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Komparativno ispitivanje mehanizama antiparazitskog i toksi¢nog dejstva
gabaergickih i holinergickih antihelmintika

Kratak sadrzaj

Gabaergicki i holinergicki sistem u neuro-miSiénom sistemu parazitskih nematoda su glavna
ciljna mesta delovanja antihelmintika. U okviru holinergi¢kog sistema nematoda, farmakologki znacaj ima
pre svega nikotinski-acetilholinski receptor (nAChR). S druge strane, GABA-receptor parazitskih
nematoda je prvobitno oznacen kao glavno mesto dejstva avermektina i milbemicina. Medutim,
vremenom se pokazalo da ovi lekovi deluju i na jedan potpuno nov, do tada neopisani glutamat-zavisni
hloridni jonski kanal u farinksu nematoda. Pored toga, znac¢ajno je da neki aktivni principi etarskih ulja
imaju dokazana antiparazitska svojstva, i da postoje indicije da deluju upravo preko ova dva receptorska
sistema.

Osnovni problemi koji danas ugrozavaju antiparazitsku terapiju su razvoj rezistencije i ¢esto
ispoljavanje toksi¢nih efekata antiparazitskih lekova. Da bi se bolje razumeli mehanizmi dejstva
gabaergickih i holinergi¢kih antihelmintika ispitali smo farmakoloske karakteristike predstavnika ove dve
grupe lekova na neuro-mi$i¢nom preparatu velike nematode svinja Ascaris suum. Takode, znacajno je bilo
komparativno ispitati razlike u dejstvu gabaergickih i holinergi¢kih antihelmintika na odgovarajuce
receptore sisara (ispitivanja su izvrsena na izolovanoj dijafragmi i ileumu pacova) i na taj nacin analizirati
mehanizme njihovih neZeljenih efekata. U nasim istrazvanjima mereni su efekti kontrakcije ili relaksacije
izolovanih preparata i odgovarajuéim statistickim metodama obradivani dobijeni rezultati (nelinearna
regresija, ANOVA, t-tets).

Na osnovu rezultata dobijenih u ispitivanjima doneti su sledeci zakljucci: (1) Agonisti L, N i B
tipa nikotinskog-acetilholinskog receptora (nAChR) nematoda, ispitivani na modelu neuro-misi¢nog
preparata A. suum, ispoljili su razli¢itu efikasnost. Najvisu efikasnost u prvoj grupi ispitivanih agonista,
ispoljio je pirantel (agonista L-tipa nikotinskog receptora ECs0=0.010uM, Ema.x=2.5g), zatim befinijum
(agonista B-tipa nikotinskog receptora ECs50=0.37uM, Emax=2.7g) i na kraju acetilholin (endogeni
neurotransmiter), agonista sva tri tipa L, N i B nikotinskog receptora (EC50=6.12-6.45uM, Emax=1.71-2.07g).
Najvisu efikasnost u drugoj grupi ispitivanih agonista nikotinskog receptora ispoljio je tribendimidin
(najverovatnije agonista L-tipa nikotinskog receptora, ECs0=0.064uM, Ema=1.29g), zatim levamizol
(agonista L-tipa nikotinskog receptora, EC5=0.34uM, Ema.=0.68g) i na kraju nikotin (agonista N-tipa
nikotinskog receptora, EC50=4.99uM, Ena.x=1.07g). (2) Nikotinski-acetilholinski receptor A. suum, na koji
deluju tribendimidin i nikotin ispoljava osobine oba tipa nAChR sisara: a) karakteristike miSi¢nog tipa
nAChR sisara, jer je osetljiv pre svega na pankuronijum ali i na tubokurarin; b) karakteristike neuronskog
tipa nAChR sisara, jer je osetljiv pre svega na mekamilamin ali i na heksametonijum. (3) GABA izaziva
dozno-zavisnu relaksaciju neuro-misi¢nog preparata A.suum, sa vredno$éu srednje ECsp od 7.40uM, dok
piperazin relaksaciju izaziva sa ECsp od 331uM. Receptor preko koga GABA i piperazin ostvaruju
relaksaciju A. suum razli¢it je od GABAa receptora sisara jer je neosetljiv na bikukulin (specifi¢ni
antagonista GABAAx receptora). (4) Ivermektin i moksidektin sami po sebi ne dovode do relaksacije neuro-
misiénog preparata A. suum. Ivermektin ne potencira relaksaciju koju izaziva GABA. Medutim, ivermektin
dovodi do relaksacije samo kada je aplikovan posle GABA ili na neuro-misiénim preparatima A. suum sa
velikom amplitudom spontane aktivnosti (spontane kontrakcije i relaksacije od oko 0.5g). Ivermektin za
svoje dejstvo najverovatnije zahteva prethodnu aktivaciju GABA-zavisnog hloridnog kanala. (5) Karvakrol
u koncentracijama od 100 i 300uM, izaziva dugotrajnu relaksaciju neuro-misi¢nog preparata A. suum.
Karvakrol signifikantno potencira relaksaciju koju izaziva GABA i signifikantno inhibise dozno-zavisne
kontrakcije izazvane sa ACh, pomerajuc¢u vrednost ECso ACh sa kontrolnih 5.22uM, na 13.88uM i 22.72puM.
Karvakrol smanjuje maksimalni kontraktilni efekat ACh sa kontrolnih 3.1g na 2.50g i 1.96g. Ovde se
verovatno radi o klasicnom nekompetitivnom fizioloskom antagonizmu, koji karvakrol ispoljava u odnosu
na ACh. (6) Ni jedna kombinacija razli¢itih parametara elektri¢ne poljne stimulacije (EFS) (10 do 100Hz,
0.01-1.0ms, 5 do 30V, od 2.0s do kontinuirane stimulacije), ne izaziva indirektnu stimulaciju neuro-
misiénog preparata A. suum (kontrakcije su neosetljive na mekamilamin). Objasnjenje moze biti veca
osetljivost miSi¢ne kontraktilne masine na EFS u odnosu na nerve koji oslobadaju ACh. Kontrakcije A.



suum dobijene sa EFS su ipak bile osetljive na 10 i 30uM GABA, sto se moZe objasniti snaznom
hiperpolarizacijom mi$i¢nih i nervnih ¢elija askarisa koju GABA izaziva. (7) GABA u koncentraciji od 1uM
udvostruc¢uje vrednost ECso ACh sa 4.42uM na 10.94pM, bez znacajnije promene Enax. Ivermektin 300nM,
ne menja znacajnije vrednost ECso ACh (10.26uM u odnosu na kontronih 8.09uM), ali smanjuje vrednost
Emax za 0.5g. Kada se primene zajedno, GABA i ivermektin povecavaju vrednost ECsp ACh sa 8.28uM na
50.13uM i smanjuju vrednost Emax sa 2.51g na 1.90g. Kombinacija GABA i ivermektina ispoljava visoko
signifikantnu inhibiciju dejstva ACh u svim koncentracijama u kojima je on primenjen, pri ¢emu je efekat
kombinacije bio veéi od njihovih pojedina¢nih dejstava. (8) Piperazin u koncentraciji od 100pM ne menja
vrednost ECsp acetilholina (10.76pM u odnosu na kontrolnih 9.47uM) ali smanjuje vrednost Emax za skoro
1g (sa 4.38g na 3.45g). Kada se piperazinu doda ivermektin 300nM, vrednost ECs acetilholina se i dalje ne
menja, ali se Emax smanjuje do 2.73g. Smanjivanje maksimalnog efekta bez promene ECsp ostvaruju
nekompetitivni antagonisti, kako se piperazin i ivermektin mogu oznaciti u odnosu na dejstvo ACh. (9)
Agonisti nikotinskog receptora nematoda - levamizol, befinijjum i pirantel, deluju antagonisticki na
kontrakcije izolovane dijaframe pacova izazvane sa EFS. ECsy levamizola iznosi 53.83uM, befinijuma
54.47uM i pirantela 5.53uM. Sva tri leka su ispoljila i presinapti¢ki efekat, levamizol u koncentracijama
visim 30uM, befinijjum u koncentracijama visim od 10uM i pirantel u koncentracijama iznad 5pM.
Tribendimidin nije ispoljio bilo kakvo dejstvo na kontrakcije izolovane dijafragme u koncentracijama do
300uM. (10) Agonisti GABA receptora - piperazin (30 do 3000uM) i moksidektin (10 do 30uM) nisu
ispoljili bilo kakav efekat na kontrakcije izolovane dijafragme izazvane EFS. (11) Agonisti nikotinskog
receptora nematoda tribendimidin, befinijum, levamizol i pirantel (1 do 100uM), ne ispoljavaju bilo kakvo
dejstvo na tonus izolovanog ileuma pacova. Primenjeni u koncentracijama od 10 i 100uM ne menjaju
srednju vrednost kontrakcija ileuma izazvanih sa EFS. Agonisti GABA receptora nematoda, piperazin (30
do 1000uM) i moksidektin (1 do 100uM), ne ispoljavaju bilo kakvo dejstvo na tonus izolovanog ileuma
pacova, niti menjaju srednju vrednost kontrakcija ileuma izazvanih sa EFS. (12) Karvakrol (10, 30 i 100uM)
ne menja srednju vrednost kontrakcija dijafragme pacova izazvanih sa EFS. Medutim, najvisa testirana
koncentracija dovodi do izvesnog tetani¢nog slabljenja, $to ukazuje na potencijalni presinapticki efekat
karvakrola. Na izolovanom ileumu pacova, karvakrol (300 i 1000 pM) ne uti¢e na kontrakcije izazavne sa
EFS.

Izvedeni zaklju¢ci ukazuju da pojedini agonisti nAChR nematoda ispoljavaju veoma razlic¢itu
efikasnost na neuro-misi¢cnom preparatu A. suum i da ta efikasnost zavisi od podtipa receptora na koji
agonist deluje (L, B ili N). Kombinacija lekova agonista razli¢itih podtipova nAChR nematoda mogla bi da
predstavlja potpuno nov prilaz le¢enju parazitskih infekcija u odnosu na klasi¢nu terapiju samo jednim
lekom.

Tribendimidin na osnovu nasih ispitivanja predstavlja veoma potentni i potencijalno koristan lek
u veterinarskoj medicini. Istovremeno on ne deluje na periferne holinergicke i GABA-ergicke nervne
strukture sisara, $to ukazuje na visoku bezbednost njegove primen kod domacina.

GABA-ergi¢ki makrolidni antihelmintici, na osnovu nasih rezultata, sami po sebi ne izazivaju
relaksaciju misica askarisa, ali posle dejstva GABA, ispoljavaju relaksantno dejstvo. Ocigledno da je za
ovaj njihov efekat potrebna aktivacija hloridnog kanala, ¢ije otvaranje reguliSe GABA. Piperazin sa druge
strane, sam po sebi izaziva relaksaciju ali najverovatnije ne deluje na isti receptor kao i avermektini i
milbemicini. Medutim, zajedno sa njima ispoljava izraziti nekompetitivni antagonizam u odnosu na
kontrakcije izazvane sa ACh i to mozda moZze da bude nova kombinacija lekova u farmakoterapiji
parazitskih infekcija.

Na osnovu rezultata o dejstvu karvakrola u nasim istrazivanjima i hemijskih karakteristika ovog
jedinjenja prirodnog porekla, gotovo da mozemo da tvrdimo da je karvakrol veoma ozbiljan kandidat za
potencijalni antihelmintic¢ki lek. On bi se mogao primenjivati samostalno ili u kombinaciji sa recimo
GABA-agonistima ¢ije antiparazisko dejstvo pojacava (kako smo u nasim ispitivanjima pokazali).



Na kraju, svi ispitivani lekovi su ispoljili slab ili gotovo nikakav toksi¢ni potencijal na modelu
izolovane dijafragme i ileuma pacova. Ukoliko ne prolaze krvno-moZzdanu barijeru (3to za sve njih vazi u
fizioloskim okolnostima) i zbog toga ne deluju na centralne GABA i holinergicke strukture, njihova
toksi¢nost za domacina je veoma niska, jer na periferne nikotinske i GABA strukture deluju tek u izuzetno
visokim koncentracijama (koje daleko nadmasuju terapijske).

Kljucne reci:
antiparazitici, mehanizam dejstva, toksicnost, GABA agonisti, holinergicki agonisti, karvakrol,

tribendimidin
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Comparative study of mechanisms of antiparasitic and toxic action of
GABAergic and cholinergic anthelmintics

Summary

GABAergic and cholinergic systems in the neuromuscular system of the parasitic nematodes are
the main target of action for anthelmintic drugs. In the nematode cholinergic system pharmacological
importance has primarily nicotinic-acetylcholine receptor (nAChR). On the other hand, the GABA-
receptor was originally identified as the main site of action for the Avermectins and Milbemicins.
However, later was shown that these drugs work on a new, previously never described glutamate-gated
chloride ion channel, located in the nematode pharynx.

The most important problems that are endangering the success of antiparasitic therapy are the
development of resistance in the parasites and often occurrences of the toxic effects of antiparasitic drugs
in host. In the order to elucidate the mechanisms of action of GABAergickih and cholinergic anthelmintic,
we examined the pharmacological characteristics of the representatives of these two groups of drugs in the
isolated nerve-muscle preparation of large pig nematode Ascaris suum. Also, it was important to examine
comparatively differences in the effects of cholinergic and GABAergic anthelmintic on the corresponding
receptors in mammals (investigations were performed on isolated rat diaphragm and ileum), and thus to
analyze the mechanisms of their adverse effects. In presented investigations we measured the effects of
contraction or relaxation on isolated nematode or mammalian preparations and analyzed the results by
using appropriate statistical methods (non-linear regression, ANOVA, t-test).

Based on the results obtained in our investigations the following conclusions may be presented:
(1) Agonists of L, N and B type of nematode nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) studied on a model
of neuromuscular preparations of A. suum, showed variable efficacy. Highest efficiency in the first group
of tested agonists has pyrantel (agonist of L-type nAChR, EC5=0.010 pM, Emax=2.5g), then bephenium
(agonist of B-type nAChR, EC50=0.37uM, Enax=2.7g) and at the end acetylcholine (an endogenous
neurotransmitter, agonists of all three types of receptors L, N and B, EC50=6.12-6.45uM, Ena.x=1.71-2.07g).
Highest efficiency in the second group of nicotinic receptor agonists has been demonstrated by
tribendimidine (probably agonist of L-type nAChR, ECs0=0.064uM, Ena.x=1.29g), followed by levamisole
(agonist of L-type nAChR, EC50=0.34uM, Enax=0.68g) and at the end nicotine (an agonist of N-type nAChR,
EC50=4.99uM, Ema=1.07g). (2) Nicotinic acetylcholine receptor of A. suum, that acting tribendimidine and
nicotine, exhibit characteristics of both types of mammalian nAChRs: a) the characteristics of mammalian
muscle type of nAChR, because it is sensitive primarily to pancuronium but also to tubocurarine, and b)
the characteristics of neuronal nAChRs of mammals, because it is sensitive primarily to mecamylamine but
also to hexamethonium. (3) GABA induced a dose-dependent relaxation of A. suum neuromuscular
preparation, the value of the mean ECs was 7.40uM, while piperazine causes relaxation with ECs of
331uM. Receptor through which GABA and piperazine exhibit relaxation of A. suum is different from
mammalian GABA, receptor, because it is insensitive to bicuculine (specific mammalian GABA, receptor
antagonist). (4) Ivermectin and moxidectin by themselves do not lead to the relaxation of neuromuscular
preparation of A. suum. Furthermore, ivermectin does not potentiate the relaxation caused by GABA.
Ivermectin induces relaxation only when is administered after GABA or in the neuromuscular
preparations of A. suum with high amplitude of spontaneous activity (spontaneous contraction and
relaxation about 0.5g). Therefore, ivermectin for its action requires prior activation of GABA-dependent
chloride channels. (5) Carvacrol 100 and 300uM, causes long-term relaxation of neuromuscular
preparation of A. suum. Carvacrol significantly potentiates relaxation caused by GABA and significantly
inhibits the dose-dependent contractile effects of ACh, shifting the ECsy value from control 5.22uM to the
13.88uM and 22.72uM, respectively. Carvacrol reduced the maximum contractile effect of ACh from
control 3.1g to the 2.50g and 1.96 g, respectively. Therefore, this is probably a classical non-competitive
physiological antagonism, which carvacrol manifests by itself in relation to ACh. (6) Neither one
combination of different parameters of Electrical Field Stimulation (EFS) (10Hz to 100Hz, 0.01-1.0ms, 5 to
30V, from 2.0 sec. to continuous stimulation), do not causes indirect stimulation of the A. suum



neuromuscular preparation (contractions are insensitive to mecamylamine). The explanation may be in
greater sensitivity of muscle contractile machinery on EFS, compared to the sensitivity of nerves that
release acetylcholine. Contractions obtained from EFS were still sensitive to 10 and 30uM GABA, which
can be explained by strong hyperpolarization of muscle and nerve cells that GABA causes. (7) GABA at
concentration of 1uM increases twice the ECs value of ACh from 4.42uM to 10.94uM, with no significant
changes in Epax. Ivermectin 300nM does not change significantly the value of ECsp of ACh (10.26uM
compared to the control 8.09uM), but decreases the value of Ema for 0.5g. When applied together,
ivermectin and GABA increased ECsy value of ACh from 8.28 to 50.13uM and reduced the value of Emax
from 2.51 to 1.90g. The combination of GABA and ivermectin exerts a highly significant inhibitory effect
on ACh-induced contractions at all concentrations in which it is applied, whereby the effect of the
combination is greater than their individual effects. (8) Piperazine at concentration of 100uM does not
change the ECsg value of ACh (10.76uM compared to control 9.47uM), but decreases the value of Enax for
almost 1g (from 4.38g to 3.45g). When ivermectin (300nM) applied with piperazine, ECso value of ACh still
does not change, but the Enax decreased to 2.73g. Reduction of the Enax without changing the ECsp exhibit
non-competitive antagonists, as piperazine and ivermectin act in relation to the effect of ACh. (9)
Nematode nicotinic receptor agonists - levamisole, pyrantel and bephenium act antagonistically to the
contractions of isolated rat diaphragm induced by the EFS. IC5q of levamisole was 53.83uM, bephenium
54.47uM and pyrantel 5.53uM. All three tested drugs are expressed presynaptic effect as well, levamisole
at concentrations above 30uM, bephenium at concentrations higher than 10pM and pyrantel at
concentrations above 5uM. Tribendimidine did not show any effect on the isolated diaphragm
contractions at concentrations up to 300uM, neither presynaptic nor postsynaptic. (10) GABA receptor
agonists - piperazine (30 to 3000uM) and moxidectin (10 to 30pM) did not show any effect on the isolated
diaphragm contractions induced by EFS. (11) Nematode nicotinic receptor agonists - tribendimidine,
bephenium, levamisole and pyrantel (1 to 100uM) did not show any effect on the basal tonus of isolated
rat ileum. Applied at concentrations of 10 and 100uM tested drugs as well did not change the mean
contraction of the ileum induced by the EFC. GABA-receptor agonists, piperazine (30 to 1000pM) and
moxidectin (1 to 100pM) did not show any effects on the basal tonus of isolated rat ileum, or changes the
mean contractions of the ileum induced by the EFC. (12) Carvacrol (10, 30 and 100pM) does not change the
mean contractions of rat diaphragm induced by the EFC. However, the highest tested concentration leads
to some level of tetanic fade, suggesting a potential presynaptic effect of carvacrol. On isolated rat ileum,
carvacrol (300 to 1000uM) does not affect the contractions caused with EFS.

The presented findings suggest that some nematode nAChR agonists exhibit a different efficiency
on neuromuscular preparation of A. suum and that the efficiency obviously depends on the subtype of
receptor that drug predominantly acts on (L, B or N). The combination of drugs, agonists of different
subtypes of nAChR could represent a completely new approach to the treatment of parasitic infections,
compared to conventional therapy with a single drug.

Tribendimidin, according to the results obtained is very potent and potentially useful
antiparasitic drug in veterinary medicine. At the same time it does not work on peripheral mammalian
cholinergic and GABA-ergic nerve structure, which indicates high safety of its application in the host.

According our results GABA-ergic macrolide anthelmintics, by themselves, do not cause muscle
relaxation in A. suum, but after action of GABA they exhibit relaxant effect. Obviously, this effect required
previous activation of chloride channels, which open GABA-gating. Piperazine on the other hand, by itself
causes relaxation, but most likely not with action on the same type of receptor as Avermectins and
Milbemicins. However, along with them, piperazine express noncompetitive antagonism to the contractile
effects of ACh, therefore this may be a new combination of drugs in the pharmacotherapy of parasitic

infections.



VI

Based on the effects of carvacrol in our research and chemical characteristics of this compound of
natural origin, we can conclude that carvacrol is a serious candidate for a potential antihelmintic drug. It
could be applied alone, or in combination with GABA agonists whose antiparasitic effect increases (as we
showed in our investigations).

Finally, all tested drugs are exhibited little or no toxic potential in the models of rat isolated
diaphragm and ileum. If they do not pass the blood-brain barrier (which is evidenced for all of them under
physiological conditions), and therefore does not affect the central GABA and cholinergic structures, their
toxicity for host is very low, because peripheral nicotinic and GABA structures they affect only in
extremely high concentrations (which far exceed therapeutic).

Key words:
antiparasitics, mechanism of action, toxicity, GABA agQonists, cholinergic agonists, carvacrol,
tribendimidine

Scientific field: Veterinary medicine

Specific scientific field: Pharmacology and Toxicology
UDC: 619:615.284
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1. Uvod

Infekcije parazitskim nematodama kod Zivotinja i ljudi prouzrokuju
znacajne zdravstvene probleme, koji u nekim sluc¢ajevima dovode i do letalnog
ishoda. U veterinarskoj medicini ova vrsta infekcija, pored ostalog, nanosi
velike ekonomske gubitke usled smanjenog prirasta telesne mase, poremecaja
imunskog statusa, povecanja prijemljivosti za druge bolesti i uopste slabljenja
proizvodnih karakteristika obolelih Zivotinja.

Potreba za razvojem novih vrsta antinematodnih lekova, pre svega
namenjenih za suzbijanje masovnih infekcija, nametnuta je postojanjem: (i)
relativno ogranicenog broja trenutno raspolozivih antihelmintika, (ii) jako
velikim brojem inficiranih Zivotinja i ljudi, (iii) potrebom za rekurentnim
tretmanom zbog visokih stopa reinfekcije i dinamike Zivotnog ciklusa parazita,
i (iv) ¢estom pojavom rezistencije parazita na aktuelne antihelmintike.

Dve najznacajnije grupe savremenih antihelmintika su lekovi koji
selektivno deluju na nervno-misiéni sistem nematoda: agonisti GABA receptora
i agonisti nikotinskog receptora nematoda. Mada su osnovni principi njihovih
delovanja poznati, veliki deo mehanizama i reakcija koje ovi lekovi pokreéu u
organizmu nematoda i sisara, jo§ uvek nisu potpuno definisani. Avermektini
deluju na GABA receptor nematoda (koji je najverovatnije slican GABAa
receptoru sisara) i na glutamat-zavisni hloridni kanal (GluCl), koji postoji samo
u farinksu nematoda. Sa druge strane, nikotinski agonisti efekat ostvaruju
vezujuéi se za nikotinski receptor nematoda na njihovim nervno-misi¢nim
sinapsama. Ovaj receptor je opet, po svojim karakteristima (osetljivost na
specifi¢cne antagoniste) sli¢niji centralnom-neuronskom nikotinskom receptoru
sisara, nego nikotinskom receptoru sisara na motornoj ploci.

Farmakoterapija parazitskih infekcija, kako u veterinarskoj tako i u
humanoj medicini je ve¢ duze vreme u specificnoj vrsti "krize". Vise od 25

godina (od uvodenja avermektina u klinicku praksu 1985. godine), ne pojavljuje
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se nova vrsta lekova, koja bi umanjila problem vezan pre svega za rezistenciju
parazita, ali i za prevazilaZenje nezeljenih i toksi¢nih dejstava postojecih lekova.
Moze se samo konstatovati vrlo mala korist od pojave ciklooktadepsipeptida,
koji su mnasli primenu jedino kod macaka, ili skorije sintetisanih
aminoacidonitrila i paraherkvamida koji jo§ uvek nisu opravdali velika
oc¢ekivanja.

Detaljnija istrazivanja mehanizama dejstava postoje¢ih antiparazitskih
lekova i definisanje njihove selektivne toksi¢nosti, omogucila bi poboljsanje
antiparazitske efikasnosti i izostajanje nezeljenih efekata. TPoboljSanje
antiparazitske efikasnosti moglo bi se posti¢i kombinovanom primenom lekova
agonista razli¢itih podtipova istog receptora (nikotinskog ili GABA). Ovakav
prilaz terapiji bi istovremeno umanjio potrebu za koriS¢enjem visokih doza
antiparazitika, a samim tim i smanjio njihovu toksi¢nost za domacina.

Da bi se detaljnije utvrdila priroda neZeljenih i toksi¢nih dejstava
antihelminitika, bilo je znacajno ispitati dejstvo gabaergickih i holinergickih
lekova na odgovarajuce receptore domacina (sisara). To se pre svega odnosi na
periferne nerve strukture, jer ovi lekovi u vrlo malom stepenu prolaze krvno-

mozdanu barijeru i dospevaju u CNS.
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2. Pregled literature

2.1. Farmakoterapija parazitskih infekcija Zivotinja

Parazitske infekcije domacih Zzivotinja dovode do smanjene
produktivnosti, poremecaja opsteg zdravstvenog stanja, a ponekad i do uginuca
zivotinja. Za terapiju ovih infekcija koriste se antiparazitski lekovi, Ccije
delovanje moze biti parazitostatsko (reverzibilno) ili parazitocidno (ireverzibilno).
Prema mestu delovanja antiparazitski lekovi se dele na antiektoparazitike i
antiendoparazitike, dok se antiendoparazitici dele na antinematodne
(antihelmintici), antitrematodne i anticestodne lekove.

Antinematodni lekovi (antihelmintici) su lekovi koji deluju nematocidno,
odnosno ubijaju nematode ili nematostatski, kada onesposobljavaju i paralisu
nematode, posle ¢ega one bivaju izbacene iz organizma domacina peristaltickim
pokretima creva ili kontrakcijom glatke muskulature respiratornih puteva. Koji
od dva pomenuta dejstva (nematocidni ili nematostatski) ce ispoljiti
antinematodni lek, zavisi od: mehanizma njegovog dejstva, primenjene doze,
vrste i razvojnog stadijuma parazita.

Na osnovu hemijske strukture, antinematodni lekovi su podeljeni u
nekoliko grupa:

— Prosta heterocikli¢na jedinjenja (fenotiazin, piperazin i njegovi derivati),
— Benzimidazoli (albendazol, mebendazol, fenbendazol),
— Imidazotiazoli (levamizol, tetramizol, febantel),
— Tetrahidropirimidini (pirantel, morantel, oksantel),
— Organofosfatna jedinjenja (dihlorvos, kumafos, trihlorfon)
— Makrocikli¢ni laktoni
0 Avermektini (ivermektin, abamektin, doramektin, selamektin)

0 Milbemicini (moksidektin).
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Pocetkom XX veka, za terapiju nematodnih infekcija Zivotinja koristili su
se: bakar sulfat, razlic¢ita jedinjenja arsena i neki alkaloidi (kao $to je nikotin), ali
su svi oni imali vrlo ograni¢enu aktivnost protiv parazita gastrointstinalnog
trakta i uz to vrlo cesto izrazito toksi¢no delovanje na samu Zzivotinju.

Fenotiazin je prvi sintetski antihelmintik. Sintetisan je 1885. godine, ali su
njegovu antinematodnu aktvinost Harwood i saradnici otkrili 1938. godine.
Ovo je predstavljalo izuzetno veliki napredak u dotadasnjoj tearapiji
nematodnih infekcija prezivara i konja. Medutim, limitirajuci faktor je i dalje
predstavljala visoka toksicnost, zbog ¢ega je fenotiazin kod svinja imao sasvim
ograni¢enu primenu, a kontraindikaciju primene kod pasa, macaka i ljudi. Od
svih vrsta Zivotinja kod kojih je fenotiazin primenjivan (ovce, goveda, koze,
konji, Zivina), najveéi broj slucajeva toksi¢nog delovanja, pa ¢ak i uginuca,
zabeleZen je kod konja. Pojava $iroko-spektralnih antihelmintika tokom 60-tih
godina proslog veka, znacajno je smanjila primenu fenotiazina. Danas se ovaj
lek vrlo retko koristi.

Piperazin je drugi antinematodni lek iz grupe heterocikli¢nih jedinjenja.
Ranih 1900-tih godina prvobitno je bio korisé¢en u terapiji gihta ljudi, zbog svoje
osobine da vrlo dobro rastvara mokra¢nu kiselinu. Njegova antihelminticka
aktivnost ostala je nepoznata sve do 1950. godine. Nakon toga sintetisani su
brojni derivati, a prvenstveno razli¢ite soli piperazina (citrat, adipat). Svi
derivati piperazina ispoljili su dobru aktivnost protiv gastrointestinalnih
nematoda vecéine vrsta domacih Zzivotinja. Za razliku od fenotiazina, soli
piperazina su pokazale Siroke granice bezbednosti kod svih vrsta zivotinja. To
su potvrdila i toksikoloska ispitivanja, pa tako akutna peroralna LDso
piperazina za miSeve iznosi 11,4 g/kg telesne mase. Piperazin je zbog toga
mogao da se primenjuje i kod sasvim mladih Zivotinja (npr. teladi starosti 4
nedelje), bez ikakvih nezeljenih efekata. Ovakva visoka selektivna toksi¢nost
piperazina samo za helminte, objasnjava se mehanizmom njegovog dejstva.
Piperazin je agonista GABA receptora, koji postoje i kod vertebrata i kod

helminta. Medutim, kod vertebrata GABA kao inhibitroni neurotransmiter
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funkcionise uglavnom u CNS-u, a kod invertebrata na neuro-misi¢noj sinapsi.
Uz to se farmakoloske osobine GABA receptora vertebrata i helminta znacajno
razlikuju (Adams, 2001).

Benzimidazoli ~ (albendazol, — mebendazol,  fenbendazol).- Potreba za
antihelmintikom sa Sirokim spektrom dejstva, visokim stepenom efikasnosti,
sirokim granicama bezbednosti i moguénosc¢u da se aplikuje na razlicite nacine,
dovela je do ispitivanja koja su obuhvatila nekoliko stotina jedinjenja
benzimidazola. Prvo jedinjenje iz ove grupe koje je u visokoj meri ispunilo sve
navedne uslove bio je tiabendazol. Tokom ranih 1960-tih godina, tiabendazol se
veoma intenzivno primenjivao u c¢itavom svetu protiv gastrointestinalnih
parazita kod razli¢itih vrsta Zivotinja (ovce, goveda, koze, svinje, konji, ptice) i
ljudi. Nakon uspeha tiabendazola, sproveden je opsezni program ispitivanja sa
ciliem da se strukturnom modifikacijom ovog leka razvije grupa srodnih lekova
sa sli¢nim ili boljim osobinama. Od nekoliko stotina sintetisanih jedinjenja,
samo nekolicina je odabrana za dalje ispitivanje i razvoj, pre svega na osnovu
njihove bezbednosti i efikasnosti. To su: albendazol, kambendazol, fenbendazol,
flubendazol, mebendazol, oksfendazol, oksibendazol, parbendazol i tiofanat. Pored
delovanja na odrasle oblike parazita, benzimidazoli deluju jo$ i larvicidno i
ovicidno. Mehanizam njihovog delovanja zasniva se na vezivanju za tubulin
nematoda, ¢ime se prekida njegova polimerizacija u mikrotubule. Usled
osteenja mikrotubula nastaje blokada u transportu sekretornih granula i
drugih, vaznih subcelularnih jedinjenja, kao sto je glukoza. Benzimidazoli imaju
mnogo vedi afinitet za tubulin nematoda, nego sisara. Medutim, taj afinitet se
moze promeniti ukoliko u organizmu sisara postoje celije koje su u intenzivnoj
deobi. To se pre svega odnosi na graviditet zivotinja u pocetnoj fazi. Zbog
potencijalnog  embriotoksi¢cnog i teratogenog efekta, albendazol je
kontraindikovan kod goveda i ovaca u prvih 45 dana graviditeta (Adams, 2001).

Imidazotiazoli (levamizol, tetramizol).- Najvazniji predstavnik ove grupe
antihelmintika je levamizol. Ovaj lek je nastao iz dl-tetramizola, koji predstavlja

racemsku smesu dva opticki aktivha izomera: I-tetramizol (levamizol) i d-
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tetramizol. U klini¢cku praksu je 1966. godine prvo bio uveden dl-tetramizol
(poznat samo i kao tetramizol), a tek kasnije i njegov aktivni /-izomer, odnosno
levamizol (Adams, 2001).

Na osnovu mehanizma dejstva, levamizol (kao i tetramizol) spada u
grupu klasi¢nih holinomimetic¢kih antihelmintika, za koje je dokazano da deluju
kao ligandi nikotinskog acetilholinskog receptora (nAChR) nematoda. Ovoj
grupi pripadaju jo$ i tetrahidropirimidini (pirantel, morantel, oksantel), dok
organofosfatni antihelmintici (danas gotovo potpuno van upotrebe) efekat
ostvaruju povecavajuci koncentraciju endogenog acetilholina na receptorima.
Nikotinski acetilholinski receptor se nalazi na somatskim miSi¢nim celijama
nematoda i odgovoran je za koordinaciju kretanja parazita. Holinomimeticki
antihelmintici deluju kao i acetilholin, endogeni neurotransmiter, ali nisu
osetljivi na enzim acetilholin-esterazu koja razlaze acetilholin. Generalizovano
dejstvo lekova na somatske misice parazita izaziva spasti¢nu paralizu. Efekat
levamizola se moZe potpuno blokirati mekamilaminom ili paraherkvamidom,
za koje je dokazano da su specifi¢ni blokatori nAChR nematoda (Trailovi¢ i sar.,
2010; Adams 2001; Robertson i sar., 2007a; Robertson i sar., 2007b;).

U poredenju sa benzimidazolima, levamizol i tetramizol imaju mnogo
uZe granice sigurnosti. Tako na primer, kod tetramizola se sigurnosne granice
procenjuju u rasponu koji je za 2 do 6 puta veéi u odnosu na terapijsku dozu
15mg/kg telesne mase, dok su kod levamizola ovi siguronosni parametri
duplo visi od izvornog jedinjenja (tetramizola). Zbog toga je i pojava simptoma
trovanja bila mnogo ¢eséa posle primene tetramizola. Klini¢ki znaci toksi¢nog
dejstva navedenih lekova, sli¢ni su znacima trovanja organofosfatima: pojac¢ana
salivacija i lakrimacija, podrhtavanje glave, tremor muskulature, oteZano
disanje i umerena razdrazljivost (Adams, 2001).

Tetrahidropirimidini (pirantel, morantel, oksantel).- Pirantel je u klinicku
praksu uveden 1966. godine, inicijalno za primenu protiv gastrointestinalnih
nematoda ovaca. Kasnije je zapocela i njegova primena kod goveda, svinja,

konja i pasa. Americka uprava za hranu i lekove (US Food and Drug
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Administration - FDA) odobrila je primenu ovog leka kod poslednje tri
navedene vrste Zivotinja. Kao i lekovi iz grupe imidazotiazola, i
tetrahidropirimidini po mehanizmu dejstva pripadaju holinomimetickim
antihelminticima koji deluju kao ligandi nikotinskog acetilholinskog receptora
(nAChR) nematoda.

Sto se ti¢e granica sigurnosti, uopsteno posmatrano soli pirantela ne
ispoljavaju bilo kakve toksi¢ne efekte kod zivotinja sve do priblizno
sedmostrukog prekoracenja preporucene terapijske doze. Akutna peroralna
LDso pirantel-tartarata za miSeve iznosi 175mg/kg telesne mase, a za pacove
170mg/kg telesne mase. Kod pasa, akutna peroralna LDsp pirantel-tartarata je
¢ak 690mg/kg telesne mase (138 puta veca od terapijske doze). Pirantel je
bezbedan za primenu kod konja i ponija svih starosnih kategorija, ukljucujudi i
zdrebad na sisi, kao i kod gravidnih kobila. Kod goveda tretiranih pirantel-
tartaratom u dozi od 200mg/kg telesne mase (8 puta veca doza od
preporucene), zapaZena je pojava ataksije. Zivotinje nesto bolje podnose
pirantel-pamoat od pirantel-tartarata (Adams, 2001).

Organofosfatna jedinjenja (dihlorvos, kumafos, trihlorfon).- Organofosfatna
jedinjenja su prvo koriséena kao pesticidi, odnosno kao antiektoparazitici. Tek
posle toga je ustanovljeno da imaju antihelminti¢cku aktivnost, pa je zapocela
njihova primena u svojstvu antihelmintika. Organofosfati su inhibitori enzima
acetilholinesteraze. Kao posledica inhibicije ovog enzima, dolazi do nakupljanja
endogeno oslobodenog acetilholina, odnosno njegovog produzenog dejstva na
nikotinskim receptorima neuro-misi¢ne sinapse parazita, sto ishodno dovodi do
njegove spasticne paralize. Zbog veoma uskih granica sigurnosti, usled
nedovoljne selektivnosti u inhibiciji enzima acetilholinesteraze parazita, ova
grupa jedinjenja danas se pominje samo u istorijskom kontekstu, dok im je
klini¢ka primena gotovo u potpunosti napustena.

Makrociklicni laktoni: avermektini (ivermektin, abamektin) i milbemicini
(moksidektin).- Avermektini i milbemicini su grupa hemijski srodnih jedinjenja,

nastala fermentacijom aktinomiceta Streptomyces avermitilis i Streptomyces
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hygroscopicus. Svrstani su u grupu makrociklicnih laktonskih derivata, odnosno
makrolida, ali za razliku od ostalih makrolidnih antibiotika avermektini i
milbemicini nemaju antibakterijsko niti antifungalno dejstvo, vec¢ iskljuc¢ivo
antiparazitsko. Njihov antiparazitski spektar delovanja obuhvata nematode i
artropode.

Ivermektin spada u avermektine, koji su proizvod fermentacije
aktinomicete Streptomyces avermitilis. Ovu gljivicu je iz uzoraka zemlje u Japanu
1975. godine izolovao istrazivacki tim iz Tokija. Iz produkata fermentacije
Streptomyces avermitilis izolovane su dve komponente, nazvane A i B (oznacene
kao A1, A2 i B1, B2), od kojih je svaka imala dva holologa a i b. Pokazalo se da
komponente Ala, A2a, Bla i B2a dominiraju u fermentacionoj smesi, dok je
prisustvo komponenti Alb, A2b, Blb i B2b bilo znacajno manje. Najvece
interesovanje privukao je abamektin, koji se sastoji iz smeSe dva homologa
avermektina Bla i avermektina Blb.

Ivermektin je dobijen polusintetski iz abamektina, njegovom
hidrogenizacijom. Vrlo brzo posle preliminarnih ispitivanja predstavljen je $iroj
svetskoj javnosti kao lek koji ¢e doneti brojne novine u farmakoterapiji
parazitskih bolesti zivotinja i ljudi. U farmakterapiju parazitskih bolesti, pre
svega zivotinja, ovaj lek je zaista uneo puno novina: visoku efikasnost protiv
nematoda i parazitskih artropoda u jako malim dozama; naj¢esée se primenjuje
jednokratno: peroralno, parenteralno ili lokalno (spolja); posle primene
ispoljava visoku efikasnost, kako protiv endoparazita tako i protiv ektoparazita;
rezistencija se razvija relativno retko. Sve to imalo je za posledicu da je
ivermektin jedan od naj¢esce koris¢enih antiparazitika u veterinarskoj medicini.

Medutim, gotovo istovremeno sa ekspanzijom njegove primene, poceli
su da se javljaju odredeni problemi, pre svega vrlo ¢esta neZeljena i toksi¢na
dejstva. Klinic¢ki izvestaji o takvim osobinama ivermektina najcesce opisuju
poremecaje CNS-a tretiranih zivotinja u kojima dominira razli¢it stepen
depresije. To je znacilo da kod sisara ivermektin pod nedovoljno razjasnjenim

okolnostima prolazi krvno-mozdanu barijeru, prodire u CNS, vezuje se za
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GABA-receptore i dovodi do depresije. Odmah su identifikovane i neke rase
pasa pa i goveda kod kojih su naj¢eSc¢e zabeleZena neZeljena dejstva, sa
objasnjenjem da su genetski predisponirane zbog vece propustljivosti krvno-
mozdane barijere. Medutim, sve ovo je dovedeno u pitanje kada se pojavila
mogucnost da ivermektin u organizmu sisara ima multipla dejstva. Takva
pretpostavka je bazirana na ¢injenici da je kod invertebrata otkrivena nova vrsta
hloridnog kanala - glutamat-zavisnog i ivermektin osetljivog, koji predstavlja
glavno ciljno mesto dejstva ivermektina kod parazita. Iz evolutivno primitivnog
glutamat-zavisnog hloridnog jonskog kanala, najverovatnije se u sloZenijim
organizmima razvilo vise vrsta razli¢itih hloridnih kanala.

Svi makrolidni antinematodni lekovi su agonisti GABA receptora. Pored
toga oni pojacavaju endogeno oslobadanje ove inhibitorne aminokiseline, kao i
njeno vezivanje za GABA receptore. Takode, deluju i kao agonisti glutamat-
zavisnog hloridnog kanala. Ovakvo dejstvo avermektina i milbemicina
prouzrokuje snaznu i produZenu hiperpolarizaciju parazitskih neurona i
posledi¢nu inhibiciju neurotransmisije. Selektivna toksi¢nost ovih supstanci
proistice iz ¢injenice da ne prolaze kroz krvno-mozdanu barijeru sisara, te zbog
toga ne ispoljavaju efekte u CNS-u domacina (Trailovi¢, 2001).

Tribendimidin.- Tribendimidin je jedini novi antinematodni lek koji je u
poslednjih 30 godina uveden u humanu klini¢cku praksu. Po svojoj hemijskoj
strukturi tribendimidin predstavlja simetri¢ni diamidinski derivat amidantela i
spada u grupu antihelmintika Sirokog spektra delovanja. Razvijen je u
Kineskom Nacionalnom Institutu za parazitske bolesti tokom osamdesetih
godina proslog veka. Od strane Kineske drzavne uprave za hranu i lekove,
2004. godine je dobio dozvolu za humanu upotrebu i za ulazak u fazu klini¢kih
ispitivanja. Godine 2009. je prosao IV fazu klinickih ispitivanja u Kini.
Laboratorijska i klinicka ispitivanja su pokazala da je tribendimidin efikasan u
suzbijanju infekcija izazvanih razli¢itim vrstama nematoda, ukljucujuéi i
Ascaris lumbricoides, vrste iz familije Ancylostomatidae, Strongyloides stercoralis, sa

ispoljenom efikasnos¢u od 92-96%, 52-90% i 55%. Osim jasnog antinematodnog
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dejstva, tribendimidin je takode pokazao in vivo efikasnost protiv trematoda i
pantljicara.

