UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Janko M. Samardzic¢

Uticaj negativne modulacije
benzodiazepinskog mesta vezivanja
GABA-A receptora na ispoljavanje
razlicitih bihejvioralnih efekata

benzodiazepina kod pacova

doktorska disertacija

Beograd, 2013.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

Janko M. Samardzi¢

The influence of negative modulation of
benzodiazepine binding site of GABA-A
receptor on the different behavioural
effects expression of benzodiazepines

In rats

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2013.



Doktorska disertacija uradena je u Institutu za farmakologiju, klinicku

farmakologiju i toksikologiju Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Disertacija je realizovana u okviru projekta Ministarstva prosvete, nauke i

tehnoloskog razvoja Republike Srbije, broj 175076.

Mentor: Dr Dragan Obradovi¢, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu — Medicinski fakultet

Clanovi komisije:

Dr Milica Prostran, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu — Medicinski fakultet

Dr Ljiljana Gojkovi¢ Bukarica, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu — Medicinski fakultet

Dr Dubravko Bokonji¢, redovni profesor

Univerzitet odbrane u Beogradu — Medicinski fakultet VMA

Datum odbrane:



Mojim roditeljima



Najiskrenije se zahvaljujem svom mentoru profesoru dr Draganu Obradovi¢u na
strucnoj, naucnoj a pre svega prijateljskoj pomoci u toku celokupnog rada.

Zahvaljujem se clanovima komisije na dragocenim savetima, podrsci i
strpljenju.

Takode, zahvaljujem se svim profesorima i kolegama Instituta za farmakologiju,
klinicku farmakologiju i toksikologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu, na podrsci
koju su mi pruzili.

Na kraju, zahvalio bih se porodici i dragim prijateljima, koji su uvek verovali u

mene i podrzali svaku moju odluku ili izbor.

Janko Samardzi¢



Uticaj negativne modulacije benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA-A
receptora na ispoljavanje razlicitih bihejvioralnih efekata benzodiazepina kod

pacova

Sazetak

GABA (y-aminobuterna kiselina) predstavlja glavni inhibitorni neurotransmiter
centralnog nervnog sistema i vecinu svojih inhibitornih efekata ostvaruje putem
jonotropnih GABA-A receptora. Receptori koji sadrze al, 02, a3, ili a5 subjedinicu, u
kombinaciji sa y2 1 nekom od  subjedinica, predstavljaju dominantnu frakciju GABA-
A receptora S obzirom na svoju kompleksnu strukturu, GABA-A receptori su oznaceni
u ovom radu kao GABAA-BDZ-CI receptorski kompleks. GABA-ergicka sinapsa je
mesto delovanja nekoliko razliitih klasa lekova koji moduliraju inhibitornu
neurotransmisiju 1 koriste se u farmakoterapiji anksioznih poremecaja, poremecaja sna,
epilepsije, obustave alkohola, kao i za uvodenje i odrzavanje anestezije. Nedavno je
utvrdeno da lekovi sa antidepresivnim efektima i stabilizatori raspolozenja u znacajnoj
meri uti¢u i na GABA-ergicku transmisiju, a da promene u inhibitornoj neurotransmisiji
mogu imati kljuénu ulogu u patofiziologiji depresije. Ova hipoteza je potkrepljena i
klinckim nalazima u kojima je utvrden redukovan nivo GABA-e u korteksu pacijenata
koji boluju od depresije, a koji se normalizuje nakon terapije antidepresivima.

Benzodiazepini (BDZ), kao najce$¢e propisivani psihofarmaci, deluju kao
pozitivni modulatori GABA-ergicke neurotransmisije i agonisti specificnih BDZ
receptora. Medutim, istrazivanja lokalizacije 1 funkcionisanja BDZ receptora su
pokazala postojanje nove, drugacije klase supstanci koje deluju na nivou ovih receptora
ali kao negativni modulatori, odnosno inverzni agonisti. Naime, pokazano je postojanje
supstanci, najcesce iz klase B-karbolina, koji stimuliSu BDZ receptor, ali u suprotnom
smislu od BDZ. Dok BDZ pokazuju anksioliticke i amnezijske efekte, od inverznih
agonista se oc¢ekuje da pokazu drugacije bihejvioralne efekte, anksiogene 1 potencijalno
promnesticke efekte, odnosno uticaj na kogniciju i motivaciju. S jedne strane, genetska
istrazivanja, uz kori§¢enje modifikovanih linija Zivotinja, ukazuju na korelaciju izmedu

poremecaja raspolozenja i promene nivoa GABA-ergicke neurotransimisije 1 gustine



pojedinih podtipova GABA receptora, dok su, s druge strane, komplementarna
bihejvioralna ispitivanja usmerena ka ispitivnju novosintetisanih liganada, kao i
povezivanju pojedinih efekata BDZ i drugih liganada sa konkretnim podtipom GABA-
A receptora.

Imajuéi u vidu, Cesto kontradiktorne, podatke u literaturi o delovanju inverznih
agonista na benzodiazepinsko mesto vezivanja GABAa—-BDZ-Cl receptorskog
kompleksa, cilj istazivanja bio je da se, primenom dva komplementarna, i u oblasti
bihejvioralne farmakologije Siroko koriS¢ena testa (aktivno izbegavanje averzivne drazi
I forsirano plivanje) ispita uticaj jednokratne i ponavljane primene rastu¢ih doza metil
6,7-dimetoksi-4-etil-p-karbolin-3-karboksilata (DMCM), inverznog agoniste
benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA-A receptora, na ispoljavanje razlicitih
bihejvioralnih efekata benzodiazepina kod pacova i da se, u okviru analize mehanizma
dejstva, utvrdi da li se efekti inverznih agonista ostvaruju preko specificnih mesta
vezivanja u sklopu GABAA-BDZ-CI receptorskog kompleksa.

U testu aktivnog izbegavanja (AA), statisticka analiza nije pokazala znacajne
razlike izmedu grupa koje su tretirane rastvaraCem i fizioloSkim rastvorom, dok
flumazenil nije znacCajno menjao bihejvioralne parametre, odnosno broj uspesSnih
odgovara 1 parametar motorne aktivnosti u odnosu na kontrolnu grupu. Statisticka
analiza je pokazala da jednokratna primena DMCM-a drugog dana u testu aktivnog
izbegavanja uti¢e na broj odgovora AA i da doza od 0,1 mg/kg DMCM-a pokazuje
facilitiraju¢i uticaj na ucenje, dok je flumazenil u potpunosti antagonizovao ovaj efekt.
Promnestic¢ki efekt DMCM-a u dozi 0,1 mg/kg pokazan je i pri ponavljanoj primeni
supstance. U testu forsiranog plivanja (FST), statisticka analiza nije pokazala zna¢ajne
razlike izmedu grupa koje su tretirane rastvaraCem 1 fizioloSkim rastvorom u testu
forsiranog plivanja. Takode, flumazenil nije znaajno menjao bihejvioralne parametre,
odnosno vreme imobilnosti Zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu. Motorni parametri,
u smislu plivanja 1 gnjurenja, nisu se znaajno razlikovali ni kod jedne grupe.
Jednokratna primena DMCM-a, drugog dana u testu forsiranog plivanja, uti¢e na vreme
imobilnosti zivotinja i doza od 0,1 mg/kg DMCM-a smanjuje vreme imobilnosti, dok
flumazenil u potpunosti antagonizuje ovaj efekt. Statisticka analiza je pokazala 1 da
ponavljana primena doze DMCM-a od 0,1 mg/kg, tokom 14 dana, statisti¢ki znac¢ajno

smanjuje vreme imobilnosti Zzivotinja u odnosu na kontrolnu grupu tretiranu



rastvaracem. U testu spontane lokomotorne aktivosti, statisticka analiza nije pokazala
znacajne razlike prilikom testiranja spontane lokomotorne aktivnosti izmedu grupa koje
su tretirane rastvaracem, fizioloskim rastvorom i flumazenila, dok je najveca primenjena
doza DMCM-a (1,0 mg/kg) pokazala hipolokomotorni uticaj, koji je antagonizovan
flumazenilom.

Nasa istrazivanja su pokazala da DMCM, inverzni agonista benzodiazepinskog
mesta vezivanja ima znacajan uticaj na ucenje reakcije aktivnog izbegavanja. DMCM u
najmanjoj primenjenoj dozi povecava broj AA odgovora, odnosno poboljSava ucenje.
Tokom ponavljane primene, pokazano je da postoji statisticki znacajna Kkorelacija
izmedu ove doze i1 efekta DMCM-a na ucenje, sto je u skladu sa nalazima drugih autora
koji su pokazali da male doze negativnih modulatora GABA-ergicke neurotransmisije
mogu biti korisne za podizanje vigiliteta i bolje ucenje kod eksperimentalnih zivotinja.
S druge strane, rastu¢e doze DMCM-a ne dovode do povecanja spontane lokomotorne
aktivnosti, $to ukazuje da ucenje reakcije AA nije bila posledica povecane aktivnosti
Zivotinja.

Nasa istrazivanja upucuju i na znacajne antidepresivne efekte inverznog agoniste
DMCM-a u najmanjoj primenjenoj dozi, ali se takav trend gubi pri ve¢im dozama.
Koliko nam je poznato, naSa studija je prvi izvestaj o uticaju inverznih agonista BDZ
receptora na ponasanje pacova u testu forsiranog plivanja, kao 1 o uticaju ovih supstanci
na motivaciju. Rezultati koje smo dobili su, na prvi pogled, iznenadujuci i u suprotnosti
sa postavljenim hipotezama da smanjenje GABA-ergi¢ke neurotransmisije i aktivnosti
GABA-A receptora doprinosi razvoju depresije. S druge strane, akutni antidepresivni
efekti, pokazani u naSem istraZzivanju, pokazuju znacajnu sli¢nost sa nedavno
objavljenim rezultatima efekata blokade glutamatskin NMDA receptora. S obzirom na
hroni¢ni karakter depresivnih ispoljavanja, posebno je znaCajan rezultat da je
antidepresivni efekt prisutan i nakon ponavljane primene DMCM-a tokom 2 nedelje.

Pokazan uticaj inverznih agonista benzodiazepinskog mesto vezivanja GABA-A
receptora na antidepresivnu aktivnost i ucenje, u eksperimentalnim uslovima, u skladu
je sa klinickim nalazima, da su depresivni poremecaji c¢esto u komorbiditetu sa
anksioznim poremecajima i1 kognitivnim oSte¢enjima. Stoga, sveukupni povoljni uc¢inak
negativne modulacije GABA-ergicke neurotransmisije moze odrazavati povoljne uticaje

na kogniciju i motivaciju, istovremeno.
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The influence of negative modulation of benzodiazepine binding site of GABA-A
receptor on the different behavioural effects expression of benzodiazepines in rats

ABSTRACT

GABA (y-aminobutyric acid) is the major inhibitory neurotransmitter of central
nervous system and most of its inhibitory effects achieve through ionotorpic GABA-A
receptors. Receptors containing al, a2, a3, or a5 subunit, in combination with y2 and
one of the § subunits, represent the dominant fraction of GABA-A receptors Due to its
complex structure, GABA-A receptors have been identified in this paper as a GABAa-
BDZ-CI receptor complex. GABA-ergic synapse is the site of action of several different
classes of drugs that modulate inhibitory neurotransmission and are used in the
pharmacotherapy of anxiety disorders, sleep disorders, epilepsy, alcohol cessation, and
for the introduction and maintenance of anesthesia. It is increasingly recognized that
drugs with antidepressant/mood-stabilizing effects profoundly alter GABAergic
transmission, and that changes in inhbititory neurotransmission may play a key role in
the pathophysiology of depression. This hypothesis is supported by clinical findings
demonstrating reductions in cortical GABA levels in patients suffering with depression,
which are restored to normal levels with antidepressant treatment.

Benzodiazepines (BDZ), as the most commonly prescribed psychotropic drugs,
act as positive modulators of GABA-ergic neurotransmission and specific BDZ receptor
agonists. However, studies of localization and functioning of BDZ receptor have shown
the existence of a new, different classes of substances that act at the level of the receptor
but as negative modulators, or inverse agonists. Namely, it has been shown the
existence of substances, mostly from the class -carbolins, that stimulate BDZ receptor,
but in the opposite sense of BDZ. While BDZ show anxiolytic and amnesic effects,
inverse agonists are expected to show different behavioural effects, and potentially
anxiogenic and promnesic effects, i.e. effects on cognition and motivation. On the one
hand, genetic research, using modified animal lines, indicating a correlation between
mood disorders and changes in levels of GABA-ergic transmission and density of

certain subtypes of GABA receptors, whereas, on the other hand, a complementary



behavioural tests aimed to test the newly synthesized ligands, and connect the individual
effects of BDZ and other ligands with a specific subtype of GABA-A receptors.

Bearing in mind, often contradictory information in the literature about the effect
of inverse agonist of benzodiazepine site of the GABA-benzodiazepine receptor
complex, this research has an aim that, by using two complementary, both in
behavioural pharmacology widely used test (active avoidance of aversive stimuli and
forced swimming test) examine the effect of single and repeated application of
increasing doses of methyl 6,7-dimethoxy-4-ethyl-B-carbolineum-3-carboxylate
(DMCM), an inverse agonist of benzodiazepine binding sites of GABA-A receptors, the
expression of different behavioural effects of benzodiazepines in rats and that, in the
analysis of the mechanism of action, determine whether the effects of inverse agonists
were achieved through specific binding sites within the GABAA-BDZ-CI receptor
complex.

In a study of active avoidance (AA), statistical analysis showed no significant
difference between the groups treated with solvent and saline, while flumazenil was not
significantly altered behavioural parameters, i.e. the number of successful matches and
parameters of motor activity compared to the control group. Statistical analysis showed
that a single application of DMCM, a second day in active avoidance test, affects the
response of AA, and DMCM at the dose of 0.1 mg shows facilitating impact on
learning, while flumazenil completely abolish this effect. Promnesic effect of DMCM at
a dose 0.1 mg/kg was also shown with repeated application of the substance. In the
forced swim test (FST), statistical analysis showed no significant difference between the
groups treated with solvent and saline in the forced swimming. Also, flumazenil did not
significantly alter behavioural parameters, i.e. immobility time of animals compared to
the control group. Motor parameters, in terms of swimming and diving, did not differ
significantly in none of the group. A single dose of DMCM, the second day of the
forced swimming, affects the immobility time of animals, and DMCM at a dose of 0.1
mg/kg reduced immobility time, while flumazenil completely antagonised this effect.
Statistical analysis showed that repeated application of DMCM 0.1 mg/kg for 14 days,
significantly reduced the time of immobility of animals compared to the control group
treated with solvent. In a test of spontaneous locomotor activity, statistical analysis

showed no significant differences when testing spontaneous locomotor activity between



the groups treated with solvent, saline and flumazenil, while the highest applied dose of
DMCM (1,0 mg/kg) showed hypolocomotor effect, which was antagonized by
flumazenil.

Our research has shown that DMCM, a benzodiazepine binding site inverse
agonist has a significant impact on active avoidance learning. DMCM, at a lowest
applied dose, increased the number of AA responses and improved learning. During
repeated application, it is shown the statistically significant correlation between the dose
and the effect of DMCM on learning, which is consistent with findings of other authors
who have shown that small doses of negative modulators of GABA-ergic
neurotransmission may be useful to raise vigilance and better learning in animal
experiments. On the other hand, higher doses of DMCM did not lead to an increase in
spontaneous locomotor activity, suggesting that learning reactions AA was not a
consequence of increased activity of animals.

