meta-
analize su pokazale da i antidepresivi iz grupe SSRI 1 SNRI mogu u izvesnom stepenu poboljsati
kognitivne deficite povezane sa velikim depresivhim poremecajem, ali isto tako je pokazano da
vortioksetin poseduje povoljniji efekat na kognitivne funkcije u poredenju sa konvencionalnim
antidepresivima (Bennabi 1 sar., 2019). Prokognitivni potencijal se moze pripisati upravo direktnoj
modulaciji serotonergickih 5-HT,,, 5-HT,;, 5-HT; 1 5-HT, receptora za koje je pokazano da mogu
uticati na kognitivne funkcije i posledicno modulaciju holinergicke, noradrenergicke, histaminergicke i
glutamatergicke neurotransmisije (Bennabi i sar., 2019; Sanchez i sar., 2015).

Nakon SERT-a, vortioksetin ima najveci afinitet za 5-HT) receptore ¢ime se delom moze objasniti i
prokognitivno dejstvo leka. Imunohistohemijske studije su pokazale da su 5-HT; receptori lokalizovani
na GABA-ergickim interneuronima u regiji korteksa i hipokampusa (Pehrson i Sanchez 2014). Aktivacija
ovih receptora dovodi do ekscitacije GABA-ergickih neurona. Blokada 5-HT; receptora na GABA-
ergickim interneuronima, dovodi do inhibicije oslobadanje GABA-e i posledi¢no do dezinhibicije
oslobadanja glutamata, koji se smatra jednim od klju¢nih neurotransmitera u obradi kognitivnih
informacija (Sanchez i sar., 2015; Stahl 2015¢). Povecano oslobadanje glutamata u prefrontalnom
korteksu i hipokampusu povecava dugotrajnu potencijaciju (engl. long-term potentiation), celularni
mehanizam ucenja i pamcéenja (Hayashi 2022). I vivo studije na prefrontalnom korteksu pacova su
pokazale da se modulacija glutamatergicke neurotransmisije pod uticajem vortioksetina vida u klinicki
relevantnim dozama leka (5-20 mg/dan) (Sanchez i sar., 2015).

Pored toga, povecanje ekstracelularnog nivoa acetilholina (znacajan za ucenje 1 paméenje) i histamina
(vazan za odrzavanje paznje, pobudenosti i pamcenja) u medijalnom prefrontalnom korteksu moze
doprineti pozitivnim efektima vortioksetina kod kognitivnih deficita (Bennabii sar., 2019; Sanchez i sar.,
2015; Stahl 2015b). Stimulacija postsinaptickih 5-HT , receptora povecava oslobadanje acetilholina na
nivou korteksa i hipokampusa od strane vortioksetina. Dodatno, blokada 5-HT; receptora dovodi do
dezinhibicije oslobadanja acetilholina uticajem na GABA-ergicke interneurone (Sanchez i sat., 2015;
Stahl 2015a, 2015b).
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Vortioksetin je pokazao i analgetska svojstva kod pacijenata sa sindromom Zareceg bola u ustima (engl.
burning month syndrome), ali i u animalnim modelima neuropatskog bola (Tabela 1.1). Ovo je delom i
ocekivano, imajuéi u vidu da se antidepresivi Siroko koriste u terapiji neuropatskih bolnih stanja
(Finnerup i sar.,, 2021). Medutim, uzimaju¢i u obzir multimodalnost vortioksetina i uticaj na
neurotransmitere vazne u modulaciji bola (serotonin, noradrenalin, acetilholin i dr.), osnovano je
pretpostaviti da bi vortioksetin mogao biti efikasan 1 u lecenju drugih bolnih stanja, ukljuc¢ujuci i one sa
inflamatornom komponentom.

Na kraju, vortioksetin prati povoljniji bezbednosni profil u poredenju sa drugim antidepresivima, koji
podrazumeva nizu incidencu poremecaja spavanja, seksualne disfunkcije, dobijanja u telesnoj tezini,
kardiovaskularnih promena i simptoma obustave (verovatno zbog duzeg poluvremena eliminacije) (De
Diego-Adelino i sar., 2022). Najcesci nezeljeni efekat vortioksetina je mucnina, koja je uglavhom
prolaznog karaktera i blagog do umerenog intenziteta (De Diego-Adelifio i sar., 2022).

SERT

Slika 1.5. Mehanizam dejstva vortioksetina. Vortioksetin blokira SERT, ostvaruje antagonizam
na nivou 5-HT5, 5-HT, 1 5-HT, receptora, agonizam na nivou 5-HT,, receptora 1 parcijalni
agonizam na nivou 5-HT, receptora (preuzeto i prilagodeno prema Stah! 2015d).
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Tabela 1.1. Klinicke i pretklinicke studije u kojima je pokazan analgeticki efekat vortioksetina.

Model bola/studija Najznacajniji rezultat Referenca
Randomizovana otvorena . .
s . Vortioksetin je pokazao efikasnost kod
studija; poredenje efekata .. . .
. . . pacijenata sa sindromom Zzareceg bola u
vortioksetina sa drugim . . . . . .
ustima; u poredenju sa drugim antidepresivima | Adamo i sar., 2020

antidepresivima kod
pacijenata sa sindromom
ZareCeg bola u ustima

ispoljio je manje nezeljenih efekata sa brzim
nastupom dejstva.

Streptozotocinom indukovan

Vortioksetin (51 10 mg/kg tokom 2 nedelje) je
povecao mehanicki prag povlacenja Sape
dijabeticnih pacova. Pokazano je ucesce

Turan Yucel i sar.,

dijabetes adrenergickih «, i B,, dopaminergickih D, ; i 2023
muskarinskih holinergickih receptora.
Rezerpinom indukovana Vorp oksetin .(1.(.) mg/ kg, .1;p.) je smanjio Satat 1 Furgala-
i1 e taktilnu alodiniju kod miseva. Dodatno, .
fibromijalgija Wojas 2021

pokazao je anksioliticke efekte.

Oksaliplatinom indukovana
neuropatija

Vortioksetin (1-10 mg/kg, p.o.) je znacajno i
dozno-zavisno smanjio mehanicku i hladnu
alodiniju u von Frey i aceton testu, redom kod
miseva. Efekti su bili prisutni 1 nakon
ponavljane i nakon akutne primene leka.

Micov i sat., 2020

Neuropatski bol izazvan
povredom iSijadi¢nog nerva

Vortioksetin (10 mg/kg, i.p. tokom 27 dana
pocevsi 14. dana nakon povrede) je povecao
mehanicki prag kod miseva sa neuropatskim
bolom.

Inflamatorni bol izazvan
supkutanom injekcijom
kompletnim Freudovim
adjuvansom (CFA) u zadnju
Sapu misSeva

Vortioksetin (10 mg/kg, i.p. tokom 10 dana,
pocevsi 3 h nakon injekcije CFA) nije ostvario
znacajan efekat u modelu inflamatornog bola.

Zuena i sat., 2018

Nociceptivni testovi

Vortioksetin (10 i 20 mg/kg) je ostvatio
znacajne efekte u testu izmicanja repa (engl.
tail-clip tesh), testu uranjanja repa u toplu vodu
(engl. zail-immersion test) 1 testu vruce ploce
(engl. hot-plate test).

Pokazana ukljucenost serotonergickih 5-HT ,
i opioidnih receptora.

Turan Yucel i sar.,
2021
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2. Ciljevi rada

Ciljevi doktorske disertacije su bili slede¢i:

1. Ispitivanje antinociceptivnog efekta vortioksetina u eksperimentalnim modelima akutnog
inflamatornog bola i mehanizama dejstva vortioksetina u animalnom modelu trigeminalnog
bola.

1.1.  Ispitivanje antinociceptivnog efekta vortioksetina u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

(orofacijalni formalinski test) pracenjem uticaja leka na duzinu nociceptivhog ponasanja miseva
Swiss Webster soja u prvoj 1 drugoj fazi testa.

1.2.  Ispitivanje antinociceptivnog efekta vortioksetina u modelu inflamatornog visceralnog bola (test
gréeva izazvanih sir¢etnom kiselinom) pracenjem uticaja leka na broj abdominalnih gréeva
miseva Swiss Webster nakon intraperitonealne primene siréetne kiseline.

1.3.  Ispitivanje antinociceptivhog efekta vortioksetina u modelu inflamatornog somatskog bola
(model karageninske inflamacije sape) pracenjem uticaja leka na mehanicku preosetljivost sape
pacova Wistar soja nakon intraplantarne injekcije karagenina.

1.4.  Ispitivanje mehanizama dejstva vortioksetina u modelu trigeminalnog bola koris¢enjem
farmakoloskog pristupa - primenom odgovarajucih receptorskih antagonista:

® selektivhog antagoniste serotoninskih 5-HT ', receptora (GR 127935)

® selektivnih antagonista adrenergickih o, (prazosin), «, (johimbin) i 3, (metoprolol) receptora

® neselektivnog antagoniste muskarinskih holinergickih receptora (atropin) 1 selektivnog antagoniste o,
nikotinskih holinergickih receptora (metilikakonitin).

® selektivnih antagonista kanabinoidnih CB, (AM251) i CB, (AM630) receptora

* selektivhog antagoniste adenozinskih A, receptora (DPCPX).

2. Ispitivanje antinociceptivhog efekta vortioksetina u modelu osteoartritisa kolena
(monojodoacetatom indukovan osteoartritis).

Ispitivanje antinociceptivnog efekta vortioksetina u modelu osteoartritisa kolena kod muzjaka 1 zenki
pacova Wistar soja (monojodoacetatom indukovan osteoartritis) pracenjem uticaja leka na funkcionalnu
onesposobljenost, mehanicku 1 hladnu preosetljivost eksperimentalnih Zivotinja i poredenje efekata sa
duloksetinom (lek koji je zvani¢no odobren za lecenje osteoartritisa).

3. Ispitivanje mehanizama dejstva vortioksetina u animalnom modelu osteoartritisa.

Ispitivanje mehanizama dejstva vortioksetina u modelu osteoartritisa indukovanog monojodoacetatom
pracenjem uticaja leka na gensku ekspresiju markera bolne preosetljivosti kod osteoartitisa na
perifernom i centralnom nivou puta bola, kao i uticaja leka na parametre oksidativnog stresa u kolenu
eksperimentalnih zivotinja.

= Ispitivanje uticaja leka na promene relativne ekspresije gena za I/~76, Tnf-a i Ngf, kao 1 parametre
oksidativnog stresa u kolenu eksperimentalnih Zivotinja.

= Ispitivanje uticaja leka na promene relativne ekspresije gena za I/-14, Tnf-a, Ngf, Bdnfi Tacl u L3-1L5
ipsilateralnim spinalnim ganglijama i L3-L5 segmentu kicmene mozdine eksperimentalnih zivotinja.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Ispitivanje uticaja vortioksetina na kognitivne performanse eksperimentalnih Zivotinja u
modelu osteoartritisa indukovanog monojodoacetatom kori§¢enjem testa prepoznavanja
novog objekta (engl. novel object recognition test, NORT).

Ispitivanje bezbednosnog profila vortioksetina pracenjem uticaja leka na opstu dobrobit
eksperimentalnih Zivotinja (engl. well-being), motornu spretnost/sposobnost izazivanja
sedacije i parametre redoks statusa/histolo§ke promene kardiomiocita u modelu
osteoartritisa.

Ispitativanje uticaja leka na opstu dobrobit zivotinja u testu kopanja u animalnom modelu

osteoartritisa izazvanog monojodoacetatom.

Ispitivanje uticaja leka na motornu spretnost/sposobnost izazivanja sedacije koris¢enjem rotarod

testa u modelu osteoartritisa.

Ispitivanje uticaja leka na redoks parametre u sr¢anom misi¢u eksperimentalnih zivotinja u

modelu osteoartritisa izazvanog monojodoacetatom.

Ispitivanje uticaja leka na histoloske promene kardiomiocita kod zivotinja sa osteoartritisom.
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3. Materijal i metode

3.1.  Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentima su koriséeni muzjaci miseva Swiss Webster soja (mase 20-30 g), kao 1 muzjaci i zenke
pacova Wistar soja (mase 170-250 g). Zivotinje su odgajane na Odeljenju za uzgoj laboratorijskih i
eksperimentalnih zivotinja (Institut za medicinska istrazivanja, Vojnomedicinska akademija, Beograd).
Misevi Swiss Webster soja su koriséeni u orofacijalnom formalinskom testu i testu gréeva, muzjaci Wistar
soja pacova su koriséeni u karageninskom modelu inflamacije, dok su Wistar pacovi oba pola koriséeni u
modelu osteoartritisa izazvanog primenom monojodoacetata.

Zivotinje su ¢uvane pod standardnim laboratorijskim uslovima u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. Ambijentalni uslovi: temperatura 22 + 1°C, relativna vlaznost vazduha 60% u
kontrolisanom 12-¢asovnom ciklusu svetlo-mrak. Zivotinje su bile smestene u grupama od po pet u
kavezu 1 imale su slobodan pristup hrani i vodi (ad libitum), osim tokom izvodenja eksperimentalnih
merenja. Kako bi se izbegle cirkadijalne varijacije u bihejvioralnom istrazivanju, eksperimenti u kojima je
ispitivano uslovljeno bolno ponasanje su radeni uvek u istom perioduito od 8 do 16 ¢asova, dok je test
kopanja (model osteoartritisa) raden u toku noc¢ne faze u skladu sa nasim preliminarnim rezultatima i
literaturnim podacima (Deacon 2006, 2009). Tretmani su bili primenjivani razlic¢itim, nezavisnim
grupama od po 6-10 zivotinja. Zdravlje Zivotinja je redovno pra¢eno od strane eksperimentatora i
tehnickog osoblja. Bihejvioralna merenja u modelu osteoartritisa je izvodio jedan eksperimentator, koji
nije bio upoznat sa eksperimentalnim grupama. Zivotinje su nasumiéno rasporedene u eksperimentalne

grupe.

Sve eksperimentalne postupke odobrila je Eticka komisija za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama
Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu i Uprava za veterinu, Ministarstva poljoprivrede,
Sumarstva i vodoptivrede Republike Stbije (br. resenja 323-07-03984,/2017-05 i 323-07-09456/2020—
05), a sprovedeni su u skladu sa Direktivom EU 2010/63/EU za eksperimente na zivotinjama,
Pravilnikom o radu sa oglednim Zivotinjama Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i
smernicama ARRIVE (Animal Research: Reporting of In 1ivo Experiments). Tokom celokupnog istrazivanja
upotrebljeno je oko 300 miseva Swiss Webster soja, 120 muzjaka i 60 Zenki pacova Wistar soja.

3.2. Eksperimentalne supstance i njihova primena

U eksperimentima su koris¢ene sledece supstance:

= Lekovite (aktivne) supstance
o vortioksetin (Brintellix®, Lundbeck, Valby, Danska), duloksetin (Taita®, Hemofarm AD,
Vrsac, Srbija)
= Algogene supstance
o formalin (Reahem, Srbija), sirCetna kiselina (Zorka Pharma, Srbija), karagenin (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), natrijum-monojodoacetat (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Nemacka)
= Receptorski antagonisti
o GR 127935 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), antagonist serotoninskih 5-HTj 1,
receptora,
o prazosin-hidrohlorid (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), antagonist -
adrenergickih receptora,
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o johimbin-hidrohlorid (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), antagonist o,-
adrenergickih receptora,
o metoprolol-tartarat (Presolol®, Hemofarm AD Vrsac, Srbija), antagonist 3;-adrenergickih
receptora,
o atropin-sulfat (Zhejiang Essuan, Kina), neselektivni antagonist muskarinskih holinergickih
receptora,
o metilikakonitin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), antagonist a, nikotinskih
holinergickih receptora,
o AM251 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), antagonist kanabinoidnih CB, receptora
o AMG630 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), antagonist kanabinoidnih CB, receptora,
o DPCPX (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), antagonist adenozinskih A, receptora.
Vortioksetin je suspendovan u vodi 1 primenjivan peroralno koris¢enjem intragastricne sonde u finalnoj
zapremini od 10 mL/kg telesne mase miseva i 2 mL/kg telesne mase pacova. U modelu osteoattritisa,
primenjivan je 1 duloksetin (pozitivna kontrola) u vidu oralne suspenzije koris¢enjem intragastricne
sonde u finalnoj zapremini od 2 mL/kg telesne mase pacova, tokom 28 dana.

Rastvor formalina je pripremljen razblazivanjem komercijalno dostupnog stoka fizioloskim rastvorom
do koncentracije od 2% v/v i zatim primenjen supkutano pomoé¢u mikrolitarskog $prica i 26G igle u
perinazalnu regiju miseva (20 pl.) (orofacijalni formalinski test). U festu gréeva, razblazena siréetna kiselina
(0,75% v/v) je ptimenjivana pomocu $prica i 26G igle intraperitonealno u zapremini od 10 mL/kg
telesne mase miseva. U modelu karageninske inflamacije, karagenin (1% m/v) je dispergovan u fizioloskom
rastvoru dan pre planiranog eksperimenta i primenjen intraplantarno koris¢enjem $prica i 26G igle na
dan eksperimenta (100 pl. po Sapi pacova). U modelu osteoartritisa, monojodoacetat je neposredno pre
primene rastvoren u 0,9% fizioloskom rastvoru i primenjen je pomocu mikrolitarskog Sprica i 26G igle u
dozi od 2 mg intraartikularno u zapremini od 25 ul. u desno koleno pacova. Zivotinje su najpre blago
anestezirane sevofluranom, a potom je primenjena injekcija monojodoacetata/fizioloskog rastvora.

Stok rastvori odgovarajuéih antagonista su pripremljeni rastvaranjem antagonista u destilovanoj vodi
(GR 127935, atropin, metilikakonitin) ili dimetilsulfoksidu (prazosin, johimbin, AM251, AM630 i
DPCPX), a neposredno pre primene su razblazeni fizioloskim rastvorom do odgovarajuce koncentracije;
komercijalni rastvor metoprolola za injekcije je razblazen fizioloskim rastvorom. Rastvori antagonista su
primenjeni intraperitonealno u zapremini od 10 mL/kg telesne mase miSeva.

3.3.  Eksperimentalni modeli akutnog inflamatornog bola i protokol eksperimenata

3.3.1. Model inflamatornog trigeminalnog bola

Kao model inflamatornog trigeminalnog bola, koris¢en je orofacijalni formalinski test. Test je
izvoden prema Luccarini i sar. (2004) uz nekoliko modifikacija. Trideset minuta pre pocetka testa misevi
Swiss Webster soja su ostavljani da se adaptiraju na komore za posmatranje od pleksiglasa (30 X 25 X 25
cm’). Nociceptivno ponasanije je izazivano supkutanom injekcijom formalina u gornji desni lateralni deo
njuske miseva. Nakon toga, misevi su vra¢ani u komoru za posmatranje 1 praceno je vreme koje Zivotinje
provedu u nociceptivhom ponasanju (trljanje njuske ipsilateralnom prednjom ili zadnjom sapom) tokom
45 minuta (Slika 3.1). Injekcija formalina izaziva karakteristicno bifazno nociceptivno ponasanje kod
miseva, kao posledica razlicitih mehanizama ukljuc¢enih u nastanak bola; prva faza traje kratko, javlja se
neposredno nakon injekcije formalina (0-9 min) i ve¢inom je posledica direktne aktivacije nociceptora od
strane formalina; druga faza je dugotrajnija (9-45 min) i javlja se kao posledica inflamatorne reakcije na
mestu injekcije formalina i promena na nivou centralnih neuronskih puteva koje olaksavaju transmisiju
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nociceptivnih informacija (Sawynok i Liu 2003b). Vreme koje su misevi proveli u nociceptivhom
ponasanju belezeno je u intervalima od 3 minuta (ukupno 15 intervala) i izrazeno kao ukupno
(kumulativno) vreme (T) provedeno u trljanju njuske prednjom i zadnjom ipsilateralnom Sapom u prvoj
1 drugoj fazi testa.

U orofacijalnom formalinskom testu je praceno sledece:

a) antinociceptivni efekat vortioksetina (4 doze) i
b) mehanizam antinociceptivnog dejstva vortioksetina.
a) Oralna suspenzija vortioksetina ili vehikulum (destilovana voda, u kontrolnoj grupi) je primenjena per
05 60 minuta pre injekcije formalina, nakon ¢ega je pracen uticaj leka na duzinu nociceptivhog ponasanja
u formalinskom testu. Procenat antinociceptivne aktivnosti (%AN) vortioksetina je racunat preko
kumulativhog vremena (T) koje su zivotinje provele u trljanju njuske prema sledecoj formuli:

__ (srednja vrednost T kontrolne grupe—T pojedinacne Zivotinje u test grupi)

Y%AN = x 100

srednja vrednost T kontrolne grupe

U ovom eksperimentu vortioksetin je primenjen sistemski u Cetiri razlicite doze i izracunata je srednja
efektivna doza (ED,;) primenom linearne regresione analize odnosa log doze i antinociceptivnog efekta
(Tallarida, 2000; Tallarida 1 Murray, 1980).

b) Zaispitivanje potencijalnih mehanizama vortioksetina u modelu inflamatornog trigeminalnog bola
(orofacijalni formalinski test) korisé¢en je farmakoloski pristup (primenom odgovarajucih antagonista
serotonergickih, adrenergickih, holinergickih, kanabinoidnih i adenozinskih receptora). Test je
izveden na goreopisan nacin, a zajedno sa vortioksetinom je primenjen i odgovarajudi antagonista
intraperitonealno (neposredno nakon primene vortioksetina, 60 min pre injekcije formalina).
Vortioksetin je u ovom delu istrazivanja primenjivan u fiksnoj dozi koja proizvodi submaksimalni
antinociceptivni efekat (15 mg/kg per os). Antagonisti su primenjeni u tri razli¢ite doze, kako bismo
utvrdili da li postoji dozno-zavisna inhibicija antinociceptivnih efekata vortioksetina. Procenat
inhibicije (%lI) antinociceptivnih efekata vortioksetina od strane odgovarajuceg antagoniste je
rac¢unata prema sledecoj formuli:

%I =100 — ( —)x 100
%AN u odsustvu antagoniste
Kako bismo iskljucili mogucnost intrinzickog efekta primenjenih antagonista, pratili smo i uticaj
najvecih ispitivanih doza antagonista samostalno (bez vortioksetina) na duzinu nociceptivhog
ponasanja u orofacijalnom formalinskom testu.

%AN u prisustvu antagoniste
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Orofacijalni formalinski test

Slika 3.1 Eksperimentalni protokol orofacijalnog formalinskog testa. VOR, vortioksetin; per os,
oralno; i.p., intraperitonealno; s.c., supkutano.

3.3.2. Model akutnog visceralnog bola

Kao model inflamatornog visceralnog bola, koriS¢en je test gréeva izazvanih intraperitonealnom
injekcijom sircetne kiseline. Broj grcéeva je pracen tokom 15 minuta, pocevsi 5 minuta nakon primene
sircetne kiseline. Vortioksetin ili vehikulum (fiziolo$ki rastvor u kontrolnoj grupi) su primenjivani 55
minuta pre rastvora siréetne kiseline (Slika 3.2).

