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Selektivna modulacija GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu na eksperimentalnom

modelu trigeminalnog neuropatskog bola

Rezime

Trigeminalni neuropatski bol je hroni¢no bolno stanje orofacijalne regije koje nastaje kao
posledica povrede trigeminalnog zivca. Ova vrsta bola loSe ili uopste ne reaguje na terapiju, te
njegovo lecenje predstavlja veliki terapijski problem koji uti¢e kvalitet zivota pacijenta. U
trigeminalnom ganglionu eksprimiran je veliki broj hemijskih medijatora, a GABA je
najznacajniji inhibitorni neurotransmiter. Zbog velikog broja podjedinica i njihovih razli¢itih
kombinacija, postoji veliki broj efekata koji GABA ostvaruje. U trigeminalnom ganglionu
postoje GABAA receptori koji sadrze a6 podjedinicu. Smanjenje ove podjedinice primenom
male interferiraju¢e RNK pojacava bolni odgovor kod eksperimentalnh Zivotinja na modelima
miofacijalnog i inflamatornog bola temporomandibularnog zgloba. Trigeminalni ganglion je
supstrat za razvoj veceg broja patoloskih stanja koje se sreu u stomatologiji, kao $to su
trigeminalna neuralgija i trigerminalna neuropatija. Hipoteza ove doktorske disertacije je bila da
pojacavanje aktivnosti GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu utice na smanjenje bolnog
odgovora u modelu trigeminalnog neuropatskog bola. Lekovi koji potenciraju aktivnost ove
grupe receptora nisu dostupni u klinickoj praksi. U ovoj doktorskoj disertaciji koris¢en je DK-I-
56-1, novosintetisani selektivni modulator a6 podjedinice GABAA receptora, koji pripada grupi
deuterisanih pirazolohinolinona. Sprovedena je detaljna farmakokinetiCka analiza ovog
jedinjenja na animalnom eksperimentalnom modelu. Dobijeni rezultati pokazuju da je kinetika
ovog jedinjenja u plazmi i mozgu relativno spora, sa poluvremenom eliminacije od 6 h odnosno
13 h, pri ¢emu je postignuta slobodna koncentracija u mozgu u rasponu 10-300 nM. Ovakav
farmakokineticki profil je podesan za ispitivanje u protokolima ponavljane primene. Model

hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog Zivca je potvrden kao pouzdan ekperimentalni



model trigeminalnog neuropatskog bola kod pacova. Primenjen je protokol hroni¢ne
konstrikcione povrede, u kome su Zivotinje sa razvijenom neuropatijom tokom 14 dana primale
pojedina¢ne dnevne doze od 10 mg/kg DK-1-56-1 ili hemijski srodnog pirazolohinolinskog
jedinjenja DK-1-87-1, koje ne potencira GABAA receptore koji sadrze a6 podjedinicu. Utvrdeno
je da DK-1-56-1, ali ne i DK-1-87-1, dovodi do statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja bolnog odgovora
eksperimentalnih Zivotinja na mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima, bez pratecih
nespecificnih promena u ponasanju. Pozitivha modulacija GABAA a6 receptora primenom
biokompatibilne formulacije DK-I-56-1 pogodne za hroni¢nu primenu, moze predstavljati novu
terapijsku opciju za lecenje trigeminalnog neuropatskog bola, i predmet je daljih patentno

Sticenih aktivnosti vezanih za razvoj leka.

Kljuéne re¢i: hroni¢ni bol, trigeminalna neuropatija, a6 GABAA receptori, selektivna pozitivna

modulacija, ponasanje, von Frey filamenti
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Selective modulation of a6 subunit containing GABAA receptors on trigeminal

neuropathic pain model
Summary

Neuropathic pain induced by trigeminal nerve damage is common chronic pain state and it is
poorly controlled by current treatments. It represents major therapeutic concern and reduces
patients quality of life. Numerous chemical mediators are present in trigeminal ganglia, and
GABA is most common inhbitory neurotransmitter. Due to different subunit combinations,
GABA can show diversity of pharmacological effects. GABAA receptors containing a6 subunit
are located in trigeminal ganglia, and their reduction by small interfering RNA increases
inflammatory temporomandibular and myofascial pain in rats. One of the most common
orofacial pain states like trigeminal neuralgia or trigeminal neuropathy begin in trigeminal
ganglia. We thus hypothesized that enhancing GABAA receptors containing the a6 subunit
activity may help in neuropathic syndromes originating from the trigeminal system. Selective
modulators that activate this specific receptor population are not commercially available. In this
doctoral dissertation we used recently developed deuterated pyrazoloquinolinone compound,
(DK-1-56-1) that selectively activates a6 subunit of GABAA receptors. Here, we performed a
detailed pharmacokinetic analysis of DK-I-56-1 on animal experimental model. Both plasma and
brain tissue kinetics of DK-I1-56-1 were relatively slow, with half-lives of 6 h and 13 h,
respectively, enabling the persistence of estimated free brain concentrations in the range 10-300
nM throughout a 24-h period. We confirmed that chronic constriction injury of infraorbital nerve
is considered a reliable experimental animal model for trigeminal neuropathic pain. Results were
obtained on IoN-CCI protocol in hypersensitive rats dosed intraperitoneally with 10 mg/kg DK-
I-56-1 or DK-1-87-1, structurally similar pyrazologuinolinone compound that can not induce
GABA currents on a6 containing receptors. Results demonstrated that DK-1-56-1 but not DK-I-

87-1 significantly reduced the allodynic response to von Frey filaments, without non specific



behavioural changes in rats. Biocompatible nanoemulsion formulation of DK-I-56-1, that
positively modulates a6 GABAA receptors, is appropriate for repeated administration, and thus
may represent a novel treatment option against the development and maintenance of trigeminal
neuropathic pain. Confirmation of these hypothesis require further experiments, that are

conducted through patent activities.

Keywords: chronic pain, trigeminal neuropathy, a6 GABAA receptors, selective positive

modulation, behavior, von Frey filaments
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Lista skracenica

CCI — hroni¢na konstrikciona povreda (eng. chronic constriction injury)
DMSO — dimetilsulfoksid
GABA — gama-aminobuterna kiselina

GABAA — tip A receptora za y-aminobuternu kiselinu
GABAA 06 — GABAA receptori koji sadrze a6 podjedinicu
IoN — infraorbitalni zivac

IPSP — inhibitorni postsinapticki potencijal

NMDA — N-metil D-aspartat receptor

RT-PCR - lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (eng. Real Time PCR)

TMZ- temporomandibularni zglob
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1. UVOD



Bol se definiSe kao neprijatno ¢ulno ili emocionalno iskustvo u vezi sa stvarnim ili potencijalnim
oSte¢enjem tkiva, ili je opisano u vezi sa tim oSteCenjem. Emocionalna kompronenta bola je

izrazenija kod hroni¢nog u odnosu na akutni bol (www.iasp-pain.org/resources/painDefinition).

Predeo lica inervisan je od strane trigeminalnog zivca, a prenoSenje bolnih impulsa iz
orofacijalne regije ima specifi¢nosti u odnosu na put transmisije bola iz preostalog dela tela, koji
ide preko dorzalnih rogova ki¢mene mozdine. Bolni nadrazaji iz predela lica putuju sa periferije
preko trigeminalnog gangliona do centralnog nervnog sistema. U prenosenju bolnih impulsa iz
orofacijalne regije ucestvuje veliki broj hemijskih medijatora, modulatora i neurotransmitera od
kojih neki imaju ulogu u nishodnoj regulaciji bola (na primer, gama-aminobuterna kiselina).
Nastanak hroni¢nog bola orofacijalne regije dovodi do ispoljavanja mehanizama modulacije i
modifikacije, kao i gubitka inhibicije. Za razliku od akutnog bola, ¢ija je bioloska uloga pre
svega zaStitna 1 dijagnosticka, hroni¢ni bol nema jasnu biolosku ulogu, ali je povezan sa
fizickim, emotivnim i drustvenim stresom pacijenta (Merril, 2007). Zbog svog karaktera i duzine
trajanja, kod pacijenata kod kojih postoji neka vrsta hroni¢nog bola ¢e$ée su ispoljeni znaci

anksioznosti i depresije, §to dodatno otezava le¢enje (Scriavani i Spierings, 2016).

Zbog postojanja lokalne traume tkiva i posledi¢ne periferne senzitizacije receptora za bol,
ortodontske skeletne nepravilnosti mogu biti pracene akutnim ili hroni¢nim bolovima u
orofacijalnoj regiji razliCitog intenziteta i ucestalosti. Bolovi se mogu javiti u predelu
mastikatornih misica i njihovih ovojnica, miSiénih pripoja, periosta, dentoalveolarnog kompleksa

i struktura temporomandibularnog zgloba.

Cesto dijagnostikovano patolosko stanje koje je praceno bolom u predelu inervacione zone
trigeminalnog nerva je i disfunkcija temporomandibularnog zgloba (TMZ), udruzena sa
mijalgijom (bolom lokalizovanim u mastikatornim misi¢ima orofacijalne regije) (Okerson,
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2003). Disfunkcija TMZ-a pracena je nizom klini¢kih simptoma i znakova. Pored oteZanog i
nepravilnog otvaranja usta, parafunkcija i auskultacionih promena, mogu se javiti i glavobolja,
bol akutnog i hroni¢nog tipa na nivou zgloba, kao i bol u predelu lica i vrata (Luther i sar., 2010).
Ucestalost disfunkcije TMZ-a udruZzena sa dentofacijalnim deformitetima, prema podacima
dostupnim u literaturi, veoma je promenjliva i krece se u rasponu od 14% do 97% (Laskin i sar.,
1986; Link i Nikcerson, 1992; Panula i sar., 2000; Westermark i sar., 2001). Jedan od vaznih
klinickih faktora za nastanak disfunkcije TMZ-a udruZene sa mijalgijom, jeste malokluzija,
odnosno skeletni i dentoalveolarni poremecaji sagitalnog, vertikalnog ili transverzalnog pravca
na nivou gornje i donje vilice (Egermark i sar., 2003). Na koncept malokluzije, kao anatomskog
deformiteta u anteriornoj ili superiornoj poziciji kondila (zglobne glavice), ukazano je jo§ 1964.
godine, da bi se, osamdesetih godina 20. veka, stru¢na paznja usmerila prema medusobnoj
povezanosti malokluzije i disfunkcije TMZ, sa posebnim osvrtom na terapijski, ortodontski
koncept leCenja ove patoloske promene (Green i Laskin, 1988). Tako na primer, novija
ispitivanja Al-Moraissa i sar. (2017) su pokazala znacajnu korelaciju izmedu malokluzije i
disfunkcija, medutim u literaturi se mogu naci i opre¢na misljenja (Laskin i sar., 1986; Luther ,
1998; Rodriguez-Garcia i sar., 1998). Klini¢ka studija na ve¢em uzorku pacijentata (1134
ispitanika), ukazala je na znacajno vecu prevalencu miofacijalnog bola kod osoba Zenskog pola,
kao i znatno vecéu ucestalost bolnih disfunkcija TMZ-a kod bo¢no ukr$tenog zagrizaja, u odnosu
na kontrolnu grupu pacijenata bez malokluzije (Tecco i sar., 2010). Pored pomenutih
ortodontskih nepravilnosti, znacaj malokluzije u patogenezi bolnih disfunkcija TMZ-a ogleda se
I U ¢injenici da malokluzije izmedu ostalog, indukuju pojavu bruksizma i drugih parafunkcija
orofacijalnog sistema, koje same po sebi pogorsavaju postojecu disfunkciju (Manfredini i sar.,

2014).



Posmatrano sa ortodontskog, terapijskog aspekta, Dibbets i sar. (1985), kao i McNamara i sar.
(1997), uporedno analizirajuci simptome bolne disfunkcije TMZ-a i mijaligije pre zapo¢injanja
ortodontske terapije, utvrdili su da su tegobe smanjene i sporadi¢ne, ali da i dalje postoje kod
pacijenata posle zavrSenog leCenja. Vadenje zuba, kao terapijski modalitet, kojim se omoguéava
dobijanje dovoljnog prostora za pomeranje zuba u toku ortodontske terapije, takode je bio jedan
od kontraverznih faktora pojacanja bolnih tegoba. Tako, na primer, dugogodi$nje longitudinalno
klini¢ko ispitivanje Dibbets i van der Weele (1992) je ukazalo na ¢injenicu da vadenje zuba zbog
ortodontske terapije moze imati uticaja na nastanak i pogorSanje bolne disfunkcije TMZ-a.
Ukoliko bolna disfunkcija perzistira i po zavrSenoj ortodontskoj terapiji ili je evidentna i tokom
terapije, u najvecem broju klinickih slu¢ajeva, razmatra se i mogucnost ortognate hirurgije kod
ovih pacijenata. Medutim, brojna istrazivanja su pokazala da ni hirur§ki modaliteti ortodontske
terapije ne doprinose stabilizaciji tegoba i njihovom prestanku, ve¢ da tegobe fluktuiraju i
menjaju svoj karakter zavisno od perioda pracenja (Rodrigues-Garcia i sar., 1998; Magnusson i
sar., 2000; Abrahamsson i sar., 2013). Stoga se, danas, imajuci u vidu perzistiranje bola i tegoba,
bez obzira na preduzetu ortodontsku ili ortodontsko-hirursku terapiju, u okviru leenja pacijenata
sa bolnim disfunkcijama u orofacijalnoj regiji, a posebno usled moguénosti hroniciteta bolnih
disfunkcija i nastanka neuropatija trigeminalnog nerva, razmatra i moguénost primene

medikamentozne, farmakoloske terapije.



1.1 Neurofiziolo§ka osnova orofacijalnog bola

Tkiva orofacijalne regije inervisana su od strane jedne od tri zavrsne grane trigeminalnog Zivca.
Primarna aferentna vlakna trigeminalnog zivca su mijelinizovana A ili Ad nervna vlakna, koja
se zavrSavaju u tkivu i ponasaju se kao mehanoceptori (reaguju na blag dodir) ili proprioceptori
(reaguju na misi¢no istezanje ili tenziju). Kao primarna aferentna vlakna srecu se Ad i C
nemijelinizovana nervna vlakna, koja zavrSavaju u tkivu kao slobodni nervni zavrSeci i
preuzimaju funkciju nociceptora. Kada se registruje bolni nadrazaj, preko nociceptora, akcioni
potencijal se sprovodi sve do senzornih zona u mozgu, gde se registruje lokalizacija, vrsta, ja¢ina

i trajanje bolnog nadrazaja (Sessle, 2005).

Traumatsko oSteCenje pomenutih tkiva, praceno je lokalnom zapaljenskom reakcijom, koja se
odlikuje aktiviranjem inflamatornih celija i oslobadanjem brojnih medijatora zapaljenja
(histamin, serotonin, bradikinin, citokini). Inflamatorni medijatori oslobadaju se iz krvnih sudova
ili drugih tkiva, i dovode do povecanja (histamin, 5-hidroksi triptamin, citokini) ili smanjenja
(enkefalini) nervne ekscitabilnosti. Aferentna vlakna takode oslobadaju razlicite proinflamatorne
medijatore (supstanca P, CGRP, somatostatin, nervni faktori rasta), koji se sintetiSu u telu
primarnih neurona trigeminalnog gangliona. Iz tela primarnih aferentnih neurona mogu se
oslobadati i razli¢iti hemijski medijatori poput glutamata ili gama-aminobuterne kiseline, koji
potenciraju ili smanjuju aktivnost perifernih nervnih vlakana. Ovaj mehanizam dovodi do
pojacanog odgovora na postojanje periferne traume, Sto se naziva akutnom primarnom
hiperalgezijom (Costigan i Woolf, 2000). S druge strane, pored nastanka akutnog inflamatornog
bola, povrede pomenutih orofacijalnih struktura mogu da prouzrokuju i nastanak hroni¢nog
neuropatskog bola. Kako se pomenute strukture nalaze u inervacionoj zoni trigeminalnog Zzivca,

ova vrsta neuropatije, naziva se trigeminalna neuropatija.



PrenoSenje akutnog (inflamatorna periferna hiperalgezija, inflamatorni bol) ili hroni¢nog bola
(neuropatski bol) iz orofacijalne regije, povezano je sa aktivacijom receptora na razli¢itim
nivoima trigeminalnog puta. Naime, slozeni mehanizmi odgovorni za neurofizioloske aktivnosti
na nivou trigeminalnog zivca, u svojoj osnovi, povezani su sa transmisijom bolnog stimulusa na
3 nivoa. Tela primarnih aferentnih neurona (neuron prvog reda), nalaze se u trigeminalnom
ganglionu. Iz gangliona, centralni produzeci neurona zavrSavaju se u senzitivnim jedrima
mozdanog stabla, odnosno, u spinalnom jedru trigeminalnog Zivca, gde su smestena tela neurona
drugog reda. Spinalno jedro trigeminalnog zivca podeljeno je na tri dela: pars oralis, pars

interpolaris i pars caudalis.

em. MoZdani korteks

Madrazaji iz:
*koie
*oralna mukoze TALAMUS
*zuba

*kranijalnih krvnih
sudova

*misica

*TMZ

Glavno senzorno jedro

MOZDANO
STABLO

TRIGEMINALNI | |nterp°'ffy/
GANGLION ! ol

Caudalis
KICMENA
MOZDINA

Slika 1. Sematski prikaz trigeminalnog puta. Ovo je glavni somatosenzorni put koji prenosi
nadraZaje iz regije lica i usne duplje. Trigeminalni primarni aferentni neuroni pruzaju se preko
trigeminalnog gangliona do neurona drugog reda u trigeminalnom senzornom jedru. Neuroni
drugog reda se dalje projektuju do drugih delova mozga (talamusa za senzorna, a retikularne
formacije za motorna jedra). Nisu prikazane dodatne projekcije cervikalnih i nekih kranijalnih
nerava koja se pridruZuju trigeminalnom putu (preuzeto i prilagodeno iz Sessle, 2000). RF-
retikularna formacija



U literaturi, pokazano je da je pars caudalis, koji po svojoj organizaciji podsec¢a na dorzalne
rogove ki¢mene mozdine, deo trigeminalnog jedra u kome se zavrSavaju nervna vlakna koja
prenose bolne nadraZzaje iz orofacijalne regije (Bereiter i sar., 2000). Nadalje, iz senzornog jedra,
bol se prenosi do talamusa, ta¢nije do ventralne posteromedijalne grupe jedara, gde lezi telo
neurona tre¢eg reda. Aksoni ovih neurona zavr$avaju u primarnom somatosenzornom polju, gde

se registruje emocionalna komponenta bola (Sessle, 2000).

