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Uvod: U uvodu kandidat ukazuje na uCestalost, znalaj i specificnosti parazitskih infekcija
ljudi i zivotija, opisuje karakteristike parazitskih nematoda i kratko analizira posledice
nematodnih infekcija. Uvod sadrzi pregled najvaznijih Cinjenica, saznanja i problema
antinematodne terapije, direktno vezanih za istrazivanja sprovedena u ovoj disertaciji. Nervni
sistem nematoda kandidat oznagava kao glavno ciljno mesto delovanja antihelmintika, lekova
koji se koriste u preveniranju i le€enju infekcija parazitskim nematodama. Ovi lekovi su
podeljeni u nekoliko grupa a velika vecina upravo deluje na nematodni neuromi$iéni sistem.
Kandidat navodi grupe lekova, njihove najvaznije predstavnike koji se nalaze u upotrebi u
veterinarskoj i humanoj medicini i ukratko opisuje njihove mehanizme dejstva. Poseban osvrt
je u Uvodu posvecen karakteristikama nervnomisicnog sistema nematoda i to na primeru
parazitske nematode Ascaris suum, koja je jedan od najboljih modela za ispitivanja
antinematodnih lekova. Komparativho, kandidaat analizira fizioloSke/farmakoloske razlike u
odnosu na inervaciju misi¢nih celija i fiziologiju kontrakcija miSi¢éa sisara. Ova analiza je
posebno vazna sa stanovista procene selektivne toksi¢nosti antiheminitka. U posebnom delu
teksta opisani su najvazniji problemi vezani za farmakoterapju nematodnih infekcija, pre
svega sve ViSi nivo rezistencije parazita na postojeCe konvencionalne lekove, problemi
ispoljavanja toksi¢nosti posle povecéanja doza ili ponovne aplikacije i dugacak period karence.
Kao novi izvor supstanci sa antiparazitskim svojstvima kandidat ove disertacije navodi
esencijalna biljna ulja. Esencijalna biljna ulja (ili njihovi aktivni principi) su bezbedni za
upotrebu i potencijalno atraktivna alternativa aktuelnim antiparazitskim lekovima. Posebno se
istie koncept biljnog funkcionalnog hraniva za Zivotinje, koje moze biti primenjeno protiv
infekcija endoparazitima u cilu da zameni ili da potencira efekat klasi¢ne terapije
antihelminticima.

Pregleda literature: Sastoji se iz 8 poglavlja u kojima kandidat prezentira podatke iz
literature relevantne za njegovo istrazivanje. Prvo poglavlje: Antiparazitski efekat aktivnih
principa_esencijalnih_bilinih_ulja pocinje kratkim uvodom o parazitskim infekcijama ljudi i
zivotinja i razlozima zbog kojih su aktivni sastojci esencijalnih biljnih ulja potencijalna
alteraniva klasi¢nim antinematodnim lekovima. Biljke stvaraju esencijalna ili eteri¢na ulja kao
organske produkte sekundarnog metabolizma. Smatra se da su esencijalna ulja (odnosno
njihovi aktivni principi) na osnovu farmakoloSkih karakteristika (antimikrobnih, antiparazitskih,
uticaja na imunski sistem i dr.) potencijalno najozbiljniji alternativni lekovi i biocidi. Kandidat
prikazuje poreklo i podelu aktivnih sastojaka biljnih ulja i isti¢e da najvise podataka o
antinematodnom dejstvu u literaturi ima o njihovim terpenoidnim sastojcima. Terpenoidi ili
terpeni priviate najvecu paznju u odnosu na farmakoloSka svojstva koja poseduju i ujedno
predstavljaju najbrojniju grupu sekundarnih metabolita biljaka. Postoje i istorijski dokazi da je
poCetkom dvadesetog veka, timol - glavha komponenta etarskog ulja maj€ine dusice (Thimus
vulgaris L.) koriSéen za le€enje askaridoze i ankilostomijaze ljudi. U daljem tekstu opisana su
ispitivanja antinematodne efikasnosti nekih esencijalnih ulja ili njihovih aktivnih sastojaka
(geraniola, citronelola, citrala, karvakrola, cinamaldehida, eugenola i drugih) protiv parazitskih
nematoda biljaka i Zivotinja. Kandidat posebno isti€e da za razliku od relativnho brojnih
podataka o antinematodnim dejstvima aktivnih sastojaka esencijalnih biljnih ulja, istrazivanja
njihovih mehanizmima dejstva gotovo nema. Jedina studija koja pokuSava da objasni
mehanizam antinematodnog dejstva biljnih terpenoida, odnosi se ha njihovu interakciju sa
tiraminskim receptorima nematoda (TyrR). Studija pokazuje da timol i karvakrol stupaju u
interakciju sa TyrR i da bi nematocidna aktivnost timola i karvakrola mogla biti posredovana
kroz nishodnu signalnu kaskadu regulacije ovih receptora. U ovom poglavlju prikazni su i
podaci o toksi¢nosti biljnih terpenoida za sisare, koja je presudna za procenu selektivnosti
novih farmakoloskih efekata. Naredna Cetiri poglavlja posvecena su biljnim terpenoidima
karvakrolu, karveolu, mentolu i timolu. Kandidat je ove terpenoide oznacio kao glavne
kandidate za potencijalne biljne antihelmintike, detaljno prezentiraju¢i njihova hemijska,
fizicka, farmakoloSke i toksikoloSka svojstva. Naredno poglavlje nosi naslov Morfologija i
fiziologija nematoda na primeru parazita Ascaris suum i slobodnoZiveCe nematode
Caenorhabditis elegans. Kandidat citira podatke o morfoloskoj i fiziolodkoj strukturi nematoda
(jedne parazitske i druge slobodnozivuée) opisujuéi njihov znaaj kao modela u
biomedicinskim istraZivanjima i ispitivanjima antiparazitskih lekova. Evolutivho konzervirani
osnovni mehanizmi razvoja tkiva, starenja, uzroka degenerativnih promena i dr. omogucavaju
primenu nematoda kao alternativnih eksperimentalnih modela u istraZivanjima zna€ajnim za
sisare. Kandidat daje pregled primene C. elegans u istrazivanjima razvoja kancera,
apoptoze, etiologije Alchajmerove bolesti, miSi¢ne distrofije i dr. Sa druge strane ove dve

2



NRRRRRRR R R
COONOUIRWNROOONOUTRWNEF

nematode su gotovo idealni modeli za ispitivanja antinematodnih lekova. Kandidat kroz
literaturne podatke prikazuje morfoloske i fizioloSke karakteristike neuromisicnog sistema
nematoda i analizira razlike u odnosu na sisare. Naredno poglavlje nosi naslov Struktura
holinergi¢kih i GABA receptora sisara i nematoda. Ovi receptori su glavna ciljina mesta
delovanja konvencionalnih antinematodnih lekova. Prikazan je osvrt na specifi¢nosti
receptora kod nematoda, njihove farmakoloSke karakteristike i potencijalna mesta delovanja
novih antinematodnih lekova. Kroz prikaz specifi¢nosti receptorskog sistema nematoda,
odgovornog za regulaciju neuromiSi¢ne funkcije i lokomociju, kandidat prezentira postoje¢a
saznanja o mehanizmima dejstva antimatodnih lekova i analizira potencijalne mehanizme
razvoja rezistencije parazita. Komparacijom sa karakteristikama holinergickih i GABA
receptora sisara objasnjena je selektivha toksi¢nost antihelmintika. Poslednje poglavlje
nazvano je Antinematodni lekovi u kome su prezentirane farmakoloSke karakteristike
tertahidropirimidina (pirantel i morantel), kvaternarnih amonijumovih soli (befinijjuma) i
aminoacetonitrila (monepantel). Kandidat iznosi literaturne podatke i obrazlaze mehanizme
njihovog dejstva na nikotinski acetilholinski receptor (nAChR) nematoda kao razlog za dalja
ispitivanja interakcije sa odabranim aktivnim sastojcima esencijalnih biljnih ulja sprovedena u
ovoj disteraciji.

Pregled literature je napisan sistemati¢no, jasno i precizno. Omoguéava potpuno
razumevanje problematike koju obraduje disertacija, citira adekvatnu literaturu i pruza
dovoljno argumenata da bi se jasno razumeli postavljeni ciljevi istrazivanja.

