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Ispitivanje mehanizma antinematodnog dejstva odabranih monoterpenoidnih i

diterpenoidnih aktivnih sastojaka esencijalnih biljnih ulja

Kratak sadrzaj

U ovoj doktorskoj disertaciji provereni su i analizirani mehanizmi kojima
pojedini aktivni sastojci esencijalnih biljnih ulja deluju na neuromisi¢ni preparat A.
suum. Ispitan je mehanizam antinematodnog dejstva odabranih biljnih mono i
diterpenoida na neuromisi¢nom preparatu nematode i dejstvo na razlic¢ite podtipove
nikotinskog receptora (L, N i B tip). Pored toga ispitan je uticaj i interakcija
terpenoidnih aktivnih sastojaka biljnih ulja na GABA receptor parazitske nematode.
Takode, testirana je njihova interakcija sa antinematodnim lekom iz grupe
aminoacidonitrila (monepantel). Proverena je selektivnost dejstva karvakrola, karveola i
mentola na neuromisi¢nim preparatima sisara (izolovana dijafragma i ileum pacova) i
ispitano je dejstvo karvakrola na neuromi$i¢ni sistem sisara (Rota-rod test na
pacovima). Ispitan je i uticaj timola i karvakrola na prezivljavanje i faringealno
pumpanje nematode Caenorhabditis elegans kao i dozna i vremenska zavisnost ovog
efekta.

Klju¢ne reci: karvakrol, karveol, mentol, monepantel, A. suum, Caenorhabditis elegans,
rota rod test, pirantel, morantel, befinijum

Naucna oblast: Veterinarska medicina

Uza nauc¢na oblast: Farmakologija i toksikologija

UDK broj: 619:615.03:665.3

Investigation of the antinematodal mechanism of action of selected
monotherpenoid and ditherpenoids active ingredients from plant essential oils.

Summary

In this doctoral dissertation are analyzed and identified the mechanisms of

action of some active ingredients of essential plant oils that act on the neuromuscular



preparation of A. suum. Antinematodal mechanism of action is investigated for some
selected mono and diterpenoids and the effects on the various subtypes of nicotinic
receptor (L, N, and B type) are compared. In addition, the influence and interaction of
terpenoid active ingredients of plant oils with the GABA receptor of parasitic nematodes
was studied. Also, their interaction with antinematodal drug from the group of
aminoacidonitrile (monepantel) was tested. Selectivity of action is checked for
carvacrol, menthol and carveol on the mammalian neuromuscular preparations
(isolated rat diaphragm and ileum). Furthermore we investigated the effect of
carvacrol on the mammalian neuromuscular system (Rota-rod test in rats). | order to
analyze the dose and time dependency of antinematodal action of thymol and
carvacrol we tested the survival and pharyngeal pumping of nematode Caenorhabditis

elegans in presence these terpenoids.

Keywords: carvacrol, carveol, menthol, monepantel, A. suum, Caenorhabditis elegans,
Rota rod test, pyrantel, morantel, bephenium
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1. Uvod

Po definiciji paraziti su zivi organizmi koja Zive na racun drugih Zivih bica.
Bolesti prouzrokovane nematodama koje parazitiraju kod ljudi i Zivotinja dovode do
znacajnih zdravstvenih problema a nekada ishod tih infekcija moze biti smrt ukoliko su
kombinovane sa nekim drugim oboljenjima. Nematode ili valjkasti crvi su jedni od
najraznovrsnijih oblika zivih bi¢a ako posmatramo Zivotinjske rodove i vrste. Do sada je
u literaturi opisano preko 28 000 nematoda, od kojih je vise od 16 000 parazitskog
na¢ina zivota (Hugot i sar., 2001). Parazitske nematode Zivotinja znacajno utiCu na
njihovo zdravstveno stanje, dobrobit i proizvodne rezultate pa stoga izazivaju ozbiljne
ekonomske gubitke (Paterson i Barber, 2007). Mozemo re¢i da su parazitske infekcije
nematodama ucestale u oblastima gde postoje nezadovoljavajuéi sanitarni i ekonomski
uslovi zivota koji doprinose razvoju ovih oboljenja.

Smatra se da je neuromi$i¢ni sistem parazitskin nematoda glavno mesto
delovanja mnogih ako ne i vecine poznatih do sada opisanih antihelmintika kojima
pokusavamo da spre¢imo i preveniramo posledice ovih infekcija. Najces¢e korisc¢eni
antinematodni lekovi u humanoj i veterinarskoj medicini su holinergicki agonisti:
imidoazotiazoli (levamizol), tetrahidropirimidini (pirantel, morantel, oksantel),
kvaternerni/tercijarni amini (befinijum i tribendimidin), piridini (metiridin), derivati
aminoacetonitrila (AAD, monepantel). Navedene grupe lekova dovode do spasti¢ne
paralize nematode tako Sto selektivno otvaraju jonske kanale acetilholinskog receptora
na sinapsama motoneurona i interneurona, ili na somatskim misi¢nim c¢elijama. Rezultat
je otvaranje Na* jonskog kanala i depolarizacija, pracena jakom kontrakcijom misi¢nih
struktura (Holden-Dye i sar., 2013).

Druga velika grupa antinematodnih lekova su avermektini. Avermektini reaguju
sa GABA receptorom (koji je verovatno slican GABAA receptoru sisara), i glutamat
zavisnim hloridnim kanalom koji se nalazi samo na zdrelu kod nematoda. Ova
interakcija dovodi do povecanja propustljivosti postsinapticke membrane za hloridne
jone, izazivajuéi hiperpolarizaciju ¢elijske membrane i misiénu relaksaciju ili atoni¢nu
paralizu i smrt parazita (Holden-Dye i Walker, 2014; Wolstenholme, 2004; Puttachary i
sar., 2013).
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Ascaris suum (najveci valjkasti crv) je je najvazniji gastrointestinalni parazit kod
svinja, i skoro idealni eksperimentalni model za ispitivanje neurotransmitera i delovanja
antihelmintika kod nematoda. U poredenju sa sisarskim neuromiSi¢nim sistemom,
nematode pokazuju znacajne anatomske i fizioloske razlike. Somatska miSi¢na celija
Ascaris suum razlikuje se u strukturi u odnosu na ki¢menjake. MiSi¢ne celije ovog
parazita sastavljene su od tri razli¢ita regiona: vlaknastog regiona, miSi¢ne vrece ili
stomaka 1 regiona ruke. Vlaknasti region sadrzi aktin i miozin i to je kontraktilni deo
¢elije. Aktin 1 miozin su rasporedeni u preklapajuce redove koji proizvode pruge, kao
kod skeletnog misica sisara. Medutim, pruge u miSi¢a nematoda nisu postavljene
poprec¢no u udnosu na dugu osu misi¢a. Umesto toga, misi¢ je ukoso postavljen §to mu
omogucava ekstenziju sa brzim kontrakcijama. Vrecasti region u Celiji sadrzi jedro i
obogacen je sa glikogenom i1 mitohondrijama. On se ponaSa kao energetski depo
miSi¢ne Celije (Martin i sar., 2003). Postoji i dokaz da miSi¢éna vreca omogucéava
podrsku. U intaktnom parazitu, vreca je naborana unutar creva. Misi¢na ruka je veza
upravljena od miSi¢ne vrece prema nervnoj vrpci. Za razliku od sisara gde se nervni
aksoni pruzaju od ki¢mene moZzdine do miSi¢a, miSi¢ne celije nematoda Salju
produzetke ka nervnoj vrpci §to je veoma bitna anatomsko fizioloSka razlika. Ova
pojava nije potpuno razjas$njena, pogotovu ako znamo da svaka pojedina¢na miSi¢na
¢elija ima jednu ili viSe ruka koje se produzavaju od miSi¢ne vre¢e prema nervnoj vrpci
u hipodermisu. Na svom kraju, svaka miSi¢na ruka se grana u procesu udruzivanja sa
ostalim rukama formirajuéi sincicijum, ili funkcionalnu mrezu oko nervne vrpce. Nervni
sistem A.suum je kao i kod drugih nematoda stabilan i relativno upros$éen. Utvrdeno je
da poseduje oko 300 neurona (senzitivnih i motornih) koji su uglavnom koncentrisani u
glavenom i repnom regionu tela parazita. Cirkumfaringealni nervni prsten je
lokalizovan u glavenom regionu u okolini zdrela. Smatra se da je to oblik primitivnog
mozga, koji po€inje sa dorzalne, lateralne 1 ventralne nervne vrpce 1 pruZza se duZinom
tela nematode sve do repa. MiSi¢ne Celije se inerviSu sa dorzalne i ventralne nervne
vrpce, dok je lateralna nervna vrpca zaduzena za inervaciju ekskretornog kanala.
Najveca od ove tri nervne vrpce je ventralna (Martin 1 sar., 2003). Izmedu motoneurona
i ventralne nervne vrpce smesteni su interneuroni. Acetilholin (ACh) je neurotransmiter
na ekscitatornim sinapsama, dok je GABA neurotransmiter na inhibitornim sinapsama

izmedu motoneurona i interneurona. Interneuroni nematoda mogu biti evolucijski
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povezani sa sisarskim Renshaw celijama, i potencijalno su veoma interesantni kao
mesto za delovanje lekova (Trailovi¢ i Varagi¢, 2007). Pored receptora na nervno-
misSi¢nim sinapsama, dokazano je da GABA 1 nikotinski receptor postoje 1
ekstrasinapticki i da su smesteni u vrecastom delu miSi¢ne ¢elije A. suum (Martin, 1982;
Martin i sar., 2003).

Klasi¢na antiparazitska terapija zasnovana na konvencionalnim i postoje¢im
opisanim lekovima je suofena sa nekoliko znaCajnih izazova. IzveStaji u vezi sa
rezistencijom razli¢itih parazitskih nematoda na antiparazitske lekove su ucestali, dok
problem sa povecanjem doza lekova nosi sa sobom produzenu toksi¢nost. Posebno
vazna ¢injenica vezana za upotrebu vecine antiparazitskih lekova je dug period karence,
§to predstavlja vazan problem kako za veterinare i tako i za uzgajivace farmskih
Zivotinja. Nabrojali smo samo najvaznije razloge koji su naveli istrazivace da pokusaju
da se okrenu alternativnim lekovima na biljnoj bazi umesto konvencionalnih hemijskih
antiparazitskih lekova.

Literaturni podaci ukazuju na to da biljke proizvode etarska ulja kao organski
proizvod sekundarnog metabolizma. Etericna ulja (ili njihovi aktivni principi) su
bezbedni za upotrebu i potencijalno su atraktivna alternativa aktuelnim antiparazitskim
lekovima. U literaturi se navodi da biljna etericna ulja pokazuju insekticidnu i
nematocidnu aktivnost protiv jednog broja insekata i nematoda (Ellis i Baxendale, 1997;
Enan, 2005; Camurca-Vasconcelos i sar, 2007; Barros i sar, 2009.). Postoje istorijski
dokazi sa pocetka dvadesetog veka, da se timol kao aktivna komponenta iz majcine
dusice koristio u leCenju askarijaze i ankilostomijaze kod ljudi (Kaplan i sar., 2014).
Danas se sve viSe paznje posvecuje konceptu biljne funkcionalne hrane protiv infekcija
endoparazitima, koja moze da zameni ili da potencira efekat klasicne terapije
antihelminticima. Ova specijalna hrana moze da sadrzi esencijalna biljna ulja ili njihove
aktivne sastojke, omogucavaju¢i koriS¢enje funkcionalne hrane protiv parazitskih
nematoda.

Posebno smo zainteresovani za karvakrol, aktivni sastojak eteri¢nih ulja majcine
dusice 1 origana. Hierro i saradnici (2004) su objavili da karvakrol moze da deluje in
vitro na L3 larve Anisakis simplex u koncentraciji od 12.50 pg/ml. Sli¢ni rezultati su

objavljeni od strane Abdel-Rahman i saradnika (2013), ali ovaj put je opisan
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antinematodni efekat karvakrola na modelu slobodno Zivuée nematode Caenorhabditis
elegans.
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2. Pregled literature

2.1. Antiparazitski efekat aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja

Bolesti prouzrokovane parazitskim nematodama veoma su znacajan zdravstveni
problem kako u humanoj tako i u veterinarskoj medicini. Smatra se da su upravo
preko 28 000 vrsta nematoda od kojih su vise od 16 000 parazitske vrste (Hugot i sar.,
2001). Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (2018), vise od 1,5 milijarde
ljudi, ili 24% svetske populacije, inficirano je barem jednom vrstom crevnih parazita,
koje uglavnom ukljucuju valjkaste crve Ascaris lumbricoides i Trichuris trichiura i
pantljicare (Necator americanus i Ancylostoma duodenale). Parazitske nematode
dovode do ozbiljnih poremecaja zdravstvenog statusa, visokih ekonomskih gubitaka u
stoCarstvu, a neretko su i teSke zoonoze, odnosno predstavljaju direktnu opasnost po
zdravlje ljudi (Paterson i Barber, 2007). Savremena antiparazitska farmakoterapija je
suocena sa nekoliko vaznih izazova. Sve veci broj izvestaja odnosi se na rezistenciju
parazitskih nematoda prema klasicnim antiparazitskim lekovima, dok povecanje
primenjivih doza ima za posledicu ispoljavanje njihove toksi¢nosti. Posebno vazna za
veterinarsku medicinu je ¢injenica da vecina antiparazitskih lekova zahteva dug period
karence posle primene kod Zivotinja ¢ija su tkiva namenjena za ishranu ljudi (Martin i
sar., 2004). Navedeni su samo najvazniji razlozi koji su istrazivanja usmerili prema
potencijalnoj primeni  biljnih  proizvoda, umesto konvencionalnih sintetskih
antiparazitskih lekova. Biljke stvaraju esencijalna ili eteri¢na ulja kao organske produkte
sekundarnog metabolizma. Pretpostavlja se da su esencijalna ulja (odnosno njihovi
aktivni principi) na osnovu (antimikrobnih, antiparazitskih i dr.) farmakoloskih
karakteristika potencijalno najozbiljniji alternativni lekovi i biocidi. Njihovi aktivni
principi su sposobni da efikasno 1 bezbedno zamene klasi¢ne antimikrobne i
antiparazitske lekove i biocide. Aktivni principi esencijalnih biljnih ulja podeljeni su u
dve grupe zavisno od prekursora primarnog metabolizma iz koga nastaju i razli¢itog
metabolickog puta: a) terpenoidi i b) fenilpropanoidi. Uloga sekundarnih biljnih

metabolita je da Stite biljke od predatora, patogena i kompetitorskih vrsta. Imaju ulogu i
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u adaptaciji na odredene abioticke Cinioce ili sluze kao ,,biljni feromoni* za privlacenje
polinatora i odbijanje Stetnih insekata (Abdel-Rahman i sar., 2013). Dokazano je da se
etarska ulja stvaraju u razli¢itim delovima biljaka, a uskladi$teni su u sekretornim
¢elijama, Supljinama, kanalima, ¢elijama epiderma ili u zlezdanim trihomama biljaka.
Zastupljenost u biljkama zavisi pre svega, od klimatskih i sezonskih uslova, geografskih
podrucja, vremena zetve (branja), metoda ekstrakcije, ali i od faze rasta biljke (Barros i
sar., 2009). Medicinsko dejstvo biljaka karakteristika je kojom se odlikuju odredene
vrste, a nosioci tog dejstva su njihovi sekundarni metaboliti sa izrazenim specifiénim
farmakoloskim efektima. Sekundarni metaboliti, medu kojima su etarska ulja, imaju
brojna farmakoloska delovanja ukljucuju¢i antiinflamatorno, antibakterijsko,
antioksidativno, anesteticko i antidepresivno. Mnogi produkti sekundarnog metabolizma
se odlikuju baktericidnim, repelentnim ili toksi¢nim svojstvima. Procenjuje se da oko
40% lekova u humanoj medicini vodi poreklo od sekundarnih metabolita biljaka,
obuhvatajuéi prirodne ili hemijski modifikovane supstance. Od davnina je poznato da
etarska ulja imaju antisepti¢ku i antibakterijsku mo¢ i ve¢ se vekovima Koriste kao
prirodni antimikrobni agensi. Do sada je opisano da se etarska ulja koriste u
farmaceutskoj industriji 1 kozmetici u proizvodnji pojedinih preparata. Nasla su svoju
primenu u fitoterapiji i aromaterapiji u leCenju, prevenciji bolesti i o¢uvanju zdravlja
ljudi. Veoma uspesno se koriste kod lecenja infekcija respiratornih puteva, koznih
oboljenja, jacanja imuniteta i oslobadanja od stresa. Esencijalna ulja se mogu
upotrebljavati na razli¢ite nacine, tako su npr. prisutna kao sastojak preparata kupki,
inhalacija, preparata za direktno nanosenje na odredeni deo tela, masaze ili mirisnog
oplemenjivanja prostora.

Sa hemijskog aspekta sekundarni metaboliti biljaka su uglavnom lako isparljive
hidrofobne, kompleksne prirodne smeSe ugljovodonika, alkohola, karbonilnih
jedinjenja, merkaptana i drugih smesa alifati¢ne i/ili aromati¢ne strukture. Jedna od
hemijskih odlika etarskih ulja i aktivnih komponenti jeste da se ne rastvaraju u vodi
nego u apsolutnom etanolu, hloroformu, etru, masnim uljima i drugim organskim
rastvara¢ima. Hemijski sastav etarskih ulja zavisi takode od mnogih ¢inilaca kao Sto su
ekogeografski lokalitet, koli¢ina padavina, broj suncanih dana i duzina svetlosnog
perioda, sastav i osobine zemljiSta, pa ¢ak i doba dana kada je obavljena berba biljaka.

Glavni sastojci etarskih ulja su terpenoidi, fenilpropanoidi, steroidi i alkaloidi (Hierro i

6
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sar., 2004). Terpenoidi ili terpeni privlace najveéu paznju u odnosu na farmakoloska
svojstva koja poseduju i ujedno predstavljaju najbrojniju grupu sekundarnih metabolita
biljaka. Na osnovu broja ugljenikovih atoma osnovnog skeleta, prirodni terpenoidi su
podeljeni na seskviterpenoide, monoterpenoide, diterpenoide, triterpenoide,
tetraterpenoide i politerpenoide (Zhang i Demain, 2005). U odnosu na antiparazitska
svojstva posebno se izdvajaju monoterpenoidi karvakrol, karveol, mentol, timol, alfa-
pinen, p-cimen kao i cinamaldehid fenilpropanoid. U literaturi se mogu naci podaci da
biljna etarska ulja poseduju insekticidna i nematocidna svojstva (Ellis i Bakendale 1997,
Enan 2005; Camurca-Vasconcelos i sar. 2007; Barros i sar. 2009). Postoje i istorijski
dokazi da je pocetkom dvadesetog veka, timol - glavna komponenta etarskog ulja
majc¢ine dusice (Thimus vulgaris L.), koris¢en za leCenje askaridoze i ankilostomijaze
ljudi (Kaplan i sar., 2014). Upravo zbog varijacija u koncentracijama aktivnih sastojaka
u etarskim biljnim uljima koje smo prethodno opisali, istrazivanja se danas uglavnom
sprovode sa prec¢is¢enim aktivnim principima. Ovakav pristup omoguéava precizno
doziranje i kontinuitet u ispitivanjima. Abdel-Rahman i sar. (2003) su ispitali
potencijalni nematocidni efekat trideset Cetiri fitoterpenoida na modelu slobodnozivece
nematode Caenorhabditis elegans. Nematocidna aktivnost testiranih jedinjenja pri
koncentracijama od 50 pg/ml pokazala je brojne razlike u njihovim dejstvima. Neki su
ispoljili slabe a drugi umerene i jake efekte. Terpenoidi koji su ispoljili 50 % ili visi
mortalitet C. elegans, dalje su testirani u pet razli¢itih koncentracija kako bi bila
odredena srednja letalna koncentracija (LCso). Medu najefikasnijim terpenoidima bili su
karvakrol (3 pg/ml), timol, nerolidol, a-terpinene, geraniol, citronelol, farnezol,
limonen, pseudoionon i eugenol (30 pg/ml). Ova jedinjenja pokazala su dozno-zavisni
nematocidni efekat. Rezultati su ukazali da pojedini terpenoidi mogu biti potencijalni
prirodni nematocidi i da zasluzuju dalja proucavanja kao botanic¢ki antiparazitici za
kontrolu biljnih 1 Zivotinjskih parazitskih nematoda. Razli¢iti prirodni monoterpeni
(geraniol, citronelol, citral, karvakrol, cinamaldehid i eugenol) su proucavani in vitro
protiv L3 larvi nematode Anisakis simpleks SL. Primenjivane su tri koncentracije 12.50,
6.25 i 3.12 pg/ml za svaki od testiranih monoterpena. Prateno je prosecno vreme
prezivljavanja larvi, odredena je vrednost koncentracije za preZivljavanje 50% i
maksimalno prezivljavanje posle 4, 8, 24 i 48 sati ekspozicije. Svi testirani

monoterpenoidi, osim eugenola, bili su aktivni u najviSoj primenjenoj koncentraciji
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(12.50 pg/ml) (Hierro i sar. 2004). Aktivni sastojci etarskih ulja su efikasni i protiv
nematoda koje napadaju korenje biljaka. Nematocidna aktivnost etarskih ulja izdvojenih
iz 27 zaCina i aromati¢nih biljaka ispitana je in vitro. Dvanaest, od dvadeset sedam
etericnih ulja u koncentraciji od 1000 pl/lI, imobilisalo je vise od 80% juvenilnih
nematoda Meloidogine javanica. U ovoj koncentraciji, veina etarskih ulja takode
inhibira produkciju jaja Meloidogine javanica. Nematocidna efikasnost je testirana i za
glavne sastojke ispitivanih eteri¢nih ulja. Karvakrol, t-anetol, timol i (+) - karvon
imobiliSu juvenilne oblike i njihov razvoj iz jaja pri koncentraciji >125 ul/l in vitro.
Vecina ovih komponenti pomesana u pes¢anom zemljistu u koncentracijama od 75
mg/kg i 150 mg/kg smanjuje oStecenja korena sadnica krastavca izazvane nematodama
(Oka i sar.,, 2000). Cimet (Cinnamomum verum) poseduje brojna dokazana
farmakoloska svojstva, pored antimikrobnih i antiinflamatornih sve ¢e$¢e se spominju i
antinematodna dejstva. Ekstrakti kore cimeta ispoljavaju in vitro antihelminticka
svojstva protiv velike nematode svinja Ascaris suum. Ovaj ekstrakt sadrzi visoke
koncentracije proantocijanidina i trans-cinamaldehida, medutim dokazano je da veéina
potentnosti ekstrakta protiv A. suum poti¢e od cinamaldehida. U testu inhibicije
migracije larvi (L3), koje su infektivni razvojni stadijum parazita, inkubacija u ekstraktu
cimeta pri koncentracijama izmedu 125 pg/ml i 1000 ug/ml rezultira u 100% inhibicije
pokretljivosti (Williams i sar., 2015). Danas se sve viSe paznje posvecuje funkcionalnoj
hrani/hranivima protiv endoparazitskih infekcija koja sadrze biljne aktivne principe, a
koja bi mogla da zameni ili potencira efekte klasi¢ne antihelminticke terapije (Kaplan i
sar.,, 2014). Kontrolisana studija je izvedena u cilju procene efikasnost dve
mikroinkapsulirane mesavine esencijalnih ulja: TTN1013 (alfa-pinen, linalil acetat, p-
cimen i timol oktanoat) i TTN1014 (alfa-pinen, linalil acetat, p-cimene i timol acetat).
Cetiri grupe (n=16) prasadi Zenskog pola, starosti 21-24 dana svakodnevno su tretirani
sa 0.5 i1li 1.0 mg/kg TTN1013 i 1.0 mg/kg TTN1014 u zelatinoznim kapsulama ili 1.0
mg/kg u sendvi¢ kola¢ima tokom 14 nedelja ogleda. Pocevsi od treceg dana nakon
pocetka tretmana, prasadima su svakodnevno p.o. aplikovana jaja A. suum tokom cetiri
nedelje. Cetrnaest nedelja kasnije Zivotinje su Zrtvovane, obavljen je partomorfoloski
pregled i kontrolisano je prisustvo askarisa. TTN1013 je aplikovan svakodnevno u dozi
od 1.0 mg/kg ispoljio je statisticki zna¢ajno smanjenje ukupnog broja askarisa (76.8 %),

zenki askarisa (75.5 %) i broja jaja (68.6 %) u odnosu na kontrolu grupu. Smanjenje
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ukupnog broja askarisa, broja Zenki i broja jaja nije bilo signifikantno smanjeno posle
tretmana sa TTN1014, kao i ni posle primene TTN1013 u dozi od 0.5 mg/kg (Kaplan i
sar., 2014).

Za razliku od relativno brojnih podataka o antinematodnim dejstvima aktivnih
sastojaka esencijalnih biljnih ulja, istrazivanja njihovih mehanizmima dejstva gotovo da
i nema. S obzirom da su pojedini sastojci esencijalnih biljnih ulja potencijalno veoma
potentni nematocidi 1 da poseduju medusobna sinergisticka ali i antagonisti¢ka svojstva,
ova ¢injenica je malo razumljiva. Jedna od retkih studija opisuje in vitro istrazivanja na
dve nematode Caenorhabditis elegans i Ascaris suum. Studija je imala za cilj analizu
nematocidnog dejstva tri monoterpenoida (timola, karvakrola i p-cimena). Rezultati su
pokazali da timol i karvakrol ispoljavaju vecu efikasnost od p-cimena. Koncentracija
timola i karvakrola od 0.67 mM izazvala je mortalitet od 99% i 100%, dok je 0.75 mM
p-cimena izazvalo svega 16% uginucéa tretiranih glista (Williams i sar., 2015).
Interesantno, mebendazol u koncentraciji od 0.68 mM izazvao je mortalitet od svega
10%. U daljem delu studije autori su ispitali interakciju karvakrola i timola sa
tiraminskim receptorima nematoda (TyrR), ¢ija je ekspresija izvrSena na HEK293
¢elijama sisara. Transfekcija HEK293 c¢elija izvrSena je sekvencom TyrR (ser-2) C.
elegans. Pokazalo se da timol i karvakrol stupaju u interakciju sa TyrR tokom
desenzitacije SER-2 u testu mobilizacije Ca®* posle aktivacije tiramina, kao i tokom
translokacije SER-2 sa membrane u citoplazmu tokom testa internalizacije receptora.
Studija je pokazala da bi nematocidna aktivnost timola i karvakrola mogla biti
posredovana kroz TyrR, pri ¢emu ova dva jedinjenja mogu da utiCu na nishodnu
signalnu kaskadu regulacije receptora (Lei i sar., 2010). Medutim, tesko je farmakoloski
dokazati ovu pretpostavku. TyrR nematoda je kuplovan na hloridni kanal i njegova
funkcija je otvaranje jonskog kanala, posledica je ulazak jona hlora u celiju,
hiperpolarizaciju membrane i inhibicija kretanja nematode. Radi se o jonotropnom
receptoru/kanalu, Sto nije uobi¢ajno za dokazane biogene amine kao
neurotransmitere/neuromodulatore. Kod slobodnozivu¢e nematode C. elegans ovakvi
receptori reguliSu kretanje i pokrete vrata neophodne kod hranjenja same nematode
(Pirri i sar., 2009). Neka od ispitivanja nisu potvrdila pretpostavke iz prethodne studije.
Elektrofizioloskom “current clamp* metodom dokazano je da aplikacija karvakrola na

miSi¢nu ¢eliju A. suum ne izaziva hipepolarizaciju, nema promena potencijala
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membrane niti promena njene provodljivosti, ali je signifikantno inhibisana
depolarizacija izazvana acetilholinom (ACh). Ovo je ukazalo na verovatnu direktnu
blokadu nikotinskog receptora. | u ispitivanjima uticaja karvakrola na kontrakcije
nervno-misi¢nog preparata A. suum pokazalo se da nema relaksacije posle njegove
aplikacije (Sto bi sledilo iz hiperpolarizacije membrane), ali je karvakrol signifikantno
blokirao kontrakcije koje izaziva ACh. S obzirom da je pored promene srednje
efektivne koncentracije ACh (ECso) (pomeranje dozno-zavisne krive u desno),
signifikantno smanjen maksimalni odgovor (Emax), mozemo konstatovati da se radi o
nekompetitivnom antagoniznu koji prema ACh ispoljava karvakrol. Kako je u pitanju
blokada nikotinskog receptora nekompetitivnim mehanizmom verovatno se radi o
potpuno novom mestu vezivanja antagoniste na receptoru ili jonskom kanalu (Trailovié
i sar., 2015). Navedeni podaci iz literature potpuno opravdavaju detaljnija ispitivanja
mehanizma antinematodnog dejstva mono i diterpenoidnih aktivnih sastojaka biljnih
ulja koji o¢igledno predstavljaju potencijalno potpuno novu klasu antihelmintika.

Najbitniji preduslov za primenu novih supstanci jeste njihova selektivna
toksi¢nost. To podrazumeva da toksi¢no delovanje leka na organizam parazita, prolazi
bez znacajnijeg Stetnog delovanja na sam organizam domacina. Selektivna toksi¢nost
konvencionalnih antinematodnih lekova zasniva se na razlikama u fiziologiji domacina
1 parazita, specificnostima enzimskih procesa, kao i karakteristikama farmakoloskih
receptora, koji su glavno ciljno mesto dejstva leka. Ove razlike rezultat su filogenetske
udaljenosti domacina i parazita. O vrstama neZeljenih i toksi¢nih dejstava odabranih
postoje¢ih i potencijalno novih antinematodnih lekova koji oni ispoljavaju na
zivotinjama, ukratko ¢e biti re¢i u narednom delu, u okviru svake odabrane grupe
supstanci i lekova.

Medutim, pored toksi¢nosti, veoma vazan problem vezan za primenu postojecih
i potencijalno novih antinematodnih lekova predstavlja i rezistencija. Pojam rezistencija
parazita namece potrebu za primenom visih doza lekova, a to onda dovodi do vece
pojave toksi¢nih efekata na zivotinjama. Sa pravom se iz svih navedenih razloga traga
za potencijalno novim antiparazitskim supstancama koje ¢e imati manje nezeljenih
dejstava bez pojave rezistencije od strane parazita, a koji ¢e biti efikasni u niskim
dozama bez pojave rezidua lekova u proizvodima od zivotinja koji se koriste za ishranu

ljudi. Prirodni proizvodi su osnova sofisticiranih tradicionalnih terapija pojedinih
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oboljenja i oni poc¢inju da imaju Kljuénu ulogu u modernom zdravstvu. Antihelmintici
poreklom iz biljaka bi trebalo da smanje potrebu za upotrebom hemijski formulisanih
preparata i ublaze pritisak na upotrebu ograni¢enih dostupnih grupa antihelmintika
(Choudhary i sar., 2018).

2.2. Karvakrol, aktivni sastojak esencijalnog ulja origana i timijana

Veé smo napomenuli da tokom svog Zivotnog veka u okviru fizioloskih procesa,
biljke stvaraju esencijalna ili eteriéna ulja kao organske produkte sekundarnog
metabolizma. Pretpostavka je da su karvakrol i njemu sliéni metaboliti, kao deo
esencijalnih ulja (odnosno njihovi aktivni principi), s4 na osnovu farmakoloskih
karakteristika (antimikrobnih, antiparazitskih i dr.) potencijalno najozbiljniji alternativni
lekovi i biocidi. Analiza etarskog ulja podrazumeva odvajanje sastavnih aktivnih
komponenata, njihovu identifikaciju 1 karakterizaciju upotrebom razli¢itth hemijskih
metoda. U etarskim uljima moZe se ustanoviti veliki broj pojedina¢nih jedinjenja u
razli¢itim koncentracijama, kao i njihova vrlo razli¢ita hemijska svojstva. Etarsko ulje
se uglavnom sastoji od dve do tri glavne komponente, koje su zastupljene u relativno
visokoj koncentraciji od 20 do 70%, dok se ostale komponente nalaze u tragovima. Ove
glavne komponenete odreduju bioloske 1 farmakoloSke osobine samog etarskog ulja,
kao na primer karvakrol i timol kod ulja timijana i origana (Zdravkovi¢, 2016). Aktivne
komponente etarskih ulja dele se na dve grupe razli¢itog hemijskog sastava.
Komponente etarskih ulja se odlikuju relativno malom molekularnom masom. Prva
grupa je sastavljena od terpena i terpenoida, a druga od aromati¢nog i/ili alifati¢nog
dela. Prema hemijskoj strukturi timol i karvakrol predstavljaju izomere monoterpena
koji sadrze fenolnu grupu, Glavne aktivne komponente etarskog ulja origana, Origanum
vulgare, su karvakrol (2-metil-5-(1-metiletil)fenol) i timol (2-izopropil-5-metilfenol)
koji predstavljaju 30 % odnosno 27 % ulja. Prema podacima iz literature koncentracija
karvakrola u origanovom ulju moze da bude i znacajno visa i do 68 %.

Karvakrol je organsko jedinjenje, koje sadrzi 10 atoma ugljenika i ima

molekulsku masu od 150.2 g/mol. On je bezbojna do zuta, viskozna te¢nost. Prakti¢no
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je nerastvorljiv u vodi, a dobro je rastvorljiv u etanolu, etru i sumpornoj kiselini.

Hemijska struktura ovog jedinjenja prikazana je na slici 1 (Carvacrol - Pubchem).

Slika 1. Hemijska struktura karvakrola.

Karvakrol (C10H140) je monoterpenoidni fenol karakteristicnog mirisa na
origano. Karvakrol je prisutan u etarskom ulju Origanum vulgare (origano), ulju
maj¢ine duSice 1 ulju divljeg bergama. Etarsko ulje majcine duSice sadrzi izmedu 5 1
75% karvakrola. Karvakrol inhibira rast nekoliko bakterijskih sojeva, npr. Escherichia
coli i Bacillus cereus. Za njega se smatra da u antibakterijskom dejstvu primarno remeti
energetski metabolizam bakterijske celije. Redukcijom sinteze ATP i povecanjem
njegove hidrolize, karvakrol brzo smanjuje bakterijske depoe ATP. Izmedu ostalog,
nedostatak ATP dovodi i do smanjenja funkcije natrijum-kalijumove pumpe
(Na+/K+ATP-aza), koja ucestvuje u odrzavanju konstantnog transmembranskog
potencijala ¢elijske membrane. Ova konstantna vrednost je neophodna za selektivnu
propustljivost ¢elijske membrane. Redukcija transmembranskog potencijala nastala
delovanjem karvakrola na opisan nacin, ima za posledicu povecanje permeabiliteta
¢elijske membrane bakterije. Karvakrol (1 mM) smanjuje intracelularni pH bakterije sa
7.1 na 5.8. Ista koncentracija karvakrola (1 mM), u kratkom vremenskom periodu (5
minuta), takode smanjuje i sadrzaj celijskih proteina (sa 12 mmola/mg na 0,99
mmola/mg) posredstvom kalijuma bakterijske Celije. Kalijum (K*) ima vaznu ulogu u
aktivaciji citoplazmatskih enzima, odrzavanju osmotskog pritiska 1 regulaciji
citoplazmatske pH vrednosti. Gubitak K*, pouzdan je znak oStecenja ¢elijske membrane

bakterije i njenog brzog propadanja (Baser, 2008).
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Vrednost srednje letalne koncentracije (LDso) karvakrola za pacova nakon
oralnog unoSenja iznosi 810 mg/kg telesne mase. Za miSeve ove vrednosti nakon
intravenske aplikacije iznose 80 mg/kg, dok se subkutanom administracijom ova
vrednost povecava na 680 mg/kg. Nakon intraperitonealne aplikacije karvakrola kod
miSeva vrednosti LDsg iznose 73,3 mg/kg telesne mase. Akutna toksi¢nost karvakrola
nakon perkutane aplikacije karvakrola kod kuni¢a iznosi 2700 mg/kg. U razli¢itim
testovima nije dokazana kancerogenost, genotoksi¢nost i teratogenost karvakrola.

Niska toksi¢nost karvakrola zajedno sa prijatnim ukusom i mirisom sugeriSe
njegovu upotrebu kao dodatak hrani u sprecavanja bakterijske kontaminacije. Karvakrol
je mocan aktivator jonskih kanala TRPV3 i TRPA receptora (Zhang i Demain, 2005).
Kod pacova, karvakrol se brzo metabolise i izluCuje. Glavni metabolicki put je
esterifikacija fenolne grupe sa sumpornom kiselinom i glukuronskom kiselinom. Drugi
manji put razgradnje je oksidacija terminalnih metil grupa sa primarnih alkohola. Nakon
24 sata, samo veoma male koli¢ine karvakrola ili njegovih metabolita mogu se nac¢i u
urinu, $to ukazuje na skoro potpuno izluc¢ivanje u roku od jednog dana (Abdel Rahman i
sar., 2013). Hierro i sar. (2004) su objavili da karvakrol moze da deluje in vitro na L3
larve Anisakis simplex u koncentraciji od 12.50 ug/ml. Sli¢ni rezultati su objavljeni od
strane Abdel-Rahman i sar. (2013), ali ovaj put je opisan antinematodni efekat
karvakrola na modelu slobodnozivece neparazitske nematode Caenorhabditis elegans.
Karvakrol u mikromolarnim koncentracijama veoma znacajno inhibira kontrakcije
miSi¢a parazita A. suum-a izazvane sa ACh (Trailovi¢ i sar., 2015). Sa druge strane,
karvakrol veoma znacajno potencira inhibitorno dejstvo GABA i piperazina kod
kontrakcija miSi¢a izazvanih ACh. Inhibitorni efekat na kontrakcije moZe biti
objasnjenje za antinematodni potencijal karvakrola. Staviie, inhibicija depolarizacije
izazvane ACh i smanjenje provodljivosti direktno ukazuju na interakciju sa nikotinskim

acetilholinskim receptorom (nNAChR) kod A. suum (Trailovié i sar., 2015).
2.3. Karveol, aktivni sastojak esencijalnog ulja nane i kima

Za karveol se u literaturi navodi da je po svom hemijskom sastavu prirodni
monocikliéni monoterpenoid. Predstavnik je i jedan od glavnih sastojaka etarskog ulja

nane (Mentha piperita) u obliku cis (-) karveola. Pored prisustva u etaskom ulju mente,

13



Dorde S. Marjanovié Pregled literature

istrazivanja su pokazala da se karveol nalazi i u etarskom ulju kima (Carum carvi).
Odredene koncentracije karveola prisutne su u ulju od grejpfruta (Citrus paradisi),
mandarina (Citrus reticulata), bobici crne ribizle (Ribes nigrum), celeru (Apium
graveoleus), crnom ¢aju (Camellia sinensis) i1 mirodiji (Anethum graveolens) (Lozon i
sar., 2016). Ovo jedinjenje pripada klasi organskih jedinjenja poznatih kao metil
monoterpenoidi. Po svojim fizicko-hemijskim karakteristikama karveol je prozirna
bezbojna tec¢nost, rastvorljiva u ulju i etanolu, nerastvorljiva u vodi. Karveol (C10H160)
je monoterpenoid, male molekulske mase od 152.237 g/mol. Hemijska struktura ovog

molekula prikazana je na slici 2 (Carveol - Pubchem).