Klinicke manifestacije periferne senzitizacije ispoljavaju se snizenim pragom nadrazaja i
pojac¢anim odgovorom receptora na mestu gde se trauma desila. Svi medijatori zapaljenja, mogu
da difunduju u okolno tkivo, usled ¢ega se bolno podruéje Siri, a pacijent se zali na spontani bol,
postojanje hiperalgezije (pojacan i produzen odgovor na bolne nadrazaje) i alodinije (bolni

odgovor na nadrazaje koji u fizioloskim uslovima ne izazivaju bol) (Woolf i Salter, 2000).

Neki od osnovnih neurofizioloSkih mehanizama u transmisiji trigeminalnog bolnog nadrazaja,
jesu mehanizmi modulacije i modifikacije orofacijalnog bola, koji znacajno menjaju
neurofiziolosku osnovu 1 aktivnost, kako perifernih receptora, tako 1 perifernih 1 centralnih
neurona trigeminalnog sistema. Modulacija se odnosi na posttranslacione promene, koje nastaju
usled aktivacije receptora ili jonskih kanala i razli¢itih unutarcelijskih signalnih mehanizama, a
uzrokuju promenu u ekscitabilnosti neurona prvog i drugog reda. Modifikacija se odnosi na
dugotrajne promene u ispoljavanju razlicitih receptora, jonskih kanala ili neurotransmitera koji u
velikoj meri menjaju fizioloski odgovor na bolne nadrazaje (Woolf i Salter, 2000). Tako, na
primer, usled hroni¢ne traume na periferiji, Af nervna vlakna moduliraju svoju aktivnost U
odnosu na fizioloSku i sticu sposobnost generisanja bolnih impulsa. Poznato je, takode, da se
pored periferne senzitizacije (primarne hiperalgezije), razvija i centralna senzitizacija, koju ¢ini

pojacano praznjenje centralnih neurona (neurona drugog reda), a usled povec¢anog oslobadanja



ekscitatornih neurotransmitera (glutamata) i sledstvene aktivacije NMDA receptora. Aktivacija
ovih receptora dovodi do dugotrajne aktivnosti nerava, Sto predstavlja osnovu za nastanak
hroni¢nog orofacijalnog bola (Costigan i sar., 2009). Usled aktivacije ligand zavisnih jonskih
kanala AMPA receptora omogucava se influks kalcijuma u Celiju. Takode, dolazi do povecanog
oslobadanja glutamata 1 supstance P, koji dalje povecavaju unutarcelijsku koncentraciju
kalcijuma, praznjenjem iz njegovih Celijskih depoa. Aktivacija NMDA receptora podrazumeva
uklanjanje jona magnezijuma, i oslobadanje jonskog kanala koji omoguc¢ava ulazak kalcijuma u
telo neurona, fosforilaciju NMDA receptora, i promene u neuralnoj kinetici. Kao posledica
povrede ili zapaljenja na periferiji, bolni nadrazaji stizu do trigeminalnog jedra tokom nekoliko
minuta, sati ili dana. Nakon vremenske sumacije nervnih impulsa, dolazi do povecane aktivnosti
neurona drugog reda (wind-up fenomen). Ukoliko prestane generisanje bolnih impulsa, proces se
prekida. Medutim, dugotrajna stimulacija ove regije, koja dovodi do centralne senzitizacije,
klinicki se ispoljava kao sekundarna hiperalgezija (poja¢an i produzen odgovor na bolne
nadrazaje u regiji koja nije inervisana obolelim nervom) i mehanicka alodinija (Woolf i Salter,
2000). Novija istraZivanja pokazuju da su glavne strukture trigeminalnog sistema, kao Sto su
glavno trigeminalno i spinalno jedro, ukljucene u generisanje trigeminalne centralne senzitizacije
(Xie, 2008). Stavise, na nivou trigeminalnog gangliona i spinalnog jedra trigeminalnog Zivca,
registrovano je postojanje i aktivnost GABA receptora, koji su odgovorni za modulaciju bolnih
nadraZaja iz orofacijalne regije (Hayasaki i sar., 2006; Puri i sar., 2011; 2012). Smatra se da, u
toku procesa centralne senzitizacije, dolazi i do gubitka centralnih nishodnih regulatornih
mehanizama koji smanjuju bol (Sessle, 2005). Opisuje se i uloga glija ¢elija u procesu centralne

senzitizacije (Merill, 2007).Vazno je napomenuti da je centralna senzitizacija fizioloski odgovor



na bolne stimuluse, koji je najcesc¢e reverzibilan. Smatra se da genetski, psihosocijalni i faktori

okoline uticu na produzavanje ovog procesa, koji lezi u osnovi hroni¢nog bola.

1.2 Trigeminalna neuropatija

Trigeminalna neuropatija je oboljenje perifernog nervnog sistema izazvano perifernim ili

centralnim oStecenjem ili oboljenjem trigeminalnog Zivca.

Glavne karakteristike orofacijalnog neuropatskog bola su: bol koji se naj¢esée opisuje kao osecaj
pecenja i koji se javlja spontano, potom, bol koji je izraZzen i prenaglasen u poredenju sa
nadrazajem koji ga izaziva, kao i neosetljivost ili lose reagovanje na terapiju analgeticima (Conti

i sar., 2003).

Klasifikacija neuropatskih bolnih stanja trigeminalnog Zivca je nejasna, usled Cega je vrlo tesko
odrediti kolika je njihova ucestalost u populaciji, a prema podacima dostupnim u literaturi iznosi
2-11% (Benoliel i sar., 2012). Klini¢ki znacaj trigeminalne neuropatije ogleda se u smanjenju
kvaliteta Zivota pacijenata usled dugotrajnog, hroni¢nog bola, umerenog ili slabog intenziteta,
pracenog osecajem glosodinije 1 glosopiroze, kao 1 mehanickom alodinijom i pojaanim
odgovorom u vidu hiperalgezije, a zbog sniZzenog praga nadraZaja na bol (Naperfias i Zakrzewska,
2011). Bol se javlja jednostrano, naj¢esce u zahvacenom dermatomu povredenog nerva, ali moze
postati difuzan 1 $iriti se u okolinu. Pacijenti se Zale na spontan ili provociran bol, koji opisuju
kao pekuc¢i ili probadajuéi, uz postojanje kako pozitivnih (npr. parestezije, dizestezije) tako i
negativnih (npr. gubitak osecaja) neuroloskih simptoma. Ova vrsta bolova ¢eSce se javlja kod

zena, starosti 45-50 godina (Haviv i sar., 2014). Etiologija je veoma raznovrsna — opisuje se
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nastanak neuropatije nakon vadenja zuba, endodontskog leCenja kanala korena, ugradnje
implantata, fraktura kostiju lica, kao i nakon ortognate hirurgije ili usled ortodontskih
nepravilnosti (Benoliel i sar., 2012). Anamnesticki, pacijenti ukazuju i na depresivna i anksiozna

stanja (Scriavani i Spierings, 2016).

Takode, ova vrsta hroni¢nog bolnog stanja orofacijalne regije predstavlja terapijski problem, s
obzirom na anatomske i molekularne specifi¢nosti u nacinu transmisije bola iz predela lica i
ostatka tela. LeCenje trigeminalne neuropatije je isto kao i leCenje drugih neuropatskih bolnih
stanja, a lekovi izbora su tricikli¢ni antidepresivi (npr. amitriptilin) i antikonvulzivi (kao §to su
karbamazepin, pregabalin i gabapentin). Koriste se takode i selektivni inhibitori preuzimanja
serotonina (fluoksetin i paroksetin), kao i opiodi (Benoliel i sar., 2012; 2016). Kori$¢enje
lokalnih analgetika, preporucuje se pre sistemske terapije bilo kojim od ovih lekova, dok
hirurgija nije terapijska metoda izbora za leCenje ovog patoloskog stanja (Napefas i Zakrzewska,

2011).

U svojoj studiji Haviv i sar. (2014) navode da samo 11% pacijenata sa trigeminalnom
neuropatijom, nakon upotrebe dostupnih lekova, pokazuje znafajno poboljsanje u smislu
smanjenja bolova. Sve navedeno ukazuje na dalju potrebu u istrazivanju (potencijalnih)

efikasnijih terapijskih mogucnosti za leenje ovih bolnih stanja.

Klinicki nalaz hroni¢nog bolnog stanja, uocen je i kod ortodontskih pacijenata sa skeletnim
nepravilnostima i malokluzijama (Shen i sar., 2016). U obzir treba uzeti i ¢injenicu da su, U
uslovima postojanja ortodontskih nepravilnosti u orofacijalnoj regiji, periferne grane
trigeminalnog nerva izlozene hroni¢noj povredi konstrikcije ili kompresije nerva, kada se
generiSu uslovi ektopi¢ne nervne aktivnosti, koja se klini¢ki manifestuje i pojavom spontanog

neuropatskog bola. Do sada je poznato da hroni¢na povreda nerva moze biti pracena formiranjem
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neuroma i nastankom zona demijelinizacije nervnog tkiva, koja su mesta ektopi¢ne nervne
aktivnosti, a Sto dalje dovodi do funkcionalnih promena na perifernom nervu (periferna
neuropatija), na trigeminalnom ganglionu (gangliopatija), na dorzalnim rogovima ki¢mene
mozdine (radikulopatija) ili u centralnom nervnom sistemu (centralna neuropatija) (Benoliel i

sar., 2016).

Dosadasnja ispitivanja patofizioloskog aspekta trigeminalne neuropatije pokazala su da nakon
oSteenja nerva, zbog periferne senzitizacije, dolazi do zapaljenja i oslobadanja velikog broja
proinflamatornih medijatora uz pojavu periferne hiperalgezije. Specifi¢nost trigeminalnog
sistema je u tome da vecina struktura lezi unutar ograni¢enog prostora, pa dodatno ostecenje
nerva moze nastati kao posledica pritiska (Benoliel i sar., 2002). Zapaljenje oko nerva, bez
ostecenja aksona, povecava spontanu nervnu aktivnost najpre samo AP velikih nervnih vlakana,
a kasnije zahvata Ad i nemijelinizovana C vlakna, i dovodi do hiperalgezije i mehanicke
alodinije. Dakle, inflamatorni proces je uzrok ektopi¢ne nervne aktivnosti i pojave spontanog
bola. Ektopi¢na nervna aktivnost nastaje na nivou aksona, a ne u predelu sinapticke pukotine.
Razlozi za nastanak ove aktivnosti su promene na nivou metabolizma natrijuma, koje se
manifestuju izmenjenom sintezom proteina koji u€estvuju u izgradnji natrijumovih kanala (vise
kanala-veca osetljivost) i povecanju njegove koncentracije. Vece ostecenje tkiva, kao $to je
transekcija nervnog stabla, moze da rezultira gubitkom aktivnosti proksimalnog i oporavkom
distalnog dela Zivca, uz formiranje neuroma koji su mesto ektopi¢ne nervne aktivnosti koja
direktno zavisi od koncentracije natrijuma, Sto delom objasnjava spontani bol (Spencer i
Gremillion, 2007). Povreda nerva izrazito menja ekspresiju, raspored i fosforilaciju jonskih
kanala u senzornim neuronima, Sto dovodi do promena u membranskom potencijalu 1

posledi¢nih spontanih akcionih potencijala, bez postojanja nadrazaja (Hehn i sar., 2012).
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Fenotipske promene odnose se pre svega na AP nervna vlakna, koja prenose taktilne impulse u
fizioloskim uslovima. Promena neuropeptidne ekspresije, pre svega, ispoljavanja supstance P,
ovim vlaknima daje sposobnost da generiSu bolne impulse i ufestvuju u nastanku periferne, a

kasnije i centralne senzitizacije.

Povecanje nervne ekscitabilnosti, dovodi do poja¢anog odgovora i aktivacije okolnih zona
centralnog nervnog sistema, uz nastanak sekundarne hiperalgezije (centralne senzitizacije).
Nastanak centralne senzitizacije dovodi do aktivacije NMDA receptora, koji povecavaju nervnu
ekscitabilnost 1 znacajno uticu na dalji razvoj procesa. Klinicki, ovo se manifestuje pojacavanjem
bola i njegovim Sirenjem u susedne strukture kod nekih pacijenata (sekundarna hiperalgezija)
(Benoliel i sar., 2016). Periferno poveéan nociceptivni odgovor u trigeminalnoj neuropatiji je
povezan sa razvijanjem centralne senzitizacije, i nastaje kao posledica mikrostrukturnih i
morfoloskih promena trigeminalnog nervnog tkiva, posebno tankih, mijelinizovanih nervnih
vlakana (Wilcox i sar., 2013). Imajuéi u vidu da satelitske glija ¢elije na nivou trigeminalnog
gangliona u patoloskim uslovima oslobadaju razne medijatore zapaljenja, usled interakcije sa ve¢
ekscitiranim neuronima, smatra se da su i one delom odgovorne za nastanak i odrZavanje
neuropatskog orofacijalnog bola (Xie, 2008). Takode, pored fenotipskih promena, dolazi i do
promena u genskoj ekspresiji i transkripciji, kao i nishodnoj regulaciji supresornih mehanizama,

Sto vodi daljem povecanju ekscitabilnosti nerava (Benoliel i sar., 2012).
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1.3 Receptori gama-aminobuterne kiseline

Gama-aminobuterna kiselina (GABA) je glavni inhibitorni neurotransmiter u centralnom
nervnom sistemu, a svoje efekte ostvaruje preko dve vrste receptora: GABAA i GABAs.
GABAA receptori su pentamerni, ligand-zavisni jonski kanali selektivno propustljivi za hloridne
(CI) jone. Ovi receptori smanjuju ekscitabilnost postsinaptickih neurona, povecéavajuci
permeabilnost celijske membrane za negativno naelektrisane Cl~ jone, te dovode do
hiperpolarizacije. Ovi receptori postoje na sinapsama i ekstrasinapticki, a dejstvo ostvaruju preko
brze fazne inhibicije sinapticke transmisije (inhibitorni postsinapticki potencijali-IPSP) i sporije
toni¢ne inhibicije na ekstrasinapti¢kim i perisinaptickim lokacijama (Rudolph i Knoflach, 2011).
Receptori su organizovani kao pentamerni proteini koji okruzuju centralnu poru, a ona

predstavlja transmembranski jonski kanal (Olsen i Sieghart, 2008).

Postoji 19 subjedinica razvrstanih u nekoliko podfamilija koje obuhvataju izoforme visokog
stepena homologije — a, B, v, 9, €, 0, 7, p. Subjedinice su kodirane razli¢itim genima, i do sada su
poznate 6 a, 3 B, 3 v, jedna 9, jedna ¢, jedna 6, jedna 1 3 p podjedinice GABA receptora. (Wu 1
sar., 2012). Iako postoji veliki broj potencijalnih kombinacija razli¢itih podjedinica (preko 500),
stvarni broj je znatno manji — 26, a najéeScée zastupljena receptorska populacija se sastoji iz 2 a, 2
B 1 vy subjedinice (Sieghart i Ernst, 2005). Najzastupljenija receptorska forma je alp2y2 (60%),
zatim a2p3y2 (15-20%), a3pxy2 (10-15%), adpxy ili a4pxd (oko 5%), dok su aSP2y2 i a6p2/3y2
zastupljene sa manje od 5% ukupne receptorske populacije (Rudolph i Knoflach, 2011). Do sada
je poznato da na nivou GABA receptora postoji najmanje 16 specificnih mesta za vezivanje
liganada (supstanca koja moze da se veZe i formira kompleks sa molekulom koji ima bioloSku

svrhu), koji ve¢inom ostvaruju efekte alosternih modulatora (vezuju se za alosterna vezna mesta,
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1 mogu pojacati ili ublaziti odgovor izazvan agonistom, pa se ovakvi ligandi nazivaju pozitivni ili

negativni alosterni modulatori).

Zahvaljuju¢i velikom broju podjedinica i njihovih kombinacija, njihovoj celijskoj i
ekstracelijskoj lokalizaciji, postoji znacajan broj farmakoloskih efekata koji moze biti potenciran

od strane ovih jonskih kanala (Wisden i sar., 1992; Sieghart, 1995; Pirker i sar., 2000).

Najcesce korisceni i ispitivani ligandi GABAA receptora su benzodiazepini, koji se vezuju u
ekstracelularnom delu receptora, izmedu o (a1, a2, a3 ili a5) i y (najéesée y2) podjedinice (Olsen
i Sieghart, 2008; Rudolph i Knoflach, 2011). Benzodiazepini nemaju mogucnost da direktno
otvore jonske kanale, za razliku od GABA-e, ve¢ dovode do alosterne modulacije veznog mesta.
Modulacija moze biti pozitivna, neutralna ili negativna, a ligandi se nazivaju agonisti (pozitivni
alosterni modulatori), inverzni agonisti-oni koji ne dovode do maksimalnog odgovora (negativni
alosterni modulatori), ili antagonisti benzodiazepinskog veznog mesta. Selektivnost liganda za
odredeno vezno mesto moze biti posredovana njihovim vezivanjem odnosno pravljenjem
receptor-ligand kompleksa ili efikasno$¢u da izazove odreden bioloski efekat nakon vezivanja za
receptor (Rudolph i Knoflach, 2011). Benzodiazepini se vezuju za GABA receptore preko
alosternih veznih mesta, 1 ne pokazuju selektivnost prema o podjedinici, usled ¢ega pored
terapijskih, daju i veliki broj nezeljenih efekata kao Sto su sedacija, ataksija, amnezija, razvoj
tolerancije i zavisnosti (Knutson i sar., 2018). Receptori koji sadrze a4 ili a6 podjedinicu, ne
vezuju klasi¢ne benzodiazepine, jer zbog prisutne tackaste mutacije 1 zamene aminokiseline

histidina u arginin, nemaju vezno mesto za ove ligande.
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Slika 2. Mesta vezivanja GABA-e i benzodiazepinsko mesto vezivanja na GABAA receptoru (a).
Efekti otvaranja GABAA receptora na postsinaptickoj membrani: povecanje provodljivosti
postsinapticke membrane i promena u potencijalu membrane zahvaljujuéi kretanju hloridnih jona
(hiperpolarizujuca inhibicija). Sinapticki receptori detektuju mM koncentracije GABA-e i
posreduju brzi IPSP, dok ekstrasinapticki receptori detektuju pM koncentracije GABA-¢ i bitni su
za spori IPSP (toni¢na inhibicija) (b) (preuzeto i prilagodeno iz Rudolph i Knoflach, 2011)

Nove tehnike i eksperimentalni pristupi otkrivaju fizioloske uloge odredenih subjedinica, kao i
moguénosti sinteze liganada selektivnih za razliCite tipove receptora koji bi potencijalno
ispoljavali samo Zeljene terapijske efekte (Sieghart i Savi¢, 2018). Otkri¢a u prethodnoj deceniji
ukazuju da bi ligandi selektivni za pojedine subjedinice mogli da prevazidu nedostatke klasi¢nih
benzodiazepina i mogli bi da imaju potencijalne nove indikacije, kao $to su analgezija, depresija,

shizofrenija, mozdani udar (Rudolph i Knoflach, 2011).

