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SKRAĆENICE I AKRONIMI  
 

GABA – γ-amino buterna kiselina 

CNS- centralni nervni sistem 

TBPS – t-butil-biciklofosforotionat 

MVL  – Morisov vodeni lavirint 

LTP  – dugotrajna potencijacija (eng. long term potentiation) 

SI – severoistok 

ANOVA  – analiza varijanse (eng. analysis of variance) 

DZP – diazepam 

SOL – rastvarač (eng. solvent) 

MDZ  – midazolam 

ZOL  – zolpidem 

NMDA  – N-metil D-aspartat 

SLA – sponatana lokomotorna aktivnost 

DMTP  – delayed matching to position (eng.) 

TSPO – translokator protein 



 

Uticaj supstanci selektivnih za pojedine podtipove benzodiazepinskog mesta 

vezivanja GABAA receptora na ponašanje pacova u Morisovom vodenom lavirintu 

 
Rezime 

 
Klasični benzodiazepini deluju kao neselektivni pozitivni modulatori GABAA receptora 

koji sadrže α1, α2, α3 i α5 podjedinicu, i u uslovima kliničke primene dovode do razvoja 

anterogradne amnezije. Nasuprot tome, negativna modulacija na nivou ovih receptora 

dovodi se u vezu sa poboljšanjem odreñenih tipova memorije kod ljudi i životinja. 

Uprkos brojnim istraživanjima, precizna uloga različitih podjedinica GABAA receptora 

u memorijskim efektima benzodiazepina nije u potpunosti rasvetljena. Tome doprinosi 

činjenica da uticaj diazepama u memorijskim testovima kod knock in i knock out miševa 

nije ispitan u potpunosti, ali i nedostatak selektivnih liganada i odgovarajućih 

farmakoloških istraživanja. 

Ekvivalent pamćenju kod ljudi jeste specifičan oblik promene ponašanja 

eksperimentalnih životinja koji se kroz brojne parametre može kvalitativno i 

kvantitativno opisivati. Morisov vodeni lavirint (MVL) je jedan od najčešće korišćenih 

laboratorijskih testova u bihejvioralnim neuronaukama uopšte, a primenjuje se za 

proučavanje neurobiologije i neurofarmakologije prostornog učenja i memorije kod 

oglednih pacova. U okviru ove disertacije, primenom Morisovog vodenog lavirinta 

ispitan je uticaj supstanci koje deluju preko benzodiazepinskog mesta vezivanja 

GABAA receptora na učenje i pamćenje kod pacova Wistar soja. Cilj je bio da se uz 

pomoć supstanci koje imaju različite kombinacije afiniteta i efikasnosti na ovim veznim 

mestima utvrdi relativni doprinos svake od podjedinica GABAA receptora u 

memorijskim efektima koji se zapažaju u korišćenom testu, kao i stadijum memorijskog 

procesa (akvizicija, konsolidacija ili pozivanje memorije) koji je podložan uticaju 

pozitivnih neselektivnih modulatora. 

U istraživanju je pokazano da neselektivni pozitivni modulatori (diazepam i 

midazolam) na dozno-zavisan način dovode do oštećenja učenja i pamćenja u MVL-u. S 

obzirom na doze koje su pokazale aktivnost, ne može se isključiti i doprinos nekih 

nekognitivnih efekata u ukupnoj inkapacitaciji životinja koja se vidi u MVL-u. Efekti 

benzodiazepina u MVL-u uglavnom su ograničeni na fazu akvizicije memorije, s time 

što je pokazano da midazolam može da dovede i do oštećenja pozivanja. Uticaj 



 

diazepama u MVL-u u potpunosti se može antagonizovati primenom α1-selektivnog 

neutralnog modulatora, βCCt-a. Zolpidem, kao α1-selektivni pozitivni modulator, 

takoñe dovodi do oštećenja u MVL-u, i njegovi efekti su slični efektima neselektivnih 

modulatora (diazepama i midazolama). Supstance koje imaju smanjenu aktivnost na α1-

podtipu GABAA receptora (JY-X-He-053, SH-053-2’N, SH-053-S-CH3-2’F i SH-053-

R-CH3-2’F) nisu ispoljile uticaj na ponašanje pacova u MVL-u. Efekti diazepama na 

učenje i pamćenje pacova u MVL-u mogu se u potpunosti antagonizovati i primenom 

α5-selektivnog neutralnog modulatora XLi093, što je u skladu sa rezultatima dobijenim i 

pri primeni diazepama i XLi093 na majmunima, u odgovarajućim memorijskim 

testovima. α5-selektivni pozitivni modulator, XLi356, doveo je do oštećenja pamćenja, 

što je prvi rezultat ovakve vrste i u pretkliničkim i kliničkim istraživanjima. PWZ-029, 

α5-selektivni negativni modulator koji je u prethodnim istraživanjima pokazao 

prokognitvna svojstva, nije doveo do poboljšanja učenja i pamćenja u različitim 

eksperimentalnim protokolima u MVL-u, dok je neselektivni negativni modulator 

DMCM doveo do oštećenja. 

Ukupno gledano, prikazani rezultati ukazuju da su za bihejvioralnu aktivnost 

benzodiazepinskih liganada u Morisovom vodenom lavirintu od ključnog značaja α1 i α5 

populacije GABAA receptora. Poreñenjem naših i rezultata drugih studija, može se 

zaključiti da promnezijski efekat inverznih agonista nije robustan nalaz, koji bi bio 

karakterističan za jednu supstancu ili grupu hemijski srodnih jedinjenja, kao što je to 

slučaj sa amnezijskim efektom benzodiazepina. Takoñe, ovi rezultati ukazuju i na 

moguća odstupanja izmeñu in vitro i in vivo profila, što je naročito izraženo kod tzv. 

„anksioselektivnih anksiolitika“ i „prokognitivnih lekova“. Stoga, neophodno je koristiti 

što veći broj animalnih modela, vrsta i eksperimentalnih protokola kako bi se povećala 

prediktivna vrednost pretkliničkih istraživanja novih lekova. 

 

Klju čne reči:  GABAА receptori, benzodiazepinsko mesto vezivanja, anterogradna 

amnezija, Morisov vodeni lavirint 
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The influence of ligands selective for distinct subtypes of the benzodiazepine 

binding site of GABAA receptors on rats’ behavior in the Morris water maze 

 
Abstract 

 
Classical benzodiazepines act as nonselective positive modulators at GABAA receptors 

containing α1, α2, α3 or α5 subunit, and in clinical practice cause anterograde amnesia. 

On the opposite, negative modulation at these receptor subtypes is linked to an 

improvement in certain types of memory, both in humans and animals. Despite 

numerous studies, precise role of different subtypes of GABAA receptors in memory 

effects of benzodiazepines are not fully elucidated. The possible reason could be the fact 

that memory effects of diazepam were not comprehensively tested in knock in and 

knock out mice, as well as the lack of subtype selective ligands and related 

pharmacological studies. 

An animal equivalent to human memory is a specific change in behavior that 

could be described and quantified using an array of motor parameters. Morris water 

maze (MWM) is one of the most frequently used laboratory tools in behavioral 

neuroscience. It is widely used for studying neurobiology and neuropharmacology of 

spatial learning and memory in laboratory rats. In the present study, we used the Morris 

water maze to examine the influence of ligands which act through the benzodiazepine 

binding site of GABAA receptors on learning and memory in Wistar rats. More 

specifically, we used ligands with different combinations of affinity and efficacy for this 

binding site, in order to investigate the relative contribution of distinct subtypes of 

GABAA receptors in memory effects in the Morris water maze. Furthermore, we 

investigated which of the three memory stages (acquisition, consolidation and retrieval) 

is sensitive to pharmacological effects of nonselective positive modulators. 

Our experiments showed that nonselective positive modulators (diazepam and 

midazolam) dose-dependently impaired learning and memory in MWM. With regard to 

the doses that were pharmacologically active, we could not have excluded the influence 

of some non-cognitive effects on general incapacitation that was seen in animals in 

MWM. Benzodiazepine effects in MWM are generally limited to memory acquisition, 

with the exception of midazolam impairing also memory retrieval. The effects of 

diazepam in MWM could be completely antagonized by an α1-selective neutral 



 

modulator, ßCCt. Zolpidem, an α1-selective positive modulator, also impaired 

performance in MWM, in a manner similar to non-selective modulators (diazepam and 

midazolam). Ligands with mild to partial agonistic efficacy at GABAA receptors 

containing the α1 subunit (JY-X-He-053, SH-053-2’N, SH-053-S-CH3-2’F i SH-053-R-

CH3-2’F) were devoid of any effects in MWM. The influence of diazepam on learning 

and memory in MWM could be also completely antagonized by an α5-selective neutral 

modulator, XLi093, which corroborates the results obtained in memory tests in 

monkeys using these two ligands. An α5-selective positive modulator, XLi356, impaired 

performance in MWM, which is the first result of its kind in both preclinical and 

clinical studies. PWZ-029, an α5-selective negative modulator, which in previous 

studies showed procognitive effects, did not improve learning and memory across 

different experimental protocols in MWM. Nonselective negative modulator, DMCM, 

impaired performance in MWM. 

The overall results indicate that behavioral activity of benzodiazepines in MWM 

is largely dependent on the modulation of α1- and α5GABAA receptor populations. 

When comparing our results with those obtained in other studies, it can be concluded 

that, unlike the amnesic action of benzodiazepines, the promnesic action of inverse 

agonists is not a robust finding that would be regarded as typical for one ligand or a 

group of congener compounds. These results also point towards discrepancies between 

in vitro and in vivo profiles, which is especially prominent in case of “anxioselective 

anxiolytics” and “procognitive drugs“. For these reasons, it would be advisable to use a 

variety of animal models, species and experimental protocols in order to improve 

predictive value of the preclinical studies of new drugs. 

 

Key words: GABAА receptors, benzodiazepine binding site, anterograde amnesia, 

Morris water maze 
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1. UVOD 
 

Kao primarni inhibitorni neurotransmiter centralnog nervnog sistema (CNS), zastupljen 

u visokim koncentracijama i u mozgu i u kičmenoj moždini, γ–aminobuterna kiselina 

(GABA) igra glavnu ulogu u modulaciji većine, ako ne i svih, njegovih funkcija. Lekovi 

koji utiču na GABA-ergičku aktivnost ispoljavaju širok spektar farmakoloških efekata, 

od anksiolitičkog, hipnotičkog, sedativnog i miorelaksantnog dejstva do 

antikonvulzivne aktivnosti, i primenjuju se u terapiji velikog broja neuroloških i 

psihijatrijskih oboljenja (Shader i Greenblatt, 1981; Stevens i Pollack, 2005). 

U CNS-u postoje dva tipa receptora za GABA-u, jonotropni GABAA i 

metabotropni GABAB receptori. Većinu svojih efekata GABA ispoljava preko GABAA 

receptora, ligand-zavisnih jonskih kanala, koji su po svojoj strukturi pentameri 

izgrañeni od podjedinica koje pripadaju različitim klasama. Do sada je identifikovano 

19 različitih podjedinica, grupisanih u osam klasa (α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ε, π, θ i ρ1-3), što 

teoretski, s obzirom na pentamernu strukturu receptora, daje mogućnost postojanja 

hiljada različitih podtipova GABAA receptora (Sieghart, 1995). Ipak, kako samo 

odreñene kombinacije podjedinica pokazuju odgovor na stimulaciju GABA-om, 

procenjuje se da je broj različitih podtipova GABAA receptora u CNS-u sisara 

verovatno manji od 100, a moguće je i da iznosi tek nekoliko desetina (Olsen i Sieghart, 

2009). 

Trenutno dostupne tehnike ne pružaju mogućnost nedvosmislenog odreñivanja 

sastava i strukture nativnih GABAA receptora, ali imunocitohemijske studije pokazuju 

da je većina GABAA receptora prisutnih u mozgu izgrañena od 2α, 2β i γ podjedinice 

(Olsen i Sieghart, 2009). Ispitivanje zastupljenosti različitih podtipova GABAA 

receptora, uz pomoć antitela specifičnih za odreñene podjedinice, pokazala su najveću 

rasprostranjenost receptora koji sadrže α1β2γ2 podjedinice, dok α2βγ2, α3βγ2, α4βγ2, 

α5βγ2, α6βγ2, α4βδ i α6βδ kombinacije podjedinica imaju relativno nižu zastupljenost 

(Sieghart i Sperk, 2002). Glavni faktor koji doprinosi heterogenosti GABAA receptora 

jeste postojanje šest različitih α podjedinica. Vrsta podjedinica koje ulaze u sastav 

GABAA receptora, njihov relativni raspored i stehiometrija, od ključnog su značaja za 

ispoljavanje farmakoloških efekata lekova i eksperimentalnih supstanci koje deluju 

preko ovih receptora (Olsen i Sieghart, 2008). 
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1.1. Benzodiazepinsko mesto vezivanja na GABAA receptoru 
 

Veliki broj supstanci različite hemijske strukture stupa u interakciju sa GABAA 

receptorima i aktivira, blokira ili moduliše njihovu aktivnost, ali ukupan broj vezivnih 

mesta na GABAA receptoru nije poznat. Za sada se, pored vezivnog mesta za GABA-u, 

koje se nalazi na meñupovršini α i β podjedinica (Slika 1), još samo dva posebna 

vezivna mesta na GABAA receptoru mogu direktno ispitivati vezivanjem odgovarajućih 

radioobeleženih liganada: benzodiazepinsko mesto vezivanja i t-butil-

biciklofosforotionat (TBPS)/pikrotoksinsko vezivno mesto (Sieghart, 1995). Interakcije 

svih ostalih supstanci sa GABAA receptorima za sada se mogu ispitivati jedino 

elektrofiziološki, a njihova potencijalna mesta vezivanja istražuju se uvoñenjem sternih 

smetnji (zamenom odgovarajućih aminokiselina) na transmembranski domen GABAA 

receptora (Sieghart i sar., 2012). 

Benzodiazepinsko mesto vezivanja na GABAA receptoru nalazi se na 

meñupovršini α i γ podjedinice (Slika 1), što ukazuje da izoforme ovih podjedinica 

igraju ključnu ulogu u ispoljavanju farmakoloških efekata benzodiazepina. Klasični 

benzodiazepini (poput diazepama i midazolama) dominantno se vezuju za receptore koji 

sadrže α1βγ2, α2βγ2, α3βγ2, ili α5βγ2 podjedinice, ne ispoljavaju aktivnost na α4βγ2 i α6βγ2 

receptorima i imaju smanjenu ili neznatnu aktivnost na receptorima koje sadrže γ1 ili γ3 

podjedinicu (Puia i sar., 1991; Sieghart, 1995; Hevers i Luddens, 1998). 

 

 
 

Slika 1. Šematski prikaz pentamerne 
strukture GABA A receptora sa 
hloridnim kanalom (Cl -) i vezivnim 
mestima za GABA-u i benzodiazepine 
(BZ) (Jacob i sar., 2008). 
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Pored benzodiazepina, veliki broj strukturno različitih klasa supstanci vezuje se 

za benzodiazepinsko mesto na GABAA receptorima (Sieghart, 1995; Teuber i sar., 

1999; Huang i sar., 2000; Korpi i sar., 2002; Atack, 2005). Ove supstance mogu samo 

da modulišu već pokrenutu GABA-ergičku aktivnost, povećavajući ili smanjujući 

frekvenciju otvaranja GABA-zavisnog hloridnog kanala, dok u odsustvu GABA-e, sami 

po sebi ne mogu da pokrenu protok hloridnih jona (Study i Barker, 1981; Macdonald i 

Olsen, 1994). Supstance poput klasičnih benzodiazepina, koje su pozitivni modulatori 

GABA-ergičke aktivnosti, alosterno povećavaju frekvenciju otvaranja hloridnih kanala i 

kolokvijalno se nazivaju „agonisti“. Supstance koje alosterno smanjuju GABA-zavisni 

protok hloridnih jona jesu negativni modulatori GABA-ergičke aktivnosti, a nazivaju se 

„inverzni agonisti’’. Sa farmakološkog aspekta, negativna modulacija GABAA receptora 

izaziva efekte suprotne pozitivnim modulatorima: anksioznost, prokonvulzivnu ili 

konvulzivnu aktivnost, poboljšanje pažnje, učenja i pamćenja. Treća klasa supstanci 

koje se vezuju za benzodiazepinsko mesto vezivanja stabilizuje konformaciono stanje 

koje direktno ne utiče na GABA-zavisni protok hloridnih jona. S obzirom na to da same 

po sebi ne ispoljavaju bihejvioralne efekte, ali mogu da spreče alosterne efekte 

„agonista“ i „inverznih agonista’’ na GABAA receptorima, ove supstance se nazivaju 

neutralni modulatori ili „antagonisti“ (Sieghart, 1995). 

Za neke od ovih supstanci opisana su, pored benzodiazepinskog, i dodatna mesta 

vezivanja na GABAA receptoru, za koja se u većini slučajeva vezuju niskim afinitetom, 

i njihov klinički značaj za sada nije utvrñen (Hauser i sar., 1997; Walters i sar., 2000; 

Hanchar i sar., 2006; Baur i sar., 2008; Sieghart i sar., 2012). 

 

1.2. Povezivanje strukture i funkcije GABAA receptora 
 

Otkriće da se farmakološki efekti benzodiazepina ostvaruju preko četiri različita podtipa 

GABAA receptora, koji uz to imaju i karakterističnu neuroanatomsku lokalizaciju 

(Pirker i sar., 2000), pokrenulo je pitanje uloge pojedinačnih podtipova receptora u 

farmakološkim efektima neselektivnih modulatora. Povezivanju strukture i funkcije 

različitih podtipova GABAA receptora u velikoj meri doprineli su eksperimenti na 

genetski modifikovanim miševima, kao i sinteza novih liganada sa selektivnim 
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afinitetom i/ili efikasnošću na različitim podtipovima GABAA receptora (pregled u 

Möhler, 2011). 

Genetski pristup podrazumevao je generisanje mutiranih knock in miševa, pri 

čemu je iskorišćena osobina benzodiazepina da se vezuju za α-podjedinice koje na 

odgovarajućoj poziciji imaju histidin (α1-H101, α2-H101, α3-H126 i α5-H105), a ne 

vezuju za α podjedinice koje sadrže arginin (α4-R99 i α6-R100). Kada je histidinski 

ostatak na α1, α2, α3 ili α5 podjedinici zamenjen argininom, nastali su rekombinantni 

receptori neosetljivi na diazepam (Wieland i sar., 1992; Benson i sar., 1998). Mutirani 

receptori su imali normalnu osetljivost na GABA-u, normalan nivo ekspresije i 

nepromenjenu regionalnu i celularnu distribuciju (sa izuzetkom α5(H105R) 

podjedinice). Sve četiri rekombinantne linije miševa podvrgnute su ispitivanjima pod 

uticajem diazepama i uporeñene sa kontrolnim, divljim tipom miševa, a izostanak 

pojedinih efekata tada je pripisan odgovarajućem podtipu receptora. Drugi vid genetske 

mutacije podrazumevao je ablaciju odgovarajućih podjedinica GABAA receptora (α1 i 

α5), i nastanak knock out miševa, kod kojih su, meñutim, zapažene značajne razvojne 

kompenzatorne promene u ekspresiji ostalih podtipova GABAA receptora i značajne 

promene fenotipa, što je u mnogome otežalo tumačenje kasnije dobijenih rezultata iz 

farmakoloških eksperimenata (Rudolph i Möhler, 2004). 

Receptori koji sadrže α1 podjedinicu čine dominantnu populaciju GABAA 

receptora (oko 60%), i široko su rasprostranjeni u skoro svim strukturama mozga 

(Pirker i sar., 2000). Pri primeni diazepama kod α1-mutiranih miševa pokazano je 

odsustvo sedacije (test spontane lokomotorne aktivnosti), izostanak anterogradne 

amnezije (test pasivnog izbegavanja), očuvanje motorne koordinacije (rotarod) i 

mišićnog tonusa (test horizontalne žice i test povlačenja lanca). Takoñe, zapaženo je da 

je za razliku od miševa divljeg tipa, α1-mutirani miševi pri primeni diazepama imaju 

samo parcijalnu zaštitu od toničnih konvulzivnih napada izazvanih pentilentetrazolom, 

kao i nepotpun hipnotički efekat (Rudolph i sar., 1999). 

Receptori koji sadrže α2 podjedinicu dominantno su eksprimirani u limbičkom 

sistemu, u regionima koji su uključeni u obradu emocionalnih stimulusa (amigdala i 

hipokampus), i čine oko 15-20% ukupne populacije GABAA receptora (Pirker i sar., 

2000). Pri primeni diazepama kod α2-mutiranih miševa zabeležen je izostanak 

anksiolitičkog dejstva u uzdignutom plus lavirintu i testu izbora izmeñu svetla i tame 
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(engl. light-dark choice test) (Löw i sar., 2000), kao i značajno odsustvo miorelaksacije 

u testu horizontalne žice (Crestani i sar., 2001). Sedacija i antikonvulzivna aktivnost 

bile su očuvane (Löw i sar., 2000). 

Receptori koji sadrže α3 podjedinicu učestvuju sa oko 10-15% u ukupnom broju 

GABAA receptora, a značajnija ekspresija nañena je na monoaminergičkim i 

serotonergičkim neuronima moždanog stabla i holinergičkim neuronima bazalnog 

prozencefalona (Pirker i sar., 2000). U uzdignutom plus lavirintu i testu izbora izmeñu 

svetlosti i tame, kod α3(H126R) miševa, diazepam je ispoljio anksiolitičku aktivnost, što 

ukazuje da ovaj podtip receptora nije od dominantnog značaja za ovaj efekat. Sedativno 

i antikovulzivno dejstvo diazepama takoñe je bilo nepromenjeno (Löw i sar., 2000), ali 

je zapaženo umereno smanjenje miorelaksacije, što ukazuje na ulogu ovih receptora u 

njenom ispoljavanju (Crestani i sar., 2001). 

GABAA receptori koji sadrže α5 podjedinicu čine samo 5% ukupne populacije 

GABAA receptora, sa pretežnom distribucijom u hipokampusu (Pirker i sar., 2000). Kod 

α5(H105R) miševa, diazepam je ispoljio sedativno, antikonvulzivno i anksiolitičko 

dejstvo, ali je zabeleženo smanjenje miorelaksacije u odnosu na efekat ispoljen kod 

divljih miševa. Dodatno, kod α5(H105R) miševa zabeležena je smanjena ekspresija 

mutiranih α5 podjedinica u hipokampalnim piramidalnim ćelijama za oko 30% (Crestani 

i sar., 2002). U testu uslovljavanja strahom, pri ponovljenom izlaganju uslovnom 

signalu, ovi miševi su pokazali veći procenat freezing-a u odnosu na divlje miševe, što 

je navelo na zaključak da ekstrasinaptički hipokampalni α5GABAA receptori imaju 

značajnu ulogu u vremenskom povezivanju dva signala u ovom testu (Crestani i sar., 

2002). Kod α5-knock out miševa zabeležena je značajno veća efikasnost nalaska 

platforme u Morisovom vodenom lavirintu (MVL), dok su u testu dvosmernog aktivnog 

izbegavanja mutirani miševi bili na nivou kontrolne grupe (Collinson i sar., 2002). 

Farmakološke studije su mahom potvrdile, a u nekim slučajevima i dopunile 

rezultate dobijene u genetskim studijama. Tako je u studiji na α3-knock in miševima 

zaključeno da ova podjedinica ne učestvuje u anksiolitičkom dejstvu diazepama, ali je 

primena α3-selektivnog inverznog agoniste dovela do povećanja anksioznosti kod 

pacova u uzdignutom plus lavirintu (Collins i sar., 2002). Supstance sa povećanim 

afinitetom i/ili efikasnošću za α2βγ2 i/ili α3βγ2 podtip GABAA receptora ispoljile su 

anksiolitičku aktivnost (Atack, 2005; Dias i sar., 2005), a za supstance relativno 
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selektivne za α1-podtip GABAA receptora potvrñeno je da ispoljavaju sedativna i 

antikonvulzivna dejstva (Sanger i sar., 1996; Zanin i sar., 2013). Meñutim, bilo je i 

neočekivanih nalaza. Na primer, Savić i sar. (2008b) su ukazali na moguću ulogu α5 

receptora u ispoljavanju sedativnog dejstva diazepama, dok su Lippa i sar. (2005) 

pokazali anksioselektivni profil liganda selektivnog za α1-podtip GABAA receptora. 

 

1.3. Uticaj supstanci selektivnih za benzodiazepinsko mesto vezivanja GABAA 

receptora na učenje i pamćenje 
 

Ubrzo nakon uvoñenja benzodiazepina u kliničku praksu, početkom 60-ih godina XX 

veka, anesteziolozi su opisali anterogradnu amneziju pri primeni ovih lekova u 

prehirurškoj ili predijagnostičkoj medikaciji (Brandt i Oakes, 1965; Haslett i Dundee, 

1968). U tim uslovima, anterogradna amnezija se može smatrati poželjnim sporednim 

dejstvom, ali je u svim ostalim indikacijama neželjeni efekat koji doprinosi značajnom 

smanjenju kvaliteta života pacijenata. Za veliki broj psihijatrijskih oboljenja, stalna ili 

povremena primena benzodiazepina predstavlja neizbežan dodatni korak u kontroli 

simptoma, a anterogradna amnezija ne samo da može otežati prateće psihološke 

intervencije (Curran, 1994), već i dovesti do pogoršanja postojećih kognitivnih 

disfunkcija povezanih sa primarnim oboljenjima (Deckersbach i sar., 2011). Memorijski 

efekti benzodiazepina kod ljudi nezavisni su od istovremeno ispoljene sedacije ili 

pospanosti, i u uslovima produžene primene, na njih se ne razvija tolerancija (Ghoneim 

i sar., 1981). Težina i dužina trajanja amnezije zavise od toga koji je benzodiazepin 

upotrebljen, od njegove doze i načina primene (Ghoneim i sar., 1984; Curran, 1991). 

Memorija se može klasifikovati prema više kriterijuma, prema dužini 

(dugotrajna i kratkotrajna memorija), sadržaju (deklarativna i proceduralna) ili 

stadijumima formiranja (sticanje, konsolidacija, pozivanje) (Beracochea, 2006). Lister 

(1985) je pokazao da je na uticaj benzodiazepina osetljivija dugotrajna memorija. U 

kontekstu podele memorije na deklarativnu (eksplicitnu) i nedeklarativnu (implicitnu), 

gde prva podrazumeva mogućnost svesnog pozivanja činjenica, znanja i doživljenih 

dogañaja, a druga automatsko izvoñenje prethodno savladanih motornih i kognitivnih 

veština (Squire i Zola, 1996), benzodiazepini dokazano oštećuju deklarativnu, i to 

prevashodno epizodičnu memoriju, dok na semantičku i nedeklarativnu memoriju 
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nemaju znatnijeg uticaja (Beracochea, 2006). Veoma čest zaključak kliničkih studija je i 

da benzodiazepini ne utiču značajno na pozivanje memorije (Ghoneim i Mewaldt, 1975; 

Lister, 1985). Ipak, u jednoj studiji kod mladih zdravih dobrovoljaca zabeleženo je 

oštećenje pozivanja memorije (Block i Berchou, 1984), a u više drugih studija i 

facilitacija (Hinrichs i sar., 1984; File i sar., 1999; Fillmore i sar., 2001). Hipoteza 

prema kojoj bi ovaj fenomen facilitacije bio izazvan smanjenom interferencijom 

činjenica prezentovanih nakon primene leka (Hinrichs i sar., 1984), odbačena je sa 

studijom u kojoj je lorazepam poboljšao proces pozivanja dogañaja koji su se zbili pre 

primene benzodiazepina, i to u odsustvu amnezije za dogañaje nakon primene (File i 

sar., 1999). 

I u studijama na životinjama, za benzodiazepine je uglavnom pokazano da 

oštećuju akviziciju u testovima učenja i pamćenja (pregled u Beracochea, 2006), a da, 

izuzetno retko, primena benzodiazepina neposredno nakon faze akvizicije može da 

ošteti pozivanje memorije u testu kao što je pasivno izbegavanje (Jensen i sar., 1979). 

