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Znacaj modulacije pojedinih podtipova benzodiazepinskog mesta vezivanja

GABAA receptora za ispoljavanje bihejvioralnih efekata benzodiazepina

REzIME

Ubrzo nakon otkri¢a supstanci benzodiazepinske strukture 60—tih godina proslog veka,
diazepam je postao jedan od najpropisivanijih lekova (Valium®). Medutim, iako i dalje
vrlo popularni lekovi, benzodiazepini se u modernoj klini¢koj praksi propisuju sa
mnogo viSe predostroznosti, Sto se moze povezati sa pojavom novijih terapijskih
alternativa, ali i ne tako povoljnog bezbednosnog profila. Svi benzodiazepini koji se
nalaze u klinickoj wupotrebi su neselektivni pozitivni alosterni modulatori
benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAA, receptora. Ovo vezno mesto se nalazi na
medupovrsini izmedu a i y, podjedinice GABAA receptora, koji se najéesce sastoji od 1
Y, 2 B1i2 a (o, 0, a3 ili as) podjedinice. Benzodiazepini, primenjeni akutno, ispoljavaju
sedativni, hipnoticki, anksioliti¢ki, antikonvulzivni, miorelaksantni i amnezijski efekat u
eksperimentalnih zivotinja i ljudi. ViSekratna primena benzodiazepina moze dovesti do
fizicke zavisnosti tako da se po prekidu terapije mogu pojaviti znaci sindroma obustave,
a poznato je i da ovi lekovi mogu biti lekovi zloupotrebe. Komparabilan afinitet i
znacajna potencijacija sva Cetiri podtipa GABAA receptora zasluzni su za ovako Sirok
spektar delovanja benzodiazepina.

Svi ovi nedostaci uticali su na smanjenje klinicke upotrebe benzodiazepina, ali su
istovremeno inspirisali razvoj supstanci selektivnih za pojedine podtipove GABAA
receptora — od kojih potencijalno najveci terapijski znacaj imaju anksioselektivni
anksiolitici — ¢ime bi se postiglo razdvajanje zeljenih od nezeljenih efekata. Razvoj
selektivnin liganada se u velikoj meri oslanjao na rezultate studija na genetski
modifikovanim miSevima, koji su jasno ukazali na vezu izmedu pojedinih podtipova
GABAA receptora i razlicitih efekata benzodiazepina. Tako su sedativni, amnezijski,
ataksicni i delom antikonvulzivni efekat diazepama pripisani populaciji oz GABAAa
receptora, anksioliticki op—, a u odredenim okolnostima i az GABAA receptorima, u
posredovanju miorelaksantnog efekta ucestvuju a/az/os GABAA receptori, dok su za
uticaj na odredene memorijske procese odgovorni GABAA receptori koji sadrze os

podjedinicu.




Medutim, ovako dogmatski koncept ne oslikava realnu situaciju u slozenom bioloskom
sistemu u kojem jedan efekat moze zavisiti od aktivacije razli¢itih podtipova receptora.
Stoga, u ispitivanje povezanosti modulacije pojedinih podtipova GABAA receptora i
bihejvioralnih efekata benzodiazepina potrebno je ukljuditi i farmakolosku manipulaciju
selektivnim ligandima na nativnim eksperimentalnim Zivotinjama. Eksperimenti Kkoji
predstavljaju osnovu disertacije upravo su usmereni ka ispitivanju bihejvioralnih efekata
novosintetisanih liganada GABAA receptora (SH-1-048A, WYS8, SH-053-2"N, JY-
XHe-053 i SH-053-R-CH3-2’F) u pacova, kao i povezivanju ovih in vivo efekata sa in
vitro elektrofizioloskim profilima ispitivanih supstanci. Dodatno, odredili smo
koncentraciju SH-1-048A i WYSS, ¢iji se in vitro profili znatno razlikuju od svih do
sada publikovanih supstanci, u plazmi/serumu i homogenatu mozga pacova, kako bi
procenili u kojoj meri ovi ligandi prolaze krvno—mozdanu barijeru. U cilju bihejvioralne
karakterizacije ovih supstanci koriS¢eni su: test spontane lokomotorne aktivnosti
(pracenje sedativnog efekta), uzdignuti plus—lavirint (pracenje uticaja na anksioznost),
Morisov vodeni lavirint (prostorno ucenje), rotarod (ataksija), test jaCine stiska
(miorelaksacija) i pentilentetrazolski test (antikonvulzivni efekat).

Koncentracije SH-1-048A i WYS8 u plazmi/serumu i homogenatu mozga bile su u
o¢ekivanim granicama i u direktnoj korelaciji sa primenjenim dozama, svedoce¢i o
jasnoj vezi izmedu postignutih koncentracija u mozgu pacova i identifikovanih
bihejvioralnih efekata. Rezultati eksperimenata sa supstancom bez selektivnosti u
afinitetu za GABAA receptore osetljive na benzodiazepine (SH-I1-048A), dokazali su da
je moguce postici selektivan uticaj na odredene bihejvioralne efekte, samo ako postoje
¢ak 1 relativno male razlike u potencijaciji pojedinih podtipova GABAAa receptora.
Parcijalna aktivacija a; GABAA receptora — koja nastaje kao posledica primene WYS8,
supstance sa izuzetnom selektivno$¢u za ovaj podtip GABAa receptora — moze
indukovati samo zanemarljive promene u ponaSanju pacova. Medutim, u kombinaciji sa
diazepamom, WYS8 je znacajno uticao na smanjenje sedacije, miSi¢ne relaksacije i
antikonvulzivne aktivnosti diazepama, dok je ataksija ostala nepromenjena, a
anksioliticki efekat diazepama postao razotkriven. U svetlu rezultata studija na
transgenim zivotinjama, nalaz da a; GABAAa receptori imaju regulatornu ulogu u
efektima, kao $to su miorelaksantni i antikonvulzivni, pa ¢ak i anksioliti¢ki, a presudnu

u memorijskim deficitima u vodenom lavirintu, predstavlja znacajan doprinos u




razjaSnjenju povezanosti modulacije pojedinih podtipova GABAA receptora i razli¢itih
bihejvioralnih efekata benzodiazepina. U nasim eksperimentalnim uslovima, supstance
sa snizenom aktivno$¢u na a; GABAA receptorima ispoljile su skroman anksioliti¢ki
potencijal, a u slucaju SH-053-2’N nije bilo mogucée razdvojiti sedativni od
anksiolitickog efekta. Supstanca sa odredenom selektivnoséu u efikasnosti na os
GABAA receptorima (SH-053-R-CH3-2°F) bila je bez primetnog potencijala za
ispoljavanje anksiolitickog efekta, ali je dozno-zavisno ispoljila hipolokomotorni
efekat, Sto je u skladu sa pretpostavljenom ulogom ovih receptora u posredovanju
sedativnog efekta. Ovi nalazi, inae u suprotnosti sa pojedinim rezultatima dobijenim sa
supstancama sli¢nih profila, pokazuju da postizanje selektivnog anksiolitickog efekta,
¢ak iu pretklinickim ispitivanjima, predstavlja izuzetno tezak zadatak.

Nasi rezultati podsti¢u potrebu za uspostavljanjem integrativnijeg pristupa, kojim
bi se uz pomo¢ poznavanja dostupnosti ispitivanih supstanci u biofazi jasno korelisali
njihovi in vitro i in vivo profili, a rezultati studija na genetski modifikovanim
zivotinjama koristili kao jedna od osnovnih, ali ne nuzno i odredujucih informacija. U
potrazi za supstancama optimizovanih farmakoloskih profila, kao Sto su
anksioselektivni anksiolitici, stice se utisak da je odgovaraju¢i balans izmedu aktivacije
pojedinih podtipova GABAA receptora vazniji od ciljane aktivacije samo odredenih

populacija ovih receptora, kako je predlozeno studijama na transgenim misevima.
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The role of modulating distinct subtypes of the benzodiazepine binding site of

GABAA receptors in the manifestation of benzodiazepine behavioral effects

ABSTRACT

Soon after the discovery of benzodiazepines in 1960s, diazepam became one of the most
selling prescription drugs (Valium®). However, in modern clinical practice, due to other
therapeutic alternatives and their suboptimal safety profile, benzodiazepines are being
prescribed with considerable caution. All benzodiazepines currently in clinical use are
nonselective positive allosteric modulators of benzodiazepine binding site of GABAA
receptors. This site is located at the interface of an a and a y, subunit of a GABAAa
receptor, usually composed of 1 v, 2 Bi2 o (a1, 0p, az ili as) subunits. After acute
treatment, benzodiazepines exert sedative, hypnotic, anxiolytic, anticonvulsive, muscle
relaxant and amnesic effects in both experimental animals and humans. Repeated
administration can lead to physical dependence and withdrawal simptoms upon
cessation of treatment. Also, it is recognized that these drugs have abuse liability.
Comparable affinity and significant potentiation at all four benzodiazepine-sensitive
GABAA receptor subtypes are responsible for such a wide spectrum of action elicited by
benzodiazepines.

These drawbacks have restricted the clinical use of benzodiazepines, but also
inspired the development of subtype—selective agonists of GABAA receptors — among
which anxioselective anxiolytics possess the largest therapeutical potential — which
would enable separation of wanted from unwanted effects. The development of subtype-
selective ligands is mainly based on the results of genetic studies, which pointed to a
relationship between individual GABAA receptor subtypes and different effects of
benzodiazepines. Thus, sedation, motor incapacitation, anterograde amnesia and, in
part, anticonvulsant effect have been attributed to GABAAa receptor population
containing the oy subunit, anxiolytic effect is most likely mediated by a, and, under
certain conditions, a3 GABAAa receptors, muscle relaxant effects are mediated via
ozlasloas GABAA receptors, whereas the influence of benzodiazepines on distinct

memory processes has been linked to as GABAA receptors.
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However, such a dogmatic approach is far from ideal and cannot identify all
behavioral substrates in a complex biological system where one effect can depend on
activation of different GABAA receptor subtypes. Hence, to examine the connections
between the modulation of individual GABAA, receptor subtypes and behavioral effects
of benzodiazepines, it seems crucial to use the pharmacological manipulations with
subtype-selective ligands on native experimental animals. Experiments in the present
thesis are focused on behavioral effects of newly synthesized ligands acting at
benzodiazepine site (SH-1-048A, WY S8, SH-053-2"N, JY-XHe-053 and SH-053-R-
CH3-2’F) in rats, as well as on the connection between these in vivo effects and in vitro
electrophysiological profiles of examined compounds. In order to assess whether SH—I-
048A and WYS8, whose in vitro profiles could be considered unique, can cross the
blood-brain barrier, and to what extent, the plasma/serum and brain tissue
concentrations of these ligands were determined. Ligands were tested in behavioral
procedures designed to assess the sedative, anxiolytic, amnesic, ataxic, muscle relaxant,
and anticonvulsant effects of positive modulators at the benzodiazepine binding site, by
means of the spontaneous locomotor activity, elevated plus—-maze, Morris water maze,
grip strength, and pentylenetetrazole tests, respectively.

The plasma/serum and brain tissue concentrations of SH-1-048A and WY S8 were
in the expected range and in direct correlation with the doses applied, demonstrating a
clear relationship between the achieved brain concentrations and behavioral effects in
rats. The results of experiments with a compound devoid of any selectivity in affinity
for benzodiazepine—sensitive GABAA receptors (SH-1-048A) revealed that even small
differences in potentiations of individual GABAA receptor subtypes can produce a
distinct behavioral output. The partial activation at a; GABAAa receptors effected by
WYS8 may induce only negligible behavioral consequences. Its combination with
diazepam, however, was connected with a reduced sedation, muscle relaxation, and
anticonvulsant activity, as compared with diazepam alone, whereas ataxia was
preserved, while the anxiolytic effect of 2 mg/kg diazepam became unmasked. In the
light of the results of genetic studies, our findings that a; GABAAa receptors have a
regulatory role in myorelaxant, anticonvulsive, and even anxiolytic effects, and a crucial
importance in mediating the diazepam-induced memory deficits in water maze, give a

valuable contribution in claryfing the relations between the potentiation of individual
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GABAA receptor subtypes and different behavioral effects of benzodiazepines. In our
experimental settings, ligands with low activity at oz GABAAa receptors exerted only
modest anxiolytic potential, whereas in the case of SH-053-2"N sedative and anxiolytic
effects could not have been separated. The ligand with a certain degree of functional
selectivity for as GABAa receptors (SH-053-R-CH3-2°F) was devoid of any
anxiolytic potential, but it dose—dependently induced hypolocomotion, which is in
accordance with the presumed role of these receptors in the mediation of sedative effect.
In contrary to a number of published results with ligands possessing similar profiles,
these findings suggest that selective anxiolytic effect is hard to achieve, even in a
preclinical testing.

Our results encourage a more integrative approach, by which it would be possible
to establish firmer links between in vitro and in vivo data for a given ligand with the aid
of its biophase availability, while the results of genetic studies would be used as one of
the basic, but not necessarily determining pieces of information. In the quest for ligands
with optimized pharmacological profiles, such are anxioselective anxiolytics, it seems
that a correct balance is more important than individual actions at different GABAA

receptor subtypes, which was a concept proposed by studies with transgenic mice.

KEYWORDS: benzodiazepines; subtype—selective ligands; GABAAa receptor; behavior;

Wistar rat.
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uvoD

1. UvoD

Ekscitacija i inhibicija neuronskih mreza ¢ine osnovu prenosa informacija u centralnom
nervnom sistemu (CNS) sisara. U adekvatnom balansu izmedu aktivnosti ekscitatornih i
inhibitornih neurotransmitera lezi tajna normalnog funkcionisanja najkompleksnijih
procesa koji se odigravaju u mozgu. Nedvosmisleno je pokazano da je najvazniji
ekscitatorni neurotransmiter u CNS—-u glutamat, a inhibitorni y—aminobuterna kiselina
(GABA). Medusobna koordinacija ova dva neurotransmiterska sistema osigurava
adekvatnu ritmicku aktivnost, kako pojedinacnih, tako i grupa neurona, menjajuci na taj
nacin sinapti¢ku plasti¢nost i osiguravajuéi normalno funkcionisanje CNS-a (Foster i
Kemp, 2006). Smatra se da aktivnost inhibitornih interneurona, od kojih su veéina
GABA-ergicki, definiSe prostorno-vremenske okvire neophodne za razliCite obrasce
neuronskih oscilacija koje su od kriticnog znacaja za obradu informacija u razliitim
mozdanim strukturama (O’Keefe i Recce, 1993; Paulsen i Moser, 1998; Engel i sar.,
2001; Klausberger i sar., 2003; Buzsaki i Draguhn, 2004).

Koliko je GABA vazan €inilac u neurotransmisiji svedoc€i i ¢injenica da se ovaj
neurotransmiter moze identifikovati prakticno u tre¢ini mozdanih sinapsi (Burt, 2003).
U skladu sa fundamentalnom ulogom koju GABA ima u funkcionisanju CNS-a,
sintetisan je veliki broj supstanci koje moduliSu GABA-ergicki sistem i na taj nacin
pokreta, miSi¢ni tonus i epileptogenu aktivnost (Korpi i sar., 2002a). Prakticno sve
molekularne komponente signalnog puta GABA-e, od sinteze preko aktivacije
receptora do ponovnog preuzimanja, mogu se smatrati potencijalnim terapijskim
metama (Foster i Kemp, 2006). Istorijski gledano, GABA i njen najrasprotranjeniji
GABAA receptor bili su ciljno mesto delovanja mnogih lekova, od kojih najvaznije
mesto zauzimaju barbiturati i benzodiazepini. Pojava prvih lekova benzodiazepinske
strukture, 60-ih godina proslog veka, u potpunosti je potisnula primenu meprobamata i
barbiturata, ali je sli¢na sudbina zadesila i same benzodiazepine tokom poslednje dve
decenije, u dobroj meri nezasluzeno i bez jasnih dokaza (Berney i sar., 2008).

Snazan napredak molekularne biologije i uspesi u kloniranju podjedinica GABAA
receptora, kao i upotreba transgenih Zzivotinja, oziveli su interes za sintezom novih

supstanci sa selektivnim uticajem na pojedina neuronska kola koja koriste GABA-u kao
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neurotransmitter (Mohler, 2006). lako po svojoj prirodi sofisticiran i rafiniran, ovaj se
koncept susreo sa praktiénim problemima koji se, skoro po pravilu, javljaju u razvoju
novih lekova (Basile i sar., 2004; Skolnick, 2012). Ipak, farmakoloska ispitivanja sa
ligandima selektivnim za pojedine podtipove GABAAa receptora, podrzana nalazima
molekularnih tehnika, i dalje se smatraju racionalnim pristupom u potrazi za novim
lekovima sa povoljnijim profilom efikasnosti i bezbednosti, ali i proSirenim spektrom

terapijskih indikacija.

1.1. GABA KAO NEUROTRANSMITER | GABA INTERNEURONI

lako je jedan od najdominantnijih neurotransmitera u CNS-u, GABA je identifikovana
tek 1950. godine od strane dve nezavisne istrazivacke grupe (Awapara i sar., 1950;
Roberts i Frankel, 1950) u mozgu miSeva kao do tada nepoznata ninhidrin—pozitivna
supstanca, a da bi se i zvani¢no proglasila neurotransmiterom, bilo je potrebno jos
dodatnih 20 godina (Krnjevié, 1974; Roberts, 1986a).

Najvazniji put sinteze GABA-e u presinaptiCkim terminalima ukljucuje
dekarboksilaciju L—glutamata dejstvom dekarboksilaze glutamatne kiseline (eng.
glutamic acid decarboxylase—GAD), koja postoji u dve izoforme (65 i 67 kDa) i ¢ija
ekspresija odlicno korelira sa koncentracijom GABA—e u pojedinim regijama CNS-a
(Soghomonian i Martin, 1998; Esclapez i sar., 1994). Upravo je otkrice ovog enzima
bilo od klju¢ne vaznosti u razotkrivanju ¢injenice da vec¢ina interneurona sadrzi GABA—
u, kao i da 30-40% svih neurona u CNS-u koriste GABA-u kao svoj primarni
neurotransmiter (Bloom i sar., 1971; Roberts, 1986b; Hendry i sar., 1987).

Nakon sinteze iz glutamata kroz kataboli¢ki proces katalizovan GADG5 i GAD67
enzimima (Martin i Tobin, 2000), GABA se skladisti u sinapticke vezikule dejstvom
vezikularnog transportera inhibitornih aminokiselina (eng. vesicular inhibitory
aminoacid transporter—VIAAT) (Gasnier, 2004), odakle se moze osloboditi
stimulacijom neurona (Slika 1). Nakon otpustanja u sinapticku pukotinu kalcijum—
posredovanom egzocitozom, GABA aktivira dva tipa receptora (pogledati poglavlje
1.2.), odakle se uklanja preuzimanjem uz pomo¢ familije specificnih transportera
(GAT), lociranim u nervnim terminalima (GAT1, u manjoj meri i GAT2 i GAT3)

(Madsen i sar., 2009). U glijalnim ¢elijama, medu kojima vazno mesto zauzimaju
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astrociti, preuzimanje GABA-e se odigrava prevashodno preko GAT3 izoforme
(Cherubini i Conti, 2001). Nakon toga, GABA se finalno metabolise u glutamat
dejstvom GABA transaminaze (GABA-T) (Madsen i sar., 2008).
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Slika 1. Pojednostavljena ilustracija najvaznijih sinapti¢kih puteva odgovornih za
sintezu, razgradnju, oslobadanje i ponovno preuzimanje GABA—e (Coghlan i sar.,
2012). GABA-T = GABA transaminaza; GLNaza = glutaminaza; GS = glutamin
sintetaza.

U CNS-u, inhibitorni neuroni su zaduzeni za sintezu i sekreciju GABA—e. Ovi
neuroni su uglavnom malih dimenzija i imaju malu povrSinu projektovanja, iako
pojedine populacije duzih GABA projekcija postoje u korteksu (Tamamaki i Tomioka,
2010). Raznolikost je jedna od najvaznijih odlika GABA-ergickih interneurona. Na
osnovu njihove citoarhitekture identifikovani su neuroni koji podsecaju na veoma
razliCite oblike: korpe (eng. basket), dekorativne lustere (eng. chandelier), dvostruki
buket (eng. double bouget) i dr. Prema prisustvu razli¢itih Ca**~vezujuéih proteina
mogu se razlikovati parvalbumin-, kalretinin— i kalbindin—pozitivni interneuroni, ali i
drugi podtipovi, svaki sa specificnim elektrofizioloskim i funkcionalnim osobinama
(Kubota i Kawaguchi, 1994; De Marco Garcia i sar., 2011 i Fu i sar., 2012). Ovakva

raznolikost garantuje da prakti¢no svaki vazniji segment tipi¢nog piramidalnog neurona
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(soma, dendriti, inicijalni segmenti aksona) bude gusto inervisan razli¢itim vrstama
GABA-ergickih interneurona (Houser i sar., 1983; Hendry i sar., 1989; Jones, 1993;
Freund i Buzsaki, 1996).

1.2. TIPOVIRECEPTORA ZA GABA-U

Sve svoje aktivnosti GABA postize delovanjem preko dva tipa receptora: jonotropnih
GABAA i metabotropnih GABAg receptora (Chebib i Johnston, 1999). lako je
identifikovan 1 tre¢i tip receptora za GABA-u, koji ima svoje farmakoloSke
specifi¢nosti i uglavnom sadrzi p podjedinice, naziv ,,GABAc receptor” nije dobio Siri
konsenzus u stru¢noj javnosti, a [UPHAR (eng. The International Union of Basic i
Clinical Pharmacology) je svrstao ove receptore u GABAa populaciju (Olsen i
Sieghart, 2008).

Za razliku od GABAA receptora, transmembranskih proteina koji formiraju jonski
kanal, aktivacijom GABAg receptora, u zavisnosti od pridruzenog G proteina (ve¢inom
iz klasa Gi/o), moze do¢i od aktivacije ispravljackih K* kanala ili inhibicije voltazno-
zavisnih Ca®* kanala, §to ukljucuje i regulaciju signalnih puteva posredovanih cAMP—
om ili inozitol-fosfatom (Bowery i sar., 2002; Bettler i sar., 2004). Takode, GABAg
receptori su osetljivi na baklofen, ali nisu osetljivi na bikukulin i brojne druge supstance
koje mogu modulisati GABAA receptore, pa samim tim ne predstavljaju ni priblizno

tako vaznu terapijski metu kao Sto su to jonotropni receptori za GABA-u.

1.2.1. GABAA RECEPTORI

Od svih receptora koji posreduju u inhibitornoj neurotransmisiji u CNS—u jonotropni
GABAA, receptori imaju najvazniju ulogu. Ovi receptori su prvobitno identifikovani
pomocu farmakoloskih manipulacija: aktivira ih GABA i specifi¢ni agonist muscimol,
blokira ih bikukulin i pikrotoksin, a moduliSu barbiturati, benzodiazepini i mnogi drugi
ligandi (Macdonald i Olsen, 1994; Sieghart, 1995).

GABAA receptori pripadaju familiji pentamernih ligand—zavisnih jonskih kanala
sa Cis—petljom (eng. Cys—loop), koja ukljucuje i nikotinske receptore (Corringer i sar.,

2000), glicinske receptore (Breitinger i Becker, 2002), 5-HTj3 receptore (Thompson i
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Lummis, 2006) i jonske kanale koje aktiviraju joni Zn®* (Davies i sar., 2003). Svi
GABAA receptori identifikovani u sisara selektivni su za pojedine anjone. Naime,
povecana provodljivost CI" jona posredovana ovim receptorima najce$¢e dovodi do
hiperpolarizacije i1 inhibicije neuronske aktivnosti, budu¢i da je ekvilibrijumski
potencijal CI" jona blizak potencijalu mirovanja, a koncentracija ovog jona unutar
samog neurona znatno je niza od koncentracije u ekstracelularnoj tecosti (Martin i
Olsen, 2000). Medutim, u zavisnosti od ekspresije transportera za CI” jon (najvise
efluksnog tipa, kao $to je K'-CI" kotransporter KCC2), njegova intracelularna
koncentracija moze se povecati, §to posledi¢no dovodi do smanjenja ekvilibrijumskog
potencijala. U takvim uslovima, koji se normalno sreu samo u ranom razvoju (Ben—
Ari, 2002), aktivacija GABAa receptora neée izazvati hiperpolarizaciju, veé
depolarizaciju membrane neurona.

Tako su u vecini slucajeva selektivni samo za CI” jon, GABAA receptori mogu
provoditi i jedan drugi negativno naelektrisan jon—bikarbonatni jon (HCO3) (Kaila i
sar., 1997). Zarazliku od CI" jona koji moze izazvati hiperpolarizaciju ili depolarizaciju,
u zavisnosti od stepena razvoja nervnog tkiva i ekspresije KCC2, HCOj3 jon striktno
dovodi do depolarizacije membrane. Znacaj provodenja ovog jona zavisi od tkiva i
aktivnosti karboanhidraze (najve¢i znacaj ima CAVII izoforma), ali i ekspresije

odgovarajuc¢ih anjonskih pumpi (Rivera i sar., 2005).
1.2.1.1. STRUKTURA I DISTRIBUCIJA GABAA RECEPTORA

GABAA receptori su heteropentamerne strukture, a svaka od pet podjedinica sastoji se
od velikog hidrofilnog ekstracelularnog N—kraja, Cetiri hidrofobna transmembranska
domena (TM 1-4), velike intracelularne petlje izmedu TM3 i TM4, i zavrSava se
relativno kratkim ekstracelularnim C—krajem (Slika 2) (Nayeem i sar., 1994). Kao i kod
ostalih receptora iz ove familije, drugi transmembranski domen podjedinice, uz
eventualni doprinos i TM1 domena, direktno ucestvuje u formiranju samog kanala
(Corringer i sar., 2000; Sine i Engel, 2006).
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N Slika 2. Shematski topografski prikaz strukture jedne
podjedinice GABAA receptora (Jacob i sar, 2008).
TM = transmembranski domen.

ZavrSetkom sekvencioniranja humanog genoma, ali i drugih vrsta ki¢menjaka,
definitivno se dokazalo da postoji 19 gena za GABAA, receptore (Simon i sar., 2004).
Ovi geni kodiraju sintezu 16 podjednica (oi-s, P1-3, Y1-3, 0, &, 0 i @), koje se mogu
razli¢ito kombinovati prilikom gradenja GABAa receptora, i 3 p podjednice koje
uCestvuju u gradenju prethodno pomenutog , GABAc receptora” (Slika 3).
Raznovrsnost ovih podjednica dodatno je povecana moguéno$éu primarne obrade
transkripta (eng. alternative splicing) ¢ime se generiSu razliite forme pojedinih
podjedinica, od kojih najvecu vaznost imaju forme y, podjednice (y2s i y2) (Whiting i
sar., 1990).

Slika 3. Filogenetsko stablo podjedinica humanih
GABAA receptora i njihova hromozomska
lokalizacija (Sigel i Steinmann, 2012).
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Prilikom gradenja GABAA receptora dolazi do velike heterogenosti podtipova

ovih pentamernih struktura, Sto predstavlja glavnu odrednicu njihovih farmakoloskih
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profila (Olsen i Sieghart, 2008). Podipovi GABAA receptora razlikuju se po jacini i
mestu ekspresije u CNS-u, a samim tim i po funkciji koja je u vezi sa relevantnim
neuronskim kolima. Od svih podjednica, najvazniji diverzitet, sa farmakoloske tacke
gledista, obezbeduje o podjedinica, sa svojih Sest izoformi. Neki od ovih receptora koji
sadrze o podjedinicu mogu se razlikovati prema ligandima Kkoji se vezuju za
benzodiazepinsko mesto GABAA receptora (Barnard i sar., 1998). Danas je poznato da
farmakolosku selektivnost nekog liganda odreduju priroda, stehiometrija i raspored
podjednica GABAA receptora.

Velika ve¢ina GABAA receptora sacinjena je od dve kopije iste o podjedinice, dve
kopije iste B podjedinice i od jedne kopije drugih podjedinica, kao $to su vy, 6 i € (Slika
4) (Sieghart i Sperk, 2002; Olsen i Sawyer, 2004). Zbog ograni¢enja prilikom
formiranja jonskog kanala, od 150.000 teorijski mogué¢ih kombinacija samo se oko 500
zaista mogu identifikovati u CNS—u (Sieghart i Sperk, 2002; McKernan i Whiting,
1996), od kojih veéina sadrzi a, B i y podjedinice. Receptori ovog tipa mogu se naéi u
najmanje jednoj od tri varijante: 2 o, 2B ivy; 2 a, Bi2 y; o, 2 B 12 vy (Sigel i sar., 2006).
Najveci broj afy GABAA receptora organizovan je na sledec¢i na¢in: y—oa—B—a—p (Minier
i Sigel, 2004).

Slika 4. Heteropentamerna struktura
GABAA receptora sa mogucim
kombinacijama razli¢itih podjedinica
i sa prikazom veznih mesta za
GABA-u i benzodiazepine (BZ)

Studije sa specificnim antitelima selektivnim za pojedine podtipove GABAA
receptora pokazale su da je aifqy2 Struktura najrasprostranjenija u mozgu (Sieghart i
Sperk, 2002; McKernan i Whiting, 1996). U miSeva sa knock—out mutacijom oy

podjedinice koli¢ina ukupnih GABAA receptora smanjena je za ¢ak 50% (Sur i sar.,
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2001). Iako vec¢ina populacije ovog podtipa receptora sadrzi istu izoformu o
podjedinice, identifikovane su i kombinacije a1 sa oo, a3, as ili as podjedinicom.

