AHOTANIA

bnamak I[Ban OnexcanapoBuu. HusximHa MOZYNsILiss aKTUBHOCTI HEHWPOHIB
HOIIMIIENTUBHUX MEPEX CIMHHOTO MO3KY. — KBamidikariiiina HaykoBa npars Ha mpaBax
pyxonucy. Juceprania Ha 3700yTTs CTyIneHsa AoKTopa ¢igocodii B ramy3si 3Hanb 09
«bionoris» 3a cnemianpHicTIO 091 «bionorisa Ta 6ioximisy. — [HCTUTYT Di3i0I0TT 1M.
0O.0. boromonwust HAH VYkpaiuu, Kuis, 2025 p.

[nimiamiss 1 migTpuMaHHS OOJIIO  3ajeXxaTh BIJ CKJIAJHOI aKTUBHOCTI
nepudeprUIHNUX 1 EHTPATBHUX HEUPOHHUX Mepex. [lepBuHHI adepeHTH mepenaroTh
CEHCOpHI CHTHAJIM BiJl PELENTOPIB Yepe3 TaHMIli JOP3aIbHOTO KOPIHIL 110 CIpoi
PEUOBMHU CHUHHOTO MO3KYy, J¢ 1H(popmalis o0poOiseTbcs MNPOSKUIMHUMHU Ta
JOKaIbHUMHU HeWpoHamu. KirouoBUMHM 30HaMu JUisl Tepefadl HOLMIETITUBHUX
CUTHAIIB € MOBEPXHS JOP3aJIbHOTO POry 1 00JacTi HaBKOJO LIEHTPAJIBLHOIO KaHay
(mmactrHKU [ Ta X). AKTHBHICTH HEWPOHIB 13 CyNpacHiHAJIBHUMH IPOCKITISTMHU
NepeacThCs Al BUCXIIHUMHU TPaKTaMH y TOJOBHMM MO30K. Hu3ximHi muisxu 3i
CTOBOypa MO3KY, B IIEpIIy 4epry Ti, [0 OPOXOASITh B CKIal 3aAHLOOIYHOTO KaHATHUKA
(3bK), MOmyn0l0Th aKTUBHICTh CIIMHHOMO3KOBUX HOIIMIIENITUBHUX 30H, IO MOXE
NOCHIJIIOBAaTH a00 MpUrHIvyBaTh O11b. MexaHi13Mu 11€i HU3X1HOT perysiii, 0COOIUBO
y mactuHkax | ra X, 3anuimiaroThCsi HeIOCTaTHLO BUBYCHUMH.

PoctpaigpHa BeHTpoMenmiadbHa 30Ha jgoBractoro Mo3ky (PBAM) €
HEHTPAJIBHOIO PETPAHCISIIIINHOID CTAHLIEID Cepell HU3BXIIHUX MNUISAXIB O0IhOBOT
peryIilii, ika OTPUMYIOE TPOEKIIii BiJl KOPH, MEPUAKBEAYKTAIBHOI CipOi PEUOBUHH,
Tajamyca Ta IHIIUX CTPYKTyp. AktuBHIcTh PBJIM Bigirpae pons gk y hopmyBaHHI
00JIbOBHUX BIAYYTTIB, TAK 1 X MPUTHIYEHH], IPOTE JETATbHE PO3YMIHHS MEXAHI3MIB LIMX
MPOIIECIB Ha PIBHI CIIMHHOTO MO3KY JIOCI BIJICYTHE.

Metoto poOGotu Oyn0 BU3HAYEHHS CHHANTUYHUX MEXaHI3MIB HM3X1JHOT
MOJYJISIIIT HEHPOHHUX MEPEX HOIUIISTITUBHHX TUIACTUH CIUHHOTO MO3KY. BinoBigHo

JI0 METH 3aBIAaHHAMH poOOTH OYyJIO 3’sICyBaTH BIUIMB HU3X1THUX BOJIOKOH Y ckiaji 3bK



Ta HU3XigHUX TUEIXiB Big PB/IM Ha mnepBuHHO-apepeHTHI BXOAW Ta aKTHUBHICTH
HEWPOHIB MEPIIOi Ta JECATOI INIACTUHOK CIMHHOTO MO3KY TPU3YHIB.