Tribendimidin je agonista nikotinskih receptora. Ispitivanja koja su
radena sa tribendimidin-rezistentnim nematodama pokazala su da kod njih
postoji ukrstena rezistencija na levamizol i pirantel, koji su takode nikotinski
agonisti. Genetickim ispitivanjima je dokazano da rezistenciju na sva tri leka
prouzrokuju promene u istoj grupi gena. Sve ovo potvrduje originialnu
pretpostavku da tribendimidin ima isti mehanizam delovanja kao levamizol i
pirantel. Kao i ova dva leka, i tribendimidin u svom delovanju preferira L
subtip nikotinskih receptora nematoda (Hu i sar., 2009).

Paraherkvamid.- Paraherkvamid spada u grupu novijih antihelmintika.
Ova supstanca je fermentacioni produkt gljivice Penicillium paraherquii.
Antihelminticka svojstva paraherkvamida prvi put su identifikovana 1990.
godine, kod infekcije sa Trichostrongylus colubriformis. Antihelminti¢ko
delovanje ostvaruje paralizom nematoda, bez uticaja na ATP, sto je ukazivalo
da ne deluje negativno na metabolizam parazita. U pocetku ispitivanja ovog
leka, interesantan je bio nalaz da se kod pasa kao toksi¢ni efekat javlja
prolapsus treceg o¢nog kapka. Ovo stanje je inace cesto kod antagonizovanja
neuronskih nAChR. Kasnije je i zaista dokazano da paraherkvamid i njegov
derivat 2-deoksi-paraherkvamid deluju kao antagonisti nematodnih nAChR i
sisarskih neuronskih nAChR.

Farmakoloske analize su pokazale da oba jedinjenja ispoljavaju efekte
tipi¢nih kompetitivnih antagonista nikotinskog receptora na nervno-misi¢nom
sistemu Ascaris suum. Paraherkvamid i 2-deoksi-paraherkvamid ne uti¢u na
potencijal miSicne membrane, ve¢ samo antagonizuju efekte endogeno
oslobodenog acetilholina, kao i bilo kog aplikovanog (egzogenog) nikotinskog
agoniste (Robertson i sar., 2002).

Paraherkvamid i 2-deoksi-paraherkvamid ne antagonizuju podjednako
dejstva svih nikotinskih agonista. Pokazano je da ove dve supstance razlikuju

subtipove nikotinskih receptora prisutnih na misi¢énoj membrani nematoda.
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Tako, paraherkvamid na membrani miSi¢ne celije A. suum, pokazuje vedci
afinitet za L subtip nikotinskih receptora. Samim tim on ispoljava jace
antagonisticko delovanje za levamizol i pirantel, nego za nikotin ili befinijum,
koji kao agonisti deluju na N, odnosno B subtip nikotinskih receptora. Nasuprot
tome, 2-deoksi-paraherkvamid pokazuje vedi afinitet ka B subtipu nikotinskih
receptora i najjace antagonizuje efekat befinijuma (Robertson i sar., 2002;
Robertson i sar., 2007b).

Aminoacetonitrili (monepantel).- Holinergicki receptori nematoda su i dalje
atraktivna ciljna mesta za antinematodne lekove, a u prilog tome govori i
¢injenica da najnovija klasa antihelmintika, nazvana aminoacetonitrili (AAD),
deluje upravo na nikotinski receptor. AAD su klasa jedinjenja male molekulske
mase, koji se relativno lako dobijaju alkilovanjem fenola hloracetonom. Do sada
je sintetisano preko 600 jedinjenja sa razli¢itim ariloksi- ili aroil- grupama u
aminoacetonitrilnom jezgru.

Visoka efikasnost aminoacetonitrila dokazana je kod preZivara.
Aminoacetonitrili efikasno elimini$u cetvrti larveni stadijum (L4) Haemoncus
contortus kod ovaca i Cooperia oncophora kod krava, ve¢ posle jednokratne
primene doze od 20mg/kg telesne mase. Kod istovremene infekcije ovaca sa L4
stadijumom 5 naj¢esc¢ih vrtsta nematoda, efikasnost AAD je bila 100%-tna, dok
se efikasnost protiv odraslih nematoda: Nematodirus spathiger, H. contortus,
Teladorsagia circumcincta i T. colubriformis kretala izmedu 90 i 100%.

AAD su ispoljili nisku toksi¢nost kod glodara i preZzivara. Peroralna
letalna doza derivata aminoacetonitrila kod pacova iznosi preko 2g/kg telesne
mase. Ispitivanja podnosljivosti razli¢itih AAD, takode su pokazala da se radi o
jedinjenjima koja sisari dobro podnose.

Monepantel je prvi lek iz grupe AAD koji je odobren za klinicku
upotrebu u veterinarskoj medicini (Kaminsky i sar., 2008; Kaminsky i sar., 2009;
Sager i sar., 2009; Hosking i sar., 2009; Hosking i sar., 2010; Trailovic i sar., 2010;
Stein i sar., 2010;.
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Kao i kod ostalih hemioterapijskih sredstava, i kod antiparazitika, a
samim tim i kod antinematodnih lekova, najbitniji preduslov za njihovu
primenu jeste selektivna toksi¢nost. To podrazumeva toksi¢no delovanje leka
na organizam parazita, bez znacajnijeg Stetnog delovanja na sam organizam
domacina. Selektivna toksi¢nost antinematodnih lekova zasniva se na
razlikama u fiziologiji domacina i parazita, specifi¢nostima enzimskih procesa,
kao i karakteristikama farmakoloskih receptora, koji su ciljno mesto dejstva
leka. Ove razlike rezultat su filogenetske udaljenosti domacina i parazita.

O stepenu i vrstama neZeljenih i toksi¢nih dejstava antinematodnih
lekova koji oni ispoljavaju na Zivotinjama, ukratko je bilo re¢i u dosadasnjem
delu, u okviru svake grupe lekova.

Medutim, pored toksi¢nosti, veoma vazan problem vezan za primenu
antinematodnih lekova predstavlja i rezistencija. Ova dva faktora se cesto
medusobno uslovljavaju, u smislu da rezistencija parazita namece potrebu za
primenom visih doza lekova, a to onda dovodi do vece incidencije toksi¢nih
dejstava na zivotinjama.

Uopsteno, pod rezistencijom parazita podrazumeva se smanjenje
efikasnosti anithelmintickih lekova protiv vrsta parazita koje su inace osetljive
na te lekove. Primena ove definicije medutim, ima dve otezavaju¢e okolnosti.
Prvo, polazi se od ¢injenice da je osetljivost odredene populacije parazita na
neki antihelmintik poznata, a sto nije uvek slucaj. Nekada smanjena osetljivost
parazita na antihelmintik nije posledica realnog razvoja rezistencije, ve¢ nekih
intraspecijskih varijacija kao $to su: pol parazita, razli¢iti stadijum razvoja,
geografske varijacije, pojava da ista vrsta parazita parazitira u razli¢itim
domacinima (vrstama zivotinja). Takode, ukoliko procenjivanje efikasnosti
antihelmintika nije standardizovano, moze do¢i do pogresne interpretacije
rezultata. Druga, vrlo vazna ¢injenica odnosi se na to da je rezistencija cesto
uslovljena promenama na genetskom nivou, a ti genetski mehanizmi razvoja
rezistencije joS uvek nisu dovoljno dobro razjasnjeni. Najraniji izvestaji o

antihelmintickoj rezistenciji, vezani su za parazite kod ovaca i konja. Danas
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medutim, ona prakti¢no postoji kod svih vrsta Zivotinja koje se stavljaju u
intenzivnu proizvodnju, a takode i kod ¢oveka. Sumirano, ta rezistencija je

prikazana u tabeli 1 (Sangster i sar., 1999).

Tabela 1. Rezistencija parazita na razlicite vrste antihelmintika

Domacin i parazit Antihelmintik
svinja pirantel, benzimidazoli, ivermektin
Oesophagostomum spp.
konj . fenotiazin, piperazin, pirantel, benzimidazoli
male strongilide
Covek ) hikanton, prazikvantel
Schistosoma spp.
ovca
v Trichostronovlus s imidazotiazoli, naftalofos, benzimidazoli,
YIS spp- avermektini/milbemicini, klosantel
. . benzimidazoli, triklabendazol, klosantel
Fasciola hepatica
goveda . benzimidazoli, ivermektin
Trichostrongylus spp.

Razvoj rezistencije parazita na antiparazitske lekove objasnjava se nekim
od sledecih procesa: (i) promenom molekularne strukture target mesta, ¢ime lek
vise ne prepoznaje mesto vezivanja u parazitu; (ii) promenama u procesu
metabolizma leka u parazitu, koje mogu da inaktivisu ili uklanjanju lek ili da
posle aplikacije sprecavaju njegovu aktivaciju; (iii) promenama u distribuciji
leka u parazitu koje onemogucavaju dospevanje leka do ciljnog mesta; (iv)
amplifikacijom target gena koja prevazilazi efekte leka (Wolstenholme i sar.,
2004; James i sar., 2009; Kohler, 2001).

Mehanizmi ukljuéeni u razvoj rezistencije prema nekoliko glavnih grupa

antihelmintika, prikazani su u tabeli 2 (Wolstenholme i sar., 2004).

Tabela 2. Moguc¢i mehanizmi razvoja rezistencije prema nekoliko glavnih grupa
antihelmintika

Grupa antihelmintika Mehanizam rezistencije
B-tubulin izotip 1 mutacije:
F200Y, F167Y
Benzimidazoli B-tubulin izotip 2 mutacije:
F200Y, F167Y, delecija.

Promena metabolizma i/ili preuzimanja hranljivih materija

Mutacija na GluCl i/ili GABA-R genima;

Avermektini i Milbemicini Prekomerna ekspresija P-glikoproteina

Imidazotiazoli - Levamizol Promene na nAChR
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Na antihelmintike koji deluju kao agonisti nikotinskog receptora (vidi
tabelu 2, levamizol), rezistencija nastaje izmedu ostalog i promenama na nivou
nAChR. Te promene obuhvataju: promenu broja receptora (redukcija broja
receptora) ili receptorsku modifikaciju (promena mesta vezivanja leka na
receptoru usled supstitucije aminokiselina). Pored ova dva navedena
mehanizma, rezistencija na holinergicke agoniste moZze biti uzrokovana jo$ i
promenom u translokaciji leka u parazitu (povecan metabolizam ili ekskrecija) i
post-receptorskoj modifikaciji (Robertson i sar., 2007b).

U ispitivanju rezistencije na antihelmintike koji deluju kao agonisti
GABA receptora, praceno je vezivanja radioaktivno obeleZenog ivermektina za
Celijske membrane rezistentnih Haemonchus contortus. Ova ispitivanja su
ukazala da rezistencija na ivermektin ne nastaje promenom mesta za koje se lek
vezuje na parazitu, ve¢ se znacaj pridaje genu koji determiniSe sintezu P-
glikoproteina kod parazita rezistentnih na avermektine. Tako je opisano da se
osetljivost pojedinih ivermektin- i moksidektin-rezistentnih nematoda moze
povecati ako se istovremeno sa navedenim lekovima primene blokatori
glikoproteinskih transportnih sistema (Molento i Prichard, 1999). Vecina
istrazivaca je generalno saglasna da se rezistencija na ivermektin kod nematoda
i artropoda stvara mutacijom gena koji determinisu sintezu P-glikoproteinske
pumpe ili gena koji determini$u sitezu glutamat-zavisnog hloridnog kanala,
odnosno GABA-zavisnog hloridnog kanala (Fox, 2006).

Osim promena u samim parazitima, pojavi rezistencije znac¢ajno mogu
doprineti i drugi faktori. U te faktore spadaju: kinetika leka u organizmu
tretirane Zivotinje, subdoziranje leka, brzi metabolizam odredenih
antihelmintickih lekova kod nekih vrsta Zivotinja (koze) ili produzena
perzistencija leka u organizmu (Sangster i sar., 1999).

U vezi rezistencije parazita, takode je vazno ista¢i da je njen trend
kretanja tesko predvidljiv. Mozda su najbolji primeri za to relativno brz razvoj
rezistencije Haemonchus contortus na ivermektin, nasuprot koga stoji odsustvo

rezistencije kod Trichostrongylus columbiformis na isti ovaj lek, iako se radi o dve
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bliske vrste parazita. Takode, rezistencija na levamizol se relativno rede javlja
kod H. contortus u poredenju sa T. columbiformis. Ipak, na osnovu dosadasnjih
ispitivanja rezistencije parazita u veterinarskoj medicini, moze se konstatovati
da se kod parazita sa kratkim, direktnim razvojnim ciklusom, rezistencija na
antihelmintike ceS¢e razvija nego kod parazita sa kompleksnijim razvojnim
ciklusom. Kod ovih drugih, postoji nekoliko stadijuma u razvojnom ciklusu, a
smatra se da faktori spoljasnje sredine umanjuju tendenciju ka razvoju
rezistencije (Sangster i sar., 1999).

Kod Zivotinja koje kradi ili duzi vremenski period tokom godine provode
na pasi (ovce, koze, goveda, konji), rezistencija nematoda je u manjem ili veCem
stepenu registrovana prema svim grupama antihelmintika Sirokog spektra
dejstva: benzimidazolima (albendazol, mebendazol), imidazotiazolima
(levamizol), tetrahidropirimidinima (pirantel, morantel) i makrocikli¢nim
laktonima (avermektini, milbemicini) (Sangster i sar., 1999).

U poredenju sa preZivarima, rezistencija nematoda svinja prema
antihelmintickim lekovima je manje prisutna pojava. Intenzivna proizvodnja
svinja podrazumeva isklju¢ivo zatvoreni sistem drzanja (, indoor operation”), pa
je zbog toga spektar infekcije ogranicen, a takode je redukovana i prevalenca
infekcije helminatima (Dangolla i sar., 1997; Kagira i sar., 2003). Ipak, prema
antihelminticima koji su se intenzivno koristili kod svinja, vremenom je doslo
do smanjenja osetljivosti pa i do razvoja rezistencije. Tako na primer,
rezistencija na pirantel i levamizol, prvi put je identifikovana kod svinja u
Danskoj krajem 80-tth i pocetkom 90-tth godina proslog veka, kod
Oesophagostomum quadrispinulatum i O. dentatum (Roepstorff i sar., 1987; Bjorn i
sar., 1990).

Pregledom literature moZze se zakljuciti da osim podataka o smanjenoj
osetljivosti Oesophagostomum spp. na ivermektin, nema radova o postojanju
rezistencije drugih vrsta endoprazita svinja na ovaj lek (Kagira i sar., 2003;
Borgsteede i sar., 2007). Na to ukazuju i brojne studije u kojima je ispitivana

klinicka efikasnost ivermektina, a koje kao rezultat imaju vrlo visoku efikasnost
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ovog leka (100%-tnu ili ne$to nizu) protiv A. suum, Metastrongylus spp.,
Strongyloides ransomi, Trichuris suis i dr. (Alva-Valdes i sar., 1989; Barth i sar.,
1996; Drag i sar., 1998; Ayoade i sar., 2003; Chavhan i sar., 2009).

Medutim, nasuprot ovakvom nalazu kod svinja, rezistencija nematoda
prezivara je raznovrsnija i znatno rasirenija pojava u svetu. Tako na primer,
rezistencija na ivermektin u klinickim wuslovima dokumentovana je kod
Haemonchus contortus ovaca i koza u Juznoj Africi, Brazilu i SAD, a rezistencija
Haemonchus contortus i Trichostrongylus columbiformis kod ovaca u Australiji
(Prichard, 1994). Postoje izvestaji o rezistencija Cooperia oncophora na ivermektin,
kod pasnih goveda u Argentini (Fiel i sar., 2001). Takode, u Argentini, druga
grupa autora je izvestila i o postojanju rezistencije nematoda kod goveda
drzanih u farmskim uslovima. U zakljucku ove studije se navodi da je Cooperia
oncophora istovremeno ispoljila rezistenciju na avermektine i benzimidazole, a
Cooperia punctata, Ostertagia ostertagi i Haemonchus placei rezistenciju samo na
bezimidazole (Mejia i sar., 2003).

Prvi izvestaj o rezistenciji gastrointestinalnih nematoda na ivermektin,
kod prirodno inficiranih teladi u Meksiku, izneli su Encalada Mena i saradnici
(2008).

Sto se ti¢e rezistencije ekfoparazita svinja na ivermektin, za sada u
literaturi nema izvestaja o postojanju ovakve vrste rezistencije. Sa druge strane,
u humanoj medicini je 2004. godine prvi put dokumentovana in vivo i in vitro
rezistencija Sarcoptes scabiei na ivermektin. Kod dva pacijenta sa visSestrukim
recidivima krustozne Suge (“norveska suga”), koji su u predhodnih 4 odnosno
4,5 godine dobili 30 odnosno 58 doza ivermektina, objektivno je dokazana
rezistencija Sugaraca na ovaj lek (Currie i sar., 2004).

Kod domacih Zivotinja, prvi izvesStaj o rezistenciji ektoparazita na
ivermektin datira iz 2001. godine, a odnosi se na rezistenciju krpelja
Rhipicephalus (Boophilus) microplus kod goveda u Brazilu (Martins i Furlong,

2001). Ovi autori su in vitro dokazali ukr$tenu rezistenciju R. microplus na
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doramektin, ivermektin i moksidektin. Kasnije su (2006. godine) ovu vrstu
rezistencije na teritoriji iste zemlje potvrdili i Klafke i saradnici (2006).

Prema najnovijim literaturnim podacima, rezistencija na Rhipicephalus
microplus identifikovana je i na tri farme goveda u Meksiku, §to je prvi izvestaj

ovakve vrste za tu zemlju (Perez-Cogollo i sar., 2010).
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2.2. Karakteristike agonsta nikotinskog i GABA receptora

Na pocetku pregleda literature data je podela antinematodnih lekova na
osnovu njihove hemijske strukture. Druga, vrlo cesta podela koja se srece u
literaturi i na kojoj su koncipirana i ova istraZivanja, odnosi se na podelu
antinematodnih lekova na osnovu mehanizma dejstva na:

Agoniste nikotinskog receptora

o0 Nikotin
Imidazotiazoli (levamizol)

Tetrahidropirimidini (pirantel)

O O O

Kvaternarna amonijumova jedinjenja (befinijum)
0 Tribendimidin

Agoniste GABA receptora
0 Avermektini (ivermektin)
0 Milbemicini (moksidektin)

0 Pirazini (piperazin)

2.2.1. Agonisti nikotinskog receptora

Nikotin.- Nikotin je te¢ni prirodni alkaloid, po kome je i grupa
holinergickih receptora dobila naziv - nikotinski receptori. Ovaj alkaloid se
sintetiSe u korenu, a zatim akumulira u listovima biljke duvan (Nicotiana
tabacum). U suvim listovima ove biljke nalazi se u koncentraciji od 0,5 do 8%.
Istorijski poceci primene antiparazitika (insekticida) u XIX veku, vezani su
upravo za ovo jedinjenje. Danas je njegova upotreba gotovo potpuno potisnuta
od strane drugih, bezbednijih insekticida. Americka agencija za zastitu prirodne
sredine (US EPA), u 2008. godini zabranila je dalju registraciju pesticida na bazi
nikotina, a od 2014. godine na snagu stupa i potpuna zabrana prometa ovakvih
preparata. Medutim, treba re¢i da se danas kao insekticidi koriste sintetska

jedinjenja sli¢na nikotinu (neonikotinoidi), koja imaju daleko vecu selektivhu
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toksi¢nost od prirodnog niktoina. Predstavnik ove grupe je insekticid
imidakloprid.

Nikotin je beli prasak rastvorljiv u vodi. Njegova hemijska formula je
Ci0H14N2, a molekulska masa 162,26g/mol. Strukturna formula nikotina

prikazana je na slici 1.

H

~r~ N
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N

Slika 1. Strukturna formula nikotina

U formi slobodne baze (kada je najve¢im delom nejonizovan), nikotin se
brzo resorbuje iz respiratornog trakta, gastrointestinalnog trakta i sa povrsine
kozZe i sluzokoza. Posle resporpcije, nikotin prelazi u krv i sa afinitetom od 5%
se vezuje za proteine krvne plazme. Studije pokazuju da posle intravenske
aplikacije “C-obelezenog nikotina, on vrlo brzo distribuira u mozak. U mozgu
miSeva se moze identifikovati ve¢ 1 minut od intravenske aplikacije. Sli¢ni
rezultati su dobijeni i pozitronskom emisionom tomografijom mozga majmuna,
nakon intravenske aplikacije 1'C-obeleZzenog nikotina (IPCS INCHEM,
Nicotine). Farmakokineticka ispitivanja sprovedena na ljudima, pokazuju da
nikotin posle primene sublingvalnih tableta (2mg niktona), dostize maksimalnu
koncentraciju u krvnoj pazmi (Cmax) od 14,4ng/ml (Molander i Lunell, 2001).
Volumen distribucije nikotina kod Zzivotinja iznosi proseéno 1,0L/kg, a kod
ljudi 2,0L/kg kod pusaca cigareta i 3,0L/kg kod nepusaca. Prose¢no poluvreme
eliminacije iznosi 2 sata (IPCS INCHEM, Nicotine).

Levamizol.- Levamizol je Sirokospektralni antihelmintik, koji se koristi u
kontroli endoparazita Zivotinja i ljudi. Ovaj lek se primenjuje peroralno ili
parenteralno, a kod goveda i dermalno. U zavisnosti od vrste domacih Zivotinja
i parazita protiv kojih se primenjuje, doze levamizola se kre¢u od 5 do 40mg/kg
t.m. U humanoj medicini se primenjuje jednokratno, u dozi od 2,5mg/kg t.m.

(IPCS INCHEM, Levamisole, WHO Food Additives Series 27).
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Levamizol je beli kristalni prasak, dobro rastvorljiv u vodi i etanolu.
Njegova hemijska formula je C11Hi12N2S, a molekulska masa 240,8. Strukturna
formula levamizola prikazana je na slici 2 (International Pharmacopoeia, 2011.

Levamisole hydrochloride).

Slika 2. Strukturna formula levamizola

Farmakokineticka ispitivanja levamizola radena su kako na
eksperimentalnim Zivotinjama, tako i na razli¢itim vrstama domacih zivotinja
(ovce, svinje, goveda, zivina) (IPCS INCHEM, Levamisole, WHO Food
Additives Series 27). Kada je levamizol aplikovan ovcama u dozi od 7,5mg/kg
t.m., na tri razli¢ita nac¢ina: subkutano, peroralno i intraruminalno, postignute
maksimalne koncentracije leka u plazmi iznosile su 3,1; 0,7 i 0,8ug/ml (Bogan i
sar., 1982). Posle jednokratne peroralne (10mg/kg) i intramuskularne doze
(7,5mg/kg) 3H-levamizola kod svinja, maksimalne koncentracije u krvnoj
plazmi koje ovaj lek postize iznose 1,34pg/ml posle peroralne i 1,82ug/ml posle
intramuskularne aplikacije. Nakon dostizanja ovih maksimalnih koncentracija
dolazi do njihovog laganog monoeksponencijalnog opadanja (Galtier i sar.,
1983).

S obzirom na to da je levamizol indikovan i za primenu u humanoj
medicini, odredeni broj farmakokinetickih podataka odnose se i na njegovu
kinetiku u organizmu ljudi. Tako na primer, kod ljudi koji su tretirani
jednokratnom peroralnom dozom levamizola od 1, 10 ili 50mg, maksimalna
koncentracija leka u krvnoj plazmi bila je proporcionalna primenjenim dozama
i zabeleZena je 1 sat posle primene leka. Srednje koncentracije leka izmerene u
plazmi iznosile su 25,548,8ng/ml i 119+42ng/ml, posle doza od 10 i 50mg.
Koncentracija leka u krvnoj plazmi dobijena posle doze od 1mg nije bila
statisti¢ki validna. Detekcioni limit analiticke metode u ovoj studiji iznosio je

5ng/ml (IPCS INCHEM, Levamisole, WHO Food Additives Series 33).
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Pirantel.- Pirantel, zajedno sa oksantelom i morantelom, pripada
antihelminticima grupe tetrahidropirimidina. Dostupan je u obliku dve soli:
tartarata i pamoata (oznacava se jos i kao embonat).

Hemijska formula pirantel-pamoata (embonata) je C11H14N2S,C23H160s, a
molekulska masa 594,7. Strukturna formula je prikazana na slici 3 (International

Pharmacopoeia, 2011. Pyrantel embonate).

Slika 3. Strukturna formula pirantela

Pirantel-pamoat (embonat) je zuti kristalni prasak, rastvorljiv u dimetil-
sulfoksidu a prakti¢no nerastvorljiv u vodi. Nasuprot tome, pirantel-tartarat je
donekle u vodi rastvorljiv. Dve pomenute soli pirantela imaju i dosta razlic¢ite
farmakokineti¢cke osobine, a posledi¢no i razli¢itu potencijalnu toksi¢nost za
domacina. Tako na primer, pirantel-pamoat (embonat) se slabo resorbuje iz
digestivnog trakta i najve¢im delom nepromenjen eliminie iz organizma
resorbuje se brzo i opseZzno iz creva monogastricnih Zivotinja (Plumb, 2002;
Gokbulut i sar., 2001).

Kod konja, kojima je jednokratno peroralno primenjen pirantel-pamoat
(embonat) u dozi od 13,3mg/kg t.m., maksimalna koncentracija leka u krvnoj
plazmi (Cuax) iznosila je 0,09+0,02ug/ml, a postignuta je za 7,5+1,41h (tnax)
(Gokbulut i sar., 2001).

Kod pasa, posle jednokratno peroralno primenjenog pirantel-pamoata

(embonat) u dozi od 10mg/kg t.m., maksimalna koncentracija leka u krvnoj
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plazmi (Cuax) iznosila je 311,8ng/ml, a postignuta je za 1,5 sat od primene leka
(Morovjan i sar., 1998).

U farmakokinetickim ispitivanjima kod svinja takode su odredivani
maksimalna koncentracija leka u krvnoj plazmi (Cuux) i vreme za koje se ta
maksimalna koncentracija postize (tmax). Obe soli pirantela (citrat i pamoat)
primenjene su jednokratno peroralno, u dozi od: 22,0mg/kg t.m. (pirantel-
citrat) i 32,84mg/kg t.m. (pirantel-pamoat). Dobijene su slede¢e vrednosti. Za
pirantel-citrat Cyux je iznosila 1,92+0,44pg/ml i postignuta je za 1,51+0,45 sati
(tmax), dok je za pirantel-pamoat Cyax iznosila 0,23+0,06pg/ml i postignuta je za
3,2610,64 sata (tmax) (Bjorn i sar., 1996).

Befinijum.- Befinijum je kao antihelmintik uveden u praksu 1959. godine i
primenjivao se kod ljudi, domacih i laboratorijskih Zivotinja protiv intestinalnih
nematoda. Njegova aktivnost bila je jace izrazena protiv nematoda koje
parazitiraju zakacene za mukozu creva, u poredenju sa nematodama koje
parazitiraju slobodne u lumenu creva. Preporuceni dozno-vremenski rezim za
rutinski tretman Zivotinja iznosio je 20-25mg/kg t.m., jednokratno, a kod tezih
infekcija 50mg/kg t.m. jednokratno ili dve ponovljene doze od 20-25mg/kg t.m.
Efikasnost befinijuma protiv nematoda koje parazitiraju zakacene za mukozu
creva, bila je visoka i iznosila 99 do 100% (Burrows, 1958; Copp i sar., 1958;
Jayewardene i sar., 1960).

Befinijum je kristalni prasak, zZute do zelenkasto-zute boje. Prakti¢no je
nerastvorljiv u vodi, etru i benzenu, a rastvorljiv u etanolu. Njegova hemijska
formula je C2sH20NOy, a molekulska masa 443,5. Strukturna formula befinijuma
prikazana je na slici 4 (Martindale The Extra Pharmacopoeia, 1982; International

Pharmacopoeia, 2011, Bephenium hydroxynaphthoate).

TN
0 coo

Slika 4. Strukturna formula befinijuma
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Befinijum se vrlo slabo resorbuje iz digestivnog trakta, sto se izmedu
ostalog moze zakljuciti i na osnovu njegovih visokih vrednosti LDsy za
peroralni nacin aplikacije. Tako na primer, kod miseva LDso za intraperitonealni
nac¢in aplikacije iznosi 72mg/kg tm. a za peroralni nacin aplikacije cak
1000mg/kg t.m. Kod majmuma, peroralna doza od 317mg/kg t.m. befinijum-
hlorida ili 500mg/kg t.m. befinijuma u obliku hidroksinaftoata ili embonata,
aplikovanih 5 dana nedeljno tokom 5 uzastopnih nedelja, ne dovode do
znacajnih promena u razli¢itim tkivima. Medutim, posle intravenske primene,
efekti leka su znacajno izraZeni. Zabelezeni su kratkotrajni pad krvnog pritiska
kod pasa i macaka, a takode dolazi i do pojave bradikardije. Befinijum ispoljava
i efekat blokade nekih ganglija. Intenzivna midrijaza zabeleZena je kod macaka,
a kod pasa salivacija i dijareja. Na moguce dejstvo befinijuma na centralni
nervni sistem ukazuju emeticki efekat kod pasa, kao i respiratorna
insuficijencija, koja je u letalnim ishodima bila i uzrok smrti (Young i sar., 1958).

Pored nikotina s jedne strane, i levamizola i pirantela s druge strane, i
befinijum indukuje misi¢nu kontrakciju preko posebnog subtipa nikotinskog
receptora (B subtip). Iako se ovaj subtip nikotinskih receptora parazitskih
nematoda oznacava upravo po befinijumu (B subtip), i danas pored intenzivnih
elektrofizioloskih ispitivanja, molekularna grada befinijum-senzitivnih
receptora jos uvek nije determinisana (Charvet i sar., 2012).

Befinijum je zabranjen od strane US FDA, ali se u nekim zemljama van
SAD nalazi u prometu.

Tribendimidin.- Tribendimidin je Sirokospektralni antihelmintik, razvijen
tokom 1980-tih godina u Kineskom nacionalanom institutu za parazitske
bolesti. Supstanca je u formi Zutog kristalnog praska, koji se dobro rasvara u
hloroformu, slabije u dimetilformamidu, a sasvim slabo u apsolutnom alkoholu,
metanolu i acetonu. Tribendimidin je nerastvorljiv u vodi. Njegova hemijska
formula je CxsH:Ns, a molekulska masa 452,60. Strukturna formula

tribendimidina prikazana je na slici 5.
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Slika 5. Strukturna formula tribendimidina

Sto se tice toksicnosti, vrednosti LDsp tribendimidina kod migeva iznose:
950+207mg/kg za peroralni nacin aplikacije i 277#27mg/kg tm. za
intraperitonealni nacin aplikacije. Kod pacova akutna peroralna LDso
tribendimidina je ¢ak 2001+79mg/kg t.m.

Farmakokineticke studije tribendimidina radene su uglavnom na
pacovima. Tako mna primer, posle jednokratne peroralne primene
tribendimidina kod pacova, u dozama od 45 ili 150mg/kg t.m., maksimalne
koncentracije ovog leka u krvnoj plazmi (Cusw) iznosile su 171 i 381ng/ml.
Vremena za koja se postizu ove vrednosti Ciuax su 1,16, odnosno 1,78 sati (tnax).
Dva sata posle peroralne primene tribendimidina pacovima u dozi od 45mg/kg
t.m., redosled organa u koje distribuira ovaj lek je sledeci: slezina, pluca,
leka za proteine krvne plazme je preko 80%. Eliminacija se primarno odvija
putem urina. Posle 48 sati od peroralne primene, kumulativnha koli¢ina
tribendimidina ekskretovana urinom odgovara vrednosti 51,5% od peroralno
unetog leka.

Kod pacijenata koji su tribendimidin dobijali jednokratno peroralno u
dozama od: 200mg (deca), 300mg (kod infekcija sa A. lumbricoides), 400mg
(infekcije nematodama koje parazitiraju pri¢vrséene za sluzokoZu creva) ili u
dnevnoj dozi od 400mg tokom tri uzastopna dana (T. trichura infekcija), nije bilo
poremecaja u rutinskim testovima krvi i urina, funkcijama jetre i bubrega i
elektorkardiogramu (ECG). Samo blagi i tranzitorni neZzeljeni efekti koji su
zabelezeni, obuhvatili su: vrtoglavicu (2,7%, 15/553), glavobolju (0,9%, 5/553),
abdominalni bol (0,9%, 5/553), nauzeju (0,9%, 5/553) i dijareju (0,5%, 3/553).
Ukupna stopa neZeljenih efekata kod ljudi tretiranih tribendimidinom iznosila

je 6,0% (33/553), sto je znatno nize od 9,3% (34/364) koliko je zabelezeno sa
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istom dozom albendazola. Ova razlika ima statisticku znacajnost (Shu-Hua i

sar., 2005; Keiser i sar., 2007).

2.2.2. Agonisti GABA receptora

Ivermektin.- Ivermektin je u veterinarsku klinicku praksu prvi put uveden
1981. godine. Do danas je ostao jedan od najce$ce primenjivanih antiparazitskih
lekova u ¢itavom svetu, ¢ija je visoka efikasnost dobro poznata i opisana u
literaturi.

Ivermektin je endo- i ekto-antiparazitik Sirokog spektra delovanja.
Primenjen peroralno ili parenteralno efikasan je protiv odraslih i larvenih oblika
(IV stadijum) nematoda gastrointestinalnog i respiratornog trakta, kao i
artropoda domacih i divljih Zivotinja, Zivotinja u zoovrtovima i kuénih
ljubimaca. Ivermektin ne deluje na cestode i trematode (Trailovi¢, 2001).

Ivermektin je beli ili Zuto-beli kristalni prasak, neznatno higroskopan.
Prakti¢no je nerastvorljiv u vodi, a rastvorljiv u alkoholu. Strukturna formula

ivermektina prikazana je na slici 6 (European Pharmacopoeia, 2007, [vermectin).

HO —0 O —0O-
CHs / \CHs / H™
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Slika 6. Strukturna formula ivermektina

Visoku antiparazitsku aktivnost ivermektin ispoljava ¢ak i ako se
primeni u vrlo niskim dozama. Aktivnost mu se odrZava kroz duZzi vremenski
period posle samo jednokratne aplikacije. Govedima se daje jednokratno
supkutano ili peroralno u dozi od 0,2mg/kg t.m., a moze se primenjivati i spolja
(pour on), u dozi od 0,5mg/kg. Kod ovaca ovaj antiparazitik se primenjuje

peroralno ili parenteralno (s.c.) u dozi od 0,2mg/kg. Konjima se ivermektin daje
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peroralno u obliku gela ili solucije u dozi od 0,2mg/kg, a svinjama parenteralno
(s.c.) 0,3mg/kg i peroralno u dozi od 0,4mg/kg ili 0,1mg/kg, tokom 7 dana
(Trailovi¢, 2001).

Posebno je interesantna primena ivermektina kod pasa. Psi su jedna od
nezeljenih i toksi¢nih efekata ovog makrolidnog antiparazitika. Ivermektin je
kod pasa prvenstveno indikovan za preveniranje i le¢enje infekcija sa Dirofilaria
immitis. Primenjuje se peroralno u dozi > 6pg/kg t.m., jednom mese¢no. Ova
doza ispoljava 100%-tnu efikasnost u eliminisanju infekcije sré¢anim crvom,
delujudi na larvene oblike Il i IV stadijuma ovog parazita (Trailovi¢, 2001).

Svetska zdravstvena organizacija (WHO) predvida ivermektin na listi
lekova za humanu medicinu i to za lecenje helmintoza koje se prenose preko
zemljiSta (pre svega strongiloidoze), ali se u literaturi pre svega viSe pominje
mogucnost efikasne primene ivermektina protiv suge kod ljudi. Ivermektin se u
poljoprivredi ne koristi kao pesticid, ali je njegov prirodni analog abamektin
vrlo efikasan protiv mnogih biljnih insekata i grinja (Trailovi¢, 2001).

Parenteralna aplikacija ivermektina prolongira njegovu apsorpciju u
odnosu na peroralni nacin aplikacije, ali zato ima za posledicu vise
koncentracije u krvnoj plazmi, duZzu aktivnost, a samim tim i bolju klini¢ku
efikasnost ivermektina. U literaturi postoje dokazi da na nisku apsorpciju
ivermektina posle p.o. aplikacije utice P-glikoprotein, koji je izmedu ostalog
prisutan i u epitelu intestinuma. Tako na primer, kada se ivermektin aplikuje
istovremeno sa blokatorom P-glikoproteina - verapamilom, maksimalna
koncentracija u plazmi (Ciuax) i bioraspolozivost ivermektina se povecavaju, sto
dovodi i do povecanja antiparazitske efikasnosti.

Ivermektin je praktiéno nerastvorljiv u vodi, tako da njegova
precipitacija u subkutisu (posle s.c. aplikacije) favorizuje prolongiranu
apsorpciju sa injekcionog mesta, a samim tim i produzeno prisustvo leka u
krnoj plazmi. Male razlike u formulacijama preparata, mogu rezultirati znatnim

promenama u antiparazitskoj efikasnosti ivermektina. Ova pojava je narocito
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izu¢avana kod goveda. Tako na primer, apsorpcija ivermektina je mnogo
opseznija i brza sa vodenim vehikulumom - u poredenju sa vehikulumom koji
sadrzi kombinaciju propilen-glikol:glicerol-formal (60:40v/v). Kod ovog
drugog nosaca, bioloski poluZivot leka je duZi, $to prolongira i njegovu klinicku
efikasnost.

Ivermektin aplikovan govedima s.c. ima perzistentni antihelminticki
efekat protiv vecine gastrointestinalnih nematoda, koji traje priblizno 10 dana, a
protiv Dictyocaulus viviparius i duze, tokom 21 dana. Kod goveda, plazma
koncentracija ivermektina od 0,5 do Ing/ml optimalna je za antihelminti¢ku
aktivnost protiv najveceg broja gastrointestinalnih i pluénih nematoda. Plazma
koncentracija od 0,5ng/ml, takode kontroliSe i infekciju Strkljevima (Hypoderma
spp)-

U poredenju sa govedima, kod ovaca ivermektin postize niZe
koncentracije u krvnoj plazmi. Kod ove vrste Zivotinja bioraspoloZivost
ivermektina posle s.c. nacina aplikacije veoma varira: od 22% do ¢ak 98,2%.
Takode, plazma koncentracije ivermektina su niZe posle p.o. nac¢ina aplikacije u
odnosu na s.c. na¢in apikovanja. Dakle, kao i kod ostalih vrsta zivotinja, i kod
ovaca, p.o. nacin primene ivermektina ima manju efikasnost i krace trajanje
dejstva protiv parazita.

Kod prasadi koja su s.c. tretirana ivermektinom, vrednosti Cyax i AUC
(Area Under the Curve) su signifikantno niZe nego kod teladi. Smatra se da ovo
stoji u korelaciji sa visokim stepenom distribucije i deponovanjem ivermektina
u masnom tkivu svinja, $to uti¢e na smanjenje plazma koncentraciju leka kod

ove vrste zivotinja (Canga i sar., 2009).

Moksidektin.- Moksidektin je Sirokospektralni antiparazitski lek koji se

koristi za kontrolu endo- i ekto-parazita ovaca, goveda i jelena.
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Slika 7. Strukturna formula moksidektina

Moksidektin je beli ili bledo-zuti amorfni prasak. Prakti¢no je
nerastvorljiv u vodi, a dobro rastvorljiv u etanolu (96%). Njegova hemijska
formula je Cs7Hs3NOs, a molekulska masa 640,0. Strukturna formula
moksidektina prikazana je na slici 7 (European Pharmacopoeia, 2007,
Moxidectin).

Farmakokineticki parametri moksidektina kod ovaca su sledeci. Posle
peroralne primene “C-moksidektina, u dozi od 0,2mg/kg t.m., vreme za koje
ovaj lek postigne maksimalnu koncentraciju u krvnoj plazmi (tnax) je 9 sati, a
maksimalna koncentracija (Cua) iznosi 9ug/kg. Nakon subkutane aplikacije
moksidektina u istoj dozi (0,2mg/kg t.m.), tmaxje 8 sati a Cuariznosi 12pug/kg.

Kod goveda, posle s.c. aplikacije *C-moksidektina u dozi od 0,2mg/kg
tm., lek maksimalni pik u krvhom serumu postize za 8 sati (fma), a ta
maksimalna koncentracija iznosi 60pg/kg.

Moksidektin je umereno toksi¢an posle peroralne i intraperitonealne
aplikacije kod miSeva i pacova. Akutna LDsp moksidektina kod miSeva, za
peroralni nacin aplikacije iznosi 84mg/kg t.m., a za intraperitonealni nacin
aplikacije 86mg/kg t.m. Posle subkutanog aplikovanja moksidektin je manje
toksi¢an, pa tako vrednost LDsy za ovaj nacin aplikacije kod miSeva iznosi
263mg/kg t.m. Znaci toksi¢nog dejstva moksidektina kod pacova su: smanjena
aktivnost, prostracija, tremor, depresija disanja, dijareja, hipersenzitivnost na
zvuk i dodir, epistaksa. Kod goveda subkutano tretiranih moksidektinom, 10
puta ve¢om dozom od preporucene (2mg/kg t.m.), uoc¢ava se blaga depresija i

ataksija, koje relativno brzo nestaju. Kod trostrukog i petostrukog prekoracenja
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terapijske doze, nisu zapaZeni neZeljeni efekti (IPCS INCHEM, Moxidectin,
WHO Food Additives Series 36).

Piperazin.- Piperazin je antihelmintik koji se koristi u terapiji askaridoze
svinja i zivine (uklju¢ujudi i nosilje). Takode, primenjuje se i kod pasa, macaka i
konja.

To je bezbojni kristal u obliku ljuspica, dobro rastvorljiv u vodi i
alkoholu. Njegova hemijska formula je C4H10N2,6H20, a molekulska masa 194,2.
Strukturna formula piperazina prikazana je na slici 8 (European

Pharmacopoeia, 2007, Piperazine hydrate).