Kada su u pitanju retrogradni amnezijski efekti, rezultati većine pretkliničkih studija 

isključuju uticaj benzodiazepina na pozivanje u različitim testovima učenja i pamćenja 

(Venault i sar., 1986; McNamara i Skelton, 1991). U testovima koji po svojoj prirodi 

uključuju i značajnu emocionalnu komponentu, nekoliko studija ukazuje na inhibitorni 

(Cole i Michaleski, 1984; Cole, 1986), ali i facilitatorni (Savić i sar., 2003; Obradović i 

sar., 2004) uticaj benzodiazepina na pozivanje memorije. Prema Yerkes-Dodson-ovoj 

hipotezi (1908), odnos izmeñu pobuñenosti i/ili anksioznosti je takav, da zavisno od 

težine zadatka, umereni nivo anksioznosti može olakšati izvoñenje memorijskog testa 

(Eysenck, 1985). Retrogradna oštećenja nañena su i u testovima prostorne memorije, ali 

uglavnom u eksperimentalnim procedurama u kojima su benzodiazepini primenjivani 

neposredno nakon faze akvizicije (Chrobak i Napier, 1992; Stackman i Walsh, 1992). U 

tom smislu, retrogradni uticaji proističu primarno iz oštećenja procesa konsolidacije, 

odnosno nesposobnosti da se skladište novi dogañaji tokom odreñenog vremenskog 

prozora dejstva supstance, upućujući na taj način ipak na anterogradne, pre nego na 

retrogradne, memorijske deficite. 

Nasuprot amnezijskom dejstvu pozitivnih modulatora, istraživanja sprovedena 

tokom osamdesetih godina XX veka otkrila su da negativna modulacija na tzv. 

„benzodiazepinskim receptorima“ dovodi od poboljšanja odreñenih tipova memorije 
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kod životinja (Venault i sar., 1986; Jensen i sar., 1987) i ljudi (Duka i sar., 1988). 

Meñutim, primena prvih, neselektivnih inverznih agonista bila je praćena pojavom 

prokonvulzivnih/konvulzivnih i anksiogenih efekata (Dorow i sar., 1983; Petersen, 

1983), pa je koncept daljeg razvoja prokognitivnih lekova bio privremeno napušten. 

 

1.3.1. Uticaj supstanci selektivnih za α1-podtip GABA A receptora 
 

Ligandi selektivni za α1-podtip GABAA receptora mogli bi da izazivaju manje 

kognitivnih oštećenja od klasičnih (neselektivnih) benzodiazepina, s obzirom da 

pokazuju manji afinitet prema α5-podtipu GABAA receptora, koji su dominantno 

eksprimirani u hipokampusu, strukturi mozga koja je od ključnog značaja za učenje i 

pamćenje (Moreslli, 1990; Izqueirdo i Medina, 1997). 

Zolpidem je prototip α1 selektivnog pozitivnog modulatora, i prvi selektivni 

ligand u kliničkoj primeni, koji se karakteriše oko 5-14 puta većim afinitetom za α1- u 

odnosu na α2- i α3-podtip GABAA receptora, kao i veoma niskim afinitetom za 

α5GABAA receptore (Benavides i sar., 1988; Biggio i sar., 1989). Iz kliničkih studija se 

može zaključiti da zolpidem oštećuje memoriju u manjoj ili jednakoj meri kao 

neselektivni benzodiazepini (pregled u Holm i Goa, 2000). U pretkliničkim 

ispitivanjima je pokazano da zolpidem otežava učenje u različitim testovima, u testu 

uslovljavanja strahom (Huang i sar., 2010), aktivnom izbegavanju (Savić i sar. 2005a), 

pasivnom izbegavanju (Tang i sar., 1995; Edgar i sar., 1997; Savić i sar., 2005b), 

radijalnom lavirintu (Herzog i sar., 2000) i uzdignutom plus lavirintu (Zanin i sar., 

2013). Zaleplon je drugi α1GABAA selektivni agonist iz grupe tzv. z-hipnotika, koji u 

odnosu na zolpidem ima dva puta manji afinitet za α1GABAA receptore, a za razliku od 

zolpidema pokazuje odreñeni afinitet za α5GABAA receptore (Sanna i sar., 2002). U 

kliničkim studijama su prijavljivani i izostanak memorijskih efekata i oštećenje 

memorije, zabeleženo uglavnom pri primeni doza dvostruko većih od uobičajenih 

(pregled u Dooley i Plosker, 2000). U testu pasivnog izbegavanja kod pacova, zaleplon 

je izazvao skraćenje latencije u odnosu na kontrolnu grupu, ali su ovi efekti bili izraženi 

tek pri dozama koje su više od 11 puta veće od srednje efektivne doze za sedaciju (Beer 

i sar., 1997). Sličan nalaz je dobijen i u Morisovom vodenom lavirintu, gde je zaleplon 

tek pri visokoj dozi oštetio akviziciju (Noguchi i sar., 2002). 
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Eksperimentalne supstance koje deluju kao pozitivni modulatori i ispoljavaju 

selektivni afinitet i/ili efikasnost na α1-podtipu GABAA receptora nisu ekstenzivno 

ispitivane u memorijskim testovima. McNamara i Skelton (1991) su pokazali da α1-

selektivni ligand CL 218,872 oštećuje memoriju u Morisovom vodenom lavirintu poput 

diazepama. Supstance ocinaplon i DOV51892 (α1-selektivni „super agonista“), nisu 

ispitivane u memorijskim testovima (Atack, 2010). ßCCt, neutralni modulator na 

GABAA receptorima, koji ima najveću selektivnost vezivanja od svih dostupnih α1-

selektivnih liganada (June i sar., 2003), nije uspeo da antagonizuje inhibitorne efekte 

hlordiazepoksida na sticanje memorije u dva različita testa, testu pasivnog izbegavanja i 

radijalnom lavirintu kod miševa (Belzung i sar., 2000). Sličan rezultat dobijen je na 

pacovima, u testu pasivnog izbegavanja, gde ßCCt nije uspeo da antagonizuje efekte 

midazolama (Savić i sar., 2005b). 

 

1.3.2. Supstance selektivne za α2/3GABAA receptore 
 

O kognitivnim efektima supstanci koje se karakterišu selektivnim 

afinitetom/efikasnošću na α2- i α3-podtipu GABAA receptora, i u pretkliničkim uslovima 

ispoljavaju anksiolitičko dejstvo, mogu se naći samo sporadični izveštaji. Naime, iako 

su supstance poput L-838417, TP023 (MK-0777), TPA023B i MRK-409 (MK-0343) i 

SL65.1498 i kod glodara i kod primata iscrpno testirane na prisustvo sedacije, ataksije i 

miorelaksantnog dejstva, a neke od njih prošle i u klinička ispitivanja, one u 

pretkliničkoj fazi nisu rutinski ispitivane i u memorijskim testovima (McKernan i sar., 

2000; Griebel i sar., 2001; Atack i sar., 2006a; Rowlett i sar., 2005; Atack i sar., 2011a; 

Atack 2011b). Jedina publikovana studija koja je ispitivala memorijske efekte L-838417 

na pacovima, pokazala je oštećenje u MVL-u i testu kontekstualnog uslovljavanja 

strahom, koje je bilo uporedivo sa efektima diazepama (Hoffman i sar., 2012). Za 

TPA023, TP023B i SL65.1498 pokazano je da u kliničkim uslovima, na zdravim 

dobrovoljcima, ne dovode do kognitivnih oštećenja, a izvesni memorijski efekti, 

značajno slabiji od onih izazvanih neselektivnim lekovima, zapaženi su pri primeni 

MRK-409 (de Haas i sar., 2008, 2009; Atack i sar., 2011b). 

Činjenica je da, za razliku od liganada koji se karakterišu 10–20 puta većom 

selektivnošću za α1- (CL 218,872 i zolpidem) ili oko 50 puta većom selektivnošću za 
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α5-podtip GABAA receptora (L-655708, RY-80), do sada nisu opisane supstance sličnog 

afiniteta za α2 i/ili α3 receptore (Dawson i sar., 2005). Ako se pri tom ima u vidu da 

memorijski testovi na α2- i α3- knock in miševima nisu sprovedeni (Low i sar., 2000), 

stiče se utisak da uloga ovih podtipova GABAA receptora u kontekstu oštećenja 

memorije nije dovoljno poznata. GABAA receptori koji sadrže α2 i α3 podjedinicu 

najčešće se pominju u kontekstu povezanosti anksioznosti i pamćenja, dva procesa za 

koja se može reći da se integrišu u zajedničkim strukturama (amigdala, hipokampus, 

kora velikog mozga) (Millan, 2003). Postoji tendencija da se emocionalno pobuñujuća 

iskustva lakše pamte (McGauh, 2002; Yates, 2013), pa je tako i u eksperimentima na 

životinjama zapaženo da je za izvoñenje odreñenih memorijskih testova, poput pasivnog 

izbegavanja, neophodan izvestan, „optimalan“ nivo anksioznosti (uporediti u Ribeiro i 

sar., 1999). U tom kontekstu, suzbijanje anksioznosti, koje se očekuje pri primeni 

neselektivnih pozitivnih modulatora (npr. midazolama), moglo bi da ošteti usvajanje 

informacija i izvoñenje odgovarajućih testova (Savić i sar., 2005b). 

 

1.3.3. Supstance selektivne za α5GABAA receptore 
 

Za savremena farmakološka istraživanja i dizajn novih lekova, α5 podjedinica GABAA 

receptora interesantna je pre svega sa aspekta razvoja novih prokognitivnih lekova. 

Naime, rezultati studija sa genetski modifikovanim miševima pokazali su da smanjena 

ekspresija α5 podjedinice deluje facilitatorno na izvoñenje nekih memorijskih testova, 

pa je tokom narednih godina sintetisan veći broj inverznih agonista sa selektivnim 

afinitetom ili efikasnošću na α5GABAA receptorima (Liu i sar., 1996; Quirk i sar., 1996; 

Sternfeld i sar., 2004; Savić i sar., 2008a). 

U pretkliničkim studijama, za većinu ovih supstanci dobijeni su afirmativni 

rezultati, pri čemu, za razliku od neselektivnih inverznih agonista, nije zabeležen 

prokonvulzivni efekat. L-655,708, parcijalni inverzni agonista na sva četiri podtipa 

GABAA receptora, sa većom funkcionalnom selektivnošću na α5GABAA receptorima, 

poboljšao je učenje pacova u Morisovom vodenom lavirintu (Atack i sar., 2006b). α5IA-

II je supstanca sličnog profila, koja je u dva eksperimenta, u protokolu radne memorije 

u MVL-u, takoñe pokazala promnestičku aktivnost, kao i selektivni uticaj na fazu 

akvizicije i pozivanja memorije (Collinson i sar., 2006; Dawson i sar., 2006). 



Uvod 

 11 

RO4938581 je inverzni agonista sa selektivnim afinitetom i efikasnošću na α5GABAA 

receptorima, koji je uspešno antagonizovao oštećujuće efekte skopolamina i diazepama 

na učenje pacova u MVL-u. RO4938581 je takoñe poboljšao pamćenje u testu 

prepoznavanja objekta kod majmuna (Ballard i sar., 2009). U kliničkim ispitivanjima, 

kod zdravih dobrovoljaca, prethodna primena α5 selektivnog inverznog agoniste 

značajno je smanjila amnezijski efekat izazvan unosom alkohola, potvrñujući validnost 

koncepta o značaju α5GABAA receptora u memorijskim procesima zavisnim od 

hipokampusa (Nutt i sar., 2007). 

Meñutim, može se reći da precizna uloga α5 podjedinice u memorijskim 

efektima benzodiazepina nije u potpunosti rasvetljena. Tome doprinosi činjenica da 

uticaj diazepama u memorijskim testovima kod knock in i knock out miševa nije ispitan, 

kao i nedostatak α5–selektivnih pozitivnih modulatora i odgovarajućih farmakoloških 

istraživanja. Za sada je pokazano da povećana aktivnost na α5-podtipu GABAA 

receptora može da dovede do oštećenja učenja i pamćenja, što je utvrñeno kod 

supstance NS-11394, u MVL-u i u testu kontekstualnog uslovljavanja strahom kod 

pacova (Mirza i sar., 2008; Hofmann i sar., 2012). Meñutim, sve veći broj dokaza iz 

prekliničkih i kliničkih istraživanja upućuje da bi pozitivni modulatori, selektivni za α5-

podtip GABAA receptora, mogli imati primenu u poboljšanju kognitivnih disfunkcija 

povezanih sa starenjem (Koh i sar., 2013). 

 

1.4.  Ispitivanje uticaja lekova na učenje i pamćenje kod oglednih životinja 
 

Učenje se najprostije može definisati kao proces usvajanja novih informacija, a 

pamćenje kao sposobnost očuvanja i pozivanja naučenog. U rasvetljavanju fizioloških 

procesa koji su u osnovi sticanja, skladištenja i pozivanja memorije, kao i uslova pod 

kojim dolazi do njihovog oštećenja, ključnu ulogu imaju laboratorijske životinje i 

životinjski modeli kao surogati kognitivnih poremećaja kod ljudi (Floresco i sar., 2005). 

U eksperimentima sa laboratorijskim životinjama, o naučenom se zaključuje 

posredno, na osnovu vidljivih bihejvioralnih promena, vodeći računa o eventualnom 

uticaju farmakološke ili neke druge intervencije na senzorne, motorne ili motivacione 

procese, koji bi mogli ometati pokazivanje naučenog (Cahill i McGaugh 1998; 

McGaugh i Izquierdo, 2000). Pamćenje se ne dešava u „vakuumu“ i ne postoji trenutno 
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ni jedna supstanca koja bi uticala samo na pamćenje. Mnoge od njih u izvesnoj meri 

utiču na pažnju, nivo pobuñenosti ili izvršne funkcije, tako da promene u izvoñenju 

„memorijskog testa“ mogu istovremeno odražavati promenu u bilo kojoj od ovih 

funkcija (Curran i Mintzer, 2006). Ovo podrazumeva pažljivo dizajniranje 

eksperimenta, kao i analizu memorijskih i ne-memorijskih komponenti u procesu 

izvoñenja nekog zadatka. U tom koraku od ključnog je značaja izbor odgovarajućeg 

memorijskog testa (ili više njih), čiji bi se rezultati, uzevši u obzir razlike u 

kompleksnosti kognitivnih procesa kod glodara i ljudi, mogli sa odreñenom 

pouzdanošću ekstrapolirati i na uslove kliničke primene (Lynch, 2011). 

Uzimajući u obzir činjenicu da je uglavnom eksplicitna memorija podložna 

oštećenju (Warrington i Weiskrantz, 1974), i da ona podrazumeva mogućnost svesnog 

pozivanja sadržaja (što se u kliničkim uslovima pokazuje uglavnom verbalno), postavlja 

se pitanje koliko se zapravo ova vrsta memorije može pratiti kod neke životinjske vrste 

(Morris, 2001; Squire, 2004). Meñutim, ukoliko se poñe od originalne Tulving–ove 

(1972) definicije da epizodična memorija (kao podvrsta eksplicitne memorije) 

podrazumeva informacije o tome „šta, gde i kada“ se desilo, onda se simultano 

pozivanje i integracija informacija o jednom dogañaju, uz pomoć ove tri odrednice, 

može bihejvioralno demonstrirati i kod životinja, bez upotrebe jezika (Clayton i sar., 

2001). Testovi koji se danas koriste za izučavanje učenja i pamćenja kod laboratorijskih 

životinja mogu se prema tome okvirno grupisati u dve osnovne kategorije, u zavisnosti 

od toga da li se njima ispituje deklarativna ili proceduralna memorija. U testove koji su 

specifični za deklarativnu memoriju spadaju različite varijante lavirinata (Morisov, 

Barnsov i T - lavirint), test prepoznavanja novog objekta, kontekstualno uslovljavanje 

strahom i dr., dok se za praćenje proceduralne memorije najčešće biraju klasično i 

operantno uslovljavanje, test preneraženja ili neki od testova za procenu motornih 

veština (rotarod) (Squire and Zola, 1996; Paul i sar., 2009). U radovima se često sreće i 

klasifikacija testova prema regionu mozga koji dominantno reguliše učenje i/ili 

izvoñenje bihejvioralnog zadatka. Tako se na primer Morisov, Barnsov i radijalni 

lavirint smatraju hipokampus-zavisnim testovima (Paul i sar., 2009), testovi bazirani na 

prepoznavanju novog objekta u velikoj su meri zavisni od integriteta peririnalnog 

korteksa (Buffalo i sar., 1998), dok je amigdala ključna struktura za testove 

uslovljavanja strahom (Phelps i LeDoux, 2005). 
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Memorijski test predstavlja bihejvioralnu proceduru kojoj je životinja 

ponovljeno izložena (najčešće dva, ali i više puta). Prvo izlaganje je učenje (akvizicija), 

a u nekoj narednoj sesiji, testira se pozivanje naučenog. S obzirom da se farmakološki 

tretmani mogu primeniti i eliminisati iz organizma za relativno kratko vreme, oni su 

pogodno eksperimentalno oruñe za izučavanje različitih stadijuma memorije: akvizicije, 

konsolidacije i pozivanja. U navedenim situacijama, tretmani bi se primenjivali, redom: 

kratko pre sesije učenja, neposredno nakon sesije učenja ili pre sesije pozivanja. Ipak, 

eksperimentalno izolovanje različitih stadijuma memorije može biti veoma teško, jer 

eksperimentalne tehnike mogu da obuhvate ili da utiču na dva ili više stadijuma, 

zavisno od eksperimentalne procedure i vremena primene tretmana (Abel i Lattal, 

2001). 

 

1.4.1. Koncept farmakološkog poboljšanja memorije kod zdravih životinja 
 

Jedno od glavnih pitanja koje se pokreće prilikom ispitivanja potencijalnih 

prokognitivnih efekata, jeste kako ovi lekovi mogu uticati na kogniciju zdravih 

subjekata, a kako kod onih sa prirodnim ili eksperimentalno izazvanim oštećenjem 

kognitivnih funkcija (Floresco i sar., 2005). Brojni su primeri gde je primena različitih 

supstanci poboljšala odreñene tipove memorije kod normalnih životinja. S druge strane, 

postoje i primeri kada su prokognitivni efekti nekih lekova uočeni samo kod životinja 

koje imaju loše bazalne performanse ili eksperimentalno indukovane deficite, dok kod 

zdravih životinja nije zapažen nikakav merljiv bihejvioralni efekt. Na primer, neki 

antipsihotici (sulpirid, klozapin), ublažavaju oštećenja pažnje ili memorije koja nastaju 

nakon remećenja prefrontalnih kortikalnih funkcija, ali isti ovi lekovi oštećuju memoriju 

kada se primene zdravim subjektima (pregled u Floresco i Jentsch, 2011). Drugi 

klasičan primer dolazi iz studija sa lekovima koji potenciraju mezokortikalnu 

dopaminergičku transmisiju. Stimulacija D1 receptora može imati bifazne efekte na 

funkcije poput radne memorije, poboljšavajući izvoñenje kod životinja kod kojih je 

bazalna performansa loša, ali oštećujući ponašanje kada je bazalna performansa dobra 

(Granon i sar, 2000; Chudasama i Robbins, 2004). U tom smislu, ispitivanje 

prokognitivnih lekova na zdravim životinjama može biti koristan početni skrining, a 

izostanak efekta nužno ne znači da se oni neće ispoljiti ni kod poremećenih sistema. 
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U prilog upotrebi normalnih subjekata u procesu otkrivanja prokognitivnih 

lekova ide i činjenica da patofiziologija, koja bi bila od značaja za pravljenje animalnog 

modela bolesti, često nije dovoljno poznata, a i kada jeste, obično je teško postići 

zadovoljavajući stepen analogije u animalnom modelu. Dodatni razlog je i to što u in 

vivo eksperimentima „normalno“ nije isto što i optimalno, u tom smislu što prirodna 

varijabilnost u funkcionisanju mozga kod normalnih životinja obično predstavlja 

kontinuum od visokih do niskih sposobnosti, a „bolest“ se može smatrati najnižom 

tačkom ovog kontinuuma. Konačno, normalne životinje obično ispoljavaju 

karakteristične odgovore kvalitativno identične onima koje bi ispoljile životinje sa 

odreñenim oboljenjem (Floresco i Jentsch, 2011). 

Korišćenje normalnih životinja u ispitivanju lekova namenjenih lečenju 

subjekata sa kognitivnim oštećenjem ima i odreñene nedostatke. Dešava se da 

detektovanje mogućeg poboljšanja bude otežano usled pojave tzv. „efekta plafona“ 

(eng. ceiling effect), koji je povezan sa malom interindividualnom varijabilnošću 

srednje vrednosti i standardne devijacije praćenog parametra u izabranoj grupi zdravih 

životinja Dodatno, patofiziološki procesi inherentni mentalnim oboljenjima mogu 

značajno umanjiti sposobnost životinje da ispolji farmakološko poboljšanje koje je 

inače vidljivo kod normalnih subjekata (Floresco i Jentsch, 2011). 

 

1.5. Morisov vodeni lavirint 
 

Morisov vodeni lavirint je jedan od najčešće korišćenih laboratorijskih testova u 

bihejvioralnim neuronaukama, a primenjuje se za proučavanje neurobiologije i 

neurofarmakologije prostornog učenja i pamćenja kod oglednih pacova i miševa. 

Prostorna memorija se definiše kao sposobnost učenja orijentacije u novoj sredini 

(Craver i Darden, 2001). Od svog uvoñenja 1984. godine (Morris, 1984) pa do danas, 

preko 60,000 radova koristi ili citira primenu MVL-a, i danas skoro da ne postoji 

psihoaktivna supstanca koja nije u njemu testirana. 

MVL nije lavirint u uobičajenom smislu – osnovnu aparaturu čine kružni bazen 

prečnika 1,5-2 m, napunjen vodom sobne temperature, i platforma koja sa nalazi u 

jednom delu (kvadrantu) bazena, potopljena oko 1,5 cm ispod površine vode (Slika 2). 

Tokom niza pokušaja (treninga) životinje uče da se nakon spuštanja u bazen što brže i 
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efikasnije orijentišu i nañu put do platforme koja je ujedno i izlaz iz njima neuobičajene 

vodene sredine. Skraćenje vremena i dužine puta do nalaska platforme (latencije) tokom 

treninga ukazuje na uspešno savladavanje zadatka. Preporuke su da se koristi 4-6 

plivanja dnevno, tokom 5-10 dana, ili dok latencija nalaska platforme ne dostigne 

asimptotski nivo (Paul i sar., 2009). Vremenom, kako je rasla popularnost i primena 

MVL-a, razvijen je i veći broj metodoloških varijacija, od kojih su neke i proširile 

oblast njegove primene (Vorhees i Williams, 2006). 

 

 

 
Slika 2. Originalna skica vodenog lavirinta i prateće opreme koju je predložio 
Morris (1984). 
 

U osnovnoj verziji protokola, „prostornom učenju“ (eng. spatial acquisition), 

platforma je fiksirana tokom celokupnog treninga u jednom kvadrantu bazena (1/4 

bazena), a pacovi se puštaju u vodu sa različitih, unapred utvrñenih pozicija, čiji se 

redosled svakodnevno menja. Nakon završenog treninga, obično 24 h nakon poslednjeg 

plivanja, platforma se uklanja i izvodi test pozivanja memorije u kojem se procenjuje 

referentna memorija – sklonost pacova da se kreću ka mestu i oko mesta gde se 

prethodno nalazila platforma (Morris, 1984). U protokolu „reverznog prostornog 

učenja“ (eng. spatial reversal), nakon završetka klasičnog treninga, platforma se 

premešta u naspramni kvadrant i pacovi treniraju još nekoliko dana. Ovim protokolom 

se otkriva koliko brzo životinja, koja je naučila lokaciju platforme, napušta svoju 
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prvobitnu strategiju plivanja i usmerava pretragu ka novom kvadrantu bazena. Jedan od 

često korišćenih protokola, naročito pri ispitivanju potencijalnih prokognitivnih lekova, 

jeste „prostorna radna memorija“ (eng. spatial working memory). U ovom protokolu 

pozicija platforme se menja svakoga dana, a životinja uči da putem pokušaja i 

pogrešaka svakodnevno preusmerava svoju potragu ka novim delovima bazena. S 

obzirom na to da je pozicija platforme u toku jednog dana fiksna, indikator učenja je 

skraćenje latencije nalaska platforme izmeñu prvog i drugog plivanja (eng. saving time) 

u toku jednog dana (Vorhees i Williams, 2006). 

Osnovna prednost MVL-a, u odnosu na druge testove koji se koriste za 

proučavanje neurohemijskih osnova učenja i memorije, jeste njegova jednostavnost i 

sposobnost razdvajanja deficita u formiranju memorije od deficita u senzornim, 

motornim i motivacionim procesima, kao i mogućnost primene na različitim vrstama 

(pacovi, miševi, virtuelni vodeni lavirint kod ljudi) (McNamara i Skelton, 1993a). Sâmo 

potapanje eksperimentalne životinje u vodu može biti neprijatno, i izazvati odreñeni 

nivo stresa, ali su zato izbegnute neke averzivnije procedure, poput uskraćivanja hrane 

ili izlaganje elektro-šoku (Terry, 2009). MVL ne zahteva prethodni trening, a testiranje 

se može sprovesti u toku nekoliko dana sa relativno malim brojem životinja. Zdravi, 

odrasli pacovi mogu savladati najčešće korišćenu verziju testa za 1-5 dana, dostižući 

asimptotski nivo izvoñenja u 10-20 plivanja. Zbog vodene sredine, izbegnut je uticaj 

olfaktornih tragova, a primenom verzije testa sa vidljivom platformom mogu se 

identifikovati potencijalna vizuelna oštećenja, koja bi mogla interferirati sa izvoñenjem 

u MVL-u. Promenom lokacije platforme, nakon završenog eksperimenta, može se 

izvesti eksperiment ponovnog učenja, i na taj način nekoliko doza ispitivane supstance 

može biti testirano na istoj grupi životinja. Oštećenje memorije u MVL-u izazvano 

primenom nekog tretmana nezavisno je od lokomotornih efekata, budući da smanjenje 

ili povećanje lokomocije eventualno utvrñeno „na suvom“ ne utiče nužno i na brzinu 

plivanja (Fitzgerald i sar., 1989). Pošto uspešnost u nalasku platforme ne zavisi od 

ukupne aktivnosti ili telesne mase životinje, ovaj test je pogodan za veliki broj modela 

bolesti u kojima postoji kognitivno oštećenje (Vorhees i Williams, 2006). 

Iako je inicijalno razvijen za testiranje pacova, MVL se danas uspešno koristi i 

za testiranje miševa, a u mnogo manjoj meri i za druge vrste familije Muridae (D’ 

Hooge i De Deyn, 2001). U MVL-u, miševi i pacovi pokazuju izvesne razlike u obrascu 
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ponašanja, kao i različite strategije nalaženja skrivene platforme. Za razliku od testova 

„na suvom”, gde miševi i pacovi pokazuju komparabilan nivo izvoñenja, Whishaw i 

Tomie (1996) su pokazali da su u MVL-u pacovi “superiorni” u odnosu na miševe. Ta 

superiornost se ogleda u bržem učenju pacova, kao i činjenici da miševi generalno 

provode manje vremena u koridoru koji povezuje startnu poziciju i skrivenu platformu. 

Miševi se u mnogo manjoj meri oslanjaju na prostornu (spatial) strategiju pri traženju 

platforme, i tokom treninga pokazuju dosta nespecifičnog motornog ponašanja, 

tigmotaksu, spiralno kretanje i plutanje, što se kasnije odražava i na parametre u testu 

pozivanja memorije (Frick i sar., 2000). Razlike mogu da postoje i meñu sojevima jedne 

iste vrste, ali se one više pripisuju različitoj osetljivosti na stres i manipulaciju nego 

stvarnim kognitivnim razlikama (pregled literature u D’Hooge i De Deyn, 2001). 

 

1.5.1. Parametri kojima se opisuje ponašanje u MVL-u 
 

Programi koji se koriste za automatsko praćenje ponašanja u MVL-u (ANY-maze i 

Noldus kao uobičajeni) izračunavaju preko 100 standardnih parametara kojima se 

kvantifikuje ponašanje životinja u MVL-u, što istovremeno daje mogućnost da se 

njihovim kombinovanjem izvede veliki broj novih, specifičnijih varijabli. Svi ovi 

parametri su, u manjoj ili većoj meri, povezani sa ponašanjem usmerenim ka 

pronalaženju cilja, odnosno, prostornim učenjem i memorijom (Vorhees i Williams, 

2006). 