Imunoprecipitacione studije ukazale su na znatno manju rasprostranjenost
receptora koji sadrze a, (amigdala, nukleus akumbens, strijatum itd.) ili a; podjedinicu
(korteks, amigdala, talamus itd.), dok se as podjedinica skoro isklju¢ivo nalazi u
hipokampusu, gde moze €initi ¢ak i do 31% svih receptora (Pirker i sar., 2000; Sieghart
i Sperk, 2002). Preostale dve o izoforme mogu se prevashodno detektovati u talamusu
(o) 1 cerebelumu (as). Medu B podjedinicama, najrasprostranjenija je P2 izoforma, Ps
takode moze biti u velikom broju, ali sa diskretnijom lokalizacijom, a najmanje ima [
podjedinice. Receptori koji sadrze y; podjedinicu nalaze se u svega nekoliko mozdanih
regija (gde moze zameniti y, podjedinicu), veoma mali broj receptora sadrzi ys, a ¢ak
75-80% svih GABAA, receptora sadrzi y, podjedinicu (Sieghart i Ernst, 2005). Najveci
broj pomenutih podtipova GABAa receptora zaduZen je za brzu postsinapticku
inhibiciju u uslovima visokih, milimolarnih koncentracija GABA—-e, poznatiju kao fazna
inhibicija (Farrant i Nusser, 2005).

Vrlo znacajnu i interesantnu populaciju ¢ine GABAa receptori koji sadrze &
podjednicu, jer ovi receptori predstavljaju mesto delovanja razlicitih neurosteroida, kao
endogenih (Belelli i Lambert, 2005), i etanola, kao egzogenog liganda (Glykys i sar.,
2007). Ovi se receptori nalaze peri- i ekstrasinapticki u talamusu, pojedinim slojevima
kore velikog mozga i drugim strukturama (gde dominantno sadrze i a4 podjedinicu), dok
u granuliranim ¢éelijama cerebeluma po pravilu sadrze i o podjedinicu (Nusser i sar.,
1998; Peng i sar., 2002; Wei i sar., 2003). Specifi¢na lokalizacija i distribucija GABAa
receptora koji sadrze & podjednicu odreduje njihovu glavnu ulogu u posredovanju
tonicne inhibicije, daju¢i tako ritam neuronskim mrezama pri vrlo niskim,

nanomolarnim koncentracijama GABA—e (Walker i Semyanov, 2008).
1.2.1.2. BENZODIAZEPINSKO MESTO VEZIVANJA GABAA RECEPTORA

Od 14 do sada identifikovanih veznih mesta za razli¢ite ligande GABAA receptora,
medu kojima su poznatija mesta za lorekrezol, barbiturate, neurosteroide i Zn* jon
(Korpi i sar., 2002a), mesto za vezivanje molekula benzodiazepinske strukture pokazalo

se kao najatraktivnija terapijska meta u razvoju novih lekova (Bateson, 2004; D’Hulst i
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sar., 2009). Veliki broj GABAA receptora sadrzi vezno mesto za benzodiazepine, a takvi
receptori su sacinjeni od B, vy i a1, oz, az ili as podjedinice u klasi¢énoj 2:2:1 stehiometriji
(Olsen i Sieghart, 2008). Ovo vazno mesto vezivanja nalazi se na medupovrsini izmedu
a iy podjedinice (Slika 5), dok B podjednica, iako neophodna za formiranje kanala, ne
utiCe na osetljivost GABAA receptora na benzodiazepine (Hadingham i sar., 1993;
Korpi i sar., 20023).

GABA Slika 5. Mesta vezivanja za GABA-u

Tl ) i benzodiazepine (BZ) i pozicije

histidina u okviru razli¢itih GABA

receptora osetljivih na BZ (Rudolph
i Knoflach, 2011).
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Razvoj tehnika molekularne biologije omogucio je detaljno ispitivanje i detekciju
amino kiselina Cije je prisustvo od kriticnog znacaja za afinitet, selektivnost i intrinzicku
aktivnost razli¢itih benzodiazepina. Tako je otkriveno da, na primer, zamena histidina
argininom, na polozaju 101 u okviru aj ili a; podjedinice, potpuno onemogucava
vezivanje diazepama, kao tipi¢nog benzodiazepina, za GABAA receptore koji sadrze
ove podjedinice (Korpi i sar., 2002a). Upravo prisustvo arginina na pozicijama 99,
odnosno 100, ¢ini as— i as GABAA receptore neosetljivim na benzodiazepine (Wieland i
sar., 1992; Wieland i Liddens, 1994).

Pored supstanci benzodiazepinske strukture, postoje i drugi ligandi
benzodiazepinskog mesta vezivanja sa razliitim hemijskim strukturama, a Koji
zauzimaju znacajno mesto, kako u bazi¢noj, tako i u klinickoj farmakologiji (npr.
zolpidem, zaleplon, beta karbolini). Zbog uloge u terapiji nesanice, vazno je izdvojiti
zolpidem, supstancu imidazopiridinske strukture, koja pokazuje jasnu preferenciju za
GABA receptore koji sadrze aq podjedinicu (Langer i sar., 1992; Sanger, 2004). Ovo je

bitna razlika u odnosu na klasi¢éne benzodiazepine, poput diazepama (Tabela 2), koji
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ispoljavaju komparabilan afinitet za sve receptore sa benzodiazepinskim mestom

vezivanja (Benke i sar., 1996).

1.3. MODULATORI BENZODIAZEPINSKOG MESTA VEZIVANJA GABAA RECEPTORA:

BIHEJVIORALNI EFEKTI I KLINICKA UPOTREBA

Ligandi koji deluju preko benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAA, receptora deluju
indirektno tako Sto alosterno moduliSu provodljivost ovog receptorskog kompleksa
(Zorumski i Isenberg, 1991). Identifikovani su pozitivni (agonisti), neutralni
(antagonisti) i negativni (inverzni agonisti) alosterni modulatori GABA-ergicke
transmisije u CNS—u. Medu pozitivnim i negativnim modulatorima postoji i jedna grupa
liganada koji ne mogu da dovedu do maksimalnog odgovora, pa se stoga nazivaju
parcijalnim agonistima, odnosno inverznim agonstima. U klini¢koj praksi, pokazalo se
da samo agonisti (parcijalni i puni) mogu biti od koristi za razlicite terapijske indikacije,
dok su inverzni agonisti ispitani samo u ranim fazama klinickih studija (Nutt i sar.,
2007). Jedini antagonist u klinickoj upotrebi jeste flumazenil, ali se i ova supstanca,
prema svom farmakoloSkom profilu, moZze svrstati u parcijalne agoniste (Ramerstorfer i
sar., 2010).

Kao i u slucaju znacajnog broja veoma korisnih lekova, povoljna terapijska
svojstva benzodiazepina u lecenju razlicitih psihijatrijskih bolesti otkrivena su sticajem
sre¢nih okolnosti (Ban, 2006). Uvodenje benzodiazepina u klinicku praksu, iako bez
prethodnog znanja o njihovom mehanizmu delovanja, predstavljalo je ogroman
napredak u psihofarmakologiji tokom 1960-70, a u prilog tome svedodi i ¢injenica da je
diazepam bio najpropisivaniji lek &itavu deceniju (Valium®). Sam termin
»benzodiazepin” odnosi se na hemijsku strukturu koja se sastoji od fuzije benzenovog i
diazepinskog prstena, u kojem se dva azotova atoma nalaze uglavnom na pozicijama 1 i
4 (1,4-benzodiazepini). Kao sedativi i hipnotici, ovi lekovi su zbog znacajno poveéanog
terapijskog indeksa u potpunosti zamenili do tada neprikosnovene barbiturate (Hamlin,
1993), jer je modulacija GABAA receptora benzodiazepinima, za razliku od barbiturata,
samo—ograni¢avajuca: provodljivost kanala u prisustvu GABA-e i benzodiazepina nije

ve¢a od provodljivosti koja se moze posti¢i sa visokim koncentracijama GABA-e.
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Takode, benzodiazepini ne mogu otvoriti hloridni kanal u odsustvu GABA-e (Sigel i
Steinmann, 2012).

Poznato je da su sinapticki GABAa receptori odgovorni za indukciju brzih
postsinaptickih inhibitornih struja pri vrlo kratkoj (50 ms) ekspoziciji milimolarnim
koncentracijama GABA-e (Cobb i sar., 1995; Farrant i Nusser, 2005). U prisustvu
benzodiazepina, afinitet GABA—¢ za receptor se povecava, §to direktno korespondira sa
pomeranjem dozno-zavisne krive u levo tj. ista koli¢ina GABA—¢ sada aktivira veéi
broj receptora, a amplituda odgovora na GABA—-u je povecana. U skladu sa povecanim
afinitetom, dolazi do produzenog trajanja minijaturnih inhibitornih postsinaptickih
struja (eng. miniature inhibitory postsynaptic currents—mIPSCs). Medutim, u
pojedinim nervnim tkivima amplituda ovih postsinaptickih struja ostaje nepromenjena,
bez obzira na dodatak agoniste benzodiazepinskog mesta vezivanja, $to moze sugerisati
da odredena kolicina GABA-e (,,kvantum”) moze zasititi sve receptore u sinapsi, tako
da se maksimalni odgovor ne moze dalje povecati primenom leka. Smatra se da ovaj
efekat ,plafona” (eng. ceiling efect) koji ispoljavaju benzodiazepini lezi u osnovi
njihovog povoljnog bezbednosnog profila u poredenju sa barbituratima (Méhler, 2011).

Zahvaljujuci distribuciji GABAA receptora osetljivih na benzodiazepine i svom
mehanizmu delovanja, benzodiazepini, primenjeni akutno, ispoljavaju sedativni,
hipnoticki, anksioliticki, antikonvulzivni, miorelaksantni i1 amnezijski efekat u
eksperimentalnih Zivotinja i ljudi. Pojedini efekti mogu se svrstati u pozeljne ili
nezeljene u zavisnosti od terapijskog cilja. Dok se sedacija i kognitivno oStecenje
smatraju nezeljenim efektom kada se benzodiazepini propisuju kao anksiolitici, ovi
efekti su svakako pozeljni u hirurSkoj premedikaciji (Buffett—Jerrott i Stewart, 2002).

Od trenutka uvodenja u klinicku praksu, benzodiazepini su Siroko propisivani pre
svega kao lekovi za nesanicu i razliCita anksiozna stanja. Postoji znatna koli¢ina
podataka o njihovoj efikasnosti u kratkotrajnom lecenju pojedinih psihijatrijskih
oboljenja, ukljucujuéi nesanicu (Longo i Johnson, 1998), socijalnu fobiju (Sutherland i
Davidson, 1995), generalizovani anksiozni poremeéaj (Laakmann i sar., 1998) i pani¢ni
poremecaj (Gould i sar., 1995). U terapiji nesanice, primena benzodiazepina moze
pomoc¢i prilikom uspavljivanja i odrzavanja sna (Anderson i Shneerson, 2009). Njihova
efikasnost 1 bezbednost, medutim, ne mogu se smatrati impresivnim u poredenju sa

drugim dostupnim terapijskim opcijama, ili kada se porede tokom duZeg vremena
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koriS¢enja. Nakon produzene terapije benzodiazepinima (od 4 do 8 meseci) cak 40%
pacijenata postane zavisno od ovih lekova, naroCito ukoliko imaju i odredenu
predispoziciju za ispoljavanje zavisnosti (Rickels, 1982; Kan i sar., 1997). JosS jedan
karakteristican primer jeste primena benzodiazepina u leCenju nesanice, gde tolerancija
na sedativno dejstvo, koja se razvija tokom vremena, sprecava njihovu dugotrajnu
primenu (Longo i Johnson, 1998).

Upotreba benzodiazepina u savremenoj klini¢koj praksi i dalje je znacajna, uprkos
prilicnom padu u propisivanju ovih lekova (Stahl, 2002). Naime, stavovi stru¢njaka su
se znaajno promenili jer je povecana svest i briga o problemima koje dugotrajna
terapija benzodiazepinima moze indukovati (Lader, 1994; Woods i Winger, 1995). Ova
promena ,,otvorila je vrata” drugim grupama lekova, pa su tako selektivni inhibitori
preuzimanja serotonina postali terapija prvog izbora za generalizovani anksiozni
poremecaj (Nash i Nutt, 2007), koji u grupi anksioznih poremecaja ima najvecu
prevalenciju (Wittchen i Hoyer, 2011). Medutim, kako je za pojavu njihovih terapijskih
efekata neophodno najmanje 4 nedelje, benzodiazepini se joS uvek Siroko propisuju za
brzo otklanjanje simptoma (Stahl, 2002). Stoga je, u modernoj klini¢koj praksi, primena
benzodiazepina u terapiji nesanice i anksioznih poremecaja ograni¢ena na najvise 4
nedelje (Ashton, 1994; Lader, 1999; Martin i sar., 2007).

Benzodiazepini se upotrebljavaju u terapiji epilepsije, kako kod dece, tako i kod
odraslih (McMullan i sar., 2010), medutim znacajnu prepreku predstavlja ¢esta pojava
tolerancije na njihov antikonvulzivni efekat. U svakom slucaju, benzodiazepini se i
dalje koriste u urgentnim situacijama gde uticu na smanjenje mortaliteta, do koga dolazi
usled teskih epilepti¢nih napada (Hollister i sar., 1993). U lecenju miSi¢nog spazma koji
se javlja u razli¢itim miSi¢noskeletnim poremecajima, ovi lekovi takode mogu biti od
koristi (Hollister i sar., 1993).

Vazno je istaci da se efekti benzodiazepina ne mogu jasno razdvojiti razlikama u
doziranju, ni u pretklini¢koj, niti u klinickoj primeni (Lippa i sar., 1979). Na primer,
iako se anksioliticki efekat moze posti¢i pri nizim dozama nego sedativni, izrazena
somnolencija i dalje predstavlja ozbiljan problem prilikom upotrebe benzodiazepina kao
anksiolitika tokom dnevnih aktivnosti, tako da bi noviji ,anksioselektivni” lekovi
svakako bili deo mogudeg reSenja (Rudolph i Knoflach, 2011). Stavide, razvoj

zavisnosti i tolerancije, kao 1 moguénost zloupotrebe, spre¢avaju dugotrajnu upotrebu
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benzodiazepina (Woods i sar., 1992). Svi pomenuti nedostaci podstakli su brojne
istrazivacke grupe u potragu za supstratima bihejvioralnih efekata benzodiazepina, jer bi
se sa pronalaskom selektivnijih supstanci mogao ocekivati i poboljsan profil efikasnosti

i bezbednosti ove grupe lekova.

1.4. GENSKA TEHNOLOGIJA U RASVETLJAVANJU SUPSTRATA BIHEJVIORALNIH

EFEKATA BENZODIAZEPINA

S obzirom da sisari pokazuju veoma visoku homologiju podjedinica GABAA receptora
(71-99% za miSeve i ljude), genetski modifikovani miSevi su Siroko upotrebljavani u
cilju ispitivanja fizioloskih funkcija razli¢itih podtipova GABAa receptora (Vicini i
Ortinski, 2004). Istrazivanjima na transgenim miSevima omoguceni su neprocenjivi
uvidi u ponaSanje eksperimentalnih Zivotinja, koje nastaje kao rezultat aktivacije
pojedinih podtipova GABAA receptora.

Delecija kompletne podjedinice GABAA receptora (knock—out strategija) pojavila
se kao prva mogucnost, ali su adaptivne kompenzatorne promene tokom razvica i
visoka kompleksnost fenotipa, pa ¢ak i smrtni ishod, ucinili interpretaciju dobijenih
rezultata izuzetno teSkom (Rudolph i Méhler, 2004). Zbog ovakvih problema, nastavilo
se sa diskretnijim, tackastim mutacijama u okviru GABAa receptora, odnosno sa
genetskom manipulacijom gde je jedna aminokiselina zamenjena drugom, Cineci tako
GABAA receptor neosetljivim na dejstvo benzodiazepina (knock—in strategija). Naime,
zamenom histidina argininom na pozicijama 101 u okviru oy i ap, 126 oz i 105 as
podjedinice znacajno je smanjen afinitet diazepama za receptore koji sadrze ove
podjedinice (Wieland i sar., 1992; Benson i sar., 1998). U studijama sa knock—in
misevima nisu zapazene znacajnije promene u strukturi receptora (Low i sar., 2000), za
razliku od prethodno spomenutih knock—out zivotinja (Kralic i sar., 2002a), gde su jasno
identifikovane promene u gustini i distribuciji GABAA receptora (Kralic i sar., 2002b;
Korpi i sar., 2002a,b). Jos vaznije, efekti endogenih liganada, kao Sto su neurosteroidi i
GABA, ¢ini se da nisu poremecéeni ovim tackastim mutacijama.

Misevi sa tackastom H101R mutacijom (histidin zamenjen argininom na poziciji
101) pokazali su potpunu neosetljivost na sedativni i amnezijski, ali samo delimi¢nu na

antikonvulzivni efekat diazepama, dok je ovaj protektivni efekat zolpidema izostao u
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potpunosti (Rudolph i sar., 1999; Crestani i sar., 2000; Low i sar., 2000; McKernan i
sar., 2000). Ovaj nalaz bio je u skladu sa farmakoloSkim profilom zolpidema Kkoji
pokazuje jasnu preferenciju u vezivanju za oz GABAA receptore (Crestani i sar., 2001;
Dé&mgen i Liddens, 1999). Takode, knock—in miSevi sa mutacijom as podjedinice
ispoljili su poboljsanje kognitivnih funkcija u testu uslovljavanja strahom koji u velikoj
meri zavisi od aktivacije hipokampalnih struktura (Crestani i sar., 2002), §to upucuje da
uticaj diazepama na memorijske procese ukljucuje i as GABAA receptore. Ovu hipotezu
podrzali su i rezultati farmakoloskih studija sa inverznim agonistima selektivnim za os
GABAA receptore. Jedan od takvih inverznih agonista poboljSao je izvodenje u
vodenom lavirintu, i to u protokolu radne memorije, bez izrazenih anksiogenih i
prokonvulzivnih osobina, koje se Cesto vezuju za neselektivne inverzne agoniste
GABAA receptora (Dawson i sar., 2006).

Anksioliticki efekat diazepama nije mogao biti registrovan nakon tackaste
mutacije a, podjedinice (Low i sar., 2000). Poznato je da divlji sojevi miSeva pod
dejstvom diazepama provode viSe vremena u osvetljenom delu aparata ,,svetlo-tama”,
kao i na otvorenim kracima uzdignutog plus—lavirinta. Medutim, kod sojeva sa
mutiranim a, GABAA receptorima, miSevi tretirani rastvaratem ili diazepamom
provode istu koli¢inu vremena u osvetljenom delu i otvorenim kracima plus—lavirinta.
Stoga je zakljuCeno da ap podjedinica ima presudnu ulogu u posredovanju
anksiolitickog dejstva diazepama. Ovaj podtip GABAA receptora ¢ini se da posreduje i
u miorelaksantnom efektu, jer kod a, knock-in miSeva diazepam nije imao efekta u
testu povlaCenja horizontalne zice koji predstavlja meru misi¢nog tonusa (Crestani i
sar., 2001). Kod a3(H126R) i a5(H105R) miSeva miorelaksantni efekat diazepama bio je
samo smanjen, bez uticaja na sedativne i anksioliticke efekte (Low i sar., 2000; Crestani
i sar., 2001, 2002).

Eksperimenti sa knock-in miSevima pokazali su da su sedacija, anterogradna
amnezija i, delom, antikonvulzivni efekat diazepama posredovani GABA receptorima
koji sadrze o, podjedinicu, dok je anksioliti¢ki, i u velikoj meri miorelaksantni efekat,
posredovan a; GABAA, receptorima (Slika 6). Takode, tolerancija na sedativno dejstvo
koja se javlja nakon ponavljane primene benzodiazepina, i tako otezava duzu terapiju

ovim lekovima, ¢ini se da je povezana sa aktivacijom as GABAAa receptora (van
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Rijnsoever i sar., 2004), dok je njihov adiktivni potencijal pripisan a1 GABAAa

receptorima (Tan i sar., 2010).

o> senzorno-motorna,,kapija” o> sedacija

> kognitivno o3tecenje o> zavisnost

> miorelaksacija o> anterogradna amnezija
= antikonvulzivna aktivnost

o kortikalna plasti¢nost u razvoju

> senzorno-motorna ,,kapija” o> anksioliza

> ostecenje talamickih oscilacija o antihiperalgezija

> miorelaksacija o antidepresivna aktivnost
© antihiperalgezija > miorelaksacija

o> anksioliza? > koghnicija u shizofreniji

Slika 6. Distribucija podtipova GABAA receptora osetljivin na benzodiazepine i

njihova uloga u posredovanju razli¢itih bihejvioralnih efekata (Rudolph i
Knoflach, 2011).

1.5. RAZvOJ NOVOSINTETISANIH SUPSTANCI ZA BENZODIAZEPINSKO MESTO
VEZIVANJA

Hiljade novosintetisanih supstanci prolaze kroz razliCite faze pretklini¢kih i klinickih
ispitivanja, ali samo mali broj na kraju tog puta (eng. pipeline) dobije status leka.
Uspesni lekovi—kandidati moraju ispuniti kriterijume afiniteta, efikasnosti i selektivnosti
za odgovaraju¢e receptore. Takode, moraju posedovati odredeni stepen

bioraspolozivosti (za oralne preparate) i terapijske efikasnosti, uz zadovoljavajuci
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bezbednosni profil. S druge strane, problemi kao Sto su prolazak leka kroz krvno—
mozdanu barijeru i sama kompleksnost CNS-a koja otezava pronalazak adekvatnih
terapijskih meta, produzavaju istrazivanja lekova—kandidata sa 10-12 na 12-16 godina
(Pardridge, 2003; Alavijeh i sar., 2005; Hefti, 2008). Bez obzira na ovako ozbiljne
prepreke, sinteza supstanci za benzodiazepinsko mesto vezivanja nije izgubila na svojoj
aktuelnosti do danasnjeg dana (Rudolph i Knoflach, 2011).

lako se diazepam pokazao kao benzodiazepinski prototip par excellence, ubrzo po
njegovom uvodenju u klinicku praksu nastavljeno je sa razli¢itim modifikacijama
inicijalne strukture hlordiazepoksida, kako bi se pospesSile osobine benzodiazepina i

eventualno prosirio njihov spektar delovanja (Lopez—Mufioz i sar., 2011).

15.1. FARMAKOKINETSKE | FARMAKODINAMSKE MODIFIKACIJE

Uvodenje promena u farmakokinetickim osobinama benzodiazepina pokazalo se kao
zahvalan pristup jer su supstance sli¢nih farmakoloskih aktivnosti prilagodene razlic¢itim
terapijskim indikacijama. Stavide, upotreba razli¢itih benzodiazepina kao hipnotika,
anksiolitika ili miorelaksanata, odredena je prevashodno farmakokinetskim osobinama,
kao Sto su doza, put primene i prisustvo aktivnih metabolita. Prema brzini eliminacije,
vaznom farmakokinetskom parametru, benzodiazepini su podeljeni u tri grupe: kratko—
deluju¢i (midazolam 1 triazolam), srednje—deluju¢i (alprazolam, flunitrazepam,
klonazepam, lorazepam, nitrazepam i temazepam) i dugo—deluju¢i (diazepam,
hlorazepat, hlordiazepoksid i flurazepam). Skra¢enjem delovanja postignut je znacajan
uspeh u terapiji nesanice, jer je na taj nacin izbegnut osecaj jutarnje pospanosti i
omoguceno upravljanje vozilom (Willumeit i sar., 1984; Mendelson, 1992). Medutim,
ovakvim tipom modifikacija nisu se mogli resiti problemi kao $to su pospanost,
kognitivna osSte¢enja i gubitak koordinacije, naro€ito kod starijih osoba.

S obzirom da farmakokinetske modifikacije nisu dovele do znacajnijeg
razdvajanja zeljenih od nezeljenih efekata benzodiazepina, sintetisan je veliki broj
supstanci razlic¢itih farmakoloskih profila. Pre otprilike 20 godina, pojavio se koncept sa
pretpostavkom da bi benzodiazepini sa nizom efikasnos¢u na GABAa receptorima
mogli sacuvati koristan anksioliticki efekat klasi¢nih benzodiazepina, ali bez prate¢ih

nezeljenih efekata (Whiting, 2006). Farmaceutski proizvoda¢ Hoffmann La Roche,
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inace pionir na polju sinteze molekula benzodiazepinske strukture, razvio je bretazenil,
imidazobenzodiazepin koji ne pokazuje in vitro selektivnost za pojedine podtipove
GABAA receptora (Haefely, 1984; Martin i sar., 1988; Griebel, 1999). lako parcijalni
agonist ovih receptora, bretazenil se pokazao kao potentan anksiolitik i antikonvulziv,
Sto je jasno dokazano povecanjem odgovora u testovima kaznjavanja prilikom pojenja i
hranjenja, povetanog vremena na otvorenim kracima uzdignutog plus—lavirinta, kao i
kroz povecanje latencije do pojave epilepticnih napada izazvanih zvukom,
pentilentetrazolom ili izonijazidom (Facklam i sar., 1992; Jones i sar., 1994; Martin i
sar., 1993; Griebel, 1999). Stavise, doze neophodne za postizanje anterogradne
amnezije, hipolokomocije u testovima aktivnosti, ataksije na rotarodu i relaksacije na
testu jaCine stiska bile su skoro 10 000 puta vece od onih neophodnih za anksioliticko i
antikonvulzivno dejstvo (Facklam i sar., 1992; Griebel, 1999; Martin i sar., 1993). lako
se anksioliticki efekat bretazenila mogao primetiti i u ispitivanjima na ljudima (Haefely
i sar., 1990), klinicke studije su prekinute ve¢ u prvoj fazi jer se sedativni efekat
bretazenila ve¢ pri nizim dozama mogao porediti sa efektima kombinacije diazepama i
etanola; ovaj efekat bretazenila bio je toliko izrazen da su pojedini ispitanici zaspali
prilikom izvodenja rutinskih testova (van Steveninck i sar., 1996).

Dalja istrazivanja na polju neselektivnih parcijalnih agonista benzodiazepinskog
mesta vezivanja GABAA, receptora dovela su do sinteze imidazenila, supstance sa 30—
50% nizom efikasnoS¢u od diazepama (Giusti i sar., 1993). Imidazenil ima izrazen
antikonfliktni profil u testu sa zednim pacovima (Auta i sar., 2010), a 10 puta je
potentniji od bretazenila i 100 puta od diazepama u antagonizovanju epilepti¢nih napada
izazvanih bikukulinom ili pentilentetrazolom (Giusti i sar., 1993). Za razliku od
diazepama, ovaj parcijalni agonist se odlikuje odsustvom sedacije i ataksije, ali i razvoja
tolerancije i zavisnosti (Giusti i sar., 1993; Auta i sar., 1994). Stavise, u kombinaciji sa
diazepamom, imidazenil je antagonizovao sedativne efekte diazepama i ponaSao se
poput flumazenila. lako je imidazenil potentniji od bretazenila i prakticno bez ikakvog
potencijala za izazivanje sedacije u pretklinickim modelima, studije na ljudima bile su
bez ocekivanih rezultata, ali su skorija istrazivanja na polju trovanja organofosfatima
ozivela interesovanje za imidazenilom kao potencijalnim antidotom (Kadriu i sar.,
2011; Wang i sar., 2012). Znacajno je spomenuti da imidazenil ima smanjenu efikasnost

na a; GABAA receptorima u odnosu na diazepam (Guidotti i sar., 2005), $to moze biti
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jedan od razloga ovako povoljnog farmakoloSkog profila, ali je i ukazalo na nove
mogucnosti u potrazi za kandidatom idealnih osobina.

Kao u slucaju bretazenila i imidazenila, pretklinicka ispitivanja ocinaplona (DOV
273,547), supstance pirazolopirimidinske strukture, pokazala su znacajno razdvajanje
anksiolitickog od sedativnog efekta (Lippa i sar., 2005). Ipak, za razliku od pomenutih
supstanci, ovaj povoljan profil ocinaplona zapazen je i u klinickim studijama u kojima
je ukupno testirano oko 200 pacijenata (Czobor i sar., 2010). Ono Sto dodatno izdvaja
OVu supstancu jeste nedostatak in vitro selektivnosti za pojedine podtipove GABAAa
receptora (Lippa i sar., 2005), podatak koji nije jednostavno povezati sa rezultatima
studija sa genetski izmenjenim Zivotinjama, ali koji ukazuje da je moguée postic¢i
razdvajanje zeljenih od neZeljenih efekata i u klinickim uslovima. Nazalost, nije
nastavljeno sa slede¢om fazom klinickih studija zbog hepatotoksi¢nosti ocinaplona,
koja je primeéena tokom rane faze studija.

