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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija mag. farm. Urosa Pecikoze, pod nazivom ,lspitivanje efekata,
mehanizama dejstva i interakcija eslikarbazepin acetata i metformina u eksperimentalnim
modelima bola*, napisana je na 117 strana sa jednostrukim proredom i organizovana u sledecih
7 celina: Uvod (22 strane), Ciljevi rada (3 strane), Materijal i metode (18 strana), Rezultati (40
strana), Diskusija (15 strana), Zakljucak (2 strane) i Literatura (17 strana). Na pocetku, doktorska
disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku i sadrzaj poglavlja/potpoglavlja, a na



kraju spisak radova i saopstenja proisteklih iz doktorske disertacije, kratku biografiju kandidata i
potpisane izjave kandidata o autorstvu, istovetnosti Stampane i elektronske verzije 1 koris¢enju
doktorske disertacije. Disertacija je napisana jasnim i preglednim stilom i sadrzi 38
slika/grafikona i 8 tabela. Pregled literature sadrzi 286 navoda.

Uvod sadrzi pregled informacija iz literaturnih izvora koji su od znacaja za teorijsku osnovu
istrazivanja koja su sprovedena u okviru doktorske disertacije. U prvom delu navedene su
najznacajnije definicije i epidemioloski podaci u vezi sa bolnim stanjima. U drugom i tre¢em
delu prikazane su informacije koje se ticu sistema za transdukciju/kondukciju/transmisiju
nociceptivnih informacija i sistema za descendentnu (nishodnu) modulaciju bola, podaci kako se
aktivnost ovih sistema menja u razli¢itim bolnim stanjima i kako postojeci analgetici uti¢u na
aktivnost ova dva sistema koja su od znacaja za nastanak bolnih stanja. U ¢etvrtom delu dat je
prikaz najznacajnijih predstavnika alternativnih analgetika koji trenutno nalaze klini¢ku primenu,
kao 1 osnovni podaci o eslikarbazepin acetatu (ESL) i metforminu koji su posluzili kao teorijska
osnova za ciljeve rada.

Ciljevi rada su bili da se ispitaju efekti, mehanizmi dejstva i interakcije dva potencijalna
alternativna analgetika, antiepileptika ESL i antidijabetika metformina, u razli¢itim
eksperimentalnim modelima bola. U svrhu realizacije istrazivanja definisani su podciljevi koji su
obuhvatali: 1) ispitivanje efekata ESL u eksperimentalnim modelima bola; 2) ispitivanje
mehanizama dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola; 3) ispitivanje interakcija
izmedu ESL i standardnih/ alternativnih analgetika u modelu inflamatornog trigeminalnog bola;
4) ispitivanje efekata metformina u eksperimentalnim modelima bola i 5) ispitivanje interakcija
izmedu metformina i standardnih/alternativnih analgetika u eksperimentalnim modelima bola.

Ciljevi rada su dobro postavljeni.

Poglavlje Materijal i metode daje detaljan opis koris¢ene metodologije i organizovano je u
deset potpoglavlja: 1) Eksperimentalne Zivotinje; 2) Eksperimentalne supstance; 3) Priprema i
primena algogenih supstanci; 4) Priprema i primena aktivnih supstanci; 5) Priprema i primena
receptorskih antagonista; 6) Eksperimentalni modeli bola; 7) Analiza vrste interakcije izmedu
dva leka — izobolografska analiza; 8) Analiza duZzine trajanja antihiperalgezijskog dejstva lekova
i kombinacija lekova; 9) Rotarod test i 10) Statisti¢ka analiza.

Tokom istrazivanja upotrebljeno je oko 850 miseva Swiss Webster soja, 450 miseva C57BL/6
soja i 300 pacova Wistar soja (sve koris¢ene zivotinje su bile muskog pola). Sve eksperimentalne
procedure odobrene su od strane Eticke komisije za rad sa eksperimentalnim zivotinjama
Farmaceutskog fakulteta u Beogradu i Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva
i vodoprivrede Republike Srbije (br. resenja 323-07-03984/2017-05). Prilikom rada sa
eksperimentalnim zivotinjama primenjivani su eticki principi definisani Pravilnikom za rad sa
eksperimentalnim  zivotinjama Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i EU
direktivom 2010/63/EU.

