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Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за 
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О.О. Богомольця НАН України, Київ, 2020. 

 

У дисертаційній роботі представлено комплексне дослідження клітинних 

та молекулярних механізмів, що залучені у підтримання хронічного болю 

різного генезу, у cенсорних нейронах спинного мозку. Основна увага була 

зосереджена на встановленні ролі та регуляції функціювання AMPA-

рецепторів у нейронах дорзального рогу (ДР) спинного мозку за наявності 

хронічних больових синдромів різного генезу, а саме периферичного 

запалення та травми спинного мозку. 

Міжнародна асоціація з вивчення болю (IASP) розглядає хронічний або 

постійний біль як біль, що «відірвався» від основного захворювання і набув 

«надорганного» характеру; біль як багатофакторний патологічний феномен, 

часто автономний: такий, що сам себе підтримує. Хронічний біль може 

отримувати риси хвороби («біль як хвороба»); цей стан проявляється не лише 

болем, але й вегетативними, емоційними та психічними порушеннями і 

потребує серйозної терапії. Причиною невдачі при лікуванні хронічного болю, 

за висновками ВООЗ, є, найперше, відсутність повноцінної наукової концепції 

щодо фундаментальних механізмів виникнення та підтримання хронічного 

болю, основою якої були б результати ґрунтовних науково-експериментальних 

досліджень для подальшої розробки нових підходів до терапії болю. 

Відповідно, одним із фундаментальних завдань, які матимуть вагоме 

біомедичне (клінічне) значення, є з’ясування молекулярних та клітинних 
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механізмів розвитку хронічного болю – як у центральній нервовій системі 

(ЦНС), так і периферичній – для пошуку перспективних мішеней у терапії 

больових синдромів та можливості ефективного полегшення больових 

відчуттів. 

Метою роботи було з’ясування спінальних механізмів ноцицепції для 

подальшого пошуку та обґрунтування новітніх біотехнологічних підходів для 

корекції хронічних больових синдромів. 

У роботі було використано комплекс різноманітних методів для 

проведення експериментальних досліджень у галузі сучасної фізіології та 

біомедицини. Усі експерименти проводили на лабораторних тваринах із 

дотриманням міжнародних принципів Європейської конвенції про захист 

хребетних тварин, які використовуються в експериментальних та інших 

наукових цілях, та статті 26 Закону України «Про захист тварин від 

жорстокого поводження» (№3447-IV, 21.02.2006), а також усіх норм біоетики 

та біологічної безпеки, прийнятих в установах НАН України.  

Моделювання хронічного болю різного генезу проводили шляхом а) 

індукування постійного периферичного запалення внаслідок підшкірної 

ін’єкції запального агента СFA у задню кінцівку тварин та б) травми спинного 

мозку при його половинній перерізці (гемісекції). У деяких експериментах 

проводили моделювання хронічного нейропатичного болю (нейропатії 

трійчастого лицевого нерва) шляхом перетяжки інфраорбітального нерву 

лігатурою.  

Оцінку больових синдромів у тварин проводили із використанням низки 

поведінкових тестів для визначення порогу болю у відповідь на теплові (метод 

Харгрівса) та механічні (метод філаментів фон Фрея) стимули та кількісного 

міжгрупового порівняння досліджуваних показників (поведінкових проявів 

больових відчуттів) із застосуванням методів варіаційної статистики при 

кількісній обробці результатів. 
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Фізіологічні методи включали локальне введення тест-речовин в 

інтратекальний простір спинного мозку після хронічної імплантації катетеру у 

поперековий відділ спинного мозку через атланто-окципітальну мембрану, а 

також отримання зрізів спинного мозку.  

Біофізичні підходи включали реєстрацію іонних струмів у режимі 

локальної фіксації мембранного потенціалу (patch-clamp) у конфігурації “ціла 

клітина” (whole-cell) та флуоресцентне вимірювання внутрішньоклітинної 

концентрації іонів кальцію ([Ca2+]i). У роботі були також використані 

молекулярно-біологічні методи (використання полімеразної ланцюгової 

реакції у реальному часі (real-time PCR) та визначення рівня експресії білка 

(Western-blot) у тканині), фармакологічні та математичні методи 

експериментальних досліджень (оцінка провідностей поодиноких каналів з 

використанням нестаціонарного флуктуаційного аналізу струмів, 

опосередкованих активацією AMPA-рецепторів), застосування підходів генної 

інженерії (нокдаун гену, що кодує PKCα, за допомогою антисенсових 

олігонуклеотидів) та нанотехнологій (полімерні мікросфери для депонування 

та контрольованого вивільнення тест-сполук). 

Отримані експериментальні дані свідчать про низку нових аспектів у 

функціонуванні складного комплексу клітинних та молекулярних спінальних 

механізмів, що залучені у підтримання хронічного болю у нейронних мережах 

ДР спинного мозку. Виявлені у проведенних дослідженнях порушення 

трафікінгу AMPA-рецепторів у нейронах ДР вперше в світі демонструють 

причинно-наслідкові зв’язки між порушеннями регуляції функціювання 

AMPA-рецепторів на клітинному рівні та розвитком і підтриманням 

хронічного болю в експериментальних тварин. 

Вперше встановлено молекулярний механізм порушеного обігу AMPA-

рецепторів – інтерналізація GluR2-вмісних рецепторів із синапсів між 

первинними аферентами та ноцицептивними нейронами ДР спинного мозку – 

при тривалому периферичному запаленні. Охарактеризовано каскад 



5 
 
внутрішньоклітинних білків (старгазин, ABP/GRIP, PICK1), які залучені у 

регуляцію обігу AMPA-рецепторів між синаптичною та позасинаптичними 

мембранами за участю ключового ферменту протеїнкінази С підтипу α (РKСα). 

Вперше експериментально продемонстровано, що в сенсорних нейронах 

ДР спинного мозку функціонує чисельна популяція позасинаптичних AMPA- 

рецепторів, які характеризуються змінною проникністю до іонів Ca2+. 