(\NH . BHL0
"y

Slika 8. Strukturna formula piperazina

Ovaj lek je dostupan u obliku nekoliko vrsta soli: citrat, adipat, fosfat,
heksahidrat i dihidrohlorid. Svaka od navedenih soli sadrZi razli¢ite koli¢ine
piperazina (baze): citrat (35%), adipat (37%), fosfat (42%), heksahidrat (44%),
hlorid (48%), dihidrohlorid (50-53%).

Posle peroralne primene, piperazin se brzo resorbuje iz proksimalnih
partija digestivnog trakta. Kod prasadi, kojima je #C-piperazin-dihidrohlorid
primenjen peroralno u dozi od 300mg/kg t.m. (ekvivalentno 154,5mg/kg t.m.
piperazin baze), maksimalna koncentracija u plazmi (Cux) od 22,75ng/ml
zabeleZena je 1 sat od primene leka. Kod koko$aka nosilja, kojima je primenjena
ista doza C-piperazin-dihidrohlorida (300mg/kg tm. - ekvivalentno
154,5mg/kg tm. piperazin baze), pik plazma koncentracija (Cua) od
26,72pg/ml zabelezena je takode 1 sat od primene leka (EMEA, 1999).

U pogledu toksi¢nosti, piperazin se smatra lekom sa Sirokim granicama
sigurnosti. Akutna peroralna LDsy piperazin-adipata kod miSeva iznosi
11,4g/kg t.m. Kod macaka, znaci toksi¢nog dejstva javljaju se 24 sata posle

peroralno uneSene toksi¢ne doze. Ti znaci obuhvataju: povracanje, slabost,
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dispnoju, fascikulaciju misi¢a usne skoljke, depresiju, dehidrataciju, nistagmus,

usporeni pupilarni refleks (Plumb, 2002).

2.2.3. Aktivni sastojci esencijalnih biljnih ulja

Aktivni sastojci esencijalnih biljnih ulja su najozbiljnija alternativa
klasi¢énim antiparazitskim lekovima. Ovakav status im je obezbeden
zahvaljujuc¢i veoma ubedljivim farmakoloskim karakteristikama koje poseduju,
izrazito niskoj toksi¢nosti za domacina i izostanku rezidua u tkivima tretiranih
zivotinja, Sto je za veterinarsku medicinu posebno vazno. Biljke stvaraju
esencijalna ulja kao produkte sekundarnog mebolizma a neki njihovi aktivni
sastojci, kao $to su monoterpenoidi timol, karvakrol ili diterpenoidi - eugenol,
cinamaldehid ve¢ imaju odredeni farmakoterapijski znacaj (Lei i sar., 2010).
Dosta je proucavano insekticidno dejstvo timola i karvakrola kod voéne musice.
Na osnovu c¢injenice da su mutanti Drosophila melanogaster koji nemaju
tiraminski receptor (TyrR) neosetljivi na ova dva monoterpenoida, moze se
konstatovati da je upravo ovaj receptor uklju¢en u mehanizam njihovog dejstva
(Enan i sar., 2005). U literaturi postoje i izvesni podaci o antinematodnim
svojstvim aktivnih supstanci esencijalnih biljnih ulja. Camurca-Vasconcelos i
saradnici (2007) i Kog i saradnici (2007) izvestavaju o nematocidnom dejstvu
timola i karvakrola protiv Haemonchus contortus i Bursaphelenchus xylophilus.
Posebno je interesantano istrazivanje Lei i saradnika, (2010) koji su pokazali da
timol i karvakrol u komparativhom in vitro ispitivanju sa mebendazolom
ispoljavaju vecu efikasnost protiv A. suum. Primenjeni u koncentraciji od
0.67mM izazivaju 99+1% i 100% letaliteta za ovog parazita. Sa druge strane
mebendazol je u terapijskoj koncentraciji od 169mM, izazvao uginuce kod
9513 %tretiranih A. suum.

O mehanizmu antinematodnog dejstva timola i karvakrola se malo zna.
Lei i saradnici (2010) su dokazali da ova dva aktivna principa esencijalnih

biljnih ulja aktiviraju tiraminski receptor nematoda (C. elegans), ¢ija je ekspresija
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izvrSena na Celijama sisara. Pirri i saradnici (2009) su publikovali istrazivanje
da tiraminski receptor kod slobodnozivucée nematode C. elegans reguliSe njeno
kretanje aktivacijom specificnog hloridnog kanala, $to bi moglo da predstavlja

klju¢ definisanja antinematodnog dejstva monoterpenoida.
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2.3. Nervno-misiéni sistem nematoda

Ispitivanja mehanizama dejstva neurotransmitera i antihelminti¢kih
lekova, dominantno su radena na dve vrste nematoda. Jedna vrsta je
Caenorhabditis elegans, neparazitska nematoda duZine oko 1mm, koja slobodno
zivi u zemljistu, a druga je Ascaris suum, parazitska nematoda koja parazitira u
tankim crevima svinja. A. suum predstavlja veoma dobar eksperimentalni
model iz nekoliko razloga: relativno lako se moze dobiti od svinja post mortem -
na klanicama, njena veli¢ina (duzina 20-30cm, pre¢nik oko 5mmm) omogucava
lakSe seciranje u poredenju sa manjim nematodama, i na kraju, filogenetski je
bliska sa drugim parazitskim nematodama, tako da i njih dobro reprezentuje.

Somatske misi¢ne celije A. suum imaju drugaciju strukturu u poredenju
sa istom vrstom celija kod ki¢menjaka. Kao sto je prikazano na slici 9, misi¢ne
Celije askarisa poseduju 3 razli¢ita regiona: vretenasti ili vlaknasti, vrecasti i

region rucice. Ovakva struktura uslovljena je njihovom funkcijom.

rucica &

viakno

Slika 9. Razliciti regioni miSi¢ne Celije Ascaris suum

Somatske misi¢ne Celije A. suum rasporedene su longitudinalno u odnosu
na osu tela i mogu se podeliti u dve grupe: dorzalnu i ventralnu. Dorzalna
grupa miSiénih delija inervaciju dobija od motornog aksona poreklom iz
dorzalne nervne vrpce, a ventralna grupa od motornog aksona poreklom iz
ventralne nervne vrpce. Zbog ovakvog grupisanja misicnih Cdelija, talasi
kontrakcija nematode propagiraju duz njenog tela dvodimenzionalno, u dorzo-

vetralnoj ravni. To znaci da se nematoda moZe kretati unapred i unazad.
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Vretenasti deo miSiéne celije sadrzi aktin i miozin, te predstavlja
kontraktilni deo delije. Aktin i miozin nematode rasporedeni su tako da
formiraju prugavost misic¢a, kao i u skeletnoj muskulaturi ki¢menjaka, s tom
(perpendikularna) kao kod ki¢menjaka. Umesto toga, mis$i¢ nematoda ima kosu
prugavost, sto daje mogucnost za brze kontrakcije.

Vrecasti deo miSiéne Celije sadrzi jedro i bogat je glikogenom i
mitohondrijama. Zbog toga funkcioniSe kao energetski odeljak miSi¢ne celije.
Takode, postoje i argumenti koji govore u prilog potpornoj ulozi vreéastog dela
miSiéne Celije. Kod intaktnog parazita, vrecasti deo je ispupcen unutra, ka crevu
parazita (Slika 10). Smatra se da turgor misi¢ne vrece daje potporu nematodi,
delujudi tako kao neka vrsta endoskeleta. Zbog restriktivnog broja celija kod
nematoda, po zavrSetku celijskih deoba rast parazita se nastavlja celijskom
ekspanzijom. Kao rezultat toga sve ¢elije nematoda su relativno velike. Tako na
primer, kod adultnih A. suum misiéna vreca je pre¢nika 100-200pm, Sto recimo

omogucava lako aplikovanje elektroda za elektrofizioloske studije.

kutikula
hipodermis
misi¢no vlakno

Slika 10. Poprecni presek Ascaris suum u predelu 4 cm od glavenog regiona

Misiéna rucica predstavlja vezu izmedu miSi¢ne celije i nervne horde.
Neuro-muskularna integracija A. suum razlikuje se znacajno od one koji postoji
kod ki¢menjaka po tome $to miSi¢na celija nematode pravi projekciju prema
neuronu, dok je kod ki¢menjaka to obrnuto. Svaka misi¢na celija nematode ima
jednu ili viSe rucica koje se pruzaju prema nervnoj vrpci u hipodermisu. Na

svom zavrs$etku, miSi¢ne rucice se granaju u nastavke koji se zatim udruzuju sa
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istim takvim nastavcima drugih rucica, gradeéi sincicijum, odnosno
funkcionalnu mrezu oko nervne vrpce. Individualno, nastavci rucica su
medusobno povezani vrstom tesne veze (tight juctions) koja obezbeduje
elektricnu provodljivost izmedu miSiénih celija. Sinapse postoje na vezama
izmedu terminalnog grananja misi¢nih rucica i nerva.

Faringealna muskulatura.- Farinks adultne A. suum predstavlja jedna
posebna grupa misi¢nih celija (elektricno kuplovanih), koje formiraju misiénu
cev u predelu glavenog regiona. Oblik farinksa varira u zavisnosti od vrste
nematode, a njegov osnovni zadatak je da hranljive materije iz okoline pumpa u
crevo askarisa. Kod A. suum to je veliki organ, priblizne duzine lcm, ¢iji je
lumen je zatvoren kada su miSi¢ne Celije relaksirane, dok njihove kontrakcije
otvaraju lumen (Marr i sar., 2003).

Nervni sistem A. suum.- Nervni sistem A. suum, kao i kod ostalih
nematoda, je konzistentan i relativno jednostavan. Sastoji se od oko 300
neurona (senzornih i motornih) koji su najvise koncentrisani u glavenom i
repnom regionu. U prednjem delu tela nematoda, oko farinksa, nalazi se
cirkumfaringealni nervni prsten koji predstavlja neku vrstu primitivnog mozga.
Od njega polaze dorzalna, lateralna i ventralna nervna vrpca, unutar
longitudinalnih hordi. MiSi¢ne celije dobijaju inervaciju od dorzalnog i
ventralnog nerva, dok je lateralni nerv povezan sa ekskretornim kanalom.
Najveci od ova tri nerva je ventralni (Marr i sar., 2003; Trailovi¢, 2001). Izmedu
motoneurona i ventralne nervne vrpce nalaze se relejne Celije ili interneuroni.
GABA je neurotransmiter uklju¢en u slanje inhibitornih impulsa iz
interneurona u motoneurone. Ovo je bio klju¢ za objasnjenje mehanizma
nematocidnog delovanja avermektina, pa su mnogobrojna elektrofizioloska
ispitivanja dokazala da su oni agonisti za GABA-ergicke receptore.
Avermektini, pa i ivermektin, potenciraju GABA efekte na sinapsama, i to tako
Sto stimuliSsu presinapticko oslobadanje GABA-e i povecavaju njeno

postsinapticko vezivanje za GABA-ergicke receptore (Slika 11).
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inhibitorni ekscitatorni
interneuroni interneuroni
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motorni
neuroni

Slika 11. Mehanizam dejstva ivermektina na nervnoj sinapsi Ascaris suum

GABA otvara hloridne kanale na postsinapti¢koj membrani i omogucéava
ulazak jona hlora iz ekstracelularnog u intracelularni prostor, $to ima za
posledicu smanjenje rezistencije celijske membrane i hiperpolarizaciju
postsinapticke membrane. U prisustvu ivermektina hloridni kanal je otvoren i
kada bi trebalo da bude zatvoren te joni hlora ulaze u ¢eliju, iako bi trebalo da
ulaze samo joni natrijuma. Motoneuron tako postaje negativno naelektrisan
(niska elektri¢na rezistencija) i na taj nacin signali (inhibitorni i ekscitatorni) ne
mogu biti registrovani u ¢elijama recipijentima. Motoneuroni i misi¢ne celije su
spremne za “akciju” ali ne dobijaju odgovarajuci signal. Na taj nacin dolazi do

paralize i smrti parazita (Trailovi¢, 2001).
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2.4. Karakteristike holinergickih receptora i GABA receptora
sisara i nematoda i mehanizmi dejstva njihovih agonista

2.4.1. Holinergicki receptori sisara

Nikotinski receptori su tipi¢ni predstavnici jonskih kanala koje otvara
ligand (ligand-zavisni jonski kanali; “ligand-gated ion channels”). Sastoje se iz
ukupno 5 subjedinica, a oligomerna struktura (2a, B, y, ) poseduje dva mesta
za vezivanje acetilholina. Da bi se receptor aktivirao potrebno je da se za njega

vezu 2 molekula acetilholina (Slika 12).

Nat

\

Slika 12. Nikotinski acetilholinski receptor (nAChR)

Kod vertebrata postoje dva glavna tipa nAChR: neuro-mi$i¢ni i
neuronski tip. Neuronski tip nikotinskog receptora nalazi se u CNS i svim
autonomnim ganglijama. S druge strane, mneuro-misicni tip receptora je
lokalizovan na neuro-misi¢nim sinapsama skeletne muskulature i stimulacija
ovih receptora dovodi do mi$i¢ne kontrakcije. Na postsinaptickoj misi¢noj
membrani identifikovana su tri subtipa nAChR: fetalni misi¢ni - alf1dy,
adultni misiéni - alP1de i neuronski - a7 subtip nAChR (Trailovi¢ i sar., 2011).
Dakle, moguce je da kanal bude i pentamerni monomer, koga ¢ine samo a-

subjedinice. Kod vertebrata postoji najmanje 12 a-subjedinica i 3 -subjedinice,
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ali samo ograniceni broj njih gradi funkcionalne receptore. Tako na primer,
samo subjedinice od a7 do al2 ¢ine homomerni kanal (bez kombinacije sa -
subjedinicama). Razli¢iti homomerni i heteromerni receptori imaju razlic¢ite
farmakoloske karakteristike (Robertson i sar., 2007b).

Pored klasi¢nog misi¢nog tipa nAChR koji sadrZi al subjedinicu, neuro-
misi¢na sinapsa sadrZzi i presinapticki a2p3 neuronski tip nAChR. Ovaj tip
receptora je odgovoran za pojacano oslobadanje ACh (autoreceptori). To u
stvari zna¢i da ACh aktivacijom ovih autoreceptora moze pojacati svoje
sopstveno oslobadanje (presinapticka modulacija). Nasuprot tome, odsustvo
ovog efekta tokom neuro-misi¢ne blokade (pojava se oznacava se kao tetani¢no
slabljenje - , tetanic fade”), smatra se da nastaje kao posledica inhibicije
navedenog presinaptickog autoreceptora na nervnom zavrSetku (Trailovi¢ i
sar., 2011).

Acetilholin na nivou neuro-misiéne sinapse deluje tako Sto aktivira
nikotinski receptor. Znacajan je podatak da koncentracija ACh koja se oslobada
na neuro-misiénim sinapsama vertebrata, moze da dostigne koncentraciju i do
5mM (Puttacharya i sar., 2013). Aktivacija nikotinskog receptora ima za
posledicu otvaranje natrijumovih jonskih kanala i nastanak brze depolarizacije,
koja inicira generisanje akcionog potencijala u misi¢énom vlaknu. U prisustvu
funkcionalne acetilholinesteraze, u intaktnoj neuro-misi¢noj sinapsi, bilo koji
molekul acetilholina uspe da aktivira najvise jedan nikotinski receptor, pre nego
Sto biva razgraden. Funkcija ovog enzima je upravo da ogranici koncentraciju
acetilholina u sinaptickoj pukotini i vreme prisustva acetilholina na
postsinaptickoj miSi¢énoj membrani, i tako spre¢i produZeno delovanje
neurotransmitera na nikotinskim receptorima. Ova ograni¢avajuc¢a dejstva
acetilholinesteraze su veoma vaZna, jer pod odredenim uslovima i sam
acetilholin moZe da izazove nervno-misiénu blokadu. Do ove pojave dolazi
kada je acetilholin na motornoj plo¢i prisutan u dovoljno visokoj koncentraciji
(ACh vestacki aplikovan u visim koncentracijama od fizioloskih, inhibicija

acetilholinesteraze). Pojava koja se u ovim uslovima javlja naziva se “blokada
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depolarizacijom” i do nje dolazi usled produzene depolarizacije postsinapticke
misi¢ne membrane (Bowman, 2006; Rang i sar., 2005 ).

Muskarinski receptori pripadaju grupi receptora vezanih za G-protein (G-
protein-coupled receptors), a ova grupa se nazivaju jos i metabotropni receptori. G-
protein vezani receptori predstavljaju monomere koji se sastoje od 7
transmembranskih segmenata. Jedna od intracelularnih petlji, veca je nego
ostale i stupa u interakciju sa G-proteinom. Ovaj protein je membranski protein,
koji se sastoji od 3 subjedinice (a,B,y), pri ¢emu a-subjedinice poseduju
aktivnost GTP-aze. Kada se molekul agoniste veZe za muskarinski receptor,
dolazi do konformacijskih promena, uklju¢ujudi i citoplazmatski deo receptora.
To za posledicu ima disocijaciju G-protein trimera, oslobadajuci a-subjedinicu
od Py-subjedinice. Ovo je “aktivha forma” G-proteina koji difunduje u
membranu i moze da se udruzi sa razli¢itim enzimima i jonskim kanalima,
prouzrokujuéi aktivaciju ili inaktivaciju (slika 13). Do sada je otkriveno 5
razli¢itih tipova muskarinskih receptora. Pri tome su tri tipa (M1 - “nervni”; M»
- “sréani”; Ms - “glatkomisi¢ni i zlezdani”) dobro ispitani i opisani. Za tipove
M4 i M5 zna se da su lokalizovani u CNS-u, ali njihova uloga nije u potpunosti

objasnjena.

(M4, M3, Mg) (M, M)

B PLC

Gu:'\" \‘-:-f"’ /\1

IP3
4 ¥ cAMP

oslohadanje Ca

Slika 13. Tipovi muskarinskih receptora

Aktivacija ¢lanova neparne grupe (Mi, M3, Ms) muskarinskih receptora

dovodi do stimulacije inozitol-fosfatnog puta (IP3 put), dok aktivacija
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muskarinskih receptora parne grupe (Mz, Mi) ima za posledicu inhibiciju
enzima adenilat-ciklaze i smanjenje intracelularne koncentracije cAMP (Slika 13)

(Rang i sar., 2005).

2.4.2. Holinergicki receptori nematoda

Smatra se da su nematode najnizi evolutivni filum koji kao
neurotransmiter koristi ACh (Colquhoun i sar., 1991). Glavne strukturne odlike
nikotinskog acetilholinskog receptora (nAChR) evolutivno su ostale dobro
konzervirane, tako da sli¢nosti postoje ¢ak i medu filogenetski jako udaljenim
organizmima, kao Sto su nematode i sisari. Drugim re¢ima, misi¢ni nAChR
nematoda pokazuju farmakoloske i biofizicke sli¢nosti sa jednim tipom nAChR
vertebrata (neuronski tip). Ipak, izmedu nAChR nematoda i sisara postoje i
signifikantne farmakoloske razlike, na kojima se upravo i zasniva selektivni
terapijski efekat antinematodnih lekova (levamizol, pirantel), koji deluju na
misi¢ne receptore nematoda, uz minimalni toksi¢ni efekat na misice Zivotinje
(domacina parazita).

Nikotinski acetilholinski receptor (nAChR) se nalazi na somatskim miSi¢nim
Celjama nematoda i odgovoran je za koordinaciju kretanja parazita.
Holinomimeti¢ki antihelmintici deluju kao i acetilholin, endogeni
neurotransmiter, s tom razlikom $to nisu osetljivi na enzim acetilholinesterazu
(AChE) koja razlaze acetilholin. Generalizovano dejstvo lekova na somatske
miSi¢e parazita izaziva spasti¢nu paralizu. Na celularnom nivou, ova grupa
antihelmintika dovodi do povecanja ulazne provodljivosti i posledi¢ne
depolarizacije celije nastale otvaranjem neselektivnih katjonskih kanala. Na
nivou pojedina¢nih jonskih kanala, levamizol kao tipi¢ni predstavnik ove grupe
lekova, otvara neselektivni katjonski kanal (provodljivost 18-50pS, vreme
otvorenosti 1-5ms). Efekat levamizola se moZze potpuno blokirati
mekamilaminom ili paraherkvamidom, za koje je dokazano da su specifi¢ni
blokatori nAChR nematoda (Robertson i sar., 2007a; Robertson i sar., 2007b;

Trailovi¢ i sar., 2010).
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Svi nAChR su sastavljeni od 5 proteinskih subjedinica. Najznacajniji
podaci o ovom receptoru su dobijeni ispitivanjima na Torpedo californica
(elektri¢na raza), a predpostavlja se da i nikotinski receptor nematoda ima vrlo
slicnu strukturu. Nikotinski acetilholinski receptori (nAChR) sadrze dve (ili
viSe) a-subjedinica i tri (ili manje) ne-a-subjedinica. One su postavljene u krug
oko centralne pore, formirajuci tako transmembranski jonski kanal. Jonsku poru
¢ine drugi transmembranski regioni (TM2) poreklom od svake subjedinice.
Negativno naelektrisane amino-kiseline (glutamat, aspartat) u ovom TM?2
regionu reguliSu provodljivost kanala, njegovu katjonsku selektivnost i nivo
propustljivosti za kalcijum (Robertson i sar., 2007a).

Za razliku od vertebrata, kod nematoda nije potpuno poznata
stohiometrija nikotinskog receptora. Zna se da veci broj gena enkodira sintezu
razli¢itih subjedinica nikotinskog receptora nematoda i da one po raznolikosti
nadmasuju subjedinice vertebrata. Ovo ukazuje na veliki diverzitet tipova
nikotinskih receptora nematoda. Farmakoloski gledano, nikotinski receptor
nematoda je slicniji neuronskom tipu receptora vertebrata, jer je recimo
neosetljiv na blokadu a-bungarotoksinom. Za razliku od vertebrata, kod
adultnih nematoda je dokazano vise tipova nAChR na misiénim celijama
(Robertson i sar., 2007a). Kod Caenorhabditis elegans, slobodno Zivece nematode,
mogu se diferencirati dve struje koje nastaju kada acetilholin otvori kanal: prva,
nazvana nikotin-osetljiva struja, koja se moze blokirati dihidro-p-eritroidinom,
a preferira nikotin kao agonistu, i druga, nazvana levamizol-osetljiva struja,
koja je neosetljiva na dihidro-B-eritroidin a preferira levamizol kao agonistu.
Kod velike nematode svinja, A. suum, dokazana su tri tipa nAChR na misi¢noj
membrani: L-tip (preferira levamizol i pirantel kao agonistu), N-tip (preferira
nikotin i oksantel kao agonistu) i B-tip (preferira befinijum kao agonistu) (Slika
14). Levamizol aktivira L-tip kanala, ali u manjoj meri otvara i N i B-tip kanala.
Befinijum pre svega otvara B-tip kanala, ali i L-tip, dok na N-tip ne deluje.
Ocigledno je da kod parazitskih nematoda, u pogledu farmakoloskih

karakteristika, postoji manja razlika izmedu razlic¢itih tipova nikotinskog
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receptora, nego kod slobodnozivede nematode C. elegans (Robertson i sar.,

2007a; Robertson i sar., 2007Db).

subtip N & 8

kanal 24pS. 06ms 35pS, 09ms 45pS 1.3 ms

agonista nikotin levamizol befinijum
antagonista paraherkvamid 2-deoksiparaherkvamid
herkvamid

Slika 14. Subtipovi nAChR na misi¢nim ¢elijama Ascaris suum

Kao sto se vidi, antihelmintici koji deluju kao agonisti nikotinskog
receptora, pokazuju selektivnost za razlicite tipove nikotinskog receptora. Ovo
je narocito vazno imati u vidu prilikom kombinovanja razli¢itih antihelmintika
u terapiji parazitskih infekcija, kao i prilikom pojave rezistencije na jedan tip
antihelmintika i izbora novog antihelmintika kojim ¢e se takva infekcija tretirati.
Medu najcesce koris¢enim holinergi¢kim antihelminticima su levamizol i
pirantel. Oba leka imaju istu selektivnost za L-tip nikotinskog receptora
nematoda, pa bi njihovo kombinovanje u terapiji bilo neopravdano, a
levamizol-rezistentni mutanti ¢e ispoljiti rezistenciju i na pirantel. Oksantel
pokazuje drugaciju selektivnost u odnosu na pirantel, iako oksantel i pirantel
po hemijskom sastavu pripadaju istoj grupi - tetrahidropirimidinima. Naime,
oksantel pri svom delovanju preferentno aktivira N-tip nikotinskog receptora.
Ova cdinjenica moZze objasniti drugaciji spektar antiparazitske aktivnosti
oksantela, u odnosu na pirantel (Martin i sar., 2004).

Selektivnost za pojedine tipove nikotinskih receptora prisutna je i kod
njihovih antagonista, kakvi su paraherkvamid i 2-deoksi-paraherkvamid (Slika

14). Paraherkvamid antagonizuje efekte L-selektivnih nikotinskih agonista
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(levamizol, pirantel ), dok 2-deoksi-paraherkvamid, specifi¢no antagonizuje B-
selektivne agoniste (befinijum) (Robertson i sar., 2007a; Robertson i sar., 2007b).

Na osnovu dosadasnjih saznanja konstruisan je model potencijalnog
sastava jedne vrste nikotinskog receptora nematoda, prikazan na slici 15.
Receptor se sastoji iz 5 proteinskih subjedinica koje okruZuju centralnu jonsku
poru. UNC-38 je subjedinica homologna a-subjedinici vertebrata, UNC-29 i
LEV-1 su subjedinice homologne B-subjedinici vertebrata. Interfejs izmedu a i
ne-a subjedinice gradi mesto za vezivanje nikotinskih agonista (trougao).
Analogno a-subjedinici vertebrata, svaka UNC-38 moZze da sadrZzi mesto

vezivanja acetilholina (¢etvorougao) (Kshler, 2001).

UNC-29

UNC38 . UNC38

0‘ Na ¢

LEV-1 UNC-29

Slika 15. Model nikotinskog receptora nematoda koga otvara acetilholin (#) i
levamizol (A)

Jedno od osnovnih pitanja vezanih za sam mehanizam dejstva

holinergickih agonista je njihova selektivna toksi¢nost. Iz gore navedenog

.....

.....

Elektrofizioloskim  metodama  ispitivanja  (merenjima  provodljivosti
pojedina¢nog kanala) ustanovljeno je da ovaj antiparazitik aktivira nikotinski
acetilholinski receptor sisara. Medutim, otvaranje pojedina¢nog kanala traje
kra¢e u odnosu na efekat klasi¢nog neurotransmitera acetilholina i ne dolazi do

serije otvaranja u obliku klastera, kada se primene vise koncentracije leka.
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Maksimalna struja koja nastaje posle otvaranja kanala levamizolom je svega 3%
struje koju izazove acetilholin. MoZe se zakljuciti da levamizol deluje kao slabi
agonist nAChR sisara. Takode, levamizol izaziva blokadu otvorenog kanala
nAChR. Afinitet kojim izaziva blokadu (190uM, -70mV) je slican kao i kod
nematodnog receptora, sto ukazuje na to da se radi o razli¢itoj osetljivosti
receptora nematoda i sisara prema levamizolu, iz koje onda proistic¢u i razlike u
kinetici otvaranja kanala. Poznato je da se a-subjedinica nAChR nematoda i
sisara razlikuje. Kada se u nAChR sisara aminokiselina aGly-153 zameni
homolognom glutaminskom kiselinom nematoda, dolazi do signifikantnog
povecanja osetljivosti nAChR sisara prema levamizolu. Ovo je pravo objasnjenje
selektivnog dejstva levamizola na nikotinski receptor parazita, bez znacajnijih
efekata na nikotinske receptore domacina (Rayes i sar., 2004).

Ispitivanja sa proteinskim kinazama, odnosno njihovim inhibitorima,
ukazala su na nove podatke, da i postreceptorska modifikacija moze promeniti
odgovor na lek i kao takva ucestvovati u smanjenoj reakciji kod parazita koji su
rezistentni na antiparazitik. Dobijeni rezultati ukazuju na mogucénost da
rezistencija na levamizol ne zahteva ultimativno i promenu aminokiselina na
mestu vezivanja leka za receptor, ve¢ da moze ukljucivati i regulaciju aktivnosti
receptora kroz promene stanja njegove fosforilizacije (Trailovi¢ i sar., 2002).

Nikotinski receptor nematoda jeste najcesce razmatran kao ciljno mesto
delovanja holinergickih antinematodnih lekova. Medutim, poznato je da
nematode poseduju i muskarinske holinergicke receptore. Kao i kod sisara, i kod
nematoda on je po tipu metabotropni G-protein kuplovani receptor. Iako se
razlikuje od sisarskih muskarinskih receptora, nematodni muskarinski receptor
je osetljiv na klasi¢ne muskarinske antagoniste, kao $to su atropin i 4-DAMP.
Detaljniji podaci o farmakologiji nematodnog muskarinskog receptora su ipak
oskudni. Zato ove receptorske strukture zahtevaju dalja detaljna ispitivanja radi
definisanja njihove uloge u nervno-misiécnom sistemu nematoda i utvrdivanja
mogucnosti da budu iskoriS¢ene u razvoju novih antinematodnih lekova

(Trailovi¢ i sar., 2008; Trailovi¢ i sar., 2010).
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2.4.3. GABA receptori sisara i nematoda

Kao $to je re¢eno, nematode su verovatno najnizi evolutivni filum koji
kao neurotransmiter koristi ACh (Colquhoun i sar., 1991). U odnosu na to,
GABA je evolutivno jos starija. Istrazivanja su pokazala da je ona kao ne-
proteinska aminokiselina evolutivno konzervisana jo$ od nekih vrsta bakterija i
biljaka i da je prvenstveno imala metabolicku ulogu. Pouzdano se zna da se kod
biljaka i vertebrata GABA metabolise u jednom kratkom metabolickom putu,
nazvanom GABA $8ant, jer u dva koraka predstavlja “bypass” ciklusa
trikarbonskih kiselina (Bouche i Fromm, 2004). Kao signalni molekul, odnosno
kao neka vrsta transmitera, GABA evolutivno takode doseze daleko unazad.
Kod nekih vrsta biljnih bakterija, uklju¢ujuéi i Erwinia spp., identifikovani su
specijalizovani receptori ukljuceni u signalizaciju posredstvom GABA-e, a koji
su verovatno nastali tokom rane evolucije proteobakterija (Spurny i sar., 2012).
Nadalje, kod hidrozoa (Hydra vulgaris), koje poseduju arhai¢ni i najjednostavniji
nervni sistem, dokazano je da GABA smanjuje izlaz impulsa iz njihovih
razli¢itih generativnih sistema od kojih zavisi funkcionisanje vitalnih procesa.
Kod nekih pljosnatih crva (plathelmintes) kao sto je Gastrothylax crumenifer, kod
kojih se evolutivno prvi put pojavljuje primitivni centralni nervni sistem, GABA
takode ima inhibitorni efekat u pogledu neurotransmisije. Konac¢no, kod
nematoda GABA predstavlja glavni inhibitorni neurotransmiter (Gou i sar.,
2012).

GABA je glavni inhibitorni neurotransmiter u mozgu sisara. Nastaje iz

glutamata, delovanjem dekarboksilaze glutaminske kiseline (GAD) (Slika 16).
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Slika 16. (A) Sinteza GABA-e iz glutaminske kiseline, posredstvom enzima
GAD; (B) Supstance koje deluju preko GABA receptora: muscimol je GABAa
agonista, a baklofen GABAsg agonista; Bikukulin je GABAa antagonista, a saklofen
GABAs antagonista. GABA receptor invertebrata neosetljiv je na delovanje
bikukulina (Jorgensen, 2005)

Dejstvo GABA-e se zavr$ava uglavnom njenim preuzimanjem od strane
GABA-ergickih neurona, a manjim delom i deaminacijom koju katalizuje
GABA-transaminaza. Kod sisara postoje tri tipa GABA receptora: GABAA,,
GABAg i GABAC receptor. GABAA i GABAC receptori su hloridni jonski kanali,
dok je GABAB po tipu metabotropni (G protein-kuplovani) receptor. lako GABAA
i GABAC receptori pripadaju istoj vrsti (ligand-zavisni jonski kanali; “ligand-
gated ion channels”), izmedu njih postoje farmakoloske, molekularne i
funkcionalne razlike. GABAA je naj¢es¢i inhibitorni receptor u mozgu, dok je

GABAC receptor lokalizovan u mreZnjaci oka vertebrata (Lukasiewicz, 1996).
ClI—
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Slika 17. GABAA receptor
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Pored visoke efikasnosti i Siroke primene u terapiji parazitskih infekcija,
ivermektin i drugi avermektini veliku paznju privlace i zbog specificnog
antiparazitskog mehanizma delovanja, kao i veoma neuobicajenih neZeljenih
efekata kod domacina. Mesto delovanja ivermektina je glutamat-zavisni Cl-
jonski kanal (GluCIR) - koji postoji samo kod invertebrata, kao i GABA receptor
(Trailovi¢ i sar., 2011). Dakle, GluCIR ne postoji kod sisara, medutim on je
evolutivno i strukturno povezan sa glicin-hloridnim kanalom sisara (Trailovi¢ i
sar., 2007).

Za razliku od vertebrata, gde GABA primarno deluje u sinapsama CNS-
a, kod invertebrata ona deluje na neuro-misiénoj sinapsi. Posebno kod
nematoda, GABA deluje na relaksaciju telesne muskulature, otvaranjem
hloridnih kanala. GABA receptori invertebrata ne uklapaju se u klasifikaciju
sisarskih GABA receptora (GABAA, GABAp, GABA(), ali je ipak vecina njih
sli¢na sisarskom GABAA tipu receptora (Holden-Dye i sar., 1989; Trailovic¢ i sar.,
2011).

Ivermektin i ostali avermektini ispoljavaju neZzeljene efekte koji su
uglavnom povezani sa GABA-ergickom neurotransmisijom. Najizrazeniji
nezeljeni klini¢ki efekti ivermektina, zabelezeni kod pasa, ovaca, svinja, konja i
drugih vrsta Zivotinja su: tremor, ataksija, CNS depresija i koma, koja cesto
rezultira i wuginuéem. S druge strane, nema literaturnih podataka o
neurotoksi¢nom dejstvu ivermektina kod ljudi, kod kojih je ovaj lek najcesce
koris¢éen u terapiji filarioze. Ovo se objasnjava visokom efikasnoséu p-
glikoproteina, dobro konzervisanog humanog transmembranskog proteina, koji
ima centralnu ulogu u limitiranom prelasku leka u mozdano tkivo. Kod
domacih zivotinja, depresivni efekat ivermektina je veoma cesta pojava i moze
ukljucivati vise od jednog mehanizma.

Efekat ivermektina na sisarski GABAA receptor obuhvata potenciranje
dejstva GABA-e, kao i direktnu reverzibilnu aktivaciju receptora. Postoje
takode i misljenja da avermektini deluju i preko mesta vezivanja

benzodiazepina na GABA-receptorskom jonofornom kompleksu hloridnog
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kanala. Ovo je potvrdeno posredstvom nekih karakteristika CNS depresije
prouzrokovane ivermektinom, koje su bile vrlo slicne poznatim efektima
benzodiazepina. Pored toga, poznato je da ivermektin u studiji sa radioaktivno
obelezenim [3H]strihninom, potiskuje strihnin i pokazuje znacajna
antikonvulzivna svojstva u strihnin-indukovanim konvulzijama, $to znaci da
neke efekte moze ispoljiti i na glicinskom receptoru (GlyR). Konac¢no,
ivermektin je ispoljio i potenciranje acetilholinom-izazvanog odgovora na
rekombinantnom neuronskom a7 nikotinskom acetilholinskom receptoru
(nAChR). Ovakav efekat se objasnjava ¢injenicom da je on pozitivni alosteri¢ni
efektor koji modifikuje farmakoloski profil neuronskog a7 nAChR. Neuronski
nAChR su prisutni presinapticki i na ostalim transmiterskim sistemima, gde
vrSe modulaciju oslobadanja transmitera. Medu subtipovima koji posreduju u
ovim efektima, klju¢nu ulogu ima subtip a7 nAChR. Zajedno, ovi receptori koji
su lokalizovani presinapticki, uti¢u izmedu ostalog i na oslobadanje glutamata,
GABA-e, noradrenalina i dopamina. Ukoliko se koristi analogija izmedu
opisanih efekata ivermektina i nekih benzodiazepina (midazolam), moze se
predpostaviti da je ivermektin kao i midazolam sposoban da poveca
oslobadanje GABA-e preko a7 nAChR. Ovo moze biti dodatni inhibitorni
mehanizam dejstva ivermektina na CNS, zajedno sa ve¢ dobro poznatim
agonistickim efektom na GABAa receptoru (Trailovic¢ i sar., 2011).

Kod A. suum, ivermektin se pod odredenim okolnostima ponasa kao
nekompetetivni antagonista nAChR (negativna alostericna modulacija),
odnosno nekompetetivno antagonizuje acetilholinsku depolarizaciju i mi$iénu
kontrakciju askarisa. Pri tom, ivermektin nema efekat na srednju efektivnu
koncentraciju (ECsp) ali smanjuje maksimalni odgovor misSi¢ne kontrakcije A.
suum izazvane ACh, na sli¢an nacin kao i abamektin. Takode, ivermektin se
ponasa i kao inhibitor C. elegans ACR-16 nAChR, koji je genetickim

inzinjeringom eksprimiran na oocitima Xenopus-a (Puttacharya i sar., 2013).
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3. Ciljevi i zadaci rada

Gabaergicki i holinergicki sistem u nervno-misi¢nom sistemu parazitskih
nematoda su glavna ciljna mesta delovanja kako savremnih antinematodnih
lekova, tako i novijih potencijanih antihelmintika. Osnovni problemi koji danas
ugrozavaju antiparazitsku terapiju su povecanje razvoja rezistencije i cesto
ispoljavanje toksi¢nosti antiparazitskih lekova, a oba problema su direktno
povezani sa funkcijom predhodno opisanih receptorskih sistema.

Farmakoloski znacaj u okviru holinergi¢kog sistema nematoda ima pre
svega nikotinski-acetilholinski receptor (nAChR). Na osnovu najnovijih
saznanja ovaj receptor je podeljen u tri grupe L, B i N tip, zavisno od primarnog
agoniste (levamizol, befinijum ili nikotin). Ovakva specifi¢nost nikotinskog
receptora nematoda u slucaju rezistencije recimo na levamizol (naj¢esée opisana
u svetu) omogucava primenu lekova koji deluju na druge podtipove
nikotinskog receptora (B i N tip). Za nas je bilo posebno interesantno da
komparativno ispitamo efikasnost ovih agonista uklju¢ujuci i tribendimidin,
antinematodni lek skorije registrovan u Kini za primenu kod ljudi.

GABA-receptor parazitskih nematoda je prvobitno oznacen kao glavno
mesto dejsta avermektina i milbemicina. Medutim, vremenom se pokazalo da
ovi lekovi deluju i na jedan potpunio nov, do tada ne opisani glutamat-zavisni
hloridni kanal u farinksu nematoda. Posle ovog saznanja sva istrazivanja su
uglavnom usmerena na efekte avermektina i milbemicina prema glutamat-
zavisnom hloridnom kanalu, s tim da su ostale nepotpuno definisane specifi¢ne
karakteristike GABA receptora u nervno-misi¢nom sistemu nematoda.

Neki aktivni principi etarskih ulja imaju dokazana antiparazitska
svojstva, medutim, tacan mehanizam njihovog dejstva nije definisan. Objavljeni

su podaci da u organizmu sisara timol deluje na GABA receptor, a sli¢ne
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indicije postoje i za karvakrol. Upravo zvog toga cilj nam je bio da blize
ispitamo dejstvo karvakrola na kontrakcije nervno-misi¢nog preparata A. suum.

Sa druge strane, znacajno je bilo ispitati i komparativne razlike u dejstvu
gabaergi¢kih i holinergi¢kih antihelmintika na odgovarajuce receptore
domacina (sisara). GABA receptor nematoda je veoma slican ali ne i isti GABAAa
receptoru sisara. Takode, vazno je bilo ustanoviti prirodu neZeljenih efekata
antihelmintika GABA i nikotinskih agonista, na GABA i nikotinski receptor
sisara. Ovo se pre svega odnosi na periferne nervne strukture, jer ovi lekovi u
vrlo malom opsegu prolaze krvno moZdanu barijeru i dospevaju u CNS.

S obzirom na opisane ciljeve postavili smo sledece zadatke istraZivanja:

1. Da se komparativno ispitaju efekti dve grupe antihelmintika, agonista
nikotinskog-acetilholinskog receptora nematoda, na neuro-misiénom preparatu
A. suum:

a) acetilholin, befinijum i pirantel;

b) nikotin, levamizol i tribendimidin.

2. Da se ispita efekat anatagonista nikotinskog receptora
heksametonijuma i mekamilamina (dominantno deluju na neuronski tip
receptora sisara) i tubokurarina i pankuronijuma (dominatno deluju na
misi¢nin tip receptora sisara) u odnosu na dejstva tribendimidina i nikotina na

neuro-misi¢nom preparatu A. suum.

3. Da se komparativno ispitaju efekti GABA i predstavnika tri grupe
antihelmintika GABA-agonista na neuro-misi¢nom preparatu A. suum:
a) avermektina - ivermektina
b) milbemicina - moksidektina

C) pirazina - piperazin.
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4. Da se ispita interakcija GABA sa lekovima GABA-agonistima.

5. Da se ispita i detaljnije prou¢i mehanizam dejsta karvakrola (aktivne

supstance etarskih ulja) na neuro-misi¢cnom preparatu A. suum.

6. Da se ispita dejstvo antagonista nikotinskog-acetilholinskog receptora i
agonista GABA receptora na kontrakcije nervno-misi¢nog preparata A. suum

izazvanih poljnom stimulacijom.

7. Da se ispita i detaljnije prouciti mehanizam interakcije izmedu GABA i

nikotinskih agonista na neuro-misiénom preparatu A. suum.

8. Da se ispitaju efekti antihelmintika nikotinskih i GABA agonista na
kontrakcije izolovane dijafragme pacova primenom metode poljne stimulacije

(EFS).

9. Da se ispitaju efekti antihelmintika nikotinskih i GABA agonista na

kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvane poljnom stimulacijom (EFS).

10. Da se ispitaju efekti karvakrola, aktivne supstance esencijalnih biljnih
ulja na kontrakcije izolovane dijafragme i ileuma pacova izazvane poljnom

stimulacijom (EFS).

