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FONDA ZA NAUKU REPUBLIKE SRBIJE:

PROUCAVANJE CILINIH MESTA DELOVANJA ANTIHELMINTIKA U
NEUROMUSKULARNOM SISTEMU PARAZITSKIH NEMATODA U
CILJU POBOLJSANJA FARMAKOTERAPIJE | RAZVOJA NOVIH LEKOVA

Sasa M. Trailovi¢, Mirjana Milovanovi¢, Dorde S. Marjanovié,
Dragana Medi¢, Darko Marinkovi¢, Milan Anici¢, Maja Stojkovic¢*

Parazitske nematode su znacajni patogeni Zivotinja i ljudi. NaZa-
lost, lekovi koji se koriste u farmakoterapiji helmintoza nisu apsolutno
efikasni i bezbedni protiv svih kombinacija vrsta parazita/domacina.
Postoji jasna i hitna potreba za novim efikasnim antinematodnim jedi-
njenjima. Ova potreba postaje sve vaZnija sa sve vecim nivoom rezi-
stencije parazita na postojece lekove. Vecina anthelminika deluje na
neuromi$icni sistem nematoda. Mi u projektu predvidamo da se dalje
ispita neuromisicni sistem na modelima parazitske nematode Ascaris
suum i slobodnozivuée nematode Caenorhabditis elegans. Fokusira-
¢emo se na ispitivanje kombinaciju novih (muskarinski i serotoninski
receptori) i prethodno potvrdenih potencijalnih cilinih mesta (jonotro-
pni nACh i GABA receptori). Predlazemo da se odredi lokalizacija ovih
tu hibridizacije. Farmakoloski cemo okarakterisati ove receptore kori-
stec¢i kombinaciju studija pokretljivosti, testova faringijalnog pumpanja
(C. elegans), testova kontrakcije nervnomi$icnog preparata (A. suum)
i elektrofizioloskim metodama “voltage” i ,current clamp* sa dve elek-
trode (A. suum). Koristeci ove tehnike, ispitivacemo sledece: 1. Efika-
snost kombinacija postojec¢ih GABA-ergi¢nih i holinergi¢kih lekova u
ciliu poboljsanja efikasnosti; 2. Potencijalno nove mete za anthelmin-
tike (muskarinski ACh receptor i serotonergicki MOD 1 receptor); 3)
Prenamenu postojecih lekova koji ispoljavaju potencijalna anthelmin-
ticka svojstva; 4) Antinematodna svojstva terpenoidnih aktivnih sasto-
Jaka (Al) bilinih esencijalnih ulja i potencijal kombinacija Al i postojecih
lekova. Ocekujemo da ce nasi rezultati pruZiti precizniju karakterizaci-
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ju postojecih (holinergi¢kih i GABA-ergi¢nih) i potencijalnih (muskarin-
skih i seretonergickih) receptora za antiparazitske lekove. Utvrdicemo
da li neki stariji lekovi imaju potencijal da se ponovo koriste kao ant-
helmintici, samostalno ili u kombinacijama.

Kljucéne reci: anthelmintici, GABA, ACh, Caenorhabditis
elegans, Ascaris suum

Cilj naSeg projekta, koji finansira Fond za nauku Republike Srbije je dobija-
nje novih podataka za unapredenje i inoviranje antinematodne farmakoterapije.
Glavna ciljna mesta za anthelminti¢ke lekove nalaze se u neuromuskularnom si-
stemu parazitskih nematoda. Mnogi anthelmintici deluju na ,cys-loop® ligand-za-
visne jonske kanale, koji se nalaze na celijskoj membrani usmereni prema ek-
stracelularnom matriksu. To ih Cini lako dostupnim molekulima leka i stoga su
atraktivne mete. Mi ¢emo istraziti mogucnost potenciranja dejstva anthelmintika
na postojec¢a ciljna mesta i ukazati na potencijalno nova mesta za delovanje leko-
va. Ispitivanja su podeljeni u 4 dela:

a) Osnovni ciljevi projekta su dobijanje podataka o mogucénosti poboljSanja
efikasnosti antihelmintickih lekova koji su agonisti ili antagonisti GABA i nikotin-
skih acetilholinskih receptora (nAChRs) kod parazitskih nematoda. Poznato je da
je piperazin jedini agonist GABA receptora u klinickoj upotrebi. lako je u pocetku
ovaj receptor oznacen kao glavno mesto delovanja avermektina, kasnije je doka-
zano da oni deluju prvenstveno na glutamat-zavisne hloridne kanale u farinksu
nematoda. Potencijal GABA receptora kao ciljnog mesta za lekove kod nematoda
ostaje nedovoljno iskoriS¢en. Posebno nas zanima interakcija agonista i antago-
nista benzodiazepinskih receptora sa hloridnim kanalom nematode i moguénost
njihove kombinacije sa GABA-ergi¢kim lekovima. NaSi dosadadnji rezultati sa
diazepamom i flumazenilom sugeriSu ovu moguénost (Stevanovi¢ i sar., 2021).
Testiracemo izoksazoline kao antagoniste receptora GABA-ergi¢nih hloridnih ka-
nala kod insekata i akarina i ispitaéemo njihovu interakciju sa nematodnim GABA
receptorima. Cinjenica je da postoje najmanje tri podtipa nACh receptora kod
parazitskih nematoda (N, L i B). Na osnovu nedavnih studija, potencijalno Cetvrti
podtip je nACh receptor osetljiv na morantel (Charvet i sar., 2018). Ispitacemo an-
tinematodne efekte kombinacija anthelmintickih lekova sa agonisti¢kim dejstvom
na razliite podtipove nAChR nematoda. Ciljanje na viSe podtipova nAChR je
racionalan nacin da se neutrali$e rezistencija uzrokovana promenama na mestu
vezivanja jednog podtipa nAChR u parazitu.

b) Drugi deo istrazivanja odnosice se na ispitivanje novih potencijalnih meta
lekova u neuromuskularnom sistemu nematoda. Fokusiracemo naSe istrazivanje
na farmakolo$ke karakteristike muskarinskog acetilholinskog receptora (mAChR)
kod parazitskih nematoda. U prethodnom istrazivanju smo utvrdili da agonist
mMAChHR izaziva sporu depolarizaciju membrane misi¢ne ¢&elije A. suum (Trailo-
vi¢ i sar., 2008). Ispitaéemo farmakolosSke efekte agonista i antagonista mAChR,
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utvrditi lokalizaciju receptora u neuromuskularnom sistemu nematoda i proceniti
njihov potencijalni znacaj za farmakoterapiju. S druge strane, jedan od nedav-
no otkrivenih farmakoloskih receptora u neuromuskularnom sistemu nematoda
je MOD 1 receptor. Ovi receptori reguliSu otvaranje hloridnih kanala i sli¢ni su
sa 5-HT grupom receptora kod kicmenjaka. Kanal MOD 1 se ne moze blokirati
jonima kalcijuma ili antagonistima specificnim za 5-HT3a, ali ga inhibiraju miase-
trin i metiotepin (tricikli¢ni antidepresivi), metabotropni antagonisti 5-HT receptora
(Rodriguez Araujo i sar., 2022). Ovo ukazuje na zanimljivu farmakologiju MOD 1
receptora kod nematoda. IstraZivanje koje planiramo na parazitskoj nematodi A.
suum ¢e nam dati odgovore o tome kako je MOD 1 hloridni kanali uklju¢en u mo-
tilitet i kontraktilnost parazita i da li on moze biti efektivna meta za delovanje leka.
S druge strane, podaci o inhibitornom dejstvu triciklicnih antidepresiva direktno su
povezani sa nasSim sledec¢im delom projekta: prenamenom postojecih lekova sa
potencijalnim anthelminti¢kim svojstvima.

c¢) Trec¢i deo projekta odnosi¢e se na prenamenu postojecih lekova sa poten-
cijalnim anthelminti¢kim svojstvima. Detaljnije, alternativni pristup razvoju novih
lekova je skrining lekova koji su ve¢ odobreni za leCenje drugih bolesti i njihova
prenamena za anthelminticko lecenje. Prednost ove strategije, koja se takode
naziva ‘prenamena leka’ ili ‘terapeutska promena’, je dostupnost pretklinickih i
klinickih podataka koji mogu ubrzati razvoj leka i smanijiti troSkove razvoja. Skri-
ning biblioteke jedinjenja, malih molekula, koris¢enih u klini¢kim ispitivanjima kod
ljudi na modelu C. elegans otkrio je anthelminti¢ku aktivnost neuromodulatornih
lekova sertralina, paroksetina i hlorpromazina (Weeks i sar., 2018). Na osnovu
nasih prethodnih rezultata, dobijenih kori§¢enjem in silico alata za predikciju, is-
pitacemo efekte ve¢ pomenutih agonista i antagonista benzodiazepinskih recep-
tora i GSK575594A (Stevanovi¢ i sar., 2021) na neuromiSi¢ni sistem parazitskih
nematoda.

