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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija diplomiranog farmaceuta — medicinskog biohemicara Sonje
Joksimovi¢ pod naslovom: ,Ispitivanje uloge kalcijumovih kanala T-tipa u animalnom
modelu postincizionog bola“, napisana je na 166 strana sa 1,5 proredom i obuhvata slede¢ih
sedam celina: Uvod, Ciljevi rada, Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci i
Literatura. Na pocetku doktorske disertacije navedeni su sadrzaj prema poglavljima, rezime i
kljuéne reci na srpskom i engleskom jeziku. Tekst disertacije napisan je jasnim stilom i
dokumentovan je sa 67 slika i 302 literaturna navoda koja se ti¢u razmatrane problematike.

Uvod obuhvata sledeca poglavlja: Bol — definicija i klasifikacija, Anatomska organizacija
aferentnih puteva bola, Uloga kalcijumovih kanala u bolu i Uloga antagonista kalcijumovih



kanala u terapiji bola. U poglavlju Bol — definicija i klasifikacija navedene su definicija bola i
klasifikacija bolnih stanja sa posebnim osvrtom na postoperativni bol i savremeni terapijski
pristup za njegovo leCenje. U poglavlju Anatomska organizacija aferentnih puteva bola
opisani su neuralni putevi koji ucestvuju u transmisiji bola. Zatim su prikazani procesi
transdukcije i transmisije, kao i uticaj inflamacije na ove procese prenosa informacije o bolu.
Posebna paznja posvecena je modulaciji bola na perifernom, spinalnom i supraspinalnom
nivou. Poglavlje Uloga kalcijumovih kanala u bolu je posve¢eno ulozi kalcijumovih kanala u
prenosu informacije o bolu. Detaljno su opisane biofizicke karakteristike, geneticka i
strukturna klasifikacija voltazno-zavisnih kalcijumovih kanala i njihova uloga u ¢elijskoj
ekscitabilnosti. Takode, detaljno je opisana distribucija ovih kanala duz puteva bola. U daljem
tekstu ovog poglavlja kandidat se fokusirao na ulogu kalcijumovih kanala T-tipa, koji se
aktiviraju pri nizim potencijalima. U sastavu ovog dela poglavlja posebna paznja posvecena je
njihovoj ulozi u modulaciji prenosa informacije o bolu na perifernom, spinalnom i
supraspinalnom nivou. Takode su navedene studije koje ukazuju na njihov zna¢aj u animalnim
modelima bola. U kontekstu uloge ovih kanala u modulaciji bola, opisani su mehanizmi
regulacije membranske ekspresije T-kanala, sa posebnim osvrtom na uticaj ubikvitinacije,
odnosno prevencije ubikvitinacije (deubikvitinacije) kanala enzimom ubikvitin-specifi¢nom
proteazom USP5. U ovom delu disertacije navedene su studije koje ukazuju na znacaj
regulacije deubikvitinacije primenom tat IlI-IV peptida, odnosno peptida koji penetriraju u
¢eliju 1 spreCavaju vezivanje USP5 enzima za kanal, usled ¢ega je moguce uticati na
funkcionalnost T-kanala i razvoj hiperalgezije u modelima bola. U poglavlju Uloga
antagonista kalcijumovih kanala u terapiji bola istaknut je znacaj antagonista kalcijumovih
kanala i njihovo trenutno mesto u terapiji bola. Poseban osvrt je dat na analgeticki potencijal
antagonista T-kanala, kao §to su TTA-P2 i neurosteroidi epipregnanolon i njegov sintetski
analog 3B-OH. Napravljen je pregled relevantnih pretklini¢kih i klinickih ispitivanja u kojima
je ispitivana analgeticka efikasnost antagonista kalcijumovih kanala. Takode, istaknuta je
potreba za novim analgeticima koji bi ispoljili bolju podnosljivost, imajuéi u vidu da postojeéi
analgetici koji nalaze primenu u terapiji postincizionog bola nisu liseni neZeljenih efekata.

Ciljevi rada doktorske disertacije su jasno definisani i obuhvataju: 1) In vivo ispitivanje uloge
T-kalcijumovih kanala u razvoju postincizionog modela bola u pacova i miseva; 2)
Elektrofizolosko ispitivanje uloge T-kalcijumovih kanala u razvoju postincizionog modela
bola u pacova; 3) In vitro ispitivanje promene u ekspresiji T-kanala u postincizionom modelu
bola u pacova; 4) Ispitivanje uloge deubikvitinacije T-kanala enzimom USP5 u razvoju
hiperalgezije nakon incizije u pacova i miSeva; 5) Ispitivanje antinociceptivnog dejstva
selektivnih antagonista T-kalcijumovih kanala u postincizionom modelu bola u pacova i 6)
Ispitivanje uticaja najvecih antinociceptivnih doza TTA-P2, epipregnanolona i 3p-OH na
motornu koordinaciju pacova. Ciljevi rada su dobro postavljeni.

U okviru poglavlja Materijal i metode detaljno su opisane sve eksperimentalne procedure uz
Sematski prikaz eksperimentalnih protokola, tako da se eksperimenti mogu ponoviti.
Eksperimenti su izvedeni na slede¢im zivotinjama: na Zenkama pacova Sprague-Dawley soja;
na zenkama misSeva soja C57BL/6J; na muzjacima i Zenkama miSeva soja C57BL/6J (eng.
wild type; WT misevi), kao i na muzjacima i Zenkama miseva kod Kkojih je genetskom
delecijom izbaten CACNAIH gen za Cay3.2 T-kalcijumov kanal (eng. knock out; KO
miSevi). Razli¢iti tretmani primenjivani su intratekalno (i.t.), intraplantarno (i.pl.) i



intraperitonealno (i.p.) razli¢itim, nezavisnim grupama od po 5-13 Zivotinja. Za sve KkoriS$¢ene
supstance naveden je nacin njihovog rastvaranja/suspendovanja i put primene. Postavljeni
ciljevi rada ispitivani su u jednom eksperimentalnom modelu bola (akutni somatski) i u
testovima procene motorne spretnosti eksperimentalnih zivotinja.