Cilj i zadaci istrazivanja: Cilj istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je da se ispita
potencijalno antinematodno dejstvo odabranih monoterpenoidnih i diterpenoidnih aktivnih
principa esencijalnih biljnih ulja i utvrdi mehanizm kojim oni ostvaruju antiparazitski efekat.
Kandidat istiCe da brojna istrazivanja ukazuju da su esencijalna biljna ulja, odnosno njihovi
aktivni sastojci bezbedni za primenu kod ljudi i Zivotinja i potencijalno atraktivna alternativa
postojecoj antiparazitskoj terapiji. Biljke stvaraju esencijalna ili eteri¢na ulja kao organske
produkte sekundarnog metabolizma. Aktivni principi esencijalnih biljnih ulja su zavisno od
prekursora primarnog metabolizma iz koga nastaju i razli¢itog metabolickog puta podeljeni na
terpenoide, fenilpropanoide, steroide i alkaloide. Posebnu paznju privlate monoterpenoidi:
karvakrol, karveol, alfa-pinen, mentol, timol, zatim diterpenoidi: kahveol i karnozol kao i
fenilpropanoid cinamaldehid, kod kojih se medu brojnim bioloSkim efektima spominje i
njihovo antiparazitsko dejstvo.
Zadatak istraZivanja ove doktorske disertacije je ispitivanje interakcije aktivnih principa
etarskih biljnih ulja sa holinergi¢kim i GABA-ergi¢kim receptorima nematoda. Kandidat isti¢e
da pojedine konvencionalno koriS¢ene supstance (avermektini) pored delovanja na nervno-
miSicni sistem nematoda, deluju i na farinks, odnosno faringijalno pumpanje. Upravo zbog
toga kandidat postavlja za cilj da se ispita dejstvo aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja na
kontrakcije farinksa nematode C. elegans.
Da bi se analizirala selektivnost dejstva odabranih biljnih terpenoida, tema istrazivanja je i
njihov uticaj na GABA i holinergicke receptore sisara. Ispitivanja su sprovedena na
izolovanim preparatima dijafragme i ileuma pacova, dok je ispitivanje njihovog uticaja na
integrisanost CNS-a testirano Rota-rod testom na pacovima.
Za cilj istrazivanja kandidat postavlja da se ispitaju potencijalni antinematodni efekti
odabranih biljnih terpenoida, za koje u literaturi postoje podaci (ili za etarska ulja u &ijem su
sastavu) da imaju izvesna antiparazitska svojstva. Posle preliminarnih testova na izolovanom
nervnomisiénom preparatu, jedinjenja sa jasno ispoljenim antinematodnim dejstvom dalje su
ispitivana u cilju definisanja preciznog mehanizma antiparazitskog efekta. Jedan od ciljeva
istrazivanja bio je da se proceni selektivnost dejstva biljnih terpenoida i njihova bezbednost
za domacina. Komparacijom farmakoloskih efekata na izolovanim neuromisiénim
preparatima nematoda i sisara prevideno je da se definiSu efektivhe antinematodne, ali i
istovremeno bezbedne koncentracije aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja za potencijalnu
klinicku primenu. Kandidat postavlja sledece konkretne zadatke istrazivanja u ovoj doktorskoj
disertaciji:
-Da se ispita potencijalno farmakoloSko dejstvo odabranih biljnih mono i diterpenoida na
kontraktilnu sposobnost neuromisiénog preparata parazitskih nematoda i da se odredi dozna
zavisnost efekta.
-Da se ispita mehanizam antinematodnog dejstva odabranih terpenoida na neuromisiénom
preparatu nematoda i to:

-dejstvo na razli€ite tipove nikotinskog receptora (L, N i B tip),
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-dejstvo na GABA receptor.
-Da se ispita interakcija odabranih biljnih terpenoida sa najnovijim antinematodnim lekovima
derivatima aminoacidonitrila (monepantel).
-Da se ispita dejstvo odabranih biljnih terpenoida na faringealno pumpanje nematoda i
stepen prezivljavanja Caenorhabditis elegans.
-Da se analizira selektivnost dejstva odabranih terpenoida na neuromiSi¢nim preparatima
sisara (izolovana dijafragma i ileum pacova).
-Da se analizira selektivnost dejstva odabranih terpenoida i testira njihov efekat na
integrisanost nervnog sistema sisara izvodenjem Rota-rod testa na pacovima.
U okviru ove disertacije, svi eksperimenti neophodni za reSavanje postavljenih ciljeva i
zadataka, izvedeni su u Laboratoriji za Farmakodinamiku Katedre za Farmakologiju i
toksikologiju, Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu.

Materijal i metode: Istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji podeljena su u Cetiri dela. Prvi
deo Cine ispitivanja na neuromisiénom preparatu velike parazitske nematode svinja Ascaris
suum; Drugi i tre€i deo istrazivanja odnosili su se na utvrdivanje i analizu selektivnosti dejstva
odabranih aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja i podrazumevali su ispitivanja dejstva
odabranih aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja na periferne nikotinske i muskarinske
strukture - izolovana dijafragma i ileum i istrazivanja njihovog dejstva na integrisanost
nervnog sistema sisara, Rota-rod testom na pacovima; Cetvrti deo bila su ispitivanja efekata
odabranih aktivnih principa esencijalnih biljnih ulja na prezivljavanje i intenzitet faringealnog
pumpanja slobodnozivece nematode Caenorhabditis elegans (engl. Wild-type-divlji soj).
IstraZivanja na neuromiSiénom preparatu Ascaris suum Parazitska nematoda svinja Ascaris
suum je dopremana u specijalno dizajniranim nerdaju¢im termosima sa klanica u okolini
Beograda (IMES i Ambar) neposredno posle c¢iS¢enja creva i prikupljanja u posebno
pripremljenom rastvoru - Lockes solution. Sastav Lockes solution je standardizovan i
vrednosti su izrazene u mM: NaCl 155, KCI 5, CaCl22, NaHCOs 1.5 i glukoza 5. Nematode
su u laboratoriji Cuvane u istom rastvoru koji je odrzavan na temperaturi od 32-36°C u
vodenom kupatilu. Lockes rastvor je menjan svakih 12 sati, $to je omoguéavalo da se paraziti
iz jedne kolekcije mogu koristiti u ispitivanju kontrakcija najduze 5 dana. U ispitivanjima su
koriS¢ene adultne Zzenke askarisa jer su vec¢ih dimenzija i ¢ine veéinu u populaciji parazita.
NeuromiSi¢ni preparat za ispitivanje kontrakcija pripreman je disekcijom prednjeg dela tela
parazita 2 do 3 cm kaudalno od glave. Daljim odsecanjem tkiva izmedu dve crvene linije,
longitudinalno na telu parazita uvek je dobijan preparat (segment) istih dimenzija (duzine
1cm). Ise€eni segmet askarisa zatim je postavljan u komoru (kupatilce) zapremine 20ml, koja
je bila ispunjena sa Ascaris Perienteric Fluid Ringer/APF Ringer standardnog sastava (mM):
NaCl 23, Na-acetat 110, KCI 24, CaCl: 6, MgClz 5, glukoza 11, HEPES 5, sa vrednosti pH
7.6. Postupak fiksiranja preparata je obavljan tako Sto je jedan kraj segmenta pri¢vrdéen za
kukicu na dnu kupatilca, a drugi deo je koncem zakaCen za izometrijski transdjuser koji je
preko interfejsa i amplifajera povezan sa PC radunarom. Kontinuirano meSanje aplikovanih
supstanci u kupatilcu obezbedeno je stalnim ubrizgavanjem smese vazduha elektricnom
pumpom, pri ¢emu kretanje mehuri¢a nije uticalo na kontrakcije jer je jaina meSanja
kontrolisana ventilom na crevima koja ubrizgavaju vazduh. Nakon disekcije preparata,
postavljanja u kupatilce i povezivanja sa izometrijskim transdjuserom, preparat je
mikrometarskim regulatorom na nosaéu transdjusera izloZen poc&etnoj tenziji od 0.5-1.0g
tokom 15-20 minuta. Kada se osnhovni tonus stabilizovao na oko 0.5g, aplikovane su
ispitivane supstance a zatim su pra¢ene i merene kontrakcije. KoriS¢en je protokol aplikacije
rastuéih koncentracija ispitivanih supstanci koje su poznate kao agonisti nikotinskog
receptora (acetilholin, befinijum, pirantel i morantel) i supstanci za koje smo pretpostavili da
¢e delovati agonisticki (mentol i karveol u niskim koncentracijama) ili antagonistiCki
(monepantel, karvakrol, piperazin, GABA, karveol). Nakon dobijanja kontraktilnog efekta,
supstance su ispirane iz kupatilca u pravilnim vremenskim intervalima. Spontana aktivnost
preparata askarisa, njegove kontrakcije izazvane agonistima nikotinskog receptora ili
relaksacije izazvane antagonistima ili sa GABA registrovane su preko izometrijskog
transdjusera i softvera eLAB 11 i eLAB 44 (El Unit, Beograd) na PC racunaru u realnom
vremenu. Dobijeni zapisi su kasnije analizirani, kontrakcije merene i rezultati statisticki
obradivani.