Za ispitivanje efekata ESL 1 metformina, koriS¢eno je tri modela inflamatornog bola (modeli
inflamatornog trigeminalnog, visceralnog i somatskog bola) i jedan model neuropatskog bola
(model bolne dijabetesne neuropatije). Kao model inflamatornog trigeminalnog bola koriséen je
orofacijalni formalinski test. U sklopu ovog testa se eksperimentalnim Zivotinjama (miSevima)
ubrizgava u perinazalnu regiju razblazeni rastvor formalina koji indukuje karakteristi¢no
dvofazno nociceptivno ponasanje (trljanje njuske ipsilateralnom prednjom i/ili zadnjom Sapom)
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¢ije trajanje se meri tokom 45 min. U okviru ovog testa je ispitan efekat sistemski (peroralno) i
lokalno periferno (supkutano u perinazalnu regiju) primenjenog ESL. Kao model inflamatornog
visceralnog bola je koriS¢en test gréeva izazvanih intraperitonealnom injekcijom siréetne kiseline
kod miseva. Injekcija siréetne kiseline indukuje nociceptivno ponasanje u vidu karakteristicnih
gréeva Ciji broj se kvantifikuje tokom 15 min. U ovom testu je ispitan efekat sistemski
(peroralno) primenjenog ESL. Kao model inflamatornog somatskog bola koris¢en je model
inflamacije Sape pacova indukovane intraplantarnom injekcijom proinflamatornog sredstva
karagenina. U ovom modelu ispitan je efekat sistemski (intraperitonealno) primenjenog
metformina na inflamatornu mehanic¢ku hiperalgeziju (primenom Von Frey testa). Kao model
neuropatskog bola koris¢en je model bolne dijabetesne neuropatije indukovane streptozotocinom
kod miSeva. Ispitan je uticaj sistemski (peroralno) primenjenog ESL na mehani¢ku (primenom
Von Frey testa) i termicku hiperalgeziju (primenom tail-flick testa), i sistemski (peroralno)
primenjenog metformina (sedmodnevna primena) na mehanicku hiperalgeziju (primenom Von
Frey testa) kod dijabeti¢nih miSeva.

Mehanizam dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola je ispitan farmakoloskim
pristupom, koriS¢enjem antagonista razlicitih receptora znacajnih za modulaciju bolne senzacije.
Ispitan je uticaj sistemski (intraperitonealno) i lokalno periferno (supkutano u perinazalnu regiju)
primenjenih antagonista na antinociceptivni efekat fiksne, submaksimalne doze ESL u
orofacijalnom formalinskom testu. Kori§¢eni su antagonisti serotoninskih 5-HTigip (GR
127935), a-adrenergickih (oq-Selektivni prazosin i op-selektivni johimbin), p-adrenergickih (-
neselektivni propranolol i P;-selektivni metoprolol), muskarinskih holinergi¢kih (atropin),
nikotinskih holinergickih (mekamilamin), kanabinoidnih CB; (AM251) i CB; (AM630) i
opioidnih receptora (nalokson).

Vrsta interakcije izmedu ESL/metformina i postojecih analgetika u modelima inflamatornog i
neuropatskog bola je ispitana koris¢enjem izobolografske analize. U sklopu ovih eksperimenata
ispitani su efekti dvokomponentnih kombinacija ESL/metformina i analgetika, koji su primenjeni
u dozama koje odgovaraju fiksnim udelima srednjih efektivnih doza (EDsp vrednosti)
pojedinacnih lekova. Vrsta interakcije je utvrdena statistickim poredenjem eksperimentalno
odredene EDsy vrednosti kombinacije (EDsp mix) Sa teorijskom aditivnom EDsy vrednoséu
kombinacije (EDsp aq¢). U modelu inflamatornog trigeminalnog bola ispitane su interakcije
izmedu ESL 1 paracetamola, propifenazona, naproksena, zolmitriptana ili metoklopramida. U
modelu inflamatornog somatskog bola ispitane su interakcije izmedu metformina i ibuprofena,
aspirina, tramadola ili pregabalina. U modelu bolne dijabetesne neuropatije ispitane su
interakcije izmedu metformina i ESL, duloksetina, oksikodona ili vitamina Bis.

Za procenu duzine antihiperalgezijskog dejstva pojedinacnih lekova i dvokomponentnih
kombinacija lekova u modelima inflamatornog somatskog bola i bolne dijabetesne neuropatije,
analizirane su povrsine ispod kriva (PIK) koje opisuju promenu merenih/izraCunatih parametara
u funkciji vremena. Na osnovu nagiba prave linije koja opisuje zavisnost PIK od maksimalnog
postignutog antihiperalgezijskog efekta je procenjena duzina dejstva pojedinacnih tretmana.

Rotarod test je koriS¢en za ispitivanje uticaja pojedinac¢nih lekova i dvokomponentnih
kombinacija lekova na motornu spretnost i nivo sedacije eksperimentalnih zivotinja. U sklopu
ovog testa je pracen uticaj razlicitih tretmana na sposobnost eksperimentalnih Zivotinja da odrze



ravnotezu na rotirajuéem cilindru (brzina rotacije je bila 15 obrtaja/min) aparature tokom
odredenog vremenskog perioda.

Podaci su analizirani primenom softvera SPSS 20, SigmaPlot 11.0, Microsoft Excel 2010, Pharm
PCS i Pharm Tools Pro. Pri statistiCkoj obradi rezultata koris¢eni su: Studentov t-test,
modifikovani t-test, jednofaktorska ANOVA, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
Mann Whitney U-test i Kruskal-Wallis test. Program Pharm PCS je kori§¢en za ra¢unanje EDs |
TDsp vrednosti sa 95% intervalima poverenja (linearnom regresionom analizom odnosa
logaritma doze i efekta), odnosa TDso/EDsp (terapijskog indeksa) i za procenu duzine dejstva
tretmana (racunanje vrednosti PIK-ova). Program Pharm Tools Pro kori$¢en je za utvrdivanje
vrste interakcije izmedu dva leka primenjenih u kombinaciji primenom izobolografske analize i
test paralelizma koji sluzi za uporedivanje duzine dejstva razli¢itih tretmana.

Primenjena metodologija je adekvatna za realizaciju postavljenih ciljeva.