Ekstracelularni domen GABAA receptora, koji se najéesce sastoji od 2 a, 2 B i y podjedinice,
ima najmanje 4 vezna mesta, smestena izmedu konstitutivnih podjedinica. Svaka podjedinica
ima pozitivno i negativno naelektrisan pol, dok se vezno mesto formira izmedju pozitivnog pola
jedne i negativnog pola susedne podjedinice. Vezna mesta GABAA nalaze se u predelu +a-

veznog mesta, dok se benzodiazepinsko vezno mesto nalazi izmedu o+y- interfejsa.

15



A B

e
S 4

Slika 3. Izgled ekstracelularnog domena GABAA receptora. Svaka podjedinica ima pozitvno (+) i
negativno (-) naelektrisan pol. Vezuju¢a mesta za GABA nalaze se izmedu (+) i (-) pola dve
podjedinice. (A) alB3y2 receptor sastoji se od dve a, dve B i jedne y podjedinice. Benzodiazepinsko
vezno mesto nalazi se izedu (+) pola a i (-) pola y podjedinice. (B) a1B3 receptor sastoji se od dve a,
tri p podjedinice. Da bi se izbegla interakcija sa benzodiazepinskim veznim mestom, Kori§¢ena je
ova vrsta receptora. Pretpostavlja se da ovaj tip receptora ima dva p3(+)/al(-) vezna mesta (vezno
mesto za GABA-u), dva al(+)/p3(-) vezna mesta i jedno  PB3(+)/p3(-), ali ne poseduje
benzodiazepinsko vezno mesto (preuzeto i prilagodeno iz Mirheydari i sar., 2014)
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Otkri¢e novog veznog mesta (ax+Py-), omogucilo je dalje ispitivanje i sintezu selektivnih
liganada koji bi ispoljavali samo specificne farmakoloske efekte, bez nezeljenih reakcija kao $to
su ataksija, amnezija, razvoj tolerancije i zavisnosti (Ramerstorfer i sar., 2011; Varagi¢ i sar.,
2013). Prvi ligandi za koje je pokazano da ostvaruju potencijaciju GABAA struja preko novog
veznog mesta a+p-, bili su pirazohinolinoni CS 9895 i njegovi strukturni analozi (Varagi¢ i sar.,
2013). Dobijeni rezultati ukazali su da vecina jedinjenja menja GABAA indukovane struje, u
vrlo sli¢noj meri na of i afy receptorima, I da su postignuti efekti ovih jedinjenja nezavisni od
benzodiazepinskog veznog mesta. Ova jedinjenja ostvaruju neselektivnu modulaciju preko

velikog broja receptorskih mesta ax+fy- (x=1-6, y=1-3). MoZe se pretpostaviti da preostalo
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vezno mesto koje se nalazi izmedu y+- intefejsa, ¢ini potencijalno vezno mesto nekih lekova,

ali za sada nema dokaza koji bi podrzali ovu pretpostavku (Mirheydari i sar., 2014).

S obzirom da pozitivno naelektrisan pol alfa podjedinice (ot), ucestvuje u izgradnji a+p- veznog
mesta, kao i o+y- veznog mesta, moze se ocekivati da se jedinjenja poput pirazolohinolinona,

kao $to je CS 9895, vezuju za oba vezna mesta.

1.4 Ligandi selektivni za a6 GABAA receptore

Mehanizam nastanka hroni¢nog traumatskog bola u trigeminalnoj neuropatiji delimicno je
povezan sa aktivacijom GABA receptora na nivou trigeminalnog gangliona i spinalnog jedra

trigeminalnog zivca (Puri i sar., 2012), ¢iji je glavni inhibitorni neurotransmiter GABA.

GABAA receptori koji sadrze a6 podjedinicu zastupljeni su vrlo ograni¢eno, za razliku od
GABA-ergickih receptora sa drugim o podjedinicama. Njihovo prisustvo u granuliranim
¢elijama cerebeluma, olfaktornom bulbusu i kohlearnom jedru je odavno poznato (Wisden, 1992;
Korpi i sar., 1999; Pirker, 2000), a aktuelna istrazivanja pokazuju da ih ima i u trigeminalnom
ganglionu (Puri i sar., 2012), strijatumu (Hillemacher i sar., 2015) i u spinalnim motornim

neuronima (Delgado-Lezama i sar., 2013).

GABAA receptori koji sadrze a6 podjedinicu u trigeminalnom ganglionu smesteni Su u
neuronima malog pre¢nika i satelitskim glija ¢elijama (Hayasaki i sar., 2006). Smanjena
ekspresija ove podjedinice, posredstvom male interferirajuce RNK, povecava nociceptivni

odgovor na modelu miofacijalnog i inflamatornog bola temporomandibularnog zgloba (Puri i
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sar., 2011; 2012; Kramer i Bellinger, 2013). U kasnijoj studiji, utvrdeno je da samo podvezivanje
tetive masetera, dovodi do povecane ekspresije GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu u
kaudalnom jedru trigeminalnog zivca, ukazuju¢i na mogucnost da ovaj tip receptora ucestvuje u

homeostatskoj protivteZi razvoju procesa periferne senzitizacije (Kramer i Bellinger, 2013).

Ligandi selektivni za a6 podjedinicu GABAA receptora mogu imati novu ulogu u leCenju
oboljenja kao $to su neuropatski bol, depresija, migrena, autizam, mozdani udar, shizofrenija,
opsesivno kompulzivni porecaji, poremecaj nedostatka paznje itd. (Kramer i Bellinger, 2013;

Chiou i sar., 2018; Fan i sar., 2018).

lako su pirazolohinolinoni prvi sintetisani nebenzodiazepinski ligandi, njihova selektivnost
izmedu benzodiazepinskog (apy GABAA receptor, koji sadrzi al, o2, a3 ili a5 podjedinicu) i
nebenzodiazepinskog veznog mesta (afy GABAA receptor, koji sadrzi a4 ili a6 podjedinicu) bila
je veoma mala. Ipak, kako je metabolic¢ka stabilnost pirazolohinolinona u in vitro uslovima bila
suboptimalna, sintetisano je nekoliko analoga kod kojih je A prsten zamenjen D prstenom, zbog
Cega je afinitet prema GABAA receptoru koji sadzi a6 podjedinicu poveéan. Ove modifikacije
dovele su do sinteze prvog, a6p2/3y2, selektivnog liganda PZ-11-029 (opisan kao supstanca 6 u
Varagi¢ 1 sar., 2013). Ovaj ligand, 1 njemu sli¢ne supstance, ostvaruju svoje fizioloSke efekte
posredstvom a6+p33- interfejsa kao pozitivni alosterni modulatori GABAA receptora, a
istovremeno se ponasaju kao antagonisti (nulti modulatori) benzodiazepinskog veznog mesta
(Knutson i sar., 2018). Zbog ograni¢ene rastvorljivosti u vodi, bioraspolozivost i poluvreme
eliminacije ovih selektivnih modulatora dovedeni su u pitanje, s§to je prevazideno deuteracijom
na kljuénim metabolickim pozicijama liganda. Pokazalo se da deuteracija pozitivno utie na
metaboli¢ku stabilnost, dok istovremeno zadrzava farmakoloski profil aktivne supstance. Nakon

deuteracije, ustanovljena je poboljSana biraspolozivost a6 selektivnog liganda in vivo i postizanje
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visih koncentracija liganda u mozgu nakon oralne i intraperitonealne primene (Knutson i sar.,

2018).

Takode, sintetisano je inaktivno jedinjenje (LAU 165), sliéne molekulske mase i hemijskih
osobina od strane Treven i sar. (2018), koje se ponaSa kao negativni alosterni modulator

nezavisan od y podjedinice, a samim tim i od benzodiazepinskog veznog mesta.

1.5 Ogledni model hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog Zivca

U literaturi je prikazano nekoliko eksperimentalnih modela trigeminalne neuropatije: hroni¢na
konstrikciona povreda infraorbitalnog Zivca, transekcija donjeg alveolarnog zivca, model

regeneracije donjeg alveolarnog zivca i model transekcije vratnih nerava (Iwata i sar., 2011).

Hroni¢na konstrikciona povreda (CCI — eng. chronic constriction injury) Zivca podrazumeva
plasiranje jedne ili viSe ligatura oko perifernog nerva, S§to dovodi do sniZenog praga nadraZaja na
bolne i bezbolne stimuluse koji se razvijaju unutar nekoliko dana od hirurske intervencije, a traju
nekoliko meseci (Bennet i Xie, 1988). Hroni¢na konstrikciona povreda najéesce se izvodi na
n.sciaticus-u koji je veceg precnika, zbog Cega je hirurski pristup jednostavniji, a kao rezultat
podvezivanja nastaju senzorne promene zahvacene Sape — alodinija, hiperalgezija, parestezije ili
dizestezije. Nedostatak ovog metoda je Cinjenica da n.ischiadicus poseduje motornu granu, a
takode smatra se i da oStecenje n.saphenous-a delom doprinosi nastanku promena u ponasanju
eksperimentalnih zivotinja (Vos i sar., 1994). Podvezivanje infraorbitalnog zivca je nesto
komplikovanije, zbog anatomske lokalizacije nerva, ali prednost ovog modela je $to je
n.infraorbitalis Cisto senzitivna grana trigeminalnog Zzivca, koji ne poseduje autonomna niti
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motorna nervna vlakna. Infraorbitalni zivac predstavlja zavrSnu granu gornjevili¢nog zivca kod
pacova a inerviSe njuSku, brkove, gornje zube i dorzalnu povrSinu usne duplje (Waite 1 de

Permentier, 1991).

Hroni¢na konstrikciona povreda infraorbitalnog zivca predstavlja povredu izazvanu
podvezivanjem stabla zivca na razli¢itom anatomskom nivou, kao S§to su supraorbitalni,
intraoralni ili pristup zivcu pravljenjem incizije u predelu vibrisa (Kernisant i sar., 2008). Imajuci
u vidu nedostatke i1 otezavajuce okolnosti hirurSkog pristupa podvezivanju infraorbitalnog zivca
intraoralno, kao i otezano pracenje postignutih rezultata kod ekstraoralnog pristupa u predelu

vibrisa, preporuka je da se u ove svrhe koristi supraorbitalni pristup (Deseure i Hans, 2015).

Prednosti supraorbitalne metode su smanjen stepen trauma tkiva Zivotinja, koji se ogleda u
Cinjenici da se izbegava povreda o¢ne jabucice subperiostalnom tupom disekcijom tkiva, kao i
ocuvanje integriteta koze oglednih Zivotinja u predelu vibrisa, koji ¢e se kasnije koristiti za
ispitivanje ponasSanja, a Sto nije slucaj sa prethodno opisanim metodama. Nadalje, znacajna
prednost ove metode ogleda se i u cinjenici da je konstrikciona povreda indukovana
podvezivanjem Zivca pre nastanka zavrSnih grana infraorbitalnog nerva, Sto ukljucuje Sire
podrucje pracenja mehanicke alodinije ogledne Zivotinje. Nedostatak ove metode je produZeno,
neophodno potrebno vreme za samu hirurs$ku proceduru, ali je vazna ponovljivost eksperimenta
Sto uti¢e na znacajnu homogenost grupe. Za izvodenje opisanog metoda pozeljna je upotreba

stereotaksi¢nog drzaca i uveli¢avaju¢eg mikroskopa (Kernisant i sar., 2008).

Podvezivanje infraorbitalnog Zivca moze se koristiti kao zivotinjski model trigeminalne
neuropatije (Jaggi i sar., 2009). Cilj ove hirurske procedure je da izazove povredu infraorbitalnog
Zivca, Sa razvojem spontanog i izazvanog bolnog ponasanja (mehanicka alodinija) kod oglednih
zivotinja, koje je sli¢cno simptomima pacijenata sa trigeminalnom neuropatijom (Deseure, 2015).
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Primena opisanog eksperimentalnog modela koristi se u farmakoloSkim ispitivanjima
novosintetisanih lekova, razvoju novih terapijskih strategija i razja$njavanju patofizioloskih

mehanizama ukljucenih u nastanak trigeminalnog neuropatskog bola.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Radna hipoteza ove doktorske disertacije glasila je:

Modulacija a6 podjedinice GABAA receptora, primenom selektivnog modulatora DK-1-56-1,
smanjuje neuropatski bol kod Zivotinja kod kojih, nakon podvezivanja infraorbitalnog Zivca,

postoji razvijena bolna preosetljivost.

Polazec¢i od Cinjenice da bi terapijska primena selektivnih modulatora a6 podjedinice GABAA
receptora mogla da smanji ucestalost neuropatskog bola trigeminalnog nerva, kao i ¢injenice da
ekspresija a6 podjedinice znacajno uti¢e na pomenutu modulaciju hroni¢nog bola izazvanog
konstrikcijom infraorbitalnog Zivca na ovom eksperimentalnom modelu, ciljevi doktorske

disertacije bili su slede¢i:

1. Dozno zavisnim ispitivanjem utvrditi koncentraciju supstance DK-1-56-1, primenjene u
dozama od 2 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg i 20 mg/kg u plazmi i mozgu pacova, jedan sat

nakon intraperitonealne primene jedne doze supstance, radi utvrdivanja izabrane doze leka;

2. Utvrditi maksimalnu koncentraciju leka, vreme postizanja maksimalne koncentracije,
poluvreme eliminacije i povrsinu ispod krive primenom izabrane doze supstance DK-1-56-1
u uzorcima Krvi i mozga, posle 5 min, 20 min i 60 minuta, i 3 h, 12 h, 24 h i 48 h, nakon

intraperitonealne primene;

3. Validirati model hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog zivca, kao modela
trigeminalne neuropatije, pra¢enjem izazvanog bolnog ponasanja reakcijom eksperimentalnih
zivotinja na mehaniCku stimulaciju von Frey filamentima, kod pacova sa podvezanim

infraorbitalnim nervom;
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Uporediti dobijene rezultate izazvanog bolnog nadrazaja reakcijom eksperimentalnih
zivotinja na mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima, kod pacova sa podvezanim

infraorbitalnim nervom u odnosu na Zivotinje kod kojih nerv nije podvezan;

Ispitati terapijski efekat supstance DK-1-56-1 u dozi od 10 mg/kg, u smanjenju neuropatskog
bola, pracenjem izazvanog bolnog nadrazaja reakcijom eksperimentalnih Zivotinja na
mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima, na modelu hroni¢ne konstrikcione povrede

infraorbitalnog zivca;

Komparativno analizirati terapijske efekte postignute primenom supstance DK-1-56-1 u dozi
od 10 mg/kg, sa postignutim terapijskim efektima primenom supstance DK-1-87-1 u istoj
dozi i placebom, pratenjem izazvanog bolnog nadrazaja reakcijom eksperimentalnih
zivotinja na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima, na modelu hroni¢ne konstrikcione

povrede infraorbitalnog zivca;

Ispitati nivo ekspresije a5, a6 i y2 podjedinice GABAA receptora, kao i NKCC1 i KCC2
hlornih kontransportera kod pacova kojima je podvezan nerv bez primene terapijske doze

leka, Real time PCR metodom;

Uporediti nivo ekspresije a5, a6 i y2 podjedinice GABAA receptora, kao i NKCC1 i KCC2

hlornih kontransportera, kod pacova kojima je podvezan nerv u odnosu na grupu Zzivotinja

kojima nerv nije podvezan, Real time PCR metodom.
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3. MATERIJAL | METODE
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Laboratorijsko ispitivanje na oglednim Zzivotinjama sprovedeno je na Farmaceutskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu, na Katedri za farmakologiju, po protokolu koji je u skladu sa
principima dobre laboratorijske prakse (OECD principles of Good Laboratory Practise), kao i sa
EU smernicama 2010/63, a deo istrazivanja je uraden na Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u
Beogradu, na Odeljenju za genetska i molekularna istrazivanja. Ogledi su sprovedeni u sklopu
realizacije projekata osnovnih istrazivanja pod brojem 175076 i 175021 finansiranih od strane
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije. Istrazivanje je odobreno od
strane Eti¢kog saveta za dobrobit zivotinja Ministarstva poljoprivrede i zastite zivotne sredine,

Uprava za veterinu (reSenje br. 323-07-11255/2016-05).

3.1 Ogledne Zivotinje

U ogledima su koris¢eni muzjaci albino pacova Wistar soja (Vojna farma, Beograd) stari oko 8
nedelja, tezine 160-180 g na dolasku (110 Zivotinja: 33 pacova za farkakokineticke studije; 65 za
ispitivanje modela trigeminalne neuropatije i terapijske efekte ispitivanih supstanci; 12 Zivotinja
za Real time PCR). Pacovi su ¢uvani pojedina¢no, osim za farmakokineti¢ke studije (3-4 u
kavezu) u standardnim kavezima od pleksiglasa (142 mm x 265 mm x 180 mm). Pristup vodi i
hrani bio je ad libitum. Prostirka je menjana tri puta nedeljno (ponedeljak, sreda, petak).
Zivotinje su bile smestene u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta, na konstantnoj temperaturi od
21 £ 1°C, relativnoj vlaznosti vazduha 40-70% i dnevno/noé¢nom ciklusu od 12 h (osvetljenje od

6 h, intenzitet svetla 120 Ix). Sva ispitivanja su radena tokom svetle faze ciklusa od 09 -16:00 h.
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3.2 Koriséene supstance

Oglednim zivotinjama su intraperitonealno bile primenjene supstance DK-1-56-1 (7-metoksi-2-
(4-(metoksi-d3)fenil)-2,5-dihidro-3H-pirazolo[4,3-c]hinolin-3-on) i DK-I-87-1 (8-hloro-2-(2-
(metoksi-d3)fenil)-2,5-dihidro-3H-pirazolo[4,3-c]hinolin-3-on)  koje  su  sintetisane  na
Univerzitetu u Viskonsinu (University of Wisconsin — Milwaukee, SAD). Supstance su
formulisane u obliku biokompatibilne nanoemulzije DK-I-56-1 i DK-1-87-1 (videti u Postupak

izrade nanoemulzije).