Za opisivanje ponašanja pacova u MVL-u tokom treninga, dok životinje kroz niz 

uzastopnih pokušaja uče da što brže i efikasnije pronañu put do platforme, prvobitno su 

uvedena tri parametra: latencija nalaska platforme (s), ukupni preñeni put (m) i 

usmerenost ka cilju (Morris, 1984). Meñutim, kako dve životinje mogu imati iste dužine 

puta i iste ili približne latencije nalaska platforme, a drugačiju strategiju plivanja (Slika 

3), nametnula se potreba za uvoñenjem novih parametara koji bi na potpuniji i precizniji 

način opisali kompleksno ponašanje životinja u MVL-u i razdvojili kognitivne od 

nekognitivnih efekata (Gallagher, 1993). Sa razvojem softvera za automatsko praćenje i 

analizu bihejvioralnih eksperimenata, u analizu su uvedeni dodatni parametri poput 

efikasnosti puta (odnos najkraćeg i realno preñenog puta do platforme), kumulativne 

udaljenosti od zone platforme (udaljenost izmeñu životinje koja pliva i platforme, 
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izmerena nekoliko puta u sekundi) (Dalm i sar., 2000), indeks učenja (Gallagher i sar., 

1993), a za kvantifikaciju tigmotaksičnog ponašanja, procenat vremena i procenat puta 

preñenog u perifernom delu bazena (Cimadevilla i sar., 2005). 

 

 

                                            A)                                             B) 

Slika 3. Dve životinje (A i B) imaju približne iste dužine puta (5,73 i 5,90 m), ali je 
kumulativna udaljenost od zone platforme u prvom slučaju 18,3 m a u drugom 
slučaju 7,81 m (Gallagher i sar., 1993). 

 

Brzina plivanja (m/s) se obično prati radi utvrñivanja prisustva eventualnih 

senzomotornih smetnji, izazvanih nekom farmakološkom ili hirurškom intervencijom, a 

koje bi mogle da ometaju trening, odnosno učenje u MVL-u. Pored brzine plivanja, 

dobri pokazatelji senzomotornih smetnji su i neuobičajena ponašanja vezana za sâm 

nalazak platforme, poput preplivavanja, skakanja sa ili odbijanja od platforme, kao i 

prenaglašena tigmotaksa (Vorhees i Williams, 2006). Smatra se da pacovi koji pronañu 

platformu, ali se ne popenju i ne ostanu na njoj, nisu stekli neophodnu asocijaciju 

izmeñu platforme i izlaza iz vodene sredine. Neke od ovih pojava mogu se, u blažem 

stepenu, videti i kod kontrolnih životinja na samom početku treninga, ali obično vrlo 

brzo iščezavaju. Njihovo duže prisustvo u eksperimentalnoj grupi može znatno otežati 

tumačenje rezultata iz takvog eksperimenta. Cain (1997) i Whishaw (2004) su pokazali 

da se odgovarajućim pre-treningom (sa vidljivom ili promenljivom pozicijom 

platforme) mogu odvojiti kognitivni od nekognitivnih elemenata u ponašanju životinje. 

Koristi od pretreninga bi mogle da imaju akutne farmakološke studije, kako bi se 

osiguralo da nekognitivni efekati ne interferiraju sa izvoñenjem testa, dok kod studija sa 

produženom primenom ova dodatna procedura najčešće nije potrebna (Vorhees i 

Williams, 2006). 

Za analizu ponašanja pacova u testu pozivanja memorije biraju se parametri 

kojima je moguće pokazati postojanje sklonosti ka širem ili užem regionu u kome se 
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nalazila platforma. Preko 50% istraživača koristi parametre vezane za kvadrant u kome 

se tokom treninga nalazila platforma (Maei i sar., 2009). Parametri koji se tiču same 

zone platforme, poput broja ulazaka, vremena ili preñenog puta, nisu pouzdani 

pokazatelji memorije, jer imaju nisku učestalost ili veliku varijabilnost, posebno u 

situaciji kada je površina platforme relativno mala, a prečnik bazena veliki (Vorhees i 

Williams, 2006). Umesto zone platforme, u analizi se mnogo češće koriste preñeni put i 

vreme provedeno u ciljnom regionu koji se nalazi neposredno oko same platforme i čini 

do 10% ukupne površine bazena (Slika 4). 

 

 

 
Slika 4. Prikaz podele bazena na kvadrante i ciljni region (Paul i sar., 2009) 
 

Osim veličine regionâ bazena koji su uzeti u razmatranje, za vrednosti 

parametara iz testa pozivanja memorije od velikog je značaja i vremenski interval u 

kojem se prati ponašanje životinje, kao i intenzitet prethodnog treninga. U standardnom 

petodnevnom protokolu za praćenje prostorne memorije (Vorhees i Williams, 2006), 

latencija nalaska platforme na kraju petog dana učenja iznosi oko 10 sekundi. Zbog toga 

se narednog dana, u testu pozivanja memorije, sklonost ka ciljnom kvadrantu/ciljnom 

regionu najlakše detektuje tokom prvih 30 s testa, nakon čega značajno slabi, da bi se 

posle 60 s potpuno izgubila (Blokland, 2004). 

 

1.5.2. Primena MVL u ispitivanju u čenja i pamćenja kod glodara 
 

Inicijalno razvijen za ispitivanje neurobiologije i neurofarmakologije prostornog učenja 

i pamćenja kod pacova, MVL je tokom tri decenije postojanja našao primenu u 
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ispitivanju uticaja različitih faktora (stres, ishrana, starost, infekcija, trauma) na učenje i 

pamćenje normalnih životinja, u bihejvioralnoj karakterizaciji genetski mutiranih 

miševa, kao i u validaciji animalnih modela neuroloških i psihijatrijskih oboljenja u 

kojima postoje značajna kognitivna oštećenja (D’Hooge i De Deyn, 2001). Prostorna 

orijentacija, navigacija, učenje i pozivanje, procesi koji su neophodni za normalno 

izvoñenje u MVL-u, zavise od koordinirane aktivnosti različitih regiona mozga i 

neurotransmiterskih sistema koji zajednički čine funkcionalno povezanu neuronsku 

mrežu. Naročit značaj za normalno izvoñenje bihejvioralnog zadatka u MVL-u ima 

funkcionalni integritet hipokampusa, i MVL se pokazao kao pouzdan i robustan test za 

ispitivanje hipokampus-zavisnog učenja (Vorhees i Williams, 2006). Hipokampus-

zavisni kognitivni procesi uključuju dugotrajne promene u sinaptičkoj transmisiji, kao 

što je indukcija dugotrajne potencijacije (eng. long-term potentiation, LTP), a za brojne 

farmakološke tretmane pokazano je da mogu da menjaju (pospešuju ili inhibiraju) LTP 

(del Cero i sar., 1992; Seabrook i sar., 1997). Velikoj popularnosti MVL-a doprinela je i 

činjenica da je virtuelni vodeni lavirint koji se primenjuje kod ljudi (Slika 5) takoñe 

visoko osetljiv na hipokampalnu disfunkciju. U klasičnom protokolu sa skrivenom 

platformom, u virtuelnom trodimenzionalnom vodenom lavirintu, pacijenti sa 

unilateralnom resekcijom hipokampusa pokazali su značajno lošije rezultate u odnosu 

na zdrave vršnjake iz kontrolne grupe, i pacijente istih godina koji su bili podvrgnuti 

ekstrahipokampalnim resekcijama (Goodrich-Hunsaker, 2010). 

 

          

 
Slika 5. Humani vodeni lavirint: a) virtuelni vodeni lavirint, kako ga vide pacijenti 
na ekranu; b) putanja zdravih pacijenata u testu pozivanja memorije; c) putanja 
pacijenata sa oštećenjem hipokampusa (Click, 2005; Goodrich-Hunsaker i 
Hopkins, 2010). 
 

b) c) 

a) 



Uvod 

 21 

Hipokampalna formacija podleže značajnoj degeneraciji tokom starosti, i obično 

je atrofirana kod pacijenata sa Alchajmerovom i Parkinsonovom bolešću, kod 

šizofrenije, i u uslovima dugotrajne izloženosti visokom nivou stresa (posttraumatski 

stres sindrom, depresija) (Cole i sar., 2011; Prestia i sar., 2011). S obzirom na to da 

animalni modeli ovih oboljenja u MVL-u detektuju značajno oštećenje u odnosu na 

zdrave kontrolne životinje (Logue i sar., 1997; Riedel i sar., 1999; Chen i sar., 2000; 

Amann i sar., 2010; Rose i Rowe, 2012), MVL je danas nezaobilazan test u skriningu 

potencijalnih prokognitivnih lekova koji bi našli primenu u navedenim oboljenjima. 

Veliku primenu MVL ima i u rutinskom ispitivanju neželjenih kognitivnih efekata 

lekova i rasvetljavanju mehanizma njihovog nastanka, što doprinosi ciljanom dizajnu i 

razvoju novih supstanci unapreñenog farmakološkog i bezbednosnog profila. 

 

1.6. Perspektiva bihejvioralne karakterizacije supstanci selektivnih za pojedine 
podtipove benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAA receptora u MVL-u 

 

Ciljana sinteza liganada selektivnih za odreñene podtipove GABAA receptora do sada je 

išla u dva smera: ka pozitivnim modulatorima sa povećanim afinitetom i/ili efikasnošću 

na α2- i α3-podtipu GABAA receptora (anksioselektivni anksiolitici), i ka razvoju novih 

prokognitivnih lekova, supstanci koje ispoljavaju selektivni inverzni agonizam na nivou 

α5GABAA receptora (Rudolph i Möhler, 2006). Ovakva postavka uglavnom je bila 

diktirana rezultatima studija sa genetski modifikovanim miševima. Meñutim, genetska 

ispitivanja nisu u potpunosti rasvetlila uloge odreñenih podjedinica u bihejvioralnim 

efektima benzodiazepina, niti relativni doprinos svake od njih u onim slučajevima gde 

je u ispoljavanju uključeno više od jednog podtipa GABAA receptora, što je slučaj i sa 

memorijskim efektima. Pregledom dosadašnjih studija može se utvrditi da je uticaj 

novih liganada na učenje i pamćenje, s izuzetkom inverznih agonista, ispitivan 

sporadično, i u malom broju memorijskih testova. U samom MVL-u, za benzodiazepine 

je pokazano da dovode do oštećenja učenja i pamćenja, ali uloga pojedinih podtipova 

GABAA receptora u ovim efektima nije sistematski ispitivana. Ispitivanje u MVL-u 

novih liganada, sa različitim kombinacijama afiniteta vezivanja i efikasnosti na 

pojedinim podtipovima GABAA receptora, može doprineti rasvetljavanju receptorskog 

supstrata anterogradne amnezije pri primeni benzodiazepina, kao i boljem razumevanju 
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korelacije in vitro profila i in vivo efekata nakon primene nekog liganda. Krajnji cilj je 

usmeravanje sinteze novih supstanci ka dobijanju optimalnog farmakološkog profila. 

U Tabeli 1 prikazani su afiniteti, a na Slici 6 efikasnosti odabranih neselektivnih i 

selektivnih liganada, koji su planirani da se koriste tokom ovog istraživanja. 

 
Tabela 1. Afiniteti vezivanja (Ki (nM)) dobijeni na rekombinantnim humanim i/ili 
pacovskim GABAA receptorima koji sadrže α1, α2, α3 α4, α5 ili α6 podjedinicu 
(Costa i Guidotti, 1996; Huang i sar., 2000; Platt i sar., 2002; Sanna i sar., 2002, 
Savić i sar., 2010). 

 

*ND (eng. not determined, nije odreñeno) 

 

Ni jedan od navedenih liganada koji pokazuju selektivnost za neki od podtipova 

GABAA receptora (zolpidem, JY-XHe-053, SH-053-2'N, SH-053-2'F-R-CH3, SH-053-

2'F-S-CH3, XLi356, PWZ-029, βCCt, XLi093) nije do sada testiran u MVL-u, a za neke 

od njih (npr. XLi356) nema ni publikovanih rezultata iz drugih bihejvioralnih testova. U 

MVL-u, nije ispitivan ni uticaj DMCM-a, negativnog neselektivnog modulatora 

GABAA receptora. 

Supstanca αααα1 αααα2 αααα3 αααα4 αααα5 αααα6 
diazepam 14 7,8 13,9 ND* 13,4 ND* 

midazolam 1,8 ND* ND* ND* ND* ND* 

zolpidem 26,7 156 383 ND* >10000 ND* 

JY-XHe-053 22 12,3 34,9 ND* 0,7 ND* 

SH-053-2'N 300 160 527 ND* 82 5000 

SH-053-2'N 118 148 365 5000 77 5000 

SH-053-2'F-R-CH3 759,1 948,2 768,8 ND* 95,17 ND* 

SH-053-2'F-S-CH3 468,2 33,27 291,5 ND* 19,2 5000 

XLi356 1851,5 4202,5 8545 ND* 100,5 5000 

PWZ-029 900 >300 >300 ND* 30 >300 

βCCt 0.72 15 18.9 ND* 111 ND* 

XLi093 1000 1000 858 1550 15 2000 

DMCM 5,7 8,3 4,0 ND* 1,04 ND* 
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Slika 6. Krive zavisnosti koncentracija-efekat za diazepam, zolpidem, SH-053-2’N, 
SH-053-R-CH3-2’F, SH-053-R-CH3-2’F, JY-HXe-053, DMCM, XLi356 i PWZ-
029, na α1β3γ2 (■), α2β3γ2 (▲), α3β3γ2 (♦), i α5β3γ2 (▼) GABAA receptorima, pri EC3 
(za DMCM EC20) GABA koncentraciji. Tačke na grafiku su predstavljene kao 
srednja vrednost ± standardna greška, dobijene na 2-4 oocita iz najmanje dve 
serije (Dawson i sar., 2006; Savić i sar., 2010). 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 

Cilj ovih istraživanja je da se primenom Morisovog vodenog lavirinta ispita uticaj 

supstanci koje deluju preko benzodiazepinskog mesta vezivanja GABAA receptora na 

učenje i pamćenje kod oglednih pacova Wistar soja. Specifičnije, cilj je da se uz pomoć 

supstanci koje imaju različite kombinacije afiniteta i efikasnosti na ovim veznim 

mestima utvrdi relativni doprinos svake od podjedinica GABAA receptora u 

memorijskim efektima koji se zapažaju u korišćenom testu. Istraživanje će se sprovesti 

kroz sledeće faze: 

1) opisivanje uticaja diazepama, kao prototipa neselektivnog pozitivnog modulatora, na 

odabrane parametre ponašanja u Morisovom vodenom lavirintu; 

2) utvrñivanje stadijuma memorijskog procesa (akvizicija, konsolidacija ili pozivanje 

memorije) koji je podložan uticaju pozitivnih neselektivnih modulatora, uz pomoć 

neselektivnog pozitivnog modulatora midazolama; 

3) ispitivanje uloge α1-podtipa GABAA receptora u ispoljavanju memorijskih efekata 

neselektivnih modulatora, i to kroz ispitivanje efekata primene α1-selektivnog 

pozitivnog modulatora zolpidema, kao i efekata kombinacije diazepama i α1-selektivnog 

neutralnog modulatora ßCCt-a; 

4) bihejvioralna karakterizacija supstanci koje imaju smanjenu pozitivnu modulatornu 

aktivnost na α1-podtipu GABAA receptora, a različite kombinacije afiniteta i efikasnosti 

na ostalim podtipovima GABAA receptora; 

5) ispitivanje uloge α5-podtipa GABAA receptora u ispoljavanju memorijskih efekata 

neselektivnih pozitivnih modulatora, i to ispitivanjem efekata primene α5-selektivnog 

pozitivnog modulatora GABAA receptora, XLi356, i kombinacije diazepama i α5-

selektivnog neutralnog modulatora XLi093; 

6) utvrñivanje mogućnosti poboljšanja memorije kod zdravih pacova primenom 

neselektivnog (DMCM) i α5-selektivnog (PWZ-029) inverznog agoniste GABAA 

receptora, u onim fazama učenja za koje smo prethodno našli da su podložne 

očekivanom oštećenju pod uticajem pozitivnih modulatora. 
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. Životinje 
 

Eksperimenti su izvedeni na zdravim mužjacima pacova Wistar soja, telesne mase 200-

250 g, odgajanim na farmi Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Pacovi su držani u 

standardnim kavezima od pleksiglasa, po šest životinja u jednom kavezu, na sobnoj 

temperaturi i dnevno/noćnom ciklusu od 12 h (osvetljenje od 06.00 do 18.00 h, 

intenzitet svetla 120 lx). Životinje su imale pristup hrani i vodi ad libitum. Negovanje 

životinja i bihejvioralno testiranje sprovoñeni su tokom svetle faze ciklusa. Sve 

primenjene procedure odobrene su od strane Etičke komisije Farmaceutskog fakulteta 

za rad sa oglednim životinjama. 

 

3.2. Supstance 
 

U ispitivanju su korišćeni diazepam, zolpidem i midazolam (Galenika, Beograd, Srbija), 

DMCM (metil 4-etil-6,7-dimetoksi-9H-pirido[5,4-b]indol-3-karboksilat) (Research 

Biochemicals Incorporated, Natick, SAD), kao i serija novih supstanci, sintetisanih u 

saradničkoj laboratoriji profesora James M. Cook-a, Department of Chemistry, 

University of Wisconsin-Milwaukee, SAD: 

 

a) Supstance selektivne za α1-podtip GABA A receptora: 

β-CCt (t-butil-β karbolin-3-karboksilat); 

b) Supstance sa smanjenom aktivnošću na α1-podtipu GABA A receptora 

JY-XHe-053 (8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4H-2,5,10b-triaza-benzo[e]azulen-3-karboksilna 

kiselina etil estar); 

SH-053-2’N (8-etinil-6-(2’-piridin)-4H-2,5,10b-triaza-benzo[e]azulen-3 karboksilna 

kiselina etil estar); 

SH-053-S-CH3-2’F, (S) stereoizomer (8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4-metil-4H-2,5,10b-

triazabenzo[e]azulen-3-karboksilna kiselina etil estar); 
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SH-053-R-CH3-2’F, (R) stereoizomer (8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4-metil-4H-2,5,10b-

triazabenzo[e]azulen-3-karboksilna kiselina etil estar); 

c) Supstance selektivne za α5-podtip GABA A receptora  

XLi356 (3-({12-etil-8-metil-9-okso-2,4,8-triazatriciklo[8.4.0.0^{2,6}]tetradeka-

1(14),3,5,10,12-penten-5-il}karboniloksi) propil 12-etil-8-metil-9-okso-2,4,8-

triazatriciklo[8.4.0.0^{2,6}]tetradeka-1(10),3,5,11,13-penten-5-karboksilat); 

XLi093 (4H-imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin-3-karboksilna kiselina, 8-etinil-5,6-

dihidro-5-metil-6-okso-,1,3-propanedil estar); 

PWZ-029 (8-hloro-3-(metoksimetil)-5-metil-4H-imidazo[1,5 a][1,4] benzodiazepin-6-

on). 

Supstance su rastvarane/suspendovane uz pomoć ultrazvučnog kupatila, u 

farmakološki inertnom vehikulumu koji sadrži 85% destilovane vode, 14% 

propilenglikola i 1% Tween-a 80. Svi tretmani primenjivani su intraperitonealno (i.p.) u 

zapremini 1 ml/kg telesne mase eksperimentalne životinje. U slučaju kombinovane 

primene dva tretmana, životinja je primala po jednu injekciju u donji levi i donji desni 

kvadrant peritoneuma, u ukupnoj zapremini 2 ml/kg. 

 

3.3. Morisov vodeni lavirint 
 

Aparaturu čini bazen prečnika 2 m i visine 60 cm izrañen od crne plastike uniformne 

unutrašnje površine. Bazen je do 30 cm visine napunjen vodom temperature oko 23 °C. 

Platforma dimenzija 15 cm x 10 cm napravljena je od istog materijala kao i bazen i 

potopljena 2 cm ispod površine vode, ostajući „nevidljiva“ tokom eksperimenta. 

Indirektno osvetljenje u eksperimentalnoj prostoriji obezbeñeno je belim neonskim 

sijalicama pričvršćenim za zid u nivou ispod bazena (Slika 7). Tokom treninga životinje 

uče da se nakon spuštanja u bazen što brže i efikasnije orijentišu i nañu put do platforme 

koja je ujedno i izlaz iz njima neuobičajene vodene sredine. Nakon treninga, izvodi se 

test pozivanja memorije u kojem se procenjuje referentna memorija. 
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Slika 7. Morisov vodeni lavirint. 
 
Motorička aktivnost životinja u MVL-u praćena je digitalnom kamerom povezanom sa 

ANY-maze softverom koji omogućava virtuelnu podelu bazena na kvadrante i ciljni 

region i izračunavanje odabranih parametara (Slika 8). 

 

 

 

Slika 8. Shematski prikaz virtuelne podele Morisovog vodenog lavirinta. 
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3.4. Eksperimenti 
 

U sklopu prikazanog istraživanja sprovedeno je ukupno 16 eksperimenata. U 

istraživanju je korišćen „meñugrupni“ dizajn, odnosno, različiti tretmani primenjivani 

su različitim, nezavisnim grupama od po 6-10 životinja i upotrebljeno je 440 pacova. 

Tokom istraživanja korišćeni su različiti eksperimentalni protokoli MVL-a i njihove 

modifikacije. Eksperimenti su snimani kamerom montiranom na plafonu iznad bazena, 

povezanom sa ANY-maze softverom (Stoelting Co., SAD) za praćenje ponašanja i 

obradu digitalnog zapisa. 

 

3.4.1. Ispitivanje uticaja neselektivnih modulatora na ponašanje pacova u MVL-u 
 

U sklopu ispitivanja uticaja neselektivnih modulatora na ponašanje pacova u MVL-u 

urañeno je 5 eksperimenata, četiri sa pozitivnim neselektivnim modulatorima (diazepam 

i midazolam) i jedan sa negativnim neselektivnim modulatorom (DMCM). 

U prvom eksperimentu ispitivan je uticaj rastućih doza diazepama na ponašanje 

pacova u MVL-u. Korišćen je standardni petodnevni protokol u kome su pacovi tokom 

5 uzastopnih dana primali odgovarajući tretman (rastvarač, diazepam 1; 1,5; 2 i 5 

mg/kg), 20 minuta pre svakog bloka plivanja. Svaki blok sastojao se od 4 plivanja od po 

maksimalno 2 minuta, sa pauzom od 60 s izmeñu dva uzastopna puštanja u vodu. Pri 

svakom pokušaju, pacovi su spuštani u vodu licem okrenuti ka zidu bazena, i to sa jedne 

od 4 unapred utvrñene startne pozicije. S obzirom na to da je tokom 5 dana treninga 

platforma bila fiksirana u severoistočnom kvadrantu (SI), četiri distalne startne pozicije 

su bile: jug (J), zapad (Z), severozapad (SZ) i jugoistok (JI) (Slika 8), i njihov redosled 

je menjan svakoga dana. Ako tokom 120 s plivanja nañe platformu i popenje se na nju, 

pacov ostaje na platformi oko 15 s nakon čega ga eksperimentator sklanja. Ukoliko 

pacov u predviñenom vremenu ne nañe platformu, eksperimentator ga najkraćim putem 

vodi do platforme i ostavlja na njoj 15 s. Šestog dana, rañen je test pozivanja memorije, 

u kojem su nakon uklanjanja platforme iz bazena, pacovi puštani da tokom 60 s 

pretražuju bazen. U testu pozivanja memorije, pacovi su puštani sa nove, od platforme 

najudaljenije pozicije (jugozapad, JZ) (Vorhees i Williams, 2006). Neposredno pre testa 

pozivanja memorije pacovi nisu primali nikakav tretman 
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(McNamara i Skelton, 1993a), kako bi se izbegao mogući uticaj nekognitivnih efekata 

diazepama na izvoñenje ovog testa. 

U narednom koraku urañena su tri eksperimenta u kojima je ispitivano na koje 

faze memorijskog procesa (akvizicija, konsolidacija i pozivanje) neselektivni pozitivni 

modulatori ostvaruju svoj efekat. U ovim eksperimentima korišćena su tri različita 

eksperimentalna protokola (Slika 9), a umesto diazepama korišćen je midazolam (0,5; 1 

i 2 mg/kg) kao supstanca sa najbržim početkom dejstva i najkraćim delovanjem meñu 

svim benzodiazepinima. Poluvreme eliminacije midazolama kod pacova je manje od 0,5 

h (Mandema i sar., 1991; Lau i sar., 1996; Ollkola i sar., 2008), što je od posebnog 

značaja kod primene tretmana neposredno pre i nakon sesije plivanja, zbog pripisivanja 

uočenih kognitivnih efekata specifičnom uticaju na akviziciju ili konsolidaciju 

memorije. 

 

Faza                                            Akvizicija Test pozivanja 
Dani I II III IV V VI 
Tretman 20 min pre testa - 
Plivanje (s) 2 x 120 (svakodnevno) 60 
 
Faza                                         Konsolidacija Test pozivanja 
Dani I II III IV V VI 
Tretman odmah nakon testa - 
Plivanje (s) 2 x 120 (svakodnevno) 60 
 
Faza                                                                                               Pozivanje memorije 
Dani I II III IV V VI 
Tretman Nema 20 min pre testa 
Plivanje (s) 2 x 120 (svakodnevno) 60 

 
Slika 9. Protokoli korišćeni za ispitivanje uticaja midazolama na različite 
stadijume memorijskog procesa. 

 

U petom eksperimentu ispitivan je uticaj rastućih doza neselektivnog negativnog 

modulatora DMCM-a (0,2; 0,5 i 1 mg/kg) na ponašanje pacova u MVL-u. Korišćena je 

modifikacija standardnog petodnevnog protokola, sa dva umesto četiri plivanja dnevno, 

tokom svih 5 dana akvizicije, i testom pozivanja memorije šestog dana. Ovakav 

protokol, sa manjim brojem plivanja i sporijim učenjem kontrolnih životinja u odnosu 

na standardni protokol, otvara prostor za ispoljavanje potencijalnog promnestičkog 

efekta negativnih modulatora GABAA receptora (McNamara i Skelton, 1993b). 
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3.4.2. Ispitivanje uticaja supstanci selektivnih za α1-podtip GABA A receptora na 
ponašanje pacova u MVL-u 

 

U sklopu ispitivanja uloge α1 podjedinice GABAA receptora u ostvarivanju efekata 

neselektivnih pozitivnih modulatora na ponašanje pacova u MVL-u, urañena su tri 

eksperimenta, uz primenu jednog pozitivnog (zolpidem) i jednog neutralnog modulatora 

(βCCt) selektivnog za α1-podtip GABAA receptora. 

U prvom i drugom eksperimentu ispitivana je mogućnost antagonizovanja 

efekata doza od 1,5 i 2 mg/kg diazepama na ponašanje pacova u MVL-u istovremenom 

primenom α1 selektivnog neutralnog modulatora βCCt-a (5 i 15 mg/kg). Doza βCCt-a 

izabrana je na osnovu preliminarnog pilot eksperimenta. Korišćen je standardni 

petodnevni protokol, sa testom pozivanja šestog dana. 

U trećem eksperimentu ispitivan je uticaj rastućih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 

mg/kg) na ponašanje pacova u MVL-u. Korišćen je standardni petodnevni protokol sa 

primenom tretmana 20 minuta pre svakog bloka plivanja, tokom 5 uzastopnih dana. 

Šestog dana urañen je test pozivanja memorije, bez primene tretmana pre plivanja. 

 

3.4.3. Ispitivanje uticaja supstanci sa smanjenom aktivnošću na α1-podtipu 
GABAA receptora na ponašanje pacova u MVL-u 

 

Urañena su dva eksperimenta u kojima je korišćeno više supstanci, čija je zajednička 

karakteristika smanjena aktivnost na α1-podtipu GABAA receptora a izraženiji pozitivni 

modulatorni efekat na ostalim podtipovima GABAA receptora (α2, α3 i α5). U oba 

eksperimenta korišćen je standardni petodnevni protokol sa testom pozivanja memorije 

šestog dana. 

U prvom eksperimentu ispitivan je uticaj rastućih doza JY-X-He-053 (5, 20 i 40 

mg/kg) na ponašanje pacova u MVL. Supstanca JY-X-He-053 ispoljava najveći afinitet 

za α5-podtip GABAA receptora, ali je aktivnost povećana na α2-i α3-u odnosu na α1- i α5-

podtip GABAA receptora. U drugom eksperimentu ispitivan je uticaj odgovarajućih 

doza SH-053-2’N (30 mg/kg), SH-053-S-CH3-2’F (30 mg/kg) i SH-053-R-CH3-2’F 

(30 mg/kg). Doze su izabrane na osnovu preliminarnih pilot eksperimenata. SH-053-

2’N ima nešto veći afinitet vezivanja za α5-GABAA podtip receptora, dok je efikasnost 

relativno komparabilna na svim podtipovima receptora. SH-053-S-CH3-2’F ima 
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povećan afinitet za α2- i α5-podtip GABAA receptora, dok je efikasnost najveća na α2- i 

α3-podtipovima GABAA receptora. SH-053-R-CH3-2’F ima najveći afinitet i najveću 

efikasnost na α5-podtipu GABAA receptora. 

