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Uticaj modulacije GABAA receptora Kkoji sadrZe os podjedinicu na poremecaje

ponasanja pacova izazvane primenom dizocilpina, skopolamina i amfetamina

REZIME

Poslednjih godina intenzivirana su istrazivanja Ciji je cilj razvoj adekvatnih terapijskih
opcija za kognitivne deficite koji se javljaju u shizofreniji, ali i drugim poremecajima koje
prati kognitivno propadanje. Posebno su vazni napori da se poveca translaciona validnost
animalnih testova i modela, medu kojima veliki znacaj imaju testovi vizuelnog ucenja i
pamcenja (test prepoznavanja novog objekta, Morrisov vodeni lavirint) i socijalne kognicije
(procedura socijalnog prepoznavanja). Imajué¢i u vidu ulogu GABA-ergickog sistema u
procesima ucenja i paméenja, modulacija GABAAa receptora je predlozena kao potencijalno
koristan pristup kod poremecéaja povezanih sa smanjenjem kognitivnih sposobnosti.
Promene utvrdene post mortem na mozgovima pacijenata sa shizofrenijom upucuju na
promene u GABA-ergickom sistemu, ne samo u nivou GADg; i parvalbumin pozitivnih
neurona, ve¢ i u nivou as subjedinice GABAAa receptora. Kao potencijalno nova terapijska
opcija u leCenju kognitivnih deficita predloZena je modulacija as GABAA receptora, shodno
njihovoj specifi¢noj lokalizaciji i afirmativnim rezultatima dobijenim na zivotinjama kod
kojih postoji potpun ili delimi¢an gubitak ovih receptora. Studije sprovedene sa vise
inverznih agonista BDZ mesta vezivanja as GABAAa receptora pokazale su odredeni
prokognitivni potencijal ovih liganada u pretklinickim istrazivanjima. I pored odredenih
iskustava u ispitivanjima na ljudima, u klini¢koj praksi nema nootropnih lekova koji su
inverzni agonisti BDZ mesta vezivanja as GABAAa receptora, delom zbog neadekvatne

podnosljivosti.

Aktuelna su postala ispitivanja uloge kako negativne, tako i pozitivne modulacije as
GABAA receptora u poboljsanju kognitivnih deficita. U nasem istrazivanju kori$¢eni su
inverzni agonist PWZ-029 i pet agonista (MP-111-022, MP-111-004, SH-053-2’F-R-CH3,
SH-1-75 i SH-1-047) BDZ mesta vezivanja na as GABAA receptoru. Nasi rezultati pokazuju
da negativni modulator as GABAA receptora PWZ-029 u animalnim modelima relevantnim
za oSte¢enja videna u shizofreniji ispoljava preventivno dejstvo na razvoj pojedinih
promena. KoriS¢eni su dobro validirani pretklinicki modeli: hipofunkcija NMDA receptora

izazvana primenom MK-801, hiperdopaminergicko stanje izazvano amfetaminom, kao i



promene indukovane antagonistom muskarinskih receptora skopolaminom. U testovima
kojima se procenjuju kognitivne sposobnosti pacova, PWZ-029 je ostvario znacajne
prevenirajuce efekte na deficite izazvane delovanjem MK-801 i skopolamina. Potpuna
reverzija oStecenja zapazena je za deficit izazvan primenom MK-801 i skopolamina u testu
prepoznavanja novog objekta (deklarativna memorija), a parcijalna u Morisovom vodenom
lavirintu (prostorna memorija) u modelu hipofunkcije NMDA receptora. Na smanjenje
socijalnog prepoznavanja indukovano primenom MK-801, koje se povezuje sa negativnim
simptomima videnim u shizofreniji, PWZ-029 nije uticao. Modulacijom as GABAa
receptora nije mogla da se prevenira hiperaktivnost, povezana sa pozitivhim simptomima u
shizofreniji, a indukovana primenom amfetamina, MK-801 i skopolamina. Antipsihotik
haloperidol je izvrSio reverziju amfetaminom indukovane promene ponasanja, ali u jasno
sedativnoj dozi, dok je diazepam u vis§im dozama, pri kojima ispoljava sedativni potencijal,

uspeo da delimi¢no smanji MK-801-izazvanu hiperlokomociju.

Pokazano je da svi ispitivani ligandi prolaze krvno-mozdanu barijeru i da su nakon i.p.
primene koncentracije jednog liganada u moZdanom tkivu i plazmi komparabilne.
Povezivenjem podataka o procenjenim slobodnim koncentracijama u mozgu nakon
razli¢itih doza negativnog i pozitivnih modulatora GABA A receptora sa elektrofizioloSkom
efikasnoSc¢u pokazana je selektivnost delovanja preko as GABAA, receptora. Inverzni agonist
BDZ mesta vezivanja GABAA, receptora je u svim ispitivanim dozama ostvario selektivan
efekat na as GABAA receptore, s time da je u kognitivnim testovima sa farmakoloski
indukovanim promenama ponasanja dobijen odnos doze PWZ-029 i efekta u obliku

obrnutog slova ,,J*“ il1 ,,U*.

Nasi rezultati potkrepljuju ulogu koju as GABAA receptori imaju u kognitivnim procesima,
posebno imajuéi u vidu da noviji podaci iz literature pokazuju moguénost preventivnog
efekta modulacije ovih receptora u kognitivnim deficitima povezanim sa shizofrenijom i
Daunovim sindromom. Dodatno, sve je viSe istrazivanja koja ukazuju na zna¢aj modulacije
as GABAA receptora u drugim, ne-kognitivnim domenima disfunkcije, u stanjima kao $to su
Alzheimerova bolest, autizam ili depresija. Prikazani podaci ukazuju na nove supstance ¢iji
in vitro i in vivo profili odgovaraju potrebama daljih istrazivanja uloge i klinicke

primenljivosti selektivne modulacije aktivnosti as GABAA receptora.
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The influence of modulation of as subunit-containing GABAa receptors on the

behavioral deficits induced by dizocilpine, scopolamine and amphetamine in rats

ABSTRACT

In recent years, intensive efforts have been made to develop adequate therapies for
cognitive deficits associated with schizophrenia and other disorders marked by cognitive
deterioration. Of especial importance are activities aimed to further enhance translational
value of animal models and tests, most notably those assessing visual learning and memory
(novel object recognition test, Morris water maze) and social cognition (social novelty
discrimination). Having in mind the involvement of GABAergic system in processes of
learning and memory, the modulation of GABAA receptors has been suggested as a
potentially useful pharmacologic approach to the treatment of disorders with decreased
cognitive abilities. The post mortem changes seen in schizophrenic patients’ brains pointed
to differences in GABAergic system, not only in level of GADg; and parvalbumin positive
neurons, but also in the degree of as subunit of GABAA receptors. Modulation of os
GABAA receptors has been proposed as a potentially novel therapeutic option in treating
cognitive deficits, which corresponds well with the specific localization of as GABAAa
receptors and affirmative results from animals with partial or full depletion of these
receptors. Moreover, studies with inverse agonists of as GABAA receptors have revealed
their procognitive potential in preclinical settings. Although there exist some data in
humans, no nootropic drugs acting as inverse agonists at as GABAA receptors have been

approved so far, in part due to their inadequate tolerability.

The examinations of the role of both, negative and positive modulation of as GABAA
receptors in amelioration of cognitive deficits are in progress. In the present study, we used
one inverse agonist, PWZ-029 and five agonists (MP-111-022, MP-111-004, SH-053-2’F-R-
CH3, SH-I-75 and SH-1-047) of the benzodiazepine (BDZ) binding site at as GABAAa
receptors. Our results demonstrated that the negative modulator of as GABAA receptors,
PWZ-029, exerts protective effects on development of distinct changes in animal models
relevant to deficits seen in schizophrenia. The highly validated preclinical models:
hypofunction of NMDA receptors induced by MK-801, amphetamine-induced

hyperdopaminergic state as well as changes induced by muscarinic receptors antagonist,



scopolamine, have been used. In tests that assessed cognitive ability of rats, PWZ-029
achieved a significant beneficial effect on deficits induced by MK-801 and scopolamine. A
complete reversion of MK-801 and scopolamine-induced deficits has been noted in novel
object recognition test (declarative memory), whereas in the model of NMDA receptor
hypofunction in Morris water maze (spatial memory) only a partial effect took place. The
social recognition disruption induced by MK-801, which mimics negative symptomatology
in schizophrenia, was unpreventable with PWZ-029. Moreover, the modulation of os
GABAA receptors was unable to reduce hyperactivity, associated with positive symptoms in
schizophrenia, induced by amphetamine, MK-801 or scopolamine. A higher, clearly
sedative dose of the antipsychotic haloperidol did prevent the induced behavioral deficits,
while higher doses of diazepam, despite its sedative effect, had only a partial beneficial
effect on MK-801-induced hyperlocomotion.

We showed that all the tested modulators cross blood-brain barrier and that the
concentrations of a ligand in plasma and brain were comparable after i.p. application.
Assessment of selectivity for as GABAA receptors could be achieved by connecting the
estimated free concentrations in brain after different doses of negative and positive
modulators of GABAA receptors with electrophysiological responses. The inverse agonist of
the BDZ site of GABAA receptors exhibited a selective effect on o5 GABAA receptors in all
tested doses, with inverted “J” or “U” shape of dose-effects curves in pharmacologically

induced cognitive deficits.

Our results further support the role of as GABAA receptors in cognitive processes,
especially knowing that recent literature data demonstrate the possibility of a preventive
effect of modulation of these receptors in cognitive deficits associated with schizophrenia
and Down syndrome. Moreover, there is an increasing number of studies like ours,
indicating the importance of as GABAA receptor modulation in different, non-cognitive,
conditions such as Alzheimer's disease, depression or autism. The present data point at
novel compounds with in vitro and in vivo profiles appropriate for further investigations of

the role and clinical applicability of selective modulation of as GABAA, receptors.
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LISTA SKRACENICA:

AMPH — amfetamin

BDZ — benzodiazepini

BDZ mesto vezivanja — benzodiazepinsko mesto vezivanja
CNS — centralni nervni sistem

CNTRICS - eng. Cognitive Neurocsience Treatment Research to Improve Cognition in
Schizophrenia

DAT — dopaminski transporter

EPSP — ekscitatorni postsinapticki potencijal

FDA —eng. US Food and Drug Administration

GABA — y-aminobuterna kiselina

GABAA — tip A receptora za y-amino buternu kiselinu
GADg; — glutamat dekarboksilaza

I.p. — intraperitonealno

IPSP — inhibitorni postsinaptic¢ki potencijal

LTD — eng. long-term depression

LTP — eng. long-term potentiation

MAM — metilazoksimetanol acetat

MATRICS - eng. Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in
Schizophrenia

NMDA — N-metil-D-aspartat receptora

NORT — eng. Novel Object Recognition Test

SCOP — skopolamin

TURNS - eng. Treatment Units for Research on Neurocognition and Schizophrenia



1 UVOD

Najznacajniji inhibitorni neurotransmiter u centralnom nervnom sistemu (CNS), 7v-
aminobuterna kiselina (GABA), deluje preko jonotropnih i metabotropnih receptora. U
okviru jonotropnih GABAA receptora, preko kojih GABA ostvaruje veéinu efekata, nalaze
se brojna modulatorna mesta, od kojih je benzodiazepinsko (BDZ) mesto vezivanja vazno
ciljno mesto dejstva lekova. U lekove koji modulisu GABA-ergicki sistem spadaju
benzodiazepini, benzodiazepinima sli¢ni lekovi, kao $to su tzv. Z-hipnotici (zolpidem,
zopiklon, zaleplon), 1 barbiturati. Svi ovi lekovi mogu da ostvare anksioliti¢ki,
antikonvulzivni, hipnoticki, sedativni 1 miorelaksantni efekat i imaju primenu u terapiji
brojnih psihijatrijskih i neuroloskih oboljenja (Mohler, 2015). Napredak u tehnikama
molekularne biologije u prethodnih 25 godina omogucio je da se identifikuju razlicite
podjedinice GABAA receptora. Tako je otkriveno da je GABAA receptor heteropentamer u
¢iji sastav moze da ude 19 podjedinica, koje se svrstavaju u nekoliko familija (o-6, P1-3, V1-3,
d, & m 0 1 pi3; Sieghart, 2006). U neuronima adultnog mozga, vezivanje GABA-e za
GABAA receptore povecava influks negativno naelektrisanih hloridnih jona, $to stvara
inhibitorni postsinapticki potencijal (IPSP). lako bi se mogle ocekivati izuzetno raznovrsne
kombinacije podjedinica u sastavu heteropentamernog receptora, najéesce se srece receptor
sastavljen od dve a, dve B 1 jedne y podjedinice, koji moZe biti sinapticki ili ekstrasinapticki
lokalizovan (Olsen i Sieghart, 2009; Rudolph 1 Knoflach, 2011). Uz pomo¢ antitela
specifi¢nih za pojedine podjedinice ispitivana je zastupljenost pojedinih podtipova GABAA
receptora i pokazano je da su najrasprostranjeniji receptori koji sadrze a1f2y. podjedinice,
dok se 02PBny2, 03Pny2, 0uPny2, 0sPny2, dsPyn2, 0uPnd 1 asPrd kombinacije podjedinica rede
nalaze u CNS-u (Sieghart i Sperk, 2002). Uporedo sa razvojem tehnika za otkrivanje
strukture GABAA receptora, razvijani su i eksperimentalni pristupi kako bi se otkrila
fizioloska uloga razli¢itih podjedinica i1 sintetisana su jedinjenja selektivna za pojedine
podtipove receptora. Takvi ligandi bi delovanjem isklju¢ivo na GABAAa receptore sa
odredenim podtipom a podjedinice mogli da ispolje specifi¢ne terapijske efekte (na primer
anksioliticki efekat bez sedativnog). Kombinovanje razli¢itih pristupa dovelo je do
eksperimentalnih nalaza da bi ligandi selektivni za pojedine a podjedinice GABAA
receptora mogli da dobiju nove terapijske indikacije (autizam, shizofrenija, Alzheimerova

bolest, mozdani udar, neuropatski bol).



1.1 Uloga GABA, receptora sa razli¢itim a podjedinicama

Od velikog broja podtipova GABAA receptora, samo oni koji sadrze oy, op, ag, ili os
podjedinicu u kombinaciji sa B iy, podjedinicom jesu senzitivni na BDZ (Olsen i Sieghart,
2008). Uoceno je da tackasta mutacija (promena aminokiseline histidin u arginin, Slika 1a)
dovodi do stvaranja receptora sa a1, oy, o3 ili as podjedinicama neosetljivim za vezivanje
diazepama, dok je efekat fizioloskog neurotransmitera (GABA-e) ocuvan kako na
sinaptickim, tako i na ekstrasinaptickim receptorima (Slika 1b) (Rudolph i sar., 1999;
McKernan i sar, 2000).
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Slika 1. Mesta vezivanja GABA-e i BDZ mesto vezivanja na GABA, receptoru (a). Efekti
otvaranja GABA, receptora na postsinaptickoj membrani: poveéanje provodljivosti
postsinapticke membrane i promena u potencijalu membrane zahvaljujuéi kretanju hloridnih
jona (hiperpolarizujuéa inhibicija). Sinapticki receptori detektuju mM koncentracije GABA-e
i posreduju brzi IPSP, dok ekstrasinaptic¢ki receptori detektuju nM Kkoncentracije GABA-¢ i

bitni su za spori IPSP (toni¢na inhibicija) (b). Preuzeto i prilagodeno iz Rudolph i Knoflach,
2011.

Ligandi koji deluju preko BDZ mesta vezivanja GABAA receptora mogu biti pozitivni,
neutralni ili negativni modulatori GABA-ergicke transmisije, odnosno agonisti, antagonisti
ili inverzni agonisti BDZ mesta. Medu pozitivnim i negativnim modulatorima postoji grupa
supstanci koje ne mogu da dovedu do maksimalnog odgovora, pa se stoga nazivaju
parcijalnim agonistima ili parcijalnim inverznim agonistima (Slika 2; Rudolph i Knoflach,
2011). Na Slici 2a prikazani su odgovori liganada — pozitivnih modulatora koji imaju
razli¢it afinitet za receptore sa istom efikasnos$¢u, dok je na Slici 2b prikazan odgovor (%
modulacije GABA-e) pozitivnih modulatora sa istim afinitetom za receptore ali sa razli¢itim

efikasnostima (parcijalni odgovor). Crvenom je oznacen maksimalni odgovor (efikasnost) i



najvedi afinitet za dati receptor. Sli¢no je prikazano i na Slikama 2¢ 1 2d, s tim §to se radi o

odgovoru inverznih agonista.
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Slika 2. Pozitivni modulatori (agonisti) razli¢itog afiniteta (pomeranje krive koncentracija-
odgovor) (a); agonisti selektivni po efikasnosti imaju isti afinitet za dati receptor (nema
pomeranja krive duz apscise) (b); negativni alosterni modulatori (inverzni agonisti) razlicitog
afiniteta (pomeranje krive koncentracija-odgovor) (c); inverzni agonisti selektivni po
efikasnosti imaju isti afinitet za dati receptor (nema pomeranja krive duZ apscise) (d);
Maksimalni efekat na jednom receptoru (crvene krive) ne moZe se posti¢i kada je efikasnost
manja — parcijalni agonisti i parcijalni inverzni agonisti (b i d). Preuzeto i prilagodeno iz
Rudolph i Knoflach, 2011.

Farmakoloska ispitivanja koja podrazumevaju upotrebu selektivnih liganada, kao i studije
sa genetski modifikovanim miSevima, pokazali su da je prisustvo odredene a podjedinice
povezano sa pojedinim efektima potencijacije GABA-ergi¢ke neurotransmisije, koji se
ispoljavaju kroz razli¢ite promene ponasanja (Kralic i sar., 2002; Dias i sar., 2005; Atack,
2008; 2011a; Savi¢ i sar, 2010; Joksimovi¢ i sar., 2013a; 2013b). U Tabeli 1 je data
lokalizacija svih Sest o podjedinica koje ulaze u sastav GABAa receptora, kao 1 efekti koji

se ispoljavaju preko Cetiri podtipa BDZ mesta vezivanja (Rudolph i Moéhler, 2014).
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podjedinicama. Preuzeto i prilagodeno iz Rudolph i Méhler, 2014.
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1.1.1 Uloga as GABAA receptora

Na osnovu ¢injenice da postoji visoka zastupljenost as GABAAa receptora u hipokampusu
(Slika 3a) i da je dobro poznata uloga hipokampusa u ucenju i pamcenju, modulacija ove
populacije GABAA receptora je interesantna sa aspekta istrazivanja njihove uloge u
kognitivnim procesima. Poznato je da u velikoj meri GABA-ergicki interneuroni regulisu
aktivnost ekscitatornih piramidalnih ¢elija u hipokampusu, koje su odgovorne za prostorno
ucenje i druge tipove memorijskih procesa. Dodatno je pokazano da je lokalizacija razli¢ih
a podjedinica GABAA receptora zasluzna za razlike koje postoje u efektima potenciranja
inhibitornih GABAA receptora na aktivnost ekscitatornih piramidalnih ¢elija. Iako je
distribucija GABAA receptora u CNS-u generalno specifi¢na, posebno se moze uociti i
istrazivati na piramidalnim neuronima hipokampusa. Dok se a; i o, podjedinice nalaze
pretezno u okviru sinapse koju formiraju razli€iti tipovi interneurona sa piramidalnom
¢elijom (Nyiri i sar., 2001), as GABAA receptori su lokalizovani pre svega ekstrasinapticki
(Fritschy i sar., 1998; Brunig i sar., 2002). Smatra se da ekstrasinapticke os GABAA
receptore aktivira ,,curenje* GABA-e iz bliskih sinapsi 1 da se tom aktivacijom postize
toni¢na inhibicija piramidalnog neurona (Caraiscos i sar., 2004). Karakteristicno je i da se
asPy2 GABAA receptori nalaze pretezno na bazi dendritskih spina (,,trni¢a*) piramidalnih
¢elija (Slika 3b) u CA; i CA; regionu hipokampusa, kao i u V sloju kortikalnih neurona
(Brickley i Mody, 2012), te su na taj na¢in as GABAA receptori strateski pozicionirani da
moduliSu ekscitatornu glutamatergi¢ku transmisiju koja svoje efekte ostvaruje preko N-

metil-D-aspartat (NMDA) receptora.

Shodno specifi¢noj lokalizaciji, u regulaciji ucenja i pamcenja se poseban znacaj pridaje os
podjedinici GABAA receptora (Brickley i Mody, 2012). Eksperimenti sa zivotinjama kod
kojih postoji potpun ili delimi¢an gubitak as GABAAa receptora jasno upucuju na
poboljsanje kognitivnih sposobnosti Zivotinja sa nedostatkom as GABAA receptora. Gubitak
as GABAA receptora (os-/-) dovodi do poboljSanja u testovima prostorne memorije
(Morisov vodeni lavirint), ali i do smanjenja amplitude IPSP-a na hipokampalnim
presecima, 1 posledicno do olakSanog formiranja ekscitatornog postsinaptickog potencijala
(EPSP), cime je otkriveno da os GABAAa receptori imaju kljuénu ulogu u kognitivnim
procesima upravo kontrolisanjem komponente sinapticke transmisije u CAj; regionu

hipokampusa (Collinson i sar., 2002; Chambers i sar., 2004; Sternfeld i sar., 2004).



Pokazano je i da gubitak as GABAA receptora dovodi do smanjenja amnestickog, ali ne i
sedativno-hipnoti¢kog potencijala opSteg anestetika etomidata (Cheng i sar., 2006).
Eksperimenti na miSevima sa parcijalnim deficitom os GABAAa receptora u hipokampusu
pokazuju da ovakve zivotinje efikasnije izvode testove koji su zavisni od funkcije
hipokampusa, poput testa uslovljenosti strahom, dok ne ispoljavaju prokognitivne efekte u
testovima koji su hipokampus-nezavisni, poput “odloZzenog kondicioniranja“ (Crestani i
sar., 2002; Yee i sar., 2004). Ipak, parcijalno ili potpuno izostajanje as GABAA receptora
moze imati 1 efekte minimalnog osteenja memorije u testu prepoznavanja lokacije novog
objekta (Prut i sar., 2010), dok miSevi sa parcijalnim deficitom as GABAAa receptora
ispoljavaju blago oStecenje prepulsne inhibicije u akusticnom refleksu prenerazenja,
upucujuéi na abnormalnosti u senzorno-motornim procesima (Hauser i sar., 2005). Rezultati
ovakvih eksperimenata su direktno upucivali na vezu izmedu as GABAa receptora i
memorijskih procesa, te se na njima temeljio razvoj liganada selektivnih za os GABAA

receptore, koji su ispitivani pre svega u kognitivnim testovima.

a Lokalizacija ois GABAR receptora b Dendriti piramidalnih éelija

Glutamat

Slika 3. Distribucija as GABA, receptora (a) i subcelularna lokalizacija na dendritima (b).
Preuzeto i prilagodeno iz Rudolph i Méhler, 2014.

Sa druge strane, novija istrazivanja dokazuju znatno prisustvo as GABAAa receptora u
sinapsi (Brady i Jacob, 2015), sto Cini efekte koji se ostvaruju preko ovih receptora jos$
znacajnijim. Interesantna je 1 ¢injenica da se u razvoju nervnog sistema deSava pomeranje os

podjedinice  GABAA receptora u hipokampusu iz sinapse na telu neurona ka



ekstrasinaptickim pozicijama lociranim na dendritima. Ovaj neurorazvojni obrazac je slican
shemi promene Na'—K'-2CI" sistema, pa samim tim vrlo lako moZe da korelira sa
aktivno$¢u GABA-ergickog sistema Kkoji od ekscitatornog preuzima inhibitornu ulogu
(Ramos i sar., 2004). Dodatno je pokazano da u neonatalnom dobu u neokorteksu
dominantno postoje a3 i as podjedinice GABAA receptora, i da sa starenjem njihov broj
opada, dok je u hipokampusu u ranom postnatalnom periodu ekspresija ap, o5 1 Y2
podjedinice povecéana, S time da se taj nivo ekspresije zadrzava pri razvoju (Yu i sar., 2006;
Datta i sar., 2014). Stoga je poslednjih godina ispitivanje uloge upravo os GABAA, receptora
dobilo poseban znacaj kod neurorazvojnih bolesti, kao znacajne grupe psihijatrijskih

poremecaja koju karakteriSu skromne terapijske mogucnosti.

1.2 Zivotinjski modeli zasnovani na farmakolo$ki indukovanim
promenama

Da bi se animalni model smatrao dobrim pozeljno je da zadovolji kriterijume validnosti
slicnosti  (homologija sa simptomatologijom u oboljenju), konstrukcijske validnosti
(neurobioloska sli¢nost sa oboljenjem i slicna patofiziologija) i predikcione validnosti
(model pokazuje odgovaraju¢i farmakoloski odgovor ili izostanak odgovora, kako bi se
mogao Koristiti prilikom ispitivanja potencijalnih lekova). lako je samo za shizofreniju
razvijeno vise od 20 razli¢itih zivotinjskih modela, svi se mogu svrstati u jednu od cetiri
kategorije: neurorazvojni, farmakoloski indukovani, lezijski indukovani i modeli zasnovani

na genetskoj manipulaciji (Jones i sar., 2011).

Dok postoje brojni animalni modeli za izu¢avanje poremecaja vezanih za pojedine aspekte
ponasanja, nije razvijen model koji bi mogao da imitira sve simptome koji postoje u nekom
neuropsihijatrijskom oboljenju. Ipak, modeli zasnovani na farmakoloskim manipulacijama
za izazivanje ili egzacerbaciju simptoma videnih kod ljudi pokazuju znatnu konstrukcijsku
validnost (Weiner i Arad, 2009). Ovo ukljucuje primenu amfetamina (AMPH), koji
oslobada dopamin iz vezikula i na taj nacin izaziva pozitivne (psihoti¢ne) simptome
shizofrenije; dizocilpina (MK-801, antagonist NMDA receptora), koji izaziva Citav spektar
simptoma videnih u shizofreniji, i skopolamina (SCOP, antagonist muskarinskih receptora

za acetilholin) koji izaziva smanjenje kognitivnih funkcija i psihoti¢éne simptome. Dok se u



ovakvim modelima mogu primetiti 1 pratiti neke, ali ne sve, promene u ponaSanju
(kontinuirano eksplorativno ponaSanje, stereotipni pokreti, agresija, hiperaktivnost,
socijalno  povlacenje, smanjenje kognitivnih  sposobnosti), pored bihejvioralne
karakterizacije modela Cesto je potrebna i molekularna potvrda videnih promena. Danas
postoji sve veca potreba za opseznom validacijom animalnog modela koji bi mogao da sluzi
za istrazivanje prokognitivnih efekata potencijalnih lekova (van der Staay, 2011), ali i za
otkrivanje lekova koji bi bili efikasni u smanjenju kognitivnih promena koje su postale

zajednicka karakteristika mnogih psihijatrijskih oboljenja.

U tom smislu je Nacionalni institut za mentalno zdravlje u SAD, u saradnji sa FDA (eng.
US Food and Drug Administration) i sa akademskom zajednicom pokrenuo inicijative
MATRICS (eng. Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in
Schizophrenia), TURNS (eng. Treatment Units for Research on Neurocognition and
Schizophrenia) i CNTRICS (eng. Cognitive Neuroscience Treatment Research to Improve
Cognition in Schizophrenia). Cilj je bio da se razvije metodologija za ispitivanje kognicije,
ali 1 pronadu lekovi koji bi bili efikasniji u lecenju kognitivnih i negativnih simptoma. U
okviru MATRICS inicijative opisani su modeli i bihejvioralni testovi koji karakterisu jedan
od sedam kognitivnih domena: paznja, radna memorija, reSavanje problema, brzina ucenja,
vizuelno ucenje 1 pamcenje, verbalno ucenje i pamcenje i socijalna kognicija (Nuechterlein 1
sar., 2004). Young i saradnici (2009) detaljno prikazuju validnost pojedinih testova, od
kojih poseban znac¢aj imaju testovi vizuelnog uc¢enja i pamcenja (test prepoznavanja novog
objekta, Morrisov vodeni lavirint) i socijalna kognicija (procedura socijalnog

prepoznavanja).

Farmakoloski indukovano smanjenje kognicije u testu prepoznavanja novog objekta (eng.
novel object recognition test — NORT) ima zadovoljavajucu validnost (Young i sar., 2009).
Dokazi o ulozi koju holinergicka neurotransmisija ima u testu prepoznavanja novog objekta
upucuju na oste¢ujuéi uticaj skopolamina, ali ne i metilskopolamina (Sambeth i sar., 2007),
te je skopolaminom izazvano smanjenje ucenja koris¢eno u mnogim studijama (Dodart i
sar., 1997; Woolley i sar., 2003; de Bruin i sar., 2011). Pokazano je da akutna i hroni¢na
upotreba  psihotomimetika  (fenciklidin, MK-801) izaziva pouzdano smanjenje
diskriminacije, te je animalni model sa antagonistima NMDA receptora dosta upotrebljavan
i dobro validiran (Neill i sar., 2010; Meltzer i sar., 2013). Ispitivan je uticaj akutno

primenjenog MK-801 (0,1 i 0,2 mg/kg) na razli¢ite faze memorije u NORT-u — pre



familijarizacije (akvizicija), odmah nakon familijarizacije (konsolidacija) i neposredno pre
testiranja, i otkriveno je da je najizrazeniji uticaj na memoriju MK-801 imao kada je
primenjen pre familijarizacije kod miSeva (Nilsson i sar., 2007). Istrazivanja na pacovima
potvrdila su ostecujuc¢i efekat primene MK-801 pre i odmah nakon familijarizacije pri
kratkim (1 h) i dugim (24 h) retencionim intervalima (de Lima i sar., 2005). Ovakvi nalazi
upucuju na bitnu ulogu NMDA receptora u procesima formiranja memorije, praceno
smanjenjem kognitivnih sposobnosti glodara pri delovanju MK-801. Dodatno, validnosti
farmakoloski indukovanih promena u NORT-u doprinosi c¢injenica da antipsihotici
(klozapin, ali ne i haloperidol, antipsihotik prve generacije) poniStavaju promene nastale
akutnom primenom MK-801 (Karasawa i sar., 2008). U skorije vreme je ispitivan i uticaj
kombinovane primene mirtazapina i risperidona na MK-801 izazvano smanjenje ucenja u
NORT-u, gde je jasno pokazan pozitivan uticaj kombinovane terapije kod miseva, bez
efekta samih antipsihotika (Rogéz, 2013). Eksperimenti sa amfetaminom pokazuju dvojaki
uticaj; poboljSanje u testu prepoznavanja novog objekta na Fmrl knockout miSevima kod
kojih je postojalo smanjenje diskriminacije, ali i oSteCuju¢i efekat kod genetski
nepromenjenih Zzivotinja (Ventura i sar., 2004). Pri ponavljanoj primeni amfetamina
pokazan je izostanak efekta u poredenju sa kontrolnim zivotinjama (Belcher i sar., 2005).
Zbog nekonzistentnog uticaja amfetamina na ponaSanje u testu prepoznavanja NoOvog
objekta, u protokolu farmakoloski indukovanih promena amfetamin se mnogo manje koristi

od skololamina i antagonista NMDA receptora.

Vodeni lavirint je test sa velikom tradicijom primene, ¢ijoj validnosti doprinosi i ¢injenica
postojanja humanog analoga: virtuelni lavirint koji zahteva navigaciju kroz multimodalnu
sredinu 1 u kome se Cesto ispituju sposobnosti pacijenata obolelih od shizofrenije (Hanlon 1
sar., 2006; Kurtz i sar., 2007; Weniger i Irle, 2008; Folley i sar., 2010; Fajnerova i sar.,
2014). U vodenom lavirintu je nedvosmisleno pokazano da starije zivotinje sporije uce, kao
i da postoji jasna razlika u ué¢enju medu polovima (Blokland i sar., 2006), §to dobro korelira
sa nalazima iz virtuelnog vodenog lavirinta (Moffat i Resnick, 2002; Sneider i sar., 2015).
Dva neurotransmiterska sistema najuze povezivana sa prostornim snalazenjem u vodenom
lavirintu jesu glutamatergicki i holinergicki (D'Hooge 1 De Deyn, 2001). Lamberty 1 Gower
(1991) su jasno pokazali ostecuju¢i uticaj skopolamina, ali ne i metilskopolamina i
amfetamina u vodenom lavirintu; dok je hiperaktivnost videna sa skopolaminom i
amfetaminom, ucenje je bilo smanjeno samo pod dejstvom skopolamina. IstraZivanja sa

antagonistima NMDA receptora pokazala su konzistentno smanjenje ucenja u vodenom
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lavirintu (Ahlander i sar., 1999; Wass i sar., 2006). Antipsihotici su u ovom testu ispoljavali
razli¢ite efekte na prostorno ucenje i pamcenje (Skarsfeldt i sar., 1997; Hagan i Jones,
2005), a primenjeni u malim dozama vrsili su reverziju defekta izazvanog akutnom i
subhroni¢nom primenom antagonista NMDA receptora (Didriksen i sar., 2007; Beraki i

sar., 2008; Mutlu i sar., 2011).

Modeli socijalnog prepoznavanja kod pacova postali su popularni posebno zbog mogucnosti
otkrivanja novih neuronskih kola relevantnih za promene u socijalnim aspektima, videne
pre svega u autizmu (Moy i sar., 2004; Lim i sar., 2005). Kao i kod drugih memorijskih
testova, antagonisti NMDA receptora smanjuju mogucnost socijalnog prepoznavanja
(Hlinak i Krejci, 1994; Brigman i sar., 2009; Moy i sar., 2013); neonatalna primena
fenciklidina ¢ak dovodi do perzistentnog smanjenja socijalnog prepoznavanja kod odraslih
pacova (Harich i sar., 2007). Iako je istrazivanje uticaja antipsihotika na procese socijalne
memorije jo§ u razvoju, par studija otkrilo je moguéi pozitivni efekat amilsulprida 1
klozapina na deficite izazvane akutnom i neonatalnom primenom fenciklidina (Terranova i
sar.,, 2005). Pokazano je da modulacija holinergi¢kog sistema utiCe na socijalno
prepoznavanje kod glodara, pa je Cesta upotreba skopolamina za smanjenje sposobnosti
socijalnog prepoznavanja (Mitchell i sar., 2006; Riedel i sar., 2009). Na validnost ovog testa
uti¢e pre svega nemoguénost jasnog odvajanja prepoznavanja objekta od socijalne
komponente prepoznavanja, koja zavisi ne toliko od vizuelnog koliko od olfaktornog
sistema. Dodatno, u oboljenjima poput shizofrenije jasna razlika izmedu socijalnih i
kognitivnih deficita nije precizirana, s obzirom da neke studije pokazuju veliku korelaciju
izmedu socijalno-zavisne i ne-socijalne memorije kod pacijenata (Vauth i sar., 2004; Sergi i
sar., 2007).

Farmakoloska modulacija osolobadanja dopamina, kao i1 efekata glutamata 1 acetilholina
preko NMDA i muskarinskih receptora, predstavlja validiran i ¢esto koris¢en pristup u
ispitivanjima vezanim za shizofreniju. Modulacija as GABAA receptora je prepoznata kao
potencijalno mesto uticaja na ponasanje povezano sa shizofrenijom. Uporedno pracenje
ponasanja zivotinja u uslovima promena izazvanih primenom dizocilpina, amfetamina ili
skopolamina omogucuje da se utvrdi moguéi uticaj selektivne pozitivne ili negativne
modulacije as GABAA receptora na parametre koji se povezuju sa pozitivnim, negativnim i
kognitivnim elementima shizofrenije. Naime, iako se akcenat stavlja pre svega na testove i

parametre koji procenjuju kognitivne procese, pri odredenom doznom rezimu dizocilpin,
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skopolamin 1 amfetamin izazivaju i izrazenu hiperlokomociju 1 hiperaktivnost. S tim u vezi
optimalnim se smatra upravo onaj animalni model koji moze da razdvoji kognitivne od

nekognitivnih bihejvioralnih efekata.

1.2.1 Hipofunkcija NMDA receptora (MK-801) i GABA-ergi¢ki sistem u shizofreniji

Vazan neurotransmiter uklju¢en u memorijske procese je glutamat, koji delom deluje preko
NMDA receptora, koji su direktno povezani sa procesima formiranja memorije (Riedel i
sar.,, 2003). Dokumentovano je da ponavljana, visokofrekventna stimulacija NMDA
receptora indukuje procese dugotrajne potencijacije (eng. long term potentiation, LTP) na
iseCcima hipokampusa, $to je mehanizam koji se direktno povezuje sa sinaptiCkom
plasti¢no$¢u u toku procesa ucenja (Rezvani, 2006; Morris, 2013). MK-801 je selektivan,
nekompetitivan antagonist sa visokim afinitetom za NMDA receptore (Wong i sar., 1986).
Bihejvioralne promene nastale blokadom NMDA receptora dokazuju relevantnost ovakvog
modela za proucavanje kognitivnih deficita povezanih sa demencijom, Alzheimerovom
bolescu (Ellison, 1995; Newcomer i sar., 2000; Newcomer i Krystal, 2001) i shizofrenijom
(Csernansky, 2005). Pokazano je da promene indukovane upotrebom MK-801 mogu biti
antagonizovane klini¢ki efikasnim prokognitivnim lekovima, npr holinesteraznim
inhibitorima donepezilom i galantaminom (Csernansky, 2005). Model izazivanja
kognitivnog smanjenja upotrebom 0,1 mg/kg MK-801 validiran je kod muzjaka miSeva i
pacova kao pouzdan model za selektivno oStecenje memorije bez posledi¢nih nekognitivnih
nezeljenih efekata poput senzorno-motornih deficita, dok upotrebom vecih doza dolazi do
hiperaktivnosti Zivotinja i stereotipnog ponaSanja, pa ¢ak i do ataksije (van der Staay 1 sar.,
2011). Dodatno je okarakterisan animalni model indukovanja, primenom MK-801, promena

koje imitiraju pozitivne simptome videne u shizofreniji (Andiné i sar., 1999).

NMDA receptori uglavnom reguliSu okidanje kortikalnih GABA-ergickih interneurona,
tako da inhibicija NMDA receptora dovodi paradoksalno do aktivacije piramidalnih
neurona. Ovaj indirektan efekat dezinhibicije piramidalnih neurona konzistentan je sa
nalazom da inhibicija interneurona antagonistima NMDA receptora poc€inje i dostize plato
pre nego Sto inhibicija NMDA receptora poc¢ne na piramidalnim neuronima (Homayoun 1

Moghaddam, 2007). Dodatno, aktivnost kortikalnih interneurona je jako osetljiva na toni¢nu
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regulaciju posredstvom NMDA receptora, dok za bazalnu aktivnost piramidalnih neurona
nisu direktno odgovorni NMDA receptori. Smanjena funkcija NMDA receptora dovodi do
kortikalne ekscitacije i oStecuje kognitivne funkcije povezane sa prefrontalnim korteksom
(Homayoun i Moghaddam, 2007). U prefrontalnom korteksu postoje razliciti tipovi
interneurona koji se klasifikuju na osnovu morfologije, kao i ekspresije razlicitih kalcijum-
vezujucih proteina (Markram i sar., 2004). Interesantno je da interneuroni koji eksprimiraju
kalbindin- ili kalretinin-vezujucée proteine primarno inervisu distalne dendrite piramidalnog
neurona, dok su parvalbumin pozitivni interneuroni odgovorni za pravljenje sinapse na
inicijalnom segmentu aksonskog brezuljka i samim tim dominantno odgovorni za regulaciju
okidanja piramidalnog neurona. Funkcionalni deficit GABA-ergickih interneurona pokazan
je u shizofreniji (Lewis i sar., 2005), §to dodatno upucuje na utisak da antagonisti NMDA
receptora oslikavaju simptome videne u shizofreniji povezane sa deficitom GABA-ergickih
interneurona. Zato je i dobra validnost modela zasnovnog na akutnoj aplikaciji antagoniste
NMDA receptora (npr. fenciklidin, ketamin ili MK-801): validnost sli¢nosti se ogleda u
hiperlokomociji, stereotipiji, ali 1 kognitivnom smanjenju, konstrukcijska u gubitku
parvalbumin pozitivnih neurona i smanjenju glutamat dekarboksilaze (GADs7), a
potencijalnoj predikcionoj validnosti doprinosi dobra osetljivost na antipsihotike (de Lima i
sar., 2005; Rung i sar., 2005; Romon i sar., 2011; Adell i sar., 2012; Neill i sar., 2014).