Ideja razvoja parcijalnih agonista vise nije bila toliko privlatna onog trenutka
kada se doslo do zakljucka da GABAA receptor ima vise mogucih podtipova. Usled toga
se interesovanje za razvoj novih lekova usmerilo ka selektivnim pozitivnim

modulatorima pojedinih podtipova GABAA receptora (Mohler i sar., 2002).

15.2. RAZvVOJ SUPSTANCI SELEKTIVNIH ZA POJEDINE PODTIPOVE GABAa
RECEPTORA

Razvoj novih lekova koji bi mogli delovati kao anksiolitici, ali bez prateceg sedativnog
dejstva (anksioselektivni anksiolitici) dugo godina nije bio plodonosan jer se nije
dokazalo mogu li se ova dva efekta farmakoloski razdvojiti. Medutim, nakon znacajnih
pronalazaka sa genetski izmenjenim miSevima (pogledati poglavlje 1.4.) brojne
supstance su detaljno ispitane u pretklinickim studijama u svrhu postizanja ovog
terapijskog cilja. Kako je ve¢ naglaseno, ovaj cilj bi se mogao posti¢i sintezom
supstanci sa smanjenom selektivnos¢u za a3—, odnosno veé¢im razdvajanjem u aktivnosti
na ovom podtipu u odnosu na ax— i a3 GABAA receptore. Vazno je spomenuti da se
selektivnost teorijski moze posmatrati kroz afinitet i efikasnost na pojedinim
podtipovima ispitivanih receptora (Slika 7). S obzirom da sinteza supstanci selektivnih

u afinitetu za pojedine podtipove GABAA receptora nije dovela do Zeljenih rezultata,
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istrazivac¢ki napori rezultovali su sintezom velikog broja supstanci sa odredenom
funkcionalnom selektivnosc¢u (selektivnost u efikasnosti). U tom trenutku kao lider u
sintezi novih molekula sa ovakvim farmakoloskim profilom promovisan je jedan drugi

farmaceutski proizvodac—Merck Sharp & Dohme (MSD).

Selektivnost u afinitetu Selektivnost u efikasnosti
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Slika 7. Grafici supstanci koje se razlikuju po selektivnosti u afinitetu ili
efikasnosti na dva podtipa jednog receptora. Na levom grafiku prikazana je
supstanca koja ima viSe od 200 puta veéi afinitet za prvi podtip receptora. Druga
supstanca (desni grafik) ima komparabilan afinitet za oba podtipa, ali niZi
procenat modulacije kontrolne struje pri ECy GABA-¢, odnosno nizu efikasnost
na drugom podtipu receptora (Whiting, 2006).

Jedna od prototipnih supstanci jeste L-838,417 (parcijalni agonist GABAa
receptora koji sadrze oy, az i as podjedinicu i antagonist a; GABAA receptora), ¢ijom
primenom je postignut anksioliti¢ki efekat bez pratece sedacije u pacova (McKernan i
sar., 2000) i primata (Rowlett i sar., 2005a). lako se ovaj ligand odlikuje naizgled
idealnim farmakoloSkim karakteristikama, dalja ispitivanja su prekinuta zbog njegovog
nepovoljnog farmakokineti¢kog profila (Scott—Stevens i sar., 2005).

Selektivni agonist a,/asz— i antagonist ai/as GABAA receptora—TPA023 (MK-
0777), takode je pokazao znatan anksioliticki, ali ne i sedativni potencijal u glodara, a
ispitan je i u pacijenata sa generalizovanim anksioznim poremecajem u tri razlicite
klinicke studije faze II (Atack i sar., 2006). Rezultati ovih studija pokazali su zna¢ajno
smanjenje na HAM-A skali (eng. Hamilton Anxiety Rating Scale—zlatni standard za

procenu anksioznosti u klinickim studijama), a TPA023 nije pokazivao znake sedacije
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ni pri okupiranosti receptora vecoj od 50% (Atack, 2010). Klinicke studije su, nazalost,
prekinute zbog pojave katarakte kod ispitanika, koja se mogla povezati sa produzenom
terapijom ovom supstancom (Mohler, 2011). Ipak, hipoteza da supstance selektivne za
az/oz GABAA receptore mogu izazvati relativno izolovan anksioliticki efekat dobila je
snaznu potvrdu.

Supstanca sliéne hemijske strukture—MRK-409 (MK-0343), koja ima nesto
vecu efikasnost na oz GABAA, receptorima, pokazala je anksioselektivni profil u pacova
i primata, ali nazalost i sedaciju u ljudi, i to pri relativno niskim nivoima okupiranosti
receptora (nizim od 10%) (Atack, 2010). Kako ovaj ligand, u odnosu na
hlordiazepoksid, dovodi do potencijacije oz GABAA receptora od 18% (Atack, 2010),
¢ini se da se ¢ak i niski nivoi aktivacije ovog podtipa receptora mogu povezati sa
ispoljavanjem sedativnog efekta pozitivnih modulatora benzodiazepinskog mesta
vezivanja.

lako su eksperimenti sa mutiranim miSevima pokazali da oz podjedinica nije od
sustinskog znacaja za anksioliticko dejstvo (pogledati 1.4.), eksperimentalna supstanca
TP003, za koju je poznato da ima odredenu in vitro funkcionalnu selektivnost za
GABAA receptore koji sadrze ovu podjednicu, u uzdignutom plus—lavirintu pokazala je
anksioliticki potencijal u pacova (Dias i sar., 2005), ali i u testu konflikta u majmuna
(Fischer i sar., 2011). Kako je anksioliticki efekat TP003 bio izrazen tek pri visokim
okupiranostima receptora od 75% (Dias i sar., 2005), dok klasi¢ni benzodiazepini, poput
diazepama, ispoljavaju ovaj efekat pri relativno niskim nivoima okupiranosti (oko 20%)
(Facklam i sar., 1992), ipak se ¢ini da a, GABAA, receptori igraju najvazniju ulogu u

posredovanju anksiolitickog efekta.
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Tabela 1. Izabrani ligandi benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAAa receptora
koji su ispitani u pretklini¢kim studijama. Prilagodeno prema Méhler, 2011.

Osnovna Interakcija sa
Supstanca Hemijska struktura farmakoloSka rekombinantnim Referenca
aktivnost GABA, receptorima
(0]
V/N komparabilan afinitet Martin i sar.,
. N~/ H OC(CHa)s o e . .
Bretazenil @KF anksiolitik za ay, Oy, 03 i 05 podtip; | 1988; Knoflach
Il N parcijalni agonist i sar., 1998
o
Nd komparabilan afinitet Lo
. . O A . . Giusti i sar.,
Imidazenil F _N anksiolitik za ay, Oy, O3 i o5 podtip; 1993
O Br parcijalni agonist
N\ - - .
\ komparabilan afinitet
Z . -
za ay, Oy, O3 i os podtip; . .
Ocinaplon anksiolitik parcijalni agonist ap, o3 Llpggésar.,
i as i skoro pun agonist
oy podtipa
M o
7y komparabilan afinitet
2N R za ay, Oy, O3 i o5 podtip; McKernan i
L-838417 F anksiolitik R -
o parcijalni agonist ap, o3 sar., 2000
;L - i as (ali ne i o) podtipa
(&
N—N R
[ komparabilan afinitet
| E 7a oy, 0y, O3 i 05 podtip; .
TPA023 r anksiolitik parcijalni agonist a; i Atackii sar.,
o) . . . 2006
j\ g, ali bez efikasnosti
N\: N na oy i os podtipu
=N
visok, ali komparabilan
%N afinitet za oy, op, 03 i o5
N F podtip; parcijalni .
XN~ . . Atack o
MRK-409 NG N anksiolitik | agonist sa ack 1 sar
I y . 2011
N 2 funkcionalnom
CHs selektivnoséu za oy i 03
podtip
i F komparabilan afinitet
%N za ay, Oy, O3 i o5 podtip;
~C N R parcijalni agonist sa .
TP003 anksiolitik Dias i sar., 2005

funkcionalnom
selektivnoscu za o3

podtip
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15.2.1. LIGANDI BENZODIAZEPINSKOG MESTA VEZIVANJA SINTETISANI U

LABORATORIJI PROF. COOK-A

U potrazi za Sto selektivnijim ligandima, pored farmaceutskih proizvodaca, vaznu ulogu
imaju i istrazivacki instituti pri akademskim ustanovama, od kojih je grupa sa
univerziteta u Viskonsinu (University of Wisconsin—Milwaukee, SAD) ¢iji je lider prof.
James M. Cook, jedna od najaktivnijih. Ova grupa je sintetisala i patentirala brojne
supstance ¢iji in vitro profili ukazuju, u manjoj ili vecoj meri, na selektivnost za
pojedine podtipove GABAA receptore (Rowlett i sar., 2005b; Yin i sar., 2010; Di Lio i
sar., 2011).

U Tabeli 2 dati su afiniteti na as-sB3y. GABAA receptorima izabranih supstanci
koje su sintetisane u pomenutoj laboratoriji, a na Slikama 8 i 9 prikazani su njihovi
profili efikasnosti na GABAAa receptorima osetljivim na benzodiazepine, dok su
bihejvioralna ispitivanja na pacovima uradena u naSoj laboratoriji. Diazepam, kao
reprezentativni benzodiazepin, ovde je predstavljen samo radi poredenja. Afiniteti su
dobijeni u in vitro uslovima, istiskivanjem ispitivane supstance primenom
radioobeleznog liganda ([*H] flunitrazepam) u laboratoriji prof. Bryan L. Roth-a

(University of North Carolina at Chapel Hill, SAD)

Tabela 2. Afiniteti ispitivanih supstanci za benzodiazepinsko mesto vezivanja
humanih rekombinantnih a.fsy. GABAA receptora, izrazeni u nM. Merenja su
radena u duplikatu, a vrednosti su prikazane u nM. NO = nije odredeno. Preuzeto
iz: Savic i sar., 2010; Joksimovi¢ i sar., 2013; nepublikovani podaci.

Supstanca o o o3 ol o5 Ols
diazepam 14 7,8 13,9 NO 13,4 NO
SH-1-048A 0,77 0,17 0,38 NO 0,11 NO
WYS8 0,972 111 102 2000 208 1980
SH-053-2"N 300 160 527 NO 82 5000
SH-053-2"N* 118 148 365 5000 77 5000
JY-XHe-053 22 12,3 34,9 NO 0,7 NO

SH-053-R-CHz;-2’F  759,1 948,2 768.8 NO 95,2 NO

#Drugi nezavisni set eksperimenata sa SH-053-2’N
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U legendama slika date su i vrednosti potencijacije pojedinih podtipova receptora
pri reprezentativnoj koncentraciji od 100 nM ispitivanih supstanci. Ovi in vitro
eksperimenti uradeni su u saradnic¢koj laboratoriji prof. Werner Sieghart-a (Center for
Brain Research, Medical University Vienna, Austrija) na GABAA receptorima pacova
dobijenim rekombinantnom tehnologijom i eksprimiranim na Zabljim oocitima

(Xenopus laevis).
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% kontrolne struje pri EC3

[Diazepam] [SH-1-048A] [WYS8]

Slika 8. Krive efikasnosti za diazepam, SH-1-048A i WYS8 na oufsy. (m), ozp3y2
(A), azPzy2 (V) i asPay2 (¢) podipu GABAA receptora, pri ECs GABA. Vrednosti
predstavljaju aritmeti¢ku sredinu + standardna greska na 3-6 oocita iz najmanje 2
serije. Koncentracija od 100 nM diazepama dovela je do potencijacije od 246 *
10%, 400 + 22%, 461 + 34% i 322 + 7% kontrolne struje na ouPayz, oBzy2, aPayz i
asBsy2 GABAA receptorima, redom. Ista koncentracija SH-1-048A rezultovala je
sa 518 + 1%, 446 + 56%, 680 + 38% i 485 + 70%, a WY S8 sa 141 + 5%, 109 + 2%,
126+7% i bez znacajnih promena kontrolne struje na a1f3y2, a2Bsy2, asPay2 i asPay2
GABAA receptorima, redom. Sve date vrednosti znacajno su razlicite od kontrolne
struje (p<0,05, Student—ov t—test). Preuzeto iz: Savi¢ i sar., 2010; Joksimovi¢ i sar.,
2013; nepublikovani podaci.
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Slika 9. Krive efikasnosti za SH-053-2"N, JY-XHe-053 i SH-053-R-CH3-2"F na
ofBsy2 (m), aPsyz (A), asPayz (V) i asPay. (¢) podipu GABAA receptora, pri ECs
GABA. Vrednosti predstavljaju aritmeticku sredinu + standardna greska na 3-6
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oocita iz najmanje 2 serije. Koncentracija od 100 nM SH-053-2"N dovela je do
potencijacije od 113 + 2%, 165 + 2%, 149 + 3% i 130 £ 3% kontrolne struje na
a1fB3y2, aPaye, asPay2 | asPay. GABAA receptorima, redom. Ista koncentracija JY-
XHe-053 rezultovala je sa 169 + 10%, 307 + 14%, 345 £ 26% i 220 £ 2% a SH-
053-R-CH3-2F sa 111 £+ 2%, 124 + 9%, 125 + 8%, i 183 £ 7% kontrolne struje na
a1Bzy2, aPay2, asPay2 | asPasy. GABAA receptorima, redom. Sve date vrednosti
znacajno su razli¢ite od kontrolne struje (p<0,05, Student-ov t-test). Preuzeto iz
Savic i sar., 2010.

Kao primer na koji nacin in vitro elektrofizioloSke studije mogu biti komplementarne
farmakoloskim ispitivanjima na eksperimentalnim Zivotinjama, na Slici 10 prikazan je
antagonisticki potencijal novosintetisanog liganda WYS8, u kombinaciji sa
diazepamom, na rekombinantnim GABAAa receptorima osetljivim na benzodiazepine.
Ovaj ligand ima vecu selektivnost u afinitetu za oy GABAA, receptore od svih supstanci
publikovanih do danas (Yin i sar., 2010), Sto je i potvrdeno prikazanim eksperimentom,
jer su antagonizovani isklju¢ivo oni efekti diazepama koji su posredovani ovom
populacijom receptora (Joksimovi¢ 1 sar., u Stampi). Bihejvioralni efekti ove

kombinacije supstanci detaljno su opisani u nastavku disertacije.

Ispitivanja koja ukljucuju in vitro elektrofizioloSka merenja i bihejvioralnu
karakterizaciju supstanci selektivnih za pojedine podtipove receptora, kao i odredivanje
njihove koncentracije u bioloSkom materijalu, predstavljaju osnovne elemente
pretklinickih ispitivanja potencijalnih lekova na polju psihofarmakologije. Ovako
sveobuhvatan pristup €ini se neophodnim kako bi se, u svetlu ispitivanja na genetski
modifikovanim Zzivotinjama, razotkrili suptilni odnosi izmedu modulacije pojedinih
podtipova benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAA receptora i razliCitih efekata

njegovih liganada.
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Slika 10. Stubicasti dijagram predstavlja efekte diazepama (DZP; 1 pM), WYS8
(10 nM, 100 nM, 1 pM) i njihovih kombinacija na axfsy. GABAA receptorima, pri
EC; GABA (aritmeticka sredina + standardna greSka iz majmanje tri oocita).
Koncentracija od 1 pM diazepama dovela je do potencijacije od 193 + 8%, 329 +
7%, 263 + 19% i 318 = 12% kontrolne struje na ou—, ox—, az— i dasPsy. GABAA
receptorima, redom. Testirana koncentracija WYS8 (100 nM) dostigla je
statisticku znacajnost samo na ou— i azBsy, GABAA receptorima (118 + 3% i 110 +
5%, redom). Kombinacija WYS8 (100 nM) i diazepama (1 pM) rezultovala je
potencijacijom od 140 £ 5%, 297 + 18%, 250 £+ 17% i 322 + 14% kontrolne struje
na ou—, oy, oz I osPsy2 GABAa receptorima, redom. Deset puta niza
koncentracija WYS8 (10 nM) u kombinaciji sa istom koncentracijom diazepama
dovela je do potencijacije od 182 + 7% kontrolne struje na oaifsy, GABAa
receptorima. Na ovoj populaciji receptora, dodatak WYS8 (1 pM) diazepamu (1
pM) rezultovao je sa 126 = 5% Kkontrolne struje. **p<0,01 i ***p<0,001 u
poredenju sa DZP (1 nM); #p<0,05 i ###p<0,001 u poredenju sa odgovaraju¢om
koncentracijom WYSS8. Ubacena slika prikazuje primer elektrofizioloskog ispisa
GABA EC3, WYS8 (100 nM), diazepama (1 pM) i njihove kombinacije na aifzy,
GABAA receptorima.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

S obzirom da se, na osnovu rezultata studija na transgenim miSevima, razvojem novih

liganada benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAAa receptora ¢ini moguéim

izbegavanje nezeljenih dejstava klasi¢nih benzodiazepina, sa moguéno$c¢u prosirenja

njihovog spektra delovanja, cilj ovih istrazivanja bio je da se, primenom Siroko

upotrebljavanih testova u oblasti bihejvioralne farmakologije, kao i povezivanjem

bihejvioralnih efekata sa dostupnim in vitro profilima, utvrdi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

koncentracija SH-1-048A i WYS8 u plazmi/serumu i mozdanom tkivu pacova, i
tako pokaze u kojoj meri ovi ligandi nestandardnih in vitro profila prolaze krvno-
mozdanu barijeru;

mogucénost razdvajanja bihejvioralnih efekata benzodiazepina primenom
neselektivnog agoniste benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAa receptora
(SH-1-048A);

uticaj parcijalne pozitivne modulacije oz GABAA receptora na ponasanje pacova,
primenom veoma selektivnog modulatora ovih receptora (WY S8), samostalno i u
kombinaciji sa diazepamom;

uticaj supstanci sa smanjenim potencijalom aktivacije GABAAa receptora koji
sadrze oy podjedinicu (SH-053-2’N, JY-XHe-053 i SH-053-R-CH3-2’F) na
ponaSanje pacova i sagledaju razlike u njihovim bihejvioralnim profilima;
relativni znacaj sva Cetiri podtipa GABAA receptora osetljivih na benzodiazepine,
sa posebnim osvrtom na a; GABAA, receptore, kao najrasprostranjenijeg podtipa,
u ispoljavanju efekata ispitivanih supstanci na pra¢ene parametre ponaSanja u
kori$¢enim testovima;

razlike u delovanju neutralnog (f-CCt) i parcijalnog pozitivnog alosternog
modulatora a1 GABAA receptora (WYS8) na promene pracenih bihejvioralnih
parametara izazvanih primenom diazepama;

razlike u delovanju parcijalnog i punih pozitivnih alosternih modulatora na

promene pracenih bihejvioralnih parametara.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. ZIVOTINJE

Sva bihejvioralna ispitivanja, kao i odredivanje koncentracije izabranih supstanci u
serumu/plazmi i mozdanom tkivu, sprovedena su na zdravim albino pacovima Wistar
soja, muskog pola, starosti 7-9 nedelja, telesne mase 200-250 g, odgajanim na farmi
VVojnomedicinske akademije u Beogradu. Pacovi su drzani u standardnim kavezima od
pleksiglasa (42 cm x 26,5 cm % 18 cm), u grupi po cetiri do Sest zivotinja u kavezu,
smestenih u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta, na konstantnoj temperaturi od 21+1
°C i dnevno/no¢nom ciklusu od 12 h (osvetljenje od 6 h do 18 h, intenzitet svetla 120
Ix). Uzimanje hrane (Veterinarski institut, Zemun) i ¢esmenske vode bilo je ad libitum.

Negovanje zivotinja i bihejvioralna testiranja sprovodeni su tokom svetle faze ciklusa.

3.2. SUPSTANCE

U eksperimentima su kori§¢ene sledece supstance:

Supstanca Hemijski naziv i in vitro profil Izvor/Referenca
diazepam (DZP) 7—h|or—1—metiI—5—f(_aniI—3H—;,4Tbenzodigzepi_n—2(lH)—on Galenika (Beograd)/
(standardni neselektivni benzodiazepin) Savic i sar., 2009
(S,E)-7-bromo-5-(2—fluorofenil)-3-metil- University of
SH-1-048A 1Hbenzo[e][1,4]diazepin—2(3H)—on) (neselektivni agonist visokog - . :
TN - Wisconsin-Milwaukee
afiniteta i efikasnosti)
. : : - P - University of
sy | Bt & arolslt -l sr G 000 | yconsn- oo
Yini sar., 2010
etil estar 8—etinil-6—(2’—piridin)—4H-2,5,10b-triaza— University of
SH-053-2’N benzo[e]azulen—3—karboksilne kiseline (agonist selektivan za a, i | Wisconsin—-Milwaukee/
a3 GABA, receptore) Savi¢ i sar., 2010
etil estar 8—etinil-6—(2—fluorofenil)-4H-2,5,10b-triaza— University of
JY-XHe-053 benzo[e]azulen—3—karboksilne kiseline (agonist selektivan za a, i | Wisconsin—-Milwaukee/
a3 GABA, receptore) Savi¢ i sar., 2010
SH-053-R— etil estar (R) stere:oizomera 8—etini|—6—(2—f|uor0f_eniI)—_4—meti|— _ Uni_versif[y of
CH3-2'E 4H-2,5,10b-triaza—benzo[e]azulen-3—karboksilne kiseline Wisconsin—-Milwaukee/
(agonist selektivan za as GABA, receptore) Savi¢ i sar., 2010
p-CCt t—butiI—B—karbolin—3—Gk§gJ2ksilat (antagonist selektivan za o WiSC(L)Jnr:i\rlle—rl\S;:ﬁ/vxgukee /
 receptore) Savié i sar., 2009
pentilentetrazol 6,7,8,9—-tetrahidro-5H-tetrazolo[1,5-a]azepin (prokonvulzivni Sigma Aldrich/
(PT2) agens) Loscher i sar., 2011
vehikulum 85% destilovana voda,14% propilen glikol i 1% Tween 80 Savic i sar., 2004

Sve supstance koriséene za in vivo, kao i za ex vivo ispitivanja, rastvarane/suspendovane

su uz upotrebu ultrazvuénog kupatila, u navedenom vehikulumu, osim PTZ-a koji je
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rastvoren u fizioloSkom rastvoru. Aktivne supstance, kao i rastvaraci u kontrolnim
grupama (fizioloski rastvor, vehikulum), primenjivane su intraperitonealno (i.p.), u
zapremini od 1 ml/kg telesne mase eksperimentalne zivotinje, 20 min pre bihejvioralnog
testiranja, odnosno u odgovaraju¢em trenutku pre Zzrtvovanja za odredivanje
koncentracije u uzorcima seruma/plazme i mozdanog tkiva. Sve doze su izrazavane kao
bazni oblici supstanci. Ukoliko su eksperimenti podrazumevali primenu dve supstance,
one su aplikovane na dva razli¢ita mesta ubrizgavanja, a svaka zivotinja je primala
ukupnu zapreminu od 2 ml/kg ispitivanih supstanci ili odgovarajucih rastvaraca.

U istrazivanju je koris¢en ,,medugrupni” dizajn (eng. between—subject design),
odnosno, razli€iti tretmani su primenjivani na razli¢itim, nezavisnim grupama zivotinja.
Odabrani broj Zivotinja u grupi u bihejvioralnim testovima (6-8 po pojedina¢nom
tretmanu) prilagoden je povecanoj varijabilnosti rezultata svojstvenoj ovom dizajnu
(Kelley, 1993) i predstavlja minimalan broj zivotinja neophodnih za detektovanje
bioloski relevantnih efekata i postizanje cilja istrazivanja, Sto smanjuje potrebu za
ponavljanjem rezultata eksperimenata (Festing i Altman, 2002).

Opis i broj sprovedenih eksperimenata dat je u svakom od poglavlja koja slede.
U svakom eksperimentu koriS§¢ena je negativna kontrola (vehikulum), a u pojedinim i

standardni neselektivni benzodiazepin—diazepam, kao pozitivna kontrola.

3.3. ODREPIVANJE KONCENTRACIJE IZABRANIH SUPSTANCI U SERUMU/PLAZMI |

MOZGU PACOVA

Kako bi olaksali povezivanje in vitro i in vivo podataka i da bi utvrdili u kojoj meri
pojedini ligandi prolaze krvno—mozdanu barijeru, u serumu/plazmi i mozdanom tkivu
odredivali smo koncentraciju dva nova liganda, nestandardnih in vitro profila — WYS8 i
SH-1-048A, i diazepama, kao tipi¢nog predstavnika benzodiazepina.

U prvom eksperimentu, pacovi su primali SH-1-048A u dozi od 2, 5 i 10 mg/kg i
diazepam (2 mg/kg). U drugom eksperimentu, 24 pacova su podeljena u 6 grupa koje su
zatim primale vehikulum (SOL), WYS8 (10 mg/kg) i/ili diazepam (2 mg/kg) jednom
dnevno tokom &etiri dana, na nadin prikazan u Tabeli 1. Zrtvovanje pacova za
odredivanje koncentracija WY S8 i diazepama u bioloskom materijalu vrseno je 20 min,

a u prvom eksperimentu 20 i 60 min, nakon poslednje injekcije.
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Nakon dekapitacije, uzorci krvi su skupljani iz karotidne arterije, zatim
centrifugirani na 5000xg 15 min, a supernatant (serum/plazma) je zatim analiziran
HPLC metodom. Mozgovi su takode odmah izvadeni, ocis¢eni pincetom i isprani
fiziolo§kim rastvorom, odmereni (prose¢na masa: 1,53 g) u epruveti, i na kraju
homogenizovani u 2 ml metanola rotor—stator blenderom (T 25 digital Ultra—Turrax,
IKA, Nemacka) na 16000 rpm tokom 2 min. Zatim je homogenat dopunjen do 5 ml
metanolom, centrifugiran (9000xg, 15 min) i na kraju analiziran LC-MS analitickom

metodom.

Tabela 3. Raspored primene razliitih tretmana prilikom odredivanja
koncentracije WYS8 i diazepama (DZP) u serumu i mozgu pacova.

WYS8
c

E 3 dana SOL | WYS8 SOL | .pzp SOL DzP
° WYS8 | WYS8

= 4.dan | WYS8 | WYS8 | | ozp | +Dzp DzP DzP

Koncentracije odabranih supstanci u serumu i mozdanom tkivu odredivane su
pomoc¢u Waters Alliance 2695, Mass Lynx, Waters ZQ 2000 kvadrapolnog analizatora
koji koristi jonizaciju u elektrospreju (eng. the electrospray ionization interface, ESI-
MS; Waters, Milford, MA, USA), a podaci su dobijeni pracenjem izabranog jona (eng.
selected ion monitoring—SIM) jonske mase m/z 237 i skeniranjem opsega jonskih masa
m/z 100-400 (eng. full-scan ESI+ mode). Limiti kvantifikacije u oba eksperimenta bili
su 1 pg/l (uzorci seruma/plazme) i 10 g/l (uzorci mozdanog tkiva). Za predpripremu
uzoraka koriS¢ena je te¢no—Cvrsta ekstrakcija (eng. solid—phase extraction—SPE) uz
pomoé Oasis® HLB kertridza (Waters, Milford, MA, USA), prethodno kondicioniranih
metanolom i destilovanom vodom. Kao uzorci su nanoSeni zakiseljeni serum/plazma ili
razblazeni zakiSeljeni supernatant homogenata mozga, a kertridZi su ispirani sa 1 ml 5%
metanola. Kertridzi su zatim suSeni pod vakuumom, a supstance od interesa su eluirane
sa 1 ml metanola. Nakon evaporacije ostaci su rekonstituisani u 1 ml mobilne faze, koja
se sastojala od smeSe: 5 mM amonijum formijat (pH 3,5): acetonitril sa 0,1% mravlje
kiseline = 45% : 55% izokratski uslovi; i onda injektovani u LC sistem. Za separaciju
jedinjenja koris¢ena je kolona XTerra RP18 (Waters, Milford, MA, USA). Zrtvovanije i
uzimanje uzoraka obavljeno je u namenskim prostorijama vivarijuma Farmaceutskog

fakulteta, dok je analiticka obrada uzoraka uradena u saradnji sa Katedrom za
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farmaceutsku hemiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Eksperiment
1), odnosno Nacionalnim centrom za kontrolu trovanja VVojnomedicinske akademije u

Beogradu (Eksperiment 2).

3.4. BIHEJVIORALNI TESTOVI

U cilju bihejvioralne karakterizacije novosintetisanih supstanci koristili su se slede¢i
testovi: test spontane lokomotorne aktivnosti, uzdignuti plus-lavirint, Morisov vodeni
lavirint, rotarod, test jacine stiska i pentilentetrazolski test. Sva testiranja su sprovodena
tokom svetle faze ciklusa sa pocetkom u 9 h. Celokupno ponasanje Zivotinje u in vivo
testovima, izuzev rotaroda, testa jaCine stiska i pentilentetrazolskog testa, praceno je
digitalnom kamerom povezanom sa ANY-maze softverom (Stoelting Co., Wood Dale,
IL, SAD) koji omogucava izraunavanje odabranih parametara (varijabli) (Savi¢ i sar.,
2008, 2009). Svi in vivo eksperimenti sprovedeni su u namenskim prostorijama

vivarijuma Farmaceutskog fakulteta.