O6’exToM mochiKkeHb Oyla AaKTHBHICTh HEHPOHIB mMepIioi Ta JecsAToi
IUTACTUHOK JI0P3aJIbHOTO POTY CIMHHOTO MO3KY, B TOM Yac K MPEeIMETOM JIO0CTIIKEHb
Oy MEXaH13MHU HU3X1JHOT MOAYJIALIT [IUX HEUPOHIB.

VY po60Ti 3 BUKOPUCTAHHSIM Py CYy9aCHUX METOAMK — €JIeKTPOPi1310T0TIHUX,
(hapMaKoJIOTIYHUX Ta ONTONEHETUYHUX — MPOBEICHO JIOCIIKEHHS 3 IIJUTIO BIIIOBICTH
Ha IIAPOKE KOJIO OKPECICHUWX TMHTaHb. 30Kpema, BIepIie Oylo MOoKa3aHOo, IO
AKTUBHICTh HEHPOHIB HOIUIIEITUBHUX MEPEK MIACTUHKU X CIUHHOTO MO3KY Maiibke
MOBHICTTIO KOHTPOJIFOEThCA HM3XITHUMM muisxamu B ckiaai 3BK, npu npomy
MOIYJISITOPHA 1Sl [IUX HUISIX1B 3aJIEKUTh BiJl YACTOTH 1 TPUBAJIOCTI X aKTUBHOCTI. 3a
JIOTIOMOTOI0  PO3p0o0JIeHOT METOAMKH CrenudiuHoi (POTOCTUMYIAIT BOJOKOH, IO
noxosaTh 3 PBJIM y ex-vivo npenapari CIUHHOTO MO3KY, BIepIie 0yJ10 MoKa3aHo, 10
aKTHBAIllA Il€1 TPyNnu HU3XITHUX AKCOHIB CIPUYUHSE MOHO- Ta IOJICHHANTHYHI
rajbMiBHI BIJITIOBI/II B HEMPOHAX TIJIACTUHKH I, a TaKOXX MPEeCHHANTUYHO PETYIIIOE K
30y/1>KyBajlbHI, TaK 1 TAJIbMIBHI BXOAW Y MEPEX1 HEMPOHIB 1OP3aIbHOTO POTY.

HusxigHi mIsxu € MOTeHIIHHUME MIIIeHSIMH 111 (DapMaKoJIoTivyHOoI Teparrii
NaTOJOrYHUX O0NBbOBUX CTaHIB. PO3yMIHHS MEeXaH13MIB XpOHIYHOTO OOJIF0 HEMOXKIIUBE
0e3 po3yMiHHS HOPMaIBbHOI (i310JI0T1i CTPYKTYP, K1 OEpyTh Y4acTh y HOTO peryisiii
Ta miarpuMadHi. Tomy mnmomiOHI AOCHIIKEHHS CHPUSATUMYTh PO3pOOIll HOBUX Ta
NOKpAIIEHHIO ICHYIOYMX 3aco0iB  JIIKyBaHHA XpOHIYHOro Oo0yt0, 30Kpema,
CIPsIMOBaHUX Ha BITHOBJICHHS 30aJ1aHCOBAHOT HU3X1THOT MOMYJIALII].

3arasioM, B pPoOOOTI MOKa3aHO, IO AKTUBHICTh HU3XIJHUX NUISXIB, sKa
BIJIMOBIJA€ €HJIOTCHHIN, 37aTHa 3/1MCHIOBATH MOBHUN KOHTPOJIb HEUPOHHUX MEPEK
JOMOApPHOro  BIJAULYy  CIMHHOTO MO3KY IIISXOM  OJHOYACHOIO Mpe- Ta
NOoCTCUHANTUYHOro 1HriOyBanHs. [ligTBepmkeHo, 1m0 A0 MPECUHANTHYHOTO
1HT10yBaHHS MEPBUHHUX adePEHTIB CIUIBHO 3aTy4YeHl IEKUIBKO HEUPOMOIYISATOPIB —
HOpAJIpEHAJIiH, JIOTIaMiH, CEPOTOHIH 1 eHJoTeHH1 omioigu. HaBeneni B po0OoTi naHi
CBIIYaThb NP0 MOTYKHY 1 TOYHY HH3XIIHY MOAYJISLI0 COMaTOCEHCOPHOI Ta