Svi eksperimenti za reSavanje postavljenih ciljeva i zadataka, mogli su se
izvesti u laboratoriji Katedre za farmakologiju i toksikologiju, Fakulteta

veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu.
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4. Materijal i metod rada

Sva ispitivanja su podeljena u dva dela. Prvi deo ¢inila su istrazivanja na
nervno-misiénom preparatu parazitske nematode svinja Ascaris suum, a drugi
deo podrazumevao je istraZivanja na nervno-misicnom preparatu dijafragme i

ileuma pacova.

IstraZivanja na nerono-misicnom preparatu Ascaris suum

A. suum je dopreman u termosima sa klanica neposredno posle
prikupljanja u posebno pripremljenom Lokerovom rastvoru - Locker’s solution.
Sastav Lokerovog rastvora je (mM): NaCl 155, KCl1 5, CaCl; 2, NaHCOs5 1.5 i
glukoza 5. Paraziti su u laboratoriji ¢cuvani u istom rastvoru na temperaturi od
37°C. Rastvor je menjan svakih 12 sati jer se na ovaj nacin paraziti iz jedne
kolekcije mogu koristiti u ispitivanju kontrakcija do 5 dana.

Za istrazivanja su koris¢ene samo Zenke askarisa. Nervno-misi¢ni
preparat za ispitivanje kontrakcija pripreman je disekcijom anteriornog dela
parazita 2 do 3 cm kaudalno od glave. Odsecanjem tkiva izmedu dve crvene
linije, duzine 1cm uvek je dobijan preparat (segment) istih dimenzija.

Pripremljeni segment askarisa postavljan je u komoru (kupatilce)
zapremine 20ml, ispunjenu sa Ascaris Perienteric Fluid Ringer/APF Ringer (mM):
NaCl 23, Na-acetat 110, KCI 24, CaCl> 6, MgCl» 5, glukoza 11, HEPES 5, sa
vrednosti pH 7.6, koja je podeSavana dodavanjem NaOH. Jedan kraj segmenta
pri¢vrséen je za kukicu na dnu kupatilca, a drugi deo je koncem zakacen za
izometrijski transdjuser. MeSanje aplikovanih supstanci u kupatilcu
obezbedeno je stalnim ubrizgavanjem sobnog vazduha elektricnom pumpom,
pri ¢emu kretanje mehurica nije uticalo na kontrakcije.

Posle disekcije, postavljanja u kupatilce i povezivanja sa transdjuserom,

preparat je mikrometarskim regulatorom na nosacu transdjusera izloZen
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pocetnoj tenziji od 1g tokom 15-20 minuta. Kada se osnovni tonus stabilizovao,
aplikovane su ispitivane susptance a zatim su pracene i merene kontrakcije.

Koris¢ena su dva protokola aplikacije ispitivanih supstanci. U oba
protokola aplikovane su rastuce koncentracije agonista, sa ili bez prethodne
aplikacije antagoniste (ukoliko je ispitivan). U prvom protokolu koji je
primenjivan u slucaju ispitivanja efekta acetilholina, befinijuma i pirantela,
posle dobijanja odredenog efekta, uvek je izvrseno ispiranje kupatilca, odnosno
preparata. Kada su ispitivani efekti levamizola, nikotina i tribendimidina,
ispiranja nije bilo, ve¢ je efekat posmatran kumulativno, sa ili bez antagoniste.
Ovaj drugi protokol je prihvaden za supstance koje se tesko ispiraju odnosno,
kada posle dobijanja kontrakcije nije moguce ispiranjem vratiti bazalni tonus.

U ispitivanjima efekata GABA-ergickih lekova (GABA, ivermektin,
moksidektin i piperazin), nakon postavljanja u vodeno kupatilce, segmeti su
izlagani ve¢em opterecenju, od oko 4g tokom 15-20 minuta, do stabilizacije
bazalnog tonusa. Uravnotezavanje je podrazumevalo stabilni bazalni tonus na
najmanje 2g i ne viSe od 2.5g. Ispitivane supstance su aplikovane u rastu¢im
koncentracijama a posle postizanja maksimalnog efekta (maksimalne
relaksacije) kupatilce je ispirano. Sledeca aplikacija je vrSena posle ponovnog
uspostavljanja stabilnog bazalnog tonusa.

Ispitivanje efekata elektri¢cne poljne stimulacije na nervno-misi¢nom
preparatu A. suum izvrSeno je u vodenom kupatilcu iste zapremine (20ml).
Pripremljeni segment askarisa pri¢vrséen je donjim delom za kukicu stalka sa
stimulacionim elektrodama. Gornji deo segmenta je pri¢vrscen za izometrijski
transdjuser tako da se nalazio u sredi$njem delu prostora izmedu dve elektrode.
Elektrode od platine postavljene su sa bo¢nih strana preparata na razdaljini od
3-4 mm, povezane sa stimulatorom BioSMART 150 (ElUnit, Beograd). Posle
postavljanja u kupatilce i povezivanja sa transdjuserom, preparat je
mikrometarskim regulatorom na nosacu transdjusera izlozen pocetnoj tenziji od
1g tokom 15-20 minuta. Kada se osnovni tonus stabilizovao, preparat askarisa je

stimulisan kontinuirano ili “paketom” od 5 stimulacija svakih 30 sekundi.
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Parametri stimulacije su menjani (napon struje, Sirina stimulacionog impulsa,
frekvencija stimulacije, vreme trajanja stimulacije) da bi se dobile stabilne
kontrakcije. U kupatilce su aplikovani razli¢iti antagonisti nikotinskog
receptora i agonisti GABA receptora u cilju ispitivanja potencijalne inhibicije
kontrakcija.

Spontana aktivnost preparata askarisa, njegove kontrakcije izazvane
poljnom elektricnom stimulacijom ili agonistima nikotinskog receptora
odnosno, relaksacije izazvane GABA-agonistima, registrovane su preko
izometrijskog trandjusera i softvera BioSMART 150 (El Unit, Beograd) na PC

ra¢unaru u realnom vremenu.

IstraZivanja na neuro-misicnom preparatu dijafragme i ileuma pacova

Za ispitivanja na izolovanoj dijafragmi i ileumu koris¢eni su pacovi
Wistar soja, mugkog pola, telesne mase 200+20g. Zivotinje su drzane u
standardnim uslovima predvidenim za laboratorijske Zivotinje u grupama od
po 5, sa kontrolisanim ciklusuom 12h svetlo/tama i pri temperaturi 21-24°C.
Zivotinje su hranjene kompletnom peletiranom hranom za pacove (Veterinarski
zavod Subotica) i pojene ad libitum. Sve primenjivane procedure su u skladu sa
EEC Directive 86/609 i odobrene su od strane Etickog komiteta Fakulteta
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

Zrtvovanje pacova je sprovodeno neposredno pre ispitivanja,
odobrenom metodom, predoziranjem tiopenton-Na u skladu sa propisima
Home Office Code of Practice (1997). Odmah po zrtvovanju pristupalo se vadenju
dijafragme i ileuma. Za odrzavanje izolovanog ileuma i dijafragme pacova u in
vitro uslovima koris¢en je hranjivi - Tyrode solution. Sastav Tyrode rastvora
(mM) je sledec¢i: NaCl 139,9; KCI 2,7; CaCl; 1,8, MgCL 1,04; NaHCOs 11,9;
NaH>PO4 0,4 i glukoza 5,5.

Pripremanje preparata dijafragme obavljeno je tako $to se najpre cela

dijafragma, na kostanoj osnovi od rebara i grudne kosti, prenese u Tyrode-ov
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rastvor, a zatim makazama pazljivo odvoji leva i desna hemisfera. Od hemisfere
dijafragme, preparat je pripreman tako Sto je isecan poprecni, centralni deo
hemisfere, duzine 10mm i Sirine 5mm. Ise¢ak je odmah zatim postavljan
vertikalno u vodeno kupatilo zapremine 20ml, sa Tyrode rastvorom
temperature 37°C, pH vrednosti 7,4. Oksigenacija Tyrode-ovog rastvora u
vodenom kupatilu za izolovane organe vrsena je meSavinom kiseonika i ugljen-
dioksida (95% + 5%).

Jedan kraj preparata dijafragme koncem je pri¢vrséen za stalak, dok je
drugi pri¢vrséen za izometrijski transdjuser. Dve elektrode od platine
postavljene su paralelno na razdaljini od 3-4 mm od preparata. Elektrode su
povezane sa stimulatorom BioSMART 50 (ElUnit, Beograd) koji preko softvera
BioSmart 50+ (ElUnit, Beograd) i PC rac¢unara omogucava stimulaciju preparata
i belezenje kontrakcija na monitoru rac¢unara u realnom vremenu. Pre pocetka
ispitivanja, preparat je izloZen pocetnoj tenziji od 0.5g tokom 10-15 minuta.
Ovakvo opterecenje ne menja duZinu preparata za vise od 1mm. Preparat
dijafragme je stimulisan tetani¢nim pulsevima, “paketom” od 5 stimulacija
svakih 30 sekundi (10us, 50Hz, 20V, 2s) sa pauzom od 3 do 5 minuta izmedu
“paketa”. Kontrakcije izazvane poljnom elektri¢cnom stimulacijom registrovane
su preko izometrijskog trandjusera i softvera BioSmart 50+ (EIUnit, Beograd).
Merene su maksimalne kontrakcije i eventualna pojava “tetanic fade”, odnosno
blokade presinaptickog nikotinskog receptora.

Preparat izolovanog ileuma pacova, pripreman je od preterminalnog
dela ileuma. Isecak duZzine 4 do 5cm uziman je na rastojanju od oko 10cm od
ileocekalne valvule i odlagan u Tyrode-ov rastvor. Posle preparisanja
(uklanjana masnog tkiva), segment creva duzine 2cm postavljen je u vodeno
kupatilo zapremine 20ml, sa Tyrode rastvorom na temperaturi od 37°C, pH
vrednosti 7,4. Oksigenacija Tyrode-ovog rastvora u vodenom kupatilu za
izolovane organe vrsena je mesavinom kiseonika i ugljen-dioksida (95% + 5%).

Jedan kraj preparata ileuma je koncem pri¢vrséen za stalak, dok je drugi

kraj pri¢vrséen za izometrijski transdjuser, tako da se isecak ileuma nalazi u
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srediSnjem delu prostora izmedu dve elektrode. Elektrode od platine
postavljene su sa bo¢nih strana preparata na razdaljinu od 3-4 mm, povezane sa
stimulatorom BioSMART 150 (ElUnit, Beograd). Pre pocetka ispitivanja
preparata je izloZen pocetnoj tenziji od 1g. Posle postizanja stabilnog pocetnog
tonusa, preparat ileuma je stimulisan “paketom” od 5 stimulacija svakih 60
sekundi (2ms, 50Hz, 30V, 2s). Posle pauze od 5 minuta i ispiranja, istom
preparatu aplikovane su rastuce koncentracije acetilholina (01, 0.3, 1, 3 i 10uM)
ili drugih ispitivanih supstanci radi odredivanja odnosa doze i efekta. Spontana
aktivnost ileuma i njegove kontrakcije izazvane poljnom elektri¢cnom
stimulacijom, odnosno acetiholinom ili drugim supstancama, registrovane su

preko izometrijskog trandjusera i softvera BioSMART 150 (El Unit, Beograd).

Softverski requlisani sistem za ispitivanja kontrakcija izolovanih preparata korisen u

ispitivanjima

Softverski regulisani sistem za ispitivanja na izolovanim organima je
tehni¢ko reSenje, odnosno rezultat Projekta tehnoloskog razvoja Ministastva
nauke R. Srbije br. 20119, Katedre za farmakologiju i toksikologiju, Fakulteta
veterinarske medicine u Beogradu i firme ElUnit, Beograd. Parametri
stimulacije se regulisu preko prednjeg panela upravljackog softvera, preko koga
se i otvaraju i zatvaraju pin¢ ventili sa hranljivim rastvorom kojim se ispira
preparat. Ovakav sistem omogucava veliki broj brzih ispiranja, bez znacajnijeg
poremecaja bazalne tenzije preparata, odnosno omogucava veci broj aplikacija.
Dobijene kontrakcije prenose se preko pojacivackog sistema (interfejsa)
transdjusera do PC rac¢unara, odnosno mikrokontrolera koji vrsi analogno-
digitalnu konverziju pojacanog signala i preko komunikacionog drajvera
(serijski RS 232 ili USB port) Salje podatke personalnom rac¢unaru. Vremenski
dijagram promene sile tec¢e kontinuirano jer je program u konstantnoj vezi sa
hardverom (on line upravljanje). Alati za rad sa dijafgramom omogucavaju
analizu talasnog oblika: markeri, zum, numericki kurzori, veli¢ina vremenskog

prozora, itd. Arhiviranje toka prikupljenih podataka vr$i se u numerickoj
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datoteci radi dokumentacije ili naknadne obrade i analize. Napredniju obradu
rezultata post processing, smo obavljali importovanjem vremenskog dijagrama
direktno u tekst procesor Word 2007 ili Power Point.

Softver poseduje poseban citac¢ analajzer, Analyzer 1 i 1-2, koji omogucava
detaljnu analizu dobijenih podataka, merenja i importovanje podataka u druge

programe.

Supstance i rastvaraci

U ispitivanjima su koris¢eni: acetilholin-hlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), levamizol-hidrohlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
tribendimidin, nikotin, pirantel-citrat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
befinijum-hidroksinaftoat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), GABA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), ivermektin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
moksidektin (Fluka, St. Louis, MO, USA), piperazin (Fluka, St. Louis, MO,
USA), mekamilamin-hidrohlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
pankuronijum bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), tubokurarin-
hidrohlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), heksametonijum hlorid
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), atropin-sulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), bikukulin-metijodid (Fluka, Switzerland) i kao rastvaraci:
destilovana voda i DMSO (Centrohem, Beograd). U kupatilce sa izolovanim
preparatom (askarisa, dijafragme ili ileuma) rastvori supstanci su aplikovani
farmakoloskim Spricem, uvek u volumenu od 0.Iml. Kada je rastvara¢ bio

DMSO njegova koncentracija u kupatilcu sa preparatom nije prelazila 0.1%.

Statististicka obrada rezultata

Statisticka analiza svih dobijenih rezultata obavljena je programom
Graph Pad Prism, Version 5.0 (San Diego, Ca, USA). Razlike izmedu

kompariranih serija rezultata poredene su t-testom (parni), analizom varijanse
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(ANOVA) odnosno Tukey-testom, dok je dozna zavisnost dobijenih efekata
analizirana lineranom i nelinearnom regresijom.
Izra¢unavanje parametara sigmoidne krive odnosa koncentracije i efekta,

kao i sinergisticke krive potencijalnog aditivnog efekta, opisano je jednacinom:

1
1+ [ECs0/Xa]™

% response =

gde je ECsp koncentracija agoniste (Xa) koja proizvodi 50% maksimalnog
odgovora a nH je Hil-ov koeficijent (nagib). Za svaku ispitivanu seriju
kontrakcija (ili relaksacija), program Prism 5.0 nelineranom regresijom
preracunava vrednost ECsp i nH u jednacini za svaku seriju kontrakcija. Zavisno
od broja uzoraka nH je bio fiksiran na vrednost 1.0 za neke serije u
ispitivanjima. Da bi se dobili $to reprezentativniji rezultati, u istraZivanju svake
supstance koris¢eni su askarisi iz razli¢itih kolekcija. Signifikantnost razlike
izmedu efekata za kombinaciju GABA i ivermektin testirali smo t-testom.
Statisticka analiza uradena je pomocu GraphPad Prism softvera. Srednje
vrednosti kontrakcija su izrazene kao * standardna greska (SE). Analiza
varijanse i Tukey test su koris¢eni za komparaciju efekata testiranih supstanci

pojedinacno i zajedno, a intervali poverenja (Confidence Intervals, CI) su 95%.
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5. Rezultati

51. Komparativno ispitivanje efekata dve grupe
antihelmintika, agonista nikotinskog-acetilholinskog receptora
nematoda na neuro-misi¢nom preparatu Ascaris suum

5.1.1. Komparativno ispitivanje efekata acetilholina, befinijuma i
pirantela

Na samom pocetku ispitivanja odredena je vrednost srednje efektivne
koncentracije (ECso) acetilholina (ACh) za kontrakcije neuro-misi¢nog preparata
A. suum. Acetilholin podjednako deluje na sva tri tipa nikotinskog receptora
parazitskih nematoda (N, L i B tip). Testirane su rastuc¢e koncentracije ACh od
1, 3, 10, 30 i 100 uM, a meren je maksimalni dobijeni kontraktilni efekat, posle
Cega je preparat ispiran. Vrednosti kontrakcija su izraZzene u apsolutnim

jedinicama - gramima (g).

2.0+
] Acetilholin ECy,= 6.22uM

1.54

=

£

' ]

-é 1.0-

E

(=}

N4
0.5-
0.0'—|—|-|'|'FFH|—|—|-F|'FH|'|—|—|-FFFH!|—|—|-FFFFH'|

0.1 1 10 100 1000
Koncentracija (uM)

Slika 18. Dozno-zavisna sigmoidna kriva odnosa doze i efekta acetilholina za
kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum
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U ovom ispitivanju testirano je ukupno 8 preparata iz dve kolekcije
askarisa. Na osnovu dobijenih rezultata izra¢unata je vrednost ECso acetilholina
za kontrakcije preparata A. suum od 6.22uM, sa intervalima poverenja 95% od
2.13 do 18.16uM (Slika 18, Tabela 3).

Prera¢unati maksimalni efekat ACh na osnovu prose¢nih vrednosti
kontrakcija dobijenih u ovom ispitivanju iznosio je 1.71g sa intervalima

poverenja (95%) od 1.40 do 2.02g (Tabela 3).

Tabela 3. Rezultati ispitivanja uticaja rastuéih koncentracija acetilholina na
kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum

: 0 3
Srednja | % Maksimalni | , 227 | Koeficijent | , X0
efektivna intervali Log intervali - testiranih

K o . efekat (Emax) . regresije
oncentracija | poverenja | ECs (g) poverenja (R?) preparata
(ECsi) (1M) | ECx (uM) 5 (Ems») (8) ()

6.22 2.13-18.16 | 0.793 1.71 1.40-2.02 0.71 8

Na slici 19 prikazan je originalni zapis kontrakcija neuro-misi¢nog

[

preparata A. suum izazvanih ACh.

lg

i

1pM 3pM 10pM  30pM  100pM

Slika 19. Kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum izazvane rastuéim
koncentracijama acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100puM)
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Befinijum je agonista B tipa nikotinskog receptora A. suum.
Komparativno je ispitan efekat acetiholina i befinijjuma na istom preparatu
askarisa. Aplikovane su koncentracije ACh od 1, 3, 10, 30 i 100uM i posle 5
minuta pauze, deset puta nize koncentracije befinijuma (0.1, 0.3, 1.0, 3.0 i 10uM).
Posle postizanja maksimalnog efekta, preparat je ispiran rastvorom Ascaris
Perienteric Fluid (APF) i tek nakon vracanja na bazalni tonus aplikovana je
naredna koncentracija ispitivane supstance.

Dobijene vrednosti srednjih efektivnih koncentracija (ECso) acetilholina i

befinijuma prikazane su u tabeli 4.

Tabela 4. Rezultati ispitivanja uticaja rastu¢ih koncentracija acetilholina i
befinijuma na kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum

Srednja 95% . . 95% Broj
efektivna intervali Log Maksimalni | jntervali Koeficijent | testiranih
koncentracija | poverenja ECso efekat poverenja | regresije(R?) | Preparata
(ECs0) (uM) | ECso (uM) Ena) ©) | (Emar) (8) (n)
Acetilholin
6.12 2.82-13.28 | 0.299 2.07 1.79-2.35 0.84 7
Befinijum
0.37 0.091-1.513 | 0.164 2.74 2.37-3.10 0.64 7

U ovim ispitivanjima sprovedenim na askarisu iz dve kolekcije, dobijena
je vednost ECsp acetilholina od 6.12uM, sa intervalima poverenja 95% od 2.82
do 13.28uM. Preracunata vrednost maksimalnog efekta iznosila je 2.07g sa
intervalima poverenja 95% od 1.79 do 2.35g (Tabela 4, Slika 20).

Sa druge strane, befinijum je u deset puta nizim koncentracijama ispoljio
viSu efikasnost od acetilholina. Tako je vrednost ECs befinijuma za kontrakcije
A. suum iznosila 0.37uM, sa intervalima poverenja 95% od 0.091 do 1.513uM.
Preracunati maksimalni efekat befinijuma je vise od pola grama veci od efekta

koji postize ACh i iznosi 2.74 g sa intervalima poverenja 95% od 2.37 do 3.10g.
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Sigmoidne krive odnosa doze i efekta acetilholina i befinijuma za kontrakcije
istog neuro-misi¢nog preparata A. suum prikazane su na slici 20 i 21.

2.5

ACh EC5(=6.12uM

2.04

Kontrakcija (g)
'H
Q1
YR T WY WY W Y

Jury
(=}
PR Y

0.0 Fr—rrr T T T T T T
0.1 1 10 100 1000

Koncentracija (uM)

Slika 20. Dozno-zavisna sigmoidna kriva efekta acetilholina (1, 3, 10, 30 i
100uM) na kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum
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Koncentracija (nM)

Slika 21. Dozno-zavisna sigmoidna kriva efekta befinijuma (0.1, 0.3, 1.0, 3.0 i
10puM) na kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum

Dobijene vrednosti kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama ACh

i befinijuma uporedene su i parnim t-testom (Tabela 3).
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Tabela 5. Prose¢ne vrednosti kontrakcija neuro-misi¢nog preparata Ascaris
suum izazvane rastu¢im koncentracijama acetilholina i befinijuma (x+SE)

KONTRAKCIJE (g)
Koncentracija 1uM 3uM 10pM 30pM 100pM
ACh 0.49+0.06 0.91+0.08 1.42+0.12 1.79+0.10 2.08+0.12
Koncentracija 0.1uM 0.3uM 1.0uM 3.0uM 10.0pM
. e 1.07+£0.08 ** | 1.72+0.15** | 2.07+0.14* | 2.49+0.22* | 2.81+0.20*
Befinijum
P=0.0044 P=0.0029 P=0.0103 P=0.0236 P=0.0315

Iz tabele 5 se vidi da je befinijum, iako primenjen u 10 puta nizim
koncentracijama od acetilholina izazvao signifikantno vise kontrakcije.

Na slici 22 prikazan je primer zapisa kontrakcija jednog preparata A.
suum izazvanih acetilholinom i befinijumom. Sa leve strane je obeleZena

vrednost kontrakcije od 1g i vreme od 1 minuta.

U

1min T

ACh befinijum 0.3uM 1pM 3pM 10pM
1pM 3pM 10pM 30pM 100pM 0.1uM

Slika 22. Zapis kontrakcija neuro-miSi¢nog preparata Ascaris suum izazvanih
rastué¢im koncentracijama acetilholina i befinijuma

Pirantel je agonista L tipa nikotinskog acetilholinskog receptora
parazitskih nematoda. Nasa preliminarna ispitivanja su pokazala da u odnosu
na acetilholin i befinijum pirantel izaziva kontrakcije neuro-misi¢nog preparata
u jos$ nizim koncentracijama. Upravo iz tog razloga u ovom delu istrazivanja

testirali smo ponovo iste koncentracije acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100uM) i 1000
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puta nize koncentracije pirantela 0.001, 0.003, 0.010, 0.03 i 0.1uM. Ukupno je
ispitano 5 preparata askarisa (n=5), kojima su po istom protokolu kao i u
prethodnim istrazivanjima prvo aplikovane rastuce koncentracije acetilholina, a

zatim posle 5 minuta odmora rastuce koncentracije pirantela (0.001, 0.003, 0.010,

0.030 i 0.1uM) (Slika 23).

1min

pirantel  3n 10nM 30nM  100nM

ACh 1nM
1M 3pM  10pM 30pM 100pM

Slika 23. Zapis kontrakcija neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum izazvanih
rastué¢im koncentracijama acetilholina i pirantela

Ovaj deo ispitivanja sproveden je na askarisu jedne kolekcije. Odredena
vednost ECso acetilholina iznosila je 6.45uM, sa intervalima poverenja 95% od
3.64 do 11.43uM. Preracunata vrednost maksimalnog efekta iznosila je 1.83g sa
intervalima poverenja 95% od 1.66 do 2.00g (Tabela 6, Slika 24). Dobijene
vrednosti se nisu razlikovale od rezultata za acetilholin dobijenih u
predhodnim ispitivanjima (pocetna ispitivanja sa acetilholinom i ispitivanja
acetilholina i befinijuma na istom neuro-misi¢nom preparatu).

Pirantel se pokazao kao znacajno potentniji agonist nikotinskog
receptora parazitskih nematoda. On je ispoljio srednju efektivnu koncentraciju
za kontrakcije neuro-misi¢nog preparata A. suum od 0.010uM, sa intervalima
poverenja 95% od 0.004 do 0.027uM. Prerac¢unata vrednost maksimalnog efekta

iznosila je 2.5g, sa intervalima poverenja 95% od 2.06 do 2.93g.
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Tabela 6. Rezultati ispitivanja uticaja rastu¢ih koncentracija acetilholina i
pirantela na kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum

Srednja 95% . . 95% Broj
efektivna intervali Log | Maksimalni | jntervali Koeficijent | testiranih
koncentracija | poverenja ECso efekat poverenja | regresije(R?) | Preparata
(ECso) (uM) | ECso (uM) Ens) ®) | (Ems) (3) (n)
Acetilholin
6.45 3.64-11.43 | 0.809 1.83 1.66-2.00 0.93 5
Pirantel
0.010 0.004-0.027 -1.97 2.50 2.06-2.93 0.82 5

Na slikama 24 i 25 prikazane su sigmoidne krive odnosa doze i efekta
(kontrakcija) acetilholina i pirantela na istim neuro-miSi¢nim preparatima A.

suum.

] AchEc,=6.45uM

Kontrakcija (g)
T

0-‘-+rrrm——rrrrmr—r—rrrr—rrrrT—TTTTTM

0.1 1 10 100 1000
Koncentracija (LM)

Slika 24. Dozno-zavisna sigmoidna kriva efekta acetilholina (1, 3, 10, 30 i
100uM) na kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum
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Slika 25. Dozno-zavisna sigmoidna kriva efekta pirantela (0.001, 0.003, 0.01,
0.03 i 0.1uM) na kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum

Kako smo ve¢ naglasili, iz dobijenih rezultata se jasno vidi da pirantel
dovodi do kontrakcija neuro-miSi¢nog preparata parazitske nematode u
koncentracijama koje su 1000 puta nize od koncentracija u kojima deluje

acetilholin na istom preparatu. Ove dve grupe kontrakcija ispitali smo parnim t-

testom (Tabela 7).

Tabela 7. Vrednosti kontrakcija neuro-miSi¢nog preparata Ascaris suum
izazvanih rastu¢im koncentracijama acetilholina i pirantela (x+SE)

KONTRAKCIJE (g)

Koncentracija 1pM 3uM 10pM 30pM 100pM
ACh 0.22+0.04 0.59+0.06 1.13+0.06 1.47+0.08 1.75+0.09

Koncentracija 0.001pM 0.003uM 0.010pM 0.030pM 0.10pM
2.33+0.24*

Pirantel 0.42+0.04 0.80+0.03 1.38+0.10 1.84+0.21
P=0.0379
Iz tabele

od acetilholina

7 se jasno vidi da je pirantel u 1000 puta nizim koncentacijama

izazvao viSe kontrakcije neuro-misi¢nog preparata A. suum u
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svim doznim nivoima, medutim ove razlike nisu dostigle stepen statisticke
znacajnosti, osim u slucaju najviSe testirane koncentracije pirantela 0.1pM i
komparativne koncentracije ACh od 100uM (p=0.0379).

Na osnovu dobijenih rezultata moZzemo konstatovati da je najvisi efekat
primenjenih agonista nikotinskog receptora u odnosu na srednje efektivne
koncentracije ECsp zabeleZzen u sluc¢aju pirantela (0.010uM), zatim befinijuma

(0.37uM) i na kraju acetilholina (6.12-6.45uM).

5.1.2. Komparativno ispitivanje efekata nikotina, levamizola i
tribendimidina

U ovom delu istraZivanja komparativno su ispitani efekti nikotina
(agoniste N-tipa nikotinskog receptora nematoda), levamizola (agoniste L-tipa
nikotinskog receptora nematoda) i tribendimidina, antiparazitskog leka novije
generacije ¢iji se tacan mehanizam dejstva jo$ uvek ne poznaje u potpunosti. U
ovim ispitivanjima Kkoristili smo protokol sa kumulativnom aplikacijom
supstanci, jer se ispitivana jedinjenja veoma tesko ispiraju i gotovo je nemoguce
ispiranjem posti¢i pocetni bazalni tonus preparata ve¢ posle prve aplikacije.
Svaka nova koncentracija ispitivane supstance aplikovana je nakon postizanja
maksimalnog odgovora na predhodnu koncentraciju (5 minuta od aplikacije).
Opisana metoda je prihvacena i publikova za ispitivanje odnosa doze i efekta za

navedene lekove (Robertson i sar., 2002).

f

100pM

$

30pM

10pM

Imin 3aM

T

ACh nikotin
3puM 1pM

Slika 26. Kumulativni efekat rastu¢ih koncentracija nikotina na kontrakcije
neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum
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Rezultati

Pre pocetka aplikacije ispitivane susptance, preparat je uvek testiran sa

3uM ACh. Da bi se ispitivanja uvek obavila na preparatima ujednacene

aktivnosti, koris¢eni su samo oni preparati ¢ija je pocetna kontrakcija na 3uM

acetilholina bila visa od 0.5g i niza od 1.0g (Slika 26).

Nikotin je aplikovan u koncentracijama od 1, 3, 10, 30 i 100uM, a

preracunata vrednost ECso iznosila je 4.99uM, sa intervalima poverenja 95% od

0.89 do 27.97uM (Slika 27, Tabela 8). Prerac¢unati maksimalni efekat bio je 1.072g

sa intervalima poverenja (95%) od 0.85-1.29¢g (Tabela 8).

Tabela 8. Rezultati ispitivanja uticaja rastuéih koncentracija nikotina na
kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum

Srednja 95% 0 q 95% 0.0 Broj
efektivna intervali Log Maksimalni intervali Koef1c1]f:nt testiranih
K o . efekat (Emax) . regresije
oncentracija | poverenja | ECso ) poverenja (R2) preparata
(ECs)) (uM) | ECso (uM) & (Ena) (8) (n)
4.99 0.89-27.97 | 0.360 1.072 0.85-1.29 0.61 5

Na slici 27 prikazana je sigmoidna kriva odnosa doze i efekta nikotina na

kontrakcije neuro-misi¢nog preparata A. suum.

1.5+

Kontrakcija (g)
=
=)
i 1 i

o
o
i 1 i

0.04
0.1

Nikotin EC5¢=4.99uM

1 10

100 1000

Koncentracija (uM)

Slika 27. Sigmoidna kriva odnosa doze i efekta nikotina (1, 3, 10, 30 i 100uM)
(n=5) na kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum
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Na slici 28 prikazan je originalni zapis kontrakcija neuro-misi¢nog
preparata A. suum posle kumulativne aplikacije rastu¢ih koncentracija

levamizola.

1g

10pM
T 3pM

1pM

— 300nM
Imin T T
ACh

3u¢M  levamizol
100nM

Slika 28. Kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum izazvane rastuéim
kumulativnim koncentracijama levamizola

Primenjene koncentracije levamizola bile su 10 puta nize od
koncentracija nikotina u predhodnom ispitivanju, jer je na osnovu
preliminarnih rezultata bilo jasno da levamizol deluje u znatno niZim
koncentracijama (0.1, 0.3, 1.0, 3.0 i 10uM). Preracunata vrednost srednje
efektivne koncentracije levamizola (ECsp) iznosila je 0.34uM (slika 29) sa

intervalima poverenja 95% od 0.04 do 2.46uM (Tabela 10).

Tabela 10. Rezultati ispitivanja uticaja rastu¢ih koncentracija levamizola na
kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum

: 0 :
Sred-n]a . 95% . Maksimalni | . 95% : Koeficijent B.ro] g
efektivna intervali Log intervali . testiranih

K s . efekat . regresije
oncentracija | poverenja ECso (Enss) (&) poverenja (R?) preparata
(ECso) (uM) | ECso (uM) ") | (B (8) ()

0.34 0.04-2.46 | -0.463 0.68 0.55-0.81 0.52 6

Izra¢unati maksimalni efekat levamizola iznosio je 0.68 g sa intervalima
poverenja 95% od 0.55 do 0.81g. Na slici 29 prikazana je sigmoidna kriva
odnosa doze i efekta levamizola za kontrakcije neuro-misi¢nog preparata A.

suum.
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Levamizol EC5,=0.34pM

0.54

Kontrakcija (g)

0.4

0.31

0.24

0.1 PP

001 01 1 10 100
Koncentracija (uM)

Slika 29. Dozno-zavisna sigmoidna kriva efekta levamizola za kontrakcije
neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum (n=6)

Tredi agonista nikotinskog receptora nematoda ¢iji je efekat ispitivan, bio
je tribendimidin. Postoje podaci da je tribendimidin potentni agonista L-tipa
nikotinskog receptora parazitskih nematoda. Na osnovu preliminarnih
ispitivanja efekata ovog leka na kontrakcije neuro-misi¢énog preparata A. suum,
primenjene su koncentracije tri puta niZe u odnosu na koris¢ene koncentracije
levamizola. Testirane su koncentracije 0.03, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0uM tribendimidina.
Izra¢unata vrednost srednje efektivne koncentracije (ECsp) u ovom ispitivanju
iznosila je 0.064uM (Tabela 11, Slika 31), sa intervalima poverenja 95% od 0.003
do 1.161uM (Tabela 11).

Tabela 11. Rezultati ispitivanja uticaja rastucih koncentracija tribendimidina na
kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum

: 7 :
Sred-n]a . 95% . Maksimalni c 95% g Koeficijent B.ro] g
efektivna intervali Log intervali - testiranih

K s . efekat (Emax) . regresije
oncentracija | poverenja | ECso (g) poverenja (R?) preparata
(ECs)) (uM) | ECso (uM) & (Ena) (8) (n)

0.064 q(;%?i— 0.628 1.299 1.067-1.531 0.18 14
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Reprezentativni zapis kontrakcija neuro-misi¢nog preparata A. suum
izazvanih kumulativnim koncentracijama tribendimidina, prikazan je na slici
30, a dozno-zavisna sigmoidna kriva kontraktilnog efekta tribendimidina na

slici 31. Ukupno je tretirano 14 preparata, iz dve kolekcije askarisa.

1g

Imin

ACh
3uM tribendimidin
30nM

Slika 30. Kumulativni efekat rastuc¢ih koncentracija tribendimidina (0.03, 0.1,
0.3, 1.0, 3.0uM) na kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum

Maksimalni efekat koji je preracunat na osnovu dobijenih vrednosti
kontrakcija izavanih tribendimidinom iznosio je 1.29g, sa intervalima poverenja

95% od 1.067 do 1.531g (Tabela 11).

15+ TIribendimidin EC5,=0.064uM

Kontrakcija (g)

0.54

T T T,
0.001 0.01 0.1 1 10 100
Koncentracija (uM)

Slika 31. Dozno-zavisna sigmoidna kriva efekta tribendimidina na kontrakcije
neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum (n=14)
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Mada su ispitivani agonisti nikotinskog receptora primenjeni u razli¢itim
koncentracijama, pocetna koncentracija je bila najniza koncentracija koja je u
preliminarnim ispitivanjima izazvala kontrakciju. Ostale koncentracije su
sledile iz klasi¢nog logaritamskog niza, kojim se dobija najbolja distribucija
efekata za preracunavanje dozne zavisnosti. U cilju komparacije efekata
primenjenih agonista izvrSeno je uporedivanje dobijenih vrednosti kontrakcija
analizom varijanse. Mada je tribendimidin primenjen u koncentracijama tri
puta nizim od koncentracija levamizola, on je ispoljio signifikantno vise efekte.
Prose¢na vrednost kontrakcija preparata A. suum izavanih tribendimidinom bile
su viSe i od kontrakcija koje je izazvao nikotin (koji je primenjen u 30 puta visim
koncentracijama), medutim ova razlika nije dostigla stepen statisticke
znacajnosi. Rezultati statisticke komparacije kontraktilnog efekta nikotina,

levamizola i tribendimidina prikazani su u tabeli 12.

Tabela 12. Srednje vrednost kontrakcija neuro-misiénog preparata Ascaris suum
izazvanih rastu¢im koncentracijama nikotina, levamizola i tribendimidina
(X£SE)

KONTRAKCIJE (g)
Koncentracija 1pM 3uM 10pM 30pM 100pM
Nikotin (n=5) 0.29£0.06 | 0.57+£0.09 | 0.75+0.09 | 0.88+0.19 | 1.08+0.12
Koncentracija 0.1uM 0.3uM 1.0uM 3.0uM 10.0pM
Levamizol (n=6) 0.22+£0.02 | 0.40+0.06 | 0.51+0.07 | 0.60+0.07 69+0.06
Koncentracija 0.03uM 0.1uM 0.3uM 1.0uM 10.0pM
Tribendimidin (n=14) | 0.65£0.11* | 0.92+0.13* | 1.13+0.14* | 1.23£0.14* | 1.28+0.14*

*P<0.05 statisticki znacajna razlika u odnosu na efekat levamizola
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5.2. Komparativno ispitivanje efekata antagonista
nikotinskog receptora heksametonijuma i mekamilamina
(dominantno deluju na neuronski tip receptora sisara) i
tubokurarina i pankuronijuma (dominatno deluju na misiénin tip
receptora sisara) u odnosu na dejstva tribendimidina i nikotina na
neuro-misiénom preparatu Ascaris suum

Da bi se detaljnije istrazio mehanizam dejstva tribendimidina, ispitan je
inhibitorni efekat mekamilamina, heksametonijuma, pankuronijjuma i
tubokurarina na kontrakcije izazvane tribendimidinom, a zatim su ovi rezultati
komparirani sa efektima istih antagonista na kontrakcije izazvane nikotinom.
Posle kontrolne kontrakcije sa acetilholinom (3uM), aplikovan je antagonista a
zatim su kumulativno primenjene rastuce koncentracije tribendimidina
odnosno nikotina. Izra¢unata vrednost ECso tribendimidina u prisustvu 300uM
heksametonijuma iznosila je 0.15uM sa intervalima poverenja 95% od 0.04 do

0.55uM (Slika 32, Tabela 13).

1 ECs, tribendimidin + heksametonijum 300nM=0.15uM

Kontrakceija (g)

0.0--|-|-rrrr|—|—|—|-|-rrrr|—|—|—|-ﬂ-rrr|—|—|—|-rrrn'|
0.01 0.1 1 10

Koncentracija (pM)

Slika 32. Dozno-zavisna sigmoidna kriva efekta tribendimidina na kontrakcije

neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum u prisustvu 300uM heksametonijuma
(n=14)
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Na slici 33 prikazan je reprezentativni zapis kontrakcija neuro-misi¢nog

preparata A. suum izazvanih tribendimidinom u prisustvu heksametonijuma.

1g

Imin

tribendimidin
30nM
ACh heksametonijum

3uM 300pM

Slika 33. Kumulativni efekat rastuc¢ih koncentracija tribendimidina (0.03, 0.1,
0.3, 1.0, 3.0uM) na kontrakcije neuro-misi¢énog preparata Ascaris suum u
prisustvu 300uM heksametonijuma

Maksimalni efekat koji je tribendimidin postigao u prisustvu

heksametonijuma iznosio je 1.16g sa intervalima poverenja 95% od 0.95 do

1.38g.

Tabela 13. Rezultati ispitivanja uticaja rastu¢ih koncentracija tribendimidina u
prisustvu 300uM heksametonijuma na kontrakcije neuro-misiénog preparata
Ascaris suum

Srednja 95% g c 95% 0.6 Broj
efektivna intervali Log Maksimalni intervali Koeﬁcqf.nt testiranih
x : efekat . regresije
koncentracija | poverenja ECso (Emax) (2) poverenja (R2) preparata
(ECs) (uM) | ECso (uM) "8 | (End (8) ()
0.15 0.04-0.55 | -0.821 1.16 0.95-1.38 0.57 14

Kako bi se blize diferencirao mehanizam dejstva tribendimidina, ispitan
je i efekat tubokurarina, antagoniste misi¢nog tipa nikotinskog ACh receptora
sisara. Srednja efektivha koncentracija tribendimidina u prisustvu 30uM
tubokurarina iznosila je 0.80 uM, sa intervalima poverenja 95% od 0.25 do

2.51 uM (Slika 34, Tabela 14).
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Slika 34. Dozno-zavisna sigmoidna kriva efekta tribendimidina na kontrakcije
neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum u prisustvu 30uM tubokurarina (n=7)

Maksimalni efekat koji je tribendimidin postigao u prisustvu
tubokurarina iznosio je 0.76g sa 95% intervalima poverenja od 0.51 do 0.96g

(Tabela 14).

Tabela 14. Rezultati ispitivanja uticaja rastuc¢ih koncentracija tribendimidina u
prisustvu 30uM tubokurarina na kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris
suum

: 0 0 :
Sred.n]a . 95% . Maksimalni | . - . Koeficijent B'ro] ]
efektivna intervali Log intervali . testiranih

K . - efekat . regresije

oncentracija | poverenja ECso (Ener) (&) poverenja (R?) preparata
(ECs)) (uM) | ECso (uM) ™ | (Ew (8) (n)
0.80 0.25do 2.51 | -0.094 0.76 0.51-0.96 0.72 7
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Na slici 35 prikazan je reprezentativni zapis kontrakcija neuro-misi¢nog

preparata A. suum izazvanih tribendimidinom u prisustvu tubokurarina
(30uM).

tubokurarin  tibendimidin
30pM 30nM  100nM  300nM  1pM 3pM ~ 10pM

1g

Imin

ACh
3uM

Slika 35. Kumulativni efekat rastuc¢ih koncentracija tribendimidina (0.03, 0.1,
0.3, 1.0, 3.0uM) na kontrakcije neuro-misi¢énog preparata Ascaris suum u
prisustvu 30uM tubokurarina

Pored ova dva antagonista nikotinskog receptora, ispitano je i dejstvo
pankuronijuma (30uM) i mekamilamina (30uM). Medutim, oba antagonista su
potpuno izblokirala kontrakcije izazvane tribendimidinom. (Slika 36 i 37). U
ovim ispitivanjima testirano je po 5 preparata, ali kako kontrakcija nije bilo,
izostaje i statisticka analiza. Napominjemo da je osim potpunog izostajanja
kontrakcija, posle aplikacije mekamilamina, primeéen i izvesni stepen

relaksacije preparata.

mekamilamin
30pM

tibendimidin
30nM
100nM  300nM  1pM 3uM 10pM

-

1g

1min

ACh
3uM

Slika 36. Kumulativni efekat rastu¢ih koncentracija tribendimidina (0.03, 0.1,

0.3, 1.0, 3.0uM) na kontrakcije neuro-misi¢énog preparata Ascaris suum u
prisustvu 30uM mekamilamina
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Kako se na slici 37 vidi, pankuronijum je za razliku od mekamilamina
izazvao kompletnu inhibiciju kontrakcija ali bez relaksacije.
pankuronijum

30pM tribendimidin
30nM 100nM 300nM 1pM  3pM 10pM

1g

Imin

ACh
3pM

Slika 37. Kumulativni efekat rastuc¢ih koncentracija tribendimidina (0.03, 0.1,
0.3, 1.0, 3.0uM) na kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum u
prisustvu 30uM pankuronijuma

Da bi ispitali efekte testiranih antagonista nikotinskog receptora na
kontraktilno dejstvo tribendimidina, analizirali smo signifikantnost razlika

testom analiza varijanse.

