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Vaskularna aktivnost pozitivnih alosternih modulatora GABAA receptora kod pacova
SAZETAK

U posljednje vrijeme uloga GABA (eng. gamma-aminobutyric acid, GABA) i GABAA receptora
(GABAAR) na periferiji postaje sve vaznija. lako su dokazi jos$ uvijek ograniceni, sugerisano je da
se hipotenzivni efekti benzodiazepina (BZD) i drugih liganada GABAAR, pored poznatih
mehanizama neuromodulacije u centralnom i perifernom nervnom sistemu, ostvaruju i
modulacijom "vaskularnih” GABAAR u perifernim krvnim sudovima. Pretpostavili smo da
razli¢iti pozitivni alosterni modulatori (PAM) GABAAR ispoljavaju direktne vazodilatatorne
efekte preko vaskularnin GABAAR koji su eksprimirani na aorti pacova.

Ispitivanja predstavljena u ovoj disertaciji sprovedena su u dva pravca. U jednom pravcu vrSeno
je dokazivanje prisustva al-6 iy2 podjedinica GABAAR u aorti pacova, primjenom RT-PCR (eng.
real-time—polymerase chain reaction) i imunohistohemijske analize. U drugom pravcu vrseno je
izometrijsko mjerenje kontrakcije izolovanih prstenova pacovske aorte u prisustvu razli¢itih
selektivnih i neselektivnin PAM-ova GABAAR: zolpidema (al-selektivan), XHe—I11-074 (04—
selektivan), MP-I11-022, MP-I111-058, GL-1I-74, GL-I1-73 (o5-selektivni), DK-I1-56-1 (06—
selektivan), SH-1-048A, midazolama i diazepama (neselektivni). Rezultati RT-PCR analize
dokazali su ekspresiju iIRNK al-5 podjedinica u homogenatu tkiva torakalne aorte pacova, dok za
a6 podjedinicu nije utvrdena ekspresija IRNK. Imunohistohemijskim bojenjem histoloskih
presjeka pacovske aorte potvrdena je ekspresija proteina al-5 podjedinice, kao i ekspresija
proteina y2 podjedinice, te je utvrdeno da su identifikovani proteini lokalizovani na vaskularnom
glatko-misi¢nom sloju aorte pacova. Testovi u kupatilu za rad sa izolovanim prstenovima aorte
otkrili su znacajne vazodilatacijske efekte svih ispitivanih PAM-ova (preko 50% ostvarene
relaksacije prekontrahovanih preparata), pri ¢emu je diazepam bio najefikasniji ligand, dok je
zolpidem pokazao najslabije vaskularne efekte. Flumazenil, kao antagonista BZD mjesta na
GABAAR, pokazao je slabu vazoaktivnost per se, ali je znacajno smanjio vazodilatacijske efekte
testiranih PAM-ova, $to upucuje da se njihova vazoaktivnost ostvaruje modulacijom BZD veznog
mijesta na vaskularnim GABAAR. Primjenjen u koncentraciji od 10* M, flumazenil je znacajno
smanjio relaksaciju izazvanu midazolamom (P < 0,01), kao i relaksaciju izazvanu MP-I11-058 (P
< 0,001), i uzrokovao tako pomijeranje njihovih krivih odnosa koncentracija-odgovor udesno i
nanize. Vazodilatacijski efekti diazepama nisu smanjeni u prisustvu antagonista (bikukulina,
odnosno PK11195), osim onih ostvarenih pri nizim koncentracijama diazepama (107 M i 3x10~
M). TSPO antagonista PK11195 ispoljio je vazodilatacijske efekte na fenilefrin (FE)-
prekontrahovanim preparatima, uporedive sa efektima diazepama, Sto nije bio slucaj sa
antagonistima bikukulinom i flumazenilom. Maksimalna efikasnost testiranih PAM-ova
postignuta je pri koncentraciji (10 M) koju je tesko posti¢i u in vivo sistemu, osim u uslovima
predoziranja i zloupotrebe lijekova. Primjenjeni u ovako visokoj koncentraciji, vazodilatacijski
efekti testiranih PAM-ova bili su uporedivi sa efektima prazosina, kao referentnog antagoniste
adrenergiCke kontrakciije. Medutim, njihov relaksacijski potencijal znacajno je nizi od
prazosinskog, na $ta ukazuju uocene razlike u vrijednostima pECso. Za sve ispitivane PAM-ove
vazodilatacijski efekti bili su izrazeniji kod FE- prekontrahovanih u odnosu na KCI-
prekontrahovane preparate.

Ovo istrazivanje potkrepljuje postojanje funkcionalnin GABAAR na krvnim sudovima, te ukazuju
na potencijal za dalji razvoj obecavajucih kandidata za buduce vazodilatatore. Neophodni su dalji
koraci u rasvjetljavanju strukture i rasporeda podjedinica na GABAAR, te dalja farmakoloska

Internal



ispitivanja vaskularnih efekata u modelima sa ve¢im translacijskim kapacitetom, kako bi se
nastavila optimizacija liganada koji ciljaju populacije vaskularnih GABAAR.