IstraZivanja na neuromiSicnom preparatu dijafragme i ileuma pacova Za ispitivanja na
izolovanoj dijafragmi i ileumu koriS¢éeni su pacovi Wistar soja, muskog pola, telesne mase
150-200g. Zivotinje su drzane u standardnim uslovima regulisanim EU direktivama i
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predvidenim za kavezne laboratorijske Zivotinje u grupama od po 5, sa kontrolisanim
svetlosnim ciklusom 12-h svetlo/tama i pri temperaturi 21-24°C. Zivotinje su hranjene
propisanom kompletnom peletiranom hranom za pacove (Veterinarski Zavod Subotica) i
pojene ad libitum. Sve pocedure koje su primenjivane u skladu su sa EEC Directive 86/609 i
odobrene su od strane Etickog komiteta Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu i Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine-Uprava za veterinu broj 323-
07-00771/2017-5. Neophodno Zrtvovanje oglednih Zivotinja sprovodeno je neposredno pred
ispitivanje, odobrenom standardnom metodom, predoziranjem tiopenton-Na u skladu sa
propisima Home Office Code of Practice (1997). Odmah po ZzZrtvovanju pristupalo se
evisceraciji dijafragme i ileuma. Manipulacija i odrzavanje izolovanog ileuma i dijafragme
pacova u in vitro uslovima vr$eno je u hranjivom Tyrode rastvoru. Sastav Tyrode rastvora
(mM) je sledeci: NaCl 139,9; KCI 2,7; CaCl: 1,8; MgCl2 1,04; NaHCO3 11,9; NaH2PO4 0,4 i
glukoza 5,5. Postupak pripremanja preparata dijafragme obavljan je tako §to se najpre cela
dijafragma, na kostanoj osnovi od rebara i grudne kosti, prenese u Tyrode rastvor a zatim se
makazama pazljivo odvoje leva i desna hemisfera. Od jedne hemisfere dijafragme, preparat
je pripreman tako $to je isecan poprecCni, centralni deo hemisfere, duzine 10mm i Sirine 5mm.
IseCak je odmah zatim postavljan vertikalno u vodeno kupatilo zapremine 20ml, sa Tyrode
rastvorom temperature 37°C, pH vrednosti 7,4. Oksigenacija Tyrode rastvora u vodenom
kupatilu za izolovane organe vrSena je meSavinom kiseonika i ugljen-dioksida (95% + 5%).
MesSanje rastvora gasom u vodenom kupatilcu nije uticalo na parametre kontrakcije jer je
ventilom na dovodnim crevima vrSena precizna kontrola jaCine oksigenacije preparata.
Prilikom manipulacije, jedan kraj preparata dijafragme koncem je pri¢vrSéen za stalak, dok je
drugi pri€vrséen za izometrijski transdjuser. Dve platinaste elektrode postavljene su paralelno
na razdaljini od 3-4 mm od preparata. Elektrode su povezane sa stimulatorom BioSmart 150
(ElUnit, Beograd) koji preko softvera eLAB 44 (ElUnit, Beograd) i PC racunara omogucava
stimulaciju preparata i beleZzenje kontrakcija na ekranu raunara u realnom vremenu. Pre
pocetka ispitivanja preparat je izlozen pocetnoj tenziji od 0,5g tokom 10-15 minuta. Ovakvo
optereéenje ne menja duzinu preparata za vise od 1mm. Preparat dijafragme je stimulisan
tetaniénim pulsevima, “paketom” od 5 stimulacija svakih 30 sekundi (20us, 50Hz, 30v, 2s) sa
pauzom od 3 do 5 minuta izmedu “paketa”. Kontrakcije izazvane poljnom elektri¢nom
stimulacijom registrovane su preko izometrijskog trandjusera i softvera eLAB 44 (ElUnit,
Beograd). Merene su maksimalne kontrakcije i eventualna pojava “tetanic fade“, odnosno
blokade presinapti¢kog nikotinskog receptora. Na preparatu izolovanog ileuma pacova, koji je
pripreman od preterminalnog dela ileuma postupak je bio sledeci. Ise€ak duzine 4 do 5¢cm
uziman je na rastojanju od oko 10cm od ileocekalne valvule i odlagan u Tyrode rastvoru.
Posle preparisanja (uklanjana masnog tkiva i €iS¢enja unutraSnjeg dela creva), segment
creva duzine 2cm postavljen je u vodeno kupatilo zapremine 20ml, sa Tyrode rastvorom na
temperaturi od 37°C, pH 7,4. Oksigenacija Tyrode rastvora u vodenom kupatilu za izolovane
organe vrSena je meSavinom kiseonika i ugljen-dioksida (95% + 5%). Prvo je jedan kraj
preparata ileuma koncem pri€vrScen za stalak, dok je drugi kraj pri€vr§éen za izometrijski
transdjuser, tako da se iseCak ileuma nalazio u srediSnjem delu prostora izmedu dve
elektrode. Elektrode izradene od platine postavljene su sa bocnih strana preparata na
razdaljinu od 3-4 mm, povezane sa stimulatorom BioSmart 150 (ElUnit, Beograd). Pre
poc&etka ispitivanja, preparat je izlozen pocetnoj tenziji od 0,5 g. Posle postizanja stabilnog
pogetnog tonusa preparat ileuma je stimulisan “paketom” od 5 stimulacija na svakih 60
sekundi (2 ms, 100 Hz, 45v, 2s). Posle pauze od 5 minuta i ispiranja, istom preparatu
aplikovane su rastu¢e koncentracije acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100 yM) ili drugih ispitivanih
supstanci radi odredivanja odnosa doze i efekta. Spontana aktivnost ileuma i njegove
kontrakcije izazvane poljnom elektricnom stimulacijom, odnosno acetilholinom ili drugim
supstancama registrovane su preko izometrijskog trandjusera i softvera eLAB 44 (El Unit,
Beograd) na PC racunaru.

Ispitivanje dejstva karvakrola na nervni sistem pacova izvodenjem Rota-rod testa Ovaj test
se koristi kao metoda za ispitivanje koordinacije neuromiSi¢ne aktivnosti pacova koji su
izlozeni dejstvu neke ispitivane supstance. Aparat za Rota-rod test pruza jednostavan nacin
da se testiraju efekti lekova, oSte¢enja mozga, bolesti koje utiCu na motornu koordinaciju ili
otpornost na zamor pacova. Zivotinja se postavlja na rotirajuéi valike Rota-rod aparata.
Pacovi moraju da zadrZze ravnoteZzu na rotirajuéem valjku ukoliko im nije ugroZena
koordinacija nervnog i misiénog sistema. Kada Zivotinja padne sa valjka u svojoj koloni,
automatski se snima vreme kaSnjenja (minute i sekunde) i brzina rotacije pokretnog valjka.
Parametri koji se regulidu i ispituju su brzina rotiraju¢eg valjka, koja se izraZzava kao RPM (1-
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100) i vreme rotiranja i kretanja pacova koje se izrazava u MIN (1-100). Izmenijivi gornji
separator za pacove spreava uticaj izmedu zivotinja koje se kre¢u u susednim trakama. Rad
Rota rod aparata kontroliSe se naprednim mikroprocesorom koji obezbeduje preciznu
regulaciju vremena okretanja i izuzetno preciznu regulaciju brzine. Dobijeni podaci se grupisu
i Cuvaju u tabelama. Pre¢nik rotirajuceg valijka iznosi 5 cm. Na valjku se nalaze Cetiri
pregradne komore na kojima ima mesta za po jednog pacova. Istovremeno se meri kretanje
4 jedinke koje se stavljaju na valjak. Na aparatu postoji digitalna kontrola parametara, a
ukoliko se poveze sa racunarom, postoji i softverska kontrola pomocu programa RotaSoft
(ElUnit, Beograd). Procedura izvodenja ispitivanja je slede¢a: sedam dana pre ispitivanja
pacovi se treniraju kako bi bili sposobni da se odrze na rotirajuéem valjku pod zadatim
parametrima rotacije bez padova. Parametri koje smo koristili bili su 15 RPM i vreme od 5
MIN. Svi pacovi su podeljeni u kaveze u 6 grupa sa po 6 zivotinja. Pacovi su trenirani dva
puta dnevno pre hranjenja kompletnom peletiranom hranom (Veterinarski Zavod Subotica)
predvidenom za ovu vrstu oglednih Zivotinja. Vodu su dobijali ad libitum. Cetiri grupe su bile
ogledne, a dve kontrolne. Na dan izvodenja ispitivanja pacovi nisu hranjeni, kavezi su
stavljeni u prostoriju za izvodenje ispitivanja 15 minuta pre poCetka testa. Svaka Zivotinja je
izmerena da bi se odredila doza ispitivane supstance. Ispitivanu supstancu (karvakrol)
aplikovali smo peroralno u dozama 200, 300, 400 i 500 mg/kg telesne mase, dok je kontrolna
supstanca (diazepam) aplikovana intraperitonealno u dozi od 3 mg/kg telesne mase pacova.
Nakon aplikacije supstanci obavljan je test u pravilnim vremenskim intervalima. Tako je prvo
testiranje izvedeno nakon 30 minuta od momenta aplikacije, a drugo testiranje nakon 90
minuta. Tabelarno su prikazani rezultati testa sa brojem padova pojedinacno po grupama i
ukupan broj padova na testu po vremenskim intervalima.