Model bola koris¢en u eksperimentima bio je model postincizionog bola izveden po metodi
koju su prvobitno ustanovili Brennan i sar. (1997) za pacove i Pogatzki i Raja (2003) za
miseve. Zivotinje su prvo anestezirane izofluranom, nakon Gega je uzduZno incizirana
plantarna povrsina zadnje $ape, ukljuc¢ujuéi i plantarni misi¢ do potpunog razdvajanja misi¢nih
vlakana. Nakon zaustavljanja krvarenja, rana je zaSivena pomocu dva Sava najlonskim
koncem. Hiperalgezija, uloga T-kanala kao i1 uloga ubikvitinacije T-kanala u razvoju
hiperalgezije i uticaj antagonista T-kanala na hiperalgeziju mereni su u testovima povlacenja
Sape pod uticajem toplote ili mehani¢kog stimulusa (von Frey filament). Merni parametar
termicke osetljivosti je reakciono vreme u sekundama koje je potrebno da se kod Zivotinje
dostigne prag osetljivosti na toplotni stimulus (reakciono vreme, eng. paw withdrawal latency
— PWL). Merni parametar mehanicke osetljivosti je maksimalni intenzitet pritiska na
plantarnu povrsinu $ape (intenzitet pritiska, eng. paw withdrawal response — PWR), izrazenog
u gramima, koji je potreban da se kod zivotinje dostigne prag mehanicke osetljivosti.

Za procenu uticaja tretmana na motornu spretnost pacova koris¢en je set bihejvioralnih
testova (Wozniak i sar., 1990): 1) ravna povrsina pod uglom: pacov je stavljen na reSetkastu
povrsinu koja je postavljena pod uglom od 60° glavom nadole — oc¢ekivano je da zivotinja ne
padne sa ploc¢e u roku od 120 s; 2) uzdignuta platforma: pacov je postavljen na platformu (7,6
cm x 12,5 cm) podignutu 61 cm od podloge, a zatim je mereno vreme provedeno na platformi
— ocekivano je da zivotinja izdrzi 120 s na plo¢i, u dva testiranja; 3) hodanje po gredi: pacov
je postavljen na gredu koja je 3 c¢cm Siroka i posmatrano je koliko vremena moze provesti na
njoj bez padanja — o¢ekivano je da zivotinja moze izdrzati 60 s tokom dva testiranja.

Za in vitro eksperimente korisc¢en je preparat spinalnih gangliona lumbalnog regiona L4-Lg
prikupljen ex vivo. Nakon terminalne anestezije pacova izofluranom (5%), zivotinja je
dekapitovana i izvrSena je lateralna laminektomija od torakalnog ka lumbalnom regionu.
Nakon toga izvrSena je ekscizija gangliona dorzalnih korenova Ls-Lg regiona, koji su
kori$c¢eni u daljim in vitro eksperimentima.

ElektrofizioloSka metoda nametnute voltaze ili struje na delicu membrane (eng. patch-
clamp), pomocu koje se ispituju struje koje poticu od razliitih jona u ekscitabilnim ¢éelijama,
upotrebljena je za elektrofizioloSka ispitivanja neuronske ekscitabilnosti i biofizi¢kih
karakteristika T-kalcijumovih kanala. U ovim eksperimentima, selektivni antagonista T-
kanala TTA-P2 primenjen je direktno na preparat disociranih senzornih neurona spinalnih
gangliona lumbalnog regiona kako bi se ispitao uticaj blokade T-kanala na ekscitabilnost (broj
i frekvencu akcionih potencijala — AP) perifernih senzornih neurona.

Promena u ekspresiji informacione RNK za T-kanale utvrdena je metodom kvantitativnog
RT-PCR u realnom vremenu (qRT-PCR, eng. quantitative real time polymerase chain
reaction). Imunoblot ili Western blot tehnika koris¢ena je za detekciju i odredivanje
koncentracije ukupnih proteina u uzorku. Intenzitet imuno signala na skeniranim
membranama odreden je denzitometrijskom metodom i analiziran uz pomo¢ programa
ImageQuant 5.0 (GE Healthcare; Life sciences, SAD). Imunobojenje je tehnika koja



podrazumeva upotrebu antitela za detekciju specificnog proteina od interesa i koristi se u
histologiji, c¢elijskoj 1 molekularnoj biologiji. Za imunocitohemijsko obelezavanje T-
kalcijumovih kanala, spinalne ganglije regiona Ls-Ls su prikupljene nakon incizije i
disocijacija pojedina¢nih tela senzornih neurona je izvrSena na isti nacin kao 1 za
elektrofizioloska ispitivanja.

U cilju odredivanja uloge deubikvitinacije T-kanala u postincizionom modelu bola,
ispitivane su promene u nivou USP5 enzima uz pomo¢ imunoblot tehnike iz uzoraka spinalnih
gangliona L4-Lg u miseva. Takode je mala RNK oblika ukosnice (shRNK, eng. small hairpin
RNA) koja prevenira produkciju USP5 enzima zaduzenog za deubikvitinaciju T-kanala,
primenjena intratekalno 24 sata pre hirurSke incizije, kako bi se ispitao uticaj prevencije
deubikvitinacije na: 1) razvoj mehanicke hiperalgezije u pacova, WT i Cay3.2 KO miSeva i 2)
na veli¢inu kalcijumovih struja koje poti¢u od T-kanala izmerenih na disociranim telima
senzornih neurona spinalnih gangliona nakon incizije.

Antihiperalgezijski efekat selektivne blokade vezivanja USP5 enzima za T-kanal usled i.t.
primene tat I11-1V peptida u WT i Cay3.2 KO miseva ispitan je drugog dana nakon incizije u
testu povlacenja Sape pod uticajem mehani¢kog stimulusa.

U cilju in vivo ispitivanja antihiperalgezijskog efekta antagonista T-kanala, TTA-P2,
epipregnanolon i 33-OH primenjeni su kod pacova kako bi se ispitao: 1) antinociceptivni
efekat antagonista T-kanala u zdravih pacova; 2) antihiperalgezijski efekat antagonista T-
kanala u postincizionom modelu bola.

Pri statistickoj obradi rezultata koris¢en je Graph Pad Prism (SAD). Slede¢i statisti¢ki
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. Analiza normalnosti i jednakosti varijansi uradena je
koristeci programe SPSS i Sigma Plot.