Kljuéne rije¢i: vaskularni GABAA receptori, pozitivni alosterni modulatori (PAM), vaskularna
aktivnost, a podjedinice, aorta pacova

Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmakologija
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Vascular activity of GABAA receptor positive allosteric modulators in the rats
ABSTRACT

Recently, the role of GABA (gamma-aminobutyric acid) and GABAA receptors (GABAAR) in the
periphery has become increasingly important. Although the evidence is still limited, it has been
suggested that the hypotensive effects of benzodiazepines (BZD) and other GABAAR ligands, in
addition to the known mechanisms of neuromodulation in the central and peripheral nervous
system, are also achieved by the modulation of "vascular* GABAAR in peripheral blood vessels.
We hypothesized that various positive allosteric modulators (PAM) of GABAAR exert direct
vasodilator effects via vascular GABAAR expressed on rat aorta.

The investigations presented in this dissertation were carried out in two directions. In one direction,
the presence of a and y2 subunits of the GABAAR in the rat aorta was demonstrated, using RT-
PCR (real-time—polymerase chain reaction) and immunohistochemical analysis. In the second
direction, isomeric measurement of contraction of isolated rat aortic rings in the presence of
various selective and non-selective PAMs of GABAAR was performed: zolpidem (al1-selective),
XHe-111-074 (a4-selective), MP-111-022, MP-111-058, GL-11-74, GL-I1-73 (a5-selective), DK-I-
56-1 (a6—selective), SH-1-048A, midazolam and diazepam (non-selective).

The results of RT-PCR analysis demonstrated the expression of mRNA a.1-5 subunits in the tissue
homogenate of the rat thoracic aorta, while no mRNA expression was found for the a6 subunit.
Immunohistochemical staining of histological sections of the rat aorta confirmed the expression of
the a.1-5 subunit protein, as well as the expression of the y2 subunit protein, and it was determined
that the identified proteins are localized on the vascular smooth-muscle layer of the rat aorta.
Assays with isolated aortic rings revealed significant vasodilatory effects of all tested PAMs (over
50% relaxation achieved in precontracted preparation), where diazepam was the most effective
ligand, while zolpidem showed the weakest vascular effects. Flumazenil exhibited weak
vasoactivity per se, but significantly prevented the relaxant effects of tested PAMs. Applied at a
concentration of 10-4 M, flumazenil significantly reduced midazolam-induced relaxation (P <
0.01), as well as MP-111-058-induced relaxation (P < 0.001), shifting their concentration-response
curves to the right and down. The vasodilating effects of diazepam were not reduced in the
presence of the antagonist (bicuculline, ie PK11195), except for those achieved at lower
concentrations of diazepam (107 M and 3x107 M). The TSPO antagonist PK11195 exhibited
vasodilatory effects on phenylephrine (FE)-precontracted preparations, comparable to the effects
of diazepam, which was not the case with the antagonists bicuculline and flumazenil. The
maximum efficiency of the tested PAMs was achieved at a concentration (10 M) that is difficult
to achieve in the in vivo system, except in conditions of overdose and drug abuse. Applied in such
a high concentration, the vasodilatory effects of the tested PAMs were comparable to the effects
of prazosin, as a reference antagonist of adrenergic contraction. However, their relaxation potential
is significantly lower than that of prazosin, as indicated by the observed differences in pECso
values. For all tested PAMSs, the vasodilation effects were more pronounced in FE-precontracted
compared to KCl-precontracted preparations.

This research supports the existence of functional GABAARS on blood vessels, and indicates the
potential for further development of promising candidates for future vasodilators. Further steps in
elucidating the structure and subunit arrangement of GABAAaRS, and further pharmacological
studies of vascular effects in models with higher translational capacity, are necessary to continue
the optimization of ligands that target populations of vascular GABAARS.
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Vaskularna aktivnost pozitivnih alosternih modulatora
GABAA receptora kod pacova

1. Uvod

1.1 GABA-ergicka transmisija

GABA je neproteinska aminokiselina sa Cetiri ugljenikova atoma, Siroko zastupljena u bioloskim
organizmima, ukljuc¢ujué¢i mikroorganizme, biljke i ki¢menjake. GABA je glavni inhibitorni
neurotransmiter u centralnom nervnom sistemu (CNS). Poznato je da 30% humanih neurona sadrzi
GABA-u, koja uti¢e na skoro sve neuronske aktivnosti, dok se kod pacova procjenjuje da najmanje
jedna trecina svih neurona CNS-a koristi GABA-u kao svoj primarni neurotransmiter (Oketch-
Rabah i sar., 2021). GABA je najzastupljenija u mozgu, naroc¢ito u nigrostrijatnom sistemu (oko
10 pmol/g tkiva). U nesto nizim koncentracijama (2-5 pmol/g) javlja se Sirom sive mase, dok je
na periferiji znacajno manje zastupljena (Rang i sar., 2005).