 

3.4.4. Ispitivanje uticaja supstanci selektivnih za α5-podtip GABA A receptora na 
ponašanje pacova u MVL-u 

 

U okviru ispitivanja uticaja supstanci selektivnih za α5-podtip GABAA receptora 

urañeno je šest eksperimenata, u kojima su korišćeni pozitivni (XLi356), negativni 

(PWZ-029) i neutralni modulatori (XLi093) selektivni za α5-podtip GABAA receptora. 

U prvom i drugom eksperimentu ispitivana je mogućnost antagonizovanja 

efekata diazepama (1,5 i 2 mg/kg) istovremenom primenom selektivnog neutralnog 

modulatora XLi093 (10 i 20 mg/kg). Doze XLi093 izabrane su na osnovu preliminarnog 

pilot eksperimenta. Korišćen je standardni petodnevni protokol sa testom pozivanja 

memorije šestog dana. U trećem eksperimentu ispitivan je uticaj selektivnog pozitivnog 

modulatora XLi356 (5, 10 i 20 mg/kg) na ponašanje pacova u MVL-u. Korišćen je 

modifikovani jednodnevni protokol (uporedi u Kraemer i sar., 1996; Ballard i sar., 

2009), u kojem su pacovi u toku jednog dana imali tri bloka plivanja od po 4 pokušaja, 

sa pauzama od 1 sat izmeñu svakog bloka. Svaki pokušaj trajao je 2 minuta. Drugog 

dana urañen je test pozivanja memorije bez platforme i bez tretmana. 

U četvrtom, petom i šestom eksperimentu ispitivan je uticaj PWZ-029, α5-

selektivnog negativnog modulatora. PWZ-029 je ispitivan u tri različita protokola: u već 

opisanim modifikacijama jednodnevnog (5, 10 i 15 mg/kg) i standardnog petodnevnog 

protokola (5, 15 i 30 mg/kg), kao i u protokolu radne memorije (0,2; 2, 10 i 20 mg/kg). 

Osnovna karakteristika protokola radne memorije je svakodnevna promena pozicije 

platforme tokom 4 dana treninga, tokom kojih se pacovima ne primenjuje nikakav 

tretman (Collinson i sar., 2006). Na dan testiranja, platforma se postavlja u novu 

poziciju, i pre prvog puštanja u bazen primenjuje se tretman (PWZ-029 0,2; 2, 10 i 20 

mg/kg). Nakon 4 sata pauze pacovi se puštaju u bazen drugi put, i na osnovu razlike u 

trajanju prvog i drugog plivanja izračunava skraćenje latencije nalaska platforme. 
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3.4.5. Parametri kojima je opisano ponašanje pacova u MVL 
 

U našim eksperimentima su tokom treninga praćeni osnovni parametri, koji se najčešće 

koriste u eksperimentima u MVL-u: 

• latencija nalaska platforme (s) 

•  ukupni preñeni put (m) 

•  prosečna brzina plivanja (m/s) i 

• efikasnost puta (odnos izmeñu najkraćeg mogućeg puta do platforme i stvarno 

preñenog puta). 

Pošto tigmotaksa (tendencija plivanja ili plutanja uz sami zid bazena) predstavlja 

činilac koji doprinosi velikoj varijansi u vodenom lavirintu, i normalno slabi tokom 

niza plivanja (Vorhees i Williams, 2006), dodatno su praćeni i izvedeni parametri poput 

procenta vremena i procenta preñenog puta u perifernom prstenu bazena. U 

eksperimentu radne memorije praćeno je skraćenje latencije (s) koje predstavlja razliku 

u vremenima nalaska platforme izmeñu prvog i drugog plivanja (Collinson i sar., 

2006). 

U testu pozivanja memorije, standardno su praćeni put i vreme u SI kvadrantu, 

ciljnom regionu i perifernom prstenu, a po potrebi analizirani su i drugi parametri koji 

bi, u datim eksperimentalnim uslovima, doprineli boljem razumevanju uticaja prethodno 

davanih tretmana na pozivanje memorije (npr. latencija ulaska i efikasnost puta do 

ciljnog regiona ili broj ulazaka u SI kvadrant). 

 

3.5. Statistička obrada podataka 
 

Statistička obrada podataka urañena je uz pomoć SigmaStat 11.0 softvera. Za analizu 

parametara dobijenih u toku treninga korišćena je dvofaktorska analiza varijanse 

(ANOVA) sa ponavljanim merenjem, gde su faktori tretman i dan/blok testiranja. Za 

svaku životinju i svaki parametar podaci iz jednog dana su uprosečeni kao srednja 

vrednost četiri plivanja, a u slučajevima jednodnevnih eksperimenata gde je bilo 3 bloka 

od po 4 plivanja u toku istog dana, za svaku životinju uzimana je srednja vrednost 

tokom svakog bloka plivanja. U slučaju da je interakcija izmeñu faktora tretman i 

faktora dan značajna, rañeno je pet nezavisnih jednofaktorskih ANOVA za svaki dan 
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/blok treninga. Parametri iz testa pozivanja memorije analizirani su primenom 

jednofaktorske ANOVE. Za post-hoc analizu korišćen je Student–Newman–Keuls test. 

U svim testovima, razlike na nivou p<0,05 uzimane su kao statistički značajne. Podaci 

na graficima su prikazani kao srednje vrednosti dana/blokova ± standardna greška. 
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4. REZULTATI 
 

4.1. Neselektivni modulatori benzodiazepinskog mesta vezivanja GABA A 
receptora 

 

Eksperiment 1 

 

U Eksperimentu 1 praćen je uticaj rastućih doza diazepama (1, 1,5; 2 i 5 mg/kg) na 

ponašanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem pokazala je 

značajan uticaj oba faktora (tretman i dan) na sve parametre praćene tokom 5 dana 

treninga: latenciju nalaska platforme (s), preñeni put (m), efikasnost puta, procenat 

vremena i procenat preñenog puta u perifernom prstenu i prosečnu brzinu plivanja 

(m/s). Rezultati dvofaktorske analize varijanse prikazani su u Tabeli 2, a rezultati post 

hoc testa u Tabeli 2a. 

 

Tabela 2. Uticaj ponavljane primene rastućih doza diazepama na parametre 
praćene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA). 

 
 

Grupe koje su primile 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama imale su značajno duže 

latencije nalaska platforme (Slika 10a), duži preñeni put (Slika 10b), manju efikasnost 

puta (Slika 11a), kao i veći procenat vremena (Slika 12a) i puta u perifernom prstenu 

(Slika 12b), i u odnosu na kontrolnu grupu i u odnosu na grupu koja je primila 1 mg/kg 

diazepama. 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(4,30)=13,100 

P<0,001 
F(4,120)=40,335   

P<0,001 
F(16,120)=1,762 

P=0,044 

Preñeni put (m) 
F(4,30)=7,813 

P<0,001 
F(4,120)=21,475 

P<0,001 
F(16,120)=2,402 

P=0,004 

Efikasnost puta 
F(4,30)=8,077 

P<0,001 
F(4,120)=25,595 

P<0,001 
F(16,120)=3,537 

P<0,001 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(4,30)=7,093 

P<0,001 
F(4,120)=47,950 

P<0,001 
F(16,120)=2,611 

P=0,002 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(4,30)=5,788 

P=0,001 
F(4,120)=39,097 

P<0,001 
F(4,120)=3,680 

P<0,001 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(4,30)=6,203 
P<0,001 

F(4,120)=40,958 
P<0,001 

F(16,120)=1,347 
P=0,181 
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Tabela 2a. Rezultati post hoc analize nakon dvofaktorske ANOVE za praćene 
parametre (p vrednosti). 
 

 
Grupa koja je primala 5 mg/kg diazepama plivala je značajno sporije u odnosu 

na kontrolnu grupu (p=0,002), ali i u odnosu na ostale tri grupe koje su primale 1, 1,5 i 

2 mg/kg diazepama (p=0,001, p=0,005 i p=0,006) (Slika 11b). S obzirom na značajnu 

interakciju izmeñu faktora dan i tretman, za latenciju nalaska platforme, preñeni put, 

efikasnost puta i procenat vremena i puta u perifernom prstenu, urañeno je pet 

jednofaktorskih ANOVA, za svaki dan treninga, a rezultati su prikazani u Tabeli 3. 

 

Tabela 3. Uticaj ponavljane primene rastućih doza diazepama na parametre 
praćene tokom pet dana treninga (jednofaktorska ANOVA po danima). 
 
Parametar I dan II dan III dan IV dan V dan 

Latencija (s) 
F(4,30)=4,863 

P=0,004 
F(4,30)=4,270  

P=0,007 
F(4,30)=6,050 

P=0,001 
F(4,30)=6,177 

P<0,001 
F(4,30)=6,890 

P<0,001 

Preñeni put 
(m) 

F(4,30)=3,280  
P=0,024 

F(4,30)=2,600 
P=0,056 

F(4,30)=4,490   
P=0,006 

F(4,30)=4,830   
P=0,004 

F(4,30)=6,730  
P<0,001 

Efikasnost 
puta 

F(4,30)=2,915 
P=0,038 

F(4,30)=1,361 
P=0,271 

F(4,30)=4,326 
P=0,007 

F(4,30)=6,859 
P<0,001 

F(4,30)=8,165 
P<0,001 

Vreme u 
perifernom 
prstenu (%) 

F(4,30)=0,940 
P=0,457 

F(4,30)=7,200    
P<0,001 

F(4,30)=7,290   
P<0,001 

F(4,30)=4,670   
P=0,005 

F(4,30)=3,670   
P=0,015 

Put u 
perifernom 
prstenu (%) 

F(4,30)=1,610  
P=0,198 

F(4,30)=5,630  
P=0,002 

F(4,30)=7,770   
P<0,001 

F(4,30)=5,600     
P=0,002 

F(4,30)=3,160   
P=0,028 

 DZP 1,5 DZP 2 DZP 5 

Parametri SOL DZP 1 SOL DZP 1 SOL DZP 1 

Latencija (s) <0,001 0,026 <0,001 0,030 <0,001 <0,001 

Preñeni put (m) <0,001 0,006 0,004 0,023 0,005 0,047 

Efikasnost puta 0,001 0,012 0,002 0,010 0,001 0,014 

Vreme u perifernom 
prstenu (%) 

0,020 0,030 0,034 0,073 0,005 0,006 

Put u perifernom prstenu 
(%) 

0,012 0,015 0,033 0,029 0,002 0,002 
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Slika 10. Uticaj 1, 1,5: 2 i 5 mg/kg diazepama na a) latenciju nalaska platforme i b) 
preñeni put tokom pet dana treninga u MVL-u. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05, ##p<0,01 i ###p<0,001 u odnosu na DZP 
1. Broj životinja po grupi je 7 (Slike 10-16). 
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Slika 11. Uticaj 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama (DZP) na a) efikasnost puta i b) 
brzinu plivanja, tokom pet dana treninga u MVL-u. * p<0,05, **p<0,01 i 
***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 i ##p<0.01 u odnosu na 
DZP 1. +p<0,05 i +++p<0,001 u odnosu na DZP 1,5; vp<0,05 u odnosu na DZP 2. 
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Slika 12. Uticaj 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama (DZP) na a) procenat vremena i b) 
procenat preñenog puta u perifernom prstenu, tokom pet dana treninga u MVL-u. 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 i 
##p<0,01 u odnosu na DZP 1. 
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Za sve parametre praćene u testu pozivanja memorije, osim za preñeni put u SI 

kvadrantu, jednofaktorska ANOVA je pokazala da postoji značajna razlika meñu 

grupama zavisno od tretmana koji im je primenjivan u toku pet dana treninga. Rezultati 

jednofaktorske ANOVE prikazani su u Tabeli 4. 

 

Tabela 4. Uticaj ponavljane primene rastućih doza diazepama na parametre 
praćene u testu pozivanja memorije (jednofaktorska ANOVA). 
 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put Vreme Put Vreme Put Vreme 

F(4,30) 2,428 2,927 9,126 10,369 8,066 11,281 

P 0,070 0,037 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

 

Post hoc Student–Newman–Keuls je pokazao je da sve životinje koje su primale 

diazepam tokom pet dana treninga, u testu pozivanja memorije provode manje vremena 

u ciljnom regionu u odnosu na kontrolnu grupu, a da grupa koja je primala 5 mg/kg 

diazepama provodi i manje vremena u SI kvadrantu nego kontrolna grupa (Slika 13). 

 

 

Slika 13. Uticaj primene 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama (DZP) tokom pet dana 
treninga na vreme u SI kvadrantu i ciljnom regionu u testu pozivanja memorije 
*p<0,05 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL). 
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Grupe koje su primale 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama prešle su kraći put u ciljnom 

regionu u poreñenju sa kontrolnom grupom (Slika 14). 

 

Slika 14. Uticaj primene 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama (DZP) tokom pet dana 
treninga na put preñen u SI kvadrantu i ciljnom regionu u testu pozivanja 
memorije **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL). 
 

Kada su u pitanju parametri koji prate očuvanost tigmotakse, grupe koje su tokom 

treninga primale 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama provodile su značajno više vremena (Slika 

15) i prelazile značajno duži put (Slika 16) u perifernom prstenu u odnosu na kontrolnu 

grupu, ali i u odnosu na grupu koja je primala 1 mg/kg diazepama. 

 

 

Slika 15. Uticaj primene 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama (DZP) tokom pet dana 
treninga na vreme u perifernom prstenu tokom testa pozivanja memorije. 
***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); ###p<0,001 u odnosu na DZP 1. 
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Slika 16. Uticaj primene 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama (DZP) tokom pet dana 
treninga na put preñen u perifernom prstenu tokom testa pozivanja memorije. 
*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); ##p<0,01 i ###p<0,001 u 
odnosu na DZP 1. 

 

Eksperiment 2 

 

U Eksperimentu 2 praćen je uticaj midazolama (0,5; 1 i 2 mg/kg) na akviziciju. 

Rezultati dvofaktorske ANOVE sa ponavljanjem za parametre praćene tokom pet dana 

treninga (latencija (s), preñeni put (m), efikasnost puta, procenat vremena i procenat 

preñenog puta u perifernom prstenu, prosečna brzina plivanja (m/s)) prikazani su u 

Tabeli 5. Faktor dan imao je značajan uticaj na sve parametre, dok je faktor tretman bio 

značajan za sve parametre, osim za latenciju nalaska platforme, gde je bio na granici 

značajnosti. 

Interakcija izmeñu faktora tretman i dan bila je značajna za latenciju nalaska 

platforme, efikasnost puta i procenat vremena i puta u perifernom prstenu, pa je u tim 

slučajevim urañena jednofaktorska ANOVA po danima (Tabela 6). 
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Tabela 5. Uticaj ponavljane primene rastućih doza midazolama na parametre 
praćene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA). 
 

 

Tabela 6. Uticaj ponavljane primene rastućih doza midazolama na odabrane 
parametre tokom pet dana treninga (jednofaktorska ANOVA po danima). 

 

Grupe koje su primale 0,5 i 2 mg/kg midazolama imale su petog dana značajno 

duže latencije u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,009 i p=0,008), ali i u odnosu na grupu 

koja je primala 1 mg/kg midazolama (p=0,013 i p=0,01) (Slika 17a). Sve tri grupe koje 

su primale midazolam (0,5; 1 i 2 mg/kg) prelazile su i značajno duži put do nalaska 

platforme u odnosu na kontrolne životinje (p=0,031, p=0,019 i p=0,003). Ovaj efekat je 

bio najizraženiji kod grupe koja je primala 2 mg/kg midazolama, gde je zapažena 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,20)=3,04 

P=0,053 
F(4,80)=29,27 

P<0,001 
F(12,80)=2,42 

P=0,010 

Preñeni put (m) 
F(3,20)=5,78 

P=0,005 
F(4,80)=20,67 

P<0,001 
F(12,80)=1,38 

P=0,192 

Efikasnost puta 
F(3,20)=4,20 

P=0,019 
F(4,80)=9,23 
P<0,001 

F(12,80)=3,86 
P<0,001 

Put u perifernom 
prstenu (%) 

F(3,20)=3,60 
P=0,031 

F(4,80)=54,65 
P<0,001 

F(12,80)=3,14 
P=0,001 

Vreme u perifernom 
prstenu (%) 

F(3,20)=3,19 
P=0,005 

F(4,80)=20,67 
P<0,001 

F(12,80)=2,55 
P=0,007 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(3,20)=8,15 
P<0,001 

F(4,80)=15,29 
P<0,001 

F(12,80)=0,91 
P=0,537 

Parametar I dan II dan III dan IV dan V dan 

Latencija (s) 
F(3,20)=0,32 
P=0,810 

F(4,30)=0,59  
P=0,629 

F(3,20)=2,30 
P=0,108 

F(3,20)=3,04 
P=0,053 

F(3,20)=6,98 
P=0,002 

Efikasnost 
puta 

F(3,20)=0,43 
P=0,731 

F(3,20)=0,355 
P=0,654 

F(3,20)=2,299 
P=0,108 

F(3,20)=6,256 
P=0,004 

F(3,20)=8,62 
P<0,001 

Vreme u 
perifernom 
prstenu (%) 

F(3,20)=0,43 
P=0,731 

F(3,20)=0,43 
P=0,731 

F(4,30)=7,29   
P<0,001 

F(4,30)=4,67   
P=0,005 

F(4,30)=3,67 P 
=0,015 

Put u 
perifernom 
prstenu (%) 

F(3,20)=1,86 
P=0,169 

F(3,20)=1,08 
P=0,38 

F(3,20)=2,76 
P=0,069 

F(3,20)=4,94 
P=0,021 

F(3,20)=9,97  
P<0,001 
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značajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu od trećeg do petog dana treninga 

(p<0,001, p=0,014 i p=0,012), a petog dana i u odnosu na grupu koja je primala 1 

mg/kg midazolama (Slika 17b). 

 

 

Slika 17. Uticaj 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama na a) latenciju nalaska platforme i b) 
ukupni preñeni put, tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 u odnosu na MDZ 1. Broj životinja po 
grupi je 6 (Slike 17-22). 
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Grupa koja je primala 2 mg/kg midazolama imala je značajno nižu efikasnost 

puta (p=0,012) u odnosu na kontrolu (Slika 18a), a sve tri grupe midazolama imale su 

značajno nižu prosečnu brzinu plivanja (p=0,002, p=0,001 i p=0,002) u odnosu na 

kontrolnu grupu (Slika 18b). 

 

 

Slika 18. Uticaj rastućih doza midazolama na a) efikasnost puta i b) brzinu 
plivanja tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na 
kontrolnu grupu (SOL).  
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Tigmotaksično ponašanje, praćeno kroz procenat vremena i puta preñenog u perifernom 

prstenu, bilo je značajno izraženo u grupi koja je primala 2 mg/kg midazolama. U ovoj 

grupi životinje su tokom IV i V dana provodile značajno više vremena u perifernom 

prstenu u poreñenju sa kontrolnom grupom (p=0,01 i p=0,06), ali i u poreñenju sa 

grupama koje su primale 0,5 mg/kg (p=0,046 za IV dan treninga) i 1 mg/kg midazolama 

(p=0,019 i p=0,005) (Slika 19). 

 

 

Slika 19. Uticaj 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama na procenat vremena provedenog u 
perifernom prstenu tokom pet dana treninga. **p<0,01 u odnosu na kontrolnu 
grupu (SOL); #p<0,05 u odnosu na MDZ 0,5; +p<0,05 i ++p<0,01 u odnosu na MDZ 
1. 

 

Takoñe, životinje koje su primale 2 mg/kg midazolama prelazile su značajno duži put u 

perifernom prstenu tokom IV i V dana treninga u poreñenju sa kontrolnom grupom 

(p=0,018 i p<0,001) ali i sa grupama koje su primale 1 mg/kg (p=0,04 i p<0,001) i 0,5 

mg/kg midazolama (p=0,006 za V dan treninga) (Slika 20). 
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Slika 20. Uticaj rastućih doza midazolama na procenat preñenog puta u 
perifernom prstenu tokom pet dana treninga. *p<0,05 i ***p<0,001 u odnosu na 
kontrolnu grupu (SOL); ##p<0,01 u odnosu na MDZ 0,5; +p<0,05 i +++p<0,001 u 
odnosu na MDZ 1. 

 

U testu pozivanja memorije praćeni su vreme (s) i put (m) u ciljnom regionu, 

SI kvadrantu i perifernom prstenu, kao i latencija ulaska (s) i efikasnost puta do ciljnog 

regiona. Meñu grupama je postojala statistički značajna razlika za efikasnost puta do 

ciljnog regiona (F(3,20)=6,439, P=0,003) i put u perifernom prstenu (F(3,20)=0,150, 

P=0,002). Grupe koje su tokom pet dana treninga primale 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama 

imale su značajno nižu efikasnost puta do ciljnog regiona u odnosu na kontrolnu grupu 

(p=0,002, p=0,002 i p=0,003) (Slika 21). Istovremeno, kod sve tri grupe zapaženo je 

prisustvo tigmotakse u toku testa pozivanja memorije, što se odrazilo kroz značajno 

veće vrednosti puta preñenog u perifernom prstenu u odnosu na kontrolnu grupu 

(p=0,02, p=0,004 i p=0,004) (Slika 22). Srednje vrednosti ostalih parametra i njihove 

standardne devijacije prikazane su u Tabeli 7. 
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Slika 21. Efikasnost puta do ciljnog regiona u testu pozivanja memorije kod 
pacova tretiranih sa 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama tokom pet dana treninga. 
**p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL). 
 

 

Slika 22. Put u perifernom prstenu bazena tokom testa pozivanja memorije kod 
pacova tretiranih sa 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama tokom pet dana treninga. 
*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL). 
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Tabela 7. Srednje vrednosti (± standardna devijacija) parametara praćenih u testu 
pozivanja memorije nakon petodnevne primene rastućih doza midazolama pre 
svakog treninga. 
 

 

 
Eksperiment 3 

 
U Eksperimentu 3 praćen je uticaj midazolama (0,5; 1 i 2 mg/kg) na fazu konsolidacije 

memorije. Uticaj faktora dan tokom pet dana treninga bio je statistički značajan za sve 

praćene parametre, dok uticaj faktora tretman i interakcija izmeñu faktora nisu bili 

značajni. Rezultati dvofaktorske ANOVE sa ponavljanjem prikazani su u Tabeli 8. 

 
Tabela 8. Uticaj ponavljane primene rastućih doza midazolama nakon završenog 
treninga na praćene parametre (dvofaktorska ANOVA). 
 

 

U testu pozivanja memorije nije bilo značajnog uticaja tretmana 

(primenjivanog tokom pet dana treninga) ni za jedan od praćenih parametara (put i 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 2,40±1,69 13,68±9,64 1,69±1,29 9,18±7,28 1,52±0,56 25,15±15,30 

MDZ 0,5 2,13±0,95 11,87±4,72 1,25±0,71 6,65±1,40 4,42±2,28 28,07±12,76 

MDZ 1 1,67±0,46 9,12±2,22 0,51 ± 0,41 2,17±2,01 5,84±2,86  40,73±12,71 

MDZ 2 2,42±1,31 10,92±7,74 1,15 ± 0,73 4,72±4,24 6,14±1,46 35,30±6,74 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,28)=0,584 

P=0,631 
F(4,112)=35,033 

P<0,001 
F(12,112)=1,765 

P=0,063 

Preñeni put (m) 
F(3,28)=0,695 

P=0,563 
F(4,112)=36,725 

P<0,001 
F(12,80)=1,457 

P=0,151 

Efikasnost puta 
F(3,28)=0,139 

P=0.936 
F(4,112)=11,750 

P<0,001 
F(12,112)=1,644 

P<0,089 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,28)=0,389 

P=0,762 
F(4,112)=41,735 

P<0,001 
F(12,112)=0,582 

P=0,853 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,28)=0,300 

P=0,826 
F(4,112)=38,780 

P<0,001 
F(12,112)=0,800 

P=0,651 
Brzina plivanja 

(m/s) 
F(3,28)=0,984 

P=0,826 
F(4,112)=15,294 

P<0,001 
F(12,112)=0,711 

P=0,737 
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vreme u ciljnom regionu, SI kvadrantu i perifernom prstenu). U Tabeli 9 prikazane su 

srednje vrednosti praćenih parametara i njihove standardne devijacije. 

 
Tabela 9. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) praćenih u testu 
pozivanja memorije nakon petodnevne primene rastućih doza midazolama posle 
treninga. 

 
 
Eksperiment 4 
 
Analizom parametara iz Eksperimenta 4, u kojem je 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama 

primenjeno jednokratno, neposredno pre testa pozivanja memorije, zapažen je značajan 

uticaj primenjenog tretmana na latenciju ulaska u ciljni region (s) (F(3,28)=3,159, 

P=0,041). Srednje vrednosti ostalih parametara i njihove standardne devijacije 

prikazane su u Tabeli 10. 

 
Tabela 10. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) praćenih 
nakon jednokratne primene rastućih doza midazolama. 

 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s) 

SOL 1,59±0,96 9,17±5,51 0,71±0,61 2,70±2,22 4,39±2,04 38,44±13,21 

MDZ 0,5 2,86±1,09 13,73±8,39 0,93±0,39 3,60±1,41 5,97±2,23 33,94±6,58 

MDZ 1 2,29±1,65 12,90±6,47 0,79±0,72 3,43±3,06 5,95±3,19 40,57±10,43 

MDZ 2 3,36±2,04 14,54±6,80 1,85±1,47 6,91±5,57 5,69±3,09 34,61±13,04 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s) 

SOL 3,54±1,52 17,00±7,29 1,83±1,19 7,85±5,20 5,11±1,83 31,78±7,60 

MDZ 0,5 3,54±1,59 13,61±5,45 1,96±67 6,38±1,88 4,71±1,67 34,11±8,57 

MDZ 1 3,27±1,32 14,41±5,19 1,40±1,28 4,63±4,37 6,61±2,56 40,46±13,79 

MDZ 2 2,61±1,18 13,50±5,36 1,15±0,69 4,24±2,87 4,65±1,91 41,05±10,31 
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Grupa koja je primila 2 mg/kg midazolama imala je značajno dužu latenciju ulaska u 

ciljni region u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,036), dok su grupe koje su primile 0,5 i 

1 mg/kg midazolama bile blizu dostizanja statističke značajnosti (p=0,066 i p=0,07) 

(Slika 23). Broj životinja po grupi je 8. 

 

Slika 23. Uticaj rastućih doza midazolama (MDZ) na latenciju ulaska u ciljni 
region tokom eksperimenta pozivanja memorije. *p<0,05 u odnosu na kontrolnu 
grupu (SOL). 

 

Eksperiment 5 

 

U Eksperimentu 5, ispitivan je uticaj neselektivnog negativnog modulatora DMCM-a, 

na ponašanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem pokazala je 

značajan uticaj faktora dan, dok primena tretmana (0,2; 0,5 i 1 mg/kg DMCM) nije 

uticala značajno ni na jedan parametar ponašanja praćen tokom pet dana treninga u 

MVL-u: latenciju nalaska platforme (s), preñeni put (m), efikasnost puta, procenat 

vremena i puta u perifernom prstenu i prosečnu brzinu plivanja (m/s). Rezultati 

statističke analize prikazani su u Tabeli 11. 
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Tabela 11. Uticaj ponavljane primene rastućih doza DMCM-a na paramtere 
praćene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA). 

 

 
 

Za parametre praćene u toku testa pozivanja memorije, jednofaktorska 

ANOVA je pokazala da postoji značajan uticaj faktora tretman (0,2; 0,5 i 1 mg/kg 

DMCM), i to na put preñen u SI kvadrantu i ciljnom regionu, dok uticaj na ostale 

parametre nije bio značajan (Tabela 12). 

 

Tabela 12. Uticaj ponavljane primene DMCM-a tokom pet dana treninga na 
parametre praćene u testu pozivanja memorije (jednofaktorska ANOVA). 