Rezultati ispitivanja napisani su jasno i pregledno, uz odgovarajuce graficke prikaze.
Shodno zadatim ciljevima, rezultati su grupisani u 6 celina: In vivo uloga T-kalcijumovih
kanala u razvoju postincizionog modela bola u pacova i miseva; Elektrofiziolosko ispitivanje
uloge T-kanala u postincizionom modelu bola u pacova; Promene u ekspresiji T-kanala na
telima senzornih neurona spinalnih gangliona u postincizionom bolu u pacova; Uloga
deubikvitinacije T-kanala enzimom USP5 u razvoju hiperalgezije nakon incizije u pacova i
miseva; Efekti antagonista T-kanala u postincizionom modelu bola i Efekat primenjenih
antagonista T-kanala na motornu sposobnost pacova. U statisti¢koj obradi dobijenih rezultata,
statistiCki testovi su pravilno kori$¢eni.

Diskusija daje detaljno tumacenje dobijenih rezultata, uporednom analizom sa
odgovaraju¢im rezultatima drugih autora iz dostupnih literaturnih podataka. Poredenjem
dobijenih rezultata sa rezultatima drugih autora uocava se podudarnost, ali rezultati nose i
inovativnost u polju istrazivanja. Kao i rezultati, diskusija je organizovana u Sest celina: Uloga
T-kalcijumovih kanala u razvoju postincizionog modela bola u pacova i miseva; In vitro
elektrofiziolosko ispitivanje uloge T-kanala u razvoju postincizionog modela bola u pacova; In
vitro ispitivanje promene u ekspresiji T-kanala na telima senzornih neurona spinalnih



ganglija nakon incizije u pacova; Uloga deubikvitinacije T-kanala pomocu USP5 enzima u
razvoju hiperalgezije nakon incizije u pacova i miseva; Antinociceptivni efekat antagonista T-
kanala u postincizionom modelu bola u pacova i Bezbednost primene antagonista T-kanala.

U poglavlju Zakljuéci navedena su najznacajnija zapazanja i zakljuccei, koji su u skladu sa
dobijenim rezultatima i ciljevima istrazivanja.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

1) In vivo uloga T-kalcijumovih kanala u razvoju postincizionog modela bola u pacova i
miseva

Uloga T-kalcijumovih kanala ispitivana je u postincizionom modelu bola u pacova i
miSeva. Nakon hirurske incizije plantarne povrSine zadnje Sape pacova, razvija se statisticki
znacajna termicka hiperalgezija u testu izmicanja Sape pod uticajem toplotnog stimulusa, kao i
mehanicka hiperalgezija detektovana u testu izmicanja Sape pacova pod uticajem mehani¢kog
stimulusa. 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.

Sli¢no kao u pacova, u miSeva se razvija statisticki znacajna mehanicka hiperalgezija ve¢
dva sata nakon incizije, koja perzistira tokom pet dana merenja nakon incizije. Nakon
izvodenja hirurSke incizije na Cay3.2 KO miSevima, pokazano je da se, u odnosu na
neinciziranu Sapu, razvija statistiCki znacajna mehaniCka hiperalgezija incizirane Sape.
Medutim, za razliku od WT miSeva, mehanicka hiperalgezija traje krac¢e u Cay3.2 KO, §to je
potvrdeno izostankom statisticke znacajnosti ve¢ tre¢eg dana nakon incizije u KO miseva.

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

Prilikom prac¢enja promena u ekscitabilnosti tela primarnih senzornih neurona, smestenih u
spinalnim ganglijama dorzalnih korenova lumbalnog regiona (Ls-Lg) identifikovana su tri
razli¢ita rezima okidanja akcionog potencijala primarnih senzornih neurona koji se javljaju i u
kontrolnih 1 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 visokofrekventnu seriju akcionih potencijala (najmanje tri) sa
frekvencom okidanja ve¢om od 45 Hz. U postincizionom modelu bola primeceno je statisticki
znaajno povecanje broja neurona koji spontano okidaju seriju akcionih potencijala sa
frekvencom vec¢om od 45 Hz, u odnosu na kontrolnu grupu. Primena selektivnog blokatora T-
kanala, TTA-P2 (3 uM), direktno na preparat disociranih tela senzornih neurona, dovela je do
znaajnog smanjenja broja spontano generisanih AP, u odnosu na bazalno merenje. Takode,
nakon primene TTA-P2 u istoj koncentraciji, pokazano je da se broj AP statisti¢ki znacajno
smanjio u postincizionoj grupi, u odnosu na bazalni nivo. Ista koncentracija TTA-P2 direktno
primenjena na preparat i inkubirana sa disociranim telima senzornih neurona spinalnih
gangliona, dovela je do statisticki znac¢ajnog smanjenja frekvence okidanja prva tri akciona
potencijala ¢elija koje okidaju sa frekvencom ve¢om od 45 Hz nakon incizije, u poredenju sa
postincizionom grupom koja nije bila tretirana sa TTA-P2. Od izuzetnog znacaja je nalaz 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 statisti¢ki znacajna.

Sto se ti¢e promena u biofizi¢kim karakteristikama kalcijumovih kanala T-tipa koje nastaju
nakon incizije plantarne povrSine Sape pacova, rezultati elektrofizioloskih eksperimenata na
primarnim senzornim neuronima spinalnih gangliona regiona L4-Lg pokazali su da je doslo do
statisticki znac¢ajnog povecanja prosecne gustine T-kalcijumovih struja u odnosu na kontrolnu
grupu, sto je izmereno u protokolu aktivacije ovih kanala. lako vreme postizanja maksimalne
amplitude nije bilo razli¢ito, vremenski-zavisna inaktivacija je bila statisticki znacajno
povecana (gotovo dva puta) u odnosu na kontrolnu grupu. U protokolu inaktivacije, izmerena
gustina kalcijumovih struja na telima senzornih neurona gangliona dorzalnih korenova bila je
takode statisticki zna¢ajno povecana (gotovo dva puta) u odnosu na izmerenu gustinu T-struja
na ¢elijama dobijenih iz neinciziranih pacova.

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

gRT-PCR analiza nivoa iRNK za Cay3.2 podtip T-kalcijumovih kanala nije pokazala
znacajnu razliku uzmedu kontrolne i incizirane grupe, ukazujuci na ¢injenicu da nakon incizije
ne dolazi do povecanja produkcije ovog podtipa T-kanala na nivou senzornih neurona
spinalnih gangliona. Analiza nivoa ekspresije Cay3.2 podtipa T-kalcijumovih kanala metodom
imunoblotova takode je potvrdila da nakon incizije ne dolazi do povecéanja ekspresije Cay3.2
kanala. S druge strane, imunocitohemijska analiza intenziteta signala koji poti¢e od
membranske frakcije Cay3.2 kalcijumovih kanala, pokazala je da je ekspresija Cay3.2 kanala
na membrani statisti¢ki znacajno veca na telima senzornih neurona disociranih iz ipsilateralnih
u odnosu na tela senzornih neurona iz kontralateralnih spinalnih gangliona.