GABA svoju aktivnost ostvaruje preko dva tipa receptora: jonotropnih GABAA i GABAc i
metabotropnih GABAR receptora. GABAAR su hetero-oligomerne strukture (200-400 kDa) u ¢ijoj
formaciji u€estvuju najmanje tri funkcionalne podjedinice, a do sada je identifikovano 19 razli¢itih
podjedinica (a1-6, B1-3,v1-3, 9, €, 0, w, p1-3). Razli¢ite kombinacije ovih podjedinica uslovljavaju
postojanje funkcionalno i farmakoloski razli¢itih podtipova GABAAR (Olsen i Sieghart, 2009).
Klasi¢ni neuronski GABAAR su ligand-zavisni hloridni kanali, sastavljeni od dvije a, dvije B i
jedne y podjedinice (Slika 1). Vezno mijesto za GABA-u nalazi se na granici izmedu o i 8
podjedinica, a na jednom GABAAR postoje dva takva mjesta (Sieghart, 2015). Kada se dva
molekula GABA-¢ vezu za B+/ a- lokaciju GABAAR, oni izazivaju konformacionu promjenu u
strukturi receptora, Sto za rezultat ima otvaranje CI kanala u njegovom centru. Zahvaljujuci
koncentracionom gradijentu CI™ jona, ovaj ekstracelularni anjon ulazi u citoplazmu neurona kroz
pomenuti kanal, §to izaziva poremecaj potencijala mirovanja neurona (oko -65 mV), odnosno
hiperpolarizuju¢u inhibiciju (Rudolph i Knoflach, 2011). S obzirom da je ekvilibrijumski
membranski potencijal za CI" jone obi¢no negativan u odnosu na mirovni potencijal zrele éelije,
povecanje propustljivosti za Cl” jone hiperpolarise ¢eliju i tako smanjuje njenu eksitabilnost (Rang
i sar., 2005). Supstrat hloridnog kanala u okviru GABAA receptorskog kompleksa je jedan od
najmnogostrukijih masina u organizmu na koju lijekovi djeluju. Tako na primjer, svoju aktivnost
preko hloridnih kanala ostvaruju benzodiazepini, barbiturati, propofol (intavenski anestetik),
alfaksolon (steroidni anestetik), ivermektin (anthelmintik) i alkohol (Korpi i sar., 2002; Varagi¢ i
Milosevi¢, 2005).

GABAg receptori svoje dejstvo ostvaruju inhibicijom voltaznih kalcijumskih kanala 1ili
otvaranjem kalijumskih kanala. Nedavno je otkrivena i tre¢a klasa, GABAc receptori, koji po
strukturi 1 funkciji podsjecaju na GABAA receptore, a sastavljeni su od razli¢itih familija p
subjedinica.
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Slika 1. Ilustracija "klasi¢nog" GABAAR i repertoara subjedinica. Slika je prilagodena i preuzeta iz izvora: iStock by
Getty Images. Cell membrane. GABA receptor stock illustration  [online].  Dostupno na
https://www.istockphoto.com/vector/cell-membrane-gaba-receptor-gm1161009135-317986833  [pristupljeno  03.
avgusta 2022].

GABA se sintetiSe iz glutamata, glavnog ekscitatornog neurotransmitera, u reakciji
dekarboksilacije koju katalizuje enzim dekarboksilaza glutaminske kiseline (GAD), i to uz pomo¢
piridoksal fosfata, aktivnog oblika vitamina B6, kao ko-faktora. GABA se metabolise pomocu
enzima gama-aminobutirat-transaminaza (GABA-T) u sukcinat semialdehid, koji se zatim moze
redukovati u gama-hidroksibutirat ili oksidovati u sukcinat i na kraju konvertovati u CO i vodu
putem ciklusa trikarbonskih kiselina (Krebsov ciklus) (Ghit i sar., 2021, Oketch-Rabah i sar.,
2021) (Slika 2). GABA-ergicki neuroni i astrociti preuzimaju GABA-u pomocu specifi¢nih
transportera, Sto uklanja oslobodenu GABA-u vise nego GABA-T. Dakle, njeno dejstvo zavrSava
se uglavnom preuzimanjem, a u manjem procentu deaminacijom koju katalizuje GABA-T.
Transport GABA-e inhibiraju guvacin i nipekotinska kiselina (Rang i sar., 2005).
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Slika 2. Sinteza i razgradnja GABA-e. Slika je prilagodena i preuzeta iz izvora Oketch-Rabah i sar., 2021.

Osim u nervnim Ccelijama, predstavljeni procesi sinteze/razgranje registrovani su u brojim
perifernim tkivima. Sinteza GABA-e iz njenog radio-obiljezenog prekursora, glutamata, dokazana
je u humanim ¢elijskim kulturama endotela umbilikalne vene i aorte (Sen i sar., 2016). Sintetisani
nivoi oslobodene GABA-¢ iz endotelnih ¢elija uporedeni su sa nivoima GABA-e iz drugih tipova
tkiva kao §to su: periferno nervno tkivo (PC12 - feohromocitom nadbubrezne medule pacova),



monociti (THP1) i humani fibroblasti koze (HSF). Poredenjem nivoa ekspresije proteina
GADG65/67 ikoli¢ine GABA-e izmedu razli¢itih tipova Celija utvrdeno je da PC12 celije pokazuju
maksimalnu ekspresiju, dok HSF celije pokazuju najmanju, $to se moze pripisati razli¢itim
aktivnostima pomenutih enzima izmedu razlicitih tipova celija (Sen i sar., 2016).

