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Ispitivanje uloge kalcijumovih kanala T-tipa u animalnom modelu
postincizionog bola

REZIME

Svrha studije: T-tip kalcijumovih kanala (T-kanal) je ukljuen u regulaciju
neuronske ekscitabilnosti kako u fizioloSkim, tako i u patoloskim uslovima, kao Sto
su epilepsija i hroni¢ni bol. Poznato je da antagonisti T-kanala, ukljucujuéi i
neurosteroide i njihove sintetske analoge, ublaZzavaju neuropatski bol. Ipak, uloga T-
kanala nije ispitana u akutnom hirur§kom modelu bola. Stoga je cilj naSeg rada bio
da se ispita: 1) pojava hiperekscitabilnosti senzornih neurona spinalnih gangliona i
promene u biofizi¢kim karakteristikama T-kanala u postincizionom modelu bola, 2)
antinociceptivni efekat antagonista T-kanala (TTA-P2, epipregnanolona i njegovog
sintetskog analoga 3B-OH) u postincizionom modelu bola, 3) uticaj
antinociceptivnih doza antagonista T-kanala na motornu spretnost

eksperimentalnih Zivotinja.

Metode: Kao model postoperativnog bola koriSéen je postincizioni model bola u
miSeva i pacova. U ovom modelu bola hiperalgezija je merena u testovima termicke
i mehanicke nocicepcije. In vivo ispitivanje uloge T-kanala u razvoju nocicepcije u
postincizionom modelu bola izvrseno je u miseva kod kojih je globalno obrisan gen
za Cav3.2 kalcijumov kanal (Cav3.2 KO), kao i u normalnih miseva (WT). Svi in vitro
eksperimenti u ovom modelu bola izvrSeni su na telima disociranih senzornih
neurona spinalnih gangliona. Promene u ekscitabilnosti, uticaj T-kanala na
hiperekscitabilnost senzornih neurona, kao i promene u biofizickim
karakteristikama T-kanala su ispitane elektrofizioloSkom metodom na celim
Celijama. qRT-PCR, imunoblot i imunohistohemijska metoda su koriS¢ene za
ispitivanje promena u celijskoj ekspresiji T-kanala. Uticaj post-translacionih
modifikacija na funkcionalnost T-kanala ispitan je primenom metode imunoblotova
u cilju utvrdivanja promena u ekspresiji USP5 enzima, zaduZenog za
deubikvitinaciju Cav3.2 podtipa T-kanala. Uloga USP5 enzima ispitana je u
bihejvioralnim testovima na pacovima i miSevima kod kojih je privremeno sprecena
produkcija USP5 enzima primenom shRNK-USP5 pre sprovodenja incizije. U

ispitivanju uticaja smanjene produkcije USP5 enzima na biofizicke karakteristike T-



kanala koriS¢éeni su in vitro elektrofizioloski eksperimenti. Antihiperalgezijski efekat
tat [1I-1V peptida, tretmana koji selektivno sprecava interakciju izmedu USP5 enzima
i Cav3.2 kanala, ispitan je u bihejvioralnim testovima u miSeva. Antihiperalgezijski
efekat antagonista T-kanala (TTA-P2, epipregnanolon i 3B-OH) je ispitivan u
bihejvioralnim testovima u postincizionom modelu bola u pacova. Serija testova koji
procenjuju motoricku sposobnost (hodanje po gredi, uzdignuta platforma i ravna
povrSina pod uglom) koriS¢ena je za procenu uticaja antinociceptivnih doza

antagonista T-kanala na motornu spretnost pacova.

Rezultati: 1) Hiperalgezija kod Cav3.2 KO miSeva je trajala kra¢e u odnosu na WT
miSeve. Disocirana tela senzornih neurona spinalnih gangliona ispoljila su poveéanu
ekscitabilnost nakon incizije, koja je bila smanjena primenom selektivnog blokatora
T-kanala. Gustina T-struja izmerena na telima senzorih neurona bila je povecana
nakon incizije, medutim qRT-PCR i metoda imunoblotova nisu registrovale
povecanje ekspresije T-kanala. S druge strane, imunohistohemijsko bojenje je
pokazalo povecanje membranske frakcije T-kanala nakon incizije. Imunoblot
analizom tkiva spinalnih gangliona nakon incizije registrovano je povecanje USP5
enzima. shRNK-USP5 signifikantno je smanjio hiperalgeziju u postincizionom
modelu bola u WT miSeva i pacova, ali ne i u Cav3.2 KO misSeva. U istom modelu bola
tat III-1V peptid je ispoljio antinociceptivni efekat u WT, ali ne i u Cav3.2 KO miSeva.
2) Intratekalna primena TTA-P2, epipregnanolona i 3B-OH dovela je do
antinociceptivnog dejstva u postincizionom modelu bola. U ovom modelu bola 3§-
OH primenjen intraplantarno doveo je do skraéenja trajanja hiperalgezije. Takode,
nakon sistemske primene 33-OH je doveo do hipnotickog efekta, neophodnog za
izvodenje hirurske incizije, kao 1 do antinociceptivnog efekta tokom
postoperativnog oporavka. 3) Antinociceptivne doze ispitivanih antagonista T-

kanala nisu ispoljile znacajan uticaj na motornu sposobnost pacova.

Zakljucak: U postincizionom modelu bola dolazi do pojave hiperekscitabilnosti
senzornih neurona koja je delimi¢no izazvana povecanjem struja koje poticu od T-
kalcijumovih kanala. Ove promene nastaju kao posledica povecanja membranske
ekspresije T-kanala, do koje dolazi usled deubikvitinacije pod uticajem povecanja
ekspresije USP5 enzima. Izostanak efekta privremenog sprecavanja produkcije

USP5 enzima u Cav3.2 KO mi$a, kao i efekat tat I[1I-1V peptida ukazuju na specifi¢nost



interakcije izmedu ovog enzima i kanala. Brisanje gena za Cav3.2 kalcijumov kanal
skracuje vreme trajanja hiperalgezije u postincizionom modelu bola $to ukazuje na
znacaj ovih kanala u razvoju hiperalgezije. Antihiperalgezijski efekat antagonista T-
kalcijumovih kanala, a posebno 3p-OH ukazuje na njihovu potencijalnu efikasnost u

preventivnom i suportivnom tretmanu postoperativnog bola.

Kljucne reci: T-kanali, postincizioni bol, USP5, deubikvitinacija, antagonisti T-

kanala, neurosteroidi, modulacija bola, mehanizmi razvoja bola.
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Investigation of the role of T-type calcium channels in an animal
model of postincisional pain

Abstract

Background and aim: T-type Ca%* channels (T-channels) are implicated in
regulation of neuronal excitability under physiological conditions, as well as in
pathological states, such as epilepsy and chronic pain. It is known that T-channel
antagonists, including neurosteroids and their synthetic analogues, alleviate
neuropathic pain. However, their role in acute postoperative pain is yet to be
established. Therefore, the aim of our study was to investigate: 1) the changes in
biophysicial properties of T-channels and their implication in alteration of
peripheral sensory neurons’ excitability arising from postincisional pain model, 2)
antinociceptive potential of T-channel antagonists (TTA-P2, epipregnanolon and its
synthetic analogue 3B-OH) in post-surgical pain model, 3) the influence of
antinociceptive doses of T-channel antagonists on motor performance in

experimental animals.

Methods: Incisional pain model was used to investigate the role of T-channels in
post-surgical pain in both mice and rats. For behavioral experiments, hyperalgesia
assessment was examined with thermal and mechanical nociception tests. In vivo
assessment of the role of T-channels in the development of nociception after surgical
incision was performed on wild type as well as on mice with global knock-down of
Cav3.2 isoform of T-calcium channel. All further in vitro experiments were
performed on dissociated cell bodies of sensory neurons of dorsal root ganglia. The
changes in excitability of peripheral sensory nociceptive neurons, the involvement
of T-channels in hyperexcitability, as well as the changes in biophysical properties
in T-channels were assessed using whole cell patch clamp electrophysiology
technique. qRT-PCR, western blotting and immunohistochemsitry were used to
investigate changes in celular expression of T-channels in incisional pain model. To
study the role of posttranslational modifications on the functional properties of T-
channels, western blot technique was used to asses the changes in USP5, an enzyme
that promotes deubiquitination of Cav3.2 subtype of T-channels, in dorsal root

ganglia of mice. Selective knock-down of USP5 with shRNA-USP5 before surgery was



used to investigate its role in the development of post-surgical hyperalgesia in
behavioral tests. Changes in biophysical properties of T-channels after USP5
downregulation were assessed using electrophysiology technique. The
antihyperalgesic effect of tat III-IV peptide, treatment that selectively prevents
interaction between USP5 and Cav3.2 T-channel, was assessed in behavioral tests in
mice. Antihyperalgesic effect of T-channel antagonists (TTA-P2, endogenous
neurosteroid epipregnanolone and synthetic analogue 33-OH) were assessed in
incisional pain model in behavioral tests in rats. Sensory motor battery of tests
(plank, elevated platform and inclined plane) were used to assess the influence of

antinociceptive doses of T-channel blockers on motor performance in rats.

Results: 1) Cav3.2 KO mice exhibited shorter lasting postincisional hyperalgesia as
compared to the WT mice. Dissociated cell bodies of sensory neurons exhibit
increased excitability after incision, which can be ameliorated with T-channel
blocker TTA-P2. Cell bodies of dissociated neurons exhibit increased T-currents
after incision , however no apparent increase in protein production was detectable
in qRT-PCR and western blot tests. On the other hand, immunohistochemistry
showed an increase of membrane protein fraction of Cav3.2 T-channel. Western blot
data from the tissue of dorsal root ganglia confirmed an increase in USP5 expression.
Tat I1I-1V peptide significantly reduced hyperalgesia after the incision in WT but not
in KO mice. 2) Intrathecal application of TTA-P2, epipregnanolone and 33-OH
exerted antinociceptive effect in postincisional pain model. Intraplantar application
of 3B-OH reduced the duration of hyperalgesia after incision. Also, 33-OH applied
systemically induced hypnotic effect necessary to produce anesthesia to perform
incisional surgery, as well as antihyperlagesic effect during post-surgical recovery
period in rats. 3) TTA-P2, epipregnanolon and 3B3-OH did not influence motor

performance of the rats.

Conclusion: Increased T-currents partly contribute to the increased excitability of
sensory neurons after surgical incision. Changes in T-currents are mediated due to
the increased deubiquitination of Cav3.2 channels via increased levels of USP5,
leading to the increased membrane expression of the channel. The specificity of this
mechanism is confirmed with the lack of antihyperalgesic effect of either selective

knock-down of USP or treatment with tat III-IV in Cav3.2 KO mice. Also, succesful



reduction of postincisional pain by T-channel blockers, 33-OH in particular, may
introduce a new therapeutic approach for the preemptive and supportive treatment

of post-operative pain in humans.

Keywords: T-channels, incisional pain, USP5, deubiquitination, T-channel

antagonists, neurosteroids, pain modulation, mechanism of pain development.
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L. uvoD

Dok je bol u fizioloskim uslovima prijatelj organizma, jer upozorava da postoji
trajno ili potencijalno oSteCenje tkiva, u patoloskim stanjima bol je
onesposoljavaju¢i, kako fizicki, tako i psihi¢ki. Stoga, bol postaje problem
zdravstvenih radnika, kao i okruzenja, koji zajedno pruzaju podrsku pacijentima koji
pate od fizi¢kih i emotivnih posledica perzistentnih bolnih stanja. Zbog toga je od
esencijalnog znacCaja nastaviti potragu za otkrivanjem novih mehanizama koji
dovode do razvoja bolnih stanja, a samim tim i novih alternativnih analgetika, koji

bi doprineli savremenim pristupima otklanjanju bola.
1. Bol - definicija i klasifikacija

Internacionalno udruzenje za ispitivanje bola (eng. International Association for
the Study of Pain) definiSe bol kao neprijatno senzorno i emocionalno iskustvo
vezano za stvarno ili potencijalno oStecenje tkiva i/ili senzornih nerava. Jedna od
glavnih funkcija nervnog sistema je da obezbedi informaciju o aktuelnoj ili
potencijalnoj opasnosti od povrede. Bol je u fizioloSkim uslovima poZeljan, jer
upozorava organizam na postojece ili potencijalno oStecenje tkiva (Millan, 1999).
Medutim, ukoliko perzistira i nakon Sto je uzrok bola otklonjen, postaje nepotreban,
pa cak i onesposobljavajuci. Zbog toga je otklanjanje bola jedan od najznacajnijih
ciljeva savremene medicine. Medutim, neretko se deSava da postojeca terapija nije
dovoljna, jer ne moZe adekvatno da pomogne u leCenju svakog bolnog stanja.
Otkrivanje novih mehanizama koji dovode do razvoja bolnih stanja, a samim tim i
novih alternativnih analgetika, koji ciljano deluju u okviru tih mehanizama, je

neophodno kako bi se unapredile terapije za ublaZavanje izvesnih bolnih stanja.

Koliko je znacaj detekcije bolnih stimulusa vazan, evidentno je kod individua sa
kongenitalnom neosetljivo$¢u na razlicite vrste bola, kao Sto je probadajuci bol od
oStrog predmeta, bol kod opekotina ili preloma kosti (Danziger i sar., 2009). Usled
izostanka osecaja za bol, kod ovih pacijenata izostaje protektivno ponasanje koje bi
zaStitilo organizam od daljeg oStecenja ili povrede, pa ¢ak i Zivotno-ugroZavajucih
stanja. S druge strane, ukoliko bol perzistira i nakon zaceljivanja oSte¢enog tkiva, bol

gubi fiziolosku funkciju i postaje vrlo Cesto onesposobljavajuci, uti¢uéi negativno na
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kvalitet Zivota pacijenta. Ovakav bol je patoloSke prirode i zahteva primenu

adekvatne terapije.

1.1. Klasifikacija bolnih stanja

Bol se moZe Kklasifikovati na razli¢ite nac¢ine u zavisnosti od posmatranog
Kriterijuma. Prema duZini trajanja, bol moZe biti akutni, subakutni i hronicni, a
prema mehanizmu nastanka deli se na nociceptivni i neuropatski. Akutni bol traje
do 30 dana, subakutni od jednog do Sest meseci, a hroni¢an bol duZe od Sest meseci

(Thienhaus i Cole, 2002).

Nociceptivni bol se razvija pod Stetnim uticajem noksi (Stetnih stimulusa), koje

mogu biti mehanicke, termicke i hemijske prirode. Pod uticajem ovih stumulusa,

dolazi do senzitizacije ogoljenih nervnih zavrsetaka perifernih senzornih vlakana,
odnosno nociceptora. Ovaj tip bola predstavlja prirodan odgovor nervnog sistema
na stimulus koji ugroZava organizam (Stemkowski i sar, 2012), pa je stoga prirodna
reakcija organizma na nociceptivni bol averzivna (npr. trzaj ruke na vru¢ stimulus).
Prema mestu nastanka, nociceptivni bol moZe biti visceralni i somatski (Tomic i

Stepanovic¢-Petrovi¢, 2017).

Visceralni bol nastaje usled povrede ili ishemije unutrasnjih organa (npr. srca,
pluéa, jetre, bubrega), kao i usled spazma ili distenzije glatke muskulature Zuc¢nih i
bubreznih puteva. Ovaj tip bola je obi¢no nejasne lokalizacije i reflektuje se i na
okolne organe. Visceralni bol je pracen simptomima aktivacije autonomnog nervnog
sistema (mucnina, povracanje, znojenje, hipotenzija i dr.), jer se visceralna senzorna
vlakna nalaze u sastavu autonomnih nerava. Prema duzini trajanja, i ovaj tip bola
moZe biti akutni (npr. bol kod akutnog infarkta miokarda, bubrezne i Zu¢ne kolike)

i hronic¢ni (npr. kancer jetre, ovarijuma i dr.).

Somatski bol nastaje kao posledica aktivacije somatskih senzornih nervnih
vlakana, koja inervisu povrsinska tkiva (koZu, potkozno tkivo), ekstremitete (miSice,
zglobove, kosti i ligamente) i glavu i obifno je jasne lokalizacije. Prema duZini
trajanja, somatski nociceptivni bol moze biti akutni (npr. zubobolja, tenziona
glavobolja, opekotine, frakture, postoperativni bol) i hroni¢ni (npr. migrena i

artritis).
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Neuropatski bol nastaje usled strukturnih i funkcionalnih promena na nivou
nervnih vlakana bolnog puta. Ove patoloske promene dovode do pojave povecane
aktivnosti tj. hiperekscitabilnosti dela nervnog sistema zaduZenog za bol, usled ¢ega
se javljaju hiperalgezija (prekomerna bolna reakcija na dejstvo blagih bolnih
stimulusa), alodinija (bol izazvan nebolnim stimulusima, npr. dodirom) i spontani
bol (bol nastao bez prethodnog stimulusa). Neuropatski bol moZe bili centralni (bol
nakon moZdanog udara) i periferni (postherpeticka neuralgija, bolna dijabetesna
neuropatija) (Schaible, 2007; Tomi¢ i Stepanovi¢-Petrovi¢, 2017). Ovaj tip bola je
uvek hroni¢nog toka i ne ispunjava nikakvu fizioloSku funkciju, jer traje duze i nakon

Sto je tkivo zacelilo (Poliakov i sar., 2011).

1.1.1. Postoperativni bol i terapijski pristup

Postoperativni bol nakon incizije koZe i potkoZnih struktura (fascije i miSica)
predstavlja jedinstvenu i uobiCajenu formu akutnog somatskog bola, koja sadrzi
nociceptivnu, kao i inflamatornu komponentu koja se javlja usled dejstva hemijskih
noksi koje se oslobadaju na mestu povrede (Spofford i Brennan, 2012). Usled incizije
koZe i potkoZnih struktura, razvija se hiperalgezija (prekomerna bolna reakcija na
blagi bolni stimulus). Ukoliko nakon incizije dode do oSte¢enja nerava, vremenom
se moZe razviti i neuropatska komponenta, te akutni moZe pre¢i u hronican
postoperativni bol. Postincizioni bol se po etiologiji, a delom i patofizioloSkom
mehanizmu, razlikuje od drugih oblika inflamatornog bola, kao i od neuropatskog

bola (Honore i sar., 2000; Hunt i Mantyh, 2001; Obata i sar., 2004).

Uobicajena terapija postoperativnog bola zasniva se na primeni opioida i NSAIL.
Brojne studije ukazuju da ukoliko je postoperativna terapija bola adekvatna i
blagovremena, u velikom procentu se redukuje morbiditet nakon operacija,
poboljsava ishod operacije i smanjuju bolnicki troskovi lecenja (Kehlet i Holte, 2001;

Kehlet i Wilmore, 2002).

Adekvatna analgezija neposredno nakon hirurSske intervencije smanjuje
postoperativne kognitivne poremecaje (Vaurio i sar., 2006), poboljsava kvalitet
Zivota i smanjuje rizik od nastanka hroni¢nog/perzistentnog bola (Perkins i Kehlet,

2000; Kehlet i sar., 2006; Gottschalk i Raja, 2004). Nedavno sprovedene studije
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ukazuju na to da se 50-70% pacijenata Zali na umeren do intenzivan bol nakon
operacije, Sto govori da postoperativna analgezija predstavlja veliki izazov za
savremenu medicinu, i pored razvoja novih lekova i tehnika analgezije (Apfelbaum
i sar, 2003; Pavlin i sar, 2002). Jedan od najbitnijih razloga je nedovoljno

poznavanje mehanizama nastanka ove vrste bola.

S druge strane, primena konvencionalnih analgetika u postoperativnom toku nosi
sa sobom odredene neZeljene reakcije. Naime, usled upotrebe opioidnih analgetika
u lecenju postincizionog bola, neretko dolazi do pojave opstipacije, retencije urina i
kognitivne disfunkcije. Pored opioida, nesteroidni anti-inflamatorni lekovi, kao Sto
je ketorolak, najCeS¢e se primenjuju za kratkorocno ublaZavanje bola nakon
operacije (Denson i Katz, 1992). S obzirom da NSAIL ispoljavaju i antiinflamatorni i
analgeticki efekat, korist od upotrebe ove grupe lekova je viSestruka. Medutim, i ovi
lekovi vrlo Cesto mogu dovesti do neZeljenih reakcija, pre svega na nivou
gastrointestinalnog i kardiovaskularnog sistema. Zbog svega navedenog, javlja se

potreba za razvojem novih lekova kako bi se optimizovala terapija bola.

U cilju ispitivanja mehanizama razvoja bolnih stanja, kao i novih analgetika,
primenjuju se odgovarajuci Zivotinjski modeli bola. Za ispitivanje postincizionog
bola, koji je predmet naseg istrazivanja, koristi se istoimeni model bola nakon

incizije Sape pacova ili miSa (Brennan i sar., 1997; Pogatzki i Raja, 2003).

2. Anatomska organizacija aferentnih puteva bola

Informacija o bolu se prenosi duz struktura koje su sastavni deo perifernog i
centralnog nervnog sistema. Ostecenje tkiva, kao najces¢i uzrocnik bola u razlicitim
patoloskim stanjima, dovodi do oslobadaja brojnih medijatora koji stimuliSu nervne

terminale i dovode do nastanka bolnog signala.
2.1. Procesiprenosa i obrade informacije o bolu

Cetiri glavna procesa su ukljuéena u prenos i obradu nociceptivnih informacija:
transdukcija, transmisija, modulacija i percepcija (Berry i sar., 2006; Marchand,

2010). Transdukcija obuhvata procese ukljuene u aktivaciju nociceptora i
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generisanje akcionih potencijala (bolnih impulsa). Transmisija podrazumeva
prenos bolnih impulsa do kicmene mozdine, a potom do viSih nervnih centara.
Modulacija bola je neuralna aktivnost koja kontroliSe proces transmisije bolnih
impulsa. Percepcija bola je proces integracije prispelih bolnih impulsa u
kortikalnim strukturama odgovornim za senzornu i afektivnu komponentu obrade

bola (Marchand, 2010).

2.1.1. Transdukcija

Transdukcija informacije o bolu otpocinje stimulacijom nociceptora, koji
predstavljaju ogoljene periferne nervne zavrSetke primarnih aferentnih senzornih
neurona (Wall i Melzack, 2013). Glavna uloga nociceptora je detekcija bolnog
stimulusa (nokse) koji potencijalno moZe dovesti do oStecenja tkiva. Pod Stetnim
uticajem nokse dolazi do stimulacije nociceptora, usled Cega se generiSe akcioni
potencijal. Akcioni potencijal je direktan proizvod energije bolnog stimulusa, koja

moze biti mehanicka, termicka i hemijska (Rang i sar., 2014).

Nociceptori na svojoj povrsini eksprimiraju receptore za razlicite ligande, kao i
brojne jonske kanale. Prilikom oStecenja tkiva, usled inflamacije i ishemicnih
procesa, oslobadaju se medijatori koji mogu direktno, ali i indirektno da stimuliSu
nociceptore, Sto moZe dovesti do generisanja akcionog potencijala. Medu ovim
medijatorima pored vodonikovih (H*) jona mogu se nac¢i i medijatori koje
oslobadaju celije imunskog odogovora kao i mastociti, polimorfonuklearne celije i
trombociti, i to su: ATP (adenozin trifosfat), arahidonska kiselina, serotonin,
histamin, bradikinin, prostaglandini, interleukini i TNF (tumor necrosis factor)
(Marchand 2010; Ossipov, 2012). Stimulacija nociceptora ovom takozvanom
“inflamatornom supom” dovodi do njihove periferne senzitizacije, usled cega se
sniZava prag za okidanje akcionog potencijala. Takode, periferni nociceptori
oslobadaju sa svojih perifernih terminala i peptide poput supstance P i CGRP
(calcitonin-gene-related peptide) (Basbaum i Jessel, 2000), kao i glutamat (Carlton
i sar.,, 1995), ¢ime se dodatno pospesuje inflamacija, vazodilatacija i ekstravazacija.

Konac¢no, ovi procesi dovode do oslobadanja faktora koji privlace ¢elije inflamacije
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(npr. makrofage), usled cega dolazi do razvoja fenomena neurogene inflamacije

(Schaible, 2007; Marchand, 2010).

Primarni aferentni senzorni neuroni, Cija se tela nalaze u spinalnim ganglijama
su pseudounipolarni: njihova dugacka aksonalna vlakna inerviSu periferiju, dok
kraca vlakna ostvaruju primarnu sinapsu u centralnom nervnom sistemu, na nivou
zadnjih rogova sive mase kicmene mozdine, sa sekundarnim neuronima bolnog
puta. Ova sinapsa se ostvaruje na nivou lamina I, II (tzv. substantia gelatinosa) i V

zadnjih rogova sive mase kicmene moZdine (Slika 1).

Centralni putevi bola
Zadnji rogovi A
sive mase
Ganglion zadnjih korenova ki€mene mozdine

Ogoljeni nervni zavrseci /_\ = -
2 N7 ¥ I

Primarni senzorni neuron Q \_/‘:L\
" AN

—————

N

Slika 1. Anatomska organizacija ushodnih puteva bola. Ogoljeni nervni zavrseci primarnih
senzornih neurona u perifernim tkivima primaju senzornu informaciju koja se salje dalje duz
aksona pseudounipolarnog neurona cije se telo nalazi u spinalnoj gangliji. Kraéi akson ovog
pseudounipolarnog neurona gradi primarnu centralnu sinapsu sa projekcionim neuronom
(Preuzeto i prilagodeno prema referenci Gorlin i sar., 2016).

2.1.1.1. Uticaj inflamacije na transdukciju

Kao Sto je vec istaknuto, inflamatorni medijatori direktno ili indirektno uti¢u na
aktivaciju nociceptora (Slika 2A). Direktni efekat se ispoljava vezivanjem medijatora
za ligand-zavisne jonske kanale. Na taj nacin, H* joni aktiviraju ASIC (acid sensing
ionic channels), ATP aktivira P2X (purinoreceptor), a noksi¢na toplota, H* joni i
kapsaicin (pronociceptivha supstanca) aktiviraju TRPV1 (transient receptor
potential vanilloid receptor 1) kanale. Usled aktivacije ovih receptora, dolazi do
otvaranja jonskih kanala i ulaska natrijuma u celiju, ali i drugih monovalentnih i

divalentnih katjona kao Sto je kalcijum (Slika 2B).

Za razliku od direktne, indirektna aktivacija postiZe se vezivanjem medijatora,
kao Sto su bradikinin, serotonin, prostaglandini i hemokini, za G-protein zavisne

receptore. Aktivacija ovih receptora dovodi do odgovarajuceg biohemijskog
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odgovora Celije, koji zavisi od tipa aktiviranog G proteina. Aktivacija Gs dovodi do
stimulacije aktivnosti adenilat ciklaze, usled ¢ega se povecava intracelularna
koncentracija ciklicnog adenozin monofosfata (cAMP) i aktivira se protein kinaza A
(PKA). S druge strane, aktivacija Gi inhibira aktivnost adenilat ciklaze i dovodi do
smanjenja intracelularne koncentracije cAMP (Slika 2B). Pored toga Sto cAMP
ispoljava svoje efekte putem aktivacije PKA, takode moZe aktivirati i ¢ izoformu
protein kinaze C (PKC). Aktivacija protein kinaza dovodi do fosforilacije
membranskih proteina Sto posledicno utiCe na njihovu funkciju. Konacno,
stimulacija Ggqy11 aktivira fosfolipazu C (PLC), usled cega dolazi do hidrolize
prekursora membranskog lipida fosfatidilinozitol 4,5-bifosfata (PIPz), te stvaranja

sekundarnih glasnika inozitol-3-fosfata (IP3) i diacil-glicerola (DAG) (Slika 2B).

A Slika 2. Periferna  senzitizacija
H+  ATP Toplota/H'/kapsaicin nociceptivnih neurona. (A) Prikazani
ASIC P2X, TRPV1 razli¢iti stimulusi (kao i njihovi receptori)
/" W WY koji dovode do aktivacije i senzitizacije
PGE, ep (8" Ligana. zavisni perifernih termllnala .noglc‘eptlvnlh
Bradikinin 8 kanali  Terminal primarnog neurona. (B) Glavni mehanizmi direktne i
1" |_G-protein senzornog neurona indirektne aktivacije nociceptora. ASIC:
| receptori . . ..
, ; 4 acid sensing ionic channel; P2X3:
ATP poy|S5'- Receptoriza .
tirozin-kinazu purinoreceptor; NGF, nerve growth
= factor; PGE; - prostaglandin E2; TRPV1
NGF ~trkA kanal: transient receptor potential
vanilloid 1. (Preuzeto i adaptirano iz Wall
B i Melzack, 2013).
Ligand-zavisni Voltazno-zavisni
kapah kalnali

= r 1
ASIC P2X; TRPV1 Na+ Ca?t K+

A==
EP 1. T [Ca?4]
| g, =& |~ 2 cAMP
ca el L R 3. PLC T DAGT PKC
receptori | Leip,T T[Ca2¢]
P2y ™ 4. RasT MEKT ERK

trkA

Indirektna aktivacija nociceptora se takode ostvaruje putem aktivacije
citokinskih receptora sa tirozin-kinaznom aktivnoscu (Slika 2B). Ovi receptori se
aktiviraju pod uticajem interleukina-1 (IL-1), TNF-a (tumor necrosis factor-a) i
neurotrofickih faktora, kao Sto su faktor rasta nerava NGF (nerve growth factor),

BDNF (brain-derived neurotrophic factor), GDNF (glial cell line-derived neurotrophic
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factor) i artemin. Aktivacija ovih receptora dovodi do aktivacije kinaza koje utic¢u na

transkripciju gena, ali mogu i akutno uticati na funkciju neurona.

Svi ovi procesi direktnog ili indirektnog uticaja medijatora inflamacije dovode
do senzitizacije senzornih nerava, usled Cega se povecava verovatnoca da ¢e doc¢i do
aktivacije voltazno ili ligand zavisnih jonskih kanala, poput kanala za natrijum,
kalcijum i kalijum, te do ulaska i poveanja unutarcelijskog pozitivhog

naelektrisanja, neophodnog za generisanje akcionog potencijala i celijsku

ekscitabilnost (Schulzi sar., 2008; Dubin i Patapoutian, 2010). OlakSano generisanje
akcionog potencijala i povecanje ekscitabilnosti senzornih neurona pospeSuju

prenos informacije o bolu (Slika 2B).

2.1.2. Transmisija

U transmisiji, kao i u transdukciji, ucestvuju aksonalni nastavci primarnih
senzornih neurona, ¢ija su tela smeStena u dorzalnim spinalnim ganglijama ili u
trigeminalnoj gangliji, dok se njihovi centralni terminali zavrSavaju u
superficijalnim slojevima zadnjih rogova sive mase ki¢mene mozdine (lamine I, IT i
V). U slucaju primarnih senzornih neurona trigeminusa, primarni terminali se

zavrSavaju u moZzdanom stablu (Basbaum i sar., 2009).

Uloga tela senzornog neurona u prenosu senzornih informacija jo$ uvek nije
jasno definisana (Devor, 1999). Vlakna primarnih aferentnih senzornih neurona,
kojima se prenose informacije o bolu, svrabu, propriocepciji i dodiru, klasifikovana

su na osnovu sledec¢ih karakteristika (Perl, 2007):

e brzina prenosa senzornih informacija

e debljina vlakna

¢ mijelinizacija.

Aa i A vlakna su mijelinizovana, prenose informacije velikom brzinom (70-130
m/s), najvece su debljine (5-20 pm) i imaju najveca tela neurona (> 40 um). Oba tipa
ovih vlakana su zaduZena za propriocepciju i dodir. A vlakna zaduZena su za prenos
taktilnih informacija, ali mogu prenositi i nociceptivne signale (Djouhri i sar., 2004;

Fangisar., 2005).
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Primarna senzorna aferentna vlakna koja ucestvuju u transdukciji i transmisiji
nociceptivnih signala su Ad i C viakna. AS vlakna prenose informacije neSto sporije
(12-30 m/s), s obzirom da su manjeg dijametra (2-5 pm), manjih tela neurona (30-
40 pm) i manje mijelizovana od Aa i AB vlakana. Ova vlakna zaduZena su za prenos

akutnog, jasno-lokalizovanog prvobitnog bola. Postoje dve grupe Ad vlakana:

- vlakna osetljiva na intenzivne, Stetne mehanicke i, izuzetno, termicke
stimuluse

- vlakna osetljiva na sva tri tipa noksi.

C-vlakna najsporije prenose informacije (0,5-2 m/s), aksoni su tanki (0,4-1,2
um) i nemijelizovani, a tela neurona su manja od 30 pm. S obzirom da nisu
mijelinizovana, C-vlakna su zaduzena za prenos sekundarnog sporog bola koji nije
jasno lokalizovan. Glavna uloga ovih vlakana je u detekciji bola, svraba kao i dodira

(Julius i Basbaum., 2001; Zotterman Y, 1939).

Nociceptivni neuroni predstavljaju izuzetno heterogenu grupu neurona u
morfoloSkom, anatomskom i funkcionalnom smislu. ElektrofizioloSke studije su
pokazale da postoje dva tipa nociceptivnih neurona sa A$ vlaknima, koji se razlikuju
u osetljivosti na termicki stimulus (Lallemend i Ernfors, 2012; Marmigere i Ernfors,
2007). C-nociceptori su specificni zbog svoje polimodalnosti, tj. osetljivosti na
hemijski, kao i na mehanicki i termicki stimulus (Perl, 2007). Od posebnog znacaja
je grupa C-nociceptora koji su osetljivi na termicki, ali ne i na mehanicki stimulus u
fizioloSkim uslovima. Medutim, u prisustvu povrede, oni postaju osetljivi i na
mehanicki stimulus (Schmidt i sar.,, 1995). Konacno, Snider i McMahon (1998)
pokazali su da se C-polimodalni nociceptori dele na peptidergicke (proizvode
neuropeptide supstancu P i CGRP) i ne-peptidergicke. Ne-peptidegicka populacija
C nociceptora je poznata po tome da vezuje IB4 izolektin (IB4 pozitivni neuroni).
Nociceptori se takode mogu razlikovati po ekspresiji razliitih jonskih kanala koji
ucestvuju u transdukciji, kao $to su kanali osetljivi na toplotu (TRPV1), hladnoc¢u
(TRPMS8), na promenu pH (ASIC) ili na hemijske nokse (TRPA1) (Julius i Basbaum,
2001).

Akcioni potencijal generisan u primarnim senzornim neuronima (pre svega Ad i

C-tipa) pod uticajem noksi, dovodi do oslobadanja glutamata i neuropeptida
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(supstanca P, CGRP, neurokinin, vazoaktivni intestinalni peptid), kao i brojnih
drugih nepeptidnih modulatora (aspartat, ATP, NO) iz presinaptickih terminala koji
omogucavaju sinapticku transmisiju informacije o bolu na neurone u laminama I, I

i V (Millan, 2002).

Lamine 11 II, koje dobijaju nociceptivne informacije pre svega od A i C-vlakana
primarnih aferentnih neurona, sadrze izuzetno heterogenu populaciju neurona koji
se znacajno razlikuju morfoloski i funkcionalno. Od najveceg znacaja je prisustvo
inhibitornih i ekscitatornih interneurona koji ostvaruju sinapse sa primarnim i
sekundarnim neuronima bolnog puta. Na ovaj nacin, interneuroni mogu uticati
inhibitorno, ali i facilituju¢e na sinapticku transmisiju, moduliSu¢i tako prenos
nociceptivnih signala. Sekundarni (projekcioni) neuroni bolnog puta se dalje
projektuju kontralateralno putem spinotalamickog i spinoretikulotalamickog trakta
do viSih nervnih centara (Slika 3). Dva glavna ascendentna puta za prenos
informacije o bolu u viSe nervne centre su spinotalamicki i spinoretikulotalamicki
trakt. Neuroni spinotalamickog puta projektuju se do lateralnih, dok se neuroni
spinoretikulotalamickog puta projektuju do medijalnih jedara talamusa, kao i do
jedara srednjeg mozga (periakveduktalna siva masa-PAG i nucleus raphe magnus-
NRM) (Schaible, 2007; Marchand, 2010). Iz talamickih jedara, sa tercijarnog
neurona bolnog puta informacija o bolu se dalje projektuje u kortikalne strukture

(somatosenzorni korteks S1 i S2, ACC-anterior cingulate cortex i insula) (Slika 3).
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Slika 3. Centralno procesuiranje informacije o
s2 bolu. Po ulasku u kicmenu moZzdinu, bolni
—_— impulsi se sa primarnog (A6 i C-vlakna) prenose
i euron na sekundarni neuron bolnog puta u zadnjim
i rogovima kimene moZdine. Sekundarni
senzorni neuroni ulaze u sastav dva glavna
ushodna puta, spinotalamicki i
spinoretikulotalamicki, kojim se bolni signali
prenose u vise nervne centre. U talamusu se
informacija sa sekundarnog prenosi na
Sekundami tercijarni neuron bolnog puta, koji daje
fisron projekcije u somatosenzorni korteks (S1 1 S2) i
limbicke strukture (ACC, anterior cingulate
cortex i insulu). PAG - periakveduktalna siva
masa; NRM - nucleus raphe magnus (Preuzeto i
prilagodeno iz reference Prentice i sar., 2011).

Srednji mozak

Pons

Medula

Spinoretikulotalamicki
trakt

Primarni neuron
bolnog puta

(A3 i C vlakna)

Spinotalamicki
trakt

Zadniji rogovi

Ki¢émena mozZdina

2.1.2.1. Uticaj inflamacije na transmisiju

Kao Sto je ve¢ prethodno pomenuto, oslobodeni medijatori zapaljenja snizavaju
prag okidanja nociceptora i dovode do njihove periferne senzitizacije. Kao posledica
toga, na spinalnom nivou odigravaju se promene koje dovode do facilitacije prenosa
signala o bolu: 1) povetava se oslobadanje ekscitatornih neurotrasmitera
(glutamata, supstance P, neurokinina A i CGRP) sa centralnih terminala primarnog
senzornog neurona; 2) povecava se oslobadanje prostaglandina i citokina iz
neurona i glija celija; 3) dolazi do ushodne regulacije odredenih podjedinica
receptora za glutamat (NR1 i GluR1) i povecane osetljivosti sekundarnog neurona
bolnog puta, Sto doprinosi nastanku centralne senzitizacije (Saegusa i sar., 2001;

Schaible, 2007; Takeda i sar., 2011).

2.1.3. Modulacija bola

Modulacija bola se odvija na perifernom, spinalnom i supraspinalnom nivou.
Rezultat modulacije je facilitacija (olaksavanje prenosa impulsa, pojacavanje) ili

inhibicija bolnih impulsa (Schaible, 2007; Marchand, 2010).
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Modulatorni uticaji pronociceptivnih supstanci, koje se oslobadaju na periferiji,
obi¢no olaksavaju prenos informacije o bolu. Ove supstance dovode do sniZenja
praga osetljivosti nociceptora, Sto posledicno dovodi do povecanja njihove
senzitizacije na razliCite bolne stimuluse, Sirenja receptivnog polja i gubitka
centralne inhibicije na mestu povrede, odnosno do razvoja primarne hiperalgezije

(Millan, 2002; Marchand, 2010).