3.4.1. TEST SPONTANE LOKOMOTORNE AKTIVNOSTI

Ispitivanje opSte motorne i lokomotorne aktivnosti glodara predstavlja jedan od
fundamentalnih pristupa prilikom testiranja psihofarmaka (Geyer, 1990). Sam termin
»Spontana lokomotorna aktivnost” ukazuje da se radi o grupi neuslovljenih, odnosno
etoloskih testova u kojima nema eksplicitnih uslovljavanja i gde se rutinski prate
parametri kretanja, propinjanje, timarenje, grickanje i dr. Mnoge psihotropne supstance
se definiSu kao stimulansi ili depresivi dominantno na bazi njihovog opSteg uticaja na
lokomotornu aktivnost u glodara. Smanjenje aktivnosti u ovom testu moze se povezati
sa sedativnim efektom koji se javlja nakon primene pojedinih psihotropnih supstanci,
npr. benzodiazepina.

Dvadeset minuta nakon primene odgovarajuc¢eg tretmana pacovi su stavljani u
centar polu—prozirnog kaveza od Pleksiglasa veli¢ine 40 cm x 25 cm x 35 cm, koji je
smesten u sobu sa prigusenim crvenim svetlom (20 Ix). Tokom perioda od 30 ili 45 min,
bez prethodne habituacije, pracena je njihova aktivnost uz pomo¢ ANY-maze softvera,

koji je povezan sa kamerom postavljenom direktno iznad kaveza. Nakon svake zivotinje
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kavez je ciS¢en razblazenim rastvorom etanola i papirnom vatom. Za pracenje
sedativnog efekta u ovom testu koriS¢eni su slede¢i parametri: ukupni predeni put i
vreme provedeno u imobilnosti (tokom citavog pracenja testa i tokom petominutnih
intervala).

U pojedinim eksperimentima, a u cilju poboljSanja analize procenom
eventualnog uticaja supstanci na nivo anksioznosti, definisana je virtuelna centralna
zona koja predstavlja 20% ¢itave povrsine (200 cm?). Najmanje 70% povrsine Zivotinje
moralo je biti u zoni kako bi softver registrovao ulazak u zonu, dok je 50% moralo da
ostane u zoni da se ne bi registrovao izlazak.

U testu spontane lokomotorne aktivnosti sprovedeno je ukupno pet eksperimenata:

= Eksperiment 1: Procena efekata rastu¢ih doza SH-I1-048A (2, 5 i 10 mg/kg);

= Eksperiment 2: Procena efekata WYS8 (0,2, 1 i 10 mg/kg), diazepama (2 mg/kg) i
njihovih kombinacija;

= Eksperiment 3: Procena uticaja SH-053-2"N (30 mg/kg) i diazepama (1,25 i 2,5
mg/kg);

= Eksperiment 4: Procena uticaja rastu¢ih doza JY-XHe-053 (2,5, 5, 10, 20 i 40
mg/kg);

= Eksperiment 5: Procena uticaja SH-053-R-CH3-2°F (10, 20 i 30 mg/kg) i
diazepama (2 mg/kg).

3.4.2. UZDIGNUTI PLUS—-LAVIRINT

Uzdignuti plus-lavirint (eng. elevated plus-maze), uveden 1984. godine (Hiley i
Mithani, 1984), predstavlja jedan od najkori$éenijih bihejvioralnih modela anksioznosti
(Hogg, 1996; Rodgers i Dalvi, 1997; Wall i Messier, 2001), ¢ija se popularnost medu
testovima za procenu anksiolitickog dejstva i danas ne smanjuje (Haller i Alicki, 2012).
Vazno je spomenuti da je ovaj model prvobitno validiran za primenu kod pacova Wistar
soja (Pellow i sar., 1985).

Poput testa spontane lokomotorne aktivnosti i ovaj test predstavlja odlican
primer modela zasnovanog na ispitivanju neuslovljenog, ili spontanog ponaSanja
zivotinje (Rodgers i Dalvi, 1997). U osnovi ovog tipa ponaSanja se nalazi bioloski

fenomen eksploracije—istrazivanja, kao bihejvioralne aktivnosti podstaknute
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nepoznatom okolinom. Ukoliko nepoznata okolina sadrzi kontrast (npr.
otvoreni/zatvoreni prostor), aktivira se drugi bazi¢ni bioloski proces: razdvajanje
privlaénih i odbojnih delova nepoznatog prostora. U takvoj situaciji, zivotinja je
suocena sa konfliktom: istrazivati sve dostupne delove prostora da bi se pronasao izlaz,
ili izbegavati odbojne delove nepoznatog prostora (Belzung, 1999).

U ovom modelu, iskoris¢en je konflikt koji se razvija kod glodara suocenih sa
kontrastom otvoren/zatvoren prostor: dva kraka lavirinta su zatvorena bo¢nim zidovima
a naspramno su postavljena dva otvorena kraka. Usled fenomena tigmotaksije
(,,Jokomotorni odgovor na kontakt ili dodir’), odnosno urodenog odabira oivicenog
prostora, glodari ¢es¢e ulaze i duze borave u zatvorenim kracima lavirinta (Belzung,
1999). Boravak pacova u otvorenim kracima pracen je hormonskim i bihejvioralnim
promenama koje upuéuju na povecani nivo anksioznosti: poveéanjem koncentracije
kortikosterona u plazmi, ucestalijim prekidima motorne aktivnosti (eng. freezing) i
defeciranjima (Pellow i sar., 1985).

U naSem istrazivanju, kori§¢en je lavirint izraden od lima, sa podom pokrivenim
crnom gumom. Nosaci podizu lavirint na visinu od 50 cm. Po dva otvorena (50 cm
duzine x 10 cm Sirine) i dva zatvorena kraka (50 cm duzine x 10 c¢m Sirine x 40 cm
visine) su naspramno postavljena, u obliku znaka plus, i povezana centralnim prostorom
(10 cm x 10 cm). Osvetljenje eksperimentalne sobe se sastojalo od jedne crvene
neonske cevi, koja je na povrsini krakova davala intenzitet svetla od 10 Ix.

Na pocetku eksperimenta, pacov je postavljan u centralni prostor, okrenut prema
jednom od zatvorenih krakova. Ponasanje zivotinje je praceno ANY-maze softverom
tokom 5 min. Najmanje 80% zivotinje je moralo biti u zoni kako bi softver registrovao
ulazak u zonu, dok je 20% moralo da ostane u zoni da se ne bi registrovao izlazak.
Nakon svake zivotinje, lavirint je ¢iS¢en vlaznom i suvom papirnom vatom.

U eksperimentu su praceni standardni prostorno—vremenski parametri: ukupni
predeni put, ukupan broj ulazaka, broj ulazaka u zatvorene krake, predeni put na
otvorenim kracima, procenat ulazaka u otvorene krake i procenat vremena provedenog
na otvorenim kracima lavirinta. Podaci o ponaSanju na otvorenim kracima su izrazavani
kao procenat ukupne aktivnosti (npr. vreme u otvorenim kracima/(vreme u otvorenim +
zatvorenim kracima)), da bi se izbegao uticaj eksplorativne aktivnosti zivotinje u

centralnoj zoni plus—lavirinta. Faktorska analiza je pokazala da bihejvioralni parametri
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prac¢eni u ovom modelu daju meru dve nezavisne dimenzije (,,faktora”) ponaSanja, jedne

koja odrazava anksioznost, i druge koja se moze povezati sa motornom aktivnoscu.

Procenat ulazaka u otvorene krake i vremena provedenog na otvorenim kracima su

parametri izrazito zavisni od faktora koji se moze povezati sa nivoom anksioznosti

eksperimentalne Zivotinje, dok se broj ulazaka u zatvorene krake moze smatrati

relativno Cistim indeksom lokomotorne aktivnosti. Ukupan broj ulazaka u krake je

povezan sa faktorom lokomotorne aktivnosti, ali takode, manje izraZeno, i sa faktorom

koji odrazava anksioznost (Cruz i sar., 1994; Rodgers i Johnson, 1995; Fernandes i File,

1996).

U uzdignutom plus—lavirintu sprovedeno je ukupno pet eksperimenata:

= Eksperiment 1: Procena efekata rastu¢ih doza SH-I1-048A (2, 5 i 10 mg/kg);

= Eksperiment 2: Procena efekata WYS8 (0,2, 1 i 10 mg/kg), diazepama (2 mg/kg) i
njihovih kombinacija;

= Eksperiment 3: Procena uticaja SH-053-2"N (30 mg/kg) i diazepama (1,25 i 2,5
mg/kg);

= Eksperiment 4: Procena uticaja rastu¢ih doza JY-XHe-053 (2,5, 5, 10, 20 i 40
mg/kg);

= Eksperiment 5: Procena uticaja SH-053-R-CH3-2°F (10, 20 i 30 mg/kg) i
diazepama (2 mg/kg).

3.4.3. MORISOV VODENI LAVIRINT

Vodeni lavirint, koji je u bihejvioralnu neuronauku prvi uveo Ri¢ard G. Moris (1984),
jedan je od najcesce koriS¢enih modela za procenu uticaja psihotropnih supstanci na
prostornu memoriju (D’Hooge i De Deyn, 2001). lako je veliki broj studija ispitivao
uces¢e razliCitih regija mozga u posredovanju efekata psihotropnih supstanci u
Morisovom vodenom lavirintu, ¢ini se da je uloga hipokampusa od centralnog znacaja
(Morris i sar., 1986; Poucet i Benhamou, 1997; Brandeis i sar., 1989; Poucet i sar.,
2000). S tim u vezi, u vodenom lavirintu je moguce istrazivati dve komponente
memorije—proceduralnu (implicitnu) i deklarativnu (eksplicitnu), naravno u meri u
kojoj se ovi termini mogu primeniti na eksperimente na glodarima (lzquierdo i sar.,

1999, 2006). Takode, brojni autori su neurofarmakoloskim metodama ispitivali uticaje
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koje promene u nivou neurotransmitera i aktivacija odredenih receptora mogu imati na
ovaj tip ucenja i paméenja. Kao dobar primer mogu posluziti eksperimenti sa razlicitim
ligandima benzodiazepinskog mesta vezivanja u vodenom lavirintu koji su znacajno
pomogli u otkrivanju uloge GABA-e i GABAA receptora u memorijskim procesima
(Brioni i Arolfo, 1992; McNamara i Skelton, 1991, 1997).

Vodeni lavirint u nasoj laboratoriji predstavlja crni cilindri¢ni bazen (pre¢nik:
200 cm, visina: 60 cm) sa jednoliénom unutra$njom povr§inom. Bazen je ispunjen
vodom (temperatura 23+1 °C) do visine 30 cm. Na ivicama bazena nalaze se oznake za
strane sveta (sever, jug, zapad, istok), na osnovu cega je u ANY-maze softveru
napravljena virtuelna podela na Cetiri kvadranta i viSe regija: centralni deo zauzima
10%, sredisnji prsten (u kome se nalazi platforma i ciljni region) 40% i periferni prsten
50% celokupne povrsine bazena (Savic i sar., 2009). Ciljna platforma (10 cm x 15 cm)
je potopljena 2 cm ispod povrsine vode, nalazi se u sredini severo—isto¢nog kvadranta
bazena, i iste je boje kao unutrasnjost bazena, Sto je ¢ini nevidljivom za pacove (Terry,
2001). U okolini bazena nalaze se mnogi orijentiri (vrata, cevi na zidovima i plafonu,
uglovi prostorije, kamera postavljena iznad centra lavirinta), za koje se ne moze
iskljuciti da su od pomoc¢i Zivotinji prilikom orijentacije u prostoru. Soba je osvetljena
belim neonskim lampama koje su postavljene na zid ispod ravni gornjeg ruba bazena
¢ime je obezbedeno indirektno osvetljenje.

Pacovi su dobijali tretmane 20 min pre eksperimentalnog bloka, svakog dana, u
trajanju od pet dana (akviziciona faza). Svaki eksperimentalni blok sastojao se od cetiri
pokusaja (svaki je trajao najvise 120 s), sa intervalom od 60 s izmedu dva pokusaja.
Pacov se postavljao u vodu glavom okrenut prema ivici bazena u jednu od cetiri
nasumi¢no odabrane pozicije: sever, zapad, severo—zapad i jugo-istok. U slucaju
nalaska platforme pacovu se dozvoljavalo da ostane na njoj 10-15 s. PokuSaj je trajao
od trenutka pustanja pacova u bazen do nalazenja platforme. Ukoliko pacov ne uspe da
pronade platformu u roku od 120 s, uzima se u ruku i po povrsini vode dovodi do
platforme. U tom slu¢aju podrazumeva se da je rezultat maksimalan, odnosno 120 s. Da
bi se ispitala referentna memorija, 24 h posle poslednjeg, petog dana, vrsio se probni
test u trajanju od 60 s, u bazenu bez platforme i bez prethodnog tretmana (Vorhees i
Williams, 2006). U tom slucaju pacov se pusStao sa jugo—zapadne pozicije, najdalje

tacke u odnosu na onu gde se platforma nalazila prethodnih dana.
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Kod testa sticanja memorije zavisne promenljive izabrane za pracenje bile su:
vreme pronalazenja platforme (trenutak od postavljanja zivotinje u bazen do trenutka
nalazenja platforme), ukupan predeni (preplivani) put i efikasnost puta (odnos najkrace
moguce putanje do platforme i stvarnog predenog puta zivotinje). Svi pomenuti
parametri mogu se, u manjoj ili ve¢oj meri, povezati sa ponasanjem zivotinje koje se
odlikuje kretanjem ka cilju (Vorhees i Williams, 2006). U toku probnog testa, kao
parametri pracenja odabrani su latencija do prvog ulaska u zonu u kojoj se nalazila
platforma tokom faze ucenja, vreme provedeno u ciljnom regionu i predeni put u
perifernom prstenu. Fenomen tigmotakse (teznja zivotinje da se kre¢e duz zidova
bazena) predstavlja znacajan faktor varijabilnosti u izvodenju u Morisovom vodenom
lavirintu, koji bi trebalo da se smanjuje tokom trajanja eksperimenta (\orhees i
Williams, 2006). Smanjenje tigmotakse je u vezi sa proceduralnom komponentom
stecene memorije, tako da se u toku probnog testa predeni put u perifernom prstenu
moze pratiti kao mera proceduralnog ucenja, dok se kroz uticaj na latenciju do prvog
ulaska u zonu u kojoj se nalazila platforma tokom faze ucenja, kao i na vreme
provedeno u ciljnom regionu, moze pratiti deklarativna memorija.

U vodenom lavirintu sprovedeno je ukupno tri eksperimenta:

= Eksperiment 1: Procena efekata rastu¢ih doza SH-1-048A (0,5, 2 i 10 mg/kg);

= Eksperiment 2: Procena efekata WYS8 (0,2, 1 i 10 mg/kg), diazepama (2 mg/kg) i
p—-CCt-a (5 mg/kg), kao i kombinacija novog liganda sa diazepamom, odnosno f-
CCt-om;

= Eksperiment 3: Procena uticaja SH-053-2"N (30 mg/kg) i SH-053-R-CH3-2"F
(30 mg/kg).

3.4.4. ROTAROD

Pre viSe od pola veka, pokazano je da se stepen relaksacije skeletne muskulature koju
prouzrokuju odredeni lekovi moze proceniti na osnovu kapaciteta misa ili pacova da
ostane na pokretnom valjku (Dunham i Miya, 1956). Brojne laboratorije i danas rutinski
koriste ovaj test, ali prvenstveno za procenu uticaja psihotropnih lekova na motornu
funkciju jer se ataksija tj. gubitak motorne koordinacije moze smatrati dobrim

prediktorom sedativnog efekta. Ovo je od narocitog znacCaja za farmakologiju
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benzodiazepina zbog njihovog miorelaksantnog i sedativnog efekta koji se nekada tesko
mogu jasno razdvojiti u pretklinickim modelima (Martin i sar., 1993).

Oste¢enje motorne funkcije moze znaCajno uticati na ispitivanje ucenja i
pamcenja, eksploracije, motivacije i drugih fenomena, pa je rotarod test od velikog
znacaja za istrazivace iz razlicitih oblasti (Rustay i sar., 2003). Takode, s obzirom da je
ataksija jedan od osnovnih znakova mnogih neuroloskih poremecaja, kao i moguce
intoksikacije lekovima i pokazatelj neurotoksi¢nosti, regulatorni autoriteti su ovaj test
svrstali u bihejvioralnu bateriju testova za osnovnu procenu bezbednosti novih lekova
(EMA, 2000). Na Siroku primenjivost rotaroda veliki uticaj imaju i drugi Cinioci:
oprema nije skupa i omogucava lako rukovanje, validacija je prili¢no jednostavna, a test
daje konzistentne i pouzdane rezultate.

Za ispitivanje ataksije u nasim uslovima koris¢en je rotarod aparat prilagoden
pacovima (model 47700; Ugo Basile, Comerio, Italija). U svim eksperimentima, pacovi
su trenirani tokom cetiri dana, sa tri dvominutna pokusaja svakog dana. Prvog dana
treninga brzina je bila fiksirana na 15 rpm (eng. rounds per minute), a zatim je
primenjeno ubrzanje 15-25 rpm. Pre samog eksperimenta petoga dana, napravljen je
konacan izbor: samo oni pacovi koji su mogli da ostanu 120 s na valjku, bez padanja,
izabrani su za dalja testiranja.

U rotarod testu sprovedena su dva eksperimenta:

= Eksperiment 1: Procena efekata SH-I1-048A (10 i 25 mg/kg) u kombinaciji sa p-
CCt-om (30 mg/kg);

= Eksperiment 2: Procena efekata WYS8 (0,2, 1 i 10 mg/kg), diazepama (0,5 i 2
mg/kg) i njihovih kombinacija.

3.4.5. TEST JACINE STISKA

Sila kojom pacov svojim prednjim Sapama povlaci zicu predstavlja meru jacine stiska u
istoimenom testu koga su, sa odredenim modifikacijama, prvobitno opisali Boissier i
Simon (1960). Ovaj test se koristi za procenu miorelaksantnog efekta lekova i toksi¢nih
supstanci, ali je moguce uociti i promene koje nastaju usled razli¢itih neuroloskih

oste¢enja, oboljenja, pa i starosti. Uticaj benzodiazepina na misi¢ni tonus moze se




MATERIJAL | METODE

ispitati testom jacine stiska sa velikom pouzdanoscu, tako da se ove supstance ¢ak mogu
koristiti u cilju validacije same metode (Meyer i sar., 1979).

U naSim eksperimentima, jaCina stiska prednjih Sapa pacova testirana je
komercijalno dostupnim aparatom (model 47105; Ugo Basile, Milano, Italija). Pacov se
pridrzavao jednom, dok mu se drugom rukom pomagalo da uhvati trouglastu Zzicu.
Povlacenje pacova za rep, u horizontalnoj ravni, dovodi do njegovog refleksnog
hvatanja za zicu, jer zivotinja zeli da se odupre ovom povlac¢enju unazad. Trouglasta
zica je direktno povezana sa transdjuserom primenjene sile, a aparat zapravo meri
maksimalnu silu konstantnog povlacenja (u gramima) koju primenjuje eksperimentator
kako bi nadvladao ja¢inu stiska prednjih Sapa pacova. Svaka Zivotinja je imala tri
pokuSaja (pokusaj je zavrSen tek kada pacov ispusti zicu), a maksimalna vrednost ili
medijana su uzimane za dalju statisticku analizu.

U testu jacine stiska sprovedena su dva eksperimenta:

= Eksperiment 1: Procena efekata rastu¢ih doza SH-I1-048A (0,5, 2 i 10 mg/kg);

= Eksperiment 2: Procena efekata WYS8 (0,2, 1 i 10 mg/kg), diazepama (0,5 i 2
mg/kg) i njihovih kombinacija.

3.4.6. PENTILENTETRAZOLSKI TEST

Prva faza ispitivanja potencijalnih antiepileptika u savremenim istrazivanjima zasniva
se na dva razli¢ita modela, koji podrazumevaju uvodenje konvulzija elektroSokovima ili
hemokonvulzivima (Loscher, 2011). Medu hemijskim agensima sa prokonvulzivnim
osobinama vazno mesto zauzima pentilentetrazol (PTZ) (Bialer i White, 2010).
Pentilentetrazol je nekompetitivni antagonist GABAa receptora Kkoji, u
zavisnosti od primenjene doze i puta primene, dovodi do epilepticnih konvulzija u
glodara i to: miokloni¢nih, kloni¢nih, toni¢nih, toni¢no—kloni¢nih gréeva, a u pojedinim
slucajevima i do smrtnog ishoda. Ipak, ¢ini se da PTZ najbolje oponaSa generalizovane
miokloni¢ne napade kod ljudi, a vrlo slabo apsans tj. petit mal napade (Loscher and
Schmidt, 1988; Ldscher, 2009). Ovaj model epilepsije se pokazao kao izuzetno dobar
prediktor klinicke efikasnosti lekova koji deluju inhibicijom protoka Ca’* kroz kanale
T—tipa, kao $to su etosuksimid ili valproat, ali i supstanci koje povecavaju protok CI’

jona kroz GABAA receptore (benzodiazepini). Ono Sto posebno izdvaja PTZ-ski test
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jeste empirijski nalaz visoke efikasnosti potencijalnih anksiolitika u ovom testu (Lippa i
sar., 1979).

U naSem eksperimentu, PTZ je primenjen u dozi od 70 mg/kg, 20 min nakon
odgovarajuéeg tretmana. Ova doza je izabrana jer dovodi do karakteristicnih
epileptinih napada u najmanje 80% pacova. Nakon primene PTZ-a, zivotinje su
smestene u pojedinacne kaveze u kojima smo pratili pojavu epilepticnih napada u
periodu od 30 min.

U PTZ-skom testu sproveden je jedan eksperiment:
= Eksperiment 1: Procena efekata WYS8 (0,2, 1 i 10 mg/kg), diazepama (2 mg/kg) i

njihovih kombinacija.

3.5. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

U svim testovima rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmeticka sredina + ili +
standardna greSka. Pre obrade analizom varijanse, podaci su testirani na homogenost i
normalnu raspodelu. Eksperiment u kojem su odredivane koncentracije WYS8 i
diazepama u serumu i mozgu pacova obradeni su dvofaktorskom ANOVA-om, a
faktori uticaja bili su nivoi tretmana i vreme primene (jednokratna i ponavljana
primena). Parametri praceni u testu spontane lokomotorne aktivnosti, uzdignutom plus—
lavirintu, probnom testu vodenog lavirinta, testu jaCine stiska i rotarodu analizirani su
jednofaktorskom ANOVA-om, sa tretmanom kao jedinim faktorom. Jedini izuzetak su
bili eksperimenti sa diazepamom 1 WYS8 gde je koris¢ena dvofaktorska ANOVA, sa
doznim nivoima ova dva liganda kao faktorima. Dvofaktorska ANOVA je izabrana u
ovom slucaju jer omogucuje pracenje znacajnosti uticaja svakog od faktora posebno,
kao i njihove interakcije. U slucaju znacajne interakcije koristili smo ANOVA-e nizeg
reda ili Studentove t—testove, kako bi ispitali uticaj jednog, u zavisnosti od pojedina¢nih
nivoa drugog liganda. U pentilentetrazolskom testu, prvo je koriséen ° test da bi se
uocCila razlika u frekvenciji pojave kloni¢nih ili toni¢nih gréeva zbog prethodnog
tretmana sa izabranim supstancama, a zatim smo Fisher—ovim testom poredili pojedine
nivoe tretmana.

Za obradu parametara u vodenom lavirintu tokom pet dana ucenja koris¢ena je

dvofaktorska ANOVA, gde su nivoi tretmana i dani u¢enja bili faktori. I u ovom slucaju
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je izuzetak bio eksperiment sa diazepamom ili /~CCt i WYS8, jer smo Zzeleli da
ispitamo uticaj svakog liganda ponaosob u zavisnosti od dana testiranja u MVL, kao i
medusobnu interakciju, pa je stoga koriS¢ena trofaktorska GLM ANOVA sa
ponavljanim merenjima (eng. General Linear Model with Repeated Measures — GLM
RM). U ovom eksperimentu postojala su dva nivoa diazepama ili f—CCt i Cetiri nivoa
WYS8, a faktor koji se ponavljao za jedinke (within—subjects factor) bili su dani u¢enja
(pet nivoa). Kako bi izbegli fiktivnu inflaciju broja stepeni slobode, za svaki dan
testiranja i praceni parameter izracunali Smo srednju vrednost za svakog pacova (ukupni
podaci/broj pokusaja). Ova relativno nestandardna analiza je zahtevala prethodnu
primenu Mauchly testa za ispitivanje sfericiteta ponavljanog faktora i ukoliko bi se
pokazalo da je njegov uticaj bio znacajan, primenjivali smo korekcioni Greenhouse—
Geisser faktor za stepene slobode, ¢ije vrednosti stoga vise nisu bili celi brojevi (Carli i
sar., 2000; Vorhees i Williams, 2006). Znacajne interakcije, koje mogu ukazati na
odredenu distorziju podataka, ispitivali smo dvofaktorskim ANOVA-ma. U cilju
kompletne analize ovako slozenog eksperimenta, odlucili smo da podatke analiziramo
dvofaktorskom ANOVA-om sa ukupnim podacima (faktori WYS8 i diazepam; zavisne
promenljive su srednje vrednosti za sve dane sticanja za svakog pacova) i pojedinacno
po danima (zavisne promenljive su srednje vrednosti za svaki dan sticanja za svakog
pacova).

U svim eksperimentima, razlike na nivou p<0,05 uzimane su kao statisti¢ki
znacajne, dok su razlike 0,1>p>0,05 smatrane trendom. Ukoliko su uticaji faktora bili
statistiCki znacajni, post hoc poredenja vrsili smo Student—Newman-Keuls (SNK) ili
Dunnett—ovim testom (u slucaju poredenja sa kontrolnom grupom). Statisticka analiza
je sprovedena komercijalnim statistiCkim softverima PASW Statistics 18 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) i Sigma Plot 11 (Systat Software Inc., Richmond, CA, USA).
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4. REZULTATI

4.1. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE IZABRANIH SUPSTANCI U PLAZMI/SERUMU I

MOZGU PACOVA

4.1.1. EKSPERIMENT1
U oba intervala uzimanja uzoraka (20 i 60 min nakon i.p. injekcije SH-I-048A, u dozi
od 0,5, 2 i 10 mg/kg), molarne koncentracije SH-I-048A u plazmi i homogenatu mozga

bile su u ocekivanim granicama i u direktnoj vezi sa primenjenim dozama supstance.

Tabela 1. Srednje molarne koncentracije SH-1-048A (0,5, 2 i 10 mg/kg) u plazmi i
mozdanom tkivu pacova nakon 20 i 60 min. Svaki podatak predstavlja srednju
vrednost + SD za 3 uzorka.

doza (mg/kg) 0,5 2 10

vreme (min) 20 20 60 20 60
plazma 187,59 + 818,82 + 617,87 + 1591,41 + 1396,19 +
(nmol/L) 26,66 57,06 149,35 5,15 492,70
mozak 231,12 + 750,59 + 739,37+ 2096,33 + 1035,23 +
(nmol/kg) 52,27 307,14 182,94 858,32 421,19

4.1.2. EKSPERIMENT 2

Molarne koncentracije WYS8 i diazepama u serumu i mozdanom tkivu nakon
jednokratne ili ponavljane primene u dozi od 10 ili 2 mg/kg, redom, date su u Tabeli 4.
Dvofaktorske ANOVA-¢ nisu pokazale medusobni uticaj ove dve supstance na njihovu
kinetiku u serumu ili mozgu, kako nakon jednog, tako i nakon Cetiri dana tretmana.
Rezultati statisticke analize za faktore WYS8, trajanje tretmana i njihovu interakciju bili
su, redom: F(1,12)=0,12, p=0,735; F(1,12)=0,28, p=0,609 i F(1,12)=0,09, p=0,765, dok
su za faktore diazepam, trajanje tretmana i njihovu medusobnu interakciju F vrednosti

bile, redom: F(1,12)=0,79, p=0,390; F(1,12)=0,42, p=0,527 i F(1,12)=2,49, p=0,141.
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Tabela 4. Analiza WYS8 i diazepama u uzorcima seruma i mozga pacova. Svaki
podatak predstavlja srednju vrednost = SD za 4 uzorka. SOL = solvent; WYS8 =
WYS8 (10 mg/kg telesne mase pacova); DZP = diazepam (2 mg/kg telesne mase
pacova); NP = nema podataka.

WYS8 DZP

c  |3daa |soL |wyss |soL |WYSB [sor |pz |soL | WYSB
= +DZP +DZP
fra)
o 4.dan |[wyss |wyss |WYS8 |WYSE | phop  |pzp | WYSE | WYSS
= +DzP | +DzP +DZP | +DzP

171,26 | 179,04 | 147,46 | 177,77 | 151,37 | 284,66 | 208,08 | 243,61

Serum [ + + + + + + + +

93,85 31,56 45,27 97,04 82,91 140,24 | 173,86 | 21,12

91,36+ | 89,94 | 64,77% | 72,33 £
Mozak NP NP NP NP
29,36 24,60 15,63 16,27

Koncentracija
(nmol/L)

Sto se ti¢e uzoraka mozdanog tkiva, F i p vrednosti za iste faktore bile su:
F(1,12)=3,95, p=0,070; F(1,12)=0,08, p=0,787 i F(1,12)=0,16, p=0,693, redom. Zbog
tehnickih problema, kvantifikacija diazepama u mozdanom tkivu nije uradena; ipak,
semi—Kkvantitativna procena bila je u opsegu 50-300 nmol/L, Sto ne ukazuje na bilo

kakvu naznaku promene u koncentraciji diazepama usled prisustva WY S8.