Ovaj model je koriséen za ispitivanje antinociceptivne efikasnosti vortioksetina. Antinociceptivni efekat
(%0AN) je racunat na osnovu broja gréeva (N), kori§¢enjem sledece formule (Stepanovi¢-Petrovi¢ i sar.,
2014):

__ (srednjavrednost N kontrolne grupe —N pojedinacne Zivotinje u test grupi)

%AN = x 100

srednja vrednost N kontrolne grupe

U modelu inflamatornog visceralnog bola, ispitali smo cetiri razli¢ite doze vortioksetina nakon sistemske
primene i izracunata je ED;, primenom linearne regresione analize odnosa log doze i antinociceptivhog
efekta (Tallarida, 2000; Tallarida 1 Murray, 19806).
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Test grceva

Slika 3.2. Eksperimentalni protokol za izvodenje modela akutnog visceralnog bola. VOR,
vortioksetin; per os, oralno; i.p., intraperitonealno.

3.3.3. Model akutnog somatskog inflamatornog bola

Kao model somatskog inflamatornog bola, koris¢en je model inflamatorne mehanicke hiperalgezije
izazvane karageninom (Morris 2003). Karagenin dovodi do bifazne inflamatorne reakcije (rana i kasna
faza). Rana faza (0-1h nakon injekcije) je u vezi sa povecanim oslobadanjem serotonina, bradikinina i
histamina, dolazi do hiperemije i povecane kapilarne propustljivosti $to rezultuje pojavom edema. U
kasnoj fazi (nakon sat vremena) dolazi do migracije leukocita i oslobadanja prostaglandina.

Karagenin (1% m/v) je primenjen u zadnju desnu Sapu Wistar pacova, a efekti vortioksetina su praceni u
modifikovanom testu pritiska na zadnje Sape (engl. paw pressure tesi). Zadnje Sape pacova su oslonjene na
platforme aparata (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Nemacka) koji meri silu (u gramima)
oslanjanja na pojedina¢nu Sapu. Blagim pokretom ruke eksperimentatora, pacov se gura nadole sve dok
se ne postigne vrednost tezine od 100 g na jednoj od sapa. U vecini slucajeva, Zivotinja se vise oslanja na
zdravu Sapu, stedeci bolesnu (Slika 3.3). Razlika tezine oslanjanja izmedu zdrave i inflamirane sape (df)
je parametar koji smo koristili za procenu antinociceptivnog efekta vortioksetina u modelu somatskog
inflamatornog bola.

df = sila (g) oslanjanja na neinflamiranu Sapu - sila (g) oslanjanja na inflamiranu Sapu

Vortioksetin ili vehikulum (fizioloski rastvor u kontrolnoj grupi) su primenjeni neposredno nakon
primene karagenina (Stepanovi¢-Petrovié i sar., 2014). Bazalne df vrednosti su izmerene pre izazivanja
inflamacije injekcijom karagenina i pre primene vortioksetina/vehikuluma. Testiranje je sprovedeno u 5
vremenskih tacaka (60, 120, 180, 240 1 300 min nakon injekcije karagenina). Merenja su ponavljana cetiri
puta u svakoj vremenskoj tacki i srednja vrednost df za svakog pacova je uzeta za dalja izracunavanja.
Smatra se da agensi koji smanjuju df poseduju antihiperalgezijsku aktivnost. Antihiperalgezijska
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aktivnost (%oAA) vortioksetina je racunata za svaku vremensku tacku i izrazena je u odnosu na kontrolnu
grupu (zivotinje koje su primile fizioloski rastvor nakon injekcije karagenina) prema slede¢oj formuli:

srednja vrednost df kontrolne grupe—df pojedinacne zivotinje u test grupi

x 100

Y%AA =

srednja vrednost df kontrolne grupe

U modelu inflamatornog somatskog bola, pratili smo efekte cetiri razlic¢ite doze vortioksetina nakon
sistemske primene i izracunali ED;, primenom linearne regresione analize odnosa log doze 1
antinociceptivnog efekta (Tallarida, 2000; Tallarida i Murray, 1986).

Karageninski model inflamacije

Slika 3.3. Eksperimentalni protokol za izvodenje karageninskog modela inflamacije VOR,
vortioksetin; per os, oralno; i.pl., intraplantarno.

3.3.4. Rotarod test

Rotarod test je koris¢en kako bismo ispitali uticaj vortioksetina na motornu koordinaciju i sposobnost
izazivanja sedacije eksperimentalnih zivotinja. Test je sproveden koris¢enjem rotarod aparata (Treadnzill for
mice 7600 1 Treadmill for rats 47700; Ugo Basile, Milano, Italija), podesenog tako da rotira konstantnom
brzinom od 15 obrtaja u minuti. Zivotinje su trenirane da odrze ravnotezu na rotirajuéem vretenu tokom
dva uzastopna dana. Treceg dana su miSevi/pacovi testirani i smatra se da su savladali tehniku voznje (i
bice ukljuceni u eksperiment) ukoliko ne padnu sa rotirajuceg vretena nakon dva uzastopna merenja, od
po 180 s. Kod miseva je sposobnost da ostanu na rotirajuéem vretenu pracena u Cetiri vremenske tacke
posle primene vortioksetina/vehikuluma, tokom 120 min (tj. 30, 60, 90 i 120 min) da bi se poktio period
posmatranja u orofacijalnom formalinskom testu i testu gréeva. Kod pacova je sposobnost pacova da
ostanu na rofarod aparatu pracena u pet vremenskih tacaka, tokom 300 min (tj. 60, 120, 180, 240 1 300
min), kako bi se pokrio period bihejvioralnih merenja u modelu karageninske inflamacije sape. Efekti
vortioksetina na motornu koordinaciju pacova su praceni kod zdravih Zzivotinja (sa neinflamiranom
sapom) 1 pacova sa inflamiranom $apom (pod uticajem karagenina).
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3.4. Eksperimentalni model hroni¢nog inflamatornog bola (model osteoartritisa) i protokol
eksperimenata

Kao model hroni¢nog inflamatornog bola, koristili smo model osteoartritisa izazvanog
Intraartikularnom Injekcijom monojodoacetata. Monojodoacetat dovodi do histopatoloskih
promena, funkcionalne onesposobljenosti zahvacenog ekstremiteta i razvoja bolne preosetljivosti kod
eksperimentalnih Zivotinja, §to u vise aspekata oponasa patoloske promene i simptome kod pacijenata sa
osteoartritisom (Lockwood i sar., 2019).

Zivotinje su najpre anestezirane sevofluranom; nakon gubitka refleksa povlacenia, obrijano je koleno,
dezinfikovano etanolom (70%) i zglob kolena je savijen pod uglom od 90°. Osteoartritis je izazvan
pojedinac¢nom injekcijom monojodoacetata (2 mg u zapremini od 25 ul) kroz infrapatelarni ligament
desnog kolena pacova koris¢enjem mikrolitarskog Sprica 1 igle 26G. Nakon injekcije, koleno je ru¢no
ispruzano 1 savijano tokom 30 s kako bi se primenjena supstanca distribuirala u zglobnu supljinu.
Kontrolne zivotinje (zdrava kontrola) su primile intraartikularnu injekciju fizioloskog rastvora u istoj
zapremini i dalje su podvrgnute istim eksperimentalnim procedurama kao i zivotinje koje su primile
injekciju monojodoacetata. Dan primene injekcije monojodoacetata/fizioloskog rastvora je oznacen kao
nulti dan. Vortioksetin i duloksetin su primenjivani peroralno, jednom dnevno tokom 28 dana trajanja
cksperimenta, nakon zavrsetka bihejvioralnih merenja (kako ne bi uticali na rezultate merenja; izuzetak je
test kopanja koji se izvodi u toku noci, gde su tretmani primenjeni pre testa), pocevsi neposredno nakon
indukcije osteoartritisa.

U modelu osteoartritisa praceno je sledece:

»  Uticaj vortioksetina na bolno ponasanje Zivotinja sa osteoartritisom

»  Uticaj vortioksetina na opstu dobrobit i motornu spretnost Zivotinja sa osteoartritisom

»  Uticaj vortioksetina na kognitivne performanse Zivotinja sa osteoartritisom

»  Uticaj vortioksetina na molekularne markere bolne preosetljivosti 1 parametre oksidativnog
stresa u kolenu

»  Uticaj vortioksetina na molekularne markere bolne preosetljivosti u spinalnim ganglijama i
ki¢menoj moZdini

»  Uticaj vortioksetina na oksidoredukcioni status i histoloske promene kardiomiocita.

Intenzitet bola, kao 1 sposobnost ispitivanih tretmana (vortioksetina i duloksetina) da suprimiraju bol su

praceni u testu rasporedivanja tezine izmedu zdravog i obolelog ekstremiteta (engl. weight-bearing; procena

funkcionalne onesposobljenosti zahvaéenog zgloba/mehanicke preosetljivosti usled opterecenja

obolelog ekstremiteta sopstvenom tezinom), von Frey testu (procena mehanicke preosetljivosti Sape

zahvacenog ekstremiteta) i aceton testu (procena hladne preosetljivosti $ape zahvac¢enog ekstremiteta) u

odgovaraju¢im vremenskim tackama, pre (bazalne vrednosti), kao i 4, 7, 10, 14, 21 1 28 dana nakon

injekcije. Opsta dobrobit (engl. we/l-being) 1 motorna spretnost zivotinja, kao 1 uticaj lekova na ove

parametre su procenjivani pre, kao 1 8, 13, 20 i 27 dana nakon injekcije u testu kopanja i rofarod testu,

redom. Kognitivne performanse zivotinja sa osteoartritisom su procenjene u testu prepoznavanja novog

objekta (engl. novel object recognition test, NORT) 27. dana nakon indukcije osteoartritisa (Slika 3.4).

Po zavrsetku bihejvioralnih eksperimenata (28 dana nakon indukcije osteoartritisa), zivotinje su
zrtvovane (primenom sevoflurana i cervikalnom dislokacijom) i izolovano je obolelo koleno (jedan deo
kolena je korisc¢en za pracenje genske ekspresije markera bolne preosetljivosti, dok je drugi deo kolena
koris¢en za pracenje markera oksidativnog stresa u kolenu), ipsilateralne spinalne ganglije i kicmena
mozdina u segmentu L.3-L5 i srce (jedan deo je koris¢en za pracenje parametara redoks statusa, dok je
drugi deo koriscen za histolosku analizu kardiomiocita; srce je uvek se¢eno horizontalno tako da je vrh

31



srca opredeljivan za histoloska ispitivanja, a gornji deo za biohemijska ispitivanja). Uzorci su cuvani na -
80 °C (Slika 3.5).

32



monojodoacetat (i.a. £

VOR (2 10 mg/kg, 28 dana, per os)
DLK (15 i 25 mg/kg, 28 dana, per os)

Bolna preosetljivost

Test raspodele tezine

Aceton test

1 i —Test prepoznavanja novog objekta

Slika 3.4. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola bihejvioralnih eksperimenata u modelu
osteoartritisa indukovanog monojodoacetatom; VOR, vortioksetin; DLK, duloksetin.

33



3.4.1. Pracenje bolnog ponasanja u modelu osteoartritisa

Zivotinje su habituirane na uredaje za merenje bolnog ponasanija 3 dana pre merenja bazalnih vrednosti
(pte injekcije monojodoacetata/fizioloskog rastvora).

» Test rasporedivanja teZine izmedu zdravog i obolelog ekstremiteta (engl. weight-
bearing test)

Test se zasniva na tendenciji zivotinje da izbegne bol prebacujuci svoju tezinu sa zadnjeg ekstremiteta sa
bolnim kolenom (desnog u nasem eksperimentu) na kontralateralni (levi u nasem eksperimentu)
ekstremitet  sa zdravim kolenom.  Promene uraspodeli tezine izmedu ekstremiteta merene
su koris¢enjem uredaja koji omogucava oslanjanje pacova na zadnje Sape (Incapacitance Tester Librae - for
Mice and Rats, Ugo Basile, Milano, Ttalija). Zivotinje su postavljene u komoru od pleksiglasa, dizajniranu da
omoguci oslanjanje samo na zadnje Sape na razlicitim pedalama. Kada se zivotinja smiri i pravilno osloni,
pocinje merenje (pritiskom na pedalu uredaja ili odgovarajudi taster na ekranu aparata); tezina (u
gramima) kojom se zivotinja oslanja na zadnje Sape se belezi na digitalnom ekranu aparata. Nakon pet
merenja u trajanju od 3 s, izracunava se srednja vrednost merenja (ovaj postupak je ponavljan u svakoj
vremenskoj tacki). Nakon indukcije osteoartritisa, dolazi do smanjenja oslanjanja zivotinja na ekstremitet
sa obolelim kolenom, kao odraz funkcionalne onesposobljenosti zahvac¢enog zgloba. Raspodela tezine
(%0RT) oslanjanja na desni ekstremitet je izrazena kao procenat od ukupne tezine oslanjanja rasporeden
na ekstremitet sa obolelim kolenom prema slede¢oj formuli (Lockwood i sar., 2019):

tezina oslanjanja na desnu Sapu

%RT = x 100

(tezina oslanjanja na desnu $apu + tezina oslanjanja nalevu $apu )

» Von Frey test

Zivotinje su postavljane pojedinacno u providne, plasticne komore sa metalnom mrezom na dnu §to
omogucava pristup zadnjima Sapama. Nakon adaptacije zivotinja (prose¢no 30 minuta), plasti¢ni
semifleksibilni filament je primenjen na plantarnu povrsinu desne $ape pacova pod pravim uglom, pri
¢emu se mehanicka sila postepeno povecava (tako da ne izazove odizanje sape od metalne podloge) sve
do pojave reakcije, trzaja Sape (naglo odizanje Sape od podloge). Merni parametar je upravo sila pritiska
(u gramima), pri kojoj je zivotinja izmakla $apu u odgovoru na mehanicki stimulus, mehanicki prag
povlacenja (engl. Paw Withdrawal Threshold, PWT) $to se ocitava na ekranu elektricnog von Frey aparata
(IITC Life Science, Woodland Hills, CA) (Micov i sar., 2020). U svakoj vremenskoj tacki postupak je
ponavljan 6—8 puta i izracunata je srednja vrednost merenja. Kod Zivotinja sa osteoartritisom dolazi do
progresivnog smanjenja mehanickog praga povlacenja sto oslikava razvoj mehanicke preosetljivosti u
ovom modelu.

» Aceton test

Test se izvodi u istim komorama kao i von Frey test, nakon zavrsetka prethodnog. Na plantarnu regiju
zadnje ipsilateralne Sape pacova (desna $apa u nasem eksperimentu) aplikovana je kap acetona uz pomo¢
$prica ravnog vrha i prac¢eno je vreme koje zivotinje provedu u nociceptivhom ponasanju (trzanje, lizanje
ili tresenje nadrazene sape) tokom 60 s. Merni parametar od znacaja u ovom testu jeste ukupno vreme
koje zivotinja provede u bolnom ponasanju (Micov i sar., 2020). Nakon indukcije osteoartritisa, zivotinje
znacajno vise vremena provode u nociceptivhom ponasanju nakon primene hladnog stimulusa (razvoj
hladne preosetljivosti).
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3.4.2. Test kopanja

Kopanje je urodena aktivnost glodara i u eksperimentalnim uslovima se koristi kao svojevrsna
mera ,kvaliteta zivota® 1 opste dobrobiti eksperimentalnih zivotinja (engl. we/l-being), a moze se tumaciti i
kao mera spontanog bolnog ponasanja (Deacon 20006).

U eksperimentu su koriséene plasticne tube (32 cm duzine i prec¢nika 10 cm) sa otvorom uzdignutim
6 cm od podloge koje su napunjene sa 2 kg sljunka (dijametra 2—6 mm). Pre indukcije osteoartritisa,
zivotinje su najpre trenirane 3 dana kako bi se dobile bazalne vrednosti ovog parametra i iskljucile
zivotinje koje su “logi” kopadi (Zivotinje koje su iskopale ispod 500 g §ljunka). Zivotinje su stavljene
izmedu 151 16 ¢asova u kaveze sa tubama napunjenim §ljunkom i ostavljene da kopaju preko nodi.
Merni parametar je kolicina sljunka (g) koje su zivotinje izbacile iz tube (ukupna kolic¢ina je 2000 g), sto
se meri narednog jutra. Trening je sproveden u dve faze, socijalna i individualna faza. Prvog dana
treninga (socijalna faza), pacovi su postavljeni u kaveze u paru jer je pokazano da socijalna interakcija
stimulise poriv za kopanjem (Deacon 20006). Tokom individualne faze svaka zivotinja je postavljena u
zaseban kavez (druga i treca noc treninga), a srednja vrednost kolicine §ljunka koje su Zivotinje iskopale
tokom druge i trece nodi je uzeta kao bazalna vrednost.

3.4.3. Rotarod test

Rotarod test je sproveden u cilju validacije rezultata antinociceptivnih testova naseg istrazivanja tj.
iskljucivanja mogucnosti da su dobijeni efekti vortioksetina i duloksetina posledica motorne
inkoordinacije ili sedacije eksperimentalnih Zivotinja (Pecikoza i sar., 2017). Ovo je od znacaja upravo
zbog validnog tumacenja rezultata von Frey i aceton testa gde se kao odgovori prate odredene motorne
radnje, pa je potrebno odbaciti moguénost delovanja ispitivanih tretmana na motoriku/sedaciju. U testu
je koriSéen rotarod aparat (Treadmill for rats 47700; Ugo Basile, Milano, Italija), podesen tako da se rotira
konstantnom brzinom od 16 obrtaja u minuti. Zivotinje su najpre trenirane da odre ravnotezu na
rotirajuéem vretenu tokom dva uzastopna dana; treeg dana se zivotinje testiraju i smatra se da su
savladale tehniku voznje (i bice ukljuc¢ene u eksperiment) ukoliko ne padnu sa rotirajueg vretena nakon
dva uzastopna merenja, od po 300 s.

3.4.4. Test prepoznavanja novog objekta (engl. novel object recognition test, NORT)

Uticaj osteoartritisa, kao i ispitivanih tretmana (vortioksetina i duloksetina) na kognitivne performanse
zivotinja sa osteoartritisom, ispitan je u testu prepoznavanja novog objekta (NORT) (Mili¢ i sar.,
2013). Test se zasniva na urodenoj sklonosti glodara ka novinama (u ovom slu¢aju ka novom predmetu)
(Bevins i Besheer 2006). Eksperiment je izvoden u pravougaonoj komori (65 x 45 x 45 cm”) pri slabom
osvetljenju (priblizno 20 lux) tokom tri dana. Prvog dana testa (25. dan nakon indukcije osteoartritisa),
zivotinje su postavljene u prazne kutije u trajanju od 10 minuta kako bi se adaptirale na eksperimentalne
uslove (faza habituacije). Sledeceg dana (26. dan nakon indukcije osteoartritisa), zivotinje su postavljene
izmedu dva identi¢na predmeta i spustane u komoru tako da budu okrenute prema suprotnom zidu od
predmeta (faza upoznavanja) kako bi istrazivale predmete u trajanju od 5 min, nakon cega su vracene u
svoje kaveze. Faza testiranja je sprovedena nakon 24 sata (27. dan nakon indukcije osteoartritisa), pri
¢emu je jedan od poznatih predmeta zamenjen novim i mereno je vreme koje zivotinja provede sa
svakim predmetom pomocu Any-Maze video-tracking softvera (Stoelting Co., SAD) (Mili¢ i sar., 2013).
Smatra se da pacovi istrazuju objekat ako se nalaze u njegovoj neposrednoj blizini (2 cm) i okrenuti su
prema njemu ili ako njuskaju predmet. Tokom istrazivanja su korisceni sledeéi predmeti: metalne
limenke i stakleni cilindri razlicitih oblika i veli¢ina (predmeti su bili dovoljno veliki da sprece zivotinje
da ih pomere). Posle svakog testiranja, predmeti i komora su ocis¢eni sa 70 % etanolom kako bi se
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minimizirali mirisni uticaji. Merni parametar u ovom testu je vreme koje Zivotinja provede sa
poznatim/statim (S) i novim predmetom (N), i na osnovu toga je izracunat diskriminacioni indeks
(%DI) prema sledecoj formuli:

N-§
N+S

%DI = x 100

3.4.5. Kvantitativna lanCana reakcija polimeraze u realnom vremenu (engl. reverse
transcription-quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR)

U cilju razumevanja molekularnih mehanizama dejstva vortioksetina, pracena je genska ekspresija
markera bolne preosetljivosti na perifernom i centralnom nivou puta bola (Tabela 2). U ovim analizama
su koris¢ene nize doze lekova (2 mg/kg vortioksetina i 15 mg/kg duloksetina) jer one korelisu sa
terapijskim dozama ovih antidepresiva u lecenju velikog depresivnog poremecaja, kao 1 duloksetina u
lecenju bola kod osteoartritisa. Doza vortioksetina od 2 mg/kg je ekvivalentna humanoj dozi od 19,5
mg/dan (Reagan-Shaw i sar., 2008), terapijski opseg vortioksetina je 5-20 mg/dan (De Diego-Adelifio i
sat., 2022). Doza duloksetina od 15 mg/kg kod pacova je ekvivalentna humanoj dozi od 146 mg/dan
(Reagan-Shaw i sat., 2008), dok je terapijski opseg duloksetina 30-120 mg/dan (Muscatello i sar., 2019).

Tabela 3.1. Odredivanje relativne genske ekspresije markera bolne preosetljivosti u modelu
osteoartritisa.

Merenje relativne genske ekspresije markera bolne preosetljivosti

Koleno L.3-L5 spinalne ganglije L3-L5 segment ki¢mene
mozdine
1F1B, Tnf-ai Ngf 1118, Tnf-a, Ngf, Bdnfi Tacl 1718, Tufa, Ngf, Bdufi Tacl

Koleno, spinalne ganglije i kicmena mozdina su homogenizovani u Tissue Lyser 1I (Qzagen) koris¢enjem
kuglica od  nerdajueg  celika.  Ukupna RNKje izolovana koris¢enjem  komercijalnog
reagensa T7izol (Thermo Fisher Scientific), a izolovana RNK je dalje tretirana koris¢enjem komercijalnog
kita RapidOut DN.A Removal Kit prema odgovaraju¢em protokolu proizvodaca (Thermo Fisher Scientific) sa
ciljem uklanjanja potencijalne kontaminacije genomskom DNK. RevertAid reverzna transkriptaza (Thermo
Fisher Scientific) sa heksamerima nasumicne sekvence (Thermo Fisher Scientific)
1 Ribolock RINase inhibitorom (Thermo Fisher Scientific) su koris¢eni za transkripciju 0,5 ng RNK kao
matrice. Kvantitativni real-time PCR je izveden koriséenjem komercijalnog kita IC Green gPCR Universal
Kit (NIPPON Genetics, Diiren, Nemacka). Uslovi reakcije su bili sledeéi: 2 min na 95°C aktivacija,
40 ciklusa u trajanju od 5s na 95°C 1 30 s na 60°C na Line-Gene 9600 Plus Real-Time PCR (Hangzhon Bioer
Technology). Svi rezultati su normalizovani prema Gapdh genu i izra¢unati prema formuli 2. Sekvence
prajmera koje su koriséene za umnozavanje ciljnih gena, preuzete su iz literature i/ili dizajnirane
primenom Primer BLLAST softvera i prikazane su u Tabeli 3.2.
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Tabela 3.2. Lista prajmera kori§¢enih u ovom istraZivanju.