4) Uloga deubikvitinacije T-kanala enzimom USP5 u razvoju hiperalgezije nakon incizije u
pacova i miSeva

Rezultati imunoblot analize na izolovanim spinalnim ganglijama WT miSeva pokazali su da
je dva dana nakon incizije ekspresija USPS enzima statisticki znaCajno povecana u tkivu
ipsilateralnih, u odnosu na kontralateralne L4-Lg spinalne ganglione. U in vivo
eksperimentima, grupa WT miSeva koja je 24 sata pre incizije intratekalno primila malu RNK
oblika ukosnice (ShRNK-USP5), razvila je statisti¢ki zna¢ajno manju mehanicku hiperalgeziju
prvog dana nakon incizije, u poredenju sa kontrolnom grupom. Za razliku od WT miSeva,
tretman shRNK-USP5 nije doveo do promene u intenzitetu mehanicke hiperalgezije nakon
incizije kod Cay3.2 KO miseva. Takode je od velikog znacaja otkrice da KO miSevi razvijaju
statisticki signifikantno manju mehanicku hiperalgeziju prvog dana nakon incizije u odnosu na
WT miseve.

Uspesna supresija produkcije USP5 potvrdena je i u testu izmicanja Sape pacova pod
uticajem mehani¢kog stimulusa koji su 24 sata pre incizije primili ShRNK-USPS5 intratekalno.
Prag osetljivosti ipsilateralne Sape na mehanicki stimulus nakon injekcije ShRNK-USPS bio je
statisti¢ki znacajno visi u poredenju sa kontrolnom grupom i to 2, 24, kao i 48 sati nakon
operacije. Ovaj rezultat ukazuje na pojavu smanjene hiperalgezije incizirane Sape merene u
testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa kod zivotinja kod kojih je
genetickom manipulacijom suprimirana proizvodnja enzima USP5.



Izmerene struje koje poticu od T-kalcijumovih kanala na telima senzornih neurona
spinalnih gangliona pacova koji su 24 sata pre incizije primili intratekalnu injekciju shRNK-
USP5 bile su nize u poredenju sa kontrolnom grupom. Takode, gustina T-struja izmerena na
telima senzornih neurona gangliona dorzalnih korenova pacova tretiranih ShRNK-USP5 nije
se znacajno razlikovala od gustine T-struja izmerenih u kontrolnoj neinciziranoj grupi, na
osnovu cega je zakljuceno da prevencija produkcije enzima USP5 dovodi do smanjenja T-
struja na nivo izmeren na neuronima izolovanih iz neinciziranih pacova.

Da interakcija izmedu enzima USP5 i T-kanala doprinosi razvoju hiperalgezije u
postincizionom bolu potvrdeno je u eksperimentima sa intratekalnom injekcijom tat II-1V
peptida. Naime, primena tat peptida drugog dana nakon incizije dovela je do signifikantnog
smanjenja hiperalgezije incizirane $ape WT miSa nakon injekcije, u odnosu na bazalno
merenje u testu izmicanja Sape pod uticajem mehani¢kog stimulusa. Nasuprot tome, u miSeva
u kojih je genetickom manipulacijom uklonjen gen za Cay3.2 kanal, izostao je efekat tat
peptida u testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa na Sapu misa. Otkri¢e da se
drugog dana nakon operacije u Cay3.2 KO miseva razvija signifikantno manja bazalna
hiperalgezija (pre injekcije tat 111-IV peptida), izmerena u testu izmicanja $ape pod uticajem
mehanickog stimulusa u odnosu na WT miseve, potvrduje znacaj ovog podtipa T-kanala u
postincizionom modelu bola.

5) Efekti antagonista T-kanala u postincizionom modelu bola

Intratekalna primena TTA-P2 (0,2155, 2,155, 21,55 i 215,5 ug) u zdravih pacova dovela je
do statisticki znac¢ajnog i dozno-zavisnog antinociceptivnog efekta u testu izmicanja Sape pod
uticajem toplote, kao i pod uticajem mehani¢kog stimulusa. U postincizionom modelu bola,
intratekalno primenjen TTA-P2 u dozi od 215,5 pg, prvog ili drugog dana nakon incizije,
statisti¢ki znacajno je umanjio hiperalgeziju u testovima izmicanja Sape pod uticajem toplote i
mehanickog stimulusa, u odnosu na kontrolnu grupu koja je primila rastvara¢. Vazno je istaci
da TTA-P2 primenjen intratekalno dva sata nakon incizije u istoj dozi, nije signifikantno
umanjio hiperalgeziju u pacova u testu izmicanja Sape pod uticajem toplote. Medutim, nakon
ponovljene i.t. primene iste doze prvog, kao i drugog postincizionog dana, TTA-P2 je doveo
do znacajnog antihiperalgezijskog efekta u istom testu. Sve tri ponovljene i.t. doze TTA-P2 od
2155 pg ispoljile su antihiperalgezijski efekat u testu izmicanja Sape pod uticajem
mehanic¢kog stimulusa dva sata, kao i prvog i drugog dana nakon incizije. TTA-P2 primenjen
intratekalno neposredno pre izvodenja incizione operacije doveo je do statisticki znacajnog
smanjenja termicke hiperalgezije dva sata, kao i narednih pet dana nakon incizije. Preventivna
primena TTA-P2 u istoj i.t. dozi od 215,5 pg nije ispoljila statisticki znacajan efekat u testu
izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa na Sapu pacova nakon incizije.

Intratekalna primena epipregnanolona (0,053, 1,59 i 4,78 ug) u zdravih pacova dovela je do
statistiCki znaCajnog i dozno-zavisnog antinociceptivnog efekta u testu izmicanja Sape pod
uticajem toplote. U testu izmicanja Sape pod uticajem mehanickog stimulusa na Sapu pacova
epipregnanolon je u najvisoj i.t. dozi od 4,78 pg pokazao statisti¢ki znacajan antinociceptivni
efekat. Intratekalna primena iste doze epipregnanolona prvog dana nakon incizije znacajno je
umanjila hiperalgeziju u testu izmicanja Sape pod uticajem mehani¢kog stimulusa na Sapu
pacova.