Promene u GABA-ergickom sistemu u shizofreniji dugo su poznate i pokazuju smanjenje
koncentracije GABA-e u korteksu (Perry i sar., 1979). Novija istrazivanja potvrduju
promene u GABA-ergickoj transmisiji, ali 1 otkrivaju promene u ekspresiji pojedinih
podjedinica GABAA receptora u korteksu (Slika 4) (Beneyto i sar., 2010, Hoftman i sar.,
2015). Najznacajnija promena je svakako statisticki znacajno smanjenje ekspresije glutamat
dekarboksilaze (eng. glutamic acid decarboxylase, GADsgy) ali i smanjenje os podjedinice
GABA, receptora u dorzolateralnom prefrontalnom korteksu post mortem (Duncan i sar.,
2010).
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Slika 4. Shematski prikaz promena u pre- i postsinaptickim markerima GABA-ergicke
transmisije u dorzolateralnim delovima prefrontalnog korteksa kod pacijenata obolelih od
shizofrenije. PV Basket = parvalbumin pozitivne koSaraste celije, PV Chandelier =
parvalbumin pozitivne Sandelijer ¢elije, SST-Martinotti = somatostatin pozitivne Martinoti
¢elije, GAT 1 = transporter 1 za GABA-u, GADs; = glutamat dekarboksilaza (preuzeto i
prilagodeno iz Beneyto i sar., 2010)

Promene nisu isklju¢ivo prisutne u korteksu ve¢ se mogu videti i u regiji hipokampusa
(Slika 5), pri ¢emu je smanjenje parvalbumin-pozitivnih neurona izraZenije u hipokampusu
nego prefrontalnom korteksu (Tooney i Chahl, 2004; Lisman i sar., 2008). Dezinhibicija
piramidalnih ¢elija u hipokampusu usled primene antagonista NMDA receptora dovodi do
poveéanja u metabolickoj aktivnosti, Sto se danas proucava funkcionalnim imaging-om.
Gama oscilacije (30-100 Hz) koje oslikavaju sinhrono okidanje grupa piramidalnih ¢elija
redukovane su u shizofreniji, dok stepen ovog smanjenja korelira sa ozbiljno$¢u pre svega

negativnih simptoma (Lee i sar., 2003; Uhlhaas i Singer, 2010).
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Slika 5. Pojednostavljena shema povezanosti neurotransmiterskih sistema u shizofreniji kod
disfunkcije NMDA receptora. Petlje: hipokampus-ventralna tegmentalna regija (VTA) i
reciprofna veza izmedu piramidalnih neurona i brzookidajuéih (eng. fast-spiking, FS)
interneurona. Abnormalnosti u frekvenciji gama oscilacija se povezuju sa kognitivnim i
negativnim simptomima. Pokazan je i holinergicki efekat na brzookidajuée interneurone, Ach
= acetilholin, MS = medijalni septalni region (preuzeto i prilagodeno iz Lisman i sar., 2008).

Animalni model koji oslikava prethodno navedene promene u GABA-ergickoj transmisiji je
oSte¢enje izazvano primenom antagoniste NMDA receptora — MK-801 (Braun i sar., 2007).
Povezanost primene MK-801 i promene izazvane u lokalnom kolu GABA-ergickih

interneurona u hipokampusu, kao i prefrontalnom korteksu, prikazana je na Slici 6.
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Slika 6. Model lokalnog neuralnog kola dezinhibicije kao odgovora na MK-801. GABA-ergicki
neuron (IN) prima signal od piramidalnog (PC) neurona i tako aktiviran kontrolise
inhibicijom piramidalnu éeliju (A). U prisustvu MK-801 lokalna povratna sprega je oSte¢ena —
nema inhibicije piramidalnog neurona, dok ekscitatorni stimulus piramidalne ¢elije ostaje
nepogoden delovanjem MK-801 (zbog razlidite osetljivosti NMDA receptora na efekte
antagoniste i zbog prisustva drugih receptora na piramidalnom neuronu (AMPA i kainatni
receptori = AMPA/K R)) (B). Preuzeto i prilagodeno iz Braun i sar., 2007.

1.2.2 Amfetamin i dopaminska hipoteza u shizofreniji

Mnogi modeli koji se koriste za istrazivanje psihoticnih poremecaja bazirani su na
dopaminskoj teoriji, po kojoj psihoza nastaje zbog deregulacije dopaminskog sistema. Do
teorije se doSlo zapaZanjem da svi antipsihotici deluju kao antagonisti dopaminskih
receptora (Seeman, 2010; 2013). Ovu teoriju su dodatno podrzale studije na ljudima sa
prethodno dijagnostikovanom psihozom, ali i zdravim dobrovoljcima, kod kojih su se nakon
primene dopaminskog agoniste, ili indirektnog dopaminskog agoniste — amfetamina javljali
pre svega pozitivni simptomi videni u shizofreniji (Howes i Kapur, 2009). Zato je
amfetamin predlozen kao konstitutivni farmakoloski model za izazivanje psihoza generalno.
Amfetamin ispoljava svoje efekte povecavanjem ekstracelularnog dopamina i

produzavanjem efekata koji se ostvaruju preko dopaminskih receptora u strijatumu, delujuci

15



preko tri mehanizma: supstrat je za dopaminski transporter (DAT), preko koga
kompetitivno inhibira preuzimanje dopamina; olakSava izlazak dopamina iz vezikula u
citoplazmu i promovise DAT-posredovan reverzni transport dopamina u sinapticku
pukotinu nezavisno od oslobadanja indukovanog akcionim potencijalom (Fleckenstein i
sar., 2007; Calipari i Ferris, 2013). Amfetaminom indukovane promene kod zivotinja kao
model shizofrenije dobro su okarakterisane merenjem prepulsne inhibicije, hiperlokomocije,
stereotipnog ponasSanja i latentne inhibicije, ali i u testovima ucenja i pamcenja u kojima
amfetamin nije izazivao oStecenja (Featherstone i sar., 2007; 2008). Koris¢enje amfetamina
u kognitivnim testovima je zahtevno, budu¢i da u manjim dozama povoljno deluje na
memorijske procese, dok u odredenim doznim rezimima moze da osteti kogniciju (Fletcher
I sar., 2005; 2007). U uslovima primene amfetamina kod zivotinja, pored bihejvioralnih
efekata jasno je pokazano i povecano oslobadanje dopamina u strijatumu, kao i senzitizacija
na taj efekat (Paulson i Robinson, 1995; 1996; Breier i sar., 1997). Dodatno je
hiperdopaminska teorija u shizofreniji potvrdena imaging studijama koje su pokazivale
pogorsanje psihoza kod pacijenata nakon davanja amfetamina, pri ¢emu je stepen
pogorsanja bio u direktnoj korelaciji sa procenjenim oslobodenim dopaminom (Laruelle i
sar., 1999). Pored promena videnih u strijatumu, funkcija prefrontalnog korteksa je takode
izmenjena u shizofreniji; primecen je smanjen cerebralni protok krvi u dorzolateralnom
prefrontalnom korteksu kod pacijenata koji su imali kognitivne poremecaje (Daniel i sar.,
1991). Ovakva ,hipofrontalnost® se mogla primetiti i kod eksperimenata na zivotinjama sa
amfetaminom gde je pored kognitivnih deficita primeéen i redukovan nivo dopamina u
prefrontalnom korteksu (Castner i sar., 2005). Cinjenica da u prefrontalnom korteksu postoji
smanjenje dopamina dovela je do re-definisanja dopaminske hipoteze, kao hiperdopaminsko
stanje u strijatumu i hipodopaminsko stanje u prefrontalnom korteksu, ¢emu se kasnije
pridodavala uloga u izazivanju kognitivnih deficita i negativne simptomatologije (Davis i
sar., 1991). Dalja istrazivanja su zato klasi¢ne elemente dopaminske hipoteze, a to su
previSe aktivan mezolimbi¢ki dopaminski sistem i smanjeno aktivan mezokortikalni
dopaminski put, posmatrala kao promene izazvane u ,,finalnom zajednickom putu* (Howes
i Kapur, 2009). Dodatno je hipotetisano da disfunkcija NMDA receptora moze da dovede
do disregulacije dopamina preko kompleksnih veza izmedu glutamatergickih i
dopaminergickih neurona, ali i GABA-ergickih mehanizama. Tako je disfunkcijom NMDA
receptora mogla da se objasni pojava kako pozitivnih tako i negativnih simptoma u
shizofreniji (Schwartz i sar., 2012; Gruber i sar., 2014). Naime, preko efekta na funkciju
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GABA-ergickih interneurona dobija se simultano hiperfunkcija mezolimbickog dopamiskog

sistema (pozitivni simptomi) i hipofunkcija mezokortikalnog dopaminskog sistema

(negativni simptomi) (Slika 7).
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Slika 7. Hipofunkcija NMDA receptora
smanjuje aktivnost kortikalnih ekscitatornih
neurona koji se projektuju u dopaminska
jedra srednjeg mozga, dovodeéi do smanjene
aktivnosti dopaminskih neurona koji se
projektuju nazad u dorzolateralni
prefrontalni korteks i povecane aktivnosti
dopaminskih neurona koji vode do strijatuma.
Smanjenje dopamina u prefrontalnom
korteksu dovodi do kompenzatornog, ali
funkcionalno nedovoljnog povecanja
ekspresije D1 dopaminskih  receptora.
Hipofunkcija NMDA receptora i promenjen
D1 signalni put dovode do smanjenja
aktivnosti parvalbumin pozitivnih éelija kroz
smanjenu ekspresiju GAD67 enzima, manje
GABA-e i nishodnu regulaciju GAT1
transportera. DA = dopamin, GAD = glutamat
dekarboksilaza (preuzeto i prilagodeno iz
Lewis i Gonzalez-Burgos, 2006)
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1.2.3 Skopolamin i holinergicki sistem u shizofreniji

Skopolamin je okarakterisan kao relativno robustan i pouzdan alat za umanjenje kognicije
(Klinkenberg i Blokland, 2010). Poznato je da je holinergicki sistem usko povezan sa
kognitivnim procesima (Bentley i sar., 2011; Ménard i sar., 2015), i stoga ne ¢udi €injenica
da je najéeSce koriS¢eni animalni model prolaznog farmakoloski indukovanog smanjenja
memorije upravo sistemski tretman muskarinskim antagonistom skopolaminom
(Klinkenberg i Blokland, 2010). Hipoteza koja objasnjava ulogu acetilholina u procesima
ucenja 1 pamcenja upucuje na vaznu ulogu u hipokampalnim procesima koji se deSavaju
prilikom sticanja memorije i pozivanja naucenog (Hasselmo, 2004; Hasselmo i Sarter,
2011). Iako je originalna holinergi¢ka hipoteza postavljena jos 1982. godine (Bartus i sar.,
1982), vremenom se dosta menjala zahvaljujuéi istrazivanjima koja su upucivala da su
testovi uéenja i pamcenja, §to je upucivalo da su mnogo manje doze skopolamina potrebne
za oStecenje paznje nego kognitivnih procesa (Klinkenberg i Blokland, 2010). Dodatno,
holinergicka hipoteza upucivala je na gubitak holinergi¢ke funkcije u centralnom nervnom
sistemu prilikom starenja, $to se povezivalo sa smanjenjem kognitivnih funkcija kod

starenja, i posebno u Alzheimerovoj bolesti (Schliebs i Arendt, 2011).

Alternativni pristup za leCenje shizofrenije predstavlja upotrebu liganada koji imaju
odredenu aktivnost na muskarinskim receptorima, Cine¢i deo takozvane muskarinske
holinergi¢ke hipoteze shizofrenije (Raedler i sar., 2007; Jones i sar., 2012; Sarter i sar.,
2012). lako se ova teorija ve¢ smatra klasi¢nom, u skorije vreme su se pojavili dokazi o
deregulaciji muskarinskog holinergickog sistema u shizofreniji koja utice na
hiperdopaminsko stanje u strijatumu vezano za pozitivne simptome, ali 1 na poremecaje
regulacije u kortikalnim regijama povezane sa kognitivnim funkcijama (McKinzie i
Bymaster, 2012; Scarr i sar., 2013). Ovome doprinosi i recipro¢na uloga koju dopamin i
acetilholin imaju u regijama relevantnim za shizofreniju (McKinzie i Bymaster, 2012). U
hipokampusu, M; i My muskarinski receptori igraju bitnu ulogu u holinergi¢koj modulaciji
piramidalnih neurona (Dasari i Gulledg, 2011), dok su muskarinski M, receptori ko-

lokalizovani sa dopaminskim i modulisu efekte dopamina vezane za motornu funkciju,
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raspolozenje i senzornu percepciju (Gomeza i sar., 1999). Tako ne ¢ude jasni antipsihoti¢ni
efekti agonista M, muskarinskih receptora, i prokognitivni potencijal agonista selektivnih za
M; muskarinske receptore kod glodara (Brady i sar., 2008; Bradley i sar., 2010; Leach i
sar., 2010). Medu parcijalnim agonistima M1/M, receptora izdvojio se ksanomelin, koji je
pokazao izvesno antipsihoti¢no i prokognitivno dejstvo u preklinickim modelima, ali 1 u
klinickim studijama smanjio psihoti¢ne simptome kod pacijenata sa Alzheimerovom
bolescu, ali i pozitivne, negativne i kognitivhe kod pacijenata obolelih od shizofrenije
(Shekhar i sar., 2008; Barak i Weiner, 2011). Muskarinski Ms receptori su lokalizovani u
supstanciji nigri i ventralnoj regiji tegmentuma, tako da moduliSu oslobadanje dopamina iz
ovih struktura (Zhang i sar., 2002). Shematski prikaz uloge acetilholina u shizofreniji dat je
na Slici 8. Imajuc¢i u vidu povezanost muskarinskog sistema sa nastankom shizofrenije,
indukcija promena primenom skopolamina, pored kognitivnih, oponasa delimi¢no i

poremecaje pozitivne i negativne simptomatologije videne u shizofreniji.

Lhipokampusineokorteks strijatum ] SN/VTA )
SN/VTA
i M1 r:? M1 MT

7 M4 a7 4 M4 M M4
< AIA 10— ¥

M4 smanjenje DA povecéanje DA

u korteksu u strijatumu
MS/NBM u shizofreniji u shizofreniji

Slika 8. Pojednostavljen shematski prikaz ekspresije receptora za acetilholin u regijama od
interesa za shizofreniju. M1, M4 i M5 — muskarinski M1, M2 i M5 receptori, a7 — nikotinski,
Ach — acetilholinski, DA — dopaminski, GABA — GABA-ergic¢ki neuroni, MS/NBM — medijalni
septum/nucleus basalis (Meynert), MT — mezopontalni tegmentum, SN — substantia nigra pars
compacta, VTA — ventralna tegmentalna regija. Preuzeto i prilagodeno iz Karam i sar., 2010.

Skopolamin je neselektivan antagonist muskarinskih receptora sa visokim afinitetom za ove
receptore (oko 1 nM u mozgu pacova, Klinkenberg i Blokland, 2010), ali i sa moguéno$c¢u
ostvarivanja nikotinskih efekata pri velikim dozama. Sistemskom primenom skopolamina
ne mogu se razdvojiti periferni i centralni efekti, i zato je sintetisan metilskopolamin
(skopolanim metilbromid), koji ne prolazi krvno-mozdanu barijeru i u manjim dozama ne
izaziva centralne efekte. U nezeljene efekte skopolamina spadaju dilatacija pupile

(midrijaza, M; receptori), koja svakako utice na vizuelne diskriminacijske testove,
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smanjenje salivacije (M3 ali i M1 i Ms receptori), $to utie na oteZzano uzimanje ¢vrste hrane,
kao i uticaj na funkciju glatkih miSi¢a (M i M3 receptori) (Klinkenberg i Blokland, 2010).
Bihejvioralni efekti skopolamina ukljucuju pre svega hiperlokomociju i Smanjenje uéenja i
pamcenja (test prepoznavanja novog objekta, Morris-0v vodeni lavirint, aktivno i pasivno
izbegavanje, uslovljavanje strahom). Interesantno je da u testovima vodenog lavirinta koji
ispituju uticaj na prostorno pamcenje efekat skopolamina moze zavisiti od starosti zivotinja,
ali i od osvetljenosti prostora u kome se vrsi testiranje, Sto upucuje na procese koji nisu
vezani samo za sticanje prostorne memorije, ve¢ na Siri spektar oStecenja (Klinkenberg i
Blokland, 2010). Poznato je da skopolamin izaziva izraZenije deficite kognicije kod starije
populacije i dramati¢nije pogada pacijente obolele od Alzheimerove bolesti nego starije kod
kojih demencija nije izrazena (Terry i Buccafusco, 2003). Zapravo, holinergicki deficit
izazvan skopolaminom i specificne promene u elektroencefalogramu povezivane su sa
promenama videnim u Alzheimerovoj bolesti, mada je sli¢no dizocilpinu, uo¢ena promena
u kortikalnom elektroencefalogramu u okviru gama oscilacija (Rodriguez i sar., 2004;
Terry, 2006). Shematski prikaz razli¢itih dozno-zavisnih efekata skopolamina dat je na Slici
9 (Klinkenberg i Blokland, 2010). Uprkos nemoguénosti da selektivno uti¢e samo na jedan
aspekt ponasanja i stoga diskutabilnoj validnosti modela (konstrukcijska i prediktivna),
skopolamin je dugo bio zlatni standard za farmakoloSki izazvane promene pre svega
memorijskih procesa. Danas se smatra da bi ligandi koji su selektivni antagonisti
muskarinskih M; receptora (biperiden, pirenzepin) bili dobra, mada ne i idealna zamena za
skopolamin u testovima smanjenja kognicije. Naime, ne samo §to nema dovoljno jasnih
dokaza o ulozi ovog podtipa receptora u procesima paznje, ucenja i nekognitivnim efektima,

vec 1 optimalno selektivni ligandi jo§ nisu razvijeni (Heinrich 1 sar., 2009).
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Slika 9. Shematski prikaz odnosa doze i efekta skopolamina u nekoliko bihejvioralnih testova.
Skopolamin je primenjivan sistemski kod pacova ili miSeva (doze primenjivane kod miSeva ne
mogu biti direktno uporedivane sa onima datim pacovima). Leva strana sheme predstavlja
minimalnu dozu pri kojoj se javljao dati bihejvioralni efekat u odgovarajucem testu. Na vrhu
su dati nekognitivni efekti skopolamina. Crvenom bojom su oznaceni testovi u kojima su
ispitivani efekti skopolamina u sklopu istraZivanja u disertaciji. Preuzeto i prilagodeno iz
Klinkenberg i Blokland, 2010.

1.3 Ligandi selektivni za as GABA, receptore

Na rezultatima dobijenim na genetski izmenjenim zivotinjama temeljio se razvoj liganada
koji bi bili selektivni za a5 GABAAa receptore, a koji bi posledi¢no bili bez nezeljenih
efekata koje izazivaju tipi€ni benzodiazepini, kao neselektivni modulatori GABAA
receptora. Neselektivni inverzni agonisti BDZ mesta vezivanja GABAAa receptora bili su
uspesni u reverziji skopolaminom indukovanog smanjenja kognitivnih sposobnosti kod
pacova i ljudi, ali su imali prokonvulzivni i anksiogeni potencijal (Duka i sar., 1996;
Kawasaki i sar., 1996). Zato je, u cilju dobijanja supstanci sa potencijalno prokognitivnim
efektom bez nezeljenih dejstava, od strane farmaceutskih kompanija (Merck i Roche)
sintetisana serija inverznih agonista BDZ mesta vezivanja selektivnih za os GABAAa

receptore.
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Merck-ova grupa istrazivata opisala je seriju supstanci, visokog afiniteta i sa
odgovaraju¢om efikasnos¢u za as podjedinicu GABAA receptora, sa zna¢ajnim pozitivnim
efektom u bihejvioralnim testovima zavisnim od hipokampusa, a bez prokonvulzivnog
potencijala (Chambers i sar., 2003). Ligand L655,708 jedan je od predstavnika negativnih
modulatora sa selektivno$¢u po afinitetu za as GABAAa receptore (Quirk i sar., 1996;
Navarro i sar., 2002). Ispitivan u standardnom Morisovom vodenom lavirintu ispoljio je
pozitivan uticaj na aspekte prostornog uc¢enja (Atack i sar., 2006), ali je bilo i rezultata koji
su upucivali na njegov anksiogeni potencijal kod miseva (Navarro i sar., 2002). U novije
vreme ispitivan je kod reverzije kratkotrajnog gubitka pamcenja nakon anestezije
izofluranom, gde je ostvario pozitivne efekte, koji su bili u skladu sa saznanjima da do
anterogradnog memorijskog deficita usled upotrebe anestetika dolazi upravo njihovim
delovanjem preko as GABAA receptora (Saab i sar., 2010; Zurek i sar., 2012). S druge
strane, novija istrazivanja sa L655,708 ukazuju na potencijalno pozitivan efekat ovog
liganda kod oporavka od mozdanog udara, pa supstance koje smanjuju toni¢nu inhibiciju
predstavljaju jednu od predlozenih terapijskih moguénosti za ovu indikaciju (Clarkson i
sar., 2010). MRK-536, jos jedan ligand sintetisan u Merck-u, sa selektivnosc¢u po afinitetu i
efikasnosti za as GABAAa receptore, bio je uspeSan u preklinickim testovima, poput
protokola za procenu radne memorije u Morisovom vodenom lavirintu (Chambers i sar.,
2003; Atack i sar., 2011b). Od svih Merck-ovih jedinjenja, alA ligand se izdvojio kao
pouzdano efikasan u preklinickim testovima 1 sa njim su nastavljena klini¢ka istrazivanja
(Dawson i sar., 2006; Atack, 2010). alA je supstanca sa subnanomolarnim afinitetom
ekvivalentnim za ay, ap, az i o5 Subjedinicu GABAA, receptora i sa inverznom agonistickom
efikasnos¢éu za BDZ mesto vezivanja as GABAa receptora; bez prokonvulzivne i
anksiogene aktivnosti, ali sa pozitivnim efektom pri proceni radne memorije u Morisovom
vodenom lavirintu (Dawson i sar., 2006). Ova supstanca uspeva da poveca EPSP u CA1
regionu hipokampusa, i predlozena je kao terapijska opcija za poremecaje povezane sa
kognitivnim deficitom. Iako je pokazano da kod mlade populacije alA dovodi do reverzije
etanolom izazvanog kognitivnog deficita (Nutt i sar., 2007), kod starijih osoba ovaj efekat
ne samo da nije primecen, ve¢ je neocekivano alA dovodio do pogorSanja simptoma
kognitivnog ostecenja (Atack, 2010). Prekidu klini¢kih istrazivanja sa olA ligandom
doprinela je renalna toksi¢nost njegovog metabolita otkrivana u in vitro i in vivo
istrazivanjima i loSa podnosljivost od strane starijih ispitanika (Atack, 2010). Razvijen je i

ligand alA-II, koji je istrazivan samo u preklinickim kognitivnim testovima (Collinson i
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sar., 2006). Skorije, alA je ispitivan u modelu kognitivnog deficita povezanog sa Daunovim
sindromom kod miSeva, gde je ostvario pozitivan uticaj (Braudeau i sar., 2011a; 2011b). U
klini¢kim istrazivanjima je pored alA liganda ispitivan i MRK-016, ligand koji je pokazivao
visoku efikasnost za as GABAa receptore (veéu u poredenju sa alA ligandom), sa
nanomolarnim afinitetom za ay, ay, az i as subjedinicu GABAA receptora. Poput alA, MRK-
nego alA, i pokazao pozitivne efekte na radnu memoriju u Morisovom vodenom lavirintu
(Atack i sar., 2009). lako nije izazivao renalnu toksi¢nost kod ljudi, klinicka istrazivanja sa
MRK-016 su prekinuta zbog loSe podnosljivosti od strane starijih ispitanika ve¢ pri dozi od
0,5 mg (Atack i sar., 2009). Supstance poput MRK-016 i L655,708 pocele su da se ispituju i
u stresom indukovanom modelu depresije. Zbog dobijenih pozitivnih rezultata na
zivotinjama, negativni alosterni modulatori selektivni za as GABAA receptore predlozeni su
kao nova klasa brzodeluju¢ih antidepresiva Cija ¢e se uloga u depresiji narednih godina

intenzivnije istrazivati (Fischell i sar., 2015).

Pristup istraziva¢a U Roche-u je bio da se sintetiSe supstanca sa pre svega funkcionalnom
selektivnoscu za as podjedinicu GABAA receptora (Achermann i sar., 2009; Ballard i sar.,
2009). lako su Roche-ova jedinjenja ispoljavala funkcionalnu selektivnost za o5 GABAA
receptore, mali broj supstanci se izdvojio kao selektivan i po afinitetu (supstance 10e i 11f,
Buettelmann i sar., 2009; RO4938581 i RO4882224, Knust i sar., 2009). Supstance
RO4938581 i RO4882224 su ispitivane u skopolaminom indukovanom smanjenju radne
memorije i dobijena je reverzija kognitivnog deficita (Knust i sar., 2009). RO4938581 je
pokazao pozitivan efekat i u testu diazepamom indukovanog kognitivnog deficita kod
glodara i u testovima ispitivanja kognitivnih funkcija kod primata, bez anksiogenog i
prokonvulzivnog potencijala (Ballard i sar., 2009). Kona¢no, RO4938581 je ispitivan u za
shizofreniju relevantnom modelu fenciklidinom izazvanog kognitivnog deficita, gde je
pozitivan efekat ostvaren u testu prepoznavanja novog objekta, kao i u smanjenju
hiperlokomocije izazvane primenom amfetamina (Redrobe i sar., 2012). Od maja 2014. u
toku je i1 II faza klini¢kih istraZivanja za indikaciju poboljSanja kognitivnog deficita u
Daunovom sindromu sa predstavnikom negativnih alosternin modulatora selektivnih za as
GABA, receptore, RO5186582 (INN basmisanil, RG-1662), naslednikom R0O4938581
liganda (Mohler, 2012; https://clinicaltrials.gov).
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Iako je negativna modulacija as GABAA receptora detaljno istrazivana proteklih godina, jos$
uvek nema odobrenih indikacija za ove lekove kao potencijalno prokognitivne (Froestl i
sar., 2014). Dodatno, u modelima smanjenja kognitivnih funkcija provezanog sa starenjem
pokazano je da izostaju povoljni efekti negativne modulacije oz GABAa receptora.
Istrazivanja na miSevima sa redukovanim brojem os GABAA receptora pokazuju oStecenje
kognitivnih funkcija u testu prepoznavanja lokacije novog objekta, kao i hiperaktivnost
(Prut i sar., 2010). Tome u prilog ide i Cinjenica da je u klini¢koj studiji aSIA pogorsao
kognitivni deficit kod starijih ispitanika (Atack, 2010), te se moze dovesti u pitanje
korisnost upotrebe inverznih agonista BDZ mesta vezivanja selektivnih za as GABAAa
receptore u kognitivnim deficitima povezanim sa starenjem. Danas sve veci broj dokaza iz
preklinickih i Klinickih istrazivanja upucuje da bi pozitivni modulatori, selektivni za os
podjedinicu GABAA receptora, mogli imati primenu u poboljSanju kognitivnih disfunkcija
povezanih sa starenjem (Koh i sar., 2013). Zbog povecane hipokampalne aktivnosti pre
svega u CA3 regionu, povezane sa smanjenjem kognitivnih funkcija pri starenju (Wilson i
sar., 2005), pokazano je da male doze antiepileptika smanjenjem povecane hipokampalne
aktivnosti imaju pozitivne efekte na kognitivne sposobnosti (Koh i sar., 2010). Dodatno,
pokazano je da u pocetnim stadijumima Alzheimerove bolesti postoji izvestan nedostatak as
subjedinice GABAA receptora (Rissman i sar., 2003). Time je otvoreno polje za istraZivanje
pozitivnih modulatora as GABAAa receptora kao potencijalne terapijske opcije u leenju
kognitivnih deficita kod starih, iako se zna da povecana aktivnost na as podjedinici GABAAa
receptora moze da dovede do smanjenja ucenja i pamcenja, §to je utvrdeno ispitivanjem
agoniste as GABAA receptora, NS-11394, u vodenom lavirintu i u testu kontekstualnog
uslovljavanja strahom kod pacova (Mirza i sar., 2008; Hofmann i sar., 2012). Proteklih
godina se sve viSe istrazuju | pozitivni modulatori selektivni za os subjedinicu kao
potencijalni lekovi za kognitivne deficite povezane sa shizofrenijom (Gill i sar., 2011; Gill i
Grace, 2014). Ligand QH-II-66 (Huang i sar., 2000), pozitivni modulator as GABAA
receptora, smanjio je hiperaktivaciju izazvanu amfetaminom, ali je u testu prepoznavanja
novog objekta smanjivao kognitivne funkcije i nije dalje ispitivan u fenciklidinom
izazvanom oste¢enju kognicije (Redrobe i sar., 2012). Iako je predlozeno da se i pozitivnom
1 negativnom modulacijom as GABAA receptora mogu posti¢i poboljSavajuci kognitivni
efekti u zavisnosti od smera postojeceg nesklada u odnosu inhibitornih i ekscitatornih
signala (Gill i Grace, 2014), jo$ uvek nema afirmativnih nalaza sa pozitivnim modulatorima

ovih receptora.
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Pored farmaceutskih kompanija i akademske ustanove, poput grupe sa Univerziteta u
Viskonsinu (University of Wisconsin—Milwaukee, SAD) kojom rukovodi prof. James M.
Cook, sintetiSu brojne ligande ¢iji in vitro profili ukazuju na selektivnost po afinitetu i/ili
efikasnosti za pojedine podtipove GABAA receptore (Di Lio i sar., 2011; Makaron i sar.,
2013; Soto i sar., 2013). U Tabeli 2 prikazani su in vitro profili afiniteta novosintetisanih

supstanci koriS¢enih u bihejvioralnoj karakterizaciji u razlicitim farmakoloskim modelima.

Tabela 2. Afiniteti ispitivanih supstanci za benzodiazepinsko mesto vezivanja humanih
rekombinantnih axp3y2 GABA, receptora, izrazeni u nM (za PWZ-029 preuzeto iz Savié i
sar., 2008a; drugi podaci preuzeti iz nepublikovanih rezultata saradnickih laboratorija).

PWZ-029
N
i
C'Q’"\
© alB3y2 02B3y2 a3p3y2 as5B3y2
Merck > 300 > 300 > 300 38,5
Moltech 920 - - 30
MP-111-004
N o
N o
& > =
O alPB3y2 a2B3y2 a3B3y2 aSB3y2
IC50 3200 5400 4300 980
SH-1-047
alB3y2 a2B3y2 a3B3y2 aSB3y2
IC50 340 470 730 120
Terry Ki 1710 - 1220 1590
SH-053-2’F-R-CH3
e
74 O =N
O alB3y2 a2B3y2 a3B3y2 aSB3y2
IC50 2100 6500 2400 420
Terry Ki 760 950 770 95

25



Tabela 2. Afiniteti ispitivanih supstanci za benzodiazepinsko mesto vezivanja humanih
rekombinantnih axp3y2 GABA, receptora, izraZeni u nM (za PWZ-029 preuzeto iz Savi¢ i
sar., 2008a; drugi podaci preuzeti iz nepublikovanih rezultata saradnickih laboratorija).

SH-I-75
7 li a
O alB3y2 a2p33y2 a3pB3y2 aSB3y2
IC50 1800 4100 5600 1200
Terry Ki 1490 990 770 -
MP-I111-022
EJ> HH~
& & A~
O alPB3y2 a2B3y2 a3B3y2 aSB3y2
IC50 1071 605 1161 89

Na Slikama 10 i 11 date

su vrednosti potencijacije pojedinih podtipova receptora pri

razli¢itim koncentracijama ispitivanih supstanci. Ovi in vitro eksperimenti uradeni su u

saradnickoj laboratoriji prof. Werner Sieghart-a i Margot Ernst (Center for Brain Research,

Medical

University Vienna, Austrija) na GABAa receptorima pacova dobijenim

rekombinantnom tehnologijom i eksprimiranim na zabljim oocitima (Xenopus laevis).
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Slika 10. Krive efikasnosti za modulatore PWZ-029 (a) i MP-111-022 (b) na a;B3y2, 02Ps72,
o3Py, i osPsy. podipu GABAA, receptora, pri EC3 GABA. Vrednosti predstavljaju aritmeticku

sredinu = statisti¢ka greSka na 3—6 oocita iz najmanje 2 serije.
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Slika 11. Krive efikasnosti za pozitivhe modulatore MP-111-004 (a), SH-1-047 (b), SH-053-2°F-
R-CH3 (c) i SH-1-75 (d) na aBsy2, 0:Psy2, 03Psy. i asPay, podipu GABAA receptora, pri EC3
GABA. Vrednosti predstavljaju aritmeticku sredinu + statisticka gre§ka na 3-6 oocita iz
najmanje 2 serije.

PWZz-029 ligand, predstavnik imidazobenzodiazepina poput L-655,708 i RO4938581,
okarakterisan je in vitro kao selektivan po afinitetu i umereno po efikasnosti za o5 GABAA
receptore, i kao pripadnik negativnih modulatora ovih receptora ispitivan je u nizu
bihejvioralnih testova kojima se procenjuje kognitivna sposobnost zivotinja (Harris i sar.,
2008; Savi¢ i sar., 2008a; Soto i sar., 2013). U testu pasivnog izbegavanja kod pacova
pokazao je pozitivan efekat u dozi od 5 mg/kg, ali je takav efekat izostao u testu aktivnog
izbegavanja, nije imao efekta na anksioznost i tonus misic¢a ali je u viS§im dozama, 10 1 20
mg/kg, izazivao smanjenje lokomotorne aktivnosti (Savi¢ i sar., 2008a). Pored drugih
selektivnih negativnih modulatora as GABAAa receptora sintetisanih u laboratoriji prof.
James M. Cook, RY-23 i RY-24, ispitivan je i kod primata (Soto i sar., 2013). Ligandi
poput RY-23 i RY-24, okarakterisani kao puni inverzni agonisti BDZ mesta vezivanja os

GABAA receptora, nisu imali efekta u kognitivnim testovima, dok je PWZ-029 kao
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parcijalni inverzni agonist pokazao pozitivne efekte u testu radne memorije na rezus

majmunima (Soto i sar., 2013).

SH-053-2’F-R-CH3 i SH-053-2°F-S-CH3 su predstavnici agonista BDZ mesta vezivanja za
GABAA receptore sa ap, a3 i as podjedinicom, koji pokazuju odredenu selektivnost po
afinitetu/efikasnosti za as GABAA, receptore (Fischer i sar., 2010; Savi¢ i sar., 2010). SH-
053-2’F-R-CH3, selektivniji od ova dva liganda za as GABAAa receptore, ispitivan je u
metilazoksimetanol acetatnom (MAM) modelu shizofrenije gde je pokazano da primenjen
sistemski ili centralno u oblast ventralnog hipokampusa smanjuje odgovor na amfetaminom
izazvanu hiperaktivnost, kao i da smanjuje hiperaktivnost dopaminskog sistema prisutnog u
MAM modelu (Gill i sar., 2011). Oba liganda su istrazivana i kod primata u kognitivnim
testovima gde nisu pokazivali efekte na izvodenje kognitivnih testova (Soto i sar., 2013).
Kod neurorazvojnog imunoloski indukovanog poremecaja, SH-053-2’F-S-CH3 je pokazao
pozitivan uticaj na hiperaktivnost dopaminskog sistema, ali nije uspevao da uti¢e na
psihoti¢no ponasanje niti na aspekte kognitivnog i socijalnog deficita (Richetto i sar., 2015).
Oba liganda su pri odredenim dozama smanjivala lokomotorornu aktivnost pacova, nisu
imali efekta u Morisovom vodenom lavirintu, a dok SH-053-2’F-R-CH3 nije menjao
ponasanje pacova u testu uzdignutog plus lavirinta, SH-053-2°F-S-CH3 je pokazivao

anksioliticki potencijal (Savic i sar., 2010).

lako je pri negativnoj modulaciji as GABAA pod odredenim eksperimentalnim uslovima,
izveStavano dobijanje promnestickih efekata (Maubach 2003), u klinickoj praksi nema
nootropnih lekova koji su inverzni agonisti BDZ mesta vezivanja os GABAA, receptora. Ovo
upucuje na potrebu za daljim istrazivanjima o ulozi ove podjedinice u kognitivnim
procesima, posebno imaju¢i u vidu da noviji rezultati pokazuju potencijalnu ulogu
modulacije a5 GABAA, receptora u kognitivnim deficitima povezanim sa shizofrenijom (Gill
i sar., 2011; Redrobe i sar., 2012) i Daunovim sindromom (Martinez-Cué i sar., 2014).
Dodatno, sve je viSe istrazivanja koja imaju za cilj rasvetljavanje uloge modulacije os
GABAA receptora u drugim, ne-kognitivnim domenima disfunkcije u stanjima kao $to su

Alzheimerova bolest, autizam ili depresija.
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

GABAA receptori koji sadrze as subjedinicu postali su vazna meta za razvoj potencijalnih
novih lekova za neuropsihijatrijske bolesti. Razvoj selektivnih lekova, koji bi mogli da budu
efikasniji, a svakako sa manje neZeljenih efekata, suocava se sa ograni¢enjima translacijske
vrednosti animalnih modela. Dosadasnji rezultati usmereni ka rasvetljavanju uloge os
GABA receptora u centralnom nervnom sistemu nisu liseni kontradiktornosti i nedoumica.
Uporednim ispitivanjem selektivnih modulatora as GABAA receptora, kakvi su PWZ-029
kao negativan modulator, i MP-111-004, MP-I111-022, SH-053-2’F-R-CH3, SH-I-75 i SH-I-
047 kao pozitivni modulatori, moguce je doprineti sagledavanju terapijskih moguénosti
modulacije ovih receptora. Cilj ovih istrazivanja bio je da se, primenom u oblasti
bihejvioralne farmakologije Siroko kori$¢enih testova, kao i povezivanjem bihejvioralnih

efekata sa dostupnim in vitro profilima, utvrdi:

1)  koncentracija PWZ-029, MP-111-004, MP-111-022, SH-053-2’F-R-CH3, SH-I-75 i SH-
[-047 u plazmi i mozdanom tkivu pacova, i tako pokaze u kojoj meri ovi ligandi

prolaze krvno-mozdanu barijeru;

2)  slobodna frakcija PWZ-029, MP-111-004, MP-111-022, SH-053-2’F-R-CH3, SH-I-75 i
SH-1-047 u plazmi i mozdanom tkivu pacova, pomocu koje se moze proceniti u kojoj

meri ovi ligandi mogu da se vezu za receptor;

3)  farmakokineticki profil PWZ-029 i MP-111-022, kao izabranih modulatora, u plazmi i

mozdanom tkivu pacova;

4)  metabolicka stabilnost pozitivnih modulatora as GABAA receptora razli¢itih hemijskih
struktura (MP-111-004, MP-111-022, SH-1-047);

5)  uticaj negativne modulacije as GABAA receptora (PWZ-029) na ponasanje pacova;

6) efekat negativne modulacije o5 GABAA receptora (PWZ-029) na ponaSanje pacova

izmenjeno delovanjem amfetamina, dizocilpina (MK-801) i skopolamina;
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7)

8)

9)

10)

uticaj pozitivne modulacije as GABAA receptora (MP-111-004, MP-111-022, SH-053-
2’F-R-CH3, SH-I-75, SH-1-047) na ponaSanje pacova i Uocavanje razlika u njihovim

bihejvioralnim profilima;

efekat pozitivne modulacije as GABAA receptora (MP-111-004, MP-111-022, SH-053-
2’F-R-CH3, SH-I-75, SH-1-047) na ponasanje pacova izmenjeno delovanjem

amfetamina, MK-801 i skopolamina;

relativni znacaj dvosmerne selektivne modulacije benzodiazepinskog mesta vezivanja
na os podtipu GABAA receptora, kao kvantitativno minornoj populaciji GABAAa
receptora osetljivih na benzodiazepine, u regulaciji ponasanja intaktnih i farmakoloski

izmenjenih pacova;

razlike u mogucnosti negativnog (PWZ-029) i pozitivnih alosternih modulatora as
GABAA receptora (MP-111-004, MP-111-022, SH-053-2’F-R-CH3, SH-1-75, SH-1-047)
da preveniraju/suzbiju promene pracenih bihejvioralnih parametara izazvane

primenom amfetamina, MK-801 i skopolamina.
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3 MATERIJAL | METODE

3.1 Zivotinje

Sva bihejvioralna ispitivanja, kao i odredivanje koncentracije izabranih supstanci u plazmi i
mozdanom tkivu, sprovedena su na zdravim albino pacovima Wistar soja, muskog pola,
starosti 8-10 nedelja, telesne mase 200-250 g, odgajanim na farmi Vojnomedicinske
akademije u Beogradu. U testu socijalne diskriminacije kori$¢eni su i juvenilni pacovi
Wistar soja, muskog pola, starosti 27-29 dana. Pacovi su drzani u standardnim kavezima od
pleksiglasa (42 cm x 26,5 cm x 18 cm), u grupi po Cetiri do Sest zivotinja u kavezu,
juvenilni po osam u kavezu, sme$tenim u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta, na
konstantnoj temperaturi od 21+1 °C i dnevno/no¢nom ciklusu od 12 h (osvetljenje od 6 h do
18 h, intenzitet svetla 120 Ix). Uzimanje hrane (Veterinarski institut, Zemun) i ¢esmenske
vode bilo je ad libitum. Negovanje Zivotinja i bihejvioralna testiranja sprovodeni su tokom

svetle faze ciklusa.