Встановлено, що різні підтипи нейронів експресують за фізіологічних умов 

позасинаптичні AMPA-рецептори подібного складу, які містять домінуючу 

кількість GluR2-субодиниць; це визначає їх низьку проникність до Ca2+. 

Вперше показано порушення обігу позасинаптичних AMPA-рецепторів при 

тривалому периферичному запаленні. 

Вперше екпериментально показано, що порушення трафікінгу AMPA- 

рецепторів призводить до змін у балансі між синаптичним збудженням та 

гальмуванням у нейронних мережах ДР спинного мозку; це, в свою чергу, 

спричиняє довготривалу підвищену збудливість ДР, яка може 

самопідтримуватися – феномен центральної сенситизації. Останній, як 

вважається, опосередковує розвиток і підтримання хронічного болю різного 

генезу. Вперше продемонстровано клітиноспецифічність вищеназваних змін, а 

саме специфіку порушення обігу AMPA-рецепторів та зміщення балансу 

збудження-гальмування у сенсорних нейронах різних підтипів.  

Розроблено та експериментально обґрунтувано новий підхід для 

потенційно нової терапії хронічних больових синдромів із врахуванням 

ключової ролі спінальних механізмів у підтриманні хронічного болю різного 

походження. В основі такого підходу лежить корегування порушень у ланці 

молекулярного каскаду, що опосередковує регулювання трафікінгу AMPA-

рецепторів у сенсорних нейронах ДР спинного мозку. Уперше 

продемонстровано терапевтичні ефекти фармакологічного блокування Ca2+-

проникних AMPA-рецепторів високоселективними сполуками-інгібіторами 

нового покоління (активаційнозалежними блокаторами  ІЕМ-1460 та ІЕМ-
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1925) на полегшення больового синдрому із мінімальними побічними 

ефектами.  

Вперше застосовано генну терапію хронічного болю у 

експериментальних моделях і продемонстровано істотний терапевтичний 

ефект блокування експресії спінальної PKСα на послаблення больового 

синдрому у тварин при тривалому периферичному запаленні. Доведено 

терапевтичну доцільність корегування порушень молекулярного механізму 

регуляції трафікінгу AMPA-рецепторів у нейронах ДР спинного мозку (із 

науковим обґрунтуванням на клітинному рівні) при тривалому периферичному 

запаленні.  

Вперше застосовано новітні підходи у галузі наноінженерії для 

практичного впровадження з метою корекції хронічного больового синдрому, 

а також створено цільові системи доставки біологічно активних сполук для 

потенційного впровадження у терапію болю. 

 

Ключові слова: хронічний біль, спінальні механізми ноцицепції, нейрони 

дорсального рогу, спинний мозок, AMPA-рецептори, периферичне запалення, 

травма спинного мозку. 

 

 

SUMMARY 

Kopach O.V. Targeting cellular and molecular spinal mechanisms of 

nociception for the treatment of chronic pain. – Qualifying scientific work, 

collection of scientific manuscripts.  

 

The thesis for the Degree of Doctor of Biological Sciences in Human and 

Animal Physiology (03.00.13). – Bogomoletz Institute of Physiology, National 

Academy of Science of Ukraine. Kyiv, 2020. 
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The thesis presents the obtained data of a complex study of the intricate cellular 

and molecular mechanisms for the maintenance of chronic pain of different 

aetiology in sensory neurons of the spinal cord. The main focus of the research has 

been on establishing the role and regulation of AMPA receptor functioning in the 

dorsal horn (DR) neurons of the spinal cord in chronic pain syndromes of various 

origins, such as peripheral inflammation and spinal cord injury. 

The International Association for the Study of Pain (IASP) defines chronic or 

persistent pain as pain that has "detached" from the original disease, by overcoming 

it; pain that represents a multicomponent pathophysiological phenomenon, often 

autonomous and self-sustaining. Chronic pain can become a disease on its own 

("pain as a disease") that can be manifested not only by pain but also by autonomic, 

emotional and mental disorders and requires specialized treatment. The lack of the 

effective therapeutic interventions of chronic pain, according to the WHO, is due, 

first of all, to our incomplete understanding of the fundamental mechanisms 

underlying the development and maintenance of chronic pain and the absence of a 

common concept on how to treat pain, which will be based on comprehensive 

research to pave a way for the development of novel strategies to chronic pain 

therapy. Hence, among the fundamental issues of important significance in 

biomedicine (relevant in the clinic) remains deciphering the molecular and cellular 

mechanisms of chronic pain – both in the central nervous system (CNS) and 

peripheral one – to figure out perspective targets for the treatment of chronic pain 

and success in pain relief (alleviated pain behaviour).  

The aim of this study has been to elucidate the spinal mechanisms of 

nociception for further development of novel approaches to alleviate chronic pain 

syndromes. 

In this work, a set of various methods was utilized to carry out research using 

state-of-the-art approaches. All experiments were conducted using laboratory 

animals in full compliance with the international guidelines of the European 

Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and 
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Other Scientific Purposes and Article 26 of the Law of Ukraine "On Protection of 

Animals from Cruelty" (№3447-IV, 21.02.2006), in full accord with the protocols 

approved by bioethics committee in Institutes of National Academy of Science of 

Ukraine. 

For modelling of chronic pain of varied origins, it was utilized (i) persistent 

peripheral inflammation induced by subcutaneous injection of the inflammatory 

agent CFA into the hind limb of animals and (ii) spinal cord injury by hemisection 

of the spinal cord. In some experiments, modelling of chronic neuropathic pain 

(trigeminal neuropathy) was performed by carrying out ligation of the trigeminal 

nerve in mice. 

For the assessment of pain syndromes, behavioural tests were performed in 

animals by employing a set of approaches for measuring the pain threshold in 

response to thermal (Hargreaves method) or mechanical (von Frey method) stimuli, 

followed by a quantitative comparison between the parameters (the behavioural 

outcome of pain) in experimental groups, using methods of variation statistics with 

a quantitative comparison between variables. 