Naziv prajmera Sekvenca prajmera 53’ Referenca

TGCTGGATGAGGACCAGAAG

TTCCTCCAGCAGAAAGAGCA Ol e
GAAATCGGTGCCAACGATGA Ova 1ad
GTICTTCGGGCGATTCTCTGA
ATAAGACCACAGCCACGGAC .
Ovaj rad

ACGCCTTGACAAAGGTGTGA

GGAAGGCAGTGTCACTCATTGTG

GGTCCTCATCCTGGAAGCTCC At e, AUEY

GGGTGATTGGTCCCAACAAG

GGGTCTGGGCCATGGAA Ovaj rad

CCCCCAATGTATCCGTTGTG

Tanga i sar., 2004

TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT

3.4.6. Parametri oksidativnog stresa u kolenu

Za odredivanje parametara oksidativnog stresa, deo kolena je najpre homogenizovan u tarioniku sa
pistilom u hladnom 0,1 mol/L fosfatnom puferu (pH = 7,4, sadrzi 1,15% KCI) u zapremini 1:9 (masa
tkiva:zapremina pufera). Posle homogenizacije, uzorci su centrifugirani 10 minuta (800 x g), zatim 20
minuta (9500 x g) kako bi se dobio postmitohondrijalni supernatant. U supernatantu su mereni sledeci
parametri prema odgovaraju¢em protokolu (Kotur-Stevuljevic i sar., 2015; Javorac 1 sar., 2022):

e totalni oksidantni status (70S),

e superoksidni anjon (O;"),

e prooksidativno-antioksidativni balans (PAB),

e proteinski produkti uznapredovale oksidacije (engl. advanced oxidation protein products,
AOPP,) i

e malondialdehid (MDA)

Svi rezultati su normalizovani prema koncentraciji proteina u uzorku (metoda po Bradford-u) (Javorac i
sar., 2022).

Totalni oksidantni status (TOS) je odredivan kolorimetrijskom metodom po Erel-u, koja se zasniva na
sposobnosti oksidanasa da oksiduju fero ¢-dianizidin kompleks u feri oblik, koji zatim gradi obojeni
kompleks sa ksilenol-oranzom u kiseloj sredini; intenzitet boje je proporcionalan ukupnom sadrzaju
oksidacionih molekula u uzorku. Koli¢ina superoksidnog anjona (O,") je merena prema metodi koju su
predlozili Auclairi 1 visin; metoda se zasniva na sposobnosti superoksid anjon radikala da redukuje zuti
nitroplavitetrazolijum  (NBT,  2,2’-di-p-nitrofenil-5,5-difenil-3,3’-(3,3’-dimetoksi-4,4’-difenilen)-
ditetrazolium  hlorid) u  plavi formazan. Za odredivanje prooksidativno-antioksidativhog
balansa, 3,3°5,5" tetrametilbenzidin (TMB) je koris¢en kao hromogen; u testu se odreduje koncentracija
vodonik-peroksida (H,0,) u antioksidativhom okruzenju, hromogen (TMB) reaguje 1 sa vodonik-
peroksidom 1 sa antioksidansima (mokra¢na kiselina) u isto vreme jer se nalaze u istoj
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sredini; reakcija H,O,1 hromogena je enzimski katalizovana peroksidazom i oksidovanjem TMB nastaje
intenzivno plavo obojeni proizvod.

Odredivanje proteinskih produkata uznapredovale oksidacije (engl. advanced oxidation protein products,
AOPP) se zasniva na merenju absorbance na 340 nm, nakon reakcije glacijalne siréetne kiseline
i 1,16 mol/L kalijum-jodida. Koncentracija malondialdehida (MDA) je odredivana
spektrofotometrijskim testom koji se zasniva na apsorpcionom maksimumu kompleksa MD.A i ostalih
supstanci koje reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom na 535 nm. Apsorbancija se odreduje nakon
zagrevanja smese (uzorak 1 reagensi) na 100 °Cu trajanju od 5 minuta, zatim hladenja i
centrifugiranja (10000x g, 4 °C 10 min). Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana metodom
po Bradford-u, kotisteéi govedi serumski albumin kao standard. Nivoi TOS, O,"i AOPP su mereni
koris¢enjem II.AB 300  Plus analizatora (Instrumentation — Laboratory, Milano, Italija), dok  su
koncentracije PAB1 MDA merene na kontinuiranom  spektrofotometru  (Pharmacia  1.KB,
Cambridge, Velika Britanija).

3.4.7. Parametri redoks statusa u sréanom misicu

Uzorci sréanog misica su homogenizovani u hladnom 0,1 mol/L fosfathom puferu (pH = 7,4, sadrzi
1,15% KCI) u zapremini 1:9 (masa tkiva:zapremina pufera) koris¢enjem 170 basic Ultra-
Turrax homogenizatora (IKA, Nemacka). Posle homogenizacije, uzorci su centrifugirani 10 minuta (800
x g), zatim 20 minuta (9500 x g) kako bi se dobio postmitohondrijalni supernatant. U supernatantu su
mereni sledeéi parametri prema odgovarajuc¢em protokolu (Javorac i sar., 2022; Kotur-Stevuljevic i sar.,
2015):
e Prooksidativni markeri:

= totalni oksidantni status (70S),

= superoksidni anjon (O,

= prooksidativno-antioksidativni balans (PAB),

= proteinski produkti uznapredovale oksidacije (engl. advanced oxidation protein

products, AOPP) i

* malondialdehid (MDA)
e Antioksidativni markeri:

= superoksid dizmutaza (SOD) i

®= nivo SH grupa

Svi rezultati su normalizovani prema koncentraciji proteina u uzorku (metoda po Bradford-u) (Javorac i
sar., 2022).

Odredivanje prooksidativnih markera u sréanom misicu je radeno prema goreopisanim metodama.
Odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze se zasniva na sposobnosti SOD da inhibira spontanu
autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini na pH 10,2; aktivnost enzima se izrazava u relativnim
jedinicama koje se dobijaju merenjem apsorbancije nastalog crvenog proizvoda oksidacije adrenalina
na 480 nm. Aktivnost SOD je odredivana na II.4B 300 Plus analizatoru (Instrumentation
Laboratory, Milano, Italija).

Odredivanje sadrzaja sulthidrilnih grupa odredivan je metodom po E/man-u. Metoda se zasniva na
reakciji 2,2’-dinitro-5,5-ditio-benzoeva kiseline (DTINB) sa alifaticnim tiolnim jedinjenjima u baznoj
sredini (pH 9,0), pri ¢emu nastaje jedan mol p-nitrofenola, koji je jako Zuto obojen i ¢ija apsorbancija se
merina 412 nm. Sadrzaj SH grupa je odredivan na spektrofotometru (Pharmacia KB, Cambridge, V elika
Britanija).
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Slika 3.5. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola ex vivo eksperimenata u modelu
osteoartritisa indukovanog monojodoacetatom.
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3.4.8. HistoloSka analiza kardiomiocita

Uzorci vrha sr¢anog misica su fiksirani u 4% formaldehidu (FINB4, BioGnost Ltd., Hrvatska) tokom 24
sata. Zatim su uzorci dehidratisani (rastu¢om koncentracijom alkohola) 1 ukalupljeni u parafin. Histoloski
uzorci tkiva obradeni su koriséenjem modularnog automatizovanog procesora tkiva (Leica TP1020 Leica
Biosystems — Nussloch — GmbH, Nemacka) prema  sledecem  protokolu: 4% neutralno-puferovani
formaldehid (4% NB  Formaldehyde FNB4—10/,  BioGnost Ltd., Hrvatska) 2X15h—2X2h,
70% alkohol (Histanol 70, H70—5 L, BioGnost 1#d., Hrvatska) 1,5-3 h, 96% alkohol (Histano/ 96, H96-5 L,
BioGnost 1.td., Hrvatska) 1,5-3 h, 100% alkohol (H#stano/ 100, H100-5 L., BioGnost 1.td., Hrvatska)
3 X 1,5 h, ksilol (Kszlen pro analysis, Zorka Pharma, Stbija) 2 X 1,5 h, parafin (Biowax Plus 56/ 58, BWPLUS -
1, BioGnost Ltd., Hrvatska) 3 X 1,5 h. Tkivo je ugradeno koris¢enjem Lezca HistoCore Arcadia H 1 eica
Biosystems (Nussloch GmbH, Nemacka) 1 serijski preseceno mikrotomom (Leica RM2125RTS, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, Nemacka). Za morfolosku analizu, isecci debljine 4 pm su postavljeni na
plocice 1 obojeni metodom hematoksilin eozin 1 Mason-trihrom (engl. Masson trichromse).

Za analizu je kori§¢en mikroskop Leica DM2000 1.LED i Leica ICC50 E kamera opremljena sa [.AS
174.12 softverom. Morfoloska evaluacija je uradena u skladu sa preporukama The Royal College of
Pathologists (The Royal College of Pathologists). Za svaku zivotinju analizirali smo ukupno 4 poprecna
preseka, koji su dobijeni iz dva razli¢ita dela/nivoa stca, razdvojena najmanje 2 mm. Analizirani su
slededi histoloski parametri kardiomiocita: orijentacija, poprecna ispruganost, formiranje interkalatnih
diskova, morfologija jedra, morfoloski znaci atrofije ili hipertrofije kardiomiocita, celijska
vakuolizacija, contraction band nekroza. Zasebno je analizirana morfologija intersticijalnog tkiva,
intersticijalnih krvnih sudova 1 koronarna cirkulacija.

3.5. StatistiCka analiza

Podaci istrazivanja su analizirani primenom softvera SigmaPlot11, GraphPad Prism (verzija 10.1.0;
GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA), Microsoft Excel 1 Pharm PCS. 1zbor statistickog testa je odreden u
zavisnosti od broja grupa, broja/vrste faktora i karakteristika podataka [normalnost, ujednacenost
varijanse]). Za procenu tipa distribucije je koriséen Shapiro-Wilk test, a u zavisnosti od normalnosti,
distribucije podataka i ujednacenosti varijanse koris¢eni su Studentov #test, jednofaktorska ANOVA,
dvofaktorska ANOVA 1 dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima pracene Tukey post-
hoc testom,  Mann  Whitney  U-test 1 Kruskal-Wallis test. Program Pharm  PCS' je  koris¢en za
racunanje ED;, vrednosti sa 95% intervalima poverenja (linearnom regresionom analizom odnosa
logaritma doze i efekta). U bihejvioralnim eksperimentima u modelu osteoartritisa, za rezultate
vremenskog toka je izracunata povrsina ispod krive (engl. area under the curve, AUC) za svaku zivotinju
koris¢enjem metode trapezoida. Ovo je uradeno da bismo pojednostavili poredenje izmedu tretmana u
modelu osteoartritisa. Vrednost P manja od 0,05 je uzeta kao statisticki znacajna u svim testovima.
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4. Rezultati

4.1.  Efikasnost vortioksetina u modelima akutnog inflamatornog bola i mehanizam
dejstva vortioksetina u animalnom modelu trigeminalnog bola

4.1.1. Efekat vortioksetina u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

Injekcija 20 plL 2% rastvora formalina je dovela do karakteristiénog bifaznog nociceptivhog ponasanja
miseva, dok injekcija ekvivalentne zapremine fizioloskog rastvora nije proizvela znacajan bihejvioralni
efekat (nije prikazano).

Primena vortioksetina nije znacajno smanjila nociceptivho ponasanje zivotinja u prvoj fazi testa (svi post-
hoc P = 0,051, Slika 4.1). U drugoj fazi testa, vortioksetin (5-20 mg/kg) je proizveo znacajan i dozno-
zavisan antinociceptivni efekat tj. smanjio je vreme koje su zivotinje provele u bolnom ponasanju (P <
0,001; jednofaktorska ANOVA; Slika 4.1). Antinociceptivni efekti su bili u rasponu od 35-74% (nije
prikazano). Srednja efektivna doza (EDy,) T standardna greska za drugu fazu testa je bila 9,02 £ 0,40

mg/kg.
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Slika 4.1. Antinociceptivni efekat vortioksetina (VOR) u modelu inflamatornog trigeminalnog
bola (orofacijalni formalinski test) kod miSeva. Vremenski tok nociceptivhog ponasanja (trljanje
njuske) u 3-minutnim intervalima je prikazan na gornjem grafikonu (A), a ukupno vreme koje su
zivotinje provele u trljanju nadrazene njuske u fazi I (0-9 min nakon injekcije formalina) i fazi IT (9—45
min nakon injekcije formalina) je prikazano na donjem grafikonu (B). Tacke/stubiéi na grafikonu
predstavljaju srednje vrednosti grupa * standardna greska. VOR je primenjivan peroralno, 60 min pre
formalina. Statisticka znacajnost (**P < 0,01; ***P < 0,001; jednofaktorska-ANOVA pracena post-hoc
Tukey testom) je odredena poredenjem sa kontrolnom grupom.
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4.1.2. Efekat vortioksetina u modelu inflamatornog visceralnog bola

U testu gréeva izazvanih siréetnom kiselinom, primena vortioksetina (5-20 mg/kg) je znacajno i dozno-
zavisno smanjila broj gréeva u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja (P < 0,001, jednofaktorska
ANOVA; Slika 4.2). Antinociceptivni efekti su bili u slede¢em rasponu: 24% do 83%, a odgovarajuca
EDy, vrednost (* standardna greska) je bila 10,2 + 0,9 mg/kg.

%k %k %k

% %k %

40
* kontrola (n=12)

VOR 5 mg/kg (n=7)
B VOR 10 mg/kg (n=7)
= VOR15 mg/kg (n=8)
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30

Broj grceva
N
T

il

Slika 4.2. Antinociceptivni efekat vortioksetina (VOR) u animalnom modelu visceralnog
inflamatornog bola (test gréeva). Rezultati u testu gréeva kod miseva su izrazeni kao broj gréeva
izazvanih primenom intraperitonealne injekcije sircetne kiseline. Stubiéi na grafikonu predstavljaju
srednje vrednosti grupa ( standardna greska) broja gréeva u eksperimentalnim grupama. VOR je
primenjivan peroralno, 55 min pre injekcije sircetne kiseline. Statisticka znacajnost (*P < 0,05; *¥*P <
0,001; jednofaktorska-ANOVA pracena post-hoc Tukey testom) je odredena poredenjem sa kontrolnom
grupom.

4.1.3. Efekat vortioksetina u modelu somatskog inflamatornog bola

U modelu karageninske inflamacije, u modifikovanom testu pritiska na zadnje Sape pacova, sistemska
primena vortioksetina (1-10 mg/kg) je statisticki znacajno i dozno-zavisno smanjila mehanicku

43



hiperalgeziju (P < 0,001, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima; Slika 4.3). Vortioksetin je
postigao maksimalni antihiperalgezijski efekat 180 min nakon primene karagenina/vortioksetina u svim
ispitivanim dozama; efekat je bio u rasponu od 31 do 71%, dok je ED;, (£ standardna greska) za
vortioksetin u ovom testu bila 3,2 + 0,2 mg/kg.

50
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Slika 4.3. Antihiperalgezijski efekat vortioksetina (VOR) u modelu somatskog inflamatornog
bola (model karageninske (KAR) inflamacije $ape). Rezultati su prikazani kao razlika u gramima
(df) tezine oslanjanja na zadnje Sape pre (zdrava Sapa) i posle (inflamirana sapa) primene KAR. Tacke na
grafikonu predstavljaju srednje vrednosti grupa (£ standardna greska) df u eksperimentalnim grupama.
Statisticka znacajnost (**P < 0,01; ***P < 0,001, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
pracena post-hoc Tukey testom) je odredena poredenjem sa vrednostima za kontrolnu grupu. zpl =
intraplantarno.

4.1.4. Ispitivanje mehanizama dejstva vortioksetina u modelu inflamatornog trigeminalnog
bola

4.1.4.1. Uticaj antagoniste serotoninskih 5-HT,y,, receptora na antinociceptivni efekat
vortioksetina

Sistemski primenjen selektivni antagonista serotoninskih 5-HT,; ,p teceptora, GR 127935 (0,3-3 mg/kg;
i.p.), je znacajno i dozno-zavisno umanjio antinociceptivni efekat vortioksetina (15 mg/kg; per 0s) u
drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P < 0,001; jednofaktorska-ANOVA; Slika 4.4). Stepeni
inhibicije su bili 26,6%, 55,5% i 87,9% za doze 0,3, 1 i 3 mg/kg, redom (nije prikazano).

Najveca ispitivana doza GR127935 (3 mg/kg; i.p.) per se, bez vortioksetina, nije imala znacajan uticaj na
duzinu nociceptivnog ponasanja u drugoj fazi testa (P = 0,714; Studentov #test; nije prikazano).
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Slika 4.4. Uticaj antagoniste 5-HT,;,;, receptora (GR 127935) na antinociceptivni efekat
vortioksetina (VOR) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. GR 127935 je primenjen
intraperitonealno istovremeno sa VOR (15 mg/kg; per os), 60 minuta pre injekcije formalina. Na grafiku
je prikazano ukupno vreme provedeno u trljanju njuske u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa.
Stubiéi predstavljaju srednje vrednosti grupa (£ standardna greska). Statisticka znacajnost (**P < 0,01;
P < 0,001, jednofaktorska-ANOVA sa post-hoc Tukey testom) je odredena u odnosu na VOR grupu
(15 mg/kg).

4.1.4.2.  Uticaj antagonista adrenergickih receptora na antinociceptivni efekat
vortioksetina

Prazosin (1 mg/kg; i.p.), selektivni antagonista o, adrenergickih receptora, nije imao znacajan uticaj na
antinociceptivni efekat vortioksetina (15 mg/kg; per os) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P
= 0,919, Studentov #test; Slika 4.5A). S druge strane, johimbin (0,2-2 mg/kg, i.p.), selektivni
antagonista o, adrenergickih receptora, i metoprolol (0,2-2 mg/kg, i.p.), selektivni antagonista B,
receptora, znacajno 1 dozno-zavisno su smanjili antinociceptivni efekat vortioksetina u drugoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa (P < 0,001 za oba primenjena antagonista, jednofaktorska ANOVA;
Slika 4.5B i Slika 4.5C). Stepeni inhibicije antinociceptivnog efekta vortioksetina su bili 1,3%, 74,3%, i
89,7% za doze 0,2, 1,12 mg/kg johimbina (nije prikazano). Inhibitorni efekti metoprolola su bili 32,8%,
57,5%, 1 78,8% za doze od 0,2, 1 i 2 mg/kg (nije prikazano).

Najvece testirane doze antagonista adrenergickih receptora, prazosina (1 mg/kg), johimbina (2 mg/kg) i
metoprolola (2 mg/kg), ptimenjene bez vortioksetina, nisu proizvele znacajan efekat na nociceptivno
ponasanje zivotinja u orofacijalnom formalinskom testu (P = 0,517 za prazosin, P = 0,913 za johimbin, i
P = 0,303 za metoprolol, Studentov #test; nije prikazano).
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Slika 4.5. Uticaj antagonista adrenergickih receptora, prazosina (PZS) (A), johimbina (JOH) (B)
i metoprolola (MET) (C) na antinociceptivni efekat vortioksetina (VOR) u drugoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa. PZS, JOH i MET su primenjeni istovtemeno sa VOR (15 mg/kg;
per 0s5), 60 minuta pre injekcije formalina. Na grafikonima je prikazano ukupno vreme provedeno u
trljanju njuske u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti
grupa (I standardna greska). Statisticka znacajnost (n.z. — nema znacajne razlike; ***P < 0,01; ***P <
0,001, jednofaktorska-ANOVA sa post-hoc Tukey testom) je odredena u odnosu na VOR grupu (15
mg/kg).
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4.1.4.3.  Uticaj antagonista holinergiCkih receptora na antinociceptivni efekat
vortioksetina

Sistemska primena atropina (0.5-5 mg/kg, i.p.) i metilikakonitina (0.2-6 mg/kg, i.p.) je znacajno i
dozno-zavisno umanjila antinociceptivni efekat vortioksetina (15 mg/kg; per os) u drugoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa (P < 0,001 za oba testirana antagonista, jednofaktorska ANOVA; Slika
4.6A i 4.6B). Atropin, neselektivni antagonista muskarinskih holinergickih receptora, inhibirao je
antinociceptivni efekat vortioksetina za 23% (0,5 mg/kg), 75,7% (2,5 mg/kg) 1 92,4% (5 mg/kg) (nije
prikazano). Metilikakonitin, antagonista a, nikotinskih holinergickih receptora receptora, inhibirao je
antinociceptivni efekat vortioksetina za 34,7%, 55,1% 1 100% za doze od 0,2, 1,1 6 mg/kg, redom (nije
prikazano).

Najvece testitane doze antagonista holinergickih receptora, atropina (5 mg/kg) i metilikakonitina (6
mg/kg), nisu imale znacajan uticaj na duzinu nociceptivhog ponasanja u drugoj fazi orofacijalnog
formalinskog testa kada su primenjene bez vortioksetina (P = 0,838 za atropin i P = 0,758 za
metilikakonitin, Studentov ~test; nije prikazano).
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Slika 4.6. Uticaj antagonista holinergic¢kih receptora, atropina (ATR) (A) i metilikakonitina
(MLA) (B) na antinociceptivni efekat vortioksetina (VOR) u drugoj fazi orofacijalnog
formalinskog testa. ATR i MILA su primenjeni intraperitonealno istovremeno sa VOR (15 mg/kg; per
0s5), 60 minuta pre injekcije formalina. Rezultati su prikazani kao ukupno vreme provedeno u trljanju
njuske u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. Stubic¢i predstavljaju srednje vrednosti grupa (£
standardna greska). Statisticka znacajnost (***P < 0,001, jednofaktorska-ANOVA pracena post-hoc Tukey
testom) je odredena u odnosu na VOR grupu (15 mg/kg).

4.1.4.4.  Uticaj antagonista kanabinoidnih receptora CB, i CB, na antinociceptivni efekat
vortioksetina

Sistemski primenjeni antagonisti kanabinoidnih CB, receptora AM251 (0,2-3 mg/kg, ip.) i
kanabinoidnih CB, receptora AM630 (0,2-3 mg/kg, i.p.) su znacajno i dozno zavisno inhibirali
antinociceptivni efekat vortioksetina (15 mg/kg; per os) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P
< 0,001 za oba testirana antagonista, jednofaktorska ANOVA; Slika 4.7A i 4.7B). Stepeni inhibicije
antinociceptivnog dejstva vortioksetina su bili 43,8%, 64,7% 1 81,4% za doze AM251 od 0,2, 11 3
mg/kg, redom (nije prikazano). Inhibitorni efekti AMG630 za doze od 0,2, 1 i 3 mg/kg su bili 32,3%,
50,9% i 68,6%, redom (nije prikazano).