Intratekalna primena 3p-OH (0,016, 0,16 i 16 pg) u zdravih pacova dovela je do statisti¢ki
znacajnog i dozno-zavisnog antinociceptivnog efekta u testovima izmicanja Sape pod uticajem
toplote i mehani¢kog stimulusa, u odnosu na kontrolnu grupu koja je primila intatekalno
rastvaraC. Isti vid primene enantiomera 3p3-OH (ent-3B-OH) u najviSoj dozi od 16 pg u
neinciziranih pacova nije doveo do antinociceptivnog efekta u testu izmicanja Sape pod
uticajem mehanickog stimulusa. Intratekalno primenjen 3p3-OH, u dozi od 16 pg prvog ili
drugog dana nakon incizije, statisticki znacajno je umanjio hiperalgeziju u testovima
izmicanja $ape pod uticajem toplote i mehanickog stimulusa. Nakon intratekalne primene u
dozi od 16 pg, 2 sata nakon incizije, 3p-OH nije signifikantno umanjio termicku hiperalgeziju
u pacova. Medutim, nakon ponovljene primene iste doze prvog dana nakon incizije istoj grupi
zivotinja, 3B-OH je ispoljio znacajan antihiperalgezijski efekat u testu izmicanja Sape pod
uticajem toplote. Ista doza 3B-OH primenjena intratekalno dva sata, kao i prvog dana nakon
incizije, dovela je do statisti¢ki znacajnog antihiperalgezijskog efekta u testu izmicanja Sape
pod uticajem mehanickog stimulusa tokom oba dana merenja.

Ponovljena intraplantarna primena iste doze 33-OH od 16 pg 2 sata, kao i prvog i drugog
dana istoj grupi zivotinja nakon incizije, postigla je statisticki znac¢ajno smanjenje osetljivosti
incizirane Sape U testovima izmicanja Sape pod uticajem termickog i mehanickog stimulusa.

Preventivna intraperitonealna aplikacija 3p-OH dovela je do znacajnog smanjenja termicke
i mehanicke hiperalgezije u pacova prvog, drugog i tre¢eg dana nakon incizije izvedene pod
kombinovanom anestezijom koju su ¢inili 33-OH, primenjen u pojedinac¢noj dozi od 60 mg/kg
I.p., 1 1% izofluran. Poredenje je vrSeno u odnosu na kontrolnu grupu koja je anestezirana na
uobi¢ajen nacin, tj. primenom 2,5% izoflurana.

6) Efekti antagonista T-kanala na motornu spretnost 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 ug i.t., kao i sa
3B-OH, koji u dozi od 16 pg i.t. takode nije uticao na motornu spretnost Zivotinja ni u jednom
od primenjenih testova.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA PODACIMA 1Z
LITERATURE

Rezultati ispitivanja uloge Cay3.2 podtipa T-kalcijumovih kanala u razvoju postincizionog
bola, kao i uloge deubikvitinacije T-kanala posredovane enzimom USP5 i antinociceptivnog
dejstva antagonista T-kanala TTA-P2, epipregnanolona i 33-OH u postincizionom modelu
bola uporedeni su sa relevantnim podacima iz literature.

Incizija koze i plantarnog misic¢a zadnje Sape pacova i miSeva u postincizionom modelu
bola dovodi do razvoja bolne hiperosetljivosti — hiperalgezije. Razvoj hiperalgezije u
postincizionom modelu bola korelira sa prethodno publikovanim rezultatima (Pogatzki i sar.,
2002, Brennan i sar., 1996). Duzina trajanja hiperalgezije bila je uporediva kod pacova i WT
miseva, za razliku od Cay3.2 KO miseva, kod kojih je bila znac¢ajno skracena. Ovaj nalaz po
prvi put ukazuje na znacajan doprinos Cay3.2 podtipa T-kanala u razvoju hiperalgezije u
postincizionom modelu bola. Prethodne studije su pokazale da antagonisti NMDA receptora



primenjeni spinalno ne dovode do smanjenja postoperativne mehanicke hiperalgezije u pacova
(Zahn i Brennan, 1998), za razliku od antagonista AMPA i kainatskih receptora (Zahn i sar.,
1998). Primena morfina nakon incizije dovodi do analgezije (Zahn i sar., 1997), dok njegova
preoperativna hroni¢na aplikacija moze dovesti do pogorSanja postoperativne hiperalgezije u
postincizionom modelu bola u pacova (Li i sar., 2001).

Pokazana uloga T-kanala u razvoju postincizionog bola u ovoj disertaciji pozitivno korelira
sa postoje¢im nalazima da i drugi kalcijumovi kanali, poput N-tipa, kao i onih koji sadrze 026
subjedinicu, doprinose razvoju postincizionog bola (Wang i sar., 2000; Whiteside i sar.,
2004). Medutim, upotreba antagonista ovih kanala limitirana je na lokalnu usled njihovog
potencijala za izazivanje sistemskih nezeljenih efekata, kao $§to su mucnina, nesvestica,
nistagmus, retencija urina, poremec¢aj memorije i halucinacije (Bourinet i Zamponi, 2017).
Takode je poznato i da Nay1.7 podtip natrijumovih kanala ucestvuje u razvoju postincizionog
bola nakon hirur§ke incizije butnog misi¢a 1 koze (Sun 1 sar., 2018). Lokalni anestetici
ostvaruju svoj analgeticki efekat neselektivno blokiraju¢i natrijumove kanale (Mashour 1 sar.,
2011; Chahine i sar., 2013), medutim njihova upotreba je takode limitirana na lokalnu usled
toga Sto sistemska primena moze dovesti do nezeljenih reakcija na nivou kardiovaskularnog i
centralnog nervnog sistema (Rang i sar., 2007).

In vivo rezultati ove disertacije po prvi put ukazuju da brisanjem gena za Cay3.2 izoformu
kalcijumov kanal dolazi do skracenja trajanja hiperalgezije u akutnom somatskom bolu, kao
§to je postincizioni. Poznato je da T-kanali igraju znacajnu ulogu u razvoju mehanicke
hiperalgezije i u drugim modelima bola, poput dijabetesne neuropatije (Latham i sar., 2009) ili
neuropatija izazvanih podvezivanjem nerava (Choi i sar., 2007; Yue i sar., 2013). Globalno
brisanje gena za Cay3.2 T-kalcijumov kanal dovelo je do smanjenog nociceptivnog ponasanja
u obe faze formalinskog testa, kao i do smanjenja broja gréeva u visceralnom modelu bola
izazvanom intraperitonealnom injekcijom sircetne kiseline (Choi 1 sar., 2007).