Slika 2. Hemijska struktura karveola

Radi se o supstanci karakteristi¢cnog mirisa i ukusa koji podse¢a na mentu i
aromu kima. Koristi se kao aromati¢ni miris u kozmetici i kao pojaciva¢ ukusa u
prehrambenoj industriji. IstraZivanja ovog monoterpenoida su pokazala da se moze
koristiti u hemoprevenciji kancerogeneze mle¢ne zlezde (sprecava rak dojke). Kao
predstavnik ciklickih monoterpena karveol ispoljava antinociceptivni efekat, lokalno
anestetski i antiinflamatorni efekat. Efekti ciklicnog monoterpena karveola ispitani su
na funkcionalnim svojstvima klonirane a7 subjedinice ljudskog nikotinskog receptora
eksprimovanog na ocitima zabe Xenopus laevis. Karveol je inhibirao aktivnost a7
subjedinice nikotinskog receptora i ispoljio najveéi efekat na dejstvo acetilholina sa
srednjom efektivnom koncentracijom (ECso) od 8.3uM. Inhibicija koju je izazvao

karveol bila je nezavisna od potencijala membrane i nije bilo moguée neutralisati je
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povecanjem koncentracije acetilholina. U skladu sa funkcionalnim eksperimentima,
dalje studije su pokazale da cikli¢ni monoterpeni poput karveola mogu da interaguju sa
alostriénim mestom koje se nalazi u transmembranskom domenu o7 sujedinice NAChR
(Lozon i sar., 2016). Radene su studije o akaricidnom dejstvu karveola protiv ku¢nih
grinja iz roda Dermatophagoides farinae i Dermatophagoides pteronissinus. Zadatak
ove studije bio je da se proceni akaricidna aktivnost karveola sa ciljem da se zameni
benzil benzoat kao sintetic¢ki akaricid. Na osnovu vrednosti LDsp, kontaktna toksi¢nost
za benzil benzoat iznosila (7.33 i 6.01 pg/cm?), a za karveol je bila niza i iznosila je
(6.00 i 5.80 pg/cm?). Rezultati fumigantne toksi¢nosti u bioloskom testu pokazali su da
je karveol bio efikasniji od benzil benzoata (Yang i sar., 2014).

Dostupni podaci ukazuju da je najverovatniji put metabolizma karveola u
organizmu konjugacija sa glukuronskom kiselinom a zatim ekskrecija, dok je manje
prisutan put oksidacije bo¢nog lanca uz pomo¢ konjugacije. U svakom slu¢aju, smatra
se da se na kraju metabolizma karveola stvaraju netoksi¢ni metaboliti.

U testovima akutne toksi¢nosti karveola na pacovima nakon peroralne
aplikacije, vrednosti LDso su iznosile 3 g/kg T.M. Akutna dermalna toksi¢nost LDso kod
zeCeva iznosila je 5 g/kg telesne mase. U testovima nije dokazano da postoji
kancerogenost i genotoksi¢nost. U testovima aplikacije na zdravu i oSteenu kozu,
karveol u 4 % rastvoru petroleja nije pokazao iritacije u toku 48 sati. Zbog svojih
poznatih bezbednih efekata karveol je od strane Americke agencije za hranu i lekove
odobren kao aditiv za ljudsku upotrebu 1965. godine. Evropska agencija za hranu 1970.
godine je stavila karveol na listu aditiva za hranu bezbednih za svakodnevnu upotrebu u

ishrani ljudi.

2.4. Mentol, aktivni sastojak esencijalnog ulja nane

Mentol je veoma dobro poznato jedinjenje S$iroj javnosti. Mentol je
monoterpenoid (5-metil-2-propan-2-ilcikloheksan-1-ol), organsko jedinjenje prirodnog
ili sintetskog porekla. Prirodni mentol se nalazi kao sastojak u visokom procentu u
etarskom ulju nane (Mentha piperita) sa karakteristiénim ukusom i mirisom. U literaturi

su davno opisana svojstva mentola kao lokalnog anestetika kao i pozitivna analgetska
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dejstva arome mentola na kozu i sluznice (Patel i sar., 2007). Hemijska struktura

mentola prikazana je na slici 3 (Menthol - Pubchem).

Slika 3. Hemijska struktura mentola

Mentol (C10H200) je po svom fizicko-hemijskom sastavu beli kristalni prah,
prijatnog ukusa i mirisa, molekulske mase 156.269 g/mol. U supstanci se naj¢es¢e moze
nabaviti kao kristalni rastvor, kristali ili granule, ukusa i mirisa nane (O'Neil, 2013).
Veoma dobro se rastvara u etanolu, hloroformu, etru i glacijalnoj sir¢etnoj kiselini, dok
se slabije rastvara u vodi.

Monoterpenoid mentol je organsko jedinjenje dobijeno iz biljke nane kao ulje
mente ili je sinteticki napravljeno sa karakteristicnim mirisom i svojstvima lokalnog
anestetika. Prirodni mentol postoji kao jedan ¢ist stereoizomer (1R, 2S, 5R). Poznato je
da se mentol uveliko koristi kao prirodni proizvod u kozmetickoj industriji, kao agens
za aromatizovanje, ili kao intermedijer u proizvodnji drugih jedinjenja. Razliciti
ekstrakti iz lista nane sadrze mentol kao glavni aktivni sastojak, Koji su se u proslosti
koristili kao tradicionalni lekovi za niz bolesti, uklju¢ujuéi infekcije, nesanice, sindrom
iritabilnog creva, kao i repelent za insekte. Danas je njegova upotreba u dermatologiji
sveprisutna, gde je Cesto deo preparata za lokalnu primenu kao antipruritik, antiseptik,
analgetik i kao deo formulacija za hladenje (Farco i Grundman, 2013). Uprkos §irokoj
upotrebi, tek nedavno je otkriven mehanizam kojim mentol izaziva isti ose¢aj hladenja
kao i niska temperatura, otkricem receptora TRPMS. Mentol je aktivni sastojak u

mnogim poznatim analgeticima koji izazivaju ose¢aj hladenja deluju¢i na receptor
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prolaznog potencijala melastatin 8 (TRPM8) (Peier i sar., 2002). Zbog svoje Siroke
upotrebe u aktuelnim proizvodima, vazno je razumeti kako mentol prodire kroz kozu i
uti¢e na protok krvi i rad ¢ulnih receptora. Mentol gel izaziva vazodilataciju malih
krvnih sudova lokalizovanih u kozi (Craighead i Alexander, 2016). Mentol deluje na
TRPM8 receptore pomocéu brzog povecanja intracelularnog kalcijuma i mobilisanja
unoSenja kalcijuma kroz kanale, indukuju¢i hladjenje na mestu aplikacije. Bioloske
aktivnosti mentol ispoljava i kroz citotoksi¢ne efekte u celijama raka, indukuje
smanjenje rasta malignih celija, a dovodi i do sinergetske aktivacije GABA receptora i
natrijumovih jonskih kanala prouzrokuju¢i analgeziju (Farco i Grundman, 2013). Iz
studija radenim o metabolizmu izomera mentola (L-, D, L+) moze se zakljuciti da se
mentol dobro apsorbuje oralnim putem. Apsorpcija preko koze je dosta sporija nego
oralna apsorpcija.

Mentha piperita poznatija kao pepermint, ima komponente sa lekovitim
dejstvima u svim delovima biljaka, ukljucujuci lisée i cvetove. Vidal i saradnici (2007)
su pokazali da mentol ispoljava toksi¢ne efekte na trofozoite parazita Giardia lamblia.
Dejani i saradnici (2014) su objavili da 100 mg/kg mentola ispoljava antiparazitske i
imunomodulatorne aktivnosti protiv eksperimentalne infekcije parazitom Shistozoma
mansoni.

Podaci 0 akutnoj toksi¢nosti mentola pokazuju da je kod eksperimentalnih
zivotinja bilo niske akutne toksi¢nosti nakon oralnog unoSenja, parenteralno i preko
koze. Neke od blagih promena izazvanih mentolom su se mogle videti na jetri i
bubrezima nakon oralne aplikacije. Udisanje mentola moze da proizvede blage promene
na respiratornom sistemu. Nema dokaza o kancerogenosti ovog jedinjenja kod pacova i
miseva ili teratogenih efekata kod miseva, pacova, zeCeva i hréaka. Takode, testovi nisu
identifikovali nikakav genotoksi¢ni potencijal mentola. Sa druge strane, pokazano je da
mentol u visokim koncentracijama dovodio do blage senzitizacije koze kod coveka.
Aplikovan intraokularno dovodio je iritacije sluznice roznjace kod kunica samo ukoliko
su primenjene veoma visoke doze.

Opisano je da LDso za pacove nakon oralne aplikacije iznosi 2.9 g/kg telesne
mase. Nakon intramuskularne aplikacije LDso je iznosio 10 g/kg. Kod macaka posle
oralne aplikacije LDsp je 1.5 g/kg, kod je miSeva nakon subkutane aplikacije 1.4 g/kg
telesne mase. Kod pacova tretiranih intraperitonealno LDsp je 750 mg/kg. U literaturi
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nalazimo i da je kod kuni¢a nakon intradermalnog nanos$enja mentol ispoljio vrednosti
LDso veée od 5 g/kg. Takode se navodi da je kod kunica LDsg mentola nakon

intraperitonealne aplikacije bila 2 g/kg telesne mase.

2.5. Timol, aktivni sastojak esencijalnog ulja timijana

Kao $§to smo ve¢ ranije objasnili, aktivni sastojci etarskih ulja nastaju kao
produkti sekundarnog metabolizma biljaka. Kao glavni aktivni princip iz etarskog ulja
timijana Thymus vulgaris (pitoma maj¢ina dusica) istie se timol. Timol se pojavljuje u
obliku bezbojnih velikih kristala, mirisa na timijan, aromati¢nog i ljutog ukusa.
Zagrevanjem se topi i sublimuje. U vodi se ne rastvara, a lako se rastvara u etanolu,
hloroformu, masnim kiselinama i etarskim uljima. Rastvara se i u bazama (NaOH)
gradeéi fenolat. Pored timola u etraskom ulju timijana pominje se i karvakrol, koji
predstavlja njegov izomer. Iako su timol i karvakrol izomeri koji imaju identi¢ne sve
hemijske parametre, osim male razlike u lipofilnosti, pokazuju razli¢itu hemijsku
reaktivnost. To je posledica polozaja izopropil grupe u odnosu na hidroksilnu grupu.
Kod timola i1zopropil grupa se nalazi u orto polozaju, jace odbija elektrone od metil
grupe 1 ugljenik za koji je vezana hidroksilna grupa ima manju potrebu da privlaci
elektrone. Takode su jaci sterni efekti izopropil grupe u odnosu na metil grupu i sve to
¢ini hidroksilnu grupu manje reaktivnom (Slika 4). Na osnovu izneSenog moze se
konstatovati da je karvakrol reaktivniji od timola. Klini¢ka studija Edwin i sar. (2006) je
pokazala znacaj hidroksilne grupe na aktivnost karvakrola. Efekat hidroksilne grupe nije
mogao biti uporeden u odnosu na p-cimen zbog razlicitih fizicko-hemijskih osobina ova
dva jedinjenja, pa se u ovom ispitivanju koristio 2-amino-p-cimen koji je analogan
karvakrolu (slicna hidrofobnost 1 strukturne karakteristike, slicna antimikrobna
aktivnost na bakterijske membrane, koja pokazuje da za aktivnost karvakrola nije
neophodna sama po sebi hidroksilna grupa). Studija je pokazala da karvakrol ima 3 puta
vecu aktivnost u odnosu na 2-amino-p-cimen-a, Sto navodi na zakljucak da hidroksilna
grupa pojacava antimikrobno dejstvo karvakrola.

Timol je formiran u obliku bezbojnih kristala, ¢esto i u obliku krupnog belog

praha. Na slici 4 prikazana je hemijska struktura timola (Thymol-Pubchem).
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Slika 4. Hemijska struktura timola

Molekulska masa timola iznosi 150.22 g/mol. Kao fenol po svom sastavu, timol
je dobijen iz majc¢ine dusice i drugih isparljivih ulja. Danas se uveliko koristi kao
stabilizator farmaceutskih preparata. Hemijski gledano timol je monoterpenski fenolni
derivat cimena, a na trziStu se nalazi kao hidrid p-cimena. Koristi se kao pesticid
(insekticid, fungicid, rodenticid), takode se koristi u parfimerijskoj industriji, kao
konzervans i kao antioksidans. U SAD ukljuéen je od strane FDA (Food and Drug
Administration) kao supstanca koja poseduje antibakterijska i antifungalna svojstva, a
odobren je i kao ekscipijens. Kod ljudi, s obzirom na S$iroku primenu, dovodi do
primarne iritacije koze i senzibilizacije koze samo u retkim slucajevima. Smatra se da
timol dovodi do blage lokalne iritacije nakon duze primene na jednom mestu aplikacije.

Posle akutne oralne primene timol nije Stetan ali je kod kuni¢a korozivan za
kozu i o¢i. Pacovi izlozeni subhroni¢nim dozama primenom U hrani u periodu od 19
nedelja tolerisu timol u nivou od 10000 ppm. Timol nije poveéavao ucestalost spontanih
tumora pluca kod miSeva. Nakon jednokratne aplikacije timola u literaturi su opisane
sledece srednje letalne doze za laboratorijske zivotinje (LDsg pacova nakon oralnog
unosenja 980 mg/kg telesne mase; LDsp miseva nakon oralnog unosenja 640 do 1800
mg/kg telesne mase; LDso pacova nakon dermalne primene >2 g/kg telesne mase).
Ukoliko analiziramo vrednosti LDso, mozemo zakljuCiti da je timol bezbedan za

potencijalnu primenu u terapiji pojedinih oboljenja ljudi i Zivotinja.
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2.6. Morfologija i fiziologija nematoda na primeru parazita A.suum i
slobodnoziveée nematode Caenorhabditis elegans

Ascaris suum, takode poznat kao velika svinjska glista, parazitska je nematoda
koja izaziva oboljenje Askarijaza svinja. Ova nematoda je prisutna i rasprostranjena
Sirom sveta. Zenke ovog parazita rastu i do 40 cm u duZinu. Zivotni ciklus moze biti
direktni ili indirektni. Svinja se inficira tako Sto proguta jaje askarisa u kome se nalazi
larva u stadijumu L2. Larve potom migriraju iz creva u jetru, presvlace se u L3 oblik, a
potom migriraju u pluca. Zatim Zzivotinja iskasljava larve iskasljavaju i moze da ih
ponovo proguta. Na kraju ciklusa migracije u crevima razvijaju se adultni oblici ovog
parazita. Muzjaci su duzine oko 15-31 cm i 2-4 mm $irine. Zadnji deo tela je zakrivljen
prema ventralnoj strani. Zenke su ve¢e od muzjaka, dimenzije su 20-49 cm duzina i 3-6
mm §irina. Zenke polazu 200.000 jaja dnevno, a njihova materice moze da sadrzi i do

27 miliona jaja. Na slici 5. prikazano je jaje Ascaris suum. Na slici 6. prikazan je adultni

oblik Ascaris suum.

Slika 5. Jaje Ascaris suum-a Slika 6. Adultni oblik A. suum

Smatra se da somatske miSi¢ne ¢elije Ascaris suum-a imaju drugaciju strukturu u
poredenju sa istom vrstom celija kod ki¢menjaka. MiSi¢ne ¢elije askarisa poseduju 3
razli¢ita regiona: vretenasti ili vlaknasti, vrecasti 1 region rucice (Ivanovi¢, 2013). Na

slici 7 prikazana je nervnomisi¢na struktura A.suum (https://projects.ncsu.edu).
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Slika 7. NeuromiSi¢na struktura A. suum

U literaturi se navodi da dorzalna grupa miSiénih Celija inervaciju dobija od
motornog aksona poreklom iz dorzalne nervne vrpce, a ventralna grupa misica svoju
inervaciju dobija od ventralne nervne vrpce.

Region vlakna ili vretena somatske misi¢ne Celije u sebi sadrzi strukture bogate
aktinom 1 miozinom 1 to je kontraktilni deo celije. Smatra se da su aktin 1 miozin
rasporedeni ukoso i longitudinalno $to ¢eliji omogucava veoma brze kontrakcije. Pored
ova dva kontraktilna filamenta u ovom delu se nalaze i druge filamentozne strukture ¢ija
je prevashodna uloga u kontrakciji parazita.

Region vre¢e somatske misi¢ne cCelije sadrzi jedro i strukture zaduzene za
metabolizam ¢elije. Tu se nalaze depoi energije u vidu glikogena. Smatra se da ovaj deo
¢elije sluzi da pomaze aktivnost regiona vlakna i regiona ruke. Veli¢ina regiona vrece
somatske miSi¢ne celije iznosi 150-250 pm.

Region miSi¢ne ruke predstavlja direktnu komunikaciju miSiéne Ccelije sa
nervnom vrpcom. Za razliku od ki¢menjaka gde aksoni idu iz nervnih struktura do
miSi¢ne Celije 1 prave sinapse, ovde se iz miSi¢ne strukture pruza izdanak u vidu ruke
koji prihvata signale iz nervnog vlakna. U gradi svake miSi¢ne Celije askarisa moze se
videti po nekoliko ruka koje je povezuju sa nervnom strukturom. Svaka od miSi¢nih

ruka pravi komunikacije sa nevom. To omoguc¢ava odli¢nu povezanost izmedu misi¢nih
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¢elija, sinhronizovano prenosenje elektri¢nih impulsa, a samim tim i dobro koordinisanu
1 veoma brzu miSi¢nu kontrakciju nematode.

Posebna miSi¢na struktura u glavenom regionu nematode predstavlja farinks
adultne A. suum. Smatra se da je farinks veoma bitna struktura za zivot nematode, zato
Sto u toku hranjenja pumpa sve hranjive materije u crevo. Farinks je duzine oko lcm i
lumen mu je zatvoren kada su miSi¢ne ¢elije relaksirane, dok njihova kontrakcija otvara
lumen (Marr i sar., 2003).

Po svojoj gradi nervni sistem nematode A. suum je vrpcast. Na telu parazita nalazi
se dorzalna, lateralna i ventralna nervna vrpca. Svega 300 neurona koliko ih ima ova
nematoda, rasporedeni su u regionu glave I jednim manjim delom u repu parazita. Sve
miSi¢ne Celije dobijaju inervaciju od dorzalne i ventralne vrpce, dok je lateralna vrpca
povezana sa ekskretornim kanalom. Izmedu motoneurona i ventralne nervne vrpce
nalaze se relejne celije ili interneuroni. Gama-amino-buterna kiselina (GABA) je
neurotransmiter ukljucen u slanje inhibitornih impulsa iz interneurona u motoneurone.
Smatra se da GABA otvara hloridne kanale na postsinaptickoj membrani i omogucava
ulazak jona hlora iz ekstracelularnog u intracelularni prostor, Sto ima za posledicu
smanjenje rezistencije ¢elijske membrane 1 hiperpolarizaciju postsinapticke membrane
(Trailovi¢, 2001). Na slici 8 Sematski je prikazana sinapti¢ka struktura nematode A.

suum .

Inhibitorni
interneuron

Elkscitatorni
interneuron

CABA
O n
5 Cljoni ACh

Na joni

Slika 8. Sematski prikaz sinapti¢ke strukture nematode A. suum.
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U poslednje vreme pominju se potencijalno novi alternativni modeli koji se mogu
koristiti za istrazivanja antiparazitskog dejstva lekova. Posebnu paznju privukao je
jedan valjkasti crv pod nazivom Caenorhabditis elegans. Pomenuta nematoda spada u
grupu valjkastih crva, sa glatkom kutikulom, nesegmentisan, dugog cilindri¢nog oblika
tela zakrivljenog na krajevima. To je slobodnoziveca nematoda, potpuno bezopasna,
neinfektivna, nepatogena i neparazitskog nacina zivota. C. elegans je veoma malih
dimenzija, raste do oko 1 mm u duzinu, zivi u zemlji$tu koje ima mnogo vegetacije koja
truli. Nalazi se u mnogim delovima sveta, prezivljava hrane¢i se mikroorganizmima,
kao Sto su truleZzne bakterije zemljista. Opisano je da postoje dva polna oblika kod ove
nematode: hermafrodit koji sam sebe oploduje i muzjaci. Odrasli organizam je cevaste
grade, sadrzi eksterijernu kutikulu, u sebi poseduje dve manje cevi, Zdrelnu i crevnu,
kao 1 reproduktivni sistem. Najve¢i deo obima Zivotinje zauzimaju organi
reproduktivnog sistema. Od 959 somatskih ¢elija koliko ih hermafrodit poseduje, njih
oko 300 su neuroni. Adultni muzjaci imaju ukupno 1031 somatsku c¢eliju. Nervne
strukture obuhvataju sistem Culnih organa u glavi koji posreduju u odgovoru na miris,
temperaturu i dodir. Mada C. elegans nema oci, moze neznatno da reaguje na svetlost.
Ostale nervne strukture ¢ine prednji nervni prsten sa ventralnom nervnom vrpcom koja
se pruza duz tela. Postoji i dosta manja dorzalna nervna vrpca. U telu ove nematode
nalazi se ukupno 81 misi¢na ¢elija. Kretanje C. elegans se odvija pomocu Cetiri uzduzne
grupe miSi¢a koje su uparene sub-dorzalno i sub-ventralno. Alternativno savijanje i
opustanje generi$e dorzalni-trbusni talas koji se prostire duz tela, ¢ine¢i koordinisane
pokrete Zivotinje. Celokupan razvoj 1 funkcija ovog organizma kodirana je sa 17800
razli¢itih gena koji kodiraju 20470 proteina.

Veoma vaznu funkciju u Zivotu ove nematode ima farinks. To je miSi¢ni organ u
glavenom regionu, na poprecnom preseku trouglastog oblika. Funkcija mu je da melje
hranu, pumpa 1 transportuje direktno u creva. Geni koji kontroliSu razvoj 1 funkciju
nematodnih tkiva su "konzervisani" u evoluciji jo§ od zajedni¢kog pretka. lako postoje
jasne 1 bitne razlike u ljudskom i nematodnom razvoju, nauc¢nici mogu da proucavaju
razvojne mehanizme kod C. elegans i da razumeju osnovne mehanizme Kkoji takode
postoje kod ljudi i Zivotinja. Ovo je izuzetno vazno, jer SU mnogi genetic¢ki eksperimenti
nemogucéi kod ljudi, dok su veoma duga i skupa istrazivanja na miSevima i drugim

ki¢menjacima. Sa druge strane C. elegans je lako kultivisati u laboratoriji. Na
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temperaturi od 20°C ima kratak (4 dana) generacijski interval. Istrazivanja na C.
elegans su relevantna za mnoge bolesti poput kancera, neurodegenerativnih oboljenja
(npr. Alchajmerova bolest), neurorazvojnih invaliditeta 1 sindroma, miSi¢ne distrofije,
starenja i mnogih drugih. Zbog svega navedenog ova nematoda se pokazala kao odli¢an
alternativni model u biomedicinskim istrazivanjima generalno. Konkretno u ovoj
disertaciji C. elegans je koris¢en da bi se ispitao potencijalni antinematodni efekat
karvakrola i timola. Na slici 9 prikazan je adultni oblik C. elegans koji se uzgaja u

laboratoriji Katedre za Farmakologiju i toksikologiju.

03/17/2017 11:24:33

Slika 9. Adultni Caenorhabditis elegans

Tokom poslednjih decenija slobodnoziveca nematoda Caenorhabditis elegans
dala je mogucnost da se primenom molekularnih genetic¢kih tehnika ispitaju mehanizmi
delovanja antihelmintika i drugih nematocidnih supstanci (Holden-Dye i Walker, 2014).
Radene su studije gde je ispitivan efekat albendazola na odrzivost, morfologiju 1
ultrastrukturu razli¢itih Zivotnih faza Caenorhabditis elegans. Svetlosnom i
elektronskom mikroskopijom analize su pokazale oSteenje organizma odraslih i
larvenih oblika ove nematode. Opisana studija je potvrdila znacaj C. elegans kao
skrining sistema za jedinjenja sa potencijalnom antihelmintickom aktivno$c¢u i pokazala

efekte albendazola na njene razlicite zivotne faze razvoja (Sant’anna i sar., 2013).
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2.7. Struktura holinergic¢kih i GABA receptora sisara i nematoda

2.7.1. Holinergicki receptori sisara

Kada govorimo o holinergickom receptoru sisara, najces¢e se navodi podatak da
je on integralni transmembranski protein za koji se vezuje neurotransmiter acetilholin
(ACh). Njegov tipi¢an predstavnik je nikotinski receptor koji predstavlja jonski kanal
koje otvara ligand (ligand-zavisni jonski kanali). Ovaj receptor se sastoji se iz ukupno 5
subjedinica (2a, B, v, 0), simetri¢no postavljenih oko centralne pore, sa molekulskom
masom od 290 kD. Mesto vezivanja agoniste se nalazi u ekstracelularnom domenu blizu
N-terminusa. Kada se agonista veze, sve prisutne podjedinice podlezu konformacionoj
promeni i kanal se otvara. Na slici 10 prikazana je struktura nikotinskog acetilholinskog
receptora (www.intechopen.com/nicotinic acetylcholine receptor).

Slika 10. Struktura nikotinskog acetilholinskog receptora

Kod sisara, postoji 16 razli¢ith nAChR subjedinica: devet razli¢itih a-
subjedinica (a1-7, a9 1 al10), Cetiri B-subjedinice (B1-4), kao 17, d 1 € subjedinice. Pet od
ovih subjedinica se kombinuju da formiraju miSi¢cne nAChR podtipove (alplyd and
alB16¢) koje se nalaze u neuromuskularnih sinapsama, a ostatak (a2-010, f2-p4) za
okupljanje u brojnim homomernim (ima isklju¢ivo a-subjedinice) ili heteromernim (ima
nivo a - i B-subjedinice) neuronskim nAChR podtipovima (Albuquerque i sar., 2009).
Smatra se da razli¢iti homomerni i1 heteromerni receptori imaju razliite farmakoloske
karakteristike (Robertson i sar., 2007). Zdruzeni razliiti pentameri formiraju slozenu

strukturu razli¢ittih nAChR podtipova sa razli¢itim farmakoloskim i biofizickim
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svojstvima. Raznolikost se dodatno povecava kada je ukljuceno vise a ili B subjedinica
u istom pentameru (npr. a605B3 ili a6p2B3) (Hurst i sar., 2013). U principu, svaka
subjedinica jednog nAChR se moze podeliti na dva dela: ekstracelularni vezujuci
domen (EVD) savijen u jezgra B-sendvica je i transmembranski kanalski domen (TKD)
koji se sastoji od cetiri a-spiralnih membranskih segmenata (M1-M4). Svaka
eukariotska nAChR subjedinica sadrzi i intracelularni domen (ICD) se sastoji od
priblizno 100 aminokiselina definisanih kao M3-M4 petlje (Kabbani i sar., 2013).

U literaturi je opisano da kod ki¢menjaka postoje dva glavna tipa nikotinskog
acetilholinskog receptora (nAChR). Predstavnici su neuromi$iéni i neuronski tip.
Neuronski tip nikotinskog acetilholinskog receptora nalazi se u CNS i svim
autonomnim ganglijama. NeuromiSi¢ni tip receptora se nalazi na neuromisi¢nim
sinapsama skeletne muskulature. Na postsinaptickoj mi§i¢noj membrani identifikovana
su tri podtipa nAChR: fetalni misi¢ni — a1B1dy, adultni miSiéni — a1B16¢ i neuronski —
a7 podtip nAChR (Trailovié i sar., 2011).

Pored klasi¢nog miSi¢nog tipa nAChR koji sadrZi al subjedinicu, neuromiSi¢na
sinapsa sadrZzi presinapticki i a2fB3 neuronski tip nAChR. Ovaj tip receptora je
odgovoran za pojatano oslobadanje ACh (autoreceptori). To u stvari zna¢i da ACh
aktivacijom ovih autoreceptora moZe pojafati svoje sopstveno oslobadanje
(presinapti¢ka modulacija). Odsustvo ovog efekta tokom neuromisi¢ne blokade (pojava
se oznacava se kao tetani¢no slabljenje - ,,fetanic fade), sSmatra se da nastaje kao
posledica inhibicije navedenog presinaptickog autoreceptora na nervnom zavrSetku
(Trailovi¢ 1 sar., 2011).

U vezi sa prethodno opisanim strukturama, mehanizam miSi¢ne kontrakcije
objasnjava se na sledeci na¢in. Naime, acetilholin difunduje preko sinapsi i vezuje se za
nikotinske acetilholinske receptore na neuromiSi¢noj sinapsi. Aktivacija nikotinskog
receptora otvara brze natrijumske kanale, dovode¢i do ulaska Na™ jona, i sporog izlaska
jona kalijjuma. Kao rezultat toga, miSi¢na membrana menja polaritet ¢iji napon brzo
raste iz potencijala mirovanja membrane koji iznosi -90mV do nivoa visokog
potencijala od +75mV, nakon ulaska jona natrijuma. Potencijal membrane postaje
hiperpolarizovan, a zatim dolazi do sporog izlaska jona kalijuma da bi se potencijal
membrane vratio na potencijal mirovanja. Ovaj talas jonskih struja stvara akcioni

potencijal koji se Siri iz postsinapticke membrane u svim pravcima. Acetilholin se u
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sinaptickoj pukotini razgraduje dejstvom enzima. U prisustvu funkcionalne
acetilholinesteraze molekul acetilholina se razgraduje veoma brzo. Funkcija ovog
enzima je upravo da ogranic¢i koncentraciju acetilholina u sinaptickoj pukotini i vreme
njegovog prisustva na postsinaptickoj misi¢noj membrani, i tako spre¢i produzeno
delovanje neurotransmitera na nikotinskim receptorima. Pod odredenim uslovima i sam
acetilholin moze da izazove nervnomiSi¢nu blokadu. Opisana je pojava kada je
acetilholin na motornoj ploc¢i prisutan u veoma Vvisokoj koncentraciji (ACh aplikovan
spolja u visim koncentracijama od fizioloskih, dovodi do inhibicije acetilholinesteraze).
Fenomen koji se pritom javlja naziva se “blokada depolarizacijom” i do nje dolazi usled
produzene depolarizacije postsinapticke miSicne membrane, kada acetilholin u visku

blokira dalju kontrakciju.

2.7.2. Specifi¢nosti holinergi¢kog receptora nematoda

Nematode su najnizi evolutivni red u zivotinjskom carstvu koje kao
neurotransmiter koriste ACh (Colquhoun i sar., 1991). Kod njih se proces prenoSenja
signala 1 procesa miSi¢ne kontrakcije odvija upravo preko ovog neurotransmitera. Na
somatskim miSi¢nim celijama nematoda nalazi se nikotinski acetilholinski receptor 1
njegova glavna funkcija je u kretanju parazita. Nikotinski acetilholinski receptor
nematoda je najcesce opisivan kao ciljno mesto delovanja holinergic¢kih antinematodnih
lekova. U istrazivanjima nikotinskog receptora nematoda pokazano je da je sliCan
neuronskom tipu nikotinskog acetilholinskog receptora kod ki¢menjaka jer je neosetljiv
na blokadu a-bungarotoksinom. To ukazuje da misi¢ni nAChR nematoda ispoljava
farmakoloSke i biofizi¢ke sli¢nosti sa neuronskim tipom nAChR ki¢menjaka. Medutim,
lako postoje sli¢nosti, bitna razlika je u tome Sto se selektivni terapijski efekat
postojecih antinematodnih lekova koji deluju kao agonisti nikotinskog receptora,
zasniva na farmakoloskim razlikama izmedu ovih receptora. Postojeci antiparazitici koji
deluju kao agonisti nikotinskog receptora (npr. pirantel, morantel, befinijum), svoje
dejstvo ispoljavaju preko nikotinskog acetilholinskog receptora dovodeci do spasticke
paralize, bez razlaganja od strane acetilholinesteraze. Ovi lekovi dovode do
depolarizacije miSi¢ne Celije otvaranjem neselektivnih katjonskih kanala, dovode¢i do

pojave spazma miSica i smrti parazita.
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.....

neuronskom tipu nikotinskog receptora ki¢menjaka. Komparativno su ispitivane razlike
izmedu pojedinih nematoda. Tako su kod Ascaris suum dokazana tri podtipa nAChR na
membrani misi¢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)
(Robertson i sar., 2007). Ovi lekovi posledi¢no otvaraju i razli¢ite tipove jonskih kanala,
koji se razlikuju osim po farmakoloskim (razli¢iti agonosti) i po biofizickim
karakteristikama (razlicita kinetika otvaranja). Levamizol aktivira L-tip kanala, ali u
manjoj meri otvara i N i B-tip jonskih kanala. Befinijum pre svega otvara B-tip kanala,
ali i L-tip, dok na N-tip ne deluje. Antihelmintici koji deluju kao agonisti nikotinskog
receptora, pokazuju selektivnost za razliite tipove nikotinskog receptora. Selektivnost
za pojedine tipove nikotinskih receptora prisutna je i kod antagonista nikotinskog
receptora (paraherkvamid i 2-deoksi-paraherkvamid).

Radena su istrazivanja sa proteinskim tirozin-kinazama, koja su pokazala da
postreceptorska modifikacija moZe promeniti odgovor na lek i moZe ucestvovati kao
faktor u razvoju rezistencije. Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost 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).

Napominjemo da pored nikotinskog acetilholinskog receptora nematode
poseduju i muskarinski holinergic¢ki receptor. On je po tipu metabotropni G-protein
kuplovani receptor. lako se razlikuje od sisarskih muskarinskih receptora, nematodni
muskarinski receptor je osetljiv na klasi¢cne muskarinske antagoniste, kao $to su atropin
I 4-DAMP. Jos uvek se ispituje njihova uloga u nervnomisi¢nom sistemu parazitskih

nematoda.
2.7.3. Struktura GABA receptora nematoda
Evolutivno gledano, smatra se da je GABA kao neurotransmiter starija od

acetilholina. U literaturi se navodi da se kod nekih pljosnatih crva evolutivno prvi put

pojavljuje primitivni centralni nervni sistem, gde molekul GABA ima inhibitorni efekat
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u pogledu neurotransmisije. Kod nematoda GABA predstavlja glavni inhibitorni
neurotransmiter (Holden-Dye i Walker, 2014).

Do sada je kod sisara opisano 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.

Komparativno gledano za razliku od vertebrata, gde GABA primarno deluje u
sinapsama CNS, kod invertebrata ona deluje na nervno-misi¢noj sinapsi. Kod nematoda,
GABA deluje na relaksaciju telesne muskulature, otvaranjem hloridnih kanala. Smatra
se da se GABA receptori invertebrata ne uklapaju u klasifikaciju sisarskih GABA
receptora (GABAA, GABARg, GABAC), ali je ipak vecina njih sli¢na sisarskom GABAA
tipu receptora (Trailovi¢ i sar., 2011). Jo§ od otki¢a ovih supstanci, Smatra se da su svi
makrolidni antinematodni lekovi agonisti GABA receptora. Pored toga oni pojacavaju
endogeno oslobadanje ove inhibitorne aminokiseline, kao i njeno vezivanje za GABA
receptore. Pored efekta preko GABA receptora, u novije vreme otkriveno je da deluju i
kao agonisti glutamat-zavisnog hloridnog kanala. Ovakvo dejstvo avermektina i
milbemicina prouzrokuje snaznu i produzenu hiperpolarizaciju parazitskih neurona 1
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). Kod A. suum, ivermektin se pod odredenim
okolnostima ponasa kao nekompetitivni antagonista nAChR (negativna alosteri¢na
modulacija), odnosno nekompetitivno antagonizuje acetilholinsku depolarizaciju i
misSi¢nu kontrakciju askarisa. Najpoznatiji agonista GABA receptora kod nematoda
svakako je piperazin.

Piperazin je pocetkom 20-0g veka je prvobitno bio koriséen u terapiji gihta kod
ljudi, zbog svoje poznate osobine da rastvara mokra¢nu kiselinu. Njegova
antihelminticka aktivnost ostala je nepoznata sve do 1950. godine. Nakon otkri¢a
njegovog antihelmintskog dejstva sintetisani su brojni derivati, u vidu razli¢itih soli
piperazina (citrat, adipat). Sintetisani derivati piperazina ispoljili su aktivnost protiv
gastrointestinalnih nematoda nekih vrsta domacih zivotinja. Kao lek koji je registrovan

za upotrebu u veterini, mozemo reci da je piperazin dobro poznati antihelmintik koji se
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koristi u terapiji askaridoze svinja i zivine. Takode, moze se primenjivati u terapiji
helmintoznih infekcija kod pasa, macaka i konja. Po svom hemijskom sastavu je
bezbojni kristal u obliku ljuspica, dobro rastvorljiv u vodi i etanolu. Njegova hemijska
formula je CsH10N26H.0, a molekulska masa 194,2 g/mol. Hemijska strukturna
formula piperazina prikazana je na slici 11. (Piperazin - Pubchem).

Slika 11. Hemijska strukturna formula piperazina

Kao lek u terapiji helmintoznih infekcija dostupan je na trzistu u obliku nekoliko
vrsta soli: citrat, adipat, fosfat, heksahidrat i dihidrohlorid. Ispitivanjima je pokazano da
svaka od navedenih soli sadrzi razli¢ite koliine piperazina (baze): citrat (35%), adipat
(37%), fosfat (42%), heksahidrat (44%), hlorid (48%), dihidrohlorid (50-53%) (Plumb,
2002). Nakon peroralne aplikacije, piperazin se brzo resorbuje iz prednjih partija
digestivnog sistema. Kod prasadi, kojima je *C-piperazin-dihidrohlorid aplikovan
peroralno u dozi od 300 mg/kg ( sto je ekvivalentno 154,5 mg/kg telesne mase piperazin
baze), maksimalna koncentracija u plazmi (Cmax) od 22,75 ng/ml zabelezena je 1 sat od
administracije leka. Kod kokoSaka nosilja, kojima je primenjena ista doza *C-
piperazin-dihidrohlorida (300 mg/kg — sto je ekvivalentno 154,5 mg/kg telesne mase
piperazin baze), pik plazma koncentracija (Cmax) od 26,72 pug/ml zabeleZena je takode 1
sat od primene leka (EMEA, 1999). Ako posmatramo toksi¢nost ovog jedinjenja,
piperazin se smatra lekom sa Sirokim granicama sigurnosti. Akutna peroralna LDso
piperazin-adipata kod miSeva iznosi 11,4 g/kg. Smatra se da kod macaka, znaci

toksi¢nog dejstva piperazina javljaju 24 sata posle peroralno unete toksi¢ne doze. Znaci
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trovanja ovim lekom podrazumevaju povracanje, slabost, dispnoju, fascikulaciju misica
usne Skoljke, depresiju, dehidrataciju, nistagmus, usporeni pupilarni refleks (EMEA,
1999; Adams, 2001). U literaturi je opisano da je akutna peroralna letalna doza LDso
piperazina za miSeve 11,4 g/kg telesne mase (Copp i sar., 1958). Piperazin je kako je do
sada opisano potentni agonista GABA receptora. Kod ki¢menjaka GABA kao
inhibitroni neurotransmiter poseduje aktivnost u CNS-u, dok se kod nematoda efekat
ispoljava na sinapsama neuromi$i¢nog aparata. Zbog navedenih ¢injenica, smatra se da
se farmakoloske osobine GABA receptora ki¢menjaka i nematoda veoma razlikuju

(Trailovi¢ i sar., 2010; Trailovi¢ i sar., 2015).

2.8. Antinematodni lekovi

Antinematodni lekovi (antihelmintici) predstavljaju grupu lekova koji deluju
nematocidno, odnosno ubijaju nematode ili nematostatski, onesposobljavaju i paralisu
nematode, posle Cega one bivaju izbaene iz organizma domacina peristaltiCkim
pokretima creva ili kontrakcijom glatke muskulature respiratornih puteva. Na osnovu
hemijske strukture, antinematodni lekovi su podeljeni u nekoliko grupa: Prosta
heterociklicna 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 (avermektini i mibemicini) i derivati
aminoacetonitrila (monepantel).