3.2.1 Formulacija supstanci

Prilikom razli¢itih farmakokineti¢kih ispitivanja na zivotinjama uobicajeno je da se Koristi
suspenzija rastvorenih supstanci. Medutim, u literaturi se sre¢u razli¢ite formulacije, s ciljem da
se povecaju bioraspolozivost 1 koncentracija na mestu dejstva. Jedna od mogucénosti je
rastvaranje supstance sa 20% dimetilsulfoksidom (DMSO), ¢ime se postiZze brze dejstvo, kao 1
bolja ujednacenost doze koja se primenjuje, jer su rastvori homogeniji sistemi u 0dnosu na
suspenziju, kod koje moze doci do talozenja i razdvajanja faza. Mana ove formulacije je $to se
kao rastvara¢ koristi nebiokompatibilni organski rastvara¢ DMSO. Za eksperimente u kojima se
pomenuta formulacija aplikuje Zivotinjama jednokratno, to moze da bude prihvatljivo, ali takva
formulacija nije pogodna za ponavljanu primenu ili primenu na ljudima, iako se smatra da niske
koncentracije DMSO nisu toksi¢ne. Ipak, u literaturi je pokazano je da ¢ak i niske koncentracije
DMSO (2-4%), dovode do razli¢itih procesa unutar Celije §to rezultuje apoptozom (Galvao i sar.,

2014).
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Nanoemulzija je biokompatibilni koloidni sistem sa submikronskim esticama veli¢ine 20 do
200 nm, koji je formulisan radi prevazilazenja nedostataka uobicajenih formulacija za isporuku
lekova (npr. suspenzije). Nanoemulzije su dvofazni termodinamicki stabilni sistemi, u kojima su
Cestice vodene faze rastvorene u Cesticama masne faze (ili obrnuto), uz prisustvo emulgatora-
surfaktnanta ili kosurfaktanta. Nanoemulzija povecava efikasnost leka, smanjuje neZzeljene
efekte, netoksi¢na je i ne iritira, omogucava rastvaranje u vodi nerastvorljivin molekula, ima
vecu fizicko-hemijsku stabilnost, ubrzava ulazak leka u ¢elije 1 maskira neprijatan ukus masne
faze (Jaiswal i sar., 2015). Zbog solubilizacije, afiniteta prema membranama i vece slobodne
povrsine kapljica unutrasnje faze, poboljSana je bioraspolozivost i isporuka kroz lipidne barijere,

ukljuéujudi i krvno-mozdanu barijeru, a time i permeabilnost (Matougui i sar., 2016).

Lipidne komponente nanoemulzije su najces¢e fosfolipidi, holesterol, trigliceridi, zu¢ne soli ili
slobodne masne kiseline, koje su neskodljive, biokompatibilne i biorazgradive, mogu biti
izolovane iz prirodnih izvora i imaju poznat farmakolo$ki profil (Matougui i sar., 2016).
Emulgator treba da bude netoksi¢an a njegov ukus, miris i hemijska stabilnost treba da budu u
skladu sa vrstom supstance koja se rastvara. Nanoemulzije su pogodni sistemi za ciljanu
isporuku lekova 1 modifikaciju farmakodinamickih i1 farmakokinetickih osobina, buduéi da
molekuli aktivne supstance mogu da budu inkorporirani u kapljicama kako vodene, tako i masne
faze. Na ovaj nacin, osetljive aktivne supstance se i $tite od agresivnih in vitro i in vivo uslova i

izbegavaju se nezeljeni efekti leka zahvaljujuci njegovoj ciljanoj isporuci (Matougui i sar, 2016).
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3.2.2 Postupak izrade nanoemulzije

Nanoemulzija je pripremljena homogenizacijom pod visokim pritiskom na temperaturi od 50°C,
nesto izmenjenom procedurom u odnosu na Pordevi¢ i sar. (2015). Masna i vodena faza su
zasebno pripremane. U laboratorijskoj casi najpre su odmerene komponente masne faze: 20%
ulje (koje je meSavina triglicerida srednje duzine lanca (Fargon Gmbh & KG, Barsbuttel,
Germany) i ricinusovog ulja (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) u masenom
odnosu 2:1), 2% lecitin iz soje (Lipoid S 75) (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Germany) i 0,05%
antioksidans butil-hidroksitoluen (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Zatim su
komponente masne faze otopljene na 75°C, uz stalno meSanje na magnetnoj mesalici, dok lecitin
nije u potpunosti rastvoren. Komponente masne faze su nakon mesanja, ostavljene da se ohlade
na 50°C. U drugoj ¢asi odmeren je 2% DMSO (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) i dodata
preraunata koli¢ina supstance (DK-I-56-1 ili DK-I-87-1), tako da se dobija Zzeljena
koncentracija nanoemulzuije, nakon c¢ega je rastvor supstance sonifikovan kratko na
ultrazvu¢nom kupatilu. Rastvor supstance u DMSO, dodat je u uljanu fazu uz meSanje na
magnetnoj mesalici. DK-1-56-1 ili DK-I-87-1 su rastvoreni u 2% DMSO kao ko-rastvaracu, a
pripremljeni rastvor (90,91 mg/g) je dodat u masnu fazu da bi se dobila aktivna koncentracija
supstance od 2 mg/g. Dok se rastvaraju i meSaju komponente masne faze, u trecoj ¢asi bile su
odmerene komponente vodene faze i zagrejane na 50°C. Komponentne vodene faze su: veoma
precis¢ena voda, 0,03% natrijum-oleat (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Germany) i 2% polisorbat
80 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Veoma precis¢ena voda dobijena je na GenPure
aparatu (TKA Wasseranfbereitungssystem GmbH, Neiderelbert, Germany). Pomoc¢u termometra
proverene su temperature masne i vodene faze (bilo je potrebno da budu 50°C), a zatim je dodata

vodena u masnu fazu uz meSanje na magnetnoj mesalici. Kada su se faze sjedinile, smesa je
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stavljena na rotor stator homogenizator (IKA Ultra-Turaks®, T25 digital IKA®Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, Germany), na 10 000 rpm u trajanju od 3 minuta ¢ime je dobijena preemulzija.
Preemulzija se dalje propusta kroz homogenizator (EmulsiFlex-C3, Avestin Inc., Ottawa,
Canada) pri pritisku od 800 bar i temperaturi od 50°C, kroz 10 ciklusa, pri ¢emu se dobija
nanoemulzija. Dobijena nanoemulzija je bila asepti¢no filtrirana kroz 0,22 ym membranu i
sipana u staklene bocice. Prazna nanoemulzija je pripremljena na isti nacin prethodno opisanim

postupkom, bez DK-I-56-1 ili DK-I-87-1.

Tabela 1. Sastav pripremane nanoemulzije: masna faza sastoji se od emulgovane supstance, DMSO,
MCH, ricinusovog ulja, lecitina iz soje i BHT; vodena faza se sastoji od polisorbata 80, natrijum-oleata
i ultra ciste vode; DMSO — dimetilsulfoksid; MCH — trigliceridi srednje duZine lanca; BHT — butil-
hidroksitoluen; P-NE — prazna nanoemulzija; DK-NE — nanoemulzija sa emulgovanom supstancom
DK-1-56-1;

Formulacija
Sastojci (% masenog udela)
P-NE DK-NE
Masna faza
DK-I-56-1 - 0,2
DMSO 2 2
MCH 13,33 13,33
Ricinusovo ulje 6,67 6,67
Lecitin iz soje 2 2
BHT 0,05 0,05
Vodena faza
Polisorbat 80 2 2
Natrijum oleat 0,03 0,03
Ultra ¢ista voda 100 100
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Nakon pripreme, sve supstance su cuvane na 25°C, a nakon 24 h vrSena je njihova
karakterizacija. Sva merenja su radena u triplikatima. Nanoemulzija se sastoji od 13,33%
triglicerida srednje duzine lanca, 6,67% ricinusovog ulja, 2% lecitina iz soje, 0,03% natrijum-
oleata, 2% polioksi-etilen-sorbitan-monooleata, 0,05% butil-hidroksitoluena, 2% DMSO i

73,67% ultra Ciste vode.

3.2.3 Deuteracija

Deuterizacija je proces u kome atom vodonika biva zamenjen atomom njegovog izotopa
deuterijuma. lzotopi su atomi jednog istog elementa, koji se razlikuju po broju neutrona u jezgru
i shodno tome, molekulskoj masi. Jedan od najSire upotrebljavanih izotopa u farmaceutskoj
industriji jeste deuterijum, izotop vodonika, sa jednim protonom i jednim neutronom u jezgru.
Vodonik i deuterijum ispoljavaju gotovo identi¢ne fizicke osobine, tako da je deuterizacija
najmanja strukturna promena koja moze da se izvr$i na molekulu, a da originalno jedinjenje i
deuterisani analog zadrze priblizno, ali ne i stopostotno, iste fizicko-hemijske osobine (Buteau,
2009). Male razlike u fizickim osobinama deuterisanih jedinjenja u odnosu na originalno
jedinjenje, nemaju uticaj na afinitet ili selektivnost Cestice za njeno vezno mesto (Howland,

2015).

Deuteracija potencijalnih lekova moze da promeni farmakokineticke 1 farmakodinamicke
osobine kao i toksikoloski profil jedinjenja. Dobre osobine deuterisanih lekova su povecana
efikasnost, smanjena toksi¢nost, smanjena varijabilnost izmedu pacijenata, smanjena doza ili

interval doziranja (Sharma i sar., 2012).
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Uzrok gotovo svih razlika izmedu nedeuterisanih i deuterisanih jedinjenja jeste razlicit
metabolizam, §to se oznacava kao kineticki efekat izotopa deuterijuma (Kinetic deuterium isotope
effect — KDIE). Ovaj efekat je posledica razli¢ite jacine veze izmedu ugljenika i vodonika i
ugljenika i deuterijuma, koje su po drugim osobinama iste. Zbog vefe mase deuterijuma u
odnosu na vodonik, veza ugljenik-deuterijum je 10 puta jaca i teze se raskida, i hemijski i
enzimski. Ukupan metabolizam se smanjuje kod deuterisanih jedinjenja, a neretko i menja, ako
se jedinjenje metabolise kroz viSe razli¢itih metabolickih puteva. Mnogobrojni su primeri efekata
deuteracije na metabolizam bioloski aktivnih jedinjenja — jedan od takvih je anestetik hloroform,
koji se in vivo metabolise do fozgena, veoma reaktivno agensa, a deuteracijom se smanjuje
stepen metabolizma, usled Cega se smanjuje njegova pulmotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost.
Nasuprot hloroformu, deuteracija 1,2-dibrometana poveéava njegovu toksi¢nost, zbog toga $to se
usporavanjem metabolizma ovo reaktivno jedinjenje duze zadrzava u organizmu. Deuterisani
diazepam ne ispoljava antikonvulzivni efekat, jer je spreéena oksidacija do njegovog aktivnog

oblika, oksazepama (Buteau, 2009).

Kada se lek metaboliSe u viSe razlic¢itih puteva, bitno je znati kakav je doprinos kog
metabolickog puta, mesta na kome se promene deSavaju, koji su enzimi ukljuceni i da li se
o¢ekuje da se ispolje KDIE na klirens deuterisanog jedinjenja. Ako je klirens jedinjenja nizak,
deuteracija povecava izloZenost i poluvreme eliminacije. Suprotno, ako je klirens visok,
deuteracija ¢e smanjiti efekat prvog prolaza i povecati izloZenost, ali neée uticati na poluvreme

eliminacije (Buteau, 2009).
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3.3 Farmakokineticka analiza

Uzorci krvi (2 ml) za farmakokineti¢ku analizu uzimani su heparinizovanim $pricevima, sr¢anom
punkcijom zivotinja koje su prethodno anestezirane intraperitonealno kombinacijom ketamin
hidrohlorida (90 mg/kg, Ketamidor®, Richter Pharma AG, Wels, Austria) i ksilazin hidrohlorida
(10 mg/kg, Xylazed®, Bioveta, A. S., lvanovice na Hane, Chech Republic). Krv je sakupljana u
heparinizovane ependorf tube od 2 ml, nakon ¢ega je centrifugirana tokom 10 minuta na 800 rcf,
da bi se dobila plazma. Nakon dekapitacije, mozgovi Zivotinja su izolovani, preneti u plasti¢ne
tube od 50 ml i izmereni, a zatim homogenizovani dodatkom 5 ml metanola (IKA Ultra-
TurraxRT25 digital), i centrifugirani tokom 20 minuta na 3340 rcf, da bi se izdvojio supernatant.
Koncentracije liganda DK-I1-56-1 dobijene su iz plazme i supernatanta ¢vrsto-te¢nom
ekstrakcijom koris¢enjem Oasis HLB kertridza (Waters Corporation, Millford, Massachussets),
na slede¢i nacin: kertridzi su najpre kondicionirani metanolom i destilovanom vodom. Nakon
toga, na kolone su naneti uzorci (po 250 pl plazme ili homogenata mozga) 1 50 pl internog
stndarda (SH-1-048A). Endogene necisto¢e uklonjene su ispiranjem Kkertridza detilovanom
vodom i metanolom. U finalnom koraku, uzorak je eluiran sa 1 ml metanola, i prenet u vijale iz
kojih je ligand kvantifikovan Ultra high performance liquid chromatography tandem masenom
spektrometrijom (UHPLC-MS/MS) sa Thermo Scientific TSQ Quantum Access MAX triple
quadrupole spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San Jose, California) koji koristi jonizaciju u
elektrospreju (Obradovi¢ i sar., 2014). PreraCunavanjem, dobija se krajnji rezultat Koji

predstavlja koncentraciju u plazmi (nmol/l) ili u mozgu (ng/g).
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3.4 Model hroni¢ne konstrikcione povrede n. infraorbitalis-a

Operativna procedura je sprovedena u skladu sa prethodno opisanim protokolom (Vos i sar.,
1994; Deseure i Hans, 2015). Levi infraorbitalni Zivac podvezan je u vivarijumu Farmaceutskog
fakulteta. Pacovi su anestezirani kombinacijom ketamin hidrohlorida (60 mg/kg) i ksilazin
hidrohlorida (10 mg/kg) intraperitonealno, a operativna procedura je izvrSena bez upotrebe
mikroskopa i stereotaksi¢nog okvira. Mesto na kome su pozicionirane ligature, Sematski je

prikazano je na Slici 4.

‘

\

Slika 4. Sematski prikaz lokalizacije infraorbitalnog nerva i pozicije ligatura; kod svake
eksperimentalne Zivotinje plasirane su po 2 ligature na medusobnoj udaljenosti od oko 1 mm

Na glavi pacova napravljen je rez na srednjoj liniji poglavine (Slika 5). Infraorbitalni deo leve
grane infraorbitalnog nerva bio je eksponiran zasecanjem kraja orbite koji ¢ine gornjevili¢na,
Ceona, suzna i zigomati¢na kost. Nakon pristupa infraorbitalnom nervu (Slika 6), Zivac je
podvezan resorptivnim koncem 5-0 (Slika 7), postavljanjem dve ligature na medusobnoj
udaljenosti od oko 2 mm. Zivac je podvezan tako da ligatura vidljivo smanji promer nerva (Slika
8), ali da ne dode do prekida cirkulacije u povrsSinskoj vaskularnoj mrezi (Bennet i Xie, 1988).

Rana je uSivena svilenim koncem (5-0), a Zivotinje su rasporedene pojedinacno u kavezima do
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oporavka. U kontrolnoj grupi, istom hirurSkom procedurom pristupljeno je infraorbitalnom

ziveu, ali on nije podvezan.

Slika 5. Mesto pravljenja reza na glavi pacova, Slika 6. Identifikovanje stabla levog infraorbital-
na srednjoj liniji poglavine nog Zivea pre podvezivanja

Slika 7: Podvezivanje levog infraorbitalnog Slika 8.: Zivac nakon podvezivanja-vidljiv je
zivca plasiranjem jedne a nakon toga smanjen promer Zivca ali bez prekida
i druge ligature cirkulacije
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3.5 Dizajn studije

Laboratorijska ispitivanja na oglednim zivotinjama podeljena su u 4 ogleda:

1. U prvom ogledu (N=33) ispitan je dozno-zavisan efekat 4 razli¢ite doze DK-1-56-1 (2 mg/kg,
5 mg/kg, 10 mg/kg i 20 mg/kg) radi odredivanja njihove koncentracije u krvi i mozdanom tkivu
1 sat nakon intraperitonealne primene jedne doze supstance. Svaka pojedinacna doza je
primenjena kod 3 ogledne Zivotinje. Na osnovu utvrdenih molarnih koncentracija supstance u
krvi 1 mozgu, i njenom korelacijom sa prethodnim istrazivanjima bioloske aktivnosti DK-1-56-1
(saradnicka laboratorija na Medicinskom fakultetu Univerzitetu u Becu, Austrija), utvrdena je
izabrana doza DK-I-56-1. Ova doza je nadalje kori§¢ena za ispitivanje njenog farmakokineti¢kog
profila, nakon primene jedne doze posle 5 min i 20 min, a potom posle 1 h, 3 h, 12 h, 24 hi 48 h.
Parametri farmakokinetickog profila od interesa su maksimalna koncentracija leka u plazmi i
mozdanom tkivu (Cmax), Vreme postizanja maksimalne koncentracije leka (tmax), poluvreme
eliminacije leka (t12) i povrSina ispod krive (AUCo.12). Za svaki opservacioni period (5 min, 20

min, 1 h, 3 h, 12 h, 24 h i 48 h) Zrtvovane su po 3 ogledne zivotinje.