Ispitivanje uticaja timola i karvakrola na stepen preZivijavanja i faringealno pumpanje
Caenorhabditis elegans Eksperimentalni deo ovog ispitivanja je izveden u Laboratoriji za
Farmakodinamiku Katedre za Farmakologiju i toksikologiju, Fakulteta veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu, dok je deo ispitivanja koji obuhvata pripremu, razlivanje i inokulaciju
podloga uraden u laboratoriji za Mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine. Univerziteta
u Beogradu. Kultura Caenorhabditis elegans: Materijal za ogled bila je laboratorijska kultura
Caenorhabditis elegans. Divlji tip (eng. wild type) ove nematode se uzgaja za potrebe
projekta TR 31087 i to prvi put u Srbiji i u ovom delu Evrope. Treba napomenuti da se za
uzgajanje ove specificne neparazitske nematode moraju stvoriti posebni uslovi. Sveze kulture
su dobijene presejavanjem na odgovaraju¢em medijumu sa inokulacijom posebnog soja
bakterije Escherichia coli OP50. Reproduktivni ciklus C. elegans kontroliSe se temperaturnim
uslovima u inkubatoru. Na temperaturi od 20°C, ploCe se pesejavaju svaka 4 dana kako ne bi
doSlo do prerastanja plo€a adultnim oblicima ove nematode i da bi na ploci bilo dovoljno
hrane i za larvene oblike. Escherichia coli OP50: Kao izvor hrane u laboratorijskim uslovima
za C. elegans koristi se soj E. coli OP50 koja je uracil deficitarna. Usled nemoguénosti da
metaboliSe uracil, navedeni soj tokom inkubacije u ogledu ne prerasta podlogu ni nematode,
pa samim tim se eliminiSe nespecifini uticaj na viabilnost C. elegans. Nakon razlivanja
podloga u Petrijevu plo€u inokulisano je po 100 pl bakterijske kulture E. coli u turbiditetu od
0.5 McFarland jedinica (1-2x108 cfu/ml). Inokulusane plo¢e su nakon 24 h na 37°C inkubacije
u aerobnim uslovima koriS¢ene za dalje presejavanje C. elegans. Podloga: Za uzgajanje C.
elegans koris¢ena je gotova podloga Nematode Growth Medium NGM (US Biological, Life
Sciences, SAD). Podloga je pripremljena rastvaranjem prema preporuci proizvodaca (23 g) u
1 litar destilovane vode uz kuvanje na 100°C do rastvaranja. Rastvorena podloga je
sterilisana u autoklavu (Rypa, Spanija) 15 min na 121°C, a zatim prohladena u vodenom
kupatilu (Sutjeska) na 50°C u trajanju od pola sata. U prohladenu podlogu su dodavani
odvojeno rastvori pufera. Ovako pripremlijena podloga je razlivana u Petrijeve ploCe za
odrzavanje kulture. Za potrebe presejavanja, izliveno je po 5ml podloge u Petri ploce
dijametra 60mm, dok je za potrebe izvodenja ogleda razlivano po 2.5 ml podloge u Petri
ploce pre¢nika 30mm. Uzgoj C. elegans i presejavanje: U ovom radu je koris¢en metod
prenoSenja pojedinacnih jedinki metalnom ezom. Ceo proces presejavanje je obavljan u
digestoru (BIOBASE Fume hood, NRK), nakon dezinfekcije UV svetlom, kada je izvoden
transfer nematoda sa Petri Solja koje su imale adulte na Petri Solje sa NGM agarom za dalja
ispitivanja. Metoda izvodenja ogleda preZivijavanja: lzdvajanje C. elegans iz podloge i
priprema za ogled. Podloga u Petrijevim plo¢ama sa zrelim adultnim oblicima C. elegans
ise€ena je na kvadrate 3x3 mm i prebacena u staklene kivete, a potom je dodat fizioloSki
rastvor u zapremini od 2 ml. Maceriranjem NGM podloge pospeden je izlazak nematoda u
te€nu fazu. Kivete sa maceriranim nematodama centrifugirane su na 2500 obrtaja (Lace 24,
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Colo centrifuge, NRK) u trajanju od 4 min, a zatim je 400 pl suspenzije supernatanta
prebaceno u gistu kivetu. Nakon ponovnog centrifugiranja od 2000 obrtaja u trajanju od 1
minuta, po 20 ul suspenzije nematoda u fizoloSkom rastvoru je inokulisano u ogledne
Petrijeve ploce pre¢nika 30 mm.

Priprema oglednih ploéa i priprema ispitivane supstance Timol i karvakrol su rastvoreni u
alkoholu, a potom u vodi, tako da je dobijen radni rastvor gde koli€ina apsolutnog alkohola ne
prelazi 0.1 % v/v. Radni rastvori koncentracija timola i karvakrola od 10, 100, 1000 i 20000nM
pripremljeni su rastvaranjem u destilovanoj vodi, a zatim je dodavan NGM agar pripremljen
prema uputstvu proizvodaa. Nakon meSanja agara i radnih rastvora timola i karvakrola
dobijene su konacéne ogledne Petrijeve plo¢e sa NGM agarom koji je sadrzao 1, 10, 30, 100,
300 i 1000 nM timola i isto toliko karvakrola. Plo¢e bez dodatih aktivnih principa biljnih ulja
koris¢ene su kao kontrola. Sve plo€e su pripremljene u triplikatu. Inkubacija i brojanje Nakon
pripreme oglednih i kontrolnih plo¢a u njih su inokulisane nematode. Plo¢e su ostavljene u
termostat (Memmert IN30, Nemacka) na 20°C u trajanju od 24 h. Nakon inkubacije, ploc¢e su
posmatrane pod invertnim mikroskopom (Motic AE 31, NRK) i rezultat je zabelezen kamerom
(MOTICAM 5MP, NRK). U ispitivanju smo pratili stepen prezivljavanja nematoda u
podlogama sa i bez aktivnih principa etarskih ulja. Pracen je dozno-zavisni stepen
prezivljavanja nematoda u podlogama posle 24 i 48 sati inkubacije.

Softverski i hardverski requlisani sistemi za ispitivanja kontrakcija izolovanih organa i
ispitivanje _neuromiSicne koordinacije sisara Kandidat je detaljno opisaoc mogucénosti i
karakteristike sistema za ispitivanja na izolovanim organima i hardvera i softvera za Rota rod
test koji su koriS¢eni u izradi ove doktorske disertacije.

Ogledne supstance i hemikalije koriS¢ene u radu Kandidat je naveo sve supstance i
rastvaraCe koje je koristio u istrazivanjima, kao i njihove proizvodace.

StatististiCcka analiza rezultata Obavljena je programom Graph Pad Prism, Version 6.0 (San
Diego, Ca, USA). Razlike izmedu serija rezultata poredene su t-testom (parni), analizom
varijanse (ANOVA), odnosno Tukey-testom, dok je dozna zavisnost dobijenih efekata
analizirana nelinearnom regresijom i odredivanjem srednih efektivnih koncentracija (ECso)
odnosno srednjih efektivnih doza (EDso).