U ovom radu posebnu paznju ¢emo posvetiti grupi tetrahidropirimidina,
kvaternernim amonijumovim solima i aminoacetonitrilima ¢ije smo supstance u nasem
istrazivanju koristili da bismo objasnili mehanizme delovanja potencijalno novih

supstanci poreklom iz esencijalnih biljnih ulja.

2.8.1.Tetrahidropirimidini i kvaternerne amonijumove soli

U grupu lekova pod nazivom tetrahidropirimidini ubrajamo pirantel, morantel i

oksantel. Po svom mehanizmu dejstva tetrahidropirimidini pripadaju holinomimetickim
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antihelminticima koji deluju kao ligandi nikotinskog acetilholinskog receptora
nematoda (Gokbulut i sar., 2001; Holden-Dye i Walker, 2014 ).

Pirantel

Kao predstavnik grupacije lekova pod nazivom tetrahidropirimidini, pirantel je
po prvi put u klinicku praksu uveden davne 1966. godine, primarno u terapiji protiv
gastrointestinalnih nematoda ovaca i koza. Nedugo zatim pocela je njegova primena u
le¢enju helmintoznih infekcija kod goveda, svinja, konja, a na kraju i kod pasa. Poznato
je da je Americka uprava za hranu i lekove (US Food and Drug Administration — FDA)
odobrila je primenu pirantela kod svinja, pasa i konja (Bjern i sar., 1996).. Sa aspekta
klinicke sigurnosti upotrebe, soli pirantela ne ispoljavaju toksi¢ne efekte kod Zivotinja
do prekoracenja preporucene terapijske doze i do sedam puta (International
Pharmacopoeia, 2011). Akutna peroralna LDso pirantel-tartarata za misSeve iznosi 175
mg/kg, dok je za pacove 170 mg/kg. Kod pasa, akutna peroralna LDso pirantel-tartarata
je 690 mg/kg telesne mase (Hu i sar., 2009). Pirantel je prili¢cno bezbedan za primenu
kod konja i ponija svih uzrasta. Goveda tretirana sa pirantel-tartaratom u dozi od 200
mg/kg dolazi do pojave teske ataksije pracene zamorom. U literaturi je zabelezeno da u
klini¢koj praksi zivotinje bolje podnose pirantel-pamoat od pirantel-tartarata (Adams,
2001; Katzung i sar., 2011). Na trzistu se pirantel nalazi u obliku dve soli: tartarata i
pamoata (0znacava se jo$ i kao embonat). Hemijska formula pirantela je C11H14N>S, a
molekulska masa iznosi 206.307 g/mol. Strukturna formula pirantela prikazana je na
slici 12. (Pirantel - Pubchem).

Slika 12. Hemijska struktura pirantela

32


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C11H14N2S&sort=mw&sort_dir=asc

Dorde S. Marjanovié Pregled literature

Navodi se da je pirantel-pamoat (embonat) Zuti kristalni prasak, rastvorljiv u
dimetil-sulfoksidu i gotovo nerastvorljiv u vodi. Hemijskim ispitivanjima pokazano je
da je pirantel-tartarat rastvorljiv u vodi. Pomenute dve soli pirantela imaju i poprilicno
razli¢ite farmakokineti¢ke osobine, a samim tim i razliitu toksi¢nost za domacina.
Literaturni podaci pokazuju da se pirantel-pamoat (embonat) slabo resorbuje iz
digestivnog sistema i kao nepromenjen eliminise se iz organizma putem fecesa. So pod
nazivom pirantel-tartarat,koja je rastvorljiva u vodi, posle peroralne primene resorbuje
se brzo iz creva monogastri¢nih Zivotinja (Adams, 2001; Katzung i sar., 2011).

Kod pasa, nakon jednokratno peroralno primenjenog pirantel-pamoata
(embonat) u dozi od 10 mg/kg, maksimalna koncentracija leka u krvnoj plazmi (Cmax)
iznosila je 311,8 ng/ml, a postignuta je za 1,5 sat od primene leka (International
Pharmacopoeia, 2011; Katzung i sar., 2011).

U ispitivanjima kod svinja odredivani su i maksimalna koncentracija leka u
krvnoj plazmi (Cmax) 1 vreme za koje se ta maksimalna koncentracija postize (tmax).

Pirantel citrat i pirantel pamoat primenjeni su jednokratno peroralno, u dozi od:
22,0 mg/kg (pirantel-citrat) i 32,84mg/kg (pirantel-pamoat). Dobijene su sledece
vrednosti: Za pirantel-citrat Cmax je iznosila 1,92+0,44 pg/ml i postignuta je za
1,51+0,45 sati (tmax), dok je za pirantel-pamoat Cmax iznosila 0,23+0,06 pg/ml i
postignuta je za 3,26+0,64 sata (tmax) (Bjorn i sar., 1996).

Morantel

Smatra se da ovo jedinjenje pripada grupi tetrahidropirimidinskih
antihelmintika. Razlikuje se od svog srodnika pirantela zato $to poseduje dodatak metil
grupe na tiofenskom prstenu. Namenjen je za leCenje infekcija izazvanih nematodama i
pantljicarama. Morantel i njegove soli se ne koriste u humanoj medicini. Kod goveda u
laktaciji i izvan laktacije daje se u obliku morantel tartarata u formi sporo razgradivih
bolusa (11,8 g morantel baze po Zivotinji) ili kao pojedinac¢na oralna doza od 6 do 7.5
mg morantel baze / kg telesne mase i kod svinja u jednoj dozi koja je ekvivalent 7,5 mg
baze / kg telesne mase (Rickard i sar., 1989). Kod ovaca se za leCenje infekcija
pantljicara i valjkastih glista aplikuje u obliku morantel citrata koja se aplikuje u jednoj
dozi, koja je ekvivalentna 5 do 6 mg morantel baze / kg. Literaturni podaci pokazuju da
morantel deluje kao potentni agonista nikotinskog acetilholinskog receptora na
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misSi¢nim ¢elijama nematoda (Vercruysse i sar., 1992; Qian i sar., 2006; International
Pharmacopoeia, 2011). Aktivacija acetilholinskog receptora indukuje produzenu
spasti¢nu paralizu parazita i njegovo izbacivanje iz tela domacina.

Morantel (Ci2HisN2S) je po svom hemijskom sastavu kristalne strukture,
molekulske mase 220,3 g/mol. Hemijska strukturna formula prikazana je na slici 13.
(Morantel - Pubchem)

Slika 13. Hemijska struktura morantela

Delimi¢no je rastvorljiv u etanolu i vodi, najbolje u metanolu, a prakti¢no
nerastvorljiv u benzenu i etil acetatu. Na trzistu se nalazi u obliku dve soli. Morantel
citrata i morantel tartarata. Morantel citrat je svetlo-zuti kristalni prasak, specificnog
mirisa, delimi¢no rastvorljiv u vodi. Morantel tartarat je svetlo zuti prasak , nesto bolje
rastvorljiv u vodi, a najbolje u metanolu.

Kod miseva se nakon oralne aplikacije morantel-citrata u dozi koja je
ekvivalentna 50 mg baze/kg i nakon oralne aplikacije morantel tartarata u dozi koja je
ekvivalentna 6 mg morantela baze/kg, u proseku se izlu¢uje oko 27 % preko urina za 24

sata.
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Kod goveda nakon oralne aplikacije morantel tartarata u dozi koja je
ekvivalentna 6 mg morantel baze/ kg, manje od 20 % se izluCuje urinom za 96 sati a
preostali deo se izlucuje fecesom (69 %).

Vrednosti LDso nakon oralne aplikacije morantel tartarata, ekvivalentne su 179-
260 1 551-586 mg morantela baze/kg telesne mase kod miseva i pacova. Za morantel
citrat, vrednosti LDsg nakon oralne aplikacije iznose 125 mg morantela baze / kg kod
miSeva. Morantel tartarat se dobro podnosi kod oralne aplikacije kod goveda i ovaca u
dozama 6.5 puta ve¢im od preporucene, pa Cak i 28 puta ve¢im od srednje terapijske
doze. Morantel se intenzivno metaboliSe in vivo. Nakon 24 ¢asa ukupni ostaci sadrze
oko 50 % polarnih i farmakoloski neaktivnih metabolita nakon cepanja prstena i
konjugacije sa glutationom. Simptomi trovanja podrazumevaju respiratorne smetnje,

hipotermija, ataksija,tremori i konvulzije.

Befinijum

Befinijum kao jedinjenje spada u grupu kvarternernih amonijumovih soli koje
su visoko jonizovane. Sintetskog je porekla. Spada u grupu holinergi¢kih agonista
(Adams, 2001). Pocetkom pedesetih godina proslog veka uveden je u klini¢ku praksu za
leCenje gastrointestinalnih infekcija nematoda kod Zivotinja 1 ljudi. Primec¢eno je da je
njegova aktivnost jace izrazena prema nematodama koje parazitiraju na sluznici creva,
nego prema onim nematodama koje parazitiraju u crevnoj Supljini bez kontakta sa
sluznicom.

Njegova aktivnost bila je jaCe izrazena protiv nematoda koje parazitiraju
zakaCene za mukozu creva, u poredenju sa nematodama koje parazitiraju slobodne u
lumenu creva. U tretmanu parazita kod zivotinja daje se per os jednokratno 20-25 mg/kg
kod tezih infekcija parazitima doza se povec¢ava na 50 mg/kg (Adams, 2001).

Befinijum je po hemijskoj strukturi kristalni prasak, u nijansi zute do zelenkasto-
zute boje, bez mirisa. Istrazivanja su pokazala da je nerastvorljiv u vodi, etru i benzenu,
a rastvorljiv u etanolu i metanolu. Njegova hemijska formula je CzsH29NOs4, a
molekulska masa 443,50 g/mol. Na trzistu se moze na¢i u formi befinijum hlorida i
befinijum hidroksinaftoata. Strukturna formula befinijuma prikazana je na slici 14.

(Befinijum - Pubchem).
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Slika 14. Hemijska struktura befinijuma.

Befinijum se slabo resorbuje iz digestivnog sistema. Poseduje veoma visoke
LDso nakon per os aplikacije. Kod miSeva LDsg za intraperitonealni nacin aplikacije
iznosi 72 mg/kg, a za peroralni nacin aplikacije 1000 mg/kg. Ispitivanjem na primatima
ustanovljeno je da peroralna doza od 317 mg/kg befinijum-hlorida ili 500mg/kg
befinijuma u obliku hidroksinaftoata, aplikovanih u toku 25 dana ne dovode do
signifikantnih promena u razli¢itim tkivima (Burrows, 1958). Nakon intravenske
aplikacije, toksi¢ni efekti leka dolaze do izrazaja. Naime, dolazi do pojave kratkotrajnog
pada krvnog pritiska. Kod pasa i macaka zabelezeni su podrhtavanje, nauzeja,
povracanje, neretko 1 dijareja sa bolom u abdomenu. Kod nekih tretiranih Zivotinja
dolazilo je do pojave vrtoglavice. Intenzivna midrijaza zabelezena je kod macaka.
Dejstvo dejstva befinijuma na CNS ukazuju na centralni emeticki efekat kod pasa, kao i
respiratorna insuficijencija, koja moze biti uzrok smrti kod trovanja (Burrows., 1958).
Zbog pojave ovih toksi¢nih efekata befinijum nije registrovan za upotrebu u SAD, dok
se u nekim zemljama Azije i dalje koristi za leCenje parazitskih infekcija. Smatra se da
befinijum dovodi do miSi¢ne kontrakcije preko posebnog podtipa nikotinskog receptora
(B podtip) (Martin i sar., 1998). Ovaj podtip nikotinskih receptora parazitskih
nematoda oznacava upravo po befinijumu (B podtip). U novije vreme radi se na tome da

se upotpuni istrazivanje na molekularnom nivou o nacdinu vezivanja befinijuma za

36



Dorde S. Marjanovié Pregled literature

nikotinski receptor i da se objasni struktura i distribucija B podtipa nikotinskog

receptora u samim parazitima.

2.8.2. Aminoacetonitrili (monepantel)

Kada govorimo o aminoacetonitrilima moramo spomenuti da se u literaturi
navodi da je proslo vise od 30 godina od uvodenja novih lekova koji su se mogli
koristiti za leCenje infekcija izazvanih parazitskim nematodama. Nakon otkri¢a ovih
supstanci, smatralo se da se da ¢e ova jedinjenja popuniti prazninu zbog toga §to je puno
vremena proslo od otkri¢a nekog novog antinematodnog leka koji bi se mogao koristiti
za leCenje parazitskih infekcija pre svega zivotinja. Aminoacetonitrilni derivati (AAD)
sa svojim predstavnikom monepantelom predstavljaju jednu od najnovijih klasa
antihelmintika za koje se smatra na osnovu istrazivanja proizvodaca da deluju kao
alosteri¢ni modulatori. U studijama koje su radene smatra se da monepantel deluje kao
antagonista nikotinskog receptora (Abongwa i sar., 2018).

Aminoacetonitrili su klasa jedinjenja veoma male molekulske mase, koji se
relativno lako dobijaju alkilacijom fenola hloracetonom (Kaminsky i sar., 2008). Do
sada je sintetisano preko 600 jedinjenja sa razliitim ariloksi ili aroil grupama u
aminoacetonitrilnom jezgru. Istrazivanja pokazuju da postoji visoka efikasnost
aminoacetonitrila u terapiji parazitskih infekcija kod malih prezivara. Rezultati
efikasnosti aminoacetonitrila pokazuju da oni efikasno eliminiSu ¢etvrti larveni stadijum
(L4) Haemoncus contortus kod ovaca i Cooperia oncophora kod krava, ve¢ posle
jednokratne primene doze od 20 mg/kg telesne mase (Sales i Love, 2016). Kod
istovremene infekcije ovaca sa L4 stadijumom 5 naj€e$c¢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 aktivni protiv parazitskih nematoda i imali su efekat na kretanje, rast i
vitalnost slobodnoziveée nematode C. elegans. Smatra se da izazivaju spazam tela zida
miSi¢a dovode¢i do paralize, spazmicne kontrakcije prednjeg dela farinksa i smrti
parazita (Kaminsky i sar., 2008). Farmakokineticke osobine monepantela i njegovog

sulfon metabolita, ispitane su kod ovaca nakon intravenske i oralne aplikacije. Sulfon

37



Dorde S. Marjanovié Pregled literature

metabolit se brzo formira i dominira nad monepantelom 4 h nakon aplikacije, bez obzira
na nacin primene. Ukupna bioraspolozivost monepantela bila je 31 %, ali je pokazano
da priblizno ista koli¢ina monepantel sulfona proizvedena bez obzira na koji nacin je
monepantel aplikovan. Monepantel sulfon je glavni hemijski entitet prisutan kod ovaca
u krvi. Generalno, ovi farmakokineti¢ki podaci pomazu u evaluaciji monepantela kao
oralnog anthelmintika ovaca (Karadzovska i sar., 2009).

Smatra se da je monepantel (C20H13FsN3O2S) supstanca sintetskog porekla,
molekulske mase 493,393 g/mol. Lose se rastvara i etanolu i vodi, ali se zato veoma
dobro rastvara u DMSO. Nakon rastvaranja u vodi dobija se gusta zuckasta suspenzija
sa dve faze koja u sebi sadrzi bele praskaste Cestice. Na slici 15. prikazana je hemijska

struktura ovog jedinjenja (Monepantel - Pubchem).

Slika 15. Hemijska struktura monepantela

Kao predstavnik ove grupe lekova on je prvi lek koji je odobren za klinicku
upotrebu u veterinarskoj medicini za leCenje parazitskih infekcija (EMA, 2016;
Abongwa i sar., 2017). U testovima dejstva protiv parazita kojima su vestacki inficirani
misevi i pacovi monepantel je pokazao odli¢nu aktivnost protiv adultnih A. ceilanicum
(ECs0 = 1,7 mg / ml), umereni efekat na T. Muris L3 (ECso = 78,7 ug / mL), dok nije
primecen nikakav efekat na A. ceilanicum L3, adultne T. Muris, i obe forme N.

americanus. Trichuris muris, S. Ratti i A. suum nisu bili pogodeni tretmanom sa
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monepantelom in vivo (nakon doze od 600 mg / kg, 32 mg / kg i 600 mg / kg telesne
mase ) ( Tritten i sar., 2011).

Sprovodeni su testovi na ovcama sa sumnjom da postoji rezistencija
Haemonchus contortus prema monepantelu u testu smanjenja broja fekalno izlu¢enih
jaja parazita. Pokazalo su da je efikasnost tretmana sa monepantelom bila 0 %, odnosno
da je identifikacijom koprokulturnim pregledom prisustva larvi hemonhusa pre i posle
tretmana bila 100 % (Van den Brom i sar., 2015). Ova i jo$ neke studije potvrduju, da se
na terenu pojavljuje rezistencija H. contortus prema monepantelu. Rezistencija parazita
na monepantel takode je prijavljena na Novom Zelandu. U tim izvestajima monepantel
nije uspevao da kontroliSe infekcije izazvane sa Teladorsagia circumcincta i
Trichostrongilus colubriformis kod koza. Na Novom Zelandu monepantel je licenciran i
pusten na trziSte 2009. godine , a prvi slucajevi rezistencije parazita prema ovom leku
prijavljeni su Cetiri godine kasnije, sliéno onome §to se sada dogodilo u Urugvaju gde je
monepantel licenciran 2010. godine a rezistencija je prijavljena 2014. godine (Mederos i
sar., 2014). Zakljucak je da su se pomenuti paraziti vrlo brzo adaptirali i stvorili
rezistenciju prema ovom antiparazitiku. U toku su razne studije koje se bave upravo
ovom problematikom koja se javlja kod monepanela 1 njegove primene u lecenju
parazitskih infekcija pre svega ovaca.

U istrazivanjima, aminoacetonitrili su ispoljili nisku toksi¢nost kod glodara i
prezivara. Peroralna LDso derivata aminoacetonitrila kod pacova iznosi preko 2 g/kg
telesne mase. Ispitivanja podnosljivosti razli¢itih AAD, takode su pokazala da se radi o
jedinjenjima koja sisari dobro podnose. Posle oralne primene, monepantel se brzo
resorbuje u krvotok i brzo metaboliSe do monepantel sulfona koji ima sli¢nu efikasnost
kao osnovno jedinjenje. Monepantel i njegovi metaboliti nisu toksicni za Zzivotnu
sredinu i njene komponente, kao §to su mikroflora zemljista, vodene organizme i biljnu
vegetaciju (Lecova i sar., 2014). Do sada nisu opisani i prijavljeni slucajevi
genotoksicnosti 1 teratogenosti ove grupe jedinjenja. Svi navedeni podaci o pojavi
rezistencije ukazuju na nuznu potrebu za daljim istraZzivanjem mehanizama razvoja
rezistencije parazita na aminoacetonitrile da bi se u buducnosti sprecile negativne

posledice usled neefikasnosti antiparazitske terapije.
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3. Ciljevi i zadaci

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je da se ispita potencijalno
antinematodno dejstvo odabranih monoterpenoidnih i diterpenoidnih aktivnih principa
esencijalnih biljnih ulja i utvrdi mehanizam kojim oni ostvaruju antiparazitski efekat.
Brojna istrazivanja pokazuju da su esencijalna biljna ulja, odnosno njihovi aktivni
sastojci bezbedni za primenu kod ljudi i Zivotinja i potencijalno atraktivna alternativa
postoje¢oj antiparazitskoj terapiji. Biljke stvaraju esencijalna ili etericna ulja kao
organske produkte sekundarnog metabolizma. Aktivni principi esencijalnih biljnih ulja
su zavisno od prekursora primarnog metabolizma iz koga nastaju 1 razliCitog
metaboli¢kog puta podeljeni na terpenoide, fenilpropanoide, steroide i alkaloide.
Posebnu paznju privlaée monoterpenoidi: karvakrol, karveol, alfa-pinen, mentol, timol
kao i fenilpropanoid cinamaldehid, kod kojih se medu brojnim bioloskim efektima
spominje i njihovo antiparazitsko dejstvo.

Zadatak istrazivanja ove doktorske disertacije je ispitivanje interakcije aktivnih
principa etarskih biljnih ulja sa holinergickim i GABA-ergi¢kim receptorima nematoda.
Poznato je da pojedine konvencionalno koris¢ene supstance (avermektini) pored
delovanja na nervno-misic¢ni sistem nematoda, deluju i na farinks, odnosno faringijalno
pumpanje. Planirano je da se ispita dejstvo aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja na
kontrakcije farinksa nematoda, konkretno u ovom istrazivanju na nematodi C. elegans.

Da bi se analizirala selektivnost dejstva odabranih biljnih terpenoida, tema
istrazivanja je 1 njihov uticaj na GABA 1 holinergi¢ke receptore sisara. Ispitivanja su
sprovedena na izolovanim preparatima dijafragme i ileuma pacova, dok je ispitivanje
njihovog uticaja na integrisanost CNS-a testirano Rota-rod testom na pacovima.

Cilj istrazivanja je da se ispitaju potencijalni antinematodni efekti odabranih
biljnih terpenoida, za koje u literaturi postoje podaci (ili za etarska ulja u ¢ijem su
sastavu) da imaju izvesna antiparazitska svojstva. Posle preliminarnih testova na
izolovanom nervnomi$i¢énom preparatu, jedinjenja sa jasno ispoljenim antinematodnim
dejstvom bice dalje ispitivana u cilju definisanja preciznog mehanizma antiparazitskog
efekta. Jedan od ciljeva istrazivanja je da se proceni selektivnost dejstva biljnih

terpenoida i njihova bezbednost za domacina. Komparacijom farmakoloskih efekata na
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izolovanim neuromi$i¢nim preparatima nematoda i sisara bice definisane efektivne
antinematodne, ali i istovremeno bezbedne koncentracije aktivnih principa esencijalnih

biljnih ulja za potencijalnu klini¢ku primenu.

Zato smo za zadatke naseg rada postavili sledece:

Da se ispita potencijalno farmakolosko dejstvo odabranih biljnih mono i
diterpenoida na kontraktilnu sposobnost neuromisi¢nog preparata parazitskih nematoda
I da se odredi dozna zavisnost efekta.

Da se ispita mehanizam antinematodnog dejstva odabranih terpenoida na
neuromisi¢nom preparatu nematoda i to:

-dejstvo na razlicite tipove nikotinskog receptora (L, N i B tip),
-dejstvo na GABA receptor.

Da se ispita interakcija odabranih biljnih terpenoida sa najnovijim
antinematodnim lekovima derivatima aminoacidonitrila (monepantel).

Da se ispita dejstvo odabranih biljnih terpenoida na faringealno pumpanje
nematoda i stepen prezivljavanja Caenorhabditis elegans.

Da se analizira selektivnost dejstva odabranih terpenoida na neuromisi¢énim
preparatima sisara (izolovana dijafragma i ileum pacova).

Da se analizira selektivnost dejstva odabranih terpenoida i testira njihov efekat

na integrisanost nervnog sistema sisara izvodenjem Rota-rod testa na pacovima.

U okviru ove disertacije, svi eksperimenti neophodni za resavanje postavljenih
ciljeva i zadataka, izvedeni su u Laboratoriji za Farmakodinamiku Katedre za
Farmakologiju i toksikologiju, Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u

Beogradu.
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4. Materijal i metode

Istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji podeljena su u ¢etiri dela. Prvi deo ¢ine
Ispitivanja na neuromisi¢cnom preparatu velike parazitske nematode svinja Ascaris
suum; Drugi i treci deo istrazivanja odnosili su se na utvrdivanje i analizu selektivnosti
dejstva odabranih aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja. Ovaj deo je podrazumevao
ispitivanja dejstva odabranih aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja na periferne
nikotinske i muskarinske strukture - izolovana dijafragma i ileum i istrazivanja njihovog
dejstva na integrisanost nervnog sistema sisara, Rota-rod testom na pacovima; Cetvrti
deo bila su ispitivanja efekata odabranih aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja na
prezivljavanje 1 intenzitet faringealnog pumpanja slobodnozive¢e nematode

Caenorhabditis elegans (engl. Wild-type-divlji soj).

Istrazivanja na neuromisi¢nom preparatu Ascaris suum

Parazitska nematoda svinja Ascaris suum je dopremana u specijalno
dizajniranim nerdaju¢im termosima sa klanica u okolini Beograda (IMES i Ambar)
neposredno posle ¢iséenja creva i prikupljanja u posebno pripremljenom rastvoru -
Lockes solution. Sastav Lockes solution je standardizovan i vrednosti su izrazene u
mM: NaCl 155, KCI 5, CaCl> 2, NaHCOz 1.5 i glukoza 5. Nematode su u laboratoriji
Cuvane U istom rastvoru koji je odrzavan na temperaturi od 32-36°C u vodenom
kupatilu. Lockes rastvor je menjan svakih 12 sati, $to je omogucavalo da se paraziti iz
jedne kolekcije mogu Koristiti u ispitivanju kontrakcija najduze 5 dana.

U ispitivanjima su koris¢ene adultne zenke askarisa jer su vecih dimenzija i ¢ine
vec¢inu u populaciji parazita. Neuromisiéni preparat za ispitivanje kontrakcija pripreman
je disekcijom prednjeg dela tela parazita 2 do 3 cm kaudalno od glave. Daljim
odsecanjem tkiva izmedu dve crvene linije longitudinalno na telu parazita, duzine lcm
uvek je dobijan preparat (segment) istih dimenzija.

Zatim je iseCeni segmet askarisa postavljan u komoru (kupatilce) zapremine 20
ml, koja je bila ispunjena sa Ascaris Perienteric Fluid Ringer/APF Ringer standardnog
sastava (mM): NaCl 23, Na-acetat 110, KCI 24, CaCl, 6, MgCl> 5, glukoza 11, HEPES
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5, sa vrednosti pH 7.6. Postupak fiksiranja preparata je obavljan tako $to je jedan kraj
segmenta pri¢vrs¢en za kukicu na dnu kupatilca, a drugi deo je koncem zakacen za
izometrijski transdjuser koji je preko interfejsa i amplifajera povezan sa PC racunarom.
Kontinuirano mesanje aplikovanih supstanci u kupatilcu zapremine 20 ml obezbedeno
je stalnim ubrizgavanjem smese vazduha elektricnom pumpom, pri ¢emu kretanje
mehuric¢a nije uticalo na kontrakcije jer je jacina meSanja kontrolisana ventilom na
crevima koja ubrizgavaju vazduh.

Nakon disekcije preparata, postavljanja u Kkupatilce i povezivanja sa
izometrijskim transdjuserom, preparat je mikrometarskim regulatorom na nosacu
transdjusera izlozen pocetnoj tenziji od 0.5-1.0 g tokom 15-20 minuta. Kada se osnovni
tonus stabilizovao na oko 0.5 g, aplikovane su ispitivane supstance a zatim su pracene i
merene kontrakcije.

Koriscen je protokol aplikacije rastu¢ih koncentracija ispitivanih supstanci koje
su poznate kao agonisti nikotinskog receptora (acetilholin, befinijum, pirantel i
morantel) i supstanci za koje smo pretpostavili da ¢e delovati agonisti¢ki (mentol i
karveol u niskim koncentracijama) ili antagonisti¢ki (monepantel, karvakrol, piperazin,
GABA, karveol u visokim koncentracijama). Nakon dobijanja kontraktilnog efekta,
supstance su ispirane iz kupatilca u pravilnim vremenskim intervalima.

Spontana aktivnost preparata askarisa, njegove kontrakcije izazvane agonistima
nikotinskog receptora ili relaksacije izazvane antagonistima registrovane su preko
izometrijskog transdjusera i softvera eLAB 11 i eLAB 44 (El Unit, Beograd) na PC
raéunaru u realnom vremenu. Dobijeni zapisu su kasnije analizirani, kontrakcije merene

1 rezultati statisti¢ki obradivani.

Istrazivanja na neuromisi¢cnom preparatu dijafragme i ileuma pacova

Za ispitivanja na izolovanoj dijafragmi 1 ileumu koriS¢eni su pacovi Wistar soja,
muskog pola, telesne mase 150-200 g. Zivotinje su drzane u standardnim uslovima
regulisanim EU direktivama i predvidenim za kavezne laboratorijske zivotinje U
grupama od po 5, sa kontrolisanim svetlosnim ciklusom 12-h svetlo/tama i pri
temperaturi 21-24°C. Zivotinje su hranjene propisanom kompletnom peletiranom

hranom za pacove (Veterinarski Zavod Subotica) i pojene ad libitum. Sve pocedure koje
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su primenjivane u skladu su sa EEC Directive 86/609 i odobrene su od strane Etickog
komiteta Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

Neophodno Zrtvovanje oglednih Zivotinja sprovodeno je neposredno pred
ispitivanje, odobrenom standardnom metodom, predoziranjem tiopenton-Na u skladu sa
propisima Home Office Code of Practice (1997). Odmah po zrtvovanju pristupalo se
evisceraciji dijafragme i ileuma. Manipulacija i odrzavanje izolovanog ileuma i
dijafragme pacova u in vitro uslovima vrSeno je u hranjivom Tyrode rastvoru. Sastav
Tyrode rastvora (mM) je slede¢i: NaCl 139,9; KCI 2,7; CaCl> 1,8; MgCl> 1,04,
NaHCOs3 11,9; NaH2PO4 0,4 i glukoza 5,5.

Postupak pripremanja preparata dijafragme obavljan je tako S§to se najpre cela
dijafragma, na kostanoj osnovi od rebara i grudne kosti, prenese u Tyrode-ov rastvor a
zatim se makazama pazljivo odvoje leva i desna hemisfera. Od jedne hemisfere
dijafragme, preparat je pripreman tako §to je isecan poprecni, centralni deo hemisfere,
duzine 10 mm i Sirine 5 mm. IseCak je odmah zatim postavljan vertikalno u vodeno
kupatilo zapremine 20 ml, 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%). MeSanje rastvora gasom u
vodenom kupatilcu nije uticalo na parametre kontrakcije jer je ventilom na dovodnim
crevima vrsena precizna kontrola jacine oksigenacije preparata.

Prilikom manipulacije jedan kraj preparata dijafragme koncem je pri¢vrscen za
stalak, dok je drugi pri¢vrsc¢en za izometrijski transdjuser. Dve platinaste elektrode
postavljene su paralelno na razdaljini od 3-4 mm od preparata. Elektrode su povezane sa
stimulatorom BioSmart 150 (ElUnit, Beograd) koji preko softvera eLAB 44 (ElUnit,
Beograd) i PC raunara omogucava stimulaciju preparata i beleZenje kontrakcija na
ekranu racunara u realnom vremenu. Pre pocetka ispitivanja preparat je izlozen pocetnoj
tenziji od 0.5g tokom 10-15 minuta. Ovakvo optereéenje ne menja duzinu preparata za
vise od 1 mm. Preparat dijafragme je stimulisan tetani¢énim pulsevima, “paketom” od 5
stimulacija svakih 30 sekundi (20 ps, 50Hz, 30v, 2s) sa pauzom od 3 do 5 minuta
izmedu “paketa”. Kontrakcije izazvane poljnom elektriénom stimulacijom registrovane
su preko izometrijskog trandjusera i softvera eLAB 44 (ElIUnit, Beograd). Merene su
maksimalne kontrakcije i eventualna pojava “tetanic fade“, odnosno blokade

presinaptickog nikotinskog receptora.
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Na preparatu izolovanog ileuma pacova, koji je pripreman od preterminalnog
dela ileuma postupak je bio sledeci. Ise¢ak duzine 4 do 5 cm uziman je na rastojanju od
oko 10 cm od ileocekalne valvule i odlagan u Tyrode-ov rastvor. Posle preparisanja
(uklanjana masnog tkiva i ¢is¢enja unutras$njeg dela creva), segment creva duzine 2 cm
postavljen je u vodeno kupatilo zapremine 20 ml, sa Tyrode rastvorom na temperaturi
od 37°C, pH 7.4 vrednosti. Oksigenacija Tyrode-ovog rastvora u vodenom Kkupatilu za
izolovane organe vr$ena je meSavinom Kiseonika i ugljen-dioksida (95% + 5%).

Prvo je jedan kraj preparata ileuma koncem pri¢vrséen za stalak, dok je drugi
kraj pricvrséen za izometrijski transdjuser, tako da se iseCak ileuma nalazio u
srediSnjem delu prostora izmedu dve elektrode. Elektrode izradene od platine
postavljene su sa bo¢nih strana preparata na razdaljinu od 3-4 mm, povezane sa
stimulatorom BioSmart 150 (EIUnit, Beograd). Pre pocetka ispitivanja, preparat je
izlozen pocetnoj tenziji od 0.5 g. Posle postizanja stabilnog pocetnog tonusa preparat
ileuma je stimulisan “paketom” od 5 stimulacija na svakih 60 sekundi (2 ms, 100 Hz,
45v, 2s). Posle pauze od 5 minuta i ispiranja, istom preparatu aplikovane su rastuce
koncentracije acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100 uM) ili drugih ispitivanih supstanci radi
odredivanja odnosa doze i efekta. Spontana aktivnost ileuma i njegove kontrakcije
izazvane poljnom elektricnom stimulacijom, odnosno acetilholinom ili drugim
supstancama registrovane su preko izometrijskog trandjusera i softvera eLAB 44 (El

Unit, Beograd) na PC racunaru.

Ispitivanje dejstva karvakrola na nervni sistem pacova izvodenjem Rota-rod testa

Rota-rod test se koristi kao metoda za ispitivanje koordinacije neuro-misi¢ne
aktivnosti pacova koji su izloZeni dejstvu neke ispitivane supstance. Aparat za Rota-rod
test pruza jednostavan nacin da se testiraju efekti lekova, oSte¢enja mozga, bolesti koje
uti¢u na motornu koordinaciju ili otpornost na zamor pacova. Zivotinja se postavlja na
rotirajuc¢i valjke Rota-rod aparata. Pacovi moraju da zadrze ravnotezu na rotirajuéem
valjku ukoliko im nije ugrozena koordinacija nervnog i misi¢nog sistema. Kada
Zivotinja padne sa valjka u svojoj koloni, automatski se snima vreme kasnjenja (minute i
sekunde) i brzina rotacije pokretnog valjka. Parametri koji se reguliSu i ispituju su

brzina rotiraju¢eg valjka koja se izrazava kao RPM (1-100) i vreme rotiranja i kretanja
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pacova koje se izrazava u MIN (1-100). Izmenjivi gornji separator za aparat za pacove
spreCava uticaj izmedu zivotinja koje se kre¢u u susednim trakama. Rad Rota rod
aparata kontroliSe se naprednim mikroprocesorom koji obezbeduje preciznu kontrolu
vremena okretanja i izuzetno preciznu regulaciju brzine. Dobijeni podaci se grupiSu i
cuvaju u tabelama. Prec¢nik rotirajuceg valjka iznosi 5 cm. Na valjku se nalaze Cetiri
pregradne komore na kojima ima mesta za po jednog pacova. Istovremeno se meri
kretanje 4 jedinke koje se stavljaju na valjak. Na aparatu postoji digitalna kontrola
parametara, a ukoliko se poveze sa racunarom, postoji i softverska kontrola pomocu
programa RotaSoft (ElIUnit, Beograd) (Slika 16). Procedura izvodenja ispitivanja
jesledeca. Naime, sedam dana pre ispitivanja pacovi se treniraju kako bi bili sposobni
da

se odrze na rotiraju¢em valjku pod zadatim parametrima rotacije bez padova. Parametri
koje smo Koristili bili su 15 RPM i vreme od 5 MIN. Svi pacovi su podeljeni u kaveze u
6 grupa po 6 Zivotinja. Pacovi su trenirani dva puta dnevno pre hranjenja kompletnom
peletiranom hranom (Veterinarski Zavod Subotica) predvidenom za ovu vrstu oglednih
zivotinja. Vodu su dobijali ad libitum. Cetiri grupe su bile ogledne, a dve kontrolne. Na
dan izvodenja ispitivanja pacovi nisu hranjeni, kavezi su stavljeni u prostoriju za
izvodenje ispitivanja 15 minuta pre pocetka testa. Svaka zivotinja je izmerena da bi se
odredila doza ispitivane supstance. Ispitivanu supstancu (karvakrol) aplikovali smo
peroralno u dozama 200 mg/kg, 300 mg/kg, 400 mg/kg i 500 mg/kg telesne mase, dok
je kontrolna supstanca (diazepam) aplikovana intraperitonealno u dozi od 3 mg/kg
telesne mase pacova. Nakon aplikacije supstanci obavljan je test u pravilnim
vremenskim intervalima. Tako je prvo testiranje izvedeno nakon 30 minuta od momenta
aplikacije, a drugo testiranje nakon 90 minuta. Tabelarno su prikazani rezultati testa sa
brojem padova pojedinac¢no po grupama i ukupan broj padova na testu po vremenskim

intervalima.

Rotirajui valjak
aparata sa
stajnom g I 3-Tem

povriinom

Podloga
2a stajanje

Toimer e [iwr] [1or] [0 ] [e] [(fo=  itabo

kontrola brzine

Slika 16. Sematski prikaz Rota-rod aparata
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Ispitivanje uticaja timola i karvakrola na stepen prezivljavanja i faringealno

pumpanije Caenorhabditis elegans

Eksperimentalni deo ovog ogleda je izveden u Laboratoriji za Farmakodinamiku
Katedre za Farmakologiju i toksikologiju, Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta
u Beogradu, dok je deo ogleda koji obuhvata pripremu, razlivanje i inokulaciju podloga
uraden u laboratoriji za Mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine. Univerziteta u

Beogradu.

Kultura Caenorhabditis elegans

Materijal za ogled bila je laboratorijska kultura Caenorhabditis elegans (C.
elegans). Divlji tip (eng. wild type) ove nematode se uzgaja za potrebe projekta TR
31087 i to prvi put u Srbiji i u ovom delu Evrope. Treba napomenuti da se za uzgajanje
ove specifi¢ne neparazitske nematode moraju stvoriti posebni uslovi. Sveze kulture su
dobijene presejavanjem na odgovaraju¢em medijumu sa inokulacijom posebnog soja
bakterije Escherichia coli OP50. Reproduktivni ciklus C. elegans kontrolise se
temperaturnim uslovima u inkubatoru. Na temperaturi od 20° C, ploce sa se pesejavaju
svaka 4 dana kako ne bi doslo do prerastanja ploca adultnim oblicima ove nematode i da

bi na plo¢i bilo dovoljno hrane i za larvene oblike.

Escherichia coli OP50

Kao izvor hrane u laboratorijskim uslovima za C. elegans Koristi se soj
Escherichia coli (E. coli) OP50 koja je uracil deficitarna. Usled nemoguénosti da
metaboliSe uracil, navedeni soj tokom inkubacije u ogledu ne prerasta podlogu ni
nematode, pa samim tim se elimini$e nespecifi¢ni uticaj na viabilnost C. elegans. Nakon
razlivanja podloga u Petrijevu ploc¢u inokulisano je po 100 ul bakterijske kulture E. coli
u turbiditetu od 0.5 McFarland jedinica (1-2 x 102 cfu/ml). Inokulusane ploée su nakon
24 h na 37°C inkubacije u aerobnim uslovima koriS¢ene za dalje presejavanje C.

elegans.
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Podloga

Za uzgajanje C. elegans kori$¢ena je gotova podloga Nematode Growth Medium
NGM (US Biological, Life Sciences, SAD). Podloga je pripremljena rastvaranjem
prema preporuci proizvodaca (23 g) u 1 litar destilovane vode uz kuvanje na 100° C do
rastvaranja. Rastvorena podloga je sterilisana u autoklavu (Rypa, Spanija) 15 min na
121°C, a zatim prohladena u vodenom kupatilu (Sutjeska) na 50°C u trajanju od pola
sata. U prohladenu podlogu su dodavani odvojeno rastvori pufera i to: kalijum hidrogen
fosfat i kalijum di-fosfat, kalcijum hlorid i magnezijum hlorid, a konac¢ni sastav podloge
je prikazan u tabeli 1.