3.2 Supstance

Pored komercijalno dostupnih skopolamina, amfetamina, MK-801, haloperidola i
diazepama, u ispitivanju je koris¢ena serija novih supstanci, sintetisanih u saradnickoj
laboratoriji prof. James M. Cook-a, Department of Chemistry, University of Wisconsin-
Milwaukee, SAD, koje imaju razli¢ite kombinacije afiniteta i efikasnosti na as GABA4

receptorima (Tabela 3).

Pored ovih, kao interni standard za kvantifikaciju odgovarajuc¢ih modulatora u mozdanom
tkivu i plazmi, koris¢en je SH-1-048A ((S,E)-7-bromo-5-(2—fluorofenil)-3—metil—
1Hbenzo[e][1,4]diazepin—2(3H)-on, neselektivni agonist visokog afiniteta i efikasnosti,
Obradovi¢ i sar., 2014). In vitro karakterizacija ovih supstanci uradena je u saradnickoj
laboratoriji prof. Werner Sieghart-a, Center for Brain Research, Medical University Vienna

(Be€, Austrija). Supstance su rastvarane/suspendovane u odgovaraju¢em farmakoloski
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inertnom vehikulumu i primenjivane intraperitonealno u zapremini od 2 mL/kg telesne

mase zivotinje.

Tabela 3. Hemijski naziv i in vitro profil ispitivanih supstanci. Ref. = referenca

Supstanca
(Siorggle:i' Hemijski naziv i in vitro profil
EVAY)
Klinkenberg
SCOP skopolamin (antagonist muskarinskih receptora) i Blokland,
2010
MK-801 dizocilpin (selektivni nekompetitivni antagonist na van der Staay
NMDA receptorima) i sar., 2011
AMPH amfetamin (oslobada dopamin i noradrenalin) /
HALO haloperidol (tipi¢ni antipsihotik) /
. . .. . . Savic i sar.,
DzZP diazepam (standardni neselektivni benzodiazepin) 2008b: 2010
DMCM metil 6,7-dimetoksi-4-etil-B-karbolin-3-karboksilat Savié i sar.,
(inverzni neselektivni agonist) 2006; 2008a
8-hloro-3-(metoksimetil)-5-metil-4H-imidazo[1,5- Savié i sar
PWZ-029 a][1,4]benzodiazepin-6-on (inverzni agonist visokog ;008a N
afiniteta i efikasnosti za as-GABA, receptore)
neaop. | etil estar (R) stereoizomera 8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4- .
SHR??H% F metil-4H-2,5,10b-triaza-benzo[e]azulen-3-karboksilne Savzlgigar"

Kiseline (agonist selektivan za asGABA, receptore)
metil estar (R) stereoizomera 8-etinil-6-fenil-4-metil-4H-
SH-1-75 2,5,10b-triaza-benzo[e]azulen-3-karboksilne kiseline /

(agonist visokog afiniteta za asGABA 4 receptore)
etil estar (R) stereoizomera 8-bromo-6-(2-fluorofenil)-4-
SH-1-047 metil-4H-2,5,10b-triaza-benzo[e]azulen-3-karboksilne /

kiseline (agonist selektivan za asGABA 4 receptore)
metil estar (R) stereoizomera 8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4-
MP-111-004 metil-4H-2,5,10b-triaza-benzo[e]azulen-3-karboksilne /

Kiseline (agonist selektivan za asGABA, receptore)
metil amid (R) stereoizomera 8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4-

metil-4H-2,5,10b-triaza-benzo[e]azulen-3-karboksilne
MP-111-022 oo o =R : /
kiseline (agonist visokog afiniteta i efikasnosti za os-
GABA 4 receptore)
0, i 0, i i 0,
vehikulum 85% destilovana voda, 14 goopropllen glikol, 1% Tween /
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3.3 In vitro testovi

3.3.1 Odredivanje koncentracije izabranih supstanci u plazmi i mozgu pacova

Kako bi olaksali povezivanje in vitro i in vivo podataka i da bi utvrdili u kojoj meri pojedini
ligandi prolaze krvno-mozdanu barijeru, u plazmi i mozdanom tkivu odredivali smo
koncentraciju negativnog (PWZ-029) i pozitivnih modulatora GABAA, receptora koji sadrze
as subjedinicu (MP-111-004, MP-111-022, SH-053-2"F-R-CH3, SH-1-75, SH-1-047).

U prvom eksperimentu, u cilju procene povezanosti primenjene doze i koncentracija koje se
postizu u plazmi i mozdanom tkivu, pacovi su primali PWZ-029 u dozi od 2, 5 i 10 mg/kg
I.p. 1 nakon 20 minuta zrtvovani, dok je za utvrdivanje farmakokinetickog profila PWZ-029
davan u dozi od 5 mg/kg i zivotinje su zrtvovane u razli¢itim vremenskim tackama (nakon
5, 10, 20, 40 i 60 minuta). U drugom eksperimentu ligandi (MP-111-004, SH-053-2’F-R-
CH3, SH-I-75, SH-1-047) su primenjivani u dozi od 0,5; 2 i 10 mg/kg i nakon 20 minuta od
tretmana pacovi su zrtvovani. U treCem eksperimentu, pacovi su dobijali MP-111-022 u dozi
od 1; 2,51 10 mg/kg i zrtvovani nakon 20 minuta, dok je doza od 2,5 mg/kg koriS¢ena za
utvrdivanje farmakokinetickog profila MP-111-022 (pacovi su zrtvovani u vremenskim
tackama 5, 10, 20, 40, 60 i 180 minuta nakon i.p. primene). Za sva odredivanja broj
zivotinja po vremenskoj tacki je bio 3. Neposredno pre dekapitacije pacovi su anestezirani

ketaminom.

Uzorci krvi su skupljani sréanom punkcijom anestetisane zivotinje, centrifugirani na
5000xg 15 min, a supernatant (plazma) je nakon tecno—¢vrste ekstrakcije (eng. solid—phase
extraction—SPE) analiziran LC— tandem MS analitickom metodom. Nakon dekapitacije,
mozgovi su vadeni, odmeravani u epruveti i homogenizovani rotor—stator blenderom (T 25
digital Ultra—Turrax, IKA, Nemacka) u 2 mL metanola na 16000 rpm tokom 2 min. Zatim
je homogenat dopunjavan do 5 ml metanolom, centrifugiran (9000xg, 15 min) i na kraju

analiziran LC— tandem MS analiti¢kom metodom.

Koncentracije odabranih supstanci u plazmi i mozdanom tkivu odredivane su pomocéu
Waters Alliance 2695, Mass Lynx, Waters ZQ 2000 kvadrapolnog analizatora koji koristi

jonizaciju u elektrospreju (eng. the electrospray ionization interface, ESI-MS; Waters,
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Milford, MA, USA), a podaci su dobijeni pracenjem izabranog jona (eng. selected ion
monitoring—SIM) jonske mase m/z 237 i skeniranjem opsega jonskih masa m/z 100-400
(eng. full-scan ESI+ mode). Limiti kvantifikacije u oba eksperimenta bili su 1 ug/l (uzorci
plazme) i 10 ug/l (uzorci mozdanog tkiva). Za predpripremu uzoraka kori$é¢ena je te¢no—
Gvrsta ekstrakcija (eng. solid—phase extraction—SPE) uz pomo¢ Oasis® HLB kertridza
(Waters, Milford, MA, USA), prethodno kondicioniranih metanolom i destilovanom
vodom. Kao uzorci su nanoSeni plazma ili razblazeni supernatant homogenata mozga, a
kertridzi su ispirani sa 1 ml 5% metanola. Kertridzi su zatim suSeni pod vakuumom, a
supstance od interesa su eluirane sa 1 ml metanola. Nakon evaporacije ostaci su
rekonstituisani u 1 ml mobilne faze, koja se sastojala od smese: 5 mM amonijum formijat
(pH 3,5): acetonitril sa 0,1% mravlje kiseline = 45% : 55% izokratski uslovi; i onda
injektovani u LC sistem. Za separaciju jedinjenja kori$¢ena je kolona XTerra RP18 (Waters,
Milford, MA, USA). Zrtvovanje i uzimanje uzoraka obavljeno je u namenskim prostorijama
vivarijuma Farmaceutskog fakulteta, dok je analiticka obrada uzoraka uradena u saradnji sa

Katedrom za farmaceutsku hemiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.3.2 Odredivanje slobodne frakcije supstanci i metabolicke stabilnosti

Za odredivanje slobodne frakcije selektivnih modulatora u plazmi i homogenatu mozga
kori$¢ena je aparatura za brzu ekvilibrijumsku analizu sa 48 bunari¢a (eng. rapid
equilibrium dialysis (RED), Thermo Scientific). Plazma i homogenat mozga su pripremljeni
kao i za odredivanje koncentracija u plazmi i homogenatu mozga, s tim $to je ovde za
homogenizaciju koris¢en PBS pufer (eng. phosphate-buffered saline) umesto metanola.
Mozak pacova je za brzu ekvilibrijumsku dijalizu razblazen sa 4 zapreminska dela (1:5)
PBS-a i homogenizovan. U bunariée su postavljani umeci sa dve komorice (jedna za uzorak
— crvena a druga za pufer — bela). U crveni deo dodavalo se 190 puL plazme ili homogenate
mozga i 10 uL radnog rastvora ispitujuceg liganda koncentracije 100 uM (PWZ-029, SH-
053-2’F-R-CH3, SH-I-75, SH-1-047, MP-111-004, MP-I111-022) pripremljenog u
dimetilsulfoksidu (DMSO), kako bi se dobila ukupna koncentracija liganda u crvenom delu
umetka od 5 uM. U beli deo umetka dodavan je pufer (PBS). Nakon inkubacije na 37°C na

orbitalnom Sejkeru u trajanju od 4 sata, 50 uL alikvota pufera, plazme i homogenata mozga

34



je prenoseno u ependorfice u kojima je prethodno nalivana ista zapremina DMSO-a.
Dodavano je 50 uL pufera koji nije podvrgnut dijalizi u alikvote plazme i homogenate
mozga (iz crvenog dela) dok je 50 uL sveze plazme i homogenata mozga, koji nisu prosli
dijalizu, stavljano u alikvote pufera iz dijalize (beli deo). U tako pripremljene uzorke je
nalivano 300 uL hladnog acetonitrila u kome je rastvoren interni standard (SH-1-048A).
Posle vorteksiranja i centrifugiranja na hladnom, 100 pL supernatanta je prenoseno u vijale
za LC-tandem MS analiticku metodu. Isti protokol je koriS¢en i za pripremu matriksa za
kalibracionu krivu, pri ¢emu se pre dijalize u plazmu i homogenat mozga nije dodavao radni
rastvor liganda, ve¢ je nakon dijalize u alikvot stavljan rastvor ispituju¢eg modulatora u

DMSO poznate koncentracije (u rasponu od 0,5 do 50 uM).

Nevezana frakcija u plazmi je odredivana kao odnos izmerenih koncentracija u puferu (iz
belog dela) i plazmi (crveni deo). Slobodna frakcija u nerazblazenom mozgu je izraunata
po formuli: fu={1/D+[(1/ fupomogenay — 1)+1/D]} (Kalvass i Maurer, 2002), gde D
predstavlja faktor razblazenja a fUpnomogenay slobodnu frakciju odredenu kao odnos

koncentracija liganda u puferu (beli deo) i homogenatu mozga (crveni deo).

3.4 Bihejvioralni testovi

U cilju procene efekata supstanci selektivnih za os podtip GABAA receptora na ponasanje
oglednih zivotinja koris¢eni Su slede¢i testovi: test lokomotorne aktivnosti, test
prepoznavanja novog objekta, Morisov vodeni lavirint i procedura socijalne diskriminacije.
Sva testiranja su sprovodena tokom svetle faze ciklusa sa pocetkom u 9 h. Celokupno
ponasanje zivotinje u in Vivo testovima praceno je digitalnom kamerom povezanom sa
ANY-—maze softverom (Stoelting Co., Wood Dale, IL, SAD) koji omogucava izraCunavanje
odabranih parametara. Svi in vivo eksperimenti sprovedeni su u namenskim prostorijama

vivarijuma Farmaceutskog fakulteta.
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3.4.1 Test lokomotorne aktivnosti

Ispitivanje opSte motorne 1 lokomotorne aktivnosti glodara predstavlja jedan od
fundamentalnih pristupa prilikom testiranja psihofarmaka (Geyer, 1990). Termin ,,spontana
lokomotorna aktivnost” ukazuje da se radi o grupi neuslovljenih testova u kojima nema
eksplicitnih uslovljavanja i gde se rutinski prate parametri kretanja, propinjanje, timarenje,
grickanje i dr. Mnoge psihotropne supstance se definiSu kao stimulansi ili depresori
dominantno na bazi njihovog opsteg uticaja na lokomotornu aktivnost glodara. Procena
lokomotorne aktivnosti, koja je izmenjena delovanjem farmakoloSkih supstanci (npr.
hiperlokomocija izazvana amfetaminom ili dizocilpinom koja se povezuje sa pozitivnim
simptomima shizofrenije), moze biti iskoriS¢ena za otkrivanje novih lekova (npr.

antipsihotika).

Dvadeset minuta nakon primene odgovarajuceg tretmana pacovi su stavljani u centar polu—
prozirnog kaveza od pleksiglasa veli¢ine 40 cm x 25 cm X 35 c¢m, koji je smeSten u sobu sa
priguSenim crvenim svetlom (20 Ix). Aktivnost pacova prac¢ena je uz pomo¢ ANY—-maze
softvera, instaliranog na racunaru Koji je povezan sa kamerom postavljenom direktno iznad
kaveza. Za eksperimente sa dizocilpinom kori$éen je protokol pracenja aktivnosti tokom
perioda od 30 ili 60 min, bez prethodne habituacije. U eksperimentima sa amfetaminom i
skopolaminom kori$éen je drugaciji protokol, u kome je nakon tretmana Zivotinja pracena
20 minuta (procena bazalne lokomotorne aktivnosti pod dejstvom ispitivanih supstanci), a
zatim su zivotinje primale amfetamin ili skopolamin i test se nastavljao jo§ 60 minuta. Posle
svake Zivotinje kavez je CiS¢en razblaZzenim rastvorom etanola 1 papirnom vatom. Za
pracenje uticaja ispitivanih tretmana u ovom testu su korisceni slede¢i parametri: ukupni
predeni put i vreme provedeno u aktivnosti (tokom Ccitavog pracenja testa 1 tokom

petominutnih intervala).
U testu lokomotorne aktivnosti sprovedeno je ukupno Sesnaest eksperimenata:
= Eksperiment 1: Procena efekata amfetamina (0,5 mg/kg);

= Eksperiment 2: Procena uticaja haloperidola (0,125 i 0,25 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu amfetaminom (0,5 mg/kg);
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Eksperiment 3: Procena uticaja PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu amfetaminom (0,5 mg/kg);

Eksperiment 4: Procena efekata SH-053-2’F-R-CH3 (10 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu amfetaminom (0,5 mg/kg);

Eksperiment 5: Procena efekata SH-1-047 (0,5; 2 i 10 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu amfetaminom (0,5 mg/kg);

Eksperiment 6: Procena efekata SH-1-75 (0,1; 0,2; 0,5 i 2 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu amfetaminom (0,5 mg/kg);

Eksperiment 7: Procena efekata MP-111-004 (0,5; 2 i 10 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu amfetaminom (0,5 mg/kg);

Eksperiment 8: Procena efekata MP-111-022 (1; 2,5 i 10 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu amfetaminom (0,5 mg/kg);
Eksperiment 9: Procena uticaja dizocilpina (0,1; 0,2 i 0,5 mg/kg);

Eksperiment 10: Procena efekata diazepama (1 i 5 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu dizocilpinom (0,2 mg/kg);

Eksperiment 11: Procena efekata diazepama (2 mg/kg) na hiperlokomociju izazvanu

dizocilpinom (0,2 mg/kg);

Eksperiment 12: Procena efekata PWZ-029 (5 i 20 mg/kg) na hiperlokomociju
izazvanu dizocilpinom (0,2 mg/kg);

Eksperiment 13: Procena efekata PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na hiperlokomociju

izazvanu dizocilpinom (0,2 mg/kg);

Eksperiment 14: Procena efekata SH-1-75 (0,5 i 5 mg/kg) na hiperlokomociju izazvanu

dizocilpinom (0,2 mg/kg);

Eksperiment 15: Procena efekata SH-1-75 (0,2 mg/kg) na hiperlokomociju izazvanu
dizocilpinom (0,2 mg/kg);
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= Eksperiment 16: Procena efekata PWZ-029 (2 mg/kg) i SH-1-75 (0,2 mg/kg) na

hiperlokomociju izazvanu skopolaminom (0,5 mg/kg).

3.4.2 Test prepoznavanja novog objekta

Iako je Berlyne jos 1950. godine pokazao da pacovi provode vise vremena u eksploraciji
novog objekta nego prethodno istrazivanog (familijarnog) objekta (Berlyne, 1950), tek su
Ennaceur i Delacour (1988) uveli ovaj test kao metod za istrazivanje ,prepoznavanja
objekta®. Generalno se test prepoznavanja novog objekta sastoji od dve faze. U prvoj fazi,
Zivotinji se prezentuju isti objekti koje ona istrazuje (¢ime oni postaju familijarni objekti) u
okruzenju koje nije isto kao kavez u kome se zivotinja ¢uva. Nakon prve faze, Zivotinja se
vra¢a u kavez u kome je Cuvana i tu provodi odgovaraju¢e vreme (retenciono vreme). U
drugoj fazi, zivotinja se vraca u aparaturu u kojoj se susrela sa familijarnim — poznatim
objektima i pred nju se stavljaju dva objekta, jedan familijarni i jedan novi objekat. Ovaj
test koristi prirodnu sklonost Zivotinje da prilazi i istrazuje novi objekat, za S§ta nije
neophodno visekratno treniranje zivotinje i $to se moze sprovesti u jednoj sesiji. Ovakav
test ne zahteva averzivni stimulus, restrikciju hrane ili vode, i veliki broj laboratorija ga
uspesno koristi za miSeve 1 pacove. Test prepoznavanja novog objekta je 1 test koji je
uklju¢en u MATRICS inicijativu kao test za izuCavanje ,,vizuelnog u€enja i pamcenja*
(Young 1 sar. 2009). Najbitnije mozdane strukture ukljuene u izvodenja testa
prepoznavanja novog objekta kod glodara jesu hipokampus i parahipokampalni region —
postrinalni, peririnalni i rinalni korteks (Dickerson i Eichenbaum, 2010). Tokom vremena
Su razvijane varijacije ovog testa, $to oteZzava poredenje rezultata dobijenih u razli¢itim

laboratorijama.

Aparatura za test prepoznavanja novog objekta se u naSoj laboratoriji sastoji od kutije
dimenzija 65 cm x 45 cm x 45 cm, iznad koje je montirana kamera za pracenje ponasanja
zivotinja. U sobi je za vreme testiranja ukljuceno indirektno belo svetlo jacine 20 Ix. Odmah
po primljenom tretmanu Zzivotinje su aklimatizovane na eksperimentalnu sobu, i 20 minuta
nakon tretmana sprovodena je familijarizacija, koja je trajala 5 minuta. Za vreme faze

familijarizacije predstavljana su dva istovetna objekta, nakon ¢ega su Zivotinje vracane u
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kaveze za odgoj do druge faze — testiranja. Vreme izmedu faza familijarizacije i testiranja je
u eksperimentu 1 bilo 24 h, dok je u drugim eksperimentima bilo 1 h. Vreme izmedu faza
familijarizacije i testiranja od 24 h upucuje na gubitak diskriminacije kontrolnih zivotinja
izmedu novog i poznatog objekta. Protokol u kome je koris¢en kraéi period izmedu dve faze
(1 h) primenjivan je kod farmakoloskog oste¢enja diskriminacije novog objekta za vreme
faze testiranja. Faza testiranja, u kojoj se Zivotinja susre¢e sa jednim novim i jednim
familijarnim objektom, trajala je 3 minuta. Svi objekti su sli¢nih dimenzija, ali drugacijeg
oblika, boje i materijala i koris¢eni su u triplikatu, kako bi se u fazi testiranja prezentovao
drugi (istovetni) objekat. Svi objekti i aparatura su se Cistili 70%-nim etanolom nakon
familijarizacije i testiranja, kako bi se iskljuc¢ila moguénost uticaja olfaktornog stimulusa na
istrazivanje objekata. Eksperimenti su snimani i obradivani Any-maze softverom. Parametri
koriS¢eni za fazu testiranja su vremena eksploracije novog i familijarnog objekta,
diskriminacioni indeks ((vreme eksploracije novog — vreme eksploracije familijarnog
objekta) / (vreme eksploracije novog + vreme eksploracije familijarnog objekta)),
diskriminacioni odnos (vreme eksploracije novog / vreme eksploracije familijarnog
objekta), ukupno vreme eksploracije objekata, predeni put i brzina kretanja. Za fazu
familijarizacije praceni su parametri vremena eksploracije dva ista objekta (A i B), ukupno

vreme eksploracije objekata, predeni put, brzina kretanja.
U testu prepoznavanja novog objekta sprovedeno je ukupno pet eksperimenata:

= Eksperiment 1: Procena efekata rastu¢ih doza PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg), DMCM

(0,25 mg/kg) i skopolamina (retenciono vreme 24 h);
= Eksperiment 2: Procena efekata dizocilpina (0,05; 0,1 i 0,2 mg/kg);

= Eksperiment 3: Procena uticaja PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na promene ponasanja
izazvane dizocilpinom (0,1 mg/kg);

= Eksperiment 4: Procena efekata skopolamina (0,1; 0,3 i 1 mg/kg) i diazepama (2

mg/kg);

= Eksperiment 5: Procena uticaja PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na promene ponasanja
izazvane skopolaminom (0,3 mg/kg).

39



3.4.3 Morisov vodeni lavirint

Richard G. Morris je u bihejvioralnu neuronauku prvi uveo vodeni lavirint pre vise od 30
godina (1981), a danas je Morisov vodeni lavirint jedan od najcesée korisc¢enih testova za
procenu uticaja psihotropnih supstanci na ucenje i paméenje. Kod glodara, vodeni lavirint
ispituje prostorno/alocentri¢no i egocentri¢no ucenje i pamcenje, $to bi kod ljudi odgovoralo
dvema komponentama memorije — proceduralnoj (implicitnoj) i deklarativnoj (eksplicitnoj)
(Izquierdo i sar., 1999, 2006).

Iako je veliki broj studija ispitivao ucesce razlicitih regija mozga u posredovanju efekata
psihotropnih supstanci u Morisovom vodenom lavirintu, ¢ini se da je uloga hipokampusa 1
entorinalnog korteksa od centralnog znacaja za sticanje — akviziciju prostorne memorije
(D’Hooge i De Dayn, 2001,Vorhees i Williams, 2014). Istrazivanja selektivnih modulatora
benzodiazepinskog mesta vezivanja u vodenom lavirintu, kao i koris¢enje transgenih
zivotinja u mnogome su doprineli otkrivanju uloge GABA—¢ i as GABAA receptora u
memorijskim procesima (McNamara i Skelton, 1991, McNamara i sar., 1993, Collinson i
sar., 2002, Dawson i sar., 2005, Collinson i sar., 2006).

Vodeni lavirint u nasoj laboratoriji predstavlja crni cilindri¢ni bazen (pre¢nik: 200 cm,
visina: 60 cm) sa jednolicnom unutrasnjom povrSinom. Bazen je ispunjen vodom
(temperatura 23+1 °C) do visine 30 cm. Na ivicama bazena nalaze se oznake za strane sveta
(sever, jug, zapad, istok), na osnovu ¢ega je u ANY—maze softveru napravljena virtuelna
podela na Cetiri kvadranta 1 viSe regija: centralni deo zauzima 10%, srediSnji prsten (u kome
se nalazi platforma i ciljni region) 40% i periferni prsten 50% celokupne povrSine bazena
(Savi¢ 1 sar., 2009). Ciljna platforma (10 cm x 15 cm) je potopljena 2 cm ispod povrSine
vode, nalazi se u sredini severoisto¢nog kvadranta bazena, i iste je boje kao unutrasnjost
bazena, §to je ¢ini nevidljivom za pacove (Terry, 2009). U okolini bazena nalaze se mnogi
orijentiri (vrata, cevi na zidovima i plafonu, uglovi prostorije, kamera postavljena iznad
centra lavirinta), za koje se ne moZze iskljuciti da su od pomo¢i Zivotinji prilikom
orijentacije u prostoru. Soba je osvetljena belim neonskim lampama koje su postavljene na

zid ispod ravni gornjeg ruba bazena ¢ime je obezbedeno indirektno osvetljenje.
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Pacovi su dobijali tretmane 20 min pre eksperimentalnog bloka, svakog dana, u trajanju od
pet dana (akviziciona faza). Svaki eksperimentalni blok sastojao se od Cetiri pokus$aja (svaki
je trajao najvise 120 s). Pacov se postavljao u vodu glavom okrenut prema ivici bazena u
jednu od cCetiri nasumi¢no odabrane pozicije: sever, zapad, severozapad i jugoistok. U
sluaju nalaska platforme pacovu se dozvoljavalo da ostane na njoj 10-15 s. Pokusaj je
trajao od trenutka pustanja pacova u bazen do nalazenja platforme. Ukoliko pacov ne uspe
da pronade platformu u roku od 120 s, uzima se u ruku i po povrsini vode dovodi do
platforme. U tom slucaju podrazumeva se da je rezultat maksimalan, odnosno 120 s. Da bi
se ispitala referentna memorija, 24 h posle poslednjeg, petog dana akvizicije, vrsio se probni
test u trajanju od 60 s, u bazenu bez platforme i bez prethodnog tretmana (Vorhees i
Williams, 2006). Jedino u ovom testu pacov se pustao sa jugozapadne pozicije, najdalje

tacke u odnosu na onu gde se platforma nalazila prethodnih dana.

Kod testa ispitivanja uticaja na ucenje parametri izabrani za pracenje bili su: latencija
nalaska platforme (od postavljanja zivotinje u bazen do trenutka nalazenja platforme),
ukupan predeni (preplivani) put i efikasnost puta (odnos najkra¢e moguée putanje do
platforme i stvarnog predenog puta Zivotinje). Sva tri parametra mogu se, u manjoj ili vecoj
meri, povezati sa ponasanjem zivotinje koje se odlikuje kretanjem ka cilju (Vorhees i
Williams, 2014). S druge strane, izabran je i parametar brzina plivanja ¢ijom procenom
mogu da se sagledaju nekognitivni efekti tretmana (na primer senzorno-motorne promene).
Kod ispitivanja promena ponasanja izazvanih skopolaminom dodatno su obradeni i
parametri tigmotaksi¢nog ponasanja: % predenog puta i % vremena provedenog u
perifernom prstenu. U toku testa pozivanja, kao prac¢eni parametri odabrani su latencija i
efikasnost puta do prvog ulaska u ciljni region, kao i vreme i predeni put u ciljnom regionu.
Kroz procenu ovih parametara pratiti smo uticaje tretmana na deklarativnu memoriju. U
eksperimentima sa skopolaminom koris¢en je i parametar vremena provedenog u
perifernom prstenu (fenomen tigmotaksije — smanjenje je povezano sa proceduralnom

komponentom memorije), kao i vreme provedeno u Sl kvadrantu.

U vodenom lavirintu sprovedeno je ukupno Sest eksperimenata:
= Eksperiment 1: Procena efekata SH-1-75 (0,2; 2 i 5 mg/kg);

= Eksperiment 2: Procena efekata dizocilpina (0,07; 0,1 i 0,15 mg/kg);
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= Eksperiment 3: Procena uticaja PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na promene ponaSanja

izazvane dizocilpinom (0,1 mg/kg);

= Eksperiment 4: Procena uticaja SH-1-75 (0,5; 2 i 5 mg/kg) na promene ponasanja
izazvane dizocilpinom (0,1 mg/kg);

= Eksperiment 5: Procena efekata skopolamina (0,03; 0,1; 0,3 i 1 mg/kg);

= Eksperiment 6: Procena uticaja PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na promene ponaSanja

izazvane skopolaminom (1 mg/kg).

3.4.4 Procedura socijalne diskriminacije

Procedura socijalne diskriminacije uporeduje vremena istrazivanja juvenilnih pacova od
strane odrasle jedinke i zasniva se na ,,olfaktornom potpisu“ juvenilne zZivotinje (za razliku
od testa prepoznavanja novog objekta gde je olfaktorni stimulus irelevantan). U brojnim
radovima ova procedura je koriS¢ena za ispitivanje uticaja psihofarmaka na socijalnu
komponentu pamcenja (Terranova i sar., 2005, Watson i sar., 2012, Clifton i sar., 2013).
Bitna prednost ovakvog testa, pored Cinjenice da su Zivotinje u direktnom kontaktu, jeste i
mogucnost jasnog razlikovanja nememorijske komponente istrazivanja (ukupno istrazivanje
Zivotinja) od ponasanja usko specifi¢nog za memoriju (diskriminacija). Bitne strukture za
socijalno prepoznavanje su olfaktorna neuralna kola, amigdala, hipokampus i septum
(Ferguson i sar., 2002; Insel i Fernald, 2004; Squires i sar, 2006).

Test se sastoji od dva perioda: period 1 (T1) — kada se pacov upoznaje sa juvenilnim, i
period 2 (T2) — koji pored prethodno upoznatog, ukljucuje novog juvenilnog pacova.
Postoje razli€iti protokoli u zavisnosti od cilja ispitivanja (farmakolosko oStec¢enje
podrazumeva da se T2 odmah nadovezuje na T1, pri ¢emu T1 traje 30, a T2 5 minuta;
protokolarno o$tec¢enje kod koga postoji smanjenje prepoznavanja kod kontrolnih Zivotinja:
T1 i T2 traju 5 minuta, a vreme izmedu T1 i T2 je 30 minuta). U nasim eksperimentima
koristili smo protokol sa farmakoloskim oste¢enjem (0,1 mg/kg MK-801). Eksperiment se
izvodio u kavezu u kome je adultna zivotinja ¢uvana; manuelno je pra¢eno vreme koje je

zivotinja provela u istraZivanju pri ¢emu je kao istraZivanje podrazumevano anogenitalno
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njuskanje, lizanje, blisko pracenje i1 kontakt Sapicama (Engelmann i sar., 1995). Adultni
pacovi su 48 h pre testiranja izdvajani u posebne kaveze, a na dan testiranja su primali
tretman i.p. 20 minuta pre T1. Izabrani parametri su bili: ukupno vreme istrazivanja u prvih
5 minuta T1 i tokom T2; diskriminacioni indeks ((vreme istraZzivanja novog — vreme
istrazivanja poznatog pacova) / ukupno vreme istrazivanja u T2), i diskriminacioni odnos

(vreme istrazivanja novog / vreme istrazivanja poznatog pacovau T2).
U proceduri socijalnog prepoznavanje uradena su dva eksperimenata:
= Eksperiment 1: Procena efekata 0,1 mg/kg dizocilpina;

= Eksperiment 2: Procena efekata PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na promene ponasanja

izazvane dizocilpinom (0,1 mg/kg).

3.5 Statisticka analiza podataka

Statisti¢ka analiza podataka bihejvioralnih testova je uradena uz pomo¢ Sigma Plot 11.0 i
12.0 softvera. Za izracunavanje farmakokineti¢kih podataka koriS¢ena je funkcija u
Microsoft Excel softveru (eng. PK Functions for Microsoft Excel software) napisana od
strane Joel Usansky, Atul Desai i Diane Tang-Liuwere. Pre obrade analizom varijanse,
podaci su testirani na homogenost i normalnu raspodelu. Podaci iz testa lokomotorne
aktivnosti obradeni su jednofaktorskom ANOVA-om (faktor Tretman) i dvofaktorskom
ANOVA-om sa ponavljanjem za petominutne intervale (faktori: Tretman i Vreme). Za
NORT je koriscéen t-test sa uparenim vrednostima za vremena istrazivanja, one-sample t-test
za diskriminacioni indeks (u odnosu na hipoteticku vrednost 0) i jednofaktorske ANOVA-e
za ostale parametre (faktor Tretman). Vrednosti parametara iz vodenog lavirinta su
blokovane po Zivotinji (srednja vrednost Cetiri plivanja u toku dana) i analizirane
dvofaktorskom ANOVA-om sa ponavljanjem (faktori: Tretman i Dani) za fazu akvizicije.
Jednofaktorskom ANOVA-om su obradeni podaci iz testa pozivanja (faktor Tretman). U
proceduri socijalne diskriminacije koris¢en je neparametarski Kruskal-Wallisov test za
diskriminacijske parametre. Kod analize dvofaktorskim ANOVA-ma ukoliko je interakcija

izmedu faktora bila znacajna, radene su jednofaktorske ANOVA-e za svaki dan tj.
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vremenski interval. Za post hoc analizu koris¢en je Student-Newman-Keuls (SNK) test. U
svim testovima, razlike na nivou p<0,05 uzimane su kao statisti¢ki zna¢ajne, a vrednosti
0,1>p>0,05 smatrane su statistickim trendom. Na graficima su podaci prikazani kao
aritmeticka sredina + ili + standardna greska (SEM) a u tabelama su vrednosti bihejvioralnih
podataka dati kao aritmetic¢ka sredina = standardna devijacija (SD). Odredene koncentracije

liganada u plazmi i homogenatu mozga su prikazane tabelarno kao aritmeti¢ka sredina +
SEM.
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4 REZULTATI

4.1 Odredivanje koncentracije izabranih supstanci u plazmi i mozgu
pacova

4.1.1 Eksperiment 1

Dvadeset minuta nakon i.p. injekcije PWZ-029 (u dozi od 2, 5 i 10 mg/kg) molarne
koncentracije u plazmi 1 homogenatu mozga bile su u ocekivanim granicama i u direktnoj
vezi sa primenjenim dozama supstance (Tabela 4). Karakteristika PWZ-029 je u tome $to,
za razliku od pozitivnih modulatora GABAA receptora koji sadrze as subjedinicu (videti
posle), dostize ukupno veée koncentracije u plazmi i mozgu i S$to nema osobinu

,hakupljanja“ u mozdanom tkivu (koncentracije u mozgu su znatno nize).

Tabela 4. Ukupne molarne i procenjene slobodne koncentracije PWZ-029 (primenjen u dozi
od 2, 5i 10 mg/kg) u plazmi i mozdanom tkivu pacova Zrtvovanih 20 minuta nakon tretmana.
Svaki podatak predstavlja srednju vrednost + SEM za 3 uzorka.

Doza (mg/kg) 2 5 10

PWZ-029

Plazma Ukupno  4647,93 + 880,16 11943,70 +2878,27 20087,07 + 3997,23
(nmol/L)  Slobodno  1113,18 + 210,80 2860,51 + 689,35 4810,85 + 957,34

Mozak Ukupno  2323,12+129,98  4074,59 + 923,30 7002,81 + 1505,01
(nmol/kg)  Slobodno 183,76 + 10,28 322,30 + 73,03 553,92 + 119,05

Farmakokineticki parametri izracunati nakon primene doze od 5 mg/kg PWZ-029 dati su na
Slici 12. Prikazane su masene koncentracije u datim vremenskim tackama. Obradeni
farmakokineticki parametri govore o brzom dostizanju maksimalne koncentracije u plazmi i
mozdanom tkivu (Tmax je 8,34 minuta). Poluvreme eliminacije je 29,47 minuta za plazmu i
16,11 minuta za mozdano tkivo. Prikazane su i procenjene slobodne koncentracije liganda u
plazmi 1 moZdanom tkivu, izraCunate mnozenjem izmerenih ukupnih koncentracija 1
odgovarajucih slobodnih frakcija dobijenih brzom ekvilibrijumskom dijalizom, koje su za

plazmu iznosile 23,95%, a za mozdano tkivo 7,91%.
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—O0— Plazma —0— Mozak
Cmax 12007,90 + 184426 (ng/mL) 2946,25 + 439,01 (ng/g)

Tmax 8,34 + 1,68 (min) 8,34 + 1,68 (min)
AUCqp.q 3418,80 £ 640,15 (ng*h/mL) 1077,78 + 80,36 (ng*h/q)
t1/2 29,47 £ 6,85 (min) 16,11 3,44 (min)
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Sika 12. Farmakokineticki parametri, ukupne masene koncentracije u plazmi i moZdanom
tkivu i procenjena slobodna koncentracija u moZdanom tkivu PWZ-029 (primenjen u dozi od
5 mg/kg) nakon 5, 10, 20, 40 i 60 minuta. Svaki podatak predstavlja srednju vrednost + SEM
za 3 uzorka.

4.1.2 Eksperiment 2

Ukupne molarne koncentracije SH-053-2’F-R-CHgs, SH-1-047, SH-1-75 i MP-I11-004 u
plazmi i mozdanom tkivu, kao i njihove procenjene slobodne koncentracije 20 minuta

nakon jednokratne primene doza 0,5; 2 i 10 mg/kg, date su redom u Tabeli 5.

Vrednosti in vitro utvrdene slobodne frakcije datih liganada u plazmi i mozdanom tkivu
prikazane su u Tabeli 6. Procenat slobodne frakcije u mozgu je za SH-I-75 i MP-111-004

duplo veéi nego za ostala dva liganda.

Dodatno su odradeni in vitro testovi metabolicke stabilnosti tokom inkubacije u plazmi
pacova za predstavnike metil i etil estara pozitivnih modulatora GABAA receptora koji
sadrze os subjedinicu. Rezultati su prikazani u Tabeli 7 i pokazuju znatno vecu stabilnost

metil estara (predstavnik MP-111-004) u odnosu na etil estre (predstavnik SH-1-047).
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Tabela 5. Ukupne molarne i procenjene slobodne koncentracije SH-053-2°F-R-CHs, SH-1-047,
SH-1-75 i MP-111-004 (primenjenih u dozi od 0,5; 2 i 10 mg/kg) u plazmi i moZdanom tkivu
pacova 20 minuta nakon tretmana. Svaki podatak predstavlja srednju vrednost + SEM za 3
uzorka.