Our findings also pointed to significant antidepressant effects of inverse agonists
DMCM at the lowest applied dose, but this trend was lost at higher doses. To the best of
our knowledge, our study one of the first reports the influence of a BDZ receptor
inverse agonist DMCM on rat behaviour in forced swim test, as well as the impact of
these substances on the motivation. At first glance, our results seem surprising and
contradict the certain hypothesis that reduction of GABA-ergic neurotransmission and
decreased GABA-A receptor activity contribute to the development of depression. On
the other hand, the acute antidepressant effects observed in our study, showed striking
similarity to the recently published results of NMDA glutamate receptors blocking
effects. Given the chronic nature of depressive manifestations, particularly significant
result that the antidepressant effect is present even after repeated use of DMCM during
two weeks.

The demonstarted impact of BDZ receptor inverse agonists on antidepressant
activity and learning in experimental conditions is consistent with clinical findings that
depressive disorders often comorbid with anxiety disorders and cognitive impairments.
The overall effect of negative modulation of GABA-ergic neurotransmission may thus

reflect better peroformance and effects on both cognition and motivation enhancements.
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Lista skracenica

AA: engl. active avoidance — aktivno izbegavanje

BDZ: benzodiazepini

CNS: centralni nervni sistem

DMCM: metil 6,7-dimetoksi-4-etil-p-karbolin-3-karboksilat

D 0,1; D 0,2...: grupa zivotinja tretirana oznacenom dozom DMCM-a u mg/kg

D 0,1 +F 10,0 .... kombinovana primena DMCM-a i flumazenila u oznac¢enim dozama

F 5,0; F 10,0...: grupa Zivotinja tretirana ozna¢enom dozom flumazenila u mg/kg

FST: engl. forced swimm test — test forisiranog plivanja

GABA: y-aminobuterna kiselina

GABA-A: tip A receptora za y-aminobuternu Kiselinu

ITC: eng. intertrial crossing — prelasci zivotinje s jedne na drugu stranu kaveza za AA u

periodima izmedu pokusSaja

I.p.: intraperitonealno

p: statisticka znacajnost

SEM: eng. standard error of mean — standardna greska
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I UVOD

v-aminobuterna kiselina (GABA) predstavlja glavni inhibitorni neurotransmiter
centralnog nervnog sistema — CNS (Jacob i sar.,, 2008). O njenom znacaju i
rasprostranjenosti u CNS-u najbolje govori podatak da svaka tre¢a hemijska sinapsa u
mozgu koristi GABA-u kao neurotransmiter (Burt, 2003). GABA-ergicka sinapsa je i
mesto delovanja nekoliko razli¢itih klasa lekova koji moduliraju inhibitornu
neurotransmisiju i koriste se u farmakoterapiji anksioznih poremecaja, poremecaja sna,
epilepsije, obustave alkohola, kao i za uvodenje i odrzavanje anestezije (Korpi i sar.,
2002). Medu ovim lekovima benzodiazepini (BDZ) su ve¢ duzi niz godina u centru
paznje naucne 1 struéne javnosti kao lekovi sa Sirokim spektrom indikacija i
predstavljaju zlatni standard u leCenju anksioznih poremecaja (Sramek i sar., 2002).
Medutim, rezultati najnovijih genetskih istrazivanja sve viSe ukazuju na znacaj GABA-
ergicke neurotransimisije i njene modulacije ne samo kod anksioznih, ve¢ 1 kod
depresivnih ispoljavanja i drugih neuroloskih i neuropsihijatrijskih oboljenja (Olsen i
Sieghart, 2008; Cherlyn i sar., 2010). Nedavno je utvrdeno da lekovi sa antidepresivnim
efektima 1 stabilizatori raspoloZenja u znacajnoj meri uticu i na GABA-ergicku
transmisiju (Hines i sar., 2012; Kalueff i sar., 2007), a da promene u inhibitornoj
neurotransmisiji mogu imati klju¢nu ulogu u patofiziologiji depresije (Luscher i sar.,
2011). Ova hipoteza je potkrepljena 1 klin¢kim nalazima u kojima je utvrden redukovan
nivo GABA-e u korteksu pacijenata koji boluju od depresije, a koji se normalizuje

nakon terapije antidepresivima (Krystal i sar., 2002).

BDZ, kao najcesce propisivani psihofarmaci, deluju kao pozitivni modulatori
GABA-ergicke neurotransmisije i agonisti specificnith BDZ receptora (Barnard i sar.,
1998). Medutim, istrazivanja lokalizacije i funkcionisanja BDZ receptora su pokazala
postojanje nove, drugacije klase supstanci koje deluju na nivou ovih receptora ali kao
negativni modulatori, odnosno inverzni agonisti. Naime, pokazano je postojanje
supstanci, najcesce iz klase B-karbolina, koji stimulisu BDZ receptor, ali u suprotnom
smislu od BDZ (Obradovi¢ i sar., 2002, 2003). Dok BDZ pokazuju anksioliticke i

amnezijske efekte, od inverznih agonista se ocekuje da pokazu anksiogene 1



potencijalno promnesticke efekte, odnosno uticaj na kogniciju i motivaciju. Genetska
istrazivanja, uz koriS¢enje modifikovanih linija miseva, ukazala su na korelaciju
izmedu depresivnog ponaSanja i promene nivoa GABA-ergicke neurotransimisije i
gustine pojedinih podtipova GABA receptora u specificnim regionima CNS-a
(Earnheart i sar., 2007; Shen i sar., 2010). S druge strane, bihejvioralna ispitivanja su
usmerena na povezivanju pojedinih efekata BDZ i drugih liganada sa konkretnim
podtipom receptora (Tauber i sar., 2003; van Rijnsoever i sar., 2004) i neophodna su u
cilju razjaSnjavanja i pojacavanja rezultata istrazivanja na genetski modifikovanim
zivotinjama  (Millan, 2003; Savi¢ 1 sar.,, 2005, 2008). Perspektiva ovih
komplementarnih ispitivanja jeste utvrdivanje veze koja postoji izmedu GABA-ergicke
neurotransmisije, procesa ucenja, kognitivnih i emotivnih procesa i, s druge strane,

razvoj selektivnih lekova, sa specifi¢nim i selektivnim profilom dejstava.

1.1. GABA kao neurotransmiter

GABA je glavni inhibitorni neurotransmiter u mozgu sisara (Jacob i sar., 2008).
Procenjeno je da 30-40 % svih sinapsi u centralnom nervnom sistemu (CNS) pripada
GABA-ergickom sistemu. Sadrzaj GABA-e u razli¢itim strukturama CNS-a varira.
NajviSe je ima u supstanciji nigri, globusu palidusu i hipotalamusu, a najmanje u
frontalnom, motornom i cerebelarnom korteksu. Koncentracije GABA-e u strukturama

CNS-a su mikromolarne i znatno su veée nego u drugim tkivima.

GABA je neesencijalna amino kiselina. U mozgu sisara postoji enzimski sistem
za njenu sintezu iz glutaminske Kiseline. Ova sinteza se odvija pod dejstvom enzima
piridoksal fosfat zavisne dekarboksilaze glutaminske kiseline (GAD). GAD enzim
nalazi se u dve izoforme, kodirane razli¢itim genima, koje se razlikuju u afinitetu za
kofaktor, piridoksal fosfat, i subcelularnoj lokalizaciji (Petroff, 2002). GABA,
sintetisana u nervnim c¢elijama deponuje se u sinaptickim vezikulama, kao i1 drugi
neurotransmiteri, a iz njih se oslobada pri depolarizaciji membrane presinaptickih

zavrSetaka GABA-ergickih neurona. Specifi¢ni transportni proteini obezbeduju brzo



uklanjanje oslobodenog transmitera iz sinapticke pukotine u GABA-ergicki zavrsetak i

astrocite.

Otkrice GABA-e kao glavnog inhibitornog neurotransmitera izmenili su u
mnogome videnje nacina funkcionisanja CNS. Naime, glutamat je glavni transmiter
brze ekscitatorne, a GABA glavni transmiter brze inhibitorne sinapticke
neurotransmisije. Uravnotezenost ekscitatornih i inhibitornih signala posredovanih
glutamatom i GABA-om primarno odreduje funkcionalni status CNS-a (Petroff, 2002).
Smanjena ili povecana aktivnost jednog ili drugog sistema se povezuje sa nizom
neuroloskih i psihijatrijskih oboljenja (Whiting, 2003). Posebno je znacajna uloga
GABA-ergi¢ke neurotransmisije U etiologiji i patogenezi poremecaja raspoloZenja i

epilepsije (Jacob i sar., 2008; Jones-Davis i Macdonald, 2003; Millan, 2003).

1.2. Tipovi receptora za GABA-u

GABA deluje na dva tipa receptora: ligand-zavisne jonske kanale i G-protein-
vezane receptore. Svi jonotropni receptori za GABA-u se oznacavaju kao GABA-A
receptori, dok su metabotropni receptori GABA-B tipa. GABA receptori su povezani
najces¢e sa hloridnim kanalom, ali u razli¢itoj meri mogu biti povezani 1 sa
natrijumskim, kalijumskim i kalcijumskim kanalom. GABA-A receptori, u centralnom
nervnom sistemu, posreduju vecinu inhibitornih dejstava GABA-e (Jacob i sar., 2008).
S obzirom na svoju kompleksnu strukturu, oznaceni su u ovom radu kao GABAA-BDZ-
hloridni kanal receptorski kompleks. GABA-B receptori su lokalizovani pre- i post-
sinapticki, negativno moduli$u adenilil ciklazu i sintezu inozitol trifosfata, sa krajnjim
efektom aktivacije kalijumskih kanala i/ili inhibicije voltazno-zavisnih kalcijumskih
kanala. Zavisno od lokalizacije GABA-B receptora, inhibitorni uticaji posredovani
GABA-om mogu da budu potencirani (postsinapticki receptori, presinapticki
heteroreceptori na glutamatergi¢kim zavrSecima) ili umanjeni (autoreceptori) (Bettler 1

sar., 2004; Olsen i Sieghart, 2008).



1.3. GABAA-BDZ-hloridni kanal receptorski kompleks (GABAa-BDZ-CI)

GABAA-BDZ-Cl receptorski kompleks ¢ine pentamerni transmembranski
proteini koji formiraju jonski kanal selektivno permeabilan za hloridni anjon (Olsen i
Sieghart, 2008). Pretezno su lokalizovani u sinapsama, na postsinaptickoj membrani. U
brojnim regijama su lokalizovani i ekstrasinapticki, $to je posebno izrazeno za GABA-A
receptore koji sadrze a4, o5 ili a6 podjedinicu (Brunig i sar., 2002; Fritschy i Brunig,
2003). GABA-A receptori su prisutni i na glijalnim ¢elijama i mogli bi da imaju
znacajnu ulogu u adaptaciji ovih ¢elija potrebama okolnih neurona (Lin i Bergles,
2004). GABA-ergicki mehanizmi su uklju¢eni i u metabolicke procese (Korpi i sar.,
2002). Utvrdena je negativna korelacija izmedu intenziteta GABA-ergicke
neurotransmisije 1 metaboli¢kih procesa u mozdanom tkivu (Obradovi¢ i sar., 2002,
2003). Aktivacija GABA-A receptora dovodi do promene konformacijskog stanja
pripadajuceg jonskog kanala, $to za posledicu ima povecanje provodljivosti za hloridne
jone (Korpi i sar., 2002; Olsen i Sieghart, 2008). Na samom GABA-A receptoru je
utvrdeno 14 razlicitih, strukturno specificnith mesta vezivanja, koja predstavljaju

receptorska mesta u uzem smislu (Chebib i Johnston, 2000).

Do sada je klonirano je 19 podjedinica GABAA-BDZ-Cl receptorskog
kompleksa, a podjedinice su svrstane u nekoliko strukturno povezanih podfamilija koje
obuhvataju izoforme visokog stepena homologije (a 1-6, B 1-3,v 1-3, 9, €, 0, 7, p 1-3) (Slika
1). Najcesc¢e zastupljena receptorska populacija je agregat sastavljen od dve a, dve B 1
jedne y podjedinice (Jacob i sar., 2008). Redi su receptori koji pored dve a i dve P
podjedinice sadrze neku drugu, ne-y podjedinicu, a postoje i receptori sastavljeni samo
od o i B izoformi (Fritschy i Mdhler, 1995). S obzirom da dve razlicite a i/ili B
podjedinice mogu da budu prisutne u istom receptoru, u mozgu, najverovatnije postoji
visSe od 500 razli¢itth GABA-A receptora (Sieghart, 2000), Medutim,
Imunoprecipitaciona ispitivanja pokazuju da je broj glavnih podtipova GABA-A
receptora manji od 10, sa kombinacijom a1y, prisutnom u 43%, axBoys U 18%, i
azPryzs u 17% slucajeva (McKernan i Whiting, 1996; McKernan, 2002). S druge strane,
opsezna imunocitohemijska istrazivanja distribucije 13 najces¢ih podjedinica (a 1-6, B 1-

3,v 13, 0) U mozgu pacova, pokazuju da ogromna vecina receptora sadrzi y, podjedinicu,



dok su & i y1 podjedinice ograniCene na veoma mali broj podru¢ja. U manjoj
koncentraciji, y3 podjedinica je difuzno prisutna u celom mozgu. Od o podjedinica, o
pokazuje najizrazeniju imunoreaktivnost i prisutna je prakticno u svim mozdanim
regijama. Ostale o podjedinice vise su ograni¢ene na pojedine regije (Pirker i sar.,
2000).

GABA, receptor

Slika 1. Shematski prikaz GABA-A
receptora i njegovih subjedinica
(Jacob i sar., 2008).

1.3.1. Mehanizam delovanja GABA-e

Veéina farmakoloskih efekata GABA-e odvija se preko aktivacije GABA-A
receptora koja ima za posledicu otvaranje CI" kanala, $to dovodi do povecéanja
provodljivosti postsinapticke membrane. Posledica GABA-om povecane provodljivosti
membrane zavisice od razlike membranskog potencijala mirovanja i ravnoteznog
elektronemijskog potencijala za CI* jone (Atack, 2009). NajcesCe je ravnotezni
elektrohemijski potencijal CI” jona negativniji od membranskog potencijala mirovanja.
U tom slucaju se, pri otvaranju Cl" kanala, povecava ulazak CI" jona u c¢eliju do
uspostavljanja ravnoteznog potencijala, Sto ¢e imati za posledicu hiperpolarizaciju
¢elijske membrane. Kada je ravnotezni potencijal za C1” jone pozitivniji od potencijala

mirovanja celijske membrane, dolazi do depolarizacije membrane. U svakom slucaju,



pri promeni provodljivosti za CI" jone pri aktivaciji GABA-A receptora, dolazi do
smanjenja efikasnosti, ekscitatorne Na® konduktance, u smanjenju membranskog
potencijala do kritiénog depolarizacionog nivoa, na kome ¢e nastati akcioni potencijal.
Posledica toga je da u oba sluc¢aja stimulacija GABA-A receptora dovodi do
inhibitornog efekta na postsinapticCkoj membrani. Veé¢ina GABA-ergic¢kih neurona su
interneuroni koji inervisu druge neurone u istoj strukturi mozga. Ove lokalne neuronske
veze mogu imati funkciju ushodne ili povratne inhibicije, a ona moze biti presinapticka i
postsinapticka. GABA-ergicki neuroni mogu biti u seriji (npr. u cerebelarnom
korteksu), tako da aktivacija jednog GABA neurona ima za posledicu dezinhibiciju
neurona inervisanog drugim GABA-ergickim neuronom (Obradovi¢ i sar., 2003, 2006;
Olsen i Sieghart, 2008).