Rezultati: U ovom delu doktorata kandidat prikazuje dobijene rezultate i to tekstom, u 36
tabela, 23 grafika i 23 reprezentativha originalna zapisa kontrakcija nervnomisiénih
preparatata Ascaris suum, izilovane dijafragme i ileuma pacova. Prvo poglavnje je nazvano
Ispitivanje dozno-zavisnog dejstva odabranih biljnih mono i diterpenocida na kontrakcije
neuromi8i¢nog preparata Ascaris suum Kandidat navodi da je u preliminarnim ispitivanjima
testiran veci broj terpenoidnih sastojaka esencijalnih biljnih ulja na neuromisi¢énom preparatu
A. suum. Testirane su koncentracije od 1 do 300 uM biljnih monoterpenoida: alfa-pinena i p-
cimena, diterpenoida: kahveola i karnozola kao i fenilpropanoida cinamaldehida. Medutim,
nikakvi farmakoloski efekti na kontakcije A. suum nisu zabelezeni, pa ovi rezultati nisu
prikazani u disertaciji. U daljem tekstu disertacije prikazani su samo rezultati dejstva
terpenoida koji su ispoljili jasne farmakoloSke efekte na primenjenim modelima: karvakrola,
karveola, mentola i timola. Istrazivanje je zapocelo ispitivanjem dozno-zavisnog efekta
acetilholina (ACh) na kontrakcije neuromi8iénog preparata A. suum i odredena je vrednost
njegove srednje efektivne koncentracije (ECso). Testirane su rastu¢e koncentracije ACh od 1,
3, 10, 30 i 100 pM i izmeren je njihov maksimalni kontraktilni efekat. Vrednosti kontrakcija
izraZzene su u apsolutnim jedinicama, gramima (g) kao i u svim narednim ispitivanjima. ACh
je endogeni agonist NAChR nematoda i njegovom aplikacijom dobijaju se kontrakcije koje
odgovaraju fizioloSkoj stimulaciji nervnomi8iénog sistema. Ovakva metoda omogucava
ispitivanje uticaja razlicitih hemijskih agenasa na kontraktiinu sposobnost (samim tim i
lokomociju) parazita. U ovom ispitivanju testirano je ukupno 6 preparata iz dve kolekcije
askarisa a na osnovu dobijenih rezultata izraunata je vrednost ECso ACh za kontrakcije
preparata A. suum od 5.66 yM, sa granicama sigurnosti (95%) 3.93 - 8.14 yM. Statisticki
preracunati maksimalni kontraktilni efekat ACh (Emax) U ovom ispitivanju iznosio je 2.12g sa
granicama sigurnosti (95%) 2.01 g - 2.23 g. Na osnovu preliminarnih rezultata i literaturnih
podataka, prvo je ispitano dejstvo terpenoida karvakrola na kontrakcije A. suum izazvane
acetilholinom. Cilj ispitivanja je bio da se utvrdi mehanizam kojim karvakrol deluje na
nervnomisiéni preparat askarisa. Protokol tetsiranja je podrazumevao poc&etnu kontrolnu
seriju od 5 kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama acetilholina (1, 3, 10, 30 i 100
uM), a zatim testiranje uticaja 100 i 300uM karvakrola na dozno-zavisni kontraktilni efekat
ACh. Na kraju protokola, uradena je kontrolna serija kontrakcija posle ispiranja preparata.
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Ukupan broj testiranih preparata u ovom ispitivanju iznosio je osam. Kontrolna ECso ACh bila
je 8.8 uM i u prisustvu 100 uM karvakrola nije se znacajnije promenila (7.66 uM), ali je 300
uM karvakrola povecalo vrednost ECso ha 27.71uM. Posle ispiranja (i samim tim uklanjanja
karvakrola), ECso je smanjena na 14.69 uM, &to je i dalje bilo skoro dvostruko vise od
kontrolnog nalaza. Prva testirana koncentracija karvakrola je medutim smanijila Emax sa
kontrolnih 2.53 g na 2.20 g a druga na ¢ak 1.63 g. Posle ispiranja, maksimalni efekat je
ponovo dostigao pocetnu vrednost (2.61 g). Statisticka analiza je pokazala da karvakrol u
koncentraciji od 100 uM smanjuje kontrakcije neuromiSi¢nog preparata A. suum izazvane
svim primenjenim rastu¢im koncentracijama ACh ali to smanjenje nije dostiglo stepen
statistiCke znacajnosti. Medutim, trostruko viSa koncentracija karvakrola (300 uM) je visoko
signifikantno inhibisala kontrakcije. 1z prikazanih rezultata se vidi da karvakrol ispoljava jasno
inhibitorno dejstvo na kontraktilnost misiénog sistema parazitske nematode A. suum. U
narednom delu istraZivanja ispitan je efekat gama-aminobuterne kiseline (GABA) i karvakrola
na kontrakcije neuromisi¢nog preparata A. suum izazvane sa ACh. GABA je nasuprot ACh
glavni inhibitorni neurotransmiter u nervno-misicnom sistemu nematoda. GABA izaziva
relaksaciju somatske muskulatude i na GABA receptor delujuju lekovi piperazin i verovatno
makrocikli¢ni laktoni (avermektini i milbemicini). Primenjeni protokol podrazumevao je
kontrolnu seriju kontrakcija izazvanih rastu¢im koncentracijama ACh (1, 3, 10, 30 i 100 yM),
zatim seriju kontrakcija izazvanih istim koncentracijama ACh, ali u prisustvu 1 yM GABA i
kombinacije 1 yM GABA + 100 uyM karvakrola, zatim seriju kontrolnih kontrakcija posle
ispiranja preparata i na kraju efekat 10 uM GABA + 100 uM karvakrola na iste koncentracije
izazvane acetilholinom. Kontrolna vrednost ECso za ACh u ovom ispitivanju iznosila je
13,50uM a maksimalni kontraktilni efekat 1,37 g. Inkubacija sa 1yM GABA nije znacajnije
promenila vrednost ECso acetilholna (12,19 yM) niti vrednost maksimalnih kontracija (1,21 g).
Kombinacija GABA 1 uM i karvakrol 100 uM takode nije znacajnije promenila ECso ACh
(15,63 uM) ali je smanjila maksimalni kontraktilni efekt za vise od 0.5 g, pa je Emax iznosio
0,80 g. Medutim, kombinacija viSih koncentracija GABA 10 uM i karvakrola 100 uM, gotovo je
potpuno inhibisala kontrakcije izazvane sa ACh. U narednom istrazivanju testiran je uticaj
3uM GABA i 100 uM karvakrola na kontrakcije neuromiSi¢nog preparata A. suum izazvane
acetilholinom. Ukupan broj preparata koriS¢enih u ovom ispitivanju bio je Sest. Kombinacija
3uM GABA i 100 uM karvakrola dovodi do smanjenja maksimalnog efekta za skoro pola
grama. U kombinaciji 10 uM GABA i 100 uM karvakrola vrednost Emax je skoro 10 puta manja
(sa 1,37 g na 0,15 g). Kontrolna vrednost ECso za ACh iznosila je 7,47 uM a Emax 1,91 g.
Inkubacija preparata sa 3 yM GABA imala je za posledicu povec¢anje vrednosti ECso na 17,87
MM dok je maksimalni efekat opao na 1,34 g. Kombinacija GABA 3 uM i karvakrola 100 uyM
posle 3 minuta inkubacije, jo$ intezivnije je inhibisala kontrakcije izazvane ACh. Vrednost
ECso bila je 25,84 uM, a Emax=0,95 g. kandidat dalje ukazuje na jasnu sinergisti¢ku interakciju
inhibirotnog dejstva monoterpenoida karvakrola sa GABA, &to je naredna ispitivanja usmerilo
na potrebu provere interakcije karvakrola sa antinematodnim lekom piperazinom (GABA-
agonistom). Primenjen je sli¢an protikol kao i u prethodnom ispitivanju. Kontrolna vrednost
ECso za ACh u ovoj seriji iznosila je 11,75 yM, a Emax 2,88 g. Inkubacija preparatata sa
300uM piperazina imala je za posledicu povecanje vrednosti ECso za ACh na 13,24 uM, dok
je maksimalni efekat opao na 2,31 g. Kombinacija 300 uM piperazina i 100 uM karvakrola
posle 3 minuta inkubacije, jos intezivnije je inhibisala kontrakcije izazvane sa ACh. Vrednost
ECso bila je 33,25 pM, a Emax=1,31 g. Rezultati analize varijanse pokazali su da je piperazin u
koncentraciji od 300 uM smanjio kontrakcije neuromisiénog preparata A. suum, ali je to
smanjenje dostiglo stepen statisticke znacajnosti prilikom aplikacije 1, 3 i 30 yM ACh.
Medutim, kombinacija 300 uM piperazina i 100 uM karvakrola ispoljila je visoko signifikantnu
inhibiciju kontrakcija izazvanih svim primenjenim rastu¢im koncentracijama ACh. Sledece
podpoglavlje nazvano je Ispitivanje dozno-zavisnih kontrakcija neuromiSiénog preparata A.
suum izazvanih pirantelom i inhibicija kontrakcija karvakrolom i GABA Istrazivanja u ovom
poglavlju kandidat obrazlaze €injenicom da je kod parazitskih nematoda dokazano postojanje
najmanje tri tipa NAChR i postavlja pitanje da li karvakrol podjednako inhibira sve do sada
opisane tipove ovog receptora. Ispitan je uticaj karvakrola na kontrakcije izazvane pirantelom
(agonista N-tipa NAChR) na preparatu A. suum. Kontrolna ECso pirantela bila je 4,97 uM a u
prisustvu 100 uM karvakrola povecala se na 17,05 nM, dok je 300 uM karvakrola povecalo
vrednost ECso pirantela na 19,32 nM. Prva testirana koncentracija karvakrola je smanjila Emax
sa kontrolnih 1,72 g, na 1,22 g a druga na ¢ak 0,50 g. U narednom ispitivanju posmatran je
uticaj GABA i karvakrola na kontrakcije izazvane pirantelom. Ukupan broj testiranih preparata
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iznosio je Sest. Kontrolna vrednost ECso pirantela iznosila je 8,44 nM, a Emax=1,52 g.
Inkubacija preparata sa 3 yM GABA imala je za posledicu poveéanje vrednosti ECso na 28,11
nM, dok je maksimalni efekat opao na 1,38 g. Kombinacija GABA 3uM i karvakrola 100 uyM
posle 5 minuta inkubacije, joS intezivnije je inhibisala kontrakcije izazvane pirantelom.
Vrednost ECso pirantela bila je 44,64 nM, a Emax=0,47 g. GABA je u koncentraciji od 3 uM
signifikantno inhibisala kontrakcije izazvane sa 3, 10 i 30 nM pirantela, dok je 3 yM GABA u
kombinaciji sa 100 uyM karvakrola visoko signifikantno smanijila kontrakcije izazvane svim
testiranim rastu¢im koncentracijama pirantela (1, 3, 10, 30 i 100 nM). Naredno podpoglavlje
je Ispitivanje dozno-zavisnih kontrakcija neuromiSiénog preparata A. suum izazvanih
morantelom i inhibicija kontrakcija karvakrolom i GABA Za razliku od pirantela i oksantela,
specifiCnost dejstva morantela, treCeg antinematodnog tetrahidropirimidina u odnosu na
podtipove nikotinskog receptora nije potpuno definisana. Kandidat je sproveo ispitivanja na
neuromiSicnom preparatu A. suum u kome je koristio rastu¢e koncentracije morantela (1, 3,
10, 30 i 100 nM) za izazivanje kontrakcija, a zatim preparate inkubirao sa 100 i 300 uM
karvakrola. Ukupno je testirao Sest preparata. Kontrolna ECso morantela bila je 7,59 nM.
Inkubacija preparata sa 100uM karvakrola imala je za posledicu povecanje vrednosti ECso
morantela na 22.45 nM, dok je tri puta viSa koncentracija (300 uM) karvakrola samo manje
promenila prethodnu vrednost ECso ha 24,25 nM. Posle ispiranja preparata ECso je i dalje bila
na istom nivou od 22,29 nM. Prva testirana koncentracija karvakrola je medutim smanijila
Emax Sa kontrolnih 1,79 g, na 1,09g a druga na &ak 0,36 g. Karvakrol u koncentraciji od 100