Doza (mg/kQg) 0,5 2 10
Plazma Ukupno 38,83+ 17,55 31,23 + 14,89 337,57 £ 145,03
(nmol/L)  Slobodno 26,62 + 12,03 21,41+10,21 231,41 +£99,41
Mozak Ukupno 43,88 + 18,47 66,59 + 34,13 552,72 + 241,70
(nmol/kg)  Slobodno 1,70+ 0,71 2,58 + 1,32 21,39 + 9,35
Plazma Ukupno 51,27 + 16,24 41,94 + 15,79 54,79 + 15,60
(nmol/L)  Slobodno 33,78 £ 10,70 27,64 + 10,40 36,10 + 10,28
Mozak Ukupno 72,97 £ 14,97 202,13 + 54,77 282,34 + 92,19
(nmol/kg)  Slobodno 2,47 £ 0,51 6,85+ 1,86 9,57+ 3,12
Plazma Ukupno 51,66 + 4,61 185,43 + 41,46 1434,80 + 673,24
(nmol/L)  Slobodno 21,97 +1,96 78,84 + 17,63 610,08 + 286,26
Mozak Ukupno 107,27 + 12,89 319,80 + 26,00 1716,32 + 785,81
(nmol/kg)  Slobodno 6,57 £ 0,79 19,60 + 1,59 105,21 + 48,17
Plazma Ukupno 64,47 + 23,02 415,89 + 58,91 1182,49 + 546,09
(nmol/L)  Slobodno 22,78 £8,13 146,93 + 20,81 417,77 £ 192,93
Mozak Ukupno 125,88 + 30,01 329,59 + 26,55 1696,44 + 269,70
(nmol/kg)  Slobodno 7,89+1,88 20,66 + 1,66 106,37 + 16,91

Tabela 6. Procenjene in vitro slobodne frakcije (%0). Svaki podatak predstavlja srednju
vrednost za 3 uzorka.

SH-053-2°F-

SH-1-047 MP-111-004

R-CH3

Slobodna  Plazma 68,55 65,89 42 52 35,33
frakcija (%) Mozak 3,87 3,39 6,13 6,27
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Tabela 7. Procenjena in vitro metaboli¢ka stabilnost (ukupna koncentracija SH-1-047 i MP-
111-004 u plazmi pacova nakon 30, 60, 120 i 240 minuta). Svaki podatak predstavlja srednju
vrednost + SEM za 3 uzorka.

SH-1-047 | %  MP-I11-004
0 min 0,5556 100 0 min 0,5556 100
30 min 0,3149 +0,0180 | 56,68 30 min 0,5487 +0,0491 | 98,76
60 min 0,0693 +0,0031 | 12,47 60 min 0,4183 +0,0221 | 75,30
120 min | 0,0034 +0,0001 | 0,61 120 min | 0,2373 +£0,0067 | 42,72
240 min | 0,0019 +0,0001 | 0,33 240 min | 0,1186+0,0064 | 21,35

4.1.3 Eksperiment 3

U Tabeli 8 su prikazane ukupne molarne i procenjene slobodne koncentacije za MP-111-022
u plazmi i mozgu pacova zrtvovanih 20 minuta nakon primene jedne od doza (1; 2,51 10
mg/kg). lzmerene koncentracije su u skladu sa primenjenim dozama i ocekivanim

vrednostima.

Tabela 8. Ukupne molarne i procenjene slobodne koncentracije MP-111-022 (primenjen u dozi
od 1; 2,5 i 10 mg/kg) u plazmi i moZdanom tkivu pacova 20 minuta nakon tretmana. Svaki
podatak predstavlja srednju vrednost + SEM za 3 uzorka.

Doza (mg/kg) 1 2,5 10
Plazma Ukupno 62,43 +£ 4,97 120,01 + 31,74 563,71 + 54,04
(nmol/L)  Slobodno 8,47 + 0,67 16,29 + 4,31 76,52 + 7,34
Mozak Ukupno 96,47 + 12,04 156,46 + 50,33 825,28 + 99,33
(nmol/kg)  Slobodno 6,38 + 0,80 10,34 + 3,33 54,56 + 6,57

Farmakokineti¢ki parametri i ukupne masene koncentracije u plazmi i mozdanom tkivu za
MP-111-022 izra¢unati nakon i.p. primene doze od 2,5 mg/kg dati su na Slici 13. Prikazana
je 1 procenjena slobodna frakcija za mozdano tkivo. Vremena postizanja maksimalnih
koncentracija u plazmi i mozgu su primetno veéa nego kod PWZ-029 (Tnax je 53,34
minuta), kao i vremena polueliminacije (ti, za plazmu i mozak je 71,12 min, odnosno 35,34
min). Pri primeni MP-111-022 postizu se veée koncentracije u mozgu nego u plazmi, §to

dodatno isti¢e razlike u farmakokinetickim profilima ova dva liganda.

Slobodna frakcija MP-111-022 dobijena brzom ekvilibrijumskom dijalizom u plazmi iznosi

13,57%, a u mozgu 6,61%. Metabolicka stabilnost u plazmi procenjena in vitro pokazuje da
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nema razgradnje molekula u toku 4 h pracenja, Sto je i bilo ocekivano s obzirom na

hemijsku strukturu jedinjenja (Tabela 9).

Tabela 9. Procenjena in vitro metaboli¢ka stabilnost (ukupna koncentracija MP-111-022 u
plazmi pacova 30, 60, 120 i 240 minuta nakon tretmana). Svaki podatak predstavlja srednju
vrednost + SEM za 3 uzorka.

MP-111-022 |
0 min 0,5556 100
30 min 0,5402 + 0,0146 97,23
60 min 0,5403 +0,0193 97,25
120 min 0,5472 + 0,0007 98,50
240 min 0,5374 + 0,0063 96,74
—0— Plazma —0— Mozak
Crax 257,21+ 85,52 (ng/mL) 314,37 + 86,69 (ng/g)
Trnax 53,34 + 6,66 (min) 53,34 + 6,66 (min)
AUCq.5 340,73 £120,79 (ng*h/mL) 446,60 + 144,54 (ng*h/g)
t1/o 35,34 + 4,41 (min) 71,12 + 28,17 (min)
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Slika 13. Farmakokineti¢ki parametri, ukupne masene koncentracije u plazmi i moZdanom
tkivu i procenjena slobodna koncentracija u mozdanom tkivu MP-111-022 (primenjen u dozi
od 2,5 mg/kg) nakon 5, 10, 20, 40, 60 i 180 minuta. Svaki podatak predstavlja srednju vrednost
+ SEM za 3 uzorka.
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4.2 Test lokomotorne aktivnosti

4.2.1 Eksperiment 1

Uticaj amfetamina na spontanu lokomotornu aktivnost pacova procenili smo koristeci
parametre ukupnog predenog puta i vremena provedenog u mobilnosti tokom svih 60
minuta pracenja, kao i tokom petominutnih intervala. U prvih 20 minuta pracenja, pre
primene amfetamina, utvrdeno je da ne postoje znacajne razlike medu grupama. Primenjeni
t-test je pokazao znacajno povecanje ukupnog predenog puta u toku 60 minuta (t(10)=4,61,;
p=0,001; Slika 14a), i ukupnog vremena provedenog u mobilnosti (t(10)=6,36; p<0,001;
Slika 15a). Hiperlokomotorni uticaj amfetamina je potvrden kada je statisticka analiza
primenjena na petominutne intervale (dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem za predeni
put: Tretman - F(1,10)=21,29; p=0,001; Vreme - F(11,110)=10,28; p<0,001; Interakcija -
F(11,110)=2,93; p=0,002; Slika 14b).
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Slika 14. Uticaj 0,5 mg/kg amfetamina na a) ukupni predeni put i b) predeni put u
petominutnim intervalima u toku 60 minuta. *p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu
(SAL). Broj zivotinja u svakoj grupi bio je 6.

Vrednosti dvofaktorske ANOVA-e sa ponavljanjem u slu¢aju vremena mobilnosti tokom
petominutnih intervala su za Tretman - F(1,10)=40,41; p<0,001; Vreme - F(11,110)=5,28;

p<0,001 i Interakciju - F(11,110)=4,63; p<0,001; Slika 15b.
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Slika 15. Uticaj 0,5 mg/kg amfetamina (AMPH 0,5) na a) ukupno vreme provedeno u
mobilnosti i b) vreme provedeno u mobilnosti u petominutnim intervalima u toku 60 minuta.
**p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (SAL). Broj Zivotinja u svakoj grupi bio
je 6.

4.2.2 Eksperiment 2

U eksperimentu sa haloperidolom (primenjen i.p. u dozi od 0,125 i 0,25 mg/kg)
jednofaktorska ANOVA je pokazala statisticki znacajan efekat tretmana na ukupni predeni
put tokom 20 min pracenja (F(2,18)=5,85; p=0,011). Post hoc SNK test je pokazao
statisticki znacajno smanjenje predenog puta posle primene obe doze haloperidola u odnosu
na kontrolnu grupu (Slika 16a). Isto se primecuje i posmatrenjem parametra ukupno vreme
provedeno u aktivnosti (jednofaktorska ANOVA,; F(2,18)=4,67; p=0,023; post hoc SNK test
dat na Slici 17a). Kada se ista statistika primeni na ukupni predeni put u toku 60 minuta
nakon davanja amfetamina dobijaju se znacajne vrednosti jednofaktorskih ANOVA (za
predeni put F(3,24)=3,63; p=0,027; za vreme provedeno u aktivnosti F(3,24)=3,82;
p=0,023). Vrednosti post hoc SNK testova pokazuju da dok obe doze haloperidola deluju
sedativno kada se same primene (prvih 20 minuta), jedino veca doza haloperidola (0,25
mg/kg) uspeva da prevenira hiperlokomotornu aktivnost izazvanu amfetaminom, kao i da

smanji vreme provedeno u aktivnosti u odnosu na amfetamin (Slici 16b i 17b).
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Slika 16. Uticaj haloperidola (0,125 i 0,25 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova u kavezu za
pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 20 minuta, b) predeni put tokom 60 minuta nakon
primene amfetamina i c) predeni put u petominutnim intervalima. *p<0,05 odnosu na
SOL/SAL grupu i +p<0,05 u odnosu na SOL/AMPH 0,5 grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi
bio je 7.
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Slika 17. Uticaj haloperidola (0,125 i 0,25 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u aktivnosti
pacova tokom 20 min, b) vreme provedeno u aktivnosti 60 minuta nakon primene amfetamina
i ¢) vreme provedeno u aktivnosti u petominutnim intervalima. *p<0,05 odnosu na SOL/SAL
grupu i +p<0,05 odnosu na SOL/AMPH 0,5 grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 7.

Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem primenjena na predeni put i vreme provedeno u
aktivnosti u petominutnim intervalima potkrepljuje znacajnosti dobijene primenom
jednofaktorske ANOVA-e na vrednosti datih parametara tokom celokupnog perioda od 60

min nakon davanja amfetamina (Tabela 10).
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Tabela 10. Rezultati statisti¢ke analize uticaja haloperidola i amfetamina na predeni put (m) i
vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 12 petominutnih intervala u testu lokomotorne

aktivnosti.
Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(3,24); p 3,63; 0,027 3,82; 0,023
Vreme, F(11,264); p 2,46; 0,006 2,34; 0,009
Interakcija, F(33,264); p 2,85; <0,001 3,26; <0,001
Tretman
HALO 0,125/AMPH vs. SOL/AMPH nz nz
HALO 0,25/AMPH vs. SOL/AMPH 0,029 0,030
SOL/AMPH vs. SOL/SAL 0,038 0,035
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
vreme (F(324); D)
5 min 0,70; 0,563 0,17; 0,913
10 min 2,45; 0,088 1,12; 0,361
15 min 2,42; 0,091 1,80; 0,174
20 min 2,78; 0,063 2,71; 0,067
25 min 4,07; 0,018 3,96, 0,020
30 min 3,03; 0,049 3,37; 0,035
35 min 3,60; 0,028 3,15; 0,043
40 min 4,18; 0,016 4,26; 0,015
45 min 4,71; 0,010 5,15; 0,007
50 min 5,14; 0,007 12,41; <0,001
55 min 5,30; 0,006 4,85; <0,001
60 min 2,72; 0,067 1,89; 0,159

AMPH=0,5 mg/kg amphetamina; HALO 0,125=0,125 mg/kg haloperidola; HALO 0,25=0,25
mg/kg haloperidola; nz=nije statisticki znacajno

4.2.3 Eksperiment 3

Srednje vrednosti pracenih parametara za razli¢ite doze PWZ-029 (2, 5 1 10 mg/kg) u toku
prvih 20 minuta testa date su u Tabeli 11. Jednofaktorska ANOVA nije bila statisti¢ki

znacajna za ukupni predeni put i vreme provedeno u aktivnosti (Tabela 11), sto pokazuje da

PWZ-029, u datim dozama, nije uticao na bazalnu aktivnost u testu lokomotorne aktivnosti.
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Tabela 11. Uticaj PWZ-029 na predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 20
minuta u testu lokomotorne aktivnosti i vrednosti statisti¢ke analize za date parametre. Svaki
podatak predstavlja srednju vrednost £ SD (N =8, 10, 7, 7).

Vreme provedeno u

Tretman Predeni put (m) aktivnosti (s)
SOL 14,52 + 3,73 1003,04 + 65,73
PWZ-029 2 11,22 + 2,36 938,62 + 97,81
PWZ-029 5 11,01 + 3,46 1000,13 + 80,30
PWZ-029 10 10,61 + 2,65 918,70 + 61,86
Jednofaktorska F(3,28)=2,73 F(3,28)=2,21
ANOVA p=0,063 p=0,109

Vrednosti jednofaktorske ANOVA-e za ukupni predeni put i vreme provedeno u aktivnosti
za 60 minuta pracenja testa su: F(4,35)=8,01; p<0,001, odnosno, F(4,35)=24,53; p<0,001;
rezultati post hoc SNK testa dati su na Slici 18a i 19a.
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Slika 18. Uticaj PWZ-029 (2, 5 i 10 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova u kavezu za
pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 60 min i b) predeni put u petominutnim intervalima
pri i.p. primeni amfetamina (0,5 mg/kg). **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na SOL/SAL grupu.
Broj Zivotinja u grupama: 8, 8, 10, 7, 7.
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Slika 19. Uticaj PWZ-029 (2, 5 i 10 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u aktivnosti pacova
u kavezu za praéenje lokomotorne aktivnosti tokom 60 min i b) vreme provedeno u aktivnosti
u petominutnim intervalima pri i.p. primeni amfetamina (0,5 mg/kg). **p<0,01 i ***p<0,001 u
odnosu na SOL/SAL grupu. Broj zZivetinja u grupama: 8, 8, 10, 7, 7.

Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem primenjena na petominutne intervale nakon
primene amfetamina za predeni put i vreme provedeno u aktivnosti (Tabela 12, Slika 18b,
19b) otkrila je znaajan efekat tretmana. Post hoc SNK test je pokazao da ima znacajnih
razlika izmedu kontrolne i svih ostalih grupa (Tabela 12). Jednofaktorske ANOVA-e po
petominutnim intervalima sprovodene su kada je postojala statisticki znacajna interakcija
izmedu faktora (za parametar vreme provedeno u aktivnosti) i rezultati ovih analiza dati su
u Tabeli 12.
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Tabela 12. Rezultati statisticke analize uticaja PWZ-029 i amfetamina na predeni put (m) i
vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 12 petominutnih intervala u testu lokomotorne

aktivnosti.
Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti ()
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem

Tretman, F(4,35); p 8,01; <0,001 24,53; <0,001

Vreme, F(11,385); p 5,06; <0,001 8,50; <0,001

Interakcija, F(44,385); p 1,17; 0,216 3,13; <0,001

Tretman

PWZ-029 2/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL 0,002 <0,001
PWZ-029 5/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL 0,001 <0,001
PWZ-029 10/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL <0,001 <0,001
SOL/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL <0,001 <0,001

Vreme Jednofaktorska ANOVA po intervalima
(F(4,35); p)

5 min
10 min
15 min
20 min
25 min
30 min
35 min
40 min
45 min
50 min
55 min
60 min

0,82; 0,516

4,38; 0,006

7,71; <0,001
7,43; <0,001
13,30; <0,001
14,77; <0,001
36,51; <0,001
24,32: <0,001
15,95; <0,001
9,96; <0,001
12,74; <0,001
22,96; <0,001

AMPH 0,5=0,5 mg/kg amfetamina; PWZ-029 2=2 mg/kg PWZ-029; PWZ-029 5=5 mg/kg PWZ-

029; PWZ-029 10=10 mg/kg PWZ-029

4.2.4 Eksperiment 4

U eksperimentu sa SH-053-2’F-R-CH3 (10 mg/kg) t-test nije pokazao statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu aktivne i kontrolne grupe za praéene parametre u prvih 20 minuta testa

(Tabela 13).
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Tabela 13. Uticaj SH-053-2’F-R-CH3 na predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u
toku 20 minuta u testu lokomotorne aktivnosti i vrednosti statisticke analize za date
parametre. Svaki podatak predstavlja srednju vrednost = SD (N = 8).

Vreme provedeno u

Tretman Predeni put (m) aktivnosti (s)
SOL 13,29 + 4,50 952,20 + 122,36
SH-53-2°F-R 10 11,76 + 3,80 837,91 + 116,56
t(14)=0,74 t(14)=1,89
p=0,474 p=0,076

Nakon davanja amfetamina jednofaktorska ANOVA je pokazala statisticki znacajan efekat
tretmana na ukupni predeni put tokom 60 min pracenja (F(2,21)=11,88; p<0,001; Slika 9a) i
na ukupno vreme provedeno u aktivnosti (F(2,21)=30.45; p<0,001; Slika 21a).

Post hoc SNK test je pokazao statisticki znacajno povecanje aktivnosti U grupi koja je
primala SH-053-2’F-R-CH3 (10 mg/kg) u odnosu na kontrolnu grupu, ali i poveéanje
aktivnosti u ovoj grupi u odnosu na amfetamin, posmatrajuci ukupni predeni put nakon 60

minuta pracenja (Slika 20a).
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Slika 20. Uticaj SH-053-2’F-R-CH3 (10 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova u kavezu za
pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 60 min i b) predeni put u petominutnim intervalima
pri i.p. primeni amfetamina (0,5 mg/kg). *p<0,05 i ***p<0,001 u odnosu ha SOL/SAL grupu,
+p<0,05 u odnosu na SOL/AMPH 0,5 grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8.

Dodatno, post hoc SNK test je pokazao statisti¢ki znacajno povecanje vremena provedenog

u aktivnosti u grupi koja je primala SH-053-2’F-R-CH3 (10 mg/kg) u odnosu na kontrolnu
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grupu, ali povecanje ovog parametra u grupi koja je primila os-selektivni ligand pre

amfetamina u odnosu na sim amfetamin nije prime¢eno nakon 60 minuta (Slika 21a).
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Slika 21. Uticaj SH-053-2’F-R-CH3 (10 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u aktivnosti
pacova u kavezu za pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 60 min i b) vreme provedeno u
aktivnosti u petominutnim intervalima pri i.p. primeni amfetamina (0,5 mg/kg). ***p<0,001 u
odnosu na SOL/SAL grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8.

Kada je statisticka analiza pro$irena na petominutne intervale (Slika 20b i 21b), pokazalo se
da je hiperlokomotorni efekat tretmana bio izrazen sve vreme trajanja testa. Vrednosti
dvofaktorske ANOVA-e sa ponavljanjem su date u Tabeli 14. Posto je interakcija faktora za
oba prikazana parametra bila zna¢ajna, radene su jednofaktorske ANOVA-e po intervalima
(Tabela 14).
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Tabela 14. Rezultati statisti¢ke analize uticaja 10 mg/kg SH-053-2°’F-R-CH3 i amfetamina na
predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 60 minuta u testu lokomotorne

aktivnosti.
Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(2,21); p 11,88; <0,001 30,45; <0,001
Vreme, F(11,231); p 1,81; 0,053 0,88; 0,564
Interakcija, F(22,231); p 4,43; <0,001 2,92: <0,001
Tretman
SH-053 10/AMPH vs. SOL/SAL <0,001 <0,001
SH-053 10/AMPH vs. SOL/AMPH 0,018 nz
SOL/AMPH vs. SOL/SAL 0,032 <0,001
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
vreme (F(221); D)
5 min 1,23; 0,311 0,69; 0,514
10 min 1,13; 0,342 5,28; 0,014
15 min 3,66; 0,043 4,90; 0,018
20 min 9,11; 0,001 6,92; 0,005
25 min 7,98; 0,003 17,76; <0,001
30 min 10,23; 0,001 40,30; <0,001
35 min 10,97; 0,001 8,68; 0,002
40 min 12,90; <0,001 10,65; 0,001
45 min 18,59; <0,001 15,95; <0,001
50 min 22,52; <0,001 24,71; <0,001
55 min 18,17; <0,001 15,99; <0,001
60 min 10,06; 0,001 11,90; <0,001

AMPH=0,5 mg/kg amfetamina; SH-053 10=10 mg/kg SH-053-2’F-R-CH3; nz=nije statisticki

znacajno

4.25 Eksperiment 5

U eksperimentu sa SH-1-047, analiza varijanse nije pokazala znacajan efekat tretmana na

ukupnu lokomotornu aktivnost kao ni na vreme provedeno u aktivnosti pacova tokom 20

min pracenja (Tabela 15).
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Tabela 15. Uticaj SH-1-047 na predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 20
minuta u testu lokomotorne aktivnosti i vrednosti statisti¢ke analize za date parametre. Svaki
podatak predstavlja srednju vrednost = SD (N = 8).

Vreme provedeno u
Tretman Predeni put (m) aktivnosti (s)
SOL 14,22 + 4,92 940,67 + 115,46
SH-1-047 0,5 16,23 + 3,22 1012,75 £ 62,79
SH-1-047 2 16,28 + 3,44 946,57 + 132,12
SH-1-047 10 14,94 + 4,80 892,57 + 100,07
Jednofaktorska F(3,28)=0,47 F(3,28)=1,74
ANOVA p=0,705 p=0,181

Uticaj amfetamina, kao i kombinacije SH-1-047 (0,5; 2 i 10 mg/kg) i amfetamina na predeni
put i vreme provedeno u aktivnosti tokom 60 minuta trajanja testa, dato je na Slici 22a.
Jednofakorska ANOVA za ukupni predeni put otkriva znacajnost tretmana (F(4,35)=4,91,
p=0,003), a post hoc SNK test pokazuje da sve grupe prelaze duzi put od kontrolne grupe
(Slika 22a).
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Slika 22. Uticaj SH-1-047 (0,5; 2 i 10 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova u kavezu za
pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 60 min i b) predeni put u petominutnim intervalima
pri i.p. primeni amfetamina (0,5 mg/kg). **p<0,01 u odnosu na SOL/SAL grupu. Broj
zZivotinja u svakoj grupi bio je 8.

Isto se zapaza i pracenjem parametra ukupno vreme provedeno u aktivnosti (jednofaktorska

ANOVA za faktor tretman: F(4,35)=12,98; p<0,001). Vrednosti post hoc SNK testa
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potvrduju da prisustvo SH-1-047 ne prevenira hiperlokomotornu aktivnost izazvanu

amfetaminom (Slika 23).
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Slika 23. Uticaj SH-1-047 (0,5; 2 i 10 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u aktivnosti
pacova u kavezu za pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 60 min i b) vreme provedeno u
aktivnosti u petominutnim intervalima pri i.p. primeni amfetamina (0,5 mg/kg). ***p<0,001 u
odnosu na SOL/SAL grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8.

Analiza petominutnih intervala pokazala je statisticki znacajan efekat kako amfetamina,
tako i kombinacije SH-1-047 i amfetamina na parametre predeni put i vreme provedeno u
aktivnosti (Tabela 16).
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Tabela 16. Rezultati statisti¢ke analize uticaja SH-1-047 i amfetamina na predeni put (m) i
vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 60 minuta u testu lokomotorne aktivnosti.

Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(4,35); p 4,91; 0,003 12,98; <0,001
Vreme, F(11,385); p 3,17; <0,001 3,17; <0,001
Interakcija, F(44,385); p 1,16; 0,236 3,21; <0,001
Tretman
SH-1-47 0,5/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL 0,007 <0,001
SH-1-47 2/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL 0,004 <0,001
SH-1-47 10/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL 0,004 <0,001
SOL/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL 0,005 <0,001
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
Vre”_‘e (F(4,35); p)
5 min - 1,04; 0,401
10 min - 3,77, 0,012
15 min = 4,37; 0,006
20 min - 4,86; 0,003
25 min - 3,99; 0,009
30 min = 7,48; <0,001
35 min - 18,17; <0,001
40 min = 13,12; <0,001
45 min - 12,80; <0,001
50 min = 13,08; <0,001
55 min - 9,71; <0,001
60 min 9,71; <0,001

AMPH 0,5=0,5 mg/kg amfetamina; SH-1-47 0,5=0,5 mg/kg SH-1-047; SH-1-47 2=2 mg/kg SH-I-

047; SH-1-47 10=10 mg/kg SH-1-047

4.2.6 Eksperiment 6

U eksperimentu sa SH-I-75, jo§ jednim pozitivnim modulatorom os GABAA receptora,

analiza varijanse nije pokazala znacajan efekat tretmana na ukupnu lokomotornu aktivnost

kao ni na vreme provedeno u aktivnosti pacova tokom 20 min pracenja (Tabela 17).
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Tabela 17. Uticaj SH-1-75 na predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 20
minuta u testu lokomotorne aktivnosti i vrednosti statisti¢ke analize za date parametre. Svaki
podatak predstavlja srednju vrednost+=SD (N=8,7,7,7, 7).

Vreme provedeno u
Tretman Predeni put (m) aktivnosti (s)
SOL 12,67 £ 3,40 950,70 + 57,33
SH-1-750,1 11,33+ 2,68 918,00 + 80,24
SH-1-75 0,2 11,63 £ 2,15 921,37 + 61,43
SH-1-75 0,5 13,59 + 3,58 956,27 + 61,86
SH-1-75 2 10,70 + 3,59 962,79 + 112,60
Jednofaktorska F(4,31)=0,94 F(4,31)=0,51
ANOVA p=0,453 p=0,729

Nakon davanja amfetamina jednofaktorska ANOVA je pokazala statisticki znacajan efekat
tretmana na ukupni predeni put tokom 60 min pracenja (F(5,37)=9,34; p<0,001) i na ukupno
vreme provedeno u aktivnosti (F(5,37)=18,92; p<0,001). Post hoc SNK test je dat na Slici
24a za ukupni predeni put, a na Slici 25a za ukupno vreme provedeno u aktivnosti. Na
osnovu pracenih parametara, primenom SH-I-75 nije moguce prevenirati promene

ponasanja nastale delovanjem amfetamina u toku 60 minuta testa.
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Slika 24. Uticaj SH-1-75 (0,1; 0,2; 0,5 i 2 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova u kavezu za
pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 60 min i b) predeni put u petominutnim intervalima
pri i.p. primeni amfetamina (0,5 mg/kg). **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na SOL/SAL grupu.
Broj Zivotinja u grupama: 8,7,7,7,7, 7.
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Slika 25. Uticaj SH-1-75 (0,1; 0,2; 0,5 i 2 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u aktivnosti
pacova u kavezu za pracenje lokomotorne aktivnosti tokom 60 min i b) vreme provedeno u
aktivnosti u petominutnim intervalima pri i.p. primeni amfetamina (0,5 mg/kg). ***p<0,001 u
odnosu na SOL/SAL grupu. Broj Zivotinja u grupama: 8,7,7,7,7, 7.

Analiza petominutnih intervala potvrdila je statisticki znacajan efekat amfetamina, kao i

kombinacije SH-I-75 i amfetamina na parametre predeni put i vreme provedeno u aktivnosti

(Tabela 18).
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Tabela 18. Rezultati statisticke analize uticaja SH-1-75 i amfetamina na predeni put (m) i
vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 60 minuta u testu lokomotorne aktivnosti.

Faktori

Tretman, F(5,37); p
Vreme, F(11,407); p
Interakcija, F(55,407); p
Tretman

SH-1-75 0,2/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL

SH-1-75 0,2/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL

SH-1-75 0,5/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL

SH-1-75 2/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL

SOL/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL

Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
9,34: <0,001 18,92; <0,001
10,04; <0,001 7,48; <0,001
2,32; <0,001 2,27; <0,001
0,001 <0,001
0,001 <0,001
<0,001 <0,001
<0,001 <0,001
<0,001 <0,001

Vreme

5 min
10 min
15 min
20 min
25 min
30 min
35 min
40 min
45 min
50 min
55 min
60 min

Jednofaktorska ANOVA po intervalima
(F(5,37); p)
0,95; 0,463 0,96; 0,456
1,14; 0,357 1,63; 0,177
4,75; 0,002 4,59; 0,002
6,21; <0,001 7,76; <0,001
6,32; <0,001 7,92; <0,001
7,25; <0,001 9,52; <0,001
10,46; <0,001 7,16; <0,001
6,02; <0,001 14,29; <0,001
12,73; <0,001 23,38; <0,001
9,00; <0,001 12,84; <0,001
5,77; <0,001 14,37; <0,001
2,00; 0,102 7,33; <0,001

AMPH 0,5=0,5 mg/kg amfetamina; SH-1-75 0,1=0,1 mg/kg SH-1-75; SH-I-75 0,2=0,2 mg/kg
SH-1-75; SH-I-75 0,5=0,5 mg/kg SH-I-75; SH-1-75 2=2 mg/kg SH-I-75; SH-1-75 10=10 mg/kg

SH-1-75

4.2.7 Eksperiment 7

Uticaj tretmana MP-111-004 na ukupni predeni put i u ovom eksperimentu nije bio statisticki

znacajan U prvih 20 minuta (Tabela 19), dok je nakon injiciranja amfetamina jednofaktorska

ANOVA bila zna¢ajna za faktor tretman u toku 60 minuta trajanja testa (za predeni put:
F(4,35)=8,37; p<0,001; za vreme provedeno u aktivnosti: F(4,35)=11,88; p<0,001) Post hoc

analiza SNK testom pokazala je da su grupa koja je primala sam amfetamin, kao i grupe

koju su pre amfetamina primale ispitivani ligand (u svim dozama) bile statisticki znacajno

razli¢ite u odnosu na kontrolu (Slika 26a i 27a).
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Tabela 19. Uticaj MP-111-004 (0,5; 2 i 10 mg/kg) na predeni put (m) i vreme provedeno u
aktivnosti (s) u toku 20 minuta u testu lokomotorne aktivnosti i vrednosti statistike za date
parametre. Svaki podatak predstavlja srednju vrednost = SD (N = 8).

Ukupni predeni put (m)

50

40 —

30

20 —

10 —

Vreme provedeno u
Tretman Predeni put (m) aktivnosti (s)
SOL 14,22 + 4,92 940,67 + 115,46
MP-I111-004 0,5 13,73+ 3,21 952,11 + 83,92
MP-I111-004 2 14,11 + 5,49 880,77 + 238,52
MP-111-004 10 16,05 + 6,08 930,54 + 184,58
Jednofaktorska F(3,28)=0,34 F(3,28)=0,28
ANOVA p=0,798 p=0,837

y AN *
Predeni put (m)

-15 =10 -5 0
—O— SOL/SAL

—¥— MP-I111-004 0,5/AMPH 0,5

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Vreme (min)

—@— SOL/AMPH 0,5 —A— MP-11-004 2/AMPH 0,5
—— MP-111-004 10/AMPH 0,5

Slika 26. Uticaj MP-111-004 (0,5; 2 i 10 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova tokom 60
minuta i b) petominutne intervale. **p<0,01 i ***p<0,001 u poredenju sa kontrolnom grupom
(SOL). Broj zivotinja u svakoj grupi bio je 8.
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Slika 27. Uticaj MP-111-004 (0,5; 2 i 10 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u aktivnosti
pacova tokom 60 min, b) vreme provedeno u aktivnosti u petominutnim intervalima nakon
primene amfatemina. ***p<0,001 u odnosu na SOL/SAL grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi
bio je 8.

Kada je statisticka analiza pro$irena na petominutne intervale (Slika 26b i 27b), pokazalo se
da je hiperlokomotorni efekat tretmana bio izrazen sve vreme trajanja testa. Vrednosti
dvofaktorske ANOVA-e sa ponavljanjem su date u Tabeli 20. Posto je interakcija faktora za
oba prikazana parametra bila znacajna, radene su jednofaktorske ANOVA-e po intervalima

(Tabela 20).
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Tabela 20. Rezultati statisticke analize uticaja MP-111-004 i amfetamina na predeni put (m) i
vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 60 minuta u testu lokomotorne aktivnosti.

Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(4,35); p 8,37; <0,001 11,88; <0,001
Vreme, F(11,385); p 6,93; <0,001 3,92; <0,001
Interakcija, F(44,385); p 1,86; 0,001 3,41; <0,001
Tretman
MP-111-004 0,5/AMPH vs. SOL/SAL <0,001 <0,001
MP-111-004 2/AMPH vs. SOL/SAL <0,001 <0,001
MP-111-004 10/AMPH vs. SOL/SAL <0,001 <0,001
SOL/AMPH vs. SOL/SAL <0,001 <0,001
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
Vre”_‘e (F(4,35); p)
5 min 0,50; 0,733 1,19; 0,333
10 min 3,32; 0,021 6,87; <0,001
15 min 3,23; 0,024 5,02; 0,003
20 min 4,80; 0,003 5,97; 0,001
25 min 4,62; 0,004 3,89; 0,010
30 min 7,66; <0,001 8,98; <0,001
35 min 11,12; <0,001 14,18; <0,001
40 min 6,64; <0,001 11,63; <0,001
45 min 6,08; 0,001 12,18; <0,001
50 min 13,72; <0,001 12,06; <0,001
55 min 6,50; 0,001 7,14; <0,001
60 min 2,83; 0,039 4,74; 0,004

AMPH=0,5 mg/kg amfetamina; MP-111-004 0,5=0,5 mg/kg MP-I111-004; MP-111-004 2=2 mg/kg
MP-111-004; MP-I11-004 10=10 mg/kg MP-I111-004

4.2.8 Eksperiment 8

Kako bi se procenila bazalna lokomotorna aktivnost MP-111-022 (dat i.p. u dozama od 1; 2,5

i 10 mg/kg), zivotinje su nakon tretmana pracene 20 minuta. Vrednosti ukupnog predenog

puta i ukupnog vremena provedenog u aktivnosti date su u Tabeli 17. Jednofaktorska

ANOVA za oba parametra nije bila znacajna za period pre davanja amfetamina (Tabela 21).
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Tabela 21. Uticaj MP-111-022 (1; 2,5 i 10 mg/kg) na predeni put (m) i vreme provedeno u
aktivnosti (s) u toku 20 minuta u testu lokomotorne aktivnosti i vrednosti statisti¢ke analize za
date parametre. Svaki podatak predstavlja srednju vrednost = SD (N = 8).

Vreme provedeno u
Tretman Predeni put (m) aktivnosti (s)
SOL 12,85 + 3,80 947,86 + 99,25
MP-I11-022 1 12,70 £ 1,45 934,84 + 141,67
MP-I111-022 2,5 12,03 £ 4,20 872,99 £ 91,70
MP-111-022 10 12,43 + 4,08 804,04 + 212,67
Jednofaktorska F(3,28)=0,08 F(3,28)=1,66
ANOVA p=0,970 p=0,197

Jednofaktorska ANOVA primenjena na podatke nakon primene amfetamina otkriva
znacajan efekat tretmana (za ukupni predeni put u toku 60 minuta: F(4,35)=4,16; p=0,007;
za ukupno vreme provedeno u aktivnosti: F(4,35)=22,95; p<0,001). Detaljnija analiza
upotrebom post hoc SNK testa pokazuje da pacovi koji su pre amfetamina primali MP-I11-
022, kao i zivotinje tretirane samo amfetaminom, prelaze statisti¢ki znacajno veéi put od

kontrola (Slika 28a).
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Slika 28. Uticaj MP-111-022 (1; 2,5 i 10 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova tokom 60
minuta i b) petominutne intervale. *p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom (SOL). Broj
zZivotinja u svakoj grupi bio je 8.

Isto se zapaza i ako Se analiziraju rezultati SNK post hoc testa primenjenog na ukupno
vreme provedeno u aktivnosti; MP-111-022 ni u jednoj ispitivanoj dozi nije uspeo da

prevenira hiperaktivnost izazvanu amfetaminom (Slika 29a).
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Slika 29. Uticaj MP-111-022 (1; 2,5 i 10 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u aktivnosti
pacova tokom 60 min, b) vreme provedeno u aktivnosti u petominutnim intervalima nakon
primene amfatemina. ***p<0,001 odnosu na SOL/SAL grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi
bio je 8.

Pro$irivanjem statisticke analize na petominutne intervale potvrduje se nemoguénost
primenjenog modulatora da prevenira promene ponasanja nastale pod dejstvom amfetamina.

Rezultati analize dati su u Tabeli 22.
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Tabela 22. Rezultati statisti¢ke analize uticaja MP-111-022 (1; 2,5 i 10 mg/kg) i amfetamina na
predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 60 minuta u testu lokomotorne

aktivnosti.
Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(4,35); p 4,16; 0,007 22,95; <0,001
Vreme, F(11,385); p 5,47; <0,001 9,06; <0,001
Interakcija, F(44,407); p 2,02; <0,001 6,65; <0,001
Tretman
MP-111-022 1/AMPH vs. SOL/SAL 0,013 <0,001
MP-111-022 2,5/AMPH vs. SOL/SAL 0,011 <0,001
MP-111-022 10/AMPH vs. SOL/SAL 0,011 <0,001
SOL/AMPH 0,5 vs. SOL/SAL 0,010 <0,001
Vreme Jednofaktorska ANOVA po intervalima
(F(4,35); p)
5 min 1,31; 0,284 1,09; 0,375
10 min 1,38; 0,261 1,15; 0,351
15 min 3,41; 0,019 2,58; 0,054
20 min 2,82; 0,039 3,99; 0,009
25 min 5,83; 0,001 16,51; <0,001
30 min 2,77; 0,042 15,21; <0,001
35 min 3,04; 0,030 13,47; <0,001
40 min 4,92; 0,003 31,76; <0,001
45 min 3,67; 0,014 29,38; <0,001
50 min 2,85; 0,038 11,79; <0,001
55 min 3,04; 0,030 22,18; <0,001
60 min 5,33; 0,002 84,20; <0,001

AMPH 0,5=0,5 mg/kg amfetamina; SH-1-75 0,1=0,1 mg/kg SH-1-75; SH-I-75 0,2=0,2 mg/kg
SH-I-75; SH-1-75 0,5=0,5 mg/kg SH-I-75; SH-1-75 2=2 mg/kg SH-1-75; SH-I-75 10=10 mg/kg

SH-1-75

4.2.9 Eksperiment 9

Procena uticaja MK-801 na lokomotornu aktivnost sprovedena je pracenjem ukupnog

predenog puta i ukupnog vremena provedenog u aktivnosti u toku 30 minuta.

Jednofaktorska ANOVA je pokazala statisticki znaCajan efekat tretmana za predeni put

(F(3,27)=12,47; p<0,001, SNK post hoc test je prikazan na Slici 30a), kao i za faktor vreme

provedeno u aktivnosti (F(3,27)=25,07; p<0,001). Post hoc SNK test za ovaj parametar

(Slika 31a) jasno upucuje da su sve doze MK-801 dovele do promene ponasanja u odnosu

na kontrolu (grupe koje su primale MK-801 provode vise vremena u aktivnosti), ali i da je
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aktivnost posle primene doze od 0,2 mg/kg MK-801 vec¢a u odnosu na dozu od 0,1 mg/kg

MK-801.
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Slika 30. Uticaj MK-801 (0,1; 0,2 i 0,5 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova tokom 30
minuta i b) predeni put u petominutim intervalima. ***p<0,001 u poredenju sa kontrolnom
grupom (SAL), ++p<0,01 u odnosu na 0,1 mg/kg MK-801 (MK-801 0,1) i ###p<0,001 u odnosu
na 0,5 mg/kg MK-801 (MK-801 0,5). Broj Zivotinja u grupama: 7, 8, 8, 8.
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Slika 31. Uticaj MK-801 (0,1; 0,2 i 0,5 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u aktivnosti
tokom 30 minuta i b) vreme provedeno u aktivnosti u petominutnim intervalima. ***p<0,001 u
poredenju sa kontrolnom grupom (SAL), +p<0,05 u odnosu na 0,1 mg/kg MK-801 (MK-801
0,1). Broj Zivotinja u grupama: 7, 8, 8, 8.

