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SKRACENICE | AKRONIMI
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Uticaj supstanci selektivnih za pojedine podtipovebenzodiazepinskog mesta

vezivanja GABAa receptora na ponasanje pacova u Morisovom vodenolavirintu

Rezime

Klasi¢ni benzodiazepini deluju kao neselektivni pozitinmbdulatori GABA, receptora
koji sadrzeus, oy, az i as podjedinicu, i u uslovima kligke primene dovode do razvoja
anterogradne amnezije. Nasuprot tome, negativhaulacigh na nivou ovih receptora
dovodi se u vezu sa poboljSanjem adm@h tipova memorije kod ljudi i Zivotinja.
Uprkos brojnim istrazivanjima, precizna uloga ré&ih podjedinica GABA receptora
u memorijskim efektima benzodiazepina nije u potminrasvetljena. Tome doprinosi
¢injenica da uticaj diazepama u memorijskim test@akadknock ini knock outmiSeva
nije ispitan u potpunosti, ali i nedostatak selakti liganada i odgovaragih
farmakoloskih istrazivanja.

Ekvivalent pandenju kod ljudi jeste specéfan oblik promene ponaSanja
eksperimentalnih Zivotinja koji se kroz brojne paedre moze kvalitativno i
kvantitativno opisivati. Morisov vodeni lavirint (WL) je jedan od na@je&e kori€enih
laboratorijskih testova u bihejvioralnim neuronamlea uopsSte, a primenjuje se za
prouwavanje neurobiologije i neurofarmakologije prost@nuienja i memorije kod
oglednih pacova. U okviru ove disertacije, primendorisovog vodenog lavirinta
ispitan je uticaj supstanci koje deluju preko behapepinskog mesta vezivanja
GABA receptora nadenje i pandéenje kod pacova Wistar soja. Cilj je bio da se uz
poma: supstanci koje imaju razlte kombinacije afiniteta i efikasnosti na ovim nen
mestima utvrdi relativni doprinos svake od podjethn GABA, receptora u
memorijskim efektima koji se zapazaju u kéesom testu, kao i stadijum memorijskog
procesa (akvizicija, konsolidacija ili pozivanje merije) koji je podlozan uticaju
pozitivnih neselektivnih modulatora.

U istrazivanju je pokazano da neselektivni pozitivmodulatori (diazepam i
midazolam) na dozno-zavisarnciradovode do oStenja kenja i pandenja u MVL-u. S
obzirom na doze koje su pokazale aktivnost, ne ns@Zésklj&iti i doprinos nekih
nekognitivnih efekata u ukupnoj inkapacitaciji Zinmga koja se vidi u MVL-u. Efekti
benzodiazepina u MVL-u uglavnom su ogeami na fazu akvizicije memorije, s time

Sto je pokazano da midazolam moze da dovede i de&fep§a pozivanja. Uticaj



diazepama u MVL-u u potpunosti se moze antagontzquanenom a;-selektivhog
neutralnog modulatorapCCt-a. Zolpidem, kaoai-selektivni pozitivni modulator,
takaie dovodi do oSteenja u MVL-u, i njegovi efekti su €lni efektima neselektivnih
modulatora (diazepama i midazolama). Supstanceik@gl smanjenu aktivnost na-
podtipu GABA. receptora (JY-X-He-053, SH-053-2'N, SH-053-S-CHB-RSH-053-
R-CH3-2’F) nisu ispoljile uticaj na ponaSanje pagayv MVL-u. Efekti diazepama na
ucenje i panéenje pacova u MVL-u mogu se u potpunosti antagmaitia primenom
as-selektivnog neutralnog modulatora XLi093, Sto jgkladu sa rezultatima dobijenim i
pri primeni diazepama i XLi093 na majmunima, u odw@ajwim memorijskim
testovima.as-selektivni pozitivni modulator, XLi356, doveo j@ dStéenja panienja,
Sto je prvi rezultat ovakve vrste i u pretkékim i klini¢ckim istrazivanjima. PWZ-029,
as-selektivni  negativni modulator koji je u prethodniistrazivanjima pokazao
prokognitvna svojstva, nije doveo do poboljSangenja i panéenja u razltitim
eksperimentalnim protokolima u MVL-u, dok je nes&dleni negativni modulator
DMCM doveo do ost&enja.

Ukupno gledano, prikazani rezultati ukazuju da aub#ejvioralnu aktivnost
benzodiazepinskih liganada u Morisovom vodenonrilaw od kljiinog zné&ajaay i as
populacije GABA. receptora. Podenjem naSih i rezultata drugih studija, moze se
zakljwiti da promnezijski efekat inverznih agonista nigbustan nalaz, koji bi bio
karakteristéan za jednu supstancu ili grupu hemijski srodnitinenja, kao Sto je to
slieaj sa amnezijskim efektom benzodiazepina. Takoovi rezultati ukazuju i na
moguta odstupanja izndl in vitro i in vivo profila, Sto je naréito izrazeno kod tzv.
~anksioselektivnih anksiolitika® i ,prokognitivnifekova“. Stoga, neophodno je koristiti
Sto vei broj animalnih modela, vrsta i eksperimentalnibtpkola kako bi se povala

prediktivhna vrednost pretklitkih istraZzivanja novih lekova.

Klju ¢ne redi: GABA, receptori, benzodiazepinsko mesto vezivanja, agtadna
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The influence of ligands selective for distinct sulgpes of the benzodiazepine
binding site of GABA, receptors on rats’ behavior in the Morris water maze

Abstract

Classical benzodiazepines act as nonselectiveiymsitodulators at GABA receptors
containingay, ap, ag Or as subunit, and in clinical practice cause anterograchnesia.
On the opposite, negative modulation at these tecegpubtypes is linked to an
improvement in certain types of memory, both in hBos and animals. Despite
numerous studies, precise role of different sulgypeGABA, receptors in memory
effects of benzodiazepines are not fully elucidaléte possible reason could be the fact
that memory effects of diazepam were not comprehelystested inknock inand
knock out mice, as well as the lack of subtype selectivearlds and related
pharmacological studies.

An animal equivalent to human memory is a speahange in behavior that
could be described and quantified using an arraynofor parameters. Morris water
maze (MWM) is one of the most frequently used labmny tools in behavioral
neuroscience. It is widely used for studying neiololgy and neuropharmacology of
spatial learning and memory in laboratory ratsthie present study, we used the Morris
water maze to examine the influence of ligands Wwiact through the benzodiazepine
binding site of GABA receptors on learning and memory in Wistar ratorev
specifically, we used ligands with different comdtions of affinity and efficacy for this
binding site, in order to investigate the relatis@ntribution of distinct subtypes of
GABA, receptors in memory effects in the Morris waterzenaFurthermore, we
investigated which of the three memory stages (aton, consolidation and retrieval)
is sensitive to pharmacological effects of nondategositive modulators.

Our experiments showed that nonselective positieglutators (diazepam and
midazolam) dose-dependently impaired learning aachary in MWM. With regard to
the doses that were pharmacologically active, wedcnot have excluded the influence
of some non-cognitive effects on general incapocitathat was seen in animals in
MWM. Benzodiazepine effects in MWM are generaliyiled to memory acquisition,
with the exception of midazolam impairing also meyneoetrieval. The effects of
diazepam in MWM could be completely antagonized dy o;-selective neutral



modulator, RCCt. Zolpidem, an-selective positive modulator, also impaired
performance in MWM, in a manner similar to non-sélee modulators (diazepam and
midazolam). Ligands with mild to partial agonistfficacy at GABA. receptors
containing thex; subunit (JY-X-He-053, SH-053-2'N, SH-053-S-CH3-2'BH-053-R-
CHS3-2'F) were devoid of any effects in MWM. Thelugnce of diazepam on learning
and memory in MWM could be also completely antagediby ars-selective neutral
modulator, XLi093, which corroborates the resulista;ned in memory tests in
monkeys using these two ligands. égiselective positive modulator, XLi356, impaired
performance in MWM, which is the first result ok ikind in both preclinical and
clinical studies. PWZ-029, ams-selective negative modulator, which in previous
studies showed procognitive effects, did not imprdgarning and memory across
different experimental protocols in MWM. Nonseleetinegative modulator, DMCM,
impaired performance in MWM.

The overall results indicate that behavioral attiaf benzodiazepines in MWM
is largely dependent on the modulation igf and asGABAA receptor populations.
When comparing our results with those obtainedtireostudies, it can be concluded
that, unlike the amnesic action of benzodiazepities, promnesic action of inverse
agonists is not a robust finding that would be rdgd as typical for one ligand or a
group of congener compounds. These results alsd fmwards discrepancies between
in vitro andin vivo profiles, which is especially prominent in case“anxioselective
anxiolytics” and “procognitive drugs”. For thesasens, it would be advisable to use a
variety of animal models, species and experimeptatocols in order to improve

predictive value of the preclinical studies of nexugs.
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Uvod

1. UvOD

Kao primarni inhibitorni neurotransmiter centralnogrvnog sistema (CNS), zastupljen
u visokim koncentracijama i u mozgu i wikienoj mozdini;y—aminobuterna kiselina
(GABA) igra glavnu ulogu u modulaciji ¢&e, ako ne i svih, njegovih funkcija. Lekovi
koji uticu na GABA-ergéku aktivnost ispoljavaju Sirok spektar farmakoldskiekata,
od anksiolittkog, hipnotékog, sedativnog | miorelaksantnog dejstva do
antikonvulzivne aktivnosti, i primenjuju se u teljaprelikog broja neuroloskih i
psihijatrijskih oboljenja (Shader i Greenblatt, 198tevens i Pollack, 2005).

U CNS-u postoje dva tipa receptora za GABA-u, jooyohi GABAa |
metabotropni GABA receptori. Véinu svojih efekata GABA ispoljava preko GARA
receptora, ligand-zavisnih jonskih kanala, koji po svojoj strukturi pentameri
izgradeni od podjedinica koje pripadaju razim klasama. Do sada je identifikovano
19 razltitih podjedinica, grupisanih u osam klasa.4 Pi-3, y1-3, 0, €, @, 0 1 p1.3), Sto
teoretski, s obzirom na pentamernu strukturu r&ceptdaje mogénost postojanja
hiljada razléitih podtipova GABA. receptora (Sieghart, 1995). Ipak, kako samo
odreiene kombinacije podjedinica pokazuju odgovor nansaciju GABA-om,
procenjuje se da je broj raglih podtipova GABA, receptora u CNS-u sisara
verovatno manji od 100, a mogije i da iznosi tek nekoliko desetina (Olsen g8aat,
2009).

Trenutno dostupne tehnike ne pruzaju mogst nedvosmislenog odiiganja
sastava i strukture nativnih GABAreceptora, ali imunocitohemijske studije pokazuju
da je véina GABAa receptora prisutnin u mozgu izgema od 2, 2 i y podjedinice
(Olsen i Sieghart, 2009). Ispitivanje zastupljenostzlicitin podtipova GABA
receptora, uz pongoantitela specitinih za odréene podjedinice, pokazala su n&pe
rasprostranjenost receptora koji sadté@,y. podjedinice, dokaofyz, osfyz, 04fy2,
asPy2, aePy2, a4Pd 1 agfd kombinacije podjedinica imaju relativno nizu zgdfenost
(Sieghart i Sperk, 2002). Glavni faktor koji dopran heterogenosti GABAreceptora
jeste postojanje Sest ragtin o podjedinica. Vrsta podjedinica koje ulaze u sastav
GABA receptora, njihov relativni raspored i stehiomatrod kljtnog su znéaja za
ispoljavanje farmakoloskih efekata lekova i eksmemtalnih supstanci koje deluju
preko ovih receptora (Olsen i Sieghart, 2008).



Uvod

1.1. Benzodiazepinsko mesto vezivanja na GABAreceptoru

Veliki broj supstanci raztite hemijske strukture stupa u interakciju sa GABA
receptorima i aktivira, blokira ili moduliSe njihovaktivnost, ali ukupan broj vezivnih
mesta na GABA receptoru nije poznat. Za sada se, pored veziumegja za GABA-u,
koje se nalazi na mapovrSinia i B podjedinica $lika 1), joS samo dva posebna
vezivna mesta na GABAreceptoru mogu direktno ispitivati vezivanjem oda@jLeih
radioobelezenih  liganada: benzodiazepinsko mestozivamgia i t-butil-
biciklofosforotionat (TBPS)/pikrotoksinsko vezivmoesto (Sieghart, 1995). Interakcije
svih ostalih supstanci sa GARAreceptorima za sada se mogu ispitivati jedino
elektrofizioloski, a njihova potencijalna mesta manja istrazuju se ud@njem sternih
smetnji (zamenom odgovaréjb aminokiselina) na transmembranski domen GABA
receptora (Sieghart i sar., 2012).

Benzodiazepinsko mesto vezivanja na GABAeceptoru nalazi se na
medupovrsSinia i y podjedinice $lika 1), Sto ukazuje da izoforme ovih podjedinica
igraju kljuénu ulogu u ispoljavanju farmakoloSkih efekata beli@pepina. Klagini
benzodiazepini (poput diazepama i midazolama) danimo se vezuju za receptore koji
sadrzenPya, a2fy2, asPyz, ili asPyz podjedinice, ne ispoljavaju aktivnost agy: i asPy2
receptorima i imaju smanjenu ili neznatnu aktivnostreceptorima koje sadrzeili y3
podjedinicu (Puia i sar., 1991; Sieghart, 1995; étev Luddens, 1998).

Slika 1. Sematski prikaz pentamerne
strukture GABA . receptora sa
hloridnim kanalom (Cl°) i vezivnim
mestima za GABA-u i benzodiazepine
(BZ) (Jacob i sar., 2008).




Uvod

Pored benzodiazepina, veliki broj strukturno ratzh klasa supstanci vezuje se
za benzodiazepinsko mesto na GAB#Receptorima (Sieghart, 1995; Teuber i sar.,
1999; Huang i sar., 2000; Korpi i sar., 2002; Ata2@05). Ove supstance mogu samo
da moduliSu vé pokrenutu GABA-erdgiku aktivnost, povéavajui ili smanjujui
frekvenciju otvaranja GABA-zavisnog hloridnog kamatlok u odsustvu GABA-e, sami
po sebi ne mogu da pokrenu protok hloridnih jonad$ i Barker, 1981; Macdonald i
Olsen, 1994). Supstance poput Kiagi benzodiazepina, koje su pozitivni modulatori
GABA-ergicke aktivnosti, alosterno pot@vaju frekvenciju otvaranja hloridnih kanala i
kolokvijalno se nazivaju ,agonisti“. Supstance kajesterno smanjuju GABA-zavisni
protok hloridnih jona jesu negativni modulatori GA&rgicke aktivnosti, a nazivaju se
.inverzni agonisti”’. Sa farmakoloskog aspekta, atdgna modulacija GABA receptora
izaziva efekte suprotne pozitivnim modulatorima:ksiaznost, prokonvulzivnu ili
konvulzivnhu aktivnost, poboljSanje paznjeienja i pandenja. Tréa klasa supstanci
koje se vezuju za benzodiazepinsko mesto vezivstajalizuje konformaciono stanje
koje direktno ne ute na GABA-zavisni protok hloridnih jona. S obzireora to da same
po sebi ne ispoljavaju bihejvioralne efekte, ali gnoda spré&e alosterne efekte
»-agonista“ i ,inverznih agonista” na GABAreceptorima, ove supstance se nazivaju
neutralni modulatori ili ,antagonisti“ (Sieghart945).

Za neke od ovih supstanci opisana su, pored beszepinskog, i dodatna mesta
vezivanja na GABA receptoru, za koja se udmi slucajeva vezuju niskim afinitetom,

i njihov Klinicki znataj za sada nije utden (Hauser i sar., 1997; Walters i sar., 2000;
Hanchar i sar., 2006; Baur i sar., 2008; Sieghsat ., 2012).

1.2. Povezivanje strukture i funkcije GABAA receptora

Otkrice da se farmakoloski efekti benzodiazepina ostugstgkocetiri razlicita podtipa
GABA, receptora, koji uz to imaju i karakterisiu neuroanatomsku lokalizaciju
(Pirker i sar., 2000), pokrenulo je pitanje uloggeginanih podtipova receptora u
farmakoloskim efektima neselektivnin modulatora.v@&mvanju strukture i funkcije
razlicitih podtipova GABA. receptora u velikoj meri doprineli su eksperimena

genetski modifikovanim miSevima, kao i sinteza mhodiganada sa selektivhim
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afinitetom i/ili efikasno&u na razkitim podtipovima GABA. receptora (pregled u
Mohler, 2011).

Genetski pristup podrazumevao je generisanje nmitirenock inmiSeva, pri
¢emu je iskori8ena osobina benzodiazepina da se vezuju-padjedinice koje na
odgovarajdoj poziciji imaju histidin ¢;-H101, a-H101, az-H126 i 05-H105), a ne
vezuju zao podjedinice koje sadrze argininsgR99 i 0s-R100). Kada je histidinski
ostatak nawi, oy, az ili as podjedinici zamenjen argininom, nastali su rekamahtni
receptori neosetljivi na diazepam (Wieland i sa892; Benson i sar., 1998). Mutirani
receptori su imali normalnu osetljivost na GABA-onprmalan nivo ekspresije i
nepromenjenu regionalnu i celularnu distribucijua (dzuzetkom os(H105R)
podjedinice). Sveetiri rekombinantne linije miSeva podvrgnute suitigpnjima pod
uticajem diazepama i upaene sa kontrolnim, divljim tipom miSeva, a izostana
pojedinih efekata tada je pripisan odgovafaju podtipu receptora. Drugi vid genetske
mutacije podrazumevao je ablaciju odgovai#jyodjedinica GABA receptorad; i
as), 1 nastanakknockout miSeva, kod kojih su, ndetim, zapazene zgajne razvojne
kompenzatorne promene u ekspresiji ostalih poddp@®ABA. receptora i znsjne
promene fenotipa, Sto je u mnogome otezalo t@ma kasnije dobijenih rezultata iz
farmakoloSkih eksperimenata (Rudolph i Mdhler, 2004

Receptori koji sadrzen; podjedinicu ¢ine dominantnu populaciju GABA
receptora (oko 60%), i Siroko su rasprostranjerskoro svim strukturama mozga
(Pirker i sar., 2000). Pri primeni diazepama kodmutiranih miSeva pokazano je
odsustvo sedacije (test spontane lokomotorne aidii)p izostanak anterogradne
amnezije (test pasivhog izbegavanjafuvanje motorne koordinacije (rotarod) i
miSi¢énog tonusa (test horizontalne Zice i test péetga lanca). Takie, zapazeno je da
je za razliku od miSeva divljeg tipag-mutirani miSevi pri primeni diazepama imaju
samo parcijalnu zastitu od ténih konvulzivnih napada izazvanih pentilentetrarolo
kao i nepotpun hipnaiki efekat (Rudolph i sar., 1999).

Receptori koji sadrze, podjedinicu dominantno su eksprimirani u ligkom

sistemu, u regionima koji su ukfeni u obradu emocionalnih stimulusa (amigdala i
hipokampus), Kine oko 15-20% ukupne populacije GARAeceptora (Pirker i sar.,
2000). Pri primeni diazepama kod,-mutiranih miSeva zabelezen je izostanak

anksiolitckog dejstva u uzdignutom plus lavirintu i testude izmelu svetla i tame
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(engl.light-dark choice te$t(Low i sar., 2000), kao i zdajno odsustvo miorelaksacije
u testu horizontalne zice (Crestani i sar., 20@Bdacija i antikonvulzivna aktivnost
bile su @uvane (Low i sar., 2000).

Receptori koji sadrzez podjedinicu destvuju sa oko 10-15% u ukupnom broju
GABAA receptora, a zwrajnija ekspresija riena je na monoaminetim |
serotonergikim neuronima mozdanog stabla i holinékygn neuronima bazalnog
prozencefalona (Pirker i sar., 2000). U uzdignufas lavirintu i testu izbora iznde
svetlosti i tame, kod3(H126R) miSeva, diazepam je ispoljio anksiokti aktivnost, Sto
ukazuje da ovaj podtip receptora nije od dominagtmegaja za ovaj efekat. Sedativno
I antikovulzivno dejstvo diazepama taloje bilo nepromenjeno (LOw i sar., 2000), ali
je zapaZzeno umereno smanjenje miorelaksacije, kKapuje na ulogu ovih receptora u
njenom ispoljavanju (Crestani i sar., 2001).

GABA receptori koji sadrzes podjedinicucine samo 5% ukupne populacije
GABAA receptora, sa preteznom distribucijom u hipokamgBsker i sar., 2000). Kod
as(H105R) miSeva, diazepam je ispoljio sedativno,ikant/ulzivno i anksiolittko
dejstvo, ali je zabeleZzeno smanjenje miorelaksacigdnosu na efekat ispoljen kod
divljih miSeva. Dodatno, kodis(H105R) miSeva zabelezena je smanjena ekspresija
mutiranihas podjedinica u hipokampalnim piramidalnifalijama za oko 30% (Crestani
I sar., 2002). U testu uslovljavanja strahom, pongvljenom izlaganju uslovnom
signalu, ovi miSevi su pokazali éieprocenatfreezinga u odnosu na divlje miSeve, Sto
je navelo na zakligak da ekstrasinaghi hipokampalniasGABAA receptori imaju
zna&ajnu ulogu u vremenskom povezivanju dva signalaszanotestu (Crestani i sar.,
2002). Kod as-knock outmiSeva zabelezena je zapo vea efikasnost nalaska
platforme u Morisovom vodenom lavirintu (MVL), daki u testu dvosmernog aktivnog
izbegavanja mutirani miSevi bili na nivou kontrolgeipe (Collinson i sar., 2002).

FarmakoloSke studije su mahom potvrdile, a u negimajevima i dopunile
rezultate dobijene u genetskim studijama. Tako gudiji naas-knock inmisSevima
zakljweeno da ova podjedinica n€astvuje u anksiolitkom dejstvu diazepama, ali je
primena az-selektivnog inverznog agoniste dovela do pewga anksioznosti kod
pacova u uzdignutom plus lavirintu (Collins i sa2Q02). Supstance sa pdaeim
afinitetom i/ili efikasno8u za a,fy, i/ili azpy. podtip GABAs receptora ispoljile su

anksiolitcku aktivnost (Atack, 2005; Dias i sar., 2005), a sagstance relativho
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selektivne zaa;-podtip GABA. receptora potdeno je da ispoljavaju sedativna i
antikonvulzivna dejstva (Sanger i sar., 1996; Zangar., 2013). Méutim, bilo je i
neaekivanih nalaza. Na primer, Sawi sar. (2008b) su ukazali na maguulogu as
receptora u ispoljavanju sedativnhog dejstva diangpadok su Lippa i sar. (2005)

pokazali anksioselektivni profil liganda selektignpaa;-podtip GABAs receptora.

1.3. Uticaj supstanci selektivnih za benzodiazepinsko nséo vezivanja GABAy
receptora na wenje i paméenje

Ubrzo nakon uvdenja benzodiazepina u Klikiu praksu, pdetkom 60-ih godina XX
veka, anesteziolozi su opisali anterogradnu ammepij primeni ovih lekova u
prehirurskoj ili predijagnostkoj medikaciji (Brandt i Oakes, 1965; Haslett i Diae,
1968). U tim uslovima, anterogradna amnezija seersmatrati pozeljnim sporednim
dejstvom, ali je u svim ostalim indikacijama neégljefekat koji doprinosi zg&ajnom
smanjenju kvaliteta Zivota pacijenata. Za velikbjopsihijatrijskih oboljenja, stalna ili
povremena primena benzodiazepina predstavlja nearbelodatni korak u kontroli
simptoma, a anterogradna amnezija ne samo da mi@zatio pratée psiholoske
intervencije (Curran, 1994), ¥ei dovesti do pogorSanja postéife kognitivnih
disfunkcija povezanih sa primarnim oboljenjima (Rexsbach i sar., 2011). Memorijski
efekti benzodiazepina kod ljudi nezavisni su odvstmeno ispoljene sedacije ili
pospanosti, i u uslovima produzene primene, nasgine razvija tolerancija (Ghoneim
I sar., 1981). Tezina i duzina trajanja amnezijeisea od toga koji je benzodiazepin
upotrebljen, od njegove doze idn@a primene (Ghoneim i sar., 1984; Curran, 1991).
Memorija se moze klasifikovati prema viSe kritenija, prema duZini
(dugotrajna i kratkotrajna memorija), sadrzaju (dedivna i proceduralna) ili
stadijumima formiranja (sticanje, konsolidacija,zp@nje) (Beracochea, 2006). Lister
(1985) je pokazao da je na uticaj benzodiazepiraljivga dugotrajna memorija. U
kontekstu podele memorije na deklarativhu (ekgpiigi i nedeklarativnu (implicitnu),
gde prva podrazumeva mdmost svesnog pozivanginjenica, znanja i dozivljenih
dogaiaja, a druga automatsko izienje prethodno savladanih motornih i kognitivnih
vestina (Squire i Zola, 1996), benzodiazepini dakaz oStéuju deklarativnu, i to

prevashodno epizothu memoriju, dok na sematku i nedeklarativnu memoriju
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nemaju znatnijeg uticaja (Beracochea, 2006). Vedestzaklj¢ak klinickih studija je i
da benzodiazepini ne titi zn&ajno na pozivanje memorije (Ghoneim i Mewaldt, 1975
Lister, 1985). Ipak, u jednoj studiji kod mladihradih dobrovoljaca zabelezeno je
oSteenje pozivanja memorije (Block i Berchou, 1984),uaviSe drugih studija i
facilitacija (Hinrichs i sar., 1984; File i sar.999; Fillmore i sar., 2001). Hipoteza
prema kojoj bi ovaj fenomen facilitacije bio izamvamanjenom interferencijom
¢injenica prezentovanih nakon primene leka (Hinrichsar.,, 1984), odlé@na je sa
studijom u kojoj je lorazepam poboljSao proces ypazja dogdaja koji su se zbili pre
primene benzodiazepina, i to u odsustvu amnezijdargiaje nakon primene (File i
sar., 1999).

| u studijama na Zivotinjama, za benzodiazepineugéavnom pokazano da
oStetuju akviziciju u testovima t¢enja i pandéenja (pregled u Beracochea, 2006), a da,
izuzetno retko, primena benzodiazepina neposredkmm faze akvizicije moze da
oSteti pozivanje memorije u testu kao Sto je pasiabegavanje (Jensen i sar., 1979).
Kada su u pitanju retrogradni amnezijski efektzuleati vetine pretklintkih studija
iskljucuju uticaj benzodiazepina na pozivanje u @iz testovima denja i pandenja
(Venault i sar., 1986; McNamara i Skelton, 1991)telstovima koji po svojoj prirodi
ukljuéuju 1 zna&ajnu emocionalnu komponentu, nekoliko studija ukazna inhibitorni
(Cole i Michaleski, 1984; Cole, 1986), ali i fataiorni (Saw i sar., 2003; Obrado¥ii
sar., 2004) uticaj benzodiazepina na pozivanje mgend’remay erkes-Dodsciovoj
hipotezi (1908), odnos iznda pobutenosti i/ili anksioznosti je takav, da zavisno od
tezine zadatka, umereni nivo anksioznosti mozeSalhkzvaienje memorijskog testa
(Eysenck, 1985). Retrogradna @&meja nd@ena su i u testovima prostorne memorije, ali
uglavnhom u eksperimentalnim procedurama u kojimdesozodiazepini primenjivani
neposredno nakon faze akvizicije (Chrobak i Nafdi6g2; Stackman i Walsh, 1992). U
tom smislu, retrogradni uticaji proisti primarno iz oSt@nja procesa konsolidacije,
odnosno nesposobnosti da se skladiSte novi d&pigiokom odrédenog vremenskog
prozora dejstva supstance, Gpuci na taj nain ipak na anterogradne, pre nego na
retrogradne, memorijske deficite.