Najvece testirane doze ispitivanih selektivnih antagonista kanabinoidnih receptora primenjenih per se,
AM251 (3 mg/kg, i.p.) i AM630 (3 mg/kg, i.p.) nisu imale znacajan uticaj na duzinu nociceptivhog
ponasanja u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P = 0,685 za AM251 1 P = 0,825 za AM630,
Studentov ~test; nije prikazano).
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Slika 4.7. Uticaj antagonista kanabinoidnih receptora AM251 (A) i AMG630 (B) na
antinociceptivni efekat vortioksetina (VOR) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa.
AM251 i AM630 su primenjeni intraperitonealno istovtemeno sa VOR (15 mg/kg; per os), 60 minuta
pre injekcije formalina. Rezultati su prikazani kao ukupno vreme provedeno u trljanju njuske u drugoj
fazi orofacijalnog formalinskog testa. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti grupa ( standardna
greska). Statisticka znacajnost (**P < 0,01; ***P < 0,001, jednofaktorska-ANOVA praéena post-hoc Tukey
testom) je odredena u odnosu na VOR grupu (15 mg/kg).

4.1.4.5.  Uticaj antagoniste adenozinskih A, receptora na antinociceptivni efekat
vortioksetina

Primena selektivnog antagoniste adenozinskih A, receptora, DPCPX (0,05-1 mg/kg, i.p.), zna¢ajno i
dozno-zavisno je smanjila antinociceptivni efekat vortioksetina (15 mg/kg; per os) u drugoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa (P < 0,001, jednofaktorska ANOVA; Slika 4.8). Stepeni inhibicije
antinociceptivnog efekta vortioksetina koji je proizveo DPCPX bili su 14,1% (0,05 mg/kg), 74% (0,2
mg/kg) i 86,3% (1 mg/kg) (nije prikazano). Najveca testirana doza DPCPX (1 mg/kg, i.p.), per se, nije
proizvela zacajan efekat u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P = 0,711, Studentov ~test; nije
prikazano).
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Slika 4.8. Uticaj antagoniste adenozinskih A, receptora (DPCPX) na antinociceptivni efekat
vortioksetina (VOR) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. DPCPX je primenjen
intrapetitonealno istovremeno sa VOR (15 mg/kg; peros), 60 minuta pre injekcije formalina. Na grafiku
je prikazano ukupno vreme provedeno u trljanju njuske u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa.
Stubidi predstavljaju srednje vrednosti grupa (£ standardna greska). Statisticka znacajnost (***P < 0,001,
jednofaktorska-ANOVA sa post-hoc Tukey testom) je odredena u odnosu na VOR grupu (15 mg/kg).

4.1.5. Uticaj vortioksetina na motoriku Zivotinja u akutnim modelima inflamatornog bola

Primena najvece testirane doze vortioksetina kod miseva (20 mg/kg) nije imala znacajan uticaj na vreme
koje su zivotinje provele na rofarod-u (sve P = 0,699 u svakoj vremenskoj tacki, Mann-Whitney U test;
Slika 4.9A). Dodatno, primena najvece testirane doze kod pacova (10 mg/kg kod zdravih pacova i
pacova sa inflamiranom $apom) nije imala znacajan uticaj na vreme koje su zivotinje provele na rofarod-u

(P = 0,116, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima; Slika 4.9B).
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Slika 4.9. Uticaj vortioksetina (VOR) na motornu spretnost miSeva (A) i pacova (B) u akutnim
modelima inflamatornog bola izraZeno kao vreme provedeno na rotarod-u. Bazalno vreme
provedeno na rofarod-u je odredeno pre primene vortioksetina (20 mg/kg kod zdravih misevai10 mg/kg
kod zdravih pacova i pacova sa inflamiranom Sapom) ili vehikuluma. Stubici predstavljaju srednju
vrednost (£ standardna greska) vremena provedenog na rofarod-u. Statisticka znacajnost (P > 0,05,
Mann—Whitney U test ili dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) je odredena u poredenju sa
kontrolnom grupom.
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4.2, Efekti vortioksetina u modelu osteoartritisa

4.2.1. Uticaj vortioksetina na bolno ponasanje Zivotinja sa osteoartritisom

Intraartikularna injekcija monojodoacetata u desno koleno muzjaka i zenki Wistar pacova dovela je do
razvoja bolne preosetljivosti, odnosno funkcionalne onesposobljenosti zahvaéenog zgloba u testu
rasporedivanja tezine, kao i mehanicke i hladne preosetljivosti u von Frey i aceton testu, redom. Ovo se
manifestovalo kao znacajno smanjenje tezine oslanjanja zivotinja na povredeni ekstremitet (test
rasporedivanja tezine), kao i smanjenje mehanickog praga povlacenja ipsilateralne sape (PIWT,, von Frey
test) 1 povecanje vremena koje su zivotinje provodile u bolnom ponasanju (t (s), aceton test) u poredenju
sa zdravom kontrolom (post-hoc P < 0,001 za vremenski tok i AUC vrednosti; Slike 4.10, 4.11 i 4.12).
Ove promene su perzistirale tokom celokupnog perioda pracenja (28 dana) kod zivotinja oba pola.
Pik smanjenja u raspodeli tezine i mehanickom pragu povlacenja sape je postignut 4. dana nakona
injekcije monojodoacetata 1 iznosio je 41,19% kod muzjaka i 33,67% kod Zenki (test rasporedivanja
tezine); 35,18% kod muzjaka 1 36,15% kod zenki (von Frey) u odnosu na odgovarajuce bazalne
vrednosti. Tokom celokupnog perioda pracenja nisu uocene polne razlike u razvoju bolne preosetljivosti
u testu rasporedivanja tezine i aceton testu (AUC post-hoc P = 0,247 u testu rasporedivanja tezine; AUC
post-hoc P = 0,36 u aceton testu; Tabela 4.1), dok je u von Frey testu uocena razlika izmedu polova
(AUC post-hoc P = 0,02; Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Bihejvioralna karakterizacija modela osteoartritisa izazvanog monojodoacetatom
kod pacova Wistar soja: uticaj pola

Bolesna kontrola Zdrava kontrola
Muzjaci vs Muzjaci vs
Test MuZjaci Zenke Zenke MuzZjaci Zenke Zenke
poredenje poredenje
AUC Studentov AUC Studentov
(srednja vrednost) t-test (srednja vrednost) test
Test
raspodele 1066,62 1131,69 P = 0,247 1409,29 1401,27 P=10,303
teZine
Von Frey 748,63 713,46 P=0,02 986,24 957,97 P=0,20
Aceton 253,92 202,28 P =0,36 36,68 35,24 P =10,89
Kopanje 40501,39 | 39074,31 P=0,38 40501,11 37955,89 P=0,28
Test Diskriminacioni Studentov Diskriminacioni indeks Studentov
indeks (%) t-test (%) test
NORT 443 | 295 P =0,07 35,65 | 23,93 P=0,21

U testu rasporedivanja tezine izmedu zdravog i obolelog ekstremiteta, ponavljana 28-dnevna primena
vortioksetina (2110 mg/kg/dan; per os) i duloksetina (15 i 25 mg/kg/dan; per os) je statisticki znacajno i
dozno-zavisno smanjila disbalans u raspodeli tezine na povredeni ekstremitet kod Zivotinja oba pola (sve
post-hoc P < 0,015 za podatke vremenskog toka 1 sve post-hoc P < 0,03 za AUC vrednosti; Slika 4.10).
Dodatno, oba antidepresiva su proizvela statisticki znacajan i dozno-zavisan efekat u von Frey testu kod
zivotinja oba pola, $to se ispoljilo kao povecéanje u mehanickom pragu povlacenja i AUC vrednosti (sve
post-hoc P < 0,001 za podatke vremenskog toka i sve post-hoc P < 0,001 za AUC podatke; Slika 4.11;
Tabela 4.2).
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U aceton testu, vortioksetin (21 10 mg/kg/dan; per 0s) je nakon ponavljane primene ispoljio statisticki
znacajno 1 dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo kod Zivotinja oba pola (sve post-hoc P < 0,002 za
podatke vremenskog toka i sve post-hoc P = 0,002 za AUC vrednosti; Slika 4.12), izrazeno kao smanjenje
vremena koje je zivotinja provela lizudi i trzajudi ipsilateralnu Sapu na koju je primenjena kap acetona.
Ponavljana primena duloksetina (15 i 25 mg/kg/dan) statisticki znacajno je smanjila nociceptivino
ponasanje u aceton testu kod muzjaka pacova sa monojodoacetatom-izazvanim osteoartritisom (sve post-
hoc P = 0,011 za podatke vremenskog toka i sve post-hoc P < 0,026 za . AUC vrednosti; Slika 4.12). Kod
zenki pacova, jedino je veca testirana doza duloksetina (25 mg/kg/dan) znacajno smanjila hladnu
preosetljivost (post-hoc P = 0,005 za vremenski tok i post-hoc P = 0,005 za AUC vrednosti; Slika 4.12), dok
manja testirana doza duloksetina (15 mg/kg/dan) nije znacajno uticala na nociceptivno ponasanje zenki
pacova sa osteoartritisom (post-hoc P = 0,387 za podatke vremenskog toka i post-hoc P = 0,304 za AUC
vrednosti; Slika 4.12).
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Tabela 4.2 Poredenje efekata vortioksetina i duloksetina u bihejvioralnim testovima u modelu

osteoartritisa izazvanog monojodoacetatom kod pacova Wistar soja: uticaj pola.

) MuFiaci . MuFiaci
MuZjaci | Zenke ;2?1:; v MuZjaci| Zenke ;z]r?l::e v
Test poredenje poredenje
Studentov ~ Studentov ~
VOR 2 mg/kg test VOR 10 mg/kg test
Test AUC 1238,00 | 129145 | P=0194 | 127563 | 133338 | P=0,054
raspodele[ Antinociceptivni _ _
ceFine ofeleat (%0)" 50,01% | 59,26% P =048 61% | 7481% | P=013
AUC 876,25 | 84327 P=017 | 91946 | 89347 | P=0.239
Von Fre ocicentiva
Y| Antinociceptivni | 55210, | 53 g0, P=095 | 71,89% | 73,62% | P=0,85
efekat (%)
AUC 88,34 | 66,275 P=0495 | 3971 | 5693 P = 0,404
Aceton i i ivni
Antinociceptivni | o cg0, | 76 540, P=070 |97,81% | 8237% | P =014
efekat (%)
Kopanije AUC 39896,5 | 3304278 | P=0691 [4203528| 33674 | P =0,007
Diskriminacioni _ _
NORT | °* ' 24,24 15,50 P=0454 | 2837 | 3222 P =0,652
indeks (%)
Studentov ~ Studentov #
Test DLX 15 mg/kg o DLX 25 mg/kg o
Test AUC 1276,66 | 126963 | P=0882 | 128217 | 131632 | P=0,453
raspodelel Antinociceptivni _ =
e ofekat (Vo)" 61,29% | 51,16% P=053 | 6290% | 6849% | P =0,69
AUC 879,92 | 811,46 P=0,001 | 933,44 | 862,53 | P<0,001
V n Fr . . . .
on Frey| Antinociceptivai | 55550, | 400800 | P=005 | 77,78% | 60,97% | P=0,02
efekat (%)*
AUC 12991 | 13324 P=0935 | 117,68 | 79,93 P = 0,341
Aceton i i ivni
Antinociceptivni |05 300, | 46 7004 P=031 | 6883% | 73,09% | P=0,79
efekat (%)
Kopanje AUC 37063,87 | 27915,125 | P=0,010 30404,75| 21829,22 | P=0,025
Diskriminacioni _ _
NORT | indeks (%) 20,84 29,48 P = 0,403 5,35 17,61 P=0,313

Antinociceptivni efekat (%) *

_ AUC vrednost test grupe- srednja vrednost AUC bolesne kontrolne grupe 100
"~ srednja vrednost AUC zdrave kontrolne grupe - srednja vrednost AUC bolesne kontrolne grupe x

Antinociceptivni efekat(%) *x*

_ srednja vrednost AUC zdrave kontrolne grupe — AUC vrednost test grupe 100
" srednja vrednost AUC bolesne kontrolne grupe - srednja vrednost AUC zdrave kontrolne grupe x
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Slika 4.10. Primena vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) je smanjila disbalans raspodele
teZine kod muZjaka (A) i Zenki (B) pacova sa osteoartritisom indukovanim injekcijom
monojodoacetata. Rezultati su prikazani kao vremenski tok podataka u testu raspodele tezine i
povisine ispod krive (AUC) dobijene tokom 28 dana ekspetimenta. VOR/DLK je primenjen jednom
dnevno tokom 28 dana eksperimenta. Statisticka znacajnost je odredena izmedu zdrave i bolesne
kontrole (***P < 0,001), kao i izmedu bolesne kontrole i tretmana (¥*P < 0,01; ***P < 0,001),
koris¢enjem dvofaktorske ANOVA sa ponovljenim merenjima (podaci vremenskog toka) ili
jednofaktorske ANOVA (AUC vrednosti) pracene Tukey post-hoc testom. Rezultati su prikazani kao
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srednja vrednost (1 standardna greska) raspodele tezine (%)/AUC vrednosti.
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Slika 4.11. Primena vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) je smanjila mehanicku
preosetljivost kod muZjaka (A) i Zenki (B) pacova sa osteoartritisom. Rezultati su prikazani kao
vremenski tok podataka u von Frey testu (PIWT, mehanicki prag povlacenja Sape) i povrsine ispod krive
(AUC) dobijene tokom 28 dana eksperimenta. VOR/DLK je ptimenjen jednom dnevno tokom 28 dana
eksperimenta. Statisti¢ka znacajnost je odredena izmedu zdrave i bolesne kontrole (***P < 0,001), kao i
izmedu bolesne kontrole i tretmana (**P < 0,01; ***P < 0,001), koris¢enjem dvofaktorske ANOVA sa
ponovljenim merenjima (podaci vremenskog toka) ili jednofaktorske ANOVA (AUC vrednosti)
pracene Tukey post-hoc testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (£ standardna greska)

PWT/AUC
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Slika 4.12. Primena vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) je smanjila hladnu preosetljivost
kod muZjaka (A) i Zenki (B) pacova sa osteoartritisom indukovanim injekcijom
monojodoacetata. Rezultati su prikazani kao vremenski tok podataka (vreme koje su zivotinje provele
u bolnom ponasanju) u aceton testu (t (s)) i povrsine ispod krive (AUC) dobijene tokom 28 dana
cksperimenta. VOR/DLK je primenjen jednom dnevno tokom 28 dana cksperimenta. Statisticka
znacajnost je odredena izmedu zdrave i bolesne kontrole (***P < 0,001), kao i izmedu bolesne kontrole i
tretmana (**P < 0,01;***P < 0,001), koris¢enjem dvofaktorske ANOVA sa ponovljenim merenjima
(podaci vremenskog toka) ili jednofaktorske ANOVA (AUC vrednosti) pracene Tukey post-hoc testom.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (+ standardna greska) t (s)/ AUC vrednosti.
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4.2.2. Uticaj vortioksetina na opStu dobrobit Zivotinja sa osteoartritisom u testu kopanja

U testu kopanja, osteoartritis indukovan monojodoacetatom nije doveo do znacajnih promena u kolicini
iskopanog materijala u poredenju sa zdravom kontrolom koja je primila intraartikularnu injekciju
fizioloskog rastvora, kod zivotinja oba pola, tokom celokupnog perioda pracenja (sve post-hoc P = 0,998
za podatke vremenskog toka i sve post-hoc P = 0,999 za AUC vrednosti; Slika 4.13). Dodatno, nisu
uocene ni polne razlike u kolic¢ini iskopanog materijala kod kontrolnih grupa zivotinja (Tabela 4.1).
Ponavljana primena vortioksetina (2 i 10 mg/kg/dan) nije imala statisticki zna¢ajan uticaj na aktivnost
kopanja kod muzjaka pacova (post-hoc P = 0,999 za podatke vremenskog toka i post-hoc P = 0,991 za AUC
vrednosti; Slika 4.13) u poredenju sa bolesnom kontrolom. Kod Zenki pacova, postojalo je blago
smanjenje kolic¢ine iskopanog sljunka u poredenju sa bolesnom kontrolom. Ove promene nisu dostigle
statisticku znacajnost kada se analiziraju podaci vremenskog toka (post-hoc P 2 0,399) ili smanjenje AUC
vrednosti (post-hoc P = 0,298).

Kod muzjaka pacova, veca testirana doza duloksetina (25 mg/kg/dan) je statisticki znacajno smanjila
koli¢inu iskopanog Sljunka u testu kopanja u poredenju sa bolesnom kontrolom (post-hoc P = 0,005 za
vremenski tok i post-hoc P = 0,003 za AUC vrednosti), dok niza testirana doza duloksetina (15
mg/kg/dan) nije imala znacajan uticaj na aktivnost kopanja (post-hoc P = 0,842 za podatke vremenskog
toka 1 post-hoc P = 0,741 za AUC podatke; Slika 4.13).

Kod Zenki pacova, obe testirane doze duloksetina (15 i 25 mg/kg/dan) su znacajno i dozno-zavisno
smanjile koli¢inu iskopanog materijala (sve post-hoc P < 0,015 za podatke vremenskog toka i sve post-hoc P
< 0,005 za AUC vrednosti; Slika 4.13). Efekat duloksetina kod Zenki pacova je bio dozno-zavisan; AUC
vrednosti su smanjene za 28,6% (15 mg/kg/dan) i 44,1% (25 mg/kg/dan) u poredenju sa AUC
vrednostima bolesne kontrolne grupe zivotinja.

Dodatno, uocene su iznacajne polne razliku u A4AUC vrednostima kod Zivotinja tretiranih ve¢om dozom
vortioksetina, kao i kod obe doze duloksetina; Zzenke su znacajno manje kopale pod uticajem
primenjenih tretmana (Tabela 4.2).
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Slika 4.13. Uticaj vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) na aktivnost kopanja kod muZjaka
(A) iZenki (B) pacova sa osteoartritisom indukovanim injekcijom monojodoacetata. Rezultati su
prikazani kao vremenski tok koli¢ine iskopanog materijala u testu kopanja (g) i povrsine ispod krive
(AUC) dobijene tokom 28 dana eksperimenta. VOR/DLK je ptimenjen jednom dnevno tokom 28 dana
eksperimenta. Statisticka znacajnost je odredena izmedu bolesne kontrole i tretmana (*P < 0,05; **P <
0,01; ***P < 0,001), koriséenjem dvofaktorske ANOVA sa ponovljenim merenjima (podaci vremenskog
toka) ili jednofaktorske ANOVA (AUC vrednosti) pracene Tukey post-hoc testom. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost (£ standardna greska) koli¢ine iskopanog materijala (g)/AUC vrednosti.
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4.2.3. Uticaj vortioksetina na motorne performanse Zivotinja sa osteoartritisom

U rotarod testu pracen je uticaj ponavljane primene vortioksetina (2 i 10 mg/kg/dan) i duloksetina (15 i
25 mg/kg/dan) na motornu spretnost pacova koji su razvili osteoartritis. Nije zabelezen statisticki
znacajan uticaj ni najvisih primenjenih doza ispitivanih tretmana na performanse zivotinja na roarod-u
tokom 5 minuta (sve post-hoc P = 0,273, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima; Slika 4.14).
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Slika 4.14. Primena vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) nije uticala na motorne
petformanse muZjaka (A) i Zenki (B) pacova sa osteoartritisom. Vreme koje su Zivotinje provele na
rotarod-u je mereno pre indukcije osteoartritisa (bazal) 1 u cetiri vremenske tacke tokom 28 dana nakon
injekcije monojodoacetata/ fizioloskog rastvora. VOR/DLK su primenjivani jednom dnevno tokom 28
dana. Statisticka znacajnost je odredena koris¢enjem dvofaktorske ANOVA sa ponovljenim merenjima,
pracene Tukey post-hoc testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (+ standardna greska) vremena
koje su zivotinje provele na rofarod-u.
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4.3.  Uticaj vortioksetina na kognitivne petformanse Zivotinja sa osteoartritisom

U testu prepoznavanja novog objekta primeceno je da razvoj hroni¢ne bolne preosetljivosti u modelu
osteoartritisa izazvanog monojodoacetatom kod pacova prati i pogorsanje kognitivnih performansi, tj.
pacovi u zdravoj kontrolnoj grupi su proveli znacajno vise vremena istrazujui novi objekat u odnosu na
stari (post-hoc P < 0,001 za zivotinje oba pola; Slika 4.15), dok kod pacova bolesne kontrolne grupe nije
uocena razlika u vremenu koje su zivotinje provele istrazujudi stari i novi predmet (post-hoc P = 0,488 za
muzjake pacova i post-hoc P = 0,641 za zenke pacova; Slika 4.15). Posledi¢no, diskriminacioni indeksi
kod bolesne kontrolne grupe su bili statisticki znacajno nizi u poredenju sa istim parametrom kod zdrave
kontrole (sve post-hoc P = 0,015 za muzjake pacova i post-hoc P = 0,049 za zenke pacova; Slika 4.15).
Ponavljana primena vortioksetina je dovela do znac¢ajnog poboljsanja kognitivnih performansi pacova sa
osteoartritisom izazvanim monojodoacetatom. Kod muzjaka pacova, obe testirane doze vortioksetina (2
i 10 mg/kg/dan) su proizvele statisticki znacajan efekat i zivotinje su provele znacajno vise vremena
istrazujudi novi objekat u odnosu na stari (svi posz-hoc P = 0,001; Slika 4.15). Ovo je posledi¢no dovelo
do povecanja diskriminacionih indekasa u poredenju sa bolesnom kontrolom (post-hoc P = 0,328 za 2
mg/kg/dan i post-hoc P = 0,111 za 10 mg/kg/dan; Slika 4.15). Sli¢ni rezultati su zabeleZeni i kod zenki
pacova, zivotinje su znacajno vise vremena provodile istrazujuéi novi predmet (post-hoc P = 0,052 za 2
mg/kg/dani P < 0,001 za 10 mg/kg/dan; Slika 4.15), pa su i vrednosti diskriminacionog indeksa bile
znacajno vece u poredenju sa bolesnom kontrolnom grupom zivotinja (post-hoc P = 0,364 za dozu od 2
mg/kg/dan i post-hoc P = 0,006 za dozu 10 mg/kg/dan; Slika 4.15).

Kod muzjaka pacova, ponavljana primena duloksetina nije proizvela znacajan efekat u testu
prepoznavanja novog objekta; Zivotinje su provele slicno vreme istrazujuci novi i stari predmet (post-hoc P
= 0,155 za dozu od 15 mg/kg/dan i post-hoc P = 0,435 za dozu od 25 mg/kg/dan; Slika 4.15). Manja
testitana doza duloksetina (15 mg/kg/dan) kod muzjaka pacova je blago poveéala diskriminacioni
indeks, ali nije uocena statisticki znacajna razlika u odnosu na bolesnu kontrolnu grupu (post-hoc P =
0,536 za dozu od 15 mg/kg/dan i post-hoc P = 0,999 za dozu od 25 mg/kg/dan; Slika 4.15).