Na osnovu rezultata in vitro elektrofizioloskih eksperimenata po prvi je put izvrSena
klasifikacija okidanja AP tela perifernih senzornih neurona prema frekvenci, s obzirom da je
primec¢eno da periferni neuroni u postincizionoj grupi okidaju visokofrekventne akcione
potencijale neposredno nakon primenjenog stimulusa, za razliku od kontrolne grupe. Podela
na pojedinacne 1 viSestruke AP korelira sa prethodno publikovanim istraZivanjem Zhang 1 sar.
(2004).

U disertaciji je takode po prvi put pokazano da senzorni neuroni nakon incizije okidaju
statisti¢ki znacajno vise visokofrekventnih akcionih potencijala u odnosu na kontrolnu grupu,
ukazujuci na razvoj hiperekscitabilnosti perifernih senzornih neurona u ovom modelu bola.
Hiperekscitabilnost senzornih neurona spinalnih gangliona je prethodno opisana u modelima
neuropatskog (Jagodic i sar., 2007; Li i sar., 2017) i inflamatornog bola (Xie i sar., 2013), kao
I kod pacijenata sa povredom nerava (Ochoa i sar., 1982).

Uloga T-kanala u razvoju hiperekscitabilnosti perifernin senzornih neurona u
postincizionom modelu bola po prvi put je ispitana direktnom primenom selektivnog
blokatora TTA-P2 na preparat tela ovih neurona. Pokazano je da TTA-P2 smanjuje frekvencu
okidanja visokofrekventnih akcionih potencijala, broj akcionih potencijala, kao i frekvencu
okidanja akcionih potencijala indukovanih razli¢itim intenzitetom stimulusa U postincizionoj
grupi. Uloga T-kanala u ekscitabilnosti senzornih neurona prethodno je opisana u razli¢itim
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modelima bola, kao $to su dijabetesna neuropatija i paklitakselom-indukovana neuropatija
(Nelson i sar., 2005; Jagodic i sar., 2007; Li i sar., 2017).

Ova doktorska disertacija po prvi put otkriva ulogu T-kanala u razvoju hiperekscitabilnosti
u akutnom postincizionom modelu bola. Stavise, jasno je pokazano da u postincizionom
modelu bola dolazi do povecanja kalcijumovih struja koje poti¢u od T-kanala. Povecanje
struja T-kalcijumovih kanala uoceno je i u drugim modelima bola, kao Sto 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). Na bazi svega navedenog, rezultati opisani u ovoj
disertaciji su od izuzetne vaznosti jer ukazuju na to da aktivacija T-kalcijumovih kanala
doprinosi razvoju senzitizacije i plasti¢nosti bolnih puteva u postincizionom modelu bola, te
da bi preventivna primena antagonista T-kalcijumovih kanala mogla spreciti pojavu
senzitizacije bolnih puteva nakon hirurske incizije.

Povecanje kalcijumovih struja koje poti¢u od T-kanala moze nastati kao direktna posledica
povecanja broja kanala na ¢elijskoj membrani, $to je i potvrdeno u neuropatskim modelima
bola (Li i sar., 2017; Jagodic i sar., 2007; Latham i sar., 2009). U ovoj doktorskoj disertaciji
nivo IRNK za Cay3.2 kalcijumov kanal nije bio povecan nakon incizije. Takode, imunoblot
tehnikom nije ustanovljeno povecanje ukupnog proteina Cay3.2 kanala. Medutim,
imunocitohemijsko bojenje disociranih tela senzornih neurona spinalnih ganglija je pokazalo
da u postincizionom modelu bola dolazi do pove¢anja membranske frakcije Cay3.2 kanala na
telima senzornih neurona dobijenih iz ipsilateralnih, u odnosu na senzorne neurone dobijene iz
kontralateralnih spinalnih ganglija. 1zostanak povecanja proteina Cay3.2 kanala detektovanih
imunoblot tehnikom moze se ipak objasniti ¢injenicom da je analizirana ukupna celijska
koncentracija proteina, a ne samo membranska funkcionalna frakcija proteina od interesa.

Mehanizam povecanja ekspresije Cay3.2 podtipa T-kanala u razli¢itim modelima bola je
nedovoljno ispitan. Poznato je da na koncentraciju jonskih kanala uti¢e ubikvitinacija koja se
izvodi pomocu enzima ubikvitin ligaze E3 (Staub i sar., 1996, 1997; Altier i sar., 2011).
Znacaj regulacije ubikvitinacije odnosno deubikvitinacije proteina u razvoju hiperalgezije i
alodinije u neuropatskim i inflamatornim modelima bola je prethodno opisan (Ossipov i sar.,
2007; Marangoudakis i sar., 2012; Garcia-Caballero i sar., 2014). Medutim, uloga
ubikvitinacije u odrzavanju ili pospeSivanju stabilnosti jonskih kanala jo§ uvek se utvrduje.
Prethodne studije su ukazale na znacaj enzima USPS5 koji pospeSuje deubikvitinaciju Cay3.2
kanala i spretava njihovu degradaciju u proteazomima, kako u neuropatskom tako i
inflamatornom modelu bola (Garcia-Caballero i sar., 2014).

Rezultati imunoblot analize pokazali su da u postincizionom modelu bola dolazi do
povecanja ekspresije USP5 u ipsilateralnim spinalnim ganglionima, ¢ime se pospesuje
stabilizacija Cay3.2 kanala u ¢elijskoj membrani (Komander i sar., 2009; Clague i sar., 2013).
Ovaj nalaz po prvi put otkriva da u osnovi mehanizma koji dovodi do povecanja ekspresije
membranske frakcije Cay3.2 kanala u postincizionom modelu bola lezi olakSana
deubikvitinacija ovih kanala enzimom USP5. U prilog ovom otkri¢u govore i potonji rezultati
bihejvioralnih eksperimenata u kojima je otkriveno da intratekalna primena male RNK oblika
ukosnice (ShRNK-USP5), koja selektivno inhibira proizvodnju USP5 enzima, 24 sata pre
incizije, dovodi do statisticki znacajnog smanjenja mehanicke hiperalgezije u pacova i WT, ali