Spinalni deo puteva bola smatra se najznacajnijim u modulaciji prenosa
informacije o bolu. Prema ,teoriji kapije” u spinalnom delu zadnjih rogova kicmene
moZdine koji se naziva substantia gelatinosa (SG) susticu se ushodni (ascendentni)
uticaji sa periferije i nishodni (descendentni) uticaji visih nervnih centara.
Ascendentni uticaji facilituju, dok descendentni uglavnom inhibiraju prenos bolnih
impulsa. Usled toga, konacan uticaj moZe biti facilitacija ili inhibicija, Sto zavisi od
toga koja komponenta preovlada (Millan, 2002; Marchand, 2010). Takode i lokalni
interneuroni, koji ostvaruju inhibitorne ali i ekscitatorne sinapse i sa primarnim i sa
sekundarnim neuronom bolnog puta, dovode do modulacije prenosa bolnog signala
na spinalnom nivou. Vecina inhibitornih interneurona ima GABA-ergicku i/ili
glicinergicku aktivnostinjihova glavna uloga je sprecavanje nekontrolisanog Sirenja

ekscitacije (Millan, 1999; Schaible, 2007; Pan i sar., 2008).

[z supraspinalnih centara polaze descendentni putevi koji moduliSu
transmisiju bolnih impulsa na spinalnom nivou (Slika 4) (Marchand, 2010). Njihov
modulatorni efekat je inhibitorni. Najznacajniji modulatorni uticaji poticu iz centara
moZdanog stabla: periakveduktalne sive mase (PAG) i jedara rostroventralne
medule (RVM): nucleus raphe magnus (NRM), nucleus reticularis gigantocellularis
pars alpha 1 nucleus reticularis paragigantocellularis lateralis. Jedra PAG
predstavljaju glavne releje preko kojih visSi nervni centri (hipotalamus, talamus,
limbicke strukture i korteks) kontroliSu nociceptivnu “kapiju” u zadnjim rogovima
kicmene moZdine. PAG daje nishodne projekcije do jedara RVM, a manjim delom
direktno do spinalnih neurona (Millan, 2002; Schaible, 2007). RVM se dalje
projektuje do Kki¢mene mozdine, ostvarujuéi sinapsu sa inhibitornim
interneuronima u SG ili sekundarnim neuronima bolnog puta. Serotonin, enkefalin i
noradrenalin su glavni neurotransmiteri na ovim sinapsama, i oni ostvaruju

inhibitorni uticaj na bolnu transmisiju (Schaible, 2007; Ossipov, 2012).
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Slika 4. Sistem za modulaciju bolnih impulsa. Prikaz
modulacije bola na spinalnom nivou, kao i prikaz
modulatornih uticaja iz centara u srednjem mozgu,
kao i iz visih moZdanih struktura (Preuzeto i
prilagodeno iz reference Brodin i sar., 2016).

Srednji
mozak
Medula
Descendentna
modulacija
__Ascendentna

transmisija

Jo$ jedan vaZan descendentni inhibitorni put potice iz locus coeruleus-a (LC),
jedra ponsa mozdanog stabla. Descendentne projekcije iz ove strukture ostvaruju

noradrenergicke inhibitorne sinapse na nivou ki¢cmene mozdine (Rang i sar., 2014).

Uzevsi sve u obzir, zadnji rogovi sive mase kicmene mozdine predstavljaju
integralnu komponentu puteva bola jer se na ovom nivou vrsi integracija
informacije dobijene od perifernih nociceptora, lokalnih interneurona i

descendentnih modulatornih projekcija.

3. Uloga kalcijumovih kanala u bolu

Kalcijumovi kanali spadaju u jonske kanale izgradene od transmembranskih
proteina koji formiraju poru za prolazak jona. Ovi kanali se klasifikuju u dve velike
grupe: ligand-zavisni i voltazZno-zavisni kalcijumovi kanali (Zamponi i sar., 2016).
Aktivnost ligand-zavisnih kalcijumovih kanala, koji se mogu naci i intra i
ekstracelularno, moduliSe se vezivanjem liganada. Za razliku od njih, voltaZno-
zavisni kalcijumovi kanali nalaze se pre svega na Celijskoj membrani i otvaraju se i

zatvaraju prilikom promena u potencijalu (voltazi) ¢elijske membrane.

Voltazno-zavisni kalcijumovi kanali nalaze se na celijskim membranama svih

ekscitabilnih celija, ukljucuju¢i nervne i misi¢ne celije (Snutch i Catterall, 1993;
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Catterall, 2000). Celije koje ispoljavaju izrazitu ekscitabilnost, poput senzornih
neurona, obi¢no poseduju nekoliko razlic¢itih tipova kalcijumovih kanala (Catterall,
2000; Catterall i sar., 2005; Yunker i McEnery, 2003). Njihova primarna funkcija je
da obezbede ulazak kalcijuma u celiju, koji igra ulogu sekundarnog glasnika u
brojnim procesima unutar cCelije. Takode, ulazak kalcijumovih jona u ¢eliju Cesto
dovodi do depolarizacije celijske membrane, povecavaju¢i tako verovatnocu

generisanja akcionog potencijala.

Kalcijumove kanale je moguce razlikovati na osnovu njihovih biofizickih i
farmakoloskih karakteristika. Glavna biofizicka karakteristika na osnovu koje je
moguce razlikovati ove kanale je koli¢ina depolarizacije potrebne da bi se kanali
otvorili (Bean, 1989, 1991; NowycKky is sar., 1985). Kalcijumovi kanali za koje je
potrebna mala koli¢ina depolarizacije pripadaju grupi kalcijumovih kanala koji se
aktiviraju pri niZzim potencijalima (tzv. low voltage-activated). Kalcijumovi kanali
koji zahtevaju vecu depolarizaciju kako bi se aktivirali spadaju u grupu kalcijumovih

kanala koji se aktiviraju pri viSim potencijalima (tzv. high voltage-activated).

3.1. Geneticka Kklasifikacija kalcijumovih kanala

Osnovna i zajednicka komponenta svih kalcijumovih kanala je ai1-podjedinica,
koja formira poru kroz koju prolaze kalcijumovi joni i za koju postoji viSe od deset
gena (Bourinet i sar., 1999; Perez-Reyes, 2003). Cava: podjedinica (CACNA -
Calcium Voltage-Dependent Channel Subunit), veli¢ine 250 kDa, sastoji se od 4
transmembranska domena povezana citoplazmatskim regionima, ¢iji NH2 i COOH
terminusi su takode citoplazmatski. Svaki membranski domen sadrzi Sest
membranskih heliksa (S1 do S6) koji ukljuc¢uju region sa senzorom za promenu
potencijala, kao i P-petlju koja formira poru i kontroliSe propustljivost za pojedine

tipove jona (Slika 5A).

Evolutivno, svi kalcijumovi kanali poticu od istog primordijalnog gena za
kalcijumove kanale (Perez-Reyes, 2003). U osnovi strukture kalcijumovih kanala je
Cavou podjedinica koja formira poru za prolazak kalcijumovih jona (Slika 5B).
Postoje dva gena za Cav a podjedinicu za kalcijumove kanale koji se aktiviraju pri

viSim potencijalima: Cav1 i Cav2. Pored Cavpodjedinice, ovi kalcijumovi kanali mogu
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sadrzati i pomoc¢ne podjedinice, kao Sto su a2, B i v, usled ¢ega su ovi kanali
predstavljeni kao heteromultimerni proteinski kompleksi koji se formiraju
povezivanjem Caval, Cavf i Cava28 podjedinica u stehiometrijskom odnosu 1:1:1
(Catterall i sar., 2005) (Slika 5B). U zavisnosti od sastava podjedinica koje
saCinjavaju kanal, kalcijumovi kanali koji se aktiviraju pri viSim potencijalima dele

senalL, N, P/QiR tip (Slika 5C).

Kao Sto je ve¢ pomenuto, Cavai familija voltazno-zavisnih kalcijumovih kanala
koji se aktiviraju pri viSim voltazama deli se na dve velike podfamilije. Cav1 familija
sadrzi Cetiri gena (Cavl.1-Cav1.4), koji kodiraju Cetiri razli¢ita kanala L tipa. Cav2
familija ukljucuje Cav2.1 gen za P/Q tipove, Cav2.2 za N-tip i Cav2.3 za R-tip
kalcijumovih kanala. CavB podjedinicu kodira Cetiri gena kod ki¢menjaka. Cavf3
podjedinica spada u citoplazmatske proteine koji se vezuju za Caval na nivou
domena I-II, i promoviSu membransku ekspresiju kanala tako $to sprecavaju
ubikvitinaciju i zadrZavanje na nivou endoplazmatskog retikuluma (Weiss i
Zamponi, 2017). Klasifikacija svih tipova voltaZzno-zavisnih kanala za kalcijum

prikazana je na Slici 5C.

Takode postoje i Cetiri razlicita tipa a28 podjedinice. Sli¢no kao i Cavf3, i Cava2é
podjedinica promoviSe membransku ekspresiju Caval podjedinice. Pored toga Sto
reguliSu ekspresiju i internalizaciju, ova pomo¢na podjedinica takode moZe menjati
funkcionalne i farmakoloske karakteristike kalcijumovih kanala, kao i osetljivost za

sekundarne glasnike (Dolphin, 2013; Geisler i sar., 2014).

Kalcijumovi kanali koji se aktiviraju pri niZim potencijalima (T-tip) javljaju se
samo u obliku podgrupe Cav3 (Slika 5C). Genetski kod sisara sadrZi gene za tri
razlicite a1 podjedinice T tipa kalcijumovih kanala: Cav3.1 (CACNA1G), Cav3.2
(CACNA1H) i Cav3.3 (CACNA1I) (Slika 5C). U strukturi sva tri podtipa nalazi se samo

ova podjedinica.
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Slika 5. Struktura kalcijumovih
kanala. (A) osnovna struktura Cay
(al)  podjedinice.  (B)  Opsta
PM struktura podjedinica koje mogu
Citoplazma sacinjavati kalcijumove kanale. (C)

Domen | Domen I, Domen lll ;  Domen IV
i P petlja

'120
OO
D.OL
SO0

. Bciniad klasifikacija  tipa  kalcijumovih
¥ ) II-111 petlja o k .. . .
I-Il petlja anala, gen koji kodira svaki kanal
B c S oo ) pojedinacno i tip kalcijumovih struja
B \’ (Preuzeto i prilagodeno iz reference
: Weiss i Zamponi, 2017).
4
P/Q-tip

N-tip

R-tip y

3.2. Distribucija kalcijumovih kanala duZ puteva bola

Distribucija razlicitih izoformi kalcijumovih kanala zavisi od tipa tkiva. N-tip
kalcijumovih kanala je eksprimiran na neuronima zadnjih rogova sive mase kicmene
mozdine, zatim na telima neurona spinalnih gangliona, kao i na centralnim
terminalima primarne sinapse u zadnjim rogovima sive mase ki¢mene mozdine
(Westenbroek i sar., 1992; Catterall i Few, 2008; Gohil i sar., 1994). Ovaj tip kanala
dobio je ime usled toga Sto ne pripada grupi ni L- ni T-tipa kalcijumovih kanala. Kako
blokatori ovih kanala inhibiraju oslobadanje supstance P i CGRP, jasno je da N-tip
kalcijumovih kanala reguliSe sinapticku transmisiju C- i A5- nociceptora (Santicioli
i sar.,, 1992; Maggi i sar., 1990; McGivern i sar., 2004; Evans i sar., 1996). Ovaj tip
kalcijumovih kanala se moZe naci i na dendritskim nastavcima odakle ucestvuje u

regulaciji ulaska kalcijumovih jona (Kisilevsky i sar., 2008).

P/Q tip kalcijumovih kanala nalazi se takode na presinaptickim terminalima u
zadnjim rogovima sive mase ki¢mene moZdine i ucestvuje u oslobadanju
neurotransmitera (Catterall i Few, 2008; Westenbroek i sar., 1995, 1998; Wheeler i
sar., 1994). Ovaj tip kalcijumovh kanala dobio je ime po Purkinjeovim neuronima,
gde je prvi put i otkriveno njihovo prisustvo. Ta¢na uloga P/Q kanala u transmisiji
bolnih signala nije poznata, medutim pokazano je da mutacija na ovim kanalima
dovodi do nasledne hemiplegijske migrene (de Vries i sar., 2009). Takode,

dosadasnje istrazivanje je pokazalo da P/Q-tip kalcijumovih kanala ucestvuje u
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oslobadanju ekscitatornih i inhibitornih neurotransmitera u zadnjim rogovima sive
mase kicmene mozdine (Araque i sar., 1994; Takahashi i Momyiama, 1993), ali da

ne utice na oslobadanje supstance P i CGRP (Westenbroek i sar., 1998).

L-tip kalcijumovih kanala nalazi se u centralnom nervnom sistemu, srCanom
kohlearnim ¢elijama (Dolphin, 2009; Calin-Jageman i Lee, 2008). U superficijalnom
sloju zadnjih rogova sive mase kicmene mozdine, L tip kalcijumovih kanala
zastupljen je na telima i dendritima neurona, odakle ucestvuje u regulaciji aktivnosti
kalcijum-zavisnih enzima, transkripciji gena, sinaptickoj aktivnosti i plasti¢nosti,
kao i u aktivaciji drugih jonskih kanala, kao Sto su kalcijum-zavisni kalijumovi kanali

(Westenbroek i sar., 1998; Dolmetsch i sar., 2001; Kim i sar., 2001; Hell i sar., 2008).

Poput drugih kalcijumovih kanala koji se aktiviraju pri viSim potencijalima i R-
tip (R-resistant, usled njihove neosetljivosti na antagoniste za L, N i P/Q kalcijumove
kanale) reguliSe oslobadanje neurotransmitera i ekscitabilnost neurona (Dietrich i
sar., 2003; Brown isar., 2004). Saegusa i sar. (2000) su pokazali da globalno brisanje
gena za Cav2.3 kanal (R-tip) u miSeva moze dovesti do antinociceptivnog, ali i
pronociceptivnog ponasanja, u zavisnosti od promena na spinalnom i

supraspinalnom nivou duZz bolnih puteva.

Od posebnog znacaja za naSe istraZivanje su Kkalcijumovi kanali T-tipa (T-
kanali), koji su zastupljeni u svim delovima nervnog sistema (Trimmer i Rhodes,
2004). Za razliku od voltazno-zavisnih kalcijumovih kanala koji se aktiviraju pri
viSim potencijalima celijske membrane, ovi kanali se generalno aktiviraju pri
potencijalima ¢elijske membrane negativnijim od -40 mV. Stavise, T-kanali se
inaktiviraju relativno brzo nakon otvaranja, te su stoga idealni za regulisanje Celijske
ekscitabilnosti kroz modulaciju aktivnosti kanala za natrijum i kalcijum, i
obezbedivanje tzv. pejsmejkerske aktivnosti u sinoatrijalnom ¢voru srca (Bourinet i
Zamponi, 2005a; Bourinet i sar., 2014). Dodatno, T-kanali ucestvuju u sekreciji
neuroendokrinih celija (Okayama i sar., 2006; Gackiere i sar., 2008), kao i

sinaptickom oslobadanju neurotransmitera iz vezikula (Weiss i sar., 2012).

Studije in situ hibridizacije pokazale su da je podtip Cav3.2 T-kanala

najzastupljeniji na telima perifernih senzornih neurona i u zadnjim rogovima sive
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mase kicmene moZzdine (Talley i sar., 1999), Sto ukazuje na njihov veliki znacaj u
transmisiji bolnih stimulusa. Cav3.2 kanali su eksprimirani na CGRP-pozitivhim
(peptidergickim) i IB4-pozitivnim (nepeptidergickim) neuronima spinalnih
ganglija, kao i na perifernim terminalima ovih nervnih vlakana u koZi (Rose i sar.,

2013). Slika 6 prikazuje distribuciju kalcijumovih kanala u ki¢menoj mozdini.

Spinalni ganglion Slika 6. Ekspresija voltaZno-zavisnih
A kalcijumovih  kanala u zadnjim
rogovima sive mase kicmene moZdine.
Cay2.1 (P/Q-tip) i Cav2.2 (N-tip)
kanali su uglavhom eksprimirani u
specificnim populacijama primarnih
aferentnih neurona. N-tip se moZe
naéi u peptidergickim (CGRP-
pozitivni). T-kalcijumovi kanali su
zastupljeni na oba tipa primarnih
aferentnih neurona koji grade sinapse
sa inhibitornim 1 ekscitatornim
interneuronima, kao i sa projekcionim
senzornim neuronima (PN).
Postsinapticki, R-, L- i T-tip pre svega
regulisu ekscitabilost ~ neurona
(Preuzeto i prilagodeno iz reference
Patel i sar., 2017).

3.3. Uloga T-kanala u bolu

3.3.1. Biofizicke karakteristike T-kanala

Kalcijumovi kanali T-tipa imaju krucijalan znacaj u ekscitabilnosti razlicitih
Celija uticu¢i na okidanje, kao i na frekvencu akcionih potencijala (Cain i Snutch,
2010). Specifi¢na osetljivost ovih kanala na promenu potencijala ¢elijske membrane
obezbeduje im vaZnu ulogu u regulisanju ¢elijske ekscitabilnosti i oscilacija koje se
odigravaju na potencijalima bliskim membranskom potencijalu mirovanja.
FizioloSka uloga T-kalcijumovih kanala se jasno ogleda u regulisanju nacina
okidanja akcionih potencijala u stanju sna (Molineux i sar., 2006; Lee i sar., 2004;
Destexhe i sar., 1994; Steriade, 2005), dok je patoloska uloga opisana u stanjima kao
Sto je epilepsija (Khosravani i Zamponi, 2006). T-kalcijumovi kanali dovode do
pojave hipersinhronih talamokortikalnih oscilacija koje su u osnovi apsans napada

(Tsakiridou i sar., 1995), kao i repetitivnog visoko-frekventnog okidanja akcionih
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potencijala piramidalnih neurona temporalnog lobusa u status epilepticus-u (Su i
sar., 2002). Poznato je da su T-struje povecane u tzv. kindling modelu epilepsije
(Faas i sar., 1996). Kindling je pojava u kojoj malo fokalno elektri¢no praZenjenje
dovodi do pojave epilepticnog napada, pri emu je svaki slede¢i napad intenzivniji
od prethodnog (Bertram, 2007). Interesantno je da je pojava kindlinga vrlo sli¢na
pojavi wind up fenomena na nivou kicmene mozdine u neuropatskom bolu (Herrero
i sar., 2000), te bi se moglo ocekivati da T-kalcijumovi kanali imaju zna¢ajnu ulogu i

u bolnoj transmisiji.

T-kalcijumovi kanali prolaze kroz tri biofizicka stanja u zavisnosti od potencijala
Celijske membrane: aktivisano, inaktivisano i deinaktivisano (Iftinca, 2011) (Slika
7). U stanju aktivacije, kanal je otvoren, Sto omogucava prolazak kalcijumovih jona
u celiju. Pri potencijalu mirovanja (-60 do -70 mV) T-kanali se nalaze u
inaktivisanom stanju, usled ¢ega nisu propusni za prolazak kalcijumovih jona. Jedna
od glavnih karakteristika ovih kanala je da usled blage hiperpolarizacije cCelijske
membrane (npr. -80 mV) ovi kanali prelaze prvo u deinaktivisano stanje, odakle
mogu ponovo preci u stanje aktivacije. S obzirom da su ovako nastale kalcijumove
struje prolaznog karaktera, jer se kanal vrlo brzo inaktivira, ovi kanali su dobili ime
»prolazni” (eng. Transient).

Hiperpolarisano Slika 7. Stanja kroz koja prolazi T-

- kalcijumov  kanal pri  promenama
Aktivacija potencijala celijske membrane. Z - kanal

Oporavak je zatvoren, O - kanal je otvoren, I - kanal
Deaktivacija je inaktivisan. (Preuzeto i prilagodeno iz
Iftinca i Zamponi, 2009).
- Inaktivacija n
— : ==
— Depolarisano Y

Ca*

Kada se celijska membrana kratko hiperpolarizuje, a zatim vrati na potencijal
mirovanja, dolazi do pojave tzv. LTCS (eng. low threshold calcium spiking) struja
karakteristi¢nih upravo za ove kanale (Perez-Reyes, 2003). Kao posledica nastanka
LTCS, dolazi do ulaska kalcijuma u €eliju, koji dalje dovodi do Celijske depolarizacije
i pokretanja razli¢itih unutarcelijskih procesa u kojima kalcijum ucestvuje kao
sekundarni glasnik. Amplituda ovih struja je oko 25 mV, Sto je dovoljno da
depolariSe ¢elijsku membranu do blizu -40 mV. Poznato je da su natrijumovi kanali

aktivni pri potencijalu oko -40 mV, kao i kalcijumovi kanali koji se aktiviraju pri
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visSim potencijalima ¢elijske membrane, usled ¢ega dolazi do generisanja akcionog

potencijala.

3.3.2. Uloga T-kanala u modulaciji bola

S obzirom da T-kanali znacajno doprinose generisanju akcionih potencijala,
jasno je da imaju vaznu ulogu u prenosu informacija o bolu. Prve elektrofizioloske
karakterizacije kalcijumovih kanala T-tipa su izvrSene na senzornim neuronima
embriona pileta, kao i na telima neurona spinalnih gangliona novorodenih pacova
(Carbone i Lux, 1984; Fedulova i sar., 1985), a nakon toga je usledilo otkrice njihove
uloge u senzornoj transmisiji u bolu u studiji na telima senzornih neurona spinalnih
gangliona adultnih pacova (Todorovic i sar., 2001; Todorovic i Jevtovic-Todorovic,
2011). Studije koje su usledile potvrdile su da T-kanali nisu podjednako zastupljeni
na svim perifernim senzornim neuronima spinalnih gangliona: senzorni neuroni
srednje veli¢ine su najbogatiji ovim kanalima, a za njima i oni najmanje veliine
(Scroggs i Fox, 1992). Studije ispitivanja kinetike T-kanala, kao i rezultati in situ
hibridizacije, su dalje utvrdile da je Cav3.2 podtip najzastupljeniji na srednjim i
malim senzornim neuronima, koji spadaju u grupu C-polimodalnih nociceptora
(Todorovic i Lingle, 1998) i Ad mehanoreceptora (Dubreuil i sar., 2004; Wang i
Lewin, 2011). Dodatno, miSevi kod kojih je globalno obrisan Cav3.2 kanal, pokazuju
smanjenu bolnu reakciju na hemijski, termicki i mehanicki stimulus (Choi i sar.,

2007).

Na spinalnom nivou, u laminama I i II zadnjih rogova sive mase ki¢mene
mozdine, opisano je da blokada presinaptickih T-kanala primenom selektivnog
blokatora T-kanala (TTA-P2) na Ccelije preparata kicmene moZdine smanjuje
spontano sinapticko oslobadanje glutamata, bez uticaja na oslobadanje GABA-e
(Jacus i sar., 2012). Ovaj rezultat ukazuje na veliki uticaj T-kanala na ekscitabilnost
neurona koji u€estvuju u spinalnoj transmisiji bolnog signala. Uloga Cav3.2 podtipa
je posebno ispitivana lokalnom primenom antisense oligonukleotida, koji lokalno
ukidaju produkciju ovog, ali ne i druga dva podtipa T-kanala na spinalnom nivou,
Cime se signifikantno smanjuje osetljivost pacova na termicki i mehanicki stimulus

(Bourineti sar., 2005b).
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I na supraspinalnom nivou pokazan je znacaj T-kanala u prenosu bolnih
impulsa. Naime, Kim i sar. (2003) su otkrili da sistemska primena mibefradila,
neselektivnog blokatora T-kalcijumovih kanala, dovodi do smanjenja nociceptivnog
odgovora (broja grceva) izazvanih intraperitonealnom injekcijom sircetne kiseline.
S druge strane, u istoj studiji je pokazano da direktna intratalamicka primena ovog
blokatora povecava nociceptivni odgovor u normalnih (eng. wild type - WT) miSeva.
Povecanje nociceptivnog bihejvioralnog odgovora usled intraperitonealne injekcije
sirCetne kiseline je takode uoCeno i u miSeva u kojih je genetskom modifikacijom

izbacen gen za Cav3.1 podtip T-kanala.

Prethodno pomenuti nalazi ukazuju na kompleksnu ulogu T-kanala u transmisiji
bolnog stimulusa, koja zavisi od njihove lokalizacije na razli¢itim strukturama
ukljuc¢enih u nociceptivne puteve. Na nivou neurona ventroposteriolateralnog (VPL)
talamickog jedra, koji se aktiviraju u visceralnom modelu bola u pacova i primata
(Willis i sar., 1999), blokada ili izostanak Cav3.1 podtipa T-kanala remeti
funkcionisanje neuronskog kola izmedju VPL i susednog retikularnog jedra (nucleus
reticularis thalami), glavnog inhibitornog jedra talamusa (Kim i sar., 2003). Naime,
usled blokade ili brisanja Cav3.1 podtipa T-kanala na neuronima VPL jedra dolazi do
gubitka visoko-frekventnih akcionih potencijala ovih neurona, koji su neophodni za
aktivaciju inhibitornih neurona retikularnog jedra. Izostanak ovog inhibitornog
odgovora retikularnog jedra posledicno dovodi do facilitacije prenosa nociceptivne
informacije ka kortikalnim strukturama i povecanja nociceptivnog bihejvioralnog

odgovora.

Na nivou periakveduktalne sive mase (PAG), pokazano je da endogeni opioidi,
kao i direktna primena morfina (Park i sar., 2010), aktiviraju p-opioidne receptore
na gabergickim neuronima, usled ¢ega dolazi do hiperpolarizacije ovih tonicki
aktivnih GABA neurona, te do dezinhibicije neurona PAG (tzv. model dezinhibicije;
Basbaum i Fields, 1984) koji se dalje projektuju na RVM. Na ovaj nacin se aktivira
put descendentne inhibicije bola koji preko RVM ostvaruje inhibiciju prenosa
nociceptivnih informacija na nivou zadnjih rogova sive mase ki¢cmene moZdine
(Yakshi sar., 1976; Reichling i sar., 1988; Dostrovsky i Deakin, 1977; Lewis i Gebhart,
1977).

21



Uvod

Park i sar. (2010) su otkrili da je ovaj efekat morfina na tonicki aktivne GABA
neurone, koji dovodi do smanjenja okidanja brzih pojedinac¢nih akcionih potencijala
i oslobadanja neurotransmitera (North i Williams, 1983; Pan i sar., 1991), zavisan
od prisustva Cav3.1 kanala na ovim GABA-ergickim neuronima. Naime, usled efekta
opioida na p-opioidne receptore, dolazi do hiperpolarizacije Celijske membrane
neurona, koja je dovoljna da se Cav3.1 kanali prvo deinaktiviraju, a potom i
aktiviraju, i da dovedu do okidanja akcionih potencijala na niZim voltaZama (tzv. low
thershold spiking), Cime se sprecava generisanje pojedinac¢nih akcionih potencijala,
kao i oslobadanje GABA-e, te dolazi do aktivacije RVM i descendentnog puta bola. S
druge strane, globalno brisanje ili selektivni gubitak ovog podtipa T-kalcijumovih
kanala na nivou PAG dovodi do gubitka okidanja akcionih potencijala na nizim
voltaZama (tzv. low thershold spiking), usled Cega se umanjuje dezinhibicija i dalja

aktivacija projekcionih neurona na RVM.

3.3.3. Uloga T-kanala u animalnim modelima bola

Lokalna injekcija lipoi¢ne kiseline dovodi do inhibicije Cav3.2 podtipa T-kanala
u senzornim neuronima, Sto ima za posledicu smanjenje osetljivosti na noksican
termicki i mehanicki stimulus u miseva (Lee i sar., 2009). Znacaj Cav3.2 kanala je
opisan i u inflamatornim (Shin i sar., 2008) i visceralnim modelima bola (Tsubota-
Matsunami i sar., 2012). Smanjenje ekspresije Cav3.2 kanala na telima malih
primarnih senzornih neurona gangliona dorzalnih korenova dovodi do ublaZavanja
nociceptvnog odgovora u akutnom visceralnom modelu bola (Choi i sar., 2007).
Takode je pokazano da su Cav3.2 kanali eksprimirani i na primarnim senzornim
neuronima Kkoji inerviSu kolon, te da brisanje gena za ovaj kanal ublaZava
nociceptivno ponasanje u Cav3.2 KO (eng. knock-out) miSeva u modelu hroni¢nog
visceralnog bola (Marger i sar., 2011). Na osnovu ovih nalaza, zakljueno je da
gastrotransmiter, vodonik sulfid iz kolona, deluje pronociceptivno na kolon preko
redoks modulacije T-kanala. U formalinskom testu je pokazano da miSevi kod kojih
je globalno izbacen gen za Cav3.2 kanal ispoljavaju smanjeni nociceptivni odgovor u

obe faze testa (Choi i sar., 2007).

22



Uvod

Nedavno je otkriven i znacaj Cav3.2 podtipa T-kanala u razli¢itim modelima
hroni¢nog bola. Aktivnost Cav3.2 populacije, kao i njihova ekspresija, povecani su
kod gojaznih miSeva sa dijabetesom tipa II (Latham i sar., 2009). Njihov znacaj u
dijabetesnoj neuropatiji je potvrden u istoj studiji, gde je efikasno smanjena
hiperalgezija kod ovih Zivotinja, nakon primene selektivnog blokatora T-kanala iz
grupe sintetskih neuroaktivnih steroida. U modelu dijabetesa tipa I, koji je
indukovan intraperitonealnom injekcijom streptozotocina, takode je uoceno
povecanje ekscitabilnosti i ekspresije T-kanala (Messinger i sar., 2009). U istoj
studiji je smanjenje hiperalgezije (osecaj bola na blag bolni stimulus) i alodinije
(osetaj bola na stimulus koji normalno ne izaziva bol) uspeSno postignuto
primenom oligonukleotida koji sprecavaju aktiviranje informacione RNK
neophodne za proizvodnju Cav3.2 kanala. Takode, u neuropatiji izazvanoj
podvezivanjem iSijadikusa (Jagodic i sar., 2008), kao i kod podvezivanja Ls i Le
spinalnih nerava (Yue i sar., 2013), ustanovljeno je da su kalcijumske T-struje
znacajno povecane. Konac¢no, ukidanje ili smanjenje ekspresije gena za Cav3.2 kanal
genetskom manipulacijom kod Zivotinja, rezultiralo je smanjenjem bolne
hiperosetljivosti usled smanjene ekscitabilnosti primarnih aferentnih vlakana (Choi

i sar,, 2007; Bourinet i sar., 2005b).

3.3.4. Regulacija funkcije T-kanala u bolu

Razli¢iti mehanizmi uti¢u na promenu biofizic¢kih karakteristika, kao i ekspresije,
a samim tim i amplitude i duZine trajanja jonskih kalcijumovih struja koje poticu od
T-kanala. Ovi regulatorni mehanizmi mogu biti direktni, ali i indirektni. U direktne
mehanizme modulacije spada direktna interakcija sa dvovalentnim katjonima kao
$to su nikl (Ni?*) i cink (Zn?*). Vezivanjem Zn?2* za asparagin — glicin — histidin
sekvencu petlje III-1V i aspartat petlje II Cav3.2 kalcijumovog kanala, dolazi do
stabilizacije kanala u zatvorenoj konformaciji (Kang i sar., 2010). Nikl (Ni%*) takode
utiCe na smanjenje kalcijumovih struja koje potic¢u od Cav3.2 kanala usled vezivanja
za histidin na polozaju 191 petlje III-IV (Kang i sar., 2006). Sa druge strane,
redukujuca jedinjenja, kao Sto su ditiotreitol i L-cistein, dovode do stvaranja
helatnih kompleksa sa cinkom, usled Cega se raskida veza izmedu ovog metala i

Cav3.2 kanala, i dolazi do poveéanja T-kalcijumovih struja i senzitizacije C
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polimodalnih nociceptora (Nelson i sar.,, 2007). U indirektne mehanizme spada
modulacija funkcije T-kanala putem protein-kinaza, ukljucuju¢i fosforilaciju (Zhang
i sar., 2013), modulacija genske ekspresije (Lipscombe i sar., 2013) i post-
translacione modifikacije na nivou samog kanala koje uti¢u na njegovu membransku

ekspresiju (Weiss i Zamponi, 2017).

3.3.4.1. Mehanizmi regulacije membranske ekspresije T-kanala

Posebnoj grupi mehanizama regulacije pripadaju i oni koji uti¢u na sam proces
ekspresije proteina na Celijskoj membrani, kao i na proces njegove degradacije
internalizacijom u proteazomima (tzv. trafficking proteina). U ove mehanizme
spadaju N-glikozilacija i ubikvitinacija (Slika 8). Oba mehanizma su znacajna za
uticaj T-kalcijumovih kanala u bolu. Nedavno je pokazano da N-glikozilacija, proces
enzimski zavisne konjugacije glikana oligosaharidnog lanca za N-asparaginsku
reziduu proteina, utiCe na povecanje ekspresije i aktivnosti T-kalcijumovih kanala u

dijabetesnoj neuropatiji (Latham i sar., 2009; Orestes i sar., 2013).

Glikozilacija Asn™ Glikozilacija Asn™*
promovise povecava aktivnost
povriinsku ekspresiju kanala

Deubikvitinacija
na lll-1V linkeru
promovise povrsinsku
ekspresiju

Slika 8. Prikaz lokalizacije N-glikozilacije i deubikvitinacije na Cay3.2 kalcijumovom kanalu.
N-glikozilacija asparagina promovise ekspresiju i povecava aktivhost Cay3.2 kalcijumovih
kanala, dok deubikvitinacija na linkeru IlI-1V promoviSe povrsinsku ekspresiju kanala
(Preuzeto i prilagodeno iz reference Sekiguchi i Kawabata, 2013).

3.3.4.1.1. Znacaj ubikvitinacije T-kanala u bolu

Ubikvitin-zavisna degradacija voltazno-zavisnih kalcijumovih kanala putem

ubikvitin-proteazom sistema vaZan je mehanizam regulacije broja jonskih kanala
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na povrsini Celijske membrane (Slika 9) (Felix i Weiss, 2016). Ubikvitinacija
proteina je proces koji se zasniva na obeleZavanju proteina sekvencom ubikvitina
uz pomoc¢ ubikvitin ligaze (Hershko i Ciechanover, 1998). Ovaj proces obeleZavanja
proteina omogucava njegovu dalju internalizaciju i degradaciju u proteazomima.
Nedavno je ubikvitinacija prepoznata kao vazan mehanizam regulisanja funkcije
kalcijumovih kanala. Pokazano je da ubikvitinacija Cav1.2 (Altier i sar., 2011), kao i
Cav2.2 (Waithe i sar., 2011; Page i sar., 2016), dovodi do smanjenja njihove
ekspresije na Celijskoj membrani, Sto za posledicu ima i smanjenje kalcijumovih

struja koje potic¢u od ovih kanala.

U slucaju T-kalcijumovih kanala, nedavno je pokazano da se ubikvitinacija na
nivou Cav3.2 kanala odigrava u sklopu III-IV petlje kanala, u prisustvu ubikvitin
ligaze WWP1 (Garcia-Caballero i sar., 2014) (Slika 9). S druge strane,
deubikvitinacija je proces odvajanja ubikvitinske sekvence uz pomo¢ ubikvitin
proteaze USP5 (eng. ubiquitin-specific protease). Shodno tome, USP enzim
kontroliSe nivo ubikvitinacije i deubikvitinacije, uti¢u¢i na taj nac¢in na ekspresiju

kanala na Celijskoj povrSini (Garcia-Caballero i sar., 2014).

Ekstracelularno okruzenje

L B S
P &} ’_\‘Internalizacija

e ]

- Proteazom

Citosol
Lumen

Ca3.2
Slika 9. Proces ubikvitinacije Cay3.2 kanala. Enzim WWP1 obeleZava kanal za degradaciju
vezujudi ubikvitinsku sekvencu za protein. Kanal obeleZen ubikvitinskom sekvencom se
internalizuje i degradira u proteazomu. Proces ubikvitinacije je kontrolisan procesom
deubikvitinacije, putem koga enzim USP5 raskida vezu ubikvitinske sekvence i kanala.
(Preuzeto i prilagodeno iz Weiss i Zamponi, 2017).

Uloga ubikvitinacije i deubikvitinacije Cav3.2 kanala u modulaciji bola nedavno
je pokazana in vivo. Naime, Garcia-Caballero i sar. (2014, 2016) su otkrili da
selektivna blokada sinteze USP5 enzima, zaduZenog za deubikvitinaciju Cav3.2

kanala, dovodi do pojave analgezije u inflamatornom i neuropatskom modelu bola u
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miSeva. S druge strane, ometanje vezivanja enzima za deubikvitinaciju za ciljno
vezno mesto na proteinu je takode mehanizam pomocéu koga se moZe uticati na
funkcionalnost proteina. Ovaj efekat se moZe posti¢i primenom malih peptidnih
molekula tzv. tat peptida. Ovi mali molekuli zovu se drugacije i peptidi koji
penetriraju u celiju (eng. cell penetrating peptides) zahvaljuju¢i primeni tat
tehnologije: tat predstavlja transaktivator transkripcije (TAT) humanog virusa
imunodeficijencije i omogucava velikim molekulima da penetriraju kroz lipofilnu
¢elijsku membranu i tako ispolje svoje efekte na unutarcelijskom nivou (Guidotti i
sar., 2017). Terapija tat peptidima postaje sve popularniji koncept u istrazZivanju.
Trenutno se nekoliko tat peptida nalazi u pretklinickim, kao i u klinickim
ispitivanjima novih lekova za terapiju kancera (Guidotti i sar., 2017). Za terapiju
bolnih stanja, u klinickim ispitivanjima naSao se tat peptid za leCenje post-

herpeticke neuralgije (Cousins i sar., 2013).

0d velikog znacaja za nasSe istrazivanje je nalaz da primena organskih molekula
ili tat peptida koji sprecavaju vezivanje USP5 enzima za Cav3.2 kanal, ispoljava
antihiperalgezijski efekat u inflamatornim i neuropatskim modelima bola u miSeva

(Garcia-Caballero i sar., 2014; Gadotti i sar., 2015).

4. Uloga antagonista kalcijumovih kanala u terapiji bola

4.1. Antagonisti kalcijumovih kanala koji se aktiviraju pri viSim

potencijalima

Poznato je da blokada ili modulacija na nivou kalcijumovih kanala, koji se
aktiviraju pri visSim potencijalima ¢elijske membrane, dovodi do ublaZavanja bola. S
tim u vezi, intratekalno primenjen w-konotoksin GVIA, blokator kalcijumovog
kanala N-tipa, uspesSno umanjuje neuropatski bol u pacova (Chaplanisar., 1994). U
postincizionom bolu je pokazano da zikonotid (w-konotoksin MVIIA), sintetski
analog ovog toksina i selektivni blokator kalcijumovih kanala N-tipa, smanjuje
termicku i mehanicku hiperalgeziju incizirane Sape (Wang i sar., 2000), kao i

hiperalgeziju u neuropatskim i inflamatornim modelima bola (Miljanich, 2004).
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Primena antagonista P/Q-tipa daje oprecne rezultate u animalnim modelima
bola. Intratekalno primenjen w-agatoksin IVA, antagonista P/Q kanala, nije ispoljio
efekat na mehanicku alodiniju i termicku hiperalgeziju u neuropatskom modelu bola
(Chaplan i sar., 1994; Yamamoto i sar., 1998). S druge strane, miSevi kod kojih je
genetickom manipulacijom izbacen gen za ovaj kanal (Cav2.1) ispoljavaju smanjen
nociceptivni odgovor u drugoj fazi formalinskog testa, kao i smanjenu mehanicku
alodiniju u modelu neuropatskog bola, ali paradoksalno i povecanu akutnu
nocicepciju na termicki stimulus (Luvisetto i sar., 2006). Takode je pokazano da w-
agatoksin IVA ublaZava bolnu transmisiju na nivou kicmene mozdine u modelu

inflamatorne artropatije u pacova (Nebe i sar., 1997).