Kod zenki pacova, obe testirane doze duloksetina (15 mg/kg/dan i 25 mg/kg/dan) su proizvele
statisticki znacajan efekat u testu prepoznavanja novog objekta. Zivotinje tretirane manjom dozom
duloksetina su provele znacajno vise vremena proucavajuci novi predmet u poredenju sa poznatim
predmetom (post-hoc P < 0,001; Slika 4.15) i njihovi diskriminacioni indeksi su bili znacajno veci u
poredenju sa ovim parametrom kod bolesne kontrolne grupe (post-hoc P = 0,009; Slika 4.15). Veca
testirana doza duloksetina (25 mg/kg/dan) kod Zenki pacova je proizvela manji efekat u ovom testu
(post-hoc P = 0,049 za razliku u vremenu koje su Zivotinje provele istrazujuéi novi u odnosu na stari
predmet i post-hoc P = 0,223 za diskriminacioni indeks u poredenju sa bolesnom kontrolom; Slika 4.15).
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Slika 4.15. Uticaj vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) na kognitivne performanse u testu
prepoznavanja novog objekta kod muZjaka (A) i Zenki (B) pacova sa osteoartritisom
indukovanim injekcijom monojodoacetata. Rezultati su prikazani kao vreme (u sekundama) koje su
zivotinje provele istrazujuci novi (N) i stari (S) objekat 1 diskiminacioni indeks dobijen 27. dana nakon
indukcije osteoartritisa. VOR/DLK je ptimenjivan svakodnevno tokom 28 dana eksperimenta. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost (£ standardna greska). Vreme provedeno u istrazivanju N 1S objekta
je analizirano koris¢enjem dvofaktorske ANOVA pracene Tukey post-hoc testom (¥P < 0,05; **P < 0,01;
P < 0,001), dok je razlika u diskriminacionim indeksima analizirana koris¢enjem jednofaktorske
ANOVA uz Tukey post-hoc test (*P < 0,05 za poredenje zdrave i bolesne kontrole; **P < 0,01 za
poredenje ispitivanih tretmana 1 bolesne kontrole).
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4.4. Mehanizam dejstva vortioksetina u animalnom modelu osteoartritisa

4.4.1. Uticaj vortioksetina na gensku ekspresiju markera bolne presetljivosti u kolenu
Zivotinja sa osteoartritisom

Intraartikularna injekcija monojodoacetata dovela je do statisticki znacajnog povecanja nivoa iRNK za

Ngf u poredenju sa zdravom kontrolnom grupom kod Zivotinja oba pola (post-hoc P = 0,010 kod

muzjaka pacova i post-hoc P = 0,002 kod Zenki pacova; Slika 4.16). Nivoi iRNK za [/-7f su takode bili

povecani, ali je statisticka znacajnost postignuta samo kod muzjaka (post-hoc P = 0,048 kod muzjaka 1 post-

hoc P = 0,150 kod zenki pacova; Slika 4.16). Nivo ekspresije iRNK za T#f-a nije bio znacajno povisen

kod bolesne kontrolne grupe u poredenju sa zdravom kontrolnom grupom kod Zivotinja oba pola (post-

hoe P = 0,421 kod muzjaka i post-hoc P = 0,538 kod zenki pacova; Slika 4.16). Sumarno, ekspresija

inflamatornih medjijatora (I/~781 Ngjj u tkivu kolena je povec¢ana kod bolesnih kontrolnih grupa zivotinja

oba pola 4 nedelje nakon indukcije osteoartritisa.

Ponavljana primena vortioksetina (2 mg/kg/dan tokom 28 dana) je znacajno smanjila nivo iRNK za Ngf
u kolenu zivotinja oba pola u poredenju sa bolesnom kontrolom (post-hoc P = 0,030 kod muzjaka pacova

1 post-hoc P = 0,005 kod Zenki pacova; Slika 4.16). Smanjenje je bilo vise od tri puta u odnosu na bolesnu

kontrolu i bilo je uporedivo sa zdravom kontrolom (zivotinje koje su primile fiziolo$ki rastvor). S druge

strane, duloksetin (15 mg/kg/dan tokom 28 dana) nije znac¢ajno smanjio gensku ekspresiju Ngf (post-hoc
P = 049 kod muzjaka pacova 1 post-hoe P = 0,110 kod zenki pacova; Slika 4.16).
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Slika 4.16. Uticaj vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) na ekspresiju iRNK za Ngf, 1I-18,i Tnf-xxu kolenu muZjaka (A) i Zenki
(B) pacova sa osteoartritisom izazvanim monojodoacetatom. Koleno je izolovano 28 dana nakon injekcije monojodoacetata/fizioloskog
rastvora i ekspresija iIRNK za Ngf, I/-15, 7 Tnf-a je odredena primenom kvantitativne lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. RT-
gPCR). VOR/DILK su primenjivani svakodnevno tokom 28 dana. Statisticka znacajnost je odredena izmedu zdrave i bolesne kontrole (“P <
0,05, #P< 0,01), kao 1izmedu bolesne kontrole i tretmana (*P < 0,05, **P < 0,01), koris¢enjem jednofaktorske ANOVA pracene Tukey post-hoc

testom. Skater dijagram predstavlja rezultate individualne Zivotinje, sa srednjom vrednoséu (* standardna greska).
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4.4.2. Uticaj vortioksetina na parametre oksidativnog stresa u kolenu Zivotinja sa
osteoartritisom

Intraartikularna injekcija monojodoacetata dovela je do statisticki znacajnog povecanja nivoa
prooksidanasa (TOS, O,”, PAB) i njihovih oksidacionih produkata (AOPP) u poredenju sa zdravom
kontrolnom grupom zivotinja kod Zivotinja oba pola (svi post-hoc P < 0,02; Slika 4.17). Nivo MDA je bio
povecéan kod muzjaka pacova, ali nije dostigao statisticku znacajnost (post-hoc P = 0,08), dok je kod Zenki
pacova izostalo ovo povecanje (post-hoc P = 0,28; Slika 4.17). Povecanje u nivoima parametara
oksidativnog stresa je bilo izrazenije kod muzjaka pacova; nivoi O,", PAB i AOPP su bili znac¢ajno visi
kod muzjaka u odnosu na zenke (svi post-hoc P < 0,012; Tabela 4.3).

Ponavljana primena vece doze vortioksetina (10 mg/kg/dan tokom 28 dana) kod zenki pacova je
znacajno smanjila nivoe O,”, PAB i AOPP (svi post-hoc P < 0,003; Slika 4.17), dok je manja doza
vortioksetina (2 mg/kg/dan) statisticki znac¢ajno smanjila nivoe PAB i AOPP (svi post-hoc P = 0,02).
Vortioksetin (10 mg/kg/dan tokom 28 dana) je pokazao manju efikasnost kod muzjaka pacova u
smanjivanju parametara oksidativnog stresa i zna¢ajno je smanjio nivoe O, (post-hoc P = 0,08) i MDA
(post-hoc P = 0,04; Slika 4.17). Ponavljana primena manje doze duloksetina (15 mg/kg/dan tokom 28
dana) kod zenki pacova je statisticki znacajno smanjila nivo PAB (post-hoc P = 0,01; Slika 4.17), dok nije
imala statisticki znacajan uticaj na ostale markere oksidativnog ostecenja (svi post-hoc P < 0,08; Slika
4.17). Primena vece doze duloksetina (25 mg/kg/dan tokom 28 dana) kod Zenki pacova nije imala
znacajan uticaj na parametre oksidativnog stresa u poredenju sa bolesnom kontrolom (svi post-hoc P =
0,14; Slika 4.17). Ponavljana primena duloksetina (15 i 25 mg/kg/dan tokom 28 dana) kod muzjaka
pacova nije imala znacajan uticaj na parametre oksidativnog stresa (svi post-hoc P = 0,26; Slika 4.17).

Tabela 4.3. Nivo markera oksidativhog oStecenja u modelu osteoartritisa izazvanog
monojodoacetatom kod pacova Wistar soja: uticaj pola

Bolesna kontrola Zdrava kontrola
MuZjaci vs MuzZjaci vs
Marker MuzZjaci Zenke Zenke MuzZjaci Zenke Zenke
oksidativnog poredenje poredenje
oSteCenja Nivo markera .
Bt Nivo markera
oksidativnog Studentov S o Studentov
TosRyecnt oksidativnog osStecenja
ostecenja t-test (srednja vrednost) t-test
(srednja vrednost) J
TOS 19,43 16,61 P=10,370 8,873 8,019 P =0,560
0," 38,65 25,25 P=0,006 20,12 10,64 P < 0,001
PAB 21,54 15,11 P=10,012 11,28 7,767 P =0,002
AOPP 66,97 38,22 P=0,004 28,57 20,21 P =0,002
MDA 1,30 0,87 P=0,127 0,530 0,472 P =0,490
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Slika 4.17. Uticaj vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) na markere oksidativnog stresa u
kolenu muZjaka (A) i Zenki (B) pacova sa osteoartritisom izazvanim monojodoacetatom. Koleno
je izolovano 28. dana nakon injekcije monojodoacetata/fizioloskog rastvora i nivoi totalnog oksidantnog
statusa (TOS), superoksid anjon radikala (O,"), prookisativhog-antioksidativhog balansa (PAB),
proteinskih produkata uznapredovale oksidacije (AOPP) i malondialdehida (MDA) su odredeni.
VOR/DLK su primenjivani svakodnevno tokom 28 dana. Statisticka znacajnost je odredena izmedu
zdrave 1 bolesne kontrole (#P < 0,05, #P < 0,01, *p < 0,001), kao i izmedu bolesne kontrole i
tretmana (*P < 0,05, **P < 0,01), koris¢enjem jednofaktorske ANOVA pracene Tukey post-hoc testom.
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4.4.3. Uticaj vortioksetina na ekspresiju medijatora bolne preosetljivosti u L.3-L5 spinalnim
ganglijama i ki¢menoj moZdini Zivotinja sa osteoartritisom

Intraartikularna injekcija monojodoacetata dovela je do statisticki znacajnog povecanja nivoa iRNK za I/
18, Tnf-a, Ngf, Bdnfi Tacl (gen koji kodira supstancu P) u ipsilateralnim 1.3-L.5 ganglijama dorzalnih
korenova ki¢mene mozdine u poredenju sa zdravom kontrolom kod zivotinja oba pola (svi post-hoc P <
0,045; Slika 4.18).
Ponavljana primena vortioksetina (2 mg/kg/dan tokom 28 dana) i duloksetina (15 mg/kg/dan tokom
28 dana) kod muzjaka pacova je dovela do statisticki znacajnog smanjenja ekspresije iRNK za I-76, Tnf-
a, Ngf, Bdnfi Tacl u dorzalnim ganglijama u poredenju sa bolesnom kontrolnom grupom zivotinja (svi
post-hoc P = 0,020; Slika 4.18). Suprotno, kod Zenki pacova tretiranih antidepresivima nije zabelezeno
smanjenje nivoa iRNK za ispitivane medijatore (svi post-hoc P = 0,130; Slika 4.18).

Sli¢no, kod Zivotinja oba pola tretiranih monojodoacetatom zabelezeno je statisticki znacajno povecanje
ckspresije I~16, Tnf-a, Bdnf 1 Tacl u segmentu L3-L5 kicmene mozdine u poredenju sa zdravom
kontrolom (svi post-hoc P < 0,040; Slika 4.19).

Primena vortioksetina (2 mg/kg/dan tokom 28 dana) i duloksetina (15 mg/kg/dan tokom 28 dana) kod
muzjaka pacova je znacajno smanjila gensku ekspresiju I~75, Tnf-a, Bdnf1 Tacl u kicmenoj mozdini u
poredenju sa bolesnom kontrolom (svi post-hoc P = 0,030; Slika 4.19). Kod zenki pacova, ponavljana
primena antidepresiva je znacajno smanjila samo ekspresiju Tac na nivou L3-L5 segmenta ki¢mene
mozdine (post-hoc P < 0,001; Slika 4.19).

67



>
vy

11-1) X
B, 1-18
20 e 07
¥ # * zdrava kontrola (n=6) ¥ zdrava kontrola (n=7)
£ 15 @ bolesna kontrola (n=6) z 8 bolesna kontrola (n=7)
o ® = =
g i VOR 2 mg/kg (n=8) T VOR 2 mg/kg (n=7)
g: o DLX 15 mg/kg (n=8) g DLK 15 mg/kg (n=7)
@ ik b
= s
Tnf-a Tnf-a
204 151
-~ bk O zdrava kontrola (n=7) - zdrava kontrola (n=7)
=z =
® = 4 =
E 154 ” ~ @ bolesna kontrola (n=6) = - bolesna kontrola (n=7)
g — VOR 2 mg/kg (n=8) 07 VOR 2 mg/kg (n=7)
S 10 2 DLK 15 mg/kg (n=8) g DLK 15 mg/kg (n=7)
% e @
o
Ngf Ngf
15 *k e #
x O zdrava kontrola (n=7) > zdrava kontrola (n=7)
= g *KK @ bolesna kontrola (n=6) % 6 bolesna kontrola (n=7)
iy S
@ 10 & > VOR 2 mg/kg (n=8) @ VOR 2 mg/kg (n=7)
g DLK 15 mg/kg (n=8) g, [} DLK 15 mg/kg (n=7)
A il
© ©
£ €
2 52
1 @

Bdnf Bdnf

5 5 W
¥ 7 O zdrava kontrola (n=7) s zdrava kontrola (n=7)
E 44 4 4 @ bolesna kontrola (n=6) % 4 v bolesna kontrola (n=7)
S, . > o S .
% 5 VOR 2 mg/kg (n=8) @ = T VOR 2 mg/kg (n=7)
g; ® DLX 15 mg/kg (n=8) g DLK 15 mg/kg (n=7)
= g
= £

Tact Tactl

59 5
% *kk O zdrava kontrola (n=7) % # zdrava kontrola (n=7)
o @ bolesna kontrola (n=6) £ 41 bolesna kontrola (n=7)
= o
3 3 = s VOR 2 mg/kg (n=8) % 3 VOR 2 mg/kg (n=7)
=3 ® DLK 15 mg/kg (n=8) =3 2 DLK 15 mg/kg (n=7)
2 2 =
= o 2 9
£ z
k) £
2] ]

Slika 4.18. Uticaj vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) na ekspresiju iRNK za 1I-18, Tnf-c,
Ngf, Bdnfi Tacl u L3-L5 spinalnim ganglijama (A) i Zenki (B) pacova sa osteoartritisom
izazvanim monojodoacetatom. Ganglije su izolovane 28 dana nakon injekcije
monojodoacetata/fizioloskog rastvora i ekspresija iRNK za I/-14, Tnuf-a, Ngf, Bdnf i Tacl je odredena
primenom kvantitativne lan¢ane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. RT-¢gPCR). VOR/DLK
su primenjivani svakodnevno tokom 28 dana. Statisticka znacajnost je odredena izmedu zdrave i bolesne
kontrole (#P <0,05,*p< 0,01), kao i izmedu bolesne kontrole i tretmana (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P
< 0,001), koris¢enjem jednofaktorske ANOVA pracene Tukey post-hoc testom. Skater dijagram
predstavlja rezultate individualne zivotinje, sa srednjom vrednos¢u (* standardna greska).
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Slika 4.19. Uticaj vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) na ekspresiju iRNK za /I-18, Tnf-c,
Ngf, Bdnfi Tacl u L3-L5 segmentu ki¢mene mozdine muZjaka (A) i Zenki (B) pacova sa
osteoartritisom izazvanim monojodoacetatom. Ki¢mena mozdina je izolovana 28 dana nakon
injekcije monojodoacetata/fizioloskog rastvora i ekspresija iRNK za I/-1f, Tnf-a, Ngf, Bdnf i Tacl je
odredena primenom kvantitativne lancane reakcija polimeraze u realnom vremenu (engl. RT-gPCR).
VOR/DLK su primenjivani svakodnevno tokom 28 dana. Statisticka znacajnost je odredena izmedu
zdrave 1 bolesne kontrole (#P < 0,05, #P < 0,01, *p < 0,001), kao i izmedu bolesne kontrole i
tretmana (*P < 0,05, ***P < 0,001), koris¢enjem jednofaktorske ANOVA pracene Tukey post-hoc testom.
Skater dijagram predstavlja rezultate individualne Zivotinje, sa srednjom vrednoscu (* standardna
greska).
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4.5.  Uticaj vortioksetina na parametre redoks statusa i histoloSke promene kardiomiocita u

modelu osteoartritisa

4.5.1. Uticaj vortioksetina na parametre oksidativnog stresa u st¢anom misicu Zivotinja sa
osteoartritisom

Indukcija osteoartritisa primenom injekcije monojodoacetata nije dovela do znacajnih promena u parametarima
redoks statusa u srcu zivotinja oba pola, preciznije nivoi parametara oksidativnog stresa (TOS, O,", PAB,
AOPP i MDA), kao i parametri antioksidativne zastite (aktivnost SOD i nivo SH grupa) se nisu znacajno
razlikovali u odnosu na iste parametre u zdravoj kontrolnoj grupi zivotinja (svi post-hoc P = 0,98 za muzjake
pacova i svi post-hoc P 2 0,92 za zenke pacova; Slika 4.20).

Ponavljana primena vortioksetina (2 i 10 mg/kg/dan tokom 28 dana) nije proizvela znacajne promene u
parametrima oksidativnog stresa u sr¢canom misi¢u kod zivotinja oba pola (svi post-hoc P 2 0,73 kod muzjaka 1
svi post-hoc P 2 0,47 kod zenki pacova; Slika 4.20).

S druge strane, obe testirane doze duloksetina (15 i 25 mg/kg/dan tokom 28 dana) kod Zenki pacova su dovele
do statisticki znacajnog povecanja nivoa superoksid anjon radikala (svi post-hoc P = 0,02; Slika 4.20), dok je
manja testirana doza duloksetina znacajno povecala nivo PAB (post-hoc P = 0,04 1 post-hoc P = 0,19 za doze 151
25 mg/kg/dan, redom; Slika 4.20).

Manja doza duloksetina je povecala nivo AOPP kod Zenki pacova, ali ovo nije dostiglo statisticku znacajnost
(post-hoc P = 0,06 i P = 0,26 za doze 15 i 25 mg/kg/day, redom,; Slika 4.20), dok nivoi TOS i MDA nisu bili
znacajno povecani pod uticajem duloksetina kod Zenki pacova (svi post-hoc P = 0,17; Slika 4.20).

Kod muzjaka pacova, ponavljana primena duloksetina (15125 mg/kg/dan tokom 28 dana) nije imala statistic¢ki
znacajan uticaj na parametre oksidativnog stresa u srcanom misicu (svi post-hoc P = 0,17; Slika 4.20).

Oba primenjena tretmana nisu imala statisticki znacajan uticaj na aktivnost SOD, kao i nivo SH grupa kod
muzjaka i zenki pacova (svi post-hoc P 2 0,28 za muzjake pacova i svi post-hoc P = 0,28 za zenke pacova; nije
prikazano).
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Slika 4.20. Uticaj vortioksetina (VOR) i duloksetina (DLK) na parametre oksidativhog stresa u
sr¢anom misi¢u muZjaka (A) i Zenki (B) pacova sa osteoartritisom izazvanim monojodoacetatom. Srce
je izolovano 28. dana nakon injekcije monojodoacetata/fizioloskog rastvora i nivoi totalnog oksidantnog
statusa (TOS), superoksid anjon radikala (O,"), prookisativnog-antioksidativnog balansa (PAB), proteinskih
produkata uznapredovale oksidacije (AOPP) i malondialdehida (MDA) su odredeni. VOR/DLK su
primenjivani svakodnevno tokom 28 dana. Statisticka znacajnost je odredena izmedu bolesne kontrole i
tretmana (*P < 0,05, **P < 0,01), koris¢enjem jednofaktorske ANOVA pracene Tukey post-hoc testom.
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4.5.2. Uticaj vortioksetina na histolo§ke promene kardiomiocita Zivotinja sa osteoartritisom

Indukcija osteoartritisa kod pacova oba pola nije dovela do znacajnih histoloskih promena u sr¢anom misicu. U
obe kontrolne grupe (zdrava i bolesna kontrola), kardiomiociti su imali pravilnu morfologiju (bez ocigledne
hipertrofije ili atrofije), pravilan raspored miofibrila i imali su jedno ili dva centralno locirana ovalna
euhromatska jedra. Dodatno, nisu primecéene ni promene u intersticijalnom tkivu, kao ni intersticijalnim krvnim
sudovima (Slika 4.21).

Ponavljana primena vortioksetina (2 i 10 mg/kg/dan tokom 28 dana) nije dovela do znacajnih promena u
morfologiji kardiomiocita, intersticijalnog tkiva, kao ni intersticijalnih krvnih sudova kod zivotinja oba pola sa
osteoartritisom izazvanim monojodoacetatom (nije prikazano).

S druge strane, kod muzjaka i Zenki pacova tretiranih duloksetinom (15 i 25 mg/kg/dan tokom 28 dana)
uocene su odredene promene u morfologiji kardiomiocita. Najznacajnije promene su bile vakuolizacija
kardiomiocita, intracelularni edem, hiperkontrakcija sarkomera 1 izvestan stepen kondenzacije citoplazme,
tenomen contraction band necrosis, 1 u nekim uzorcima edem intersticijalnog tkiva i perivaskularni edem. Ove
promene su bile izrazenije u sr¢anom misicu kod Zenki tretiranih ve¢om dozom duloksetina (25 mg/kg/dan)
(Slika 4.21).
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Slika 4.21. Histologija sr¢anog miSi¢a pacova sa osteoartritisom tretiranih duloksetinom (DLK). (A)
Muzjaci pacova tretirani duloksetinom (15 mg/kg) (Mason trihrom tehnika bojenja, uvecanje 200x).
Kardiomiociti sa intracelularnim edemom i hiperkontrakcijom sarkomera. (B) Zenke pacova tretirane DLK (25
mg/kg) (Mason trihrom tehnika bojenja, uveéanje 100x). Subendokardijalni kardiomiociti sa intracelularnim
edemom i hiperkontrakcijom sarkomera. (C) Zenke pacova tretirane DLK (25 mg/kg) (hematoksilin eozin
tehnika bojenja, uvecanje 200x). Kardiomiociti sa izvesnom kondenzacijom eozinofilne citoplazme i
fenomenom antraction band necrosis. (D) Zenke pacova tretirane DLK 25 mg/kg (hematoksilin eozin tehnika
bojenja, uvecanje 100x). Subepikardni kardiomiociti sa oslabljenim, talasastim izgledom i hiperkontrakcijom
sarkomera. (E i F) Zenke pacova tretirane DLK (25 mg/kg) (hematoksilin eozin tehnika bojenja, uveéanje 200x
(E) ili 100x (F)). Ekstenzivna vakuolizacija kardiomiocita, intracelularni edem, hiperkontrakcija sarkomera,
intersticijalni edem, kondenzacija citoplazme i fenomen contraction band necrosts.
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5. Diskusija

5.1.  Antnociceptivni efekti vortioksetina u akutnim modelima inflamatornog bola i mehanizam

dejstva vortioksetina u animalnom modelu trigeminalnog bola

Vortioksetin je ostvario znacajan 1 dozno-zavisan antinociceptivni efekat u akutnim modelima inflamatornog
trigeminalnog, visceralnog i somatskog bola. Primena vortioksetina nije imala znacajan uticaj na motorne
performanse zivotinja u rofarod testu, ukazujuci da antinociceptivni efekat vortioksetina u ovim modelima nije
posledica motornog ostecenja ili sedacije eksperimentalnih zivotinja.