10



ne i Cay3.2 KO miSeva. Ovaj nalaz pokazuje da je interakcija izmedu USP5 enzima i Cay3.2
kanala visokoselektivna i specificna i da bez obzira na poveéanje koncentracije USP5 enzima
nakon incizije, pronociceptivni efekat ovog enzima ispolji¢e se samo u prisustvu Cay3.2
kanala. U prilog rezultatima imunoblot analize ide i nalaz da se odgovor neincizirane Sape u
testu izmicanja Sape pod uticajem mehani¢kog stimulusa ne razlikuje pre i posle razvoja
postincizionog modela bola, ukazuju¢i na to da promene u aktivnosti USP5 enzima postoje
samo na nivou ipsilateralnih spinalnih gangliona. Kona¢no, opisani rezultati elektrofizioloskih
eksperimenata su pokazali da intratekalna primena shRNK-USP5 u pacova 24 sata pre incizije
dovodi do smanjenja gustine izmerenih T-kalcijumovih struja na disociranim telima senzornih
neurona nakon incizije. Znacaj ovih rezultata ogleda se u otkricu uloge mehanizma
deubikvitinacije Cay3.2 kanala u modulaciji bolne transmisije u postincizionom modelu bola.

U literaturi se moze naci sve veéi broj studija u kojima se tat peptidi primenjuju kao
sredstvo za lokalizovanu dostavu lekova u organizmu. Poznato je da primena tat peptida
olakSava sistemsku primenu antagonista natrijumovih i kalcijumovih kanala, c¢ija je
tradicionalna primena limitirana na lokalnu usled velikog potencijala za izazivanje sistemskih
nezeljenih reakcija (Anand i sar., 2015; Samad i sar., 2012). U disertaciji je koris¢en tat 111-1V
peptid, koji sprecava interakciju izmedu USP5 enzima i Cay3.2 kanala i uspesno ublazava
hiperalgeziju u visceralnom (Gadotti i sar., 2015), kao i u inflamatornom i neuropatskom bolu
u miSeva (Garcia-Caballero i sar., 2014). U disertaciji je po prvi put pokazano da intratekalna
primena tat I11-IV peptida dovodi do statisticki znacajnog smanjenja mehanicke hiperalgezije
kod inciziranih WT, ali ne i kod Cay3.2 KO miSeva u testu izmicanja $ape pod uticajem
mehani¢kog stimulusa. Ovaj rezultat ukazuje na to da regulacija deubikvitinacije moze imati
klinicki znacaj u otkrivanju novih analgetickih terapija sa visokom selektivno$¢u za ciljni
protein kao §to je jonski kanal.

U bihejvioralnim eksperimentima pokazano je da TTA-P2, selektivni antagonista T-
kalcijumovih kanala, ispoljava antinociceptivno dejstvo u testu termicke i mehanicke
hiperalgezije u zdravih pacova. Opisani rezultati disertacije u skladu su sa prethodnim
ispitivanjem u kome je opisan antinociceptivni efekat antagonista T-kanala (Todorovic i sar.,
2004).

U postincizionom modelu bola, po prvi put je pokazan antihiperalgezijski efekat
antagonista T-kanala. Pojedina¢na primena TTA-P2 prvog ili drugog dana nakon incizije
ublazila je termi¢ku i mehanicku hiperalgeziju. Takode, ponovljena primena TTA-P2 dva sata,
prvog i drugog dana nakon incizije ispoljila je antihiperalgezijski efekat u testu termicke i
mehanic¢ke nocicepcije, sa izuzetkom prve doze (dva sata nakon incizije) koja nije ispoljila
antihiperalgezijski efekat u testu termicke nocicepcije. Pojedinacna preventivna primena
TTA-P2 neposredno pre izvodenja incizije je ispoljila antihiperalgezijski efekat u testu
termicke, ali ne i u testu mehanicke nocicepcije. Navedeni rezultati su u skladu sa prethodnim
nalazima analgeticke efikasnosti TTA-P2 u inflamatornom modelu bola u miseva, kao i u
neuropatskom bolu u pacova (Choe i sar., 2011). I drugi antagonisti T-kanala pokazali su
analgeticku efikasnost u akutnom bolu i u modelu iritabilnog kolona (Lee, 2013), kao i u
neuropatskom i visceralnom modelu bola (Sekiguchi i sar., 2016; Kim i sar., 2003; Dogrul i
sar., 2003). Konac¢no, poznato je da antagonisti T-kalcijumovih kanala ispoljavaju svoj
antihiperalgezijski efekat u dijabetesnoj neuropatiji pre svega posredstvom Cay3.2 kanala
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(Obradovic i sar., 2014), ali i da selektivna blokada T-kanala u unilateralnoj perifernoj
neuropatiji dovodi do analgezijskog efekta (Delfini i sar., 2013)

Analgeticka efikasnost neurosteroida u postincizionom modelu bola nije do sada ispitana.
Rezultati disertacije su pokazali da epipregnanolon, 5B-redukovani neurosteroid ispoljava
antinociceptivno dejstvo u testu termicke i mehanicke nocicepcije u zdravih pacova, kao i da
pojedinacna doza ovog neurosteroida nakon incizije dovodi do ublazavanja mehanicke
hiperalgezije. Ovaj nalaz korelira sa otkricem da lokalna primena epipregnanolona ublazava
termi¢ku nocicepciju na dozno-zavisan nacin u zdravih pacova (Ayoola i sar., 2014).

Rezultati disertacije su pokazali da sintetski analog epipregnanolona, 33-OH, ujedno i
selektivni antagonista T-kalcijumovih kanala (Todorovic i sar, 2004), ispoljava
antinociceptivni efekat u zdravih pacova. U disertaciji je jasno pokazano da je ovaj efekat
enantioselektivan i posredovan blokadom T-kanala, s obzirom da enantiomer ovog molekula,
koji ne ispoljava afinitet prema T-kanalima, ne pokazuje antinociceptivni efekat u zdravih
pacova. Pojedina¢na primena 33-OH, prvog ili drugog dana nakon incizije u pacova, ispoljila
je antihiperalgezijsko dejstvo u testovima osetljivosti na termicki i mehanicki stimulus. Nakon
ponovljene primene 3B-OH dva sata i prvog dana nakon incizije, zabeleZzen je
antihiperalgezijski efekat oba dana u testu mehanic¢ke hiperlagezije, dok je u testu termicke
hiperalgezije antihiperalgezijski efekat bio evidentan prvog dana, ali ne i dva sata nakon
incizije u pacova. Ponovljena intraplantarna primena 33-OH dva sata, prvog i drugog dana
nakon incizije dovela je do antihiperalgezijskog efekta u testu termicke i mehanicke
nocicepcije prvog drugog i petog postincizionog dana. Od izuzetnog je zna¢aja napomenuti da
je ponovljena primena ovog neurosteroida dovela do skracenja vremena oporavka
hiperosetljivosti na bolni stimulus na 5 dana, u odnosu na kontrolnu grupu u kojoj je bilo
potrebno 7 dana za oporavak. Konacno, preventivna pojedinacna intraperitonealna primena
3B-OH, u kombinaciji sa subanestetickom dozom izoflurana, indukovala je opStu anesteziju u
pacova i dovela je do znacajnog smanjenja termicke 1 mehanicke hiperalgezije nakon incizije.