Nasuprot amnezijskom dejstvu pozitivnih modulatastiiazivanja sprovedena
tokom osamdesetih godina XX veka otkrila su da tiega modulacija na tzv.

.benzodiazepinskim receptorima“ dovodi od poboljdandreienih tipova memorije
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kod Zivotinja (Venault i sar., 1986; Jensen i s&aB87) i ljudi (Duka i sar., 1988).
Medutim, primena prvih, neselektivnih inverznih agdaisila je préena pojavom
prokonvulzivnih/konvulzivnih i anksiogenih efekat®orow i sar., 1983; Petersen,

1983), pa je koncept daljeg razvoja prokognitivielkova bio privremeno napusten.

1.3.1. Uticaj supstanci selektivnih zaa;-podtip GABA A receptora

Ligandi selektivni zaaj-podtip GABA. receptora mogli bi da izazivaju manje
kognitivnih oStéenja od klasinih (neselektivnih) benzodiazepina, s obzirom da
pokazuju manji afinitet premas-podtipu GABA, receptora, koji su dominantno
eksprimirani u hipokampusu, strukturi mozga kojagekljucnog zn&aja za denje i
pantenje (Moreslli, 1990; Izqueirdo i Medina, 1997).

Zolpidem je prototipa; selektivnog pozitivnog modulatora, i prvi selekiiv
ligand u Kklinckoj primeni, koji se karakteriSe oko 5-14 put&iwe afinitetom zao;- u
odnosu naoy- 1 ag-podtip GABA. receptora, kao i veoma niskim afinitetom za
asGABA, receptore (Benavides i sar., 1988; Biggio i sE889). Iz klintkih studija se
moze zakljditi da zolpidem oSi@je memoriju u manjoj ili jednakoj meri kao
neselektivni benzodiazepini (pregled u Holm i Go2)00). U pretklintkim
Ispitivanjima je pokazano da zolpidem otezavanje u razkitim testovima, u testu
uslovljavanja strahom (Huang i sar., 2010), aktmnabegavanju (Sa¥ii sar. 2005a),
pasivhom izbegavanju (Tang i sar., 1995; Edgarri, 9997; Sav i sar., 2005b),
radijalnom lavirintu (Herzog i sar., 2000) i uzdigom plus lavirintu (Zanin i sar.,
2013). Zaleplon je drugi;GABAA selektivni agonist iz grupe tzv. z-hipnotika, kaji
odnosu na zolpidem ima dva puta maniji afinitettZ@ABA receptore, a za razliku od
zolpidema pokazuje odteni afinitet zaasGABAA receptore (Sanna i sar., 2002). U
klinickim studijama su prijavljivani i izostanak memokijs efekata i oSt&Enje
memorije, zabelezeno uglavhom pri primeni doza ttuke veih od uobéajenih
(pregled u Dooley i Plosker, 2000). U testu pasivimbegavanja kod pacova, zaleplon
je izazvao skr&nje latencije u odnosu na kontrolnu grupu, albgiuefekti bili izrazeni
tek pri dozama koje su viSe od 11 putéeved srednje efektivhe doze za sedaciju (Beer
I sar., 1997). Séan nalaz je dobijen i u Morisovom vodenom laviringde je zaleplon

tek pri visokoj dozi ostetio akviziciju (Noguchsar., 2002).
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Eksperimentalne supstance koje deluju kao pozitmodulatori i ispoljavaju
selektivni afinitet i/ili efikasnost naw-podtipu GABA. receptora nisu ekstenzivno
ispitivane u memorijskim testovima. McNamara i $&el(1991) su pokazali da-
selektivni ligand CL 218,872 oftigle memoriju u Morisovom vodenom lavirintu poput
diazepama. Supstance ocinaplon i DOV5188&2sglektivni ,super agonista®), nisu
ispitivane u memorijskim testovima (Atack, 2010)CQd3¥, neutralni modulator na
GABA, receptorima, koji ima naj¢e selektivnost vezivanja od svih dostupnif
selektivnih liganada (June i sar., 2003), nije osfda antagonizuje inhibitorne efekte
hlordiazepoksida na sticanje memorije u dva &dalitesta, testu pasivnog izbegavanja i
radijalnom lavirintu kod miSeva (Belzung i sar.,0B). Slgan rezultat dobijen je na
pacovima, u testu pasivnog izbegavanja, gde RGEtusipeo da antagonizuje efekte

midazolama (Sauvii sar., 2005b).

1.3.2. Supstance selektivne za,sGABA A receptore

O  kognitivnim  efektima  supstanci koje se  karakteriS selektivnim
afinitetom/efikasna& naa,- i az-podtipu GABA. receptora, i u pretkligkim uslovima
ispoljavaju anksiolittko dejstvo, mogu se iasamo sporadni izveStaji. Naime, iako
Su supstance poput L-838417, TP023 (MK-0777), TRRBORPMRK-409 (MK-0343) i
SL65.1498 i kod glodara i kod primata iscrpno tesie na prisustvo sedacije, ataksije i
miorelaksantnog dejstva, a neke od njih prosle klmicka ispitivanja, one u
pretklinickoj fazi nisu rutinski ispitivane i u memorijskinedtovima (McKernan i sar.,
2000; Griebel i sar., 2001; Atack i sar., 2006awkett i sar., 2005; Atack i sar., 2011a;
Atack 2011b). Jedina publikovana studija koja ptigala memorijske efekte L-838417
na pacovima, pokazala je o&eje u MVL-u i testu kontekstualnog uslovljavanja
strahom, koje je bilo uporedivo sa efektima diamepaHoffman i sar., 2012). Za
TPA023, TP023B i SL65.1498 pokazano je da u &kimn uslovima, na zdravim
dobrovoljcima, ne dovode do kognitivnih o&eja, a izvesni memorijski efekti,
zn&ajno slabiji od onih izazvanih neselektivnim lekoa, zapazeni su pri primeni
MRK-409 (de Haas i sar., 2008, 2009; Atack i s2011b).

Cinjenica je da, za razliku od liganada koji se ksgdSu 10-20 puta vem
selektivnogu zaa;- (CL 218,872 i zolpidem) ili oko 50 puta é&@m selektivno&u za
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as-podtip GABA receptora (L-655708, RY-80), do sada nisu opisapstance sihog
afiniteta zaoy i/ili az receptore (Dawson i sar., 2005). Ako se pri tona unvidu da
memorijski testovi nai- i az- knock inmiSevima nisu sprovedeni (Low i sar., 2000),
stice se utisak da uloga ovih podtipova GABAeceptora u kontekstu odemja
memorije nije dovoljno poznata. GABAreceptori koji sadrzew, i az podjedinicu
nage&e se pominju u kontekstu povezanosti anksiozngséintenja, dva procesa za
koja se moze @& da se integriSu u zajed#im strukturama (amigdala, hipokampus,
kora velikog mozga) (Millan, 2003). Postoji tendgaala se emocionalno podwjuca
iskustva lakSe pamte (McGauh, 2002; Yates, 2018)epako i u eksperimentima na
Zivotinjama zapazeno da je za idenje odrdenih memorijskih testova, poput pasivnog
izbegavanja, neophodan izvestan, ,optimalan® nimkséoznosti (uporediti u Ribeiro i
sar., 1999). U tom kontekstu, suzbijanje anksioind®je se dekuje pri primeni
neselektivnih pozitivnih modulatora (npr. midazogmmoglo bi da oSteti usvajanje
informacija i izvatenje odgovarajtih testova (Savii sar., 2005b).

1.3.3. Supstance selektivhe zasGABA  receptore

Za savremena farmakoloska istrazivanja i dizajniméekova,as podjedinica GABA
receptora interesantna je pre svega sa aspektajaamwvih prokognitivnih lekova.
Naime, rezultati studija sa genetski modifikovammsevima pokazali su da smanjena
ekspresijaos podjedinice deluje facilitatorno na iz¢enje nekih memorijskih testova,
pa je tokom narednih godina sintetisartivieroj inverznih agonista sa selektivnim
afinitetom ili efikasno&u naasGABA receptorima (Liu i sar., 1996; Quirk i sar., 1996;
Sternfeld i sar., 2004; Savi sar., 2008a).

U pretklinickim studijama, za W@nu ovih supstanci dobijeni su afirmativni
rezultati, pri ¢emu, za razliku od neselektivnih inverznih agonisige zabelezen
prokonvulzivni efekat. L-655,708, parcijalni invaizagonista na svéetiri podtipa
GABA receptora, sa ¥em funkcionalnom selektivnég naasGABAA receptorima,
poboljSao je tenje pacova u Morisovom vodenom lavirintu (Atadar., 2006b)aslA-

Il je supstanca sinog profila, koja je u dva eksperimenta, u protak@dne memorije
u MVL-u, takaie pokazala promnegkiu aktivnost, kao i selektivni uticaj na fazu
akvizicije i pozivanja memorije (Collinson i sar2006; Dawson i sar., 2006).

10
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R0O4938581 je inverzni agonista sa selektivnim tdtom i efikasna& naasGABAA
receptorima, koji je uspesno antagonizovaodfiee efekte skopolamina i diazepama
na wenje pacova u MVL-u. RO4938581 je tadko poboljSao pabenje u testu
prepoznavanja objekta kod majmuna (Ballard i s4009). U klingkim ispitivanjima,
kod zdravih dobrovoljaca, prethodna primena selektivhog inverznog agoniste
zn&ajno je smanjila amnezijski efekat izazvan unosdolenla, potvdujué¢i validnost
koncepta o znmju asGABAA receptora u memorijskim procesima zavisnim od
hipokampusa (Nutt i sar., 2007).

Medutim, moze se K@ da precizna ulogans podjedinice u memorijskim
efektima benzodiazepina nije u potpunosti rasvedljeTome doprinostinjenica da
uticaj diazepama u memorijskim testovima kmck ini knock outmiSeva nije ispitan,
kao i nedostatakis—selektivnih pozitivnih modulatora i odgovaréju farmakoloskih
istrazivanja. Za sada je pokazano da pgawmea aktivnost naos-podtipu GABAy
receptora moze da dovede do 68mga Wenja i pandenja, Sto je utveno kod
supstance NS-11394, u MVL-u i u testu kontekstualnslovljavanja strahom kod
pacova (Mirza i sar., 2008; Hofmann i sar., 20Mgdutim, sve véi broj dokaza iz
preklini¢kih i Klini¢kih istrazivanja upéuje da bi pozitivni modulatori, selektivni zg-
podtip GABA, receptora, mogli imati primenu u poboljSanju kagnih disfunkcija
povezanih sa starenjem (Koh i sar., 2013).

1.4. Ispitivanje uticaja lekova na wenje i paméenje kod oglednih zivotinja

Ucenje se najprostije moze definisati kao proces jasj@ novih informacija, a

pamtenje kao sposobnostwvanja i pozivanja nagnog. U rasvetljavanju fizioloSkih
procesa koji su u osnovi sticanja, skladistenja@ziyanja memorije, kao i uslova pod
kojim dolazi do njihovog osStenja, kljwnu ulogu imaju laboratorijske zivotinje i
zivotinjski modeli kao surogati kognitivnih poretaga kod ljudi (Floresco i sar., 2005).

U eksperimentima sa laboratorijskim zivotinjamanatenom se zakljuje
posredno, na osnovu vidljivih bihejvioralnih proraervodéi racuna o eventualnom
uticaju farmakoloske ili neke druge intervencije senzorne, motorne ili motivacione
procese, koji bi mogli ometati pokazivanje tawmog (Cahill i McGaugh 1998;
McGaugh i Izquierdo, 2000). P&enje se ne deSava u ,vakuumu® i ne postoji trenutno

11
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ni jedna supstanca koja bi uticala samo nadesje. Mnoge od njih u izvesnoj meri
uticu na paznju, nivo polaenosti ili izvrSne funkcije, tako da promene u idenju
.memorijskog testa“® mogu istovremeno odraZavatinpgou u bilo kojoj od ovih
funkcija (Curran i Mintzer, 2006). Ovo podrazumev@azljivo dizajniranje
eksperimenta, kao i analizu memorijskin i ne-memkih komponenti u procesu
izvodenja nekog zadatka. U tom koraku od &hag je zn&aja izbor odgovarajieg
memorijskog testa (ili viSe njih)giji bi se rezultati, uzevSi u obzir razlike u
kompleksnosti kognitivnih procesa kod glodara idiju mogli sa odréenom
pouzdano&u ekstrapolirati i na uslove kligke primene (Lynch, 2011).

Uzimajwi u obzir ¢injenicu da je uglavnom eksplicitha memorija podiaz
oStetenju (Warrington i Weiskrantz, 1974), i da ona @adimeva mogtnost svesnog
pozivanja sadrzaja (Sto se u kéikim uslovima pokazuje uglavnom verbalno), postavlja
se pitanje koliko se zapravo ova vrsta memorije enmatiti kod neke zivotinjske vrste
(Morris, 2001; Squire, 2004). Matim, ukoliko se pde od originalne Tulving—ove
(1972) definicije da epizotiha memorija (kao podvrsta eksplicitne memorije)
podrazumeva informacije o tome ,Sta, gde i kada“dsesilo, onda se simultano
pozivanje i integracija informacija o jednom ddgp, uz pomé ove tri odrednice,
moze bihejvioralno demonstrirati i kod zivotinjegZupotrebe jezika (Clayton i sar.,
2001). Testovi koji se danas koriste zacenanje denja i panéenja kod laboratorijskih
Zivotinja mogu se prema tome okvirno grupisati e dgnovne kategorije, u zavisnosti
od toga da li se njima ispituje deklarativna ilopeduralna memorija. U testove koji su
specifeni za deklarativnu memoriju spadaju ré&eé varijante lavirinata (Morisov,
Barnsov i T - lavirint), test prepoznavanja novdgetta, kontekstualno uslovljavanje
strahom i dr., dok se za gemje proceduralne memorije dege biraju klasino i
operantno uslovljavanje, test prenerazenja ili nedti testova za procenu motornih
vestina (rotarod) (Squire and Zola, 1996; Paut.i, 2909). U radovima s&esto srée i
klasifikacija testova prema regionu mozga koji doamtno reguliSe denje i/ili
izvodenje bihejvioralnog zadatka. Tako se na primer Btwrj Barnsov i radijalni
lavirint smatraju hipokampus-zavisnim testovimaulHasar., 2009), testovi bazirani na
prepoznavanju novog objekta u velikoj su meri zaivisd integriteta peririnalnog
korteksa (Buffalo i sar., 1998), dok je amigdalgudha struktura za testove

uslovljavanja strahom (Phelps i LeDoux, 2005).
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Memorijski test predstavlja bihejvioralnu procedurkojoj je Zzivotinja
ponovljeno izlozena (n&<e dva, ali i viSe puta). Prvo izlaganje jenje (akvizicija),
a u nekoj narednoj sesiji, testira se pozivanjet@aog. S obzirom da se farmakoloski
tretmani mogu primeniti i eliminisati iz organiznza relativno kratko vreme, oni su
pogodno eksperimentalno deiza izdavanje razliitin stadijuma memorije: akvizicije,
konsolidacije i pozivanja. U navedenim situacijatnatmani bi se primenjivali, redom:
kratko pre sesije denja, neposredno nakon sesifenja ili pre sesije pozivanja. Ipak,
eksperimentalno izolovanje radtih stadijuma memorije moze biti veoma tesko, jer
eksperimentalne tehnike mogu da obuhvate ili dauutia dva ili viSe stadijuma,
zavisno od eksperimentalne procedure i vremenaegmemtiretmana (Abel i Lattal,
2001).

1.4.1. Koncept farmakoloSkog poboljSanja memorije kod zdraih Zivotinja

Jedno od glavnih pitanja koje se palee prilikom ispitivanja potencijalnih
prokognitivnih efekata, jeste kako ovi lekovi mogiicati na kogniciju zdravih
subjekata, a kako kod onih sa prirodnim ili ekspemtalno izazvanim ostenjem
kognitivnih funkcija (Floresco i sar., 2005). Brogu primeri gde je primena raglih
supstanci poboljSala odiene tipove memorije kod normalnih Zivotinja. S drgfrane,
postoje i primeri kada su prokognitivni efekti nekekova udeni samo kod zivotinja
koje imaju loSe bazalne performanse ili eksperimleot indukovane deficite, dok kod
zdravih Zivotinja nije zapazen nikakav merljiv hieralni efekt. Na primer, neki
antipsihotici (sulpirid, klozapin), ublazavaju o&aja paznje ili memorije koja nastaju
nakon reméenja prefrontalnih kortikalnih funkcija, ali istvolekovi oSt&uju memoriju
kada se primene zdravim subjektima (pregled u Btarei Jentsch, 2011). Drugi
klasian primer dolazi iz studija sa lekovima koji poteag mezokortikalnu
dopaminergiku transmisiju. Stimulacija Dreceptora moze imati bifazne efekte na
funkcije poput radne memorije, poboljSav@jizvodenje kod zivotinja kod kojih je
bazalna performansa loSa, ali @sijeci ponasSanje kada je bazalna performansa dobra
(Granon i sar, 2000; Chudasama i Robbins, 2004)tokh smislu, ispitivanje
prokognitivnih lekova na zdravim zivotinjama moz#i Boristan p@etni skrining, a

izostanak efekta nuzno ne 2Znda se oni né&e ispoljiti ni kod poreménih sistema.
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U prilog upotrebi normalnih subjekata u procesurigtinja prokognitivnih
lekova ide icinjenica da patofiziologija, koja bi bila od zizga za pravljenje animalnog
modela bolesti¢esto nije dovoljno poznata, a i kada jesteciobije teSko posii
zadovoljavajdi stepen analogije u animalnom modelu. Dodatniogé i to Sto un
vivo eksperimentima ,,normalno® nije isto Sto i optimalru tom smislu Sto prirodna
varijabilnost u funkcionisanju mozga kod normalrntivotinja obtno predstavlja
kontinuum od visokih do niskih sposobnosti, a ,lstlese moZe smatrati najnizom
tackom ovog kontinuuma. Korao, normalne Zivotinje obino ispoljavaju
karakteristtne odgovore kvalitativno idedhe onima koje bi ispoljile Zivotinje sa
odreienim oboljenjem (Floresco i Jentsch, 2011).

KoriS¢enje normalnih Zivotinja u ispitivanju lekova narjemh |etenju
subjekata sa kognitivnim o$tnjem ima i odréene nedostatke. DeSava se da
detektovanje modeg poboljSanja bude otezano usled pojave tzv. jefgkafona“
(eng. ceiling effect, koji je povezan sa malom interindividualnom jalvilnogu
srednje vrednosti i standardne devijacije¢prang parametra u izabranoj grupi zdravih
Zivotinja Dodatno, patofizioloski procesi inherentmentalnim oboljenjima mogu
zna&ajno umanijiti sposobnost zivotinje da ispolji fakobSko poboljSanje koje je
inace vidljivo kod normalnih subjekata (Floresco i 3aht, 2011).

1.5. Morisov vodeni lavirint

Morisov vodeni lavirint je jedan od r@&Xe kori€enih laboratorijskih testova u
bihejvioralnim neuronaukama, a primenjuje se zaugaeanje neurobiologije i
neurofarmakologije prostornogcéenja i pandenja kod oglednih pacova i miSeva.
Prostorna memorija se definiSe kao sposobndshja orijentacije u novoj sredini
(Craver i Darden, 2001). Od svog demja 1984. godine (Morris, 1984) pa do danas,
preko 60,000 radova koristi ili citira primenu M\A,-i danas skoro da ne postoji
psihoaktivna supstanca koja nije u njemu testirana.

MVL nije lavirint u uobtajenom smislu — osnovnu aparatdme kruzni bazen
precnika 1,5-2 m, napunjen vodom sobne temperaturdatiopma koja sa nalazi u
jednom delu (kvadrantu) bazena, potopljena okoctySspod povrSine vodel(ika 2).

Tokom niza pokuSaja (treninga) zivotinjéeuda se nakon spustanja u bazen Sto brze i
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efikasnije orijentiSu i ndu put do platforme koja je ujedno i izlaz iz njimauobéajene
vodene sredine. Skianje vremena i duzine puta do nalaska platfornter(taje) tokom
treninga ukazuje na uspesSno savladavanje zadatepofdke su da se koristi 4-6
plivanja dnevno, tokom 5-10 dana, ili dok latencijalaska platforme ne dostigne
asimptotski nivo (Paul i sar., 2009). Vremenom, kg rasla popularnost i primena
MVL-a, razvijen je i véi broj metodoloskih varijacija, od kojih su nekeoioSirile

oblast njegove primene (Vorhees i Williams, 2006).
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Slika 2. Originalna skica vodenog lavirinta i praté€e opreme koju je predlozio
Morris (1984).

U osnovnoj verziji protokola, ,prostornoméenju“ (eng.spatial acquisitioi,
platforma je fiksirana tokom celokupnog treninggednom kvadrantu bazena (1/4
bazena), a pacovi se puStaju u vodu sadifibli unapred utwenih pozicija,ciji se
redosled svakodnevno menja. Nakon zavrSenog trenotgno 24 h nakon poslednjeg
plivanja, platforma se uklanja i izvodi test pozijea memorije u kojem se procenjuje
referentna memorija — sklonost pacova da sé€ukiea mestu i oko mesta gde se
prethodno nalazila platforma (Morris, 1984). U piailu ,reverznog prostornog
ucenja“ (eng. spatial reversa), nakon zavrSetka klasiog treninga, platforma se
premesta u naspramni kvadrant i pacovi treniragunjekoliko dana. Ovim protokolom

se otkriva koliko brzo Zivotinja, koja je néla lokaciju platforme, napusSta svoju
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prvobitnu strategiju plivanja i usmerava pretragunovom kvadrantu bazena. Jedan od
cesto korigenih protokola, na@to pri ispitivanju potencijalnih prokognitivnih keva,
jeste ,prostorna radna memorija“ (ergpatial working memory. U ovom protokolu
pozicija platforme se menja svakoga dana, a Zijtii da putem pokuSaja i
pogreSaka svakodnevno preusmerava svoju potragnokam delovima bazena. S
obzirom na to da je pozicija platforme u toku jegraana fiksna, indikatoréenja je
skratenje latencije nalaska platforme izdneprvog i drugog plivanja (engavingtime)

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

Osnovna prednost MVL-a, u odnosu na druge testawe de koriste za
prowavanje neurohemijskih osnov&emja i memorije, jeste njegova jednostavnost i
sposobnost razdvajanja deficita u formiranju mejaond deficita u senzornim,
motornim i motivacionim procesima, kao i m@gost primene na razltim vrstama
(pacovi, miSevi, virtuelni vodeni lavirint kod ljgdMcNamara i Skelton, 1993a). SGmo
potapanje eksperimentalne Zivotinje u vodu moZze faprijatno, i izazvati oddeni
nivo stresa, ali su zato izbegnute neke averziyrgeedure, poput uskii@anja hrane
ili izlaganje elektro-Soku (Terry, 2009). MVL nelgava prethodni trening, a testiranje
se moze sprovesti u toku nekoliko dana sa relativatim brojem Zzivotinja. Zdravi,
odrasli pacovi mogu savladati tege kori€enu verziju testa za 1-5 dana, dostizu
asimptotski nivo izvdenja u 10-20 plivanja. Zbog vodene sredine, izbegmuwticaj
olfaktornih tragova, a primenom verzije testa sdljmom platformom mogu se
identifikovati potencijalna vizuelna ostnja, koja bi mogla interferirati sa izi®enjem
u MVL-u. Promenom lokacije platforme, nakon zav@greksperimenta, moze se
izvesti eksperiment ponovnogenja, i na taj ndn nekoliko doza ispitivane supstance
moze biti testirano na istoj grupi Zivotinja. Q&rje memorije u MVL-u izazvano
primenom nekog tretmana nezavisno je od lokomatoefekata, budii da smanjenje
ili povecanje lokomocije eventualno utieno ,na suvom“ ne ute nuzno i na brzinu
plivanja (Fitzgerald i sar., 1989). Posto uspeSnostalasku platforme ne zavisi od
ukupne aktivnosti ili telesne mase Zivotinje, otegt je pogodan za veliki broj modela
bolesti u kojima postoji kognitivno osienje (Vorhees i Williams, 2006).

lako je inicijalno razvijen za testiranje pacovayMse danas uspeSno koristi i
za testiranje miSeva, a u mnogo manjoj meri i aagéervrste familijeMuridae (D’

Hooge i De Deyn, 2001 MVL-u, miSevi i pacovi pokazuju izvesne razlideobrascu
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ponaSanja, kao i raglte strategije nalazenja skrivene platforme. Zdikazod testova
.na suvom”, gde miSevi i pacovi pokazuju komparabihivo izvaienja, Whishaw i
Tomie (1996) su pokazali da su u MVL-u pacovi “sugi” u odnosu na miseve. Ta
superiornost se ogleda u brzemenju pacova, kao éinjenici da miSevi generalno
provode manje vremena u koridoru koji povezujetstapoziciju i skrivenu platformu.
MiSevi se u mnogo manjoj meri oslanjaju na prostoigpatial) strategiju pri trazenju
platforme, i tokom treninga pokazuju dosta nespawiy motornog ponasanija,
tigmotaksu, spiralno kretanje i plutanje, Sto senije odrazava i na parametre u testu
pozivanja memorije (Frick i sar., 2000). Razlikeguala postoje i nd sojevima jedne
iste vrste, ali se one viSe pripisuju raitbj osetljivosti na stres i manipulaciju nego

stvarnim kognitivnim razlikama (pregled literatuwrdd’Hooge i De Deyn, 2001).

1.5.1. Parametri kojima se opisuje ponaSanje u MVL-u

Programi koji se koriste za automatsko¢erge ponasanja u MVL-u (ANY-maze i
Noldus kao uolgiajeni) izr&unavaju preko 100 standardnih parametara kojima se
kvantifikuje ponaSanje Zivotinja u MVL-u, Sto istevneno daje mognost da se
njihovim kombinovanjem izvede veliki broj novih, epficnijin varijabli. Svi ovi
parametri su, u manjoj ili ¥®] meri, povezani sa ponaSanjem usmerenim ka
pronalazenju cilja, odnosno, prostornimtegjem i memorijom (Vorhees i Williams,
2006).

Za opisivanje ponasanja pacova u MVL-u tokom trgajrdok Zivotinje kroz niz
uzastopnih pokuSajate da Sto brze i efikasnije prahaput do platforme, prvobitno su
uvedena tri parametra: latencija nalaska platforisle ukupni préeni put (m) i
usmerenost ka cilju (Morris, 1984). Mgim, kako dve Zivotinje mogu imati iste duzine
puta i iste ili priblizne latencije nalaska platfog, a drugéju strategiju plivanja $lika
3), nametnula se potreba za deajem novih parametara koji bi na potpuniji i peegi
natin opisali kompleksno ponaSanje zivotinja u MVL-urazdvojili kognitivne od
nekognitivnih efekata (Gallagher, 1993). Sa raavogeftvera za automatsko peaje i
analizu bihejvioralnih eksperimenata, u analizuuseedeni dodatni parametri poput
efikasnosti puta (odnos najkey i realno préenog puta do platforme), kumulativhe
udaljenosti od zone platforme (udaljenost iZmezivotinje koja pliva i platforme,
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izmerena nekoliko puta u sekundi) (Dalm i sar.,®0ihdeks denja (Gallagher i sar.,
1993), a za kvantifikaciju tigmotaksiog ponaSanja, procenat vremena i procenat puta

preienog u perifernom delu bazena (Cimadevilla i 2205).

A) B)

Slika 3. Dve zivotinje (A i B) imaju priblizne iste duzine puta (5,731 5,90 m), ali je
kumulativna udaljenost od zone platforme u prvom dliéaju 18,3 m a u drugom
slu¢aju 7,81 m (Gallagher i sar., 1993).