BicIIepajbHOT HOIMIICTIINIT Y TIePIIIiii 1 eCsITiil MIaCTUHKaX CIIMHHOTO MO3KY.
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ANOTATION

Blashchak Ivan. Descending modulation of neuronal activity in the spinal cord
nociceptive networks. —Qualification scientific work on the rights of the manuscript.
Dissertation for the Philosophy Doctor degree in field of knowledge 09 "Biology" in
specialty 091 "Biology and Biochemistry". — Institute of Physiology named after O.O.
Bogomolets NAS of Ukraine, Kyiv, 2025.

The initiation and maintenance of pain depend on the complex activity of
peripheral and central neuronal networks. Primary afferents transmit sensory signals
from receptors through dorsal root ganglia to the gray matter of the spinal cord, where
the information is processed by local circuit and projection neurons. Key areas for
transmitting nociceptive signals are the surface of the dorsal horn and regions around
the central canal (laminae | and X). The activity of neurons with supraspinal projections
is further transmitted by ascending tracts to the brain. Descending pathways from the
brainstem, primarily those passing through the dorsolateral funiculus (DLF), modulate
the activity of spinal nociceptive zones, which can either enhance or suppress pain. The
mechanisms of this descending regulation, especially in laminae | and X, remain
insufficiently studied. The rostroventromedial medulla (RVM) is a central relay station
among descending pain regulation pathways, receiving projections from the cortex,
periaqueductal gray, thalamus, and other structures. The activity of the RVM plays a
role both in the formation and suppression of pain sensations, but a detailed
understanding of the mechanisms of these processes at the spinal cord level is still
absent.

The aim of this work was to identify synaptic mechanisms of descending
modulation of neuronal networks in the nociceptive laminae of the spinal cord.
According to this aim, the tasks were to clarify the influence of descending fibers in
the DLF and descending pathways from the RVM on primary afferent inputs and the

activity of neurons in laminae | and X of the rodent spinal cord.



The object of the study was the activity of neurons in laminae | and X of the
dorsal horn of the spinal cord, while the subject was the mechanisms of descending
modulation of these neurons.

Using a range of modern methods—electrophysiological, pharmacological, and
optogenetic—research was conducted to answer a broad set of questions outlined above.
Notably, for the first time it was shown that the activity of neurons in the nociceptive
networks of lamina X of the spinal cord is almost entirely controlled by descending
pathways within the LF, with the modulatory effect of these pathways depending on
the frequency and duration of their activity. Using a developed method of specific
photostimulation of fibers originating from the RVM in an ex vivo spinal cord
preparation, it was demonstrated for the first time that activation of this group of
descending axons causes mono- and polysynaptic inhibitory responses in neurons of
lamina I, and also presynaptically regulates both excitatory and inhibitory inputs in the
dorsal horn neural networks.

Descending pathways are potential targets for pharmacological therapy of
pathological pain states. Understanding the mechanisms of chronic pain is impossible
without comprehending the normal physiology of structures involved in its regulation
and maintenance. Therefore, such studies will contribute to the development of new
and improvement of existing treatments for chronic pain, in particular those aimed at
restoring balanced descending modulation.

In general, this work demonstrated that the activity of descending pathways,
which corresponds to endogenous pain regulation, is capable of complete control over
neuronal networks in the lumbar spinal cord through simultaneous pre- and
postsynaptic inhibition. It was confirmed that presynaptic inhibition of primary
afferents involves a whole range of neuromodulators—noradrenaline, dopamine,
serotonin, and endogenous opioids. The data presented indicate powerful and precise
descending modulation of somatosensory and visceral nociception in spinal cord
laminae | and X.