Rezultati istrazivanja prikazani su na pregledan nacin, tekstualno i graficki, koris¢enjem 32
grafikona i 5 tabela. Grupisani su u pet celina: 1) Efikasnost ESL u eksperimentalnim modelima
bola; 2) Ispitivanje mehanizama dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola; 3)
Ispitivanje interakcija izmedu ESL i standardnih/alternativnih analgetika u modelu inflamatornog
trigeminalnog bola; 4) Efikasnost metformina u eksperimentalnim modelima bola i 5) Ispitivanje
interakcija izmedu metformina i standardnih/alternativnih analgetika u eksperimentalnim
modelima bola.

Diskusija sadrzi analizu dobijenih eksperimentalnih rezultata na bazi koje su doneti
odgovarajuc¢i zakljucci istrazivanja, uz pregled i poredenje sa rezultatima koji su dostupni u
literaturi. Poglavlje Diskusija napisano je analogno rezultatima u pet celina: 1)
Antinociceptivna/antihiperalgezijska efikasnost ESL u eksperimentalnim modelima bola; 2)
Mehanizam dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola; 3) Interakcije izmedu ESL
i analgetika u modelu inflamatornog trigeminalnog bola; 4) Antihiperalgezijska efikasnost
metformina u eksperimentalnim modelima bola i1 5) Interakcije izmedu metformina i analgetika u
eksperimentalnim modelima bola.

Poglavlje Zaklju¢ak sadrzi sazeto prikazane najvaznije zakljuCke proistekle iz rezultata
istrazivanja i njihove analize, a koji su u skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja.

U poglavlju Literatura navedeno je 286 referenci koje su koris¢ene u doktorskoj disertaciji.

B. OPISPOSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati ove doktorske disertacije podeljeni su u pet celina, u skladu sa postavljenim ciljevima
istrazivanja.

U prvom delu prikazani su rezultati ispitivanja antinociceptivnih efekata ESL u razli¢itim
modelima inflamatornog i neuropatskog bola. Pokazano je da ESL proizvodi dozno-zavisan
antinociceptivan efekat nakon sistemske (peroralne) i lokalne periferne primene (supkutano u
perinazalnu regiju) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (model inflamatornog
trigeminalnog bola). Takode, pokazano je da ESL proizvodi dozno-zavisan antinociceptivan
efekat u testu gréeva izazvanih injekcijom siréetne kiseline (model inflamatornog visceralnog
bola), kao i antihiperalgezijski efekat u modelu bolne dijabetesne neuropatije izazvane
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streptozotocinom (ESL je smanjio mehanicku hiperalgeziju koja je procenjena primenom Von
Frey testa, kao i termic¢ku hiperalgeziju koja je procenjena primenom tail-flick testa). Dodatno, u
prvom delu su prikazani i rezultati ispitivanja uticaja ESL na motornu spretnost eksperimentalnih
zivotinja u rotarod testu. U ovim eksperimentima je odredena srednja efektivna doza za
narusavanje motorne spretnosti eksperimentalnih zivotinja (TDsg vrednost) i utvrdeno je da je
ova vrednost nekoliko puta veca od EDsg vrednosti koje su odredene u modelima bola. Takode,
najveca doza ESL koja je ispitana u modelu bolne dijabetesne neuropatije nije imala znacajan
uticaj na motoriku dijabeti¢nih miSeva.

U drugom delu predstavljeni su rezultati ispitivanja mehanizama dejstva ESL u modelu
inflamatornog trigeminalnog bola. Mehanizmi dejstva ESL su ispitani u ovom modelu bola, zbog
znacaja starijih predstavnika dibenzazepinskih antiepileptika u terapiji bolova u trigeminalnoj
regiji. Pokazano je da sistemska (intraperitonealna) primena antagonista serotoninskih 5-HT1g/1p
(GR 127935), ap-adrenergickih (johimbina), B-adrenergic¢kih (neselektivnog propranolola i f1-
selektivnog metoprolola), muskarinskih (atropina), kanabinoidnih CB; (AM251) i CB, (AM630),
i opioidnih receptora (naloksona) dovodi do dozno-zavisne inhibicije antinociceptivnog efekta
peroralno primenjenog ESL u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. Sistemska
(intraperitonealna) primena antagonista aj-adrenergickih (prazosina) i nikotinskih receptora
(mekamilamina) nije imala znacajan uticaj na antinociceptivni efekat ESL u orofacijalnom
formalinskom testu. Sli¢ni rezultati su dobijeni kada su antagonisti primenjeni lokalno periferno
u perinazalnu regiju. Lokalna primena GR127935, johimbina, atropina, AM251, AM630 i
naloksona je dovela do dozno-zavisne inhibicije antinociceptivnog efekta lokalno periferno
primenjenog ESL u orofacijalnom formalinskom testu, dok lokalna periferna primena
metoprolola nije imala znacajan uticaj na antinociceptivnu efikasnost ESL.