2. U drugom ogledu (N=23) ispitana je validnost modela hroni¢ne konstrikcione povrede, kao
uzroka za nastanak trigeminalne neuropatije. Ogledne Zivotinje su podeljene u 2 grupe: u
eksperimentalnoj grupi zivotinjama je podvezan infraorbitalni zivac (hroni¢na konstrikciona
povreda infraorbitalnog zivca — IoON-CCI), dok kod kontrolne grupe, nakon hirurS§kog pristupa,
pomenuti nerv nije podvezan. Obe grupe su primale placebo u obliku prazne nanoemulzije (bez
emulgovane supstance) u dozi 10 mg/kg, jednom dnevno, tokom 14 uzastopnih dana, pocevsi od

prvog dana nakon operacije. Nadalje, pra¢enjem izazvanog bolnog ponaSanja 7-0g, 14-0g, 21-0g.
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i 28-0g dana posle operacije, primenom von Frey filamenata, utvrdena je validnost primenjenog

modela jednostruko slepim istrazivanjem (Slika 9).

i.p. —— 1x/d

IoN-CCl — 1., placebo (n=12) ;

777777777777777777 » n=11
sham op — ., placebo (n=11) f e » n=9
o e ’
Tl I ] I I
10 7 14 21 28 ban

I operacija (CCI-loN)
D von Frey

Slika 9. Vremenski tok ogleda-validacija eksperimentalnog modela hroni¢ne konstrikcione povrede
infraorbitalnog Zivca, nakon i.p. primene placeba (prazne nanoemulzije); kod Zivotinja je pracen
odgovor na mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima u prethodno definisanom vremenskom
intervalu (jedan dan pre operacije, 7., 14., 21. i 28. dana posle podvezivanja Zivca); I0N-CCI-
hroni¢na konstrikciona povreda infraorbitalnog Zivca, Zivotinje kojima je Zivac podvezan; sham
op- zZivotinje koje su operisane ali Zivac nije podvezan

3. U trecem ogledu (N=42) pracen je terapijski efekat DK-I1-56-1 i DK-1-87-1 u lecenju
razvijene neuropatije, na prethodno validiranom modelu hroni¢ne konstrikcione povrede
infraorbitalnog zivca. Nakon opservacionog perioda od 14 dana posle podvezivanja
infraorbitalnog nerva, utvrdena je bolna preosetljivost na mehani¢ku stimulaciju von Frey
filamentima, u odnosu na bazalne vrednosti, ¢ime je potvrdeno postojanje trigeminalne
neuropatije. Shodno tome, ogledne zivotinje sa razvijenom trigeminalnom neuropatijom su
nasumic¢no podeljene u 3 ogledne grupe u zavisnosti od primenjenog tretmana: a) DK-1-56-1, b)
DK-1-87-1 ili c) placebo. Dalje komparativno istrazivanje sprovedeno je od 15-og dana,

svakodnevno, i.p. primenom jedne doze DK-1-56-1, DK-I-87-1 ili placeba u periodu od narednih

14 dana, dok je pracenje bolne preosetljivosti na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima
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bilo sprovedeno 21-o0g, 28-0g i 35-0g dana. Merenje reaktivnosti su izvodili istrazivaci koji nisu

imali informaciju o primenjenim tretmanima (dizajn slepog istrazivanja) (Slika 10).

i.p. ——— 1x/d
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 placebo(n=12) . n=12
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Slika 10. Vremenski tok ogleda-terapijski efekat nanoemulzije DK-1-56-1, DK-1-87-1 ili placeba
nakon i.p. primene u dozama od 10 mg/kg na eksperimentalnom modelu hroni¢ne konstrikcione
povrede infraorbitalnog Zivca; kod svih oglednih Zivotinja je podvezan levi infraorbitalni Zivac, a
odgovor Zzivotinja na mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima je praéen u prethodno
definisanom vremenskom intervalu (jedan dan pre operacije, 7, 14, 21, 28 i 35 dana posle
podvezivanja Zivca); I0ON-CCIl- hroni¢na konstrikciona povreda infraorbitalnog Zivca, Zivotinje
kojima je Zivac podvezan

4. U Cetvrtom ogledu (N=12) odredena je ekspresija a5, a6 i y2 podjedinice GABAA receptora,
kao i NKCC1 i KCC2 hlornih kotransportera Real time PCR metodom, na prethodno
validiranom modelu hroniéne konstrikcione povrede infraorbitalnog Zivca. Zivotinje su
podeljene u dve grupe-eksperimentalna grupa kojoj je zivac podvezan (IoN-CCI) i kontrolna
grupa zivotinja (sham), kod kojih posle hirurskog pristupa nije bilo podvezivanja nerva. Nakon
opservacionog perioda od 14 dana posle podvezivanja infraorbitalnog nerva, utvrdena je bolna
preosetljivost na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima, u odnosu na bazalne vrednosti,
¢ime je potvrdeno postojanje trigeminalne neuropatije kod Zivotinja kod kojih je Zivac podvezan.

U skladu sa dobijenim rezultatima, iz eksperimentalne grupe odabrane su samo zivotinje kod

kojih se razvila bolna preosetljivost. Zivotinje su Zrtvovane 15. dana posle podvezivanja Zivca,
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radi uzimanja uzoraka trigeminalnog gangliona kako bi bila ispitana ekspresija navedenih
proteina. Ekspresija proteina odredena je na uzorcima desnog i levog trigeminalnog gangliona,

uzetih od Zivotinja eksperimentalne (IloN-CCl), kao i od pacova kontrolne grupe (sham).

3.6 Pracdenje izazvanog bolnog ponasanja (mehanicke alodinije)

Pracenje izazvanog bolnog ponasanja podeljeno je u dva dela: prvi deo istrazivanja odnosio se na
proces prilagodavanja oglednih Zivotinja po principu privikavanja na uslove smestaja u
plasti¢nim kavezima kao i u staklenim kavezima u kojima je pra¢eno njihovo ponasanje. Po
dolasku u vivarijum, ogledne Zivotinje su se privikavale na uslove ¢uvanja tokom dva dana, pre
pocetka privikavanja na von Frey filamente. Nakon toga, ogledne Zivotinje su pojedina¢no
prenoSene u kavezima u kojima su Cuvane, do prostorije gde je sprovodeno privikavanje i
pracenje ponasanja, a zatim su premestene U Staklene kaveze (250 x 150 x 165 mm) sa metalnim
poklopcem. Navikavanje i praéenje ponaSanja izvodili su se u osvetljenoj sobi sa indirektnom
belom svetloi¢u (neonske lampe priévriéene za zid), bez pozadinskog zvuka. Zivotinje su se
navikavale na von Frey filamente svakodnevno, po 15 minuta, pocevsi od sedmog dana pre
beleZenja bazalnih vrednosti do kraja ogleda. Svakih 30-ak sekundi, istraziva¢ je podizao
poklopac kaveza i dodirivao zid kaveza plasticnim Stapi¢em. Privikavanje Zzivotinja, kao i
pracenje ponasanja, sprovodeni su u periodu od 9 do 14 h. Supstance su primenjivane nakon

privikavanja ili prac¢enja ponasanja koje je bilo sprovedeno tog dana, u periodu od 15 do 16 h.

U cilju ispitivanja mehani¢ke alodinije, koriS¢ena je serija kalibrisanih von Frey filamenata

(Aesthesio® Von Frey Kit, Touch Sensory Evaluator, Ugo Basile, Varese, Italy) koji su se
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primenjivali na kozi lica u predelu vibrisa, na strani na kojoj je podvezan zivac. Jedan dan pred
operaciju, bile su utvrdene bazalne vrednosti odgovora na von Frey filamente. Pacovi su
rasporedeni pojedina¢no u staklene kaveze po grupama kao i u procesu privikavanja, a u drugom
ogledu u kome je validiran metod hroni¢ne konstrikcione povrede koriS¢ena je serija od tri von
Frey filamenta rastu¢ih gramaza od 1 g, 2 gi 6 g. U trecem ogledu u kome se ispitivao terapijski
efekat DK-1-56-1 kori$¢eni su von Frey filamenti od 0,6 g, 1,4 g i 4 g. Svaka ogledna Zivotinja
dodirnuta je 3-5 puta filamentom jedne gramaze u razmaku od nekoliko sekundi u predelu
vibrisa na strani na kojoj je podvezan zivac, da bi se dodelila jedinstvena ocena. Svaka reakcija
na nadrazaj ogledne Zivotinje registrovana je sledeCom skalom: 0 — izostanak odgovora, 1 —
otkrivanje nadraZaja, 2 — reakcija blagog povlacenja glave od nadrazaja i/ili pojedinacni pokret
brisanja nadrazene zone lica, 3 — reakcija izbegavanja ili napada, 4 — asimetri¢no ponavljano
brisanje lica, najmanje tri u seriji, usmereno ka nadrazenoj zoni (Vos i sar., 1994). Za svaku
Zivotinju, izraCunata je srednja vrednost odgovora na seriju od tri filamenta, koja je koris¢ena u
statistickoj analizi. Manja ocena ukazivala je na slabiji odgovor na mehanicku stimulaciju
filamentima, a veca ocena ukazivala je na jac¢i, bolni (alodinijski) odgovor. U drugom ogledu,
ispitivanje mehanic¢ke alodinije radeno je 7-0g, 14-0g, 21-og i 28-0g dana nakon operacije. U
trecem ogledu, ispitivanje je vrSeno 7-0g, 14-0g, 21-0g, 28-0g i 35-0g dana za Zivotinje koje su
ispunile zadati kriterijum ukljucivanja. U Cetvrtom ogledu, ispitivanje je vrSeno 7-0g i 14-0g

dana nakon podvezivanja infraorbitalnog Zivca.

Kriterijum za iskljuCenje Zivotinja iz statistiCke analize je prethodno utvrden, i to za grupu
zivotnja kojima je podvezan zivac, a koje su primale placebo — ukoliko je odgovor na stimulaciju
von Frey filamentima bio manji nakon podvezivanja Zivca u poredenju sa bazalnim vrednostima,

a za grupu koja je operisana, a zivac nije podvezan, a primala je placebo — ukoliko je odgovor na
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stimulaciju von Frey filamentima bio veéi nakon podvezivanja Zivca u poredenju sa bazalnim
vrednostima, a prose¢na razlika u odgovoru bila je veca ili jednaka 1,25 poena. Za ispitivanje
ekspresije proteina (ogled 4), od zivotinja od kojih su uzeti uzorci trigeminalnih gangliona, vazili
su isti kriterijumi za iskljuCenje, iako Zivotinje nisu primale placebo nanoemulziju ve¢ su bile

bez tretmana.

3.7 Odredivanje ekspresije a5, a6 i y2 podjedinice GABAA receptora, NKCC1 i KCC2

hlornih kotransportera u trigeminalnom ganglionu

Na dan uzimanja uzoraka, zivotinje su bile anestezirane kombinacijom ketamina i ksilazina, a
zatim dekapitirane. Nakon osteotomije i uklanjanja mozdanog tkiva, trigeminalni ganglion
izolovan je uz koriS¢enje svetlosnog mikroskopa tako S§to bi najpre bilo identifikovano stablo
trigeminalnog Zivca i1 njegovih zavrSnih grana na bazi lobanjske jame. Imaju¢i u vidu da se
ganglion nalazi na rac¢vi trigeminalnog Zivca 1 njegovih zavrSnih grana, isecanjem pomenutih
grana, uzeto je 1 tkivo gangliona. Od Zzivotinja obe grupe, uzeti su uzorci desnog i levog

trigeminalnog gangliona. Uzorci su dalje ¢uvani na -80°C.

3.7.1 lIzolcija RNK za ispitivanje genske ekspresije

Nakon odmrzavanja na sobnoj temperaturi, uzorcima je dodato 0,5 ml TRIzol® Reagent-a.
Resuspendovanjem pomocu nastavka pipete uzorci su homogenizovani, a potom je dodat 0,1 ml

hloroforma na svakih 0,5 ml inicijalno dodatog TRIzol® Reagent-a. Nakon jakog ruc¢nog
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muckanja 15 sekundi, uzorak je centrifugiran na 12000 x g u trajanju od 15 minuta na +4° C.
Posle centrifugiranja jasno su odvajajene tri faze, donja-crvena (fenol-hloroformska), sredis$nja i
gornja-vodena faza koja je bezbojna. Vodena faza je paZljivo aspirirana i prebacena u novu
tubicu, dodato je 0,25 ml izopropanola na svakih 0,5 ml inicijalno dodatog TRIzol® Reagent-a, a
potom su tubice inkubirane na sobnoj temperaturi. Nakon 10 minuta tubice su centrifugirane na
12000 x g u trajanju od 10 minuta na +4°C, a zatim je aspiriran i odstranjen supernatant. Pelet je
ispran sa 0,5 ml 75% etanola na svakih 0,5 ml inicijalno dodatog TRIzol® Reagent-a, pa lagano
vorteksovan, a zatim centrifugiran na 7500 x g 5 minuta na +4°C. Nakon centrifugiranja je opet
odstranjen supernatant, a tubice su ostavljene na sobnoj temperaturi otvorene 10 minuta. Pelet je
resuspendovan u 10 ul vode bez RNA-za i inkubiran u vodenom kupatilu na 55°C u trajanju od

15 minuta, nakon ¢ega su uzorci ¢uvani na -80°C.

3.7.2 Odredivanje koncentracije i Cistoée uzoraka

Nakon izolacije RNK, koncentracija 1 ¢isto¢a merena je na spektrofotometru (NanoDrop 2000C
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, USA). Za analizu, kori§¢eno je 2 pl izolovane

RNK, posle ¢ega je kompjuterski dobijan rezultat koncentracije i Cistoce uzoraka.

3.7.3 Reverzna transkripcija — lanéana reakcija polimeraze

Za detekciju ekspresije gena koriS¢ena je metoda reverzne transkripcije u kombinaciji sa Real
Time PCR-om (RT-PCR). Reverznom transkripcijom se nakon izolacije RNK iz uzoraka, ona
prepisuje u komplementarnu DNK uz pomo¢ enzima reverzne transkriptaze. Tako sintetisana

komplementarna DNK se zatim koristi u RT-PCR metodi u cilju kvalitativne i kvantitativne

42



procene ekspresije odredenog gena. Receptura za reakcionu smesu prikazana je u Tabeli 2. Za
reverznu transkripciju koriS¢en je Revert Aid First Strand c¢DNA Synthesis Kit
(ThermoScientific, Vilnius, Lithuania). Zapremina RNK koja se dodaje u reakcionu smeSu
preracunata je prema izmerenoj koncentraciji tako da je za svaku reverznu transkripciju

koris¢eno 1,2 ug RNK.

Tabela 2. Receptura za reakcionu smesu

Sastav Zapremina (pl)

RNK Odgovarajuéa zapremina u Pl kako bi prema izmerenoj

koncentraciji bilo 1 pg RNK

Revert Aid 1

Ribolock 1

dNTP mix 2

Oligo dt 1

Reakcioni pufer 4

H20 Odgovarajuéa zapremina do 30 pl ukupne zapremine

reakcione smese

Program reverzne transkripcije uklju¢ivao je dva koraka inkubacije, nakon Cega je reakcija
zaustavljena zagrevanjem uzorka na 70°C u trajanju od 5 minuta. Uzorci su do dalje analize

¢uvani na -70°C.

Tabela 3. Uslovi za reverznu transkripciju

Broj inkubacija Vreme/ciklusi (min) Temperatura (°C)
Inkubacija 1 5 min 25
Inkubacija 2 60 min 42
Inkubacija 3 5 min 70
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3.7.4 Real time PCR

Umnozavanje jednog dela ispitivanih gena vrseno je u prisustvu fluorescentne boje SYBR Green
iz komercijalnog kita SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline, London, UK). Osnovna
karakteristika ove boje je sposobnost ugradivanja u dvolan¢ane DNK proizvode, zahvaljujuci
¢emu je reakciju PCR-a moguée pratiti u realnom vremenu (Real time PCR). Uporedo sa
umnozavanjem gena za a5, a6 1 y2 podjedinice GABAA receptora, NKCC1 i KCC2 hlorne
kotransportere, umnozavan je i gen za gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH), ¢iji nivo
ekspresije ne zavisi od tretmana, te ga stoga mozemo koristiti kao endogenu kontrolu. Za
umnozavanje su kori$¢eni specificni prajmeri ¢ije su sekvence date u Tabeli 4. RT-PCR je
sproveden pod standardnim temperaturnim uslovima (uslovljenim tipom polimeraze iz
komercijalnog kita 1 sekvencama koris¢enih prajmera): inicijalna denaturacija na 95°C u trajanju
12 minuta (radi aktivacije polimeraze), 40 ciklusa od po tri koraka: 95°C u trajanju 30 sekundi,
56°C u trajanju 30 sekundi 1 72°C u trajanju 30 sekundi. Radi provere specificnosti PCR
reakcije, na kraju svake reakcije radena je analiza krive topljenja PCR produkata. RT-PCR
analize radene su koris¢enjem LineGeneK kvantitativnhog PCR sistema (BIOER Technology Co.,
Hangzhou, China) i svi uzorci su analizirani u duplikatu. Relativni nivo ekspresije gena
izraCunavan je koriS¢enjem tzv. comparative critical threshold (AACt) metoda (Livak i
Schmittgen 2001). Prose¢ne Ct vrednosti su odredene za a5, a6 i y2 podjedinice GABAA
receptora, NKCC1 i KCC2 gen u svim uzorcima, a relativni nivo genske ekspresije definisan je u
odnosu na ekspresiju GAPDH gena (ACt vrednosti-vrednosti dobijene oduzimanjem srednje
vrednosti duplikata uzoraka GAPDH gena od srednje vrednosti duplikata ispitivanog gena za
svaki pojedinacni uzorak). Nakon dobijanja ACt vrednosti za svaki od odredenih gena, za svaki

uzorak (kako levog tako i desnog gangliona) odredena je AACt vrednost, oduzimanjem prosecne
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ACt vrednosti zivotinja kontrolne grupe (Zivotinje kojima je Zivcu pristupljeno ali on nije

podvezan; shamova) od ACt vrednosti zivotinja kojima je podvezan Zivac. Nakon toga, odredene

su vrednosti relativne ekspresije pojedinaénih gena matemati¢kom formulom 2744,

Tabela 4. Prajmeri koris$éeni za Real time PCR

Gen Forward Reverse
GABAA a5 TTGGAAGCAGCTAAAATC GAAGTCTTCTCCTCAGATGCTCT
GABAA a6 CACTCTGACTCCAAGTACCATCTG GTACACAAGGTTGAATCCTG
GABAA y2 CGGAAACCAAGCAAGGAT TCTCTTGAAGGTGGGTGGCA
NKCC1 AGGAGCATTCAAGCACAGCTAATA CGCTCTGATGATTCCCACGA
KCC2 GCGGGATGCCCAGAAGTCTA GATGCAGGCTCCGAACAGAACA
GAPDH GATGACATCAAGAAGGTGGTGA TGCTGTAGCCGTATTCATTGTC
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3.8 Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka bihejvioralnih testova je uradena uz pomo¢ SPSS 17.0 i Sigma Plot
11.0 softvera. Svi podaci su prikazani kao srednje vrednosti £ SEM. Farmakokineticki parametri,
maksimalna koncentracija (Cmax), Vreme postizanja maksimalne koncentracije (tmax), poluvreme
eliminacije (t12) i povrSina ispod krive (AUCo.12), izracunati Su pomocu PK Funkcije za
Microsoft Excel softver (Joel L. Usansky, Atul Desai i Diane Tang-Liu, Department of
Pharmacokinetics and Drug Metabolism, Allergan, Irvine, California;
http://www.boomer.org/pkin/soft.html).