Ovako pripremljena podloga je razlivana u Petrijeve ploce za odrzavanje
kulture. Za potrebe presejavanja, izliveno je po 5 ml podloge u Petri ploce dijametra 60
mm, dok je za potrebe izvodenja ogleda razlivano po 2.5 ml podloge u Petri ploce

prec¢nika 30 mm.

Tabela 1. Sastav NGM podloge ( na litar podloge)

Tripton 2.5¢
Natrijum hlorid (NaCl) 3.0g
Agar 15.0g
Holesterol 5mg
Kalcium hlorid (CaCl2) imM
Magnezium sulfat (MgSO4) 1mM
Kalijum fosfat (KPO4) pH 6.0 25mM

Uzgoj C. elegans i presejavanje

Postoji nekoliko naina za presejavanje culture C. elegans sa jedne Petrijeve
plo¢e na drugu. U ovom radu je koriS¢en metod prenoSenja pojedinacnih jedinki uz
pomo¢ metalne eze. Izmedu prenoSenja pojedinacnih jedinki, vrSena je sterilizacija
instrumenta zagrevanjem eze do usijanja na plameniku. Ceo proces presejavanje je
obavljan u digestoru (BIOBASE Fume hood, NRK), nakon dezinfekcije UV svetlom u
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trajanju od 30 minuta kada je obabvljan transfer nematoda sa Petri $olja koje su imale

adulte na Petri Solje sa NGM agarom za dalja ispitivanja.

Metoda izvodenja ogleda prezivljavanja

Izdvajanje C. elegans iz podloge i priprema za ogled

Podloga u Petrijevim plo¢ama sa zrelim adultnim oblicima C. elegans isecena je
na kvadrate 3x3 mm i prebacena u staklene kivete, a potom je dodat fizioloski rastvor u
zapremini od 2 ml. Maceriranjem NGM podloge pospesen je izlazak nematoda u te¢nu
fazu. Kivete sa maceriranim nematodama centrifugirane su na 2500 obrtaja (Lace 24,
Colo centrifuge, NRK) u trajanju od 4 min, a zatim je 400 pl suspenzije supernatanta
prebaceno u ¢istu kivetu. Nakon ponovnog centrifugiranja od 2000 obrtaja u trajanju od
1 minuta, po 20 pl suspenzije nematoda u fizoloskom rastvoru je inokulisano u ogledne

Petrijeve ploce precnika 30 mm.

Priprema oglednih plo¢a i priprema ispitivane supstance

Timol i karvakrol su ¢iste supstance rastvorene u alkoholu, a potom u vodi, tako
da je dobijen radni rastvor gde koli¢ina apsolutnog alkohola ne prelazi 0.1 % v/v. Radni
rastvori koncentracije timola i karvakrola od 10, 100, 1000 i 10000 nM pripremljeni su
rastvaranjem u destilovanoj vodi, a zatim je dodavan NGM agar pripremljen prema
uputstvu proizvodaca. Nakon meSanja agara i radnih rastvora timola i karvakrola
dobijene su konacne ogledne Petrijeve plo¢e sa NGM agarom koji je sadrzao 1, 10, 30,
100, 300 1 1000 nM timola 1 isto toliko karvakrola. Plo¢e bez dodatih aktivnih principa

biljnih ulja koris¢ene su kao kontrola. Sve ploce su pripremljene u triplikatu.

Inkubacija i brojanje

Nakon pripreme oglednih i1 kontrolnih ploca u njih su inokulisane nematode.
Ploce su ostavljene u termostat (Memmert IN30, Nemacka) na 20 °C u trajanju od 24 h.
Nakon inkubacije, ploc¢e su posmatrane pod invertnim mikroskopom (Motic AE 31,
NRK) i rezultat je zabelezen kamerom (MOTICAM 5MP, NRK). U ispitivanju smo
pratili stepen prezivljavanja nematoda u podlogama sa i bez aktivnih principa etarskih
ulja. Pracen je dozno-zavisni stepen prezivljavanja nematoda u podlogama posle 24 i 48

sati inkubacije.
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Softverski i hardverski regulisani sistemi za ispitivanja kontrakcija izolovanih

organa i ispitivanje neuromisiéne koordinacije sisara

Softversko-hardverski regulisani sistemi za ispitivanja na izolovanim organima
kao i aparat za Rota rod test su tehni¢ka reSenja, odnosno rezultat Projekata tehnoloskog
razvoja Ministastva nauke R Srbije br. 20119 i TR 31087, Katedre za Farmakologiju i
toksikologiju, Fakulteta veterinarske medicine i firme EIUnit (Beograd). Prilikom
izvodenja metode EFS parametri stimulacije za rad sa izolovanim organima regulisu se
preko prednjeg panela upravljackog softvera, preko koga se i otvaraju i zatvaraju pinc¢
ventili sa hranljivim rastvorom kojim se ispira preparat. U toku rada, dobijene
kontrakcije prenose se preko pojacivackog sistema (interfejsa) izometrijskog
transdjusera do PC racunara, odnosno mikrokontrolera koji vrsi analogno-digitalnu
konverziju pojacanog signala i preko komunikacionog drajvera (serijski RS 232 ili USB
port) Salje podatke na komercijalni racunar. Vremenski dijagram promene sile tece
kontinuirano jer je program u stalnoj vezi sa hardverom sistema (on line upravljanje).
Posebni alati za rad sa dijagramom omoguc¢avaju analizu talasnog oblika: markeri, zum,
numericki Kursori, veli¢ina vremenskog prozora, itd. Detaljno arhiviranje prikupljenih
podataka vrsi se u numeri¢koj datoteci radi dokumentovanja ili naknadne obrade i
analize podataka. Dalju, naprednu obradu rezultata (engl. post processing) smo obavili
ubacivanjem vremenskog dijagrama direktno u tekst procesor (Microsoft Office 2010)
Word 2010 i Power Point 2010.

Softveri eLAB 44 i eLAB 11 kao i softver RotaSoft poseduju sopstvenu
moguénost merenja, interpolacije i eksportovanja podataka, kao i importovanje
podataka u druge programe jer su komplementarni sa svim komercijalnim programima

u kojima se vrsi dalja analiza, obrada 1 prikazivanje rezultata.

Ogledne supstance i hemikalije koris¢ene u radu

U ispitivanjima su kori$¢eni: acetilholin-hlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), karvakrol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), timol (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO, USA ), karveol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), monepantel
(Zolvix®, Novartis, USA), tiramin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), morantel
tartarat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), pirantel-citrat (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), befinijum-hidroksinaftoat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), GABA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), piperazin (Fluka, St. Louis, MO, USA),
mekamilamin-hidrohlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), diazepam (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), mentol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), alfa-
pinena (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), p-cimena (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), kahveola (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), karnozola (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), cinamaldehid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i kao
rastvaraci destilovana voda, DMSO i etanol 99% (Centrohem, Beograd). U kupatilce sa
izolovanim preparatom (askarisa, dijafragme ili ileuma) rastvori supstanci su aplikovani
farmakoloskim S$pricem uvek u volumenu od 0.1ml i 0.3 ml. Kada je rastvara¢ bio
DMSO ili etanol 99 % njegova koncentracija u kupatilcu sa preparatom nije prelazila
0.1%.

Statististika analiza rezultata

Statisticka analiza dobijenih rezultata obavljena je u programu Graph Pad Prism,
Version 6.0 (San Diego, Ca, USA). Razlike izmedu serija rezultata poredene su t-testom
(parni), analizom varijanse (ANOVA) odnosno Tukey-testom, dok je dozna zavisnost
dobijenih efekata analizirana nelinearnom regresijom.

IzraCunavanje parametara sigmoidne krive odnosa koncentracije i efekta, kao i

sinergisticke Krive potencijalnog aditivnog efekta opisano je jednac¢inom:

1
1+ [Ecﬁﬂ /rxu]nH

% response =

gde je ECso koncentracija agonista (Xa) koja proizvodi 50% maksimalnog odgovora a
nH je Hill-ov koeficijent (nagib). Za svaku ispitivanu seriju kontrakcija (ili relaksacije)

program Prism 6.0 nelineranom regresijom preracunava vrednost ECso i nH u jednacini
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za svaku seriju kontrakcija. Zavisno od broja uzoraka nH je fiksiran na vrednost 1.0 za
neke serije u ispitivanjima. Da bi se dobili §to reprezentativniji rezultati u istrazivanju
svake supstrance koriS¢eni su paraziti iz razli¢itih kolekcija. Srednje vrednosti
kontrakcija izrazene su kao + standardna greska (SE). Analiza varijanse i Tukey test su
koris¢eni za komparaciju efekta testiranih supstanci pojedina¢no i zajedno, dok su nivoi

poverenja iznosili (Confidence Intervals, Cl) 95%.
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5. Rezultati

5.1. Ispitivanje dozno-zavisnog dejstva odabranih biljnih mono i diterpenoida na
kontrakcije neuromisiénog preparata Ascaris suum.

U preliminarnim ispitivanjima testirali smo ve¢i broj terpenoidnih sastojaka
esencijalnih  biljnih ulja na neuromi$i¢cnom preparatu A. suum. Testirane su
koncentracije od 1 do 300 uM monoterpenoida: alfa-pinena i p-cimena, diterpenoida:
kahveola i karnozola kao i fenilpropanoida cinamaldehida. Medutim, nikakvi njihovi
farmakoloski efekti na kontakcije A. suum nisu zabelezeni, pa ove rezultate nismo
prikazali. U daljem tekstu disertacije prikazani su samo rezultati dejstva terpenoida koji

su ispoljili jasne farmakoloske efekte na primenjenim modelima.

5.1.1. Ispitivanje efekta acetilholina, karvakrola, GABA i piperazina.

Istrazivanje je zapocelo ispitivanjem dozno-zavisnog uticaja acetilholina na
kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum i odredena je vrednost njegove srednje
efektivne koncentracije (ECso). Testirane su rastuc¢e koncentracije ACh od 1, 3, 10, 30 i
100 uM (Slika 17) i izmeren je maksimalni kontraktilni efekat, posle cega je
preparat ispiran rastvorom APF (engl. Ascaris Perienteric Fluid). VVrednosti kontrakcija

!

izrazene su U apsolutnim jedinicama - gramima (g).

1lqg

=1

IsM  3pM  10pM  30pM  100pM

Slika 17. Reprezentativni zapis dozno-zavisnog efekta acetilholina na
neuromisi¢énompreparatu A. suum.

U ovom ispitivanju testirano je ukupno 6 preparata iz dve kolekcije A. suum. Na
osnovu dobijenih rezultata izraCunata je vrednost ECso acetilholina za kontrakcije

preparata A. suum od 5.66 uM, sa granicama sigurnosti od (95%) 3.93 - 8.14 uM.
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Nelinearnom regresionom analizom dobijena je sigmoidna kriva prikazana na slici
18. Statisti¢ki preracunati maksimalni efekat ACh u ovom ispitivanju iznosio je 2.12

g sa granicama sigurnosti (95%) 2.01g - 2.23 g (Tabela 2).

Tabela 2. Rezultati ispitivanja uticaja rastu¢ih koncentracija ACh na kontrakcije
neuromisi¢nog preparata Ascaris suum.

Srednja  efektivna | 95% granice Log Maksimalni 95% granice | Koeficijent Broj

koncentracija sigurnosti ECso efekat (Emax) (Q) sigurnosti regresije (R?) testiranih

(ECs0) (nM) ECso (uM) (Emax) (9) preparata (n)
5.66 3.93-8.14 0.75 2.12 2.01-2.23 0.96 6

2.017

Kontrakcija (g)

=]
)]
1

0.0 T T T 1
0.1 1 10 100 1000

ACh (M)

Slika 18. Sigmoidna kriva odnosa doze i efekta ACh (1, 3, 10, 30 i 100 uM)
naizometrijske kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum.

Izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom u prisustvu 100 i 300 pM
karvakrola

U literaturi se navodi da karvakrol poseduje izvesno antinematodno dejstvo. Cilj
naseg ispitivanja je bio da se ovaj efekat proveri i utvrdi mehanizam kojim karvakrol
deluje na neuromisi¢ni preparat A. suum. Za ispitivanje uticaja razli¢itih koncentracija
karvakrola na kontrakcije izazvane acetilholinom koriscen je uvek isti protokol za svaki
testirani preparat. Protokol podrazumeva pocetnu kontrolnu seriju od 5 kontrakcija
izazvanih rastu¢im koncentracijama acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100 uM), a zatim
testiranje uticaja 100 i 300 uM Kkarvakrola na dozno-zavisni kontraktilni efekat
acetilholina. Na kraju protokola, uradena je kontrolna serija kontrakcija posle ispiranja
preparata i posmatran je njegov oporavak (Slika 19). Ukupan broj testiranih preparata

uovom ispitivanju iznosio je osam.
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ACh

100 pM
ACh
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ACh
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3uM
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Karvakrol 100uM Karvakrol 300uM

Slika 19. Prikaz dozno-zavisnih kontrakcija neuromisi¢nog preparata A. suum
izazvanihacetilholinom u prisustvu karvakrola 100 i 300 uM.

ACh je u kontrolnoj seriji izazvao dozno-zavisne kontrakcije neuromisi¢nog

preparata A. suum (Slika 19). Kada je u inkubacionu te¢nost dodat karvakrol 100 i
300 uM 5 minuta, on nije promenio bazalni tonus preparata, ali je inhibirao
kontrakcije izazvane ACh. Na slici 20 prikazane su sigmoidne krive odnosa doze i
kontraktilnog efekta acetilholina bez i u prisustvu karvakrola.

Kontrola ACh
Karvakrol 100 pM

Karvakrol 300 pM

tadd

Kontrola-ispiranje

)
L

Kontrakcije (g)

O'HWW
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
ACh (M)

Slika 20. Dozno-zavisne sigmoidne krive kontraktilnog efekta acetilholina bez i
uprisustvu karvakrola: kontrola ACh (n=8, zelena); u prisustvu 100 uM karvakrola
(n=8,plava); u prisustvu 300 uM karvakrola (n=8, crvena); kontrola ACh nakon
ispiranja (n=8, ljubiCasta). Svaka tacka predstavlja x+SE n=8.

55



Dorde S. Marjanovi¢ Rezultati

Rezultati ovog ispitivanja dejstva karvakrola na neuromisi¢cnom preparatu

Ascaris suum, kao i nelinearna regresiona analiza ovih rezultata prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Rezultati ispitivanja uticaja 100 uM 1 300 uM karvakrola na dozno-zavisne
kontrakcije A. suum izazvane rastu¢im koncentracijama acetilholina.

Srednja 95% granice Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekat (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (uM) (9) sigurnosti | (R? preparata
(ECs0) (nM) (Emax) (9) (n)
Acetilholin-kontrola
8.87 2.63 - 29.90 0.95 2.53 2.03-3.02 0.63 8
Acetilholin + karvakrol 100 pM
7.66 2.48 - 23.64 0.88 2.20 1.77-2.62 0.70 8
Acetilholin + karvakrol 300 pM
27.71 7.30 - 105.20 144 1.63 0.97 -2.28 0.65 8
Acetilholin- kontrola nakon ispiranja
14.69 5.91 - 36.43 1.17 2.61 2.06 - 3.16 0.75 8

Kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso) ACh bila je 8.87 uM i u
prisustvu 100 uM karvakrola nije se znacajnije promenila (7.66uM), ali je 300 uM
karvakrola povecalo vrednost ECso na 27.71 uM. Posle ispiranja preparata (i samim tim
uklanjanja karvakrola), ECso je smanjena na 14.69 uM, sto je i dalje bilo skoro
dvostruko viSe od kontrolnog nalaza. Prva testirana koncentracija karvakrola je
medutim smanjila maksimalni efekat (Emax) Sa kontrolnih 2.53 g na 2.20 g a druga na
cak 1.63 g. Posle ispiranja, maksimalni efekat je ponovo dostigao pocetnu vrednost
(2.619).

U tabeli 4 prikazani su rezultati statisticke analize dobijenih rezultata ANOVA
testom. Karvakrol je u koncentraciji od 100 uM smanjio kontrakcije neuromisi¢énog
preparata A. suum izazvane svim primenjenim rastu¢im koncentracijama acetilholina ali
to smanjenje nije dostiglo stepen statisticke znacajnosti. Medutim, trostruko viSa
koncentracija karvakrola (300 uM) je visoko signifikantno inhibisala kontrakcije
izazvane ACh (Tabela 4). Iz prikazanih rezulzaza se vidi da karvakroil ispoljava jasno
inhibitorno dejstvo na kontraktilnost parazitske nematode A. suum.
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Tabela 4. Rezultati ANOVA testa. Prikaz srednjih vrednosti kontrakcija neuromisiénog
preparata A. suum izazvanih rastu¢im koncentracijama ACh bez i u prisustvu karvakrola
(100 i 300 uM): Kontrola; ACh + karvakrol 100 uM; ACh + karvakrol 300 uM; ACh-
kontrola nakon ispiranja (x+SE, n=8).

Kontrakcije preparata A. suum (g)

Koncentracija 1pM 3uM 10pM 30uM 100pM
ACh-kontrola 0.53+0.36 | 1.10+0.48 1.39+0.41 2.09+0.25 2.34+0.08
ACh + karvakrol 0.27+0.27 | 0.81+0.30 1.16+0.23 1.84+0.25 2.03+0.31
100uM
ACh + karvakrol 0.10+0.01 | 0.26+0.03™ | 0.35+0.05™"* | 0.96+0.04™"** | 1.26+0.117"**
300pM p=0.001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001

p=0.05 p=0.001 p<0.0001
ACh-ispiranje 0.17+0.01 | 0.62+0.01 0.99+0.01 1.84+0.01 2.26+0.01

* StatistiCka znac¢ajnost u odnosu na ACh-kontrola
+ Statisticka znacajnost u odnosu na ACh-kontrola posle ispiranja

Izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom u prisustvu GABA i karvakrola
Na osnovu ranije postavljenih ciljeva u narednom delu istrazivanja ispitan je
efekat GABA i karvakrola na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum izazvane
acetilholinom, kao i potencijalna interakcija izmedu njih. Primenjeni protokol
podrazumevao je kontrolnu seriju kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama
acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100 uM), zatim seriju kontrakcija izazvanih istim
koncentracijama ACh, ali u prisustvu 1 uM GABA i kombinacije 1 uM GABA + 100
uM karvakrola, zatim seriju kontrolnih kontrakcija posle ispiranja preparata i na kraju
efekat 10 uM GABA + 100uM karvakrola na iste koncentracije acetilholina (Slika 21).

ACh
100 uM

Ach
30 uM

ACh
10 M
ACh
3uM
ACh
1g 1puM
. ) i .
MmN = - === - = m m m m m om omom  0momeomeomeom meomeomeomeom | mmmmm
Kontrola GABA 1uM  GABA 1 pM + karvakrol 100uM GABA 10 pM + karvakrol 100 pM

Slika 21. Originalni zapis izometrijskih kontrakcija neuromisiénog preparata A.
suum izazvanih rastu¢im koncentracijama acetilholina i inhibicija kontrakcija koju
proizvodeGABA i karvakrol. Isprekidane linije pokazuju aplikaciju acetilholina (1, 3,
10, 30 i 100 uM), puna linija prikazuje prisustvo GABA u koncentracijama od 1 uM i
10 uM, dok linija u tackama predstavlja inkubaciju sa 300 uM karvakrola.
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Kontrolna vrednost ECsp za ACh u ovom ispitivanju iznosila je 13.50 uM a
maksimalni kontraktilni efekat 1.37 g. Inkubacija sa 1 uM GABA nije znacajnije
promenila vrednost ECso za ACh (12.19 uM) niti vrednost maksimalnih kontracija
(1.21g). Kombinacija GABA 1 uM i karvakrol 100uM takode nije znacajnije promenila
ECso ACh (15.63 uM) ali je smanjila maksimalni efekt za vise od 0.5 g, pa je Emax
iznosio 0.80 g. Posle ispiranja preparata ponovo su dobijene vrednosti kontrakcija
priblizne kontrolnim. Medutim, kombinacija visih koncentracija GABA 10 uM i
karvakrola 100 uM, gotovo je potpuno inhibisala kontrakcije izazvane rastu¢im
koncentracijama ACh (Slika 21 i Tabela 5).

Tabela 5. Rezultati ispitivanja dozne zavisnosti kontraktilnog efekta ACh i uticaja
GABA i karvakrola na te kontrakcije.

Srednja 95% Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna granice ECso | efekt (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | sigurnosti (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECs0) (uM) ECso (uM) (Emax) (9) (n)
Acetilholin- kontrola
1350 | 3445027 | 112 | 137 | 106169 | o071 | s
Acetilholin + GABA 1 uyM
1219 | 3094816 100 | 121 | 093149 | o070 | s
Acetilholin + GABA 1 pM + karvakrol 100 pM
1563 | 3387222119 o080 | 056-105| o065 | s
Acetilholin-kontrola
928 | 1495795 | 097 | 122 | 088156 | 057 | 5
Acetilholin+ GABA 10 uM + karvakrol 100 pM
1934  |5347003] 129 015 | 010019 | 073 | s
Acetilholin-kontrola
1025 | 1815800] 101 093 | 068117 | o059 | s

U narednom istrazivanju testiran je uticaj 3 uM GABA i 100 uM karvakrola na
kontrakcije neuromi$i¢nog preparata A. suum izazvane acetilholinom (Slika 22).
Ukupan broj preparata koris¢enih u ovom ispitivanju bio je Sest. Iz rezultata se moze
videti da kombinacija 1 uM GABA i 100 uM karvakrola dovodi do smanjenja
maksimalnog efekta za skoro pola grama. U kombinaciji 10 uM GABA i 100 uM

karvakrola vrednost maksimalnog efekta je skoro 10 puta manja (sa 1.37 g na 0.15 g).
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Slika 22. Reprezentativni zapis izometrijskih kontrakcija neuromisi¢énog preparata
A.suum, izazvanih rastu¢im koncentracijama acetilholina i inhibicija kontrakcija
izazvana sa GABA i karvakrolom. Isprekidane linije pokazuju aplikaciju acetilholina (1,
3, 10, 30i 100 uM), puna linija ukazuje na prisustvo GABA u koncentraciji od 3 uM,
dok linija u taCkama oznacava prisustvo karvakrola u koncentraciji od 100 uM.

GABA 3uM GABA 3uM

U tabeli 6 su prikazani rezultati nelinearne regresione analize dobijenih rezultata.
Kontrolna vrednost ECso za ACh iznosila je 7.47 uM a Emax 1.91 g. Inkubacija preparata
sa 3 uM GABA imala je za posledicu povecanje vrednosti ECso na 17.87 uM dok je
maksimalni efekat opao na 1.34 g. Kombinacija GABA 3 uM i karvakrola 100 uM
posle 3 minuta inkubacije, jo$ intezivnije je inhibisala kontrakcije izazvane ACh.
Vrednost ECso bila je 25.84 uM, a Emax=0.95 g. Ponovljena inkubacija sa GABA 3 uM

izazvala je inhibiciju sli¢énog intenziteta kao i prethodna (Tabela 6).

Tabela 6. Rezultati ispitivanja dozne zavisnosti kontraktilnog efekta ACh i uticaja 3
uM GABA i 100 pM karvakrola na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum.

Srednja 95% Log | Maksimalni 95% granice | Koeficijent | Broj
efektivna granice ECso | efekat (Emax) | sigurnosti regresije testiranih
koncentracija sigurnosti (0) (Emax) (9) (R? preparata
(ECs0) (uM) ECso (uM) (n)
Acetilholin- kontrola
7.47 | 2.89-19.33 | 0.87 | 1.91 | 114267 | 085 | 6
Acetilholin + GABA 3 uM
17.87 | 13.26-24.08 | 1.25 | 1.34 [116-151 [ 090 | 6
Acetilholin+ GABA 3 pM-+karvakrol 100 pM
25.84 | 15.44-43.25 | 1.41 | 0.95 | 0.65-1.24 | 0.75 | 6
Acetilholin+ GABA 3 uM
22.22 | 2.23-221.70 | 1.35 | 1.38 | 0.31-245 | 0.80 | 6
Acetilholin- kontrola nakon ispiranja
13.89 | 6.40-30.16 | 1.14 | 1.84 | 1.20-248 | 0.87 | 6
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Na slici 23 graficki je prikazan rezultat nelinearne regresione analize efekta 3 uM
GABA i1 100 uM karvakrola na kontrakcije izazvane rastu¢im koncentracijama

acetilholina.
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Slika 23. Sigmoidne krive odnosa koncentracije i efekta acetilholina na
kontrakcijeneuromisi¢énog prepratata A. suum. Sigmoidne krive prikazane su
razli¢itim bojama:kontrola ACh (n=6, zelena); u prisustvu 3 uM GABA (n=6, plava);
u prisustvu 3 uMGABA+100 uM karvakrola (n=6, crvena); u prisustvu GABA
posle druge aplikacije (n=6, roze); kontrola ACh nakon ispiranja (n=6, zuta).

Izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom u prisustvu piperazina i
karvakrola

Ranija ispitivanja mehanizma dejstva piperazina ukazuju da on spada u grupu
agonista GABA receptora. U narednom ispitivanju testiran je uticaj piperazina i
karvakrola na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum. Primenjeni protokol
podrazumevao je kontrolnu seriju aplikacije acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100 uM), potom
je ispitan uticaj 300 uM piperazina i kombinacije 300 uM piperazina i 100 uM
karvakrola na kontrakcije izazvane ACh. Na kraju ispitivanja preparat je ispiran i
uradena je kontrolna serija kontrakcija kako bi se utvrdila reverzibilnost ispitivanih

efekata (Slika 24). Ukupan broj ispitanih preparata A. suum iznosio je pet.
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Slika 24. I1zometrijske kontrakcije neuromisi¢énog preparata A. suum, izazvane
rastu¢imkoncentracijama acetilholina i inhibicija kontrakcija piperazinom i
karvakrolom. Isprekidana kratka linija pokazuje aplikaciju acetilholina (1, 3, 10, 30 i
100 uM), puna linija obelezava prisustvo 300 uM piperazina, dok linija u tackama

ukazuje na prisustvo 100 uM karvakrola.

Na slici 25 prikazane su sigmoidne krive odnosa koncentracije i efekta

acetilholina u prisustvu piperazina i karvakrola. Broj ispitanih preparata iznosio je Sest.

37 'e' ACh - kontrola
'E' Piperazin 300 pM
'V' Piperazin 300 pM +karvakrol 100 pM

-9~ ACh kontrola posle ispiranja

Kontrakcije (g)

T T T 1
1 10 100 1000

Slika 25. Prikaz sigmoidnih kriva dobijenih nelinearnom regresionom analizom
rezultataizometrijskih kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama
acetilholina. ACh kontrola (n=6, kriva zelene boje); u prisustvu 300 uM piperazina
(n=6, kriva plave boje); u prisustvu 300 uM piperazina i 100 uM karvakrola (n=6,
kriva crvene boje); ACh kontrola nakon ispiranja (n=6, kriva crne boje).
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U tabeli 7 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize efekta rastucih
koncentracija acetilholina i1 uticaja 300 uM piperazina i 100 uM karvakrola na

kontrakcije.

Tabela 7. Rezultati ispitivanja dozne zavisnosti kontraktilnog efekta ACh i uticaja 300
uM piperazina i 100 uM karvakrola na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum.

Srednja 95% granice Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekt (Emax) granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (uM) (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECs0) (uM) (Emax) (9) (n)
Acetilholin- kontrola
11.75 | 4.09-33.74 | 1.07 | 2.88 | 224352 | 076 | 6
Acetilholin + piperazin 300 pM
13.24 | 3.94-4456 | 1.12 | 2.31 | 167296 | 071 | 6
Acetilholin + piperazin 300 pM + karvakrol 100 pM
33.25 | 263-419.80 [ 152 | 131 | 031230 | 048 | 6
Acetilholin-kontrola posle ispiranja
22.39 | 5738748 | 135 | 297 | 1.64-430 | 056 | 6

Kontrolna vrednost ECso za ACh iznosila je 11.75 uM, a Emax 2.88 g. Inkubacija
preparatata sa 300 pM piperazina imala je za posledicu povecanje vrednosti ECso na
13.24 uM, dok je maksimalni efekat opao na 2.31 g. Kombinacija 300 uM piperazina i
karvakrola 100 uM posle 3 minuta inkubacije, jo$ intezivnije je inhibisala kontrakcije
izazvane sa ACh. Vrednost ECso bila je 33.25 uM, a Emax=1.31 g. Ispiranjem je
dobijena vrednost ECso od 22.39 uM sa maksimalnim efektom veéim nego kontrolnim
koji je iznosio 2.97 g.

U tabeli 8 prikazani su rezultati ANOVA testa srednjih vrednosti kontrakcija
neuromiSi¢nog preparata A. suum izazvanih acetilholinom i efekat piperazina i

karvakrola.

Tabela 8. Prikaz analize varijanse srednjih vrednosti kontrakcija (£S.E., g) preparata
Ascaris suum izazvanih rastu¢im koncentracijama acetilholina i inhibitorni uticaj
piperazina (300 uM) i karvakrola (100 uM) na te kontrakcije.

Kontrakcije preparata A. suum ()
Koncentracija 1pM 3pM 10pM 30pM 100pM
ACh-kontrola 0.25+0.04 0.78+0.09 1.23+0.14 2.21+0.08 2.54+0.34
ACh+ 0.13+0.01" 0.46+0.07" 0.89+0.10 1.08+0.117 1.98+0.32
piperazin 300pM p=0.0195 p=0.0248 p=0.0015
ACh+ 0.07£0.017** | 0.12+0.02"*** | 0.17£0.02""*** | 0.56+0.10""*** | 0.95+0.25™*
Piperazin 300pM+ | h—0 0072 p=0.0006 p=0.0006 p<0.0001 p=0.0015
Karvakrol 100 pM | p=0,0012 p=0.0059 p=0.0008 p=0.0002 p=0.017
ACh-ispiranje 0.11£0.01 0.3140.06 0.65+0.29 1.33+0.09 2.33+0.52

* Statisticka znac¢ajnost u odnosu na ACh-kontrola
+ Statisticka zna¢ajnost u odnosu na ACh-kontrola posle ispiranja
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Rezultati analize varijanse pokazuju da je piperazin u koncentraciji od 300 uM
smanjio kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum, ali je to smanjenje dostiglo
stepen statisticke znacajnosti prilikom aplikacije 1, 3 i 30 uM ACh u odnosu na
kontrolu. Medutim, u kombinaciji 300 uM piperazina i 100 uM karvakrola zabeleZena
je visoka signifikantnost inhibicije u svim primenjenim rastu¢im koncentracijama u

odnosu na kontrolu i u odnosu na ispiranje (Tabela 8).

5.1.2. Ispitivanje dozno-zavisnih kontrakcija neuromisi¢énog preparata A. suum
izazvanih pirantelom i inhibicija kontrakcija karvakrolom i GABA

Uticaj karvakrola na izometrijske kontrakcije izazvane pirantelom

Ranija istrazivanja pirantela ukazuju da je on agonista N-tipa nikotinskog
receptora nematoda. Ispitan je uticaj karvakrola na kontrakcije izazvane pirantelom na
preparatu A. suum. Primenjen je protokol u kome je na pocetku uradena kontrolna serija
kontrakcija izazvanih pirantelom (1, 3, 10, 30 i 100 nM), a zatim su preparati inkubirani
5 minuta sa 100 uM i 300 uM karvakrola. Na kraju serije preparat je ispran i uradena je

kontrolna serija kontrakcija (Slika 26). Ukupan broj ispitanih preparata iznosio je Sest.

100 nM

ol
[

3nM

1 MIN Pirante] ee——————ssssssssssssasaasasanns
kontrola Karvakrol 100 pM Karvakrol 300 pM

Slika 26. Reprezentativni zapis izometrijskih kontrakcija neuromisi¢nog preparata A.
suum izazvanih rastu¢im koncentracijama pirantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM) i efekat 100
uM i 300 uM karvakrola na te kontrakcije.

Na slici 27 prikazane su sigmoidne krive odnosa koncentracija i kontraktilnog

efekta pirantela na neuromisi¢cnom preparatu A. suum bez i u prisustvu karvakrola.
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Slika 27. Dozno-zavisne sigmoidne krive kontraktilnog efekta pirantela bez i u
prisustvu karvakrola: pirantel kontrola (n=6, plava); u prisustvu 100 uM karvakrola
(n=6, zelena); u prisustvu 300 uM karvakrola (n=6, crvena); pirantel kontrola nakon
ispiranja (n=6, crna).

U tabeli 9 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize ispitivanja

kontraktilnog efekta pirantela i uticaja karvakrola na taj efekat.

Tabela 9. Rezultati ispitivanja dozne zavisnosti kontraktilnog efekta pirantela i uticaja
100 uM i 300 uM karvakrola na te kontrakcije.

Srednja 95% granice Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekt (Emax) granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (NM) (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECSO) (nM) (Emax) (g) (n)
Pirantel - kontrola
4.97 |  055-4517 | 0.70 | 1.72 | 121223 | 044 | 6
Pirantel + karvakrol 100 pM
17.05 |  1.64-177.10 | 1.23 | 1.22 | 058-1.86 | 039 | 6
Pirantel + karvakrol 300 pM
19.32 | 1.25-29760 | 1.29 | 0.50 | 020-080 | 032 | 6
Pirantel - kontrola posle ispiranja
16.16 | 1.51-173 | 1.21 | 0.81 | 037-1.24 | 038 | 6

Kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso) pirantela bila je 4.97 uM a u
prisustvu 100 uM karvakrola se povecala na 17.05 nM, dok je 300 uM karvakrola
povecalo vrednost ECso na 19.32 nM. Posle ispiranja preparata ECso je neznatno
smanjena na 16.16 nM, sto je i dalje bilo skoro ¢etvorostruko vise od kontrolnog nalaza.

Prva testirana koncentracija karvakrola je medutim smanjila maksimalni efekat (Emax) sa
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kontrolnih 1.72 g, na 1.22 g a druga na ¢ak 0.50 g. Posle ispiranja maksimalni efekat je
dostigao vrednost od 0.81 g.

U tabeli 10 prikazani su rezultati testova analize varijanse kontrakcija

izazvanih pirantelom bez i u prisustvu karvakrola (100 i 300uM).

Tabela 10. Rezultati ANOVA testa. Prikaz srednjih vrednosti kontrakcija
neuromisi¢nog preparata A. suum izazvanih rastu¢im koncentracijama pirantela
bez i u prisustvu karvakrola (100 uM i 300 uM): pirantel-kontrola; pirantel +
karvakrol 100 uM; pirantel+ karvakrol 300 uM; pirantel-kontrola nakon ispiranja
(x£SE, n=6).

Kontrakcije preparata A. suum (g)

Koncentracija 1nM 3nM 10nM 30nM 100nM
Pirantel-kontrola 0.35+0.05 0.78+0.19 1.12+0.24 1.50£0.30 1.65£0.30
Pirantel + karvakrol 0.18+0.04" 0.35+0.11" | 0.51£0.15" 0.84+0.23 1.06+0.26
100uM p=0.01 p=0.05 p=0.05

Pirantel + karvakrol 0.09+0.01"" | 0.17+0.05™ | 0.23+0.06™ 0.33+0.09™ 0.44+0.12™
300pM p=0.0002 p=0.005 p=0.003 p=0.004 p=0.008
Pirantel-ispiranja 0.11£0.01 0.17+0.02 | 0.36+0.10 0.53£0.16 0.71£0.21

* Statisti¢ka znacajnost u odnosu na Pirantel-kontrola

Iz tabele 10 se vidi da karvakrol u koncentraciji od 100 uM je signifikantno
inhibisao Kkontrakcije izazvane sa 1, 3 i 10 nM pirantela dok je trostruko visa
koncentracija karvakrola visoko signifikantno smanjila kontrakcije izazvane svim

testiranim rastu¢im koncentracijama pirantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM).

Izometrijske kontrakcije izazvane pirantelom u prisustvu 3 uM GABA i 100 pM
karvakrola

U prikazanom ispitivanju posmatran je uticaj GABA i karvakrola na kontrakcije
izazvane pirantelom. Protokol ispitivanja bio je slede¢i: prvo je uradena kontrolna serija
aplikacija rastu¢ih koncentracija pirantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM), potom je ispitan uticaj
3 uM GABA na ove kontrakcije, a zatim je preparat inkubiran sa 3 uM GABA i 100
uM karvakrola. Ispiranjem preparata i kontrolnom serijom kontrakcija na kraju
protokola posmatran je oporavak preparata i reverzibilnost efekta karvakrola (Slika 28).

Ukupan broj testiranih preparata iznosio je Sest.
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Slika 28. Reprezentativni zapis izometrijskih kontrakcija neuromisi¢énog preparata A.
suum izazvanih rastu¢im koncentracijama pirantela i inhibicija kontrakcija sa 3 uM
GABA i 100 uM karvakrola. Crne kratke linije pokazuju aplikaciju pirantela (1, 3, 10,
30 i 100 nM), puna linija pokazuje vreme inkubacije preparata sa 3 uM GABA, dok
crvena isprekidana linija pokazuje vreme inkubacije sa 100 uM karvakrola.

U daljoj statistickoj obradi dobijenih vrednosti kontrakcija nelineranom
regresionom analizom dobijene su vrednosti srednjih efektivnih koncentracija pirantela
bez i u prisustvu GABA i karvakrola. Na slici 29 prikazane su sigmoidne krive odnosa
doze i kontraktilnog efekta pirantela bez i u prisustvu GABA i karvakrola.
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Slika 29. Sigmoidne krive odnosa koncentracije i efekta pirantela na kontrakcije
neuromisi¢nog prepratata A. suum. Na grafiku je prikazano: pirantel kontrola (n=6,
plava); aplikacija 3 uM GABA (n=6, zelena); istovremena aplikacija 3 uM GABA i 100
uM karvakrola (n=6, crvena); pirantel kontrola nakon ispiranja (n=6, isprekidana crna).
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Tabela 11. Rezultati ispitivanja dozne zavisnosti kontraktilnog efekta pirantela i uticaja
3 uM GABA i 100 uM karvakrola na te kontrakcije.

Srednja 95% granice Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekat (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (M) (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECs0) (nM) (Emax) (9) (n)
Pirantel - kontrola
8.44 3.39-21.04 0.93 1.52 1.28-1.76 0.81 6
Pirantel + GABA 3 pM
28.11 10.48-75.36 1.45 1.38 0.97-1.90 0.80 6
Pirantel + 3 pM GABA-+karvakrol 100 pM
44.64 5.77-345.20 1.65 0.47 0.16-0.78 0.53 6
Pirantel - kontrola posle ispiranja
20.51 3.57-117.90 1.31 0.77 0.43-1.11 0.54 6

Kontrolna vrednost ECso za pirantel iznosila je 8.44 nM, a Emax 1.52 g.
Inkubacija preparata sa 3 pM GABA imala je za posledicu povecanje vrednosti ECso na
28.11 nM, dok je maksimalni efekat opao na 1.38 g.

Kombinacija GABA 3 uM i karvakrola 100 uM posle 5 minuta inkubacije, jos
intezivnije je inhibisala kontrakcije izazvane pirantelom. Naime, vrednost ECsg bila je
4464 nM, a Ema=0.47g. Nakon ispiranja preparata vrednost srednje efektivne
koncentracije vratila se na 20.51 nM, a maksimalni efekat se blago povecao na 0.77 g.