Efekti vortioksetina su bili prisustni u drugoj, ali ne i u prvoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. Prva faza
formalinskog testa je posledica direktne aktivacije nociceptora, dok je druga inflamatorna faza testa posledica
oslobadanja inflamatornih medijatora i centralne senzitizacije (Sawynok 2003). Luccarini i sar. (2004) su
pokazali antinociceptivni efekat amitriptilina u orofacijalnom formalinskom testu; zanimljivo amitriptilin je
pokazao efikasnost i u prvoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. Ovo se moze pripisati i metodoloskim
razlikama, ali moguce i drugacijem mehanizmu dejstva amitriptilina u poredenju sa vortioksetinom.
Vortioksetin je pokazao povoljne efekte 1 kod pacijenata sa sindromom zare¢ih usta (Adamo i sar., 2020) $to
mozda ukazuje da ovaj lek moze biti koristan kod bolnih stanja u orofacijalnoj regiji.

Test gréeva izazvanih siréetnom kiselinom je model akutnog visceralnog bola 1 u eksperimentalnim uslovima se
najcesce koristi kao skrining test za procenu analgeticke efikasnosti. U nasem istrazivanju, vortioksetin je
smanjio broj gréeva izazvanih siréetnom kiselinom. Ovo je u saglasnosti sa rezultatima drugih istrazivackih
grupa koiji su pokazali da antidepresivi iz grupe SSRI (fluoksetin, fluvoksamin) i SINRI (milnacipran) pokazuju
antinociceptivne efekte u testu gréeva (Aoki 1 sar., 2000; Singh 1 sar., 2001).

Karageninom izazvana inflamacija $ape je siroko koris¢en akutni model inflamatornog bola, koji prate
kardinalni znaci inflamacije, otok, crvenilo i bol. Injekcija karagenina dovodi do oslobadanja proinflamatornih
medijatora, ukljucujuci prostaglandine, supstancu P, bradikinin, proinflamatorne citokine i dr. (Morris 2003).
Cesto se kotisti kao skrining test za ispitivanje antiinflamatornih efekata razlicitth supstanci. Interesantno, Jones
1 sar. (2000) su pokazali da antidepresivi iz grupe SINRI (duloksetin i venlafaksin) smanjuju termicku i
mehanicku preosetljivost u modelu karageninske inflamacije sape kod pacova, ali ne 1 antidepresivi iz grupe
SSRI (paroksetin, sertralin, fluoksetin). Medutim, ova istrazivacka grupa je pokazala da fluoksetin potencira
antinociceptivni efekat tionizoksetina (inhibira preuzimanje noradrenalina), §to ukazuje da verovatno dualni
efekat, potenciranje noradrenergicke i serotonergicke neurotransmisije moze biti od znacaja za ublazavanje
karageninom izazvane bolne preosetljivosti. Vortioksetin pokazuje multimodalnost u mehanizmu dejstva, sto
podrazumeva inhibiciju preuzimanja serotonina, ali i direktan uticaj na odgovarajuce serotonergicke receptore
(Bang-Andersen i sar., 2011; Sanchez i sar., 2015). Pored toga, pokazano je da vortioksetin moze povecati nivo
noradrenalina ¢ime se moze objasniti efekat leka u ovom modelu (Micov i sar., 2020).

Inflamacija tkiva i povreda izazvane primenom formalina, sircetne kiseline ili karagenina su povezani sa
oslobadanjem proinflamatornih supstanci §to dovodi do aktivacije i senzitizacije nociceptora; hiperaktivnost i
senzitizacija nociceptora dovodi do senzitizacije centralnih nociceptivnih puteva. Rezultati ovih eksperimenata
ukazuju da bi vortioksetin mogao biti znacajan u ublazavanju inflamatornih bolnih stanja.
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5.1.1. Mehanizam dejstva vortioksetina u modelu trigeminalnog bola

5.1.1.1. Ucesce serotonergickih 5-HT g, receptora u antinociceptivhom dejstvu vortioksetina

Primena selektivhog antagoniste serotonergickih 5-HT; ;, receptora (GR 127935) je znacajno i dozno-zavisno
umanjila antinociceptivni efekat vortioksetina u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa, sto ukazuje na
znacaj aktivacije 5-HT'; ,, receptora u antinociceptivnom efektu ovog antidepresiva. Turan Yiceli sar. (2021)
su pokazali ucesce serotonergickih 5-HT, receptora u antinociceptivhom dejstvu vortioksetina.

Ucesée serotonergickih 5-HT 'y, ,, receptora u antinociceptivhom efektu vortioksetina je od posebnog znacaja
jer predstavlja ciljno mesto dejstva lekova iz grupe triptana, jednih od najznacajnijih lekova za ublazavanje bola
u trigeminalnoj regiji (Zobdeh 1 sar., 2018). Sumatriptan, agonist 5-HT;, ,,, receptora, pokazao je dozno-zavisan
antinociceptivni efekat u orofacijalnom formalinskom testu (Tomic i sar., 2015). Pokazano je da stimulacija 5-
HT;,,p receptora inhibira transmisiju u trigeminalnom nucleusu, ¢ime se blokira transmisija ka sekundarnom
neuronu bolnog puta, a u periakveduktalnoj sivoj masi dolazi do aktivacije centralnih nishodnih puteva koji
inhibiraju ekscitatorni put bola (Bartsch 1 sar., 2004; Levy 1 sar., 2004).

Interakcija vortioksetina sa serotonergicnim 5-HT;,,, receptorima moze se smatrati direktnom zbog
sposobnosti vortioksetina da se vezuje za te receptore, ali moze biti 1 indirektna, posredstvom povecanja
endogenog serotonina putem inhibicije SERT-a (Stahl 2015d). Vortioksetin se vezuje za 5-HT ', , receptore i
ispoljava parcijalni agonizam na nivou 5-HT'; i antagonizam na nivou 5-HT; receptora, pa je analgetski efekat
kroz direktan uticaj na te receptore samo delimican (Sanchez i sar., 2015). Medutim, gustina 5-HT' ; receptora je
znacajno veca od gustine 5-HT, receptora u centralnom nervnom sistemu (Barnes i Sharp 2019). Osim toga,
vortioksetin ima sposobnost da potencira oslobadanje serotonina (putem inhibicije SERT-a), $to bi moglo
omoguciti stimulaciju 5-HT,j ,, receptora na indirektan nacin.

Dakle, ¢ini se da direktna iindirektna interakcija vortioksetina sa 5-HT\j ,, receptorima na centralnim mestima
transmisije/modulacije bola moze doprineti njegovom analgetskom efektu.

5.1.1.2.  Ucesc¢e adrenergickih «,i B, receptora u antinociceptivnom dejstvu vortioksetina

Rezultati nasih eksperimenata su pokazali da je sistemska primena johimbina (selektivni antagonista o,
adrenergickih receptora) i metoprolola (selektivni antagonista 3, adrenergickih receptora) dozno-zavisno
inhibirala antinociceptivni efekat vortioksetina u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. S druge strane,
kod primene prazosina (selektivni o; adrenergicki antagonista) je izostao efekat inhibicije. Ovi rezultati ukazuju
da antinociceptivhom efektu vortioksetina u modelu trigeminalnog bola barem delom doprinosi i aktivacija
adrenergickih o, 1 3, receptora, ali ne i o, receptora. Ovo je u saglasnosti sa nalazom Turan Yicel i sar. (2023)
kojt su pokazali uc¢esce adrenergickih a, receptora u antinociceptivnhom dejstvu vortioksetina.

Vortioksetin ne pokazuje afinitet za o adrenergicke receptore, pa je mehanizam aktivacije «, adrenergickih
receptora indirektan, pove¢anjem noradrenergicke neurotransmisije (Bang-Andersen i sar., 2011; Sanchez i sar.,
2015). Pored toga, eksperimentalni podaci pokazuju da vortioksetin moze povecati nivo noradrenalina u
razlic¢itim regijama centralnog nervnog sistema koje su znacajne za modulaciju bola. Imajuéi u vidu da
vortioksetin ne inhibira znac¢ajno preuzimanje noradrenalina (Bang-Andersenisar., 2011; Sanchez i sar., 2015),
povecanje noradrenergicke neurotransmisije je verovatno posledica direktne modulacije serotonergickih
receptora. Smatra se da blokada serotonergickih 5-HT; i aktivacija 5-HT,, receptora dovodi do povecanja
noradrenergicke neurotransmisije na nivou medijalnog prefrontalnog korteksa i ventralnog hipokampusa
(Sanchez i sar., 2015). Pored toga, pokazano je da primena vortioksetina povecava nivo noradrenalina u
mozdanom stablu miSeva sa oksaliplatinom izazvanim neuropatskim bolom (Micov i sar., 2020). Stoga,
pretpostavljamo da povecan nivo noradrenalina pod uticajem vortioksetina aktivira o, i 3, adrenergicke
receptore.
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Najvedi broj studija o antinociceptivnim efektima noradrenalina je fokusirano na spinalnu modulaciju
nociceptivne senzacije aktivacijom o, adrenergickih receptora na nivou zadnjih rogova kicmene mozdine;
spinalna primena agonista «, adrenergickih receptora dovodi do ublazavanja bolne senzacije kod
cksperimentalnih Zivotinja, ali i kod ljudi (Bahari i Meftahi 2019). Ipak, noradrenalin ima znacajnu ulogu i u
trigeminalnoj nocicepciji (Donertas-Ayaz 1 Caudle 2023). Elektrofizioloske studije su pokazale da razliciti
mehanizmi doprinose inhibitornom efektu noradrenalina na nivou trigeminalne regije. Noradrenalin dovodi do
hiperpolarizacije neurona u trigeminalnom subnuclens candalis-u aktivacijom a,1f adrenergickih receptora, kao 1
aktivacijom a, adrenergickih receptora u trigeminalnim ganglijama. Suprotno, aktivacija a, adrenergickih
receptora dovodi do depolarizacije neurona u trigeminalnom subnuclens candalis-u (Donertas-Ayaz i Caudle
2023). Ovo ukazuje da o, 1 B adrenergicki receptori posreduju u inhibiciji nociceptivne transmisije, dok o,
receptori olak$avaju nociceptivnu transmisiju depolarizacijom neurona u trigeminalnom subnuclens candalis-u
(Donertas-Ayaz i Caudle 2023; Han i sar., 2007).

Pored toga, pokazano je da sistemska i intracisteralna primena klonidina (selektivhog agoniste a, receptora)
smanjuje bolno ponasanje u orofacijalnom formalinskom testu 1 karageninom indukovanim orofacijalnim
bolom (Nag i Mokha 2016; Yoon i sar., 2015). S druge strane, adrenergicki a, receptori izgleda imaju
pronociceptivnu ulogu u trigeminalnoj regiji, $to objasnjava izostanak inhibitornog uticaja prazosina u nasem
eksperimentu (Han i sar., 2007; Wang i sar., 2013).

5.1.1.3.  Uloga holinergickih receptora u antinociceptivhom dejstvu vortioksetina

Rezultati naseg istrazivanja su pokazali da antinociceptivhom dejstvu vortioksetina u drugoj fazi orofacijalnog
formalinskog testa doprinose i muskarinski i o, nikotinski holinergicki receptori. Vortioksetin ima nizak afinitet
za holinergicke receptore, pa je aktivacija holinergickih receptora verovatno posledica poveéanja nivoa
acetilholina. Razliciti serotonergicki receptori koji su ciljno mesto dejstva vortioksetina, 5-HT, ,, 5-HT', i 5-
HT;, ukljuceni su u oslobadanje acetilholina, direktnim uticajem na holinergicke neurone ili preko GABA-
ergickih interneurona, u zavisnosti od regije mozga (Fink i Gothert, 2007). Stimulacijom serotonergickih 5-
HT,, receptora, povecava se oslobadanje acetilholina u korteksu 1 hipokampusu. Suprotno, aktivacija 5-HT,
receptora ima inhibitorni uticaj na holinergicke neurone (Stahl 2015a, 2015b). Vortioksetin je parcijalni agonist
5-HT,; receptora i moguce funkcionalni antagonist, pa uticajem na heteroreceptore lokalizovane na
holinergickim neuronima, vortioksetin verovatno dezinhibira ove neurone i povecava oslobadanje acetilholina
(Stahl 2015a, 2015b). Aktivacija serotonergickih 5-HT; receptora takode ima inhibitorni uticaj na oslobadanje
acetilholina. Preciznije, stimulacija 5-HT, receptora stimulise inhibitorne GABA-ergicke interneurone ¢ime se
posledicno inhibira oslobadanje acetilholina iz presinaptickog nervnog zavrsetka (Stahl 2015a, 2015b).
Nasuprot tome, vortioksetin blokira 5-HT; receptore, inhibiraju se GABA-ergicki interneuroni i posledi¢no se
dezinhibira oslobadanje acetilholina tj. povecava se njegov nivo (Bang-Andersen i sar., 2011; Mork i sar., 2013;
Pehrson i sar., 2013).

Od muskarinskih receptora, najveci znacaj u inhibiciji nociceptivnih informacija u trigeminalnoj regiji imaju M,
receptori. Pretklinicke studije su pokazale da peroralna primena agonista M, receptora ublazava bolno
ponasanje u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa, dok su z vitro eksperimenti pokazali da acetilholin
aktivacijom muskarinskih M, receptora inhibira kapsaicinom-indukovano oslobadanje CGRP (Dussor i sar.,
2004). Dodatno, Jeong i sar. (2013) su pokazali da aktivacija presinaptickih M, receptora inhibira oslobadanje
glutamata u medularnom dorzalnom rogu (kao posledica blokade voltazno-zavisnih Ca®* kanala), kao i da
inhibitori acetilholin-esteraze potenciraju ove efekte.

Rezultati nase studije su ukazali i na znacaj nikotinskih o, holinergickih receptora u ostvarivanju
antinociceptivnih efekata vortioksetina u orofacijalnom formalinskom testu. Yousofizadeh i sar. (2015) su
pokazali da mikroinjekcija mekamilamina (antagonist nikotinskih receptora) u ventralni orbitalni korteks
inhibira antinociceptivni efekat epibatidina (agonista nikotinskih holinergickih receptora) u drugoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa. Ventralni orbitalni korteks daje projekcije koje inervisu strukture mozdanog
stabla kao s$to je PAG, koja ima vaznu ulogu u nishodnoj modulaciji bola (Hoover 1 Vertes 2011). Novija
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istrazivanja ukazuju da je upravo o, podtip nikotinskih receptora znacajan u aktivaciji nishodnih modulatornih
puteva poreklom iz PAG (Sullere i sar., 2023; Umana i sar., 2017). Dodatno, sistemska, kao i primena u
ventralnu PAG selektivnog agoniste «, nikotinskih receptora proizvodi antinociceptivni efekat u klasicnom
formalinskom testu (Umana i sar., 2017).

O znacaju holinergicke neurotransmisije u modulaciji trigeminalne nocicepcije, govori i podatak da je donepezil
(inhibitor acetilholin-esteraze) tokom profilakticke primene ublazio napade migrene kod pacijenata sa
migrenoznom glavoboljom; efekat je bio uporediv sa propranololom (Nicolodi i sar., 2002).

5.1.1.4. Uloga kanabinoidnih receptora u antinociceptivnhom dejstvu vortioksetina

Sistemska primena selektivnih antagonista kanabinoidnih CB, i CB, receptora je dozno-zavisno umanjila
antinociceptivni efekat vortioksetina u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa, $to ukazuje na znacaj
aktivacije ovih receptora u antinociceptivhom dejstvu vortioksetina. Prema dostupnim literaturnim podacima,
vortioksetin ne pokazuje afinitet za CB, receptore, dok podaci za CB, receptore ne postoje (Bang-Andersen i
sar., 2011). Pokazano je da serotonin moze povecati nivo endokanabinoida u centralnom nervnom sistemu, pa
pretpostavljamo da i vortioksetin povecanjem serotonergicke neurotransmisije utice na nivo endokanabinoida
(Best 1 sar., 2008).

Eksperimentalni podaci ukazuju da deficijencija na nivou endokanabinoidnog sistema ima ulogu u
patofiziologiji bolova koji poticu iz trigeminalne regije, ukljuc¢ujuéi i migrenoznu glavobolju (Greco i sar., 2010,
2014, 2018). Kanabinoidni CB, receptori su $iroko distribuirani u regijama nervnog sistema, ukljucujucii sistem
za nishodnu modulaciju bola (PAG, RVM). Endokanabinoidi aktivacijom CB, receptora na nivou PAG
inhibiraju transmisiju nociceptivnih signala na spinalnom nivou. Slicno uticaju na spinalnom nivou,
endokanabinoidi aktivacijom CB, receptora inhibiraju nocicepciju na nivou trigeminovaskularnog sistema
(Akerman i sar., 2013). Ovo je posledica inhibicije oslobadanja neurotransmitera poput glutamata i GABA-e
(Akerman 1 sar., 2013).

5.1.1.5.  Uloga adenozinskih A, receptora u antinociceptivhom dejstvu vortioksetina

Nase istrazivanje je pokazalo ukljucenost adenozinskih A, receptora u antinociceptivhom dejstvu vortioksetina
u modelu trigeminalog bola. Vortioksetin ne pokazuje afinitet za adenozinske A, receptore (Bang-Andersen 1
sar., 2011), pa je ovaj efekat verovatno posredovan povecanjem nivoa endogenog adenozina. Eksperimentalne
studije ukazuju da serotonin i noradrenalin mogu povecati nivo adenozina na nivou zadnjih rogova ki¢cmene
mozdine (Sawynok i Liu 2003a), pa uzimajuc¢i u obzir ukljucenost serotonergicke i noradrenergicke
neurotransmisije u mehanizmu dejstva vortioksetina (Sanchez i sar., 2015), mozemo zakljuciti da vortioksetin
na ovaj nacin povecava nivo adenozina.

Adenoznski A, receptori su eksprimirani u trigeminovaskularnom sistemu gde modulisu nociceptivhu
transmisiju i regulisu oslobadanje vazoaktivnih neuropeptida (Goadsby i sar., 2002; Lu i sar., 2016). Goadsby i
sar. (2002) su pokazali da aktivacija adenozinskih A, receptora inhibira trigeminovaskularnu aktivaciju uticajem
na trigeminalni nukleus, kao i inhibicijom oslobadanja CGRP. Pored toga, Choi i sar. (2011) su pokazali da
aktivacija presinaptickih A, receptora smanjuje oslobadanje glutamata iz primarnih trigeminalnih aferentnih
neurona. Prema tome, mozemo pretpostaviti da vortoksetin ispoljava analgetski efekat u orofacijalnom
formalinskom testu, barem delimic¢no tako $to povecava nivo endogenog adenozina, koji putem presinaptickih
A, receptora inhibira oslobadanje glutamata na primarnoj sinapsi u meduli.
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5.2. Efekti vortioksetina u modelu osteoartritisa

5.2.1. Antinociceptivni efekti vortioksetina u modelu osteoartritisa

Model osteoartritisa indukovan monojodoacetatom je dobro okarakterisan hemijski indukovan model; injekcija
monojodoacetata dovodi do progresivne destrukcije hrskavice i subhondralne kosti u kolenu. Dodatno, ovaj
model u vise aspekata oponasa osteoartritis u humanoj populaciji, dok klini¢ki relevantni analgetici pokazuju
efikasnost ¢ime se povecava prediktivna vrednost modela (de Sousa Valente 2019). Rezultati ove doktorske
disertacije su potvrdili da u ovom modelu dolazi do razvoja bolne preosetljivosti i dodatno poboljsali
bihejvioralnu karakterizaciju modela ukljuc¢ivanjem Zivotinja oba pola. Iako se osteoartritis ¢esce javlja kod
osoba zenskog pola, pretklinicke studije nedovoljno koriste zenke glodara u istrazivanjima, tako da direktno
poredenje izmedu polova uglavnom nedostaje (Malfait i Miller 2020). Nase istrazivanje nije pokazalo znacajnije
razlike izmedu polova u razvoju bolne preosetljivosti; jedino su u von Frey testu uocene diskretne razlike koje
se mogu pripisati razlikama u telesnoj masi izmedu muzjaka i zenki pacova.

Produzena 4-nedeljna primena vortioksetina je znacajno poboljsala deficit u tezini oslanjanja na povredeni
ekstremitet, kao 1 mehanicku i hladnu preosetljivost kod zivotinja oba pola. Ovi efekti su bili uporedivi sa
efektima duloksetina, leka koji je zvani¢no odobren za ublazavanje bola kod osteoartritisa od strane
regulatornih tela (Kolasinski i sar., 2019). Znacajno je naglasiti da 28-dnevni tretman kod pacova korelise sa
periodom oko dve godine kod ljudi (Sengupta 2013). Iako je teSko praviti ekstrapolacije podataka sa zivotinja
na humanu populaciju, ovakav dizajn studije povecava prediktivhu vrednost dobijenih rezultata. Dodatno,
koriséeni bihejvioralni testovi ilustruju razlicite aspekte bola kod osteoartritisa. Test procene rasporedivanja
tezine oslanjanja izmedu zdravog i bolesnog ckstremiteta ukazuje na funkcionalnu onesposobljenost
zahvacenog zgloba, dok je mehanicka preosetljivost sape u von Frey testu indikativna razvoju bola van
povredene regije (posledica centralnih nociplasticnih promena). Pacijenti sa osteoartritisom kolena cesto
osecaju bol prilikom pokreta zglobova, ali odredena grupa pacijenata takode razvije i bol distalno od inicijalnog
ostecenja zgloba (Arendt-Nielsen i sar., 2010).

Produzena primena vortioksetina i duloksetina nije imala znacajan uticaj na motorne performanse zivotinja oba
pola sa osteoartritisom u rofarod testu, ukazujudi da antinociceptivni efekat vortioksetina/duloksetina u ovom
modelu nije posledica motornog ostecenja ili sedacije eksperimentalnih zivotinja.

Prethodne studije su pokazale antinociceptivnu efikasnost vortioksetina u razli¢itim animalnim modelima
neuropatskog bola, §to je delom oc¢ekivano imajuéi u vidu znacaj antidepresiva u lecenju neuropatskih bolnih
stanja (Micov i sar., 2020; Zuena i sar., 2018). S druge strane, rezultati ove doktorske disertacije su po prvi put
pokazali efekte vortioksetina u modelu osteoartritisa kod muzjaka i zenki pacova.