U ogledu dva, dobijeni podaci u odgovoru na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima
obradeni su Studentovim t-testom za nezavisne uzorke, a statisticki znacajna razlika odredena je
sa p<0,05.

U ogledu tri, podaci dobijeni u odgovoru na von Frey filamente obradeni su koriS¢enjem
jednofaktorske analize varijanse (jednofaktorska ANOVA) za dati dan, sa tretmanima kao
razli¢itim faktorom izmedu grupa. U sluc¢ajevima u kojima je potvrdema statisticki znacajna
razlika (p<0,05), koris¢en je SNK post hoc test. lako je odgovor na stimulaciju von Frey
filamentima ordinalna varijabla, koriS¢eni su parametarski testovi kako je prethodno opisano u
literaturi, radi boljeg grafickog prikaza statisti¢kih rezultata (Deseure i sar., 2003).

U cetvrtom ogledu, odgovor zivotinja na von Frey filamente pre uzimanja uzoraka za ispitivanje
genske ekspresije razli¢itih GABAA podjedinica, kao i hlornih kotransportera, obradeni su
koris¢enjem Studentovog t-testa za nezavisne uzorke, a statisti¢ki znacajna razlika odredena je sa
p<0,05. U istom ogledu, stepen promene genske ekspresije izmedu desnih i levih trigeminalnih
gangliona kod Zivotinja kojima je zivac podvezan, uporedivan je Mann Whitney U-testom,

p<0,05.
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4.1 Farmakokineti¢ka analiza

Dozno-zavisno ispitivanje razli¢itih koncentracija supstance DK-1-56-1 je imala za cilj da utvrdi
izabranu dozu primenjenog leka (DK-1-56-1), u krvi i mozgu pacova, jedan sat nakon i.p.
primene liganda, kako bi se u narednom ogledu utvrdio farmakokineti¢ki profil izabrane doze

leka.

Dobijeni rezultati dozno-zavisnog ispitivanja koncentracija DK-1-56-1 u dozama od 2 mg/kg, 5
mg/kg, 10 mg/kg ili 20 mg/kg, kako u krvi tako i u mozgu pacova, pokazala su da je izabrana
doza kojom se postizu mikromolarne koncentracije u krvi i mozdanom tkivu doza od 10 mg/kg

DK-I-56-1, efektivna i bezbedna za bihejvioralne testove (Tabela 5 i Tabela 6).

Tabela 5. Ukupne molarne koncentracije DK-1-56-1 u plazmi pacova, primenjenih i.p. u dozi 2; 5; 10 i
20 mg/kg nanoemulzije, sat vremena nakon tretmana; plazma (srednja vrednost £ SEM) za 3 uzorka

Plazma
Doza DK-1-56-1 .
Srednja vrednost
SEM
(nmol/l)
2 mg/kg 1146,28 487,69
5 mg/kg 1686,96 796,63
10 mg/kg 5592,29 337,40
20 mg/kg 13971,85 1082,21
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Tabela 6. Ukupne molarne koncentracije DK-1-56-1 u homogenatima mozga pacova, primenjenih i.p.
u dozi 2; 5; 10 i 20 mg/kg nanoemulzije, sat vremena nakon tretmana; mozak (srednja vrednost +
SEM) za 3 uzorka

Mozak
poza DR-1-56-1 Srednja vrednost SEM
(nmol/kg)
2 mg/kg 229,64 35,57
5 mg/kg 281,74 143,22
10 mg/kg 819,27 233,84
20 mg/kg 1719,18 702,24

Dobijena izabrana doza od 10 mg/kg je bila u korelaciji sa slobodnom frakcijom leka u mozgu
nakon i.p. primene pojedinacne doze od 10 mg/kg, koja je iznosila priblizno oko 100 nM. Ova
doza bila je efikasna da dovede do modulacije a6B3y2 receptora in vivo, a rezultati su dobijeni

nakon elektrofizioloskog ispitivanja (Knutson i sar., 2018).

Na Slici 11 su prikazani farmakokineticki profili DK-I-56-1 nakon intraperitonealne primene
nanoemulzije u dozi od 10 mg/kg. Dobijeni rezultati pokazuju da maksimalna koncentracija
supstance DK-1-56-1 u dozi od 10 mg/kg iznosi 5140,78+757,67 ng/ml u plazmi, kao i
593,51+£70,92 ng/g u mozgu, postignuta nakon 2,33 h u plazmi, odnosno nakon 3 h u mozgu
pacova. Nadalje, poluvreme eliminacije bilo je relativno sporo, 5,63+0,84 h za plazmu, u odnosu
na poluvreme eliminacije supstrata iz mozga (12,8+4,96 h). Povrsina ispod krive je iznosila

51763.61+12267,4 ng h ml ! za plazmu, a 5399,35+434,09 ng h g ** za mozak.
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Dobijeni farmakokineti¢ki profili DK-1-56-1, sa vrednostima iznad 10 uM u plazmi, odnosno 1

MM u mozdanom tkivu, potvrdili su sposobnost apsorpcije u sistemsku cirkulaciju, kao i dobre

distribucije ovog jedinjenja u mozgu.

—e— Plazma —e— Mozak
Crax 5140.78 + 757.67 (ng/ml) 593.51 + 70.92 (ng/g)
tmax 2.33+0.67 (h) 3.00 + 0.00 (h)
AUCo_1z  51763.61 + 12267.40 (ng-h/ml) 5399 35 + 434.09 (ng-h/g)
tir 563 + 0.84 (h) 12.8 + 4,69 (h)
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Slika 11. Farmakokineticki profili ukupne masene koncentracije u plazmi i moZdanom tkivu DK-I-
56-1 primenjenom i.p. u dozi 10 mg/kg u razli¢itim vremenskim intervalima; svaki podatak
predstavlja srednju vrednost + SEM za 3 uzorka; Cmax = maksimalna koncentracija u mozgu ili

plazmi; tmax = Vreme postizanja maksimalne koncentracije u mozgu ili plazmi; ti», = poluvreme
eliminacije; AUCo.12= povrsina ispod krive
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4.2 Validacija eksperimentalnog modela hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog
Zivca

Validacija modela hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog zivca utvrdena je poredenjem
rezultata dobijenih posle podvezivanja infraorbitalnog zivca pracenjem reakcije eksperimentalnih
zivotinja mehani¢kim odgovorom na von Frey filamente, u odnosu na zivotinje kojima zivac nije
podvezan, u vremenskom intervalu od 28 dana. U okviru ove analize, kod svih Zivotinja je
primenjen placebo efekat (prazna nanoemulzija u dozi od 10 mg/kg) u pojedina¢nim dozama
prvih 14 dana eksperimenta. 1z ovog istrazivanja, isklju¢ene su 3 eksperimentalne Zivotinje jer

nisu ispunjavale prethodno definisane uslove eksperimenta.

Komparativnom analizom reakcije eksperimentalnih Zivotinja na mehanicku stimulaciju von
Frey filamentima je pokazana statisti¢ki znacajna razlika 14-og, 21-0og i 28-0g dana izmedu
grupe zivotinja kojima je podvezan Zivac u odnosu na zivotinje kojima zivac nije podvezan.
Naime, znacajno jaca reakcija hipersenzitivnosti ekperimentalnih Zivotinja od 2,48 (za 14. dan),
2,54 (za 21. dan), i 2,5 (za 28.dan) je registrovana kod zivotinja sa podvezanim Zivcem, $to nije
bio slucaj u kontrolnoj grupi, sa vrednostima 1,98, 1,96 1 1,93 za 14., 21. 1 28. dan. lako je
postojala razlika u odgovoru na mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima 1 7-0g
postoperativnog dana, ova razlika, medutim, nije bila statisticki znacajna (2,42 kod zivotinja kod

kojih je podvezan zivac u odnosu na 2,02 kod zivotinja kojima Zivac nije podvezan).

51



i.p. j——— 1x/d
IoN-CCl =
— | placebo(n=12) » n=11
sham o =
P — ], placebon=1t) s n=9
-10 7 14 21 28
Dan
‘ I operacija (CCl-loN)
’ D von Frey
B
287 —@— loN-CCl
26 | * —S—Sham
* *
E 24
v
il
8
£ 2.2
w
s
= 2
E=]
&
Z 18
5
=
[=]
=5 1.6 A
o
c
2
o 1.4
w
1.2 A
1 T T T T 1
pre 7 14 21 28

Dan (nakon podvezivanja Zivca)

Slika 12. A Vremenski tok ogleda; B Stepen hipersenzitivnosti oglednih Zivotinja na mehani¢ku
stimulaciju von Frey filamentima ispitivanu jedan dan pre operacije, 7., 14., 21. i 28. dana nakon
podvezivanja Zivca na modelu hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog Zivca; rezultati su
prikazani kao srednja vrednost+SEM. *p<0,05 (Studentov t-test); loN-CCI- hroni¢na konstrikciona
povreda infraorbitalnog Zivca, Zivotinje kojima je Zivac podvezan; sham op- Zivotinje koje su
operisane ali Zivac nije podvezan
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Tabela 7. Odgovor ekperimentalnih Zivotinja na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima (srednja

vrednost + SEM); *p<0,05 (Studentov t-test); I1oN-CCI-

hroni¢na konstrikciona povreda

infraorbitalnog Zivca, Zivotinje kojima je Zivac podvezan; sham- Zivotinje koje su operisane ali Zivac

nije podvezan;

Grupa

Opservacioni period Jeheeict

Srednja vrednost SEM Srednja vrednost SEM
Pre 1,74 0,1 1,55 0,12
+7 2,42 0,19 2,02 0,21
+14 2,48 0,17 1,98* 0,08
+21 2,55 0,16 1,96* 0,12
+28 2,5 0,13 1,93* 0,23
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4.3 Terapijski efekat DK-1-56-1 na razvijenu trigeminalnu neuropatiju

Nakon validacije modela, ispitan je terapijski efekat supstance DK-I-56-1 u dozi od 10 mg/kg
posle njene ponavljane primene, u intervalu od 15. do 28. dana, nakon podvezivanja
infraorbitalnog zivca, u poredenju sa istom dozom DK-I-87-1 i placebom (prazna nanoemulzija).
Dobijeni rezultati predstavljaju dobijene reakcije eksperimentalnih zivotinja na mehanicku
stimulaciju von Frey filamentima. Ukupno Sest zivotinja je iskljuceno iz statisticke analize jer

nisu ispunjavale prethodno definisane uslove.

Rezultati terapijskog efekta DK-1-56-1, DK-1-87-1 i placeba, su pokazali statisticki znacajnu
razliku 21-og i 28-0g dana izmedu ispitivanih grupa. Nadalje, post hoc testom je utvrdeno da
postoji statisti¢ki znac¢ajno smanjenje hipersenzitivnosti u odgovoru na von Frey filamente kod
zivotinja koje su primale DK-1-56-1 u poredenju sa onim koje su primale placebo. Znacajno
najmanja vrednost u odgovoru na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima, bila je u grupi
zivotinja koje su primale DK-1-56-1 od 2,15 za 21., odnosno 2,06 za 28. dan, $to nije bio slucaj
sa zivotinjama koje su primale placebo (2,61 za 21.dan; 2,57 za 28. dan). Statisti¢ki znacajna
razlika nije dokazana ni u jednom vremenskom intervalu izmedu eksperimentalnih Zivotinja koje
su primale DK-1-87-1 i placebo. Razlika u hipersenzitivnosti pri odgovoru eksperimentalnih
zivorinja na von Frey filamente izmedu ispitivanih grupa nije postojala 35. dana nakon

podvezivanja zivca (p>0,05).
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Slika 13. A Vremenski tok ogleda; B Terapijski efekat DK-1-56-1: stepen hipersenzitivnosti
oglednih Zivotinja na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima ispitivanu jedan dan pre
operacije, 7., 14., 21., 28. i 35. dana nakon podvezivanja Zivca na modelu hroni¢ne konstrikcione
povrede infraorbitalnog Zivca. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. *p<0,05
(jednofaktorska ANOVA i SNK post-hoc test); Io0N-CCI- hroni¢na Kkonstrikciona povreda
infraorbitalnog Zivca, Zivotinje kojima je Zivac podvezan
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Tabela 8. Terapijski efekat DK-1-56-1: odgovor ekperimentalnik Zivotinja na mehanic¢ku stimulaciju
von Frey filamentima (srednja vrednost =+ SEM); *p<0,05 (jednofaktorska ANOVA, SNK post hoc);
Io0N-CClI- hroni¢éna konstrikciona povreda infraorbitalnog Zivca, Zivotinje kojima je Zivac podvezan;

. DK-1-56-1 DK-1-87-1 Placebo
Opservacioni

gelflet Srednja vr. SEM Srednja vr. SEM Srednjavr. SEM
Pre 1,29 0,14 1,64 0,10 1,54 0,09
14 2,52 0,11 2,58 0,14 2,52 0,16
21 2,15* 0,16 2,48 0,11 2,61 0,09
28 2,06* 0,09 2,32 0,13 2,57 0,12
35 2,22 0,14 2,36 0,40 2,47 0,08

4.4 Analiza ekspresije a5, a6 i y2 podjedinice GABAA receptora, NKCC1 i KCC2 hlornih
kotransportera u trigeminalnom ganglionu

Ispitivanje ekspresije a5, a6 i y2 podjedinice GABAA receptora, kao i NKCC1 i KCC2 hlornih
kontransportera je wuradeno na tkivu desnog i levog trigeminalnog gangliona kod
eksperimentalnih Zivotinja sa podvezanim infraorbitalnim Zivcem kao i kod Zivotinja kod kojih
je zivcu pristupljeno, bez podvezanja. Mehani¢kom stimulacijom von Frey filamentima 7. i 14.
dana potvrdena je bolna preostljivost kod zivotinja kod kojih je Zivac podvezan, a njihova
reakcija se statisticki znacajno razlikovala u odnosu na reakciju eksperimentalnih Zivotinja kod
kojih nije podvezan infraorbitalni zivac (Grafikon 4). Tri Zivotinje su iskljuCene iz statisticke
analize jer nisu ispunjavale prethodno definisane kriterijume, koji su vazili u svim ostalim
bihejvioralnim eksperimentima. U ovom eksperimentu, nakon procene da li se razvila bolna

preosetljivost, Zivotinje su zrtvovane, nakon ¢ega je vrednovan nivo ekspresije proteina.
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Slika 14. Stepen hipersenzitivnosti oglednih Zivotinja na mehani¢ku stimulaciju von Frey
filamentima ispitivanu jedan dan pre operacije, 7. i 14. dana nakon podvezivanja Zivca na modelu
hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog Zivca; rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ SEM. *p<0,05 (Studentov t-test za nezavisne uzorke); I0N-CCI- hroni¢na konstrikciona povreda
infraorbitalnog Zivca, Zivotinje kojima je Zivac podvezan; sham- Zivotinje koje su operisane ali
Zivac nije podvezan

Za procenu stepena promene ekspresije za sve ispitivne proteine, najpre je odredena 244¢
vrednost za desne i leve ganglione, na nacin koji je prethodno opisan. Vrednosti su zatim
normirane, odnosno prikazane kao relativne vrednosti levih gangliona u odnosu na desne (na

levoj strani je zivac podvezan, dok desnom nije pristupano tokom hirurske intervencije).

Pokazan je smanjen nivo ekspresije a6 podjedinice GABAA receptora u grupi Zivotinja kod

kojih je zivac podvezan (p<0,05), u odnosu na nivo ekspresije u trigeminalnom ganglionu sa
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desne strane. Ekspresija oba hlorna kotransportera, pokazuje smanjenje sa leve u odnosu na
desnu stranu, s tim Sto samo KCC2 pokazuje statisticki znacajno smanjenje u levom
trigeminalnom ganglionu zivotinja kod kojih je zivac podvezan, u odnosu na ekspresiju sa desne

strane.
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Slika 15. Stepen promene ekspresije a5, a6 i y2 podjedinice, NKCC1 i KCC2 u levom
trigeminalnom ganglionu, prikazano u odnosu na desnu stranu kod Zivotinja kod kojih je Zivac
podvezan (Mann Whitney U-test), *p<0,05; TG-trigeminalni ganglion
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5. DISKUSIJA
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Hroni¢ni orofacijalni bol je specifiéno bolno stanje zbog svoje lokalizacije i psiholoS§kog uticaja
koji ima na pacijenta. Naj¢eS¢e vrste hroni¢nog bola su muskuloskeletni, neurovaskularni i
neuropatski bol. Bez obzira na uzrok, bol nastaje kao odgovor na nadrazaj, koji kada se ukloni
bol prestaje. Medutim, u slu¢ajevima hroni¢nog bola dolazi do oS$teéenja regulatornih
mehanizama u mozgu pa i nakon uklanjanja bolnog nadrazaja bol perzistira, Sto je iscrpljujuce za
pacijenta (Renton, 2017). Malokluzije su u znacajnoj meri udruzene sa razli¢itim skeletnim,
zglobnim 1 miSi¢énim disfunkcijama koje usled neblagovremene ortodontske terapije mogu da se
manifestuju pojavom hroni¢nih orofacijalnih bolova, i usled hroni¢nog trajanja sledstvenom
pojavom neuropatije (Manfredini i sar., 2010). lako ovakve disfunkcije sa aspekta patogeneze
zapoc¢inju inflamatornim bolom, koji se s vremena na vreme javlja u vidu akutnog bola, u svojoj

osnovi su definisane kao hroni¢ne trigeminalne neuropatije.