U tre¢em delu predstavljeni su rezultati ispitivanja vrste interakcije izmedu ESL i razli¢itih
analgetika u modelu inflamatornog trigeminalnog bola. U ovim eksperimentima je pokazano da
dvokomponentne kombinacije ESL i paracetamola, propifenazona, naproksena, zolmitriptana ili
metoklopramida (primenjeni u dozama koje odgovaraju fiksnim udelima EDsy vrednosti
pojedina¢nih lekova) dovode do dozno-zavisnog antinociceptivnog efekta u drugoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa. Primenom izobolografske analize je pokazano da ESL stupa u
aditivnu interakciju sa paracetamolom, propifenazonom i zolmitriptanom, a u sinergisti¢ku
interakciju sa naproksenom i metoklopramidom. U kombinaciji ESL-naproksen je utvrdeno oko
Cetvorostruko, dok je u kombinaciji ESL-metoklopramid utvrdeno oko trostruko smanjenje doza
pojedinacnih lekova u kombinaciji u odnosu na doze koje su potrebne za postizanje istog nivoa
antinociceptivnog efekta nakon individualne primene lekova. Dodatno, primenom rotarod testa
je utvrdeno da najvece ispitane doze dvokomponentnih kombinacija ESL 1 analgetika nemaju
znacajan negativan uticaj na motornu spretnost eksperimentalnih Zivotinja.

U cetvrtom delu prikazani su rezultati ispitivanja antihiperalgezijskih efekata metformina u
modelima inflamatornog 1 neuropatskog bola. Pokazano je da akutna sistemska
(intraperitonealna) primena metformina dovodi do dozno-zavisnog ublazenja mehanicke
hiperalgezije u modelu inflamatornog somatskog bola (inflamacija Sape pacova indukovana
karageninom). Takode, produzena sedmodnevna sistemska (peroralna) primena metformina
ublazila je mehanicku hiperalgeziju kod eksperimentalnih miSeva sa dijabetesnom neuropatijom
indukovanom streptozotocinom. Primena najvece doze metformina koja je ispitana u modelu
inflamatornog somatskog bola nije imala znac¢ajan uticaj na motoriku eksperimentalnih Zivotinja
u rotarod testu.



U petom delu predstavljeni su rezultati ispitivanja interakcija izmedu metformina i analgetika u
modelima inflamatornog i1 neuropatskog bola. U modelu inflamatornog somatskog bola,
dvokomponentne kombinacije metformina i ibuprofena, aspirina, tramadola ili pregabalina (koji
su primenjeni u dozama koje odgovaraju fiksnim udelima EDsy vrednosti pojedinaénih lekova)
su dovele do dozno-zavisnog ublazenja inflamatorne mehani¢ke hiperalgezije Sape pacova
indukovane karageninom. Izobolograska analiza je pokazala da izmedu metformina i ovih
analgetika postoji sinergisticka interakcija, sa oko petostrukim smanjenjem doza lekova u
kombinaciji (u odnosu na doze koje su potrebne za postizanje istog nivoa antihiperalgezijskog
efekta nakon individualne primene lekova). Najvece ispitane doze dvokomponentnih
kombinacija metformina i analgetika (tramadola ili pregabalina) nisu imale znacajan uticaj na
motornu spretnost eksperimentalnih Zivotinja u rotarod testu. U modelu bolne dijabetesne
neuropatije, dvokomponentne kombinacije metformina i ESL, duloksetina, oksikodona ili
vitamina Bj, su na dozno-zavisan naéin ublazili mehanicku hiperalgeziju kod dijabeti¢nih
zivotinja. Primenom izobolografske analize je utvrdeno da metformin stupa u sinergisticku
interakciju sa svim navedenim analgeticima (u kombinaciji metformin-ESL postojalo je
sedmostruko, a u kombinacijama metformina i duloksetina/oksikodona/vitamina B, Sestostruko
smanjenje doze pojedinac¢nih lekova). U rotarod testu je uvrdeno da najvece ispitane doze
dvokomponentnih kombinacija metformina i analgetika (ESL, duloksetina ili oksikodona)
nemaju znacajan uticaj na motornu spretnost dijabeti¢nih Zivotinja.

C. UPOREDNA ANALIZA POSTIGNUTIH REZULTATA SA PODACIMA 1Z
LITERATURE

U okviru ove disertacije pokazano je da sistemska (peroralna) primena ESL proizvodi dozno-
zavisan antinociceptivni/antihiperalgezijski efekat u modelima trigeminalnog (druga faza
orofacijalnog formalinskog testa), visceralnog (test gréeva izazvanih sir¢etnom kiselinom) i
neuropatskog bola (model bolne dijabetesne neuropatije). ESL je pokazao slicnu efikasnost u
svim koriS¢enim modelima bola, ali se razlikovala njegova potentnost izmedu modela. Najmanje
doze su bile potrebne za ublazavanje visceralne nocicepcije, a najveCe za ublaZavanje
hiperalgezije u modelu bolne dijabetesne neuropatije. Antinociceptivna/antihiperalgezijska
efikasnost ESL je prvi put ispitana u sklopu ove disertacije. Medutim, prethodne studije su
pokazale efikasnost starijih predstavnika dibenzazepina, karbamazepina i/ili okskarbazepina,
nakon sistemske primene u modelima trigeminalnog bola (Foong i sar., 1982), visceralnog bola
(Stepanovi¢-Petrovié i sar., 2008) i bolne dijabetesne neuropatije (Kiguchi i sar., 2004; Tomi¢
i sar., 2010a). Dodatno, pokazano je da lokalna periferna primena ESL na dozno-zavisan nacin
ublaZava nociceptivno ponaSanje u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. Ovaj nalaz je u
skladu sa prethodnim rezultatima koji su opisali efikasnost karbamazepina i okskarbazepina
nakon lokalne periferne primene u modelima inflamatornog bola (Tomi¢ i sar., 2007; Vuckovié
i sar., 2007). Doze ESL koje su proizvele zna¢ajan antinociceptivni/antihiperalgezijski efekat su
bile znatno niZze od doza koje su dovodile do naruSavanja motorne spretnosti eksperimentalnih
zivotinja u rotarod testu. Pokazano je da su EDsp vrednosti odredene u razli¢itim modelima
viSestruko puta manje od TDsy vrednosti odredene u rotarod testu. U prethodnom radu je
pokazano da su EDsp vrednosti karbamazepina i okskarbazepina u testu gréeva 2 i 15 puta manje