Brzina plivanja (m/s) se oo prati radi ututivanja prisustva eventualnih
senzomotornih smetnji, izazvanih nekom farmakolaskio hirurSkom intervencijom, a
koje bi mogle da ometaju trening, odnosn@nje u MVL-u. Pored brzine plivanja,
dobri pokazatelji senzomotornih smetnji su i nedajg@na ponaSanja vezana za sam
nalazak platforme, poput preplivavanja, skakanjalisadbijanja od platforme, kao i
prenaglasena tigmotaksa (Vorhees i Williams, 208&)atra se da pacovi koji praha
platformu, ali se ne popenju i ne ostanu na njggu rstekli neophodnu asocijaciju
izmedu platforme i izlaza iz vodene sredine. Neke ochgwjava mogu se, u blazem
stepenu, videti i kod kontrolnih zivotinja na samgatetku treninga, ali obno vrlo
brzo i¥ezavaju. Njihovo duZe prisustvo u eksperimentagrapi moze znatno oteZati
tumaenje rezultata iz takvog eksperimer@ain (1997) i Whishaw (2004) su pokazali
da se odgovaragim pre-treningom (sa vidljivom ili promenljivom p@gom
platforme) mogu odvojiti kognitivni od nekognitilmielemenata u ponasSanju zZivotinje.
Koristi od pretreninga bi mogle da imaju akutnenfakoloSke studije, kako bi se
osiguralo da nekognitivni efekati ne interferirap izvaienjem testa, dok kod studija sa
produzenom primenom ova dodatna procedur&ersg nije potrebna (Vorhees i
Williams, 2006).

Za analizu ponaSanja pacova u testu pozivanja mg@mraju se parametri

kojima je mogde pokazati postojanje sklonosti ka Sirem ili uzesgionu u kome se
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nalazila platforma. Preko 50% istrazieakoristi parametre vezane za kvadrant u kome
se tokom treninga nalazila platforma (Maei i sa2009). Parametri koji se¢ti same
zone platforme, poput broja ulazaka, vremena ikd@nog puta, nisu pouzdani
pokazatelji memorije, jer imaju niskucestalost ili veliku varijabilnost, posebno u
situaciji kada je povrsSina platforme relativno maaprénik bazena veliki (Vorhees i
Williams, 2006). Umesto zone platforme, u analeinsnogoce&e koriste préeni put i
vreme provedeno u ciljnom regionu koji se nalaziasgedno oko same platformeimi

do 10% ukupne povrSine bazeisdiKa 4).

Startne pozicije
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Slika 4. Prikaz podele bazena na kvadrante i cilijnregion (Paul i sar., 2009)

Osim veltine regiond bazena koji su uzeti u razmatranje, veadnosti
parametara iz testa pozivanja memorije od velikogn&aja i vremenski interval u
kojem se prati ponaSanje zivotinje, kao i interizii@thodnog treninga. U standardnom
petodnevnom protokolu za genje prostorne memorije (Vorhees i Williams, 2006),
latencija nalaska platforme na kraju petog datemja iznosi oko 10 sekundi. Zbog toga
se narednog dana, u testu pozivanja memorije, sktdka ciljnom kvadrantu/ciljnom
regionu najlakSe detektuje tokom prvih 30 s tesékoncega zndéajno slabi, da bi se

posle 60 s potpuno izgubila (Blokland, 2004).

1.5.2. Primena MVL u ispitivanju u ¢enja i paméenja kod glodara

Inicijalno razvijen za ispitivanje neurobiologijeneurofarmakologije prostornogenja

I pantenja kod pacova, MVL je tokom tri decenije postggamasao primenu u
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ispitivanju uticaja razéitih faktora (stres, ishrana, starost, infekcijauma) na é€enje i
pamtenje normalnih Zivotinja, u bihejvioralnoj karakirciji genetski mutiranih
miSeva, kao i u validaciji animalnih modela neussit i psihijatrijskih oboljenja u
kojima postoje zn&jna kognitivha osteenja (D’Hooge i De Deyn, 2001). Prostorna
orijentacija, navigacija, denje i pozivanje, procesi koji su neophodni za raino
izvodenje u MVL-u, zavise od koordinirane aktivnosti lréizih regiona mozga i
neurotransmiterskih sistema koji zajatkni ¢ine funkcionalno povezanu neuronsku
mrezu. Naroit znataj za normalno izutenje bihejvioralnog zadatka u MVL-u ima
funkcionalni integritet hipokampusa, i MVL se pokazkao pouzdan i robustan test za
Ispitivanje hipokampus-zavisnogéenja (Vorhees i Williams, 2006)Hipokampus-
zavisni kognitivni procesi uklguju dugotrajne promene u sinajdj transmisiji, kao
Sto je indukcija dugotrajne potencijacije (etang-term potentiationLTP), a za brojne
farmakoloSke tretmane pokazano je da mogu da me(paspesuju ili intbiraju) LTP
(del Cero i sar., 1992; Seabrook i sar., 1997)ikégpopularnosti MVL-a doprinela je i
¢injenica da je virtuelni vodeni lavirint koji seiprenjuje kod ljudi Elika 5) takaie
visoko osetljiv na hipokampalnu disfunkciju. U kkasom protokolu sa skrivenom
plattormom, u virtuelnom trodimenzionalnom vodenofavirintu, pacijenti sa
unilateralnom resekcijom hipokampusa pokazali satajno loSije rezultate u odnosu
na zdrave vrSnjake iz kontrolne grupe, i pacijastin godina koji su bili podvrgnuti

ekstrahipokampalnim resekcijama (Goodrich-Hunsgk@t0).

z = o N

= R
< .

Slika 5. Humani vodeni lavirint: @) virtuelni vodeni lavirint, kako ga vide pacijenti

na ekranu; b) putanja zdravih pacijenata u testu paivanja memorije; c) putanja

pacijenata sa oStéenjem hipokampusa (Click, 2005; Goodrich-Hunsaker i
Hopkins, 2010).
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Hipokampalna formacija podleze zagnoj degeneraciji tokom starosti, i 6bo
je atrofirana kod pacijenata sa Alchajmerovom i kiPeonovom boledi, kod
Sizofrenije, i u uslovima dugotrajne izlozenostsakom nivou stresa (posttraumatski
stres sindrom, depresija) (Cole i sar., 2011; Rrassar., 2011). S obzirom na to da
animalni modeli ovih oboljenja u MVL-u detektugnaajno oStéenje u odnosu na
zdrave kontrolne zivotinje (Logue i sar., 1997; d&ki sar., 1999; Chen i sar., 2000;
Amann i sar., 2010; Rose i Rowe, 2012), MVL je danazaobilazan test u skriningu
potencijalnih prokognitivnih lekova koji bi naslirimenu u navedenim oboljenjima.
Veliku primenu MVL ima i u rutinskom ispitivanju #eljenih kognitivnih efekata
lekova i rasvetljavanju mehanizma njihovog nastaiska doprinosi ciljanom dizajnu i

razvoju novih supstanci unagdenog farmakoloskog i bezbednosnog profila.

1.6. Perspektiva bihejvioralne karakterizacije supstanciselektivnih za pojedine
podtipove benzodiazepinskog mesta vezivanja GAB&eceptora u MVL-u

Ciljana sinteza liganada selektivnih za aldnee podtipove GABA receptora do sada je
iSla u dva smera: ka pozitivnim modulatorima sagdaxim afinitetom i/ili efikasnasu
naay- i ag-podtipu GABA. receptora (anksioselektivni anksiolitici), i kavaju novih
prokognitivnih lekova, supstanci koje ispoljavaglektivni inverzni agonizam na nivou
asGABAA receptora (Rudolph i Mohler, 2006). Ovakva postavglavhom je bila
diktirana rezultatima studija sa genetski modifizoim miSevima. Méutim, genetska
Ispitivanja nisu u potpunosti rasvetlila uloge atdneh podjedinica u bihejvioralnim
efektima benzodiazepina, niti relativni doprinosiley od njih u onim skiajevima gde
je u ispoljavanju ukljgeno viSe od jednog podtipa GARAeceptora, Sto je slaj i sa
memorijskim efektima. Pregledom dosadasnjih studi@Ze se utvrditi da je uticaj
novih liganada na denje i panéenje, s izuzetkom inverznih agonista, ispitivan
sporadéno, i u malom broju memorijskih testova. U samom IMY, za benzodiazepine
je pokazano da dovode do d&rja Wenja i pandenja, ali uloga pojedinih podtipova
GABA, receptora u ovim efektima nije sistematski ispitig. Ispitivanje u MVL-u
novih liganada, sa raZltiim kombinacijama afiniteta vezivanja i efikasnosta
pojedinim podtipovima GABA receptora, moze doprineti rasvetljavanju recegtmgs

supstrata anterogradne amnezije pri primeni beazegina, kao i boljem razumevanju
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korelacijein vitro profila i in vivo efekata nakon primene nekog liganda. Krajnji @lj j
usmeravanje sinteze novih supstanci ka dobijanjunainog farmakoloskog profila.
U Tabeli 1 prikazani su afiniteti, a n&lici 6 efikasnosti odabranih neselektivnih i

selektivnih liganada, koji su planirani da se kieriokom ovog istrazivanja.

Tabela 1. Afiniteti vezivanja (K; (nM)) dobijeni na rekombinantnim humanim i/ili
pacovskim GABAa receptorima koji sadrze a1, oy, a3 a4, as ili g podjedinicu
(Costa i Guidotti, 1996; Huang i sar., 2000; Platt sar., 2002; Sanna i sar., 2002,
Savi i sar., 2010).

Supstanca (o §1 ay as (o ¥ as Qs
diazepam 14 7,8 13,9 ND | 134 ND
midazolam 1,8 NB ND* ND* ND* ND*
zolpidem 26,7 156 383 ND | >10000 ND
JY-XHe-053 22 12,3 34,9 ND 0,7 NDx
SH-053-2'N 300 160 527 ND 82 5000
SH-053-2'N 118 148 365 500(¢ 77 5000
SH-053-2'F-R-CH 759,1 948,2| 768,8 ND | 95,17 ND
SH-053-2'F-S-CHhl 468,2 33,27 | 2915 ND 19,2 5000
XLi356 1851,5 4202,5| 8545 ND | 100,5 5000
PWZ-029 900 >300 >300 ND 30 >300
BCCt 0.72 15 18.9 ND 111 NDx
XLi093 1000 1000 858 1550 15 2000
DMCM 57 8,3 4,0 NB 1,04 N>

*ND (eng.not determinegdnije odreieno)

Ni jedan od navedenih liganada koji pokazuju sélekist za neki od podtipova
GABAA receptora (zolpidem, JY-XHe-053, SH-053-2'N, SB-2F-R-CH, SH-053-
2'F-S-CH XLi356, PWZ-029 BCCt, XLi093) nije do sada testiran u MVL-u, a zkae
od njih (npr. XLi356) nema ni publikovanih rezuliaz drugih bihejvioralnih testova. U
MVL-u, nije ispitivan ni uticaj DMCM-a, negativhogeselektivnhog modulatora
GABA receptora.

22



Uvod

1200+ 7001 6001

£ 1000- "l 6001

;5: 800 i:zj

S 600

‘g 300

8 400+ 200-

; 200 100
0+ T 7 : - 0+ T ; T 7 0+ T T T T
inM  10nM 100nM 1puM  10uM 1inM  10nM 100nM 1pM  10uM inM  10nM 100nM 1pM 10pM

[Diazepam] [Zolpidem] [SH-053-2"N]

600+ 1200+

i
s 1000+
§ 8004
g 600
c
8 400
5
2 2004

c Ll T L] L} T c T T T T T u T T T T T

1nM  10nM 100nM 1uM  10pM 1nM  10nM 100nM 1pM  10pM 1nM  10nM 100nM 1pM  10pM

[SH-053-R-CH3-2'-F] [SH-053-S-CH3-2'F] [JY-XHe-053]

i .o . 160 N
= I/ f{*MH? 150
§ 20 ° " 2004 JOL) ( A 140
E o O Q g e Y 130 A
s = J O 120
= 150 4 110 4
c -201 g 1
S \\i\\ 100
T \:1 . 100 90 1
= _s0] ‘%333 80

T T T = T T T T 70 T T T T
100pM 1inM  10nM  100nM inM 10nM 100nM 1pM  10pM 1nM 10nM  100nM  1pM  10pM
[DMCM] [XLi 356] [PWZ-029]

Slika 6. Krive zavisnosti koncentracija-efekat za thzepam, zolpidem, SH-053-2'N,
SH-053-R-CH3-2'F, SH-053-R-CH3-2'F, JY-HXe-053, DM®4, XLi356 i PWzZ-
029, naayfzy, (m), azfsy2 (A), azfsy2 (4), i asfzy. (V) GABA, receptorima, pri EC3
(za DMCM EC20) GABA koncentraciji. Ta¢ke na grafiku su predstavljene kao
srednja vrednost = standardna greSka, dobijene na-2 oocita iz najmanje dve
serije (Dawson i sar., 2006; Sa¥ii sar., 2010).
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Cilj istrazivanja

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovih istrazivanja je da se primenom Morisovegdenog lavirinta ispita uticaj
supstanci koje deluju preko benzodiazepinskog mestavanja GABA, receptora na
ucenje i pandenje kod oglednih pacova Wistar soja. Spéije, cilj je da se uz pongo
supstanci koje imaju razlte kombinacije afiniteta i efikasnosti na ovim wen
mestima utvrdi relativni doprinos svake od podjezhn GABA. receptora u
memorijskim efektima koji se zapazaju u kéesom testu. IstraZivanj@ se sprovesti
kroz sledée faze:

1) opisivanje uticaja diazepama, kao prototipa leé&sgnog pozitivnog modulatora, na
odabrane parametre ponaSanja u Morisovom vodenarnta;

2) utvddivanje stadijuma memorijskog procesa (akvizicijangolidacija ili pozivanje
memorije) koji je podlozan uticaju pozitivnih nesigivnin modulatora, uz ponio
neselektivnog pozitivnog modulatora midazolama,;

3) ispitivanje ulogen;-podtipa GABA, receptora u ispoljavanju memorijskih efekata
neselektivnih modulatora, i to kroz ispitivanje l&fta primene a;-selektivhog
pozitivnog modulatora zolpidema, kao i efekata korabije diazepamad;-selektivhog
neutralnog modulatora BCCt-a;

4) bihejvioralna karakterizacija supstanci koje jumamanjenu pozitivhu modulatornu
aktivnost nans-podtipu GABA. receptora, a ragiite kombinacije afiniteta i efikasnosti
na ostalim podtipovima GABAreceptora;

5) ispitivanje ulogeus-podtipa GABA, receptora u ispoljavanju memorijskih efekata
neselektivnih pozitivnin modulatora, i to ispitijam efekata primenes-selektivhog
pozitivnog modulatora GABA receptora, XLi356, i kombinacije diazepamaogd
selektivnog neutralnog modulatora XLi093;

6) utvdivanje moginosti poboljSanja memorije kod zdravih pacova priore
neselektivnog (DMCM) ias-selektivnog (PWZ-029) inverznog agoniste GABA
receptora, u onim fazamacenja za koje smo prethodno nasli da su podlozne

ocekivanom oStéenju pod uticajem pozitivnih modulatora.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Zivotinje

Eksperimenti su izvedeni na zdravim muzjacima paddiistar soja, telesne mase 200-
250 g, odgajanim na farmi Vojnomedicinske akademifgeogradu. Pacovi su drzani u
standardnim kavezima od pleksiglasa, po Sest njotl jednom kavezu, na sobnoj
temperaturi i dnevno/maom ciklusu od 12 h (osvetljenje od 06.00 do 18()0

intenzitet svetla 120 Ix). Zivotinje su imale pupthrani i vodiad libitum Negovanje

zivotinja i bihejvioralno testiranje sproseni su tokom svetle faze ciklusa. Sve
primenjene procedure odobrene su od strangk&tomisije Farmaceutskog fakulteta

za rad sa oglednim Zivotinjama.

3.2. Supstance

U ispitivanju su koriéeni diazepam, zolpidem i midazolam (Galenika, Badg6rbija),
DMCM (metil 4-etil-6,7-dimetoksi-9H-pirido[5,4-b]ufol-3-karboksilat) (Research
Biochemicals Incorporated, Natick, SAD), kao i genovih supstanci, sintetisanih u
saradnikoj laboratoriji profesora James M. Cook-a, Depariim of Chemistry,
University of Wisconsin-Milwaukee, SAD:

a) Supstance selektivhe za;-podtip GABA A receptora:
B-CCt (t-butilf3 karbolin-3-karboksilat);

b) Supstance sa smanjenom aktivné& na a;-podtipu GABA A receptora

JY-XHe-053 (8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4H-2,5,10btaza-benzole]azulen-3-karboksilna

kiselina etil estar);

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

kiselina etil estar);

SH-053-S-CH3-2'F, (S) stereoizomer (8-etinil-6-(@efrofenil)-4-metil-4H-2,5,10b-
triazabenzo[e]azulen-3-karboksilna kiselina etiags
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SH-053-R-CH3-2'F, (R) stereoizomer (8-etinil-6-(Rdrofenil)-4-metil-4H-2,5,10b-
triazabenzo[e]azulen-3-karboksilna kiselina etibgs

c) Supstance selektivne zas-podtip GABA A receptora

XLi356 (3-({12-etil-8-metil-9-okso-2,4,8-triazatiklo[8.4.0.0"{2,6}]|tetradeka-
1(14),3,5,10,12-penten-5-il}karboniloksi) propil -£21-8-metil-9-0kso-2,4,8-
triazatriciklo[8.4.0.0"2,6}]tetradeka-1(10),3,5,1B-penten-5-karboksilat);

XLi093 (4H-imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin-3-kaksdna kiselina, 8-etinil-5,6-
dihidro-5-metil-6-okso-,1,3-propanedil estar);

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

Supstance su rastvarane/suspendovane uz Partiazviénog kupatila, u
farmakoloski inertnom vehikulumu koji sadrzi 85% st®vane vode, 14%
propilenglikola i 1% Tween-a 80. Svi tretmani primieani su intraperitonealno (i.p.) u
zapremini 1 ml/kg telesne mase eksperimentalnetidjeo U sliaju kombinovane
primene dva tretmana, zivotinja je primala po jedmjakciju u donji levi i donji desni

kvadrant peritoneuma, u ukupnoj zapremini 2 ml/kg.

3.3. Morisov vodeni lavirint

Aparaturucini bazen prénika 2 m i visine 60 cm izden od crne plastike uniformne
unutrasnje povrsine. Bazen je do 30 cm visine ngouwodom temperature oko 23 °C.
Platforma dimenzija 15 cm x 10 cm napravijena jeisidg materijala kao i bazen i
potopljena 2 cm ispod povrSine vode, osigjinevidljiva® tokom eksperimenta.
Indirektno osvetljenje u eksperimentalnoj prostoapezbéeno je belim neonskim
sijalicama prévrs¢enim za zid u nivou ispod bazerg&lika 7). Tokom treninga zivotinje
uce da se nakon spustanja u bazen Sto brze i efjgasijentisSu i ndu put do platforme
koja je ujedno i izlaz iz njima neudljene vodene sredine. Nakon treninga, izvodi se

test pozivanja memorije u kojem se procenjuje egfera memorija.
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Slika 7. Morisov vodeni lavirint.

Motoricka aktivnost Zivotinja u MVL-u pigna je digitalnom kamerom povezanom sa
ANY-maze softverom koji omogiava virtuelnu podelu bazena na kvadrante i ciljni
region i izr&unavanje odabranih parameta®ika 8).

Periferni prsten Ciljni region

Platforma

Sl kvadrant

Prsten platforme Centralni prsten

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

U sklopu prikazanog istrazivanja sprovedeno je ukupl6é eksperimenata. U
istrazivanju je kori&en ,metugrupni“ dizajn, odnosno, ragiti tretmani primenjivani
su razlgitim, nezavisnim grupama od po 6-10 Zivotinja i tipbljeno je 440 pacova.
Tokom istrazivanja korteni su razlkiiti eksperimentalni protokoli MVL-a i njihove
modifikacije. Eksperimenti su snimani kamerom mi@mom na plafonu iznad bazena,
povezanom sa ANY-maze softverom (Stoelting Co., $&B pr&enje ponaSanja i

obradu digitalnog zapisa.

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

U sklopu ispitivanja uticaja neselektivnin modulatma ponaSanje pacova u MVL-u
uraieno je 5 eksperimenat&etiri sa pozitivnim neselektivnim modulatorima @i@am
I midazolam) i jedan sa negativnim neselektivnindodatorom (DMCM).

U prvom eksperimentu ispitivan je uticaj rastudoza diazepama na ponaSanje
pacova u MVL-u. Korigen je standardni petodnevni protokol u kome su yao&om
5 uzastopnih dana primali odgovar@djuretman (rastvaka diazepam 1; 1,5; 2 i 5
mg/kg), 20 minuta pre svakog bloka plivanja. Sualkk sastojao se od 4 plivanja od po
maksimalno 2 minuta, sa pauzom od 60 s timéva uzastopna pusStanja u vodu. Pri
svakom pokusSaju, pacovi su spustani u vodu liceraraki ka zidu bazena, i to sa jedne
od 4 unapred utdene startne pozicije. S obzirom na to da je tokodaBa treninga
platforma bila fiksirana u severoigtiom kvadrantu (Slxetiri distalne startne pozicije
su bile: jug (J), zapad (Z), severozapad (SZ) oisigpk (JI) Slika 8), i njihov redosled
je menjan svakoga dana. Ako tokom 120 s plivanite natformu i popenje se na nju,
pacov ostaje na platformi oko 15 s nakiega ga eksperimentator sklanja. Ukoliko
pacov u predvienom vremenu ne da platformu, eksperimentator ga najkna putem
vodi do platforme i ostavlja na njoj 15 s. Sestagal rden je test pozivanja memorije,
u kojem su nakon uklanjanja platforme iz bazenasopapusStani da tokom 60 s
pretraZzuju bazen. U testu pozivanja memorije, pasoyustani sa nove, od platforme
najudaljenije pozicije (jugozapad, JZ) (Vorheesilldms, 2006). Neposredno pre testa

pozivanja memorije pacovi nisu primali nikakav ihnein
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(McNamara i Skelton, 1993a), kako bi se izbegao utiogticaj nekognitivnih efekata
diazepama na izvenje ovog testa.

U narednom koraku udana su tri eksperimenta u kojima je ispitivano ogk
faze memorijskog procesa (akvizicija, konsolidaciozivanje) neselektivni pozitivni
modulatori ostvaruju svoj efekat. U ovim eksperitimaa kori&ena su tri raztita
eksperimentalna protokol&lika 9), a umesto diazepama kae# je midazolam (0,5; 1
I 2 mg/kg) kao supstanca sa najbrzintgt@om dejstva i najkéam delovanjem mdu
svim benzodiazepinima. Poluvreme eliminacije midiaxa kod pacova je manje od 0,5
h (Mandema i sar., 1991; Lau i sar., 1996; Ollkokar., 2008), Sto je od posebnog
zn&aja kod primene tretmana neposredno pre i nakaje g#wanja, zbog pripisivanja

uotenih kognitivnih efekata speaifiom uticaju na akviziciju ili konsolidaciju
memorije.
Faza Akvizicija Test pozivanja
Dani L[ [ wm v [V VI
Tretman 20 min pre testa -
Plivanje (s) 2 x 120 (svakodnevno) 60
Faza Konsolidacija Test pozivanja
Dani L [ n [ m | v |V VI
Tretman odmah nakon testa -
Plivanje (s) 2 x 120 (svakodnevno) 60
Faza Pozivanje memorije
Dani L u [ m [ v |V VI
Tretman Nema 20 min pre testa
Plivanje (s) 2 x 120 (svakodnevno) 60

Slika 9. Protokoli koriSéeni za ispitivanje uticaja midazolama na razkite
stadijume memorijskog procesa.

U petom eksperimentu ispitivan je uticaj ra#tudoza neselektivnog negativnog
modulatora DMCM-a (0,2; 0,5 i 1 mg/kg) na ponaSggeova u MVL-u. Korigena je
modifikacija standardnog petodnevnog protokolagh\&a umesta@etiri plivanja dnevno,
tokom svih 5 dana akvizicije, i testom pozivanjanmogije Sestog dana. Ovakav
protokol, sa manjim brojem plivanja i sporijikanjem kontrolnih Zivotinja u odnosu
na standardni protokol, otvara prostor za ispolgvgootencijalnog promnegkiog
efekta negativnih modulatora GARAeceptora (McNamara i Skelton, 1993b).
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3.4.2. Ispitivanje uticaja supstanci selektivnih zaa;-podtip GABA A receptora na
ponasanje pacova u MVL-u

U sklopu ispitivanja uloger; podjedinice GABA receptorau ostvarivanju efekata
neselektivnih pozitivnin modulatora na ponaSanjeopa u MVL-u, urdena su tri
eksperimenta, uz primenu jednog pozitivhog (zolpiylejednog neutralnog modulatora
(BCCt) selektivnog za;-podtip GABAs receptora.

U prvom i drugom eksperimentu ispitivana je m@uast antagonizovanja
efekata doza od 1,5 i 2 mg/kg diazepama na poregacpva u MVL-u istovremenom
primenoma; selektivnog neutralnog modulatop&Ct-a (5 i 15 mg/kg). DozfCCt-a
izabrana je na osnovu preliminarnog pilot ekspemi@e Kori€en je standardni
petodnevni protokol, sa testom pozivanja Sestog.dan

U trecem eksperimentu ispitivan je uticaj rastudoza zolpidema (0,5; 11 2
mg/kg) na ponasSanje pacova u MVL-u. Kées je standardni petodnevni protokol sa
primenom tretmana 20 minuta pre svakog bloka pjasatokom 5 uzastopnih dana.

Sestog dana udan je test pozivanja memorije, bez primene tretnmaaglivanja.

3.4.3. Ispitivanje uticaja supstanci sa smanjenom aktivno& na a;-podtipu
GABA , receptora na ponasanje pacova u MVL-u

Uradena su dva eksperimenta u kojima je k@ viSe supstancijja je zajednika
karakteristika smanjena aktivnost exapodtipu GABA. receptora a izrazeniji pozitivni
modulatorni efekat na ostalim podtipovima GABAeceptora d,, o3 i as). U oba
eksperimenta koré&n je standardni petodnevni protokol sa testomvaoga memorije
Sestog dana.

U prvom eksperimentu ispitivan je uticaj rastudoza JY-X-He-053 (5, 20 i 40
mg/kg) na ponasSanje pacova u MVL. Supstanca JY->3b&ispoljava najue afinitet
zaos-podtip GABAa receptora, ali je aktivnost posena nav-i o3-u 0dnosu nay- i os-
podtip GABA. receptora. U drugom eksperimentu ispitivan je ajiticdgovarajtih
doza SH-053-2'N (30 mg/kg), SH-053-S-CH3-2'F (30/keg i SH-053-R-CH3-2'F
(30 mg/kg). Doze su izabrane na osnovu prelimimapmiot eksperimenata. SH-053-
2'N ima neSto vé afinitet vezivanja zais-GABAA podtip receptora, dok je efikasnost

relativno komparabilna na svim podtipovima receptoSH-053-S-CH3-2'F ima
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povetan afinitet zau,- i as-podtip GABAa receptora, dok je efikasnost najaenaa,- i
az-podtipovima GABA, receptora. SH-053-R-CH3-2'F ima najvafinitet i najveu
efikasnost nas-podtipu GABA. receptora.

3.4.4. Ispitivanje uticaja supstanci selektivnih zaas-podtip GABA A receptora na
ponasanje pacova u MVL-u

U okviru ispitivanja uticaja supstanci selektivhida os-podtip GABA. receptora
uraieno je Sest eksperimenata, u kojima su kenB pozitivni (XLi356), negativni
(PWZ-029) i neutralni modulatori (XLi093) selektivra as-podtip GABA receptora.