Hroni¢ni bolovi u ovoj regiji mogu biti izrazeni u vidu hroni¢ne disfunkcije
temporomandibularnog zgloba sa ili bez hroni¢nih bolova u predelu mastikatornih misica.
Medutim, u ovim bolnim stanjima iako sprovedena, ortodontska ili ortodontsko-hirurska terapija
naj¢esce ne daje povoljne terapijske rezultate. U obzir treba uzeti i ¢injenicu o nekoherentnosti u
donoSenju korektne klinicke dijagnoze, imaju¢i u vidu da se radi o skupu simptoma i znakova
disfunkcije orofacijalnog sistema. Prvo, disfunkcija TMZ-a klini¢ki postoji ako se kod pacijenta
dijagnostikuje artralgija temporomandibularnog zgloba na osnovu prisutnog bola na palpaciju
jednog ili oba zgloba, potom pojave spontanog bola u zglobu, bola u zglobu pri spontano
maksimalno otvorenim ustima ili favorizovanom (asistiranom) maksimalnom otvaranju, ili
pojave bola pri lateralni kretnjama, bez auskultacionih promena. Medutim, napredovanje
artralgije TMZ-a dovodi do osteoartritisa, kada se navedeni simptomi pojacavaju, a krepitacije na

zglobnim povr§inama postaju Cujne. Drugo, disfunkcija TMZ-a je u velikom broju klinickih
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sluajeva udruzena sa disfunkcijom mastikatornih misic¢a, pa se ovo oboljenje manifestuje kao
miofacijalni bol sa slede¢im simptomima i znakovima: spontanim jakim ili tupim bolom u
mirovanju ili pri funkciji stomatognatog sistema, lokalizovan u vilici, temporalnom predelu,
periaurikularno, ili unutar uveta, kao i1 bolom na palpaciju misi¢a u najmanje 3 pozicije od
ukupno 20 miSic¢a, i to na strani gde je prisutan spontan bol (Abrahamsson 1 sar., 2013). Trece,
pored klinickih simptoma i znakova, sa aspekta tacne dijagnostike, problematicna je i radioloska
dijagnostika, koja se sprovodi primenom magnetene rezonance i koja je pokazala da u samo 10%
slucajeva postoji fizioloski odnos zglobnih povrSina kod pacijenata sa asimptomatskom
disfunkcijom TMZ-a i mijalgijom (Muir i Gross, 1990). Kona¢no, potencijalni znacaj dentalne
okluzije i posturalne kontrole trigeminalnih uzlaznih signala iz orofacijalne regije, pokazao je
prisustvo bola u predelu vrata i ramenog pojasa kod pacijenata sa malokluzijom I1 i 11l Klase, uz

smanjenje misi¢ne funkcije u tom anatomskom predelu (Bron i sar., 2007; Tecco i sar., 2012).

Mastikatorna funkcija stomatognatnog sistema je kontrolisana trigeminalnim neurokontrolnim
mehanizmima ¢ije patoloske promene dovode do nastanka ne samo disfunkcija TMZ-a, ve¢
prouzrokuju klini¢ki, dijagnosti¢ki i terapijski teza oboljenja kao S§to je miofacijalni bolni
sindrom. Ovaj sindrom ukljucuje postojanje neuropatske okidacke zone nastale used prisutnih
anatomskih, morfoloskih i funkcionalnih promena stomatognatog sistema, a uzroci mogu biti
lokalni (dentalna trauma, parafunkcije, mis$i¢éna trauma, malokluzija, skeletne nepravilnosti,
efekat antihipertenzivne terapije blokatorima kalcijumskih kanala) ili sistemski (emocionalni
disbalans, endokrini poremecaji, nutritivni deficit, virusne infekcije, poremecaji sna) (Tecco i
sar., 2012). Miofacijalni bolni sindrom, u svojoj klini¢ki razvijenoj hroni¢noj formi, leci se
medikamentozno, kombinovanom primenom miorelaksanata, antidepresiva 1 nesteroidih

antiinflamatorinh lekova. U akutnim fazama, ovako razvijen neuropatski bol kontrolise se i
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primenom injekcionih blokada lokalnih anestetika, glicerola, etil-alkohola ili kortikosteroida

(Lavelle i sar., 2007).

Jasno je da je terapijski postupak kod ovakvih pacijenata kompleksan i jos uvek nedefinisan, a
pored dobro planirane ortodontske terapije, Cesto zahteva primenu medikamenata, kako u
suzbijanju akutnog, tako i hroni¢nog bola. Stoga je cilj ove doktorske disertacije bio da u
odredenom segmentu definiSe mogu¢ medikmentozni pristup u lecenju hroni¢ne trigeminalne
neuropatije sa aspekta specifi¢ne, selektivne aktivacije GABAA receptora u trigeminalnom

ganglionu.

Uloga GABAA receptora u transmisiji bolnih impulsa je opisana u literaturi. Aktivacija GABAA
receptora dovodi do inhibicije u transmisiji bolnih impulsa, do koje moze do¢i prilikom o$tec¢enja
perifernog nerva. Bolni impulsi koji dolaze sa periferije, dospevaju do trigeminalnog gangliona
ili do dorzalnih rogova ki¢mene mozdine, gde dolazi do presinapti¢ke i postsinapti¢ke interakcije
sa GABA-interneuronima. Uloga interneurona, pored one koju imaju u transmisiji senzornih
nadrazaja u fizioloskim uslovima, opisuje se i u nastanku i odrzavanju hroni¢nih bolnih stanja.
Gubitak inhibitorne GABA-ernicke transmisije jedan je od razloga nastanka inflamatornog i

neuropatskog bola (Zeilhofer i sar., 2012).

Inhibitorni GABAA interneuroni u dorzalnim rogovima ki¢mene mozdine imaju moguénost da
dovedu do nastanka presinapticke inhibicije, i spreCe razvoj centralne senzitizacije koja lezi u
osnovi hroni¢nog bola. Poznato je da klasi¢ni benzodiazepini svoje efekte mogu da ispoljavaju i
preko spinalnih GABAA receptora koji sadrze al, o2, o3 i o5 podjedinicu, a pored
anksiolitickog, sedativnog i miorelaksantnog efekta dovode i do analgezije. U svojim
isrtazivanjima Zeilhofer 1 sar. (2012) ukazuju da kod miSeva koje imaju tacakste mutacije na

nekoj od a podjedinica GABAA receptora, dolazi do razvoja analgezije, ali bez razvoja
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nezeljenih efekata kao $to je na primer sedacija kod Zivotinja sa mutacijom na al podjedinici.
Smatra se da a2 i a3 podjedinica imaju najznacajniju ulogu u razvoju analgezije do koje dovode
klasi¢ni benzodiazepini poput diazepama. Literatura ukazuje na moguénost potencijacije
spinalnih GABAA receptora u leCenju bolnih stanja, medutim glavni nedostatak ovakve
modulacije jeste njegova nespecificnost, jer modulacija a2 receptora dovodi do brojnih promena
psiholoskih i bihejvioralnih funkcija. Sa druge strane, za modulaciju a6 podjedinice GABAA
receptora koja se opisuje u ovoj doktorskoj disertaciji se ocekuje da uti¢e na populaciju koja je

lokalizovana i selektivnija, sa aspekta spektra promene ponasanja koje ocekujemo.

Imajuéi u vidu mehanizam nastanka i razvoja neuropatskog bola, posebno sa aspekta nastanka
primarne hiperalgezije, ali i razvoja centralne senzitizacije, rezultati ove doktorske disertacije su
pokazali da pozitivna modulacija selektivnim ligandom za GABAA receptor, koji sadrzi a6
podjedinicu, dovodi do smanjenja trigeminalnog neuropatskog bola, $to je i bila radna hipoteza

ove doktorske disertacije.

U obzir treba uzeti i Cinjenicu da do sada ne postoje utvrdeni protokoli u leenju trigeminalne
neuropatije, pa je i naucni doprinos ove doktorske disertacije sagledan u rezultatima koji jasnije
definiSu terapjiski potencijal primenjenog liganda DK-1-56-1 kao pozitivnog modulatora
GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu, u smanjenu periferne trigeminalne neuropatije, a
Sto je pokazano na eksperimentalnom modelu hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog

zivca kod pacova.

Model hroni¢ne konstrikcione povrede je jedan od animalnih modela za ispitivanje neuropatskog
bola (Iwata i sar., 2011). Prvi put je opisan od strane VVosa i saradnika (1994), koji su na ovom
eksperimentalnom modelu pokazali da se bolna preosetljivost kod oglednih Zivotinja javlja 12.

dana nakon podvezivanja Zivca. Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj
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doktorskoj disertaciji, posto se bolna preosetljivost kod oglednih Zivotinja javila 14. dana posle
podvezivanja Zivca. Naime, kako je opservacioni period u ovoj doktorskoj disertaciji obuhvatao
kra¢i vremenski period do 35. dana, u odnosu na studiju Vosa i sar., (1994), statistickom
analizom je utvrdeno da trend pojave povecanja bolnog odgovora na mehani¢ku stimulaciju von
Frey filamentima u predelu brkova (mehanicka alodinija) moze da se registruje ve¢ 7. dana
nakon podvezivanja Zivca, ali bez statisticki znCajne razlike. Kako su ovi rezultati praceni
longitudinalno, za ocekivati je da se sa razvojem i progresijom neuropatije pojacava i stepen
mehanicke alodinije u rasponu od 7. do 14. dana. Statisti¢ki znacajna razlika pokazana je i u
narednim registrovanim vremenskim intervalima, 21. i 28. dana, do kada su i praéene promene u
ponasanju, §to je skladu sa podacima u literaturi (Vos i sar.,1994). Vos i saradnici (1994) su
pokazali da neuropatski bol perzistira ¢ak 4 meseca kod Zivotinja kod kojih je podvezan
infraorbitalni zivac. Do sli¢nih rezultata u validaciji ovog eksperimentalnog modela dosli su i
Deseure i Hans (2015). Stavie, ovi autori opisuju da je primenom modela hroniéne
konstrikcione povrede infraorbitalnog Ziveca moguce utvrditi i postojanje hiporesponsivne faze
(sniZzenog odgovora Zivotinja na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima), i to u prvoj fazi
opservacije koja traje prvih nekoliko dana nakon podvezivanja nerva. Prilikom validacije
eksperimentalnog modela u ovoj doktorskoj disertaciji, ova faza nije registrovana, jer nije
pracena, s obzirom da je pracenje bolnog ponaSanja zapoceto tek 7. dana nakon podvezivanja

Zivca, Sto ne iskljucuje njenu pojavu u ranoj fazi razvoja neuropatije.

Takode, potrebno je imati u vidu razliku u vrsti oglednih zivotinja, jer su u svim prethodnim
studijama kori$¢eni Sprague-Dawley pacovi (Vos i sar., 1994; Kernisant i sar., 2008; Deseure i
sar., 2015), §to bi mogao da bude jedan od izvora varijabiliteta u vremenskom toku razvijanja

bolnog ponasanja kod zivotinja. U nasoj studiji, nije radeno ispitivanje odgovora kontralateralne
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strane u odnosu na podvezanu, s obzirom da u pilot studijama nismo uocili da je moguce jasno

razgraniCiti 1 oceniti ponasanje Zivotinje u odnosu na ispitivane strane.

U obzir treba uzeti i Cinjenicu da su koriS¢eni von Frey filamenti bili unutar preporucenih
vrednosti koje se pominju u literaturi (0,015-12 g) (Vos i sar., 1994; Kernisant i sar., 2008;
Deseure i Hans 2015), u serijama od po tri filamenta razli¢itih gramaza (prva serijal g,2gi16 g;
druga serija 0,6 g, 1,4 g i 4 g), sto je u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima, ali i naSom
pilot studijom, jer je uoceno da povecanje gramaze filamenata ne dovodi do poveéanja bolnog
odgovora, kako kod Zivotinja kod kojih je Zivac podvezan, tako i kod zivotinja kojima je zivcu
hirurski pristupljeno, ali on nije podvezan. Naime, povecanje gramaze filamenata nije menjalo

vrednost registrovanog odgovora na mehanic¢ku stimulaciju von Frey filamentima.

Primarni rezultat terapijskog efekta liganda DK-1-56-1, selektivnhog za vezivanje za a6
podjedinicu GABAA receptora, potvrdio je da doza od 10 mg/kg DK-1-56-1 nakon 14 dana, od
kada je razvijena mehanicka alodinija kod oglednih Zivotinja, smanjuje postojec¢i trigeminalni
neuropatski bol. Uoceno je takode, da doza od 10 mg/kg ne uti¢e akutno na nivo anksioznosti,
miSiéne jacine 1 osnovnih senzomotornih sposobnosti, §to je prethodno potvrdeno nizom

eksperimentalnih testova (Knutson i sar., 2018).

Statitsticki znacajan terapijski efekat liganda DK-1-56-1 na modelu razvijenog neuropatskog
bola, uocen je 21. 1 28., ali ne i 35. dana, pri ¢emu je davanje DK-1-56-1 primenjeno u intervalu
od 14-og do 28-0g dana pojedina¢nom dnevnom dozom. Ako se uzme u obzir isti hirurski model
hroni¢ne konstrikcione povrede, ali sa ispitivanjem izazvanog bolnog ponaSanja u razli¢itim
vremenskim intervalima, koji su uradili Deseure i saradnici (2003), koris¢enjem selektivnog
agoniste 5-HT1a receptora, moze se reci da DK-1-56-1 pokazuje smanjenje bolnog odgovora, kao

rezultat 13 ponovljenih doza. Dakle, efekat koji ovaj ligand ostvaruje hronicnom primenom,
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definisan je njegovim koncentracijma u krvi i mozgu koje opadaju po zavrSetku tretmana, a ne
trenutnim niti odloZenim dejstvom leka. Deseure i saradnici (2003), pokazali su da na istom
eksperimentalnom modelu, ali koris¢enjem drugog terapijskog pristupa u lecenju hroni¢nog
trigeminalog bola, znaCajno smanjenje bolnog odgovora 29. dana, ali posle primene 6
pojedinacnih doza, poCevsi oko 24. dana nakon podvezivanja zivca, Sto je u skladu sa nasim

rezultatima.

U ve¢éini drugih studija (Michot i sar., 2012; Gris i sar., 2016), kao i pomenutoj studiji Deseure i
sar. (2003), ispitivanje izazvanog bolnog odgovora praceno je nekoliko sati od primene leka,
odnosno u trenutku kada su Zivotinje izlozene akutnim farmakokineti¢kim efektima, prilikom
merenja odgovora na mehanic¢ku stimulaciju von Frey filamentima. S tim u vezi, u obzir treba
uzeti ¢injenicu da su efekti DK-1-56-1, DK-1-87-1 i placeba, praceni najmanje 20-ak sati nakon
primene liganda. Treba ukazati i na skorasnje rezultate Knutsona i sar. (2018), gde je DK-1-56-1
nakon jednokratne primene, izazvao blagu hiperlokomociju kod oglednih zivotinja, $to nije bio

slu¢aj nakon akutne primene DK-1-87-1.

Jedna od farmakoloskih karakteristika primenjenih liganada u ovoj dokotrskoj disertaciji jeste
njihova selektivnost vezivanja za specificne podjedinice GABAA receptora. Prisustvo a6
podjedinice je najviSe ispitano u malom mozgu, gde formira sinapticke a6f3y2 receptore i
extrasinapticke a6f3y2 i a6p36 receptore (Jechlinger i sar. 1998; Nusser i sar. 1998). Sastav
receptora koji sadrze a6 podjedinicu, na neuronima trigeminalnog gangliona nije u potpunosti
jasan, a u literaturi su opisani i a6p2/3y2 i a6B2/36 receptori (Hayasaki et al., 2006). U
trigeminalnom ganglionu pacova starih 2-3 nedelje imunohistohemijom je uoceno da vecina
neurona ispoljava al, a3, o4, a5, p2/3 i y1/3 podjedinice na telu neurona, dok su a6 i o

podjedinice prisutne na telima malih neurona (Hayasaki i sar., 2006). Ovakav nalaz je u
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suprotnosti sa ekspresijom a6 podjedinice u dorzalnim rogovima ki¢émene mozdine, gde se njena
ekspresija ne registruje ili je ona zanemarljiva (Usoskin i sar., 2015). Takode, kod odraslih
pacova imunofluorescencijom uoceno je da 86% malih, 74% srednjih 1 74% velikih neurona
prisutnih u trigeminalnom ganglionu, ispoljavaju GABAA receptore koji sadrze a6 podjedinicu
(Puri i sar. 2012). Razlika u starosti eksperimentalnih Zivotinja moZe da bude jedan od moguéih
razloga razliCite rasprostranjenosti GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu u ovim

studijama.

Smanjenje ekspresije a6 podjedinice na modelu inflamatornog i miofacijalnog bola, dovodi do
povecanog bolnog odgovora zivotinja u odgovoru na mehani¢ku stimulaciju von Frey
filamentima (Puri i sar. 2012; Kramer i Bellinger 2013), a takode ukazuje na mogucu ulogu
GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu u inhibiciji propagacije bolnih signala. Inhibicija
se najverovatnije odvija na telu neurona smestenih u trigeminalnom ganglionu ili na zavrSecima
primarnih aferentnih neurona. Lokalno, na nivou trigeminalnog gangliona, vaznu ulogu imaju i
satelitske glija celije koje akumuliraju GABA-u iz ekstracelularnog prostora i oslobadaju je
ekstrasinapticki, difuzijom u okolno tkivo. Difuzija GABA-e nastaje kao odgovor na Ceste

akcione potencijale i posledi¢no oslobadanje K* jona iz tela neurona (Hayasaki i sar., 2006).

Poseban akcenat u interpretaciji dobijenih rezultata daju i skorasnja ispitivanja Knutsona i sar.,
bazirana na elektrofizioloSkoj analizi ¢elija koje sadrze razlicite konglomerate GABA receptora.
Ovi autori su pokazali da DK-I-56-1 dozno-zavisno pojacava aktivnost GABA-e na a6p3y2,
a6B3d 1 a6P3 receptorima pri koncentracijama ve¢ od 0,1 pM, ali modulacija na drugim
podtipovima ispitivanin GABAA receptora zahteva koncentracije ve¢e od 1 uM da bi doslo po
promene aktivnosti. Nasuprot tome, DK-1-87-1, je neaktivan na GABAA receptorima koji sadrze

a6 podjedinicu i blago aktivan na nekim drugim podtipovima GABAA receptora pri
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koncentracijama od 1 uM (Knutson i sar., 2018). Funkcionalna selektivnost DK-1-56-1 za
receptore koji sadrze a6 podjedinicu dalje je naglasena niskom do umerenom koncentracijom
koju ovaj ligand postize u mozgu (10-300 nM) nakon ponavljane primene doze od 10 mg/kg
(Knutson i sar., 2018). Ove koncentracije liganda u krvi i mozgu, potvrduju prethodni zakljuc¢ak
autora da pirazolohinolinoni i njihovi deuterisani analozi, kao $to je DK-I-56-1, u najve¢oj meri
dovode do modulacije o+/p- veznog mesta, a u manjoj meri se vezuju za vezno mesto klasi¢nih
benzodiazepina (at+/y-) (Varagi¢ i sar., 2013). Dodatno vezivanje DK-I-56-1 za
benzodiazepinsko vezno mesto u kome nema a6 podjedinice, trebalo bi da dovodi do odredenih
nezeljenih in vivo efekata, medutim, njihovo odsustvo nakon i.p. aplikacije 10 mg/kg DK-1-56-1
se suprotstavlja ovoj ¢injenici (Knutson i sar., 2018). Selektivni ligand kao $to je DK-1-56-1
ostvaruje efekte preko a6Py, a6PBd i a6p receptora, sa ve¢im potencijalom za a6fy nego a6Bd
GABAA receptore. Dejstvo liganda DK-1-56-1 koje ostvaruje preko a6p3y2 receptora je zapravo
kombinacija efekata koji se ostvaruju preko i a6+/B3- i a6+/y2- veznih mesta, dok se efekat

preko a6B34 receptora ostvaruje samo preko a6+/B3- veznog mesta.