1.3.2. Ligandi za GABAA-BDZ-CI receptorski kompleks

Utvrdeno je, do sada, 14 razli¢itih, strukturno specificnih mesta na GABA-A
receptoru: 1) mesto vezivanja GABA-e i drugih agonista, kao i kompetitivnih
antagonista; 2) pikrotoksinsko mesto u jonskom kanalu; 3) mesto vezivanja barbiturata;
4) mesto vezivanja neuroaktivnih steroida; 5) benzodiazepinsko (BDZ) mesto; 6) mesto
vezivanja etanola; 7) stereoselektivna mesta vezivanja inhalacionih anestetika; 8) mesto
vezivanja diuretika furosemida; 9) mesto vezivanja Zn** jona; 10) mesto za vezivanje
drugih bivalentnih katjona, 11) mesto za La®*" jone; 12) mesta vezivanja fosfolipida; 13)
mesta za fosforilaciju specificnim protein kinazama; i 14) mesta ukljucena u interakciju
GABAA receptora i mikrotubula, koji ucestvuju u grupisanju receptora na
postsinaptickim membranama (Chebib i Johnston, 2000). Dodatno, postoje mesta
vezivanja antikonvulziva loreklezola i "agonisticko™ mesto za metil 6,7-dimetoksi-4-
etil-(3-karbolin-3-karboksilat (DMCM), koja nisu u potpunosti definisana (Korpi i sar.,
2002).



1.3.3. Benzodiazepinski (BDZ) receptor

Jo§ sedamdesetih i osamdesetih godina XX veka pretpostavljeno je da se BDZ
mesta vezivanja, odnosno BDZ receptori, koji su prostorno i funkcionalno povezani sa
GABA receptorima, nalaze razli¢ito zastupljeni u pojedinim delovima mozga. Najvise
BDZ receptora ima u cerebralnom korteksu (posebno u frontalnom delu), nesto manje u
cerebelarnom korteksu, strukturama limbickog sistema, talamusu i hipotalamusu, a
najmanje u mozdanom stablu i kicmenoj mozdini (Braestrup i Squires, 1977; Braestrup
i Nielsen, 1980; Mohler i Okada, 1977; Mdhler i Richard, 1981). Kasnije je utvrdeno da
se BDZ mogu vezati za receptore koji nisu vezani za GABA-ergicki sistem, a primarno
su lokalizovani na spoljasnjoj membrani mitohondrija, u vecini tkiva (Gavish i sar.,
1999; Olsen i Sieghart, 2008). Medutim, ovi receptori, iako prisutni i u CNS-u,
oznacavaju se kao periferni benzodiazepinski receptori, koji poseduju nizak afinitet za
BDZ-¢ (Gavish i sar.,, 1999), i znacajni su za regulaciju transporta holesterola u

endokrinim i drugim tkivima (Lacapere i Papadopoulos, 2003).

BDZ i drugi ne-benzodiazepinski analozi koji se vezuju za BDZ regulatorno
mesto (BDZ receptor), smeSteno na medupovrsini izmedu a i vy, podjedinice, alosterno
povecavaju afinitet GABA-e za receptor (Sigel i Buhr, 1997). Posledica ovog
modulatornog uticaja je porast frekvence otvaranja jonskog kanala u prisustvu date
koncentracije  neurotransmitera, odnosno, porast efikasnosti GABA-ergicke
neurotransmisije (Mehta i Ticku, 1999). BDZ receptor zavisi od prisustva 7,-
podjedinice, ali selektivnost sa kojom se BDZ ligandi vezu za GABAa receptore
razlicite strukture prevashodno zavisi od Sest razli¢itih o podjedinica. Tako, zolpidem
ima visok afinitet vezivanja za GABAA receptore koji sadrze a; podjedinicu (Rudolph i
sar., 2001; Mohler i sar., 2001; 2002). Danas se GABA-A receptori koji sadrze o
podjedinicu uglavnom oznacavaju kao GABA; receptori. 1,4-BDZ, poput diazepama,
sa priblizno istim afinitetom se vezuju za GABAAa; receptore kao i za GABA-A
receptore koji sadrze oy, o3, i os podjedinicu, koji se oznaCavaju kao GABAay,
GABAA3, | GABAAs receptori. Prema tome, diazepam pokazuje komparabilan afinitet
za sve BDZ-senzitivne receptore (GABA-A receptori koji sadrze yo, B, i oy, a2, ag ili os

podjedinicu), dok se ne vezuju za BDZ- nesenzitivne receptore (receptori koji sadrze a4



ili as podjedinicu). Molekulski supstrat ove pojave je razjasnjen: BDZ-senzitivni
receptori poseduju aminokiselinsku reziduu histidina (H) u N-terminalnom delu a-
podjedinice kriticnom za interakciju sa molekulom liganda (na poziciji 101 u o1 i ap
podjedinici, odnosno pozicijama 126 i 105 u a3 i os podjedinicama) (Benson i sar.,
1998; Mohler i sar., 2002), dok o4 i as podjedinice u odgovarajucoj poziciji sadrze
reziduu arginina (R) (Knoflach i sar., 1996). Prema tome, BDZ i srodna jedinjenja su

alosterni modulatori jedne subpopulacije GABA-A receptora.

Na jednom receptorskom kompleksu postoji samo jedno mesto prepoznavanja
BDZ (BDZ receptor), iako, po pravilu, ovaj proteinski kompleks poseduje dve o
podjedinice (Williams i Akabas, 2000, 2001). Naime, i y podjedinica, odredenim
aminokiselinskim reziduama, u¢estvuje u formiranju BDZ receptora, a, najverovatnije je
smestena u susedstvu samo jedne o podjedinice, tako da moguénost vezivanja drugog
molekula BDZ preko druge o podjedinice ostaje nerealizovana. S druge strane, GABA
se vezuje za receptorsko mesto smeSteno na medupovrSini a i B podjedinica, koje su
zastupljene sa dva para medusobno susednih makromolekula, tako da se dva molekula

neurotransmitera mogu vezati za jedan receptorski kompleks.

ElektrofizioloSka ispitivanja pokazuju da BDZ, primenjeni u nanomolarnim
koncentracijama, dovode do konformacijskih promena jednog veznog mesta za GABA-
u, i to najverovatnije onog u ¢ijem formiranju ucestvuje a podjedinica koja je
ucestvovala i u vezivanju BDZ. Prema tome, zahvaljujuci premestanju konformacijske
promene sa a-y medupovrSine (BDZ receptor) ka susednoj a- medupovrsini (vezno
mesto za GABA-u), BDZ povecavaju afinitet za vezivanje jednog molekula GABA-e.
Konformacijske promene se ne prenose do druge a podjedinice, odnosno veznog mesta
za drugi molekul GABA-e (Williams i Akabas, 2001), $to bi moglo objasniti ¢injenicu
da BDZ ne mogu sami da otvore receptorski jonski kanal, odnosno, za razliku od
barbiturata, ne mogu da deluju u odsustvu GABA-e. Kao rezultat prikazanog
mehanizma interakcije BDZ-a i GABA-A receptorskog kompleksa nastaju standardni
farmakoloski efekti BDZ-a: redukcija anksioznosti, sedacija, indukcija sna, smanjenje
misi¢nog tonusa, otezavanje motorne koordinacije, suzbijanje konvulzivne aktivnosti,

anterogradna amnezija, razvoj zavisnosti (Jacob i sar., 2008).



Receptori koji sadrze o1, op, az, ili o5 Subjedinicu, u kombinaciji sa y, i nekom
od B subjedinica, predstavljaju dominantnu frakciju GABA-A receptora (Mohler i sar.,
2002; Olsen i Sieghart, 2008). Oko 60% svih GABA-A receptora sadrzi ay subjedinicu.
Retka su podru¢ja u kojima su ovi receptori odsutni; primer su motoneuroni ki¢mene
mozdine (Mohler i1 sar., 2002), a distribucija u pojedinim regijama je veoma
neujednacena (Pirker i sar., 2000). U amigdaloidnom kompleksu na primer, oy
subjedinica je dominantno zastupljena u bazolateralnom jedru, a malo prisutna u

centralnom jedru (Kaufmann i sar., 2003).

Zastupljenost GABA-A receptora koji sadrze a, subjedinicu je 15-20% od
ukupne populacije (Mohler i sar., 2002). U malom broju struktura ova subjedinica je
potpuno odsutna, a po pravilu je manje izrazena od a; Subjedinice. Jedan od izuzetaka
je centralno jedro amigdale, u kome je a subjedinica dominantna (Kaufmann i sar.,
2003). Receptori koji sadze ovu subjedinicu su gusto distribuirani i na inicijalnim
segmentima aksona projekcionih ¢éelija cerebralnog korteksa i hipokampusa (Rudolph i
sar., 2001; Rudolph i Mdhler, 2004). GABA-A receptori sa o3 subjedinicom ucestvuju
sa 10-15% u ukupnom broju (Mohler i sar., 2002). Distribucija je neujednacena, u
veéem broju regija su ovi receptori odsutni (Pirker i sar., 2000). Subjedinica je zna¢ajno
zastupljena u amigdaloidnom kompleksu, kao i u strukturama retikularno-aktivacijskog
sistema (noradrenergicki, serotonergicki i dopaminergi¢ki neuroni) i bazalnog
prozencefalona (holinergi¢ki neuroni) (Rudolph i sar., 2001; Rudolph i Mohler 2004).
Manje od 5% receptora sadrzi oz subjedinicu. U pojedinim strukturama su ovi receptori
izrazenije zastupljeni (pojedine regije kore velikog mozga, olfaktornog sistema,
hipotalamusa, bazalnih ganglija) (Pirker i sar., 2000), dok u hipokampusu o5 subjedinica
ulazi u sastav 15-20% svih BDZ-senzitivhih GABA-A receptora (Atack, 2010; Mdohler i
sar., 2002; Savic i sar., 2008; Harris i sr., 2008).



1.3.4. Benzodiazepinski receptor kao mesto delovanja agonista i inverznih agonisa

Postoje tri vrste modulatora GABAA-BDZ-CI receptorskog kompleksa: pozitivni
alosterni modulatori, koji potenciraju protok CI” jona uzrokovan GABA-om - agonisti,
negativni alosterni modulatori, koji smanjuju fluks CI" jona uzrokovan GABA-om -
inverni agonisti, i neutralni alosterni modulatori, koji kompetitivno otezavaju efekte ove
dve vrste agonista — antagonisti (Slika 2). Receptorska aktivnost jednog liganda
odredena je kombinacijom afiniteta vezivanja za receptorsko mesto i unutrasnje
aktivnosti regulisanog biohemijskog procesa (Kenakin i Onaran, 2002). Ligandi za BDZ
receptor se vezuju za Cetiri osnovne grupe GABAAa receptora (oifxyz, 02Pxyz, 0aPxy2,
asPxy2). Moguéi raspon aktivnosti liganda je veliki (agonist, parcijalni agonist,
antagonist, parcijalni inverzni agonist, inverzni agonist), a kombinacije dejstva na

razli¢itim mestima vezivanja su izuzetne (Huang i sar., 2000).

Analiziraju¢i delovanje BDZ kao agonista BDZ receptora, PB-karbolina kao
inverznih agonista i flumazenila kao antagoniste, nastalo je vise modela BDZ receptora.
Braestrup sa saradnicima je jos$ osamdesetih predlozio model u kome se govori da BDZ
receptor postoji u dva oblika. Aktivni oblik (desno) i neaktivni oblik (levo) se nalaze u
ekvilibrijumu (slika 2). Prisustvo BDZ agoniste, koji ima veliki afinitet za aktivni oblik
receptora, pomera ekvilibrijum udesno i tako povecava procenat aktivnih oblika
receptora, neophodnih da bi GABAaA-BDZ-CI receptorski kompleks bio aktivan u
GABA-ergickoj neurotransmisiji. To je u skladu sa nalazima mnogih autora da BDZ
povecavaju afinitet i vezivanje GABA-e za GABA-A receptore, kao i frekvencu
otvaranja CI” kanala pri delovanju GABA-e. Antagonisti BDZ receptora imaju isti
afinitet za aktivni i neaktivni oblik receptora, te ne menjaju ekvilibrijum. U prilog tome
govore i ¢injenice da flumazenil ne menja afinitet GABA-e za GABA-A receptore, niti
GABA menja vezivanje flumazenila za BDZ receptore. Inverzni agonisti (npr. DMCM)
imaju veci afinitet za neaktivni oblik receptora te pomeraju ekvilibrijum ulevo. To
potvrduju rezultati eksperimenata u kojima je pokazano da inverzni agonisti BDZ
receptora (npr. DMCM) smanjuju afinitet GABA-e za GABA-A receptore (Obradovi¢ i
sar., 2003).
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GABAA-BDZ-CI" kanal receptorski kompleks, generalno, znacajan je za
regulaciju paznje, anksioznosti, miSicne tenzije, epileptogene aktivnosti, ucenje i
memorijske funkcije. Svi ovi bihejvioralni efekti su medusobno povezani, a pojacanje
brze sinapti¢ke inhibicije posredovane ovim receptorima se nalazi u oshovi
farmakoterapije razli¢itih neuroloskih i psihijatrijskih poremecaja. BDZ, kao
najpropisivaniji psihofarmaci, predstavljaju grupu psihoaktivnih supstanci sa vec¢im
brojem farmakoloSkih efekata od kojih su najvaZzniji: antikonvulzivni efekt, sedacija,
anksioliti¢ki efekt, hipnoticki efekt, anterogradna amnezija, miorelaksacija, nepotpuna

anestezija i druga (Rudolph i Moéhler, 2004; Sieghart i Ernst, 2005).

inverzni agonist antagonist agonist
(DMCM) (Ro 15-1788) (midazolam)
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Slika 2. GABAA-BDZ-CI receptorski kompleks
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1.3.5. Endogeni ligandi za BDZ receptor