1.2  Periferna uloga GABA-e i GABAAR

Jedinjenje GABA prvi put je sintetisano 1883. godine i tada se smatralo da je u pitanju metabolit
prisutan samo kod biljka i mikroorganizama (Oketch-Rabah i sar., 2021). Od kada su Awapara i
sar. (1950), te Roberts i Frankel (1950) prvi put identifikovali GABA-u u mozgu sisara, neprekidno
I intenzivno se radi na potpunom rasvjetljavanju njene ogromne fizioloske uloge (Ghit i sar., 2021).
Vremenom su ustanovljena razli¢ita "periferna” svojstva GABA-e, ukljucujuéi antihipertenzivno,
antidijabetesno, antitumorsko, antioksidativno, antiinflamatorno, antimikrobno, antialergijsko i
hepatoprotektivno svojstvo (Ngo i Vo, 2019).

Kao glavnom inhibitornom neurotransmiteru u mozgu, ustanovljena joj je vitalna ulogu u
modulaciji sinaptickog prenosa, promociji razvoja neurona i neuralnoj regulaciji brojnih
psihosomatskih stanja (Ghit i sar., 2021).

Medutim, fizioloska i farmakoloska relevantnost GABA-e utvrdena je i u perifernim tkivima.
Koriscenjem PCR metode, utvrdena je tkivno-specificna ekspresija podjedinica GABAAR u
perifernim tkivima pacova (Akinci i Schofield, 1999) (Slika 3), sto je dodatno podstaklo
rasvjetljavanje periferne uloge GABA-e.
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Slika 3. Prikaz relativnih nivoa ekspresije razli¢itih podjedinica GABAAR u perifernim tkivima pacova, odreden PCR
metodom. Slika je prilagodena i preuzeta iz izvora Akinci i Schofield, 1999.

Funkcionalni "periferni" GABAAR identifikovani su u razli¢itim perifernim tkivima kod ljudi,
nakon ¢ega su intenzivirane aktivnosti na rasvjetljavanju fizioloske uloge GABA-¢ i potencijalne
farmakoloSke vrijednosti agonista GABAAR na periferiji. Podjedinice o4, a5, B3 i 2
identifikovane su u glatkim misi¢ima traheje i bronhijama (Mizuta i sar., 2008, Gallos i sar., 2015),
a6, B2 i B3 identifikovane su u epitelnim, a © u mukoznim ¢elijama tankog crijeva (Ma i sar.,
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2018), a2, a5, B3 i y2 identifikovane su u [ ¢elijama pankreasa (Korol i sar., 2018), dok su
podjedinice al, a3, B2, B3, o i € identifikovane u monocitima i limfocitima periferne krvi (Alam i
sar., 2006, Bjurstom i sar., 2008, Mendu i sar., 2012). Postojanje funkcionalnih heteropentamernih
GABAAR kod karcinoma zeludca opisano je nakon dokazane ekspresije IRNK i proteina za
GADG65, o2, B1, B3 iyl podjedinice, ali ne i za podjedinice GABAg receptora (Watanabe i sar.,
2006).

Nakon §to je utvrdeno da ad- i a5- selektivni ligandi za GABAaR u bronhijama izazivaju
relaksacije prethodno kontrahovanih bronhijalnih segmenata i pokazuju antiinflamatornu aktivnost
u modelima astme (Forkuo i sar., 2016, Yocum i sar., 2016, Forkuo i sar., 2018, Yocum i sar.,
2019), aktivno se radi na razvoju nove terapijske opcije za lije¢enje bronhokonstriktivnih bolesti.
Klinic¢ku relevantnost mogli bi da imaju i ligandi selektivni za GABAAR koji sadrze n podjedinicu,
s obzirom da su brojne studije ukazale na povecane nivoe ekspresije ovih receptora kod kancera
dojke, jajnika, pankreasa i Zeludca (Juvale i sar., 2021). S druge strane, utvrdeni su smanjeni nivoi
ekspresije B3-GABAAR kod hepatocelularnog karcinoma, $to moze da ima dijagnosticki i
terapijski znacaj kod ove vrste tumora (Minuk i sar., 2007). Brojne klinicke studije pokazale su da
oralna primjena GABA-e regulise nivo insulina i C-peptida kod zdravih dobrovoljaca, te da
intravenska primjena GABA-e smanjuje nivo glukoze u krvi kod pacijenata sa dijabetesom (Al-
Kuraishy i sar., 2021). Osim toga, utvrdeno je da PAM-ovi GABAAR poboljsavaju efikasnosti
antidijabetesne terapije, te da u kombinaciji sa egzogenom GABA-om mogu predstavljati novi
terapijski modalitet za lije¢enje diabetes mellitus-a tip 1 i 2 (Al-Kuraishy i sar., 2021).