0 Tribendimidin EC5,=0.064pM
v Tribendimidin + heksametonijum (300pM) EC5,=0.15uM
159 o Tribendimidin + tubokurarin (30uM) EC5,=0.80uM

Kontrakcija (g)
=
e

o
o
Il

0.0 =TT T T T T T T T
0.01 0.1 1 10 100

Koncentracija (uM)

Slika 38. Dozno-zavisne sigmoidne krive efekata tribendimidina na kontrakcije
neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum u prisustvu 300uM heksametonijuma i
30uM tubokurarina
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Radi komparacije, na slici 38 prikazane su sigmoidne krive efekata
tribendimidina na kontrakcije neuro-misiénog preparata A. suum u prisustvu
300uM heksametonijuma i 30uM tubokurarina. U tabeli 15 prikazane su
prose¢ne vrednosti kontrakcija neuro-misiénog preparata A. suum izazvane
tribendimidinom, odnosno tribendimidinom u prisustvu antagonista

nikotinskog receptora.

Tabela 15. Srednja vrednost kontrakcija neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum
izazvanih rastué¢im koncentracijama tribendimidina (n=14) i tribendimidina u
prisustvu 300uM heksametonijuma (n=14), 30uM tubokurarina (n=7), 30uM
mekamilamina (n=5) i 30uM pankuronijuma (n=>5) (x+SE)

KONTRAKCIJE (g)

Koncentracija (uM) 0.03 0.1 0.3 1.0 10.0
Tribendimidin 0.65+0.11 0.92+0.13 1.13+0.14 1.23+0.14 1.28+0.14
: PEETI
Tribendimidin 0.17+0.01* | 048+0.04* | 078+0.09 | 0994012+ | 1.13+0.15
Heksametonijum 300pM
Tribendimidin +
) 0.08+0.01** | 0.16+£0.03*** | 0.29+0.04*** | 0.41£0.05*** | 0.61+0.05*
Tubokurarin 30uM
Tribendimidin + 0 0 0 0 0
Mekamilamin 30uM
Tri Py T
rlbend.l.mldm 0 0 0 0 0
Pankuronijum 30uM

*- statististi¢ki znacajna razlika u odnosu na tribendimidin (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001)
*- statististicki znacajna razlika u odnosu na tribendimidin+tubokurarin (*P<0.05)

Mekamilamin i pankuronijum su ispoljili 100%-tni efekat, dok je
tubokurarin bio potentniji od heksametonijuma i signifikantno smanjio
kontrakcije koje izaziva tribendimidin. Heksametonijum je ispoljio slabiju
aktivnost od tubokurarina i smanjenje kontrakcija izazvanih tribendimidinom
koje je on uzrokovao dostiglo je stepen statisticke znacajnosti samo u dve
najnize koncentracije.

Da bi bilo moguce detaljnije prouciti mehanizam dejstva tribendimidina,
ispitani su efekti heksametonijuma i tubokurarina na kontrakcije koje izaziva
nikotin. Nikotin je aplikovan u koncentracijama od 1, 3, 10, 30 i 100uM, (n=5) a

preracunata vrednost ECsp iznosila je 4.99uM (Slika 27 i 39), sa intervalima
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poverenja 95% od 0.89 do 27.97uM (Tabela 16). Preracunati maksimalni efekat
nikotina bio je 1.072g sa intervalima poverenja 95% od 0.85-1.29g (Tabela 16).

Tabela 16. Rezultati ispitivanja uticaja rastu¢ih koncentracija nikotina
samostalno i u prisustvu heksametonijuma (300uM) i tubokurarina (30uM) na
kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum

S d i 0, B Q
re 'n] a 95% intervali Maksimalni | . e . | Koeficijent .r0] .
efektivna ) Log intervali . testiranih

. poverenja efekat (Emax) . regresije
koncentracija ECso (M) ECso () poverenja (R?) preparata
(ECs0) (uM) o & (Ema) (2) (n)
Nikotin
4.99 \ 0.89-27.97 |0.360\ 1.07 \ 0.85-1.29 | 0.61 \ 5
Nikotin + Heksametonijum 300pM
12.96 \ 7.56-22.20 |0.690\ 1.03 \ 0.91-1.15 | 0.93 \ 5
Nikotin + Tubokurarin 30uM
61.44 \ 33.29-113.40 |O.128 \ 0.47 \ 0.37-0.57 | 0.95 \ 5

U prisustvu heksametonijuma (300uM), srednja efektivna koncentracija
nikotina iznosila je 12.96uM, sa granicama sigurnosti 95% od 7.56 do 22.20uM.
Maksimalni efekat se nije puno razlikovao u odnosu na Emax koje postize sam

nikotin, i iznosio je 1.03 u odnosu na 1.07g bez heksametonijuma (Tabela 16,

Slika 39).

159 60 Nikotin EC;y=4.99uM

1 @ Nikotin + Heksametonijum 300pM EC5;=12.96uM
1 v Nikotin + Tubokurarin 30uM ECs;=61.44uM

Kontrakcija (g)
=
T .

e
G
1 i

0,0-WH_I_I-I'FFFI"_I_I-FFF""_I_I-FFF""_I_I-FFF’"‘
0.1 1 10 100 1000

Koncentracija (uM)

Slika 39. Sigmoidne krive odnosa doze i efekta nikotina, odnosno nikotina u
prisustvu heksametonijuma (300uM) i tubokurarina (30uM)
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Tubokurarin je ispoljio jaci inhibitorni efekat na kontrakcije koje izaziva
nikotin. Tako je vrednost ECsp nikotina u prisustvu tubokurarina (30uM)
iznosila cak 61.44uM sa intervalima poverenja 95% od 33.29 do 113.40uM
(Tabela 16). Na slici 40 prikazan je reprezentativni zapis kontrakcija neuro-
misi¢nog preparata A. suum izazvanih nikotinom u prisustvu heksametonijuma

(300uM).

heksametonijum 10pM
ACh 300pM 3uM
3uM nikotin
1pM

Slika 40. Kontrakcije neuro-misiécnog preparata Ascaris suum izavane
kumulativnim koncentracijama nikotina u prisustvu heksametonijuma 300uM

Maksimalni efekat koji je preracunat bio je znacajno manji u odnosu na
efekat koji postize sam nikotin i iznosio je 0.47g sa 95% intervalima poverenja
od 0.37 do 0.57g. Na slici 41, prikazan je reprezentativni zapis kontrakcija
neuro-misi¢nog preparata A. suum izavanih nikotinom u prisustvu

tubokurarina (30uM).

nikotin
1pgM - 3ugM 10pM 30pM  100pM
tubokurarin
1g 30pM

Imin

ACh
3pM

Slika 41. Kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum izazvane rastuéim
kumulativnim koncentracijama nikotina u prisustvu tubokurarina 30uM
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mekamilamin
30pM nikotin
1pM 3uM 10pM  30pM  100pM

1g

1 min

ACh
3uM ?CMh ACh
s 3pM

Slika 42. Efekat mekamilamina (30pM) na kontraktilno dejstvo rastucih
koncentracija nikotina na neuro-misiénom preparatu Ascaris suum. Na pocetku
zapisa su tri kontrolne kontrakcije izazvane acetilholinom (3pmol), posle kojih
je aplikovan mekamilamin

Kao i u slucaju tribendimidina, mekamilamin (30uM) i pankuronijum

(30uM) su potpuno blokirali kontrakcije izazvane nikotinom (Slika 42 i 43).

pankuronijum
30pM nikotin
1pM 3pM 10pM 30pM 100pM

1g

1 min

ACh ACh
3pM 3pM

Slika 43. Efekat pankuronijuma (30uM) na kontrakcije izavane rastuéim
koncentracijama nikotina. Na pocetku zapisa kontrolne kontrakcije su izazvane
acetilholinom (3pmol), posle kojih je aplikovan pankuronijum

I u ovim istraZivanjima je primeceno da mekamilamin u primenjenoj
koncentraciji od 30uM, za razliku od pankuronijuma, izaziva blagu relaksaciju
preparata (Slika 42).

S obzirom na dobijene rezultate, bilo je neophodno ispitati da li su
razlike u prose¢nim vrednostima kontrakcija izazvanih nikotinom u prisustvu
antagonista nikotinskog receptora dostigle stepen statisticke znacajnosti. U

tabeli 16 prikazane su prose¢ne vrednosti kontrakcija neuro-misi¢nog preparata
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A. suum izazvane samo nikotinom, kao i nikotinom u prisustvu antagonista

nikotinskog receptora, heksametonijuma i tubokurarina.

Tabela 17. Srednja vrednost kontrakcija neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum
izazvanih rastu¢im koncentracijama nikotina i nikotina u prisustvu 300pM
heksametonijuma, odnosno 30uM tubokurarina (x+SE)

(n=5) KONTRAKCIJE (g)

Koncentracija (uM) 1.0 3.0 10.0 30.0 100.0
Nikotin 0.29+0.06 | 057+0.09 | 075+0.09 | 0.88+0.10 | 1.08+0.12
Nikotin +

reotn 0.12+40.01* | 0.24+0.01** | 0.49+0.04*+ | 0.72+0.04*+ | 0.93+0.05+

Heksametonijum 300uM

Nikotin +

teotn 0.08£0.01%* | 0.12+0.01%%* | 0.1420.01%* | 0.21+0.01** | 0.33+0.01***
Tubokurarin 30uM

Nikotin + 0 0 0 0 0

Mekamilamin 30pM
Nikotin +

Pankuronijum 30pM 0 0 0 0 0

*-statististicki znacajna razlika u odnosu na nikotin (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001)
*-statististicki znacajna razlika u odnosu na nikotin+tubokurarin (*+*P<0.01, *** P<0.001)

Iz tabele 17 se vidi da je heksametonijum signifikantno (’<0.05, P<0.01)
inhibirao kontrakcije izazvane sa tri nize koncentracije nikotina (1, 3 i 10pM
nikotina). Inhibicija efekta koji je dobijen posle aplikacije 30 i 100pM nikotina
takode je bila uocljiva, ali ova razlika nije dostigla stepen statisticke znacajnosti.
Sa druge strane tubokurarin je visoko signifikantno (P<0.01 i P<0.001) inhibirao
efekte svih testiranih koncentracija nikotina. Ispoljeni stepen inhibicije
kontrakcija bio je kod tri viSe koncentracije nikotina signifikantno veci nego

inhibicija koju je izazvao heksametionijum (P’<0.01, *** P<0.001).
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5.3. Komparativno ispitivanje efekata GABA i predstavnika
tri grupe antihelminitika GABA-agonista na neuro-misi¢nom
preparatu Ascaris suum: a) avermektina (ivermektina); b)
milbemicina (moksidektina); c) pirazina (piperazin)

U ovim ispitivanjima koristili smo nesto izmenjen protokol. Segmenti
askarisa su izlagani ve¢em opterecenju od oko 4g tokom 15-20 minuta, sve do
stabilizacije bazalnog tonusa na vrednosti izmedu 2 i 2.5g. Ispitivane supstance
su aplikovane u rastuéim koncentracijama, a posle postizanja maksimalnog
efekta (maksimalne relaksacije) kupatilce sa preparatom je ispirano. Sledeca
aplikacija vrSena je posle ponovnog uspostavljanja stabilnog bazalnog tonusa.

Na pocetku je sprovedeno istrazivanje dozne zavisnosti reaksantnog
dejstva GABA. Gama-amino buterna kiselina je aplikovana u koncentracijama

od 1, 3, 10, 30 i 100uM, kada je jasno izazvala dozno-zavisne relaksacije

preparata (Slika 44).
GABA
1pM 3pM 10pM 30pM  100pM
1g
1min

Slika 44. Dozno-zavisni efekat rastu¢ih koncentracija GABA na relaksaciju
neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum

Na osnovu prosec¢nih vrednosti relaksacije dobijene aplikacijom GABA,
primenom metode nelinearne regresije, odredena je vrednost srednje efektivne
koncentracije (n=8) od ECs0=7.40uM, sa intervalima poverenja 95% od 1.61 do
34.0uM. Na slici 45 prikazana je sigmoidna kriva odnosa doze i relaksantnog

efekta GABA na neuro-misi¢nom preparatu A. suum.
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1.004
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Slika 45. Dozno-zavisna sigmoidna kriva relaksantnog dejstva GABA na neuro-
misiéni preparat Ascaris suum (n=8)

Maksimalni relaksantni efekat GABA koji proisti¢e iz ovog ispitivanja
bio je 0.84g sa intervalima poverenja 95% od 0.68 do 0.99¢g. U tabeli 18 prikazani
su rezultati ispitivanja dozne zavisnosti dejstva GABA na relaksaciju neuro-

misicnog preparata A. suum.

Tabela 18. Rezultati ispitivanja uticaja rastu¢ih koncentracija GABA na
relaksaciju neuro-misiénog preparata Ascaris suum

7 0 0 :
Sred.n] a . . . Maksimalni | . 95% . Koeficijent B‘ro] g
efektivna intervali Log ofekat intervali reoresiie | € stiranih
koncentracija | poverenja ECso (Ema) (2) poverenja %12)] preparata
(ECso) (uM) | ECs0 (uM) "I | (B (@) (n)
7.40 1.61do34.0 | 0.86 0.84 0.68-0.99 0.52 8

U literaturi postoje podaci da avermektini deluju na GABA receptor u
neuro-misicnom sistemu parazitskih nematoda. U narednim istrazivanjima
ispitan je efekat rastucih koncentracija ivermektina (predstavnik avermektina) i

moksidektina (prestavnik milbemicina) na neuro-misiéni preparat A. suum.
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Na slikama 46 i 47 prikazani su zapisi dejstva ivermektina i milbemicina

na neuro-misi¢nom preparatu A. suum.

1g
ivermektin
1M 3pM 10pM  30pM  100pM

. W 1pM 3pM 10pM
Imin

Slika 46. Prikaz tonusa neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum posle aplikacije
ivermektina 1, 3, 10, 30 1 100uM, i GABA 1, 31 10uM

moksidektin
0,1pM 0,3pM 1M 3uM 10uM

.

1g

1min

Slika 47. Prikaz tonusa neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum posle aplikacije
moksidektina 0.1, 0.3, 1, 31 10uM

Kao $to se iz zapisa sa slika 46 i 47 vidi, niti jedan od primenjenih
makrocikli¢nih laktona nije izazvao promene tonusa, za razliku od GABA, koja

je dovela do jasne dozno-zavisne relaksacije.
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Razli¢ito od ivermektina i milbemicina, a sli¢no efektu GABA, piperazin

je izazvao jasnu relaksaciju preparata A. suum (Slika 48).

piperazin
100pM 300pM 1mM 3mM

1g \

Imin

Slika 48. Dejstvo rastuc¢ih koncentracija piperazina (100pM, 300uM, 1mM, 3mM)
na relaksaciju neuro-misi¢nog preparatra Ascaris suum

Dobijeni rezultati na 6 preparata su analizirani nelineranom regresijom i
preracunata je vrednost srednje efektivne koncentracije piperazina ECso, koja je

iznosila 0.331mM, sa intervalima poverenja 95% od 0.134 do 0.818mM (Slika 49).

0.5
Piperazin EC5,=0.331mM
Eo 0.4-.
Z ]
'5 ]
] J
@0 E
= ]
c -
Il ]
0.3
v AL v LA v LA
0.01 0.1 1 10

Koncentracija (mM)

Slika 49. Dozno-zavisna sigmoidna kriva relaksantnog dejstva piperazina na
neuro-misiéni preparat Ascaris suum
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Rezultati

Maksimalni efekat koji je preracunat u ovom ispitivanju iznosio je 0.47g,

sa intervalima poverenja 95% od 0.37 do 0.56g (Tabela 19).

Tabela 19. Rezultati ispitivanja uticaja rastuéih koncentracija piperazina na
relaksaciju neuro-misiénog preparata Ascaris suum

: 5 :
Sred.n] 2 95% intervali Maksimalni | . 95% . | Koeficijent B.r0] :
efektivna : Log intervali - testiranih
K x poverenja efekat : regresije
oncentracija ECso (mM) ECso (Emer) (8) poverenja (R?) preparata
(ECs0) (mM) ™ (Emax) (8) (n)
0.331 0.134 do 0.818 | -0.479 0.470 0.37-0.56 0.68 6

Kao $to se na slici 48 vidi, za razliku od GABA, posle ispiranja piperazina

viSe nije bilo moguce postic¢i pocetni tonus. Ispitali smo doznu zavisnost i ovog

dejstva piperazina. Na osnovu uradene nelinearne regresije, piperazin dozno-

zavisno smanjuje osnovni tonus neuro-misi¢nog preparata A. suum (Slika 50).

0.8+

Relaksacija (g)
S e o S
R A AN

=
(]
1

S
N
1

0.1

Piperazin EC;5,=0.737mM

T
0.1

1

Koncentracija (mM)

Slika 50. Dozno-zavisna sigmoidna kriva dejstva piperazina na tonus neuro-
misi¢nog preparata Ascaris suum (n=6)
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Vrednost srednje efektivne koncentracije piperazina za relaksaciju
osnovnog tonusa neuro-misi¢nog preperata A. suum iznosila je 0.737mM, sa
intervalima poverenja (95%) 0.441 do 1.232mM, dok je prerac¢unati maksimalni
relaksantni efekat bio 0.688g sa intervalima poverenja (95%) od 0.512 do 0.865g
(Tabela 20).

Tabela 20. Rezultati ispitivanja uticaja rastuc¢ih koncentracija piperazina na
osnovni tonus neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum

- 0 -
Sred.n]a . 95% . Maksimalni | 95% intervali | Koeficijent B.ro] .
efektivna intervali Log : ;- testiranih
- . efekat poverenja regresije
koncentracija | poverenja ECso (Emar) (&) (Emer) (2) (R?) preparata
(ECs0) (mM) | ECso (mM) ) (2 w4 (n)
0.737 0;14213;0 0.104 0.688 0.512 do 0.865 0.931 6

U slucaju dejstva piperazina i avermektia na neuro-misiéni preparat A.
summ primenjivali smo iste protokole kao i za ispitivanja GABA (opisani u delu
Materijal i metod rada). Medutim, kod obe grupe lekova primeceno je da posle
ispiranja dolazi do naglog zatezanja preparata i porasta tonusa za vise od 1g.
Ovaj porast tonusa se posle izvesnog vremena spontano vracao na pocetnu
vrednost, nesto brze kod avermektina u odnosu na piperazin (slike 46 i 48).

U izvrSenim ispitivanjima, GABA i piperazin su uzrokovali jasnu dozno-
zavisnu relaksaciju neuro-misi¢nog preparata A. suum. Shodno dobijenim
rezultatima, bilo je posebno interesantno da se utvrdi da li se ta relaksacija

odigrava posredstvom GABAA receptora.

GABA piperazin piperazin
1M GABA 100pM 100uM

1pM

1g bikukulin bikukulin
10pM 10pM

1min
Slika 51. Efekat bikukulina (10uM) na relaksantno dejstvo GABA i piperazina
na neuro-misi¢énom preparatu Ascaris suum
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Testirali smo efekte GABAA antagoniste bikukulina na dejstvo GABA i
piperazina. Primenjena je koncentracija bikukulina od 10pM, koja je tri puta visa
od njegove ECso za GABAA receptor sisara (Slika 51). Na osnovu dobijenih
rezultata vidi se da bikukulin ne uti¢e na relaksantni efekat koji na neuro-

misi¢nom preparatu izazivaju GABA i piperazin (Slika 52 i 53).

[ GABA 1.M
03+ EE GABA 1uM+Bikukulin 10uM
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= 0.2 i s
) e S
o e L
< SR 3
45} e Lol
I .
o S o
e S
e S
i S
% R
0.0 . ¥

Slika 52. Efekat bikukulina na relaksantno dejstvo GABA na neuro-misi¢cnom
preparatu Ascaris suum (n=5)

Srednja vrednost relaksacije koju izaziva GABA (1uM) iznosi 0.25+0.03g,
dok je relaksacija u prisustvu bikukulina (10pM) prosec¢no iznosila 0.23+0.03g.
Piperazin je u koncentraciji od 100uM izazvao proseénu relaksaciju od
0.23£0.1g, a ovaj nivo relaksacije se nije promenio u prisustvu 10uM bikukulina,

i iznosio je 0.21+0.08g (Slika 53).

03+ [ Piperazin 100uM

Piperazin 100uM+Bikukulin 10pM
—

& I —
= 0.2
=
v
<
= 0.1
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0.0 T ::: ::: ::: ::| :: :: ::::

Slika 53. Efekat bikukulina na relaksantno dejstvo piperazina na neuro-
misi¢nom preparatu Ascaris suum (n=5)
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5.4. Ispitivanje interakcije GABA sa lekovima GABA-
agonistima

S obzirom da ivermektin i milbemicin nisu izazvali relaksaciju neuro-
misi¢nog preparata askarisa, ispitana je potencijalna interakcija GABA sa
lekovima koji su oznaceni kao GABA agonisti. U ovom ispitivanju primenjena
su dva protokola. Prvi, u kome je ispitan efekat 30uM ivermektina na dejstvo
rastu¢ih koncentracija GABA (1, 3, 10, 30 i 100uM) (Slika 54) i drugi gde je
posmatran efekat iste koncentracije ivermektina na relaksantno dejstvo samo

jedne koncentracije GABA (Slika 55).

ivermektin
30pM
GABA
IpgM 3pgM  10pM 30pM  100pM

GABA
1pM 3pgM 10pM 30pM  100pM

1g

1min L

Slika 54. Efekat rastucih koncentracija GABA i GABA u prisustvu ivermektina
(30uM) na relaksaciju neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum

Dobijeni rezultati ukazuju da ivermektin ne potencira relaksaciju koju
izaziva GABA, ali aplikovan posle GABA izaziva smanjenje osnovnog tonusa,
koje do tada nije zabeleZeno kada je ivermektin aplikovan samostalno (Slika 54).
Ovaj nalaz je bio konstantan i dobijan je na svim preparatima koje smo testirali
(n=8).

Takode, u ovom delu istrazivanja zapaZzen je jo$ jedan interesantan nalaz.
Pojedini neuro-mi$i¢ni preparati askarisa ispoljavali su izuzetno intezivnu

spontanu aktvinost sa amplitudom kontrakcija izmedu 0.3 i 0.5g. Uobicajno,
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amplituda spontane aktivnosti ne prelazi 0.2g. Uzrok pojacane spontane
aktivnosti nije bilo moguce odrediti, ali ono $to je posebno znacano jeste da je

ivermektin kod takvih preparata izazivao jasnu relaksaciju (Slika 55).

ivermektin
30pM

s

1g

min
Slika 55. Relaksacioni efekat ivermektina (30uM) na neuro-misi¢nom preparatu
Ascaris suum sa intezivnom spontanom aktivnoséu
I ovaj nalaz je bio konstantan i na svim testiranim preparatima (n=6)
relaksacija koju je ivermektin (30uM) izazivao iznosila je prosec¢no 0.44+0.04g.
Kao $to se na reprezentativhom zapisu vidi (Slika 55), amplituda spontanih
kontrakcija i pored relaksacije nije bila promenjena, ali se smanjivala posle

ispiranja.
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5.5. Ispitivanje mehanizma dejstva karvakrola (aktivne
supstance esencijalnih biljnih ulja) na neuro-misiénom preparatu
Ascaris suum

U ispitivanjima dejstva karvakrola na neuro-misi¢ni preparat A. suum
testirali smo nekoliko koncentracija ovog aktivnog principa esencijalnih biljnih
ulja: 10, 30, 100 i 300uM. Ni jedna od testiranih koncentracija nije izazvala
kontrakcije preparata, ali su 100 i 300uM karvakrola uzrokovale jasnu

relaksaciju (Slika 56).

karvakrol
300pM

|

1g

1min

Slika 56. Dejstvo 300uM karvakrola na neuro-misiéni preparat Ascaris suum

Relaksacija je posle 300uM karvakrola iznosila prose¢no 0.5g, ali je
posebno interesantno da je relaksaciju sledilo povecanje osnovnog tonusa, koje

se desavalo dvadesetak minuta kasnije, ukoliko preparat nije ispiran (Slika 56).

GABA GABA karvakrol
3pM  3pM 100pM

e

1g

w

1min

Slika 57. Dejstvo karvakrola (100uM) aplikovanog posle GABA (3uM) na
relaksaciju i osnovni tonus neuro-misiénog preparata Ascaris suum
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Ovaj efekat karvakrola nije zavisio od primene GABA, i deSavao se i
kada je karvakrol aplikovan posle ispiranja GABA (Slika 57). Posebno je bilo
interesantno ispitati, da li karvakrol menja relaksantni efekat same GABA. Na
slici 58 se vidi da karvakrol 100 i 300uM aplikovan 5 minuta pre GABA

potencira relaksaciju koju ona izaziva.

GABA GABA GABA GABA
3pM 3uM 3uM 3pM

karvakrol

............. 300pM
1g karvakrol

100pM

Imin

Slika 58. Dejstvo karvakrola 100 i 300uM na relaksaciju izazvanu sa GABA 3uM

Prose¢na vrednost relaksacije koju je izazvala GABA (3uM) iznosila je
0.35£0.03g, dok je posle 5 minuta inkubacije sa karvakrolom (300uM) relaksacija
bila visoko signifikantno visa (P=0.0006), 0.75£0.05¢g (Slika 59).

1.0
0.9
0.8
0.7 1 *kk
06 - i —
05 - e

0.4 -
0.3
0.2 1
0.1
0.0 T

] GABA3 uM
GABA 3 uM + Karvakrol 300 puM

Relaksacija (g)

Slika 59. Srednja vrednost relaksacije (n=10) koju izaziva GABA i potenciranje
tog efekta karvakrolom (***P=0.0006)
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Rezultati

I niza testirana koncentracija karvakrola od 100uM potencirala je

relaksantno dejstvo GABA ali je signifikantnost bila slabija. Prose¢na kontrolna

relaksacija (n=5) posle 3uM GABA iznosila je 0.36+£0.05g, dok je u prisustvu
100uM karvakrola prose¢na relaksacija bila 0.41+0.06g (P=0.0116) (Slika 60).

Relaksacija (g)

1.0+
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4+
0.3
0.2
0.1

0.0

1 GABA 3uM
GABA 3uM + Karvakrol 100pM

Slika 60. Srednja vrednost relaksacije (n=5) koju izaziva GABA i potenciranje
tog efekta karvakrolom 100uM (*P=0.0116)

Da bi se detaljnije ispitalo dejstvo karvakrola na neuro-mi$iécnom

preparatu A. suum primenjen je poseban protokol. U prvoj seriji aplikovane su

rastuée koncentracije ACh (1, 3, 10, 30 i 100uM), a zatim su ove koncentracije

primenjivane u prisustvu 100 i 300uM karvakrola (Slika 61).

100pM
30pM [
10pM
3uNr
1pM
{ .[LJ
1min -----
ACh

100pM
30pM

10pM

3uM

ACh
1M

karvakrol
100pM

100pM

30uM
10pM

3uM

ACh
1nM

100pM
30pM
ACh  10pM|
1uM 3pM
karvakrol

300pM

pM

Slika 61. Kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum izazvane rastuéim

koncentracijama ACh bez i u prisustvu 100 i 300uM karvakrola
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Ispitivanje je izvrSeno na 5 preparata jedne kolekcije askarisa. U
kontrolnoj seriji kontrakcija, ECso acetilholina je iznosila 5.22uM sa intervalima
poverenja 95% od 1.67 do 16.33uM, dok je Emax dostigao vrednost od 3.1g (95%
intervali poverenja od 2.60 do 3.58g). Posle inkubacije preparata sa 100pM
karvakrola vrednost ECso acetilholina je bila udvostru¢ena na 13.88uM (95%
intervali poverenja od 5.59 do 34.46pM), a maksimalni efekat u odnosu na
kontrolu smanjen za 0.6g, iznosio je 2.50g (95% intervali poverenja od 2.03 do
2.96g). Ispiranjem karvakrola, ECsyp acetilholina je ponovo bila na nivou
kontrolnog nalaza 6.57uM (95% intervali poverenja od 1.58 do 23.06uM) ali je
maksimalni efekat i dalje bio nizi od kontrolnog za 0.4g (Emax=2.79g sa
intervalima poverenja 95% od 2.16 do 3.25g). Ove vrednosti dobijene u seriji
posle ispiranja 100uM karvakrola koriséene su kao kontrolne za narednu seriju

kontrakcija izazvanih sa ACh u prisustvu 300uM karvakola (Tabela 21).

Tabela 21. Rezultati ispitivanja uticaja karvakrola (100 i 300uM) na kontraktilne
efekte rastucih koncentracija ACh

Srednja Ve c . . 95% . . Broj
efektivna e 1nterYa11 Log Maksimalni intervali Koeﬁcqfnt testiranih
K . poverenja efekat (Emax) . regresije
oncentracija ECso (uM) ECso @) poverenja (R?) preparata
(ECso) (M) ” (Ena) (8) ()
Acetilholin
5.22 1.67-16.33 0.71 3.1 2.60-3.58 0.78 5

Acetilholin + Karvakrol 100uM

13.88 5.59-34.46 1.14 2.50 2.03-2.96 0.84 5

Acetilholin posle ispiranja

6.57 1.58-23.06 0.81 2.70 2.16-3.25 0.81 5

Acetilholin + Karvakrol 300uM

22.72 13.86-37.24 1.35 1.96 1.69-2.22 0.94 5

Acetilholin posle ispiranja

12.54 7.49-20.99 1.09 2.33 2.06-2.59 0.94 5

Vrednost ECsp acetilholina u prisustvu 300uM karvakrola iznosila je

22.72uM sa intervalima poverenja 95% od 13.86-37.24uM, a maksimalni efekat je
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bio za 0.74g nizi od kontrolnog nalaza. Posle ispiranja i ove koncentracije
karvakrola doslo je do delimi¢nog priblizavanja vrednosti ECsp acetilholina
kontrolnom nalazu ali je jos uvek ona bila dvostruko visa od kontrolne -
12.54puM. Sli¢no je zabeleZeno i kod maksimalnog efekta, jer se ovaj parametar
samo delimi¢no priblizio kontrolnom nalazu, Emax je iznosio 2.33g. Na slici 62
prikazane su koncentracijski zavisne sigmoidne krive acetilholina, konstruisane

na osnovu rezultata ovog ispitivanja.

4 =

ACh
Karvakrol 100uM + ACh
ACh posle ispiranja
Karvakrol 300uM + ACh
ACh posle ispiranja

<arno

Kontrakcije (g)

0.1 1 10 100 1000

Koncentracija ACh (uM)

Slika 62. Dozno-zavisne sigmoidne krive efekta rastu¢ih koncentracija
acetilholina bez i u prisustvu karvakrola 100 i 300uM

Da bi ispitali signfikantnost inhibicije kontraktilnog efekta ACh koji
proizvodi karvakrol, srednje vrednosti kontrakcija su testirane ANOVA-testom
(Tabela 22). Karvakrol primenjen u koncentraciji od 100uM, signifikantno je
smanjio kontrakcije neuro-misiénog preparata A. suum izazvane sa 1, 3 i 10pM
ACh, ali smanjenje srednje vrednosti kontrakcija posle koncentracija ACh od 30
i 100uM nije dostiglo stepen statisticke znacajnosti. Sa druge strane, 300pM
karvakrola je signifikantno smanjilo kontrakcije izazvane sa 1, 3, 10 i 30uM ACh
ali ne i kontrakcije izazvane sa 100uM ACh, mada je razlika u srednjim

vrednostima dostizala 1g (Tabela 22).
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Tabela 22. Srednja vrednost kontrakcija neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum

izazvanih rastuéim koncentracijama ACh, ACh+karvakrol 100pM i

ACh+karvakrol 300uM (xSE, n=5)
KONTRAKCIJE (g)
Koncentracija 1uM 3uM 10uM 30uM 100pM

ACh 0.61+0.07 1.32+0.05 2.03+0.02 2.65+0.25 | 2.97+0.35

ACh + karvakrol 100uM | 0.35+0.05** | 0.82+0.04*** | 1.12+0.05** | 1.82+0.16 | 2.23+0.25

ACh (posle ispiranja) 0.39+0.04 1.00+0.01 1.62+0.20 2.22+0.33 | 2.57+0.30

ACh + karvakrol 300uM | 0.11+0.004** | 0.31+0.03**+ | 0.60+0.05** | 1.15+0.04* | 1.60+0.11

ACh (posle ispiranja) 0.19+0.01 0.45+0.01 0.98+0.01 1.72+0.01 | 2.03+0.01

***P<0.0001, **P<0.001, *P<0.05, Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na ACh;
++P<0.0001, +*P<0.001, *P<0.05, ACh posle ispiranja.
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5.6. Ispitivanje dejstva antagonista nikotinskog-acetilholinskog
receptora i agonista GABA receptora na kontrakcije neuro-
miSiénog preparata Ascaris suum izazvanih poljnom stimulacijom

Da bi ispitali moguénost dobijanja kontrakcija neuro-misi¢nog preparata
A. suum elekti¢nim poljem (Electic Fild Stimulation - EFS), testirali smo efekte
razli¢itih parametara stimulacije: frekvencu od 10 do 100Hz, $irinu impulsa od
0,01-1.0ms, trajanje paketa stimulacije od 2.0 sekunde do kontinuirane
stimulacije. Svaki preparat je posle zapocinjanja kontrakcija izlagan
mekamilaminu 100uM, kako bi se utvrdilo da li su kontrakcije posledica
presinaptickog oslobadanja ACh ili se radi o direktnoj stimulaciji misi¢nih celija
(kontraktilne masine). Ni jednom kombinacijom testiranih parametara nije
dobijena indirektna stimulacija, odnosno sve kontrakcije izavane EFS bile su

neosetljive na mekamilamin (Slika 63).

100uM
30uM
10uM
3uM
1
8 ACh
1uM
"

1 min

EFS - mekamilamin 100uM

Slika 63. Kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum, izazvane rastué¢im
koncentracijama ACh i Elektri¢cnom poljnom stimulacijom - EFS (100Hz, 1.0ms,
3min, 25V) bez i u prisustvu mekamilamina 100pM

Pored ispitivanja dejstva nikotinskog antagoniste mekamilamina,
testirano je i dejstvo GABA i GABA-agonista. Za izazivanje kontrakcija

koriS¢eni su isti parametri kao i u prvom delu istrazivanja, ali je uglavnom

testirana kontinuirana stimulacija.
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1g

i T ‘

ivermektin ivermektin GABA GABA
10pM 30pM 10pM 30pm

S —

Slika 64. Efekti ivermektina i GABA na kontrakcije neuro-misi¢nog preparata
Ascaris suum izazvane kontinuiranom EFS (100Hz, 1.0ms, 25V)

Kako to se na slici 64 vidi, ivermektin nije imao nikakav efekat na
kontrakcije preparata A. suum izazvane sa EFS, dok je GABA 10 i 30uM, dovela

do smanjenja amplitude kontrakcija.
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Slika 65. Dejstvo ivermektina i GABA na amplitudu kontrakcija neuro-
misi¢nog prepara Ascaris suum izazvanih kontinuiranom EFS (100Hz, 1.0ms,
25V) (n=5) (***P<0.0001)
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Prosec¢na vrednost amplitude pocetnih kontrolnih kontrakcija izazvanih
sa EFS iznosila je 0.73+0.02g, dok je aplituda kontrakcija u prisustvu
ivermektina 10 i 30uM bila 0.74+0.02g, odnosno 0.72+0.02g. Za razliku od
ivermektina, GABA je ispoljila izraziti inhibitorni efekat na amplitudu
kontrakcija. U odnosu na kontrolne kontrakcije, obe testirane koncentracije
GABA (10 i 30uM) signifikantno (P<0.0001) su smanjile amplitudu kontrakcija.
Dobijena vrednost prosecne kontrakcije u prisustvu 10uM GABA bila je
0.31£0.01g, dok je trostruko visa koncentracija GABA smanjila vrednost

amplitude sa prose¢no 0.66+0.03g na 0.25+0.02g (Slika 65).
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5.7. Ispitivanje interakcije GABA i nikotinskih agonista na
neuro-misi¢énom preparatu Ascaris suum

U ovom delu ispitivanja koris¢en je protokol po kome su aplikovane
rastu¢e doze ACh, 1, 3, 10, 30 i 100uM, bez i u prisustvu GABA ili lekova
GABA-agonista. Pracene su dobijene kontrakcije i koncentracijska zavisnost
dobijenog efekta. U prvom ispitivanju odredena je vrednost srednje efektivne
koncentracije (ECsp) ACh bez i u prisustvu 1uM GABA. Ova koncentracija
GABA je bila najniza koja je izazivala jasnu relaksaciju u predhodnom
ispitivanju, ali u primenjenom protokolu vece relaksacije nije bilo jer su

preparati izlagani pocetnoj tenziji od samo 0.5-1.0g (Slika 66).

100pM 100pM
100pM A
30pM
oM f f 30}FM
A 30uM
n
10pM
3pM [
ACh
1pM
1g ACh  5m
Tpmol h
1 min "
GABA GABA
1pM 1M

Slika 66. Kontrakcije neuro-misiénog preparata Ascaris suum dobijene posle
aplikacije rastu¢ih koncentracija ACh (1, 3, 10, 30 i 100pM) bez i u prisustvu
1uM GABA

Ispitivanja su uradena na jednoj kolekciji askarisa a testirano je ukupno 5
preparata (n=5). Kontrolna vrednost srednje efektivne koncentracije ACh (ECso)
za kontrakcije neuro-misi¢nog preparata A. suum bila je 4.42uM, sa intervalima
poverenja 95% od 0.92 do 21.15uM. Posle inkubacije preparata sa 1uM GABA i
aplikacije istih rastu¢ih doza ACh (1, 3, 10, 30 i 100uM), sada u prisustvu GABA,
doslo je do dvostrukog povecanja vrednosti ECso na 10.94uM, sa intervalima

poverenja 95%od 3.58 do 33.42uM. Maksimalni efekat ACh u prisustvu GABA
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nije se puno razlikovao od kontrolne vrednosti i iznosio je 2.13g. Posle ispiranja
GABA vrednost ECsp ACh se smanjila ali nije dostigla predhodnu kontrolnu
(pocetnu) vrednost i iznosila je 9.35uM, sa intervalima poverenja 95% od 3.22 do

27 .8uM.

O ACh
O ACh+GABA 1uM
A Ispiranje

Kontrakcija (g)
N

Juny

10
Koncentracija (nM)

100 1000

Slika 67. Koncentracijski zavisne sigmoidne krive efekata rastu¢ih koncentracija
ACh bez i u prisustvu 1uM GABA

Maksimalni efekat koji je zabelezen u ovom ispitivanju bio je na nivou

predhodnih vrednosti i iznosio je 2.15g (Slika 67 i Tabela 23).

Tabela 23. Rezultati ispitivanja uticaja GABA (1uM) na kontraktilne efekte
rastucih koncentracija ACh

Srednja : : . . 95% . . Broj
efektivna 9% 1nterYa11 Log Maksimalni intervali Koef1c1]“ent testiranih
K .. poverenja efekat (Emax) . regresije
oncentracija ECso (uM) EGCso (g) poverenja (R?) preparata
(ECs0) (1M) 2 (Emna) (8) (n)
Acetilholin
4.42 \ 0.92-22.97 | 0.64 \ 2.24 \ 1.80-2.68 \ 0.67 | 5
Acetilholin + GABA 1uM
10.94 \ 3.58-33.42 | 1.03 \ 213 \ 1.65-2.61 \ 0.77 | 5
Ispiranje
9.35 \ 3.22-27.80 | 0.97 \ 215 \ 1.74-2.56 \ 0.79 5
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Za razliku od GABA, ivermektin u koncentraciji od 300nM nije promenio

vrednost ECso acetilholina. Ova ispitivanja izvrSena su na 6 preparata askarisa

iz dve kolekcije (Slika 68).

3] 0O ACh
A ACh + Ivermektin 300nM
V' ACh posle ispiranja

Kontrakcija (g)
N

0.1 1 10 100 1000
Koncentracija (uM)

Slika 68. Koncentracijski zavisne sigmoidne krive efekata rastuc¢ih koncentracija
ACh bez i u prisustvu 300nM ivermektina (n=6)

Kontrolna vrednost ECsp acetilholina iznosila je 8.09uM, sa intervalima
poverenja 95% od 1.40 do 46.77uM, dok je prera¢unati maksimalni efekat (Emax)
bio 2.85¢g (Tabela 24).

Tabela 24. Rezultati ispitivanja uticaja ivermektina (300nM) na kontraktilne
efekte rastucih koncentracija ACh

= 0 5 -
Sred.n]a . 9% . Maksimalni | 95% . | Koeficijent B-r0] .
efektivna intervali intervali . testiranih
.. . Log ECsp | efekat (Emax) . regresije
koncentracija | poverenja ©) poverenja (R?) preparata
(ECs0) (bM) | ECso (uM) 5 (Emar) (8) (n)
Acetilholin
8.09 | 1404677 | 090 | 285 [217353 | 053 | 6
Acetilholin + ivermektin 300nM
10.26 | 149-7052 | 101 | 239 | 159318 | 048 | 6
Acetilholin posle ispiranja
10.19 1.31-79.33 1.00 2.88 1.76-4.00 0.58 6
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U prisustvu ivermektina (300nM), ECso acetilholina se nije znacajno
razlikovala od kontrolne vrednosti i iznosila je 10.26pM, sa intervalima
poverenja 95% od 1.49 do 70.52uM. Medutim, smanjena je bila vrednost
maksimalnog efekta Emax za oko 0.5g, odnosno bila je 2.39g (Slika 69 i Tabela
24). Posle ispiranja ivermektina, vrednost ECsp acetilholina se nije znacajnije
promenila i iznosila je 10.19uM, sa intervalima poverenja 95% od 1.31 do
79.33uM. Medutim, maksimalni efekat Emax, je ponovo dostigao pocetni nivo od
2.88¢g, sa intervalima poverenja 95% od 1.76 do 4.00g. Na slici 69 prikazan je
reprezentativni zapis kontrakcija neuro-misiénog preparata askarisa izavanih

acetilholinom bez i u prisustvu 300nM ivermektina.

