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Ispitivanje efekata, mehanizama dejstva i interakcija eslikarbazepin acetata i metformina
u eksperimentalnim modelima bola

SAZETAK

Bol je kompleksno senzorno iskustvo koje ima jasnu zastitnu ulogu, ali pod odredenim uslovima
moze da postane hroni¢no stanje koje znaCajno naruSava kvalitet zivota. Postojeci analgetici,
iako nesumnjivo korisni u terapiji razli¢itih bolnih stanja, neretko su nedovoljno efikasni ili
bezbedni. Zato postoji potreba za razvojem novih ili otkrivanjem efikasnih kombinacija
postojecih analgetika kako bi se poboljSala terapija bola.

Ciljevi ovog rada su bili ispitivanje efekata, mehanizama dejstva i interakcija dva potencijalna
alternativna analgetika, antiepileptika eslikarbazepin acetata (ESL) i antidijabetika metformina u
modelima inflamatornog i neuropatskog bola.

Efekti ESL i metformina su ispitani u modelima inflamatornog trigeminalnog, visceralnog i
somatskog bola, kao i modelu bolne dijabetesne neuropatije. Mehanizmi dejstva ESL u modelu
trigeminalnog bola su ispitani farmakoloSkim pristupom, koriS¢enjem antagonista receptora
znacajnih za modulaciju bola. Vrsta interakcije izmedu ESL/metformina i analgetika u modelima
inflamatornog i neuropatskog bola je utvrdena izobolografskom analizom.

ESL i metformin su pokazali efikasnost u svim koris¢enim modelima inflamatornog bola i u
modelu bolne dijabetesne neuropatije. Utvrdeno je da ESL ublazava trigeminalni bol
posredstvom  serotoninskih  5-HTignp,  ao/Pi-adrenergickih, muskarinskih, CB;/CB;
kanabinoidnih i opioidnih receptora. ESL 1 metformin stupaju u aditivne ili sinergisticke
interakcije sa razli¢itim analgeticima u modelima inflamatornog i neuropatskog bola.

Efikasnost ESL i metformina u modelima bola bi mogla da ukaZze na njihovu potencijalnu
klini¢ku primenu kao analgetika. Dodatno, poznavanje mehanizama dejstva ESL moze doprineti
uspesnoj primeni ovog leka u terapiji bola. Na kraju, oba leka stupaju u povoljne interakcije sa
postoje¢im analgeticima. Ovaj nalaz ukazuje na potencijalno bolju efikasnost i/ili bezbednost
kombinovane u odnosu na monoterapiju, kao i koji analgetici bi mogli biti povoljan izbor za
lecenje bola kod ljudi koji ve¢ primenjuju ESL/metformin zbog komorbiditeta.

Kljuéne reci: alternativni analgetici, eslikarbazepin acetat, metformin, inflamatorni bol,
neuropatski bol, trigeminalni bol, bolna dijabetesna neuropatija, modulacija bola, izobolograska
analiza

Naucna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Farmakologija



Examination of the effects, mechanisms of action and interactions of eslicarbazepine
acetate and metformin in experimental pain models

ABSTRACT

Pain is a complex sensory experience, which has a clear protective role, but under certain
circumstances pain can become a chronic condition that significantly impairs the quality of life.
Existing analgesics, although undoubtedly useful in the treatment of various painful conditions,
are often insufficiently effective or safe. Therefore, there is a need to develop new drugs or to
discover effective combinations of existing drugs in order to improve pain therapy.

The objectives of this study were to investigate the effects, mechanisms of action, and
interactions of two potential alternative analgesics, the antiepileptic eslicarbazepine acetate
(ESL) and the antidiabetic metformin in models of inflammatory and neuropathic pain.

The effects of ESL and metformin were examined in models of inflammatory trigeminal, visceral
and somatic pain, as well as in a model of painful diabetic neuropathy. The mechanisms of action
of ESL in the model of trigeminal pain were examined by a pharmacological approach, using
antagonists of different receptors important for pain modulation. The type of interaction between
ESL/metformin and analgesics in models of inflammatory and neuropathic pain was determined
using isobolographic analysis.

ESL and metformin were effective in all models of inflammatory pain that were used, as well as
in the model of painful diabetic neuropathy. ESL was found to relieve trigeminal pain by
activating serotonin 5-HTig/1p, 02/pi-adrenergic, muscarinic, CB;/CB; cannabinoid and opioid
receptors. ESL and metformin interacted in an additive or synergistic manner with different
analgesics in models of inflammatory and neuropathic pain.

The efficacy of ESL and metformin in pain models may indicate their potential clinical
application as analgesics. In addition, knowledge of the mechanisms of action of ESL may
contribute to the successful use of this drug in the treatment of pain. Finally, both drugs interact
favorably with existing analgesics. This finding indicates potentially better efficacy and/or safety
of combination therapy compared to monotherapy, as well as which analgesics could be a
favorable choice for the treatment of pain in people already using ESL/metformin due to
comorbidities.

Key words: alternative analgesics, eslicarbazepine acetate, metformin, inflammatory pain,
neuropathic pain, trigeminal pain, painful diabetic neuropathy, pain modulation, isobolographic
analysis

Academic expertise: Pharmacy
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1. Uvod

1.1. Bol — definicija, osnovni pojmovi i klini¢ki znacaj

Prema Medunarodnom udruZenju za proucavanje bola (engl. International Association for the Study of
Pain - IASP), bol se moze definisati kao neprijatan osecaj i emocionalno iskustvo izazvano stvarnim ili
potencijalnim oSte¢enjem tkiva. U julu 2020. godine definicija bola je proSirena, i sada ukljucuje
neprijatna i emocionalna iskustva koja nalikuju onim u kojima je prisutno stvarno ili potencijalno
oStecenje tkiva, jer je prepoznato da kod mnogih bolnih stanja ne mora da bude prisutno nikakvo
objektivno tkivno o$teéenje ili oSte¢enje neurona zaduZenih za percepciju bola (IASP, 2020).

Sposobnost opazanja bola je od presudnog znacaja za prezivljavanje organizma, i omogucava telu da
minimizira kontakt sa stimulusima iz spoljasnje sredine koji imaju potencijal da ostete tkiva. Neprijatna
(averzivna) reakcija koja se razvija prilikom susreta sa potencijalno ugrozavaju¢im stimulusima takode
ima znacajan adaptivni uticaj na ponaSanje jedinke, i omogucava osobi da u buducnosti izbegava Stetne
stimuluse (Woolf, 2010).

Pored sposobnosti opazanja ugrozavajucih stimulusa iz spoljasnje sredine od strane zdravih tkiva,
dobro je poznato da povredu tkiva moze pratiti razvoj bolne preosetljivosti. Bolna preosetljivost je
sastavni deo procesa izleCenja, gde povreda tkiva dovodi do preosetljivosti u cilju spre¢avanja
dodatnog osteCenja i promovisanja zastite oStecenog dela tela (obeshrabrivanjem daljih pokreta ili
kontakta sa povredenim delom tela). Ova vrsta bola koja prati oSteCenje tkiva je izazvana aktivacijom
¢elija imunskog sistema i zato se Cesto oznacava i kao inflamatorni bol. Kao rezultat ove
preosetljivosti, bolni stimulusi mogu dovesti do razvoja bola veéeg intenziteta nego $to je uobicajeno
(fenomen hiperalgezije) ili se inace bezbolni stimulusi mogu dozivljavati kao bolni (fenomen alodinije)
(Basbaum i sar., 2009; Woolf, 2010). Medutim, pod odredenim okolnostima, ne dolazi do prolaska
inflamatorne bolne preosetljivosti i osobe mogu osecati intenzivan bol koji ne prolazi po zaleCenju
inicijalne povrede tkiva ili je oSteCenje tkiva nemoguce trajno otkloniti, §to dovodi do nastanka
hroni¢nog bola. U dobro poznate primere hroni¢nih inflamatornih bolnih stanja spadaju razlicite
reumatske bolesti (poput osteoartritisa i reumatoidnog artritisa), bol u sklopu kancera i dr. (Basbaum i
sar., 2009; Manion i sar., 2019).

Pored bola koji prati oste¢enje tkiva, postoje i bolna stanja koja se razvijaju kao posledica oste¢enja
neurona koji su zaduzeni za prenos nociceptivnih informacija. Ova bolna stanja se oznacavaju kao
neuropatski bolovi, i mogu nastati kao posledica oste¢enja perifernih neurona (npr. od strane lekova
kao $to su citostatici, antiretrovirusni lekovi ili od strane hiperglikemije u sklopu dijabetesa) ili
centralnih neurona bolnog puta (npr. u slu¢aju multiple skleroze). Kancerski bolovi takode mogu imati
neuropatsku komponentu (Basbaum i sar., 2009; Woolf, 2010). Spadaju medu hroni¢na bolna stanja
koja su najteza za leCenje i Cesto su rezistentna na postojece farmakoloSke i nefarmakoloske mere.
Karakter neuropatskih bolova se obi¢no opisuje kao ostar, probadajuci (slican elektri¢cnom udaru), a
Cesto je prisutna 1 taktilna alodinija, gde inae bezbolni mehanicki stimulusi postaju izuzetno bolni 1
mogu nastati prilikom najmanjeg dodira poput presvlacenja ili vetra. Uobicajeno Su prisutne i senzacije
poput trnjenja ili mravinjanja, ali i gubitak senzacija (Manion i sar., 2019).

Na kraju, odredena bolna stanja nemaju u Svojoj osnovi dejstvo noksi¢nih stimulusa, oStecenje
tkiva/inflamaciju ili ostecenje neurona. Ova stanja se oznacavaju kao disfunkcionalni bolovi i smatra
se da nastaju kao posledica poremecaja funkcionisanja somatosenzornog sistema. U ova bolna stanja
ubrajaju se fibromijalgija, sindrom iritabilnog creva, poremecaji temporomandibularnog zgloba, a
prema nekim autorima i hroniéni oblici primarnih glavobolja (Manion i sar., 2019; Woolf, 2010;
2011).



Kao $to je ve¢ receno, akutni bol ima jasnu zastitnu i adaptivnu ulogu. Medutim, hroni¢na bolna stanja
(prema definiciji 1ASP, bol koji traje duze od 3 meseca) inflamatorne, neuropatske i disfunkcionalne
prirode, nemaju ni korisnu niti adaptivnu ulogu (Manion i sar., 2019; Woolf, 2010). Ova hroni¢na
bolna stanja su veoma prevalentna i predstavljaju znacajan problem kako za pojedinca, tako i za
drustvo u celini. Prema rezultatima epidemioloske studije The Global Burden of Disease Study 2019,
bol i bolesti pracene bolom spadaju medu glavne uzroke onesposobljenosti na globalnom nivou.
Prevalencija hroni¢nog bola se stalno povecava i medu 25 glavnih uzroka hroni¢ne onesposobljenosti u
opStoj populaciji spadaju bol u ledima i hroni¢ne glavobolje (narocito prevalentne kod mladih i
pacijenata srednje zivotne dobi), dok se u populaciji starih pacijenata medu 25 glavnih uzroka
onesposobljenosti dodatno nalaze 1 osteoartritis 1 drugi muskuloskeletni poremecaji (GBD 2019
Diseases and Injuries Collaborators, 2020).



1.2. Nocicepcija

Nocicepcija je proces u kome intenzivni termicki, mehanicki i hemijski stimulusi (koji su sposobni da
ostete tkivo) bivaju prepoznati od strane posebne populacije perifernih nervnih vlakana, koji se zovu
nociceptori. Nociceptori su zavrSeci specijalizovanih primarnih aferentnih neurona, koji su zaduzeni za
prepoznavanje noksi¢nih stimulusa. Nociceptori senzorno inervisu praktiéno sve delove tela, sa
izuzetkom parenhima mozga. Poseduju biofizicka i molekularna svojstva koja omogucéavaju da se
selektivno aktiviraju od strane potencijalno ostecujucih stimulusa i samo kada stimulus dostigne bolni
(noksic¢ni) intenzitet. Specijalizovani receptori, jonski kanali i intracelularni putevi su odgovorni za
specifi¢nost pojedinih podtipova nociceptora i omogucéavaju otkrivanje i prenoSenje informacija o
akutnim i hroni¢nim (perzistentnim) bolnim stimulusima (Basbaum i sar., 2009; Guan i sar., 2016).

Postoje dve glavne vrste nociceptora. U prvu grupu spadaju mijelinizirana aferentna vlakna srednjeg
pre¢nika (Ao vlakna) koja su odgovorna za nastanak akutnog, jasno definisanog, brzog bola. Druga
klasa nociceptora su tanka nemijelinizirana C vlakna koja poti¢u od neurona manjeg dijametra i koja
prenose slabije definisan, spori bol (Basbaum i sar., 2009). Vecina nociceptora su polimodalni, $to
zna¢i da mogu istovremeno prepoznati noksi¢ne stimuluse mehanicke, termic¢ke i hemijske prirode
(Basbaum i sar., 2009; Kidd i Urban, 2001).

Celijska tela nociceptora (primarni senzorni neuroni) su lokalizovana u dorzalnim ganglijama ki¢mene
mozdine (inervacija trupa i ekstremiteta), kao i u trigeminalnim ganglijama (inervacija glave i lica).
Ovi neuroni su pseudounipolarni i poseduju perifernu i centralnu aksonsku granu koje inervisu ciljno
tkivo/organ i neurone kiémene mozdine/medularnog dorzalnog roga, redom (Basbaum i sar., 2009;
Guan i sar., 2016).

Primarni senzorni neuroni bolnog puta imaju 2 osnovne funkcije u okviru procesa nocicepcije:

1) transdukcija — pretvaranje informacije o dejstvu noksi¢nih termickih/mehanic¢kih/hemijskih
stimulusa u odgovarajuce elektri¢éne impulse (akcione potencijale),

2) kondukcija i transmisija - prenoSenje senzornih informacija od perifernih zavrsetaka do ki¢mene
mozdine/medularnog dorzalnog roga (kondukcija) i sinapti¢ka transmisija senzornih informacija na
sekundarne neurone koji se nalaze u okviru specifiénih lamina ki¢mene mozdine/medularnog
dorzalnog roga (transmisija) (Basbaum i sar., 2009).

Transdukcija

Za proces transdukcije potencijalno ugrozavajuéih stimulusa od strane nociceptora, presudnu ulogu
igraju razli¢iti jonotropni receptori, receptori vezani za G-proteine, jonski kanali koji su prisutni u
membrani nociceptora. Od svih, verovatno najve¢i znaCaj za proces transdukcije nociceptivnih
stimulusa igraju jonotropni receptori iz familije TRP kanala (engl. Transient Receptor Potential
Channels) (Slika 1.1). TRP kanali se ponasaju kao katjonski jonotropni receptori i po njihovoj
aktivaciji (od strane nociceptivnih stimulusa) dolazi do influksa katjona u neuron i depolarizacije
¢elijske membrane. Ukoliko promena membranskog potencijala dostigne odgovaraju¢i prag okidanja,
stvaraju se akcioni potencijali koji prenose nociceptivne informacije ka centralnom nervnom sistemu.
Razli¢iti ¢lanovi ove familije (poput TRPV1 i TRPA1L) su polimodalni i mogu da budu aktivirani od
strane noksi¢nih stimulusa mehanicke, termicke ili hemijske prirode (Basbaum i sar., 2009; Guan i
sar., 2016; Gold, 2013).

Proinflamatorne supstance koje se stvaraju endogeno kao odgovor na oStecenje tkiva, putem
modulacije aktivnosti TRP kanala i drugih proteina odgovornih za transdukciju, mogu povecati
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osetljivost nociceptora prema termi¢kim i mehanickim stimulusima. Neki inflamatorni medijatori (npr.
protoni i lipidi) ponaSaju se kao direktni alosterni modulatori ovih kanala, dok se drugi vezuju za
sopstvene receptore na povrSini nociceptora i moduliSu aktivnost TRP kroz aktivaciju nishodnih
intracelularnih signalnih puteva (npr. prostaglandin E,, putem aktivacije prostanoidnih receptora, moze
povecati osetljivost TRPV1 kanala prema noksi¢nim stimulusima) (Basbaum i sar., 2009; Zeilhofer i
Brune, 2013). Ovi mehanizmi dovode do izrazitog pada praga aktivacije ovih kanala, kao i povecanja
amplitude odgovora na nadpragovne stimuluse (biofizicki ekvivalenti alodinije i hiperalgezije) 1 na taj
na¢in povecavaju osetljivost perifernih nociceptora prema mehanickim 1 termickim stimulusima
(proces periferne senzitizacije) (Basbaum i sar., 2009). Ovaj proces je posebno znacajan sa
farmakoloskog stanoviSta, jer nesteroidni anti-inflamatorni lekovi (NSAIL), koji spadaju medu
najkori$¢enije analgetike, inhibicijom sinteze prostaglandina spreCavaju ovaj proces senzitizacije
perifernih nociceptora (Zeilhofer i Brune, 2013). Pored proinflamatornih medijatora, poznato je da
razli€iti lekovi (npr. oksaliplatin) ili hiperglikemija, koji mogu dovesti do nastanka neuropatskog bola,
takode mogu uticati na aktivnost TRP kanala i na taj nacin olakSati proces transdukcije i doprineti
nastanku bolne preosetljivosti koja se vida kod neuropatskih bolnih stanja (Chukyo i sar., 2018; Wang
i sar., 2018).

Kondukcija

Kada se noksi¢ni mehanicki, termicki ili hemijski stimulusi procesom transdukcije prevedu u
odgovaraju¢u promenu membranskog potencijala, ova promena potencijala ukoliko je dovoljnog
intenziteta dovodi do aktivacije razli¢itih voltazno-zavisnih Na* kanala, koji imaju presudnu ulogu u
nastanku akcionih potencijala pomocu kojih se informacija prenosi ka centralnom nervnom sistemu
(Slika 1.1) (Basbaum i sar., 2009). Znacajno je naglasiti da razli¢iti proinflamatorni medijatori mogu
pozitivno modulisati aktivnost Na* kanala i na taj na¢in olaksati proces nastanka akcionih potencijala.
Na primer, prostaglandin E, putem aktivacije svojih receptora dovodi do fosforilacije Na,1.8 kanala
(koji su selektivno eksprimirani samo u nociceptorima), $to dovodi do njihove olakSane aktivacije i
doprinosi nastanku inflamatorne mehanicke i termicke hiperalgezije (Zeilhofer i Brune, 2013).
Takode, povedanje aktivnosti i/ili broja voltazno-zavisnih Na® kanala doprinosi i nastanku
neuropatskog bola, nakon povrede nerva ili pod uticajem hiperglikemije (Craner i sar., 2002; Devor,
2013).

Transmisija

Centralne aksonske grane primarnih nociceptivnih neurona se projektuju u dorzalne rogove kicmene
mozdine (inervacija trupa i ekstremiteta) i medularni dorzalni rog (inervacija glave i vrata), koji sadrze
anatomski i elektrofizioloski razliCite slojeve (lamine). Ad nociceptori se uglavnom projektuju u laminu
I, kao i u dublje slojeve dorzalnog roga (lamina V), a C nociceptori uglavnom u povrsinske lamine T i
Il. U okviru ovih slojeva ki¢mene mozdine i medularnog dorzalnog roga se nalaze sekundarni neuroni
sistema za transmisiju nociceptivnih informacija, koji se projektuju ka visim strukturama centralnog
nervnog sistema, poput talamusa i mozdanog stabla (Slika 1.1) (Basbaum i sar., 2009; Chicorro i
sar., 2017).

Inicijalno prenoSenje nociceptivnih signala sa primarnog na sekundarni senzorni neuron je posredovano
oslobadanjem glutamata iz centralnih aksonskih grana primarnih neurona i aktivacijom
AMPA/kainatnih  jonotropnih receptora na sekundarnim neuronima ($to dovodi do njihove
depolarizacije i nastanka akcionih potencijala). U ovom procesu, presudnu ulogu igraju razliciti tipovi
voltazno-zavisnih Ca** kanala, koji su odgovorni za inicijaciju egzocitoze neurotransmitera (Basbaum
i sar., 2009). Medutim, ukoliko su stimulusi velikog intenziteta i/ili postoji ponovljena stimulacija
nociceptora (npr. u slucaju perzistentne povrede tkiva ili neurona), Ad i C nociceptori pocinju pojacano
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da oslobadaju glutamat u okviru dorzalnih rogova ki¢mene/produzene mozdine, ali i druge
neurotransmitere/neuromodulatore, poput neuropeptida (npr. supstanca P). Kao posledica ovoga dolazi
do aktivacije NMDA receptora za glutamat na nivou sekundarnih neurona (koji se inace ne aktiviraju u
sludaju sporadi¢ne stimulacije). NMDA receptori su izrazito propustljivi za jone Ca®*, i porast
intracelularne koncentracije ovog jona u okviru sekundarnih neurona pokre¢e kaskadu dogadaja, Ciji
kona¢ni rezultat je povecana ekscitabilnost i olakSano stvaranje akcionih potencijala od strane
sekundarnih neurona (proces centralne senzitizacije) (Basbaum i sar., 2009; Kidd i Urban, 2001).

Pored ovog mehanizma, poznato je da periferna inflamacija i povreda nerava moze dovesti do
poveéane ekspresije voltazno-zavisnih Ca®" kanala, kao i a5 pomoéne subjedinice koja poveéava
aktivnost voltazno-zavisnih Ca®" kanala, u okviru kiémene mozdine $to olaksava transmisiju
nociceptivnih informacija sa primarnog na sekundarni senzorni neuron. Sa farmakoloskog aspekta
posebno je znacajno povecanje ekspresije a0 pomocne subjedinice, jer navedena subjedinica je ciljno
mesto dejstva antiepileptika iz grupe gabapentinoida (gabapentina i pregabalina), koji pokazuju
klinicku efikasnost kod niza razli¢itih bolnih stanja (Basbaum i sar., 2009; Patel i Dickenson, 2016;
Tomic i sar., 2018).

Ushodni putevi i supraspinalna obrada informacije o bolu

Senzorne informacije o dejstvu noksi¢nih stimulusa se preko projekcionih neurona prisutnih
dominantno u laminama I i V dorzalnog roga ki¢mene mozdine i medularnog dorzalnog roga prenose
ka mozgu. Ove informacije se prenose preko veéeg broja ushodnih puteva, ukljuc¢ujuéi spinotalamickog
1 trigeminotalamickog puta koji prenose informacije o bolu u talamus, kao 1 spinoretikulotalamickog 1
trigeminoretikulotalamickog puta koji prenose informacije o bolu u mozdano stablo (Slika 1.1).
Spino(trigemino)talamicki trakt je posebno znaajan za senzorno diskriminativne aspekte bolnog
iskustva (gde je stimulus i koliko je intenzivan), dok je spino(trigemino)retikulotalamicki put izgleda
znacajniji za nastanak averzivnih svojstava bolnih stanja. Iz talamusa i mozdanog stabla, informacija
stize do kortikalnih struktura. Bol nastaje kao posledica aktivacije razli¢itih struktura korteksa od kojih
su neke znaCajne za senzorno diskriminatorne aspekte (somatosenzorni korteks), a druge za
emocionalne aspekte bola (npr. cingulatni girus i insularni korteks) (Basbaum i sar., 2009; Villanueva
i Noseda, 2013).



cingulatni korteks

somatosenzorni korteks

primarni senzorni neuron
(nociceptor)

\
Py r | sekundarni senzorni neuron

insularni korteks

: I TRP kanal
| * Katjoni I
! Inflamatorni medijatori |
1 :c:: ’s;:::z:ndinf‘. | &
I I [11110177/1))) < — spinoretikulotalamicki ili
: ‘ / trigeminoretikulotalamicki put
:",""7;17"’ | I spinotalamicki ili
ek : | trigeminotalamicki put
Inflamatorni medijatori (npr. prostaglandini), | Primarna sinapsa puta bola
hiperglikemija, povreda nerva |
| sele e
I 7 L .
HH Glu
kondukcija | E- supse BN o S——
\ (! O o

> ) B vottazno-zavisnicat-kanali % Narjoni
~ o
t!/ B Ampaxainatireceptor Ca? joni
. NMDA receptor
A\, N receptor za supst. P

A~

transmisija

transdukcija
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Basbaum i sar., 2009)



1.3. Descendentna modulacija bola

Modulacija bola je proces u kome telo menja senzorne informacije o dejstvu noksi¢nih stimulusa,
putem uticaja na sistem nervnih vlakana koji je zaduZen za transmisiju nociceptivnih impulsa
(Kirkpatrick i sar. 2015). U prethodnom tekstu su opisani procesi periferne i centralne senzitizacije,
koji nastaju pod uticajem razli¢itih inflamatornih medijatora ili kao posledica ostecenja neurona, i koji
pozitivno moduliSu bolnu senzaciju, tj. olakSavaju nastanak nociceptivnih impulsa 1 njihovu
propagaciju u okviru sistema za transmisiju nociceptivnih informacija.

Pored navedenih procesa, bitno je naglasiti da razliCite supraspinalne strukture mogu ispoljiti mocan
uticaj na sistem za transmisiju nociceptivnih informacija. Ove mozdane strukture Cine sistem za
descendentnu (nishodnu) modulaciju bola, i mogu facilitirati ili ¢eS¢e inhibirati transmisiju
nociceptivnih informacija i tako stimulisati/inhibirati nastanak bolne senzacije. Neuronski putevi koji
vrse nishodnu modulaciju bola vode poreklo uglavnom iz regija srednjeg mozga i produzene mozdine, i
projektuju se do dorzalnih rogova ki¢mene mozdine i medularnog dorzalnog roga, gde uti¢u na proces
nociceptivne transmisije (Bannister i Dickenson, 2016; Chichorro i sar., 2017; Ossipov i sar., 2014).

Od svih mozdanih regija koje su uklju¢ene u modulaciju bola, centralnu ulogu igraju neuroni
periakveduktalne sive mase (engl. Periaqueductal Gray - PAG). PAG je deo centralnih neuronskih
kola koji kontroliSu transmisiju nociceptivnih informacija na nivou sinapse izmedu primarnog i
sekundarnog nociceptivnog neurona (koja se nekada slikovito oznacava kao kapija bola). Postoje
dokazi da elektri¢na stimulacija, kao i aktivacija opioidnih receptora u ovoj regiji proizvodi snazan
analgeticki efekat kod eksperimentalnih Zivotinja i ljudi. Takode, danas je prepoznato da je PAG izvor
descedentne inhibicije nocicepcije koja je posredovana endogenim opioidima (Bannister i Dickenson,
2016; Ossipov i sar., 2014).

Glavna struktura u koju se projektuje PAG je rostroventralna medula (RVM) i, putem aktivacije
neurona u RVM, ispoljava uticaj na nociceptivnu transmisiju u okviru kapije bola. RVM obuhvata
serotonergicka jedra, poput nucleus raphe magnus, ¢iji neuroni se projektuju ka dorzalnim rogovima
ki¢cmene mozdine, kao i medularnom dorzalnom rogu, i putem oslobadanja serotonina i dr.
neurotransmitera moduliSu proces nociceptivne transmisije. Za razliku od PAG, RVM ispoljava
dvosmerni modulatorni uticaj, tj. moze da inhibira i facilitira nastanak bolnih senzacija. Ovo je
posledica postojanja razli¢itih neuronskih populacija u okviru RVM koje pozitivno (ON ¢elije) ili
negativno moduliSu (OFF celije) proces transmisije nociceptivnih informacija u ki¢menoj
mozdini/medularnom dorzalnom rogu (Bannister i Dickenson, 2016; Chichorro i sar., 2017;
Ossipov i sar., 2014).

Neuroni PAG-RVM se takode projektuju ka noradrenergic¢kim jedrima prisutnim u okviru mozdanog
stabla, od ¢ega je posebno znacajno njihova inervacija neurona locus coeruleus-a, koji predstavljaju
glavno mesto sinteze noradrenalina u centralnom nervnom sistemu. Neuroni locus coeruleus-a, sli¢no
RVM, daju descendentne projekcije ka dorzalnim rogovima ki¢émene mozdine i medularnom
dorzalnom rogu, i putem oslobadanja noradrenalina kontroliSu nociceptivnu transmisiju na nivou kapije
bola (Bannister i Dickenson, 2016; Ossipov i sar., 2010; Samuels i Szabadi, 2008).

Imajuéi u vidu znacaj PAG-RVM osovine i descedentne modulacije bolne senzacije, ne iznenaduje
¢injenica da je u mnogim hroni¢nim bolnim stanjima nastanak bola doveden u vezu sa deficitom u
funkcionisanju nishodnih inhibitornih puteva. Disfunkcija descedentne inhibitorne modulacije je
opisana da doprinosi nastanku hroni¢nih bolnih stanja poput osteoartritisa, reumatoidnog artritisa,
fibromijalgije, sindroma iritabilnog creva (Ossipov i sar, 2014).
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Na kraju, u procesu nishodne modulacije bola ucestvuje ¢itav niz razliCitih neurotransmitera i
neuromodulatora, poput monoamina, acetilholina, endogenih kanabinoida i opioida, GABA-e, glicina i
dr. Ove supstance obezbeduju hemijski supstrat putem koga descedentni putevi iz visih struktura mogu
ispoljiti uticaj na nociceptivnu transmisiju u okviru ki¢mene mozdine i medularnog dorzalnog roga
(Bannister i Dickenson, 2016; Chichorro i sar., 2017; Millan, 2002; Ossipov i sar, 2014). Sa
farmakoloskog stanovista, veliki znacaj imaju monoamini (serotonin i noradrenalin), jer se smatra da
povecanje nishodne serotonergicke i noradrenergicke neurotransmisije na nivou kapije bola doprinosi
analgetickim svojstvima lekova iz grupe antidepresiva (Kremer i sar., 2016; Urits i sar., 2019).

U nastavku teksta je opisana uloga serotonina, noradrenalina, acetilholina, endogenih kanabinoda i
opioda u procesu modulacije bolne senzacije.

1.3.1.Uloga serotonina i serotoninskih receptora u modulaciji bola

Serotonin ima kompleksan uticaj na modulaciju bolne senzacije, i moze facilitirati ili inhibirati prenos
nociceptivnih informacija u zavisnosti od (pod)tipa receptora na koji deluje i njegove lokacije u okviru
sistema za transmisiju nociceptivnih informacija. Postoji ukupno sedam tipova serotoninskih receptora
(5-HT;-5HT7), i vecina su receptori vezani za G-proteine, sa izuzetkom 5-HTj; tipa koji predstavlja
katjonski jonotropni receptor. Posebno zna¢ajnu ulogu u procesu modulacije bola igraju serotoninski
receptori 5-HT; tipa (A, B i D podtipa) ¢ija aktivacija doprinosi ublaZenju bolne senzacije (aktivacijom
G; proteina i smanjenjem stvaranja CAMP-a), dok se serotoninski receptori 5-HT, (aktivacijom Gq
proteina i poveéanjem intracelularnih nivoa Ca®") i 5-HTs tipa (ekscitatorni jonotropni receptor)
uglavnom dovode u vezu sa nastankom i poja¢anjem bolne senzacije. Postoje dokazi da su receptori 5-
HT- tipa takode znacajni za nastanak antinociceptivnih efekata (Kayser i sar., 2007;2010; Loyd i sar.,
2013). Sa aspekta farmakoterapije bola najveci znafaj imaju 5-HTigxp receptori, jer predstavljaju
ciljno mesto dejstva lekova iz grupe triptana, koji se klinicki koriste za ublaZenje bola u napadu
migrene (Ong i Felice, 2018).

Znacajan centralan izvor serotonergi¢ke modulacije bola je RVM. Ova struktura u mozdanom stablu
obuhvata nekoliko serotonergickih jedara (poput nucleus raphe magnus), ¢iji neuroni se nishodno
projektuju ka sekundarnim neuronima u ki¢menoj mozdini i medularnom dorzalnom rogu. Aktivacija
nishodnih puteva poreklom iz RVM dovodi do povecanog oslobadanja serotonina na nivou kicmene
mozdine, koji moze proizvesti pronociceptivne ili antinociceptivne efekte u zavisnosti od toga koji tip
5-HT receptora se aktivira. Aktivacija spinalnih 5-HTy1a18/10 | 5-HT7 receptora uglavnom proizvodi
antinociceptivne efekte, dok 5-HT, i 5-HT3; receptori uglavnom imaju pronociceptivnu ulogu.
Postojanje razlicitih tipova 5-HT receptora na nivou ki¢mene mozdine moze pruziti dodatno
objasnjenje kako neuroni RVM mogu inhibirati 1 facilitirati transmisiju nociceptivnih informacija
(Banniester i Dickenson, 2017; Chicorro i sar., 2017; Ossipov i sar., 2014). Isto je od znacdaja
naglasiti da su 5-HT1g/1p receptori prisutni u okviru medularnih dorzalnih rogova, i da aktivacija ovih
receptora otezava proces trigeminalne nociceptivne transmisije sa primarnog na sekundarni senzorni
neuron, Sto predstavlja jedan od glavnih mehanizama dejstva lekova iz grupe triptana (Levy i sar.,
2004). Pored lokacije u okviru kicmene mozdine i medularnog dorzalnog roga, serotoninski receptori
5-HT1g/1p tipa su prisutni i u okviru PAG, i njihova aktivacija u ovoj oblasti se dovodi u vezu sa
dezinhibicijom nishodnih inhibitornih puteva i nastankom antinociceptivnih efekata (Akerman i sar.,
2013; Jeong i sar., 2008).

Takode, pored znacajnih efekata koje serotonin ostvaruje na nivou centralnog nervnog sistema, treba
ista¢i da su serotoninski receptori takode prisutni na perifernim aksonskim zavrSecima nociceptora
poreklom iz ganglija dorzalnog roga ki¢mene mozdine i trigeminalnih ganglija (Loyd i sar.,
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2011;2013). Na nivou perifernog nervnog sistema, serotonin se prevashodno smatra pronociceptivnim
medijatorom. Izvor perifernog serotonina su trombociti i razli¢ite imunske ¢elije koje na mestu povrede
tkiva, oslobadanjem serotonina i drugih medijatora, doprinose nastanku bola i bolne preosetljivosti.
Ulogu u ovom procesu igraju 5-HT3 receptori, ¢ija aktivacija moze direktno ekscitirati periferne
nociceptore, kao i 5-HT, receptori koji su znacajni u nastanku inflamatorne hiperalgezije (putem
povecanja osetljivosti proteina TRP familije) (Loyd i sar., 2013). Medutim, pored pronociceptivnih 5-
HT, i 5-HT3; receptora, periferni zavrSeci nociceptora na svojoj povrSini takode eksprimiraju
inhibitorne receptore 5-HT1g/1p tipa, i u farmakoloSkim eksperimentima je pokazano da aktivacija ovih
perifernih serotoninskih receptora primenom selektivnih agonista moze dovesti do nastanka
antinociceptivnih efekata (Loyd i sar., 2011;2013).

1.3.2. Uloga noradrenalina i adrenergickih receptora u modulaciji bola

Pored serotonina, noradrenalin je drugi monoamin koji igra presudnu ulogu u modulaciji transmisije
nociceptivnih informacija. Noradrenalin svoje modulatorne efekte ispoljava putem dva tipa receptora
vezanih za G-proteine, a-adrenergickih receptora (koji su podeljeni na a; i ap-adrenergicke receptore) i
B-adrenergickih receptora (koji su podeljeni na B;, B2 i Bs-adrenergicke receptore). Od svih navedenih,
verovatno je najbolje proucena uloga ap-adrenergickih receptora, za koje postoje podaci kako iz
animalnih tako i iz humanih studija da posreduju u nastanku antinociceptivnih efekata (Bannister i
Dickenson, 2016; Ossipov i sar., 2014). Ovi receptori su vezani za Gj, protein, i po aktivaciji dovode
do smanjene aktivnosti adenilat ciklaze, inhibicije voltazno-zavisnih Ca?* kanala i aktivacije K* kanala.
Dodatno, postoje dokazi da su as-adrenergicki receptori (vezani za Gq protein; dovode do povecanja
intracelularnih nivoa Ca®") uglavnom u vezi sa olakanjem transmisije nociceptivnih informacija, dok
je uloga B-adrenergickih receptora slabije proucena (Pertovaara, 2009;2013).

Glavni izvor centralne noradrenergicke modulacije bola su razli¢ita noradrenergicka jedra prisutna u
mozdanom stablu, a najvei znafaj za ovaj proces imaju neuroni locus coeruleus-a. Ovi neuroni
predstavljaju glavno mesto sinteze noradrenalina u centralnom nervnom sistemu i daju nishodne
projekcije ka neuronima dorzalnog roga ki€émene moZdine 1 medularnog dorzalnog roga koji su
zaduZeni za transmisiju nociceptivnih informacija. Dodatno, ova regija je inervisana od strane osovine
PAG-RVM, i postoje dokazi da stimulacija PAG-RVM osovine, kao i stimulacija samog locus
coeruleus-a dovodi do oslobadanja noradrenalina na nivou ki¢mene mozdine, koji putem aktivacije op-
adrenergiCkih receptora moze inhibirati nociceptivnu transmisiju (Bannister i Dickenson, 2016;
Ossipov i sar., 2014; Samuels i Szabadi, 2008). Ovi receptori su locirani presinapticki, na centralnim
aksonskim granama primarnih senzornih neurona 1 njihova aktivacija inhibira oslobadanje
neurotransmitera iz ovih zavrSetaka. Takode, ap-adrenergicki receptori su locirani 1 postsinapticki, na
membrani sekundarnih senzornih neurona i njihova aktivacija smanjuje ekscitabilnost 1 oteZava
generisanje akcionih potencijala u ovim neuronima (Pertovaara, 2013). Pored oj-adrenergic¢kih
receptora, postoje i izvesni dokazi da aktivacija centralnih B-adrenergic¢kih receptora takode moze
inhibirati transmisiju nociceptivnih informacija, dok aktivacija a; receptora na spinalnom nivou
uglavnom olakSava proces nociceptivne transmisije (Bannister i Dickenson, 2016; Ossipov i sar.,
2014; Samuels i Szabadi, 2008). Aktivnost descedentnog noradrenergickog sistema se povecava u
uslovima povrede perifernih nerava i tkiva u cilju da kompenzuje povecani priliv nociceptivnih
impulsa. Povecana efikasnost spinalnog noradrenergickog sistema moze pruziti i mehanisticko
objasnjenje za efikasnost lekova poput antidepresiva (koji inhibiraju preuzimanje noradrenalina) i
atipi¢nih opioida poput tramadola i tapentadola (takode inhibiraju preuzimanje noradrenalina) u
razli¢itim bolnim stanjima (Bannister i Dickenson, 2016; Ossipov i sar., 2014).



Pored znacajne uloge koju adrenergicki receptori igraju na nivou kicmene mozdine u kontroli procesa
nociceptivne transmisije, bitno je naglasiti da su ovi receptori prisutni i na nivou perifernih grana
primarnih senzornih neurona. U zdravom tkivu, noradrenalin ima minimalan uticaj na periferne
nociceptore i osetljivost prema bolu. Medutim, u uslovima povrede perifernih tkiva ili nerava periferno
oslobadanje noradrenalina moze posredovati u nastanku antinociceptivnih ili pronociceptivnih efekata.
Ovi razliciti periferni efekti su posledica aktivacije razli¢itih adrenergickih receptora, pri cemu veliki
broj podataka iz bihejvioralnih, neurofizioloskih i/ili klini¢kih studija ukazuju da aktivacija perifernih
ay receptora uglavnom dovodi do ublaZenja bolne senzacije, dok aktivacija perifernih o i f-
adrenergickih receptora dovodi do nastanka bola i bolne preosetljivosti (Pertovaara, 2009).

1.3.3. Uloga acetilholina i holinergickih receptora u modulaciji bola

Acetilholin 1 holinergicki receptori su Siroko distribuirani u telu i igraju znacajnu ulogu u regulaciji
razli¢itih fizioloskih procesa, kako na periferiji, tako i u centralnom nervnom sistemu. U pogledu
njihove uloge u regulaciji nocicepcije, postoji relativno puno dokaza da holinomimetici (agonisti
holinergi¢kih receptora 1 inhibitori acetilholinesteraze) imaju znaCajnu antinociceptivnu/
antihiperalgezijsku efikasnost u razli¢itim modelima inflamatornog i neuropatskog bola, kao i
analgeticku efikasnost kada se primene kod ljudi (npr. u kontroli postoperativnog bola ili prevenciji
napada migrene) (Jones i Dunlop, 2007; Naser i Kuner, 2018). Medutim, uprkos postojanju dokaza o
znacajnoj ulozi holinergicke neurotransmisije u modulaciji bolne senzacije, trenutno holinomimetici
nemaju veci klinicki znacaj za farmakoterapiju bola.