U prvom i drugom eksperimentu ispitivana je m@uast antagonizovanja
efekata diazepama (1,5 i 2 mg/kg) istovremenom gmimm selektivhog neutralnog
modulatora XLi093 (10 i 20 mg/kg). Doze XLi093 izahe su na osnovu preliminarnog
pilot eksperimenta. Korégn je standardni petodnevni protokol sa testom viaoga
memorije Sestog dana. U ¢em eksperimentu ispitivan je uticaj selektivhogipeaog
modulatora XLi356 (5, 10 i 20 mg/kg) na ponaSargeqva u MVL-u. Korigen je
modifikovani jednodnevni protokol (uporedi u Kraemesar., 1996; Ballard i sar.,
2009), u kojem su pacovi u toku jednog dana imabloka plivanja od po 4 pokuSaja,
sa pauzama od 1 sat izdwesvakog bloka. Svaki pokuSaj trajao je 2 minuteudog
dana urden je test pozivanja memorije bez platforme i lvetriana.

U cetvrtom, petom i Sestom eksperimentu ispitivan fjeap PWZ-029, as-
selektivnog negativnog modulatora. PWZ-029 je iggit u tri razl€ita protokola: u vé
opisanim modifikacijama jednodnevnog (5, 10 i 15kgyi standardnog petodnevnog
protokola (5, 15 i 30 mg/kg), kao i u protokolu medmemorije (0,2; 2, 10 i 20 mg/kg).
Osnovna karakteristika protokola radne memorijesyakodnevna promena pozicije
platforme tokom 4 dana treninga, tokom kojih seopana ne primenjuje nikakav
tretman (Collinson i sar., 2006). Na dan testiramgktforma se postavlja u novu
poziciju, i pre prvog pustanja u bazen primenjgeretman (PWz-029 0,2; 2, 10i 20
mg/kg). Nakon 4 sata pauze pacovi se puStaju unbdzeyi put, i na osnovu razlike u

trajanju prvog i drugog plivanja iztanava skréenje latencije nalaska platforme.
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3.4.5. Parametri kojima je opisano ponaSanje pacova u MVL

U naSim eksperimentima su tokom treningaé@na osnovni parametri, koji se dage
koriste u eksperimentima u MVL-u:

» latencija nalaska platforme (s)

e ukupni préeni put (m)

* prosé€na brzina plivanja (m/s) i

» efikasnost puta (odnos iz najkr&eg mogideg puta do platforme i stvarno

predenog puta).

Posto tigmotaksa (tendencija plivanja ili plutanja sami zid bazena) predstavlja
¢inilac koji doprinosi velikoj varijansi u vodenonauirintu, i normalno slabi tokom
niza plivanja (Vorhees i Williams, 2006), dodatnopsaeni i izvedeni parametri poput
procenta vremena i procenta ¢{eaog puta u perifernom prstenu bazena. U
eksperimentu radne memorije feao je skréenje latencije (s) koje predstavlja razliku
u vremenima nalaska platforme iztoeprvog i drugog plivanja (Collinson i sar.,
2006).

U testu pozivanja memorije, standardno suwe@naput i vreme u Sl kvadrantu,
ciljnom regionu i perifernom prstenu, a po potrabalizirani su i drugi parametri koji
bi, u datim eksperimentalnim uslovima, doprinelij&m razumevanju uticaja prethodno
davanih tretmana na pozivanje memorije (npr. lajgnalaska i efikasnost puta do

cilinog regiona ili broj ulazaka u S| kvadrant).

3.5. Statisticka obrada podataka

Statisttka obrada podataka wena je uz pombSigmaStat 11.0 softvera. Za analizu
parametara dobijenih u toku treninga kéei$a je dvofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) sa ponavljanim merenjem, gde su faktoritrtian i dan/blok testiranja. Za
svaku Zivotinju i svaki parametar podaci iz jedmd@na su uprogeni kao srednja
vrednostetiri plivanja, a u sléajevima jednodnevnih eksperimenata gde je bilcoRal
od po 4 plivanja u toku istog dana, za svaku zinotiuzimana je srednja vrednost
tokom svakog bloka plivanja. U slaju da je interakcija iznde faktora tretman i

faktora dan zn#&jna, ra@eno je pet nezavisnih jednofaktorskin ANOVA za svaén
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/blok treninga. Parametri iz testa pozivanja mejaomnalizirani su primenom
jednofaktorske ANOVE. Zpost-hocanalizu korigen je Student—Newman—Keulsst.
U svim testovima, razlike na nivou p<0,05 uzimanekao statistki znatajne. Podaci

na graficima su prikazani kao srednje vrednostadalokova + standardna greska.
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4. REZULTATI

4.1. Neselektivni modulatori benzodiazepinskog mesta veanja GABA 5

receptora

Eksperiment 1

U Eksperimentu 1 pten je uticaj rasttih doza diazepama (1, 1,5; 2 i 5 mg/kg) na
ponaSanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska ANOVA sa gdjanjem pokazala je
zn&ajan uticaj oba faktora (tretman i dan) na sve patee préene tokom5 dana
treninga: latenciju nalaska platforme (s), gemi put (m), efikasnost puta, procenat
vremena i procenat ptenog puta u perifernom prstenu i pr&ase brzinu plivanja
(m/s). Rezultati dvofaktorske analize varijansé&gmani su urabeli 2, a rezultatipost

hoctesta urabeli 2a

Tabela 2. Uticaj ponavljane primene rastéih doza diazepama na parametre
pra¢ene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(4,30):13,100 F(4,120):40,335 F(16,120):1,762
Latencija (s) P<0,001 P<0,001 P=0,044

. F(4’30):7,813 F(4,120):21,475 F(16,120):21402
Predeni put (m) P<0,001 P<0,001 P=0,004

. F(4’30):8,077 F(4,120):25,595 F(16,120):3,537
Efikasnost puta P<0,001 P<0,001 P<0,001

Put u perifernom Fu,3077,093 | Fa,120747,950 Fae,12072,611
prstenu (%) P<0,001 P<0,001 P=0,002

Vreme u perifernom F4,30795,788 | F,120739,097 F@,12073,680
prstenu (%) P=0,001 P<0,001 P<0,001

Brzina plivanja F4,3076,203 | F@,120740,958 Fae,12071,347
(m/s) P<0,001 P<0,001 P=0,181

Grupe koje su primile 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepamalensu zn&jno duze
latencije nalaska platform&ijka 10a), duzi preeni put Slika 10b), manju efikasnost
puta Slika 118, kao i véi procenat vremengS(ika 123 i puta u perifernom prstenu
(Slika 12b), i u odnosu na kontrolnu grupu i u odnosu na grkiga je primila 1 mg/kg

diazepama.
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Tabela 2a. Rezultatipost hoc analize nakon dvofaktorske ANOVE za pr&ene
parametre (p vrednosti).

DZP 1,5 DzP 2 DZP 5

Parametri SOL DzP 1 SOL DzZP 1 SOL DzP 1

Latencija (s) <0,001 0,026 | <0,001 0,030 <0,001<0,001
Predeni put (m) <0,001 | 0,006 0,004 0,023 0,005 0,047
Efikasnost puta 0,001 0,012| 0,002 0,010 0,00 0,014
Vreme u perifernom 0,020 0,030| 0,034 0,073 0,005 0,006

prstenu (%)
Put u perifernom prstenu 0,012 0,015| 0,033 0,029 0,00p 0,002
(%)

Grupa koja je primala 5 mg/kg diazepama plivalanetajno sporije u odnosu
na kontrolnu grupu (p=0,002), ali i u odnosu nalestri grupe koje su primale 1, 1,5 i
2 mg/kg diazepama (p=0,001, p=0,005 i p=0,0@iké& 11b). S obzirom na zriajnu
interakciju izmeéu faktora dan i tretman, za latenciju nalaska ptate, prdeni put,
efikasnost puta i procenat vremena i puta u pedier prstenu, udeno je pet

jednofaktorskin ANOVA, za svaki dan treninga, auléati su prikazani 0abeli 3.

Tabela 3. Uticaj ponavljane primene rastdéih doza diazepama na parametre
pra¢ene tokom pet dana treninga (jednofaktorska ANOVA p danima).

Parametar | dan Il dan Il dan IV dan V dan
Latencija (S) F(4ygo)=4,863 F(4ygo)=4,270 F(4ygo)=6,050 F(4y3o)=6,177 F(4,30)=6,890
P=0,004 P=0,007 P=0,001 P<0,001 P<0,001
Predeni put F(4y3o)=3,280 F(4y3o)=2,600 F(4y3o)=4,490 F(4y3o)=4,830 F(4,30)=6,730
(m) P=0,024 P=0,056 P=0,006 P=0,004 P<0,001
Efikasnost F(4,30)=2,915 F(4,30)=1,361 F(4,30)=4,326 F(4,30)=6,859 F(4’30)=8,165
puta P=0,038 P=0,271 P=0,007 P<0,001 P<0,001
p\e/;?gr‘rfo‘#n Fa.300,940 | Fia3077,200 | Fia2077,290 | Fis30=4,670 | Fs.3073,670
prstenu (%) P=0,457 P<0,001 P<0,001 P=0,005 P=0,015
erﬁgﬁﬁom Fa.3071,610 | Fia3075,630 | Fia2077,770 | Fis.305=5,600 | Fis.30=3,160
P P=0,198 P=0,002 P<0,001 P=0,002 P=0,028

prstenu (%)
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Slika 10. Uticaj 1, 1,5: 2 i 5 mg/kg diazepama na) d&atenciju nalaska platforme i b)
predeni 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 zivotinja po grupi je 7 (Slike 10-16).
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Slika 11. Uticaj 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama (D2Pna 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

L+

DZP 1.+p<0,05 i"""p<0,001 u odnosu na DZP 1,5p<0,05 u odnosu na DZP 2.
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Slika 12. Uticaj 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama (D2Pna a) procenat vremena i b)
procenat predenog puta u perifernom prstenu, tokom pet dana tremga u MVL-u.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 u odnosu na kontrolnugrupu (SOL); #p<0,05 [
##p<0,01 u odnosu na DZP 1.
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Za sve parametre grane utestu pozivanja memorije osim za préeni put u Sl
kvadrantu, jednofaktorska ANOVA je pokazala da ppstznaajna razlika méu
grupama zavisno od tretmana koji im je primenjivaioku pet dana treninga. Rezultati
jednofaktorske ANOVE prikazani suTabeli 4.

Tabela 4. Uticaj ponavljane primene rastéih doza diazepama na parametre
pra¢ene u testu pozivanja memorije (jednofaktorska ANOW).

Sl kvadrant Ciljni region Periferni prsten
Parametar Put Vreme Put Vreme Put Vreme
F.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 hocStudent—Newman—Keuks pokazao je da sve zivotinje koje su primale
diazepam tokom pet dana treninga, u testu pozivaejaorije provode manje vremena
u ciljinom regionu u odnosu na kontrolnu grupu, agdapa koja je primala 5 mg/kg

diazepama provodi i manje vremena u Sl kvadrango kentrolna grupaSlika 13).
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Slika 13. Uticaj primene 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepma (DZP) tokom pet dana
treninga na vreme u Sl 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 diazepgresle su kr@ put u ciljnom
regionu u poréenju sa kontrolnom gruponsiika 14).
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Slika 14. Uticaj primene 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazegma (DZP) tokom pet dana
treninga na put preden u S| kvadrantu i ciljinom regionu u testu pozivama
memorije **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL).

Kada su u pitanju parametri koji pratéuganost tigmotakse, grupe koje su tokom
treninga primale 1,5; 2 i 5 mg/kg diazepama proleosii zn&ajno viSe vremenaS{ika

15) i prelazile zn&ajno duzi put $lika 16) u perifernom prstenu u odnosu na kontrolnu
grupu, ali i u odnosu na grupu koja je primala Ykggliazepama.
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Slika 15. Uticaj primene 1, 1,5; 2 i 5 mg/kg diazegma (DZP) tokom pet dana
treninga na vreme u perifernom prstenu tokom testapozivanja memorije.
*+*n<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 diazepma (DZP) tokom pet dana
treninga na put preden u perifernom prstenu tokom testa pozivanja memaje.
*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 ptan je uticaj midazolama (0,5; 1 i 2 mg/kg) na akoija.
Rezultati dvofaktorske ANOVE sa ponavljanjem zaapagtre préene tokonpet dana
treninga (latencija (s), préeni put (m), efikasnost puta, procenat vremenaocgmat
preienog puta u perifernom prstenu, proge brzina plivanja (m/s)) prikazani su u
Tabeli 5. Faktor dan imao je ztajan uticaj na sve parametre, dok je faktor tretiman
zn&ajan za sve parametre, osim za latenciju nalaskifophe, gde je bio na granici
znaajnosti.

Interakcija izmdu faktora tretman i dan bila je zi@na za latenciju nalaska
platforme, efikasnost puta i procenat vremena apuperifernom prstenu, pa je u tim
sluicajevim ura@ena jednofaktorska ANOVA po danimaapela 6).
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Tabela 5. Uticaj ponavljane primene rastéih doza midazolama na parametre
pra¢ene tokom pet dana treninga (dvofaktorskeANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3,20)=3,04 F(4,80)=29,27 F(12,80)=2,42
Latencija (s) P=0,053 P<0,001 P=0,010

. F(3,20)=5,78 F(4,80)=20,67 F(12,80)=1,38
Predeni put (m) P=0,005 P<0,001 P=0,192

- F(3,2074,20 F(a,8079,23 F(12,8073,86
Efikasnost puta P=0,019 P<0,001 P<0,001

Put u perifernom F(3,2073,60 F(a,80754,65 F2,8073,14
prstenu (%) P=0,031 P<0,001 P=0,001

Vreme u perifernom F(3,2073,19 F(a,80720,67 F12,8072,55
prstenu (%) P=0,005 P<0,001 P=0,007

Brzina pIivanja F(3,20):8,15 F(4,80):15,29 F(12,80F0,91
(m/s) P<0,001 P<0,001 P=0,537

Tabela 6. Uticaj ponavljane primene rastdéih doza midazolama na odabrane
parametre tokom pet dana treninga (jednofaktorskaANOVA po danima).

Parametar | dan Il dan Il dan IV dan V dan
.. F(3'20F0,32 F(4,30):0159 F(3,20):2.30 F(3,20):3,04 F(3’20):6,98
Latencija (s) P=0,810 P=0,629 P=0,108 P=0,053 P=0,002
Efikasnost F(3'20F0,43 F(3,20):O,355 F(3,20):2,299 F(3'20F6,256 F(3,20)28,62
puta P=0,731 P=0,654 P=0,108 P=0,004 P<0,001
\e/rrl?é?ﬁo‘#n Fe207043 | Fe2070,43 | Fusor7.29 | Fuzo4,67 | Fuzo3,67 P
P P=0,731 P=0,731 P<0,001 P=0,005 =0,015
prstenu (%)
Putu
perifernom F(3'20):1,86 F(3'20):1,08 F(3'20):2,76 F(3’20):4,94 F(3’20):9,97
P=0,169 P=0,38 P=0,069 P=0,021 P<0,001
prstenu (%)

Grupe koje su primale 0,5 i 2 mg/kg midazolama el petog dana ztgno
duZze latencije u odnosu na kontrolnu grupu (p=0jQ8€0,008), ali i u odnosu na grupu
koja je primala 1 mg/kg midazolama (p=0,013 i p20,&Blika 173. Sve tri grupe koje
su primale midazolam (0,5; 1 i 2 mg/kg) prelazileiszn&ajno duzi put do nalaska
platforme u odnosu na kontrolne Zivotinje (p=0,0840,019 i p=0,003). Ovaj efekat je

bio najizrazeniji kod grupe koja je primala 2 mg/kygdazolama, gde je zapazena
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zn&ajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu odtdee do petog dana treninga
(p<0,001, p=0,014 i p=0,012), a petog dana i u ednea grupu koja je primala 1
mg/kg midazolamé&Slika 17b).
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Slika 17. Uticaj 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama na dptenciju nalaska platforme i b)
ukupni predeni put, tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 u

odnosu na kontrolnu grupu (SOL); *p<0,05 u odnosu na MDZ 1. Broj Zivotinja po
grupi je 6 (Slike 17-22).
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Grupa koja je primala 2 mg/kg midazolama imala pecajno nizu efikasnost
puta (p=0,012) u odnosu na kontroklika 18a), a sve tri grupe midazolama imale su
zn&ajno nizu prosénu brzinu plivanja (p=0,002, p=0,001 i p=0,002) dnosu na
kontrolnu grupu $lika 18b).
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Slika 18. Uticaj rastwih doza midazolama na a) efikasnost puta i b) brzun
plivanja tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01i **p<0,001 u odnosu na
kontrolnu grupu (SOL).
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Tigmotakséno ponaSanje, péano kroz procenat vremena i putadaeog u perifernom
prstenu, bilo je zn@jno izrazeno u grupi koja je primala 2 mg/kg mmlama. U ovoj
grupi zivotinje su tokom IV i V dana provodile zt@gno viSe vremena u perifernom
prstenu u porenju sa kontrolnom grupom (p=0,01 i p=0,06), ali poreienju sa
grupama koje su primale 0,5 mg/kg (p=0,046 za IN wlaninga) i 1 mg/kg midazolama
(p=0,019 i p=0,005)3lika 19).
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Slika 19. Uticaj 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama na prcenat vremena provedenog u
perifernom prstenu tokom pet dana treninga. **p<0,d 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.

Takaie, zivotinje koje su primale 2 mg/kg midazolamalgre su zn&ajno duzi put u
perifernom prstenu tokom IV i V dana treninga uegdenju sa kontrolnom grupom
(p=0,018 i p<0,001) ali i sa grupama koje su prenklmg/kg (p=0,04 i p<0,001) i 0,5
mg/kg midazolama (p=0,006 za V dan treningika 20).
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Slika 20. Uticaj rastuéih doza midazolama na procenat prédenog puta u
perifernom prstenu tokom pet dana treninga. *p<0,05i ***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 praeni su vreme (s) i put (m) u ciljnom regionu,
Sl kvadrantu i perifernom prstenu, kao i latenaijaska (s) i efikasnost puta do ciljnog
regiona. Mdu grupama je postojala statéti znatajna razlika za efikasnost puta do
cilinog regiona (fz2076,439, P=0,003) i put u perifernom prstenys 670,150,
P=0,002). Grupe koje su tokom pet dana treningagié 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama
imale su zn&jno nizu efikasnost puta do ciljnog regiona u ainoa kontrolnu grupu
(p=0,002, p=0,002 i p=0,003plika 21). Istovremeno, kod sve tri grupe zapazeno je
prisustvo tigmotakse u toku testa pozivanja merapsto se odrazilo kroz z¥egno
vece vrednosti puta pdenog u perifernom prstenu u odnosu na kontrolnywgru
(p=0,02, p=0,004 i p=0,0045lika 22). Srednje vrednosti ostalih parametra i njihove

standardne devijacije prikazane stiabeli 7.
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Slika 21. Efikasnost puta do ciljnog regiona u test pozivanja memorije kod
pacova tretiranih sa 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama tom pet dana treninga.
**p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL).
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Slika 22. Put u perifernom prstenu bazena tokom tea pozivanja memorije kod
pacova tretiranih sa 0,5; 1 i 2 mg/kg midazolama tom 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 devijacg) parametara praé¢enih u testu
pozivanja memorije nakon petodnevne primene rastéih doza midazolama pre
svakog treninga.

S| kvadrant Ciljni region Periferni prsten
Parametar Put (m) Vreme (S) Put (m) Vreme (S) Pufm) Vreme (S)
SOL 2,40+1,69 | 13,6849,64 1,69+1,29 9,18+7,28  1,52+0{5@5,15+15,30
MDZ 0,5 2,13+0,95 | 11,87+4,72 1,25+0,71 6,65+1,40  4,42+2(288,07+12,76
MDZ 1 1,67+0,46 9,12+2,22| 0,51+0,41 2,17+2,01 5,84+2/880,73+12,71
MDZ 2 2,42+1,31 | 10,92+7,74 1,150,713 4,72+4,24  6,1461/4 35,30+6,74

Eksperiment 3

U Eksperimentu 3 ptan je uticaj midazolama (0,5; 1 i 2 mg/kg) na famasolidacije
memorije. Uticaj faktora dan tokopet dana treningabio je statistiki znatajan za sve
praéene parametre, dok uticaj faktora tretman i inteljakizmeiu faktora nisu bili

zn&ajni. Rezultati dvofaktorske ANOVE sa ponavljanjprikazani su urabeli 8.

Tabela 8. Uticaj ponavljane primene rastéih doza midazolama nakon zavrSenog
treninga na pra¢ene parametre (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3’28):0,584 F(4,112):35,033 F(121112):1,765
Latencija (s) P=0,631 P<0,001 P=0,063

. F(3’28):O,695 F(4,112):36,725 F(12,80):1,457
Predeni put (m) P=0,563 P<0,001 P=0,151

. F(3,28):O,139 F(4,112):11,750 F(121112F1,644
Efikasnost puta P=0.936 P<0,001 P<0,089

Put u perifernom Fi,2870,389 | Fa,112741,735 Fa2,11270,582
prstenu (%) P=0,762 P<0,001 P=0,853

Vreme u perifernom Fi,2670,300 | F,112738,780 Fa2,11270,800
prstenu (%) P=0,826 P<0,001 P=0,651

Brzina pIivanja F(3,28)=0,984 F(4,112)=15,294 F(12,112):0,711
(m/s) P=0,826 P<0,001 P=0,737

U testu pozivanja memorije nije bilo zn&ajnog uticaja

(primenjivanog tokom pet dana treninga) ni za jedanpr&enih parametara (put i

tretmana
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vreme u ciljnom regionu, Sl kvadrantu i perifernpnstenu). UTabeli 9 prikazane su
srednje vrednosti péanih parametara i njihove standardne devijacije.

Tabela 9. Srednje vrednosti parametara (+ standarda devijacija) praé¢enih u testu
pozivanja memorije nakon petodnevne primene rastéih doza midazolama posle
treninga.

S| kvadrant Ciljni region Periferni prsten

Parametar | Put(m) | Vreme (s) Put (m) Vreme (S) Putn() Vreme (S)

SOL 1,59+0,96 | 9,17+5,51 0,71+0,61 2,70+2,22 4,39+2,048,44+13,21

MDZ 0,5 2,86+1,09 | 13,73+%8,39  0,93+0,39 3,60+1,41 5,97+2|2383,94+6,58

MDZ 1 2,29+1,65| 12,90+6,47 0,79+0,72 3,43+3,06 5,95+3/180,57+10,43

MDZ 2 3,36+2,04 | 14,54+6,8( 1,85+1,47 6,91+5,57 5,69+3/084,61+13,04

Eksperiment 4

Analizom parametara iz Eksperimenta 4, u kojem J& Q i 2 mg/kg midazolama
primenjeno jednokratno, neposredno pre testa pogvaemorije, zapazen je Zfagan
uticaj primenjenog tretmana na latenciju ulaska ilinicregion (s) (ks 2s=3,159,
P=0,041). Srednje vrednosti ostalih parametara ihowng standardne devijacije

prikazane su Tabeli 10.

Tabela 10. Srednje vrednosti parametara (+ standanda devijacija) pracenih
nakon jednokratne primene rastwih doza midazolama.

S| kvadrant Ciljni region Periferni prsten

Parametar Put(m) | Vreme (s)| Put(m)| Vreme (s) Putn() Vreme (S)

SOL 3,54+1,52| 17,00+7,29 1,83+1,19 7,85+5,20 5,11+1,8331,78+7,60

MDZ 0,5 3,54+1,59| 13,61+543  1,96+67 6,38+1,88 4,71+1,67 ,1B#8,57

MDZ 1 3,27+1,32| 14,4145,19 1,40+1,28 4,63+4,37 6,61+2,5@10,46+13,79

MDZ 2 2,61+1,18| 13,50+5,36 1,15+0,69 4,24+2,8§7 4,65+1,941,05+10,31
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Grupa koja je primila 2 mg/kg midazolama imala reajno duzu latenciju ulaska u
cilini region u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,03#)k su grupe koje su primile 0,5 i
1 mg/kg midazolama bile blizu dostizanja statlsti zn&ajnosti (p=0,066 i p=0,07)
(Slika 23). Broj zivotinja po grupi je 8.
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Latencija ulaska u ciljni region (s)

SOL MDZ 0.5 MDZ 1 MDZ 2

Slika 23. Uticaj rastuwéih doza midazolama (MDZ) na latenciju ulaska u cilpi
region tokom eksperimenta pozivanja memorije. *p<@®5 u odnosu na kontrolnu
grupu (SOL).

Eksperiment 5

U Eksperimentu 5, ispitivan je uticaj neselektivnoggativhog modulatora DMCM-a,
na ponaSanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska ANOVAmavljanjem pokazala je
zn&ajan uticaj faktora dan, dok primena tretmana (0,3;i 1 mg/kg DMCM) nije
uticala zn&ajno ni na jedan parametar ponaSanjagmaokompet dana treningau
MVL-u: latenciju nalaska platforme (s), deni put (m), efikasnost puta, procenat
vremena i puta u perifernom prstenu i ptose brzinu plivanja (m/s). Rezultati

statisttke analize prikazani suTabeli 11
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Tabela 11. Uticaj ponavljane primene rastdéih doza DMCM-a na paramtere

pra¢ene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3’24):O,190 F(4,ge):25,671 F(12,96F0,896
Latencija (s) P=0,902 P<0,001 P=0,554

. F(3’24):O,198 F(4196):17,450 F(12,96):1,180
Predeni put (m) P=0,896 P<0,001 P=0,309

. F(3,24):O,609 F(4,96):7,340 F(12,96):1,497
Efikasnost puta P=0,616 P<0,001 P=0,176

Put u perifernom F(,2471,170 F,06=20,056 Fa2,0670,814
prstenu (%) P=0,342 P<0,001 P=0,636

Vreme u perifernom F(,2471,150 F,06719,931 Fa2,9670,813
prstenu (%) P=0,349 P<0,001 P=0,636

Brzina plivanja F,241,083 F,0678,438 Fa2,9670,914
(m/s) P=0,375 P<0,001 P=0,537

Za parametre ptéene u tokutesta pozivanja memorije jednofaktorska
ANOVA je pokazala da postoji zdajan uticaj faktora tretman (0,2; 0,5 i 1 mg/kg
DMCM), i to na put préen u Sl kvadrantu i ciljnom regionu, dok uticaj ostale
parametre nije bio zdajan Tabela 12.

Tabela 12. Uticaj ponavljane primene DMCM-a tokom gt dana treninga na
parametre pra¢ene u testu pozivanja memorije (jednofaktorska ANOW).

Ciljni region S| kvadrant

Parametar Fa,24 P F3,24) P
Vreme (s) 2,590 0,076 2,990 0,051
Put (m) 3,727 0,025 6,356 0,003

Grupe koje su tokom pet dana treninga primale ©,2;i 1 mg/kg DMCM-a imale su
zn&ajno nize vrednosti pdenog puta u Sl kvadrantu u odnosu na kontrolnu wgrup
(p=0,016, p=0,017 i p=0,002). Grupe koje su printatei 1 mg/kg DMCM-a imale su i
zna&ajno nize vrednosti pdenog puta i u ciljnom regionu u odnosu na kontranupu
(p=0,04 i p=0,03). Rezultati su prikazani$i&i 24.
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Slika 24. Uticaj 0,2; 0,5 i 1 mg/lkg DMCM-a na put peden u Sl kvadrantu i
ciljnom regionu tokom testa pozivanja memorije. *p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na
kontrolnu grupu (SOL). Broj Zivotinja po grupi je 7.
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4.2. Supstance selektivne za;-podtip GABA A receptora

Na osnovu rezultata dobijenih iz eksperimenta andezavisnom uticaju diazepama na
parametre ponasanja pacova u MVL,der@a su dva eksperimenta (Eksperimenti 6 i 7)
u kojima je ispitana mogunost antagonizovanja efekata 1,5 i 2 mg/kg diazgpam

istovremenom primenomy—selektivnog neutralnog modulat@@cCt-a.
Eksperiment 6

U Eksperimentu 6 ispitivan je uticaj kombinacij® Ing/kg diazepama i 5 ili 15 mg/kg
RCCt-a, a dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem pokaza zn&ajan uticaj faktora
dan, dok uticaj faktora tretman nije bio statistiznatajan ni za jedan od parametara
pracenih tokompet dana treninga Rezultati statistke analize prikazani su Tabeli
13.