 
 
Grupe koje su tokom pet dana treninga primale 0,2; 0,5 i 1 mg/kg DMCM-a imale su 

značajno niže vrednosti preñenog puta u SI kvadrantu u odnosu na kontrolnu grupu 

(p=0,016, p=0,017 i p=0,002). Grupe koje su primale 0,5 i 1 mg/kg DMCM-a imale su i 

značajno niže vrednosti preñenog puta i u ciljnom regionu u odnosu na kontrolnu grupu 

(p=0,04 i p=0,03). Rezultati su prikazani na Slici 24. 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,24)=0,190 

P=0,902 
F(4,96)=25,671 

P<0,001 
F(12,96)=0,896 

P=0,554 

Preñeni put (m) 
F(3,24)=0,198 

P=0,896 
F(4,96)=17,450 

P<0,001 
F(12,96)=1,180 

P=0,309 

Efikasnost puta 
F(3,24)=0,609 

P=0,616 
F(4,96)=7,340 

P<0,001 
F(12,96)=1,497 

P=0,176 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,24)=1,170 

P=0,342 
F(4,96)=20,056 

P<0,001 
F(12,96)=0,814 

P=0,636 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,24)=1,150 

P=0,349 
F(4,96)=19,931 

P<0,001 
F(12,96)=0,813 

P=0,636 
Brzina plivanja 

(m/s) 
F(3,24)=1,083 

P=0,375 
F(4,96)=8,438 

P<0,001 
F(12,96)=0,914 

P=0,537 

 Ciljni region SI kvadrant 

Parametar F(3,24) P F(3,24) P 

Vreme (s) 2,590 0,076 2,990 0,051 

Put (m) 3,727 0,025 6,356 0,003 
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Slika 24. Uticaj 0,2; 0,5 i 1 mg/kg DMCM-a na put preñen u SI kvadrantu i 
ciljnom regionu tokom testa pozivanja memorije. *p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na 
kontrolnu grupu (SOL). Broj životinja po grupi je 7 . 
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4.2. Supstance selektivne za α1-podtip GABA A receptora 
 
Na osnovu rezultata dobijenih iz eksperimenta o dozno-zavisnom uticaju diazepama na 

parametre ponašanja pacova u MVL, urañena su dva eksperimenta (Eksperimenti 6 i 7) 

u kojima je ispitana mogućnost antagonizovanja efekata 1,5 i 2 mg/kg diazepama 

istovremenom primenom α1–selektivnog neutralnog modulatora βCCt-a. 

 
Eksperiment 6 

 
U Eksperimentu 6 ispitivan je uticaj kombinacije 1,5 mg/kg diazepama i 5 ili 15 mg/kg 

ßCCt-a, a dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem pokazala je značajan uticaj faktora 

dan, dok uticaj faktora tretman nije bio statistički značajan ni za jedan od parametara 

praćenih tokom pet dana treninga. Rezultati statističke analize prikazani su u Tabeli 

13. 

 
Tabela 13. Uticaj ponavaljane primene 1,5 mg/kg diazepama i kombinacije 1,5 
mg/kg diazepam + ßCCt (5 ili 15 mg/kg) na parametre praćene tokom pet dana 
treninga (dvofaktorska ANOVA). 
 

 

U testu pozivanja memorije, nije bilo značajnog uticaja faktora tretman ni na jedan od 

praćenih parametara. U Tabeli 14 prikazane su srednje vrednosti praćenih parametara sa 

standardnim devijacijama. 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,20)=1,283 

P=0,307 
F(4,80)=24,557 

P<0,001 
F(12,80)=0,389 

P=0,964 

Preñeni put (m) 
F(3,20)=1,345 

P=0,288 
F(4,80)=18,018 

P<0001 
F(12,80)=0,301 

P=0,988 

Efikasnost puta 
F(3,20)=1,478 

P=0,251 
F(4,80)=15,813 

P<0,001 
F(12,80)=1,054 

P=0,410 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,20)=0,763 

P=0.528 
F(4,80)=38,650 

P<0,001 
F(12,80)=0,684 

P=0,762 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,20)=0,694 

P=0,567 
F(4,80)=29,859 

P<0,001 
F(12,80)=0,696 

P=0,750 
Brzina plivanja 

(m/s) 
F(3,20)=2,367 

P=0,101 
F(4,80)=9,823 

P<0,001 
F(12,80)=0,657 

P=0,787 
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Tabela 14. Srednje vrednosti parametara praćenih u testu pozivanja memorije (± 
standardna devijacija) nakon petodnevne primene 1,5 mg/kg diazepama i 
kombinacije diazepam (1,5 mg/kg) + ßCCt (5 ili 15 mg/kg). 

 

Eksperiment 7 
 
U Eksperimentu 7 praćen je uticaj kombinacije 2 mg/kg diazepama i 15 mg/kg ßCCt-a 

na ponašanje pacova u MVL, dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem pokazala je 

značajan uticaj faktora dan na sve praćene pramatere, dok je uticaj faktora tretman bio 

značajan za sve parametre osim brzine plivanja. Interakcija je bila značajna samo za 

procenat vremena i procenat puta u perifernom prstenu. Rezultati statističke analize 

prikazani su u Tabeli 15. 

 

Tabela 15. Uticaj ponavljane primene 2 mg/kg diazepama i kombinacije diazepam 
(2 mg/kg) + ßCCt (15 mg/kg) na parametre praćene tokom pet dana treninga 
(dvofaktorska ANOVA). 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 2,29±1,30 13,48±7,93 1,36±1,03 7,47±4,87 4,88±1,78 38,82±8,62 

DZP 1,5 1,55±0,95 6,40±4,02 0,84±0,82 2,85±3,00 5,29±2,30 37,58±14,47 

DZP+ßCCt 5 3,46±2,09 13,53±5,54 1,76±1,11 7,10±2,73 5,42±1,85 27,75±5,31 

DZP+ßCCt 15 2,17±0,09 9,50±3,45 1,13±0,69 4,35±2,51 6,87±1,16 36,68±6,58 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(2,16)=16,403 

P<0,001 
F(4,64)=31,664 

P<0,001 
F(8,64)=0,978 

P=0,461 

Preñeni put (m) 
F(2,16)=7,529 

P=0,005 
F(4,64)=19,074 

P<0,001 
F(8,64)=1,562 

P=0,151 

Efikasnost puta 
F(2,16)=6,493 

P=0,009 
F(4,64)=25,592 

P<0,001 
F(8,64)=1,237 

P=0,292 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(2,16)=31,629 

P<0,001 
F(4,64)=38,512 

P<0,001 
F(8,64)=2,507 

P=0,02 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(2,16)=20,693 

P<0,001 
F(4,64)=41,266 

P<0,001 
F(8,64)=2,967 

P=0,007 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(2,16)=2,398 
P=0,123 

F(4,64)=5,481 
P<0,001 

F(8,64)=1,4 
P=0,214 
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Post hoc analiza pokazala je da je grupa koja je primala 2 mg/kg diazepama imala 

značajno dužu latenciju nalaska platforme u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001), ali i 

u odnosu na grupu koja je primala 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg βCCt-a (p<0,001). 

Rezultati post hoc analize po danima prikazani su na Slici 25a. Grupa koja je primala 2 

mg/kg diazepama prelazila je i značajno duži put do nalaska platforme u odnosu na 

kontrolnu grupu (p=0,005) i u odnosu na grupu koja je primala kombinaciju 2 mg/kg 

diazepama i 15 mg/kg ßCCt-a (p=0,008) (Slika 25b). 

 

 

Slika 25. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama+15 mg/kg 
ßCCt-a na a) latenciju nalaska platforme i b) preñeni put tokom pet dana 
treninga. *p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05, ##p<0,01 i 
###p<0,001 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 2). Broj životinja po grupi je 6-7 
(Slike 25-29). 
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Ova grupa je takoñe imala i nižu efikasnost puta u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,041) 

i grupu koja je primala kombinaciju 2 mg/kg diazepama i 15 mg/kg ßCCt-a (p=0,007) 

(Slika 26). 

 
Slika 26. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg 
ßCCt-a na efikasnost puta tokom pet dana treninga. *p<0,05 u odnosu na 
kontrolnu grupu (SOL); ###p<0,001 u odnosu na dizepam 2 mg/kg (DZP). 
 
Statistički značajne razlike meñu grupama postojale su i za procenat vremena (Slika 

27a) i procenat puta u perifernom prstenu (Slika 27b). Životinje koje su primale 2 

mg/kg diazepama provodile su više vremena i prelazile duži put u perifernom prstenu u 

odnosu na kontrolnu grupu (p=0,002 i p<0,001), ali i u odnosu na grupu koja je primala 

2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg ßCCt-a (p<0,001 i p<0,001). S obzirom na značajnu 

interakciju meñu faktorima za vreme i put u perifernom prstenu, urañene su 

jednofaktorske ANOVE po danima i rezultati su prikazani u Tabeli 16. 

 
Tabela 16. Uticaj ponavljane primene 2 mg/kg diazepama i kombinacije diazepam 
(2 mg/kg) + ßCCt (15 mg/kg) na vreme i put u perifernom prstenu (jednofaktorska 
ANOVA po danima). 

Parametar I dan II dan III dan IV dan V dan 

Vreme u perifernom 
prstenu (%) 

F(2,16)=10,59 
P=0,001 

F(2,16)=34,93 
P<0,001 

F(2,16)=10,17 
P=0,001 

F(2,16)=3,587 
P=0,052 

F(2,16)=1,833 
P=0,192 

Put u perifernom 
prstenu (%) 

F(2,16)=12,11 
P<0,001 

F(2,16)=37,53 
P<0,001 

F(2,16)=7,08 
P=0,006 

F(2,16)=6,36   
P=0,009 

F(2,16)=2,33   
P=0,130 
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Slika 27. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg 
ßCCt-a na a) vreme i b) put u perifernom prstenu tokom pet dana treninga. 
*p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05, 
##p<0,01 i ###p<0,001 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 2). 
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U testu pozivanja memorije praćeni su svi parametri za koje je prethodno 

pokazano da se menjanju pri primeni 2 mg/kg diazepama tokom pet dana treninga, a to 

su put (m) i vreme (s) u ciljnom regionu, SI kvadrantu i perifernom prstenu. 

Jednofaktorska ANOVA pokazala je značajan uticaj tretmana na vreme (F(2,16)=5,89 i 

P=0,012) i put (F(2,16)=7,168 i P=0,006) u perifernom prstenu. Grupa koja je tokom pet 

dana treninga primala 2 mg/kg diazepama provodila je značajno više vremena (Slika 

28) i prelazila značajno duži put u perifernom prstenu (Slika 29) tokom testa pozivanja 

memorije, u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,005 i p=0,041) i u odnosu na grupu koja je 

primala 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg ßCCt-a (p=0,011 i p=0,009). 

 

Slika 28. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg 
ßCCt na vreme perifernom prstenu tokom testa pozivanja memorije. **p<0,01 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL) i #p<0,05 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 
2). 
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Slika 29. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg 
ßCCt na put u perifernom prstenu tokom testa pozivanja memorije. *p<0,05 i 
##p<0,01 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 2). 
 

Za ostale parametre nije bilo značajne razlike meñu grupama. Njihove srednje vrednosti 

i standardne devijacije prikazane su u Tabeli 17. 

 
Tabela 17. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) praćenih u 
testu pozivanja memorije nakon petodnevne primene 2 mg/kg diazepama ili 
kombinacije 2 mg/kg diazepama + 15 mg/ kg ßCCt-a. 
 

 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 2,33±1,22 11,57±5,08 1,54±1,12 5,90±4,73 3,80±2,40 29,45±10,60 

DZP 2 2,67±0,72 13,13±4,59 0,85±0,63 3,43±2,76 7,70±2,04 44,40±5,87 

DZP + ßCCt 15 1,91±1,32 7,99±5,72 1,10±0,59 4,17±2,71 5,20±1,53 29,27±7,10 
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Eksperiment 8 

 
U Eksperimentu 8 praćen je uticaj rastućih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na 

ponašanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajan uticaj 

faktora dan i značajan uticaj faktora tretman na sve parametre praćene tokom pet dana 

treninga (Tabela 18). Interakcija izmeñu faktora tretman i dan nije bila značajna ni za 

jedan parametar. 

 
Tabela 18. Uticaj ponavljane primene rastućih doza zolpidema na parametre 
praćene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA). 

 

Post hoc test je pokazao da su grupe koje su primale 1 i 2 mg/kg zolpidema 

imale značajno duže latencije nalaska platforme (p=0,017 i p=0,003) (Slika 30) i 

značajno manje brzine plivanja (p=0,017 i p=0,03) (Slika 31) u odnosu na kontrolnu 

grupu. Sve tri grupe koje su primale zolpidem (0,5; 1 i 2 mg/kg) imale su i značajno 

duži preñeni put (p=0,006, p=0,003 i p=0,041) (Slika 32) i nižu efikasnost puta 

(p<0,001, p<0,001 i p=0,006) (Slika 33) u odnosu na kontrolnu grupu. Sve tri grupe 

koje su primale zolpidem (0,5; 1 i 2 mg/kg) provodile su značajno više vremena 

(p=0,036, p<0,001 i p<0,001) (Slika 34), i prelazile duži put (p=0,006; p<0,001, 

p<0,001) (Slika 35) u perifernom prstenu u odnosu na kontrolnu grupu Pored toga, 

grupa koja je primala 2 mg/kg zolpidema provodila je i više vremena i prelazila više 

puta na periferiji bazena u odnosu na grupu koja je primala 0,5 mg/kg zolpidema 

(p=0,049 i p=0,015). 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,28)=10,707 

P<0,001 
F(4,112)=23,846 

P<0,001 
F(12,112)=0,728 

P=0,722 

Preñeni put (m) 
F(3,28)=6,155 

P=0,002 
F(4,112)=27,299 

P<0,001 
F(12,112)=1,020 

P=0,151 

Efikasnost puta 
F(3,28)=10,447 

P<0,001 
F(4,112)=20,504 

P<0,001 
F(12,112)=1,429 

P=0,163 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,28)=12,831 

P<0,001 
F(4,112)=35,003 

P<0,001 
F(12,112)=0,934 

P=0,516 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,28)=11,286 

P < 0.001 
F(4,112)=24,588 

P<0,001 
F(12,112)=1,216 

P=0,281 
Brzina plivanja 

(m/s) 
F(3,28)=5,749 

P=0,003 
F(4,112)=6,087 

P<0,001 
F(12,112)=0,874 

P=0,575 
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Slika 30. Uticaj rastućih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na latenciju nalaska 
platforme u MVL-u tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 i ##p<0,01 u odnosu na ZOL 0,5. Broj 
životinja po grupi je 8 (za Slike 30-36). 

 

Slika 31. Uticaj rastućih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na a) brzinu u MVL-u 
tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,01 u odnosu na kontrolnu 
grupu (SOL); #p<0,01 u odnosu na ZOL 0,5. 
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Slika 32. Uticaj rastućih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na ukupni preñeni put u 
MVL-u tokom pet dana treninga. *p<0,05 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu 
grupu (SOL). 

 

Slika 33. Uticaj rastućih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na efikasnost puta u 
MVL tokom pet dana treninga. *p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu 
(SOL). 
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Slika 34. Uticaj rastućih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na procenat vremena u 
perifernom prstenu tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 u odnosu na ZOL 0,5. 

 

 

Slika 35. Uticaj rastućih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na procenat puta u 
perifernom prstenu tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 u odnosu na ZOL 0,5. 
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Od svih parametara praćenih u testu pozivanja memorije, značajne razlike 

meñu grupama koje su primale različite tretmane (rastvarač, 0,5; 1 i 2 mg/kg zolpidema) 

nañene su za vreme u ciljnom regionu (F(3,28)=4,207, P=0,014) i put u perifernom 

prstenu (F(3,28)=4,434, P=0,011). Srednje vrednosti praćenih parametara i njihove 

standardne devijacije prikazane su u Tabeli 19. 

 
Tabela 19. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) praćenih u 
testu pozivanja memorije nakon petodnevne primene zolpidema. 
 

 

Grupa koja je tokom pet dana treninga primala zolpidem u dozi 0,5 mg/kg provela je 

značajno više vremena u ciljnom regionu u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,02), a 

grupe koje su primale. 1 i 2 mg/kg zolpidema provele su značajno manje vremena u 

ciljnom regionu u odnosu na grupu koja je primala zolpidem 0,5 mg/kg (p=0,019 i 

p=0,019) (Slika 36a). Grupa koja je primala 2 mg/kg zolpidema imala je i značajno 

duži put u perifernom prstenu u odnosu na grupu koja je primala 0,5 mg/kg zolpidema 

(p=0,006) (Slika 36b). 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 1,98±0,60 10,57±4,05 1,09±0,48 3,92±1,70 5,33±1,72 39,40±6,07 

ZOL 0,5 2,50±0,81 12,39±4,02 1,57±0,78 7,58±3,80 3,82±1,62 32,04±11,03 

ZOL 1 2,25±1,48 9,97±5,51 1,21±0,45 4,40±1,61 5,73±2,51 38,26±5,08 

ZOL 2 2,32±1,28 10,09±5,81 1,02±0,68 3,61±2,25 7,59±2,33 41,90±9,54 
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Slika 36. Uticaj zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na a) vreme provedeno u ciljnom 
regionu i b) preñeni put u perifernom prstenu tokom testa pozivanja memorije. 
*p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 i ##p<0,01, u odnosu na ZOL 
0,5. 
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4.3. Supstance sa smanjenom aktivnošću na α1-podtipu GABA A receptora 
 
Eksperiment 9 

 
U Eksperimentu 9 ispitivan je uticaj rastućih doza JY-HXe-053 (5, 20 i 40 mg/kg) na 

ponašanje pacova u MVL-u, a dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem pokazala je 

značajan uticaj faktora dan na sve parametre praćene tokom pet dana treninga, dok 

uticaj faktora tretman i interakcije izmeñu faktora nisu bile značajne. Rezultati 

statističke analize prikazani su u Tabeli 20. 

 

Tabela 20. Uticaj ponavljane primene rastućih doza JY-HXe-053 na parametre 
praćene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA). 

 
U testu pozivanja memorije jednofaktorska ANOVA je pokazala da nema statistički 

značajnih razlika meñu grupama ni za jedan od praćenih parametara (vreme i put u SI 

kvadrantu, ciljnom regionu i perifernom prstenu). U Tabeli 21 prikazane su srednje 

vrednosti praćenih parametara sa standardnim devijacijama. 

 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,24)=0,231 

P=0,874 
F(4,96)=50,934 

P<0,001 
F(12,96)=0,580 

P=0,854 

Preñeni put (m) 
F(3,24)=3,094 

P=0,046 
F(4,96)=38,757 

P<0,001 
F(12,96)=1,129 

P=0,346 

Efikasnost puta 
F(3,24)=3,046 

P=0,048 
F(4,96)=25,920 

P<0,001 
F(12,96)=0,448 

P=0,939 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,24)=0,364 

P=0,780 
F(4,96)=16,108 

P<0,001 
F(12,96)=0,538 

P=0,885 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,24)=0,118 

P=0,949 
F(4,96)=18,037 

P<0,001 
F(12,96)=0,498 

P=0,911 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(3,24)=1,917 
P=0,154 

F(4,96)=2,797 
P=0,030 

F(12,96)=2,722 
P=0,003 
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Tabela 21. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) praćenih u 
testu pozivanja memorije nakon petodnevne primene JY-HXe-053. 

 

Eksperiment 10 

 

U Eksperimentu 10 praćen je uticaj 30 mg/kg SH-053-2’N, 30 mg/kg SH-053-S-CH3-

2’F i 30 mg/kg SH-053-R-CH3-2’F na ponašanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska 

ANOVA sa ponavljanjem pokazala je značajan uticaj faktora dana, dok uticaja faktora 

tretman i interakcija izmeñu faktora nisu bile značajne. Rezultati statističke analize 

parametara praćenih tokom pet dana treninga prikazani su u Tabeli 22. 

 

Tabela 22. Uticaj ponavljane primene SH-053-2’N, SH-053-S-CH3-2’F i SH-053-R-
CH3-2’F na parametre praćene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA). 

 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s) 

SOL 1,99±2,59 7,81±9,55 0,99±1,22 3,54±4,47 3,02±2,99 42,07±11,93 

JY-HXe-053 5 1,98±1,47 10,01±7,74 1,30±1,01 6,16±4,96 3,53±2,40 32,64±14,14 

JY-HXe-053 20 1,15±1,27 5,01±5,54 0,59±0,49 2,53±2,36 3,04±3,00 42,51±15,98 

JY-HXe-053 40 1,35±1,66 6,11±7,31 0,81±0,93 3,36±3,90 3,44±2,76 45,47±16,19 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,28)=0,827 

P=0,490 
F(4,112)=30,113 

P<0,001 
F(12 112)=0,463 

P=0,932 

Preñeni put (m) 
F(3,28)=0,554 

P=0,650 
F(4,112)=27,958 

P<0,001 
F(12,112)=0,293 

P=0,989 

Efikasnost puta 
F(3,28)=0,801 

P=0,504 
F(4,112)=23,393 

P<0,001 
F(12,112)=0,709 

P=0,740 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,28)=1,781 

P=0,174 
F(4,112)=19,568 

P<0,001 
F(12,112)=1,29 

P=0,234 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,28)=2,15 

P=0,116 
F(4,112)=20,637 

P<0,001 
F(12,112)=1,185 

P=0,302 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(3,28)=1,080 
P=0,373 

F(4,112)=5,457 
P<0,001 

F(12,112)=0,566 
P=0,865 
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U testu pozivanja memorije, jednofaktorska ANOVA je pokazala da nema značajnog 

uticaja faktora tretman ni za jedan od praćenih parametara. Srednje vrednosti 

parametara i njihove standardne devijacije prikazane su u Tabeli 23. 

 

Tabela 23. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) iz testa 
pozivanja memorije nakon petodnevne primene SH-053-2’N, SH-053-S-CH3-2’F i 
SH-053-R-CH3-2’F. 

 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 2,55±1,54 12,26±6,18 1,36±0,99 6,19±3,73 4,45±3,32 31,75±9,22 

SH-053-2’N 30 3,06±1,56 15,62±9,66 1,84±1,12 8,75±6,52 4,46±2,04 25,35±11,44 

SH-053-R-
CH3-2’F 30 

3,17±1,02 14,09±6,08 2,01±0,85 8,40±4,92 4,93±2,05 28,49±8,13 

SH-053-S-CH3-
2’F 30 

2,96±1,13 15,84±5,4 1,60±0,74 7,51±3,64 4,71±2,26 32,55±6,97 
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4.4. Supstance selektivne za α5-podtip GABA A receptora 
 

Eksperiment 11 

 

U Eksperimentu 11 ispitivana je mogućnost antagonizovanja efekata 1,5 mg/kg 

diazepama istovremenom primenom 10 ili 20 mg/kg XLi093. Dvofaktorska ANOVA sa 

ponavljanjem pokazala je značajan uticaj faktora dan za sve parametre praćene tokom 

pet dana treninga, dok je uticaj faktora tretman bio značajan za ukupni preñeni put (m), 

efikasnost puta i procenat puta u perifernom prstenu. Interakcije izmeñu faktora nisu 

bile značajne ni za jedan praćeni parametar (Tabela 24). 

 

Tabela 24. Uticaj ponavljane primene 1,5 mg/kg diazepama i kombinacije 1,5 
mg/kg diazepama i XLi093 (10 ili 20 mg/kg) na parametre praćene tokom pet dana 
treninga (dvofaktorska ANOVA). 

 

Post hoc analiza je pokazala da je grupa koja je primala kombinaciju 1,5 mg/kg 

diazepama i 20 mg/kg XLi093 imala značajno duži put u odnosu na kontrolnu grupu 

(p=0,003) (Slika 37). Značajno nižu efikasnost puta u odnosu na kontrolnu grupu imale 

su životinje koje su primale kombinaciju 1,5 mg/kg diazepama i 10 ili 20 mg/kg XLi093 

(p=0,027 i p<0,001) (Slika 38). 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,20)=2,527 

P=0,087 
F(4,80)=15,271 

P<0,001 
F(12,80)=1,002 

P=0,455 

Preñeni put (m) 
F(3,20)=5,812 

P=0,005 
F(4,80)=14,949 

P<0,001 
F(12,80)=1,159 

P=0,327 

Efikasnost puta  
F(3,20)=7,450 

P=0,002 
F(4,80)=8,448 

P<0,001 
F(12,80)=1,752 

P=0,071 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,20)=3,584 

P=0,032 
F(4,80)=33,570 

P<0,001 
F(12,80)=1,025 

P=0,435 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,20)=1,506 

P=0,244 
F(4,80)=23,372 

P<0,001 
F(12,80)=0,703 

P=0,744 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(3,20)=0,610 
P=0,616 

F(4,80)=5,747 
P<0,001 

F(12,80)=0,773 
P=0,676 



Rezultati 

 70 

 

Slika 37. Uticaj 1,5 mg/kg diazepama i kombinacije 1,5 mg/kg diazepama i 10 ili 20 
mg/kg XLi093 na ukupni preñeni put tokom pet dana treninga u MVL-u. *p<0,05, 
**p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 u odnosu na DZP 1,5; 
+p<0,05 u odnosu na DZP 1,5 + XLi093 10. Broj životinja po grupi je 6 (Slika 37-
39). 

 

Slika 38. Uticaj 1,5 mg/kg diazepama i kombinacije 1,5 mg/kg diazepama i 10 ili 20 
mg/kg XLi093 na efikasnost puta tokom pet dana treninga u MVL-u. *p<0,05, 
***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 u odnosu na DZP 1,5. 
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Grupa koja je primala kombinaciju 1,5 mg/kg diazepama i 20 mg/kg XLi093 imala je 

značajnu nižu efikasnost puta u odnosu na grupu koja je primala 1,5 mg/kg diazepama 

(p=0,034) (Slika 38), kao i značajno duži put u perifernom prstenu u odnosu na 

kontrolnu grupu (p=0,02) (Slika 39). 

 

 

 

Slika 39. Uticaj 1,5 
mg/kg diazepama i 
kombinacije 1,5 mg/kg 
diazepama i 10 ili 20 
mg/kg XLi093 na put u 
perifernom prstenu 
tokom pet dana 
treninga u MVL. 
*p<0,05 u odnosu na 
kontrolnu grupu 
(SOL). 

 

U testu pozivanja memorije, nije bilo značajnog uticaja faktora tretman ni za jedan od 

praćenih parametara. Srednje vrednosti praćenih parametara i njihove standardne 

devijacije prikazane su u Tabeli 25. 

 
Tabela 25. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) iz testa 
pozivanja memorije nakon petodnevne primene 1,5 mg/kg diazepama ili 
kombinacije 1,5 mg/kg diazepama i XLi093 (10 ili 20 mg/kg). 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 2,29±1,29 13,48±7,93 1,36±1,03 7,47±4,87 4,88±1,78 38,82±8,62 

DZP 1.5 1,55±0,95 6,40±4,02 0,84±0,82 2,85±3,00 5,29±2,30 37,58±14,47 

DZP 1.5 + 
XLI093 10 

2,62±0,92 11,80±5,32 1,34±0,8 5,67±3,61 7,04±3,98 35,88±12,95 

DZP 1.5 + 
XLI093 20 

2,70±1,53 10,75±5,33 1,11±1,06 4,20±4,31 7,86±3,71 37,80±7,16 
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Eksperiment 12 

 

U Eksperimentu 12 ispitivana je mogućnost antagonizovanja efekata 2 mg/kg 

diazepama istovremenom primenom 10 mg/kg XLi093, dvofaktorska ANOVA sa 

ponavljanjem pokazala je značajan uticaj faktora dan na sve praćene parametre, dok je 

uticaj faktora tretman bio značajan za latenciju (s), preñeni put (m), procenat puta i 

procenat vremena u perifernom prstenu. Interakcija izmeñu faktora nije bila značajna ni 

u jednom slučaju. Rezultati statističke analize prikazani su u Tabeli 26. 

 

Tabela 26. Uticaj ponavljane primene 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg 
diazepama + 10 mg/kg XLi093 na parametre praćene tokom pet dana treninga 
(dvofaktorska ANOVA). 

 

Značajno dužu latenciju nalaska platforme imale su životinje koje su primale 2 

mg/kg diazepama i to u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,004) i grupu koja je primala 

kombinaciju 2 mg/kg diazepama i 10 mg/kg XLi093 (p=0,021) (Slika 40). Životinje 

koje su primale 2 mg/ kg diazepama prelazile su i značajno duži put (p=0,07) u odnosu 

na kontrolnu grupu (Slika 41). U odnosu na kontrolnu grupu i grupu koja je primala 2 

mg/kg diazepama + 10 mg/kg XLi093, grupa koje je primala 2 mg/kg diazepama imala 

je i veći procenat puta (p=0,001 i p=0,003) (Slika 42) i veći procenat vremena (p=0,019 

i p=0,006) (Slika 43) u perifernom prstenu bazena. 