Acetilholin ispoljava svoje efekte preko dve vrste receptora, muskarinskih koji su receptori vezani za
G-proteine i nikotinskih koji predstavljaju jonotropne receptore (ligand-zavisne katjonske kanale).
Postoji ukupno 5 tipova muskarinskih receptora, ali se antinociceptivni efekti uglavhom dovode u vezu
sa muskarinskim M, receptorima. Ovi receptori su povezani sa Gjj, proteinom i dovode do smanjenja
aktivnosti adenilat ciklaze, aktivacije K* kanala i inhibicije voltazno-zavisnih Ca?* kanala. Nikotinski
receptori u centralnom nervnom sistemu su mnogo raznovrsniji, i uglavhom su organizovani kao
heteropentameri od razli¢itih o i B subjedinica (takode postoje i homopentameri, poput a7 nikotinskih
receptora). U centralnom nervnom sistemu posebno su zastupljeni oz homopentamerni i a4f, receptori.
Aktivacija nikotinskih receptora je u vezi depolarizacijom neurona kao posledica ulaska jona Na" u
éelije, medutim mogu biti propusni i za jone Ca®* (posebno o7 homopentameri) (Naser i Kuner, 2018).

Holinergicka modulacija nocicepcije je posebno znacajna na nivou ki¢mene mozdine i medularnog
dorzalnog roga (Jeong i sar., 2013; Naser i Kuner, 2018; Zhang i sar., 2007). Smatra se da su
primarni izvor acetilholina na nivou ki¢émene mozdine razli¢ite populacije interneurona. Holinergicki
interneuroni u ki¢menoj mozdini su malobrojna populacija ¢elija, ali nastavci ovih Celija grade
kompleksnu i gustu mrezu unutar lamine II dorzalnih rogova kiémene mozdine (za koju je poznato da
igra znacajnu ulogu u obradi nociceptivnih informacija) 1 inervisu veliki broj ¢elija. Od svih tipova
muskarinskih receptora, postoji najvisSe dokaza da su M, receptori znacajni za nastanak
antinociceptivnih efekata. Ovaj receptor je ujedno i najzastupljeniji tip muskarinskog receptora u
ki¢menoj mozdini (Naser i Kuner, 2018). Elektrofizioloske studije su pokazale da aktivacija
presinaptickih M, muskarinskih receptora smanjuje oslobadanje glutamata iz primarnih senzornih
neurona i na taj nacin stimulaciju sekundarnih neurona u okviru kicmene mozdine i medularnog
dorzalnog roga. Dodatno, postoje i pretpostavke da aktivacija postsinaptickih M, receptora moze
smanjiti ekscitabilnost sekundarnih neurona u ki¢cmenoj mozdini (Jeong i sar., 2013; Naser i Kuner,
2018; Zhang i sar., 2007). Pored muskarinskih, u ki¢menoj mozdini su prisutni i nikotinski
holinergicki receptori. Medutim, uloga ovih receptora nije u potpunosti jasna, jer aktivacija nikotinskih
receptora na spinalnom nivou moze da proizvede i antinociceptivne i pronociceptivne efekte, verovatno
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zbog postojanja razlicitih tipova nikotinskih receptora koji posreduju u nastanku razlicitih efekata
(Naser i Kuner, 2018). Dodatno, postoje dokazi da aktivacija nikotinskih receptora u okviru PAG, kao
I nikotinskih ili muskarinskih receptora na nivou RVM dovodi do aktivacije nishodnih inhibitornih
puteva koji se projektuju ka ki¢menoj mozdini (Jones i Dunlop, 2007; Naser i Kuner, 2018).

Pored jasne uloge u modulaciji bola na nivou centralnog nervnog sistema, holinergicki receptori Su
takode prisutni i na perifernim zavrSecima primarnih nociceptivnih neurona i njihova aktivacija moze
imati uticaj na proces generisanja nociceptivnih impulsa (Naser i Kuner, 2018). U skladu sa tim,
razli¢ite elektrofizioloske, neurohemijske i/ili bihejvioralne studije su pokazale da aktivacija perifernih
muskarinskih M, receptora dovodi do inhibicije aktivnosti perifernih nociceptora i nastanka
antinociceptivnih efekata (Fiorino i Garcia-Guzman, 2012).

1.3.4. Uloga endokanabinoida i kanabinoidnih receptora u modulaciji bola

Kanabinoidni receptori, endogeni agonisti kanabinoidnih receptora (endokanabinoidi), kao i enzimi
uklju€eni proces njihove sinteze/razgradnje su prisutni na mnogim mestima duz neuralne osovine, od
periferije do razli¢itih struktura centralnog nervnog sistema. Dva najznacajnija endokanabinoida su
arahidonoiletanolamin  (anandamid) i 2-arahidonoilglicerol, derivati arahidonske Kkiseline.
Endokanabinoidi se stvaraju po potrebi od fosfolipida ¢elijske membrane i zbog visoke lipofilnosti se
odmah oslobadaju iz Celija koje ih sintetisu (Guindon i Hohmann, 2010). Razli¢iti neurotransmiteri
koji su uklju¢eni u proces modulacije bola, poput serotonina i acetilholina, mogu dovesti do povecanja
produkcije endokanabinoida i deo svojih efekata ispoljavati putem aktivacije kanabinoidnih CB; i CB;
receptora (Burattini i sar., 2014; Gyombolai i sar., 2012; Lau i Vaughan, 2008).

Endokanabinoidi i egzogeni kanabinoidi proizvode svoje farmakoloske efekte putem aktivacije CB; i
CB, receptora, koji pripadaju superfamiliji receptora vezanih za G proteine. Aktivacija oba tipa
kanabinoidnih receptora dovodi do inhibicije aktivnosti adenilat ciklaze (putem Gj, familije proteina).
Pored toga, aktivacija CB1 receptora negativno modulise aktivnost presinapti¢kih voltazno-zavisnih
ca® (§to dovodi do smanjenog oslobadanja neurotransmitera) i poveéava aktivnost K kanala (§to
dovodi do hiperpolarizacije membrane neurona) (Guindon i Hohmann, 2010; Hohmann i Rice,
2013).

Kanabinoidni receptori se nalaze u okviru razli¢itih centralnih struktura znacajnih za transmisiju i
modulaciju nociceptivnih informacija, kao 1 na nivou perifernih zavrSetaka primarnih senzornih
neurona (s tim da su CB; receptori uglavnom locirani u okviru centralnog nervnog sistema, dok se CB,
receptori uglavnom nalaze na periferiji) (Guindon i Hohmann, 2010; Hohmann i Rice, 2013). Za
modulaciju bola, posebno znacajno je da se CB; receptori nalaze u okviru PAG i RVM, i pokazano je
da aktivacija kanabinoidnih receptora u ovim strukturama dovodi do antinociceptivnih efekata u
eksperimentalnim modelima bola. Kanabinoidni CB; receptori su uglavnom locirani presinapticki u
ovim strukturama, i pretpostavlja se da povecavaju njihovu aktivnost putem inhibicije oslobadanja
GABA-¢, sto dovodi do dezinhibicije neurona u ovim regijama mozga i pojacanja nishodne inhibitorne
modulacije bolne senzacije na nivou ki¢mene mozdine i medularnog dorzalnog roga (Akerman i sar.,
2013; Guindon i Hohmann, 2010; Hohmann i Rice, 2013). Takode, CB; receptori su locirani u
okviru povrsinskih slojeva dorzalnih rogova ki¢mene mozdine i njihova aktivacija na ovoj lokaciji
otezava transmisiju nociceptivnih impulsa sa primarnih na sekundarne senzorne neurone sistema za
transmisiju nociceptivnih informacija (Guindon i Hohmann, 2010; Hohmann i Rice, 2013).

Oba tipa kanabinoidnih receptora se takode nalaze na nivou perifernih nervnih zavrSetaka primarnih
senzornih neurona poreklom iz ganglija dorzalnih rogova kicmene mozZdine i trigeminalnih ganglija.
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Aktivacija perifernihn CB; i CB; kanabinoidnih receptora, bilo direktna (primenom odgovarajuéih
agonista) ili indirektna (primenom inhibitora razgradnje kanabinoida) dovodi do antinociceptivnih i
antihiperalgezijskih efekata u razli¢itim modelima inflamatornog i neuropatskog bola (Guindon i
Hohmann, 2010; Hossain i sar., 2020; Sdnchez Robles i sar., 2012; Wong i sar., 2017).

1.3.5. Uloga endogenih opioida i opioidnih receptora u modulaciji bola

Endogeni opioidi (endorfini, enkefalini i dinorfini) i opioidni receptori (u, k i & opioidni receptori)
igraju klju¢nu ulogu u modulaciji bolne senzacije. Podaci dobijeni koriséenjem genetski modifikovanih
zivotinja (kojima je inaktiviran jedan ili viSe gena za razli¢ite opioidne receptore ili endogene opioidne
peptide) ukazuju da je endogeni opioidni sistem veoma znacajan u kontroli osetljivosti prema
noksi¢nim stimulusima razli¢ite prirode, a izvesni podaci ukazuju da je kod pacijenata sa hroni¢nim
bolom prisutno smanjenje endogenog opioidnog tonusa (Dickenson i Kieffer, 2013; Martikainen i
sar., 2013; Nascimento i sar., 2019).

Opioidni receptori pripadaju superfamiliji receptora vezanih za G proteine. Spregnuti su sa Gip
inhibitornim proteinima i najznacajniji molekularni efekti njihove aktivacije su inhibicija aktivnosti
voltazno-zavisnih Ca®* kanala i aktivacija K* kanala. Za ova dva efekta se smatra da su esencijalni za
nastanak analgezije po aktivaciji opioidnih receptora od strane endogenih opioida i lekova koji se
ponasaju kao agonisti opioidnih receptora (Dickenson i Kieffer, 2013; Lueptow i sar., 2018).

Na supraspinalnom nivou, dve znacajne lokacije na koje deluju opioidi su PAG i RVM. Aktivacija
opioidnih receptora u ovim strukturama je u vezi pove¢anjem aktivnosti nishodnih inhibitornih puteva
koji se projektuju ka dorzalnim rogovima ki¢mene mozdine i medularnom dorzalnom rogu, gde
otezavaju transmisiju nociceptivnih impulsa. Smatra se da opioidi u ovim strukturama deluju
mehanizmom dezinhibicije, verovatno inhibicijom GABAergi¢kih neurona koji toni¢no smanjuju
aktivnost nishodnih inhibitornih puteva. Deo vlakana koja se projektuju od RVM ka ki¢menoj mozdini
su serotonergicka i enkefalinergicka, i oslobadanje ovih neurotransmitera na nivou dorzalnih rogova
kicmene mozdine i medularnog dorzalnog roga suprimira transmisiju nociceptivnih impulsa
aktivacijom odgovaraju¢ih serotoninskih i opioidnih receptora. Dodatno, PAG aktivira i
noradrenergicka jedra poput locus coeruleus-a, koji se takode projektuju ka dorzalnim rogovima
kicmene moZdine i medularnom dorzalnom rogu i putem oslobadanja noradrenalina i aktivacije
adrenergickih receptora inhibira transmisiju nociceptivnih informacija (Dickenson i Kieffer, 2013;
Lueptow i sar., 2018; Chichorro i sar., 2017).

Na nivou ki€émene moZdine, opioidni receptori su uglavnom locirani u povrSinskim slojevima
dorzalnog roga (lamine 1 i Il). Predominantan receptor na nivou ki¢mene mozdine je p-opioidni
receptor, i uglavnom je lociran presinapticki na centralnim aksonskim granama nociceptivnih primarnih
senzornih neurona. Aktivacija opioidnih receptora (koja dovodi do inhibicije voltazno-zavisnih Ca?*
kanala) dovodi do smanjenog oslobadanja neurotransmitera iz nociceptivnih aferentnih vlakana, i na taj
nacin otezava nociceptivnu transmisiju prema sekundarnim senzornim neuronima puta bola. Aktivacija
opioidnih receptora smestenih na sekundarnim (postsinapti¢kim) neuronima dovodi do povecanja
otvorenosti K* kanala i posledi¢ne hiperpolarizacije (Dickenson i Kieffer, 2013; Lueptow i sar.,
2018).

lako se smatra da su centralni efekti opioida najznacajniji za nastanak analgetickih efekata, bitno je
naglasiti da su opioidni receptori prisutni i na nivou perifernih nervnih zavrSetaka. Pod normalnim
uslovima (kada nije prisutno oSteCenje tkiva), doprinos perifernih opioidnih receptora sveukupnoj
efikasnosti opioda je minimalan. Medutim, u sluc¢aju povrede tkiva i periferne inflamacije dolazi do
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povecanja ekspresije opioidnih receptora na nivou perifernin zavrSetaka nociceptora, kao i do
povecanja efikasnosti njihove aktivacije. Dodatno, na mestu inflamacije dolazi i do nakupljanja
razli¢itih imunskih ¢elija koje proizvode endogene opioide, ¢ije oslobadanje moze doprineti ublazenju
bolne senzacije (Busch-Dienstfertig i Stein, 2010; Dickenson i Kieffer, 2013).
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1.4. Alternativni analgetici

Farmakoterapija predstavlja osnovni pristup terapiji bola. Lekovi koji se najviSe koriste za ublazavanje
bola su standardni analgetici u koje spadaju opioidi, NSAIL i paracetamol. lako su standardni
analgetici nesumnjivo korisni u terapiji razli¢itih bolnih stanja, neretko pokazuju nedovoljnu efikasnost
i/ili nepovoljan bezbednosni profil. Produzena primena NSAIL je vezi sa poveanim rizikom od
ozbiljnih gastrointestinalnih, kardiovaskularnih i renalnih nezZeljenih efekata, dok kod dugotrajne
primene (narocito velikih doza) opioida postoji rizik od nastanka fizicke zavisnosti, adikcije (prilikom
terapije hroni¢nog nemalignog bola) i respiratorne depresije (prilikom predoziranja) (Dowell i sar.,
2016; Gilron i sar., 2013; Patrignani i Patrono, 2015; WHO, 2020).

Razvoj novih analgetika u prethodnom periodu doziveo je nekoliko znacajnih neuspeha, ili zbog
nedostatka efikasnosti ili nepovoljne bezbednosti novih analgeti¢kih supstanci u klini¢kim studijama ili
postregistracionom periodu (npr. povlacenje izvesnih predstavnika COX-2 selektivnih inhibitora iz
upotrebe zbog ozbiljnih kardiovaskularnih nezeljenih efekata). Zbog poteskoc¢a u razvoju analgetika sa
novim, jedinstvenim mehanizmom dejstva posebno znacajna istrazivanja u polju farmakologije bola su
ona koja se ti¢u otkri¢a novih alternativnih analgetika. Alternativni (adjuvantni ili atipi¢ni) analgetici
predstavljaju raznorodnu grupu lekova ¢ija primarna indikacija nije terapija bola, ali koji mogu biti
efikasni u ublazavanju bolnih stanja. Navedeni pristup razvoju novih analgetika od ve¢ postojecih
lekovitih supstanci je racionalan sa vremenskog i ekonomskog aspekta, imajuéi u vidu da se radi o
lekovima koji su ve¢ odobreni za primenu kod ljudi 1 ¢ija je bezbednost poznata, Sto olakasava i
ubrzava njihov dalji razvoj kao potencijalnih analgetickih supstanci (Sisignano i sar., 2016).

U najpoznatije predstavnike alternativnih analgetika spadaju lekovi iz grupe antiepileptika i
antidepresiva. U Tabeli 1.1 su prikazane najznacéajnije zvani¢ne i off-label indikacije za primenu
antiepileptika 1 antidepresiva u razliCitim bolnim stanjima. Za vecinu antiepileptika se smatra da
proizvode analgeticki efekat menjanjem ekscitabilnosti neurona, gde putem razli¢itih mehanizama
(poput blokade voltazno-zavisnih Na* kanala ili voltazno-zavisnih Ca?* kanala) dovode do smanjene
kondukcije ili transmisije nociceptivnih impulsa (Kremer i sar., 2016; Tomic¢ i sar., 2018). U slucaju
antidepresiva, smatra se da je u osnovi njihove analgeticke efikasnosti sposobnost da potenciraju
serotonergicku i noradrenergi¢ku neurotransmisiju, za koje je poznato da igraju kljuénu ulogu u
modulaciji bola (Kremer i sar., 2016; Urits i sar., 2019).
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Tabela 1.1. Zvani¢ne i off label indikacije za antiepileptike i antidepresive koji se koriste u terapiji
razlic¢itih bolnih stanja

Antiepileptici

Gabapentin

o periferni neuropatski bol - bolna dijabetesna neuropatija (jedan od lekova prvog izbora
prema preporukama Americke asocijacije za dijabetes, ADA), post-herpeticka
neuralgija (zvanicne indikacije u EU/SAD)

o profilaksa migrenoznih glavobolja - jedan od lekova treceg izbora prema aktuelnim

. . .| preporukama Evropske federacije neuroloskih drustava (EFNS) (off label)
Gabapentinoidi _
Pregabalin

o periferni i centralni neuropatski bol - bolna dijabetesna neuropatija (jedan od lekova
prvog izbora prema preporukama Americke asocijacije za dijabetes, ADA), post-
herpeticka neuralgija, bol nakon povrede kicmene mozdine (zvanicne indikacije u
EU/SAD)

o fibromijalgija — preporuke Evropske lige za borbu protiv reumatizma (EULAR)
(zvanicna indikacija u SAD)

Karbamazepin i okskarbazepin

Dibenzazepini | © trigeminalna neuralgija - lekovi izbora za dugotrajnu terapiju trigeminalne neuralgije

prema aktuelnim preporukama Evropske federacije neuroloskih drustava (EFNS)

(zvanicna indikacija u EU/SAD za karbamazepin; off label za okskarbazepin)

o profilaksa migrenoznih glavobolja - jedan od lekova prvog izbora prema aktuelnim
preporukama Evropske federacije neuroloskih drustava (EFNS) i Americke akademije
za neurologiju i Ameri¢kog udruzenja za glavobolje (AAN/AHS) (zvanicna indikacija
u EU/SAD)

o profilaksa migrenoznih glavobolja - jedan od lekova prvog izbora prema aktuelnim
preporukama Evropske federacije neuroloskih drustava (EFNS) i Americke akademije
za neurologiju 1 Americkog udruZenja za glavobolje (AAN/AHS) (zvanicna indikacija
u SAD)

Topiramat

Valproati

Antidepresivi

Amitriptilin

o profilaksa glavobolje tenzionog tipa — lek prvog izbora prema aktuelnim preporukama
Evropske federacije neuroloskih drustava (EFNS) (zvanicna indikacija u EU)

o profilaksa migrenoznih glavobolja — jedan od lekova drugog izbora prema aktuelnim
preporukama Evropske federacije neuroloskih drustava (EFNS) i Americ¢ke akademije

Tricikli¢ni za neurologiju i Americkog udruzenja za glavobolje (AAN/AHS) (zvanicna indikacija

antidepresivi u EV)

o heuropatski bol - najvisi nivo dokaza prema NeuPSIG grupi Medunarodnog udruzenja
za proucavanje bola (IASP) (zvanicna indikacija u EU)*

*Postoje izvesni dokazi o efikasnosti u neuropatskom bolu za druge predstavnike

triciklicnih  antidepresiva — dezipramin, nortriptilin, maprotilin, imipramin,

klomipramin
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Duloksetin

o bolna dijabetesna neuropatija - jedan od lekova prvog izbora prema preporukama
Americke asocijacije za dijabetes, ADA (zvanicna indikacija u EU/SAD)

o neuropatski bol izazvan hemoterapeuticima — preporuke Ameri¢kog udruzenja
klini¢kih onkologa (ASCO) (off label)

o fibromijalgija — preporuke Evropske lige za borbu protiv reumatizma (EULAR)
(zvanicna indikacija u SAD)

o osteoartritis — preporuke za leCenje osteoartritisa Americkog koledza reumatologije

Inhibitori - (zvanicna indikacija u SAD)
reuzimanja
Eerotoninaji Venlafaksin
noradrenalina | ° neuropatski bol — jedan od lekova sa najviS§im nivoom dokaza prema NeuPSIG grupi
(SNRI) Medunarodnog udruZenja za proucavanje bola (IASP) (off label)

o profilaksa migrenozne glavobolje — jedan od lekova drugog izbora prema aktuelnim
preporukama Evropske Federacije Neuroloskih Drustava (EFNS) i Americke
akademije za neurologiju i Americ¢kog udruZenja za glavobolje (AAN/AHS) (off label)

o profilaksa glavobolje tenzionog tipa — jedan od lekova drugog izbora prema aktuelnim
preporukama Evropske Federacije Neuroloskih Drustava (EFNS) (off label)

Milnacipran
o fibromijalgija (zvanicna indikacija u SAD)

Reference: ADA, 2020b; Bendtsen i sar., 2010; 2019; eMC, 2020; Evers i sar., 2009; FDA, 2020; Finnerup
i sar., 2015; Kolasinski i sar., 2020; Loprinzi i sar., 2020; Macfarlane i sar., 2017; Silberstein i sar., 2012.

Pored antiepileptika 1 antidepresiva, postoje primeri i lekova iz drugih farmakoloskih/
farmakoterapijskih grupa koji nalaze klini¢ku primenu u terapiji bola, poput:

» antagonista p-adrenergickih receptora (propranolol i metoprolol), koji predstavljaju jedne od
lekova prvog izbora u prevenciji migrenoznih glavobolja prema aktuelnim evropskim i ameri¢kim
preporukama (Evers i sar., 2009; Silberstein i sar., 2012),

= hisfosfonata (zoledronat, ibandronat i dr. predstavnici), koji se mogu koristiti za ublazenje bola
koji prati razvoj koStanih metastaza (WHO, 2020),

= glukokortikoida, koji se sa manjim ili ve¢im uspehom primenjuju kod niza bolnih stanja, poput
osteoartritisa (Kolasinski i1 sar., 2020), migrenskog statusa ili prevencije klaster glavobolje
(Evers i sar., 2009; May i sar., 2006; Robbins i sar., 2016), kancerskog bola (WHO, 2020) i
drugih,

= blokatora Ca?* kanala, poput flunarizina koji predstavlja jedan od lekova prvog izbora za
prevenciju napada migrene (Evers i sar., 2009), ili verapamila koji predstavlja terapiju izbora za
prevenciju klaster glavobolja (May i sar., 2006; Robbins i sar., 2016).

Poslednjih godina, posebno su interesantni nalazi da lekovi iz grupe antibakterijskih lekova (poput
odredenih B-laktama i tetraciklina) i antidijabetika (poput metformina i pioglitazona) su pokazali
analgeticku efikasnost u razli¢itim modelima inflamatornog i neuropatskog bola (Sisignano i sar.,
2016; Stepanovic¢-Petrovi¢ i sar., 2014).

Kombinovana primena alternativnih i standardnih analgetika

Znacajan aspekt savremene terapije bola je multimodalna analgezija - kombinovanje analgetika (iz
razli¢itih farmakoloSkih grupa) u cilju optimizovanja efikasnosti i/ili bezbednosti terapije. Idealna
kombinacija bi pozeljno trebalo da se sastoji od lekova koji imaju razli¢it mehanizam dejstva, razlic¢it
profil nezeljenih efekata i minimalan potencijal da stupaju u nepozeljne farmakokineticke interakcije
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(Gilron i sar., 2013). Alternativni analgetici, zbog mehanizama dejstva i bezbednosnog profila koji se
uglavnom razlikuju od postoje¢ih standardnih analgetika, predstavljaju koristan dodatak
konvencionalnoj terapiji, jer mogu omoguciti postizanje optimalne analgezije uz manje doze
standardne terapije (i posledi¢no, manje dozno-zavisnih neZeljenih efekata). Na primer, postoje dokazi
da primena gabapentinoida ili duloksetina moze biti koristan dodatak standardnim analgeticima u cilju
povecanja efikasnosti terapije postoperativhog bola, kao i da moze umanjiti potrebu sa opioidnim
analgeticima (Govil i sar., 2020; Tiippana i sar., 2007; Yao i sar., 2015; Zhang i sar., 2011).
Alternativni analgetici se takode mogu i medusobno kombinovati, posebno u terapiji neuropatskih
bolova (Gilron i sar., 2013; Mao i sar., 2011). U skladu sa tim, ispitivanje interakcija izmedu novih
alternativnih 1 postoje¢ih analgetka ima veliki klinicki znacaj, jer moZe ukazati na povoljnost ili
nepovoljnost odredenih kombinacija (kroz otkrie sinergistickih, aditivnih ili antagonistickih
interakcija) i doprineti boljoj terapiji bola.

1.4.1. Eslikarbazepin acetat

Eslikarbazepin acetat (ESL) je predstavnik Ill generacije antiepileptika, koji je 2009. godine odobren u
Evropi i 2013. godine u SAD za terapiju fokalnih epilepti¢énih napada (inicijalno kao adjuvantna
terapija, a kasnije i kao monoterapija fokalnih napada). Primarni mehanizam antikonvulzivnog dejstva
ESL je blokada voltazno-zavisnih Na* kanala (Heo, 2020; Lawthom i sar., 2018; Shirley i Dhillon,
2016). Ovaj antiepileptik predstavlja prolek, koji se nakon oralne primene brzo i gotovo potpuno
hidrolizuje u jetri do aktivhog metabolita eslikarbazepina koji je odgovoran za farmakoloske efekte
(Soares da Silva i sar., 2015).

ESL pripada grupi dibenzazepinskih antiepileptika (u koju takode spadaju karbamazepin i
okskarbazepin) (Slika 1.2), ali kao posledica malih strukturnih razlika na poziciji 10,11
dibenzazepinskog prstena ima odredene prednosti u odnosu na starije predstavnike ove grupe u pogledu
farmakokinetike/metabolizma i1 farmakodinamike. Ove farmakokinetiC¢ke 1 farmakodinamske razlike
dovode do bolje podnosljivosti ESL, efikasnosti u lecenju fokalnih epilepsija kod pacijenata koji nisu
imali povoljan odgovor na starije predstavnike dibenzazepina, manje Kklinicki znacajnih
farmakokinetic¢kih interakcija, i povoljniji rezim doziranja (Lawthom i sar., 2018).

Za razliku od karbamazepina, ESL se ne metaboliSe do epoksidnog metabolita koji doprinosi
nezeljenim efektima karbamazepina (poput pospanosti, vrtoglavice i diplopije). Dodatno, ESL nije
sklon indukciji enzima, zbog ¢ega ima manji uticaj na sopstvenu metabolicku razgradnju, metaboli¢ku
razgradnju drugih lekova (ponasa se kao slab induktor CYP3A4 izoenzima i UDP-glukuronil
transferaze) 1 enzime ukljucene u endogene metabolicke puteve (potencijalno manji rizik od razvoja
osteoporoze, seksualne disfunkcije, i poremecaja lipidnog profila) (Heo, 2020; Lawthom i sar., 2018).
Dodatno, na farmakokinetiku ESL ne uti€u znaCajno antiepileptici koji su induktori mikrozomalnih
enzima jetre i valproat, a sam ESL ne uti¢e na farmakokinetiku lamotrigina (Sto je od znacaja u slucaju
kombinovane primene ova dva antiepileptika u terapiji fokalnih epilepsija) (Heo, 2020; Lawthom i
sar., 2018).
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karbamazepin okskarbazepin eslikarbazepin acetat
/\ R-likarbazepin okskarbazepin
karbamazepin 10,11-epoksid  R-likarbazepin S-likarbazepin S-likarbazepin
R-likarbazepin : S-likarbazepin R-likarbazepin : S-likarbazepin
1:4 1:19

Slika 1.2. Hemijska struktura i metabolizam dibenzazepinskih antiepileptika (preuzeto iz Lawthom i sar.,
2018)

Metabolizam ESL se takode razlikuje od metabolizma okskarbazepina. Okskarbazepin se u organizmu
brzo transformiSe do aktivnog hidroksilovanog metabolita (monohidroksi derivata) koji predstavlja
kombinaciju enantiomera S-likarbazepina (eslikarbazepina) i R-likarbazepina (u odnosu 4:1).
Metabolizam ESL je stereoselektivan i1 dovodi do stvaranja vece koli¢ine farmakoloski aktivnog
metabolita eslikarbazepina (Slika 1.2). Ovaj stereoselektivni metabolizam ESL ne dovodi do ranih
pikova u koncentraciji R-likarbazepina i okskarbazepina u plazmi i cerebrospinalnoj te¢nosti koji se
zapazaju nakon primene okskarbazepina, i za koje se smatra da doprinose nezeljenim efektima poput
vrtoglavice i glavobolje (Heo, 2020; Lawthom i sar., 2018).

Kao posledica duZeg poluvremena eliminacije aktivnog metabolita, ESL se uobifajeno primenjuje
jednom dnevno, za razliku od starijih predstavnika dibenzazepina koji se primenjuju 2-3 puta dnevno,
zavisno od doze i farmaceutskog oblika, Sto bi moglo da doprinese poboljaSnju adherence od strane
pacijenata (Heo, 2020; Lawthom i sar., 2018).

U pogledu farmakodinamskih karakteristika, u in vitro elektrofizioloskim studijama su zapazene neke
znafajne razlike izmedu aktivnog metabolita ESL, eslikarbazepina, i karbamazepina/okskarbazepina.
Eslikarbazepin pokazuje veéi afinitet vezivanja za voltazno-zavisne Na* kanale u inaktivnom stanju u
odnosu na karbamazepin/okskarbazepin i pretezno smanjuje broj dostupnih Na* kanala pospesivanjem
procesa njihove spore inaktivacije (dok karbamazepin/okskarbazepin uglavnom smanjuju dostupnost
Na® kanala potenciranjem procesa brze inaktivacije) (Soares da Silva i sar., 2015). Ove
farmakodinamske razlike mogu pruziti objasnjenje za efikasnost ESL u terapiji fokalnih epilepsija kod
pacijenata koji nisu imali povoljan odgovor na karbamazepin/okskarbazepin (Lawthom i sar., 2018).
Dodatno, za eslikarbazepin je pokazano da ne potencira aktivaciju GABAA receptora (karbamazepin
potencira aktivnost ovih kanala, sto se dovodi u vezu sa 2pogoréanjem apsansnih epilepti¢nih napada) i
da poseduje sposobnost da blokira voltazno-zavisne Ca™" kanale T tipa (Cay3.2.) §to moze doprineti
antiepileptogenim efektima koji su pokazani u animalnim modelima (Soares da Silva i sar., 2015).
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Dibenzazepinski antiepileptici i terapija bola

Karbamazepin i okskarbazepin su pokazali efikasnost u razliitim modelima inflamatornog bola
(Foong i Satoh, 1984a; Stepanovié¢-Petrovi¢ i sar., 2008; Tomi¢ i sar., 2004), kao i neuropatskog
bola (npr. u modelu bolne dijabetesne neuropatije i neuropatije izazvane kompresijom korena
trigeminalnog nerva) (Jeon i sar., 2012; Tomi¢ i sar., 2010a). U klini¢kim uslovima, karbamazepin i
okskarbazepin predstavljaju lekove izbora u terapiji trigeminalne neuralgije (Bendtsen i sar., 2019), a
pokazali su izvesnu efikasnost u terapiji drugih bolnih stanja (npr. u leCenju bolne dijabetesne
neuropatije) (Finnerup i sar., 2010; Wiffen i sar., 2014). Za ESL trenutno ima malo klini¢kih
podataka u vezi njegovog analgetickog dejstva, prevashodno u leCenju trigeminalne neuralgije
(Alcantara Montero i Sdnchez Carnerero, 2017; Sanchez-Larsen i sar., 2018).

Tacan mehanizam analgetickog dejstva dibenzazepina nije u potpunosti razjasnjen. Osnovni
mehanizam za koji se smatra da je odgovoran za antikonvulzivno dejstvo dibenzazepinskih
antiepileptika je blokada voltazno-zavisnih Na® kanala (Soares-da-Silva i sar., 2015) i ovaj
mehanizam verovatno doprinosi analgetickoj efikasnosti ovih lekova (Tomi€ i sar., 2018). Medutim,
opisani su i dodatni bioloski efekti dibenzazepinskih predstavnika koji bi mogli da doprinesu njihovim
analgetickim svojstvima. U vezi sa tim, za starije dibenzazepine je pokazano da povecavaju
serotonergicku (Baf i sar., 1994; Clinckers i sar., 2005; Tanahashi i sar., 2012), noradrenergi¢ku
(Baf i sar., 1994; Olpe i Jones, 1983) i holinergicku neurotransmisiju (Mizuno i sar., 2000; Zhu i
sar., 2002) i nivoe navedenih medijatora u razli¢itim regijama centralnog nervnog sistema.
Likarbazepin (koji predstavlja racemsku smeSu eslikarbazepina i R-likarbazepina) takode povecava
serotonergicku neurotransmisiju (Clinckers i sar., 2005). Serotonin, noradrenalin i acetilholin igraju
vaznu ulogu u modulaciji nocicepcije, i pojacanje neurotransmisije posredovane ovim medijatorima
moze dovesti do smanjenja ili pojacanja bolne senzacije, zavisno od tipa/podtipa receptora i njegove
lokalizacije u okviru bolnog puta (videti deo 1.3. Descendentna modulacija bola). Dodatno, postoje
dokazi da dibenzazepini ublazavaju bol direktnim uticajem na medularni dorzalni rog i PAG, dve
strukture koje su ukljuc¢ene u transmisiju i modulaciju bola u trigeminalnoj regiji, i koje predstavljaju
vazno mesto dejstva endogenih i egzogenih kanabinoida i/ili opioida (Foong i Satoh, 1984b; 1985).

Imajuéi u vidu znacaj karbamazepina i1 okskarbazepina kao analgetika (naroc€ito u terapiji trigeminalnih
bolova), ispitivanje antinociceptivnih/antihiperalgezijskih efekata ESL u razli¢itim modelima
inflamatornog i neuropatskog bola, kao i mehanizama koji doprinose ovim efektima, bi moglo da ukaze
na potencijalnu novu terapijsku primenu ovog antiepileptika kao analgetika i da pros$iri postojeci
repertoar alternativnih analgetika. Ako se uzme u obzir da ESL poseduje povoljnije farmakokineticke
karakteristike i potencijalno bolji bezbednosni profil u odnosu na starije dibenzazepinske predstavnike
(Heo, 2020; Lawthom i sar., 2018) mogao bi da bude bolji kandidat za kombinovanu terapiju bola u
odnosu na njih, a posebno bi bilo znacajno ispitati njegove interakcije u modelima trigeminalnog bola
(gde se dibenzazepini najvise koriste).

1.4.2. Metformin

Metformin predstavlja lek izbora za inicijalnu terapiju dijabetes melitusa tipa 2 kod vecine pacijenata,
jer poseduje visoku antihiperglikemijsku efikasnost, povoljan bezbednosni profil, nizak potencijal za
interakcije, nisku cenu, kao i sposobnost da prevenira ozbiljne kardiovaskularne dogadaje i smrtne
ishode. Dodatno, metformin se moze koristiti i za prevenciju razvoja dijabetesa tipa 2 kod odredenih
grupa pacijenata u predijabetesnom stanju (ADA, 2020a).
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Pored dobro ustanovljene primene metformina u terapiji dijabetesa tipa 2, poslednjih godina su brojne
pretklinicke i/ili klini¢ke studije pokazale da metformin moze ispoljiti korisne preventivne ili terapijske
efekte kod niza patoloskih stanja, poput razlicitih bolesti jetre, bubrega, kardiovaskularnog sistema,
kancera, odredenih neuroloskih bolesti, ali i kod razli¢itih bolnih stanja (Price i sar., 2016; Steinberg
i Carling, 2019; Wang i sar., 2017).

Postoje brojni eksperimentalni dokazi da metformin poseduje analgeticka svojstva u razli¢itim
modelima inflamatornog i neuropatskog bola (u Tabeli 1.2 je prikazan pregled najznacajnijih
eksperimentalnih radova u kojima je pokazana analgeticka efikasnost metformina). Znacajan
eksperimentalan rezultat sa klinickog aspekta je efikasnost metformina u ublazavanju bihejvioralnih
manifestacija bolne dijabetesne neuropatije, a posebno interesantan je nalaz da metformin moze da
ublazi bolnu preosetljivost nakon akutne (sistemske ili lokalne periferne) primene u modelima
dijabetesne neuropatije (Huang i sar., 2016; Wang i sar., 2018). Ovi rezultati sugeriSu da bi
analgeticki efekat metformina mogao da se vida i nezavisno od njegovog povoljnog uticaja na nivo
glikemije. Takode, metformin je pokazao i efikasnost nakon akutne sistemske primene u ublazavanju
manifestacija inflamatornog bola (Russe i sar., 2013).

Pored rezultata iz pretklini¢kih studija, postoje i izvesni klini¢ki dokazi o analgetiCkim efektima
metformina (Tabela 1.3), gde je uglavnom ustanovljena efikasnost metformina u ublazavanju razlicitih
oblika neuropatskog bola. Ovi nalazi su uglavnom u skladu sa rezultatima pretklini¢kih studija. Pored
rezultata navedenih u Tabeli 1.3, od znacaja su i nalazi iz opservacione studije Pop-Busui i sar. (2009),
koji su utvrdili da je primena metformina (u kombinaciji sa tiazolidindionima) u vezi sa nizom
prevalencijom nastanka dijabetesne neuropatije kod dijabeti¢ara koji su le€eni ovom kombinacijom
lekova.

20



Tabela 1.2. Najznacajnije pretklini¢ke studije U kojima je pokazana analgeti¢ka efikasnost metformina

Model bola

Najznacajniji rezultati

Reference

Inflamatorni bol

Formalinski test

» |duZine nociceptivnog ponasanja u II fazi
testa (100 mg/kg, akutna primena)

Russe i sar., 2013

Inflamacija izazvana
intraplantarnom
injekcijom zimosana

» |mehanicke hiperalgezije indukovane
zimosanom (100 mg/kg, akutna primena)

Efekat metformina je izostao kod AMPKa2™"
miseva (sa inaktivnom katalitickom
subjedinicom AMPK)

Russe i sar., 2013

Modeli
postoperativnog bola

» |mehanicke preosetljivosti (30-200
mg/kg/dan, produZena primena)

Burton i sar., 2017
Das i sar., 2019

Model visceralnog bola
izazvan
lipopolisaharidom

= | visceralne alodinije i permeabilnosti
kolona (5-50 mg/kg/dan, produzena primena)

Nozu i sar., 2019

Neuropatski bol

Modeli bolne
dijabetesne
neuropatije

* | mehanicke alodinije kod db/db miseva
(250 mg/kg/dan, produzena primena)

» | mehanicke alodinije kod db/db miSeva (50
mmol/L, akutna lokalna intraplantarna
primena)

» | mehanicke alodinije kod Zivotinja sa
dijabetesom indukovanim streptozotocinom
(250 mg/kg, akutna primena ili 30-500
mg/kg/dan produZzena primena)

= | termiCke preosetljivosti (hladne i tople),
kod zivotinja sa dijabetesom indukovanim
streptozotocinom (30-500 mg/kg/dan,
produzena primena)

Byrne i sar., 2015
Huang i sar., 2016
Ma i sar., 2015
Wang i sar., 2018

Neuropatski bol
izazvan
hemoterapeuticima

» |mehanicke alodinije indukovane
cisplatinom ili paklitakselom (200
mg/kg/dan, produzena primena)

= |mehanicke i termicke hiperalgezije
indukovane oksaliplatinom (25 pg, akutna
intratekalna primena)

» |mehanicke alodinije indukovane
bortezomibom (150 mg/kg/dan, produzena
primena)

Ling i sar., 2017
Ludmanii
Melemedjian, 2019
Mao-Ying i sar.,
2014

Neuropatski bol
izazvan povredom ili
podvezivanjem nerava

» | mehanicke preosetljivosti (50-1000 mg/kg,
akutna ili produzena primena)

*» | termicke preosetljivosti (50-250
mg/kg/dan, produzena primena)

Augusto i sar., 2019
Geisar., 2018
Inyang i sar., 2019
Liuisar., 2019
Weng i sar., 2019

Neuropatski bol
izazvan povredom
ki¢émene moZdine

» | mehanicke i termicke alodinije (10-100
mg/kg, akutna primena)

Afshari i sar., 2018
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Tabela 1.3. Klini¢ke studije u kojima je pokazana analgeticka efikasnost metformina

Vrsta bolnog Dizajn studije i broj

Glavni rezultati Referenca

stanja ucesnika
= Retrospektivna studija ) g:;?g:aettabg; Esd
Lumbalna " 46 pacijenata na terapiji primenjivali metformin je

metforminom i 94 pacijenata Taylor i sar., 2013

radikulopatija

koji nisu primenjivali
metformin

bio znacajno nizi u odnosu
na grupu koja nije
primenjivala metformin

Neuropatija
indukovana
oksaliplatinom

Prospektivna randomizovana
studija prevencije
oksaliplatinske neuropatije
kod pacijenata sa
kolorektalnim karcinomom
koji se podvrgavaju
FOLFOX-4 hemoterapiji

= Analizirani su podaci 20

pacijenata koji su uzimali
metforminom (3 x 500 mg
dnevno) i 20 kontrolnih
pacijenata

U grupi pacijenata koji su
primenjivali metformin bio
je znac¢ajno nizi broj
pacijenata sa neuropatijom
nivoa 2 i 3, kao i znac¢ajno
nizi intenzitet bola.
Dodatno, bili su znacajno
nizi nivoi malondialdehida
(marker oksidativnog
stresa)

El-Fatatry i sar.,
2018

Radikularni bol
(subakutna i
hronicna
cervikalna i
lumbosakralna
radikulopatija)

Prospektivna dvostruko slepa
studija

Ispitan efekat kombinacije
pregabalina (75 mg/dan) i
metformina (500 mg/dan)
tokom 3 meseca na intenzitet
radikularnog bola

35 pacijenata (monoterapija
pregabalinom) i 36
pacijenata (kombinacija
metformina i pregabalina)

Kombinovana primena
pregabalina i metformina je
znacajno ublazila bol

Nije utvrdena znacajna
razlika u odnosu na grupu
tretiranu monoterapijom
pregabalinom

Ansari i sar., 2018

Fibromijalgija

= Pilot (otvorena) klini¢ka

studija

= Sest 7ena sa fibromijalgijom

(200 mg/dan metformina
tokom mesec dana)

Metformin je znacajno
ublazio bol

Metformin je ublazio
pratece manifestacije
fibromijalgije, poput broja
osetljivih tacaka, umora,
depresivnih simptoma

Bullon i sar., 2016

Analgeticka svojstva metformina su dovedena u vezu sa njegovom sposobno$¢u da aktivira AMP-
zavisnu protein kinazu, mehanizmom koji se razlikuje od postoje¢ih standardnih 1 alternativnih
analgetika (Price i sar., 2016; Russe i sar., 2013). Pored jedinstvenog mehanizma dejstva, metformin
poseduje dobar bezbednosni profil i nije sklon farmakokinetickim interakcijama (ADA, 2020a;
Graham i sar., 2011), $to ga Cini povoljnim za kombinovanje sa postoje¢im analgeticima. Imajuci u
vidu da dijabeticari neretko boluju od razli€itih artriticnih poremecaja (koje prati inflamatorni bol)
(CDC, 2008) i bolne dijabetesne neuropatije (Feldman i sar., 2019), od znacaja je prosiriti postojece
podatke o antinociceptivnoj/antihiperalgezijskoj efikasnosti ovog antidijabetika i ispitati njegove
interakcije sa lekovima koji su pokazali efikasnost u terapiji inflamatornih i neuropatskih bolnih stanja
kod ljudi.
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2. Ciljevi rada

Ciljevi ove doktorske disertacije su bili:

1.