Vrlo malo se zna o ulozi L-tipa kalcijumovih kanala u modelima bola. U
modelima neuropatskog bola otkriveno je da dolazi do promene u ekspresiji
podtipova L kalcijumovih kanala (Kim i sar., 2001; Fossat i sar., 2010). Takode se
smatra da selektivna blokada ekspresije Cav1.2 podtipa ovih kanala u anteriornom
cingulatnom korteksu moZe uticati na bihejvioralni odgovor Zivotinja u bolnim
stanjima (Jeon i sar., 2010). Selektivna blokada ekspresije istog kanala u kicmenoj
mozdini sprefava nastanak hiperekscitabilnosti i bolne hiperosetljivosti u
neuropatskom modelu bola, ukazujuéi da ovi kanali mogu uticati na odrzavanje
hroni¢nog bola (Fossati sar., 2010). Nasuprot ovom nalazu, intratekalno primenjeni
antagonisti L-kanala, kao $to su verapamil, diltiazem i nimodipin, nisu ispoljili
analgeticki efekat u neuropatskim modelima bola (Chaplan i sar., 1994; Calcutt i
Chaplan, 1997; Fukuizumi i sar., 2003). S druge strane, intratekalna primena ovih
antagonista, potencirala je analgeticki efekat morfina i sprecila nastanak tolerancije,
ukazujudi tako na znacajan uticaj povecanja intracelularnog sadrZaja kalcijuma na
razvoj tolerancije na morfin (Michaluk i sar., 1998; Ray i sar., 2008; Welch i Olson,

1991).

Antagonista R-tipa kalcijumovih kanala, SNX-482, dobijen iz otrova pauka
tarantule (Hysterocrates gigas), inhibira prenos bolnih impulsa sa Ci Ad nociceptora
na spinalnom nivou u neuropatskom modelu bola u pacova (Matthews i sar., 2007).
Takode je pokazano da u prvoj fazi formalinskog testa SNX-482 potencira, dok u

drugoj fazi inhibira nociceptivno ponasanje u miSeva (Murakami i sar., 2004).
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Takode, rezultati novijih studija ukazuju da gabapentin i pregabalin ispoljavaju
svoj analgeticki efekat u neuropatskom bolu i fibromijalgiji (Moore i sar., 2009,
2011), preko modulacije a28 podjedinice (Field i sar., 2006; Patel i sar, 2013),
neophodne za funkcionisanje neuronskih kalcijumovih kanala N i P/Q-tipa (Davies
i sar., 2007). Vezujudi se za a28 podjedinicu voltazno-zavisnih kalcijumovih kanala,
ovi antiepileptici dovode do direktne blokade aktivnosti kalcijumovog kanala (Gee i
sar., 1996; Hendrich i sar., 2008). Efikasnost gabapentina potvrdena je u razlic¢itim
modelima inflamatornog (Munro i sar., 2007; Zhang i sar., 2009), kao i neuropatskog
bola (Tomi¢ i sar., 2010; Yasuda i sar., 2005). Slicno tome, i pregabalin efikasno
ublazava bol kako u visceralnom (Ohashi-Doi i sar., 2010), tako i u neuropatskom

modelu bola (Hahm i sar., 2012; Ling i sar., 2008).

Trenutno su u fazi klinickih ispitivanja antagonisti N-tipa kalcijumovih kanala:
CNV2197944 (NCT01848730 i NCT01893125) u pacijenata sa postherpetickom
neuralgijom i dijabetesnom neuropatijom, kao i Z160 (NCT1655849) u pacijenata
sa postherpetickom neuralgijom. Podaci u vezi sa njihovom klinickom efikasno$¢u
jo§ uvek nisu dostupni. Ocigledno je da bi trebalo slediti primer blokatora
natrijumovih kanala (antikonvulziva, lokalnih anestetika i antiaritmika), koji se
vezuju pre svega za kanale u inaktivisanom stanju. Na ovaj nacin ovi molekuli ciljano
deluju samo na hiperekscitabilne Celije, Stedeci pritom aktivnost kanala u tkivima
koja normalno funkcionisSu (Hille, 1977; Ragsdale i sar., 1991; Willow i sar., 1985).
Prateci ovaj primer, moguce je posti¢i aninociceptivni efekat ciljano deluju¢i na

abnormalno aktivne neurone bolnog puta.

Kada govorimo o klini¢koj upotrebi antagonista kalcijumovih kanala, bitno je
napomenuti da postoji nekoliko problema sa peptidnim molekulima kao $to su w-
konotoksini i njihovi derivati, koji limitiraju njihovu klinicku upotrebu. Ovi peptidni
molekuli prirodnog porekla (dobijeni iz otrova morskih puZeva) blokiraju seriju
jonskih kanala tako Sto fizicki vrse okluziju a1 podjednice koja formira poru kanala
(Bourinet i Zamponi, 2017), ¢ime blokiraju protok jona kroz ove kanale. Usled toga,
pored Zeljenih analgetic¢kih efekata, dovode i do niza neZeljenih efekata kao Sto su
mucnina, nesvestica, nistagmus, retencija urina, poremecaj memorije i halucinacije.
Zbog svega navedenog, do klinicke faze ispitivanja doSao je samo zikonotid (MVIIA),

sintetski analog w-konotoksina. Klinicke studije su potvrdile efikasnost zikonotida
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u pacijenata kod kojih su drugi lekovi, primenjeni sistemski ili intratekalno,
neefikasni (za tretiranje kancerskog bola, kao i u neuropatiji koja je u vezi sa HIV
infekcijom) (Sanford, 2013). Medutim, i pored toga, njegova upotreba je limitirana
na intratekalno i spinalno davanje, jer se radi o relativno velikom molekulu, koji ne

moZe da prode kroz krvno-mozdanu barijeru.

Gabapentin se u klinickoj praksi primenjuje za le¢enje perifernih neuropatija
(BNF 66, 2013), s obzirom da je njegova efikasnost potvrdena u perifernoj
dijabetesnoj neuropatiji, postherpetickoj neuralgijii, u fantomskom i kancerskom
bolu, kao i u neuropatiji koja je u vezi sa HIV infekcijom, ali ne i u hemoterapijom-
indukovanoj neuropatiji (Rice i Maton, 2001; Bone i sar., 2002; Hahn i sar., 2004;
Rao i sar., 2007; Sandercock i sar., 2009; Mishra i sar., 2012). Pregabalin, derivat
gabapentina, ispoljio je efikasnost u klinickim studijama koje su ispitivale
neuropatski bol centralnog i perifernog porekla, kao i fibromijalgiju i kancerski bol
(Lesser i sar., 2004; Crofford i sar., 2005; van Seventer i sar., 2006; Mishra i sar.,

2012).

4.2. Antagonisti T-kanala u terapiji bola

Poznato je da blokatori T-kanala, kao Sto su etosuksimid i mibefradil, dovode do
analgezije u eksperimentalnim neuropatijama u glodara (Dogrul i sar., 2003;
Flatters i Bennett, 2004; Matthews i Dickenson, 2001; Munro i sar., 2007; Obradovic
isar., 2014; Todorovicisar., 2002), kao i u inflamatornom modelu bola (Cheng i sar.,
2007). Dodatno, novi molekuli koji blokiraju T-kanale sa velikom selektivno$¢u
takode potvrduju njihovu ulogu u razvoju hiperalgezije. Naime, ML218 (3,5-dihloro-
N-[[(10,50,6-egz0,60)-3-(3,3-dimetilbutil)-3 azabiciklo [3.1.0] heks-6-il]metil]-
benzamid hidrohlorid), eksperimentalna supstanca koja selektivno blokira T-
kanale, smanjuje hiperosetljivost na mehanicki stimulus u pacova sa neuropatijom

izazvanom paklitakselom (Li i sar., 2017).

U Kklinickim ispitivanjima, ABT-639, antagonista Cav3.2 podtipa T-kalcijumovih
kanala, koji blokira ove kanale u aktivisanom stanju, nije ispoljio analgeticki efekat
u fazi II klini¢kog ispitivanja (NCT01345045) u tretmanu bola kod pacijenata sa

dijabetesnom neuropatijom (Ziegler i sar., 2015). Za razliku od ovog molekula, Z944,
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antagonista Cav3.2 podtipa T-kanala, pokazao je pozitivne rezultate u fazi I
dvostruko slepog, placebom kontrolisanog klinickog ispitivanja bezbednosti,
podnosljivosti i farmakokinetike pojedinacnog i ponovljeng doziranja (Bourinet i
sar., 2014; Lee, 2014). Primeceni neZeljeni efekti na nivou centralnog nervnog
sistema bili su blagog karaktera i oCekivani. U fazi Ib (Lee, 2014), Z944 je primenjen
u dozama od 20, 40 i 80 mg na svaka 2 h (ukupno 4 primene po dozi) i efekat je
meren u klinicki relevantnom modelu merenja svetlom izazvanih potencijala (eng.
light evoked potentials) na koZi na koju je primenjen kapsaicin (modelovanje
neuropatskog bola i centralne senzitizacije), kao i u modelu izloZenosti
ultraljubi¢astom svetlu (modelovanje inflamatornog bola). Z944 je ispoljio
efikasnost u ova oba testa, medutim nema daljih informacija o tome da li je ovaj

molekul ispitivan u slede¢im fazama klinickog ispitivanja.
4.2.1. TTA-P2

Od posebnog znacaja za naSe istraZivanje je 3,5-dihloro-N-[1-(2,2-dimetil-
tetrahidro-piran-4-ilmetil)-4-fluoro-piperidin-4-ilmetil]-benzamid (TTA-P2, Slika
10), razvijen kao blokator T-kanala koji ispoljava efekat pre svega na kanale u

inaktivisanom stanju.

Q Slika 10. Hemijska struktura TTA-P2 (3,5-dihloro-N-[1-(2,2-dimetil-
%?NJ\(;/CI tetrahidro-piran-4-ilmetil)-4-fluoro-piperidin-4-ilmetil]-benzamid).
H
N Cl

o
TTA-P2

Pokazano je da TTA-P2 selektivno blokira T-kanale na telima primarnih
senzornih neurona spinalnog gangliona pacova (Choe i sar., 2011), kao i da uspesno
smanjuje termicku hiperalgeziju kod dijabeti¢nih pacova (Choe i sar., 2011). U
formalinskom testu u miSeva, TTA-P2 smanjuje nociceptivno ponasSanje odn. vreme
provedeno u grickanju i lizanju regije tela u koju je ubrizgan formalin kao algogena
supstanca (Choe i sar, 2011). Drugi molekul iz iste familije, (R)-2-(4-
ciklopropilfenil)-N-(1-(5-(2,2,2-trifluoro-etoksi)piridin-2-il)etil) acetamid (TTA-

A2), koji ima neSto izraZeniji afinitet za Cav3.2 u odnosu na Cav3.1, uspesno smanjuje
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bolnu hiperosetljivost na dozno-zavisan nac¢in u modelu sindroma iritabilnog

kolona u pacova (Frangois i sar., 2014).

4.2.2. Neurosteroidi

S obzirom na ve¢ opisanu ulogu T-kanala u bolnoj transmisiji, pojavila se jasna
potreba za lekovima koji bi, blokirajuc¢i ove kanale, doveli do analgezije. U grupi
antagonista T-kanala vazno mesto zauzimaju i neuroaktivni steroidi. Ovi molekuli
predstavljaju grupu organskih jedinjenja za koje je poznato da moduliSu neuronsku
aktivnost u perifernom i centralnom nervnom sistemu, uzrokujuéi razli¢ite
bihejvioralne i neuroendokrine promene u ljudi i Zivotinja (Schumacherisar., 2012,
2014; Brinton, 2013). Pokazano je da holesterol, kada se injektuje intravenski,
dovodi do anestezije i analgezije kod macaka, te je posledi¢no bilo moguce uspesno
sprovesti abdominalnu operaciju (Cashin i Moravek, 1927). Detaljno je opisan i
efekat seksualnih hormona na percepciju bola, pa tako fluktuacije progesterona i
estrogena tokom estrusnog ciklusa razlicito uticu na prag bola (Frye i sar., 1992,
1993; Kuba i Quinones-Jehab, 2005). Konacno, otkri¢e prisustva enzima koji
uCestvuju u steroidogenezi u centralnom nervnom sistemu, ukazuje na njihovu
znacajnu ulogu u modulaciji senzorne transmisije. S tim u vezi, otkriveno je da se
aktivna sinteza neurosteroida odigrava i u zadnjim rogovima sive mase ki¢mene
moZdine, koja predstavlja okosnicu modulacije senzorne transmisije (Mensah-

Nyagan i sar., 2008).

Do sada se smatralo da su modulatorni efekti neurosteroida na nociceptivnu
transmisiju posredovani uglavnom GABAa receptorima (Belelli i Lambert, 2005;
Lamberti sar., 2001), medutim novije studije ukazuju na ulogu T-kanala u njihovom
antinociceptivnom efektu. Naime, supkutano primenjeni progesteron umanjuje
alodiniju u neuropatskom modelu bola u pacova (Coronel i sar., 2011). I njegov
derivat, 5a-redukovani neurosteroid alopregnanolon, uspe$no je umanjio termicku
i mehanicku hiperosetljivost u pacova sa neuropatskim bolom, posredstvom

modulacije i GABAa receptora i T-kanala (Pathirathna i sar., 2005a, 2005b).

Pokazano je da i 5B-redukovani endogeni neurosteroidi ispoljavaju

antinociceptivno dejstvo. Epipregnanolon (3(-hidroksi-53-pregnan-20-on),
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dobijen iz progesterona pod dejstvom 5p-reduktaze i 3[-hidroksisteroid
dehidrogenaze (Slika 11), ispoljio je antinociceptivni efekat nakon intraplantarne
primene u pacova, ali ne i u miSeva kod kojih je izbacen gen za Cav3.2 kanal (Ayoola
i sar., 2014). Ovaj nalaz ukazuje na znacaj T-kalcijumovih kanala u ispoljavanju
analgetickog efekta 5B3-redukovanih neuroaktivnih steroida.

Slika 11. Hemijska struktura epipregnanolona (3[-
hidroksi-5(5-pregnan-20-on).

HO

S tim u vezi, od posebnog znacaja je grupa sintetskih neuroaktivnih steroida sa
5B-redukovanom grupom, koji ispoljavaju potentnu blokadu T-kanala usled Cega
dovode do njihove stabilizacije u inaktivisanom stanju (Todorovic i sar., 2004). U
ovoj grupi jedinjenja, neurosteroid sa hidroksilnom grupom u 3 polozaju (33-OH),
sintetski analog epipregnanolona (Slika 12), pokazao je najpotentnije
antihiperalgezijsko dejstvo u testu termicke nocicepcije u pacova, iako usled
specificne strukture ne potencira GABA-ergicku transmisiju.

CN Slika 12. Hemijska struktura 3B-OH neurosteroida
((3B,55,17B)-3-hidroksiandrostan-17-karbonitril).

HO
H

Konac¢no, nedavno publikovana studija pokazala je da 3B-OH poseduje i
hipnoticki efekat kada se primeni u pacova uzrasta od 7 dana, bez ispoljavanja
poznatih neurotoksi¢nih efekata koji se javljaju kod primene konvencionalnih
hipnotika i anestetika (Atluri i sar., 2018). Ovi rezultati ukazuju na njegov izuzetan
potencijal za bezbednu upotrebu u anesteziji u pedijatrijskoj populaciji. Takode,
lokalna intraplantarna primena ovog neurosteroida je umanjila nocicepciju u
zdravih pacova u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote, ukazujuéi na njegov

antinociceptivni potencijal (Todorovi¢ i sar., 2004).
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Na osnovu svega navedenog, evidentno je da su potrebna dodatna ispitivanja
uloge T-kalcijumovih kanala u akutnom somatskom bolu. Takode je potrebno
ispitati i potencijalni analgeticki efekat antagonista ovih kanala u postincizionom

modelu bola, koji predstavlja oblik akutnog somatskog bola.
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II. CILJEVI RADA

Naucni ciljevi ove doktorske disertacije su:

1. Ispitati in vivo ulogu T-Kkalcijumovih kanala u razvoju postincizionog

modela bola u pacova i miSeva.

1.1.
1.2.
1.3.

[spitati razvoj postincizione hiperalgezije u pacova.
[spitati razvoj postincizione hiperalgezije u WT miSeva.
[spitati ulogu T-kanala u razvoju postincizionog bola primenom misSeva

kod kojih je izbacen gen za Cav3.2 T-kanal (Cav3.2 knock out - KO miSevi).

2. Ispitati elektrofizioloSki ulogu T-kalcijumovih kanala u razvoju

postincizionog modela bola u pacova.

2.1.

2.2.

[spitati promene u ekscitabilnosti (frekvenci i broju akcionih potencijala)
akutno disociranih primarnih senzornih neurona u postincizionom
modelu bola, na disociranim telima senzornih neurona spinalnih
gangliona lumbalnog regiona L4-Le u pacova. Utvrditi da li selektivni
blokator T-kanala utiCe na ekscitabilnost ovih neurona.

[spitati promene u biofizickim parametrima koji karakteriSu T-kanale na
akutno disociranim senzornim neuronima spinalnih gangliona

lumbalnog regiona L4-Le u postincizionom modelu bola u pacova.

3. Ispitati in vitro da li dolazi do promene u ekspresiji T-kanala u

postincizionom modelu bola u pacova.

3.1.

3.2.

Ispitati promene u ekspresiji iRNK za T-kanale na nivou spinalnih
gangliona lumbalnog regiona Ls-Lé pomoc¢u kvantitativne PCR u realnom
vremenu (qRT-PCR) kao i metodom imunoblotova u postincizionom
modelu bola u pacova.

[spitati promene u ekspresiji membranske frakcije T-kanala na nivou
spinalnih gangliona lumbalnog regiona Ls-Le¢ imunocitohemijskim
obeleZavanjem T-kanala na membranama disociranih tela senzornih

neurona spinalnih gangliona u postincizionom modelu bola u pacova.
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4,

Ispitati ulogu deubikvitinacije T-kanala enzimom USP5 u razvoju

hiperalgezije nakon incizije u pacova i miseva.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

Utvrditi promene u ekspresiji USP5 enzima koji vrsi deubikvitinaciju T-
kanala nakon incizije u miSeva metodom imunoblotova.

Ispitati da li selektivna supresija deubikvitinacije selektivnim
smanjenjem ekspresije (tzv. knock-down) USP5 enzima zaduZenog za
deubikvitinaciju T-kanala, dovodi do antihiperalegzijskog efekta u pacova
i misSeva.

[spitati da li smanjenje ekspresije USP5 enzima dovodi do smanjenja
kalcijumovih struja koje poticu od T-kanala, izmerenih u akutno
disociranih primarnih senzornih neurona spinalnih gangliona lumbalnog
regiona L4-Le u postincizionom modelu bola u pacova.

[spitati efekte selektivne blokade veznog mesta USP5 enzima za ciljno
mesto na T-kanalu primenom tat peptida na razvoj mehanicke

hiperalgezije u postincizionom modelu bola u miSeva.

Ispitati da li selektivni antagonisti T-kalcijumovih kanala ispoljavaju

antinociceptivno dejstvo u postincizionom modelu bola u pacova.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

[spitati efekte selektivnog blokatora T-kanala (TTA-P2) na termicku i
mehanicku nocicepciju u zdravih pacova, kako bi se utvrdila efektivna
doza koja Ce se koristiti u daljim eksperimentima sa postincizionim
modelom bola.

[spitati efekte pojedinacne i ponovljene intratekalne primene TTA-P2
nakon incizije, na termicku i mehanicku hiperalgeziju u postincizionom
modelu bola u pacova.

[spitati efekte pojedinacne preventivne intratekalne primene TTA-P2
neposredno pre incizije, na termicku i mehanicku hiperalgeziju u
postincizionom modelu bola u pacova.

[spitati efekte intratekalno primenjenog epipregnanolona na termicku i
mehanicku nocicepciju u zdravih pacova, kako bi se utvrdila efektivna
doza koja Ce se koristiti u daljim eksperimentima sa postincizionim

modelom bola.
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5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

[spitati efekte pojedinacne intratekalne primene epipregnanolona nakon
incizije, na mehanic¢ku hiperalgeziju u postincizionom modelu bola u
pacova.

[spitati efekte novosintetisanog neuroaktivnog steroida (33-OH), koji sa
visokom selektivno$éu blokira T-kanale, na termicku i mehanicku
nocicepciju u zdravih pacova, kako bi se utvrdila efektivna doza koja ¢e
se koristiti u daljim eksperimentima sa postincizionim modelom bola.
Utvrditi da li stereoselektivnost utiCe na antinociceptivni efekat
primenom enantiomera 33-OH (ent-33-OH).

[spitati efekte pojedinacne i ponovljene intratekalne, i efekte ponovljene
intraplantarne primene 3(3-OH nakon incizije na termicku i mehanicku
hiperalgeziju u postincizionom modelu bola u pacova.

[spitati efekte pojedinacne preventivne intraperitonealne primene 3f3-
OH, primenjenog u sklopu anestezije neophodne za izvodenje hirurSke
incizije, na termicku i mehanicku hiperalgeziju u postincizionom modelu

bola u pacova.

Ispitati uticaj najvecih antinociceptivnih doza TTA-P2, epipregnanolona

i 38-OH na motornu koordinaciju pacova.
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III. MATERIJAL I METODE
1. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su izvedeni na slede¢im Zivotinjama: na Zenkama pacova Sprague-
Dawley soja telesne mase 180-220 g; na Zenkama miSeva soja C57BL/6]; na
muzjacima i Zenkama miSeva soja C57BL/6] (eng. wild type; WT miSevi) kod kojih je
genetskom delecijom izbacen CACNA1H gen za Cav3.2 T-kalcijumov kanal (eng.
knock out; KO miSevi). Tkivo dorzalnih spinalnih ganglija pacova je koris¢eno u in
vitro eksperimentima u kojima je ispitivana uloga T-kanala u razvoju postincizionog
modela bola. Pacovi su takode koriSceni u in vivo eksperimentima u kojima je
ispitivan razvoj hiperalgezije nakon hirurske incizije, kao i anitnociceptivni efekat
blokatora T-kanala. Tkivo WT miSeva je koriS¢eno u in vitro eksperimentima u
kojima je ispitivana promena ekspresije T-kanala na telima senzornih neurona
dorzalnih spinalnih ganglija. MiSevi (WT i KO) su kori$¢éeni u in vivo eksperimentima
ispitivanja doprinosa Cav3.2 podtipa T-kanala razvoju hiperalgezije u

postincizionom modelu bola.

Zivotinje kori$¢ene u eksperimentima bile su uzrasta 8-12 nedelja i ¢uvane su u
vivarijumu pod standardnim laboratorijskim uslovima: temperatura od 20-25 °C sa
prirodnim ciklusom dan i no¢ (12/12 h) i relativna vlaznost vazduha od 60%. Sve
eksperimentalne Zivotinje su bile smestene u specijalnim kavezima od pleksiglasa,
sa ZiCanom reSetkom postavljenom odozgo. Kao podloga u kavezima koriS¢ena je
strugotina od drveta ili od posebnog mekanog papira visoke apsorptivne moc¢i. U
jednom kavezu bilo je smeSteno po 5 miSeva ili 3 pacova. Hrana u formi specijalnih
briketa za ishranu eksperimentalnih glodara (Envigo/Harlan, Teklad, SAD) i voda
bili su dostupni 24 h dnevno, osim tokom trajanja eksperimenta. Na dan
eksperimenta, Zivotinje su iz vivarijuma prenoSene u sobu za bihejvioralne
eksperimente koja je u sklopu vivarijuma, najmanje 1 h pre pocetka eksperimenta.
Svi eksperimenti su izvodeni uvek u isto doba dana (od 8 do 16 h), kako bi se izbegle

cirkadijalne varijacije u bihejvioralnim testovima.

Eksperimentalnu grupu ¢inilo je 5-13 Zivotinja. Za svaku vrstu eksperimenata
postojala je kontrolna grupa koja je u istoj zapremini dobijala vehikulum za

rastvaranje ili suspendovanje ispitivanih supstanci i bila je podvrgnuta istoj
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eksperimentalnoj proceduri. Svaka Zivotinja je koriS¢ena u eksperimentu samo
jednom. Nakon izvrSenog testiranja, Zivotinje su eutanazirane asfiksijom ugljen-

dioksidom, nakon cega je izvrSena cervikalna dislokacija kao sekundarni metod.

Sve eksperimentalne procedure odobrene su od strane Eticke komisije za rad sa
eksperimentalnim Zivotinjama Medicinskog fakulteta Univerziteta u Virdziniji
(SAD), kao i Medicinskog fakulteta Univerziteta u Koloradu (SAD). Prilikom rada sa
eksperimentalnim Zivotinjama i izvodenju eksperimenata primenjivani su eticki
principi definisani u sklopu NIH Vodi¢a za cuvanje i upotrebu laboratorijskih
Zivotinja (eng. National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory

Animals, 2011).

2. Supstance korisc¢ene u eksperimentima

U in vitro eksperimentima ispitivanja uloge T-kalcijumovih kanala u

postincizionom bolu koriSéene su sledece supstance:

e TTA-P2  (3,5-dihloro-N-[1-(2,2-dimetil-tetrahidro-piran-4-ilmetil)-4-
fluoro-piperidin-4-ilmetil]-benzamid, cCista supstanca, Alomone Labs,
[zrael)

e DMSO (dimetil-sulfoksid, Sigma Aldrich, SAD)
Za in vitro eksperimente TTA-P2 je rastvoren u 100% dimetil sulfoksidu.

U in vivo eksperimentima ispitivanja antinociceptivnog efekta antagonista

kalcijumovih kanala T-tipa koriS¢ene su sledece supstance:

e TTA-P2  (3,5-dihloro-N-[1-(2,2-dimetil-tetrahidro-piran-4-ilmetil)-4-
fluoro-piperidin-4-ilmetil]-benzamid, cCista supstanca, Alomone Labs,
[zrael)

e 3B-OH ((3B,5B,17B)-3-hidroksiandrostan-17-karbonitril, ¢ista supstanca;
laboratorija kolaboratora prof. dr Daglasa Kavija, Medicinski fakultet
Univerzitet u St. Louis-u, SAD)

e FEnt-36-OH (ent-(38B,5B,17p)-3-hidroksiandrostan-17-karbonitril, Cista
supstanca; laboratorija kolaboratora prof. dr Daglasa Kavija, Medicinski

fakultet Univerzitet u St. Louis-u, SAD)
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e Epipregnanolon (3B-hidroksi-53-pregnan-20-on, Steraloids, Inc. Newport,
RI, SAD)

e tatIII-IV peptid (Tat-Cav3.21s69-1589-I1I-1V, Genemed synthesis, Houston)

e shRNK-USP5 (Thermo Scientific, Open Biosystems)

e 45% 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin (Santa Cruz Biotech, SAD)

Sistemska primena. Za intraperitonealnu primenu, 33-OH je rastvoren u 25%
rastvoru 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina. Za pripremanje ovog rastvora, 45%
rastvor 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina razblazen je do dobijanja 25% rastvora
pomocu sterilne vode. Rastvaranje 33-OH u 25% 2-hidroksipropil-§-ciklodekstrinu
se odvijalo u ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 60 minuta. Intraperitonealne

injekcije su primenjene u volumenu od 10 mL/kg telesne mase pacova.

Lokalna primena. U in vivo eksperimentima, TTA-P2, 33-OH, ent-33-OH i
epipregnanolon su suspendovani u 15% 2-hidroksipropil-§-ciklodekstrinu. 15%
rastvor 2-hidroksipropil--ciklodekstrina dobijen je razblaZivanjem 45% rastvora
2-hidroksipropil--ciklodekstrina u fizioloSkom rastvoru kome je pH podeSen na
7,4. Suspenzije su homogenizovane na vorteks-mesalici 10 minuta, a potom u
ultrazvu¢nom kupatilu joS 60 minuta. Tat [II-1V peptid i ShRNK-USP5 su rastvoreni
u sterilnoj vodi. TTA-P2, 33-OH, ent-35-OH, epipregnanolon, tat III-IV peptid i
shRNK-USP5 su primenjeni intratekalno. Dodatno je 3(B-OH primenjen i
intraplantarno u pacova u zadnju Sapu. Rastvori supstanci su pripremani

neposredno pred poCetak eksperimenta.

Intratekalna primena. Intratekalna primena omogucava da primenjene
supstance ispoljavaju svoje efekte na spinalnom nivou, i predstavlja uobicajen put
primene anestetika i analgetika u klinickoj praksi (Bennett i sar., 2000). Intratekalno
aplikovanje lekova je poseban vid lokalne primene, koji je sproveden tako Sto su
Zivotinje anestezirane izofluranom (2,5% za uvodenje u anesteziju i 2,5% za
odrZavanje anestezije), nakon Cega je Zivotinjama obrijana dlaka sa lumbalnog dela
leda, i taj region dezinfikovan povidon-jodom i 70%-tnim alkoholom naizmenic¢no
tri puta. Nakon toga, Zivotinji je ispod abdomena podmetnut jastuk od gaze kako bi
se lumbalni deo izdigao, te trnasti nastavak L4 ili Ls prSljena postao palpabilan. Za

intratekalnu aplikaciju, koriS¢eni su insulinski Spricevi sa iglom od 28 G za pacove i
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30 G za miSeve. Injektovani volumen u pacova je bio 50 pL, a u miSeva 10 pL. Injekcije
su date u subarahnoidni prostor lumbalnog regiona izmedu L4 i Ls ili Ls i Le. Trzaj
repa Zivotinje je smatran pokazateljem da je igla na pravom mestu, tj. u
subarahnoidnom prostoru, te da se ispitivana supstanca moZe injektovati. DuZina

injektovanja obicno je trajala oko jedan minut.

Intraplantarna primena. Intraplantarna primena omogucava ispitivanje
efekata supstanci na lokalnom perifernom nivou. Pomocu igle od 28 G rastvor
supstance se injektuje u plantarnu povrsinu zadnje Sape pacova u volumenu od 100

uL.

3. EKksperimentalni model bola

U cilju pretklinickog ispitivanja uloge kalcijumovih kanala T-tipa u akutnom
somatskom bolu, kao i analgetickog efekta antagonista ovih kanala, koriS¢en je
postincizioni model bola. Nakon izazivanja hirurS§ke povrede dolazi do promena u
bolnom putu, koje se mogu registrovati promenama u odgovoru Zivotinja na bolni
stimulus u nociceptivnim testovima (izmicanje Sape pred termickim ili mehanickim
stimulusom). Isti testovi su koriS¢eni za utvrdivanje da li ispitivana supstanca

umanjuje nociceptivni odgovor Zivotinje na Stetni stimulus (noksu).
3.1. Model somatskog akutnog bola - postincizioni bol u pacova i miseva

Koristili smo model postincizionog bola izveden po metodi koju su prvobitno
ustanovili Brennan i sar. (1997) za pacove i za miSeve Pogatzki i Raja (2003).
Zivotinje su prvo anestezirane izofluranom (2,5% za uvodenje u anesteziju i
odrZavanje anestezije), nakon ¢ega je anesteziranoj Zivotinji uzduzno incizirana
plantarna povrsSina zadnje Sape secivom br. 11, u duZini od 1 cm u pacova i
aproksimativno 5-6 mm kod misa. Nakon zaustavljanja krvarenja, inciziran je
uzduZno i plantarni misi¢ do potpunog razdvajanja miSi¢nih vlakana (Slika 13A).
Nakon zaustavljanja krvarenja, rana je zaSivena pomocu dva Sava najlonskim
koncem (debljine 5-0 sa iglom FS-2 sa obrnutim sec¢ivom za pacove, i debljine 8-0
sa oftalmi¢kom iglom TG175-8 za mi$eve). Zivotinje su nakon hirurske intervencije

vratene u kavez da se oporave. Ve¢ 2 h nakon operacije javlja se bolna
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hiperosetljivost (hiperalgezija). Stabilna termicka i mehani¢ka hiperalgezija
pracene su u pacova, i to dva sata, prvog, drugog, treceg, Cetvrtog, petog, Sestog i
sedmog dana u testu termicke (Slika 13B), odnosno dva sata, prvog, drugog, treceg,
petog i sedmog dana u testu mehanicke (Slika 13C) osetljivosti. U WT miSeva je
takode pracen razvoj postincizione mehanicke hiperalgezije i to dva sata, prvog,
drugog i petog dana (Slika 13D). Najvec¢i intenzitet bola postignut je tokom prvog i
drugog dana od incizije. Postincizioni model pokazuje primarnu hiperalgeziju -
preosetljivost u regionu uz samu povredu, koja traje i do 7 dana. Primarna
hiperalgezija predstavlja proces senzitizacije perifernih nociceptora najc¢es¢e pod
uticajem medijatora inflamacije, usled Cega se podstiCe bolna transmisija duz

perifernih puteva bola.

B Termicko testiranje C Mehanicko testiranje
Dani Dani
B
Bazalna merenja ¥ Y Bazalna merenja K—J\_—\
leurgua Hirurgija
-2dana -1dan -2dana -1dan 1 2 3 5 7
. ‘WHHIIFE H\ i/@ HHII'AIJ‘
Meren]a Merenja
D WT-mehanicko testiranje
Dani
Bazalna merenja f“ﬂ
leurgl]a
-2 dana -1 dan 5

za ./;“hr“ir Ll y

Merenja

Slika 13. Sprovodenje hirurske incizije u pacova i miseva. (A) Fotografija Sape pacova tokom
incizione hirurgije: s leva na desno prikazano je zasecanje koZe i potkoznog tkiva, potom
podizanje plantarnog misica nakon cega se vrsi uzduZno zasecanje misi¢a, i na kraju je
prikazana rana nakon uSivanja. (B) Eksperimentalni protokol za ispitivanje razvoja termicke
hiperalgezije u postincizionom modelu bola u pacova. (C) Eksperimentalni protokol za
ispitivanje razvoja mehanicke hiperalgezije u postincizionom modelu bola u pacova. (D)
Eksperimentalni protokol za ispitivanje razvoja mehanicke hiperalgezije u postincizionom
modelu bola u WT miseva.
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3.1.1. Ispitivanje uloge T-kanala u razvoju postincizionog bola primenom

miseva kod kojih je izbacen gen za Cav3.2 T-kanal

U cilju ispitivanja uloge T-kanala u razvoju postincizionog bola, koriS¢eni su
genetski modifikovani miSevi kod kojih je izbac¢en gen za Cav3.2 T-kanal (tzv. Cav3.2
KO). Kao kontrolna grupa koriS¢ene su Zenke normalnog (WT) soja (C57BL/6]), koje
su bile podvrgnute istom eksperimentalnom protokolu. Adultne Zenke WT soja
(Slika 13D), kao i Zenke Cav3.2 KO soja (Slika 14), su podvrgnute hirurskoj inciziji,
nakon cega je pracen razvoj postincizione hiperalgezije u testu izmicanja Sape pod
uticajem mehanickog stimulusa dva sata, kao i prvog, drugog i petog dana kod WT
(Slika 13D), odnosno dva sata, prvog, drugog i treceg dana nakon incizije kod Cav3.2

KO miSeva (Slika 14).

Cav3.2 KO-mehanlékO testiranje Slika 14. Eksperimentalni
Dani protokol za ispitivanje razvoja
tincizi bola kod Cay3.2 KO
Bazalna merenja r—)\-—\ Ironoi;eln;,‘lzmnog ola ko av
Hirurgija va.
-2 dana -1 da 3
Merenja

4. Bihejvioralni testovi

4.1. Testiranje mehanicke hiperalgezije u pacova i miseva

Za utvrdivanje mehanicke hiperalgezije nakon incizije, kao i za ispitivanje
uticaja razlicitih tretmana na hiperalgeziju, koriS¢en je test izmicanja Sape pod
uticajem mehanickog stimulusa (von Frey test; Deuis i sar., 2017). U ovom testu
mehanicki bolni stimulus aplikuje se pomocu c¢vrstog metalnog filamenta

elektronskog von Frey aparata (Ugo Basile, Italija). Metoda se zasniva na merenju

maksimalnog intenziteta pritiska na plantarnu povrsinu Sape (intenzitet pritiska
eng. paw withdrawal response - PWR), izrazenog u gramima, koji je potreban da se
kod Zivotinje dostigne prag mehanicke osetljivosti. Zivotinje su tokom eksperimenta
smeStene u kutijama od pleksiglasa na reSetkastoj povrsSini. Filament je kroz

reSetkastu podlogu dovoden u kontakt sa plantarnom povrSinom Sape pacova ili
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miSeva. Postepeno je povecavan intenzitet pritiska filamenta na Sapu, do pojave
naglog povlacenja Sape Zivotinje, usled toga Sto je stimulus postao bolan. Povlacenje
Sape automatski je zaustavljalo merenje i o¢itavan je maksimalni intenzitet pritiska

aplikovanog na Sapu.

Zivotinje (pacovi i miSevi) su prvo navikavane tokom dva uzastopna dana na
uslove eksperimenta, kao Sto je boravak u kutijama od pleksiglasa na resetkastoj
povrsini, kao i boravak u bihejvioralnoj sobi vivarijuma. Tokom ovog perioda,
vrSeno je merenje bazalnih vrednosti pritiska koje Zivotinja (pre incizije Sape) moze
da izdrzi. Nakon bazalnog-kontrolnog merenja, izvedena je hirurska incizija, nakon
¢ega je merena hiperalgezija, sa ili bez primene tretmana i/ili rastvaraca u razlic¢itim
vremenskim tackama. U svakoj vremenskoj tacki merenja mehanicke i termicke
hiperalgezije su izvrS§ena na isti nacin, u triplikatu za svaku Sapu na svakoj Zivotinji.
Pojedinacne vrednosti za svaku Zivotinju, u svakoj vremenskoj tacki, dobijene su

izracunavanjem prosecne vrednosti iz pomenuta tri merenja.

4.2. Testiranje termicke hiperalgezije u pacova

Za testiranje razvoja termicke hiperalgezije nakon incizije, kao i za ispitivanje
antihiperalgezijskog efekta ispitivanih supstanci, koriS¢en je test izmicanja Sape pod
toplotnim stimulusom (Hargreaves-ov test) (Allen i Yaksh, 2004; Le Bars, 2001).
Test je izveden primenom toplotnog stimulusa na plantarnu povrsinu Sape pacova.
Metoda se zasniva na merenju reakcionog vremena u sekundama koje je potrebno

da se kod Zivotinje dostigne prag osetljivosti na toplotni stimulus (reakciono vreme

eng. ,,paw withdrawal latency” - PWL). Aparat proizveden u laboratoriji prof. Dr
Tonija Jaksa (Univerzitet u Kaliforniji - San Diego) sastoji se iz pokretnog nosaca koji
sadrZzi projektorsku sijalicu koja emituje svetlost visokog toplotnog intenziteta.
Rucica sa toplotnim izvorom je pomicna i pozicionira se ispod staklene povrsine koja

se zagreva, a na kojoj su smesSteni pacovi u kutijama od pleksiglasa.

Pacovi su najpre trenirani dva dana kako bi se utvrdile bazalne vrednosti
reakcionog vremena. Potom su nakon izvrSene incizije i/ili primenjenog tretmana,
izvrSena merenja eksperimentalnih reakcionih vremena pod toplotnim stimulusom.

Rucica sa izvorom toplotnog stimulusa je pozicionirana ispod plantarne povrSine
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Sape i aparat ukljucen pritiskom na dugme, ¢ime se aktiviraju i izvor svetlosti i
Stoperica. Pojedinacne vrednosti za svaku Zivotinju, u svakoj vremenskoj tacki,
dobijene su izracunavanjem prosecne vrednosti iz pomenuta tri merenja. U slucaju
da Zivotinja ne izmakne Sapu u roku od 20 s, automatski se zaustavlja emitovanje
toplote iz izvora. Intenzitet toplotnog stimulusa je tako podeSen, da su bazalne

vrednosti pre incizije u zdravih pacova izmedu 10112 s.