Physiological methods included (i) local delivery of test compounds 

intrathecally into the lumbar segments of the spinal cord through the surgically 

implanted catheter via the atlanto-occipital membrane; (ii) preparation of acute 

spinal cord slices for the experiments carried out in tissue. 

Biophysical methods consisted of electrophysiology for the recordings of 

membrane currents in patch-clamp mode (“whole-cell” configuration) and 

fluorescent measurements of intracellular concentration of free calcium ([Ca2+]i). In 

the study, there were also used molecular biological methods (real-time polymerase 

chain reaction (PCR) and measurements of the protein expression level (Western-

blot) in tissue), pharmacological and mathematical methods (the assessment of 

single channel conductance, by applying a non-stationary fluctuation analysis of 

AMPA receptor-mediated currents), genetic approaches (knockdown of the gene 

encoding PKCα with antisense oligonucleotides) and nanotechnology (fabrication 
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of the purpose-designed polymeric microspheres for local delivery and controlled 

release of a drug). 

The obtained data indicate a range of new findings regarding the cellular and 

molecular spinal mechanisms contributing to the maintenance of chronic pain at the 

neuronal level in the spinal cord. The revealed changes in AMPA receptor trafficking 

in the DR neurons have demonstrated, for the first time, the causality between the 

AMPA receptor dysfunctions at the cellular level and the development and 

maintenance of chronic pain in vivo.  

It has been first described the molecular mechanism of impaired AMPA 

receptor trafficking in persistent peripheral inflammatory conditions – 

internalization of GluR2-containing receptors from the synapses between primary 

afferents and nociceptive neurons of the DR of the spinal cord. The cascade of 

intracellular proteins involved in the molecular basis of dynamic AMPA receptor 

trafficking was characterized (stargazine, ABP / GRIP, PICK1), with the key role of 

protein kinase C subtype α (PKCα). 

For the first time, it has been experimentally validated the functioning of a large 

pool of extrasynaptic AMPA receptors in sensory neurons of the spinal cord, which 

are characterized by variable permeability to Ca2+. It was shown that different 

neuronal subtypes express extrasynaptic AMPA receptors of a similar composition, 

those in physiological conditions predominantly contain GluR2 subunits, hence are 

low permeable to Ca2+. The inflammatory-induced changes in trafficking of 

extrasynaptic AMPA receptors were first found in the DH neurons during persistent 

peripheral inflammation. 

For the first time, it has been experimentally confirmed that changes in AMPA 

receptor trafficking lead to a shift in the balance between synaptic excitation and 

inhibition within the sensory neuronal networks in the spinal cord, causing the 

hyperexcitability of the DR – central sensitization, a phenomenon that is considered 

to underlie the development and maintenance of chronic pain of various origins. It 

was fist demonstrated the cell-specificity of the aforementioned changes. The latter 
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includes the cell-type-specific changes in AMPA receptor trafficking and the shifted 

balance between synaptic excitation and inhibition in neuronal subtypes.  

New approaches have been developed towards a potentially new strategy for 

the treatment of chronic pain, considering the key role of spinal mechanisms in the 

maintenance of chronic pain of various origins, and been experimentally validated. 

This relies on targeting the impaired molecular mechanism regulating the AMPA 

receptor trafficking in sensory neurons of the spinal cord. For the first time, there 

have been demonstrated the therapeutic effects of pharmacological inhibition of 

Ca2+-permeable AMPA receptors by dicationic compounds (IEM-1460 and IEM-

1925), a class of novel highly selective antagonists of these receptors acting in an 

activity-dependent manner, on the relief of persistent inflammatory pain. 

Importantly, no detectable detrimental effects were found for such treatment. 

In this work, it has been first implemented gene therapy for the treatment of 

chronic pain. A significant therapeutic effect of knocking down the spinal PKCα 

expression level on pain relief was shown in animals with persistent peripheral 

inflammation. The efficacy of targeting the impaired molecular mechanism of spinal 

AMPA receptor trafficking for alleviating persistent pain has been proved both on 

pain behaviour in animals in vivo and the restored AMPA receptor functioning in 

sensory neurons of the spinal cord at the cellular level. 

For the first time, novel approaches in nanoengineering and materials science 

have been probed for the treatment of chronic pain. The purposely-designed cargo 

systems were elaborated for delivery of biologically active compounds, aimed at 

their potential applications in pain therapy. 

 

Keywords: chronic pain, spinal nociceptive mechanisms, dorsal horn neurons, 

spinal cord, AMPA receptors, peripheral inflammation, spinal cord injury. 
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ГПСС – гальмівний постсинаптичний струм  

ІВ – індекс випрямлення струму 

мЗПСС – мініатюрний збуджуючий постсинаптичний струм 

мРНК – матрична рибонуклеїнова кислота 
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ПД – потенціал дії 

ЦНС – центральна нервова система 
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IEM-1460 – 1-trimethylammonio-5-1-adamantane-methyl-ammoniopentane 

dibromide, активаційнозалежний блокатор  
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ВСТУП 
 