d) Cetvrti deo naseg projekta odnosi se na ispitivanje anthelminti¢kih svoj-
stava aktivnih sastojaka eteri¢nih biljnih ulja. Biljke proizvode prirodna ili etericna
ulja kao organske proizvode sekundarnog metabolizma. Eteri¢na ulja i njihovi ak-
tivni sastojci, na osnovu prethodnih farmakolo$kih studija, mogu biti u stanju da
efikasno i bezbedno zamene (ili deluju kao dodatak) tradicionalnim antiparazit-
skim lekovima. Fokus istrazivanja su terpenoidni aktivni sastojci (Al) biljnih eteri¢-
nih ulja. Nasi prethodni rezultati pokazuju antinematodne efekte sa mehanizmom
delovanja karvakrola (biljnog monoterpenoida) koji uklju€uje inhibiciju kontrakcija
miSi¢a parazita. Konkretno, karvakrol inhibira ACh-izazvanu depolarizaciju misi-
¢nih ¢elija nematoda $to ukazuje na direktnu interakciju sa NnAChRs kod Ascaris
suum (Trailovi¢ i sar., 2015, Marjanovi¢ i sar., 2020).

IstraZivanja se sprovede uz podrSku Fonda za nauku Republike Srbije, pro-
jekt broj 7355, The study of anthelmintic’ target sites in the neuromuscular system
of parasitic nematodes in order to improve pharmacotherapy and develop of new
drugs — FRAMASCA.
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PRESENTATION OF THE PRIZMA 2023 PROGRAM PROJECT OF THE SCIENCE
FUND OF THE REPUBLIC OF SERBIA:
THE STUDY OF ANTHELMINTIC’ TARGET SITES IN THE NEUROMUSCULAR
SYSTEM OF PARASITIC NEMATODES TO IMPROVE PHARMACOTHERAPY
AND DEVELOP NEW DRUGS

Sasa M. Trailovi¢, Mirjana Milovanovié, Dorde S. Marjanovi¢, Dragana Medi¢,
Darko Marinkovié¢, Milan Ani¢i¢, Maja Stojkovi¢

Nematode parasites are significant pathogens of animals and humans. Unfortunately,
the current drugs are not optimal against all parasite species/host combinations. There is a
clear and pressing need for new, effective antinematodal compounds. This need is becoming
more acute with the growing level of parasite resistance to existing drugs. The majority of
drugs act on the neuromuscular system of the worm. We propose further investigating
the neuromuscular system of a model parasitic nematode (A. suum) and the free-living
model nematode (C. elegans). We will focus on a combination of novel (muscarinic and
serotonin receptors) and previously validated potential targets (the ionotropic nACh and
GABA receptors). We propose to determine the localization of these receptors in A. suum
using the RNAscope method of in situ hybridization. We will pharmacologically characterize
these receptors using a combination of motility studies (C. elegans), pharyngeal pumping
assays (C. elegans), muscle strip contraction assays (A. suum), and two electrode current
& voltage-clamp electrophysiology (A. suum). Using these techniques, we will investigate:
1. The effectiveness of combinations of existing GABAergic and cholinergic drugs to
enhance efficacy; 2. Investigation of potential new targets for anthelmintics (muscarinic
ACh receptor and serotonergic MOD 1 receptor); 3) The repurposing of existing drugs that
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exhibit potential anthelmintic properties; 4) The antinematodal properties of terpenoid Active
Ingredients (Als) of plant essential oils and potential of combinations of Als and existing
drugs. We expect our results to better characterize actual (cholinergic & GABAergic) and
potential (muscarinic and serotonergic) drug receptors. We will determine whether some
existing drugs have the potential to be repurposed as anthelmintics. Finally, our results will
also determine the antinematodal potential of terpenoid Als from plant essential oils.

Keywords: anthelmintics, GABA, ACh, Caenorhabditis elegans, Ascaris suum
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