4.3. Testoviza procenu motorne spretnosti u pacova

Za procenu uticaja tretmana na motornu spretnost pacova koriS¢en je set

bihejvioralnih testova (Wozniak i sar., 1990):

e Ravna povrsina pod uglom: pacov je stavljen na resetkastu povrsinu koja je
postavljena pod uglom od 60° glavom nadole. Ocekivano je da Zivotinja ne
padne sa ploce u roku od 120 s.

e Uzdignuta platforma: pacov je postavljen na platformu (7,6 cm x 12,5 cm)
podignutu 61 cm od podloge, i mereno je vreme provedeno na platformi.
Ocekivano je da Zivotinja izdrzi 120 s na ploci, u dva testiranja.

e Hodanje po gredi: Pacov je postavljen na gredu koja je 3 cm Siroka i
posmatrano je koliko vremena moZze provesti na njoj bez padanja. Ocekivano

je da Zivotinja moZe izdrZati 60 s tokom dva testiranja.

Ovi testovi su koris¢eni da bi se wutvrdilo da 1li najvece
antinociceptivne/antihiperalgezijske doze TTA-P2 i 3[B-OH, antagonista T-
kalcijumovih kanala, testirane u zdravih pacova, narusavaju motornu spretnost ovih
eksperimentalnih Zivotinja, Sto bi moglo da interferira sa rezultatima iz
nociceptivnih testova/modela. S obzirom da su pacovi koriS¢eni za ispitivanje
antinociceptivnog efekta antagonista T-kalcijumovih kanala, testovi za procenu
motorne spretnosti su izvedeni samo na ovim Zivotinjama. Pre testiranja, Zivotinje
su trenirane u sva tri testa, u kojima je bilo potrebno da svaka Zivotinja: 1) izdrzi 120
s na ravnoj povrSini pod uglom; 2) izdrzi na uzdignutoj platformi 120 s u dva

testiranja; 3) ostane na gredi 60 s, u dva testiranja.
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5.  Elektrofiziolosko ispitivanje uloge T-kanala u
postincizionom bolu

Za elektrofizioloSka ispitivanja neuronske ekscitabilnosti i karakteristika T-
kalcijumovih kanala, upotrebljena je metoda nametnute voltaZe ili struje na deli¢u
membrane (eng. patch-clamp), pomocu koje se ispituju struje koje poticu od
razlic¢itih jona u ekscitabilnim ¢elijama, kao Sto su neuroni. Ovu tehniku su razvili
Ervin Neher i Bert Sakman sedamdesetih godina proslog veka i za ovo otkric¢e su
dobili Nobelovu nagradu iz oblasti Fiziologije i Medicine 1991. Tehnika se zasniva
na formiranju kontakta (patch) izmedu elektrode, rastvora smesStenih u Suplju
staklenu pipetu i povrsine ¢elijske membrane neurona (Slika 15). Nakon toga se
primeni blagi vakuum, ¢ime dolazi do uvlacenja Celijske membrane u pipetu, usled
cega se kreira mala pukotina u cCelijskoj membrani Sto omogucava meSanje
unutarcelijskog sadrzaja sa internim rastvorom u pipeti (whole cell tehnika). Na ovaj
nacin je moguce ispitivati jonske struje koje potic¢u od razlic¢itih jonskih kanala duz

cele Celijske membrane.

SN il Slika 15. Fotografija  metode
\ I nametnute  voltaZze  (patch-clamp
<@ 4 )-_‘-) tehnika) koja prikazuje mikropipetu
A kako dodiruje membranu tela
: 3 : senzornog neurona spinalnog
b, gangliona.
Lo
O
c

= )

Detekcija struja se vrsi pomocu pojacivaca signala koji detektuje signal u obliku
napona (u voltima) i jaCine struje (u amperima). Signali prikazani u okviru ove
doktorske disertacije dobijeni su koriS¢enjem konkretne aparature u laboratoriji Dr.

Todorovica prikazane na Slici 16.
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Slika 16. Fotografija aparature
koriS¢ene za metodu nametnute
voltaze koju smo koristili za
snimanje promena u biofizickim
karakteristikama kalcijumovih
kanala na disociranim telima
senzornih neurona. Levo je prikazan
invertni fluorescentni mikroskop
Nikon za mikroskopiranje Celija.
Desno su prikazani pojacivaé
signala AxoPatch 200B, Digidata
1440A i kontrolor manipulatora
Sutter Instruments (odozgo na
dole).

Patch-clamp elektrofizioloSkom tehnikom moguce je kontrolisati potencijal
Celijske membrane, te meriti jonske struje koje poticu od kanala koji se aktiviraju na
tacno odredenom potencijalu ¢elijske membrane (tzv. voltage-clamp). Alternativno,
moguce je kontrolisati i jaCinu primenjene struje (tzv. current-clamp) na cCelijskoj

membrani, usled Cega se meri generisani akcioni potencijal tj. Celijska ekscitabilnost.

Sadrzaj rastvora u staklenoj pipeti odgovara intracelularnom sadrZaju za potrebe
snimanja struja u tzv. whole cell sistemu. Druga elektroda se zove referentna i ona je
uronjena u ekstracelularni rastvor. Ova elektroda se koristi u cilju zatvaranja
strujnog kola, koga Cine elektroda u pipeti, Celijska membrana (otpornik) i

referentna elektroda.

Disocirana tela senzornih neurona spinalnih gangliona potrebna za
elektrofizioloSke eksperimente dobijena su ex vivo (Todorovici Lingle, 1998). Nakon
terminalne anestezije pacova izofluranom (5%), Zivotinja je dekapitovana i izvrSena
je lateralna laminektomija od torakalnog ka lumbalnom regionu. Nakon ekscizije
gangliona dorzalnih korenova Ls-Lé prsljenova, tkivo je inkubirano na 35 °C u

Tajrodovom rastvoru (140 mM NaCl, 4 mM KCl, 2 mM MgCl2,10 mM glukoza i 10 mM
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Hepes pufer, podesenog pH 7,4 pomoc¢u NaOH) koji sadrZzi dispazu II (Roche, SAD) i
kolagenazu H (Sigma-Aldrich, SAD) tokom sat vremena. Uloga ovih enzima je da
izvrSe digestiju tkiva koje okruZuje tela senzornih neurona. Nakon toga, tkivo je
triturirano u Tajrodovom rastvoru propustanjem kroz otvor tri Pasterove pipete
razli¢itog promera, u cilju oslobadanja tela senzornih neurona od ostatka tkiva.
Disocirana tela senzornih neurona dorzalnih gangliona su potom ostavljena na
staklenim ploc¢icama oko sat vremena kako bi se fiksirala za dno posude. Nakon toga,
izvrSeno je ispiranje tkiva koje se nije fiksiralo za dno, kako bi se izbeglo eventualno
zacepljenje staklene pipete. Elektrofizioloski eksperimenti su sprovedeni na
disociranim senzornim neuronima spinalnih gangliona (eng. dorsal root ganglion -
DRG) iz regiona L4-Le u zdravih i inciziranih pacova, u kome se nalaze tela senzornih
neurona iSijadikusa. Tkivo je prikupljeno u dve vremenske tacke (24 i 48 sati nakon

incizije) i elektrofizioloSka merenja su izvedena istog dana na sobnoj temperaturi.

5.1. Ispitivanje ekscitabilnosti tela senzornih neurona spinalnih gangliona

u postincizionom modelu bola u pacova

Kako bi se ispitivala ekscitabilnost ¢elija nakon hirurske incizije, sniman je broj
kao i rezim okidanja akcionih potencijala senzornih neurona. Sva snimanja u tzv.
current-clamp rezimu izvedena su u Tajrodovom rastvoru, koji je koriS¢en kao
spoljasnji rastvor koji imitira ekstracelularnu te¢nost. Otpor celije (Rm) i kapacitet
membrane kao kondenzatora u strujnom kolu (Cm) su detektovani preko pojacivaca
signala, nakon automatske korekcije za prolazni kapacitet. Gustina struje je
preracunata tako Sto je jacina struje podeljena sa Celijskim kapacitetom. RezZim
okidanja akcionih potencijala tela senzornih neurona dorzalnih gangliona je
odreden tako Sto je kroz staklenu pipetu primenjena serija depolariSucih strujnih
pulseva u trajanju od 500 ms u inkrementima od po 10 pA, nakon Cega je snimLjeno

spontano okidanje akcionih potencijala neurona.
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5.1.1. Primena selektivhog blokatora T-kanala u ispitivanju ekscitabilnosti
senzornih neurona gangliona dorzalnih korenova u postincizionom

modelu bola u pacova

Kako bismo ispitali ulogu T-kanala u spontanoj celijskoj aktivnosti, primenili
smo TTA-P2 u posudu sa disociranim ¢elijama izolovanih iz pacova podvrnutih
inciziji, a zatim smo merili promenu u frekvenci okidanja akcionih potencijala u

odnosu na bazalne uslove.

5.2. Ispitivanje promena u biofizickim parametrima koji karakteriSu T-
kanale na disociranim senzornim neuronima spinalnih gangliona u

postincizionom bolu u pacova

U cilju ispitivanja promena u biofizickim parametrima T-kanala, snimane su
kalcijumove struje koje poticu od ovih kanala i odredivani su parametri kao Sto su
krive zavisnosti struje i potencijala (I-V) tokom aktivacije i inaktivacije T-kanala,
kao i gustina struje i vremenska konstanta (tau) koja odreduje vreme potrebno za
otvaranje/zatvaranje kanala. Kako bi se izolovale kalcijumske struje koje poticu
iskljuc¢ivo od T-kanala, koristio se spoljasnji rastvor koji se sastoji od 152 mM
tetraetilamonijumhlorida (TEA)-Cl, 2 mM CaClzi 10 mM Hepes. Tetraetil amonijum-
hidroksid (TEA-OH) je koris¢en za podeSavanje pH na 7,4. Kako bi se Sto bolje
izolovale struje koje poticu od protoka kalcijuma kroz T-kanale, ali i smanjile struje
koje poticu kalcijumovih kanale koji se aktiviraju pri viSim potencijalima, koristili
smo unutrasnji rastvor koji sadrzi 135 mM tetrametilamonijum hidroksid, 40 mM
HEPES, 10 mM EGTA i 2 mM MgClz, a pH 7,2 je podeSen sa HF (Todorovic i Lingle,
1998).

Krive zavisnosti struje i potencijala (I-V) za aktivaciju T-kanala generisane su
tako Sto je potencijal Celijske membrane odrZavan na -90 mV, pri kome je Celija
hiperpolarisana (tzv. holding potential), a T-kanali se nalaze u zatvorenom
(deinaktivisanom) stanju. Nakon toga se primenjuje postepeno povecanje voltaze u
inkrementima od po 5 mV, ¢ime se potencijal Celijske membrane dovodi do

vrednosti na kojima su T-kanali otvoreni i aktivni (-75 do -30 mV). Krive inaktivacije
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T-kanala generisane su tako $to je potencijal ¢elijske membrane variran od -90 mV
ka potencijalima u intervalu od -110 do -50 mV sa voltaznim inkrementima od 5 mV,
u cilju otvaranja Sto viSe T-kanala. Nakon toga, kanali su naglo inaktivirani

promenom potencijala na -30 mV.

Kako bismo ispitali da li dolazi do promena u deaktivaciji T-kanala u
postincizionom modelu bola, snimali smo struje koje zaostaju nakon Sto je T-kanal
deaktivisan (tzv. tail currents). Ove struje su snimane u intervalu potencijala celijske
membrane od -160 mV do -60 mV, u inkrementima od po 10 mV, nakon Sto je Celija

depolarisana tokom 8 ms na -30 mV.

Zavisnost aktivacije i inaktivacije od potencijala prikazana je pomocu

Bolcmanove distribucije i izracunata je na osnovu slede¢ih formula:
Aktivacija: G(V)=Gmax/(1+exp ['(V'VSO) /k])
Inaktivacija: I(V)=Imax/(1+exp[(V-Vs0)/K]).

U navedenim formulama, Gmax predstavlja maksimalnu provodljivost celije
(izraCunava se tako Sto se podeli amplituda struje sa potencijalom), Imax predstavlja
maksimalnu amplitudu struje, Vso predstavlja potencijal na kome se 50% kanala

nalazi u aktivisanom ili inaktivisanom stanju, dok k predstavlja nagib distribucije.

6. In vitro utvrdivanje promena u ekspresiji T-kanala u

postincizionom bolu u pacova

6.1. Ispitivanje ekspresije T-kanala pomo¢u kvantitativhe PCR u realnom
vremenu (qRT-PCR) u postincizionom bolu u pacova

Promena u ekspresiji iRNK za T-kanale utvrdena je metodom kvantitativnhog RT-
PCR u realnom vremenu (qRT-PCR, eng. quantitative real time polymerase chain
reaction). Slicno ostalim RT-PCR pristupima, metoda obuhvata najpre korak
reverzne transkripcije u kome se ukupna informaciona RNK (iRNK) prevodi u
komplementarnu DNK (cDNK), a potom sledi korak umnoZavanja odnosno

amplifikacije dela cDNK od interesa. Kod PCR-a u realnom vremenu u svakom
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ciklusu PCR-a se prati zastupljenost sintetisanog produkta Sto omogucava

pouzdanu kvantifikaciju nivoa ekspresije ispitivanog gena.

6.1.1. Izolacija RNK i reverzna transkripcija (RT)

Uzorci tkiva za izolaciju RNK su dobijeni tako Sto je Zivotinja terminalno
anestezirana izofluranom (5%) u plasti¢noj posudi za anesteziju, nakon cega je
dekapitovana. Nakon dekapitacije, sa lumbalnog regiona trupa Zivotinji je prvo
ise¢ena koZa, a potom lateralno duZ lumbalnog stuba od lumbalnog ka torakalnom
na nivou poslednjeg rebra, i nastavljeno sa secenjem longitudinalno sa strane
lumbalnog stuba ka lumbalnom regionu. U nivou sakruma Zivotinje, kicmeni stub je
ponovo poprecno presecen i tako izolovano tkivo prebaceno u Petrijevu posudu sa
ledenim fizioloSkim rastvorom koji je puferovan fosfatnim puferom na pH 7,4.
Ki¢mena mozdina je pazljivo odvojena od ostatka tkiva, i dorzalni ganglioni regiona
L4 do Le pazljivo odstranjeni i preneti u epruvetu, koja je potom prebacena u te¢ni
azot kako bi se tkivo momentalno zamrzlo. Nakon toga je tkivo (50-70 mg) spinalnih
gangliona homogenizovano pomo¢u homogenizera u QIAZOL reagensu (Qiagen,
SAD) po specifikaciji proizvodaca. Nakon homogenizacije, iRNK je izolovana iz
uzoraka tkiva uz pomo¢ RNeasy Microarray Tissue Mini Kit-a sa reagensom za
liziranje. Za dobijanje cDNK iz iRNK (postupak reverzne transkripcije), koris¢eni su
komercijalno dostupni reagensi iz seta RT2 First Strand (Qiagen, SAD). Kako bi se
eliminisala kontaminacija koja potice od DNK uzorka, dodavao se miks regenasa za
eliminaciju DNK, i uzorak se inkubirao na 42 °C 5 minuta, nakon Cega je uzorak
prenet na led, kako bi se hladio tokom 1 minuta. Nakon dodavanja miksa za reverznu
transkripciju, uzorak je inkubiran tatno 15 minuta na 42 °C, nakon cega je reakcija
zaustavljena inkubacijom uzorka na 95 °C tokom 5 minuta. Nakon toga su uzorci

prebaceni na led.

6.1.2. qRT-PCR

Za analizu zastupljenosti iRNK koja odgovara CACNA genskim transkiptima za

sintezu T-kanala, uzorci pripremLjeni na prethodno pomenut nacin su inkubirani sa
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komercijalno dostupnom RT2 SYBR Green qPCR Mastermix reakcionom smeSom i
prajmerima (Qiagen, SAD). Za analizu uzoraka koriS¢en je aparat BioRad Icycler CXF
Connect sa plo¢icama od 96 bunarica, sa slede¢im programom: 1 ciklus od 10 minuta
na 95 °C, a potom 40 ciklusa sa naizmeni¢no 15 sekundi na 95 °C, pa potom 1 minut
na 60 °C. Kataloski brojevi za informacije o sekvencama prajmera za sva tri podtipa
T-kanala su slede¢e: CACNA1G NM_031601.4; CACNA1H NM_153814.2; CACNA1I
NM_020084.3), a za interni standard ciklofilin Ppid NM_001004279.1.

Svaki uzorak je obraden u triplikatu, a srednja Ct vrednost (Cycle threshold
predstavlja nivo ekspresije gena) je koriS¢ena za dalju analizu. Zarad korekcije
internih razlika u efikasnosti amplifikacije svaki uzorak je normalizovan u odnosu
na nivo ekspresije odgovarajuceg internog stanadarda (ciklofilin). Kvantifikacija je

je uradena 2-2Ct metodom (Pfaffl, 2001).

6.2. Ispitivanje nivoa proteina T-kanala semikvantitativnom analizom

imunoblotova u postincizionom bolu u pacova

Imunoblot ili Western blot tehnika se koristi za detekciju i odredivanje
koncentracije ukupnih proteina u uzorku. Detekcija proteina se vrsi tako Sto se
proteini prvo elektroforetski razdvoje na osnovu njihove molekulske mase, a potom
se detektuju na bazi specificne reakcije antigen-antitelo. Primenjeno primarno
antitelo je visoko-specificno za odgovarajuci epitop na proteinu od interesa.
Sekundarno antitelo je obi¢no poliklonsko, vezuje se za primarno antitelo, i
obeleZeno je molekulima koji su neophodni za detekciju, kao Sto su enzimi,
fluorofore ili boje. Detekcija nivoa proteina vrsi se indirektno i zavisi od tipa
primenjenog sekundarnog antitela. Primena sekundarnih antitela obeleZenih
enzimima iziskuje upotrebu supstrata. Enzim u interakciji sa odgovarajué¢im
supstratom obicno daje proizvod odredene boje koji se detektuje
spektrofotometrijski. Intenzitet fluorescence se koristi za detekciju i kvantifikaciju
proteina, kada se kao sekundarna antitela koriste ona koja su obeleZena specifi¢cnim
fluoroforama. Kako bi se ispitala promena u nivou zastupljenosti (ekspresije)

ukupnog proteina koji sacinjava T-kanale na celijskoj membrani, kao i u samim

51



Materijal i metode

¢elijskim telima, primarnih senzornih neurona spinalnih gangliona, primenjena je

pomenuta metoda imunoblotova.

6.2.1. Izolovanje ukupnih ¢elijskih proteina iz spinalnih gangliona regiona L4-
Leé pacova

Ekscizirani ganglioni lumbalnog dela Ls4-Le kontrolnih i inciziranih pacova,
¢uvani su u epruvetama od 1,5 mL zaledeni na -80 °C, potom je takvo tkivo usitnjeno
specijalnim tuckom za mikroepruvete i homogenizovano u 5 volumena RIPA pufera
(50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0,5% Na-deoksiholat; 0,1% SDS) sa
rastvorenim proteaznim inhibitorima (Pierce tablete proteaznih inhibitora, Thermo
Scientific, SAD). Kako bi se oslobodila i membranska frakcija proteina, uzorci su
prosli tri ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja, potom su lizirani u ultrazvu¢nom
kupatilu i kona¢no centrifugirani 30 minuta na 14000 obrtaja u minuti (eng.
revolutions per minute - rpm). Dobijeni supernatanti koji predstavljaju ukupne
¢elijske proteinske ekstrakte dorzalnih spinalnih gangliona su ¢uvani na -80 °C do
dalje analize. Ovakva priprema uzorka obezbeduje odredivanje ukupnih proteina,
bez mogucnosti odredivanja samo membranske frakcije, s obzirom da
centrifugiranjem na malom broju obrtaja nije moguce razdvojiti membransku

frakciju od ostatka ¢elijskih struktura.

6.2.2. Elektrotransfer proteina iz uzoraka tkiva pacova

Nakon centrifugiranja, supernatant je izdvojen u posebne Cciste epruvete i
odredena je koncentracija ukupnih proteina BCA metodom (metoda sa
bicinkoninskom kiselinom). Ova metoda se zasniva na redukciji kupri (Cu?*) jona do
kupro (Cu*) jona proteinom, pri ¢emu je koli¢ina kupro jona koji nastaju direktno
proporcionalna ukupnoj koliCini proteina. Bicinkoninska kiselina se dalje koristi za
detekciju koncentracije Cu* jona (razvija se boja Ciji se intezitet odreduje
kolorimetrijski). Koncentracije proteina u nepoznatim uzorcima dobijaju se
ocitavanjem sa standardne krive koja je generisana oCitavanjem signala za rastuce
poznate koncentracije proteinskog standarda. Nakon odredivanja koncentracije
proteina, uzorci su inkubirani u 2X LaemmLi puferu 1 sat na 24 °C, potom su naneti

na tris-glicin poliakrilamidski gel sa gradijentom (4-20%) i elektroforetski
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razdvojeni u puferu za elektroforezu standardnog sastava (192 mM glicin; 25 mM
Tris pH 8,3; 0,1% SDS) pod konstantnim naponom od 120 V, dok front boje nije
stigao do kraja gela. Za prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF
membranu, gel je najpre ekvilibrisan 15 minuta u puferu za transfer (20% metanol;
192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8,3), a elektrotransfer proteina je vrSen preko noci,

pod konstantnim naponom od 120 Vina 2-8 °C.

6.2.3. Imunoloska detekcija proteina iz uzoraka tkiva pacova specificnim

antitelima - imunoblot metoda

Po zavrSenom transferu membrane su bojene bojom Ponceau-S (1% boja
Ponceau-S; 5% glacijalna sirCetna kiselina), u cilju dobijanja vizuelne potvrde
uspesnosti transfera. Membrane su zatim odbojene ispiranjem u destilovanoj vodi i
potom osuSene na sobnoj temperaturi. Do daljeg rada su skladiStene na 4 °C.
Membrane su dalje blokirane 1 h u 5% rastvoru nemasnog mLeka u TBST puferu
(150 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,1% Tween, pH 7,5) na sobnoj temperaturi, i inkubirane
preko no¢i (4 °C) sa primarnim antitelom (anti-Cav3.2, 1:3.000, Alomone
Laboratories; GAPDH, 1:15.000, Millipore, SAD), razblaZenim u 2,5% mLeku u TBST.
Nakon toga je PVDF membrana isprana i inkubirana sa sekundarnim antitelom sa
peroksidazom rena (1:15.000, Santa Cruz Biotechology, SAD), koje je razblaZeno u
TBST (1 h; sobna temperatura). Ispiranje je ponovljeno da bi se uklonilo nevezano
antitelo, nakon cega je signal razvijen uz upotrebu hemiluminiscentnog supstrata

(Super Signal West Femto; Thermo Scientific, SAD).

6.2.4. Semikvantitativna analiza imunoblotova uzoraka tkiva pacova

Intenzitet imuno signala na skeniranim membranama odreden je
denzitometrijskom metodom pomocu aparata GBOX (Chemi XR5; Syngene, SAD) i
analiziran uz pomo¢ programa ImageQuant 5.0 (GE Healthcare; Life sciences, SAD).
GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza) je koriS¢en kao interna kontrola za

normalizaciju sadrzaja proteina T-kanala u svim ispitivanim uzorcima.
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6.3. Ispitivanje ekspresije membranske frakcije imunocitohemijskim
obelezavanjem T-kanala na membranama disociranih senzornih

neurona spinalnih gangliona pacova u postincizionom bolu

Imunobojenje je tehnika koja podrazumeva upotrebu antitela za detekciju
specificnog proteina od interesa, i koristi se u histologiji, ¢elijskoj i molekularnoj
biologiji. Imunocitohemija se sprovodi na izolovanim C¢elijama, ili ¢elijskim
kulturama, i zasniva se na obeleZavanju proteina od interesa primarnim antitelom,
i daljom primenom sekundarnog antitela obeleZenog flurohromom (npr. Alexa
Fluor), koji je neophodan za detekciju proteina pomocu konfokalnog fluorescentnog

mikroskopa.

Za imunocitohemijsko obeleZavanje T-kalcijumovih kanala, spinalne ganglije
regiona Ls-Le su prikupljene nakon incizije i disocijacija pojedinacnih tela senzornih
neurona je izvrSena na isti naCin kao i za elektrofizioloSka ispitivanja. Tako
pripremljen rastvor celija je nanet na staklene pokrovne plocice smeStene u
bunari¢ima za €elijsku kulturu. U cilju imobilisanja preparata, Celije su suSene 1 do
3 sata u inkubatoru na 37 °C. Nakon toga Celije su fiksirane na pokrovnim plo¢icama
upotrebom paraformaldehida (4%) u 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,4 na 4 °C 10
minuta. Potom su celije ispirane sa fosfatnim puferom sa 0,01% Triton X 100
detegentom (PBSTx), tri puta po 5 minuta. Blokiranje nespecificnog vezivanja
antitela je izvrSeno inkubiranjem celija sa 5% rastvorom normalnog seruma u
PBSTx puferu 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga se izvrsila inkubacija sa
primarnim antitelom (1:500 anti-Cav3.2 antitelo Alomone Labs, ACC-025, SAD)
preko no¢i na 2 to 8 °C. Celije su zatim ispirane fosfatnim puferom tri puta po 5
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja na prethodno pomenuti nacin,
izvrSena je inkubacija preko no¢i sa drugim primarnim antitelom za referentni
protein kadherin (anti-kadherin, 1:200 ab22744, Abcam, SAD). Nakon jo$ jednog
ispiranja na vec opisan nacin, Celije su se inkubirale sa odgovaraju¢im sekundarnim
antitelom (1:2000, Alexa Fluor 488 A27034, Invitrogen, SAD) dva sata na sobnoj
temperaturi, potom ponovo ispirale, da bi se kona¢no inkubirale sa drugim
sekundarnim antitelom za drugi protein na isti nacin (1:2000, Alexa Fluor 568

A11004, Invitrogen, SAD). Nakon ispiranja, Celije su prepokrivene na staklenim
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pokrovnim plo¢icama pomoc¢u medijuma za detekciju fluorescence koji sadrzi DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol, Vectashield, SAD) za obelezavanje jedara celija i

slikaju pomoc¢u konfokalnog mikroskopa Olympus FV1000 FCS/RCIS.
6.3.1. Odredivanje intenziteta fluorescence

Dobijene fotomikrografije su analizirane pomocu softvera Image] (Nacionalni
instituti za zdravlje, SAD). Za svaku pojedinacnu celiju, povrsina koja odgovara
membranskoj frakciji ¢elije je utvrdena na osnovu signala za protein kadherin, koji
se eksprimira samo na cCelijskoj membrani. Intenzitet fluorescence membranske
frakcije T-kalcijumovih kanala ipsi i kontralateralnih spinalnih gangliona,
normalizovan je prema signalu kadherina kao referentnog proteina i tako dobijena

gustina kanala po jedinici povrSine membrane je dalje analizirana.

7. Ispitivanje uloge deubikvitinacije T-kanala enzimom USP5 u

razvoju hiperalgezije nakon incizije u pacova i miSeva

7.1. Ispitivanje nivoa USP5 proteina semikvantitativnom analizom

imunoblotova u postincizionom bolu u miseva

U cilju odredivanja uloge deubikvitinacije T-kanala u postincizionom modelu
bola, ispitivali smo promene u nivou USP5 enzima uz pomo¢ imunoblot tehnike na

proteinima iz uzoraka spinalnih gangliona L4-Lé u miSeva.

7.1.1. Izolovanje ukupnih C(elijskih ekstrakata iz spinalnih gangliona

Iumbalnog regiona L4+-Lé miseva

U cilju ispitivanja koncentracije USP5 enzima nakon incizije, prikupljeni su ipsi i
kontralateralni spinalni ganglioni C57BL/6] inciziranih miSeva dva dana nakon
incizije. Kontralateralni ganglioni su kori$¢eni kao kontrola bazalnog nivoa USP5
enzima, s obzirom da Kkontralateralna Sapa misa nije bila incizirana. Ekscizirani

ganglioni su zaledeni na -80 °C, nakon cega je tkivo usitnjeno specijalnim tuckom i
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homogenizovano u RIPA puferu (50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 1% NP-40; 0,5%

Na-deoksiholat; 0,1% SDS) sa proteaznim inhibitorima.

7.1.2. Imunoprecipitacija USP5 enzima iz uzorka

Imunoprecipitacija podrazumeva koris¢enje specificnog antitela u uzorku koje
vezuje ciljani protein, nakon cega se kompleks protein-antitelo izoluje i dalje
analizira imunoblot metodom. Na ovaj nacin, uzorak je precis¢en od necistoca i
obogacena je ukupna zastupljenost ciljanog proteina u uzorku. Ukupni celijski
ekstrakti iz prethodnog koraka su dalje lizirani i homogenizovani u ultrazvu¢nom
kupatilu i centrifugirani na 13000 rpm tokom 15 minuta na 4 °C. Nakon toga,
supernatanti su preliveni u nove epruvete i rastvoreni proteini inkubirani sa 50 pL
perlica Protein G/A i 1 pg anti-USP5 antitela preko noc¢i na 4 °C. Imunoprecipitati
USP5 proteina su isprani dva puta u puferu (500 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,5).
Nakon inkubacije uzorka sa LaemmlLi puferom, elektroforeza i transfer na PVDF
membranu su izvrSeni na ve¢ opisan nacin. Kao kontrolu podjednakog nanoSenja
proteinskog uzorka iz svih zZivotinja, koriS¢ena je zastupljenost a-tubulina.
KoriS¢ena su sledeca antitela su: miSje anti-alfa tubulin (1:2000; Abcam) i zecje

anti-USP5 (1:500; ProteinTech Group, Inc.).

7.1.3. Semikvantitativna analiza imunoblotova uzoraka tkiva miseva

Intenzitet imuno signala na dobijenim membranama odreden je
denzitometrijskom, kvantitativnom analizom koriS¢enjem programskog paketa
Quantity OneBioRad. Dobijene vrednosti svakog uzorka normalizovane su najpre u
odnosu na odgovarajucu endogenu kontrolu (alfa tubulin) ¢ime su dobijene
relativne vrednosti nivoa proteina. Potom su izracunate srednje vrednosti i

standardna greska relativnih vrednosti za sve eksperimentalne grupe.
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7.2. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta supresije deubikvitinacije T-
kanala selektivnim smanjenjem ekspresije (tzv. knock-down) USP5

enzima u pacova i miSeva

Za ispitivanje efekta spinalne i periferne supresije deubikvitinacije kalcijumovih
kanala T-tipa na razvoj hiperalgezije nakon hirurske incizije, intratekalno je
primenjena mala RNK oblika ukosnice (shRNK, eng. small hairpin RNA), koja
sprecava produkciju RNK za USP5. Kako bi se ostvario njen efekat, siRNK-USP5 je
primenjena 24 sata pre operacije, i nakon bazalnih merenja osetljivosti na
mehanicki stimulus (detaljan protokol prikazan na Slici 17). Hirur$ka incizija je
izvedena na WT i Cav3.2 KO sojevima miSevima (Slika 17A), kao i na pacovima (Slika
17B), a razvoj mehanicke hiperalgezije je pracen 2 sata i prvog dana kod miSeva,
odnosno dva sata, prvog i drugog dana kod pacova. U ovom eksperimentu, Cav3.2
KO misSevi su koriSc¢eni kako bi se pokazao izostanak efekta shRNK-USP5, ¢ime bi se
potvrdila selektivnost USP5 enzima samo za Cav3.2 kalcijumov kanal, koji je
genetickom manipulacijom izbac¢en u ovih miseva. Bazalna merenja su vrSena tokom
dva dana pre it aplikacije. Za svaki eksperiment su formirane grupe od 10-13

miSeva, odnosno 7-8 pacova.

it . . .
A P RNK-USP5 Slika 17. Prikaz . e.ktsper.l
o R mentalnog protokola za ispitivanje
Bazalna merenja i Hirurgija . .. .
- antihiperalgezijskog efekta intra-

-2Dana -1 Dan 1 Dan 2h  Danf tekalno primenjene shRNK-USP5 u

. } @ T (A) WT i Cay3.2 KO miSeva i (B)

pacova nakon incizije.

Merenja
it
B shRNK-USP5
Bazalna merenja IJ.H Hirurgija
-2 Dana -1 Dan | -1Dan 2h Dan1 Dan2
Merenja
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7.3. Ispitivanje uticaja supresije deubikvitinacije selektivnim smanjenjem
ekspresije (tzv. knock-down) USP5 enzima na funkcionalnost T-kanala

u pacova

Kako bi se ispitao uticaj supresije deubikvitinacije na funkcionalnost T-kanala,
shRNK-USP5 je primenjena intratekalno u pacova 24 sata pre incizije. Dva dana
nakon incizije prikupljeni su spinalni ganglioni regiona Ls-Lé na prethodno opisan
nacin za in vitro ispitivanje gustine struja koje poticu od T-kanala u inaktivacionom
protokolu. Priprema uzorka, kao i uslovi elektrofizoloSkog ispitivanja, su izvrSeni u

skladu sa prethodno opisanim protokolom.

7.4. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta selektivne blokade veznog
mesta USP5 enzima za ciljno mesto na T-kanalu primenom tat peptida

u misSeva

Kako bi se ispitao efekat sprecavanja deubikvitinacije, tj. olakSavanja
ubikvitinacije T-kanala na postincizionu hiperalgeziju, u WT i Cav3.2 KO miSeva je
intratekalno primenjen tat peptid (tat III-IV), mali peptidni molekul koji se
selektivno vezuje za mesto na USP5 enzimu i sprecava njegovo dalje vezivanje za II1-
IV petlju T-kanala. Dva dana nakon izvrSene hirurske incizije, miSevi su primili
intratekalno tat III-1V peptid, a merenja mehanicke hiperalgezije su vrSena 15, 30,
60 i 90 minuta nakon intratekalne injekcije (Slika 18A i 18B). Bazalna merenja su
vrSena tokom dva dana pre operacije. Za svaki eksperiment su formirane grupe od

6 miSeva.
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i.t.

Slika 18. Prikaz eksperimentalnog
protokola za ispitivanje anti-
hiperalgezijskog efekta intratekalne

primene tat IlI-1V peptida drugog
dana nakon incizije kod (A) WT i (B)
Cay3.2 KO miseva.

A tat IlI-1V
Bazalna merenja  Hirurgija |J
-2 Dana -1 Dan U ' 15-90 min
y: J h @ Dan 2 |i h ‘J
Merenja
it
B tat lll-IV
Bazalna merenja  Hirurgija [
-2 Dana -1Dan Ca3.2KO ! 15- 90 min
F N - Dan 2 Ai—
"
Merenja

8. Ispitivanje antinociceptivnog efekta antagonista T-kanala u
postincizionom modelu bola u pacova

8.1.

Ispitivanje antinociceptivnog efekta selektivnog blokatora T-kanala

TTA-P2 nakon lokalne intratekalne primene u zdravih pacova

Za utvrdivanje efektivnih antinociceptivnih doza TTA-P2 je primenjen

intratekalno (i.t.) u zdravih pacova, nakon ¢ega je meren antinociceptivni efekat u

testu termicke i mehanicke nocicepcije. Test merenja vrsena su 30, 60, 90, 120, 150

i 180 minuta nakon i.t. injekcije rastvaraca (15% 2-hidroksipropil-3-ciklodekstrin u
fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podeSen na 7,4) (Slika 19A) ili TTA-P2 (Slika 19B).

i.t.

A Rastvarad
Bazalna merenja
-2 Dana -1 Dan 30-180 min
@ Merenja
it
B TTA-P2
Bazalna merenja 1
-2 Dana -1 Dan 30-180 min
| . G — - J
Merenja

Slika 19. Prikaz eksperimentalnog
protokola za ispitivanje  antinoci-
ceptivnog efekta intratekalno
primenjenog rastvaraca ili TTA-P2 u

zdravih pacova. (A) Protokol sprovodenja
bazalnih merenja i merenja
antinociceptivnog efekta rastvaraca u

testovima  termicke i  mehanicke
nocicepcije. (B) Protokol sprovodenja
bazalnih merenja i merenja
antinociceptivnog  efekta TTA-P2 u
testovima  termicke i  mehanicke
nocicepcije.

Bazalna merenja su vrSena tokom dva dana pre i.t aplikacije. Za svaku ispitivanu

dozu TTA-P2 i kontrolnu grupu Zivotinja formirane su grupe od 6-10 pacova.
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Najvisa doza iz ovih eksperimenata koja je ispoljavala najveéi antinociceptivni

efekat je dalje koriS¢ena u ispitivanju u postincizionom modelu bola.

8.2. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta TTA-P2 nakon pojedinacne i

ponovljene intratekalne primene u inciziranih pacova

8.2.1. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta TTA-P2 nakon pojedinacne

intratekalne primene u inciziranih pacova

Za ispitivanje intratekalnog efekta selektivnog blokatora T-kanala, rastvarac ili
najvisa doza TTA-P2 koja je ispoljila antinociceptivni efekat u zdravih pacova,
primenjeni su intratekalno (i.t.) u inciziranih pacova. Prvo su izvrSena bazalna
merenja osetljivosti na termicki i mehanicki stimulus nakon Cega je izvedena
hirurgija (Slika 20A). Dve razliCite grupe Zivotinja su primile TTA-P2 i.t. u razlicito
vreme: jedna grupa je primila it. TTA-P2 prvog, a druga grupa drugog
postoperativnog dana Kontrolne grupe Zivotinja su primile rastvarac i.t. (15% 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podesen na 7,4) u
istom reZimu kao i test grupe pacova. Antihiperalgezijski efekat rastvaraca ili TTA-
P2 meren je 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minuta nakon injekcije u testu termicke,
odnosno 30, 90 i 120 minuta u testu mehanicke hiperalgezije (Slika 20B i 20C).

Bazalna merenja su vrSena tokom dva dana pre hirurske incizije, kao i pre aplikacije

rastvaraca ili TTA-P2 i.t. Za svaki eksperiment, formirane su grupe od 6-13 pacova.
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A Bazalna merenja Hirurgija

-2 Dana -1 Dan
' it. Rastvarad/ TTA-P2
i B . B
B Bazalna merenja  3::0 30-180 min
N = | | | § | ‘W ij
H f: TN
Dan 1 AL Merenja
c H/\ y \'\‘ e,
Bazalna merenja s/ r 30 -180 min \

' l | | . | | H L}
|
Dan 2

Slika 20. Prikaz eksperimentalnog protokola za ispitivanje antihiperalgezijskog efekta
pojedinacne intratekalne primene rastvaraca ili TTA-P2. (A) Protokol sprovodenja bazalnih
merenja i hirurske incizije. (B) Protokol sprovodenja bazalnih merenja i merenja
antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili TTA-P2 prvog dana nakon incizije u testovima
termicke i mehanicke nocicepcije. (C) Protokol sprovodenja bazalnih merenja i merenja
antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili TTA-P2 drugog dana nakon incizije u testovima
termicke i mehanicke nocicepcije.