Актуальність теми. Згідно зі статистичними даними ВООЗ, біль за 

масштабами свого поширення у розвинених країнах світу цілком порівнянний 

із пандемією – щонайменше кожний п’ятий житель Європи страждає від 

хронічного болю різноманітного походження, що становить близько 20% 

населення Європи. Це призводить до невідворотніх втрат внаслідок зниження 

працездатності, а також значних витрат на профілактику охорони здоров’я 

(Rice et al., 2016; Breivik et al., 2006). Міжнародна асоціація з вивчення болю 

(IASP) розглядає хронічний або постійний біль як біль, що «відірвався» від 

основного захворювання і набув «надорганного» характеру, який є 

багатофакторним патологічним феноменом та розвивається у випадках, коли 

неможливо вилучити вплив ініціюючого чинника, часто є автономним, таким, 

що сам себе підтримує (Treede et al., 2019, 2015; Scholz et al., 2019; Nicholas et 

al., 2019; Schug et al., 2019). Хронічний біль може отримувати риси хвороби 

(«біль як хвороба»); цей стан проявляється не лише болем, але й 

вегетативними, емоційними та психічними порушеннями і потребує серйозної 

терапії (Goldberg, McGee, 2011; Jensen et al., 2007). Актуальність відповідних 

досліджень обумовлена відсутністю чіткої схеми ефективного лікування 

хронічного болю в більшості країн світу. Причиною невдачі при лікуванні 

хронічного болю, за висновками ВООЗ, є, найперше, відсутність повноцінної 

наукової концепції щодо фундаментальних механізмів виникнення та 

підтримання хронічного болю, основою якої були б результати ґрунтовних 

науково-експериментальних досліджень для подальшої розробки нових 

підходів до терапії болю. Відповідно, одним із фундаментальних завдань, які 

матимуть вагоме біомедичне (клінічне) значення, є з’ясування молекулярних 

та клітинних механізмів розвитку хронічного болю – як у центральній 

нервовій системі (ЦНС), так і периферичній – для пошуку перспективних 
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мішеней у терапії больових синдромів та можливості ефективного полегшення 

больових відчуттів. 

На сьогодні основним механізмом, котрий, як вважається, опосередковує 

розвиток і підтримання хронічного болю, є так званий феномен центральної 

сенситизації (Treede, 2016; Kuner, 2010; Latremoliere, Woolf, 2009; Woolf, 

1983). IASP характеризує центральну сенситизацію як «підвищену реакцію 

ноцицептивних нейронів у ЦНС на їх нормальні або підпорогові аферентні 

вхідні стимули». В основі цього феномену може лежати щонайменше три 

патофізіологічні процеси, а саме: постійна ектопічна активність як у 

пошкоджених, так і у здорових волокнах периферичних нервів та їх 

дорзальних гангліях, зміни внутрішніх властивостей нейронів та синаптичних 

мереж дорзального рогу (ДР) спинного мозку та порушення регуляції 

низхідних ноцицептивних шляхів. Ці процеси супроводжуються посиленням 

генерації спонтанних потенціалів дії (ПД) у спинному мозку та, як наслідок, 

посиленням та подовженням відповідей нейронів на периферичну 

стимуляцію. Активна увага останніми роками приділяється вивченню 

центральних механізмів ноцицепції, за яких патологічна активність 

поодиноких сенсорних нейронів може призводити до гіперзбудливості 

нейронних мереж, а відтак – патологічної гіперактивності нервової тканини 

(Kuner, 2010; Dubner, Basbaum, 1994). Така гіперактивність має здатність 

самопідтримуватися та призводити до незворотніх змін у функціюванні 

системи загалом (gain-of-function). Природа цих патологічних змін і 

закономірності, котрим вони підпорядковані на клітинному рівні, 

залишаються не з’ясованими, що обмежує поступ у розвитку ефективної 

терапії. 

Для нейронів спинного мозку характерна складна морфологія, яка 

визначається насамперед різноманітністю дендритних розгалужень та їх 

проекцій як у латеральному, так і висхідному-нисхідному напрямках (Häring 

et al., 2018; Szucs et al., 2013; Todd, 2010; Lu, Perl, 2005). Наявність у нейронній 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%A4ring%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29686262
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мембрані чисельних популяцій іонних каналів (потенціалзалежних та 

лігандкерованих) додатково ускладнює повноцінне розуміння деталізованої 

картини регулювання динаміки процесів збудження-гальмування сенсорних 

нейронів для детектування сенсорної інформації та її біофізичної обробки 

(процесінгу) у нейронних мережах ДР спинного мозку для подальшої передачі 

у вищі нервові центри емоційної діяльності, де формується усвідомлене 

(психофізіологічне) відчуття болю. Останнім часом активна увага 

приділяється регуляції функціювання іонотропних глутаматних рецепторів 

AMPA-типу, які активуються збуджуючим нейротрансмітером глутаматом і 

відіграють одну із ключових ролей у збуджувальній синаптичній передачі в 

ЦНС (Heine, Holcman, 2020; Choquet, 2018; Diering, Huganir, 2018; Bredt, Nicoll, 

2003; Malinow, Malenka, 2002). Спинний мозок характеризується високим 

рівнем експресії AMPA-рецепторів; зокрема, нейрони ДР містять AMPA-

рецептори, проникні для іонів Ca2+ (без GluR2 субодиниці у складі тетрамеру, 

що формує активний канал) та Ca2+-непроникні (GluR2-вмісні) (Galan et al, 

2004: Hartmann et al., 2004; Tong, MacDermott, 2006). Експериментальні дані 

свідчать, що цільове порушення експресії AMPA-рецепторів у спинному 

мозку сприяє проявам ноцицептивної пластичності і посилює довготривалу 

гіпералгезію, викликану периферичним запаленням (Han et al., 2019; Lin et al., 

2015; Peng et al., 2012; Hartmann et al., 2004). 

Представлена робота присвячена комплексному дослідженню клітинних 

та молекулярних спінальних механізмів, які лежать в основі феномену 

центральної сенситизації. Основна увага була зосереджена на встановленні 

ролі та регуляції функціювання AMPA-рецепторів у нейронах ДР спинного 

мозку за наявності хронічних больових синдромів різного генезу, а саме: 

периферичного запалення та травми спинного мозку. Оскільки відомості 

щодо динамічного регулювання функцій AMPA-рецепторів у спинному мозку 

практично відсутні, результати таких досліджень представлятимуть істотний 

фундаментальний інтерес, а виявлення терапевтичного ефекту модуляції 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heine%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32101710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holcman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32101710
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функціювання цих рецепторів на поведінкові прояви болю відкриє нові 

перпективи у пошуку новітніх біотехнологічних засобів для лікування 

хронічного болю та обґрунтування клінічних підходів до сучасної терапії 

больових синдромів (зокрема ефективності генної терапії). 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота 

виконана в рамках наукових програм відділу загальної фізіології нервової 

системи (пізніше відділу сенсорної сигналізації) Інституту фізіології ім. О.О. 