Tabela 13. Uticaj ponavaljane primene 1,5 mg/kg deepama i kombinacije 1,5
mg/kg diazepam + RCCt (5 ili 15 mg/kg) na parametrg@racene tokom pet dana

treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3’20)=1,283 F(4,80)=24,557 F(12,80)=0,389
Latencija (s) P=0,307 P<0,001 P=0,964

. F(3,20)=1,345 F(4,80)=18,018 F(12,80)=0,301
Predeni put (m) P=0,288 P<0001 P=0,988

. F(3,20)=1,478 F(4,80)=15,813 F(12,80)=1,054
Efikasnost puta P=0,251 P<0,001 P=0,410

Put u perifernom F(3,20):O,763 F(4,30):38,650 F(12,80F0,684
prstenu (%) P=0.528 P<0,001 P=0,762

Vreme u perifernom F(3,2070,694 F(a,80729,859 F(12,8070,696
prstenu (%) P=0,567 P<0,001 P=0,750

Brzina pIivanja F(3’20):2,367 F(4,80):9,823 F(12,80F0,657
(m/s) P=0,101 P<0,001 P=0,787

U testu pozivanja memorije nije bilo zn&ajnog uticaja faktora tretman ni na jedan od
praenih parametara. Uabeli 14 prikazane su srednje vrednostidgeaih parametara sa

standardnim devijacijama.
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Tabela 14. Srednje vrednosti parametara préenih u testu pozivanja memorije (+
standardna devijacija) nakon petodnevne primene 1,5mg/kg diazepama i
kombinacije diazepam (1,5 mg/kg) + BCCt (5 ili 15 mpkg).

S| 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%x1,03 7,47+4.8 4,88+1,788,82+8,62
DzP 1,5 1,55+0,95| 6,40+4,02| 0,84+0,82 2,85+3,C 5,29+2,307,58+14,47
DZP+BCCt5 | 3,46x2,09| 13,53+5,54 1,76%£1,11 7,10%2,7 5,42+1,827,7515,31
DzZP+BCCt 15 | 2,17+0,09| 9,50+£3,45| 1,13+0,9 4,35+2,5 6,87+1,166,68t6,58

Eksperiment 7

U Eksperimentu 7 ptéan je uticaj kombinacije 2 mg/kg diazepama i 15kgdiCCt-a

na ponasSanje pacova u MVL, dvofaktorska ANOVA sagujanjem pokazala je

zn&ajan uticaj faktora dan na sve @eae pramatere, dok je uticaj faktora tretman bio

zn&ajan za sve parametre osim brzine plivanja. Int@jake bila zn&ajna samo za

procenat vremena i procenat puta u perifernom must®ezultati statistke analize

prikazani su urabeli 15.

Tabela 15. Uticaj ponavljane primene 2 mg/kg diazegma i kombinacije diazepam
(2 mg/kg) + RCCt (15 mg/kg) na parametre préene tokom pet dana treninga

(dvofaktorska ANOVA).
Parametar Tretman Dan Interakcija
.. F(2,15)=16,403 F(4,54)=31,664 F(8,64)=0,978
Latencija (s) P<0,001 P<0,001 P=0,461
. F(2,16)=7,529 F(4,54)=19,074 F(8,64)=1,562
Predeni put (m) P=0,005 P<0,001 P=0,151
. F(2,16)=6,493 F(4,54)=25,592 F(8,64):1,237
Efikasnost puta P=0,009 P<0,001 P=0,292
Put u perifernom Fi,16731,629 | Fu64738,512 F(s,642,507
prstenu (%) P<0,001 P<0,001 P=0,02
Vreme u perifernom F.16720,693 | Fues=41,266 Fs,6472,967
prstenu (%) P<0,001 P<0,001 P=0,007
Brzina plivanja Fe.1672,398 Fa.6475,481 Feea71,4
(m/s) P=0,123 P<0,001 P=0,214
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Post hocanaliza pokazala je da je grupa koja je primalam@kg diazepama imala
zn&ajno duzu latenciju nalaska platforme u odnosuorgrklnu grupu (p<0,001), ali i

u odnosu na grupu koja je primala 2 mg/kg diazepama mg/kgBCCt-a (p<0,001).
Rezultatipost hocanalize po danima prikazani su 8kci 25a Grupa koja je primala 2
mg/kg diazepama prelazila je i Zlagno duzi put do nalaska platforme u odnosu na
kontrolnu grupu (p=0,005) i u odnosu na grupu Kejgrimala kombinaciju 2 mg/kg
diazepama i 15 mg/kg RCCt-a (p=0,008liKa 25b).
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—A— DZP 2 + bCCt 15
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b) —o— soL
—m— DZP2
—A— DZP 2 +bCCt 15

Predeni put (m)

Dani

Slika 25. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama+15 mg/kg
BCCt-a na a) latenciju nalaska platforme i b) prédeni put tokom pet dana
treninga. *p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL) *p<0,05, *p<0,01 i
#h<0,001 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 2). Brgjvotinja po grupi je 6-7

(Slike 25-29).
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Ova grupa je takie imala i nizu efikasnost puta u odnosu na kontrgirupu (p=0,041)
I grupu koja je primala kombinaciju 2 mg/kg diazem@ai 15 mg/kg BRCCt-a (p=0,007)
(Slika 26).
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Efikasnost puta

0,2

0,0 T T T T T
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Dani
Slika 26. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama + 15 mg/kg
BCCt-a na efikasnost puta tokom pet dana treninga*p<0,05 u odnosu na
kontrolnu grupu (SOL); *#<0,001 u odnosu na dizepam 2 mg/kg (DZP).
Statisttki znatajne razlike méu grupama postojale su i za procenat vrem@&iika
27a) i procenat puta u perifernom prste(siika 27b). Zivotinje koje su primale 2
mg/kg diazepama provodile su viSe vremena i priglaktizi put u perifernom prstenu u
odnosu na kontrolnu grupu (p=0,002 i p<0,001)j alodnosu na grupu koja je primala
2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg BCCt-a (p<0,001 i @D, S obzirom na zgajnu
interakciju meéu faktorima za vreme | put u perifernom prstenuaiene su

jednofaktorske ANOVE po danima i rezultati su pz&ai uTabeli 16.

Tabela 16. Uticaj ponavljane primene 2 mg/kg diazegma i kombinacije diazepam
(2 mg/kg) + BRCCt (15 mg/kg) na vreme i put u perifiemom prstenu (jednofaktorska
ANOVA po danima).

Parametar | dan Il dan [l dan IV dan V dan
Vreme u perifernom | Fp16710,59 | F16734,93 | F2,16710,17 | F21673,587 | F(2,1671,833
prstenu (%) P=0,001 P<0,001 P=0,001 P=0,052 P=0,192

Putuperifernom F(2,16)=12,11 F(2'15):37,53 F(2,16)27,08 F(2,16)26,36 F(2'15):2,33
prstenu (%) P<0,001 | P<0,001 |P=0,006 |P=0,009 |P=0,130
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Slika 27. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama + 15 mg/kg
RCCt-a na a) vreme i b) put u perifernom prstenu tkom pet dana treninga.
*p<0,05, **p<0,01 i **p<0,001 u odnosu na kontrolru 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 prateni su svi parametri za koje je prethodno
pokazano da se menjanju pri primeni 2 mg/kg diazeptokom pet dana treninga, a to
su put (m) i vreme (s) u ciljnom regionu, Sl kvadta i perifernom prstenu.
Jednofaktorska ANOVA pokazala je zagn uticaj tretmana na vreme(k=5,89 i
P=0,012) i put (i.16=7,168 i P=0,006) u perifernom prstenu. Grupa kejeokom pet
dana treninga primala 2 mg/kg diazepama provodilang&ajno vise vremenaS{ika
28) i prelazila zn&ajno duzi put u perifernom prsteBlika 29) tokom testa pozivanja
memorije, u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,0050,041) i u odnosu na grupu koja je
primala 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg RCCt-a (p=DiG=0,009).
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Slika 28. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama + 15 mg/kg
RCCt na vreme perifernom prstenu tokom testa pozivaja 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 2ng/kg diazepama + 15 mg/kg
BCCt na put u perifernom prstenu tokom testa pozivaja memorije. *p<0,05 i
#p<0,01 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 2).

Za ostale parametre nije bilo zZagne razlike méu grupama. Njihove srednje vrednosti

i standardne devijacije prikazane stiabeli 17.

Tabela 17. Srednje vrednosti parametara (+ standanda devijacija) praé¢enih u
testu pozivanja memorije nakon petodnevne primene 2ng/kg diazepama ili
kombinacije 2 mg/kg diazepama + 15 mg/ kg BCCt-a.

S| 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 5,904,143 3,80%2,49,45+10,60
DZP 2 2,67+0,72| 13,13+4,59 0,85+0,63 3,43+2,16 7,70+2,044,40+5,87
DZP + RCCt 15| 1,91+1,32| 7,9945,72| 1,10+0,539 4,17+2,71 5,20%1,539,22+7,10
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Eksperiment 8

U Eksperimentu 8 pt&n je uticaj rasttih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na
ponasSanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska analizajaasie pokazala je zégan uticaj
faktora dan i zn&jan uticaj faktora tretman na sve parametrégma tokonpet dana
treninga (Tabela 18. Interakcija izméu faktora tretman i dan nije bila zZizgna ni za

jedan parametar.

Tabela 18. Uticaj ponavljane primene rastdih doza zolpidema na parametre
pra¢ene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3128):10,707 F(41112):23,846 F(121112F0,728
Latencija (s) P<0,001 P<0,001 P=0,722

. F(3,28):61155 F(41112):27,299 F(12,112F1,020
Predeni put (m) P=0,002 P<0,001 P=0,151

. F(3128):10,447 F(41112):20,504 F(121112F1,429
Efikasnost puta P<0,001 P<0,001 P=0,163

Put u perifernom F(3128):12,831 F(4,112):35,003 F(121112):0,934
prstenu (%) P<0,001 P<0,001 P=0,516

Vreme u perifernom F(3128):11,286 F(41112):24,588 F(121112F1,216
prstenu (%) P < 0.001 P<0,001 P=0,281

Brzina pIivanja F(3,28)=5,749 F(4,112)=6,087 F(12,112):0,874
(m/s) P=0,003 P<0,001 P=0,575

Post hoctest je pokazao da su grupe koje su primale 1mgZkg zolpidema
imale zn&ajno duze latencije nalaska platforme (p=0,017 0,p83) Glika 30) i
zn&ajno manje brzine plivanja (p=0,017 i p=0,08)ika 31) u odnosu na kontrolnu
grupu. Sve tri grupe koje su primale zolpidem (@,5;2 mg/kg) imale su i ziajno
duzi preteni put (p=0,006, p=0,003 i p=0,041%lika 32 i nizu efikasnost puta
(p<0,001, p<0,001 i p=0,006%plika 33) u odnosu na kontrolnu grupu. Sve tri grupe
koje su primale zolpidem (0,5; 1 i 2 mg/kg) provedsu zn&ajno viSe vremena
(p=0,036, p<0,001 i p<0,001)Slika 34), i prelazile duzi put (p=0,006; p<0,001,
p<0,001) Elika 35 u perifernom prstenu u odnosu na kontrolnu griqoued toga,
grupa koja je primala 2 mg/kg zolpidema provodéai viSe vremena i prelazila viSe
puta na periferiji bazena u odnosu na grupu kojarjemala 0,5 mg/kg zolpidema
(p=0,049 i p=0,015).

60



Rezultati

120 A

100

(o]
o
1

(o]
o
1

N
o
1

Latencija nalaska platforme (s)

N
o
1

Dani

Slika 30. Uticaj rastuéih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na latenciju alaska
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
zivotinja po grupi je 8 (za Slike 30-36).
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Slika 31. Uticaj rastuéih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na a) brzinu MVL-u
tokom pet dana treninga. *p<0,05, **p<0,01 i **p<001 u odnosu na kontrolnu
grupu (SOL); *p<0,01 u odnosu na ZOL 0,5.
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Slika 32. Uticaj rastuéih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na ukupni préeni put u
MVL-u tokom pet dana treninga. *p<0,05 i **p<0,001 u odnosu na kontrolnu
grupu (SOL).
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Slika 33. Uticaj rastwéih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na efikasnogtuta u
MVL tokom pet dana treninga. *p<0,05 i **p<0,01 u anosu na kontrolnu grupu
(SOL).
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Slika 34. Uticaj rastwih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na procenat emena 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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Slika 35. Uticaj rastwih doza zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na procenat pa 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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Rezultati

Od svih parametara prenih utestu pozivanja memorije znaajne razlike
medu grupama koje su primale raite tretmane (rastvata0,5; 1 i 2 mg/kg zolpidema)
naiene su za vreme u ciljnom regionuz(fe=4,207, P=0,014) i put u perifernom
prstenu (k3 2874,434, P=0,011). Srednje vrednosti ¢ersih parametara i njihove

standardne devijacije prikazane stiabeli 19.

Tabela 19. Srednje vrednosti parametara (+ standanda devijacija) praé¢enih u
testu pozivanja memorije nakon petodnevne primeneatpidema.

S| kvadrant Ciljni region Periferni prsten

Parametar Put(m) | Vreme (s) Put(m) | Vreme (s) Putm) 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+6,0

Z0L 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

Z0L 1 2,25%£1,48| 9,97+5,51 | 1,21+0,4% 4,40+1,61 | 5,73+2,5]1 38,26+5,08

Z0L 2 2,32+1,28| 10,0945,81| 1,02+0,68 3,61+2,25 | 7,59+2,33 41,90+9,5

=~

Grupa koja je tokom pet dana treninga primala dapi u dozi 0,5 mg/kg provela je
zn&ajno vise vremena u ciljnom regionu u odnosu natrkdmu grupu (p=0,02), a
grupe koje su primale. 1 i 2 mg/kg zolpidema prev&ll zn&jno manje vremena u
cijnom regionu u odnosu na grupu koja je primatdpmlem 0,5 mg/kg (p=0,019 i
p=0,019) Glika 369. Grupa koja je primala 2 mg/kg zolpidema imala gnaajno
duZzi put u perifernom prstenu u odnosu na grupa @jprimala 0,5 mg/kg zolpidema
(p=0,006) Glika 36b).
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Slika 36. Uticaj zolpidema (0,5; 1 i 2 mg/kg) na ayreme provedeno u ciljnom
regionu i b) predeni put u perifernom prstenu tokom testa pozivanjamemorije.
*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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Rezultati

4.3. Supstance sa smanjenom aktivné8 na a;-podtipu GABA A receptora

Eksperiment 9

U Eksperimentu 9 ispitivan je uticaj ra&tu doza JY-HXe-053 (5, 20 i 40 mg/kg) na

ponaSanje pacova u MVL-u, a dvofaktorska ANOVA smavljanjem pokazala je

zn&ajan uticaj faktora dan na sve parametretgma tokom pet dana treninga, dok

uticaj faktora tretman i interakcije izmhe faktora nisu bile zr@ajne. Rezultati

statisttke analize prikazani suTabeli 20.

Tabela 20. Uticaj ponavljane primene rastdih doza JY-HXe-053 na parametre

pra¢ene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3’24)=0,231 F(4,96)=50,934 F(12,96)=0,580
Latencija (s) P=0,874 P<0,001 P=0,854

. F(3,24)=3,094 F(4,96)=38,757 F(12,96)=1,129
Predeni put (m) P=0,046 P<0,001 P=0,346

. F(3,24)=3,046 F(4,96)=25,920 F(12,96)=0,448
Efikasnost puta P=0,048 P<0,001 P=0,939

Put u perifernom F(3,24):O,364 F(4,ge):16,108 F(12,96F0,538
prstenu (%) P=0,780 P<0,001 P=0,885

Vreme u perifernom Fi,2470,118 F,06-18,037 F(12,9670,498
prstenu (%) P=0,949 P<0,001 P=0,911

Brzina plivanja F@,2471,917 Fa 062,797 Fa2.0672,722
(m/s) P=0,154 P=0,030 P=0,003

U testu pozivanja memorije jednofaktorska ANOVApgekazala da nema statidi

zn&ajnih razlika mdu grupama ni za jedan od peaih parametara (vreme i put u Si

kvadrantu, ciljnom regionu i perifernom prstenu).Tabeli 21 prikazane su srednje

vrednosti préenih parametara sa standardnim devijacijama.
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Tabela 21. Srednje vrednosti parametara (+ standanda devijacija) praéenih u
testu pozivanja memorije nakon petodnevne primeneY-HXe-053.

S| 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+4/4 3,02+2,92,04+11,93
JY-HXe-053 5 | 1,98+1,47| 10,01+7,74 1,30+1,01 6,16+4,9 3,53+2,482,64+14,14
JY-HXe-053 20| 1,15+1,27| 5,01+5,54| 0,59+0,49 2,53+2,3 3,04+3,0@,518+15,98
JY-HXe-053 40| 1,35+1,66| 6,11+7,31| 0,81+0,93 3,36+3,9 3,44+2,76,44+16,19

Eksperiment 10

U Eksperimentu 10 péan je uticaj 30 mg/kg SH-053-2’'N, 30 mg/kg SH-05&83-
2'F i 30 mg/kg SH-053-R-CH3-2'F na ponaSanje pacov#VL-u. Dvofaktorska

ANOVA sa ponavljanjem pokazala je Zagan uticaj faktora dana, dok uticaja faktora

tretman i interakcija izmi faktora nisu bile zréajne. Rezultati statistke analize

parametara ptgnih tokom pet dana treninga prikazani stabeli 22

Tabela 22. Uticaj ponavljane primene SH-053-2'NSH-053-S-CH3-2'F i SH-053-R-
CHS3-2’F na parametre pra¢ene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3’28):O,827 F(4,112):30,113 F(lz 112)30,463
Latencija (s) P=0,490 P<0,001 P=0,932

. F(3’28):0,554 F(4,112):27,958 F(121112):0,293
Predeni put (m) P=0,650 P<0,001 P=0,989

. F(3,28):0,801 F(4,112):23,393 F(121112):0,709
Efikasnost puta P=0,504 P<0,001 P=0,740

Putu perifernom F(3,28)=1,781 F(4,112)=19,568 F(12,112F1,29
prstenu (%) P=0,174 P<0,001 P=0,234

Vreme u perifernom F(3,2872,15 F(a,112720,637 F12,11271,185
prstenu (%) P=0,116 P<0,001 P=0,302

Brzina plivanja F(3,2871,080 F(a,11075,457 F(12,11270,566
(m/s) P=0,373 P<0,001 P=0,865
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Rezultati

U testu pozivanja memorije, jednofaktorska ANOVApekazala da nema ztegnog
uticaja faktora tretman ni za jedan od d@mah parametara. Srednje vrednosti

parametara i njihove standardne devijacije prikazanuTabeli 23,

Tabela 23. Srednje vrednosti parametara (+ standanda devijacija) iz testa
pozivanja memorije nakon petodnevne primene SH-053:N, SH-053-S-CH3-2'F |
SH-053-R-CH3-2'F.

S| 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+3,321,75+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,@6,35+11,44

SR |317+102| 1400:608 201085 840492 4,93+2,088,49:8,13
SH'02§§‘§6CH3' 2,96+1,13| 15,84+5,4| 1,60+0,74 7,51+3,84 4,71+2,262,5%+6,97
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Rezultati

4.4. Supstance selektivhe zas-podtip GABA A receptora

Eksperiment 11

U Eksperimentu 11 ispitivana je magwst antagonizovanja efekata 1,5 mg/kg
diazepama istovremenom primenom 10 ili 20 mg/kg0®3. Dvofaktorska ANOVA sa
ponavljanjem pokazala je zfegan uticaj faktora dan za sve parametreégma tokom
pet dana treninga, dok je uticaj faktora tretmanari&ajan za ukupni pdeni put (m),
efikasnost puta i procenat puta u perifernom ptstémterakcije izméu faktora nisu

bile zn&ajne ni za jedan péani parametarTiabela 24.

Tabela 24. Uticaj ponavljane primene 1,5 mg/kg diagpama i kombinacije 1,5
mg/kg diazepama i XLi093 (10 ili 20 mg/kg) na paramtre pracene tokom pet dana

treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3’20):2,527 F(4’30):15,271 F(12,80):11002
Latencija (s) P=0,087 P<0,001 P=0,455

. F(3’20):5,812 F(4’30):14,949 F(12,80):11159
Predeni put (m) P=0,005 P<0,001 P=0,327

. F(3’20):7,450 F(4,80):8,448 F(12,80):1,752
Efikasnost puta P=0,002 P<0,001 P=0,071

Put u perifernom F,2073,584 F,80733,570 Fa2.8071,025
prstenu (%) P=0,032 P<0,001 P=0,435

Vreme u perifernom F3,2071,506 F,80723,372 Fa2,8070,703
prstenu (%) P=0,244 P<0,001 P=0,744

Brzina plivanja F3,2070,610 F,8055,747 Fa2,8070,773
(m/s) P=0,616 P<0,001 P=0,676

Post hocanaliza je pokazala da je grupa koja je primalakoaciju 1,5 mg/kg
diazepama i 20 mg/kg XLi093 imala zagno duzi put u odnosu na kontrolnu grupu
(p=0,003) Slika 37). Znaajno nizu efikasnost puta u odnosu na kontrolnygrimale
su zivotinje koje su primale kombinaciju 1,5 mgtkgzepama i 10 ili 20 mg/kg XLi093
(p=0,027 i p<0,001)3lika 38).
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Slika 37. Uticaj 1,5 mg/kg diazepama i kombinacijd.,5 mg/kg diazepama i 10 ili 20
mg/kg XLi093 na ukupni predeni 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 Zivatja po grupi je 6 (Slika 37-
39).
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Slika 38. Uticaj 1,5 mg/kg diazepama i kombinacijd.,5 mg/kg diazepama i 10 ili 20
mg/kg XLi093 na efikasnost puta tokom pet dana tremga u MVL-u. *p<0,05,
***<(),001 u odnosu na kontrolnu grupu (SOL); "p<0,05 u odnosu na DZP 1,5.
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Rezultati

Grupa koja je primala kombinaciju 1,5 mg/kg diazepa 20 mg/kg XLi093 imala je
zn&ajnu nizu efikasnost puta u odnosu na grupu kojrijgala 1,5 mg/kg diazepama
(p=0,034) (Slika 38) kao i znd&ajno duzi put u perifernom prstenu u odnosu na
kontrolnu grupu (p=0,02Slika 39).
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U testu pozivanja memorije nije bilo zn&ajnog uticaja faktora tretman ni za jedan od
praenih parametara. Srednje vrednosti ¢prah parametara i njihove standardne
devijacije prikazane suTabeli 25.

Tabela 25. Srednje vrednosti parametara (+ standantda devijacija) iz testa
pozivanja memorije nakon petodnevne primene 1,5 mgg diazepama Ili
kombinacije 1,5 mg/kg diazepama i XLi093 (10 ili 20ng/kg).

S| 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+1,788,82+8,62
DzZP 1.5 1,55+0,95| 6,40+4,02| 0,84+0,82 2,85+3,00 5,29+2,30/,58+14,47
DzP 1.5+ 4 A
XL1093 10 2,62+0,92| 11,80#5,32 1,34+x0,8 5,67+3,61 7,04+3,9%,88+12,95
DZP 1.5+ 4 4 4
XL1093 20 2,70+1,53| 10,75#5,33 1,11+1,06 4,20+4,31 7,86%3,737,80+7,16
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Eksperiment 12

U Eksperimentu 12 ispitivana je mdmgost antagonizovanja efekata 2 mg/kg
diazepama istovremenom primenom 10 mg/kg XLi093pfaktorska ANOVA sa
ponavljanjem pokazala je ztegan uticaj faktora dan na sve f@ae parametre, dok je
uticaj faktora tretman bio ztajan za latenciju (s), pteni put (m), procenat puta i
procenat vremena u perifernom prstenu. Interakzijeeiu faktora nije bila zn&jna ni

u jednom sldaju. Rezultati statistke analize prikazani suTabeli 26.

Tabela 26. Uticaj ponavljane primene 2 mg/kg diazeggma i kombinacije 2 mg/kg
diazepama + 10 mg/kg XLi093 na parametre préene tokom pet dana treninga
(dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija
. F(2,15)=7,426 F(4,64)=34,203 F(8,64)=0,267
Latencija (s) P=0,005 P<0,001 P=0,974
. F(2,15)=4,409 F(4,64)=16,792 F(8,64)=1,067
Preteni put (m) P=0,030 P<0,001 P=0,397
. F(2,15)=1,987 F(4,64)=16,980 F(8,64)=0,890
Efikasnost puta P=0.170 P<0,001 P=0,530
Put u perifernom prstenu Fp 16711,168 | Fe64742,475 Fe,647-1,128
(%) P<0,001 P<0,001 P=0,357
Vreme u perifernom | Fe1676,425 | F464739,361 Fs,6471,966
prstenu (%) P=0,009 P<0,001 P=0,065
Brzina plivanja Fe,1670,725 Fa,6474,415 Feea71,24
(m/s) P=0,499 P=0,003 P=0,291

Znaxajno duzu latenciju nalaska platforme imale su taiye koje su primale 2
mg/kg diazepama i to u odnosu na kontrolnu grupi,@04) i grupu koja je primala
kombinaciju 2 mg/kg diazepama i 10 mg/kg XLi093 @B21) Slika 40). Zivotinje
koje su primale 2 mg/ kg diazepama prelazile soaéajno duzi put (p=0,07) u odnosu
na kontrolnu grupuSlika 41). U odnosu na kontrolnu grupu i grupu koja je @ian2
mg/kg diazepama + 10 mg/kg XLi093, grupa koje jenpta 2 mg/kg diazepama imala
je i veti procenat puta (p=0,001 i p=0,003)lika 42) i veti procenat vremena (p=0,019
i p=0,006) Glika 43) u perifernom prstenu bazena.
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Slika 40. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama i 10 mg/kg
XLi093 na latenciju nalaska platforme tokom pet darma treninga u MVL-u. *p<0,05
u odnosu na kontrolnu grupu (SOL). Broj zivotinja po grupi 6 - 7 (Slike 40-45).
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Slika 41. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama i 10 mg/kg
XLi093 na ukupni predeni 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 2ng/kg diazepama + 10 mg/kg
XLi093 na procenat puta u perifernom prstenu tokompet dana treninga u MVL-u.
*p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolru grupu (SOL); “p<0,05 i
#p<0,01 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP 2).
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Slika 43. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama + 10 mg/kg
XLi093 na procenat vremena u perifernom prstenu tolbm 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).
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Rezultati

U testu pozivanja memorijg jednofaktorska ANOVA pokazala je zfzgan uticaj
faktora tretman na vreme ($he=5,926 i P=0,012) i put u perifernom prstenu
(F2,1676,159 i P=0,010). U odnosu na kontrolnu grupuptinje koje su primale 2
mg/kg diazepama preSle su Zamo duzi put u perifernom prstenu (p=0,013)iKa
44). Ova grupa (diazepam 2 mg/kg) provela je i visamena u perifernom prstenu, u
odnosu na kontrolnu grupu (p=0,015), kao i u odnasgrupu koja je primala 2 mg/kg
diazepama + 10 mg/kg XLi093 (p=0,041plika 45). Srednje vrednosti ostalih
parametara ptenih u toku testa pozivanja memorije sa standarddewijacijama

prikazane su Tabeli 27.

Tabela 27. Srednje vrednosti parametra (+ standarda devijacija) praé¢enih u testu
pozivanja memorije nakon petodnevne primene 2 mg/kgiazepama i kombinacije
2 mg/kg diazepama i 10 mg/kg XLi093.