U tabeli 12 prikazani su rezultati testa analize varijanse srednjih vrednosti
kontrakcija. Prikazane izracunate vrednosti su dobijene u pomenutom testu sa
intervalom pouzdanosti od 95 % (p<0.05). Srednje vrednosti kontrakcija sa 3 uM
GABA 1 srednje vrednosti iz zajednicke inkubacije 3 uM GABA i 100 uM karvakrola u

testu poredene su sa srednjim vrednostima iz pirantel-kontrola.
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Tabela 12. Prikaz rezultata ANOVA testa. Izraunate srednje vrednosti kontrakcija
neuromisi¢nog preparata A. suum izazvanih rastu¢im koncentracijama pirantela bez i u
prisustvu 3 uM GABA i 100 uM karvakrola: pirantel-kontrola; pirantel + GABA 3 uM;
pirantel + 3 uM GABA + karvakrol 100 pM; pirantel-kontrola nakon ispiranja (x£SE,

n=6).

Kontrakcije preparata A. suum (g)
Koncentracija 1nM 3nM 10nM 30nM 100nM
Pirantel-kontrola | 0.19+0.04 0.63+0.07 0.77+0.10 1.25+0.09 1.41+0.11
Pirantel + GABA | 0.09+0.02 0.18+0.05%*** | (0.33+0.09** 0.78+0.09%** 1.07+0.12
3uM p<0.0001 p=0.004 p=0.006
Pirantel + GABA | 0.05+0.01** | 0.11£0.03**** | 0.15£0.03**** | (0.214+0.04**** | 0.35+0.07****
3 pM+ karvakrol | p=0.006 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
100pM
Pirantel- 0.08+0.02 0.15+0.03 0.28+0.07 0.48+0.11 0.65+0.14
kontrola posle
ispiranja

* Statisticka znacajnost u odnosu na Pirantel-kontrola

Kao §to se iz tabele 12 moze videti GABA je u koncentraciji od 3 puM
signifikantno inhibisala kontrakcije izazvane sa 3, 10 i 30 nM pirantela, dok je 3 uM
GABA u kombinaciji sa 100 uM karvakrola visoko signifikantno smanjila kontrakcije

izazvane svim testiranim rastu¢im koncentracijama pirantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM).

5.1.3. Ispitivanje dozno-zavisnih kontrakcija neuromisi¢nog preparata A. suum
izazvanih morantelom i inhibicija kontrakcija karvakrolom i GABA

Uticaj karvakrola na izometrijske kontrakcije izazvane morantelom

Za razliku od pirantela i oksantela, specificnost dejstva morantela, treceg
antinematodnog tetrahidropirimidina u odnosu na podtipove nikotinskog receptora nije
potpuno definisana. Nase ispitivanje je sprovedeno na neuromisi¢nom preparatu A.
suum, pocetnom serijom aplikacije rastuc¢ih koncentracija morantela (1, 3, 10, 30 i 100
nM), zatim su preparati inkubirani sa 100 uM i 300 uM karvakrola. Protokol je zavrsen
posle ispiranja preparata jo§ jednom kontrolnom serijom kontrakcija. Od ukupno Sest
ispitanih preparata na slici 30 prikazan je originalni reprezentativni zapis izometrijskih

kontrakcija.
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Slika 30. Originalni reprezentativni zapis izometrijskih kontrakcija preparata A. suum
izazvanih rastu¢im koncentracijama morantela i inhibicija kontrakcija sa 100 uM i 300
uM karvakrola. Crna kratka linija pokazuje aplikaciju morantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM),
puna prikazuje prisustvo 100 uM karvakrola, dok crvena isprekidana linija u tackama
oznacava inkubaciju sa 300 uM karvakrola.

Dozno-zavisni kontraktilni efekat morantela analiziran je nelinearnom regresijom
a dobijene sigmoidne krive prikazane su na slici 31. Na slici 31 prikazane su sigmoidne

krive odnosa doze i kontraktilnog efekta morantela u prisustvu 100 puM i 300 puM

karvakrola.
2.0q o Morantel nM - kontrola
O Karvakrol 100 uM
A Karvakrol 300 uM
154 VY Morantel- ispiranj

Kontrakcije (g)

o
[Sa]
1
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Slika 31. Graficki prikaz dozno-zavisnih sigmoidnih kriva kontraktilnog efekta
morantela bez i u prisustvu karvakrola: morantel kontrola (n=6, plava); u prisustvu 100
uM karvakrola (n=6, zelena); u prisustvu 300 uM karvakrola (n=6, crvena); kontrola
morantel nakon ispiranja (n=6, crna). Svaka tacka predstavlja x+SE.
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U tabeli 13 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize kontraktilnog
efekta morantela, bez i u prisustvu karvakrola.

Tabela 13. Rezultati ispitivanja dozne zavisnosti kontraktilnog efekta morantela i
uticaja 100 uM i 300 uM karvakrola na te kontrakcije.

Srednja 95% granice Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekat (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (NM) (9) sigurnosti | (R? preparata
(ECs0) (nM) (Emax) (9) (n)
Morantel - kontrola
7.59 | 2592225 | 0.88 | 1.79 | 150208 | 076 | 6
Morantel + karvakrol 100 pM
22.45 | 8246120 | 1.35 | 1.09 | 083135 | 078 | 6
Morantel + karvakrol 300 pM
24.25 | 8496925 | 1.38 | 0.36 | 027044 | 077 ] 6
Morantel - kontrola posle ispiranja
22.29 | 5069811 [ 1.35 | 0.82 | 053-1.11 | 062 | 6

Rezultati pokazuju da je kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso)
morantela bila 7.59 nM. Inkubacija preparata sa 100 uM karvakrola imala je za
posledicu povecanje vrednosti ECsg na 22.45 nM, dok je tri puta visa koncentracija (300
uM) karvakrola samo manje promenila prethodnu vrednost ECso na 24.25 nM. Posle
ispiranja preparata ECso je i dalje bila na istom nivou od 22.29 nM. Prva testirana
koncentracija karvakrola je medutim smanjila maksimalni efekat (Emax) Sa kontrolnih
1.79 g, na 1.09 g a druga na ¢ak 0.36 g. Posle ispiranja, maksimalni efekat je dostigao
vrednost od 0.82 g.

U tabeli 14 nalaze se rezultati analize varijanse srednjih vrednosti kontrakcija.

Tabela 14. Prikaz rezultata ANOVA testa sa izracunatim srednjim Vvrednostima
kontrakcija neuromisi¢nog preparata A. suum izazvanih rastué¢im koncentracijama
morantela bez i u prisustvu karvakrola (100 uM i 300 uM): morantel-kontrola; morantel
+ karvakrol 100 uM; morantel + karvakrol 300 uM; morantel-kontrola nakon ispiranja
(x£SE, n=6).

Kontrakcije preparata A. suum (g)

Koncentracija 1nM 3nM 10nM 30nM 100nM
Morantel-kontrola | 0.43+0.09 0.70+0.09 1.124+0.12 1.49+0.13 1.68+0.15
Morantel + 0.19+0.02™ 0.32+0.04™" 0.49+0.04™"" | 0.65+£0.07™"" | 0.94+0.09™"
karvakrol 100pM p=0.008 p=0.0006 p<0.0001 p<0.0001 p=0.0005
Morantel + 0.08+0.01™"" 0.13+0.02"" 0.15+£0.02™"" | 0.23+0.02™" | 0.30+0.02"""
karvakrol 300uM p=0.0002 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
Morantel -ispiranje | 0.14+0.02 0.23+0.03 0.35+0.05 0.51+0.07 0.70+0.12

* Statisticka znac¢ajnost u odnosu na Morantel-kontrola
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Iz tabele se vidi da je karvakrol u koncentraciji od 100 uM signifikantno
inhibisao kontrakcije svih aplikovanih rastu¢ih koncentracija morantela, dok je 300 uM
karvakrola takode visoko signifikantno smanjila kontrakcije izazvane testiranim

rastu¢im koncentracijama morantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM).

Izometrijske kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum izazvane morantelom
u prisustvu 3 uM GABA i 100 uM karvakrola

U ovom ispitivanju posmatran je uticaj GABA i karvakrola na kontrakcije
izazvane morantelom. Protokol ispitivanja bio je slede¢i: prvo je uradena kontrolna
serija aplikacija rastuc¢ih koncentracija morantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM), potom je
ispitan uticaj 3 uM GABA na ove kontrakcije, a zatim je preparat inkubiran sa 3 uM
GABA i 100 uM karvakrola. Ispiranjem preparata i kontrolnom serijom kontrakcija na
kraju protokola posmatran je oporavak preparata (Slika 32). Ukupan broj ispitanih

preparata iznosio je Sest.
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Morantel
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Slika 32. Originalni zapis izometrijskih kontrakcija neuromisi¢nog preparata A. suum
izazvane rastu¢im koncentracijama morantela i inhibicija kontrakcija sa 3 pM GABA i
100 uM karvakrola. Kratka crna linija predstavlja aplikaciju morantela (1, 3, 10, 30 i
100 nM), puna linija ukazuje na prisustvo 3 uM GABA, dok crvena isprekidana linija u
tackama ukazuje na inkubaciju sa 100 uM karvakrola.

Dozno-zavisni kontraktilni efekat morantela i dejstvo GABA i karvakrola na taj
efekat analiziran je nelineranom regresijom. Na slici 33 prikazane su sigmoidne krive

dozno-zavisnog efekta morantela.
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Slika 33. Graficki prikaz dozno-zavisnih sigmoidnih kriva kontraktilnog efekta
morantela bez i u prisustvu 3 uM GABA i 100 uM karvakrola. Prikazani su: morantel
kontrola (n=6, plava); aplikacija 3 uM GABA (n=6, zelena); u prisustvu 3 uM GABA i
100 uM karvakrola (n=6, crvene); morantel kontrola nakon ispiranja (n=6, isprekidana

crna).

U tabeli 15 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize kontrakcija.

Tabela 15. Rezultati ispitivanja dozne zavisnosti kontraktilnog efekta morantela i
uticaja 3 uM GABA i 100 uM karvakrola na kontrakcije nervno-misi¢nog preparata A.
suum.
Srednja 95% granice Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekt (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (nM) (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECso) (nM) (Emax) (9) (n)
Morantel - kontrola
3.72 | 1.20-1151 [ 057 | 1.16 | 1.03-1.30 | 076 | 6
Morantel + GABA 3 uyM
5.60 |  1.19-2630 [ 0.75 | 0.99 | 077-1.21 | 061 | 6
Morantel + 3 uM GABA-+karvakrol 100 pM
7.94 |  1.36-46.23 | 0.90 | 0.39 | 028-050 | 053 | 6
Morantel - kontrola posle ispiranja
15.81 | 0.90-277 [ 1.20 | 0.59 | 029-089 | 030 | 6

Kontrolna vrednost ECso morantela iznosila je 3.72 nM, a Emax 1.16 g.

Inkubacija preparatata sa 3 uM GABA imala je za posledicu povecanje vrednosti ECsg

na 5.60 nM, dok je maksimalni efekat opao na 0.99 g. Kombinacija GABA 3 uM i

karvakrola 100 uM posle 5 minuta inkubacije, jo$ intezivnije je inhibisala kontrakcije
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izazvane morantelom. Naime, vrednost ECso bila je 7.94 nM, a Emax=0.39 g. Nakon
ispiranja vrednost srednje efektivne koncentracije morantela povecana je na 15.81 nM,
dok se maksimalni efekat samo neznatno povecao na 0.59 g.

U tabeli 16 prikazani su rezultati poredenja srednjih vrednosti kontrakcija

izazvanih morantelom u ANOVA testu.

Tabela 16. Prikaz rezultata ANOVA testa sa izracunatim srednjim vrednostima
kontrakcija nervno-misi¢nog preparata A. suum izazvanih rastu¢im koncentracijama
morantela bez i u prisustvu 3 uM GABA i 100 uM karvakrola: morantel-kontrola;
morantel + GABA 3 puM; morantel + GABA 3 uM + karvakrol 100 uM; morantel-
kontrola nakon ispiranja (x+SE, n=6).

Kontrakcije preparata A. suum (g)

Koncentracija 1nM 3nM 10nM 30nM 100nM
Morantel-kontrola | 0.38+0.04 0.61+0.07 0.90+0.07 1.05+0.08 1.13+0.07
Morantel+ 0.21£0.04" 0.39+0.09" 0.66+0.12 0.85+0.10 0.94+0.11
GABA 3uM p=0.12 p=0.10

Morantel+ 0.08+0.02""" | 0.15+0.03™" 0.24+0.04™" | 0.31£0.05™ | 0.37+0.06™"
GABA 3 pM+ p<0.0001 p=0.0004 p=0.0002 p<0.0001 p=0.0001
karvakrol 100uM

Morantel-ispiranje | 0.18+0.04 0.23£0.06 0.34+0.09 0.4240.10 0.5440.12

* Statisticka znacajnost u odnosu na Morantel-kontrola

Na osnovu rezultata testa moZe se videti da je GABA je u koncentraciji od 3 uM
signifikantno inhibisala kontrakcije izazvane sa 1 i 3 nM morantela, dok je 3 uM GABA
u kombinaciji sa 100 uM karvakrola visoko signifikantno smanjila kontrakcije izazvane

svim testiranim rastu¢im koncentracijama morantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM).

5.1.4. Ispitivanje dozno-zavisnih kontrakcija neuromisi¢nog preparata A. suum
izazvanih befinijumom i inhibicija kontrakcija karvakrolom i GABA

Uticaj karvakrola na izometrijske kontrakcije izazvane befinijumom

Literaturni podaci o befinijumu ukazuju da je on agonista B-podtipa nikotinskog
acetilholinskog receptora parazitskih nematoda. U ispitivanju njegovog kontraktilnog
dejstva Kkoristili smo isti protokol kao i kod prethodno testiranih agonista. Ispitivane su
rastu¢e koncentracije befinijuma od 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM i 10 uM, a zatim i
dejstvo karvakrola 100 i 300 mM na te kontrakcije (Slika 34).
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Slika 34. Originalni zapis izometrijskih kontrakcija neuromisi¢nog preparata A. suum
izazvanih rastu¢im koncentracijama befinijuma i inhibicija kontrakcija posle inkubacije
preparata sa 100 i 300 puM karvakrola. Crne kratke linije oznacavaju aplikaciju
befinijuma (0.1, 0.3, 1, 3 i 10 uM), puna linija pokazuje prisustvo 100 uM karvakrola,
dok crvena isprekidana linija ukazuje na inkubaciju sa 300 uM karvakrola.

Dobijeni rezultati kontrakcija izazvanih befinijumom analizirani su nelineranom
regresijom, ¢ime su dobijene vrednosti ECso befinijuma i Emax. Na slici 35 prikazane su

sigmoidne krive odnosa doze i kontraktilnog efekta befinijuma bez i u prisustvu 100 uM

1300 uM karvakrola.
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Slika 35. Dozno-zavisne sigmoidne krive kontraktilnog efekta befinijuma bez i u
prisustvu karvakrola. Prikazani su: befinijum-kontrola (n=7, plava); befinijum u

prisustvu 100 uM karvakrola (n=7, zelena); befinijum u prisustvu 300 uM karvakrola
(n=7, crvena); befinijum kontrola nakon ispiranja (n=7, isprekidana crna).
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U tabeli 17 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize.

Tabela 17. Rezultati ispitivanja dozne zavisnosti kontraktilnog efekta befinijuma i
uticaja 100 uM i 300 uM karvakrola na te kontrakcije.

Srednja 95% granice Log Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekt (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (uM) 9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECs0) (M) (Emax) (9) (n)
Befinijum - kontrola
0.36 | 004-356 | -044 | 140 | 1.09-1.72 | 040 | 7
Befinijum + karvakrol 100 pM
0.89 | 017462 |-005 | 123 | 087-159 | 052 | 7
Befinijum + karvakrol 300 pM
1.74 | 0181664 | 024 | 035 | 018052 | 036 | 7
Befinijum - kontrola posle ispiranja
1.29 | 021804 | 011 | 069 | 044005 | 046 | 7

PreraCunata kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso) befinijuma bila je
0.36 uM, u prisustvu 100 uM karvakrola iznosila je 0.89uM, dok je inkubacija sa 300
uM karvakrola povecala vrednost ECso befinijuma na 1.74 uM. Posle ispiranja
preparata ECsp je smanjena na 1.29 uM, Sto je i dalje bilo skoro ¢etvorostruko vise od
kontrolnog nalaza. Prva testirana koncentracija karvakrola je medutim smanjila
maksimalni efekt (Emax) sa kontrolnih 1.40 g, na 1.23 g a druga na cak 0.35 g. Posle
ispiranja maksimalni efekat je dostigao vrednost od 0.69 g.

U tabeli 18 prikazani su rezultati analize varijanse srednjih vrednosti kontrakcija

izavanih befinijumom bez i u prisustvu 100 uM i 300 uM karvakrola.

Tabela 18. ANOVA test. IzraCunate srednje vrednosti kontrakcija neuromisiénog
preparata A. suum izazvane rastu¢im koncentracijama befinijuma bez i u prisustvu
karvakrola (100 uM i 300 uM): befinijum-kontrola; befinijum + karvakrol 100 pM;
befinijum + karvakrol 300 uM; befinijum-kontrola nakon ispiranja (x+SE, n=7)

Kontrakcije preparata A. suum (g)
Koncentracija 0.1 pM 0.3 pM 1pM 3uM 10 pM
Befinijum-kontrola | 0.49+0.11 0.8240.16 1.06+0.18 1.27£0.16 1.39+0.17
Befinijum + 0.19+0.04" 0.39+0.10" 0.66+0.16 0.99+0.17 1.12+0.17
karvakrol 100uM p=0.01 p=0.02
Befinijum + 0.07£0.01™" | 0.11x0.01™ | 0.16+0.03™" | 0.25+£0.06™" | 0.31+0.08™""
karvakrol 300pM p=0.0004 p=0.0002 p=0.0002 p<0.0001 p<0.0001
Befinijum- 0.11+0.02 0.20+0.04 0.36+0.08 0.48+0.09 0.64+0.13
ispiranje

* Statisti¢ka znac¢ajnost u odnosu na Befinijum-kontrola
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Rezultati iz tabele pokazuju da je karvakrol u koncentraciji od 100 uM
signifikantno inhibisao kontrakcije nakon aplikacije 0.1 uM i 0.3 uM befinijuma, dok je
300 uM karvakrola visoko signifikantno smanjila kontrakcije izazvane svim testiranim

rastu¢im koncentracijama befinijuma (0.1, 0.3, 1, 31 10 uM).

Izometrijske kontrakcije izazvane befinijumom u prisustvu 3 uM GABA i 100 uM
karvakrola

U daljoj analizi dejstva karvakrola na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A.
suum izazvane befinijumom, ispitan je njegov zajednicki efekat sa GABA. Posle
pocetne prve serije kontrolnih kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama
befinijuma, preparate smo inkubirali sa 3uM GABA i 100 uM karvakrola. Na slici 36

prikazan je reprezentativni zapis kontrakcija.

10 pM
3uM
1puM
0.3 uM (
0.1 pM
1g
J
| N v J Q
1 min Befinijum - - - e W N Y
kontrola GABA 3 pm Karvakrol 100 pM

Slika 36. Originalni zapis izometrijskih kontrakcija neuromisi¢nog preparata A. suum
izazvanih rastu¢im koncentracijama befinijuma i inhibicija kontrakcija sa 3 uM GABA i
100 uM karvakrola. Isprekidana kratka linija ukazuje na aplikaciju befinijuma (0.1, 0.3,
1, 31 10 uM), puna linija na inkubaciju sa 3 uM GABA, dok crvena linija oznacava
inkubaciju sa 100 uM karvakrola.

Statistickom analizom dobijenih rezultata, primenom nelinearne regresije,
dobijene su dozno-zavisne sigmoidne krive odnosa koncentracije i kontraktilnog efekta
befinijuma bez i u prisustvu GABA i karakrola (Slika 37).
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Slika 37. Graficki prikaz dozno-zavisnih sigmoidnih kriva kontraktilnog efekta
befinijuma bez i u prisustvu 3 uM GABA i 100 uM karvakrola. Prikazani su: befinijum
kontrola (n=6, plava); u prisustvu 3 uM GABA (n=6, zelena); aplikacija 3 uM GABA i
100 uM karvakrola (n=6, crvena); befinijum kontrola nakon ispiranja (n=6, isprekidana
crna).

U tabeli 19 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize vrednosti

dobijenih kontrakcijama.

Tabela 19. Rezultati ispitivanja dozno-zavisnih kontrakcija izazvanih befinijumom na
neuromis$i¢cnom preparatu A. suum-a nakon aplikacije 3 uM GABA i 100 uM
karvakrola.

Srednja 95% granice Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekat (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (uM) (9) sigurnosti | (R? preparata
(ECs0) (uM) (Emax) (9) (n)
Befinijum - kontrola
0.62 | 007567 | -021 | 220 | 15828 | 043 | 6
Befinijum + GABA 3 uyM
0.96 | 019-495 | 002 | 218 | 148290 | 056 | 6
Befinijum + 3 pM GABA-+karvakrol 100 pM
1.40 |  014-1355 | 0.15 | 0.89 | 043-1.36 | 040 | 6
Befinijum - kontrola posle ispiranja
1.32 | 019-928 ] 0.12 | 1.15 | 067-1.63 | 048 | 6

Kontrolna vrednost ECso za kontraktilni efekt befinijuma iznosila je 0.62 uM, a
Emax 2.20 g. Inkubacija preparatata sa 3 uM GABA imala je za posledicu poveéanje

vrednosti ECso na 0.96 uM, dok je maksimalni efekat ostao nepromenjen 2.18 g.
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Kombinacija GABA 3 uM i karvakrola 100 uM posle 5 minuta inkubacije, jos
intenzivnije je inhibirala kontrakcije izazvane befinijjumom. Naime, vrednost ECsp bila
je 1.40 uM, a Emax=0.89 g. Nakon ispiranja vrednost srednje efektivne koncentracije

iznosila je 1.32 uM, a maksimalni efekat se blago povec¢ao na 1.15 g.

U tabeli 20. prikazani su rezultati poredenja srednjih vrednosti kontrakcija u

testu analize varijanse.

Tabela 20. Rezultati ANOVA sa prikazanim srednjim vrednostima kontrakcija nervno-
miSi¢nog preparata A. suum izazvanih rastu¢im koncentracijama befinijuma bez i u
prisustvu 3 uM GABA i 100 uM karvakrola: befinijum-kontrola; befinijum + GABA 3
uM; befinijum + GABA 3 uM + karvakrol 100 pM; befinijum-kontrola nakon ispiranja
(x=SE, n=0).

Kontrakcije preparata A. suum (g)
Koncentracija 0.1 uM 0.3 uM 1 pM 3uM 10 pM
Befinijum- 0.68+0.21 1.07+0.27 1.52+0.29 1.87+0.28 2.13+0.29
kontrola
Befinijum+ 0.15+0.03* 0.60+0.32 1.08+0.26 1.64+0.29 2.01+0.29
GABA 3uM p=0.014
Befinijum+ 0.09+0.02%** 0.15+0.03* 0.36+0.11%* | 0.65+0.21** | 0.77+£0.22%*
GABA 3 pM+ p=0.005 p=0.03 p=0.006 p=0.009 p=0.008
karvakrol 100uM
Befinijum- 0.13£0.03 0.237+0.08 0.55+0.15 0.79+0.18 1.04+0.24
kontrola posle
ispiranja

* Statisticka znac¢ajnost u odnosu na Befinijum-kontrola

U poredenju sa srednjim vrednostima kontrolnih kontrakcija moze se videti da je
GABA u koncentraciji od 3 uM signifikantno inhibisala kontrakcije izazvane sa 0.1
uM befinijuma, dok je 3 uM GABA u kombinaciji sa 100 uM karvakrola signifikantno
smanjila kontrakcije izazvane svim aplikovanim rastu¢im koncentracijama befinijuma
(0.1,0.3,1, 3i 10 uM).

5.2. Ispitivanje dejstva tiramina na izometrijske kontrakcije izazvane
acetilholinom

Tiramin je prirodni monoamin, koji se jo§ naziva “amin u tragovima®“. U
organizmu sisara deluje sli¢no kao i kateholamini, ali njegova uloga kod nematoda nije

jos uvek potpuno razjasnjena. Kako postoje podaci da karvakrol kod C. elegans deluje
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preko tiraminskih receptora, mi smo ispitali dejstvo tiramina na kontrakcije

neuromiSi¢nog preparata A. suum. Na slici 38 prikazan je reprezentativni zapis

kontrakcija.
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Slika 38. Kontrakcije neuromiSi¢nog preparata A. sSuum izazvane rastu¢im
koncentracijama acetilholina i uticaj tiramina (300 uM) na te kontrakcije.

Kontrakcije neuromisi¢nog preparata su analizirane nelinearnom regresijom, a
rezultati analize i dobijene sigmoidne krive odnosa koncentracije i efekta acetilhola bez

I U prisustvu tiramina prikazane su u tabeli 21 i na slici 39.

Tabela 21. Rezultati ispitivanja dozno-zavisnih kontrakcija izazvanih acetilholinom na
neuromisi¢nom preparatu A. sSUUM 1 uticaj tiramina 300 uM na te kontrakcije.

Srednja 95% granice Log | Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso | efekat (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (uM) (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECs0) (nM) (Emax) (9) (n)
ACh - kontrola
14.81 | 3835-5722 | 117 | 155 | 114200 | 070 | 6
ACh + tiramin 300 pM
13.14 | 3.263-52.92 | 1.12 | 1.55 | 114200 | 070 | 6
ACh - posle ispiranja
10.14 | 2.163-4751 | 1.00 | 1.58 | 117200 | 065 | 6
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Slika 39. Graficki prikaz dozno-zavisnih sigmoidnih kriva kontraktilnog efekta ACh
bez i u prisustvu 300 uM tiramina. Prikazani su: ACh kontrola (n=6, crna); u prisustvu
300 uM tiramina (n=6, crvena); ACh kontrola nakon ispiranja (n=6, plava).

Acetilholin je izazvao dozno-zavisne kontrakcije kao 1 u prethodnim
ispitivanjima. Srednja efektivna koncentracija (ECso) ACh u kontrolnoj seriji iznosila je
14.81uM, a maksimalni kontraktilni efekat (Emax) 1.55 g. Inkubacija sa tiraminom 300
uM nije izazvala bilo kakvu promenu kontrakcija niti je uticala na dejstvo acetilholina.
ECso acetilholna u prisustvu tiramina iznosila je 13.14 uM, a maksimalni efekat 1.56 g.
Sigmoidne krive efekta ACh bez i u prisustvu tiramina su se skoro potpuno poklopile
(Slika 39). Posle ispiranja preparata i uklanjanja tiramina nije bilo nikakvih posledica na
kontrakcije. Tako je srednja efektivna koncentracija ACh posle ispiranja iznosila 10.14
uM, dok je maksimalni efekat bio 1.58 g. Zbog Cinjenice da inkubacija neuromisi¢nog
preparata A. suum sa tiraminom nije uticala na vrednosti Emax i ECso, rezultate

maksimalne amplitude kontrakcija nismo uporedivali ANOVA testom.
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5.3. Ispitivanje mehanizma dejstva monepantela (derivat aminoacidonitrila) i
njegova interakcija sa karvakrolom na neuromisi¢nom preparatu A. suum

Uticaj monepantela na izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom
Aminoacetonitrilni derivati (AAD) predstavljaju jednu od najnovijih klasa
antihelmintika za koje se smatra, na osnovu istrazivanja proizvodaca, da deluju kao
alosteri¢ni modulatori nikorinskog receptora nematoda. Monepantel je AAD koji je
registrovan za upotrebu u veterinarskoj medicini i u narednom delu istrazivanja ispitan

je njegov uticaj na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum izazvane ACh.

100pM
30uM

oo | r f
( |

3uM
1pM
19
Imin = emeaaa - - _N_Q_ - - - _Q_ _____
ACh ACh
kontrola  Monepantel 1uM Monepantel 3uM kontrola

Slika 40. Zapis izometrijskih kontrakcija neuromisi¢énog preparata A. suum, izazvanih
rastu¢im koncentracijama acetilholina i inhibicija kontrakcija sa 1 i 3 uM monepantela.
Isprekidana kratka crna linija obelezava kontrolne kontrakcije izazvane sa ACh (1, 3,
10, 30 i 100 uM), puna crna linija oznacava prisustvo 1 uM monepantela, dok crvena
linijja oznaCava prisustvo 3 pM monepantela u eksperimentalnom kupatilcu sa
preparatom.

Slike 40 i 41 prikazuju izabrane zapise kontraktilnog dejstva rastuéih
koncentracija ACh bez i u prisustvu monopantela 1 i 3uM i 10 i 30uM. ACh je izazvao
dozno-zavisne kontrakcije koje je monepantel, takode dozno-zavisno inhibisao.
Monepantel, sam po sebi nije znacajnije promeni bazalni tonus, dok je sa druge strane
ispiranje preparata imalo za posledicu povecanje kontrakcija, odnosno njihovo vracanje
na kontrolni nivo. Najvisa testirana koncentracija monepantela 30 uM, je skoro potpuno

blokirala kontraktilni efekt ACh (Slika 42).
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Slika 41. Zapis izometrijskih kontrakcija nervno-misi¢nog preparata A. suum, izazvanih
rastu¢im koncentracijama acetilholina i inhibicija kontrakcija sa 10 i 30 uM
monepantela. Isprekidana kratka crna linija obelezava kontrolne kontrakcije izazvane sa
ACh (1, 3, 10, 30 i 100 uM), plava linija oznacava prisustvo 10 uM monepantela, dok
crvena linija u tackama oznacava prisustvo 30 uM monepantela u eksperimentalnom
kupatilcu sa preparatom.
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Slika 42. Dozno-zavisne sigmoidne krive kontraktilnog efekta acetilholina bez i u
prisustvu monepantela: kontrola ACh (n=8, zelena); aplikacija 1 uM monepantela (n=8,
plava); aplikacija 3 uM monepantela (n=8, crvena); kontrola ACh nakon ispiranja (n=8,
crna isprekidana). Svaka tacka predstavlja x+SE.
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U tabeli 22 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize dobijenih
vrednosti kontrakcija.

Tabela 22. Rezultati ispitivanja kontrakcija rastu¢im koncentracijama acetilholina na
neuromisi¢nom preparatu A. suum nakon aplikacije 1 uM 1 3 uM monepantela.

Srednja 95% granice Log Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso efekat granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (uM) (Emax) (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECs0) (uM) (Emax) (9) (n)
ACh - kontrola
7.55 | 168338 | 088 | 146 | 1.16-1.76 | 061 | 8
ACh + monepantel 1 pM
11.95 | 3284353 [1.08 | 150 | 1.12-188 | 067 | 8
ACh + monepantel 3 uM
16.29 | 5025280 | 121 | 110 [ 081140 | 072 | 8
ACh - kontrola posle ispiranja
6.69 | 2032203 | 082 | 148 [ 121174 | 072 | 8

Kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso) ACh bila je 7.55 uM i u
prisustvu 1 uM monepantela povecala se na 11.95 uM, dok je 3 uM monepantela
povecalo vrednost ECso na 16.29 uM. Posle ispiranja preparata ECso je znatno smanjena
na 6.69 uM, sto je bilo ¢ak i nize od kontrolnog nalaza. Prva testirana koncentracija
monepantela nije znacajnije promenila vrednost maksimalnog kontraktilnog efekta
acetilholina (Emax), On je sa kontrolnih 1.46 g povecan na 1.50 g. dok je 3 uM
monepantela snizilo maksimalni efekat na 1.10 g. Posle ispiranja maksimalni efekat je
potpuno dostigao pocetnu kontrolnu vrednost (1.48 g). U tabeli 23 prikazani su rezultati
nelinearne regresione analize uticaja 10 uM 1 30 uM monepantela na kontrakcije
izazvane rastu¢im koncentracijama ACh.

Tabela 23. Rezultati statisticke analize (nelinearna regresija) vrednosti dozno-zavisnih
kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama acetilholina (1, 3, 10, 30 1 100 uM) na
neuromisi¢nom preparatu A. suum nakon inkubacije sa 10 uM i 30 uM monepantela.

Srednja 95% Log | Maksimalni 95% granice | Koeficijent | Broj
efektivna granice ECso | efekat (Emax) | sigurnosti regresije testiranih
koncentracija sigurnosti (9) (Emax) (9) (R?» preparata
(ECs0) (nM) ECso (uM) (n)
ACh - kontrola
5.34 | 1.20-23.80 | 0.73 | 1.89 | 155222 | 068 | 5
ACh + monepantel 10 pM
18.01 | 458-70.79 [ 1.25 | 1.12 | 077147 | 070 | 5
ACh + monepantel 30 pM
23.05 | 351-151.4 | 1.36 | 0.53 | 027078 | 057 | 5
ACh - kontrola posle ispiranja
10.10 | 1.58-64.46 | 1.00 | 1.08 | 074-143 | 056 | 5
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Kontrolna ECsp acetilholina iznosila je 5.34 uM a maksimalni efekt 1.89 g.
Inkubacija sa 10 uM monepantela povecala je vrednost ECsg na 18.01 uM i smanjila
Emax Na 1.2 g. Tri puta visa koncentracija monepantela (30 uM) jo§ samo malo je
povecala ECsg acetilholina (na 23.05 uM), ali je smanjila vrednost Emax na ¢ak 0.53 g.
Ispiranjem preparata vrednosti ECso i Emax nisu dostigle kontrolne vrednosti. Na slici 43
su prikazane sigmoidne krive odnosa doze i efekta acetilholina u prisustvu 10 i 30uM

monepantela.
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Slika 43. Sigmoidne krive dozno-zavisnog kontraktilnog efekta ACh na neuromisi¢nom
preparatu A. suum. Svaka tacka predstavlja x+SE (n=6). ACh kontrola (n=6, kriva crne
boje); u prisustvu 10 uM monepantela (n=6, kriva plave boje); u prisustvu 30 uM
monepantela (n=6, kriva crvene boje); ACh kontrola nakon ispiranja (n=6, isprekidana
kriva crne boje).

Izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom u prisustvu monepantela i
karvakrola

Posebno znacajno je bilo da se ispita i uporedi efekat karvakrola i monepantela
na kontrakcije izazvane acetilholinom, kao i potencijalna interakcija ove dve supstance.
Koris¢en je protokol koji je pocinjao kontrolnom serijom kontrakcija izazvanih
acetilholinom, zatim je efekat istih koncentracija pracen u prisustvu karvakrola 100 puM,
zatim monepantela 1uM i na kraju je testirano dejsvo kombinacije ove dve supstance na

kontrakcije. Reprezentativni zapis kontrakcija prikazan je na slici 44.
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Slika 44. Originalni zapis izometrijskih kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama
acetilholina na neuromisi¢nom preparatu A. suum i inhibicija kontrakcija sa 100 uM
karvakrola i 1 uM monepantela. Na zapisu su prikazani: kratke crne linije predstavljaju
aplikaciju acetilholina; puna crna linija je aplikacija 100 uM karvakrola; crvena linija je
aplikacija 1 uM monepantela.

Dobijeni rezultati kontakcija analizirani su nelinearnom regresijom (Slika 45 i
Tabela 24) i ANOVA testom (Tabela 25). Kontrolna srednja efektivna koncentracija
acetilholina u ovom ispitivanju bila je 13.13 uM, a Emax=1.59 g. Karvakrol 100 uM je
samo donekle povecao ECso acetilholina na 19.20 uM i neznatno smanjio maksimalni
kontraktilni efekat na 1.32 g. Sli¢nu inhibiciju kontrakcija je izazvao i monepantel 1uM.
U prisustvu ovog aminoacidonitrila ECso acetilholina bila je 15.86 uM, a maksimalni
efekat 1.25 g. Medutim, kombinacija ove dve supstance je ispoljila ja¢e dejstvo od
pojedinacnih efekata. ECso acetilholina bila je 34.17 uM, a maksimalni efekat samo
0.87 g (Tabela 24). Na kraju serije nakon ispiranja preparata vrednost ECso ACh bila je
manja nego kontrola i iznosila je 11.61 pM sa maksimalnim efektom koji je bio 1.60 g.

U regresionoj analizi koja je prikazana u tabeli 23 testirano je Sest preparata.
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Slika 45. Graficki prikaz dozno-zavisnih sigmoidnih kriva kontraktilnog efekta
acetilholina bez i u prisustvu monepantela i karvakrola: kontrola ACh (n=6, crna puna
linija); aplikacija 100 uM karvakrola (n=6, plava); aplikacija I uM monepantela (n=6,
zelena); zajednicka aplikacija 100 uM karvakrola i 1 pM monepantela(n=6, crvena);
kontrola ACh nakon ispiranja (n=6, crna isprekidana). Svaka tacka predstavlja x+SE.

U tabeli 24 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize izmerenih

kontrakcija i primenjenih koncentracija acetilholina.

Tabela 24. Rezultati ispitivanja kontrakcija izavanih rastu¢im koncentracijama
acetilholina na neuromisi¢nom preparatu A. suum nakon inkubacije sa karvakrololom i
monepantelom.

Srednja 95% granice Log Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso efekt (Emax) | granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (uM) (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECs0) (nM) (Emax) (9) (n)
ACh - kontrola
13.13 | 7592273 | 112 | 159 | 142-1.77 | 092 | 6
ACh + karvakrol 100 pM
19.20 | 10.05-3667 | 128 | 132 | 112-153 | 089 | 6
ACh + monepantel 1 pM
15.86 | 7933169 | 120 | 125 | 1.06-144 | 088 | 6
ACh + karvakrol 100 pM + monepantel 1 pM
3457 | 18616422 | 154 | 087 | 070-1.04 | 092 | 6
ACh - kontrola posle ispiranja
11.61 | 5772337 | 106 | 160 | 1.38-182 | 088 | 6

Kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso) ACh bila je 13.13 uM i u
prisustvu 100 uM karvakrola povecala se na 19.20 uM, dok je ECso acetilholina u

prisustvu 1 uM monepantela iznosila 15.86 uM. Istovremenom inkubacijom preparata
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sa karvakrolom i monepantelom, ECsp acetilholina se udvostrucila na 34.57 uM, da bi
nakon ispiranja preparata opala ispod kontolne vrednosti i dostigla 11.61 uM. Testirana
koncentracija karvakrola nije znacajnije promenila maksimalni kontraktilni efekt
acetilholina (Emax) koji je sa kontrolnih 1.59 g opao na 1.32 g a sli¢no je izmereno i
posle inkubacije preparata sa 1 pM monepantela (Emax=1.25 g). Medutim, maksimalni
kontraktilni efekt acetilholina se posle zajednicke inkubacije dve pomenute supstance
smanjio na 0.87 g. Posle ispiranja Emax je dostigao poc¢etnu kontrolnu vrednost, i iznosio
je 1.60 g.

U tabeli 25 prikazani su rezultati analize varijanse efekta karvakrola i

monepantela na kontrakcije neuromisiénog preparata A. suum izazvane acetilholinom.

Tabela 25. Rezultati analize ANOVA testom kontrakcija neuromi$i¢nih preparata A.
suum izazvanih rastu¢im koncentracijama ACh (x+SE, n=6) (g) i inhibitorni efekt 100
uM karvakrola, 1 pM monepantela i kombinacije ove dve supstance.