Kada su prvi put u CNS-u otkriveni specifi¢cni BDZ receptori (Braestrup i
Squires, 1977; Mohler i Okada, 1977), otvoreno je pitanje postojanja endogenih
liganada. Braestrup je sa saradnicima 1980. godine prvi izolovao n-etil-B-karbolin-3-
karboksilat iz urina i ekstrakta mozga. Kasnije su pronadene i druge supstance, kao na
pr. B-karbolin-3-karboksilat etil estar (B-CCE) i p-karbolin-3-karboksilat metil estar (j3-
CCM) koje imaju visoki afinitet za BDZ receptore, a koje pokazuju psihofarmakoloske
efekte suprotne BDZ - inverzni agonisti (Celerier i sar., 2004). Ovaj inverzni agonizam
podrazumeva provociranje napada anksioznosti kod ljudi, potenciranje anksioznosti u
testovima na eksperimentalnim zivotinjama i prokonvulzivni i konvulzivni efekt
(Stephens i sar., 1987). Svi ovi efekti, kao i efekti BDZ, mogu biti blokirani
flumazenilom kao kompetitivnim antagonistom. Guidotti i sar. su okarakterisali peptid
naden u nervnom tkivu Kkoji sa visokim afinitetom inhibise vezivanje liganada za BDZ
receptor (BDZ, flumazenil, B-karbolini); peptid je pokazao pro-konfliktno dejstvo na
ponasanje pacova, i nazvan je inhibitor vezivanja diazepama (DBI). Endogeni
proteoliti¢ki fragment DBI, oktadekaneuropeptid (ODN), pokazao je sli¢nu receptorsku
i bihejvioralnu aktivnost. ODN se oslobada iz glijalnih celija, i znafajno stimulise
sintezu neurosteroida, analogno ne-peptidnom inverznom agonisti DMCM-u; efekt se
moze antagonizovati flumazenilom (Do-Rego i sar., 2001). Godine 1986. su iz mozga
goveceta izolovani i endogeni benzodiazepin N- desmetildiazepam (Sangameswaran i
sar, 1986) 1 endogeni B-karbolin, n-butil - karbolin-3- karboksilat (3CCB) (Pena i sar.,
1986). Postavljen je veliki broj hipoteza o ulozi endogenih liganada BDZ receptora u
fizioloskim funkcijama i patofizioloskim stanjima: npr. endogeni inverzni agonisti bi
mogli da budu znacajni za generisanje REM faze sna (Wichlinski, 1996), a endogeni
BDZ za prolaznu amneziju (Danek i sar., 2002). Ipak, mehanizmi sinteze u mozdanom
tkivu i prisustvo endogenih liganda BDZ mesta vezivanja u sinaptickim vezikulama, za
sada, nisu nedvosmisleno utvrdeni, tako da njihov fizioloski znacaj ostaje kontroverzan.
S druge strane, unosenje prirodnih BDZ hranom je pouzdano utvrdeno; u 100 g
krompira, zitarica, pecuraka, grozda nalazi se 0.001 do 0.06 mg razli¢itih farmakoloski

aktivnih BDZ (Sand i sar., 2000).
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1.4. Bihejvioralni efekti modulatora BDZ receptora

Brojni podaci u literaturi govore o znacajnim bihejvioralnim efektima
modulatora BDZ receptora. Jo§ tokom osamdesetih i devedesetih godina, postoje podaci
o facilitiraju¢im efektima B-karbolina na ucenje (Venault i sar., 1986; Jensen i sar.,
1987), a o negativnom delovanju BDZ na ucenje (Thiebot, 1985; Lal i sar., 1990).
Kasnije su Sharma i Kulkarni ukazali na znac¢aj GABA-ergi¢ckog neurotransmiterskog
sistema za proces u¢enja novih sadrzaja. Nalazi Pererire, Izquierda i saradnika, takode,
govore da aktivacija BDZ receptora (agonistima ili inverznim agonistima), kao i
inhibicija antagonistima, moze biti od znacaja u regulaciji u¢enja, naro¢ito u uslovima
stresa i anksioznosti. Tako je efekt flumazenila na uéenje pokazan u dozama, znatno
manjim od doza potrebnih za druge psihofarmakoloske efekte. Ovaj efekt se sastoji u
antagonizovanju efekata BDZ i B-karbolina. Male, neanksiogene doze flumazenila
(5mg/kg ili manje) date pre treninga povecavaju proces habituacije na jak ton i ucenje
aktivnog izbegavanja, ali ne i habituaciju na nepoznatu sredinu, $to predstavlja znatno
manji stres (testiranje u otvorenom polju). Ovo govori da sticanje u modelima ucenja
moze biti smanjeno unutrasnjim mehanizmima koji ukljucuju oslobadanje BDZ
agoniste 1 u skladu je sa nalazom da se u akutnom stresu (npr. plivanje zivotinja u
hladnoj vodi) smanjuje vezivanje egzogeno aplikovanih BDZ za svoje receptore u CNS-
u. Na taj nacin odnos izmedu stresa (ili anksioznosti) i u¢enja postaje jasniji. Delimi¢na
ekscitiranost ili odredeni nivo anksioznosti, ili ¢ak stresa, neophodan je za ucenje
(Izquierdo i McGaugh, 2000; McGaugh, 2004). Kasnija istarzivanja na zivotinjama i
ljudima pokazuju da su anksioznost i pamcenje dva blisko povezana entiteta
(Chapouthier i Venault, 2002; McGaugh, 2004), kao i anksioznost i depresivna
ispoljavanja (Kalueff i sar., 2007). Postoji jasna tendencija da se emocionalno
pobudujuéa iskustva lakse pamte (McGaugh, 2004). Interakcija izmedu formiranja
memorije i stanja anksioznosti i depresije bi mogla da ukljuci neke zajedni¢ke nervne

supstrate i/ili medusobnu modulaciju u adaptivnom smislu.
Memorijski procesi se dele u tri faze: sticanje (eng. acquisition), konsolidaciju i

pozivanje (eng. retrieval) (Abel i Lattal, 2001). Sticanje, odnosno ucenje, i konsolidacija

su faze formiranja memorije, i veoma su podlozne modulatornim uticajima.
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Eksperimentalno, veoma je teSko razdvojiti pojedine faze memorije, s obzirom da,
zavisno od vremenskog toka manipulacije, dve ili sve tri faze mogu da budu pod
uticajem ispitivanog tretmana. Memorijski zadatak se sastoji od procedure kojoj se
eksperimentalna zivotinja ponavljano izlaze; tretman Kkoji se ispituje moze da se primeni
pre ili neposredno posle prvog, akvizicionog izlaganja zadatku, ili neposredno pre
testiranja u retencionoj sesiji. U sluc¢aju primene tretmana pre trening sesije, ne mogu da
se izbegnu efekti na druge procese (paznja, motivacija, motorna aktivnost) koji

indirektno uti¢u na ucenje i pozivanje (McGaugh i Izquierdo, 2000).

Izuzetno raznoliki mehanizmi i neurotransmiterski sistemi su povezivani sa
formiranjem i modulacijom procesa ucenja (Millan, 2003; Myhrer, 2003; Savi¢ i sar.,
2003, 2008). Na molekularnom nivou, najvise prou¢avan mehanizam formiranja
memorije je uticaj glutamata na NMDA receptore, koji su vezani za Ca-kanale.
Glutamat tokom procesa ucenja, u dovoljnoj koncentraciji, stimuliSe NMDA receptore,
&Gime se povecava intracelularna koncentracija Ca’*. Na taj nadin se pokreée
intracelularni mehanizam koji za posledicu ima promene u ekspresiji gena, pre svega c-
fosa. Povecana ekspresija i fosforilacija c-fosa smatra se kljuénim molekularnim
mehanizmom u razvoju plastiCnosti nervnih celija. GABA-ergicki sistem ima
modulatornu funkciju u ovom procesu, na taj nacin §to vr$i podesavanje 1 finu regulaciju
ekspresije gena. Da li e GABA-ergicki sistem povecati ili smanjiti ekspresiju gena,
zavisi od vremena kada se aktivira i stanja ostalih neurotransimtera (Collins i sar., 2009;
Reul i sar., 2009).

Uopste, utvrdeno je da agonisti BDZ receptora ispoljavaju amnesti¢ka dejstva,
dok inverzni agonisti, poput f-karbolina, pokazuju promnesticke efekte (Krazem i sar.,
2001; Chapouthier i Venault, 2002; Chapouthier, 2003). Kada se govori o anterogradnoj
amneziji BDZ, specifi¢ni efekti na memorijsku funkciju odnose se vise na
nemogucnosti ili oteZavanje ucenja odnosno sticanja novih informacija, nego na
pozivanje prethodno naucenog. Stoga je, mozda, adekvatniji termin za ovaj efekt
"slabljenje sticanja memorije” umesto navedenog "amnestickog" efekta. Upravo ova
hipoteza je posluzila kao polazna tacka za naredna genetska i bihejvioralna ispitivanja

koja su imala za cilj izazivanje obrnutog efekta, odnosno pojacanje sticanja memorije
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(promnesticki efekt), ukoliko se primene inverzni agonisti, 0odnosno negativni
modulatori GABA-A receptora (Samardzié¢, 2008; Savic i sar., 2005, 2008).

Pocetkom XXI veka, primenom tehnologija genetski modifikovanih Zivotinja,
stekli su se uslovi za izvodenje studija i eksperimenata u cilju utvrdivanja korelacije
izmedu pojedinih efekata liganada BDZ receptora i njihovog specificnog molekulskog i
neuronskog supstrata delovanja (Mohler i sar., 2002, Olsen i Sieghart, 2008). Ova, do
danas, aktuelna istrazivanja imaju za cilj razvoj selektivnih lekova koji deluju preko
benzodiazepinskog receptora sa novim, suzenim profilom dejstava, kako terapijskih
tako i nezeljenih. Do sada je najvise postignuto na dobijanju liganada selektivnih za o
podjedinicu. Zolpidem predstavlja selektivni agonist za GABA-A receptore, koji sadrze

oy podjedinicu i $iroko se primenjuje u tretmanu nesanice (Holm i Goa, 2000).

1.5. Ucenje zavisno od biohemijskog miljea (engl. state-dependent learning)

U neuropsihofarmakologiji pojam ,.state-dependent learning®, odnosno ucenje
zavisno od biohemijskog miljea, oznacava ¢injenicu da se informacije i sadrzaji, koji su
uceni u odredenom biohemijskom miljeu, odnosno pod dejstvom odredene supstance,
kasnije znatno bolje pozivaju i efikasnije ue u ponovljenom istom biohemijskom
miljeu, nego kada su biohemisjki uslovi izmenjeni (Colpaert, 1990; Darbandi i sar.,
2008). U eksperimentalnim bihejvioralnim modelima, zivotinje koje uce pod dejstvom
odredene supstance, povecavaju efikasnost ucenja pri ponovljenoj primeni iste
supstance, odnosno smanjuju efikasnost u¢enja prilikom promene supstance. Sto
supstanca ima vecu farmakoloSku aktivnost, utoliko je ovaj fenomen visSe izraZen.
Ucenje zavisno od biohemijskog miljea je posebno pokazano za pojedine grupe lekova,
kao $to su opioidni analgetici, intravenski anestetici, anksiolitici i etanol (Colpaert 1990,
Carlezone i sar., 1995, Darbandi i sar., 2008).

S obzirom da mehanizam, koji je u osnovi ucenja zavisnog od biohemijskog

miljea, do danas nije u potpunosti razjaSnjen, novija literatura ne objasnjava ovaj

fenomen per se, ve¢ se on javlja kao pratea pojava u brojnim bihejvioralnim
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eksperimentima. Medutim, smatramo da je ovaj fenomen od izuzetnog znacaja, posebno
za supstance koje utiCu na proces ucenja. Stoga, svaka supstanca, koja pretenduje da
ima promnesti¢ki potencijal, mora biti testirana na ovaj fenomen, odnosno mora se
ispitati da li je njen promnesticki potencijal posledica facilitacije ucenja ili je to

posledica ponovljenih biohemijskih i farmakoloskih uslova.

1.6. Psihofizioloske osnove reakcije aktivnog izbegavanja i forsiranog plivanja

U bihejvioralnim eksperimentima ve¢ dugi niz godina se koristi reakcija
izbegavanja za proucavanje razli¢itih memorijskih procesa. Uredaji koji se koriste su
razli€iti, ali se svode na to da izvesna aktivnost zivotinje, koja se moze registrovati,
bude sredstvo prekida neprijatne (averzivne) drazi. Ukoliko se od Zivotinje zahteva
pasivnost u toku delovanja uslovne drazi, onda govorimo o pasivnom izbegavanju. Ako
je prelazak odredena aktivnost Zivotinje naCin izbegavanja neprijatne drazi, onda se

govori o aktivnom izbegavanju (Samardzi¢, 2008).

Reakcija AA je ponaSanje koje se lako uci, a tesko zaboravlja, pa je na taj nacin
obezbedena visoka reproducibilnost rezultata pri ispitivanju uticaja lekova na ucenje
ove reakcije. Sama reakcija AA je slozeno steCeno ponasanje, koje se ispoljava
izbegavanjem averzivne drazi u strogo kontrolisanim uslovima izlaganja Zivotinje ovoj
drazi. Strah i beZanje predstavljaju dva odlucujuéa momenta za ucenje ovog ponasanja.
U prvoj fazi ucenja, udruzivanjem uslovne drazi (svetlo, zvuk) i bezuslovne drazi
(elektriéni Sok) formira se, po klasicnim principima Pavlovljevog kondicioniranja,
uslovni refleks straha. Ovaj strah, u daljem procesu ucenja reakcije AA, uzrokuje
motornu reakciju bezanja sa mesta delovanja averzivne drazi; Zivotinja ne beZi zbog
dejstva drazi, ve¢ zbog teznje da razresi strah. U drugoj fazi ucenja, strah predstavlja
psihofizioloski preduslov za dalje ucenje reakcije AA. Druga faza, tj.
instrumentalizacija ponasanja, nastaje onda kad Zivotinja prvi put pobegne pri pojavi
samo uslovne drazi, §to znaci da izbegava pojavu bezuslovne drazi. Na taj nacin, pojava
samo uslovne drazi predstavlja preduslov za nastajanje straha, koji je onda osnovni

motiv za pojavu reakcije izbegavanja. RazreSavanje (nestajanje) straha uslovljeno je
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pojavom adekvatnog motornog akta, tj. izbegavanjem pri pojavi naredne uslovne drazi.
Na taj nacin, strah je neophodan za nastajanje reakcije aktivnog izbegavanja, a nestanak

straha pri izvodenju ove reakcije je bitan preduslov za njeno ucenje (Samardzi¢, 2008).

Test forsiranog plivanja (FST), prema Porsoltu i saradnicima iz 1978. godine,
predstavlja standardni test za procenu antidepresivnih efekata supstanci. Postavljanjem
Zivotinje u ogranicen prostor ispunjen vodom, stvara se averzivna situacija koja izaziva
reakciju ,,0€aja“ 1 bespomocnosti. Supstance sa antidepresivnim potencijalom
produzavaju vreme koje zivotinja provodi u borbi za pronalazenjem izlaza iz cilindra,

odnosno smanjuju vreme imobilnosti.