Ispitivanje efekata ESL u eksperimentalnim modelima bola

1.1.Ispitati efekte sistemski i/ili lokalno periferno primenjenog ESL u modelima

inflamatornog i neuropatskog bola:

= u modelu inflamatornog trigeminalnog bola (orofacijalni formalinski test) — uticaj na duzinu
nociceptivnog ponasanja u prvoj i drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa,

= u modelu inflamatornog visceralnog bola (test gréeva izazvanih sir¢etnom kiselinom) — uticaj
na broj abdominalnih kontrakcija izazvanih intraperitonealnom injekcijom sir¢etne kiseline,

= u modelu bolne dijabetesne neuropatije indukovane streptozotocinom — uticaj na termicku i
mehanicku hiperalgeziju koja se razvija kod dijabeti¢nih Zivotinja.

1.2.Ispitati efekat ESL u rotarod testu:
= ispitati efekat velikih doza ESL na motornu spretnost eksperimentalnih zivotinja i odrediti
srednju efektivnu dozu za narusavanje motorne koordinacije (TDsp),
= jigpitati efekat najvece testirane doze ESL (koja je koris¢ena u modelu bolne dijabetesne
neuropatije) na motornu spretnost dijabeti¢nih zivotinja.

Ispitati mehanizme dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola, koris$¢enjem
farmakolo$kog pristupa (sistemskom i/ili lokalnom perifernom primenom antagonista razli¢itih
receptora znacajnih za modulaciju bola):

= serotoninskih 5-HTyg/1p receptora,

" o, ap | B-adrenergickih receptora,

* muskarinskih i1 nikotinskih holinergickih receptora,

= CB; i CB; kanabinoidnih receptora,

= opioidnih receptora.

Ispitati vrstu interakcija izmedu ESL i standardnih/alternativnih analgetika (koji se klini¢ki
primenjuju kod razli¢itih bolnih stanja u trigeminalnoj regiji) u modelu inflamatornog
trigeminalnog bola:
= jspitati efekte paracetamola, propifenazona, naproksena, zolmitriptana i metoklopramida u
orofacijalnom formalinskom testu,
= jspitati efekte dvokomponentnih kombinacija ESL i paracetamola/propifenazona/naproksena/
zolmitriptana/metoklopramida u orofacijalnom formalinskom testu,
= utvrditi tip interakcije izmedu ESL i standardnih/alternativnih analgetika izobolografskom
analizom.

ObrazloZenje za izbor analgetika za ispitivanje interakcija sa ESL u modelu inflamatornog
trigeminalnog bola: Paracetamol i naproksen su standardni analgetici koji se uobicajeno koriste za
ublazavanje razliitih bolnih stanja u trigeminalnoj regiji, samostalno ili u kombinaciji sa drugim
lekovima (npr. glavobolja tenzionog tipa, migrena, odontogeni bol) (Bendtsen i sar., 2010; Evers i
sar., 2009; Gibbs i Hargreaves, 2013). Propifenazon pripada grupi pirazolonskih derivata, koji se
u mnogim zemljama koriste za leCenje razli¢itih bolnih stanja (ukljucujuéi bola u trigeminalnoj
regiji), i koje odlikuje povoljan gastrointestinalni i kardiovaskularni bezbednosni profil
(Konijnenbelt-Peters i sar., 2017; Wehling, 2014). Zolmitriptan je lek iz grupe triptana, koji se
prevashodno upotrebljavaju u tretmanu napada migrene (Evers i sar., 2009; Ong i De Felice,
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2018). Metoklopramid se uobicajeno koristi u tretmanu napada migrene, zbog svojih antiemetickih
1 prokineti¢kih svojstava (koja mogu pojacati efekat oralno primenjenih lekova), ali je takode
pokazano da poseduje analgeticku efikasnost u ublazavanju migrenoznog bola u pretklinickim 1
klini¢kim studijama (Evers i sar., 2009; Doganay Aydin i sar., 2017; Ong i De Felice, 2018; Orr
i sar., 2016).

Ispitivanje efekata metformina u eksperimentalnim modelima bola

4.1.Ispitati efekte sistemski primenjenog metformina u modelima inflamatornog i
neuropatskog bola:
= u modelu inflamatornog somatskog bola (hiperalgezija indukovana karageninom) — uticaj na
mehanic¢ku hiperalgeziju,
= u modelu bolne dijabetesne neuropatije indukovane streptozotocinom — uticaj na mehanic¢ku
hiperalgeziju koja se razvija kod dijabeti¢nih Zivotinja.

4.2.1spitati efekat metformina u rotarod testu:
= ispitati efekat najvece testirane doze (koja je koriS¢ena u modelu somatskog inflamatornog
bola) na motornu spretnost eksperimentalnih Zivotinja.

Ispitivanje interakcija izmedu metformina i standardnih/alternativnih analgetika u
eksperimentalnim modelima bola:

5.1. Ispitati vrstu interakcija izmedu metformina i standardnih/alternativnih analgetika (koji
se Kklini¢ki primenjuju u tretmanu razli¢itih inflamatornih bolnih stanja) u modelu
inflamatornog somatskog bola:
= ispitati efekte ibuprofena, aspirina, tramadola i pregabalina u modelu inflamatornog

somatskog bola (hiperalgezija indukovana karageninom) — wuticaj na mehani¢ku
hiperalgeziju,
= ispitati efekte dvokomponentnih kombinacija metformina i ibuprofena/aspirina/tramadola/
pregabalina u modelu inflamatornog somatskog bola (hiperalgezija indukovana
karageninom) — uticaj na mehanicku hiperalgeziju,
= utvrditi tip interakcije izmedu metformina i standardnih/alternativnin analgetika
izobolografskom analizom.
ObrazloZenje za izbor analgetika za ispitivanje interakcija sa metforminom u modelu
inflamatornog somatskog bola: Ibuprofen i aspirin spadaju u grupu neselektivnih NSAIL i
predstavljaju jedne od najcesce koriS¢enih analgetika za leCenje bolova inflamatorne prirode
(Delaney i sar., 2011). Tramadol je atipi¢ni opioidni analgetik koji je indikovan u terapiji
umerenih ili intenzivnih bolova. Smatra se da ima povoljniji bezbednosni profil u odnosu na
druge opioidne analgetike, ali kao monoterapija nije uvek efikasan u ublazavanju intenzivnih
bolova (zbog Cega se Cesto kombinuje sa neopioidnim analgeticima, poput paracetamola)
(Dhillon, 2010; Grond i Sablotzki, 2004; Radbruch i sar., 2013). Pregabalin je
gabapentinoidni antiepileptik koji predstavlja jedan od lekova izbora za leCenje razlicitih formi
neuropatskog bola (Stahl i sar., 2013), ali se neretko koristi off label u terapiji drugih bolnih
stanja (npr. bola u ledima) (Giladi i sar., 2015). Dodatno, pregabalin se pokazao kao koristan
adjuvans konvencionalnim analgeticima u terapiji postoperativnog bola i osteoartritisa (Ohtori i
sar., 2013; Zhang i sar., 2011).
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5.2.Ispitati vrstu interakcije izmedu metformina i standardnih/alternativnih analgetika (koji

su se pokazali efikasnim u tretmanu dijabetesne neuropatije) u modelu bolne dijabetesne

neuropatije:

= ispitati efekte duloksetina, oksikodona i vitamina B1, u modelu bolne dijabetesne neuropatije
- Uticaj na mehanicku hiperalgeziju kod dijabeti¢nih Zivotinja,

= jispitati efekte dvokomponentnih kombinacija metformina i ESL/duloksetina/oksikodona/
vitamina B, u modelu bolne dijabetesne neuropatije - uticaj na mehanic¢ku hiperalgeziju kod
dijabeticnih zivotinja,

= utvrditi tip interakcije izmedu metformina 1 standardnih/alternativnih analgetika
izobolografskom analizom.

ObrazloZenje za izbor analgetika za ispitivanje interakcija sa metforminom u modelu
bolne dijabetesne neuropatije: Duloksetin je antidepresiv iz grupe SNRI, i predstavlja jedan
od lekova prvog izbora za leCenje bolne dijabetesne neuropatije prema aktuelnim stru¢nim
preporukama (ADA, 2020b). Oksikodon je predstavnik opioidnih analgetika za koga je
pokazana klinicka efikasnost u ublazavanju bolne dijabetesne neuropatije (Gimbel i sar., 2003;
Watson i sar., 2003), ali zbog bezbednosnih rizika, primena oksikodona i drugih opioida se
preporucuje samo u sluc¢aju neefikasnosti bezbednijih lekova (Pop-Busui i sar., 2017). Vitamin
Bi2» je pokazao klinicku efikasnost u ublaZzavanju odredenih manifestacija dijabetesne
neuropatije (Buesing i sar., 2019). Dodatno, poznato je da hroni¢na primena metformina moze
dovesti do deficijencije ovog vitamina (Aroda i sar., 2016; Out i sar., 2018; Yang i sar.,
2019), sto se dovodi u vezu sa pogorSanjem simptoma neuropatije kod dijabeticara.
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3. Materijal i metode

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su izvedene na muzjacima miseva Swiss Webster (mase 20-30 g) i C57BI/6 soja (mase
20-30 g na pocetku eksperimenata i starosti oko 3 meseca), kao i na muzjacima pacova Wistar soja
(mase 180-220 @). Zivotinje su uzgajane na Vojnomedicinskoj Akademiji Republike Srbije. Swiss
Webster misevi su kori§¢eni u modelu inflamatornog trigeminalnog i visceralnog bola, C57B1/6 misevi
u modelu bolne dijabetesne neuropatije, a Wistar pacovi u modelu inflamatornog somatskog bola.
Dodatno, miSevi oba soja, kao i pacovi kori§¢eni su za procenu uticaja razliitih tretmana na motornu
spretnost eksperimentalnih Zivotinja (pomocu rotarod testa).

Zivotinje su CGuvane u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta u Beogradu, pod standardnim
laboratorijskim uslovima: temperatura od 20-25°C, relativna vlaznost vazduha od 60%, sa trajanjem
svetle i tamne faza po 12h. Zivotinje su bile smestene u kavezima od pleksiglasa, sa Zi¢anom resetkom
i podlogom od drvene strugotine. U jednom kavezu bilo je smeSteno po 4-8 miSeva ili 4-6 pacova.
Hrana (briketi za ishranu eksperimentalnih zivotinja, Veterinarski zavod ,,Subotica” A.D., Srbija) i
voda bili su dostupni ad libitum, osim tokom trajanja eksperimenta. Sve zivotinje su najmanje 3 dana
pre pocetka eksperimenta boravile u prostorijama vivarijuma u cilju prilagodavanja na novu sredinu.
Na dan eksperimenta, zivotinje su iz vivarijuma prenoSene u laboratoriju bar 1 h pre pocetka
eksperimenta. Svi eksperimenti su izvodeni uvek u isto doba dana (od 8 do 16h), kako bi se izbegle
cirkadijalne varijacije u bihejvioralnim testovima.

Eksperimentalne grupe su se sastojale od 5-12 Zivotinja. Za svaki eksperimentalni model postojala je
odgovaraju¢a  kontrolna grupa koja je u istoj =zapremini dobijala vehikulum za
rastvaranje/suspendovanje ispitivanih supstanci i bila je podvrgnuta istoj eksperimentalnoj proceduri.
Svaka Zivotinja je koriS¢ena u eksperimentu samo jednom. Nakon zavrSetka eksperimenta, zZivotinje su
Zrtvovane ugljen-dioksidom. 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 i1 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. U toku celokupnog istrazivanja upotrebljeno je oko 850
miseva Swiss Webster soja, 450 miseva C57BL/6 soja i 300 pacova Wistar soja.
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3.2. Eksperimentalne supstance

U cilju indukcije bolnog stanja kod eksperimentalnih zivotinja, korisS¢ene su sledec¢e algogene
supstance:

formalin (Reahem, Srbija) — za orofacijalni formalinski test,

sir¢etna Kiselina (Zorka Pharma, Srbija) — za test gréeva,

karagenin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) — za izazivanje inflamatorne mehanicke
hiperalgezije u pacova,

streptozotocin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) - za izazivanje dijabetesa i bolne
dijabetesne neuropatije u miSeva.

U eksperimentima u kojima je ispitivana efikasnost ESL i metformina u razli¢itim modelima bola,
koriSéene su sledece supstance:

eslikarbazepin acetat (cista supstanca: Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka; tabletna smesa:
Zebinix®, Bial Portela & CA, Portugalija),

metformin (cista supstanca: Galenika AD Beograd, Srbija; tabletna smesa: Glucophage®, Merck
KGaA, Nemacka).

Za ispitivanje mehanizma dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola, kori$¢eni su slede¢i
receptorski antagonisti:

GR 127935-hidrohlorid, hidrat (N-[4-metoksi-3-(4-metil-1-piperazinil)fenil]-2"-metil-4"-(5-
metil-1,2,4-oksadiazol-3-il)-1,1"-bifenil-4-karboksiamid-hidrohlorid hidrat; Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Nemacka) — antagonist serotoninskih 5-HT1g/1p receptora,

prazosin-hidrohlorid (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) — antagonist o;-adrenergickih
receptora,

johimbin-hidrohlorid (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) — antagonist a,-adrenergickih
receptora,

propranolol-hidrohlorid (Galenika AD Beograd, Srbija) — neselektivni antagonist -
adrenergickih receptora,

metoprolol-tartarat (Presolol®, Hemofarm AD Vr3ac, Srbija) — antagonist pi-adrenergickih
receptora,

atropin-sulfat (Zhejiang Essuan, Kina) — neselektivni antagonist muskarinskih receptora,
mekamilamin-hidrohlorid (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) — neselektivni antagonist
nikotinskih receptora,

AM251 (1-(2,4-dihlorofenil)-5-(4-jodofenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-pirazol-3-karboksiamid;
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) — antagonist kanabinoidnih CB; receptora,

AMG630 (6-jodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)etil]-1H-indol-3-il](4-metoksifenil)metanon; Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) — antagonist kanabinoidnih CB; receptora,
nalokson-hidrohlorid, dihidrat (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) — neselektivni
antagonist opioidnih receptora.
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U eksperimentima u kojima je ispitan efekat dvokomponentnih kombinacija ESL/metformina i
standardnih/alternativnih analgetika, kori$¢ene su sledece aktivne supstance:

U modelu inflamatornog trigeminalnog bola

e paracetamol (tabletna smesa: Panadol®, GSK Dungarvan Ltd., Irska),

e propifenazon (¢ista supstanca: Alkaloid AD Skoplje, Makedonija),

e naproksen (tabletna smesa: Nalgesin® forte, Krka Tovarna Zdravil D.D., Slovenija),
e zolmitriptan (tabletna smesa: Zomig®, AstraZeneca UK Limited, Velika Britanija),
e metoklopramid (tabletna smesa: Klometol®, Galenika AD Beograd, Srbija),

U modelu inflamatornog somatskog bola

e ibuprofen (¢ista supstanca: Aliapharm GmbH, Nemacka),

e aspirin (tabletna smesa: Aspirin, Bayer Bitterfeld GmbH, Nemacka),

e tramadol (rastvor za injekciju: Trodon, Hemofarm AD Vrsac, Srbija),

e pregabalin (tabletna smesa: Lyrica®, Pfizer Manufacturing Deutschland GmbH, Nemag&ka),

U modelu bolne dijabetesne neuropatije

e duloksetin (tabletna smesa: Cymbalta®, Lilly S.A., Spanija),

e oksikodon (tabletna smesa: OxyContin®, Mundipharma GmbH, Nemacka),

e vitamin By, u obliku hidroksokobalamina (rastvor za injekciju: OHB12, Galenika AD Beograd,
Srbija).

3.3. Priprema i primena algogenih supstanci

Rastvor formalina se pripremao razblazivanjem komercijalno dostupnog Stoka fizioloSkim rastvorom
do koncentracije od 2% (v/v) i primenjivao se supkutano (s.c.) u perinazalnu regiju mieva u zapremini
od 20 pL koris¢enjem mikrolitarskog Sprica i 26G igle. Za test gréeva, razblazena sirCetna kiselina
(0,75% vlv, u fizioloskom rastvoru) je primenjivana intraperitonealno (i.p.) u zapremini od 10 mL/kg
telesne mase miSeva. Karagenin (1% m/v) se dan pre planiranih eksperimenata dispergovao u
fizioloSkom rastvoru i primenjivao intraplantarno (100 pL po Sapi pacova), pomocu Sprica i 26G igle.
Streptozotocin se, neposredno pre primene, rastvarao u 0,03 M citrathom puferu (pH = 4,5) |
primenjivao i.p. u zapremini od 10 mL/kg telesne mase miseva.

3.4. Priprema i primena aktivnih supstanci

Vecina aktivnih supstanci je aplikovana peroralnim (p.0.) putem kori$¢enjem intragastri¢ne sonde za
miSeve ili pacove. Za p.0. primenu pripremane su suspenzije/rastvori lekovitih supstanci u
odgovaraju¢em vehikulumu (destilovanoj vodi, sa ili bez dodatka kapi Tween 80 radi postizanja bolje
homogenosti suspenzije tabletne smeSe). Jedino metformin i1 tramadol (rastvoreni/razblazeni u
fizioloskom rastvoru) su pacovima primenjeni i.p. putem, zbog niske oralne bioraspolozivosti ovih
supstanci kod pacova (Manconi i sar., 2013; Zhao i sar., 2008), kao i vitamin B, koji je primenjen
i.p. kod miseva, zbog uobicajene parenteralne primene hidroksokobalamina u klinickim uslovima.
Suspenzije/rastvori aktivnih supstanci primenjene su u finalnoj zapremini od 10 mL/kg telesne mase
miseva ili 2 mL/kg telesne mase pacova.

U eksperimentima u kojima je ispitivan efekat/mehanizam dejstva ESL nakon lokalne periferne
primene pripremljen je Stok rastvor rastvaranjem ESL u cistom dimetilsulfoksidu (DMSO), a
neposredno pre eksperimenta Stok rastvor je razblaZen fizioloSkim rastvorom do odgovarajuce
koncentracije. U ovim eksperimentima ESL je s.c. ubrizgavan u perinazalnu regiju u zapremini od 20
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uL. Finalna koncentracija DMSO je bila 20% (v/v) u svim tretmanima koji su primenjivani lokalno u
perinazalnu regiju miseva.

3.5. Priprema i primena receptorskih antagonista

Stok rastvori antagonista su pripremljeni rastvaranjem antagonista u fizioloskom rastvoru (GR 127935,
propranolol, atropin, mekamilamin, nalokson) ili DMSO (johimbin, prazosin, AM251, AM630), a
neposredno pre primene su razblazeni fizioloSkim rastvorom do odgovarajuée koncentracije.
Metoprolol (u obliku komercijalno dostupnog rastvora za injekcije) je razblazen fizioloSkim rastvorom.
Rastvori antagonista su aplikovani i.p. (u zapremini od 10 mL/kg telesne mase miseva) ili lokalno
periferno u perinazalnu regiju, sa ili bez ESL (u kona¢noj zapremini od 20 uL). Najveca finalna
koncentracija DMSO u sistemskim tretmanima je bila 4,8% (v/v), a u lokalnim tretmanima 20% (v/v).

3.6. Eksperimentalni modeli bola

3.6.1. Model inflamatornog trigeminalnog bola

Kao model inflamatornog trigeminalnog bola kori$¢en je orofacijalni formalinski test. Test je izveden
prema Luccarini i sar. (2006) uz manje izmene. MiSevi Swiss Webster soja su ostavljeni da se
adaptiraju na uslove komore za posmatranje od pleksiglasa (30 x 25 x 25 cm®), 30 minuta pre podetka
testa. Posle adaptacije, miSevima je s.c. ubrizgavan rastvor formalina (u perinazalnu regiju). Nakon
injekcije, pratili smo vreme koje zivotinje provode u nociceptivnom ponasanju (trljanje njuske
ipsilateralnom prednjom ili zadnjom Sapom) tokom 45 minuta. Injekcija formalina izaziva dve
karakteristi¢ne faze nociceptivnog ponasanja koje su posledica razli¢itih mehanizama: prva faza je
kratkotrajna (0-9 min), javlja se neposredno nakon injekcije formalina i posledica je aktivacije
nociceptora od strane formalina i drugih supstanci koje se oslobadaju na mestu ostecenja tkiva; druga
faza je dugotrajnija (9-45 min) i posledica je zapaljenjske reakcije na mestu injekcije i promena na
nivou centralnih neuronskih puteva koje olakSavaju transmisiju nociceptivnih informacija (centralna
senzitizacija) (Sawynok i Liu, 2003).

Ovaj test je koriscen za ispitivanje:

e antinociceptivnih efekata sistemski (p.o.) i lokalno periferno primenjenog ESL (s.c. u perinazalnu
regiju miSeva),

e mehanizama antinociceptivnog efekta ESL i

e antinociceptivnih efekata dvokomponentnih kombinacija ESL i razli¢itih standardnih/alternativnih
analgetika (paracetamola, propifenazona, naproksena, zolmitriptana i metoklopramida) i
utvrdivanje tipa njihove medusobne interakcije.

3.6.1.1. Ispitivanje efikasnosti ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

Razli¢ite grupe miSeva su oralno tretirane suspenzijom ESL ili vehikulumom (destilovanom vodom),
60 min pre injekcije formalina, nakon ¢ega smo pratili uticaj tretmana na duzinu nociceptivnog
ponasanja u prvoj i drugoj fazi testa (Slika 3.1A). Dodatno, ispitali smo efikasnost ESL nakon lokalne
periferne primene u perinazalnu regiju miseva. U okviru ovih eksperimenata ESL ili vehikulum (20%
DMSO u fizioloskom rastvoru) su primenjivani s.c. u perinazalnu regiju, 20 min pre injekcije formalina
(Slika 3.1B). U cilju potvrde da je antinociceptivni efekat periferno primenjenog ESL lokalne prirode
(a ne posledica resorpcije i ispoljavanja sistemskog dejstva), ispitan je efekat najvece testirane lokalne
doze ESL (30 pg/misu) nakon s.c. kontralateralne primene (u odnosu na stranu formalinske injekcije),
u posebnoj eksperimentalnoj grupi miseva.
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Vreme koje su miSevi proveli u nociceptivnom ponasanju je mereno u trominutnim intervalima. Pored
toga, mereno je i ukupno, kumulativno, vreme (T) provedeno u nociceptivnom ponasanju u svakoj fazi
testa. Za supstancu se smatra da je ispoljila antinociceptivnu efikasnost ako dovede do znacajnog
skra¢enja vremena koje zivotinje provode u nociceptivnom ponasanju. Kumulativne T vrednosti (u
sekundama) za svaku fazu testa prevedene su u procenat antinociceptivne aktivnosti (%6AN) prema
slede¢oj formuli (Tomié i sar., 2015):

(srednja vrednost T kontrolne grupe — T pojedinacne Zivotinje u test grupi)
%AN = - x 100
srednja vrednost T kontrolne grupe

U eksperimentu u kom je ispitivana efikasnost sistemski primenjenog ESL, ispitane su Cetiri razliCite
doze ESL, dok su u slucaju lokalne periferne primene ESL ispitane tri razli¢ite doze ovog
antiepileptika. Srednje efektivne doze (EDsp vrednosti) ESL za oba puta primene su odredene
primenom linearne regresione analize odnosa log doze i antinociceptivnog efekta (Tallarida, 2000;
Tallarida i Murray, 1986).

3.6.1.2. Ispitivanje mehanizma dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

Za ispitivanje mehanizma dejstva ESL u ovom modelu bola koristili smo farmakoloski pristup. Pratili
smo uticaj antagonista razli¢itih receptora znacajnih za modulaciju nocicepcije na antinociceptivni
efekat fiksne, submaksimalne doze ESL koja je pokazala znacajan antinociceptivni efekat (60 mg/Kkg;
p.o.). Koristili smo fiksnu submaksimalnu dozu ESL koja je efikasna samo u drugoj fazi orofacijalnog
formalinskog testa, zbog veéeg znacaja ove faze za klinicka bolna stanja u trigeminalnoj regiji. Prvo
smo ispitali uticaj razli¢itih antagonista nakon sistemske primene na antinociceptivni efekat sistemski
primenjenog ESL. U ovim eksperimentima, antagonisti su primenjivani i.p. neposredno nakon ESL (60
min pre injekcije formalina) (Slika 3.1A).

Dodatno, ispitali smo i efekat odredenih antagonista nakon lokalne periferne primene u perinazalnu
regiju. U okviru ovih eksperimenata, antagonisti su primenjivani s.c. zajedno sa ESL u perinazalnu
regiju miSeva, 20 min pre injekcije formalina. Kao i u slucaju sistemske primene, koristili smo fiksnu
submaksimalnu dozu ESL koja je pokazala znaCajan efekat nakon lokalne periferne primene (15
ug/misu; s.c.) (Slika 3.1B). Stepen inhibicije (u procentima) antinociceptivnog efekta ESL u drugoj
fazi testa je racunat prema slede¢oj formuli (Tomic¢ i sar., 2015):

%AN, pri .
%I =100 — ( u prisustvu antagoniste

0 .
Y0ANy odsustvu antagoniste

) x 100

Kako bismo iskljucili moguénost da je uticaj antagonista na antinociceptivni efekat ESL posledica
njihovog intrinzickog efekta u orofacijalnom formalinskom testu, ispitali smo i uticaj najvecih
testiranih sistemskih i lokalnih doza antagonista, kada se primene samostalno bez ESL, na duzinu
nociceptivnog ponasanja u ovom testu.
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60 min |
p.o. ESL (10 mL/kg) s.c. injekcija formalina Vreme provedeno u
+ (2%, 20 pL) nociceptivnom ponasanju
i.p. antagonist (10 mU/kg) 0-9 min (I faza) i 9-45 min (Il faza)
/'\ /\

7 | 20 min & | |
I I I

s.c. ESL s.c. injekcija formalina Vreme provedeno u
+ (2%, 20 pL) nociceptivhom ponasanju
antagonist (20 pL) 0-9 min (I faza) i 9-45 min (Il faza)

60 min I
p.o. ESL + analgetik s.c. injekcija formalina Vreme provedeno u
(10 ml/kg) (2%, 20 pL) nociceptivhom ponasanju
fiksni udeli ED5, 0-9 min (I faza) i 9-45 min (ll faza)

vrednosti

Slika 3.1. Eksperimentalni protokol za ispitivanje efekata, mehanizama dejstva (A i B) i interakcija
eslikarbazepin acetata (ESL) (C) u modelu inflamatornog trigeminalnog bola kod miseva. i.p. =
intraperitonealno; p.o. = oralno; s.c. = supkutano.
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3.6.1.3. lIspitivanje efekata dvokomponentnih kombinacija ESL 1 analgetika u modelu
inflamatornog trigeminalnog bola

U okviru ovih eksperimenata, prvo smo ispitali antinociceptivni efekat pojedina¢nih
standardnih/alternativnih analgetika (paracetamola, propifenazona, naproksena, zolmitriptana i
metoklopramida) u orofacijalnom formalinskom testu. Za svaki analgetik ispitane su Cetiri razli¢ite
doze i odredene su njihove EDsg vrednosti (linearnom regresionom analizom odnosa log doze i efekta)
za drugu fazu testa. Svi analgetici su primenjeni p.o. 60 min pre injekcije formalina (Slika 3.1C).
Nakon toga, pristupili smo ispitivanju antinociceptivne efikasnosti dvokomponentnih kombinacija ESL
i standardnih/alternativnih analgetika u istom testu. ESL i analgetici su primenjivani u dozama koje
odgovaraju fiksnim udelima njihovih srednjih efektivnih doza (1/16, 1/8, 1/5, 1/4, 1/3 i/ili 1/2 EDs), a
antinociceptivni efekat je raCunat na goreopisan nacin (Slika 3.1C). Za svaku dvokomponentnu
kombinaciju ESL i analgetika ispitali smo antinociceptivnu efikasnost Cetiri razlicite doze kombinacije,
nakon Cega su odredene eksperimentalne EDsp vrednosti kombinacija (EDsg mix). U cilju odredivanja
vrste interakcije koristili smo izobolografsku analizu (opisana u delu 3.7. Analiza vrste interakcije
izmedu dva leka — izobolografska analiza; videti dole).

3.6.2. Model inflamatornog visceralnog bola

Kao model inflamatornog visceralnog bola korisc¢en je test gréeva, izazvanih i.p. injekcijom rastvora
siréetne kiseline (0,75% v/v). Sir¢etna kiselina izaziva karakteristicne gréeve (abdominalne kontrakcije,
izvijanje tela unazad sa opruzanjem jedne ili obe Sape), koji se mogu kvantifikovati u odredenom
vremenskom intervalu. Gréevi po¢inju da se broje 5 minuta nakon i.p. injekcije sir¢etne kiseline tokom
narednih 15 minuta. Za supstancu se smatra da je ispoljila antinociceptivni efekat ako dovede do
znacajnog smanjenja broja gréeva u odnosu na kontrolnu grupu (Stepanovi¢-Petrovié i sar., 2008).

Ovaj model je kori$¢en za ispitivanje antinociceptivne efikasnosti ESL. Razli¢ite grupe miSeva su p.o.
tretirane suspenzijom ESL ili vehikulumom (destilovanom vodom), 55 min pre injekcije siréetne
kiseline. Antinociceptivni efekat (%AN) svake doze je izraCunat na osnovu broja gréeva (N),
kori§¢enjem sledece formule (Stepanovic-Petrovié i sar., 2014):

(srednja vrednost N kontrolne grupe — N pojedina¢ne zZivotinje u test grupi)
%AN = - x 100
srednja vrednost N kontrolne grupe

U ovom modelu ispitali smo ¢etiri razli¢ite doze ESL i odredili EDsg vrednost linearnom regresionom
analizom odnosa log doze ESL i antinociceptivnog efekta (Tallarida, 2000; Tallarida i Murray,
1986).

3.6.3. Model inflamatornog somatskog bola

Kao model somatskog inflamatornog bola koris¢en je model inflamatorne mehanicke hiperalgezije
Sape pacova indukovane intraplantarnom injekcijom proinflamatornog sredstva, karagenina (Micov i
sar., 2010; Tomi¢ i sar., 2013). Rastvor karagenina (1% m/v) je primenjivan u zadnju desnu Sapu
pacova Wistar soja. Inflamacija indukovana karageninom je primer akutne inflamatorne reakcije u
sklopu koje brzo dolazi do razvoja kardinalnih manifestacija zapaljenja — bolne preosetljivosti
(hiperalgezije) i edema. Inflamacija izazvana karageninom se razvija kao posledica efekta velikog broja
proinflamatornih medijatora — histamina, serotonina, bradikinina, prostaglandina i drugih (Morris,
2003).

Razvoj mehanicke hiperalgezije nakon injekcije karagenina, kao i antihiperalgezijska aktivnost
razli¢itih tretmana prac¢ena je merenjem mehanickog praga povlacenja Sape (engl. Paw Withdrawal
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Threshold, PWT) pomocu elektronskog Von Frey aparata (IITC Life Science, SAD) (Slika 3.2). Pacovi
su smestani U providne, plasticne komore koje su bile postavljene na metalnu podlogu sa perforiranim
dnom i ostavljeni oko 30 min da se adaptiraju na novu sredinu. Nakon toga, izmerene su bazalne PWT
vrednosti pre injekcije karagenina. Mehanicka stimulacija zadnje desne Sape je izvrSena pomocu
semifleksibilnog filamenta koji je bio povezan za trandjuserom aparata. Vrh filamenta je postavljen pod
pravim uglom na plantarnu stranu zadnje desne Sape i mehanicka sila je postepeno povecavana (tako da
ne izazove odizanje Sape od podloge) sve do pojave bihejvioralne reakcije kod pacova (naglo
povlacenje Sape). Sila (u gramima) koja je bila potrebna da izazove brzo povlacenje Sape je automatski
zabelezena na digitalnom ekranu aparata. Nakon izazivanja inflamacije, dolazi do postepenog
smanjivanja PWT vrednosti inflamirane Sape (efikasni antihiperalgezijski tretmani su sposobni da
preveniraju smanjenje ili mogu dovesti do poveéanja PWT vrednosti). Rezultati su prikazani kao
razlika (df) izmedu bazalnih PWT vrednosti (pre injekcije karagenina) i PWT vrednosti nakon primene
karagenina (Vivancos i sar., 2004):

df = P‘NTpre injekcije karagenina (g) - l:,WTposle injekcije karagenina (g)

U ovom modelu ispitali smo:

e antihiperalgezijsku aktivnost sistemski primenjenog metformina i

e antihiperalgezijsku aktivnost dvokomponentnih kombinacija metformina i standardnih/alternativnih
analgetika (ibuprofena, aspirina, tramadola i pregabalina) i tip interakcije izmedu njih.

3.6.3.1. Ispitivanje antihiperalgezijske aktivnosti metformina

Za ispitivanje antihiperalgezijskin efekata metformina, lek je primenjivan i.p. neposredno pre
intraplantarne injekcije karagenina. Kontrolna grupa zivotinja je dobila vehikulum (fizioloski rastvor)
I.p. u istoj zapremini i intraplantarnu injekciju karagenina. Bazalne PWT vrednosti su izmerene pre
izazivanja inflamacije i pre primene metformina. Test merenja su vr$ena u sedam vremenskih tacaka -
60, 90, 120, 150, 180, 240 i 300 min nakon izazivanja inflamacije Sape. Za svaku vremensku tacku,
izmerene su barem cetiri PWT vrednosti za svakog pacova, a srednja vrednost je koriS¢ena u daljim
izraCunavanjima (Slika 3.2A). Antihiperalgezijska aktivnost (%0AH) metformina je racunata za svaku
vremensku tacku prema slede¢oj formuli:

(srednja vrednost df kontrolne grupe — df pojedinaé¢ne Zivotinje u test grupi)
%AH = - x 100
srednja vrednost df kontrolne grupe

Ukoliko je df pojedina¢ne zivotinje u test grupi bila veca od srednje vrednosti df kontrolne grupe,
racunato je da je %AH efekat 0%.

U ovom eksperimentalnom modelu ispitali smo antihiperalgezijsku efikasnost Cetiri razlic¢ite doze
metformina. EDsg vrednost metformina utvrdena je regresionom analizom linearnog dela odgovarajuce
krive odnosa log doze i antihiperalgezijskog efekta (Tallarida, 2000; Tallarida i Murray, 1986).

3.6.3.2. Ispitivanje antihiperalgezijske aktivnosti dvokomponentnih kombinacija metformina i
standardnih/alternativnih analgetika

U ovim eksperimentima, prvo je ispitana antihiperalgezijska aktivnost pojedinac¢nih
standardnih/alternativnih analgetika (ibuprofena, aspirina, tramadola i pregabalina). Za svaki analgetik
ispitane su Cetiri doze i odredene su njihove EDsp vrednosti (u vreme postizanja maksimalnog
antihiperalgezijskog efekta). Ibuprofen i pregabalin su primenjeni p.o. neposredno pre injektovanja
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karagenina. Aspirin je primenjen p.o. 30 min nakon indukcije inflamacije, a tramadol i.p. 45 min nakon
karageninske injekcije (Slika 3.2B). Vreme primene analgetika je izabrano na osnovu vremena
postizanja maksimalnog efekta metformina, literaturnih podataka o vremenskom toku razvoja
karageninske inflamacije i duzini dejstva/vremenu postizanja maksimalnih antihiperalgezijskih efekata
pojedinacnih analgetika (Fernandez-Duenas i sar., 2008; Hurley i sar., 2002; Russe i sar., 2013;
Rutten i sar., 2011; Tomic¢ i sar., 2013).

Nakon odredivanja efikasnosti i EDsy vrednosti pojedinacnih analgetika, pristupilo se ispitivanju
efikasnosti dvokomponentnih kombinacija metformina i ibuprofena/aspirina/tramadola/pregabalina. Za
svaku kombinaciju ispitane su Cetiri doze kombinacije metformina i pojedina¢nog analgetika (koje su
se sastojale od 1/16, 1/8, 1/4 i 1/2 EDs vrednosti pojedinaénih lekova). Kao i u sluéaju ispitivanja
antihiperalgezijske aktivnosti metformina, bazalne PWT vrednosti su izmerene pre izazivanja
inflamacije i primene analgetika/kombinacija, a test merenja su vrsena 60, 90, 120, 150, 180, 240 i 300
min nakon izazivanja inflamacije Sape. Za svaku vremensku tacku, izmerene su barem cetiri PWT
vrednosti za svakog pacova, a srednja vrednost je koris¢ena u daljim izracunavanjima (Slika 3.2B). Na
osnovu PWT vrednosti pre i nakon indukcije inflamacije izraCunati su maksimalni %AH (na
goreopisan nacin) koji su posle koris¢eni za odredivanje eksperimentalne EDso vrednosti kombinacije
(EDso mix)- U cilju odredivanja vrste interakcije koristili smo izobolografsku analizu (opisana u delu 3.7.
Analiza vrste interakcije izmedu dva leka — izobolografska analiza; videti dole).

A

-30 min 0 min 0 min
=] o
’yv l%.,,

Merenje bazalnih i.pl. karagenin Razvoj mehanicke
vrednosti pomoc¢u (1%, 100 pL) hiperalgezije i

i.p. metformin

2 mL/k
Von Frey aparata ( 9) merenje anti-
hiperalgezijskog
B efekta tokom 5 sati
-30 min 0 min 0 min
peg, ~15, 30 min 45 min
| I I I I I
Merenje bazalnih i i ; ; - ; Razvoj mehanicke
s . -p. metformin + i.pl. karagenin p.o. aspirin  i.p. tramadol Vol g
vrednosti pomoc¢u p.o. ibuprofen (1%,100 pL) (2 mL/kg) (2 mL/kg) hiperalgezije i

Von Frey aparata ili pregabalin (2

mL/kg)
fiksni udeli ED;,

fiksni udeli ED;, fiksni udeli ED;,

merenje anti-
hiperalgezijskog
efekta tokom 5 sati

Slika 3.2. Eksperimentalni protokol za ispitivanje efekata (A) i interakcija (B) metformina (MET) u modelu
inflamatornog somatskog bola kod pacova. i.p. = intraperitonealno; i.pl. = intraplantarno; p.o. = oralno.
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3.6.4. Model bolne dijabetesne neuropatije
Kao model neuropatskog bola koriS¢en je model bolne dijabetesne neuropatije indukovane
streptozotocinom u miseva (Micov i sar. 2015; Tomi¢ i sar. 2010a).

3.6.4.1. Indukcija dijabetesa i odredivanje glikemije

Dijabetes je izazivan kod muzjaka miSeva C57BIl/6 soja pojedinatnom dozom streptozotocina (150
mg/kg; i.p.). Dve nedelje nakon primene streptozotocina, odredivala se koncentracija glukoze u krvi
misSeva u cilju potvrde razvoja dijabetesa. Krv je uzorkovana iz repne vene miSeva, a glikemija je
odredivana kori$¢enjem automatskog meraca glukoze u krvi sa opsegom merenja 1,1-33,3 mmol/L
(GlucoSure Autocode, Prizma, Srbija). Misevi sa glikemijom > 13,9 mmol/L (250 mg/dL) smatrali su
se dijabeti¢nim (Slika 3.3) (Micov i sar. 2015; Tomi¢ i sar. 2010a).