Kontrakcije preparata A. suum (g)

Koncentracija 1 uM 3 uM 10 pM 30 uM 100 pM
ACh-kontrola 0.22+0.03 0.54+0.03 0.7620.06 1.15£0.04 1.4440.07
ACh+ 0.14+0.02 0.34+0.06 0.48+0.06 0.87+0.05 1.12+0.06
karvakrol 100 pM
ACh+ 0.14+0.02 0.37+£0.07 0.52+0.07 0.86+0.04 1.10+0.05
monepantel 1 pM
ACh+ 0.07£0.01™"** | 0.16+0.03""** | 0.23+£0.04™"*** | 0.4440.02""*** | 0.66+0.03™"***
Karvakrol 100pM+ | p=0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001

p=0.002 p=0.002 p=0.0001 p<0.0001 p<0.0001

monepantel 1 pM

ACh- kontrola 0.21£0.03 0.50+0.08 0.79+0.09 1.18+0.09 1.46+0.05
posle ispiranja

* Statisticka znacajnost u odnosu na ACh-kontrola
+ Statisti¢ka znacajnost u odnosu na ACh-kontrola posle ispiranja

Rezultati analize varijanse pokazuju da je karvakrol u koncentraciji od 100 uM
smanjio kontrakcije nervno-misi¢nog preparata A. suum, bez statisticke znacajnosti.
Takode, i 1 uM monepantela je nesignifikantno smanjio kontrakcije izazvane
acetilholinom. Medutim, kada su ove dve supstance u istim koncentracijama primenjene
zajedno, smanjenje kontrakcija je dostiglo stepen visoke statisticke znacajnosti u odnosu
na kontrolu pre i u odnosu na kontrolu nakon ispiranja u svim primenjenim rastu¢im

koncentracijama ACh (Tabela 25).
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5.4. Ispitivanje dejstva karveola na neuromisi¢nom preparatu A. suum

Karveol je prirodni monociklicni monoterpenoid sa  potencijalnim
antinematodnim svojstvima. Ispitali smo uticaj karveola na kontrakcije neuromi$i¢nog
preparata A. suum izazvane acetilholinom. Za razliku od karvakrola, koji je u razli¢itom
stepenu inhibirao kontrakcije A. suum izazvane razli¢itim lekovima agonistima
nikotinskog acetilholinskog receptora (nAChR) nematoda, karveol je stimulisao ove
kontrakcije. Na slici 46 je prikazan originalni zapis kontrakcija neuromisi¢énog preparata

A. suum izazavanih rastu¢im koncentracijama ACh i efekt karveola na te kontrakcije.

o
il r

ACh 10 pM

ACh 3 pM

19| achiam

I o o ]

1Min == ——— — - - - - - = T AAn

ACh ACh
kontrola Karveol 10 uM kontrola

Slika 46. Originalni zapis izometrijskih kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama
acetilholina i dejstvo 10 uM karveola na kontrakcije. Kratka crna linija oznacava
aplikaciju ACh, a crvena linija oznacava vreme inkubacije sa 10 pM karveola.

Na slici se jasno vidi da je karveol potencirao kontrakcije izazvane
acetilholinom 1 da taj efekt pojacanja kontrakcija oszaje i posle ispiranja preparata.
Na slici 47 i u tabeli 26 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize dobijenih
rezultata kontrakcija. Slika 47 prikazuje sigmoidne krive odnosa doze i kontraktilnog
efekta acetilholina i dejstva karveola na te kontrakcije.
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Slika 47. Dozno-zavisne sigmoidne krive kontraktilnog efekta acetilholina bez i u
prisustvu 10 uM karveola. ACh kontrola (n=6, isprekidana crna); ACh+karveol 10 uM
(n=6, plava); ACh kontrola nakon ispiranja (n=6, zelena).

U tabeli 26 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize uticaja karveola

na kontrakcije izazvane ACh.

Tabela 26. Rezultati nelinarne regresione analize kontrakcija neuromisi¢énog preparata
A. suum izazvanih acetilholinom bez i u prisustvu 10 uM karveola.

Srednja 95% granice Log Maksimalni | 95% Koeficijent | Broj
efektivna sigurnosti ECso efekat granice regresije testiranih
koncentracija | ECso (uM) (Emax) (9) sigurnosti | (R?) preparata
(ECs0) (nM) (Emax) (9) (n)
ACh - kontrola
15.97 | 635-4011 | 120 | 138 | 111164 | 080 | 6
ACh + karveol 10 pM
6.63 | 1922292 |08 | 151 | 125176 | 070 | 6
ACh - kontrola posle ispiranja
6.14 | 1822070 | 079 | 171 | 141200 | 071 | 6

Karveol, u koncentraciji od 10 uM stimuliSe kontrakcije izazvane
acetilholinom. Kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso) ACh iznosila je 15.97
uM sa maksimalnim efektom (Emax) 0d 1.38g. Posle inkubacije od 5 minuta sa 10uM
karveola, ECsoiznosila je 6.62uM dok je Emax povecana na 1.51 g. Zabelezeni porast
kontrakcija se nastavio i posle ispiranja karveola, ECso je iznosila 6.14 uM dok je Emax

nastavio da raste do vrednosti od 1.71 g.
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U tabeli 27 prikazani su rezultati analize varijanse kontraktilnog efekta

acetilholina bez i u prisustvu karveola.

Tabela 27. Rezultati ANOVA testa kontrakcija neuromisicnog preparata A. suum
izazvanih rastu¢im koncentracijama ACh bez i u prisustvu 10 uM karveola (x+SE,
n=6).

Kontrakcije preparata A. suum ()

Koncentracija 1 uM 3uM 10 pM 30 uM 100 pM
ACh-kontrola 0.23+0.05 | 0.47+0.06 | 0.60+0.06 0.99+0.08 1.21£0.11
ACh + karveol 10 pM 0.38+0.05 | 0.73+0.05" | 0.95+0.09™"** | 1.27+0.15™** | 1.45+£0.16™"**

p=0.03 p=0.0009,p=0.002 | p=0.001,p=0.002 | p=0.001,p=0.002
ACh-kontrola posle 0.36+0.05 | 0.82+0.08 1.05+0.09 1.44+0.17 1.65+0.17
ispiranja

* Statisticki znacajna razlika u odnosu na ACh-kontrola
* Statisticki znacajna razlika u odnosu na ACh-kontrola posle ispiranja

Rezultati analize varijanse pokazuju da je karveol u koncentraciji od 10 uM
signifikantno povecao kontrakcije nakon aplikacije 3, 10, 30 i 100 uM ACh u odnosu na
kontrolne vrednosti. Takode, i posle ispiranja karveola kontrakcije su bile signifikantno

vise u odnosu na kontrolu (Tabela 27).
5.5. Ispitivanje mehanizma dejstva mentola na neuromisi¢nom preparatu A. suum

U narednom delu nash ispitivanja testirali smo potencijano antinematodno

dejstvo mentola (Slika 48). /
ACh 100 pM ( ( (
ACh 30 pM ﬂ
ACh 10 uM ,
ACh 3 uM
1 ACh 1 uM u
¥ y Vs VA Y W
1min  ACh kontrola ACh kontrola

Mentol 100 nM

Slika 48. Reprezentativni zapis izometrijskih kontrakcija rastu¢im koncentracijama
acetilholina, i1 pojacavanje kontrakcija sa 100 nM mentola. Na zapisu je oznaceno:
kratka crna linija predstavlja aplikaciju acetilholina; puna crvena linija predstavlja
aplikaciju 100 nM mentola.
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Na osnovu podataka iz literature ispitiali smo efekat ovog monoterpenoida (5-
metil-2-propan-2-ilcikloheksan-1-ol) na kontrakcije A. suum izazvane acetilholinom. Na
slici 31 prikazan je originalni zapis kontrakcije u prisustvu 100 nM mentola. Dobijene
rezultate kontrakcija obradili smo statisticki i u tabeli 28 prikazali rezultate nelinearne
regresione analize.

Tabela 28. Rezultati ispitivanja dozno-zavisnih kontrakcija acetilholinom na
neuromisi¢nom preparatu A. suum-a nakon aplikacije 100 nM mentola.

Srednja 95% Log Maksimalni 95% Koeficijent Broj
efektivna granice ECso | efekat(Emax) (g) | granice regresije testiranih
koncentracija sigurnosti sigurnosti (R? preparata
(ECs) uM) | ECso (M) (Emax) (9) (n)
ACh - kontrola
12.93 | 6.46-25.90 | 1.11 | 1.62 | 1.38-1.85 | 0.88 | 6
ACh + mentol 100 nM
10.82 | 5.43-21.57 | 1.03 | 1.90 | 1.65-2.15 | 0.88 | 6
ACh — kontrola nakon ispiranja
8.68 | 437-17.23 | 0.94 | 1.98 | 1.74-2.21 | 0.88 | 6

Iz rezultata se vidi da je kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso) ACh
bila 12.93 uM, u prisustvu 100 nM mentola smanjila se na 10.82 uM, da bi nakon
ispiranja preparata ECso nastavila da opada i spustila se na 8.68 uM, §to je bila niza
vrednost od kontrolnog nalaza. Testirana koncentracija mentola pojacala je kontrakcije
izazvane sa ACh, pa je vrednosti maksimalnog efekta (Emax) 0od kontrolnih 1.62 g
porasla na 1.90 g. Posle ispiranja maksimalni efekat je nastavio da raste i dostigao je

1.98¢.

2.0
=@- ACh - kontrola

-8 Mentol 100 nM

1.5 A~ ACh-ispiranje

1.0

Kontrakcija (g)

0.0

T T T T 1
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Slika 49. Dozno-zavisne sigmoidne krive kontraktilnog efekta acetilholina bez i u
prisustvu 100 nM mentola. Na grafiku su obelezeni: ACh kontrola (n=6, isprekidana

crna); aplikacija 100 nM mentola (n=6, zelena); ACh kontrola nakon ispiranja (n=6,
crvena).
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U tabeli 29 prikazani su rezultati analize varijanse srednjih vrednosti kontrakcija

A. suum bez i u prisustvu 100 nM mentola.

Tabela 29. Rezultati ANOVA testa srednjih vrednosti kontrakcija neuromisi¢nog
preparata A. suum izazvanih rastu¢im koncentracijama ACh bez i u prisustvu 100 nM
mentola: ACh-kontrola; ACh + mentol 100 nM; ACh-kontrola nakon ispiranja (x£SE,
n=6).

| Kontrakcija preparata A. suum (g)

Koncentracija 1M 3uM 10 uyM 30 pM 100 pM
ACh-kontrola | 0.21+0.03 0.43+0.05 0.76+0.08 1.17+0.08 1.45+0.11
ACh+Mentol | 0.28+0.03™ | 0.62+0.05™" | 0.94£0.09™"** | 1.47£0.107" | 1.73£0.127""++
100 nM p=0.001 p=0.0007 p=0.0003,p=0.001 | p<0.0001,p<0.0001 | p<0.0001,p<0.0001
ACh-ispiranje | 0.33+0.03 0.67+0.05 1.10+0.08 1.58+0.11 1.83+0.14

* Statisti¢ka znacajnost u odnosu na ACh kontrola
+ Statisticka znacajnost u odnosu na ACh kontrola posle ispiranja

Kao $to se moze primetiti rezultati analize varijanse pokazuju da je mentol u
koncentraciji od 100 nM visoko signifikantno povecao kontrakcije izazvane svim
primenjenim rastuéim koncentracijama ACh u odnosu na kontrolu. Signifikantno
povecanje intenziteta kontrakcija je nastavljeno i posle ispiranja preparata, $to je
posebno interesantan nalaz (Tabela 29).

55.1. Ispitivanje mehanizma delovanja i interakcije izmedu mentola i

monepantela na neuromis$i¢cnom preparatu A. suum

Posebno interesantno bilo je da se ispita potencijalna interakcija mentola i
monepantela i njihov uticaj na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum izazvane
acetilholinom. Da bi se ispitali ovi efekti primenjen je protokol aplikacije supstanci koji
je podrazumevao pocetnu seriju kontrolnih kontrakcija izazvanih acetilholinom, zatim
kontrakcije posle inkubacije sa mentolom, pa kontrakcije posle inkubacije sa
monepantelom i na kraju protokola kontrakcije posle ispiranja preparata (Slika 50).
Pracen je efekat testiranih supstanci na maksimalne kontrakcije izazvane ascetilholinom
kao i na bazalni tonus neuromisi¢nog preparata.

Na slici 50 prikazan je reprezentativni zapis kontrakcija neuromisi¢nog
preparata A. suum izavanih acetilholinom i uticaj mentola i monepantela na te
kontrakcije. Sa slike se vidi da je mentol pojacao kontrakcije dok je monepantel ispoljio

inhibitorno dejstvo.
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ACh 100 pM

ACh 30 pM
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Slika 50. Reprezentativni zapis izometrijskih kontrakcija izazvanih rastu¢im

koncentracijama acetilholina, pojacavanje kontrakcija sa 100 nM mentola i inhibicija
kontrakcija sa 1 uM monepantela. Na zapisu je oznaceno: kratka crna linija predstavlja
aplikaciju acetilholina; plava linija je aplikacija 100 nM mentola; crvena linija

predstavlja aplikaciju 1 uM monepantela.

Na slici 51 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize dobijenih rezultata

kontrakcija.
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Slika 51. Dozno-zavisne sigmoidne krive kontraktilnog efekta acetilholina bez i u
prisustvu 100 nM mentola i 1 uM monepantela. Na grafiku su obelezeni: ACh kontrola
(n=6, isprekidana crna); aplikacija 100 nM mentola (n=6, zelena); aplikacija 1 uM
monepantela (n=6, crvena); ACh kontrola nakon ispiranja (n=6, plava).
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U tabeli 30 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize vrednisti

kontrakcija dobijenih u ovom ispitivanju.

Tabela 30. Rezultati ispitivanja dozno-zavisnih kontrakcija izazvanih acetilholinom na
neuromiSi¢nom preparatu A. suum-a nakon inbkubacije sa 100 nM mentola i 1 pM
monepantela.

Srednja 95% Log Maksimalni 95% Koeficijent Broj
efektivna granice ECso | efekat(Emax) granice regresije testiranih
koncentracija sigurnosti (9) sigurnosti (R? preparata
(ECs0) (0M) ECso (uM) (Emax) (9) (n)
ACh - kontrola
15.86 | 7.73-3255 | 1.20 | 2.12 | 1.76-2.48 | 0.87 | 6
ACh + mentol 100 nM
12.71 | 6.07-26.61 | 1.10 | 2.42 | 2.05-2.79 | 0.86 | 6
ACh + monepantel 1 uM
20.57 | 8.53-49.60 | 1.31 | 1.53 | 1.17-1.89 | 0.82 | 6
ACh — kontrola nakon ispiranja
16.09 | 7.63-33.96 | 1.21 | 2.20 | 1.80-2.60 | 0.86 | 6

Rezultati pokazuju da je kontrolna srednja efektivna koncentracija (ECso) ACh
bila 15.86 uM dok se u prisustvu 100 nM mentola smanjila se na 12.71 uM, da bi se sa
monepantelom povecéala na 20.57 uM. Nakon ispiranja preparata ECso se spustila na
16.09 uM, sto je dosta niza vrednost od kontrolnog nalaza. Testirana koncentracija
mentola povecala je vrednost maksimalnog efekta (Emax) acetilholina sa kontrolnih 2.12
g na 2.42 g. Nakon aplikacije 1 pM monepantela Emax acetilholina se smanjila na 1.53 g.
Posle ispiranja maksimalni efekat je dostigao nesto visu vrednost nego pocetna kontrola
I iznosio je 2.20 g.

U tabeli 31 prikazani su rezultati analize varijanse srednjih vrednosti kontrakcija

u ovom ispitivanju.

Tabela 31. Rezultati ANOVA testa srednjih vrednosti kontrakcija neuromisi¢nog
preparata A. suum izazvanih rastu¢im koncentracijama ACh bez i u prisustvu 100 nM
mentola i 1 uM monepantela. ACh-kontrola; ACh + mentol 100 nM; ACh + monepantel
1 uM; ACh-kontrola nakon ispiranja (x+SE, n=6).

Kontrakcija preparata A. suum (g)

Koncentracija 1 uM 3uM 10 pM 30 uM 100 pM
ACh-kontrola 0.19+0.03 | 0.47+0.05 | 0.75+0.09 1.53+0.13 1.80+0.14
ACh+Mentol 100 | 0.33+0.05 | 0.66+0.05 | 1.09+0.10™" 1.83+0.16™"*** 2,130,177+
nanoM p=0.0004 p=0.0001, p=0.0003 | p<0.0001,p<0.0001
ACh+Monepantel | 0.09£0.01 | 0.27+0.03 | 0.45+0.05™"*** | 0.98+0.10""*** 1.25+0.157
1 uM p=0.0007,p=0.0007 | p=0.0001, p=0.0002 | p<0.0001,p<0.0001
ACh-ispiranje 0.19+0.04 | 0.36+0.05 | 0.77+0.10 1.56+0.15 1.85+0.16

* Statisticka znacajnost u odnosu na ACh kontrola
+ Statisticka znacajnost u odnosu na ACh posle ispiranja
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Rezultati analize varijanse pokazuju da je mentol u koncentraciji od 100 nM
povecao kontrakcije nervno-miSiénog preparata A. suum, sa visokom statistickom
znacajnos¢u nakon aplikacije 10, 30 i 100 uM ACh u odnosu na kontrolu i nakon
aplikacije 30 1 100 uM ACh u odnosu na ispiranje. Sa druge strane, 1 uM monepantela
je visoko signifikantno smanjio kontrakcije nakon aplikacije 10, 30 i 100 uM ACh u

odnosu na kontrolu pre i u odnosu na kontrolu nakon ispiranja (Tabela 31).

5.6. Ispitivanje stepena prezivljavanja adultnih oblika C.elegans u prisustvu timola
I karvakrola

U ispitivanjima uticaja aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja na stepen
prezivljavanja adultnih oblika C. elegans, letalni efekat timola pokazao je doznu i
vremensku zavisnost. Vrednost srednje letalne koncentracije timola (LCso) iznosila je
117.9 nM nakon 24h (95% interval pouzdanosti 114.0-121.9 nM) i 62.89 nM (95%
interval pouzdanosti 59.61 do 66.34 nM) posle 48 h inkubacije nematoda (Slika 52.).
Pored toga pracen je i uticaj timola na faringealno pumpanje C. elegans a u toku 24 h i
48 h inkubacije. FizioloSki mehanizam faringealnog pumpanja se u potpunosti
zaustavlja nakon 48 h inkubacije sa timolom u hranljivoj podlozi. Uginuca C. elegans u

kontrolnim plo¢ama nisu ustanovljena.
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Slika 52. Sigmoidalne krive dozno-zavisnog nematocidnog efekta timola za C. elegans
nakon 24 1 48 sati inkubacije. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost mortaliteta (%
+SD) izraCunatu za 5 Petri Solja.

U daljem toku ispitivanja testiran je uticaj karvakrola. Rezultati pokazuju da je
vrednost LCso karvakrola za adultne oblike C. elegans, nakon 24 sata inkubacije,
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iznosila 53.03 nM (95% interval pouzdanosti od 53.65 do 60.61 nM). Nakon 48 sati
inkubacije, LCso karvakrola iznosio je 33.83 nM (95% interval pouzdanosti 32.09 do
35.66 nM) (Slika 53). Uginuca C. elegans nisu zabelezena u kontrolnim Petri Soljama.
U intervalu izmedu 24 i 48 sati, primeceno je da se faringealno pumpanje C. elegans

usporava i u potpunosti zaustavlja.
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Slika 53. Sigmoidna kriva dozno-zavisnog nematocidnog efekta karvakrola za C.
elegans nakon 24 i 48 sati inkubacije. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost
mortaliteta (% £SD) izracunatu na 5 Petri Solja.

5.7. Ispitivanje uticaja biljnih monoterpenoida na kontrakcije dijafragme pacova
primenom metode elektri¢ne poljne stimulacije (EFS)

5.7.1. Ispitivanje uticaja karvakrola na kontrakcije dijafragme izazvane EFS

Na osnovu postavljenih ciljeva bilo je znacajno da se ispita mehanizam dejstva
odabranih aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja i selektivnost dejstva ovih supstanci
na tkiva sisara (Slika 54).

1lg e N ’
P d PRIV A1 I “M’mﬂuhu ! ML&-«A ¥ . -
1 min —— e e P —
EFS  Karvakrol  Karvakrol Karvakrol  Karvakrol EFS Mekamilamin EFS
kontrolal 10 um 30 pM 100 uM 300 uM kontrola2 100 pM kontrola 3

Slika 54. Originalni zapis kontrakcija dijafragme izazvanih EFS na kome je prikazan
uticaj rastu¢ih koncentracija karvakrola (10, 30, 100 i 300 uM) i mekamilamina (100
uM) na indirektne tetani¢ne kontrakcije. Parametri EFS su: 50Hz, 10 ps, 2's, 30 s, 30
V.
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Na slici 54 prikazane su kontrakcije izolovane dijafragme pacova izazvane
elektricnim poljem (EFS) i efekat rastu¢ih koncentracija karvakrola (10, 30, 100 i 300
uM) na te kontrakcije. Na kraju testa mekamilaminom je potvrdeno da su kontrakcije
izazvane indirektnom stimulacijom dijafragme (oslobadanjem ACh). U tabeli 32
prikazani su rezultati analize varijanse srednjih vrednosti kontrakcija dijafragme bez i u
prisusutvu Kkarvakrola. Analizom zapisa kontrakcija dijafragme mozZe se videti da
karvakrol u koncentracijama od 100 i 300 uM dovodi do pojave tetani¢nog slabljenja
(engl. tetanical fade) Sto ukazuje da karvakrol uti¢e na presinapticku autoreceptorsku

strukturu (Slika 54).

Tabela 32. Prikaz rezultata ANOVA testa. Uticaj Cetiri rastuée koncentracije karvakrola
(10, 30, 100, 300 uM) i 100 uM mekamilamina na kontrakcije dijafragme izazvane
elektriénom poljnom stimulacijom (EFS).

Supstanca (n) | Koncentracija | Kontrola Supstanca Kontrola | Kontrola
(uM) 1 2 3
Karvakrol 6 10 2.62+0.31 2.90+0.43 2.67+0.14 | 2.09+0.27
Karvakrol 6 30 2.69+0.33 2.96+£0.33 2.67+0.15 | 2.18+0.27
Karvakrol 6 100 2.85+0.45 3.20+0.30 2.69+0.16 | 2.28+0.28
Karvakrol 6 300 2.82+0.44 2.54+0.16 2.66x0.15 | 2.39+0.25
Mekamilamin | 6 100 2.83+0.43 0.45+0.06 2.65+0.15 | 2.53+0.21
p=0.001,p<0.0001,p<0.0001

“Statisticka znacajnost u poredenju sa kontrola 1
#Statisticka znacajnost u poredenju sa kontrola 2
*Statisti¢ka znacajnost u poredenju sa kontrola 3

Kao $§to se u tabeli 32 moze videti, karvakrol nije promenio amplitudu
kontrakcija, dok je mekamilamin kontrakcije signifikantno inhibirao. Medutim,
primeceno je da najvisa testirana koncentracija karvakrola (300 uM) povecava osnovni
tonus preparata. Ovo dejstvo je reverzibilno i prestaje posle ispiranja karvakrola (Slika
38).

5.7.2. Ispitivanje uticaja karveola na EFS-indukovane kontrakcije dijafragme pacova

Selektivnost dejstva karveola je takode ispitana na modelu kontrakcija
dijafragme pacova izazvanih sa EFS. Indirektnim dejstvom EFS oslobada se ACh na
motornoj ploc¢i Sto izaziva kontrakcije. U ovoj seriji ispitan je uticaj karveola na
kontrakcije diajfragme. Kao Sto je prikazano na slici 55, testiran je efekat pet rastucih
koncentracija karveola (10, 30, 100, 300 i 1000 uM) a zatim je mekamilaminom u
koncentraciji 100 uM potvrdeno da su kontrakcije dijafragme izazvane oslobadanjem
ACh,
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Ukupan broj testiranih preparata dijafragme pacova bio je Sest. Na slici 55 se
vidi da nakon aplikacije rastucih koncentracija karveola ne dolazi do povisenja bazalnog
tonusa preparata. Cak ni nakon aplikacije 1 mM karveola ne dolazi do promene

maksimalnog efekta kontrakcija dijafragme niti bazalnog tonusa preparata.

(I
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“%m&w
Imin eeeennmnn e J LM
Kontrola Karveol Karveol Karveol Karveol Karveol 1 Mekamilamin Kontrola
10pM  30pM 100uM  300pM  miliM 100 pM

Slika 55. Originalni zapis kontrakcija dijafragme izazvanih EFS na kome je prikazan
uticaj rastucih koncentracija karveola (10, 30, 100, 300 i 1000 pM) i mekamilamina
(100 uM) na kontrakcije (Parametri EFS: 50Hz, 10 ps, 2 s, 30 s, 30 V).

Analizom zapisa kontrakcija dijafragme na slici 55 uocava se da karveol ne
dovodi do tetani¢nog slabljenja (za razliku od karvakrola), §to ukazuje da karveol ne
ispoljava efekat na presinapticku autoreceptorsku strukturu na motornoj ploc¢i. U tabeli
33 prikazani su rezultati statisticke obrade rezultata kontrakcija metodom analize

varijanse gde su poredene srednje vrednosti amplituda kontrakcija.

Tabela 33. Analiza srednjih vrednosti kontrakcija ANOVA testom. Prikaz uticaja pet
rastu¢ih koncentracija karveola (10, 30, 100, 300, 1000 uM) 1 100 uM mekamilamina
na indirektne tetani¢ne kontrakcije elektricnom poljnom stimulacijom.

Supstanca (n) Koncentracija Kontrola Supstanca Ispiranje
(uM)
Karveol 6 10 3.56+0.25 3.71+£0.27 2.66+0.15
Karveol 6 30 3.47+0.21 3.6940.25 2.79+0.16
Karveol 6 100 3.56+0.23 3.71£0.25 2.84+0.16
Karveol 6 300 3.58+0.27 3.71+0.22 2.88+0.17
Karveol 6 1000 3.604+0.26 3.62+0.27 2.94+0.18
Mekamilamin 6 100 3.55+0.24 1.35+0.14+ 2.82+0.16
p=0.0008, p=0.001

*Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu
+Statisticka zna¢ajnost u odnosu na ispiranje
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Rezultati analize varijanse kontraktilnog efekta EFS pokazuju da je 100 uM
mekamilamina visoko signifikantno smanjilo kontrakcije, dok karveol nije uticao na
promenu srednjih vrednosti kontrakcija u odnosu na kontrolu pre i posle ispiranja

preparata.

5.7.3. Ispitivanje uticaja karvakrola i monepantela na EFS-indukovane kontrakcije

dijafragme pacova

Znacajno je bilo da ispitamo interakciju karvakrola i monepantela na modelu
kontrakcija dijafragme pacova, er smo prethodno takvu interakciju utvrdili na
neuromiSi¢nom preparatu A. suum. Testirane su koncentracije 100 uM karvakrola i 1
uM monepantela. Na slici 56 prikazan je reprezentativni zapis kontrakcije dijafragme

bez i u prisustvu ispitivanih supstanci. Broj testiranih preparata iznosio je 6.

1g

Lol Mw

1 min Kontrola  Karvakrol 100 pM Monepantel 1 pM

Slika 56. Reprezentativni zapis kontrakcija dijafragme izazvanih EFS na kome je
prikazan uticaj 100 uM karvakrola i 1 uM monepantela. Parametri EFS su: 50Hz, 10
us,2s,30s,30 V.

Na zapisu se vidi da karvakrol u koncentraciji 100 uM dovodi do povecanja
bazalnog tonusa dijafragme, a da se nakon ispiranja i aplikacije 1 uM monepantela
preparat relaksira i vra¢a bazalni tonus na kontrolni nivo. Interesantno je da nakon
zajednicke aplikacije ove dve supstance ne dolazi do povecanja tonusa dijafragme ili je

promena tonusa zanemarljivo mala.
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5.8. Ispitivanje efekta monoterpenoida na kontrakcije izolovanog ileuma pacova

5.8.1. Ispitivanje efekta karveola na kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvanih
rastuéim koncentracijama acetilholina

Na osnovu prethodno postavljenog zadatka, ispitana je selektivnost dejstva i
uticaj karveola na kontrakcije izolovanog ileuma pacova, izazvanih rastu¢im
koncentracijama acetilholina (1, 3, 10, 30 1 100 uM). Po protokolu, prvo je posmatrana
kontrolna serija kontrakcija, nakon toga aplikovan je karveol u koncentraciji od 100
uM. Posle ispiranja karveola ponovo je uradena kontrolna serija kontrakcija.
Reprezentativni zapis kontrakcija je prikazan na slici 57. Ukupan broj testiranih

preparata ileuma iznosio je Sest.

ACh 30 pM

ACh10uM  ACh 100 uM
ACh 3pM
ACh 1pM

19
WL W L | P WL_,M o o

ACh - kontrola KARVEOL 100 pM ACh- kontrola posle ispiranja

Slika 57. Reprezentativni zapis izometrijskih kontrakcija ileuma pacova izazvanih
rastu¢im koncentracijama acetilholina i inhibicija kontrakcija sa 100 uM karveola. Na
zapisu je oznaceno: crna linija je kontrola, dozno-zavisni efekt acetilholina; crvena linija
oznacava inkubaciju sa 100 uM karveola.

Dobijeni rezultati kontrakcija ileuma pacova analizirani su nelineranom

regresijom.
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Slika 58. Dozno-zavisne sigmoidne krive kontraktilnog efekta acetilholina bez i u
prisustvu 100 pM karveola. Na grafiku su obelezeni: ACh kontrola (n=6, crna linija);
ACh u prisustvu karvakrola 100 uM (n=6, crvena linja); ACh kontrola posle ispiranja
(n=6, zelena linija).
Na slici 58 prikazane su sigmoidne krive odnosa doze i kontraktilnog efekta
acetilholina na izolovanom ileumu pacova, bez i u prisustvu 100 pM karveola. U tabeli

34 prikazani su rezultati nelinearne regresione analize dobijenih kontrakcija.

Tabela 34. Rezultati neregresione analize uticaja 100uM karveola na kontrakcije
izolovanog ileuma izazvanih acetilholinom.

Srednja 95% Log Maksimalni 95% Koeficijent Broj
efektivna granice ECso | efekat(Emax) (Q) granice regresije testiranih
koncentracija sigurnosti sigurnosti (R? preparata
ACh (ECso) ECso (uM) (Emax) (9) (n)
(uM)
ACh - kontrola
10.44 | 0.01-204.16 | 1.02 | 3.09 | 216-401 | 006 | 6
ACh + karveol 100 pM
4.56 | 0.06-360.50 | 0.66 | 2.37 | 195279 | 017 | 6
ACh — kontrola nakon ispiranja
3.95 | 0.06-248.20 | 0.60 | 3.15 | 257372 | 019 | 6

Dobijeni rezultati pokazuju da je kontrolna srednja efektivna koncentracija
(ECs0) ACh bila 10.44 uM ali se u prisustvu 100 uM karveola smanjila se na 4.56 uM.
Nakon ispiranja preparata ECso se spustila se na 3.95 uM, $to je znazno niza vrednost
od kontrolnog nalaza. Testirana koncentracija karveola izazvala je smanjenje vrednosti
maksimalnog efekta (Emax) kontrakcija ileuma od kontrolnih 3.09 g na 2.37 g. Nakon
ispiranja maksimalni efekat je dostigao nesto ve¢u vrednost nego pocetna kontrolna i

iznosio je 3.15 g.
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U tabeli 35 prikazani su rezultati analize varijanse srednjih vrednosti

kontrakcija ileuma pacova bez i u prisustvu karveola.

Tabela 35. Rezultati ANOVA testa sa izraunatim srednjim vrednostima kontrakcija
ileuma pacova izazvanih rastu¢im koncentracijama ACh bez i u prisustvu 100 uM
karveola: ACh-kontrola; ACh + karveol 100 uM; ACh-kontrola nakon ispiranja (x£SE,

n=6).

Kontrakcija preparata ileuma pacova (g)

Koncentracija 1 uM 3uM 10 pM 30 uM 100 pM
ACh - kontrola 2.5240.28 | 2.66+0.33 | 2.79+£0.35 | 2.89+0.35 | 3.05+0.33
ACh + karveol 100 pM 1.77+0.21 | 1.88+0.19 | 2.12+0.19 | 0.78+0.09 | 2.36+0.22
p=0.14 p=0.20 p=0.18 p=0.17 p=0.16
ACh - kontrola nakon ispiranja 2.25+0.26 | 2.55+0.28 | 2.80+0.28 | 0.214+0.04 | 3.12+0.30

Rezultati analize varijanse pokazuju da 100 pm karveola nije signifikantno
uticao na smanjenje srednjih vrednosti kontrakcija ileuma pacova izazvanih ACh u

odnosu na kontrolu pre i u odnosu na kontrolu nakon ispiranja.

5.8.2. Ispitivanje efekta karveola na kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvanih
EFS

Metodom EFS izazvane su kontrakcije izolovanog ileuma i posmatran je efekat
karveola na te kontrakcije. Protokol je zapoceo izvodenjem kontrolne serije kontrakcija
sa pet stimulacija. Nakon toga. preparat je inkubiran sa 100 uM karveola. Posle

ispiranja karveola ponovo je uradena kontrolna serija kontrakcija (Slika 59).

L

Karveol 100 pM

Kontrola EFS

Slika 59. Reprezentativni zapis kontrakcija ileuma izazvanih EFS na kome je prikazan
uticaj 100 uM karveola. Parametri EFS stimulacije su: 100Hz, 2 ps, 2's, 60s,45 V.
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U tabeli 36 prikazani su rezultati analize varijanse srednjih vrednosti kontrakcija

ileuma izazvanih sa EFS bez i u prisustvu karveola.

Tabela 36. Prikaz rezultata ANOVA testa srednjih vrednosti kontrakcija ileuma pacova
izazvanih elekti¢nim poljem bez i u prisustvu 100 uM karveola: EFS-kontrola; EFS +
karveol 100 uM; EFS-kontrola nakon ispiranja (x+SE, n=6).

Oznaka paketa Broj ponavljanja Kontrola EFS Karveol 100 pM Ispiranje
stimulacija EFS
1 6 2.67+0.27 1.61+0.27*p=0.03 2.73+0.27
2 6 2.66+0.26 1.60+0.26*p=0.03 2.78+0.26
3 6 2.69+0.28 1.59+0.25*p=0.02 2.83+0.26
4 6 2.68+0.28 1.63+0.24*p=0.03 2.86+0.25
5 6 2.70+0.28 1.62+0.24*p=0.02 2.9240.25

*Statisticki znacajna razlika u odnosu na EFS kontrola

Rezultati pokazuju da je 100 uM karveola signifikantno inhibisao kontrakcije

ileuma pacova izazvane sa EFS u odnosu na kontrolne kontrakcije.

5.9. lIspitivanje dejstva karvakrola na neuromiSi¢énu koordinaciju pacova
izvodenjem Rota-rod testa

Rota-rod test se koristi kao metod u ispitivanju neuromiSi¢ne koordinacije 1
integrisanosti nervnog sistema pacova. U nasem ispitivanju merena je sposobnost
pacova da se odrze na rotirajuc¢oj osovini odnosno, belezen je broj padova posle
aplikacije ispitivane supstance. Parametri rotacija bili su 15 obrtaja u minuti u toku 5
minuta trajanja testa. Pacovi su trenirani 7 dana pre izvodenja glavnog testa. Na kraju
sedmodnevnog perioda oni su bili sposobni da se odrze na rotiraju¢oj osovini 5 minuta
bez padova. Zivotinje su podeljene u est grupa sa po Sest pacova u svakoj. Karvakrol
je aplikovan pre izvodenja testa Zeludacnom sondom peroralno. Prva eksperimentalna
grupa je na dan izvodenja testa dobila 200 mg/kg karvakrola, druga 300 mg/kg, treca
400 mg/kg, Cetvrta je dobila 500 mg/kg karvakrola, dok je peta grupa tretirana sa 3
mg/kg diazepama intraperitonealno. Sesta grupa je bila netretirana kontrola. Na slici 60.
prikazana je dozno-zavisna sigmoidna kriva odnosa doze i efekta karvakrola na Rota

rod testu posle 90 minuta od aplikacije.
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Slika 60. Sigmoidne krive dozno-zavisnog efekta karvakrola (200, 300, 400 i 500
mg/kg) na neuromiSi¢nu koordinaciju pacova ispitanu Rota-rod testom i izraCunate
vrednosti EDsg nakon 90 minuta od aplikacije karvakrola. Broj testiranih pacova u
svakoj grupi iznosio je Sest.

U prvom testiranju pacova, pola sata posle aplikacije karvakrola, samo su dve
Zivotinje pale sa rotirajuée osovine, pa nije bilo moguce preracunati srednju efektivnu
dozu. U slede¢em vremenu testiranja, posle 90 minuta pacovi su padali u sve Cetiri

tretirane grupe (Tabela 37) i srednja efektivna doza karvakrola preracunata na osnovu

dobijenih rezultata iznosila je 421.6 mg/kg telesne mase.

Tabela 37. Prikaz primenjenih doza karvakrola i njihov efekt na Rota-rod testu pacova
kao i efekt diazepama.

DIAZEPAM KARVAKROL Broj padova Broj padova Broj padova
(mg/kg) (ma/kg) ) pacova pre pacova 30 min pacova 90 min
intraperitonealno peroralno aplikacije posle aplikacije | posle aplikacije
3 6 0/6 3/6 0/6
200 6 0/6 1/6 1/6
300 6 0/6 1/6 1/6
400 6 0/6 0/6 2/6
500 6 0/6 0/6 5/6

Kod kontrolnih netretiranih pacova nisu zabelezili padovi ni u jednom
posmatranom vremenskom intervalu posle aplikacije karvakrola (nije prikazano u tabeli
37). Iz tabele 37 se vidi da je posle pola sata od aplikacije diazepama, sa rotirajuce
osovine palo 3/6 pacova, dok padova nije bilo posle 90 minuta. Sa druge strane, u grupi
pacova tretiranih sa 200 mg/kg karvakrola zabelezen je po jedan pad u oba perioda

merenja rota-rod performansi. Pacovi tretirani sa 300 mg/kg karvakrola imali su po
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jedan pad posle 30 i 90 minuta od aplikacije. U grupi pacova tretiranih sa 400 mg/kg
karvakrola nije bilo padova nakon pola sata od aplikacije, medutim nakon 90 minuta
zabeleZena su dva pada. Posle aplikacije 500 mg/kg karvakrola posle pola sata nije bilo
padova, dok je nakon 90 minuta palo 5/6 pacova. Ovi rezultati su obradeni nelinarnom

regresijom i dobijena vrednosti EDso prezentovana je na slici 60.
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6. Diskusija

Ispitivanje dozno-zavisnog dejstva odabranih biljnih mono i diterpenoida na
kontrakcije neuromisiénog preparata Ascaris suum

Ispitivanje efekta acetilholina, karvakrola, GABA i piperazina

Izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom (ACh) u prisustvu 100 i 300 uM
karvakrola

Biljke proizvode etarska ulja kao organske proizvode sekundarnog metabolizma.
Aktivni principi esencijalnih ulja, prema do sada objavljenim podacima, su bezbedni za
upotrebu i potencijalno su atraktivna alternativa aktuelnim antiparazitskim lekovima. U
literaturi se navodi da biljna eteri¢na ulja i njihovi aktivni principi pokazuju insekticidnu
I nematocidnu aktivnost protiv jednog broja insekata i nematoda (Ellis i Baxendale
1997; Enan 2005; Camurca-Vasconcelos i sar., 2007; Barros i sar., 2009.). Prema
podacima Lei i saradnika (2010), utvrdeno je da karvakrol u koncentraciji od 0.67 mM
ispoljava 100%-tni letalitet prema A. suum u in vitro uslovima. Timol i karvakrol
ispoljavaju nematocidna dejstva i na Haemonchus contortus i Bursaphelenchus
xylophilus (Camurca-Vasconcelos i sar., 2007; Kong i sar., 2007).