Kada se statisticka analiza proSiri na petominutne intervale, faktor tretman ostaje statisticki
znacajan i za predeni put i za vreme provedeno u aktivnosti (vrednosti analize date u Tabeli
23).
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Tabela 23. Rezultati statisticke analize uticaja MK-801 (0,1; 0,2 i 0,5 mg/kg) na predeni put
(m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 30 minuta u testu lokomotorne aktivnosti.

Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(3,27); p 12,47; <0,001 25,07; <0,001
Vreme, F(5,135); p 19,17; <0,001 9,86; <0,001
Interakcija, F(15,135); p 1,03; 0,432 4,37; <0,001
Tretman
SAL vs. MK 0,1 nz <0,001
SAL vs. MK 0,2 <0,001 <0,001
SAL vs. MK 0,5 nz <0,001
MK 0,1 vs. MK 0,2 0,003 0,045
MK 0,1 vs. MK 0,5 nz nz
MK 0,2 vs. MK 0,5 <0,001 nz
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
Vre”_‘e (F(3,27); p)
5 min = 2,64; 0,070
10 min = 9,91; <0,001
15 min - 20,19; <0,001
20 min - 2,88; 0,054
25 min - 21,61; <0,001
30 min 36,67; <0,001

MK 0,1=0,1 mg/kg MK-801; MK 0,2=0,2 mg/kg MK-801; MK 0,5=0,5 mg/kg MK-801; nz=nije
statisti¢ki znacajno

Na osnovu rezultata ovog eksperimenta odabrana je doza od 0,2 mg/kg MK-801 kao doza
koja pouzdano izaziva hiperlokomotorni efekat u testu lokomotorne aktivnosti i koja
povecava aktivnost Zivotinje u odnosu na kontrolu, a pri kojoj nije videna ataksija (velika

aktivnost, ali mali predeni put) kao pri ve¢im dozama (0,5 mg/kg MK-801).

4.2.10 Eksperiment 10

Uticaj diazepama (1 i 5 mg/kg) na hiperlokomotorni efekat izazvan primenom 0,2 mg/kg
MK-801 dat je na Slici 32 i 33. Jednofaktorska ANOVA pokazuje statisticki znacajan efekat
faktora tretman za oba posmatrana parametra, ukupni predeni put i ukupno vreme
provedeno u aktivnosti (F(3,28)=15,22; p<0,001, odnosno F(3,28)=8,49; p<0,001).
Interesantno je da ni visoka doza diazepama (5 mg/kg) ne uspeva u potpunosti da prevenira
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hiperlokomotorni efekat MK-801, buduci da postoji statisticka razlika DZP 5+MK-801 0,2
grupe u odnosu na sve ostale tretmane (Slika 32a). Ova parcijalna reverzija efekta MK-801
se primecéuje i analizom rezultata po petominutnim intervalima (Slika 32b). Ukupno vreme
provedeno u aktivnosti je parametar koji dodatno govori o parcijalnom efektu 5 mg/kg
diazepama na promene ponaSanja koje izaziva MK-801. Velika standardna greska
(devijacija) u grupi koja je primala 5 mg/kg DZP i 0,2 mg/kg MK-801 upucuje na
dihotomnost ponasanja pacova u ovoj grupi (zivotinja je u toku 30 minuta pracenja ili budna
I veoma aktivna pod preteznim dejstvom MK-801 ili sedirana, pod preteznim dejstvom
diazepama). S obzirom da doza od 5 mg/kg diazepama, kada se primeni sama, dovodi do
izrazene sedacije, dobijeni nalaz nije iznenaduju¢i, ali se devijacija i njen uzrok moraju

imati u vidu pri interpretaciji rezultata.
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Slika 32. Uticaj diazepama (1 i 5 mg/kg) i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupni predeni put pacova
tokom 30 minuta i b) predeni put u petominutim intervalima. ***p<0,001 i *p<0,05 u
poredenju sa kontrolnom grupom (SOL+SAL), ++p<0,01 u odnosu na 0,2 mg/kg MK-801
(SOL+MK-801 0,2) i ##p<0,01 u odnosu na kombinaciju 1 mg/kg DZP i 0,2 mg/kg MK-801
(DZP 1+MK-801 0,2). Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8.
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Slika 33. Uticaj diazepama (1 i 5 mg/kg) i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupno vreme provedeno u
aktivnosti tokom 30 minuta i b) vreme provedeno u aktivnosti u petominutnim intervalima.
**p<0,01 u poredenju sa kontrolnom grupom (SOL+SAL), ++p<0,01 u odnosu na 0,2 mg/kg
MK-801 (SOL+MK-801 0,2) i ##p<0,01 u odnosu na kombinaciju 1 mg/kg DZP i 0,2 mg/kg
MK-801 (DZP 1+MK-801 0,2). Broj Zivetinja u svakoj grupi bio je 8.

Rezultati dvofaktorske ANOVA sa ponavljanjem za petominutne intervale, kao i vrednosti
jednofaktorskih ANOVA po intervalima kada je interakcija faktora bila znacajna, prikazani

su u Tabeli 24.
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Tabela 24. Rezultati statisticke analize uticaja diazepama (1 i 5 mg/kg) i 0,2 mg/kg MK-801 na
predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 30 minuta u testu lokomotorne

aktivnosti.
Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(3,28); p 15,22; <0,001 8,49; <0,001
Vreme, F(5,140); p 0,99; 0,428 2,74; 0,022
Interakcija, F(15,140); p 1,37; 0,172 1,92; 0,026
Tretman
SOL+SAL vs. SOL+MK 0,2 <0,001 <0,001
DZP 1+MK 0,2 vs. SOL+SAL <0,001 <0,001
DZP 5+MK 0,2 vs. SOL+SAL <0,001 nz
DZP 5+MK 0,2 vs. SOL+MK 0,2 <0,001 <0,001
DZP 5+MK 0,2 vs. DZP 1+MK 0,2 <0,001 <0,001
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
Vre”_‘e (F(3,28); p)
5 min - 5,92; 0,003
10 min - 6,67; 0,002
15 min - 6,43; 0,002
20 min - 7,37; 0,001
25 min - 5,77; 0,003
30 min - 3,76; 0,022

MK 0,2=0,2 mg/kg MK-801; DZP 1=1 mg/kg diazepama; DZP 5=5 mg/kg diazepama; nz=nije

statisti¢ki znacajno

4.2.11 Eksperiment 11

U cilju daljeg ispitivanja moguc¢nosti diazepama da bez izrazene sedacije izvrsi reverziju

promene ponasanja nastalog primenom

MK-801, sproveden je eksperiment sa 2 mg/kg

diazepama. Jednofaktorska ANOVA je bila statisticki znacajna za parametar ukupni predeni

put u toku 30 minuta (F(2,29)=11,94; p<0,001), ali nije dostigla znacajnost za ukupno

vreme provedeno u aktivnosti (F(2,29)=3,08; p=0,061). Post hoc SNK analiza je pokazala

parcijalno vracanje parametra predeni put u grupi Zivotinja koje su primale 2 mg/kg DZP i

0,2 mg/kg MK-801 (Slika 34a).
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Slika 34. Uticaj diazepama 2 mg/kg i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupni predeni put i b) ukupno
vreme provedeno u aktivnosti tokom 30 minuta. ***p<0,001; *p<0,05 u poredenju sa
kontrolnom grupom (SOL+SAL), +p<0,05 u odnosu na 0,2 mg/kg MK-801 (SOL+MK-801
0,2). Broj zivotinja u grupama: 10, 10, 12.

4.2.12 Eksperiment 12

Efekat primene PWZ-029 (5 i 20 mg/kg) na povecanje lokomotorne aktivnosti pacova pod
dejstvom 0,2 mg/kg MK-801 ispitan je obradivanjem parametara predeni put (Slika 35) i
vreme provedeno u aktivnosti (Slika 36). Oba parametra su bila statisticki znacajna po
faktoru tretman (jednofaktorska ANOVA za predeni put F(3,33)=13,29; p<0,001; za vreme
provedeno u aktivnosti: F(3,33)=9,67; p<0,001). Vrednosti post hoc SNK testa ukazuju na
parcijalnu reverziju hiperlokomotornog efekta po parametru predeni put (Slika 35a).
Medutim, ocekivani efekat PWZ-029 nije viden posmatranjem parametra vreme provedeno

u aktivnosti (post hoc SNK test dat na Slici 36a).
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Slika 35. Uticaj PWZ-029 (5 i 20 mg/kg) i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupni predeni put pacova
tokom 30 minuta i b) predeni put u petominutim intervalima. ***p<0,001 i **p<0,01 u
poredenju sa kontrolnom grupom (SOL+SAL), +p<0,05 u odnosu na 0,2 mg/kg MK-801
(SOL+MK-801 0,2). Broj Zivotinja u grupama: 10, 9, 9, 9.
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Slika 36. Uticaj PWZ-029 (5 i 20 mg/kg) i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupno vreme provedeno u
aktivnosti tokom 30 minuta i b) vreme provedeno u aktivnosti u petominutim intervalima.
***n<0,001 i **p<0,01 u poredenju sa kontrolnom grupom (SOL+SAL). Broj Zivotinja u
grupama: 10, 9, 9, 9.

Statisticka analiza petominutnih intervala za oba pracena parametra prikazana je u Tabeli

25.
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Tabela 25. Rezultati statisticke analize uticaja PWZ-029 (5 i 20 mg/kg) i 0,2 mg/kg MK-801 na
predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 30 minuta u testu lokomotorne
aktivnosti.

Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(3,33); p 13,29; <0,001 9,67; <0,001
Vreme, F(5,165); p 21,75; <0,001 17,47; <0,001
Interakcija, F(15,165); p 1,69; 0,057 8,73; <0,001
Tretman
SOL+SAL vs. SOL+MK 0,2 <0,001 <0,001
PWZ 5+MK 0,2 vs. SOL+SAL 0,001 0,001
PWZ 20+MK 0,2 vs. SOL+SAL 0,001 0,001
PWZ 5+MK 0,2 vs. SOL+MK 0,2 0,048 nz
PWZ 20+MK 0,2 vs. SOL+MK 0,2 0,047 nz
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
Vre”_‘e (F(4,35); p)
5 min - 3,58; 0,024
10 min - 4,08; 0,014
15 min - 6,85; 0,001
20 min - 5,30; 0,004
25 min - 8,26; <0,001
30 min 17,94; <0,001

MK 0,2=0,2 mg/kg MK-801; PWZ 5=5 mg/kg PWZ-029; PWZ 20=20 mg/kg PWZ-029; nz=nije
statisticki znacajno

4.2.13 Eksperiment 13

U cilju potvrdivanja uticaja PWZ-029 na efekte 0,2 mg/kg MK-801 sproveden je
eksperiment sa tri doze PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) u trajanju od 60 minuta. Jednofaktorska
ANOVA za ukupni predeni put bila je statisticki znacajna (F(4,38)=42,34; p<0,001). Istom
analizom ukupnog vremena provedenog u aktivnosti dobija se vrednost za faktor tretman:
F(4,38)=721,30; p<0,001. Post hoc SNK analiza predenog puta (Slika 37a) otkrila je
antagonisticki efekat dodatka 10 mg/kg PWZ-029 u odnosu na samu MK-801 grupu
(smanjenje hiperlokomotorne aktivnosti), ali post hoc analiza prikazana na Slici 38a jasno
pokazuje snazan uticaj MK-801 na vreme koje zivotinja provodi u aktivnosti i nemoguénost
tretmana sa PWZ-029 da ovakav efekat ublazi.
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Slika 37. Uticaj PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupni predeni put
pacova tokom 60 minuta i b) predeni put u petominutim intervalima. ***p<0,001 u poredenju
sa kontrolnom grupom (SOL+SAL), +p<0,05 u odnosu na 0,2 mg/kg MK-801 (SOL+MK-801
0,2). Broj zZivotinja u grupama: 9, 8,9, 9, 8.
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Slika 38. Uticaj PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupno vreme
provedeno u aktivnosti tokom 60 minuta i b) vreme provedeno u aktivnosti u petominutim
intervalima. ***p<0,001 u poredenju sa kontrolnom grupom (SOL+SAL). Broj Zivotinja u
grupama: 9, 8,9, 9, 8.

U Tabeli 26 su dati rezultati statisticke analize ova dva parametra po petominutnim

intervalima.
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Tabela 26. Rezultati statisti¢ke analize uticaja PWZ-029 (2; 5i 10 mg/kg) i 0,2 mg/kg MK-801
na predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 60 minuta u testu lokomotorne

aktivnosti.
Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(4,38); p 42,34; <0,001 721,17; <0,001
Vreme, F(11,418); p 15,51; <0,001 13,71; <0,001
Interakcija, F(44,418); p 0,96; 0,547 10,06; <0,001
Tretman
SOL+SAL vs. SOL+MK 0,2 <0,001 <0,001
PWZ 2+MK 0,2 vs. SOL+SAL <0,001 <0,001
PWZ 5+MK 0,2 vs. SOL+SAL <0,001 <0,001
PWZ 10+MK 0,2 vs. SOL+SAL <0,001 <0,001
PWZ 10+MK 0,2 vs. SOL+MK 0,2 0,012 nz
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
Vre”_‘e (F(4,38); p)
5 min - 25,60; <0,001
10 min = 83,22; <0,001
15 min - 133,84; <0,001
20 min - 145,67; <0,001
25 min - 159,05; <0,001
30 min - 293,39; <0,001
35 min = 156,26; <0,001
40 min - 203,38; <0,001
45 min - 445,13; <0,001
50 min - 151,92; <0,001
55 min - 129,14; <0,001
60 min 195,31; <0,001

MK 0,2=0,2 mg/kg MK-801; PWZ 2=2 mg/kg PWZ-029; PWZ 5=5 mg/kg PWZ-029; PWZ
10=10 mg/kg PWZ-029; nz=nije statisti¢ki znacajno

4.2.14 Eksperiment 14

U eksperimentu sa SH-1-75 praden je uticaj ovog pozitivnog modulatora na promene

ponasanja izazvane tretmanom sa MK-801. Jednofaktorska ANOVA je bila znacajna za

faktor tretman tokom 30 minuta pradenja za ukupni predeni put i vreme provedeno u
aktivnosti (F(5,53)=18,97; p<0,001 i F(5,53)=12,44; p<0,001; redom). Post hoc SNK

testovi su dati na Slici 39a i 40a i jasno upucuju na nemoguénost smanjivanja

hiperlokomotorne aktivnosti i velikog ukupnog vremena aktivnosti izazvanih primenom 0,2
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mg/kg MK-801. U odnosu na kontrolnu grupu, pri primenjenim dozama nije doSlo do

promena lokomotorne aktivnosti kod grupa koje su primale samo SH-I-75.
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Slika 39. Uticaj SH-1-75 (0,5 i 5 mg/kg) i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupni predeni put pacova
tokom 60 minuta i b) predeni put u petominutim intervalima. ***p<0,001 u poredenju sa
kontrolnom (SOL+SAL) grupom, +++p<0,001 u poredenju sa 0,2 mg/kg MK-801 (SOL+MK-
801 0,2) grupom, ###<0,001 u poredenju sa 0,5 mg/kg SH-1-75 (SH-1-75 0,5+SAL) grupom i
VVV<0,001 u poredenju sa 5 mg/kg SH-1-75 (SH-1-75 5+SAL) grupom. Broj Zivotinja u

grupama: 10, 10, 10, 9, 10, 10.
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Slika 40. Uticaj SH-1-75 (0,5 i 5 mg/kg) i MK-801 0,2 mg/kg na a) ukupno vreme provedeno u
aktivnosti tokom 60 minuta i b) vreme provedeno u aktivnosti u petominutim intervalima.
**p<0,01 i ***p<0,001 u poredenju sa kontrolnom (SOL+SAL) grupom, +++p<0,001 u
poredenju sa 0,2 mg/kg MK-801 (SOL+MK-801 0,2) grupom, ##<0,01 i ###<0,001 u poredenju
sa 0,5 mg/kg SH-1-75 (SH-1-75 0,5+SAL) grupom, VV<0,01 i VVV<0,001 u poredenju sa 5
mg/kg SH-1-75 (SH-1-75 5+SAL) grupom. Broj Zivotinja u grupama: 10, 10, 10, 9, 10, 10.

U Tabeli 27 su date vrednosti dvofaktorske ANOVA-e sa ponavljanjem za oba parametra

posmatrajuéi promene u petominutnim intervalima.
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Tabela 27. Rezultati statisti¢ke analize uticaja PWZ-029 (2; 5i 10 mg/kg) i 0,2 mg/kg MK-801
na predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku 60 minuta u testu lokomotorne

aktivnosti.
Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(5,53); p 18,97; <0,001 12,44; <0,001
Vreme, F(5,265); p 56,61; <0,001 29,77; <0,001
Interakcija, F(25,265); p 0,79; 0,758 4,13; <0,001
Tretman
SOL+SAL vs. SOL+MK <0,001 <0,001
SH-75 0,5+MK vs. SOL+SAL <0,001 0,002
SH-75 5+MK 0,2 vs. SOL+SAL <0,001 <0,001
SH-75 0,5+MK vs. SOL+MK nz nz
SH-75 0,5+SAL vs. SOL+MK <0,001 <0,001
SH-75 5+SAL vs. SOL+MK <0,001 <0,001
SH-75 0,5+MK vs. SH-75 5+MK nz nz
SH-75 0,5+MK vs. SH-75 0,5+SAL <0,001 0,001
SH-75 0,5+MK vs. SH-75 5+SAL <0,001 0,001
SH-75 5+MK vs. SH-75 0,5+SAL <0,001 <0,001
SH-75 5+MK vs. SH-75 5+SAL <0,001 <0,001
Vreme Jednofaktorska ANOVA po intervalima
(F(4,35); p)
5 min - 9,22; <0,001
10 min - 8,74; <0,001
15 min - 8,10; <0,001
20 min - 7,97; <0,001
25 min - 8,89; <0,001
30 min 10,42; <0,001

MK=0,2 mg/kg MK-801; SH-75 0,5=0,5 mg/kg SH-I-75; SH-75 5=5 mg/kg SH-I-75; nz=nije

statisticki znacajno

4.2.15 Eksperiment 15

Radi detaljnijeg ispitivanja uticaja SH-1-75 u dozi od 0,2 mg/kg na promene ponasanja izazvane

delovanjem MK-801 na lokomotornu aktivnost dodatno je sproveden eksperiment u kome je trajanje

testa produzeno na 60 minuta. Jednofaktorska ANOVA za tretman bila je znacajna za oba pracena

parametra: predeni put — F(2,24)=19,30; p<0,001; vreme provedeno u aktivnosti — F(2,24)=50,67,

p<0,001. Na Slici 41 i 42 su date vrednosti post hoc SNK testova.
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Slika 41. Uticaj SH-1-75 (0,2 mg/kg) i MK-801 (0,2 mg/kg) na a) ukupni predeni put pacova
tokom 60 minuta i b) predeni put u petominutim intervalima. ***p<0,001 u poredenju sa
kontrolnom grupom (SOL+SAL). Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 9.
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Slika 42. Uticaj SH-1-75 (0,2 mg/kg) i MK-801 (0,2 mg/kg) na a) ukupno vreme provedeno u
aktivnosti tokom 60 minuta i b) vreme provedeno u aktivnosti u petominutim intervalima.
***p<0,001 u poredenju sa kontrolnom grupom (SOL+SAL). Broj Zivotinja u svakoj grupi bio
jeo.

U Tabeli 28 su prikazane vrednosti statisticke analize petominutnih intervala.
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Tabela 28. Rezultati statisticke analize uticaja SH-1-75 (0,2 mg/kg) i 0,2 mg/kg MK-801 na
predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku petominutnih intervala u testu

lokomotorne aktivnosti.

Vreme provedeno u
Predeni put (m) aktivnosti (s)
Faktori Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(2,24); p 19,30; <0,001 50,67; <0,001
Vreme, F(11,264); p 7,34; <0,001 13,34; <0,001
Interakcija, F(22,264); p 0,87; 0,637 8,68; <0,001
Tretman
SOL+SAL vs. SOL+MK 0,2 <0,001 <0,001
SH-1-75 0,2+MK 0,2 vs. SOL+SAL <0,001 <0,001
SH-1-75 0,2+MK 0,2 vs. SOL+MK 0,2 nz nz
Jednofaktorska ANOVA po intervalima
Vre”Te (F(4,38); p)
5 min = 11,96; <0,001
10 min — 39,82; <0,001
15 min = 34,08; <0,001
20 min — 37,25; <0,001
25 min — 28,32; <0,001
30 min = 16,45; <0,001
35 min = 30,95; <0,001
40 min — 48,45: <0,001
45 min = 16,28; <0,001
50 min = 34,54; <0,001
55 min — 31,00; <0,001
60 min 62,87; <0,001

MK 0,2=0,2 mg/kg MK-801; SH-I-75 0,2=0,2 mg/kg SH-I-75; nz=nije statisticki znacajno

4.2.16 Eksperiment 16

Efekat 2 mg/kg PWZ-029 i 0,2 mg/kg SH-I-75 na lokomotornu aktivnost u toku 20 minuta

dat je u Tabeli 29. Jednofaktorska ANOVA nije otkrila statisticki znacajne razlike izmedu

grupa za posmatrane parametre.
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Tabela 29. Uticaj PWZ-029 (2 mg/kg) i SH-1-75 (0,2 mg/kg) na predeni put (m) i vreme
provedeno u aktivnosti (s) u toku 20 minuta u testu lokomotorne aktivnosti i vrednosti
statistike za date parametre. Svaki podatak predstavlja srednju vrednost + SD (N = 8).

Vreme provedeno u
Tretman | Predeni put (m) aktivnosti (s)
SOL 14,21 + 3,67 958,99 + 89,54
PWZ-029 2 11,79 + 2,36 970,93 + 82,41
SH-1-750,2 13,48 + 3,98 953,96 + 137,76
F(2,21)=1,07 F(4,31)=0,05

S druge strane, nakon primene skopolamina, jednofaktorska ANOVA je pokazala
znacajnost uticaja tretmana na predeni put: F(3,28)=6,16; p=0,002; post hoc SNK test je
prikazan na Slici 43a. Znacajnost je postignuta i za ukupno vreme provedeno u aktivnosti
(F(3,28)=12,71; p<0,001), s time $to je po ovom parametru prethodna primena PWZ-029
bila nedovoljna da izostane znacajnost razlike tokom 60 minuta pracenja aktivnosti pod

dejstvom skopolamina u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 44a).
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Slika 43. Uticaj 2 mg/kg PWZ-029; 0,2 mg/kg SH-1-75 i 0,5 mg/kg skopolamina na a) ukupni
predeni put pacova tokom 60 minuta i b) predeni put u petominutim intervalima. **p<0,01 u
poredenju sa kontrolnom grupom (SOL+SAL). Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8.
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Slika 44. Uticaj 2 mg/kg PWZ-029; 0,2 mg/kg SH-1-75 i 0,5 mg/kg skopolaminana na a)
ukupno vreme provedeno u aktivnosti tokom 60 minuta i b) vreme provedeno u aktivnosti u
petominutnim intervalima. ***p<0,001 i **p<0,01 u poredenju sa kontrolnom grupom
(SOL+SAL). Broj zivetinja u svakoj grupi bio je 8.

U Tabeli 30 su prikazane vrednosti statisticke analize petominutnih intervala.
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Tabela 30. Rezultati statisti¢ke analize uticaja 2 mg/kg PWZ-029; 0,2 mg/kg SH-1-75 i 0,5
mg/kg skopolamina na predeni put (m) i vreme provedeno u aktivnosti (s) u toku
petominutnih intervala u testu lokomotorne aktivnosti.

Faktori

Tretman, F(3,28); p
Vreme, F(11,308); p
Interakcija, F(33,308); p
Tretman

SOL+SAL vs. SOL+SCOP

PWZ 2+SCOP vs. SOL+SAL

SH-1-75 0,2+SCOP vs. SOL+SAL

PWZ 2+SCOP vs. SOL+SCOP

PWZ 2+SCOP vs. SH-1-75 0,2+SCOP

Vreme

5 min
10 min
15 min
20 min
25 min
30 min
35 min
40 min
45 min
50 min
55 min
60 min

1,13; 0,355
0,69; 0,564
2,83; 0,056
5,31; 0,005
4,67; 0,009
5,83; 0,003
2,46; 0,083
5,11; 0,006
5,92; 0,003
2,25; 0,104
6,44; 0,002
5,65; 0,004

Vreme provedeno u

3,98; 0,018
2,05; 0,129
1,30; 0,294
8,42; <0,001
7,15; 0,001
6,93; 0,001
2,85; 0,056
4,06; 0,016
7,38; 0,001
2,10; 0,123

10,32; <0,001
12,55; <0,001

Predeni put (m) aktivnosti ()
Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
6,16; 0,002 12,71; <0,001
3,16; <0,001 3,15; <0,001
1,75; 0,008 2,39; <0,001
0,004 <0,001
nz 0,001
0,004 <0,001
nz nz
nz nz

Jednofaktorska ANOVA po intervalima
(F(3,28); p)

SCOP=0,5 mg/kg skopolamina; PWZ 2=2 mg/kg PWZ-029; SH-I-75 0,2=0,2 mg/kg SH-I-75;

nz=nije statisticki znacajno
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4.3 Test prepoznavanja novog objekta

Rezultati statistiCke analize za svih pet eksperimenata u testu prepoznavanja novog objekta
dati su u Tabelama 31 i 32.

Tabela 31. Rezultati statisticke analize uticaja ispitivanih liganda na vreme istraZivanja
objekta u T1 i vreme istraZivanja novog i poznatog objekta u T2 u testu prepoznavanja novog
objekta. MK-801 0,05=0,05 mg/kg MK-801; MK-801 0,1=0,1 mg/kg MK-801; MK-801
0,2=0,2 mg/kg MK-801; SCOP 0,1=0,1 mg/kg skopolamina; SCOP 0,3=0,3 mg/kg
skopolamina; SCOP 1=1 mg/kg skopolamina; PWZ-029 2=2 mg/kg PWZ-029; PWZ-029 5=5
mg/kg PWZ-029; PWZ-029 10=10 mg/kg PWZ-029; SAL=fizioloski rastvor; SOL=rastvara¢;
nz=nije statisti¢ki zna¢ajno; T1=5 minuta; T2=3 minuta

Vreme u istrazivanju objekta Vreme u istraZivanju novog i
Tretman AiBuTl(s poznatog objekta u T2 (s
Eksperiment | t-test sa uparenim uzorcima
SAL + SOL t(9)=-1,14; p=0,282 t(9)=-1,26; p=0,238
SCOP 0,3 + SOL t(9)=0,09; p=0,931 t(9)=0,11; p=0,915
SAL + DMCM 0,25 t(9)=-0,58; p=0,575 t(9)=-0,68; p=0,514
SAL +PWZ-029 2 t(9)=-0,77; p=0,463 t(9)=-5,88; p <0,001
SAL +PWZ-029 5 t(9)=0,86; p=0,412 t(9)=-2,71; p=0,024
SAL +PWZ-029 10 t(9)=-0,50; p=0,632 t(9)=-3,53; p=0,006
Eksperiment 11
SAL t(6)=0,70; p=0,512 t(6)=-2,70; p=0,035
MK-801 0,05 t(5)=-1,53; p=0,187 t(5)=-2,31; p=0,069
MK-801 0,1 t(6)=-2,22; p=0,068 t(6)=0,40; p=0,704
MK-801 0,2 t(5)=-0,41; p=0,700 t(5)=-0,96; p=0,383
Eksperiment 111 t-test sa uparenim uzorcima
SAL + SOL t(22)=-1,00; p=0,328 1(22)=2,38; p=0,026
MK-801 0,1 + SOL t(19)=0,83; p=0,415 t(19)=1,44; p=0,165
MK-801 0,1 +PWZ-029 2 t(15)=-1,34; p=0,199 t(15)=-0,44; p=0,669
MK-801 0,1 +PWZ-029 5 1(16)=0,18; p=0,857 t(16)=3,49; p=0,003
MK-801 0,1 +PWZ-029 10 t(18)=-1,55; p=0,139 t(18)=0,94; p=0,357
Eksperiment IV t-test sa uparenim uzorcima
SAL t(7)=0,80; p=0,450 t(7)=-2,65; p=0,033
DZP 2 t(9)=-0,67; p=0,520 t(9)=-1,82; p=0,102
SCOP 0,1 t(9)=-0,28; p=0,789 t(9)=-2,10; p=0,065
SCOP 0,3 t(7)=1,18; p=0,278 t(7)=1,22; p=0,261
SCOP 1 t(8)=-0,21; p=0,836 t(8)=-0,28; p=0,783
Eksperiment V
SAL + SOL t(11)=-0,76; p=0,462 t(11)=-2,28; p=0,044
SCOP 0,3 + SOL t(13)=1,30; p=0,216 t(13)=-0,82; p=0,428
SCOP 0,3 +PWZ-029 2 t(14)=0,73; p=0,477 t(14)=-3,11; p=0,008
SCOP 0,3 +PWZ-029 5 t(14)=-0,05; p=0,962 t(14)=-1,27; p=0,224
SCOP 0,3 +PWZ-029 10 t(13)=1,84; p=0,089 t(13)=-1,62; p=0,129
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Tabela 32. Rezultati jednofaktorske ANOVA-e uticaja ispitivanih liganda na ukupno vreme
istraZivanja objekta u T1 i T2 (s), ukupni predeni put u T1 i T2 (m) i brzinu kretanja u T1 i
T2 u testu prepoznavanja novog objekta. T1=5 minuta; T2=3 minuta

Ukupno vreme u
istraZivanju objekata | Ukupni predeni put Brzina kretanja

(s) (m) (m/s)
Tretman

T1 T2 T1 T2 T1 T2
Eksperiment | Jednofaktorska ANOVA

F(5,54) 0,47 1,20 1,75 2,87 1,78 2,88
p| 0,794 0,321 0,138 0,023 0,133 0,022

Eksperiment 11 Jednofaktorska ANOVA

F(3,22) 0,78 1,65 5,67 2,77 5.68 2,73
p| 0.516 0,206 0,005 0,065 0,005 0,068

Eksperiment 111 Jednofaktorska ANOVA

F(4,90) 6,05 0,96 2,50 3,91 2,53 3,95
p| <0,001 0,435 0,048 0,006 0,046 0,005

Eksperiment IV Jednofaktorska ANOVA

F(4,40) 1,27 1,91 10,54 3,41 10,62 3,41
p| 0,299 0,127 <0,001 0,017 <0,001 0,017

Eksperiment V Jednofaktorska ANOVA

F(4,65) 3,46 3,17 0,20 0,84 0,21 0,88
p| 0,013 0,019 0,939 0,503 0,930 0,482

4.3.1 Eksperiment 1

Kori$¢enjem t-testa sa uparenim uzorcima pokazana je znacajnost u okviru pojedinih grupa
u T2, bez efekta na istrazivanje objekata u toku faze familijarizacije, T1 (Tabela 31).
Jednofaktorska ANOVA je pokazala znacajan efekat tretmana na ukupni predeni put i
brzinu kretanja u T2 (parametri koji se mogu povezati sa opStom aktivnosc¢u zivotinje), dok
je bila bez znacaja za ostale prikazane parametre (Tabela 32). Post hoc SNK test je pokazao
da grupa koja je primala 5 mg/kg PWZ-029 ispoljava sporije kretanje od grupe koja je
primila skopolamin 0,3 mg/kg (Slika 46b), dok je za predeni put postojao statisti¢ki trend
(p=0,052; Slika 46a). Statisti¢ki trend se primec¢uje i kod kontrolne grupe i one koja je bila
pod uticajem 5 mg/kg PWZ-029 za oba parametra (za predeni put p=0,063; za brzinu
kretanja p=0,064). Parametri koji opisuju uticaj tretmana na prepoznavanje novog objekta
bili su znacajni za grupe koje su kao tretman primile PWZ-029 u svim ispitivanim dozama:
t-test sa uparenim uzorcima za vreme provedeno u istrazivanju novog i poznatog objekta dat

je u Tabeli 27 (Slika 45a); one-sample t-test za diskriminacioni indeks je prikazan u Tabeli
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33 (Slika 45b). Na osnovu datih parametara, prokognitivni efekat je primeéen samo kod
grupa tretiranih sa PWZ-029, dok zivotinje iz drugih grupa nisu bile sposobne da nakon 24
h prepoznaju novi objekat.

Tabela 33. Rezultati statistike za diskriminacioni indeks u eksperimentu ispitivanja uticaja
skopolamina (0,3 mg/kg), DMCM (0,25 mg/kg) i PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/Kkg).

Diskriminacioni Indeks
IEWEYE ~ One-Sample t-test |

SAL + SOL t(9)=1,48; p=0,171

SCOP 0,3 + SOL t(9)=0,61; p=0,559
SAL + DMCM 0,25 t(9)=1,49; p=0,171
SAL +PWZ-029 2 t(9)=4,62; p=0,001
SAL +PWZ-029 5 t(9)=3,97; p=0,003
SAL +PWZ-029 10 t(9)=3,67; p=0,005
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Slika 45. Uticaj PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg), DMCM (0,25 mg/kg) i 0,3 mg/kg skopolamina na
a) vreme istraZivanja novog i poznatog objekta u T2 i b) diskriminacioni indeks. *p<0,05;
**p<0,01 i ***p<0,001 prema t-testu sa uparenim uzorcima za vreme istraZivanja novog i
poznatog objekta; **p<0,01 u odnosu na hipotetiCku vrednost 0 (one-sample t-test) za
diskriminacioni indeks. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 10.
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Slika 46. Uticaj PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg), DMCM (0,25 mg/kg) i 0,3 mg/kg skopolamina na
a) ukupni predeni put u T2 i b) brzinu kretanja u T2. +p<0,05 u odnosu na skopolamin
(SOL+SCORP 0,3) grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 10.

4.3.2 Eksperiment 2

Kori$¢enjem t-testa sa uparenim uzorcima pokazan je statisticki znacajan efekat samo za
kontrolnu grupu (Tabela 31; Slika 47a), dok je primecen trend za grupu 0,05 mg/kg MK-
801 (p=0,069). U Tabeli 34 date su vrednosti statistike za diskriminacioni indeks, po kome
je jedino u kontrolnoj grupi doslo do prepoznavanja novog objekta (Slika 47b).

Tabela 34. Rezultati statistike za diskriminacioni indeks u eksperimentu ispitivanja uticaja
MK-801 (0,05; 0,1 i 0,2 mg/kg).

Diskriminacioni indeks

Tretman One-Sample t-test
SAL t(6)=4,48; p=0,004
MK-801 0,05 t(5)=1,99; p=0,103
MK-801 0,1 t(6)=0,15; p=0,882

MK-801 0,2 t(5)=-0,35; p=0,738
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Slika 47. Uticaj MK-801 (0,05; 0,1 i 0,2 mg/kg) na a) vreme istraZivanja novog i poznatog
objekta u T2 i b) diskriminacioni indeks. *p<0,05 prema t-testu sa uparenim uzorcima za
vreme istraZzivanja; **p<0,01 u odnosu na hipoteticku vrednost 0 (one-sample t-test) za
diskriminacioni indeks. Broj Zivotinja u grupama: 7, 6, 7, 6.

Oba parametra opste aktivnosti (ukupni predeni put i brzina kretanja (Tabela 32) bila su
statisticki znacajna za T1. SNK post hoc testovi su prikazani na Slici 48a i 48b: grupa koja
je primila 0,2 mg/kg MK-801 prelazila je duzi put i bila je brza od svih ostalih grupa. Ovo
pokazuje da MK-801 u dozi od 0,2 mg/kg pored umanjenja kognitivnih sposobnosti izaziva
i promene u opstoj aktivnosti zivotinje u testu prepoznavanja novog objekta. Jednofaktorska
ANOVA za iste parametre u T2 nije bila statisticki znacajna (Tabela 32, Slika 48c i 48d).
Na osnovu ovih rezultata se zakljucuje da doza od 0,1 mg/kg MK-801 moze selektivno da
osteti kognitivhu sposobnost u testu prepoznavanja novog objekta, bez sporednih

nekognitivnih poremecaja.
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Slika 48. Uticaj MK-801 (0,05; 0,1 i 0,2 mg/kg) na a) ukupni predeni put u T1, b) brzinu
kretanja u T1, c¢) ukupni predeni put u T2 i d) brzinu kretanja u T2. **p<0,01 u odnosu na
kontrolnu (SAL) grupu, ++p<0,01 u odnosu na 0,05 mg/kg MK-801 (MK-801 0,05) grupu, ##
p<0,01 u odnosu na 0,1 mg/kg MK-801 (MK-801 0,1) grupu. Broj Zivetinja u grupama: 7, 6, 7,
6.

4.3.3 Eksperiment 3

U Tabeli 35 prikazani su rezultati statistiCke analize za diskriminacioni indeks. Uocavaju se
statisticki znaCajne razlike kod kontrolne (SAL+SOL) grupe i kombinacije MK-801 i PWZ-
029 5 mg/kg (MK-801 0,1+PWZ-029 5); Slika 49b. Tabela 31 i Slika 49a prikazuju drugi
parametar kognitivne sposobnosti u testu prepoznavanja novog objekta, vremena
istraZivanja novog i poznatog objekta u T2, ¢ijom analizom se moze do¢i do istog zakljucka

kao i posmatranjem parametra diskriminacioni indeks: jedini tretman koji se ponasa kao i
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kontrolna grupa i koji poniStava oste¢ujuci efekat MK-801 na kognitivnu sposobnost jeste
srednja doza PWZ-029 (5 mg/kg), sto ukazuje na doznu zavisnost farmakoloske aktivnosti u

obliku obrnutog slova ,,U”.

Tabela 35. Rezultati statistike za diskriminacioni indeks u eksperimentu ispitivanja uticaja
MK-801 (0,1 mg/kg) i PWZ-029 (2; 5 10 mg/kg).

diskriminacioni indeks

Tretman One-Sample t-test

SAL + SOL t(22)=2,45; p=0,023

MK-801 0,1 + SOL t(19)=1,79; p=0,090
MK-801 0,1 + PWZ-029 2 t(15)=-0,27; p=0,790
MK-801 0,1 + PWZ-029 5 t(16)=4,22; p <0,001
MK-801 0,1 + PWZ-029 10 t(18)=1,32; p=0,202
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Slika 49. Uticaj PWZ-029 (2; 5i 10 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801 na a) vreme istraZivanja novog
i poznatog objekta u T2 i b) diskriminacioni indeks. *p<0,05 i **p<0,01 prema t-testu sa
uparenim uzorcima za vreme istraZivanja novog i starog objekta; *p<0,05 i ***p<0,001 u
odnosu na hipoteti¢ku vrednost 0 (one-sampte t-test) za diskriminacioni indeks. Broj Zivotinja
u grupama: 23, 20, 16, 17, 19.