8.2.2. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta TTA-P2 nakon ponovljene

intratekalne primene u inciziranih pacova

Za ispitivanje antihiperalgezijskog efekta ponovljene intratekalne primene TTA-
P2 u inciziranih pacova, najvisa doza TTA-P2 testirana u zdravih, primenjena je
intratekalno (i.t.) jednoj grupi pacova 2 sata, kao i prvog i drugog dana nakon
incizije. Kontrolna grupa Zivotinja je primila rastvarac i.t. (15% 2-hidroksipropil-(-
ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podesSen na 7,4) u istom rezimu kao i
test grupa pacova. Nakon svake injekcije, antihiperalgezijski efekat rastvaraca ili
tretmana je meren 30, 60, 90 i 120 minuta (Slika 21A, 21B i 21C) u testovima
termicke i mehanicke hiperalgezije. Bazalna merenja su vrSena tokom dva dana pre

hirurske incizije, kao i pre aplikacije TTA-P2 i.t. Za svaki eksperiment formirane su

grupe od 5-9 pacova.
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i.t. Rastvarad/ TTA-P2

§

T

/
A Bazalna merenja Hirurgija Bazalna merenja
-2 Dana -1 Dan 2h 2 30 -120 min

i.t. Rastvarac/ TTA-P2 Merenja
N _/
: —~
B Bazalna merenja 30 -120 min
H U ] || W .FJ
Dan 1 i.t. Rastv?raél TTA-P2 I\/Ie'renja
c i i —
Bazalna merenja 30 -120 min
a t B R B B A )
|
Dan 2

Slika 21. Prikaz eksperimentalnog protokola za ispitivanje antihiperalgezijskog efekta
ponovljene intratekalne primene rastvaraca ili TTA-P2. (A) Protokol sprovodenja bazalnih
merenja i hirurske incizije, kao i merenja antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili TTA-P2
dva sata nakon incizije. (B) Protokol sprovodenja bazalnih merenja i merenja
antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili TTA-P2 prvog dana nakon incizije u testovima
termic¢ke i mehanicke nocicepcije. (C) Protokol sprovodenja bazalnih merenja i merenja
antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili TTA-P2 drugog dana nakon incizije u testovima
termicke i mehanicke nocicepcije.

8.3. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta TTA-P2 pojedinacne
preventivne intratekalne injekcije neposredno pre hirurske

intervencije u inciziranih pacova

Za ispitivanje efekta preventivno primenjenog selektivnog antagoniste T-kanala
TTA-P2 na razvoj postincizione hiperalgezije, TTA-P2 je primenjen i.t. 5 minuta pre
hirurske incizije, nakon Cega je procenjivan antihiperalgezijski efekat u testu
termicke i mehanicke hiperalgezije. Kontrolna grupa Zivotinja je primila rastvarac
i.t. (15% 2-hidroksipropil-§-ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podeSen
na 7,4) u istom rezimu kao i test grupa pacova. Nakon primene rastvaraca (Slika
22A) ili TTA-P2 (Slika 22B), i izvrSene hirurSke incizije, test merenja
antihiperalgezijskog efekta su sprovedena 2 sata nakon hirurgije, kao i jednom
dnevno tokom prvog, drugog, treteg i petog dana postoperativnog oporavka.

Bazalna merenja su vrSena tokom dva dana pre hirurske incizije, kao i pre i.t.

aplikacije TTA-P2.
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A i.t. preventivha primena
Rastvaraé
i =
i — . .
Bazalna merenja | 6 Hirurgija
-2 Dana -1 Dan -5 min e 2h Dan1 Dan2 Dan3 Danb
-_IHL L; —/h; LJ_\ /H\ /H\ /h\ /H\ /H\J
— —~
Merenja
B i.t. preventivha primena
TTA-P2
Bazalna merenja I 9 Hirurgija
2 Dana -1 Dan -5 min - 2h Dan1 Dan2 Dan3 Danb
— —~
Merenja

Slika 22. Prikaz eksperimentalnog protokola za ispitivanje antihiperalgezijskog efekta
pojedinacne preventivne intratekalne primene rastvaraca ili TTA-P2. (A) Protokol
sprovodenja bazalnih merenja i hirurske incizije, kao i merenja antihiperalgezijskog efekta
rastvaraca u testu mehanicke nocicepcije. (B) Protokol sprovodenja bazalnih merenja i
hirurske incizije, kao i merenja antihiperalgezijskog efekta TTA-P2 u testu mehanicke
nocicepcije.

8.4. Ispitivanje antinociceptivhog efekta neuroaktivhog steroida

epipregnanolona nakon pojedinacne intratekalne primene u zdravih

pacova

Za ispitivanje antinociceptivnog efekta epipregnanolona, rastvara¢ (15% 2-
hidroksipropil--ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podeSen na 7,4; Slika
23A) ili tretman (Slika 23B) su primenjeni intratekalno (i.t.) u zdravih anesteziranih
Zivotinja, nakon ¢ega je sniman antinociceptivni efekat u testu termicke nocicepcije
tokom 30, 60, 90, 120 i 150 minuta, odnosno u testu mehanicke nocicepcije 30, 60,
90 i 120 minuta nakon injekcije. Bazalna merenja su vrSena tokom dva dana pre
primene epipregnanolona. Za svaki eksperiment, formirane su grupe od 5-12

pacova.

63



Materijal i metode

i.t. Rastvarac¢ Slika 23. Prikaz eksperimentalnog
A Bazalna merenja ] protokola za ispitivanje
-2Dana_-1Dan 30150 min antinociceptivnog efekta intratekalno
4 4’; primenjenog rastvaraca ili
T % ) :
epipregnanolona u zdravih pacova.
Merenja (A) Protokol sprovodenja bazalnih
it. Epipregnanolon merenja i merenja antmocwepttvrzog
: 1 efekta rastvaraca u testovima
B Bazalna merenja i vy Ly . ..
! termicke i mehanicke nocicepcije. (B)
-2 Dana -1Dan 30-150 m|n . .
N = % 2 Protokol  sprovodenja bazalnih
| § _§ Q B merenja [ merenja antinociceptivnog
g efekta epipregnanolona u testovima

termicke i mehanicke nocicepcije.

8.5. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta epipregnanolona nakon

pojedinacne intratekalne primene u inciziranih pacova

U cilju ispitivanja antihiperalgezijskog efekta epipregnanolona u
postincizionom modelu bola, nakon bazalnih merenja osetljivosti Sape u testu
izmicanja Sape pred mehanickim stimulusom, izvedena je hirurska incizija (Slika
24A). Prvog dana nakon incizije primenjen je intratekalno (i.t.) rastvarac (15% 2-
hidroksipropil-3-ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podeSen na 7,4) ili
najveca efektivna doza epipregnanolona primenjena u zdravih pacova, nakon cega
je sniman antihiperalgezijski efekat u testu mehanicke nocicepcije 30, 60, 90 i 120
minuta nakon injekcije (Slika 24B). Bazalna merenja su vrSena tokom dva dana pre
hirurske incizije, kao i pre aplikacije neuroaktivnog steroida. Za svaki eksperiment,

formirane su grupe od 4-7 pacova.

A Bazalna merenja Hirurgija

-2 Dana -1 Dan
A i.t. Rastvarad/ Epipregnanolon
LI L} i
| Merenja
B Bazalna merenja 30-120 min
N H -I /H\ -
|
Dan 1

Slika 24. Prikaz eksperimentalnog protokola za ispitivanje antihiperalgezijskog efekta
pojedinacne intratekalne primene rastvaraca ili epipregnanolona. (A) Protokol sprovodenja
bazalnih merenja i hirurske incizije. (B) Protokol sprovodenja bazalnih merenja i merenja
antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili epipregnanolona prvog dana nakon incizije u testu
mehanicke nocicepcije.
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8.6. Ispitivanje antinociceptivnhog efekta neuroaktivnog steroida 3f3-OH

nakon pojedinacne intratekalne primene u zdravih pacova

Za ispitivanje antinociceptivnog efekta neuroaktivnog steroida koji selektivno
blokira T-kanale, razlicite doze 33-OH su primenjene intratekalno (i.t.) u zdravih
Zivotinja, nakon cega je meren antinociceptivni efekat u testovima termicke i
mehanicke nocicepcije. Kontrolna grupa Zivotinja je primila rastvarac i.t. (15% 2-
hidroksipropil-f3-ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podeSen na 7,4) i
test merenja antinociceptivnog efekta su vrSena u istim vremenskim tackama.
Nakon intratekalne primene rastvaraca (Slika 25A) ili tretmana (Slika 25B) test
merenja u testu termicke i mehanicke nocicepcije su vrSena 30, 60, 90 i 120 minuta
nakon injekcije. Bazalna merenja su vrSena tokom dva dana pre i.t. aplikacije 33-OH.
Kako bi se ispitala strukturna selektivnost i specificnost neurosteroida 33-OH za T-
kalcijumove kanale, enantiomer ent-35-OH, €ija struktura ne dozvoljava vezivanje
ovog neurosteroida za T-kanale, primenjen je intratekalno. Antinociceptivni efekat
je meren 30, 60 i 90 minuta nakon primene ent-33-OH u zdravih Zivotinja u testu

izmicanja Sape pod uticajem mehani¢kog stimulusa (Slika 25C). Za svaki

eksperiment, formirane su grupe od 8-11 pacova.

i.t. Slika 25. Prikaz eksperimentalnog

A Rastvarac e , .
' ‘ protokola  za  ispitivanje  anti-

Bazalna merenja | nociceptivnog  efekta  intratekalno

- . 30-120 mi C .o o
2Dana_-1Dan m primenjenog rastvaraca ili 33-OH ili

‘ - 7/ T 4" T e t-33-OH u zdravih pacova. (A)
i N ; T
Protokol merenja antinociceptivnog

Merenja efekta rastvaraca u testu termicke i

B i?LEOH mehan.ic“ke r?ociclepcij.e. (B) Protokol
P i merenja antznoczce;?tlvnog efekta .33-

* OH u testu termicke i mehanicke

-2Dana -1Dan 30-120 min 3 .. .
: ~ nocicepcije. (C) Protokol merenja

'.i 1; L" L ) antinociceptivnog efekta ent-33-OH u

. testu mehanicke nocicepcije.
Merenja
it
Cc ent-3pOH
Bazalna merenja 1'
-2 Dana -1 Dan 30-90 min
1 I | R Y

Merenja
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8.7. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta neuroaktivnog steroida 33-OH
nakon pojedinacne i ponovljene intratekalne, kao i nakon ponovljene

intraplantarne primene u inciziranih pacova

8.7.1. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta neuroaktivnog steroida 3f-OH

nakon pojedinacne intratekalne primene u inciziranih pacova

U cilju ispitivanja antihiperalgezijskog efekta u postincizionom modelu bola,
najpre su izvrSena bazalna merenja u testovima izmicanja Sape pod uticajem toplote
i mehanickog stimulusa, nakon cega je izvedena hirurgija (Slika 26A). Rastvarac ili
najveca doza 33-OH testirana u zdravih pacova su primenjeni intratekalno (i.t.) u
inciziranih pacova, nakon ¢ega je meren antihiperalgezijski efekat u testu izmicanja
Sape pod uticajem toplote i u testu izmicanja Sape pod mehanickim stimulusom, u
30, 60, 90, 120, 150 i 180 minuta nakon injekcije u testu termicke, odnosno 30, 60,
90 i 120 minuta u testu mehanicke hiperalgezije (Slika 26B i 26C). 33-OH je
primenjen i.t. u razli¢itim grupama Zivotinja prvog i drugog postoperativnog dana.

A Bazalna merenja Hirurgija

-2 Dana -1 Dan
A '\ i.t. Rastvara¢/ 3g-OH
| - i
¥
B Bazalna merenja SQ 30 -180 min
H \"h- ) _§ i ) -JJ
Dani4 i.t. Rastvarac/ 3-OH A
f
= Merenja
c I
Bazalna merenja r 30 -180 min \
- T TTYT *T YT

Dan 2

Slika 26. Prikaz eksperimentalnog protokola za ispitivanje antihiperalgezijskog efekta
pojedinacne intratekalne primene rastvaraca ili 33-OH. (A) Protokol sprovodenja bazalnih
merenja i hirurske incizije. (B) Protokol sprovodenja bazalnih merenja i merenja
antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili 35-OH prvog dana nakon incizije u testovima
termicke i mehanicke nocicepcije. (C) Protokol sprovodenja bazalnih merenja i merenja
antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili 33-OH drugog dana nakon incizije u testovima
termicke i mehanicke nocicepcije.
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Kontrolne grupe Zivotinja su primile rastvarac i.t. (15% 2-hidroksipropil-§3-
ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podesen na 7,4) u istom rezimu kao i
test grupe pacova; test merenja antihiperalgezijskog efekta su vrSena u istim
vremenskim tackama. Bazalna merenja su vrSena tokom dva dana pre hirurske
incizije, kao i neposredno pre aplikacije tretmana ili rastvaraca. Za svaki

eksperiment, formirane su grupe od 6-8 pacova.

8.7.2. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta neuroaktivnhog steroida 3[-OH

nakon ponovljene intratekalne primene u inciziranih pacova

Za ispitivanje intratekalnog efekta selektivnog blokatora T-kanala, rastvarac ili
3B-0OH su primenjeni intratekalno (i.t.) u inciziranih pacova, nakon ¢ega je meren
antihiperalgezijski efekat u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote i testu
izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa, u 30, 60, 90, 120, 150 i 180
minuta nakon injekcije u testu termicke, odnosno 30, 60, 90 i 120 minuta u testu
mehanicke hiperalgezije. Kontrolna grupa Zivotinja je primila rastvarac i.t. (15% 2-
hidroksipropil-f3-ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH balansiran na 7,4) u
istom reZimu kao i test grupa pacova. Test merenja antihiperalgezijskog efekta su
vrSena u istim vremenskim taCkama Rastvarac ili 33-OH su primenjeni i.t. 2 sata
nakon incizije (Slika 27A), kao i prvog postoperativnog dana (Slika 27B). Bazalna

merenja su vrSena tokom dva dana pre hirurske incizije, kao i pre aplikacije 33-OH

i rastvaraca i.t. Za svaki eksperiment, formirane su grupe od 6-8 pacova.
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i.t. Rastvaraé/ 3p-OH
|

A Bazalna merenja Hirurgija Bazalna merenja
-2 Dana -1 Dan 2h e 30-180 min

-__; -;.'; .‘ i ‘T W 4+ 4 4%
i.t. Rastvara¢/ 3p-OH Merenja
‘-;- /
¥ Bl
B Bazalna merenja 30 -180 min
U I | | || || il 'IJ
-

Dan 1 i.t. Rastvarac¢/ 3p-OH Merenja

Slika 27. Prikaz eksperimentalnog protokola za ispitivanje antihiperalgezijskog efekta
ponovljene intratekalne primene rastvaraca ili 35-OH. (A) Protokol sprovodenja bazalnih
merenja i hirurske incizije, kao i merenja antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili 33-OH dva
sata nakon incizije u testovima termicke i mehani¢ke nocicepcije. (B) Protokol sprovodenja
bazalnih merenja i hirurske incizije, kao i merenja antihiperalgezijskog efekta rastvaraca ili
3B-0H prvog dana nakon incizije u testovima termicke i mehanicke nocicepcije.

8.7.3. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta neuroaktivnog steroida 3f-OH

nakon ponovljene intraplantarne primene u inciziranih pacova

Za ispitivanje lokalnog efekta 33-OH na nivou Sape, neurosteroid je primenjen
intraplantarno (i.pl.) u inciziranih pacova, dva sata, kao i prvog i drugog dana nakon
incizije. Kontrolna grupa Zivotinja je primila rastvarac i.pl. (15% 2-hidroksipropil-
-ciklodekstrin u fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podeSen na 7,4) u istom reZimu kao
i test grupa pacova. Bazalna merenja su vrSena pre aplikacije rastvaraca ili 3-OH
tokom dva dana pre hirurgije, kao i pre svake intraplantarne aplikacije.
Antihiperalgezijski efekti rastvaraca (Slika 28A) i 33-OH (Slika 28B) su praceni u
testu izmicanja Sape pod uticajem toplote, kao i u testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanickog stimulusa dva sata, prvog i drugog dana nakon incizije, kao i petog i

sedmog dana postinciziono. Za svaki eksperiment, formirane su grupe od 6-8

pacova.
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i.pl. Rastvarac Slika 28. Prikaz eksperimentalnog
| I . iy . .
T T protokola  za  ispitivanje  anti-
A — hiperalgezijskog efekta ponovljene
Bazalna merenja Hirurgija =5 S p gezij g p [
-2 Dana -1 Dan 2h  Dani Dan2 Dan5 Dan7  Intraplantarne primene rastvaraca ili
e & J? “ W W W W 3B0H (A) Protokol sprovodenja
LI 2D\ J . g
P V_M : bazalnih merenja, hirurske incizije,
erenja ) . o .
ipl. 35-OH mtrapl.antarn.zh. m]ekC{].a, kao i
EEod merenja antihiperalgezijskog efekta
B . ' rastvaraca nakon incizije u testovima
Bazalna merenja Hirurgija =555 termicke i mehanicke nocicepcije. (B)
el 2h Dant Dan2 Dans Dan? — Protokol — sprovodenja  bazalnih
¥ 0 (;? \i @ & = b merenja, hirurske incizije, intra-
et plantarnih injekcija, kao i merenja
Merenja

antihiperalgezijskog efekta 3(-OH
nakon incizije u testovima termicke i
mehanicke nocicepcije.

8.8. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta neuroaktivnog steroida 3p-OH
nakon pojedinacne intraperitonealne primene u sastavu anestezije za

incizionu operaciju

Za ispitivanje analgetickog efekta preventivne primene 3§-OH, neurosteroid je
primenjen intraperitonealno (i.p.) u sklopu anestezije zajedno sa 1% izofluranom.
Ova kombinacija hipnotika i subanesteticke doze izoflurana koriS¢ena je za
postizanje anestezije u pacova koji su podvrgnuti hirurskoj inciziji. Kontrolna grupa
Zivotinja je primila rastvara¢ ip. (25% 2-hidroksipropil-pB-ciklodekstrin u
fizioloSkom rastvoru ¢iji je pH podeSen na 7,4) u istom reZimu kao i test grupa
pacova. Antihiperalgezijski efekat je ispitivan u testu izmicanja Sape pacova pod
uticajem mehanickog stimulusa i u testu izmicanja Sape pod toplotnim stimulusom.
Nakon primene rastvaraca (Slika 29A) i 33-OH (Slika 29B) vrSena su test merenja
prvog, drugog i treceg dana nakon incizije. Bazalna merenja su vr§ena tokom dva

dana pre hirurske incizije, kao i pre aplikacije 3p-OH i.t.
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A i.p. Rastvarac
Bazalna merenja | Hirurgija
i
-2Dana -1 Dan ! Dan1 Dan2 Dan3
1+ 4 T & * =
- . ~—
Merenja
B i.p. 3p-OH
Bazalna merenja |JJ Hirurgija
-2 Dana -1 Dan ] Dan 1 Dan2 Dan3
A A - p & o S
| | . I
Merenja

Slika 29. Prikaz eksperimentalnog protokola za ispitivanje antihiperalgezijskog efekta
preventivne pojedinacne intraperitonealne primene rastvaraca ili 33-OH. (A) Protokol
sprovodenja bazalnih merenja, hirurske incizije, intraperitonealne injekcije, kao i merenja
antihiperalgezijskog efekta rastvaraca nakon incizije. (B) Protokol sprovodenja bazalnih
merenja, hirurske incizije, intraperitonealne injekcije, kao i merenja antihiperalgezijskog
efekta 33-OH nakon incizije.

9, Statisticka obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (standardna greska). Za

statisticku obradu rezultata koris¢en je GraphPad Prism.

Sledeci statisticki testovi su kori¢eni za analizu dobijenih podataka [u zavisnosti
od broja grupa, broja/vrste faktora i karakteristika podataka (normalnost,
ujednacenost varijanse)]: t-test za nezavisne uzorke, jednofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima uz Dunett ili Tukey post hoc test, dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima uz Tukey, Bonferroni ili Sidak post hoc test, Mann Whitney

U-test i FiSerov test.

Pre nego Sto su podaci analizirani primenom dvofaktorske ANOVA-e sa
ponovljenim merenjima, prvo je utvrdeno da li podaci zadovoljavaju kriterijum
normalne distribucije i varijanse. Analiza normalnosti i jednakosti varijansi uradena
je u programima SPSS i Sigma Plot. Takode, ukoliko je analiza dvofaktorske ANOVA-
e sa ponovljenim merenjima pokazala znacajnu interakciju dva faktora, automatski
su se podaci dalje analizirali odgovaraju¢im post hoc testom. Odabir post hoc testa
zavisio je od veli¢ine analiziranih grupa podataka. Program OriginLab koriS¢en je za

raCunanje Vso (potencijal celijske membrane pri kojoj je 50% T-kanala u
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aktivisanom stanju) vrednosti sa 95% intervalima poverenja (Boltzmann-ova

jednacina).
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IV.  REZULTATI

1.  Invivo uloga T-kalcijumovih kanala u razvoju postincizionog

modela bola u pacova i miSeva

Uloga T-kalcijumovih kanala, kao i antihiperalgezijski efekat antagonista ovih
kanala, u akutnom somatskom bolu ispitivan je u postincizionom modelu bola u

pacova i miseva.

1.1. Razvoj hiperalgezije u postincizionom modelu bola u pacova

Nakon hirurske incizije plantarne povrSine zadnje Sape pacova, razvija se
statisticki znacajna termicka hiperalgezija u testu izmicanja Sape pod uticajem
toplote (interakcija: F(8,80)=10,22, p<0,001; faktor incizije: F(1,10)=96,72,
p<0,001; egzaktne p vrednosti: p<0,001 za vremenske tacke 2 h, dani 1, 2, 3 i 4;
p=0,0001 za dan 5; p<0,001 za dan 6; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima, Sidak test) kao i mehanicka hiperalgezija u testu izmicanja Sape pacova
pod uticajem mehanickog stimulusa u testu izmicanja Sape pacova pod uticajem
mehanickog stimulusa (interakcija: F(6,120)=14,63, p<0,001; faktor incizije:
F(1,20)=93,69, p<0,001; egzaktne p vrednosti: p<0,0001 za vremenske tacke 2 h,
dani 1, 2, 3,51 7; p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak
test) (Slika 30A i 30B). Termicka i mehanicka hiperalgezija su evidentne tokom 7
dana nakon incizije, a najizraZenije su tokom prva dva postoperativna dana, koja su

i izabrana za izvodenje eksperimenata.
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Slika 30. Vremenski tok razvoja postincizione hiperalgezije. (A) Vremenski tok razvoja
hiperalgezije u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote nakon incizije plantarne povrsine
zadnje sape pacova. (B) Vremenski tok razvoja mehanic¢ke hiperalgezije nakon incizije
plantarne povrsine zadnje Sape pacova u testu izmicanja Sape pacova pod uticajem
mehanickog stimulusa. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM merenja praga
osetljivosti na termicki ili mehanicki stimulus, u grupi od 6-11 pacova. Statisticka znacajnost
(***p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak post hoc test) odredena
je u odnosu na vrednosti neincizirane Sape.

1.2. Razvoj hiperalgezije u postincizionom modelu bola u WT miSeva

Slicno kao u pacova, i u miSeva se razvija statisticki znacajna mehanicka
hiperalgezija (Slika 31) ve¢ dva sata nakon incizije, koja perzistira tokom pet dana
merenja nakon incizije (interakcija: F(4,96)=12,47, p<0,001; faktor incizije:
F(1,24)=75,74, p<0,001; egzaktne p vrednosti: p<0,001 za vremenske tacke 2 h, dani
1, 215; p=0,044 za dan 5; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak
test).

Slika 31. Vremenski tok razvoja

8- B Neincizirana $apa mehanicke  hiperalgezije  nakon
Bl Incizirana Sapa incizije plantarne povrsine zadnje

Sape WT misa. Svaki stubic

* predstavlja srednju vrednost + SEM

merenja u testu izmicanja Sape
pacova pod uticajem mehanickog
stimulusa izraZzenog u gramima
pritiska izvrSenog na neinciziranu
(crni stubi¢i) i inciziranu (crveni
stubic¢i) sapu, u grupi od 13 miseva.
Statisticka  znacajnost  (*p<0,05;
***p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima, Sidak post
> hoc test) odredena je u odnosu na
vrednosti PWR neincizirane Sape.

Intenzitet pritiska (g)
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1.3. Razvoj hiperalgezije u postincizionom modelu bola u miSeva kod kojih
je izbacen gen za Cav3.2 T-kalcijumov kanal (Cav3.2 KO) - ispitivanje

uloge T-kanala

Nakon izvodenja hirurske incizije na Cav3.2 KO miSevima, pokazano je da se, u
odnosu na neinciziranu $apu, razvija statisticki zna¢ajna mehanicka hiperalgezija
incizirane Sape (interakcija: F(4,96)=8,108, p<0,001; faktor incizije: F(1,24)=20,25,
p=0,001; egzaktne p vrednosti: p<0,001 za 2 h; p=0,003 za dan 1; p=0,013 za dan 2;
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak test) (Slika 32). Medutim, za
razliku od WT miSeva, mehanicka hiperalgezija traje kra¢e u Cav3.2 KO, sto je
potvrdeno izostankom statistiCke znacajnosti ve¢ treeg dana nakon incizije u

Cav3.2 KO miSeva (p=0,194).

Slika 32. Vremenski tok razvoja

81 Il Neincizirana Sapa mehanicke hiperalgezije nakon incizije

Bl Incizirana Sapa plantarne povrsine zadnje Sape Cay3.2

64 KO misa. Svaki stubi¢ predstavlja

srednju vrednost + SEM merenja praga

s % osetljivosti na mehanicki stimulus

(PWR) izraZenog u gramima pritiska

% % izvr§enog na neinciziranu (crni stubié¢i)

24 i inciziranu (crveni stubiéi) Sapu, u

grupi od 13 misSeva. Statisticka

znacajnost (*p<0,05; **p<0,01;

0- **¥p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa

Q’\\‘? Q,‘\ (\'\ 0(1’ (\rb ponovljenim merenjima, Sidak post hoc

e‘,\e Q° 0‘?} QQ’ test) odredena je u odnosu na vrednosti
< PWR neincizirane Sape.

%.

Intenzitet pritiska (g)
N

2. Elektrofiziolosko ispitivanje uloge T-kanala u
postincizionom modelu bola u pacova

Da bi uloga kalcijumovih kanala T-tipa bila ispitana in vitro u postincizionom
modelu bola, pradene su promene u ekscitabilnosti tela primarnih senzornih
neurona, smestenih u spinalnim ganglijama dorzalnih korenova lumbalnog regiona
(L4-Le). Takode su pracene i promene u biofizickim karakteristikama kalcijumovih
kanala T-tipa, koje nastaju nakon incizije plantarne povrsine Sape pacova, i dobijeni

rezultati su poredeni sa vrednostima dobijenim iz kontrolne grupe.
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2.1. Promene u ekscitabilnosti tela primarnih senzornih neurona spinalnih

gangliona lumbalnog regiona L4-Le

U cilju ispitivanja promene u ekscitabilnosti tela primarnih senzornih neurona
smestenih u spinalnim ganglionima dorzalnih korenova lumbalnog regiona, prvo su
ispitivane razlike u rezimima okidanja akcionih potencijala ovih neurona, pomocu
elektrofizioloSke patch-clamp tehnike. Identifikovana su tri razli¢ita reZima
okidanja akcionog potencijala (Slika 334, 33B i 33C) primarnih senzornih neurona

koja se javljaju i u kontrolnih i u inciziranih Zivotinja:

1) neuroni koji okidaju pojedinacne akcione potencijale,

2) neuroni koji okidaju seriju akcionih potencijala (najmanje tri) sa frekvencom
okidanja do 45 Hz,

3) neuroni koji okidaju visoko-frekventnu seriju akcionih potencijala

(najmanje tri) sa frekvencom okidanja ve¢om od 45 Hz.

A B C

Pojedinaéni AP Serija AP do 45 Hz Serija AP iznad 45 Hz

150 pA d 50 pA L J 50 pA L

Slika 33. Reprezentativni zapisi tri osnovna tipa akcionih potencijala (AP) koji nastaju usled
spontane aktivnosti primarnih senzornih neurona bolnog puta. Spontana aktivnost se
manifestovala u formi (A) pojedinacnog AP, (B) serije AP frekvence okidanja do 45 Hz i (C)
serije AP frekvence okidanja iznad 45 Hz.

Medutim, nakon incizije, primeceno je statisticki znacajno (p=0,041; FiSerov
test) povecanje broja neurona koji spontano okidaju seriju akcionih potencijala
(najmanje tri) sa frekvencom ve¢om od 45 Hz, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika

34).
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Kontrolna grupa Post-inciziona grupa

M Pojedinacni AP
M Serija AP do 45 Hz
™ Serija AP preko 45 Hz

Slika 34. Dijagrami distribucije tri rezima okidanja akcionih potencijala u kontrolnoj
(dijagram levo) i postincizionoj (dijagram desno) grupi. Merenja su dobijena iz 28 Celija,
disociranih iz eksciziranog tkiva 8 pacova za kontrolnu grupu, dok je za postincizionu grupu
iskoris¢eno 29 Celija iz 8 pacova. U postincizionoj grupi je povelanje visokofrekventnog
okidanja akcionih potencijala bilo statisticki znacajno u odnosu na kontrolnu grupu (*p<0,05,
Fiserov test).

2.1.1. Uticaj T-kanala na ekscitabilnost primarnih senzornih neurona

spinalnih gangliona

Kako bi uloga T-kanala u ekscitabilnosti primarnih senzornih neurona bila
ispitana, primenjen je selektivni blokator T-kanala, TTA-P2, direktno na preparat
disociranih tela senzornih neurona, a zatim su praceni efekti blokade T-kanala na
broj i frekvencu okidanja akcionih potencijala. TTA-P2 je primenjen u koncentraciji
od 3 uM, s obzirom da su prethodne studije pokazale da se pri ovoj koncentraciji
ostvaruje potpuna blokada struja koje poti¢u od T-kanala, a da se pritom zadrZava

selektivnost samo za ove kanale.

2.1.2. Uticaj TTA-PZ2 na broj akcionih potencijala

Primena TTA-P2 (3 uM) direktno na preparat disociranih tela senzornih neurona
dovela je do znacajnog smanjenja broja spontano generisanih AP (akcionih
potencijala) pri primenjenoj struji od 50 pA (Slika 35), u odnosu na bazalno merenje.
Takode, u ispitivanju efekta primene rastucih struja (od 10 do 50 pA) na izazivanje
AP nakon primene TTA-P2, pokazano je da se broj AP statisti¢ki znacajno smanjio
(interakcija: F(5,35)=6,69; p<0,001; tretman: F(1,7)=14,72, p=0,006; dvofaktorska
ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak post hoc test) u postincizionoj grupi, u

odnosu na bazalni nivo merenja broja AP (Slika 36).
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3 uM TTA-P2
= |
-51 mV -51 mV 100 ms
4 50pA * 4 50pA *t

Slika 35. Reprezentativni zapisi spontanih AP DRG neurona tretiranih selektivnim
blokatorom T-kanala (TTA-P2) u postincizionoj grupi (pri injektovanoj struji od 50 pA) pre
(slika levo) i posle (slika desno) aplikacije 3 uM TTA-P2.

81 @ Kontrola Slika 36. Broj AP koje o.kidaju senzorr_n'
B TTA-P2 neuroni spmaln_zh. ganglzqna dorz.alnlh
korenova nakon incizije, pre i posle primene
TTA-P2. Svaka tacka predstavlja srednju
vrednost + SEM, u grupi od 8 Celija koje su
dobijene iz 6 Zivotinja. Statisticka
znacajnost (**p<0,01, **¥p<0,001,
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima, Sidak post hoc test) odredena je
u odnosu na kontrolnu grupu Celija.

NI CEPA I ISP

Primenjena struja (pA)

2.1.3. Uticaj inkubacije neurona sa TTA-P2 na frekvencu akcionih potencijala

TTA-P2 (3 uM) direktno primenjen na preparat i inkubiran 5-10 minuta sa
disociranim telima senzornih neurona spinalnih gangliona, doveo je do statisticki
znacajnog smanjenja frekvence okidanja prva tri akciona potencijala Celija koje
okidaju sa frekvencom vetom od 45 Hz nakon incizije, u poredenju sa
postincizionom grupom koja nije bila tretirana sa TTA-P2 (t-test za nezavisne
uzorke; p=0,02) (Slika 37). Od izuzetnog znacaja je da je primenjeni TTA-P2 smanjio
frekvencu okidanja AP u postincizionoj grupi, na nivo kontrolne grupe, te da razlika
izmedu frekvence generisanja akcionih potencijala izmedu incizione grupe koja je
tretirana sa TTA-P2 i kontrolne neincizirane grupe, nije bila statisticki znacajna
(p=0,46). Kako bi razlike u ekscitabilnosti bile uporedive, veStacki smo kontrolisali
potencijal mirovanja €elijske membrane svih ispitivanih Celija, tako da su potencijali

mirovanja test i kontrolnih grupa bili jednaki.
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Slika 37. Stubicasti dijagram predstavlja frekvencu

601 * I * okidanja AP u kontrolnoj (beli stubic), postincizionoj
N netretiranoj (crni stubic), i postincizionoj grupi koja je
L 404 inkubirana sa tretmanom TTA-P2 5-10 minuta (crveni
8 T stubic). Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost + SEM, u
S kontrolnoj grupi od 13 Celija dobijenih iz 5 Zivotinja,
< 20 postincizionoj netretiranoj grupi od 10 Celija dobijenih iz
L% tkiva 7 pacova i postincizionoj grupi tretiranoj sa TTA-P2

od 8 ¢elija dobijenih iz dva pacova. Statisticka znacajnost
0 Y (*p<0,05; t -test za nezavisne uzorke) odredena je u odnosu
NG oo odd na kontrolnu grupu Celija.
€Y X
.(\c‘,.
N
&
QC

2.2. Promene u biofizickim parametrima (velic¢ini i gustini struja) koje

karakterisu T-kanale u postincizionom bolu

S obzirom da voltazno-zavisna aktivacija i inaktivacija mogu uticati na
ekscitabilnost neurona koji eksprimiraju T-kanale, ispitali smo efekat incizije na
pomenute biofizicke parametre koji karakteriSu ove kanale na primarnim

senzornim neuronima spinalnih gangliona dorzalnih korenova regiona L4-Le.

-30 mV

-
o

1® Kontrola
4 |Incizija sk sk ok
Kontrola

]

Gustina struje (pA/pF) @
(#)]

70 -60 50 -40 -30
Zadati potencijal (mV)

Slika 38. Uticaj postincizionog modela bola na gustinu aktivacionih struja T-kalcijumovih
kanala u disociranim telima senzornih neurona. (A) Familije izazvanih T-struja u DRG
neuronima kontrolne i incizione grupe koriscene su za generisanje krive odnosa jacine struje i
potencijala Celijske membrane (I-V kriva). (B) Prosecna maksimalna gustina T-struja
preracunata iz 1-V krive. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM, u kontrolnoj grupi
od 14 ¢Celija dobijenih iz tkiva 10 pacova i postincizionoj grupi od 20 ¢elija dobijenih iz tkiva
10 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima, Sidak post hoc test) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu Celija.
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Nakon incizije, prose¢na gustina kalcijumovih struja koje poticu od T-kanala je
bila zanacajno povecana u odnosu na Kkontrolnu grupu, i to na razli¢itim
potencijalima Celijske membrane (interakcija: F(9,288)=6,72; egzaktne p vrednosti:
p=0,017 za -40 mV i p<0,001 za -35 i -30 mV; tretman: F(1,32)=5.52; dvofaktorska
ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak test) (Slika 38A i 38B).

Takode je merena i vremenski-zavisna aktivacija (tzv. vreme postizanja
maksimalne amplitude od 10 do 90%), kao i vremenski-zavisna inaktivaciona
konstanta (t) na ovim Celijama (Slika 39A i 39B). Iako vreme postizanja maksimalne
amplitude nije bilo razli¢ito (p=0,324; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima), vremenski-zavisna inaktivacija je statisticki znacajno bila povecéana
(skoro dva puta), u odnosu na kontrolnu grupu (interakcija: F(3,96)=2.36, p=0,08;
tretman: F(1,32)=4.33, p=0,045; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima).
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Slika 39. Uticaj postincizionog modela bola na kinetiku T-kalcijumovih kanala na

disociranim telima senzonih neurona. (A) Vremenski-zavisna aktivacija (vreme postizanja
aktivacije 10 do 90%) izmerena na osnovu I-V krive u DRG neuronima. (B) Inaktivaciona
konstanta izmerena na osnovu I-V krive. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM, u
kontrolnoj grupi od 14 ¢elija dobijenih iz tkiva 10 pacova i postincizionoj grupi od 20 Celija
dobijenih iz tkiva 10 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05, dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu Celija.

U cilju ispitivanja promena u inaktivaciji T-kanala nakon incizije, primenjivani
su prepulsevi u trajanju od 3,5 s na razli¢itim potencijalima kondicioniranja, kako bi
se izazvale T-struje. Reprezentativni zapisi koji predstavljaju izazvane T-struje, i
njihovu dalju inaktivaciju prikazani su na Slici 40A. Izmerena gustina struja na
telima senzornih neurona gangliona dorzalnih korenova bila je statisticki znacajno
povecana (gotovo dva puta) u odnosu na izmerenu gustinu T-struja na celijama

dobijenih iz neinciziranih pacova (interakcija: F(10,330)=6,78, p<0,001; tretman:
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F(1,33)=4,15, P=0,049; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak post
hoc test) (Slika 40B). Nasuprot tome, srednje vrednosti (Vso) voltazno-zavisne
ravnoteZne aktivacije i krive ravnotezne inaktivacije, kao i vremenska konstanta
deaktivacije nisu se razlikovale izmedu postincizione grupe i neincizirane kontrolne

grupe (podaci nisu prikazani).

& B
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-110 m\/§ i 10+ Incizija
$d 1
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_‘ .G:_J, 6-
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Slika 40. Uticaj postincizionog bola na gustinu inaktivacionih struja T-kalcijumovih kanala
u disociranim telima senzornih neurona. (A) Reprezentativni zapisi familija T-struja izazvanih
kod DRG neurona protokolom ravnoteZne inaktivacije kod kontrolne (crni zapis) i incizirane
(crveni zapis) grupe. (B) Gustina kalcijumovih struja koje poti¢u od T-kanala izvedena iz
ravnotezZnih krivih inaktivacije. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM, u kontrolnoj
grupi od 14 Celija dobijenih iz tkiva 10 pacova i postincizionoj grupi od 21 Celije dobijene iz
tkiva 10 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima, Sidak post hoc) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu Celija.