uM signifikantno je inhibisao kontrakcije izazvane svim primenjenim koncentracijama
morantela, dok je 300 uM karvakrola visoko signifikantno smanjilo te kontrakcije. | kod
morantela je testiran inhibitorni efekt GABA i njene kombinacije sa karvakrolom. Kontrolna
vrednost ECso morantela iznosila je 3,72 nM, a Emax 1,16 g. Inkubacija preparatata sa 3 yM
GABA imala je za posledicu povecanje vrednosti ECsona 5,60 nM, dok je maksimalni efekat
opao na 0,99 g. Kombinacija GABA 3uM i karvakrola 100uM posle 5 minuta inkubacije, jo$
intezivnije je inhibisala kontrakcije izazvane morantelom, ECsp bila je 7,94 nM, a Emax=0,39 g.
GABA je u koncentraciji od 3 puM signifikantno inhibisala kontrakcije izazvane sa 1 i 3 nM
morantela, dok je 3 uM GABA u kombinaciji sa 100 uM karvakrola visoko signifikantno
smanjila kontrakcije izazvane svim testiranim rastu¢im koncentracijama morantela (1, 3, 10,
30 i 100 nM). Poslednje podpoglavlje u ovom delu nosi naslov Ispitivanje dozno-zavisnih
kontrakcija neuromiSicnog preparata A. suum izazvanih befinijumom i inhibicija kontrakcija
karvakrolom i GABA Befinijjumu je agonista B-podtipa nAChR parazitskih nematoda. U
ispitivanju njegovog kontraktilnog dejstva primenjen je isti protokol kao i prethodno. Kontrolna
ECso befinijuma iznosila je 0,36 uM, u prisustvu 100 uM karvakrola bila je 0,89 uM, dok je
inkubacija sa 300 puM karvakrola povecéala vrednost ECso befinijuma na 1,74 uM. Prva
testirana koncentracija karvakrola je smanjila Emax sa kontrolnih 1,40 g, na 1,23 g a druga na
¢ak 0,35 g. Karvakrol je u koncentraciji od 100 uM signifikantno inhibisao kontrakcije A. suum
nakon aplikacije 0,1 uyM i 0,3 yM befinijuma, dok je 300 uM karvakrola visoko signifikantno
smanijilo kontrakcije izazvane svim testiranim rastu¢im koncentracijama befinijuma (0.1, 0.3,
1, 3i 10 uyM). U daljoj analizi dejstva karvakrola na kontrakcije neuromisi¢cnog preparata A.
suum izazvane befinijumom, ispitan je njegov zajednicki efekat sa GABA. Kontrolna vrednost
ECso za kontraktilni efekt befinijuma iznosila je 0,62 uM, a Emax 2,20 g. Inkubacija preparatata
sa 3 UM GABA imala je za posledicu povec¢anje vrednosti ECso na 0,96 uM, dok je
maksimalni efekat ostao nepromenjen 2,18 g. Kombinacija GABA 3uM i karvakrola 100 yM
posle 5 minuta inkubacije, jo$ intenzivnije je inhibirala kontrakcije izazvane befinijumom tako
da je vrednost ECso bila je 1,40 uyM, a Emax=0,89 g. GABA je u koncentraciji od 3 uM
signifikantno inhibisala kontrakcije izazvane sa 0,1 uM befinijuma, dok je 3 yM GABA u
kombinaciji sa 100 pM karvakrola signifikantno smanjila kontrakcije izazvane svim
aplikovanim rastué¢im koncentracijama befinijuma (0.1, 0.3, 1, 3 i 10 yM). Drugo poglavlje
Rezultata nosi naslov Ispitivanje dejstva tiramina na izometrijske kontrakcije izazvane
acetilholinom Kandidat je u ovom delu istrazivanja proverio podatke da karvakrol kod
nematoda deluje preko tiraminskih receptora. Ispitano je dejstvo tiramina na kontrakcije
neuromiSicnog preparata A. suum izazvane acetilholinom. Dobijeni rezultati su analizirani
nelinearnom regresijom, ali se vrednosti ECso acetilholina i Emax nisu razlikovale od kontrolnih
posle inkubacije sa tiraminom, odnosno tiramin nije ispoljio nikakvo dejstvo na kontraktilnost
neuromiSicnog preparata A. suum, Sto je potpuno razli¢ito od jasnog inhibitorinog dejstva
koje ispoljava karvakrol. TreCe poglavlje je nazvano Ispitivanje mehanizma dejstva
monepantela (derivat aminoacidonitrila) i njegova interakcija sa karvakrolom na
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neuromiSicnom preparatu A. suum Monepantel sada u aminoacetonitriine derivate (AAD) koji
predstavljaju jednu od najnovijih klasa antihelmintika za koje se smatra da deluju kao
alosteri¢ni modulatori nikotinskog receptora nematoda. U prvom delu istrazivanja Kandidat je
ispitao uticaj 1, 3, 10 i 30 uM monepantela na kontrakcije A. suum izazvane rastu¢im
koncentracijama acetilholina. Prezentirani rezultati ukazuju da se monepantel ponasa kao
nekompetitivni antagonist nAChR i bilo je vrlo ineteresantno proveriti njegovu interakciju sa
karvakrolom. Kontrolna ECsp acetilholina u ovom ispitivanju bila je 13,13 uM, a Emax=1,59 g.
Karvakrol 100 pM je samo donekle povecao ECso acetilholina na 19,20 puM i neznatno
smanjio maksimalni kontraktilni efekat na 1,32 g. Sli¢nu inhibiciju kontrakcija je izazvao i
monepantel 1 uM. U prisustvu ovog aminoacidonitrila ECso acetilholina bila je 15,86 uM, a
maksimalni efekat 1,25 g. Medutim, kombinacija ove dve supstance je ispoljila jate dejstvo
od pojedinacnih efekata. ECso acetilholina bila je 34,17 uM, a maksimalni efekat samo 0,87 g.
Rezultati ANOVA testa pokazuju da je karvakrol u koncentraciji od 100 uM smanjio
kontrakcije neuromiSiénog preparata A. suum, bez statisticke znacajnosti. Takode, 1 uM
monepantela je nesignifikantno smanjio kontrakcije izazvane acetilholinom. Medutim, kada
su ove dve supstance u istim koncentracijama primenjene zajedno, smanjenje kontrakcija je
dostiglo stepen visoke statisticke znaCajnosti. Peto poglavlje je nazvano Ispitivanje dejstva
karveola na neuromiSicnom preparatu A. suum Karveol je prirodni monocikli¢ni
monoterpenoid koji na osnovu prikazanih rezultata za razliku od karvakrola stimuliSe
kontrakcije A. suum izazvane sa ACh. Kontrolna ECso ACh iznosila je 15,97uM sa Emax od
1,38 g. Posle inkubacije 5 minuta sa 10 uM karveola, ECso je iznosila 6,62 uM dok je Emax
povec¢ana na 1,51 g. ZabeleZeni porast kontrakcija se nastavio i posle ispiranja karveola,
ECso je iznosila 6,14 uM dok je Emax nastavio da raste do vrednosti od 1,71 g. Rezultati
analize varijanse pokazuju da je karveol u koncentraciji od 10 uM signifikantno povecao
kontrakcije nakon aplikacije 3, 10, 30 i 100 yM ACh. Peto poglavlje je Ispitivanje mehanizma
dejstva mentola na neuromisiénom preparatu A. suum Mentol je monoterpenoid koji je u
preliminarnim ispitivanjima pokazao farmakolo$ke efekte na neuromiSicnom preparatu A.
suum. Iz tog razloga ispitano je njegovo dejstvo na kontrakcije izazvane ACh. Kontrolna ECso
ACh bila 12,93 uM, u prisustvu 100 nM mentola smanjila se na 10,82 yM, da bi nakon
ispiranja preparata ECso nastavila da opada do 8,68 pyM. Testirana koncentracija mentola
pojacala je kontrakcije izazvane sa ACh, pa je vrednost Emax 0d kontrolnih 1,62 g porasla na
1.90 g. Posle ispiranja, maksimalni efekat je nastavio da raste i dostigao je 1,98 g u
kontrolnoj seriji. Mentol je u koncentraciji od 100 nM visoko signifikantno poveéao kontrakcije
izazvane svim primenjenim rastu¢im koncentraciama ACh. Signifikantno povecanje
intenziteta kontrakcija je nastavljeno i posle ispiranja preparata, $to je posebno interesantan
nalaz. U ovom delu istrazivanja kandidat je ispitao i efekat monepantela na potencirajuce
kontraktiino dejstvo mentola. Mentol je kao i u prethodnoj seriji testiranja signifikantno
potencirao kontraktiino dejstvo ACh, dok je monepantel taj efekat statisticki znacajno
inhibirao. Sesto poglavlje Rezultata je nazvano Ispitivanje stepena preZivijavanja adultnih
oblika C.elegans u prisustvu timola i karvakrola U ovom poglavlju su opisani rezultati in vivo
testa na slobodnozivucoj nematodi C. elegans. ispitivan je uticaj timola i karvakrola na stepen
preZivljavanja i faringijalno pumpanje nematode. Vrednost srednje letalne koncentracije
timola (LCso) iznosila je 117,9 nM nakon 24h i 62,89 nM posle 48h inkubacije. FizioloSki
mehanizam faringealnog pumpanja se u potpunosti zaustavlja nakon 48h inkubacije sa
timolom u hranljivoj podlozi. LCso karvakrola za adultne oblike C. elegans, nakon 24 sata
inkubacije, iznosila je 53,03 nM. Nakon 48 sati inkubacije, LCso karvakrola iznosio je 33,83
nM. U intervalu izmedu 24 i 48 sati, primeceno je da se faringealno pumpanje C. elegans
potpuno zaustavlja. Sedmo poglavlje Rezultata Ispitivanje uticaja biljnih monoterpenoida na
kontrakcije dijafragme pacova primenom metode elektriéne poljne stimulacije (EFS) imalo je
za cilj da testira koncentracije biljnih terpenoida sa prethodno dokazanim antinematodnim
dejstvom na nervnomisiénom preparatu sisara (pacova). Karvakrol u koncentracijama od 10
do 300 uM nije uticao na amplitudu kontrakcija izolovane dijfragme, ali su dve najviSe
testirane koncentracije povacale bazalni tonus preparata i izazvale tetani¢no slabljenje
(tetanical fade). Sa druge strane karveol u koncentracijama od 10 do 1000 uM, nije uticao na
amplitudu kontrakcija dijafragme niti je izazvao tetani¢no slabljenje. Monepantel je u ovom
ispitivanju inhibirao povecéanje bazalnog tonusa preparata dijafragme koji izaziva karvakrol.
Osmo poglavlje Rezultata nazvano je Ispitivanje efekta monoterpenocida na kontrakcije
izolovanog ileuma pacova Karveol je koncentraciji od 100 uM umereno inhibirao kontrakcije
ileuma izavane rastu¢im koncentracijama ACh ali je signifikantno inhibirao kontrakcije ileuma
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izazvane sa EFS. Poslednje poglavlje Rezultata odnosi se na Ispitivanje dejstva karvakrola
na neuromisi¢énu koordinaciju pacova izvodenjem Rota-rod testa Rota-rod test se koristi kao
metod u ispitivanju neuromisicne koordinacije i integrisanosti nervnog sistema pacova. U
ovom ispitivanju pracena je sposobnost pacova da se odrze na rotirajucoj osovini odnosno,
belezen je broj padova posle aplikacije karvakrola (testirane su doze 200, 300, 400 i 500
mg/kg telesne mase). Karvakrol je aplikovan peroralno, Zeludaénom sondom i prvo testiranje
je obavljeno posle 30 minuta od aplikacije. Medutim, tada su iz sve 4 tretirane grupe sa
rotiraju¢e osovine pala samo 2 pacova. U sledeéem kontrolnom periodu, 90 minuta posle
aplikacije karvakrola, padova je bilo u svim tretiranim grupama. Ovo je omogucilo
preracunavanje srednje efektivne doze (EDso) karvakrola na Rota rod testu, koja je iznosila
421,6mg/kg telesne mase. U ovom ispitivanju su bile i dve kontrolne grupe, jedna grupa
pacova tretirana diazepamom, kaoji je aplikovan intraperitonealno i druga netretirana kontrola.