100pM 100pM
30pM r 100uM (
f ( 30pM
30pM (
10pM
( 10pM 10pM
3pM
3uM 3puM
ACh P y
s 1M ACh ACh
1pM 1
J MR NG
|
1lmin L e e e e e e -
ivermektin 300nM

Slika 69. Kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum izazvane rastuéim
koncentracijama ACh (1, 3, 10, 30 i 100uM), bez i u prisustvu ivermektina
(300nM)

Da bi ispitali potencijalnu interakciju GABA i ivermektina na kontrakcije
izazvane acetilholinom, primenili smo nov protokol. U ovom protokolu prvo su
aplikovane samo rastuée koncentracije acetilholina, zatim te iste koncentracije
acetilholina u prisustvu GABA, pa ponovo iste kontrakcije acetilholina u
prisustvu kombinacije GABA (1uM) + ivermektin (300nM), i na kraju posle
ispiranja, jos jedna serija kontrolnih kontrakcija izazvanih samo acetilholinom.
Ispitivanje je sprovedeno na 8 preparata askarisa iz dve kolekcije.

Reprezentativni zapis prikazan je na slici 70.
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Slika 70. Kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum izazvane rastuéim
koncentracijama ACh, bez i u prisustvu GABA (1uM) i u prisustvu kombinacije

GABA (1pM)+ivermektin (300nM)

Srednja efektivha koncentracija (ECsp) acetilholina u kontrolnim

kontrakcijama bila je 8.28uM sa intervalima poverenja 95% od 2.64 do 25.94uM,
dok je maksimalni efekt iznosio je 2.51g (Slika 71 i Tabela 25).

O ACh
39 O GABA1uM +ACh
1 A GABA 1uM +ivermektin 300nM+ACh
] V  ACh posle ispiranja
2]

Kontrakcija (g)

0-—l—l-l'l'ﬂ'ﬂ'|—l—l-l'l'rrﬂ'|—l—l-l'l'rrﬂ'|—l—l-l'l'rrﬂ1
0.1 1 10 100 1000

Koncentracija (uM)
Slika 71. Sigmoidne krive odnosa koncentracije i efekata acetilholina,

acetilholina u prisustvu GABA (1 uM), acetilholina u prisustvu GABA (1uM) +
ivermektina (300nM) i acetilholina posle ispiranja (n=8)
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GABA je pomerila koncentracijski-zavisnu efektivnu krivu u desno.
Vrednost ECsp bila je skoro trostruko viSa, 23.44uM sa intervalima poverenja
95% od 9.03 do 60.78uM, dok se maksimalni efekat od 2.59¢g nije ni razlikovao
od kontrolnog nalaza. Medutim, dodavanje jos i ivermektina (300nM), zajedno
sa GABA, imalo je za posledicu Sestostruko povecanje ECso acetilholina i dalje
pomeranje dozno-zavisne krive u desno. Preracunata vrednost ECs iznosila
50.12uM, sa intervalima poverenja 95% od 17.13 do 152.6pM, ali je ponovo doslo
i do smanjenja maksimalnog efekta na 1.90g. Posle ispiranja, vrednost ECso se
skoro vratila na pocetnu vrednost, iznosila je 9.59uM, ali je Emax 0stao na nivou

zabeleZenom u prisustvu ivermektina i iznosio 2.27g (Tabela 25).

Tabela 25. Rezultati ispitivanja uticaja GABA (1uM) i ivermektina (300nM) na
kontraktilne efekte rastuc¢ih koncentracija ACh

Sred.nj a 95% intervali Maksimalni | . e . | Koeficijent B‘roj )
efektivna . Log intervali . testiranih
. poverenja efekat (Emax) . regresije
koncentracija ECso (uM) ECso (8) poverenja (R?) preparata
(ECs0) (M) (Emax) (8) (n)
Acetilholin
8.28 | 2642594 [091] 251 [203299| 065 | 8
Acetilholin + GABA 1uM
2344 | 9.03-6078 [137| 259 | 191328 | 074 | 8
Acetilholin + GABA 1puM + ivermektin 300nM
5017 | 17131526 [170] 190 | 111268 075 | 8
Acetilholin posle ispiranja
9.59 | 3992306 [098| 227 | 187266 | 077 | 8

Kako bi utvrdili da li dokazana interakcija GABA sa ivermektinom
ispoljava signifikantni inhibitorni efekat na kontrakcije koje izaziva ACh,
uporedili smo srednje vrednosti kontrakcija dobijenih rastu¢im koncentracijama
ACh sa kontrakcijama dobijenim posle tih istih koncentracija ACh u prisustvu
GABA i kombinacije GABA sa ivermektinom. Takode, testirali smo
signifikantnost i reverzibilnost ovog efekta, odnosno analizirane su i kontrakcije

koje izaziva ACh posle ispiranja GABA i ivermektina.
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Tabela 26. Srednje vrednost kontrakcija neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum
izazvane rastu¢im koncentracijama ACh, ACh + GABA (1uM), ACh + GABA
(IuM) + ivermektin (300nM) i ACh posle ispiranja (x£SE, n=8)

KONTRAKCIJE (g)

Koncentracija 1M 3uM 10uM 30pM 100pM
ACh 0.46+0.03 0.92+0.12 1.45+0.02 2.00+£0.21 | 2.36£0.26
ACh+GABA 1pM | 0.17£0.01%** | 0.41+0.04** | 0.79+£0.10** | 1.52+0.20* | 2.11+0.26
ACh +GABA 1puM +

0.12+0.01*** | 0.22+0.02*** | 0.3320.03*** | 0.79+£0.09*** | 1.28+0.17*
ivermektin 300nM

ACh posle ispiranja | 0.18+0.02*** | 0.49+0.06** | 1.24+0.12+++ | 1.65+0.18* | 2.09+0.01

***P<0.0001, **P<0.001, *P<0.05, Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolni nalaz;
+++P<0.0001, *P<0.05, Statisticki znacajna razlika u odnosu na efekat GABA + ivermektin.

U tabeli 26 prikazane su srednje vrednosti kontrakcija neuro-misi¢nog
preparata A. suum dobijene u ovom ispitivanju. GABA je u koncentraciji od
1uM  signifikantno smanjila (***P<0.0001,**P<0.001) prose¢nu vrednost
kontrakcija izazvanih sa 1, 3 i 10uM ACh, ali je signifikantnost inhibicije
opadala sa porastom primenjene koncentracije ACh, tako da GABA nije ispoljila
statisticki znacajan efekat na kontrakcije koje su dobijene posle dve najvise
koncentracije ACh (30 i 100uM). Sa druge strane, kombinacija GABA (1uM) i
ivermektina (300nM), visoko signifikantno je smanjila kontrakcije neuro-
misi¢nog preparata A. suum izazvane sa 1, 3, 10 i 30uM ACh (***P<0.0001) i
signifikantno inhibisala (*PP<0.05) kontrakcije koje je proizvela najvisa testirana
koncentracija ACh od 100uM. Mada su prosec¢ne vrednosti kontrakcija dobijenih
posle rastucih koncentracija ACh u prisustvu kombinacije GABA i ivermektina
bile najc¢es¢e dvostruko nize u odnosu na komparativni nalaz dobijen samo u
prisustvu GABA, ova razlika nije dostigla stepen statisticke znacajnosti.

Da bi se detaljnije ispitala priroda interakcije izmedu GABA agonista i
da bi se analizirao mehanizam njihovog dejstva na kontrakcije parazitskih
nematoda, testiran je efekat piperazina i kombinacije piperazina sa
ivermektinom na kontrakcije neuro-misiénog prepatrata A. suum. Primenjen je

isti protokol kao i u prethodnom ispitivanju, aplikovane su iste rastuce
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koncentracije ACh koje su koriSéene u ispitivanju interakcije GABA sa
ivermektinom. Piperazin je testiran u koncentraciji od 100puM, najnizoj iz
ispitivanja njegovog relaksantnog dejstva, dok je ivermektin primenjen kao i
prethodno u koncentraciji od 300nM. U tabeli 27 navedeni su rezultati
ispitivanja odnosa doze (koncentracije) i efekta (kontrakcije) ACh bez, i u
prisustvu GABA agonista. Ispitivanje je sprovedeno na 5 preparata jedne

kolekcije askarisa.

Tabela 27. Rezultati ispitivanja uticaja piperazina (100pM) i ivermektina
(300nM) na kontraktilne efekte rastuc¢ih koncentracija ACh

: o o :
Sred.n]a . e . Maksimalni . 2B . Koeficijent B'ro] .
efektivna intervali Log intervali . testiranih
o . efekat (Emax) . regresije

koncentracija | poverenja | ECso () poverenja (R?) preparata

(ECs) (1M) | ECs (1M) i (Ens) (8) (n)

Acetilholin
9.47 4.28-20.98 | 0.97 4.38 3.77-4.98 0.84 5
Acetilholin + piperazin 100pM
10.76 3.61-31.99 | 1.03 3.45 2.67-4.22 0.78 5
Acetilholin + piperazin 100pM + ivermektin 300nM
10.88 3.38-34.96 | 1.03 2.73 2.06-3.40 0.76 5
Acetilholin posle ispiranja
11.48 3.38-34.96 | 1.06 3.91 3.96-33.25 0.79 5

Srednja efektivna koncentracija ACh (ECsop) u kontrolnoj seriji kontrakcija
bila je 9.47uM sa intervalima poverenja 95% od 4.28 do 20.98uM, dok je
maksimalni efekat (Emax) iznosio 4.38g. Posle izlaganja preparata piperazinu,
vrednost ECso se nije znacajnije promenila, iznosila je 10.76uM, sa intervalima
poverenja 95% od 3.61-31.99uM. Medutim, za skoro 1g bio smanjen prerac¢unati
maksimalni efekat, koji je dostigo 3.45g. Kada je u hranjivi rastvor osim
piperazina dodavan i ivermektin, vrednost ECsp ACh je i dalje ostala
nepromenjena, 10.88uM (95% intervali poverenja od 3.38 do 34.96uM), ali je
maksimalni efekat jo§ vise bio samanjen, ¢ak do 2.73g. Posle ispiranja oba

GABA agonista, kontrolna vrednost ECso ACh iznosila je 11.48uM (95%
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intervali poverenja od 3.38 do 34.96uM), dok se vrednost Emax ponovo priblizila
pocetnoj vrednosti i iznosila 3.91g (Slika 72).

O ACh
5 - O ACh + Piperazin 100uM
1 A ACh+0ktin 300nM
1 v AChposle ispiranja

Kontrakcija (g)

0.1 1 10 100 1000
Koncentracija (uM)

Slika 72. Koncentracijiski zavisne krive odnosa doze i efekta ACh i ACh u
prisustvu piperazina 100uM i ivermektina 300nM (n=>5)

Na slici 73 prikazan je reprezentativni zapis kontrakcija neuro-misi¢nog
preparata A. suum izavanih ACh, ACh u prisustvu piperazina (100uM), kao i u
prisustvu kombinacije piperazin (100uM) + ivermektin (300nM).

il 100pM
30pM r H
100pM 30pM
10pM
3uM
ACh
1pM
1g
1 min
piperazin piperazin 100pM
100pM +
ivermektin 300nM
piperazin piperazin 100pM W
100pM +
ivermektin 300nM

Slika 73. Kontrakcije neuro-misi¢nog preparata Ascaris suum izazvane rastuc¢im

koncentracijama ACh bez i u prisustvu piperazina (100uM), odnosno piperazina
i ivermektina (300nM)
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5.8. Ispitivanja efekata antihelmintika nikotinskih i GABA
agonista na kontrakcije izolovane dijafragme pacova primenom
metode poljne stimulacije (EFS)

U ovom delu ispitivanja preparati dijafragme pacova su stimulisani
elektricnom poljnom stimulacijom (EFS), odnosno tetani¢nim pulsevima u
“paketima” od po 5 stimulacija svakih 30 sekundi (sa parametrima stimulacije:
sirina impulsa 10us, frekvencija 50Hz, napon 20V, trajanje impulsa 2s) sa
pauzom od 3 minuta izmedu “paketa”. Ispitivani lekovi su posle kontrolnog
paketa kontrakcija aplikovani odmah posle zadnjeg ispiranja, odnosno 3 minuta
pre naredne serije stimulacija (EFS). Na kraju ispitivanja svaki preparat je
testiran sa 100uM mekamilamina, kako bi se potvrdilo da se radi o indirektnoj
stimulaciji.

Levamizol je ispoljio dozno-zavisni inhibitorni efekat na kontrakcije
dijafragme, sa srednjom inhibitornom koncentracijom (ICsp) od 53.83uM (95%

intervali poverenja od 46.94 do 61.73uM (Slika 74).

3-
] Levamizol IC;,=53.83uM
2
@ o
]
=
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1 10 100 1000

Koncentracija (LM)

Slika 74. Sigmoidna kriva odnosa koncentracije i inhibitornog efekta levamizola
(10, 30, 50, 70 1 90uM) na kontrakcije preparata dijafragme izazvane EFS (n=7)
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Zabelezeni inhibitorni efekat levamizola na kontrakcije dijafragme bio je
reverzibilan i posle ispiranja najvise primenjene koncetracije (koja je izazvala
100% inhibiciju) i kontrakcije su se delimi¢no normalizovale (Slika 75a). Takode,
levamizol je u koncentracijama iznad 30uM izazvao jasno tetani¢no slabljenje

kontrakcija (tetanic fade) (Slika 75b).
a)

1min kontrola levamizol levamizol levamizol levamizol levamizol W W \

10uM 30p,M  50pM 70pM 90pM

1L ﬂlPLJL_ﬂJl_

kontrola levamizol levamizol levamizol levamizol
10pM 30pM 50pM 70pM

Slika 75. a) Kontrakcije preparata dijafragme pacova izazvane EFS i efekat
rastu¢ih koncentracija levamizola; b) tetani¢no slabljenje (tetanic fade)
kontrakcija posle primene 50 i 70pM levamizola

Pored levamizola, ispitano je i dejstvo befinijjuma na kontrakcije
dijafragme izavane sa EFS. Primenjen je isti protokol kao i u ispitivanju
levamizola i ukupno 10 preparata dijafragme pacova (n=10) stimulisano je
tetanicnim pulsevima u “paketima” od po 5 stimulacija svakih 30 sekundi
(10ps, 50Hz, 20V, 2s) sa pauzom od 3 minuta izmedu “paketa”. Posle kontrolnih
kontrakcija, befinijum je aplikovan 3 minuta pre narednog stimulacionog
paketa u rastuéim koncentracijama (10, 20, 30, 50, 70 i 90uM). Na osnovu
dobijenih rezultata moze se videti da je befinijum koncentracijski-zavisno

inhibisao kontrakcije dijafragme, pri ¢emu je vrednost srednje inhibitorne
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koncentracije (ICso) iznosila 54.47 pM sa intervalima poverenja 95% od 51.22 do

57.91uM (Slika 76). s

Befinijum IC;,=54.47uM
a

Kontrakcije dijafragme (g)

1 10 100 1000
Koncentracija (uM)

Slika 76. Sigmoidna kriva odnosa koncentracije i inhibitornog efekta befinijuma
(10, 30, 50, 70 i 90uM) na kontrakcije preparata dijafragme izazvane EFS (n=7)

Na slici 77 prikazan je reprezentativni zapis kontrakcija dijafragme

pacova izavane sa EFS bez i u prisustvu rastu¢ih koncentracija befinijuma.

a)
1g
befinijum
Tmin U befinijum  90uM
kontrola befinijum befinijum befinijum 70uM
10uM 30uM 50uM
S i
1g

1sec kontrola befinijum befinijum befinijum

10uM 30uM 50uM
Slika 77. a) Kontrakcije preparata dijafragme pacova izazvane sa EFS i efekt

rastuc¢ih koncentracija befinijuma; b) tetanijsko slabljenje (tetanic fade) posle 10,
30 i 50uM befinijuma
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U ispitivanjima sa befinijumom primecéeno je da se bazalni tonus
postepeno spontano podize i pored ispiranja preparata (Slika 77a). Takode,
specificno za befinijum, tetani¢no slabljenje kontrakcija (fetanic fade) ovde je
zabelezeno ve¢ u koncentracijama visim od 10uM (Slika 77b).

Tre¢i agonista nikotinskog receptora nematoda ¢iji je efekat na
kontrakcije izolovane dijafragme pacova testiran je pirantel. Posle primene istog
protokola kao i u prethodna dva ispitivanja, pirantel aplikovan u rastu¢im
koncentracijama (1, 3, 5, 7 i 9uM) ispoljio je koncentracijski-zavisnu inhibiciju
kontrakcija preparata dijafragme izazvanih EFS sa prera¢unatom vrednoscu

ICs0 od 5.53uM (95% intervali poverenja od 5.30 do 5.77uM) (Slika 78 i 79a).

2.09 Pirantel EC;5,=5.53uM
1.5
1.0

0.5

Kontrakcija dijafragme (g)

0.0

'0'5- T T T T T rrTTTTH
0.1 1 10 100

Koncentracija (uM)

Slika 78. Sigmoidna kriva odnosa koncentracije i inhibitornog efekta pirantela
(1, 3, 5, 71 9uM) na kontrakcije preparata dijafragme izazvane EFS (n=6)

Ovaj efekat pirantela je bio reverzibilan, i posle 3 ispiranja najvise
primenjene koncentracije pirantela od 9uM, kontrakcije su se skoro potpuno
vratile na kontrolnu vrednost (Slika 79a). Takode, pirantel je kao i prethodno
testirani lekovi izazvao tetani¢no slabljenje kontrakcija (tetanic fade) i to u

koncentracijama preko 5uM. Interesantno je da se ovaj efekat pirantela nije
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ponovo normalizovao posle ispiranja, pa je tetani¢no slabljenje zabelezeno i

posle 3 ispiranja navise primenjene koncentracije (9uM) (Slika 79b).

a)

1g

*ML n "T" (N
Y J

kontrola pirantel pirantel pirantel pirantel pirantel W \
1uM 3uM 5uM 7uM 9uM

1min

b [ ﬁ

1gJL Lﬂﬂmmﬂ JLJL

w w

1
%€ Kontrola pirantel pirantel  pirantel pirantel pirantel W W

1uM 3uM 5uM 7uM 9uM

Slika 79. a) Kontrakcije preparata dijafragme pacova izazvane sa EFS i efekat
rastuc¢ih koncentracija pirantela; b) slabljenje tetani¢nih kontrakcija (tetanic fade)

posle primene 3, 51 7uM pirantela

Poslednji predstavnik grupe agonista nikotinskog receptora nematoda

Cije je dejstvo na kontrakcije dijafragme pacova ispitano je bio tribendimidin

2.09

(Slika 80).
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Slika 80. Dejstvo rastu¢ih koncentracija tribendimidina na kontrakcije
izolovanog preparata dijafragme pacova (n=5)
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Koriséen je isti protokol kao i u prethodnim ispitivanjima, uklju¢ujuci i
iste parametre stimulacije (EFS) kojima su izazivane kontrakcije dijafragme.
Tribendimidin je primenjen u rastu¢im koncentracijama od 3, 10, 30, 100 i
300uM, ali ni jedna od njih nije inhibisala kontrakcije dijafragme. Prose¢na
vrednost kontrolnih (x+SE) kontrakcija bila je 1.76+0.12g i 1.70+0.12g, dok su
prosecne vrednosti kontrakcija u prisustvu gore navedenih rastucih
koncentracija tribendimidina iznosile 1.66+0.11g, 1.66+0.11g, 1.69+0.12g,
1.66+0.11g i 1.7840.11g. ANOVA testom nisu utvrdene razlike izmedu ovih
prose¢nih vrednosti kontrakcija. Analizom pojedinac¢nih kontrakcija utvrdeno je
da tribendimidin ne izaziva ni tetani¢no slabljenje kontrakcija (tetanic fade), koje
je zabelezeno u prethodnim ispitivanjima sa levamizolom i pirantelom.

Osim antihelmintika sa dejstvom na nikotinski receptor parazitskih
nematoda, ispitan je i potencijalni uticaj lekova GABA agonista na kontrakcije
preparata dijafragme pacova. Na pocetku je testirano dejstvo piperazina, koji je
posle dve serije kontrolnih kontrakcija izavanih sa EFS (isti parametri
stimulacije kao i u predhodnim ispitivanjima), aplikovan u kupatilce sa
preparatom dijafragme u slede¢im koncentracijama: 30, 100, 300, 1000 i 3000puM.
Ni jedna od primenjenih koncentracija piperazina nije promenila prosecnu

vrednost kontrakcija izolovane dijafragme (Slika 81).

2, il
1 N
M0.0 %§m:!

Koncentracija piperazin uM

Slika 81. Dejstvo rastuc¢ih koncentracija piperazina na kontrakcije izolovanog
preparata dijafragme pacova (n=>5)
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Prose¢na vrednost kontrolnih kontrakcija bila je 2.08+0.07g i 2.10+£0.06g,
dok su kontrakcije u prisustvu navedenih rastu¢ih koncentracija piperazina
iznosile 2.191£0.09g, 2.20+0.07g, 2.25+0.04g, 2.19+0.05g i 2.16+0.08g. Analizom
pojedinac¢nih kontrakcija uoceno je da piperazin ne izaziva tetani¢no slabljenje
kontrakcija (tetanic fade) ni u jednoj testiranoj koncentraciji.

Pored piperazina, ispitan je i efekat moksidektina, predstavnika grupe
milbemicina - makrolidnih antibiotika i GABA agonista. Posle dve serije
kontrolnih kontrakcija izazvanih sa EFS, moksidektin je aplikovan u
koncentracijama 10, 30 i 100uM, a zatim posle ispiranja i jo$s jedne serije
kontrolnih kontrakcija aplikovan je mekamilamin u koncentraciji od 100uM.

Rezultati ovih ispitivanja prikazani su na slici 82.
2.54
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Kontrakcija dijafragme (g)
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Slika 82. Dejstvo rastuc¢ih koncentracija moksidektina i 100uM mekamilamina
na kontrakcije izolovanog preparata dijafragme pacova (n=5). ***P<0.0001
Statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolu i moksidektin

Moksidektin, u primenjenim koncentracijama nije promenio srednju
vrednost kontrakcija preparata dijafragme pacova izazvane sa EFS. Kontrolne
kontrakcije su imale srednje vrednosti od 1.89+0.05g i 1.89+0.06g, dok su u
prisustvu moksidektina kontrakcije iznosile 2.04+0.07g, 2.12+0.08g i 1.97+0.08g.

Moksidektin nije izazvao ni tetani¢no slabljenje kontrakcija, Sto je utvrdeno
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pojedina¢nom analizom vrha zapisa svake kontrakcije. Sa druge strane,
mekamilamin, antagonista nikotinskog receptora primenjen u koncentraciji od

100uM signifikantno je smanjio kontrakcije izolovane dijafragme na 1.15+0.08g

(P<0.0001) (Slika 82).
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5.9. Ispitivanja efekata antihelmintika nikotinskih i GABA
agonista na kontrakcije izolovanog ileuma pacova primenom
metode poljne stimulacije (EFS)

U ovom delu ispitivanja preparati izolovanog ileuma su prvo izlagani
rastuéim koncentracijama (0.1, 0.3, 1, 3, 10uM) acetilholina a zatim su
aplikovane rastuce koncentracije ispitivanih antihelmintika, nikotinskih i GABA
agonista. Rastuce koncentracije acetilholina aplikovane su radi odredivanja
odnosa doze i efekta i eventualno kasnije komparacije sa efektom ispitivanih
lekova. Takode, kontrolne kontrakcije ACh sluzile su za procenu reaktivnosti
preparata jer svi preparati ileuma na kojima su nastavljane aplikacije lekova su
imali minimalne kontrakcije iznad 0.75g i maksimalne ispod 5.0g. Ispitivanje je
izvrSeno na 5 preparata ileuma, tako da su posle ACh aplikovani tribendimidin,
befinijum, levamozol i pirantel. Svaki od navedenih agonista nikotinskog
receptora nematoda aplikovan je u rastué¢im koncentracijama od 1, 3, 10, 30 i

100uM, sa uzastopnim ispranjima posle aplikacije (Slika 83).
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0.1pM 0.1pM
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Slika 83. Kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvane rastuéim
koncentracijama ACh kao i izostajanje efekta posle aplikacije rastucih
koncentracija tribendimidina, befinijuma, levamizola i pirantela

1pM pirantel
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Acetilholin je u ovim ispitivanjima izazvao koncentracijski zavisne
kontrakcije, na osnovu kojih je odredena vrednost ECsp od 1.02uM sa

intervalima poverenja 95% od 0.56 do 1.81uM (n=5). Medutim, za razliku od
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acetilholina, tribendimidin, befinijum, levamozol i pirantel nisu izazvali bilo
kakve kontrakcije preparata ileuma (Slika 83).

Sliéni rezultati su dobijeni i u ispitivanju sa GABA agonistima,
piperazinom i moksidektinom. Primenjen je isti protokol, po kome su na
pocetku svakog pojedinacnog ispitivanja aplikovane rastuce koncentracije ACh
(iste koncentracije kao i prethodno), a zatim rastuée koncentracije GABA
agonista, moksidektina 1, 3, 10, 30 i 100uM i piperazina 30, 100, 300 i 1000uM.
Ukupno je testirano 5 preparata izolovanog ileuma, a acetilholin je i ovde
ispoljio koncentracijski zavistan kontraktilni efekat sa prera¢unatom vrednoséu
ECso od 1.22uM (intervali poverenja 95% od 0.59 do 2.52uM, n=5). Kao i u
prethodnim ispitivanjima, ni jedna testirana koncentracija moksidektina i
piperazina nije izazvala kontrakcije preparata izolovanog ileuma pacova (Slika
84).

3M .
M

0.3uM

ACh
0.1pM

w
30pM 1000uM

3pM

moksidektin
1pM

W\

Slika 84. Kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvane rastuéim
koncentracijama ACh kao i izostajanje efekta posle aplikacije rastucih
koncentracija moksidektina i piperazina

U drugom delu ispitivanja testirano je dejstvo antihelmintika agonista
nikotinskog i GABA receptora na kontrakcije izolovanog ileuma pacova
izazvane elektricnhom poljnom stimulacijom. Preparati su stimulisani
“paketom” od 5 stimulacija svakih 60 sekundi ($irina impulsa 2ms, frekvencija

150Hz, napon 80V, trajanje impulsa 2s). Rastuce koncentracije acetilholina
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aplikovane su radi odredivanja odnosa doze i efekta pre pocetka stimulacija.
Medutim, ovaj odnos nije prera¢unavan ve¢ je sluzio kao provera i potvrda
reaktivnosti preparata. Svi preparati ileuma koji su ostavljani u daljem
ispitivanju imali su minimalne kontrakcije iznad 0.75g i maksimalne ispod 5.0g.
Posle ovih kontrolnih ispitivanja, preparati su stimulisani paketima od po 5
pulseva, sa pauzom izmedu paketa od 5 minuta. Na kraju serije ispitivanja
svaki preparat je testiran i atropinom (1uM) da bi se potvrdilo da je indirektna

stimulacija uzrok kontrakcija.

10pM
3pM

1pM,
0.3pM

ACh
0.1pM

{ |

1min

levamizol
10uM

kontrola tribendimidin

10pM

befinijum
10pM
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10pM

Slika 85. Efekat 10uM tribendimidna, befinijuma, levamizola i pirantela na
kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvane EFS

Antiparazitski agonisti nikotinskog receptora nematoda tribendimidin,
befinijum, levamizol i pirantel nisu ispoljili bilo kakavo dejstvo na kontrakcije

izolovanog ileuma pacova izazvane sa EFS (Tabela 28, Slike 85 i 86).

Tabela 28. Prose¢na vrednost kontrakcija izolovanog ileuma pacova izazvana
EFS (n=5)

(n=5) | Kontrola | Tribendimidin | Befinijum | Levamizol | Pirantel
10uM | 1.76£0.06 1.73£0.06 1.79+0.07 1.88+£0.08 | 1.85+0.06
100uM | 2.02+0.05 2.070.06 2.18+0.05 2.0940.02 | 2.00+0.02
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0.1pM

1min

kontrola tribendimidin  pefinijum levamizol pirantel
100pM 100pM 100pM 100pM

Slika 86. Efekat 100uM tribendimidna, befinijuma, levamizola i pirantela na
kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvane EFS

Pored ispitivanja efekata lekova nikotinskih agonista parazitskih
nematoda na kontrakcije ileuma izazvane EFS, ispitano je i dejstvo piperazina i
moksidektina na 5 preparata izolovanog ileuma (n=5). Posle dve serije
kontrolnih kontrakcija primenjeni su piperazin u koncentraciji od 1000uM i

moksidektin u koncentraciji od 100uM (Slika 87).

10pM

3pM

1M

1min

kontrola kontrola

piperazin moksidektin
1000pM 100pM

Slika 87. Efekat piperazina (1000uM) i moksidektina (100pM) na kontrakcije
izolovanog ileuma pacova izazvane EFS

120



mr Sasa R. Ivanovié Rezultati

Piperazin i moksidektin, nisu promenili prose¢nu vrednost kontrakcija
ileuma izavanih sa EFS. Kontrolne kontrakcije su iznosile prose¢no 1.63+0.04g i
1.56+0.04g, dok su kontrakcije ileuma izazavane sa EFS u prisustvu piperazina,

odnosno moksidektina bile 1.63+0.02g i 1.68+0.03g (n=5).
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5.10. Ispitivanje efekata karvakrola na kontrakcije izolovane
dijafragme i ileuma pacova primenom metode poljne stimulacije
(EFS)

U ovom ispitivanju testiran je efekat karvakrola na kontrakcije
dijafragme izazvane sa EFS (parametri stimulacije: Sirina impulsa 10ps,
frekvencija 50Hz, napon 20V, trajanje impulsa 2s). Stimulacija se odvijala u
paketima od po 5 stimulansa sa pauzom od 3 minuta izmedu paketa. Posle
kontrolnih kontrakcija aplikovan je karvakrol u koncentracijama od 10, 30 i
100uM, a meren je efekat kontrolnih i kontrakcija u prisustvu karvakrola (Slika

88).

a)
1g
A ;M""
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min kontrola karvakrol karvakrol karvakrol W
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Slika 88. a) Kontrakcije preparata dijafragme pacova izazvane sa EFS i efekat
rastuéih koncentracija karvakrola; b) slabljenje (tetanic fade) tetani¢nih
kontrakcija posle primene 10, 30 i 100uM karvakrola

Karvakrol nije ispoljio inhibitorni efekat na kontrakcije dijafragme
izazvane sa EFS (Slika 88a). Prose¢na vrednost kontrolnih kontrakcija

dijafragme bila je 2.35+£0.09g, dok je srednja vrednost kontrakcija u prisustvu 10,
30 i 100uM karvakrola iznosila 2.38+0.13g, 2.41+0.1g i 2.55+0.07g (n=5).
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Medutim, primecéena su dva njegova specificna efekta. Prvi, da posle ispiranja i
uklanjanja karvakrola iz kupatilca dolazi do povecanja osnovnog tonusa
preparata dijafragme (slika 88a), i drugi da 100uM karvakrola izaziva tetani¢no
slabljenje (tetanic fade) bez smanjenja amplitude kontrakcija (slika 88b).

Pored ispitivanja dejstva karvakrola na kontrakcije dijafragme, ispitan je

njegov potencijalni efekat i na EFS-izazvane kontrakcije ileuma (Slika 89).

{

1min

kontrola kontrola

karvakrol karvakrol
300pM 1000pM

Slika 89. Dejstvo karvakrola 300 i 1000uM na kontrakcije izolovanog ileuma
izazvane EFS

Ukupno je tretirano 4 preparata ileuma, a jasno uocljivo karvakrol u
primenjenim koncentracijama od 300 i 1000uM nije izazvao promene
kontrakcija. Prose¢ne kontrolne vrednosti su iznosile 2.08+£0.07g i 2.14+0.07g.
Posle inkubacije sa 300 i 1000uM karvakrola, srednja vrednost kontrakcija je bila
2.15+0.06 i 1.94+0.11g (n=4).
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6. Diskusija

Komparativno ispitivanje efekata dve grupe antihelmintika,
agonista nikotinskog-acetilholinskog receptora nematoda na
neuro-misi¢nom preparatu Ascaris suum

GABA-ergicki i holinergicki delovi neuro-misi¢nog sistema parazitskih
nematoda reguliSu njihovo kretanje, ishranu, razmnoZzavanje i turgor misi¢nih
Celija, koji deluje kao neka vrsta endoskeleta. S obzirom da su odgovorni za
vitalne funkcije parazita, razumljivo da predstavljaju i najvaznija ciljna mesta za
delovanja savremenih antinematodnih lekova (Marr i sar., 2003).

Glavni neurotransmiter u holinergickom delu neuro-misi¢nog sistema
nematoda je ACh. Smatra se da su nematode najnize evolutivno kolo
zivotinjskog carstva koje kao neurotransmiter koristi ACh (Colquhoun i sar.,
1991). Glavne strukturne karakteristike acetilholinskog-nikotinskog receptora
(nAChR) se tokom evolucije nisu puno izmenile, tako da sli¢nosti postoje i
medu filogenetski jako udaljenim vrstama, kao $to su nematode i sisari.
Nikotinski ACh receptor se kod nematoda nalazi na njihovim somatskim
misi¢nim celijama i odgovaran je za koordinaciju kretanja. Na samom pocetku
nasih ispitivanja odredena je srednja efektivha koncentracija (ECso) ACh za
kontrakcije neuro-miSi¢cnog preparata A. suum. Testirane su rastuce
koncentracije ACh od 1, 3, 10, 30 i 100pM, a meren je maksimalno dobijeni
kontraktilni efekat. Koncentracija ACh od 1pM je najniZa testirana koncentracija
koja izaziva bilo kakvu kontrakciju preparata A. suum, dok ostale koncentracije
predstavljaju sledljivi logaritamski niz. Na osnovu rezultata nelinearne regresije
odnosa doza (koncentracija) i efekta (kontrakcija), dobijena je vrednost srenje
efektivne koncentracije (ECso) od 6.22uM. Ovaj nas$ rezultat je u saglasnosti sa
podacima Puttacharya i saradnika (2013), koji navode da srednja efektivna

koncentracija ACh iznosi 7pM, posle istih rastuc¢ih koncentracija koje smo i mi
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primenili. ACh je endogeni neurotransmiter koji se posle oslobadanja vezuje na
postsinaptickoj membrani za nAChR, Sto za posledicu ima otvaranje
neselektivnog katjonskog kanala, ulazak jona natrijuma a time i nastanak brze
depolarizacije membrane misi¢ne celije nematode, koja rezultira miSi¢cnom
kontrakcijom. ACh je osetljiv na dejstvo enzima acetilholin-esteraze (AChE)
koja ga razlaze. Iako nije precizno odredeno, smatra se da koncentracija ACh
koja se oslobada u sinaptickoj pukotini, fizioloski dostize milimolarne vrednosti
(Jin, 2010). Za razliku od vertebrata, kod kojih je dobro poznata stohiometrija
misiénog tipa nAChR, kod velike parazitske nematode svinja A. suum, koja je
bila eksperimentalni model i u nasim istrazivanjiam, za sada su dokazana tri
tipa nAChR na membrani misSi¢ne Celije: L-tip (preferira levamizol i pirantel kao
agonistu), N-tip (preferira nikotin i oksantel kao agonistu) i B-tip (preferira
befinijum kao agonistu) (Qian i sar., 2006). Dokazano je da befinijim pre svega
otvara B-tip nikotinskog kanala, da veoma slabo deluje na i L-tip, dok
apsolutno ne deluje na N-tip receptora (Robertson i sar., 2007a; Robertson i sar.,
2007b). Befinijum je agonista B-tipa nikotinskog receptora A. suum. U nasim
komparativnim ispitivanjima efekata ACh i befinijuma na istom preparatu A.
suum, koristili smo iste koncentracije ACh kao i u prvom istrazivanju, a zatim
posle 5 minuta pauze primenili i 10 puta niZe koncentracije befinijuma (0.1, 0.3,
1, 3 i 10pM). Za pocetnu koncentraciju befinijuma i ovde je izabrana
koncentracija koja izaziva prvu merljivu kontrakciju preparata A. suum. U ovom
nasem ispitivanju, srednja efektivna koncentracija ACh za kontrakcije neuro-
misi¢nog preparata A. suum iznosila je 6,12uM, dok je srednja efektivna
koncentracija befinijuma dobijena na istim preparatima askarisa bila 16.5 puta
niza i iznosila je 0.37pM. Befinijum je u ovim nasim istrazivanjima ispoljio ne
samo vecu efikasnost (daleko niza ECso), nego je i maksimalni efekat kontrakcija
bio za 0.63g od kontrolnog koji je ispoljio ACh (EmaxACh=2.07g;
Emaxbefinijuma=2.74g). Kako smo ve¢ napomenuli, befinijum izaziva misi¢ne
kontrakcije vezujuéi se za specificni B-tip nikotinskog receptora nematode, koji

na zalost i danas pored intenzivnih elektrofizioloskih ispitivanja nije potpuno
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determinisan u odnosu na njegovu molekularnu gradu (Charvet i sar., 2012).
Na osnovu nasih rezultata, befinijum je, iako primenjen u 10 puta niZim
koncentracijama, ispoljio signifikantno (p=0,0044; p=0,0029; p=0,0130; p=0,0236
i p=0,0315) visi kontraktilni efekat (1.07+£0.08g, 1.72+0.15g, 2.07+0.14g,
2.49+0.22¢g, 2.81+0.20g) u odnosu na ACh (0.49+0.06g, 0.91+0.08g, 1.42+0.12g,
1.79+0.10g, 2.08+0.12g).

Za razliku od befinijuma, pirantel je dokazani agonista L-tipa nAChR
nematoda (Martin i sar., 2004). Na osnovu rezultata dobijenih u preliminarnim
ispitivanjima, pirantel je primenjen u koncentracijama 1000 puta niZim od ACh
i 100 puta niZim od befinijjuma. Preracunata kontrolna vrednost srednje
efektivne koncentracije ACh iznosila je 6.45pM, dok je komparabilna vrednost
ECsp pirantela dobijena na istim preparatima askarisa iznosila 0.01pM. Cak i u
ovim nanomolarnim koncentracijama, maksimalne kontrakcije pod dejstvom
pirantela su iznosile 2.5g. Kontrakcije koje je pirantel izazvao u odnosu na
kontrolu dobijenu ACh bile su 15 do 25% vise od komparabilnih vrednosti
kontrakcija dobijenih primenom ACh. Medutim, statisticka znacajnost
dostignuta je samo posle primene 0.1pM pirantela, koja je proizvela kontrakciju
od 2.33g, u odnosu na kontrakciju izazvanu sa 100pM ACh koja je iznosila 1.75g
(p=0.0379). Na osnovu dobijenih rezultata mozemo konstatovati da je najvisi
efekat primenjih agonista nikotinskog receptora u odnosu na koncentracije,
zabeleZen posle primene pirantela, manji posle primene befinijuma i najmanji
posle primene ACh.

ACh je endogeni neurotransmiter u neuro-misicnom sistemu parazitskih
nematoda. S obzirom da se radi o neurotransmiteru koji obezbeduje misi¢ne
kontrakcije, predpostavlja se da podjednako deluje na sva 3 tipa nikotinskih
receptora prazitskih nematoda (N, L, B), pri ¢emu pojedinacna uloga svakog
podtipa nije jasno definisana. Ovo mozZe biti jedno od objasnjenja slabijeg
kontraktilnog efekta ACh u odnosu na primenjene specifi¢ne agoniste B i L tipa
nAChR. Sa druge strane, mada se malo zna o karakteristikama ACh-esteraze

parazitskih nematoda, njena uloga je sigurno sli¢na onoj kod sisara, da ogranici
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koncentraciju ACh u sinaptickoj pukotini i njegovo prisustvo na postsinapti¢koj
membrani. Ova saznanja proisti¢u iz ispitivanja funkcije nAChR vertebrata, ali
se ona najverovatnije ne razlikuju znacajnije izmedu vrsta (Bowman, 2006; Rang
i sar., 2005). Drugo objasnjenje za intenzivniji efekat pirantela i befinijuma moze
biti vezano za vecu osetljivost i veéi znacaj, pre svega L ali i B-tipa nAChR
nematoda za brze i snazne kontrakcije somatskih misi¢nih celija askarisa. U
prilog ovakvoj pretpostavci govori ¢injenica da pirantel, agonista L-tipa nAChR
nematoda, izaziva kontrakcije u koncentracijama koje su 1000 puta nize od ACh

i 100 puta niZe od befinijuma.

Ispitivanje efekata nikotina

U narednom delu nasih istrazivanja ispitivali smo kontraktilne efekte
nikotina (agoniste N-tipa nAChR nematoda), levamizola (agoniste L-tipa
nAChR nematoda) i tribendimidina - antiparazitskog leka novije generacije o
¢ijem se antiparazitskom dejstvu u literaturi tek pojavljuju prvi podaci. Ova
grupa agonista nAChR nematoda je izdvojena u posebno istrazivanje jer je
njihov kontraktilni efekat na neuro-misiénom preparatu askarisa posmatran
posle aplikacije kumulativnih koncentracija. To znac¢i da je svaka nova
koncentracija aplikovana posle postizanja maksimalnog efekta prethodne
koncentracije, bez ispiranja. Metoda je opisana i prihvacena za ispitivanje
odnosa doze i efekta za navedene lekove (Robertson i sar., 2002). Razlog
ovakvog ponasanja primenjenih agonista, odnosno razlog primene opisanog
protokola nalazi se u ¢injenici da se nikotin, levamizol i tribendimidin jako
tesko ispiraju iz tkiva askarisa, $to je verovatno posledica velike koli¢ine
kolagena koji prekriva misi¢ne celije ove parazitske nematode (ovo nije slucaj
kada se aplikuju na preparate sisara). To znaci da se posle aplikacije nekih od
ovih supstanci i posledi¢ne kontrakcije, preparat ne moze spontano vratiti na
osnovni tonus duZe vreme (preko Y2 sata). Da bi se ispitivanja uvek obavila na

preparatima ujednacene aktivnosti, pre pocetka aplikacije ispitivane supstance,
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uvek je aplikovano 3pM ACh. Za dalja ispitivanja su koris¢eni samo oni
preparati koji su na 3pM ACh odgovorili kontrakcijom visom od 0.5g i nizom
od 1g. Na pocetku ispitivanja testirali smo razli¢ite koncentracije nikotina: 1, 3,
10, 30 i 100pM i na osnovu vrednosti dobijenih kontrakcija preracunali ECso od
4.99pM, dok je Emax iznosio 1.07g. Nikotin se viSe ne koristi u terapijske svrhe
kao antiparazitik, ali je interesantno da isti tip nAChR nematoda specifi¢no
vezuje oksantel, antiparazitik iz grupe tetrahidropirimidina. Ovo je potvrdeno
¢injenicom da se antiparazitski spektar pirantela i oksantela razlikuje (Martin i

sar., 2004).