Tkivno specifi¢na, diferencijalna ekspresija podjedinica GABAAR dokazana je i u razli¢itim
perifernim organima kod pacova, poput bubrega, nadbubrezne Zlijezde, jajnika, testisa, materice i
ileuma (AKkinci i Schofield, 1999, Takano isar., 2014), ali se i dalje malo zna o ekspresiji GABAAR
i funkciji GABA-e u perifernim krvnim sudovima.

Ipak, najvise paznje posveceno je anatomskoj, fizioloskoj 1 farmakoloskoj karakterizaciji GABA-
ergickog sistema u mozgu, dok se i dalje relativno malo zna o molekularnim fenotipovima i
fizioloskoj ulozi ovog sistema na periferiji. Ovo predstavlja potencijalno propustenu terapijsku
priliku u smislu primjene dostupnih ili novih lijekova za razli¢ita oboljenja periferenih tkiva.

1.3 Uloga GABA-e u kardiovaskularnom sistemu

Poznato je da GABA, iako ne prolazi krvno-mozdanu barijeru, nakon parenteralne primjene kod
ljudi i Zivotinja izaziva smanjenje krvnog pritiska (Elliott i Hobbiger, 1959; Hayakawa i sar.,
2002). Odavno se spekulise da su antihipertenzivni efekti GABA-e povezani sa njenom perifernom
vaskularnom aktivnos$cu, ali tatni mehanizmi periferne regulacije jo$ nisu utvrdeni.

Tanaka (1985) je mjerenjem sadrzaja GABA-e i aktivnosti enzima GAD u razli¢itim perifernim
tkivima kod ljudi i sisara pokazao da su endogene koli¢ine GABA-e, prisutne i u ne-neuronskim
tkivima sisara, ukljucujuéi i krvne sudove. Medutim, kasnijim mjerenjima kod kunica i pacova
utvrdeno je da su nivoi GABA-e u perifernim krvnim sudovima (aorta, femoralne i mezenteri¢ne
arterije) kao i aktivnost enzima povezanih sa GABA-om, posebno GAD i GABA-T, do svega 1%
od onih u mozgu (Hamel i sar., 1981), sto je upucivalo na skromnu perifernu GABA-ergicku
transmisiju (Tabela 1).



Tabela 1. Sadrzaj GABA-e i aktivnost enzima GAD u krvnim sudovima sisara. Tabela je
prilagodena i preuzeta iz izvora Hamel i sar., 1981.

Tkivo Kunié (n=6) Pacov (n =7)
GAD aktivnost % Mozak GAD aktivnost % Mozak
Mozdano tkivo 2.767,79 £ 342,83 100 4.814,29 + 265,52 100
Mozdane ovojnice 229,20 + 42,82 8,2 418,77 £ 77,84 8,7
Aorta 8,01+1,70 0,26 19,99 + 3,87 0,41
Suplja vena 17,58 £7,38 0,64
Femoralna arterija 4,86 1,08 0,19
Mezenteri¢na 20,02 + 4,68 0,72
arterija
Tkivo Kunié (n=6) Pacov (n=7)
GABA % Mozak GABA % Mozak
Mozdano tkivo 100,67 + 26.06 100 48,26 +£12,03 100
Mozdane ovojnice 3,76 £ 0,26 3,73 3,10 £ 0,61 6,42
Aorta 0,45+0,10 0,45 0,62 +0,08 1,28
Suplja vena 1,76 £ 0,41 1,74
Femoralna arterija 0,80+£0,13 0,79
Mezenteri¢na 0,96 £0,19 0,95
arterija

Prva klinicka studija za procjenu efekata peroralno primjenjene GABA-e na nivo krvnog pritiska
kod ljudi radena je davne 1961. godine. Tada je utvrdeno da, nakon oralne primjene 3 g dnevno,
GABA nije izazvala nikakve znacajne efekte kod normotenzivnih osoba, ali je zna¢ajno snizila
povisen krvni pritisak kod pacijenata sa hipertenzijom (Takahashi i sar., 1961).

Rezultati novijih randomizovanih, duplo-slijepih, placebo-kontrolisanih klini¢kih studija
potvrduju da primjena GABA-e nije povezana sa bilo kakvim ozbiljnim neZeljenim efektima, te
da je uzrokovala prolazan, umjeren pad (manje od 10%) vrijednosti krvnog pritiska, koje su
vracene na pocetne nakon prestanka uzimanja GABA-e. Praceni su efekti oralne primjene GABA-
e u vidu razli¢itih dijetetskih suplemenata i hrane, kao $to su obogaceni soja sos (Yamakoshi i sar.,
2007), fermentisano mlijeko (Inoue i sar., 2003), zelene alge (Shimada i sar., 2009).