Medutim, poslednjih godina se ukazuje na mnogo sloZeniju psihofizioloSku
osnovu FST reakcije. Naime, pri ponavljanoj primeni FST postaje znacajan model za
proucavanje procesa motivacije i formiranja kontekstualne memorije u averzivnoj
situaciji (Chandramohan i sar., 2008, Collins i sar., 2009), analogno reakciji aktivnog
izbegavanja, koja predstavlja proces instrumentalnog ucenja pod dejstvom averzivne
drazi. U ranoj fazi forsiranog plivanja, pod dejstvom averzivne situacije, izaziva se
odbrambena reakcija kojom zivotinja pokuSava da napusti averzivni prostor.
Vremenom, nakon brojnih bezuspesnih pokusaja, Zivotinja prelazi u stanje mirovanja,
odnosno imobolnosti. U kojoj meri ¢e Zivotinja nastaviti borbu najvise zavisi od stepena
motivacije. Na taj nacin, reakcija forsiranog plivanja omogucava pracenje efekata poput
antidepresivnih, koji su u znacajnoj meri odredeni stepenom motivacije, $to ukazuje na
motivaciju kao dodirnu tacku u smislu faktora pozitivnog potkrepljenja ucenja reakcije
izbegavanja averzivne drazi i uspe$nog razreSavanja konflikta, pracenih depresivnim

ispoljavanjima.
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Il CILJEVIISTRAZIVANJA

Imajuéi u vidu, Cesto kontradiktorne, podatke u literaturi o delovanju inverznih
agonista na benzidiazepinsko mesto vezivanja GABAA—BDZ-CI" receptorskog
kompleksa, cilj istazivanja bio je da se, primenom dva komplementarna, i u oblasti
bihejvioralne farmakologije Siroko koriS¢ena testa (aktivno izbegavanje averzivne drazi

1 forsirano plivanje) utvrdi sledece :

1. Ispitati uticaj jednokratne primene rastu¢ih doza DMCM-a, inverznog
agoniste benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA-A receptora, na procese ucenja

pacova u reakciji aktivnog izbegavanja averzivne drazi

2. Ispitati uticaj ponavljane primene rastu¢ih doza DMCM-a, inverznog agoniste
benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA-A receptora, na procese u¢enja pacova U

reakciji aktivnog izbegavanja averzivne draZi

3. lIspitati uticaj jednokratne primene rastu¢ih doza DMCM-a, inverznog
agoniste benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA-A receptora, na procese

motivacije tokom forsiranog plivanja pacova

4. lspitati uticaj ponavljane primene rastu¢ih doza DMCM-a, inverznog
agoniste benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA-A receptora, na procese

motivacije tokom forsiranog plivanja pacova

5. Ispitati uticaj rastuc¢ih doza DMCM-a, inverznog agoniste benzodiazepinskog
mesta vezivanja GABA-A receptora, na spontanu lokomotornu aktivnost pacova, u cilju

eliminisanja inhibitornih, odnosno ekscitatornih lokomotornih uticaja
6. U okviru analize mehanizma dejstva utvrditi, primenom antagoniste

benzodiazepinskog mesta vezivanja, da li se efekti inverznih agonista ostvaruju preko

specificnih mesta vezivanja u sklopu GABAa-BDZ-CI receptorskog kompleksa
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11 MATERIJAL | METODE

Zivotinje:

Ispitivanja su sprovedena na albino pacovima soja Wistar, muskog pola, telesne
mase 200- 250 ¢, odgajanim na farmi VMA u Beogradu. Pacovi su drzani u
standardnim kavezima od pleksiglasa, u grupi po Sest zivotinja u kavezu, na konstantnoj
temperaturi od 21+1 °C i dnevno/noé¢nom ciklusu od 12 h (osvetljenje od 06.00 h do
18.00 h, intenzitet svetla 120 luksa). Uzimanje hrane (Veterinarski institut, Zemun) i
vode bilo je ad libitum. Negovanje zivotinja i bihejvioralno testiranje su sprovodeni

tokom svetle faze ciklusa.

Supstance:

U eksperimentima su kori$éene sledece supstance: DMCM, inverzni agonista na
benzodiazepinsko mesto vezivanja GABAa-BDZ-CL receptorskog kompleksa
(Research Biochemicals Incorporated, Natick, USA) i flumazenil, antagonista na
benzodiazepinsko mesto vezivanja GABAa-BDZ-CL receptorskog kompleksa
(F. Hoffman-La Roche, Bazel, Svajcarska) (Tabela 1 i Slika 3). Supstance su
rastvarane/suspendovane uz kori$¢enje ultrazvu¢nog kupatila, u vehikulumu koji sadrzi
85% destilovane vode, 14% propilenglikola i 1% Tween-a 80. Aktivne supstance, kao i
rastvara¢i u kontrolnim grupama (fizioloski rastvor, vehikulum), primenjivane su
intraperitonealno (i.p.), u zapremini 1 ml/kg telesne mase eksperimentalne Zivotinje, 20
min pre bihejvioralnog testiranja. Sve doze su izrazavane kao bazni oblici supstanci. Na
dva razli¢ita mesta ubrizgavanja, svaka zivotinja je primala ukupnu zapreminu od 2
ml/kg ispitivanih supstanci ili odgovarajucih rastvara¢a. U slucaju kombinovanih

tretmana, agonisti su ubrizgavani neposredno nakon antagonista.

U istrazivanju je koris¢en "medugrupni™ dizajn (eng. between-subject design),

odnosno, razli¢iti tretmani su primenjivani na razli¢itim, nezavisnim grupama zivotinja.
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Odabrani broj zivotinja u grupi u bihejvioralnim testovima (6-7 po pojedinaénom

tretmanu), prilagoden je povecanoj varijabilnosti rezultata svojstvenoj ovom dizajnu

(Kelley, 1993).

Tabela 1. Afinitet vezivanja i efikasnost DMCM-a i flumazenila na rekombinantnim

GABA-A receptorima, koji pored 3 i y2 subjedinice, sadrze oy, ap, ag ili as subjedinicu

(Platt i sar., 2002; Dawson i sar., 2006).

% modulation GABA EC »

log [DMCM], M

Slika 3. Modulacija GABA-

ergicke neurotramsmisije u

Ligand Afinitet vezivanja Efikasnost
Ki (nM) Maksimalni procenat potencijacije
(058 (0%} o3 Ols (048 (0% o3 Ols
DMCM 57 8,3 4,0 1,04 -50 -50 -75 - 40
Flumazenil 0,8 0,9 1,1 0,6 0 20 18 -5
20,

prisustvu DMCM-a (Dawson

i sar., 2006).
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U svim testovima ispitivanje je sprovedeno kroz odvojene eksperimente:

Eksperiment 1: Procena bihejvioralnih efekata rastvaraca, u poredenju sa fizioloSkim
rastvorom, i pracenje aktivnosti antagoniste flumazenila (2.5 - 10.0 mg/kg) u testu
aktivnog izbegavanja. Za eksperimente 2 i 3 izabrane su maksimalne bihejvioralno
neaktivne doze antagoniste.

Eksperiment 2: Procena bihejvioralnih efekata jednokratne primene DMCM-a (0.1 -
1.0 mg/kg) u testu aktivnog izbegavanja i pracenje uticaja flumazenila na dejstva

inverznog agoniste.

Eksperiment 3: Procena bihejvioralnih efekata ponavljane primene DMCM-a u testu

aktivnog izbegavanja.

Eksperiment 4: Procena bihejvioralnih efekata rastvaraca, u poredenju sa fizioloskim
rastvorom, i pracenje aktivnosti antagoniste flumazenila (2.5 - 10.0 mg/kg) u testu
forsiranog plivanja. Za eksperimente 5 i 6 izabrane su maksimalne bihejvioralno

neaktivne doze antagoniste.

Eksperiment 5: Procena bihejvioralnih efekata jednokratne primene DMCM-a (0.1 -
1.0 mg/kg) u testu forsiranog plivanja, i pracenje uticaja flumazenila na dejstva

inverznog agoniste

Eksperiment 6: Procena bihejvioralnih efekata ponavljane primene DMCM-a u testu

forsiranog plivanja

Eksperiment 7: Procena bihejvioralnih efekata rastvaraca, u poredenju sa fizioloskim
rastvorom, i pracenje aktivnosti antagoniste flumazenila (2.5 - 10.0 mg/kg) u testu
spontane lokomotorne aktivnosti. Za eksperiment 8 izabrana je maksimalna

bihejvioralno neaktivna doza antagoniste.
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Eksperiment 8: Procena bihejvioralnih efekata jednokratne primene DMCM-a (0.1 -
1.0 mg/kg) u testu spontane lokomotorne aktivnosti, i pra¢enje uticaja flumazenila na

dejstva inverznog agoniste

3.1. Eti¢nost procedure

Eksperimenti su sprovedeni u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zzivotinja
Republike Srbije (,,Sluzbeni glasnik RS, broj 41/09) i odgovaraju¢im pravilnikom
(,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 39/10), kao i medunarodnom zakonskom regulativom
(Directive 2010/63/EU; Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8th ed,
NIH, USA). Odobrenje je dobijeno od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i
vodoprivrede, a uz pribavljeno misljenje Eticke komisije za zastitu dobrobiti oglednih

zivotinja Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (Odluka br. 742/2).

3.2. Metoda odredivanja ucenja reakcije aktivnog izbegavanja (AA)

U naSem istrazivanju, eksperimenti su sprovodeni U automatskom uredaju za
izvodenje uslovljenog ponasanja tipa AA (Campden Instruments, SAD) (Slika 4).
Uredaj se sastoji od programera (generator uslovnih i bezuslovnih drazi sa ugradenim
brojatem za registrovanje odgovora zivotinje) i kaveza klackalice (eng. shuttlebox),
dimenzija 48 x 21 x 22.5 cm, koji je kablom spojen sa programerom. Kavez-klackalica
ima pod od popre¢no postavljenih Zica pre¢nika 0.5 cm, medusobno udaljenih 0.8 cm,
kroz koje se emituje struja male jacine za bolno drazenje $apica (bezuslovna draz). Pod
je konstruisan tako da ga, pri prelasku sa jedne na drugu stranu kaveza, Zivotinja
sopstvenom tezinom moze pokrenuti kao klackalicu. Na spoljnjim ivicama poda
ugradeni su mikroprekidaci koji sluze za aktiviranje strujnog kola, kako za
elektrifikaciju poda, tako i za stvaranje impulsa koji se Salju na brojace programera. Na
sredini plafona kaveza-klackalice, sa unutrasnje strane, postavljen je zvucnik za
emitovanje tona kao uslovne drazi, a kavez-klackalica se nalazi u vefem, zvucno

izolovanom kavezu, u kojem ventilator obezbeduje izmenu vazduha.
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Slika 4. Aparatura za izvodenje
uslovljenog ponaSanja tipa aktivnog

izbegavanja (AA).

U nasem eksperimentu, zivotinje su u razmaku od 24 h podvrgavane treningu i
testiranju u protokolu 2 x 100 pokusaja, odnosno tokom 5 dana kod ponavljane primene
u protokolu 5 x 50 pokusaja (eng. trial). Kao uslovna draz kori$éen je ton jacine 68 dB,
a bezuslovnu draz je predstavljalo draZenje Sapica elektricnom strujom jacine 0.5 mA.
Svaki poku$aj pocinjao je pojavom uslovnog stimulusa - tona, u trajanju od 5 s.
Prelazak zivotinje na drugu stranu kaveza-klackalice u toku delovanja uslovne drazi
prekidao je njeno prezentovanje i onemoguéavao zapocinjanje bezuslovne draZi.
Ukoliko se zivotinja ne bi pomerila na drugu stranu kaveza u ovom periodu, javljala se
bezuslovna draz u trajanju od 7 s. Prelazak zivotinje na drugu stranu kaveza za vreme
trajanja bezuslovne drazi prekidao je njeno dejstvo. Pokusaj se zavrsavao pauzom od 18

s, tako da jedan pokusaj traje maksimalno 30 s.

Prema tome, tokom izvodenja testa uslovljenog ponaSanja tipa reakcije AA,
moguca su tri tipa odgovora eksperimentalne zivotinje:

1. odgovor aktivnog izbegavanja bezuslovne drazi (eng. avoid) - prelazak na

drugu stranu kaveza u toku delovanja uslovne drazi;

2. odgovor bezanjem (eng. escape) - prelazak na drugu stranu kaveza u toku

delovanja bezuslovne drazi;

3. izostanak odgovora (eng. wrong) - izdrzavanje elekrosoka u punom trajanju.
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3.2.1. Protokol 2 x 100 pokuSaja

Uticaj lekova na ucenje reakcije AA proucavan je korisS¢enjem modela 2x100
poku$aja, $to podrazumeva dvodnevni trening u ciklusima od po 100 pokusaja.
Efikasnost ucenja reakcije AA tokom prvog dana posluzila je kao Kriterijum u
formiranju grupa za ispitivanje delovanja supstanci na u¢enje AA tokom drugog dana
treninga. Prvog dana treninga zivotinje su ucile reakciju AA putem ekspozicije velikom
broju pokusaja bez farmakoloskog tretmana. Na osnovu broja postigntih (AA) odgovora
prvog dana, zivotinje delimo u grupe od 0-10, 11-20, 21-30, 31-40, 41-50 i grupa sa vise
od 50 AA odgovora. Grupe se za drugi dan treniranja formiraju tako da svaki navedeni
interval bude podjednako zastupljen. Na taj nacin dobijamo uravnoteZene grupe po
moguznosti da, pri delovanju leka tokom drugog dana, promene broj taénih odgovora u
odnosu na grupu koja prima fizioloski rastvor ili rastvara¢ leka, kao i priblizno iste

kontrolne vrednosti za prvi dan.

Drugog dana Zivotinje nastavljaju ucenje u istim kavezima i u isto vreme kao i
prvog dana, a supstance su davane intraperitonealno (i.p.) 30 min. pre pocetka
eksperimenta. Na osnovu broja pruzenih AA odgovora tokom drugog dana, a u
poredenju sa kontrolnom grupom, procenjivan je uticaj datih supstanci na proces uc¢enja
reakcije AA.

Rezultati eksperimenata u modelu 2x100 pokusaja prikazani su kao broj AA
odgovora drugog dana.

3.2.2. Protokol 5 x 50 pokusaja

Uticaj ponavljane primene supstanci na ucenje reakcije AA proucavan je
koris¢enjem protokola 5x50 pokusaja, §to podrazumeva petodnevni trening u ciklusima
od po 50 pokusaja. Prvog dana treninga Zivotinje su ucile reakciju AA putem
ekspozicije velikom broju pokuSaja bez farmakoloskog tretmana. Na osnovu broja

postigntih (AA) odgovora prvog dana, zivotinje delimo u dve grupe. Grupe se za
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naredne dane treniranja formiraju tako da svaka bude priblizno iste srednje vrednosti
broja AA odgovora prvog dana treninga. Na taj nacin dobijamo dve uravnotezene grupe
sa mogu¢nos¢u da, pri delovanju leka ili rastvarata za lek tokom sledecih dana,

promene broj taénih odgovora, kao i priblizno iste kontrolne vrednosti za prvi dan.

U protokolu 5 x 50 bez promene tretmana, zivotinje drugog i narednih dana
nastavljaju ucenje u istim kavezima i u isto vreme kao i prvog dana, a supstance su

davane intraperitonealno (i.p.) 30 minuta pre pocetka eksperimenta.

U protokolu 5 x 50 sa promenom tretmana, tre¢eg dana vr$imo izmenu tretmana.
Grupi koja je primala ispitivanu supstancu davali smo rastvara¢, a grupi koja je primala
rastvara¢ za prva dva dana, davali smo ispitivanu supstancu. Cetvrtog i petog dana

grupe zivotinja su primale ispitivanu supstancu ili rastvara¢, kao prvog i drugog dana.

Rezultati eksperimenata u protokolu 5 x 50 pokusaja prikazani su kao broj AA
odgovora svakog od pet dana. Na osnovu broja pruzenih AA odgovora tokom trezeg
dana testiranja (pri izmeni tretmana), a u poredenju sa kontrolnom grupom, procenjivan

je uticaj na proces disocijacije ucenja reakcije AA.