Poznato je da neuropatski bol koji nastaje usled podvezivanja infraorbitalnog zivca dovodi do
nastanka brzih akcionih potencijala u neuronima trigeminalnog gangliona (Vos i sar., 1994). U
trigeminalnom ganglionu, GABA se stvara i oslobada od strane 70% neurona, ali moZe da se
akumulira samo od strane satelitskih glija ¢elija koje okruZuju neurone. Smatra se da cesto
okidanje akcionih potencijala od strane senzornih neurona moze da dovede do povecane
ekstracelijske koncentracije K* tokom repolarizacije ¢elijske membrane nakon okidanja akcionih
potencijala, sto moze dovesti do oslobadanja GABA-e iz satelitskih glija ¢elija i/ili neurona,
stvaraju¢i negativnu povratnu spregu na senzornim neuronima (Hayasaki i sar., 2006).

Posledi¢na aktivacija visoko senzitivnih GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu na telu
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neurona trigeminalnog gangliona, mogla bi spreciti stvaranje ¢estih akcionih potencijala kao i
njihovu sinapti¢ku transmisiju do centralnih zavrSetaka, ta¢nije do pars causalis-a trigeminalnog
jedra (Mortensen i sar., 2012; Karim i sar., 2013). Stoga, mogu¢ efekat koji DK-1-56-1 ostvaruje
bio bi povecano dejstvo endogene GABA-e | smanjena sinapti¢ka transmisija bolnih impulsa do
odgovarajucih terminala u trigeminalnom jedru, koja posledi¢éno dovodi do smanjenja bolne

percepcije.

Hroni¢na konstrikciona povreda infraorbitalnog zivca takode dovodi do poremecaja u
homeostazi hloridnih jona. Primarni aferentni neuroni trigeminalnog Zivca pokazuju izrazenu
ekspresiju katjonskih hloridnih kontransportera (NKCC1) koji akulumiraju CI” unutar celije.
Pored NKCC1, u hloridnu ravnotezu, uklju¢en je i KCC2 koji je zaduzen za smanjenje
intracelularne koncentracije hlora. Ovaj kotransporter (KCC2) nije prisutan u trigeminalnom

ganglionu, ve¢ samo u spinalnom jedru trigeminalnog Zivca (Wei i sar., 2013).

Promene u homeostazi CI- dovode do promena koje su slicne onim koje nastaju u toku periferne
senzitizacije (Wei i sar., 2013; Kaila i sar., 2014). U slucaju povrede, i poviSene nervne
ekscitabilnosti, gde usled depolarizacije primarnih aferentnih neurona dolazi do nastanka
akcionih potencijala, inhibitorni mehanizmi ipak ostaju ocuvani (Takkala i sar., 2016). Ipak,
IoN-CCI dovodi do povecéanja ekspresije NKCC1, usled povecanja koncentracije i fosforilacije
ovih jonskih kanala, koja je u osnovi depolarizacije usled oslobadanja GABA-e i nastanka
ekscitatorne depolarizacije primarnih aferentnih neurona, koji dovode do nastanka bola na dodir
(mehanicka alodinija), kao posledica uklju¢ivanja AP vlakana u nociceptivni put (Kaila i sar.,
2014). Takode, nakon IoN-CCI, dolazi do smanjenja ekspresije KCC2 u spinalnom jedru
trigeminalnog Zivca, $to zna¢i da do promena dolazi kako na neuronima prvog, tako i na

neuronima drugog reda.
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Farmakokinetic¢ki profili ispitivanih jedinjenja, koja su formulisana u obliku biokompatibilne
nanoemulzije sa visokim sadrzajem vode, bili su dovoljno spori, usled ¢ega je i aplikacija liganda
jedanput dnevno bila adekvatna da dostigne efektivne koncentracije izmedu dve doze. Poluvreme
eliminacije nanoemulzije DK-I-56-1 nakon intraperitonealne primene iznosilo je 12,8 h, dok je
poluvreme eliminacije nakon intraperitonealne, oralne i intravenske aplikacije suspenzije ovog
jedinjenja iznosilo 2,28h, 4,20 h i 4,34 h (Knutson i sar., 2018). Imajuéi u vidu sli¢ne vrednosti
poluvremena eliminacije nakon primene suspenzije razliitim putevima unoSenja, verovatno je
da formulacija supstance igra znacajnu ulogu u kinetici jedinjenja kao $to je pretdodno pokazano
sa primenom razli¢itih jedinjenja (Pordevi¢ i sar., 2015). U ovom radu, Pordevi¢ i sar. su
pokazali da primena nanoemulzije diazepama intravenski, sa najnizim sadrZajem uljane faze od
20%, S§to je isto kao 1 u naSem istrazivanju, dovodi do znafajnog produZzavanja dispozicije u
mozgu (29 naspram 207 minuta), Sto je pokazatelj da formulacija leka ima uticaja na kinetiku
supstance. Medutim, slobodna frakcija liganda u krvi bila je izuzetno niska i nije mogla biti
odredena, ali je koncentracija u mozgu dostizala znacajne vrednosti. Zahvaljuju¢i lipofilnosti
DK-I-56-1, resorpcija u mozgu bila je neoStec¢ena. Sli¢no zapazanje opisuju Ettrup i sar., (2011)
kod velikog broja lipofilnih N-benzil-supstituisanih fenetilamina, da na resorpciju u mozgu ne
uti¢e znacajno niska slobodna frakcija liganda u plazmi. Trigeminalni ganglion ne samo da je
bogat mastima, ve¢ lezi izvan krvno mozdane barijere za razliku od njegove centralne sinapse
(Eftekhari i sar., 2015). U zavisnosti od toga gde se nalaze neuroni koji sadrze a6 podjedinicu,
preko kojih DK-I-56-1 ostvaruje svoje efekte, farmakoloska efektivna koncentracija liganda
moze da bude povezana sa njegovom koncentracijom u krvi ili u mozgu. Moguce je da su
farmakoloske mete DK-1-56-1 prisutne rostralnije, odnosno u predelu sinaptickih krajeva

trigeminalnih neurona koji sadrze a6 podjedinicu, u kaudalnom delu trigeminalnog jedra ili
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negde drugde u predelu trigeminalnog puta, takode izvan krvno-mozdane barijere (Shibuta i sar.,
2012). Nezavisno od toga gde se nalaze GABAA receptori koji sadrze a6 podjedinicu preko
kojih se ostvaruje efekat DK-I-56-1, njegova farmakoloska efektivna koncentracija je u vezi sa
koncentracijom u mozgu. Naime, u literaturi je pokazano da slobodna frakcija u homogenatima
mozga veéeg broja lekova male molekulske tezine, korelira sa slodobnom frakcijom leka u
dorzalnim rogovima ki¢mene mozdine, $to bi moglo da li¢i na situaciju u perifernom nervnom

tkivu (Liu i sar., 2018).

Na posletku, pokazali smo da DK-I-56-1, funkcionalno selektivni pozitivni alosterni modulator
GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu, znacajno umanjuje prisutan neuropatski bol. Ovi
efekti su dokumentovani u uslovima dejstva liganda 20 sati nakon prethodne intraperitonealne

primene, i zbog toga izostaju svi nespecifi¢ni faktori koji mogu uticati na ponasanje zivotinja.

Dakle, aktivacija a6p3y2 od strane DK-1-56-1 doprinosi analgetickom efektu, uz mogucnost da
ovo jedinjenje, nekim delom, ostvaruje efekte putem potpuno drugih populacija receptora. Na
osnovu dostupne literature, takode nije moguce iskljuciti mogucnost da su anatomske mete DK-
[-56-1 smestene centralnije, kao na primer u neuronima drugog reda, u spinalnom trigeminalnom

jedru (Okada-Ogawa i sar., 2015).

Ovo je prvo istrazivanje koje pokazuje da pozitivna modulacija GABAA receptora koji sadrze a6
podjedinicu, moze da bude nova terapeutska opcija za leCenje trigeminalne neuropatije, sa
obecavaju¢im potencijalom za dalje klini¢ko ispitivanje, s obzirom da ne ispoljava negativna
nezeljena dejstva klasi¢nih benzodiazepina (Knutson i sar., 2018). Ipak, iako je DK-1-56-1
visoko selektivan pozitivan modulator GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu, mogu da

postoje i alternativna mesta dejstva ovog liganda.
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Smanjenje trigeminalnog neuropatskog bola na modelu hroni¢ne konstrikcione povrede
infraorbitalnog Zivca, moguce je i pozitivnom modulacijom benzodiazepinskog veznog mesta
GABAA receptora primenom liganada koji su selektivni za razlicite tipove GABAA receptora,
koji sadrze 02, a3 ili a5 podjedinicu. Takode, postoji moguénost da slaba modulacija a2B3y2 ili
a5B3y2 receptora doprinosi da je efekat DK-1-87-1 slab i nije znacajan na razvijen neuropatski

bol.

Dalja istrazivanja bi trebalo da odrede stvarno mesto vezivanja DK-I-56-1, posredstvom kojeg se
ostvaruju farmakoloski efekti ovog selektivnog liganda koji smanjuje neuropatski bol, kao i
njihovu lokalizaciju u centralnom ili perifernom delu trigeminalnog sistema. Medutim, u ovoj
disertaciji je prvi put prikazano da dejstvo liganda selektivnih za a6 podjedinicu GABAA
receptora, a takode je pokuSano da se uo¢i najveci broj sli¢nosti sa simptomina sli¢nim
trigeminalnoj neuropatiji koja je prisutna kod ljudi, ligand je dat ponavljano tokom 14 uzastopnih
dana, s obzirom da je pretpostavka da nijedan lek nakon akutne primene ne moze da izleci

ovakvu patologiju.
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6. ZAKLJUCCI
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Ispitivanje farmakokineti¢kog ponasanja novosintetisanog jedinjenja DK-1-56-1, pokazalo je
da ovo jedinjenje ispoljava linearnost postignutih koncentracija u plazmi i mozdanom tkivu u

Sirokom rasponu doza;

. U skladu sa podatkom o slobodnoj frakciji jedinjenja u mozdanom tkivu, odabrana je doza
(10 mg/kg) koja je podesna za dugotrajni tretman oglednih zivotinja u izabranom modelu

trigeminalnog neuropatskog bola;

Statisticki znacajna razlika u sve tri vremenske tacke ukazuje da hroni¢na konstrikciona
povrede infraorbitalnog zivca dovodi do mehanicke alodinije kod oglednih Zivotinja kojima
je podvezan zivac, i stoga moze se koristiti kao validan model trigeminalnog neuropatskog

bola.

Kod zivotinja kod kojih je zivac podvezan postoji statisti¢ki znacajno povecanje odgovora na
mehanicku stimulaciju von Frey filamentima u odnosu na grupu Zivotinja kojima zivac nije

podvezan.

Terapijski efekat selektivnog modulatora GABAA 06, DK-1-56-1, na modelu hroni¢ne
konstrikcione povrede infraorbitalnog zivca, dovodi do statisticki znaCajnog smanjenja
odgovora na mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima, te moZe biti nova terapijska

mogucnost u leCenju trigeminalnog neuropatskog bola.

Za razliku od DK-1-56-1, DK-1-87-1 kao ni placebo ne dovode do promene odgovora

eksperimentalnih zivotinja na mehanicku stimulaciju von Frey filamentima.

. Nakon analize ekspresije, uoCeno je statisticki znacCajno smanjenje u ekspresiji a6

podjedinice GABAA receptora, kao i hlornih kotransportera. Preostale ispitivane podjedinice
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(a5 1 y2) pokazuju promene u smislu povecanja ili smanjenja ekspresije, ali ne dostizu
statitstiCku znacajnost, $to moze ukazivati na ulogu a6 podjedinice GABAA receptora u

mehanizmu nastanka trigeminalnog neuropatskog bola.
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Dina Vasovi¢ rodena je 20.09.1988. godine u Beogradu. Osnovnu $kolu 1 Trecu beogradsku
gimnaziju zavrSila je u Beogradu. Stomatoloski fakultet u Beogradu upisala je 2007. godine, a
diplomirala u januaru 2013. godine sa prose¢nom ocenom 9,37. U toku studiranja bila je
stipendista Ministarstva prosvete i sporta i zaduzbine ,,Dragoljub Marinkovi¢®. Nakon
obavljenog pripravnickog staza na Klinikama StomatoloSkog fakulteta, polozila je stru¢ni ispit za
doktore stomatologije u februaru 2014. godine. Doktorske studije na StomatoloSkom fakultetu u
Beogradu, studijski program ,,Bazi¢na i klinicka istrazivanja u stomatologiji upisala je 2013.
godine, i polozila je sve ispite predvidene nastavnim planom i programom sa prose¢nom ocenom
10,0. Od 2013. do 2017. godine bila je stipendista Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog
razvoja 1 prikljuena na Projekat Ministarstva ,,Kontrola bola i molekularni mehanizmi kao
faktori regenerativne terapije u stomatologiji kod zdravih i obolelih od diabetes mellitus-a’’. Od
2014. do 2016. bila je angazovana kao saradnik u nastavi na predmetima Javno zdravlje,
Medicinska ekologija i Menadzment u stomatologiji u okviru integrisanih akademskih studija na
Stomatolo§kom fakultetu Univerziteta u Beogradu. U februaru 2018. godine upisala je
specijalisti¢ke studije iz oblasti Ortopedija vilica. Od aprila 2018. godine angazovana je kao
istraziva¢ saradnik na Projektu Ministarstva ,,Kontrola bola i molekularni mehanizmi kao faktori

regenerativne terapije u stomatologiji kod zdravih i obolelih od diabetes mellitus-a’’.
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9. PRILOZI
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Ipuor 1.

M3jaBa o ayropcTBy

[Tornucana [dwuna Bacosuh

opoj unmekca 4004/2013

H3jaBipyjem

Jla je TOKTOpCKa JucepTallyja mo1 HaclIOBOM

CenexruBHa Mmonyianuja I['ABA. peuenmropa koju caap:xke 06 TMOAjeIMHMIY Ha
eKCIIePUMEHTAJTHOM MO/ieJly TPMITeMHHAJTHOT HeyponaTcKor 0oJia

®  pEe3yJTaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT paja,

® Ja MpemjyioKeHa JUcepTalyja y MEeWHH HU y JeIOBUMa HHje Omia MpeasiokeHa 3a Jo0ujame
OUJI0 KOje AUTUIOME TIpeMa CTYHjCKUM IporpaMiMa JIPYTHX BUCOKOIIKOJICKUAX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJITaTu KOPCKTHO HABCICHU U

e  J1a HHCAM KPIINO/JIa ayTOpPCKa IIpaBa ¥ KOPUCTHO UHTEIEKTYalIHY CBOjUHY APYTHX JIHLA.

IMoTnuc noxTopanaa

VY beorpany,
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IMpwnor 2.

M3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npezume ayropa {una Bacosuh
bpoj unnexca 4004/2013
Crynujcku nporpam ba3nyHa U KIMHHYKA HCTPA’KMBAHja Y CTOMATOJIOTHjH

HacnoB paga CenextuBHa moaynaumja TABAA peuentopa koju cagpxke 06 NoajeIUHUNy HA
eKCIePUMEHTATHOM MO/IeJly TPUTeMHHAJTHOT HeyponaTcKor 0oJia

Mentopu mpo¢ np boxuaap bpkosuh

npo¢ Mupocaas Casuh

ITornucana /luna Bacosuh

W3jaBibyjeM fa je mTamiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €IEKTPOHCKO] BEp3HjH
KOJy caMmM Tmpenao/na 3a o0jaBJbHBamke Ha MopTany JUIrMuTaJHOr Ppeno3uTopujyma
Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM J1a ce 06jaBe MOjH JIMYHU MOJIAIM BE3aHU 3a JOOHjame aKaJeMCKOT 3Bama JIOKTOpa
HayKa, Kao LITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHa U MECTO pol)era U 1aTyM of0paHe paja.

OBU JIMYHU MOAALM MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEXKHHM CTpaHUIlaMa JUTUTAIHE OUOIMOTeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJjiory U y myOynkanujamMa Y HuBep3uteTa y beorpany.

IMornuc nokTOpanga

VY Beorpany,
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IIpuor 3.

M3jaBa o kopumhemy

Ognamhyjem YHuBep3uTeTcKy OMOMMOTEKY ,,CBero3ap MapkoBuh® ga y JurutamHu peno3uTopHjym
Vuusep3urera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTAIH]y MO HACIOBOM:

CesextuBHa wmoayiaanuja T'ABA, peuenTtopa Koju caapxke 06 NOIjeNMHUIY HA
eKCIePUMEHTAJIHOM MO/IeJly TPMTeMHUHAJIHOT HeyponaTckor 6oJia

KOja je MOje ayTOpPCKO JIEeJO.

Jucepranujy ca CBHM MpHIO3UMa Npeaao/jia caM y €JIEeKTPOHCKOM (opMaTy IOTOJAHOM 3a TPajHO
apXUBHUpAbE.

Mojy AOKTOPCKY IOUcepTanujy MoxpameHy y WrutanHu pemno3utropujym YHuBepsutera y beorpamy
MOTY Ja KOpHCTE CBH KOjU TOMTYjy oapeade caapkaHe y omaOpaHoMm Tury mnuieHne KpeartuBre
3ajenuute (Creative Commons) 3a K0jy cam ce OJUTyqHo/Ja.

1. AytopcTBO
@AyTopCTBo - HEKOMEPIIHjaITHO
3. AyTopcTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — 0e3 Tpepaie
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPITHjaJTHO — JICIMTHU 0]l KCTUM YCJIOBUMA
5. AyTtopcTBo — 0€3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — JEIUTHU MO UCTUM yCIIOBUMA

(Monmumo Ja 3a0KpYKHTE camo jeJHy O IecT MOHyheHHX JIMIEHIM, KpaTaK OMWC JIMIEHIN JaT je Ha
noJiehuHM JINCTa).

HoTnuc nokTopanaa

V¥ beorpany,
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