Zbog Siroke upotrebe GABA-e kao sastojka dijetetskih suplemenata na ameriCkom trzistu,
americka farmakopeja USP (eng. United States Pharmacopea) razvija monografiju kvaliteta
dijetetskih suplemenata, s obzirom da neke kompanije za predvidanje procjenjuju da ce se veli¢ina
globalnog trzista za GABA dijetetske suplemente znacajno povecati sa 38 miliona dolara u 2019.
na 50 miliona dolara do kraja 2026. godine (MarketWatch, 2021).

Interesantno je da rezultati in vitro ispitivanja periferne vazoaktivnosti GABA-e nisu konzistentni.
Naime, postoje nalazi da GABA ne relaksira izolovane cerebralne arterije pacova, kunica i
majmuna (Lai i sar., 1988), kao ni aortu pacova (Perusquia i sar., 1996, Colussi i sar., 2011), dok
su drugi in vitro nalazi pokazali da GABA znacajno relaksira mezenteri¢ne arterije pacova (Farsi
i sar., 2011, Kamran isar., 2013, Kharazmi i sar., 2015), te relaksira izolovane segmente bazilarnih
i srednjih cerebralnih arterija pasa i mac¢aka (Fujiwara i sar., 1975, Edvinsson i Krause, 1979).
Stavie, ovaj relaksantni efekat GABA-e bio je specifitno blokiran od strane antagonista



bikukulina i pikrotoksina i potvrden drugim testiranim GABAAa agonistima (Fujiwara i sar., 1975,
Edvinsson i Krause, 1979).

Poznato je da se koncentracija GABA-e u sistemskoj cirkulaciji kod ljudi kreé¢e u opsegu od 0,5
do 3 uM (Loscher W, 1979). Nedavno je utvrdeno da su, pored intermitentne Sinteze i oslobadanja
od strane B-celija pankreasa i crijevne flore, znacajni izvori cirkuliSu¢e GABA-e i endotelne ¢elije
krvnih sudova. Dokazano je da kultivisane ¢elije endotela humane aorte i umbilikalne vene
sintetiSu GABA-u, koja ispoljava direktne efekte na metabolizam endotelnih ¢elija (Sen i sar.,
2016), sto dalje ukazuje na potencijalnu ulogu GABA kao autokoida za susjedne celije glatkih
misica, te potkrepljuje njenu vaskularnu aktivnost (Slika 4).
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Slika 4. Imunohistohemijska detekcija Von-Willebrand-ovog faktora (lijevi gornji panel), GABA-e (desni gornji
panel) i enzima GAD65/67 (lijevi donji panel) u humanim koronarnim sudovima. Kao pozitivna i negativna kontrola
koris¢ene su sekcije mozdanog tkiva i nespecifi¢ni IgG, respektivno. Slika je preuzeta i prilagodena iz izvora Sen i
sar., 2016.

1.4 Vaskularni GABAaAR

Prvi GABAAR izolovani su iz kravljeg mozga po¢etkom 80-tih godina proslog vijeka metodom
afinitetne hromatografije (Sigel i sar., 1983). Od tada do danas, moderne tehnike kloniranja otkrile
su ogromnu heterogenost podjedinica, koje su podijeljene u 19 porodica prema homologiji njihove
sekvence. Primjenom X- zra¢ne kristalografije nadeno je da pet podjedinica grade centralnu poru
GABAAR, koja je propustljiva za CI" i HCOs™ jone, pri ¢emu je visoka homologija utvrdena sa
acetilholinskim receptorom (Hilf i Dutzler, 2008).

Zbog prisustva izuzetno Sirokog repertoara podjedinica GABAAR tesko je precizno identifikovati
i okarakterisati receptorske podtipove (Olsen i Sieghart, 2008), posebno kada se radi o vaskularnim



GABAAR gdje "sinapticki-nezavisna" priroda i periferna lokalizacija mogu rezultirati potpuno
drugacijom strukturom i modulacijom receptora. Medutim, ne treba ocekivati da su sve
matematicki moguce kombinacije podjedinica prisutne u in vivo sistemu, s obzirom da postoje
ogranicenja u procesima sklapanja i dostupnosti povrSine podjedinica (Rudolph i Méhler, 2004).
Najistaknutije kombinacije poznatih GABAAR sastoje se od a, B i y podjedinica ili o, B 1 o
podjedinica (Tretter i Moss, 2008). Poznato je da manja populacija sadrzi samo a i B podjedinice,
ali je ovaj tip receptora znacajniji kod zivotinskih vrsta (Mortensen i Smart, 2006). Dokazano je
da je € podjedinica sposobna da zamjeni bilo koju (ali ne obe) a i B podjedinicu i vjerovatno y2
podjedinicu u 2a2B1y pentameru (Bollan i sar., 2008), zatim da p podjedinice mogu da formiraju
funkcionalne homooligomerne receptore in vivo, te da B3 i 6 podjedinice mogu da formiraju
homooligomerne receptore u razli¢itim perifernim tkivima (Tretter i Moss, 2008).

Zanimljivo je da su prvi vaskularni GABAAR lokalizovani na cerebralnim krvnim sudovima
goveda i kunica, kada su primjenom tehnika vezivanja [3H]muscimola otkrivena vezna mjesta u
preparatima pia-arahnoidnih krvnih sudova, ali ne i u perifernom vaskularnom tkivu (aorta i
mezenteri¢na arterija) (Krause i sar., 1980).