3.3. Metoda odredivanja ucenja reakcije forsiranog plivanja (FS)

U naSem istrazivanju, eksperimenti su izvodeni u aparaturi za test forsiranog
plivanja, koja se sastoji od providnog staklenog cilindra visine 45 cm i pre¢nika 20 cm
(Slika 5). Cilindar je napunjen vodom do visine 30 cm i temperatura vode je 21-23° C.
U nasem eksperimentu, zivotinje su u razmaku od 24 h podvrgnute treningu i testiranju
kod jednokratne primene supstanci, odnosno u razmaku od 2 nedelje kod ponavljane
primene supstanci. Trening traje 15 min od spustanja Zivotinje u cilindar, a testiranje 5
minuta pri ¢enu se meri vreme imobilnosti u sekundama, odnosno vreme koje pacov
provodi plutajuéi po vodi, tako da mu najmanje tri od Cetiri Sapice miruju. Pre svakog

testiranja, vrsi se ispiranje cilindra, zamena i zagrevanje vode.
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Slika 5. Cilindar za izvodenje testa

forsiranog plivanja (FST)

3.4. Merenje spontane lokomotorna aktivnost

Spontana lokomotorna aktivnost, u smislu duZine predenog puta Zzivotinja,
pracena je u providnim plasti¢nim boksevima, dimenzija 40 x25 x 35 cm, 30 minuta
nakon primene rastu¢ih doza DMCM-a (0.05, 0.1, 0.5 i 1 mg/kg), odnosno rastvaraca
(Sol). Zivotinje su snimane i pracene digitalnom kamerom, tokom perioda od 30 min
bez habituacije, uz pomo¢ softvera ANY-maze Video Tracking System (Stoelting Co.,
Wood Dale, IL, USA).

3.5. Statisticka obrada rezultata

Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska.
Svaka dozno-efektna kriva (inverzni agonist, antagonist ili inverzni agonist +
antagonist) je procenjena jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA). U slucaju
znacajnosti ANOVA testa (p<0,05), svaki nivo tretmana je uporeden sa odgovaraju¢com
kontrolom, primenom Dunnett-ovog testa. Interakcije izmedu inverznih agonista i
antagonista su procenjene primenom dvofaktorskog ANOVA testa, sa dozom inverznog

agoniste i kotretmanom (antagonist ili fizioloski rastvor) kao faktorima.
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U svim testovima, razlike na nivou p<0,05 uzimane su kao statisti¢ki znacajne.
Statisticka analiza je sprovedena primenom komercijalnog statistickog softvera IBM

SPSS Statistics verzija 20, dok su svi grafici crtani u programu CorelDRAW verzija 11.
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IV REZULTATI

4.1. Test aktivnog izvegavanje averzivne drazi

Eksperiment 1.

Statisticka analiza nije pokazala znacajne razlike izmedu grupa koje su tretirane
rastvaracem (Sol) i fizioloskim rastvorom (Sal). Flumazenil nije zna¢ajno menjao
bihejvioralne parametre, broj uspesnih odgovara AA (F(4,30)=0,128, p>0,05) i
parametar motorne aktivnosti - ITC (F(4,30)=0,539, p>0,05), koji su dobijeni u AA
testu, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 6. za broj AA i Slika 7. za broj ITC).
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Slika 6. Uticaj flumazenila (F: 2.5, 5.0 i 10.0 mg/kg) na broj odgovora AA. Sal: grupa

tretirana fizioloSkim rastvorom; Sol: kontrolna grupa tretirana rastvaracem.
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broj ITC

: :
Sal Sol F2.5 F5.0 F10.0

Slika 7. Uticaj flumazenila (F: 2.5, 5.0 i 10.0 mg/kg) na broj prelazaka zivotinje s jedne
na drugu stranu kaveza u periodima pauza izmedu pokusaja — ITC. Sal: grupa tretirana

fizioloskim rastvorom; Sol: kontrolna grupa tretirana rastvara¢em.

Eksperiment 2.

Statisticka analiza je pokazala da jednokratna primena DMCM-a drugog dana u
testu aktivnog izbegavanja utice na broj odgovora AA (F (8,54) = 3,431, p<0,05). Doza
od 0,1 mg/kg DMCM-a pokazala je facilitirajuci uticaj na ucenje reakcije AA (Dunnett-
ov test, Slika 8), dok je flumazenil u potpunosti antagonizovao ovaj efekt (Slika 9).
Primena DMCM-a i flumazenila nije uticala na na broj prelazaka Zivotinje s jedne na
drugu stranu kaveza u periodima pauza izmedu pokusaja — ITC (F(8,54) =1,356,
p>0.05) (Slika 10 i Slika 11).
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Slika 8. Uticaj DMCM-a (D: 0.05, 0.1, 0.5 i 1.0 mg/kg) na broj AA (* p<0.05 u odnosu

na kontrolnu grupu (Sol) tretiranu rastvara¢em)
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Slika 9. Uticaj flumazenila (F: 10.0 mg/kg) na efekte DMCM-a u testu AA (" p<0.05u

odnosu na odgovarajuci efekt inverznog agoniste
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Slika 10. Uticaj DMCM-a (D: 0.05, 0.1, 0.5 i 1.0 mg/kg) na broj prelazaka zivotinje s

jedne na drugu stranu kaveza u periodima pauza izmedu pokusaja — ITC; Sol: kontrolna

grupa tretirana rastvarac¢em.

broj ITC
w
|
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Slika 11. Uticaj flumazenila (F: 10.0 mg/kg) na efekte DMCM-a na broj prelazaka

zivotinje s jedne na drugu stranu kaveza u periodima pauza izmedu pokusaja — ITC
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Eksperiment 3.

Uticaj DMCM-a u dozi koja je pokazala facilitatorne efekte pri jednokratnoj
primeni (0,1 mg/kg), ispitivana je pri ponavljanoj primeni u protokolu 5 x 50 pokusaja,
u odnosu na kontrolnu grupu, tretiranu rastvaracem (Sol), sa ili bez promene tretmana
treCeg dana. Bez promene tretmana tre¢eg dana, grupa eksperimentalnih zivotinja koja
je dobijala DMCM (0,1 mg/kg) povecava broj odgovora AA svakog narednog dana, a
Cetvrtog 1 petog dana statisticki znac¢ajno vise u odnosu na kontrolnu grupu (F (1,18) =

4,663; F (1,12) = 15,732; p <0,05; Slika 12).
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Slika 12. Uticaj DMCM-a (0,1 mg/kg) i rastvarata (S) na ulenje reakcije AA u

prtokolu 5 x 50, bez promene tretmana treceg dana

U slucaju promene tretmana (Slika 13), davanje DMCM-a (0,1 mg/kg) grupi
eksperimentalnih zivotinja koja je prva dva dana primala rastvara¢ (Sol) dovodi do
daljeg povecanja broja odgovora AA. Medutim, promena tretmana u grupi zivotinja
koja je prva dva dana primala DMCM, u smislu davanja rastvaraca (Sol), ima za

posledicu smanjenje broja AA, §to je statisticki znacajno (F (1,12) = 28,667; p < 0,05).
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Cetvrtog i petog dana, kada se Zivotinjama daje ista supstanca kao i prva dva dana,

grupa koja nastavlja da prima DMCM povecava broj tacnih odgovora.
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Slika 13. Uticaj DMCM-a 0,1 mg/kg (D) i rastvaraca (S) na ucenje reakcije AA u

prtokolu 5 x 50, sa promenom tretmana tre¢eg dana

33



4.2. Test forsiranog plivanja

Eksperiment 4.

Statisticka analiza nije pokazala znacajne razlike izmedu grupa koje su tretirane
rastvarac¢em i fizioloSkim rastvorom u testu forsiranog plivanja. Takode, flumazenil nije
znaCajno menjao bihejvioralne parametre, odnosno vreme imobilnosti Zivotinja u
odnosu na kontrolnu grupu (F (4,32) = 0,267, p>0.05) (Slika 14). Motorni parametri, u
smislu plivanja i gnjurenja, nisu se znacajno razlikovali ni kod jedne grupe tokom

ispitivanja, tako da ovi podaci nece biti prikazani.
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Slika 14. Uticaj flumazenila (F: 2.5, 5.0 i 10.0 mg/kg) na vreme imobilnosti Zivotinja
tokom forsiranog plivanja. Sal: grupa tretirana fizioloSkim rastvorom; Sol: kontrolna

grupa tretirana rastvarac¢em.
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Eksperiment 5.

Statisticka analiza je pokazala da jednokratna primena DMCM-a drugog dana u

testu forsiranog plivanja uti¢e na vreme imobilnosti Zivotinja (F (8,54) = 6,203,

p<0.001). Doza od 0,1 mg/kg DMCM-a pokazala je smanjenje vremena imobilnosti

(Dunnett-ov test, Slika 15), dok je flumazenil u potpunosti antagonizovao ovaj efekt

(Slika 16).
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Slika 15. Uticaj DMCM-a (D: 0.05, 0.1, 0.5 i 1.0 mg/kg) na vreme imobilnosti tokom
forsiranog plivanja (** p<0.001 u odnosu na kontrolnu grupu (Sol) tretiranu

rastvaracem)
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Slika 16. Uticaj flumazenila (F: 10.0 mg/kg) na efekte DMCM-a tokom forsiranog
plivanja (* p<0.05 u odnosu na odgovarajuéi efekt inverznog agoniste)
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Eksperiment 6.

Statisticka analiza je pokazala i da ponavljana primena doze DMCM-a od 0,1
mg/kg, tokom 14 dana, statisticki znacajno smanjuje vreme imobilnosti zZivotinja u

odnosu na kontrolnu grupu tretiranu rastvaracem (F (1,18) = 4,779, p<0.05). (Slika 17).
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Slika 17. Uticaj ponavljane primene DMCM-a (0.1 mg/kg) na vreme imobilnosti tokom

forsiranog plivanja (* p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu (Sol) tretiranu rastvaracem)
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4.3. Test spontane lokomotorne aktivnosti

Eksperiment 7.

Statisticka analiza nije pokazala znacajne razlike prilikom testiranja spontane
lokomotorne aktivnosti izmedu grupa koje su tretirane rastvaracem i fizioloSkim

rastvorom, dok flumazenil nije znacajno menjao bihejvioralne parametre

(F(4,30)=1,104, p>0.05) (Slika 18).

predeni put (m)
©

Sal Sol F25 F5.0 F10.0

Slika 18. Uticaj flumazenila (F: 2.5, 5.0 i 10.0 mg/kg) na duzinu predenog puta. Sal:

grupa tretirana fizioloskim rastvorom; Sol: kontrolna grupa tretirana rastvaracem.
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Eksperiment 8.

Statisticka analiza je pokazala da primena DMCM-a uti¢e na duzinu predenog
puta zivotinja (F(8,54)=2,302, p<0.05) i da najveca primenjena doza od 1,0 mg/kg
DMCM-a smanjuje lokomotornu aktivnost zivotinja (Dunnett-ov test, Slika 19), dok je

flumazenil antagonizovao ovaj efekt (Slika 20).

predeni put (m)
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Sol DO.0S DO.1 DO.5 D1.0

Slika 19. Uticaj DMCM-a (D: 0.05, 0.1, 0.5 i 1.0 mg/kg) na duzinu predenog puta

(*p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu (Sol) tretiranu rastvaracem)
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Slika 20. Uticaj flumazenila (F: 10.0 mg/kg) na efekte DMCM-a u testu sponat

lokomotorne aktivnosti (* p<0.05 u odnosu na odgovaraju¢i efekt inverznog agoniste).
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V DISKUSIJA

Dosadasnji rezultati u oblasti istrazivanja GABA-ergickog neurotransmiterskog
sistema i molekulske osnove dejstva supstanci koje, preko BDZ mesta vezivanja na
GABA-A receptorima, odnosno preko BDZ receptora, moduliraju efekte GABA-e

ukazuju na sledece:

- GABA je glavni inhibitorni neurotransmiter u CNS-u sisara (30-40% svih
sinapsi su GABA-ergicke). Najvise GABA-e ima u supstanciji nigri, globusu palidusu i
hipotalamusu, a najmanje u motornom i frontalnom korteksu. GABA svoje efekte
ostvaruje preko dva tipa receptora: GABA-A i GABA-B (Burt, 2003). Ve¢inu poznatih
farmakoloskih efekata GABA ostvaruje preko GABA-A receptora koji je povezan sa
hloridnim kanalom (Jacob i sar., 2008; Olsen i Sieghart, 2008)

- GABA-A receptori su pentamerni transmembranski proteini koji formiraju
jonski kanal selektivno permeabilan za hloridni anjon (Nayeem i sar., 1994). Aktivacija
GABA-A receptora  GABA-om dovodi do promene konformacijskog stanja
pripadajuceg jonskog kanala, §to za posledicu ima povecanje provodljivosti za CI” jone,
hiperpolarizaciju ili depolarizaciju te membrane i inhibitorni efekt na postsinaptickoj

membrani (Jacob i sar., 2008; Korpi i sar., 2002)

- GABA-A receptori su znacajni za regulaciju anksioznosti, paznje, epileptogene
aktivnosti, miSi¢nog tonusa i memorijske funkcije (Benes i sar., 2001; Rudolph i
Mohler, 2004; Macdonald i sar., 2010) i postoji najmanje 14 razli¢itih, strukturno
specificnih mesta vezivanja na GABA-A receptoru, preko kojih razli¢ite supstance,
medu kojima 1 nekoliko klasa lekova, ostvaruju modulatorne efekte na GABA-ergicku

neurotransmisiju (Chebib i Johnston, 2000)
- Postoje tri vrste modulatora na BDZ mestu vezivanja GABA-A receptora:

pozitivni alosterni modulatori, koji potenciraju protok CI" jona uzrokovan GABA-om

("agonisti™), neutralni alosterni modulatori (“antagonisti) 1 negativni alosterni
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modulatori, koji smanjuju protok CI" jona uzrokovan GABA-om (“inverni agonisti™)
(Chebib i Johnston, 2000; Dubiela i sar., 2010; McMahon i sar., 2006)

- Lekovi koji pojacavaju inhibitornu neurotransmisiju klinicki se koriste u
terapiji anksioznih poremecaja, poremecaja sna, epilepsije, obustave alkohola, za
uvodenje i odrzavanje anestezije (Grauer i sar., 2009; Jacob i sar., 2008; Korpi i sar.,
2002), a od nedavno se ispituje njihov znacaj 1 kod depresivnih ispoljavanja i drugih
neuropsihijatrijskih oboljenja (Lang i Borgwardt, 2013; Samardzi¢ i sar., 2013). Medu
ovim lekovima, znacajno mesto u farmakoterapiji zauzimaju BDZ, koji deluju kao
pozitivni modulatori na BDZ mestu vezivanja GABA-A receptora, odnosno preko BDZ
receptora (Barnard i sar., 1998). S druge strane, negativni modulatori, odnosno inverzni
agonisti, koji uglavnom smanjuju afinitet GABA-e za GABA-A receptor, mada ga
mogu i povecavati u zavisnosti od kombinacije subjedinica (a,p i y) koje su u sastavu
GABAA-BDZ-C1 receptorskog kompleksa, i dalje su nedovoljno istrazeni i
farmakoloski profilisani (Chebib i Johnston, 2000; Dubiela i sar., 2010)