Diskusija: U ovom poglavlju kandidat detaljno tumaci dobijene rezultate i uporeduje ih sa
podacima iz literature.

Spisak referenci: Kandidat je citirao 142 reference.

VI ZAKLjUCCI ISTRAZIVANjJA (navesti zakljuéke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji):

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata u istraZivanjima kandidat navodi sledec¢e
zakljucke:

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

2. Monoterpenoid karvakrol pokazuje osobine kompetitivhog/nekompetitivnog antagoniste
nikotinskog acetilholinskog receptora (nAChR) A. suum i efikasno i signifikantno inhibira
kontrakcije neuromisi¢nog preparata izazvane rastu¢im koncentracijama acetilholina (ACh).
-100 uM karvakrola ne menja vrednost ECso acetilholina ali smanjuje maksimalni
kontraktilni efekat (Emax) sa kontrolnih 2,53 na 2,20 g.
-300 uM karvakrola vrednosti ECso ACh povecava tri puta (sa 8,87 na 27,71 uM a
Emax sSmanjuje sa 2,53 na 1,63 g.
-Jedan deo inhibitornog dejstva karvakrol verovatno ostvaruje vezujuci se za mesto
na nAChR receptoru koje je razli¢ito od mesta vezivanja ACh.

3. Tiramin u koncentraciji od 300 uM ne utiCe na kontrakcije neuromiSi¢nog preparata A.
suum izazvane sa ACh. Sigmoidne krive odnosa koncentracije i efekta ACh bez i u prisustvu
tiramina su skoro potpuno poklopljene Sto ukazuje da tiramin (i tiraminski receptor) nema
uticaja na lokomotorne funkcije A. suum.

4. Karvakrol potencira inhibitorne efekte GABA na neuromis$iénom preparatu A. suum. Ovde
se radi o sinergistickom inhibitornom dejstvu GABA i karvakrola na kontrakcije izazvane
avetilholinom.
-Karvakrol (100 pM) i GABA (3 pM) nisu ispoljili isklju€ivo efekte kompetivhog
odnosno nekompetitivnog antagoniste. Verovatno da kod nematoda zbog specifi¢ne
uloge inhibitornih i ekscitatornih interneurona i aktivacije/inhibicije motoneurona
postoji kombinovani antagonisti¢ki efekat, zavisno da li su u rekaciju uklju€eni
sinapticki ili esktrasinapticku nACh i GABA receptori.

5. Dejstvo piperazina i karvakrola na kontrakcije neuromi8iénog preparata A. suum izazvane
acetilholinom je sinergisticko:
-300 uM piperazina je vrednosti ECso acetilholina poveéala sa kontrolnih 11,75 uM
na 13,24 uyM a Emax sSmanijila sa kontrolnih 2,88 na 2,31 g.
-Piperazin je za razliku od GABA ispoljio isklju€ivo nekompetitivni antagonizam u
odnosu na kontraktilini efekt ACh. Ovo je posledica Cinjenice da piperazin deluje
samo na ekstrasinapticke GABA receptore, dok efekat na inhibitorne interneurone
izostaje, a samim tim i kompetitivnha komponenta antagonizma.
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-Karvakrol signifikantno potencira inhibitorne efekte piperazina $to ukazuje na
mogucnost primene ove kombinacije u terapijske svrhe.
6. U ispitivanju dozno-zavisnih kontrakcija neuromiSiénog preparata A. suum izazvanih
pirantelom, morantelom i befinijjumom (agonistima razliCitih tipova nAChR nematoda),
karvakrol i GABA su ispoljili sinergistiCko inhibitorno dejstvo:
-100 puM karvakrola je smanjio Emax pirantela za 29%, morantela za 39% i befinijuma
za 12%. ECso pirantela se povecala sa 4,97 na 17,05nM (3,4 puta), morantela sa
7,59 na 22,45nM (2,9 puta) i befinijuma sa 0,36 na 0,89 uM (2,5 puta).
-300 uM karvakrola smanijilo je Emax pirantela za 71%, morantela za 80% i befinijuma
za 75%. Sa druge strane karvakrol je povec¢ao vrednost ECso pirantela 3,9 puta,
morantela 3,2 puta i befinijuma 4,8 puta.
-Istovremenom inkubacijom 3 uM GABA i 100 uM karvakrola vrednost ECso pirantela
povecana je viSe od 5,3 puta, a Rmax Smanjen za 69%. ECso za morantel povec¢ana je
2,1 puta, sa smanjenjem Rmax 66%. ECso za befinijjum povecana je 2,3 puta, uz
smanjenje Rmax za 60%.
-GABA je u relativno niskoj koncentraciji potencirala pre svega nekompetitivnu
komponentu antagonistickog dejstva karvakrola, $to ukazuje da lekovi agonisti nACh
receptora parazitskih nematoda deluju pre svega ekstrasinapticki, upravo tamo gde
je dokazano prisustvo razli€itih tipova ovog receptora. Sa druge strane karvakrol je
sam po sebi ispoljio najsnazniji inhibitorini efekt na kontrakcije izazvane morantelom,
Sto ukazuje na potencijalno poseban tip nAChR na koji deluje morantel.
-Sinergisticki efekat karvakrola i GABA je vrlo slican sinergistickom efektu
derkvantela i abamektina, Sto direktno moze biti iskoris¢eno u farmakoterapiji
parazitskih infekcija Zivotinja i ljudi.

7. Ispitivanja mehanizma dejstva monepantela (derivat aminoacidonitrila) na neuromisiénom
preparatu A. suum pokazala su da:
-Monepantel 1 yM dovodi do povecanja ECso acetilholina za 1,58 puta bez promene
Emax $to ukazuje na kompetitivni antagonizam koji on ispoljava u odnosu na ACh.
-Tri puta viSa koncentracija monepantela (3 pM) je vrednost ECso acetilholina
povecala 2,15 puta, a Emax smanjila za 25%, $to ukazuje na nekompetitivni
antagonizam.
-Posle inkubacije sa 10 yM monepantela, ECso acetilholina je porasla za 4,31 puta,
dok je Emax sSmanjen za 41%.
-Inkubacija sa 30 uM monepantela nije znacajnije promenila ECso acetilholina u
odnosu na prethodnu seriju, ali je smanjila Emax za 78%.
-Monepantel ispoljava karakteristike kompetitivhog i nekompetitivnhog antagoniste
nAChR, Sto ukazuje na multipla mesta delovanja i heterogenu populaciju nikotinskog
receptora u neuromisicnom sistemu parazitskih nematoda.