4.2. TEST SPONTANE LOKOMOTORNE AKTIVNOSTI

4.2.1. EKSPERIMENT 1

Uticaj SH-I-048A na spontanu lokomotornu aktivnost pacova procenili smo koriste¢i
parametre ukupnog predenog puta i procenta vremena provedenog u imobilnosti tokom
svih 30 minuta pracenja testa, ali i tokom Sest petominutnih intervala. Jednofaktorska
ANOVA pokazala je znac¢ajno smanjenje vremena imobilnosti (F(3,28)=3,00, p=0,047;
Slika 11b), dok je uticaj tretmana na ukupni predeni put tokom 30 minuta bio blizu
statisticke znacajanosti (F(3,28)=2,76, p=0,061; Slika 11a). Kada je ista statisticka
analiza primenjena na petominutne intervale, negativan uticaj ispitivane supstance na
predeni put bio je znacajan samo u periodu od petog do desetog minuta (F(3,28)=5,00,
p=0,007; Slika 12a), a u sluaju vremena imobilnosti tokom tre¢eg intervala (10-15

min) (F(3,28)=3,59, p=0,026; Slika 12b).
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Slika 11. Uticaj SH-1-048A (2, 5 i 10 mg/kg) na a) ukupni predeni put i b) ukupno
vreme imobilnosti pacova u kavezu za pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 30
minuta. *p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL). Broj Zivotinja u svakoj
grupi bio je 8.
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4.2.2. EKSPERIMENT 2

Dvotfaktorska ANOVA primenjena na ukupan predeni put tokom 30 min (Slika 13)
otkrila je znacajan efekat diazepama kao faktora (F(1,48)=11,02, p=0,002), dok je uticaj
faktora WY S8 bio na granici statisticke znacajnosti (F(3,48)=2,81, p=0,050). Interakcija
izmedu diazepama i WYS8 nije bila znacajna (F(3,55)=0,14, p=0,937). Post hoc SNK
test je pokazao da nema znacajnih razlika izmedu pojedinac¢nih nivoa faktora WYSS;
najveca razlika (3,462 m) postojala je izmedu doza 0,2 i 10 mg/kg (p=0,054). S druge
strane, zapazena razlika (3,087 m) izmedu dva nivoa diazepama (2 mg/kg vs. 0 mg/kg,
p=0,002) bazirala se na razlici u okviru WYS8 0 (4,109 m, p=0,032), a kada su
medusobna poredenja uradena u okviru ostalih nivoa WYS8 (0,2, 1 i 10 mg/kg), ta
razlika je izostala (p vrednosti bile su 0,148, 0,128 i 0,166, redom), Sto ukazuje da je
sedativni efekat diazepama ublazen dodatkom WYS8.

12 —e— DZP 0
—A— DZP2

-
o
1

(2}
1
F

*

Ukupni predeni put (m)

A

4 L

WYS80 WYS80.2 WYS81 WYS8 10

Slika 13. Uticaj WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) u odsustvu (DZP 0, e) i prisustvu 2
mg/kg diazepama (DZP 2, A) na ukupni predeni put pacova u kavezu za pracenje
lokomotorne aktivnosti tokom 30 min. *p<0,05 u odnosu na DZP 0 u okviru WY S8
0. Broj zivotinja u svakoj grupi bio je 7.

Kada je isti statisticki pristup primenjen na podatke dobijene iz petominutnih
intervala (Slika 14) ispostavilo se da je uticaj diazepama bio znacajan samo u prva dva
intervala: 0-5 min (F(1,48)=8,31, p=0,006) i 5-10 min (F(1,48)=22,99, p<0,001). Dok
je sedativni efekat diazepama u prvom intervalu bio o€it samo zbog razlike u okviru
nivoa WYS8 0 (razlika izmedu srednjih vrednosti bila je 1,90 m, p=0,025), znacajne

razlike u slede¢em intervalu (5-10 min) su postojale i u okviru doza 0, 0,2 i 1 mg/kg
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WYS8 (razlike u srednjim vrednostima bile su 1,39 m (p=0,036), 1,86 (p=0,06) i 1,67 m
(p=0,013), redom).

WYS8 0 WYS8 0,2 D WYS8 1 WYS8 10

Predeni put (m)

A% . \ ;

e S s S S X <

N . -— L | A e Ty
S

0 5 10 15 20 2 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 2 30

Vreme (min) Vreme (min) Vreme (min) Vreme (min)

Slika 14. Uticaj WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) u odsustvu (DZP 0, e) i prisustvu 2
mg/kg diazepama (DZP 2, A) na predeni put pacova u kavezu za pracenje
lokomotorne aktivnosti tokom Sest petominutnih intervala. *p<0,05 i **p<0,01 u
odnosu na DZP 0 u okviru odgovarajuceg nivoa WYSS8.

Razlika u okviru najvise doze WY S8 nije dostigla statistiCku znacajnost (1,27 m,
p=0,055), jer je, u ovoj dozi, i shm WY S8 pokazao efekat nalik sedaciji. Ova analiza je
jasno pokazala da je postojao jedan kratak period u kojem je sedativni efekat diazepama
bio i dalje evidentan, bez obzira na dodatak WY S8.

Nasuprot efektima diazepama, uticaj faktora WY S8 bio je znacajan samo u treCem
intervalu (10-15 min) (F(3,48)=3,42, p=0,024). Post hoc poredenja su pokazala da je
znacajna razlika postojala izmedu doza 0,2 i 10 mgkg WYSS8 (razlika 0,97 m,
p=0,015). Kako je ova razlika uocena samo u odsustvu diazepama (DZP 0), moze se
zakljuciti da je u ovom intervalu najvisa doza WYS8 pokazala odredeni sedativni
potencijal. Interakcija dva faktora nije dostigla statisticku znacajnost niti u jednom od

intervala.

4.2.3. EKSPERIMENT 3

U eksperimentu sa SH-053-2’N (30 mg/kg) i diazepamom (1,25 i 2,5 mg/kg),
jednofaktorska ANOVA je pokazala statisticki znacajan efekat tretmana na ukupni
predeni put tokom 45 min pracenja (F(3,27)=8,33, p<0,001; Slika 15). Post hoc
Dunnett—ov test je pokazao statisti¢ki znac¢ajno smanjenje aktivnosti sva tri tretmana u

odnosu na kontrolnu grupu. Ovaj efekat je bio neSto viSe izrazen u perifernoj
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(F(3,27)=8,56, p<0,001; znacajnosti nisu prikazane), nego u centralnoj zoni

(F(3,27)=4,11, p=0,016; Slika 15).
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Predeni put u centralnoj/
perifernoj zoni (m)
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Slika 15. Uticaj SH-053-2’N (30 mg/kg) i diazepama (1,25 i 2,5 mg/kg) na predeni
put pacova u centralnoj (Srafirani deo) i perifernoj (sivi deo) zoni kaveza za
pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 45 min (ukupna aktivnost odgovara visini
celog stubi¢a). *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001, u poredenju sa kontrolnom
grupom (SOL). Broj zivotinja u grupama: 8, 8, 7, 8.

Kada je statisticka analiza proSirena na petominutne intervale (Slika 16),
pokazalo se da je hipolokomotorni efekat tretmana bio znacajan tokom prvih 20 min
praéenja, i opet u periodu od 30-35 min, dok je efekat SH-053-2"N (30 mg/kg) bio

negde izmedu efekata dve testirane doze diazepama.
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Slika 16. Uticaj SH-053-2"N (30 mg/kg) i diazepama (1,25 i 2,5 mg/kg) na predeni
put tokom devet petominutnih intervala. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001, u
poredenju sa kontrolnom grupom (SOL).

4.2.4. EKSPERIMENT 4
U eksperimentu sa JY-—XHe—-053, analiza varijanse je pokazala znacajan efekat tretmana
na ukupnu lokomotornu aktivnost pacova tokom 30 min pracenja testa (F(5,36)=2,85,
p=0,029), pri ¢emu su jedine efektivne doze bile 10 i 40 mg/kg (Slika 17). Uticaj
tretmana na aktivnost u centralnoj zoni nije bio relevantan, dok je analiza predenog puta
u perifernoj zoni otkrila da su tri vise doze JY-XHe-053 bile znacajno drugacije od
kontrole (znacajnosti nisu prikazane).

Analiza petominutnih intervala pokazala je statisticki znacajan efekat JY—-XHe—
053 (20 i 40 mg/kg) samo u prvom intervalu (0-5 min; Slika 18), ali time pokazajuéi

jasan potencijal ove supstance za izazivanje sedativnog efekta.
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Slika 17. Uticaj JY-XHe-053 (2,5, 5, 10, 20 i 40 mg/kg) na predeni put pacova u
centralnoj (Srafirani deo) i perifernoj (sivi deo) zoni kaveza za pracenje
lokomotorne aktivnosti tokom 30 min (ukupna aktivnost odgovara visini celog
stubic¢a). *p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom (SOL). Broj zivotinja u
grupama: 8, 6, 6, 8, 8, 6.

—O— SOL

—&— JY-XHe-053 2,5
—&— JY-XHe-053 5
—A— JY-XHe-053 10
—w%— JY-XHe-053 20
—@&— JY-XHe-053 40

Predeni put (m)

0 & 10 15 20 25 30
Vreme (min)

Slika 18. Uticaj JY-XHe-053 (2,5, 5, 10, 20 i 40 mg/kg) na predeni put tokom Sest
petominutnih intervala. *p<0,05 i **p<0,01 u poredenju sa kontrolnom grupom
(SOL).

4.2.5. EKSPERIMENTS5
Uticaj tretmana (10, 20 i 30 mg/kg SH-053-R-CHs-2’F i 2 mg/kg diazepama) na

ukupni predeni put i u ovom eksperimentu bio je statisticki znacajan (F(4,30)=4,50,
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p=0,006; Slika 19). Post hoc analiza Dunnett—ovim testom pokazala je da su ispitivani
ligandi (u najviSoj dozi) i diazepam znacajno smanjili motornu aktivnost zivotinja. Ova
konstatacija se odnosi viSe na aktivnost u centralnoj zoni (F(4,30)=4,27, p=0,007), nego
na periferiji (F(4,30)=3,74, p=0,014), jer je SH-053-R-CH3;-2’F, u dozama od 20 i 30
mg/kg, smanjio centralnu, a samo u najvisoj dozi i perifernu aktivnost.
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Slika 19. Uticaj SH-053-R-CH3-2’F (10, 20 i 30 mg/kg) i 2 mg/kg diazepama (DZP
2) na predeni put pacova u centralnoj (Srafirani deo) i perifernoj (sivi deo) zoni
kaveza za pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 30 min (ukupna aktivnost
odgovara visini celog stubica). *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u poredenju sa
kontrolnom grupom (SOL). Broj zivotinja u grupama: 7,5, 7, 8, 8.

Analiza petominutnih intervala je pokazala da SH-053-R-CHs;-2’F nije
znacajno smanjio aktivnost niti u jednom od 6 intervala (Slika 20), za razliku od
diazepama (2 mg/kg) koji je izazvao izrazenu sedaciju u prvih 10 min posmatranja

ponaSanja zivotinje.
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Slika 20. Uticaj SH-053-R-CH3-2"F (10, 20 i 30 mg/kg) i 2 mg/kg diazepama (DZP
2) na predeni put tokom Sest petominutnih intervala. **p<0,01 i ***p<0,001 u
poredenju sa kontrolnom grupom (SOL).

4.3. UZDIGNUTI PLUS-LAVIRINT

4.3.1. EKSPERIMENT 1

Jednofaktorska ANOVA je pokazala da nije bilo znacajnog efekta tretmana na ukupni
predeni put (F(3,24)=1,46, p=0,250; Slika 21a) i na broj ulazaka u zatvorene krake
(F(3,24)=2,64, p=0,072; Slika 21Db), dva parametra koji se mogu povezati sa opStom
aktivno§céu Zivotinje. Sto se ti¢e uticaja SH-1-048A na parametre koji mogu ukazati na
promenu u nivou anksioznosti, ista statisticka analiza je dokazala izostanak efekta
tretmana na procenat vremena provedenog na otvorenim kracima (F(3,24)=2,37,
p=0,095; Slika 21c), kao i na procenat ulazaka u otvorene krake (F(3,24)=1,57,
p=0,223; Slika 21d). U preliminarnom eksperimentu najniza testirana doza SH-1-048A
(0,5 mg/kg) bila je bez ikakvog uticaja na parametre koji se prate u uzdignutom plus—

lavirintu (podaci nisu prikazani).
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Slika 21. Uticaj SH-1-048A (2, 5 i 10 mg/kg) na ukupni predeni put (a), broj ulaza
u zatvorene krake (b), procenat vremena provedenog na otvorenim kracima (c) i
procenat ulazaka u otvorene krake uzdignutog plus-lavirinta (d). Broj Zivotinja u
svakoj grupi bio je 7.

4.3.2. EKSPERIMENT 2

Dvotfaktorska ANOVA (WYS8 x diazepam) je otkrila statisticki znacajan efekat faktora
diazepam za oba parametra opste aktivnosti (ukupni predeni put (Slika 22a): F(2,72) =
7,20, p=0,001; broj ulazaka u zatvorene krake (Slika 22b): F(2,72)=7,61, p=0,001) i
parametre anksioznosti u uzdignutom plus—lavirintu (procenat vremena provedenog na
otvorenim kracima (Slika 22c): F(2,72)=4,60, p=0,013; procenat broja ulazaka u
otvorene krake (Slika 22d): F(2,72)=3,82, p=0,027). Rezultati ANOVA-e za drugi
faktor (WYS8, F(3,72)) bili su, redom: za parametre opste aktivnosti: F=2,53 (p=0,064)
i F=3,35 (p=0,024); za parametre anksioznosti: F=0,18 (p=0,91) i F=0,66 (p=0,577).
Interakcija izmedu ova dva faktora nije bila statisticki znacajna ni za jedan od pracenih

parametara.
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Slika 22. Uticaj diazepama (DZP; 0, 1 i 2 mg/kg) i WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) na
ukupni predeni put (a), broj ulazaka u zatvorene krake (b), procenat vremena na
otvorenim kracima (c) i procenat broja ulazaka u otvorene krake uzdignutog plus—
lavirinta (d). **p<0,01 u odnosu na DZP 0 u okviru odgovarajuéeg nivoa WYSS8;
+p<0,05 i ++p<0,01 u odnosu na DZP 1 u okviru odgovarajuceg nivoa WYS8. Broj
Zivotinja u svakoj grupi bio je 7.

Za oba parametra opSte aktivnosti post hoc poredenja su otkrila znacajnu razliku
izmedu 0 i 2 mg/kg diazepama, kao i doze od 1 mg/kg. Kao Sto je prikazano na slikama
22a i 22b ova razlika je postojala samo u okviru najvise doze WY S8. U okviru 1 mg/kg
WYS8, primena 2 mg/kg diazepama prouzrokovala je smanjen broj ulazaka u zatvorene
krake u poredenju sa nizom dozom. Sli¢no, najvisa doza WYS8 znacajno je smanjila
broj ulazaka u zatvorene krake u poredenju sa 0 i 1 mg/kg WYSS8. Efekat 10 mg/kg
WYS8, u okviru 2 mg/kg diazepama, bio je znacajno drugaciji u odnosu na sve druge
doze WYSS8; ova konstatacija vazi i za ukupni predeni put.

Sto se ti¢e parametara anksioznosti, diazepam u dozi od 2 mg/kg znacajno je
povecao 1 procenat vremena na otvorenim kracima i procenat ulazaka u otvorene krake

u odnosu na kontrolnu grupu; za poslednje pomenuti parametar, postojala je razlika i
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izmedu doze 0 i 1 mg/kg diazepama. Na Slici 22d prikazano je znacajno povecanje
procenta ulazaka u otvorene krake za diazepam (2 u odnosu na 1 mg/kg), ali samo u
okviru najnize doze WYS8 (0,2 mg/kg).

4.3.3. EKSPERIMENT 3

Kada smo analizirali efekte SH-053-2"N na parametre aktivnosti na uzdignutom plus—
lavirintu (Slika 23) ukupan efekat tretmana nije dostigao statisticku znacajnost niti za
broj ulazaka u zatvorene krake (F(4,24)=2,62, p=0,060; Slika 23a) niti za ukupni
predeni put (F(4,24)=2,33, p=0,085; Slika 23b). Ipak, jednofaktorska ANOVA je
pokazala znaCajan uticaj tretmana na ukupan broj ulazak u sve krake plus—lavirinta
(F(4,24)=4,34, p=0,009). Post hoc analiza Dunnett—ovim testom otkrila je signifikantan
efekat dve vise doze SH-053-2’N, u poredenju sa kontrolnom grupom (p=0,014 i
0,037, redom; Slika 23c).

a) Slika 23. Uticaj 2 mg/kg diazepama
(DZP 2) i SH-053-2’N (10, 20 i 30
mg/kg) na a) broj ulazaka u
zatvorene krake, b) ukupan predeni
put i c) ukupan broj ulazaka u sve
krake plus-lavirinta. =*p<0,05, u
odnosu na kontrolnu grupu (SOL).
Broj zivotinja u grupama: 6, 6, 5, 6, 6.

Broj ulazaka u zatvorene krake

Ukupni predeni put (m)

o

- -
o N

Ukupan broj ulazaka u sve krake

o N A O ©
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Na Slici 24 prikazan je uticaj novog liganda na parametre anksioznosti. Za
predeni put na otvorenim kracima nije bilo statisticke znacajnosti (Slika 24a), ali je
primeéen odredeni statisticki trend (F(4,24)=2,56, p=0,065). lako je ukupni uticaj
tretmana na procenat ulazaka u otvorene krake dostigao statisticku znacajnost
(F(4,24)=3,04, p=0,037; Slika 24b), post hoc analiza je pokazala da nijedna od
pojedina¢nih doza nije imala znaCajan efekat. Ipak, uticaj na procenat vremena
provedenog na otvorenim kracima bio je signifikantan (F(4,24)=5,04, p<0,001; Slika
24c), pri ¢emu su i diazepam, kao pozitivna kontrola, i SH-053-2"N (30 mg/kg) bili
efektivni (p=0,032 u oba post hoc poredenja).

s °Ta) Slika 24. Uticaj 2 mg/kg diazepama
;é e (DZP 2) i SH-053-2"N (10, 20 i 30
£ mg/kg) na ukupni predeni put na
§ 3, otvorenim kracima (a), procenat
2 . ulazaka u otvorene krake (b) i
2 21 procenat vremena na otvorenim
g .| kracima uzdignutog plus—lavirinta
2 (c). *p<0,05, u odnosu na kontrolnu
& 0 : grupu (SOL).

(o]
o
O
N’
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B (2]
o o

n
o

% ulazaka u otvorene krake

801

60 1

40

201

% vremena na otvorenim kracima
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S obzirom da se ukupan broj ulazaka u sve krake lavirinta ne moze posmatrati

kao jasan pokazatelj lokomotorne aktivnosti tj. moguéeg sedativnog efekta (Cruz i sar.,

1994; Rodgers i Johnson, 1995), nije bilo potrebno sprovesti i analizu kovarijanse za

parametre anksioznosti, sa ukupnim brojem ulazaka kao kovarijansom (videti Savi¢ i

sar., 2004). Stoga smo se odlucili za alternativnu analizu koja nije ukljucivala diazepam

kao pozitivnu kontrolu. Na ovaj nacin je pokazano da je signifikatan uticaj SH-053-2"N

na procenat ulazak u otvorene krake i procenat vremena na otvorenim kracima prisutan i

u slucaju kada je broj ulazaka u zatvorene krake uzet kao kovarijansa (F(3,18)=3,28,

p=0,045) i F(3,18)=6,03, p=0,005, redom).

efekat SH-053-2’N nije bio u direktnoj

tretiranih ovim ligandom.

4.3.4. EKSPERIMENT 4

U Sirokom opsegu doza, JY-XHe-053 je
bio prakticno bez ikakvog uticaja na
ponaSanje pacova na plus—lavirintu, Sto je
kako

parametara vezanih za aktivnost, tako i za

potvrdila  statisticka  analiza

nivo anksioznosti eksperimentalne

zivotinje (Slika 25). Uprkos naznakama
da postoji aktivnost oblika obrnutog slova
,,U” 1 odredena bihejvioralna dezinhibicija
pri dozi od 5 mg/kg, zapazenije promene

u ponasanju pacova nisu primecene.

Slika 25. Uticaj JY-XHe-053 (2,5, 5, 10,
20 i 40 mg/kg) na tri parametra koji se
mogu povezati sa nivoom anksioznosti
Zivotinje: a) predeni put na otvorenim
kracima, b) procenat broja ulazaka u
otvorene krake i c) procenat vremena
provedenog na otvorenim Kkracima
uzdignutog plus-lavirinta.

Ovo ukazuje na Cinjenicu da anksioliticki

vezi sa trendom hipolokomocije pacova

w
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o v o o

o
3

Predeni put na otvorenim kracima
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4.3.5. EKSPERIMENT5

Ligand sa funkcionalnom selektivnoséu za os GABAA receptore (SH-053-R-CH3z-2’F),
u dozama do 30 mg/kg, bio je kompletno liSen uticaja na parametre aktivnosti, kao i na
one koji se mogu povezati sa anksiozno$¢u zivotinje na uzdignutom plus—lavirintu

(podaci nisu prikazani).

4.4. MORISOV VODENI LAVIRINT

4.41. EKSPERIMENT 1

Za oba posmatrana parametra, dvofaktorska ANOVA sa ponavljanim merenjima je
pokazala znacajan uticaj samo faktora Dani: latencija (faktor Tretman (F(3,24)=0,88,
p=0,467); faktor Dani (F(4,96)=46,77, p<0,001) i interakcija TretmanxDani
(F(12,96)=0,59, p=0,843; Slika 26a) i efikasnost puta (Tretman (F(3,24)=0,89,
p=0,463); Dani (F(4,96)=28,40, p<0,001) i TretmanxDani (F(12,96)=0,61, p=0,825;
Slika 26b). Takode, izostao je uticaj novog liganda i na druge posmatrane parametre,
kao Sto su brzina plivanja i procenat vremena u perifernom prstenu (podaci nisu
prikazani).

Dodatno, rezultati veceg broja parametara posmatranih tokom probnog testa,
obradenih jednofaktorskom analizom varijanse, ukazuju da nije bilo uticaja SH-I-048A
na referentnu memoriju; izdvojena su dva parametra: latencija do prvog ulaska u zonu u
kojoj se nalazila platforma tokom faze ucenja (F(3,24)=0,11, p=0,951) i predeni put u
perifernom prstenu (F(3,24)=2,68, p=0,070).
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Slika 26. Uticaj SH-1-048A (0,5, 2 i 10 mg/kg) na latenciju nalaska platforme (a) i
efikasnost puta (b) tokom pet dana ucenja u vodenom lavirintu. Broj Zivotinja u
svakoj grupi bio je 7.

4.4.2. EKSPERIMENT 2

GLM procedura sa ponavljanim merenjima (pogledati poglavlje 3.5. Statisticka obrada
rezultata) primenjena na podatke za latenciju nalaska platforme tokom pet dana ucenja
(Slika 27a) pokazala je da ne postoji znaCajna trofaktorska interakcija
(WYSS8xdiazepamxDani; F(8,786,164,003)=0,78, p=0,634). Ova statisticka analiza
pokazala je znaCajan efekat faktora diazepam (F(1,56)=45,80, p<0,001) i Dani
(F(2,929,164,003)=117,94, p<0,001), ali ne i faktora WY S8 (F(3,56)=1,03, p=0,388). S
obzirom da je interakcija izmedu faktora diazepam i Dani bila statisticki znacajna
(F(2,929,164,003)=4,15, p=0,008) odlucili smo se da ispitamo ovu interakciju, kako bi
dosli do prostih glavnih efekata (eng. simple main effects). Dvofaktorska ANOVA sa
ponavljanim merenjima (RM ANOVA; diazepamxDani), prac¢ena post hoc SNK testom,
pokazala je znacajan uticaj diazepama, u dozi od 2 mg/kg, tokom svakog od pet dana
ucenja.

Kada je faktor diazepam zamenjen faktorom p-CCt (Slika 27a) trofaktorska
interakcija je 1 dalje bila bez statisticke znacajnosti (WYS8x/—CCtxDani,
F(9,020,168,376)=1,21, p=0,293), a jedino su Dani bili =znacajan faktor
(F(3,007,168,376)=121,97, p<0,001).
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Slika 27. Uticaj WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) u odsustvu (DZP 0 / p-CCt 0, e) i
prisustvu 2 mg/kg diazepama (DZP 2, m) ili 5 mg/kg f-CCt-a (f—-CCt 5, A) na
latenciju nalaska platforme (a) i efikasnost puta (b) tokom pet dana ucenja u
MVL-u. *p<0,05, ***p<0,001 u odnosu na DZP 0 u okviru odgovarajuéeg nivoa
WYS8. Broj zivotinja u svakoj grupi bio je 8.

Dvofaktorska ANOVA (WY S8xdiazepam) primenjena na ukupne podatke
tokom svih pet dana ucenja potvrdila je da dodatak WYS8 nema nikakvog uticaja na
efekte diazepama. S druge strane, kada je dvofaktorska ANOVA (WY S8xdiazepam)
primenjena na podatke za latenciju tokom svakog dana pojedinacno (Slika 28), primetili
smo da su pacovi tretirani diazepamom imali duze latencije od kontrolne grupe tokom
drugog i tre¢eg dana, ali ne i tokom Cetvrtog i petog dana ucenja (p vrednosti bile su
0,01, 0,05, 0,295 i 0,096, redom). Ovaj nalaz bi mogao ukazati na razvoj odredenog

stepena tolerancije na efekte diazepama u vodenom lavirintu.
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Slika 28. Uticaj WYS8 (0, 0,2, 1i 10
mg/kg) u odsustvu (DZP 0, e) i
prisustvu 2 mg/kg diazepama (DZP
2, m) na latenciju nalaska platforme
tokom svakog od pet dana ucenja u
vodenom lavirintu. *p<0,05,
**p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na
DZP 0 u okviru odgovarajuéeg nivoa
WYS8; tp<0,05 u odnosu na grupu
WYS8 0+DZP 2.
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Nasuprot tome, ovaj efekat nije primecen kod pacova koji su primali kombinaciju
diazepama 1 WYS8 (Cetvrtog dana sve doze WYSS8, a petog doze 0,2 i 10 mg/kg).
Stavise, pacovi tretirani kombinacijom diazepama i WYS8 (0,2 i 10 mg/kg) su &etvrtog
dana imali znacajno duze latencije od onih tretiranih samo diazepamom (p=0,016 i
p=0,011, redom).

Trofaktorska interakcija (WYS8xdiazepamxDani) nije bila znacajna ni za
parametar efikasnosti puta (F(10,244,191,227)=1,26, p=0,251; Slika 27b). I u ovom
slu¢aju postojao je znacajan efekat diazepama (F(1,56)=45,90, p<0,001) i faktora Dani
(F(3,415,191,227)=78,15, p<0,001), ali ne i WYS8 (F(3,56)=0,89, p=0,451). Jedina
znacajna interakcija bila je diazepamxDani (F(3,415,191,227)=7,10, p<0,001). Kada
smo ovu interakciju ispitali dvofaktorskom RM ANOVA-om pokazalo se da su pacovi
tretirani diazepamom, od drugog dana nadalje, imali znac¢ajno manje efikasnosti puta u
odnosu na kontrolnu grupu.

Analogno latenciji, kada je umesto faktora diazepam koris¢en f—CCt (Slika 27b)
trofaktorska interakcija nije bila znacajna (WYS8xf—-CCtxDani, F(12,224)=1,04,
p=0,412), a jedino su Dani bili signifikantan faktor (F(4,224)=91,98, p<0,001). Ovaj
nalaz, kao i prethodni koji se odnosi na latenciju, potvrduju da niti jedan od ova dva
liganda per se nemaju uticaja na ponasanje pacova u vodenom lavirintu.

Dvofaktorska ANOVA (WY S8xdiazepam) primenjena na ukupne podatke
pokazala je statisticki znacajan uticaj diazepama na efikasnost puta u okviru svih nivoa
WYS8. Ova statisti¢ka analiza, kao i ona sa podacima za svaki dan u¢enja pojedinacno,
pokazala je da, za ovaj parametar, nije bilo znacajne razlike izmedu razli¢itih nivoa

WY S8 u okviru istog nivoa diazepama (Slika 29).
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Slika 29. Uticaj WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) u odsustvu (DZP 0) i prisustvu 2 mg/kg
diazepama (DZP 2) na efikasnost puta tokom pet dana ucenja.