- GABA-A receptor je fizicki i funkcionalno povezan sa BDZ receptorom i
zajedno ¢ine GABAa-BDZ-CI receptorski kompleks. Usled kompleksne, pentamerne
strukture i velikog broja gradivnih subjedinica, u mozgu postoji verovatno vise od 500
razli¢itih podtipova GABA-A receptora (Sieghart, 2000). Utvrdivanjem molekulske
osnove vezivanja BDZ-a za modulatorno mesto na GABA-A receptoru, broj osnovnih
podtipova receptora znacajnih za dejstva BDZ-a suzen je na Cetiri: kombinacije koje
sadrze aafny2, 02Pny2 03Pny2 | asPny2 subjedinice, odnosno GABA-Al, GABA-A2,
GABA-A3 i GABA-AGS receptori (Jacob i sar., 2008; Rudolph i sar., 2001)

- DMCM, kao a-neselektivni inverzni agonista, na razli¢it nacin moduliSe
GABA-ergi¢ku neurotransmisiju, zavisno od prisustva konkretne o subjedinice. Kada je
GABA-A receptor koji je sastavljen iz subjedinica osifny, stimulisan DMCM-om
smanjuje se GABA-om aktivirana struja CI" jona, a ako je sastavljen iz asPny2
subjedinica, onda njegova stimulacija dovodi do povecanja te struje (Dawson i sar.,
2006; Obradovi¢ 1 sar., 2003).
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- Poslednja istrazivanja uz koris¢enje genetski modifikovanih zivotinja, ukazuju
na sve veci zna¢aj GABA-ergicke neurotransmisije i aktivnosti GABA-A receptora u
razvoju depresije i drugih poremecaja raspolozenja (Hines i sar., 2012). Imajuc¢i u vidu
ove podatke, kao i mnoge opre¢ne rezultate u literaturi o delovanju liganada na
benzodiazepinsko mesto vezivanja GABAA—BDZ-CI receptorskog kompleksa, jasno je
da su bihejvioralna ispitivanja neophodna u cilju daljeg pojasnjavanja rezultata

genetskih i molekularnih istrazivanja.
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5.1. Aktivno izbegavanje averzivne draZzi i ucenje

Sposobnost inverznih agonista na benzodiazepinsko mesto vezivanja GABA-A
receptora da ispolje facilitatorne uticaje na procese sticanja i/ili konsolidacije pam¢enja
pokazana je u razli¢itim testovima za procenu memorije (Krazem i sar., 2001). Nasa
istrazivanja su pokazala da DMCM, inverzni agonista benzodiazepinskog mesta
vezivanja ima znacajan uticaj na ucenje reakcije aktivnog izbegavanja (AA). Naime,
DMCM, u najmanjoj primenjenoj dozi od 0,1 mg/kg povecava broj AA odgovora,
odnosno poboljsava ucenje reakcije AA. Takode, pokazano je da postoji linearna
korelacija izmedu ove doze i efekta DMCM-a na ucenje reakcije AA tokom ponavljane
primene DMCM-a. Ovi rezultati su u skladu sa nalazima prethodnih studija, koje su
pokazale da male doze DMCM-a mogu biti korisne za podizanje vigiliteta (paznje) kod
eksperimentalnih zivotinja §to bi moglo imati za posledicu bolje uc¢enje (Jensen i sar.,
1987; Savi¢ i sar., 2005). S druge strane, rastu¢e doze DMCM-a ne dovode do
povecanja lokomotorne aktivnosti, mereno brojem prelazaka Zivotinje s jedne na drugu
stranu kaveza za AA u periodima izmedu pokusaja (ITC), Sto ukazuje da ucenje

reakcije AA nije bila posledica povecane aktivnosti Zivotinja.

Eksperimenti u kojima je ispitivan efekt antagoniste BDZ receptora na delovanje
razli¢itih doza DMCM-a na ufenje reakcije AA pokazali su da blokada BDZ receptora
pomoc¢u flumazenila dovodi do inverzije efekata DMCM-a na AA. U prisustvu
flumazenila (10,0 mg/kg), DMCM, u dozi 0,1 mg/kg, gubi promnesticki potencijal,
odnosno flumazenil ponistava facilitatorne efekte DMCM-a i ukazuje da se ovi efekti
ostvaruju preko specificnog BDZ mesta vezivanja u sklopu GABAa-BDZ-CI

receptorskog kompleksa, odnosno preko BDZ receptora.

Cilj naredne serije eksperimenata bio je provera da li su efekti odredenih doza
DMCM-a na ucenje reakcije aktivnog izbegavanja averzivne draZzi (AA), posledica
direktnog delovanja na proces ucenja AA ili je u pitanju ucenje zavisno od
biohemijskog miljea (engl. state-dependent learning). Ovo je ispitivano u modelu 5x50
pokuSaja sa promenom tretmana tre¢eg dana. Grupa eksperimentalnih Zivotinja koja je

dobijala DMCM (0,I mg/kg) povecavala je broj AA odgovora svakog narednog dana
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statisticki znacajno vise od grupe koja je dobijala rastvara¢ (S). Promena tretmana
treeg dana, u modelu 5x50 pokusaja, odnosno davanje DMCM-a (0,1 mg/kg) grupi
eksperimentalnih zivotinja koja je prva dva dana primala rastvara¢ (S) dovodi do daljeg
povecanja broja taénih odgovora (AA). Promena tretmana tre¢eg dana, u smislu davanja
rastvaraca (S) grupi zivotinja koja je prva dva dana primala DMCM, ima za posledicu
smanjenje broja AA na nivo koji je ¢ak nizi od onog koji je bio treeg dana tretmana
samo rastvara¢em. Cetvrtog i petog dana, kada se Zivotinjama daje ista supstanca kao i
prva dva dana, grupa koja nastavlja da prima DMCM poveca broj tacnih odgovora.
Grupa koja nastavlja tretman rastvara¢em, posle primanja DMCM tre¢eg dana, smanjuje
broj ispravnih odgovora AA 4. i 5. dana. Ovakav nalaz govori u prilog pretpostavci da
je facilitirajuce delovanje DMCM (0,1 mg/kg) na ucenje AA u modelu 5x50, ali i u
modelu 2x100 pokusaja, posledica specifitnog stimulantnog efekta na sam proces
ucenja reakcije AA, a ne posledica boljeg izvodenja naucenog sadrzaja samo zbog
ponovljenih istih fizi¢kih ili biohemijskih uslova u kojima je ucen dati sadrzaj, Sto je u
skladu sa rezultatima prethodnih studija (Venault i sar., 1987; Raffalli-Sebille i sar.,
1990, 1991; Krazem i sar., 2001; DelLorey i sar., 2001, Obradovi¢ i sar., 2004, 2006).

O delovanju agonista, antagonista i inverznih agonista BDZ receptora na u¢enje
postoji mnogo neusaglasenih podataka u literaturi. U odredenim studijama pokazan je
bifazni efekt DMCM-a, kao inverznog agoniste BDZ receptora, na pasivno izbegavanje
averzivne drazi (File 1 Pellow, 1988; Cole i Jones, 1995, Savi¢ i sar., 2005). U ovoj
seriji nasih eksperimenata, u cilju utvrdivanja uticaja malih doza inverznih agonista
BDZ receptora na ucenje, koriS¢eni dozni reZim nije pokazao statisticki zna¢ajan bifazni
efekt, ve¢ samo tendenciju. Treba imati u vidu da su, u ovoj seriji naSih eksperimenata,
koris¢ene male doze DMCM-a, manje od 1 mg/kg, koje prethodno nisu pokazale
anksiogene i prokonvulzivne efekte. Odsustvo facilitacije uéenja, prilikom primene
ve¢ih doza DMCM-a, moze se, donekle, objasniti razlikom u farmakologiji pojedinih
liganda BDZ receptora, koje su uzrokovane specificnim afinitetima za razliCite
podtipove a subjedinice GABAA-BDZ-CI receptorskog kompleksa (Obradovic¢ i sar.,
2006), kao njene kombinacije sa podtipovima B 1 y subjedinica. Pokazano je, takode, da
se DMCM u malim koncentracijama vezuje samo za BDZ receptore i smanjuje GABA-

om indukovanu struju Cl- jona i to na a12y2 i a3p2y2 podtipovima GABA-A receptora
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(Sto se 1 o¢ekuje od inverznog agoniste), ali ne prouzrokuje nikakve promene na a6p2y2
podtipu (deluje kao neutralni antagonista). Vece koncentracije DMCM deluju tako da
povecavaju struju Cl- jona indukovanu GABA-om, na svim podtipovima GABA-A
receptora (Obradovi¢ i sar., 2006). Stoga, promnesticki efekt DMCM-a bi mogao da

bude dominantno posredovan al i a3 subjedinicama.

Za razliku od ovih podataka, nedavna eksperimentalna istrazivanja, primenom
inverznih agonista selektivnin za GABA-A receptore koji sadrze a5 podjedinicu,
ukazuju na facilitaciju ucenja i pamc¢enja u modelima kognitivnih oStecenja (Ballard i
sar., 2009; Braudeau i sar., 2011; Nutt i sar., 2007). Medutim, uloga i znacaj a5
podjedinice zahteva dalja ispitivanja, s obzirom da rezultati naSih istrazivanja sa
selektivnim ligandima za GABA-A receptore koji sadrze a5 podjedinicu, nisu pokazali
ovakve promnesticke efekte u testu aktivnog izbegavanja, a pri veéim dozama ovi
ligandi cak smanjuju spontanu lokomotornu aktivnost, odnosno pokazuju

hipolokomotorne efekte (Savic i sar., 2008).

Pored efekata na ucenje, ispitivanja u proceduri aktivnog uslovljenog
izbegavanja omogucila su praenje uticaja ispitivanih supstanci i na stanje anksioznosti.
U ve¢im dozama, preko 1 mgkg, DMCM pokazuje anksiogenu aktivnost, odnosno
povetava broj tzv. ,freezing” reakcija, odnosno ukocenosti kod pacova, dok je
flumazenil antagonizovao ove efekte. Razmatraju¢i rezultate iz testa aktivnog
izbegavanja, treba naglasiti da sve paradigme koje ukljucuju elektri¢ne Sokove poseduju
jaku emocionalnu komponentu, S§to zna¢ajno otezava razdvajanje direktnih efekata na
memorijske procese od indirektnih efekata preko uticaja na nivo anksioznosti (Beuzen i
Belzung, 1995). Sposobnost facilitacije sticanja i/ili konsolidovanja memorije
primenom inverznih agonista ispitivana je u razlicitim memorijskim zadacima (Raffalli-
Sebille i sar., 1991; Krazem i sar., 2001; Savic i sar., 2008 ) i doza p-karbolina potrebna
za osnazivanje memorijskih procesa je obi¢no niza od doza koje izazivaju promene
ponaSanja povezane sa povecanjem nivoa anksioznosti (Chapouthier i Venault, 2002),
§to je u skladu i sa naSim rezultatima. Nekoliko studija uputilo je na pretpostavku da
anksioznost 1 pamc¢enje nisu samo medusobno povezani procesi, ve¢ da je anksioznost

neophodan korak u formiranju memorije (Mathews, 1990). Ovi podaci upucuju na
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zakljuCak da anksioliticki procesi dele zajednicke neurohemijske supstrate sa
amnezijom, i obrnuto, da je formiranje memorije efikasnije u anksiogenim okolnostima
(Ribeiro i sar., 1999). Chapouthier i Venault (2002) navode da normalni memorijski
procesi kod zdravih ljudi ukljucuju umeren nivo anksioznosti. Nasi nalazi sa efektima
DMCM-a potkrepljuju hipotezu da normalno stanje memorijske aktivnosti predstavlja
blagu formu GABA-kontrolisane anksioznosti (Chapouthier i Venault, 2002). Naime,
facilitatorni efekti DMCM-a na memoriju su postignuti pri dozi od 0,1 mg/kg i bez
merljivih anksiogenih uticaja, $to je procenjeno u istovetnim eksperimentalnim

uslovima.

U prilog korelacije anksioznosti 1 procesa uc¢enja govori i studija Ribeira 1 sar.
(1999), u kojoj je pokazano poboljsano formiranje memorije kod nativno anksioznih
zivotinja izlozenih stresnom testu sa efektima potencijalnih endogenih inverznih
agonista. Naime, primenom radio-obelezenog flumazenila utvrdili su da je gustina BDZ
mesta vezivanja u hipokampusu (ali ne 1 amigdali) znac¢ajno veca kod anksioznih u
odnosu na ne-anksiozne pacove. Endogeni inverzni agonisti oslobodeni u stresnoj
situaciji bi stoga mogli da izrazenije facilituju memorijsku obradu stresnog zadatka u
anksioznoj grupi. Medutim, gustina vezivanja kod anksioznih u odnosu na normalne
zivotinje se nije razlikovala (Ribeiro 1 sar., 1999), tako da objasnjenje nije potpuno
jasno. Kod Roman pacova, koji su izvedeni iz Wistar soja, selektovane su linije koje
brzo i sporo uce odgovor aktivnog izbegavanja (ne-anksiozna, odnosno anksiozna
linija), i utvrdeno je da nema znacajnih razlika u vezivanju radio-obelezenog
flumazenila u malom mozgu, hipokampusu i kori velikog mozga izmedu ove dve grupe
(Bentareha i sar., 1998). Istovremeno, kod linije koja pokazuje dobro akviziciono
izvodenje AA zadatka pokazane su znaCajno vece koncentracije metabolita
progesterona koji pozitivno moduliraju GABA-ergicku neurotransmisiju (Steimer i sar.,
1997). Sa ili bez uklju¢ivanja potencijalnih endogenih liganada za BDZ receptor ili
dokazanih endogenih neuroaktivnih steroida (Reddy, 2003), nepobitno je utvrdeno da se
emocionalno pobudujuca iskustva bolje pamte (McGaugh, 2004). Na kraju, treba
podsetiti da je ponaSanje istovremeno zbir nezavisnih parametara i integralni obrazac

aktivnosti (Guyton, 2006). Dok je funkcionisanje organizma s jedne strane autonomno,
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s druge strane je i jako integrisano kao celina i nema razloga da se ista zakonitost ne
primeni i na kompleksnu strukturu i funkciju GABA-A receptora.

5.2. Forsirano plivanje, antidepresivni efekti i spontana lokomotorna aktivnost

Test forisiranog plivanja (FST) predstavlja validan i pouzdan bihejvioralni
model za ispitivanje depresije kod glodara i, takode, vazan test za proucavanje
neurobioloskih mehanizama koji su ukljuceni u ispoljavanje antidepresivnih efekata
(Xing i sar., 2011). Postavljanjem zivotinje u ograni¢en prostor ispunjen vodom stvara
se averzivna situacija koja izaziva reakciju ,,o¢aja“ i bespomoc¢nosti, a supstance sa
antidepresivnim potencijalom produzavaju vreme koje zivotinja provodi u borbi za
pronalazenjem izlaza iz cilindra, a smanjuju vreme imobilnosti. U naSem istrazivanju,
smanjena imobilnost zivotinja jasno je uo¢ena prilikom jednokratne primene najmanje
doze DMCM-a (0,1 mg/kg), ukazuju¢i na potencijalne antidepresivne efekte inverznog
agoniste DMCM-a, ali se takav trend gubi pri ve¢im dozama. Pored toga, u testu nisu
zabelezeni znacajni uticaji DMCM-a na vreme borbe, odnosno motoriku Zivotinje, $to
govori u prilog tome da efekti supstance u testu forsiranog plivanja i uocen
antidepresivni potencijal nisu posledica promene motornih funkcija, odnosno povecanja

aktivnosti Zivotinja.