 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(2,16)=7,426 

P=0,005 
F(4,64)=34,203 

P<0,001 
F(8,64)=0,267 

P=0,974 

Preñeni put (m) 
F(2,16)=4,409 

P=0,030 
F(4,64)=16,792 

P<0,001 
F(8,64)=1,067 

P=0,397 

Efikasnost puta  
F(2,16)=1,987 

P=0,170 
F(4,64)=16,980 

P<0,001 
F(8,64)=0,890 

P=0,530 
Put u perifernom prstenu 

(%) 
F(2,16)=11,168 

P<0,001 
F(4,64)=42,475 

P<0,001 
F(8,64)=1,128 

P=0,357 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(2,16)=6,425 

P=0,009 
F(4,64)=39,361 

P<0,001 
F(8,64)=1,966 

P=0,065 
Brzina plivanja 

(m/s) 
F(2,16)=0,725 

P=0,499 
F(4,64)=4,415 

P=0,003 
F(8,64)=1,24 
P=0,291 
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Slika 40. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama i 10 mg/kg 
XLi093 na latenciju nalaska platforme tokom pet dana treninga u MVL-u. *p<0,05 
u odnosu na kontrolnu grupu (SOL). Broj životinja po grupi 6 - 7 (Slike 40-45). 

 

 

Slika 41. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama i 10 mg/kg 
XLi093 na ukupni preñeni put tokom pet dana treninga u MVL-u. *p<0,05 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL). 
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Slika 42. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama + 10 mg/kg 
XLi093 na procenat puta u perifernom prstenu tokom pet dana treninga u MVL-u. 
*p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 i 
##p<0,01 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 2). 

 

Slika 43. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama + 10 mg/kg 
XLi093 na procenat vremena u perifernom prstenu tokom pet dana treninga u 
MVL-u. **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); #p<0,05 u 
odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 2). 

 



Rezultati 

 75 

U testu pozivanja memorije, jednofaktorska ANOVA pokazala je značajan uticaj 

faktora tretman na vreme (F(2,16)=5,926 i P=0,012) i put u perifernom prstenu 

(F(2,16)=6,159 i P=0,010). U odnosu na kontrolnu grupu, životinje koje su primale 2 

mg/kg diazepama prešle su značajno duži put u perifernom prstenu (p=0,012) (Slika 

44). Ova grupa (diazepam 2 mg/kg) provela je i više vremena u perifernom prstenu, u 

odnosu na kontrolnu grupu (p=0,015), kao i u odnosu na grupu koja je primala 2 mg/kg 

diazepama + 10 mg/kg XLi093 (p=0,041) (Slika 45). Srednje vrednosti ostalih 

parametara praćenih u toku testa pozivanja memorije sa standardnim devijacijama 

prikazane su u Tabeli 27. 

 
Tabela 27. Srednje vrednosti parametra (± standardna devijacija) praćenih u testu 
pozivanja memorije nakon petodnevne primene 2 mg/kg diazepama i kombinacije 
2 mg/kg diazepama i 10 mg/kg XLi093. 

 

 

Slika 44. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama + 10 mg/kg 
XLI093 na put u perifernom prstenu u testu pozivanja memorije. *p<0,05 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL) i #p<0,05 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 
2). 

 SI kvadrant Ciljni region 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  

SOL 2,33±1,23 11,57±5,08 1,54±1,12 5,90±4,73 

DZP 2 2,67± 0,72 13,13±4,59 0,85±0,63 3,43±2,76 

DZP 2 + XLI093 10 1,97±0,64 10,77±4,92 1,19±0,72 5,13±3,26 
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Slika 45. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2 mg/kg diazepama + 10 mg/kg 
XLI093 na b) vreme u perifernom prstenu u testu pozivanja memorije. *p<0,05 u 
odnosu na kontrolnu grupu (SOL). 

 
Eksperiment 13 
 
 U Eksperimentu 13 ispitivan je uticaj rastućih doza XLi356 (5, 10 i 20 mg/kg) na 

ponašanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem pokazala je 

značajan uticaj faktora dan, dok uticaj faktora tretman i interakcije nisu bili značajni ni 

za jedan od praćenih parametara. Rezultati dvofaktorske analize prikazani su u Tabeli 

28. 

 
Tabela 28. Uticaj primene rastućih doza XLi356 na parametre praćene tokom tri 
bloka treninga (dvofaktorska ANOVA). 
 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,25)=1,455 

P=0,251 
F(2,50)=38,454 

P<0,001 
F(6,50)=1,380 

P=0,241 

Preñeni put (m) 
F(3,25)=1,021 

P=0,400 
F(2,50)=29,395 

P<0,001 
F(6,50)=1,551 

P=0,181 

Efikasnost puta  
F(3,25)=1,005 

P=0,407 
F(2,50)=14,769 

P<0,001 
F(6,50)=1,063 

P=0,397 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,25)=1,383 

P=0,271 
F(2,50)=65,371 

P<0,001 
F(6,50)=1,707 

P=0,139 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,25)=1,138 

P=0,353 
F(2,50)=77,979 

P<0,001 
F(6,50)=1,639 

P=0,156 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(3,25)=0,116 
P=0,950 

F(2,50)=6,979 
P=0,002 

F(6,50)=1,064 
P=0,397 
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U testu pozivanja memorije, jednofaktorska ANOVA je pokazala značajan uticaj 

faktora tretman za broj ulazaka u SI kvadrant (F(3,25)=3,923 i P=0,020). Post hoc analiza 

pokazala je da životinje koje su primale 10 mg/kg XLi356 imaju značajno manji broj 

ulazaka u SI kvadrant u odnosu na kontrolu (p=0,030) i u odnosu na grupu koja je 

primala 5 mg/kg XLi356 (p=0,037) (Slika 46). Za ostale parametre iz testa pozivanja 

memorije prikazane su srednje vrednosti i njihove standardne devijacije (Tabela 29). 

 

Slika 46. Uticaj 5, 10 i 20 mg/kg XLi356 na broj ulazaka u SI kvadrant u toku testa 
pozivanja memorije. *p<0,05 u odnosu na kontrolu (SOL); #p<0,05 u odnosu na 
XLi356 5. Broj životinja po grupi je 7. 

 

Tabela 29. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) praćenih u 
testu pozivanja memorije nakon primene rastućih doza XLi356. 

 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 4,74±2,16 20,07±6,70 3,09±1,65 13,39±5,53 4,18±1,74 22,01±6,62 

XLI356 5 4,24±1,03 18,89±5,54 3,14±0,96 13,90±4,38 4,99±2,41 24,06±8,27 

XLI356 10 2,55±1,48 10,56±6,09 1,44±1,52 5,84±6,02 6,49±3,58 32,10±11,61 

XLI356 20 3,81±1,70 16,59±9,48 2,13±1,48 8,83±7,54 7,17±2,89 33,99±13,76 



Rezultati 

 78 

Eksperiment 14 
 
U Eksperimentu 14 ispitivan je uticaj rastućih doza PWZ-029 (5, 10 i 15 mg/kg) na 

ponašanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem pokazala je 

značajan uticaj faktora dan na sve praćene parametre tokom pet dana treninga, dok 

uticaj faktora tretman i interakcija izmeñu faktora nisu bili značajni. U Tabeli 30. 

prikazani su rezultati statističke analize. 

 
Tabela 30. Uticaj ponavljane primene rastućih doza PWZ029  na parametre 
praćene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA). 
 

Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,24)=0,733 

P=0,542 
F(4,96)=26,289 

P<0,001 
F(12,96)=1,064 

P=0,399 

Preñeni put (m) 
F(3,24)=1,799 

P=0,174 
F(4,96)=19,234 

P<0,001 
F(12,96)=1,076 

P=0,389 

Efikasnost puta  
F(3,24)=0,121 

P=0,947 
F(4,96)=11,296 

P<0,001 
F(12,96)=1,000 

P=0,455 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,24)=1,358 

P=0,279 
F(4,96)=26,812 

P<0,001 
F(12,96)=0,529 

P=0,891 
Vreme u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,24)=1,365 

P=0,277 
F(4,96)=26,638 

P<0,001 
F(12,96)=0,516 

P=0,900 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(3,24)=0,768 
P=0,523 

F(4,96)=11,512 
P<0,001 

F(12,96)=0,663 
P=0,783 

 

U testu pozivanja memorije, jednofaktorska ANOVA nije pokazala značajan uticaja 

faktora tretman ni za jedan od praćenih parametara. Srednje vrednosti praćenih 

parametara sa standardnim devijacijama date su u Tabeli 31. 

Tabela 31. Srednje vrednosti parametara (± standardna devijacija) praćenih u 
testu pozivanja memorije nakon petodnevne primene PWZ029. 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 4,63±1,50 21,03±9,55 2,19±1,77 10,70±11,53 5,51±2,14 29,81±12,11 

PWZ029 5 3,10±2,34 12,36±9,89 1,22±1,18 4,10±4,12 6,31±2,98 41,53±13,79 

PWZ029 10 3,46±1,04 15,91±8,45 1,70±0,52 7,46±5,20 6,30±3,45 32,31±11,69 

PWZ029 15 3,24±0,85 14,86±3,32 1,93±0,77 7,89±4,17 6,46±2,76 34,63±11,38 
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Eksperiment 15 

 
U Eksperimentu 15 ispitivan je uticaj rastućih doza PWZ029 (5, 15 i 30 mg/kg) na 

ponašanje pacova u MVL-u, u jednodnevnom protokolu. Dvofaktorska ANOVA sa 

ponavljanjem pokazala je značajan uticaj faktora blok plivanja , dok uticaj faktora 

tretman, kao ni interakcija nisu bili značajni. Rezultati statističke analize za praćene 

parametre prikazani su u Tabeli 32. 

 
Tabela 32. Uticaj jednokratne primene PWZ029 na parametre praćene u 
jednodnevnom protokolu MVL-a (dvofaktorska ANOVA). 

 
Parametar Tretman Dan Interakcija 

Latencija (s) 
F(3,24)=0,823 

P=0,494 
F(2,48)=27,535 

P<0,001 
F(6,48)=0,395 

P=0,879 

Preñeni put (m) 
F(3,24)=0,358 

P=0,783 
F(2,48)=14,576 

P<0,001 
F(6,48)=1,043 

P=0,410 

Efikasnost puta 
F(3,24)=0,909 

P=0,451 
F(2,48)=17,319 

P<0,001 
F(6,48)=1,588 

P=0,171 
Put u perifernom 

prstenu (%) 
F(3,24)=0,990 

P=0,414 
F(2,48)=64,536 

P<0,001 
F(6,48)=0,253 
P=0,9560 

Vreme u perifernom 
prstenu (%) 

F(3,24)=0,907 
P=0,452 

F(2,48)=76,638 
P<0,001 

F(6,48)=0,572 
P=0,750 

Brzina plivanja 
(m/s) 

F(3,24)=0,660 
P=0,585 

F(2,48)=3,676 
P=0,033 

F(6,48)=4,200 
P=0,002 

 
U Tabeli 33. prikazane su srednje vrednosti parametara praćenih u testu pozivanja 

memorije, sa standardnim devijacijama. Jednofaktorska ANOVA je pokazala da nema 

značajnog uticaja faktora tretman ni za jedan od praćenih parametara. 

 
Tabela 33. Srednje vrednosti (± standardna devijacija) parametara praćenih u 
testu pozivanja memorije nakon jednokratne primene PWZ029. 

 SI kvadrant Ciljni region Periferni prsten 

Parametar Put (m) Vreme (s) Put (m) Vreme (s)  Put (m) Vreme (s)  

SOL 4,96±1,67 22,83±7,41 3,13±1,29 13,84±6,30 4,79±2,83 24,16±11,10 

PWZ029 5 4,87±1,69 20,57±8,13 2,81±0,89 10,77±3,61 3,92±1,03 22,31±6,89 

PWZ029 15 3,96±1,60 18,57±6,83 2,20±1,49 9,91±6,92 5,08±2,01 25,61±10,52 

PWZ029 30 4,37±1,59 18,71±5,57 2,63±1,40 10,44±6,45 5,57±2,61 25,94±14,44 
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Eksperiment 16 

 
U Eksperimentu 16 korišćen je protokol radne memorije, u kojem je praćen uticaj 

rastućih doza PWZ029 (0,2; 2, 10 i 20 mg/kg) na skraćenje latencije (s) izmeñu prvog i 

drugog plivanja na dan testiranja, jednofaktorska ANOVA nije pokazala značajan uticaj 

faktora tretman (F(4,45)=0,956, P=0,441). Skraćenje latencije na dan testiranja prikazano 

je na Slici 47. 

 

 

Slika 47. Uticaj rastućih doza PWZ029 (0,2; 2, 10 i 20 mg/kg) na skraćenje latencije 
izmeñu prvog i drugog u protokolu radne memorije. Broj životinja po grupi je 10. 
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5. DISKUSIJA 
 

5.1. Neselektivni modulatori benzodiazepinskog mesta vezivanja 
 

Opšte je prihvaćeno pravilo da pozitivni i negativni modulatori benzodiazepinskog 

mesta vezivanja GABAA receptora dovode do suprotnih bihejvioralnih efekata (Petersen, 

1983; Duka i sar., 1988; Maubach, 2003; Atack i sar., 2005). Kada je u pitanju 

ispitivanje učenja i pamćenja kod eksperimentalnih životinja, za obe farmakološke 

grupe, meñutim, može se uopšteno reći da je, usled ispoljene neselektivnosti ovih 

liganada, ponekad teško razlučiti šta je zapravo kognitivni, a šta nekognitivni efekat u 

jednom memorijskom testu u kome se uticaj leka procenjuje na osnovu motornih 

parametara. 

Pozitivni modulatori benzodiazepinskog mesta vezivanja utiču negativno na više 

kognitivnih aspekata: pažnju, budnost, koncentraciju, učenje i pamćenje. U kliničkim 

uslovima, primenom odgovarajućih testova moguće je razdvojiti uticaj lekova na svaki 

od ovih procesa/stanja, što nije slučaj kada se ispitivanja rade na eksperimentalnim 

životinjama. Iako se kroz literaturu vrlo često sreću izrazi „kognitivni efekti leka“, 

„poboljšivači kognicije“ i „oštećenje kognicije“, ono što se zapravo testira u 

pretkliničkim uslovima, kod životinja, jeste pamćenje. Da li je lek pri tome uticao i na 

budnost i pažnju, teško je reći. Za očekivati je da se u takvim situacijama tumačenje 

rezultata dobijenih na životinjama može u izvesnoj meri osloniti na podatke dobijene iz 

kliničkih ispitivanja. Tako je na primer pokazano da sedacija, iako smanjuje pažnju i 

reaktivnost pacijenata ka spoljnim stimulusima i oštećuje izvoñenje baterije 

psihomotornih testova, nije „krivac“ za loše pamćenje pod uticajem benzodiazepina. 

Primena flumazenila kod zdravih dobrovoljaca može da prevenira uticaj diazepama i 

midazolama na budnost i pažnju, ali ne i da spreči značajna memorijska oštećenja 

(Curran i Birch, 1991; Hommer i sar., 1993). Sličnih ispitivanja sa neselektivnim 

inverznim agonistima nema, ali se, po analogiji sa pozitivnim modulatorima, može 

pretpostaviti da povećanje budnosti i pažnje, iako može da doprinese, nije jedini 

mehanizam koji dovodi do poboljšanja pamćenja. 

Da je u pitanju specifični uticaj benzodiazepinskih liganada na učenje i 

pamćenje, govori i činjenica da pozitivni modulatori benzodiazepinskog mesta vezivanja 
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u in vitro uslovima, na preparatima hipokampusa pacova, inhibiraju indukciju LTP-a 

(del Cerro i sar., 1992), koji se smatra elektrofiziološkim korelatom učenja i pamćenja 

(Lynch, 2004), dok neselektivni negativni modulatori, poput DMCM-a, dovode do 

njegovog povećanja (Seabrook i sar., 1997). Ovaj nalaz ipak nije konzistentan za sve 

predstavnike jedne iste farmakološke grupe, pa je tako u slučaju benzodiazepina 

pozitivan za midazolam i diazepam, ali ne i klonazepam (del Cerro i sar., 1992; Evansi 

Viola-McCabe, 1996; Tokuda i sar., 2010), što svakako može uticati i na tumačenje 

rezultata dobijenih sa ovim supstancama. 

 

5.1.1. Uticaj diazepama na ponašanje pacova u MVL-u 
 

Dozno zavisni uticaj diazepama na učenje i pamćenje u MVL-u prethodno je ispitivan u 

dve studije, koje su po dizajnu slične našem eksperimentu (Arolfo i Brioni, 1991; Cain, 

1997). Najniža efikasna doza u našem eksperimentu (1,5 mg/kg) nalazi se izmeñu doza 

koje su bile efikasne u ta dva eksperimenta, 1 mg/kg (Arolfo i Brioni, 1991) i 3 mg/kg 

diazepama (Cain, 1997). Ipak, kako se pokazalo u Eksperimentima 6 i 11, doza od 1,5 

mg/kg diazepama, uprkos istom protokolu, ne dovodi uvek do oštećenja, te se može 

smatrati da je u našim eksperimentalnim uslovima pouzdana, inkapacitirajuća doza 2 

mg/kg diazepama. 

Tokom pet dana treninga, pacovi koji su primali diazepam (1,5; 2 i 5 mg/kg) 

značajno su sporije usvajali lokaciju skrivene platforme, što se pokazalo kroz produženje 

latencije i preñenog puta, uz smanjenje efikasnosti nalaska platforme. Istovremeno, ove 

životinje provodile su značajno više vremena u perifernom prstenu bazena i usvajale 

karakterističnu strategiju plivanja i lociranja platforme. Naime, za razliku od kontrolnih 

životinja koje se ubrzo nakon puštanja u bazen orijentišu ka platformi i usmeravaju 

pretragu ka širem ili užem regionu, kod pacova tretiranih diazepamom uočava se 

odsustvo jasne predstave o njenoj lokaciji: životinje tipično kruže po bazenu dok na 

kraju ne „udare“ o platformu. Pri višim dozama (2 i 5 mg/kg), tokom prvih dana 

treninga, zapažena su i karakteristična preplivavanja i odbijanja od platforme, koja 

prema nekim autorima upućuju na prisustvo senzomotornih smetnji (Cain, 1997). Što se 

tiče brzine plivanja, samo je grupa koja je primala najvišu dozu (5 mg/kg) diazepama 

imala značajno nižu brzinu i u odnosu na kontrolu i u odnosu na ostale tri grupe koje su 
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primale diazepam. S obzirom da su i niže doze od ove (1,5 i 2 mg/kg) dovele do 

oštećanja učenja u MVL-u, smanjena brzina plivanja ne može se specifično povezati sa 

smanjenjem sposobnosti usvajanja pozicije platforme, što dodatno potvrñuje nalaz koji 

su dobili McNamara i Skelton (1991). 

Primena diazepama tokom petodnevnog treninga odrazila se i na ponašanje 

pacova u testu pozivanja memorije. Za parametre koji su pokazatelji očuvanosti 

prostorne memorije (vreme u ciljnom kvadrantu, vreme i put u ciljnom regionu) nañen je 

negativan dozno-zavisni uticaj diazepama (1,5; 2 i 5 mg/kg). Ovi pacovi tokom testa 

pozivanja memorije nasumično plivaju po bazenu, bez usmeravanja pretrage u ciljni 

kvadrant, provodeći pri tome 75% vremena u perifernom prstenu, kružeći uz unutrašnje 

ivice bazena. Očuvanje tigmotakse i tokom testa pozivanja memorije upućuje da to nije 

akutni inkapacitirajući efekat diazepama. Diskretno oštećenje pamćenja u testu 

pozivanja memorije pokazalo se i za grupu koja je primala 1 mg/kg diazepama, a koja je 

tokom pet dana treninga bila ni nivou kontrole. Ovaj nalaz je interesantan jer upućuje na 

to da su izvesni memorijski efekti diazepama prisutni i onda kada svakodnevna primena 

ne dovodi do vidljivih oštećenja. Na sličan zaključak navode i Arolfo i Brioni (1991), 

koji su sa najnižom dozom diazepama (0,3 mg/kg) u testu pozivanja memorije zapazili 

sličan efekat. Prema tome, može se zaključiti da je sâm MVL, kao memorijski test, 

izuzetno osetljiv na uticaj diazepama. 

Postoje različita tumačenja prirode oštećenja koje se vidi pri primeni diazepama 

u MVL-u. McNamara i Skelton (1991) sugerišu da diazepam specifično interferira sa 

memorijskim procesima u MVL-u, izazivajući reverzibilnu anterogradnu amneziju. S 

druge strane, Cain (1997) navodi da je deficit u akviziciji tokom treninga u MVL-u 

posledica senzomotornih smetnji koje diazepam izaziva, a koje su inkompatibilne sa 

adaptivnim ponašanjem i učenjem u MVL-u. Naime, Cain (1997) je pokazao da ako se 

pacovi prvobitno podvrgnu treningu koji se sastoji od nekoliko blokova plivanja sa 

promenljivom pozicijom platforme, ali bez primene tretmana, oni kasnije, kada se 

testiraju u MVL-u, vrlo brzo nauče novu poziciju platforme čak i uz primenu diazepama, 

i ispoljavaju normalno ponašanje, bez izražene tigmotakse, odbijanja od platforme, 

skakanja sa nje ili njenog preplivavanja. Šire posmatrano, pozitivan uticaj prethodnog 

treninga opisali su još Herz (1959) i Steinberg i sar. (1961), koji su našli da prethodno 

iskustvo sa uslovima testiranja može da eliminiše uticaj skopolamina ili kombinacije 
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amfetamina i barbiturata na izvoñenje odreñenih memorijskih testova kod oglednih 

životinja. I sâm Morris (1989) je pokazao da prethodni trening u MVL-u (bez stalne 

pozicije platforme) može da ublaži senzomotorne smetnje izazvane primenom 

antagoniste NMDA receptora i poboljša učenje u vodenom lavirintu, što je objašnjeno 

mogućnošću učenja „upotrebe platforme“ i usvajanja opšte bihejvioralne strategije koja 

je važna za izvoñenje testa pod uticajem leka. Meñutim, Ballard i sar. (2009) i posle 

višednevnog pretreninga dobijaju značajan uticaj diazepama na učenje nove pozicije 

platforme, što ukazuje na moguću interferenciju sa memorijskim procesom. 

Poput Cain-a (1997), i Zanotti i sar. (1994) pokazali su da diazepam ne oštećuje 

učenje u MVL-u kod pacova koji su prethodno familijarizovani sa vodenom sredinom u 

bazenu. U istoj studiji, pokazano je i da diazepam ne utiče na učenje kada se životinjama 

koje su primale rastvarač primeni diazepam, a platforma iz prvobitne pozicije premesti u 

drugi kvadrant (tzv. reverzno učenje). Meñutim, za razliku od Cain-a (1997), koji je 

oštećenje izvoñenja u MVL-u pripisao senzomotornim smetnjama, Zanotti i sar. (1994) 

zaključuju da primarni mehanizam kojim diazepam oštećuje memoriju jeste ispoljavanje 

anksiolitičkog dejstva. MVL je averzivno motivisan test, a benzodiazepini bi mogli 

oštetiti učenje u MVL-u smanjujući anksioznost i motivaciju da se pronañe najbrži izlaz 

iz vodene sredine. Na ovaj način bi se, prividno, mogli objasniti i povezati suprotni 

efekti benzodiazepina i neselektivnih inverznih agonista, za koje je pokazano da u 

dozama u kojima deluju proanksiogeno poboljšavaju i učenje u MVL-u (McNamara i 

Skelton, 1993b). Meñutim, čvrst dokaz za vezu izmeñu prokognitivnih i anksiogenih 

efekata još uvek nije pronañen, a protiv ove hipoteze govori i studija u kojoj je pokazano 

da morfin može da uspori akviziciju, ali za razliku od diazepama, ne sprečava formiranje 

prostorne memorije u MVL-u (McNamara i Skelton, 1992). 

U našem eksperimentu, najniža doza koja je dovela do oštećenja akvizicije i 

formiranja prostorne memorije bila je 1,5 mg/kg diazepama. Ranija istraživanja su 

pokazala da se sedativni efekat diazepama, izražen kao smanjenje lokomotorne 

aktivnosti (SLA), može zapaziti već u dozama od 1,25 mg/kg (Savić i sar., 2010). 

Fitzgerald i Dokla (1989) su pokazali da hipolokomotorni uticaj nekog tretmana u SLA 

nema reperkusija na brzinu plivanja u MVL-u. Naša studija potvrñuje ovaj nalaz, budući 

da diazepam u dozama od 1,5 i 2 mg/kg nije ispoljio smanjenu brzinu plivanja. 

Meñutim, smanjena aktivnost u testu SLA ne znači samo smanjenu brzinu, već i 
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smanjenu eksploraciju nove okoline (smanjenje preñenog puta). U tom smislu se 

hipolokomotorni (sedativni) uticaj diazepama može posmatrati kao smanjenje 

pobuñenosti i motivacije životinje, pa se ta vrsta uticaja, za sada, ne može isključiti ni u 

MVL-u. Što se tiče anksiolitičkog dejstva diazepama, kao mogućeg nekognitivnog 

uticaja u MVL-u, ono se, zavisno od studije, može zapaziti već od 1 mg/kg (Wilson i 

sar., 2005) ili 1,5 mg/kg diazepama (Griebel i sar., 1996), a za obe doze je u našem 

eksperimentu pokazana odreñena amnezijska aktivnost. Miorelaksacija, za koju je 

zapaženo da se javlja već u dozi od 2 mg/kg diazepama (Milić i sar., 2012), verovatno je 

od većeg značaja samo u slučaju najviše doze diazepama (5 mg/kg), pri kojoj su 

životinje, naročito tokom prvih dana treninga u MVL-u, imale problem održavanja na 

površini vode. 

Uzimajući u obzir neselektivno dejstvo diazepama i doze pri kojima dolazi do 

ispoljavanja kognitivnih i nekognitivnih efekata benzodiazepina, izgleda da je opravdano 

pitanje koliko je efekat u MVL-u zaista čisto oštećenje učenja (McNamara i Skelton, 

1991), a koliko neselektivna inkapacitacija (Cain, 1997). Imajući u vidu interakcije 

izmeñu pažnje, pobuñenosti, anksioznosti i kognitivnih funkcija (Curran, 1991), u ovom 

momentu je teško proceniti da li naši rezultati govore u prilog jednog ili drugog pristupa. 

Moguće je da su u procesu oštećenja izvoñenja zadatka u MVL-u u uslovima ponavljane 

primene diazepama oba tipa uticaja od značaja. 

 

5.1.2. Uticaj midazolama na akviziciju, konsolidaciju i pozivanje memorije 
 

Malobrojne su studije koje su ispitivale uticaj benzodiazepina na različite memorijske 

stadijume u MVL-u. U DMTP (eng. delayed matching to position) verziji testa, koja se 

koristi za ispitivanje radne memorije, pokazano je da hlordiazepoksid oštećuje izvoñenje 

kada se primeni pre akvizicije i pre testa pozivanja memorije, ali da ne utiče na fazu 

konsolidacije (Collinson i sar., 2006). Što se tiče protokola koji ispituju referentnu 

memoriju, relativno je konzistentan nalaz da benzodiazepini oštećuju akviziciju i 

retenciju memorije kod glodara (McNamara i Skelton, 1991; Brioni i Arolfo, 1992; Saraf 

i sar., 2003), dok su podaci o mogućim uticajima na konsolidaciju retki. Pokazano je da 

jednokratna primena brotizolama i triazolama pre testa pozivanja memorije u MVL-u 

oštećuje izvoñenje kod miševa koji su tokom četiri dana treninga primali samo inertni 
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rastvarač (Saraf i sar., 2003). U istom eksperimentu, diazepam nije oštetio pozivanje 

memorije (Saraf i sar., 2003), što je u skladu sa rezultatima dobijenim i kod pacova u 

MVL-u (Brioni i Arolfo, 1992). 

U okviru našeg istraživanja, sprovedena su tri eksperimenta koja su se 

razlikovala po vremenu kada je midazolam primenjivan, pre ili odmah nakon svake od 

pet sesija plivanja (uticaj na akviziciju, odnosno konsolidaciju), ili pre testa pozivanja 

memorije (uticaj tretmana na pozivanje referentne memorije), pri čemu je u prva dva 

slučaja midazolam primenjivan tokom pet dana treninga, a u trećem slučaju samo 

jednom, šestog dana. Analiza parametara praćenih tokom ispitivanja uticaja na akviziciju 

pokazala je da su sve tri doze midazolama oštetile učenje pozicije skrivene platforme, pri 

čemu je uticaj najveće doze (2 mg/kg) bio najviše izražen. Kod dve niže doze (0,5 i 1 

mg/kg), zapažen je normalan gubitak tigmotakse, kao i kod kontrolnih životinja, dok se 

kod primene najviše doze tigmotaksa održala tokom cele faze učenja. Kao ni diazepam, 

ni midazolam nije uticao na brzinu plivanja tokom treninga u MVL-u, čime se isključuje 

mogući uticaj motornih efekata na ponašanje pacova u fazi učenja. 