ACh je endogeni neurotransmiter u neuromiSicnom sistemu parazitskih
nematoda. Holinergicki receptori neuromisi¢nog sistema parazitskih nematoda regulisu
njihovo kretanje i imaju funkciju odrzavanja, kao i potpornu ulogu u toku svih
motorickih aktivnosti. Kao §to literaturni podaci ukazuju, smatra se da je upravo ACh
glavni neurotransmiter u holinergickom delu neuromisi¢énog sistema parazitskih
nematoda. Iz tog razloga, ispitivanje je zapoceto odredivanjem dozno-zavisnog efekta
acetilholina tokom kontrakcija na neuromisi¢nom preparatu A.suum. Nelineranom
regresionom analizom dobijena je vrednost ECso za ACh koja je iznosila 5.66 uM koja
je priblizna podacima Ivanovi¢ (2013), gde je autor naveo da je vrednost ECsp bila 6.22
puM ACh. Na osnovu nasih dobijenih rezultata vrednost maksimalnog efekta kontrakcije
iznosila je 2.12 g.

Za nas je bilo posebno znacajno da ispitamo efekte razlicitih koncentracija

karvakrola na kontrakcije izazvane ACh. Vrednost ECso ACh u kontrolnoj seriji iznosila
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je 8.87 uM sa maksimalnim efektom od 2.53 g. Nakon aplikacije 100 uM karvakrola
vrednost ECso ACh neznatno se smanjila na 7.66 uM, kao i maksimalni efekat koji je
dostigao 2.20 g. Tri puta visa koncentracija karvakrola imala je za posledicu povecéanje
vrednosti ECso za 3 puta i smanjenje maksimalnog efekta za skoro 1 gram (Emax =1.63
g). Ovakav efekat karvakrola na kontrakcije izazvane ACh ukazuje da njegovo
inhibitorno  dejstvo ispoljava karakteristike kompetitivnog i nekompetitivnog
antagonizma. Rezultati ANOVA testa pokazuju da je 300 uM karvakrola visoko
signifikantno inhibirao kontrakcije, $to ukazuje na opravdanost naSe prethodne
konstatacije da karvakrol ispoljava Kkarakteristike kompetitivhog/nekompetivnog
antagoniste. Na osnovu rezultata Trailovi¢ i sar. (2015) inhibitorno dejstvo karvakrola
na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum se odigrava posredstvom nikotinskog
acetilholinskog receptora (nAChR). Kako je u naSem ispitivanju pokazano,
najverovatnije jedan deo inhibitornog dejstva karvakrol ostvaruje vezujuéi se za mesto
na receptoru koje je razli¢ito od mesta vezivanja ACh. Ovakvi rezultati nisu u
saglasnosti sa podacima koje su objavili Lei i sar. (2010) jer su oni tvrdili da karvakrol
deluje na tiraminski receptor, koji otvara tiramin-zavisni hloridni kanal kod C. elegans i
reguliSe pokrete glave i kretanje unapred (Pirri i sar. 2009). Medutim, mi smo testirali
dejstvo tiramina na neuromisicnom preparatu A. suum i dokazali da on ne ispoljava bilo
kakav efekt na kontrakcije izazvane acetilholinom. Ovakav nas$ rezultat je u saglasnosti
sa podacima Komuniecki i sar. (2012) koji navode da tiramin ne uti¢e na lokomociju A.
suum kada se aplikuje injekcijom u telesni zid nematode. Ovi autori smatraju da se
tiraminski receptori nalaze najverovatnije samo u predelu glave i da regulise pokrete

ovog dela tela nematoda.

Izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom u prisustvu GABA i karvakrola

Po hemijskom sastavu neproteinska aminokiselina, GABA je evolutivno
prisutna jo$ kod nekih vrsta bakterija kod kojih ima metabolicku ulogu. U literaturi se
navodi da se kod nekih pljosnatih crva evolutivno prvi put pojavljuje primitivni CNS,
dok dokumentovani podaci govore da je GABA glavni inhibitorni neurotransmiter u
neuromisicnom sistemu valjkastih glista (Gou i sar., 2012). Kod nematoda i sisara

GABA otvara spore hloridne jonske kanale na postsinaptickoj membrani,

107



Dorde S. Marjanovié¢ Diskusija

omogucavajuci ulazak jona hlora iz ekstracelularnog u intracelularni prostor, Sto ima za
posledicu smanjenje rezistencije celijske membrane 1 hiperpolarizaciju postsinapticke
¢elijske membrane (Trailovi¢ 1 sar., 2001). To prakti¢no zna¢i da GABA dovodi do
relaksacije somatske muskulature otvaranjem hloridnih jonskih kanala. Opisani GABA
receptori invertebrata ne odgovaraju Klasifikaciji sisarskih GABA receptora, ali je
vec¢insko misljenje da su slicni GABAAa receptoru sisara (Holden-Dye i sar., 1989;
Trailovi¢ i sar., 2011). Sa druge strane, ACh je endogeni neurotransmiter koji se posle
oslobadanja vezuje na postsinaptickoj membrani za nAChR, S§to za posledicu ima
otvaranje neselektivnog katjonskog kanala, ulazak jona natrijuma, a time i nastanak brze
depolarizacije membrane miSiéne Celije nematode, koja rezultira misiénom
kontrakcijom. U interakciji ova dva neurotransmitera lezi koordinacija kretanja
nematoda. GABA je neurotransmiter odgovoran za procese relaksacije na
neuromisi¢nim strukturama svih nematoda. Molekuli GABA se oslobadaju na krajevima
inhibitornog, dok se ACh oslobada na kraju ekscitatornog interneurona i na
postsinapti¢koj membrani motoneurona i samim tim se ova dva molekula ponaSaju kao
fizioloski antagonisti. Posle kontrolne serije kontrakcija izazvanih sa ACh, neuromisiéni
preparati su inkubirani sa 1 uM GABA. Ova koncentracija GABA nije uticala na
snizavanje bazalnog tonusa niti je menjala spontanu aktivnost preparata. Vrednost ECso
ACh posle inkubacije sa 1 uM GABA gotovo da se nije promenila kao i vrednost
maksimalnog efekta. Medutim, kada smo isti preparat inkubirali sa 1uM GABA i 100
uM karvakrola ECso se povecala za oko 2 uM (sa 13.50 na 15.63uM), ali je maksimalni
efekat smanjen za vise od pola grama sa 1.37 na 0.80 g. Testirali smo i 10 puta visu
koncentraciju GABA (10 uM) sa 100 uM karvakrola i dobili poveéanje vrednosti ECso
za manje od 6 uM, ali je maksimalni efekat opao na svega 10 % kontrolne vrednosti
(0.15 g). Ovakvi nasi rezultati ukazuju na nekompetitivnu inhibiciju koju dominantno u
ovoj kombinaciji nosi GABA jer je povecanje njene koncentracije znacajno smanjilo
Emax. Upravo zbog toga testirali smo uticaj 3 uM GABA samostalno i u kombinaciji sa
100 uM kavakrola. Pokazalo se da je 3 uM GABA ispoljilo slican efekat kao i tri puta
niza koncentracija u prethodnom ispitivanju. Vrednost ECso ACh se povecala za oko 10
uM, ali se maksimalni efekat smanjio za oko pola grama. Medutim, kada smo

inkubaciju preparata izvrsili sa 3 uM GABA i 100 uM karvakrola ECsp acetilholina je
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dostigla skoro 26 uM, a maksimalni efekat je opao ispod jednog grama. Kao §to se iz
rezultata vidi karvakrol je potencirao inhibitorne efekte GABA. Ovde se ocigledno radi
0 sinergistickom inhibitornom dejstvu GABA i karvakrola na kontrakcije
neuromisi¢nog preparata A. suum izazvanih ACh. Generalno ove dve supstance deluju
antagonisticki u odnosu na dejstvo ACh. Mehanizam fizioloskog antagonizma bi trebao
da bude nekompetitivan, jer se radi o supstancama agonisti (GABA) i antagonisti
(karvakrol) razlicitih receptora na istom efektornom organu (Holden-Dye i sar., 1989)
koje ispoljavaju isti efekat, odnosno inhibiciju kontrakcija. To upravo znaci da bi
karvakrol ako deluje na nAChR trebalo da ispolji kompetitivni, a GABA nekompetitvini
antagonizam. Ovo se samo donekle pokazalo taénim u nasim eksperimentima, tako da
ni karvakrol ni GABA nisu ispoljili isklju¢ivo efekte kompetivnog odnosno
nekompetitivnog antagoniste. Objasnjenje moze biti u ¢injenici da kod nematoda zbog
specifi¢ne uloge inhibitornih 1 ekscitatornih interneurona i motoneurona postoji ovakav
kombinovani antagonisticki efekat. Kod kompetitivhog antagonizma dolazi do
pomeranja krive odnosa doze i efekta u desno, sa potencijalnim poveéanjem vrednosti
ECso, ali bez promene maksimalnog efekta Emax (Katzung i sar., 2011; Rang i sar.,
2005). Medutim, ocigledno da ovakve relacije zabelezene u sisarskim neuromisi¢nim
sistemima ne vaze za neuromisi¢ni sistem parazitskih nematoda. Za razliku od misi¢nih
¢elija sisara do kojih stiZze akson motoneurona koji gradi motornu plo¢u, misiéne Celije
nematode imaju produzetak prema nervnoj vrpci u kojoj se vezuju za motoneuron ¢ija
se regulacija odvija posredstvom inhibitornih i ekscitatornih interneurona. To upravo
moze biti razlog mesovitog antagonizma koji se javlja, bilo da je primenjen nikotinski
antagonista ili GABA agonista (Trailovi¢ i sar., 2015). Martin (1982) je dokazao da se
na vrec¢astom delu miSi¢ne Celije nalaze ekstra-sinapticki GABA receptori ¢ija aktivacija
ima za posledicu pojatavanje hloridne struje. Cinjenica da se GABA u nasem
istrazivanju ponasSa kao komeptitivni/nekompetitivni antagonist moze biti posledica toga
da je prvi deo dejstva posledica vezivanja za GABA receptor u Sinapsama izmedu
inhibitorinih interneurona i motoneurona (sinapticki efekt) dok je drugi deo dejstva
postinaptic¢ki i ukljucuje GABA-receptore u regionu vrece misi¢nih ¢elija. Prvi deo
dejstva je odgovoran za kompetitivnu inhibiciju, koja odmah aktivira ekscitatorni

antagonisticki mehanizam (ekscitatorni intreneuroni). Drugi deo dejstva je sekundarni
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postsinapti¢ki efekat, odnosno posledica vezivanja ekstrasinapti¢ih receptora i

posledi¢na nekompetitivna inhibicija kontrakcija.

Izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom u prisustvu piperazina i karvakrola

Na osnovu prethodno dobijenih rezultata pokazalo se znac¢ajno da ispitamo i
uporedimo efekte piperazina na kontrakcije izazvane ACh i interakciju piperazina sa
karvakrolom. Cilj je bio da uporedimo efekte GABA i piperazina za koga je poznato da
je gabaergicki antihelmintik (Trailovi¢, 2001). U kontrolnoj seriji dobijene su vrednosti
ECso acetilholina od 11.75 uM sa maksimalnim efektom 2.88 g. Piperazin (300 uM) je
sam po sebi ispoljio efekat Klasicnog nekompetitivnog antagoniste, povecavajuci
vrednost ECso za manje od 1.5 uM, dok je maksimalni efekat smanjio za vise od pola
grama. Kombinacija 300 uM piperazina i 100 uM karvakrola, slicno efektu GABA i
karvakrola povecala je vrednost ECso na ¢ak 33.25 uM, a maksimalni efekat smanjila na
1.5 g. Na ovom mestu svakako treba uporediti efekt GABA sa efektom piperazina. Kao
Sto se vidi piperazin je za razliku od GABA ispoljio isklju¢ivo nekompetitivni
antagonizam u odnosu na kontraktilni efekt ACh. Ovo je verovatno posledica ¢injenice
da on deluje samo na ekstrasinapticke GABA receptore (Martin i sar., 1998) dok efekat
na inhibitorne interneurone izostaje, a samim tim i kompetitivha komponenta
antagonizma protiv dejstva acetilholina na ekscitatornim interneuronima. Oc¢igledno je
da karvakrol potencira inhibitorne efekte piperazina intenzivirajuéi i kompetitivnu i
nekompetitivnu komponentu antagonistickog dejstva (povecanje vrednosti ECso i
smanjenje maksimalnog efekta).

Jedan interesantan nalaz koji zelimo da istaknemo ovom prilikom jeste inhibicija
spontanih kontrakcija, koja se ocigledno desava mehanizmom nezavisnim od
kontrakcija indukovanih acetilholinom. Pojacana spontana aktivnost preparata
primeéena je posle zajednicke primene piperazina i karvakrola i nestajala je nakon
njihovog ispiranja. Detaljniju analizu ovog fenomena nismo izvrsili, ali se svakako radi
0 interesantnom nalazu za buduca istrazivanja. Jo§ jedna interesantna pojava je
prime¢ena tokom ovog ispitivanja. Naime, kontrolne kontrakcije u poslednjoj seriji

nakon ispiranja piperazina i karvakrola prose¢no su bile vise od pocetnih kontrolnih
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kontrakcija. Ovaj nalaz se moze objasniti izostajanjem kontrole ekscitatornih
mehanizama do koje dolazi brzim povlac¢enjem inhibitornih supstanci sa receptora koji

regulis$u kontrakcije u evolutivno primitivnom neuromi$i¢énom sistemu nematoda.

Ispitivanje dozno-zavisnih kontrakcija preparata A. suum izazvanih pirantelom,
morantelom i befinijumom i inhibicija kontrakcija karvakrolom i GABA

Uticaj karvakrola na izometrijske kontrakcije izazvane pirantelom, morantelom i
befinijumom

Na osnovu istrazivanja koja su obavljena u SAD primenom elektrofizioloske
metode karent klamp (engl. current clamp), inhibitorni efekat karvakrola je definitivno
posledica direktnog dejstva na nikotinski acetilholinski receptor (nAChR) A. suum. Ovi
rezultati su potvrdili nase nalaze dobijene na modelu kontrakcija preparata askarisa. Za
razliku od sisara, kod nematoda su dokazana tri tipa nikotinskog acetilholinskog
receptora na membrani miSi¢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) (Martin i sar., 2004, Qian i sar., 2006). Kao ortosteri¢ni agonisti
nikotinskog receptora pirantel, morantel i befinijum dovode do dozno-zavisnih
kontrakcija na neuromisicnom preparatu Ascaris suum. Za razliku od ACh, oni nisu
osetljivi na dejstvo ACh-esteraze koja je odgovorna za razgradnju i uklanjanje molekula
acetilholina sa receptora, a samim tim i brzu posledi¢nu relaksaciju misic¢a. Pirantel,
agonista L-tipa nAChR nematoda, izaziva kontrakcije u koncentracijama koje su 1000
puta nize od ACh, dok befinijum kao agonista B-tipa istog nikotinskog receptora izaziva
kontrakcije u 10 puta nizim koncentracijama u odnosu na ACh (Ivanovi¢, 2013). U
ovom delu ispitivanja za nas je bilo znacajno da utvrdimo kako karvakrol deluje na
kontrakcije izazvane razli¢itim agonistima nAChR parazitskih nematoda. U kontrolnoj
seriji kontrakcija izazvanih pirantelom ECso ovog nikotinskog agoniste iznosila je
4.97nM, a maksimalni efekat kontrakcije 1.72g. U toku inkubacije sa 100 uM
karvakrola, doslo je do povecanja vrednosti ECso za vise od tri puta (17.05 nM) sto je
proizvelo odnos koncentracija sa kontrolnom vrednosti (engl. dose-ratio) od 3.43. Sa
druge strane maksimalni efekat se smanjio za 0.5g ili za 30%. Tri puta veca

koncentracija karvakrola nije znacajnije promenila ECsg vrednosti pirantela (19.32 nM)
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pa je odnos ECsokontrola/ ECsokarrvakroizoo 0d 3.88 sli¢an kao i prethodni. Medutim
maksimalni efekat bio je smanjen vise od tri puta u odnosu na kontrolni nalaz, odnosno
za 71%. Statisticka analiza srednjih vrednosti maksimalnog efekta pokazala je visoku
signifikantnost inhibicije kontrakcija, $to zajedno sa neznatnim smanjenjem vrednosti
ECso pirantela ukazalo na nekompetitivni antagonizam koji karvakrol ispoljava.

Srednja efektivna koncentracija morantela u kontrolnoj seriji kontrakcija iznosila
je 7.59 nM, a Emax 1.79 g. Ustanovljeno je da je 100 uM karvakrola skoro tri puta
povetalo  vrednost ECso morantela (22.45 nM), i proizvelo odnos
ECsocontrol/ECsokarvakroizo0 0d 2.95. Maksimalni kontraktilni efekat smanjen je za 0.7 g ili
40%. Tri puta visa koncentracija karvakrola je samo malo povecala vrednost ECsg
morantela (24.25 nM) tako da se 0dnos ECsocontrol/ECsokarvakroizoo koncentracija nije
znacajnije promenio, bio je 3.19. Medutim Emax morantela je smanjena za 80% (0.36 g).
I u ovom ispitivanju ANOVA je pokazala visoko signifikantnu inhibiciju srednjih
vrednosti maksimalnog efekta kontrakcija izazvanih rastuéim koncentracijama
morantela. Kao i u sluc¢aju pirantela i ovde se radi o izrazenijem nekompetitivnom
antagonizmu u odnosu na dejstvo morantela.

Poslednji od testiranih agonista bio je befinijum. Srednja efektivna kontraktilna
koncentracija befinijuma u kontrolnoj seriji iznosila je 0.36 uM, a Emax 1.4 g. U
prisustvu 100 pM Kkarvakrola ECso je bila 0.89 uM, tako da je odnos
E Csokontola/ECsokarvakroi100 1zn0osio 2.95, dok se Emax Smanjio za 12.5% (1.23 g). Tri puta
visa koncentracija karvakrola imala je za posledicu povecanje vrednosti ECso
befinijuma na 1.74 pM, pa je odnos ECsokontola/ ECsokarvakroizoo 1znosio 4.83 dok je
maksimalni efekat opao na 0.35 g, odnosno smanjio se za 75%. Signifikantnu inhibiciju
kontrakcija izazvanih svim testiranim rastu¢im koncentracijama befinijuma pokazala je
samo tri puta visa koncentracija karvakrola.

Ukoliko analiziramo sve dobijene podatke mozemo videti da je 100 puM
karvakrola smanjila Emax pirantela za 29 %, morantela za 39 % i befinijuma za 12 %.
Sa druge strane 0dnos ECsokontola/ ECsokarvakroizoo pirantela bio je 3.43, morantela 2.95 i
befinijuma 2.47. Tri puta viSa koncentracija karvakrola (300 uM) smanjila je Emax
pirantela za 71 %, morantela za 80 % i befinjuma za 75 %. Odnos
E Csokontola/ ECsokarvakrolzoo  pirantela bila je 3.88, morantela 3.19 i befinijuma 4.83.
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Ocigledno je da karvakrol ispoljava razlike u inhibitornom dejstvu u odnosu na razlicite
agoniste NAChR A. suum. Najvisu efikasnost karvakrol je ispoljio u inhibiciji dejstva
morantela, mada je taj efekat bio najve¢im delom nekompetitivan, jer je maksimalni
efekat smanjen za 80%, a ECso povecana 3.19 puta. Najvise kompetitivni antagonisticki
efekat karvakrol je ispoljio prema dejstvu befinijuma, jer je pove¢ao ECsg 0Ovog agoniste
za skoro 5 puta. Medutim, generalno mozemo zakluciti da je karvakrol antagonista koji
veoma efikasno inhibiSe efekte agonista svih tipova nAChR nematoda. Takode, na
osnovu nas$ih rezultata mozemo pretpostaviti da se morantel vezuje za poseban tip nACh

receptora.

Izometrijske kontrakcije izazvane pirantelom, morantelom i befinijumom u prisustvu 3
uM GABA i 100 uM karvakrola

Prethodno je dokazano da 3 uM GABA inhibise kontrakcije izazvane razli¢itim
agonistima nAChR A. suum, ali da pri tome ne dolazi do promene bazalnog tonusa
ispitivanih preparata. Za nas je bilo znacajno da ispitamo efekte GABA i karvakrola na
kontrakcije izazvane prethodno testiranim agonistima nikotinskog receptora kako bi
utvrdili razlike u pojedina¢nim efektima i prirodu njihove interakcije. U kontrolnoj seriji
kontrakcija vrednosti pirantela su iznosile ECso = 8.44 nM sa Emax = 1.52 g. U prisustvu
3 uM GABA vrednosti su bile ECso = 28.11 nM i Emax = 1.38 g. Povecanje srednje
efektivne koncentracije bez smanjenja maksimalnog efekta je karakteristika dejstva
kompetitivnih antagonista §to ne bi trebalo da bude sluc¢aj sa GABA jer ona deluje na
gabaergicke receptore dok je pirantel nikotinski agonista. Istovremenom inkubacijom 3
uM GABA 1 100 uM karvakrola dobijena je dvostruko veca vrednost srednje efektivne
koncentracije (ECso = 44.64 nM), dok je maksimalni efekat (Emax = 0.47 g) smanjen za
jedan gram. Vrednost ECso za pirantel povecana je vise od 5.3 puta, sa smanjenjem
Rmax za 69%. Ocigledno da karvakrol potencira inhibitorne efekte GABA pojacavajuci
nekompetitivne karakteristike njenog antagonistickog dejstva. Ovo moze da ukaZe na
¢injenicu da GABA deluje i presinapti¢ki odnosno stimuliSu¢i inhibitorne interneurone
¢iji efekat dominira u odnosu na aktivnost ekscitatornih interneurona. Sa druge strane,
dejstvo karvakrola kao nekompetitivnog antagoniste pirantela moze da se objasni

zasebnim mestom vezivanja na nikotinskom acetilholinskom receptoru. Kombinacija
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GABA i karvakrola je visoko signifikantno inhibirala sve testirane koncentracije
pirantela, za razliku od njihovih pojedinacnih aplikacija, $to se moze tumaciti izrazitom
sinergistickom interakcijom.

Sliénu interakciju dobili smo i posle primene morantela. U kontrolnoj seriji
kontrakcija, morantel je imao vrednosti ECso od 3.72 nM a Emax je iznosila 1.16 g.
Inkubacija sa 3 uM GABA izazvala je povecanje srednje efektivne koncentracije (ECso
= 5.60 nM) i smanjenje maksimalnog efekta (Emax = 0.99). Medutim, kombinacija
GABA i karvakrola povecala je vrednost ECso (7.94 nM), a Emax Se Smanjila na samo
0.39 g. ECso za morantel povecana je 2.1 puta, sa smanjenjem Rmax 66%. | ovde je
kombinacija GABA i karvakrola visoko signifikantno inhibirala kontrakcije izazvane
morantelom pri ¢emu je efekat ocigledno nekompetitivan $to nas upucuje na isti
zakljucak kao u prethodnom ispitivanju.

Isti protokol smo primenili i na befinijum gde su u ispitivanjima u kontrolnoj
seriji dobijene vrednosti ECsp = 0.62 uM sa Emax = 2.20 g. Nakon aplikacije 3 uM
GABA vrednost ECsg befinijuma se povecala na 0.96 uM sa Emax koja nije promenjena
(2.18 g). Medutim, kombinacija GABA i karvakrola je dvostruko povecéala vrednost
ECso befinijuma (1.40 uM), dok se Emax Smanjila za vise od jednog grama (0.89 g).
ECso za befinijum povecan je 2.3 puta, uz smanjenje Rmax za 60%. Statistickom
analizom ustanovljeno je da je kombinovana inkubacija sa dve pomenute supstance
visoko signifikantno smanjila kontrakcije izazvane befinijumom.

Generalno kao rezime ovog dela ispitivanja mozemo da iznesemo ¢injenicu da
se GABA u relativno niskoj koncentraciji ponasa kao kompetitivni i nekompetitivni
antagonista pirantela, morantela i befinijuma $to moze biti posledica kako je ve¢ receno
njenog delovanja u sinapsama izmedu interneurona i motoneurona. Sa druge strane
karvakrol pre svega ispoljava efekte nekompetitivnog antagoniste, $to mozemo da
objasnimo ¢injenicom da je klasifikacija nikotinskog receptora nematoda izvrsena u
toku elektrofizioloskih ispitivanja receptora na vrecastom delu miSi¢ne celije askarisa.
Martin i Robertson (2007) su uspeli da identifikuju tri razli¢ita nikotinska acetilholinska
receptora koja se aktiviraju razli¢itim holinergickim antihelminticima. Kakva je uloga
nikotinskih agonista u sinapsama ekscitatornih interneurona i motorneuroma jo$ uvek

nije poznato.
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Bez obzira na ovu konstataciju vrlo je o€igledno da karvakrol izrazito pojacava
inhibitorne efekte GABA §to moze biti direktno iskori§¢eno za kombinovanu terapiju
bilo sa lekovima GABA agonistima (piperazin) bilo sa modulatorima nikotinskog
receptora nematoda (derkvantel, monepantel). Jasno se uocava da inhibitorni efekat
karvakrola ne zavisi od vrste nikotinskog agoniste i da se karvakrol vezuje na neko
specificno mesto na receptoru nematoda. Sinergisticki efekat karvakrola i GABA je vrlo
slican sinergistickom efektu derkvantela i abamektina, S$to direktno moze biti

iskori$¢eno u farmakoterapiji parazitskih infekcija zivotinja i ljudi.

Ispitivanje mehanizma dejstva monepantela (derivat aminoacidonitrila) i njegova
interakcija sa karvakrolom na neuromisi¢nom preparatu A. suum

Uticaj monepantela na izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom

Kao predstavniku najnovije grupe antihelmintika, o monepantelu se do sada
govorilo kao alostericnom modulatoru koji izaziva spazam somatskih misi¢a nematoda
dovode¢i do paralize, spazmi¢ne kontrakcije prednjeg dela farinksa i smrti parazita
(Kaminsky i sar., 2008). Mi smo ispitali interakciju monepantela sa nikotinskim
acetilholinskim receptorom A. suum. U kontrolnoj seriji dozno-zavisnih kontrakcija
izazvanih acetilholinom (1, 3, 10, 30 i 100 uM) dobijena je vrednosti ECso ACh od 7.55
uM sa Emax 0d 1.46 g. Nakon inkubacije preparata od pet minuta sa 1 uM monepantela
vrednosti su bile za ECso = 11.95 uM i Emax =1.50 g ACh. Ovakav efekat monepantela
(povecanje srednje efektivne koncentracije za 1.58 puta bez promene maksimalnog
efekta) ukazuje na kompetitivni antagonizam koji on ispoljava u odnosu na ACh. Kada
smo iste preparate inkubirali sa tri puta viSom koncentracijama monepantela vrednost
ECso acetilholina je porasla na 16.29 uM ili za 2.15 puta, a Emax SManjen na 1.1 g.

U narednoj seriji ispitivanja testirali smo efekte 10 uM i 30 uM monepantela na
kontrakcije izazvane acetilholinom. Kontrolna vrednost ECso acetilholina je bila 5.34
uM, a Emax=1.89 g. Posle inkubacije sa 10 uM monepantela ECsg acetilholina je porasla
za 3.39 puta dok je Emax opao na 1.12 g. Posle inkubacije sa 10 uM monepantela, ECsg
acetilholina je porasla na 23.05uM (porast od 4.31 puta), dok je Emax 0pao na 0.53 g. Na

osnovu objavljenih rezultata Abongwa i sar. (2017), i naSih rezultata mozZemo
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konstatovati da monepantel deluje kao selektivni antagonista nikotinskog
acetilholinskog receptora A. suum ciji efekat zavisi od koncentracije i ukazuje na
mogucénost alostericne modulacije ovog receptora. Monepantel je u gore navedenom
Ispitivanju ispoljio nekompetitivni antagonizam u odnosu na Asu-ACR-16 i Ode
levamizol senzitivni i Ode pirantel/tribendimidin senzitivni nACh receptor koji su
eksprimovani na ovocitima Zabe. Medutim u naSem ispitivanju on ispoljava i
karakteristike kompetitivnog antagoniste nAChR, §to ukazuje na multipla mesta
delovanja i heterogenu populaciju ove vrste receptora u neuromi$icnom sistemu

parazitskih nematoda.

Izometrijske kontrakcije izazvane acetilholinom u prisustvu monepantela i karvakrola

Posle ovakvih rezultata dejstva monepantela na kontrakcije izazvane ACh
znac¢ajno je bilo da utvrdimo interakciju niskih koncentracija monepantela sa
karvakrolom za koga smo prethodno utvrdili da deluje kao antagonista nikotinskog
receptora nematoda. U kontrolnoj seriji ECso acetilholina je iznosila 13.13 uM, a Emax
1.59 g. Nakon toga inkubacija sa 100 uM karvakrola povecala je vrednost ECso
acetilholina na 19.20 uM, a Emax 0d 1.32 g ACh. Ovi rezultati su bili u saglasnosti sa
nasim prethodnim ispitivanjima dejstva karvakrola. Inkubacija preparata sa 1 puM
monepantela povecala je vrednost ECso acetilholina za preko 2 uM (15.86 uM), a
maksimalni efekat je smanjen za 0.34 g (Emax=1.25 g). Kombinacija karvakrola i
monepantela ispoljila je sinegisticko inhibitorno dejstvo pa je ECso acetilholina porasla
tri puta u odnosu na kontrolni nalaz, dok je maksimalni efekat smanjen za 50 %. Sami
po sebi karvakrol i monepantel nisu signifikantno inhibirali kontrakcije izazvane sa
ACh, medutim njihova kombinacija je ispoljila visoko signifikantan inhibitorni efekat.
Ova kombinacija je ispoljila karakteristike kompetivnog i nekompetitivhog antagonizma
u odnosu na kontraktilno dejstvo ACh $to mozemo da objasnimo specificnim
alosteri¢nim mestom vezivanja u odnosu na ACh i alostericnom modulacijom nAChR.
S obzirom na sve ve¢i nivo rezistencije na monepantel ova kombinacija bi pouzdano
mogla da pojaca njegovo antinematodno dejstvo i spreci razvoj rezistencije kod

parazita.
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Ispitivanje dejstva karveola na neuromisi¢cnom preparatu A. suum

U literaturi je opisano da karveol inhibira aktivnost o7 nikotinskog receptora
sisara eksprimovanog na ovocitu zabe. Isto tako, dokazano je da su karveol indukovane
inhibicije nezavisne od membranskog potencijala i ne mogu se ponistiti povecanjem
koncentracije acetilholina. U skladu sa funkcionalnim eksperimentima, dalje studije su
pokazale da cikli¢éni monoterpeni poput karveola mogu da interaguju sa alostri¢nim
mestom koje se nalazi u a7 transmembranskom domenu (Lozon i sar., 2016). Sa
obzirom na hemijsku slicnost sa karvakrolom (oba jedinjenja poticu od izopentil
pirofosfata i sintetiSu se pomocu terpenske sintetaze, veoma sli¢ne molekulske mase,
isti polozaj reaktivne hidroksilne grupe) bilo je znacajno da ispitamo da li karveol deluje
na nikotinski receptor A. suum. Kao i u prethodnim ispitivanjima, testiran je efekat
karveola na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum izazvane acetilholinom (1, 3,
10, 30 i 100 uM). Kontrolna vrednost ECso acetilholina bila je 15.97 pm, a Emax =1.38
g. Nakon toga preparat je inkubiran 5 minuta sa karveolom i posmatran je efekat na
koncentracije izazvane istim koncentracijama ACh. U prisustvu karveola vrednost ECso
acetilholina je smanjena na 6.63 puM, a Emax povecana na 1.51 g. Posle ispiranja
karveola iz vodenog kupatilca u poslednjoj seriji ECso je opala na 6.14 uM sa
maksimalnim efektom koji je nastavio da raste do 1.71 g. Statisti¢ka analiza je pokazala
da 10 uM karveola signifikantno pojacava kontrakcije izazvane sa 3, 10, 30 i 100 uM
ACh. Ovi naS8i rezultati ukazuju da karveol signifikatno potencira kontrakcije $to je
kvalitativno potpuno drugaciji nalaz u odnosu na karvakrol. Potenciranje dejstva ACh
moze da bude posledica direktne ili indirektne interakcije sa nikotinskim receptorom.
Indirektno dejstvo je vrlo moguée vezano za uticaj na neke druge jonske kanale, na
primer kalcijumske. Ovakvu reakciju su opisali Trailovic i saradnici (2005) koji su
efekat ACh potencirali primenom neuropeptida AF2. Kao druga moguc¢nost, direktno
dejstvo karveola je s obzirom na njegovu hemijsku sli¢nost sa karvakrolom lakse
objasnjivo i podrazumevalo bi vezivanje za specificno mesto na NAChR nematoda. To
mesto vezivanja je verovatno drugacije od mesta vezivanja karvakrola jer ove dve
supstance i pored velike slicnosti izazivaju dijametralno suprotne efekte na istom

efektornom organu odnosno misi¢noj celiji parazita. Na osnovu hemijske strukturne
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razlike karvakrola i karveola, moze se zakljuciti da konformaciona sloboda molekula
karveola - nije prisutna kod karvakrola. Karveol ima ve¢u konformacionu slobodu, ima
2 hiralna centra (C1 i 5), dok karvakrol ni jedan hiralni centar. Ovo predstavlja hipotezu
da je potreban planarni molekul fiksne konformacije za efekte koje ispoljava. Sa druge
strane, aromati¢nost karvakrola sigurno doprinosi vecoj interakciji sa ciljnim mestom,
za razliku od karveola, buduci da sum=-m,n-katjon im-"steking” interakcije
identifikovane da uc¢estvuju u reakcijama vezivanja ligand-receptor.

U svakom slucaju ova interakcija zahteva detaljnija ispitivanja, a sposobnost
karveola da pojacava kontraktilni efekt acetilholina moze biti iskoris¢ena u pojacavanju
dejstva lekova agonista nikotinskog receptora nematoda (tetarhidropirimidina i

imidazotiazola) i neutralisanja rezistencije parazita.

Ispitivanje dejstva mentola na neuromisi¢énom preparatu A. suum

Biljni terpenoidi su strukturno raznolika grupa i glavni su sastojci esencijalnih
biljnih ulja. Oni se uveliko koriste u medicinske svrhe i kao aditivi u proizvodnji hrane.
U ranijim studijama, pokazano je da cikli¢éni monoterpeni poput mentola moduliraju
funkcionalne osobine razli¢itih jonskih kanala, uklju¢ujuéi voltazno-zavisne Na" kanale,
K* jonske kanale i voltazno-zavisne Ca?* kanale (Amato i sar., 2014). Ispitivanje
mentola je zapocelo izvodenjem kontrolne serije kontrakcija izazvanih acetilholinom na
neuromisi¢cnom preparatu A. suum. Dobijene su vrednosti ECso od 12.93 uM, i Emax
koja je iznosila 1.62 g. Inkubacija preparata sa 100 nM mentola uticala je na smanjenje
vrednosti ECso ACh na 10.82 uM sa povecanjem vrednosti Emax na 1.90 g. U kontroli
nakon ispiranja mentola, ECso se smanjila na 8.68 uM dok se Emaxjo$ malo povecao na
1.98 g. Statisticka analiza je pokazala da mentol visoko signifikantno stimulise
kontrakcije  izazvane svim primenjenim rastu¢im  koncentracijama ACh
(**p=0.001,***p=0.0007,***p=0.0003,****p<0.0001,****p<0.0001) i da taj njegov
efekat ostaje posle ispiranja inkubirajue teCnosti. Poredenjem sa kontrolnim
kontrakcijama posle ispiranja visoka signifikantnost je izrazena po¢ev od 10-100 uM
ACh (***p=0.001,****p<0.0001,****p<0.0001). Publikovani rezultati nedvosmisleno
pokazuju da mentol u primenjenoj koncentraciji od 100 nM ispoljava potencirajuci

agonisti¢ki efekat na kontrakcije izazvane acetilholinom na neuromisi¢cnom preparatu
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A.suum. Takode, mora se napomenuti da mentol u primenjenoj koncentraciji samostalno
nije dovodio do kontrakcija, tako da se ovde radi o alosteriénom dejstvu na nikotinski
acetilholinski receptor nematoda. Dobijeni rezultati kandiduju mentol za sinergistu u

kombinaciji sa lekovima agonistima nikotinskog acetilholinskog receptora nematoda.

Ispitivanje mehanizma delovanja i medusobne interakcije izmedu mentola i
monepantela na neuromisicnom preparatu A. suum

Na osnovu do sada objavljenih rezultata ispitivanja, za monepantel se
pretpostavlja da je alosteri¢ni nekompetitivni antagonista nikotinskog receptora
nematoda. Sa druge strane mentol je ispoljio potencirajuci efekat na kontrakcije u ¢ijoj
osnovi verovatno lezi alosteri¢cna modulacija nikotinskog acetilholinskog receptora. U
nasem publikovanom istrazivanju (Abongwa i sar.,, 2018) monepantel je u
koncentracijama 1 i 3 uM izazvao dozno-zavisno smanjenje maksimalnih kontrakcija sa
povecanjem vrednosti ECsp ACh. Kao i kod mnogih drugih farmakoloski aktivnih
supstanci nalazimo da je nacin delovanja monepantela kompleksan i da je lek aktivan na
vise nAChR podtipova (Abongwa i sar., 2018). Sa druge strane mentol 100 nM
potencira efekat ACh, smanjuju¢i njegovu ECso i povecavajuci vrednosti maksimalne
kontrakcije (Emax)-

Da bi detaljnije ispitali efekte ove dve supstance imali smo moguénost da
testiramo njihovu interakciju na neuromisi¢nom preparatu A.suum. Kontrakcije smo
izazvali rastu¢im koncentracijama ACh i dobili EC50=15.86 uM i maksimalni efekat
kontrakcije Emax=2.12 g. Zatim smo preparate inkubirali sa 100 nM mentola 5 minuta
kada je vrednost ECsg acetilholina smanjena na 12.71 uM, a maksimalni efekat povecan
na 2.42 g. U sledecoj seriji izvrSena je inkubacija sa 1 uM monepantela i vrednost ECso
dobijena na taj nacin iznosila je 20.57 uM, dok je maksimalni efekat smanjen na 1.53 g.
Posle ispiranja monepantela srednja efektivna koncentracija ACh i maksimalni efekat su
skoro potpuno dostigli kontrolnu vrednost (ECs0=16.09 uM, Emax = 2.20 Q).

U nasem ispitivanju ispoljena su dva potpuno razli¢ita efekta na istom
neuromiSi¢cnom preparatu, potenciraju¢i mentola i inhibitorni monepantela. O
mehanizmu dejstva monepantela smo ve¢ prethodno diskutovali, dok je za dalju analizu
potencirajuceg efekta mentola potrebno sprovesti ispitivanje njegove interakcije sa

agonistima razlicitih tipova nikotinskog acetilholinskog receptora nematoda. Medutim,
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nasa ispitivanja svakako ukazuju na vrlo efikasnu interakciju mentola sa agonistima
nikotinskog receptora i monepantela sa antagonistima nikotinskog receptora, Sto
predstavlja potencijalno znacajnu platformu za razvoj novih kombinovanih terapija

parazitskih infekcija.