Smatra se da disregulacija na nivou sistema nishodne modulacije bola, disbalans izmedu nishodnih inhibitornih,
koji su dominantni i nishodnih facilitatornih puteva, doprinosi tzv. fenomenu hronifikacije bola (engl. pain
chronification) kod razlicitih bolnih stanja ukljucujuéi i osteoartritis (Ossipov i sar., 2014). Pored toga, promene na
nivou nishodnih puteva kontrole bola su uocene i u modelu osteoartritisa izazvanim monojodoacetatom
(Lockwood 1 sat., 2019; Yoneda i sar., 2020). Pokazano je da smanjenje descendentne noradrenergicke
modulacije doprinosi razvoju bolne preosetljivosti kod Zivotnja sa osteoartritisom izazvanim
monojodoacetatom (Lockwood i sar., 2019). U prilog tome govore podaci da primena lekova koji inhibiraju
preuzimanje noradrenalina i potenciraju noradrenergicku neurotransmisiju poput milnaciprana, antidepresiva iz
grupe SINRI, smanjuju bolnu preosetljivost u istom modelu aktiviraju¢i o, adrenergicke receptore (Burnham i
Dickenson 2013). Efekat vortioksetina u nasem istrazivanju se moze objasniti na ovaj nac¢in, imajuci u vidu da
je pokazano da lek moze povecati nivo noradrenalina u mozdanom stablu miSeva sa oksaliplatinom izazvanom
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neuropatijom (Micov 1 sar., 2020), dok su rezultati ove disertacije pokazali uklju¢enost a, adrenergickih
receptora u antinociceptivhom efektu vortioksetina u modelu inflamatornog trigeminalnog bola.

S druge strane, disregulacija nishodne serotonergicke modulacije takode doprinosi razvoju hroni¢nog bola u
modelu osteoartritisa (Lockwood 1 sar., 2019; Rahman i sar., 2009). Smatra se da aktivacija ekscitatornih
spinalnih 5-HT; receptora doprinosi facilitaciji bola, spinalnoj hiperekscitabilnosti i bihejvioralnoj
preosetljivosti u modelu osteoartritisa izazvanog monojodoacetatom. S druge strane, 5-HT, receptori imaju
inhibitorni efekat na bolno ponasanje (Lockwood i sar., 2019; Rahman i sar., 2009). Vortioksetin se ponasa kao
potentni antagonist 5-HT} receptora ¢ime se barem delom moze objasniti efekat u ovom modelu. S druge
strane, lek poseduje antagonisticku aktivnost na nivou 5-HT, receptora ¢ime bi se potencijalno umanjilo
antinociceptivno dejstvo leka. Medutim, afinitet leka za 5-HT, receptore je znacajno maniji 1 verovatno ne
dolazi do izrazaja u rasponu doza (2-10 mg/kg pacova) kotiséenim u ovoj studiji (De Diego-Adelifio i sar.,
2022; Sanchez i sar., 2015).

5.2.2. Uticaj vortioksetina na opstu dobrobit Zivotinja u testu kopanja

Kopanje je urodeno, spontano i samonagradujuce ponasanje glodara (Deacon, 2006, 2009). Imajuci u vidu da
kopanje oslikava opstu dobrobit Zivotinja (engl. general well-being), u eksperimentalnim uslovima se nekada koristi
1 kao mera spontanog bolnog ponasanja (Andrews i sar., 2012; Wodarski i sar., 2016). Medutim, u nasim
cksperimentalnim uslovima nije uoceno smanjenje aktivnosti kopanja nakon injekcije monojodoacetata, sto je u
suprotnosti sa drugim studijama koje su koristile modele inflamiranog zgloba kolena (Djureti¢ i sar., 2021;
Rutten i sar., 2014). U saglasnosti sa nasim nalazom je rezultat koji su dobili Bryden i sar. (2015), koji su koristili
isti model osteoartritisa; u unilateralnom modelu osteoartritisa izazvanim monojodoacetatom nisu uocene
promene u aktivnosti kopanja kod pacova, dok je nakon bilateralne indukcije osteoartritisa ova inherentna
aktivnost glodara bila smanjena (verovatno zbog fizicki znacajne onesposobljenosti). Stoga, kako je u osnovi
kopanje jedna samonagradujuca aktivnost glodara, ona ne mora nuzno biti narusena kod Zivotinja koje osecaju
bol, sto imamo u konkretnom slucaju. Mozemo pretpostaviti da u nasim eksperimentalnim uslovima kopanje
oslikava prirodnu motivaciju zivotinja i poredi se sa aktivnostima svakodnevnog zivota u humanoj populaciji
(Deacon, 2006, 2009).

S druge strane, interesantno, ponavljana primena duloksetina je znacajno i dozno-zavisno smanjila aktivnost
kopanja kod Zivotinja oba pola, dok vortioksetin nije uticao na aktivnost kopanja. Pad u kolic¢ini iskopanog
materijala pod uticajem duloksetina je bio izrazeniji kod zenki pacova, §to ukazuje da su zivotinje zenskog pola
osetljivije na ovaj efekat antidepresiva.

Antidepresivi iz grupe SSRI i reboksetin (antidepresiv koji inhibira preuzimanje noradrenalina) su smanjili jos
jedan pozitivho motivisan oblik ponasanja, tréanje miSeva na pokretnom tocku (Weber 1 sar., 2009). Ovo se
delom moze pripisati uticaju lekova na dopaminergicki mezolimbicki sistem, poznat kao i put nagrade. Ovaj
put ¢ine projekcije iz regije ventralnog tegmentuma srednjeg mozga do strijatuma (projekcije ka nuclens acunibens-
u u ventralnom strijatumu su najznacajniji anatomski supstrat ukljuc¢en u put nagrade), prefrontalnog korteksa,
amigdale, hipokampusa i mnogih drugih struktura limbickog sistema (Lewis i sar., 2022). McCabe i sar. (2009)
su pokazali da antidepresivi iz grupe SSRI mogu umanjiti neuralnu aktivnost koju aktivira nagrada, ali i
averzivni stimulusi. Dodatno, ponavljana primena antidepresiva iz grupe SSRI (citaloprama i escitaloprama) je
smanjila aktivhost dopaminergickih neurona u regiji ventralnog tegmentuma (Dremencov i sat., 2009). Pored
toga, pokazano je da serotonergicke i noradrenergicke projekcije iz mozdanog stabla mogu smanjiti aktivnost
neurona iz regije ventralnog tegmentuma srednjeg mozga (Guiard i sar., 2008). Ovim se delom objasnjava
izostanak efekata antidepresiva kod pacijenata kod kojih je prisutna smanjena motivacija 1 anhedonija, a kao
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jedan od nezeljenih efekata antidepresiva opisuje se i emocionalna zaravljenost, koju karakterise ogranicenje
emocija, emocionalna ravnodusnost, smanjena motivacija i apatija (Ma i sar., 2021; Price 1 sar., 2009).

Stoga, pretpostavljamo da je duloksetin u nasem eksperimentu uticajem na serotonergicku 1 noradrenergicku
neurotransmisiju smanjio aktivnost dopaminergickih neurona u regiji ventralnog tegmentuma srednjeg mozga.
Posledi¢no, doslo je do smanjenja aktivnosti koje aktivira put nagrade. S druge strane, u poredenju sa drugim
antidepresivima koji inhibiraju preuzimanje serotonina, vortioksetin znacajno manje inhibira aktivhost neurona
ventralnog tegmentuma $to moze objasniti 1 nas eksperimentalni nalaz (Ebrahimzadeh i sar., 2018; Pehrson i
sar., 2013). Ovo se barem delom moze pripisati direktnom uticaju leka na serotonergicke 5-HT, , receptore koji
direktno stimuli§u dopaminergicke neurone u regiji ventralnog tegmentuma (Ebrahimzadeh i sar., 2018). Pored
toga, u klinickim uslovima je pokazano da vortioksetin poboljSava emocionalnu zaravljenost kod pacijenata sa
velikim depresivnim poremecajem kod kojih je bio neadekvatan odgovor na terapiju antidepresivima iz grupe
SSRI/SNRI (Fagiolini i sat., 2021).

5.3.  Uticaj vortioksetina na kognitivne performanse Zivotinja sa osteoartritisom

Rezultati naseg istrazivanja ukazuju da kod Zivotinja sa osteoartritisom dolazi do smanjenja kognitivnih
performansi u testu prepoznavanja novog objekta. Ovo je u saglasnosti sa nalazima drugih istrazivackih grupa
koji su pokazali ostecenje u razlicitim kognitivhim domenima kod zivotinja sa monojodoacetatom indukovanim
osteoartritisom (Carcolé i sar., 2019; Negrete i sar., 2017; La Porta i sar., 2015). Iako sve vise studija, klinickih 1
pretklinickih, ukazuje da hronic¢ni bol moze dovesti od oste¢enja memorije, mehanizmi koji leze u osnovi
kognitivne disfunkcije ostaju i dalje nerazjasnjeni (Cowen i sar., 2018; Han i sar., 2024). Jedan od potencijalnih

mehanizama ukljucuju i strukturne promene na nivou hipokampusa i prefrontalnog korteksa (Han i sar., 2024;
Phelps 1 sar., 2021).

Vortioksetin je poboljsao kognitivne performanse kod zivotinja oba pola sa osteoartritisom, efekat je bio
dozno-zavisan. Veliki broj podataka iz pretklinickih i klinickih studija govori o prokognitivhim svojstvima
vortioksetina. Ranije studije su pokazale da vortioksetin moze poboljsati performanse u testu prepoznavanja
novog objekta, kako kod zdravih Zivotinja, tako i u razli¢itim animalnim modelima koji su povezani sa
kognitivhom disfunkcijom (Bennabiisar., 2019; du Jardin i sar., 2014; Jiang i sar., 2020). Nase istrazivanje je po
prvi put pokazalo povoljan efekat vortioksetina na kognitivne performanse zivotinja u modelu hroni¢nog bola.
Prokognitivna svojstva vortioksetina se pripisuju modulaciji razli¢itth neurotransmiterskih sistema vaznih u
kontroli kognitivnih funkcija, sa posebnim fokusom na povecanje glutamatergicke neurotransmisije u
medijalnom prefrontalnom korteksu i hipokampusu, regijama mozga koje imaju vaznu ulogu u kognitivnim
procesima, ukljucujudi 1 prepoznavanje novog objekta (Chao i sar., 2020; Dale i sar., 2018). S druge strane,
strukturne ili funkcionalne promene na nivou prefrontalnog korteksa i hipokampusa (Han 1 sar., 2024; Mutso 1
sar., 2012) su uocene i u modelima hroni¢nog bola.

Smatra se da je prokognitivni efekat vortioksetina posledica blokade prevashodno 5-HT; receptora na nivou
GABA-ergickih interneurona, ¢ime se dezinhibira aktivnost glutamatergickih piramidalnih neurona u
hipokampusu i prefrontalnom korteksu, kao posledica smanjenja GABA-ergicke inhibicije (Pehrson i Sanchez
2014; Riga i sar., 2016). Povecanju glutamatergicke neurotransmisije pored blokade 5-HT’ receptora, verovatno
doprinosi 1 agonizam na nivou 5-HT', receptora ¢ime se takode inhibiraju GABA-ergicki interneuroni (Stahl
2015¢). Ova multimodalnost u mehanizmu dejstva vortioksetina moze objasniti razlike u odnosu na
antidepresive iz grupe SSRI u uticaju na funkciju hipokampusa 1 prefrontalnog korteksa. Antidepresivi iz grupe
SSRI povecavaju nivo serotonina svuda gde postoje serotonergicki nervni zavrseci i neto efekat na oslobadanje
glutamata je kompleksan, sa moguéim i ekscitatornim i inhibitornim efektima. Ipak, studije sa dugotrajnom
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primenom SSRI kod Zivotinja ukazuju na smanjenje aktivnosti piramidalnih neurona i posledi¢no smanjeno
oslobadanje glutamata (Stahl 2015¢). Interesantno, sub-hroni¢na primena vortioksetina, ali ne i escitaloprama je
smanjila kognitivne deficite izazvane deplecijom serotonina kod pacova §to ukazuje da verovatno drugi
mehanizmi, a ne inhibicija SERT-a doprinose prokognitivnim efektima vortioksetina (Riga i sar., 2020).

Pored toga, pokazano je da vortioksetin moze ublaziti kognitivno oste¢enje indukovano fenciklidinom
(antagonista NMDA receptora) u testu prepoznavanja novog objekta (Pehrson i sar., 2018). Imajuci u vidu da
je 1 u modelu hroni¢nog bola pokazano da dolazi do disfunkcije glutamatergicke neurotransmisije na nivou
hipokampusa 1 smanjenja kognitivnih performansi u testu prepoznavanja novog objekta (Xiong i sar., 2020),
pretpostavljamo da je uticaj vortioksetina na kognitivne performanse u testu prepoznavanja novog objektaiu
naSem istrazivanju, barem delom posledica uticaja leka na NMDA-posredovanu glutamatergicku
neurotransmisiju.

Veza izmedu holinergicke neurotransmisije 1 kognitivnih funkcija je dobro dokumentovana; poboljsanje u
kognitivnim funkcijama je uoc¢eno nakon primene holinomimetika, dok se oste¢enje kognitivnih funkcija javlja
nakon primene antagonista holinergickih receptora (poput skopolamina) (Pehrson i sar. 2016). Pokazano je da
gubitak ekscitatorne holinergicke modulacije na nivou medijalnog prefrontalnog korteksa moze imati vaznu
ulogu u nastanku kognitivne disfunkcije i u modelu neuropatskog bola (Radzicki i sar., 2017). Kao sto je
gorespomenuto, eksperimentalni nalazi ukazuju da vortioksetin moze povecati nivo acetilholina u medijalnom
prefrontalnom korteksu i hipokampusu (Bennabi i sar., 2019; Sanchez i sar., 2015), dok su rezulati ove
doktorske disertacije pokazali u¢es¢e muskarinskih holinergickih receptora u dejstvu vortioksetina. Pehrson i
sar. (2016) su pokazali da akutna primena vortioksetina poboljsava kognitivhe performanse u testu
prepoznavanja novog objekta kod Zivotinja kod kojih je deficit u memoriji izazvan primenom skopolamina.
Stoga, pretpostavljamo da i u nasem eksperimentu, efektima vortioksetina na kognitivne performanse, barem
delom, doprinosi uticaj na holinergicku neurotransmisiju.

S druge strane, duloksetin nije ispoljio dozno-zavisan efekat u testu prepoznavanja novog objekta; niza testirana
doza je poboljsala kognitivne performanse u vecem stepenu u poredenju sa viSom dozom istog leka kod zenki
pacova sa osteoartritisom. Slican efekat je zabelezen 1 kod muzjaka pacova, iako efekat nije bio statisticki
znacajan. Odsustvo dozno-zavisnog efekta duloksetina u testu prepoznavanja novog objekta se moze pripisati
kompleksnom uticaju serotonina i noradrenalina na funkciju hipokampusa. Serotonin moze i da stimulise i da
inhibira funkciju hipokampusa, zavisno od (pod)tipa receptora koji se aktivira i njegove lokalizacije;
serotonergicki receptori su eksprimirani i na ekscitatornim éelijama i na inhibitornim interneuronima, pa neto
efekat povecanja nivoa serotonina zavisi od lokalne koncentracije serotonina, zastupljenosti razlicitih populacija
serotoninskih receptora i gustine receptora na odgovarajucoj populaciji ¢elija (Dale i sar., 2016; Coray i
Quednow 2022). U skladu sa tim, podaci o uticaju antidepresiva iz grupe SSRI na funkciju hipokampusa su
nekonzistentni. Postoje podaci koji ukazuju da SSRI mogu poboljsati kognitivne deficite kod pacijenata sa
depresijom, ali isto tako da mogu i pogorsati pamcenje. Deplecija L-triptofana, prekursora serotonina, dovodi
do smanjenja performansi u testu prepoznavanja novog objekta kod glodara. S druge strane i primena SSRIu
vecim dozama moze izazvati deficite u prostornoj memoriji, dok u manjim dozama izostaje ovaj efekat (Coray i
Quednow 2022).

Za razliku od serotonina, noradrenalin je uglavnom u vezi sa stimulacijom funkcije hipokampusa. Stavise, za
antidepresive iz grupe inhibitora preuzimanja noradrenalina (atomoksetin i reboksetin), kao i duloksetin je
pokazano da mogu poboljsati kognitivne performanse u testu prepoznavanja novog objekta kod zdravih
zivotinja (Feltmann i sar., 2015). Za duloksetin postoje podaci da moze ublaziti deficit paméenja 1 u modelu
hroni¢nog bola kod pacova s$to je praceno u testu prepoznavanja novog objekta (Phelps i sar., 2021). Dodatno,
atomoksetin je i zvani¢no odobren kod poremecaja paznje sa hiperaktivnoscu (engl. attention deficit hyperactivity
disorder, ADHD; Cortese 2020). Pretpostavljamo da duloksetin u vecoj dozi znacajno povecava nivo
serotonina, ¢ime se neutraliSu njegovi korisni efekti koji se primeceni sa nizom dozom. Dodatno, nas
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eksperimentalni nalaz je u skladu 1 sa klinickim podacima koji ukazuju na konzistentniji prokognitivni efekat
vortioksetina u odnosu na druge antidepresive (Blumberg 1 sar., 2020).

5.4. Mehanizam dejstva vortioksetina u modelu osteoartritisa

5.4.1. Uticaj vortioksetina na markere bolne preosetljivosti u kolenu Zivotinja sa osteoartritisom

Injekcija monojodoacetata u nasim eksperimentalnim uslovima je znacajno povecala ekspresiju inflamatornih
medijatora, [/-78 1 Ngf, 28 dana nakon indukcije osteoartritisa kod zivotinja oba pola u poredenju sa zdravim
zivotinjama. Ovo je u saglasnosti sa nalazima drugih istrazivackih grupa, koji su pokazali povecanje
koncentracije ili genske ekspresije inflamatornih medijatora u kolenu pacova sa osteoartritisom (Orita i sar.,
2011; Zhang i sar., 2013). Ekspresija T7f-a nije bila znacajno povisena u poredenju sa zdravom kontrolom; pik
koncentracije Tnf-a je uocen 4. dana od injekcije monojodoacetata (Zhang i sar., 2013), sto moze objasniti
odsustvo znacajnog povecanja ckspresije iIRNK za Tnfa u nasem eksperimentu 28. dana od indukcije
osteoartritisa.

Ponavljana primena vortioksetina je znacajno smanjila ekspresiju gena za Ngfu kolenu pacova oba pola. Ovo je
jedan od najznacajnijih nalaza naseg istrazivanja, imajudi u vidu da se nervni faktor rasta namece kao jedan od
najvaznijih medijatora koji doprinosi nastanku bola kod osteoartritisa (Wise 1 sar., 2021). U prilog tome govore 1
rezultati studija koje pokazuju da monoklonska antitela usmerena prema NGF znacajno smanjuju bol i
poboljsavaju funkciju zgloba kod pacijenata sa osteoartritisom kolena ili kuka (Schmelz i sar., 2019).

Ostecenje zgloba povecava ekspresiju i/ili dovodi do poveéanog oslobadanja NGF od strane imunskih i
neimunskih celija kao §to su hondrociti i1 sinoviociti. Pokazano je da stimulacija hondrocita razlicitim
proinflamatornim medijatorima, ukljucujudi i IL-18 ili mehanic¢kim stresom povecava ekspresiju gena za Ngf
(Pecchi i sar., 2014; Blaney Davidson 1 sar., 2015). Inflamacija, kao i mehanicko opterecenje zgloba u
osteoartritisu dovode do aktivacije NF-xB, transkripcionog faktora koji povecava ekspresiju gena za razlicite
inflamatorne medijatore (Choi i sar., 2019; Kapoor i sar., 2010). S druge strane, inhibitori NF-»B smanjuju
indukovanu ekspresiju gena za I1-18 u kulturi hondrocita (Choi i sar., 2018, 2019).

U ex vivo studiji na izolovanim humanim makrofagama izlozenim proinflamatornim stimulusom, pokazano je da
vortioksetin smanjuje aktivaciju NF-«B (Talmon i sar., 2018). U nasoj studiji, vortioksetin je doveo do priblizno
dvostrukog smanjenja ekspresije gena za I/-7f u poredenju sa bolesnom kontrolnom grupom zivotinja, sto se
moze objasniti uticajem na NF-xB. Iako nismo ispitivali celularne mehanizme koji doprinose efektima
vortioksetina u modelu osteoartritisa, pretpostavljamo da se ovi efekti mogu dovesti u vezu sa glavnim
targetima vortioksetina, SERT, 5-HT; i 5-HT,,, receptorima (De Diego-Adelifio 1 sar., 2022). O znacaju
inhibicije SERT ukazuju podaci da antidepresivi iz grupe SSRI (fluoksetin i sertralin) mogu spreciti aktivaciju
NF-»B u ¢elijama mikroglije (Duisar., 2014; Lu i sar., 2019). Dodatno, sam serotonin moze umanjiti aktivaciju
NF-xB (Talmon i sar., 2018). S druge strane, ovom efektu vortioksetina moze doprineti i aktivacija 5-HT
receptora; pokazano je da sumatriptan smanjuje nivo NF-xB u uzorcima jezika pacova sa oralnim mukozitisom
(Ala i sar., 2020). Pored toga, rezultati ove doktorske disertacije su pokazali ukljucenost serotonergickih 5-
HT,;,,p teceptora u antinociceptivhom dejstvu vortioksetina u modelu trigeminalnog bola.

Medutim, serotonin moze i povecati nivo proinflamatornih medijatora aktivacijom 5-HT,, 5-HT,, i 5-HT,
receptora u ¢elijama humanih monocita (Diirk i sar., 2005). Ovim se moze objasniti zasto vortioksetin koji
blokira 5-HT, 1 5-HT, receptore smanjuje ekspresiju Ngf, za razliku od duloksetina koji ne poseduje direktan
uticaj na serotonergicke receptore i ne smanjuje gensku ekspresiju Ngf-
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Sposobnost vortioksetina da smanji gensku ekspresiju Ngf mogla bi imati vazne klinicke implikacije jer se
nervni faktor rasta namece kao atraktivno ciljno mesto lekova u terapiji bola kod osteoartritisa. Medutim, ne
smemo da prenebregnemo zdravstvene rizike koje nosi blokada NGF. Iako su monoklonska antitela usmerena
prema NGF pokazala efikasnost u ublazavanju bola kod pacijenata sa osteoartritisom, ovi lekovi nisu izasli na
trziSte zbog povecanog rizika od osteonekroze 1 rapidno progresivnog osteoartritisa (Lane i Corr 2017). Rizik je
bio dozno-zavisan i povecavao se kada su se lekovi koristili zajedno sa NSAIL (Schmelz i sar., 2019). Iako nije
razja$njen mehanizam u osnovi ovih nezeljenih efekata, kao jedno od objasnjenja se navodi da analgeticki
efekat pod uticajem ovih lekova dovodi do prekomerne upotrebe zgloba, sto posledi¢no ubrzava progresiju
bolesti (Teichtahl 1 Cicuttini 2016; Wise 1 sar., 2021). Blokada NGF moze imati i1 direktan efekat na kost ili
hrskavicu. Dodatno, nezeljeni efekti blokade NGF su verovatno posledica poremecaja fizioloskih funkcija
NGF, koje ukljucuju prezivljavanje perifernih senzornih neurona, obnovu hrskavice i formiranje kostiju
izazvano optere¢enjem tezinom (Schmelz i sar., 2019; Tomlinson i sar., 2017; Wise i sar., 2021).