S| 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 3,4342,76
DZP 2 + XLI093 10| 1,97+0,64 10,77+4,92 1,19+0,72 5,13+3,26

Put u perifernom prstenu (m)

SOL

DzZP 2

DZP 2 + XLi093 10

Slika 44. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama + 10 mg/kg
XL1093 na put u perifernom prstenu u testu pozivanp memorije. *p<0,05 u
odnosu na kontrolnu grupu (SOL) i”p<0,05 u odnosu na diazepam 2 mg/kg (DZP

2).
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Slika 45. Uticaj 2 mg/kg diazepama i kombinacije 2ng/kg diazepama + 10 mg/kg
XLI093 na b) vreme u perifernom prstenu u testu powanja memorije. *p<0,05 u
odnosu na kontrolnu grupu (SOL).

Eksperiment 13

U Eksperimentu 13 ispitivan je uticaj raStu doza XLi356 (5, 10 i 20 mg/kg) na

ponaSanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska ANOVA sa gdjanjem pokazala je

zn&ajan uticaj faktora dan, dok uticaj faktora tretmamnterakcije nisu bili zn&ajni ni

za jedan od pienih parametara. Rezultati dvofaktorske analizkagani su urabeli

28.

Tabela 28. Uticaj primene rasti€ih doza XLi356 na parametre pratene tokom tri
bloka treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3’25)=1,455 F(2,50)=38,454 F(6,50)=1,380
Latencija (s) P=0,251 P<0,001 P=0,241

. F(3,25)=1,021 F(2,50)=29,395 F(6,50)=1,551
Predeni put (m) P=0,400 P<0,001 P=0,181

. F(3,25)=1,005 F(2,50)=14,769 F(6,50)=1,063
Efikasnost puta P=0,407 P<0,001 P=0,397

Put u perifernom Fi,2571,383 Fe,50765,371 Fe,50=1,707
prstenu (%) P=0,271 P<0,001 P=0,139

Vreme u perifernom F(3,2571,138 Fes0777,979 Fe,5071,639
prstenu (%) P=0,353 P<0,001 P=0,156

Brzina plivanja F,2570,116 F(2,5076,979 Fe,50~1,064
(m/s) P=0,950 P=0,002 P=0,397
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Rezultati

U testu pozivanja memorijg jednofaktorska ANOVA je pokazala zisgan uticaj
faktora tretman za broj ulazaka u S| kvadram 447=3,923 i P=0,020)Post hocanaliza
pokazala je da Zivotinje koje su primale 10 mg/Kg366 imaju zn&ajno maniji broj
ulazaka u Sl kvadrant u odnosu na kontrolu (p=0,030 odnosu na grupu koja je
primala 5 mg/kg XLi356 (p=0,037Slika 46). Za ostale parametre iz testa pozivanja
memorije prikazane su srednje vrednosti i njihaamdardne devijacijel@bela 29).

* #

Broj ulazaka u | kvadrant

SOL XLI356 5 XLI356 10 XLI356 20

Slika 46. Uticaj 5, 10 i 20 mg/kg XLi356 na broj uhzaka u Sl kvadrant u toku testa
pozivanja memorije. *p<0,05 u odnosu na kontrolu (8L); *p<0,05 u odnosu na
XLi356 5. Broj zivotinja po grupi je 7.

Tabela 29. Srednje vrednosti parametara (+ standanda devijacija) praéenih u
testu pozivanja memorije nakon primene rastéih doza XLi356.

S| 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,b3 4,18+1[742,01+6,62

XLI356 5 4,24+1,03| 18,8945,54 3,14+0,96 13,90+4,38 4,99+2/4124,06+8,27

XLI356 10 | 2,55+1,48, 10,56+6,09 1,44+1,52 5,84+6,02 6,49+3,582,10+11,61

XLI356 20 | 3,81+1,70| 16,59+9,48 2,13+1,48 8,83+7,54 7,17+2,883,99+13,76
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Rezultati

Eksperiment 14

U Eksperimentu 14 ispitivan je uticaj ragtu doza PWZ-029 (5, 10 i 15 mg/kg) na
ponaSanje pacova u MVL-u. Dvofaktorska ANOVA sa g@djanjem pokazala je

zn&ajan uticaj faktora dan na sve feae parametre tokompet dana treninga dok

uticaj faktora tretman i interakcija izmhe faktora nisu bili zn&ajni. U Tabeli 30.

prikazani su rezultati statigke analize.

Tabela 30. Uticaj ponavljane primene rastdéih doza PWZ029 na parametre

pra¢ene tokom pet dana treninga (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

.. F(3’24)=0,733 F(4,96)=26,289 F(12,96)=1,064
Latencija (s) P=0,542 P<0,001 P=0,399

. F(3,24)=1,799 F(4,96)=19,234 F(12,96)=1,076
Predeni put (m) P=0,174 P<0,001 P=0,389

. F(3,24)=0,121 F(4,96)=11,296 F(12,96)=1,000
Efikasnost puta P=0,047 P<0,001 P=0,455

Put u perifernom F,2471,358 F,06726,812 Fa2,9670,529
prstenu (%) P=0,279 P<0,001 P=0,891

Vreme u perifernom F,2471,365 F4,06-26,638 F2.9670,516
prstenu (%) P=0,277 P<0,001 P=0,900

Brzina plivanja F3,2470,768 F,06711,512 F12,0670,663
(m/s) P=0,523 P<0,001 P=0,783

U testu pozivanja memorije jednofaktorska ANOVA nije pokazala zfsgan uticaja

faktora tretman ni za jedan od peaih parametara. Srednje vrednosti ¢prah

parametara sa standardnim devijacijama dateTabeli 31

Tabela 31. Srednje vrednosti parametara (+ standanda devijacija) prac¢enih u

testu pozivanja memorije nakon petodnevne primene\WZ029.

S| kvadrant

Ciljni region

Periferni prsten

Parametar | Put (m)

Vreme (S) Put(m) | Vreme (s)

Putm) Vreme (S)

SOL 4,63+1,50

21,039,555 2,19+1,77 10,70%11

53

5,5142,129,81+12,11

PWZz029 5 | 3,10+2,34

12,3649,89 1,22+1,18 4,10+4,]

6,31+2,081,53+13,79

PWZz029 10| 3,46+1,04

15,9148,45 1,70+0,52  7,46%5,2

6,30+3,482,31+11,69

PWz029 15| 3,24+0,85

14,86+3,32 1,930,717  7,89+4,1

6,46+2,/84,63+11,38
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Rezultati

Eksperiment 15

U Eksperimentu 15 ispitivan je uticaj ra@tu doza PWZz029 (5, 15 i 30 mg/kg) na
ponasSanje pacova u MVL-u, u jednodnevnom protokd@luofaktorska ANOVA sa
ponavljanjem pokazala je ztegan uticaj faktorablok plivanja, dok uticaj faktora
tretman, kao ni interakcija nisu bili ztegni. Rezultati statistke analize za ptane

parametre prikazani suTabeli 32

Tabela 32. Uticaj jednokratne primene PWZ029 na pammetre pracene u
jednodnevnom protokolu MVL-a (dvofaktorska ANOVA).

Parametar Tretman Dan Interakcija

. F(3,2470,823 F(2,48727,535 F6,4670,395
Latencija (s) P=0,494 P<0,001 P=0,879

. F(3’24):O,358 F(2,48):14,576 F(6,48):11043
Predeni put (m) P=0,783 P<0,001 P=0,410

. F(3,24):O,909 F(2,48):17,319 F(6,48):1,588
Efikasnost puta P=0,451 P<0,001 P=0,171

Putu perifernom F(3,24):O,990 F(2,48):64,536 F(6,48):O,253
prstenu (%) P=0,414 P<0,001 P=0,9560

Vreme u perifernom Fc.2470,907 | Fp48776,638 F6,4870,572
prstenu (%) P=0,452 P<0,001 P=0,750

Brzina plivanja F,2470,660 F(2,4873,676 F6.4874,200
(m/s) P=0,585 P=0,033 P=0,002

U Tabeli 33 prikazane su srednje vrednosti parametaréepia utestu pozivanja
memorije, sa standardnim devijacijama. Jednofaktorska ANQ¥Aokazala da nema
znaajnog uticaja faktora tretman ni za jedan octenéh parametara.

Tabela 33. Srednje vrednosti (+ standardna devija@a) parametara pracenih u
testu pozivanja memorije nakon jednokratne primenePWZz029.

S| 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+2,824,16+11,10

PWZz0295 |4,87+1,69| 20,57+8,13 2,81+0,89 10,77+3,61  3,92+1),0322,31+6,89

PWz029 15 | 3,96+1,60| 18,57+6,83 2,20+1,49 9,91+6,92 5,08+2,025,61+10,52

PWZz029 30 | 4,37+1,59| 18,71+557 2,63+x1,40 10,44+6,45 5,57+2)625,94+14,44
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Rezultati

Eksperiment 16

U Eksperimentu 16 kor&n je protokol radne memorije, u kojem je dama uticaj
rastiéih doza PWz029 (0,2; 2, 10 i 20 mg/kg) na skrge latencije (s) izndl prvog i
drugog plivanja na dan testiranja, jednofaktorshROVA nije pokazala znsjan uticaj

faktora tretman (& 45=0,956, P=0,441). Skéanje latencije na dan testiranja prikazano

|
1

je naSlici 47.

N
o
I

o
1

—

Skracenje latencije (s)

N
S
1

_40 T T T T T
SOL PWZ 0.2 PWZ 2 PWZ 10 PWZ 20

Slika 47. Uticaj rastuéih doza PWz029 (0,2; 2, 10 i 20 mg/kg) na skéanje latencije
izmedu prvog i drugog u protokolu radne memorije. Broj Zvotinja po grupi je 10.
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Diskusija

5. DISKUSIJA

5.1. Neselektivni modulatori benzodiazepinskog mesta veanja

Opste je prihvéeno pravilo da pozitivni i negativni modulatori lzexliazepinskog
mesta vezivanja GABAreceptora dovode do suprotnih bihejvioralnih efak®etersen,
1983; Duka i sar., 1988; Maubach, 2003; Atack i.,sd005). Kada je u pitanju
ispitivanje &enja i pandenja kod eksperimentalnih Zivotinja, za obe farnhadice
grupe, mdutim, moze se uopStenocreda je, usled ispoljene neselektivnosti ovih
liganada, ponekad teSko raglu Sta je zapravo kognitivni, a Sta nekognitiviieleat u
jednom memorijskom testu u kome se uticaj leka gmpge na osnovu motornih
parametara.

Pozitivni modulatori benzodiazepinskog mesta vegwaiticu negativno na vise
kognitivnih aspekata: paznju, budnost, koncentmaaifenje i pandenje. U klingkim
uslovima, primenom odgovardjh testova mogée je razdvoijiti uticaj lekova na svaki
od ovih procesa/stanja, Sto nije & kada se ispitivanja rade na eksperimentalnim
Zivotinjama. lako se kroz literaturu vrlgesto sréu izrazi ,kognitivni efekti leka“,
.poboljSivati kognicije* 1 ,oStetenje kognicije“, ono Sto se zapravo testira u
pretklinickim uslovima, kod zivotinja, jeste paenje. Da li je lek pri tome uticao i na
budnost i paznju, teSko jedie Za aiekivati je da se u takvim situacijama tufenje
rezultata dobijenih na Zivotinjama moze u izvesneri osloniti na podatke dobijene iz
Klini¢kih ispitivanja. Tako je na primer pokazano da sgdaiako smanjuje paznju i
reaktivnhost pacijenata ka spoljnim stimulusima ite@§e izvaienje baterije
psihomotornih testova, nije ,krivac* za loSe pgnje pod uticajem benzodiazepina.
Primena flumazenila kod zdravih dobrovoljaca mozaepdevenira uticaj diazepama i
midazolama na budnost i paznju, ali ne i da @peaaajna memorijska ostenja
(Curran i Birch, 1991; Hommer i sar., 1993).¢8ih ispitivanja sa neselektivnim
inverznim agonistima nema, ali se, po analogijipsaitivnim modulatorima, moze
pretpostaviti da povanje budnosti i paznje, iako moze da doprinesee jedini
mehanizam koji dovodi do poboljSanja paanja.

Da je u pitanju specifni uticaj benzodiazepinskih liganada n&enje i
pantenje, govori €injenica da pozitivhi modulatori benzodiazepinskogsta vezivanja
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u in vitro uslovima, na preparatima hipokampusa pacova, imaubindukciju LTP-a
(del Cerro i sar., 1992), koji se smatra elektiofaSkim korelatom &enja i panéenja
(Lynch, 2004), dokneselektivni negativni modulatori, poput DMCM-a,vdde do
njegovog povéanja (Seabrook i sar,997). Ovaj nalaz ipak nije konzistentan za sve
predstavnike jedne iste farmakoloSke grupe, paaj® tu sldaju benzodiazepina
pozitivan za midazolam i diazepam, ali ne i klona @el Cerro i sar.1992; Evansi
Viola-McCabe, 1996; Tokuda i sar., 2010), Sto skakenoze uticati i na tundanje

rezultata dobijenih sa ovim supstancama.

5.1.1. Uticaj diazepama na ponaSanje pacova u MVL-u

Dozno zavisni uticaj diazepama né&euje i panéenje u MVL-u prethodno je ispitivan u
dve studije, koje su po dizajnule naSem eksperimentu (Arolfo i Brioni, 1991; Cain,
1997). Najniza efikasna doza u naSem eksperimdnfunig/kg) nalazi se iznda doza
koje su bile efikasne u ta dva eksperimenta, 1 gi¢fcolfo i Brioni, 1991) i 3 mg/kg
diazepama (Cain, 1997). Ipak, kako se pokazalo spé&fkmentima 6 i 11, doza od 1,5
mg/kg diazepama, uprkos istom protokolu, ne dowodik do oStéenja, te se moze
smatrati da je u naSim eksperimentalnim uslovimazgana, inkapacitiraja doza 2
mg/kg diazepama.

Tokom pet dana treninga, pacovi koji su primalizé@am (1,5; 2 i 5 mg/kg)
znaajno su sporije usvajali lokaciju skrivene platfe;nito se pokazalo kroz produzenje
latencije | prdenog puta, uz smanjenje efikasnosti nalaska phafotstovremeno, ove
zivotinje provodile su zrajno viSe vremena u perifernom prstenu bazena ajakev
karakteristénu strategiju plivanja i lociranja platforme. Naijea razliku od kontrolnih
Zivotinja koje se ubrzo nakon pustanja u bazerewtifu ka platformi i usmeravaju
pretragu ka Sirem ili uzem regionu, kod pacovairaeith diazepamom wava se
odsustvo jasne predstave o njenoj lokaciji: zijetitipicno kruze po bazenu dok na
kraju ne ,udare” o platformu. Pri viSim dozama (5 img/kg), tokom prvih dana
treninga, zapazena su i karaktetisti preplivavanja i odbijanja od platforme, koja
prema nekim autorima upuju na prisustvo senzomotornih smetnji (Cain, 19819 se
tice brzine plivanja, samo je grupa koja je primalgvisa dozu (5 mg/kg) diazepama

imala zn&ajno nizu brzinu i u odnosu na kontrolu i u odnasuostale tri grupe koje su
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primale diazepam. S obzirom da su i nize doze oel @v5 i 2 mg/kg) dovele do
oSte€anja wenja u MVL-u, smanjena brzina plivanja ne mozemrHicno povezati sa
smanjenjem sposobnosti usvajanja pozicije platforst@ dodatno potduje nalaz koji
su dobili McNamara i Skelton (1991).

Primena diazepama tokom petodnevnog treninga ddraa i na ponasanje
pacova u testu pozivanja memorije. Za parametre &oj pokazatelji &uvanosti
prostorne memorije (vreme u ciljnom kvadrantu, vedrput u ciljnom regionu) rd&n je
negativan dozno-zavisni uticaj diazepama (1,5;52mg/kg). Ovi pacovi tokom testa
pozivanja memorije nasutmo plivaju po bazenu, bez usmeravanja pretragdjmi ci
kvadrant, provod®@ pri tome 75% vremena u perifernom prstenu, kéube unutrasnje
ivice bazena. Quvanje tigmotakse i tokom testa pozivanja memamnjetuje da to nije
akutni inkapacitirajéi efekat diazepama. Diskretno o&maje pamienja u testu
pozivanja memorije pokazalo se i za grupu kojarigmala 1 mg/kg diazepama, a koja je
tokom pet dana treninga bila ni nivou kontrole. (hadaz je interesantan jer ujuje na
to da su izvesni memorijski efekti diazepama pnisubnda kada svakodnevna primena
ne dovodi do vidljivin oSt@enja. Na stian zakljgak navode i Arolfo i Brioni (1991),
koji su sa najnizom dozom diazepama (0,3 mg/kgstut pozivanja memorije zapazili
slican efekat. Prema tome, moze se z&kijuda je sam MVL, kao memorijski test,
izuzetno osetljiv na uticaj diazepama.

Postoje raziiita tuma&enja prirode oSteenja koje se vidi pri primeni diazepama
u MVL-u. McNamara i Skelton (1991) sugeriSu da d@am specitino interferira sa
memorijskim procesima u MVL-u, izazivaureverzibilnu anterogradnu amneziju. S
druge strane, Cain (1997) navodi da je deficit uizakiji tokom treninga u MVL-u
posledica senzomotornih smetnji koje diazepam vzaza koje su inkompatibilne sa
adaptivnim ponaSanjem tenjem u MVL-u. Naime, Cain (1997) je pokazao da a&o
pacovi prvobitno podvrgnu treningu koji se sastmji nekoliko blokova plivanja sa
promenljivom pozicijom platforme, ali bez primeneetimana, oni kasnije, kada se
testiraju u MVL-u, vrlo brzo naie novu poziciju platforméak i uz primenu diazepama,
i ispoljavaju normalno ponaSanje, bez izraZzene digkse, odbijanja od platforme,
skakanja sa nje ili njenog preplivavanja. Sire patseno, pozitivan uticaj prethodnog
treninga opisali su joS Herz (1959) i Steinbergn. $1961), koji su nasli da prethodno

iskustvo sa uslovima testiranja moze da elimini8eap skopolamina ili kombinacije
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amfetamina i barbiturata na izienje odréenih memorijskih testova kod oglednih
zivotinja. | sam Morris (1989) je pokazao da prelfiotrening u MVL-u (bez stalne
pozicije platforme) mozZze da ublazi senzomotorne tsjaeizazvane primenom
antagoniste NMDA receptora i poboljS&eunje u vodenom lavirintu, Sto je objasnjeno
moguno&u wenja ,upotrebe platforme” i usvajanja opste bihajalne strategije koja
je vazna za izuwienje testa pod uticajem leka. taim, Ballard i sar. (2009) i posle
viSednevnog pretreninga dobijaju Zagn uticaj diazepama naanje nove pozicije
platforme, Sto ukazuje na maguinterferenciju sa memorijskim procesom.

Poput Cain-a (1997), i Zanotti i sar. (1994) pokiaga da diazepam ne ostge
uc¢enje u MVL-u kod pacova koji su prethodno famiigamvani sa vodenom sredinom u
bazenu. U istoj studiji, pokazano je i da diazepmmtte na denje kada se Zivotinjama
koje su primale rastvatgrimeni diazepam, a platforma iz prvobitne poeigremesti u
drugi kvadrant (tzv. reverznocenje). Metutim, za razliku od Cain-a (1997), koji je
oStetenje izvatenja u MVL-u pripisao senzomotornim smetnjama, Zanear. (1994)
zakljweuju da primarni mehanizam kojim diazepam &dfe memoriju jeste ispoljavanje
anksiolitctkog dejstva. MVL je averzivnho motivisan test, a batiazepini bi mogli
oStetiti wenje u MVL-u smanjujéi anksioznost i motivaciju da se praeanajbrzi izlaz
iz vodene sredine. Na ovaj dma bi se, prividno, mogli objasniti i povezati sopi
efekti benzodiazepina i neselektivnih inverznih ragta, za koje je pokazano da u
dozama u kojima deluju proanksiogeno poboljSavajienje u MVL-u (McNamara i
Skelton, 1993b). Mautim, ¢vrst dokaz za vezu izmda prokognitivnih i anksiogenih
efekata joS uvek nije prodan, a protiv ove hipoteze govori i studija u kgg@pokazano
da morfin moze da uspori akviziciju, ali za razlikd diazepama, ne sges/a formiranje
prostorne memorije u MVL-u (McNamara i Skelton, 229

U naSem eksperimentu, najniza doza koja je dovelast€enja akvizicije i
formiranja prostorne memorije bila je 1,5 mg/kg zdipama. Ranija istrazivanja su
pokazala da se sedativni efekat diazepama, izr&ksn smanjenje lokomotorne
aktivnosti (SLA), mozZe zapaziti ¥eu dozama od 1,25 mg/kg (Sévi sar., 2010).
Fitzgerald i Dokla (1989) su pokazali da hipolokdarai uticaj nekog tretmana u SLA
nema reperkusija na brzinu plivanja u MVL-u. Nafialga potvduje ovaj nalaz, budi
da diazepam u dozama od 1,5 i 2 mg/kg nije ispafjiivanjenu brzinu plivanja.

Medutim, smanjena aktivhost u testu SLA ne &nsamo smanjenu brzinu, &e
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smanjenu eksploraciju nove okoline (smanjenjedgmeg puta). U tom smislu se
hipolokomotorni (sedativni) uticaj diazepama moz®smatrati kao smanjenje
pobuienosti i motivacije Zivotinje, pa se ta vrsta yicaa sada, ne moze iskijti ni u
MVL-u. Sto se tte anksiolittkog dejstva diazepama, kao mégg nekognitivnog
uticaja u MVL-u, ono se, zavisno od studije, moapaziti vé od 1 mg/kg (Wilson i
sar., 2005) ili 1,5 mg/kg diazepama (Griebel i,s4896), a za obe doze je u naSem
eksperimentu pokazana odema amnezijska aktivnost. Miorelaksacija, za kagu |
zapazeno da se javljadva dozi od 2 mg/kg diazepama (Mili sar., 2012), verovatno je
od veeg znd&aja samo u shiaju najviSe doze diazepama (5 mg/kg), pri kojoj su
zZivotinje, nargito tokom prvih dana treninga u MVL-u, imale prableodrzavanja na
povrsini vode.

Uzimajwi u obzir neselektivno dejstvo diazepama i dozekpjima dolazi do
ispoljavanja kognitivnih i nekognitivnih efekatartaodiazepina, izgleda da je opravdano
pitanje koliko je efekat u MVL-u zaistéisto oStéenje &enja (McNamara i Skelton,
1991), a koliko neselektivna inkapacitacija (Cal®97). Imajéi u vidu interakcije
izmedu paznje, pohdenosti, anksioznosti i kognitivnih funkcija (Curtet®91), u ovom
momentu je teSko proceniti da li nasSi rezultatig@vu prilog jednog ili drugog pristupa.
Moguwée je da su u procesu o&aja izvatenja zadatka u MVL-u u uslovima ponavljane

primene diazepama oba tipa uticaja odcajea

5.1.2. Uticaj midazolama na akviziciju, konsolidaciju i pazivanje memorije

Malobrojne su studije koje su ispitivale uticaj hediazepina na razlte memorijske
stadijume u MVL-u. U DMTP (englelayed matching to positiprwerziji testa, koja se
koristi za ispitivanje radne memorije, pokazandgehlordiazepoksid osteje izvaienje
kada se primeni pre akvizicije i pre testa pozigamjemorije, ali da ne @& na fazu
konsolidacije (Collinson i sar., 2006). Sto s&etiprotokola koji ispituju referentnu
memoriju, relativno je konzistentan nalaz da berezepini oStéuju akviziciju i
retenciju memorije kod glodara (McNamara i Skelth®91; Brioni i Arolfo, 1992; Saraf

i sar., 2003), dok su podaci o maégu uticajima na konsolidaciju retki. Pokazano je da
jednokratna primena brotizolama i triazolama pagozivanja memorije u MVL-u
oSte&uje izvaienje kod miSeva koji su tokoktetiri dana treninga primali samo inertni
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rastvaré (Saraf i sar., 2003). U istom eksperimentu, diaeemije oStetio pozivanje
memorije (Saraf i sar., 2003), Sto je u skladuesaultatima dobijenim i kod pacova u
MVL-u (Brioni i Arolfo, 1992).

U okviru naSeg istrazivanja, sprovedena su tri ekepenta koja su se
razlikovala po vremenu kada je midazolam primemjvare ili odmah nakon svake od
pet sesija plivanja (uticaj na akviziciju, odnoskansolidaciju), ili pre testa pozivanja
memorije (uticaj tretmana na pozivanje referentremuorije), pricemu je u prva dva
sliaja midazolam primenjivan tokom pet dana treningay tréem sl&aju samo
jednom, Sestog dana. Analiza parametarégpria tokom ispitivanja uticaja na akviziciju
pokazala je da su sve tri doze midazolama oStgtdnje pozicije skrivene platforme, pri
¢emu je uticaj najuee doze (2 mg/kg) bio najviSe izrazen. Kod dve rdpee (0,51 1
mg/kg), zapazen je normalan gubitak tigmotakse,ikamm kontrolnih Zivotinja, dok se
kod primene najviSe doze tigmotaksa odrzala tokela faze tenja. Kao ni diazepam,
ni midazolam nije uticao na brzinu plivanja tokamninga u MVL-uime se isklj@uje
moguti uticaj motornih efekata na ponaSanje pacova uugnja.

S obzirom na to da je u naSem eksperimentu pri¢ar@nju uticaja tretmana na
akviziciju midazolam primenjivan pre svakog blokavanja, a da nakon zavrSetka bloka
nije primenjivan antagonista koji bi prekinuo degstprimenjenog tretmana (uporediti
Collinson i sar., 2006), potrebno je razmotriti mémgpst uticaja tretmana i na fazu
konsolidacije memorije. Farmakokingke osobine leka imaju veliki ztaj kada je u
pitanju dizajn studije u kojoj se lek daje preptisle @enja s ciliem da selektivno deluje
na akviziciju ili konsolidaciju. Méu svim Kkliniki relevantnim benzodiazepinima,
midazolam ima najbrzi nastup, ali i najéeatrajanje dejstva (Mandema i sar., 1991; Lau
i sar., 1996; Olkkola i Ahonen, 2008). Ipak, koritadija midazolama oko pola sata
nakon primene, Sto odgovara vremenu kada bi tretbalp@ne konsolidacija u naSem
eksperimentu, i dalje iznosi oko 50% od maksimaireginosti. U tom smislu, postojala
je Sansa da supstanca primenjena pre treningariostg uticaj ne samo na akviziciju,
ve¢ i na konsolidaciju memorije. Meatim, u naSem eksperimentu, kada je midazolam
davan nakon zavrSetka bloka plivanja, nije zapaitkakav uticaj na &€enje tokom pet
dana treninga, a ni Sestog dana u testu pozivamyamamje. Na taj ndn se moze
zakljwiti da oStéenje &enja i pandenja u testu akvizicije nije ukigivalo i iole znatniji

uticaj midazolama na konsolidaciju. Analizom partare u testu pozivanja memorije
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Sestog dana, iz oba navedena eksperimenta, mozek§eciti da uaiene promene
tokom faze genja rezultuju odgovarajun promenama u referentnoj memoriji.