Sto se ti¢e ukupnog predenog (preplivanog) puta tokom faze uéenja, GLM RM
analiza  pokazala je da trofaktorska interakcija nije bila  znacajna
(WYS8xdiazepamxDani, F(8,684,162,101)=1,02, p=0,423). Opet su znacajni faktori
bili diazepam (F(1,56)=53,40, p<0,001) i Dani (F(2,895,162,101)=65,90, p<0,001), ali
ne i WYS8 (F(3,56)=0,96, p=0,416). Jedina statisticki znacCajna interakcija bila je
diazepamxDani (F(2,895,162,101)=4,06, p=0,009). Analiza RM ANOVA-om otkrila je
da su pacovi tretirani diazepamom (bez obzira na prisustvo WYS8) imali duze

preplivane putanje od kontrolne grupe tokom svih pet dana ucenja.
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Slika 30. Uticaj WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) u odsustvu (DZP 0) i prisustvu 2 mg/kg
diazepama (DZP 2) na ukupni predeni (preplivani) put tokom pet dana ucenja.
1p<0,05 u odnosu na WYS8 0+DZP 2.
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Dvofaktorska ANOVA sa ukupnim podacima (WYS8xdiazepam) otkrila je
znacajan efekat diazepama na ukupni predeni put u okviru sva cetiri nivoa WYS8. Ova
statisticka analiza, kao i ANOVA primenjena na svaki dan ucenja pojedina¢no, nisu
otkrile statisticki znacajne razlike izmedu razli¢itih nivoa WYS8 u okviru istog nivoa
diazepama, sa jednim vaznim izuzetkom: cetvrtog dana pacovi koji su primali diazepam
i WYS8, u dozama od 0,2 i 10 mg/kg, imali su duze preplivane putanje od onih
tretiranih samo diazepamom (p=0,030 i p=0,019, redom; Slika 30).
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Slika 31. Uticaj WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) u odsustvu (DZP 0) i prisustvu 2 mg/kg
diazepama (DZP 2) na vreme provedeno u ciljnom regionu (a) i predeni
(preplivani) put u perifernom prstenu (b) tokom probnog testa. *p<0,05, **p<0,01
i ***p<0,001 u odnosu na DZP 0 u okviru odgovarajuéeg nivoa WYSS8.

Dvofaktorska ANOVA za parametre pradene tokom probnog testa (vreme
provedeno u ciljnom regionu i predeni put u perifernom prstenu) pokazala je
signifikantan uticaj samo diazepama (F(1,56)=30,02, p<0,001 i F(1,56)=50,88,

p<0,001, redom). Post hoc analiza (SNK test) je pokazala da su pacovi tretirani
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diazepamom, per se i u kombinaciji sa WYS8, proveli znacajno manje vremena u
ciljnom regionu (Slika 31a) i iskazali su snazan tigmotaksicni efekat, Sto se moze

proceniti kroz povecanje predenog puta u perifernom prstenu (Slika 31b).

4.4.3. EKSPERIMENT 3

U skladu sa rezultatima prethodnog eksperimenta, i u eksperimentu sa ligandima slabe
aktivnosti na a; GABAA receptorima (SH-053-R-CH3-2’F i SH-053-2"N, oba u dozi
od 30 mg/kg), samo je faktor Dani, ali ne i faktor Tretman ili interakcija TretmanxDani,
bio statisticki znacajan za latenciju nalaska platforme (faktor Tretman, F(2,84)=0,66,
p=0,526; faktor Dani, F(4,84)=20,24, p<0,001; TretmanxDani interakcija,
F(8,84)=0,36, p=0,940), predeni put (Tretman, F(2,84)=0,74, p=0,488; faktor Dani,
F(4,84)=17,40, p<0,001; TretmanxDani, F(8,84)=0,20, p=0,990) i efikasnost puta
(Tretman, F(2,84)=0,93, p=0,410; faktor Dani, F(4,84)=14,75, p<0,001; TretmanxDani,
F(8,84)=0,54, p=0,821). S obzirom da su rezultati sli¢ni za sve ispitivane parametre i
pokazuju znacajan uticaj samo faktora Dani, na Slici 32 predstavljena je samo latencija

nalaska platforme.
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Slika 32. Uticaj SH-053-2"N i SH-053-R-CHs-2’F (oba u dozi od 30 mg/kg) na
latenciju nalaska platfrome tokom pet dana ucenja u vodenom lavirintu. Broj
Zivotinja po tretmanu bio je 8.

Post hoc poredenja nisu otkrila statisticki znaajne razlike medu razli¢itim

nivoima tretmana tokom svakog od pet dana ucenja u vodenom lavirintu. Takode,
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vrednosti parametara merenih tokom probnog testa za oba ispitivana liganda bile su

bliske kontrolnim vrednostima.
45. ROTAROD

4.5.1. EKSPERIMENT1

Kada su tri pojedinac¢ne dvofaktorske ANOVA-e (SH-I-048A i p—CCt, kao faktori)
primenjene na svaku od vremenskih tacaka, f—CCt je bio jedini statistiCki znacajan
faktor: (nakon 30 min: F(1,24)=9,91, p=0,004; nakon 60 min: F(1,24)=30,02, p<0,001 i
nakon 90 min: F(1,24)=26,38, p<0,001). Post hoc analiza SNK testom pokazala je da je
dodatak p-CCt-a svakoj od doza SH-1-048A (10 i 25 mg/kg) produZio vreme
provedeno na pokretnom valjku nakon 30 min (p=0,031 i p=0,040, redom; Slika 33a),
60 min (p<0,001 i p=0,008, redom; Slika 33b), i kona¢no nakon 90 min (p=0,001 i
p=0,002, redom; Slika 33c).

120 4
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2
8

Vreme na rotarodu (s)

Slika 33. Uticaj SH-1-048A (10 i 25 mg/kg) u odsustvu (f—CCt 0) i prisustvu 30
mg/kg p-CCt-a (f~CCt 30) na vreme provedeno na rotarodu: a) 30 min, b) 60 min
i ¢) 90 min nakon tretmana. +p<0,05, ++p<0,01 i +++ p<0,001 u poredenju sa SH-
I-048A 10 + —CCt 0; #p<0,05 i ##p<0,01 u poredenju sa SH-1-048A 25 + fCCt 0.
Broj zivotinja po tretmanu bio je 6-8.

4.5.2. EKSPERIMENT 2

Dvofaktorska ANOVA otkrila je statisticki znacajan uticaj diazepama kao faktora
(F(2,80)=49,75, p<0,001), dok uticaj WYS8, kao i interakcije diazepamxWYS8, nije
bio znacajan (F(3,80)=0,77, p=0,530 i F(6,91)=0,38, p=0,890, redom) (Slika 34).
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Slika 34. Uticaj diazepama (DZP; 0, 0,512 mg/kg) i WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) na
vreme provedeno na pokretnom valjku rotarod aparata. ***p<0,001 u odnosu na
DZP 0 u okviru odgovarajuceg nivoa WYS8; +++p<0,001 u odnosu na DZP 0,5 u
okviru odgovarajuéeg nivoa WYS8. Broj Zivotinja po tretmanu bio je 6-10,
ukupno 92.

Post hoc analiza je pokazala da primena diazepama, u dozi od 2 mg/kg, znac¢ajno
otezava izvodenje rotarod testa, u poredenju sa druga dva dozna nivoa (0 i 0,5 mg/kg).
Ovaj efekat diazepama bio je primetan bez obzira na prisustvo WY S8 (u bilo kojoj dozi)
pokazujuéi na taj nacin da inkapacitirajuéi efekat diazepama nije bilo moguce umanyjiti

dodatkom parcijalnog agoniste sa visokom selektivnoscu za a; GABAA receptore.

4.6. TEST JACINE STISKA

4.6.1. EKSPERIMENT 1

Jednofaktorska ANOVA otkrila je statisticki znacajan uticaj tretmana na jacinu stiska
(F(4,35)=7,48, p<0,001; Slika 35). Post hoc Dunnett—ov test pokazao je da su pacovi
tretirani SH-I1-048A (2, 5 1 10 mg/kg) imali izrazen miorelaksantni efekat u poredenju

sa kontrolnom grupom (p=0,002, p<0,001 i p=0,002, redom).
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Slika 35. Uticaj SH-1-048A (0,5, 2, 5 i 10 mg/kg) na miSi¢ni tonus u testu jacine
stiska. #*p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL). Broj Zivotinja u
svakoj grupi bio je 8.

4.6.2. EKSPERIMENT 2

Dvofaktorska ANOVA je pokazala da su i diazepam (F(1,45)=22,03, p<0,001) i WYS8
(F(3,45)=8,36, p<0,001) imali znacajan uticaj na izvodenje testa jacine stiska (Slika 36).
Kako je i interakcija izmedu ova dva faktora bila takode znacajna (F(3,45)=10,35,
p<0,001), odlucili smo da primenimo jednofaktorske ANOVA—e (za svaki od dva nivoa
diazepama) i Studentove t—testove (za svaki od Cetiri nivoa WY S8) kako bi u potpunosti
ispitali glavne proste uticaje oba faktora. Koriste¢i ovakav pristup, pokazalo se da
primena WYS8 ima efekat blizu statisticke znaCajnosti u odsustvu diazepama
(F(3,24)=3,00, p=0,050), ali znaCajan efekat u okviru 2 mgkg diazepama
(F(3,21)=15,41, p<0,001). Post hoc analizom otkrivena je znacajna razlika izmedu
svakog od nivoa WYSS, osim izmedu 0,2 i 10 mg/kg WYSS8. Primenom t-testova
pokazana je statisticki znacajna razlika izmedu dva nivoa diazepama u okviru svih nivoa
WYS8, osim 1 mg/kg. Ovaj nalaz dokazuje da je moguce u potpunosti otkloniti
inkapacitiraju¢i efekat diazepama (2 mg/kg) primenom WYSS8, ali samo u dozi od 1

mg/kg.




REZULTATI

+++ #H#

600 -

500 -

400 A

Jacina stiska (g)

300 —A— DZP 2

T T T T

WYS80 WYS802 WYS81 WYS810

Slika 36. Uticaj WYS8 (0, 0,2, 1 i 10 mg/kg) u odsustvu (DZP 0; e) i prisustvu 2
mg/kg diazepama (DZP 2, A) na miSi¢ni tonus pacova u testu jacine stiska.
**p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na DZP 0 u okviru odgovarajuceg nivoa WYSS8;
++p<0,01 i +++p<0,001 u odnosu na WYS8 0 + DZP 2 grupu; ##p<0,01 u odnosu
na WYS8 0,2 + DZP 2 grupu; tp<0,05 u odnosu na WYS8 1 + DZP 2 grupu. Broj
Zivotinja u grupama bio je 6, sa izuzetkom WYS8 0,2 (n=10) i DZP 2 + WYS8 10
grupe (n=7).

4.7. PENTILENTETRAZOLSKI TEST

4.7.1. EKSPERIMENT 1

Primenom y? testa uodena je razlika u frekvenci pojave kloniénih ili toni¢nih
epilepticnih napada (X2:15,17, p=0,034; Slika 37), dok je Fisher—ovim post hoc testom
pokazan protektivan efekat diazepama u zastiti od epilepticnih napada izazvanih
pentilentetrazolom (p=0,019). S druge strane, WY S8, primenjen samostalno, nije doveo
do pouzdane =zaStitu od ovih napada; StaviSe, postojao je dozno-zavisan trend
pogorsanja u ovom testu (rezultat Fisher—ovog testa za razliku izmedu 0,2 i 10 mg/kg
WYS8 bio je 0,093). Izostanak protektivnog efekta diazepama po dodatku WYS8
upucuje da je neophodna puna pozitivna modulacija GABAA receptora koji sadrze o

podjedinicu za ispoljavanje antikonvulzivnog dejstva diazepama.
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Slika 37. Procenat zaSticenih pacova (bez Kkonvulzija) prethodno tretiranih
rastvaratem (SOL), diazepamom (DZP; 2 mg/kg) ili WYS8 (0,2, 1 i 10 mg/kg),
samostalno i u kombinaciji, u pentilentetrazolskom testu. Tacke predstavljaju
srednje vrednosti. *p<0,05 u odnosu na SOL grupu; ++p<0,01 u odnosu na DZP 2
grupu. Broj zivotinja u grupama bio je 6-12, ukupno 61.
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5. DISKUSIIA

Ubrzo nakon otkri¢a supstanci benzodiazepinske strukture 60—tih godina proslog veka,
diazepam (Valium®) je postao jedan od najsire upotrebljavanih lekova, 3to je
benzodiazepinima dodelilo glavnu ulogu u fenomenu koji je poznati britanski kliniar
Peter Tyrer (1974) nazvao ,,medikalizacijom i trankvilizacijom svakodnevnog Zivota i
drustva” (eng. medicalization and tranquillization of everyday life and society).
Medutim, iako i dalje vrlo popularni lekovi, benzodiazepini se sa pojavom novijih
terapijskih alternativa, kao Sto su selektivni inhibitori preuzimanja serotonina, u
modernoj klinickoj praksi propisuju sa mnogo viSe predostroznosti, i moze se
konstatovati da viSe nisu lekovi prvog izbora za lecenje razli¢itih anksioznih poremecaja
(Argyropoulos i Nutt, 1999; Nash i Nutt, 2007; Bandelow i sar., 2013). Jedan od razloga
jeste njihov sedativni potencijal koji se smatra nepozeljnim, ukoliko je terapijski cilj
lecenje ovih poremecaja. Takode, ovi lekovi dovode do fizicke zavisnosti tako da se po
prekidu terapije mogu pojaviti znaci sindroma obustave, a poznato je i da
benzodiazepini mogu biti lekovi zloupotrebe. Svi ovi nedostaci inspirisali su razvoj
supstanci selektivnih za pojedine podtipove benzodiazepinskog mesta vezivanja
GABAA receptora, koji bi zadrzali profil jednog anksiolitika i antikonvulziva, ali bez
prate¢ih sedativnih i ataksi¢nih efekata ili mogucnosti razvoja zavisnosti (Iversen,
2004).

Razvoj selektivnih liganada se u velikoj meri oslanjao na rezultate studija na
genetski modifikovanim miSevima, koji su jasno ukazali na vezu izmedu pojedinih
podtipova GABA, receptora i razliCitih efekata benzodiazepina. Tako su sedativni,
amnezijski, ataksi¢ni i delom antikonvulzivni efekat diazepama pripisani populaciji oy
GABAA receptora, anksioliticki op,—, a u odredenim okolnostima i o3 GABAA
receptorima, dok u posredovanju miorelaksantnog efekta ucestvuju op/os/os GABAA
receptori (Rudolph i Méohler, 2004). Za razvoj tolerancije na sedativni efekat
benzodiazepina i uticaj na odredene memorijske procese odgovorni su GABAA
receptori koji sadrze os podjedinicu (van Rijnsoever i sar., 2004), a za nastanak
zavisnosti na njihovu primenu oy GABAA receptori (Tan i sar., 2010).

Medutim, ovako dogmatski koncept ne oslikava realnu situaciju u slozenom

bioloskom sistemu u kojem jedan efekat moze zavisiti od aktivacije razlicitih podtipova
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receptora, Sto je sigurno imalo uticaja i na izostanak ocekivanog uspeha
novosintetisanih liganada benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAa receptora
(Skolnick, 2012). Takode, poznato je da ovi elegantni eksperimenti funkcioniSu po
sistemu ,,sve ili niSta”, tako da inaktivacija Citave populacije jednog podtipa receptora
tackastom mutacijom ne moze pomo¢i u identifikovanju bihejvioralnih efekata koji su
rezultat delimi¢ne modulacije tog podtipa, niti onih koji su primarno posredovani
drugim podtipom receptora (pogledati Morris i sar., 2006). Finu modulaciju mogucée je
uociti ukoliko efekti diazepama posredovani odredenim podtipom nisu u potpunosti
onemoguéeni tackastom mutacijom, ve¢ samo inhibirani selektivnim ligandom.
Eksperimenti koji predstavljaju osnovu disertacije upravo su usmereni ka ispitivanju
bihejvioralnih efekata liganada selektivnih za pojedine podtipove GABAA receptora,
kao i povezivanju ovih in vivo efekata sa in vitro elektrofizioloskim profilima

ispitivanih supstanci.
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5.1. SH-I1-048A

......

rezultate istrazivanja sa ve¢im brojem liganada za benzodiazepinsko mesto vezivanja
GABAA, receptora koji ispoljavaju in vitro selektivnost za jednu ili dve populacije
receptora osetljivih na benzodiazepine, i koji po pravilu imaju smanjenu aktivnost na a;
GABA receptorima (Griebel i sar., 2001; Mirza i sar. 2008; Savi¢ i sar. 2010; Atack i
sar. 2011). Njihovi in vivo profili bili su uglavnom u skladu sa rezultatima studija na
genetski-izmenjenim misevima, koji su, kao nalaz od specificne klinicke teZine,
povezali motornu inkapacitaciju sa aktivacijom GABAa receptora koji sadrze oy
podjedinicu (Rudolph i Maohler, 2006). Istovremeno, razvijeno je viSe supstanci bez
jasne selektivnosti u afinitetu ili efikasnosti na GABAA, receptorima (Rabe i sar., 2007,
Auta i sar., 2010), ili ¢ak dominantno aktivnih preko receptora koji sadrze o
podjedinicu (Lippa i sar., 2005; Popik i sar., 2006), ali koje su i dalje bile bez izrazenog
potencijala za izazivanje motornih deficita kod eksperimentalnih zivotinja.

Kako bi rasvetlili ove naizgled kontradiktorne nalaze, izvrSili smo farmakoloSku
karakterizaciju SH-1-048A, neselektivnog liganda izuzetno visokog, subnanomolarnog,
afiniteta 1 efikasnosti na sva Cetiri podtipa GABAa receptora osetljivin na
benzodiazepine. Celokupno gledano, bihejvioralna aktivnost ovog liganda bila je sli¢na,
ali ne i identi¢na, efektima diazepama u dozi od 2 mg/kg, za koju postoji veliki broj

podataka, izmedu ostalih i iz nase laboratorije (npr. Savi¢ i sar., 2009).

Principijelno je prihvaceno da efekti posredovani odredenim receptorima, pored
afiniteta i efikasnosti, zavise od slobodne frakcije ispitivanog liganda, koja je dostupna
na receptorima u jednom bioloSkom sistemu (Hammarlund—Udenaes, 2010; Read i
Braggio, 2010). U nasoj studiji sa SH-I-048A, koristili smo inovativni pristup koji
podrazumeva poredenje slobodnih koncentracija u mozgu novog liganda i diazepama 1i
njihovih elektrofizioloSkih podataka, dobijenih u istim eksperimentalnim uslovima.
Procenjeni elektrofizioloski odgovori obe supstance izraunati su u odnosu na slobodnu
frakciju, dobijenu iz ukupne koncentracije metodom brze ekvilibrijumske dijalize
(neobjavljeni rezultati). Naime, slobodna koncentracija SH-1-048A u mozdanom tkivu

bila je oko 1,5%, dok je za diazepam iznosila oko 4,5%, Sto odgovara publikovanim
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rezultatima (Dubey i sar., 1989). Na osnovu ove analize, pokazalo se da doza od 2
mg/kg diazepama priblizno odgovara pet puta veéoj dozi SH-I-048A, nakon
intraperitonealne primene u Wistar pacova. Koriste¢i ovaj nestandardan pristup,
zapazene razlike u in vivo profilima mogu se povezati sa razli¢itim procenjenim
aktivnostima diazepama i SH-I-048A na rekombinantnim GABA, receptorima.
Najvaznija razlika izmedu ove dve supstance u vezi je sa a;— i o5 GABA, receptorima,

na kojima je SH-I-048A nesto aktivniji od diazepama.

SH-1-048A je, poput diazepama, dozno-zavisno uticao na parametre opSte motorne
aktivnosti i1 koordinacije. Ipak, medu parametrima lokomotorne aktivnosti statisticka
znacajnost je postignuta samo za ukupno vreme provedeno u imobilnosti, i to za najvisu
ispitivanu dozu od 10 mg/kg (koja priblizno odgovara dozi od 2 mg/kg diazepama),
svedoceci o tome da sedativni potencijal ovog liganda nije izrazen. Jaina stiska, koja
predstavlja meru misi¢nog tonusa, bila je umereno, ali signifikantno smanjena u dozama
od 2 do 10 mg/kg. Imajuéi u vidu izostanak selektivnosti SH-1-048 u vezivanju za
razliCite GABAA receptore, ne moze se sa sigurnoSéu tvrditi da su ova dva seta
podataka u skladu sa postulatom da je aktivacija a; GABAA receptora odgovorna za
sedaciju, a ax— i a3 GABAAa receptora za miorelaksantni efekat benzodiazepina
(Rudolph i Knoflach, 2011).

Nasi skorasnji rezultati pokazali su da je primena p-CCt-a, selektivnog
neutralnog modulatora a; GABAA receptora, u potpunosti antagonizovala oSteCenje
motorne koordinacije pacova u rotarod testu, koje izaziva diazepam (Mili¢ i sar. 2012).
Za razliku od ovih rezultata, antagonizujuci efekat f~CCt-a na efekte SH-1-048A u
istom testu bio je znacajan, ali nedovoljan za kompletan oporavak pacova i kontrolu nad
motornom koordinacijom. Ovaj nalaz se narocito odnosi na merenje nakon 30 min od
primene kombinovanog tretmana, kada su pacovi provodili manje od 40 s na
rotiraju¢em valjku, daleko manje od bazalne vrednosti (120 s). Kako je ve¢ naglaseno,
pretpostavlja se da postoji slicnost izmedu efekata SH-I-048A i diazepama
posredovanih ax— i a3 GABAAa receptorima, $to indirektno upuéuje da se razlike u
bihejvioralnim efektima uocene u ovom eksperimentu mogu pripisati populaciji
GABAA receptora koja sadrzi as podjedinicu, a koju SH-I-048A intenzivnije modulise

od diazepama.
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Diazepam u odredenom rasponu umerenih doza ispoljava anksioliticki efekat u
uzdignutom plus—lavirintu, dok SH-1-048A, primenjen u Sirokom rasponu doza (0,5-10
mg/kg), nije znaCajno uticao na parametre koji se mogu povezati sa nivoom
anksioznosti zivotinje. Vazno je razjasniti da se tendencija ispoljavanja anksiolitickog
efekta, primecena nakon primene najviSe doze SH-I-048A, nedvosmisleno moze
povezati sa deficitom u motornoj aktivnosti, ukljucujuéi sedaciju. Dakle, uticaj
ispitivanog liganda na motorne funkcije, koji nastaje kao posledica pojacane aktivacije
as— i/ili as GABAA receptora (u poredenju sa efektima diazepama), vrlo verovatno je
onemogucio ispoljavanje njegovog anksiolitickog potencijala, posredovanog ao— i/ili a3

GABAA receptorima (Rudolph i Knoflach, 2011).

Rezultati ispitivanja uticaja SH-I-048A na ponaSanje pacova u vodenom lavirintu
pokazali su odsustvo tipicnih oSte¢enja prostorne memorije izazvanih primenom
benzodiazepina tokom akvizicione faze i probnog testa. Ovaj nalaz se jasno razlikuje od
prethodno objavljenih studija sa diazepamom, u kojima je pokazan njegov
inkapacitirajuéi efekat na ponasanje pacova u vodenom lavirintu (Arolfo i Brioni, 1991;
Savi¢ i sar., 2009). Imajuci u vidu znac¢ajnu aktivnost SH-1-048A na a;— i as GABAA
receptorima, dvema populacijama za koje je dokazano da ucestvuju u posredovanju
efekata diazepama u ovom bihejvioralnom modelu (Savi¢ i sar., 2009), izostanak uticaja
ispitivanog liganda na prostornu memoriju moze se smatrati neocekivanim. Primeéeno
je da su pacovi tretirani dozom od 10 mg/kg SH-1-048A imali smanjenu reaktivnost, ali
su se, po spustanju u bazen i suocavanju sa zahtevnim i relativno averzivnim zadatkom,
vrlo brzo oporavljali, pa stoga njihovo izvodenje nije bilo znacajno losije u poredenju sa
kontrolnim Zivotinjama. lako naizgled neobjasnjiv u svetlu rezultata studija na
transgenim miSevima (Rudolph i Knoflach, 2011), izostanak bihejvioralne aktivnosti
SH-1-048A u vodenom lavirintu moze se povezati sa skorasnjim nalazom da
potencijacija as GABAA receptora povecava frekvencu okidanja kortikalnih neurona
tokom perioda poveéane neuronske aktivnosti (eng. up states) (Drexler i sar., 2013),
koja se moze ocekivati prilikom izvodenja ovakvog tipa kognitivnog zadatka. S tim u
vezi, ne moze se iskljuciti da je izrazenija aktivnost SH—I-048A na as GABAa
receptorima, u poredenju sa diazepamom, doprinela nekoj vrsti kompenzacije deficita

nastalog aktivacijom populacija receptora koje sadrze a1 i as podjedinicu, Sto je
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konac¢no rezultovalo normalizacijom ponaSanja pacova u vodenom lavirinta, zapazenom

u nasoj studiji.

U zakljucku, ¢ini se da male razlike u nivoima potencijacije pojedinih podtipova
GABAA receptora mogu prouzrokovati primetne razlike u bihejvioralnim profilima
benzodiazepina. Naime, s nase strane predlozeno tumacenje razlika u elektrofizioloskim
merenjima izmedu SH-I1-048A (10 mg/kg) i diazepama (2 mg/kg) odnosi se na
potencijaciju a1 i as GABAA receptora, §to je o¢igledno bilo dovoljno da se ispolji jasna
razlika u njihovim uticajima na ponaSanje pacova u pojedinim testovima. Kao nalaz od
posebnog znacaja za profil SH-I-048A, istiCemo izostanak anksiolitickog efekta u
uzdignutom plus-lavirintu i memorijskog deficita u vodenom lavirintu. Obe ove
osobenosti mogle bi se povezati sa relativno ve¢om aktivnoscu ispitivanog liganda na oy

i/ili as GABAA receptorima.

5.2. WYS8

Populacija GABAA, receptora koji sadrze o podjedinicu procenjuje se na oko 50% svih
GABAA receptora (Olsen i Sieghart, 2008). lako su studije sa genetski modifikovanim
misevima, koriste¢i diazepam kao farmakolosku alatku, dokazale dominantnu ulogu
ovih receptora u procesima koji kontroliSu sedaciju, motornu koordinaciju i, delom,
antikonvulzivni efekat (Rudolph i Mohler, 2004), rezultati ovih studija ne mogu se
smatrati dovoljnim za objasnjenje kompleksnih nalaza dobijenih upotrebom
novosintetisanih supstanci, prakti¢no inaktivnih na oz GABAA receptorima (Skolnick,
2012). Kako bi se ovo pitanje dalje razjasnilo ¢ini se da je neophodno primeniti i
selektivnu modulaciju efekata standardnih benzodiazepina na ovim receptorima

koriste¢i divlje sojeve pacova.

Eksperimenti u kojima su odredivane koncentracije WYS8 i diazepama u serumu i
mozdanom tkivu pokazali su da WYS8, primenjen u dozi od 10 mg/kg 20 min pre
Zrtvovanja zivotinje, dostize koncentracije u mozgu od priblizno 100 nM, dok
diazepam, u dozi od 2 mg/kg, dostize 10 puta veée koncentracije (oko 1 puM), Sto

predstavlja vrednost uporedivu sa prethodno publikovanim rezultatima (Hironaka i sar.
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1984; Friedman i sar. 1986). Dodatno, na osnovu rezultata statisticke analize moze Se
zakljuciti da nije bilo medusobnog uticaja WYSS i diazepama na njihovu kinetiku u

serumu ili mozgu, kako nakon jednog, tako i nakon Cetiri dana tretmana.

Rezultati in vitro studija pokazali su da se WYS8 moze smatrati slabim parcijalnim
agonistom visoko selektivnim za a; GABAA receptore (pogledati 1.5.2.1.). Stoga, iako
zaravnjenje kriva efikasnosti onemogucava precizno izracunavanje ECsy vrednosti,
neophodne su priblizno 10-100 puta veée koncentracije WYS8 za dostizanje
ekvivalentnin efekata na as— u poredenju sa a1 GABAAa receptorima pri nizim
koncentracijama (10-100 nM), Sto odgovara i odnosu njihovih afiniteta (oko 105 puta
nizi afinitet za a3 nego za a; GABAA receptore; Yin i sar., 2010). Dodatni eksperimenti
otkrili su da WYS8 nema znacajnu aktivnost na os— i ag GABAA receptorima, kao i da
se potencijacija rekombinantnih oiBsy2 GABAA receptora ne razlikuje znacajno od oy
GABAA receptora koji sadrze B, ili B2 podjedinicu (Joksimovi¢ i sar., u Stampi). Ovim
su potvrdeni prethodni nalazi da B podjedinica nema presudan uticaj na efekte
benzodiazepina posredovane GABAA receptorima (Hadingham i sar. 1993).

lako je potpuno jasno da se na osnovu ukupne koncentracije u mozdanom tkivu ne
moze predvideti okupiranost receptora (Watson i sar., 2009), koncentracije dobijene
nakon primene najviSe doze WY S8 (10 mg/kg) sugeriSu da se ova supstanca nije mogla
znacajnije vezati za druge podtipove GABA, receptora, osim naravno onih koji sadrze
a3 podjedinicu. Naime, odnosi izmedu ukupne koncentracije WYS8 u mozdanom tkivu
(priblizno 100 nM) i njegovih in vitro dobijenih afiniteta za a,—, a3~ | as GABAA
receptore (Ki vrednosti, redom: 111, 102 i 208 nM; Yin i sar., 2010) konzistentno su
nizi od vrednosti 1. Poznato je da su tako niske vrednosti pomenutih odnosa povezane
sa niskim nivoima okupiranosti, ne samo receptora za benzodiazepine (daleko ispod
50%; Scott—Stevens i sar., 2005), ve¢ i D, receptora (Watson i sar., 2009), kao i

transportera za preuzimanje serotonina i dopamina (Liu i sar., 2009).