Analiza uticaja PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na parametre aktivnosti (Slika 50) pokazuje da
je ukupan efekat tretmana dostigao statistiCku znacajnost za predeni put, brzinu kretanja u
T11i T2, ali i za ukupno vreme istrazivanja objekata u T1 (Tabela 32). Post hoc analiza SNK
testom otkrila je signifikantan efekat kod grupe tretirane sa 0,1 mg/kg MK-801 za predeni
put u T1, kao i kombinacije MK-801 i PWZ-029 (u sve tri doze) u T2 u odnosu na kontrolu
(Slika 50a i 50c). Dodatno je u T1 primecen statisti¢ki trend za kombinacije tretmana MK -
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801 i PWZ-029 u odnosu na kontrolu (p vrednosti 0,066; 0,068 i 0,075 za, redom, 2; 51 10
mg/kg PWZ-029 + 0,1 mg/kg MK-801), dok je u T2 za predeni put trend viden za MK-801
i kontrolnu grupu (p=0,069). Posmatraju¢i brzinu kretanja uocCavaju se iste statisticke
znacajnosti i trendovi (Slika 50b i 50d). Ovim se moze zakljuciti da sam MK-801 u dozi od
0,1 mg/kg nije u ovom eksperimentu uticao isklju¢ivo na umanjenje kognitivne sposobnosti,
ve¢ i na ukupnu aktivnost Zivotinje, izazivajuci hiperaktivnost, dok ni jedna od primenjenih

doza PWZ-029 nije bila u stanju da ove efekte na aktivnost potpuno prevenira.
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Slika 50. Uticaj PWZ-029 (2; 5i 10 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801 na a) ukupni predeni put u T1,
b) brzinu kretanja u T1, ¢) ukupni predeni put u T2 i d) brzinu kretanja u T2. *p<0,05;
**p<0,01 u odnosu na kontrolnu (SAL+SOL) grupu. Broj Zivotinja u grupama: 23, 20, 16, 17 i
19.

Dodatno, sve grupe koje su primale MK-801, sam ili u kombinaciji sa PWZ-029, provele su
manje vremena istrazujuci objekte u T1 (Tabela 32, Slika 51a). Ovaj efekat nije primecen u

toku perioda T2 kada su zivotinje izlozene novom objektu (Slika 51b).
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Slika 51. Uticaj PWZ-029 (2; 51 10 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801 na ukupno vreme istraZivanja
ua) Tl i b) T2. **p<0,01 u odnosu na kontrolnu (SAL+SOL) grupu. Broj Zivotinja u
grupama: 23, 20, 16, 17 19.

4.3.4 Eksperiment 4

Ostecujuci efekat skopolamina na kognitivnu sposobnost ispitivan je u opsegu doza od 0,1
do 1 mg/kg. Primeceno je da zivotinje iz kontrolne, kao i grupe koja je primala 0,1 mg/kg
skopolamina mogu da prepoznaju novi objekat (statistika za diskriminacioni indeks
prikazana u Tabeli 36 i na Slici 52b). Statisticki viSe vremena u istrazivanju novog objekta
provodile su kontrolne Zivotinje (Tabela 31; Slika 52a), dok se kod pacova tretiranih
skopolaminom (0,1 mg/kg) javio statisticki trend (0,065; Tabela 31). Grupa zivotinja koja je
primila 2 mg/kg diazepama nije bila u moguénosti da prepozna novi objekat, potvrdujuci i u

testu prepoznavanja novog objekta amnezijski potencijal benzodiazepina (Tabela 31 i 36).
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Tabela 36. Rezultati statistike za diskriminacioni indeks u eksperimentu ispitivanja uticaja
skopolamina (0,1; 0,3 i 1 mg/kg, SCOP) i diazepama (2 mg/kg, DZP).

Diskriminacioni Indeks

Tretman One-Sample t-test
SAL t(7)=2,43; p=0,046
DZP 2 ‘ t(9)=1,40; p=0,195
SCOP 0,1 t(9)=2,35; p=0,043
SCOP 0,3 ‘ t(7)=0,95; p=0,374
SCOP 1 t(8)=1,02; p=0,337
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Slika 52. Uticaj 2 mg/kg diazepama i skopolamina (0,1; 0,3 i 1 mg/kg) na a) vreme istraZivanja
novog i poznatog objekta u T2 i b) diskriminacioni indeks. *p<0,05 prema t-testu sa uparenim
uzorcima za vreme istrazivanja novog i starog objekta; *p<0,05 u odnosu na hipoteti¢ku
vrednost 0 (one-sample t-test) za diskriminacioni indeks. Broj Zivotinja u grupama: 8, 10, 10,
8, 9.

Prosirujuci analizu na parametre aktivnosti primecuje se statisticki znacajan efekat tretmana
na ukupni predeni put i brzinu kretanja u T1 i T2 (Tabela 32). Post hoc SNK analiza za date
parametre (Slika 53) ukazuje na smanjenje predenog puta i manju brzinu kretanja pacova iz
grupe tretirane sa 2 mg/kg diazepama, Sto ukazuje na sedativni potencijal date doze
diazepama. Ukupna vremena istraZzivanja objekata nisu se statisti¢ki razlikovala medu

grupamau T1i T2 (Tabela 32).

Na osnovu ovog eksperimenta utvrdeno je da doza od 0,3 mg/kg skopolamina nije uz

umanjenje kognitivnih sposobnosti pokazala efekte na opstu aktivnost zivotinje.
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Slika 53. Uticaj 2 mg/kg diazepama i skopolamina (0,1; 0,3 i 1 mg/kg) na a) ukupni predeni
put u T1, b) brzinu kretanja u T1, c¢) ukupni predeni put u T2 i d) brzinu kretanja u T2.
***p<0,001 u odnosu na kontrolnu (SAL+SOL) grupu; +p<0,05 i +++p<0,001 u odnosu na
diazepam 2 mg/kg (DZP 2) grupu. Broj zivotinja u grupama: 8, 10, 10, 8, 9.

4.3.5 Eksperiment 5

Efekti PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) i 0,3 mg/kg skopolamina na prepoznavanje novog
objekta dati su kroz diskriminacioni indeks (Tabela 37, Slika 54b) i vremena provedena uz
novi i poznati objekat (Tabela 31 i Slika 54a). Skopolaminom izazvane promene u kogniciji
je uspela da prevenira jedino najmanja ispitivana doza PWZ-029 (2 mg/kg), dok je doza od
5 mg/kg bila bez pozitivnog efekta (Slika 54a i 54b). Dodatno, kod najveée doze je bio

prisutan statisticki trend za diskriminacioni indeks (p=0,078; Tabela 37).
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Tabela 37. Rezultati statistike za diskriminacioni indeks u eksperimentu ispitivanja uticaja
skopolamina (0,3 mg/kg, SCOP) i PWZ-029 (2; 5i 10 mg/kg).

diskriminacioni indeks

Tretman One-Sample t-test

SAL + SOL t(11)=2,52; p=0,028

SCOP 0,3 + SOL ‘ t(13)=0,42; p=0,684

SCOP 0,3 +PWZ-029 2 t(14)=2,55; p=0,023
SCOP 0,3 +PWZ-029 5 ‘ t(14)=1,13; p=0,277
SCOP 0,3 +PWZ-029 10 t(13)=1,91,; p=0,078
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Slika 54. Uticaj PWZ-029 (2; 5i 10 mg/kg) i 0,3 mg/kg skopolamina na a) vreme istraZivanja
novog i poznatog objekta u T2 i b) diskriminacioni indeks. *p<0,05; **p<0,01 prema t-testu sa
uparenim uzorcima za vreme istraZivanja novog i starog objekta; *p<0,05 u odnosu na
hipoteticku vrednost 0 (one-sample t-test) za diskriminacioni indeks. Broj zivotinja u
grupama: 12, 14, 15, 15, 14.

Jedofaktorska ANOVA je bila statisticki znacajna za ukupno vreme istraZivanja objekata u
T1i T2, dok za ostale parametre aktivnosti nije bilo znacajnosti (Tabela 32). Dodatna SNK
post hoc analiza data je na Slici 55a i 55b. Jasno se primecuju manja ukupna vremena
istrazivanja kod doze 2 i 5 mg/kg PWZ-029 u kombinaciji sa skopolaminom u T1. Ovo
ukazuje na smanjenje motivacije ovih Zivotinja za istraZivanjem 1 upucuje na moguce
promene ponasanja do kojih moze da dovede PWZ-029 pri manjim dozama. U T2, pacovi
koji su primali PWZ-029 u dozi od 5 mg/kg u kombinaciji sa skopolaminom manje vremena
provode u istrazivanju u odnosu na kontrolne Zivotinje, ali i one tretirane skopolaminom,
dok statisticki znacajan trend postoji izmedu 5 mg/kg PWZ-029 i ostale dve doze PWZ-029
(2110 mg/kg) u kombinaciji sa skopolaminom (p=0,087, odnosno 0,054).
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Slika 55. Uticaj PW2Z-029 (2; 5 i 10 mg/kg) i 0,3 mg/kg skopolaminana na ukupno vreme
istrazivanja u a) T1 i b) T2. *p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu (SAL+SOL) grupu;
+p<0,05 u odnosu na skopolamin (SCOP 0,3+SOL) grupu. Broj Zivotinja u grupama: 12, 14,
15, 15, 14.

4.4 Morisov vodeni lavirint

44.1 Eksperiment 1

U toku faze ucenja, dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem nije pokazala znacajan uticaj
faktora tretman ni interakcije, ve¢ je utvrden samo statisticki znacajan uticaj faktora dani na

posmatrane parametre (Tabela 38, Slika 56).
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Tabela 38. Rezultat statisti¢ke analize efekta 2 mg/kg PWZ-029 i SH-1-75 (0,5; 2 i 5 mg/kg) na
ponasanje pacova tokom pet dana ucenja u vodenom lavirintu.

Ukupni Brzina
Latencija predeni put plivanja Efikasnost
(s) (m) (m/s) puta
Faktor Dvo-faktorska ANOVA sa ponavljanjem

Tretman, F(4,33); p | 0,10; 0,980 0,09; 0,983 0,48; 0,748 0,24, 0,912
Dani, F(4,132); p | 50,42; <0,001 62,46; <0,001 8,04;<0,001 51,03; <0,001
Interakcija, F(16,132); p | 0,75; 0,735 0,74; 0,749 1,05; 0,405 0,81; 0,669
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Slika 56. Uticaj 2 mg/kg PWZ-029 i SH-1-75 (0,5; 2 i 5 mg/kg) na latenciju nalaska platforme
(a), brzinu plivanja (b), predeni put (c) i efikasnost puta (d) tokom pet dana u¢enja u vodenom
lavirintu. Broj Zivotinja u grupama: 7, 8, 8, 8, 7.

Vrednosti parametara pracenih tokom testa pozivanja za oba ispitivana liganda bile su
bliske kontrolnim vrednostima. Jednofaktorska ANOVA bila je statisticki znacajna jedino
za parametar efikasnost puta do prvog ulaska u ciljni region (F(4,33)=3,25; p=0,024). Post
hoc SNK test je dat na Slici 57c i ukazuje na manju efikasnost ulaska u ciljni region kod
pacova koji su prethodnih pet dana, tokom ucenja, primali 0,5 mg/kg SH-1-75 u odnosu na 5

mg/kg SH-I-75. U odnosu na najmanju dozu SH-I1-75 (0,5 mg/kg), dodatno je postojao
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statisti¢ki trend i sa grupama koje su primale 2 mg/kg SH-1-75 i 2 mg/kg PWZ-029 (p
vrednosti 0,095, odnosno 0,092).
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Slika 57. Uticaj 2 mg/kg PWZ-029 i SH-1-75 (0,5; 2 i 5 mg/kg) na predeni (preplivani) put u
ciljnom regionu (a), vreme provedeno u ciljnom regionu (b), efikasnost puta do prvog ulaska u
ciljni region (c) i latenciju do prvog ulaska u ciljni region (d) tokom probnog testa. +p<0,05 u
odnosu na 5 mg/kg SH-1-75. Broj zivotinja u grupama: 7, 8, 8, 8, 7.
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4.4.2 Eksperiment 2

U eksperimentu sa MK-801 svi praceni parametri su bili znacajni za faktor tretman (Tabela
39). Parametar brzina plivanja je ukazao na postojanje neselektivnih promena u ponasanju
(pored kognitivnih) u vodenom lavirintu; post hoc SNK analiza je otkrila statisti¢cku razliku
izmedu kontrolne i grupe koja je primala 0,15 mg/kg MK-801 (Tabela 39). Posmatrajuci
ostale parametre koji govore 0 smanjenoj sposobnosti ucenja u vodenom lavirintu,
primeceno je da se pacovi iz grupe koja je primala 0,07 mg/kg MK-801 ponasaju sli¢no

kontrolnim Zivotinjama (Slika 58).

Tabela 39. Rezultat statisticke analize efekta 0,07; 0,1 i 0,15 mg/kg MK-801 na ponaSanje
pacova tokom pet dana u¢enja u vodenom lavirintu.

Ukupni Brzina
Latencija predeni put plivanja Efikasnost
(s) | (m) (m/s) puta
Faktor Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(3,28); p | 22,28; <0,001 9,66; <0,001  9,81; <0,001 10,43; <0,001
Dani, F(4,112); p | 53,30; <0,001 24,02; <0,001  3,80; 0,006  19,73; <0,001
Interakcija, F(12,112); p | 3,289; <0,001  3,70; <0,001 0,80; 0,646 2,10; 0,022
Tretman
MK 0,1 vs. SAL 0,002 <0,001 nz 0,005
MK 0,15 vs. SAL <0,001 <0,001 0,001 <0,001
MK 0,1 vs. MK 0,07 0,004 0,015 nz 0,019
MK 0,15 vs. MK 0,07 <0,001 0,027 <0,001 0,001
MK 0,15 vs. MK 0,1 0,002 nz 0,003 nz
Dani
| 7,01; 0,001 3,40; 0,031 — 0,40; 0,755
I} 10,39; <0,001 4,88; 0,007 = 6,67; 0,002
Il | 21,24;<0,001 9,36; <0,001 = 9,20; <0,001
IV | 13,10; <0,001 7,08; 0,001 = 2,87; 0,054
V | 15,94; <0,001 6,07; 0,003 = 5,56; 0,004

MK 0,07=0,07 mg/kg MK-801; MK 0,1=0,1 mg/kg MK-801; MK 0,15=0,15 mg/kg MK-801;
Nnz=nije statisticki znacajno
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Slika 58. Uticaj MK-801 (0,07; 0,1 i 0,15 mg/kg) na latenciju nalaska platforme (a), brzinu
plivanja (b), predeni put (c) i efikasnost puta (d) tokom pet dana ucenja u vodenom lavirintu.
*p<0,05; **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolu (SAL) grupu; +p<0,05; ++p<0,01 i
+++p<0,001 u odnosu na 0,07 mg/kg MK-801 (MK-801 0,07) grupu; ##p<0,01 i ###p<0,001 u
odnosu na 0,1 mg/kg MK-801 (MK-801 0,1) grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 8.

Analiza testa pozivanja otkrila je statisticki znacajan uticaj tretmana: predeni (preplivani)
put u ciljnom regionu (F(3,28)=8,31; p<0,001; Slika 59a), vreme provedeno u ciljnom
regionu (F(3,28)=7,29; p=0,001; Slika 59b), efikasnost puta do prvog ulaska u ciljni region
(F(3,28)=8,52; p<0,001; Slika 59c) i latenciju do prvog ulaska u ciljni region (F(3,28)=6,10;
p=0,003; Slika 59d). Post hoc poredenja su otkrila statisticki znacajne razlike medu visim
dozama MK-801 (0,1 i 0,15 mg/kg) s jedne, i 0,07 mg/kg MK-801 i kontrolne grupe s druge
strane (Slika 59).
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Slika 59. Uticaj MK-801 (0,07; 0,1 i 0,15 mg/kg) na predeni (preplivani) put u ciljnom regionu
(a), vreme provedeno u ciljnom regionu (b), efikasnost puta do prvog ulaska u ciljni region (c)
i latenciju do prvog ulaska u ciljni region (d) tokom testa pozivanja. *p<0,05 i **p<0,01 u
odnosu na kontrolu (SAL) grupu; +p<0,05 i ++p<0,01 u odnosu na 0,07 mg/kg MK-801. Broj
Zivotinja u svakoj grupi bio je 8.

4.4.3 Eksperiment 3

Rezultati ispitivanja uticaja razli¢itih doza PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na umanjenje
kognitivnih sposobnosti u vodenom lavirintu izazvano primenom 0,1 mg/kg MK-801

prikazani su dvofaktorskom ANOVA-om sa ponavljanjem za izabrane parametre u Tabeli
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40. Otkriven je znacajan uticaj tretmana za prikazane parametre, dok faktor dani nije bio
znacajan samo za brzinu plivanja. Interakcija dva faktora nije dostigla statisticku znacajnost
ni za jedan od parametara. VVrednosti posmatranih parametara su predstavljene graficki na
Slici 60; post hoc SNK poredenja za faktor tretman data su u Tabeli 40. Po parametru
latencija jasno se uocava parcijalna reverzija promena izazvanih MK-801 pri uporednoj
primeni doze od 2 mg/kg PWZ-029. Dodatno, Zivotinje iz grupe tretirane kombinacijom 10
mg/kg PWZ-029 i MK-801 bile su najsporije, $to govori 0 Senzorno-motornim promenama
u vodenom lavirintu koja se ne registruju kod samostalne primene 0,1 mg/kg MK-801.

Tabela 40. Rezultat statisticke analize efekta PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801
na ponasanje pacova tokom pet dana uc¢enja u vodenom lavirintu.

Ukupni Brzina
Latencija  predeni put plivanja Efikasnost
(s) (m) (m/s) puta

Faktor Dvo-faktorska ANOVA sa ponavljanjem
Tretman, F(4,34); p | 9,50; <0,001 5,85; 0,001 3,34; 0,021 10,43; <0,001

Dani, F(4,136); p | 33,25; <0,001 26,23;<0,001  1,59;0,180  19,73; <0,001
Interakcija, F(12,136); p | 1,41;0,410 0,66; 0,826 1,16; 0,311 2,10; 0,481

Tretman
MK+SOL vs. SAL+SOL <0,001 <0,001 nz <0,001
MK+PW?Z 2 vs. SAL+SOL 0,035 0,005 nz 0,002
MK+PWZ 5 vs. SAL+SOL 0,002 0,004 nz <0,001
MK+PW?Z 10 vs. SAL+SOL <0,001 0,006 0,028 <0,001
MK+PWZ 2 vs. MK+SOL 0,022 nz nz nz
MK+PWZ 2 vs. MK+PWZ 10 0,042 nz nz nz

MK=0,1 mg/kg MK-801; PWZ 2=2 mg/kg PWZ-029; PWZ 5=5 mg/kg PWZ-029; PWZ 10=10
mg/kg PWZ-029; nz=nije statisti¢ki znac¢ajno
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Slika 60. Uticaj PWZ-029 (2; 51 10 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801 na latenciju nalaska platforme
(a), brzinu plivanja (b), predeni put (c) i efikasnost puta (d) tokom pet dana ucenja u vodenom
lavirintu. Broj Zivotinja u grupama: 8, 8, 7, 8, 8.

Jednofaktorska ANOVA za parametre u testu pozivanja otkrila je uticaj tretmana na predeni
(preplivani) put u ciljnom regionu (F(4,34)=9,34; p<0,001; Slika 61a) i vreme provedeno u
ciljnom regionu (F(3,28)=8,67; p<0,001; Slika 61b). Vrednosti post hoc SNK analize date
su na Slici 61. Test pozivanja je pokazao da ni jedna doza PWZ-029 nije bila u stanju da
izvrsi reverziju poremecaja pozivanja, iako su u toku faze u¢enja primecéeni izvesni povoljni

efekti uporedne primene PWZ-029 i MK-801.

111



E 472) _301b)
s o
g | 1
o g 25 A
o 3 o
2 > 20 A
g £ 1
£
é- 2 4 g 15 4
g seksk %
5 sk kR - 10 A xs
= i 2 skekok
= E 5 foloky stk
@ [
0 >
)
E 0 T 0 T
g 101 40 -
: °lo d)
K g
S )
0.8 1 [}
o 8
o 5 809
& o
S oo g5
T Q= 20 A
S o9
25 ] =1
— c—
+ 5 =
0\ c 10 4
S 2 024 §=
= ® O
c = =13
T 0
e 0.0 T T f
w = Q
O~ O (0% 19° o
X ,\X 7;Q 1/0 ’Q(L
P P WO ol o
\(\,% \(\,%Q 0’\’c 0’\* X
\“ A @\ 0’\ y 0’\ » »\Q‘
P 0 o
\‘\\(\. \‘\\(\ & @\l\’

Slika 61. Uticaj PWZ-029 (2; 5 10 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801 na predeni (preplivani) put u
ciljnom regionu (a), vreme provedeno u ciljnom regionu (b), efikasnost puta do prvog ulaska u
ciljni region (c) i latenciju do prvog ulaska u ciljni region (d) tokom testa pozivanja.
***p<0,001 u odnosu na kontrolu (SAL+SOL) grupu. Broj Zivotinja u grupama: 8, 8, 7, 8, 8.

4.4.4 Eksperiment 4

Rezultati dvofaktorske analize uticaja SH-1-75 (0,5; 2 i 5 mg/kg) na umanjenje sposobnosti
ucenja u vodenom lavirintu izazvano primenom 0,1 mg/kg MK-801 prikazani su u Tabeli
37. Uticaj faktora tretman nije bio znacajan jedino za brzinu plivanja. Post hoc SNK
poredenja su otkrila razli¢ito ponaSanje svih tretmana u odnosu na kontrolnu grupu, i
potvrdila da pacovi koji su primali 0,1 mg/kg MK-801, sam ili u kombinaciji sa SH-1-75,
sporije uce (Tabela 41; Slika 62).
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Tabela 41. Rezultati statisti¢ke analize efekta SH-1-75 (0,5; 2 i 5 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801 na
ponasanje pacova tokom pet dana ucenja u vodenom lavirintu.

Ukupni Brzina
Latencija  predeni put plivanja Efikasnost
(s) (m) (m/s) puta

Faktor Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem

Tretman F(4,33); p | 6,35;<0,001 6,14, <0,001 0,83;0,514  13,32;<0,001
Dani F(4,132); p | 42,93;<0,001 42,75;<0,001  3,86; 0,005  30,34; <0,001
Interakcija F(16,132); p | 1,32; 0,192 1,11; 0,355 1,11; 0,353 4,09, <0,001

Tretman
MK + SH 0,5 vs. SAL + SOL <0,001 0,002 - <0,001
MK + SH 5 vs. SAL + SOL 0,002 0,001 = <0,001
MK + SH 2 vs. SAL + SOL 0,003 0,002 - <0,001
MK + SOL vs. SAL + SOL 0,003 0,001 — <0,001
Dani
I - - - 2,00; 0,117
i - - - 7,37; <0,001
Il - - - 4,73; 0,004
v - - - 17,59; <0,001
V - 5,49; 0,002

MK=0,1 mg/kg MK-801; SH 0,5=0,5 mg/kg SH-I-75; SH 2=2 mg/kg SH-I-75; SH 5=5 mg/kg
SH-I-75
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Slika 62. Uticaj SH-1-75 (0,5; 2 i 5 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801 na latenciju nalaska platforme
(a), brzinu plivanja (b), predeni put (c) i efikasnost puta (d) tokom pet dana ucenja u vodenom
lavirintu. *p<0,05; **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolnu (SAL+SOL) grupu. Broj
Zivotinja u grupama: 7, 8, 8, 7, 8.

Analiza testa pozivanja otkrila je statisticki znacajan uticaj tretmana za slede¢e parametre:
predeni (preplivani) put u ciljnom regionu (F(4,33)=12,48; p<0,001; Slika 63a), vreme
provedeno u ciljnom regionu (F(4,33)=13,05; p=0,001; Slika 63b) i efikasnost puta do
prvog ulaska u ciljni region (F(4,33)=3,11; p=0,028; Slika 63c). Jednofaktorska ANOVA
nije bila znacajna za latenciju do prvog ulaska u ciljni region (F(4,33)=2,46; p=0,064; Slika
63d). Post hoc poredenja su prikazana na Slici 63. Dodatno, zapaza se trend razlike u
predenom putu u ciljnom regionu izmedu kombinacije 2 mg/kg SH-1-75 i MK-801 i samog
MK-801 (p=0,099) pri ¢emu kombinacija prelazi manji put, kao i za efikasnost puta do
prvog ulaska u ciljni region izmedu kombinacije 5 mg/kg SH-1-75 i MK-801 i kontrolne
grupe (p=0,058).
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Slika 63. Uticaj SH-1-75 (0,5; 2 i 5 mg/kg) i 0,1 mg/kg MK-801 na predeni (preplivani) put u
ciljnom regionu (a), vreme provedeno u ciljnom regionu (b), efikasnost puta do prvog ulaska u
ciljni region (c) i latenciju do prvog ulaska u ciljni region (d) tokom testa pozivanja. *p<0,05;
**p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolu (SAL+SOL) grupu. Broj Zivotinja u grupama: 7,
8,8,7,8.

Na osnovu rezultata testa pozivanja, moglo bi se zakljuciti da dodatak pozitivnog
modulatora as GABAA receptora ima tendenciju da produbi kognitivne promene nastale

primenom 0,1 mg/kg MK-801 u vodenom lavirintu.
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445 Eksperiment5

Uticaj skopolamina na ucenje pacova u vodenom lavirintu procenjen je primenom
dvofaktorske ANOVA-g, a rezultati su dati u Tabeli 42. Po svim parametrima se primecéuje
statistiCki znacajan efekat tretmana i dana, dok interakcija nije bila znacajna. Dodatna
analiza je nedvosmisleno pokazala da jedino doza od 1 mg/kg skopolamina izaziva
smanjenje sposobnosti u¢enja u odnosu na kontrolu (rezultati post hoc SNK testa za
latenciju i predeni put dati u Tabeli 42), dok je, sliéno ponasanju MK-801, grupa koja je
primala najnizu dozu (0,03 mg/kg) imala vrednosti parametara na nivou kontrole. Primetan
je 1 neselektivni uticaj na ponasanje skopolamina primenjenog u dozama od 0,3 i 1 mg/kg
(povecana brzina plivanja Slika 64, post hoc prikazan u Tabeli 42).

Tabela 42. Rezultati statistiCke analize efekta skopolamina (0,03; 0,1; 0,3 i 1 mg/kg) na
ponasanje pacova tokom pet dana ucenja u vodenom lavirintu.

Ukupni Brzina
Latencija  predeni put plivanja Efikasnost
(s) (m) (m/s) puta
Faktor Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem

Tretman F(4,25);p | 352;0021 6,250,001  9,10;<0,001  3,82;0,015
Dani F(4,100); p | 32,43; <0,001  26,72;<0,001  5,76; <0,001  14,07; <0,001
Interakcija F(16,100); p | 1,42;0,147 149,020  0,91;0557  1,38;0,165

Tretman SNK post hoc

SCOP 0,3 vs. SAL nz nz 0,002 nz
SCOP 0,3 vs. SCOP 0,03 nz nz 0,045 nz
SCOP 0,3 vs. SCOP 0,1 nz nz 0,049 nz
SCOP 1 vs. SAL 0,043 0,005 <0,001 nz
SCOP 1 vs. SCOP 0,03 0,012 0,001 0,004 0,008
SCOP 1vs. SCOP 0,1 nz 0,005 0,007 nz
SCOP 1vs. SCOP 0,3 nz 0,005 nz nz

SCOP 0,03=0,03 mg/kg skopolamina; SCOP 0,1=0,1 mg/kg skopolamina; SCOP 0,3=0,3 mg/kg
skopolamina; SCOP 1=1 mg/kg skopolamina; nz=nije statisti¢ki znacajno
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Slika 64. Uticaj skopolamina (0,03; 0,1; 0,3 i 1 mg/kg) na latenciju nalaska platforme (a),
brzinu plivanja (b), predeni put (c) i efikasnost puta (d) tokom pet dana u¢enja u vodenom
lavirintu. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 6.

Iako se moZze primetiti razlika u efektima razlicitih doza skopolamina u testu pozivanja
(Slika 65), jednofaktorska ANOVA nije bila statisticki znacajna ni za jedan od pracenih

parametara.
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Slika 65. Uticaj skopolamina (0,03; 0,1; 0,3 i 1 mg/kg) na predeni (preplivani) put u ciljnom
regionu (a), vreme provedeno u ciljnom regionu (b), efikasnost puta do prvog ulaska u ciljni
region (c) i latenciju do prvog ulaska u ciljni region (d) tokom testa pozivanja. Broj Zivotinja u
svakoj grupi bio je 6.

Zbog izostanka efekata na parametre povezane sa pamcéenjem, dodatno su obradeni i
parametri vreme u perifernom prstenu i vreme u Sl kvadrantu u toku testa pozivanja.
Jednofaktorska ANOVA je bila znacajna za parametar vreme u periferiji (F(4,25)=4,19;

p=0,010), a post hoc SNK analiza je data na Slici 66a.
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Slika 66. Uticaj skopolamina (0,03; 0,1; 0,3 i 1 mg/kg) na vreme u perifernom prstenu (PP) (a)
i vreme provedeno u Sl kvadrantu (b). +p<0,05 i ++p<0,01 u odnosu na 0,03 mg/kg
skopolamina (SCOP 0,03). Broj zZivotinja u svakoj grupi bio je 6.

4.4.6 Eksperiment 6

Ispitivanje uticaja razli¢itih doza PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na umanjenje kognitivnih
sposobnosti u vodenom lavirintu izazvano primenom 1 mg/kg skopolamina prikazano je
dvofaktorskom ANOVA-om sa ponavljanjem za izabrane parametre u Tabeli 43. Otkriven
je znacajan uticaj tretmana za prikazane parametre, dok faktor dani nije bio zna¢ajan samo
za brzinu plivanja. Interakcija dva faktora bila je znacajna samo za parametar predeni put.
Vrednosti posmatranih parametara su predstavljene graficki na Slici 67, a post hoc SNK
poredenja za faktor tretman data su u Tabeli 43. Ni jedna od primenjenih doza PWZ-029
nije uspela da prevenira razvoj kognitivnih niti senzorno-motornih promena izazvanih

skopolaminom.
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Tabela 43. Rezultati statisticke analize efekta PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) i 1 mg/kg
skopolamina na ponasanje pacova tokom pet dana u¢enja u vodenom lavirintu.

Faktor

Ukupni Brzina
Latencija  predeni put plivanja Efikasnost
(s) (m) (m/s) puta

Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem

Tretman F(4,35); p
Dani F(4,140); p

4,32; 0,006 5,26; 0,002 4,62; 0,004  8,35; <0,001
62,95; <0,001 36,10; <0,001 12,86;<0,001 14,63; <0,001

Interakcija F(16,140); p | 1,55;0,090  2,02;0,016  1,59;0,080  1,49;0,111
Tretman
SCOP 1+SOL vs. SAL+SOL 0,006 0,004 0,016 <0,001
SCOP 1+PWZ 2 vs. SAL+SOL 0,019 0,006 0,007 <0,001
SCOP 1+PWZ 5 vs. SAL+SOL 0,009 0,003 0,004 <0,001
SCOP 1+PWZ 10 vs. SAL+SOL 0,019 0,007 0,009 0,002

Dani
| - 5,84; 0,001 - -
I - 7,97; <0,001 — -
1 - 2,85; 0,038 - -
vV - 2,55; 0,057 - —
\% - 1,55; 0,210 — -

SCOP 1=1 mg/kg skopolamina; PWZ-029 2=2 mg/kg PWZ-029; PWZ-029 5=5 mg/kg PWZ-
029; PWZ-029 10=10 mg/kg PWZ-029
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Slika 67. Uticaj PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) i 1 mg/kg skopolamina na latenciju nalaska
platforme (a), brzinu plivanja (b), predeni put (c) i efikasnost puta (d) tokom pet dana uc¢enja
u vodenom lavirintu. *p<0,05; **p<0,01 i ***p<0,001 u odnosu na kontrolu (SAL+SOL)
grupu. Broj Zivetinja u svim grupama bio je 8.

Dodatno, obraden je i parametar procenta predenog puta i procenta vremena u perifernom
prstenu. Dvofaktorska ANOVA nije pokazala statisticku znacajnost uticaja tretmana na
vreme provedeno u perifernom prstenu, ali je zato postojao uticaj tretmana na procenat
predenog puta na periferiji (F(4,35)=2,90; p=0,036, Slika 68a). Faktor dani je bio znacajan
po oba posmatrana parametra (za vreme: F(4,140)=83,12; p<0,001; za predeni put:
F(4,140)=76,91; p<0,001), dok je interakcija faktora bila bez statisti¢ke znacajnosti. Analiza
SNK testom otkrila je razliku u procentu predenog puta u perifernoj zoni izmedu grupe koja
je primila skopolamin ili kombinaciju 5 mg/kg PWZ-029 i skopolamina i kontrole (p

vrednosti 0,038, odnosno 0,031).
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Slika 68. Uticaj PWZ-029 (2; 5i 10 mg/kg) i 1 mg/kg skopolamina na % predenog puta (a) i %
vremena (b) u perifernom prstenu (PP). Broj Zivotinja u svim grupama bio je 8.

Za parametar vreme provedeno u ciljnom regionu jednofaktorska ANOVA je pokazala
znacajan uticaj tretmana (F(4,35)=2,68; p=0,047). Post hoc SNK analiza je pokazala da
zivotinje koje su primale kombinaciju 5 mg/kg PWZ-029 i skopolamin, kao i sam
skopolamin, provodile manje vremena u ciljnom regionu u odnosu na kontrolne Zivotinje
(Slika 69). Dodatno je SNK poredenjem pokazan i statisti¢ki trend izmedu grupa koje su sa
skopolaminom primale 2 ili 10 mg/kg PWZ-029 i kontrolne grupe (p vrednosti 0,059,
odnosno 0,065).
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Slika 69. Uticaj PWZ-029 (2; 5i 10 mg/kg) i 1 mg/kg skopolamina na predeni (preplivani) put
u ciljnom regionu (a), vreme provedeno u ciljnom regionu (b), efikasnost puta do prvog ulaska
u ciljni region (c) i latenciju do prvog ulaska u ciljni region (d) tokom testa pozivanja. *p<0,05
u odnosu na kontrolu (SAL+SOL) grupu. Broj Zivotinja u svim grupama bio je 8.

Jednofaktorska ANOVA je otkrila znacajan uticaj tretmana i na parametar vreme provedeno
na periferiji (F(4,35)=5,14; p=0,002), a SNK post hoc poredenja su prikazana na Slici 70a.

Parametar vreme u SI kvadrantu nije bio znacajan po faktoru tretman (Slika 70b).
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Slika 70. Uticaj PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) i 1 mg/kg skopolamina na vreme u perifernom
prstenu (PP) (a) i vreme provedeno u Sl kvadrantu (b). **p<0,01 u odnosu na kontrolu
(SAL+SOL) grupu. Broj Zivotinja u svim grupama bio je 8.

4.5 Procedura socijalnog prepoznavanja

45.1 Eksperiment 1

Ukupna vremena istrazivanja u T1 i T2 nisu se razlikovala izmedu zivotinja koje su
pripadale MK-801 (0,1 mg/kg) i kontrolnoj grupi (Slika 71a i 71b). Parametri poput
diskriminacionog indeksa i diskriminacionog odnosa imali su relativno drugacije vrednosti,
ali neparametarska analiza je pokazala da oba parametra imaju iste statisticke vrednosti

(H(1)=5,51; p=0,019; Slika 71c i 71d).
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Slika 71. Uticaj 0,1 mg/kg MK-801 na vreme istrazivanja u T1 (a), vreme istraZzivanja u T2 (b),
diskriminacioni indeks (c) i diskriminacioni odnos (d). *p<0,05 u odnosu na kontrolu (SAL)
grupu. Broj Zivotinja u grupama bio je: 11, 13.

4.5.2 Eksperiment 2

Ispitivanje uticaja PWZ-029 (2; 5 i 10 mg/kg) na promene ponasanja izazvane primenom
0,1 mg/kg MK-801 u proceduri socijalne diskriminacije otkrilo je znacajnost tretmana po
parametrima diskriminacioni indeks i diskriminacioni odnos (H(4)=12,38; p=0,015). Post
hoc SNK analiza je prikazana na Slici 72c i 72d. Ukupna vremena istrazivanja u T1 i T2
nisu se razlikovala medu Zivotinjama koje su primale razli¢ite tretmane (Slika 72a i 72b),

Sto ukazuje na specifican efekat tretmana na kognitivne sposobnosti Zivotinje u ovom testu.
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Slika 72. Uticaj PWZ-029 (2; 51 10 mg/kg) i 0,1 mg/kg

80 ~
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d)

MK-801 na vreme istraZivanja u T1 (a),

vreme istrazivanja u T2 (b), diskriminacioni indeks (c) i diskriminacioni odnos (d). *p<0,05 u
odnosu na kontrolu (SAL) grupu. Broj Zivotinja u svakoj grupi bio je 6.
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5 DISKUSIJA

Dosadasnji rezultati u oblasti istrazivanja povezanosti GABA-ergickog neurotransmiterskog

sistema i deficita videnih u psihijatrijskim bolestima upucuju na mogucnost otkrivanja

novih terapijskih pristupa koji bi se zasnivali na modulaciji odredenih GABA, receptora:

GABAA receptor je heteropentamer u ¢iji sastav moze da ude 19 proteinskih jedinica
razvrstanih u viSe familija (al1-6, B1-3, y1-3, 8, €, , 0 i p1-3; Sieghart, 2006).

Ligandi koji deluju preko BDZ mesta vezivanja GABAa receptora mogu biti
pozitivni (agonisti), neutralni (antagonisti) ili negativni (inverzni agonisti)
modulatori GABA-ergi¢ke transmisije; pojedini ne mogu da dovedu do
maksimalnog odgovora, pa se stoga nazivaju parcijalnim agonistima ili parcijalnim

inverznim agonistima (Rudolph i Knoflach, 2011).

Od velikog broja podtipova GABAA, receptora, samo oni koji sadrze a4, oy, os, ili oz
podjedinicu u kombinaciji sa B i y, podjedinicom jesu osetljivi na BDZ (Olsen i
Sieghart, 2008).

Smatra se da se a4, 0 i 03 podjedinice nalaze pretezno u okviru sinapsi koje razliciti
tipovi interneurona formiraju sa piramidalnim ¢elijama, a da su as GABAA receptori
lokalizovani pre svega ekstrasinapti¢ki na dendritima; novija istrazivanja dokazuju i
prisustvo konstantnog nivoa os GABAAa receptora u sinapsi (Nyiri i sar., 2001;
Brunig i sar., 2002; Brady i Jacob, 2015).

Receptori sastavljeni od asPsy, subjedinica (do 5% svih GABAA receptora) posebno
su zastupljeni u hipokampusu, a manje u dubljim Kkortikalnim slojevima,
amigdaloidnom kompleksu, olfaktornom bulbusu i hipotalamusu (Rudolph i Mdhler,
2014).

Istrazivanja modulacije as GABAA receptora (inverzni agonisti i agonisti) potvrduju
vaznu ulogu koju ovi receptori imaju u kognitivnim procesima, dok novija
istrazivanja pokazuju potencijalnu ulogu modulacije ovih receptora u oste¢enjima
povezanim sa shizofrenijom (Gill i sar., 2011; Redrobe i sar., 2012), Daunovim
sindromom (Martinez-Cué i sar., 2014) i depresijom (Fischell i sar., 2015).
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e Animalni modeli zasnovani na farmakoloskim manipulacijama (primena
amfetamina, dizocilpina i skopolamina) za izazivanje ili egzacerebraciju simptoma

videnih kod ljudi pokazuju jaku konstrukcijsku validnost (Weiner i Arad, 2009).

e U okviru MATRICS inicijative detaljno je opisana grupa bihejvioralnih testova sa
zadovoljavaju¢om validno$¢u, od kojih poseban znacaj imaju testovi vizulenog
ucenja 1 paméenja (test prepoznavanja novog objekta, Morrisov vodeni lavirint),
socijalne kognicije (procedura socijalnog prepoznavanja), kao i test lokomotorne
aktivnosti (Young i sar., 2009).

e lzazivanja kognitivnog oSte¢enja upotrebom dizocilpina validirano je kod glodara
kao pouzdani model za selektivno oSteCenje memorije; pri ve¢im dozama dolazi do
hiperaktivnosti Zivotinja i stereotipnog ponasanja, kao i ataksije (van der Staay i sar.,
2011).

e Ostecenje ponaSanja ogledne Zivotinje indukovano amfetaminom dobro je

okarakterisano kao model shizofrenije (Featherstone i sar., 2007; 2008).

e Primenom skopolamina kao zlatnog standarda za izazivanje kognitivnog ostecenja i
hiperlokomocije kod glodara izaziva se i niz perifernih i centralnih efekata
(Klinkenberg i Blokland, 2010).

e Promene videne u GABA-ergickom sistemu u shizofreniji ukljuuju smanjenje
koncentracije GABA-e u korteksu, kao i smanjenu ekspresiju glutamat
dekarboksilaze (GADg;), parvalbumina i os podjedinice GABAa receptora u
dorzolateralnom prefrontalnom korteksu (Perry i sar., 1979; Lewis i sar., 2005;
Duncan i sar., 2010).