3.6.4.2. Procena mehanicke i termicke hiperalgezije

Za procenu razvoja hiperalgezije (bolne preosetljivosti) kod dijabeti¢nih Zivotinja kori§éeni su aparati
za izvodenje Von Frey testa, za procenu mehanicke hiperalgezije, i testa izmicanja repa pod uticajem
toplote (tail-flick test), za procenu termicke hiperalgezije (Micov i sar. 2015; Tomi¢ i sar. 2010a).

Testiranje mehanicke hiperalgezije sprovedeno je na sli¢an nacin koji je opisan u delu 3.6.3. Model
inflamatornog somatskog bola. Misevima su merene PWT vrednosti (u gramima) pre indukcije
dijabetesa, kao i nakon indukcije dijabetesa (2 i 3 nedelje posle primene streptozotocina). Nakon
indukcije dijabetesa, dolazi do progresivnog smanjenja PWT vrednosti kod dijabeti¢nih Zivotinja, kao
odraz razvoja mehanicke hiperalgezije. Nivo mehanicke hiperalgezije koji se razvija kod dijabeti¢nih
zivotinja je raunat prema sledecoj formuli:

%HA PWT bazal (2 ili 3 nedelje nakon indukcije) — PW Ibazal (pre indukcije) 100%
b — X 0
PWThazal (pre indukcije)

Za testiranje razvoja termicke hiperalgezije kod dijabeti¢nih miSeva kori$éen je test izmicanja repa pod
uticajem toplote (tail-flick test) (Le Bars i sar., 2001; Micov i sar., 2015; Tomic¢ i sar., 2010a). Test
se izvodi tako $to se na kozu repa miSeva aplikuje toplotni stimulus, a bolna reakcija zivotinje
manifestuje se izmicanjem repa. U okviru testa se meri reakciono vreme (u sekundama) koje protekne
od trenutka izlaganja repa Zivotinje toplotnom zracenju do trenutka kada zivotinja naglo pomeri rep, §to
ukazuje da je dostignut prag bola. Za potrebe izvodenja testa, miSevi su smeStani u plasti¢ne
perforirane drzace cilindricnog oblika (dijametra oko 3,2 cm i duzine oko 8 cm). Uodi testiranja,
Zivotinje su adaptirane na drzace, u kojima su boravili po 30 min tokom 3 uzastopna dana. Prilikom
merenja, toplotni stimulus je primenjen na deo repa koji je bio oko 4 cm udaljen od vrha, kroz otvor na
postolju aparata. Pritiskanjem nozne pedale aparature (Hugo Sach Elektronik, Nemacka) istovremeno
se aktiviraju toplotni znak i Stoperica koja meri reakciono vreme. U trenutku kada Zivotinja naglim
pokretom izmakne rep, automatski se zaustavlja toplotno zracenje i Stoperica, a na kontrolnoj ploci
aparata oCitava se reakciono vreme u sekundama (T). Intenzitet toplotnog zracenja aparata podesen je
tako da bazalne vrednosti reakcionih vremena kod zdravih Zivotinja (pre indukcije dijabetesa) iznose 4-
6 sekundi. U cilju spre¢avanja oStecenja tkiva, maksimalna duzina izlaganja toplotnom stimulusu je
ogranicena na 10 sekundi (cut-off vrednost). Kod dijabeticnih zivotinja, kao posledica razvoja
neuropatskih promena dolazi do skracenja reakcionog vremena u tail-flick testu (Micov i sar., 2015;
Tomic¢ i sar., 2010a).
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Nivo termicke hiperalgezije koji se razvio kod zivotinja (3 nedelje nakon primene streptozotocina) je
procenjen primenom sledece jednacCine:

% HA = Tbazal (3 nedelje nakon indukcije) — Tbazal (pre indukcije) x 100 %
10s — Tyazal (posle indukeije)

U modelu bolne dijabetesne neuropatije ispitani su:

o antihiperalgezijski efekti ESL (ispitan je uticaj ESL na mehanicku i termicku hiperalgeziju),

o antihiperalgezijski efekti metformina (ispitan je uticaj metformina na mehanicku hiperalgeziju),

o antihiperalgezijski efekti dvokomponentnih kombinacija metformina i duloksetina/oksikodona/
ESL/vitamina B, (ispitan je uticaj kombinacija na mehanic¢ku hiperalgeziju), kao i vrsta interakcije
izmedu njih.

3.6.4.3. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta ESL u modelu bolne dijabetesne neuropatije

U modelu bolne dijabetesne neuropatije, ispitali smo uticaj p.o. primenjenog ESL na mehanicku
hiperalgeziju (pomocu Von Frey testa) i termicku hiperalgeziju (pomocu tail-flick testa). Efekat ESL je
ispitan kod miSeva 3 nedelje nakon indukcije dijabetesa, nakon pojedinac¢ne, akutne primene.
Antihiperalgezijske efekte smo pratili u Sest vremenskih tac¢aka (30, 60, 90, 120, 180 i 240 min nakon
primene ESL) (Slika 3.3A).

U slu¢aju mehanic¢ke hiperalgezije, prvo su izmerene bazalne PWT vrednosti pre primene ESL (kod
dijabeti¢nih miSeva). Nakon primene ESL, pratili smo promenu PWT vrednosti. U svakoj vremenskoj
tacki izmerene su barem cetiri PWT vrednosti za svakog miSa, a njihova srednja vrednost je koriS¢ena
za dalja izracunavanja (Slika 3.3A). Antihiperalgezijski efekat (%AH) protiv mehanicke hiperalgezije
racunat je za svaku vremensku tacku koris¢enjem sledece formule:

%AH PWTnakon primene ESL — PWTbazal (3 nedelje nakon indukcije)
0 =

x100%
PWTbazal (pre indukcije) — l:)‘NTbazal (3 nedelje nakon indukcije)

Negativne i vrednosti %AH preko 100% su zaokruzene na 0 1 100%, redom.

U slucaju testiranja uticaja ESL na termicku hiperalgeziju, isto smo ispitali efekte nakon pojedina¢ne
primene u istim vremenskim ta¢kama kao i u slu¢aju ispitivanja mehanicke hiperalgezije (Slika 3.3A).
Efikasnost ESL u ovom slucaju je racunata uz pomoc¢ izmerenih reakcionih vremena (za svaku
vremensku ta¢ku izmerene su po dve vrednosti za svaku eksperimentalnu Zivotinju), kao procenat
maksimalnog moguceg efekta (engl. Maximal Possible Effect, %MPE), prema sledecoj formuli (Tomié
i sar., 2010a):

Tnakon primene ESL — Tbazal (3 nedelje nakon indukcije)

%MPE = x100%

10s— Tbazal (3 nedelje nakon indukcije)
Negativne i1 vrednosti %MPE preko 100% su zaokruzene na 0 i 100%, redom.

I u slucaju mehanicke i termicke hiperalgezije ispitana je efikasnost Cetiri razli¢ite doze ESL, nakon
Cega su odredene EDsy vrednosti, primenom linearne regresione analize odnosa log doze i
antihiperalgezijskog/antinociceptivnog efekta.
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Slika 3.3. Eksperimentalni protokol za ispitivanje antihiperalgezijskih efekata eslikarbazepin acetata (ESL)
(A), metformina (MET) (B), kao i interakcija MET i standarnih/alternativnih analgetika (C) u modelu bolne
dijabetesne neuropatije kod miSeva. DLX = duloksetin; i.p. = intraperitonealno; OXY = oksikodon; p.o. =
oralno; vit. By, = hidroksokobalamin.
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3.6.4.4. lIspitivanje antihiperalgezijskog efekta metformina u modelu bolne dijabetesne
neuropatije

U modelu bolne dijabetesne neuropatije, ispitan je uticaj metformina na mehani¢ku hiperalgeziju koja
se razvija kod dijabeti¢nih miSeva. U ovim eksperimentima metformin je p.0. primenjivan hroni¢no
tokom 7 dana. Primena metformina je zapoceta 2 nedelje nakon indukcije dijabetesa. Pre pocetka
primene metformina, izmerene su PWT vrednosti u 2. nedelji nakon indukcije. Procenat
antihiperalgezijskog efekta metformina je meren u 3. nedelji, otprilike 24h posle primene poslednje
doze metformina. Kao i u prethodnim slu¢ajevima, u svakoj vremenskoj tacki su izmerene po barem
Cetiri PWT vrednosti za svakog miSa, a njihova srednja vrednost je koriS¢ena za dalje proracune (Slika
3.3B). Antihiperalgezijski efekat metformina protiv mehani¢ke hiperalgezije u modelu bolne
dijabetesne neuropatije je izraCunat koris¢enjem sledece formule:

%AH PWTnakon primene metformina PWTbazal (2 nedelje nakon indukcije)
0 =

x100%
PWTbazal (pre indukcije) — l:)‘NTbazal (2 nedelje nakon indukcije)

Negativne 1 vrednosti %AH preko 100% su zaokruzene na 0 1 100%, redom.

Kao i u prethodnim slucajevima, u ovom eksperimentalnom modelu ispitali smo antihiperalgezijsku
efikasnost Cetiri razli¢ite doze metformina. Krive odnosa log doze i maksimalnog antihiperalgezijskog
efekta analizirane su koriS¢enjem metode linearne regresije u cilju utvrdivanja EDsy vrednosti
(Tallarida, 2000; Tallarida i Murray, 1986).

3.6.4.5. Ispitivanje antihiperalgezijskih efekata dvokomponentnih kombinacija metformina i
standardnih/alternativnih analgetika u modelu bolne dijabetesne neuropatije

Navedeni eksperimenti su sprovedeni na slican nacin koji je opisan u delu 3.6.3.2 (Ispitivanje
antihiperalgezijske aktivnosti dvokomponentnih kombinacija metformina i standardnih/alternativnih
analgetika u modelu inflamatornog somatskog bola).

Prvo je ispitana antihiperalgezijska aktivnost pojedinac¢nih standardnih/alternativnih analgetika (ESL,
duloksetina, oksikodona i vitamina Bj;) u modelu bolne dijabetesne neuropatije. Ispitan je uticaj
navedenih analgetika na mehani¢ku hiperalgeziju koja se razvija kod dijabeti¢nih miseva. Za svaki
analgetik ispitane su Cetiri razli¢ite doze i odredene su njihove EDsg vrednosti (linearnom regresionom
analizom odnosa log doze i efekta). Ispitivanje efekata ESL u ovom modelu je opisano u delu 3.6.4.3.
Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta ESL u modelu bolne dijabetesne neuropatije (efekat duloksetina
i oksikodona je ispitan na identi¢an nacin kao §to je opisano u ovom delu). Duloksetin i oksikodon su
primenjeni akutno (p.o0.) u pojedinac¢noj dozi, 3 nedelje nakon indukcije dijabetesa (isto kao i u sluc¢aju
ESL). Vitamin B, (hidroksokobalamin) je primenjivan hroni¢no (i.p.) tokom 7 dana. Sa primenom
vitamina Bj; je poceto 2 nedelje nakon indukcije dijabetesa (kao i u slu¢aju metformina) (Slika 3.3C).

Nakon odredivanja efikasnosti i EDsg vrednosti pojedinacnih analgetika, pristupilo se ispitivanju
efikasnosti dvokomponentnih kombinacija metformina i ESL/duloksetina/oksikodona/vitamina Bi,. Za
svaku kombinaciju ispitane su cetiri doze kombinacije metformina i pojedinacnog analgetika (ispitane
su kombinacije koje su se sastojale od 1/16, 1/8, 1/4 i 1/2 EDs vrednosti pojedina¢nih lekova). Kao i u
slu¢aju  ispitivanja  antihiperalgezijske  aktivnosti  metformina, antihiperalgezijski  efekti
dvokomponentnih kombinacija su raunati prema sledecoj formuli:

%AH PWTnakon primene kombinacije — P‘N'I‘bazal (2 nedelje nakon indukcije)
0 =

x100%
PWTbazal (pre indukcije) — PWTbazal (2 nedelje nakon indukcije)

38



Negativne i vrednosti %AH preko 100% su zaokruzene na 0 i 100%, redom. Izracunati maksimalni
%AH su kori$¢eni za odredivanje eksperimentalne EDsy vrednosti kombinacije (EDsp mix). U cilju
odredivanja vrste interakcije koristili smo izobolografsku analizu (opisana u delu 3.7. Analiza vrste
interakcije izmedu dva leka — izobolografska analiza; videti dole).

3.7. Analiza vrste interakcije izmedu dva leka — izobolografska analiza

Za utvrdivanje vrste interakcije izmedu dva leka koja su primenjeni u kombinaciji koris¢ena je
izobolografska analiza. Ovaj vid analize moZe se koristiti za utvrdivanje vrste interakcije (aditivnost,
sinergizam, antagonizam) izmedu dva leka koji pokazuju dozno-zavisno dejstvo i visok nivo
antinociceptivne/antihiperalgezijske efikasnosti (Tallarida i sar., 1997; Tallarida, 2000).

U okviru ove analize, kako bi se odredila interakcija izmedu leka A i leka B koji se primenjuju u
kombinaciji, najpre je potrebno odrediti srednje efektivne doze (EDsy vrednosti) ova dva leka u
ostvarivanju antinociceptivnog/antihiperalgezijskog efekta kada se primenjuju pojedinaéno. U
slede¢em koraku, potrebno je ispitati antinociceptivnu/antihiperalgezijsku efikasnost ova dva leka kada
se primene u obliku dvokomponentne kombinacije. U ovom stupnju, ispituju se efekti odgovarajucih
udela EDsg vrednosti pojedina¢nih lekova tj. kombinacije sadrze ekvi-efektivne doze leka A i leka B,
koje odgovaraju udelu njihovih EDsq vrednosti, (npr. 1/16 EDsy leka A + 1/16 EDsg leka B, 1/8 EDs
leka A + 1/8 EDsg leka B, 1/4 EDs leka A + 1/4 EDsg leka B i 1/2 EDsg leka A + 1/2 EDsg leka B).
Eksperimentalna EDs, vrednost kombinacije (EDsp mix) 1 njen 95% interval poverenja se odreduje
linearnom regresionom analizom prave koja opisuje zavisnost izmerenog
antinociceptivnog/antihiperalgezijskog efekta od logaritma doze kombinacije (kao i kod individualne
primene lekova). Zatim se ova eksperimentalno odredena EDsy mix vrednost kombinacije statisticki
uporeduje sa teorijskom srednjom efektivnom dozom kombinacije (EDsp a4q), koja se takode sastoji iz
odgovarajucih udela EDsy vrednosti pojedina¢nih lekova A i B, uz pretpostavku da se njihovi efekti
sabiraju. Teorijska EDsg a4 Vrednost kombinacije lekova AB se racuna pomocu sledece formule
(Tallarida i sar., 1997; Tallarida, 2000):

EDsyqq4 = fXEDs5y leka A+ (1 — f)xED5g leka B

U navedenoj formuli, f oznacava udeo (frakciju) EDsg leka u ispitivanoj dvokomponentnoj kombinaciji
(u nasim eksperimentima f vrednost je bila 0,5; a EDsg a4 Vrednost kombinacije je bila jednaka polovini
EDso vrednosti pojedinacnih lekova u kombinaciji).

U gornjoj jednacini, EDsg o kombinacije lekova AB je zbirna doza, a njena varijansa se proracunava
pomocu sledeée formule (Tallarida i sar., 1997; Tallarida, 2000):

Var EDsg qqq = f*xVar EDsg leka A+ (1 — f)*xVar EDs, leka B

Na osnovu vrednosti varijansi odreduju se 95% intervali poverenja i razdvajaju na komponente prema
udelu svakog leka u kombinaciji.
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Prilikom statistickog poredenja eksperimentalno odredene EDsg mix Vrednosti kombinacije i teorijske
EDsp agq Vrednosti, moguca su 3 ishoda:
e EDs mix vrednost kombinacije je znacajno manja od EDsp aq¢ Vrednosti — izmedu lekova
primenjenih u kombinaciji postoji sinergisticka (supra-aditivna) interakcija,
e EDs mix vrednost kombinacije se ne razlikuje znacajno od EDsg 5q¢ Vrednosti — izmedu lekova
primenjenih u kombinaciji postoji aditivna interakcija,
e EDsp nmix vrednost kombinacije je znacajno veca od EDsg g9q Vrednost — izmedu lekova
primenjenih u kombinaciji postoji antagonisticka interakcija.

Na Slici 3.4 predstavljen je graficki prikaz rezultata izobolografske analize (izobologram), sa tri
moguca ishoda analize. Statisticko poredenje EDsg mix | EDsp agg vrednosti se vr§i primenom
modifikovanog t-testa (Tallarida i sar., 1997; Tallarida, 2000).

Dodatno, rac¢unali smo i indeks interakcije (y), koji predstavlja kvantitativni parametar koji ukazuje
koliko je izmenjena jaCinu lekova kada se primene u kombinaciji u poredenju sa njihovom ja¢inom
nakon pojedinac¢ne primene. Indeks interakcije je racunat prema slede¢oj formuli (Tallarida, 2002):

_ EDsq leka Au kombinacijisaB EDsg leka B u kombinaciji sa A
B EDs, leka A EDs, leka B

Vrednosti indeksa interakcije manje od 1 ukazuju na sinergisticku interakciju, vrednosti bliske 1
ukazuju na aditivnu interakciju, dok vrednosti vece od 1 ukazuju na antagonisti¢ku interakciju izmedu
komponenti (Tallarida, 2002).

Sinergizam Aditivnost Antagonizam
EDq, lek B ED;, lek B EDy, lek B
St o ' EDgo i lek A + lek B
g 2 g
o o o
E E E
EDsypqslekA+lekB @ EDsopqqlek A+ lekB o
S 08 x s0ned _g EDyp oqq lek A + lek B
® = ]
g g 8
S > é . 3 EDgo i lek A + lek B 3
EDsgy mix lek A + lek B EDg, lek A ED5O lek A EDw lek A
doza lek A (mg/kg) doza lek A (mg/kg) doza lek A (mg/kg)

Slika 3.4. Graficki prikaz rezultata izobolografske analize (izobologram). Na osama su prikazane EDs
vrednosti pojedina¢nih lekova (lek A i lek B). Prava linija koja povezuje EDs vrednosti pojedina¢nih lekova
je linija aditivnosti. Tacka na ovoj liniji je teorijska aditivna EDs, vrednost kombinacije lekova A+B (EDsg aqq
sa 95% intervalom poverenja). Dodatno, na grafikonima je prikazana i eksperimentalno odredena EDs
vrednost kombinacije lekova A+B (EDsp mix S8 95% intervalom poverenja). Sinergisticka interakcija izmedu
lekova postoji kada je EDsy mix Vrednost kombinacije zna¢ajno manja od EDsy .49 Vrednosti; aditivna
interakcija izmedu lekova je prisutna kada ne postoji znacajna razlika izmedu EDsy mix I EDsg 594 Vrednosti;
antagonisti¢ka interakcija izmedu lekova postoji kada je EDsg mix znacajno veca od EDsg 544 Vrednosti.
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3.8. Analiza duzine trajanja antihiperalgezijskog dejstva lekova i kombinacija lekova

U cilju procene da li dolazi do promene duzine antihiperalgezijskog efekta kada su lekovi primenjeni u
kombinaciji u odnosu na duzinu dejstva nakon individualne primene, vr$ili smo procenu duzine trajanja
antihiperalgezijskog dejstva pojedinacnih lekova i dvokomponentnih kombinacija lekova ra¢unanjem
vrednosti povr$ina ispod krivih linija (PIK) koje opisuju promenu racunatog/mernog parametra bolne
osetljivosti u funkciji vremena (Micov i sar., 2015; Tomi¢é i sar., 2010a; 2010b; 2013; Yaksh i sar.,
1986).

Konkretno, u modelu somatskog inflamatornog bola (karageninom-indukovana mehanic¢ka
hiperalgezija) rezultati su prikazani kao promena df vrednosti u funkciji vremena nakon primene
tretmana (u minutima). PIK vrednosti su raCunate primenom trapezoidnog pravila za svaku
eksperimentalnu grupu (Tallarida i Murray, 1986), a zatim su izraCunate razlike izmedu PIK
vrednosti kontrolne grupe i PIK vrednosti eksperimentalnih grupa koje su dobile razli¢ite doze
ispitivanih tretmana. Razlika (APIK = PlKyontrola — P1Kgetman) & Svaku ispitanu dozu tretmana je
predstavljena u funkciji maksimalnog antihiperalgezijskog efekta (%AH) koje ta doza proizvodi u
eksperimentu, a dobijena kriva je analizirana primenom linearne regresije. Sli¢no, u modelu bolne
dijabetesne neuropatije (u eksperimentima u kojima je ispitivan uticaj akutno primenjenih lekova na
mehanicku hiperalgeziju) rezultati su prikazani kao promena parametra PWT u funkciji vremena nakon
primene tretmana (u minutima), u 3. nedelji nakon indukcije dijabetesa. PIK vrednosti u ovom modelu
su racunate isto primenom trapezoidnog pravila, a zatim su raCunate razlike izmedu PIK vrednosti
eksperimentalnih grupa koje su dobile ispitivani tretman (za svaku dozu) i PIK vrednosti kontrolne
grupe. Razlika (APIK = PIKgetman — P1Kkontrola) Za Svaku ispitanu dozu tretmana je predstavljena u
funkciji maksimalnog antihiperalgezijskog efekta koji ta doza tretmana proizvodi, i analizirana
primenom linearne regresije.

Jednacine pravih linija dobijene na ovaj na¢in smo Koristili Smo za procenu duzine dejstva akutno
primenjenih tretmana. Linearna zavisnost izmedu ova dva parametra (APIK i maksimalni
antihiperalgezijski efekat) ukazuje da je duZina antihiperalgezijskog efekta dozno-zavisna, a veli€ina
nagiba dobijene linearne prave je mera duzine antihiperalgezijskog efekta ispitanog tretmana (Tomi¢ i
sar., 2010a; 2010b; 2013; Yaksh i sar., 1986). Konkretnije, §to je nagib krive veéi, duzi je
antihiperalgezijski efekat datog tretmana. Ukoliko se nagibi dve regresione prave ne razlikuju znacajno,
to ukazuje da dva tretmana imaju slicnu duzinu dejstva. Sa druge strane, nagibi koji su znacajno
manji/veci, imaju znacajno krace/duZe vreme dejstva u odnosu na poredbeni tretman. Razlika izmedu
nagiba je statisti¢ki analizirana primenom testa paralelizma, koji koristi Studentov t-test za poredenje
veli¢ine nagiba dve krive (Tallarida i Murray, 1986). Ovu analizu smo koristili:

e U modelu somatskog inflamatornog bola - poredenje duzine dejstva pojedina¢no primenjenih
lekova (metformin vs. ibuprofen/aspirin/tramadol/pregabalin), kao i za poredenje duzine dejstva
lekova kada su primenjeni samostalno i duzine dejstva kada su primenjeni u obliku
dvokomponentnih kombinacija,

e U modelu bolne dijabetesne neuropatije - poredenje duzine dejstva akutno primenjenih
lekova kada su primenjeni samostalno (ESL, duloksetin i oksikodon) i duzine dejstva kada su
primenjeni u obliku dvokomponentnih kombinacija sa metforminom.
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3.9. Rotarod test

Rotarod test je koriS¢en za procenu uticaja pojedina¢nih lekova i dvokomponentnih kombinacija lekova
na motornu spretnost eksperimentalnih zivotinja (Stepanovié¢-Petrovié i sar., 2008; 2014; Micov i
sar., 2015). Navedena ispitivanja su radena kako bi se iskljucila moguénost da je izmereni
antinociceptivni/antihiperalgezijski efekat lekova posledica njihovog uticaja na motornu koordinaciju
i/ili sedaciju eksperimentalnih zivotinja. Test je izveden koris¢enjem posebnih rotarod aparata za
miseve i pacove (Treadmill for mice 7660 i Treadmill for rats 47700, Ugo Basile, Milan, Italija).
Aparature poseduju cilindre koji rotiraju i na koje su postavljani misevi ili pacovi. U naSim
eksperimentima je cilindar oba aparata bio podesen da rotira konstantnom brzinom od 15 obrtaja/min.
Pre ispitivanja uticaja lekova/kombinacija lekova, Zivotinje su trenirane tokom 2 dana da odrzavaju
ravnotezu na rotiraju¢em cilindru aparata. Trec¢eg dana (pre primene lekova) smatralo se da su zivotinje
motorno sposobne ukoliko su mogle da odrze ravnotezu na rotirajuéem cilindru tokom dva uzastopna
pokusaja, u trajanju od 60 s za miSeve i 180 s za pacove. Nakon toga su primenjeni lekovi/kombinacije
lekova ¢iji uticaj se ispituje, a vreme tokom kojeg su eksperimentalne Zivotinje uspele da odrze
ravnotezu na rotirajuéem cilindru aparature je izmereno u vise vremenskih tacaka (koje odgovaraju
vremenskim tackama u kojima je meren antinociceptivni/antihiperalgezijski efekat lekova i
kombinacija lekova). Minimalno (cut-off) vreme koje su zivotinje morale da provedu na aparaturi da bi
Se smatralo da nije naru$ena motorna spretnost je bilo 60 s za miSeve i 180 s za pacove.

3.10. Statisticka analiza

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 se sledeéi statistic¢ki testovi: Studentov t-
test, modifikovani t-test, jednofaktorska ANOVA, dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
Mann Whitney U-test i Kruskal-Wallis test (u zavisnosti od broja grupa, broja/vrste faktora i
karakteristika podataka [normalnost, ujednacenost varijanse]). Program Pharm PCS je koris¢en za
racunanje EDsg I TDsp vrednosti sa 95% intervalima poverenja (linearnom regresionom analizom
odnosa logaritma doze i efekta), odnosa TDso/EDsg (terapijskog indeksa) i za procenu duzine dejstva
tretmana (raCunanje vrednosti PIK-ova; opisano u delu 3.8. Analiza duzZine trajanja
antihiperalgezijskog dejstva lekova i kombinacija lekova). Program Pharm Tools Pro kori$éen je za
utvrdivanje vrste interakcije izmedu dva leka primenjenih u kombinaciji primenom izobolografske
analize (navedena analiza koristi modifikovani t-test za vrsenje poredenja; opisano u delu 3.7. Analiza
vrste interakcije izmedu dva leka — izobolografska analiza) i test paralelizma koji sluzi za uporedivanje
duzine dejstva razli¢itih tretmana (navedena analiza Kkoristi Studentov t-test za statisticko poredenje
veli¢ine nagiba koji su mera duzine dejstva ispitivanih tretmana; opisano u delu 3.8. Analiza duzine
trajanja antihiperalgezijskog dejstva lekova i kombinacija lekova).

Vrednost P manja od 0,05 je uzeta kao statisti¢ki znacajna u vecini analiza. lzuzeci su bila analiza
uticaja ESL na motornu spretnost miSeva u rotarod testu i analiza duzine trajanja antihiperalgezijskih
efekata tretmana u modelu somatskog inflamatornog bola, gde su vrsena visestruka poredenja. U ovim
slu¢ajevima koriS¢ena je korigovana P vrednost, koja je zavisila od broja viSestrukih poredenja i
raCunata je prema formuli P = 0,05/n (gde je n broj poredenja koja su vrSena u datoj analizi). Kod
analize uticaja ESL na motornu spretnost, koriS¢ena je korigovana P vrednost od 0,017 (za ukupno 3
poredenja — kontrola u poredenju sa tri razli¢ite doze ESL). Kada je poredena duzina dejstva
metformina sa drugim ispitanim analgeticima u modelu somatskog inflamatornog bola, koriS¢ena je
korigovana P vrednost od 0,0125 (za ukupno 4 poredenja — duzina dejstva metformina u poredenju sa
ibuprofenom, aspirinom, tramadolom ili pregabalinom). Kada je poredena duzina dejstva lekova nakon
pojedina¢ne primene sa duzinom dejstva nakon primene u obliku dvokomponentnih kombinacija,
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koriS¢ena je korigovana P vrednost od 0,025 (za ukupno 2 poredenja — metformin ili analgetik u
poredenju sa dvokomponentnom kombinacijom metformin+analgetik).
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4. Rezultati

4.1. Efikasnost ESL u eksperimentalnim modelima bola

4.1.1. Efekat ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

Nakon sistemske p.o. primene, ESL je ispoljio zna¢ajan uticaj na duzinu nociceptivnog ponasanja u
prvoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P < 0,001; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.1, A i B).
Post hoc Tukey test je pokazao da je samo najveca ispitana sistemska doza ESL (100 mg/kg) proizvela
znacajan antinociceptivan efekat (37,8%) u prvoj fazi testa (P = 0,001). U drugoj fazi orofacijalnog
formalinskog testa, ESL (15-100 mg/kg; p.o.) je izazvao znacajan i dozno-zavisan antinociceptivni
efekat u rasponu 26,5-66,9% (P < 0,001; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.1, A i B). Srednja efektivna
doza (+ standardna greska) ESL u drugoj fazi testa je bila 44,6 = 1,5 mg/kg.

Sli¢ne rezultate smo dobili nakon lokalne periferne primene ESL u perinazalnu regiju miSeva. Lokalna
periferna primena ESL je imala znaCajan uticaj na duzinu nociceptivnog ponaSanja u prvoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa (P = 0,030; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.1, C i D), a post hoc
Tukey P vrednost je dostigla statisticku znac¢ajnost (P = 0,026) samo za najvecu testiranu lokalnu dozu
(30 pg/misu; s.c.). Ova doza je proizvela antinociceptivni efekat od 25,8%. U drugoj fazi testa, lokalna
periferna primena ESL (7,5-30 pg/misu; s.c.) je proizvela znacajan i dozno-zavisan antinociceptivni
efekat od 34,9-60,1% (P = 0,001; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.1, C i D). EDsy vrednost (x
standardna greSka) za ESL nakon lokalne s.c. primene je bila 17,5 + 0,09 pg/misu.

Kontralateralna primena najveée testirane lokalne doze ESL (30 pg/miSu; s.c.) nije imala znacajan
uticaj na duzinu nociceptivnog ponasanja ni u prvoj i drugoj fazi testa (P = 0,931 za prvu fazu i P =
0,849 za drugu fazu; Studentov t-test) (nije prikazano), sto ukazuje da lokalna efikasnost ESL u ovom
modelu bola nije bila posledica resorpcije i sistemskih efekata leka.
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Slika 4.1. Uticaj sistemski i lokalno periferno primenjenog eslikarbazepin acetata (ESL) na
nociceptivno ponasanje miseva u orofacijalnom formalinskom testu. Vremenski tok trljanja njuske u
3-minutnim intervalima je prikazan na grafikonima sa leve strane (A i C), a ukupno vreme provedeno
u trljanju njuske u prvoj (0-9 min nakon formalina) i drugoj fazi testa (9-45 min nakon formalina) na
grafikonima sa desne strane (B i D). Tacke/stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti. U cilju bolje
preglednosti, standardne greske nisu prikazane na grafikonima na kojima je predstavljen vremenski
tok. ESL je primenjivan peroralno, 60 min pre formalinske injekcije (A i B) ili supkutano u
perinazalnu regiju, 20 min pre formalinske injekcije (C i D). Statisticka znacajanost (*P < 0,05; **P <
0,01; ***P < 0,001; jednofaktorska ANOVA pracena post hoc Tukey testom) je odredena poredenjem
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4.1.2. Efekat ESL u modelu inflamatornog visceralnog bola

U testu gréeva izazvanih siréetnom kiselinom, sistemska primena ESL (7,5-40 mg/kg; p.o.) je dovela
do znacajnog i dozno-zavisnog smanjenja broja gréeva kod zivotinja tretiranih ESL, u odnosu na
kontrolnu grupu miseva (P < 0,001; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.2). Antinociceptivna efikasnost
ESL u ovom modelu bola je bila 23,9-76,5%, a EDs vrednost (+ standardna greska) 19,3 £+ 2,4 mg/kg.

30 1
25 | Slika 4.2. Antinociceptivni efekat eslikarbazepin
acetata (ESL) u modelu inflamatornog visceralnog
bola. Rezultati su izrazeni kao broj grceva
20 indukovanih intraperitonealnom injekcijom siréetne
*%k . . .y . . .
s kiseline u miSeva. ESL je primenjen peroralno 55
S 15 *kk min pre injekcije siréetne kiseline. Svaki stubié
o ae predstavlja srednju vrednost (+ standardna greska)
g broja gréeva u eksperimentalnim grupama (broj
10 bl zivotinja po grupi je prikazan ispod stubica).
Statisticka znacajnost (**P < 0,01, ***P < 0,001;
5 - jednofaktorska ANOVA pracena Tukey post hoc
testom) je odredena u odnosu na kontrolnu grupu.
0 4

kontrolal 7,5 . 15 l 30 ' 40
(n=8) (n=8) (n=8) (n=9) (n=8)

ESL (mg/kg; p.o.)

4.1.3. Efekat ESL u modelu bolne dijabetesne neuropatije

U ovom modelu bola, ispitali smo uticaj ESL na termi¢ku (pomocu tail-flick testa) i mehanicku
hiperalgeziju (pomoc¢u Von Frey testa) koje se razvijaju kod dijabeti¢nih zivotinja.

U prvoj grupi eksperimentalnih Zivotinja koja je koriS¢ena za ispitivanje uticaja ESL na termicku
hiperalgeziju, zabelezili smo statisticki znacajno smanjenje reakcionog vremena u tail-flick testu kod
dijabeti¢nih zivotinja, i razvoj termicke hiperalgezije od oko 40% (reakciono vreme je bilo 5,03 + 0,85s
pre indukcije dijabetesa vs. 3,16 + 0,53s kod dijabeti¢nih zivotinja 3 nedelje nakon primene
streptozotocina; P < 0,001, upareni t-test) (nije prikazano).

Sistemska primena ESL (60-240 mg/kg; p.o.), 3 nedelje nakon indukcije dijabetesa, proizvela je dozno-
zavisan i znacajan antinociceptivni efekat u tail-flick testu kod dijabeticnih miseva (Slika 4.3).
Dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima je pokazala znacajan uticaj oba testirana faktora
(vrsta tretmana i vreme posle primene tretmana) na %MPE vrednost odredenu primenom tail-flick testa
(P < 0,001 za oba faktora). Takode, postojala je znacajna interakcija izmedu dva testirana faktora (P <
0,001), zbog ¢ega smo dodatno koristili jednofaktorsku ANOVA-u da proverimo uticaj tretmana na
%MPE vrednost u svakoj pojedinacnoj vremenskoj tacki. Jednofaktorska ANOVA rezultata iz tail-flick
testa je utvrdila da je ESL proizveo zna¢ajan antinociceptivni efekat u svim vremenskim tackama (sve
P < 0,001; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.3).

Maksimalni efekti za vecinu testiranih doza ESL su postignuti 90 min nakon p.o. primene, a
antinociceptivna efikasnost u tail-flick testu je bila 32,2-65,8%. Srednja efektivna doza (z standardna
greSka) za ESL u ovom testu je bila 124,7 + 4,2 mg/kg (za efekat 90 min nakon primene ESL) (Slika
4.3).
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Druga grupa eksperimentalnih Zzivotinja je koriS€ena za ispitivanje uticaja ESL na mehanicku
hiperalgeziju koja se razvija kod miseva u modelu bolne dijabetesne neuropatije indukovane
streptozotocinom. U ovom slucaju zabelezili smo znac¢ajno smanjenje PWT vrednosti kod Zivotinja dve
i tri nedelje nakon indukcije dijabetesa u svim eksperimentalnim grupama i razvoj hiperalgezije od oko
45% (P < 0,001 u svim eksperimentalnim grupama; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima)
(Slika 4.4). Sistemska primena ESL (30-180 mg/kg; p.o.) dovela je do znacajne i dozno-zavisne
redukcije mehanicke hiperalgezije koja se razvila kod dijabeti¢nih zivotinja. Dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima je pokazala znacajan uticaj oba testirana faktora (vrsta tretmana i vreme) na
PWT vrednost odredenu primenom Von Frey testa (P < 0,001 za oba faktora). Takode, postojala je
znacajna interakcija izmedu dva testirana faktora (P < 0,001), zbog cega smo dodatno analizirali
podatke primenom jednofaktorske ANOVA-e, kako bismo utvrdili u kojoj eksperimentalnoj grupi je
primena ESL znacajno uticala na PWT u odnosu na kontrolnu grupu. Jednofaktorska ANOVA je
pokazala da u ve¢ini vremenskih tacaka (sa izuzetkom 240 min) postoji statisticki znaCajan uticaj
tretmana na PWT vrednost (sve P < 0,002). Maksimalni antihiperalgezijski efekti su postignuti 60 min
nakon primene ESL i iznosili su 31,0-80,1%, a EDsg vrednost (+ standardna greska) ESL je bila 71,9 +
10,1 mg/kg.
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Slika 4.4, Vremenski tok
antihiperalgezijskog efekta eslikarbazepin
acetata (ESL) u modelu bolne dijabetesne
neuropatije. Rezultati su izrazeni kao
mehanicki prag povlacenja Sape (engl. Paw
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kontrolnu grupu.

4.1.4. Uticaj ESL na motoriku eksperimentalnih Zivotinja

Primena velikih doza ESL (500-750 mg/kg; p.0.) misevima soja Swiss Webster (soj u kome je
ispitivana njegova analgeticka efikasnost u modelima inflamatornog trigeminalnog i visceralnog bola)
dovela je do znacajnog i dozno-zavisnog narusavanja motorne spretnosti (P < 0,01; Kruskal-Wallis U-
test) (Slika 4.5). Maksimalni efekat na motornu koordinaciju je postignut 60-120 min nakon primene
ESL. Srednja efektivna doza za naruSavanje motorne spretnosti (TDsg + standardna greska) je bila 736
+ 5,8 mg/kg (za efekte postignute 90 min nakon primene ESL).

Okontrola (n = 9)
WESL 500 mg/kg (n=9)

DESL 750 mana (=9} Slika 4.5. Vremenski tok uticaja eslikarbazepin
760 B _ _ _ acetata (ESL) na motornu sposobnost miSeva,
3 T izrazeno kao vreme, u sekundama, provedeno
B 1 ¥ na rotirajuéem cilindru rotarod aparata.
g : Bazalno vreme provedeno na rotarod-u je
2 40 odredeno pre peroralne primene ESL. Svaki
2 stubi¢  predstavlja srednju  vrednost (
g standardna greska) vremena provedenog na
g rotarod-u. Statisticka znacajnost (*P < 0,017;
2 20 Kruskal-Wallis test, pracen Mann-Whitney U-
2 testom) je odredena u odnosu na kontrolnu

grupu.
o+ L] =

bazal 30 60
t (min)

120

Kod dijabeti¢nih miseva (soja C57BI1/6), najveca doza ESL (240 mg/kg; p.0.), ispitana u testu termicke
bolne stimulacije, nije imala zna¢ajan uticaj na motornu spretnost ni u jednoj vremenskoj tacki (sve P >
0,05; Mann-Whitney U-test) (Slika 4.6).

48



80 7 pkontrola (n=7) . . .
mESL 240 mg/kg (n=6) Slika 4.6. Vremenski tok uticaja

eslikarbazepin acetata (ESL) na motornu

sposobnost dijabeticnih miseva, izrazeno
1 1 B ] 1 1 kao vreme, u sekundama, provedeno na
rotirajuéem  cilindru rotarod aparata.
Bazalno vreme provedeno na rotarod-u je
odredeno pre peroralne primene ESL (240
mg/kg; p.o.). Svaki stubi¢ predstavlja
srednju vrednost (+ standardna greska)
vremena provedenog na rotarod-u.

g
]

Vreme provedeno na rotarod-u (s)
n B
S o

bazal 30 60 90 120 180 240
t (min)

4.2. Ispitivanje mehanizama dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola
4.2.1. Uticaj antagoniste serotoninskih 5-HT1g/1p receptora na antinociceptivni efekat ESL

U drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa, sistemska primena selektivnog antagoniste
serotoninskih 5-HTig;p receptora, GR 127935 (1 i 3 mg/kg; i.p.), je dovela do znacajnog smanjenja
antinociceptivnog efekta ESL (60 mg/kg; p.o.), na dozno-zavisan nacin (P = 0,001; jednofaktorska
ANOVA) (Slika 4.7A). Stepeni inhibicije antinociceptivnog efekta ESL su bili 52,6 i 72,9% za doze
GR 127935 od 1 i 3 mg/kg, redom (nije prikazano).

Lokalna periferna primena GR 127935 (2,5 i 5 pg/misu; s.c.) je takode inhibirala antinociceptivni
efekat ESL (15 pg/miSu; s.c.) na znacajan i dozno-zavisan naéin (P = 0,049; jednofaktorska ANOVA)
(Slika 4.7B), a stepeni inhibicije antinociceptivnog efekta ESL su bili 41,7 i 69% za manju i ve¢u dozu,
redom (nije prikazano).

Najveca ispitana sistemska (3 mg/kg i.p.) i lokalna doza GR 127935 (5 pg/misu; s.c.) nisu imale
znacajan uticaj na duZinu nociceptivnog ponasanja u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa kada
su primenjene bez ESL (P = 0,760 za sistemsku primenu i P = 0,368 za lokalnu perifernu primenu GR
127935; Studentov t-test) (nije prikazano).

49



A B

@ kontrola (n=10) @ kontrola (n=12)
ESL (n=8) ESL (n=8)
@8 ESL + GR 127935 1 mg/kg (n=8) @B ESL +GR 127935 2,5 ng (n=8)
250 - ESL + GR 127935 3 mg/kg (n=9) 300- ESL + GR 127935 5 ug (n=9)

200- 250+

200+

150
1501

1004
1004

Ukupno vreme provedeno

u nociceptivhom ponasanju (s)
Ukupno vreme provedeno

u nociceptivhom ponasanju (s)

504
50

I #
DN\l

0

1l faza 1l faza

Slika 4.7. Uticaj antagoniste serotoninskih 5-HTg;1p receptora (GR 127935) na antinociceptivni efekat
eslikarbazepin acetata (ESL) u Il fazi orofacijalnog formalinskog testa. GR 127935 je primenjivan i.p.
odmah nakon ESL (60 mg/kg; p.0.), 60 min pre injekcije formalina (A). Dodatno, GR 127935 je
primenjivan s.c. u perinazalnu regiju zajedno sa ESL (15 ug/misu; s.c.), 20 min pre injekcije formalina
(B). Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti (+ standardna greska) ukupnog vremena provedenog u trljanju
njuske u II fazi orofacijalnog formalinskog testa. Statisticka znacajnost (*P < 0,05; **P < 0,01,
jednofaktorska ANOVA, pracena post hoc Tukey testom) je odredena u odnosu na odgovarajuéu ESL
grupu. i.p. = intraperitonealno; p.o. = peroralno; s.c. = supkutano.

4.2.2. Uticaj antagonista adrenergickih receptora na antinociceptivni efekat ESL

Sistemska primena selektivnog antagoniste aj-adrenergickih receptora, prazosina (0,3 i 1 mg/kg; i.p.),
nije imala znacajan uticaj na antinociceptivni efekat ESL (60 mg/kg; p.o.) u ovom modelu bola (P =
0,477; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.8A). Selektivni antagonist ap-adrenergickih receptora,
johimbin (11 2 mg/kg; i.p.), je smanjio antinociceptivni efekat ESL (60 mg/kg; p.o.) u drugoj fazi testa
na dozno-zavisan nacin (P = 0,010; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.8B). Stepeni inhibicije
antinociceptivnog efekta ESL su bili 47,3 i1 74,6% za 1 i 2 mg/kg johimbina, redom (nije prikazano).

Sliéni rezultati su dobijeni nakon lokalne periferne primene johimbina. Lokalna periferna primena
johimbina (2,5 i 5 pg/misu; s.c.) je statisticki znacajno i dozno-zavisno umanjila efekat ESL (15
ug/misu; s.c.) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P = 0,042; jednofaktorska ANOVA)
(Slika 4.8C) i proizvela stepene inhibicije od 56,8% (2,5 pg/misu) i 90,3% (5 pg/misu) (nije
prikazano).

Najvece testirane doze prazosina (1 mg/kg; i.p.) i johimbina (2 mg/kg; i.p. i 5 pg/misu; s.c.) nisu imale
znacajan uticaj na duzinu nociceptivnog ponasanja u drugoj fazi testa kada su primenjene bez ESL (P =
0,553 za prazosin, P = 0,928 za sistemsku primenu johimbina i P = 0,742 za lokalnu perifernu primenu
johimbina; Studentov t-test), (nije prikazano).
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Slika 4.8. Uticaj antagonista a-adrenergickih receptora, prazosina (PZS) (A) i johimbina (YOH) (B i C)
na antinociceptivni efekat eslikarbazepin acetata (ESL) u Il fazi orofacijalnog formalinskog testa. PZS i
YOH su primenjivani i.p. odmah nakon ESL (60 mg/kg; p.0.), 60 min pre injekcije formalina (A i B).
Dodatno, YOH je primenjivan s.c. u perinazalnu regiju zajedno sa ESL (15 pg/miSu; s.c.), 20 min pre
injekcije formalina (C). Stubié¢i predstavljaju srednje vrednosti ( standardna greSka) ukupnog vremena
provedenog u trljanju njuske u II fazi orofacijalnog formalinskog testa. Statisticka znaCajnost (n.z. —
nema znacajne razlike; *P < 0,05; **P < 0,01; jednofaktorska ANOVA, pracena post hoc Tukey testom)

je odredena u odnosu na odgovaraju¢u ESL grupu. i.p. = intraperitonealno; p.o. = peroralno; s.c. =
supkutano.

Primena neselektivnog antagoniste B-adrenergic¢kih receptora propranolola (1 i 3 mg/kg; i.p.) |
selektivnog Bi-adrenergi¢kog antagoniste metoprolola (1 i 2 mg/kg; i.p.) je znacajno i dozno-zavisno (P
< 0,001 za propranolol i P = 0,003 za metoprolol; jednofaktorska ANOVA) inhibirala efekat ESL (60
mg/kg; p.o.) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (Slika 4.9, A i B). Stepeni inhibicije koji je
postigao propranolol su bili 69,8 i 89% (1 i 3 mg/kg, redom), a metoprolol 71,1 i 93,2% (1 i 2 mg/Kkg,
redom) (nije prikazano).

Sa druge strane, lokalna periferna primena metoprolola (5 pg/misu; s.c.) nije imala znacajan uticaj (P =
0,900; Studentov t-test) na efikasnost lokalno periferno primenjenog ESL (15 pg/misu; s.c.) (Slika
4.9C). Veca doza metoprolola (10 pg/miSu; s.c.) je pokazala tendenciju da per se smanji duzinu
nociceptivnog ponasanja u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (efekat oko 32%; nije
prikazano) i nismo ispitali uticaj ve¢ih lokalnih doza metoprolola na efekat ESL.

Sistemska primena najvecih testiranih doza p-adrenergickih antagonista (3 mg/kg propranolola i 2
mg/kg metoprolola) bez ESL nije znacajno uticala na duzinu nociceptivnog ponasanja u drugoj fazi
orofacijalnog formalinskog testa (P = 0,965 za propranolol i P = 0,391 za metoprolol; Studentov t-test)
(nije prikazano). Dodatno, lokalna periferna primena metoprolola u dozi od 5 pg/misu (s.c.) bez ESL
nije imala znac¢ajan efekat na duzinu druge faze testa (P = 0,476; Studentov t-test) (nije prikazano).
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Slika 4.9. Uticaj antagonista -adrenergickih receptora, propranolola (PRO) (A) i metoprolola (MTP) (B i
C) na antinociceptivni efekat eslikarbazepin acetata (ESL) u Il fazi orofacijalnog formalinskog testa. PRO
i MTP su primenjivani i.p. odmah nakon ESL (60 mg/kg; p.o.), 60 min pre injekcije formalina (A i B).
Dodatno, MTP je primenjivan s.c. u perinazalnu regiju zajedno sa ESL (15 pg/misu; s.c.), 20 min pre
injekcije formalina (C). Stubiéi predstavljaju srednje vrednosti (+ standardna greSka) ukupnog vremena
provedenog u trljanju njuske u II fazi orofacijalnog formalinskog testa. Statisticka znacajnost (n.z. — nema
znacajne razlike; *P < 0,05; **P < 0,01; jednofaktorska ANOVA, pra¢ena post hoc Tukey testom ili
Studentov t-test) je odredena u odnosu na odgovaraju¢u ESL grupu. i.p. = intraperitonealno; p.o. =
peroralno; s.c. = supkutano.

4.2.3. Uticaj antagonista holinergickih receptora na antinociceptivni efekat ESL

Atropin (2,5 1 5 mg/kg; i.p.), neselektivni antagonist muskarinskih holinergickih receptora, doveo je do
znacajne i dozno-zavisne inhibicije antinociceptivnog efekta ESL (60 mg/kg; p.0.) nakon sistemske
primene (P < 0,001; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.10A). Stepen inhibicije antinociceptivnog
efekta ESL Koji je postigao atropin je bio 78,4% za dozu od 2,5 mg/kg i 100% za dozu od 5 mg/kg (nije
prikazano). Sa druge strane, sistemska primena mekamilamina (1 mg/kg; i.p.), neselektivnog
antagoniste nikotinskih holinergickih receptora, nije imala znacajan uticaj na antinociceptivni efekat
ESL (60 mg/kg; p.o.) u orofacijalnom formalinskom testu (P = 0,353; Studentov t-test) (Slika 4.10B).
Nismo ispitali uticaj ve¢ih doza mekamilamina na antinociceptivni efekat ESL, jer je doza od 3 mg/kg
(i.p.) imala izvestan uticaj na duzinu nociceptivnog ponasanja u orofacijalnom formalinskom testu kada
je primenjena samostalno (pronociceptivni efekat u prvoj fazi, a antinociceptivni efekat u drugoj fazi
testa) (nije prikazano).

Dodatno, lokalna periferna primena atropina (1 i 2,5 pg/misu; s.c.) je takode znacajno inhibirala efekat
ESL (15 pg/misu; s.c.) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P = 0,016; jednofaktorska
ANOVA) (Slika 4.10C). Stepeni inhibicije antinociceptivnog efekta ESL ostvareni nakon lokalne
periferne primene atropina su bili 43 i 70%, za manju i ve¢u dozu, redom.
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Najvece testirane doze atropina, nisu imale znacajan uticaj na duzinu nociceptivnog ponasanja u drugoj
fazi testa kada su primenjene bez ESL (P = 0,862 za sistemsku primenu i P = 0,946 za lokalnu
perifernu primenu; Studentov t-test) (nije prikazano). Takode, sistemska primena mekamilamina u dozi
od 1 mg/kg bez ESL nije imala znacajan efekat (P = 0,541; Studentov t-test) u drugoj fazi orofacijalnog
formalinskog testa (nije prikazano).
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Slika 4.10. Uticaj antagonista holinergickih receptora, atropina (ATR) (A i C) i mekamilamina, (MEC) (B)
na antinociceptivni efekat eslikarbazepin acetata (ESL) u Il fazi orofacijalnog formalinskog testa. ATR i
MEC su primenjivani i.p. odmah nakon ESL (60 mg/kg; p.0.), 60 min pre injekcije formalina (A i B).
Dodatno, ATR je primenjivan s.c. U perinazalnu regiju zajedno sa ESL (15 pg/misu; s.c.), 20 min pre
injekcije formalina (C). Stubiéi predstavljaju srednje vrednosti (+ standardna greSka) ukupnog vremena
provedenog u trljanju njuske u II fazi orofacijalnog formalinskog testa. Statisticka znacajnost (n.z. — nema
znacajne razlike; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; jednofaktorska ANOVA, pracena post hoc Tukey
testom ili Studentov t-test) je odredena u odnosu na odgovarajuc¢u ESL grupu. i.p. = intraperitonealno; p.o. =
peroralno; s.c. = supkutano.

4.2.4. Uticaj antagonista kanabinoidnih receptora na antinociceptivni efekat ESL

Sistemska primena selektivnih antagonista kanabinoidnih CB; receptora AM251 (1 i 3 mg/kg; i.p.) i
CB; receptora AM630 (1 i 3 mg/kg; i.p.) je na dozno-zavisan nain umanjila antinociceptivnu
efikasnost ESL (60 mg/kg; p.o.) u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P < 0,001 za oba
antagonista; jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.11, A i C). AM251 je inhibirao efekat sistemski
primenjenog ESL za 51,9% i 70,5% (u dozi od 1 i 3 mg/kg, redom), dok je AM630 inhibirao efekat za
63% i 78,4% (u dozi od 1 i 3 mg/kg, redom) (nije prikazano).

Pored sistemske primene, i lokalna periferna primena kanabinoidnih antagonista AM251 (3 i 7,5
pg/misu; s.c.) 1 AM630 (1 i 2,5 pg/misu; s.c.) je znacajno umanjila antinociceptivni efekat ESL (15
ug/misu; s.c.), na dozno-zavisan nacin (P = 0,004 za AM251 i P = 0,009 za AM630; jednofaktorska
ANOVA) (Slika 4.11, B i D). Stepeni inhibicije nakon lokalne periferne primene AM251 su bili 71,1%
1 99% (u dozi od 3 i 7,5 pg/misu, redom), a nakon primene AM630 58,3% i 89% (u dozi od 1i 2,5
pg/misu, redom) (nije prikazano).

Sistemski primenjeni AM251 i AM630 nisu imali znacajan uticaj na duzinu nociceptivnog ponasanja u

drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa kada su primenjeni bez ESL (P = 0,763 za AM251 i P =

0,835 za AMG630; Studentov t-test) (nije prikazano). Dodatno, lokalna periferna primena najvecih
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testiranih doza AM251 (7,5 pg/misu; s.c.) i AM630 (2,5 pg/misu; s.c.) bez ESL nije imala znacajan
uticaj na nociceptivno ponasanje u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (P = 0,793 za AM251 i
P = 0,700 za AM630; Studentov t-test) (nije prikazano).
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Slika 4.11. Uticaj antagonista kanabinoidnih CB; receptora AM251 (A i B) i CB, receptora AM630
(C i D) na antinociceptivni efekat eslikarbazepin acetata (ESL) u Il fazi orofacijalnog formalinskog
testa. AM251 i AM630 su primenjivani i.p. odmah nakon ESL (60 mg/kg; p.0.), 60 min pre injekcije
formalina (A i C). Dodatno, AM251 i AM630 su primenjeni s.c. u perinazalnu regiju zajedno sa ESL
(15 pg/misu; s.c.), 20 min pre injekcije formalina (B i D). Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti (+
standardna greska) ukupnog vremena provedenog u trljanju njuske u Il fazi orofacijalnog
formalinskog testa. Statisticka znacajnost (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; jednofaktorska
ANOVA, pracena post hoc Tukey testom) je odredena u odnosu na odgovaraju¢u ESL grupu. i.p. =
intraperitonealno; p.o. = peroralno; s.c. = supkutano.
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4.2.5. Uticaj opioidnog antagoniste na antinociceptivni efekat ESL

U drugoj fazi testa, sistemska primena neselektivnog antagoniste opioidnih receptora, naloksona (1 i 2
mg/kg; 1.p.), je znacajno 1 dozno-zavisno umanjila efekat sistemski primenjenog ESL (60 mg/kg; p.o.)
(Slika 4.12A). Stepeni inhibicije efekta ESL koji je ostvario nalokson su bili 80,9% za dozu od 1
mg/kg i 100% za dozu od 2 mg/kg (nije prikazano).

Lokalna primena naloksona (10 i 20 pg/misu; s.c.) je takode znacajno umanjila efekat lokalno periferno
primenjenog ESL (15 pg/misu; s.c.) (Slika 4.12B) i to za 58,7% i 99% za manju i ve¢u dozu, redom
(nije prikazano).

Najveca ispitana sistemska (2 mg/kg; i.p.) i lokalna doza naloksona (20 pg/misu; s.c.) nisu imale
znacajan efekat na duzinu nociceptivnog ponasanja u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa kada
su primenjeni bez ESL (P = 0,957 za sistemsku primenu i P = 0,499 za lokalnu perifernu primenu;
Studentov t-test) (nije prikazano).
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Slika 4.12. Uticaj antagoniste opioidnih receptora, naloksona (NLX) na antinociceptivni efekat
eslikarbazepin acetata (ESL) u Il fazi orofacijalnog formalinskog testa. NLX je primenjen i.p. odmah
nakon ESL (60 mg/kg; p.o.), 60 min pre injekcije formalina (A). Dodatno, NLX je primenjen s.c. u
perinazalnu regiju zajedno sa ESL (15 pg/misu; s.c.), 20 min pre injekcije formalina (B). Stubiéi
predstavljaju srednje vrednosti ( standardna greska) ukupnog vremena provedenog u trljanju njuske u
II fazi orofacijalnog formalinskog testa. Statisticka znacajnost (*P < 0,05; **P < 0,01; jednofaktorska
ANOVA, prac¢ena post hoc Tukey testom) je odredena u odnosu na odgovaraju¢u ESL grupu. i.p. =
intraperitonealno; p.o. = peroralno; s.c. = supkutano.
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4.3. Ispitivanje interakcija izmedu ESL i standardnih/alternativnih analgetika u modelu
inflamatornog trigeminalnog bola

4.3.1. Efekat standardnih/alternativnih analgetika u orofacijalnom formalinskom testu

U prvoj fazi orofacijalnog formalinskog testa, znacajan antinociceptivni efekat su ispoljili samo
paracetamol i metoklopramid (P = 0,039 za paracetamol i P < 0,001 za metoklopramid; jednofaktorska
ANOVA) (Slika 4.13, A'i E). U slucaju paracetamola, post hoc Tukey test je pokazao da je samo
najveca doza od 300 mg/kg (p.0.) znac¢ajno smanjila duzinu nociceptivnog ponasanja u prvoj fazi testa
(antinociceptivni efekat je bio 32,6%), dok su u slu¢aju metoklopramida dve najvece testirane doze
metoklopramida (10 i 20 mg/kg; p.0.) imale znac¢ajan antinociceptivni efekat u prvoj fazi orofacijalnog
formalinskog testa (antinociceptivni efekat je bio 29,2% za 10 mg/kg i 43,0% za 20 mg/kg).

U drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa, svi testirani analgetici su ispoljili zna¢ajan i dozno-
zavisan antinociceptivan efekat (P < 0,001 za sve analgetike, jednofaktorska ANOVA) (Slika 4.13, A-
E). Antinociceptivna efikasnost pojedina¢nih analgetika u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa
je bila:

25,1-64,1% za paracetamol (150-300 mg/kg; p.o.),
23,5-56,0% za propifenazon (15-100 mg/kg; p.o.),
23,9-56,6% za naproksen (75-300 mg/kg; p.o.),

32,0-54,3% za zolmitriptan (0,5-4 mg/kg; p.o.) i

26,6-58,8% za metoklopramid (3-20 mg/kg; p.o.) (Slika 4.14).

Rezultati ispitivanja efekata ESL u orofacijalnom formalinskom testu su prikazani u delu 4.1.1. Efekat
ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola.

56



Ukupno vreme provedeno
u nociceptivhom ponasanju (s)

Ukupno vreme provedeno

u nociceptivhom ponasanju (s)

Ukupno vreme provedeno
u nociceptivhom ponasanju (s)

kontrola (n=10)

PAR 150 mg/kg (n=8)
PAR 200 mg/kg (n=8)
PAR 250 mg/kg (n=8)
PAR 300 mg/kg (n=8)

250+

saaon

200+

150+

1004

50+

7

QUL

| faza

kontrola (n=10)

NPX 75 mg/kg (n=8)
NPX 100 mg/kg (n=8)
NPX 200 mg/kg (n=8)
NPX 300 mg/kg (n=8)

250+

SEaon

200+

150+

100+

50+

Il faza

| faza

kontrola (n=10)
MTC 3 mg/kg (n=8)
MTC 5 mg/kg (n=8)
MTC 10 mg/kg (n=8)
MTC 20 ma/kg (n=7)

250+

saaon

Il faza

| faza

Il faza

kontrola (n=10)

PPh 15 mg/kg (n=8)
PPh 25 mg/kg (n=8)
PPh 50 mg/kg (n=8)
PPh 100 mg/kg (n=8)

2504

saacae

Ukupno vreme provedeno
u nociceptivnom ponasanju (s)

ws,

| faza Il faza

kontrola (n=10)
ZOL 0,5 mg/kg (n=9)
ZOL 1 mg/kg (n=8)
ZOL 2 mg/kg (n=8)
ZOL 4 mg/kg (n=8)

2504

Seaon

2004

1504

100

Ukupno vreme provedeno
u nociceptivnom ponasanju (s)

50+

04

Il faza

| faza

Slika 4.13. Antinociceptivna efikasnost paracetamola
(PAR) (A), propifenazona (PPh) (B), naproksena
(NPX) (C), zolmitriptana (ZOL) (D) i
metoklopramida (MTC) (E) u orofacijalnom
formalinskom testu. Svi lekovi su primenjeni
peroralno, 60 min pre injekcije formalina. Stubici
predstavljaju srednje vrednosti (+ standardna greska)
ukupnog vremena provedenog U nociceptivnhom
ponasanju u I i II fazi orofacijalnog formalinskog
testa. Statisticka znacajanost (*P < 0,05; **P < 0,01,
***P < 0,001, jednofaktorska ANOVA pracena post
hoc Tukey testom) je odredena poredenjem sa
kontrolnom grupom.

Srednje efektivne doze pojedinac¢nih analgetika za drugu fazu orofacijalnog formalinskog testa su
odredene linearnom regresionom analizom odnosa log doze i antinociceptivnog efekta (Slika 4.14) i
prikazane su u Tabeli 4.1.
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4.3.2. Efekat dvokomponentnih kombinacija ESL i analgetika u modelu inflamatornog
trigeminalnog bola, i utvrdivanje tipa interakcije (izobolografska analiza)

Nijedna od ispitanih dvokomponentnih kombinacija ESL i analgetika nije ispoljila znacajan
antinociceptivni efekat u prvoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (sve P > 0,089, jednofaktorska
ANOVA) (nije prikazano).

Dvokomponentne kombinacije ESL i analgetika (paracetamola, propifenazona, naproksena,
zolmitriptana i metoklopramida) primenjene u dozama koje odgovaraju fiksnim udelima njihovih EDsg
vrednosti (1/16, 1/8, 1/5, 1/4, 1/3 i/ili 1/2 EDsp) su proizvele znacajan i dozno-zavisan antinociceptivni
efekat u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa (sve P < 0,002, jednofaktorska ANOVA) (Slika
4.15, A-E). Antinociceptivni efekti kombinacija u drugoj fazi testa su bile:

e 19,6-55,6% za kombinaciju ESL-paracetamol,
28,8-55,7% za kombinaciju ESL-propifenazon,
24,7-61,6% za kombinaciju ESL-naproksen,
17,7-53,3% za kombinaciju ESL-zolmitriptan i
22,9-58,4% za kombinaciju ESL-metoklopramid.

Eksperimentalno odredene (EDso mix) 1 teorijske aditivne EDsg vrednosti (EDsp agq) za Svaku ispitanu
kombinaciju su prikazane u Tabeli 4.1. U sluaju dvokomponentnih kombinacija ESL sa
paracetamolom, propifenazonom ili zolmitriptanom, nije postojala znacajna razlika izmedu teorijskih
EDs aqq | €ksperimentalnih EDsg mix Vrednosti (sve P > 0,05; modifikovani t-test) (Slika 4.16, A, B i D;
Tabela 4.1), sto ukazuje da izmedu ovih lekova postoji aditivna interakcija. Sa druge strane, za
kombinaciju ESL sa naproksenom ili metoklopramidom, eksperimentalne EDsy mix Vrednosti su bile
znacajno manje od teorijskih EDsg 5q¢ Vrednosti (sve P < 0,05; modifikovani t-test) (Slika 4.16, C i E;
Tabela 4.1), sto ukazuje da je izmedu ovih lekova prisutna sinergisticka interakcija. Na osnovu
vrednosti indeksa interakcije (Tabela 4.1), postoji oko Cetvorostruko (kombinacija ESL-naproksen) i
trostruko (kombinacija ESL-metoklopramid) snizenje doza oba leka kada su oni primenjeni u
kombinaciji, u odnosu na doze lekova koje su potrebne da proizvedu isti nivo antinociceptivnog efekta
nakon pojedinacne primene. Dodatno, graficki prikaz EDsp mix | EDso aqg Vrednosti ispitanih
kombinacija na izobologramima pokazuje da se njihovi 95% intervali poverenja preklapaju u slucaju
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kombinacija ESL sa paracetamolom, propifenazonom i zolmitriptanom (Sto potvrduje aditivnu
interakciju), dok se u sluc¢aju ESL-naproksen i ESL-metoklopramid kombinacije ne preklapaju (Sto

potvrduje sinergisticku interakciju) (Slika 4.15, A-E).
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Slika  4.15.  Antinociceptivna  efikasnost ~ kombinacija
eslikarbazepin acetata i paracetamola (ESL+PAR) (A),
propifenazona (ESL+PPh) (B), naproksena (ESL+NPX) (C),
zolmitriptana (ESL+ZOL) (D) i metoklopramida (ESL+MTC)
(E) u orofacijalnom formalinskom testu. Svi lekovi su
primenjeni peroralno, 60 min pre injekcije formalina, u fiksnim
udelima njihovih srednjih efektivnih doza (1/16 = 0,0625; 1/8 =
0,125; 1/5 =0,2; 1/4 = 0,25; 1/3 = 0,33 i 1/2 = 0,5). Stubici
predstavljaju srednje vrednosti (+ standardna greska) ukupnog
vremena provedenog u nociceptivnom ponaSanju u II fazi
orofacijalnog formalinskog testa. Statisticka znacajanost (¥*P <
0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; jednofaktorska ANOVA
pracena post hoc Tukey testom) je odredena poredenjem sa
kontrolnom grupom.



Tabela 4.1. Parametri izobolografske analize za kombinacije eslikarbazepin acetata (ESL) i analgetika
u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

EDs %+ SEM
(95% interval poverenja)
44,6 + 1,5 mg/kg
= (38,5 —51,5 mg/kg)
paracetamol 240,4 £5,2 mg/kg
(218,9 — 264,0 mg/kg)
propifenazon 68,4 + 3,6 mg/kg
(54,5 — 85,9 mg/kg)
naproksen 255,5 + 31,7 mg/kg
P (149,7 — 435,9 mg/Kkg)
zolmitriptan 2,8 +0,3 mg/kg

(1,9 — 4,2 mg/kg)
11,5+ 1,1 mg/kg
(7,5 - 17,7 mg/kg)

metoklopramid

Kombinacije lekova EDso acd” ‘ EDso mix" ‘ e

ESL + paracetamol (1;411,2§5—112’72,6mr%$gg) (9192 5 1470 ﬂ%’/i%) 0.85
ESL + propifenazon (553(3 25_’_f51937r:1n§g/|7(gg) (;szfsglzr?ngg/l%) 0,86
SESUEDE S (1§F§?é1_ilg§’,3mngg7§'g) (52?%4-23:3 ?3/53)* ol
ESL + zolmitriptan (2203 ’;f}%%%%}f(gg) (%5525?’3? rrnngllll:g) 0,65
ESL + metoklopramid (225?;10—11‘3(’)%8mn%l/(|?g) (1}1’7é0_i28’,:7,, mg;tg)* 0,61

% EDs, = doza potrebna za postizanje 50% antinociceptivnog efekta.

b EDgy aqa = teorijska aditivha EDsq za kombinaciju lekova.

¢ EDsg mix = eksperimentalna EDs, za kombinaciju lekova.

4 v = indeks interakcije. Vrednosti oko 1 ukazuju na aditivnu interakciju, vrednosti veée od 1 ukazuju na antagonisticku
interakciju, a vrednosti manje od 1 ukazuju na sinergisti¢ku interakciju (Tallarida, 2002).

*P < 0,05 izmedu EDsg aqq | EDsg mix (Modifikovani t-test), ukazuje na sinergisti¢ku interakciju (Tallarida i sar., 1997).
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PAR (mg/kg)

NPX (mg/kg)

300 - 80 -
ED,, PPh
EDs, PAR
4
60 -
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2
E 40
EDsp aga ESL+PAR et EDsg oqa ESL+PPh
o
100 o
20 -
EDsg mix ESL+PAR
EDs, ESL EDs5o mix ESL+PPh ED,, ESL
0 . 0 r *—
0 25 50 0 25 50
ESL (mg/kg) ESL (mg/kg)
3 -
300 - ) ED5, ZOL
EDs, NPX
4
200 A 5 2
=
o
EDsp aga ESL+NPX E EDgg qq ESL+ZOL
s
100 -+ N 11 ; A
EDj5 mix ESL+NPX EDo ESL EDsy iy ESL+ZOL ED,, ESL
0 r 0 r *—
0 25 50 0 25 50

ESL (mg/kg) ESL (mg/kg)

Slika 4.16. lzobologrami za kombinacije eslikarbazepin
15 - acetata i paracetamola (ESL+PAR) (A), propifenazona
(ESL+PPh) (B), naproksena (ESL+NPX) (C), zolmitriptana
ED.. MTC (ESL+ZOL) (D) i metoklopramida (ESL+MTC) (E) u Il

50 ; o : :
< fazi orofacijalnog formalinskog testa. Na osama su prikazane
EDsy vrednosti pojedinac¢nih lekova. Prava linija koja
povezuje EDsq vrednosti pojedinac¢nih lekova je linija
aditivnosti. Tacka na ovoj liniji je teorijska aditivna EDsq
EDjp 2gg ESL+MTC (EDsp aq). Za kombinacije ESL+PAR, ESL+PPh i ESL+ZOL
nije bilo znadajne razlike (P > 0,05; modifikovani t-test)
"i" izmedu EDsg oqq | EDsg mix (eksperimentalna EDsy vrednost
kombinacije) $to ukazuje na aditivnu interakciju izmedu
ED; ix ESL+MTC ED, ESL lekova u ovim kombinacijama (A, B i D). Za kombinacije
0 . *— ESL+NPX i ESL+MTC, EDsq mix vrednosti su bile znacajno
0 25 50 manje od EDsg oqq Vrednosti (P < 0,05; modifikovani t-test),
Sto ukazuje na sinergisticku interakciju izmedu lekova u

ESL (mg/kg) ovim kombinacijama (C i E).

10 -

MTC (mg/kg)
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4.3.3. Ispitivanje uticaja pojedina¢nih analgetika i kombinacija ESL i standardnih/alternativnih
analgetika na motornu spretnost miseva u rotarod testu

Najvece doze zolmitriptana (4 mg/kg; p.o.) 1 metoklopramida (20 mg/kg; p.o.) koje su ispitane u
orofacijalnom formalinskom testu nisu imale znaCajan uticaj na motornu spretnost miSeva u rotarod
testu (sve P > 0,394 u svim vremenskim tackama; Mann-Whitney U-test) (Slika 4.17A). ESL nije
znacajno uticao na motornu spretnost miseva kada je primenjen u dozi od 500 mg/kg p.o. (videti deo
4.1.4. Uticaj ESL na motoriku eksperimentalnih Zivotinja).

Dodatno, najvece testirane doze kombinacija ESL i standardnih/alternativnih analgetika (koje su se
sastojale od polovine EDsp vrednosti ESL i analgetika), takode nisu imale znacajan efekat u rotarod
testu (sve P > 0,699 u svim vremenskim tackama; Mann-Whitney U-test) (Slika 4.17B).

Okontrola (n=6)
0,5 ESL + 0,5 PAR (n=6)
80 , Dkontrola (n=6) 80 80,5 ESL + 0,5 PPh (n=6)
WZOL 4 mg/kg (n=6) 00,5 ESL + 0,5 NPX (n=6)
OMTC 20 mg/kg (n=6) 80,5 ESL + 0,5 ZOL (n=6)

@0,5 ESL + 0,5 MTC (n=6)
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Slika 4.17. Vremenski tok uticaja pojedina¢nih lekova, zolmitriptana (ZOL) i metoklopramida (MTC)
(A), i dvokomponentnih kombinacija eslikarbazepin acetata sa paracetamolom (ESL+PAR),
propifenazonom  (ESL+PPh), naproksenom (ESL+NPX), zolmitriptanom (ESL+ZOL) i
metoklopramidom (ESL+MTC) (B) na motornu spretnost miSeva, izrazeno kao vreme provedeno na
rotarod-u (s). Bazalno vreme (pre primene tretmana) provedeno na rotarod-u je odredeno pre peroralne
primene ZOL (4 mg/kg), MTC (20 mg/kg), i kombinacija ESL+PAR, ESL+PPh, ESL+NPX, ESL+ZOL i
ESL+MTC (koje su se sastojale od polovine EDsy svakog leka u kombinaciji). Svaki stubi¢ predstavlja
srednju vrednost (+ standardna greska) vremena provedenog na rotarod-u. Statisticka znacajnost (Mann-
Whitney U-test) je odredena u poredenju sa kontrolnom grupom.

62



df (g)

4.4. Efikasnost metformina u eksperimentalnim modelima bola

4.4.1. Efekat metformina u modelu inflamatornog somatskog bola

U modelu inflamatornog somatskog bola, sistemska primena metformina (50-200 mg/kg; i.p.) dovela je
do znacajne i dozno-zavisne redukcije mehanicke hiperalgezije indukovane karageninom (Slika 4.18).
Oba testirana faktora (vrsta tretmana i vreme nakon primene tretmana) su imala znacajan uticaj na df
vrednost koju smo merili uz pomo¢ elektriénog Von Frey aparata (P < 0,001 za oba faktora; P = 0,059
za interakciju). Za veéinu ispitanih doza, maksimalni antihiperalgezijski efekti su postignuti 90 min
nakon indukcije inflamacije/primene metformina i iznosili su 21,0-62,0%. Srednja efektivna doza (+
standardna greska) za metformin u ovom modelu je bila 125 = 7,1 mg/kg (Slika 4.18).

40 5 —e— kontrola (n=11)
—{—MET 50 mg/kg (n=6)
:—mg$1gg mg/kg (n=6) Slika 4.18. Vremenski tok antihiperalgezijskog
mg/kg (n=6) . A
—=—MET 200 mg/kg (n=6) efekta metformlna (MET) u _mogelu karagenlnom
30 4 (CAR) indukovane hiperalgezije Sape. Rezultati su
izrazeni kao razlika u gramima (df) izmedu
mehanickog praga povlacenja Sape pre i posle
primene CAR. MET je primenjen istovremeno sa
CAR (oznaceno strelicom). Svaka tacka predstavlja
20 1 srednju vrednost (+ standardna greska) df (g).
Statisticka znacajnost (*P < 0,05; **P < 0,01,
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima,
pracena post hoc Tukey testom) je odredena u
10 - poredenju sa krivom za kontrolnu grupu. i.p. =
intraperitonealno; i.pl. = intraplantarno.
0 30 60 90 120 150 180 240 300
t (min)
MET (i.p.)
CAR (i.pl.)

4.4.2. Efekat metformina u modelu bolne dijabetesne neuropatije

U modelu bolne dijabetesne neuropatije, ponavljana primena metformina (75-250 mg/kg/dan; p.o.
tokom 7 dana) je proizvela dozno-zavisan antihiperalgezijski efekat. Statisticka analiza je pokazala
znacajan uticaj vrste tretmana i vremena na PWT parametar koji je odreden uz pomo¢ Von Frey aparata
(P < 0,001 za oba faktora) (Slika 4.19). Takode, statistickom analizom je utvrdeno postojanje znacajne
interakcije izmedu dva testirana faktora (P < 0,001), zbog ¢ega smo dodatno analizirali podatke
primenom jednofaktorske ANOVA-e, kako bismo utvrdili u kojim vremenskim tackama, u trecoj
nedelji nakon indukcije dijabetesa, je prisutna znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu.
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da u svim vremenskim tackama u trecoj nedelji postoji statisticki
znacajan uticaj tretmana metforminom na PWT vrednost u odnosu na kontrolnu grupu (sve P < 0,001)
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(Slika 4.19). Antihiperalgezijski efekat metformina je bio dozno-zavisan i kretao se u rasponu 32,1-
90,1%, a EDsp vrednost (+ standardna greska) za metformin u ovom modelu bola je bila 100,4 + 7,6
mg/kg (Slika 4.19).

Slika 4.19. Vremenski tok antihiperalgezijskog
efekta metformina (MET) u modelu bolne
dijabetesne neuropatije. Rezultati su izrazeni
kao mehani¢ki prag povlatenja Sape (engl.
Paw Withdrawal Threshold - PWT) u
gramima, pre (bazal) i posle indukcije
dijabetesa (u 2. i 3. nedelji). U svim

2 eksperimentalnim grupama je PWT vrednost u
z° 2. nedelji bila znacajno manja, nego bazalna
PWT vrednost pre indukcije dijabetesa (**P <

2 0,001). MET je primenjivan oralno (p.o.)
—o—kontrola (n=9) '_[okom_.7 dapa, pocev od 2. nedelje _nakon

S MET (p.0) zmgzgsmn%ﬁﬂgsgﬂ:g) indukcije dijabetesa (oznaceno strelicom).

7 dana —a—MET 180 mgfkg/dan (n=7) Svaka tacka predstavlja srednju vrednost (%

l O MET 350 mpkgidan (n=6) standardna greska) PWT (g). Statisticka

0 znacajnost (**P < 0,01; ***P < 0,001,
bazal ,,‘1‘5‘3?3 0 % 8 %0 TH %0 240 jednofaktorska ANOVA, pracena post hoc

Tukey testom) je odredena u poredenju sa
krivom za kontrolnu grupu.

treca nedelja (min)

4.4.3. Uticaj metformina na motoriku eksperimentalnih Zivotinja

Primena najvece ispitane doze metformina (200 mg/kg; i.p.) nije imala znacajan uticaj na motornu
spretnost pacova ni u jednoj vremenskoj tacki u rotarod testu (sve P > 0,710; Mann-Whitney U-test)
(Slika 4.20). Uticaj metformina na motoriku dijabeticnih miseva nije ispitivan, jer je njegova
analgetiCka aktivnost ispitivana 24h nakon poslednje primene (7-dnevna primena). Imajuci u vidu da
metformin nema sklonost ka ispoljavanju depresornih efekata na centralni nervni sistem ni neposredno
nakon primene, smatrali smo da je mogucnost ispoljavanja ovakvih efekata 24h sata nakon primene
malo verovatna.

Okontrola (n=7)
BMET 200 mg/kg (n=7)

Slika 4.20. Vremenski tok uticaja
metformina (MET) na motornu spretnost
pacova, izrazenog kao vreme provedeno
na rotarod-u (s). Bazalno vreme
provedeno na rotarod-u je odredeno pre
primene MET (200 mg/kg; i.p.). Svaki
stubi¢ predstavlja srednju vrednost (%
standardna greska) vremena provedenog
na rotarod-u. Statisticka znaéajnost
MET (i.p.) (Mann-Whitney U-test) je odredena u

l poredenju sa kontrolnom grupom. i.p. =

- A s e intraperitonealno.
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4.5. lIspitivanje interakcija izmedu metformina i standardnih/alternativnih analgetika u
eksperimentalnim modelima bola

4.5.1. Ispitivanje interakcija izmedu metformina i standardnih/alternativnih analgetika u modelu
inflamatornog somatskog bola

4.5.1.1. Efekat standardnih/alternativnih analgetika u modelu somatskog inflamatornog bola

Ibuprofen, aspirin, tramadol i pregabalin su znac¢ajno redukovali inflamatornu mehanicku hiperalgeziju
indukovanu karageninom. Statisticka analiza je pokazala znacajan uticaj vrste tretmana i vremena na
parametar df (sve P < 0,001 za oba testirana faktora i sva Cetiri ispitana analgetika; dvofaktorska
ANOVA sa ponovljenim merenjima) (Slika 4.21, A-D). Dodatno, za vecinu lekova interakcija izmedu
dva testirana faktora nije bila znacajna (sve P > 0,169), sem u sluc¢aju pregabalina (P = 0,002). 1z ovog
razloga su rezultati ispitivanja antihiperalgezijskog efekta pregabalina dodatno analizirani primenom
jednofaktorske  ANOVA-e u svim vremenskim tackama, kako bi utvrdili koja grupa tretirana
pregabalinom je proizvela znacajan antihiperalgezijski efekat. Ova analiza je pokazala znacajan uticaj
pregabalina na parametar df u svim testiranim vremenskim tackama u odnosu na kontrolnu grupu (sve
P <0,001).

Svi analgetici su proizveli maksimalni antihiperalgezijski efekat 90 min nakon indukcije inflamacije.
Maksimalni antihiperalgezijski efekti su bili:

e 31,9-73,4% za ibuprofen (25-150 mg/Kkg; p.o.),

e 31,1-61,6% za aspirin (100-400 mg/kg; p.o.),

o 32,2-68,7% za tramadol (0,5-5 mg/kg; i.p.) i

e 28,2-55,5% za pregabalin (2,5-20 mg/kg; p.o.) (Slika 4.22).

Srednje efektivne doze pojedinac¢nih analgetika su odredene linearnom regresionom analizom kriva
zavisnosti log doze i antihiperalgezijskog efekta (za efekat 90 min nakon indukcije inflamacije) (Slika
4.22) i prikazane su u Tabeli 4.2.

Rezultati ispitivanja antihiperalgezijskih efekata metformina u modelu karageninom indukovane
mehanic¢ke hiperalgezije su prikazani u delu 4.4.1. Efekat metformina u modelu inflamatornog
somatskog bola.
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40 7 —e—kontrola (n=11) 40 3 —e—kontrola (n=11)
—0—1BU 25 mg/kg (n=6) —O— ASA 100 mg/kg (n=6)
—a&—|BU 50 mg/kg (n=6) —a— ASA 150 mg/kg (n=6)
—0—1BU 100 mg/kg (n=6) —O0— ASA 300 mg/kg (n=6)
—&—IBU 150 mg/kg (n=6) —&— ASA 400 mg/kg (n=6)
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=0~ TMD 0,5 mg/kg (n=6) —0— PGB 2,5 mg/kg (n=6)
—a— TMD 1 mg/kg (n=6) —a— PGB 5 mg/kg (n=6)
—0— TMD 3 mg/kg (n=6) —O0=— PGB 10 mg/kg (n=6)
—&— TMD 5 mg/kg (n=6) —&— PGB 20 mg/kg (n=6)
30 30 1
= 20 ? 20
5= ] °
10 10
TMD (i.p.)*"
0 T r r T r v v ] 0 r v v v v r T g
0 30 60 90 120 150 180 240 300 0 30 60 90 120 150 180 240 300
t (min) 2 t (min)
CAR (i.pl.) PGB (p.o.)
CAR (i.pl.)

Slika 4.21. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta ibuprofena (IBU) (A), aspirina (ASA) (B),
tramadola (TMD) (C) i pregabalina (PGB) (D) u modelu karageninom (CAR) indukovane hiperalgezije
Sape. Rezultati su izraZeni kao razlika u gramima (df) izmedu mehanickog praga povlacenja Sape pre i
posle primene CAR. Lekovi su primenjeni istovremeno sa (IBU i PGB) ili posle injekcije CAR (30 min
za ASA, odnosno 45 min za TMD) (oznaceno strelicama). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost (+
standardna greska) df (g). Statisticka znaéajnost (*P < 0,05; **P < 0,01; dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima, pracena post hoc Tukey testom; “P < 0,05; *P < 0,01; jednofaktorska ANOVA
pracena post hoc Tukey testom) je odredena u poredenju sa krivom za Kontrolnu grupu. i.p. =
intraperitonealno; i.pl. = intraplantarno; p.o. = peroralno.

66



80 -

60 Slika 4.22. Krive odnosa log doze i
antihiperalgezijskog efekta metformina

(MET), ibuprofena (IBU), aspirina (ASA),

tramadola (TMD) i pregabalina (PGB) u

| modelu somatskog inflamatornog bola
(prikazane vrednosti se odnose na efekte 90

OMET min nakon indukcije inflamacije). Tacke

mIBU predstavljaju srednje vrednosti

% AH
S
o

AASA antihiperalgezijskin efekata (%AH) =+
® TMD standardna greska, odredenih u 6 pacova.
OPGB

20 -

¥ 0 1 2 3
log doze (mg/kg)

4.5.1.2. Efekti dvokomponentnih kombinacija metformina i standardnih/alternativnih analgetika
u modelu inflamatornog somatskog bola, i utvrdivanje tipa interakcije (izobolografska analiza)

Dvokomponentne kombinacije metformina i standardnih/alternativnih analgetika (ibuprofena, aspirina,
tramadola i pregabalina) primenjene u dozama koje odgovaraju fiksnim udelima njihovih EDsy
vrednosti (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2 EDsp) su dovele do znacajne redukcije inflamatorne mehanicke
hiperalgezije Sape indukovane karageninom (Slika 4.23, A-D). Dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima je pokazala znacajan uticaj vrste tretmana i vremena na parametar df (sve P < 0,001 za oba
faktora i za sve Cetiri ispitane kombinacije). Za vec¢inu ispitanih kombinacija, interakcija izmedu dva
ispitana faktora nije bila zna¢ajna (sve P > 0,233), sa izuzetkom kombinacije metformina i pregabalina
(P < 0,001). Zbog prisustva znacajne interakcije izmedu dva ispitana faktora, podaci za kombinaciju
metformin-pregabalin su dodatno analizirani primenom jednofaktorske ANOVA-e, koja je pokazala
znacajan uticaj primene kombinacije na df parametar u svim vremenskim tackama (sve P < 0,001).

Maksimalni antihiperalgezijski efekti kombinacija su postignuti 90 min (kombinacije metformina sa
ibuprofenom, aspirinom ili tramadolom) ili 120 min nakon indukcije inflamacije (kombinacija
metformina i pregabalina) i bili su:

35,9-64,9% za kombinaciju metformin-ibuprofen,
30,5-63,3% za kombinaciju metformin-aspirin,
35,6-57,0% za kombinaciju metformin-tramadol i
37,9-61,8% za kombinaciju metformin-pregabalin.

EDso mix vrednosti za dvokomponentne kombinacije metformina i analgetika su odredene linearnom
regresionom analizom odnosa log doze i antihiperalgezijskog efekta i prikazane su u Tabeli 4.2. Za sve
ispitane kombinacije EDsg mix vrednosti su bile znac¢ajno manje od EDsg 449 Vrednosti (sve P < 0,05;
modifikovani t-test), a vrednosti indeksa interakcije su bile manje od 1 (Slika 4.24, A-D; Tabela 4.2),
Sto ukazuje da izmedu metformina i ispitanih analgetika postoji sinergisti¢ka interakcija. Na osnovu
vrednosti indeksa interakcije (Tabela 4.2), postojao je sli¢an stepen potencijacije efekta (sinergizma) u
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svim ispitanim kombinacijama, sa otprilike 5-ostrukim smanjenjem doza lekova kada su primenjeni u
kombinaciji u poredenju sa dozama lekova koje su potrebne da proizvedu isti nivo efekta nakon
pojedina¢ne primene. Dodatno, graficki prikaz na izobologramima, pokazuje da se 95% intervali

poverenja EDsy mix 1 EDsp a4 vrednosti ne preklapaju, Sto je takode potvrda sinergisticke prirode
interakcija izmedu ovih lekova (Slika 4.24, A-D).
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40 7—e—kontrola (n=11) 40 7 —e—kontrola (n=11)
—{—0,0625 MET + 0,0625 IBU (n=6) ={—-0,0625 MET + 0,0625 ASA (n=6)
—&— 0,125 MET + 0,125 IBU (n=6) —&—0,125 MET + 0,125 ASA (n=6)
—0—0,25 MET + 0,25 IBU (n=6) —0—0,25 MET + 0,25 ASA (n=6)
—&—0,5 MET + 0,5 IBU (n=6) —&—0,5 MET + 0,5 ASA (n=6)
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CAR (i.pl.) CAR (i.pl.)
40 7 —¢— kontrola (n=11) 40 7 —e—kontrola (n=11)
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Slika 4.23. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta kombinacija metformina i ibuprofena (MET+IBU)
(A), aspirina (MET+ASA) (B), tramadola (MET+TMD) (C) i pregabalina (MET+PGB) (D) u modelu
karageninom (CAR) indukovane hiperalgezije Sape. Rezultati su izraZeni kao razlika u gramima (df) izmedu
mehani¢kog praga povlacenja Sape pre i posle primene CAR. Lekovi su primenjeni istovremeno sa (MET,
IBU i PGB) ili posle CAR injekcije (30 min za ASA, odnosno 45 min za TMD) (oznaceno strelicama) u
fiksnim udelima njihovih pojedinaénih EDsg, vrednosti (1/16 = 0,0625; 1/8 = 0,125; 1/4 = 0,25; 1/2 = 0,5).
Svaka tacka predstavlja srednju vrednost (+ standardna greSka) df (g). Statisticka znaéajnost (*P < 0,05; **P
< 0,01; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, pra¢ena post hoc Tukey testom; *P < 0,05; *P <
0,01; jednofaktorska ANOVA pra¢ena post hoc Tukey testom) je odredena u poredenju sa krivom za
kontrolnu grupu. i.p. = intraperitonealno; i.pl. = intraplantarno; p.o. = peroralno.
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Tabela 4.2. Parametri izobolografske analize za kombinacije metformina i analgetika u modelu

somatskog inflamatornog bola

Lekovi

EDs, %+ SEM

metformin

(95% interval poverenja)

125,1+ 7,1 mg/kg
(98,1 — 159,6 mg/kg)

ibuprofen

58,0 + 3,3 mg/kg
(45,5 - 74,1 mg/kg)

aspirin

243,9 £ 7,4 mg/kg
(213,8 — 278,2 mg/kg)

tramadol

1,7+0,1 mg/kg
(1,2 — 2,5 mg/kg)

pregabalin

Kombinacije lekova

13,2 + 1,6 mg/kg
(7,8 — 22,3 mg/kg)

metformin + ibuprofen (gzrlls?:_r92897nr:1£g/ll<<%) (zg?éo_iﬁ:é mg;tg)* 0,40
metformin + aspirin (1§8z‘,1é5_11367,omr%'739) (724 861 mgﬂfg)* 043
metformin + tramadol (5653 3?—162889%99/}?(%) (13?(’)0_14%:2 mg;tg)* 0,44
metformin + pregabalin ((?(? 11 —i73515nr:1gg/ll<<%) (23593—2%)18 r;%//ig)* 0,37

% EDs = doza potrebna za postizanje 50% antihiperalgezijskog efekta.
Y EDgy aqa = teorijska aditivna EDsq za kombinaciju lekova.
¢ EDsg mix = eksperimentalna EDs, za kombinaciju lekova.

v = indeks interakcije. Vrednosti oko 1 ukazuju na aditivnu interakciju, vrednosti ve¢e od 1 ukazuju na antagonisticku
interakciju, a vrednosti manje od 1 ukazuju na sinergisticku interakciju (Tallarida, 2002).
*P < 0,05 izmedu EDsg aqq | EDsg mix (Modifikovani t-test), ukazuje na sinergisti¢ku interakciju (Tallarida i sar., 1997).
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IBU (mg/kg)
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Slika 4.24. lzobologrami za kombinacije metformina i ibuprofena (MET+IBU) (A), aspirina
(MET+ASA) (B), tramadola (MET+TMD) (C) i pregabalina (MET+PGB) (D) u modelu somatskog
inflamatornog bola. Na osama su prikazane EDs, vrednosti pojedinacnih lekova. Prava linija koja
povezuje EDsy vrednosti pojedinacnih lekova je linija aditivnosti. Tacka na ovoj liniji je teorijska
aditivna EDsy (EDsg a9q). Za sve kombinacije EDsy mix Vrednosti (eksperimentalne EDsy vrednosti
kombinacija) su bile znac¢ajno manje od EDsg oq¢ Vrednosti, $to ukazuje na sinergisti¢ku interakciju

izmedu lekova u ovim kombinacijama (P < 0,05; modifikovani t-test).
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45.1.3. Analiza duZine trajanja antihiperalgezijskih efekata metformina, analgetika i
dvokomponentnih kombinacija metformina i analgetika u modelu inflamatornog somatskog bola

Duzina antihiperalgezijskog dejstva metformina, standardnih/alternativnin  analgetika i
dvokomponentnih kombinacija metformin-analgetik je izrazena kao nagib regresionih prava koje
opisuju zavisnost parametra APIK od maksimalnog antihiperalgezijskog efekta leka/kombinacije
lekova (videti Materijal i metode za objasnjenje). Vrednosti nagiba ovih regresionih prava su prikazane
u Tabeli 4.3. Na osnovu veli¢ine nagiba ovih regresionih prava, zakljucili smo da metformin ima
znacajno duzi antihiperalgezijski efekat od pregabalina (P = 0,011; test paralelizma), i sli¢cnu duzinu
antihiperalgezijskog dejstva kao ibuprofen, aspirin i tramadol (sve P > 0,024; test paralelizma) (Tabela
4.3).

Na osnovu vrednosti odgovarajucih nagiba, duzina dejstva metformina je bila nepromenjena kada je
primenjen u kombinaciji sa analgeticima (sve P > 0,030; test paralelizma). Vecina testiranih analgetika
takode je imalo sliénu duzinu dejstva kada je primenjeno u kombinaciji sa metforminom (sve P >
0,083; test paralelizma), sa izuzetkom pregabalina ¢iji efekat je bio produzen kada je primenjen u
kombinaciji sa metforminom tj. nagib za kombinaciju metformin-pregabalin je bio znacajno veéi od
nagiba za pregabalin (P = 0,008; test paralelizma) (Tabela 4.3).

U slucaju veéine ispitanih kombinacija metformina i analgetika, maksimalni antihiperalgezijski efekti
su postignuti u istom trenutku kao maksimalni efekti nakon pojedina¢ne primene metformina ili
analgetika (90 min posle indukcije inflamacije). Jedini izuzetak je kombinacija metformina i
pregabalina, ¢iji maksimalni efekat je postignut 120 min nakon indukcije inflamacije (tj. 30 min kasnije
u odnosu na individualnu primenu metformina i pregabalina).
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Tabela 4.3. Parametri duZine antihiperalgezijskih efekata metformina, analgetika i dvokomponentnih
kombinacija metformina i analgetika u modelu inflamatornog somatskog bola

Nagib®+ standardna greska

Lek/kombinacija lekova

98,7% i/ili 97,5% intervali poverenja (IP)

. 59+44
metformin 98.7% IP: 20-97 I 97,5% IP: 31-86 0,99
ibuprofen %6+28 1
P 98,7% IP: 32-80 1 97,5% IP: 38-73
aspirin 48125 1
P 98,7% IP: 27-69 I 97,5% IP: 33-63
tramadol alxl5 1
98,7% IP: 28-54 1 97,5% IP: 32-50
. 30 + 3,8
pregabalin 98,7% IP: -3,5-63 | 97,5% IP: 5,9-53 0,98
metformin + ibuprofen 97 531/5 Iipé_l’fg_n 0,99
. .. 41+16
metformin + aspirin 97 5% 1P- 31-51 1
metformin + tramadol 97 50/?) 2I§'520-83 0,99
5
metformin + pregabalin 97 5‘;)4;;'336—72 1

®Nagib %AH-APIK regresione prave je relativna mera duZine dejstva koje proizvodi lek/kombinacija lekova;
tretmani sa znacajno ve¢im nagibom imaju duze antihiperalgezijsko dejstvo (Tomi¢ i sar., 2013; Yaksh i sar.,
1986).

br = koeficijent korelacije %AH-APIK regresione prave; vrednosti bliske 1 ukazuju da je duZina dejstva
leka/kombinacije lekova dozno-zavisna (Tomi¢ i sar., 2013; Yaksh i sar., 1986).

¥ P <0,013; u poredenju sa nagibom za metformin nakon individualne primene, test paralelizma.

P < 0,025; u poredenju sa nagibom za analgetik (pregabalin) nakon individualne primene, test paralelizma.

73



4.5.1.4. Ispitivanje uticaja metformina, analgetika i dvokomponentnih kombinacija metformina i
analgetika na motornu spretnost pacova u rotarod testu

Najvece testirane doze tramadola (5 mg/kg; i.p.) 1 pregabalina (20 mg/kg; p.o.) nisu imale znacajan
uticaj na motornu spretnost pacova u rotarod testu (sve P > 0,628 u svim vremenskim tackama; Mann-
Whitney U-test) (Slika 4.25A). Najvecéa testirana doza metformina (200 mg/kg; i.p.) nije imala
znaajan uticaj motornu spretnost pacova u rotarod testu (videti deo 4.4.3. Uticaj metformina na
motoriku eksperimentalnih Zivotinja).

Takode, najvece ispitane doze kombinacija metformina i tramadola/pregabalina (koje su se sastojale od
1/2 EDsy metformina i 1/2 EDs tramadola/pregabalina) nisu proizvele znacajan efekat kod pacova u
rotarod testu (sve P > 0,628 u svim vremenskim tackama; Mann-Whitney U-test) (Slika 4.25B).

Okontrola (n=7) Okontrola (n=7)

®TMD 5 mg/kg (n=6) m0,5 MET + 0,5 TMD (n=6)

OPGB 20 mg/kg (n=6) 00,5 MET + 0,5 PGB (n=6)

180 180
) O
=1 =
3 150 2 150
o (=]
5 s
© 120 © 120
g g
MET (i.p.)
[=] [=]
£ 90 PGB (p.0.) c 9 PGB (p.0.)
- °
g g
S 60 2 60
o (=5
@ . Q
TMD (i.p. i
E 30 (i.p.) E 20 TMD (i.p.)
> 1 >
o : — — | L] L L] L, 0L - — L - L | L L
bazal 0 45 60 90 120 150 180 240 300 bazal 0 45 60 90 120 150 180 240 300
t (min) t (min)

Slika 4.25. Vremenski tok uticaja pojedina¢nih lekova, metformina (MET), tramadola (TMD) i
pregabalina (PGB) (A), kao i dvokomponentnih kombinacija metformina sa tramadolom (MET+TMD) i
pregabalinom (MET+PGB) (B) na motornu spretnost pacova, izrazenog kao vreme provedeno na rotarod-
u (s). Bazalno vreme (pre primene tretmana) provedeno na rotarod-u je odredeno pre primene MET (200
mg/kg; i.p.), TMD (5 mg/kg; i.p.), PGB (20 mg/kg; p.0.), i kombinacija MET+TMD i MET+PGB (koje su
se sastojale od polovine EDs, svakog leka u kombinaciji). Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost (+
standardna greska) vremena provedenog na rotarod-u. Statisticka znacajnost (Mann-Whitney U-test) je
odredena u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.5.2. Ispitivanje interakcije izmedu metformina i standardnih/alternativnih analgetika u modelu
bolne dijabetesne neuropatije

4.5.2.1. Efekat duloksetina, oksikodona i vitamina B, u modelu bolne dijabetesne neuropatije

Akutna primena duloksetina (1-15 mg/kg; p.o.) i oksikodona (0,25-2,5 mg/kg; p.0.), u 3. nedelji nakon
indukcije dijabetesa, je znacajno redukovala mehanicku hiperalgeziju kod dijabeti¢nih miSeva, na
dozno-zavisan i vremenski-zavisan nacin (P < 0,001 za oba testirana faktora; dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima) (Slika 4.26, A i B). Interakcija izmedu dva testirana faktora je bila znacajna |
u slucaju duloksetina i oksikodona (P < 0,001), zbog ¢ega smo dodatno analizirali podatke primenom
jednofaktorske ANOVA-e. Ova analiza je pokazala da duloksetin (sve P <0,001) i oksikodon (sve P <
0,042) u svim vremenskim tackama znacajno povecavaju parametar PWT u odnosu na kontrolnu
grupu. Duloksetin je postigao maksimalne antihiperalgezijske efekte 60 min nakon primene (35,3-
86,0%), a oksikodon 30-60 min nakon primene (37,0-78,4%) (Slika 4.28). Srednje efektivne doze
duloksetina i oksikodona u ovom modelu, odredene linearnom regresionom analizom krivi odnosa log
doze i efekta, su prikazane u Tabeli 4.4.

Rezultati ispitivanja antihiperalgezijskih efekata metformina i ESL u modelu bolne dijabetesne
neuropatije su prikazani u delovima 4.4.2. Efekat metformina u modelu bolne dijabetesne neuropatije i
4.1.3. Efekat ESL u modelu bolne dijabetesne neuropatije.

C 3
=3 3
: s
2 4 2
—O—kontrola (n=9) —o—Kkontrola (n=9)
1] —e—DLX 1 mg/kg (n=5) 1 —e—0XY 0,25 mg/kg (n=7)
DLX (p.0.) —{—DLX 2,5 mg/kg (n=7) OXY (p.0.) —O—0XY 0,5 mg/kg (n=7)
—A—DLX 5 mg/kg (n=6) —A—OXY 1,25 mg/kg (n=7)
l =O—DLX 15 mg/kg (n=7) l —0—0XY 2,5 mg/kg (n=7)
0 0
bazal druga 0 30 60 90 120 180 240 bazal druga 0 30 60 90 120 180 240
nedelj nedelja
treca nedelja (min) treca nedelja (min)

Slika 4.26. Vremenski tok antihiperalgezijskog efekta duloksetina (DLX) (A) i oksikodona (OXY) (B) u
modelu bolne dijabetesne neuropatije. Rezultati su izrazeni kao mehanicki prag povlacenja Sape (engl.
Paw Withdrawal Threshold - PWT) u gramima, pre (bazal) i posle indukcije dijabetesa (u 2. i 3. nedelji).
U svim eksperimentalnim grupama je PWT vrednost u 2. i 3. nedelji bila zna¢ajno manja, nego bazalna
PWT vrednost pre indukcije dijabetesa (**P < 0,001). DLX i OXY su primenjeni peroralno (p.0.) u
pojedinacnoj dozi, 3 nedelje nakon indukcije dijabetesa (oznaceno strelicom). Svaka tacka predstavlja
srednju vrednost (+ standardna greska) PWT (g). Statisticka znacajnost (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <
0,001; jednofaktorska ANOVA, prac¢ena post hoc Tukey testom) je odredena u poredenju sa krivom za
kontrolnu grupu.
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Sedmodnevna primena vitamina B, (0,15-0,6 mg/kg/dan; i.p.) je takode znacajno smanjila mehanic¢ku
hiperalgeziju kod dijabeti¢nih miseva u 3. nedelji nakon indukcije dijabetesa (P < 0,001 za oba
testirana faktora; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima) (Slika 4.27). Kao i u slucaju
duloksetina i oksikodona, interakcija izmedu dva testirana faktora je bila znacajna (P < 0,001), te smo
podatke dodatno analizirali primenom jednofaktorske ANOVA-e. Ova analiza je pokazala da u 3.
nedelji nakon indukcije dijabetesa, u svim grupama tretiranim vitaminom B, su PWT vrednosti bile
znacajno vece od kontrolnih (sve P < 0,001). Antihiperalgezijski efekti vitamina B;, u ovom modelu su
bili u rasponu 22,2-90,2% (Slika 4.28). Srednja efektivna doza vitamina By je prikazana u Tabeli 4.4.

i'g:_l"ég% (;1;?')1 kg/dan (n=8) Slika 4.27. Antihiperalgezijski efekat vitamina
-0-OHB12 0,30 mS/kgman n-8) B (OHB12) u modelu bolne dijabetesne

—4—-0HB12 0,45 mg/kg/dan (n=8)  neuropatije. Rezultati su izrazeni kao mehanicki

®] ~0-OHB120,60 mg/kg/dan (n=7) prag povlacenja Sape (engl. Paw Withdrawal
*kk Threshold - PWT) u gramima, pre (bazal) i posle

indukcije dijabetesa (u 2. i 3. nedelji). U svim

5 - eksperimentalnim grupama je PWT vrednost u 2.
*kKk nedelji bila znac¢ajno manja, nego bazalna PWT

vrednost pre indukcije dijabetesa (**P < 0,001).

,‘? i OHB12 je primenjen intraperitonealno (i.p.)
2 41 tokom 7 dana, pocev od 2. nedelje nakon
indukcije dijabetesa (oznaceno strelicom). Svaka
* tatka predstavlja srednju vrednost (+ standardna
3 greska) PWT (g). Statisticka znacajnost (**P <
it 0,01; ***P < 0,001; jednofaktorska ANOVA,
OHB,, (i.p.) 7 dana pracena post hoc Tukey testom) je odredena u

l poredenju sa krivom za kontrolnu grupu.

2 v y .
bazal 2. nedelja 3. nedelja
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100 1

Slika 4.28. Krive odnosa log doze i
80 1 antihiperalgezijskog  efekta  metformina
OMET (MET), eslikarbazepin acetata (ESL),
mESL duloksetina (DLX), oksikodona (OXY) i

80 1 apLx  Vitamina B, (OHB12) u modelu bolne
< ®OXY dijabetesne neuropatije. Tacke predstavljaju
* 40 | gonsi2  Srednje vrednosti maksimalnih

antihiperalgezijskih  efekata (%AH) =+
standardna  greska, odredenih u 5-8
20 A dijabeti¢nih miSeva.

-1 0 1 2 3
Log doza (mg/kg)

4.5.2.2. Efekti dvokomponentnih kombinacija metformina i standardnih/alternativnih analgetika
u modelu bolne dijabetesne neuropatije, i utvrdivanje tipa interakcije (izobolografska analiza)

Kombinacije metformin i ESL/duloksetina/oksikodona/vitamina B1, kada su primenjene u dozama koje
odgovaraju fiksnim udelima njihovih srednjih efektivnih doza (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2 EDsp) su proizvele
znacajan i dozno-zavisan antihiperalgezijski efekat u modelu bolne dijabetesne neuropatije (Slika 4.29,
A-C i Slika 4.30). U ovim eksperimentima metformin i vitamin B, su primenjivani svakodnevno
tokom 7 dana (po€ev od druge nedelje nakon indukcije dijabetesa), a ESL/duloksetin/oksikodon su
primenjeni u pojedinacnoj dozi, u treoj nedelji nakon indukcije dijabetesa. Dvofaktorska ANOVA sa
ponovljenim merenjima je pokazala znacajan uticaj vrste tretmana i vremena na parametar PWT koji je
izmeren pomoc¢u Von Frey aparata (sve P < 0,001 za oba faktora i sve Cetiri ispitane kombinacije), kao
i znacajnu interakciju (sve P < 0,001 za sve Cetiri ispitane kombinacije). Dodatnom analizom podataka
primenom jednofaktorske ANOVA-e, utvrdili smo da u svim vremenskim tackama u trecoj nedelji
nakon indukcije dijabetesa tretman znacajno poveéao parametar PWT u odnosu na kontrolne vrednosti
(sve P < 0,001 za sve Cetiri ispitane kombinacije). Sve kombinacije sa akutnim tretmanima su postigle
maksimalni antihiperalgezijski efekat u 60 min nakon primene ESL/duloksetina/oksikodona.
Maksimalni antihiperalgezijski efekti su bili:

e 22,6-93,9% za kombinaciju metformin-ESL,

e 24,8-81,5% za kombinaciju metformin-duloksetin,

e 29,4-75,2% za kombinaciju metformin-oksikodon i

o 22,8-83,2% za kombinaciju metformin-vitamin By.
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Slika 4.29. Vremenski tok antihiperalgezijskog
efekta kombinacija metformina i eslikarbazepin
acetata (MET+ESL) (A), duloksetina (MET+DLX)
(B) i oksikodona (MET+OXY) (C) u modelu bolne
dijabetesne neuropatije. Rezultati su izrazeni kao
mehani¢ki prag povladenja Sape (engl. Paw
Witdrawal Threshold - PWT) u gramima, pre (bazal)
i posle indukcije dijabetesa (u 2. i 3. nedelji). U svim
eksperimentalnim grupama je PWT vrednost u 2.
nedelji bila znacajno manja, nego bazalna PWT
vrednost pre indukcije dijabetesa (**P < 0,001).
MET je primenjivan oralno (p.o.) tokom 7 dana,
pocev od 2. nedelje nakon indukcije dijabetesa, a
ESL, DLX i OXY p.o. u pojedina¢noj dozi u 3.
nedelji nakon indukcije dijabetesa (oznaceno
strelicama). Lekovi su primenjeni u dozama koje
odgovaraju fiksnim udelima njihovih EDs, vrednosti
(1/16 = 0,0625; 1/8 = 0,125; 1/4 = 0,25; 1/2 = 0,5).
Svaka taCka predstavlja srednju vrednost (£
standardna greska) PWT (g). Statisticka znacajnost
(*P < 0,05 **P < 0,01; ***P < 0,001;
jednofaktorska ANOVA, pracena post hoc Tukey
testom) je odredena u poredenju sa krivom za
kontrolnu grupu.
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—<—kontrola (n=9)

6 —-0,0625 MET + 0,0625 OHB12 (n=8)
—0-0,125 MET + 0,125 OHB12 (n=7)
—4—0,25 MET + 0,25 OHB12 (n=9)
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*kk
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%%k
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OHB,;, (i.p.) 7 dana
METIp.o.) 7 dana

bazal 2. nedelja 3. nedelja

Slika 4.30. Antihiperalgezijski efekat
kombinacije metformina i vitamina Bj,
(MET+OHB12) u modelu bolne dijabetesne
neuropatije. Rezultati su izrazeni kao mehanicki
prag povlacenja Sape (engl. Paw Withdrawal
Threshold - PWT) u gramima, pre (bazal) i posle
indukcije dijabetesa (u 2. i 3. nedelji). U svim
eksperimentalnim grupama je PWT vrednost u 2.
nedelji bila znac¢ajno manja, nego bazalna PWT
vrednost pre indukcije dijabetesa (**P < 0,001).
MET je primenjivan oralno (p.0.), a OHB12
intraperitonealno (i.p.) tokom 7 dana, pocev od 2.
nedelje nakon indukcije dijabetesa (oznaceno
strelicom). Lekovi su primenjeni u dozama koje
odgovaraju fiksnim udelima njihovih EDsg
vrednosti (1/16 = 0,0625; 1/8 = 0,125; 1/4 = 0,25;
1/2 = 0,5). Svaka tacka predstavlja srednju
vrednost (+ standardna greska) PWT (Q).
Statisticka znacajnost (**P < 0,01; ***P < 0,001;
jednofaktorska ANOVA, pracena post hoc Tukey
testom) je odredena u poredenju sa krivom za
kontrolnu grupu.

U Tabeli 4.4. prikazane su EDsg mix | EDsg agq Vrednosti za dvokomponentne kombinacije metformina i
ESL/duloksetina/oksikodona/vitamina Bi, u modelu bolne dijabetesne neuropatije. Za sve ispitane
kombinacije EDsp mix vrednosti su bile znaCajno manje od EDsp .49 Vrednosti (sve P < 0,05;
modifikovani t-test), a indeksi interakcije manji od 1 (Slika 4.31, A-D; Tabela 4.4), sto ukazuje da
metformin stupa u sinergisticku interakciju sa ESL/duloksetinom/oksikodonom/vitaminom Bj, u ovom
modelu bola. Na osnovu vrednosti indeksa interakcije (Tabela 4.4), u kombinaciji metformin-ESL smo
utvrdili  7-struko smanjenje, a u kombinacijama metformin-duloksetin, metformin-oksikodon i
metformin-vitamin B;, 6-ostruko smanjenje doza lekova kada su primenjeni u kombinaciji u poredenju
sa dozama lekova koje su potrebne da proizvedu isti nivo efekta nakon pojedinacne primene. Takode,
95% intervali poverenje EDsg mix i EDsg aqg Vrednosti (prikazano na izobologramima) za kombinacije
metformina i analgetika se ne preklapaju, $to je takode potvrda sinergisticke prirode interakcija izmedu

ovih lekova (Slika 4.31, A-D).

79



100 - 3 1
ED,, DLX
EDs, ESL 1
75 A
4
2 -
g 2
o 50 4 o
£ ED,y 1oy METESL £ EDgg 94 MET+DLX
7 x
& o 11
25 4 I
HH EDj mix MET+ESL EDy, MET EDyg nix MET+DLX EDg, MET
0 T r . . . 0 T r T . .
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
MET (mg/kg/dan) MET (mg/kg/dan)
0,75 1 03 -
ED,, OXY & EDg, OHB1:2
4
05 0,2
—_ ©
> ]
5 (=]
g EDgp ,qa MET+OXY 5 EDyg .qq MET+OHB12
= E
& =
3 025 @ 0.1
T
o
[ ] "L-‘
ED5g iy MET+OXY ED,, MET EDs yix MET+OHB12 ED,,
0 r r . . . 0 . . r . ]
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
MET (mg/kg/dan) MET (mg/kg/dan)

Slika 4.31. lzobologrami za kombinacije metformina i eslikarbazepin acetata (MET+ESL) (A),
duloksetina (MET+DLX) (B), oksikodona (MET+OXY) (C) i vitamina By, (MET+OHB12) (D) u
modelu bolne dijabetesne neuropatije. Na osama su prikazane EDsy vrednosti pojedinaénih lekova.
Prava linija koja povezuje EDs, vrednosti pojedina¢nih lekova je linija aditivnosti. Tacka na ovoj liniji
je teorijska aditivna EDsy (EDsg aqq)- Za Sve kombinacije EDsg 449 vrednosti su bile zna¢ajno manje od
EDsy mix Vrednosti (eksperimentalna EDsy vrednost kombinacije) $to ukazuje na sinergisti¢ku
interakciju izmedu lekova u ovim kombinacijama (P < 0,05; modifikovani t-test).
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Tabela 4.4. Parametri izobolografske analize za kombinacije metformina i analgetika u modelu bolne
dijabetesne neuropatije

Lekovi ED50ai SEM
(95% interval poverenja)

100,4 £ 7,6 mg/kg
(55,1 - 130,3 mg/ko)
71,9 + 10,1 mg/kg
(14,8 — 189,9 mg/kQ)
2,5+ 0,4 mg/kg
(0,7 — 4,8 mg/kqg)
0,6 £ 0,1 mg/kg
(0,2 - 1,1 mg/kg)
0,3 + 0,01 mg/kg
(0,2 - 0,3 mg/kg)

metformin

eslikarbazepin acetat (ESL)

duloksetin

oksikodon

vitamin B;,

Kombinacije lekova

. 86,1 + 6,3 mg/kg 24,8 + 1,3 mg/kg

metformin + ESL (70,0 — 99,1 mg/kg) (19,1 - 30,9 mgrkgy* | %2
. . 51,5 + 3,7 mg/kg 17,0 £ 2,1 mg/kg

metformin + duloksetin (39.8 — 58,3 my/kg) (7.7 — 33,2 mg/kg)* 0,33
. . 50,5 + 3,2 mg/kg 16,0 £ 0,1 mg/kg

metformin + oksikodon (40,2 — 56,0 mg/kg) (15,7 — 16,3 mg/kg)* 0,32

metformin + vitamin B 504 + 1,6 mg/kg 16,9 + 1,2 mg/kg 0,33

12 (46,3 — 54,2 mg/kg) (12,0 — 23,2 mg/kg)* '

% EDs = doza potrebna za postizanje 50% antihiperalgezijskog efekta.

Y EDgy aqa = teorijska aditivna EDsq za kombinaciju lekova.

¢ EDsg mix = eksperimentalna EDs, za kombinaciju lekova.

4 v = indeks interakcije. Vrednosti oko 1 ukazuju na aditivnu interakciju, vrednosti veée od 1 ukazuju na antagonisticku
interakciju, a vrednosti manje od 1 ukazuju na sinergisti¢ku interakciju (Tallarida, 2002).

*P < 0,05 izmedu EDsg a9 | EDsg mix (Modifikovani t-test), ukazuje na sinergisti¢ku interakciju (Tallarida i sar., 1997).
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45.2.3. Analiza duZine trajanja antihiperalgezijskih efekata analgetika i dvokomponentnih
kombinacija metformina i analgetika u modelu bolne dijabetesne neuropatije

Duzina dejstva akutno primenjenih analgetika (ESL, duloksetina i oksikodona), kao i njihovih
dvokomponentnih kombinacija sa metforminom je izraZzena kao nagib regresionih prava koje opisuju
zavisnost parametra APIK od maksimalnog antihiperalgezijskog efekta leka/kombinacije lekova (videti
Materijal i metode za objasnjenje).

Na bazi vrednosti nagiba nakon pojedinacne primene analgetika i primene analgetika u kombinaciji sa
metforminom (Tabela 4.5), zaklju¢ili smo:

e antihiperalgezijski efekat ESL u modelu bolne dijabetesne neuropatije je bio kraé¢i kada je ovaj
lek kombinovan sa metforminom, ali je razlika izmedu nagiba bila na granici statistickog
znacaja (P = 0,058; test paralelizma)

e duzina dejstva duloksetina je bila znacajno kraca kada je primenjen u kombinaciji sa
metforminom, nego nakon pojedina¢ne primene (P = 0,027; test paralelizma),

e duzina dejstva oksikodona je bila nepromenjena kada je primenjen zajedno sa metforminom (P
= 0,725; test paralelizma).

Duzina dejstva nije racunata za metformin i vitamin B1, u ovom modelu, imajuéi u vidu da su ova dva
leka primenjivana hroni¢no i da je izmeren efekat bio relativno konstantan u toku perioda pracenja u
tre¢oj nedelji nakon indukcije dijabetesa.

Tabela 4.5. Parametri duzine antihiperalgezijskih efekata analgetika i dvokomponentnih kombinacija
metformina i analgetika u modelu bolne dijabetesne neuropatije

Nagib®+ standardna greska

Lek/kombinacija lekova

95% intervali poverenja (IP)

eslikarbazepin acetat (ESL) 95%5|’|%>:io%§0_ 9.2 0,97
duloksetin 0596 1. 2076 0,99
oksikodon 95%4@:12(?;14_ 6.0 0,99
metformin + ESL 950/20 ?Pi g’,14¥_3,3 1
metformin + duloksetin NISERS g’:‘f_ .0 0,99
metformin + oksikodon 950/3’?; (33;48 1

®Nagib %AH-APIK regresione prave je relativna mera duZine dejstva koje proizvodi lek/kombinacija lekova;
tretmani sa znacajno veé¢im nagibom imaju duze antihiperalgezijsko dejstvo (Tomi¢ i sar., 2013; Yaksh i sar.,
1986).

®r = koeficijent korelacije %AH-APIK regresione prave; vrednosti bliske 1 ukazuju da je duZina dejstva
leka/kombinacije lekova dozno-zavisna (Tomi¢ i sar., 2013; Yaksh i sar., 1986).

¥ P =0,058; u poredenju sa nagibom za ESL nakon individualne primene, test paralelizma.

$P < 0,05; u poredenju sa nagibom za duloksetin nakon individualne primene, test paralelizma.
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4.5.2.4. Ispitivanje uticaja analgetika i dvokomponentnih kombinacija metformina i analgetika
na motornu spretnost dijabeti¢nih miSeva u rotarod testu

Primena najvecih testiranih doza duloksetina (15 mg/kg; p.o.) i oksikodona (2,5 mg/kg; p.o.) nije imala
statisticki znaCajan uticaj na motornu spretnost dijabeti¢nih miseva u rotarod testu (sve P > 0,05;
Mann-Whitney U-test) (Slika 4.32A). ESL nije imao znacajan uticaj na motornu spretnost dijabeti¢nih
miseva kada je primenjen u dozi od 240 mg/kg p.o. (videti deo 4.1.4. Uticaj ESL na motoriku
eksperimentalnih Zivotinja).

Uticaj najvecih ispitanih doza metformina i vitamina B, na motornu spretnost dijabeti¢nih Zivotinja
nije ispitan, jer su ovi lekovi primenjivani svakodnevno tokom 7 dana, a antihiperalgezijski efekti su
procenjeni oko 24h nakon poslednje doze, pa je uticaj na motoriku eksperimentalnih Zivotinja malo
verovatan.

Takode, primena najvecih testiranih doza dvokomponentnih kombinacija metformina sa
ESL/duloksetinom/oksikodonom nije znac¢ajno narusila motornu spretnost dijabeti¢nih miseva (sve P >
0,05; Mann-Whitney U-test) (Slika 4.32B).

A B

80 - Okontrola (n=7) 80 , Okontrola (n=7)

BDLX 15 mg/kg (n=6) m0,5 MET + 0,5 ESL (n=6)
BOXY 2,5 mg/kg (n=6) 00,5 MET + 0,5 DLX (n=6)
80,5 MET + 0,5 OXY (n=6)

60 60 1

40

40 |

20 20 1

Vreme provedeno na rotarod-u (s)
Vreme provedeno na rotarod-u (s)

bazal 30 60 90 120 180 240 bazal 30 60 90 120 180 240
t (min) t (min)

Slika 4.32. Vremenski tok uticaja pojedinacnih lekova, duloksetina (DLX) i oksikodona (OXY) (A), i
dvokomponentnih kombinacija metformina sa eslikarbazepin acetatom (MET+ESL), duloksetinom
(MET+DLX) i oksikodonom (MET+OXY) (B) na motornu spretnost dijabeti¢énih miSeva, izraZzenog
kao vreme provedeno na rotarod-u (s). Bazalno vreme (pre primene tretmana) provedeno rotarod-u je
odredeno pre peroralne primene ESL, DLX, OXY (individualno ili u obliku dvokomponentnih
kombinacija sa MET koje su se sastojale od polovine EDs, svakog leka u kombinaciji). ESL, DLX i
OXY su primenjeni akutno u pojedinacnoj dozi, a MET svakodnevno tokom 7 dana. Svaki stubi¢
predstavlja srednju vrednost (+ standardna greska) vremena provedenog na rotarod-u. Statisticka
znacajnost (Mann-Whitney U-test) je odredena u poredenju sa kontrolnom grupom.
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5. Diskusija

5.1. Antinociceptivna/antihiperalgezijska efikasnost ESL u eksperimentalnim modelima bola

U okviru ove disertacije pokazali smo da sistemska (peroralna) primena ESL proizvodi dozno-zavisan
antinociceptivni/antihiperalgezijski efekat u modelima trigeminalnog (druga faza orofacijalnog
formalinskog testa), visceralnog (test gréeva izazvanih siréetnom kiselinom) i neuropatskog bola
(model bolne dijabetesne neuropatije). ESL je pokazao sli¢nu efikasnost u ovim modelima bola, ali se
razlikovala njegova potentnost izmedu modela. Najmanje doze su bile potrebne za ublazavanje
visceralne nocicepcije (EDso = 19,3 mg/kg), a najvece za ublazavanje hiperalgezije u modelu bolne
dijabetesne neuropatije (EDsp = 71,9 mg/kg za mehanicku i EDsy = 124,7 mg/kg za termicku
hiperalgeziju). Sli¢no nasim rezultatima, 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¢-Petrovi¢ i sar., 2008) i bolne
dijabetesne neuropatije (Kiguchi i sar., 2004; Tomié i sar., 2010a). Znacajno je naglasiti da je
efikasnost ESL ispitana na razli¢itim sojevima miSeva, imajuc¢i u vidu da nakon oralne primene ESL u
miSeva dolazi do njegove brze i gotovo potpune transformacije do eslikarbazepina, kao 1 kod ljudi
(Soares-da-Silva i sar., 2015).

Dodatno, pokazali smo da lokalna periferna primena ESL (s.c. u perinazalnu regiju) na dozno-zavisan
nacin ublazava nociceptivno ponasanje u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. Doze ESL koje
su koriS¢ene lokalno su bila znatno nize od onih koje su koris¢ene sistemski (EDso vrednost za lokalni
s.c. put primene je bila preko 60 puta niza od EDsg vrednosti za oralni put primene). Ovaj nalaz moze
ukazati da se nakon sistemske primene ESL postizu dovoljni nivoi leka u perifernom tkivu, i da postoji
doprinos perifernih efekata sveukupnoj antinociceptivnoj efikasnosti ESL. 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; Vu¢kovi¢ i sar., 2007), a nasi
rezultati su prosirili postoje¢a saznanja podatkom da je lokalni efekat od znacaja i za ublazavanje bola
u trigeminalnoj regiji.

U eksperimentalnim modelima koji su kori$¢eni za ispitivanje antinociceptivne/antihiperalgezijske
efikasnosti ESL, senzitizacija nociceptivnih puteva igra znafajnu ulogu u razvoju nociceptivnog
ponasanja/hiperalgezije. Nociceptivno ponasanje u okviru druge faze formalinskog testa, kao i u testu
gréeva nastaje kao posledica direktne stimulacije nociceptora od strane hemijskih algogena
(nocicepcija) i periferne inflamacije koja dovodi do senzitizacije perifernih i centralnih nociceptivnih
puteva (Deraedt i sar., 1980; Giamberardino, 1997; Sawynok i Liu, 2003; Sokolov i sar., 2012). U
modelu bolne dijabetesne neuropatije hiperalgezija prema termic¢kim i mehanickim stimulusima nastaje
zbog pojafane aktivacije perifernih nociceptora, ¢ija povecana aktivnost dovodi do senzitizacije
centralnih neurona zaduzenih za prenosenje informacija o bolnim senzacijama (Bishnoi i sar., 2011;
Fuchs i sar., 2010). U svim ovim modelima ESL je ispoljio dozno-zavisnu efikasnost. Sa druge strane,
ESL je posedovao nizu efikasnost u prvoj fazi orofacijalnog formalinskog testa, za koju se smatra da
predstavlja ,,cist” nociceptivni bol koji nije u vezi sa senzitizacijom nociceptivnih puteva (Sawynok i
Liu, 2003). Nasi rezultati ukazuju da ESL mozda ispoljava svoj efekat prevashodno ublazavanjem
senzitizacije nociceptivnih puteva, kao i da bi mogao da bude znafajan u terapiji inflamatornih i
neuropatskih bolova u kojima ulogu igra senzitizacija nociceptivnih puteva (Woolf, 2004; 2011). Ova
pretpostavka je u skladu sa nalazima iz klinickih studija, koji su pokazali da srodan dibenzazepin,
okskarbazepin, je viSe efikasan u ublazavanju perifernog neuropatskog bola kod pacijenata sa znacima
senzorne hiperekscitabilnosti (tzv. fenotip iritabilnog nociceptora) (Demant i sar., 2014).
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Doze ESL koje su proizvele znacajan antinociceptivni/antihiperalgezijski efekat su bile znatno nize od
doza koje su dovodile do naruSavanja motorne spretnosti eksperimentalnih Zivotinja u rotarod testu.
Nasi rezultati su pokazali da su EDsy vrednosti oko 6-10 (u modelu dijabetesne neuropatije), 15
(orofacijalni formalinski test) i 38 puta manje (test gréeva) od TDsg vrednosti odredene u rotarod testu.
Poredenja radi, u prethodnom radu je pokazano da su EDsy vrednosti karbamazepina i okskarbazepina
u testu gréeva 2 i 15 puta manje od TDsp vrednosti odredene u rotarod testu (Stepanovi¢-Petrovié i
sar., 2008). Ovaj nalaz ukazuje na povoljniji bezbednosni profil ESL u odnosu na
karbamazepin/okskarbazepin, $to je u skladu sa rezultatima iz klinickih studija koje su pokazale bolju
podnosljivost ESL u odnosu na ova dva leka u terapiji epilepsija (Lawthom i sar., 2018).

5.2. Mehanizam dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

U okviru ovog rada ispitali smo mehanizam dejstva ESL kori$¢enjem farmakoloskog pristupa. Ovim
eksperimentima je pokazano da sistemska primena antagonista serotoninskih 5-HTigjnp, o2-
adrenergiCkih, p-adrenergickih (neselektivnog 1 [i-selektivnog antagoniste), muskarinskih
holinergickih, kanabinoidnih CB;/CB, i opioidnih receptora dovodi do dozno-zavisne inhibicije
antinociceptivnog efekta ESL u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa. Suprotno ovim
rezultatima, sistemska primena antagonista a;-adrenergickih i nikotinskih holinergickih receptora nije
imala znacajan 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-HTigip, az-adrenergickih, muskarinskih holinergickih,
kanabinoidnih CB1/CB; i opioidnih receptora je inhibirala efekat lokalno periferno primenjenog ESL
na dozno-zavisan nacin (u drugoj fazi orofacijalnog formalinskog testa), dok je lokalna periferna
primena antagoniste P;-adrenergickih receptora bila bez znacajnog uticaja na antinociceptivni efekat
ESL.

Dostupni eksperimentalni podaci ukazuju da eslikarbazepin (glavni metabolit ESL odgovoran za
njegovu farmakolosku aktivnost) nema znacajan afinitet prema serotoninskim 5-HTig i 5-HT1p, o»-
adrenergickim, muskarinskim holinergickim, kanabinoidnim CB; i opioidnim receptorima (Soares-da-
Silva i sar. 2015). Dodatno, starije studije su pokazale da karbamazepin, lek strukturno sli¢an ESL,
nema afinitet za B-adrenergicke receptore (Marangos i sar. 1983), $to bi moglo da ukaze da ni ESL ni
njegov metabolit nemaju znacajan afinitet ka vezivanju za ove receptore. Ovi eksperimentalni podaci
isklju¢uju mogucnost 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.

5.2.1. Uloga serotoninskih receptora u antinociceptivnom efektu ESL

Sistemska primena antagoniste serotoninskih 5-HT;g;p receptora dovela je do znacajne inhibicije
antinociceptivnog efekta ESL u modelu trigeminalnog bola. Kao $to je ranije naznaceno, malo je
verovatno da ESL direktno aktivira ove receptore, medutim postoje eksperimentalni podaci da
dibenzazepinski antiepileptici (ukljuuju¢i 1 likarbazepin, koji predstavlja racemsku smesu
eslikarbazepina i R-likarbazepina) povecavaju oslobadanje serotonina u centralnom nervnom sistemu
(Baf i sar., 1994; Clinckers i sar., 2005; Tanahashi i sar., 2012). Serotonin ima kompleksan uticaj na
bolnu senzaciju, i moZe imati antinociceptivnu ili pronociceptivnu ulogu u zavisnosti od (pod)tipa
receptora na koji deluje i njegove lokalizacije u okviru bolnog puta (Bardin, 2011; Kayser i sar.,
2010). Od svih opisanih serotoninskih receptora, verovatno najve¢i znacaj za ublaZavanje bolne
senzacije u trigeminalnoj regiji imaju receptori 5-HT1g/1p tipa, koji predstavljaju ciljno mesto dejstva
lekova iz grupe triptana (Ong i Felice, 2018). Ovi receptori se nalaze na nekoliko lokacija u centralnom
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nervnom sistemu koje su ukljucene u transmisiju ili modulaciju bolne senzacije. Konkretno, za agoniste
serotoninskih 5-HT1g/1p receptora je pokazano da deluju na nivou sinapse u okviru medularih dorzalnih
rogova gde otezavaju transmisiju nociceptivnih impulsa sa centralnih grana nociceptora (primarnih
neurona bolnog puta) na sekundarne neurone koji su smesteni u okviru medularnih dorzalnih rogova
(Levy i sar., 2004). Takode, 5-HT1g/1p receptori su locirani u okviru PAG, za koju je poznato da igra
znacajnu ulogu u descedentnoj inhibitornoj modulaciji bola (Akerman i sar., 2013; Jeong i sar.,
2008). U skladu sa tim, za aktivaciju 5-HT1g/1p receptora se pretpostavlja da dovodi do dezinhibicije
neurona PAG i do aktiviranja nishodnih inhibitornih puteva koji otezavaju prenoSenje nociceptivnih
informacija (Akerman i sar., 2013; Jeong i sar., 2008). Imaju¢i u vidu da je za dibenzazepinske
antiepileptike takode pokazano da analgeticki efekat ispoljavaju putem efekata na neurone medularnog
dorzalnog roga i PAG (Foong i Satoh, 1984b; 1985), moguce da je putem povecanja serotonergicke
neurotransmisije na ovim mestima proizvode analgeticki efekat u trigeminalnoj regiji koji je
posredovan stimulacijom 5-HT;g/1p receptora.

Dodatno, pokazali smo da i lokalna periferna primena antagoniste 5-HT;g/1p receptora moze umanjiti
antinociceptivnu aktivnost ESL u orofacijalnom formalinskom testu. Koliko nam je poznato, u literaturi
nije opisan uticaj dibenzazepinskih antiepileptika na oslobadanje serotonina na nivou perifernih tkiva,
ali kao S§to je veC reCeno jeste za centralni nervni sistem (Baf i sar., 1994; Clinckers i sar., 2005;
Tanahashi i sar., 2012), sto ukazuje da postoji moguénost da se slican efekat vida i na periferiji. Na
nivou perifernog nervnog sistema, serotonin se uglavnom smatra pronociceptivnim medijatorom
(Bardin, 2011; Loyd i sar., 2013) i postoje dokazi da periferno oslobadanje serotonina doprinosi
nastanku nociceptivnog ponasanja u formalinskom testu, putem aktivacije ekscitatornih 5-HT receptora
(5-HT, i 5-HT3) (Kayser i sar., 2007; Nakajima i sar., 2009; Zeitz i sar., 2002). Medutim, periferni
nociceptori neurona trigeminalnih ganglija pored ekscitatornih pronociceptivnih 5-HT receptora,
takode eksprimiraju i inhibitorne receptore (5-HT1g i 5-HT1p) koji imaju antinociceptivnu ulogu (Loyd
i sar., 2011). Mozemo pretpostaviti da pod uticajem ESL dolazi do poveéanog oslobadanja serotonina,
i da u okolnostima kada je prisutna veca koncentracija ovog monoamina na nivou perifernog nervnog
sistema dolazi do paralelne aktivacije antinociceptivnih (5-HT1g1p), pored pronociceptivnih 5-HT
receptora ($to doprinosi ublazenju bolne senzacije). U prilog ovoj hipotezi govore sledeci
eksperimentalni podaci: 1) male-umerene koncentracije serotonina aktiviraju trigeminalne nociceptore,
dok se pri ve¢im koncentracijama taj efekat gubi (verovatno zbog simultane aktivacije pronociceptivnih
I antinociceptivnih receptora) (Loyd i sar., 2011); 2) lokalna periferna primena inhibitora preuzimanja
serotonina (fluoksetina), koji povecavaju lokalne nivoe serotonina, moze imati dvojak uticaj na
nociceptivno ponasanje u formalinskom testu - male doze fluoksetina imaju pronociceptivne efekte
(Cervantes-Duran i sar., 2013), dok primena ve¢ih doza smanjuje nociceptivno ponaSanje u drugoj
fazi formalinskog testa (Cervantes-Duran i sar., 2013; Sawynok i sar., 1999).

5.2.2. Uloga adrenergickih receptora u antinociceptivhom efektu ESL

Nasi rezultati su u skladu sa prethodnim radovima u kojima je pokazano da sistemska primena
antagonista a-adrenergickih (neselektivnih i ap-selektivnih) i B-adrenergickih receptora (neselektivnih)
moze umanjiti antinociceptivne efekte karbamazepina/okskarbazepina u razli¢itim eksperimentalnim
modelima bola, ukljuc¢ujuéi i u modelima trigeminalnog bola (Vuckovi¢ i sar., 2006; Foong i Satoh,
1984a).

Kao $to je ranije naznaceno, malo je verovatno da se ESL direktno vezuje za adrenergicke receptore.
Medutim, u literaturi je opisana sposobnost dibenzazepina da povecaju aktivnost noradrenergickih
neurona i nivoe noradrenalina u centralnom nervnom sistemu (Baf i sar., 1994; Olpe i Jones, 1983).
Posebno znacajan je rad Olpe i Jones-a (1983) koji su pokazali da karbamazepin na dozno-zavisan
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nacéin povecava aktivnost locus coeruleus-a, glavnog mesta sinteze noradrenalina u okviru centralnog
nervnog sistema (Samuels i Szabadi, 2008). Ovaj nalaz je od potencijalnog znacaja za analgeticku
efikasnost dibenzazepinskih antiepileptika, kada se uzmu u obzir ¢injenice da: locus coeruleus inervise
trigeminalna senzorna jedra (ukljucujué¢i i neurone medularnog dorzalnog roga, koji su zaduzeni za
obradu nociceptivnih informacija iz orofacijalne regije) i da ima znacajnu ulogu u modulisanju
trigeminalne nocicepcije (Samuels i Szabadi, 2008; Tsuruoka i sar., 2003). Bihejvioralne i/ili
elektrofizioloske studije su pokazale da aktivacija o, 1 B-adrenergickih receptora na neuronima
medularnih dorzalnih rogova inhibira orofacijalnu nocicepciju, dok a;-adrenergicki receptori izgleda
igraju pronociceptivnu ulogu u ovoj regiji (Han i sar., 2007; Wang i sar., 2002; 2013). Ukoliko
pretpostavimo da je ESL sposoban da aktivira neurone locus coeruleus-a (poput karbamazepina)
mogao bi da smanji trigeminalnu nocicepciju, bar delom, putem povecanja noradrenergi¢ke stimulacije
ay i B-adrenergickih receptora na neuronima medularnih dorzalnih rogova. Nasi rezultati su u skladu sa
ovom pretpostavkom, imajué¢i u vidu da je sistemska primena antagonista ay I B-adrenergickih
receptora na dozno-zavisan nacin inhibirala antinociceptivni efekat ESL u modelu trigeminalnog bola,
dok je primena a;-adrenergickog antagoniste bila bez efekta.

Takode smo pokazali da je efekat lokalno periferno primenjenog ESL posredovan perifernim op—
adrenergickim, ali ne i [i-adrenergickim receptorima. Koliko nam je poznato, ne postoje
eksperimentalni podaci u vezi sposobnosti dibenzazepinskih antiepileptika da menjaju/modulisu
periferne nivoe noradrenalina. Medutim, dibenzazepini mogu da povecaju centralnu noradrenergicku
neurotransmisiju (Baf i sar., 1994; Olpe i Jones, 1983), pa se moze pretpostaviti da se sli¢an efekat
vida i u perifernim tkivima. Nasi rezultati su u skladu sa prethodnim studijama koje su pokazale da
periferni ap-adrenergicki receptori doprinose antinociceptivnoj efikasnosti
karbamazepina/okskarbazepina (Tomi¢ i sar., 2007; Vuckovi¢ i sar., 2007), ali i sa prethodno
opisanim ulogama perifernih adrenoceptora u modulisanju nocicepcije. Brojne bihejvioralne i/ili
neurofizioloske studije su pokazale da aktivacija perifernih ay-adrenergickih receptora proizvodi
antinociceptivne efekte u razli¢itim modelima bola (Pertovaara, 2009). Dodatno, farmakoloska
blokada perifernin  B-adrenergickih receptora (ukljucuju¢i i [i-adrenoceptora) proizvodi
antinociceptivne efekte u modelima orofacijalnog bola (ukljucujuéi i orofacijalni formalinski test), $to
ukazuje da poseduju pronociceptivnu ulogu u ovoj regiji (Chichorro i sar., 2004; Favaro-Moreira i
sar., 2012). Samim tim, na$ nalaz o izostanku uloge perifernih [3;-adrenoceptora u antinociceptivnom
efektu ESL nije neocekivan.

5.2.3. Uloga holinergickih receptora u antinociceptivnom efektu ESL

Na osnovu nasih eksperimentalnih rezultata moze se zakljuciti da je antinociceptivni efekat ESL
posredovan muskarinskim, ali ne 1 nikotinskim holinergi¢kim receptorima. Prethodno su Foong 1 Satoh
(1984a) pokazali da sistemska primena atropina moze delimi¢no smanjiti antinociceptivnu efikasnost
karbamazepina u modelu trigeminalnog bola (medutim, nivo inhibicije nije dostigao statisticki znacaj).
Koliko nam je poznato, ne postoje eksperimentalni podaci u vezi sposobnosti ESL da utice na nivo
acetilholina u telu. Medutim, za karbamazepin je prethodno pokazano da moze povecati nivoe
acetilholina u razli¢itim regijama centralnog nervnog sistema (Mizuno i sar., 2000; Zhu i sar., 2002).
Radovi u kojima je ispitivana uloga muskarinskih receptora u modulaciji trigeminalnog bola su se
uglavnom fokusirali na znac¢aj muskarinskih Ma-receptora i nasli su da aktivacija ovih receptora moze
umanjiti orofacijalnu nocicepciju (Dussor i sar., 2004; Jeong i sar., 2013). Konkretno, Jeong i sar.
(2013) su pokazali da aktivacija presinaptickih M,-receptora (od strane acetilholina ili muskarina) na
trigeminalnim primarnim aferentnim vlaknima smanjuje transmisiju nociceptivnih signala putem
inhibicije oslobadanja glutamata iz centralnih grana ovih neurona bolnog puta i posledi¢no smanjene
aktivacije sekundarnih neurona medularnog dorzalnog roga. Dodatno, u istom radu je pokazano da
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primena nikotina (agoniste nikotinskih receptora) nema nikakav uticaj na glutamatergicku
neurotransmisiju u okviru medularnog dorzalnog roga.

Dodatno, aktivacija perifernih Mj-receptora dovodi do dozno-zavisne inhibicije nocicepcije u
orofacijalnom formalinskom testu, kao i do inhibicije aktivnosti perifernih nociceptora u orofacijalnim
tkivima (Dussor i sar., 2004). U navedenoj referenci je takode pokazano da aktivacija nikotinskih
receptora dovodi do povecanja aktivnosti perifernih nociceptora.

Ukoliko pretpostavimo da je ESL, poput karbamazepina, sposoban da poveca nivoe acetilholina mogao
bi da smanji trigeminalnu nocicepciju, barem delimi¢no, putem aktivacije presinaptickih Mp-receptora
u okviru medularnog dorzalnog roga, kao i putem aktivacije perifernih M,-receptora. Nasi rezultati su u
skladu sa ovom hipotezom, imajuci u vidu da je sistemska i lokalna periferna primena atropina dovela
do umanjenja antinociceptivne efikasnosti ESL. lzostanak uticaja mekamilamina je u skladu sa
opisanim ulogama nikotinskih receptora na centralnom nivou (Jeong i sar., 2013), kao i na perifernom
nivou (Dussor i sar., 2004), gde je opisano da aktivacija ovih receptora nema uticaja na nociceptivnu
transmisiju ili da ima pronociceptivnu ulogu.

5.2.4. Uloga kanabinoidnih receptora u antinociceptivhom efektu ESL

Pokazali smo da sistemska primena antagonista CB; i CB, receptora na dozno-zavisan nacin inhibira
antinociceptivnu efikasnost ESL u orofacijalnom formalinskom testu. Trenutno postoji malo podataka
u vezi interakcije antiepileptika i endokanabinoidnog sistema, i ovo je prvi rad u kome je pokazan
znacaj kanabinoidnih receptora u nastanku antinociceptivnih efekata jednog antiepileptika. Kao S$to je
ranije navedeno, glavni aktivni metabolit ESL (eslikarbazepin) se ne vezuje u znac¢ajnoj meri za CB;
kanabinoidne receptore (Soares-da-Silva i sar., 2015), dok podaci u vezi vezivanja za CB; tip
receptora ne postoje. Medutim, imajuci u vidu da eslikarbazepin nema afinitet za kanabinoidni CB;
receptor, moze se pretpostaviti da se ne vezuje za srodni CB; receptor.

Drugi na¢in na koji bi ESL mogao da izazove antinociceptivni efekat posredovan kanabinoidnim
receptorima je putem oslobadanja endokanabinoida. Ranije studije su pokazale da povecanje nivoa
endokanabinoida farmakoloskim putem dovodi do antinociceptivnih efekata u modelima inflamatornog
I neuropatskog bola (ukljucujuci i orofacijalni bol), koji su posredovani aktivacijom kanabinoidnih CB;
i/ili CB; receptora (Hohmann i Rice , 2013; Hossain i sar., 2020; Jhaveri i sar., 2007). Koliko nam
je poznato, u literaturi nije opisan uticaj dibenzazepinskih antiepileptika na endokanabinoidnu
neurotransmisiju, ali bi njihova uklju¢enost mogla da se objasni sposobnos¢u ove grupe antiepileptika
da poveca oslobadanje drugih neurotransmitera, poput serotonina i acetilholina. Konkretnije, Akerman
i sar. (2013) opisali su postojanje funkcionalne interakcije izmedu aktivacije serotoninskih 5-HT1g/1p
receptora i kanabinoidnih CB; receptora u okviru PAG, kao i da aktivacija oba tipa receptora u ovoj
mozdanoj regiji moze dovesti do inhibicije trigeminalne nocicepcije. Ako se uzmu u obzir raniji
rezultati koji ukazuju da dibenzazepini mogu povecati serotonergicku neurotransimiju (Baf i sar.,
1994; Clinckers i sar., 2005; Tanahashi i sar., 2012), kao i da serotonin izaziva oslobadanje
endokanabinoida u okviru centralnog nervnog sistema (Burratini i sar., 2014), moguce je da ESL
putem povecanog oslobadanja serotonina 1 aktivacije serotoninskih receptora (€iji smo znacaj pokazali
u okviru ove disertacije) dovodi do povecanog stvaranja endokanabinoida i do smanjenja trigeminalne
nocicepcije putem aktivacije centralnih kanabinoidnih receptora. Dodatna podrSka ovoj hipotezi je i
raniji nalaz da dibenzazepini ublazavaju trigeminalnu nocicepciju putem uticaja na PAG (Foong i
Satoh, 1984b). Sli¢na interakcija je pokazana izmedu muskarinskih receptora i endokanabinoidne
neurotransmisije na nivou PAG. Aktivacija muskarinskih M; receptora u okviru PAG dovodi do
smanjenja GABAergicke neurotransmisije, putem oslobadanja endokanabinoida 1 aktivacije
kanabinoidnih CB; receptora (poznato je da je inhibicija GABAergicke neurotransmisije u vezi sa
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dezinhibicijom nishodnih puteva iz PAG-a koji dovode do ublazenja bola) (Lau i Vaughan, 2008).
Kao S§to je ranije naznacCeno, dibenzazepini su pokazali sposobnost da povecaju oslobadanje
acetilholina u razli¢itim regijama centralnog nervnog sistema (Mizuno i sar., 2000; Zhu i sar., 2002),
pa bi i na ovaj na¢in mogli da dovode i do povecanog oslobadanja endokanabinoida, i nastanka
antinociceptivnih efekata posredovan centralnim kanabinoidnim receptorima.

Dodatno, u okviru ovog rada smo pokazali i da lokalna periferna primena antagonista CB; i CB;
kanabinoidnih receptora dovodi do dozno-zavisnog smanjenja antinociceptivnog efekta ESL, S$to
ukazuje na znacaj perifernih kanabinoidnih receptora u nastanku antinociceptivnih efekata ESL. Nasi
eksperimentalni rezultati su u skladu sa prethodno opisanom ulogom perifernih kanabinoidnih
receptora. Oba tipa kanabinoidnih receptora su eksprimirana na nivou perifernih nervnih zavrSetaka
(ukljucujuéi i na perifernim zavrSecima trigeminalnih senzornih neurona) (Hossain i sar., 2020; Wong
i sar., 2017) i njihova aktivacija, bilo direktna od strane selektivnih agonista ili indirektna putem
inhibicije razgradnje endokanabinoida, je u vezi sa nastankom antinociceptivnih efekata u razli¢itim
modelima bola, tako i u modelima trigeminalnog bola (Hossain i sar., 2020; Sdnchez Robles i sar.,
2012; Wong i sar., 2017).

5.2.5. Uloga opioidnih receptora u antinociceptivnom efektu ESL

Sistemska i lokalna periferna primena naloksona dovela je do smanjenja antinociceptivne efikasnosti
ESL u modelu trigeminalnog bola. Prethodne studije koje su koristile farmakoloski pristup za
ispitivanje uloge opioidnog sistema u nastanku antinociceptivnih efekata dibenzazepina su dobile
suprotstavljene rezultate (Foong i Satoh, 1984a; Mashimoto i sar., 1998; Stepanovié¢-Petrovié i sar.,
2007). Postoje brojne metodoloske razlike izmedu ovih radova i eksperimentalnog pristupa koji je
koriS¢en u ovoj disertaciji (npr. upotreba razlicitih eksperimentalnih modela, vrsta Zivotinja, doze
naloksona) §to otezava direktna poredenja.

Jedan znacajan prethodni rezultat koji bi mogao da objasni uc¢esc¢e opioidnog sistema je rad Foong i
Satoh-a (1984b). U okviru ovog rada, autori su utvrdili da centralna primena karbamazepina u regiju
PAG dovodi do nastanka antinociceptivnog efekta u modelu trigeminalnog bola. Dobro je poznato da
je PAG znacajan za nishodnu inhibitornu modulaciju bolne senzacije, kao i da je znacajno mesto
dejstva opioidnih analgetika (Heinricher i Fields, 2013). Smatra se da je antinociceptivni efekat
aktivacije PAG neurona, barem delom, posredovan oslobadanjem endogenih opioida na razlic¢itim
centralnim mestima (Heinricher i Fields, 2013). U skladu sa ovim videnjem, pokazano je da aktivacija
PAG neurona moze da inhibira orofacijalnu nocicepciju, kao i da se ovaj efekat moze delimi¢no
antagonizovati sistemskom primenom naloksona (Sessle i sar., 1981). Ukoliko pretpostavimo da ESL,
poput karbamazepina, deluje na neurone PAG i da ima sposobnost da ih aktivira, mogao bi da smanjuje
orofacijalnu nocicepciju povecanjem oslobadanja endogenih opioida na centralnim mestima. Jedan od
mogucih nacina kako bi ESL mogao da aktivira PAG neurone je putem svog, verovatno indirektnog,
uticaja na serotoninske 5-HTg/p 1 kanabinoidne CB; receptore. Oba receptora su prisutna u regiji
PAG-a, i za njihovu aktivaciju se pretpostavlja da moze da dezinhibira nishodne inhibitorne puteve i
smanji trigeminalnu nocicepciju (Akerman i sar., 2013; Jeong i sar., 2008).

Slican mehanizam bi mogao da omoguc¢i ESL da proizvede periferni antinociceptivni efekat
posredovan opioidnim receptorima, i da pruzi objasnjenje za inhibiciju dejstva ESL pod uticajem
lokalno periferno primenjenog naloksona. Konkretno, u ovoj disertaciji je pokazano da je
antinociceptivna efikasnost ESL zavisna od perifernih ay-adrenergickih i CB; kanabinoidnih receptora.
Ovi receptori imaju sposobnost da kontrolisu perifernu opioidnu neurotransmisiju (Busch-Dienstfertig
i Stein, 2010), i za njihovu aktivaciju je pokazano da dovodi do perifernog oslobadanja endogenih
opioida i do nastanka opioidno-zavisnih antinociceptivnih efekata u razli¢itim modelima
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bola/nociceptivnim testovima (Binder i sar., 2004; Ibrahim i sar., 2005; Nakamura i Ferreira,
1988).

5.3. Interakcije izmedu ESL i analgetika u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

Dobijeni eksperimentalni rezultati su pokazali da ESL stupa u povoljne interakcije sa nekoliko
standardnih i alternativnih analgetika - u aditivnu interakciju sa paracetamolom, propifenazonom i
zolmitriptanom, i u sinergisticku interakciju sa naproksenom i metoklopramidom. Prethodni
eksperimentalni radovi koji su ispitivali interakcije izmedu karbamazepina/okskarbazepina i analgetika
u modelima inflamatornog bola su pokazali da ova dva antiepileptika takode stupaju u povoljne
interakcije sa razli¢itim analgeticima (Tomié i sar., 2018). Interesantno je napomenuti da su ove
studije pokazale da okskarbazepin stupa u sinergisticku interakciju sa paracetamolom, i u razliCite
tipove interakcija sa predstavnicima iz grupe NSAIL (sinergistiCku sa ibuprofenom i aditivnu sa
etodolakom) (Stepanovié¢-Petrovi¢ i sar., 2011; Tomi¢ i sar., 2010b), dok smo mi pokazali da ESL
stupa u aditivnu interakciju sa paracetamolom i u sinergisticku interakciju sa predstavnikom NSAIL
(naproksenom). Ove razlike u tipu interakcije mogu biti posledica metodoloskih razlika izmedu ove
disertacije i citiranih radova (npr. koris¢ene su razlicite zivotinjske vrste i eksperimentalni modeli), ali
bi takode mogle da ukazu na razlike u mehanizmu dejstva izmedu ESL 1 starijih predstavnika
dibenzazepina koje su prethodno opisane (razli¢it modalitet blokade voltazno-zavisnih Na* kanala,
sposobnost blokade Ca®* kanala T-tipa, odsustvo potencijacije aktivnosti GABAa receptora)
(Lawthom i sar., 2018).

Interakcija izmedu dva leka moze biti posledica razli¢itih mehanizama/mesta dejstva lekova
(farmakodinamska interakcija), ili posledica promene farmakokinetickih osobina pojedinac¢nih lekova
(farmakokineti¢ka interakcija). Mi nismo ispitali farmakokineticke interakcije izmedu ESL i
standardnih/alternativnih analgetika u okviru ove disertacije, ali pretpostavljamo da je njihov uticaj na
vrstu interakcije izmedu ESL i analgetika mali, zbog akutne primene lekova, kratkog vremena trajanja
nociceptivnog testa koji je koris¢en i relativno niskog potencijala ESL da stupa u farmakokineticke
interakcije (Lawthom i sar., 2018; Shirley i Dhillon 2016). U slucaju farmakodinamskih interakcija,
obi¢no se aditivna interakcija izmedu dva leka razvija kao posledica sli¢nih mehanizama/mesta dejstva,
dok su sinergisticke interakcije obi¢no rezultat razli¢itih mehanizama/mesta dejstva (Miranda i sar.,
2002; Tallarida, 2000). Na osnovu ovih pretpostavki i nasih eksperimentalnih rezultata, moze se
sugerisati da ESL i paracetamol/propifenazon/zolmitriptan smanjuju trigeminalnu nocicepciju putem
pretezno sli¢nih antinociceptivnih mehanizama, dok ESL i naproksen/metoklopramid proizvode
antinociceptivne efekte putem razli€itih, ali komplementarnih mehanizama dejstva.

5.3.1. Interakcija izmedu ESL i paracetamola/propifenazona/naproksena

Za paracetamol, propifenazon i naproksen se smatra da ublazavaju bol smanjenjem sinteze
prostaglandina putem inhibicije COX enzima, pri ¢emu se inhibicija COX-2 izoenzima smatra glavnim
mehanizmom analgeti¢kog dejstva (Brogden, 1986; Brune i Patrignani, 2015; Graham i sar., 2013).
U skladu sa ovim videnjem, eksperimentalni podaci iz modela trigeminalnog bola su pokazali da nakon
povrede orofacijalne regije dolazi do poveéane ekspresije COX-2 izoenzima na centralnim i perifernim
mestima u okviru sistema za transmisiju nociceptivnih informacija (Gao i Duan, 2010; Kooshiki i
sar., 2018; Syoji i sar., 2018), kao i da selektivna inhibicija COX-2 na ovim mestima moze ublaziti
orofacijalnu nocicepciju (Chichooro i sar., 2004; Choi i sar., 2003). Sa druge strane, eslikarbazepin
(glavni metabolit ESL odgovoran za farmakolosku aktivnost) nema znacajan afinitet za COX-2
izoenzim (Soares-da-Silva i sar., 2015). Na bazi ovih eksperimentalnih nalaza, o¢ekivalo bi se da ESL
stupa u sinergisticke interakcije sa sva tri ispitana standardna analgetika. Medutim, ESL je stupio u
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aditivnu interakciju sa paracetamolom/propifenazonom S$to ukazuje da poseduju slicne mehanizme
dejstva, 1 u sinergisticku interakciju sa naproksenom $to ukazuje na razli¢ite mehanizme analgetickog
dejstva.

U skladu sa ovim pretpostavkama, odredeni eksperimentalni nalazi su doveli u pitanje znacaj inhibicije
COX enzima kao mehanizma odgovornog za nastanak analgetickih efekata paracetamola i
propifenazona (Mallet i sar., 2017; Nassini i sar., 2015), i ukazali su da bi drugi mehanizmi mogli biti
od veceg znacaja. Konkretno, za paracetamol su studije koje su upotrebljavale farmakoloske pristupe
i/ili knock-out Zivotinje pokazale da je antinociceptivni efekat paracetamola u modelima inflamatornog
bola zavisan od njegove sposobnosti da povecava centralnu kanabinoidnu i serotonergicku
neurotransmisiju (i posledi¢no aktivira kanabinoidne CB; i razli¢ite tipove serotoninskih receptora)
(Klinger-Gratz i sar., 2018; Mallet i sar., 2008; 2017; Tjelsen i sar., 1991). Sli¢no paracetamolu,
antinociceptivna svojstva pirazolona su dovedena u vezu sa njihovom sposobnos$¢u da povecaju
nishodnu inhibitornu serotonergicku/noradrenergicku neurotransmisiju 1 aktivacijom razli¢itih
serotoninskih i oy/pB-adrenergickih receptora (Gencer i sar., 2015), kao i sa sposobno$éu da aktiviraju
centralne opioidne i kanabinoidne mehanizme (Escobar i sar., 2012; Vasquez i sar., 2005). Imajuci u
vidu da ESL takode potencijalno smanjuje trigeminalnu nocicepciju modulacijom serotonergicke,
adrenergicke, opioidne i kanabinoidne neurotransmisije (Sto je pokazano u ovoj disertaciju), moglo bi
se sugerisati da je zbog ovih sli¢nosti u mehanizmu dejstva stupio u aditivnu interakciju sa
paracetamolom i propifenazonom. Sa druge strane, naproksen uglavnom proizvodi analgeticki efekat
putem centralne/periferne inhibicije COX-2 izoenzima i sinteze prostaglandina (Brune i Patrignani,
2015) i stupio je u sinergisticku interakciju sa ESL, Sto je u skladu sa izostankom afiniteta
eslikarbazepina prema COX-2 (Soares-da-Silva i sar., 2015).

5.3.2. Interakcija izmedu ESL i zolmitriptana/metoklopramida

Utvrdili smo da ESL intereaguje na aditivan nadin sa zolmitriptanom i sinergisticki sa
metoklopramidom, dva leka koja se uobic¢ajeno koriste u terapiji napada migrene (Evers i sar., 2009;
Ong i De Felice, 2018; Orr i sar., 2016). Kao $to je ranije diskutovano, ovakav rezultat bi mogao da
ukaze da ESL i zolmitriptan uglavnom deluju putem sliénog mehanizma dejstva, dok ESL i
metoklopramid poseduju razli¢ite mehanizme antinociceptivne aktivnosti.

Zolmitriptan je specificni antimigrenski analgetik 1 deluje kao agonist serotoninskih 5-HTig/p
receptora (Ong i De Felice, 2018). Za triptane se pretpostavlja da proizvode svoje analgeticke efekte
kroz uticaj na periferna tkiva, kao 1 putem delovanja na centralna mesta ukljuena u
transmisiju/modulaciju trigeminalnog bola (poput neurona medularnog dorzalnog roga i PAG) (Ahn i
Basbaum, 2005; Akerman i sar., 2013; Jeong i sar., 2008; Levy i sar., 2004). Aditivna priroda
interakcije izmedu ESL 1 zolmitriptana bi mogla da bude posledica cinjenice da Su sli¢na
mesta/mehanizmi dejstva prethodno opisani da doprinose analgetickim svojstvima dibenzazepinskih
antiepileptika. Konkretno, za dibenzazepinske antiepileptike je pokazano da smanjuju trigeminalni bol
putem efekata na periferiji (ova disertacija), neuronima medularnog dorzalnog roga (Foong i Satoh,
1985) i PAG (Foong i Satoh, 1984b). Dodatno, prethodni radovi su pokazali da dibenzazepinski
antiepileptici (ukljucujuéi i likarbazepin) mogu povecati serotonergi¢ku neurotransmisiju, a mi sSmo u
okviru ove disertacije pokazali da su serotoninski 5-HTigsp receptori znaCajni za nastanak
antinociceptivnih efekata ESL.

Metoklopramid ima multimodalni mehanizam dejstva i ponasa se kao antagonist serotoninskih 5-HT3 i

dopaminskih D, receptora, ali i kao agonist serotoninskih 5-HT, receptora (Sanger i Andrews, 2018).

Od pomenutih receptorskih efekata, antagonizam na nivou serotoninskih 5-HT3; receptora

najverovatnije doprinosi antinociceptivnim efektima metoklopramida u modelu bola u kome smo
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ispitali njegovu efikasnost, imajuéi u vidu da su prethodni radovi pokazali da farmakoloska blokada
perifernih i centralnih serotoninskih 5-HT3 receptora (sa odgovaraju¢im selektivnim antagonistima)
dovodi do antinociceptivnih efekata u modelima inflamatornog bola (Okamoto i sar., 2004; 2005;
2006). Ove studije mogu pruziti i objaSnjenje za sinergisticku interakciju izmedu ESL i
metoklopramida pokazanu u ovoj disertaciji imaju¢i u vidu da je ovaj mehanizam razli¢it od
mehanizama dejstva koje smo opisali za ESL.

U ovoj disertaciji smo takode ispitali potencijal dvokomponentnih kombinacija ESL-analgetika da
dovedu do naruSavanja motorne spretnosti eksperimentalnih Zivotinje. Nismo uocili da je potencijal
ESL da izazove sedaciju/motornu inkoordinaciju pojacan od strane bilo kog od ispitanih analgetika
kada su primenjeni u obliku kombinacije. Ovaj nalaz je od posebnog zna¢aja za kombinacije ESL sa
zolmitriptanom i metoklopramidom, dva leka za koje je poznato da imaju izvesni sedativni potencijal
(Dodick i Martin, 2004; Orr i sar., 2016) i mogli bi teorijski da povecéaju intenzitet ovih nezeljenih
efekata kada se upotrebe zajedno sa ESL u kombinaciji.

Povoljna priroda interakcija izmedu ESL i standardnih/alternativnih analgetika koju smo pokazali u
ovoj disertaciji sugeri$e da bi kombinovana primena ovih lekova mogla da omoguci primenu manjih (i
potencijalno bezbednijih) doza analgetika za postizanje zadovoljavajuceg ublaZenja bola. Dodatno,
nalaz sinergistickih interakcija izmedu ESL 1 naproksena/metoklopramida sugeriSe da ove kombinacije
mogu pruziti efikasniju terapiju kompleksnih bolnih stanja u trigeminalnoj regiji (u poredenju sa
monoterapijom), delovanjem na razli¢ite mehanizme koji doprinose nastanku bola (Gilron i sar., 2013;
Sessle, 2011; Straube i sar., 2011).

Takode, treba napomenuti da kombinacije ESL-analgetika mogu biti od posebne koristi u odredenim
populacijama pacijenata. Na primer, bolna stanja u trigeminalnoj regiji (poput glavobolja) su veoma
prevalentna kod starih pacijenata, i njihova terapija u ovoj populaciji moze biti izazovna zbog
gastrointestinalnih i/ili kardiovaskularnih rizika koji se vida prilikom primene ve¢ine NSAIL i triptana
(Hershey i Bednarczyk, 2013). Kombinacije ESL i paracetamola/propifenazona/naproksena bi mogle
da budu pogodne farmakoloSke opcije za lecenje trigeminalnog bola kod starih pacijenata i pacijenata
sa kardiovaskularnim komorbiditetima, ako se uzme obzir da ovi analgetici imaju nizak potencijal da
dovedu do kardiovaskularnih nezeljenih efekata (Wehling, 2014). Dodatno, sinergisticka priroda
interakcije izmedu ESL i naproksena bi mogla da dovede do znacajnog smanjenja potrebne doze
naproksena za proizvodnju analgezije, §to bi moglo da umanji glavni rizik povezan sa njegovom
primenom (gastrointestinalni nezeljeni efekti) (Wehling, 2014).

5.4. Antihiperalgezijska efikasnost metformina u eksperimentalnim modelima bola

Pokazali smo da akutno primenjen metformin (50-200 mg/kg; i.p.) na dozno-zavisan nacin ublazava
inflamatornu mehanicku hiperalgeziju indukovanu karageninom. Najveca testirana doza metformina
nije imala znacajan uticaj na motoriku pacova u rotarod testu, sto ukazuje da antihiperalgezijska
aktivnost metformina nije bila posledica naruSene motorne spretnosti eksperimentalnih zivotinja.
Efikasnost metformina je bila uporediva sa drugim analgeticima koje smo ispitali u ovom modelu
(ibuprofen, aspirin, tramadol i pregabalin). Metformin je bio potentniji od aspirina, a manje potentan od
ibuprofena, tramadola i pregabalina u ostvarivanju antihiperalgezijskih efekata. Nas nalaz je u skladu
sa rezultatima Russe i sar. (2013), koji su pokazali da sistemska primena metformina (100 mg/kg; i.p.)
moze da smanji inflamatornu mehanicku hiperalgeziju izazvanu zimosanom, kao i nociceptivno
ponasanje u drugoj (inflamatornoj) fazi formalinskog testa. Rezultati ove disertacije su proSirili
postojece podatke o antihiperalgezijskim svojstvima metformina u inflamatornim modelima bola,
nalazom da je efekat prisutan u Sirem doznom opsegu, kao i da je dozno-zavisan.
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Metformin se ponasa kao aktivator AMP-zavisne protein kinaze (engl. AMP-activated protein kinase -
AMPK), enzima koji je prisutan u mnogim tkivima u kojima igra znacajnu ulogu u regulaciji
energetske homeostaze, sinteze proteina i niza drugih procesa. Za ovaj mehanizam je ustanovljeno da je
odgovoran za antihiperalgezijsku efikasnost metformina u modelima inflamatornog bola (Russe i sar.,
2013). Za nekoliko ciljnih mesta je sugerisano da su od znacaja za nastanak
antinociceptivnih/antihiperalgezijskih efekata AMPK aktivatora, ali je verovatno najviSe ispitana uloga
mitogenom-aktiviranih protein kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase - MAPK) i mTOR
kinaza (engl. mammalian target of rapamycin) (Price i Dussor, 2013). MAPK i mTOR kinaze igraju
znaCajnu ulogu u senzitizaciji nociceptivnih puteva i nastanku inflamatorne hiperalgezije nakon
povrede tkiva, putem razli¢itih ne-transkripcionih (npr. modulacija aktivnosti razli¢itih jonskih kanala i
membranskih receptora) i transkripcionih mehanizama (indukcija ekspresije pronociceptivnih gena) (Ji
i sar., 2009; Lisi i sar., 2015). Studije su pokazale da AMPK aktivatori ublazavaju nocicepciju u
inflamatornim modelima bola tako §to inhibiraju aktivnost MAPK i mTOR kinaze na nivou centralnih
ili perifernih nociceptivnih neurona. AMPK aktivator AICAR (5-aminoimidazol-4-karboksiamid
ribozid) je ispoljio antinociceptivni efekat u inflamatornoj fazi formalinskog testa nakon sistemske
primene, putem inhibicije aktivnosti MAPK na nivou ki¢mene mozdine (Russe i sar., 2013). Periferna
primena drugog AMPK aktivatora (rezveratrola) je ublazila mehani¢ku alodiniju Sape indukovanu
hirurS§kom incizijom putem inhibicije aktivnosti mTOR i MAPK kinaza u primarnim senzornim
neuronima (Tillu i sar., 2012). Inhibicija MAPK i mTOR kinaza bi mogla da bude od znacaja i za
sposobnost metformina da ublazi karageninsku hiperalgeziju, ako se ima u vidu da povecana aktivnost
ovih kinaza doprinosi nastanku hiperalgezije u karageninskom modelu inflamacije (Bas i sar., 2015;
Galan i sar., 2002; Kwon i sar., 2014; Norsted Gregory i sar., 2010), kao i da selektivni inhibitori
razli¢itih MAPK i mTOR kinaza mogu ublaziti karageninsku hiperalgeziju (Bas i sar., 2015; Obara i
sar., 2011; Sammons i sar., 2000). Imajuci u vidu da metformin poseduje sposobnost da prode krvno-
mozdanu barijeru (Labuzek i sar., 2010), moguée je da nakon sistemske primene izaziva
antihiperalgezijski efekat dejstvom na periferne i centralne neurone sistema za transmisiju
nociceptivnih informacija.

Pored efikasnosti u modelu somatskog inflamatornog bola, pokazali smo da produzena sedmodnevna
primena metformina (75-250 mg/kg/dan; p.o.) dovodi do dozno-zavisnog smanjenja mehanicke
hiperalgezije u modelu bolne dijabetesne neuropatije. Kao i u slucaju inflamatornog bola,
antihiperalgezijska efikasnost metformina je bila uporediva sa drugim standardnim/alternativnim
analgeticima koje smo ispitali u ovom modelu (ESL, duloksetin, oksikodon i vitamin Biy). Nasi
rezultati su u skladu sa prethodnim nalazima o efikasnosti metformina u ublazavanju mehanicke
preosetljivosti u modelima bolne dijabetesne neuropatije (Byrne i sar., 2015; Huang i sar., 2016; Ma
i sar., 2015; Wang i sar., 2018), kao i sa klinickim podacima da je primena metformina (u kombinaciji
sa tiazolidindionima) u vezi sa nizom prevalencijom bolne dijabetesne neuropatije kod pacijenata sa
dijabetesom (Pop-Busui i sar., 2009).

Sli¢no kao 1 u slucaju inflamatornog bola, sposobnost metformina da ublazi bolnu preosetljivost u
modelima neuropatskog bola je dovedena u vezu sa njegovom sposobnosc¢u da aktivira AMPK. U
modelu streptozotocinom-indukovane dijabetesne neuropatije pokazano je da je aktivnost AMPK
snizena u ¢elijama ganglija dorzalnog roga kicmene mozdine i u perifernim nervnim vlaknima, kao i da
primena metformina mozZe da dovede do povecane aktivacija AMPK u ovim tkivima (Hasanvand i
sar., 2016; Ma i sar., 2015). Nishodna ciljna mesta ¢iju aktivnost modulisSe AMPK kako bi ublazila
neuropatsku bolnu preosetljivost su sli¢na kao i u slu¢aju modela inflamatornog bola. Tako je u radu
Melemedjian i sar. (2011) sposobnost metformina i drugih AMPK aktivatora da ublaze neuropatski
bol (izazvan podvezivanjem spinalnih nerava) dovedena u vezu sa njihovim uticajem na aktivnost
MAPK i mTOR kinaza. Autori ovog rada su u in vitro uslovima pokazali da metformin smanjuje
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aktivnost mTOR kinaze u neuronima ¢ija je aktivacija izazvana NGF-om (nervnim faktorom rasta),
proteinom koji igra znacajnu ulogu u nastanku neuropatske bolne preosetljivosti (ukljucujuéi i
preosetljivosti koja se vida u modelu streptozotocinom indukovane dijabetesne neuropatije [Wild i
sar., 2007]), dok je drugi AMPK aktivator (AICAR) snizio aktivnost i MAPK i mTOR kinaze. Takode,
u istom radu je pokazano da metformin smanjuje povecanu ekscitabilnost perifernih nociceptora
(indukovanu NGF-om) u in vitro uslovima. U saglasnosti sa ovim rezultatima, u modelu bolne
dijabetesne neuropatije indukovane streptozotocinom je pokazana povecana aktivnost MAPK i mTOR
kinaze u ¢elijama ganglija dorzalnog roga ki¢mene mozdine (Daulhac i sar., 2006; He i sar., 2016;
Purves i sar., 2001) i same ki¢cmene mozdine (Ciruela i sar., 2003; Daulhac i sar., 2006; He i sar.,
2019), kao i da selektivna inhibicija ovih kinaza moze ublaziti mehani¢ku preosetljivost u ovom
modelu neuropatskog bola (Cirueal i sar., 2003; Daulhac i sar., 2006; He i sar., 2016; 2019).

Dodatno, efikasnost metformina u ublazavanju bolne dijabetesne neuropatije je dovedena i u vezu sa
njegovom sposobnos¢u da putem AMPK smanji aktivnost TRPA1 kanala (koji igraju znacajnu ulogu u
procesu transdukcije nociceptivnih signala razli¢ite prirode od strane nociceptora) (Wang i sar., 2018).
U ovim eksperimentima je pokazano da metformin u in vitro uslovima smanjuje aktivnost TRPA1
kanala (Cija aktivnost je bila povecana pod uticajem hiperglikemije), putem smanjenja koli¢ine ovih
kanala u membrani neurona dorzalnog roga ki¢mene mozdine. Dodatno, u istom radu je pokazano da
metformin ublazava mehanic¢ku alodiniju kod db/db miseva (model dijabetesa tipa 2), nakon hroni¢ne
sistemske primene, ali i nakon akutne intraplantarne primene, $to sugeriSe i perifernu komponentu
antihiperalgezijskog efekta. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u radu Huang i sar. (2016) koji su bolnu
preosetljivost kod streptozotocinom indukovane dijabetesne neuropatije doveli u vezu sa aktivacijom
TRPAL kanala od strane metilglioksala (reaktivhog medijatora koji nastaje u procesu glikolize).
Metformin je i u ovom radu ublazio mehanicku preosetljivost, ali nakon akutne sistemske primene.

Jo§ jedan mehanizam koji bi potencijalno mogao da doprinosi antihiperalgezijskim efektima
metformina u modelu streptozotocinom-indukovanog dijabetesa je smanjenje nivoa glukoze u krvi, i na
taj nain prevencija oStecenja perifernih nerava od strane hiperglikemije. U literaturi jeste opisana
antihiperglikemijska efikasnost metformina u ovom modelu dijabetesa koji se odlikuje insulinskom
deficijencijom (npr. Shih i sar., 2014), ali takode ima radova u kojima nije zabeleZen uticaj
metformina na glikemiju (npr. Oliveira i sar., 2016). Direktno poredenje rezultata ove disertacije i
citiranih radova je otezano zbog postojanja metodoloskih razlika izmedu njih (razlike u protokolu
indukcije dijabetesa, razli¢it put i/ili duzina primene metformina), pa bi od interesa u buducnosti bilo
ispitati efekat sedmodnevne primene metformina na glikemiju koris¢enjem eksperimentalne
metodologije indukcije dijabetesa koju smo primenili u ovoj disertaciji.

5.5. Interakcije izmedu metformina i analgetika u eksperimentalnim modelima bola

5.5.1. Interakcije izmedu metformina i analgetika u modelu somatskog inflamatornog bola

Pokazali smo da metformin stupa u sinergisticku interakciju sa nekoliko standardnih i alternativnih
analgetika (ibuprofenom, aspirinom, tramadolom i pregabalinom) prilikom ublazavanja inflamatorne
mehanicke hiperalgezije. U svim ispitanim kombinacijama, postojao je slican stepen sinergizma, sa
otprilike petostrukim smanjenjem doza lekova u kombinaciji u poredenju sa dozama koje su potrebne
da proizvedu isti nivo antihiperalgezijskog efekta nakon pojedinac¢ne primene lekova. Koliko nam je
poznato, interakcija izmedu metformina i tramadola/pregabalina u eksperimentalnim modelima bola
nije ranije ispitana. Medutim, postoje radovi u kojima je ispitana interakcija izmedu metformina i
predstavnika NSAIL u modelima bola. Ortiz (2011) je u svom radu pokazao da metformin nakon
sistemske primene (u slicnom doznom opsegu koji smo mi koristili: 30-180 mg/kg; i.p.) moze da
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antagonizuje antinociceptivni efekat diklofenaka u drugoj fazi formalinskog testa. Sli¢no, u radu
Guzman-Priego i sar. (2017), sistemska primena metformina je antagonizovala antihiperalgezijski
efekat metamizola u modelu termicke hiperalgezije indukovane karageninom. Ove razlike u odnosu na
naSe rezultate mogu biti posledica upotrebe razli¢itih modela bola, nociceptivnih testova i/ili
predstavnika iz grupe NSAIL. U skladu sa tim, u istim radu je utvrdeno da metformin nema znacajan
uticaj na antinociceptivnu/antihiperalgezijsku efikasnost drugih predstavnika NSAIL (indometacina i
ketorolaka). Nasi nalazi mogu ukazati da su ibuprofen i aspirin optimalni predstavnici iz grupe NSAIL
za leCenje inflamatornih bolova kod pacijenata koji ve¢ primenjuju metformin.

Kao $to je ranije diskutovano, interakcija izmedu dva leka moze biti posledica razli¢itih mehanizama
i/ili mesta dejstva (farmakodinamska interakcija) ili posledica izmene farmakokinetickih svojstava
pojedinih lekova (farmakokinetska interakcija). Nalaz sinergisticke interakcije izmedu metformina i
ispitanih standardnih/alternativnih analgetika se najveéim moZe objasniti farmakodinamskom
interakcijom, imaju¢i u vidu da metformin poseduje mehanizam antihiperalgezijskog dejstva
(aktivacija AMPK) koji je razli¢it u odnosu na druge ispitane analgetike.

Ibuprofen i aspirin su neselektivni inhibitori COX-1 i COX-2, koji ublaZzavaju inflamatornu
hiperalgeziju putem inhibicije sinteze prostaglandina. Hiperalgezija indukovana karageninom je u vezi
sa povecanom sintezom prostaglandina na mestu zapaljenja/povrede i spinalnom nivou koji zajednicki
doprinose nastanku hiperalgezije (Dirig i sar., 1998; Guay i sar., 2004; Morris, 2003). Dakle,
inhibicija COX izoenzima na perifernim i centralnim mestima moze biti od znacaja za ublaZavanje
hiperalgezije od strane ibuprofena i aspirina.

Mehanizam dejstva tramadola ukljucuje opioidnu (aktivacija p-opioidnih receptora) i ne-opioidnu
komponentu (inhibicija preuzimanja serotonina i noradrenalina) (Grond i Sablotzki, 2004). Aktivacija
p-opioidnih receptora na centralnim i perifernim mestima bolnog puta moze da ublazi karageninom-
indukovanu hiperalgeziju (Hylden i sar., 1991; Rezende i sar., 2009; Whiteside i sar., 2005).
Dodatno, sposobnost tramadola da inhibira preuzimanje serotonina i noradrenalina moze doprineti
njegovim analgetickim svojstvima i pojacati efekat aktivacije p-opioidnih receptora, imajuci u vidu da
lekovi/supstance koje se ponaSaju kao prototipni inhibitori preuzimanja serotonina i noradrenalina
ublazavaju karageninsku hiperalgeziju (Jones i sar., 2006).

Pregabalin je selektivni ligand 0,6 pomoéne subjedinice voltazno-zavisnih Ca®* kanala i proizvodi
antinociceptivne/antihiperalgezijske efekte inhibicijom oslobadanja razli¢itih nociceptivnih medijatora
(Stahl i sar., 2013). U modelima bola sa perifernom inflamacijom pregabalin smanjuje spinalno
oslobadanje glutamata i senzornih neuropeptida (supstance P i CGRP) (Fehrenbacher i sar., 2003;
Kumar i sar., 2010). Ovi spinalni medijatori doprinose nastanku karageninske hiperalgezije (Okano i
sar., 1998; Yu i sar., 1996), pa bi inhibicija njihovog oslobadanja mogla da bude u osnovi
antihiperalgezijskog efekta pregabalina.

Kao §to je ranije receno, sinergizam izmedu metformina 1 ispitanih analgetika moze biti 1 posledica
farmakokinetickih interakcija. U okviru ovog rada mi nismo ispitali farmakokineticke interakcije
izmedu metformina 1 analgetika, pa se one ne mogu pouzdano iskljuciti. Medutim, metformin ima mali
potencijal da stupa u farmakokineti¢ke interakcije sa drugim lekovima, imaju¢i u vidu da se ne
metaboli$e u znacajnom stepenu, kao i da nije u velikoj meri vezan za proteine plazme (Graham i sar.,
2011). U nasim eksperimentima, duzina dejstva metformina nije se znacajno promenila kada je ovaj
antidijabetik primenjen u kombinaciji sa ispitanim analgeticima. Dodatno, duzina dejstva ibuprofena,
aspirina 1 tramadola je takode bila nepromenjena kada su ovi analgetici kombinovani sa metforminom.
U slucaju da farmakokineticka interakcija stoji u osnovi sinergizma, verovatno bi doslo do produzenja
dejstva lekova kada se primene u kombinaciji. Sa druge strane, nasli smo da je antihiperalgezijski
95



efekat pregabalina bio duzi kada je ovaj lek kombinovan sa metforminom u poredenju sa duzinom
dejstva nakon individualne primene pregabalina, kao i da je maksimalni efekat kombinacije metformin-
pregabalin postignut kasnije u odnosu na vreme kada su pojedinacni lekovi dostigli svoju maksimalnu
antihiperalgezijsku efikasnost. Dakle, farmakokineticka interakcija bi mogla da bude dodatni
mehanizam koji doprinosi potencijaciji antihiperalgezijskog efekta u kombinaciji metformin-
pregabalin.

U pogledu bezbednosti, pokazali smo da najveée testirane doze kombinacije metformin-tramadol i
metformin-pregabalin nemaju znacajan uticaj na motornu koordinaciju Zivotinja u rotarod testu, $to
ukazuje da prilikom kombinovane primene ne dolazi do potencijacije efekata tramadola i pregabalina
na sedaciju i motornu sposobnost. Povecanje ucestalosti nezeljenih efekata prilikom kombinovane
primene metformina i ispitanih analgetika nije verovatno imaju¢i u vidu da su doze pojedinac¢nih
lekova u kombinacijama znacajno manje, kao i da komponente kombinacija imaju uglavnom razlicite
profile nezeljenih efekata (ADA, 2020a; Grond i Sablotzki, 2004; Patrignani i Patrono, 2015; Stahl
i sar., 2013). Odredeni nezeljeni efekti bi mozda mogli biti i ublaZeni (npr. sposobnost metformina da
smanjuje apetit/telesnu masu moze ublaziti porast telesne mase koji se vida prilikom primene
pregabalina). 1z svih ovih razloga, ispitane kombinacije bi mogle imati bolji bezbednosni profil nego
monoterapija sa navedenim lekovima.

Doze metformina koje su koriS¢ene u modelu somatskog inflamatornog bola (kako individualno [50-
200 mg/kg], tako i u kombinacijama [8-63 mg/kg]) odgovaraju humanim dozama od otprilike 80-2000
mg (Reagan-Shaw sar., 2008) i obuhvataju doze metformina koje se terapijski koriste u terapiji
dijabetesa tipa 2. Ovo moze ukazati da kombinacije metformina i analgetika se mogu koristiti za
simultano lecenje dijabetesa i inflamatornog bola, kao i da nize doze ispitanih analgetika mogu biti
dovoljne za postizanje zadovoljavaju¢e analgezije. Smanjenje doze aspirina koju smo zabeleZili u
slucaju kombinacije metformin-aspirin bi moglo da ima i dodatne koristi. Male doze aspirina se Siroko
koriste radi postizanja kardioprotekcije kod pacijenata sa pove¢anim kardiovaskularnim rizikom (npr.
pacijenti oboleli od dijabetesa). Doze aspirina koje smo koristili u kombinaciji sa metforminom (15-
122 mg/kg) odgovaraju humanim dozama od otprilike 150-1200 mg (Reagan-Shaw i sar., 2008), sto
delimi¢no odgovara dozama aspirina koje su pokazale kardioprotektivnu efikasnost kod ljudi (Patrono
i sar., 2004). U skladu sa navedenim, kombinacija metformina i aspirina bi mogla da bude posebno
povoljna za pacijente obolele od dijabetesa tipa 2, jer moZe omoguciti postizanje viSe terapijskih ciljeva
(kontrola glikemije, ublazavanje bola i kardioprotekcija) u ovoj populaciji sa manje lekova.

5.5.2. Interakcije izmedu metformina i analgetika u modelu bolne dijabetesne neuropatije

Nasi eksperimentalni rezultati su pokazali da metformin stupa u sinergisticku interakciju sa ESL,
duloksetinom, oksikodonom i vitaminom B;, prilikom ublaZavanja mehanicke preosetljivosti u modelu
bolne dijabetesne neuropatije. U kombinaciji metformina i ESL bilo je oko sedmostruko, dok je u
kombinacijama metformina i duloksetina/oksikodona/vitamina B, bilo oko Sestostruko smanjenje doza
pojedinac¢nih lekova u odnosu na doze koje su potrebne da proizvedu isti nivo efekta nakon
individualne primene. Koliko nam je poznato, 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 i antidijabetika sa metforminom na druge
bihejvioralne manifestacije dijabetesne neuropatije (smanjena snaga stiska 1 osetljivost prema
termic¢kim stimulusima u hot-plate testu). U ovim studijama je pokazano da hroni¢na kombinovana
primena metformina sa rosuvastatinom, sitagliptinom ili pioglitazonom/glimepiridom dovodi do
normalizacije u snazi stiska i/ili termi¢kom pragu kod dijabeti¢nih zivotinja (Rondi i sar., 2014;
Sharma i sar., 2012).
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5.5.2.1. Interakcija izmedu metformina i ESL/duloksetina/oksikodona

Kao i u slucaju ispitivanja interakcija metformina i analgetika u modelu somatskog inflamatornog bola,
nalaz sinergistickih interakcija izmedu ovog antidijabetika i ESL, duloksetina ili oksikodona u modelu
bolne dijabetesne neuropatije se najve¢im delom moze objasniti postojanjem povoljne
farmakodinamske interakcije izmedu ovih lekova tj. metformin ublazava hiperalgeziju mehanizmom
(aktivacija AMPK; videti deo 5.4. Antihiperalgezijska efikasnost metformina u eksperimentalnim
modelima bola) koji je razli¢it u odnosu na ESL, duloksetin i oksikodon. U prilog farmakodinamskim,
a ne farmakokinetickim interakcijama govori i nalaz da je duzina dejstva akutnih tretmana bila
nepromenjena (oksikodon) ili skracena (ESL i duloksetin), kada su ovi lekovi bili primenjeni u
kombinaciji sa metformin (u slucaju farmakokineticke interakcije ocekivalo bi se produZenje dejstva
akutno primenjenih lekova).

Efikasnost ESL u ublazavanju mehani¢ke i termicke hiperalgezije u modelu bolne dijabetesne
neuropatije moze da se dovede u vezu sa osnovnim mehanizmom dejstva ovog antiepileptika, tj. sa
njegovom sposobnos¢u da blokira voltazno-zavisne Na® kanale. U modelu streptozotocinom
indukovanog dijabetesa je pokazano da dolazi do povecanja ekspresije razli¢itih podtipova voltazno-
zavisnih Na’ kanala u neuronima ganglija dorzalnog roga ki¢émene mozdine, kao i da smanjenje
aktivnosti ovih kanala (bilo farmakoloskim putem ili smanjenjem ekspresije ovih kanala) dovodi do
ublazenja bolne preosetljivosti kod dijabeti¢nih zivotinja (Chattopadhyay i sar., 2012; Craner i sar.,
2002; Kharatmal i sar, 2015). Dodatno, mehanizmi za koje smo utvrdili da doprinose analgeti¢kim
svojstvima ESL u modelu trigeminalnog bola bi takode mogli da budu od znacaja za njegovu
efikasnost u modelu bolne dijabetesne neuropatije, imaju¢i u vidu da postoje dokazi da povecanje
monoaminske (Kinoshita i sar., 2013; Mixcoatl-Zecuatl i Jolivalt, 2011; Chen i sar., 2001; Chen i
Pan, 2003; Koga i sar., 2004), kanabinoidne (Caprioli i sar., 2012; Toth i sar., 2010; Vera i sar.,
2012) i opioidne neurotransmisije (Nozaki i sar., 2005; 2006; Nozaki i Kamei, 2007) i/ili aktivacija
odgovarajucih receptora za ove neurotransmitere moze ublaziti bolnu preosetljivost u modelima
dijabetesne neuropatije.

Duloksetin, antidepresiv iz grupe selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina i noradrenalina,
predstavlja jedan od analgetika sa najviSim nivoom dokaza o efikasnosti u ublaZavanju dijabetesne
neuropatije i prema aktuelnim preporukama se preporucuje za inicijalnu terapiju bolne dijabetesne
neuropatije (ADA, 2020b). U saglasnosti sa osnovnim mehanizmom dejstva, efikasnost duloksetina u
ublazavanju mehanicke preosetljivosti kod zivotinja sa bolnom dijabetesnom neuropatijom je dovedena
U vezu sa povecanjem serotonergicke 1 noradrenergicke neurotransmisije na spinalnom nivou
(Kinoshita i sar., 2013; Mixcoatl-Zecuatl i Jolivalt, 2011).

Oksikodon je predstavnik opioidnih analgetika koji je pokazao klini¢ku efikasnost u ublazavanju bolne
dijabetesne neuropatije (Gimbel i sar., 2003; Watson i sar., 2003), a pokazao se i korisnim lekom u
kombinovanoj terapiji bolne dijabetesne neuropatije (Hanna i sar., 2008). Medutim zbog
bezbednosnih rizika prilikom upotrebe opioidnih analgetika, primena oksikodona i drugih opioida se
preporucuje samo u sluc¢aju neuspeha bezbednijih lekova poput gabapentinoida i duloksetina (Pop-
Busui i sar., 2017). U modelu streptozotocinom indukovane dijabetesne neuropatije je pokazano da
oksikodon ublazava bolnu preosetljivost aktivacijom W i k opioidnih receptora na razli¢itim nivoima u
okviru sistema za transmisiju nociceptivnih informacija (Nozaki i sar., 2005; 2006; Nozaki i Kamei,
2007). Dodatno, pokazano je da oksikodon, za razliku od drugih predstavnika opioida (poput morfina i
fentanila koji imaju nizu efikasnost u ovom modelu Dbola), zadrzava znacajnu
antihiperalgezijsku/antinociceptivnu efikasnost u modelima neuropatskog bola, ukljucujuéi i u
modelima bolne dijabetesne neuropatije (Kanbara i sar., 2014; Minami i sar., 2009; Nakamura i
97



sar., 2014; Narita i sar., 2008; Nielsen i sar., 2007; Thibault i sar., 2014). Efikasnost oksikodona je
u ovim slu¢ajevima dovedena u vezu sa njegovom sposobno$¢u da aktivira k opioidne receptore, kao i
K" kanale (3to dodovi do hiperpolarizacije ¢elijske mebrane i smanjenja neuronske aktivnosti) i
GABAg receptore (na spinalnom ili supraspinalnom nivou).

Pored ispitivanja efikasnosti kombinacija metformina i1 analgetika u ublazavanju hiperalgezije u
modelu bolne dijabetesne neuropatije, pokazali smo i da kombinovana primena metformina i
ESL/duloksetina/oksikodona ne dovodi do znacajnog narusavanja motorne spretnosti dijabeti¢nih
zivotinja u rotarod testu, $to ukazuje da metformin ne dovodi do pojacanja sedativnog potencijala ovih
standardnih/alternativnih analgetika. Nalaz sinergistickih interakcija izmedu metformina i ispitanih
analgetika bi takode mogao da ukaze da je prilikom kombinovane primene sa metforminom moguce
primenjivati manje doze analgetika za postizanje adekvatne analgezije kod dijabeticara, Sto bi
potencijalno dovelo i do smanjenja ucestalosti njihovih dozno-zavisnih nezeljenih efekata. Ovo bi bilo
od posebne vaznosti za oksikodon, imaju¢i u vidu da je primena ve¢ih doza opioida u vezi sa
nastankom ozbiljnih nezeljenih efekata (poput adikcije, koja se smatra najznacajnijim nezeljenim
efektom opioida prilikom le¢enja bola nemaligne etiologije, fizicke zavisnosti i predoziranja) (Dowell i
sar., 2016), kao i da se oksikodon smatra jednim od opioida sa najve¢im potencijalom zloupotrebe
(narocito prilikom primene vecih doza; Remillard i sar., 2019).

5.5.2.2. Interakcija izmedu metformina i vitamina B,

U okviru ove disertacije smo takode pokazali da metformin stupa u povoljnu, sinergisticku interakciju
sa vitaminom Bj; u ublazavanju mehanicke hiperalgezije kod dijabeti¢nih Zivotinja. Kao i u
prethodnim slucajevima, pretpostavljamo da su u osnovi ove interakcije razli¢iti, ali komplementarni,
mehanizmi antihiperalgezijskog dejstva metformina i ovog vitamina. Vitamin B, je u studijama u
kojima je koris¢éen model streptozotocinom indukovanog dijabetesa pokazao efikasnost u ublazavanju
razli¢itih strukturnih, elektrofizioloskih 1 molekularnih promena koje su u vezi sa bolnom dijabetesnom
neuropatijom (Jian-bo i sar., 2010; Mizukami i sar., 2011; Yagihashi i sar., 1982; Yao i sar., 2016).
Ovi eksperimentalni nalazi su uglavnom u skladu sa rezultatima klini¢kih studija koje su pokazale da
vitamin Bi, moze ublaziti odredene manifestacije dijabetesne neuropatije kod ljudi (Buesing i sar.,
2019). Efikasnost vitamina Bj, u ublazavanju bolne preosetljivosti u modelima neuropatskog bola
(ukljucujuci bolne dijabetesne neuropatije) je dovedena u vezu sa razli¢itim mehanizmima, poput
povecanja ekspresije insulinu slicnog faktora rasta 1 u perifernim nervima (engl. Insulin-like Growth
Factor 1 — IGF-1; neurotrofi¢ni faktor koji je znacajan za odrzavanje strukture/funkcije aksona i ¢iji
nivoi su snizeni u modelu dijabetesne neuropatije indukovane streptozotocinom) (Jian-bo i sar., 2010),
smanjenja aktivnosti NADPH oksidaze i poboljsanja odnosa anti-inflamatornih/proinflamatornih
citokina (IL-10 i TNF-a) u dorzalnim rogovima ki¢mene mozdine (Xu i sar., 2016).

Dodatno, nalaz povoljne interakcije izmedu metformina i vitamina B, je posebno znacajan kada se
uzme u obzir da hroni¢na primena metformina moze dovesti do deficijencije ovog vitamina (verovatno
ometanjem procesa resorpcije) (Aroda i sar., 2016; Out i sar., 2018; Yang i sar., 2019), §to je u
odredenim studijama dovedeno u vezu sa pogorSanjem simptoma neuropatije kod dijabeti¢nih
pacijenata (na ovaj rizik ukazuju i aktuelne americke preporuke za lecenje dijabetesa, ADA 2020a).
Prema rezultatima Aroda i sar. (2019), niski ili grani¢no niski nivoi vitamina B, se vidaju kod oko
20% pacijenata nakon 5 i 9 godina primene metformina (u placebo grupi ucestalost je bila oko 9% i
15% u istim vremenskim tackama). Rizik od ovog neZeljenog efekta metformina je dozno i vremenski-
zavisan, i ima tendenciju da se ¢eS¢e vida kod osoba sa vegetarijanskim nac¢inom ishrane (Ting i sar.,
2006). Kombinovanom primenom metformina i vitamina Bi, bi mogao da se smanji rizik od nastanka
deficita ovog vitamina i pogorsanja neuropatije, kao potencijalnog nezeljenog efekta metformina.
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6. Zakljucak

1. Antinociceptivni/antihiperalgezijski efekti ESL u eksperimentalnim modelima bola

ESL je pokazao znacajan i dozno-zavisan antinociceptivan/antihiperalgezijski efekat u modelima
inflamatornog trigeminalnog i visceralnog bola, kao i modelu bolne dijabetesne neuropatije
nakon sistemske primene. Dodatno, ESL je bio efikasan u ublazavanju trigeminalne nocicepcije
nakon lokalne periferne primene. Navedeni rezultati ukazuju da bi ESL mogao da bude od
znacaja u terapiji inflamatornih i neuropatskih bolnih stanja kod ljudi, a nalaz efikasnosti u
modelu trigeminalnog bola je posebno vredan, imaju¢i u vidu znacaj starijih predstavnika
dibenzazepinskih antiepileptika u terapiji bola u trigeminalnoj regiji.

Doze ESL koje su proizvele znacajne antinociceptivne/antihiperalgezijske efekte su bile
viSestruko manje od doza koje dovode do narusavanja motorne spretnosti kod eksperimentalnih
zivotinja, §to ukazuje na potencijalno dobar bezbednosni profil ESL kada se koristi kao
analgetik.

2. Mehanizam dejstva ESL u modelu inflamatornog trigeminalnog bola

U okviru modela inflamatornog trigeminalnog bola, pokazali smo da je antinociceptivni efekat
ESL posredovan perifernim (i verovatno centralnim) 5-HT;g/1p serotoninskim, ap-adrenergickim,
muskarinskim holinergickim, CB;/CB; kanabinoidnim i opioidnim receptorima, kao i centralnim
Bi-adrenergi¢kim receptorima. Dobijeni rezultati su od znacaja za razumevanje mehanizma
analgetickog dejstva ESL (a potencijalno i drugih dibenzazepinskih antiepileptika) u terapiji
trigeminalnih bolova.

3. Interakcije ESL i standardnih/alternativnih analgetika u modelu inflamatornog
trigeminalnog bola

ESL stupa u povoljne interakcije sa standardnim i alternativnim analgeticima u modelu
inflamatornog trigeminalnog bola (aditivnu sa paracetamolom/propifenazonom/zolmitriptanom i
sinergisticku sa naproksenom/metoklopramidom). Nasi rezultati ukazuju da bi kombinovana
primena ESL i navedenih analgetika mogla da omogu¢i primenu manjih | potencijalno
bezbednijih doza pojedina¢nih lekova za postizanje adekvatne analgezije prilikom terapije
trigeminalnih bolova. Nalaz sinergisticke interakcije izmedu ESL 1 naproksena/metoklopramida
je od posebnog znacaja, jer ukazuje da bi kombinacije ovih lekova mogle da budu efikasnije (u
poredenju sa monoterapijom) u terapiji kompleksnih bolnih stanja u trigeminalnoj regiji,
delovanjem na razli¢ite mehanizme koji doprinose nastanku bolne senzacije.

4. Antihiperalgezijski efekti metformina u eksperimentalnim modelima bola

U modelu somatskog inflamatornog bola, pokazali smo da sistemska akutna primena metformina
dovodi do znacajnog i dozno-zavisnog ublazenja mehaniCke hiperalgezije, u dozama koje su
ekvivalentne humanim dozama metformina koje se koriste u terapiji dijabetesa tipa 2. Dodatno,
pokazali smo da produzena sistemska primena metformina ublazava mehanic¢ku hiperalgeziju u
modelu bolne dijabetesne neuropatije, na dozno-zavisan nacin. Navedeni rezultati su u skladu sa
postoje¢im pretklinickim i klinickim podacima o analgetickim svojstvima metformina, i mogu
ukazati na potencijalnu primenu ovog antidijabetika u klinickom zbrinjavanju pacijenata sa
inflamatornim i neuropatskim bolnim stanjima.
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5. Interakcije metformina i standardnih/alternativnih analgetika u eksperimentalnim
modelima bola

U modelu somatskog inflamatornog bola, pokazali smo da metformin stupa u sinergisticke
interakcije sa ibuprofenom, aspirinom, tramadolom i pregabalinom. Nasi rezultati ukazuju da bi
manje (i verovatno bezbednije) doze ibuprofena/aspirina/tramadola/pregabalina mogle da budu
dovoljne za postizanje adekvatne analgezije kod pacijenata koji ve¢ primenjuju metformin.
Kombinacija metformina i aspirina bi mogla da bude posebno korisna, jer bi potencijalno
omogucila postizanje vise terapijskih ciljeva (kontrola glikemije, kardioprotekcija, analgezija) sa
manjim brojem lekova.

Dodatno, metformin intereaguje na sinergisti¢ki nacin sa ESL, duloksetinom, oksikodonom i
vitaminom Bj, prilikom ublazavanja mehanicke hiperalgezije u modelu bolne dijabetesne
neuropatije. Kao i u sluc¢aju nalaza iz modela inflamatornog somatskog bola, ovi rezultati
ukazuju da bi kombinovana primena metformina i navedenih lekova mogla da omoguci
postizanje efikasne analgezije sa manjim dozama pojedina¢nih komponenti. Posebno znacajno bi
bilo potencijalno smanjenje doze oksikodona, imaju¢i u vidu znacajne rizike prilikom
monoterapije ovim opioidnim analgetikom u ve¢im dozama. Nalaz povoljne interakcije izmedu
metformina i vitamina B;, u ublaZzavanju bolne dijabetesne neuropatije je takode znacajan, ako se
uzme u obzir da hroni¢na (visegodisnja) primena metformina (u ve¢im dozama) moze dovesti do
deficijencije ovog vitamina, i potencijalno do pogorsanja simptoma neuropatije.
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O6pazau 6.

M3jaBa 0 MCTOBETHOCTM WTAMNAHE U eNeKTPOHCKe
Bep3nje noKTopcKor paaa

Vi3jaerbyjem A3 je WTamnaHa Bepavja Mor AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eNeKTPOHCKC
BEPEMM KOy cam Npejao/na pagu noxpareHa y [UratanHom peno3uTopujymy
Ynuueepautera y Beorpaay.

Ha3MBa AOKTOPA HayKa, Kao WTO Cy MME W Npe3uMe, roauHa
opbpaHe paaa.




O6pasay 7.

UsjaBa o kopuwhery

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Ceertosap Mapkoeuh' ga y [Aurvtantu
penosntopujym Yhusepauteta y bBeorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AvcepTtauuy nog
HacnoBOM: :

Un‘nﬁ'lhﬁnueé&ﬁ:k | HEXCHIZGIA L m !
OMNELU 0\ A DoP Al O n!

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[Oucepraumjy ca cBUM NpuNo3uma npeaaoc/na cam y enekTpoHckom chopmaty norogHom
3a TPajHO apxmeMparse.

Mojy MAOKTOpCcKy —AucepTauujy noxpaweHy y [WrutanHom — penosutopujymy
Yuusepauteta y Beorpagy v AOCTynHy y OTBOPEHOM MpUCTyny MOry Aa KopucTte CBu
Koju nowTyjy oapeabe caapxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatveHe 3ajeaHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyvo/na.

1. AytopcTso (CC BY)

2. AytopcTso — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@Ayropcrso — Hekomepumjanto — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjaNHO — AENUTH MO UCTUM yCI0BUM
5. Aytopcteo — 6es npepaaa (CC BY-ND)

6. AyTOpCTBO — AENNTIA NOA UCTM YCrIoBUMa

MO @ 380KPYKUTE Came




1. AyropcTtBo. [l0aBo/nanare yMHOKABae, ANCTPUBYLIM)Y W jaBHO CaonTaparne
AONA, W NPOPAAE, KO CO HABOAG UME ayTopa Ha HaynH oppelieH of cTpane aytopa 1
WK AABAOLIA NNLEHLE, YaK 1 Y KOMepLYJanie cepxe. OBo je Hajcnofoanvja of cenx 05

NALEHUN,
2 AyTOpcTBO ~ Hekomepumjanuo [lospornanare yMHOKaBawe, AMCTpNBYuu)y ¢ 2
jaBHo caonwiTapaiLe Aena, v Npepaje, axko ce Hasoeae Me ayT1opa Ha HaumH oppehen p, '.
O/ CTPaHe ayTopa M Aasaolia nuienue. Osa nMLeHLa He [103B0MaBa KoMepunjanty P
ynotpeby pena. -

3. AyTopcTBO ~ Hekomepumjanwo - 6Ge3 npepapa. [losporbasate yMHOKABAHE,
AncTpubyunjy M jaBHo caonwTasarwe Aena, 6es npomena, npeobnukogarwa unm
ynotpebe Aena y CBOM [eny, ako ce Hapeae vume aytopa Ha HaduH oapeher oa
cTpaHe aytopa unu Aasaoua nuuenue. Osa nuueHua He Ao3eorbaea Komepumjandy
ynotpeby Aena. Y oaHOCY Ha CBE OCTane nuueHue, 0BoM SMLEHLOM Ce orpaHu4aea
Hajsehn 06um npasa kopuwhetka Aena.

4 AyTOPCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AeNUTM NoA UCTUM ycnosuma. [JossorsasaTe
yMHOXaBatbe, AMCTPUBYLMy 1 JaBHO CaonuITaBake Aena, 1 Npepaae, ako ce Haseae
Wme ayTopa Ha Haumn oppeheH oA CTpaHe ayTopa Wiv AaBaoua fMueHue 1 ako ce
npepaga auctpubywpa nog UCTOM WAW CAMYHOM NWLEHLIOM. Opa nuueHua He (1

[03BOSbABA KOMepumjaniy ynotpeby aena v npepaaa. S
an" =
’

5. AyTopcTBo — 6e3 npepapa. [lossorbasare yMHOKaBAHE, anctpubyunjy v
caonwrasare aena, 6ea npomeHa, npeobnukoBatba unu ynotpebe gena y ceom
ako ce HaBege ume ayTtopa Ha HauvH oapefieH oA cTpaHe ayTopa |
nnuenue. OBa NULEHLA 103BOMbaBa KoMepumjanty ynotpeby aena.

6 AyTOPCTBO — AenNUTM noA McTum ycnoeuma. [103so paTe
avcTpubyumjy 1 jagHo caonwTasate Aena, v npepage, ako ce
HaumH ogpeheH oA cTpaWe ayTopa WM Aasaol
avcTpubynpa nof UCTOM WAW - CINYHOM  NIMLEHL
‘KomepumjanHy ynorpeby A npepaj
'0AHOCHO NULEHLaMa o'rze