Heterogenost GABAAR-a u velikoj mjeri uslovljena je postojanjem Sest razli¢itih o podjedinica,
jer obi¢no jedna od njih u duplikatu ucestvuje u formiranju pentamernog Cl kanala (Olsen i
Sieghart, 2008). Na Slici 5 predstavljeni su nalazi ekspresije svih o podjedinica u razli¢itim
organima mi$a, gdje se vidi da a6 podjedinica nije identifikovana (Everington i sar., 2018).
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Slika 5. Reprezentativni nalazi ekspresije a.1-6 podjedinica GABAAR u razli¢itim organima misa: (A) PCR nalaz, (B)
Western blot nalaz. Slika je preuzeta i prilagodena iz izvora Everington i sar., 2018.

Sto se ti¢e ekspresije vaskularnin GABAAR na perifernim krvnim sudovima, poznati su sljede¢i
podaci: Western blot nalaz prisustva nespecifikovanog proteina GABAAR od 57 kDa u aorti misa



(Tyagi i sar., 2007), imunohistohemijska analiza za B podjedinicu u ¢elijama glatkih misica aorte
pacova (El Idrissi i sar., 2013), PCR rezultati za ekspresiju a3, a4, $2, y2 i & podjedinica u repnim
arterijama misa i za o4, B2 i 6 podjedinice u humanim omentalnim arterijama (Yim i sar., 2020),
te imunohistohemijska analiza za o4 podjedinicu u glatko-misi¢nom sloju humanih omentalnih
arterija (Slika 6) (Yim i sar., 2020).

Vjeruje se da vaskularni GABAAR imaju ekstrasinapticka svojstva, te da se kontinuirano aktiviraju
niskim ambijentalnim, ekstracelularnim nivoima GABA-e, porijeklom iz endotela (Brandes,
2016). Za ekstrasinapticke GABAAR se zna da se farmakoloski i funkcionalno razlikuju od
sinapti¢kih, §to je svakako uslovljeno razlikama u strukturi (ekstrasinapti¢ki su formirani
uglavnom od o4, a5, a6 i d podjedinica), te razlikama u inhibitornom potencijalu (ekstrasinapticki
generiSu perzistentnu ili toni€nu inhibiciju, razlicitu od prolazne, fazne inhibicije karakteristicne
za sinapsu) (Farrant i Nusser, 2005, Belelli i sar., 2009).

Veliki korak u rasvjetljavanju uloge GABA-ergickog sistema u perifernim krvnim sudovima
ostvaren je kada su Yim i sar. (2020) prvim in vitro studijama na humanim arterijama dokazali
ekspresiju podjedinica GABAAR, te pokazali da dejstvom agonista GABAAR dolazi do smanjenja
membranskog potencijala i intracelularne koncentracije Ca®* jona u primarnim ¢elijskim
kulturama vaskularnog tkiva, te smanjenja miogenog tonusa arterija. Od tada se jasno ukazuje na
postojanje funkcionalnih vaskularnin GABAAR koji mogu predstavljati ciljno mjesto za nove
terapijske modalitete u lijeCenju hipertenzije. Stoga, potpuna karakterizacija vaskularnin GABAaR
predstavlja veliki izazov za savremenu farmakologiju kardiovaskularnog sistema.
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Slika 6. Reprezentativan prikaz uzduznog presjeka humane omentalne arterije, obiljezene primarnim antitijelom za
a4 podjedinicu GABAAR (lijevi panel) i bez dodavanja primarnog antitijela, kao negativna kontrola (desni panel).
Glatko-misi¢éni sloj je oznacen zvjezdicom. Slika je preuzeta iz izvora Yim i sar., 2020.

Sastav podjedinica odreduje funkcionalne 1 farmakoloske osobine individualnog tipa GABAAR.
Stoga treba imati na umu da se funkcionalni parametri vjerovatno razlikuju kod vaskularnog
GABAAR receptora u odnosu na "neuronske” tipove receptora, te u odnosu na razli¢ite tipove
vaskularnih GABAAR. Neki od funkcionalnih parametara bi bili: koncentracija liganda neophodna
za aktivaciju (ECsp), stopa aktivacije receptora nakon ekspozicije liganda, brzina i stepen
desenzibilizacije u prisustvu liganda, brzina deaktivacije nakon uklanjanja agoniste, srednje
vrijeme otvorenosti i zatvorenosti pore receptora, trajanje aktivacije i vjerovatnoc¢a otvaranja, kada
je receptor potpuno okupiran ligandom (Farrant i Nusser, 2005). Poznato je da se veliki broj
strukturno raznovrsnih jedinjenja vezuje za GABAaR: GABA, benzodiazepini, gaboksadol,
loreklezor, furosemid, barbiturati, neurosteroidi, anestetici, alkohol (Kopri i sar., 2002), pa cak 1
prirodni polifenoli, kao $to su flavonoidi i florotanini (Rios i sar., 2022). Medutim, pojedina¢ni



tipovi i podtipovi GABAAR pokazuju specifiéne obrazce reagovanja na razlicite ligande, $to je
¢injenica koja najviSe motivise 1 ohrabruje dalja istrazivanja u oblasti razvoja novih lijekova
(Tretter i Moss, 2008). TezZnja je razviti nova jedinjenja kojima bi se specifi¢no ciljale pojedina¢ne
populacije receptora, u perspektivi svakako i vaskularnih GABAAR, ¢ime bi se postigla efikasnost
lijecenja i izbjegli razliciti nezeljeni efekti.