Богомольця НАН України: «Генетична корекція функцій глутаматних 

рецепторів спинного мозку як шлях лікування хронічного болю» (2011-2013 

рр.; № державної реєстрації 0110U004750), «Розробка нових терапевтичних 

стратегій лікування хронічного болю з малою кількістю побічних ефектів, що 

базуються на генетичному регулюванні динамічних властивостей глутаматних 

рецепторів нейронів спинного мозку» (2010-2014 рр.; № державної реєстрації 

0110U004761), у рамках гранту НАН України для молодих вчених 

«Функціонування нейрональних мереж спинного мозку при тривалому 

запаленні: участь АМРА-рецепторів у спонтанній активності нейронів» (2011-

2012 рр.; № державної реєстрації 0111U007132), «Ендогенна та фармакологічна 

регуляція внутрішньоклітинної та міжклітинної сигналізації в клітинах нервової 

системи в нормі та патології» (2011-2013 рр.; № державної реєстрації 

0110U004750), «Молекулярні та генетичні механізми клітинної сигналізації в 

нормі та патології» №UF45.2/001 (на базі державної ключової лабораторії 

молекулярної та клітинної біології) та «Розробка новітніх знеболюючих 

засобів на основі інгібіторів кальцій-проникних АМРА-рецепторів» (2015-

2019 рр.; № державної реєстрації 0115U003632). 

Мета дослідження: з’ясування спінальних механізмів ноцицепції для 

подальшого пошуку та обґрунтування новітніх біотехнологічних підходів для 

корекції хронічних больових синдромів. 

Завдання дослідження: 
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1. Виявити порушення функціювання синаптичних AMPA-рецепторів у 

нейронах ДР спинного мозку при периферичному запаленні як 

потенційний механізм, що опосередковує феномен центральної 

сенситизації при больових синдромах. 

2. З’ясувати молекулярні механізми порушення функціювання 

синаптичних AMPA-рецепторів та виявити участь інших клітинних 

білків, залучених у зміни функціювання цих рецепторів у синапсах 

ноцицептивних нейронів, при периферичному запаленні. 

3. Встановити функціювання позасинаптичних AMPA-рецепторів у 

нейронах ДР спинного мозку за фізіологічних умов та охарактеризувати 

їх можливі зміни при тривалому периферичному запаленні. 

4. Оцінити динамічний обіг AMPA-рецепторів між синаптичною та 

позасинаптичними ділянками мембрани у нейронах ДР спинного мозку 

при тривалому запальному болю. 

5. Вивчити функціювання нейронних мереж ДР спинного мозку та 

встановити баланс між збудженням і гальмуванням за фізіологічних умов 

та при больовому синдромі. 

6. Оцінити зміни функціювання нейронних мереж ДР спинного мозку при 

хронічному болю різного генезу (периферичного та центрального 

походження).  

7. Розробити метод локальної цільової доставки інгібіторів нового 

покоління у поперековий відділ спинного мозку та з’ясувати 

терапевтичний вплив фармакологічного блокування AMPA-рецепторів 

на полегшення больового синдрому. Оцінити побічні ефекти такої 

терапії. 

8. Охарактеризувати ефект фармакологічного блокування протеїнкінази С 

альфа (PKСα) як мішені для корегування порушеного обігу AMPA-

рецепторів у нейронах ДР спинного мозку та модулювання хронічного 

болю при периферичному запаленні.  
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9. Застосувати генну терапію для корекції хронічного болю та оцінити 

терапевтичну ефективність генетичного вимкнення (нокдауну) PKСα у 

спинному мозку на експериментальній моделі периферичного запалення. 

Обґрунтувати застосування такого підходу на клітинному рівні.  

Об’єкт дослідження – активність сенсорних нейронів і нейронних мереж 

дорзального рогу спинного мозку та поведінкові прояви больових відчуттів 

при експериментальному моделюванні хронічних больових синдромів. 

Предмет дослідження – клітинні та молекулярні спінальні механізми 

виникнення та корегування хронічного болю у спинному мозку. 

Методи дослідження включають біофізичні підходи, зокрема реєстрацію 

іонних струмів у режимі локальної фіксації мембранного потенціалу (patch-

clamp) у конфігурації “ціла клітина” (whole-cell) та флуоресцентне 

вимірювання внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію ([Ca2+]i), 

фізіологічні (введення тест-речовин в інтратекальний простір спинного мозку, 

моделювання хронічного болю різного генезу), молекулярно-біологічні (real-

time PCR та Western-blot), фармакологічні та математичні методи 

експериментальних досліджень (оцінка провідностей поодиноких каналів), 

застосування підходів генної інженерії, нанотехнологій, поведінкові тести на 

лабораторних тваринах і методи варіаційної статистики при кількісній обробці 

результатів. 

Наукова новизна отриманих результатів. Отримані експериментальні 

дані свідчать про низку нових аспектів у функціонуванні складного комплексу 

клітинних та молекулярних спінальних механізмів, що залучені у підтримання 

хронічного болю у нейронних мережах ДР спинного мозку. Експериментально 

обґрунтуванний новий підхід для полегшення хронічних больових відчуттів 

шляхом селективного таргетування ланок молекулярного каскаду, що 

забезпечує регулювання динамічного обігу (трафікінгу) AMPA-рецепторів у 

сенсорних нейронах спинного мозку. Виявлені у проведенних 

експериментальних дослідженнях порушення трафікінгу AMPA-рецепторів у 
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нейронах ДР вперше в світі демонструють причинно-наслідкові зв’язки між 

порушеннями регуляції функціювання AMPA-рецепторів на клітинному рівні 

та розвитком і підтриманням хронічного болю у експериментальних тварин. 