Koliko nam je poznato, nasa studija je prvi izvestaj o uticaju inverznih agonista
BDZ mesta vezivanja na ponasanje pacova u testu forsiranog plivanja, kao i o uticaju
ovih supstanci na motivaciju. Rezultati koje smo dobili su, na prvi pogled, iznenadujuci
i u suprotnosti sa postavljenim hipotezama da smanjenje GABA-ergicke
neurotransmisije i aktivnosti GABA-A receptora doprinosi razvoju depresije (Hines i
sar., 2012). S druge strane, akutni antidepresivni efekti, pokazani u naSem istrazivanju,
pokazuju znacajnu sli¢nost sa nedavno objavljenim rezultatima efekata blokade
glutamatskih NMDA receptora (Li i sar., 2010; Autry i sar., 2011). U navedenim
studijama, uticaj liganada za mesta vezivanja na NMDA receptorima akutno i trenutno
uti¢e na forsirano plivanje 1 motivaciju eksperimentalnih Zivotinja, a ketamin, kao

antagonista NMDA receptora, dospeo je u samu Zizu nau¢ne javnosti. NaSim
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istrazivanjem je, nesumnjivo, proSireno polje ispitivanja u smislu znacaja brzih
ekscitatornih  (glutamatskih) ali i inhibitornin (GABA-ergickih) uticaja za
neurobiologiju depresije, posebno Sto su ovi efekti znatno brzi i izraZeniji u poredenju
sa konvencionalnim efektima modulacije monoaminergickih sistema. Aktuelne
smernice u farmakoterapiji depresije su, uglavnom, fokusirane na modulaciju
monoaminskih neurotransmiterskih sistema. Ipak, podaci iz epidemioloskih studija da
20 - 40 % pacijenata leCenih klasi¢énim antidepresivima ostaje rezistentno na terapiju
(Souery i sar., 2006), a da 50-80 % pacijenata dozivi relaps (Williams i sar., 2010),
ukazuju na potrebu za intenzivnim bioloSkim i bihejvioralnim ispitivanjima i

eventualnim revidiranjem postojec¢ih hipoteza.

Cilj nasih daljih istraZivanja bio je provera da li su efekti odredenih doza
DMCM-a na motivaciju pacova u testu forsiranog plivanja posledica direktnog
delovanja inverznog agoniste na specificno mesto vezivanja GABA-A receptora,
odnsono BDZ receptor i u tom smislu je koriSen antagonista BDZ receptora —
flumazenil. Eksperimenti u kojima je ispitivan efekt antagoniste BDZ receptora na
delovanje razli¢itih doza DMCM-a na reakciju FS pokazali su da blokada BDZ
receptora pomocu flumazenila dovodi do potpune blokade efekata DMCM-a na
forsirano plivanje i motivaciju. Naime, u prisustvu flumazenila (10,0 mg/kg), DMCM, u
dozi 0,1 mg/kg, nema antidepresivni potencijal, odnosno flumazenil ponistava
antidepresivne efekte DMCM-a i ukazuje da se efekti inverznih agonista ostvaruju
preko specifi¢nih mesta vezivanja u sklopu GABAA-BDZ-CI receptorskog kompleksa,

odnosno preko BDZ receptora.

Mnogobrojni i razli¢iti bihejvioralni efekti DMCM-a mogu da budu posledica
delovanja inverznih agonista na specifiéne regije nervnog sistema, odnosno na
specificne podtipove GABA-A receptora, koji sadrze razli¢ite a subjedinice. Kao $to je
ve¢ naznaceno, DMCM se vezuje razli¢itim afinitetom za GABA-A receptore koji
sadrZe razli¢ite o subjedinice i to slede¢im redosledom prema afinitetu: o1 > 02 = 03> 05
> ag (Luddens i Wisden, 1991). Pokazano je, takode, da se DMCM u malim
koncentracijama vezuje samo za BDZ receptore i smanjuje GABA-om indukovanu

struju Cl- jona i to na a1B2y2 i a3B2y2 podtipovima GABA-A receptora. Na taj nacin,
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nasi podaci ukazuju da negativna modulacija GABA-A receptora, koji sadrze ay 1 a3
subjedinice moze pokrenuti akutne antidepresivne efekte, te bi u tom smislu trebalo
usmeriti istrazivanja sinteze selektivnih liganada. I upravo se, poslednjih godina,
primenom tehnologija genetski modifikovanih Zivotinja, sprovode intenzivna
istrazivanja u cilju utvrdivanja korelacije izmedu pojedinih efekata liganada BDZ
receptora i njihovog specificnog molekulskog i neuronskog supstrata delovanja. Ova, do
danas, aktuelna istrazivanja imaju za cilj razvoj selektivnih lekova koji deluju preko
benzodiazepinskog receptora sa specificnim, suZzenim profilom dejstava, kako

terapijskih tako i nezeljenih.

S obzirom na hroni¢ni karakter depresivnih ispoljavanja, kao logi¢ni nastavak
nasih daljih istrazivanja, ispitivan je uticaj ponavljanih doza negativnih modulatora
GABA-ergicke neurotransmisije u ispoljavanju antidepresivnih efekata. U tom cilju
koriséen je protokol ponavljane primene DMCM-a tokom 2 nedelje i zatim merenje
antidepresivnog potencijala i uticaja na motivaciju. Rezultati ove serije eksperimenata
su u skladu sa efektima akutne primene DMCM-a, odnosnho, vreme imobilnosti je
znac¢ajno smanjeno primenom DMCM-a u odnosu na rastvara¢ i nakon ponavljane
primene. Na ovaj nacin, potkrepljena je uloga negativne modulacije GABA-ergicke
neurotransmisije u ispoljavanju antidepresivnih uticaja, ne samo nakon akutne, vec¢ i

ponavljane primene.

Poslednjom serijom eksperimenata, posebno je ispitivan uticaj rastu¢ih doza
DMCM-a na duzinu predenog puta zivotinja, odnosno na spontanu lokomotornu
aktivnost, u cilju eliminisanja moguc¢ih inhibitornih ili ekscitatornih uticaja na motoriku
zivotinja. DMCM, u doznom rezimu u kome pokazuje promnesticke i antidepresivne
uticaje (0,1 mg/kg), nije uticao na spontanu lokomotornu aktivnost, Sto ukazuje da
ucenje reakcije AA i uoceni antidepresivni efekti nisu bili posledica povecane aktivnosti
zivotinja. Tek u veé¢im dozama DMCM (1 mg/kg) smanjuje lokomotornu aktivnost,
odnosno ispoljava hipolokomotorni efekt, §to je u saglasnost sa prethodnim rezultatima

aktivnog izbegavanja.
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Pokazan uticaj inverznih agonista benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA-A
receptora na antidepresivnu aktivnost i u¢enje eksperimentalnih Zivotinja u skladu je sa
klini¢kim nalazima, da su poremecaji raspoloZenja ¢esto u komorbiditetu sa anksioznim
poremecajima 1 kognitivnim oSteenjima (Kalueff 1 sar., 2007). I nedavno
eksperimentalno potvrdena korelacija poremecaja raspolozenja i kognicije (Elizalde i
sar., 2008; Bondi i sar., 2010), u potpunosti je u skladu sa naSim rezultatima, Koji
pokazuju da su promnesticki i antidepresivni efekti inverznog agoniste DMCM-a
postignuti pri istom doznom rezimu. Stoga, sveukupni povoljni ucinak negativne
modulacije GABA-ergicke neurotransmisije moze odrazavati povoljne uticaje na

ucenje, kogniciju 1 motivaciju, istovremeno.
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VI ZAKLJUCCI

Na osnovu bihejvioralnih ispitivanja efekata jednokratne i ponavljane primene
inverznog agoniste DMCM-a na spontano i uslovljeno ponasanje pacova u testovima
aktivnog izbegavanja, forsiranog plivanja i lokomotorne aktivnosti kao i utvrdivanja

uticaja antagoniste flumazenila na ove efekte, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. DMCM, neselektivni inverzni agonista BDZ mesta vezivanja GABA-A
receptora, utice na ucenje reakcije aktivnog izbegavanja, i u malim dozama akutno

facilitira u¢enje, bez izraZzenog uticaja na parametre lokomotorne aktivnosti.

2. Efekti facilitacije ucenja DMCM-om ostvaruju se preko BDZ mesta vezivanja u
sklopu GABAA-BDZ-CI receptorskog kompleksa, na $ta ukazuje i rezultat da se ovi

efekti mogu blokirati flumazenilom, antagonistom BDZ receptora.

3. Prilikom ponavljane primene (u modelu 5x50), DMCM, pri istoj dozi koja

jednokratno facilitira uéenje, potvrduje direktne promnesti¢ke efekte.

4. DMCM, neselektivni inverzni agonista BDZ mesta vezivanja GABA-A
receptora, uti¢e na vreme imobilnosti Zivotinja u testu forsiranog plivanja 1 u malim
dozama poboljSava motivaciju i pokazuje efekte poput antidepresivnih, bez izrazenog

uticaja na parametre spontane lokomotorne aktivnosti.
5. Antidepresivni efekti DMCM-a ostvaruju se preko BDZ mesta vezivanja u
sklopu GABAA-BDZ-CI receptorskog kompleksa, na $ta ukazuje i rezultat da se ovi

efekti mogu blokirati flumazenilom, antagonistom BDZ receptora.

6. DMCM, pri istom doznom rezimu koji ispoljava akutne antidepresivne uticaje,

pokazuje takve efekte i nakon ponavljane primene tokom 2 nedelje.
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ZNACAJ REZULTATA

Dobijeni rezultati bi mogli doprineti jasnijem sagledavanju znacaja
benzodiazepinskih receptora u okviru GABAA-BDZ-CI receptorskog kompleksa i
njihove uloge u utvrdivanju kompleksne povezanosti faktora koji su ukljuceni u
nastanak i razvoj poremecaja raspolozenja i kognicije, kroz svoj uticaj na motivacione
faktore u interakciji sa uslovima spoljne sredine. Na osnovu dostupnih podataka iz
literature, nase istazivanje predstavlja jedan od prvih izveStaja o uticaju inverznih
agonista benzodiazepinskog mesta vezivanja na stepen motivacije i antidepresivna
ispoljavanja. U  klinickom smislu, negativna modulacija GABA-ergicke
neurotransmisije otvara novo polje istrazivanja u oblasti neurobiologije depresije i
ucenja i mogla bi da predstavlja drugaciji pristup u terapiji depresivnih stanja i1 sa njima

povezanih kognitivnih poremecaja.
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je polozio januara 2013. godine sa odlicnom ocenom.

Od januara 2007. godine je zaposlen u Institutu za farmakologiju, klinicku
farmakologiju i toksikologiju, Medicinskog fakulteta Univverziteta u Beogradu u zvanju
asistenta. Clan je projekta projekta Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije.

Autor je viSe u celini Stampanih radova u medunarodnim 1 domacim ¢asopisima,
viSe poglavlja u udzbenicima, kao i brojnih saopstenja sa nau¢nih skupova.

Clan je Srpskog lekarskog drustva, Srpskog farmakoloskog drustva, Austrijskog

farmakoloskog drustva 1 Evropskog udruzenja za neuropsihofarmakologiju (ECNP).
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X PRILOZI

Mpwunor 1.

N3jaBa o0 ayTopcTBY

MoTnucaHu-a C/'A NKO SA MARDZIC

6poj nHaekca

UzjaBrbyjem

[a je AOKTOpCKa AucepTaumja noj Hacrnosom

(,('7/CA3 WEEAT/VMNVNE MoDlJAUIE &FN;@W'AQE?M/JK@.;
MESTA VER/ VAN A CAPA - A RECEPORA MA | SPOAAUANLE
RAZLIUCITIH AHEAVIDORAL Y EFEKATA B EAIOD AIEPINVA
KOD PACOVA

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXuBadkor paaa,

e [a npeanoxeHa gucepraumja y LENUHN HY Y AenoBuMa Huje Guna npeanoxexa
3a pobujake 6Wr0 Koje AunnoMe npema CTYAVCKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

e [a Ccy pesynraTu KOPeKTHO HaBeaeHU u

e [a HUCaM KpLuMO/na ayTopcka npaBa M KOPUCTWMO WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
Apyryx nuua.

MoTnuc pokropaHga

Y Beorpagy, _70 . 0G.2043.
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTMU WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Vime v npesume ayTopa \,]'A N KD SA MARDZIC

Bpoj nHaekca

CTyavjckv nporpam MEDICATNSKA FARMAKOL 0g /T A

Hacnos paga 5/7)(*5 NEEATVNE MODULAUIE BEN I AIEPINSKOG MESTA
VEZ IV AN A GABAFA RECEP POR A M A IS POHLAV AYE RAZLI O TI W RSVHEN 10 RAN 4
MeHTOp _EFE £ATH FELICNAZERP /INA L KOD PACOVA

ProF. DR DrRAGAN OPRAPOV/IC

/
MoTtnucanu/a j#/u Ko SA MARDR I'C

UsjaerbyjeM ga je wramnaHa Bepavja MOr AOKTOPCKOr pafja MCTOBETHA ereKTPOHCKO]
Bepavju kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBare Ha noptany AurutanHor
peno3uTopujyma YHusepauteta y Beorpaay.

JosBorbaBam ga ce objaBe MOjU NMUYHM nopauw BesaHu 3a Aobujarme akagemckor
3Batba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npesume, roauHa v Mecto pofera v gatym
onbpaHe paga.

OBM nUYHM nogaum Mory ce o6jaBuTM Ha MpexHWM CTpaHuuama aurutanHe
6ubnuoTeke, y eNEKTPOHCKOM kaTanory vy nybnukauujama YHusepsuteta y beorpagy.

MoTtnuc poktopaHaa

Y Beorpapy, _40.06. 2043 .
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Mpwunor 3.

MUsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepauTtetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh“ aa y [AurutanHu
penoauTopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKYy AucepTtauujy noj
HacnoBoMm:

Uﬂ'c&d WIE AT VNE MODUIAUIE JEw 3090 APEP (WSKOG MESTA

VedU AM A GAPA -A RECEP PRA WA [SPOLAVAM E AL/ DH
PIHEIVIOR AL PCH EFELATA BENVIODIAZEPNA KOD PACOVA
Koja je mMoje ayTopcKo Aeno.

[vcepTauumjy ca cBUM npunosavma npegao/na cam y enekTpoHckoM opmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBMpaH-e.

Mojy AOKTOpCKy AucepTauujy noxpareHy y [Jurutantiu penosutopujym YHusepauteTa
y Beorpaay Mory aa kopucTe CBU Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaqom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oasnyyuvo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HeKomepLujanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLWjanHo — AenuT Nog UCTUM ycroBumMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepane
6. AyTOpPCTBO — AEnuTu Noj UCTUM ycrosuma

(MonuMo ga 3aoKpyXuTe camo jefHy oA LEeCT MOoHyReHWX nuueHum, kpatak onuc
NMUEeHUM 4aT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

4 P
=

Y Beorpaay, _40. 0G . 2013 .

75