od TDsy vrednosti odredene u rotarod testu (Stepanovi¢-Petrovi¢ i sar., 2008). Ovaj nalaz
ukazuje na povoljniji bezbednosni profil ESL u odnosu na karbamazepin/okskarbazepin.

Mehanizmi dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola su ispitani kori§¢enjem
farmakoloskog pristupa. Ovim eksperimentima je pokazano da sistemska primena antagonista
serotoninskih 5-HTig;1p, az-adrenergickih, B-adrenergi¢kih (neselektivnog i [B;-selektivnog
antagoniste), muskarinskih holinergickih, kanabinoidnih CB31/CB; i opioidnih receptora dovodi
do dozno-zavisne inhibicije antinociceptivnog efekta ESL u drugoj fazi orofacijalnog
formalinskog testa. Sa druge strane, sistemska primena antagonista oj-adrenergickih i
nikotinskih holinergickih receptora nije imala zna¢ajan uticaj na antinociceptivni efekat ESL.
Sli¢ni rezultati su dobijeni kada su antagonisti primenjeni lokalno periferno, u perinazalnu regiju
eksperimentalnih Zivotinja. Lokalna periferna primena antagonista serotoninskih 5-HT1g/1p, 02-
adrenergickih, muskarinskih holinergic¢kih, kanabinoidnih CB;/CB, i opioidnih receptora je
inhibirala efekat lokalno periferno primenjenog ESL na dozno-zavisan naéin (u drugoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa), dok je lokalna periferna primena antagoniste pi-adrenergickih
receptora bila bez znacajnog uticaja na antinociceptivni efekat ESL. Ovi rezultati su u skladu sa
prethodnim eksperimentalnim radovima u kojima je pokazan znacaj adrenergickih (Vuckovié i
sar., 2006; Foong i Satoh, 1984), muskarinskih holinergickih (Foong i Satoh, 1984) i opioidnih
receptora (Mashimoto i sar., 1998) za nastanak antinociceptivnih efekata starijih predstavnika
dibenzazepina (karbamazepina i/ili okskarbazepina). U ovoj disertacije prvi put je opisan znacaj
serotoninskih 5-HTigp 1 kanabinoidnih CB;/CB; receptora za nastanak antinociceptivnih
efekata dibenzazepinskih antiepileptika. U diskusiji autor navodi da eslikarbazepin (glavni
metabolit ESL odgovoran za njegovu farmakoloSku aktivnost) nema znacajan afinitet prema
serotoninskim 5-HT;g | 5-HT1p, az-adrenergi¢kim, muskarinskim holinergi¢kim, kanabinoidnim
CB; i opioidnim receptorima (Soares-da-Silva i sar. 2015). Dodatno, navedeno je i da
karbamazepin, lek strukturno slican ESL, nema afinitet za 3-adrenergicke receptore (Marangos i
sar. 1983), sto ukazuje da ni ESL ni njegov metabolit nemaju znacajan afinitet ka vezivanju za
ove receptore. Prema autoru, ovi eksperimentalni podaci isklju¢uju moguénost direktne
interakcije ESL sa pomenutim receptorima i ukazuju da ESL uti¢e na njihovu funkciju
indirektno, verovatno modulisanjem endogene serotoninske, adrenergicke, holinergicke,
kanabinoidne i opioidne neurotransmisije Sto je na adekvatan nacin diskutovano u okviru
disertacije.