8. Kombinacija karvakrola (100 uM) i monepantela (1 uM) ispoljava sinergisti¢ko inhibitorno
dejstvo na kontrakcije neuromiSi¢nog preparata A. suum, pa je ECso acetilholina porasla tri
puta, a maksimalni kontraktilni efekat je smanjen za 50%. Sami po sebi karvakrol i
monepantel u primenjenim koncentracijama nisu signifikantno inhibirali kontrakcije izazvane
sa ACh, medutim njihova kombinacija je ispoljila visoko signifikantan inhibitorni efekat. S
obzirom na sve veci nivo rezistencije na monepantel ova kombinacija bi pouzdano mogla da
poja¢a njegovo antinematodno dejstvo i spreci razvoj rezistencije.

9. Ispitivanje mehanizma dejstva karveola na neuromisi¢énom preparatu A. suum pokazalo je
sledece:
-10 puM Kkarveola signifikantno pojacava kontrakcije neuromiSiénog preparata
izazvane acetilholinom, direktnom ili indirektnom interakcijom sa nikotinskim
receptorom. Ovaj efekt moze biti iskoriS¢en za pojaCavanje efekata svih lekova
agonista nACh receptora.

10. U ispitivanjima mehanizma dejstva mentola na neuromisiénom preparatu A. suum:

-Testirana koncentracija mentola (100 nM) promenila je vrednost ECso acetilholina sa
kontrolnih 12,93 uyM na 10,82 pM, dok je Emax poveéan sa 1,62 g na 1,90 g. Mentol ispoljava
potenciraju¢i efekat na kontrakcije izazvane acetilholinom na neuromisiénom preparatu A.
suum.
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-Dobijeni rezultati kandiduju mentol za sinergistu u kombinaciji sa lekovima
agonistima nikotinskog acetilholinskog receptora nematoda.
11. U ispitivanju stepena prezivljavanja adultnih oblika C. elegans u prisustvu terpenoida
timola i karvakrola:
-Timol je ispoljio dozno i vremenski zavisni letalni efekat na adultne C. elegans.
Vrednost srednje letalne koncentracije (LCso) timola iznosila je 117.9 nM nakon 24h i
62.89 nM posle 48h. Faringealno pumpanje se u potpunosti zaustavlja nakon 48h
inkubacije.
-Karvakrol je pokazao vecu antinematodnu efikasnost u odnosu na timol. LCso
karvakrola nakon 24 sata, iznosila je 53.03 nM a 33.83 nM nakon 48h. Faringealno
pumpanje potpuno prestaje u periodu izmedu 24-48 h inkubacije.

12. Ispitivanje uticaja terpenoida na kontrakcije dijafragme pacova metodom elektri¢ne poljne
stimulacije (EFS) pokazalo je da:
-Rastuée koncentracije karvakrola (10, 30, 100 i 300 uM) nisu ispoljile bilo kakve
promene u amplitudi kontrakcija. Pojava tetani€nog slabljenja posle inkubacije sa
100 i 300 pM ukazuje na presinapticki efekat karvakrola na neuronski tip nikotinskog
acetilholinskog receptora sisara (autoreceptor). Takode, samo ove dve koncentracije
karvakrola povecale su bazalni tonus preparata.
-Rastu¢e koncentracije karveola (10, 30, 100, 300 i 1000 uM) nisu imale uticaja na
amplitudu kontrakcije, niti su izazvale tetani¢no slabljenje.
-Posle istovremene inkubacije izolovane dijafragme sa karvakrolom i monepantelom,
nije dolazilo do povec¢anja bazalnog tonusa preparata.

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

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

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

VII OCENA NACINA PRIKAZA | TUMACEN]A REZULTATA ISTRAZIVANjA (navesti da li
su dobijeni rezultati u skladu sa postavnjenim ciljem i zadacima istrazivanja, kao i da li
zaklju€ci proizilaze iz dobijenih rezultata):

Prikazani rezultati su u skladu sa postavljenim ciljevima i zadacima istraZivanja i iz njih jasno
proistiu izneti zakljuéci.

VIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE:

1. Da li je disertacija napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi teme?
Doktorska diseracija je napisana u skladu sa obrazlozeljem navedenim u prijavi.

2. Da li disertacija sadrzi sve elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju?
Disertacija sadrzi sve elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju.

3. Po ¢emu je disertacija originalan doprinos nauci?

Ova doktorska disertacija predstavlja originalni doprinos nauci jer se bavi
istrazivanjima antinematodnih svojstava aktivnih sastojaka esencijalnih biljnih ulja koji su

13



OCO~NOUITRARWNEF

najozbiljnija alternativa postoje¢im antiparazitskim lekovima. Ovo je prva obimnija studija koja
opisuje mehanizme antinematodnog dejstva terpenoidnih sastojaka biljnih ulja. Sve veci nivo
rezistencije parazitskih nematoda na klasi¢ne lekove, duga karenca i pojave toksi¢nosti posle
povecanja doza, ograniCavaju primenu i umanjuju efikasnost postojeCe farmakoterapije
infekcija parazitskim nematodama. Aktivni sastojsci esencijalnih biljnih ulja ispoljavaju
specificne mehanizme antiparazitskog dejstva koji su opisani u ovoj disertaciji, razli¢ite od do
sada poznatih, mogu se primenjivati samostalno duze vreme zajedno sa hranom, ili u
kombinaciji sa konvencionalnim lekovima na koje je zabelezen povecan nivo rezistencije.
Ova disertacija nedvosmisleno pruza dokaze o antinematodnoj efikasnosti i selektivnom
dejstvu aktivnih sastojaka esencijalnih biljnih ulja koji omoguéavaju njihova klini¢ka ispitivanja
i formulisanje farmaceutskih preparata za klinic¢ku primenu. Poseban doprinos ove doktorske
disertacije je standardizovanje i kultivisanje slobodnozZivuc¢e nematode C. elegans po prvi put
na ovim prostorima. Slobodnozivuéa nematoda C. elegans je jedan od naj¢esc¢e koris¢enih
alternativnih modela u biomedicinskim istraZivanjima, koji omoguc¢ava razli¢ita biomedicska
ispitivanja ukljuCujuci i testiranja antinematodnih lekova. O vrednosti ove disretacije govori i
¢injenica da su dobijeni rezultati publikovani u 4 rada u ¢asopisima kategorije M21 i 22.

4. Da li je mentor tokom provere originalnosti disertacije utvrdio neoopravdano
preklapanje teksta sa drugim publikacijama (odgovoriti sa da ili ne):

Ne

IX SPISAK NAUCNIH RADOVA SADRZINSKI POVEZANIH SA DOKTORSKOM
DISERTACIJOM U KOJIMA JE DOKTORAND PRVI AUTOR ODNOSNO AUTOR SA

NAJVECIM DOPRINOSOM (napisati imena svih autora, godinu objavljivanja, naslov rada, naziv
Casopisa, impakt faktor i klasifikaciju prema Pravilniku o postupku, na€inu vrednovanja, i kvantitativnom

iskazivanju nauc€noistrazivackih rezultata istrazivaca):

1. Marjanovié¢ S.Dj, Bogunovi¢ Danica, Milovanovi¢ Mirjana, Marinkovi¢ D., Zdravkovi¢ N.,
Magas V., Trailovi¢ S.M. (2018) Antihelmintic Activity of Carvacrol, Thymol, Cinnamaldehyde
and P-Cymen Against the Free-Living Nematode Caenorhabditis elegans and Rat Pinworm
Syphacia muris. Acta veterinaria. 68(4): 445-456. M22

2. Abongwa M., Marjanovic S.Dj!, Tipton J.G., Zheng F., Martin R.J., Trailovic S.M.,
Robertson A.P. (2018) Monepantel is a non-competitive antagonist of nicotinic acetylcholine
receptors from Ascaris suum and Oesophagostomum dentatum. Int J Parasitol Drugs Drug
Resist. 8(1): 36-42. M21

1Contributed equally.

3. Choudhary S., Marjanovié¢ S.Dj., Wong C.R., Zhang X., Abongwa M., Coats J.R., Trailovi¢
S.M., Martin R.J., Robertson A.P. (2019) Menthol acts as a positive allosteric modulator on
nematode levamisole sensitive nicotinic acetylcholine receptors. Int J Parasitol Drugs Drug
Resist. 9: 44-53. M21

4. Trailovi¢ S.M., Marjanovié S.Dj., Nedeljkovi¢ Trailovi¢ J., Robertson A.P., Martin R.J.
(2015) Interaction of carvacrol with the Ascaris suum nicotinic acetylcholine receptors and
gamma-aminobutyric acid receptors, potential mechanism of antinematodal action. Parasitol
Res. 114(8): 3059-68. M22

X PREDLOG:

Na osnovu ukupne ocene disertacije, komisija predlaze (odabrati jednu od tri
ponudenih moguénosti):

- da se doktorska disertacija prihvati a kandidatu odobri odbrana.
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