Elektrofizioloski eksperimenti, osmisSljeni sa ciljem ispitivanja efekata kombinacije
WYS8 i diazepama, otkrili su da je WYS8 u koncentraciji od 100 nM u potpunosti
inhibirao povecanje protoka negativno naelektrisanih jona kroz aifzy. GABAa

receptore, koje je indukovano primenom diazepama (Joksimovié i sar., u Stampi; Slika
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10). Slican efekat je identifikovan i nakon primene 10 puta ve¢e (1 uM), ali ne i 10 puta
nize koncentracije WYS8 (10 nM), Sto ukazuje da antagonizujuci efekat WYS8
ocekivano zavisi od koncentracije ispitivane supstance. Posmatrajucéi in vitro rezultate u
celini, ¢ini se da funkcionalni profil WY S8 (efikasnost) potkrepljuje vrednosti njegovih
afiniteta (Yin i sar. 2010), potvrdujuéi tako da se radi o najselektivnijem ligandu za oy

GABAA receptore.

U testu spontane lokomotorne aktivnosti WYS8 je pokazao samo naznake sedativnog
efekta, i to u najviSoj primenjenoj dozi (10 mg/kg). Uzimajuéi u obzir dobijene
koncentracije WY S8 u mozdanom tkivu pacova i in vitro profil ove supstance, moze se
zakljuciti da se blagi stepen sedacije moze povezati sa relativno niskom potencijacijom
ou GABAA receptora. S druge strane, komparabilan stepen aktivacije ovih receptora
jednim drugim parcijalnim agonistom (MRK-409) najverovatnije jeste uticao na pojavu
sedacije u ljudi, Sto predstavlja nalaz koji nije primecen prethodno, tokom studija na
eksperimentalnim Zivotinjama (Atack i sar., 2011).

U kombinaciji sa diazepamom, WYS8 je jasno pokazao sposobnost atenuacije
hipolokomotornog (sedativnog) efekta diazepama, barem kada se posmatra ukupna
aktivnost tokom 45 min pracenja testa. Naime, postojao je interval (izmedu 5. i 10. min
od pocetka testa) kada je sedacija bila primetna bez obzira na prisustvo WYS8. Za
razliku od WYS8, njegov hemijski analog f—CCt u potpunosti je antagonizovao efekte
diazepama u istom testu, bez znacajnijih efekata per se (Savi¢ i sar., 2009), Sto, ukupno
uzev, ukazuje na jasnu razliku izmedu efekata neutralne i parcijalne pozitivne

modulacije o GABAA receptora.

U skladu sa povecanom averzivno$éu uzdignutog plus—lavirinta i pretpostavljenom
viSom bazalnom aktivnosc¢u eksperimentalnih zivotinja u poredenju sa testom spontane
lokomotorne aktivnosti (Hogg, 1996), diazepam nije izazvao znacajniji uticaj na
parametre aktivnosti. Medutim, kada je primenjen sa WYSS8, narocito u najvisoj dozi od
10 mg/kg, doslo je do znacajnog smanjenja lokomotorne aktivnosti. lako in vitro podaci
nesumnjivo pokazuju da WYS8 moze znacajno smanjiti potencijaciju oz GABAA

receptora koju izaziva diazepam, Cini se da primena WYS8, u zavisnosti od
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bihejvioralnog testa i vremenskog intervala, moze povecati, smanjiti ili biti bez uticaja
na sedativni efekat diazepama.

U ranijim ispitivanjima pokazano je da selektivni antagonist oz GABAA
receptora f/—CCt moze potencirati anksioliticki efekat midazolama u uzdignutom plus—
lavirintu (Savi¢ i sar., 2004). Ipak, postoje i oprecni nalazi koji ukazuju da p—CCt
uspesno antagonizuje ove efekte benzodiazepina (Griebel i sar., 1999; Belzung i sar.,
2000). Sadasnji rezultati pokazuju da primena najnize testirane doze WYS8 (0,2 mg/kg)
moze razotkriti anksioliticku aktivnost vec¢e doze diazepama, dok je u kombinaciji sa
nizom dozom efekat bio suprotan: pocetna blaga hiperlokomocija i primetno, ali ne i
statisticki znacajno, povecani parametri povezani sa anksiolitickim efektom svedeni su
pri primeni kombinacije na kontrolni nivo. Efekti WYS8 bi se mogli objasniti
smanjenjem ukupne aktivnosti na oz GABAAa receptorima kroz kompeticiju za ista
vezna mesta, kao i relativnim smanjenjem receptora okupiranih punim agonistom,
kakav je diazepam. Ovaj nalaz ukazuje da efekti posredovani a; GABAA receptorima
(sedacija je najverovatnije dominantan uticaj) mogu otezati ispoljavanje anksiolitickog
efekta diazepama, koji je posredovan drugim podtipovima receptora. Dodatno, ne moze
se iskljuciti moguénost da odredena aktivacija samih a; GABAa receptora moze

direktno doprineti anksiolitickom dejstvu benzodiazepina (pogledati Lippa i sar., 2005).

Iako se Morisov vodeni lavirint odlikuje relativno jednostavnom procedurom izvodenja,
on zapravo ukljucuje Sirok spektar sofisticiranih memorijskih procesa i predstavlja
zahtevan zadatak za glodare (Terry, 2001). Koriste¢i ovaj bihejvioralni model, nasa
grupa je pokazala da se oSte¢enje ucenja koje izaziva diazepam moze u potpunosti
antagonizovati primenom visoko selektivnog antagoniste f—CCt—a (Savi¢ i sar., 2009).
Novosintetisana supstanca (WY S8), hemijski srodna pomenutom antagonisti, ali sa jos
ve¢om selektivnoséu za a; GABAA receptore (Yin i sar., 2010), nije ispoljila sli¢ne
efekte u kombinaciji sa diazepamom.

Kao §to je i o¢ekivano, diazepam (2 mg/kg) je izazvao deficit ucenja u vodenom
lavirintu: doveo je do povecéanja latencije nalaska platforme i ukupnog preplivanog puta,
kao i smanjenja efikasnosti puta tokom pet dana ucenja (akviziciona faza). Opste je
poznata cCinjenica da benzodiazepini, pa tako i diazepam, ispoljavaju snaznu

anterogradnu amneziju u vodenom lavirintu (McNamara i Skelton, 1991; Savi¢ i sar.,
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2009). Verzija vodenog lavirinta koriS¢ena u nasim eksperimentima omogucava
izucavanje proceduralne, ali i deklarativne memorije, koja veoma zavisi od aktivacije
hipokampusa (Izquierdo i sar., 2006). Uprkos ¢injenici da se ove dve komponente
memorije teSko mogu razdvojiti, nasi rezultati pokazuju da diazepam oStecuje i
proceduralnu (moze se proceniti parametrom kao Sto je vreme provedeno u perifernom
prstenu) i deklarativnu memoriju (moze se proceniti parametrom efikasnosti puta).

Kombinovanje parcijalnih i punih agonista ne moze se smatrati novim
konceptom u bihejvioralnoj neurofarmakologiji benzodiazepina. Kao najbolji primer
moze se navesti antagonizovanje razliCitih efekata punih agonista benzodiazepinskog
mesta vezivanja ko—aplikacijom neselektivnog parcijalnog agoniste bretazenila (Griebel
isar., 1999; Auta i sar., 1995; Smith i sar., 2004). Sli¢na konstatacija moze se primeniti
i na flumazenil koji se ve¢ dugi niz godina koristi kao antagonist u klini¢kim uslovima,
ali zapravo poseduje odredenu parcijalno—agonisticku aktivnost na oo— i oz GABAA
receptorima (Ramerstorfer i sar., 2010). Primenjen samostalno, WYS8 nije ispoljio
znacajnije efekte u vodenom lavirintu, §to je u saglasnosti sa rezultatima njegovog
hemijskog srodnika, f—-CCt-a. Medutim, dok je p—CCt skoro u potpunosti otklonio
negativan uticaj diazepama na prostorno ucenje u vodenom lavirnitu (Savi¢ i sar, 2009),
kombinovanje WYS8 i diazepama generalno nije uticalo na bihejvioralne efekte
diazepama, dokazuju¢i izrazitu razliku izmedu uticaja antagoniste i parcijalnog
agoniste, oba veoma selektivna za a; GABAa receptore, na efekte koje diazepam
ispoljava u vodenom lavirintu.

Parametri mereni tokom poslednja dva dana ucenja (latencija i efikasnost puta)
pokazali su da je doSlo do razvoja jedne vrste tolerancije tj. odredenog smanjenja uticaja
diazepama na ponaSanje pacova u vodenom lavirintu. S druge strane, McNamara i
Skelton (1997) su otkrili da se tolerancija na efekte diazepama u vodenom lavirintu nije
razvila niti nakon 15 dana primene; ova diskrepancija mogla bi se delom objasniti
razlikom u primenjenim dozama, kao i samim protokolima testova. OpSte posmatrano,
tolerancija koja se javlja nakon ponavljane primene benzodiazepina pre se moze
povezati sa promenom u broju GABAA receptora nego sa njihovom kinetikom (Bateson,
2002). Ipak vazno je ista¢i da se termin ,,ponavljana primena” u farmakologiji ¢esto
veoma razliCito interpretira. Na primer, nakon samo 7 dana primene flurazepama,

vezivanje radioobeleznog zolpidema je smanjeno za 23% u cerebelumu i 14% u




DISKUSIJA

hipokampusu, $to upucéuje na brzo smanjenje broja a; GABAa receptora u mozgu
pacova (Wu i sar., 1995). Na osnovu utroSka glukoze u mozgu pacova Pratt i sar. (1998)
su pokazali da se parcijalna ili ¢ak kompletna tolerancija moze javiti u razlicitim
regionima mozga nakon svega tri dana primene diazepama. Konacno, za odredene
bihejvioralne parametre opisan je i fenomen brze tolerancije nakon primene tri (File i
Fernandes, 1994) ili samo jedne doze benzodiazepina (Khanna i sar., 1998).

Kompleksni efekti kombinacije WYS8 i diazepama u vodenom lavirintu ne
mogu se jednostavno objasniti. Ipak, mozZe se pretpostaviti da je diazepam (2 mg/kg)
pojacao ne samo inhibiciju primarnog (piramidalnog) neurona, uzrokujuci na taj nacin
pogorsanje izvodenja ovog testa, ve¢ 1 inhibiciju inhibitornog neurona, smanjujuci tako
ukupnu inhibiciju primarnog neurona i izazivajuci dalje pogorSanje efikasnosti ucenja.
Ova hipoteza moze objasniti zaSto svi parametri pokazuju da je kombinacija diazepama
i WYS8 (0,2 mg/kg) najsnaznije uticala na ponaSanje pacova u vodenom lavirintu.
Umesto da dovede do smanjenja efekata punog agoniste, barem u maloj meri, ova doza
parcijalnog agoniste ih je potencirala. Jedno od objasnjenja ovog neocekivanog efekta
moze biti da niske koncentracije WYSS8 nisu bile dovoljne za drasticno smanjenje
efekata diazepama na primarnom neuronu (najverovatnije zbog vise nego dovoljne
stimulacije receptora kojih ima u vecoj gustini), ali ipak dovoljne da smanje inhibiciju
inhibicije, time prouzrokujuéi potencijaciju ukupnog efekta glavnog neurona. U dozi od
1 mg/kg WYS8, direktni efekat diazepama na glavni neuron je najverovatnije delimi¢no
smanjen, na §ta ukazuju znacajno smanjene latencije u poredenju sa druge dve
kombinacije WYS8 i diazepama. Konacno, povecanje latencije uzrokovano primenom
kombinacije diazepama i najvise doze, a koje prevazilazi efekte samog diazepam,
moglo bi se objasniti znac¢ajnim parcijalno—agonistickim dejstvom WY S8 na a; GABAA
receptorima, na taj nac¢in dovodeci do povecane inhibicije glavnog neurona i dodavajuci
tako na efekte samog diazepama na ostale podtipove GABAA receptora. Ovi dodatni
receptori koji su od znacaja za GABA-ergi¢ku modulaciju najverovatnije pripadaju
populaciji koja sadrzi as podjedinicu (Collinson i sar., 2006; Savic i sar., 2010). Tesko
je ocekivati da je ovaj podtip GABAA receptora bio znacajno aktiviran ¢ak ni kada je
WYS8 primenjen u dozi od 10 mg/kg, Sto moze objasniti zasSto je ova doza WYS8 per

se bila bihejvioralno neaktivna, u odnosu na kombinaciju sa diazepamom.




DISKUSIJA

Analiza parametara merenih tokom probnog testa pokazala je da su pacovi
tretirani, kako samim diazepamom, tako i kombinacijom diazepama i WY S8, pokazali
izrazito oSteCenje prostornog ucenja i pamcenja. Suprotno efektima novog liganda, f-
CCt je u najmanju ruku prevenirao deficite u vodenom lavirintu koje izaziva diazepam,
makar tokom probnog testa (Savi¢ i sar, 2009). Kako je diazepam, bez obzira na
prisustvo WY S8, zna¢ajno uticao i na vreme provedeno u ciljnom regionu i predeni put
u perifernom prstenu (procenjeno aktivnos¢u na periferiji bazena), ¢ini se da je
oste¢enje proceduralne komponente memorije znacajno uticalo na opstu bihejvioralnu
aktivnost u probnom testu vodenog lavirinta. Dakle, pacovi koji su se naizgled
adaptirali na inkapacitantne efekte diazepama tokom poslednje faze akvizicione faze,
nisu bili u stanju da pronadu originalnu poziciju platforme u probnom testu. Objasnjenje
ove Cinjenice moze se pronaci u efektima benzodiazepina na strategiju plivanja u
probnom testu (Cain, 1998), kao i razlici u samoj prirodi probnog testa i akvizicionih
sesija (Vorhees i Williams, 2006).

Ovi rezultati dokazuju da su GABAAa receptori koji sadrze a; podjedinicu od
najveCeg znaCaja u posredovanju efekata benzodiazepina na ponaSanje pacova u
vodenom lavirintu. Dok se deficiti u prostornom uéenju koje izaziva diazepam mogu
antagonizovati primenom a; selektivnog antagoniste, parcijalni agonist na istim
receptorima bio je bez sli¢nih efekata. Stoga, jasno je da suptilna razlika u stepenu
aktivacije a; GABAA receptora moze znacajno uticati na prostorno ucenje u vodenom

lavirintu.

Rotarod predstavlja jedan od najkoris¢enijih testova za procenu uticaja psihotropnih
supstanci na motornu koordinaciju u pacova. Studije na majmunima (Licata i sar., 2009;
Platt i sar., 2002) i knock—in miSevima (McKernan i sar., 2000) pokazale su da je
gubitak motorne koordinacije, izazvan primenom diazepama, prevashodno posredovan
aktivacijom o; GABAA receptora. Nasi rezultati su pokazali da p-CCt moze u
potpunosti antagonizovati ataksi¢no dejstvo diazepama, ali i zolpidema (Mili¢ i sar.,
2012). Stepen pozitivne modulacije ou GABAA receptora koji izaziva WYS8, primenjen
samostalno, nije dovoljan za izazivanje ataksije, dok u kombinaciji sa diazepamom nije
dovoljan ¢ak ni za blagu korekciju ovog efekta diazepama. Izostanak barem slabog

antagonisti¢kog efekta WYS8 pomalo je iznenadujuci, naro¢ito imajuci u vidu in vitro
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rezultate prema kojima je WYSS8 znacajno smanjio aktivaciju o GABAA receptora
izazvanu diazepamom. Ovi dokazi pokazuju da neki drugi podtipovi GABAA receptora,
pored onih koji sadrze o podjedinicu, mogu doprineti ataksiji, narocito u slucaju kada

postoji umeren nivo aktivacije oz GABAA receptora.

Studija sa primenom S—-CCt-a kod majmuna (Licata i sar., 2009) indirektno je podrzala
zakljucke studije sa knock—in miSevima da su a— i, U manjoj meri, oz GABAA receptori
predominantno uklju¢eni u posredovanje miorelaksantnog efekta benzodiazepina
(Crestani i sar., 2001). U naSim rezultatima testa jacine stiska, WYS8 nije pokazao
efekat per se, ali je, narocito u dozi od 1 mg/kg, umanjio miorelaksantni efekat
diazepama (2 mg/kg); ovaj nalaz slican je efektima f—CCt-a u istom testu (Mili€ i sar.,
2012). Rezultati nesto drugacijeg testa u miseva (eng. loaded grid test) pokazali su da
[—CCt moze znacajno smanjiti miorelaksantni efekat diazepama primenjenog u srednjoj
dozi od 3 mg/kg, ali ne u dozama od 1 mg/kg ili 10 mg/kg (Griebel i sar., 1999).
Imajuéi sve ove nalaze u vidu, nasi rezultati potvrduju da miorelaksacija jeste
posredovana op— i oz GABAAa receptorima, ali takode i da je na odredeni nacin
regulisana aktivacijom o; GABAa receptora, Sto najverovatnije zavisi od nivoa

aktivacije sva tri podtipa GABAA receptora.

Rezultati pentilentetrazolskog testa otkrili su da antikonvulzivni efekat diazepama
iSCezava u trenucima kada je aktivacija oz GABAAa receptora smanjena dodatkom
WYSS. Stavise, WYSS, primenjen u najvioj dozi od 10 mg/kg, pokazao je ¢ak i
naznaku prokonvulzivnog efekta. U svojoj studiji sa miSevima, Griebel i sar. (1999) su
pokazali da f/~CCt nije uticao na protektivni efekat diazepama na konvulzije izazvane
pentilentetrazolom. Uzimajuc¢i u obzir rezultate o antikonvulzivnoj aktivnosti pojedinih
supstanci sa smanjenom efikasno$¢u na a; GABAAa receptorima (Atack i sar., 2006;
Rivas i sar., 2009), ¢ini se da az GABAA receptori mogu imati odredeni permisivan
uticaj na antikonvulzivnu aktivnost benzodiazepina, koja je posredovana drugim
podtipovima GABAa receptora: efekat moze biti prisutan kada su ovi receptori

potencirani snazno ili nisu potencirani uopste, pre nego u slucaju parcijalnog efekta.
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5.3.  SH-053-2’N, JY-XHE-053 | SH-053-R-CH3-2"F

Veliki broj podataka iz studija sa genetski izmenjenim zivotinjama (Rudolph i Mdhler,
2006), kao i farmakoloskih eksperimenata (npr. Savi¢ i sar., 2009), podrzava dalju
potragu za novom generacijom pozitivnih alosternih modulatora GABAA receptora,
oslobodenih tereta nezeljenih efekata benzodiazepina u klinickoj praksi. Smatra se da su
GABAA receptori koji sadrze a; podjednicu, u skladu sa svojom Sirokom distribucijom
(Sieghart i Sperk, 2002), najodgovorniji za ve¢inu nezeljenih dejstava benzodiazepina,
tako da se eventualno smanjenje aktivnosti ovih receptora pokazalo kao najprivlacniji i
najracionalniji  pristup (Whiting, 2006). NaSi eksperimenti fokusirani su na
novosintetisane supstance (SH-053-2°N, JY-XHe-053 i SH-053-R-CH3-2’F), koji
kao zajednicku osobinu upravo imaju nizak afinitet i slabu parcijalno—agonisticku
aktivnost na a; GABAA receptorima. Takode, pozitivna modulacija ovih receptora
manje je izrazena u poredenju sa drugim podtipovima GABAA receptora osetljivim na
benzodiazepine. Ne uzimajuci u obzir medusobne suptilne razlike u in vitro i in vivo
farmakoloskim profilima ovih supstanci, naSa istrazivanja su pokazala da ¢ak i kod
liganada sa smanjenom efikasnos¢u na a; GABAA receptorima sedativni potencijal nije
u potpunosti nestao. Takode, poremecaji uenja i pamcenja u vodenom lavirintu, koji se
uobicajeno mogu zapaziti kod klasi¢nih benzodiazepina, u potpunosti su izostali, §to

predstavlja veoma vazan nalaz sprovedenih studija.

Sve tri ispitivane supstance sa smanjenom aktivno$éu na oz GABAAa receptorima
ispoljile su odredeno smanjenje lokomotorne aktivnosti, §to se mozZe objasniti na dva
nacina. Prvo, kako nedostatak podataka o ex vivo okupiranosti pojedinih receptora
onemogucava donosSenje definitivnih zakljucaka o aktivnosti na GABAA receptorima
koji sadrze a; pojedinicu — a koji su, prema genetskim (Rudolph i sar., 1999) i
farmakoloskim studijama (Savi¢ i sar., 2009), dominantno ukljuceni u posredovanje
sedativnog efekta — ne moze se iskljuciti moguénost da verovatna slaba do umerena
pozitivna modulacija ovih receptora moze biti dovoljna za ispoljavanje sedacije
(uporediti sa Grimwood i Hartig, 2009). Drugo, postoje neuroanatomski dokazi koji
ukazuju na moguéu ulogu as GABAa receptora u kontroli motorne aktivnosti
(Bohlhalter i sar., 1996; Pirker i sar., 2000; Yamada i sar., 2007).
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se pretpostaviti da postoji odredena
funkcionalna povezanost izmedu as GABAA receptora i onih koji sadrze a; podjedinicu.
NaSa grupa je prethodno pokazala da se promena u lokomotornoj aktivnosti, koju
indukuju ligandi sa znacajnom efikasno$¢u na as GABAA receptorima, moze povezati
sa ovim podtipom receptora (Savi¢ i sar., 2008). Vazno je pomenuti da je kod miSeva sa
knock—in mutacijom na os podjedinici otezan razvoj tolerancije na sedativni efekat
diazepama nakon ponavljane primene (van Rijnsoever i sar., 2004). StaviSe, primena
antagoniste selektivnog za as GABAA receptore (XLi093), u dozi koja najverovatnije
prouzrokuje kompletan antagonizam efekata diazepama, potencirala je njegov sedativni
efekat (Savi¢ i sar., 2009). Stoga se moze predpostaviti da pozitivna modulacija oz
GABAA receptora moze imati dvojne efekte: da limitira sedativne efekte koji su
posledica supra—fizioloske stimulacije a; GABAA receptora (npr. punim agonistima), i
suprotno, da pojacava slabu aktivaciju ovih receptora (npr. parcijalnim agonistima), i,
na taj nacin, indukuje slabu sedaciju (Savi¢ i sar., 2009). Ovakav vid modulacije moze
se posti¢i ukoliko su neuroni ukljuceni u sedativne efekte snazno modulisani a1 i nesto
slabije as GABAAa receptorima, i ukoliko je sinapsa ili neuron, koji posreduje u
modulaciji a; GABAA, receptora, istovremeno blago regulisan as GABAA receptorima.
Direktnom aktivacijom prvih as GABAA receptora bi se tako mogla povecati relativno
niska aktivacija az GABAA receptora na istom neuronu, dok bi pojacana aktivacija
drugih as GABAA receptora indirektno smanjila snazan sedativni efekat uzrokovan
aktivacijom o; GABAAa receptora. Ovakav scenario bi, barem delom, objasnio
neoCekivani nalaz na miSevima sa nedostatkom oy podjedinice (knock—out) koji su
pokazali povecanu osetljivost na hipolokomotorni efekat i gubitak refleksa uspravljanja

nakon primene diazepama (Kralic i sar., 2002).

Razlike u ispoljavanju anksiolitickog efekta koje smo uocili nakon primene supstanci
testiranih u ovim eksperimentima ne mogu se jednoznacno posmatrati. Sa svoje strane,
studije na genetski modifikovanim Zivotinjama su jasno pokazale da je u posredovanju
anksiolitickog efekta benzodiazepina uloga GABAa receptora koji sadrze oy
podjedinicu od presudnog znacaja (Low i sar., 2000). Dodatno, rezultati sa relativno
selektivnim ligandom za a3 GABAA receptore pokazali su da ovaj podtip receptora

takode ucestvuje u modulaciji anksiolitickih uticaja, narocCito pri visokim nivoima
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okupiranosti (Dias i sar., 2005). U skladu sa pomenutim studijama, supstanca sa
odredenom selektivnoséu u efikasnosti na as GABAA receptorima (SH-053-R-CH3-
2’F) bila je bez primetnog potencijala za ispoljavanje anksiolitickog efekta, $to je, nesto
ranije, pokazano i sa drugom supstancom sli¢nog profila—SH-053-R—CH3 (Savi¢ i
sar., 2008). Ipak, JY-XHe-053, supstanca sa relativno visokim afinitetima i
efikasnostima na a, i a3 GABAA receptorima, takode je bila bez merljivog uticaja na
nivo anksioznosti eksperimentalne zivotinje. Zbog poredenja rezultata ove supstance sa
SH-053-2"N i ranije publikovanom supstancom SH-053-S-CH3-2"F (pogledati Savi¢
i sar., 2008), mora se konstatovati da JY-=XHe—053 ima ve¢i afinitet za a3—, i naro€ito os
GABAA receptore, sa znacajnom potencijacijom ovih receptora ve¢ pri koncentraciji od
100 nM (169%, odnosno 220%). S obzirom da je JY-XHe-053 izazvao
hipolokomotorni efekat u dozama (10 mg/kg i viSe) nizim nego $to je to bio slucaj sa
SH-053-2"N ili SH-053-S-CH3-2’F (30 mg/kg), postoji moguénost da je njegova
aktivnost na ay— i as GABAA receptorima maskirala oc¢ekivani anksioliticki efekat,
posredovan primarno a— i oz GABAA receptorima. U poredenju sa diazepamom, jasno
je da JY-XHe-053 pokazuje veci afinitet za podtip GABAA receptora koji sadrzi as
podjedinicu. Samim tim, odredeni prioritet u aktivaciji a5 GABAA receptora ocigledno
je uticao na sveukupnu bihejvioralnu aktivnost ove supstance, u poredenju sa
diazepamom. Kona¢no, vazno je spomenuti da je inhibitorni uticaj JY-XHe-053 na
lokomotornu aktivnost u istoimenom testu bio ocigledan samo prilikom analize
aktivnosti u perifernoj, ali ne i u centralnoj zoni, §to se moze smatrati ¢istim nalazom
sedativnog efekta (pogledati Savi¢ i sar., 2006, 2008). Nasuprot tome, hipolokomocija
izazvana primenom SH-053-R-CH3-2’F posledica je inaktivnosti u centralnoj, a ne
perifernoj zoni, Sto sugeriSe da se sedativni efekti posredovani as— i as— (JY—XHe-053),
odnosno pretezno os GABAa receptorima (SH-053-R-CH3-2°F) i kvalitativno
razlikuju.

Dosadasnji rezultati sa zolpidemom, selektivnim agonistom a; GABAAa
receptora sa slabije izrazenom aktivno$éu na a, i oz GABAA receptorima i vrlo slabim
afinitetom za as GABAA receptore, pokazali su da njegov anksioliticki efekat izgleda da
zavisi od prate¢eg smanjenog broja ulazaka u zatvorene krake uzdignutog plus lavirinta,
pa je samim tim ,optere¢en” opStim promenama u aktivnosti pacova, odnosno,

nespecifi¢an (Savi¢ i sar., 2004). Analiza kovarijanse u eksperimentu sa SH-053-2"N
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nije otkrila slicnu zavisnost anksiolitickog efekta od jasnih znakova sedacije. Ipak,
moze se ocekivati da razdvajanje Zeljenog anksiolitickog od nezeljenog sedativnog
efekta bude neSto teze za SH-053-2’N nego za SH-053-S-CH3-2’F, jer je ova
supstanca bila bez uticaja na parametre aktivnosti u uzdignutom plus lavirintu
(pogledati Savic i sar., 2008).

Finalno, bitno je ista¢i da su studije sa znac¢ajnom prediktivnom vrednos¢u u
kontekstu razvoja novih anksiolitika, a koje koriste konfliktnu proceduru sa rezus
majmunima, pokazale da JY-XHe-053 i SH-053-2"N, sli¢no diazepamu, povecavaju
pozitivno potkrepljujuée ponasanje, ina¢e suprimirano elektricnim Sokom (Fischer i
sar., 2010). Suprotno ovim dvema supstancama, uticaj SH-053-R-CH3-2’F nije
dostigao statisticku znaCajnost. Za pretpostaviti je da koriS¢enje razlicitih
eksperimentalnih Zivotinja i procedura koje su koriS¢ene za detekciju sedativnog i/ili
anksiolitickog efekta potencijalnih anksiolitika mogu dovesti do odredenih razlika u

rezultatima i zakljuccima.