U disertaciji je pokazano da ESL stupa u povoljne interakcije sa nekoliko standardnih i
alternativnih analgetika (u aditivnhu interakciju sa paracetamolom, propifenazonom i
zolmitriptanom, i u sinergisticku interakciju sa naproksenom i metoklopramidom). Interakcije
izmedu ESL i analgetika u eksperimentalnim modelima bola su prvi put opisane u okviru ove
disertacije. Prethodni radovi u kojima je ispitivana interakcija izmedu starijih predstavnika
dibenzazepina (karbamazepina/okskarbazepina) i analgetika u modelima inflamatornog bola su
pokazali da ova dva antiepileptika takode stupaju u povoljne interakcije sa razli€itim
analgeticima (Tomi¢ i sar., 2018). Primera radi, pokazano je da okskarbazepin stupa u
sinergisti¢ku interakciju sa paracetamolom, i u razliCite tipove interakcija sa predstavnicima iz
grupe NSAIL (sinergisticku sa ibuprofenom 1 aditivnu sa etodolakom) (Stepanovié-Petrovié i
sar., 2011; Tomié i sar., 2010b), dok ESL stupa u aditivnu interakciju sa paracetamolom i u
sinergisticku interakciju sa predstavnikom NSAIL (naproksenom). Prema autoru, ove razlike u
tipu interakcije mogu biti posledica metodoloskih razlika izmedu disertacije i citiranih radova
(npr. korisc¢ene su razliite zivotinjske vrste i eksperimentalni modeli), ali bi takode mogle da
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budu posledica razlika u mehanizmu dejstva izmedu ESL 1 starijih predstavnika dibenzazepina
(razli¢it modalitet blokade voltazno-zavisnih Na* kanala, sposobnost blokade Ca** kanala T-tipa,
odsustvo potencijacije aktivnosti GABAA, receptora) (Lawthom i sar., 2018; Soares-da-Silva i
sar. 2015). U diskusiji se navodi da interakcija izmedu dva leka moze biti posledica razlicitih
mehanizama dejstva lekova (farmakodinamska interakcija), ili posledica promene
farmakokinetiCkih ~ osobina  pojedinacnih  lekova  (farmakokineticka  interakcija).
Farmakokineticke interakcije izmedu ESL i standardnih/alternativnih analgetika nisu ispitane, ali
autor pretpostavlja da je njihov uticaj na vrstu interakcije izmedu ESL 1 analgetika mali, zbog
akutne primene lekova, kratkog vremena trajanja nociceptivnog testa koji je koriscen i relativno
niskog potencijala ESL da stupa u farmakokineticke interakcije (Lawthom i sar., 2018; Shirley
i Dhillon 2016). Na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata, autor sugerise da ESL i
paracetamol/propifenazon/zolmitriptan smanjuju trigeminalnu nocicepciju putem pretezno
slicnih  antinociceptivnih mehanizama (zbog aditivne prirode interakcije), dok ESL i
naproksen/metoklopramid  proizvode antinociceptivne efekte putem razliitih, ali
komplementarnih mehanizama dejstva (zbog sinergisticke prirode interakcije). Takode je ispitan
potencijal dvokomponentnih kombinacija ESL-analgetika da dovedu do naruSavanja motorne
spretnosti eksperimentalnih Zivotinje u rotarod testu. Nije uo¢eno da je sedativni potencijal ESL
pojacan od strane bilo kog od ispitanih analgetika kada su primenjeni u obliku kombinacije.

Prilikom ispitivanja efekata metformina, utvrdeno je da akutna intraperitonealna primena
metformina na dozno-zavisan nacin ublazava inflamatornu mehanic¢ku hiperalgeziju indukovanu
karageninom kod pacova. Primena metformina u najvecoj ispitanoj dozi nije imala znacajan
uticaj na motoriku pacova u rotarod testu, Sto ukazuje da antihiperalgezijska aktivnost
metformina nije bila posledica naruSene motorne spretnosti eksperimentalnih zivotinja. Nalaz
efikasnosti metformina u modelu inflamatornog somatskog bola je u skladu sa rezultatima Russe
i sar. (2013), koji su pokazali da sistemska primena metformina moze da smanji inflamatornu
mehani¢ku hiperalgeziju izazvanu zimosanom, kao 1 nociceptivno ponaSanje u drugoj
(inflamatornoj) fazi formalinskog testa. Pored efikasnosti u modelu somatskog inflamatornog
bola, pokazano je da produzena sedmodnevna peroralna primena metformina dovodi do dozno-
zavisnog smanjenja mehanicke hiperalgezije u modelu bolne dijabetesne neuropatije. Ovaj nalaz
je u skladu sa prethodnim izveStajima o efikasnosti metformina u ublazavanju mehanicke
hiperalgezije ili alodinije u modelima bolne dijabetesne neuropatije (Byrne i sar., 2015; Huang
i sar., 2016; Ma i sar., 2015; Wang i sar., 2018), ali i sa podacima iz epidemioloskih studija u
kojima je utvrdeno da je primena metformina (u kombinaciji sa tiazolidindionima) u vezi sa
nizom prevalencijom bolne dijabetesne neuropatije kod dijabeti¢ara (Pop-Busui i sar., 2009).

U okviru ove disertacije je pokazano da metformin intereaguje na sinergisticki nacin sa
standardnim i alternativnim analgeticima (ibuprofenom, aspirinom, tramadolom i pregabalinom)
u modelu inflamatornog somatskog bola. U svim ispitanim kombinacijama, postojao je slican
stepen sinergizma, sa petostrukim smanjenjem doza lekova u kombinaciji u poredenju sa dozama
koje su potrebne da proizvedu isti nivo antihiperalgezijskog efekta nakon pojedina¢ne primene
lekova. Interakcija izmedu metformina i tramadola/pregabalina u eksperimentalnim modelima
bola nije prethodno ispitivana, dok je interakcija izmedu metformina i predstavnika NSAIL u
modelima bola ranije proucavana. Ortiz (2011) je u svom radu pokazao da metformin nakon
sistemske primene moze da antagonizuje antinociceptivni efekat diklofenaka u drugoj fazi
formalinskog testa, dok je u radu Guzman-Priego i sar. (2017), sistemska primena metformina
antagonizovala antihiperalgezijski efekat metamizola u modelu termicke hiperalgezije



indukovane karageninom. Prema autoru, ove razlike mogu biti posledica upotrebe razlicitih
modela bola, nociceptivnih testova i/ili predstavnika iz grupe NSAIL.