Rezultati iz eksperimenta u kome je g@a uticaj midazolama na akviziciju u
potpunosti odgovaraju rezultatima dobijenim u dnugtudijama (McNamara i Skelton,
1991; Cain, 1997; Saraf i sar., 2003). U MVL-u @&al& nije istrazivan uticaj primene
benzodiazepina neposredno nakon zavrSetka blokanpdi, u protokolu referentne
memorije. Postoji modunost da je u ranijim ispitivanjima u drugim testosd, zbog
brze eliminacije midazolama, bilo lazno negativrelultata. Naime, u nekim testovima
za pr&enje Wenja identifikovana su dva vremenska ,prozora“ kdidscije u kojima je
mogute da dde do oStéenja: jedan u vreme treninga, a drugi 3—4 satamaleminga
(Bourtchouladze i sar., 1998). IZtamata koncentracija midazolama u ovom drugom
periodu (“prozoru®) manja je od 2% od maksimalnedmosti, Sto najverovatnije nije
dovoljno za delovanje u toj kasnijoj fazi. Ipakinjenica da midazolam o%ige
kontekstualno uslovljavanje strahom kada se pringentralno odmah nakon treninga,
ali da nema uticaja ako se primeni 3 sata nakoninga (Gafford i sar., 2005)
potkrepljuje pretpostavku da bi efekti midazolanaakonsolidaciju memorije u MVL-u,
ukoliko postoje, trebalo da se d#o upravo u ovakvoj postavci eksperimenta — pri
primeni neposredno nakon zavrsenog treninga. &umas obzirom na to da se astaje
konsolidacije pri primeni benzodiazepina u meménystestovima kod zivotinja nalazi
dosta retko (Jensen i sar., 1979; Chrobak i Nap@92; Gafford i sar., 2005), moze se
zakljwiti da je izostanak uticaja midazolama na konsalidaocekivan nalaz, koji je
ve¢ pokazan u MVL-u, ali u verziji testa u kojoj seitsije radna memorija (Collinson i
sar., 2006).

Prethodna istraZivanja su pokazala da diazepaniikakaije primenjivan tokom
treninga, kasnije ne @& na pozivanje referentne memorije u MVL-u (McNaaar
Skelton, 1991; Brioni i Arolfo, 1992). RezultatiSeyy eksperimenta u kojem je ispitivan
uticaj midazolama na pozivanje memorije pokazujunddazolam pripada onoj grupi
benzodiazepina (triazolobenzodiazepini, brotizolanmzolam) koji ostéuju pozivanje
memorije (Saraf i sar., 2003). S obzirom na toalargdnja brzina plivanja pacova koji
su primili midazolam neposredno pre testa pozivamgnorije bila na nivou kontrolne
grupe, isklj¢en je mogti uticaj smanjene motorne aktivnosti na ideoje nadenog

zadatka (podaci nisu prikazani). Kada su u pitadjugi memorijski testovi koji se
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koriste kod oglednih zivotinja, rezultati su nekistentni: u odréenim eksperimentima
je pokazano da benzodiazepini é§ja pozivanje memorije (Cole i Michaleski, 1984;
Borde i sar., 1997), u drugim da ne ispoljavajkafgVenault i sar., 1986), a bilo je i
onih koji ukazuju na facilitirajéi uticaj benzodiazepina na pozivanje (Sawsar., 2003;
Obradové 1 sar., 2004). Ovi kontradiktorni nalazi ukazujua nto da efekti
benzodiazepina na pozivanje memorije u velikoj maxiise od postavke eksperimenta.
Sto se tie rezultata iz Kklinikih ispitivanja, dominantan je utisak da midazolamm
oSteuje ono Sto je we naweno (Twersky i sar., 1993), dok je retrogradna aijme
retko prijavljivana (Koht i Moss, 1997).

Poredéi amnezijsko dejstvo diazepama i midazolama kodijgramta na
predijagnostikoj medikaciji, Hennessy i sar., (1991) zakijiu da midazolam ima
znaajno izrazenije amnezijsko dejstvo od diazepamdalse primene u ekvipotentnim
dozama. Kada se uporede uticaji midazolama sajerticaliazepama na ponasSanje
pacova u MVL-u (Brioni i Arolfo, 1992; sadasnji tétati), razlika postoji u tom smislu
Sto midazolam we negativno, a diazepam uopSte ne€eutna pozivanje referentne
memorije. Ako se uzmu u obair vitro podaci o afinitetima ova dva liganda (Graham i
sar., 1996; Sawvii sar., 2010), utava se visok, subnanomolarni afinitet midazolama za
GABA receptore koji sadrzes podjedinicu (oko 18 puta veod afiniteta diazepama),
Sto bi moglo, makar delifimo, objasniti uéenu razliku u bihejvioralnim profilima u
MVL-u. Hipokampus, struktura sa visokom ekspresijes@ABAA receptora (Pirker i
sar., 2000), od Klgnog je znaaja ne samo za formiranje memorije uopSte (lzquierd
Medina, 1997) vé& i za pozivanje prostorne memorije (Moser i Mos&g98).
Midazolam i diazepam blokiraju indukciju LTP-a naparatu hipokampusa pacova (del
Cerro i sar., 1992; Evans i Viola-McCabe, 1996; Uak i sar., 2010), dok zolpidem,
koji ima izuzetno nizak afinitet zasGABAA receptore, moze da izazove ovaj efekat
samo pri veoma visokim koncentracijama (Higashingan.,, 1998). Kon#o, u@&ena
razlika izmeiu diazepama i midazolama moze biti objasSnjena iviag&u preko
translokatornog proteina (18 kDa) (TSPO), ranijeznadog kao ,periferni
benzodiazepinski receptor”. Naime, iako su obaleka ligandi za TSPO (Rupprecht i
sar., 2010; Tokuda i sar., 2010), samo za midazg&ampotvideno da je aktivacija i
GABA receptora i TSPO neophodna za inhibiciju LTP-&(ita i sar., 2010).
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5.1.3. Uticaj negativnog neselektivnog modulatora, DMCM-a

Sposobnost neselektivnih inverznih agonista, maomrupe beta-karbolingsCCM,
FG7142, DMCM,BCCP), da pospeSe proceséemja i panienja dokumentovana je
rezultatima iz viSe pretkligkih i klinickih studija (pregled dat u Venault i Chapouthier,
2007), pricemu je zapazeno da ove supstance u visokim dozaogu ma deluju
konvulzivno, u srednjim anksiogeno, a da nize dispeljavaju promnezijsko dejstvo.
Kao i benzodiazepini, i beta-karbolini deluju sfii€écio na fazu akvizicije. U testovima
ponavljanog izlaganja, bihejvioralni efekti mogu z#paziti kada se supstanca primeni
pre ili neposredno nakon akvizicione sesije, atgasako se supstanca primeni pre
sesije pozivanja. Zbog toga neki autori smatraju sda termini ,amnezijski® i
~promnezijski“ suviSe opsti i da je preciznije¢ré'oStecenje i pospeSivanje procesa
akvizicije” (Ghoneim i Mewaldt, 1975; Ghoneim i sat984).

DMCM je neselektivni negativni modulator benzodginskog mesta vezivanja,
za koga je pokazano da, u zavisnosti od testarigimjene doze, moze i da poboljSa i da
oSteti &enje, ali i da ne ispolji zkajne efekte na patenje. U testu pasivnog
izbegavanja kod pacova, DMCM pokazuje dvofazni afegde niza doza (0,1 mg/kg)
olakSava, a visa (0,5 mg/kg) o&tge wienje (File i Pellow, 1988). U istom testu, Sawi
sar. (2005b) nalaze facilitaciju memorije sa 0,2/kggDMCM-a, dok su nize (0,1
mg/kg) i viSe doze (0,5 i 2 mg/kg) bile bez efeki,dozno-efektna kriva ima oblik
obrnutog slova U. | u testu dvosmernog aktivhoggdvanja averzivne drazi, DMCM u
najnizoj dozi (0,1 mg/kg) poboljSava akviziciju/lsmlidaciju kod pacova, dok su viSe
doze bez efekta (0, 5, 1 i 2 mg/kg) (Savisar., 2005a). Sieve i sar. (2001) su u testu
Pavlovljevog uslovljavanja kod pacova registrovdiie€enje &enja sa najviSom dozom
(0,25 mg/kg) DMCM-a, dok pri nizim dozama (0,01%,06 mg/kg) nije bilo efekta. Kod
miSeva, u istom testu, sam DMCM primenjen u dozRaahg/kg nije ispoljio zn&jnu
aktivnost, ali je uspeo da otkloni o&@je izazvano prethodnom primenom skopolamina
(DeLorey, 2001).

Uticaj DMCM-a na ponaSanje pacova u MVL-u do saija ispitivan. U naSem
eksperimentu, parametri geni tokom pet dana treninga bili su na nivou kdn&o
grupe, za sve tri doze DMCM-a. Kigtim, test pozivanja memorije pokazao je da su dve
vece doze (0,5 i 1 mg/kg), oStetile formiranje prostomemorije, Sto se manifestovalo
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kroz zn#&ajno smanjenje puta u S| kvadrantu i ciljnom regiofRazlog izostanka
zn&ajnih efekata tokom fazecenja moze biti u izboru protokola sa manjim brojem
plivanja tokom pet dana treninga. Naime, u takvaoigkolu kontrolne Zivotinje sporije
uce, Sto je pogodno za ispoljavanje promnezijskilstdep, dok su eventualna d&rja
teze udljiva. U istom protokolu, McNamara i Skelton (1993thobili su facilitatorni
efekat sa neselektivnim inverznim agonistgitCM-om, iskazan kroz skfanje
preienog puta tokom treninga, i sklonost ka odgovéeajukvadrantu u testu pozivanja
memorije. U naSem eksperimentu, ne samo da nipefddilitatornog uticaja, Wese pod
uticajem dve viSe doze DMCM-a pozicija platformalsje usvajala, Sto se i pokazalo u
testu pozivanja memorije. Ovaj eksperiment uprastviduje zn&aj testa pozivanja za
procenu dugotrajne referentne memorije, na kojilarali i Baldi i sar. (2005).

Zbog nekonzistentnosti nalaza, tumaje uticaja neselektivnin inverznih
agonista na izutenje u razBitim memorijskim testovima nuzno ukfuje procenu
nekognitivnih faktora, koji u zr&ajnoj meri mogu da utu na rezultate eksperimenta. U
tom smislu se memorijski efekfi-karbolina povezuje direktno sa vrstom i ,tezinom*
memorijskog zadatka, kao i anksiogenim potencijakeme supstance (Beracochea,
2006).Cesto se ,optimalni“ nivo anksioznosti dovodi u vesauolak3anjem, a &enivo
anksioznosti sa otezavanjendenja (Eysenck, 1985). lako sweamje i anksioznost
najverovatnije posredovani ragtim podtipovima GABA, receptoraginjenica je da se
u mozgu nalaze i receptori sa viSe rétih a-podjedinica u istom GABA kompleksu
(Sieghart i Sperk, 2002), koji verovatno imaju sgeplutivni smisao, ali i da isti region
mozga, limbéki sistem, reguliSe oba ova stanja/procesa (McGa2@®2; Bast i Feldon,
2003). Metutim, u svom eksperimentu, McNamara i Skelton (199®boljSanje éenja
ne dovode u vezu sa p@amjem anksioznosti pod uticajepCCM-a, jer doza koja je
delovala anksiogeno nije bila aktivna u MVL-u. Qugke strane, od dve doze DMCM-a
koje su u MVL-u ostetile ¢enje (0,5 i 1 mg/kg), samo je za viSu dozu pokazano
anksiogeno dejstvo u uzdignutom plus lavirintu (Basar., 2004), tako da ovaj nalaz
zahteva dodatna objasSnjenja. Naiméenje u MVL-u je samo po sebi averzivno
motivisano ponasanje, kojak i kada se averzivni faktori (poput hladne vosigdu na
minimum, predstavlja stresan ddga za zivotinje. Pod ovim uslovima, dodatni stres
moze ispoljiti zn&ajan uticaj na sawviivanje zadatka (D’Hooge i De Deyn, 2001). Za

razliku od MVL-a, odrdeni nivo anksioznosti je preduslov za bolje idenje u testu
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pasivhog izbegavanja (Ribeiro i sar., 1999). Hasc{1999) je pokazao da zivotinje
koje nisu proSle kroz pred-eksperimentalno rukoxampaju bolje izvdenje i u
testovima aktivnog izbegavanja, ali da suprotnogpimaju sporije &enje u testovima
prostorne memorije. Iz ovih nalaza se moze zgitijda potencijal anksiogenog dejstva
koji imaju neselektivni inverzni agonisti ne bitedo da sustinski doprinosi magem
prokognitvnom dejstvu ovih supstanci u MVL-u, évela bi mogao da doprinese
oStetenju izvatenja u ovom testu.

Ako se uzmu u obzir navedene metodolosSke razlikei sama varijabilnost
rezultata dobijenih na istoj vrsti, sa istim dozged@ne supstance i u okviru jednog testa
(File i Pellow, 1988; Savii sar., 2005b), nante se zakljtak da promnezijski efekat
inverznih agonista nije robustan nalaz, koji bi karakterisiéian za jednu supstancu ili
grupu hemijski srodnih jedinjenja, kao Sto je taica] sa amnezijskim efektom
benzodiazepina. Pri tome se mehanizam poboljS&a@,ni pogorSanja akvizicije, ne
moZze objasniti iskljtivo proanksiogenim dejstvom same supstance, i kiudsije

moguenost ke&a razltitih podjedinica GABA receptora.

5.2. Supstance selektivne za;-podtip GABA A receptora

Od supstanci koje pokazuju selektivhostozgpodtip GABA. receptora, do sada su u
MVL-u ispitivani samo selektivni pozitivni modulaipzaleplon (Noguchi i sar., 2002) i
CL218,872 (McNamara i Skelton, 1992), dok podatakagprimeni a;-selektivnih
antagonista nema. U naSem eksperimentuselektivni neutralni modulator RCCt,
primenjen u dozi 15 mg/kg, u potpunosti je antagowao uticaj diazepama (2 mg/kg)
na sve parametre @e@ne tokom pet dana treninga, kao i tokom testavpo@
memorije. Ovaj rezultat uguje na dominantnu ulogu;-podjedinice u ispoljavanju
efekata diazepama u MVL-u, s obzirom da njegov a&fgkeko receptora koji sadrze
preostale tri podjedinicenf, az i os) nije bio dovoljan za oStenje memorije. Na ovaj
n&in, indirektno je opovrgnuta hipoteza da bi éétge &enja i pandenja u MVL-u
moglo biti posledica anksiolitkog dejstva diazepama (Zanotti i sar., 1994). Shasar.
(2004) su pokazali da pri primeni kombinacije miolama i RCCt-a (30 mg/kg) moze
¢ak daii i do poja&anja anksiolittkog dejstva kod pacova u uzdignutom plus lavirittu.
nasem eksperimentu¢wvanje ili mogude poj&anje anksiolittke aktivnosti diazepama
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nije od znd&aja, buddi da je, ukupno gledano, ponaSanje Zivotinja u Mybilo na
nivou kontrole. U tom smislu, naSi rezultati su atgunosti u skladu sa publikovanim
nalazima o uloziby podjedinice u amnezijskim efektima benzodiazeptwhijenim na
genetski modifikovanim miSevima (Rudolph i sar.92pi potvidenim u farmakoloSkim
studijama (Huang i sar., 2010; Zanin i sar., 2013).

Uticaj zolpidema na akviziciju i retenciju memorije MVL-u nije do sada
ispitivan. Za zaleplon, supstancucek strukture, ali dvostruko manjeg afinitetacza
podjedinicu, pokazano je da o&ige wenje i pandenje u MVL-u u zn&jno manjoj
meri od klastnih neselektivnih benzodiazepina (Noguchi i sa@02). U klinckim
studijama, zabelezen je raliuticaj zaleplona i zolpidema na péemje — zolpidem je,
za razliku od zaleplona, oStetio p&mnije zdravih dobrovoljaca, g@no neposredno
nakon davanja jedne doze leka (Dooley i PloskeQ120U naSem eksperimentu,
zolpidem je dozno-zavisno ostetio deklarativhu konmgntu genja u MVL-u, Sto se
tokom treninga pokazalo kroz smanjenje efikasnoggtivecanje duzine puta i latencije
nalaska platforme, a tokom testa pozivanja memoki@ smanjenje vremena
provedenog u ciljnom regionu. Zivotinje koje sunpale zolpidem imale su i manju
pros€nu brzinu plivanja tokom treninga, ali je, paradmke, zapazeno da je
maksimalna brzina u sve tri grupe koje su primalpidem bila zn&ajno ve&a u odnosu
na maksimalnu brzinu kontrolne grupe (podaci nigkiagani), Sto se moze tukia kao
»proboj*“ bihejvioralne dezinhibicije (aktivacije) re&z dominantno sedativni uticaj
zolpidema. Zolpidem je negativno uticao i na prarathu komponentu zadatka u
MVL-u. Naime, za efikasan nalazak platforme neoplaoge supresija instinktivhog
tigmotaksénog ponaSanja zivotinje u bazenu (Cain, 1998), laidem je u sve tri
primenjene doze doveo do pdéaeja vremena i puta ptenog u perifernom prstenu
bazena. Ako se uporedi sa ponaSanjem Zivotinja yiméjem diazepama u MVL-u,
moze se zaklgiti da su efekti zolpidema, supstance koja je neakt naoasGABAA
receptorima, bliski efektima diazepama u MVL-u. BlXnog zaklji¢ka doSli su i
McNamara i Skelton (1992) u &tiom protokolu u MVL-u, porede efekte a;-
selektivnhog liganda CL218,872 sa efektima hlorduaksida.

lako i RCCt i zolpidem vaze za relativno selektiwupstance, pdemu se RCCt
sa oko 20 puta vem selektivno&u zaa;- u odnosu na,- | a3GABAA receptore smatra

jednim od najselektivnijih liganada identifikovanito danas (Cox i sar., 1995; Huang i
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sar., 2000), bilo je i studija u kojima su ovi ligh povezivani sa efektima za koje se
smatra da nisu posredovaai-podtipom GABA. receptora. Tako je pokazano da
zolpidem moze da ispolji anksiotiki i miorelaksantni efekat (Griebel i sar., 1998ijik1

i sar., 2012), a za ove efekte se smatra da sundmtmo posredovaniy- i 03GABAA
receptorima. Zolpidem se, uprkos svojoj relativrsglektivnosti zaas-populaciju,
istovremeno veze i ispoljava aktivnost i aa i a3GABAA receptorima (Sanna i sar.,
2002). Izgleda da je selektivnost zolpidemaivo, procenjena kroz relativno smanjenje
vezivanja flumazenila za GABAreceptore koji sadrze;, odnosnauaz podjedinice u
razlicitim regionima mozga, generalno manja nego selp&st uin vitro uslovima
(Atack i sar., 1999). Mautim, navedeni bihejvioralni efekti zolpidema ugiam su
izrazeni pri viSim dozama; u slaju miorelaksacije dejstvo zolpidema ispoljenogk t
pri dozi od 5 mg/kg, 5to je pet putaceeod doze koja deluje sedativno i atdkei a
deset puta W@ od najmanje doze koja je u MVL-u ispoljila amisai efekat (0,5
mg/kg). SlEna situacija se moze primetiti i kod BCCt-a. U ddrem eksperimentalnim
uslovima, za BCCt je pokazano da moZe da antagenimke efekte diazepama koji
nisu posredovani;-podtipom receptora, kao Sto su anksidhiti miorelaksantni efekat
(Griebel i sar., 1999; Belzung i sar., 2000; Milsar., 2012). Kao i u staju zolpidema,
ovi efekti su izveStavani pri primeni & doza (20 i 30 mg/kg); ipak, nema dokaza da
se pri ovim dozama [3CCt-a gubi selektivhostZaABA 5 receptore.

5.3. Supstance sa smanjenim afinitetom/aktivna@d na aj-podtipu GABAA
receptora

Cillana sinteza supstanci sa smanjenim afinitetditn efikasno¥u na o;-podtipu
GABA receptora uglavnom je bila usmerena na razdvagrijsiolitickog i sedativhog
dejstva benzodiazepina, pa je n&jvbroj ovih supstanci u pretkligkim studijama
ispitivan uglavnom u testovima indikativnim za pgaa ova dva efekta, a samo izuzetno
I u memorijskim testovima (Mirza i sar., 2008; Ha&mm i sar., 2012).

Svacetiri liganda (JY-X-He-053, SH-053-2'N, SH-053-S-G2'F i SH-053-R-
CH3-2'F) ispitivana u okviru ovog dela naSeg isivahja karakteriSu se umereno
niskim do niskim afinitetom i blagom (parcijalnoragonisttkom aktivnogu na os-

podtipu GABA. receptora. Nijedan od njih nije oSteti¢enje i pandenje u standardnom
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petodnevnom protokolu u MVL-u. Mesobno, ove se supstance razlikuju po afinitetima
I efikasnostima na ostalim podtipovima GABAreceptora, kao i bihejvioralnoj
(ne)aktivnosti u ostalim testovima, Sto moze prudirisne informacije o povezanosti
drugih efekata sa ostenjem wenja i pandéenja u MVL-u. JY-HXe-053 ispoljava
najvei afinitet za receptore koji sadrzg podjedinicu, a naju@ efikasnost nay- i as-
podtipu GABA, receptora. Kada se vitro profil ovog liganda uporedi sa diazepamom,
vidi se da JY-HXe-053, iako ima relativno ¢ueselektivnhost zais-podtip receptora,
ispoljava znatno manju aktivnost na svim podtipavi®ABAa receptora u odnosu na
diazepam (Tabela 1, Slika 5). U uzdignutom plusgrilatw, u dozama do 30 mg/kg, JY-
HXe-053 nije ispoljio anksiolitko dejstvo, ali je u dozi od 10 mg/kg, tri puta noguod
one korigene u MVL-u, doveo do sedacije u testu spontanenhmkorne aktivnosti
(Savi i sar., 2010). Na osnovu ovih rezultata moze &§uati da sedativni efekat nije
preduslov za ispoljavanje o8emja W&enja i pandenja u MVL-u, Sto je u skladu sa
zakljuccima iz nekih drugih studija (McNamara i Skelto@91).

SH-053-2’'N pokazuje blagu selektivnost @apodijedinicu, a m#&u navedenim
ligandima ima relativno najmanju efikasnost jprivitro koncentraciji od 100 nM. SH-
053-2'N je u nizoj dozi (20 mg/kg) od one koja jeri&ena u MVL-u (30 mg/kg),
ispoljio anksiolittko dejstvo (Sawi i sar., 2010). Tako je joS jednom pokazano da
anksioliticki efekat nije primarni mehanizam kojim nastajeeéShje u MVL-u, kako su
sugerisali Zanotti i sar. (1994). Kigtim, na osnovu ovih eksperimenata, nije nmi@gu
dobiti precizniju sliku o tome koje podjedinice GAR receptora su odgovorne za
(ne)ispoljene bihejvioralne efekte SH-053-2’'N, ziobm da se zn@jnije razdvajanje u
efikasnosti naw,- | az-podtipovima postize tek pim vitro koncentracijama od okolM.
SH-053-S-CH3-2'F ispoljava najieafinitet i efikasnost na-i as-podtipu GABA.
receptora i u uzdignutom plus lavirintu u dozi od ®g/kg ispoljava anksiolitko
dejstvo, ali takde izaziva i sedaciju (Savi sar., 2008). U naSem eksperimentu u MVL-
u ovaj ligand nije doveo do ogtnja, Sto joS jednom potiwje hipotezu da je ostenje
izazvano benzodiazepinima u MVL-u verovatno kognii prirode. Konéno, SH-053-
R-CH3-2'F, iako pokazuje relativno &ieafinitet i efikasnost na receptorima koji sadrze
as-podjedinicu u odnosu na druge podtipove GAB#ceptora, izaziva dozno-zavisnu
sedaciju (Savi i sar., 2010), ali ne ispoljava amnezijsku aktstha MVL-u. Prema
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tome, joS jednom se nadeezakljitak da sedativni efekat nije dovoljan za ispoljaean;
oSt&€enja kenja i pandenja u MVL-u.

Za razliku od supstanci iz naSeg eksperimenta,tanps L-838417 i NS11394,
koje takate imaju smanjenu aktivnost na-podtipu GABA. receptora, dovele su do
oSt&€enja wenja i pandenja u MVL-u (Hofmann i sar., 2012). Za ove supséfe u
prethodnim studijama, sprovedenim od strane drigiazivakih grupa, pokazano da
ispoljavaju anksiolittku aktivnost u razéitim zZivotinjskim modelima (McKernan i sar.,
2000; Mirza i sar., 2008). Metim, u bihejvioralnoj karakterizacifiji je segment bilo i
ispitivanje u MVL-u, anksiolitki efekat je potpuno izostao, dok je sedacija bila
izrazena (test otvorenog polja). U &ju supstance NS11394, amnezijski efekat u
MVL-u pripisan je povéanoj aktivnosti naus-podtipu GABA. receptora, kao i opstoj
platforme bilo kompromitovano (Hofmann i sar., 2R12

Dominantan utisak, koji proizilazi iz prezentovanibzultata naSih i sinhih
eksperimenata (Hofmann i sar., 2012), jeste pag®javesne ,disonance” u odnosu
vitro i in vivo profila pojedinih supstanci, koja je i ranije prepata kao ,usko grlo* u
razvoju novih selektivnijih lekova (Lynch, 2011)aNrimer, Eksperiment 7 pokazuje da
aktivnost diazepama nay-, asz- | os-podtipu GABA. receptora nije dovoljna za
oSteenje Wenja u MVL-u, Sto su naSi eksperimenti sa ligandmgke aktivnosti na
a;GABAA receptorima i potvrdili. Nasuprot tome stojnjenica da ligand L-838417,
iako bez aktivnosti nay-podjedinici i sa tek parcijalnim agonizmom na btsta
podtipovima GABA\ receptora, moze da dovede do é8itga u MVL-u. Zbog toga se
na osnovu ovih podataka ne moze precizno utvrtbgal pojedinih podtipova GABA
receptora u efektima benzodiazepina u MVL-u, alirs®e uopsSteno éeda sedacija i
anksioliticka aktivnost verovatno mogu da doprinesunau primarni mehanizmi koiji

dovode do oStenja izvatenja u ovom testu.