Na osnovu iznetih ¢injenica jasno je da su dalja ispitivanja uloge koju as GABAA receptori
imaju u deficitima povezanim sa neuropsihijatrijskim bolestima, uz koriS¢enje selektivnih
supstanci, dobro validiranih bihejvioralnin modela i testova relevantnih za date bolesti,

neophodna u cilju otkrivanja potencijalnog novog terapijskog pristupa.
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5.1 Profili selektivnosti modulatora as GABA, receptora

Ispitivanja in vitro profila supstanci kori§¢enih za bihejvioralno testiranje ukazuju da sve
supstance prolaze krvno mozdanu barijeru i da se u velikoj meri moze ocekivati selektivnost
za as GABAA receptore u odredenim dozama. lako na prvi pogled manje relevantan podatak
za bihejvioralne efekte, koncentracije supstanci u plazmi koreliraju sa koncentracijama u
mozgu, $to upucuje na iste farmakokineticke mehanizme. Primeceno je da se svi pozitivni
modulatori ,,nakupljaju” u mozdanom tkivu, za razliku od PWZ-029, jedinog koris¢enog
predstavnika inverznih agonista selektivnih za BDZ mesto vezivanja as GABAAa receptora.
Odredivanjem slobodnih frakcija brzom ekvilibrijumskom dijalizom omogucéeno je
procenjivanje slobodnih koncentracija. Dobijeni rezultati ukazuju da slobodne frakcije u
mnogome zavise od hemijske strukture supstanci; predstavnici metil estara (MP-111-004 i
SH-1-75) imaju dva puta vece slobodne frakcije u mozgu nego predstavnici etil estara (SH-
053-2°F-R-CH3 i SH-1-047). Sli¢no je primeceno posmatranjem slobodnih frakcija u
plazmi, ali u obrnutom odnosu nego u mozdanom tkivu. Relativno velike vrednosti
slobodnih frakcija etil estara (68,6% za SH-053-2’F-R-CH3 i 65,9% za SH-1-047) pracene
su velikom nestabilno$¢u u plazmi, §to upucéuje na izraZzen metabolizam i razgradnju ovih
modulatora. Takva metabolicka nestabilnost dovodi i do smanjenih ukupnih koncentracija
ovih supstanci u plazmi odredenih nakon 20 minuta u odnosu na ukupnu koncentraciju
predstavnika metil estara, koji se odlikuju daleko vecom stabilnos¢u. Nakon primene
najvece doze liganada (10 mg/kg), gde ukupna srednja koncentracija u plazmi iznosi 337,6
nM za SH-053-2°F-R-CH3 i 54,8 nM za SH-1-047, a 1182,5 nM za MP-111-004 i 1434,8 nM
za SH-I-75, razlika je najizrazenija. Isti trend se moze primetiti i za ukupne koncentracije
izmerene u mozdanom tkivu. Zbog navedenih razlika ocekivano je da su potrebne nesto
veée doze za izazivanje bihejvioralnih efekata primenom predstavnika etil estara. S druge
strane, MP-111-022, amid po hemijskoj strukturi, karakteriSe velika metabolicka stabilnost u
plazmi (nakon 4 h inkubacije preostala frakcija iznosi 96,7%), kao i dobra korelacija

koncentracija u plazmi i mozgu nakon primene razli¢itih doza.

Farmakokineticki podaci za ligande PWZ-029 i MP-I11-022 pokazuju jasnu razliku u
vremenu potrebnom da se dostigne maksimalna koncentracija u plazmi 1 mozdanom tkivu.
Vreme neophodno za postizanje maksimalne koncentracije (Tmax) nakon i.p. primene

tretmana je za PWZ-029 oko 10 minuta, a oko 1h za MP-I11-022, sto upucéuje na razlike u
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farmakokinetiCkom ponasanju datih modulatora. Izracunati farmakokineticki parametri za
PWZ-029 ukazuju na visoke koncentracije koje se mogu posti¢i u plazmi i mozdanom

tkivu, sa relativno brzom eliminacijom.
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Slika 1. Aproksimativni elektrofiziolo$ki odgovori procenjenih slobodnih koncentracija PWZ-
029 u mozgu prikazani na krivama % modulacije EC3 GABA dobijenim na rekombinantnim
GABA, receptorima koji sadrZe aj-, o,-, o3- i as- podjedinicu. Rezultati elektofiziolo§kog
ispitivanja preuzeti iz: Savi¢ i sar., 2008a.

Povezivenjem podataka procenjenih slobodnih koncentracija u mozgu nakon razli¢itih doza
PWZ-029 sa elektrofizioloskom efikasnos¢u PWZ-029 pri koncentraciji GABA-e koja
postize 3% maksimalnog efekta (% modulacije EC3 GABA, Slika 1) uvida se selektivnost
delovanja preko razli¢itih populacija GABAAa receptora. Pri doznom opsegu od 2 do 10
mg/kg PWZ-029 ne ocekuje se izrazen agonisticki efekat preko o3B3y, receptora, iako je %
modulacije uvecan za 11, odnosno 17%. S druge strane, % modulacije aspsy, receptora je
umanjen za 15% do 19%, $to odgovara efektu parcijalnog inverznog agoniste. Procenjeni
elektrofizioloSki odgovori slobodnih koncentracija PWZ-029 u mozgu upucuju da pri
koncentraciji od 1 uM PWZ-029, §to je koncentracija skoro dvostruko veca od one koja se
postize nakon doze od 10 mg/kg, mogu da se ostvare efekti potencijacije od 20% i 15%
preko asPsy2, odnosno asPsy, receptora. Kao poredenje, standardni neselektivni neutralni
modulator flumazenil pri koncentraciji od 1 uM ostvaruje 56% i 30% pozitivne modulacije
preko asPsy2 odnosno ayPsy, receptora, bez efekta na asPsy, receptore (Ramerstorfer i sar.,
2010). Imaju¢i u vidu da se u elektrofizioloskom in vitro eksperimentu primenom
koncentracije od 1 uM PWZ-029 dobija modulacija od, prera¢unato, 3% i 7% maksimalne
potencijacije GABA-ergicke transmisije postignute diazepamom na azBzy2 0dnosno oy Pzy2

receptorima (komunikacija sa W. Sieghartom), nije izvesno da PWZ-029 moze da ostvari
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znacajniji bihejvioralni efekat delovanjem preko ovih receptora. U isto vreme, pri
koncentraciji PWZ-029 od 1 uM postize se modulacija asPsy, receptora koja iznosi
priblizno 40% modulacije postignute neselektivanim negativnim modulatorom DMCM, i
viSe od 100% modulacije koja se postize parcijalnim neselektivnim negativnim
modulatorom FG7142 (komunikacija sa W. Sieghartom). Na osnovu iznetih ¢injenica moze
se zakljuciti da su asB3y2 receptori najodgovorniji za bihejvioralne efekte PWZ-029 (Savi¢ i
sar., 2008).
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Slika 2. Aproksimativni elektrofiziolo$ki odgovori procenjenih slobodnih koncentracija
liganada u mozgu prikazani na krivama % modulacije EC3 GABA dobijenim na
rekombinantnim GABA, recptorima koji sadrze a;-, ay-, 03- i as- podjedinicu, za MP-111-004
(@), SH-1-047 (b), SH-053-2°F-R-CH3 (c) i SH-1-75 (d). Crvenom prikazana potencijacija
modulacije asfsy, receptora preko 20%.

Kada procenjene slobodne koncentracije u mozgu nakon razli¢itih doza (0,5; 2 1 10 mg/kg)
stavimo u funkciju efikasnosti (% modulacije EC3 GABA) pri razli¢itim koncentracijama
liganda MP-I111-004, vidimo da se pri dozi od 10 mg/kg postize selektivnost na osPsy2
receptor (Slika 2a). Pri dozama od 0,5 i 2 mg/kg MP-111-004 dostize se oko 20% i 28%

potencijacije na asPsy. receptoru, odnosno oko 15% i 18% na ayP3y. receptoru. Opseg %
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modulacije EC3 GABA pri razli¢itim dozama SH-I-75 je izmedu 100% i 106%, bez
selektivnosti za pojedini tip receptora (Slika 2d). Kod predstavnika etil estara, selektivnost
se moze oc¢ekivati pri 10 mg/kg za SH-053-2°F-R-CH3 (oko 29% pozitivne modulacije EC3
GABA, Slika 2c), a za SH-1-047 pri 2 i 10 mg/kg, gde je % potencijacije EC3 GABA
izrazeniji pri ve¢oj dozi (oko 22%) (Slika 2b).

Selektivnosti supstanci doprinosi i njihov afinitet za odredene GABAA receptore, $to se
dodatno mora uzeti u obzir pri povezivanju bihejvioralnih efekata sa pojedinim podtipovima
receptora. Dosadasnji rezultati dobijeni sa negativnim modulatorima as GABAA receptora
pokazali su da se potencijalno terapijski prokognitivni efekat kod Zivotinja ali i ljudi moze
dobiti pri okupiranosti as GABAA receptora izmedu 25 i 75% (Atack, 2010). lako nije
utvrdeno koja od selektivnosti, po afinitetu ili efikasnosti, ima vecu ulogu u tumacenju
bihejvioralnih efekata, tezi se sintezi liganda koji ¢e po in vitro profilu imati obe

selektivnosti (Buettelmann i sar., 2009).

5.2 Test lokomotorne aktivnosti

Ispitivanje spontanog ponasanja zivotinje, procenom lokomotorne aktivnosti, neizostavni je
deo bihejvioralne karakterizacije novosintetisanh liganada. Pored uticaja na spontanu
lokomotornu aktivnost, ovaj test nam omogucava i odredivanje efekata supstanci na
indukovano hiperlokomotorno ponasanje. Psihostimulansi poput amfetamina i kokaina
povecavaju aktivnost Zivotinje, praceno parametrima predenog puta i vremena provedenog
u mobilnosti u ovom testu. Poznato je da amfetamin ispoljava svoje efekte povecavanjem
ekstracelularnog dopamina i produzavanjem efekata koji se ostvaruju preko dopaminskih
receptora u strijatumu (Fleckenstein i sar., 2007; Calipari i Ferris, 2013). Zbog toga je
amfetaminom-indukovana promena ponasanja kod Zivotinja Cesto koris¢en model u proceni
antipsihoti¢nog dejstava supstanci (Featherstone i sar., 2007; 2008). Pokazano je da se
hiperaktivnost izazvana primenom amfetamina moZze suzbiti antipsihoticima (haloperidolom
I klozapinom), pri dozama za koje se navodi da same ne izazivaju promene u spontanoj
lokomotornoj aktivnosti (O’Neill i Shaw, 1999).
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U nasem eksperimentu amfetamin dat u dozi od 0,5 mg/kg jasno je povecao vreme
provedeno u aktivnosti, kao i ukupni predeni put tokom 60 minuta pracenja. Izrazena
promena u ponaSanju, u vidu hiperaktivnosti, potvrdena je i1 analizom petominutnih
intervala. Kako bi u nasim laboratorijskim uslovima potvrdili predikcionu validnost
farmakoloski indukovanog oStecenja, ispitali smo efekte haloperidola na amfetaminom
izazvanu hiperlokomociju. O¢ekivano prema literaturnim podacima na glodarima (Stanhope
I sar., 2001), postignut je znacajan efekat preveniranja hiperlokomotorne aktivnosti pri
vecoj ispitivanoj dozi (0,25 mg/kg), dok je manja doza (0,125 mg/kg) haloperidola bila
nedovoljna za reverziju povecane aktivnosti. Dodatno, analizom spontane aktivnosti pod
dejstvom haloperidola u toku 20 minuta pre davanja amfetamina, uoc¢en je sedativni efekat
haloperidola u obe primenjene doze. Dakle, manja doza haloperidola dovela je do smanjenja
predenog puta i vremena provedenog u mobilnosti, ali nije bila dovoljna da prevenira
povecanje ovih parametara nakon primene amfetamina. Kako je sedacija dobro poznato
nezeljeno dejstvo haloperidola kao antipsihotika (Leucht i sar., 2013), razvoj efikasnih
antipsihotika koji ne menjaju bazalni nivo motorne aktivnosti predstavlja izazov za

predklinicka istrazivanja.

Poslednjih godina u supstance sa potencijalnim antipsihoti¢nim efektom ubrajaju se i one
selektivne za as podjedinicu GABAA receptora. Ispitivan je uticaj negativnog (RO4938581)
i pozitivnog modulatora as GABAa receptora (QH-11-066) na amfetaminom-izmenjeno
ponasanje u testu lokomotorne aktivnosti (Redrobe 1 sar., 2012). Interesantno je da su oba
vida modulacije as GABAAa receptora smanjila hiperaktivnost, bez uticaja na bazalni nivo
lokomocije. Rezultati ove studije dobijeni sa pozitivnim modulatorom (QH-11-066) u skladu
su sa efektima pozitivne modulacije as GABAa receptora (SH-053-2°F-R-CH3) u
preveniranju amfetaminom indukovane hiperaktivnosti u MAM neurorazvojnom modelu
shizofrenije kod pacova (Gill i sar., 2011). lako krajnje iznenadujuce, ovim istrazivanjima je
pokazano da oba vida modulacije as GABAA receptora, pozitivne i negativne, mogu imati
povoljan efekat, u smislu suzbijanja pozitivnih simptoma shizofrenije. Mehanizmi ovih
efekata, koji nisu dovoljno prouceni, upucuju na bidirekcionu ulogu as GABAA receptora u
hiperdopaminergickom stanju izazvanom amfetaminom. Shodno ovim rezultatima, u nasim
eksperimentima smo ispitivali efekte jednog negativhog modulatora (PWZ-029) i nekoliko
selektivnih pozitivnih modulatora (MP-111-022, MP-111-004, SH-1-047, SH-053-2’F-R-CH3
i SH-1-75) na hiperaktivnost izazvanu amfetaminom. Rezultati dobijeni sa PWZ-029, u

ispitivanom rasponu doza, nisu otkrili potencijalan povoljan uticaj negativne modulacije.
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Doze PWZ-029 koris¢ene u ovom eksperimentu odabrane su na osnovu in vitro ispitivanja,
kako bi ispoljile selektivni efekat na as GABAA receptore. Nemoguénost PWZ-029 da
prevenira hiperlokomociju izazvanu amfetaminom, posmatrajuci oba parametra (predeni put
I vreme provedeno u mobilnosti), nije u skladu sa rezultatima dobijenim sa RO4938581
(Redrobe i sar., 2012). U periodu habituacije, pre primene amfetamina, u nasem
eksperimentu mogao se zapaziti potencijal hipolokomotornog uticaja vise doze PWZ-029
(10 mg/kg), bez dostizanja statisticke znacajnosti, dok je sa 10 mg/kg RO4938581
hipolokomocija bila znacajna (Redrobe i sar., 2012). Dodatno, pri karakterizaciji samog
liganda, u nesto drugacijem protokolu testa lokomotorne aktivnosti, PWZ-029 u dozi od 10
mg/kg je ispoljio sedativni potencijal (Savi¢ i sar., 2008a). Imaju¢i na umu sedativni
potencijal haloperidola, kao i hipoaktivnost koju mogu da izazovu vise doze negativnih
modulatora as GABAA receptora, moze se zakljuciti da je inherentni potencijal tipi¢nih
antipsihotika da preveniraju efekte amfetamina superioran u poredenju sa negativnim

modulatorima as GABAA, receptora (Sun i sar., 2009).

Rezultati dobijeni sa pozitivnim modulatorima takode upuéuju na nemoguénost reverzije
hiperaktivnosti izazvane amfetaminom. Za razliku od hipolokomotornog efekta samih
negativnih modulatora pri pracenju bazalne aktivnosti, u ovom testu nije primecen sedativni
efekat pri ispitivanim dozama pozitivnih modulatora as GABAA receptora. Dodatno, izostao
je pozitivan efekat na amfetaminom-indukovanu promenu ponaSanja, zapazen u studiji sa
QH-11-066 (Redrobe i sar., 2012). Potencijalno pozitivan efekat na hiperaktivnost
indukovanu amfetaminom, dobijen sa SH-053-2’F-R-CH3 u neurorazvojnom modelu (Gill i
sar., 2011), nije reprodukovan kod zdravih zivotinja. U nasem eksperimentu, SH-053-2’F-
R-CH3 u istoj dozi od 10 mg/kg nije uspeo da smanji predeni put niti vreme provedeno u
aktivnosti nakon aplikacije amfetamina. Suprotno ocekivanom, hiperlokomotorni efekat
amfetamina bio je izrazeniji kod Zivotinja tretiranih SH-053-2’F-R-CH3. Ovo
produbljivanje efekta se moze pripisati izmenjenenom nivou aktivacije dopaminskog
sistema kod MAM neurorazvojnog modela, gde jasno postoji osetljivost na amfetamin u
odnosu na zdrave zivotinje (Lodge i Grace, 2007; 2008). lako ovo moze biti objasnjenje za
razli¢it uticaj istog liganda (SH-053-2’F-R-CH3) na efekte amfetamina, ¢injenica je da ni sa
jednim pozitivnim modulatorom o5 GABAAa receptora nismo dobili efekat slican onom sa
QH-11-066 (Redrobe i sar., 2012), sto upucuje na nereproducibilnost akutnog izazivanja
psihoti¢nog stanja kod Zivotinja kao animalnog modela. Protokol i doza od 0,5 mg/kg

amfetamina izabrani su na osnovu literaturnih podataka i zbog moguénosti poredenja
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rezultata. Ipak, ne moze se odbaciti pretpostavka da je u naSim uslovima ova doza
amfetamina izazivala efekte koje ligandi bez izrazenog sedativnog dejstva nisu bili u stanju

da preveniraju.

U testu lokomotorne aktivnosti MK-801 izaziva poremecaje lokomotornog ponasanja slicne
amfetaminu. Pri pra¢enju uticaja MK-801 (0,1; 0,2 i 0,5 mg/kg) na ponaSanje pacova u testu
lokomotorne aktivnosti u toku 30 minuta nedvosmisleno je primecena hiperaktivnost pri
dozi od 0,2 mg/kg. Efekat manje testirane doze (0,1 mg/kg) nije dostigao statisticku
znacajnost, dok se pri vecoj dozi MK-801 (0,5 mg/kg), koja je prema predenom putu bila na
nivou kontrole, zapravo ispoljilo ataksi¢no dejstvo. Ovome u prilog govori i podatak da su
sve tretirane grupe provodile vise vremena u aktivnosti. Nasi rezultati su konzistentni sa
nalazima drugih istrazivackih grupa, koji pokazuju da kod muzjaka glodara doze nize od 0,2
mg/kg uglavnom ne izazivaju hiperaktivnost, stereotipno ponasanje i ataksiju, dok su znatno
vece doze MK-801 (0,5 mg/kg) potrebne za izazivanje ataksije (Andiné i sar., 1999; van der
Staay i sar., 2011). Zbog relativho reproducibilnih efekata MK-801 na lokomotornu
aktivnost, relevantnih za pozitivhu simptomatologiju shizofrenije, temeljno je proucavan
efekat antipsihotika na hiperaktivnost indukovanu sa MK-801 (Gattaz i sar., 1994; Andiné i
sar., 1999; Leite i sar., 2008; Kotaczkowski i sar., 2014). Sli¢éno amfetaminu, primecéeno je
da povoljan efekat ispoljavaju oni antipsihotici koji u dozama efikasnim u smanjenju MK-
801-indukovane hiperlokomocije izazivaju znacajnu sedaciju (Kotaczkowski i sar., 2014).
Rezultati istrazivanja uticaja diazepama na hiperaktivnost izazvanu sa MK-801 nisu
istosmerni. Dok jedni autori govore o aditivnom delovanju MK-801 i diazepama na
stereotipno ponasanje kod pacova (Behrens i Gattaz, 1992), drugi pokazuju smanjenje
aktivnosti kod miSeva (Bradford i sar., 2010). Pozitivan uticaj diazepama je viden i kod
zenki pacova, koje ispoljavaju vecu osetljivost na efekte MK-801, ali je doza diazepama
koja je uspela da izvrsi reverziju stereotipnog ponasanja i hiperlokomocije bila toliko velika
(5 mg/kg) da je uticala na refleks uspravljanja (Andiné i sar., 1999), §to pokazuje
neselektivnost uticaja na ponasanje. U nasim eksperimentima diazepam je samo u najvecoj
testiranoj dozi (5 mg/kg) delimi¢no prevenirao hiperlokomociju izazvanu sa MK-801 (0,2
mg/kg). Medutim, pri dozi od 5 mg/kg diazepam je znacajno smanjio vreme u kome su
zivotinje tretirane sa MK-801 bile aktivne, sto direktno korelise sa izrazenim sedativnim
potencijalom ovako visoke doze benzodiazepina. Ocekivano, niska doza diazepama (1
mg/kg) nije imala efekte na povecanu aktivnost, dok je doza od 2 mg/kg diazepama
parcijalno smanjila predeni put. Za veme provedeno u aktivnosti ANOVA nije dostigla
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statistiCku znacajnost usled velike varijacije u grupi koja je primala 0,2 mg/kg MK-801 i 2
mg/kg diazepama, tako da se o potencijalnom pozitivnom efektu na ukupnu aktivnost ne

moze govoriti.

Pozitivni i negativni modulatori as GABAA receptora nisu do sada ispitivani u modelima
MK-801-indukovane hiperaktivnosti. Nasi rezultati su jednoznac¢no pokazali da se pri veéim
ispitivanim dozama negativnog modulatora ispoljava parcijalno smanjenje hiperlokomocije
(za doze od 5 i 10 mg/kg PWZ-029 nakon 30 minuta, i za 10 mg/kg i nakon 60 minuta
trajanja testa), bez efekta na vreme provedeno u aktivnosti. Sli¢no dozi od 2 mg/kg
diazepama, ovi rezultati su u korelaciji sa sedaciji-bliskim potencijalom PWZ-029, budu¢i
da je pokazano da u vis§im dozama PWZ-029 (10 i 20 mg/kg) izaziva znaCajno smanjenje
lokomocije (Savi¢ i1 sar., 2008a). Eksperimenti sa pozitivhim modulatorom os GABAAa
receptora — SH-I-75 ukazali su na nemogucnost preveniranja promena u ponasanju
izazvanih primenom 0,2 mg/kg MK-801 u dozama (0,5 i 5 mg/kg) koje same nemaju efekta
na prac¢ene parametre lokomotorne aktivnosti u toku 30 minuta. Isto je dobijeno i1 pra¢enjem

efekata 0,2 mg/kg SH-1-75 na hiperaktivnost tokom 60 minuta pracenja.

Sli¢no nalazima sa MK-801, eksperiment sa skopolaminom-indukovanom hiperaktivnosc¢u
ukazao je, prac¢enjem predenog puta, na parcijalno pozitivan efekat PWZ-029 (2 mg/kg), ali
ne i SH-1-75 (0,2 mg/kg). Ipak, ni pozitivna ni negativha modulacija s GABAA receptora
nisu bile u stanju da smanje vreme provedeno u aktivnosti nakon primene skopolamina.
lako se primenom MK-801 i skopolamina deluje na razli¢ite neurotransmiterske sisteme,
ukljucene u izazivanje hiperaktivnosti, zaklju¢ak je da se negativnom modulacijom os

GABA receptora mogu ostvariti odredeni povoljni efekti.
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5.3 Test prepoznavanja novog objekta

U NORT-u smo ispitivali uticaj neselektivnog negativnog modulatora GABAA receptora
(0,25 mg/kg DMCM), skopolamina (0,3 mg/kg) i tri doze negativhog modulatora
selektivnog za as GABAAa receptore (2; 5 i 10 mg/kg PWZ-029) nakon retencionog
intervala od 24 h. U ovakvom testu prepoznavanja novog objekta protokolarno je smanjena
sposobnost diskriminacije novog objekta u grupi kontrolnih zivotinja, S§to omogucava
otkrivanje potencijalnog prokognitivnog dejstva ispitivane supstance (Ennaceur i Meliani,
1991). Smatra se da peririnalni korteks, koji ima ulogu u prepoznavanju objekata, nije u
mogucnosti da saCuva informacije o objektu pri duzim retencionim vremenima kod
kontrolnih zivotinja (Murray i Richmond, 2001; Reger i sar., 2009). Negativni modulatori
as GABAA receptora su dobro okarakterisani kao potencijalno prokognitivne supstance u
nizu bihejvioralnih testova (Atack i sar., 2006; Collinson i sar., 2006; Dawson i sar., 2006;
Savi¢ i sar., 2008a; Ballard i sar., 2009; Atack, 2010; 2011b; Soto i sar., 2013), a PWZ-029
je sada po prvi put ispitan u NORT-u kao testu deklarativne memorije. Nasi rezultati
pokazuju sposobnost PWZ-029 da prepozna novi objekat i nakon duZeg retencionog
vremena u svim ispitivanim dozama, dok su skopolamin i DMCM bili na nivou kontrolnih
zivotinja. Pradenjem parametara prepoznavanja novog objekta (vremena provedena u
istrazivanju poznatog i novog objekta 1 diskriminacionog indeksa), jasno je uocen
prokognitivni potencijal PWZ-029. Dobijeni rezultat je komplementaran nalazima da pri
sistemskoj i centralnoj (peririnalni korteks) primeni, BDZ ostvaruju oste¢ujuci efekat u
NORT-u, potvrdujué¢i ulogu GABA-ergickog sistema u regulaciji ovakvog vida ucenja
(Longone i sar.,, 1996; Wan i sar., 2004; Bertaina-Anglade i sar., 2006). Posto su u
pomenutim studijama koriS¢eni neselektivni agonisti BDZ mesta vezivanja, ostaje
nepoznato da li je oStecuju¢i efekat ostvarivan delovanjem preko najrasprostranjenijih
GABAA\ receptora, koji sadrze a; subjedinicu, ili aktivacijom as GABAAa receptora, Cije je
prisustvo limitirano pre svega na hipokampus i odredene kortikalne strukture (Pirker i sar.,
2000; Rudolph i Moéhler, 2014). Nas rezultat po prvi put pokazuje da se pozitivan efekat
mozZe ostvariti sistemskom primenom inverznog agoniste BDZ mesta vezivanja selektivnog
za as GABAA, receptore kod zdravih pacova, upucujuci na bitnu ulogu koju ova populacija
GABAA receptora ima u ovakvom tipu memorijskih procesa. Dodatno, pri dozi od 5 mg/kg

PWZ-029 doslo je do smanjenja brzine kretanja u odnosu na grupu koja je primala
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skopolamin, i to ¢ak 24 sata nakon primanja tretmana. Takav kognitivno nespecifican efekat
na ponasanje zivotinja moze se pripisati hiperlokomotornom dejstvu skopolamina s jedne
strane, i smanjenju motivacije kod negativhe modulacije as GABAAa receptore s druge
strane (Hauser i sar., 2005; Klinkenberg i Blokland, 2010).

Translaciona validnost kognitivnih testova, pa i testa prepoznavanja novog objekta, veca je
ukoliko se povoljan efekat supstance pokaze i na farmakoloski indukovanim promenama
kognitivnih funkcija (Decker, 2006; Keeler i Robbins, 2011). Zato smo pored protokolarnog
oStecenja koristili 1 smanjenje diskriminacije novog objekta primenom skopolamina i MK-
801. U odvojenim eksperimentima smo procenili efekte razli¢itih doza MK-801 i
skopolamina na u¢enje u NORT-u i na osnovu njih izabrali doze za eksperimente sa PWZ-
029. MK-801 je ve¢ okarakterisan kao dobar model za oSteéenje ucenja i veliki broj
supstanci ispitivan je na mogucnost da izazovu reverziju MK-801-izazvanog deficita (van
der Staay i sar., 2011). Nasi rezultati su bili u skladu sa rezultatima drugih studija (de Lima i
sar., 2005; van der Staay i sar., 2011), gde je izabrana doza od 0,1 mg/kg MK-801, kao
pouzdana za umanjenje kognitivnih sposobnosti Zivotinja. Pri vecoj dozi (0,2 mg/kg)
diskriminacioni indeks je bio negativan, a uz to je pri ovoj dozi bila jako izraZena
hiperaktivnost zivotinja u testu familijarizacije u odnosu na sve ostale tretmane (praceno
preko predenog puta i brzine kretanja zivotinja). Ova izrazena hiperaktivnost se zadrzala i

nakon 1 h, za vreme testiranja, ali zbog velikih devijacija ANOVA nije dostigla znacajnost.

Uticaj PWZ-029 na MK-801 (0,1 mg/kg) — izazvano smanjenje diskriminacije novog
objekta ispitivan je pradenjem parametara ucenja. Kontrolna grupa i1 zivotinje koje su
primale kombinaciju MK-801 i 5 mg/kg PWZ-029 pokazale su statisticki znacajnu
diskriminaciju (prepoznavanje) novog objekta. U ovom testu viden je odnos doze i efekta u
obliku inverznog slova U, §to je svakako karakeristicno za efekte prokognitivnih lekova
(Decker, 2006). Nedostatak pozitivnog efekta manje 1 vece doze PWZ-029 upucuje na
neophodnost postizanja odgovarajuceg stepena modulacije a5 GABAA receptora. Dodatno
je primecen i negativan uticaj kombinacije 2 mg/kg PWZ-029 i MK-801 na diskriminacioni
indeks, koji je u ovoj grupi dostigao negativnu vrednost. Produbljenje oStec¢enja dodatkom
male doze PWZ-029 dizocilpinu potvrduje nalaze da mali stepen modulacije a5 GABAA
receptora doprinosi hipofunkciji NMDA receptora. S druge strane, pra¢enjem parametara
opsSte aktivnosti (predeni put i brzina), primecen je hiperlokomotorni uticaj u toku

familijarizacije kod svih grupa koje su primale MK-801, s time da je statisticka znacajnost
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postignuta jedino u grupi zivotinja koja je primala samo MK-801. U fazi testiranja se
zadrZala povecana aktivnost zivotinja koje su primale MK-801, ali je statisticka razlika sada
postojala samo u grupama koje su primale kombinacije tretmana (2; 5 i 10 mg/kg PWZ-029
i 0,1 mg/kg MK-801). Ove kognitivno nespecificne razlike u ponasanju su mogle da se
primete i posmatranjem ukupnog vremena provedenog u istrazivanju objekata za vreme
familijarizacije, gde su sve Zivotinje koje su primale MK-801, sam ili u kombinaciji, imale
smanjeno vreme istrazivanja. Van der Staay i sar. (2011) su pokazali da 0,1 mg/kg MK-801
moze znacajno da smanji ukupno vreme istrazivanja objekata u toku faze familijarizacije.
Isto zapazanje u nasem eksperimentu potvrduje da doza od 0,1 mg/kg MK-801 ne pogada
selektivno kognitivne aspekte, 1 upucuje na neophodnost razmatranja potencijalnih
motivacionih 1 senzornomotornih promena ponaSanja. Imaju¢i u vidu Cinjenicu da i
nedostatak as GABAA receptora moze da dovede do senzornomotornih oste¢enja (Hauser i
sar., 2005), ne ¢udi efekat smanjenja vremena istrazivanja u kombinaciji tretmana (MK-801
i PWZ-029). Pokazano je da antipsihotici druge generacije (klozapin, olanzapin) mogu da
preveniraju senzornomotorne deficite izazvane primenom MK-801 (Bubenikova i sar.,
2005), te se pored povoljnog efekta PWZ-029 na kogniciju, u obzir moraju uzeti
nespecifi¢ne promene ponasanja kada se govori o PWZ-029, ili nekom drugom negativhom
modulatoru o5 GABAA receptora, kao potencijalnoj terapijskoj opciji. S druge strane,
pokazano je da nespecificne promene videne u NORT-u, vezane za vreme istrazivanja
objekata u toku familijarizacije, ne uti¢u na stepen diskriminacije u fazi testiranja (Gaskin 1
sar., 2010). Dakle, iako ih treba razmatrati, takve promene ne uticu bitno na zakljucke
vezane za kognitivne uticaje ispitivanih liganada. Dok negativni modulatori as GABAA
receptora nisu ispitivani u modelu kognitivnog deficita izazvanog primenom MK-801,
R0O4938581 je ispitivan u modelu fenciklidinom izazvanog kognitivnog deficita u NORT-u
(Redrobe 1 sar., 2012). Rezultati dobijeni u fenciklidinom indukovanom modelu
hipofunkcije NMDA receptora konzistentni su sa naSima; subhroni¢na primena fenciklidina
je smanjivala sposobnost diskriminacije, dok je negativna modulacija as GABAA receptora
postignuta primenom RO4938581 dozno-zavisno prevenirala promene u kognitivnim
procesima (Redrobe i sar., 2012). Dodatno, iako RO493858 nije uticao na ukupno vreme
istrazivanja objekata, u kognitivno aktivnoj dozi je u kombinaciji sa fenciklidinom znacajno
smanjivao predeni put, §to je i u ovoj studiji upuéivalo na nekognitivne elemente uticaja na

ponasanje.
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U skladu sa definisanom ulogom koju acetilholin ima u testu prepoznavanja novog objekta
(Sambeth i sar., 2007), skopolaminom izazvano smanjenje uc¢enja u NORT-u kori$¢eno je u
brojnim istrazivanjima (Dodart i sar., 1997; Woolley i sar., 2003; de Bruin i sar., 2011). U
eksperimentu sa skopolaminom, ispitali smo i efekat diazepama (2 mg/kg) nakon
retencionog vremena od 1 h. Doza skopolamina koja je pouzdano uticala na smanjenje
ucenja bila je 0,3 mg/kg i izabrana je za eksperiment sa PWZ-029. Ranije studije na
misevima upucivale su na ostecujuci efekat BDZ (male doze alprazolama i diazepama) u
NORT-u nakon retencionog vremena od 10 minuta i 1 h (Bertaina-Anglade i sar., 2006),
tako da su nasi rezultati sa 2 mg/kg diazepama bili o¢ekivani. Pored negativnog uticaja
diazepama na kognitivne sposobnosti, u testu je primecena i hipolokomocija, smanjenje
brzine kretanja i predenog puta u odnosu na kontrolu, ali i razlika u fazi familijarizacije
izmedu diazepama i grupa tretiranih skopolaminom. U fazi testiranja, grupa diazepama se
razlikovala samo od 0,1 i 1 mg/kg skopolamina. Ove razlike u ponasanju, hipoaktivnost
izazvana diazepamom i hiperaktivnost izazvana skopolaminom, u skladu su i sa efektima
ovih supstanci videnim u drugim testovima (Savi¢ i sar., 2009; Klinkenberg i Blokland,
2010). U eksperimentu praéenja uticaja PWZ-029 na promene ponaSanja izazvane
skopolaminom (0,3 mg/kg) otkriven je pozitivan efekat doze od 2 mg/kg PWZ-029. lako je
ova grupa zivotinja pokazala dobar nivo diskriminacije, ukupno vreme istrazivanja u
familijarizaciji bilo je smanjeno pri dozama od 2 i 5 mg/kg PWZ-029 u kombinaciji sa
skopolaminom. U testiranju se grupa koja je primila skopolamin i PWZ-029 u dozi od 5
mg/kg razlikovala od kontrolne i grupe koja je bila samo pod uticajem skopolamina. Ovaj
nalaz je potvrdio rezultate dobijene sa MK-801, gde se pri interpretaciji rezultata pored
reverzije kognitivnog deficita mora uzeti u obzir i senzornomotorno osteéenje izazvano
primenom negativnih modulatora as GABAA, receptora. Hipoteza da negativna modulacija
GABAA receptora moze da olaksa holinergicku transmisiju i tako poboljsa kognitivne
funkcije bazira se na Cinjenici da holinergi¢ki putevi primaju jake inhibitorne GABA-
ergi¢ke uticaje u regijama mozga uklju¢enim u procese uéenja (Sarter i Schneider, 1988;
Imperato i sar., 1994). Rezultati sa PWZ-029 dalje potvrduju ovu hipotezu, iako je pozitivni
efekat viden samo sa najmanjom testiranom dozom. lzostanak povoljnog efekta posle
primene visih doza PWZ-029 mogao bi da se protumaci kao nespecifican bihejvoralni uticaj
kombinovanog tretmana. Ipak, pokazano je da smanjenje ukupnog vremena istrazivanja,
kakvo je videno pri kombinovanom tretmanu sa 5 mg/kg PWZ-029 i skopolaminom, ne

uti¢e na diskriminacione sposobnosti Zivotinja (Gaskin 1 sar., 2010). Dodatno, posto je
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pokazana in vitro selektivnost svih testiranih doza PWZ-029 za as GABAA receptore malo
je verovatno da se pri vecim dozama ostvaruju efekti posredovani oz GABAA

receptorima.

Uticaj pozitivne modulacije a5 GABAA receptora na efekte u NORT-u nismo ispitivali, jer
je u studiji sa QH-11-066, umereno selektivnim agonistom BDZ mesta vezivanja na as
GABAA receptorima, nadeno znaajno smanjenje sposobnosti diskriminacije objekata u

odnosu na kontrolne Zivotinje (Redrobe i sar., 2012).