Autor dalje diskutuje da sinergizam izmedu metformina i ispitanih analgetika moze biti i
posledica farmakodinamskih i/ili farmakokinetickih interakcija. U diskusiji se navodi da nalaz
sinergisti¢ke interakcije se najve¢im moze objasniti farmakodinamskom interakcijom, imajuéi u
vidu da je mehanizam antihiperalgezijskog efekta metformina (aktivacija AMP zavisne protein
kinaze) razli¢it u odnosu na druge ispitane analgetike. Farmakokineti¢ke interakcije nisu
ispitane, ali su u disertaciji navedeni argumenti protiv farmakokineticke prirode interakcije
izmedu metformina i analgetika: 1) metformin ima mali potencijal da stupa u farmakokineticke
interakcije sa drugim lekovima, imajuci u vidu da se ne metaboliSe u zna¢ajnom stepenu, kao 1
da nije u velikoj meri vezan za proteine plazme (Graham i sar., 2011); i 2) duzina dejstva
metformina nije se znacajno promenila kada je ovaj antidijabetik primenjen u kombinaciji sa
ispitanim analgeticima. Duzina dejstva ibuprofena, aspirina i tramadola je takode bila
nepromenjena kada su ovi analgetici kombinovani sa metforminom (u sluc¢aju farmakokineti¢kih
interakcija, verovatno bi doslo do produzenja dejstva lekova kada se primene u kombinaciji). Sa
druge strane, antihiperalgezijski efekat pregabalina je bio duzi kada je ovaj lek kombinovan sa
metforminom u poredenju sa duzinom dejstva nakon njegove individualne primene. Autor
predlaze da bi farmakokineti¢ka interakcija mogla da bude dodatni mehanizam koji doprinosi
pojacanju antihiperalgezijskih efekata u kombinaciji metformin-pregabalin. U pogledu
bezbednosti, pokazano je da najvece testirane doze kombinacije metformin-tramadol i
metformin-pregabalin nemaju znaéajan uticaj na motornu koordinaciju zivotinja u rotarod testu,
S§to ukazuje da prilikom kombinovane primene ne dolazi do potencijacije efekata tramadola i
pregabalina na sedaciju i motornu sposobnost.

Sliéno rezultatima koji su dobijeni u modelu inflamatornog somatskog bola, pokazano je da
metformin stupa u sinergisticku interakciju sa ESL, duloksetinom, oksikodonom i vitaminom B,
u modelu bolne dijabetesne neuropatije indukovane streptozotocinom. U kombinaciji metformina
i ESL bilo je oko sedmostruko, dok je u kombinacijama metformina i duloksetina/
oksikodona/vitamina B, bilo oko Sestostruko smanjenje doza pojedina¢nih lekova u odnosu na
doze koje su potrebne da proizvedu isti nivo efekta nakon individualne primene. Do sada nisu
ispitane interakcije izmedu metformina i analgetika u eksperimentalnim modelima neuropatskog
bola. Medutim, postoje radovi u kojima je pokazan povoljan uticaj kombinacija
hipolipemika/antidijabetika sa metforminom na druge bihejvioralne promene u modelima
dijabetesne neuropatije, u kojima je utvrdeno da produzena primena metformina sa
rosuvastatinom, sitagliptinom ili pioglitazonom/glimepiridom dovodi do normalizacije u snazi
stiska i/ili termickom pragu kod dijabeti¢nih zivotinja (Rondi i sar., 2014; Sharma i sar., 2012).

Prema autorovom videnju, kao i u slu€aju ispitivanja vrste interakcije izmedu metformina i
analgetika u modelu inflamatornog somatskog bola, sinergisticke interakcije izmedu ovog
antidijabetika i ESL/duloksetina/oksikodona/vitamina Bj,; u modelu bolne dijabetesne
neuropatije se najve¢im delom mogu objasniti postojanjem povoljne farmakodinamske
interakcije izmedu ovih lekova tj. metformin ublazava hiperalgeziju mehanizmom koji je razlicit
u odnosu na ESL, duloksetin, oksikodon i vitamin Bj,. U prilog farmakodinamskim, a ne
farmakokinetickim interakcijama govori 1 nalaz da je duZina dejstva akutnih tretmana bila
nepromenjena (oksikodon) ili skra¢ena (ESL i duloksetin), kada su ovi lekovi bili primenjeni u
kombinaciji sa metforminom. Duzina dejstva vitamina Bj, nije utvrdena, jer je ova aktivna



supstanca primenjivana produzeno (tokom 7 dana kao i metformin), a antihiperalgezijski efekti
su mereni 24h posle poslednje primenjene doze. Pored ispitivanja efikasnosti kombinacija
metformina i analgetika u ublazavanju mehani¢ke hiperalgezije u modelu bolne dijabetesne
neuropatije, utvrdeno je i da kombinovana primena metformina i ESL/duloksetina/oksikodona ne
dovodi do znacajnog narusavanja motorne spretnosti dijabeti¢nih zivotinja u rotarod testu, sto
ukazuje da metformin ne dovodi do pojacanja sedativhog potencijala ovih
standardnih/alternativnih analgetika.
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Zbog poteskoca u razvoju novih analgetickih supstanci, istrazivanja u polju farmakologije bola
koja se ti¢u razvoja/otkrica alternativnih analgetika (lekova cija primarna indikacija nije
analgezija, ali koji mogu biti efikasni u terapiji bola) su od posebnog znacaja. Navedeni pristup
razvoju novih analgetika od ve¢ postojecih lekovitih supstanci je racionalan sa vremenskog i
ekonomskog aspekta, imajuci u vidu da se radi o lekovima koji su ve¢ odobreni za primenu kod
ljudi i ¢ija je bezbednost poznata, $to olakasava i ubrzava njihov dalji razvoj kao potencijalnih
analgetickih supstanci.