U disertaciji je prvi put pokazano da sintetski neurosteroid 3p-OH ispoljava analgetic¢ki
efekat u postincizionom modelu bola. Poznato je da Sa-redukovana jedinjenja progesterona,
kao Sto su dihidroprogesteron 1 alopregnanolon, ispoljavaju antialodinijski 1 antihiperalgezijski
efekat u razli¢itim modelima neuropatskog bola (Leonelli i sar., 2007; Meyer i sar., 2010,
2011; Pathirathna 1 sar., 2005a 1 2005b). Takode, alopregnanolon je ispoljio antinociceptivni
efekat u formalinskom testu (Ocvirk 1 sar., 2008) i doveo do smanjenja alodinije i termicke
hiperalgezije u karageninskom modelu inflamatornog bola (Svensson i sar., 2013). Novije
studije su pokazale da neurosteroidi ispoljavaju analgeticki efekat, izmedu ostalog,
posredstvom blokade T-kalcijumovih kanala (Ayoola i sar., 2014; Pathirathna i sar., 2005a,
2005b). Konac¢no, lokalna intraplantarna aplikacija analoga endogenih 5p-redukovanih
neurosteroida, kao $to je 3B-OH neurosteroid, ispoljila je antinociceptivni efekat u testu
izmicanja $ape pod uticajem toplote u zdravih pacova (Todorovic i sar., 2004).

Izostanak akutnog efekta TTA-P2 i 3B8-OH dva sata nakon incizije ukazuje na razlicit
znacaj T-kalcijumovih kanala u razvoju i odrzavanju termi¢ke i mehanicke hiperalgezije. Ovoj
pretpostavci u prilog govori i studija Reichl i sar. (2012) u kojoj je pokazano da muscimol,
GABAA agonista, ispoljava antinociceptivno dejstvo na termicki, ali ne i na mehanicki
stimulus prvog dana nakon incizije.
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Ispitana antinociceptivna doza TTA-P2 nije naruSila motornu spretnost pacova, $to je u
skladu sa prethodno publikovanim podacima (Choe 1 sar., 2011). Ispitane doze
epipregnanolona i 38-OH takode nisu uticale na motornu sposobnost pacova. Trenutno nisu
dostupni literaturni podaci za in vivo ispitivanja toksi¢nosti epipregnanolona i 33-OH.
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E. ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

U postincizionom modelu bola po prvi put je pokazana uloga T-kalcijumovih kanala u
razvoju hiperalgezije. Naime, globalno brisanje Cay3.2 podtipa kalcijumovih kanala skracuje
vreme trajanja hiperalgezije nakon incizije. Ovaj podatak ukazuje po prvi put da bi blokada T-
kanala mogla dovesti do ublazavanja hiperalgezije u postiniczionom bolu.

Poseban nau¢ni doprinos ove disertacije predstavlja otkri¢e hiperekscitabilnosti perifernih
senzornih neurona i uloge T-kanala u njenom razvoju u postincizionom bolu. Pokazano je da
registrovana hiperekscitabilnost nastaje usled povecane aktivnosti T-kanala na telima
perifernih senzornih neurona i moZe se sprediti primenom antagonista T-kanala. Stavise,
primena selektivnhog antagoniste T-kalcijumovih kanala dovodi do normalizacije
ekscitabilnosti senzornih neurona u stanje pre incizije. Ovaj nalaz predstavlja osnov za dalje
ispitivanje analgetickog efekta selektivnih antagonista T-kanala u postincizionom modelu
bola.

Od izuzetnog znacaja za istrazivanje uloge T-kanala u prenosu nociceptivnih informacija je
rasvetljenje mehanizma koji dovodi do povecéanja aktivnosti T-kanala u postincizionom bolu.
U postincizionom modelu bola povecana aktivnost ovih kanala korelira sa njihovom
povec¢anom membranskom ekspresijom. Povecanje membranske frakcije ovih kanala je
direktna posledica povecanja deubikvitinacije ovih kanala posredstvom povecane ekspresije
USP5 enzima nakon incizije. Ovo otkrice objasnjava povecanu aktivnost ovih kanala i
doprinos razvoju hiperekscitabilnosti perifernih senzornih neurona nakon incizije. Takode,
pomenuti nalaz moze potencijalno biti i od znacaja za dalji razvoj analgetic¢kih terapija, kao
Sto su tat peptidi, koje bi prevenirale interakciju izmedu T-kanala i USP5 enzima sa visokom
selektivnos¢u za njihovo mesto interakcije na enzimu.

Zabelezen je znaCajan antihiperalgezijski efekat in vivo primene antagonista T-
kalcijumovih kanala u postincizionom modelu bola. Posebno je vazno otkrice da i
neurosteroidi koji selektivno blokiraju T-kanale dovode do antihiperalgezijskog efekta u
postincizionom modelu bola jer se mozZe koristiti kao osnov za dalja klini¢ka ispitivanja ovih
supstanci u postoperativnom bolu.

Otkrice da preventivna primena neurosteroida kao hipnotika dovodi do
antihiperalgezijskog efekta tokom postoperativnog oporavka, moze biti od izuzetnog znacaja
za buduce klinicke studije sa sintetskim analozima neuroaktivnih steroida, koji bi se
primenjivali kao anestetici sa analgetickim karakteristikama u ljudi. 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.

Podatak da antinociceptivne doze antagonista T-kanala ne naruSavaju motornu spretnost
eksperimentalnih Zivotinja, ukazuju da su ove supstance bezbedne za primenu u dozama u
kojima ispoljavaju antinociceptivno dejstvo.

Uzevsi sve u obzir, otkrice novog mehanizma razvoja postoperativnog bola koji je
posredovan T-kanalima otvara vrata novim potencijalnim terapijskim moguénostima. Samim
tim i 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 postoperativnom bolu.
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