3. Promene u ekspresiji T-kanala na telima senzornih neurona
spinalnih gangliona u postincizionom bolu u pacova

3.1. Ispitivanje ekspresije Cav3.2 T-kanala gRT-PCR i metodom

imunoblotova u pacova

gRT-PCR analiza nivoa iRNK za Cav3.2 podtip T-kalcijumovih kanala nije
pokazala znac¢ajnu razliku uzmedu kontrolne i incizirane grupe, ukazuju¢i da nakon
incizije ne dolazi do povecanja produkcije ovog podtipa T-kanala na nivou senzornih
neurona spinalnih gangliona (Slika 41). Naime, nivo iRNK za sva tri podtipa T-
kalcijumovih kanala se nije promenio nakon incizije. Stavise, iRNK za Cav3.2 kanal
je bila statisticki znaCajno smanjena nakon incizije, u odnosu na kontrolnu grupu

(p=0,002, jednofaktorska ANOVA, Tukey test).
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Slika 41. Ekspresija gena za tri
podtipa T-kalcijumovih kanala u tkivu

spinalnih gangliona dorzalnih
korenova  pacova  kontrolnih i
inciziranih uzoraka. Svaki stubi¢

predstavlja srednju vrednost + SEM od
4 uzorka dobijenih iz ukupno 28
pacova. Statisticka znacajnost
(**p<0,01, jednofaktorska ANOVA,
Tukey post hoc test) odredena je u

\- odnosu na kontrolnu grupu.
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Analiza nivoa ekspresije Cav3.2 podtipa T-kalcijumovih kanala metodom

imunoblotova je takode potvrdila da nakon incizije ne dolazi do povecanja

ekspresije Cav3.2 kanala (p=0,13, Mann Whitney test) (Slika 42A i 42B). Analizirano

tkivo dobijeno je prikupljanjem spinalnih gangliona prvog i drugog dana nakon

incizije. lako oba ova rezultata zajedno potvrduju da nakon incizije ne dolazi do

povecane proizvodnje Cav3.2 podtipa T-kalcijumovih kanala, dobijeni rezultati daju

informaciju o promeni u ekspresiji ukupnog proteina, ali ne i o promenama u

ekspresiji membranske funkcionalne frakcije T-kalcijumovog kanala.

A

Kontrola, Incizija

Ca,3.2
35 KDA — == wm e . e o == == GAPDH

B SR O e

0.4+

Relativna opti¢ka gustina @

Slika 42. Analiza ekspresije Cay3.2
kalcijumovih kanala nakon incizije metodom
imunoblotova. (A) Reprezenativni
imunoblotovi izolovanog Cay3.2 podtipa T-
kalcijumovih kanala iz disociranog tkiva
spinalnih  gangliona  zadnjih  korenova
regiona L4—Le kontrolnih i inciziranih pacova.
(B) Koncentracija proteina Cav3.2 kanala
izraZena kao relativha opticka gustina, u
kontrolnim i inciziranim uzorcima. Oba
stubiéa predstavljaju srednje vrednosti + SEM
od 4 uzorka dobijenih iz ukupno 12 pacova.
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3.2. Imunocitohemijsko ispitivanje ekspresije Cav3.2 T-kanala na telima

senzornih neurona spinalnih gangliona nakon incizije u pacova

U cilju utvrdivanja promene nivoa ekspresije Cav3.2 kanala na membrani tela
primarnih senzornih neurona dva dana nakon incizije, poredeni su intenziteti
signala Cav3.2 kalcijumovog kanala, normalizovanog na standard kadherin, u
kontralateralnih i ispilateralnih spinalnih gangliona Ls-Le regiona (Slika 43).
Analiza dobijenih rezultata je pokazala da je ekspresija Cav3.2 kanala u
membranskoj frakciji statisticki znacajno veta na telima senzornih neurona
disociranih iz ipsilateralnih u odnosu na tela senzornih neurona iz kontralateralnih

spinalnih gangliona (p=0,022, t-test za nezavisne uzorke) (Slika 44).

: DAPI/Ca 3.2/
DAPI Ca 3.2 Kadherin Kadherin

‘o

Ipsi

Kontra

Slika 43. Reprezentativne fotomikrografije ekspresije membranske frakcije Cay3.2
kalcijumovih kanala na disociranim telima senzornih neurona kontralateralnih (donji red) i
ispilateralnih (slike gornji red) spinalnih gangliona dva dana nakon incizije. Ekspresija Cay3.2
kanala prikazana je zelenom, a kadherina crvenom bojom. DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)
obeleZen plavom bojom, je korisé¢en u cilju validacije analize na pribliZzno istom broju neurona
u obe ispitivane grupe. Skala - 50 um.
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Cay3.2/Kadherin
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Slika 44. Relativna ekspresija Cay3.2
kanala normalizovana u odnosu na
ekspresiju membranskog proteina
kadherina, merena na disociranim telima
senzornih neurona spinalnih gangliona dva
dana nakon incizije. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost * SEM (n=32-33
Celije). Statisticka znacajnost (*p<0,05, t-
test za nezavisne uzorke) dobijena je

poredenjem nivoa normalizovane
fluorescence Cay3.2 kanala izmedu ipsi i
kontralateralne grupe.

4. Uloga deubikvitinacije T-kanala enzimom USP5 u razvoju

hiperalgezije nakon incizije u pacova i miseva

4.1. Ispitivanje nivoa ekspresije USP5 enzima u postincizionom modelu

bola u miSeva

Rezultati imunoblot analize na izolovanim spinalnim ganglijama WT miSeva,

pokazali su da je dva dana nakon incizije ekspresija USP5 enzima statisticki znacajno

povecana u tkivu ipsilateralnih, u odnosu na kontralateralne spinalne ganglione La4-

Le (Slika 45) (p=0,047, t-test za nezavisne uzorke).

IB: USP5
«DalP: USP5
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USPS5/a-tubulin

Slika 45. Ekspresija USP5
enzima u spinalnim ganglijama
L4+~L¢ regiona nakon incizije.
(A) Na slici su prikazani
reprezentativni imunoblotovi
ekspresije  USP5  ipsi i
kontralateralnih  gangliona
dorzalnih korenova WT misa.
(B) Stubitasti dijagram desno
prikazuje nivo ekspresije USP5
normalizovan ~ prema  a-
tubulinu, dva dana nakon
incizije. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost * SEM
(n=3 misa). Statisticka
znacajnost (*p <0,05, t-test za
nezavisne uzorke) dobijena je
poredenjem nivoa ekspresije
USP5 izmedu ipsi i
kontralateralne grupe.
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USPS5 je izolovan imunoprecipitacijom iz tkiva ipsi i kontralateralnih gangliona

L4 do Le regiona u miSeva dva dana nakon incizije. Homogenati spinalnih gangliona

dorzalnih korenova regiona L4 do Le izvadeni su zasebno za svaku Zivotinju, i to

odvojeno za ipsi- i kontralateralnu stranu. Imunoblot je izveden za svaku Zivotinju

pojedinacno.

4.2.

4.2.1.

Uticaj selektivhe supresije produkcije USP5 enzima na razvoj

mehanicke hiperalgezije u postincizionom modelu bola u miseva i

pacova

Uticaj selektivne supresije produkcije USP5 enzima na razvoj mehanicke

hiperalgezije u postincizionom modelu bola u miseva

U in vivo eksperimentima, grupa WT miSeva koja je 24 sata pre incizije

intratekalno primila malu RNK oblika ukosnice (shRNK-USP5), razvila je statisticki

znacCajno manju mehanicku hiperalgeziju prvog dana nakon incizije, u poredenju sa

kontrolnom grupom (interakcija: F(3,40)=21,41; p<0,001; tretman: F(3,40)=15,66;

p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Bonferoni post hoc test)

(Slika 46).

Intenzitet pritiska (g)

[
aw
| w
B w

WT Kontrola neincizirana Sapa

T shRNK-USP5 Neincizirana Sapa
T Kontrola incizirana $apa

T shRNK-USPS5 incizirana Sapa

> o ke

Slika 46. Antihiperalgezijski efekat
shRNK-USP5 u inciziranih miseva.
Tretman je primenjen 24 sata pre
izvodenja hirurske incizije. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost +
SEM, u kontrolnoj i test grupi od 10-
12 WT  miSeva.  Statisticka
znacajnost (***p<0,001
dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima, Bon—feroni
post hoc test) odredena je u odnosu
na kontrolnu grupu WT miSeva.
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Za razliku od WT miSeva, tretman shRNK-USP5 nije doveo do promene u
intenzitetu mehanicke hiperalgezije nakon incizije kod Cav3.2 KO miSeva (p=0,14;

dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) (Slika 47).

e . Slika 47. Odsustvo
O neincizirana Sapa

K iy y

KO shRNK-USP5 neincizirana dapa  antihiperalgezijskog  efekta
KO incizirana S8apa 3 genetickog tretmana pomocu
KO shRNK-USP5 incizirana sapa kojeg se selektivno Sprec"'ava

{ produkcija USP5 u inciziranih

2
2
2
2

|| Ca\/3.
O Ca\/3.
i Ca\/3.
mE Cay3.

miSeva. Tretman je primenjen
61 & 24 sata pre izvodenja
hirurske incizije. Svaka tacka
predstavlja srednju vrednost
+ SEM, u kontrolnoj i test
24 grupi od po 7 Cay3.2 KO
miseva. Statisticka
04 znacajnost (dvofaktorska
) ANOVA  sa  ponovljenim
Q,ﬂ\\ & merenjima sa Bonferoni post
& Q hoc testom) odredena je u
Q¥ odnosu na kontrolnu grupu
Cay3.2 KO miseva.

Intenzitet pritiska (g)
n

Takode je izvrSeno poredenje mehanicke hiperalgezije razvijene prvog dana
nakon incizije u WT i KO miSeva. Pokazano je da KO miSevi razvijaju statisticki
signifikantno manju hiperosetljivost u odnosu na WT miSeve (p=0,004; t-test za

nezavisne uzorke) (Slika 48).

Slika 48. Razlika u razvoju mehanicke

Dan 1 hiperalgezije izmedu kontrolne WT i
— 5 kontrolne Cay3.2 KO grupe predstavljena
2 kao razlika u intenzitetima pritiska
T 44 inciziranih Sapa prvog dana nakon incizije.
<L Svaka tacka predstavlja srednju vrednost +
5 31 SEM, u kontrolnoj i test grupi od 10-13
5 ol miSeva po grupi. Statisticka znalajnost (
= **p<0,01 t-test za nezavisne uzorke)
N . .
S 14 odred‘e_na !e”pored‘en]em dve grupe 24 sata
= nakon incizije.
= 0-
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4.2.2. Uticaj selektivne supresije produkcije USP5 enzima na razvoj mehanicke

hiperalgezije u postincizionom modelu bola u pacova

UspeSna supresija produkcije USP5 potvrdena je in vivo u testu izmicanja Sape
pacova pod uticajem mehani¢kog stimulusa koji su 24 sata pre incizije primili
shRNK-USP5 intratekalno (Slika 49). Prag osetljivosti ipsilateralne Sape na
mehanicki stimulus nakon injekcije sShRNK-USP5 bio je statisti¢ki znacajno visi u
poredenju sa kontrolnom grupom, i to 2, 24 kao i 48 sati nakon operacije
(interakcija: F(6,52)=4,31; tretman: F(3,26)=89,98, dva sata nakon incizije:
p=0,014, 24 sata nakon incizije: p<0,001, 48 sati nakon incizije: p=0,004;
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, sa Sidak post hoc testom). Ovaj
rezultat ukazuje na pojavu smanjene hiperalgezije merene u testu izmicanja Sape
pod uticajem mehani¢kog stimulusa kod Zivotinja kod kojih je genetickom
manipulacijom suprimirana proizvodnja USP5. Nasuprot ovom rezultatu, osetljivost
kontralateralne neincizirane Sape na mehanicki stimulus ostala je nepromenjena

nakon genetickog tretmana shRNK-USP5 (nije prikazano).

o . Slika 49, Vremenski tok
“ Kontrola neincizirana $apa iy )
O shRNK-USP5 neincizirana $apa antihiperalgezijskog efekta tretmana
- Kontrola incizirana $apa shRNK-USP5 u inciziranih pacova,

30- shRNK-USP5 incizirana $apa izraZenog kao intenzitet pritiska u testu
izmicanja Sape pod uticajem mehanic¢kog
stimulusa. Svaka tacka predstavlja
srednju vrednost + SEM, u kontrolnoj i
% % test grupi od 7-8 pacova. Statisticka
znacajnost (*p<0,05, *p<0,01,
**¥p<0,001 dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima, Sidak post hoc
test) odredena je u odnosu na kontrolnu
0 r r . r grupu pacova.

injekcija

Intenzitet pritiska (g)
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4.3. Uticaj selektivne supresije deubikvitinacije selektivnim smanjenjem
ekspresije (tzv. knock-down) USP5 enzima, na kalcijumove struje koje
poticu od T-kanala, izmerenih u akutno disociranih primarnih
senzornih neurona spinalnih gangliona lumbalnog regiona Ls-Le u

postincizionom modelu bola u pacova

Izmerene struje koje poticu od T-kalcijumovih kanala na telima senzornih
neurona spinalnih gangliona pacova koji su 24 sata pre incizije primili intratekalnu
injekciju USP5-shRNK, bile su niZe uporedenju sa kontrolnom grupom, na Sta
ukazuju reprezentativni zapisi ovih struja iz obe grupe (Slika 50A). Kontrolna grupa
Zivotinja nije primila nikakav tretman. Gustina izmerenih struja nakon incizije bila
je povecana u odnosu na kontrolnu grupu zdravih pacova (p=0,012; jednofaktorska
ANOVA sa Tukey post hoc testom) (Slika 50B). Intratekalna primena shRNK-USPS5,
24 sata pre incizije, signifikantno je umanjila gustinu T-struja merenih na telima
senzornih neurona gangliona dorzalnih korenova, u poredenju sa ¢elijama dobijenih
iz grupe inciziranih pacova koji nisu primili nikakav tretman (jednofaktorska
ANOVA, Tukey post hoc test, p=0,007). Od izuzetnog je znacaja napomenuti da se
gustina T-struja izmerena na telima senzornih neurona gangliona dorzalnih
korenova pacova tretiranih shRNK-USP5 nije znacajno razlikovala od gustine T-

struja izmerenih u kontrolnoj neinciziranoj grupi (p=0,96, jednofaktorska ANOVA).
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Slika 50. Uticaj inhibicije sinteze USP5 na gustinu T-kalcijumovih struja u inaktivacionom
protokolu. (A) T-struje (Vh, -110 mV; Vt, -30 mV) snimLjene u reprezentativnim senzornim
neuronima spinalnih gangliona u kontrolnih (crni zapis) i inciziranih pacova (crveni zapis),
kao i pacova koji su 24 sata pre incizije primili intratekalno shRNK-USP5 (sivi zapis). (B)
Gustina struja koje potic¢u od T-kanala u kontrolnih pacova (crni stubi¢), u inciziranih pacova
48 sati nakon incizije (crveni stubié) i 48 sati nakon incizije pacova koji su 24 sata pre incizije
primili tretman shRNK-USP5 (sivi stubic). Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost + SEM, u
kontrolnoj grupi od 14 Celija dobijenih iz 10 pacova, incizionoj grupi od 21 Celije dobijene iz
10 pacova, i incizionoj grupi koj je primila shRNK-USP5 od 25 Celija dobijenih iz 5 pacova. od
10-13 miseva po grupi. Statisticka znacajnost (*<0,05; ** p<0,01 jednofaktorska ANOVA,
Tukey post hoc test) odredena je poredenjem sve tri grupe medusobno.

4.4. Uticaj selektivnhe blokade veznog mesta USP5 enzima na T-kanalu

primenom tat peptida

U cilju daljeg ispitivanja znacaja interakcije izmedu USP5 enzima i Cav3.2 kanala
u razvoju hiperalgezije, ispitivani su in vivo efekti selektivnog tat peptida koji je
konstruisan prema III-IV domenu Cav3.2 kanala, te sprecava vezivanje USP5 enzima
za vezno mesto na pomenutom kanalu. Domen od interesa nalazi se na sekvenci I11-
IV T-kalcijumovog kanala, te je peptid od interesa nazvan tat III-IV (Garcia-

Caballero i sar., 2014).

Specifi¢nost i selektivnost tretmana prethodno je potvrdena u studiji u kojoj tat
peptid specifican za C-terminalni region kanala nije ispoljio analgeticki efekat u
inflamatornom i neuropatskom modelu bola (Garcia-Caballero i sar., 2014).
Intratekalna injekcija tat III-1V peptida primenjena drugog dana nakon incizije,

signifikantno je smanjila hiperalgeziju incizirane Sape WT misa nakon injekcije, u
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odnosu na bazalno merenje u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog
stimulusa (p=0,004; jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Dunett post

hoc test) (Slika 51A).

Nasuprot tome, u miSeva u kojih je genetickom manipulacijom uklonjen gen za
Cav3.2 kanal, efekat tat peptida u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog
stimulusa na Sapu misa je izostao (p=0,754; jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjem) (Slika 51B). Od velikog znacaja je i otkri¢e da se drugog dana nakon
operacije u Cav3.2 KO miSeva razvija signifikantno manja bazalna hiperalgezija (pre
injekcije tat III-IV peptida), izmerena u testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanickog stimulusa u odnosu na WT miseve (p=0,04, t-test za nezavisne uzorke)
(Slika 51C). Smanjena hiperalgezija u KO miSeva ukazuje da oporavak nakon incizije
zapocinje ranije kod ovih Zivotinja, u odnosu na WT miSeve. Dobijeni rezultati
nedvosmisleno pokazuju da Cav3.2 kanali znacajno utiCu na razvoj hiperalgezije
nakon incizije. Takode efekat tat III-IV peptida na postincizionu hiperalgeziju
korelira sa efektom koji je prethodno dobijen u inflamatornom i neuropatskom

modelu bola (Garcia-Caballero i sar., 2014).

89



Rezultati

A B Cay3.2 KO
% Neincizirana Sapa & Neincizirana Sapa
— 10+® Incizirana sapa — 10+® Incizirana Sapa
2 o)
g 8 29
Iz 5
= 64 T 69
<% o
o 4 T 44
E S
8 2 S 24 injekcija
c I=
- O - 0 T L o L)
. @ O q, QO QO XS
Q\ N N Ny Ny
S &2 v ()’Z’Q ,\b& o Q)Q@ QQ(Q
&
Q <
C
C
@
X
2
=
a
2
N
c
2
=
«
N\ o
{'b<
Q'b

Slika 51. Efekat selektivne blokade vezivanja USP5 za Cay3.2 na mehani¢ku hiperalgeziju
nakon incizije primenom tat l1I-1V peptida. (A) Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta tat
HI-1V peptida u testu mehanicke hiperalgezije. Mehanicka hiperosetljivost na stimulus je
merena 15, 30, 60, and 90 min nakon injekcije tat peptida kod inciziranih WT i Cay3.2 KO
miseva. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM, u kontrolnoj i test grupi od 6 miseva.
Statisticka znacajnost (*p<0,05, jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima sa Dunett
post hoc testom) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu miSeva. (B) Mehanic¢ka
hiperosetljivost na stimulus je merena 15, 30, 60, and 90 min nakon injekcije tat peptida kod
inciziranih Cay3.2 KO miseva. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM, u kontrolnoj i
test grupi od 6 miSeva. Statisticka znacajnost (jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu miSeva. (C) Razlika u bazalnim
intenzitetima pritiska u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa WT i KO
miseva drugog dana posle incizije. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM, u
kontrolnoj i test grupi od 6 miSeva. Statisticka znacajnost (*p<0,05, t-test za nezavisne uzorke)
odredena je poredenjem ove dve grupe medusobno.

90



Rezultati

5.  Efekti antagonista T-kanala u postincizionom modelu bola

5.1. Efekat TTA-P2 u zdravih pacova

Intratekalna primena TTA-P2 (0,2155, 2,155, 21,55 i 215,5 pg) je u zdravih
pacova dovela do statisticki znacajnog (dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima, Bonferroni post hoc test; interakcija F(24,210)=3,39; p<0,001; tretman:
F(4,35)=7,46; p<0,001) i dozno-zavisnog antinociceptivnog efekta u testu izmicanja
Sape pod uticajem toplote (Slika 52A). Slican rezultat je zabeleZen i u testu izmicanja
Sape pod uticajem mehanickog stimulusa (interakcija F(24,198)=1,85; p=0,012;
tretman: F(4,33)=7,18; p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
sa Bonferroni post hoc testom) (Slika 52B). Zivotinje su 30 minuta nakon
intratekalne injekcije rastvora TTA-P2 podvrgnute u testu izmicanja Sape pacova

pod uticajem mehanickog stimulusa i testu izmicanja Sape pod uticajem toplote.
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Slika 52. Vremenski tok antinociceptivnog efekta intatekalno primenjenog TTA-P2 u zdravih
pacova. Antinociceptivni efekat je meren 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minuta nakon aplikacije.
(A) Antinociceptivni efekat TTA-P2 u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote. (B)
Antinociceptivni efekat TTA-P2 u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa.
Svaka tacka predstavlja srednju vrednost odgovora obe Sape + SEM, u kontrolnoj i test grupi
od 6-10 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, dvofaktorska ANOVA
sa ponovljenim merenjima, Bonferoni post hoc test) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu.

Maksimalni efekat postignut je sa dve najviSe doze (215,51 21,55 pg), nakon 30
minuta od intratekalne injekcije u oba testa. Antinociceptivni efekat doze TTA-P2 od
21,55 pg je perzistirao do 90 minuta nakon injekcije, dok je antinociceptivni efekat

najvise doze bio statisticki znacajan i do 180 minuta nakon injekcije, u oba testa.
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5.2. Efekat pojedinacne i ponovljene intratekalne primene TTA-P2 u

postincizionom modelu bola u pacova

5.2.1. Efekat pojedinacne intratekalne primene TTA-P2 u postincizionom

modelu bola u pacova

Intratekalno primenjen TTA-P2, u dozi od 215,5 pg, prvog dana nakon incizije je
statisticki znacajno umanjio hiperalgeziju u testu izmicanja Sape pod uticajem
toplote (dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, tretman: F(1,16)=18,15,
p=0,001) (Slika 53A). I u drugoj grupi pacova, koji su drugog dana nakon incizije
primili TTA-P2 na isti nacin i u istoj dozi, efekat ovog antagoniste T-kalcijumovih
kanala na hiperalgeziju u istom testu je bio statisticki znacajan (dvofaktorska
ANOVA sa ponovljenim merenjima, tretman: F(1,17)=7,73, p=0,013), u odnosu na

kontrolnu grupu koja je primila rastvarac (Slika 53B).
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Slika 53. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta pojedinacne intratekalne primene TTA-
P2 u inciziranih pacova u testu termicke hiperalgezije. Tretman je primenjen razlicitim
grupama pacova prvog i drugog dana nakon incizije, i antihiperalgezijski efekat je meren 30,
60, 90, 120, 150 i 180 minuta nakon aplikacije. (A) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren
u testu izmicanja sape pod uticajem toplote prvog dana nakon incizije. (B) Antihiperalgezijski
efekat tretmana meren u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote drugog dana nakon
incizije. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost odgovora sape + SEM, u kontrolnoj i test
grupi od 6-13 pacova. Statisticka znacajnost (*p <0,05, ***p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima, tretman Dan 1 nakon incizije: F(1,16)=18,15; dvofaktorska ANOVA
sa ponovljenim merenjima, tretman Dan 2 nakon incizije: F(1,17)=7,73, p<0,05) odredena je u
odnosu na kontrolnu grupu.

Prvog i drugog dana nakon incizije, antihiperalgezijski efekat i.t. primenjenog
TTA-P2 je bio vidljiv 30 minuta nakon injekcije i perzistirao je tokom 180 minuta

merenja efekta. Intratekalno primenjen TTA-P2, u najviSoj dozi od 215,5 pg, prvog
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dana nakon incizije je statisticki znacajno (interakcija za Dan 1 nakon incizije:
F(3,42)=4,142, p=0,012; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
Bonferroni post hoc test) umanjio hiperalgeziju u testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanickog stimulusa na Sapu pacova 30 minuta nakon intratekalne injekcije
tretmana (Slika 54A). U drugoj grupi pacova, ista doza primenjena drugog dana
nakon incizije dovela je do statisti¢ki znac¢ajnog (interakcija za Dan 2 nakon incizije:
F(2,24)=6,42, p=0,0058; tretman za Dan 2 nakon incizije: F(1,12)=7,03, p=0,021;
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Bonferroni post hoc test)
smanjenja hiperalgezije u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa
na Sapu pacova (Slika 54B). Antihiperalgezijski efekat TTA-P2 drugog dana nakon

incizije, je bio zabelezen 30 i 90 minuta nakon i.t. injekcije.
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Slika 54. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta pojedinacne intratekalne primene TTA-
P2 u inciziranih pacova u testu mehanicke hiperalgezije. Tretman je primenjen razliCitim
grupama pacova prvog i drugog dana nakon incizije, i antihiperalgezijski efekat je meren 30,
90, i 120 minuta nakon aplikacije. (A) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u testu
izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa na Sapu pacova prvog dana nakon incizije
izraZen je kao intenzitet pritiska. (B) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u testu
izmicanja Sape pod uticajem mehanic¢kog stimulusa na Sapu pacova drugog dana nakon
incizije. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost odgovora Sape + SEM, u kontrolnoj i test
grupi od 6-10 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05; **p<0,01; dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima, Bonferroni post hoc test) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu.

5.2.2. Efekat ponovijene intratekalne primene TTA-PZ2 u postincizionom

modelu bola u pacova

TTA-P2 primenjen intratekalno dva sata nakon incizije u dozi od 215,5 pg, nije

signifikantno umanjio hiperalgeziju u pacova u testu izmicanja Sape pod uticajem
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toplote (p=0,76; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) (Slika 55A).
Medutim, nakon druge doze primenjene prvog postincizionog dana, i.t. TTA-P2 je
doveo do znacajnog antihiperalgezijskog efekta (p=0,003 i p=0,026 respektivno;
Mann-Whitney test) u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote (Slika 55B). Prvog
dana posle incizije, antihiperalgezijski efekat TTA-P2 je bio najveci 90 minuta nakon
injekcije. Statisti¢ki znacajan efekat (tretman Dan 2 nakon incizije: F(1,13)=9,75
p=0,008; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) je zabeleZen u istoj grupi
pacova, koji su i drugog dana nakon incizije primili istu dozu TTA-P2 intratekalno
(Slika 55C). Drugog dana nakon incizije efekat TTA-P2 je perzistirao tokom 120

minuta merenja.
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A Slika 55. Vremenski tok antihiperalgezijskog
efekta ponovljene intratekalne primene TTA-P2 u
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TTA-P2 primenjen intratekalno dva sata nakon incizije u dozi od 215,5 pg, je
signifikantno umanjio mehanicku hiperalgeziju u pacova (tretman 2 h posle incizije
(1,10)=19,70, p=0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) (Slika

56A) u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa.
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Slika 56. Vremenski tok antihiper-
algezijskog efekta ponovljene intratekalne
primene TTA-PZ2 u inciziranih pacova u testu
mehani¢ke hiperalgezije. Tretman je
primenjen u jednoj dozi 2 sata, prvog i
drugog dana nakon incizije, i
antihiperalgezijski efekat je meren 30, 60, 90
i 120 minuta nakon aplikacije. (A)
Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u
testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanickog stimulusa na Sapu pacova dva
sata nakon incizije (B) Antihiperalgezijski
efekat tretmana meren u testu izmicanja
Sape pod uticajem mehanickog stimulusa na
sapu pacova prvog dana nakon incizije. (C)
Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u
testu izmicanja Sape pod uticajem
mehani¢kog stimulusa na Sapu pacova
drugog dana nakon incizije. U testu
izmicanja Sape pacova pod uticajem
mehani¢kog  stimulusa  svaka  tacka
predstavlja srednju vrednost odgovora Sape
+ SEM, u kontrolnoj i test grupi od 5-6
pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05;
*¥p<0,01;  dvofaktorska  ANOVA  sa
ponovljenim merenjima) odredena je u
odnosu na kontrolnu grupu.
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Najvisi antihiperalgezijski efekat zabeleZen je 30 minuta nakon injekcije. Nakon
druge doze primenjene prvog dana istoj grupi Zivotinja, takode je zabeleZen
znacajan antihiperalgezijski efekat i.t. primenjenog TTA-P2 (dvofaktorska ANOVA
sa ponovljenim merenjima, tretman Dan 1 nakon incizije: F(1,10)=8,73, p=0,014) u
istom testu (Slika 56B). TTA-P2 primenjen prvog dana nakon incizije ispoljava
najveci antihiperalgezijski efekat 30 minuta nakon injekcije, koji perzistira do kraja
perioda merenja (do 120 minuta). Statisticki znacajan efekat (tretman Dan 2 nakon
incizije: F(1,9)=7,08, p=0,026; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) i.t.
primenjenog TTA-P2 u trecoj dozi istoj grupi pacova, zabeleZen je i drugog dana

nakon incizije (Slika 56C).

5.3. Efekat pojedinacne preventivne intratekalne primene TTA-P2 u

postincizionom modelu bola u pacova

TTA-P2 primenjen intratekalno neposredno pre izvodenja incizione operacije,
doveo je do statisticki znacajnog smanjenja termicke hiperalgezije ve¢ dva sata
nakon operacije (interakcija: F(4,56)=1,16; p=0,3; tretman: F(1,14)=17,61, p=0,001;
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima). Antihiperalgezijski efekat je bio
vidljiv tokom narednih 5 dana merenja (Slika 57). Poredenja su vrSena u odnosu na
kontrolnu grupu. Antihiperalgezijski efekat preventivno primenjenog TTA-P2 je bio
uocljiv do petog dana nakon incizije, medutim vreme potrebno da se osetljivost na
termicki stimulus u testu izmicanja Sape pod utcajem toplote vrati na pre-
operativnu vrednost je ostalo nepromenjeno. U testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanickog stimulusa na Sapu pacova, preventivna primena TTA-P2 nije ispoljila
statistic¢ki znacajan efekat (p=0,92, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,

nije prikazano).
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grupu Celija.
5.4. Efekat epipregnanolona u zdravih pacova

Intratekalna primena epipregnanolona je u zdravih pacova dovela do statisticki
znacajnog (interakcija; F(12,144)=2,49; p=0,0053; tretman: F(3,36)=7,12; p<0,001;
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak post hoc) i dozno-zavisnog
antinociceptivnog efekta u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote (Slika 58A).

Epipregnanolon je ispitivan u tri doze (0,053, 1,59 14,78 pg) injektovane u volumenu

od 50 pL.
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Slika 58. Vremenski tok antinociceptivnog efekta intatekalno primenjenog
epipregnanolona u zdravih pacova. (A) U testu termicke nocicepcije tretman je primenjen u 3
doze, i antinociceptivni efekat je meren 30, 60, 90, 120 i 150 minuta nakon aplikacije. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost odgovora obe Sape + SEM, u kontrolnoj i test grupi od 9-
12 pacova. Statisticka znacajnost (**p<0,01; ***p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima, Sidak post hoc test) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu. (B) U testu
mehanicke nocicepcije epipregnanolon je primenjen u jednoj dozi, i antinociceptivni efekat je
meren 30, 60, 90 i 120 minuta nakon aplikacije. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost
odgovora obe Sape + SEM, u kontrolnoj i test grupi od 5-7 pacova. Statisticka znacajnost
(**p<0,01; ***p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Bonferoni post hoc
test) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu.
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U testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa na Sapu pacova,
epipregnanolon je u najvisSoj dozi od 4,78 pg pokazao statisticki znacajan
antinociceptivni efekat (interakcija F(3,30)=3,49; p=0,028; tretman: F(1,10)=43,43;
p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, sa Sidak post hoc testom)
(Slika 58B). Trideset minuta nakon intratekalne injekcije epipregnanolona, pacovi
su podvrgnuti testu izmicanja Sape pod uticajem toplote i u testu izmicanja Sape pod
uticajem mehanickog stimulusa. Antinociceptivno dejstvo epipregnanolona bilo je
evidentno u oba testa tokom 90 minuta od intratekalne injekcije. Maksimalni efekat
postignut je nakon 30 minuta od intratekalne injekcije u testu termicke nocicepcije,
dok je maksimalni efekat najviSe doze od 4,78 pg u testu izmicanja Sape pod uticajem

toplote postignut tokom 60 i 90 minuta od intratekalne injekcije.

5.5. Efekat pojedinacne intratekalne primene epipregnanolona u

postincizionom modelu bola u pacova

Intratekalno primenjen epipregnanolon, u dozi od 4,78 pg prvog dana nakon
incizije znacajno je umanjio hiperalgeziju u testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanickog stimulusa na Sapu pacova (dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima, tretman Dan 1 nakon incizije: F(1,9)=15,01, egzaktna vrednost p=0,004)
(Slika 59).
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5.6. Efekat intratekalno primenjenog 33-OH u zdravih pacova

Intratekalna primena 33-OH (0,016, 0,16 i 16 pg) je u zdravih pacova dovela do
statisti¢ki znacajnog (interakcija F(9,99)=2,56; p=0,011; tretman: F(3,24)=17,32;
p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Tukey post hoc) i dozno-
zavisnog antinociceptivnog efekta u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote (Slika
60A). Slican rezultat je zabeleZen i u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog
stimulusa na Sapu (interakcija F(9,72)=2,18; p=0,003; tretman: F(3,24)=17,32;
p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Tukey post hoc test)
(Slika 60B). Statisticka znacajnost je odredena u odnosu na kontrolnu grupu koja je
primila rastvaraé. Zivotinje su 30 minuta nakon intratekalne injekcije rastvora 3p-
OH podvrgnute merenjima osetljivosti na termicki i mehanic¢ki stimulus.
Antinociceptivno dejstvo 3(3-OH bilo je evidentno tokom 120 minuta u testu
termicke, odnosno 60 minuta u testu mehanicke nocicepcije nakon intratekalne
injekcije. Maksimalni efekat postignut je nakon 60 minuta u testu termicke, odnosno

30 minuta od intratekalne injekcije u testu mehanicke nocicepcije.
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Slika 60. Vremenski tok antinociceptivnog efekta intatekalno primenjenog 3f-0OH u zdravih
pacova. Tretman je primenjen u 3 doze, i antinociceptivni efekat je meren 30, 60, 90 i 120
minuta nakon aplikacije. (A) Antinociceptvni efekat 3B-OH u testu izmicanja Sape pod
uticajem toplote. (B) Antinociceptvni efekat 3(3-OH u testu izmicanja Sape pacova pod
uticajem mehanickog stimulusa. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost odgovora obe Sape
+ SEM, u kontrolnoj i test grupi od 6-11 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05, *p<0,01,
***p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Tukey post hoc test) odredena je
u odnosu na kontrolnu grupu.
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5.6.1. Uticaj stereoselektivnosti na antinociceptivni efekat 3(-OH u zdravih
pacova

Intratekalna primena enantiomera 33-OH (ent-33-OH) u neinciziranih pacova
nije dovela do antinociceptivnog efekta u testu mehanicke hiperosetljivosti (p=0,23,
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) (Slika 61). Ent-33-OH je
primenjen u dozi od 16 pg, a merenja reakcije Zivotinje u testu izmicanja Sape pod
uticajem mehanickog stimulusa na Sapu pacova vrsena su 30, 60 i 90 minuta nakon

intratekalne injekcije.

— 30- Slika 61. Odsustvo antinociceptivnog efekta
2 intatekalno primenjenog ent-33-OH u zdravih
R w pacova. U testu mehanicke nocicepcije svaka
:-cé 207 tacka predstavlja srednju vrednost odgovora
e = DS Kontrola obe sape + SEM, u kontrolnoj i test grupi od 6-
2 10- -+ LS Kontrola 8 pacova.

gq:"'J & D3 ent-33-OH

= . *injekcija - L3 ent-3p-OH
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5.7. Efekat pojedinacne i ponovljene intratekalne, kao i ponovljene

intraplantarne primene 33-OH u postincizionom modelu bola u pacova

5.7.1. Efekat pojedinacne intratekalne primene 3f(-OH u postincizionom

modelu bola u pacova

Intratekalno primenjen 33-OH, u dozi od 16 pg prvog dana nakon incizije je
statisti¢ki znacajno (p<0,001, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
tretman: F(1,10)=27,57) umanjio hiperalgeziju u testu izmicanja Sape pod uticajem
toplote (Slika 62A). Ista doza je u drugoj grupi pacova primenjena drugog dana
nakon incizije, i takode je dovela do statisticki znacajnog (tretman: F(1,12)=11,75,
p<0,01, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) smanjenja hiperalgezije u

testu izmicanja Sape pod uticajem toplote (Slika 62B).
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Slika 62. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta pojedinacne intratekalne primene 3[3-
OH u inciziranih pacova u testu termicke hiperalgezije. Tretman je primenjen u jednoj dozi
prvog i drugog dana nakon incizije, i antihiperalgezijski efekat je meren 30, 60, 90, 120, 150 i
180 minuta nakon aplikacije. (A) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u testu izmicanja
Sape pod uticajem toplote prvog dana nakon incizije. (B) Antihiperalgezijski efekat tretmana
meren u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote drugog dana nakon incizije. Svaka tacka
predstavlja srednju vrednost odgovora Sape * SEM, u kontrolnoj i test grupi od 6-8 pacova.
Statisticka znacajnost (**p<0,01; ***p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima,) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu.

Intratekalno primenjen 3f-OH, u dozi od 16 pg prvog dana nakon incizije je
znaCajno umanjio hiperalgeziju u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog
stimulusa (interakcija: F(3,36)=4,41, p=0,009, tretman: F(1,12)=8,85, p=0,012;
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima sa Sidak post hoc testom,) (Slika
63A). Ista doza je u drugoj grupi pacova primenjena drugog dana nakon incizije, i
takode je dovela do statisticki znacajnog (tretman: F(1,17)=7,73, p=0,013;
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) smanjenja hiperalgezije u testu

izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa (Slika 63B).
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Slika 63. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta pojedinacne intratekalne primene 3[3-
OH u inciziranih pacova u testu mehanicke hiperalgezije. Tretman je primenjen u jednoj dozi
prvog i drugog dana nakon incizije, i antihiperalgezijski efekat je meren 30, 60, 90 i 120
minuta nakon aplikacije. (A) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u testu izmicanja Sape
pod uticajem mehanic¢kog stimulusa prvog dana nakon incizije. (B) Antihiperalgezijski efekat
tretmana meren u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanic¢kog stimulusa drugog dana
nakon incizije. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost odgovora Sape * SEM, u kontrolnoj i
test grupi od po 6-8 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Sidak post hoc test) odredena je u odnosu na
kontrolnu grupu.

5.7.2. Efekat ponovljene intratekalne primene 3-OH u postincizionom modelu

bola u pacova

Nakon intratekalne primene u dozi od 16 pg, 2 sata nakon incizije, 33-OH nije
signifikantno umanjio termicku hiperalgeziju u pacova (p=0,28; dvofaktorska
ANOVA sa ponovljenim merenjima) (Slika 64A). Medutim, nakon ponovljene
primene iste doze, sledeceg (prvog) dana nakon incizije, 33-OH je ispoljio znacCajan
antihiperalgezijski efekat (p=0,002; Mann-Whitney test) u testu izmicanja Sape pod
uticajem toplote (Slika 64B). Antihiperalgezijski efekat druge doze 33-OH bio je
vidljiv tokom 180 minuta merenja. StaviSe, tokom 180 minuta merenja, nije

primeceno smanjenje antihiperalgezijskog efekta.
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Slika 64. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta ponovljene intratekalne primene 33-OH
u inciziranih pacova u testu termicke hiperalgezije. Tretman je primenjen u jednoj dozi 2 sata
i prvog dana nakon incizije, i antihiperalgezijski efekat je meren 30, 60, 90, 120, 150 i 180
minuta nakon aplikacije. (A) Odsustvo antihiperalgezijskog efekta tretmana meren u testu
izmicanja Sape pod uticajem toplote dva sata nakon incizije. (B) Antihiperalgezijski efekat
tretmana meren u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote prvog dana nakon incizije. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost odgovora Sape + SEM, u kontrolnoj i test grupi od 6-13
pacova. Statisticka znacajnost (**p<0,01; Mann-Whitney test) odredena je u odnosu na
kontrolnu grupu.