U okviru ove disertacije, prvi put su opisani analgeticki efekti, mehanizmi analgetickog dejstva i
interakcije ESL, novog predstavnika dibenzazepinskih antiepileptika, u eksperimentalnim
modelima bola. Dodatno, rezultati ove disertacije su prosirili postojece podatke o analgetickim
efektima metformina, antidijabetika koji se nalazi u §irokoj primeni u humanoj medicini, a
posebno znaajan doprinos daju eksperimentalni rezultati kako metformin intereaguje sa
postoje¢im analgeticima u ublaZzavanju manifestacija inflamatornog i neuropatskog bola.

Eksperimentalni rezultati prikazani u ovoj disertaciji mogu posluZiti kao osnova za dalji klinicki
razvoj ESL i metformina (ili njihovih kombinacija sa razli¢itim postoje¢im analgeticima) kao
potencijalnih alternativnih analgetika, 1 na taj nacin doprineti uspesSnijoj 1 bezbednijoj
farmakoterapiji bola. Dodatno, nalaz povoljnih interakcija izmedu ESL/metformina i ve¢
postojecih standardnih i alternativnih analgetika mogu ukazati koji predstavnici analgetika bi
mogli da budu povoljan izbor za farmakoterapiju bola kod pacijenata koji ve¢ primenjuju ESL ili
metformin za tretman komorbiditeta.
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F. MISLJENJE I PREDLOG KOMISIJE

Na osnovu pregleda doktorske disertacije mag. farm Uros$a Pecikoze pod nazivom ,,Ispitivanje
efekata, mehanizama dejstva i interakcija eslikarbazepin acetata i metformina u
eksperimentalnim modelima bola* moZe se zakljuciti da je kandidat ispunio postavljene
ciljeve i da rezultati prikazani u disertaciji predstavljaju originalan i znagajan nau¢ni doprinos,
§to je potvrdeno njihovim objavljivanjem u obliku &etiri rada u vrhunskim medunarodnim
¢asopisima.

Komisija, stoga, predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da prihvati pozitivan Izvestaj i nakon dobijanja saglasnosti Ve¢a nau¢nih oblasti

medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu odobri mag. farm. UroSu Pecikozi javnu odbranu
doktorske disertacije.

Beograd, 23.02.2021. god.

Clanovi Komisije:

. i

H/guh lowaC
Dr Maja Toii¢, redovni profesor, mentor
Univerzitet u Beosradu — Farmaceutski fakultet

of . Sypn

Dr Radica Stepanovié-Petrovié, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

\'>£ (Aicov’

Dr Ana Micov, docent
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Lo A 24X

Dr SOI’IjZ(l/&UékOVié, redovni profesor
Univerzitet u Bedgradu — Medicinski fakultet




OCENA 1ZVESTAJA O PROVERI ORIGINALNOSTI DOKTORSKE
DISERTACIJE

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Univerzitetu u Beogradu i nalaza u izvestaju iz programa iThenticate kojim je izvriena provera
originalnosti doktorske disertacije ,Ispitivanje efekata, mehanizama dejstva i interakcija
eslikarbazepin acetata i metformina u eksperimentalnim modelima bola“, autora Uro$a B.
Pecikoze, konstatujem da je utvrdeno 302 podudaranja teksta sa 83 izvora (indeks sli¢nosti 8%).

Najveée podudaranje (3%) je utvrdeno sa drugom doktorskom disertacijom (autor: dr Ana
Micov) u kojoj je koriS¢ena sli¢na eksperimentatna metodologija kao i u disertaciji Urosa B.
Pecikoze (uvidom je utvrdeno da se najvedi deo preklapanja nalazi u okviru dela koji se ti¢e
opStih mesta u vezi nabavke/Cuvanja eksperimentalnih Zivotinja i nalina upotrebe
eksperimentalnih aparatura). Preklapanje teksta sa svim ostalim izvorima je jednako ili manje od
1%. Utvrdeno je da je podudarnost posledica bibliografskih podataka o kori3éenoj literaturi,
li¢nih imena, opstih mesta u vezi sa temom dokorske disertacije, metodologijom, koriéenih
mernih jedinica i skracenica, kao i prethodno publikovanih rezultata doktorandovih istraZivanja
koji su proistekli iz njegove disertacije $to je u skladu sa &lanom 9. Pravilnika.

Na osnovu svega iznetog, a u skladu sa ¢lanom 8. Stav 2. Pravilnika o postupku provere
originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu, izjavljujem da
izvestaj ukazuje na originalnost doktorske disertacije, te se propisani postupak pripreme za njenu
odbranu moZe nastaviti.

Beograd, 23.02.2021.

Mentor

M“D\ \owc

aja Tomi¢, redovni profesor
Univerzitet u Beog — Farmaceutski fakultet