S obzirom na to da je u našem eksperimentu pri proučavanju uticaja tretmana na 

akviziciju midazolam primenjivan pre svakog bloka plivanja, a da nakon završetka bloka 

nije primenjivan antagonista koji bi prekinuo dejstvo primenjenog tretmana (uporediti 

Collinson i sar., 2006), potrebno je razmotriti mogućnost uticaja tretmana i na fazu 

konsolidacije memorije. Farmakokinetičke osobine leka imaju veliki značaj kada je u 

pitanju dizajn studije u kojoj se lek daje pre ili posle učenja s ciljem da selektivno deluje 

na akviziciju ili konsolidaciju. Meñu svim klinički relevantnim benzodiazepinima, 

midazolam ima najbrži nastup, ali i najkraće trajanje dejstva (Mandema i sar., 1991; Lau 

i sar., 1996; Olkkola i Ahonen, 2008). Ipak, koncentracija midazolama oko pola sata 

nakon primene, što odgovara vremenu kada bi trebalo da počne konsolidacija u našem 

eksperimentu, i dalje iznosi oko 50% od maksimalne vrednosti. U tom smislu, postojala 

je šansa da supstanca primenjena pre treninga ostvari svoj uticaj ne samo na akviziciju, 

već i na konsolidaciju memorije. Meñutim, u našem eksperimentu, kada je midazolam 

davan nakon završetka bloka plivanja, nije zapažen nikakav uticaj na učenje tokom pet 

dana treninga, a ni šestog dana u testu pozivanja memorije. Na taj način se može 

zaključiti da oštećenje učenja i pamćenja u testu akvizicije nije uključivalo i iole znatniji 

uticaj midazolama na konsolidaciju. Analizom parametara u testu pozivanja memorije 
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šestog dana, iz oba navedena eksperimenta, može se zaključiti da uočene promene 

tokom faze učenja rezultuju odgovarajućim promenama u referentnoj memoriji. 

Rezultati iz eksperimenta u kome je praćen uticaj midazolama na akviziciju u 

potpunosti odgovaraju rezultatima dobijenim u drugim studijama (McNamara i Skelton, 

1991; Cain, 1997; Saraf i sar., 2003). U MVL-u do sada nije istraživan uticaj primene 

benzodiazepina neposredno nakon završetka bloka plivanja, u protokolu referentne 

memorije. Postoji mogućnost da je u ranijim ispitivanjima u drugim testovima, zbog 

brze eliminacije midazolama, bilo lažno negativnih rezultata. Naime, u nekim testovima 

za praćenje učenja identifikovana su dva vremenska „prozora“ konsolidacije u kojima je 

moguće da doñe do oštećenja: jedan u vreme treninga, a drugi 3–4 sata nakon treninga 

(Bourtchouladze i sar., 1998). Izračunata koncentracija midazolama u ovom drugom 

periodu (“prozoru“) manja je od 2% od maksimalne vrednosti, što najverovatnije nije 

dovoljno za delovanje u toj kasnijoj fazi. Ipak, činjenica da midazolam oštećuje 

kontekstualno uslovljavanje strahom kada se primeni centralno odmah nakon treninga, 

ali da nema uticaja ako se primeni 3 sata nakon treninga (Gafford i sar., 2005) 

potkrepljuje pretpostavku da bi efekti midazolama na konsolidaciju memorije u MVL-u, 

ukoliko postoje, trebalo da se uoče upravo u ovakvoj postavci eksperimenta – pri 

primeni neposredno nakon završenog treninga. Konačno, s obzirom na to da se oštećenje 

konsolidacije pri primeni benzodiazepina u memorijskim testovima kod životinja nalazi 

dosta retko (Jensen i sar., 1979; Chrobak i Napier, 1992; Gafford i sar., 2005), može se 

zaključiti da je izostanak uticaja midazolama na konsolidaciju očekivan nalaz, koji je 

već pokazan u MVL-u, ali u verziji testa u kojoj se ispituje radna memorija (Collinson i 

sar., 2006). 

Prethodna istraživanja su pokazala da diazepam, ukoliko nije primenjivan tokom 

treninga, kasnije ne utiče na pozivanje referentne memorije u MVL-u (McNamara i 

Skelton, 1991; Brioni i Arolfo, 1992). Rezultati našeg eksperimenta u kojem je ispitivan 

uticaj midazolama na pozivanje memorije pokazuju da midazolam pripada onoj grupi 

benzodiazepina (triazolobenzodiazepini, brotizolam i triazolam) koji oštećuju pozivanje 

memorije (Saraf i sar., 2003). S obzirom na to da je srednja brzina plivanja pacova koji 

su primili midazolam neposredno pre testa pozivanja memorije bila na nivou kontrolne 

grupe, isključen je mogući uticaj smanjene motorne aktivnosti na izvoñenje naučenog 

zadatka (podaci nisu prikazani). Kada su u pitanju drugi memorijski testovi koji se 
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koriste kod oglednih životinja, rezultati su nekonzistentni: u odreñenim eksperimentima 

je pokazano da benzodiazepini oštećuju pozivanje memorije (Cole i Michaleski, 1984; 

Borde i sar., 1997), u drugim da ne ispoljavaju efekat (Venault i sar., 1986), a bilo je i 

onih koji ukazuju na facilitirajući uticaj benzodiazepina na pozivanje (Savić i sar., 2003; 

Obradović i sar., 2004). Ovi kontradiktorni nalazi ukazuju na to da efekti 

benzodiazepina na pozivanje memorije u velikoj meri zavise od postavke eksperimenta. 

Što se tiče rezultata iz kliničkih ispitivanja, dominantan je utisak da midazolam ne 

oštećuje ono što je već naučeno (Twersky i sar., 1993), dok je retrogradna amnezija 

retko prijavljivana (Koht i Moss, 1997). 

Poredeći amnezijsko dejstvo diazepama i midazolama kod pacijenata na 

predijagnostičkoj medikaciji, Hennessy i sar., (1991) zaključuju da midazolam ima 

značajno izraženije amnezijsko dejstvo od diazepama, kada se primene u ekvipotentnim 

dozama. Kada se uporede uticaji midazolama sa uticajem diazepama na ponašanje 

pacova u MVL-u (Brioni i Arolfo, 1992; sadašnji rezultati), razlika postoji u tom smislu 

što midazolam utiče negativno, a diazepam uopšte ne utiče na pozivanje referentne 

memorije. Ako se uzmu u obzir in vitro podaci o afinitetima ova dva liganda (Graham i 

sar., 1996; Savić i sar., 2010), uočava se visok, subnanomolarni afinitet midazolama za 

GABAA receptore koji sadrže α5 podjedinicu (oko 18 puta veći od afiniteta diazepama), 

što bi moglo, makar delimično, objasniti uočenu razliku u bihejvioralnim profilima u 

MVL-u. Hipokampus, struktura sa visokom ekspresijom α5GABAA receptora (Pirker i 

sar., 2000), od ključnog je značaja ne samo za formiranje memorije uopšte (Izquierdo i 

Medina, 1997) već i za pozivanje prostorne memorije (Moser i Moser, 1998). 

Midazolam i diazepam blokiraju indukciju LTP-a na preparatu hipokampusa pacova (del 

Cerro i sar., 1992; Evans i Viola-McCabe, 1996; Tokuda i sar., 2010), dok zolpidem, 

koji ima izuzetno nizak afinitet za α5GABAA receptore, može da izazove ovaj efekat 

samo pri veoma visokim koncentracijama (Higashima i sar., 1998). Konačno, uočena 

razlika izmeñu diazepama i midazolama može biti objašnjena i aktivnošću preko 

translokatornog proteina (18 kDa) (TSPO), ranije poznatog kao „periferni 

benzodiazepinski receptor“. Naime, iako su oba ova leka ligandi za TSPO (Rupprecht i 

sar., 2010; Tokuda i sar., 2010), samo za midazolam je potvrñeno da je aktivacija i 

GABAA receptora i TSPO neophodna za inhibiciju LTP-a (Tokuda i sar., 2010). 
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5.1.3. Uticaj negativnog neselektivnog modulatora, DMCM-a  
 

Sposobnost neselektivnih inverznih agonista, mahom iz grupe beta-karbolina (βCCM, 

FG7142, DMCM, βCCP), da pospeše procese učenja i pamćenja dokumentovana je 

rezultatima iz više pretkliničkih i kliničkih studija (pregled dat u Venault i Chapouthier, 

2007), pri čemu je zapaženo da ove supstance u visokim dozama mogu da deluju 

konvulzivno, u srednjim anksiogeno, a da niže doze ispoljavaju promnezijsko dejstvo. 

Kao i benzodiazepini, i beta-karbolini deluju specifično na fazu akvizicije. U testovima 

ponavljanog izlaganja, bihejvioralni efekti mogu se zapaziti kada se supstanca primeni 

pre ili neposredno nakon akvizicione sesije, a izostaju ako se supstanca primeni pre 

sesije pozivanja. Zbog toga neki autori smatraju da su termini „amnezijski“ i 

„promnezijski“ suviše opšti i da je preciznije reći “oštećenje i pospešivanje procesa 

akvizicije” (Ghoneim i Mewaldt, 1975; Ghoneim i sar., 1984). 

DMCM je neselektivni negativni modulator benzodiazepinskog mesta vezivanja, 

za koga je pokazano da, u zavisnosti od testa i primenjene doze, može i da poboljša i da 

ošteti učenje, ali i da ne ispolji značajne efekte na pamćenje. U testu pasivnog 

izbegavanja kod pacova, DMCM pokazuje dvofazni efekat, gde niža doza (0,1 mg/kg) 

olakšava, a viša (0,5 mg/kg) oštećuje učenje (File i Pellow, 1988). U istom testu, Savić i 

sar. (2005b) nalaze facilitaciju memorije sa 0,2 mg/kg DMCM-a, dok su niže (0,1 

mg/kg) i više doze (0,5 i 2 mg/kg) bile bez efekta, te dozno-efektna kriva ima oblik 

obrnutog slova U. I u testu dvosmernog aktivnog izbegavanja averzivne draži, DMCM u 

najnižoj dozi (0,1 mg/kg) poboljšava akviziciju/konsolidaciju kod pacova, dok su više 

doze bez efekta (0, 5, 1 i 2 mg/kg) (Savić i sar., 2005a). Sieve i sar. (2001) su u testu 

Pavlovljevog uslovljavanja kod pacova registrovali oštećenje učenja sa najvišom dozom 

(0,25 mg/kg) DMCM-a, dok pri nižim dozama (0,015 i 0,06 mg/kg) nije bilo efekta. Kod 

miševa, u istom testu, sâm DMCM primenjen u dozi od 2 mg/kg nije ispoljio značajnu 

aktivnost, ali je uspeo da otkloni oštećenje izazvano prethodnom primenom skopolamina 

(DeLorey, 2001). 

Uticaj DMCM-a na ponašanje pacova u MVL-u do sada nije ispitivan. U našem 

eksperimentu, parametri praćeni tokom pet dana treninga bili su na nivou kontrolne 

grupe, za sve tri doze DMCM-a. Meñutim, test pozivanja memorije pokazao je da su dve 

veće doze (0,5 i 1 mg/kg), oštetile formiranje prostorne memorije, što se manifestovalo 
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kroz značajno smanjenje puta u SI kvadrantu i ciljnom regionu. Razlog izostanka 

značajnih efekata tokom faze učenja može biti u izboru protokola sa manjim brojem 

plivanja tokom pet dana treninga. Naime, u takvom protokolu kontrolne životinje sporije 

uče, što je pogodno za ispoljavanje promnezijskih dejstava, dok su eventualna oštećenja 

teže uočljiva. U istom protokolu, McNamara i Skelton (1993b) dobili su facilitatorni 

efekat sa neselektivnim inverznim agonistom βCCM-om, iskazan kroz skraćenje 

preñenog puta tokom treninga, i sklonost ka odgovarajućem kvadrantu u testu pozivanja 

memorije. U našem eksperimentu, ne samo da nije bilo facilitatornog uticaja, već se pod 

uticajem dve više doze DMCM-a pozicija platforme slabije usvajala, što se i pokazalo u 

testu pozivanja memorije. Ovaj eksperiment upravo potvrñuje značaj testa pozivanja za 

procenu dugotrajne referentne memorije, na koji su ukazali i Baldi i sar. (2005). 

Zbog nekonzistentnosti nalaza, tumačenje uticaja neselektivnih inverznih 

agonista na izvoñenje u različitim memorijskim testovima nužno uključuje procenu 

nekognitivnih faktora, koji u značajnoj meri mogu da utiču na rezultate eksperimenta. U 

tom smislu se memorijski efekti β-karbolina povezuje direktno sa vrstom i „težinom“ 

memorijskog zadatka, kao i anksiogenim potencijalom same supstance (Beracochea, 

2006). Često se „optimalni“ nivo anksioznosti dovodi u vezu sa olakšanjem, a veći nivo 

anksioznosti sa otežavanjem učenja (Eysenck, 1985). Iako su učenje i anksioznost 

najverovatnije posredovani različitim podtipovima GABAA receptora, činjenica je da se 

u mozgu nalaze i receptori sa više različitih α-podjedinica u istom GABAA kompleksu 

(Sieghart i Sperk, 2002), koji verovatno imaju svoj evolutivni smisao, ali i da isti region 

mozga, limbički sistem, reguliše oba ova stanja/procesa (McGaugh, 2002; Bast i Feldon, 

2003). Meñutim, u svom eksperimentu, McNamara i Skelton (1993b) poboljšanje učenja 

ne dovode u vezu sa povećanjem anksioznosti pod uticajem βCCM-a, jer doza koja je 

delovala anksiogeno nije bila aktivna u MVL-u. S druge strane, od dve doze DMCM-a 

koje su u MVL-u oštetile učenje (0,5 i 1 mg/kg), samo je za višu dozu pokazano 

anksiogeno dejstvo u uzdignutom plus lavirintu (Savić i sar., 2004), tako da ovaj nalaz 

zahteva dodatna objašnjenja. Naime, učenje u MVL-u je samo po sebi averzivno 

motivisano ponašanje, koje čak i kada se averzivni faktori (poput hladne vode) svedu na 

minimum, predstavlja stresan dogañaj za životinje. Pod ovim uslovima, dodatni stres 

može ispoljiti značajan uticaj na savlañivanje zadatka (D’Hooge i De Deyn, 2001). Za 

razliku od MVL-a, odreñeni nivo anksioznosti je preduslov za bolje izvoñenje u testu 
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pasivnog izbegavanja (Ribeiro i sar., 1999). Hölscher (1999) je pokazao da životinje 

koje nisu prošle kroz pred-eksperimentalno rukovanje imaju bolje izvoñenje i u 

testovima aktivnog izbegavanja, ali da suprotno tome, imaju sporije učenje u testovima 

prostorne memorije. Iz ovih nalaza se može zaključiti da potencijal anksiogenog dejstva 

koji imaju neselektivni inverzni agonisti ne bi trebalo da suštinski doprinosi mogućem 

prokognitvnom dejstvu ovih supstanci u MVL-u, već da bi mogao da doprinese 

oštećenju izvoñenja u ovom testu. 

Ako se uzmu u obzir navedene metodološke razlike, ali i sama varijabilnost 

rezultata dobijenih na istoj vrsti, sa istim dozama jedne supstance i u okviru jednog testa 

(File i Pellow, 1988; Savić i sar., 2005b), nameće se zaključak da promnezijski efekat 

inverznih agonista nije robustan nalaz, koji bi bio karakterističan za jednu supstancu ili 

grupu hemijski srodnih jedinjenja, kao što je to slučaj sa amnezijskim efektom 

benzodiazepina. Pri tome se mehanizam poboljšanja, kao ni pogoršanja akvizicije, ne 

može objasniti isključivo proanksiogenim dejstvom same supstance, i ne isključuje 

mogućnost učešća različitih podjedinica GABAA receptora. 

 

5.2. Supstance selektivne za α1-podtip GABA A receptora 
 

Od supstanci koje pokazuju selektivnost za α1-podtip GABAA receptora, do sada su u 

MVL-u ispitivani samo selektivni pozitivni modulatori, zaleplon (Noguchi i sar., 2002) i 

CL218,872 (McNamara i Skelton, 1992), dok podataka o primeni α1-selektivnih 

antagonista nema. U našem eksperimentu, α1-selektivni neutralni modulator ßCCt, 

primenjen u dozi 15 mg/kg, u potpunosti je antagonizovao uticaj diazepama (2 mg/kg) 

na sve parametre praćene tokom pet dana treninga, kao i tokom testa pozivanja 

memorije. Ovaj rezultat upućuje na dominantnu ulogu α1-podjedinice u ispoljavanju 

efekata diazepama u MVL-u, s obzirom da njegov efekat preko receptora koji sadrže 

preostale tri podjedinice (α2, α3 i α5) nije bio dovoljan za oštećenje memorije. Na ovaj 

način, indirektno je opovrgnuta hipoteza da bi oštećenje učenja i pamćenja u MVL-u 

moglo biti posledica anksiolitičkog dejstva diazepama (Zanotti i sar., 1994). Savić i sar. 

(2004) su pokazali da pri primeni kombinacije midazolama i ßCCt-a (30 mg/kg) može 

čak doći i do pojačanja anksiolitičkog dejstva kod pacova u uzdignutom plus lavirintu. U 

našem eksperimentu, očuvanje ili moguće pojačanje anksiolitičke aktivnosti diazepama 
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nije od značaja, budući da je, ukupno gledano, ponašanje životinja u MVL-u bilo na 

nivou kontrole. U tom smislu, naši rezultati su u potpunosti u skladu sa publikovanim 

nalazima o ulozi α1 podjedinice u amnezijskim efektima benzodiazepina, dobijenim na 

genetski modifikovanim miševima (Rudolph i sar., 1999) i potvrñenim u farmakološkim 

studijama (Huang i sar., 2010; Zanin i sar., 2013). 

Uticaj zolpidema na akviziciju i retenciju memorije u MVL-u nije do sada 

ispitivan. Za zaleplon, supstancu slične strukture, ali dvostruko manjeg afiniteta za α1-

podjedinicu, pokazano je da oštećuje učenje i pamćenje u MVL-u u značajno manjoj 

meri od klasičnih neselektivnih benzodiazepina (Noguchi i sar., 2002). U kliničkim 

studijama, zabeležen je različit uticaj zaleplona i zolpidema na pamćenje – zolpidem je, 

za razliku od zaleplona, oštetio pamćenje zdravih dobrovoljaca, praćeno neposredno 

nakon davanja jedne doze leka (Dooley i Plosker, 2001). U našem eksperimentu, 

zolpidem je dozno-zavisno oštetio deklarativnu komponentu učenja u MVL-u, što se 

tokom treninga pokazalo kroz smanjenje efikasnosti i povećanje dužine puta i latencije 

nalaska platforme, a tokom testa pozivanja memorije kao smanjenje vremena 

provedenog u ciljnom regionu. Životinje koje su primale zolpidem imale su i manju 

prosečnu brzinu plivanja tokom treninga, ali je, paradoksalno, zapaženo da je 

maksimalna brzina u sve tri grupe koje su primale zolpidem bila značajno veća u odnosu 

na maksimalnu brzinu kontrolne grupe (podaci nisu prikazani), što se može tumačiti kao 

„proboj“ bihejvioralne dezinhibicije (aktivacije) kroz dominantno sedativni uticaj 

zolpidema. Zolpidem je negativno uticao i na proceduralnu komponentu zadatka u 

MVL-u. Naime, za efikasan nalazak platforme neophodna je supresija instinktivnog 

tigmotaksičnog ponašanja životinje u bazenu (Cain, 1998), a zolpidem je u sve tri 

primenjene doze doveo do povećanja vremena i puta preñenog u perifernom prstenu 

bazena. Ako se uporedi sa ponašanjem životinja pod uticajem diazepama u MVL-u, 

može se zaključiti da su efekti zolpidema, supstance koja je neaktivna na α5GABAA 

receptorima, bliski efektima diazepama u MVL-u. Do sličnog zaključka došli su i 

McNamara i Skelton (1992) u sličnom protokolu u MVL-u, poredeći efekte α1-

selektivnog liganda CL218,872 sa efektima hlordiazepoksida. 

Iako i ßCCt i zolpidem važe za relativno selektivne supstance, pri čemu se ßCCt 

sa oko 20 puta većom selektivnošću za α1- u odnosu na α2- i α3GABAA receptore smatra 

jednim od najselektivnijih liganada identifikovanih do danas (Cox i sar., 1995; Huang i 
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sar., 2000), bilo je i studija u kojima su ovi ligandi povezivani sa efektima za koje se 

smatra da nisu posredovani α1-podtipom GABAA receptora. Tako je pokazano da 

zolpidem može da ispolji anksiolitički i miorelaksantni efekat (Griebel i sar., 1998; Mili ć 

i sar., 2012), a za ove efekte se smatra da su dominantno posredovani α2- i α3GABAA 

receptorima. Zolpidem se, uprkos svojoj relativnoj selektivnosti za α1-populaciju, 

istovremeno veže i ispoljava aktivnost i na α2- i α3GABAA receptorima (Sanna i sar., 

2002). Izgleda da je selektivnost zolpidema in vivo, procenjena kroz relativno smanjenje 

vezivanja flumazenila za GABAA receptore koji sadrže α1, odnosno α2/α3 podjedinice u 

različitim regionima mozga, generalno manja nego selektivnost u in vitro uslovima 

(Atack i sar., 1999). Meñutim, navedeni bihejvioralni efekti zolpidema uglavnom su 

izraženi pri višim dozama; u slučaju miorelaksacije dejstvo zolpidema ispoljeno je tek 

pri dozi od 5 mg/kg, što je pet puta veće od doze koja deluje sedativno i ataksično, a 

deset puta veće od najmanje doze koja je u MVL-u ispoljila amnezijski efekat (0,5 

mg/kg). Slična situacija se može primetiti i kod ßCCt-a. U odreñenim eksperimentalnim 

uslovima, za ßCCt je pokazano da može da antagonizuje neke efekte diazepama koji 

nisu posredovani α1-podtipom receptora, kao što su anksiolitički i miorelaksantni efekat 

(Griebel i sar., 1999; Belzung i sar., 2000; Milić i sar., 2012). Kao i u slučaju zolpidema, 

ovi efekti su izveštavani pri primeni većih doza (20 i 30 mg/kg); ipak, nema dokaza da 

se pri ovim dozama ßCCt-a gubi selektivnost za α1GABAA receptore. 

 

5.3. Supstance sa smanjenim afinitetom/aktivnošću na α1-podtipu GABA A 
receptora 

 

Ciljana sinteza supstanci sa smanjenim afinitetom i/ili efikasnošću na α1-podtipu 

GABAA receptora uglavnom je bila usmerena na razdvajanje anksiolitičkog i sedativnog 

dejstva benzodiazepina, pa je najveći broj ovih supstanci u pretkliničkim studijama 

ispitivan uglavnom u testovima indikativnim za procenu ova dva efekta, a samo izuzetno 

i u memorijskim testovima (Mirza i sar., 2008; Hofmann i sar., 2012). 

Sva četiri liganda (JY-X-He-053, SH-053-2’N, SH-053-S-CH3-2’F i SH-053-R-

CH3-2’F) ispitivana u okviru ovog dela našeg istraživanja karakterišu se umereno 

niskim do niskim afinitetom i blagom (parcijalnom) agonističkom aktivnošću na α1-

podtipu GABAA receptora. Nijedan od njih nije oštetio učenje i pamćenje u standardnom 
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petodnevnom protokolu u MVL-u. Meñusobno, ove se supstance razlikuju po afinitetima 

i efikasnostima na ostalim podtipovima GABAA receptora, kao i bihejvioralnoj 

(ne)aktivnosti u ostalim testovima, što može pružiti korisne informacije o povezanosti 

drugih efekata sa oštećenjem učenja i pamćenja u MVL-u. JY-HXe-053 ispoljava 

najveći afinitet za receptore koji sadrže α5 podjedinicu, a najveću efikasnost na α2- i α3-

podtipu GABAA receptora. Kada se in vitro profil ovog liganda uporedi sa diazepamom, 

vidi se da JY-HXe-053, iako ima relativno veću selektivnost za α5-podtip receptora, 

ispoljava znatno manju aktivnost na svim podtipovima GABAA receptora u odnosu na 

diazepam (Tabela 1, Slika 5). U uzdignutom plus lavirintu, u dozama do 30 mg/kg, JY-

HXe-053 nije ispoljio anksiolitičko dejstvo, ali je u dozi od 10 mg/kg, tri puta manjoj od 

one korišćene u MVL-u, doveo do sedacije u testu spontane lokomotorne aktivnosti 

(Savić i sar., 2010). Na osnovu ovih rezultata može se zaključiti da sedativni efekat nije 

preduslov za ispoljavanje oštećenja učenja i pamćenja u MVL-u, što je u skladu sa 

zaključcima iz nekih drugih studija (McNamara i Skelton, 1991). 

SH-053-2’N pokazuje blagu selektivnost za α5 podjedinicu, a meñu navedenim 

ligandima ima relativno najmanju efikasnost pri in vitro koncentraciji od 100 nM. SH-

053-2’N je u nižoj dozi (20 mg/kg) od one koja je korišćena u MVL-u (30 mg/kg), 

ispoljio anksiolitičko dejstvo (Savić i sar., 2010). Tako je još jednom pokazano da 

anksiolitički efekat nije primarni mehanizam kojim nastaje oštećenje u MVL-u, kako su 

sugerisali Zanotti i sar. (1994). Meñutim, na osnovu ovih eksperimenata, nije moguće 

dobiti precizniju sliku o tome koje podjedinice GABAA receptora su odgovorne za 

(ne)ispoljene bihejvioralne efekte SH-053-2’N, s obzirom da se značajnije razdvajanje u 

efikasnosti na α2- i α3-podtipovima postiže tek pri in vitro koncentracijama od oko 1 µM. 

SH-053-S-CH3-2’F ispoljava najveći afinitet i efikasnost na α2-i α5-podtipu GABAA 

receptora i u uzdignutom plus lavirintu u dozi od 30 mg/kg ispoljava anksiolitičko 

dejstvo, ali takoñe izaziva i sedaciju (Savić i sar., 2008). U našem eksperimentu u MVL-

u ovaj ligand nije doveo do oštećenja, što još jednom potvrñuje hipotezu da je oštećenje 

izazvano benzodiazepinima u MVL-u verovatno kognitivne prirode. Konačno, SH-053-

R-CH3-2’F, iako pokazuje relativno veći afinitet i efikasnost na receptorima koji sadrže 

α5-podjedinicu u odnosu na druge podtipove GABAA receptora, izaziva dozno-zavisnu 

sedaciju (Savić i sar., 2010), ali ne ispoljava amnezijsku aktivnost u MVL-u. Prema 
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tome, još jednom se nameće zaključak da sedativni efekat nije dovoljan za ispoljavanje 

oštećenja učenja i pamćenja u MVL-u. 

Za razliku od supstanci iz našeg eksperimenta, supstance L-838417 i NS11394, 

koje takoñe imaju smanjenu aktivnost na α1-podtipu GABAA receptora, dovele su do 

oštećenja učenja i pamćenja u MVL-u (Hofmann i sar., 2012). Za ove supstance je u 

prethodnim studijama, sprovedenim od strane drugih istraživačkih grupa, pokazano da 

ispoljavaju anksiolitičku aktivnost u različitim životinjskim modelima (McKernan i sar., 

2000; Mirza i sar., 2008). Meñutim, u bihejvioralnoj karakterizaciji čiji je segment bilo i 

ispitivanje u MVL-u, anksiolitički efekat je potpuno izostao, dok je sedacija bila 

izražena (test otvorenog polja). U slučaju supstance NS11394, amnezijski efekat u 

MVL-u pripisan je povećanoj aktivnosti na α5-podtipu GABAA receptora, kao i opštoj 

psihomotornoj inkapacitaciji životinje, usled koje je čak i usvajanje pozicije vidljive 

platforme bilo kompromitovano (Hofmann i sar., 2012). 

Dominantan utisak, koji proizilazi iz prezentovanih rezultata naših i sličnih 

eksperimenata (Hofmann i sar., 2012), jeste postojanje izvesne „disonance“ u odnosu in 

vitro i in vivo profila pojedinih supstanci, koja je i ranije prepoznata kao „usko grlo“ u 

razvoju novih selektivnijih lekova (Lynch, 2011). Na primer, Eksperiment 7 pokazuje da 

aktivnost diazepama na α2-, α3- i α5-podtipu GABAA receptora nije dovoljna za 

oštećenje učenja u MVL-u, što su naši eksperimenti sa ligandima niske aktivnosti na 

α1GABAA receptorima i potvrdili. Nasuprot tome stoji činjenica da ligand L-838417, 

iako bez aktivnosti na α1-podjedinici i sa tek parcijalnim agonizmom na ostalim 

podtipovima GABAA receptora, može da dovede do oštećenja u MVL-u. Zbog toga se 

na osnovu ovih podataka ne može precizno utvrditi uloga pojedinih podtipova GABAA 

receptora u efektima benzodiazepina u MVL-u, ali se može uopšteno reći da sedacija i 

anksiolitička aktivnost verovatno mogu da doprinesu, ali nisu primarni mehanizmi koji 

dovode do oštećenja izvoñenja u ovom testu. 