5.4 Morisov vodeni lavirint

U odnosu na NORT koji prati kognitivne sposobnosti Zivotinja, Morisov vodeni lavirint je
model kojim se procenjuje efikasnost pri ucenju, na primer testira da li zivotinje koje
primaju odredeni tretman efikasnije nalaze sakrivenu platformu u odnosu na kontrolne
zivotinje (Lynch i sar., 2011). U verziji radne memorije Morisovog vodenog lavirinta,
platforma menja polozaj svakog dana, te se efikasnost procenjuje na osnovu naucenog u
toku prvog i drugog pokusaja u svakom danu. Pokazano je da misevi sa uklonjenim as
GABAA receptorima (knock-out), kao i pacovi koji primaju inverznog agonistu BDZ mesta
vezvanja selektivnog za as GABAA receptore, efikasnije nalaze platformu od kontrolnih
zivotinja (Collinson i sar., 2002; 2006). U protokolu koji testira referentnu prostornu
memoriju (platforma ostaje na istom mestu), zaklju¢ak o povoljnom efektu tretmana izvodi
se posmatranjem niza parametara: latencija, predeni put, efikasnost puta do pronalaska
platforme u fazi ucenja. U takvom protokolu Morisovog vodenog lavirinta ispitali smo
efekte pozitivne i negativne modulacije as GABAA receptora na prostorno ucéenje. Ranije
smo ve¢ pokazali da je efikasnost liganda PWZ-029 u ovom testu na kontrolnom nivou, a
njegova nemogucnost da ispolji prokognitivni efekat razmatrana je u svetlu uloge koju ima
modulacija GABAA, receptora sa kako as, tako i a; podjedinicom (Savié i sar., 2009; Mili¢ i
sar., 2013). Dodatno, iako oba protokola Morisovog vodenog lavirinta (radne i referentne
memorije), testiraju prostornu memoriju, njima se ispituju kognitivni procesi koji ukljucuju
drugacije neurobioloske mehanizme, te su verovatno u razli¢itom stepenu osetljivi na
modulaciju as GABAA receptora (Lindner i sar., 1992; Frick i sar., 1995). Izabran je pristup

smanjenja kognitivnih sposobnosti kontrolnih Zzivotinja kako bi se omoguéila procena

141



prokognitivnog efekta PWZ-029 (Mili¢ i sar., 2013). U toku akvizicije zivotinje su imale
dva plivanja dnevno umesto Cetiri kao u standardnom protokolu Morisovog vodenog
lavirinta. U takvom protokolu ispitivan je jo$ jedan negativni modulator os GABAAa
receptora, RY-023 (3; 7,5 i 15 mg/kg), ¢iji uticaj na ucenje i pamcenje ne samo da nije bio
pozitivan, ve¢ je pracenjem parametra efikasnosti puta petog dana akvizicije u svim
testiranim dozama pokazano smanjenje kognitivnih sposobnosti (rezultati eksperimenta nisu
prikazani). PoSto podataka za efekte pozitivne modulacije u vodenom lavirintu nije bilo, u
standardnom protokolu ispitali smo uticaj razli¢itih doza (0,5; 2 1 5 mg/kg) pozitivnog
modulatora o5 GABAA receptora, SH-1-75, zajedno sa 2 mg/kg PWZ-029. Oc¢ekivano, nije
otkrivena razlika u sposobnosti u¢enja medu grupama. Ipak, posmatranjem testa pozivanja
memorije, otkrivena je razlika izmedu grupa koje su primale 0,5 mg/kg i 5 mg/kg SH-I-75,
pri ¢emu je najbolja efikasnost do prvog ulaska u ciljni region zabelezena kod grupe koja je
primala najveéu dozu SH-1-75 (5 mg/kg). lako po tom parametru ANOVA nije dostigla
statisticku znacajnost, jasno se uocavalo da zivotinje koje su svih pet dana ucenja primale 5
mg/kg SH-I-75 imaju odli¢nu efikasnost, vecu od 0,8, $to je bolje od kontrolnih Zzivotinja.
Ovaj efekat, slican hormezi (Calabrese i Baldwin, 2002; Mattson, 2008), gde sa malim
stepenom pozitivne modulacije (0,5 mg/kg) smanjujemo, a sa ve¢im stepenom modulacije
(5 mg/kg) uvecavamo sposobnost pokazivanja naucenog, upucuje na postojanje bifaznog
odnosa doze i efekta pri modulaciji as GABAA receptora. Nedostatak prokognitivnog efekta
negativne modulacije (PWZ-029 i RY-023), i neocekivan pozitivan efekat na pokazivanje
naucenog pri pozitivnoj modulaciji (SH-1-75), moraju se posmatrati i u svetlu nesavrSenosti
animalnog modela. Naime, dok pri primenjenom parametarskom oSte¢enju imamo
smanjenje kognitivnih sposobnosti zdravih Zivotinja koje ne 1i¢i na kognitivnu disfunkciju
videnu u stanju bolesti, potencijalno pozitivan rezultat moZze biti lazan, i obrnuto. Sli¢no, pri
uslovima gde zdravim Zivotinjama nisu smanjene sposobnosti ucenja, potencijalno
pozitivan rezultat tretmana ne znaci nuzno da bi takav efekat bio ostvaren i kod postojanja

patoloSkog procesa (Decker, 2006).

U Morisovom vodenom lavirintu, kao i u prethodnim testovima, koristili smo farmakolosko
indukovanje smanjenja ucenja skopolominom i MK-801 i posmatrali uticaj pozitivne i
negativne modulacije as GABAA receptora na date promene u kognitivnim sposobnostima.
U eksperimentu sa MK-801 ispitivana je dozna zavisnost efekta, u cilju pronalazenja doze
koja bi selektivno delovala na kognitivne aspekte. Rezultati su pokazali da zivotinje

tretirane sa 0,1 i 0,15 mg/kg MK-801 imaju manju latenciju nalaska platforme od kontrole u
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toku faze akvizicije. Pri najviSoj dozi MK-801 (0,15 mg/kg) ispoljene su neselektivne
promene u ponaSanju (smanjenje brzine plivanja tokom ucenja), pa je doza od 0,1 mg/kg
izabrana za eksperimente sa PWZ-029 i SH-I-75. U testu pozivanja nauc¢enog, po svim
pracenim parametrima kognicije, zivotinje tretirane dozama od 0,1 i 0,15 mg/kg MK-801
razlikovale su se od grupa koje su primile 0,07 mg/kg MK-801 ili fizioloski rastvor.
Ispitivanje efekta negativne modulacije as GABAA receptora na smanjenje sposobnosti
ucenja izazvano delovanjem 0,1 mg/kg MK-801 pokazalo je parcijalnu reverziju oStecenja
sa najmanjom dozom PWZ-029 (2 mg/kg). Grupa koja je primala kombinaciju 2 mg/kg
PWZ-029 i 0,1 mg/kg MK-801 razlikovala se po latenciji nalaska platforme od MK-801 i
kontrolne grupe, ali i od kombinacije 10 mg/kg PWZ-029 i 0,1 mg/kg MK-801.
Dodavanjem 10 mg/kg PWZ-029 dozi od 0,1 mg/kg MK-801 doslo je do znacajnog
smanjenja brzine plivanja i produbljenja promena ponasanja izazvanih priimenom MK-801.
U testu pozivanja, primena PWZ-029 pokazala je nemoguénost reverzije smanjene
sposobnosti pokazivanja naucenog, procenjeno pracenjem predenog puta i vremena
provedenog u ciljnom regionu. lako statisticka analiza za latenciju do prvog ulaska u ciljni
region nije dostigla znacajnost, kontrolne zivotinje su imale vrednosti latencije za 50%
manje od ostalih grupa. U eksperimentu sa SH-I-75, pozitivnim modulatorom na as GABAA
receptorima, nije doslo do reverzije oSteéenja akvizicije nastale primenom MK-801. U
ovom eksperimentu nisu postojale razlike u brzini plivanja medu Zivotinjama, $to potvrduje
izostanak ne-kognitivnih promena u ponasanju. U testu pozivanja, sve grupe koje su primale
MK-801 razlikovale su se od kontrole, ¢ime je pokazano da je SH-1-75 bio bez efekta na
izazvani kognitivni deficit. Dodatno, pra¢enjem parametra efikasnost puta do prvog ulaska
u ciljni region primecena je razlika izmedu grupe koja je primala kombinaciju 2 mg/kg SH-
I-75 1 0,1 mg/kg MK-801 u odnosu na kontrolu, ¢ime je jo§ jednom potvrden izraZeniji
oste¢ujuci efekat ove kombinacije u odnosu na saim MK-801. lako nema studija koje
procenjuju efekte modulacije as GABAA receptora na nedostatke u prostornoj memoriji
izazvane primenom antagoniste NMDA receptora (kojim se oponasa hipofunkcija NMDA
receptora videna u shizofreniji), nasi rezultati su konzistentni sa hipotezom da negativna
modulacija as GABAA receptora moze imati potencijal terapijske primene kod kognitivnih
deficita povezanih sa shizofrenijom (Redrobe i sar., 2012). S druge strane, kao potencijalna
terapijska opcija kod kognitivnih deficita povezanih sa shizofrenijom predlozena je i
pozitivna modulacija as GABAa receptora (Gill i Grace, 2014), ali naSi rezultati u

Morisovom vodenom lavirintu ne upuéuju na takvu mogucnost.
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Kao drugi farmakoloSki agens za izazivanje deficita pri ucenju u vodenom lavirintu
koriS¢en je skopolamin. U eksperimentu Koji je ispitivao odnos doze i efekta, jasno se
izdvojila doza od 1 mg/kg skopolamina pri kojoj je latencija do nalaska platforme duza
nego kod kontrolnih zivotinja, ali i onih koje su primile 0,3 mg/kg skopolamina. Pored
efekta na latenciju nalaska platforme, pri dozi skopolamina od 1 mg/kg povecan je predeni
put u odnosu na sve ostale tretmane. Grupa pacova koja je bila pod uticajem najvece doze
skopolamina (1 mg/kg) imala je i manju efikasnost puta od grupe koja je primala 0,03
mg/kg skopolamina, dok je brzina plivanja bila ve¢a od kontrolne grupe i svih ostalih
tretmana. lako pri dozi od 1 mg/kg nisu mogle da se odvoje kognitivne promene u
ponasanju od senzornomotornih, niZza doza skopolamina (0,3 mg/kg) nije bila pouzdana za
izazivanje kognitivnih deficita, i nije izabrana za dalje eksperimente. Naime, dok pri dozi od
0,3 mg/kg nije bilo jasnih kognitivnih osteéenja, brzina plivanja je bila razli¢ita od grupa
koje su primale manje doze skopolamina (0,03 i 0,1 mg/kg). U analizi testa pozivanja,
ANOVA nije dostigla znacajnost za parametre procene naucenog, ali je najveci predeni put
i vreme provedeno u ciljnom regionu imala grupa koja je primala 0,03 mg/kg skopolamina.
Posmatraju¢i vreme provedeno u perifernom prstenu, kao meru tigmotaksi¢nog ponasanja,
najmanja vremena su imala Zivotinje koje su bile pod uticajem 0,03 mg/kg skopolamina, a
najvisa one tretirane sa 0,1 mg/kg i 1 mg/kg skopolamina. Skopolamin je koris¢en za
procenu efekata negativne modulacije as GABAA receptora na kognitivne funkcije imajuci
u vidu nesavrSenosti ovog farmakoloskog agensa u izazivanju smanjenja kognitivnih
funkcija, koje se ogledaju u neselektivnosti uticaja na pojedine aspekte ponaSanja

(Klinkenberg i Blokland, 2010).

Uloga negativne modulacije as GABAA receptora ispitivana je pracenjem uticaja PWZ-029
(2; 5110 mg/kg) na smanjenje sposobnosti ucenja izazvano skopolaminom (1 mg/kg). Svi
parametari analizirani za fazu akvizicije nedvosmisleno pokazuju negativne efekte
inverznog agoniste BDZ mesta vezivanja as GABAAa receptora na skopolaminom
indukovano oStecenje. Po parametru procenta predenog puta u perifernoj zoni Zivotinje
tretirane skopolaminom i kombinacijom skopalamina i 5 mg/kg PWZ-029 razlikovale su se
od kontrolnih, dok su ostali tretmani bili na nivou kontrole. Ovim se moze zakljuditi da je
pri odredenim dozama PWZ-029 uspeo da smanji tigmotaksiju pri ucenju, ali ne i da
prevenira kognitivno umanjenje nastalo delovanjem skopolamina. Vreme koje zivotinje
provode u ciljnom regionu u toku testa pozivanja nau¢enog otkriva razliku grupa tretiranih

skopolaminom i kombinacijom skopolamina i 5 mg/kg PWZ-029 u odnosu na kontrolne
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zivotinje. Statisti¢ka analiza za ostale parametre nije dostigla znac¢ajnost, ali je upucivala da
kontrolne Zivotinje imaju najbolje vrednosti parametara. Postoje mnogi primeri koji
pokazuju da iako potencijalno prokognitivni ligand ne ispoljava pozitivan efekat kod
zdravih zivotinja, moze da poboljsa kognitivne sposobnosti u eksperimentalno farmakoloski
indukovanom deficitu (Floresco i Jentsch, 2011). Nasi rezultati sa skopolaminom to ne
pokazuju, te se moze postaviti pitanje uloge modulacije as GABAAa receptora u protokolu
oSte¢enja referentne memorije U vodenom lavirintu izazvanog skopolaminom. U protokolu
slicnom nasem pokazano je da inverzni agonist i antagonist BDZ mesta vezivanja GABAa
receptora, S8510 i CGS8216, preveniraju skopolaminom indukovano smanjenje kognicije u
Morisovom vodenom lavirintu (Kawasaki i sar., 1996), ali i da predstavnik neselektivnih
inverznih agonista BDZ mesta vezivanja GABAAa receptora, FG7142, koji je pokazivao
prokognitivni potencijal kod zdravih Zzivotinja (Cole i Hillmann, 1994), nije uspeo da
umanji kognitivni deficit izazvan skopolaminom u vodenom lavirintu (Kawasaki i sar.,
1996). Ovi nalazi upucuju na kompleksnost izazivanja deficita u Morisovom vodenom
lavirintu primenom skopolamina, i tesku predvidljivost uticaja razliitih liganada koji

modulisu GABA-ergi¢ku transmisiju.

5.5 Procedura socijalnog prepoznavanja

Pra¢enjem parametara diskriminacije (indeksa i odnosa), u proceduri koja ispituje socijalnu
kogniciju dobili smo smanjenje prepoznavanja kod Zivotinja tretiranih sa 0,1 mg/kg MK-
801. Ve¢ je pokazano da antagonisti NMDA receptora utiCu na smanjenje kognitivnih
aspekata vezanih za socijalno prepoznavanje (Zou i sar., 2008; Brigman i sar., 2009; Moy i
sar., 2013). Pored jasnog deficita socijalnog prepoznavanja, nisu primecena neselektivna
oSte¢enja ponasanja pri izvodenju testa, tako da je u sledeCem eksperimentu ispitivan uticaj
negativne modulacije as GABAA receptora, upotrebom PWZ-029. Inverzni agonista BDZ
mesta vezivanja as GABAA receptora nije uspeo da prevenira deficit u socijalnoj kogniciji
ni u jednoj od testiranih doza. Nisu zapazeni efekti na ukupna vremena istrazivanja, ¢ime se
potvrdio relativno specifican uticaj tretmana na kognitivne aspekte. U odnosu na testove
gde je negativna modulacija as GABAA receptora uspevala da prevenira promene u

kognitivnim sposobnostima, nedostatak efekta PWZ-029 na socijalno prepoznavanje bilo je
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oc¢ekivano, uzevsi u obzir da sam test podrazumeva ukljuCenost razli¢itih mozdanih
struktura (Watson i sar., 2012). Iako je ovde procenjen uticaj na farmakoloski indukovano
smanjenje pamcenja, postoje radovi koji ispituju potencijalno prokognitivne lekove u
protokolu parametarskog deficita, kada se na zdravim Zzivotinjama ispituje efekat liganda
(Terranova i sar., 2005). Uticaj modulacije GABA-ergickog sistema na aspekte
socijabilnosti 1 socijalnog prepoznavanja nije mnogo istrazivan, ali je pokazano da
diazepam kod miSeva moze povecati vreme u interakciji sa drugom zivotinjom, bez
posledi¢nog uticaja na socijalno prepoznavanje (Riedel i sar., 2009). Uz ¢injenicu da
inverzni agonisti na BDZ mesto vezivanja GABAA receptora mogu dovesti do nedostatka
motivacije i anksiogenog ponasanja zivotinja (Duka i sar., 1996; Kawasaki i sar., 1996),
negativan nalaz sa PWZ-029 u ovom testu nije neoCekivan. Pozitivna modulacija os

GABA receptora, sa kojom se moze ocekivati pozitivan efekat, za sada nije ispitivana.

Pri razmatranju bihejvioralnih efekata supstanci selektivnih za pojedine podtipove receptora
bitno je utvrdivanje stepena u kome se ligandi vezuju za razli¢ite populacije receptora
(Atack i sar., 1999), kako bi se u datom doznom rezimu potvrdila in vitro dobijena
selektivnost. U tu svrhu smo odredivali slobodne frakcije testiranih liganada i stavili ih u
funkciju procene slobodne koncentracije u mozdanom tkivu, ¢ime smo dobili bolji uvid u
populaciju receptora preko koje se postize najve¢i nivo modulacije GABA-ergickog
sistema. Povoljni bihejvioralni efekti, dobijeni pre svega u pojedinim kognitivnim testovima
sa negativnim modulatorom os GABAA receptora, bili su usaglaseni sa koncentracijama
koje su se u mozdanom tkivu postizale, a pri kojima je postojala selektivnost za os

populaciju GABAA receptora.

Promene utvrdene post mortem na mozgovima pacijenata sa shizofrenijom upucivale su na
deficite u GABA-ergickom sistemu, ne samo u nivou GADg7 I parvalbumin pozitivnih
neurona, ve¢ i u nivou oz subjedinice GABAA receptora (Lewis i sar., 2005; Duncan i sar.,
2010). S obzirom na ve¢ poznatu ulogu koju as GABAAa receptori imaju u kognitivnim
procesima, kao potencijalno nova terapijska opcija u leCenju kognitivnih deficita videnih u
shizofreniji predloZena je modulacija as GABAA receptora (Redrobe i sar., 2012; Gill i
Grace, 2014). Ispitivani su selektivni negativni modulatori, RO4938581 u fenciklidinom
izazvanom deficitu u NORT-u (Redrobe i sar., 2012), i L-655,708 u MK-801 indukovanom
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oStecenju U testu inkrementalno repetitivnog ucenja (eng. incremental repeated acquisition
task) (Povroznik i sar., 2014). U nasem istrazivanju, negativna modulacija as GABAAa
receptora prevenirala je neke aspekte kognitivnog oste¢enja izazvanog primenom MK-801 i
skopolamina. Primeéen je pozitivan efekat u testovima zavisnim od funkcije hipokampusa u
modelu hipofunkcije NMDA receptora — parcijalan u testu prostorne memorije (Morisov
vodeni lavirint), i potpun u testu prepoznavanja novog objekta, koji pre svega meri vizuelnu
memoriju kao vid deklarativne memorije (Young i sar., 2009). U modelu hipofunkcije
NMDA receptora nije primeéen efekat PWZ-029 na smanjenje socijalnog prepoznavanja
kao imitacije negativne simptomatologije u shizofreniji (Neill i sar., 2010; 2014), kao ni
potencijalan antipsihoticki efekat u smislu smanjenja hiperaktivnosti izazvane MK-801,
koja oslikava pozitivne simptome videne u shizofreniji (Andine i sar., 1999). Translacijski
pozeljni efekti reverzije MK-801-indukovanog deficita, pre svega u pojedinim aspektima
kognicije, primeceni sa inverznim agonistom BDZ mesta vezivanja os GABAA receptora, u
skladu su sa lokacijom ovih receptora. Znatan broj ovih receptora u hipokampusu,
olfaktornom bulbusu i dubljim slojevima neokorteksa (Pirker i sar., 2000; Sieghart i Sperk,
2002), kao i njihova lokacija na bazi dendritskih spina (,,trni¢a®) piramidalnih ¢elija u CA; i
CA; regionu hipokampusa (Brickley i Mody, 2012), upu¢uju na ulogu as GABAA receptora
u modulaciji ekscitatorne glutamatergicke transmisije koja svoje efekte ostvaruje preko
NMDA receptora. Promene videne u modelu hipofunkcije NMDA receptora, postignute

upotrebom MK-801, mogu biti suzbijene upravo modulacijom as GABAA receptora.

Dezinhibicija glutamatergi¢kog sistema, koja kod primene MK-801 paradoksalno postoji
zbog preteznog delovanja na NMDA receptore na interneuronima (Homayoun i
Moghaddam, 2007), ukazuje na moguénost povoljnih efekata agonista BDZ mesta
vezivanja GABAa receptora kao liganada koji bi osnazili oslabljenu GABA-ergicku
transmisiju. Zato je predlozeno da jedna od potencijalnih terapijskih moguénosti u
shizofreniji bude pozitivna modulacija o, GABAA receptora, koji su pozicionirani na
aksonskom brezuljku piramidalnog neurona (Lewis i sar., 2005). Medutim, rezultati sa
pozitivnom modulacijom oy3 GABAAa receptora primenom liganda TPA023 (MK-0777)
nisu pokazali pozitivne rezultate na kognitivne deficite prisutne u shizofreniji (Rudolph i
Mohler, 2014). Nasi rezultati sa MK-801 potvrdili su postojanje pozitivhog kognitivnog
efekta negativne, ali ne i pozitivne modulacije os GABAa receptora u modelima

hipofunkcije NMDA receptora.
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Efekat viden sa PWZ-029 potvrdio je i postojanje razlike u bihejvioralnom efektu testiranih
doza PWZ-029, iako je pokazano da nema znacajnije razlike u selektivnosti pri datom
doznom rezimu (2-10 mg/kg PWZ-029). Takav rezultat je pokazao da malom promenom u
modulaciji os populacije GABAAa receptora, u prisustvu hipofunkcije NMDA receptora,
moze da se dobije kompleksan bihejvioralni efekat. Kod pacova je pokazano da i.p. primena
MK-801 (0,1-0,2 mg/kg) povecava nivo okidanja neurona i remeti gama oscilacije, §to
dovodi do smanjenja sinhronizacije neurona u medijalnom prefrontalnom Kkorteksu,
mozdanoj regiji usko povezanoj sa promenama videnim u shizofreniji (Molina i sar., 2014).
Dodatno, u okruzenju u kome posle primene 0,1 mg/kg MK-801 postoji dezinhibicija
glutamatergickog sistema (Homayoun i Moghaddam, 2007), mozZe se o¢ekivati da PWZ-029
indukovana negativna modulacija as GABAA receptora, koja smanjuje amplitudu IPSP-a
(Ali i Thomson, 2008), dovodi do dalje desinhronizacije neurona i pogorSanja simptoma
kognitivne disfunkcije kod pacova. Uprkos tome, u pojedinim bihejvioralnim testovima
(Morisov vodeni lavirint i NORT), PWZ-029 je ispoljio pozitivan uticaj na kognitivnu
disfunkciju. lako je odavno poznata prisutnost as GABAA receptora u regijama bitnim za
ucenje, za ovu populaciju receptora se do skora verovalo da su dominantno ekstrasinapticki,
dok je poslednjih godina dokazana njihova sinapti¢ka lokalizacija (Serwanski i sar., 2006).
Danas postoje dokazi o dinami¢kom procesu koji reguliSe lokalizaciju as GABAA receptora,
pri ¢emu se u odredenim okolnostima moduliSe pomeranje ovih receptora od
ekstrasinapticke ka sinaptickoj lokalizaciji (Hausrat i sar., 2015). Uzimajuéi u obzir
populaciju as GABAA receptora u sinapsi na distalnim delovima dendrita piramidalnog
neurona (Ali i Thomson, 2008), i na inhibitornim interneuronima u hipokampusu pacova
(Salesse 1 sar., 2011), moZe se objasniti kompleksnost bihejvioralnog efekta videnog sa
PWZ-029. Negativni modulator as GABAAa receptora, L655,708 ligand, neocekivano je
povecao stepen praznjenja neurona u korteksu u toku faze neuronske aktivnosti, sli¢no
efektu diazepama (Drexler i sar., 2013). Ovim je pokazano da modulacija as GABAA
receptora, prisutnih na piramidalnim ¢elijama i na interneuronima, dovodi do bihejvioralnih
1 elektrofizioloSkih promena koje se ne mogu interpretirati kao zbirni efekat postignut
delovanjem na pojedinacne populacije GABAAa receptora (Zarnowska i sar., 2009). Moguce
je da je jedna subpopulacija as GABAAa receptora privilegovano postavljena tako da
kontroliSe aktivnost inhibitornih interneurona koji se projektuju do piramidalnih, §to moZze
da objasni ukupni inhibitorni efekat negativne modulacije as GABAA receptora, postignut

razli¢itim stepenom modulacije interneurona 1 piramidalnih neurona.
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Pozitivni efekti negativne modulacije as GABAAa receptora, zapazeni u kognitivnim
testovima u uslovima hipofunkcije NMDA receptora, nisu videni u testovima lokomotorne
aktivnosti. lako postoji blago smanjenje hiperlokomotornog efekta koji izaziva MK-801,
primenom PWZ-029 nije mogla da se postigne reverzija izrazitog povecanja vremena
provedenog u aktivnosti. Sli¢an rezultat je dobijen i u testu hiperaktivnosti izazvane
amfetaminom, drugim agensom kojim se imitiraju pozitivni simptomi videni u shizofreniji
(Featherstone i sar., 2007; 2008). Nasi rezultati nisu konzistentni sa literaturnim navodima o
reverziji koju postizu kako negativni, tako i pozitivni modulatori os GABAA, receptora (Gill
1 sar., 2011; Redrobe i sar., 2012). Objasnjenja za razlike u efektu mogu biti: 1) koris¢eni
animalni model — Gill i sar. (2011) su koristili MAM model i senzitizaciju na amfetamin; 2)
profil liganda i naCin interpretacije rezultata — Redrobe i sar. (2012) u svojoj studiji sa
pozitivnim i negativnim modulatorom as GABAAa receptora prikazuju rezultate kao u

potpunosti afirmativne, ali je zapravo dobijeni efekat bio parcijalan.

Uticaj negativne modulacije o5 GABAAa receptora na promene izazvane muskarinskim
antagonistom, sli¢no efektima dobijenim u modelu hipofunkcije NMDA receptora, ukazuje
na mogucénost reverzije pojedinih aspekata kognitivne disfunkcije. Pozitivni efekti videni su
u testu deklarativne memorije, dok su u testu prostorne memorije izostali. Bihejvioralne
promene izazvane skopolaminom uklju¢uju hiperaktivnost i smanjenje u¢enja i paméenja
(Klinkenberg i Blokland, 2010). Poznato je da u testovima vodenog lavirinta koji ispituju
uticaj na prostorno pamcenje efekat skopolamina moze zavisiti od starosti Zivotinja, ali 1 od
osvetljenosti prostora u kome se vrsi testiranje, $to upucuje na procese koji nisu vezani
samo za sticanje prostorne memorije, veé na Siri spektar oStecenja (Klinkenberg i Blokland,
2010). Time se moze objasniti relativni nedostatak reverzije skopolaminom indukovanog
deficita u Morisovom vodenom lavirintu primenom inverznog agoniste BDZ mesta
vezivanja as GABAA receptora. U modelu hipofunkcije NMDA receptora i u skopolaminom
indukovanom poremecaju videne Su promene u sinhronizaciji neurona, sa dominantnim
efektom na gama oscilacije (Rodriguez i sar., 2004; Terry, 2006). Gama oscilacije
oslikavaju pre svega sinhrono okidanje grupa piramidalnih c¢elija i redukovane su u
shizofreniji, a stepen smanjenja u gama oscilacijama povezuje se sa ozbiljnoséu pojave
negativnih simptoma (Lee i sar., 2003; Uhlhaas i Singer, 2010). Negativnom modulacijom
as GABAA receptora primenom PWZ-029 moglo bi se o¢ekivati povecanje gama oscilacija,

posto je pokazano da geneticka redukcija as GABAAa receptora dovodi do povecanja u
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pojavljivanju spontanih gama oscilacija u CAjz piramidalnom sloju kod miseva (Glykys i
sar., 2008). Dodatno, hiperlokomocija indukovana poremecajima u holinergi¢koj transmisiji

bila je osetljivija, iako umereno, na negativnu modulaciju as GABAA receptora.

lako je, pored MK-801, skopolamin okarakterisan kao validan model za indukciju
bihejvioralnih promena (Klinkenberg i Blokland, 2010; van der Staay i sar., 2011),
translacijska validnost studija sa farmakoloski indukovanim oste¢enjem se moze dovesti u
pitanje. Inicijative koje danas imaju za cilj da pronadu odgovarajuéi tretman za kognitivne
deficite, posebno povezane sa shizofrenijom, naglaSavaju translacijska ograni¢enja
upucuju na neophodnost analize dobijenih rezultata u Sirem kontekstu funkcionisanja
razli¢itth mozdanih regija (Young i sar., 2009; Keeler i Robbins, 2011). Iako se nasi
rezultati dobijeni u pojedinim testovima (hiperaktivnost, pojedini aspekti kognitivnih
deficita 1 socijalnog prepoznavanja), mogu tumaciti i kao negativni, oni su u skladu sa
zaklju€cima koje su Young i sar. (2012) izneli, da animalni model kognitivnog poremecaja
relevantnog za shizofreniju u kome se pokazuje slab do umeren efekat farmakoloskog
tretmana predstavlja scenario iz realnog zivota. U tom smislu, dalja farmakoloska
ispitivanja sa ligandima koji selektivno pogadaju GABA-ergicku transmisiju, a ne izazivaju
efekte kod zdravih Zivotinja, paralelno sa standardnim antipsihoticima, mogu da daju
znacajan doprinos translacijskoj vrednosti preklinickih modela koji ispituju pre svega

kognitivne aspekte.

Nasi rezultati pokazuju da modulacija as GABAA receptora poseduje varijabilnu sposobnost
preveniranja deficita izazvanih primenom MK-801, skopolamina i amfetamina. Pozitivni
rezultati videni su sa inverznim agonistom BDZ mesta vezivanja as GABAA receptora samo
u pojedinim aspektima memorije; deklarativna komponenta bila je osetljivija od prostorne
memorije, dok je negativna modulacija as GABAA receptora bila bez efekta na promene u
socijalnom prepoznavanju. Pored toga videna je jasna razlika u dozama, i prate¢em stepenu
modulacije, koje su imale efekte u farmakoloski indukovanom deficitu; uglavnom je viden
odnos doze i efekta u obliku obrnutog slova J ili U. Izostanak uticaja pozitivne i negativne
modulacije as GABAA receptora na hiperaktivnost izazvanu MK-801, amfetaminom i
skopolaminom upucuje da su pozitivni simptomi videni u shizofreniji generalno neosetljivi
na efekte koji se mogu posti¢i preko ove populacije GABAA recepora. Dalja istrazivanja

potencijalne klinicke korisnosti negativne i pozitivne modulacije as GABAA receptora u
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shizofreniji 1 drugim poremecajima u kojima, pored ostalog, postoji 1 komponenta
kognitivnog deficita, treba da se fokusiraju na kori$¢enje ovih modulatora kao moguce
dodatne terapije u suzbijanju kognitivnog propadanja videnog kod znatnog broja pacijenata

rezistentnih na trenutno dostupne terapijske opcije (Citrome, 2014).
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6 ZAKLJUCCI

Na osnovu ispitivanja efekata pozitivne i negativne modulacije GABAa receptora,
postignutih primenom inverznog agoniste PWZ-029 i pet agonista (MP-111-022, MP-IlI-
004, SH-053-2°F-R-CH3, SH-I-75 i SH-1-047) BDZ mesta vezivanja, na promene
ponasanja pacova izazvane dizocilpinom, amfetaminom i skopolaminom u testovima
relevantnim za kognitivne deficite, pozitivnu i negativnu simptomatologiju shizofrenije,

mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Svi ispitivani ligandi prolaze krvno-mozdanu barijeru nakon i.p. primene i izmerene
ukupne, kao i procenjene slobodne koncentracije u mozdanom tkivu potvrduju
moguénost ostvarivanja njihovog dejstva tokom pracenja ponasanja oglednih

Zivotinja.

2. IzraCunati farmakokineti¢ki parametri za negativnog modulatora GABA, receptora
PWZ-029 ukazuju na visoke koncentracije koje se mogu posti¢i u mozdanom tkivu i
posebno plazmi, sa relativno brzom eliminacijom. Farmakokineticko ponasanje
pozitivnog modulatora GABAA receptora MP-111-022 karakteri$u viSe koncentracije

u mozdanom tkivu nego u plazmi i sporija eliminacija u poredenju sa PWZ-029.

3. Povezivanjem procenjenih slobodnih koncentracija u mozdanom tkivu i
elektrofizioloskog ponasanja in vitro, utvrdeno je da PWZ-029, u doznom opsegu
koris¢enom u bihejvioralnim testovima, ispoljava selektivni efekat negativne
modulacije na as GABAA, receptore. Svi agonisti BDZ mesta vezivanja u testiranim
opsezima doza ispoljili su selektivni efekat pozitivne modulacije as GABAa

receptora, s time da je najmanji intenzitet modulacija postignut sa SH-1-75.

4. Hiperaktivnost izazvana primenom amfetamina u testu lokomotorne aktivnosti moze
se suzbiti antipsihotikom haloperidolom, ali pri dozi koja izaziva sedaciju; ispitivani
pozitivni (MP-111-022, MP-111-004, SH-1-047, SH-053-2’F-R-CH3 i SH-I-75) i
negativni (PWZ-029) modulatori as GABAa receptora nisu bili u stanju da

preveniraju ovu hiperaktivnost.
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10.

Hiperaktivnost indukovana primenom MK-801, koja oslikava pozitivne simptome
videne u shizofreniji, delimi¢no je prevenirana viSim dozama diazepama i
negativnog modulatora os GABAa receptora, pri kojima se ispoljava njihov
sedativni, odnosno sedaciji sli¢an potencijal. Pri ispitivanju hiperlokomotornog
dejstva skopolamina parcijalna prevencija ispoljavanja ovog efekta postignuta je sa

dozom PWZ-029 koja nema uticaja na spontanu lokomotornu aktivnost Zivotinja.

Negativna modulacija as GABAAa receptora prevenirala je pojedine aspekte
kognitivnog osteéenja izazvanog primenom MK-801 u modelu hipofunkcije NMDA
receptora. Efekat je primecen u testovima zavisnim od funkcije hipokampusa —
parcijalan u testu prostorne memorije (Morisov vodeni lavirint), i potpun u testu

deklarativne memorije (test prepoznavanja novog objekta).

Uticaj negativne modulacije os GABAa receptora na promene izazvane
muskarinskim antagonistom, sli¢no efektima dobijenim u modelu hipofunkcije
NMDA receptora, ukazuje na moguénost reverzije pojedinih aspekata kognitivne
disfunkcije. Ovi efekti videni su u testu deklarativne memorije, dok su u testu

prostorne memorije izostali.

U animalnom modelu hipofunkcije NMDA receptora nije primeéen efekat inverznog
agoniste BDZ mesta vezivanja as GABAa receptora na smanjenje socijalnog

prepoznavanja, koje se povezuje sa negativnom simptomatologijom u shizofreniji.

Agonisti BDZ mesta vezivanja as GABAA receptora nisu ispoljili preventivne efekte
na hiperaktivnost izazvanu MK-801 i skopolaminom, niti na ostecenje prostornog
ucenja pod dejstvom MK-801, $to ukazuje da su ove promene ponaSanja neosetljive

na efekte koji se mogu postici pozitivnom modulacijom as GABAA, receptora.

Za dejstvo negativnog modulatora as GABAA receptora u kognitivnim testovima sa
farmakoloski indukovanim promenama ponasanja utvrden je odnos doze i efekta u

obliku obrnutog slova ,,J* ili ,,U*.
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ZNACAJ REZULTATA

Dobijeni preventivni efekti negativne modulacije os GABAAa receptora potkrepljuju
opravdanost aktuelnih ispitivanja inverznih agonista BDZ mesta vezivanja selektivnih za os
GABAA receptore u shizofreniji i drugim poremecajima u kojima, pored ostalog, postoji i

komponenta kognitivnog deficita.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Motnucanun-a Tamapa Tumuh CtameHuh

6poj nHaekca 2/09

UsjaBrbyjem
Aa je AoKTopCKa Aucepraumja nog Hacnosom

YT1uuaj mogynauvje FTABAA peuenTopa Koju cagpxe ds nogjeavHuuy Ha nopemehaje

noHawliawa nauosa nsassaHe NPpUMEHOM AU30LMNNUHA, cCKononamMmuHa n amderamvHa

e pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTPAXUBAYKOr paaa,

e [a npeanoXxeHa guceprauvja y LUenuHu HY y genosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujabe 6uMno Koje AuNNoOMe npemMa CTyAujCKUM nporpaMuma Apyrux
BWCOKOLUKONCKUX yCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTtatu KOPeKTHO HaBeaeHu U

e [a HMUCaM Kpwmo/na ayTopcka npaBa U KOPWUCTMO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYryx nuua.

MoTnuc aokTropaHaa

Y Beorpagy, _25.9.2015.
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMNaHe U eNieKTPOHCKe
Bep3unje OOKTOPCKOr paaa

Wme u npesume aytopa _Tamapa Tumuh Ctamenuh

Bpoj nHpekca _2/09

Cryavjckv nporpam _OOKTOPCKE akagemcke ctyauje us dapmakonoruje

Hacnoe paga _YTtuuaj mogynauvje FTABAA peuenTopa koju cagpxe ds noajeavHUUy Ha

nopemehaje noHawawa nauosa u3asBaHe NpUMEHOM Au3ouumnnuHa, ckononamuHa u

aMm@eTamMuHa

MeHTop _npod. ap Mupocnae Casuh

Motnucanw/a Tamapa Tumuh CtameHnuh

W3jaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepaunja Mor JOKTOPCKOr paaa UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEepanju Kojy cam npegao/na 3a ofjasrbuBake Ha noprany [urutanHor
peno3utopujyma YHusep3uteta y beorpaay.

[losBorbaBam Aa ce objaBe MOjU NUYHU nopaun BesaHu 3a Aaobujarse akagemckor
3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npesume, roanHa u mecto pofierwa n aatym
opbpaHe paga.

OBM nNUYHW noaaunm Mory ce 06jaBuTM Ha MpexHUM CTpaHuuama aurutande
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM kaTanory 1 y nybnukauujama YHusepsuteTta y beorpagy.

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, _25.9.2015.




Mpwunor 3.

UsjaBa o0 kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh* aa y [Aurutantu
penosutopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKy AucepTauujy noa
HaCcnoBoM:

Ytuuaj moaynaumvie FTABA. peuenTopa Koju cagpxe ds noajeavHuuy Ha nopemehaje

noHalaka NaLosa nsassaHe NpUMEeHOM An3ouunnnuHa, ckononamvHa n am@eTaMmnia

KOja je Moje ayTopCKo Aeno.

[OvicepTaumjy ca CBUM NpUo3MMa npeaao/na cam y enekTpoHCKOM (opmaTty norogHoMm
3a TpajHO apxvuBMpame.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noxpareHy y [urutanHu penosutopujym YHuBep3uTeTa
y Beorpagy Mory Aa KOpUCTE CBM KOju nowiTyjy oapeade caapxaHe y opabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTOopCTBO
@Ay‘ropcrso - HEKOMepuujanHo
3. AyTopCcTBO — HekomepuwjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — 4eNnUTU NOA UCTUM yCrnoBuMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTK NoA UCTUM ycnosuma

(MonuMo [a 3a0KpyXuTe Camo jeAHy OA LUECT MOHYNHeHUX NnuueHuM, Kpartak onuc
nuUeHUM AarT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, _25.9.2015.
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1. AytopcTBo - [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPMOYUMjy U jaBHO caonwiTaBabe
Aena, n npepage, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha HayuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
wnu gasaoua nuueHue, Yak u y komepuuvjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of cBux
nuueHuw.

2. AyTopcTBO — HEkomepuujanHo. [lo3BorbaBaTte ymMHOXaBare, AUCTPUbyLUjy 1 jaBHO
caonwTasare Aena, u npepaje, ako ce HaBeae ume aytopa Ha HauvuH oppeheH of
CTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. Oea nuueHUa He A03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby aena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBamwe,
anctpubyumnjy u jaBHO caonwrTasawe pAena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WU
ynotpebe gena y CBOM fgeny, ako ce HaBede ume ayTtopa Ha HauvuH oppeheH of
CTpaHe aytopa unu aasaoua nuueHue. Osa nuueHUa He Ao3BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM NULEHLIOM ce orpaHuyasa
Hajsehu 06um npaBa kopuwherwa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKOoMepuujanHo — AenuTW noA WUCTUM ycnosuma. [lo3Borbasare
yMHOXaBare, AucTpubyuujy 1 jaBHO caonwTasawe Aena, u npepaje, ako ce Haseae
UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH op cTpaHe ayTopa wnu gasaoua fULUEHLE U ako ce
npepaga AaucTpubyvpa noa WCTOM wnu cnudqHOM nuueHuom. Osa nuueHua He
[03BOMbaBa komepuujaniy ynotpeby aena n npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepapge. [lo3sBorbaBaTe yMHOXasawe, AWCTpubyumjy u jaBHO
caonwTaBawe aena, 6e3 npomena, npeobnukosara unu ynotpebe gena y cesom geny,
ako ce HaBege UMe ayTopa Ha HauuH oapefeH o cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHUa A403BorbaBa komepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - [JenuTu noj uCTUM ycnosuma. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBae,
AvcTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, v npepaje, ako ce Haseae ume aytopa Ha
HauuMH oapeheH of CTpaHe ayTopa WNW fasaoua nuueHue W ako ce npepapa
aucTpubympa nog MCTOM wunu cnndHom  nuueHuom. Osa nuueHua Ao3Borbasa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuuHa je codTBEPCKUM nuueHuama,
OQHOCHO NUUEHUama OTBOPEHOr Koaa.