Ispitivanje stepena prezivljavanja adultnih oblika Caenorhabditis elegans u
prisustvu timola i karvakrola

Neparazitski alternativni model za istrazivanja C. elegans je slobodnoziveéa
nematoda koja se u prirodi nalazi u gornjim slojevima zemljista, a moze da se uzgaja i U
posebnim laboratorijskim uslovima (Marsh i May, 2012). U populaciji ove nematode
dominiraju samooplodni hermafroditi sa retkom pojavom muzjaka koji imaju specifi¢ne
morfoloske karakteristike. Pomenute nematode su prvi put usvojene kao laboratorijski
model od strane Sydney Brenner-a pre vise od 40 godina, $to je rezultiralo dobijanjem
Nobelove nagrade za fiziologiju/medicinu 2002. godine. Svakako se mora pomenuti da
je u ovom delu Evrope, prvi put u Laboratoriji za Farmakodinamiku korisé¢en C. elegans
kao alternativni model za istrazivanja potencijalno novih antihelmintika. U
meduvremenu, C. elegans se poceo koristiti kao model za proucavanje Sirokog spektra
bioloskih fenomena, dok je u ovoj disertaciji koriS¢en da se ispita antinematodni efekat
odabranih aktivnih sastojaka esencijalnih biljnih ulja. Mnogi autori navode da postoje
slicnosti 1 razlike izmedu parazitskih 1 neparazitskih nematoda u strukturi i gradi
nikotinskog 1 GABA receptora. Za ovo ispitivanje bilo je posebno zna€ajno da se ispita
efekat odabranih supstanci koje deluju na razli¢ite tipove nikotinskog acetilholinskog
receptora. Naime, kod velike nematode svinja, A. suum, dokazana su tri tipa NAChR na
membrani misi¢ne celije: L-tip, N-tip i B-tip. Na osnovu publikovanih rezultata
oc¢igledno je da kod parazitskih nematoda, u pogledu farmakoloskih karakteristika,
postoji manja razlika izmedu razli¢itith tipova nikotinskog receptora, nego kod
slobodnozive¢e nematode C. elegans (Robertson i sar., 2007a; Robertson i sar., 2007b).
Nematodni nAChR, narocito oni koje se nalaze na neuromisi¢noj sinapsi, su vazno
mesto delovanja antihelmintika poput levamizola, pirantela, tribendimidina,
monepantela i derkvantela (Wolstenholme, 2011). Na osnovu naSih prethodnih

rezultata koji pokazuju da terpenoidi deluju preko nikotinskog receptora, ispitali smo
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stepen prezivljavanja adultnih oblika ove nematode nakon inkubacije sa rastu¢im
koncentracijama terpenoida nakon 24 h i 48 h. Analiza stepena prezivljavanja C.
elegans je klju¢na za proucavanje fizioloSkih procesa poput starenja, imuniteta i
otpornosti na stres (Park i sar., 2017). Veéina ispitivanja prezivljavanja C. elegans traje
relativno kratko vreme, tako na primer test otpornosti traje svega nekoliko dana, dok
najduze traju testovi starenja i do nekoliko nedelja (Amrit i sar., 2014). Mi smo se
opredelili da u ovom ispitivanju testiramo efekte timola i karvakrola. U nasem
istrazivanju timol je ispoljio dozno i vremenski zavisan letalni efekat za odrasle oblike
C.elegans. U ¢vrstim podlogama sa adultnim oblicima C. elegans inkubiranih sa
timolom vrednost srednje letalne koncentracije (LCso) iznosila je 117.9 nM timola
nakon 24 h od zasejavanja (95% interval pouzdanosti iznosio je 114.0-121.9 nM)
(Marjanovic¢ i sar., 2018). U ovom istrazivanju posebno smo pratili efekat timola na
faringelno pumpanje. Dobijeni rezultati pokazuju da je mehanizam faringelanog
pumpanja u potpunosti bio zaustavljen posle 48 sati inkubacije sa timolom. U
kontrolnim netretiranim plo¢ama prezivljavanje C. elegans iznosilo je 100%. U
literaturi postoje podaci o antihelmintickom efektu timola kod ovaca posle primene
doze od 250 mg/kg. Uzorci fecesa za analizu su prikupljeni direktno iz rektuma
zivotinja 0, 7 1 14 dana od aplikacije. Pre samog tretmana, a na pocetku ogleda larve su
utvrdene u fekalnim uzorcima ovaca i identifikovane kao Haemonchus spp. (90%),
Trichostrongilus spp. (7%) i Oesophagostumom spp. (3%). Timol je u ovom ispitivanju
smanjio broj izluéenih jaja helminata po gramu fecesa za 59.8% (André i sar., 2017).

U daljem toku istrazivanja testiran je uticaj karvakrola na prezivljavanje C.
elegans. Naime, u ovom delu ispitivanja karvakrol je pokazao vecu antinematodnu
efikasnost nego timol. VVrednost LCsp karvakrola za adultne oblike C. elegans, nakon 24
sata inkubacije iznosila 53.03 nM (95% interval pouzdanosti od 53.65 do 60.61 nM),
dok je posle 48 sati inkubacije njegov LCso iznosio 33.83 nM (95% interval pouzdanosti
32.09 do 35.66 nM) (Marjanovi¢ i sar., 2018). Uginuéa C. elegans nisu zabeleZena u
kontrolnim Petri Soljama. Analiziraju¢i hranjive podloge tretiranih nematoda u periodu
izmedu 24 i 48 sati, zapazeno je da se faringealno pumpanje C. elegans usporava i
postepeno zaustavlja. Ovakvi na$i rezultati su u saglasnosti sa podacima Lei i saradnika

(2010) koji su ispitivali doznu i vremensku zavisnost nematocidnog efekta karvakrola i
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timola, i dokazali da pomenute supstance u primenjenoj koncentraciji od 670 uM (100
uM/ml) dovode do mortaliteta 99 % do 100 % ispitivane populacije C. elegans.

Dobijeni rezultati ukazuju da nematocidni efekat karvakrola nastaje zbog
interakcije sa nikotinskim acetilholinskim receptorom (nAChR) koji se nalazi u
neuromi$i¢nom sistemu nematoda. Pokazano je da se karvakrol ponasa kao nAChR
antagonista na nervnomisi¢nim preparatima Ascaris suum (Trailovi¢ i sar., 2015). Ovaj
efekat bi bio objasnjenje za prestanak motiliteta koji se uocava kod C. elegans nakon §to
biva izloZzen dejstvu karvakrola. S druge strane, u periodu izmedu 24 i 48 casa
inkubacije sa karvakrolom faringealno pumpanje se usporava i zaustavlja pre samog
prestanka kretanja nematoda. Postoji mogucnost da karvakrol deluje preko jedne vrste
NAChR pod nazivom ACR-16, koji je ve¢inom smestena i aktivna u farinksu nematode.
Postojanje ovog homomernog receptora je dokazano (Abongwa i sar., 2018), ali
precizna uloga u kontrakcijama farinksa jo§ uvek nije do kraja ispitana.

Nasi rezultati u istrazivanjima na C. elegans, ukazuju na jasnu doznu i
vremensku zavisnost antinematodnog efekta timola i karvakrola. Medutim, za klini¢ku
primenu aktivnih sastojaka esencijalnih biljnih ulja, neophodno je ispitati delotvornost
njihovih mikroinkapsuliranih formulacija. Kontrolisano oslobadanje aktivnih sastojaka
koji vode poreklo iz biljaka, u pojedinim delovima gastrointestinalnog sistema
domacina omogucilo bi ciljanu primenu vecih efektivnih koncentracija, dosta izrazeniji
antinematodni efekat koji bi iskljucio potrebu za povecanjem primenjene doze u terapiji

parazitskih infekcija.

Ispitivanje uticaja terpenoida na kontrakcije dijafragme pacova metodom
elektri¢ne poljne stimulacije (EFS)

Ispitivanje uticaja karvakrola na kontrakcije dijafragme izazvane EFS

Da bi se potvrdila selektivnost dejstva karvakrola kao potencijalnog
antihelmintika, ispitani su njegovi efekti na kontrakcije dijafragme pacova izazvane
EFS. Osnovni princip na osnovu koga se zasniva primena antiparazitskih lekova jeste
njihova selektivna toksi¢nost, gde oni ispoljavaju letalno dejstvo za parazite, a pri tome
ne deluju na domacine. Vecina antiparazitskih lekova fizioloSki ne prolazi krvno-

mozdanu barijeru u organizmu sisara i ne ulazi u CNS. U literaturi se navodi da se
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agonisti nikotinskog receptora nematoda vezuju za nikotinski receptor na motornoj ploci
sisara, gde se kao jedan od najvaznijih nezeljenih efekata ispoljava upravo poremecaj
kretanja, ataksija, tremor, otezano disanje, poremecaj ritma sréanog rada, zastoj srca i
dr. (Adams, 2001). Da bi ispitali uticaj karvakrola na nikotinski receptor na motornoj
plo¢i koristili smo model stimulacija neuromisi¢nog preparata dijafragme pacova.
Metoda EFS (elektricne poljne stimulacije) omogucéava stimulaciju neuromiSi¢nog
preparata, pri ¢emu elektri¢no polje odredenih parametara dovodi do oslobadanja ACh
iz holinergickih nervnih zavrSetaka na motornoj plo¢i, njegovo vezivanje za
postsinapticki nAChR i kontrakcije izolovane dijafragme. Metoda je detaljno opisana za
sisarske preparate (Seeger i sar., 2007; Trailovi¢ i sar., 2011). Ovakve kontrakcije ¢esto
se nazivaju i indirektne jer nastaju kao posledica oslobadanja ACh u sinapticku
pukotinu na motornoj plo¢i. Direktno izazvane kontrakcije nastaju kao posledica dejstva
elektricnog polja na kontraktilnu masinu (aktin/miozin struktura) i neosetljive su na
dejstvo antagonista nikotinskog receptora. U ovom istrazivanju ispitan je uticaj rastu¢ih
koncentracija karvakrola na indirektne kontrakcije izolovane dijafragme izazvane
konstantnim parametrima elektri¢énog polja (EFS u paketima po 5 kontrakcija na svakih
30 sekundi, Sirina impulsa 10 ps; frekvenca 50 Hz; napon 30 V; trajanje impulsa 2 s, sa
pauzom od 5 minuta izmedu paketa). Preparat je inkubiran u rastu¢im koncentracijama
karvakrola, zatim stimulisan sa EFS. Posle svakog paketa kontrakcija testirana
koncentracija je ispirana i preparat je inkubiran u narednoj visoj koncentraciji. Na kraju
serije testiran je efekat 100 uM mekamilamina koji je dokazani antagonista razli¢itih
tipova nikotinskog receptora sisara. U literaturi se navodi da je mekamilamin
antagonista razlicitih tipova nikotinskog receptora sisara, koje blokira kompetitivnim ili
nekompetitivnim mehanizmom (Papke i sar., 2001). Testiranje je otpocelo kontrolnom
serijom kontrakcija sa EFS, a zatim je izvrSena inkubacija sa razli¢im koncentracijama
karvakrola u trajanju od 5 minuta i posmatrane su kontrakcije sa istim parametrima
polja kao i kontrolna serija.

Testirane koncentracije karvakrola od 10-300 uM nisu signifikantno uticale na
kontrakcije dijafragme izazvane sa EFS §to je ukazalo na izostajanje interakcije sa
postsinaptickim nAChR na motornoj ploci. Pored posmatranja uticaja na ukupan
intenzitet kontrakcija za nas je bilo interesantno da proverimo i potencijalnu interakciju

karvakrola sa presinapti¢kim receptorima. Kod vertebrata postoje dva glavna tipa
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nAChR: neuromisi¢ni i neuronski tip. Neuronski tip nikotinskog receptora nalazi se u
CNS i autonomnim ganglijama. Sa druge strane opisano je da je miSiéni tip receptora
lokalizovan na neuromisi¢nim sinapsama skeletnih misi¢a i stimulacijom ovih receptora
dolazi do misi¢ne kontrakcije. Na postsinaptickoj misi¢noj membrani identifikovana su
tri podtipa nAChR: fetalni misi¢ni — a1B19y, adultni misiéni — a1p1d¢ i neuronski — a7
subtip nAChR (Trailovi¢ i sar., 2011). Pored klasi¢cnog misi¢nog tipa nAChR koji sadrzi
al subjedinicu, neuromiSi¢na sinapsa sadrzi presinapticki a2p3 neuronski tip nAChR.
Ovaj tip receptora je odgovoran za pojacano oslobadanje ACh (autoreceptori). To znaci
da ACh aktivacijom ovih autoreceptora moze pojacCati svoje sopstveno oslobadanje
(presinapti¢ka modulacija, odnosno autoregulacija). Kada izostane ovaj efekat tokom
neuromiSi¢ne blokade (pojava se oznacava kao tetani¢no slabljenje - engl. ,, tetanic
fade*), smatra se da je to posledica inhibicije navedenog presinaptickog autoreceptora
na nervnom zavrSetku (Trailovi¢ i sar., 2011). U nasem ispitivanju mekamilamin je
pored signifikantne inhibicije kontrakcija izazvanih sa EFS izazvao i tetani¢no
slabljenje. Ovi podaci su u saglasnosti sa istrazivanjima Trailovi¢ i saradnika (2011)
koji navode da mekamilamin primenjen u koncentraciji od 100 uM, inhibira 2/3
maksimalnih kontrakcija dijafragme sisara, izazvane elektriénom poljnom stimulacijom
(EFS — Electrical Field Stimulation), i istovremeno ispoljava i snazno tetani¢no
slabljenje (tetanic fade). Ovakav efekat mekamilamina je posledica njegove sposobnosti
da blokira i neuronski i misic¢ni tip nikotinskog receptora sisara. U nasem ispitivanju je
sli¢ne karakteristike mekamilaminu u odnosu na tetani¢no slabljenje izazvalo 100 i 300
uM karvakrola. Ove koncentracije nisu uticale na ukupne kontrakcije izolovane
dijafragme, ali su ocigledno izazvale tetani¢no slabljenje §to ukazuje na potencijalnu
interakciju sa neuronskim tipom nikotinskog receptora. Mada je u nasim ispitivanjima
karvakrol ispoljio nematocidni efekt u koncentracijama od oko 50 nM protiv C. elegans,
Abdel-Rahman i sar. (2013) su publikovali da karvakrol svoju nematocidnu aktivnost
protiv parazitskih nematoda ispoljava u koncentraciji od 0.67 pM. Cinjenica da
karvakrol deluje na centralne neuronske nikotinske receptore morala je biti detaljnije
ispitana. Jos jedan nalaz koji nismo prethodno spomenuli odnosi se na ¢injenicu da je
300 uM karvakrola dovelo do povecanja bazalnog tonusa preparata koji se

normalizovao odmah posle ispiranja preparata dijafragme.
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Ispitivanje uticaja karveola na kontrakcije dijafragme pacova izazvane EFS

U prethodnom ispitivanju prikazan je mehanizam dejstva karveola koji je
pokazao potencirajuci efekat na kontrakcije izazvane ACh na neuromisi¢nom preparatu
parazitske nematode A. suum. Slede¢i korak u testiranju ove supstance bio je da se ispita
selektivnost dejstva karveola na nikotinski receptor na modelu kontrakcija dijafragme
primenom metode elektricne poljne stimulacije. Kao i u prethodnom ispitivanju sa
karvakrolom, i ovde je testiran efekat rastu¢ih koncentracija karveola na kontrakcije
dijafragme sa EFS (10, 30, 100, 300 i 1000 uM). Na kraju serije kontrakcija preparat je
inkubiran sa mekamilaminom u koncentraciji od 100 uM. Parametri stimulacije su bili
kao i u ispitivanju karvakrola (EFS u paketima po 5 kontrakcija na svakih 30 sekundi,
Sirina impulsa 10 ps; frekvenca 50 Hz; napon 30 V; trajanje impulsa 2 s, sa pauzom od
5 minuta izmedu paketa). Prvo je uradena kontrolna serija, a zatim serije kontrakcija
posle inkubacije sa ispitivanim rastu¢im koncentracijama karveola. Karveol nije imao
signifikantnog uticaja na ampitudu kontrakcije dijafragme. Izostanak pojave tetani¢nog
slabljenja ukazuje na razli¢it mehanizam dejstva na nikotinski receptor u odnosu na
karvakrol. Rezultati ukazuju na izostajanje interakcije sa neuronskim nikotinskim
receptorom kod sisara. Mekamilamin je kao i u prethodnom ispitivanju signifikantno

smanjio amplitudu kontrakcije i doveo do tetani¢nog slabljenja.

Ispitivanje uticaja karvakrola i monepantela na kontrakcije dijafragme izazvane EFS

U nasim prethodno opisanim istrazivanjima vise koncentracije karvakrola
dovode do povecanja bazalnog tonusa, a da pri tome ne uti¢u na amplitudu kontrakcija
izazvanih sa EFS. U ovom delu istrazivanja ispitali smo efekte 100 uM karvakrola i 1
uM monepantela na kontrakcije dijafragme pacova izazvane sa EFS. Posle kontrolne
serije kontrakcija izazvanih paketom EFS (paket po 5 kontrakcija na svakih 30 sekundi,
Sirina impulsa 10 us; frekvenca 50 Hz; napon 30 V; trajanje impulsa 2 s, sa pauzom od
5 minuta izmedu paketa) preparate izolovane dijafragme smo inkubirali sa 100 uM

karvakrola i kao u prethodnom delu istrazivanja primetili poveéanje bazalnog tonusa
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bez pojave tetanicnog slabljenja. Nakon toga aplikovan je monepantel i preparat je
inkubiran 5 minuta, kada osim normalizacije bazalnog tonusa drugih promena u
parametrima kontrakcija nije bilo. Medutim, kada smo preparat inkubirali istovremeno
sa 100 uM karvakrola i 1 uM monepantela povecanje bazalnog tonusa je izostalo, a
amplituda kontrakcija ostala je nepromenjena u odnosu na kontrolu. Ovakvi nasi
rezultati ukazuju na ¢injenicu da je regulacija bazalnog tonusa vezana za neki drugi
receptorski sistem ili jonske kanale na koje ocigledno i monepantel i karvakrol deluju, a

koji nisu pod regulacijom misi¢nog nikotinskog acetilholinskog receptora.

Ispitivanje uticaja karveola na kontrakcije izolovanog ileuma pacova

U cilju ispitivanja potencijalnih nezeljenih efekata odabranih terpenoida na
organizam sisara testirali smo efekte karveola na izolovanom ileumu pacova. Izolovani
ileum pacova je model za ispitivanje uticaja razli¢itih agenasa na motilitet creva.
Fizioloske karakteristike nervnih struktura gastrointestinalnog sistema sisara dobro su
poznate. Cesto se ova struktura naziva enteralni nervni sistem i sastoji se od visoko
organizovane grupacije neurona koja se opisuje kao tre¢i deo autonomnog nervnog
sistema. Naime, enteralni nervni sistem se c¢ine: Mienteri¢ni pleksus (Auerbachov
pleksus) i Submukozni pleksus (Meisnerov pleksus). Neuroni ovog sistema primaju
preganglijska vlakna parasimpatikusa i postganglijska vlakna simpatikusa. Senzorna
vlakna poti¢u iz samog zida creva. Smatra se da parasimpati¢ki i simpatic¢ki sistem
imaju samo regulatorno dejstvo na enteralne pleksuse. Ovakav stav se opravdava
cinjenicom da u slucaju potpunog iskljucivanja ove dve strukture nema remecenja
fizioloske funkcije creva. Dokazano je da se u crevu nalazi veliki broj bioloski aktivnih
supstanci koje vrSe transmitersku ili imaju modulatornu ulogu u njihovoj funkciji.
Veliki broj lekova i drugih supstanci koje deluju na crevne transmitere (Serotonin,
supstanca—P, vazointestinalni peptid—VIP, azotni oksid, ACh, kateholamini, i sl.),
istovremeno menjaju i funkciju gastrointestinalnog sistema (Katzung i sar., 2011).

U narednom ispitivanju koriséen je karveol za koga smo prethodno dokazali da
na neuromi$i¢énim preparatima nematode potencira kontrakcije. Sa druge strane, na

preparatima dijafragme pacova karveol nije imao uticaja na kontrakcije.
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Ispitivanje efekta karveola na kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvanih
acetilholinom

Kontrolna serija kontrakcija ileuma izazvana rastu¢im koncentracijama
acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100 uM), pokazala je da neuromisSi¢ni preparat ileuma
odgovara dozno-zavisnim kontrakcijama i da je ECsg ACh iznosi 10.44 uM, a Emax 3.09
g. Inkubacija preparata ileuma sa 100 uM karveola imala je za posledicu smanjenje
ECso na 4.56 puM, ali i smanjenje maksimalnog efekta na 2.37 g. Posle ispiranja
karveola ECso ACh je nastavio da opada i dalje je bio nizi od kontrolne vrednosti,
odnosno 3.95 uM, ali je maksimalni efekat dostigao kontrolnu vrednost (Emax=3.15 Q).
Statistickom analizom maksimalne amplitude kontrakcija pre i posle inkubacije sa
karveolom dolazi se do podatka da karveol ne izaziva signifikantne promene ove
vrednosti jer u testu poredenja srednjih vrednosti kontrakcija u ANOVA testu, nisu
uocCene statisti¢ki znacajne razlike (interval pouzdanosti testa 95%, p<0.05). Na osnovu
prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je karveol bezbedan za primenu jer u
primenjenoj koncentraciji od 100 uM nije pokazao signifikantan inhibirajuci efekat na

kontrakcije ileuma pacova izazvane rastu¢im koncentracijama acetilholina.

Ispitivanje efekta karveola na kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvanih
elektricnom poljnom stimulacijom EFS

EFS izaziva kontrakcije ileuma oslobadanjem ACh u mienteri¢cnom pleksusu
creva koji se nalazi izmedu uzduznih i kruznih misiénih slojeva gastrointestinalnog
sistema pacova. Za nas je bilo znacajno da ispitamo uticaj karveola na kontrakcije koje
nastaju pod dejstvom elektricnog polja odredenih parametara koji oslobadaju ACh i na
taj nacin dovode do kontrakcija glatke muskulature. Ispitivanje smo zapocinjali
kontrolnom serijom kontrakcija i uvek smo koristili iste parametre stimulacije (EFS u
paketima po 5 kontrakcija na svakih 60 sekundi ,Sirina impulsa 2 ps; frekvenca 100 Hz;
napon 45 V; trajanje impulsa 2 s, sa pauzom od 5 minuta izmedu paketa ). Posle pocetne
kontrolne serije preparat je inkubiran sa 100 uM karveola i ponovo stimulisan istim

paketom. Na kraju je karveol ispiran i uradena je kontrolna serija kontrakcija.
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Rezultati ANOVA testa u kome su poredene srednje vrednosti kontrakcija
pokazuju da je karveol u koncentraciji od 100 uM signifikantno smanjio maksimalni
efekat kontrakcije izazvanih sa EFS u odnosu na kontrolne kontrakcije. Na osnovu
pojave da se preparat ileuma u potpunosti oporavlja nakon ispiranja karveola,
pretpostavljamo da ne postoji bilo kakav rezidualni ili ireverzibilni efekat. Mehanizam
kojim karveol inhibise kontrakcije ileuma pod dejstvom EFS zahteva detaljniju analizu

uticaja ove supstance na muskarinske strukture u samom zidu creva.

Ispitivanje dejstva karvakrola na nervni sistem pacova izvodenjem Rota-rod testa

Dunham i Miya (1957) su prvi put opisali Rota-rod test, koji je jedan od
standardnih testova za procenu efekata leka (ili neke druge supstance) na nervni sistem
pacova ili miSeva. Rota-rod test se Cesto koristi u ranim fazama razvoja lekova
(Stemmelin i sar., 2008). Pomenuti test pruza brzu i jednostavnu prvu procenu da li
ispitivana supstanca u terapijskim dozama ima bilo kakav uticaj na neuromisi¢nu
koordinaciju kod ispitivanih zivotinja. U humanoj medicini komparativno ispitivanje
Rota-rod testu je metod pokretne trake (engl. treadmill). Aparat za Rota rod se sastoji od
kruznog valjka koji se okrec¢e konstantnom ili relativno velikom brzinom (Bohlen i sar.,
2008). Pojedini lekovi za koje je poznato da deluju na neuromuskularnu koordinaciju,
poput benzodiazepina, smanjuju vreme odrzavanja zivotinje na rotiraju¢em valjku ili
potpuno onemogucavaju Zivotinje da izdrZe Rota rod test (Rustay 1 sar., 2003). Najcesce
se u testu procenjuju ukupno 4 razlicite doze ispitivane supstance, koje se aplikuju 60
minuta pre testa i diazepam koji se najcesce koristi kao referentna supstanca (Castagné i
sar., 2009). Potencijalna neurotoksi¢nost ispitivane aplikovane supstance procenjuje se
na osnovu sposobnosti zivotinje da se odrZze na rotiraju¢em valjku (Williams i Porsolt,
2007). U nasem istrazivanju koristili smo brzinu rotirajuceg valjka od 15 obrtaja u
minuti (RPM) u toku 5 minuta trajanja testa. Pacovi na kojima je test obavljen
prethodno su sedam dana trenirani na rota rod aparatu primenom gore navedenih
parametara rotacije. Prva eksperimentalna grupa je na dan izvodenja testiranja dobila
200 mg/kg karvakrola peroralno, druga grupa 300 mg/kg karvakrola peroralno, treca

grupa 400 mg/kg karvakrola peroralno, cetvrta grupa je dobila 500 mg/kg karvakrola
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peroralno, peta grupa je dobila 3 mg/kg diazepama intraperitonealno, dok je Sesta grupa
bila kontrolna. Karvakrol je aplikovan zeluda¢nom sondom.

Dobijeni rezultati ispitivanja nesumnjivo ukazuju da karvakrol dozno-zavisno
utice na neuromisi¢nu koordinaciju pacova, ali samo 90 minuta nakon aplikacije. Posle
30 minuta karvakrol ne utiCe na motornu koordinaciju tretiranih pacova. Srednja
efektivna doza karvakrola koja remeti motornu koordinaciju pacova posle 90 minuta od
njegove aplikacije iznosi 421.6 mg/kg. Kod tretiranih pacova nije bilo vidljivih
simptoma depresije CNS-a niti bilo kakvih promena u spontanom kretanju na ravnoj
podlozi. Dobijeni rezultati pokazuju da karvakrol narusava neuromiSiénu koordinaciju
nakon aplikacije veoma visokih doza, bez vidljive klinicke depresije CNS. Poremecaj
koordinacije je ocigledno posledica centralnih efekata karvakrola, jer ovaj
monoterpenoid, na osnovu nasih rezultata ne deluje na nAChR na motornoj ploci.
Diazepam je u nasem ispitivanju bio pozitivna kontrola. U literaturi se navode brojni
efekti diazepama, a neki od njih su depresija CNS i miSi¢na relaksacija. Podaci o
mehanizmu dejstva diazepama sugeriSu da efekat ostvaruje pove¢anjem propustljivosti
na membrani neurona za hloridne jone vezivanjem za stereo-specifi¢ne
benzodiazepinske receptore na postsinaptickom GABA neuronu unutar CNS. Diazepam
pojacavajuc¢i inhibitorne efekte GABA dovodi do hiperpolarizacije 1 stabilizacije
membrana nervnih celija. Diazepam znacajno smanjuje vreme odrzavanja pacova na
rotiraju¢em valjku 1 znacajno produzava trajanje nepokretnosti pacova (Morimoto i
Kito, 1994). Nasi rezultati su u saglasnosti sa prethodno citiranim rezultatima, jer je 30
minuta nakon intraperitonealne aplikacije diazepam izazvao padanje sa rotirajueg

valjka kod 50% tretiranih zZivotinja.
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7. Zakljucci

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani su mehanizmi antiparazitskog i toksi¢nog
dejstva odabranih, potencijalno novih antihelmintika iz grupe terpenoidnih aktivnih
principa esencijalnih biljnih ulja. Upoznavanje sa njihovim mehanizmima delovanja
znacajno ¢e doprineti sprovodenju racionalne antiparazitske farmakoterapije i omoguciti

uvodenje novih supstanci u terapiju nematodnih infekcija zivotinja i ljudi.

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata u istrazivanjima mogu se

izvesti sledeci zakljucci:

1. Terpenoidi alfa-pinen, p-cimen, kahveol, karnozol i cinamaldehid ne ispoljavaju
nikakve farmakoloSke efekte na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum.

2. Monoterpenoid karvakrol pokazuje osobine kompetitivnog/nekompetitivnog
antagoniste nikotinskog acetilholinskog receptora (nAChR) Ascaris suum i
efikasno i signifikantno inhibira kontrakcije neuromiSi¢nog preparata izazvane
rastu¢im koncentracijama acetilholina.

-100 pM Kkarvakrola ne menja vrednost ECso acetilholina ali smanjuje
maksimalni kontraktilni efekat (Emax) sa kontrolnih 2.53 g na 2.20 g.

-300 uM karvakrola vrednosti ECsp acetilholina povecava tri puta (sa 8.87 na
27.71 uM a Emax Smanjuje sa 2.53 na 1.63 g.

-Jedan deo inhibitornog dejstva karvakrol verovatno ostvaruje vezujuéi se za
mesto na NAChR receptoru koje je razlicito od mesta vezivanja ACh.

3. Tiramin u koncentraciji od 300 uM ne utice na kontrakcije neuromisiénog
preparata A. suum izazvane acetilholinom. Sigmoidne krive odnosa
koncentracije i efekta ACh bez 1 u prisustvu tiramina su skoro potpuno
poklopljene sto ukazuje da tiramin (i tiraminski receptor) nema uticaja na
lokomotorne funkcije A. suum.

4. Karvakrol potencira inhibitorne efekte GABA na neuromisi¢nom preparatu A.
suum. Ovde se radi o sinergistickom inhibitornom dejstvu GABA i karvakrola

na kontrakcije izazvane avetilholinom.
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-Karvakrol (100 uM) i GABA (3 uM) nisu ispoljili iskljucivo efekte
kompetivnog odnosno nekompetitivnog antagoniste. Verovatno da kod
nematoda zbog specificne uloge inhibitornih i ekscitatornih interneurona i
aktivacije/inhibicije motoneurona postoji kombinovani antagonisticki efekat,
zavisno da li su u rekaciju ukljuceni sinaptic¢ki ili esktrasinapticku nACh i
GABA receptori.

5. Dejstvo piperazina i karvakrola na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum
izazvane acetilholinom je sinergistic¢ko:

-300 uM piperazina je vrednosti ECsg acetilholina povecala sa kontrolnih 11.75
uM na 13.24 uM a maksimalni efekt (Emax) smanjila sa kontrolnih 2.88 na 2.31g.
-Piperazin je za razliku od GABA ispoljio iskljuc¢ivo nekompetitivni
antagonizam u odnosu na kontraktilni efekt ACh. Ovo je posledica ¢injenice da
piperazin deluje samo na ekstrasinapticke GABA receptore, dok efekat na
inhibitorne interneurone izostaje, a samim tim i kompetitivna komponenta
antagonizma.

-Karvakrol signifikantno potencira inhibitorne efekte piperazina $to ukazuje na
moguénost primene ove kombinacije u terapijske svrhe.

6. U ispitivanju dozno-zavisnih kontrakcija neuromi§iénog preparata A. suum
izazvanih pirantelom, morantelom i befinijumom (agonistima razli¢itih tipova
nAChR nematoda), karvakrol i GABA su ispoljili sinergisti¢ko inhibitorno
dejstvo:

-100 uM karvakrola je smanjio Emax pirantela za 29 %, morantela za 39 % i
befinijuma za 12%. ECso pirantela se povecala sa 4.97 na 17.05 nM (3.4 puta),
morantela sa 7.59 na 22.45 nM (2.9 puta) i befinijuma sa 0.36 na 0.89 uM (2.5
puta).

- 300 uM karvakrola smanjilo je Emax pirantela za 71 %, morantela za 80 % i
befinijuma za 75 %. Sa druge strane karvakrol je povecao vrednost ECso
pirantela 3.9 puta, morantela 3.2 puta i befinijuma 4.8 puta.

- Istovremenom inkubacijom 3 pM GABA i 100 pM karvakrola vrednost ECso
pirantela povecana je vise od 5.3 puta, @ Rmax Smanjen za 69%. ECso za morantel
povecéana je 2.1 puta, sa smanjenjem Rmax 66%. ECso za befinijum povecana je

2.3 puta, uz smanjenje Rmax za 60%.
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-GABA je u relativno niskoj koncentraciji potencirala pre svega nekompetitivnu
komponentu antagonisti¢kog dejstva karvakrola, Sto ukazuje da lekovi agonisti
NnACh receptora parazitskih nematoda deluju pre svega ekstrasinapticki, upravo
tamo gde je dokazano prisustvo razlicitih tipova ovog receptora. Sa druge strane
karvakrol je sam po sebi ispoljio najsnazniji inhibitorini efekt na kontrakcije
izazvane morantelom, §to ukazuje na potencijalno poseban tip NAChR na koji
deluje morantel.

-Sinergisticki efekat karvakrola i GABA je vrlo sliCan sinergistiCkom efektu
derkvantela i abamektina, Sto direktno moze biti iskoris¢eno u farmakoterapiji
parazitskih infekcija zivotinja i ljudi.

7. lIspitivanja mehanizma dejstva monepantela (derivat aminoacidonitrila) na
neuromisi¢nom preparatu A. suum pokazala su da:

-Monepantel 1 uM dovodi do povecanja ECso acetilholina za 1.58 puta bez
promene Emax $to ukazuje na kompetitivni antagonizam koji on ispoljava u
odnosu na ACh.

-Tri puta viSa koncentracija monepantela (3 uM) je vrednost ECso acetilholina
povecala 2.15 puta, a Emax Smanjila za 25 %, $to ukazuje na nekompetitivni
antagonizam.

-Posle inkubacije sa 10 uM monepantela, ECso acetilholina je porasla za 4.31
puta, dok je Emax Smanjen za 41 %.

-Inkubacija sa 30 uM monepantela nije znacajnije promenila ECso acetilholina u
odnosu na prethodnu seriju, ali je smanjila Emax za 78%.

-Monepantel ispoljava karakteristike kompetitivnog i nekompetitivhog
antagoniste nAChR, §to ukazuje na multipla mesta delovanja i heterogenu
populaciju nikotinskog receptora u neuromiSi¢nom sistemu parazitskih
nematoda.

8. Kombinacija karvakrola (100 uM) i monepantela (1 pM) ispoljava sinergisti¢ko
inhibitorno dejstvo na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum, pa je ECso
acetilholina porasla tri puta, a maksimalni kontraktilni efekat je smanjen za 50
%. Sami po sebi karvakrol i monepantel u primenjenim koncentracijama nisu
signifikantno inhibirali kontrakcije izazvane sa ACh, medutim njihova

kombinacija je ispoljila visoko signifikantan inhibitorni efekat. S obzirom na sve
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veéi nivo rezistencije na monepantel ova kombinacija bi pouzdano mogla da
pojaca njegovo antinematodno dejstvo i spreci razvoj rezistencije.

9. Ispitivanje mehanizma dejstva karveola na neuromi§iénom preparatu A. suum
pokazalo je sledece:
-10 uM karveola signifikantno pojacava kontrakcije neuromisi¢nog preparata
izazvane acetilholinom, direktnom ili indirektnom interakcijom sa nikotinskim
receptorom. Ovaj efekt moze biti iskoriSéen za pojacavanje efekta svih lekova
agonista nACh receptora.

10.U ispitivanjima mehanizma dejstva mentola na neuromisiénom preparatu A.
suum:
-Testirana koncentracija mentola (100 nM) promenila je vrednost ECsg
acetilholina sa kontrolnih 12.93 uM na 10.82 uM, dok je Emax povecan sa 1.62 g
na 1.90 g. Mentol ispoljava potenciraju¢i efekat na kontrakcije izazvane
acetilholinom na neuromisi¢énom preparatu A. suum.
-Dobijeni rezultati kandiduju mentol za sinergistu u kombinaciji sa lekovima
agonistima nikotinskog acetilholinskog receptora nematoda.

11.U ispitivanju stepena preZzivljavanja adultnih oblika C. elegans u prisustvu
terpenoida timola i karvakrola:
- Timol je ispoljio dozno i vremenski zavisni letalni efekat na adultne C.
elegans. Vrednost srednje letalne koncentracije (LCso) timola iznosila je 117.9
nM nakon 24h i 62.89 nM posle 48h. Faringealno pumpanje se u potpunosti
zaustavlja nakon 48 h inkubacije.
- Karvakrol je pokazao vecu antinematodnu efikasnost u odnosu na timol. LCsg
karvakrola nakon 24 sata, iznosila je 53.03 nM a 33.83 nM nakon 48h.
Faringealno pumpanje potpuno prestaje u periodu izmedu 24-48 h inkubacije.

12. Ispitivanje uticaja terpenoida na kontrakcije dijafragme pacova metodom
elektri¢ne poljne stimulacije (EFS) pokazalo je da:
-Rastuce koncentracije karvakrola (10, 30, 100 i 300 uM) nisu ispoljile bilo
kakve promene u amplitudi kontrakcija. Pojava tetani¢nog slabljenja posle
inkubacije sa 100 i 300 uM ukazuje na presinapticki efekat karvakrola na

neuronski tip nikotinskog acetilholinskog receptora sisara (autoreceptor).
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Takode, samo ove dve koncentracije karvakrola povecale su bazalni tonus
preparata.
-Rastuce koncentracije karveola (10, 30, 100, 300 i 1000 uM) nisu imale uticaja
na amplitudu kontrakcije, niti su izazvale tetani¢no slabljenje.
-Posle istovremene inkubacije izolovane dijafragme sa karvakrolom i
monepantelom, nije dolazilo do povecanja bazalnog tonusa preparata.

13. Ispitivanje mehanizma delovanja terpenoida karveola na kontrakcije izolovanog
ileuma pacova pokazalo je da:
-100 uM karveola nesignifikantno inhibira kontrakcije ileuma pacova izazvane
rastu¢im koncentracijama acetilholina.
-100 uM karveola signifikantno smanjuje maksimalni efekat kontrakcije ileuma,
bez uticaja na bazalni tonus.

14. Ispitivanje dejstva karvakrola na integrisanost nervnog sistema Rota-rod testom
na pacovima pokazalo je da:
-Karvakrol dozno-zavisno uti¢e na neuromisi¢nu koordinaciju. Srednja efektivna
doza karvakrola, utvrdena 90 minuta posle aplikacije iznosila je 421.6 mg/kg
telesne mase.
-Primenjene doze karvakrola nisu izazvale bilo kakve znake klini¢ke depresije i

nisu bili vidljivi bilo koji drugi centralni ili periferni toksi¢ni efekti.

Karvakrol, karveol, mentol i timol su na osnovu nasih rezultata veoma ozbiljni
kandidati za samostalnu primenu u antinematodnoj terapiji ili primenu u kombinaciji sa
lekovima agonistima GABA receptora nematoda (avermektini, piperazin), agonistima
NAChR (tetrahidropirimidini i imidazotiazoli) ili aminoacidonitrilima.

Testirani aktivni principi esencijalnih biljnih ulja su u nasim ispitivanjima
pokazali specifican i jedinstven mehanizam dejstva koji im potencijalno omogucava
visoku efikasnost, ¢ak i kod nematoda rezistentnih na klasi¢ne antihelmintike. Test
prezivljavanja C. elegans ukazuje na dozno i vremenski zavisni efekt karvakrola i
timola koji moze biti adekvatno iskoris¢en i proveren u klinickim studijama. Sa druge
strane u koncentracijama koje ispoljavaju jasno antinematodno dejstvo, aktivni principi
esencijalnih biljnih ulja koje smo mi ispitivali nemaju zncajnije farmakoloske efekte na

receptore sisara.
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Saznanja o mehanizmima interakcije izmedu potencijalno novih i postojecih
antinematodnih lekova mogu pomoc¢i u stvaranju terapijskih kombinacija koji deluju na
razli¢ite podtipove nikotinskog receptora nematoda cinje¢i terapiju efikasnijom i
prevenirajuci razvoj rezistencije.

Saznanje o postojanju viSestrukih mehanizama delovanja pojedinih aktivnih
principa poreklom iz biljaka nesumnjivo ¢e pomo¢i u ublazavanju problema razvoja
rezistencije na lekove koji se trenutno koriste u terapiji parazitskih oboljenja zivotinja 1

ljudi.
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