Ispitivanje efekata levamizola

U sledecoj seriji ispitivanja testiran je odnos koncentracija i efekata
levamizola, jednog od najces¢e primenjivanih antiparazitika u humanoj i
veterinarskoj medicini. Za levamizol je poznato da je iskljucivi agonista L-tipa
NnAChR nematoda (Martin i sar., 2004; Robertson i sar., 2007a). Testirali smo
koncentracije levamizola izmedu 100nM i 10pM, a prepracunata vrednost
srednje efektivne koncentracije (ECso) iznosila je 0.32pM, dok je maksimalni
efekat bio Emax=0.68g. Ovakav rezultat se delimi¢no razlikuje od rezultata
Robertson i saradnici (2010) koji su publikovali ECs levamizola od 0.84pM, dok
je maksimalni efekt u njihovim ispitvanjima bio 2.5g. Obe vrednosti su za oko 3
puta vise nego nasi rezultati, sto moze da ukaze na nesto slabiju osetljivost
askarisa koga su Robertson i saradnici (2010) koristili, ali slabiji maksimalni
efekat u nasim ispitivanjima mozda je posledica brze desenzitizacije nACh, koja
se u ovakvom protokolu sa kumulatvnim koncentracijama levamizola cesto
desava. Desenzitizacija je proces u kome protenske kinaze posle vezivanja
agoniste za receptor, vrSe fosforilaciju intracelularnog dela receptora i
moduliraju njegovu funkciju. Dokazano je da intracelularna petlja nAChR
nematoda na aminokiselinama serin, treonin i tirozin poseduje mesta za

fosforilizaciju i da proteinske kinaze mogu redukovati dejsvo acetilholina i
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levamizola (Trailovi¢ i sar.,, 2002). Sa druge strane s obzirom na dobijene
vrednosti srednje efektivne koncentracje (ECsp) u nasim istrazivanjima,
levamizol je ispoljio sli¢ne kontraktilne efekte kao i nikotin, ali sa 10 puta nizom

vrednoscéu ECsp.

Ispitivanje efekata tribendimidina

Posle nikotina i levamizola, sledilo je ispitivanje efikasnosti
tribendimidina. Tribendimidin je antihelmintik Sirokog spektra delovanja,
registrovan u Kini kao antiparazitik za ljude (Hu i sar., 2009). Radi se o novom
leku, koji moZe imati potencijalni znacaj i za veterinarsku medicinu, s obzirom
na publikovane rezultate o njegovoj efikasnosti. Posebno interesantno za
tribnedimidin je da pored nematoda efikasno deluje i na trematode i cestode,
Sto bi tek trebalo da se dokaZe adekvatnim predklinickim i klini¢kim
kontrolisanim studijama. Na osnovu preliminarnih rezultata, testirali smo
koncentracije tribendimidina od: 0.03; 0.1; 0.3; 1 i 3pM. Na osnovu dobijenih
kontrakcija preracunata je srednja koncentracija od 0.064pM i maksimalni
efekat od 1.29¢g. S obzirom da je tribendimidin relativno novi antihelmintik, u
literaturi je opisano samo jedno istrazivanje ¢iji rezultati ukazuju da ovaj lek
ima isti mehanizam dejstva kao i levamizol, odnosno da je agonista L-tipa
nAChR nematoda (Hu i sar., 2009). Agoniste nikotinskog receptora primenjivali
smo u razli¢itim koncentracijama. Medutim, pocetna koncentracija za sve
agoniste je bila najniZa koja je kao i u preliminarnim ispitivanjima izazivala
minimalnu kontrakciju. Ostale primenjene koncentracije predstavljale su samo
sledljivi logaritamski niz kojim se dobija najbolja distribucija efekata za
prerac¢unavanje dozne zavisnosti. Ovo nam je omogucilo da uporedimo srednje
vrednosti kontrakcija izavanih primenjenim agonistima statistickom metodom
analiza varijanse. Na osnovu naSih rezultata mozemo konstatovati da je
tribendimidin primenjen u koncentracijama 3 puta nizim od levamizola i 30

puta nizim od nikotina, ispoljio intenzivniji kontraktilni efekat na neuro-
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miSnom preparatu askarisa. Ovaj efekat je bio signifikantno visi od efekta
levamizola, dok u odnosu na kontraktilne efekte nikotina razlika nije dostigla
stepen statisticke znacajnosti. Kako smo ve¢ napomenuli, u literaturi nema
podataka o specificnostima dejstva tribendimidina na nAChR nematoda. Da bi
detaljnije analizirali ovaj mehanizam dejstva, ispitali smo inhibitorni efekat
mekamilamina, heksametonijuma, pankuronijjuma i tubokurarina na
kontrakcije izazvane tribendimidinom. Dobijene rezultate smo uporedili sa
efektima istih antagonista na kontrakcije izazvane nikotinom. Mekamilamin
primenjen u koncentraciji od 30pM i pankuronijum primenjen u istoj
koncentraciji od 30pM, kompletno su inhibirali kontrakcije izazvane razli¢itim
koncentracijama tribendimidina. Mekamilamin je antagonista razlicitih tipova
nikotinskog receptora sisara, koje blokira kompetetivnim ili nekompetetivnim
mehanizmom (Papke i sar., 2001; Ascher i sar., 1979; Gurney i Rang, 1984;
Nooney i sar., 1992). Medutim, preovladavaju misljenja da je mekamilamin
primarno nekompetetivni antagonista neuronskog tipa nikotinskog receptora
koga blokira u mikromolarnim koncentracijama. U naSem ispitivanju
mekamilamin primenjen u koncentraciji od 30pM, kompletno je inhibirao
kontrakcije neuro-misiénog preparata askarisa izazvane ACh. Mekamilamin
primenjen u koncentraciji od 100pM, inhibira 2/3 maksimalnih kontrakcija
dijafragme sisara, izazvane elektricnom poljnom stimulacijom (EFS - Electrical
Field Stimulation), i istovremneno ispoljava i snazno tetani¢no slabljenje (tetanic
fade) (Trailovi¢ i sar., 2011).

Pankuronijum je klasi¢ni nedepolarizuju¢i neuro-misi¢ni blokator, koji
kompetitivnim mehanizmom blokira vezivanje ACh za postsinapticki
nikotinski receptor. U nasim ispitivanjima na askarisu, pankuronijum je ispoljio
100%-tni inhibitorni efekat. Koncentracija pankuronijuma koja je imala ovakav
ucinak na neuro-misi¢nom preparatu askarisa iznosila je 30pM. Nasuprot tome,
koncentracija pankuronujama dovoljna da ispolji maksimalni inhibitorni efekat

na kontrakcije dijafragme pacova iznosi svega 2pM (Trailovic i sar., 2011).
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Tre¢i antagonista nikotinskog receptora ¢iji smo uticaj ispitivali na
kontrakcije izazvane tribendimidinom bio je heksametonijum. Heksametonijum
je primenjivan u koncentraciji od 300pM. Srednja efektivna koncentracija
tribendimidina za kontrakcije neuro-miSi¢nog preparata askarisa iznosila je
0.15uM, dok je maksimalni efekat bio 1.16g. Heksametonijum je depolarizujudi
antagonista nikotinskog receptora u autonomnim ganglijama i ocigledno, ¢ak i
u visokim koncentracijama ne ispoljava veliki afinitet za nAChR nematoda. On
je u nasem ispitivanju dvostruko povecao vrednost ECsp tribendimidina
(0.064pM kontrola) ali nije smanjio maksimalni efekat, koji je ostao gotovo
nepromenjen (1.29g kontrola).

Na kraju ovog dela ispitivanja testirano je dejstvo tubokurarina,
antagoniste misi¢nog tipa nikotinskog receptora sisara. Tubokurarin je uslovio
inhibiciju kontrakcija izazvanih tribendimidinom, $to je rezultiralo vrednos¢u
srednje efektivne koncentracije tribendimidina od 0.80pM, sa maksimalnim
efektom od 0.76g. Medutim posebno je interesantno da je primenjena
koncentracija tubokurarina od 30uM ispoljila samo delimi¢no inhibitorno
dejstvo na kontrakcije askarisa (12 puta povecanje ECsp i dvostruko smanjenje
Emax), dok su koncentracije od 1-2uM sposobne da izazovi 100%-tnu blokadu
kontrakcija dijafragme sisara (Nguyen-Huu i sar., 2009; Seeger i sar., 2007).

Da bi ispitali signifikantnost dobijenih rezultata, uporedili smo srednje
vrednosti kontrakcija koje izaziva tribendimidin u prisustvu heksametonijuma i
tubokurarina. Kontrakcija nije bilo posle primene mekamilamina i
pankuronijuma, dok je tubokurarin bio potentniji od heksametonijuma i
signifikatno (p<0.01 i p<0,001) smanjio kontrakcije koje izaziva tribendimidin u
svim primenjenim koncentracijama. Heksametonijum je ispoljio slabiju
aktivnost od tubokurarina i smanjenje kontrakcija izazvanih tribendimidinom
dostiglo je stepen statisticke znacajnosti (p<0.05 i p<0.01) samo u dve najnize
primenjene koncentracije.

Da bi detaljnije analizirali mehanizam dejstva tribendimidina, ispitali

smo efekte mekamilamina, pankuronijuma, heksametonijuma i tubokurarina na
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kontrakcije askarisa izazvane nikotinom. Kao i u slucaju tribendimidina,
mekamilamin u koncentraciji od 30uM i pankuronijum u koncentraciji od 30uM
potpuno su blokirali kontrakcije koje izaziva nikotin. Heksametonijum u
koncentraciji od 300uM povecao je vrednost srednje ECsp nikotina sa kontrolne
vrednosti od 4.99uM na 12.96uM, bez promene maksimalnog efekta
(Emaxkontrola=1.07g; Emaxheksametonijum=1.3g). Tubokurarin je u koncentraciji
od 30uM povecao vrednost srednje efektivne koncentracije nikotina na
61.44uM, a maksimalni efekat smanjio na 0.47g. Dobijeni rezultat je gotovo
identican rezultatu dobijenom sa tribendimidinom. I ovde je tubokurarin
povecao vrednost ECsp nikotina za 12 puta i dvostruko smanjio Emax. Ovakve
promene srednje efektivne koncentracije nikotina potvrdene su ispitivanjem
signifikantnosti razlika prose¢nih kontrakcija. Tako, tubokurarin visoko
signifikantno (p<0,01 i p<0,001) inhibira kontrakcije svih testiranih
koncentracija nikotina, za razliku od heksametonijuma koji je statisticki
znacajno (p<0,05 i p<0,01) inhibirao samo kontrakcije koje su proizvele tri niZe
koncentracije nikotina. Inhibicija koju je tubokurarin ispoljio na kontrakcije sa
tri vise koncentracije nikotina, bila je signifikantno visa u poredenju sa
inhibicijom koju je ostvario heksametonijum.

Ocigledno je da tribendimidin deluje na isti receptor kao i nikotin,
receptor koji ispoljava neke osobine misi¢nog tipa nACh receptora sisara, ali

istovremeno i neke osobine neuronskog tipa nACh receptora sisara.

Komparativno ispitvanje efekata GABA-e i anthelmintika GABA agonista na
neuro-misi¢nom prepartau Ascaris suum

Kako smo ve¢ ranije napominjali GABA je kao neurotransmiter
evolutivno daleko starija od ACh (Colquhoun i sar., 1991; Bouche i Fromm,
2004.). GABA je neproteinska aminokiselina, evolutivno prisutna jo$ od nekih
vrsta bakterija i biljaka kod kojih ima pre svega metabolicku ulogu. Medutim,
ipak je kod pojedinih vrsta bakterija identifikovano postojanje specifi¢nih

receptora koji ucestvuju u odredenim signalizacionim procesima posredstvom
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GABA-e (Spurny i sar, 2012). Kod hidrozoa sa najjednostavnijim nervnim
sistemom dokazano je da GABA ucestvuje u prometu impulsa neophodnih za
funkcionisanje njihovih vitalnih procesa. Kod nekih pljosnatih crva
(plathelminthes), evolutivno se prvi put pojavljuje primitivni CNS. Do danas su
dobro dokumentovani podaci da je GABA glavni inhibitorni neurotransmiter u
neuro-misi¢nom sistemu nematoda (Gou i sar., 2012).

Kod nematoda i sisara GABA otvara hloridne kanale na postsinaptickoj
membrani, omogucava ulazak jona hlora iz ekstracelularnog u intracelularni
prostor, S§to ima za posledicu smanjenje rezistencije celijske membrane i
hiperpolarizaciju postsinapticke celijske membrane (Trailovi¢ i sar., 2001). U
ispitivanju efekata GABA-e i predstavnika tri grupe GABA agonista na neuro-
misi¢nom preparatu A. suum, koristili smo nesto izmenjeni protokol. S obzirom
da smo u ovom delu ispitivali relaksaciju koju izazivaju ovi lekovi, segmente
askarisa smo izlagali ve¢em opterecenju, do oko 4g, sve do dobijanja stabilnog
bazalnog tonusa od oko 2 do 2.5g. Nasa istraZivanja relaksantnog dejstva
GABA-e pokazala su da ona aplikovana u koncentracijama od 1, 3, 10, 30 i
100uM izaziva jasnu dozno-zavisnu relaksaciju preparata A. suum, sa
preracunatom vrednoséu ECsp od 7.40pM. Ovakav nas nalaz je u saglasnosti sa
prethodno citiranim literaturnim podacima, ali na Zalost jasnih podataka o
ovako opisanom relaksantnom dejstvu GABA-e u literaturi nema. Najpoznatija
vrsta antiparazitskih lekova GABA agonista su avermektini i milbemicini.
Medutim, u naSim istraZzivanjima rastu¢e koncentracije ivermektina i
milbemicina nisu izazvale bilo kakvu relaksaciju neuro-misi¢nog preparata
askarisa. Za razliku od ivermektina i milbemicina, piperazin je izazvao jasnu
relaksaciju A. suum. Srednja efektivna koncetracija piperazina (ECso) iznosila je
0.331mM, sto je u saglasnosti sa relativno visokim dozama piperazina koje su
potrebne za ostvarivnaje antiparazitskog efekta. Osim $to je izazvao relaksaciju
tretiranog preparata, piperazin je dozno-zavisno smanjio i osnovni tonus.
Vrednost ECsp za relaksaciju (smanjenje osnovnog tonusa) iznosila je 0.74mM.

Piperazin spada u stare antihelmintike ali ovakvi na$i rezultati ukazuju na
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razli¢iti antiparazitski efekat u odnosu na avermektine i milbemicine (Trailovig,
2001; Canga i sar., 2009; IPCS INCHEM, Moxidectin, WHO Food Additives
Series 36). Postoji dosta kontraverznih podataka o karakteristikama GABA
receptora kod nematoda. Kod sisara su dokazana 3 tipa GABA receptora:
GABAA, GABAp i GABACc. Receptori GABAA i GABAC su hloridni jonski kanali,
dok je GABAp metabotropni (G-protein kuplovani recptor). Za razliku od
vertebrata, gde je GABA primarno prisutna u sinapsama CNS-a, kod
invertebrata ona je neurotransmiter na neuro-misi¢noj sinapsi. Kod nematoda
ona dovodi do relaksacije somatske muskulature otvaranjem hloridnih jonskih
kanala. GABA receptori invertebrata ne odgovaraju klasifikaciji sisarskih GABA
receptora ali je vec¢insko misljenje da su sli¢cni GABAa receptoru sisara (Holden-
Dye i sar., 1989; Trailovi¢ i sar., 2011). U komparativhom ispitivanju GABA i
piperazina jasno je potvrdeno njihovo relaksantno dejstvo na askarisu.
Medutim, za nas je bilo znacajno da ispitamo da li se ova relaksacija odvija
posredstvom GABAAa receptora, odnoso da li je GABA receptor zaduZen za
relaksaciju neuro-miSicnog preparata askarisa, slicnih farmakoloskih
karakteristika kao i GABAA receptor sisara. Da bi ovu pojavu ispitali, testirali
smo efekat bikukulina u koncentraciji od 10pM na relaksaciju koju izazivaju
GABA i piperazin. Srednja vrednost relaksacije koju je izazvala GABA (1uM)
iznosila je 0.25+0.3g, dok je relaksacija u prisustvu bikukulina (10pM) iznosila
0.23+0.03g. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u ispitivanju uticaja bikukulina na
relaksacije koje izaziva piperazin u koncentraciji od 100pM: bez bikukulina
(0.23£0.1g) i u prisustvu 10uM bikukulina (0.21+0.8g). Nasi rezultati su
potvrdili navode Jorgensena (2005), da je GABA receptor invertebrata neosetljiv
na delovanje bikukulina i da podela koja je ustanovljena kod sisarskih GABA

receptora nije primenljiva na GABA-ergi¢kom sistemu nematoda.
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Ispitivanje interakcije GABA sa GABA agonistima

S obzirom na neocekivane rezultate da ivermektin i milbemicin nisu
izazvali relaksaciju neuro-misi¢nog preparata askarisa, ispitali smo potencijalnu
interakciju ovih lekova sa GABA-om, i kao hipotezu postavili uslov da ovi
lekovi zahtevaju prisustvo GABA-e za ispoljavanje efekta. Kada smo ivermektin
u koncentraciji od 30uM aplikovali posle rastu¢ih doza GABA-e (1, 3, 10, 30,
100uM), on je izazvao relaksaciju bazalnog tonusa ali ne i potenciranje dozno-
zavisne relaksacije koju GABA prouzrokuje. Objasnjenje ovakvog fenomena
moze biti u postojanju dva razlicita sistema receptor-hloridna kanal, pri ¢emu je
jedan odgovoran za brzu relaksaciju - koju je ispoljila GABA, a drugi za
regulisanje bazalnog tonusa neuro-misi¢nih celija nematoda. Drugo objasnjenje
moZe leZati u ¢injenici da ivermektin deluje samo na otvoreni hloridni kanal
(prehodno ga otvorila GABA) i da ga na tom nivou otvorenosti ,zaklju¢a”, pa
zbog toga nema dodatne relaksacije (dodatne depolarizacije). Ovakvim
rezultatima idu u prilog i naredni nalazi, koje smo zabelezili na pojedinim
neuro-misénim preparatima askarisa sa izuzetno velikom spontanom
aktivnos¢u (0.3 do 0.5g). Razlog zbog cega su pojedini preparati askarisa
ispoljili ovakvu pojac¢anu spontanu aktivnost nismo uspeli da definiS§emo, ali je
kod svakog od takvih preparata ivermektin izazvao relaksaciju od prose¢no
0.44+0.04g, koja je bila reverzibilna posle ispiranja ivermektina ali sa izvesnim
smanjenjem aplitude kontrakcije. Nasi rezultati nesumnjivo ukazuju da
ivermektin za ispoljavanje relaksantnog dejstva zahteva pojacano prisustvo
GABA-e i da sam po sebi nije dovoljan da izazove bilo kakav efekat na neuro-
misi¢cnom sistemu askarisa. Mozemo predpostaviti da s obzirom na njegovu
visoku klinicku efikasnost, relaksacija koju izaziva GABA i relaksacija bazalnog
tonusa kojeg posle GABA-e izazove ivermektin, predstavljaju ,efektivhu

kombinaciju” letalnog paraliticnog dejstva za parazite.
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Ispitivanje mehanizma dejstva karvakrola (aktivne supstance eteri¢nih
biljnih ulja) na neuro-misi¢nom sistemu nematoda

Za nas je bilo posebno interesantno da ispitamo efekat jednog od
aktivnih sastojaka esencijanih biljnih ulja - karvakrola, na neuro-misi¢nom
preparatu A. suum. U literaturi postoje podaci da timol i karvakrol ostvaruju
insekticidni efekat kod Drosophila melanogaster preko tiraminskog receptora
(tyrR) (Enan i sar., 2005). Takode, iz literature nam je poznato da timol i
karvakrol ispoljavaju nematocidna dejstva na Haemonchus contortus i
Bursaphelenchus xylophilus (Camurca-Vasconcelos i sar. 2007; Kong i sar., 2007).
Koriste¢i podatke Pirri i saradnika (2009), da tiraminski receptor kod slobodno
zivucée nematode C. elegans aktivira specifi¢ni hloridni kanal, o¢ekivali smo da
karvakrol i kod A. suum izaziva relaksaciju kao posledicu hiperpolarizacije
membrane miSicne celije. U ispitivanjima smo testirali nekoliko koncentracija
karvakrola 10, 30, 100 i 300uM, pri ¢emi ni jedna nije izazvala kontarkcije, ali su
100 i 300uM uzrokovali jasnu relaksaciju. Relaksacija posle 300pM iznosila je
prosec¢no 0.5g, ali posebno isticemo da je relaksaciju posle 20-tak minuta sledilo
povecanje tonusa ukoliko preparat nije ispiran. Ovakav relaksantni efekat
karvakrola nije zavisio od primene GABA-e i deSavao se i kada je karvakrol
aplikovan pre ili posle GABA-e. Da bi ispitali potencijalnu interakciju izmedu
GABA-e i karvakrola, aplikovali smo 100 i 300uM karvakrola 5 min pre
aplikacije GABA-e. Prose¢na vrednost relaksacije koju je izazvala GABA posle
aplikacije karvakrola (300nM) bila je signifikantno visa (p=0.0006) u odnosu na
kontrolnu relaksaciju. Kontrolna relaksacija je iznosila prose¢na 0.35g, a
prosec¢na relaksacija posle primene karvakrola 0.75g. Na osnovu ovakvih nalaza
mozemo predpostaviti da karvakrol za razliku od ivermektina deluje na drugu
vrstu hloridnih kanala, ¢ije otvaranje reguliSe tiramin (Enan i sar., 2005) i da je
ovaj kanal anatomski udaljen od hloridnog kanala na koji deluje GABA, te da
njegom otvaranjem dolazi do povecanog wulaska jona hlora i jace
hiperpolarizacija koja rezultira u stimulaciji relaksacije izazivane GABA-om. U

prilog nasim predpostavkama su podaci Lei i saradnika (2010), koji su pokazali
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da karvakrol u koncentraciji od 0.67mM ispoljava 100%-tni letalitet za A. suum u
in vitro uslovima. Tiramin zavisni hloridni kanal nematoda, na koga
najverovatnije deluju neki aktivni principi esencijalnih biljnjih ulja, moze biti
atraktivno ciljno mesto za potencijalne antihelmintike. Da bi detaljnije ispitali
delovanje karvakrola na neuro-misi¢ni sistem A. suum, primenili smo poseban
protokol. Protokol se sastojao od 5 serija aplikacije rastu¢ih koncentracija ACh
(1, 3, 10, 30, 100pM), pri ¢emu je prva serija uvek bila kontrolna, druga serija je
dobijena u prisustvu 100pM karvakrola, treca serija kontrakcija predstavljala je
kontrakcije dobijene posle ispiranja 100puM karvakrola, ¢etvrta serija kontrakcija
dobijena u pristvu 300pM karvakrola i poslednja peta serija predstavljala je
kontrolne kontrakcije nakon drugog ispiranja. Merenjem dobijenih kontrakcija
odreZena je ECso ACh od 5.22uM i Emax od 3.1g. Posle inkubacije preparata sa
100pM karvakrola, vrednost ECso ACh je bila udvostruc¢ena na 13.88uM a Emax
smanjen u odnosu na kontrolu za 0.6g (Emax=2.50g). Ispiranjem karvakrola, ECso
se vratio na kontrolni nivo pa smo ove vrednosti koristili kao kontrolu za
slede¢u aplikaciju karvakrola od 300pM. Ovih 300pM karvakrola je pomerilo
sigmoidnu krivu doze i efekta jo§ viSe u desno, a vrednost ECsp ACh u
prisustvu 300pM karvakrola bila je 22.72pM, sa Emax od svega 1,96g. Posle
ispiranja ove koncentracije karvarkola doslo je do delimi¢nog pribliZavanja
kontrolnoj vrednosti ali ne i potpuno. Analizirajudi izgled dozno zavisnih
sigmoidnih krivi, moZzemo videti da je osim povecanja ECsy, u prisustvu
karvakrola signifikantno smanjen i Emax. Ovaj nalaz smo potvrdili analizom
varijanse prose¢nih vrednosti kontrakcija ACh u prisustvu 100 i 300pM
karvakrola, odnosno prose¢nih vrednosti kontrolnih kontrakcija. S obzirom da
je smanjenje Emax sa ili bez znacajnije promene ECsp karakteristika
nekompetetivnog antagonizma, mozZemo zakljuciti da se ovde radi o
tizioloSkom nekompetetivnom antagonizmu gde se dva suprotna efekta, dvaju
agonista odvijaju preko razli¢itih receptorskih sistema (kontrakcije preko

nAChR - agonista je ACh, a relaksacija, odnosno inhibicija kontrakcije
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verovatno preko tiraminskog receptora na hloridnom kanalu neuro-misi¢nog

sistema nematode).

Ispitivanje dejstva antagonista nAChR i agonista GABA receptora na
kontrakcije neuro-misiénog preparta Ascaris suum izazvane elektriénim
poljem (EFS)

Do sada u literturi niko nije opisao model EFS stimulacije neuro-
misi¢nog preparata A. suum. Za nas je posebno bilo interesantno da proverimo
ovu mogucnost. Metod EFS omogucava stimulaciju neuro-misi¢nog preparata
sisara bez spoljnje aplikacije bilo kakvih suspstanci. Elektri¢no polje odredenih
karakteristika koje se stvara oko neuro-misi¢nog preparata izaziva oslobadanje
ACh i njegov postsinapticki efekat na nAChR. Ova metoda je dobro poznata i
opisana za sisarske preparate (Seeger i sar., 2007; Trailovié i sar., 2011). Testirali
smo efekte razli¢itih vrednosti parametara stimulacije na neuro-misi¢nom
preparatu askarisa: frekvenciju, Sirinu impulsa, trajanje paketa stimulacije.
Svaki preparat je prvo testiran razli¢itim koncentracijama ACh a zatim
stimulisan sa EFS. Da bi proverili da li su kontrakcije indirektne, odnosno
nastale oslobadanjem ACh ili direktene kao posledica direktnog dejstva
elektri¢nog polja na kontraktilnu masinu askarisa, u kupatilce sa preparatom
aplikovali smo 100pM mekamilamina, koji je u prethodnom ispitivanju sa ACh
ispoljio 100%-tni efekat ve¢ u koncentraciji od 30puM. Medutim, ni jedna od
kombinacija primenjenih vrednosti parametara stimulacije nije mogla da
izazove indirektnu stimulaciju, odnosno sve su bile neosetljive na
mekamilamin. Iz iskustva sa sisarskim preparatima znamo da S$irina pulsa od
10ps, frekvencija od 50Hz i napon struje od 30V, izaziva stabilne indirektne
kontrakcije dijafragme osetljive na mekamilamin (Trailovi¢ i sar., 2011). U ovom
slucaju to nije bilo moguce proizvesti. Da bi se detaljnije analizirao ovaj
fenomen potrebno je da se podsetimo o specificnostima anatomsko-fizioloskih

karakteristika miSi¢ne celije askarisa.
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Somatske misi¢ne celije A. suum imaju drugaciju strukturu u poredenju
sa istom vrstom Ccelija kod ki¢menjaka. One poseduju 3 razli¢ita regiona:
vretenasti ili vlaknasti, vrecasti i region rucice. Ovakvu strukturu determinise
njihova specifi¢na funkcija.

Somatske misi¢ne celije A. suum rasporedene su longitudinalno u odnosu
na osu tela i mogu se podeliti u dve grupe: dorzalnu i ventralnu. Dorzalna
grupa misiénih celija inervaciju dobija od motornog aksona poreklom iz
dorzalne nervne vrpce, a ventralna grupa od motornog aksona poreklom iz
ventralne nervne vrpce. Zbog ovakvog grupisanja miSi¢nih Ccelija, talasi
kontrakcija nematode propagiraju duz njenog tela dvodimenzionalno, u dorzo-
vetralnoj ravni. To znaci da se nematoda mozZe kretati unapred i unazad.

Vretenasti deo miSi¢ne Celije sadrZi aktin i miozin (kontraktilnu masinu),
te predstavlja kontraktilni deo celije. Aktin i miozin nematode rasporedeni su
tako da formiraju prugavost misic¢a, kao i u skeletnoj muskulaturi ki¢menjaka, s
tom razlikom da u misi¢ima telesnog zida nematoda prugavost nije poprecna
(perpendikularna) kao kod ki¢menjaka. Umesto toga, misi¢ nematoda ima kosu
prugavost, Sto daje mogucnost za brze kontrakcije.

Vrecasti deo miSicne celije funkcioniSe kao energetski odeljak miSi¢ne
¢elije, najverovatnije kao potporni deo, odnosno uz turgor kao neka vrsta
endoskeleta. Takode, postoje i argumenti koji govore u prilog potpornoj ulozi
vrecastog dela misi¢ne celije. Kod intaktnog parazita, vrecasti deo je ispupcen
unutra, ka crevu parazita.

Za objasnjenje funkcije misi¢ne ¢elije nematode posebno je vazna misi¢na
rucica. Za razliku od mis$iéne Celije sisara, kod kojih nervna vlakna motornog
neurona dolaze iz ki¢mene mozdine i imaju sinapsu na motornoj ploci na
misi¢noj celiji, kod nematoda misi¢na celija gradi produzetak ili misi¢nu rucicu
koja se pruza do nervne vrpce. Na svom zavrsetku, misi¢ne rucice se granaju u
nastavke koji se zatim udruzuju sa istim takvim nastavcima drugih rucica,

gradedi sincicijum, odnosno funkcionalnu mreZu oko nervne vrpce.
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Askaris ima oko 300 senzornih i motornih neurona, koji se nalaze u
nervnoj vrpci. Izmedu nervne vrpce i motoneurona nalaze se inhibitorni i
ekscitatorni interneuroni i upravo oni reguliSu kretanje parazita. Motorni
neuron se zavr$ava na rucici misiéne Celije i gradi sinapsu preko koje reguliSe
kontrakciju ili relaksaciju somatskog misic¢a askarisa. Poznato je da na sinapsi
motornog neurona i inhibitornog interneurona, neurotransmisiju obavlja
GABA, a na sinapsi ekscitatornog interneurona i motoneurona za
neurotransmisiju je odgovoran ACh. To zna¢i da se na postsinaptickoj
membrani sinapse interneuron-motoneuron nalaze GABA i nACh receptor
preko kojih se regulisu aktivnost miSi¢nih celija. Ostaje nejasno koja je uloga
ekstrasinaptickih receptora, GABA, nACh receptora, receptora za neuropeptide
ili tiraminskog hloridnog kanala, koji su smesteni na membrani vrecastog dela
misi¢ne Celije nematoda (Martin i sar., 1991). Neki od ovih receptora su detaljno
determinisani , patch-clamp” elektrofizioloSkom metodom (Martin i sar., 1998),
ali njihova uloga u kontrakciji ili relaksaciji, kao i na¢in endogene stimulacije
nije definisan.

Kako EFS indukovane kontrakcije neuro-misi¢nog preparta askarisa
nismo uspeli da blokiramo antagonistima nAChR, ispitali smo efekte GABA i
lekova oznacenih kao GABA agonisti. Za izazivanje kontrakcija koristili smo
iste parametre EFS kao i u slucaju sa mekamilaminom. Prvo smo testirali
ivermektin u koncentracijama od 10 i 30pM, ali je izostao bilo kakav efekat. Za
razliku od ivermektina, GABA je u koncentracijma od 10 i 30pM izazvala
signifikantnu inhibiciju EFS-indukovanih kontrakcija dijafragme, i to sa
prose¢no 0.73g na 0.31g i sa 0.66g na 0.25g (p<0.0001). Efekat GABA-e je bio
reverzibilan i posle ispiranja, amplituda kontrakcije je dostizala kontrolnu
vrednost. Nije jednostavno objasniti ovakav efekat GABA-e i izostajanje efekata
dokazanih GABA agonista. Ovde se sigurno radi o direktnoj stimulaciji, s
obzirom da je neosetljiva na mekamilamin. Medutim, oc¢igledno je da dejstvo
GABA-e na postsinapticki receptor (u sinapsi inhibitorni interneuron-

motoneuron ili motoneuron-misiéna rucica) izaziva dovoljan nivo
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hiperpolarizacije misi¢ne celije askarisa da neutraliSe ¢ak i direktnu stimulaciju
kontraktilne masine. Zbog ¢ega za tako nesto nije sposoban ivermektin? Mozda
zbog toga Sto ne deluje na GABA receptor u sinapsi inhiborni interneuron-
motoneuron, ve¢ samo na GABA zavisni hloridni kanal na vrecdastom delu
somatske misi¢ne celije askarisa. Prethodno smo pokazali da ivermektin izaziva
relaksaciju samo posle aplikacije ili spontanog oslobadanja GABA-e, §to ide u

prilog ovakvoj nasoj pretpostavci.

Ispitivanje interakcije GABA-e i nikotinskih agonista na neuro-misiécnom
preparatu Ascaris suum

U nasim dosadasnjim ispitivanjima GABA je nesumnjivo ispoljila snazan
videli smo da je neophodno njeno prisustvo, odnosno njen inicijalni efekat kako
bi se relaksacija dobila i sa avermektinima, lekovima oznacenim kao GABA-
agonisti. Takode smo pokazali, da je taj relaksacioni efekat GABA-e neosetljiv
na bikukulin, $to znaci da se GABA-receptor koji reguliSe relaksaciju misica
askarisa razlikuje od GABAA4 receptora sisara. Ovi nasi rezultati su u saglasnosti
sa podacima koje navodi Jorgensen (2005), da podela GABA receptora sisara ne
moZe da se primeni kod nematoda. Obzirom na ulogu GABA-e u lokomociji,
odnosno kretanju nematoda (brojna istrazivanja na C. elegans i A. suum),
smatrali smo za znacajno da ispitamo efekat GABA-e i lekova GABA agonista
na kontrakcije koje izaziva ACh i lekovi agonisti nikotinskog receptora A. suum.
Primenjene koncentracije GABA-e bile su najniZe koje su izazivale minimalnu
relaksaciju preparata A. suum u prethodnim istraZivanjima. U ovom delu
istrazivanja medutim, relaksacije nije ni bilo jer preparati askarisa nisu izlagani
velikom opterecenju (zatezani su na svega 0.5g). Koristili smo protokol po kome
smo aplikovali rastu¢e doze ACh (1, 3, 10, 30, 100uM), bez ili u prisustvu
GABA-e, odnosno lekova GABA agonista. Na pocetku je odredena kontrolna
ECso ACh, zatim vrednost ECso ACh u prisustvu GABA-e i na kraju je ispitana

reverzibilnost efekta GABA-e odnosno, odredena je ECso ACh posle ispiranja.
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Kontrolna vrednost ECsp ACh iznosila je 4.42pM, dok je u prisustvu GABA-e
dvostruko povecana na ECs50=10.94pM. Pri tome je posebno bilo interesantno da
se maksimalni efekat ACh u prisustvu GABA-e nije mnogo razlikovao od
kontrolne vrednosti, iznosio je 2.13g u odnosu na 2.24g. GABA i ACh se
oslobadaju na krajevima inhibitornog i ekscitatornog interneurona i na
postsinaptickoj membrani motoneurona ponasaju kao fizioloski antagonisti.
Medutim, fizioloski antagonizam bi trebao da bude nekompetetivan, jer se radi
o razli¢itim receptorima i agonistima sa suprotnim efektom na istom
efektornom organu (inhibicija, odnosno relaksacija i pobudivanje, odnosno
kontrakcija). Ipak, kod askarisa i generalno kod nematoda, zbog specifi¢ne
uloge inhibitornih i ekscitatornih interneurona i motoneurona koji se vezuju na
misi¢nu rucicu u nervnoj vrpci (ne prave direktno neuro-misiénu sinapsu na
misi¢noj celiji), ocigledno je drugacije. Ova vrsta antagonizma koji GABA
ostvaruje prema ACh je slicnija kompetetivnom antagonizmu, Sto je i
razumljivo jer u kompeticiji GABA-e i ACh leZi klju¢ funkcionisanja neuro-
misi¢nog sistema nematoda, kretanje, relaksacija i kontrakcija. Podsecanja radi,
kod kompetitivnog antagonizma dolazi do pomeranja krive odnosa doze i
efekta u desno, sa potencijlanim povecanjem vrednosti EDs, ali bez promene
maksimalnog efekta Emax (Katzung i sar., 2011; Rang i sar., 2005). Za razliku od
GABA-e, ivermektin primenjen u koncentraciji od 300nM nije znacajnije
promenio vrednost ECsp ACh. Ovu koncentraciju od 300nM smo primenili jer
ona odgovara terapijskoj koncentraciji koju ivermektin dostize u organizmu
tertiranih Zivotinja (Puttacharya i sar., 2013). Kontrolna vrednost ECsp ACh
iznosila je 8.09pM a Emax 2.85g. ECso u prisustvu 300nM ivermektina iznosila je
10.26pM, dok je Emax bio za 0.5g manji (2.39g). Posle ispiranja ivermektina,
vrednost ECsp nije bila promenjena i iznosila je 10.19pM ali se Emax ponovo
vratio na kontrolnu vrednost i iznosio je 2.88g. Ovakav inhibitorni efekat
ivermektina se razlikuje od inhibitornog efekta GABA-e. Minimalno povecanje
vrednosti ECso u prisustvu ACh, ali izrazito smanjenje Emax ukazuje na

nekompetetivni antagonizam koji iskazuje sam ivermektin (Katzung i sar., 2011;
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Rang i sar., 2005). Ovo moze biti posledica hiperpolarizacije koju ivermektin
izaziva otvarajuci posebnu vrstu hloridnog kanala u vrecastom delu misi¢ne
Celije A. suum. Da bi ispitali potencijalnu interakciju izmedu GABA i
ivermektina, primenili smo nesto drugaciji protokol. U ovom protokolu su prvo
aplikovane rastuce koncentracije ACh da bi se dobila vrednost kontrolne ECs.
Zatim su te iste koncentracije ACh aplikovane u prisustvu GABA-e, a onda jos
jednom ali ovaj put u prisustvu kombinacije ivermektina 300nM i GABA-e
1pM. Na kraju, nakon ispiranja uradena je jo$ jedna serija kontrolnih
kontrakcija izazvanih samo ACh. Srednja ECso ACh bila je 8.28puM, a Emax 2.51g.
GABA je pomerila koncentracijski zavisnu efektivnu krivu u desno i skoro
utrostrucila vrednost ECsp na 23.44pM ali bez promene Emax koji je iznosio
2.59g. Posebno interesantno je da dodavanje ivermektina uz GABA-u u
narednoj seriji aplikacije ACh za posledicu ima dalje pomeranje koncentracijski
zavisne krive u desno i Sestostruko povecanje ECso ACh na 50.12pM. Ono $to
posebno isti¢emo je izrazito smanjenje Emax na 1.90g. Posle ispiranja, vrednost
ECso ACh je skoro dostigla poc¢etnu vrednost i iznosila 9.59pM ali je Emax i dalje
bio daleko nizi od kontrolne vrednosti i ostao je na nivou 2.27g. Da bi utvrdili
da li interakcija sa GABA-om ispoljava signifikantni inhibitorni efekat na
kontrakcije koje izaziva ACh, uporedili smo srednje vrednosti kontrakcija
dobijenih bez i u prisustvu GABA-e i ivermektina. Takode, testirali smo i
signifikantnost i reverzibilnosti ovog efekta, tj. uporedili smo kontrakcije
dobijene posle ispiranja (ukljanjanja) GABA-e i ivermektina. Inhibicija
kontrakcija indukovanih ACh koje je izaziva GABA, bila je signifikantna u prve
tri koncentracije ACh (1, 3 i 10pM). Medutim, inhibicija nije ispoljila
signifikantnost kada su aplikovane koncentracije ACh od 30 i 100pM.
Dodavanje ivermektina uz GABA, imalo je za posledicu ispoljavanje visoko
signifikantne inhibicije u svim primenjenim koncentracijama ACh ukljuc¢ujudi i
dve najvise (30 i 100pM ACh). I ovakvi nasi rezultati idu u prilog prethodno
iznete predpostavke da ivermektin potencira dejstvo GABA, delujuéi preko

specifiénog hloridnog jonskog kanala, anatomski udaljenog od mesta vezivanja
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GABA na motoneuronu, $to ima za posledicu dodavanje nekompetetivne
komponente ispoljenom antagonizmu. Da bi ovu nasu predpostavku proverili,
ispitali smo interakciju izmedu dokazanog GABA agoniste piperazina, koji je u
nasim ispitivanjima izazvao jasnu relaksaciju neuro-misi¢nog preparata A. suum
i ivermektina. Primenjen je isti protokol kao u prethodnom ispitivanju,
aplikovane su iste koncentracije ACh kao i GABA i ivermektina. Piperazin je
testiran u koncentraciji od 100pM, najnizoj iz naseg prethodnog ispitivanja koja
je ispoljila minimalni relaksantni efekat. Kontrolne kontrakcije ACh u ovom
ispitvanju dale su ECsp od 9.47pM i Emax od 4.38g. Piperazin nije promenio
vrednost ECsp ACh i ona je iznosila 10.76pM, dok je Emax bilo niZi za skoro 1g
(3.45g). Kada smo kontrakcije ACh merili u prisustvu piperazina 100pM i
ivermekrina 300nM, vrednost ECsp je bila skoro ista kao i prethodna i iznosila je
10.88pM, ali je preracunata vrednost Emax jo$ viSe opala na svega 2.73g. Drugim
re¢ima, dodavanje ivermektina ne menja znacajnije vrednost ECso ACh ali
znacajno smanjuje Emax ACh. Efekat koji su piperazin i ivermektin ispoljili na
kontrakcije uzrokovane ACh bio je reverzibilne prirode. Posle njihovog
ukljanjanja (ispiranja vodenog kupatila) kontrolna serija kontrakcija dala je
vrednost ECsp od 11.48puM i dovela do skoro potpunog oporavljanja Emax od
3.91¢g. Ovi nasi rezultati potvrduju predpostavku da agonisti GABA receptora
nematoda - piperazin i ivermektin, nekompetitivnom mehanizmom inhibisu
kontrakcije izazvane ACh preko receptorskih struktura, verovatno na
hloridnom kanalu lokalizovanom odvojeno od GABA-zavisnog hloridnog
kanala na postsinaptickoj membrani motoneurona ili produzetku (rucici)

somatske misi¢ne Celije askarisa.
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Ispitivanje efekata antihelmintika nikotinskih i GABA agonista na
kontrakcije izolovane dijafragme pacova pod dejstvom EFS

Osnovni princip na kome se zaniva primena antiparazitskih lekova jeste
njihova selektivna toksi¢nost, gde oni ispoljavaju letalno dejstvo za parazite, a
da pri tome ne deluju na domacine. Vecina antiparazitskih lekova fizioloski ne
prolazi krvno-mozdanu barijeru u organizmu sisara i ne ulazi u CNS. S
obzirom da se mehanizam dejstva antiparazitika: nikotinskih i GABA agonisat
zasniva na vezivanju za nikotinske ili GABA receptore, preostaje jedino
mogucnost da taj efekat ostvare periferno, vezujuéi se za periferne neuro-
misi¢ne strukture. Ocekivano bi bilo da se agonisti nikotinskog receptira
nematoda vezuju za nikotinski receptor na motornoj plo¢i sisara. Ovome ide u
prilog i ¢injenica da antiparazitici agonisti nikotinskog receptora, kao jedan od
najvaznijih neZeljenjih efekata ispoljavaju upravo poremecaj kretanja, ataksiju,
tremor, oteZano disanje, poremecaj rada i zastoj srca, i drugo (Adams, 2001) Ovi
nezeljeni efekti nikotinskih agonista mogli bi da budu posledica upravo
delovanja na nikotinski receptor na motornoj plo¢i misi¢a dijafragme, srca i
skeletnih misSic¢a. Da bi uporedili potencu lekova agonista nikotinskog receptora
nematoda, primenjene su koncentracije koje su daleko viSe od terapijskih.
Koristili smo model EFS indukovanih kontrakcija na izolovanoj dijafragmi
pacova. Preparati dijafragme pacova stimulisani su tetani¢nim pulsevima EFS u
paketima po 5 kontrakcija na svakih 30 sekundi (Sirina impulsa 10ps; frekvenca
50Hz; napon 20V; trajanje impulasa 2s), sa pauzom od 3 minuta izmedu paketa.
Ispitivani lekovi su posle kontrolnog paketa kontrakcija aplikovani odmah
nakon ispiranja, odnosno 3 minuta pre naredne stilumacije EFS. Na kraju
svakog ispitivanja, preparat je testiran sa 100pM mekamilamina da bi se
potvrdilo da se radi o indirektnoj stimulaciji. Prvi je testiran levamizol.
Levamizol je ispoljio dozno-zavisni inhibitorni efekat na kontrakcije dijafragme,
sa vrednos¢u srednje inhibitorne koncentracije ICso od 53.83pM. Najniza
koncentracija levamizola koja je izazvala inhibicu EFS kontrakcija bila je 10pM.