U testu izmicanja Sape pod uticajem mehanic¢kog stimulusa 3f3-OH primenjen
dva sata nakon incizije intratekalno u dozi od 16 pg, je ispoljio statisticki znacajan
antihiperalgezijski efekat (interakcija: F(3,36)=5,36, p=0,004; tretman:
F(1,12)=15,64, p=0,002; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima sa Sidak
post hoc testom) (Slika 65A). Takode nakon ponovljene primene ovog
neurosteroida, u istoj dozi, prvog dana nakon incizije, u istoj grupi pacova je
zabeleZen statisticki signifikantan antihiperalgezijski efekat (p=0,029, Mann-

Whitney test) (Slika 65B).
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Slika 65. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta ponovljene intratekalne primene 33-OH

u inciziranih pacova u testu mehanicke hiperalgezije. Tretman je primenjen u jednoj dozi 2

sata i prvog dana nakon incizije, i antihiperalgezijski efekat je meren 30, 60, 90 i 120 minuta

nakon aplikacije. (A) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u testu izmicanja Sape pod

uticajem mehanic¢kog stimulusa dva sata nakon incizije. (B) Antihiperalgezijski efekat

tretmana meren u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa prvog dana nakon

incizije. U testu izmicanja Sape pacova pod uticajem mehani¢kog stimulusasvaka tacka

predstavlja srednju vrednost odgovora Sape + SEM, u kontrolnoj i test grupi od 6-8 pacova.

Statisticka znacajnost (*p<0,05, ***p<0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
Sidak post hoc test; Mann-Whitney test) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu.
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5.7.3. Efekat ponovljene intraplantarne primene 3[(-OH u postincizionom

modelu bola u pacova

Doza 3B-OH od 16 pg, primenjena intraplantarno 2 sata, kao i prvog i drugog
dana istoj grupi Zivotinja nakon incizije, postigla je statisticki znaCajno smanjenje
osetljivosti incizirane Sape na termicki stimulus (interakcija: F(3,36)=4,93, p=0,006;
tretman: F(1,12)=17,28, p=0,001; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
Sidak post hoc test) u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 66A).
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Slika 66. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta ponovljene intraplantarne primene 38-
OH u inciziranih pacova. Tretman je primenjen 2 sata, kao i prvog i drugog dana nakon incizije,
i antihiperalgezijski efekat je meren 2 h, kao i prvog, drugog, petog i sedmog dana nakon
aplikacije. (A) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u testu osetljivosti Sape na termicki
stimulus. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost odgovora Sape + SEM, u kontrolnoj i test
grupi od 6-8 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05, ***p<0,001, dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima sa Sidak post hoc testom) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu.
(B) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanickog stimulusa. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost odgovora Sape + SEM, u
kontrolnoj i test grupi od po 6 pacova. Statisticka znacajnost (*p<0,05, dvofaktorska ANOVA
sa ponovljenim merenjima sa Sidak post hoc testom) odredena je u odnosu na kontrolnu grupu.

Slican antihiperalgezijski efekat je primecen i u testu izmicanja Sape pod
uticajem mehanickog stimulusa (interakcija: F(3,30)=3,45, p=0,029; tretman:
F(1,10)=6,43, p=0,029; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima sa Sidak
post hoc testom) (Slika 66B). Od izuzetnog znacaja je nalaz da osetljivost na termicki
i mehanicki stimulus Zivotinja koje su primile tretman 33-OH odgovara vrednostima
osetljivosti pre incizije u oba testa. Za razliku od pacova koji su primili 33-OH, u

pacova koji su primili vehikulum hiperalgezija je bila evidentna do sedmog dana.

5.8. Efekat pojedinacne preventivne intraperitonealne primene 3§-OH u

postincizionom modelu bola u pacova

Preventivna intraperitonealna aplikacija 3f3-OH dovela je do znacajnog
smanjenja termicke (dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima sa Sidak post
hoc testom; tretman: F(1,20)=5,10, p=0,035) i mehanicke (dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima, Sidak post hoc test; tretman: F(1,8)=11,69, p=0,009)

hiperalgezije u pacova koji su bili anestezirani intraperitonealnim 3(-OH,
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primenjenim u dozi od 60 mg/kg, i 1% izofluranom (Slika 67A i 67B). Poredenje je
vrSeno u odnosu na kontrolnu grupu koja je anestezirana na uobicajen nacin, tj.
primenom 2,5% izoflurana. Tokom tri dana merenja antihiperalgezijskog efekta,
efekat intraperiotenalno primenjenog 33-0H je perzistirao. Bitno je napomenuti da
je intraperiotenalno primenjeni 33-OH ispoljio izrazeniji efekat u u testu izmicanja
Sape pacova pod uticajem mehanickog stimulusa, u odnosu na efekat u testu

termicke osetljivosti.
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Slika 67. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta preventivno primenjenog 3B-OH za
izvodenje hirurske incizije u pacova. Tretman je primenjen i.p. i antihiperalgezijski efekat je
meren prvog, drugog i tre¢eg dana nakon aplikacije. (A) Antihiperalgezijski efekat tretmana
meren u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost
odgovora Sape + SEM, u kontrolnoj i test grupi od 9-13 pacova. Statisticka znacajnost
(*p<0,05, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima sa Sidak post hoc testom) odredena
je u odnosu na kontrolnu grupu. (B) Antihiperalgezijski efekat tretmana meren u testu
izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa. U testu izmicanja Sape pacova pod
uticajem mehanickog stimulusa svaka tacka predstavlja srednju vrednost odgovora Sape *
SEM, u kontrolnoj i test grupi od po 5 pacova. Statisticka znacajnost (**p<0,01, dvofaktorska
ANOVA sa ponovljenim merenjima sa Sidak post hoc testom) odredena je u odnosu na
kontrolnu grupu.

6. Efekat primenjenih antagonista T-kanala na motornu

sposobnost pacova

TTA-P2 u najviSoj dozi (215,5 pg i.t.) nije uticao na motornu sposobnost pacova
u testovima izdrZaja Zivotinje na ravnoj povrsini pod uglom, uzdignutoj platformi i
hodanju po gredi. Isti rezultat je dobijen sa epipregnanolonom primenjenim u dozi
od 4,78 pgi.t, kao i sa 33-0H, koji u dozi od 16 pgi.t, takode nije uticao na motornu

spretnost Zivotinja ni u jednom od koris¢enih testova.
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V. DISKUSIJA

U prvom delu istrazivanja ispitana je in vivo uloga T-kanala u akutnom

postincizionom modelu bola.

1. Uloga T-kalcijumovih kanala u razvoju postincizionog modela

bola u pacova i misSeva

Incizija koZe i plantarnog misi¢a zadnje Sape pacova i miSeva u postincizionom
modelu bola dovodi do razvoja bolne hiperosetljivosti — hiperalgezije (Slike 304,
30Bi 31). Razvoj hiperalgezije u postincizionom modelu bola korelira sa prethodno

publikovanim rezultatima (Pogatzki i sar., 2002, Brennan i sar., 1996).

Bolna hiperosetljivost na termicki i mehanicki stimulus detektovana je ve¢ 2 sata
nakon incizije (Slika 30A i 30B) i trajala je tokom 6 dana postoperativnog oporavka
u testu termicke, odnosnno 5 dana u testu mehanicke nocicepcije u pacova. U WT
miSeva, mehanicka hiperalgezija nakon incizije takode se razvila 2 sata nakon

operacije i trajala je tokom narednih 5 dana (Slika 31).

U slucaju Cav3.2 KO miSeva, kod kojih je obrisan gen za Cav3.2 kalcijumov kanal,
nakon incizije je takode primecena bolna hiperosetljivost na mehanicki stimulus.
Medutim, mehanicka hiperalgezija je trajala samo dva dana nakon operacije, za
razliku od WT miSeva (Slika 32), Sto jasno ukazuje na znacajan doprinos ovog

podtipa T-kanala u razvoju hiperalgezije u postincizionom modelu bola.

Mehanizam razvoja postincizionog bola je nedovoljno razjasnjen. Pokazano je da
antagonisti NMDA receptora primenjeni spinalno ne dovode do smanjenja
postoperativne mehanicke hiperalgezije u pacova (Zahn i Brennan, 1998), na
osnovu Cega je moguce zakljuciti da ovi receptori na nivou zadnjih rogova sive mase

kicmene moZdine ne doprinose razvoju postincizione hiperalgezije.

Poznato je da i jonotropni AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-
propionska kiselina) receptori koji se nalaze u superficijalnom sloju zadnjih rogova
sive mase ki¢mene mozdine (Popratiloff i sar.,, 1996), kao i kainatni receptori,

doprinose prenosu bolne informacije na spinalnom nivou. Studije su pokazale da su
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ovi ne-NMDA ekscitatorni receptori neophodni za prenos informacije pod uticajem
noksi¢nog i nenoksi¢nog mehanickog stimulusa na nivou zadnjih rogova sive mase
kicmene mozdine (Dougherty i sar., 1992; Neugebauer i sar., 1993). U kontekstu
ovih nalaza, intratekalno primenjeni antagonisti AMPA i kainatskih receptora, kao
$to su DNQX i NBQX, smanjili su mehanicku hiperalgeziju nakon incizije u pacova
(Zahn i sar., 1998). Na osnovu navedenog, moguce je da intratekalna primena
antagonista non-NMDA receptora smanjuje bolni odgovor pacova u postincizionom
modelu bola u bihejvioralnim testovima usled spre€avanja prenosa informacije o
bolu sa primarnih na sekundarne neurone bolnog puta. Takode Cumberbatch i sar.
(1994) su pokazali da aktivacija AMPA i kainatskih receptora na nivou neurona
zadnjih rogova povecava aktivnost ovih neurona pod uticajem mehanic¢kog
stimulusa. Kona¢no, moguce je da sam postincizioni model bola dovodi do
povecanog oslobadanja ekscitatornih aminokiselina koje aktiviraju ne-NMDA
receptore i posledi¢no povecavaju aktivnost neurona zadnjih rogova sive mase
kicmene mozdine, Sto dodatno potvrduje primecenu efikasnost antagonista ovih

receptora.

Zahn i sar. (1997) su ispitivali efekte supkutano i intratekalno primenjenog
morfina na razvoj mehanicke hiperalgezije na dan, kao i dan posle hirurske incizije
u pacova. Njihovi rezultati su pokazali da bez obzira na put primene, morfin
primenjen neposredno posle, kao i jedan dan nakon operacije dovodi do
antihiperalgezijskog efekta u inciziranih pacova. Ovaj nalaz nije iznenadujué, s
obzirom da je poznato da neuroaksijalna primena opioida dovodi do ublazavanja

postoperativnog bola kod pacijenata (Brennum i sar., 1993).

U kontekstu mehanizma, poznato je da primena opioida dovodi do analgetickog
efekta na spinalnom, kao i na supraspinalnom nivou. Na spinalnom nivou, opioidni
receptori su prevashodno zastupljeni u superficijalnim laminama I i II zadnjih
rogova sive mase kimene moZdine, i to presinapticki (70%) na centralnim
terminalima primarnih nociceptivnih aferenata C i AS podtipa (Besse i sar., 1990).
Aktivacija  presinaptickih  opioidnih  receptora  inhibira  oslobadanje
neurotransmitera kao $to su supstanca P i CGRP (Go i Yaksh, 1987) ¢ime se sprecava
dalji prenos nociceptivne informacije. Stoga je moguce da u postincizionom modelu

bola intratekalna primena morfina dovodi do smanjenja oslobadanja
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neurotransmitera iz nociceptivnih aferenata, te posledicno do smanjenja

nociceptivne transmisije.

Vet je pomenuto u Uvodu da su na supraspinalnom nivou najvazniji centri
uticaja opioida periakveduktalna siva masa (PAG) i rostroventralna medula (RVM).
Injekcije morfina u bilo koji od ova dva centra dovodi do antinocicepcije usled
povecanja aktivnosti descendentnih inhibitornih puteva koji poticu iz ovih centara,
a koji ispoljavaju svoj efekat na nivou zadnjih rogova sive mase kicmene moZdine
(Yaksh, 1997). Na osnovu navedenog, moguce je da primeceni antihiperalgezijski
sistemski efekat morfina u postincizionom modelu bola nastaje usled morfinom

aktivirane descendentne inhibicije iz PAG i RVM.

S druge strane, Li i sar. (2001) su pokazali da preoperativna hroni¢na primena
opioida moZe dovesti do pogorSanja postoperativne hiperalgezije u postincizionom
modelu bola u pacova. Autori ove studije smatraju da primeceno pogorsanje
postoperativne hiperalgezije najverovatnije nastaje usled modulacije bazalne
nocicepije zZivotinja koje su hroni¢no tretirane morfinom. Dodatna ispitivanja su
neophodna kako bi se detaljno razjasnili mehanizmi nastanka hiperalgezije

indukovane opioidima.

Uloga voltaZno-zavisnih jonskih kanala u razvoju hiperalgezije u postincizionim
modelima bola ispitana je u malom broju studija. Pokazano je da antagonisti
kalcijumovih kanala N-tipa, kao i kanala koji sadrze a28 podjedinicu, ublazavaju
hiperalgeziju u ovim modelima bola (Wang i sar., 2000; Whiteside i sar., 2004),
ukazuju¢i na znacaj i ovih kanala u razvoju postincizione hiperalgezije. Medutim,
poznato je da antagonisti N-tipa kalcijumovih kanala ispoljavaju sistemske
neZeljene efekte kao Sto su mucnina, nesvestica, nistagmus, retencija urina,
poremecaj memorije i halucinacije (Bourinet i Zamponi, 2017), te je stoga njihova
upotreba limitirana na lokalnu. Takode je vazno spomenuti i da Nav1.7 podtip
natrijumovih kanala ucestvuje u razvoju perzistentnog bola nakon hirurske incizije
butnog miSica i koze (Sun i sar., 2018). Poznato je da lokalni anestetici kao Sto je
lidokain, ostvaruju svoj analgeticki efekat neselektivno blokiraju¢i natrijumove
kanale (Mashour i sar., 2011; Chahine i sar., 2013), medutim njihova upotreba je

takode limitirana na lokalnu usled toga Sto sistemska primena moZe dovesti do
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neZeljenih reakcija na nivou kardiovaskularnog i centralnog nervnog sistema (Rang
i sar., 2007). Uzevsi u obzir ova saznanja, dodatna istrazivanja su potrebna kako bi
se ispitala analgeticka efikasnost kao i bezbednost novih antagonista, kako N-tipa

kalcijumovih, tako i natrijumovih kanala 1.7 podtipa, u postincizionom bolu.

U naSoj studiji je po prvi put ispitan znacaj T-kanala u razvoju postincizione
hiperalgezije. Tacnije, rezultati naSeg istrazivanja ukazuju da brisanjem gena za
proizvodnju Cav3.2 kalcijumovog kanala u miSeva, dolazi do skracenja trajanja

hiperalgezije nakon incizije.

Prethodne studije su pokazale da T-tip kalcijumovih kanala igra znac¢ajnu ulogu
u razvoju mehanicke hiperalgezije i u drugim modelima bola, kao Sto je dijabetesna
neuropatija (Latham i sar., 2009), kao i u neuropatijama izazvanim podvezivanjem
nerava (Choi i sar., 2007; Yue i sar., 2013). Globalno brisanje gena za Cav3.2 T-
kalcijumov kanal dovelo je do smanjenog nociceptivhog ponasSanja u obe faze
formalinskog testa, kao i do smanjenja broja gréeva u visceralnom modelu bola

izazvanom intraperitonealnom injekcijom sirc¢etne kiseline (Choi i sar., 2007).

Na osnovu svega navedenog, jasno je da T-kalcijumovi kanali znacajno doprinose
razvoju hiperalgezije u razli¢itim modelima bola. Stoga su nam nasi eksperimentalni
podaci o ublaZavanju mehanicke hiperalgezije nakon hirurske incizije u miSeva kod
kojih je obrisan gen za Cav3.2 kanal bili osnov za dalje ispitivanje uloge T-

kalcijumovih kanala u postincizionom modelu bola.

2.  Invitro elektrofiziolosko ispitivanje uloge T-kanala u razvoju
postincizionog modela bola u pacova

U drugom delu istraZivanja, ispitano je da li se menja ekscitabilnost primarnih
senzornih neurona u postincizionom modelu bola, da li T-kanali doprinose
promenama u ekscitabilnosti primarnih senzornih neurona spinalnih gangliona
lumbalnog regiona, kao i da li nakon incizije dolazi da promena u biofizickim

karakteristikama kalcijumovih struja koje poti¢u od ovih kanala.
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2.1. Ekscitabilnost senzornih neurona u postincizionom bolu u pacova

Na osnovu rezultata in vitro elektrofizioloskih eksperimenata u kojima je
detektovano spontano okidanje akcionih potencijala tela senzornih neurona
spinalnih gangliona regiona Ls4-Le, ustanovili smo da tela primarnih senzornih
neurona gangliona zadnjih korenova male i srednje velic¢ine (dijametra do 35 pm) u
rasponu primenjenih struja od 10 do 50 pA okidaju na tri razli¢ita nacina:
pojedinacne akcione potencijale, akcione potencijale frekvence do 45 Hz (visestruki
AP) ili preko 45 Hz (visokofrekventni AP) (Slika 334, 33B i 33C). [ drugi autori su
ispitivali karakteristike okidanja akcionih potencijala perifernih senzornih neurona.
Zhang i sar. (2004) su otkrili da senzorni neuroni gangliona zadnjih korenova
okidaju ili pojedinacne ili repetitivne akcione potencijale. Medutim nasa grupa je po
prvi put izvrSila klasifikaciju okidanja akcionih potencijala disociranih tela

primarnih senzornih neurona i prema frekvenci.

U nasoj studiji je otkriveno da senzorni neuroni nakon incizije okidaju statisticki
znacajno vise visokofrekventnih akcionih potencijala (ve¢i od 45 Hz) u odnosu na
kontrolnu grupu (Slika 34). Hiperekscitabilnost senzornih neurona spinalnih
gangliona je opisana u razli¢itim modelima neuropatskog bola. Jagodic i sar. (2007)
su pokazali da u dijabetesnoj neuropatiji dolazi do smanjenja praga za okidanje
akcionih potencijala senzornih neurona cija su tela malog i srednjeg dijametra
(odgovaraju C i A vlaknima). OStecenje nerava uzrokuje akumulaciju natrijumovih
kanala, usled cega dolazi do hiperekscitabilnosti senzornih neurona i ektopi¢nog
generisanja akcionih potencijala (Devor, 1994, 2009). Medutim, Jagodicisar. (2007)
su pokazali da struje koje potic¢u od T-kanala doprinose pojavi repetitivnog visoko-
frekventnog okidanja akcionih potencijala (eng. burst firing) u senzornim
neuronima spinalnih gangliona u dijabetesnoj neuropatiji. Stavie, ovi autori su
otkrili da je doprinos Cav3.2 podtipa T-kalcijumovih kanala od krucijalnog znacaja
za razvoj potencijala nakon depolarizacije (eng. after depolarizing potential - ADP)
na senzornim neuronima spinalnih gangliona srednje veli¢ine koji su pozitivni na
IB4 (nepeptidergicki nociceptivni senzorni neuroni). Kako je ADP esencijalan za
razvoj hiperekscitabilnosti neurona, moguce je pretpostaviti da Cav3.2 podtip T-

kanala znacajno doprinosi razvoju hiperekscitabilnosti.
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Hiperekscitabilnost senzornih neurona spinalnih gangliona uoc¢ena je i u modelu
neuropatije izazvanom paklitakselom (Li i sar., 2017). Interesantno je da je u
pomenutoj studiji, registrovano i povecanje u ekspresiji Cav3.2 podtipa T-kanala na
senzornim neuronima spinalnih  gangliona koje je pratilo razvoj
hiperekscitabilnosti. U inflamaciji senzornih ganglija takode dolazi do razvoja
hiperekscitabinosti senzornih neurona (Xie i sar., 2013). Konac¢no, Ochoa i sar.
(1982) su otkrili da i kod ljudi sa povredom nerava dolazi do spontanog okidanja

akcionih potencijala duz C i AB vlakana.

Na osnovu nasih rezultata moguce je zakljuciti da se u postincizionom modelu
bola javlja poveéana ekscitabilnost senzornih neurona spinalnih ganglija, Sto
doprinosi razvoju hiperalgezije nakon operacije. Kako T-kalcijumovi kanali
znacajno doprinose razvoju hiperekscitabilnosti u razli¢itim neuropatijama, u nasoj
studiji smo dalje ispitivali ulogu ovih kanala u poveéanju ekscitabilnosti u

postincizionom modelu bola.

2.2. Uticaj T-kanala na ekscitabilnost primarnih senzornih neurona

spinalnih gangliona u postincizionom bolu u pacova

Selektivni blokator T-kanala TTA-P2 primenjen direktno na senzorne neurone
tokom elektrofizioloSkih merenja doveo je do smanjenja frekvence okidanja visoko-
frekventnih akcionih potencijala (45 Hz) u postincizionoj grupi (Slika 35). Stavige,
broj akcionih potencijala tela senzornih neurona spinalnih gangliona u rasponu
primenjenih struja od 10 do 50 pA, statisticki je znacajno smanjen nakon aplikacije
TTA-P2 (Slika 36). Primena TTA-P2 dovela je i do zna¢ajnog smanjenja frekvence
okidanja akcionih potencijala indukovanih razli¢itim intenzitetom stimulusa u

senzornim neuronima nakon incizije (Slika 37).

[spitivanje efekta selektivnog antagoniste T-kanala na ekscitabilnost senzornih
neurona u postincizionom modelu bola je za sada ispitana samo od strane nase
istrazivacke grupe. NaSi nalazi su u saglasnosti sa nalazima drugih autora koji su
ispitivali ulogu T-kanala u drugim modelima bola. Naime, pokazano je da T-kanali
olakSavaju ekscitabilnost neurona spinalnih gangliona direktno sniZavaju¢i prag za

okidanje akcionih potencijala (Nelson i sar., 2005). Jagodic i sar. (2007) su pokazali
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da primena nikla (Ni?*), poznatog blokatora T-kalcijumovih kanala, dovodi do
smanjenja ekscitabilnosti i stvaranja repetitivnih visoko-frekventnih akcionih
potencijala u telima senzornih neurona u dijabetesnoj neuropatiji. Konac¢no, Li i sar.
(2017) su otkrili da eksperimentalna supstanca ML218 hidrohlorid, selektivni
antagonista T-kanala, uspe$Sno smanjuje broj akcionih potencijala senzornih

neurona spinalnih gangliona u paklitakselom-indukovanom neuropatskom bolu.

Na bazi svega navedenog, moZemo zakljuciti da aktivacija T-kalcijumovih kanala
doprinosi razvoju senzitizacije i plasticnosti bolnih puteva. S tim u vezi, jasno je da
T-kalcijumovi kanali igraju znacajnu ulogu u razvoju postincizionog bola,
olaksavajuéi pojavu hiperekscitabilnosti perifernih senzornih neurona, koja je
potvrdena izmerenim povecanjem broja i frekvence AP u postincizionim ¢elijama u
odnosu na kontrolnu grupu. Primena antagoniste T-kanala je dovela do smanjenja
broja i frekvence akcionih potencijala senzornih neurona, ¢ime se posledi¢no moze
smanjiti ekscitabilnost ispitivanih neurona. Ovi rezultati ukazuju da bi preventivna
primena antagonista T-kalcijumovih kanala mogla spreciti pojavu senzitizacije

bolnih puteva u postincizionom modelu bola.

2.3. Promene u veli¢ini i gustini struja koje poticu od T-kanala u
postincizionom bolu u pacova

U in vitro eksperimentima, kalcijumove struje koje poticu od T-kanala bile su
znacajno povecane nakon incizije u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 38A). Takode
je i gustina kalcijumovih struja koje poti¢u od T-kanala bila znacajno povecana u
populaciji primarnih senzornih neurona nakon incizije (Slika 38B). S druge strane,
iako vreme aktivacije T-kalcijumovih kanala nije bilo povecano (Slika 39A),
inaktivaciona konstanta aktivacije T-kanala u senzornim neuronima nakon incizije
bila je ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu, Sto bi moglo da ukaZe na uticaj struja koje
poticu od kalcijumovih kanala koji se aktiviraju pri viSim potencijalima (Slika 39B),
usled povecanja ekspresije ovih kanala. Povecanje ekspresije i aktivnosti
kalcijumovih kanala koji se aktiviraju pri viSim potencijalima moZe se dalje
registrovati merenjem deaktivacije struja koje poticu od ovih kanala, s obzirom da
je deaktivacija ¢ak 10 puta brZa u odnosu na deaktivaciju struja koje poticu od T-

kanala (Nakashima i sar., 1998). Medutim, kako je izmerena deaktivacija ostala
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nepromenjena, vrlo je izvesno da su registrovane struje poticale od T-kanala. Prema
tome, moguce je zakljuciti da je doSlo do promena u ekspresiji i/ili aktivnosti T-
kanala, odnosno da nije doSlo do povecanja ekspresije i aktivnosti kalcijumovih
kanala koji se aktiviraju pri viSim potencijalima. U prilog tvrdnji govori i nalaz
povecanja gustine kalcijumovih struja prilikom inaktivacije ovih kanala (Slika 40A i
40B). Na osnovu svega navedenog moguce je zakljuciti da je izmereno povecanje u

gustini kalcijumovih struja posledica isklju¢ivo promena koje poticu od T-kanala.

Povecanje struja T-kalcijumovih kanala uoceno je i u drugim modelima bola, kao
$to su dijabetesna neuropatija (Jagodic i sar., 2007; Latham i sar., 2009; Messinger i
sar., 2009; Orestes i sar., 2013), sindrom iritabilnog kolona u pacova (Marger i sar.,
2011) i hroni¢na konstriktivna povreda iSijadikusa (Jagodic i sar., 2007). Takode u
neuropatijama izazvanim citostaticima pokazano je da su kalcijumove struje koje

poticu od T kanala povecane (Okubo i sar., 2011; Kawabata, 2013).

Povecanje kalcijumovih struja koje poticu od T-kanala moZe nastati kao direktna
posledica povecanja broja kanala na ¢elijskoj membrani. Upravo su Li i sar. (2017)
pokazali da u modelu neuropatskog bola izazvanog paklitakselom dolazi do
povecanja ekspresije T-kalcijumovih kanala. Na ekspresiju T-kanala mogu uticati i
post-translacione modifikacije, pod uticajem razli¢itih hroni¢nih oboljenja. Na
primer, Jagodic i sar. (2007) i Latham i sar. (2009) pokazali su da i u miSa i pacova
dolazi do povecane ekspresije i aktivnosti T-kanala usled post-translacione
modifikacije koja je posledica hiperglikemije u dijabetesu, a koja se manifestuje kao

povecanje glikozilacije ovih kanala.

Povecanje gustine T-kalcijumovih stuja moglo bi da ukaZe na promene u
membranskoj funkcionalnoj frakciji T-kanala na telima senzornih neurona spinalnih
gangliona. S obzirom da je na telima senzornih neurona spinalnih gangliona
najzastupljeniji Cav3.2 podtip T-kalcijumovih kanala (Talley i sar., 1999), naSe dalje

ispitivanje je bilo fokusirano pre svega na ovaj podtip T-kanala.
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3.  Invitro ispitivanje promene u ekspresiji T-kanala na telima
senzornih neurona spinalnih ganglija nakon incizije u pacova

U trecoj fazi ispitano je da li dolazi do promene ekspresije T-kanala na telima

primarnih senzornih neurona spinalnih ganglija nakon incizije.

3.1. Promene u ekspresiji T-kanala na spinalnim ganglionima nakon

incizije u pacova

U nasoj studiji, rezultat qRT-PCR analize je ukazao da se iRNK nije povecala
nakon incizije (Slika 41). Stavise, izmereno je statisti¢ki zna¢ajno smanjenje iRNK za
Cav3.2 kalcijumove kanale. Ovom nalazu ide u prilog i nalaz metode imunoblotova
koja je pokazala da ne dolazi do promene ukupnog proteina Cav3.2 kanala nakon
hirurske incizije (Slika 42A i 42B). Sto se ti¢e ostalih podtipova T-kalcijumovih
kanala, kako nije doSlo do promene u nivou njihovih iRNK, moZe se zakljuciti da
nakon incizije ne dolazi do promene ekspresije druga dva podtipa kalcijumovih
kanala, te da najverovatnije oni ne doprinose znacajno u razvoju

hiperekscitabilnosti u postincizionom modelu bola.

Nasi rezultati su iznenaduju¢i i naizgled nisu u saglasnosti sa rezultatima
elektrofizioloSkog ispitivanja, kojim je ustanovljeno da dolazi do povecanja
kalcijumovih struja koje poticu od T-kanala, kao i poveéanja ekscitabilnosti
primarnih senzornih neurona. Tome govori u prilog veliki broj objavljenih podataka.
Jagodic i sar. (2007) su potvrdili da je uzrok povecanja T-struja upravo povecanje
ekspresije Cav3.2 kanala u modelu dijabetesne neuropatije koja je izazvana
strepotozotocinom u pacova. Latham i sar. (2009) su u modelu dijabetesne
neuropatije na miSevima sa dijabetesom tipa II otkrili da je povecanje struja koje
poticu od T-kanala povezano sa povecanjem ekspresije samih kanala na povrsini
Celijske membrane. Takode su Garcia-Caballero i sar. (2014) otkrili da je povecanje
ekspresije Cav3.2 kanala pra¢eno sa povecanjem T-struja u inflamatornom i

neuropatskom modelu bola.

U naSoj studiji, izostanak povecanja proteina Cav3.2 kanala detektovanih

imunoblot tehnikom, moze se ipak objasniti ¢injenicom da smo analizirali ukupnu
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Celijsku koncentraciju proteina, a ne samo membransku funkcionalnu frakciju

proteina od interesa.

3.2. Imunocitohemijska potvrda povecanja membranske frakcije Cav3.2 T-
kanala na nivou disociranih tela senzornih neurona u postincizionom

bolu u pacova

U cilju ispitivanja membranske frakcije, izvrSeno je imunocitohemijsko bojenje
iskljucivo ove frakcije disociranih tela senzornih neurona (Slika 43), kao i analiza
promene nivoa ekspresije Cav3.2 Kkalcijumovih kanala na membrani u
postincizionom modelu bola. Izabrali smo disocirane ¢elije umesto celih spinalnih
gangliona za imunocitohemijsko bojenje i analizu, jer je na disociranim celijama
moguce, sa veCom preciznos$cu, izvrsiti analizu samo neurona od interesa (malih i
srednjih), za razliku od preparata intaktnog spinalnog gangliona gde je ovakva

analiza oteZana.

U naSem ispitivanju je po prvi put otkriveno da u postincizionom modelu bola
dolazi do povecanja membranske frakcije Cav3.2 kanala na telima senzornih
neurona dobijenih iz ipsilateralnih spinalnih ganglija, u odnosu na senzorne
neurone dobijenih iz kontralateralnih spinalnih ganglija (Slika 44). Da povecanje
membranske frakcije dovodi i do povecanja aktivnosti jonskih kanala, potvrdeno je
u studiji Li i sar. (2017) koji su imunohistohemijskom analizom uocili povecanje
ekspresije Cav3.2 kanala u paklitakselom-indukovanoj neuropatiji. U pomenutoj
studiji, povecanje ekspresije podtipa T-kalcijumovih kanala je takode dovedeno u

vezu sa pove¢anom ekscitabilno$¢u senzornih neurona spinalnih gangliona.

Na osnovu nasSih nalaza moguce je zakljuciti da usled povecanja ekspresije
membranske frakcije Cav3.2 kanala, dolazi i do povecanja struja koje poticu od T-
kalcijumovih kanala, kao i do povecane ekscitabilnosti primarnih senzornih neurona

nakon incizije.
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4. Uloga deubikvitinacije T-kanala pomo¢u USP5 enzima u
razvoju hiperalgezije nakon incizije u pacova i miSeva

U ovoj fazi ispitano je da li je promenjena ekspresija USP5 enzima, koji sprecava
ubikvitinaciju T-kanala, u postincizionom modelu bola. Posledi¢no je ispitano da li

deubikvitinacija T-kanala doprinosi razvoju hiperalgezije nakon incizije.
4.1. Ekspresija USP5 enzima u postincizionom modelu bola u miSeva

Kao $to je prethodno navedeno u Uvodu, uloga USP5 enzima je da ukloni
ubikvitinske grupe sa T-kanala i time spreci njihovu razgradnju u proteazomima.
Ubikvitin (USP) ili specificne proteaze deubikvitinaze (DUB) uklanjaju ubikvitinske
grupe sa proteina, usled ¢ega dolazi do njegove stabilizacije u Celijskoj membrani
(Komander i sar., 2009; Clague i sar., 2013). Poznato je da na koncentraciju jonskih
kanala utice ubikvitinacija koja se izvodi pomoc¢u ubikvitin ligaze E3 (Staub i sar.,,
1996, 1997; Altier i sar., 2011). Medutim, njihova uloga u odrzavanju ili

pospesivanju stabilnosti jonskih kanala nedovoljno je ispitana.

Imajuci u vidu da znacaj USP5 enzima nije ispitivan u postincizionom modelu
bola, sprovedeni su in vitro i in vivo eksperimenti u kojima je ispitivana ekspresija
USP5, kao i efekat selektivne supresije proizvodnje USP5 enzima na razvoj
hiperalgezije nakon hirurske incizije. U naSoj studiji, rezultati imunoblot analize su
pokazali da je nivo USP5 enzima bio povecan u ipsilateralnim spinalnim ganglijama

regiona Ls-Le u odnosu na kontralateralne ganglione misSa nakon incizije (Slika 45).

Rezultati nasih eksperimenata su po prvi put ukazali na povecanje ekspresije
USP5 enzima u akutnom postincizionom modelu bola. Ovi rezultati su u skladu sa
prethodno publikovanom studijom u kojoj su autori pokazali da se ekspresija USP5
enzima povecava u inflamatornom i neuropatskom modelu bola (Garcia-Caballero i

sar., 2014).
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4.2. Uticaj selektivnhe supresije produkcije USP5 enzima na razvoj
mehanicke hiperalgezije u postincizionom modelu bola u pacova i

miseva

Nasa in vivo studija na WT miSevima je dalje pokazala da primena male RNK
oblika ukosnice (shRNK-USP5) 24 sata pre incizije dovodi do statisticki znacajnog
smanjenja mehanicke hiperalgezije u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog
stimulusa (Slika 46). Nasuprot tome, istovetna primena shRNK-USP5 u Cav3.2 KO
miSeva, nije ispoljila antihiperalgezijski efekat (Slika 47). Ovaj nalaz ukazuje da je
interakcija izmedu USP5 enzima i Cav3.2 kanala visoko selektivna i specifi¢na i da
bez obzira na povecanje koncentracije USP5 enzima nakon incizije pronociceptivni
efekat ovog enzima ispoljice se samo u prisustvu Cav3.2 kanala. Dodatno smo
potvrdili da je mehanicka hiperalgezija u Cav3.2 KO prvog dana nakon incizije,
znacajno manja u odnosu na WT miSeve (Slika 48), Sto ukazuje na to da su Cav3.2
kalcijumovi kanali od velikog znacaja za razvoj hiperalgezije u postincizionom

modelu bola.

Rezultati na miSevima potvrdeni su i u in vivo eksperimentima na pacovima, u
kojima je intratekalno primenjen shRNK-USP5 24 sata pre incizije doveo do
statisticki znacajnog smanjenja mehanicke hiperalgezije incizirane Sape u testu
izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa (Slika 49), u odnosu na
kontrolnu grupu. Takode je bitno napomenuti da se odgovor neincizirane Sape u
testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa ne razlikuje pre i posle
razvoja postincizionog modela bola, ukazujuéi na to da promene u aktivnosti USP5
enzima postoje samo na nivou ipsilateralnih spinalnih gangliona. Tome u prilog
govori i nalaz da je ekspresija USP5 enzima bila povecana u ipsilateralnim, ali ne i u

kontralateralnim spinalnim ganglionima misa (Slika 45).

Prethodno publikovani podaci su pokazali slican efekat prevencije sinteze USP5,
u razli¢itim modelima bola. Garcia-Caballero i sar. (2014) su pokazali da ekspresija
Cav3.2 kanala na ¢elijskoj membrani moZe biti regulisana pomoc¢u enzima ubikvitin
specifi¢ne proteaze 5 (USP5) u modelu periferne neuropatije, kao i u inflamatornom
modelu bola. Registrovano povecanje u ekspresiji USP5 dovelo je do smanjene

ubikvitinacije Cav3.2 kanala, usled ¢ega je doslo do povecane aktivnosti ovih kanala.
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Nalaz da je ekspresija enzima USP5 povecana u postincizionom modelu bola
mogao bi da objasni membransko povecéanje ekspresije Cav3.2 kalcijumovih kanala,
do kojeg dolazi usled deubikvitinacije ovog kanala posredstvom USP5 enzima. Kao
S$to je ve¢ navedeno, povecéanje ekspresije membranske frakcije Cav3.2 kanala moglo
bi objasniti povecanje ekscitabilnosti, kao i pove¢anu gustinu T-struja izmerenih na

telima perifernih senzornih neurona u postincizionom modelu bola.

4.3. Uticaj smanjene ekspresije USP5 enzima na gustinu struja koje poticu

od T-kanala u postincizionom modelu bola u pacova

U in vitro eksperimentima, intratekalna primena shRNK-USP5 u pacova 24 sata
pre incizije, statisticki znacajno je smanjila gustinu izmerenih T-kalcijumovih struja
na disociranim telima senzornih neurona nakon incizije, u odnosu na kontrolnu
grupu (Slika 50A i 50B). Takode je bitno napomenuti da su izmerene struje u
pomenutoj grupi bile uporedive sa velicinom kalcijumovih struja koje poticu od T-

kanala iz kontrolne neincizirane grupe pacova (Slika 50B).

Ossipov i sar. (2007) su otkrili da blokada proteazoma koji ucestvuju u
degradaciji proteina ubikvitin-zavisnim mehanizmom, dovodi do smanjenja
alodinije i hiperalgezije u neuropatskom modelu bola. U istoj studiji je pokazano da
u pojedinim neuropatijama dolazi do nishodne regulacije enzima koji u¢estvuju u
ubikvitinaciji, ukazuju¢i na veliki znacaj ovog ubikvitin-zavisnog sistema
degradacije proteina u razvoju neuropatskog modela bola. Marangoudakis i sar.
(2012) su ukazali na znacaj promena u sistemu ubikvitinacije Cav2.2. kalcijumovih
kanala (N-tipa) u razvoju nocicepcije. Kona¢no, Garcia-Caballero i sar. (2014) su
dalje pokazali da primena shRNK-USP5 znacajno ublazava mehanicku i termicku

hiperalgeziju u inflamatornom i neuropatskom modelu bola.

Nasi rezultati, kao i rezultati ostalih navedenih studija ukazuju na veliki znacaj
post-translacionih modifikacija, kao Sto je deubikvitinacija jonskih kanala, u
modulaciji bolnih puteva u postincizionom modelu bola. Uzimajuéi sve in vitro i in
vivo nalaze koji govore o znacaju interakcije izmedu USP5 enzima koji promovise
deubikvitinaciju Cav3.2 podtipa T-kalcijumovih kanala, moguce je zakljuciti da

inhibicija ovog procesa, odnosno olakSavanje normalnog procesa ubikvitinacije
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Cav3.2 kanala, moZe predstavljati novi mehanizam prevencije hiperalgezije u

postincizionom modelu bola.