Вперше встановлено молекулярний механізм порушеного обігу AMPA-

рецепторів – інтерналізація GluR2-вмісних рецепторів із синапсів між 

первинними аферентами та ноцицептивними нейроними ДР спинного мозку – 

при тривалому периферичному запаленні та охарактеризовано каскад 

внутрішньоклітинних білків, залучених у регуляцію трафікінгу синаптичного 

пулу рецепторів (старгазин, ABP/GRIP, PICK1 та РKСα як ключовий фермент-

регулятор). Продемонстровано, що саме ці зміни є однією із необхідних 

передумов підтримання хронічного запального болю. 

Вперше експериментально продемонстровано, що в сенсорних нейронах 

ДР спинного мозку функціонує чисельна популяція позасинаптичних AMPA- 

рецепторів, які характеризуються змінною проникністю до іонів Ca2+, і що 

різні підтипи нейронів експресують за фізіологічних умов позасинаптичні 

AMPA-рецептори подібного складу, які містять домінуючу кількість GluR2-

субодиниць; це визначає їх низьку проникність до Ca2+. Вперше показано 

порушення обігу позасинаптичних AMPA-рецепторів при тривалому 

периферичному запаленні. 

Вперше екпериментально показано, що порушення трафікінгу AMPA- 

рецепторів призводить до змін у балансі збудження та гальмування у 

нейронних мережах ДР спинного мозку; це, в свою чергу, спричиняє 

довготривалу підвищену збудливість ДР, яка може самопідтримуватися і 

опосередковувати хронічний біль різного генезу. 

Вперше продемонстровано клітиноспецифічність вищеназваних змін, а 

саме: специфіку порушення обігу AMPA-рецепторів та зміщення балансу 

збудження-гальмування у сенсорних нейронах різних підтипів. 

Розроблено метод цільової доставки терапевтичного матеріалу для 

локального таргетування нейронів поперекового відділу спинного мозку. 
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Вперше продемонстровано терапевтичний вплив фармакологічного 

блокування Ca2+-проникних AMPA-рецепторів високоселективними 

сполуками-інгібіторами нового покоління (активаційнозалежними 

блокаторами  ІЕМ-1460 та ІЕМ-1925) на полегшення больових синдромів із 

мінімальними побічними ефектами. 

Вперше застосовано генну терапію для корекції хронічного болю у 

експериментальних моделях лабораторних тварин та продемонстровано 

істотний терапевтичний ефект блокування експресії PKСα на послаблення 

больового синдрому при тривалому периферичному запаленні (із науковим 

обґрунтуванням на клітинному рівні). 

Вперше застосовано новітні підходи у галузі наноінженерії для 

практичного впровадження з метою корекції хронічного больового синдрому, 

а також у створенні цільових біоматеріалів для потенційного впровадження у 

терапію болю. 

Практичне значення отриманих результатів. Результати дослідження 

мають фундаментальне значення для деталізованого розуміння каскаду 

молекулярних механізмів у нейронах ДР та порушень процесів збудження і 

гальмування на рівні нейронних мереж спинного мозку, які лежать в основі 

довготривалого підтримання больових синдромів. Вагомість роботи полягає 

найперше у формулюванні гіпотези щодо ключового вкладу центральних 

механізмів у підтримання хронічного болю та у науковому обґрунтуванні 

концепції нових підходів для  терапії хронічного болю різного походження. 

Практичне значення дослідження полягає в розробленні нових 

біотехнологічних підходів для полегшення хронічного болю. В основі такого 

напрямку лежить селективне таргетування виявленного фундаментального 

механізму больової пластичності ЦНС шляхом фармакологічної корекції 

порушень функціювання AMPA-рецепторів у нейронах ДР (із використанням  

інгібіторів нового покоління) та застосування генної терапії (нок-дауна РKСα 

за допомогою антисенсових олігонуклеотидів). Терапевтичні ефекти, 
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продемонстровані на експериментальних тваринах, відкривають нові 

можливості для розробки новітніх методів у боротьбі з хронічним запальним 

болем (патент на корисну модель № 94492 від 10.11.2014). 

Розроблений інноваційний підхід із застосуванням нанотехнологій може бути 

використаний для цільової доставки локальних анестетиків та інших високоактивних 

сполук зі зменшенням  їх потенційних побічних ефектів при використанні у клініці. 

Особистий внесок здобувача. Автором проведено науковий пошук та 

критичний аналіз наявних даних літератури щодо обґрунтування ролі та 

вибраного таргетування AMPA-рецепторів для потенційної корекції 

хронічного болю. При проведенні досліджень автором особисто виконано 

основну частину експериментальної роботи, аналіз отриманих результатів, їх 

наукову інтерпретацію та узагальнення, формулювання висновків та 

написання статей. Деякі експерименти були проведені разом зі співавторами 

опублікованих робіт, зокрема співробітниками Інституту фізіології ім. О.О. 

Богомольця НАН України к.б.н. В.Ю. Вятченко-Карпінским, А.О. Сотником, 

к.б.н. В.В. Кротовим, Ю.В. Гончаренко, к.б.н. Є. Іщенко. Аналіз провідностей 

AMPA-рецепторів проведено у співпраці із співробітником інституту ім. О.О. 

Богомольця к.б.н. А.Л. Борисюк. Моделювання травми спинного мозку та 

оцінку ступеня дисфункцій у експериментальних тварин проводили разом із 

співробітником Національного Медичного Університету України імені О.О. 