Vazno je naglasiti da je u nasem istrazivanju vortioksetin smanjio ekspresiju gena za Ngfdo nivoa izmerenog
kod zdravih zivotinja (zdrava kontrola), pa pretpostavljamo da primena vortioksetina ne bi dovela do ostecenja
zgloba.

5.4.2. Uticaj vortioksetina na markere oksidativhog oStecenja u kolenu Zivotinja sa osteoartritisom

U nasem eksperimentu je pokazano da injekcija monojodoacetata povecava markere oksidativnog stresa u
kolenu pacova sa osteoartritisom. Ovo je u saglasnosti sa drugim studijama u kojima su koristili isti model
osteoartritisa (Lu i sar., 2018; Yamada i sar., 2019). Rezultati ove doktorske disertacije su prosirili ovaj nalaz
koris¢enjem Zivotinja oba pola; efekti su bili prisutni i kod muzjaka i kod Zenki pacova, ali su nivoi O,”, PAB i
AOPP bili znacajno visi kod muzjaka pacova u poredenju sa zivotinjama suprotnog pola, sto ukazuje na
izrazenije oksidativno ostecenje kod muzjaka.

Ponavljana primena vortioksetina je smanjila parametre oksidativnog stresa u kolenu pacova oba pola, za
razliku od duloksetina. Antioksidativna svojstva vortioksetina su prepoznata i na izolovanim humanim
makrofagama tretiranim supstancom koji izaziva snazan oksidativni udar, gde je vortioksetin sprecio porast
nivoa superoksidnog anjona (Talmon i sar., 2018). Dodatno, vortioksetin je smanjio oksidativno ostecenje u
mozgu pacova u modelu stresa (Akyuz i sar., 2024). Antioksidativna svojstva vortioksetina se takode mogu
pripisati blokadi serotoninskih 5-HT receptora za koju je pokazano da doprinosi neuroprotektivnim efektima
nakon oksidativhog ostecenja (Gupta i sar., 2015, 2010).

Ovaj efekat vortioksetina je bio izrazeniji kod Zenki pacova sto se delom moze pripisati i izrazenijem
oksidativnom ostecenju kod muzjaka pacova. Dodatno, u 7z vitro studiji na humanim sinoviocitima je pokazano
da su ¢elije Zenskih donora otpornije na nepovoljne uslove sredine (inflamacija i oksidativni stres) u poredenju
sa istim Celijama muskaraca. Kod sinoviocita zenskih donora pokazana je veca otpornost, brze zarastanje
mikro-rana i niza produkcija reaktivnih kiseonic¢nih jedinjenja u odnosu na ¢éelije muskih donora kada se izloze
inflamatornim medijatorima, $to ukazuje na nizi kapacitet odbrane od oksidativnog stresa kod muskaraca
(Veronesiisar., 2022). Jedno od objasnjenja moze biti uticaj estrogenih hormona; protektivni efekat estrogeni
hormoni ostvaruju povecanjem ekspresije gena za antioksidantne proteine, kao i uticajem na mitohondrijsku
DNK, sto dovodi do smanjenog stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja (Tower 1 sat., 2020).
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5.4.3. Uticaj vortioksetina na markere bolne preosetljivosti ipsilateralno u spinalnim ganglijama i
ki¢menoj mozdini u predelu L3-L5 kod Zivotinja sa osteoartritisom

Neuroinflamacija unutar perifernog i centralnog nervnog sistema se sve viSe prepoznaje kao jedan od
mehanizama koji doprinosi razvoju hronicnog bola, ukljucujuci i bol kod osteoartritisa (Ji i sar., 2014, 2018;
Wood i sar., 2022). Primena monojodoacetata u nasoj studiji je znacajno povecala gensku ekspresiju
proinflamatornih citokina i neuromodulatora u L.3-1.5 segmentu spinalnih ganglija i kiécmenoj mozdini zivotinja
oba pola. Ovi rezultati su u saglasnosti sa nalazima drugih istrazivackih grupa koji su pokazali pove¢an nivo
inflamatornih medijatora uistom modelu (Im i sar., 2010; Lockwood i sar., 2019; Miller i sar., 2014). Dodatno,
ranije studije su pokazale infiltraciju makrofaga u spinalnim ganglijama (Raoof 1 sar., 2021) i povecanu
proliferaciju 1 aktivaciju mikroglija (Ogbonna i sar., 2013; Sagar i sar., 2011; Thakur 1 sar., 2012) na nivou
ki¢mene mozdine u modelu osteoartritisa indukovanog monojodoacetatom. Stoga, pretpostavljamo da i u nasoj
studiji povecana aktivhost makrofaga i mikroglija doprinosi razvoju centralne senzitizacije 1 odrzavanju
hroni¢nog bola.

Ponavljana primena vortioksetina 1 duloksetina je znacajno smanjila nivoe iRNK za II.-7f, Tnf-a, Ngf, Bdnf 1
Tacl v lumbarnim L.3-L5 ganglijama dorzalnih korenova kicmene mozdine, kao i IL-78, Tnf-a, Bdnf1 Tacl na
nivou lumbarnog I.3-L5 dela ki¢cmene mozdine. Interesantno, ovi efekti su bili polno-specifi¢ni tj. prisutni
samo kod muzjaka, ali ne i zenki pacova.

Dobijene polno-specifi¢ne razlike u uticaju vortioksetina i duloksetina na markere neuroinflamacije u nasem
istrazivanju se mogu barem delom objasniti uklju¢enoscu razlicitih ¢elija imunskog sistema u nastanku bolne
preosetljivosti kod muzjaka i zenki pacova (Gregus 1 sar., 2021; Mapplebeck i sar., 2016; Sorge i sar., 2015).
Kod muzjaka znacajniju ulogu igraju celije mikroglija, dok kod Zenki T-celije adaptivnog imunskog sistema
doprinose odrzavanju hroni¢nog bola (ova razlika izgleda da je povezana sa uticajem polnih hormona —
testosteron potiskuje aktivnost/diferencijaciju proinflamatornih T-Celija, za razliku od estrogena koji ih
stimuliSe; muzjaci se stoga oslanjaju na Celije mikroglije za odrzavanje centralne komponente hroni¢nog bola;
Sorge i Totsch, 2017). Pokazano je da inhibitori aktivacije mikroglija mogu ublaziti bolnu preosetljivost kod
muzjaka, ali ne i kod Zenki (Gregus i sar., 2021; Mogil 2020; Rosen i sar., 2017; Sorge i sar., 2015). Jedna od
klju¢nih razlika izmedu polova uocena je u ekspresiji purinergickih P2X4 receptora, koji su povecano
cksprimirani na ¢elijama mikroglije kod muzjaka, ali ne i kod zenki (Mapplebeck i sar., 2016, 2018). Pokazano je
da inhibicija spinalnih purinergickih P2X4 receptora ublazava bolnu preosetljivost kod muzjaka, ali ne i kod
zenki miSeva. Dodatno, pokazano je da aktivacija purinergickih P2X4 receptora dovodi do oslobadanja BDNF
iz ¢elija mikroglija, ali i povecane ekspresije BDNF (Trang i sar., 2009). BDNF dovodi do nishodne regulacije
kalijum-hloridnog kotransportera KCC2, §to povecava ekscitabilnost spinalnih neurona (Ma i sar., 2021).

Za duloksetin je pokazano da moze smanjiti aktivaciju mikroglija u dorzalnim rogovima ki¢mene mozdine u
modelu osteoartritisa izazvanim monojodoacetatom (Kawarai i sar., 2019), kao i modelu bolne dijabetesne
neuropatije (Tawfik i sar., 2018). Dodatno, 1 za druge antidepresive iz grupe SSRI (fluoksetin) i SINRI
(atomoksetin) je pokazano da mogu inhibirati aktivaciju mikroglija (Zhangisar., 2018; Zychowska 1 sar., 2015).
Pored toga, za duloksetin (Yamashita i sar., 2016) kao i druge antidepresive koji inhibiraju preuzimanje
noradrenalina i/ili serotonina (paroksetin, fluoksetin, maprotilin, klomipramin) je pokazano da mogu inhibirati
P2X4 receptore (Nagata i sar., 2009; Yamashita i sar., 2016). Ovim, barem delom, mozemo objasniti rezultate
naseg istrazivanja; oba antidepresiva su verovatno inhibirala aktivaciju mikroglija, preciznije inhibirali su
aktivaciju purinergickih P2X4 receptora, za koje je pokazano da su povecano eksprimirani kod muzjaka glodara
(Mapplebeck i sar., 2018). Dodatno, oba leka su inhibirala ekspresiju iIRNK za BDNF kod muzjaka, ali ne i kod
zenki, a imajudi u vidu vezu izmedu P2X4 receptora i BDNF, pretpostavljamo da polni dimorfizam u ekspresiji
P2X4 receptora moze barem delom objasniti dobijene polne razlike u nasoj studiji.

Kod muzjaka pacova sa povredom neurona je uoceno da spinalna primena agoniste 5-HT, receptora dovodi do
hiperaktivacije glija Celija, neuralne hiperekscitabilnosti i razvoja bolne preosetljivosti, §to je bilo ublazeno
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primenom antagoniste 5-HT; receptora (Guo i sar., 2014). Ovim se moze objasniti 1 efekat vortioksetina u
nasem istrazivanju, inhibicijom SERT i blokadom 5-HT); receptora, vortioksetin je verovatno inhibirao
aktivaciju glija ¢elija i doveo do nishodne regulaciju medijatora neuroinflamacije kod muzjaka pacova.

Kod inflamacije perifernog tkiva, T-Celije (uglavnom Thl) migriraju u ki¢menu mozdinu i oslobadaju
medijatore koji doprinose razvoju hroni¢nog bola (Yang i sar., 2022). Medu serotonergickim receptorima
eksprimiranim na povrsini T limfocita, najvazniju ulogu imaju 5-HT'; receptori (Yin i sar., 20006). Direktnom i
indirektnom aktivacijom serotonergickih 5-HT,; receptora, vortioksetin bi mogao doprineti aktivaciji T
limfocita, §to moze objasniti odsustvo efekta na smanjenje ekspresije medijatora bolne preosetljivosti kod Zenki
pacova. Ipak, potrebne su dodatne studije kako bismo bolje razumeli polni dimorfizam u efektima
vortioksetina u nasem eksperimentalnom istrazivanju.

5.5.  Uticaj vortioksetina i duloksetina na parametre redoks statusa u srcu Zivotinja sa
osteoartritisom

Indukcija osteoartritisa u nasim eksperimentalnim uslovima nije dovela do promena redoks statusa u srcu
zivotinja sa osteoartritisom u poredenju sa zdravom grupom zivotinja. Dodatno, kod Zzivotinja sa
osteoartritisom nisu uocene histoloske promene kardiomiocita. Osteoartritis je neretko udruzen sa
kardiovaskularnim bolestima. Smatra se da nizak stepen inflamacije postoji kod pacijenata sa osteoartritisom i
dovodi se u vezu sa kardiometabolickim komorbiditetima (Robinson i sar., 2016).

Vortioksetin nije imao uticaj na parametre redoks statusa, kao i morfologiju kardiomiocita kod Zivotinja sa
osteoartritisom. Suprotno, ponavljana primena duloksetina je dovela do povecanja parametara oksidativhog
stresa u sr¢anom misi¢u zenki pacova sa osteoartritisom. Dodatno, kod zivotinja oba pola je doslo do
morfoloskih promena kardiomiocita, ali je efekat bio izrazeniji kod zenki pacova tretiranih ve¢com dozom
duloksetina. Uocili smo vakuolizaciju kardiomiocita, za koju se smatra da je posledica ostecenja mitohondrija u
uslovima povecanog oksidativnog stresa (Sharma i sar., 2020).

Vortioksetin se smatra generalno bezbednim antidepresivom i njegova primena nije u vezi sa
kardiovaskularnim nezeljenim efektima (Behlke i sar., 2021). Dodatno, vortioksetin je pokazao antioksidativna
svojstva u modelu Alchajmerove bolesti (Caruso i sar., 2021), kao i na izolovanim monocitima (Talmon i sar.,
2018). Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da vortioksetin smanjuje parametre oksidativnog stresa u
kolenu pacova sa osteoartritisom.

Za duloksetin postoje podaci da moze dovesti do oksidativhog o$tecenja jetre i mozga miseva (Alvarez-
Gonzalez i sar., 2021). Oksidativno ostecenje jetre od strane duloksetina je pokazano i u 7 vitro studiji 1 smatra
se da je u osnovi hepatotoksi¢nosti koja se moze videti kod terapijske primene duloksetina (Liu 1 sar., 2022;
Richard i sar., 2023). Pretpostavlja se da su za oksidativno ostecenje odgovorni metaboliti duloksetina, koji
nastaju pod uticajem CYP1A2 1 CYP2D6 izoenzima (Liu i sar., 2022). Vazno je naglasiti da je CYP1A2 takode
eksprimiran na sr¢canom misic¢u i da je njegova ekspresija veca kod Zenki pacova u odnosu na muzjake (Gerges i
sar., 2023). Ovaj nalaz moze objasniti polno-specificne razlike dobijene u nasem istrazivanju tj. povecanje
markera redoks statusa kod zenki tretiranih duloksetinom (i izrazenije histoloske promene kardiomiocita), ali ne
1 kod muzjaka pacova. Koliko je nama poznato, za sada ne postoji podaci koji ukazuju na kardiotoksicni
potencijal duloksetina kod ljudi. Medutim, obe izoforme CYP450 enzima koje su uklju¢ene u metabolizam
duloksetina su eksprimirane i na humanom srcu $to ukazuje da bi se oksidativno ostecenje moglo videti i u
humanoj populaciji (Minamiyama i sar., 1999; Thum i Borlak 2000). Duloksetin moze dovesti do
kardiovaskularnih nezeljenih efekata, posebno kod starijith pacijenata i onim sa kardiovaskularnim
komorbiditetima, ali su oni uglavnom blagi; najcesce se javlja blaga tahikardija i porast krvnog pritiska (Behlke 1
sar., 2021; Park i sar., 2020). Kao $to je gore spomenuto, primena duloksetina tokom 28 dana odgovara
vtemenu od oko 2 godine kod ljudi (Sengupta 2013). Iako je tesko vrsiti ekstrapolaciju podataka sa Zivotinja na
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humanu populaciju, nasi rezultati ukazuju da duloksetin poseduje potencijal za ostecenje srca nakon produzene
primene (verovatno nekoliko godina).
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6. Zakljucak

1. Antinociceptivni efekti vortioksetina u akutnim modelima inflamatornog bola i mehanizam
dejstva vortioksetina u akutnom modelu trigeminalnog bola

Vortioksetin je ostvario dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo u akutnim modelima inflamatornog

trigeminalnog, visceralnog i somatskog bola. Ovo ukazuje da bi vortioksetin mogao biti efikasan u terapiji

inflamatornih bolnih stanja. Dodatno, primena vortioksetina nije dovela do motorne onesposobljenosti

zivotinja na rotarod-u $to ukazuje da ovi efekti nisu posledica motorne inkoordinacije ili sedacije

eksperimentalnih Zivotinja.

Koris¢enjem standardnog farmakoloskog pristupa, pokazali smo da vortioksetin svoje efekte u modelu
trigeminalnog bola, barem delom, ostvaruje aktivacijom serotonergickih 5-HT,y ,, receptora, adrenergickih o, i
B, receptora, muskarinskih i nikotinskih o, receptora, kanabinoidnih CB, i CB, receptora i adenozinskih A,
receptora.

2. Antinociceptivni efekat vortioksetina u modelu osteoartritisa

Vortioksetin je dozno-zavisno umanjio bolnu preosetljivost u modelu osteoartritisa kod pacova oba pola;
efekat je bio uporediv sa duloksetinom, lekom koji se koristi kao jedna od alternativnih opcija za lecenje bola
kod osteoartritisa u humanoj populaciji. Ovo je verovatno jedan od najznacajnijih nalaza ove doktorske
disertacije jer koris¢eni model poseduje dobru translacionu vrednost. Dodatno, ukljucivanjem Zivotinja oba
pola smo povecali prediktivnu vrednost dobijenih rezultata. Iako se osteoartritis znacajno cesée vida kod osoba
zenskog pola, pretklinicke studije dominantno koriste muzjake u istrazivanjima. Rezultati ove doktorske
disertacije su dali detaljnu bihejvioralnu karakterizaciju modela sa direktnim poredenjem izmedu polova.

3. Mehanizam dejstva vortioksetina u animalnom modelu osteoartritisa.

3.1.  Vortioksetin smanjuje gensku ekspresiju Ngf i parametre oksidativnog stresa u kolenu

pacova sa osteoartritisom: prednosti nad duloksetinom

Vortioksetin (za razliku od duloksetina) je smanjio ekspresiju iRNK za Ngfu kolenu pacova sa osteoartritisom;
efekat je bio prisutan kod Zivotinja oba pola. Dodatno, lek je smanjio nivo markera oksidativhog ostecenja u
kolenu pacova; efekat je bio izrazeniji kod zenki pacova. Imajuéi u vidu da se nervni faktor rasta spominje kao
jedan on najznacajnijih medijatora koji doprinose bolnoj preosetljivosti kod osteoartritisa, kao 1 da su lekovi
usmereni prema NGF znacajno ublazili bol kod ljudi, ovaj nalaz moze imati znacajne klinicke implikacije.
Vazno je jos jednom naglasiti da je vortioksetin smanjio nivo ekspresije iRNK za Ngf do nivoa koji je bio
prisutan kod zdravih Zivotinja, ¢ime se verovatno ne oc¢ekuju nezeljeni efekti koji su pratili blokadu NGF kod

ljudi.

3.2.  Vortioksetin smanjuje gensku ekspresiju markera neuroinflamacije u spinalnim ganglijama
i kicmenoj mozZdini kod muZjaka, ali ne i Zenki pacova sa osteoartritisom

Vortioksetin i duloksetin su smanjili nivo iIRNK za I/-78, Tnf-a, Ngf, Bdnfi Tacl u ganglijama dorzalnih korenova
ki¢cmene mozdine, kao i I-1f, Tuf-a, Bdnf1i Tacl u kicmenoj mozdini muzjaka, ali ne i Zenki pacova sa
osteoartritisom. Ovaj nalaz verovatno upucuje na polno-specificne razlike u imunskom odgovoru. Sve vise
podataka ukazuje da kod muzjaka vecu ulogu imaju Celije mikroglije, dok kod zenki znacajniju ulogu imaju T-
¢elije adaptivnog imunskog odgovora. Ipak, potrebne su dodatne studije da bismo utvrdili mehanizam u osnovi
dobijenih polno-specifi¢nih razlika.

4. Vortioksetin poboljSava kognitivne performanse Zivotinja sa osteoartritisom: prednosti nad
duloksetinom

Danas je prepoznato da je bol jedno multidimenzionalno iskustvo i da pacijenti sa hroni¢nim bolnim stanjima,

ukljucujudi i osteoartritis, neretko imaju narusen kvalitet Zivota, ali i probleme sa ucenjem, pamcenjem i

odrzavanjem paznje. Rezultati ove doktorske disertacije su pratili efekte lekova na bolnu preosetljivost, ali i
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prisutne komorbiditete koje srecemo kod pacijenata sa osteoartritisom i koje ¢ine sastavni deo terapijskog
pristupa pacijentima sa hroni¢nim bolom kroz vizuru biopsihosocijalnog modela.

Vortioksetin je poboljsao kognitivne performanse kod zivotinja oba pola u testu prepoznavanja novog objekta;
efekat je bio dozno-zavisan. Manja doza duloksetina je poboljsala kognitivne performanse Zivotinja sa
osteoartritisom, ali ne 1 ve¢a. Dobijeni nalaz ukazuje na nedvosmislenu prednost vortioksetina u poredenju sa
duloksetinom. Iako lekovi pokazuju poredbene antinociceptivne efekte, vortioksetin ostvaruje povoljniji efekat
na kognitivnu funkciju.

5. Bezbednosni profil vortioksetina: vortioksetin ne naruSava opStu dobrobit Zivotinja u testu
kopanja, motornu spretnost u rotarodtestu i redoks status kardiomiocita u modelu osteoartritisa:
prednosti nad duloksetinom

Vortioksetin, za razliku od duloksetina, nije narusio aktivnost kopanja (surogat za opstu dobrobit

eksperimentalnih Zivotinja (engl. well-being)) kod Zivotinja sa osteoartritisom. Interesantno, duloksetin je dozno-

zavisno umanjio aktivnost kopanja kod zivotinja oba pola; efekat je bio izrazeniji kod zenki.

Vortioksetin nije imao znacajan uticaj na parametre redoks statusa u srcu pacova sa osteoartritisom, za razliku
od duloksetina koji je pove¢ao nivo markera oksidativnog stresa u srcu pacova sa osteoartritisom. Dodatno,
vortioksetin nije doveo do znacajnijih histoloskih promena kardiomiocita. S druge strane, duloksetin je doveo
do izvesnih morfoloskih promena kardiomiocita koje ukazuju na oksidativno ostecenje; ove promene su bile
izrazenije kod zenki pacova. Na kraju, ovi eksperimentalni nalazi ukazuju na povoljniji bezbednosni profil
vortioksetina nakon produzene primene. lako lekovi pokazuju poredbene antinociceptivne efekte, vortioksetin
ostvaruje vise povoljnih efekata; ne narusava opstu dobrobit Zivotinja i ne pokazuje kardiotoksi¢ni potencijal.
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1. AyrtopcTBo. [lo3BOorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caonliTaBahe
Jena, n npepaje, ako ce HaBefe VMMe ayTopa Ha HaduvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
nUnu gaesaoua nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcrnoboaHuja og cBux
nuueHum.

2. AytopcTtBO — HekomepuwujanHo. [lo3BosbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUbyuunjy u
jaBHO caonwTaBawe Aerna, U npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HadvH oapeheH
of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOMbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOopCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapa. [o3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
onctpmbyumjy M jaBHO caonwTaBawe [fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WK
ynoTpebe gena y cBOM [Jeny, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HavvH oapeheH o
CTpaHe ayTopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSfbaBa KomepuwujarnHy
ynoTpeby Aena. Y ogHoOCy Ha CBe ocTane nuvueHue, OBOM fMUEHLIOM Ce orpaHuyaBsa
Hajsehun ob61m npaBa Kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUujanHo — AeNMMTU nog UCTUM ycroBuma. [lo3sosbaBarte
YMHOXaBake, AMCTpMbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aerna, U npepage, ako ce HaBeae
nMe aytopa Ha HaduH ofdpefneH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua NUUEeHLEe U ako ce
npepaga guctpubympa nog MCTOM wnM cnuyHoM nuueHuom. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa kKomepuujanHdy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTBO — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbyumnjy 1 jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarwa Unn ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HayuH ofapeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua A4o3Bosbasa KoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO — Aenutu noa MUCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBahse,
ancTpubyumjy u jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede nve aytopa Ha
HauuH oapefeH oA cTpaHe ayTopa WM [aBaoua IuvueHue M ako ce rnpepaja
anctpubympa nog UCTOM unM crivdHOM  nuueHuom. OBa nuueHua [A03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena m npepaga. CnnyHa je codpTBEPCKMM nMuUeHLama,
OLHOCHO InuueHuama oTBOPeHOor koaa.