Zakljucak da GABAA receptori koji sadrze a; podjedinicu imaju najznacajniju ulogu u
posredovanju efekata benzodiazepina u vodenom lavirintu (Savi¢ i sar., 2009)
podstaknut je i dokazima da zolpidem, supstanca selektivna za a; GABAA receptore, sa
malim afinitetom za as podjedinicu, izaziva vrlo sli¢no oStecenje ucenja u ovom modelu
kao i diazepam. Takode, tri novosintetisane supstance, sve sa smanjenom efikasnoséu
na najrasprostranjenijem podtipu GABAA receptora, bile su bez znacajnijih uticaja u
standardnom protokolu vodenog lavirinta. Dakle, znaCajna aktivacija a; GABAAa
receptora je neophodna ukoliko se Zeli postic¢i oSte¢enje ucenja i paméenja u vodenom
lavirintu, i obrnuto. Pozitivna modulacija as GABAA receptora najverovatnije moze
doprineti inkapacitiraju¢em efektu u vodenom lavirintu, nastalom usled aktivacije oy
GABAA receptora, ali nije niti neophodna (zolpidem) niti dovoljna (SH-053-R-CHs—

2°F) za jasnu promenu u ponaSanju eksperimentalne zivotinje.
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5.4. OPSTA DISKUSIJA

Eksperimenti sa SH-I-048A dokazali su da se novosintetisane supstance, bez
selektivnosti u afinitetu za o;—, ax—, az— i as GABAA receptore, mogu razlikovati od
klasicnih benzodiazepina, u slucaju da postoje cak i relativno male razlike u
potencijaciji odredenih podtipova GABAA receptora. Naime, suptilne razlike izmedu
SH-1-048A i diazepama u potencijaciji a;— i as GABAA receptora dovele su do jasnih
razlika u pojedinim bihejvioralnim efektima, a narocito u onim koji direktno zavise od
aktivnosti tih receptora. Ovi rezultati u dobroj meri podrzavaju nalaze drugih
istrazivackih grupa, koje su pokazale da se znacajno poboljSanje bihejvioralnih profila
moze posti¢i i sa neselektivnim ligandima, aktivnim na sva Cetiri podtipa GABAA

receptora osetljivih na benzodiazepine (Rabe i sar., 2007; Auta i sar., 2010).

Parcijalna aktivacija a1 GABAA receptora, koja nastaje kao posledica primene WYSS,
moze indukovati samo zanemarljive bihejvioralne promene u ponaSanju pacova.
Medutim, u kombinaciji sa diazepamom, WY S8 se pokazao kao izuzetna farmakoloska
alatka, jer je znacajno uticao na smanjenje sedacije, miSi¢ne relaksacije i
antikonvulzivne aktivnosti diazepama, dok je ataksija ostala nepromenjena, a
anksioliticki efekat vise doze diazepama (2 mg/kg) bio je razotkriven. Interesantno,
anksioliticka i miorelaksantna aktivnost, iako verovatno nedostizne bez pozitivne
modulacije az/az GABAA receptora, podlozne su promenama u oba pravca u zavisnosti
od nivoa modulacije a; GABAAa receptora. S druge strane, iako se Cini da se
antikonvulzivni, pa ¢ak i ataksi¢ni efekat, mogu posti¢i bez znacajne modulacije o4
GABAA receptora, snazna aktivacija ovih receptora verovatno je neophodna za punu
manifestaciju pomenutih efekata. Dodatno, pokazano je da memorijski deficiti u
vodenom lavirintu koje izaziva diazepam zavise, u najvecoj meri, od stepena aktivacije
a1z GABAA receptora. Imajuci u vidu odredene razlike u odnosu na rezultate studija na
transgenim miSevima (Rudolph i Knoflach, 2011), moze se zakljuciti da nalazi nasih
eksperimenata doprinose razjaSnjenju kompleksnih odnosa izmedu modulacije
pojedinih  podtipova GABAA receptora 1 razli¢itih bihejvioralnih  efekata

benzodiazepina.
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Na osnovu rezultata studija na miSevima sa tackastim mutacijama jedne od podjedinica
GABAA receptora odgovornih za dejstvo klasiénih benzodiazepina definisana je
strategija razvoja supstanci sa nizom aktivnos¢u na oy GABAA receptorima, ¢ime bi se
izbegli neki od ve¢ pomenutih nezeljenih efekata (Dawson i sar. 2005; Rudolph i
Knoflach, 2011). Medutim, ovaj koncept nije dobio pravu potvrdu u klini¢kim
uslovima, jer su ligandi, iako sa slabom aktivno$¢u na oz GABAA receptorima, i dalje
izazivali sedaciju kod pacijenata (Skolnick, 2012). Ovi neuspesi uticali su na smanjenje
pocetnog entuzijazma, traze¢i znacajno pojasnjenje ¢itavog koncepta u pretklinickim
ispitivanjima.

lako su eksperimenti na transgenim sojevima miSeva odredili ulogu genetski—
izmenjenog podtipa GABAAa receptora koji sadrzi odredenu o podjedinicu u
ispoljavanju bihejvioralnog efekta benzodiazepina u slucaju izostanka efekta
diazepama, ne moze se u potpunosti iskljuciti doprinos drugih o podjedinica. Dobar
primer jeste a3(H101R) soj miSeva kod kojih izostaje sedativni efekat diazepama
(Rudolph i sar., 1999), §to indirektno upuéuje da ar—, az— i a5 GABAAa receptori ne
ucestvuju u sedativnom efektu. Medutim, nikako se ne moze iskljuciti mogucnost da
jedan od ova tri podipa receptora ima sedativni, a drugi stimulativni efekat, pa se na taj
medusobno iskljucuju i konacno daju neutralan bihejvioralni odgovor (Rudolph i
Knoflach, 2011).

Nasi rezultati i prethodno navedeni zaklju¢ci mogli bi znacajno uticati na
»dogmu” o funkciji individualnih podtipova GABAA receptora, koja dominira nau¢nom
zajednicom ve¢ vise od 10 godina (Rudolph i Mohler, 2006). Primetno je da rezultati
farmakoloskih studija, koji ¢ine osnovu ove disertacije, oslikavaju realniju situaciju u
bioloskom sistemu, gde visSe od jednog podtipa GABAa receptora moduliSe isti
bihejvioralni parametar. S tim u vezi, predlazemo jednu oglednu hipotezu koja se bazira
na postojanju finog ekvilibrijuma izmedu o1— i as GABAA receptora s jedne, i ax— i a3
GABAA receptora s druge strane, u smislu uticaja pozitivne alosterne modulacije na
znacajne bihejvioralne parametre koji se mogu povezati, pre svega, sa sedacijom,
anksiolizom i/ili amnezijom, kao efektima sa najve¢im terapijskim potencijalom. Uticaj
pozitivne modulacije a; GABAA receptora na pojavu sedacije i amnezije na neki nacin
je koordinisan aktivacijom as GABAA, receptora, dok je za anksioliticki efekat presudna

aktivacija ap— i/ili a3 GABAAa receptora. Drugi par receptora, koji primarno nije
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ukljucen u posredovanje navedenog efekta, moze se suprotstaviti, maskirati ili na bilo

koji drugi na¢in suprimirajuce kontrolisati aktivnost para odgovornog za taj efekat.

Anksioselektivni anksiolitici se ve¢ dugi niz godina smatraju idealom, koji je poznati
istraziva¢ u ovoj oblasti Phil Skolnick (2012) nazvao Svetim gralom (eng. Holy Grail).
Brzo i efikasno uklanjanje simptoma anksioznosti bez ugrozavanja dnevnih aktivnosti,
kao §to su upravljanje vozilom i razli¢itim maSinama, minimiziranje uticaja na
koordinaciju i s tim u vezi mogucih padova i preloma, narocito kod starijih osoba,
smanjen potencijal za zloupotrebu, kao i izostanak sindroma obustave, predstavljaju
ozbiljne terapijske prednosti ne samo nad klasiénim benzodiazepinima, ve¢ i nad
drugim, alternativnim grupama lekova (Skolnick, 2012).

U naSim eksperimentalnim uslovima, supstance sa snizenom aktivno$¢u na
GABAA receptorima koji sadrze oy podjedinicu ispoljile su skroman anksioliti¢ki
potencijal, odnosno u slu¢aju SH-053-2’N slabo izrazeno razdvajanje sedativnog i
anksiolitickog efekta. Nedvosmisleno je pokazano da su za anksioliticki efekat
dominantno odgovorni a; GABAa receptori (Low 1 sar., 2000), Sto specificna
lokalizacija ovih receptora i potkrepljuje. Naime, iako ¢ine samo oko 15% svih GABAA
receptora osetljivih na benzodiazepine, a; GABAA receptori su eksprimirani uglavnom
u amigdali i pojedinim delovima korteksa i hipokampusa, sa narocito visokom gustinom
na inicijalnim segmentima neuronskih aksona, daju¢i im tako vaznu ulogu u modulaciji
prenosa akcionih potencijala (Nusser i sar., 1996; Fritschy i sar., 1998). Stoga,
regulacija aktivnosti amigdale, strukture c¢ija je uloga u kontroli straha i nivoa
anksioznosti jasno ustanovljena (Davis, 1992), kao i inhibicija kortikalnih i
hipokampalnih neurona, ¢ine se najvaznijim mehanizmima anksiolitickog efekta
benzodiazepina (Mdhler, 2008). Imajuéi u vidu da se prakti¢no sve ispitivane supstance
sa afinitetom za benzodiazepinsko mesto vezivanja publikovane do danas, ukljucujuéi i
supstance sintetisane u laboratoriji prof. Cook-a, ne odlikuju istaknutom selektivno$éu
u afinitetu i/ili efikasnosti na a, GABAA receptorima, postizanje selektivnog
anksiolitickog efekta, ¢ak i u animalnim modelima, potvrduje se kao kompleksniji
zadatak nego Sto se to prvobitno pretpostavljalo.

Eventualno poredenje pretklinickih profila selektivnih supstanci razvijenih u

laboratorijama farmaceutskih proizvodaca, od kojih je najaktivniji bio MSD (L-838417,
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TPA023, MRK-409 itd.), i onih sintetisanih u laboratoriji prof. Cook-a, znatno je
otezano razlikama u protokolima in vitro elektrofizioloskih eksperimenata. Naime,
najvec¢i broj farmaceutskih proizvodaca sprovodio je ove eksperimente pri koncentraciji
GABA-¢ koja dovodi do 10 ili 20% maksimalnog odgovora, dok laboratorija prof.
Sieghart-a koristi visestruko nize koncentracije (EC; GABA). Pri ovako niskoj
koncentraciji, merenja u okviru i izmedu dana su reproducibilnija, a efekti ispitivanih
supstanci (procenti potencijacije) izrazeniji nego pri visim koncentracijama, doprinoseci
tako preciznosti rezultata. Supstance koje deluju preko benzodiazepinskog mesta
vezivanja ne mogu znatnije pojacati kontrolnu struju pri EC1o i ECo0 GABA, veé samo
produZavaju njeno trajanje. Ovaj efekat antagonizuje brza desenzitizacija receptora,
koja se simultano odigrava i otezava pouzdanost merenja. Dakle, eventualne niske, ali
statisticki znacajne, potencijacije pojedinih podtipova GABAa receptora mogle su ostati
neprimecene, pa stoga biti tretirane kao neutralna alosterna modulacija, Sto rezultati
nepublikovanih istrazivanja i potvrduju (Sieghart i sar., licno saopstenje).

lako su nasa ispitivanja usmerena na bihejvioralne efekte novih supstanci, koji su
posredovani GABAA receptorima, ne moze se u potpunosti iskljuciti mogucnost da je
deo posmatranih efekata posredovan i nekim drugim receptorima. Ovo je ipak malo
verovatno, imaju¢i u vidu da su sve supstance sintetisane u laboratoriji prof. Cook-a
ispitane na brojnim ciljnim mestima lekova u sklopu PDSP inicijative (eng.
Psychoactive Drug Screening Program; http://pdsp.med.unc.edu). Takode, mozZe se
pretpostaviti da podjedinice koje formiraju jonski kanal eksprimiran na celijskim
linijama ne mogu u potpunosti reprodukovati sve karakteristike receptora na neuronima
(Birnir i Korpi, 2007), pa se stoga nativni GABAA receptori mogu ponasati nesto
drugacije nego receptori dobijeni rekombinantnom tehnologijom (pogledati Helms i
sar., 2012). Owvu hipotezu, nazalost, nije moguce ispitati, buduéi da za sada nedostaju
metodologije za jasnu i visoko specificnu elektrofizioloSku i farmakoloSku
karakterizaciju individualnih podtipova receptora in situ, koje bi nedvosmisleno
identifikovale i merile potencijale pojedina¢nih kanala u mozdanom tkivu (Sieghart,

licno saopstenje).

Pored razvoja anksioselektivnih anksiolitika, istrazivanja na polju modulacije GABA-

ergicke neurotransmisije usmerena su i ka potencijalnom le¢enju odredenih aspekata
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shizofrenije, depresije, hroni¢nog bola i kognitivnih oSte¢enja (Rudolph i Knoflach,
2011). S obzirom da je signalni put GABA-e kompromitovan kod pacijenata obolelih
od shizofrenije, o ¢emu svedo¢i znaCajno smanjenje ekspresije GAD67 i gubitak
parvalbumin—pozitivnih interneurona u prefrontalnom korteksu (Guidotti i sar., 2000),
postoji moguénost da bi pozitivna modulacija a,— i/ili a3 GABAA receptora dovela do
poboljsanja simptoma shizofrenije, a narocito onih koji se mogu povezati sa
kognitivnim propadanjem. S tim ciljem je ispitivan i TPA023 (MK-0777), koji je
pokazao odredeno poboljsanje kognitivnih funkcija (Lewis i sar., 2008), ali u
ponovljenoj studiji, sa ve¢im brojem pacijenata, ovaj povoljan efekat nije potvrden
(Buchanan i sar., 2011). Interesantno, SH-053-R—CHs-2’F, supstanca sa odredenom
funkcionalnom selektivnoséu za as GABAA, receptore, u jednom od animalnih modela
shizofrenije pokazala je efekte sli¢ne antipsihoticima (Gill i sar., 2011). Sto se tie
razvoja potencijalnih analgetika, viSe supstanci selektivnih za pojedine podtipove
GABAA receptora, kao Sto je SH-053-2"N (HZ-166), ispoljilo je antihiperalgezijsko
dejstvo u modelima inflamatornog i neuropatskog bola, bez znacajne sedacije i motorne
inkapacitacije, kao i razvoja tolerancije posle ponavljane primene (Knabl i sar., 2008, Di
Lio isar., 2011).

lako smo u poslednjoj deceniji svedoci veoma znacajnih otkrica i napretka u
neuronaukama, ukljucujuéi mapiranje neuronskih kola i neurohemijskih mehanizama,
kao i identifikaciju relevantnih genskih lokusa (Insel i sar., 2013), u prethodnih nekoliko
godina sve vec¢i broj farmaceutskih proizvodaca ne nalazi viSe svoj interes u polju
istrazivanja psihofarmaka (Miller, 2010; Nutt i Goodwin, 2011). Ovo potencijalno
predstavlja ozbiljnu prepreku jer sredstva ovih kompanija pomazu rad i akademskih
ustanova Sirom sveta, pa samim tim utiCu na interesovanje nau¢ne zajednice za
odredene istrazivacke probleme. Kako bi se realno sagledala perspektiva odredenog
leka—kandidata i smanjio rizik eventualnog neuspeha tokom ispitivanja u skupim
klini¢kim studijama, stice se utisak da je neophodno traziti adekvatnije terapijske mete,
razvijati animalne modele koji ¢e bolje predvideti efekte u humanoj populaciji, biti
apsolutno nepristrasan prilikom obrade i1 publikovanja rezultata, ali i podstaci

publikovanje neafirmativnih studija (Nutt i Goodwin, 2011; Skolnick, 2012, 2013).




DISKUSIJA

U zakljucku, na$i rezultati ukazuju na potrebu za primenom integrativnijeg pristupa,
koji ¢e najverovatnije indukovati ponovnu interpretaciju kontradiktornih podataka
razli¢itih istrazivackih grupa, ali Sto ¢e i1 olakSati potragu za novim ligandima
benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA, receptora. U tom smislu, uspostavljanje
snaznijih veza izmedu in vitro i in vivo podataka je od presudnog znacaja, kako bi se
jasnije definisali kriterijumi za proglaSavanje selektivnosti ili neselektivnosti liganada
benzodiazepinskog mesta vezivanja, Sto Cini jedan od preduslova za njihov terapijski
uspeh. Sto se ti¢e razvoja novih supstanci poZeljnih farmakolo3kih profila, kao 3to su
anksioselektivni anksiolitici, ¢ini se da je vaznije uspostaviti odgovaraju¢i balans
izmedu aktivacije pojedinih podtipova GABAA receptora, nego ciljano aktivirati samo

odredene populacije ovih receptora.




ZAKLJUCCI

6. ZAKLJUCCI

Na osnowvu ispitivanja bihejvioralnih efekata diazepama, SH-1-048A, WY S8, SH-053—
2’N, JY-XHe-053 i SH-053-R-CH3-2°F, kao i tumacenja njihovih in vitro
elektrofizioloskih profila, a u cilju utvrdivanja znacaja modulacije pojedinih podtipova

GABAA receptora u ispoljavanju ovih efekata, mogu se izvesti slede¢i zakljuccei:

1)  Koncentracije SH-1-048A i WYSS8, ¢iji se in vitro profili znatno razlikuju od svih
do sada publikovanih supstanci, u plazmi/serumu i homogenatu mozga bile su u
o¢ekivanim granicama i u direktnoj korelaciji sa primenjenim dozama, svedoce¢i o
jasnoj vezi izmedu postignutih koncentracija u mozgu pacova i identifikovanih
bihejvioralnih efekata.

2)  Rezultati eksperimenata sa supstancom bez selektivnosti u afinitetu za GABAAa
receptore osetljive na benzodiazepine (SH-1-048A), dokazali su da je moguce postici
selektivan uticaj na odredene bihejvioralne efekte, samo ako postoje Cak i relativno
male razlike u potencijaciji pojedinih podtipova GABAA receptora. Nalaz od posebnog
znacaja predstavlja izostanak bihejvioralne aktivnosti u vodenom lavirintu, koji
najverovatnije nastaje kao posledica kompleksnog odnosa izmedu efekata posredovanih
a1— i as GABAA, receptorima.

3) WYSS, parcijalnom aktivacijom a1 GABAAa receptora, moze indukovati samo
zanemarljive promene u ponasanju pacova. Medutim, u kombinaciji sa diazepamom,
WYSS je znacajno uticao na smanjenje sedacije, misi¢ne relaksacije i antikonvulzivne
aktivnosti diazepama, dok je ataksija ostala nepromenjena, anksioliticki efekat vise doze
diazepama (2 mg/kg) bio je razotkriven, a uticaj diazepama u vodenom lavirintu bio je
potenciran, isticuci jasnu razliku u odnosu na f—-CCt. U svetlu rezultata studija na
transgenim zivotinjama, nalaz da a; GABAAa receptori imaju regulatornu ulogu u
efektima, kao $to su miorelaksantni i antikonvulzivni, pa ¢ak i anksioliticki, a presudnu
u memorijskim deficitima u vodenom lavirintu, predstavlja znacajan doprinos u
razjaSnjenju povezanosti modulacije pojedinih podtipova GABAA receptora i razli¢itih
bihejvioralnih efekata benzodiazepina.

4) U naSim eksperimentalnim uslovima, supstance sa snizenom aktivno$¢u na oy

GABAA receptorima ispoljile su skroman anksioliti¢ki potencijal, a u slu¢aju SH-053-




ZAKLJUCCI

2’N bilo je nemogucée razdvojiti sedativni od anksiolitickog efekta. Supstanca sa
odredenom selektivnoséu u efikasnosti na as GABAA receptorima (SH-053-R-CH3-
2’F) bila je bez primetnog potencijala za ispoljavanje anksiolitickog efekta, ali je
dozno-zavisno ispoljila hipolokomotorni efekat, Sto je u skladu sa pretpostavljenom
ulogom ovih receptora u posredovanju sedativnog efekta. Ovi nalazi, inace u suprotnosti
sa pojedinim rezultatima dobijenim sa supstancama sli¢nih profila, pokazuju da
postizanje selektivnog anksiolitickog efekta, cak i u pretklinickim ispitivanjima,
predstavlja izuzetno tezak zadatak.

5) S obzirom da rezultati farmakoloskih studija, u poredenju sa studijama na genetski
modifikovanim zivotinjama, oslikavaju realniju situaciju u bioloSkom sistemu, gde vise
od jednog podtipa GABAA receptora moduliSe isti bihejvioralni parametar, predlazemo
jednu oglednu hipotezu koja se bazira na postojanju finog ekvilibrijuma izmedu os— i as
GABA receptora s jedne, i ax— i o3 GABAA, receptora s druge strane, u smislu uticaja
pozitivne alosterne modulacije na ispoljavanje znacajnih bihejvioralnih efekata.

6) U potrazi za supstancama optimizovanih farmakoloskih profila, sti¢e se utisak da
je odgovarajuéi balans izmedu aktivacije pojedinih podtipova GABA A receptora vazniji
od ciljane aktivacije samo odredenih populacija ovih receptora, kako je predlozeno

studijama na transgenim misevima.

ZNACAJ REZULTATA

Dobijeni rezultati su u mnogim aspektima proSirili nalaze studija na transgenim
Zivotinjama, podstiuci tako potrebu za sveobuhvatnijim pristupom, Kojim bi se uz
pomo¢ poznavanja dostupnosti ispitivanih supstanci u biofazi jasno korelisali njihovi in
vitro i in vivo profili, a rezultati studija na genetski modifikovanim Zivotinjama koristili
kao jedna od osnovnih, ali ne nuzno i odreduju¢ih informacija. Imajuéi u vidu
perspektive koje pruza modulacija GABA-ergicke transmisije posredovana GABAa
receptorima — od poznatih indikacija, kao Sto su nesanica i anksioznost, do
potencijalnih, kao Sto su shizofrenija i analgezija — dalje rasvetljavanje uloga pojedinih
podtipova GABAA receptora predstavija jedan od prioriteta moderne

psihofarmakologije.
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dobitnik je nagrade European College of Neuropsychopharmacology Travel Award.
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2007. godine bio je nac¢elnik Farmakoloske laboratorije, a od 2010. stru¢ni saradnik za
in vitro i in vivo ispitivanja u BioloSkoj laboratoriji — farmakologija. Tokom rada u
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novosintetisanih supstanci selektivnih za pojedine podtipove benzodiazepinskog mesta
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

[MoTnucaHun-a CphaH JokcumoBuh

Opoj nHpekca 18/06

UsjaBrbyjem
[a je JoKTOpCKa gucepTrauuja nog HacroBom

3Hauaj mogynauuje nojequHUX nogTunosa 6eH3oguasenuHCKOr Mecta BeauBarbsa

F'ABAA peuenTopa 3a McnorbaBame buxejsuopanHux edpekara 6eHzoguasenmHa

e pe3ynTtart CoNncTBeHOr UCTpaXXuBa4vkor paga,

e [a npeafiokeHa aucepTauuja y LienuHu HY Y fenosuma Huje buna npeparioxeHa
3a pgobuvjawbe 6uno koje aunnome npema CTYAMjCKUM Mporpamuma npyrux
BUCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a cy pesyntaTy KOPEKTHO HaBeaeHu u

e [a HMCaM KpLUMO ayTopcka rnpaBa U KOPUCTUMO MHTENEKTyariHy CBOjUHY ApYrux
niua.

lMornuc pgokropaHga

N 19 U2 AL

\
\

Y beorpagy,  06.09.2013.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 UCTOBETHOCTM LUTaAMMNAHEe U €JIEKTPOHCKEe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Wme n npesume ayTtopa CphaH JokcumoBuh

Bpoj nHpekca 18/06

Cryavjckv nporpamMm __ [IOKTOPCKe akageMcke cTyauje n3 doapmakonoruje

Hacrnos paga 3Havaj moaynauuje nojeguHux noatTunosa 6eH3o0auasenmHCKor
MecTa BesuBara [ AbA, peLientopa 3a ucnorbaBake buxejpuopanHux edekara
beH3oamnasenuHa

MeHTop _npod. ap Mupocnas Casuh

[Totnucanu CphaH JokcumoBuh

MsjaBrbyjem ga je witamnaHa Bepsuvja MoOr [OKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO]
Bep3uju Kojy cam npefao 3a objasrbuBatbe Ha noptany [iururanHor peno3mropujyma
YuuBep3auteta y beorpaay.

[o3sBorbaBam fa ce objaBe Moju nuuHM Mofaum BesaHW 3a fobujarse akagemckor
3Batba [JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe W npesvme, roguHa u Mecto pofjera 1 aatym
onbpaHe paga.

OBy nuyHu nopaum Mory ce o6jaBuTM Ha MpEeXHWM CcTpaHuuamMa aurutanHe
Bubnvoteke, y enekrpoHcKom kartanory u 'y nybnuvkauvjama YHuepsuteta y beorpany.

MoTnuc pokropaHga

"//ﬁ UL anf ,u(

Y Beorpagy, _06.09.2013.




Mpunor 3.

UsjaBa 0 kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBep3autetcky 6ubnuorteky ,Csetosap Mapkosuh® pga y [urutanyu
perno3utopujym YHuepauteta y beorpafy yHece Mojy [OKTOPCKY aucepTauujy noj
HacIioBOM:

3Hauaj mogynaumje rnojeqUuHUX noaTunosa 6eH3oaMa3enMHCKOr MecTa Be3uBatba

F'ABAA peuenTopa 3a ucnorbaBak-e buxejBuopanHux ecpekara 6eHzoguasenuHa

Koja je Moje ayTopcKo fiero.

[ucepTtauujy ca cBUM npurosuma npegao/fia cam y enekrpoHckoMm chopmarty roroHom
3a TpajHO apxvBUpaHse.

Mojy nokTopcKy auceprauujy noxpawseHy y OurutanHu penosutopujym YHuBepauteTa
y Beorpagy mory na kopucte cBu Koju noluTtyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nvueHue KpeatusHe 3ajegHuLie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogJyumo.

1. AytopcTBo
@ympcmo - HeKomepLmjanHo
3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjarnHo — AENUTA Mo UCTUM YCroBMMA
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopcTBO — OEnUTu No4 UCTUM YCrioBUMA

(Monumo fa 3aoKpyxXuTe camo jefHy of LUecT MNoHyfeHux nuueHuu, KpaTak onuc
nvueHum gar je Ha nonefuHu nucra).

lMornuc nokropaHaa
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Y Beorpagy, _ 06.09.2013.




1. AytopctBo - [losBorbaBate yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjy W jaBHO caonluTaBarbe
Aena, v npepaje, ako ce HaBeAe uMe ayTopa Ha HauvH ofpefeH of cTpaHe ayTopa
unu nasaolia nuueHLe, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja o CBUX
NLEHLN.

2. AyTopcTBO — HEkomepLmjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpUBYLMjy 1 jaBHO
caonwitasare fena, u npepane, ako ce HaBefe uMe aytopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa unu Aasaoua nuueHiue. OBa nuviueHua He [03BorbaBa KomepLujanHy
ynotpeby nena.

3. AyTopctBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakbe,
AUCTpubyuMjy 1 jaBHO caonwiTaBate fena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarba Wy
ynotpebe fena y cBOM [eny, ako ce HaBefe VMe aytopa Ha HauuH oapeReH of
CTpaHe aytopa unu fasaoua nuueHue. OBa nuueHlua He [03BoSbaBa KomepLujanHy
ynoTpeby fAena. Y ofHOCy Ha CBe ocTare JILieHLe, OBOM JIULIEHLIOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehu obum npasa kopuhewa aena.

4. AyTOpCTBO - HeKomepuujarHo — [enuTu Mo WUCTUM ycrioBuma. [lo3Borbasarte
yMHOXaBak-e, AUCTPUbYLIjy 1 jaBHO caoniwuTaBawe Aena, v fnpepaje, ako ce HaBefe
nme aytopa Ha Ha4duH ofpefeH of cTpaHe ayTopa WM Aasaola NULEHLE U ako ce
npepafja auctpubyupa noj WCTOM WM CNMYHOM nuueHuoM. OBa nuvueHua He
Ao3BorbaBa KoMmepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTBo — Ges npepage. [losBorbaBate yMHOXaBate, AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caoniuTaBate fiena, bes npomeHa, npeobnukoBama unv ynotpebe fena y csom aeny,
ako ce Hasefe MMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH of cTpaHe aytopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHLa fJo3Borbasa komepuujandy ynotpeby gena.

6. AytopcTBO - penutu rnop WUCTUM ycrnioBuma. [lo3BorbaBare YMHOXaBakh-e,
AVCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caoniiTaBake [iena, u rpepaje, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha
Ha4MH ofpefleH of cTpaHe ayTopa WnM [aBaolia fMWLEHLE U ako ce npepaga
Avctpubyupa nof WCTOM WM CAUMMHOM nuueHuom. OBa nuuUeHLUa [03Borbasa
komepumjanHy ynotpeby fgena v npepapa. CrnivuyHa je coTBEpPCKMM nuLEHLaMa,
O[JHOCHO JMLIEHL|amMa OTBOPEHOr Koza.