Keywords:  synaptic  transmission, spinal cord, TRP channels,

electrophysiology, ion channel; neurons, visceral pain, brain, intracellular calcium,
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Ca2+ transients, ischemia, excitotoxicity, inhibition, evoked postsynaptic currents;

electrical stimulation



CHUCOK MYBJIKALI 3A TEMOIO TUCEPTALIT

B sikux omy0/1ikOBaHO OCHOBHi HAyKOBI pe3yJIbTaTH JUCEPTAIii:

1. Krotov, V., Blashchak, 1., Moore, J., Moore, A., Romanenko, S., Voitenko,
N. and Belan, P. (2025). Optogenetic Approach for Investigating Descending Control
of Nociception in Ex Vivo Spinal Cord Preparation. Bio-protocol 15(21): e5483. DOI:
10.21769/BioProtoc.5483. (Q3)

2. Koroid, K., Blashchak, I., & Romanenko, S. (2024). The role of TRPV1 and
glutamate receptors in the synaptic activity of lamina X neurons of the rat spinal cord.
Fiziologicnij Zurnal, 70(5), 49-55. https://doi.org/10.15407/fz70.05.049

Ski 3acBiguyloTh anpodauiro MmarepiajiB auceprauii:

1. Blashchak, 1., Krotov, V., Voitenko, N., Belan, P., Descending control of
lumbar spinal cord neurons by rostroventromedial medulla. FENS Regional Meeting
2021, Krakov, Poland, poster session

2. Blaschak I. O.; Krotov V. V.; Romanenko S. V.; Voitenko N.V.; Belan P. V.,
Descending control of dorsal horn neurons by rostral ventromedial medulla, XVIII
Ukrainian Conference of Young Scientists of IMBG of NAS of Ukraine, 2024, Kyiv,
Ukraine

3. Koroid K. V.; Blaschak I. O.; Romanenko S. V.; Belan P. V., Nociceptive
signaling in lamina X neurons: impact of capsaicin and tetrodotoxin, XVIII Ukrainian
Conference of Young Scientists of IMBG of NAS of Ukraine, 2024, Kyiv, Ukraine

4, K. B. Kopoin, I. O. baamaxk, C. B. Pomanenko, B. B. Kportos, K. C.
AramkoB, M. €. Kpacnsikosa, I1. B. binan, H. B. Boiitenko, CencopHa HOIMIIENITUBHA
AKTUBHICTh B MEPINI Ta AECATIM MIACTUHII JIOMOAPHOTO BTy COMHHOTO MO3KY
IypiB B yMoBax HopMu Ta mnaranorii, VII Hayxoso-npaxmuuna KoH@pepeHyis
"Mexanizmu po3eumxy namolocidHux npoyecié i xeopob ma ix gapmaxono2iyna

kopexuyisn", 2024, XapkiB, YkpaiHa.



5. K. Kopoin; I. baamak; C. Pomanenko; I1. benan, Ilnactunka X: BIJIUB
Karcainuuy ta Terpoaotrokcuny, XXII Yumanns im. B. B. Iliosucoyvrkoco, 2024,
Oneca, Ykpaina

6. 1. Blashchak, S. V. Romanenko, O. Halaidych, K. Koroid, V. Krotov, B. V.
Safronov, Y. M. Usachev, N. V. Voitenko, P. Belan, descending control of nociceptive
processing in spinal lamina X, SfN Neusoscience Meeting Planner, 2024, Chicago,
USA

7. Koroid K.V., Romanenko S.V., Blashchak I. O., Belan P.V Functional
diversity of lamina X neurons and their synaptic response to TRPV1 activation. X1X
Ukrainian Conference of Young Scientists of IMBG of NAS of Ukraine, 2025, Kyiyv,
Ukraine

8. Blashchak 1.0., Romanenko S.V., Halaidych O.V., Koroid K.V., Krotov
V.V., WoitenkoN.V. Belan P.V., Mechanisms of descending control of nociceptive
networks in spinal lamina X. X1X Ukrainian Conference of Young Scientists of IMBG
of NAS of Ukraine, 2025, Kyiv, Ukraine