4.4. Uticaj selektivne blokade vezivanja USP5 enzima za T-kanal primenom

tat peptida na postincizionu hiperalgeziju u miseva

S obzirom da prevencija vezivanja USP5 enzima za Cav3.2 kanal moZe smanyjiti
hiperalgeziju nakon incizije, Zeleli smo da detaljnije istraZimo ovaj mehanizam
ispitivanjem uticaja tat-III-1V peptida, koji sprecava vezivanje USP5 enzima za III-

IV petlju Cav3.2 kanala, na postincizionu hiperalgeziju.

U nasoj studiji intratekalna primena tat-III-1V peptida u WT misSeva dovela je do
statisticki znacajnog smanjenja hiperalgezije u testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanickog stimulusa (Slika 51A). Za razliku od ovog nalaza, tat peptid primenjen
u Cav3.2 KO miSeva nije ispoljio antihiperalgezijski efekat (Slika 51B). Bitno je
napomenuti da je poredenje bazalnih merenja drugog dana nakon incizije pokazalo
da postoji statisticki znacajna razlika u razvoju mehanicke hiperalgezije izmedu WT
i KO grupa (Slika 51C), jo$S jednom ukazuju¢i da su Cav3.2 kanali od izuzetnog

znacaja za razvoj mehanicke hiperalgezije u postincizionom modelu bola.

Garcia-Caballero i sar. (2014) su pokazali da tat III-1V peptid uspeSno ublazava
hiperalgeziju u inflamatornom i neuropatskom bolu u miseva. Gadotti i sar. (2015)
pokazali su da tat III-1IV peptid takode dovodi do antihiperalgezijskog efekta u

modelu dijabetesne neuropatije, kao i u visceralnom bolu.

U literaturi se moZe naci sve veci broj studija u kojima se tat peptidi primenjuju
kao sredstvo za lokalizovanu dostavu lekova u organizmu. Poznato je da se
zikonotid, lek komercijalno dostupan kao Prialt®, koji se koristi u terapiji
intenzivnog neuropatskog bola kod pacijenata koji boluju od sifilisa ili HIV-a,
primenjuje iskljucivo intratekalno. Medutim, Anand i sar. (2015) su uspesno
obeleZili zikonotid tat peptidom, ¢cime su omogucili intravensku aplikaciju ovog leka

i time olaksali prolazak ovog leka kroz krvno-mozdanu barijeru.

0d posebnog znacaja je primena lekova direktno na spinalne ganglione. Poznato

je da injekcija virusne partikule koja nosi sa sobom malu RNK oblika ukosnice, koja
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je specifi¢na za natrijumov kanal podtipa Nav1.3, dovodi do smanjenja neuropatskog
bola u pacova (Samad i sar., 2012). Bitno je napomenuti da spinalni ganglioni ne
poseduju nikakvu kapsularnu protektivhu membranu i da se nalaze u direktnom
kontaktu sa krvnim sudovima (Jimenez-Andrade i sar., 2008), tako da je
intratekalna primena, pomoc¢u koje se obezbeduje efekat tretmana i na ganglione,
pogodna za ostvarivanje ne samo lokalnog, ve¢ i sistemskog efekta (Berta i sar.,
2017). Medutim, u slu€aju primene virusa kao nosioca lekova, potrebno je imati na
umu da dalekoseZne posledice na ekspresiju gena u organizmu jo$ uvek nisu
ispitane. Zbog toga se novi peptidi koji penetriraju u celiju trenutno nalaze u
razliCitim fazama klini¢kog ispitivanja. Jedan od njih je i peptid specifican za TRPV1
kanal pod nazivom SYL 100, koji je trenutno u fazi I klinickog ispitivanja adekvatne
doze, efikasnosti i bezbednosti za leCenje okularnog bola (ClinicalTrials.gov:

NCT02455999).

Uzevsi sve u obzir, na$ nalaz je od velikog znacaja jer po prvi put ukazuje da je
moguce ublaZiti bol nakon hirurske incizije selektivnom lokalnom aplikacijom tat
[II-1V peptida, koji specificno sprecava vezivanje USP5 enzima zaduZenog za
deubikvitinaciju Cav3.2 kanala, ¢ime se olakSava normalna ubikvitinacija i
degradacija ovog kalcijumovog kanala. Na ovaj nacin, sprecava se prekomerno
zadrzavanje ovog podtipa kalcijumovog kanala na Celijskoj membrani, a samim tim
smanjuje se hiperekscitabilnost senzornih neurona, ¢ime se posledi¢no smanjuje i

postinciziona hiperalgezija.

5. Antinociceptivni efekat  antagonista T-kanala u
postincizionom modelu bola u pacova

U ovom delu istraZivanja, ispitali smo in vivo analgeticku efikasnost razlicitih

antagonista kalcijumovih kanala T-tipa u postincizionom modelu bola.

5.1. Antinociceptivni efekat TTA-P2 u zdravih pacova

Intratekalna primena TTA-P2, selektivnog antagoniste T-kalcijumovih kanala,
dovela je do statisticki znacajnog i dozno-zavisnog antinociceptivnog efekta u testu

termicke nocicepcije, kao i u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog
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stimulusa na Sapu pacova (Slika 52A i 52B). Ovaj efekat je ocekivan, s obzirom da je
ve¢ poznato da blokada T-kalcijumovih kanala ovim selektivnim antagonistom
dovodi do smanjenja kalcijumovih struja koje poticu od T-kanala na disociranim
telima senzornih neurona spinalnih gangliona (Choe i sar., 2011). Takode je
pokazano da mibefradil, jo§ jedan antagonista T-kalcijumovih kanala, ostvaruje
antihiperalgezijski efekat u dijabetesnoj neuropatiji pre svega posredstvom Cav3.2

kanala (Obradovic¢ i sar., 2014).

5.2. Antinociceptivni efekat pojedinacne i ponovljene intratekalne primene

TTA-P2 nakon incizije u pacova

U postincizionom modelu bola, pojedina¢na intratekalna injekcija TTA-P2 je
dovela do statisticki zna¢ajnog umanjenja termicke hiperalgezije u testu izmicanja
Sape pod uticajem toplote prvog, kao i drugog dana nakon incizije, u odnosu na
kontrolnu grupu (Slika 53A i 53B). Statisticki znacajno smanjenje mehanicke
hiperalgezije u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanic¢kog stimulusa na Sapu
pacova bilo je vidljivo nakon intratekalne primene TTA-P2 prvog i drugog
postincizionog dana (Slika 54A i 54B). U sluaju ponovljene primene, intratekalno
primenjen TTA-P2 dva sata nakon incizije nije ispoljio efekat na termicku
hiperalgeziju (Slika 55A), ali je ponovljeno doziranje prvog i drugog dana nakon
incizije dovelo do statisticki zna¢ajnog smanjenja termicke hiperalgezije (Slike 55B
i 55C). Za razliku od termicke, isti reZim davanja TTA-P2 znacajno je ublaZio
mehanicku hiperalgeziju dva sata, kao i prvog i drugog dana nakon incizije u pacova

(564, 56B 1 56C).

Nasi rezultati su u skladu sa prethodno publikovanim podacima. Naime,
pokazano je da intraperitonealna injekcija TTA-P2 dovodi do antihiperalgezijskog
efekta u inflamatornom modelu bola u miseva, kao i u neuropatskom bolu u pacova
(Choe i sar., 2011). Dodatno su i drugi autori pokazali da primena antagonista T-
kalcijumovih kanala dovodi do antihiperalgezijskog efekta u razli¢itim modelima
bola. Na pimer, mibefradil dovodi do smanjenja hiperalgezije i alodinije u
dijebetesnoj neuropatiji (Obradovic i sar., 2014). Takode TTA-A2, selektivni

antagonista T-kalcijumovih kanala koji strukturno nije slican TTA-P2 molekulu,
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ublaZio je akutni bol, kao i bol u modelu iritabilnog kolona (Lee, 2013). Delfini i sar.
(2013) su pokazali da selektivna blokada T-kanala u unilateralnoj perifernoj
neuropatiji dovodi do analgezijskog efekta. Nedavno su publikovani podaci u vezi sa
novosintetisanim antagonistom T-kalcijumovih kanala pod nazivom RQ-00311651,
koji uspesno ublaZava bol u neuropatskom i visceralnom modelu (Sekiguchi i sar.,
2016). Konacno, bilo da se radi o sistemskoj ili lokalnoj intraplantaroj primeni,
antagonisti T-kalcijumovih kanala su uspesno ostvarivali antihiperalgezijski efekat

(Kim i sar., 2003; Dogrul i sar., 2003) u visceralnom i neuropatskom modelu bola.

U naS$oj studiji po prvi put je pokazana efikasnost selektivnog antagoniste T-
kalcijumovih kanala u akutnom somatskom modelu bola. Bitno je napomenuti da je
TTA-P2 pan-selektivni antagonista T-kanala, pa se njegov antihiperalgezijski efekat
ne moZe pripisati iskljucivo blokadi Cav3.2 izoforme (Shipe i sar., 2008). Blokada i
druge dve izoforme, Cav3.1 i Cav3.3, moZe u odredenoj meri doprineti
antihiperalgezijskom efektu. Tim pre jer su sve tri izoforme zastupljene u zadnjim
rogovima sive mase ki¢mene moZdine (Talley i sar., 1999), na koju intratekalna
primena moZe ispoljiti efekat. Medutim, najzastupljeniji T-kanali u zadnjim
rogovima sive mase ki¢mene moZdine pripadaju upravo Cav3.2 izoformi, te je
doprinos druge dve izoforme u efektu TTA-P2 u postincizionom modelu bola

najverovatnije zanemarljiv.

Rezultati in vivo eksperimenata ukazuju na znacajnu ulogu T-kanala u razvoju,
ali i odrzavanju mehanicke hiperalgezije nakon hirurske incizije. S druge strane,
izostanak efekta TTA-P2 dva sata nakon incizije u testu izmicanja Sape pod uticajem
toplote ukazuje na to da T-kalcijumovi kanali nisu znacajni za razvoj termicke
hiperalgezije u akutnoj fazi postincizionog modela bola. [ako je ovaj nalaz
interesantan, on nije iznenadujuci, s obzirom da su Reichl i sar. (2012) pokazali da
muscimol, agonista GABAa receptora, ispoljava antihiperalgezijski efekat u testu
izmicanja Sape pod uticajem toplote prvog dana nakon hirurgije, ali ne i na dan
hirurgije. Medutim, muscimol je u istom modelu bola bio efikasan oba dana u
smanjenju mehanicke hiperalgezije. | u drugim modelima bola je pokazano da ista
supstanca ne mora ispoljiti analgeticki efekat na sve nociceptivne stimuluse. Tiamin,
cijanokobalamin i piridoksin inhibiraju termicku, ali ne i mehanicku hiperalgeziju u

pacova sa povredom nerva (Wang i sar., 2005). Huang i sar. (2004) su pokazali da i
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nefarmakoloska metoda kao Sto je elektroakupunktura, ublazava mehanicku, ali ne

i termicku hiperalgeziju.

Uzevsi sve u obzir, antihiperalgezijski efekat in vivo primene antagonista T-
kalcijumovih kanala u postincizionom modelu bola moZe se koristiti kao osnov za
dalja klinicka ispitivanja ovih supstanci u postoperativnhom bolu. Takode, in vivo
primena antagoniste T-kalcijumovih kanala u postincizionom modelu bola je
ukazala na razli¢it znac¢aj ovih kanala u razvoju termicke i mehanicke hiperalgezije.
Na osnovu nasih rezultata moguce je da su T-kalcijumovi kanali pre svega zaduZeni
za odrZavanje, ali ne i za razvoj termicke hiperalgezije, dok su u slu¢aju mehanicke

hiperalgezije odgovorni i za razvoj i za odrZavanje ovog tipa hiperalgezije.

5.3. Antinociceptivni efekat pojedinacne preventivne intratekalne primene
TTA-P2 pre incizije na razvoj hiperalgezije u postincizionom modelu

bola u pacova

Preventivna primena analgetika podrazumeva primenu analgetickog tretmana
neposredno pre hirurske intervencije i izvodi se vrlo Cesto u klinickoj praksi. S tim
u vezi, intratekalno primenjen TTA-P2 neposredno pre sprovodenja hirurske
incizije, statisticki znacajno je smanjio termicku hiperalgeziju u testu izmicanja Sape
pacova pod uticajem toplote, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 57). Smanjenje
termicke hiperalgezije bilo je statisticki znacCajno tokom svih pet dana pracenja
Zivotinja nakon incizije.

Nasuprot naSem nalazu, Brennan i sar. (1997) su pokazali da preventivno
primenjeni morfin i buprenorfin smanjuju nocicepciju akutno, tokom 3-5 sati nakon
incizije, ali ne i tokom narednih pet data nakon hirurske incizije. S druge strane, u
dvostruko slepoj placebom kontrolisanoj randomizovanoj klinickoj studiji,
preventivno primenjen gabapentin, antagonista o2d6-subjedinice kalcijumovih
kanala koji se aktiviraju pri viSim potencijalima, znac¢ajno je umanjio postoperativnu
potrebu za analgeticima u pacijentkinja kod kojih je sprovedena histerektomija

(Rorarius i sar., 2004).

Klinicki podaci ukazuju da preventivna analgezija smanjuje bol, kao i primenu

opioda u leCenju akutnog bola (Carroll i sar., 2013; Sittl i sar., 2013; Shah i sar.,,
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2017). Preventivna primena analgetika povoljno uti¢e i na skraéenje boravka u
bolnici, bolje funkcionalnosti, poboljSane kognitivhe funkcije i zadovoljstva
pacijenata (Shah i sar.,, 2017; Deng i sar., 2017; Fiorelli i sar., 2015). Konacno, ovaj
vid primene analgetika sprecava pojavu hroni¢nog postoperativnog bola (Carroll i

sar., 2013; Sittl i sar., 2013).

NaSi rezultati, kao i rezultati iz prethodno navedenih studija, ukazuju da bi
profilakticka primena antagonista T-kalcijumovih kanala mogla da ublazi
postincizioni bol, smanji potrebu za postoperativnim analgeticima i spreci pojavu

hroni¢nog postincizionog bola.

5.4. Antinociceptivni efekat intratekalne primene epipregnanolona u
zdravih pacova

U naSem istraZivanju, intratekalno primenjen endogeni 5f-redukovani
neurosteroid epipregnanolon ispoljio je statisticki znaCajan i dozno-zavisan
antinociceptivni efekat u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote u pacova (Slika
58A). Epipregnanolon, primenjen i.t. u najvecoj dozi koriS¢enoj u prethodnom
testiranju, ispoljio je statisticki znacajan antinociceptivni efekat i u testu izmicanja
Sape pacova pod uticajem mehanic¢kog stimulusa (Slika 58B).

Nas$ nalaz nije iznanaduju¢ s obzirom da je prethodno pokazano da lokalna
intraplantarna injekcija epipregnanolona ispoljava antinociceptivno dejstvo u
pacova i WT miSeva u testu termicke nocicepcije (Ayoola i sar., 2014). U istoj studiji,
autori su pokazali da antinociceptivni efekat epipregnanolona izostaje u Cav3.2 KO
miSeva, ukazujuci na Cinjenicu da epipregnanolon svoje antinociceptivno dejstvo

postiZe posredstvom Cav3.2 kalcijumovih kanala.

5.5. Antinociceptivni efekat pojedinacne intratekalne primene

epipregnanolona nakon incizije u pacova

U naSoj studiji, koriste¢i postincizioni model bola, intratekalno primenjen
epipregnanolon je doveo do smanjenja mehanicke hiperalgezije prvog dana nakon
incizije (Slika 59). NaSa istrazivacka grupa je po prvi put pokazala efekat endogenog

neuroaktivnog steroida u akutnom somatskom modelu bola.
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Ayoola i sar. (2014) su u in vitro eksperimentima pokazali da epipregnanolon
reverzibilno blokira nastanak T-kalcijumovih struja na disociranim telima
senzornih neruona spinalnih gangliona. Stavie, u istoj studiji je pokazano da
epipregnanolon ne ispoljava efekte na natrijumove i kalijumove kanale, kao i na
jonske struje posredovane aktivacijom GABAa receptora. S druge strane, nasa
nedavno publikovana studija je pokazala da epipregnanolon moZe blokirati i N-tip

kalcijumovih kanala (Joksimovic i sar., 2019a).

Poznato je da voltazno-zavisni kalcijumovi kanali T- i N-tipa doprinose prenosu
nociceptivnih signala kroz primarna aferentna vlakna (Zamponi i sar., 2009;
Todorovici]Jevtovic-Todorovic, 2011). Takode je otkriveno da je Cav3.2 izoforma T-
kalcijumovih kanala zastupljena na telima senzornih neurona spinalnih gangliona
(Rose i sar., 2013; Bourinet i sar., 2005b), kao i na presinapti¢ckim terminalima
lamina I i II zadnjih rogova sive mase ki¢mene mozdine (Jacus i sar., 2012). Sto se
tice N-tipa kalcijumovih kanala, pokazano je da blokiranje ovih kanala sprecava
oslobadanje neuropeptida, kao Sto je supstanca P, iz primarnih aferentnih neurona
kicmene mozdine (Smith i sar., 2002). Dodatno, inhibicija ekspresije i preuzimanja
(tzv. trafficking) N-tipa kalcijumovih kanala u inflamatornom i postincizionom
modelu bola moze dovesti do analgezije (Francois—-Moutal i sar., 2015). Konacno,
miSevi kod kojih je geneticki uklonjen gen za Cav2.2. kalcijumov kanal pokazuju
smanjenu bolnu hiperosetljivost u modelima neuropatskog i inflamatornog bola

(Saegusaisar., 2001; Hatakeyama i sar., 2001).

Na bazi svih prethodnih saznanja, kao i naSih rezultata, moguce je zakljuciti da
epipregnanolon ispoljava svoje antihiperalgezijske efekte u postincizionom modelu

bola najverovatnije preko blokade Cav3.2, ali i Cav2.2 kalcijumovih kanala.
5.6. Antinociceptivni efekat intratekalne primene 33-OH u zdravih pacova

U na$oj studiji, intratekalno primenjen 3(-OH, sintetski analog epipregnanolona,
je doveo do smanjenja termicke i mehanicke nocicepcije u zdravih pacova (Slika 60A
i 60B). Ovaj efekat je ocCekivan, s obzirom da je intraplantarno primenjen 33-OH u
zdravih pacova ispoljio antinociceptivni efekat u testu izmicanja Sape pod uticajem

toplote (Todorovici sar., 2004). U istoj studiji je pokazana selektivnost i specificnost
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ovog sintetskog neurosteroida za T-kalcijumov kanal. Naime, 33-OH je u najmanjoj
koncentraciji postigao inhibitorni efekat 50% T-kalcijumovih kanala, u odnosu na

ostale primenjene 33-redukovane neuroaktivne steroide.

Poznato je da steroidni molekuli ispoljavaju svoje efekte direktno, vezujuci se za
receptore, ali i posredno, usled interakcija sa lipidnim slojem celijske membrane,
menjajuci fluidnost i karakteristike membrane (Covey, 2009). Upravo primena
enantiomera, koji predstavljaju molekule koji su slika u ogledalu molekula ¢ija se
funkcija ispituje moZe olaksati istraZivanje direktnih efekata neurosteroida. Naime,
enantiomeri imaju iste fizicko-hemijske karakteristike kao i funkcionalni ispitivani
molekul, tako da stupaju u interakciju sa celijskom membranom na isti nacin. S
druge strane, enantiomeri, za razliku od funkcionalnog molekula, nemaju afinitet za
ciljino receptorsko mesto, te se obi¢no koriste za ispitivanje direktnih interakcija
izmedu neurosteroida i receptora. U nasoj studiji, primenili smo enantiomer 33-OH
(ent-3B-0OH) kako bismo pokazali da je analgticki efekat koji 33-OH postiZe upravo
usled direktne interakcije sa T-kalcijumovim kanalima, koristeci ¢injenicu da ent-
3B-OH nema afinitet za vezivanje za ove kanala. Prema nasim ocekivanjima, nakon
intratekalne primene ent-33-OH, izostao je antinociceptivni efekat u testu termicke

hiperalgezije (Slika 61).

[ za druge neurosteroide je pokazano da njihovi enantiomeri ne ispoljavaju
efekte u organizmu, pa tako enantiomer alopregnanolona nije pozitivan alosterni
modulator GABAa receptora, za razliku od endogeno dostupnog alopregnanolona.
(Wittmer i sar.,, 1996). Takode su Pathirathna i sar. (2005a) pokazali da
alopregnanolon blokira T-kalcijumove struje in vitro, za razliku od njegovog
enantiomera koji ostvaruje isti efekat u 20 puta vecoj koncentraciji. Sli¢ni rezultati
dobijeni su i u in vivo eksperimentima, u kojima je enantiomer ispoljio slabiji efekat
na termicku nocicepciju za razliku od alopregnanolona. Na osnovu izostanka
antinociceptivnog efekta ent-33-OH na zdravim pacovima, moguce je zakljuciti da
3B-OH najverovatnije ispoljava svoj antinociceptivni efekat usled direktnog

antagonizma T-kalcijumovih kanala.
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5.7. Antinociceptivni efekat pojedinacne i ponovljene intratekalne, kao i
ponovljene intraplantarne primene 3f-OH u postincizionom modelu

bola

U postincizionom modelu bola, pojedinac¢na intratekalna injekcija 3(3-OH je
dovela do statisticki znacajnog umanjenja hiperalgezije u testu izmicanja Sape pod
uticajem toplote prvog, kao i drugog dana nakon incizije, u odnosu na kontrolnu
grupu (Slika 62A i 62B). Statisticki znaCajno smanjenje hiperalgezije u testu
izmicanja Sape pod uticajem mehanic¢kog stimulusa takode je bilo vidljivo nakon
intratekalne primene 3(3-OH prvog ili drugog dana nakon incizije (Slika 63A i 63B).
U slucaju ponovljene intratekalne primene 33-OH dva sata i prvog dana nakon
incizije zadnje Sape pacova, hiperalgezija je statisticki znacajno smanjena nakon
druge doze primenjene prvog dana u testu osetljivosti na termicki stimulus (Slike
64A i 64B) dok je primena obe doze i dva sata, kao i prvog dana nakon incizije
umanjila mehanicku hiperalgeziju u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog
stimulusa (65A i 65B). Nakon ponovljene intraplantarne primene, 33-OH je takode
ispoljio statisticki znacajan antihiperalgezijski efekat u testu povlacenja Sape pod
uticajem toplote, kao i u testu izmicanja Sape pacova pod uticajem mehanic¢kog

stimulusa (Slika 66A i 66B).

Nasi rezultati antihiperalgezijskog efekta 33-OH su u skladu sa prethodno
publikovanim podacima. Poznato je da 5a-redukovana jedinjenja progesterona, kao
Sto su dihidroprogesteron i alopregnanolon, ispoljavaju antialodinijski i
antihiperalgezijski efekat u razli¢itim modelima neuropatskog bola (Leonelli i sar.,
2007; Meyer i sar., 2010, 2011), ukljucujudi i ligaciju isijadikusa (Pathirathna i sar.,
2005a i 2005b). Takode, alopregnanolon je smanjio nocicepciju u formalinskom
testu (Ocvirk i sar., 2008) i doveo do smanjenja alodinije i termicke hiperalgezije u

karageninskom modelu inflamatornog bola (Svensson i sar., 2013).

Sto se 5B-redukovanih neurosteroida tice, lokalna primena epipregnanolona,
endogenog 5B-redukovanog neurosteroida, ublazila je termicku nocicepciju na
dozno-zavisan nacin u zdravih pacova (Ayoolai sar., 2014). Takode smo pokazali da
intratekalna primena epipregnanolona ublaZzava mehanicku hiperalgeziju nakon

incizije (Slika 59). Konacno, lokalna intraplantarna aplikacija analoga endogenih 5f3-
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redukovanih neurosteroida, kao Sto je 3B-OH neurosteroid, ispoljila je
antinociceptivni efekat u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote u zdravih pacova

(Todorovic i sar, 2004).

U naSoj studiji je prvi put pokazan analgeticki potencijal sintetskog
neurosteroida u akutnom postincizionom modelu bola. Koriste¢i ovaj klinicki
relevantan hirurski model bola, pokazali smo da intratekalna aplikacija 33-OH
uspeSno ublaZava postincizionu hiperalgeziju. Bilo da je primenjen u obliku
pojedinacne doze ili kao ponovljena primena nakon hirurske incizije, 38-OH je
povoljno uticao na umanjenje termicke i mehanicke hiperalgezije. Bitno je
napomenuti da je efekat na mehanicku hiperalgeziju bio izraZeniji u odnosu na
efekat na termicku hiperalgeziju. Posebno je ova razlika u efikasnosti bila evidentna
u eksperimentima sa ponovljenim davanjem 3(3-OH u kojima je tek druga doza prvog
dana nakon incizije bila efikasna u ublaZavanju mehanicke hiperalgezije nakon
incizije. [zostanak akutnog efekta 33-OH moZe se objasniti postojanjem razli¢itih
mehanizama koji utiCu na razvoj i odrZzavanje termicke i mehanicke hiperalgezije,
kao i razlic¢it znacaj T-kalcijumovih kanala u ovim procesima nakon incizije. Upravo
ovome govori u prilog i nas nalaz da TTA-P2, selektivni antagonista T-kalcijumovih
kanala, nakon intratekalne primene, razli¢ito uti¢e na termicku i mehanicku
hiperalgeziju dva sata nakon incizije (Slike 55A i 56A). Slicno ovom nalazu, Reichl i
sar. (2012) su pokazali da muscimol, GABAa agonista, ispoljava antinociceptivno
dejstvo na termicki, ali ne i na mehanicki stimulus prvog dana nakon incizije.
Konacno, na osnovu nasih in vitro rezultata ispitivanja uloge T-kalcijumovih kanala
u postincizionom modelu bola, moZe se zakljuciti da su T-kanali odgovorni za
odrzavanje, ali ne i za akutni razvoj termicke hiperalgezije nakon incizije, ¢ime bi se
mogao objasniti izostanak efekta 3B-OH 2 h nakon incizije i znacajan

antihiperalgezijski efekat 24 i 48 sati nakon incizije.

5.8. Antinociceptivni efekat pojedinacne preventivne intraperitonealne

primene 33-OH u postincizionom modelu bola

Nedavno je pokazano da 3(3-OH uspesSno dovodi i do hipnotickog efekta kod
neonatalnih pacova (Atluri i sar., 2018). Ovaj nalaz je potvrden u Zenki pacova

starosti P26-P42 (Joksimovic i sar., 2019b), gde je 33-OH primenjen u Sirokom
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opsegu doza (5-60 mg/kg). U nasoj studiji, intraperitonealna primena 3(3-OH u
kombinaciji sa subanestetickom dozom (1%) izoflurana indukovala je opStu
anesteziju u pacova, $to je omogucilo da se izvede hirurska incizija Sape na ovim
Zivotinjama. Preventivna primena 3(3-OH na ovaj nacin dovela je do znacajnog

smanjenja termicke i mehanicke hiperalgezije nakon incizije (Slika 67A i 67B).

Preventivna analgezija predstavlja vid primene antinociceptivne terapije pre
pocetka hirurSke intervencije. Smatra se da preventivna analgezija mozZe biti
znaCajno efikasnija u odnosu na konvencionalnu terapiju analgeticima koja
zapocinje nakon hirurske intervencije (Richmond i sar., 1993; Tverskoy i sar., 1994).
Na osnovu pretklinickih podataka, pretpostavlja se da preventivna analgezija moZe
spreciti pojavu centralne senzitizacije, S$to zauzvrat dovodi do smanjenja
postoperativne hiperalgezije (Woolf i Chong, 1993). [ako pojedini rezultati klinickih
ispitivanja u kojima su ispitivani efekti preventivne analgezije nisu pokazali
superiornost preventivnog tretmana u odnosu na konvencionalnu analgeticku
postoperativnu terapiju (Mginiche i sar,, 2002), Ong i sar. (2005) su otkrili da
preventivna epiduralna analgezija utiCe povoljno na postoperativni oporavak kod
pacijenata. Preventivna analgezija morfinom smanjuje nociceptivno ponaSanje
miSeva u kasnoj fazi formalinskog testa (Abram i sar., 1993). S druge strane,
Brennan i sar. (1997) nisu otkrili dugorocnije efekte intratekalno primenjenog

morfina, ¢ak ni pri visokoj dozi od 30 pg.

Pokazano je da ketamin, primenjen preventivho sam ili u kombinaciji sa
morfinom, uspeSno dovodi do ublaZavanja bola kod pacijenata nakon gastrektomije
(Aidaisar., 2000), najverovatnije prevenirajuci razvoj centralne senzitizacije nakon
operacije (Stubhaug i sar., 1997). Konacno, preventivno primenjen alfaksalon,
sintetski steroid sa anestetiCkim osobinama, postigao je analgeticko dejstvo u
formalinskom testu u pacova (Gilron i sar., 1996). Rezultati nase studije prvi put
pokazuju da preventivno primenjen neurosteroidni analog sa hipnotickim
delovanjem, u sklopu anestezije, dovodi do antihiperalgezijskog efekta u

postincizionom modelu bola u pacova.

Otkri¢ce da preventivna primena neurosteroida kao hipnotika dovodi do

antihiperalgezijskog efekta tokom postoperativnhog oporavka, moZe biti od
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izuzetnog znacaja za buduce klini¢ke studije sa sintetskim analozima neuroaktivnih
steroida, koji bi se primenjivali kao anestetici sa analgetickim karakteristikama.
Primena manjeg broja lekova u sklopu balansirane anestezije, kao i analgetika
tokom postoperativnog toka, mogla bi potencijalno da smanji broj i ozbiljnost

nezeljenih reakcija, koje nastaju kao posledica visestruke primene lekova.

6. Bezbednost primene antagonista T-kanala

Bezbednost primene TTA-P2, epipregnanolona i 33-OH ispitivana je u testovima
izdrzaja Zivotinje na ravnoj povrsini pod uglom, uzdignutoj platformi i hodanju po
gredi. Ovi testovi su uradeni sa namerom da se utvrdi da li primenjene doze ovih
supstanci koje ispoljavaju antinociceptivni efekat u postincizionom modelu bola
ujedno dovode i do naruSavanja motorne spretnosti Zivotinja. Ispitane
antinociceptivne doze TTA-P2, epipregnanolona i 33-OH nisu uticale na motornu
sposobnost pacova u pomenutim testovima. Choe i sar. (2011) su prethodno ispitali
TTA-P2 u istoj bateriji testova na miSevima i to u dve doze od 51i 7,5 mg/kg. Obe
ispitane doze nisu dovele do narusavanja motoricke sposobnosti miSeva. Medutim,
s obzirom da je u pomenutoj studiji TTA-P2 primenjen intraperitonealno, nije
moguce izvrsiti direktno poredenje doza. Trenutno nisu dostupni literaturni podaci
za In vivo ispitivanja toksicnosti epipregnanolona i 33-OH. Na bazi naSih nalaza
moZemo zakljuciti da su sve tri supstance bezbedne za primenu u dozama koje

ispoljavaju antinociceptivni efekat.
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Uloga T-kalcijumovih kanala u postincizionom modelu bola

e Nakon hirurske incizije, javlja se znac¢ajno smanjenje hiperalgezije u Cav3.2
KO miSeva u odnosu na WT miSeve.

e U postincizionom modelu bola dolazi do povecanja ekscitabilnosti malih i
srednjih senzornih neurona (<35 um) spinalnih gangliona regiona L4-Le.

e Povecanje ekscitabilnosti se ogleda u tome $to znacajno veci broj malih i
srednjih senzornih neurona nakon incizije okida seriju (najmanje tri)
akcionih potencijala frekvence vec¢e od 45 Hz, u odnosu na kontrolnu
neinciziranu grupu.

e Selektivna blokada T-kalcijumovih kanala primenom TTA-P2, dovodi do
smanjenja frekvence i broja akcionih potencijala merenih na telima
senzornih neurona nakon incizije. Ovaj nalaz ukazuje da blokada T-
kalcijumovih kanala dovodi do smanjenja ekscitabilnosti primarnih
aferentnih neurona bolnog puta.

e Nakon incizije, registrovano je povecanje gustine T-kalcijumovih struja na
telima senzornih neruona male i srednje veliCine.

e Nakon incizije, rezultati qRT-PCR analize pokazali su da je doSlo do
smanjenja nivoa iRNK za Cav3.2 kanal. Nivoi iRNK za druga dva podtipa
kalcijumovih kanala ostali su nepromenjeni.

e U postincizionom modelu bola, imunoblot tehnikom na preparatu spinalnih
gangliona regiona Ls-Le ustanovljeno je da ekspresija Cav3.2 podtipa T-
kalcijumovih kanala nije bila povecana.

e Imunocitohemijska analiza preparata disociranih tela senzornih neurona
spinalnih gangliona pokazala je znaajno povecanje ekspresije membranske
frakcije Cav3.2 kalcijumovih kanala nakon incizije u ipsilateralnim, u odnosu
na kontralateralne spinalne ganglije.

e U postincizionom modelu bola, na preparatu ipsilateralnih spinalnih
gangliona regiona L4-Leé imunoblot tehnikom je ustanovljeno da je ekspresija
USP5 enzima povecéana, u odnosu na kontralateralne spinalne ganglije istog

regiona.
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Primena shRNK-USP5 24 sata pre izvodenja hirurske incizije, dovela je do
smanjenja hiperalgezije u WT miSeva i pacova, ali ne i u Cav3.2 KO miSeva.

U elektrofizioloSkim eksperimentima, primena shRNK-USP5 24 sata pre
izvodenja hirurske incizije dovela je do smanjenja kalcijumovih struja koje
poticu od T-kanala merenih na telima disociranih senzornih neurona
spinalnih gangliona. Podatak da je ekspresija USP5 enzima povecana nakon
incizije, kao i da sprecavanje deubikvitinacije, odnosno olakSavanje
ubikvitinacije Cav3.2 kanala dovodi do ublazavanja hiperalgezije nakon

incizije, ukazuje na otkri¢e novog mehanizma u razvoju postincizionog bola

$to moZe biti iskoriS¢eno za ispitivanje novih analgetika.

Antinociceptivno dejstvo antagonista T-kalcijumovih kanala

U modelu postincizionog bola intratekalno primenjen TTA-P2 je ispoljio
antinociceptivno dejstvo. Epipregnanolon, kao i njegov sintetski analog 3f3-
OH, takode su ispoljili antihiperalgezijski efekat u postincizionom modelu
bola. Ovaj podatak ukazuje da antagonisti T-kalcijumovih kanala mogu biti
koriS¢eni u tretmanu postincizionog modela bola.

Antihiperalgezijska efikasnost intraplantarno primenjenog 33-OH ukazuje
da se ovaj neuroaktivni steroid potencijalno moZe primenjivati i lokalno u
postincizionom modelu bola. Prednost lokalne primene lekova leZi u tome da
se adekvatna koncentracija leka moZe postici direktno na mestu gde nastaje
bol, a da se pritom rizik od pojave neZeljenih efekata svodi na minimum.
Preventivna primena 33-OH kao hipnotika ispoljila je antinociceptivno
dejstvo u postincizionom modelu bola. Ovaj podatak ukazuje na to da se 3f3-
OH moZe potencijalno primenjivati u anesteziji, a kako ispoljava i analgeticke
karakteristike, potencijalno bi doSlo do smanjenja upotrebe analgetika za
ublaZavanje postoperativnog bola, kao i do smanjenja ispoljavanja odredenih

neZeljenih reakcija.
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Zakljucci

Bezbednost primene antagonista T-kalcijumovih kanala

e Antinociceptivne doze TTA-P2, epipregnanolona i 33-OH ne naruSavaju
motornu spretnost eksperimentalnih Zivotinja, te mozemo zakljuciti da su
ovi molekuli bezbedni za primenu u dozama u Kkojima ispoljavaju

antinociceptivno dejstvo.
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Mpwunor 1.

MU3jasa o ayTopcTey

MoTnuncaHa Cowa Jokcumosuh

Bpoj uHpekca 33/2014

Usjasbyjem

03 je AOKTOpCKa aucepTtaumja nog HaC0OBOM

Ucnutusarbe yaore Kaauujymosux KaHana T-tuna y aHumanaHom moaeny
NOCTUHUM3UOHOT bona

o pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTPAXKMBAYKOT Paaa,

o Aa NpeanoXxeHa agucepTaumja y LeIMHU HU Y AeN0BMMA Huje buna npeasorKeHa
3a pgobujarbe 6UNO Koje AMnaome npema CTYAMJCKMM Nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLUKOJICKMX YCTaHOBa,

o [la Cy pe3ynTaTM KOPEKTHO HaBeAEeHN U
o [la HUCaM KpLUWMIa ayTopCKa NpaBa M KOPUCTUMO MHTENIEKTYasIHY CBOjUHY ApYruxX
nmua.

MoTnuc poKTopaHaa

Oenp Qﬁmm
v J

¥ Beorpagy, 21.11.2019.




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTM WUTAMMNAHE U e/1IeKTPOHCKe Bep3uje AOKTOPCKOr
paga

Nme n npesume aytopa Corba Jokcumosuh
bpoj nHaekca 33/2014
CTyanjckm nporpam JOKTOPCKe akageMcKe cTyguje us ¢papmakonoruje

Hacnos paga Ucnutusarse ynore Kanumujymosux KaHana T-Tuna y aHUMaaHOM moaeny
NOCTUHUU3NOHOr 6ona

MeHnTopu MNpod. ap Paguua CtenaHosuh-Metposuh

MNpo¢. ap CnobogaH Togoposuh

NotnucaHa Corba Jokcumosuh

M3jaB/byjem aa je wTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NEeKTPOHCKO]
BEP3Uju KOjy cam npesana 3a objaB/bMBatbe Ha NopTany AuUrutanHor penosutopujyma
YHuBep3urerta y beorpaay.

[o3Bo/baBam ga ce objaBe Moju IMYHM NOJALUM BE3aHM 33 A0bMjarbe akageMcKor
3Bakba AOKTOPA HAyKa, Kao LTO Cy MMe U Npe3nme, rognHa n mecto pohemra n gatym
oabpaHe paja.

OBM INYHU NOAALM MOTY Ce 06jaBUTU Ha MPEXHMM CTPaHMLaMa AUrnTanHe
6nbNMOTEKE, Y €NEKTPOHCKOM KaTanory 1y nybankaumjama YumsepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc pgokTopaHAaa

NY Q&WM
v /4

¥ Beorpaay, 21.11.2019.




Mpwunor 3.

MU3jaBa 0 Kopuwhery

Osnawhyjem YHuBep3sutetcky 6mbnnoteky ,,CBeto3ap Mapkosuh” pga y AurntanHu
penosuntopnjym YHuepsuteta y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY gucepTtauujy nog
HACNOBOM:

UcnutuBamwe ynore Kaaumjymosux KaHana T-tuna y aHMMasHOM mogeny
NOCTUHUM3NOHOr 6ona

KOja je moje ayTOpCKo Aeno.

[uncepTaumjy ca cBMM NPUNO3MMa NpPeaana caM y e/1eKTPOHCKOM popmaTy NOroAHOM 3a
TpajHO apxuBMpame.

Mojy AOKTOPCKY AucepTaumjy noxparbeHy y AuUrutanHm penosntopujym YHuUBepsuTeTa
y beorpaay mory ga KopucTe cBM Koju nowTyjy ogpenbe cagpraHe y ogabpaHom Tmny
nvueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oaay4dmna.

1. Aytopcteo (CC BY)
yTopCTBO — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — HEKOMepUuKjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjaaAHO — AennTn nog uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopctBo — aenutu nog nctnum ycnosmma (CC BY-SA)
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JINLEHLUM je cacTaBHU A€o0 OBe M3jaBe).

MoTnuc pokTopaHAaa

Senge Osfasimovce
v J
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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.