 

5.4. Supstance selektivne za α5-podtip GABA A receptora 
 

Zbog karakteristične regionalne distribucije α5GABAA receptora (hipokampus i delovi 

korteksa), kao i činjenice da se njihova smanjena ekspresija povezuje sa facilitacijom 

izvoñenja nekih memorijskih testova, ovi su receptori privukli veliku pažnju kao ciljno 
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mesto dejstva potencijalnih prokognitivnih lekova (Maubach i sar., 2003). Glavni pravac 

pri sintezi liganada selektivnih za α5-podtip GABAA receptora bio je smanjenje GABA-

ergičke transmisije i dobijanje α5-selektivnih inverznih agonista. Tokom protekle gotovo 

dve decenije, sintetisan je veći broj supstanci koje su u pretkliničkim uslovima pokazale 

efikasnost i relativno dobar bezbednosni profil (Liu i sar., 1996; Quirk i sar., 1996; 

Chambers i sar., 2003; Sternfeld i sar. 2004; Savić i sar., 2008), a neke su dospele i do 

početnih faza kliničkih ispitivanja (Nutt i sar., 2007). Iako je efikasnost većine njih 

dokazana na zdravim životinjama, čini se da ciljna populacija ove grupe potencijalnih 

lekova ipak nisu bili zdravi subjekti, već su se kao moguće područje primene navodile 

kognitivne promene povezene sa starenjem (Atack i sar., 2006), odnosno sa 

Alchajmerovom bolešću i „demencijama drugog porekla“ (Ballard i sar., 2009). 

Meñutim, danas se u kliničkoj praksi još uvek ne nalazi ni jedan α5-selektivni inverzni 

agonista. Iako pojedini meñu njima i dalje „probijaju“ svoj put kroz različite faze 

kliničkih istraživanja, upadljivo je to što se za brojne supstance koje su dokazano 

efikasne u animalnim modelima pokazalo da nemaju efikasnost pri primeni na ljudima. 

Kao mogući razlog ove loše korelacije pretkliničkih i kliničkih rezultata jeste i to što je 

potreba za dobro kontrolisanim eksperimentima i lako merljivim varijablama uslovila 

izbor testova na one u kojima je složeno kognitivno procesuiranje svedeno na minimum, 

pa su otuda i efekti lekova znatno uočljiviji u laboratorijskim uslovima nego u 

složenijem, realnom okruženju (Sarter i sar., 2009). Ipak, potraga za mogućim poljima 

primene ove farmakološke grupe ne jenjava, pa su novija ispitivanja pokazala da bi ovi 

lekovi mogli imati efikasnost u sprečavanju ili reverziji anterogradne amnezije izazvane 

primenom opštih anestetaka (Saab i sar., 2010; Zurek i sar., 2012; Lecker i sar., 2013). 

Nasuprot α5-inverznim agonistima stoji nesrazmerno manji broj liganada koji 

deluju kao pozitivni ili neutralni modulatori α5GABAA receptora, i verovatno još manji 

broj publikovanih istraživanja posvećenih njihovim bihejvioralnim efektima. Poslednjih 

godina, meñutim, pojavljuju se izveštaji o prokognitivnom dejstvu agonista α5GABAA 

receptora (Koh i sar., 2013), pa se može očekivati novi trend na polju istraživanja 

primene α5-slektivnih liganada. 
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5.4.1. α5-selektivni neutralni modulator XLi093 
 

Mogućnost antagonizovanja kognitivnih efekata diazepama primenom α5-selektivnih 

antagonista nije do sada ispitivana na glodarima, ni u jednom memorijskom testu, što 

deluje neobično s obzirom da se ovaj podtip receptora dominantno vezuje upravo za 

regulaciju kognitivnih funkcija. Nedavno publikovana studija na makaki majmunima 

(Macaca mulatta) pokazala je mogućnost antagonizovanja efekata triazolama u testu 

prepoznavanja novog objekta, istovremenom primenom α5-selektivnog antagoniste 

XLi093 (Makaron i sar., 2013). Prema in vitro profilu, afinitet XLi093 za α5 receptore je 

oko 60 puta veći nego za ostale podtipove GABAA receptora (Tabela 1). U našem 

istraživanju u MVL-u, u Eksperimentu 11, sâm diazepam (1,5 mg/kg) nije doveo do 

značajnog oštećenja memorije, ali je zapaženo da je kombinacija 1,5 mg/kg diazepam + 

XLi093 (naročito viša doza, 20 mg/kg) značajno otežala učenje tokom pet dana treninga. 

Sličan efekat zabeležen je u testu spontane lokomotorne aktivnosti (Savić i sar., 2009), 

gde je dodatak XLi093 (10 i 20 mg/kg) potencirao sedativno dejstvo diazepama. U 

MVL-u, svakodnevni dodatak XLi093 diazepamu oštetio je učenje, što se odrazilo kroz 

povećanje ukupnog preñenog puta, smanjenje efikasnosti i povećanje preñenog puta u 

perifernom prstenu. Ovaj bi efekat mogao, barem delimično, da se objasni povećanom 

raspoloživošću diazepama na drugim podjedinicima GABAA receptora, pre svega na α1, 

čija aktivacija u tom slučaju postaje dovoljna za oštećenje učenja u MVL-u. Doza od 20 

mg/kg XLi093 verovatno bi mogla da dovede do kompletnog antagonizma efekata 

diazepama na α5GABAA receptorima, jer pri dozi od 10 mg/kg XLi093, okupiranost 

α5GABAA receptora kod miševa iznosi oko 65% (uporediti u Shinday i sar., 2008). 

Interesantno je da se uticaj ove kombinacije nije ispoljio i u testu pozivanja memorije, u 

kome su ove životinje bile na nivou kontrolne grupe. To ukazuje da se uprkos ovom 

tretmanu (diazepam + XLi093) formirao odreñeni memorijski trag, te da pamćenje nije u 

potpunosti bilo sprečeno. 

Meñutim, u Eksperimentu 12, u kome je primenjena veća doza diazepama (2 

mg/kg), koja je sama po sebi bila dovoljna da ošteti učenje i tokom treninga i tokom 

testa pozivanja memorije, dodatak XLi093 u dozi od 10 mg/kg izaziva suprotan efekat: 

istovremena primena XLi093 uz diazepam, tokom 5 dana treninga, sprečava oštećenje 

učenja i pamćenja pod uticajem diazepama. Ovaj rezultat pokazuje da se značajan deo 
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efekata dizapema u MVL-u ostvaruje modulacijom α5GABAA receptora. Ako se vratimo 

na rezultate Eksperimenta 7, zaključujemo da se amnezijski uticaj diazepama može u 

potpunosti antagonizovati primenom i α1- i α5-antagoniste, βCCt-a i XLi093. Ovaj nalaz 

nije nov, jer je u već pomenutoj studiji na majmunima (Makaron i sar., 2013) pokazano 

da ova dva liganda, svaki za sebe, mogu da antagonizuju memorijske efekte triazolama. 

Ova podudarnost rezultata je od naročitog značaja, jer je dobijena na različitim 

životinjskim vrstama i u različitim memorijskim testovima. 

Ukupno gledano, prikazani rezultati ukazuju na to da bi benzodiazepini mogli da 

oštete pamćenje u MVL-u (kao i u testu prepoznavanja objekta), različitim 

mehanizmima, gde oba podtipa GABAA receptora (α1 i α5) imaju svoju specifičnu ulogu. 

Dovoljnost α1 podjedinice za ispoljavanje oštećenja dokazana je u studijama sa α1-

selektivnim modulatorima (zolpidem, zaleplon), dok za α5-podtip GABAA receptora tek 

treba da bude pokazana. 

 

5.4.2. α5-selektivni pozitivni modulator XLi356 
 

XLi356 pokazuje 18-40 puta veći afinitiet za α5- u odnosu na ostale podtipove GABAA 

receptora. Meñutim, in vitro efikasnost ovog liganda na α5GABAA receptorima, pri 

koncentraciji od 100 nM, iznosi oko 120-130% i značajno je manja od efikasnosti 

diazepama pri istoj koncentraciji (~ 300%), te se XLi356 može smatrati α5-selektivnim 

parcijalnim agonistom (Slika 5). Na drugim podtipovima GABAA receptora, XLi356 pri 

pomenutoj in vitro koncentraciji ne ispoljava aktivnost. Za ovu supstancu ne postoje 

publikovani rezultati iz pretkliničkih i kliničkih studija. 

U našem eksperimentu pokazano je diskretno, ali ipak statistički značajno 

oštećenje pamćenja kod životinja koje su jednokratno primile 10 mg/kg XLi356 pre 

treninga u MVL-u. Ovo oštećenje se manifestovalo kao smanjenje broja ulazaka 

životinja u SI kvadrant u odnosu na kontrolnu grupu, dok su parametri vezani za ciljni 

region bili na granici statističke značajnosti. S obzirom na moguću ulogu α5 podjedinice 

u ispoljavanju sedacije pri primeni benzodiazepina (Savić i sar., 2008b), urañena su i 

ispitivanja u testu SLA (neprikazani rezultati), koja su pokazala da ova supstanca, u 

testiranom rasponu doza, ne ispoljava sedativno dejstvo. Ovo je prvi eksperiment koji 

direktno pokazuje da selektivna pozitivna modulacija na nivou α5GABAA receptora 
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može da ošteti pamćenje u nekom memorijskom testu, i na sasvim novi način potvrñuje 

ulogu ove podjedinice u memorijskim efektima benzodiazepina. Ipak, nameće se pitanje 

zašto je parcijalni agonizam na nivou α5GABAA receptora dovoljan za i najmanje 

oštećenje pamćenja u MVL-u, dok puni agonizam na ovom podtipu receptora, koji 

postoji pri primeni JY-X-He-053, SH-053-S-CH3-2’F i SH-053-R-CH3-2’F, i verovatno 

pri primeni kombinacije diazepam + βCCt, nije dovoljan? Na ovo pitanje dosadašnji 

nivo istraživanja ne može dati odgovor, ali se kao mogući pravac ispitivanja nameće 

populacija α2 i α3GABAA receptora, na kojima je postojala odreñena aktivnost u sva 

četiri poslednja slučaja. 

S druge strane, novija istraživanja upućuju da bi pozitivni modulatori α5GABAA 

receptora mogli imati važnu ulogu u lečenju kognitivnih poremećaja povezanih sa 

starenjem (Koh i sar., 2013). Naime, studije na životinjskim modelima pokazuju da 

ekscesivna aktivnost neurona hipokampalne formacije doprinosi kognitivnom oštećenju 

tokom starenja (Wilson i sar., 2005), a magnetna rezonanca potvrñuje značajno veću 

aktivnost neurona hipokampusa kod osoba sa blagim kognitivnim oštećenjem u odnosu 

na zdrave dobrovoljce istih godina (Ewers i sar., 2011). U pretkliničkim ispitivanjima, 

Koh i sar. (2013) su, u više različitih eksperimentalnih protokola, dokazali značajno 

kognitivno poboljšanje nakon primene α5-selektivnog pozitivnog modulatora na starijim 

pacovima (preko 2 godine) sa dokazanim kognitivnim oštećenjem. 

Ovo nije prvi i jedini nalaz koji upućuje na to da su efekti modulacije preko 

α5GABAA receptora različiti kod mladih i starih životinja. Wilson i sar. (2005) pokazali 

su da primena α5-selektivnih inverznih agonista poboljšava akviziciju kod mladih 

pacova, ali da nema uticaja u modelu kognitivnih oštećenja povezanih sa starenjem, u 

kome postoji povećana frekvencija okidanja neurona u CA3 regionu hipokampusa. 

Trend povećanja, a ne smanjenja, GABA-ergičke transmisije u cilju poboljšanja 

kognitivnih funkcija ohrabruju i studije sa MAM (metoksiazometanol) modelom 

šizofrenije, koje pokazuju da primena α5-selektivnih pozitivnih modulatora kod pacova 

smanjuje ekscesivni hipokampalni izlaz i poboljšava bihejvioralne abnormalnosti 

prisutne u ovom modelu (Gill i sar., 2011). 
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5.4.3. α5-selektivni negativni modulator PWZ-029 
 

Za većinu α5-selektivnih negativnih modulatora može se reći da su parcijalni inverzni 

agonisti na α5GABAA receptorima  Bez obrzira da li ispoljavaju selektivni afinitet ili 

selektivnu efikasnost, maksimalni procenat smanjenja fluksa hloridnih jona u in vitro 

uslovima, na rekombinantnim receptorima, okvirno se kreće u rasponu od -17 % (Atack 

i sar., 2009) do -46 % (Ballard i sar., 2009). U skladu sa smanjenim stepenom aktivnosti 

(ili vezivanja) na ostalim podtipovima GABAA receptora, prokonvulzivna i anksiogena 

dejstva ovih supstanci su mahom izbegnuta. Jedan broj ovih supstanci ispitivan je i u 

MVL-u, na zdravim životinjama, u metodološki različitim protokolima, gde su 

uglavnom doveli do povećanja efikasnosti učenja (Chambers i sar., 2004; Atack i sar., 

2006; Collinson i sar., 2006; Dawson i sar., 2006; Ballard i sar., 2009). 

U okviru našeg istraživanja urañena su tri eksperimenta sa α5-selektivnim 

negativnim modulatorom PWZ-029. U odnosu na ostale podtipove GABAA receptora, 

PWZ-029 pokazuje oko 30 puta veću selektivnost za α5-receptore, na kojima ispoljava 

parcijalnu inverznu agonističku aktivnost (smanjenje protoka Cl- jona za oko 20% pri 

koncentracijama od 100 nM do 1 µM, Slika 5). Prethodna istraživanja su pokazala da 

PWZ-029 poboljšava izvoñenje u testu pasivnog izbegavanja kod pacova (Savić i sar., 

2008a) i Pavlovljevom uslovljavanju strahom kod miševa (Harris i sar., 2008), a da u tim 

dozama ne ispoljava ni anksiogeno ili prokonvulzivno dejstvo. U našoj studiji, PWZ-029 

testiran je u širokom rasponu doza, od 0,2 do 30 mg/kg, u protokolima referentne i radne 

memorije. Iako oba protokola prate prostornu memoriju, oni odražavaju različite 

memorijske procese, koji verovatno imaju i različite neurobiološke mehanizme te su u 

različitom stepenu podložni modulatornim uticajima (Lindner i sar., 1992; Frick i sar., 

1995). U petodnevnom protokolu za procenu referentne memorije, broj plivanja je, kao i 

kod DMCM-a, smanjen sa četiri na dva dnevno tokom treninga, kako bi se usporila 

akvizicija kod kontrolnih životinja. Do sada nema izveštaja o efikasnosti α5 inverznih 

agonista na zdravim životinjama u ovakvoj vrsti protokola, a PWZ-029 je bio na nivou 

kontrole, i tokom treninga i u testu pozivanja memorije. 

U različitim jednodnevnim modifikacijama protokola za praćenje referentne 

memorije, Atack i sar. (2006) su pokazali poboljšanje efikasnosti učenja sa supstancom 

L655708, dok su Ballard i sar. (2009) pokazali da inverzni agonista RO4938581 ne 
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dovodi do poboljšanja, ali da uspešno antagonizuje amnezijske efekte diazepama. U 

jednodnevnoj verziji protokola koju smo mi koristili, i u kojoj je α5-agonista XLi356 

oštetio pamćenje, PWZ-029 nije pokazao aktivnost. Efikasnost ovih liganada izgleda da 

nije u vezi sa maksimalnom inhibicijom protoka hloridnih jona, koja kod L655708 

iznosi oko 16%, kod RO4938581 oko 46%, a kod PWZ-029 oko 10-20%. Meñutim, 

direktno poreñenje in vitro podataka nije jednostavno, jer su efikasnosti ovih liganada 

odreñivane pri različitim koncentracijama GABA-e (EC20 za L655708, EC3 za PWZ029, 

dok za RO4938581 nema podataka). Takoñe, osim značajnih razlika u eksperimentalnim 

protokolima, u smislu broja plivanja ili postojanja prethodnog pred-treninga 

(RO4938581), L655708 je, za razliku od druga dva liganda, primenjen u vidu 

supkutanih peleta sa sistemom postepenog oslobañanja, pa je životinja bila izložena 

relativno konstantnim nivoima leka tokom celokupnog treninga. Izgleda, meñutim, da ni 

okupiranost receptora nije pouzdan pokazatelj za in vivo efikasnost liganda; iako za 

PWZ-029 nemamo podatke o okupiranosti receptora pri primenjenim dozama, 

interesantan je podatak da je pri primeni najveće doze RO4938581 u MVL-u, 

okupiranost α5GABAA receptora hipokampusa iznosila 90%, a kod L655708, 75% 

(Atack i sar., 2006b; Ballard i sar., 2009). 

Poboljšanje izvoñenja u različitim verzijama protokola radne memorije dobijeno 

je sa α5-knock out miševima (Collinson i sar., 2002), kao i sa dva negativna modulatora 

MRK016 (Chambers i sar., 2004) i α5IA-II (Collinson i sar., 2006), pri čemu je za α5IA-

II pokazano da poboljšava i akviziciju i pozivanje memorije u ovom protokolu. PWZ-

029, meñutim, ni u ovom protokolu nije bio bolji od kontrole. Za protokol radne 

memorije je, više nego drugde, karakteristična velika varijabilnost u dužini treninga, od 

4 (PWZ-029) do18 dana (α5IA-II), te se stiče utisak da je poboljšanje efikasnosti više 

pitanje izbora adekvatnog protokola, no realne sposobnosti same supstance da dovede do 

„supraoptimalnog“ izvoñenja. 

Na osnovu naših eksperimenata, može se zaključiti da je PWZ-029 lišen 

bihejvioralne aktivnosti u odabrana tri protokola, i da verovatno nema kapacitet 

poboljšanja efikasnosti učenja kod zdravih pacova u MVL-u, za razliku od testa 

pasivnog izbegavanja i testa uslovljavanja strahom. Ovu sporadičnu efikasnost, ili 

„efikasnost zavisnu od testa“ koja se viña pri primeni PWZ-029, teško je komentarisati u 

kontekstu sličnih istraživanja, s obzirom na to da postoji trend neobjavljivanja 
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negativnih rezultata. Meñutim, čini se da je upravo publikovanje i pozitivnih i negativnih 

rezultata jedna od karika koje nedostaju kako bi se istraživanja usmerila na pravi put, a 

predvidivost ishoda testiranja u kliničkim uslovima povećala. 
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6. ZAKLJU ČCI 
 

Supstance koje se vezuju za benzodiazepinsko mesto vezivanja deluju kao pozitivni, 

negativni i neutralni modulatori GABA-ergičke transmisije u centralnom nervnom 

sistemu, i odlikuju se specifičnim kombinacijama afiniteta i efikasnosti na različitim 

podtipovima GABAA receptora. Na osnovu rezultata našeg istraživanja, usmerenog ka 

bihejvioralnoj karakterizaciji ovih supstanci u Morisovom vodenom lavirintu, mogu se 

izvesti sledeći zaključci: 

 

1. Neselektivni pozitivni modulator diazepam na dozno-zavisan način dovodi do 

oštećenja učenja i pamćenja u MVL-u. S obzirom na doze koje su pokazale 

aktivnost, ne može se isključiti i doprinos nekih nekognitivnih efekata u ukupnoj 

inkapacitaciji životinja koja se vidi u MVL-u. 

2. Efekti benzodiazepina u MVL-u uglavnom su ograničeni na fazu akvizicije 

memorije, s time što je pokazano da midazolam može da dovede i do oštećenja 

pozivanja. 

3. Uticaj diazepama u MVL-u u potpunosti se može antagonizovati primenom α1-

selektivnog pozitivnog modulatora, βCCt-a. Ovaj rezultat upućuje na 

dominantnu ulogu α1-podjedinice u ispoljavanju efekata diazepama u MVL-u, s 

obzirom da njegov efekat preko preostalih podjedinica (α2, α3 i α5) nije bio 

dovoljan za izazivanje oštećenja. 

4. α1-selektivni pozitivni modulator, zolpidem, dovodi do oštećenja u MVL-u, i 

njegovi efekti su slični efektima neselektivnih modulatora (diazepama i 

midazolama). 

5. Supstance koje imaju smanjenu aktivnost na α1-podtipu GABAA receptora 

nemaju uticaj na ponašanje pacova u MVL-u. Kako neke od njih pri tome 

ispoljavaju sedativni i/ili anksiolitički efekat, može se zaključiti da sedacija i 

anksiolitička aktivnost, iako verovatno mogu da doprinesu, nisu primarni 

mehanizmi kojima dolazi do oštećenja pamćenja. 

6. Efekti diazepama na učenje i pamćenje pacova u MVL-u mogu se u potpunosti 

antagonizovati i primenom α5-selektivnog neutralnog modulatora XLi093, što je 
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u skladu sa rezultatima dobijenim i pri primeni diazepama i XLi093 na 

majmunima, u odgovarajućim memorijskim testovima. 

7. Selektivna pozitivna modulacija na nivou α5GABAA receptora može da dovede 

do oštećenja pamćenja, što je prvi rezultat ovakve vrste i u pretkliničkim i 

kliničkim istraživanjima, koji na sasvim novi način potvrñuje ulogu ove 

podjedinice u memorijskim efektima benzodiazepina. 

8. Neselektivni negativni modulator DMCM, poput diazepama, doveo je do 

oštećenja učenja i pamćenja. Poreñenjem naših i rezultata drugih studija, može se 

zaključiti da promnezijski efekat inverznih agonista nije robustan nalaz, koji bi 

bio karakterističan za jednu supstancu ili grupu hemijski srodnih jedinjenja, kao 

što je to slučaj sa amnezijskim efektom benzodiazepina. 

9. Za razliku od testa pasivnog izbegavanja i testa uslovljavanja strahom, u tri 

protokola referentne i radne memorije u MVL-u, α5-selektivni negativni 

modulator PWZ-029 nije doveo do poboljšanja učenja i pamćenja, pa se može 

zaključiti da ova supstanca nema kapacitet poboljšanja efikasnosti učenja kod 

zdravih pacova u ovom testu. 

 

Ukupno gledano, prikazani rezultati ukazuju da su za bihejvioralnu aktivnost 

benzodiazepinskih liganada u Morisovom vodenom lavirintu od ključnog značaja α1 i α5 

populacija GABAA receptora. Takoñe, oni ukazuju i na moguća odstupanje izmeñu in 

vitro i in vivo profila, što je naročito izraženo kod tzv. „anksioselektivnih anksiolitika“ i 

„prokognitivnih lekova“, pa je za bihejvioralni skrining novih supstanci potrebno 

uključiti što veći broj testova, modela, eksperimentalnih uslova i životinjskih vrsta, kako 

bi se postiglo bolje slaganje rezultata iz pretkliničkih i kliničkih studija. 
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PRILOG 1. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije za 
po jednog pacova iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) ili diazepam (DZP) u 
dozama za koje se pokazalo da oštećuju učenje u MVL (1,5; 2 i 5 mg/kg). 
 
 

SOL            DZP 1,5  DZP 2   DZP 5 
 
a) V dan treninga 

 
 
b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 2. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije za 
po jednog pacova iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) ili midazolam (0,5; 1 ili 
2 mg/kg) pre treninga (uticaj na akviziciju). 
 
 

SOL   MDZ 0,5  MDZ 1  MDZ 2 
 
a) V dan treninga 

 

 
b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 3. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije za 
po jednog pacova iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) ili midazolam (0,5; 1 ili 
2 mg/kg) nakon treninga (uticaj na konsolidaciju). 
 
 

SOL   MDZ 0,5  MDZ 1  MDZ 2 
 
a) V dan treninga 

 

 
b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 4. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije za 
po jednog pacova iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) ili midazolam (0,5, 1 ili 
2 mg/kg) nakon treninga (uticaj na konsolidaciju). 
 
 

SOL   MDZ 0,5  MDZ 1  MDZ 2 
 
a) V dan treninga 

 

 
b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 5. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije za 
po jednu životinju iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) ili DMCM (0,2; 0,5 i 1 
mg). 
 
 

SOL          DMCM 0,2       DMCM 0,5        DMCM 1 
 
a) V dan treninga 

 

 
b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 6. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije za 
po jednog pacova iz grupa koje su primale rastvarač (SOL), 1,5 mg/kg diazepama 
(DZP 1,5) i kombinaciju 1,5 mg/kg diazepama i 5 ili 15 mg/kg ßCCt-a ( DZP 2 + 
ßCCt 5 i 15). 
 

   SOL           DZP 1,5   DZP 1,5 + ßCCt 5 DZP 1,5 + ßCCt 15 
 
a) V dan treninga 

 
 
b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 7. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije za 
po jednog pacova iz grupa koje su primale rastvarač (SOL), 2 mg/kg diazepama 
(DZP 2) i 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg ßCCt-a. 
 
 

               SOL                          DZP 2               DZP 2 + ßCCt 15 
 

                 a) V dan treninga 

 
 

        b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 8. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije za 
po jednu životinju iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) ili zolpidem (0,5, 1 i 2 
mg/kg). 
 
 
 SOL   ZOL 0,5  ZOL 1   ZOL 2 
 
a) V dan treninga 

 
 
b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 9. Primeri putanja iz a) četiri plivanja poslednjeg dana treninga i b) testa 
pozivanja memorije, za po jednu životinju iz grupa koje su primale rastvarač 
(SOL) ili JY-HXe-053 (5, 20 ili 40 mg/kg). 
 
 
 SOL       JY-HXe-053 5     JY-HXe-053 20        JY-HXe-053 40 
 
a) V dan treninga 

 
 
b) test pozivanja memorije 
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PRILOG 10. Primeri putanja za a) četiri plivanja poslednjeg dana treninga i b) 
tokom testa pozivanja memorije, za grupe koje su primale rastvarač (SOL), SH-
053-S-CH3-2’F, SH-053-2’N ili SH-053-S-CH3-2’F, u dozama od 30 mg/kg. 
 
 
             SOL                 SH-053-S-CH3-2’F 30  SH-053-R-CH3-2’F 30       SH-053-2’N 30 
 
a) V dan treninga 

 
 
b) test pozivanja memorije 



Ništa 
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PRILOG 11. Primeri putanja tokom a) V dana treninga i b) testa pozivanja 
memorije za po jednu životinju iz grupa koje su primale rastvarač (SOL), 
diazepam (DZP 1,5) i kombinaciju diazepam + XLi093 10 ili XLI093 20 mg/kg. 
 
 

SOL   DZP 1,5 DZP 1,5 + XLI093 10  DZP 1,5 + XLI093 20 
 
a) V dan treninga 

 

b) test pozivanja memorije 



Ništa 
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PRILOG 12. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije 
za po jednu životinju iz grupa koje su primale rastvarač (SOL), diazepam 2 mg/kg 
(DZP 2) i kombinaciju 2 mg/kg diazepama + 20 mg/kg XLi093. 
 
 
                   SOL         DZP 2         DZP 2 + XLi093 20 
 
                  a) V dan treninga 

 

 b) test pozivanja memorije 



Ništa 
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PRILOG 13. Primer putanja iz a) III bloka treninga i b) testa pozivanja memorije 
za po jednog pacova iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) i XLI356 (5, 20 i 40 
mg/kg). 

 
 

 SOL           XLi356 5         XLi356 10        Xli356 20 
 
a) III blok treninga 

 
 
b) test pozivanja memorije 



Ništa 
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PRILOG 14. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije 
za po jednog pacova iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) ili PWZ029 (5, 10 ili 
15 mg/kg). 
 
 
 SOL         PWZ029 5       PWZ029 10      PWZ029 15 
 
a) V dan treninga 

 
 
b) test pozivanja memorije 



Ništa 
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PRILOG 15. Primeri putanja iz ) III bloka treninga i b) testa pozivanja memorije 
za po jednu životinju iz grupa koje su primale rastvarač (SOL) ili PWZ029 (5, 15 
ili 30 mg/kg). 
 
 
 SOL          PWZ029 5        PWZ029 15     PWZ029 30 
 
a) III blok treninga 

 
 
b) test pozivanja memorije 
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