Богомольця д.м.н. В.В. Медвєдєвим. Дослідження екпресії PKСα проводили у 

співробітництві із завідувачем відділом загальної та молекулярної 

патофізіології д.м.н. В.Є. Досенком та к.б.н. А. Шиш. Дослідження 

молекулярних механізмів порушення трафікінгу синаптичних AMPA-

рецепторів було проведено на базі Школи Медицини Універститету Джона 

Хопкінса (Балтимор, США) (керівник проф. Я.Х. Тао). Експерименти з 

моделювання травмування трійчастого нерва та периферичних ноцицепторних 

нейронів були проведені на базі Лабораторії ноцицепції Університетського 

Коледжу Лондона (керівник проф. Дж.Н. Вуд). Автор щиро вдячний керівнику 
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Лабораторії імиджингу синапсів Інституту Нейрології Університетського 

Коледжу Лондона (UCL, Великобританія) проф. Д.А. Русакову та професору 

Університету Королеви Марії (QMU, Лондон, Великобританія) Г.Б. 

Сухорукову за плідну співпрацю із використанням підходів у галузі 

нанотехнологій та застосуванням наноматеріалів для практичного 

впровадження, а також завідувачу відділом біофізики мембран Інституту 

фізіології ім. О.О. Богомольця проф. П.В. Білану за плідну співпрацю. 

Автор висловлює подяку науковому консультанту проф. Н.В. Войтенко 

за допомогу у плануванні комплексного підходу та організації проведення 

досліджень, в обговоренні та підготовці матеріалів до публікацій. 

Апробація результатів дисертації. Основні положення роботи 

доповідались на щорічних конференціях Американського Товариства 

Нейронаук (Сан Дієго, 2007, 2010 та 2013; Чікаго, 2009; Вашингтон, 2014 та 

2017, США), щорічних з’їздах Фізіологічного Товариства Великобританії 

(Едінбург, 2012; Абердин, 2019), Конгресах Міжнародного Товариства 

Дослідження Мозку (Флоренція, 2011, Італія; Ріо-де-Жанейро, 2015, Бразилія), 

форумах Европейського Товариства Нейронаук (Женева, 2008, Швейцарія; 

Амстердам, 2010, Нідерланди; Барселона, 2012, Іспанія), Конгресах 

Фізіологічних Наук (Кіото, 2009, Японія; Бірмінгем, 2013, Великобританія), 

Товариства Нейронаук Польщі (Варшава, 2009) та Українського Товариства 

Нейронаук (Київ, 2014 та 2017, Україна), слухали та обговорювали на 

засіданнях сектору молекулярної фізіології Інституту фізіології ім. О.О. 

Богомольця НАН України. 

Публікації. Результати дисертації викладено у 14 статтях (опублікованих 

у виданнях, віднесених до першого і другого квартилів (Q1 і Q2) відповідно до 

класифікації SCImago Journal and Country Rank або Journal Citation Reports) та 

42 тезах міжнародних конференцій та з’їздів. 
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РОЗДІЛ 1 
 
СИНАПТИЧНІ АМPА-РЕЦЕПТОРИ: МОЛЕКУЛЯРНИЙ МЕХАНІЗМ 

РЕГУЛЯЦІЇ ДИНАМІЧНОГО ОБІГУ РЕЦЕПТОРІВ РІЗНОГО 

СУБОДИНИЧНОГО СКЛАДУ ЗА ФІЗІОЛОГІЧНИХ УМОВ ТА ПРИ 

ХРОНІЧНОМУ БОЛЮ 
 
  
1.1. Тривале периферичне запалення супроводжується 

інтерналізацією GluR2-вмісних АМРА-рецепторів із синапсів між 

первинними аферентами та ноцицептивними нейронами 

дорзального рогу спинного мозку за участі NMDA-рецептор-

опосередкованої активації PKC 
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1.2. Фармакологічне інгібування та генетичне вимкнення експресії 

PKCα у поперековому відділі спинного мозку супроводжується  

корекцією порушеного обігу синаптичних AMPA-рецепторів між 

первинними аферентами і ноцицептивними нейронами 

дорзального рогу спинного мозку та полегшенням болю  
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РОЗДІЛ 2 

 
ПОЗАСИНАПТИЧНІ АМРА-РЕЦЕПТОРИ:  

 ФУНКЦІОНУВАННЯ ТА CA2+-ПРОВІДНІСТЬ У НОРМІ ТА ПРИ 

ТРИВАЛОМУ ПЕРИФЕРИЧНОМУ ЗАПАЛЕННІ 

 
2.1. Периферичне запалення призводить до змін трафікінгу 

позасинаптичних AMPA-рецепторів у сенсорних нейронах 

дорзального рогу спинного мозку 
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2.2. Розвиток больового синдрому супроводжується збільшенням Ca2+-

провідних AMPA-рецепторів у позасинаптичних мембранах 

нейронів дорзального рогу спинного мозку  
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2.3. Екстрасинаптичні AMPA-рецептори у дорзальному розі спинного 

мозку: функціонування та значимість у підтриманні хронічного 

болю 
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РОЗДІЛ 3 
 

ФЕНОМЕН ЦЕНТРАЛЬНОЇ СЕНСИТИЗАЦІЇ  

ПРИ ХРОНІЧНИХ БОЛЬОВИХ СИНДРОМАХ РІЗНОГО ГЕНЕЗУ: 

ВКЛАД ПОРУШЕНЬ ОБІГУ АМРА-РЕЦЕПТОРІВ У 

ГІПЕРЗБУЛИВІСТЬ НЕЙРОНАЛЬНИХ МЕРЕЖ СПИННОГО МОЗКУ 

 

 

3.1. Порушення трафікінгу AMPA-рецепторів у нейронах дорзального 

рогу при тривалому периферичному запаленні призводить до 

клітинноспецифічних змін у балансі між синаптичним 

збудженням та гальмуванням у нейронних мережах спинного 

мозку 
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3.2. Клітинноспецифічні зміни у балансі між синаптичним збудженням та 

гальмуванням у нейронних мережах дорзального рогу внаслідок 

травми спинного мозку призводять до спастичності та хронічного 

болю 
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3.3. Гіперзбудливість сенсорних нейронів, спричинена збільшенням 