9. A. Auanpiesceka, I. baamak, O. Ianaiiony, A. Heuait, B. Kportos, I1. binas,
Ponb HU3X1THUX NUIAX1B y PErysAIii HEUPOHHUX MEPEXK JAECATOI IJIACTUHKU CITUHHOTO
MO3KY, |X Mixcuapoona naykosa xonghepenyisn «llcuxoghizionoeiuni ma sicyepanbHi

@yukyii 6 Hopmi i namonoeziiy, 2025, Kuis, Ykpaina



	СПИСОК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 14
	ВСТУП 15
	ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 22
	1.1 Загальна характеристика, класифікація та теорії болю 22
	1.2 Сенсорні мережі спинного мозку 28
	1.3 Низхідні шляхи регуляції болю: 33
	1.3.1 Ростровентромедіальна зона довгастого мозку (РВДМ) 33
	1.3.2 Периакведуктальна сіра речовина (ПАСР) 35
	1.3.3 Блакитна пляма 37

	1.4 Нейрохімія низхідної регуляції 38
	1.5 Загальний огляд оптогенетичних та хемогенетичних методик 40

	МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 43
	2.1 Експериментальні тварини 43
	2.2 Стереотаксична ін’єкція оптогенетичного конструкту 44
	2.3 Виготовлення зрізів та конфокальна мікроскопія 47
	2.4 Виділення препарату цілого спинного мозку миші 48
	2.5 Виділення препарату цілої половини спинного мозку щура з збереженим ЗБК 57
	2.6. Підготовка препарату до петч-клемп реєстрацій, налаштування стимуляційних електродів, реєстрації потенціалу дорзального корінця 61
	2.7 Петч-клемп реєстрації в конфігурації «ціла клітина» 66
	2.8 Статистичні методи, аналіз даних 71

	РЕЗУЛЬТАТИ 74
	3.1. Низхідний контроль ноцицептивної мережі в десятій пластинці спинного мозку 74
	3.1.1 Деполяризація первинних аферентів викликана стимуляцією ЗБК 74
	3.1.2 Вплив частоти стимуляції ЗБК на входи первинних аферентів та мережеву активність нейронів десятої пластинки 79
	3.1.3 Вплив кількості стимуляції ЗБК на входи первинних аферентів та мережеву активність нейронів десятої пластинки 84
	3.1.4 Вплив стимуляції ЗБК на можливість генерації нейронами десятої пластинки потенціалів дії при стимуляції ДК 87
	3.1.5 Часові аспекти низхідної модуляції 89
	3.1.6 Дослідження TRPV1-активованих синаптичних входів до нейронів пластинки X 90

	3.2. Низхідний контроль ноцицептивної мережі в першій пластинці спинного мозку 102
	3.2.1. Розробка методики для вивчення низхідної РВДМ-опосередкованої модуляції ноцицептивних мереж пластинки I дорзального рогу 102
	3.2.2. Експресія AAV9-hSyn-EGFP конструкту після ін’єкції в РВДМ 105
	3.2.3. Експресія AAV9-ChR2-YFP конструкту після ін’єкції в РВДМ 107
	3.2.4 Модуляція сенсорних входів у нейрони пластинки І стимуляцією низхідних аксонів РВДМ 110
	3.2.5 Відповіді нейронів пластинки І на оптичну стимуляцію низхідних аксонів від РВДМ. 115

	3.3. Роль нейромодуляторних систем у загальному пресинатичному інгібуванні 119
	3.3.1 Деполяризація первинних аферентів викликана стимуляцією дорщального корінця 119
	3.3.2 Вплив норадреналіну на викликані потенціали дорзального корінця (ПДК) 121
	3.3.3 Вплив допаміну на викликані потенціали дорзального корінця (ПДК) 127
	3.3.4 Вплив серотоніну на викликані потенціали дорзального корінця (ПДК) 130
	3.3.5 Вплив DAMGO на викликані потенціали дорзального корінця (ПДК) 132
	3.3.6 Комбінована дія нейромодуляторів 134


	ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 139
	4.1 Низхідні шляхи дорзолатерального канатика 139
	4.2. Низхідна модуляція у десятій пластинці люмбарної частини спинного мозку 140
	4.3 Низхідна модуляція у першій пластинці люмбарної частини спинного мозку 145

	ВИСНОВКИ 148
	СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ 150
	СПИСОК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
	ВСТУП
	ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
	1.1 Загальна характеристика, класифікація та теорії болю
	1.2 Сенсорні мережі спинного мозку
	1.3 Низхідні шляхи регуляції болю:
	1.3.1 Ростровентромедіальна зона довгастого мозку (РВДМ)
	1.3.2 Периакведуктальна сіра речовина (ПАСР)
	1.3.3 Блакитна пляма

	1.4 Нейрохімія низхідної регуляції
	1.5 Загальний огляд оптогенетичних та хемогенетичних методик

	МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
	2.1 Експериментальні тварини
	2.2 Стереотаксична ін’єкція оптогенетичного конструкту
	2.3 Виготовлення зрізів та конфокальна мікроскопія
	2.4 Виділення препарату цілого спинного мозку миші
	2.5 Виділення препарату цілої половини спинного мозку щура з збереженим ЗБК
	2.6. Підготовка препарату до петч-клемп реєстрацій, налаштування стимуляційних електродів, реєстрації потенціалу дорзального корінця
	2.7 Петч-клемп реєстрації в конфігурації «ціла клітина»
	2.8 Статистичні методи, аналіз даних

	РЕЗУЛЬТАТИ
	3.1. Низхідний контроль ноцицептивної мережі в десятій пластинці спинного мозку
	3.1.1 Деполяризація первинних аферентів викликана стимуляцією ЗБК
	3.1.2 Вплив частоти стимуляції ЗБК на входи первинних аферентів та мережеву активність нейронів десятої пластинки
	3.1.3 Вплив кількості стимуляції ЗБК на входи первинних аферентів та мережеву активність нейронів десятої пластинки
	3.1.4 Вплив стимуляції ЗБК на можливість генерації нейронами десятої пластинки потенціалів дії при стимуляції ДК
	3.1.5 Часові аспекти низхідної модуляції
	3.1.6 Дослідження TRPV1-активованих синаптичних входів до нейронів пластинки X

	3.2. Низхідний контроль ноцицептивної мережі в першій пластинці спинного мозку
	3.2.1. Розробка методики для вивчення низхідної РВДМ-опосередкованої модуляції ноцицептивних мереж пластинки I дорзального рогу
	3.2.2. Експресія AAV9-hSyn-EGFP конструкту після ін’єкції в РВДМ
	3.2.3. Експресія AAV9-ChR2-YFP конструкту після ін’єкції в РВДМ
	3.2.4 Модуляція сенсорних входів у нейрони пластинки І стимуляцією низхідних аксонів РВДМ
	3.2.5 Відповіді нейронів пластинки І на оптичну стимуляцію низхідних аксонів від РВДМ.

	3.3. Роль нейромодуляторних систем у загальному пресинатичному інгібуванні
	3.3.1 Деполяризація первинних аферентів викликана стимуляцією дорщального корінця
	3.3.2 Вплив норадреналіну на викликані потенціали дорзального корінця (ПДК)
	3.3.3 Вплив допаміну на викликані потенціали дорзального корінця (ПДК)
	3.3.4 Вплив серотоніну на викликані потенціали дорзального корінця (ПДК)
	3.3.5 Вплив DAMGO на викликані потенціали дорзального корінця (ПДК)
	3.3.6 Комбінована дія нейромодуляторів


	ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ
	4.1 Низхідні шляхи дорзолатерального канатика
	4.2. Низхідна модуляція у десятій пластинці люмбарної частини спинного мозку
	4.3 Низхідна модуляція у першій пластинці люмбарної частини спинного мозку

	ВИСНОВКИ
	СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ

