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Farmakoloska karakterizacija uticaja deuteracije izabranih pirazolohinolinona kao modulatora
GABAA receptora

SAZETAK

Vazno mesto u istrazivanjima poslednjih godina zauzimaju GABAA receptori (GABAAR) sa a6
podjedinicom u pentamernom receptorskom kompleksu. Ovi receptori imaju potencijalno vaznu
ulogu u razvoju trigeminalnog orofacijalnog bola, migreni, neuropsihijatrijskim poremecajima sa
senzorno-motornim deficitima kao S$to su tikovi, Tourette-ov sindrom, odredeni simptomi
shizofrenije, opsesivno-kompulzivni poremecaj i poremecaji paznje. Otkriveno je mesto vezivanja
na o+p- medupovrSini GABAAR oznaceno kao pirazolohinolinonsko (PQ) mesto, zajedno sa
prvim a6-selektivnim ligandom, PZ-11-029. Zatim je pronadeno jo$ nekoliko PQ liganada koji
deluju kao funkcionalno selektivni pozitivni modulatori na PQ mestu a6 GABAA receptora, dok
neutralnu modulaciju ostvaruju posredstvom benzodiazepinskog mesta.

Najpre smo sproveli eksperimente farmakokineticke karakterizacije PQ jedinjenja iz tri strukturne
grupe (PZ-11-029 i srodni deuterisani i/ili nitrogenovani analozi DK-I-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3
i DK-1-86-1; LAUA463 i srodni deuterisani i/ili nitrogenovani analozi DK-1-58-1 i DK-11-58-1; i
DK-1-87-1) i jos pet dodatnih liganada (jedan koji je meta izomer DK-1-87-1 (DK-1-59-1) i ¢etiri
fluorirana analoga (DK-1V-19-1, DK-IV-20-1, DK-IV-22-1 i MM-1-10)) nakon intraperitonealne,
oralne ili intravenske primene. Osim puta primene, faktor varijacije predstavljala je i formulacija
(suspenzija, rastvor ili nanoemulzija) kao i soj zivotinja (C57BL miSevi, Wistar i Sprague-Dawley
pacovi). Odredena je apsolutna oralna bioloska raspoloZivost, kao i slobodne frakcije u plazmi 1
mozgu dva liganda (PZ-11-029 i DK-I-56-1). Daljim istrazivanjem procenjivali smo uticaj
navedenih PQ liganada, samih ili u kombinaciji sa diazepamom, na ponaSanje adultnih muzjaka
pacova Wistar i Sprague-Dawley soja, odnosno miseva C57BL soja. Supstanca DK-1-56-1, koja
je na osnovu prethodnih eksperimenata identifikovana kao vodeca molekula, ispitana je nakon
hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog Zivca kao modela trigeminalne neuropatije na
muzjacima pacova Wistar soja. Primena DK-1-56-1 u animalnom modelu trajala je 14 dana pocev
od prvog dana nakon operacije, a razvoj bolne preosetljivosti ispitivan je von Frey filamentima u
definisanim vremenskim periodima. Farmakokineticki profili 1 parametri nedvosmisleno ukazuju
na optimizaciju i unapredenje farmakokinetike deuterisanih analoga u plazmi i mozgu, pri
razli¢itim putevima primene, kao i pri razli¢itim formulacijama ispitivanog liganda. Obe strategije,
deuteracija i fluorovanje, povecale su metaboli¢ku stabilnost, dok su razlike u farmakokinetici
izmedu deuterisanih i1 fluorovanih analoga bile izrazene. Naime, fluorovani analozi pokazuju
znacajno zadrzavanje u organima za izlucivanje (jetra i bubreg), a uz podatke da pokazuju izvesnu
citotoksi¢nost in vitro na celijskim linijama jetre i bubrega, kao i da su efikasnost i funkcionalna
selektivnost za a6+p33- PQ mesto a6-GABAAR smanjeni u poredenju sa deuterisanim ligandima,
¢ini ih manje pogodnim za dalje faze istrazivanja. Dakle, strategija deuteracije pokazala se
superiornom u odnosu na fluorovanje pirazolohinolinona u smislu odrzavanja 06-GABAAa
receptorske selektivnosti uz povecanje metabolicke stabilnosti i bioloske raspolozivosti. Odli¢an
bezbednosni profil testiranih PQ liganada (sa izuzetkom fluorovanih analoga koji su ispitani samo
u testu lokomotorne aktivnosti) pokazan je u testu spontane lokomotorne aktivnosti, rotarodu, testu
gubitka refleksa uspravljanja, pentilentetrazolskom testu, uzdignutom plus lavirintu, testu jacine



stiska i Morisovom vodenom lavirintu. U studijama interakcije na Sprague Dawley pacovima,
samo PZ-11-029 i njegovi analozi spreéili su ataksi¢ne efekte benzodiazepina, $to je procenjeno u
rotarod testu i tokom pracenja lokomotorne aktivnosti pacova neposredno nakon oporavka od
gubitka refleksa uspravljanja. Elektrofiziolo$ki profili PQ liganada impliciraju da pozitivna
modulacija posredovana a6-GABAAR koji sadrze y2 i & podjedinicu, pre nego njihovo neutralno
(antagonisticko) modulatorno dejstvo na benzodiazepinskom mestu, spreCava ataksi¢no dejstvo
diazepama. Dakle, PZ-11-029 i njegovi deuterisani analozi ne stupaju u nezeljene interakcije sa
benzodiazepinima, a sa druge strane mogu potpuno prevenirati njihovo ataksi¢no dejstvo, koje je
prisutno u terapijskim, a posebno u toksi¢nim dozama. U finalnom eksperimentu procenili smo da
DK-I-56-1, identifikovan kao vodeca molekula u odnosu na ostale PQ ligande, ostvaruje
profilakticko antinociceptivno dejstvo nakon podvezivanja infraorbitalnog nerva kod pacova.
Antinociceptivno dejstvo je trajalo za vreme trajanja terapije i sedam dana nakon poslednje doze,
Sto ukazuje da efekti liganda nemaju tendenciju duzeg odrzavanja.

Kljuéne reci: pirazolohinolinoni; deuteracija; a6-GABAA receptori; pirazolohinolinonsko mesto
vezivanja; selektivna pozitivna modulacija; farmakokineticka karakterizacija; ataksija;
bihejvioralni testovi; animalni model; trigeminalna neuropatija.

Naucna oblast: Farmacija
UZa naud¢na oblast: Farmakologija



Pharmacological characterization of the influence of deuteration of selected
pyrazoloquinolinones as GABAA receptor modulators

ABSTRACT

GABAA receptors (GABAARS) containing the a6 subunit (a6-GABAARS) have recently obtained
an important place in research. They play a distinct role in trigeminal orofacial pain, migraine, and
neuropsychiatric disorders with sensori-motor gating deficits (such as tic disorders, Tourette’s
syndrome, certain symptoms of schizophrenia, obsessive compulsive disorder and attention deficit
disorders). The binding site at the o+p- interface of GABAARS, designated as the
pyrazoloquinolinone (PQ) site, was discovered, along with the first a6-selective ligand, PZ-11-029.
Subsequent research led to the development of a series of PQs, as functionally selective positive
modulators at the PQ site of a6-containing GABAARs. PQs are also neutral modulators at the
benzodiazepine site.

Firstly, we conducted pharmacokinetic characterization of PQs from three structural groups (PZ-
11-029 and related deuterated and/or nitrogenated analogs DK-1-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3 and
DK-1-86-1; LAU 463 and related deuterated and/or nitrogenated analogs DK-I-58-1 and DK-II-
58-1; and DK-1-87-1) and five additional ligands (one meta isomer of DK-1-87-1 (DK-1-59-1) and
four fluorinated analogues (DK-IV-19-1, DK-IV-20-1, DK-1V-22-1 and MM-I-10)), after
intraperitoneal, oral or intravenous administration. Beside the route of administration, formulation
(suspension, solution or nanoemulsion) and the animal strain (C57BL mice, Wistar and Sprague-
Dawley rats) were additional factors of variation. Absolute oral bioavailability, as well as
estimated free fractions in plasma and brain of two ligands (PZ-11-029 and DK-I-56-1), were
determined. Through further research, we evaluated the influence of PQ ligands, alone or in
combination with diazepam, on the behavior of adult male Wistar and Sprague-Dawley rats, or
C57BL mice. On the basis of previous experiments, DK-1-56-1 was identified as a "lead"
compound and tested after chronic constriction injury of the infraorbital nerve as a model of
trigeminal neuropathy in male Wistar rats. The application of DK-1-56-1 in the animal model lasted
for 14 days starting from the first day after surgery, and the development of pain hypersensitivity
was examined with von Frey filaments in defined time periods. Pharmacokinetic profiles and
parameters clearly indicate optimization and improvement of pharmacokinetics of deuterated
analogues in plasma and brain, with different routes of administration, as well as with different
formulations of the investigated ligand. While the strategy of deuteration and fluorination
increased metabolic stability, the pharmacokinetic influence on plasma, brain, liver and kidney
exposure was dramatically different. Namely, the fluorinated analogues showed significant
retention in the excretory organs (liver and kidney). Also, they exhibited a slightly increased
cytotoxic effect on liver and kidney cell lines in vitro. Efficacy and functional selectivity for the
a6+p3- interface (PQ site) of a6-GABAARSs was reduced for the fluorinated analogs in comparison
to the deuterated ligands. All these facts make them less suitable for further research. Thus, the
deuteration strategy proved superior to fluorination of these PQs in terms of maintaining a6-
GABAAR selectivity while enhancing the metabolic stability and bioavailability. These a6-
GABAAR ligands were devoid of observable detrimental effects. An excellent behavioral safety
profile of the tested PQs (with the exception of the fluorinated analogues which were tested only



in the locomotor activity test) was demonstrated in the spontaneous locomotor activity, rotarod,
loss of righting reflex, pentylenetetrazol, elevated plus maze, grip strength and Morris water maze
tests. In interaction studies, only PZ-11-029 and its analogs prevented the ataxic effects of the
benzodiazepine, as assessed in the rotarod test and during monitoring of rat locomotor activity
immediately after awakening from the loss of righting reflex. Published electrophysiological
profiles of PQ ligands imply that positive modulation elicited at a6-GABAA receptors that contain
the y2 and & subunit, rather than their neutral (antagonistic) modulatory action at the
benzodiazepine site, may prevent the ataxic action of diazepam. Therefore, PZ-11-029 and its
deuterated analogs are not prone to untoward interactions with benzodiazepines, and may indeed
completely abolish their ataxic action, seen at therapeutic, and especially toxic concentrations. In
the final experiment, we revealed that the ,,/lead” compound DK-I-56-1 exerts a prophylactic
antinociceptive effect after ligation of the infraorbital nerve in rats. The antinociceptive effect
lasted during the treatment application and seven days after the last dose, which indicates that the
effects of the ligand do not tend to be sustained for a long time.

Key words: pyrazoloquinolinones; deuteration; a6-GABAAa receptors; pyrazologuinolinone
binding site; selective positive modulation; pharmacokinetic characterization; ataxia; behavioral
tests; animal model; trigeminal neuropathy.

Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmacology
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1. UvOD

Ekscitatorni i inhibitorni neuroni, ¢ija je medusobna ravnoteza osnova normalnog funkcionisanja
najkompleksnijih mozdanih procesa, obrazuju hijerarhijski sistem centralnog nervnog sistema
(CNS). Dominantni i najzastupljeniji medijatori hemijske komunikacije hijerarhijskog sistema, ali
i ¢itavog CNS-a su glutamat i y-aminobuterna kiselina (GABA), ¢iji neuroni funkcioni$u kroz dve
organizacione celine. Ekscitatorni glutamatergicki neuroni ¢ine projekcioni sistem u kome jedan
neuron projektuje svoj akson u drugu laminu kore velikog ili malog mozga, ili se akson pruza do
anatomski udaljenih struktura CNS-a. Inhibitorni, GABA-ergicki interneuroni ¢ine sistem lokalnih
kola koji posredstvom fine regulacije projekcionih puteva ostvaruje krucijalnu ulogu u kontroli
aktivnosti neuronskih mreza.

1.1. GABAA receptori
1.1.1. Struktura GABAA receptora i lokalizacija vezivnih mesta na receptoru

GABA je najzastupljeniji inhibitorni neurotransmiter u mozgu, koristi je svaka treca sinapsa, i
skoro svi neuroni reaguju na GABA-u (Burt, 2003). Otkrivena je 1950. godine (Roberts i Frankel,
1950) i glavni put sinteze GABA-¢ u presinapti¢kim terminalima podrazumeva dekarboksilaciju
L-glutamata dejstvom enzima dekarboksilaze glutamatne Kkiseline (eng. glutamic acid
decarboxylase — GAD) koji se javlja u dve izoforme GADG65 i GAD67 (65 1 67 kDa). Enzim se
moze na¢i samo u neuronima koji stvaraju GABA-u, §to je iskoriS¢eno za imunohistohemijsko
obelezavanje GABA-ergickih puteva u mozgu. Nakon otpuStanja u sinapticku pukotinu iz
presinaptickog terminala, GABA svoje dejstvo ostvaruje posredstvom dva tipa receptora —
jonotropnih GABAA i metabotropnih GABAg receptora (Olsen i Sieghart, 2008). GABAAR se
nalaze u 20%-50% sinapsi u mozgu (Nutt i Malizia, 2001), reaguju na vezivanje GABA-e u
vremenskom roku koji se meri milisekundama, otvranjem transmembranskog kanala koji je
propsutljiv za hloridne jone, ¢ime se kao krajnji efekat dobija supresija neuronske aktivnosti u
mozgu odrasle osobe (Maconochie i sar., 1994). Disfunkcija ovih ligand-zavisnih jonskih kanala
dovodi do anksioznosti, epilepsije i neurorazvojnih poremecaja ukljucujuci autizam (Braat i Kooy
2015). GABA i njen najrasprotranjeniji GABAA receptor (GABAAR) predstavljaju ciljno mesto
delovanja mnogih farmakoloski i klinicki zna¢ajnih lekova kao §to su benzodiazepini, barbiturati,
anestetici, neuroaktivni steroidi i antikonvulzivi. Navedeni lekovi ostvaruju alosternu modulaciju
GABAAR posredstvom razli¢itih vezivnih mesta uticué¢i na taj nacin na razliite procese:
anksioznost, kognitivne procese (ucenje i pamcenje), spavanje, koordinaciju pokreta, misi¢ni
tonus, epileptogenu aktivnost (Sieghart i sar., 2022).

GABAAR pripadaju superfamiliji pentamernih, ligand-zavisnih jonskih kanala koji posreduju brzu
neuronsku inhibiciju u CNS-u i ki¢menoj mozdini nakon vezivanja endogenog liganda GABA-e.
Arhitektura receptora podrazumeva pet proteinskih podjedinica organizovanih tako da formiraju
centralnu poru permeabilnu za CI" jone. Svaka podjedinica se sastoji od velikog ekstracelularnog
N-terminalnog domena sastavljenog od 2 a heliksa i 10 B lanaca, transmembranskog domena koga
¢ine 4 a heliksa (TM1-TM4), intracelularnog a-heliksnog domena izmedu TM3 i TM4 ¢ija
funkcija nije u potpunosti razjaSnjena, a smatra se da predstavlja nosac (skelu) za pomocne
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proteine (npr. gefirin) ili moze podle¢i fosforilaciji kao deo kontrole receptorske funkcije, i
relativno kratkog ekstracelularnog C-terminalnog domena (Slika 1b) (Chua i Chebib, 2017).
Postoji 20 razli¢itih podjedinica koje mogu da formiraju homopentamerni ili heteropentamerni
kanal, a(1-6), B(1-4), y(1-3), 8, €, 6, wi p(1-3) (Slika 1a). Gen za pretpostavljenu 4 podjedinicu
inicijalno je detektovan u mozgu pileta, ali je potvrdeno prisustvo i kod ljudi (Sieghart i Savi¢,
2018). Iako je mogu¢ veliki broj kombinacija, ve¢ina GABAAR se sastoji od dve a, dve B i jedne
non-a i non-B podjedinice (uglavnom vy za sinapticki i 6 za ekstrasinapticki tip receptora) (Olsen 1
Sieghart, 2009; Crocetti i Guerrini, 2020).

Slika 1. a) Shematski prikaz pentamerne strukture GABAA receptora sa mogu¢im kombinacijama razliitih
podjedinica i sa prikazom veznih mesta za GABA-u i benzodiazepine (BZ); b) shematski prikaz strukture
jedne podjedinice GABAA receptora (preuzeto i modifikovano iz Jacob i sar., 2008).

Organizacija pentamera koji formira funkcionalni GABAAR objasnjena je na najéesce zastupljenoj
receptorskoj populaciji u CNS-u (2a1:2p2:1y2) (Baumann i sar., 2002). Posmatrajuci
ektracelularni domen, podjedinice su organizovane u smeru suprotnom od kazaljke na ¢asovniku
v-P-o-B-o (Sigel 1 Ernst, 2018), formiraju¢i poru za hloridne jone i ortosterno mesto na N-
terminalnom eksracelularnom domenu. Vezivna mesta za ligande i jone koji deluju kao alosterni
modulatori nalaze se ili na ektracelularnom ili u transmembranskom domenu. Endogeni agonist,
GABA, vezuje se za dva vezivna mesta locirana na a-/B+ povrSini (Slike 2 i 3ab).
Benzodiazepinsko mesto vezivanja je u ekstracelularnom domenu a+/y- povrsine (Slike 2 i 3a).
Vezivna mesta na povrSini izmedu dve susedne podjedinice, oznafene kao glavna i
komplementarna, obrazuju definisane sekvence aminokiselina (poznate i kao petlje). Po dogovoru,
peptidne petlje A-C su na glavnoj podjedinici i obrazuju plus stranu (+), dok su tri peptidne petlje
D-F na komplementarnoj podjedinici i obrazuju minus stranu (-) (Thompson i sar., 2010).
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Slika 2. Vezna mesta GABA-¢ i benzodiazepina (BZ) na
GABAA receptoru (preuzeto i modifikovano iz Varagic i
sar., 2013a).

Za sinapticku lokalizaciju GABAAR neophodno je prisustvo y2 podjedinice u receptorskom
kompleksu, obi¢no zajedno sa al, a2 ili a3 podjedinicom. Uprkos tome, znac¢ajan broj GABAAR
koji sadrze y2 podjedinicu su ipak ekstrasinapticki receptori, jer sinapsi pripada samo mali deo
¢elijske povrsine, dok je ekstrasinapticka povrSina znatno veca. Na taj nacin eskrasinapticki su
prisutni neki od al/a2/a3 GABAAR i velika veéina onih koji sadrze o4/a5/a6 podjedinicu. Sa
druge strane, receptori u kojima je y2 zamenjena 9 ili € podjedinicom su lokalizovani iskljuc¢ivo
ekstrasinapticki. Fazi¢noj inhibiciji doprinose sinapticki lokalizovani GABAAR, dok oni ¢ija je
lokalizacija ekstrasinapti¢ka doprinose toni¢noj inhibiciji (Olsen i Sieghart, 2008; Sieghart i Savic,
2018).

1.1.2. Benzodiazepini kao pozitivni modulatori GABAA receptora i njihova farmakoloska
dejstva

Ubrzo nakon otkrica GABA-e, hemicar Leo Sternbah identifikovao je prvi benzodiazepin,
hlordiazepoksid, 1955. godine koji se na trziStu nasao 1960. godine pod nazivom Librium. Dalja
istrazivanja bila su usmerena na strukturne modifikacije u cilju unapredenja aktivnosti. 1963.
godine na trziste stize i diazepam pod zasticenim imenom Valijum (od latinskog valere §to znaci
biti jak). Oba leka su bila izuzetno uspesna, tako da su do 1970. godine u velikoj meri zamenili
starije sedative i hipnotike (Wick, 2013).

Benzodiazepini su kategorizovani kao pozitivni alosterni modulatori i nakon vezivanja za svoje
vezno mesto na GABAAR pojacavaju hloridnu struju indukovanu GABA-om potencirajuci efekat
hiperpolarizacije prijemnih neurona (Zhu i sar., 2018). Suprotno, postoje ligandi koji dovode do
negativne alosterne modulacije GABAAR (redukuju GABA indukovanu hloridnu struju) i
oznacavaju se kao negativni alosterni modulatori ili inverzni agonisti. Nultu modulaciju GABAAR
postizu antagonisti koji se jo$ oznaCavaju kao silent alosterni modulatori. Flumazenil je
kompetitivni antagonist benzodiazepinskog mesta vezivanja koji se klini¢ki koristi za prekid
anestezije izazvane benzodiazepinima i glavni je antidot kod predoziranje benzodiazepinima
(Votey 1 sar., 1991). U GABAAa receptorskom kompleksu, izoforma o podjedinice u
benzodiazepinskom mestu definise afinitet i farmakolosku aktivnost. Receptori koji sadrze o(1-
3,5)/v(1-3) povrSinu formiraju visokoafinitetno vezivno mesto za benzodiazepine i Klasifikuju se
kao diazepam senzitivni (eng. diazepam-sensitive) receptori. a4 i a6 podjedinica sadrze reziduu
aminokiseline arginin na homologoj poziciji histidina u a(1-3,5) podjedinicama, sto za posledicu
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ima nemogucnost vezivanja tradicionalnih benzodiazepnskih liganada, pa se GABAAR koji sadrze
a4 i a6 podjedinicu klasifikuju kao diazepam neosetljivi (eng. diazepam-insensitive) (Sigel i Ernst,
2018).

Benzodiazepini modulacijom GABAAR ostvaruju ¢itav niz farmakoloskih efekata: anksioliticki,
antikonvulzivni, sedativni, hipnoti¢ki, anterogradno amnezijski, miorelaksantni. Zbog ogromnog
klini¢kog znacaja koji imaju, ve¢ duzi niz godina, istraZivanja su usmerena ka benzodiazepinskim
ligandima koji bi imali selektivnije dejstvo. Naime, klasi¢ni benzodiazepini pokazuju sli¢an
afinitet prema svim diazepam senzitivnim GABAAR koji obuhvataju a1By2, a2py2, a3By2 i aSPy2
subpopulacije receptora i, stoga, ostvaruju sli¢ne bihejvioralne efekte (Sieghart i Savié, 2018).
Genetskom modifikacijom miSeva, koja podrazumeva uvodenje tackastih mutacija gena koji
kodiraju pojedina¢ne o podjedinice, odredena subpopulacija receptora postaje neosetljiva na
dejstvo diazepama. Poredenjem diazepamom-izazvanih bihejvioralnih odgovora u grupi miseva sa
mutacijom i grupi bez mutacije (eng. wild-type) omogucava se identifikacija efekata diazepama
koji izostaju ili su redukovani kod mutiranih miseva (Olsen i1 Sieghart, 2008). Koriste¢i ovaj
pristup, pokazano je da alpy2 receptori posreduju u sedativnom, anterogradno amnezijskom i,
delom, antikonvulzivnom dejstvu benzodiazepina. Anksioliticko dejstvo posredovano je
uglavnom 02By2 GABAAR, a u uslovima vece okupiranosti receptora, potencijalno i a3py2
receptorima. Dodatno, a2By2 zajedno sa a3fy2 su delimi¢no ukljueni u antinociceptivno i
miorelaksantno dejstvo benzodiazepinskih liganda. Misevi kojima je ,,iskljuen” gen za o3
podjedinicu (eng. a3 knock-out) pokazuju hiperdopaminergicki fenotip koji se manifestuje kao
znacajan deficit u prepulsnoj inhibiciji koji je posledica neadekvatne obrade senzorno-motornih
informacija. Naime, dopaminergicki sistem prima inhibitorne signale preko a3 GABAAR
receptora, koji obezbeduju prepulsnu inhibiciju, a aktivacija ovih receptora pokazuje se kao
efikasna u filtriranju senzornih i motornih drazi kod mnogih psihijatrijskih poremecaja.
Subpopulacija a5py2 receptora ima ulogu u procesima ucenja i pamcenja, $to je pokazano na a5
knockout misevima kod kojih je poboljsano prostorno ucenje i pamcéenje (Rudolph i Mohler, 2006;
Olsen i Sieghart, 2008; Sieghart i Savi¢, 2018).

Preko GABAA receptora delom se ostvaruju i efekti opstih anestetika. Utvrdeno je da su
respiratorna depresija, relaksacija skeletne muskulature 1 delom hipnoticki efekat etomidata 1
propofola posredovani receptorima sa B3 subjedinicom, dok oni sa p2 dodatno doprinose
hipnotickom efektu etomidata. Studije sa rekombinantnim receptorima su pokazale da su oni koji
sadrze € umesto y2 podjedinice neosetljivi na dejstvo opstih anestetika, $to ukazuje na njihovu
ulogu u formiranju vezivnog mesta (Rudolph i Mohler, 2006).

Iz navedenog se zakljucuje da selektivnim dejstvom na odredeni podtip GABAAR ne samo da se
postize bolji bezbednosni profil, na primer, anksioliticki efekat bez sedacije, ve¢ se otkrivaju i
dodatni efekti, koji mogu biti polazne tacke za razvoj inovativnog tretmana bola, kognitivnih
poremecaja, shizofrenije, depresije ili Down-ovog sindroma.

1.1.3. Pirazolohinolinonsko modulatorno mesto na GABAA receptorima

Identifikovano je vise od 14 razlicitih veznih mesta na GABAAaR. Neka od njih ukljuc¢uju: mesto
za vezivanje GABA-e, drugih agonista (muscimol) i kompetitivnih antagonista (bikukulin),
pikrotoksinsko mesto na jonskom kanalu, mesto za vezivanje barbiturata, neuroaktivnih steroida,
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benzodiazepina, etanola, stereoselektivno mesto za vezivanje inhalacionih anestetika, furosemida,
Zn?* i drugih dvovalentnih jona (Korpi i sar., 2002). Benzodiazepinsko mesto vezivanja je
nedvosmisleno definisano i predstavlja najatraktivniju metu na GABAAR u otkri¢u novih lekova.
Medutim, poslednjih godina, jo$ jedno alosterno mesto u GABAA receptorskom kompleksu
postaje mesto od interesa (Slika 3a, b). Oznacava se kao ,,nisko-afinitetno mesto” ili ,,mesto 2”,
neosetljivo je na tradicionalne benzodiazepine 1 smesteno na o+/B- povrsini (Ramerstorfer 1 sar.
2011). Drugo alosterno mesto je homologo sa benzodiazepinskim (o+/y-) u pogledu glavnih
podjedinica koje pokazuju sli¢nu aminokiselinsku sekvencu §to ukazuje da je novo alosterno mesto
sli¢no tradicionalnom benzodiazepinskom mestu i potencijalno moze vezati ligande koji imaju
afinitet za benzodiazepinsko mesto (Sieghart i sar., 2012). To potvrduje nalaz da ligand
pirazolohinolinonske (PQ) strukture, CGS 9895 (2-(4-metoksifenil)pirazolo[4,3-c]hinolin-3(5H)-
on) (Slika 3d), jedan od prvih u seriji istrazivanja PQ liganada (Varagic i sar., 2013a) i prototip
liganada koji ispoljavaju benzodiazepinima sli¢an modulatorni efekat posredovan a+/p- alosternim
mestom na GABAAR (Ramerstorfer i sar., 2011), deluje kao antagonist na benzodiazepinskom
mestu (at+/y-) u nanomolarnim koncentracijama, ali pojacava GABA-indukovanu struju jona
vezivanjem za a+/[- alosterno mesto i to sa manjom potentnoséu. Ligandi koji se vezuju za o+/f-
mesto mogu da modulisu Siru populaciju GABAAR (af, apy, apd, afe, apr i afjf), u poredenju sa
benzodiazepinima koji deluju samo na afy-GABAAa podtip receptora, i stoga, potencijalno,
poseduju Siri spektar farmakoloSkih efekata. Takode, diazepam neosetljivi receptorski podtip
GABAAR koji sadrze a4 i a6 podjedinicu, a ukljuceni su u patogenezu razlic¢itih psihijatrijskih 1
neuroloskih poremecaja, poput trigeminalnog orofacijalnog bola i migrene (Vasovi¢ i sar. 2019;
Chiou i sar., 2018), mogu biti aktivirani novim a+/p- deluju¢im ligandima (Varagic i sar., 2013b;
Treven i sar., 2018; Knutson i sar., 2018).

CGS 9895

Slika 3. a) Ekstracelularni domen i b) transmembranski domen GABAA receptora sastavljenog od dve a,
dve B i jedne vy podjedinice; c) ekstracelularni domen GABAA receptora sastavljnog od dve o i tri
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podjedinice. Dva ortosterna mesta za GABA-u locirana su na f+/a- povrsini, dok je benzodiazepinsko
mesto locirano na o-+/y- povrSini. Oznaceno je i drugo alosterno a+/p- mesto; d) hemijska struktura CGS
9895 (Preuzeto iz Ramerstorfer i sar, 2011).

1.2. GABAA receptori koji sadrZe a6 podjedinicu

GABAAR koji sadrze a6 subjedinicu zastupljeni su vrlo ogranic¢eno, za razliku od GABAAR koji
sadrze druge a podjedinice. In situ hibridizacijom i imunohistohemijskim studijama otkriveno je
da su ispoljeni, predominantno, u granularnim cerebelarnim ¢elijama (Gutierrez i sar., 1996; Pirker
I sar. 2000). Lokacija gena koji kodira sintezu a6 podjedinice i proteinska sekvenca visoko Su
ocuvani kod ljudi, pacova, miSeva, zlatnih ribica i piladi, Sto sugeriSe da su receptori koji sadrze
ovu podjedinicu od fundamentalne vaznosti za cerebelarnu funkciju. Novijim istrazivanjima
identifikovani su a6 GABAAR u brojnim neuronskim i neneuronskim tkivima kao $to su: kohlearni
nukleus (Campos i sar., 2001), prefrontalni korteks (Agrawal i Dwivedi, 2020), hipokampus (Yang
i sar., 2016), ventralni strijatum (Leggio i sar., 2015), trigeminalni ganglion (Hayasaki i sar., 2006,
Puri i sar., 2011; Puri i sar., 2012; Kramer i Bellinger, 2013), T limfociti (Mendu i sar., 2011), a
¢elije pankreasa (Jin i sar., 2013), placenta i uterus (Akinci i Schofield, 1999). U veéini navedenih
tkiva, uloga 06 GABAAR nije poznata.

Istrazivanja pokazuju da 45% GABAAR u cerebelumu sadrze a6 podjedinicu. Uglavnom su
slede¢ih kombinacija podjedinica: a6By2, ala6By2, a6po ili ala6Bs. Od f podjedinica najcescée je
zastupljena B2, a zatim 3 i B1 u homologoj kombinaciji, dok su u odredenom procentu prisutni i
a6 GABAAR sa dve razlicite 3 podjedinice (Sieghart i sar., 2022). Receptori sastavljeni od al, a6,
B2/3 1 y2 podjedinice uglavnom su lokalizovni na postsinapti¢koj membrani GABA-ergickih
Goldzijevih sinapsi i posreduju fazi¢nu inhibiciju, dok su u manjoj meri prisutni i ekstrasinapticki.
Prisustvo 0 podjedinice u receptorskom kompleksu obezbeduje iskljucivo ekstrasinapticku
lokalizaciju na membrani dendrita i some, tako da a6f2/38 1 ala6B2/38 posreduju toni¢nu
inhibiciju (Slika 4).
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Slika 4. Lokalizacija GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu na granularnim ¢elijama cerebeluma sa
kojima sinapsu formira GABA-ergicki GoldZijev neuron. * oznaCava receptore alfy2 i ala6py2 koji su
dominantno sinapticki, ali mogu biti i ekstrasinapticki (preuzeto i modifikovano iz Jacob i sar., 2008).

Kao $to je ve¢ spomenuto, a6fy2 receptori predstavljaju afy receptorski kompleks koji je
neosetljiv na dejstvo diazepama i drugih liganda koji se vezuju za benzodiazepinsko mesto.
Pozitivhu modulaciju posredstvom ovih receptora mogu da ostvare imidazobenzodiazepin
flumazenil, neki B-karbolini i flavonoid hispidulin. Drugi nebenzodiazepinski pozitivni alosterni
modulatori GABAAR kao $to su loreklezol i etomidat imaju sposobnost modulacije a6py2
receptora, ali i ostalih a1-5py2 GABAAR (Sieghart i Savi¢, 2018).

1.2.1. Studije selektivnosti i efikasnosti liganada koji deluju posredstvom a6 GABAA
receptora

Skolnick i saradnici su 1992. godine uveli hemijsku modifikaciju u strukturu CGS 9895 (Slika 3d)
koja je podrazumevala uvodenje 7-metoksi supstituenta u A prsten pirazolohinolinonske strukture
(pogledati opstu strukturu u Tabeli 2), ¢ime je dobijen ligand PZ-11-029 (jedinjenje poznato i kao
supstanca 6; Tabela 2) sa povecanim afinitetom za diazepam neosetljive GABAAR (Wong i sar.,
1992). Daljim hemijskim modifikacijama (deuteracija i nitrogenovanje) A i D prstenova PQ
strukture dobijeni su analozi PZ-11-029: DK-I1-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3, DK-I1-86-1, od kojih
svi poseduju deuterijum u strukturi, a DK-1-86-1 dodatno i atom azota u D prstenu. U paralelnim
istrazivanjima Ernst i sar. su sintetisali LAU463, jedinjenje istog hemotipa kao i PZ-11-029 ali
razli¢itog subhemotipa (ili strukturne grupe) (Chiou i sar., 2016). Po analogiji sa PZ-11-029,
uvodenjem hemijskih modifikacija (deuteracija i nitrogenovanje) u A i D prstenove PQ strukture
dobijeni su analozi LAU463: DK-1-58-1 i DK-11-58, pri ¢emu oba poseduju deuterijum u strukturi,
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a DK-11-58-1 dodatno i atom azota u D prstenu. Uvodenje atoma deuterijuma u strukture polaznih
jedinjena bilo je sa ciljem povecanja bioloske raspolozivosti i duzine trajanja dejstva, jer su
metoksi grupe A i D prstenova klju¢ne pozicije za metaboli¢ku razgradnju in vivo (reakcije O-
demetilacije). S tim u vezi, na ovaj nadin se povecava metabolicka stabilnost (pogledati deo
Deuteracija u medicinskoj hemiji). Takode, povecanoj raspolozivosti doprinosi i nitrogenovanje
D prstena jer se time povecava rastvorljivost ovih liganada u vodi, koja je inace veoma ogranicena
(pogledati deo Formulacija pirazolohinolinona kao slabo rastvornih jedinjenja). Ligand DK-
[-87-1 pripada istom hemotipu kao PZ-11-029 i analozi i LAU463 i analozi, ali opet zasebnom
subhemotipu. Poseduje —OCD3 grupu u orto polozaju D prstena (pogledati Tabelu 2 sa hemijskim
strukturama). DK-1-87-1 poseduje potencijal vezivanja za a6 GABAR, ali ne i sposobnost
aktivacije ovih receptora, sto se moze uociti sa Slike 8b gde je prikazana elektrofiziologija ovog
liganda koji u koncentraciji od 1 puM ostvaruje prakti¢no zanemarljivu modulaciju a6p3y2
receptora, dok modulaciju a6p30 receptora ne ostvaruje ¢ak ni u vec¢oj koncentraciji (10 pM). Zato
je supstanca DK-I-87-1 kori$¢ena kao negativna kontrola u eksperimentima farmakodinamske
karakterizacije. DK-1-59-1 je strukturni izomer DK-1-87-1, u ¢ijoj je strukturi —OCD3 grupa u meta
polozaju D prstena (pogledati Tabelu 2). Polazno jedinjenje za sintezu DK-1-59-1 i DK-1-87-1 je
nedeuterisani parent molekul LAU165 koga, takode, odlikuje selektivnost za a6 GABAAR
(Knutson i sar., 2018) i ¢ija je struktura identi¢na kao struktura DK-1-59-1 sa jedinom razlikom u
tri atoma deuterijuma koja u metoksi grupi D prstena poseduje DK-1-59-1. Supstanca LAU165
nije kori§¢ena u ovom istrazivanju.

PZ-11-029 i njeni analozi i LAU463 i njeni analozi predastavljaju visoko afinitetne silent
modulatore (antagonisti) na benzodiazepinskom mestu al-6By2 receptora i visoko selektivne
pozitivne alosterne modulatore na ekstracelularnoj a6+/B2/3- povrsini a6By2 i a6pd receptora
(Ramerstorfer et al., 2011, Varagic et al., 2013b, Knutson i sar., 2018) (Slika 11). Na Slikama 5a,
6a i 7a gde je prikazan % modulacije GABAAR koji sadrze y2 podjedinicu moze se uoditi da PZ-
11-029, LAU463 i DK-1-86-1 ostvaruju selektivnost u efikasnosti, dok selektivnost u afinitetu
izostaje. To je u skladu sa prethodno navedenim ¢injenicama da se vezuju za benzodiazepinsko
mesto a1-6By2 receptora, ali da pozitivnu modulaciju ostvaruju jedino na receptorima koji sadrze
a6 podjedinicu u koncentracijama koje su manje od 1 uM, a koje predstavljaju bioloski relevantne
koncentracije jer mogu biti dostignute na ciljnom mestu dejstva. lzostanak pozitivne modulacije
GABAAR koji sadrze ostale o podjedinice mimo a6, moze ukazati na izuzetno povoljan
bezbednosni profil deuterisanih PQ liganda u poredenju sa benzodiazepinima i drugim lekovima
koji deluju na CNS. Sa druge strane, kada se posmatraju b paneli Slika 5, 6 i 7 uocava se da samo
PZ-11-029 moze da ostvari modulaciju a6p6 u koncentraciji od 1 uM u poredenju sa LAU463 1
DK-I-86-1.

Na Slici 8a prikazani su elektrofizioloski podaci deuterisanog analoga PZ-11-029, supstance DK-
[-56-1, koja je u poredenju sa ostalim PQ ligandima najvise ispitivana u ovom istrazivanju. Moze
se uociti da se najveci stepen modulacije ostvaruje preko GABAAR kod kojih je a6 podjedinica
udruzena sa y2 podjedinicom. Takode, znacajna je modulacija koju posreduju GABAAR gde je a6
u receptorskom kompleksu sa é podjedinicom u koncentraciji od 1 pM.

Slika 9 prikazuje elektofiziologiju DK-1-58-1 i DK-11-58-1 koji, takode, zauzimaju vazan deo ovih
istrazivanja. Kao §to je i prethodno napomenuto, i ovi ligandi ostvaruju pozitivnu modulaciju
GABAAR sa funkcionanom selektivnoscéu za a6p3y2 receptore.
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Slika 5. Krive efikasnosti za PZ-11-029 na GABAA receptorima koji uklju¢uju y2 podjedinicu (a), odnosno
d podjedinicu (b), pri ECs GABA. Vrednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu + standardna greska na 4-6
oocita iz najmanje dve serije. Supstanca PZ-11-029 ima komparabilan afinitet za sve tipove GABAa
receptora koji sadrze y2 podjedinicu, ali modulaciju kontrolne struje pri ECs GABA-e ostvaruje jedino na
receptorima koji sadrze 06 podjedinicu u bioloski relevantnim koncentracijama (nize od 1 uM). Relativno
znacajan % modulacije PZ-11-029 ostvaruje i na a6B36 receptorima pri koncentraciji koja ima bioloski
znacaj (1 uM) (Preuzeto iz: Knutson i sar., 2018; Chiou i sar., 2016).
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Slika 6. Krive efikasnosti za LAU463 na GABAA receptorima koji ukljué¢uju y2 podjedinicu (a), odnosno
d podjedinicu (b), pri ECs GABA. Vrednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu + standardna greska na 46
oocita iz najmanje dve serije. Supstanca LAU463 ima komparabilan afinitet za sve tipove GABAA receptora
koji sadrze y2 podjedinicu, ali modulaciju kontrolne struje pri ECs GABA-¢ ostvaruje jedino na receptorima
koji sadrze a6 podjedinicu u bioloski relevantnim koncentracijama (nize od 1 pM). Pri takvim
koncentracijama LAU463 prakti¢no ne ostvaruje modulaciju kontrolne struje pri ECz GABA-e na a6p338
receptorima. (Preuzeto iz: Knutson i sar., 2018; Chiou i sar., 2016).
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Slika 7. Krive efikasnosti za DK-1-86-1 na GABAA receptorima koji ukljuc¢uju y2 podjedinicu pri ECs (),
odnosno 8 podjedinicu pri ECy (b) GABA. Vrednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu + standardna greska
na 4-6 oocita iz najmanje dve serije. Supstanca DK-1-86 ima komparabilan afinitet za sve tipove GABAA
receptora koji sadrze y2 podjedinicu u rasponu konecntracija od 1 uM do 10 uM, ali modulaciju kontrolne
struje pri ECs GABA-¢ ostvaruje jedino na receptorima koji sadrze a6 podjedinicu u bioloski relevantnim
koncentracijama (nize od 1 uM). Pri takvim koncentracijama prakti¢no ne ostvaruje modulaciju kontrolne
struje pri EC3 GABA-e na a6p36 receptorima (Preuzeto iz: Knutson i sar., 2018; Chiou i sar., 2016).
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Slika 8. (a) Elektrofizioloski zapisi odgovora celija koje eksperimiraju a6f3y2, a6p3d i a6p3 GABAA
receptore uz primenu fiksne koncentracije GABA-e¢ i rastucih koncentracija DK-I-56-1 u opsegu od 0,03
do 10 uM (b) Stubicasti dijagram predstavlja modulatorne efekte DK-I-87-1 primenjenog u dve
koncentracije (1 uM i 10 uM) na a1-6B3y2 kao i 6336 GABAA receptorima. DK-1-56-1, ali ne i DK-1-87-
1, pozitivni je modulator a6B3y2 receptora u koncentracijama manjim od 1 uM, koje predstavljaju
relevantne koncentracije u kontekstu bioloskog sistema (preuzeto i modifikovano iz Vasovic i sar., 2018).

0 T T T T ]
1nM 10nM 100nM 1pM 10 uM 100 pM

0 T T T T )
1nM 10nM 100nM 1M 10 uM 100 pM

a) b)

@ 4004 a2 @ 40 ——a1B3y2
= +a2p32 < —— a2B3y2
< ) < a

O 3004 /’K —¥—a3p3y2 G 3001 ¥ a3p3y2
9 —0— a4P3y2 k) —0— 04p3y2
= —— 05B3y2 —5 3 —— a5B372
= o adp3y.
@ = * o6p32 @ =% / ¥ obB32
= - c 7 = :

o 100 I'Z/S o 100+ M

] =

c [—

2 S

X X

[DK--58-1] [DKAI-58-1]

10



Uvod

Slika 9. Krive efikasnosti za DK-1-58-1 (a) i DK-11-58-1 (b) na GABAA receptorima koji ukljuéuju y2
podjedinicu. Vrednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu + standardna greska na 4—6 oocita iz najmanje dve
serije. Obe supstance imaju komparabilan afinitet za sve tipove GABAAa receptora koji sadrze y2
podjedinicu u rasponu Konecntracija od 1 uM do 10 uM, ali modulaciju kontrolne struje GABA-e ostvaruju
jedino na receptorima koji sadrze a6 podjedinicu u bioloski relevantnim koncentracijama (nize od 1 uM)
(podaci preuzeti iz nepublikovanih rezultata saradni¢kih laboratorija; Katedra za hemiju i biohemiju
Instituta za otkrice lekova Milvoki, Univerzitet u Viskonsinu, Milvoki, SAD).

Potraga za daljim poboljSanjem bioraspoloZivosti funkcionalno selektivnih 06 liganada dovela je
do istrazivanja fluorovanih analoga PQ liganada. Naime, uvodenje trifluorometoksi supstituenata
predstavlja alternativnu taktiku za ograni¢avanje in vivo O-demetilacije metoksi grupa prethodno
opisanih potencijalnih lead jedinjena (Park i sar., 2001). Utvrdeno je da fluorovanje poboljsava
metabolicku stabilnost, menja farmakokineti¢ka svojstva molekula, dok, takode, utice na njegovu
permeabilnost kroz membrane i intrinzi¢nu jacinu vezivanja za ciljni receptor (Gillis i sar., 2015).
Fluor pokazuje najvecu elektronegativnost u periodnom sistemu elemenata i kada je vezan za
ugljenik formira izuzetno jaku vezu. C-F veza (98-115 kcal/mol) je mnogo jac¢a od C-H veze (89-
110 kcal/mol) (Blanksby i Ellison, 2003; O'Hagan, 2008). Dakle, fluorovanje predstavlja
atraktivan pristup za poboljSanje metaboliCke stabilnosti i bioraspolozivosti lekova kandidata
(Meanwell, 2018; Johnson i sar. 2020).

U tom kontekstu, ispitana je slektivnost u efikasnosti ¢etiri liganda sa 4'-OCFs i/ili 7-CF3 grupama
(DK-1V-19-1, DK-IV-20-1, DK-1V-22-1 i MM-I-1; pogledati strukture u Tabeli 2) na a6p3y2
GABAAR (Slika 10). Medutim, ovi ligandi su izgubili selektivnost kako u afinitetu tako 1 u
efikasnosti. Radi poredenja, na slici su predstavljeni i podaci za dva liganda, DK-1-56-1 i DK-II-
58-1 ¢&ija je elektrofiziologija ve¢ objasnjena. Uocava se da je i stepen modulacije a6B3y2
GABAAR fluoriranim analozima znatno nizi u poredenju sa stepenom modulacije koju na
pomenutim receptorima ostvaruju DK-I-56-1 i DK-11-58-1. Samo je DK-1V-20-1 (Slika 10d) sa
supstituentima 4'-OCFz i 7-OCDs zadrzao a6 funkcionalnu selektivnost, ali je stepen modulacije
receptora znatno manji u odnosu na modulaciju koju ostvaruju DK-1-56-1 i DK-11-58-1.
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Slika 10. Uticaj —CFs3 supstitucije na A prstenu i/ili supstitucije —OCF3 na D prstenu pirazolohinolinonske
strukture polaznih liganada na aktivnost na a633y2 GABAA receptorima. Na panelima a) i b) prikazani su
podaci za DK-1-56-1 i DK-I1-58-1 kao referentne ligande funkcionalno selektivne za pomenuti podtip
receptora u cilju poredenja sa podacima fluoriranih analoga DK-1V-19-1 (c), DK-I-20-1 (d), DK-IV-22-1
(e) i MM-1-10 (f). Prikazani elektrofizioloski podaci su dobijeni sa primenom koncentracije od 10 uM za
sve ligande. Uvodenjem navedenih hemijskih promena u polazne strukture dobijeni su fluorirani ligandi sa
samnjenom selektivnos$c¢i i aktivnos$éu na a6B3y2 GABAA receptorima (podaci preuzeti iz nepublikovanih
rezultata saradnic¢kih laboratorija; Katedra za hemiju i biohemiju Instituta za otkri¢e lekova Milvoki,
Univerzitet u Viskonsinu, Milvoki, SAD).

Na osnovu elektrofizioloskih podataka iz studija selektivnosti i efikasnosti, kao i izvesnih
strukturnih razlika, moze se napraviti distinkcija medu razli¢itim predstavnicima nominalno
homogenog hemotipa, na osnovu kojih su formirani izvesni subhemotipovi ili strukturne grupe
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liganada koji su predstavljeni na Slici 11. Kroz odredene eksperimente u prezentovanom
istrazivanju procenjivano je da li predstavnici u okviru jednog subhemotipa ostvaruju slicnu
bilosku aktivnost, a sa druge strane da li predstavnici razli¢itih subhemotipova ostvaruju razlicite
biloske efekte.

Sumiranjem svega $to je prethodno izloZeno, testirani ligandi se mogu vezati na GABAAR za
razli¢ita vezna mesta: DS i DI benzodiazepinska mesta, gde deluju kao neutralni modulatori
(silent), kao i za PQ mesto. U zavisnosti od elektrofizioloskog ishoda vezivanja liganada date
strukturne grupe za odgovarajuce PQ mesto na razli¢itim subpopulacijama GABAAR, interakcija
se moze oznaciti kao funkcionalno neutralna ili aktivna. Konkretno, kod GABAAR u ¢iji sastav
receptorskog kompleksa ulazi y2 podjedinica, nijedan od liganada ne aktivira receptore koji sadrze
al, a2, a3 ili a5 podjedinicu, dok predstavnici PZ-11-029 i LAU463 serije jedinjenja aktiviraju one
receptore koji sadrze a6 podjedinicu. Medutim, na receptorima koji sadrze 6 i a6 podjedinicu, za
koje se svi testirani ligandi vezuju preko PQ mesta, samo PZ-11-029 i njegovi analozi, sa izuzetkom
DK-1-86-1, mogu da deluju kao pozitivni modulatori, kao Sto je prikazano i na Slikama 6b, 7b i

NEUTRALNI (PQ, DS-BZ) AKTIVNI (PQ) NEUTRALNI(DI-BZ) AKTIVNI (PQ)

NEUTRALNI (PQ, DS-BZ) AKTIVNI (PQ) NEUTRALNI(DI-BZ) NEUTRALNI (PQ)

NEUTRALAN (PQ, DS-BZ) NEUTRALAN (PQ, DI-BZ) NEUTRALAN (PQ)

DIAZEPAM: AKTIVAN (DS-BZ) DIAZEPAM: NE VEZUJE SE DIAZEPAM: NE VEZUJE SE
OCHsg OCD3

OCHs OCDs
o &) & O
N-N N-N N-N N=N
P i Je=g ) L =0
J | | \
HaCO' ” HaCO’ ” ar u Br u

PZ-11-029 DK-1-56-1 LAU 463 DK-I-58-1 N-N  OCDs
c =0
OCD. OCH. =
'3 3 / \(N ﬁ
= DK-I-87-1
N-N N-N N-N
4 =0 i o { =0
| | |
D4C0 N D4CO’ N N
DK-I-60-3 RV-1-029 DK-I-86-1 DK-11-58-1

Slika 11. Sastav i raspored podjedinica tri klase GABAA receptora (modifikovane prema Sieghart i sar.,
2022). Na ovim receptorima predstavnici tri strukturne grupe (subhemotipa) pirazolohinolinonskih liganada
(PZ-11-029 i srodni analozi: DK-1-56-1, RV-1-029 i DK-1-60-3 crveno uokvireni; LAU 463 i srodni analozi:
DK-I-58-1 i DK-11-58 zeleno uokvireni i DK-1-87-1 plavo uokviren) mogu delovati preko tri tipa vezivnih
mesta predstavljenih strelicama duginih boja: DS-BZ — benzodiazepinsko mesto osetljivo na diazepam; DI-
BZ — benzodiazepinsko mesto neosetljivo na diazepam; PQ — pirazolohinolinonsko mesto. Oznake

13



Uvod

neutralni/aktivni odnose se na elektrofizioloski ishod vezivanja datih strukturnih grupa za odgovarajuce
mesto vezivanja (Knutson i sar., 2018, Vasovi¢ i sar., 2019; Chiou i sar., 2016 i Varagic i sar., 2013b).
Kako je protumaceno u diskusiji, DK-I-86-1 strukturno pripada grupi PZ-11-029 i analoga, ali njegov
elektrofiziolo$ki odgovor i bihejvioralni rezultati odgovaraju onima koje je postigao LAU463 i analozi
(mali crveni okvir unutar zelenog okvira).

Fluorirani ananlozi nisu svrtani u subhemotipove, jer ih odlikuje neselektivnost u afinitetu i
efikasnosti u kontekstu GABAAR koji sadrze y2 podjedinicu, ali je u eksperimentima koji slede
uradena njihova bazi¢na farmakokineticka i bihejvioralna karakterizacija.

1.2.2. Funkcionalna organizacija cerebelarnih kola i uloga a6 GABAA receptora

U gradi malog mozga razlikuju se kora i1 duboka jedra malog mozga. Kora se sastoji od tri sloja:
molekularni sloj, Purkinjeove ¢elije 1 granularni sloj, a duboka jedra Cine interpozicionirana
(nucleus fastigi, emboliformis i globosis) i dentatna jedra.

U kori malog mozga neuroni su organizovani u mikrokola koja se u velikoj meri ponavljaju (Slika
12). Nakon $to prime specifi¢ne senzorne i kontekstualne informacije, na nivou mikrokola meri se
ili predvida vremenski interval za motornu aktivnost koja je potrebna za pokrete odgovarajucih
delova tela (Sieghart i sar., 2022).

Zvezdaste
@ s I
< | Paralelna viakna | ©> e
w y - N
N S ™\
g @ r MOLEKULARNI
D ——
© SLOJ
9 .............................
< Purkinjeove PURKINJEOV
S celije SLOJ
o3| RS SRS | | NSNS 1. . R
°o: " Granularne
i~ GoIdZJjeye celije SLOJ
celije GRANULARNIH
== CELUA
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N = wrais Bie B B YR ¢ o e e B Ry Fea e 2
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»(DCN |«—
\LO)

Mahovinasta Cerebelarni Puzajuca
vlakna output vlakna
Slika 12. Pojednostavljeni shematski prikaz cerebelarnog mikrokola. Ekscitatorni terminali su oznaceni
vrhovima strelica i znakom plus, dok su inhibitorni terminali predstavljeni tupim T-krajevima i znakom
minus. Zavrsna struktura mahovinastih vlakana koja je poznata kao cerebelarni glomerul prikazana je kao

zavrSetak u obliku kapi. Granularne ¢elije sa svojim shematskim procesima su naglasene crvenom bojom.
DCN — duboki cerebelarni nukelusi (pruzeto i prilagodeno iz Sieghart i sar., 2022).
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Mali mozak poseduje dva ekscitatorna ulaza koja obezbeduju mahovinasta, odnosno puzajuca
vlakna i koja koriste glutamat kao neurotransmiter. Mahovinasta vlakna (eng. mossy fiber) prenose
signale o planiranom programu mi$i¢nih kontrakcija koje dolaze iz mozdane kore i drugih delova
mozga, dok puzajuca vlakna (eng. climbing fiber) prenose korektivne signale koji se generiSu u
slucaju da se pokret ili radnja ne izvodi tacno onako kako je nameravano. U tom slucaju
cerebelarno kolo uci da sledeci put poveca ili smanji obim izvrSenja, promenama ekscitabilnosti
odgovarajucih cerebelarnih neurona, §to omogucéava da se naredne kontrakcije bolje usaglase sa
nameravanim pokretima (D'Angelo i sar., 2013). Jedini izlaz malog mozga posredovan je GABA-
ergickim Purkinjeovim celija koje prenose informacije iz cerebelarnih krugova kao inhibitorne
signale do dubokih jedara malog mozga preko alpy2 GABAAR.

Granularne ¢elije predstavljaju ekscitatorne interneurone, koji primaju ekscitatorne inpute preko
mahovinastih vlakana, a inhibitorne signale preko Goldzijevih ¢éelija. Sinapticki kontakt terminala
mahovinastih vlakana, dendrita nekoliko granularnih ¢elija, aksona i dendrita nekoliko Goldzijevih
¢elija obavijen je glija Celijama gradeci strukturu koja se oznacava kao cerebelarni glomerul
(Mapelli et al., 2014). Ogranicavajuci prostor sinaptickog kontakta, glomerul obezbeduje
optimalne uslove za GABA-u oslobodenu iz Goldzijevih celija da aktivira i ekstrasinapticke
receptore na dendritima granularne ¢elije, kao i a6PBy2 receptore prisutne na nekim od ekscitatornih
mahovinastih vlakana, potencijalno ogranicavajuc¢i ekscitaciju posredovanu ovim sinapsama i na
taj nacin izoStravajuc¢i njihov glavni ekscitatorni signal. Aksoni granularnih ¢éelija prolaze kroz
molekularni sloj, gde formiraju paralelna vlakna koja dalje formiraju ekscitatorne sinapse sa
Purkinjeovim 1 GoldZijevim ¢elijama. Kada ih aktiviraju mahovinasta vlakna unutar glomerula,
Goldzijeve ¢elije mogu direktno inhibirati granularne ¢elije. Dodatno, GoldZijeve ¢elije mogu da
inhibiraju granularne ¢elije u petlji povratne sprege nakon aktivacije Goldzijevih celija preko
uzlaznih aksona i paralelnih vlakana granularnih ¢elija. GABA koja se oslobada iz presinaptickog
terminala GoldZijevih celija aktivira postsinapticke receptore koji sadrze al i delimi¢no a6
podjedinicu. Za razliku od a6Py2 receptora, alfy2 receptori se brzo otvaraju i zatvaraju (Sieghart
i sar., 2022).

lako, dinami¢na priroda i izuzetna vremenska osetljivost cerebelarnih kola zahtevaju visoko
precizan fazni inhibitorni mehanizam, ipak toni¢na inhibicija u sinapsama Goldzijevih i
granularnih celija obezbeduje najmanje 97% inhibicije granularnih ¢éelija. Toni¢na inhibicija
smanjuje frakciju granularnih c¢elija aktiviranih ulaznim mahovinastim vlaknima i moze da
kontrolise ekscitabilnost neurona na sinapsi mahovinastih vlakana i granularnih ¢elija (Mapelli et
al., 2014). Takvi procesi su ukljuceni u poboljSanje prepoznavanja obrazaca u Purkinjeovim
¢elijjama, na primer razlikovanjem vaznih (jak stimulus) 1 nevaZznih (slab stimulus) informacija.
Savr$eno izbalansirana funkcija ekstrasinaptickih a6 GABAAR je, takode, od sustinskog znacaja,
jer njihova prekomerna aktivnost (ili prekomerna stimulacija lekovima kao $to je etanol) moze da
poremeti sinhrono pokretanje granularnih celija, izazivajué¢i poremecaje u motorickim
programima, dok nedovoljna aktivnost moZe da izazove probleme u kognitivnim performansama,
socijalnom i ponasanju povezanim sa stresom (Rudolph, 2020).

Granularne ¢elije, osim §to aktiviraju Purkinjeove i Goldzijeve ¢elije, generiSu i bo¢nu inhibiciju
Purkinjeovih ¢elija aktiviranjem zvezdastih celija (eng. stelatte cells) (koje sinapsu grade sa
dendritima Purkinjeovih ¢elija) i korpastih ¢elija (eng. basket cells) (koje sinapsu grade sa somom
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Purkinjeovih ¢elija). Purkinjeove ¢elije predstavljaju glavne izlazne neurone iz kore malog mozga,
obezbedujuci inhibitornu kontrolu nad dubokim cerebelarnim jedrima (Sieghart i sar., 2022).
Neuroni dubokih cerebelarnih jedara spontano generisu desetine akcionih potencijala u sekundi
kada zivotinje nisu angazovane u ponasanju koje zavisi od malog mozga (Pugh i Raman, 2009)
verovatno da bi se odrzao stalni miSi¢ni tonus. Mahovinasta vlakna direktno mogu da izazovu
depolarizaciju neurona dubokih cerebelarnih jedara. Medutim, njihovo okidanje se nastavlja tek
posle aktivne hiperpolarizacije koju izaziva GABA-ergicki Purkinjeov neuron. Ovakva regulacija
ima za cilj da duboka cerebelarna jedra nastave sa aktiviranjem u sinhronizaciji sa Purkinjeovim
¢elijama (Sieghart i sar., 2022).

Prikupljeni dokazi ukazuju na to da podgrupe Purkinjeovih ¢elija sinhronizuju svoje paljenje
tokom ponaSanja koje zahteva mali mozak, na primer u nau¢enom motorickom zadatku kod
pacova, a povecanje sinhronizacije je vremenski vezano za kretanje. Sinhronizovani inhibitorni
ulaz sa Purkinjeovih ¢elija odreduje vreme i brzinu akcionih potencijala koje proizvode neuroni
dubokih cerebelarnih jedara, ¢ime se prenose informacije iz malog mozga (Sieghart i sar., 2022).
a6 GABAAR su opisani u kontekstu brojnih animalnih modela (shizofrenija, poremecaj tikova,
Angelmanov sindrom, Daunov sindrom, depresija, deficit paznje i hiperaktivnost, nezeljeni efekti
etanola). Od posebnog znacaja su animalni modeli bolova vezanih za trigeminalni nerv, kao $to su
trigeminalna neuropatija i migrena.

1.3. Uloga malog mozga u funkciji centralnog nervnog sistema

Kroz regulaciju senzorno-motornih funkcija i kontrolu pokreta svih misica u telu, ukljucujudi i one
koji kontroliSu emocionalne izraze lica 1 govor, mali mozak je, prakti¢no, ukljucen u svu nasu
komunikaciju i sve reakcije na okolni svet. Informacije iz svih ¢ula analiziraju se i integriSu u
odredenim regionima mozga, pri ¢emu se pokrecu kontekstualno specifi¢éni motoricki programi u
motornom delu kore velikog mozga, koji se zatim prenose do malog mozga preko mahovinastih
vlakana. Ovi motorni programi se dalje prilagodavaju i optimizuju shodno trenutnim potrebama
organizma, a u skladu sa senzornim informacijama koje u mali mozak stizu preko ushodnih
vlakana. Formiraju¢i reciproc¢na, zatvorena kola sa velikim delom kore velikog mozga i sa
subkortikalnim strukturama, mali mozak je uklju¢en u paznju i kognitivne performanse, u jezicku
1 emocionalnu obradu informacija, kao i u kontrolu sistema nagradivanja i socijalnog ponaSanja
(Sieghart i sar., 2022). Za motornu koordinaciju odgovoran je prednji mali mozak, a za kognitivne
funkcije zadnji reZanj malog mozga. S tim u vezi Purkinjeove ¢elije iz zadnjeg lateralnog malog
mozgu ostvaruju vezu sa neuronima dubokih cerebelarnih jedara prenoseci na taj nacin informacije
iz korteksa malog mozga u prefrontalni korteks preko talamusa. Lezije u strukturama malog mozga
—vermisu i fastigijalnom jedru izazivaju ,,cerebelarni kognitivni afektivni sindrom” (Schmahmann
1 Sherman, 1998) koji ukljucuje poremecaje kontrole paznje, socijalnih vestina i emocionalne
kontrole, sto se vidi kod pacijenata sa bolestima iz spektra autizma i psihoza. Mali mozak, takode,
ostvaruje ekstenzivne veze sa ventralnim tegmentalnim podru¢jem, koje je ukljuceno u puteve
nagradivanja, kao i sa bazalnim ganglijama, pruzajuci neuronsku osnovu za uklju¢ivanje malog
mozga u nastanak Parkinsonove bolesti, distonije, Tourette-ovog sindroma i zavisnosti (Sieghart i
sar., 2022).
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U odnosu na druge regione mozga, humani mali mozak dozivljava ogroman rast izmedu 24. i1 40.
nedelje nakon zaceca, povecavajuci se otprilike pet puta u zapremini i preko 30 puta u povrSini.
Dok se ovaj brzi rast malog mozga usporava postnatalno, neuronska diferencijacija i rast aksonskih
ulaza 1 izlaza nastavljaju se tokom prve postnatalne godine. Znacajan prenatalni rast, koji se
nastavlja postnatalno, ¢ini mali mozak posebno ranjivim na poremecaje i oSte¢enja u razvoju
(D'Mello i Stoodlei, 2015). Abnormalnosti u strukturi, povezanosti i funkciji malog mozga
identifikovane su kod pacijenata sa neurorazvojnim poremecajima, kao §to su poremecaji iz
spektra autizma, shizofrenija i disleksija, te bi stoga mogli biti uzro¢no povezani sa promenama u
emocionalnom, kognitivnom i socijalnom ponasanju ovih pacijenata (Sieghart i sar., 2022).

Iz navedenog opisa strukture i funkcije malog mozga moze se sagledati uloga 06 GABAAR u
neuropsihijatrijskim poremecajima. Sinapticki i ekstrasinapticki a6 GABAAR su od centralnog
znacaja za funkcionisanje malog mozga. Znacajan poremecaj U njihovoj ekspresiji ili funkciji
moze da dovede ne samo do motori¢ke nekoordinacije, ataksije, distonije i epilepsije, ve¢ i da
doprinese neuropsihijatrijskim poremecajima. Nedavno je otkriveno da se delecijom & podjedinice
GABAAR, a time i receptora a6B0 na granularnim ¢elijama malog mozga miseva, smanjuje toni¢na
inhibicija, sto dovodi do hiperekscitabilnosti granularnih ¢elija i do diferencijalne aktivacije
mnogih kortikalnih 1 subkortikalnih podrucja mozga ukljucenih u kogniciju, ponasanje sli¢no
anksioznosti i odgovor na stres kod Zenki (Rudolph et al., 2020).

1.4. Neuralni mehanizam kraniofacijalnih bolova

Bol se danas konceptualizuje kao visedimenzionalno iskustvo koje obuhvata senzornu, kognitivnu,
emocionalnu i motivacionu dimenziju.

Razlikuje se fizioloski (nociceptivni) i patoloski (neuropatski i inflamatorni) bol. Dok je fizioloski
bol prolazan i ima protektivnu ulogu kao upozoravajuci signal o potencijalnom ostec¢enju tkiva
dejstvom razli€itih Stetnih stimulusa, patoloski bol je perzistentan, nema odbrambenu niti drugu
znacajnu svrhu (Takeda i sar., 2011). Inflamatorni bol je iniciran ostecenjem/inflamacijom tkiva,
a neuropatski bol lezijama nervnog sistema. Oba karakteriSu promene somato-senzornih puteva,
Sto za posledicu ima preosetljivost na mestu oSte¢enja i u susednom zdravom tkivu i abnormalan
bolni odgovor uzrokovan Stetnim stimulusima (hiperalgezija) kao i onim stimulusima koji su kod
zdrave jedinke neSkodljivi (alodinija). Preosetljivost kod inflamatornog bola obi¢no prolazi
ukoliko se kontroliSe proces bolesti. Neuropatski bol traje dugo nakon §to je inicijalni dogadaj koji
ga je uzrokovao zalecen i predstavlja izraz patoloSkog funkcionisanja nervnog sistema pre nego
reakcija na oStecenje tkiva. Neuralna plasticnost odgovorna za klinicku preosetljivost na bol ima
dva opsta oblika, modulaciju i modifikaciju (Woolf i Salter, 2000). Modulacija predstavlja
reverzibilne promene u ekscitabilnosti primarnih senzornih i centralnih neurona posredovane
posttranslacionim promenama na receptorima i jonskim kanalima koje se deSavaju aktivacijom
intracelularne kaskade procesa prilikom transdukcije signala. Modifikacija predstavlja dugotrajne
promene u ekspresiji transmitera, receptora i jonskih kanala ili u strukturi, povezanosti i
prezivljavanju neurona, tako da sistem biva modifikovan, narusavajuéi normalnu funkciju relacije
stimulans-odgovor. Istiu se dva opsta obrasca centralne modifikacije: 1) povecanje ekspresije
receptora u neuronima dorzalnih rogova kicmene moZdine nakon oSte¢enja perifernog tkiva 1
razvoja inflamatorne reakcije sa ciljem povecanja transmisije u primarnim senzornim neuronima i
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2) smanjenje inhibicije prenosa impulsa nakon povrede nerva koje moze nastati smanjenjem
transmitera, broja receptora ili gubitkom inhibitornih interneurona. Povreda nerva verovatno
dovodi do smrti celija u povrSinskim laminama dorzalnog roga ki¢mene mozdine gde su
koncentrisani inhibitorni interneuroni, $to za posledicu ima stvaranje dezinhibicije i olakSanu
transdukciju bolnih stimulusa (Woolf i Salter, 2000).

U skladu sa tim, povreda ili inflamacija tkiva orofacijalne regije koje inervise trigeminalni Zivac
dovodi do promene svojstava somato-senzornih puteva trigeminusa uzrokujuci preosetljivost u
reakcijama (Takeda i sar., 2011).

Shematski prikaz glavnog somatosenzornog puta koji prenosi senzorne nadrazaje iz regije usta i
lica inervisane trigeminalnim nervom predstavljen je na Slici 13. Slobodni nervni zavrSeci u
kraniofacijalnoj regiji imaju ulogu nociceptora. Traumatsko osStecenje tkiva izazvano noksi¢nim
stimulusima dovodi do inflamatorne reakcije koju karakterise aktivacija inflamatornih celija i
oslobadanje medijatora (bradikinin, histamin, serotonin, prostaglandin E2) koji deluju preko G-
protein-vezanih receptora i indukuju aktivaciju protein kinaza A i C u perifernim terminalima
nociceptivnih aferentnih vliakana (Takeda i sar., 2011). Dalje, u kaskadi transdukcije signala dolazi
do fosforilacije nekoliko tipova jonskih kanala ukljucujuci vaniloidni receptor tipa 1 (eng. TRPV1,
transient receptor potential vaniloid type 1; ima ulogu u regulaciji telesne temperature, omogucava
detekciju visokih temperatura kao noksi¢nog stimulusa), kao i voltazno zavisne Na* i K kanale.
U ovakvim okolnostima, prag za aktivaciju TRPV1 se smanjuje tako da se kanal otvara u opsegu
normalne telesne temperature. Dodatno, povecava se broj ovih kanala §to sve zajedno doprinosi
olakSanom stvaranju akcionih potencijala (inflamatorna hiperalgezija). Slicno tome, promene u
funkciji voltazno zavisnih Na® i K™ kanala predstavljaju vazan faktor u inflamatornom bolu jer
nociceptivni neuroni postaju hiperekscitabilni, §to je karakterisano smanjenjem praga za aktivaciju
i povecanjem brzine generisanja akcionih potencijala (Stewart i sar., 2003; Yoshimura i de Groat,
1999). Nakon aktivacije nociceptivnih nervnih zavrSetaka u orofacijalnim tkivima, akcioni
potencijal se dalje prenosi preko nemijelinizovanih A-delta (Ad) i C vlakana ¢ija se tela nalaze u
trigeminalnom ganglionu i koji u CNS prenose informaciju o kvalitetu, lokalizaciji, intenzitetu i
trajanju bola (Sessle, 2011). Ad i C nervna vlakna predstavljaju primarna aferentna vlakna (neuroni
prvog reda) u putu prenosa bolnih nadrazaja.

Na navedeni nacin generiSe se odgovor na dejstvo noksi¢nog stimulusa i oSte¢enje tkiva Sto
predstavlja akutnu primarnu hiperalgeziju. S druge strane, povredom orofacijalnih struktura i tkiva
moze se razviti hronican neuropatski bol koji se naziva trigeminalna neuropatija, jer se date
strukture nalaze u inervacionoj zoni trigeminalnog Zivca.

Iz trigeminalnog gangliona informacija se dalje prenosi preko nervnih produZetaka do
trigeminalnog kompleksa jedara u mozdanom stablu koji se deli na glavno senzorno jedro i
spinalno jedro trigeminalnog zivca. U spinalnom jedru trigeminalnog zivca koje je podeljeno na
tri dela pars oralis, pars interpolaris i pars caudalis, nalazi se telo sekundarnog neurona (neuron
drugog reda) u bolnom putu. Na osnovu anatomskih, klinickih i elektrofizioloskih istrazivanja,
smatra se da je pars caudalis najznacajnije relejno mesto u putu prenosa bolnih nadrazaja (Sessle,
1999). Pokazano je da pars caudalis po svojoj organizaciji podseca na dorzalne rogove sive mase
kicmene mozdine (Bereiter 1 sar., 2000). S tim u vezi, pretpostavlja se da povredom grane
trigeminalnog nerva dolazi do centralne modifikacije koja podrazumeva olakSano provodenje
bolnih nadrazaja (prethodno detaljno objasnjeno).
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Neuroni iz svih delova trigeminalnog kompleksa jedara mozdanog stabla projektuju se u druge
delove mozga ukljucujuci retikularnu formaciju i1 talamus gde se nalazi centralni supstrat koji je
odgovoran za autonomne i miSiéne reflekse kao dogovor na kraniofacijalne stimuluse. Delovi
talamusa za koje je utvrdeno da primaju i odasilju somato-senzorne informacije iz kraniofacijalne
regije su ventroposteriorno jedro, tzv. posteriorna grupa jedara i medijalni talamus u kojima se
nalaze tela tercijarnih neurona (neuron trec¢eg reda). Aksoni neurona iz pomenutih delova talamusa
dalje se projektuju u nekoliko regiona kore velikog mozga ukljucujuéi somatosenzorni korteks 1
prednji cingularni korteks koji su odgovrni za senzornu, afektivnu i motivacionu dimenziju bola
(Sessle, 1999).

Cerebralni
korteks

TALAMUS
Glavno
senzorno
jedro

TRIGEMINALNI
GANGLION

MOZDANO
STABLO

Spinalno jedro
trigeminalnog Zivca

Kranijalni
(v, 1X, X, Xn) i
cervikalni nervi

Caudalis

KIEMENA

MOZDINA

Slika 13. Shematski prikaz glavnog somatosenzornog puta koji koji prenosi senzorne nadrazaje iz regije
usta i lica koje inervisu tri glavne grane trigeminalnog Zivca (nervus ophtalmicus, nervus maxilaris i nervus
mandibularis) i nekoliko manjih grana. Trigeminalni put ¢ine primarni aferentni neuroni koji se pruzaju
preko trigeminalnog gangliona do sekundarnih neurona u trigeminalnom senzornom i spinalnom jedru. Oni
se dalje projektuju do drugih delova mozga, talamusa i retikularne formacije (RF), a zatim u nekoliko
regiona kore veikog mozga. Prikazane su dodatne projekcije cervikalnih i nekih kranijalnin (V11, 1X, X i
XII) nerava koji se pridruzuju trigeminalnom putu (preuzeto i prilagodeno iz Sessle, 1999).

1.4.1. Trigeminalna neuropatija

Orofacijalna regija predstavlja jedno od naj¢es¢ih mesta na telu gde se javljaju bolovi (Sessle,
2005). Trigeminlna neuralgija, bolna trigeminalna neuropatija i bolni temporomandibularni
poremecaj su hroni¢na orofacijalna bolna stanja koja imaju sustinski razlicite etiologije. U osnovi
trigeminalne neuralgije 1 neuropatije lezi oSte¢enje trigeminalnog nerva, dok temporomandibularni
poremecaj nastaje aktivacijom perifernih nociceptora (Wilcox i sar., 2013). Treba imati na umu da
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promene koje se javljaju na trigeminalnom nervu nisu uniformne u svim orofacijalnim bolnim
stanjima. Tako se trigeminalna neuralgija i neuropatija medusobno razlikuju u promenama
trigeminalnog nerva kao i u klinickoj prezentaciji bolnog stanja. Trigeminalnu neuralgiju
karakteriSu paroksizmalni, oStri, probadajuci naleti bola koji traju od nekoliko sekundi do minuta,
dok trigeminalnu neuropatiju karakteriSe kontinuiran, dugotrajan, zare¢i bol, manjeg intenziteta u
odnosu na bol prisutan kod neuralgije. Istrazivanja sugeriSu da je najceS¢i uzrok neuralgije
trigeminusa mehani¢ka kompresija trigeminalnog nerva u zoni ulaska u trigeminalno jedro
mozdanog stabla, obi¢no krvnim sudom (Nurmikko i Eldridge, 2001). Nasuprot tome, iako mali
procenat pacijenata (oko 20%) sa trigeminalnom neuropatijom takode pokazuje neurovaskularnu
kompresiju, vecina slucajeva je rezultat direktne traume ili inflamacije trigeminalnog nerva (lwata
i sar., 2011).

Patofiziologija traumatske trigeminalne neuropatije ¢iji ¢e animalni model biti predstavljen u
ovom istrazivanju ukljucuje kaskadu dogadaja u funkcionisanju nervnog sistema (Benoleil i sar.,
2016). Kao sto je prethodno navedeno, prisutna je periferna senzitizacija koju karakterise prisustvo
hiperalgezije i alodinije. Oste¢enje nerva (u naSem modelu ligatura infraorbitalnog nerva) moze
da indukuje apopotozu neurona koji ¢ine dati nerv. Medutim, Cesto se deSava da proksimalni deo
neurona prezivi i dode do zalecenja. Pri tome, moZe do¢i do neorganizovanog grananja nervih
vlakana pri ¢emu nastaje neurom, a Cije formiranje zavisi od stepena i vrste oStecenja nerava.
Kompresija nerva koja predstavlja blazu povredu moze da dovede do formiranja neuroma i do
fokalne demijelinizacije. Regije neuroma karakteriSe ektopi¢no neuronsko praznjenje. Ektopi¢na
aktivnost se takode vidi u ¢elijskim telima povredenih nerava u trigeminalnom ganglionu. Ovim
fenomenima delimi¢no se moZze objasniti spontani neuropatski bol.

Nakon povrede nerva, menja se ekspresija neuropeptida u trigeminalnom ganglionu §to ukazuje
na funkcionalnu modifikaciju. Kao primer, A3 vlakna obi¢no prenose bezbolne stimuluse, ali usled
povrede nerva ili inflamacije, fenotipske promene dovode ekspresije supstance P (Nitzan-Luques
i sar., 2011). U takvim okolnostima, AB vlakna sticu sposobnost da kao odgovor na perifernu
stimulaciju prenose nadraZaj izazivajuci bolne senzacije, $to lezi u osnovi fenomena alodinije
(Benoleil i sar., 2016).

Poznato je da pacijenti mogu prijaviti poja¢an bol tokom perioda stresa ili anksioznosti koji
karakteriSe povecana simpati¢ka aktivnost (Benoleil 1 sar., 2016). To je verovatno uzrokovano
ushodnom regulacijom o adrenergickih receptora u dorzalnim rogovima sive mase ki¢mene
mozdine 1 na mestu povrede, koji su odgovorni za pojacanu osetljivost na cirkuliSuce
kateholamine. Izrastanje simpatickih vlakana javlja se oko tela neurona dorzalnog korena sive
mase pri ¢emu se povecavaju senzorno-simpatiCke interakcije. Ovaj fenomen, medutim, nije
eksperimentalno otkriven u trigeminlnom ganglionu, $to ukazuje da simpatikusni deo autonomnog
nervnog sistema ima manji znac¢aj u odrzavanju kraniofacijalnog bola.

Centralna senzitizacija predstavlja jo$ jednu od promena funkcije nervnog sistema nakon ostecenja
nerva ili inflamacije tkiva. Centralne promene izazvane su aktivno$¢u primarnih aferentnih
vlakana. Naime, ponavljani primarni aferentni nociceptivni inputi sve viSe senzibiliziraju neurone
drugog reda Sto rezultira pojacanim odgovorima (wind up fenomen). Razvoj centralne
preosetljivosti podrazumeva aktivaciju i susednih podru¢ja u CNS-u, mimo neurona koji su
ukljuceni u prenos bolnih nadrzaja. Ovo stanje se naziva centralna senzitizacija, klinicki se
manifestuje kao sekundarna hiperalgezija (pojacan i produzen odgovor na bolne nadrazaje u regiji
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koja nije inervisana obolelim nervom) i mehanicka alodinija (Woolf i Salter, 2000). Takode, na
ovaj nacin se objasnjava pojacan bol i Sirenje na susedne strukture kod pacijenata sa jakim bolom
u licu.

Od znacaja je sve veci broj dokaza da nekontrolisani, perzistentni bol dovodi do senzibilizacije i
promena u perifernom i centralnom nervnom sistemu koje doprinose uspostavljanju i odrzavanju
hroni¢nog bola. Stoga, neizbezna progresija dogadaja koja sledi nakon oSte¢enja nerva ili
znaCajnog ostec¢enja tkiva ukazuje da su intervencije u cilju leCenja najefikasnije u ranom
vremenskom okviru. Prevencija je ocigledno primarni cilj, ali nije uvek dostizna, tako da je rano
lecenje neophodno (Benoleil i sar., 2016).

1.4.2. Trenutne smernice i potencijalna nova ciljna mesta u ledenju trigeminalne
neuropatije

Trigeminalna neuropatija i trigeminalna neuralgija su razliciti nozoloski entiteti. Prema podacima
iz literature, oko 90% pacijenata sa trigeminalnom neuralgijom odgovori na primenu
karbamazepina (ima zvani¢no prihvacenu indikaciju: paroksizmalni bol kod neuralgije
tigeminusa) u toku 48 h (Nurmikko i Eldridge, 2001). Osim karbamazepina, u terapiji trigeminalne
neuralgije mogu se Koristiti okskarbazepin (off label primena), fenitoin (zvani¢no prihvacena
indikacija; kao terapija drugog izbora, kada karbamazepin ne daje zadovoljavajuéi terapijski
odgovor), lamotrigin (off label primena; efikasan je jedino u kombinaciji sa karbamazepinom) i
baklofen (off label primena).

Sa druge strane, samo 11% pacijenata sa bolnom traumatskom trigeminalnom neuropatijom
pokazuje znacajno smanjenje intenziteta bola pri primeni farmakoterapije, $to potkrepljuje tvrdnje
da je lecenje traumatske tigeminalne neuropatije izrazito tesko (Haviv i sar., 2014). Za leCenje
trigeminalne neuropatije ne postoji konkretan lek izbora, ve¢ se koriste smernice za lecenje svih
neuropatskih bolnih stanja. Lekovima prvog izbora smatraju se tricikli¢ni antidepresivi (TCA;
amitriptilin i nortriptilin), inhibitori preuzimanja serotonina i noradrenalina (SNRI; venlafaksin i
duloksetin) ili antikonvulzivi (pregabalin i gabapentin). S obzirom da je SNRI duloksetin efikasan,
a da ima povoljniji bezbednosni profil, predstavlja atraktivnu alterrnativu TCA (Haviv i sar., 2016;
Benoleil i sar.,, 2016). Ukoliko je kontraindikovano primeniti antidepresiv, antikonvulzivi
predstavljaju dobru zamenu iako su generalno manje efikasnosti u odnosu na antidepresive.
Takode, u slucaju izostanka terapijskog odgovora na antidepresiv, preporucuje se primena
antikonvulziva. U slu¢aju da nema odgovora ni kada se lek zameni, preporucuje se kombinovana
terapija ukoliko je u skladu sa medicinskim statusom pacijenta. Amitriptilin ili duloksetin se mogu
kombinovati sa jednim od antikonvulziva, gabapentinom ili pregabalinom. Slede¢i korak u
algoritmu za leCenje bolne traumatske trigeminalne neuropatije su opioidi ili kombinacija opioida
i antikonvulziva (gabapentin i oksikodon (Hanna i sar., 2008) ili gabapentin i morfin (Gilron i sar.,
2005)).

Budu¢i da nijedan lek nema trigeminalnu neuropatiju kao zvani¢nu indikaciju, a da hirurske
intervencije nemaju dovoljnu efikasnost, kao 1 da patofizioloSki mehanizmi nastanka
trigeminalnog neuropatskog bola nisu u dovoljnoj meri prouceni, postoji potreba za daljim
ispitivanjem ovog procesa i supstanci koje bi se potencijalno mogle koristiti u lecenju. S tim u
vezi, u modelu trigeminalne neuropatije koji je opisan u ovom radu, ispitivano je profilakticko
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dejstvo supstance DK-I-56-1, a u skladu sa ¢injenicom da je u trigeminalnom ganglionu i
spinalnom jedru trigeminalnog zivca detektovano postojanje i aktivnost GABAA receptora, Koji
imaju ulogu u modulaciji bolnih nadrazaja iz orofacijalne regije (Hayasaki i sar., 2006; Puri i sar.,
2011; 2012). Naime, istrazivanja su pokazala da su GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu
eksprimirani na neuronima i satelitnim glija ¢elijama trigeminalnog gangliona, kao i da se
aferentna vlakna tih neurona pruzaju do temporomandibularnog zgloba. U inflamatornom modelu
bola (ubrizgavanje Frojndovog adjuvansa u temporomandibularni zglob), utvrdeno je da postoji
povezanost izmedu a6 GABAAR i bolnog odgovora. Kod pacova kod kojih je smanjena ekspresija
a6 GABAAR za oko 30% (nakon ubrizgavanja male interferiraju¢e RNK), dolazi do znacajnog
produzavanja trajanja obroka, kao zastitne reakcije, i povecane ekspresije PERK neuralnog
markera u trigeminalnom ganglionu zivotinja sa temporomandibularnim artritisom. Takode,
potvrdeno je da je ekspresija a6 GABAAR u trigeminalnom ganglionu neophodna za inhbiciju
primarnih senzornih aferentnih vlakana u trigeminalnom putu i redukciju prenosa bolnih nadrazaja
u stanjima inflamacije orofacijalnih tkiva (Puri i sar., 2012; Kramer i Bellinger, 2013). Na osnovu
izlozenog moze se zakljuciti da pozitivna modulacija a6 GABAAR moze da redukuje bol izazvan
aktivacijom trigeminalnog gangliona, kao $to je trigeminalni neuropatski bol.

1.5. Deuteracija u medicinskoj hemiji

Deuterisani analozi ve¢ postojecih lekova ("Deuterium Switch") predstavljaju polje od interesa za
brojne istrazivacke grupe. Naime, neocekivani metabolicki ishodi deuteracije nose potencijal
patentne zastite deuterisane strukture. Ipak, u odsustvu neoc¢ekivanih nalaza o bioloskim efektima
deuterisanog analoga postojeceg leka, utvrdivanje neocekivane modifikacije metabolizma obi¢no
nije dovoljno za patentnu zastitu, §to za posledicu ima malu uspesnost napora dobijanja patentne
zaStite kroz ovakav pristup (Timminis, 2014). Deuterisani bupropion je primer leka koji je dobio
patentnu zastitu od nacionalnog patentnog zavoda u SAD. U ovom slucaju deuteracije, smanjenje
metabolizma nije postignuto putem smanjenja aktivnosti citohroma, ve¢ se uvodenjem
deuterijuma na specificno mesto u strukturi bupropiona smanjuje keto-enolnom tautomerizacijom-
indukovana racemizacija. U kontekstu povecanja poluvremena eliminacije, povecanje
poluvremena racemizacije postignuto deuteracijom dovoljno je neocigledno za dobijanje patentne
zastite (Czarnik, 2013).

Izotopi su atomi jednog elementa koji se razlikuju po broju neutrona u jezgru, i shodno tome,
atomskoj masi. Jedan od najSire ispitivanih i primenjivanih izotopa jeste deuterijum, izotop
vodonika, sa jednim protonom i jednim neutronom u jezgru. Vodonik i deuterijum ispoljavaju
gotovo identi¢ne fizicke osobine, tako da je deuteracija najmanja strukturna promena koja moze
da se izvrsi na molekulu, a da originalno jedinjenje (parent molekul) i deuterisani analog zadrze
priblizno, ali ne i stopostotno, iste fizicko-hemijske osobine (Buteau, 2009).

Deuterijum je otkriven kao prirodni izotop u vodi (H20) koja sadrzi 0,015% D>O (Urey i sar.,
1932). Deuterijum (?H) sa dvostruko ve¢éom masom u odnosu na vodonik (*H) jedan je od retkih
izotopa koji ima drugaciji naziv u odnosu na glavni oblik elementa (Katz, 1965).

Kinetic deuterium isotope effects je idiom koji oznacava promenu u brzini reakcije koja se zapaza
nakon supstitucije vodonika deuterijumom. Promena je posledica razlicite ja¢ine C-H i C-D veze,
koje su po svim drugim osobinama iste. C-D veza je, zbog vece mase deuterijuma u odnosu na
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vodonik, 10 puta jaca i teze se raskida i hemijski i enzimski. Svaki atom kovalentne veze poseduje
masu koja doprinosi vibracionoj energiji veze. Da bi se raskinula kovalentna veza neophodna je
energija koja dovodi do vibracije atoma, a zavisi od mase atoma. Veca energija je potrebna za
vibraciju atoma ve¢e molekulske mase, kao Sto je deuterijum (Foster, 1985). Posto je raskidanje
C-H veze uobicajen i Cesto ogranicavajuci korak u metabolickom putu lekova (primer: oksidacija
u fazi 1 metabolizma), onda ¢e se deuteracijom stepen metabolizma smanjiti. Brojni su primeri
efekata deuteracije na metabolizam bioloski aktivnih jedinjenja. Anestetik hloroform (CHCl3) se
in vivo metabolise do fozgena, veoma reaktivnog alkiluju¢eg agensa; prevodenjem hloroforma u
deuterohloroform (CDCls) smanjuje se stepen metabolizma i time pulmo- i hepatotoksi¢nost kod
pacova. Deuterisani diazepam ispoljava antikonvulzivni efekat u manjoj meri, jer je sprecena
oksidacija do aktivnog oblika, oksazepama (Buteau, 2009; Foster, 1984).

Kao posledica tezeg raskidanja C-D veze navode se slede¢e moguée prednosti (Timmins, 2017):
1) ukoliko raskidanje C-H veze odreduje brzinu metabolizma leka, onda ¢e deuterisani analog
imati unapredene farmakokineti¢ke osobine, kao §to je produzeno poluvreme eliminacije, Sto bi
omogucilo smanjenje ucestalosti doziranja;

2) ukoliko raskidanje C-H veze dovodi do stvaranja toksi¢nih metabolita ili reaktivnih
intermedijera, onda ¢e se deuteracijom redukovati toksi¢nost leka;

3) ukoliko je raskidanje veze vazno u promeni hiralnosti molekula, onda supstitucija vodonika
deuterijumom redukuje racemizaciju enantiomerno ¢istog leka (smanjenje toksi¢nosti, primer:
talidomid);

4) smanjenje razgradnje leka, Sto za posledicu ima duzi rok upotrebe osetljivih lekova.

Prvi deuterisani lek koji je 2017. godine dobio odobrenje od Americke agencije za hranu i lekove
u terapiji Hantingtonove horeje je deutetrabenazin (Schmidt, 2017). Postoji jo§ Citav niz
deuterisanih jedinjenja koja su stigla do razli¢itih faza klinickog ispitivanja. AVP-786, koji
predstavlja kombinaciju deuterisanog dekstrometorfana sa malom dozom hinidina, indikovan je
kod agitacije u Alchajmerovoj bolesti i za terapiju depresije/shizofrenije; CTP-656, deuterisani
analog ivakaftora, indikovan je za terapiju cistiéne fibroze; CTP-543, deuterisani analog
ruksolitiniba, primenjuje se kod alopecije; DRX-065, deuteracijom stabilizovani R-enantiomer
pioglitazona, za terapiju adrenomijeloneuropatije i nealkoholnog steatohepatitisa (Timmins,
2017).

1.6. Formulacija pirazolohinolinona kao slabo rastvornih jedinjenja

Izrazena hidrofobnost i intrizi¢no niska rastvorljivost u vodi su sve ¢esce karakteristike hit i lead
jedinjena tokom ranog skriniga u otkri¢u novog leka, lekova kandidata koji su usli u fazu razvoja
(eng. drug development candidates) i na kraju, lekova koji produ sve faze ispitivanja i stignu na
trziSte (Williams 1 sar., 2013). S tim u vezi, farmaceutska tehnologija istrazuje 1 otkriva ¢itav niz
strategija 1 formulacija kojima se reSavaju izazovi vezani za rastvorljivost. lako je niska
rastvorljivost lekova kandidata izazov tokom otkric¢a i razvoja, glavni klini¢ki problem je smanjena
i varijabilna apsorpcija takvih lekova nakon peroralne primene.

PQ ligande karakteriSe veoma niska rastvorljivost u vodi. Vrednosti rastvorljivosti (uM) za PZ-11-
0291 LAU463 kao i njihove N-hetero analoge navedene su u Tabeli 1. Uvodenjem N-hetero atoma
u D prsten PQ strukture supstance PZ-11-029 povecava se rastvorljivost u oba medijuma. Sa druge
strane, ista hemijska modifikacija strukture LAU463 ima minimalan uticaj na rastvorljivost kako
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u neutralnoj, tako i u kiseloj sredini. Rastvorljivost u kiseloj sredini nema znacajnu prednost ni za
jednu supstancu, verovatno zato $to atom azota u D prstenu nije dovoljno bazan da se favorizuje
stvaranje hloridne soli (Knutson i sar., 2018). Na osnovu ovih podataka, u eksperimentalna
istrazivanja ukljucena je supstanca DK-1-86-1, koja je i deuterisani analog i N-hetero analog PZ-
11-029.

Prema klasifikaciji rastvorljivosti koja je data u Takagi i sar., (2006), navedeni ligandi (ukljucujuci
i N-hetero analoge) spadaju u grupu prakti¢no nerastvorljivih supstanci (rastvorljivost < 0,1
mg/ml).

Tabela 1. Rastvorljivost (R) za dve supstance (PZ-11-029 i LAU 463) i dva njihova N-hetero analoga

odredena je u dva medijuma: vodi pri pH= 710,01 M rastvoru HCI pri pH =2 u cilju oponasanja fizioloSkih
i gastrointestinalnih uslova (pruzeto i prilagodeno iz Knutson i sar., 2018).

OCHs OCHs OCHs OCHj

4 N / N
N-N N-N N-N N-N
\ \ \ \
H3CO N H3CO N Br N Br N
H H H H

P2-1I-029 N-hetero analog PZ-11-029 LAU 463 N-hetero analog LAU463
R (uM)
u vodi, pH=7 243+3,8 67,2479 8,3+0,2 73+0,2
R (uM)
u 0,01 M HCI, 27,8+0,9 115.4+ 14,9 3,3+0,1 7,2+0,4
pH=2

U ovakvim okolnostima slabe rastvorljivosti supstanci, uobicajeno je da se prilikom ispitivanja na
Zivotinjama koristi suspenzija kao formulacija. Ipak, u cilju povecanja bioraspolozivosti i
koncentracije na mestu dejstva u literaturi se srecu razli¢ite formulacije 1 strategije koje imaju za
cilj prevazilazenje problema niske rastvorljivosti (primena korastvaraca, surfaktanata,
ciklodekstrina, gradenje soli, ko-kristala, smanjenje veli¢ine Cestica, izrada lipidnih formulacija i
sli¢no (Williams 1 sar., 2013)). Jedan od takvih primera je rastvor supstanci pripremljen sa 20%
dimetilsulfoksida (DMSO) i 20% Cremophor EL kao korastvara¢a (Chiou i sar., 2018). Kada je
supstanca formulisana kao rastvor koji predstavlja homogen sistem, postize se brze dejstvo zbog
brze apsorpcije, kao 1 bolja ujednacenost doze.

DMSO je organski rastvara¢ koji odli¢no rastvara brojne slabo rastvorljive lekove 1 omogucava
pripremanje koncentrovanih stock rastvora koji se dalje razblazuju i koriste tokom
eskperimentalnog rada (na primer, pripremanje kalibracionih kriva u farmakokinetickim
ispitivanjima). Medutim, DMSO se ne koristi u komercijalnim parenteralnim formulacijama, niti
u onim namenjenim za peroralnu primenu. Prema bazama podataka, na trzistu su dostupne tri
formulacije (dve za topikalnu primenu — rastvor i losion, i jedna za supkutanu primenu — implant)
koje sadrze DMSO (U.S. Food and Drug Administration). Razlog za ograniavanje primene
DMSO u komercijalnim formulacijama lekova jeste njegov potencijal da penetrira i oStecuje
¢elijsku membranu dovodeéi do lize ¢elije. Potencijalno, moze da dovede do hemodinamskih
poremecaja (na primer, formiranje krvnih ugruSaka, promene vrednosti arterijskog krvnog
pristiska (Mottu 1 sar., 2000). Takode, pri relativno niskim dozama od 200 mg/kg (10%)
primenjenim intravenski, DMSO moze da dovede do oStecenja epitelijalnih ¢elija bubrega Sto se
procenjuje posredstvom ekskrecije enzima urinom (Pestel i sar., 2006). Iako snazna liticka svojstva
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ogranicavaju njegovu primenu, DMSO se Siroko koristi u pretklinickim formulacijama (obi¢no do
20% Vviv).

Istrazivanja su utvrdila da Cremophor EL, koji se Siroko koristi kao korastvara¢ u formulacijama,
predstavlja bioloski i farmakoloski aktivan ekscipijens u komercijalno dostupnim lekovima
(Gelderblom i sar., 2001). Poznato je da Cremophor EL moze da izazove reakcije preosetljivosti
koje karakteriSe dispneja, 0sip, bol u grudima, tahikardija, hipotenzija, angioedem i generalizovana
urtikarija; zatim neurotoksic¢nost i hiprerlipidemiju.

Za potrebe eksperimenata na zivotinjama, jednokratna primena formulacije sa 20% DMSO i 20%
Cremophor EL moze da bude prihvatljiva, ali takva formulacija ne bi mogla da se primenjuje
ponavljano ili na ljudima. Jedna od potencijalnih biokompatibilnih formulacija kojoj se u poslednje
vreme posvecuje sve veca paznja je nanoemulzija koja predstavlja koloidni sistem u kome su
Cestice submikronskih (20 do 200 nm) veli¢ina. Izraduju se od ulja, vode, emulgatora i, Cesto,
koemulgatora. Nanoemulziju, kao jednu od nanotehnoloskih strategija u fomulaciji lekova,
odlukuju brojne prednosti: ujednacena i veoma mala veli¢ina Cestica, visok kapacitet solubilizacije
lipofilnih lekova, dobra podnosljivost i zaobilazenje retikulo-endotelnog sistema. Osim toga, zbog
solubilizacije, afiniteta koji ovaj lipidni sistem ima prema membranama i veée slobodne povrsine
kapi unutrasnje faze poboljSana je penetracija kroz bioloske membrane, bioraspolozivost,
eventualno Kontrolisano oslobadanje leka, ciljana isporuka leka ukljucujuci i isporuku u mozak
(Pordevi¢ 1 sar., 2015; Matougui i sar., 2016). Uglavnom, u sastav nanoemulzija ulaze visoko
biokompatibilne i biodegradabilne komponenete, zahvaljujuéi kojima su ovi sistemi pogodni za
osetljive puteve primene kao §to je intravenska i primena u oko. Jo$ jedna od prednosti je i veca
fizicko-hemijska stabilnost, koja je posledica male veli¢ine ¢estica. Braunovo kretanje ovih Cestica
dovoljno je da premosti gravitacionu silu, usled ¢ega nema vidljive koalescencije i flokulacije
(Klang i sar., 2012). S obzirom da je slobodna energija koloidnog sistema (uljane kapi
dispregovane u vodi) veca od slobodne energije odvojenih faza (ulje i voda), nanoemulzije
predstavljaju termodinamicki nestabilne sisteme. Medutim, kineticka stabilnost se uspostavlja
obezbedivanjem energetske barijere izmedu ove dve faze Sto se postize dovodenjem spoljasnje
energije sistemu (McClements i Julian, 2012). S tim u vezi, metoda izrade nanoemulzije
diazepama i PQ liganada koje su koris¢ene u disertaciji bila je homogenizacija pod visokim
pritiskom koja je imala za cilj da obezbedi kineticku stabilnost sistema (Pordevi¢ 1 sar., 2013).

1.7. SloZenost i faze u razvojnom putu novog leka

Bolesti 1 stanja koja su smatrana neizlecivim i fatalnim, danas to vise nisu zahvaljujuci terapijskim
agensima koju su dizajnirani da produZe i poboljSaju kvalitet zivota. Na primer, stopa
preZivljavanja kada su u pitanju razliciti tipovi karcinoma je znacajno povecana. Nema sumnje da
otkri¢e lekova ima pozitivan uticaj na drustvo, ali posmatracu sa strane nije najjasnije kako se
postize taj cilj. Na izgled deluje jednostavno — otkriti Sta je uzrok neke bolesti 1 otkriti lek koji ¢e
da eliminiSe taj uzrok. Mozda ima hiljade jedinjenja koja mogu da eliminiSu neki infektivni
uzroc¢nik bolesti, ali kako iz te mase jedinjenja pronaci ono koje nema negativan uticaj na humani
organizam. Proces otkri¢a je multidisciplinaran i zahteva koordinirane napore osoba sa Sirokim
opsegom ekspertize: hemija leka, in vitro biologija, metabolizam leka, animalna farmakologija,
formulaciona istraZivanja, klini¢ka istraZivanja, intelektualna svojina i mnoga druga polja i oblasti.
Pronalazak jednog leka koji ¢e se nac¢i na trziStu znaci da se pocne sa 100000 jedinjenja —
potencijalnih kandidata, da se sprovede stotine preklinickih animalnih studija, brojne klini¢ke
studije koje ukljucuju hiljade pacijenata. Jedna od analiza stope uspeha klinickih ispitivanja je
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pokazala da ¢e samo 1 na svakih 10 lekova kandidata koji stignu do klini¢kih ispitivanja uspes$no
pro¢i klinicka ispitivanja i do¢i na trziste. Ovo predstavlja stopu uspeha manju od 0,001% ako se
meri brojem jedinjenja ispitanih na pocetku procesa. Svakako je jasno da su troskovi 1 sloZzenost
otkric¢a i razvoja lekova zapanjujuéi. To potkrepljuje jedan interesantno prezentovan podatak iz
2011. godine prema kome je procenjeno da otkrice i razvoj novog lek kosta preko 1,75 milijardi
dolara. Kao mera poredenja, isti iznos novca mogao bi se iskoristiti za kupovinu 17 mlaznih aviona
Boing 737 (na osnovu cena iz 2012. na Boingovoj zvanicnoj internet stranici), priblizno 7000 kuca
(pretpostavljena cena 250000 dolara po kuéi), 70000 automobila (prosec¢na cena 25000 dolara), ili
iskoristiti za podizanje 7000 dece rodene 2010. do 18 godine zivota (Blass, 2015).

Razvojni put novog leka obuhvata tri faze. Otkriée, odnosno invencija leka, prva je faza u kojoj se
vr$i odabir molekula-kandidata na osnovu njihovih farmakoloskih i drugih svojstava (Cesto se
sprovodi u akademskim ustanovama). Druga faza je preklinicki razvoj tokom koga se sprovodi
¢itav niz laboratorijskih ispitivanja i ispitivanja na zivotinjama (in vitro i in vivo). Na kraju sledi
treca faza, klinicki razvoj, tokom koje se efikasnost i bezbednost primena leka-kandidata testiraju
na zdravim dobrovoljcima i pacijentima. Da bi se zapocela faza testiranja na ljudima, neophodno
je odobrenje regulatorne agencije na osnovu podnete dokumentacije sa detaljnim preklinickim
podacima koji opisuju farmakoloske i toksikoloske studije na Zivotinjama, informacije o hemijskoj
proizvodnji (ukljuc¢ujuc¢i formulaciju, studije stabilnosti i mere kontrole kvaliteta) i detaljne
klinic¢ke protokole po kojima ¢e se klini¢ka ispitivanja sprovoditi na humanoj populaciji ako studije
budu odobrene. Nakon tri faze klni¢kih istivanja, odobrenje regulatornih tela ne oznacava kraj
klini¢kih ispitivanja. U vecini slu¢ajeva, regulatorne agencije zahtevaju dodatne studije pracenja,
koje se nazivaju fazom IV klini¢kih ispitivanja ili postmarketin§kim pracenjem leka. Generalno,
ove studije su osmisljene da otkriju retke nezeljene efekte na mnogo vec¢em broju pacijenata nego
§to bi to moglo biti podrzano u ispitivanjima III faze ili dugoro¢ne $tetne efekte koji mogu biti
izvan opsega trajanja Il faze. Na osnovu bezbednosnih podataka generisanih u IV fazi mogu se
napraviti izmene u obelezavanju pakovanja leka, uvesti kontraindikacije za upotrebu novog leka u
kombinaciji sa drugim lekovima, ili ¢ak doneti odluka za povlacenje leka sa trziSta ako su nalazi
dovoljno ozbiljni. COX- selektivni nesteriodalni antiinflamatorni lek, rofekoksib, povucen je sa
trziSta nakon S$to su studije IV faze pokazale da povecava rizik od ishemijskih dogadaja kod
pacijenata. Na sli¢an nacin, cerivastatin, inhibitor 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-
CoA) reduktaze koji je koris¢en u svrhu snizavanja visokog nivoa holesterola i protektivnog
dejstva kod kardiovaskularnih bolesti, povuéen je iz upotrebe nakon izvestaja o fatalnoj
rabdomiolizi.

Faza invencije se oznaCava kao drug discovery, a preklini¢ka i klinika ispitivanja se jednim
imenom oznacavaju kao razvoj leka ili eng. drug development.

U okviru faze otkri¢a novog leka sukcesivno se smenjuju Cetiri koraka. Najpre se identifikuje ciljno
mesto dejstva (na primer, enzim, G-protein kuplovani receptor, jonski kanal), zatim, spram njega
identifikuju se ,, 4it” jedinjenja koja predstavljaju strukture koje imaju odredenu bioloSku aktivnost
na izabranom ciljnom mestu, ali nemaju optimalne osobine. Slede¢i korak ima za cilj identifikaciju
,lead” jedinjenja koja predstavljaju vodece ,, hitstrukture sa poboljSanim osobinama, ali
neophodna je dalja optimizacija do izbora leka-kandidata koja ujedno predstavlja ¢etvrti korak
invencije.

Istrazivanje sprovedeno u okviru ove disertacije predstavlja deo invencije leka PQ strukture.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Kao deo invencije, prve faze u otkri¢u novog leka, u eksperimentima koji su deo ovog istrazivanja
varira¢e se nekoliko faktora u cilju potencijalnog dobijanja neocekivanih rezultata vezanih za in
vivo ponasanje PQ liganada identifikovanih kao ,, kit jedinjenja, a koji bi omogucili patentnu
zastitu, otkrivanje ,, lead” jedinjenja i dalje istrazivanje kroz faze u razvoju novog leka.

S tim u vezi definisani su sledec¢i ciljevi:

1. Farmakokineticka karakterizacija (odredivanje farmakokinetickih profila u krvi, mozgu, jetri i
bubrezima, kao i slobodnih frakcija u krvi i mozgu) izabranih PQ liganada i njihovih
deuterisanih analoga uz variranje:

= puta primene (intraperiotonealno (i.p.), peroralno (p.o.) i intravenski (i.v.))

= formulacije (rastvor, suspenzija, nanoemulzija)

= vrste i soja zivotinja (pacovi Wistar i Sprague Dawley soja, C57BL miSevi),
u cilju utvrdivanja uticaja deuteracije, fluorovanja i nitrogenovanja, kao i drugih hemijskih
modifikacija u polaznoj strukturi (eng. parent), na unapredenje farmakokineti¢kih parametara,
zajednickih farmakokineti¢kih osobina kao i neocekivanih obrazaca kinetickog ponasanja.

2. Farmakodinamska karakterizacija izabranih PQ liganda i njihovih deuterisanih, fluorovanih i
nitrogenovanih analoga kroz bihejvioralne testove u cilju procene uticaja supstanci na domene
raspoloZenja, kognicije, motorne koordinacije. Procena razlika u farmakoloSkim efektima
Polaznih jedinjenja i deuterisanih/fluorovanih/nitorgenovanih PQ predstavnika.

3. Procena agonisti¢ko-antagonisti¢kog dejstva izabranih PQ liganada na nivou GABAA receptora
kroz medusobnu interakciju sa benzodiazepinima. Procena uticaja 9 PQ liganada iz tri
strukturne grupe (PZ-11-029 i srodni deuterisani analozi DK-1-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3 i DK-
[-86-1; LAU 463 i srodni deuterisani analozi DK-1-58-1 i DK-II-58-1; i DK-1-87-1) u
bihejvioralnim testovima u kojima benzodiazepini ispoljavaju izrazene psihomotorne ili
antikonvulzivne efekte, kao Sto su spontana lokomotorna aktivnost, rotarod i1 gubitak refleksa
uspravljanja, ili pentilentetrazolski test.

4. Ispitivanje profilaktickog antinociceptivnog efekta DK-1-56-1 u animalnom modelu
trigeminalnog neuropatskog bola nakon hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog zivca
posredstvom selektivne modulacije 06 GABAAa receptora smeStenih na neuronima
trigeminalnog gangliona.

27



Materijal i metode

3. MATERIJAL | METODE
3.1. Ogledne Zivotinje

U ogledima su koris¢eni muzjaci pacova Wistar (Vojna farma, Beograd, Srbija) i Sprague Dawley
(kolonija vivarijuma Farmaceutskog fakulteta, Beograd, Srbija) soja stari 8-10 nedelja (180-250 g
na pocetku eksperimenata) i C57BL miSevi (Vojna farma, Beograd) stari oko 10 nedelja (24-30
g). Pacovi su bili ¢uvani u standardnim kavezima od pleksiglasa (42 cm x 26,5 cm % 18 ¢cm) (4-5
zivotinja po kavezu, osim za eksperiment modelovanja neuropatskih bolova kada su bili
rasporedeni pojedina¢no). Misevi su bili cuvani u kavezima od pleksiglasa (33 % 15 x 13 cm) (7-
8 Zivotinja po kavezu). Zivotinje su bile smestene u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta, na
konstantnoj temperaturi od 21 £+ 1°C, relativnoj vlaznosti vazduha 40-70% 1 dnevno/no¢nom
ciklusu od 12 h (osvetljenje od 6 h do 18 h, intenzitet svetla 120 Ix). Konzumiranje hrane
(Veterinarski zavod Subotica) i ¢esmenske vode bilo je ad libitum. Za eksperimente su koris¢ene
naivne zivotinje kojima je bilo ostavljeno najmanje sedam dana da se aklimatizuju na uslove
vivarijuma pre nego Sto udu u eksperiment (odnosi se na zivotinje koje su nabavljane sa Vojne
farme).

3.2. Ispitivane supstance

U eksperimentima je koris¢eno 15 pirazolohinolinonskih liganada ¢ije su molekulske formule,
kodni nazivi i hemijski nazivi predstavljeni u Tabeli 2. Ligandi su sintetisani na Institutu za hemiju
I biohemiju Univerziteta u Viskonsinu (Milvoki, SAD) (Knutson i sar., 2018, uz napomenu da
fluorovani analozi nisu publikovani). GL-11-73 (Tabela 3) je takode sintetisan na Institutu za
hemiju i biohemiju Univerziteta u Viskonsinu i predstavlja pozitivni alosterni modulator GABAA
receptora, selektivan za receptore koji sadrze a5 podjedinicu (Prevot i sar., 2019). Diazepam
(Tabela 3) je dobijen od Galenike (Srbija). Pentilentetrazol (6,7,8,9—tetrahidro-5H-tetrazolo[1,5—
aJazepin) (Sigma Aldrich) je koris¢en kao prokonvulzivni agens (Loscher i Schmidt, 1988). Uz
primenu ultrazvuka, PQ ligandi su bili suspendovani u vehikulumu/solvensu (SOL), pripremljeni
u obliku rastvora ili nanoemulzije za i.p. primenu, odnosno u 0,25% rastvoru metilceluloze u
destilovanoj vodi za oralnu gavazu, odnsono peroralnu (p.o.) primenu. Sastav formulacija PQ
liganada za parenteralnu primenu prikazan je u Tabeli 4. Diazepam je bio formulisan u obliku
nanoemulzije za i.v. primenu, odnosno, uz primenu ultrazvuka, suspendovan u SOL-u za i.p.
primenu. Nanoemulzija diazepama sastavljena od mesavine triglicerida srednje duzine lanca
(24%) 1 sojinog ulja (6%) kao komponente masne faze, lecitina soje (Lipoid S75) (3%) i
polisorbata 80 (3%) kao emulgatora, butilhidroksitoluena (0,05%) kao antioksidansa, glicerola
(2,5%) kao sredstva za podesavanje izotonic¢nosti i 0,01 M rastvora fosfatnog pufera (pH 8,0) (do
100 g) kao vodene faze, pripremljena je homogenizacijom pod visokim pritiskom kao S$to je
opisano u Pordevi¢ i sar., 2013. Istim postupkom pripremljene su i nenoemulzije PQ liganada.
Pentilentetrazol je rastvoren u fizioloskom rastvoru. Ukoliko su eksperimenti podrazumevali i.p.
primenu dve razli¢ite supstance, one su aplikovane na dva razli¢ita mesta na donjem abdomenu (u
desni, odnosno u levi abdominalni kvadrant).
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Tabela 2. Molekulske strukture i hemijski nazivi pirazolohinolinonskih liganada koris¢enih u
istraZivanju. Na vrhu tabele navedena je opsta struktura pirazolohinolinona sa ozna¢enim prstenovima i
brojevima gde se nalaze razliCiti supstituenti, u zavisnosti od kojih su ligandi svrstani u odredene

subhemotipove.

4

/ b X 3
</_:2'
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I C
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B |
7 N
I
Molekulska Molekulska

struktura i kodni
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HaoO” 3,-on Br N cJhinolin-3-on
PZ1-029 LAU462
oCDy OCD3
7-metoksi-2-(4- Q .
Q metoksi-ds-fenil)-2,5- 7-bromo-2-(4-metoksi-
NN o N-N ds-fenil)-2,5-dihidro-
MO e N 3H-pirazolo[4,3-
oo . pirazolo[4,3-c]hinolin- f piraz ’
s N 3 on Br N c]hinolin-3-on
DEA4-56-1 DK-1-58-1
OCHa GC;
metolifeni 26- - 7-bromo-2-(6-mefoksi-
NN L ’ N-N ds-piridin-3-il)-2,5-
PP dihidro-3H- P dihidro-3H-ni o743
T T pirazolo[4,3-c]hinolin- ! thidro-3H-pirazolof4,3-
DaCO N 3 on Br N c]hinolin-3-on
RV-1-028 DK-I-58-1
OG0
7-metoksi-d3-2-(4-
NN metoksi-ds-fenil)-2,5- DK-IV-15-1 Strukturna i molekulska
[ =p dihidro-3H- formula supstance ne
E pirazolo[4,3-c]hinolin- mogu da se otkriju
BCO ” 3_0n
DK-60-3
OCHg 0CDs
7 7-metoksi-dsz-2-(6- Q .
-~ metoksipiridin-3-il)- NN 8-hIqro-2-(2-_m_etok5|-d3_
N-N o ol | o fenil)-2,5-dihidro-3H-
L0 2,5-dihidro-3H- . A
E pirazolo[4,3-cJhinolin- | pirazolo[4,3-c]hinolin-3-
D3CO N 3'_0n H on
DK--86-% DK-1-87-1

29



Materijal i metode

OCF,
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Tabela 3. Molekulske strukture i hemijski nazivi GL-I1-73 i diazepama
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Molekulska struktura i
struktura i kodni Hemijski naziv liganda wier s . Hemijski naziv liganda
.. nezasticeni naziv
naziv liganda leka
N P
N{:«N%CHHs diemetilamid-8-etinil-6- O ﬁ 7-hloro-1-metil-5-fenil-
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HEZ =N 4H-2,5,10b-traiza- c 1,3-dihidro-
o benzo[e][1,4]diazepin-2-
O F benzo[e]azulen-3- O on

GL-i-73

karboksilne kisleine

Diazepam

Tabela 4. Sastav formulacija suspenzije, rastvora i nanoemulzije

Suspenzija

Rastvor

Nanoemulzija

1% Tween (polisorbat 80)
(sredstvo za kvasenje)

14% propilenglikol
(korastvarac)

20% dimetilsulfoksid

(DMSO)
(korastvarac)

20% Cremophor EL

(korastvarac)

30

2% Lipoid S 75 (lecitin soje)

(komponenta masne faze iz
grupe fosfolipida)

13,33% trigliceridi srednje

duzine lanca (komponenta
masne faze)
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ad 100% visoko preciséena 60% NaCl 0.9% 6,67% ricinusovo ulje
voda (rastvarac) (komponenta masne faze)
(spoljasnja faza suspenzije)
0,05% butil-hidroksitoluen
(BHT) (antioksidans)

2% DMSO (korastvarac)

2% polisorbat 80 (emulgator,
nejonski, u/v)

0,03% Na-oleat
(emulgator, jonski, u/v)

3.3. Protokoli in vitro eksperimenata

3.3.1. Odredivanje farmakokineti¢kih profila i parametara izabranih liganada u ciljnim
tkivima oglednih Zivotinja

U cilju procene sposobnosti liganada, formulisanih u obliku rastvora, suspenzije ili nanoemulzije,
da se apsorbuju nakon primene razli¢itim putevima, distribuiraju u ciljna tkiva, pre svega u
mozdano, sproveli smo studije odredivanja farmakokinetickih profila 1 izracunali
farmakokineticke parametre u plazmi i mozgu adultnih muzjaka Wistar pacova (prvi, drugi i trec¢i
eksperiment), plazmi i mozgu adultnih muZjaka Sprague Dawley pacova (Cetvrti eksperiment),
odnosno plazmi, mozgu, jetri i bubregu adultnih muzjaka C57BL miseva (peti eksperiment) za
izabrane PQ ligande.

U prvom eksperimentu, odredeni su profili za PZ-11-029, DK-1-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3, DK-
1-86-1 i DK-I1-87-1, formulisanih u obliku suspenzije u koncentraciji od 2 mg/ml. U cilju postizanja
doze od 10 mg/kg, svaki ligand je aplikovan i.p. u zapremini od 5 mg/ml, za pet, unapred
definisanih vremenskih tacaka: 5, 20, 60, 180 1 720 minuta (8 h).

Drugi eksperiment imao je za cilj da se ispita uticaj formulacije na farmakokinetiku odabranog
liganda, tako da je profil DK-I-56-1 odreden i nakon i.p. primene nanoemulzije, odnosno rastvora,
kroz iste vremenske tacke kao u prvom eksperimentu. Koncentracija nanoemulzije i rastvora bila
je ista, 2 mg/ml, a ciljna doza 10 mg/kg (aplikacija tretmana bila je u zapremini od 5 ml/kg telesne
mase zivotinje).

U trecem eksperimentu odredena je apsolutna bioloska raspolozivost PZ-11-029 i DK-I-56-1
pripremljenih u obliku nanoemulzije koncentracije 2 mg/ml nakon p.o. i i.v. primene, u dozi od 2
mg/kg i volumenu od 1 ml/kg, u slede¢im vremenskim tackama: 5, 30, 120, 720, 1440 minuta (24
h).

Cetvrti farmakokineti¢ki eksperiment sproveden je na muzjacima Sprague Dawley pacova u cilju
procene da li sintezom prodrug forme PQ liganda moze da se poveca rastvorljivost u vodi i time
unapredi kinetika nakon p.o. primene kao klini¢ki najprihvatljivijeg puta primene lekova. Kroz
eskperiment kasetnog doziranja farmakokineticki profili i parametri su odredeni za polazno
jedinjenje LAU463, njegov direktni deuterisani analog DK-1-58-1, deuterisani analog koji osim
S§to ima tri atoma deuterijuma, poseduje i atom azota u D prstenu DK-I1-58-1 i prodrug oblik
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LAU463, DK-1V-15-1. Suspenzija u 0,25% rastvoru metilceluloze za sve Cetiri supstance zajedno
pripremljena je u koncentraciji od 0,4 mg/ml za svaku supstancu, tako da aplikacijom u zapremini
od 5 ml/kg, dobijena je ciljna doza supstanci od 2 mg/kg. Kako bi se dobila Sto homogenija
suspenzija, nakon dodatka rastvora metilceluloze odmerenim supstancama, sistem je bio izlozen
ultrazvuku u trajanju od nekoliko minuta. Tretman je aplikovan pomocu plasticnih gastri¢nih
sondi. Uzorci krvi i mozga nakon anesteziranja zivotinja ketaminom, uzorkovani su u Sest,
prethodno definisanih vremenskih tacaka: 15, 30, 60, 180, 480 i 1440 (24 h).

U petom eksperimentu sprovedeno je odredivanje farmakokinetickih profila i parametara za 14
PQ liganada kroz kasetno doziranje. Naime, misevi (n = 90) su podeljeni u pet kohorti od kojih je
svaka obuhvatala Sest grupa od po tri Zivotinje. Svaka od Sest grupa odgovarala je po jednoj
vremenskoj tacki koje su unapred bile definisane: 5, 20, 60, 240, 960 and 2160 min (36 h). Prva
kohorta zivotinja primila je kasetu supstanci oznacenu kao A: DK-I-56-1, DK-1-58-1, DK-11-58-
1; druga kohorta kasetu B: DK-VI-19-1, DK-1V-20-1, MM-I-10; tre¢a kohorta kasetu C: DK-IV-
22-1, DK-1-86-1 and LAU 463; ¢etvrta kohorta kasetu D: RV-1-029, PZ-11-029, DK-1-87-1 i peta
kohorta kasetu E: DK-1-60-3, DK-1-86-1, DK-1-59-1. Jedna supstanca (DK-1-86-1) je uradena kroz
dve kasete radi interne provere metodologije. Po tri supstance jedne kasete suspendovane su u
SOL-u uz primenu ultrazvuka u koncentraciji 0,3 mg/ml. Kasetna suspenzija je aplikovana i.p. u
zapremini od 10 ml/kg kako bi se dobila ciljna doza od 3 mg/kg za svaku od tri supstance date
kasete.

Za sva odredivanja, broj zivotinja po vremenskoj tacki bio je tri. Neposredno pre zZrtvovanja, sr¢ane
punkcije i dekapitacije, pacovi su bili anestezirani ketaminom (90 mg/kg, 10% Ketamidor, Richter
Pharma AG, Wels, Austrija). Krv je uzorkovana pomoc¢u heparinizovanih Spriceva i igala u
prethodno heparinizovane tube, a solidni organi (mozak, jetra i bubreg) u prethodno tarirane tube.
Krv je centrifugirana 10 minuta na 1 (1 x 1000) rcf (MiniSpin® plus centrifuge, Eppendorf,
Nemacka). U tube sa, prethodno izmerenim, uzorcima mozgova i jetre dodato je po 1,25 ml
metanola, a u uzorke bubrega po 1 ml metanola (u zavisnosti od dodate zapremine metanola,
kasnije u izraCunavanju koncentracija, u obzir se uzima faktor razblazenja). Uzorci mozgova su
homogenizovani na ultrazvu¢nom homgenizatoru (Bandelin Sonopuls mini 20, Bandelin
Electronics, Nemacka) uz primenu 70% amplitude dva puta po 20 s (po potrebi tri puta po 20 s);
uzorci jetre 1 bubrega: 80% amplituda, 3 x 20 s (po potrebi 4 x 20 s) i centirfugirani 20 minuta na
3,4 (3,4 x 1000) rcf.

Nakon centrifugiranja, supernatanti su odvojeni i dalje pripremljeni te¢no-Cvrstom ekstrakcijom
(eng. solid—phase extraction—SPE) uz pomoé¢ Oasis® HLB kertridza (Waters Corporation,
Milford, Masacusets, SAD), prethodno kondicioniranih metanolom i destilovanom vodom. Kao
uzorci nanoSeni su plazma ili razblaZeni supernatant homogenata mozga, jetre ili bubrega, kertridZi
zatim ispirani sa 1 ml 5% metanola i suSeni pod vakuumom, a supstance od interesa eluirane sa 1
ml metanola. Koncentracije liganada su odredivane metodom ultra-visokoefikasne tecne
hromatografije spregnute sa masenom spektrometrijom (UHPLC-MS/MS), u saradnji sa Katedrom
za farmaceutsku hemiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Pogledati deo LC-
MS/MS analiticka metoda). Za potrebe generisanja kalibracione krive pripremani su kalbracioni
rastvori koncentracija 0,05, 0,25 0,5, 1,25, 2,51 5 uM koji su, takode, procesuirani metodom
ekstrakcije. Naime, tokom te¢no-¢vrste ekstrakcije za kalibraciju svi koraci su bili isti kao pri radu
sa uzorcima, osim §to su na kolone nanoSeni plazma, homogenat mozga/jetre/bubrega Zivotinje
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koja prethodno nije tretirana nijednim ligandom, a zatim u dodatnom koraku na kolonu su
nanosene, protokolom odredene, zapremine kalibracionih rastvora. U slucaju pripreme rastvora za
dobijanje kalibracionih krivih za eksperiment kasetnog doziranja, osnovni, stock rastvori svake od
tri ili Cetiri supstance pravljeni su odvojeno, da bi u slede¢em koraku razblazivanja bio napravljen
kasetni rastvor supstanci, a od njega daljim razblazivanjem kalibracioni rastvori u opsegu
prethodno navedenih koncentracija.

U svim farmakokinetickim eksperimentima, nakon odredivanja profila liganada u kompartmanima
organa, izvedena je neprostorna farmakokineticka analiza pomocu PK Functions dodatka za
Microsoft Excel softverski paket. 1z dobijenih profila koncentracije PQ liganada u funkciji
vremena, u plazmi, mozdanom tkivu, jetri i bubregu oglednih Zivotinja izraCunati su sledeci
farmakokineticki parametri: maksimalna koncentracija (Cmax), Vreme potrebno za postizanje
maksimalne koncentracije (Tmax), povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do
poslednje vremenske tacke (AUCo.t), povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog
vremena do beskonacnosti (AUCo-».), poluvreme eliminacije (ti2) i konstanta brzine eliminacije
(B). Apsolutna bioloska raspolozivost (F) za PZ-11-029 i DK-I-56-1 u plazmi i mozdanom tkivu
izraCunata je nakon peroralne i intravenske primene nanoemulzije datih liganda, primenom
formule: F:AUCoft,p.o.primena,plazma/AUCoft,i.v.primena,plazma, odnosno F:AUCoft,p.o.primena,mozak/AUCof
t,i.v.primena,mozak.

Potencijal ciljane isporuke supstanci je procenjen izraCunavanjem parametra tkivo—plazma
particioni koeficijent (Kp=AUCo-ttkivo/ AUCo-tplazma). Vrednost ovog parametra > 1 ukazuje da
ispitivane supstance poseduju dobar potencijal za prolazak u tkivo/organ gde je potrebno da
ostvare farmakoloSko dejstvo, kao 1 afinitet ka zadrZzavanju u ekskretornim organima (bubreg,
jetra).

U petom farmakokinetickom eksperimentu racunat je i parametar o koji predstvalja udeo supstance
kojoj je izloZzeno mozdano tkivo u odnosu na ukupnu izloZenost u sva Getiri kompartmana gde su
koncentracije merene (0=AUCo-t, mozak/ (AUCo-, plazma + AUCo.-t, mozak + AUCo.t jetra + AUCo-, bubreg))-
Dodatno, procenjivana je i izloZenost ekskretornih organa sabiranjem AUCo-, jetra + AUCo-t, bubreg.
U svim prethodno navedenim formulama t predstavlja poslednju vremensku tacku u kojoj su
merene koncentracije.

3.3.2. Odredivanje slobodne frakcije izabranih liganada u plazmi i moZdanom tkivu

Studije procene vezivanja izabranih PQ liganada (DK-1-56-1 i DK-1-60-3) za proteine plazme i
mozdanog tkiva sprovedene su kroz odredivanje slobodnih frakcija u plazmi i homogenatu mozga
pomocu aparature za brzu ekvilibrijumsku dijalizu sa 48 bunari¢a (eng. rapid equilibrium dialysis
(RED), Thermo Scientific, Rockford, Ilinois) prema proceduri prilagodenoj iz Obradovi€ i sar.
(2014). Plazma i homogenat mozga su pripremljeni na isti nacin kao za odredivanje koncentracija
u plazmi i homogenatu mozga, s time sto se ovde za homogenizaciju solidnih organa (u ovom
slu¢aju mozga) koristi PBS pufer (eng. phosphate-buffered saline, pH 7,4) umesto metanola.
Naime, krv je odmah centrifugirana, dok su u tube sa mozgovima pacova dodata po 4 zapreminska
dela PBS-a tako da je postignuto razbazenje 1:5, nakon Cega je svaki uzorak tkiva homogenizovan
i homogenati centrifugirani. U bunarice su postavljani umeci (inserti) sa dve komorice (jedna za
uzorak — crvena, koja predstavlja donorski deo RED inserta; druga za pufer — bela, koja predstavlja
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akceptorski deo RED inserta). U crveni deo je dodato 190 uL plazme ili supernatanta homogenata
mozga i 10 pL radnog rastvora ispitivanog liganda (DK-1-56-1 i DK-1-60-3) koncentracije 100
uM pripremljenog u dimetilsulfoksidu (DMSO), kako bi se dobila ukupna koncentracija liganda u
crvenom delu umetka od 5 uM. U beli deo umetka dodato je 350 uL pufera (PBS). Nakon
inkubacije u trajanju od 4 h, na 37°C, pri brzini od 50 obrtaja/min u ES-20 orbitalnom Sejker-
inkubatoru, 50 pL alikvota pufera, plazme i homogenata mozga preneto je u tubice u kojima je
prethodno dodata ista zapremina DMSO-a. Zatim, u alikvote plazme i homogenata mozga (iz
crvenog dela) dodato je po 50 uL kontrolnog pufera (koji nije podvrgnut dijalizi), dok je u alikvote
pufera iz dijalize (beli deo) dodato po 50 pL sveze plazme i homogenata mozga, koji nisu prosli
dijalizu. Na ovaj nacin se dobijaju identi¢ni matriksi izmedu puferskih i nepuferskih uzoraka. U
tako pripremljene uzorke dodato je po 300 uL 5 uM rastvora internog standarda (SH-1-048A) u
acetonitrilu. Posle vorteksovanja (1000 obrtaja/min, 10 min, 4°C) i centrifugiranja (13000 x g, 10
min, 4°C), po 100 pL supernatanta je prenoSeno u vijale za LC-tandem MS analiti¢ku metodu
(LC-MS/MS) kako bi se odredile slobodne koncentracije ispitivanih liganda. Isti protokol koris¢en
je i za pripremu matriksa za kalibracionu krivu, pri ¢emu, pre dijalize, u plazmu i homogenat
mozga nije dodavan radni rastvor liganda, ve¢ je nakon dijalize u 50 uL praznog (blank) dijalizata
plazme, homogenata mozga i pufera dodato 50 pL standardnog rastvora ispitivanog liganda u
DMSO poznate koncentracije u koncentracionom rasponu od 0,5 uM do 50 uM.

Nevezana frakcija DK-I-56-1 i DK-1-60-3 u plazmi (fypiazma) odredena je kao odnos izmerenih
koncentracija liganda u puferu (beli deo) i plazmi (crveni deo). Slobodna frakcija u nerazblazenom
mozgu (fumozak) izraCunata je po formuli: fumoezak=1/D[(1/f uhomogenat mozga — 1)+1/D], gde D
predstavlja faktor razblazenja za homogenat mozga a funomogenat mozga slobodnu frakciju odredenu
kao odnos koncentracija liganda u puferu (beli deo) i razblazenom homogenatu mozga (crveni
deo) (Kalvass i Maurer, 2002).

3.3.3. LC-MS/MS analiticka metoda

Analiza je izvrSena na UHPLC hromatografu ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison,
WI, SAD), koji je povezan sa triplkvadrupolskim masenim detektorom TSQ Quantum Access MAX
(Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, SAD), koji vrsi elektrosprej jonizaciju analita sa
zagrevanjem. KoriS¢ena je XTerra MS C18 kolona (150 mm x 2,1 mm, veli¢ina Cestica 3,5 pm).
Mobilna faza je bila:
= acetonitril/0,1% rastvor mravlje kiseline u vodi = 50:50 (v/v) za analite PZ-11-029, RV-I-
029, DK-1-60-3, DK-1-86-1, DK-1-87-1 i DK-1-59-1;
= acetonitril/0,1% rastvor mravlje kiseline u vodi = 60:40 (v/v) za analite LAU 463, DK-IV-
19-1, DK-1V-20-1, DK-1V-22-1 i MM-I-10;
= acetonitril/0,1% rastvor mravlje kiseline u vodi = 45:55 (v/v) za analite DK-1-56-1, DK-I-
58-1 i DK-11-58-1.

Protok mobilne faze je bio 0,3 mL/min, temperatura kolone je bila podeSena na 35 °C, a injekciona
zapremina je bila 10 pL.

Ispitana su jonizaciona svojstva svih analita u pozitivnom i negativnom modu i u Tabeli 5 su
prikazane tranzicije koje su koris¢ene za njihovu kvantifikaciju:

34



Materijal i metode

Tabela 5. Tranzicije polazni jon-fragment i odgovarajuce kolizione energije koris¢ene za kvantifikaciju
analita

Analit Mod Polazni jon Fragment errl(eorlgI]iZjIgrES/)
PZ-11-029 negativan 320,20 305,08 21
DK-I-56-1 pozitivan 325,60 306,93 24
RV-1-029 negativan 322,60 289,80 29
DK-I-60-3 pozitivan 328,30 281,38 29
DK-I-86-1 pozitivan 326,50 310,85 25
LAU 463 negativan 369,80 355,08 24
DK-I-58-1 pozitivan 373,60 328,00 33
DK-11-58-1 pozitivan 375,70 358,01 27
DK-I-87-1 pozitivan 329,70 310,59 25
DK-1-59-1 pozitivan 329,30 252,32 41
DK-1V-19-1 pozitivan 363,70 345,14 27
DK-IV-20-1 pozitivan 379,70 333,18 35
DK-1V-22-1 negativan 423,90 355,09 33

MM-I-10 pozitivan 414,40 196,02 37
SH--048A - itivan 348,01 302,00 29

(interni standard)

Kalibracione krive su pravljene u rasponu 0,05 - 5 pumol/L, pri ¢emu su za njihovu konstrukciju
koriS¢eni odnosi povrsina pikova analita i internog standarda.

3.4. Protokoli bihejvioralnih eksperimenata

U cilju bazi¢ne bihejvioralne karakterizacije supstanci selektivnih za 06 podtip GABAAR Kkao i
ispitivanja njihove interakcije sa Siroko primenjivanim benzodiazepinima (diazepam) na oglednim
zivotinjama korisc¢eni su sledeci testovi: test spontane lokomotorne aktivnosti, uzdignuti plus—
lavirint, test jacine stiska, Morisov vodeni lavirint, rotarod test, test gubitka refleksa uspravljanja i
pentilentetrazolski test. Sva testiranja sprovedena su tokom svetle faze ciklusa sa pocetkom u 9 h.
Celokupno ponasanje zivotinje u testovima spontana lokomotrna aktivnost, uzdignuti plus lavirint
i Morisov vodeni lavirint prac¢eno je digitalnom kamerom, postavljenom direktno iznad aparature,
povezanom sa ANY-maze softverom (Stoelting Co., Wood Dale, IL, SAD) koji omogucéava
izracunavanje odabranih parametara (varijabli) (Savi¢ i sar., 2008; 2009). Posle svake zivotinje
aparatura za izvodenje eksperimenta je ¢iS¢ena razblaZzenim rastvorom etanola (70%) i papirnom
vatom kako bi se uklonili oflaktorni tragovi, a po potrebi, pre etanola, ¢i¢enje je vrseno sunderom
i obi¢nom, ¢esmenskom, vodom. Svi eksperimenti sa oglednim zivotinjama Ssprovedeni su u
prostorijama vivarijuma Farmaceutskog fakulteta namenjenim za tu svrhu.
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3.4.1. Test spontane lokomotorne aktivnosti

Promena u obimu i obrascu motorne aktivnosti je prepoznata kao fundamentalna karakteristika
psihijatrijskih 1 neuroloskih bolesti. Zapravo, procena motoricke aktivnosti ima vaznu ulogu u
definisanju kriterijuma za dijagnozu mentalnih i neuroloskih bolesti (Henry i sar., 2010). S tim u
vezi, procena opSte motorne i lokomotorne aktivnosti glodara predstavlja jedan od najcesce
koriS¢enih bihejvioralnih metoda u ispitivanju uticaja genetskih, fizioloskih i farmakoloskih
manipulacija na ponaSanje oglednih Zivotinja (Geyer, 1990). Termin ,,spontana lokomotorna
aktivnost” ukazuje da se radi o grupi neuslovljenih testova u kojima nema eksplicitnih
uslovljavanja i gde se rutinski prate parametri motorne i eksplorativne aktivnosti: kretanje,
propinjanje, timarenje, grickanje i dr. Mnoge psihotropne supstance se definiSu kao stimulansi ili
depresori centralnog nervnog sistema dominantno na osnovu njihovog opsSteg uticaja na
lokomotornu aktivnost glodara. Povecanje lokomotorne aktivnosti u ovom testu pod dejstvom npr.
amfetamina ili dizocilpina moze se povezati sa pozitivnim simptomima shizofrenije ili bipolarnog
poremecaja, i iskoristiti za otkrivanje novih lekova (npr. antipsihotika i stabilizatora raspolozenja).
Sa druge strane, smanjenje aktivnosti u ovom testu moze biti posledica sedativnog efekta pojedinih
psihotropnih supstanci, npr. benzodiazepina, $to omogucava da se u eksperimentima interakcija
otkriju potencijalni lekovi koji bi antagonizovali nezeljene efekte benzodiazepina.

Spontana lokomotorna aktivnost zivotinja ispitivana je u polu—prozirnim kavezima od pleksiglasa
veli¢ine 40 cm X 25 cm X% 35 cm, smestenim na velikom stolu u sobi sa prigusenim crvenim svetlom
(20 Ix). Radi kontrasta, u slucaju eksperimenata sa albino pacovima kori§¢ena je tamna (crna)
podloga na koju su slagane SLA kutije, dok pri radu sa C57BL miSevima postavljana je svetlo siva
podloga. Odmah nakon primene odgovarajuéeg tretmana zivotinje su stavljane u centar kaveza, a
istovremeno su pracene po Cetiri Zivotinje u pojedina¢nim kutijama. U tre¢em eksperimentu vreme
pracenja zivotinja bilo je najduze (120 minuta), u prvom, drugom, i desetom 90 min, a u preostalih
Sest eksperimenata 60 minuta. Za pracenje uticaja ispitivanih tretmana u ovom testu analiziran je
parametar ukupni predeni put (tokom citavog pracenja testa). U poslednjem, devetom,
eksperimentu osim ukupnog predenog puta, analiziran je i dodatni parametar ukupno vreme
mobilnosti.

U prvom eskeprimentu, ispitano je pet PQ liganda (PZ-11-029, DK-I1-56-1, RV-1-029, DK-I-60-3 i
DK-I1-87-1) u dozi od 15 mg/kg (n=31). Svi tretmani, ukljucujuéi i rastvara¢ u kontrolnoj grupi
(0,25% rastvor metilceluloze) aplikovani su p.o. u zapremini od 15 ml/kg telesne mase
eksperimentalne zivotinje (muZzjaci pacova Sprague Dawley soja).

U drugom eskperimentu na Sprague Dawley pacovima (n=42), testirana su dva odabrana PQ
liganda, DK-1-56-1 i DK-11-58-1, u dve razli¢ite doze, 3 mg/kg i 10 mg/kg, nakon i.p. primene u
zapremini od 4 ml/kg telesne mase eksperimentalne Zivotinje. Zivotinje kontrolne grupe primale
su SOL u istoj zapremini.

U tre¢em eskperimentu Kkoji je sproveden na Sprague Dawley pacovima (n=48), dizajn je
ukljucivao dva faktora varijacije: diazepam (3 mg/kg) i dva PQ liganada (DK-1-56-1 i DK-1-58-1,
oba u dozi od 10 mg/kg). Tretman za zivotinje kontrolne grupe podrazumevao je SOL + SOL. Kao
i u prethodnom eskperimentu, svi tremani su aplikovani u zapremini od 4 ml/kg telesne mase
oglednih Zivotinja.
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Cetvrti eksperiment sproveden je na muZjacima pacova Wistar soja (n=32) koji su bili ravnomerno
raspodeljeni u Cetiri eksperimentalne grupe: DK-1-56-1, DK-1-87-1 (formulisani u obliku
nanoemulzije koncentracije 2 mg/ml) placebo nanoemulzija, kao jedna kontrolna grupa, i
fizioloski rastvor (saline, SAL), kao druga kontrolna grupa. Svi tretmani su aplikovani i.p. u
zapremini od 5 ml/kg telesne mase zivotinje, kako bi se postigla ciljna doza liganada od 10 mg/kg,
a sve zivotinje, ukljucujuci i kontrolne, primile Su istu zapreminu tec¢nosti.

Peti eksperiment predstavlja ponovljen cetvrti eksperiment, bez DK-1-87-1 kao jedne od
eksperimentalnih grupa, a sa ciljem pouzdanog utvrdivanja efekta susptance DK-1-56-1 u
kontekstu spontane lokomotorne aktivnosti. Naime, Wistar pacovi (n=24) ravnomerno su
podeljeni u tri eksperimentalne grupe i i.p. tretirani susptancom DK-1-56-1 formulisanom u obliku
nanoemulzije (koncentracije 2 mg/ml) u dozi od 10 mg/kg, odnosno placebo nanoemulzijom ili
fizioloSkim rastvorom.

U Sestom eksperimentu ispitan je dozni raspon 1 mg/kg, 3 mg/kg, 10 mg/kg i 30 mg/kg za DK-I-
56-1 formulisanog u obliku nanoemulzije nakon i.p. primene, na pacovima Wistar soja (n=28), uz
placebo nanoemulziju kao kontrolnu grupu. S obzirom da je koncentracija nanoemulzije bila 2
mg/kg, da bi se postigle predvidene doze, tretmani su aplikovani u slede¢im zapreminama: 1,5
ml/kg, 5 ml/kg i 15 ml/kg, redom. Dodatno, radi ujednacavanja koli¢ine te¢nosti koju Zivotinje
primaju i.p., bilo je potrebno, u odredenim grupama (doze od 3 i 10 mg/kg), aplikovati uz aktivan
tretman i placebo nanoemulziju (10 ml/kg, odnocno 13,5 mil/kg). Zbog potrebe da se i.p. primene
vece zapremine, tremani su za svaku zivotinju deljeni u dve doze i aplikovani u levi i desni donji
abdominalni kvadrant.

U sedmom eskperimentu ispitan je dozni raspon 3 mg/kg, 10 mg/kg i 30 mg/kg za PZ-11-029
formulisanog u obliku nanoemulzije nakon i.p. primene, na misevima C57BL soja (n=40), uz
placebo nanoemulziju i fizioloski rastvor kao kontrolne grupe. Aplikacija tretmana bila je po istom
protokolu kao u sestom eksperimentu.

Osmi eskperimentu je sproveden po istom protokolu kao sedmi. Ispitan je dozni raspon 3 mg/kg,
10 mg/kg i 30 mg/kg za DK-I-56-1, formulisanog u obliku nanoemulzije nakon i.p. primene, na
miSevima C57BL soja (n=40), uz placebo nanoemulziju 1 fizioloski rastvor kao kontrolne grupe.
Deveti eksperiment je sproveden na C57BL miSevima (n=20) u cilju ispitivanja interakcije izmedu
diazepama (3 mg/kg) formulisanog u obliku suspenzije (SOL) i DK-I-56-1 (10 mg/kg)
formulisanog u obliku nanoemulzije. Kontrolnu grupu ¢inile su Zivotinje tretirane SOL 1 placebo
nanoemulzijom. Kao i prethodno, nanoemulzija je primenjena u zapremini od 5 ml/kg, a diazepam
2 ml/kg.

Deseti eksperiment je sproveden na adultnim muzjacima C57BL miSeva (n = 72) po protokolu sa
periodom wash out-a i dehabituacije. Testirano je 17 liganada ukupno, od kojih je 14 PQ liganada
(PZ-11-029, DK-1-56-1, RV-I-029, DK-I1-60-3, DK-I1-86-1, DK-I-59-1, DK-1-87-1, LAU 463, DK-
[-58-1, DK-11-58-1, DK-VI-19-1, DK-1V-20-1, DK-IV-22-1, MM-I-10) i tri kontrolne grupe: SOL
kao neutralna kontrola, dizapam kao negativna kontrola i GL-11-73 kao pozitivna kontrola. Sve
supstance su bile pripremljene kao suspenzije u SOL-u uz primenu ultrazvuka i aplikovane i.p. u
zapremini od 10 ml/kg kako bi se postigle ciljne doze. Doziranje PQ liganada bilo je 3 mg/kg,
diazepama 1,5 mg/kg i GL-11-73 10 mg/kg. Eksperiment je sproveden iz dva dela. Prvi deo je
trajao pet dana, testirane su sve 72 zivotinje i dobijen je n=4 za 16 eksperimentalnih grupa, dok je
n=8 bio samo za SOL kontrolnu grupu. Drugi deo je zapocet 16 dana nakon zavrSenog prvog dela
(period wash out-a i dehabituacije), takode je trajao pet dana, testirane su sve 72 Zivotinje ali tako
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da zivotinja koja je u prvom delu primila jedan tretman, u drugom delu eksperimenta primila je
drugi, razli¢it tretman. Generisan je isti broj podataka kao u prvom delu eksperimenta. Na taj nacin,
na kraju eksperimenta za svaku grupu n je bio 8, osim kontrolne SOL grupe gde je n bio 16.

3.4.2. Rotarod test

Pre viSe od Sest decenija, pokazano je da se neuroloski deficiti kod miSeva ili pacova, kao i stepen
relaksacije skeletne muskulature koju prouzrokuju odredene farmakoloski aktivne supstance
(miorelaksansi, konvulzivi, depresori CNS-a) moze proceniti na osnovu sposobnosti misa ili
pacova da ostane na pokretnom valjku (Dunham i Miya, 1956). Rotarod test se i danas rutinski
koristi, ali prvenstveno za procenu ataksi¢nog dejstva psihotropnih lekova (Licata i sar., 2009).
Ovo je od narocitog znacaja za farmakologiju benzodiazepina koji kao nezeljeno dejstvo imaju
motorno oS$te¢enje pod kojim se podrazumeva ataksija, tj. gubitak motorne koordinacije i
miorelaksacija (Mili¢ 1 sar.,, 2012), Sto ograniava klinicku primenu benzodiazepina kao
ankisolitika.

Za ispitivanje motorne koordinacije pacova kori$¢en je rotarod aparat prilagoden pacovima (model
47700; Ugo Basile, Komerio, Italija). U svim eksperimentima, pacovi su bili trenirani tokom tri
uzastopna dana, sa tri dvominutna pokusSaja svakog dana. Brzina rotiranja rotirajueg vretena bila
je fiksirana na 15 rpm (eng. rounds per minute). Cetvrtog dana, pre samog eksperimenta,
napravljena je konac¢na selekcija: samo oni pacovi koji su ispunili kriterijum da ostanu 180 s na
rotiraju¢em vretenu, bez padanja, izabrani su za dalja testiranja. Vreme koje Zivotinja provede na
rotiraju¢em vretenu do padanja (latenca do padanja) beleZeno je automatski za svaku zivotinju i
predstavlja parametar od interesa. Belezene su tri vrednosti vremena za svaku zivotinju (Sto znaci
da je svaka zivotinja imala tri pokuSaja da se odrzi na rotiraju¢em vretenu), osim u slucaju da je
zivotinja ostajala na vretenu 180 s pri ¢emu je belezeno to vreme. Srednja vrednost tri vrednosti
datog parametra koriS¢ena je za analizu.

U prvom eskperimentu (n=50), uticaj na motornu koordinaciju ispitan je za PZ-11-029, DK-I-56-
1, RV-1-029, DK-1-60-3, LAU 463, DK-1-58-1 i DK-I-87-1, 45 minuta nakon p.o. primene u dozi
od 10 mg/kg i u zapremini od 10 ml/kg za sve ligande.

Svi ligandi iz prvog eskperimenta uz dodatak jo$ dva liganda, DK-11-58-1 i DK-1-86-1 testirani su
u drugom eskperimentu (n=93) u kombinaciji sa diazepamom. PQ ligandi su primenjeni p.o. u
dozi od 30 mg/kg (i zapremini od 10 ml/kg), a 25 minuta nakon njihove primene, i.p. je aplikovan
diazepam u dozi od 5 mg/kg (i zapremini od 4 ml/kg). Zivotinje su u test isle 45 minuta nakon
primene PQ liganada.

3.4.3. Test gubitka refleksa uspravljanja

Uobicajena metoda koja se koristi za procenu gubitka svesti kod glodara je gubitak refleksa
uspravljanja (Merenick i sar., 2021). Kada se Zivotinja stavi na leda, refleks uspravljanja aktivira
vestibularne organe koji iniciraju pokrete glave i o€iju, a nakon toga se ostatak tela vraca u
normalan poloZaj u odnosu na gravitacionu silu. Smatra se da je zivotinja uspe$no izgubila refleks
uspravljanja kada je u lednom polozaju sa sve Cetiri Sape podignute U vazduh i ne uspeva da se
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vrati u trbusni lezecli, ili u stojeci polozaj. Postoji znacajna korelacija izmedu gubitka svesti kod
ljudi i gubitka refleksa uspravljanja kod miSeva i pacova za brojne anestetike (Franks, 2008).
Interesantno je napomenuti da je doza datog anestetika pri kojoj ¢e se pojaviti gubitak refleksa
uspravljanja kod pripadnika jedne vrste izuzetno konzistentna, ali se moze znac¢ajno promeniti pod
uticajem faktora sredine. Na primer, pacovi koji su bili liSeni sna su izrazeno osetljiviji 1 na
inhalacione i na intravenske anestetike, a pacovi sa visokim aerobnim kapacitetom su manje
osetljivi na izofluran (Pal i sar., 2012). Takode se pokazalo da hipotermija smanjuje dozu brojnih
anestetika potrebnih za uspavljivanje kod velikog broja vrsta (Vitez i sar., 1974). Da bi se
pouzdano identifikovala doza anestetika pri kojoj se javlja gubitak refleksa uspravljanja kod
eksperimentalnih zivotinja, klju¢no je da se okruzenje za procenu pazljivo kontrolise kako bi se
smanjio stres, odrzala eutermija i isporucile jednake koli¢ine leka svim subjektima (McCarren 1
sar., 2013).

U cilju procene uticaja PQ liganda na hipnoticki/anesteticki efekat benzodiazepina, sproveden je
test diazepamom-indukovanog gubitka refleksa uspravljanja. Pacovi (n=45) su podeljeni u 6
eksperimentalnih grupa koje su podrazumevale sledece tretmane: SOL (kontrolna grupa), PZ-1I-
029, DK-1-60-3, DK-I-58-1, DK-11-58-1 ili DK-I-87-1. Svi PQ ligandi su primenjeni i.p. u dozi od
20 mg/kg i volumenu 4 ml/kg, 30 minuta pre primene diazepama. Svaka pojedinacna Zivotinja
stavljana je u ristrejner od pleksiglasa i rep zagrevan u toploj vodi. Nakon venodilatacije, u
lateralnu repnu venu aplikovan je diazepam u dozi od 30 mg/kg u obliku nanoemulzije
(koncentracija 2,5 mg/ml) brzinom od 0,5 ml/min pomo¢u ,,leptir” infuzionog sistema (veli¢ina
igle 25 G) povezanog sa $pricem Koji je prethodno napunjen tretmanom. Spric je bio pri¢vri¢en
na infuzionu pumpu sa motorom (Stoelting Co., Wood Dale Illinois, SAD) koja obezbeduje
isporuku preciznih i tanih kolic¢ina te¢nosti. Nakon primene odgovarajucih tretmana, Zivotinje Su
vadene iz ristrejnera i mereno je vreme izmedu gubitka i1 vracanja refleksa uspravljanja. Gubitak
refleksa uspravljanja se definise kao gubitak sposobnosti Zivotinje da se uspravi nakon postavljanja
u leze¢i polozaj sa prednjim delom tela okrenutim na gore. Nakon uspravljanja prvi put, potrebno
je Zivotinju jo§ jednom vratiti u isti polozaj 1 ukoliko se u toku 15 sekundi uspravi, onda se racuna
da se Zivotinja oporavila, tj. da je refleks uspravljanja vracen 1 belezi se vreme.

Za procenu rezidualne ataksije, odmah nakon vracanja refleksa uspravljanja, Zivotinje su ispitane
kroz test spontane lokomotorne aktivnosti. Procedura je bila ista kao $to je opisano u delu Test
spontane lokomotorne aktivnosti. Pojedinac¢ni pacovi (n=39) stavljani su u ¢iste kutije od
pleksiglasa, bez prethodne habituacije i ponasanje pra¢eno 60 minuta. Ukupan predeni put (m) je
koriS¢en kao parametar za analizu.

3.4.4. Intravenski pentilentetrazolski test

Pentilentetrazol je stimulant centralnog nervnog sistema, nekompetitivni antagonist GABAAa
receptora koji se u laboratorijskim istrazivanjima koristi zbog svog konvulzivnog i anksiogenog
efekta. U zavisnosti od primenjene doze i puta primene PTZ moZe izazvati miokloni¢ne, kloni¢ne,
toni¢ne i toni¢éno—kloni¢ne napade kod glodara. Intravenski PTZ test predstavlja veoma precizan
test za procenu praga konvulzivne aktivnosti kod pojedinacne Zivotinje i omogucava dobijanje
validnih podataka na relativno malom broju Zivotinja. Osim toga, dobar je prediktor klinicke
efikasnosti lekova koji deluju inhibicijom protoka Ca?* kroz kanale T—tipa, kao $to su etosuksimid

39



Materijal i metode

ili valproat, ali i supstanci koje povecavaju protok CI” jona kroz GABAAR (benzodiazepini)
(Loscher, 2009).

Da bi se procenio efekat odabranih PQ liganda, samih ili u kombinaciji sa diazepamom, na dozu
PTZ potrebnu da dovede do konvulzivnog napada pacova, sproveden je intravenski PTZ test.
Pacovi (n = 41) podeljeni su u 6 eksperimentalnih grupa koje su primale SOL, DK-1-56-1 (15
mg/kg) ili DK-11-58-1 (15 mg/kg), u kombinaciji sa SOL ili diazepamom (5 mg/kg). PQ ligandi i
diazepam su primenjeni i.p., u zapremini od 10 ml/kg, odnosno 2 ml/kg. Pola sata nakon primene
odgovarajucih tretmana, pojedinacna Zzivotinja stavljana je u ristrejner od pleksiglasa i rep
zagrevan u toploj vodi. Nakon venodilatacije, u lateralnu repnu venu aplikovan je PTZ koji je
pripremljen rastvaranjem u fizioloskom rastvoru tako da koncentracija bude 40 mg/ml. Kao i u
prethodnom ekseprimentu, tretman je davan konstantnom brzinom od 0,5 ml/min pomocu ,,leptir”
infuzionog sistema povezanog sa Spricem koji je prethodno napunjen tretmanom i pri¢vrséen na
infuzionu pumpu sa motorom koja obezbeduje isporuku preciznih i ta¢nih koli¢ina tecnosti.
Tokom infuzije zivotinju su posmatrala dva obucena i za tretman slepa posmatraca. Belezena je
zapremina primenjenog rastvora PTZ do pojave prvog klonusa (karakteriSu ga brze nevoljne
ritmicke kontrakcije i relaksacije ekstremiteta), Sa naknadnom toni¢nom ekstenzijom prednjih i/ili
zadnjih ekstremiteta (karakteriSe je istezanje ekstremiteta, obi¢no udruzeno sa gubitkom svesti)
(Mandhane i sar., 2007). Doza pentilentetrazola (mg/kg) potrebna za izazivanje konvulzivnog
napada raCuna se Na 0Snovu zabelezene zapremine rastvora PTZ (ml), koncentracije rastvora PTZ
(mg/ml) i telesne tezine eksperimentalne zivotinje (kg), Kkoriste¢i formulu: zapremina
pentilentetrazola (ml) * koncentracija pentilentetrazola (mg/ml)/telesna tezina (kg). U skladu sa
prethodnim rezultatima iz naSe laboratorije (Kovacevi¢ i sar., 2014), parametri intravenske
infuzione primene (koncentracija PTZ i brzina infuzije) optimizovani su tako da se konvulzivni
dogadaji kod pacova iz kontrolne grupe javljaju za manje od 1 min.

3.4.5. Baterija bihejvioralnih testova na Wistar pacovima

Uzdignuti plus lavirint, test jacine stiska i Morisov vodeni lavirint sprovedeni su kao baterija
bihejvioralnih testova na muzjacima pacova Wistar soja (8 Zivotinja po eksperimentalnoj grupi),
tezine 200-300 g, 45 minuta nakon primene tretmana. Testirani ligandi bili su DK-1-56-1 i DK-I-
87-1 formulisani u obliku nanoemulzije pripremljene u koncentarciji od 2 mg/ml. Aplikacijom
volumena od 5 ml/kg telesne mase zivotinje, postignuta je ciljna doza od 10 mg/kg. Kontrolna
grupa zivotinja tretirana je placebo nanoemulzijom (nanoemulzija bez aktivnih supstanci).

3.4.5.1. Uzdignuti plus lavirint

Uzdignuti plus—lavirint (eng. elevated plus—maze) koji se zasniva na ispitivanju neuslovljenog, ili
spontanog ponasanja zivotinje, predstavlja verovatno naj¢e$¢e koriS¢eni animalni model
anksioznosti u bihejvioralnoj farmakologiji (Rodgers i Dalvi, 1997). Uzdignuti plus lavirint se
koristi u proucavanju mehanizama koji leze u osnovi anksioznosti, kao i u bihejvioralnoj
karakterizaciji novosintetisanih psihotropnih liganda, pri ¢emu se moze detektovati i anksiogeni i
anksioliticki efekat primenjenog tretmana. Uzdignuti plus lavirint se bazira na dva bazi¢na
bioloska fenomena. Prvi je eksploracija — istrazivanje nepoznate okoline, dok je drugi razdvajanje
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privla¢nih i odbojnih delova nepoznatog prostora, a podstaknut je kontrastom koji nepoznata
okolina sadrzi (u slu¢aju UPL to su dva otvorena i dva bo¢nim zidom zatvorena Kraka lavirinta).
Zbog fenomena tigmotaksije (,,Jokomotorni odgovor na kontakt ili dodir”) odnosno urodenog
odabira oivicenog prostora, glodari ¢esc¢e ulaze 1 duze borave u zatvorenim kracima lavirinta. U
ovakvim eksperimentalnim okolnostima, Zivotinja je suofena sa konfliktom izmedu urodenog
straha glodara prema otvorenom prostoru i teznje da istrazi nepoznati prostor u kome se nalazi
kako bi pronasla izlaz (Belzung, 1999; Steimer, 2011).
U nasem istrazivanju kori$éen je lavirint izraden od pleksiglasa crne boje koji nosaci podizu na
visinu od 50 cm. Po dva otvorena (50 cm duzine x 10 cm Sirine) i dva zatvorena kraka (50 cm
duzine x 10 cm Sirine % 40 cm visine) su naspramno postavljena, u obliku znaka plus, i povezana
centralnim prostorom (10 cm x 10 cm). Eksperimentalna soba je bila osvetljena pomocu jedne
crvene neonske cevi, tako da je na povrSini krakova lavirinta intenzitet svetla bio 10 Ix.
Nakon aplikacije tremana zivotinje su stavljane u zasebne kaveze i prenosene u prostoriju gde se
sprovodi eksperiment kako bi se aklimatizovale na prostor. Nakon 45 minuta od aplikacije
tretmana pacov je bio postavljen u centralni prostor, okrenut prema jednom od zatvorenih krakova.
Ponasanje Zivotinje pra¢eno je ANY—maze softverom tokom 5 minuta. Najmanje 90% zivotinje
moralo je pre¢i virtuelnu liniju koja razdvaja centralni kvadrat lavirinta od kraka kako bi softver
registrovao ulazak u zonu, dok se izlazak registruje kada 90% zivotinje napusti odgovarajuci krak
lavirinta.
U eksperimentu su praceni i statisti¢ki analizirani standardni prostorno—vremenski parametri:
ukupni predeni put, broj ulazaka u zatvorene krake i procenat ulazaka u otvorene krake. Podaci o
ponasanju na otvorenim kracima su izrazavani kao procenat ukupne aktivnosti (npr. broj ulazaka
u otvorene krake/(broj ulazaka u otvorene krake + broj ulazaka u zatvorene krake)), da bi se
izbegao uticaj eksplorativne aktivnosti zivotinje u centralnoj zoni plus—lavirinta.

Bihejvioralni parametri koji se prate u ovom modelu ukazuju na dve, a prema nekim autorima
1 viSe, dimenzije (,,faktora”) ponasanja. Jedna koja odrazava anksioznost, i druge koja se moze
povezati sa motornom aktivno$éu (prema Rodgers i Johnson, 1995, navode se i dimenzije
ponasanja vezane za eksploraciju, za procenu rizika i donosSenje odluka). Od parametara koje smo
mi analizirali, procenat ulazaka u otvorene krake je parametar izrazito zavisan od faktora koji se
moze povezati sa nivoom anksioznosti eksperimentalne zivotinje, dok se ukupni predeni put i broj
ulazaka u zatvorene krake moze smatrati relativno specifi¢cnim indeksom lokomotorne aktivnosti
(Cruz i sar., 1994; Rodgers i Johnson, 1995).

3.4.5.2. Test jacine stiska

Decenijama unazad za procenu miorelaksantnog efekta lekova i toksi¢nih supstanci, kao i
neuroloskih deficita koji se javljaju u sklopu odredenih bolesti koristi se test jacine stiska glodara
u kom se meri sila kojom pacov svojim prednjim Sapama povlaci zicu. Uveden je i kao deo
regulatorne baterije testova u ispitivanju neurobihejvioralne toksi¢nosti (Maurissen 1 sar., 2003).
Miorelaksantni farmakoloski efekat benzodiazepina moze se ispitivati testom jacine stiska sa
velikom pouzdano$éu, $to omogucava da se ove supstance mogu koristiti i u cilju validacije
metode (Meyer i sar., 1979).

Odmah nakon okoncane procedure u uzdignutom plus lavirintu svaka zivotinja podvrgnuta je testu
za procenu miorelaksantnog dejstva primenjenih liganada. Naime, jacina stiska prednjih Sapa
pacova testirana je komercijalno dostupnim aparatom (model 47105; Ugo Basile, Milano, Italija).
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Eksperimentator pacova pridrzava jednom, dok mu drugom rukom pomaze da uhvati trouglastu
zicu. Prilikom povlacenja pacova za rep, u horizontalnoj ravni, on se refleksno hvata za zicu u cilju
odupiranja ovom povlac¢enju unazad. Trouglasta Zica je direktno povezana sa transdjuserom Koji
predstavlja izometrijski pretvara¢ primenjene sile (pretvara je u masu). Tako da aparat zapravo
meri maksimalnu silu konstantnog povlacenja (u gramima) koju primenjuje eksperimentator kako
bi nadvladao jacinu stiska prednjih Sapa pacova. Svaka Zivotinja je imala tri uzastopna pokusaja
(pokusaj je zavrSen tek kada pacov ispusti zicu), a medijana normalizovana u odnosu na telesnu
tezinu zivotinje (jacina stiska (kg)/telesna masa zivotinje (kg)) uzimana je za dalju statisticku
analizu.

3.4.5.3. Morisov vodeni lavirint (MVL) - ,,cued-learning” protokol

Morisov vodeni lavirint (eng. Moris water maze) predstavlja laboratorijski test koji se koristi u
bihejvioralnim neuronaukama za proucavanje neurobiologije i neurofarmakologije prostornog
ucenja i pamcenja kod pacova i miSeva. Prate se dve komponente memorije: proceduralna ili
implicitna i deklarativna ili eksplicitna (1zquierdo i sar., 1999, 2006). Proceduralna memorija u
MVL podrazumeva da Zivotinja treba da nauci da plivanjem pronalazi platformu koja predstavlja
potencijalni izlaz iz nepoznate sredine (eng. swimming-to-escape), dok put plivanja do platforme,
koga definiSu prostorni znaci tj. orijentiri pripada deklarativnoj komponenti memorije (eng.
swimming-to-a-specific-location) (Izquierdo i sar., 2006).

U nasoj studiji koristili smo jedan od protokola MVL-a prema kome se na platformu postavlja
orijentir (uenje pomocu znakova; eng. ,,cued-learning”) i ispituje se sposobnost zivotinje da nauci
da pliva prema obelezenom cilju (Vorhees i Williams, 2006). Moris je ovaj protokol uveo kao
kontrolnu proceduru pre izvodenja originalnog testa prostornog ucenja zivotinja uz pomoc
distalnih orijentira. Naime, ukoliko postoji deficit u ucenju pomocu direktnih orijentira, onda
postoji velika verovatnoca da ¢e postojati deficit u prostornom uc¢enju kada se koriste distalni znaci
kao orijentiri. To je zato §to ucenje sa postavljenim znakom zahteva iste osnovne sposobnosti:
o¢uvan vid, motori¢ke sposobnosti (plivanje), osnovne strategije (plivanje dalje od zida, ucenje
penjanja na platformu) i istu motivaciju (bekstvo iz vode) kao i verzija zadatka gde je skrivena
platforma, kada su distalni znaci orijentiri u njenom pronalazenju.

U cilju ispitivanja uticaja odabranih PQ liganada na bazi¢nu senzorno-motornu aktivnost, nakon
testa jacine stiska, sproveden je test vodenog lavirinta sa postavljenim znakom kao navigacijom
za oglednu Zivotinju. Vodeni lavirint koji je koSriS¢en predstavlja crni okrugli bazen pre¢nika 2 m
1 dubine 60 cm sa jednoli¢nom unutrasnjom povrSinom. Bazen se puni vodom (temperatura 22+1
°C) do visine od 30 cm. Oznakama za strane sveta (sever, jug, zapad, istok) koje se nalaze na
ivicama bazena, u ANY-maze softveru napravljena je virtuelna podela bazena na Cetiri kvadranta
1 viSe regija koje su od znacaja za analizu ponaSanja Zivotinja: centralni deo zauzima 10%, srediSnji
prsten (u kome se nalazi platforma i ciljni region) 40% 1 periferni prsten 50% celokupne povrSine
bazena (Savi¢ i sar., 2009).

Ciljna platforma (10 cm x 15 c¢m) ¢ije pronalazenje od strane Zivotinje predstavlja okonéanje
procedure, potopljena je 2 cm ispod povrsine vode, fiksirana je za dno bazena, nalazi se u sredini
severo—istocnog kvadranta bazena, 1 iste je boje kao unutrasnjost bazena, §to je €ini nevidljivom
za pacove. U okolini bazena nalaze se mnogi distalni orijentiri (vrata, cevi na zidovima i plafonu,
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uglovi prostorije, kamera postavljena iznad centra lavirinta), za koje se ne moze iskljuciti da su od
pomoci zZivotinji prilikom orijentacije u prostoru. Medutim, u protokolu koji smo mi koristili na
platformi se nalazio objekat visine 21 cm koji predstavlja proksimalni orijentir tj. svesno
postavljenu orijentaciju za zivotinje kao pomo¢ prilikom pronalazenja platforme. Aparatura je
osvetljena indirektnom belom svetlo§¢u koju obezbeduju dve bele neonske sijalice koje su
postavljene na zid ispod ravni gornjeg ruba bazena.

Svaki pacov je podvrgnut eksperimentalnom bloku koji se sastojao od cetiri uzastopna plivanja
(pokusaja). Svaki put pacov je spustan u vodu glavom okrenut prema ivici bazena, sa iste, jugo—
zapadne, startne pozicije koja predstavlja najudaljeniju tacku od platforme. U slu¢aju nalaska
platforme pacovu se dozvoljavalo da ostane na njoj oko 15 s. Pokusaj je trajao od trenutka pustanja
pacova u bazen do nalazenja platforme. Ukoliko pacov ne uspe da pronade platformu za
predvideno vreme od 120 s, eksperimentator ga uzima u ruku i po povrsini vode dovodi do
platforme. U tom slucaju podrazumeva se da je rezultat maksimalan, odnosno 120 s.

Parametri koji su koris¢eni za statisticku obradu i analizu bili su: ukupni predeni put (m), srednja
brzina plivanja (m/s) i % puta koji je zivotinja plivala u perifernom prstenu.

3.5. Protokol ispitivanja profilaktickog antinociceptivnog efekta DK-1-56-1 na modelu
trigeminalne neuropatije kod pacova

3.5.1. Model unilateralne hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog nerva (eng.
chronic constriction injury of infraorbital nerve (I1oN-CCl))

U literaturi je opisana metodologija oko 40 razli¢itih modela neuropatskog bola, $to je u velikoj
meri doprinelo razumevanju perifernih i centralnih patogenetskih mehanizama koji doprinose
njegovom nastanku i odrZavanju. Dodatno, animalni modeli omogucavaju ispitivanje efikasnosti
postoje¢ih i novootkrivenih potencijalnih lekova i drugih terapijskih strategija u lecenju
neuropatskih bolova. Od sedamdesetih godina 20. veka pocinju da se uvode modeli hroni¢nog bola
zasnovani na razli¢im povredama perifernih nerava (Jaggi i sar., 2011). Model unilateralne
hroni¢ne konstrikcione povrede infraorbitalnog nerva kod pacova predstavlja model trigeminalne
neuropatije koji smo koristili u nasoj studiji. Operativna procedura podvezivanja nerva izvedena
je, uz odredene modifikacije, prema protokolima navedenim u Vos i sar. (1994) i Deseure i Hans
(2015).

Pacovi Wistar soja (n=24) su anestezirani i.p. primenom kombinacije ketamin hidrohlorida i
ksilazin hidrohlorida (60 mg/kg, odnosno 10 mg/kg). Glava pacova je najpre obrijana, a onda
napravljen rez na srednjoj liniji poglavine (Slika 14a). Disekcijom kraja orbite koju ¢ine
gornjevili¢na, ¢eona, suzna i zigomati¢na kost eksprimiran je infraorbitalni deo leve grane
infraorbitalnog nerva. Kako bi se pristupilo infraorbitalnom nervu sadrzaj orbite je pomocu Stapica
sa pamu¢nim vrhom nezno pomeren pazecéi da se ne osteti prednji etmodialni nerv koji lezi iznad
infraorbitalnog nerva. Pomocu istog Stapica i pincete, infraorbitalni Zivac je odvojen od okolnog
tkiva i podvezan resorptivnim koncem 5-0 (Slika 14b) tako $to su postavljene dve ligature na
medusobnom rastojanju od 2 mm. Nakon podvezivanja, promer nerva je bio vidljivo smanjen, ali
do nivoa da ne dodje do prekida cirkulacije u povrSinskoj vaskularnoj mrezi. Rana je uSivena
svilenim koncem (5-0), a Zivotinje su rasporedene u pojedinacne kaveze do oporavka. Zivotinje
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kontrolne grupe (n=22) su bile podvrgnute istoj hirur§koj proceduri, gde je pristupljeno
infraorbitalnom zivcu, ali on nije podvezan (eng. sham operacija).

a)

Slika 14. a) Rez na srednjoj liniji poglavine pacova i pristupanje levom infraorbitalnom Zzivcu; b)
podvezivanje levog infraorbitalnog zivca tako da se redukuje promer Zivca. Plasiraju se dve ligature na
medusobnom rastojanju od 2 mm.

3.5.2. Pradenje izazvanog bolnog ponasanja (mehanicke alodinije)

Poseban znacaj modela trigeminalne neuropatije koji smo koristili ogleda se u tome $to se hirurski
izazvanom povredom infraorbitalnog nerva kod pacova manifestuje kako spontano, tako i
indukovano/izazvano bolno ponaSanje zivotinje, §to omogucava proucavanje mehanizama
ukljucenih u nastanak trigeminalnog neuropatskog bola i njegovo le¢enje (Deseure i Hans, 2015).
Spontano bolno ponasanje podrazumeva prisustvo fizioloskih, bihejvioralnih ili drugih
manifestacija koje ukazuju na prisustvo bola u regiji koja je inervisana o$te¢enim nervom, a koji
nije izazvan dodatnom stimulacijom bolnog mesta. Sa druge strane, izazvano bolno ponasanje
podrazumeva alodiniju (abnormalno intenzivna i produzena senzacije bola sa eksplozivnim
karakterom izazvana blagom i neSkodljivom somatosenzornom stimulacijom) i hiperalgeziju
(intenzivnija i duza bolna senzaciju izazvana noksi¢nim stimulusom u poredenju sa bolnom
senzacijom koju bi ista noksa izazvala kod zdrave jedinke) (Vos i sar., 1994).

Po smestanju u vivarijum zivotinje su rasporedene u pojedinacne kaveze i ostavljene dva dana da
se priviknu na uslove smestaja. Nakon toga, svakodnevno su prenosene u prostoriju, osvetljenu
indirektnom belom svetlos¢u, gde su najpre bile navikavane na proceduru, a onda i testirane
(pracenje ponasanja i belezenje vrednosti). Proces navikavanja na proceduru (tzv. handling)
podrazumevao je prenoSenje svake zivotinje u poseban stakleni kavez (250 mm x 150 mm x 165
mm) sa metalnim poklopcem u trajanju od 15 minuta sa ciljem adaptacije na von Frey filamente,
pocevsi od sedmog dana pre beleZenja bazalnih vrednosti do kraja ogleda. Tokom procesa
adaptacije eksperimentator na svakih 30 sekundi podize poklopac kaveza i dodiruje zid plastiénim
Stapi¢em. Testiranje zivotinja i belezenje vrednosti radeno je na isti naCin kao i navikavanje
Zivotinja, s tim da se umesto otvaranja kaveza i dodirivanja zida plasti¢nim Stapi¢em, primenjivao
von Frey filament na kozi lica zivotinje. Navikavanje zivotinja, kao i testiranje, sprovodeno je u
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periodu od 9 do 14 h, dok su tretmani aplikovani nakon navikavanja ili pra¢enja ponasanja koje bi
bilo sprovedeno tog dana, u periodu od 15 do 16 h.

Serija kalibrisanih von Frey filamenata od 1 g, 2 g i 6 g (Aesthesio® Von Frey Kit, Touch Sensory
Evaluator, Ugo Basile, Varese, Italija) koji su se primenjivali na kozi lica u predelu vibrisa
koriS¢ena je za pracenje izazvanog bolnog ponasanja zivotinje, tj. mehanicke alodinije. Jedan dan
pred operaciju, utvrdene su bazalne vrednosti odgovora na von Frey filamente, a zatim 7-og, 14-
09, 21-0g i 28-0g dana nakon operacije (vremenski tok eksperimenta prikazan je naslici Slici 16).
Svaka reakcija na nadrazaj ogledne zivotinje registrovana je sledecom skalom: 0 — izostanak
odgovora, 1 — otkrivanje nadrazaja, 2 — reakcija blagog povlacenja glave od nadrazaja i/ili
pojedinacni pokret brisanja nadrazene zone lica, 3 — reakcija izbegavanja ili napada, 4 —
asimetricno ponavljano brisanje lica, najmanje tri u seriji, usmereno ka nadrazenoj zoni (Vos i sar.
1994). Primenjena metodologija obuhvatala je protokol, po kome se svaka ogledna Zivotinja
dodiruje po tri puta filamentom jedne gramaze u razmaku od nekoliko sekundi, u predelu vibrisa,
na strani na kojoj je podvezan Zivac i na osnovu reakcije dodeljivana je po jedna ocena sa opisane
skale. To je znacilo da je svaka zivotinja dobijala po tri ocene (odgovori na seriju od tri filamenta)
iz kojih je izracunata srednja vrednost, koja je koriSéena u statistiCkoj analizi. Manja ocena
ukazivala je na slabiji odgovor na mehanicku stimulaciju filamentima tj. na manje bolno stanje, a
veca ocena ukazivala je na jaci, bolni (alodinijski) odgovor.

a) b)
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Slika 15. a) Von Frey filamenti (Aesthesio® Von Frey Kit, Touch Sensory Evaluator, Ugo Basile, Varese,
Italija) od kojih smo u nasem eksperimentu koristili seriju do tri filamenta (1 g, 2 g i 6 g); b) na¢in primene
filamenata na kozu lica zivotinje u predelu vibrisa.
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3.5.3. Ispitivanje profilaktickog antinocicpetivhog efekta DK-1-56-1 u modelu
trigeminalnog neuropatskog bola

U ovom delu istrazivanja ispitivana je validnost modela hroni¢ne konstrikcione povrede na
nastanak trigeminalne neuropatije, kao i protektivno antinociceptivho dejstvo DK-1-56-1 u
pomenutom modelu. Nakon operativne procedure podvezivanja infraorbitalnog nerva (IloN-CCl
grupa), odnosno pristupa nervu ali bez podvezivanja (sham grupa), Zivotinje su podeljene u Cetiri
eksperimentalne grupe na sledeéi na¢in (Slika 16). Zivotinje IoN-CCI grupe podeljene su u dve
jednake grupe od kojih je jedna tretirana placebom u obliku nanoemulzije bez aktivne supsance, a
druga DK-1-56-1 u obliku nanoemulzije u dozi od 10 mg/kg, jednom dnevno, tokom 14 uzastopnih
dana, pocevsi od prvog dana nakon operacije. Prac¢enje mehanicke alodinije von Frey filamenata
prema gorenavedenom rasporedu sprovedeno je jednostruko slepim istrazivanjem.
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i.p. rej—— 1x/d
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Slika 16. Vremenski tok eksperimenta ispitivanja profilaktickog dejstva DK-1-56-1 primenjivanog
intraperitonealno u dozi od 10 mg/kg tokom 14 uzastopnih dana u modelu trigeminalne neuropatije.
Formirane su Cetiri eksperimentalne grupe (dve u okviru Io0N-CCl — DK-1-56-1 i placebo; dve u okviru
sham — DK-1-56-1 i placebo) na kojima je pracen odgovor na mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima
u prethodno definisanom vremenskim tackama (jedan dan pre operacije, 7., 14., 21. i 28. dana posle
operativne procedure) kao i sprovedeno snimanje radi procene timarenja lica (grooming) u definisanim
tackama (dva dana pre operacije, 2., 4., 8., 1 15. dana nakon operativne procedure). [oN-CCI- hroni¢na
konstrikciona povreda infraorbitalnog Zivca (Zivotinje kojima je zivac podvezan); sham op — lazna operacija
(zivotinje kod kojih je operativnom procedurom pristupljeno zivcu, ali on nije podvezan).

3.5.4. Praéenje ,,umivanja“ lica Zivotinja

Postoje dva tipa ponaSanja eksprimentalne Zivotinje koje podrazumeva dodirivanje predela lica
prednjim Sapama, $to se oznacava terminom timarenje — ,,umivanje* lica (eng. face grooming):
izolovano ,,umivanje* lica (eng. isolated face grooming), kome niti prethodi nisti sledi timarenje
tela 1 ,,umivanje” lica koje je deo generalnog timarenja tela (eng. face groomig during body
grooming) kada zivotinja nakon §to dodiruje lice, dodiruje i ostale delove tela. Stimulacija lica
razli¢itim noksama (npr. injekcija formalina) moze da uzrokuje znacajne promene (porast) u
izolovanom ,,umivanju‘ lica (Deseure 1 Hans, 2015). U eksperimentu modelovanja trigeminalne
neuropatije, pratili smo ,,umivanje* lica koji je deo generalnog timarenja i koji predstavlja pouzdan
parametar za potencijalne nespecificne efekte lekova kao Sto su sedacija i motorna inakapacitacija
(Deseure i Hans, 2015).

Snimanje Zivotinja u trajanju od 10 minuta vrseno je u prostoriji gde i ispitivanje bolnog ponasanja,
u istim, staklenim, kavezima sa poklopcem, i to dva dana pre operacije (bazi¢na, kontrolna
vrednost), 2, 4, 8, 1 15 dana posle operacije (5to bi otprilike bilo 18 h nakon 1, 3, 7 i 14 aplikacija
tretmana). Sa suprotne strane kaveza u odnosu na poziciju kamere, bilo je postavljeno ogledalo
kako bi se na snimcima Zivotinja videla sa svih strana (Slika 17). Vreme koje zivotinja provede u
face grooming-u (face grooming during body grooming) mereno je Stopericom i analizirano od
strane dva eksperimentatora koji su bili slepi za tretmane.
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Slika 17. Aparatura za pracenje ,,umivanja“ lica Zivotinja (stakleni kavez, ogledalo, kamera). Snimanje je
trajalo 10 minuta, a parametar koji je analiziran bilo je vreme provedeno u timarenju lica kao delu
generalnog timarenja tela.

3.6. Statisticka analiza podataka

Svi numericki rezultati eksperimenata prikazani na slikama dati su kao srednja vrednost +
standardna greska (eng. standard error of the mean, SEM). Pre primene analize varijanse, podaci
su testirani na homogenost i normalnu raspodelu.

Samo na rezultate drugog farmakokineti¢kog eksperimenta koji je imao za cilj da uporedi uticaj
formulacije na farmakokinetiku supstance DK-1-56-1 u plazmi i mozgu, primenjena je statisticka
analiza. Naime, medusobno poredenje po tri vrednosti koncentracija u odredenim vremenskim
taCkama kao i parametara izvrSena su jednofaktorskom analizom varijanse (jednofaktorska
ANOVA) sa formulacijom kao jedinim faktorom varijacije (suspenzija, rastvor i nanoemulzija).
Ostali farmakokineticki eksperimenti zbog velikog broja generisanih podataka za razlicite ligande,
i zbog nemoguénosti jasnog grupisanja liganada i medusobnog poredenja, tumaceni su bez
statisticke analize.

Rezultati iz svih SLA eksperimenata sa izuzetkom treceg i desetog eksperimenta, zatim iz rotarod
testa, testa gubitka refleksa uspravljanja, uzdignutog plus lavirinta i testa jacine stiska analizirani
su jednofaktorskom ANOVA-om sa tretmanom kao jedinim faktorom. Podaci iz desetog SLA
eksperimenta analizirani su Student t-testom gde je poredenje svake od 16 grupa vrSeno u odnosu
na neutralnu kontrolnu grupu (SOL).

Podaci iz treceg SLA eksperimenta i intravenskog PTZ testa analizirani su kori§¢enjem
dvofaktorske ANOVA, gde su faktori uticaja bili prvi: SOL ili diazepam u slucaju oba
eksperimenta i drugi: SOL, DK-I1-56-1 ili DK-1-58-1, u slucaju tre¢eg SLA testa, odnosno SOL,
DK-1-56-1 i DK-11-58-1 u slucaju intravenskog PTZ testa. U ovim slucajevima izabrana je
dvofaktorska ANOVA kako bi se ispratila znacajnost uticaja svakog od faktora posebno, kao 1
njihove interakcije.

Vrednosti parametara dobijenih u testu vodenog lavirinta tokom cetiri uzastopna plivanja
analizirane su dvofaktorskom ANOVA-om sa ponavljanim merenjima, gde su nivoi tretmana i
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pokusaji plivanja bili faktori. Razli¢iti pokuSaji plivanja (Cetiri nivoa), ujedno, predstavljaju i
faktor koji se ponavljao za jedinke (within—subjects factor).

U animalnom modelu trigeminalne neuropatije, podaci dobijeni u odgovoru na von Frey filamente
obradeni su kori$¢enjem jednofaktorske ANOVA-e za dati dan, sa tretmanom kao jednim faktorom
varijacije. lako se stimulacijom von Frey filamentima dobijaju odgovori koji predstavljaju
kategoricke, ordinalne varijable, analizirani su parametarskim testovima radi preglednijeg
grafickog prikaza dobijenih statistickih znacajnosti, a Sto je statisticki prihvatljivo na osnovu
podataka u literaturi (Deseure i sar., 2003).

Podaci dobijeni iz eksperimenta pracenja ,,umivanja“ lica zivotinja analizirani su neparametarskim
testovima, Kruskal Wallis-ovim i Friedman-ovim testom.

Ukoliko su uticaji faktora bili statisticki znacajni, post hoc poredenja vrsili smo Student—Newman—
Keuls (SNK) testom. StatistiCke analize su vrSene pomoc¢u komercijalnih softvera ANY-maze
Video Tracking Sistem (Stoelting Co., Vood Dale, IL, USA) i softvera Sigma Plot 12 (Systat
Software Inc., Richmond, CA, USA). U svim eksperimentima, razlike na nivou p<0,05 uzimane
su kao statisti¢ki znacajne, dok su razlike 0,1>p>0,05 smatrane trendom.
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4. REZULTATI
4.1. Rezultati in vitro eksperimenata

4.1.1. Odredivanje farmakokineti¢kih profila i parametara izabranih liganada u ciljnim
tkivima oglednih Zivotinja

Farmakokineti¢ki profili i parametri PZ-11-029, DK-1-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3, DK-1-86-1 i
DK-1-87-1 u plazmi i mozgu, nakon i.p. primene suspenzije navedenih liganada u dozi od 10
mg/kg, predstavljeni su na Slici 18. Krive odnosa koncentracija-vreme ukazuju da se svi testirani
ligandi relativno brzo apsorbuju i distribuiraju u mozak. Nedeuterisani PZ-11-029 ima nizu
vrednost mozak — plazma particionog koeficijenta (Kp=0,08 = 0,01) u poredenju sa vrednostima
za tri deuterisana analoga DK-1-56-1, RV-1-029 i DK-1-60-3 (Kp=0,13 = 0,01; 0,16 = 0,02 i 0,17
+ 0,02, redom). Dodatno, deuterisani analozi imaju duze poluvreme eliminacije i u plazmi i u
mozgu u poredenju sa PZ-11-029. Deuterisani N-hetero analog, DK-1-86-1, ima nize vrednosti
parametra AUCo.12 u poredenju sa deuterisanim analozima koji ne sadrze atom azota u D prstenu
(postize svega 45%, 36% 1 55% od vrednosti koje su dobijene za DK-1-56-1, RV-1-029 i DK-1-60-
3, redom). Orto-OCD3 supstituisani analog, DK-1-87-1, ima vrednost particionog koeficijenta od
Kp=0,15 £ 0,01 koja ukazuje da se ligand distribuira u mozak i da poseduje zadovoljavajuéi
farmakokineticki profil, tako da se u in vivo studijama moze koristiti kao kontrolna supstanca.
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a) —e— Plazma —e— Mozak b) —e— Plazma —e— Mozak
Crmax 5052, 92 + 771 32 (ng/mL) 351,91 £ 17 26 (ng/g) Crax 442560 + 315,81 (ng/mL) sse aa + 92 71 (nglg)
Tmax 1,0 00 (h) 2,3 7 (h) Trmax 1,67 £ 0,67 (h) 67 (h)
AUCo_12 28820, 71 + 6031 45 (ng'himL)  2177,98 z 330 51 (ng*hig) AUCo_1z 24219,24 + 6584,37 (ng*h/mL) 3350, 72 + 1119 29 (ng*hlg)
tiz +0,04 (h) 1,96 + 0,37 (h) tiz 3,54+0,71 (h) 2,28 +0,32 (h)
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Slika 18. Farmakokineti¢ki profili odabranih PQ liganada. Krive zavisnosti koncentracija (ng/mL, odnosno
ng/g na levoj osi i nmol/L, odnosno nmol/kg na desnoj osi) od vremena, za PZ-11-029 (a), DK-I-56-1 (b),
RV-1-029 (c), DK-1-60-3 (d), DK-1-86-1 (e) i DK-I-87-1 (f) nakon intraperitonealne primene doze od 10
mg/kg (n=3 po vremenskoj tacki). Za ligande DK-I-56-1 i DK-1-60-3 predstavljeni su i profili procenjenih
slobodnih koncentracija u mozgu u zavisnosti od vremena. Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi ili
mozgu; Tmax = vreme maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; ti» = poluvreme eliminacije; AUCo-1»
= povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (12 h).
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PoSto su za tri deuterisana analoga PZ-11-029 dobijene generalno slicne vrednosti
farmakokinetickih parametara, dalja ispitivanja smo nastavili sa dva od tri liganda, DK-1-56-1 i
DK-1-60-3. U tom smislu, za njih su odredene slobodne frakcije i izraCunate slobodne
koncentracije u plazmi i mozgu. Vrednosti slobodnih frakcija u plazmi bile su izrazito niske (0%
za DK-1-56-1, odnosno 0,84% za DK-1-60-3). S obzirom da su samo slobodni molekuli leka
dostupni za vezivanje za ciljne receptore i1 ostvarivanje farmakoloskih efekata od posebnog znacaja
su vrednosti slobodnih frakcija u mozgu koje iznose 19,45% za DK-I1-56-1, odnosno 10,51% za
DK-1-60-3 (izracunate vrednosti slobodnih koncentracija izrazene u nmol/kg prikazane su u Tabeli
5). Kada se na osnovu ovih vrednosti izracunaju slobodne koncentracije u datim vremenskim
tackama u mozgu dobija se farmakokineti¢ki profil slobodnih koncentracija u mozgu DK-1-56-1 i
DK-1-60-3 (predstavljeno na Slici 6b, odnosno 6d), na osnovu ¢ega su dalje izraCunati
farmakokineticki parametri (Tabela 6). Poredenjem vrednosti parametra AUCo.12 uocava se da je
oko dva puta veca vrednost za DK-I-56-1 u odnosu na DK-I-60-3 (651,72 + 217,70 ng*h/g,
odnosno 288,78 + 61,07 ng*h/g). Imajuci u vidu elektrofiziolosku aktivnost DK-1-56-1 koja iznosi
priblizno 200% kada se primeni 0,1 pM DK-I-56-1 uz prisustvo EC3.s GABA-e (Knutson i sar,
2018), slobodne koncentracije liganda reda velicine do 100 nM su dovoljne da se ostvari
modulacija a6p3y2 receptora in vivo. Stoga, DK-1-56-1 je odabran za istrazivanje kroz bateriju
bihejvioralnih testova, kao i primenu u modelu trigeminlnog neuropatskog bola.

Tabela 6. Vrednosti slobodnih koncentracija (nmol/kg) DK-1-56-1 i DK-I-60-3 u mozgu. Predstavljene su
srednje vrednosti tri odredivanja = SEM.

Slobodne koncentracije (nmol/kg) + SEM

Vremenska tacka DK-1-56-1 DK-1-60-3
5 min 26,26 + 7,87 39,50 +£2,94

20 min 51,84 £ 6,14 136,64 + 15,29

1h 219,93 + 75,99 170,89 + 5,05

3h 288,14 + 118,27 94,50 + 35,68
12 h 23,15+ 14,27 14,88 £ 4,06

Tabela 7. Vrednosti parametara slobodnih koncentracija DK-1-56-1 i DK-I-60-3 u mozgu. Predstavljene
su srednje vrednosti tri izra¢unavanja + standardna greska. Cmax = maksimalna koncentracija; Tmax = vreme
maksimalne koncentracije; AUC,-1> = povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do
poslednje vremenske tacke (12 h); AUC ¢, = povrSina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena
do beskonacnosti; ti» = poluvreme eliminacije; f = konstanta brzine eliminacije.

Parametar DK-1-56-1 DK-1-60-3
Cmax (N9/Q) 114,15+ 18,03 56,12+ 1,49
tmax (D) 2,33 £0,67 0,78 £0,22
AUCo.12(ng*h/mL) 651,72 +217,70 288,78 + 61,07
AUCo. (Ng*h/mL) 680,55 + 231,34 316,01 + 53,75
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ty2 (h) 2,28+ 0,32 3,52+0,71
B (1/h) 0,31 + 0,04 0,22 + 0,05

Drugi farmakokineticki eksperiment sproveden je da bi se ispitao uticaj formulacije na
farmakokineti¢ko ponaSanje DK-1-56-1, a sa krajnjim ciljem procenjivanja potencijalne prednosti
biokompatibilne nanoemulzije nad rastvorom koji sadrzi 20% organskog rastvaraca DMSO. S tim
u vezi odredeni su farmakokineticki profili i izraCunati parametri nakon i.p. aplikacije
nanoemulzije, odnosno rastvora datog liganda u dozi od 10 mg/kg (Slika 19). U statisti¢ku analizu
ukljuceni su i farmakokineticki podaci koji su dobijeni za DK-1-56-1 u prvom eskeprimentu
(formulacija suspenzija).

Uprkos ociglednim razlikama izmedu vrednosti koncentracija u razli¢itim vremenskim tackama
za razli¢ite formulacije za supstancu DK-1-56-1 (Tabele 7 i 8), statisticki znacajne razlike dobijene
su samo u vremenskim tackama od 3 h za plazmu [F(2,6)=7,318; p=0,025] i 5 min za mozak
[F(2,5)=6,662; p=0,039]. Post hoc analiza je pokazala da je koncentracija u plazmi nakon primene
rastvora u tre¢em satu bila viSa nego nakon primene suspenzije, dok u odnosu na koncentraciju
nakon primene nanoemulzije nije bilo razlike. Istom post hoc analizom pokazano je da je u mozgu,
5 minuta nakon primene suspenzije, koncentracija bila statisticki znacajno veéa od dobijenih
vrednosti nakon primene supstance u obliku rastvora, odnosno nanoemulzije.

a) —e— Plazma —e— Mozak b) —e— Plazma —e— Mozak
Cmax 4425,60 + 315,81 (ng/mL) 586 88 - 92 71 (ng/g) Cmax 7281,76 + 274,29 (ng/mL) 617,70 + 38 88 (ng/g)
Tma: 1,67 + 0,67 (h) 67 (h) Tema 3,00 £ 0,00 (h) 3.00 0 (h)
AUCo 12 24219,24 + 6584 37 (ng*h/mL) 3350, 72 - 4 1119 29 (ng*h/g) AUCu 12 60593,43 + 2014,16 (ng*h/mL) 4876, 60 + 388 18 (ng hig)
tiz 3,54+0,71 (h) 2,28 +0,32 (h) tie 6,40 + 1,74 (h) 1,83
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C) —e— Plazma —e— Mozak
Crmax 5140,78 + 757,67 (ng/mL) 593,51 + 70,92 (ng/g)
Tmax 2,33 + 0,67 (h) 3,00 + 0,00 (h)

AUCo 2 4067620 £ 7745.18 (nghml ) 4021,96 + 353,91 (ng"h/g)
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Slika 19. Farmakokineticki profili DK-1-56-1 u tri razli¢ite formulacije. Krive zavisnosti koncentracija
(ng/mL, odnosno ng/g na levoj osi i nmol/L, odnosno nmol/kg na desnoj osi) od vremena, nakon
intraperitonealne primene doze od 10 mg/kg DK-I-56-1 formulisanog u obiku suspenzije (a), rastvora (b) i
nanoemulzije (c) (n=3 po vremenskoj tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi ili mozgu; Tmax =
vreme postizanja maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; ti» = poluvreme eliminacije; AUCq-12 =
povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (12 h).

Tabela 8. Koncentracije supstance DK-1-56-1 (nmol/L) u plazmi predstavljene kao srednja vrednost + SEM
u razli¢itim vremenskim tackama (5 min, 20 min, 1 h, 3 h, 12 h) za razli¢ite formulacije (suspenzija,
rastvor, nanoemulzija). #, izmedu obeleZenih vrednosti postoji statisticki znacajna razlika.

Vremenska Suspenzija Rastvor Nanoemulzija S;;;?;g?
tacka (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) 4
razlika

5 min 3007,07 259,34 2157,97 + 823,31 3767,49 + 419,84 Ne
20 min 7047,04 £ 234,71 12096,30 + 445,07  7220,38 + 2614,26 Ne

1h 10458,35 +£3729,49  16786,28 +4041,74 13037,88 = 1728,64 Ne

3h 8930,02 + 3514,06*  22450,31 + 845,65  15330,76 + 2385,12 Da

12 h 1778,18 £ 913,09 7808,41 + 184756  4533,93 + 2504,85 Ne

Tabela 9. Koncentracije supstance DK-I-56-1 (hmol/L) u mozgu predstavljene kao srednja vrednost + SEM
u razli¢itim vremenskim tackama (5 min, 20 min, 1 h, 3 h, 12 h) za razli¢ite formulacije (suspenzija,
rastvor, nanoemulzija). #, ¥, izmedu obeleZenih vrednosti postoji statisticki zna¢ajna razlika.

Vremenska Suspenzija Rastvor Nanoemulzija Stati§ tiéki
tacka (nmol/kg) (nmol/kg) (nmol/kg) Zfaaz"l?f:;a
5 min 135,03 + 40,44* 14,51 + 3,74* 19,34 + 2,14* Da
20 min 266,52 + 31,57 1196,62 + 225,60 650,06 + 312,80 Ne
1h 1130,74 + 390,68 812,12+274,24 607,69 £109,10 Ne
3h 1481,45+ 608,10  1904,43+119,87  1829,84 + 218,65 Ne
12 h 119,04 + 73,36 588,83 + 202,37 283,71 + 245,27 Ne

Uporedni pregled farmakokineti¢kih parametara za supstancu DK-1-56-1 u plazmi i mozgu dat je
u Tabelama 9 i 10. Statisticka analiza je pokazala znac¢ajnu razliku u parametrima Cmax i AUCo.12
u plazmi [F(2,6)=8,847; p=0,016 i F(2,6)=9,267; p=0,015, redom]. Cmax je bila visa kod Zivotinja
koje su supstancu primile u obliku rastvora u poredenju sa ostale dve formulacije. AUC o.12 je bila
viSa nakon primene rastvora U poredenju sa suspenzijom (p=0,021), dok u odnosu na nanoemulziju
nije bilo statisticki znacajne razlike. Ni za jedan farmakokineticki parametar u mozgu nije
pokazana statisticki znacajna razlika, ako se posmatra formulacija kao faktor varijacije.

Tabela 10. Izracunati farmakokineticki parametri supstance DK-1-56-1 u plazmi predstavljeni kao srednja
vrednost + SEM za razli¢ite formulacije (suspenzija, rastvor, nanoemulzija). #, izmedu obelezenih vrednosti
postoji statisticki znacajna razlika. Cmax = maksimalna koncentracija; Tmax = vreme maksimalne
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koncentracije; AUCo-1> = povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje
vremenske tacke (12 h); AUC ¢.. = povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do
beskonacnosti; ti2 = poluvreme eliminacije; B = konstanta brzine eliminacije.

Statisticki
Parametar Suspenzija Rastvor Nanoemulzija znacajna
razlika
Cmax (ng/mL) 4425,60 + 315,817 7218,76 + 274,29" 5140,78 + 757,67% Da
Tmax (h) 1,67 + 0,67 3,00 £ 0,00 2,33+0,67 Ne

AUCqo.12 (ng*h/mL)  24219,24 + 6584,37"  60593,43 + 2014,16*  40676,20 + 7745,18 Da
AUCo.. (ng*h/mL)  27732,64 +8072,47  86905,21 + 14791,05 55604,16 + 19105,72 Ne
ti2 (h) 3,54+0,71 6,40 + 1,74 521+1,65 Ne
B (1/h) 0,21+0,04 0,12+ 0,03 0,16 + 0,04 Ne

Tabela 11. Izracunati farmakokineticki parametri supstance DK-1-56-1 u mozgu predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna greska za razli¢ite formulacije (suspenzija, rastvor, nanoemulzija). Cmax =
maksimalna koncentracija; Tmax = vreme maksimalne koncentracije; AUCo-12 = povrSina ispod krive
koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (12 h); AUC ¢.» = povrSina ispod
krive koncentracija—vreme od nultog vremena do beskonacnosti; ti» = poluvreme eliminacije; B = konstanta
brzine eliminacije.

Statisticki
Parametar Suspenzija Rastvor Nanoemulzija znacajna
razlika

Cmax (NQ/Q) 586,88 + 92,71 617,70 + 38,88 593,51 + 70,92 Ne
tmax () 2,33 + 0,67 3,00 + 0,00 3,00 = 0,00 Ne
AUCo.12(ng*h/mL) 3350,72 +£1119,29 4786,60 + 388.18 4021,96 + 353,91 Ne
AUCo.. (ng*h/mL) 3498,96 + 1189,40 6751,40 + 1456,43 5131,55+19105,72 Ne
tu (h) 2,28 +0,32 5,87 + 1,83 4,07 + 2,48 Ne
B (1/h) 0,31 0,04 0,14 £ 0,04 0,32 + 0,04 Ne

Potencijal ciljane isporuke supstance DK-1-56-1 iz razli¢itih formulacija je, takode, procenjen
izraCunavanjem parametara mozak—plazma particioni Kkoeficijent. Kada se jednofaktorskom
ANOVA-om uporede izracunate vrednosti particionih koeficijenata za tri formulacije (suspenziju,
rastvor i nanoemulziju) DK-1-56-1 (Kp=0,13 + 0,01; 0,08 + 0,01 i 0,02 + 0,01, redom) statisticki
znacajna razlika se ne dostize, ali je na nivou trenda [F(2,6)=4,457; p=0,065]. Ovo znaci da rastvor
nema prednost nad nanoemulzijom i susupenzijom u ciljanoj isporuci aktivne supstance u mozak.
Nesto bolju isporuku obezbeduje suspenzija kao formulacija u poredenju sa rastvorom i
nanoemulzijom, ali bez statisticke znacajnosti.

Ukupne masene koncentracije u plazmi i mozdanom tkivu u zavisnosti od vremena, kao i
farmakokineticki parametri za supstance PZ-11-029 i DK-1-56-1 izracunati nakon p.0. i i.v. primene
doze od 2 mg/kg, prikazani su na Slici 20. Vrednosti apsolutne oralne bioraspolozivosti PZ-11-029
i DK-1-56-1 iz nanoemulzionih formulacija, izra¢unatih na osnovu vrednosti AUCo-24 U plazmi
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dobijenih nakon dva puta primene, iznosile su 66,9%, odnosno 100,0%. Ovi podaci ukazuju da je
uvodenje  deuterijuma u osnovnu strukturu PZ-11-029 rezultovalo optimizacijom
farmakokinetickog ponaSanja nakon peroralne primene, $to je dodatno podrzano odgovarajuc¢im
vrednostima bioraspolozivosti U mozgu za PZ-11-029 i DK-I-56-1 (82,6% naspram 89,5%).

a —-4— PO PLAZMA

N

Cmax 172,63 + 20,64 (ng/mL)
10000 4 tmax 2,00 + 0,00 (h)
o) ] AUCO_24 1265,04 + 254,32 (ng*h/mL)
- \E’ t1/2 9,00 + 2,24 (h)
2 = 1000 5 —a— IVPLAZMA
= : Cmax 596,51 + 58,22 (ng/mL)
T O s : .
= N ] Fplazma = 66,9 (%) tmax 0,00 + 0,00 (h)
N g 1004 AUCO_24 1890,75 + 239,72 (ng*h/mL)
E L = t1/2 5,29 £ 1,14 (h)
S R S
8 7E' 10 - —-4— PO MOZAK
© £ 14 — o Cmax 67,32 + 11,78 (ng/q)
ED 1 62,808 tmax 1,50 £ 0,50 (h)
9= ] AUCo_24 708,21 + 31,90 (ng*h/g)
g = 1] t172 12,71+ 0,37 (h)
N 3
X « : —a— IVMOZAK
Q - Cmax 84,45 + 15,29 (ng/g)
! — T T tmax 0,86 + 0,58 (h)
530120 480 1440 AUCO0_24 857,80 + 72,88 (ng*h/g)
) t1/2 10,93 + 1,08 (h
Vreme (min) M
b) —-4— PO PLAZMA
Cmax 222,32 + 10,90 (ng/mL)
10000 + tmax 5,50 + 2,50 (h)
P AUCO0_24 3002,59 + 52,59 (ng*h/mL)
5 g; t1/2 1,40 £ 0,10 (h)
w £ 1000 - Fplazma = 100,0 (%) —=— IVPLAZMA
£ Cmax 728,49 + 42,03 (ng/mL)
o 3y tmax 0,00 + 0,00 (h)
¥ O 1004 AUCO_24 3000,74 + 128,49 (ng*h/mL)
o € t12 1,95 + 0,04 (h)
o
=5 —-4— PO MOZAK
© £ 10 + Cmax 67,28 + 30,91 (ng/g)
= = tmax 3,50 + 2,29 (h)
3 AUCO0_24 513,12 + 79,15 (ng*h/g)
O - 14 t1/2 4,20 + 0,48 (h)
s E
v N —=— IV MOZAK
o Cmax 71,93 + 4,83 (ng/g)
0.1 L— ; : tmax 1,36 + 0,64 (h)
530120 480 1440 AUCo_24 573,46 + 46,30 (ng*h/g)
t1/2 4,34 +0,34 (h)

Vreme (min)

Slika 20. Farmakokineticki profili u plazmi i mozgu nakon oralne gavaze (PO) ili intravenske (IV) primene
PZ-11-029 i DK-1-56-1. Profili apsolutne bioraspolozivosti plazme i mozga PZ-11-029 (a) i DK-1-56-1 (b)
predstavljeni su na odgovaraju¢im graficima kao Fpiazma | Fmozak €ije su vrednosti izracunate kao odnos
odgovarajucih vrednosti AUCo.24 dobijenih nakon IV i PO primene doze od 2 mg/kg (n=3 po vremenskoj
tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u mozgu ili plazmi; tmax = vreme postizanja maksimalne
koncentracije u mozgu ili plazmi; ty» = poluvreme eliminacije; AUCo.24 = povrSina ispod krive
koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (24 h).

Farmakokineti¢ki profili i parametri LAU463 i njegovih analoga, DK-1-58-1, DK-1-58-1 kao i
prodrug oblika DK-1V-15-1 u krvi i mozgu adultnih pacova odredeni su u ¢etvrtom eksperimentu
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i predstavljeni na Slici 21. Sa panela slike odmah se uoc¢ava oblik krivih zavisnosti koncentracija
od vremena u mozgu. Dobijene vrednosti koncentracija u mozgu su izuzetno niske, tako da se
prakti¢no gubi uobicajeni oblik krive sa koje se moze uociti postepen porast koncentracije, a zatim
i pad koji odslikavaju apsorpciju, a zatim distribuciju i eliminaciju leka. Doza od 2 mg/kg u kojoj
su primenjeni ligandi p.o. putem ocigledno nije bila dovoljna da se dostigne odgovarajuca
dispozicija supstanci u mozgu, ¢ak ni u slu¢aju prodrug oblika leka gde se o¢ekuje da se in vivo
tranformacijom u aktivan oblik obezbede viSe koncentracije na mestu dejstva. Odredene
koncentracije u mozgu su istog reda veli¢ine i medusobno veoma slicne tako da poluvreme
eliminacije nije moglo da se izracuna, osim u sluc¢aju DK-11-58-1 gde se belezi izvestan pad
koncentracije nakon dostizanja maksimalne, pa je dati parametar izratunat. Zbog navedenih
¢injenica, vrednosti koncentracija u mozgu se ne mogu smatrati relevantnim i potrebno je da se
eskperiment po ovakvom protokolu izvede uz primenu veéih doza odabranih PQ liganda.

Sa druge strane, vrednosti koncentracija u plazmi su merljive i ve¢e tako da se moze praviti
medusobno poredenje. Kao i u ostalim farmakokinetickim eksperimentima, i ovde je pokazano da
deuteracija polaznog jedinjenja znacajno doprinosi unapredenom kinetickom ponasanju dobijenih
analoga. Vrednosti nivoa liganada u plazmi tj. AUCo.24 veée su za oba analoga kao i za prodrug
oblik, u odnosu na polazno jedinjenje LAU463 (AUCo-24 vrednost za DK-I-58-1 i DK-11-58-1 su
priblizno tri, odnosno pet puta vec¢i u odnosu na vrednost istog parametra polaznog jednijenja, dok
se u slucaju primene DK-IV-15-1 dobija blizu dva puta veca vrednost AUCo-24 u poredenju sa
vredno§c¢u nakon primene LAU463). Cmax vrednosti ukazuju na isti trend. Znatno su vece vrednosti
ovog parametra za oba analoga (DK-I1-58-1 i DK-II-58-1) i prodrug oblik (DK-1V-15-1) u
poredenju sa polaznim jedinjenjem (LAU463) (443,26 + 104,00; 939,46 + 118,52; 562,82 + 73,07
1 166,72 £ 19,93, redom). Na osnovu rezultata, moze se re¢i da je dodatnom unapredenju
kineti¢kog ponasSanja, osim deuteracije, doprinelo i nitrogenovanje D prstena, tako da od cetiri
testirana liganda, DK-11-58-1 ima najbolje farmakokineticke osobine.

Kao alternativna metoda za povecanje bioloske raspoloZzivosti i rastvorljivosti je sinteza prodrug
forme leka koji se u organizmu transfomiSe u aktivan oblik. Na Slici 22 prikazane su krive
zavisnosti koncentracija od vremena za LAU463 (u aktivnom obliku) i LAU463 nakon primene
prodrug forme (DK-1V-15-1) u plazmi. O¢igledno je da se viSe koncentracije dobijaju primenom
prodrug oblika leka, a u prilog tome govore i vrednosti parametara AUCo-24 I Cmax koje su vece u
slu¢aju primene neaktivnog (prodrug) oblika leka. Kao $to je prethodno pomenuto, potrebna su
dodatna istrazivanja sa ve¢im dozama kako bi se potvrdila ili opovrgla prednost primene prodrug
oblika leka u kontekstu ostvarivanja visih koncentracija u mozgu.
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a) —e— Plazma —e— Mozak b) —e— Plazma —e— Mozak
Crnax 166,72 + 19,93 (ng/mL) 19,81 + 0,86 (ng/g) Crmax 443,26 + 104,00 (ng/mL) 32 ao * 3 83 (ng/g)
Tk 4,67 + 1,67 (h) 2,29 + 2,54 (h) Tmax 3,00 £ 0,00 (h) 54 (h)
AUCo2¢  1988,25 + 313,15 (ng*h/mL) 390,54 + 7,19 (ng*h/g) AUCo2: 541972 + 1258,55 (ng*h/mL) 634, 69 + 61 36 (ng*hig)
tiz 4,38 0,19 (h) / ti2 3,36 + 0,23 (h)
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AUCn 2 11102,36 £ 1796,94 (ng*h/imL) 184,60 + 28,67 (ng*h/g) AUCo_2s  3614,09 + 298,53 (ng*h/mL) 494, 60 + 22 51 (ng hig)
1,85+0,18 (h) 8,09+ 0,77 (h) tiz 4,57 £0,32 (h)

° °

o L = =
5 N < 5 1000 ]

52 3 S 3
D 1000 =0 32 2 X
< £ E =3 el E 1000 = ©
) i 1000 2 & b 33
0 3 3 1] 3 3 [z}
') ] = o ]
=N O 2N 4o -
« S 100+ =9 < o ==
= ] 100 =g Lot E 100 T
e 3g 82 e 3 2 L
8 E 104 N R £ E ~. N >
) Q = c o 10+ Q=

cc 10 c & o c =
o= -8 o= —
0= 3P € = 5
SE 14 34 SE Fo 39

§ 5 o c X N S

- 1 ; —_ =

o ) Qo 1 =t T T T ,3-

153060 180 480 1440 ~ 153060 180 480 1440 =~

Vreme (min) Vreme (min)

Slika 21. Farmakokineticki profili LAU463 i njegovih analoga odredeni kroz eksperiment kasetnog
doziranja. Krive zavisnosti koncentracija (ng/mL, odnosno ng/g na levoj osi i nmol/L, odnosno nmol/kg na
desnoj osi) od vremena, nakon peroralne primene doze od 2 mg/kg LAU463 (a), DK-1-58-1 (b), DK-11-58-
1 (c) i LAU463 nakon primene prodrug forme (DK-I1V-15-1) (d) formulisanih u obliku kasetne suspenzije
u 0,25% rastvoru metilceluloze (n=3 po vremenskoj tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi ili
mozgu; Tmax = Vreme postizanja maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; t1» = poluvreme eliminacije;
AUC,-1» = povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (24

h).
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—e— |AU463 —=— L AU463 (nakon primene DK-IV-15-1)
Crmax 166,73 + 19,93 (ng/mL) 562,82 + 73,07 (ng/mL)
Tmax 4,67 £1,67 (h) 2,08 £ 0,92 (h)
AUCo 24 1988,25 + 313,15 (ng*h/mL)  3614,09 + 298,53 (ng*h/mL)
tiz 4,38 +0,19 (h) 4,57 + 0,32 (h)
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Slika 22. Farmakokineticki profili LAU463 i njegove prodrug forme, DK-IV-15-1 odredivanog kao
LAUA463 u plazmi. Krive zavisnosti koncentracija (ng/mL na levoj osi i nmol/L na desnoj osi) od vremena
u plazmi, nakon peroralne primene doze od 2 mg/kg LAU463 (u aktivhom obliku) i LAU463 u neaktivhom,
prodrug obliku (DK-IV-15-1). Ligandi su bili formulisani i primenjeni u obliku kasetne suspenzije u 0,25%
rastvoru metilceluloze (n=3 po vremenskoj tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi ili mozgu;
Tmax = Vreme postizanja maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; ti» = poluvreme eliminacije;

AUC,-1» = povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (24
h).

Farmakokineti¢ki profili -OCHs, -OCDs, N-hetero i -OCF3 supstituisanih liganada u plazmi,
mozgu, jetri 1 bubrezima miSeva nakon i.p. primene, sa izracunatim farmakokineti¢kim
parametrima, u eksperimentima kasetnog doziranja, prikazani su na Slikama 25, 26, 27, 28 i 29.
Farmakokineti¢ka studija je sprovedena da bi se uporedili in vivo procesi kojima podleze 14
pirazolohinolinona sli¢nih struktura koji su medusobni analozi u kontekstu deuteracije,
nitrogenovanja D prstena i fluorovanja, i procenio njihov potencijal da postanu ,, lead " jedinjenja
za pretklinicke studije.

Sistemska izlozenost ispitivanim ligandima, procenjena na osnovu vrednosti AUCo-36 | Cmax U
plazmi, bila je generalno visoka. Vrednosti AUCo-36 u plazmi bile su u opsegu od 1500 do 3900
ng*h/mL, osim za tri fluorovana derivata (MM-I-10, DK-IV-22-1, DK-1V-19-1) koji su imali
izrazito vise vrednosti AUCo-36 (AUC0-36=19935,27 + 1847,19; 10816,44 + 146,06; 6609,31 +
447,63 ng*h/mL, redom). Cmax vrednosti u plazmi su uglavnom bile u opsegu od 1000 do 4000
ng/mL, dok je Sest liganada imalo vrednosti ispod 1000 ng/mL (LAU463, DK-1-58-1, DK-IV-20-
1, DK-I -86-1, DK-IV-22-1 i MM-I1-10).

Ono $to je od klju¢ne vaznosti za ovakvu in vivo studiju, svih 14 liganda uspelo je da permeira
krvno-mozdanu barijeru. Opseg vrednosti AUCo-36 u mozgu bio je izmedu 1000 i 3500 ng*h/g,
osim za dva fluorovana derivata (DK-I1V-22-1 i MM-I-10) sa najviSim vrednostima AUCo.3s U
mozgu (AUCo-36=8147,74 = 1044,88, odnosno 6374,56 + 619,90). Izracunate vrednosti Kp (Tabela
11) bile su najvece za DK-1-56-1, DK-I-58-1, DK-1V-20-1, DK-11-58-1 i DK-1-86-1 (Kp=1,12 +
0,52; 1,10+ 0,43; 0,99 +0,17; 0,94 + 0,351 0,92 + 0,37, redom), a najnize za MM-1-10, LAU 463
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i DK-IV-19-1 (Kp=0,34 + 0,03; 0,25 + 0,04; 0,22 + 0,04, redom). Ovo0 bi znacilo da ligandi ¢ije
su vrednosti particionog koeficijenta za mozak bliske ili ve¢e od jedinice veoma dobro prolaze
krvno-mozdanu barijeru i dospevaju u mozak. Udeo od ukupne vrednosti AUCo-36 (dobijene
sabiranjem vrednosti AUCo-3s U svim kompartmanima gde su merene koncentracije) koji je stigao
do mozga (o) (Tabela 11) bio je iznad 5% za DK-I-56-1, DK-I-60-3, DK-I-58-1, DK-11-58-1, RV-
I -029 i DK-1-59-1 (0=6,16 + 2,15, 6,13 +2,47; 6,08 + 2,56; 5,65 + 1,89; 5,05 = 2,49; 5,03 £ 2,45,
redom), a nizi od 2% za DK-1-87-1, MM-I-10, DK-IV-19-1 i LAU 463 (0=1,79 + 0,84; 1,72 +
0,12; 1,54 £ 0,17; 1,39 £ 0,37, redom).

Ukupna izlozenost organa za izlucivanje (Tabela 11) bila je najmanja za DK-1-60-3, DK-1-59-1,
PZ-11-029 i DK-1-56-1 (25914,07 + 7129,91; 26429,53 + 6952,27; 27756,00 + 6743,94 1 28808,57
+ 1777,79 ng*h/mL, redom), dok je najve¢a za DK-IV-22-1 i MM-I-10 (281097,78 + 6138,40,
odnosno 364350,03 + 8110,96 ng*h/mL).

Dok su vrednosti parametra o za DK-1-58-1 i DK-I1-58-1 relativno visoke, uvodenje fluora u
odgovarajuce molekule imalo je za posledicu petostruko povecanje izloZenosti organa za
izluéivanje (Slika 23), uz odgovarajuce znacajno smanjenje alfa vrednosti za DK-1V-22-1 i MM-
[-10. Dodatno, znacajno povecanje poluvremena eliminacije U svim kompartamnima (plazma,
mozak, jetra, bubreg) vidi se kod liganda koji u strukturi sadrzi Sest atoma fluora (Slika 24).
Uporednim posmatranjem rezultata za PZ-11-029 i njegove analoge (DK-I1-56-1, RV-1-029 i DK-
[-60-3) s jedne strane, i LAU 463 i njegove analoge (DK- 1-58-1 i DK-I11-58-1) sa druge strane,
moze se zakljuciti da su uvodenjem deuterijuma u parent ligand znacajno povecane vrednosti
parametara Kp, alfa i Cmax u svim sluc¢ajevima, dok je ekspozicija organa za izluCivanje ostala
priblizno isti u poredenju sa osnovnim strukturama (PZ-11-029 i LAU 463).

Tabela 12. Vrednosti za tri parametra koji nisu predstavljeni u okviru grafickih prikaza farmakokinetickih
profila, za 14 PQ liganda testiranih kroz eksperimente kasetnog doziranja. Kp = particioni koeficijent za
mozak (Kp = AUCo.tmozakl AUCo.tpiazma); 0 = Udeo supstance kojoj je izlozeno mozdano tkivo u odnosu na
ukupnu izloZenost u sva etiri kompartmana gde su konecentracije merene (o = AUCo.t, mozak/ (AUCo-t, plazma
+ AUCo-t, mozak + AUCo.t, jetra + AUCo-t, bubreg)); UKUpPNA izloZenost ekskretornih organa (AUCo.t, jetra + AUCo4,
bubreg). U Navedenim formulama t predstavlja poslednju vremensku tacku u kojoj su odredene koncentracije
(36 h).

Ukupna izloZenost

Ligand Kp a (%) ekskretornih organa
(ng*h/mL)

PZ-11-029 0,52 £0,27 4,32 +2,01 27756,00 + 6743, 94
DK-1-56-1 1,L12+0,52 6,16 +2,15  28808,57 + 1777,79
RV-1-029 0,68+0,37 505+2,49  35513,95+5375,48
DK-1-60-3 0,63+0,18  6,13+£2,47  25914,07 £ 712991
DK-1-86-1 0,92+0,37 4,76+2,37 39749,85 +20953,86
LAU463 0,25 £ 0,04 1,39+ 0,37 95389,81 + 9549,83
DK-1-58-1 1,10+ 0,43 6,08 2,56 50641,73 +18619,17
DK-11-58-1 0,94 + 0,35 5,65+1,89  46950,00 £ 15433,55
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DK-1-87-1 0,51+0,12 1,79 + 0,84 48794,18 +4412,70
DK-1-59-1 0,52 +0,20 5,03 +245 26429,53 + 6952,27
DK-IV-20-1 0,99 +0,17 3,34+ 0,39 92461,79 +£2792,15
DK-IV-19-1 0,22 + 0,04 1,54+0,17 81020,74 £ 3699,76
DK-IV-22-1 0,75+ 0,09 2,72+0,36 281097,75 + 6138,40
MM-1-10 0,34+ 0,03 1,72 +0,12  364350,03 +8110,96

® Plazma ™ Mozak & Jetra Bubreg o3

LAU 463 DK-1-58-1 DK-1I-58-1 DK-1V-22-1 DK-I-59-1 DK-I-87-1 PZ-11-029 DK-I-56-1 RV-1-029 DK-I-60-3 DK-I-86-1 DK-IV-20-1DK-IV-19-1 MM-I-10

Slika 23. Vrednosti parametra povrSina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do
beskona¢nosti (AUCo-) koji odslikava nivoe liganada u kompartmanima (plazma, mozak, jetra i bubreg) u
kojima su odredivane koncentracije. Fluorirani analozi (MM-I-10, DK-IV-22-1, DK-IV-20-1 i DK-1V-19-
1) pokazuju znatno povecanje nivoa u jetri i bubrezima.

B Plazma ™ Mozak ® Jetra = Bubreg
in
-
O
wn
4
s
g 3%
& - | R
i e < - g 3 3
@ - 0o — d s 3
R - O Fem ~N Qoo g ~T3® e o 32 S O 0y o~
N oy ~N©33 Ros V& ISP anl o < O 5 QON N a2 “ Al Nen QK @
SYd | 96w mv.‘m I’T ne23 mJ“w i B mﬂﬁz avl< 5’23 S Sa9a  RRER
= 5 | =
I il 1 [ nl 1 i ]| il ull (1 1] [ ll
LAU 463 DK-I-58-1 DK-1I-58-1 DK-IV-22-1 DK-I-59-1 DK-I-87-1 PZ-11-029 DK-1-56-1 RV-1-029 DK-1-60-3 DK-I1-86-1 DK-IV-20-1DK-IV-19-1 MM-I-10

Slika 24. Vrednosti parametra poluvreme eliminacije 14 PQ liganada. Fluorirani analog (MM-I-10)
pokazuje izrazeno povecanje vrednosti analiziranog parametra u svim kompartmanima (plazma, mozak,
jetra i bubreg) u kojima su odredivane koncentracije.
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a) —e— PLAZMA —e— MOZAK b) —e— PLAZMA —e— MOZAK
Crmax 3225,09 + 1853,11 (ng/mL) 264,26 + 178,85 (ng/g) Crrax 1087,46 + 611,71 (ng/mL) 568,45 + 2255,02 (ng/g)
Trmax 0,25 + 0,08 (h) 0,56 + 0,22 (h) Trmax 0,47 0,27 (h) 1,47 £1,27 (h)
AUCoss 2533,90 + 337,20 (ng*h/mL)  1236,87 + 629,81 (ng*h/g) AUCos 2513,53 + 1078,86 (ng*h/mL)  1981,26 + 578,18 (ng*h/g)
ti 3,36 % 1,56 (h) 11,44 + 1,04 (h) tiz 5,99 + 0,49 (h) 9,51 + 0,83 (h)
—e— JETRA —e— BUBREG —e— JETRA —e— BUBREG
Crmax 5378,78 + 42,82 (ng/g) 4093,54 + 194,49 (ng/g) Crnax 4386,29 + 432,47 (ng/g) 5367,52 + 775,61 (ng/g)
Trmax 0,25 + 0,08 (h) 0,33 + 0,00 (h) Trmax 0,47 +0,27 (h) 0,25 + 0,08 (h)
AUCoss 18385,41+6677,91 (ng*h/lg)  9370,59 + 851,71 (ng*h/g) AUCo3s 14658,91 + 1028,52 (ng*h/g)  14069,50 + 899.80 (ng*h/g)
tir2 1,31+0,32 (h) 4,91 +2,96 (h) . te 4,55 + 1,44 (h) 3,57 £1,24 (h)
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Cmax 3946,22 + 2359,45 (ng/mL) 466,50 + 318,30 (ng/g) Cimax 1471,75 + 84,91 (ng/mL) 223,56 + 12,50 (ng/g)
Trmax 0,25+ 0,08 (h) 0,47 +0,27 (h) Tmax 0,33 + 0,00 (h) 0,33 £ 0,00 (h)
AUCos  3175,07 453,44 (ng*h/mL) ~ 2032,31 + 1096,40 (ng*h/g) AUCo3s 2524,09 + 126,44 (ng*h/mL)  1595,05 + 496,45 (ng*h/g)
ti 3,99 2,11 (h) 7,64 +2,29 (h) ti2 2,72+0,14 (h) 10,52 + 8,92 (h)
—e— JETRA —e— BUBREG —e— JETRA —e— BUBREG
Cmax 6322,60 + 25,82 (ng/g) 4254,64 + 232,36 (ng/g) Crmax 4991,90 + 64,33 (ng/g) 4179,78 + 323,54 (ng/g)
Tmax 0,25 0,08 (h) 0,33 + 0,00 (h) tmax 0,25 + 0,08 (h) 0,33 +0,00 (h)
AUCoss 24292,69 + 5791,01 (ng*h/g)  11221,26 + 796,63 (ng*h/g) AUCo_36 17443,46 + 7352,07 (ng*h/g) ~ 8480,61 + 358,44 (ng*hig)
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Slika 25. Farmakokineticki profili (plazma, mozak, jetra i bubrezi) PZ-11-029 i njegovih deuterisanih
analoga DK-I-56-1, RV-1-029 i DK-I-60- 3.

Krive zavisnosti koncentracija (ng/mL, odnosno ng/g) u plazmi (crvena), mozgu (plava), jetri (zelena) i
bubregu (braon) od vremena nakon intraperitonealne primene doze od 3 mg/kg PZ-11-029 (a), DK-I-56-1
(b), RV-1-029 (c) i DK-1-60-3 (d) (n=3 po vremenskoj tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi
ili mozgu; Tmax = vreme postizanja maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; ti» = poluvreme
eliminacije; AUCy3 = povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje
vremenske tacke (36 h).
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Rezultati

a) —e— PLAZMA —e— MOZAK b) —eo— PLAZMA —e— MOZAK
Crmax 3225,09 + 1853,11 (ng/mL) 264,26 + 178,85 (ng/g) Cinax 1087,46 611,71 (ng/mL) 568,45 + 2255,02 (ng/g)
Trmax 0,25 + 0,08 (h) 0,56 + 0,22 (h) Trmax 0,47 £ 0,27 (h) 1,47 1,27 (h)
AUCo_ss 2533,90 + 337,20 (ng*h/mL) 1236,87 + 629,81 (ng*h/g) AUCoss 251353 + 1078,86 (ng*h/mL)  1981,26 + 578,18 (ng*h/g)
tiz 3,36+ 1,56 (h) 11,44 + 1,04 (h) tiz 5,99 + 0,49 (h) 9,51 + 0,83 (h)
—e— JETRA —e— BUBREG —e— JETRA e BUBREG
Crmax 5378,78 + 42,82 (ng/g) 4093,54 + 194,49 (ng/g) Cax 4386,29 + 432,47 (ng/g) 5367,52 + 775,61 (ng/g)
Tmax 0,25+ 0,08 (h) 0,33 0,00 (h) Trmax 0,47 0,27 (h) 0,25 + 0,08 (h)
AUCo_ss 18385,41+6677,91 (ng*h/g)  9370,59 + 851,71 (ng*hig) AUCo_ss 14658,91 + 1028,52 (ng*h/g)  14069,50 + 899.80 (ng*h/g)
ti 1,31£0,32 (h) 4,91 +2,96 (h) . te 4,55 + 1,44 (h) 3,57 £1,24 (h)
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—e— JETRA e BUBREG —e— JETRA —e— BUBREG
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Trmax 1,56 + 1,22 (h) 0,33 0,00 (h) Trmax 0,56 + 0,22 (h) 1,00 £ 0,00 (h)
AUCoss  28178,79 + 16838,98 (ng*h/g) 11571,06 + 4114,96 (ng*h/g) AUCo_ss 49467,96 + 601,64 (ng*h/g)  42993,83 + 2199,38 (ng*h/g)
tiz 0,67 2,81 (h) 5,57 +1,92 (h) 2 tiz 4,69 +0,29 (h) 5,52 + 0,46 (h)
arsy ar) M
T 10000 £ED ,
=B E 5o 10000 -
< ] £= ]
(=1 7 _—— 1]
= 1 ED
€2 1000 4 85
88 T3 25 100+
o 2 ] =2 E
= : g -~ é
= :
® L E == 100 4
o= ] = E
58 58
© %:, 10 5 o .=
{ E| =
) E 8D 4.
=£c 1 s £ E
[ 1 c 3
= 3
CR 52060 240 960 2160 R
SE S E 52060 240 960 2160
Vreme (min) Vreme (min)

Slika 26. Farmakokineticki profili (plazma, mozak, jetra i bubrezi) PZ-11-029, njegovih analoga: deuterisani
(DK-I-56-1), deuterisani i nitrogenovani (DK-1-86-1), deuterisani i fluorovani (DK-1V-20-1).

Krive zavisnosti koncentracija (ng/mL, odnosno ng/g) u plazmi (crvena), mozgu (plava), jetri (zelena) i
bubregu (braon) od vremena nakon intraperitonealne primene doze od 3 mg/kg PZ-11-029 (a), DK-I-56-1
(b), DK-1-86-1 (c) i DK-1V-20-1 (d) (n=3 po vremenskoj tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi
ili mozgu; Tmax = vreme postizanja maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; ti» = poluvreme
eliminacije; AUCy-3s = povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje
vremenske tacke (36 h).
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Rezultati

a) —e— PLAZMA —e— MOZAK b) —e— PLAZMA —e— MOZAK
Cmax 546,30 + 41,11 (ng/mL) 102,34 + 21,28 (ng/g) Crmax 970,07 + 436,86 (ng/mL) 582,65 + 224,13 (ng/g)
Trmax 2,78+ 1,22 (h) 4,00 + 0,00 (h) Trmax 0,47 0,27 (h) 1,47 +£1,27 (h)
AUCo3s  5420,32+ 107,00 (ng*h/mL) 1352,85 + 226,65 (ng*h/g) AUCo_ss 3316,04 + 1571,93 (ng*h/mL) 2614,18 + 525,17 (ng*h/g)
ti 6,27 + 1,91 (h) 4,22 +4,00 (h) tiz 4,32 1,09 (h) 6,64 + 4,11 (h)
—e— JETRA —e— BUBREG —e— JETRA e BUBREG
Cmax 3934,64 + 97,26 (ng/g) 4161,52 £ 1079,03 (ng/g) Crax 3107,32 + 651,92 (ng/g) 3743,50 + 802,16 (ng/g)
Tmax 4,00 £ 0,00 (h) 1,00 £ 0,00 (h) Trmax 5,69 + 5,16 (h) 0,56 £ 0,22 (h)
AUCos 62663,30 + 4412,97 (ng*h/g) ~ 32726,51 + 5372,35 (ng*h/g) AUCoss  30182,15 + 13983,22 (ng*h/g) 20459,58 + 5367,21 (ng*h/g)
ti2 7,19+ 1,61 (h) 4,22+ 0,47 (h) n ti 6,02 + 2,59 (h) 5,63 + 1,26 (h)
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C) —e— PLAZMA —e— MOZAK d) —e— PLAZMA —e— MOZAK
Crmax 1135,43 + 535,35 (ng/mL) 582,54 + 281,71 (ng/g) Crmax 678,53 + 73,22 (ng/mL) 372,59 + 22,33 (ng/g)
Tmax 0,47 0,27 (h) 1,47 + 1,27 (h) Trmax 2,78 + 1,22 (h) 4,00 + 0,00 (h)
AUCo3 3787,15+ 1797,14 (ng*h/mL) ~ 2499,43 + 427,74 (ng*h/g) AUCo3s 10816,44 + 149,06 (ng*h/mL)  8144,74 + 1044,88 (ng*h/g)
tie 5,77 1,43 (h) 8,59 + 4,07 (h) tie 13,58 + 1,68 (h) 7,05 + 1,90 (h)
—e— JETRA —e— BUBREG —e— JETRA —e— BUBREG
Crmax 3779,92 + 644,06 (ng/g) 3724,35 + 623,19 (ng/g) Crrax 8583,48 + 644,06 (ng/g) 7685,33 + 164,67 (ng/g)
Trmax 0,47 +0,27 (h) 0,56 + 0,22 (h) Trmax 2,69 +0,27 (h) 1,78 +1,13 (h)
AUCoss 29202,62 + 10156,88 (ng*h/g) 17747,38 + 5369,45 (ng*h/g) AUCoss 147088,89 + 10156,88 (ng*h/g) 134008,86 + 7001,84 (ng*h/g)
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Slika 27. Farmakokinetic¢ki profili (plazma, mozak, jetra i bubrezi) LAU463 i njegovih analoga: deuterisani
(DK-I-58-1), deuterisani i nitrogenovani (DK-11-58-1), i fluorovani (DK-IV-22-1).

Krive zavisnosti koncentracija (ng/mL, odnosno ng/g) u plazmi (crvena), mozgu (plava), jetri (zelena) i
bubregu (braon) od vremena nakon intraperitonealne primene doze od 3 mg/kg LAU463 (a), DK-1-58-1
(b), DK-11-58-1 (c) i DK-IV-22-1 (d) (n=3 po vremenskoj tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi
ili mozgu; Tmax = vreme postizanja maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; ti» = poluvreme
eliminacije; AUCy-3s = povrsina ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje
vremenske tacke (36 h).
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Rezultati

a) —e— PLAZMA —e— MOZAK b) —e— PLAZMA —e— MOZAK
Crax 1513,65 + 89,14 (ng/mL) 259,44 + 8,08 (ng/g) Crmax 1259,55 + 616,52 (ng/mL) 832,20 + 770,11 (ng/g)
Tinae 0,33 £ 0,00 (h) 0,33 0,00 (h) Timex 0,47 0,27 (h) 0,25 + 0,08 (h)
AUCos 2517,80 + 147,73 (ng*h/mL)  1327,00 + 666,76 (ng*h/g) AUCoss 1659,64 416,00 (ng*h/mL) 864,65 + 344,72 (ng*h/g)
ti2 2,7040,16 () 5,90 + 4,76 (h) ti 5,67 + 1,98 () 12,66 + 4,80 (h)
o JETRA o BUBREG —e— JETRA —e— BUBREG
Gmax 5221,90 + 48,33 (ng/g) 4393,29 + 355,68 (ng/g) Crax 1806,81 + 294,68 (ng/g) 1825,84 + 44,90 (ng/g)
Tmax 0,25+ 0,08 (h) 0,33 +0,00 (h) Trmax 14,67 £ 10,67 (h) 1,00 + 0,00 (h)
AUCoss 1773323 £7259,85 (ng*hlg)  8696,30 + 334,68 (ng*hig) AUCoss 31320,09 +3731,17 (ng*h/g)  17474,09 + 3008,41 (ng*h/g)
. tiz 3,88+ 1,77 (h) 4,87 £2,91 (h) ot 7,44 14,20 (h) 6,48 0,91 (h)
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Slika 29. Farmakokineticki profili (plazma, mozak, jetra i bubrezi) dva deuterisana liganda, koji su
medusobni izomeri u pogledu polozaja —OCD3 grupe na D prstenu pirazolohinolinonske strukture: DK-I-
59-1 (meta izomer) i DK-I-87-1 (orto izomer).

Krive zavisnosti koncentracija (ng/mL, odnosno ng/g) u plazmi (crvena), mozgu (plava), jetri (zelena) i
bubregu (braon) od vremena nakon intraperitonealne primene doze od 3 mg/kg DK-1-59-1 (a) i DK-I-87-1
(b) (n=3 po vremenskoj tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi ili mozgu; Tmax = Vvreme
postizanja maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; t1» = poluvreme eliminacije; AUCy-3¢ = povr$ina
ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (36 h).

a) —e— PLAZMA —e— MOZAK b) —e— PLAZMA —e— MOZAK

Cmax 1487,45 + 206,89 (ng/mL) 230,29 + 21,71 (ng/g) Crax 944,53 + 169,49 (ng/mL) 326,74 + 26,19 (ng/g)
Tmax 0,25+ 0,08 (h) 0,69 + 0,31 (h) Tmax 2,69 +1,31 (h) 3,00 + 1,00 (h)
AUCo3s 6609,31 +447,63 (ng*h/mL)  1381,66 + 201,97 (ng*h/g) AUCo_ss 1993527 + 1847,19 (ng*h/mL)  6734,56 + 619,90 (ng*h/g)
tir2 2,72+ 0,45 (h) 1,79 £ 0,20 (h) ti2 26,23 + 6,37 (h) 30,15 + 10,90 (h)

o— JETRA —e— BUBREG —e— JETRA —e— BUBREG
Cmax 9360,65 + 483,09 (ng/g) 6856,81 + 65,61 (ng/g) Crmax 8844,86 + 481,69 (ng/g) 7609,38 + 193,44 (ng/g)
Trmax 0,17 + 0,08 (h) 0,33 + 0,00 (h) Trmax 0,78 + 0,22 (h) 3,00 £ 1,00 (h)

R AUCo_ss 44288,57 + 99591 (ng*h/g)  36732,16 + 3321,49 (ng*h/g) AUCoss 181176,32 + 1561,51 (ng*h/g) 183173,71 + 6570,39 (ng*h/g)
5 . e 3,69 0,12 (h) 3,81+0,45 (h) tiz 21,14 + 1,38 (h) 22,41 1,54 (h)
ED 52
B2 E S 10000 4
2-1510000§ % EL 0000 $?> -

E g’ ] . g, g) | &“’\’\ .
N5 100+ EE ¢ \*\\\{\\\\\
o3 E NS I
s ] 88
— y o v
+ o | RG)
=) -
S5 1003 S 1000 -
& E AT
T - b B
¥ E 1 =5
Q2 10 =0
.= E 8,z
T2 ] T2
1B i 1=
Lc s E
53 '3 83
8> 3 8> 100
e g T T T g g T T T T
Q £ 520 60 240 960 2160 ¥ £ 520 60 240 960 2160
Vreme (min) Vreme (min)

64



Rezultati

Slika 29. Farmakokinetic¢ki profili (plazma, mozak, jetra i bubrezi) dva fluorovana analoga, od kojih je DK-
IVV-19-1 dodatno i deuterisan, a MM-I-10 u strukturi poseduje Sest atoma fluora.

Krive zavisnosti koncentracija (ng/mL, odnosno ng/g) u plazmi (crvena), mozgu (plava), jetri (zelena) i
bubregu (braon) od vremena nakon intraperitonealne primene doze od 3 mg/kg DK-1V-19-1 (a) i MM-I-10
(b) (n=3 po vremenskoj tacki). Cmax = maksimalna koncentracija u plazmi ili mozgu; Tmax = vreme
postizanja maksimalne koncentracije u plazmi ili mozgu; t12 = poluvreme eliminacije; AUCy-3¢ = povr$ina
ispod krive koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (36 h).

4.2. Rezultati bihejvioralnih eksperimenata
4.2.1. Test spontane lokomotorne aktivnosti

U prvom eksperimentu ispitan je uticaj pet PQ liganda (PZ-11-029, DK-1-56-1, RV-I1-29, DK-I-60-
3 i DK-1-87-1) nakon peroralne primene u dozi od 15 mg/kg na spontanu lokomotornu aktivnost
Sprague Dawley pacova koriste¢i parametar ukupni predeni put (Slika 30a). Jednofaktorska
ANOVA je pokazala da nijedan od PQ liganada nije imao zna¢ajan uticaj na lokomotornu
aktivnost u poredenju sa kontrolnom grupom koja je tretirana sa 0,25% rastvorom metil celuloze
[F(5,31)=0,711; p=0,619].

U drugom eksperimentu (Slika 30b), jednofaktorska ANOVA je pokazala da parametar ukupni
predeni put nakon i.p. primene dva odabrana PQ liganda (DK-1-56-1 i DK-11-58-1) u dve razli¢ite
doze (3 mg/kg i 10 mg/kg), nije bio statisticki znacajan ni za jednu eksperimentalnu grupu u
poredenju sa kontrolnim zivotinjama koje su primale SOL [F(2,22)=2,235; p=0,084].

U trecem eksperimentu je ispitivan uticaj PQ liganada (DK-1-56-1 i DK-1-58-1, oba u dozi od 10
mg/kg) na efekat diazepama (u dozi od 3 mg/kg) u SLA testu, uz kontrolnu grupu u kojoj su
zivotinje primale SOL + SOL. Dvofaktorska ANOVA je pokazala da interakcija izmedu dva
tretmana kao faktora varijacije nije dostigla znacajnost [F(2,42)=1,451; p=0,246]. Medutim, efekat
prvog tretmana (rastvaraca ili diazepama) na ukupni predeni put je bio znacajan [F(1,42)=30,317,
p<0,001]. Post-hoc SNK metoda je otkrila da primena diazepama umesto SOL smanjuje ukupni
predeni put zivotinja tretiranih SOL ili DK-1-56-1 (p<0,001, odnosno p=0,002), dok je razlika DZP
+ DK-1-58-1 u odnosu na SOL + DK-1-58-1 bila na granici znacajnosti (p = 0,064; Slika 30c).
Dakle, DK-1-56-1 i DK-1-58-1, sami po sebi, nisu uticali na lokomotornu aktivnost, a takode nisu
uticali (DK-I-56-1) ili su ostvarili zanemarljiv uticaj (DK-I-58-1) na hipolokomotorni efekat
diazepama.
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Slika 30. Merenje uticaja na lokomotornu aktivnost muzjaka pacova Sprague-Dawley soja kroz tri razli¢ita
eksperimenta. a) Uticaj PZ-11-029, DK-I-56-1, RV-1-029, DK-I-60-3 i DK-1-87-1 primenjenih peroralno u
dozi od 15 mg/kg, na ukupni predeni put u poredenju sa kontrolnom grupom (MC) u kojoj su Zivotinje
tretirane 0,25% rastvorom metilceluloze. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 6, osim kontrolne grupe koja
je ukljucivala 7 zivotinja; b) uticaj DK-I-56-1 (3 i 10 mg/kg) i DK-11-58-1 (3 i 10 mg/kg) primenjenih
intraperitonelano na ukupni predeni put U poredenju sa kontrolnom grupom (SOL). Broj Zivotinja po grupi
bio je 8-9; c¢) uticaj kombinacije diazepama (3 mg/kg) i nebenzodiazepinskih modulatora DK-1-56-1 i DK-
I-58-1 (oba u dozi od 10 mg/kg), primenjenih intraperitonealno, na ukupni predeni put. Zivotinje kontrolne
grupe tretirane su SOL+SOL. Broj Zivotinja po grupi bio je 8-9.

Stubi¢i dijagrama predstavljaju srednju vrednost date grupe = SEM. Post hoc znaéajne razlike su sledece:
*** n<0,001, u poredenju sa kontrolnom grupom (SOL + SOL); ++ p<0,01, u poredenju sa grupom SOL +
DK-1-56-1; t — trend, 0,05<p<0,1, u poredenju sa SOL + DK-1-58-1.

Uticaj na parametar ukupni predeni put nakon i.p. primene nanoemulzije PQ liganda DK-1-56-1 i
DK-1-87-1 u dozi od 10 mg/kg ispitan je na Wistar pacovima u cetvrtom eksperimentu (Slika 31a).
Jednofaktorska analiza varijanse je pokazala znacajnost tretmana kao faktora varijacije [F(3,28) =
5,335; p=0,005]. Post hoc analizom utvrdeno je da Zivotinje koje su tretirane supstancom DK-I-
56-1 prelaze statisticki znacajno duzi put u poredenju sa obe kontrolne grupe, placebo
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nanoemulzija i SAL, kao i sa supstancom DK-1-87-1 (p=0,039, p=0,006 i p=0,008, redom).
Razlike izmedu dve kontrolne grupe nije bilo (p=0,322), ¢ime se iskljucuje doprinos same
formulacije nanoemulzije u postizanju uo¢enog bihejvioralnog efekta.

Peti eksperiment je sproveden s cijem potvrdivanja hiperlokomotornog efekta DK-1-56-1 koji je
pokazan u Cetvrtom eksperimentu. Medutim, primenom jednofaktorske ANOVA-e na vrednosti
ukupnog predenog puta dobijene u eskperimentu ne dostize se statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu
grupa [F(2,21)=2,542; p=0,103] (Slika 31b).

Sesti eksperiment (Slika 31c) je sproveden kako bi se ispitala dozna zavisnost u postizanju
hiperlokomotornog efekta supstance DK-I1-56-1 na Wistar pacovima. S tim u vezi, nakon
statisticke analize dobijenih podataka, otkrivena je znacajnost tretmana kao faktora
[F(4,23)=3,685; p=0,018]. SNK metodom je utvrdeno da su zZivotinje koje su tretirane DK-1-56-1
u dozi od 3 mg/kg i 10 mg/kg prelazile statisticki znacajno duzi put u poredenju sa kontrolnom
grupom gde su Zivotinje tretirane placebo nanoemulzijom (p=0,023 i p=0,029, redom). Zivotinje
koje su tretirane DK-1-56-1 u dozi od 1 mg/kg ili 30 mg/kg nisu se znacajno razlikovale od
kontrolne grupe u vrednostima ukupnog predenog puta za definisani period pracenja (p=0,264 i
p=0,459, redom). Navedeni statisticki nalaz ukazuje da u ispitivanom doznom opsegu DK-1-56-1
pokazuje aktivnost oblika obrnutog slova ,,U”.
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Slika 31. Merenje uticaja na lokomotornu aktivnost muzjaka pacova Wistar soja kroz tri razliita
eksperimenta. a) Uticaj DK-1-56-1 i DK-I-87 primenjenih intraperitonealno u dozi od 10 mg/kg na ukupni
predeni put u odnosu na kontrolne grupe u kojima su zivotinje tretirane placebo nanoemulzijom (PLA),
odnosno fiziolo§kim rastvorom (SAL). Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8; b) uticaj DK-1-56-1
primenjenog intraperitonealno u dozi od 10 mg/kg na ukupni predeni put u odnosu na kontrolne grupe PLA,
odnosno SAL. Broj zivotinja u svakoj grupi bio je 8; c) uticaj doznog raspona DK-1-56-1 (1, 3, 10 i 30
mg/kg) primenjenog intraperitonealno na ukupni predeni put u odnosu na kontolnu grupu PLA. Broj
zivotinja po grupama je bio 6, osim kontrolne grupe koja je obuhvatala 7 Zivotinja, i grupe DK-1-56-1 30
mg/kg gde su (preliminarno) testirane 3 Zivotinje. Stubi¢i dijagrama predstavljaju srednju vrednost date
grupe = SEM. Post hoc znacajne razlike su sledeée: * p<0,05 u poredenju sa PLA grupom; ++ p<0,01 u
poredenju sa SAL grupom; ¥¥ p<0,01 u poredenju sa DK-1-87-1 grupom.

Primenom jednofaktroske analize varijanse na podatke iz sedmog eksperimenta koji je sproveden
na C57BL miSevima (Slika 32a), utvrdena je statisticka znacajnost tretmana [F(4,35)=5,745;
p=0,001]. Naime, zivotinje koje su tretirane PZ-11-029 u sve tri doze (3 mg/kg, 10 mg/kg i 30
mg/kg) prelazile su statisticki znac¢ajno duZzi put u poredenju sa kontrolnom grupom gde su
Zivotinje tretirane placebo nanoemulzijom (p=0,003, p=0,005 i p=0,003, redom). Poredenjem
kontrolnih grupa (placebo naneomulzija i SAL) razlika nije utvrdena (p=0,118).

Na isti nacin kao u sedmom eksperimentu, obradeni su podaci iz osmog eksperimenta (Slika 32b).
Jednofaktorska ANOVA je pokazala znaajnost tretmana kao faktora varijacije [F(4,35)=9,932;
p<0,001]. Post hoc analizom je pokazano da zivotinje koje su primile DK-1-56-1 u dozi od 10
mg/kg prelaze statistiCki znacajno duzi put u poredenju sa obe kontrolne grupe (placebo
nanoemulzija i SAL), kao i sa grupom koja je primila supstancu u dozi od 30 mg/kg (p<0,001,
p<0,001 i p=0,025, redom). I u dozama od 3 mg/kg, odnosno 30 mg/kg supstanca DK-1-56-1 je
ostvarila zna¢ajan uticaj na posmatrani parametar, tako da su Zivotinje iz ovih eksperimentalnih
grupa prelazile duzi put u poredenju sa placebo nanoemulzijom kao kontrolnom grupom (p=0,003,
odnosno p=0,011). Izmedu placebo nanoemulzije i SAL kao kontrolnih grupa nije utvrdena
znacajna razlika (p=0,138) ¢ime se potvrduje da formulacija, sama po sebi, ne utie na ponasanje
oglednih Zivotinja.

U devetom eskperimentu (Slika 32c), sli¢no kao u tre¢em, ispitivana je interakcija PQ liganda,
DK-1-56-1 u formi nanoemulzije u dozi od 10 mg/kg i diazepama u formi suspenzije u dozi od 3
mg/kg na C57BL misevima. Jednofaktorskom ANOVA-om utvrdena je znacajnost tretmana
[F(4,35) = 9,932; p<0,001], a post hoc analiza je dalje utvrdila da je grupa tretirana sa DK-1-56-1
+ SOL prelazila znacajno duzi put u poredenju sa kontrolnom (SOL + PLA) i grupom koja je
primila diazepam (PLA + DZP) (p=0,011 i p<0,001, redom). Dodatno, grupa koja je primila oba
aktivna tretmana, DK-1-56-1 + diazepam, prelazila je statisticki znac¢ajno duzi put u poredenju sa
kontrolnom grupom, kao i grupom koja je primila PLA + DZP (p=0,039 i p=0,003, redom). To
znaci da je hiperlokomotorni efekat DK-1-56-1 primenjenog u dozi od 10 mg/kg prisutan i u grupi
miseva koji su dodatno primili sedativnu dozu diazepama, ukazujuéi da je supstanca DK-1-56-1
uspela da antagonizuje efekat diazepama na nivou benzodiazepinskog mesta, kao i da izazove
lokomotornu stimulaciju, potencijalno posredstvom GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu.
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Slika 32. Merenje uticaja na lokomotornu aktivnost muzjaka C57BL miSeva kroz tri razli¢ita eksperimenta.
a) Uticaj doznog raspona PZ-11-029 (3, 10 i 30 mg/kg) primenjenog intraperitonealno na ukupni predeni
put u odnosu na kontrolne grupe u kojima su Zivotinje tretirane placebo nanoemulzijom (PLA), odnosno
fiziolokim rastvorom (SAL). Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8; b) uticaj doznog raspona DK-1-56-1
(3, 10 i 30 mg/kg) primenjenog intraperitonealno na ukupni predeni put uz kontrolne grupe PLA, odnosno
SAL. Broj zivotinja u svakoj grupi bio je 8; c) uticaj kombinacije diazepama (3 mg/kg) i
nebenzodiazepinskog modulatora DK-1-56-1 (10 mg/kg), primenjenih intraperitonealno na ukupni predeni
put uz kontrolnu grupu (SOL + PLA). Broj zivotinja u svakoj grupi bio je 5. Stubi¢i dijagrama predstavljaju
srednju vrednost date grupe = SEM. Post hoc znacajne razlike su sledece: * , ** i *** p<0,05, p<0,01 i
p<0,001 u poredenju sa PLA grupom; +++ p<0,001 u poredenju sa SAL grupom; # p<0,05 u poredenju sa
grupom DK-1-56-1 30 mg/kg; §§ 1 §§§ p <0,01 i p <0,001 u poredenju sa grupom PLA + DZP.

Uticaj 14 PQ liganada (PZ-11-029 i analoga: DK-1-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3 i DK-I-86-1,
LAU463 i analoga: DK-1-58-1 i DK-11-58-1; dva strukturna izomera DK-1-87-1 i DK-1-59-1 i ¢etiri
fluorovana analoga: DK-I1V-19-1, DK-1V-20-1, DK-IV22-1 | MM-I-10) u dozi od 3 mg/kg,
diazepama (DZP) u dozi od 1,5 mg/kg, GL-11-73 u dozi od 10 mg/kg i rastvaraca na ukupni predeni
put i vreme mobilnosti predstavljen je na Slici 33a, odnosno 33b. Dvostrani t-testovi (eng. two-
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tailed t-tests) su pokazali zna¢ajno smanjenje, ili barem trend, ukupnog predenog puta u grupama
tretiranim sa DZP, DK-1-86-1, DK-11-58-1, LAU 463, DK-I-58-1 i DK-IV-20-1 u poredenju sa
neutralnom kontrolnom grupom (SOL) [p<0,001, p<0,001, p=0,005, p=0,008, p=0,023, p=0,094,
redom], ali i znaCajno povecanje u grupi tretiranoj sa GL-11-73 (p<0,018). Parametar ukupno
vreme mobilnosti pokazao se kao izuzetno robustan parametar bihejvioralne hipoaktivnosti u
grupama tretiranim sa DZP, DK-1-86-1, LAU 463, DK-I1-58-1, DK-I-58-1 i DK-1V-20-1 u
poredenju sa neutralnom kontrolom (SOL) [p<0,001, p<0,001, p=0,005, p=0,007, p=0,020,
p=0,056, redom], kao i bihejvioralne hiperaktivnosti ponasanja kod Zivotinja tretiranih sa DK-I-
56-1 i RV-1-029 [p=0,010, odnosno p=0,013].
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Slika 33. Uticaj 14 PQ liganda (3 mg/kg), diazepama (1,5 mg/kg) kao negativne kontrole, GL-11-73 (10
mg/kg) kao pozitivne kontorle i SOL-a kao neutralne kontrole, primenjenih intraperitonealno, na ukupni
predeni put (a) i vreme mobilnosti (b) muzjaka miseva C57BL soja u testu spontane lokomotorne
aktivnosti. Tacke predstavljaju srednju vrednost = SEM. * | ** i *** p<0,05, p<0,01 i p<0,001 u poredenju
sa neutralnom kontrolom (SOL).

4.2.2. Rotarod test

PQ ligandi PZ-11-029, DK-1-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3, LAU 463, DK-1-58-1 i DK-I-87-1
primenjeni peroralno u dozi od 10 mg/kg, 45 minuta pre testa, bili su kompletno liseni ataksi¢nog
uticaja na motorne performanse pacova u prvom eksperimentu (Slika 34a). Naime, jednofaktorska
ANOVA je pokazala da nijedan od liganda nije uticao na vreme odrzavanja pacova na rotiraju¢em
vretenu u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja koje su primile rastvor metilceluloze
[F(7,42)=1,032; p=0,419].

U drugom eksperimentu ispitivana je interakcija PQ liganada iz prvog eksperimenta uz dodatak
DK-I1-58-1 i DK-1-86-1 koji su aplikovani p.o. u dozi od 30 mg/kg sa diazepamom Koji je
aplikovan i.p. u dozi od 5 mg/kg. Jednofaktorska ANOVA primenjena na dobijene podatke
pokazala je statisticki znaCaj uticaj tretmana na vrednosti parametra vreme odrzavanja na
rotiraju¢em vretenu [F(9,83)=21,646; p<0,001, Slika 34b]. Diazepam u dozi od 5 mg/kg znacajno
otezava izvodenje rotarod testa i grupa pacova tretiranih diazepamom i rastvorom metilceluloze
(kao vehikulum za PQ ligande) predstavljala je kontrolnu grupu. SNK post hoc analiza je otkrila
statisti¢ki znacajne razlike izmedu pacova tretiranih diazepamom u kombinaciji sa PZ-11-029, DK-
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[-56-1, RV-1-029 ili DK-1-60-3 u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001 za sve Cetiri grupe).
To zna¢i da su PZ-11-029 i njegovi deuterisani analozi uspeli da preveniraju motornu
inkoordinaciju izazvanu diazepamom. S druge strane, statisticki znacajne razlike nije bilo
poredenjem grupa koje su primile diazepam u kombinaciji sa LAU463, DK-1-58-1, DK-11-58-1,
DK-1-87-1 i DK-I1-86-1 i kontrolne grupe (p=0,301, p=0,418, p=0,248, p=0,225 i p=0,352, redom).
Efekat diazepama bio je primetan bez obzira na prisustvo LAU463 i njegova dva deuterisana
analoga (DK-1-58-1 i DK-11-58-1), DK-I-87-1 i DK-I-86-1, pokazuju¢i na taj nacin da
inkapacitiraju¢i efekat diazepama nije bilo moguce umanjiti dodatkom liganada koji pripadaju
istom hemotipu, ali razli¢itoj strukturnoj grupi u odnosu na PZ-11-029 i analoge.
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Slika 34. a) Uticaj odabranih PQ liganada primenjenih peroralno u dozi od 10 mg/kg na vreme odrZavanja
na rotiraju¢em valjku rotarod aparata uz kontrolnu grupu u kojoj su Zivotinje tretirane 0,25% rastvorom
metilceluloze (MC). Broj Zivotinja po grupi bio je 6-7; b) uticaj odabranih PQ liganda primenjenih
peroralno u dozi od 30 mg/kg na ataksiju izazvanu diazepamom (5 mg/kg) u rotarod testu. Broj Zivotinja
po grupi bio je 7-14. Stubi¢i dijagrama predstavljaju srednje vrednosti £ SEM. ***p<0,001 u poredenju sa
kontrolnom grupom (diazepam + 2,5% rastvor metil celuloze). Ocigledne razlike izmedu PZ-11-029, DK-
I-56-1, RV-1-029 i DK-1-60-3 s jedne strane i LAU 463, DK-I-58-1, DK-II -58-1, DK-I-87-1 i DK-I-86-1
sa druge strane su statisticki znacajne, ali nisu prikazane.

4.2.3. Test gubitka refleksa uspravljanja

U cilju procene uticaja PQ liganda na hipnoticki/anesteticki efekat diazepama sproveden je
eksperiment gde je diazepam primenjen intravenski u dozi od 30 mg/kg nakon $to su pacovi i.p.
pretretirani nekim od PQ liganda (PZ-11-029, DK-1-60-3, DK-1-58-1, DK-11-58-1 ili DK-1-87-1) u
dozi od 20 mg/kg ili rastvaraem (SOL, kontrolna grupa). Primenom jednofaktorske analize
varijanse pokazano je da nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u duZini trajanja gubitka refleksa
uspravljanja izmedu eksperimentalnih grupa [F(5,39)=1,151; p=0,350; Slika 35a]. Ispitivani PQ
ligandi nisu sprecili niti potencirali hipnoti¢ke/anesteticke efekte diazepama.

Jednofaktorska ANOVA je otkrila znacajne efekte tretmana na ukupni predeni put tokom 60
minuta prac¢enja nakon oporavka od gubitka refleksa uspravljanja [F(5,33)=8,424; p<0,001; Slika
35b]. Post hoc SNK poredenjem pokazano je da su zivotinje tretirane sa PZ-11-029 i DK-1-60-3 uz
diazepam, prelazile statisticki znacajno duzi put odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001 i p=0,02,
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redom). Dodatno, grupa koja je pre primene diazepama tretirana sa DK-1-60-3 imala je statisti¢ki
znacajno vecu vrednost ukupnog predenog puta u poredenju sa grupama koje su pre diazepama
tretirane sa PZ-11-029, DK-1-58-1, DK-11-58-1 ili DK-I-87-1 (p=0,022, p<0,001, p<0,001 i
p=0,004, redom).
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Slika 35. a) Uticaj odabranih PQ liganada primenjenih intraperitonealno u dozi od 20 mg/kg, 30 minuta
pre intravenske primene diazepama (30 mg/kg) u testu diazepamom-indukovanog gubitka refleksa
uspravljanja. Broj Zivotinja po tretmanu bio je 7, osim kontrolne grupe gde je bio 10; b) uticaj liganada iz
eksperimenta a) na ukupni predeni put tokom 60 minuta prac¢enja nakon oporavka od gubitka refleksa
uspravljanja. Stubi¢i dijagrama predstavljaju srednju vrednost + SEM. Post hoc razlike su sledece: * i ***
p<0,05 i p<0,001 u poredenju sa kontrolnom grupom (SOL + diazepam); ++ i +++ p<0,01 i p<0,001, u
poredenju sa DK-1-60-3 + DZP grupom. Broj zivotinja po grupi bio je 5-9.

4.2.4. Intravenski pentilentetrazolski test

Uticaj odabranih PQ liganda na antikonvulzivnu aktivnost diazepama ispitan je intravenskim
pentilentetrazolskim testom u kome su pola sata pre primene PTZ i.p. primenjeni SOL ili diazepam
(5 mg/kg) u kombinaciji sa SOL, DK-1-56-1 (15 mg/kg) ili DK-11-58-1 (15 mg/kg). Na izracunate
vrednosti doza PTZ koje su bile potrebne da izazovu napad kod oglednih Zivotinja primenjena je
dvofaktorska analiza varijanse. Interakcija izmedu dva tretmana kao faktora varijacije nije bila
znacajna [F(2,24)=0,990; p=0,382]. Efekat prvog tretmana (SOL ili diazepam) na dozu
pentilentetrazola bio je statisticki znacajan [F(1,35) = 58,152; p<0,001]. Post hoc visestrukim
poredenjem je pokazano da primena diazepama, samostalno ili u kombinaciji sa DK-1-56-1 ili DK-
[1-58-1, znaCajno povecava dozu pentilentetrazola potrebnu za izazivanje generalizovanog
toni¢no-kloni¢nog napada kod pacova (Slika 36; p<0,001 za sva tri poredenja). U poredenju sa
rastvaracem, DK-1-56-1 i DK-I1-58-1 nisu uspeli da obezbede nikakvu zastitu od konvulzivnih
napada izazvanih pentilentetrazolom (p=0,748, p=0,372, redom).
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Slika 36. Uticaj PQ liganada DK-I-56-1 i DK-II-58-1 (oba u dozi od 15 mg/kg) primenjenih
intraperitonealno, samostalno ili u kombinaciji sa diazepamom (5 mg/kg) na dozu pentilentetrazola
potrebnu za izazivanje tonicko-kloni¢kih konvulzivnih napada kod pacova uz kontrolnu grupu tretiranu
rastvaracem (SOL + SOL). Stubi¢i dijagrama predstavljaju srednju vrednost + SEM. Broj Zivotinja po grupi
bio je 6-7. *** p<0,001 u poredenju sa SOL+SOL; +++ p<0,001 u poredenju sa SOL + DK-I-56-1; ###
p<0,001 u poredenju sa SOL + DK-11-58-1.

4.2.5. Baterija bihejvioralnih eksperienata na Wistar pacovima
4.2.5.1. Uzdignuti plus lavirint

Kada smo analizirali efekte DK-1-56-1 i DK-1-87-1 primenjenih u dozi do 10 mg/kg na parametre
aktivnosti na uzdignutom plus lavirintu ukupan efekat tretmana nije dostigao statisti¢ku znacajnost
niti za broj ulazaka u zatvorene krake [F(2,21)=1,797; p=0,190; Slika 37a] niti za ukupni predeni
put [F(2,21)=0,544; p=0,589; Slika 37Db]. Ispitivani ligandi bili su liSeni uticaja i na parametar koji
se moZe povezati sa anksioznoS¢u Zivotinje na uzdignutom plus lavirintu (% ulazaka u otvorene
krake lavirinta) [F(2,21)=0,033; p=0,968; Slika 37c].
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Slika 37. Uticaj DK-1-56-1 i DK-I-87-1 primenjenih intraperitonealno u dozi od 10 mg/kg na broj ulazaka
u zatvorene krake (a), ukupni predeni put (b) i procenat ulazaka u otvorene krake uzdignut plus lavirinta
(c) u poredenju sa kontrolnom grupom u kojoj su Zivotinje tretirane placebo nanoemulzijom (PLA). Stubici
dijagrama predstavljaju srednju vrednost = SEM. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8.

4.2.5.2. Test jaine stiska

Jednofaktorska ANOVA pokazala je da tretman nema statisti¢ki zna¢ajan uticaj na jacinu stiska
prednjih $apa pacova kao meru misi¢nog tonusa [F(2,21)=0,163; p=0,851; Slika 38]. Testirani PQ
ligandi (DK-1-56-1 i DK-1-87-1; oba u dozi od 10 mg/kg) nemaju izraZzen miorelaksantni efekat u
poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja koje su tretirane placebo nanoemulzijom.
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Slika 38. Uticaj DK-I-56-1 i DK-I-87-1 aplikovanih intraperitoenalno u dozi od 10 mg/kg na misi¢ni tonus
u testu jacine stiska u odnosu na kontrolnu grupu u kojoj su Zivotinje tretirane placebo nanoemulzijom
(PLA). Stubi¢i dijagrama predstavcljaju srednju vrednost jaCine stiska (normalizovana u odnosu na telesnu
masu zivotinje) = SEM. Broj zivotinja u svakoj grupi bio je 8.

4.2.5.3. Morisov vodeni lavirint - ,,cued-learning” protokol

Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem (Cetiri pokusSaja plivanja X tretman) primenjena na ukupne
podatke tokom sva Cetiri pokusSaja plivanja potvrdila je da je uticaj tretmana na parametar predeni
put dostigao trend [F(2,63)=3,183; p=0,062], dok je interakcija faktora dostigla statisticku
znacajnost [F(6,63)=2,825; p=0,017]. Post hoc SNK poredenjem pokazano je da su samo u okviru
prvog pokusaja plivanja zivotinje tretirane DK-1-56-1 ili DK-1-87-1 prelazile statisticki znac¢ajno
duzi put u poredenju sa kontrolnom grupom (p=0,005, odnosno p<0,001; Slika 39a). U drugom,
tre¢em 1 Cetvrtom pokusaju plivanja razlike u duzini predenog puta do pronalaska platforme
izmedu tretmana nije bilo. Kada je dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem primenjena na ostala
dva parametra od interesa, srednja brzina plivanja (Slika 39b) i % puta koji je Zivotinja plivala u
perifernom prstenu (Slika 39c), statisti¢ki zna¢ajna razlika nije otkrivena ni za tretman kao faktor,
ni za interakciju faktora (srednja brzina plivanja: faktor tretman [F(2,63)=0,447; p=0,645]; tretman
x dani interakcija [F(2,63)=0,739; p=0,620]; % puta koji je zivotinja plivala u perifernom prstenu:
faktor tretman [F(2,63)=0,066; p=0,936]; tretman x dani interakcija [F(2,63)=0,212; p=0,972].

74



Rezultati

Kada se uzmu u obzir rezultati bihejvioralne baterije moze se zakljuciti da se potencijacijom
GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu ne izazivaju farmakoloski efekti klasicnih
benzodiazepina. Razlika koja je otkrivena u Morisovom vodenom lavirintu, moze da ukaze da i
ako je postojao neki uticaj DK-1-56-1 i DK-87-1 na ukupni predeni put do pronalska platforme u
prvom pokusaju plivanja, na njega se akutno razvio odredeni stepen tolerancije, tako da su ligandi
bili kompletno liseni tog uticaja kroz preostale pokusaje plivanja.
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Slika 39. Uticaj DK-1-56-1 i DK-i-87-1 primenjenih intraperitonealno u dozi od 10 mg/kg na ukupni
predeni put (a), srednju brzinu plivanja (b) i % puta koji je Zivotinja plivala u perifernom prstenu (c) tokom
cetiri uzastopna pokusaja plivanja u Morisovom vodenom lavirintu. Tacke grafika predstavljaju srednju

vrednost + SEM. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8. ** i *** p<0,01 i p<0,001 u odnosu na kontrolnu
grupu u kojoj su Zivotinje tretirane placebo nanoemulzijom (PLA).

4.3. Rezultati ispitivanja profilaktickog antinociceptivnog efekta DK-1-56-1 na modelu
trigeminalne neuropatije kod pacova

Nakon sprovedene operativne procedure, u okviru grupa zivotinja kojima je podvezan nerv (IoN-
CCI), odnosno koje su lazno operisane (sham) formirane su po dve jednake grupe (jedna koja
prima DK-I-56-1 u dozi od 10 mg/kg i druga koja prima placebo nanoemulziju). Primena tretmana
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trajala je od 1. do 14. dana nakon operativne procedure, a zivotinje pra¢ene u vremenskom
interavalu od 28 dana, a sve u cilju procene potencijala profilaktickog efekta PQ liganda DK-1-56-
1 na razvoj neuropatskog bola (odgovor preosetljivosti). Na Slici 16 predstavljen je vremenski tok
eksperimenta, dok Slika 40 prikazuje rezultate procene odgovora preosetljivosti zivotinja za
odredeni dan ispitivanja (skor odgovora na stimulaciju von Frey filamentom za sve cetiri
eksperimentalne grupe; merenja su obavljena za dati dan pre sledece aplikacije DK-1-56-1 ili
placebo nanoemulzije)). Tri pacova (jedan iz grupe operisanih zivotinja koje su primale placebo i
dva iz grupe lazno operisanih Zivotinja koje su primale placebo) nisu ukljuceni u statisticku analizu
zbog kriterijuma iskljucenja. Kriterijum je definisan na slede¢i nacin. Za grupu Zivotinja kojima
je podvezan Zivac, a tretirane placebom — ukoliko je nakon podvezivanja zivca odgovor na
stimulaciju von Frey filamentima bio manji u poredenju sa bazalnim vrednostima. Za grupu
zivotinja podvrgnutih proceduri ali bez podvezivanja zivca, a tretiranih placebom — ukoliko je
odgovor na stimulaciju von Frey filamentima bio za viSe ili jednako od 1,25 poena veci nakon
podvezivanja zivca u poredenju sa bazalnim vrednostima.

Vrednosti odgovora zivotinja na stimulaciju von Frey filamentima prikazane su u Tabeli 12.
Primenom jednofaktorske analize varijanse na rezultate bazalnog odgovora (pre operacije) razlika
izmedu grupa nije pronadena [F(3,39)=1,724; p=0,178]. Takode, primenom iste statisticke analize
razlika nije pronadena ni 7. dana nakon operacije. StatistiCki znafajna razlika pronadena je
primenom jednofaktorske ANOVA-e na odgovore Zivotinja 14. dana posle opracije
[F(3,39)=3,201; p=0,034], a daljom post hoc SNK metodom utvrdeno je da u su okviru grupe
zivotinja kojima je podvezan Zivac, statisticki znacajno nizi odgovor imale Zivotinje koje su
tretirane DK-1-56-1 u poredenju sa onim Zivotinjama koje su primale placebo (p=0,038, Slika 40b).
Dodatno, zivotinje kojima nije podvezan Zivac, a tretirane placebom imale su znacajno manji
odgovor na mehanicku stimulaciju u poredenju sa Zivotinjama kojima je podvezan Zivac, a
tretirane placebom (p = 0,029, Slika 40c). Dalje, 21. postoperativnog dana razlika medu grupama
je dostigla visoku znacajnost [F(3,39)=5,071; p=0,005]. Post hoc poredenjem je pokazano da se
razlika izmedu IoN-CCIl — DK-1-56-1 i IoN-CCI — placebo grupa koja je detektovana 14. dana,
zadrzava i 21. dana (p=0,008, Slika 40b), kao i razlika pronadena izmedu grupa IoN-CCI — DK-I-
56-1 i IoN-CCl — placebo (p = 0,02, Slika 40c). Analizom odgovora Zivotinja poslednjeg dana
pracenja (28. postoperativni dan) utvrdena je statistiCki znaCajna razlika medu grupama
[F(3,39)=5,243; p=0,004]. Visestrukim poredenjem, potvrdeno je da se razlika izmedu grupa
tretiranih placebom, IoN-CClI i Sham, i dalje zadrzava (p = 0,038, Slika 40c), dok je razlika izmedu
IoN-CCI — DK-1-56-1 i IoN-CCI — placebo bila na nivou trenda (p=0,08).

Na osnovu rezultata odgovora Zivotinja na von Frey filamente, DK-1-56-1 ostvaruje preventivni
efekat na razvoj neuropatskog bola, na osnovu statisti¢ki znacajnih razlika koje su dobijene izmedu
[oN-CCl — DK-I-56-1 i IoN-CCl — placebo grupe 14. i 21. postoperativnog dana. 28.
postoperativnog dana, odnosno 14 dana nakon poslednje doze, znacajan efekta DK-1-56-1 nije
detektovan (razlika je bila na nivou trenda). Dakle, DK-1-56-1 je pokazao sposobnost da suzbije
razvoj neuropatskog bola koji je povezan sa podvezivanjem grane trigeminalnog nerva tokom
primene terapije i sedam dana nakon prekida terapije. Razlike koje su utvrdene izmedu placebom
tretiranih grupa (grupa gde je podvezan Zivac i grupa gde je pristupljeno Zivcu ali nije podvezan)
14., 21. i 28. postoperativnog dana ukazuje na validnost modela trigeminalnog neuropatskog bola.
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Tabela 13. Profilakticki efekat DK-I-56-1: vrednosti odgovora ekperimentalnih zivotinja na mehanicku
stimulaciju von Frey filamentima (srednja vrednost + SEM). IoN-CCI- hroni¢na konstrikciona povreda
infraorbitalnog Zivca (Zivotinje kojima je zivac podvezan); Sham- zivotinje koje su podvrgnute operativnoj
proceduri, ali nije podvezan zivac. #, $ - izmedu obelezenih vrednosti postoji statisti¢ki znacajna razlika

teF;firr':r?a loN-CCI — loN-CCI — Sham — Sham —
! DK-1-56-1 placebo DK-1-56-1 placebo
(dan)
Pre (- 1) 1,46 + 0,09 1,74 £ 0,10 1,68 + 0,09 1,56 0,12
7 1,96 £ 0,15 2,42 +0,19 1,94 0,18 2,02+0,21
14 1,96 +0,17% 2,48 +0,17% 1,92 +0,14 1,98 +0,08%
21 1,78 +0,18" 2,54 +0,16" 1,79 £ 0,15 1,96 +0,16%
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Slika 40. a) Rezultati odgovora na mehani¢ku stimulaciju von Frey filamentima za sve Cetiri grupe (nisu
prikazane razlike). Radi lakSeg pracenja statisti¢ki znacajnih razlika iz zajedni¢kog grafika (a) konstruisana
su dva odvojena grafika. Na panelu b) prikazano je poredenje IoN-CCIl — DK-1-56-1 i loN-CCI —placebo
gupe, a na panelu ¢) poredenje ToN-CCI — placebo i Sham — placebo grupe.
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Odgovor na primenu serije od tri von Frey filamenta na levi predeo vibrisa kod Zivotinja kojima je podvezan
infraorbitalni Zivac (Io0N-CCI grupa), odnosno Zivotinja koje su podvrgnute oprativnoj proceduri, ali Zivac
nije podvezan (sham grupa) meren je dan pre operacije (pre) i 7., 14., 21. i 28. dana. Intraperitonealna
primena DK-I-56-1 (10 mg/kg), odnosno placebo nanoemulzije zapoceta je dan nakon operacije, a trajala
je 14 uzastopnih dana. Eksperimentalne grupe: lo0N-CCIl — DK-1-56-1, loN-CCI — placebo, sham — DK-I-
56-1 i sham — placebo obuhvatale su 12, 11, 11 1 9 Zivotinja, redom. Vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost £ SEM. * i ** p<0,05 i p<0,01 u poredenju sa IoN-CCI — placebo grupom (b), odnosno sham —
placebo grupom (c).

4.3.1. Pradenje ,,umivanja* lica Zivotinja

Rezultati pra¢enja umivanja lica zivotinja kao deo generalnog timarenja tela, kao fizioloske
manifestacije ponaSanja pacova na koje se ocekuje da konstrikciona povreda infraorbitalnog zivca
nece imati, ili ¢e imati zanemarljiv efekat, prikazani su na Slici 41. Nivo aktivnosti je bio razlicit
u svakom od pet dana pracenja zivotinja, ali neparametarskom statistickom analizom nisu
otkrivene znac¢ajne razlike medu grupama. Ovaj parametar, koji karakteriSe znacajna varijabilnost,
pokazao je da DK-I-56-1 ne ostvaruje sedativno kao ni motorno inkapacitirajuce dejstvo.

90 - —&— |oN CCI - DK-I-56-1
—O— IoN CCI - Placebo
—&— Sham - DK-1-56-1

80 1 —v— Sham - Placebo

70
60 -
50
40 -

30 A

Neizolovano timarenje lica (s)

20

Pre 2 4 8 15
Dani (nakon operativne procedure)

Slika 41. Uticaj intraperitonealno primenjenog DK-I-56-1 (10 mg/kg) ili placebo nanoemulzije na vreme
neizolovanog timarenja lica pacova (timarenje lica kao deo generalnog timarenja dela) kod Zivotinja kojima
je podvezan infraorbitalni zivac (IoN-CCI grupa), odnosno kod Zivotinja kod kojih je operativnom
procedurom pristupljeno zZivcu, ali nije podvezan (sham). Neizolovano timarenje lica pacova mereno je dva
dana pre operacije (pre) zatim 2., 4., 8. i 15. dana nakon operacije. VVrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost = SEM. (Broj zivotinja po eksperimentalnim grupama pogledati u legendi Slike 40).
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5. DISKUSIJA

GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu primarno su locirani na granularnim ¢elijama malog mozga
(Pirker 1 sar 2000; Nusser i sar., 1998), ali su takode eksprimirani u drugim regionima mozga
(Gutierrez i sar., 1996; Yang i sar., 2006). Do nedavno se nije znalo mnogo o funkciji ovih
receptora u mozgu. Medutim, neuroimaging, post-mortem i genetske studije kod ljudi, zajedno sa
zivotinjskim modelima koji oponasSaju neuropsihijatrijske fenotipove podrzavaju ideju da
jedinjenja koja pozitivno moduliSu a6 GABAAR mogu biti korisna u razli¢itim stanjima kao §to
su esencijalni tremor i motorni poremecaji kod Tourette-ovog, Angelman-ovog, i Down-ovog
sindroma, neuropsihijatrijski poremecaj sa senzorno-motornim deficitima (kao §to su poremecaji
iz spektra autizma, odredeni simptomi shizofrenije, opsesivho kompulzivni poremecaj i
poremecaji paznje), poremecaji trigeminalnog sistema, depresija i migrena (Sieghart i sar., 2022 i
brojne reference tu navedene). Bezbednosna farmakoloSka i neurotoksikoloska ispitivanja u
kontekstu CNS-a su od najveée vaznosti za pravovremenu procenu mogucnosti da jedan lek
kandidat uspe$no prode faze razvoja novog leka (Andronis i sar., 2020). Nedavno su
identifikovana PQ jedinjenja kao prva koja imaju sposobnost da pozitivnho moduliSu a6 GABAaAR
sa velikom selektivnos$¢éu (Varagi€ i sar., 2013a 1 2013b; Treven i sar., 2018; Chiou i sar., 2016).
Ona obecavaju razvoj lekova sa novim mehanizmom delovanja za niz neadekvatno lecenih
hroni¢nih stanja u neurologiji i psihijatriji povezanih sa ovim podtipom jonotropnih receptora za
GABA-u. Na osnovu strukture tri PQ liganda (PZ-11-029, LAU463 i LAU165), visoko selektivna
za a6 GABAAR, sintetisan je niz drugih PQ liganda od kojih je 15 koris¢eno u eksperimentima
prezentovanim u ovoj disertaciji. Sintetisani su sa ciljem povecanja njihove ogranicene
rastvorljivosti u vodi kao i metabolicke stabilnosti. Poznato je da zamena vodonika njegovim
izotopom, deuterijjumom, pozitivno uti¢e na metaboliCku stabilnost lekova uz zadrZavanje
farmakoloskog profila aktivnih jedinjenja (Harbeson i Tung, 2014). Supstitucija -OCH3 grupe sa
-OCDs grupom u polaznim jedinjenjima (PZ-11-029, LAU463 i LAU165) imala je za posledicu
dobijanje deuterisanih analoga sa poboljsanom metabolickom stabilno§¢u u testovima na
MLM) (Knutson i sar., 2018).

Ovde smo pokazali odlican bezbednosni profil u ponaSanju testiranih PQ liganda, koji su razvrstani
u tri strukturne grupe, a $to je procenjeno u testu spontane lokomotorne aktivnosti, uzdignutom
plus lavirintu, rotarodu, testu gubitka refleksa uspravljanja, pentilentetrazolskom testu i
Morisovom vodenom lavirintu, u kojima diazepam, kao referentni benzodiazepinski lek, delujuéi
pozitivnom modulacijom GABAAR ispoljava svoje sedativno, ansiolitiCko/sedativno, ataksi¢no,
hipnoticko/anesteticko, antikonvulzivno i1 anterogradno-amnesticko dejstvo, redom. Dodatno,
potencijal za stupanje u sinergisticke ili antagonisticke interakcije moze biti vazan za
mehanicisti¢ki nove terapijske opcije koje su u razvoju, imajuci u vidu da farmakodinamske
interakcije sa vecinom lekova koji efekte ispoljavaju na nivou CNS-a mogu uticati na njihovu
klinicku efikasnost i podnosljivost (Johannessen i Landmark, 2010).

5.1. Odredivanje koncentracije izabranih liganada u ciljnim tkivima oglednih Zivotinja
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Kao §to je ocekivano, deuterisani analozi zadrzavaju efikasnost na a6p3y2 GABAAR koja je
komparabilna sa onom koju imaju polazna (parent) jedinjenja. Medutim, farmakokineticke
osobine su unapredene na Sta ukazuju rezulatati dobijeni u eksperimentima farmakokineticke
karakerizacije odabranih PQ liganada. Deuteracijom se postize bolja ciljana isporuka u mozak na
Sta ukazuju vrednosti particionih koeficijenata supstanci DK-1-56-1, RV-1-029 i DK-1-60-3 koje
su ve¢e u odnosu na Kp polaznog jedinjenja (PZ-11-029). Dodatno, priblizno dva puta su vece
vrednosti maksimalnih koncentracija (Cmax) koje u mozgu dostizu deuterisani analozi (DK-1-56-1,
RV-1-029 i DK-I-60-3) u poredenju sa PZ-11-029. Sa druge strane, Cmax N-hetero deuterisanog
analoga, DK-1-86-1, manja je nego za PZ-11-029. Treba napomenuti da svi analozi (DK-1-56-1,
RV-1-029, DK-I-60-3 i DK-1-86-1) pokazuju slicno povecanje metabolicke stabilnosti sa
poluvremenima (u okviru standardnih greski) u opsegu 8,3 — 12,5 h (HLM) i 9,2 — 14,2 h (MLM)
dok poluvremena za PZ-11-029 iznose 3,6 h (HLM) i 3,2 h (MLM) (Knutson i sar., 2018). Navedeni
rezultati ukazuju da povecanje metabolicke stabilnosti ne zna¢i nuzno i vise koncentracije liganda
umozgu, ve¢ brojni drugi faktori uticu na mozdanu ekspoziciju kao Sto su rastvorljivost u lipidima,
naelektrisanje, tercijarna struktura i stepen vezivanja za proteine (Banks, 2009). Uprkos poveéanoj
rastvorljivosti DK-1-86-1 u vodi (pogledati Tabelu 1) koja je postignuta uvodenjem N-hetero
supstituenta u D prsten PQ strukture, smanjena je lipofilnost (cLogP = 2,17 u poredenju sa cLogP
(PZ-11-029)=2,76; Knutson i sar., 2018) koja moZe da uti¢e na sposobnost prolaska kroz krvno-
mozdanu barijeru. Inace, lipofilnost predstavlja veoma vaznu fizicko-hemijsku osobinu koja ima
pivotalnu ulogu u procesima apsorpcije, distribucije, metabolizma i eliminacije terapijskih
agenasa. Lekovi koje odlikuje visoka lipofilnost su podlozniji P450 posredovanom metabolizmu,
Sto za za posledicu ima brzi klirens. Sa druge strane izrazito polarna jedinjena pokazuju dobru
rastvorljivost u vodi, shodno tome brzi klirens putem bubrega, a Cesto, i prisustvo jonizujucih
funkcionalnih grupa ograni¢ava njihov prolazak kroz krvno-moZdanu barijeru (Waterhouse,
2003). Ovo znaci da je optimalna lipofilnost uslov za dispoziciju supstance u mozak. DK-1-87-1
koji je farmakokineticki okarakterisan u prvom eksperimentu ne poseduje efikasnost posredovanu
PQ mestom na a6p3y2 GABAAR (Slika 8b), ali na osnovu Kp vrednosti zakljucuje se da se ligand
distribuira u mozak 1 da se shodno primarnom farmakoloSkom profilu moZe koristiti u
eksprimentima kao kontrolna supstanca.

Imajuéi na umu da su jedino slobodni, nevezani, molekuli leka dostupni da ostvare farmakoloske
efekte, odredivanje slobodnih koncentracija leka u kompartmanu gde ostvaruje dejstvo ima kljucni
znacaj. S tim u vezi za dva PQ liganda, DK-I-56-1 i DK-1-60-3, procenjene su slobodne frakcije
(u plazmi i mozgu) i izracunate slobodne koncentracije u mozgu. Slobodne frakcije oba liganda u
plazmi bile su izuzetno niske (0% za DK-1-56-1 i 0,84% za DK-1-60-3), odnosno, slobodne
koncentracije prakti¢no nisu mogle biti izraCunate. Medutim, slobodne frakcije u mozgu su bile
vece, tako da su dostignute znacajne koncentracije, $to znaci da su se zahvaljujuci lipofilnosti
supstance neometano distribuirale u mozak. Ettrup i sar. (2011) navode sli¢no zapazanje za veliki
broj lipofilnih N-benzil-supstituisanih fenetilamina, kod kojih niska slobodna frakcija liganada u
plazmi ne utiCe znacajno na dispoziciju u mozdano tkivo. Priblizno dva puta veca vrednost
parametra AUCo.12, mozak za supstancu DK-1-56-1 ukazuje na prednost nad DK-1-60-3. Dodatno,
podaci iz studija primarne farmakodinamike (elektrofizioloska aktivnost DK-I-56-1 iznosi
priblizno 200% kada se primeni 0,1 pM DK-I-56-1 uz prisustvo EC3.s GABA-e (Knutson i sar,
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2018)) ukazuju da su slobodne koncentracije koje DK-1-56-1 postize u mozdanom tkivu, a koje su
reda veli¢ine i iznad 100 nM, dovoljne da se ostvari modulacija a6B3y2 receptora in vivo.

S obzirom na ograni¢enu rastvorljivost PQ liganada u vodi primenjene su odredene farmaceutsko-
tehnoloske strategije 1 izradene formulacije kojima se reSavaju izazovi vezani za rastvorljivost.
Jedna od biokompatibilnih formulacija koju odlikuju brojne prednosti je nanoemulzija, tako da je
deo farmakokineti¢kih istrazivanja posvecen poredenju uobi¢ajeno kori$éene suspenzije, rastvora
koji sadrzi 20% organskog rastvarata DMSO i 20% korastvaraca Cremophor EL i nanoemulzije
supstance DK-1-56-1. Poredenjem koncentracija u plazmi i mozgu za svaku vremensku tacku, za
tri formulacije dobijeno je samo da u tre¢em satu rastvor obezbeduje veée koncentracije DK-1-56-
1 u plazmi u poredenju sa suspenzijom, i u tacki od pet minuta koncentracija DK-1-56-1 u mozgu
bila je znacajno veca nakon primene suspenzije u poredenju i sa rastvorom i sa nanoemulzijom.
Poredenjem farmakokineti¢kih parametara za tri formulacije razlike su dobijene za Cmax i AUCo-
12 u plazmi. Naime, najveéu maksimalnu koncentraciju u plazmi obezbedio je rastvor kao
formulacija u poredenju sa preostale dve formulacije, dok je AUCo.12 rastvora bio znacajno veéi
samo u odnosu na suspenziju. Formulacija kao faktor varijacije nije uzrokovala statisti¢ki znac¢ajne
razlike u parametrima izracunatim za mozak.

Ukratko, rezultati ove farmakokineticke studije su pokazali da izmedu ispitivanih formulacija
suspenzije, rastvora i nanoemulzije DK-1-56-1 primenjenih intraperitonealno kod pacova, postoje
diskretne razlike u farmakokinetici inkorporirane aktivne supstance. Moze se smatrati da su
suspenzija i nanoemulzija optimalne fomulacije za aplikaciju oglednim Zivotinjama i da
obezbeduju prihvatljivu ciljanu isporuku supstanci u mozak. Znacajno visa vrednost parametra
Cmax u plazmi za rastvor u odnosu na druge dve formulacije, takode i u mozgu (ali bez dostizanja
znacajnosti), mogla bi da ukaze na primenjivost rastvora kao formulacije u nekim urgentnim
stanjima, ali uz optimizaciju sastava rastvora.

U daljem toku farmakokinetickih eksperimenata ispitivan je uticaj deuteracije na apsolutnu
biolosku raspoloZzivost u plazmi i mozgu pacova dve PQ supstance, PZ-11-029 i njenog direktnog
deuterisanog analoga DK-1-56-1. Nakon $to su odredeni farmakokineti¢ki profili i izracunati
parametri u plazmi nakon i.v. i p.o. primene PZ-11-029 izraCunata je Fpiazma Vrednost koja
predstavlja apsolutnu oralnu bioraspolozivost u sistemskoj cirkulaciji. Na isti nacin je Fplazma
vrednost izracunata za DK-1-56-1. Po analogiji, odredeni su farmakokineticki profili u mozgu i
izraCunati parametri nakon i.v. i p.o. primene ispitivanih liganada, a zatim izraCunate Fmozak
vrednosti za obe supstance, koje predstavljaju apsolutnu oralnu bioraspolozivost u mozgu. Veéu
apsolutnu oralnu bioraspoloZivost postigla je supstanca DK-I-56-1 i u plazmi i u mozgu u odnosu
na vrednosti bioraspoloZivosti supstance PZ-11-029. Ovi podaci ukazuju da je uvodenje
deuterijuma u osnovnu strukturu PZ-11-029 rezultovalo optimizacijom farmakokinetickog
ponasanja nakon peroralne primene, ¢ime se dodatno favorizuje primena DK-1-56-1 u
eksperimentima bihejvioralne karakterizacije i ispitivanje njenih efekata u animalnim modelima
bolesti.

Farmakokineti¢ka karakterizacija LAU463, njegova dva deuterisana analoga (DK-1-58-1 i DK-1I-
58-1) kao i prodrug oblika (DK-I1V-15-1) opet je dokazala da deuteracija ima za posledicu
znacajno poboljSanje farmakokinetickih osobina deuterisanih jedinjenja. Treba dodati da DK-II-
58-1 ima tendenciju dostizanja vecéih vrednosti parametara AUCo-24 i Cmax U plazmi u odnosu na
DK-I-58-1. Osim $to deuterisani analozi LAU463 pokazuju unapredenu farmakokinetiku, njih
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odlikuje i veca metabolicka stabilnost (vrednosti poluvremena za LAU463 u prisustvu mikrozoma
humane jetre odnosno, mikrozoma misje jetre iznose priblizno (nisu prikazane SEM vrednosti) 1,7
odnosno 1,9 h, dok su iste vrednosti za DK-1-58-1, 3,4 i 2,3 h; a za DK-11-58-1, 38,6 i 70,8 h
(Knutson i sar., 2018). Sa navedenim vrednostima stabilnosti DK-11-58-1 predstavlja metabolic¢ki
najstabilnije jedinjenje u seriji PQ liganada, §to mu opet daje blagu prednost nad DK-1-58-1.
Prodrug oblik LAU463 takode doprinosi poboljsanoj farmakokinetici i viSim vrednostima
parametara (Cmax i AUCo.24) u plazmi. Sto se ti¢e profila LAU463, analoga i prodrug oblika u
mozgu neophodna su dodatna ispitivanja sa viSim primenjenim dozama kako bi se dobili relevantni
I pouzdani podaci.

U poslednjem farmakokinetickom eksperimentu uraden je skrining 14 PQ liganda kroz
eksperimente kasetnog doziranja. Ovakva tehnologija (poznata i kao ,,N-in-/ dosing ’) pokazala se
kao efikasan metod testiranja viSe jedinjenja za krace vreme uz utroSak manjeg broja zivotinja.
Imajucéu u vidu da su podaci iz studija metabolizma i farmakokinetike leka presudni u odabiru
., hit” struktura iz baza koje ¢ine milioni jedinjenja, tehnologija kasetnog doziranja ima izuzetan
znacaj (Watanabe i sar., 2006; Nagilla i sar., 2011). Testirani su PZ-11-029 i njegovi deuterisani
analozi (DK-1-56-1, RV-1-029, DK-1-60-3 i DK-1-86-1); LAU463 i njegovi deuterisani analozi
(DK-1-58-1 i DK-11-58-1); dva deuterisana strukturna izomera DK-1-87-1 i DK-I-59-1; i Cetiri
fluorirana analoga (DK-1V-19-1, DK-1V-20-1, DK-1V-22-1 i MM-I1-10).

Trend koji je uocen u prvom farmakokinetickom eksperimentu, potvrden je i u ovom. Naime,
deuterisani analozi liganada PZ-11-029 (DK-I-56-1, RV-1-029 i DK-1-60-3) i LAU463 (DK-1-58-
1 i DK-11-58-1) imaju znatno povecane vrednosti Kp, alfa i Cmax u svim slu¢ajevima, dok je
ekspozicija organa za izluéivanje ostala priblizno ista u poredenju sa osnovnim strukturama (PZ-
11-029 1 LAU 463). Vrednost Kp vecu od jedan imaju samo dva od 14 testiranih liganda, DK-1-56-
1 i DK-I-58-1, koji predstavljaju direktne deuterisane analoge PZ-11-029, odnosno LAU463
(pogledati Tabelu 2 sa molekulskim strukturama liganada) Sto znaci da deuteracija kao relativno
jednostavna hemijska manipulacija doprinosi znacajnom unapredenju farmakokinetickog profila
supstance 1 njenoj poboljSanoj dispoziciji u mozak.

Jos$ jedan parametar koji je u ovom eksperimentu uzet u razmatranje bio je a koji pokazuje udeo
ukupnog nivoa supstance u mozgu u odnosu na ukupan nivo supstance u svim kompartmanima u
kojima su merene koncentracije. Dok su vrednosti parametra o za DK-I-58-1 i DK-1I-58-1
relativno visoke, uvodenje fluora u odgovaraju¢e molekule imalo je za posledicu petostruko
povecanje izloZenosti organa za izlucivanje, §to je doprinelo zna¢ajnom smanjenju o vrednosti za
DK-1V-22-1 i MM-I-10. Moze se zakljuéiti da uvodenje fluora uti¢e na znacajno opterecenje
organa za izluCivanje, a o ¢emu govore ukupni nivoi fluorovanih analoga u jetri i bubregu
(parametri AUCo.-36, jetra | AUCo-36, bubreg). Studije citotoksi¢nosti koje su sprovedene na dve Celijske
linije (¢elije humanog hepatocelularnog karcinoma (HEPG2) 1 ¢elije bubrega humanog embriona
(HEK293)) su pokazale da su PZ-11-029 i analozi, LAU 463 i analozi, kao i DK-1-87-1 i DK-I-59-
1 netoksi¢ni ¢ak i u koncentraciji od 400 uM (Sto znaci da je LDso > 400 uM) (Knutson i sar.,
2018). Prema tome, supstitucija —OCHjs grupe —OCD3 grupom bilo u A ili D prstenu PQ strukture
nema negativan uticaj na ¢elijsko prezivljavanje. Takode, orto ili meta pozicija supstituenta u D
prstenu, kao ni uvodenje N-hetero atoma u D prsten ne pokazuju citotoksi¢nost. Sa druge strane,

fluorovani analozi pokazuju izvestan stepen citotoksi¢nosti. Ligandi koji imaju tri atoma fluora u
strukturi (DK-1V-19-1, DK-IV-20-1 i DK-1V-22-1) pokazali su izvesnu toksi¢nost na HEK293
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¢elijama (bubreg), dok je MM-1-10 koji sadrzi Sest atoma fluora pokazao toksi¢nost na obe ¢elijske
linije (jetra i bubreg) (nepublikovani rezultati saradnicke laboratorije - Katedra za hemiju i
biohemiju Instituta za otkri¢e lekova Milvoki, Univerzitet u Viskonsinu, Milvoki, SAD).

Moze se zakljuciti da su svi ligandi dostigli znacajne maksimalne mikromolarne koncentracije u
plazmi, dok je njihov prolazak u centralni nervni sistem bio blago ogranicen. Ipak, kineticke studije
na glodarima pokazuju da ovi ligandi, a posebno DK-I-56-1, poseduju farmakokineti¢ka svojstva
koja su korisna za predlozenu neuropsihofarmakolosku primenu. Fluorovani analozi zbog
tendencije da dostiZzu visoke nivoe u jetri i bubregu, kao i potencijalne citotoksi¢nosti utvrdene na
¢elijama jetre i bubrega, ne predstavljaju kandidate za dalja ispitivanja na animalnim modelima
bolesti.

5.2. Test spontane lokomotorne aktivnosti

Kao neizostavni deo bazi¢ne bihejvioralne karakterizacije novosintetisanih liganada, test spontane
lokomotorne aktivnosti sproveden je za 14 liganda koji su predmet istrazivanja disertacije, uz
razlicite puteve primene liganada, razli¢ite doze i dozne raspone i na dve razli¢ite vrste i tri soja
Zivotinja.

U testu spontane lokomotorne aktivnosti sprovedenom na adultnim muzjacima pacova Sprague
Dawley soja nije utvrden nikakav znacajan efekat na ukupni predeni put nakon peroralne ili
intraperitonealne primene odabranih PQ liganada, doziranih sa 15 mg/kg, odnosno 3 i 10 mg/kg.
U istom testu, dva liganda (DK-1-56-1 kao analog PZ-11-029 i DK-1-58-1 kao analog LAU463),
dozirani intraperitonealno u dozi od 10 mg/kg, nisu antagonizovali hipolokomotorne efekte
diazepama.

U setu eksperimenata lokomotorne aktivnosti sprovedenim na adultnim muZzjacima Wistar pacova,
utvrden je neocekivan, hiperlokomotorni efekat supstance DK-1-56-1 dozirane intraperitonealno
(10 mg/kg). Efekat je potvrden i u dozi od 3 mg/kg, ali nije u dozama od 1 i 30 mg/kg. Ovo ukazuje
da je u testu utvrdena dozna zavisnost farmakoloske aktivnosti u obliku obrnutog slova U (srece
se i naziv eng. bell-shaped), §to nije neuobicajeno za psihotropne lekove (npr. nalazi sa
antipsihoticima ili prokognitivnim supstancama; Narahashi i sar., 2004; Nishitani i sar., 2019).
Na muZzjacima miSeva C57BL soja hiperlokomotorni efekat utvrden je za PZ-11-029 i DK-1-56-1
u sve tri ispitivane doze (3, 10 i 30 mg/kg) nakon njihove intraperitonealne primene. U ovom
slu¢aju, nije viden o¢igledan odnos doze i efekta supstance DK-1-56-1 u obliku inverznog slova U
kao u prethodnom eksperimentu, ali tendencija postoji Sto potkrepljuje €injenica da Zivotinje
tretirane dozom od 10 mg/kg prelaze statisticki znac¢ajno duzi put u poredenju sa onima koje su
primile dozu od 30 mg/kg.

Spontana lokomotorna aktivnost prema protokolu sa wash-out protokolom ispitana je za 14 PQ
liganada primenjenih na misevima intraperitonealno u dozi od 3 mg/kg uz pozitivnu, negativnu i
neutralnu kontrolu. Ovakvim protokolom redukovan je broj zivotinja, a generisan dovoljan broj
podataka za pouzdanu statisticku analizu. Na osnovu rezultata uocava se razdvajanje strukturnih
grupa liganada na osnovu bioloskih efekata. Naime, LAU463 i analozi (DK-1-58-1 i DK-11-58-1)
znacajno smanjuju predeni put u poredenju sa SOL kontrolnom grupom. Suprotno, PZ-11-029 i
analozi (DK-I-56-1, RV-1-029 i DK-I-60-3) imaju tendenciju ostvarivanja hiperlokomotornog
dejstva bez dostizanja statistiCke znacajnosti. Medutim, u vremenu mobilnosti, koji predstavlja
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robusniji parametar od ukupnog predenog puta, statisticki znacajno povecanje dostigle su i grupe
zivotinja tretirane sa PZ-11-029, DK-1-56-1 i DK-1-60-3.

Ukratko, na osnovu rezultata iz eksperimenata merenja lokomotorne aktivnosti Zzivotinja
zakljuCuje se da su PZ-11-029 i njegovi analozi (osim DK-1-86-1) liseni sedativnog dejstva koje je
karakteristi¢no za klasi¢ne benzodiazepine. Iako to znacajno doprinosi povoljnom bezbednosnom
profilu navedene strukturne grupe liganada, neocekivana blaga hiperlokomorna aktivnost koja je
dobijena na pacovima Wistar soja i miSevima C57BL soja (gde je bila prisutna i u prisustvu
sedativne doze diazepama), zahteva dalja istrazivanja u cilju otkrivanja bioloskog supstrata koji
lezi u osnovi dobijenog efekta. Hiperlokomocija moze da bude posledica suptilnog poveéanja
motivacionog podsticaja Sto se moze iskoristiti kod depresivnih poremecéaja (Bewernick i sar.,
2017), ali svakako da se ovakva pretpostavka mora evaluirati kroz dalje istrazivanje. Takode,
utrvrdeno je da jedan od PQ liganada koga odlikuje visok afinitet za BZ mesto gde ostvaruje
neutralnu modulaciju, a u viSim koncentracijama ostvaruje neselektivnu pozitivnu modulaciju
posredstvom PQ mesta, CGS 9895 dozno zavisno antagonizuje antikonvulzivno dejstvo
diazepama u pentilentetrazolskom testu na misevima (Katzman i Shannon, 1985). Oba skupa
podataka dobijenih za PQ ligande sugeriSu da su relativne uloge GABAAR koje sadrze a6
podjedinicu u regulaciji motori¢kih funkcija sveobuhvatnije i istaknutije kod miSeva nego kod
filogenetskog poredenja koji ukazuju da je a6, pored 04 podjedinice, najstarija o podjedinica, a da
je 6 podjedinica najstarija od svih podjedinica GABAA receptora (Ortells i sar., 1995).

5.3. Rotarod test

Rotarod je jedan od najkori$¢enijih testova za procenu uticaja psihotropnih lekova na motornu
koordinaciju glodara, te s tim u vezi predstavlja vazan eksperimentalni deo prikazanog
istrazivanja. Nijedan od osam PQ liganada primenjenih peroralno u dozi od 10 mg/kg ne dovodi
do naru$avanja motorne vestine kod pacova, §to se procenjuje na osnovu vremena odrzavanja
zivotinje na rotirajuéem valjku (vretenu) rotarod aparata. Medutim, ligandi koji pripadaju jednoj
strukturnoj grupi (subhemotipu) — PZ-11-029 i njegovi analozi DK-1-56-1, RV-1-029 i DK-1-60-3
primenjeni peroralno u dozi od 30 mg/kg — uspevaju da antagonizuju diazepamom-indukovano
oSte¢enje motorne koordinacije koje se manifestuje kao znac¢ajno smanjenje vremena odrZavanja
na rotiraju¢em valjku. PZ-11-029 i strukturno sli¢ni analozi primenjeni zajedno sa diazepamom
uspevaju da to vreme povecaju do nivoa kontrolnih Zivotinja. S druge strane, diazepamom-
indukovanu motornu inkoordinaciju ne uspevaju da preveniraju (antagonizuju) ligandi koji
pripadaju drugom subhemotipu, LAU463 i dva analoga DK-1-58-1 i DK-11-58-1, kao ni DK-1-86-
11 DK-1-87-1, primenjeni u istoj dozi i istim putem kao PZ-11-029 i analozi. Kao $to je uoceno u
testu spontane lokomotorne aktivnosti (najizrazenije u 10. eksperimentu), i ovde se vidi
razdvajanje bioloskih efekata u svetlu suptilnih strukturnih razlika izmedu dva subhemotipa, tako
da PZ-11-029 i strukturni analozi preveniraju ataksi¢no dejstvo diazepama, za razliku od LAU 463
i strukturnih analoga, kao i DK-1-86-1 i DK-1-87-1.

5.4. Test gubitka refleksa uspravljanja

Procena gubitka refleksa uspravljanja postala je Siroko korisé¢eni laboratorijski standard za
testiranje osetljivosti na hipnoticku i anesteti¢ku aktivnost kod pacova, kao i vise drugih vrsta,
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ukljucujuéi miseve, zamorce, kunice, ovce, pse (Smith, 1993; McCarren 1 sar., 2013). U nasem
eksperimentu procenjen je uticaj odabranih PQ liganda na diazepamom indukovani gubitak
refeleksa uspravljanja. Hipnoticki/anesteticki efekti diazepama nisu bili ni spreceni niti potencirani
PQ ligandima primenjenim intraperitonealno u dozi od 20 mg/kg. Nasuprot tome, hipolokomotorni
efekat diazepama koji je pracen nakon oporavka od gubitka refleksa uspravljanja u testu spontane
lokomotrne aktivnosti bio je preveniran ligandima PZ-11-029 i DK-1-60-3, za razliku od DK-1-58-
1, DK-11-58-1 i DK-1-87-1 koji nisu uspeli da antagonizuju hipolokomotorni efekat diazepama.
Stoga, i ovde je prisutna razlika u bioloskim odgovorima dva subhemotipa koji su medusobno
strukturno prili¢no sli¢ni. PZ-11-029 i analozi mogu smanjiti ataksiju kod zivotinja nakon budenja,
Sto nije slucaj sa LAU 463 i analozima, kao ni sa DK-1-87-1.

5.5. Pentilentetrazolski test

U pentilentetrazolskom testu, intraperitonealna primena dva odabrana PQ liganada (DK-1-56-1 i
DK-11-58-1 kao predstavnici dva subhemotipa) u dozi od 15 mg/kg nije uticala na protektivni
antikonvulzivni efekat diazepama, niti je obezbedila bilo kakvu zastitu od konvulzivnih napada
izazvanih pentilentetrazolom. To znaci da antikonvulzivni efekat diazepama ne izostaje u prisustvu
pozitivnih modulatora a6 GABaA receptora, kao i da u repertoaru farmakoloskih efekata PQ
ligandi ne poseduju inherentno antikonvulzivno dejstvo.

5.6. Baterija bihejvioralnih eksperimenata na Wistar pacovima

Na osnovu prethodnih eksperimenata i dostupnih podataka, kao i zbog jednostavnije sinteze,
a6PB3y2 GABAAR-funkcionalno selektivni ligand DK-I-56-1 odabran je kao vodece jedinjenje
(,lead”) za sledece in vivo studije, iako su analozi RV-1-029 i DK-1-60-3 pokazali sli¢no
povecéanje koncentracije u mozgu (Cmax) kao DK-1-56-1, a u odnosu na polazni ligand PZ-11-029.
Deuteracija metoksi grupe u D prstenu (DK-1-56-1) postignuta je kroz Cetiri koraka u sintezi, dok
je deuteracija metoksi grupe A prstena (RV-1-029) zahtevala Sest sinteti¢kih koraka. Za sintezu di
-OCDs3 supstituisanog liganda DK-1-60-3 bilo je neophodno devet konvergentnih koraka, a to nije
rezultiralo znacajnim povec¢anjem bioraspolozivosti u odnosu na mono -OCD3 supstituisani ligand
DK-I1-56-1 kojim bi se opravdali dodatni sinteticki koraci potrebni za njegovo dobijanje (Knutson
1 sar., 2018). U skladu sa navedenim ¢injenicama, kroz bateriju bihejvioralnih testova uradena je
karakterizacija DK-1-56-1, koji je nakon toga testiran u animalnom modelu trigeminalne
neuropatije. Takode, za ligand DK-I-87-1 za koji je na osnovu elektrofizioloskih podataka
procenjeno da je pogodan da u in vivo eksperimentima bude negativna kontola, uradena je
bihejvioralna karakterizacija kroz bateriju testova.

Rezultati u uzdignutom plus lavirintu, testu jacine stiska i Morisovom vodenom lavirintu (,,cued
learning” protokol) bili su sli¢ni prethodnom nalazu u rotarodu. Naime, ligandi koji ostvaruju
potencijaciju GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu ne izazivaju farmakoloSke efekte
karakteristiéne za klasi¢ne benzodiazepine (sedacija, motorna inkoordinacija, miorelaksacija,
anksioliticko dejstvo). Razlika koja je otkrivena u Morisovom vodenom lavirintu, u prvom
pokusaju plivanja, moze da ukaze na suptilan uticaj DK-1-56-1 i DK-87-1 na ukupni predeni put
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do pronalska platforme, na koji se prividno razvila akutna tolerancija, tako je kroz preostale
pokusaje plivanja uticaj tretmana u potpunosti iS¢ezao.

5.7. Profilakti¢ko antinociceptivno dejstvo DK-1-56-1 u modelu hroni¢ne konstrikcione
povrede infraorbitalnog Zivca kod pacova

Ligatura kao hroni¢na kontrikciona povreda infraorbitalne grane trigeminalnog nerva (IoN-CCI)
ima za posledicu hiperreaktivnost na mehanicku stimulaciju koze zivotinja u predelu vibrisa
(Hansson i Bouhassira, 2015) 1 predstavlja potvrden model trigeminalnog neuropatskog bola
(Deseure i Hans, 2015). Koriste¢i ovaj model, testirali smo hipotezu da pozitivni alosterni
modulatori GABAA receptora koji sadrze a6 podjedinicu (Knutson et al., 2018) mogu spreciti
razvoj trigeminalnog neuropatskog bola. Konkretno, u modelu je testiran DK-1-56-1, jedinjenje
odabrano kao ,,lead” na osnovu prethodno sprovedenih farmakokinetickih i farmakodinamskih
eksperimenata. Statisti¢ki znacajne razlike koje su dobijene na nivou IoN-CCI grupe, izmedu
zivotinja intraperitonealno tretiranih sa DK-I1-56-1 (10 mg/kg), odnosno placebom, 14. i 21.
postoperativnog dana ukazuju na sposobnost PQ liganda da suzbije razvoj neuropatskog bola koji
je povezan sa povredom grane trigeminalnog nerva, tokom primene terapije i sedam dana nakon
prekida terapije. Medutim, 14 dana nakon primene terapije (28. postoperativni dan),
antinociceptivni efekat DK-1-56-1 nije detektovan. Validnost modela trigeminalnog neuropatskog
bola potvrduju razlike koje su utvrdene izmedu placebom tretiranih grupa (grupa gde je podvezan
zivac 1 grupa gde je pristupljeno Zivcu ali nije podvezan) 14., 21. 1 28. postoperativnog dana.
Analogni rezultati utvrdeni su za selektivnog agonistu 5-HT1a podtipa serotoninskih receptora u
slicnom IoN-CCI modelu (Deseure i sar., 2003). To bi znacilo da efekti nemaju tendenciju da se
odrZavaju duze vreme, ve¢ su uslovljeni nivoima leka u plazmi ili mozgu i nestaju nakon zavrSetka
primene tretmana i pada nivoa koncentracija u sistemskoj cirkulaciji i na mestu dejstva. ProduZeni
efekat je, ipak, trajao izvesno vreme (sedam dana), ali treba napomenuti da je to verovatno vreme
koje je bilo potrebno da se patoloSki proces razbukti nakon inicijalne supresije tretmanom.
Profilakticko antinociceptivno dejstvo DK-1-56-1 ispitivano je u uslovima ravnoteznog stanja
(eng. steady-state) usled hroni¢nog trajanja lecenja. U tom smislu, ne o¢ekuje se da je blaga
hiperlokomocija utvrdena na Wistar pacovima i C57BL miSevima, a koja predstavlja efekat DK-
I-56-1 kao posledicu akutne, jednokratne primene i potencijalno odrazava suptilno povecanje
motivacionog podsticaja sa moguc¢nos§c¢u primene u leCenju depresivnih stanja (Bewernick, 2017),
uticala na merenje ponasanja u ovom eksperimentu.

GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu najvise su proucavani u malom mozgu, gde je poznato da
mogu biti lokalizovani sinapticki (a6p3y2) 1 ekstrasinapticki (a6p3y2 1 a6p306) (Jechlinger 1 sar.,
1998). Sa druge strane, vazna lokalizacija GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu je i trigeminalni
ganglion. Imunofluorescentne studije su utvrdile u eksprimentima na odraslim pacovima da 86%,
74% i 74% od svih malih, srednjih i velikih TG neurona, redom, eksperimira a6 GABAAR (Puri i
sar., 2012). Na osnovu elektrofizioloskih i farmakokinetickih podataka, DK-1-56-1 ostvaruje
selektivnost u efikasnosti aktivirajuc¢i a6p3y2 , a6p36 i a6p3 GABAAR u koncentracijama od 0,1
uM 1 visim (Slika 8a). Selektivnost u efikasnosti se gubi tek pri koncentracijama ve¢im od 1 uM
kada zapocinje blaga modulacija posredovana drugim podtipovima GABAAR (Vasovi¢ i sar.,
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2018). Dodatno, umerene vrednosti slobodnih koncentracija u mozgu (10-300 nM) doprinose
ocuvanju selektivnosti supstance DK-1-56-1.

U modelu trigeminalne neuropatije izazvane povredom infraorbitalnog zivca dolazi do brzog
generisanja akcionih potencijala od strane neurona trigeminalnog gangliona (\Vos i sar., 1994).
Poznato je da su Celijska tela senzornih ganglija sisara, generalno, liSena sinaptickih kontakata,
medutim egzogena GABA moze indukovati CI struje u svim ispitivanim neuronima trigeminalnog
gangliona. Dakle, svi GABAAR prisutni na celijskim telima trigeminalnog gangliona su
ekstrasinapticki (Hayasaki i sar., 2006). U trigeminalnom ganglionu, GABA-u sintetiSe i oslobada
oko 70% svih neurona, ali se moze akumulirati samo u njihovim okolnim satelitskim celijama.
Pretpostavlja se da cesti akcioni potencijali senzornih neurona dovode do povecéanja
ekstracelularne koncentracije K* tokom repolarizacije, §to moZe izazvati oslobadanje GABA-¢ iz
satelitskih celija i/ili neurona, obezbedujué¢i na taj nacin inhibitornu povratnu informaciju
senzornim neuronima (Hayasaki i sar., 2006). Posledi¢na aktivacija GABAAR koji sadrze a6
podjedinicu na celijskim telima neurona trigeminalnog gangliona verovatno smanjuje stvaranje
akcionih potencijala ovih neurona, a samim tim i transdukciju stimulusa prema centalnim
strukturama, tj. trigeminalnom nucleus caudalis-u (Karim i sar., 2013; Mortensen i sar., 2012).
DK-1-56-1 kao pozitivni alosterni modulator potencira efekat endogene GABA-¢e i time doprinosi
znac¢ajnom smanjenju sinapti¢ke transmisije na odgovaraju¢im terminalima trigeminalnog nucleus
caudalis-a ¢ime se suzbija prenos bolnih stimulusa i percepcija bola.

Posto trigeminalni ganglion ostvaruje veze sa periferijom, a takode se projektuje i centralno,
inhibicijom struktura na nivou trigeminalnog gangliona blokira se prenos informacija u njegovim
putevima i projekcijama. Interesantno je napomenuti da je trigeminalni ganglion bogat lipidima,
kao i da se nalazi izvan krvno-mozdane barijere, tako da moze biti mesto dejstva lekova nezavisno
od sposobnosti da produ krvno-mozdanu barijeru (Eftekhari i sar., 2015). Ova ¢injenica je vazna
jer je u farmakokinetickom eksperimentu odredivanja slobodnih frakcija u plazmi 1 mozgu
dobijeno da je u plazmi vrednost prakticno 0%, dok se u mozgu dostizu znacajne vrednosti
slobodnih koncentracija. Medutim, ne moze se iskljuciti moguénost da se dodatna efikasnost moze
postici boljim pristupom CNS-u jer postoji moguénost da su a6 GABAAR kao mete za DK-1-56-
1 lokalizovani viSe rostralno, na primer na sinaptickim terminalima neurona trigeminalnog
gangliona koji sadrze a6 podjedinicu u kicmenom trigeminalnom nucleus caudalis-u, ili bilo gde
drugo u trigeminalnom putu bola, i na taj na¢in u okviru krvno-mozdane barijere (Shibuta 1 sar.,
2012). Nezavisno od toga gde se nalaze receptori koji sadrze a6 podjedinicu i posreduju u efektima
DK-I-56-1 u opisanom modelu tigeminalne neuropatije, o¢ekuje se da ¢e njegova farmakoloski
aktivna koncentracija na mestu dejstva biti u korelaciji sa koncentracijom u mozgu gde su
izraCunate slobodne koncentracije dovoljne da se ostvari dejstvo. Literaturni podaci pokazuju da
nevezana frakcija u homogenatima mozdanog tkiva nekoliko lekova male molekulske mase u
velikoj meri korelira sa vrednostima u ganglijama dorzalnih rogova kicmene mozdine, §to se moze
uzeti kao surogat za situaciju u perifernom nervnom tkivu (Liu i sar., 2018).

5.8. Opsta diskusija

Sprovedeni testovi na glodarima sugeriSu da psihomotorni neZeljeni efekti, koji predstavljaju
znacajan klinicki problem kod benzodiazepina i1 drugih lekova koji deluju na centralni nervni
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sistem, nisu deo profila efekata na ponasanje deuterisanih PQ liganada koji poseduju funkcionalnu
selektivnost za a6 GABAAR (Knutson i sar.,, 2018; Tzeng i sar., 2021). Medutim, u
eksperimentima Kkoji su prikazani u ovom istrazivanju otkriveni su zanimljivi rezultati za razlicite
predstavnike hemotipa, kao $to je blago hiperlokomotorno dejstvo kod C57BL miseva, ¢ak i u
prisustvu sedativnih doza diazepama. Ovakvi nalazi mogu implicirati postojanje strukturno
zavisnih razlika u bioloskoj aktivnosti medu razli¢itim predstavnicima nominalno homogenog
hemotipa.

U okviru kontinuuma efekata diazepama koji su posledica potenciranja GABA-ergicke
neurotransmisije, intenzivnije promene ponasanja, kao §to su one koje se vide u rotarod i
pentilentetrazolskom testu, a naroCito u testu gubitka refleksa uspravljanja, zahtevaju vecu
okupiranost receptora molekulima leka na mestu delovanja (Burakt, 2022). U tom smislu, u
razli¢itim eksperimentalnim paradigmama Kkoristili smo razli¢ite doze diazepama (3 mg/kg
intraperitonealno u testu spontane lokomotorne aktivnosti, 5 mg/kg intraperitonealno u rotarod i
pentilentetrazolskom testu i 30 mg/kg intravenski u testu gubitka refleksa uspravljanja). S druge
strane, farmakoloska i farmakokineticka karakterizacija PQ liganada ukljucivala je peroralne i
intraperitonealne puteve primene, §to su uobicajeni putevi primene u fazi otkrica lekova i
pretklinickim istrazivanjima (Neervannan 2006), kao i odredene varijacije u dozama i testiranim
ligandima.

Poznato je da primena PQ liganada parenteralnim putem obezbeduje nesto brzu i vecu sistemsku
izloZzenost u poredenju sa klini¢ki pozeljnim peroralnim putem primene. Stoga, umerena
prilagodavanja doza ovih supstanci u razli¢itim eksperimentalnim paradigmama uradena su sa
ciljem dostizanja koncentracija u mozgu dovoljnih za ispoljavanje potencijalnih interakcija sa
odgovaraju¢im bihejvioralnim efektima diazepama (Sieghart i Savi¢, 2018; Burkat, 2022).
Istovremeno, i uprkos ociglednom smanjenju metodoloske potpunosti, eti€¢ka ogranicenja u
istraZivanju na Zivotinjama, potreba za racionalnim i uravnoteZenim skriningom novih jedinjenja,
uz izbegavanje generisanja suvisnih podataka (Chalmers i sar., 2014), uticali su na suzen obim
istrazivanja (u smislu da svih 15 liganda koji su bili predmet ovog istrazivanja nisu ispitani u svim
testovima, ve¢ je pravljena odredena selekcija).

U studijama interakcije, neki, ali ne svi, PQ ligandi su prevenirali ataksi¢ne efekte benzodiazepina,
Sto je pokazano u rotarod testu i tokom pracenja zivotinja u testu spontane lokomotorne aktivnosti
neposredno nakon oporavka od gubitka refleksa uspravljanja izazvanog intravenskom primenom
diazepama. S tim u vezi, diskusija koja sledi ima za cilj da razjasni mehanizam anti-ataksi¢nog
dejstva PZ-11-029 i njegovih deuterisanih analoga (DK-1, -56-1, RV-1-029 i DK-1-60-3 ), kao i
razloge zbog kojih nijedan od testiranih PQ liganada nije uticao na druge ispitivane farmakoloske
efekte diazepama na Sprague-Dawley pacovima.

Zanimljivo je da CGS 9895, jedan od PQ liganada deklarisan kao neutralni modulator visokog
afiniteta za benzodiazepinsko mesto vezivanja i, pri viSim koncentracijama, neselektivni pozitivni
modulator na PQ mestu (Varagi¢ i sar., 2013a; Varagi¢ i sar., 2013b), razli¢ito antagonizuje efekte
diazepama kod pacova, pri ¢emu je najefikasiniji u antagonizmu ataksi¢nih efekata diazepama
(Katzman i Shannon, 1985). Dakle, fenomen koji je utvrden u ovoj studiji nije pomenut prvi put,
ve¢ je poznat od ranije, a njegovo tumacenje bi povecalo razumevanje sloZene modulacione uloge
GABAAR kod pacova.
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Kako su GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu neosetljivi na dejstvo diazepama, supstrat bilo kog
bihejvioralnog efekta benzodiazepina povezan je sa pozitivnom modulacijom GABAAR Kkoji
sadrze al, a2, a3 ili a5 podjedinicu u receptorskom kompleksu sa y2 podjedinicom. Jedino su
GABAAR takvog sastava osetljivi na dejstvo diazepama. Medu njima, o¢ekuje se da GABAAR U
Ciji sastav ulazi al podjedinica daju najve¢i doprinos u ostvarivanju prethodno navedenih
bihejvioralnih efekata diazepama, uz varijabilno ucesc¢e drugih podtipova receptora (Sieghart i
Savi¢, 2018). S druge strane, poznato je da svih devet PQ liganda (PZ-11-029, DK-I1-56-1, RV-I-
029, DK-1-60-3, DK-1-86-1, LAU463, DK-1-58-1, DK-11-58-1 | DK-1-87-1) ¢ije su interakcije sa
diazepamom ispitivane kroz bihejvioralne testove, poseduje visok do umereni afinitet za
benzodiazepinsko mesto na svim GABAAR koji sadrze o podjedinicu, a sve osim jednog (DK-I-
87-1) karakterise i selektivna pozitivna modulacija GABAAR koji sadrze a6 posredstvom PQ
mesta (Knutson i sar., 2018; Sieghart i sar.,2022).

Prema literaturnim podacima, izmedu GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu, koji su pretezno
eksprimirani u malom mozgu, i motoricke koordinacije postoji prividno paradoksalan odnos. U
rotarod testu, a6 knock-out misevi su bili znacajno viSe motorno inkapacitirani dejstvom
diazepama u poredenju sa miSevima kod kojih je bio o¢uvan gen i eksperimirana a6 podjedinica
(wild type miSevi), dok je efekat etanola bio slican u obe kohorte miseva (Korpi i sar., 1999). To
upucuje da neurotransmisija posredovana GABAAR koji sadrZze a6 podjedinicu ima tendenciju
ispoljavanja protektivnog, anti-ataksi¢nog uticaja. S tim u vezi pretpostavlja se da je uoceni
antagonizam ataksi¢nog efekta diazepama prvenstveno posledica agonistickog dejstva PQ liganda
na GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu, a ne antagonizma na benzodiazepinskom mestu
odredenih podtipova GABAAR.

Farmakokineticki rezultati sugeriSu da su slobodne koncentracije PQ liganada u mozgu koje se
mogu dobiti u dozama koje su koriséene u prethodno opisanim eskeprimentima do 300 nM. Svih
osam jedinjenja, iz dve strukturne grupe: PZ-11-029 i analozi i LAU463 i analozi, pozitivho
modulisu a6p3y2 receptore pri koncentracijama ispod 1 uM (Slike 5a, 6a, 7a, 8a i 9). Medutim,
samo PZ-11-029 (Slika 5b) i DK-1-56-1 (Slika 8a) se mogu posmatrati kao pozitivni modulatori
a6Bd receptora pri koncentracijama nizim od 1 uM, dok su DK-1-86-1 (Slika 7b), DK-1-87-1 (Slika
8b) i LAU463 (Slika 6b) bili prakti¢no neutralni na ovom receptorskom kompleksu pri takvim
koncentracijama (podaci za druga PQ jedinjenja nedostaju). Analiza rezultata ponasanja dobijenih
u eksperimentima sa PQ ligandima izvrSena je u svetlu ovih, naizgled suptilnih, razlika u
odgovaraju¢im primarnim farmakoloskim profilima (Slika 11). Prema strukturnoj homologiji sa
PZ-11-029 i DK-1-56-1, o¢ekuje se da su RV-1-029 i DK-1-60-3, takode, aktivni na 066 GABAAR
pored a6PB3y2 receptora. Zaista, ova Cetiri liganda su pokazala izraZen anti-ataksi¢ni efekat u
rotarod testu, a takode, slican efekat primecen je kod PZ-11-029 i DK-1-60-3 tokom pracenja
lokomotorne aktivnosti pacova nakon oporavka od gubitka refleksa ispravljanja. Postoje genetski
dokazi za specificnu vezu izmedu a6 1 6 podjedinica u granularnim ¢elijama malog mozga, sa post-
translacijskim gubitkom & podjedinice kod a6 knock-out miseva (Jones i sar., 1997). Kao $to je
diskutovano u Sieghart i sar. (2022), a6pd i ala6Bd receptori su lokalizovani ekstrasinapticki,
posreduju u tonickoj inhibiciji, a GABA ih aktivira sa izuzetno velikom potentnosc¢u. Imajuci u
vidu tako sloZzenu vezu izmedu dve podjedinice, ¢ak i niska do umerena pozitivna modulacija
izazvana PZ-11-029 i njegovim deuterisanim analozima na GABAAR koji sadrze a6 i § podjedinice,
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kao S§to je ilustrovano na Slici 11, moze presudno doprineti prevenciji ataksi¢nog dejstva
diazepama kod pacova.

Dostupni podaci o afinitetu i1 efikasnosti sugeriSu da su svi testirani PQ ligandi neutralni
modulatori, odnosno antagonisti na benzodiazepinskom mestu GABAaR-a (Knutson i sar., 2018).
U in vitro eksperimentima je pokazano da su tri PQ liganda (ozna¢avaju se kao supstanca 3 (CGS
9895), supstanca 11 i supstanca 30), koji deluju kao niskoafinitetni, neselektivni pozitivni alosterni
modulatori na PQ mestu, u stanju da potpuno inhibiraju efekte rastuc¢ih koncentracija diazepama
na alPB3y2 receptorima, kada se primene u niskoj koncentraciji (50 nM) koja je dovoljna da
potpuno zasiti mesto vezivanja benzodiazepina, ali nedovoljna da stimuliSe GABA-indukovanu
struju posredstvom PQ mesta (Ramerstorfer i sar., 2011; Varagi¢ i sar., 2013b). Tek pri ve¢im
koncentracijama uspevaju da ostvare potencijaciju GABAAR posredstvom al+fB3- vezivnog
mesta.

Stoga se postavlja pitanje zasto PQ ligandi nisu ostvarili antagonisticki efekat svih diazepamskih
efekata ispitivanih kroz in vivo testove (sedativni efekat na Sprague-Dawley pacovima u SLA
testu; hipnoticki/anesteticki efekat u testu gubitka refleksa uspravljanja i antikonvulzivni efekat u
pentilentetrazolskom testu). Postoje dva moguca objasnjenja, koja se medusobno ne iskljucuju.
Prvo, antagonisticko dejstvo na benzodiazepinskom mestu vezivanja u bihejvioralnim testovima
moze biti maskirano istovremenim agonistickim dejstvom na GABAAR koji sadrze a6
podjedinicu. Medutim, nisu otkriveni nikakvi direktni bihejvioralni efekti koji se mogu pripisati
GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu (osim onih koji su vezani za kontrolu ataksije), barem ne u
prezentovanim eksperimentima sprovedenim na pacovima. Kao $to je ve¢ napomenuto, treba imati
na umu i mogucnost da je relativna uloga GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu u regulaciji
motorickih funkcija sveobuhvatnija i istaknutija kod miSeva nego kod pacova, ali u tom smeru su
potrebna dodatna istraZzivanja. Druga moguénost je da antagonisticko dejstvo PQ liganada na
benzodiazepinskom mestu GABAAR ometa istovremeno vezivanje liganda i za PQ mesto koje je
prisutno na istom receptorskom agregatu, i obrnuto. Pretpostavili smo da bi se to moglo dogoditi
pri slobodnim koncentracijama PQ liganada u mozgu koje mogu biti dostignute dozama koje su
primenjene u nasim ogledima. Te koncentracije su verovatno 5-6 puta vece od onih koje su
koriS¢ene u in vitro studijama interakcije tri PQ liganda sa diazepamom (Ramerstorfer i sar., 2011;
Varagi¢ 1 sar., 2013b). Vezivanje PQ liganda za PQ mesto (a+p-medupovrSina) verovatno
uzrokuje neku vrstu konformacione promene i/ili sterne smetnje $to moze sprecCiti efikasno
vezivanje drugog PQ molekula za susedno benzodiazepinsko mesto (o+y2- medupovrsina), a §to
je neophodno da bi se sprecili (antagonizovali) bihejvioralna efekti diazepama.

Vazno je napomenuti da, osim $to ne moze da se meri afinitet (zbog nedostatka liganada sa
specifi¢nim vezivanjem), ne moze Se proceniti ni potentnost PQ liganada za PQ mesto GABAAR
koji ne sadrZze a6 (zbog nedostatka aktivnosti na tim receptorima). Stoga bi eksperimentalna
verifikacija predloZenih interakcija izmedu dva liganda na dva mesta vezivanja unutar istog
receptora bila prakti¢éno nemoguca, ¢ak i ako se ne uzimaju u obzir sloZenosti ¢elijske i regionalne
lokacije receptora (Sieghart i sar., 2022). Osim toga, elektrofizioloski profil flumazenila ukljucuje
znacajnu pozitivhu modulaciju a2p3y2, a3p3y2, 04p3y2 i a6p3y2 GABAAR ve¢ pri koncentraciji
od 100 nM (Ramerstorfer i sar., 2010) tako da se ovaj klini¢ki koris¢en antagonista na
benzodiazepinskom mestu ne moze koristiti za eksperimentalnu potvrdu predloZenih interakcija
na GABAAR.
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Svaki pokusaj modelovanja molekularne interakcije na nivou GABAAR postaje jos slozeniji ako
se uzme u obzir da u svakom trenutku GABA moze da zauzima nijedno, jedno ili dva mesta
vezivanja na svom receptoru. Kao §to je diskutovano u Sieghart i Savi¢ (2018), interakcija bilo
kog liganda sa receptorom na kome su zauzeta oba vezna mesta za GABA-u moze izazvati
konformacionu promenu razli¢itu od one sa samo jednim zauzetim mestom, $to otvara mogucnost
da obim i smer alosterne modulacije dodatno mogu da zavise od prisutne koncentracije GABA-e.
Na kraju, dobro je podsetiti se da ligandi koji deluju posredstvom benzodiazepinskog mesta ne
uti¢u samo na struju hlorida. Njihova modulacija GABA-ergicke signalizacije takode ukljucuje
sporije procese, kao Sto su promene difuzije i grupisanja GABAaR-a. Naime, pun agonista
benzodiazepinskog mesta, diazepam, u stanju niske neuronske aktivnosti ostvaruje mali efekat na
pomenute sporije procese, medutim, nakon kontinuirane neuronske aktivnosti, smanjuje bo¢nu
difuziju i povecava sinapticku stabilnost i grupisanje GABAAR, §to za posledicu ima povecanu
snagu inhibitornih sinapsi (Lévi i sar., 2015). Svi navedeni aspekti predstavljaju znacajne prepreke
za molekularno razja$njavanje in vivo otkrivene interakcije izmedu diazepama, PQ liganda i
GABAAR.

Prikazana analiza dobijenih rezultata navodi na zakljucak da bihejvioralni efekti razli¢itih PQ
liganada u interakciji sa diazepamom zavise od njihove pozitivne modulacije GABAAR koji sadrze
a6 podjedinicu. Posto selektivni 1 sistemski aktivni antagonisti na ovim populacijama receptora
jos$ uvek nisu poznati (Sieghart i Savi¢, 2018), ova hipoteza bi se mogla dalje razjasniti kroz
eskperimente smanjenja ekspresije posredstvom male interferiraju¢e RNK (eng. small interfering
RNK, siRNK) a6 podjedinice na pacovima. Takode, dodatne studije koje procenjuju druge
domene ponasanja, kao $to su nivo anksioznosti i kognitivne performanse, dopunile bi ukupan
profil interakcija ispitivanih PQ liganada i benzodiazepina. Konacno, testiranje vec¢ih doza i
detaljna procena bihejvioralne aktivnosti otkrivenih metabolita (Knutson i sar., 2018) doprineli bi
daljem razjasnjavanju farmakoloskih i toksikoloskih svojstva PQ liganada.

Nasi rezultati pokazuju da su odabrani PQ ligandi u stanju da sprece ataksi¢ne efekte diazepama,
a da nemaju uticaja na druge, istaknute psihomotorne ili antikonvulzivne efekte ovog
benzodiazepina. To znaci da su PZ-11-029 i njegovi deuterisani analozi (DK-1-56-1, RV-1-029 i
DK-1-60-3), kao potencijalni buduci lekovi za brojne neuropsihijatrijske bolesti, liSeni bilo kakvog
potencijala za akutne nezeljene interakcije sa istovremeno primenjenim benzodiazepinima. S
druge strane, mogu u potpunosti da sprece njihovo ataksi¢no dejstvo, uoceno u terapijskim, a
posebno toksi¢nim koncentracijama (Friedman, 2020). S tim u vezi, literatura navodi primere
lekova koji takode deluju na noviu CNS-a i GABAAR, a ne stupaju u neZeljene interakcije sa
benzodiazepinima. Antikonvulziv stiripentol predstavlja dodatni lek kod teskog oblika
miokloni¢ne epilepsije kod dece, i uobicajeo se koristi zajedno sa benzodiazepinima. Stiripentol
ima viSe mehanizama dejstva, a izmedu ostalog, potencira funkciju GABAAR i usporava aktivnost
enzima iz grupe citohroma P450 ¢ime smanjuje razgradnju drugog leka sa kojim se u kombinaciji
primenjuje (Fisher, 2011). Sli¢no se moze sagledati odnosu izmedu PQ liganada i benzodiazepina.
Nezeljena reakcija kao posledica konkomitantne pirmene nije utvrdena, a interakcija koja za
posledicu ima prevenciju ataksije, itekako moze biti terapijski pozeljna. Ipak, priroda i intenzitet
interakcija izmedu PQ liganada i benzodiazepina u uslovima dugotrajne primene nisu jasni, i ostaju
da budu rasvetljeni.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati prikazane doktorske disertacije su pruzili znacajan doprinos u dobijanju podataka
vezanih za bazicnu farmakolosku (farmakokineticku i farmakodinamsku) karakterizaciju PQ
jedinjenja kao pozitivnih alosternih modulatora GABAAR koji sadrze a6 podjedinicu, a koji su
identifikovani kao , hit” jedinjenja u prvoj fazi u otkricu novih lekova. Nakon bazi¢ne
karakterizacije, sprovedena su bihejvioralna istrazivanja u kojima je analizirana interakcija
odabranih PQ liganada sa diazepamom, Siroko kori§¢enim benzodiazepinskim modulatorom
al/a2/a3/a5 i y2-sadrze¢ih GABAaAR. U finalno sprovedenom eksperimentu, ispitano je
profilakticko antinociceptivno dejstvo DK-1-56-1, supstance koja je identifikovana kao ,,/lead”
jedinjenje, u animalnom modelu trigeminalne neuropatije.

U skladu sa prethodno istaknutim, rezultati eksperimenata navode na sledece zakljucke:

1. Analiza farmakokinetickih profila i parametara nakon intraperitonealne, intravenske ili
peroralne primene deuterisanih, fluorovanih i/ili nitrogenovanih analoga polaznih jedinjenja
(PZ-11-029 i LAU463) ukazuje da se deuteracijom dobijaju ligandi sa zna¢ajno unapredenim
farmakokinetikim ponaSanjem u plazmi 1 mozgu nakon sva tri puta primene, pri ¢emu
izlozenost organa za izlu€ivanje (jetra i bubreg) ostaje priblizno ista onoj koju ostvaruju
polazni ligandi. Nitrogenovanje D prstena doprinosi promeni lipofilnosti strukture, pa je uticaj
na farmakokinetiku malo slozeniji u slu¢aju DK-1-86-1, dok je kod DK-11-58-1 rezultovalo
dodatnim unapredenjem farmakokineti¢kih parametara u poredenju sa sli¢nim jedinjenjem bez
atoma azota u D prstenu (DK-1-58-1). Fluorovani analozi pokazuju izrazito povecanje nivoa u
organima za izlucivanje, a s obzirom da imaju izvestan potencijal citotoksi¢nosti, gube bilo
kakvu prednost nad deuterisanim supstancama. Sto se ti¢e uticaja formulacije (suspenzija,
rastvor 1 nanoemulzija) na farmakokinetiku PQ liganada koji su inafe vrlo ograniene
rastvorljivosti, pokazano je da su suspenzija i nanoemulzija kao biokompatibilni sistemi
sasvim prihvatljive i bez jasnih nedostataka u odnosu na rastvor kao homogen sistem.

2. U testovima bazi¢ne bihejvioralne karakterizacije pokazano je da PQ ligandi potencijacijom a6
GABAA receptora ne izazivaju farmakoloske efekte karakteristi¢ne za klasi¢ne benzodiazepine
(sedacija, hipnoti¢ko/anesteticko  dejstvo, motorna inkoordinacija, miorelaksacija,
anksioliticko, antikonvulzivno i anterogradno-amnezijsko dejstvo).

3. U eksperimentima ispitivanja interakcije sa predstavnikom referentnih benzodiazepina,
odabrani PQ ligandi bili su u stanju da sprece ataksi¢ne efekte diazepama, bez uticaja na druge
istaknute psihomotorne ili antikonvulzivne efekte ovog benzodiazepina. To znaci da su PZ-11-
029 i njegovi deuterisani analozi (DK-I1-56-1, RV-1-029 i DK-1-60-3), kao potencijalni lekovi
za brojne neuropsihijatrijske bolesti, liseni bilo kakvog potencijala za akutne nezeljene
interakcije sa istovremeno primenjenim benzodiazepinima. S druge strane, mogu u potpunosti
da sprece njihovo ataksi¢no dejstvo. Ipak, priroda i intenzitet interakcija izmedu PQ liganada i
benzodiazepina u uslovima dugotrajne primene tek treba da budu rasvetljeni.

4. Odabrana kao ,,/lead” jedinjenje, supstanca DK-I-56-1 je u modelu hroni¢ne konstrikcione
povrede infraorbitalnog Zivca ostvarila profilakti¢ko antinociceptivno dejstvo nakon ponavljane
primene koja je trajala 14 dana pocev od prvog dana nakon operacije. Pretpostavljeni
mehanizam je pozitivna alosterna modulacija a6-sadrze¢ih GABAAR, verovatno smestenih na
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sinaptickim terminalima neurona trigeminalnog gangliona u trigeminalnom nucleus caudalis-
u.

Rezultati ove disertacije su umnogome doprineli da supstanca DK-1-56-1 stigne do preklini¢kih
ispitivanja, i na taj nacin zapocne SVOj razvoj kroz regulatorne studije. Do sada, toksikoloske
studije su pokazale negativne rezultate u Ames-ovom testu koji ispituje mutageni potencijal i
mikronukleusnom testu genotoksi¢nosti. Ovo je vazna propusnica za dalji razvoj ovog
prospektivnog leka.
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Obpa3zay 5.

UsjaBa o ayTopcTBY

Wme 1 npesume ayTopa _bpanka [vsosrh Matosuh

Bpoj nHaexkca _4/13

M3jaBmeyjem

[a je AOKTOpCKa AgucepTaumja noj HacnoBoMm

dapmaKkonollka kapakTepusalumja yTuuaja geytepaumje nsabparux

NUpasoioXMHONUMHOHA Kao moaynatopa FABAA peuentopa

e pe3ynrtaT COonCTBEeHOr NCTPpaXMBa4Kor pana,

e [Ja auceptaumja y UenvHu HW Y AenoBrMa Huje Buna npeanoxeHa 3a ctvuare
Apyre AWNAoMe npema CTyAWCKMM nporpammma OpYruX  BWCOKOLLIKONCKUX
yCTaHoBa,;

e 1A CY pe3ynTtaTu KOPeKTHO HaBeadeHn 1

e [a HWCaM KplumMo/fa ayTopcka npaea v KOpUCTUO/Na WHTEeNeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Motnuc ayTopa

@ﬁc&&zﬂ/wm

Y Beorpagy, 14.10.2022. roguHe




O6pazay 6.

U3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LUTaMmnaHe N efieKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpPCKOr paga

Mme 1 npeanme aytopa bpaHka Aunsosuh Matosuh

Bpoj uHaekca 4/13

Cryaujcku nporpam JOKTOPCKe akagemcke cTyauje, mofyn ®apmakonoruja
dDapmaKoollKa KapakTepusaumja yTuuaja geytepauuje usabpaHmx

Hacnoe paga _nupasonoxunonurona kao moaynatopa [ABAApeuentopa

Mentop _npod. ap Mupocnas Casuh

WMsjasrbyjemM fa je wramnaHa Bepanja Mor SOKTOPCKOr pafa WCTOBETHa eNeKTPOHCKO]
BEpP3Wju KOjy cam npegao/na pagwn noxpakweHa y [dururanHoM peno3vTopujymy
YHueepauteta y Beorpaay.

[o3soreaam aa ce objaBe MojU NWYHM Nofjaun BesaHu 3a fgobujarbe akagemckor
Ha3WBa [JOKTOpA Hayka, kao WTO Cy MMe W Npe3umMe, roanHa U MecTo pohera W aTyMm
onbpaHe pana.

OBN nNWYHKU nogaun Mory ce OﬁjaBMTM Ha MpPEeXHMM CTpaHulama OUurutanHe
bubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nyonukauvjama YHusepauteTa y beorpagy.

Motnuc aytopa

Bllitutus: (Haiocteuny

Y Beorpapy, 14.10.2022. roguHe




O6pazay 7.

M3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepsauTetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [durutanHm
peno3uTopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauujy nof
HacrnoBOM:

dapmakonoLlKa KapakTepusauumja yTnuaja Aeytepaumnje ogabpaHux

NnMpasoNoxmMHoNMHOHA Kao mogynaTtopa FABAa peuenTopa

KOja je Moje ayTOpCKO Aeno.

OucepTauujy ca cBUM Npuno3anma npegac/na cam y enekTpoHcKoMm dropMaTy NorogHoM
3a TpajHO apxuBUpakHe.

Mojy [OKTOpCKy AucepTaumjy noxpaweHy y [urutanHoMm  penosutopujyMy
YHuBepauteTa y beorpagy v AOCTYNHY Y OTBOPEHOM NPUCTYNy MOry Aa KOpUcTe CBU
Koju nowTyjy oopenbe cagpxaHe y cgabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajefHule
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AyTopcTBO — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@AyTopcrao — HekomepuwjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpLMjanHo — aenuTu noa uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcteBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — genutu noa uctum ycnoemma (CC BY-SA)

(MonuMo aa 3a0KpyuTe caMo jedHy of WeCT NOHYNeHX NuueHum.
KpaTak onuc nuueHuuM je cacTaBHy 4e0 OBE usjase).

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, _14.10.2022. roguHe




1. AyTtopcTBo. [losBorbaBate ymHOXaBamwe, AUCTpUOYUM)Y ¥ jaBHO caonuiTasarse
fena, w npepage, ako ce Hapede vme aytopa Ha Hadud oppeheHd o cTpaHe aytopa
unu gaeaoua nuUeHue, Yak u y komepuujande cepxe. OBo je HajcnoBoagHuja of csux
nuueHun.

2. AyTopcTBO — HekoMmepuujanHo. [Jo3BoSbaBate yMHOXaBawe, AuCTpubyuujy w
JABHO caonilTagase [ena, U Npepane, ako ce Hasede 1Me ayTopa Ha HaduH oapefieH
04 CTpade ayTopa Wiy Aaraoua nuueHue. OBa NUUEHUa He J03B0OMbasa KoMepumjanuy
ynotpeby gena.

3. AyTOpcTBO — HekoMmepuujanHo — Oe3 npepapa. [Jo3BorbasBare yMHOXaBaH:E,
avcTpubyunjy v jaBHO caoniiTaeawe pgena, bes npomeda, npecbnukoeama wnu
ynotpebe gena y cBOM [eny, ako Ce HaBede ume aytopa Ha Hauvd ogpehed of
cTpaHe ayTopa wnv gasaoua nuuedue. OBa nuueHUa He J03B0rbaBa KomepuvijanHy
yrioTpeby gena. Y oaHoCcy Ha cBe OCTane fuueHle, 0BOM JIMLIEHUOM Ce orpaHuyaBa
Hajeehu obum npaga kopuilhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUUjanHo — AeNnUTh Nnog ucTum ycrnoeuma. [lozsormaBare
YMHOXaBake, AUCTpudYLMjY M jaBHO caoniiTasake [ena, v npepane, ako ce Haseje
MME ayTopa Ha HauduH oppehedn of cTpaHe ayTopa wnv fasacua nvueHue ¥ ako ce
npepaga awctpubyvpa nod wWCTOM WNu CriKrdHOM nuueHdyom. Oea nvueHua He
003BOMaea Komepuwjandy ynotpeby gena un npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepaga. [lo3eorsaBaTe yMHOXaBamwe, aucTpubyuunjy u jaBHo
caonwTagake aena, 6es npomena, npeobnukoBama unv ynotpebe fena y ceom nerny,
axKo ce HaBefe uMe ayTopa Ha HauuH oppeljleH of CTpaHe ayropa whu Jasaoua
nuueHte. OBa nuueHua 0o3Borbasa komepunjanty ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO — HenuTty rnoj WUCTUM ycroeBuma. [lo3Borbasarte yMHOXasahe,
AMCTpUBYLM]Y 1 jaBHO cacnuiTaBake fAena, ¥ Npepage, ako ce HaBene MMe aytopa Ha
HaymH ofpeheH of cTpaHe ayTtopa wnv [JaBaoua nuuesle W ako ce npepaja
ouctpubympa nog WCTOM  WAKM  cAvYHoM  nuueHuoM. OBa nulieHUa [03BOIbara
komepurjandy ynotpeby gena w npepaga. CnvuHa je codTBepckuM nvueHuama,
O[HOCHO NULIEHLIaMa OTBOPEHOT KOoaa.