внутрішньоклітинного входу Ca2+, призводить до виникнення 

больового синдрому при хворобі Фабрі 
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3.4. Роль натрієвих каналів підтипу 1.9 у розвитку хронічного 

нейропатичного болю при невралгії трійчастого нерва  
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РОЗДІЛ 4 

РОЗРОБКА НОВИХ ПІДХОДІВ ДЛЯ ТЕРАПІЇ БОЛЬОВИХ 

СИНДРОМІВ: ФАРМАКОЛОГІЧНІ ПІДХОДИ ТА ЗАСТОСУВАННЯ 

ГЕННОЇ ТЕРАПІЇ І НАНОТЕХНОЛОГІЙ  

 
4.1. Хронічна імплантація катетеру у субарахноїдальний простір 

поперекового відділу спинного мозку через атланто-окципітальну 

мембрану як метод цільової доставки терапевтичних сполук 
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4.2. Терапевтичний ефект селективного блокування Ca2+-проникних 

AMPA-рецепторів інгібіторами нового покоління на полегшення 

хронічного больового синдрому при тривалому периферичному 

запаленні не супроводжується виникненням побічних ефектів 
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4.3. Роль PKСα у порушеному обігу AMPA-рецепторів у нейронах ДР 

спинного мозку при тривалому периферичному запаленні: 

застосування генної терапії для лікування хронічного болю  
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4.4. Застосування наноінженерії для лікування хронічного болю при 

тривалому периферичному запаленні: полімерні мікрокапсули 
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4.5. Наноінженерні полімерні плівки для депонування та індукованого 

вивільнення біологічно активних сполук 
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ВИСНОВКИ 
 

У дисертаційній роботі представлені результати комплексного 

дослідження клітинних та молекулярних спінальних механізмів хронічного 

болю; ідентифіковано порушення динамічного обігу AMPA-рецепторів як 

центральний механізм, що опосередковує підтримання хронічного болю 

різного генезу, з’ясовано молекулярний механізм таких порушень та 

запропоновано нові підходи для полегшення хронічних больових синдромів із 

мінімальною кількістю побічних ефектів, які базуються на корекції виявлених 

порушень.  

1. Тривале периферичне запалення викликає зменшення популяції GluR2-

вмісних AMPA-рецепторів у синапсах між первинними аферентами та 

ноцицептивними нейронами спинного мозку. Показано, що в основі 

такого зменшення лежить вилучення (інтерналізація) GluR2-вмісних 

AMPA-рецепторів із постсинаптичної мембрани. 

2. Описаний молекулярний механізм, що опосередковує інтерналізацію 

синаптичних GluR2-вмісних AMPA-рецепторів при периферичному 

запаленні, та охарактеризовано каскад внутрішньоклітинних білків 

(старгазин, ABP/GRIP, PICK1 та протеїнкіназа С підтипу α), залучених у 

цей процес. 

3. У нейронах дорзального рогу (ДР) спинного мозку функціонує чисельна 

популяція позасинаптичних AMPA-рецепторів, у яких за фізіологічних 

умов домінують GluR2-вмісні рецептори, що визначає відносно низьку 

проникність позасинаптичних AMPA-рецепторів для іонів кальцію. 

Сенсорні нейрони різних типів у спинному мозку щурів експресують 

AMPA-рецептори подібного складу. При периферичному запаленні 

кількість Ca2+-проникних AMPA-рецепторів у позасинаптичних 

мембранах збільшується. 
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4. Тривале периферичне запалення посилює вбудовування GluR1-вмісних 

Ca2+-проникних AMPA-рецепторів у позасинаптичні ділянки мембрани 

нейронів ДР спинного мозку. Механізм такого вбудовування є РKСα-

залежним. 

5. Порушення динамічного обігу AMPA-рецепторів у нейронах ДР 

призводять до змін у балансі між збудженням та гальмуванням у 

нейронних мережах, що спричиняє сенситизацію ДР спинного мозку. 

6. Порушення трафікінгу AMPA-рецепторів у найронах ДР мають місце при 

больових синдромах різного генезу (як периферичного, так і центрального 

походження). Гіперзбудливість (сенситизація) мереж ДР спинного мозку 

є результатом посилення збуджуючої синаптичної передачі та 

послаблення синаптичного гальмування. Такі зміни є 

клітинноспецифічними, а саме зміщення балансу у бік збудження 

адаптивних нейронів (переважно збуджуючі інтернейрони) та посилене 

синаптичне інгібування нейронів тонічного типу (гальмівні 

інтернейрони). 

7. Розроблено метод цільової доставки у поперековий відділ спинного мозку 

для таргетування нейронів ДР з метою терапії хронічного болю. Отримані 

дані демонструють терапевтичний ефект фармакологічного блокування 

Ca2+-проникних AMPA-рецепторів інгібіторами нового покоління 

(активаційно-залежними блокаторами) на полегшення больового 

синдрому з мінімальними побічними ефектами. 

8. Показано терапевтичний вплив фармакологічного блокування PKСα як 

мішені для корегування порушеного трафікінгу AMPA-рецепторів у 

нейронах ДР спинного мозку та полегшення хронічного болю при 

тривалому периферичному запаленні.  

9. Запропоновано застосування генної терапії хронічного болю. 

Продемонстровано терапевтичні ефекти нокдауну PKСα у поперековому 

відділі спинного мозку на полегшення запального болю у 
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експериментальних тварин та обґрунтовано ефективність такого підходу 

на клітинному рівні. 

Отримані дані демонструють причинно-наслідкові зв’язки між 

порушеннями регуляції динамічного обігу AMPA-рецепторів у нейронах ДР 

спинного мозку та розвитком і підтриманням хронічного болю, а також 

науково обґрунтовують впровадження нових підходів у стратегію лікування 

хронічних больових синдромів із врахуванням ключової ролі центральних 

механізмів у підтриманні хронічного болю різного походження. 
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