Podsecanja radi, ECsp levamizola za kontrakcije A. suum u nasim istrazivanjima
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je iznosila 0.34pM. Na osnovu ovakvih rezultata moZze se zakljuciti da levamizol
tek u koncentracijama koje su 30 puta vise od terapijskih, ispoljava toksi¢na
dejstva na dijafragmi. Nas$i rezultati nisu u saglasnosti sa rezultatima Rayes i
saradnika (2004) koji su u elektrofizioloskim ispitivanjima pokazali da je
levamizol slab agonista sisarskog ACh receptora. U svom ispitivanju Rayes i
saradnici (2004) navode da levamizol blokira otvoreni nACh jonski kanala.
Takode, ono $to nije u saglasnosti sa nasim rezultatima, jeste i to da je ovaj
efekat dobijen u koncentracijama daleko visim od onih koje smo mi koristili
(190pM).

Da bi bolje razumeli nase rezultate moramo jo$ jednom da analiziramo
razlike nikotinskog receptora nematoda i sisara. Nikotinski receptori su tipi¢ni
predstavnici jonskih kanala koje otvara ligand (ligand-zavisni jonski kanali;
“ligand-gated ion channels”). Sastoje se iz ukupno 5 subjedinica, a oligomerna
struktura (a2,,y,0) poseduje dva mesta za vezivanje acetilholina. Da bi se
receptor aktivirao potrebno je da se za njega vezu 2 molekula acetilholina.

Kod vertebrata postoje dva glavna tipa nAChR: neuromisi¢ni i neuronski
tip. Neuronski tip nikotinskog receptora nalazi se u CNS i svim autonomnim
ganglijama. S druge strane, neuromisicni tip receptora je lokalizovan na
neuromi$iénim sinapsama skeletne muskulature i stimulacija ovih receptora
dovodi do miSiéne kontrakcije. Na postsinaptickoj miSi¢noj membrani
identifikovana su tri subtipa nAChR: fetalni misi¢éni - alp10y, adultni misi¢ni -
alP1de i neuronski - a7 subtip nAChR (Trailovi¢ i sar., 2011). Dakle, moguce je
da kanal bude i pentamerni monomer, koga ¢ine samo a-subjedinice. Kod
vertebrata postoji najmanje 12 a-subjedinica i 3 p-subjedinice, ali samo
ograniceni broj njih gradi funkcionalne receptore. Tako na primer, samo
subjedinice od a7 do al2 ¢ine homomerni kanal (bez kombinacije sa [-
subjedinicama). Razli¢iti homomerni i heteromerni receptori imaju razlic¢ite
farmakoloske karakteristike (Robertson i sar., 2007b).

Pored klasi¢nog misiénog tipa nAChR koji sadrZi al subjedinicu, neuro-

miSiéna sinapsa sadrzi presinapticki a2pf3 neuronski tip nAChR. Ovaj tip
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receptora je odgovoran za pojacano oslobadanje ACh (autoreceptori). To u
stvari zna¢i da ACh aktivacijom ovih autoreceptora moZze pojacati svoje
sopstveno oslobadanje (presinapticka modulacija). Nasuprot tome, odsustvo
ovog efekta tokom neuromisi¢ne blokade (pojava se oznacava se kao tetani¢no
slabljenje - ,tetanic fade”), smatra se da nastaje kao posledica inhibicije
navedenog presinaptickog autoreceptora na nervnom zavrSetku (Trailovi¢ i
sar., 2011).

Shodno nasim rezultatima, levamizol vrlo efikasno blokira EFS
indukovane kontrakcije dijafragme, pri ¢emu ispoljava i presinapticko dejstvo
(pojava tetani¢nog slabljenja) ve¢ u koncentraciji od 30pM. To znaci da deluje i
na presinapticki neuronski tip nikotinskog receptora. Ovaj presinapticki efekat
je sve izrazeniji (kao i postsinapticki) sa povecanjem koncentracije. Ono sto je
vrlo vazno je da su i presinapticki i postsinaptcki efekat levamizola reverzibilni
i da se posle ispiranja kontrakcije dijafragme normalizuju. To je suprotno efektu
kod nematoda, jer je on agonisticki (izaziva kontrakciju) i potrebno je dugo
vremena da se posle kontrakcije normalizuje bazalni tonus.

Ovo ukazuje na veliki diverzitet tipova nikotinskih receptora nematoda.
Farmakoloski gledano, nikotinski receptor nematoda je sli¢niji neuronskom tipu
receptora vertebrata, jer je recimo neosetljiv na blokadu a-bungarotoksinom. Za
razliku od vertebrata, kod adultnih nematoda je dokazano vise tipova nAChR
na misi¢nim celijama (Robertson i sar., 2007a). Kod velike nematode svinja, A.
suum, dokazana su tri tipa nAChR na mi$i¢noj membrani: L-tip (preferira
levamizol i pirantel kao agonistu), N-tip (preferira nikotin i oksantel kao
agonistu) i B-tip (preferira befinijum kao agonistu). Levamizol aktivira L-tip
kanala, ali u manjoj meri otvara i N i B-tip kanala. Befinijum pre svega otvara B-
tip kanala, ali i L-tip, dok na N-tip ne deluje. Na osnovu publikovanih rezultata
o¢igledno je da kod parazitskih nematoda, u pogledu farmakoloskih
karakteristika, postoji manja razlika izmedu razli¢itih tipova nikotinskog
receptora, nego kod slobodnoZivece nematode C. elegans (Robertson i sar.,

2007a; Robertson i sar., 2007b). Do sada nisu objavljeni podaci o postajanju bilo
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kakvih presinaptickih receptora na sinapsi motoneurona i misi¢ne rucice
somatskih misi¢nih ¢elija nematoda. Upravo zbog toga ovaj presinapticki efekat
koji je zapazen kod sisara ne mozemo da uporedimo sa adekvatnim efektom
kod nematoda.

Medutim, u nasem ispitivanju befinijum je ispoljio skoro identi¢nu ICso
kao i levamizol 54,47pM. Takode, i befinijum ispoljava presinapticki efekat
delujuéi na neuronski tip autoreceptora na motornoj ploci sisara, ali je taj
presinapticki efekat ispoljavao nesto ranije, ve¢ u koncentraciji od 10pM
(najniZe primenjena). Ono $to je specifi¢no za befinijum, reverzibilnost efekta
nije bilo moguce ispitati, jer je posle ispiranja najvise primenjene koncentracije
dolazilo do izrazitog povecanja bazalnog tonus preparata. Ovo povecanje je
onemogucilo dalje kontrakcije izazvane sa EFS.

Sledec¢i agonista nikotinskog receptora nematoda ¢iji smo efekat na
kontrakcije dijafragme ispitivali, bio je pirantel. On je u odnosu na prethodna
dva leka ispoljio najveéu potencu, jer je preracunata ICsp za EFS izazvane
kontrakcije dijafragme iznosila 5.53pM. Tetani¢no slabljenje je zabeleZeno posle
druge primenjene koncentracije od 5pM. Ovaj inhibitorni efekat pirantela na
kontakcije dijafragme je bio potpuno reverzibilan i posle tri ispiranja,
kontrakcije su gotovo dostigle kontrolni nivo. Medutim, presinapticki efekat
pirantela koji se moze pripisati njegovom dejstvu na neuronski tip
presinaptickog autoreceptora na motornoj ploci sisara, zaostao je ¢ak i posle
Cetvrtog ispiranja. NajniZa koncentracija pirantela koja je izazvala inhibicuju
kontrakcija dijafragme bila je 100 puta visa od ECsy pirantela za kontrakcije
preparata askarisa.

I na kraju, kao poslednji od nikotinskih agonista ¢iji smo efekat na
kontrakcije dijafragme ispitali bio je tribendimidin. Tribendimidin primenjivan
u rastué¢im koncentracijama 3, 10, 30, 100 i 300pM ali nije ispoljio nikakvo
inhibitorno dejstvo na kontrakcije dijafragme pacova. Analizom pojedina¢nih
kontrakcija zapaZeno je da tribendimidin ne izaziva ni tetani¢no slabljenje

kontrakcija (tetanic fade), ni u jednoj od testiranih koncentracija.
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Cinjenica da smo dobili razliléitu potencu u inhibiciji kontrakcija
dijafragme izazvane sa EFS, primenom agonista razlic¢itih tipova nikotinskih
receptora parazitskih nematoda, ukazuje na razli¢itost tipova nikotinskog
receptora sisara i invertebrata. Kako smo dokazali i presinapticki efekat
levamizola i pirantela potvrdili smo pretpostavke da ova grupa lekova ne
ispoljava preveliku selektivnost izmedu misi¢nog i neuronskog tipa nikotinskih
receptora sisara, ve¢ se samo radi o nemogucnosti da u nekim niZim
koncentracijam (do 10 puta veéim od terapijske) penetriraju u CNS. Ovoj nasoj
pretpostavci govori u prilog i klini¢ka slika trovanja Zivotinja antiparaziticima
nikotinskim agonistima, gde se uz periferne efekte javljaju i centralni
poremecaji (Adams, 2001).

Osim antihelmintika sa dejstvom na nikotinski receptor, ispitali smo i
efekte lekova agonista GABA receptora na kontrakcije dijafragme pacova. Ovo
ispitivanje sprovedeno je iz najmanje dva razloga: prvi - postoje dokazi da
avermektini mogu da deluju na izvesne tipove nikotinskog receptora sisara (c.7)
(Puttacharya i sar. 2013), i drugi - GABA receptor ima dokazanu ulogu u
relaksaciji skeletne muskulature sisara. Naime poznato je da benzodiazepini
ispoljavaju jako miorelaksantno dejstvo koje ostvaruju vezivanjem za al i a5
GABAA receptor (Mili¢ i sar., 2012).

Na pocetku ovog dela ispitivanja testirali smo efekte piperazina na
kontrakcije dijafragme izazvane EFS. Piperazin je primenjen u koncentracijama
od 30, 100, 300, 1000 i 3000pM ali ni jedna od primenjenih koncentracija nije
izazvala promenu prose¢ne vrednosti kontrakcije dijafragme. Analizom
pojedina¢nih kontrakcija, uoceno je da piperazin takode, ne izaziva tetani¢no
slabljenje kontrakcija (tetanic fade) ni u jednoj od testiranih koncentracija. Pored
piperazina, ispitali smo i efekat moksidektina, predstavnika grupe milbemicina
(makrolidnih antibiotika) i GABA agonista. Moksidektin je aplikovan u
koncentracijama od 10, 30 i 100pM. Ni jedna od primenjenih koncentracija
moksidektina nije promenila srednju vrednost kontrakcija dijafragme, niti je

izazvala tetani¢no slabljenje (tetanic fade). U literaturi postoje podaci da
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ivermektin, predstavnik grupe avermektina deluje na neuronski a7 AchR, kao
pozitivni alosteri¢ni modulator (Krause i sar., 1998). Medutim, kao i u nasim
prethodnim istrazivanjima sa ivermektinom (Trailovi¢ i sar., 2011),
moksidektin predstavnik druge grupe makrolidnih antibiotika, ovde nije
ispoljio nikakav efekat na kontrakcije dijafragme. To znaci da kao i ivermektin,
piperazin i moksidektin ne deluju na misi¢ni tip nikotinskog ACh receptora
dijafragme pacova, niti na presinpti¢ki neuronski tip receptora na motornoj
ploci sisara. Sa druge strane, bilo je indikativno da antiparazitici GABA-agonisti
mozda ispoljavaju izvestan stepen miSi¢ne relaksacije kod sisara kroz
interakciju sa benzodiazepinskim mestima vezivanja na GABA-ergickom
hloridnom jonofornom kompleksu. Ovu pretpostavku smo zasnovali na
rezultatima Trailovi¢ i Nedeljkovi¢ (2011), koji su dokazali da se jedan deo
depresivnog efekta ivermektina na CNS sisara moze neutralizovati
flumazenilom - antagonistom benzodiazepinskih receptora. Medutim,
oc¢igledno je da na GABAAa tip receptora, koji reguliSe misi¢nu relaksaciju,

moksidektin i piperazin ne deluju.

Ispitivanje efekata antihelmintika nikotinskih i GABA agonista na
kontrakcije izolovanog ileuma pacova pod dejstvom EFS

Smatrali smo da je znacajno ispitati efekte nikotinskih i GABA agonista
na funkciju izolovanog ileuma pacova, u cilju istrazivanja negativnih efekata
ovih lekova na gastrointestinalni sistem sisara. Nervni sistem je lokalizovan i u
gastrointestinalnom traktu. Ovaj deo nervnog sistema se ¢esto naziva eneteralni
nervni sistem. Njega ¢ini visoko organizvana kolekcija neurona koja se cesto
opisuje kao tre¢i deo autonomnog nervnog sistema. Eneteralni nervni sistem
grade mienteri¢ni pleksus (Auerbachov pleksus) i submukozni pleksus (Meisnerov
pleksus). Neuroni ovog sistema primaju preganglijska vlakna parasimpatikusa i
postganglijska vlakna simpatikusa, a iz samog zida creva dolaze senzorna
vlakna. Od neurona enteralnog nervnog sistema polaze vlakna koja kontrolisu

motilitet glatkih miSica, a neka od njih se zavrSavaju na sekretornim celijama.
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Parasimpaticki i simpaticki sistem imaju samo modulatorno dejstvo na
enteralne pleksuse, jer ¢ak i potpuno isklju¢ivanje iz funkcije ova dva sistema ne
zaustavlja funkcije creva. U enteralnom nervnom sistemu se nalazi veliki broj
bioloski aktivnih supstanci koje vrse transmitersku ili modulatornu ulogu u
funkcionisanju creva (serotonin, supstanca - P, vazointestinalni peptid - VIP,
azotni oksid, ACh, kateholamini idr.). Zbog toga je razumljivo Sto veliki broj
lekova i drugih supstanci koje deluju na ove transmitere, istovremeno menjaju i
funkciju gastrointestinalnog trakta (Katzung i sar., 2011; Varagi¢ i MiloSevi¢,
2008). U literaturi postoje brojni dokazi o postojanju GABA receptora u
mienteri¢nom pleksusu sisara, kao i o neuronima od kojih polaze projekcije
prema longitudinalnim i cirkulatornim misi¢ima creva (Jessen i sar., 1987;
Furness i sar., 1989). U ispitivanju dejstva nikotinskih i GABA agonista na
kontrakcije izolovanog ileuma pacova koristili smo dva protokola. U prvom
protokolu smo posle rastuéih koncentracija ACh (0.1, 0.3, 1, 3 i 10puM) aplikovali
razli¢ite koncentracije ispitivanih antihelmintika kako bi utvrdili njihov
potencijalni uticaj na bazalni tonus ileuma. Posle ACh, aplikovali smo
nikotinske agoniste - tribendimidin, befinijjum, levamizol i pirantel u
koncentracijama 1, 3, 10, 30 i 100pM. Na osnovu dobijenih rezultata na 5
preparata A. suum, ACh je za kontrakcije ileuma ispoljio ECso od 1.02pM ali ni
jedan od ispitivanih agonista nikotinskog receptora nematoda nije izazvao
kontrakcije preparata ileuma. Na osnovu prethodno dobijenih rezultata na
preparatu askarisa, mozemo zakljuciti da befinijum, pirantel, levamizol i
tribendimidin primenjeni u koncentracijama 10, 1000, 10 i 30 puta visim od
koncentracija koje dovode do kontrakcija neuro-misi¢nog preparata askarisa,
nemaju nikakav efekat na mienteri¢ni pleksus, tj. neuro-misi¢nu strukturu
ileuma pacova.

Sli¢ni rezultati dobijeni su i sa agonistima GABA receptora nematoda,
piperazinom i moksidektinom. Primenjen je isti protokol kao i u prethodnom
ispitivanju. Na pocetku, aplikovane su rastuce koncentracije ACh, a zatim

rastucée koncentracije moksidektina 1, 3, 10, 30 i 100pM i piperazina 30, 100, 300
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i 1000pM. U ovom delu ispitivanja (n=5), ECso ACh iznosila je 1.22pM.
Medutim, kao i u prethodnom ispitivanju, piperazin primenjen u
koncentracijama kao i kod A. suum, i moksidektin primenjen u 10 puta visim
koncentracijama, nisu ispoljili bilo kakve efekte na kontrakcije izolovanog
ileuma pacova. Napominjemo da piperazin nismo bili u moguénosti da
primenimo u desetostrukim ili vis$im koncentracijama u odnosu na ispitivanja
na askarisu, jer bi to daleko prevazislo milimolarne koncentracije i onemogucdilo
njegovu rastvorljivost. Ovi rezultati nisu u saglasnosti sa rezultatima Trailovi¢ i
Nedeljkovié¢ (2011) i Coccini i saradnici (1993), koji su publikovali da ivermektin
reaguje sa GABAA receptorom u mientericnom pleksusu, izazivajuci kontrakcije
ili povecanje osnovnog tonusa ileuma. Medutim, oc¢igledno da izvesne razlike
izmedu piperazina i makrolidnih antibiotika postoje, sto smo se uverili u
ispitivanju na A. suum gde piperazin izaziva jasnu relaksaciju za razliku od
avermektina. S druge strane, u literaturi postoje podaci da se neZeljeni efekti
ivermektina i moksidektina razlikuju, pa se tako psi rase koli, preosetljivi na
ivermektin, mogu tretirati moksidektinom bez ispoljavanja neZeljenih reakcija
(Paul i sar., 2000). Nasi rezultati su u saglasnosti sa podacima da postoji razlika
u nezZeljenim dejstvima milbemicina i avermektina, a samim tim i u
mehanizmima kojima oni izazivaju neZeljena dejstva. Ovo bi moglo da oznaci
vrlo interesantan pravac ispitivanja neZeljenih dejstava makrolidnih antibiotika
sa antiparazitskim dejstvima. Da bi jo$ detaljnije ispitali eventulana neZzeljena i
toksi¢cna dejstva GABA i nikotinskih agonista, a s obzirom na prethodno
dobijene rezultate na dijafragmi pacova, testirali smo dejstvo ovih lekova na
kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvane EFS. Kao i u prethodnom
protoklu, na pocetku ispitivanja sa svakim preparatom (n=5) aplikovane su
rastuce koncentracije ACh, a zatim su preparati stimulisani sa po 5 stimulacija,
svakih 60 sekundi, sa pauzom od po 5 minuta izmedu paketa. Testirane su po
dve koncentracije ispitivanih lekova, 10 i 100pM tribendimidina, befinijuma,
levamizola i pirantela. Ni jedna od primenjih koncentracija nije dovela do

promene srednjih vrednosti kontrakcija ileuma izazvanih EFS, niti je doslo do
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promene njegovog bazalnog tonusa. Pored efekata nikotinskih agonista, ispitali
smo i efekte piperazina i moksidektina, ovaj put primenjenih u koncentracijama
od 1000 i 100pM. I ovde je primenjen isti protokol kao i prethodno, razlic¢ite
koncentracije ACh na pocetku a zatim kontrolni paket stimulacija, odnosno
stimulacije u prisustvu testiranih koncentracija piperazina i moksidektina. Ni
jedan od primenjenih agonista GABA receptora nematoda nije promenio
srednju vrednost kontrakcija izazvanu EFS, Sto je u saglasnosti sa prethodnim
rezultatima dobijenim na bazalnom tonusu ileuma. Na kraju ovog dela
ispitivanja moZemo sa sigurnoséu zakljuciti da agonisti nikotinskog receptora
nematoda, tribendimidin, befinijum, levamizol i pirantel u koncentarcijama od
10 do 1000 puta visim od efektivnih koncentracija kod nematoda, ne ispoljavaju

bilo kakvo dejstvo na kontraktilnost ileuma pacova.

Ispitivanje efekata karvakrola na kontrakcije izolovane dijafragme i ileuma
pacova primenom metode EFS

Da bi wupotpunili deo farmakoloskog profila karvakrola kao
potencijalnog antihelmintika, ispitali smo njegove efekte na kontrakcije
dijafragme pacova izazvane EFS i to primenom istih parametara stimulacije kao
i u prethodnim istazivanjima. Karvakrol je primenjen posle kontrolnog paketa
kontrakcija u koncentracijama od 10, 30 i 100uM, koje su testirane i u ispitivanju
na askarisu. Ni jedna od primenjenih koncentracija nije promenila amplitudu
kontrakcija izolovane dijafragme pacova (n=5). Medutim, primec¢ena su dva
njegova vrlo specificna efekta. Prvi, da posle ispiranja dolazi do povedéanja
osnovnog tonusa i drugi, da 100puM karvakrola dovodi do izvesnog tetani¢nog
slabljenja bez smanjenja amplitude kontrakcije. Ovaj presinapticki efekat je vrlo
interesantan i zasluzuje posednu paznju u buduéim istrazivanjima. S druge
strane, radi se o koncentraciji koja je relativno niska u odnosu na koncentracije
koje su publikovane kao nematocidne (0.67mM). Medutim, to svakako ne
umanjuje potencijani znacaj karvakrola kao antihelmintika. Kao fenolno

jedinjenje on podleze metabolizmu u zidu creva i gotovo je nemoguce da na
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nikotinskim receptorima dostigne ovu koncentraciju. Mnogo znacajnije za
sagledavanje toksikoloskog profila karvakrola je bilo da ispitamo njegov
potencijalni efekat na kontrakcije izolovanog ileuma pacova, izazvane EFS.
Testirali smo dejstvo dve koncentracije karvakrola: 300 i 1000pM. Ukupno je
testirano 4 preparata ileuma. Karvakrol nije ispoljio bilo kakve promene u
amplitudi kontrakcije. Dobijeni rezultati ukazuju da c¢ak ni trostruka
koncentracija karvakrola, u odnosu na testirane na prepartaima askarisa, ne
izaziva pomene u kontrakcijama ileuma. Moze se pretpostaviti da karvakrol
moze da postigne tolike koncentracije u crevima posle p.o. davanja, kao
antihelmintik ili lek koji ¢e pojacati efekat nekog drugog antihelminitika
(recimo GABA agoniste), ali to na osnovu nasih rezultata nece delovati Stetno

na crevnu peristaltiku.
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7. Zakljuéci

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivanu su mehanizmi antiparazitskog i
toksi¢nog dejstva antihelminika agonista nikotinskog i GABA receptora
nematoda. Njihovo bolje poznavanje znacajno ¢e doprineti sprovodenju
racionalne antiparazitske farmakoterapije kod zivotinja i ljudi, omogucice blize
odredivanje prirode neZeljenih efekata kod domacina, kao i njihovo ublazavanje
ili otklanjanje. Posebno je bilo znacajno ispitati efikasnost agonista pojedinih
tipova nikotinskog receptora parazitskih nematoda i detaljnije analizirati znacaj
tih podtipova receptora kao ciljnih mesta za delovanje lekova. Sa druge strane,
ova saznaja mogu pomodi u stvaranju kombinacija lekova koji deluju na
razli¢ite podtipove nikotinskog receptora nematoda, radi dobijanja kombinacije
sa vecom efikasnoscu.

Bilo je znacano utvrditi kakvu efikasnost u modelu kontrakcija neuro-
misiénog preparata Ascaris suum ispoljava tribendimidin, potencijalno novi
antihelmintik u veterinarskoj medicini i kakva je njegova efikasnost u
poredenju sa ve¢ poznatim antinematodnim lekovima. Sa druge strane, do sada
nisu objavljeni podaci o specifi¢cnostima nikotinskog ACh receptora na koji
tribendimidin deluje, odnosno nije bilo odgovora na pitanje da li se radi o istom
receptoru na koji deluju i ostali lekovi agonisti nAChR.

GABA je dokazani neurotransmiter u neuro-misi¢nom sistemu nematoda
a ovom prilikom smo ispitali i uporedili efekte GABA sa lekovima koji su
oznaceni kao GABA agonisti. Takvih podataka dobijenih na modelu kontrakcija
neuro-misi¢nog preparata A. suum u literaturi do sada nije bilo. Kako su GABA-
ergicki i holinergicki deo neuro-misSi¢nog sistema nematoda odgovorni za
kretanje, proucili smo detaljnije njihovu interakciju u kojoj se mozda

potencijalno nalazi novi koncept dejstva antiparazitika.
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I na kraju, posebno smo bili zainteresovani da ispitamo antiparazitska i
toksi¢na svojstva karvarola, aktivnog sastojka esencijalnih biljnih ulja, koji je
ozbiljni kandidat za novi antiparazitski lek.

Na osnovu postavljenih ciljeva istrazivanja i dobijenih rezultata mogu se

izvesti slededi zakljucci:

1. Agonisti L, N i B tipa nikotinskog acetilholinskog receptora (nAChR)
nematoda, ispitivani na modelu neuro-misicnog preparata A. suum,
ispoljili su razli¢itu efikasnost.

— Najvisu efikasnost u prvoj grupi ispitivanih agonista, ispoljio je
pirantel (agonist L-tipa nikotinskog receptora ECs0=0.010uM,
Emax=2.5g), zatim befinijum (agonist B-tipa nikotinskog receptora
EC50=0.37uM, Emax=2.7g) 1 na kraju acetilholin (endogeni
neurotransmiret), agonista sva tri tipa L, N i B nikotinskog
receptora EC50=6.12-6.45uM, Emax=1.71-2.07g).

— Najvisu efikasnost u drugoj grupi ispitivanih agonista nikotinskog
receptora ispoljio je tribendimidin (najverovatnije agonista L-tipa
nikotinskog  receptora, ECs50=0.064uM, Emax=1.29g), zatim
levamizol (agonista L-tipa nikotinskog receptora, ECso=0.34uM,
Emax=0.68g) i na kraju nikotin (agonista N-tipa nikotinskog
receptora, EC50=4.99uM, Emax=1.07g).

2. Nikotinski acetilholinski receptor A. suum, na koji deluju tribendimidin i
nikotin ispoljava osobine oba tipa nAChR sisara: a) karakteristike
misi¢nog tipa nAChR sisara, jer je osetljiv pre svega na pankuronijum ali
i na tubokurarin; b) karakteristike neuronskog tipa nAChR sisara, jer je

osetljiv pre svega na mekamilamin ali i na heksametonijum.
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3. GABA izaziva dozno-zavisnu relaksaciju neuro-misi¢nog preparata A.
suum, sa vrednos¢u srednje ECso od 7.40uM, dok piperazin relaksaciju
izaziva sa ECso od 331uM.

— Receptor preko koga GABA i piperazin ostvaruju relaksaciju A.
suum razli¢it je od GABAA receptora sisara jer je neosetljiv na

bikukulin (specifi¢ni antagonist GABAAa receptora).

4. Ivermektin i moksidektin sami po sebi ne dovode do relaksacije neuro-
miSi¢nog preparata A. suum.

— Ivermektin ne potencira relaksaciju koju izaziva GABA.

— Ivermektin dovodi do relaksacije samo kada je aplikovan posle
GABA ili na neuro-misi¢nim preparatima A. suum sa velikom
amplitudom spontane aktivnosti (spontane kontrakcije i
relaksacije od oko 0.5g).

— Ivermektin za svoje dejstvo najverovatnije zahteva prethodnu

aktivaciju GABA-zavisnog hloridnog jonskog kanala.

5. Karvakrol u koncentracijama od 100 i 300uM, izaziva dugotrajnu
relaksaciju neuro-misiénog preparata A. suum.

— Karvakrol signifikantno potencira relaksaciju koju izaziva GABA i
signifikantno inhibise dozno-zavisne kontrakcije izazvane sa ACh,
pomerajucu vrednost ECso ACh sa kontrolnih 5.22uM, na 13.88uM
i22.72uM.

— Karvakrol smanjuje maksimalni kontraktilni efekat ACh sa
kontrolnih 3.1g na 2.50g i 1.96g. Ovde se verovatno radi o
klasicnom nekompetitivnom fizioloSkom antagonizmu, koji

karvakrol ispoljava u odnosu na ACh.

6. Ni jedna kombinacija razli¢itih parametara elektri¢ne poljne stimulacije

(EFS) (10 do 100Hz, 0.01-1.0ms, 5 do 30V, od 2.0s do kontinuirane
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stimulacije), ne izaziva indirektnu stimulaciju neuro-misi¢nog preparata
A. suum (kontrakcije su neosetljive na mekamilamin). Objasnjenje moze
biti veca osetljivost miSi¢ne kontraktilne masine na EFS u odnosu na

nerve koji oslobadaju ACh.
— Kontrakcije A. suum dobijene sa EFS su ipak bile osetljive na 10 i
30uM GABA, sto se moze objasniti snaznom hiperpolarizacijom

mi$i¢nih i nervnih éelija askarisa koju GABA izaziva.

7. GABA u koncentraciji od 1uM udvostruc¢uje vrednost ECsp ACh sa
4.42uM na 10.94pM, bez znacajnije promene Emax.
— Ivermektin 300nM, ne menja znacajnije vrednost ECsy ACh,
10.26pM u odnosu na kontronih 8.09uM, ali smanjuje vrednost
Emax za 0.5g.
— Kada se primene zajedno, GABA i ivermektin povecavaju
vrednost ECso ACh sa 8.28uM na 50.13uM i smanjuju vrednost
Emax sa 2.51g na 1.90g.
— Kombinacija GABA i ivermektina ispoljava visoko signifikantnu
inhibiciju dejstva ACh u svim koncentracijama u kojima je on
primenjen, pri ¢emu je efekat kombinacije bio ve¢i od njihovih

pojedina¢nih dejstava.

8. Piperazin u koncentraciji od 100upM ne menja vrednost ECsp acetilholina
(10.76uM u odnosu na kontrolnih 9.47uM) ali smanjuje vrednost Emax za
skoro 1g (sa 4.38g na 3.45g). Kada se piperazinu doda ivermektin 300uM,
vrednost ECsp acetilholina se i dalje ne menja, ali se Emax smanjuje do
2.73g. Smanjivanje maksimalnog efekta bez promene ECsy ostvajuju
nekompetitivni antagonisti, kako se piperazin i ivermektin mogu

oznaciti u odnosu na dejstvo ACh.
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9.

10

11.

12.

Agonisti nikotinskog receptora nematoda: levamizol, befinijum i pirantel
deluju antagonisticki na kontrakcije izolovane dijaframe pacova izazvane
sa EFS. ECs levamizola iznosi 53.83uM, befinijuma 54.47uM i pirantela
5.53uM. Sva tri leka su ispoljila i presinapticki efekat, levamizol u
koncentracijama vis$im 30pM, befinijum u koncentracijama visim od

10uM i pirantel u koncentracijama iznad 5pM.

— Tribendimidin nije ispoljio bilo kakvo dejstvo na kontrakcije

izolovane dijafragme u koncentracijama do 300pM.

. Agonisti GABA receptora piperazin (30 do 3000nM) i moksidektin (10 do

30uM) nisu ispoljili bilo kakav efekat na kontrakcije izolovane dijafragme

izazvane EFS.

Agonisti nikotinskog receptora nematoda tribendimidin, befinijum,
levamizol i pirantel (1 do 100uM), ne ispoljavaju bilo kakvo dejstvo na
tonus izolovanog ileuma pacova. Primenjeni u koncentracijama od 10 i
100uM ne menjaju srednju vrednost kontrakcija ileuma izazvanih sa EFS.
— Agonisti GABA receptora nematoda, piperazin (30 do 1000uM) i
moksidektin (1 do 100uM), ne ispoljavaju bilo kakvo dejstvo na

tonus izolovanog ileuma pacova, niti menjaju srednju vrednost

kontrakcija ileuma izazvanih sa EFS.

Karvakrol (10, 30 i 100uM) ne menja srednju vrednost kontrakcija
dijafragme pacova izazvanih sa EFS. Medutim, najvisa testirana
koncentracija dovodi do izvesnog tetani¢nog slabljenja, sto ukazuje na
potencijalni presinapticki efekat karvakrola.

— Na izolovanom ileumu pacova, karvakrol (300 i 1000uM) ne utice

na kontrakcije izazavne sa EFS.
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Izvedeni zakljucéci ukazuju da pojedini agonisti nAChR nematoda
ispoljavaju veoma razli¢itu efikasnost na neuro-misi¢cnom preparatu A. suum i
da ta efikasnost zavisi od podtipa receptora na koji agonist deluje (L, B ili N).
Kombinacija lekova agonista razlicitih podtipova nAChR nematoda mogla bi da
predstavlja potpuno nov prilaz le¢enju parazitskih infekcija u odnosu na
klasi¢nu terapiju samo jednim lekom.

Tribendimidin na osnovu nasih ispitivanja predstavlja veoma potentni i
potencijalno koristan lek u veterinarskoj medicini. Istovremeno on ne deluje na
periferne holinergicke i GABA-ergicke nervne strukture, $to ukazuje na visoku
bezbednost njegove primen kod domacina.

GABA-ergicki makrolidni antihelmintici, na osnovu nasih rezultata, sami
po sebi ne izazivaju relaksaciju miSica askarisa, ali posle GABA ispoljavaju
relaksantno dejstvo. Ocigledno da je za ovaj njihov efekat potrebna aktivacija
hloridnog kanala, ¢ije otvaranje reguliSe GABA. Piperazin sa druge strane, sam
po sebi izaziva relaksaciju ali najverovatnije ne deluje na isti receptor kao i
avermektini i milbemicini. Medutim, zajedno sa njima ispoljava izraziti
nekompetitivni antagonizam u odnosu na kontrakcije izazvane sa ACh i to
mozda moze da bude nova kombinacija lekova u farmakoterapiji parazitskih
infekcija.

Na osnovu rezultata o dejstvu karvakrola u nasim istraZivanjima i
hemijskih karakteristika ovog jedinjenja prirodnog porekla, gotovo da mozemo
da tvrdimo da je karvakrol veoma ozbiljan kandidat za potencijalni
antihelminticki lek. On bi se mogao primenjivati samostalno ili u kombinaciji sa
recimo GABA-agonistima ¢ije antiparazisko dejstvo pojacava (kako smo u
nasim ispitivanjima pokazali).

Na kraju, svi ispitivani lekovi su ispoljili slab ili gotovo nikakav toksi¢ni
potencijal na modelu izolovane dijafragme i ileuma pacova. Ukoliko ne prolaze
krvno-mozdanu barijeru ($to za sve njih vazi u fizioloskim okolnostima) i zbog
toga ne deluju na centralne GABA i holinergicke strukture, njihova toksi¢nost

za domacina je veoma niska, jer na periferne nikotinske i GABA strukture
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deluju tek u izuzetno visokim koncentracijama (koje daleko nadmasuju

terapijske).
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnncaHun MBaHoBuh P. Cawa

6poj ynuca

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOPCKa avcepTaumja nos Hacrnosom

KomnapaTm_BHo necnnTnBakbe MexXxaHm3amMma aHTUunapasnTCcKor u TOKCU4YHor
gejcTBa rabaeprnykmx U XoNMMHEPruYKMX aHTUXENTMUHTUKA

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXMBaYKor pajaa,

e [a npegnoxeHa gucepTaumja y LenvHU HU Y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a gobujakbe OMMNO Koje OMNIIOMe Mnpema CTyaujCKMM nporpamvMma gpyrnx
BMCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

e [1a Cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaeHN n

e [a HMCaM KpLiMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENEKTYarHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTtnuc pokTopaHaa

—

Y Beorpaagy, 11.10.2013.




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa MBaHoBuh P. Cawa

bpoj ynuca

CTtyavjcku nporpam

Hacnos paga KomMnapaTMBHO MCNUTUBaH€ MexXaHM3amMa aHTUNapasuTCcKor wu
TOKCUYHOr AejcTBa rabaepruyknux U XornmnHepruykux aHTUXeaMUHTMKaA

MeHTOp Mpod ap Tpaunnosuh M. Cawa

MNMoTtnuncaxun

n3jaBrbyjeM ga je wramnaHa Bep3suja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €MEKTPOHCKO]
BEP3MjU KOjy cam npegao/na 3a objaBrbmBakse Ha noptany AurutanHor
peno3utopujyma YHuBepauteTta y beorpaay.

[o3BorbaBam ga ce objaBe MOjM NUYHWM nogauu Be3aHu 3a fobujawe akagemckor

3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMme 1 npesvMme, roguHa n MecTto pohewa n gatym
oabpaHe paga.

OBM nn4yHM nojauum Mory ce 006jaBUTUM Ha MpEexXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
6ubnvoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTarory 1y nybnvkauvjama YHueepauteTta y beorpaay.

MoTnuc aokropaHaa

—

Y Beorpaay, 11.10.2013.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnumoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [AurntanHu
penosuTtopunjym YHusepsuteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBoM:

KoMmnapatMBHO MCNUTUBaHE MEXaHU3aMa aHTUNAapPa3uTCKOr U TOKCUYHOr
gejcTBa rabaeprnykmx U XoNMMHEPruYKMX aHTUXENTMUHTUKA

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

HucepTaumjy ca cBumM npunosnma npegao/na cam y enekTpoHCKoM hopmaTy NorogHom
3a TpajHO apxuBmpame.

Mojy OOKTOpCKy AucepTaunjy noxparweHy y AdurntanHm penosmtopujym YHuBepsuteTa
y Beorpagy mory ga kopucte cBu Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatumeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4dno/na.

1. AyTOopCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo
@AyTOpCTBO — HekoMepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLUWjanHo — AeNUTKN Nog UCTUM yCrioBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — [€en1TU NoA UCTUM yCroBUMa

(Monnmo ga 3aoKpyXuTe camo jedgHy O LecCT MNOoHyheHuX nuueHuu, KpaTak onmc
nuueHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc pokTopaHaa
—

Y beorpaagy, 11.10.2013.




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUBYLMjy M jaBHO caornwTaBake
Aena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HaduH oapefeH of cTpaHe ayTopa
nUnu gaeaoua nuueHue, Yak n y komepuumjanHe cepxe. OBo je HajcrnobogHuja og cBUX
nvueHun.

2. AytopcTtBO — HekomepuwmjanHo. [lo3sorbasaTe yMHOXaBake, AUCTpPUBbYyLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe Aerna, u npepage, ako ce HaBege MMe aytopa Ha HauvH oapeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KoMepuwujanHy
ynotpeby gena.

AyTopcTBO - HekomepuumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate YyMHOXaBat-e,
Aavctpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBawe pfena, 6e3 npomeHa, npeobrnukoBawa UM
ynotpebe ferna y CBOM fJerny, ako ce HaBe[e MMe ayTtopa Ha HauvH oapeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHoOCy Ha cBe ocTare nuvueHue, OBOM NINLIEHLOM Ce orpaHu4aBa
Hajsehn obum npasa Kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKkomepuujanHo — AenuTn nog UcTUM ycroBuma. [Jo3BosbaBaTte
YMHOXaBate, AMCTPMOYLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe gerna, u npepage, ako ce HaBefe
UMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unv JaBaoua NUueHue M ako ce
npepaga Aauctpubyvpa noa WUCTOM WNM CAMYHOM nuueHuoMm. Osa nuueHua He
A03BOSbasa koMmepuujandy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBama nnu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nunueHue. OBa nuvueHuUa 0o3BoSbaBa koMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCcTBO - Oenutu nog wuctuMm  ycrosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
ancTpnbyumjy n jaBHO caoniwitaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WM [aBaoua IvueHue M ako ce rnpepaja
anctpubympa nog UCTOM uNu crivdHOM  nvueHuoM. OBa nuueHua [o3BOSbaBa
KomepuunjanHy ynotpeby fgena v npepaga. CnvyHa je COPTBEPCKMM nuLeHuama,
OLHOCHO NnuLeHLamMa 0OTBOPEHOr KoAa.
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