5.4. Supstance selektivhe zas-podtip GABA A receptora

Zbog karakteristine regionalne distribucijesGABAA receptora (hipokampus i delovi
korteksa), kao tinjenice da se njihova smanjena ekspresija povezajéacilitacijom
izvodenja nekih memorijskih testova, ovi su receptoivykli veliku paznju kao ciljno
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mesto dejstva potencijalnih prokognitivnih lekoWa(ubach i sar., 2003). Glavni pravac
pri sintezi liganada selektivnih zg-podtip GABA, receptora bio je smanjenje GABA-
ergicke transmisije i dobijanjes-selektivnih inverznih agonista. Tokom protekleayat
dve decenije, sintetisan jedrdoroj supstanci koje su u pretkliékim uslovima pokazale
efikasnost i relativno dobar bezbednosni profilu(liisar., 1996; Quirk i sar., 1996;
Chambers i sar., 2003; Sternfeld i sar. 2004; Sasar., 2008), a neke su dospele i do
pocetnih faza klinkkih ispitivanja (Nutt i sar., 2007). lako je efikesst veéine njih
dokazana na zdravim Zivotinjam&ni se da ciljna populacija ove grupe potencijalnih
lekova ipak nisu bili zdravi subjekti, ¥esu se kao moge podréje primene navodile
kognitivne promene povezene sa starenjem (Atackan., s2006), odnosno sa
Alchajmerovom bole&s i ,demencijama drugog porekla“ (Ballard i sar.009).
Medutim, danas se u kligkoj praksi joS uvek ne nalazi ni jedagselektivni inverzni
agonista. lako pojedini nde njima i dalje ,probijaju® svoj put kroz razite faze
klini¢kih istrazivanja, upadljivo je to Sto se za brojsgpstance koje su dokazano
efikasne u animalnim modelima pokazalo da nemakagfiost pri primeni na ljudima.
Kao mogui razlog ove loSe korelacije pretklikih i klinickih rezultata jeste i to Sto je
potreba za dobro kontrolisanim eksperimentima o lakerljivim varijablama uslovila
izbor testova na one u kojima je slozeno kognitipnacesuiranje svedeno na minimum,
pa su otuda i efekti lekova znatno ¢ljiji u laboratorijskim uslovima nego u
sloZenijem, realnom okruzenju (Sarter i sar., 20089k, potraga za mogun poljima
primene ove farmakoloSke grupe ne jenjava, pa siyanispitivanja pokazala da bi ovi
lekovi mogli imati efikasnost u spravanju ili reverziji anterogradne amnezije izazvane
primenom opsStih anestetaka (Saab i sar., 2010k4ws@ ., 2012; Lecker i sar., 2013).
Nasuprotas-inverznim agonistima stoji nesrazmerno manji diganada koji
deluju kao pozitivni ili neutralni modulatosisGABAA receptora, i verovatno jos maniji
broj publikovanih istrazivanja poséenih njihovim bihejvioralnim efektima. Poslednjih
godina, mdutim, pojavljuju se izvestaji o prokognitivnom d®js agonistausGABAA
receptora (Koh i sar., 2013), pa se mozekoati novi trend na polju istrazivanja

primeneas-slektivnih liganada.
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5.4.1. as-selektivni neutralni modulator XLi093

Moguénost antagonizovanja kognitivnih efekata diazepgmeenom as-selektivnih
antagonista nije do sada ispitivana na glodarinmai jgdnom memorijskom testu, Sto
deluje neohino s obzirom da se ovaj podtip receptora dominang®uje upravo za
regulaciju kognitivnih funkcija. Nedavno publikowarstudija na makaki majmunima
(Macaca mulattq pokazala je moguost antagonizovanja efekata triazolama u testu
prepoznavanja novog objekta, istovremenom primengpselektivnog antagoniste
XLi093 (Makaron i sar., 2013). Prenravitro profilu, afinitet XLi093 zaos receptore je
oko 60 puta v@ nego za ostale podtipove GARAreceptora (Tabela 1). U naSem
istrazivanju u MVL-u, u Eksperimentu 11, sam diaaep(1,5 mg/kg) nije doveo do
zn&ajnog ostéenja memorije, ali je zapazeno da je kombinackamg/kg diazepam +
XLi093 (naraito visa doza, 20 mg/kg) zéajno otezala &éenje tokom pet dana treninga.
Slican efekat zabelezen je u testu spontane lokomotktnenosti (Saw i sar., 2009),
gde je dodatak XLi093 (10 i 20 mg/kg) potenciradlade’no dejstvo diazepama. U
MVL-u, svakodnevni dodatak XLi093 diazepamu oSt¢diacenje, Sto se odrazilo kroz
poveanje ukupnog pdenog puta, smanjenje efikasnosti i peuge préenog puta u
perifernom prstenu. Ovaj bi efekat mogao, barenmd&ho, da se objasni pot@om
raspolozivo8u diazepama na drugim podjedinicima GABFeceptora, pre svega ng
¢ija aktivacija u tom sléaju postaje dovoljna za osenje wenja u MVL-u. Doza od 20
mg/kg XLi093 verovatno bi mogla da dovede do kortimg antagonizma efekata
diazepama naisGABAA receptorima, jer pri dozi od 10 mg/kg XLi093, okamost
asGABA, receptora kod miSeva iznosi oko 65% (uporeditihin@ay i sar., 2008).
Interesantno je da se uticaj ove kombinacije rgoljio i u testu pozivanja memorije, u
kome su ove Zivotinje bile na nivou kontrolne grupe ukazuje da se uprkos ovom
tretmanu (diazepam + XLi093) formirao odemi memorijski trag, te da paenje nije u
potpunosti bilo spr&eno.

Medutim, u Eksperimentu 12, u kome je primenjenédaveoza diazepama (2
mg/kg), koja je sama po sebi bila dovoljna da odt&tnje i tokom treninga i tokom
testa pozivanja memorije, dodatak XLi093 u dozil®@dmg/kg izaziva suprotan efekat:
istovremena primena XLi093 uz diazepam, tokom Sad@eninga, spt@ava ostéenje

ucenja i pandenja pod uticajem diazepama. Ovaj rezultat pokadajse zn&jan deo
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efekata dizapema u MVL-u ostvaruje modulacijes®ABA receptora. Ako se vratimo
na rezultate Eksperimenta 7, zakiljemo da se amnezijski uticaj diazepama moze u
potpunosti antagonizovati primenomyt i as-antagonistefCCt-a i XLi093. Ovaj nalaz
nije nov, jer je u vé& pomenutoj studiji na majmunima (Makaron i sar.120pokazano

da ova dva liganda, svaki za sebe, mogu da antagannemorijske efekte triazolama.
Ova podudarnost rezultata je od ng@y zna&aja, jer je dobijena na radliim
Zivotinjskim vrstama i u razlitim memorijskim testovima.

Ukupno gledano, prikazani rezultati ukazuju naadodbenzodiazepini mogli da
oStete paenje u MVL-u (kao i u testu prepoznavanja objektapzlicitim
mehanizmima, gde oba podtipa GABReceptorad; i as) imaju svoju speciéinu ulogu.
Dovoljnost a; podjedinice za ispoljavanje o8emja dokazana je u studijama e&a
selektivnim modulatorima (zolpidem, zaleplon), dkos-podtip GABA receptora tek

treba da bude pokazana.

5.4.2. as-selektivni pozitivni modulator XLi356

XLi356 pokazuje 18-40 puta ¥eafinitiet zaos- u odnosu na ostale podtipove GABA
receptora. Méutim, in vitro efikasnost ovog liganda naGABAA receptorima, pri
koncentraciji od 100 nM, iznosi oko 120-130% i &mao je manja od efikasnosti
diazepama pri istoj koncentraciji (~ 300%), te 483%6 moze smatratis-selektivnim
parcijalnim agonistom (Slika 5). Na drugim podtipua GABA receptora, XLi356 pri
pomenutojin vitro koncentraciji ne ispoljava aktivhost. Za ovu sapstl ne postoje
publikovani rezultati iz pretkligkih i klinickih studija.

U naSem eksperimentu pokazano je diskretno, alk ipi@tistéki znaajno
oSteenje panienja kod Zivotinja koje su jednokratno primile 1@/kg XLi356 pre
treninga u MVL-u. Ovo oStenje se manifestovalo kao smanjenje broja ulazaka
zivotinja u Sl kvadrant u odnosu na kontrolnu grupgok su parametri vezani za ciljni
region bili na granici statistke zn&ajnosti. S obzirom na modu uloguos podjedinice
u ispoljavanju sedacije pri primeni benzodiazepi8avi i sar., 2008b), uena su i
ispitivanja u testu SLA (neprikazani rezultati),j&ksu pokazala da ova supstanca, u
testiranom rasponu doza, ne ispoljava sedativnstwiejOvo je prvi eksperiment koji
direktno pokazuje da selektivha pozitivha moduéaip nivouosGABAA receptora
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moze da osteti paienje u nekom memorijskom testu, i na sasvim novimpotviduje
ulogu ove podjedinice u memorijskim efektima benamépina. Ipak, nanée se pitanje
zasto je parcijalni agonizam na nivagGABAA receptora dovoljan za i najmanje
oSteenje pamenja u MVL-u, dok puni agonizam na ovom podtipuepgora, koji
postoji pri primeni JY-X-He-053, SH-053-S-CH3-2'lSH-053-R-CH3-2’'F, i verovatno
pri primeni kombinacije diazepam BCCt, nije dovoljan? Na ovo pitanje dosadasnji
nivo istrazivanja ne moze dati odgovor, ali se kaoguwi pravac ispitivanja nante
populacijaa, i agGABAA receptora, na kojima je postojala atea aktivnost u sva
cetiri poslednja sléaja.

S druge strane, novija istrazivanja apju da bi pozitivni modulatorisGABAA
receptora mogli imati vaznu ulogu uc¢émju kognitivnin porem@&ja povezanih sa
starenjem (Koh i sar., 2013). Naime, studije naotijskim modelima pokazuju da
ekscesivna aktivhost neurona hipokampalne formalg@inosi kognitivnom oSéenju
tokom starenja (Wilson i sar., 2005), a magnetrznmanca potduje zn&ajno veu
aktivnost neurona hipokampusa kod osoba sa blaggnitivnim oStéenjem u odnosu
na zdrave dobrovoljce istih godina (Ewers i sab11). U pretklintkim ispitivanjima,
Koh i sar. (2013) su, u viSe radtih eksperimentalnih protokola, dokazali Zapo
kognitivno poboljSanje nakon primeng-selektivhog pozitivnog modulatora na starijim
pacovima (preko 2 godine) sa dokazanim kognitivagt&enjem.

Ovo nije prvi i jedini nalaz koji uptuje na to da su efekti modulacije preko
asGABA receptora razliti kod mladih i starih Zivotinja. Wilson i sar. @25) pokazali
su da primenans-selektivnih inverznih agonista poboljSava akvizickod mladih
pacova, ali da nema uticaja u modelu kognitivnite@hja povezanih sa starenjem, u
kome postoji poweana frekvencija okidanja neurona u CA3 regionu k@mopusa.
Trend povéanja, a ne smanjenja, GABA-etge transmisije u cilju poboljSanja
kognitivnih funkcija ohrabruju i studije sa MAM (reksiazometanol) modelom
Sizofrenije, koje pokazuju da primenaselektivnih pozitivnih modulatora kod pacova
smanjuje ekscesivni hipokampalni izlaz i poboljSab#nejvioralne abnormalnosti

prisutne u ovom modelu (Gill i sar., 2011).
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5.4.3. as-selektivni negativni modulator PWZ-029

Za ve&inu as-selektivnih negativnin modulatora moze séi ida su parcijalni inverzni
agonisti naasGABAA receptorima Bez obrzira da li ispoljavaju selektivni afinitit
selektivhu efikasnost, maksimalni procenat smaasjdhyjksa hloridnih jona un vitro
uslovima, na rekombinantnim receptorima, okvirnkisse u rasponu od -17 % (Atack
I sar., 2009) do -46 % (Ballard i sar., 2009). Uadk sa smanjenim stepenom aktivnosti
(ili vezivanja) na ostalim podtipovima GABAreceptora, prokonvulzivna i anksiogena
dejstva ovih supstanci su mahom izbegnuta. Jedajnolbih supstanci ispitivan je i u
MVL-u, na zdravim Zzivotinjama, u metodoloski ra&#im protokolima, gde su
uglavnom doveli do povanja efikasnosti ¢enja (Chambers i sar., 2004; Atack i sar.,
2006; Collinson i sar., 2006; Dawson i sar., 2@dljard i sar., 2009).

U okviru naSeg istraZzivanja w@na su tri eksperimenta ss-selektivnim
negativnim modulatorom PWZ-029. U odnosu na ogpaldtipove GABA\ receptora,
PWZ-029 pokazuje oko 30 putadueselektivhost zais-receptore, na kojima ispoljava
parcijalnu inverznu agonisku aktivnost (smanjenje protoka Gbona za oko 20% pri
koncentracijama od 100 nM douM, Slika 5). Prethodna istrazivanja su pokazala da
PWZ-029 poboljSava izvienje u testu pasivnog izbegavanja kod pacova ¢Sasar.,
2008a) i Pavlovljevom uslovljavanju strahom kod ene (Harris i sar., 2008), a da u tim
dozama ne ispoljava ni anksiogeno ili prokonvulbivejstvo. U nasoj studiji, PWZ-029
testiran je u Sirokom rasponu doza, od 0,2 do 3&kgn@ protokolima referentne i radne
memorije. lako oba protokola prate prostornu mejmoroni odraZzavaju razlite
memorijske procese, koji verovatno imaju i réiri neurobioloSke mehanizme te su u
razlicitom stepenu podlozni modulatornim uticajima (Liedn sar., 1992; Frick i sar.,
1995). U petodnevnom protokolu za procenu refeeentemorije, broj plivanja je, kao i
kod DMCM-a, smanjen s&etiri na dva dnevno tokom treninga, kako bi se ti&po
akvizicija kod kontrolnih zZivotinja. Do sada nenmveStaja o efikasnosiis inverznih
agonista na zdravim zivotinjama u ovakvoj vrstitpkmla, a PWZ-029 je bio na nivou
kontrole, i tokom treninga i u testu pozivanja meigo

U razlicitim jednodnevnim modifikacijama protokola za {maje referentne
memorije, Atack i sar. (2006) su pokazali poboljgagfikasnosti tenja sa supstancom
L655708, dok su Ballard i sar. (2009) pokazali deerzni agonista RO4938581 ne
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dovodi do poboljsanja, ali da uspeSno antagonianmezijske efekte diazepama. U
jednodnevnoj verziji protokola koju smo mi koristii u kojoj je as-agonista XLi356
oStetio pantenje, PWZ-029 nije pokazao aktivnost. Efikasnosh diganada izgleda da
nije u vezi sa maksimalnom inhibicijom protoka Idimih jona, koja kod L655708
iznosi oko 16%, kod RO4938581 oko 46%, a kod PWZ-0Ro 10-20%. Méutim,
direktno porédenjein vitro podataka nije jednostavno, jer su efikasnosti diganada
odredivane pri razkitim koncentracijama GABA-e (Efg za L655708, E¢€za PWZ029,
dok za RO4938581 nema podataka). Tak@sim zn&ajnih razlika u eksperimentalnim
protokolima, u smislu broja plivanja ili postojanjprethodnog pred-treninga
(RO4938581), L655708 je, za razliku od druga dwgarida, primenjen u vidu
supkutanih peleta sa sistemom postepenog a¥oim pa je Zivotinja bila izloZzena
relativno konstantnim nivoima leka tokom celokupriganinga. lzgleda, na@itim, da ni
okupiranost receptora nije pouzdan pokazateljnzaivo efikasnost liganda; iako za
PWZ-029 nemamo podatke o okupiranosti receptora gsimenjenim dozama,
interesantan je podatak da je pri primeni néveloze R0O4938581 u MVL-u,
okupiranostasGABAA receptora hipokampusa iznosila 90%, a kod L6557(8
(Atack i sar., 2006b; Ballard i sar., 2009).

PoboljSanje izvdenja u razkitim verzijama protokola radne memorije dobijeno
je saas-knock outmiSevima (Collinson i sar., 2002), kao i sa dvgatena modulatora
MRKO16 (Chambers i sar., 2004y5IA-II (Collinson i sar., 2006), pdemu je zai5IA-

Il pokazano da poboljSava i akviziciju i pozivamgemorije u ovom protokolu. PWZ-
029, meutim, ni u ovom protokolu nije bio bolji od kontel Za protokol radne
memorije je, vise nego drugde, karaktetisd velika varijabilnost u duzini treninga, od
4 (PWZ-029) dol18 danaglA-Il), te se stée utisak da je poboljSanje efikasnosti vise
pitanje izbora adekvatnog protokola, no realne apogsti same supstance da dovede do
~supraoptimalnog* izvdenja.

Na osnovu naSih eksperimenata, moze se zdtkljda je PWZ-029 liSen
bihejvioralne aktivhosti u odabrana tri protokolia,da verovatno nema kapacitet
poboljSanja efikasnosti ¢enja kod zdravih pacova u MVL-u, za razliku od aest
pasivhog izbegavanja i testa uslovljavanja strah@wu sporadinu efikasnost, ili
.efikasnost zavisnu od testa“ koja séavipri primeni PWZ-029, tesko je komentarisati u

kontekstu skinih istrazivanja, s obzirom na to da postoji trendobjavljivanja
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negativnih rezultata. Miitim, ¢ini se da je upravo publikovanje i pozitivnih i régnih
rezultata jedna od karika koje nedostaju kako bssazivanja usmerila na pravi put, a

predvidivost ishoda testiranja u kiskim uslovima povéala.
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6. ZAKLJU CCI

Supstance koje se vezuju za benzodiazepinsko mvegiganja deluju kao pozitivni,
negativni i neutralni modulatori GABA-eftke transmisije u centralnom nervnom
sistemu, i odlikuju se speaifiim kombinacijama afiniteta i efikasnosti na raitim
podtipovima GABA\ receptora. Na osnovu rezultata nasSeg istrazivaigiaerenog ka
bihejvioralnoj karakterizaciji ovih supstanci u NEwvom vodenom lavirintu, mogu se

izvesti sledéi zakljucci:

1. Neselektivni pozitivni modulator diazepam na dozmawisan n&n dovodi do
oSt&€enja wenja i pandenja u MVL-u. S obzirom na doze koje su pokazale
aktivnost, ne moze se iskdjiti i doprinos nekih nekognitivnih efekata u ukupno
inkapacitaciji Zivotinja koja se vidi u MVL-u.

2. Efekti benzodiazepina u MVL-u uglavhom su ogéani na fazu akvizicije
memorije, s time Sto je pokazano da midazolam nuazdovede i do ostenja
pozivanja.

3. Uticaj diazepama u MVL-u u potpunosti se moze amagpvati primenomnmu;-
selektivnog pozitivnog modulatorapCCt-a. Ovaj rezultat uguje na
dominantnu uloguwy-podjedinice u ispoljavanju efekata diazepama u MVIs
obzirom da njegov efekat preko preostalih podj@ding,, az i as) nije bio
dovoljan za izazivanje o&tenja.

4. os-selektivni pozitivni modulator, zolpidem, dovodo dStéenja u MVL-u, i
njegovi efekti su séini efektima neselektivnih modulatora (diazepama i
midazolama).

5. Supstance koje imaju smanjenu aktivnost mygpodtipu GABA. receptora
nemaju uticaj na ponasSanje pacova u MVL-u. Kakoenek njih pri tome
ispoljavaju sedativni i/ili anksiolitki efekat, moze se zakfjiti da sedacija i
anksiolitcka aktivnost, iako verovatno mogu da doprinesuu msimarni
mehanizmi kojima dolazi do o$tenja panienja.

6. Efekti diazepama nacanje i pandenje pacova u MVL-u mogu se u potpunosti

antagonizovati i primenoms-selektivnog neutralnog modulatora XLi093, Sto je
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u skladu sa rezultatima dobijenim i pri primeni zipama i XLi093 na
majmunima, u odgovarajum memorijskim testovima.

7. Selektivna pozitivna modulacija na nivagGABA, receptora moze da dovede
do oStéenja pandenja, Sto je prvi rezultat ovakve vrste i u pretikim i
Klinickim istrazivanjima, koji na sasvim novi &a potviduje ulogu ove
podjedinice u memorijskim efektima benzodiazepina.

8. Neselektivni negativni modulator DMCM, poput diaaepm, doveo je do
oSte&enja Kkenja i pandenja. Poréenjem nasih i rezultata drugih studija, moze se
zakljwiti da promnezijski efekat inverznih agonista nigbustan nalaz, koji bi
bio karakteristian za jednu supstancu ili grupu hemijski srodnéngenja, kao
Sto je to sldaj sa amnezijskim efektom benzodiazepina.

9. Za razliku od testa pasivnog izbegavanja i testavijavanja strahom, u tri
protokola referentne i radne memorije u MVL-dg-selektivni negativni
modulator PWZ-029 nije doveo do poboljSanjg@enja i pandenja, pa se moze
zakljwiti da ova supstanca nema kapacitet poboljSanjagiosti denja kod

zdravih pacova u ovom testu.

Ukupno gledano, prikazani rezultati ukazuju da sa Rkihejvioralnu aktivnost
benzodiazepinskih liganada u Morisovom vodenonrilav od kljuinog zné&ajaa, i os
populacija GABA\ receptora. Takide, oni ukazuju i na moga odstupanje izndel in
vitro i in vivo profila, Sto je nardito izrazeno kod tzv. ,anksioselektivnih anksiddf i
-prokognitivnih lekova“, pa je za bihejvioralni sking novih supstanci potrebno
ukljuciti Sto veti broj testova, modela, eksperimentalnih uslovevetinjskih vrsta, kako

bi se postiglo bolje slaganje rezultata iz preikkih i klini¢kih 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 rastvar& (SOL) ili diazepam (DZP) u
dozama za koje se pokazalo da o$igu uéenje u MVL (1,5; 2 i 5 mg/kg).

SOL DzP 1,5 DZP 2 DZP 5

a) V dan treninga

()

|

@
&7

b) test pozivanja memorije

oy
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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 rastvar&(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
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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 rastvar&(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

N7/
ZN\
a7
Y
B

@S
\S

I/
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a0
b2

b) test pozivanja memorije

9%
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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 rastvar&(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

£ 7R (25
== INDIS )

BN (AN (I
& Y\

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 Zivotinju iz grupa koje su primale rastvara¢ (SOL) ili DMCM (0,2; 0,5i 1
mgQ).

SOL DMCM 0,2 DMCM 0,5 DMCM 1

a) V dan treninga
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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 rastvar&(SOL), 1,5 mg/kg diazepama
(DZP 1,5) i kombinaciju 1,5 mg/kg diazepama i 5 ill5 mg/kg RCCt-a ( DZP 2 +
RCCt5i 15).

SOL DZP 1,5 DZP 1,5+ BCCt5 DZP 15B8CCt 15

a) V dan treninga
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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 rastvar& (SOL), 2 mg/kg diazepama

(DZP 2) i 2 mg/kg diazepama + 15 mg/kg BCCt-a.

DZP 2 b2 + RCCt 15

SOL

a) V dan treninga

N

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 Zivotinju iz grupa koje su primale rastvara¢ (SOL) ili zolpidem (0,5, 1i 2
mg/kg).

SOL ZOL 0,5 Z0L 1 ZOL 2

a) V dan treninga
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PRILOG 9. Primeri putanja iz a) ¢etiri plivanja poslednjeg dana treninga i b) testa
pozivanja memorije, za po jednu Zzivotinju iz grupakoje su primale rastvarat
(SOL) ili JY-HXe-053 (5, 20 ili 40 mg/kg).

SOL JY-HXe-053 5 JY-HXe-053 20 JMXe-053 40

a) V dan treninga

7SN
S

&>\ (L)
N @ S

b) test pozivanja memorije
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PRILOG 10. Primeri putanja za a) ¢etiri plivanja poslednjeg dana treninga i b)
tokom testa pozivanja memorije, za grupe koje su pmale rastvara¢ (SOL), SH-
053-S-CH3-2'F, SH-053-2'N ili SH-053-S-CH3-2'F, uazama od 30 mg/kg.

SOL SH-053-S-CH3-2'F 30 SH-053-R352'F 30 SH-053-2'N 30

a) V dan treninga

Animal 24 (Testées) b 11 _
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PRILOG 11. Primeri putanja tokom a) V dana treninga i b) testa pozivanja
memorije za po jednu Zivotinju iz grupa koje su primale rastvarat (SOL),
diazepam (DZP 1,5) i kombinaciju diazepam + XLi0930 ili XLI093 20 mg/kg.

SOL DzP 1,5 DZP 1,5 + XLI0O93 10 DZP 1,5 + XLI0920

O,

a) V dan treninga
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b) test pozivanja memorije
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PRILOG 12. Primeri putanja iz a) V dana treninga i b) testa pozivanja memorije

za po jednu Zivotinju iz grupa koje su primale rasvara¢ (SOL), diazepam 2 mg/kg

(DZP 2) i kombinaciju 2 mg/kg diazepama + 20 mg/keLi093.

DZP+2XLi093 20

DzpP 2

SOL

a) V dan treninga

Ns&/

b) test pozivanja memorije
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PRILOG 13. Primer putanja iz a) Il bloka treninga i b) testa pozivanja memorije
za po jednog pacova iz grupa koje su primale rastva¢ (SOL) i XLI356 (5, 201 40
mg/kg).

SOL XLi356 5 XLi356 10 ¥356 20

a) Il blok treninga
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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 rastvaé¢ (SOL) ili PWz029 (5, 10 ili
15 mg/kg).

SOL PWZ029 5 PWZz029 10 PWZz02% 1

a) V dan treninga
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PRILOG 15. Primeri putanja iz ) lll bloka treninga i b) testa pozivanja memorije
za po jednu Zivotinju iz grupa koje su primale rasvara¢ (SOL) ili PWz029 (5, 15
ili 30 mg/kQ).

SOL PWZz029 5 PWZz029 15 PWZ0239

a) Il blok treninga

=
Y
W
N
V)
N

b) test pozivanja memorije

T . .
] = ﬂ: e ent : 2 ==
g ¥
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTnucanu-a Mapuwja Munuh

Opoj nHgekca _ 28/07

U3jaBrbyjem
Aa je AOKTopCKa AncepTauumja nog Hacrnosom

YTuuaj cynctaHuM CenekTUBHWX 3a nojeavHe noartunose OeH3o4MasenuHckor mecrta
BeavBawa [ABAx peuentopa Ha noHawarwe nauosa y MopucoBom BoAEHOM

NaBUPUHTY

e pPEe3ynTaT CoONCTBEHOr NCTpaXxnasa4kor pana,

e [a npeanoxeHa auceprauuja y LenvHu Hu y genosuma Huje Buna npeanoxeHa
3a pobujare O6vno koje Aunnome npema CTYAWCKUM nporpaMmuma apyrux
BWCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [a HWCaM Kpwwvo/na ayTopcka npaea WU KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYrvx nuua.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, ___09.09.2013.

Mhopp Nosnds



Mpunor 2.

U3jaBa 0 NCTOBETHOCTU WITAMMNAaHe U eNIEKTPOHCKEe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Vme u npesnme ayTopa Mapuja Munuh

Bpoj uHaekca 28/07

Cryaujckn nporpam . Papmakonoruja

Hacnoe papa YTuuaj CcyncraHuuv CenexkTUBHUX 3a nojeavHe nNoATunose
BeH3oamnasenuHekor mecta Be3vBawa [ABA. pelenTtopa Ha noHawakwe nauosa y
MopucoBom BOAEHOM NaBUPUHTY

MeHTop __npod. ap Mupocnas Casuh

NoTtnucanun/a _Mapuja Munuh

W3jasrbyjem fa je wrtamnaHa Bep3unja MOr 4OKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3vju Kojy cam npefao/na 3a objaBrbuMBake Ha noprtany [ururanHor
peno3sutopujyma YHusep3surteta y beorpanay.

[o3sorbaBam fa ce objase MOjU NUYHU nojauwn Besanun 3a fobujare akagemckor
3Bakba [OKTOpa Hayka, Kao WTO Cy UMe W npes3ume, roauHa n mecto pofewa n gartym
oanbpaHe paaa.

OBM nn4yHM nojaun mory ce 00jaBuTV Ha MpPEexXHWM CcTpaHuuama aurutande
BrnbnuoTeke, y ENEeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauujama YHusepauteta y Beorpaay.

MoTtnuc gokTopaHaa

\/‘k A \NA«WV\QT
)

Y Beorpagy, __09.09.2013.




Mpwnor 3.

U3sjasa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky bubnuoteky ,CseTtosap Mapkosuh® aa y [durutantu
peno3uTopujym YHusepsuteta y beorpagy yHece mojy OOKTOPCKY AucepTtauunjy nog
Hacrnosom:

YTruaj cyncTaHUM CenekTUBHWUX 3a nojegvHe noarvnose OeH3o4unasenuHCcKor MmecTta
BeanBawa [ABA, peuentopa Ha noHawawe nauosa y MopncoBoM BOAEHOM

NaBUPUHTY

Koja je moje ayTopcko Aeno.

[vcepTauujy ca cBUM Npunosuma npegao/na cam y enekTpoHckoM opmMaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBMpak-e.

Mojy AOKTOPCKY AvcepTaunjy noxparweHy y QurutanHu penosutopujym YHusepsvTeTa
y beorpagy mory ga kopucte CBu Koju nowTyjy ogpeabe cappxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeqHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuvo/na.

1. AyTopcTBO
@ AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUWjanHOo
3. AyTopcTBO — HEkomepuwmjanHo — 6e3 npepa.de
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AeNUTU NoA UCTUM yCroBuMa
5. Aytopcteo — ©e3 npepaae
6. AyTopcTBO — AEenuTu noj UCTum ycrnosmma

(Monumo fAa 3aoKkpyxuTe camo jeAHy OA4 LWecT NoHyReHux nuueHuwn, KkpaTak onuc
nuueHuw gar je Ha nonefuHun nucta).

MoTnuc goktopaHaa

Mg Mt

Y Bbeorpagy, __09.09.2013.