Za centralni GABAAR se zna da interreaguje sa brojnim intracelularnim proteinima i to preko
svojih intracelularnih petlji, sto za posljedicu ima modifikaciju funkcionalnih karakteristika
receptora, te posredovanje u intracelularnom transportu, sazrijevanju i stabilizaciji receptora
(Tretter i Moss, 2008). Pretpostavka je da i vaskularni GABAAR ostvaruju sli¢an vid interakcije
sa intracelijskim prostorom, te u nastavku slijedi pregled najvaznijih supstrata intracelularne
komunikacije.

1.5 Intracelularni proteini koji stupaju u interakcije sa GABAaR

Kinaze za koje je poznato da fosforilisu GABAAR su: cAMP-zavisna protein kinaza (PKA),
protein kinaza C (PKC), Ca®*/kalmodulin- zavisna kinaza 11 (CaMK-11), protein kinaza B (Akt) i
tirozin kinaza iz porodice Src (Tretter i Moss, 2008). PKA mozZe pojacati ili smanjiti funkciju
GABAAR (McDonald i sar., 1998; Nusser i sar., 1999), a ukljuéena je u fosforiliciju GABAAR
koji sadrze B1 ili B3 podjedinicu, i to preko adapterskog proteina AKAP79/150 (Brandon i sar.,
2003). Ukoliko se fosforilacija izvr§i na B3 podjedinici, na serin pozicijama 408 i 409, dolazi do
pojaCavanja funkcije receptora, dok ista fosforilacija na poziciji serina 409 na Bl podjedinici
izaziva smanjenje funkcije GABAaR. PKA negativno reguliSe endocitozu GABAAR, i to
fosforilacijom atipi¢nog obrazca vezivanja za klatrinski-AP2 adapterski kompleks. Sli¢no PKA, u
zavisnosti od sastava podjedinica PKC ima razli¢ite efekte na funkciju GABAAR, a svoju aktivnost
ostvaruju preko vezanog proteina RACK-1 (Jovanovic i sar., 2004; Herring i sar., 2005). Efekti
CaMK-Il na GABAAR razlikuju se u neuronskom okruZenju u poredenju sa in vitro efektima na
¢elijskim kulturama (Houston i Smart, 2006). In vitro mjesta fosforilacije GABAAR od strane
CaMK-II su: B1- serin 384 i 408, B2- serin 410, B3- serin 383 i 408, y2S/L- serin 348 i treonin 350,
v2L- serin 343 (McDonald i Moss, 1994).

Pored kinaza, GABAAR su supstrati za brojne fosfataze. Ca?*/kalmodulin- zavisna fosfataza
(kalcineurin) vezuje se direktno za intracelularnu petlju y2 podjedinice GABAAR, ¢ime
defosforiliSe receptor i uzrokuje njegovu deaktivaciju (Wang i sar., 2003). Poznato je da protein
fosfataza lalfa (PP1A) reguliSe fosforilaciju B podjedinica preko PKA, pri ¢emu su Terunuma i
sar. (2004) predlozili sljede¢i model: aktivirani receptori vezani za G protein povecavaju
intracelularne nivoe cAMP, koji dalje pojacavaju aktivnost PKA; aktivirana PKA fosforiliSe
GABAGQR, ali i protein PRIP-1 koji je vezan za GABAAR (neaktivni protein tipa 1 povezan sa
fosfolipazom C) koji u bazalnim uslovima vezuje PP1A idrZi ga u neaktivnom obliku; fosforilisani
PRIP-1 oslobada PP1A S§to rezultira defosforilacijom B podjedinice GABAAR. Osim direktne
regulacije funkcije receptora u fosforilisanom stanju, porodica proteina PRIP (PRIP-1 i PRIP-2)
takode je ukljucena i u endocitozu GABAAR (Kanematsu i sar., 2007).

Poznato je da veliki broj intracelularnih proteina ostvaruje direktnu interakciju sa intracelularnim
domenima GABAAR, te su stoga vazni za regulisanje membranskog transporta i lokalizacije
GABAAR (Slika 7).
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Slika 7. Tlustracija lozahzacue i uloge razhcmh intracelularhih proteina koji stupaju u interakciju sa GABAAR.
Nesastavljene podjedinice GABAAR podvrgavaju se procesima poli-ubikvitinacije, a potom zavr$avaju ciklus
proteozomalnom degradacijom. GABAAAP transport do GoldZijevog aparata negativno je regulisan preko Plic-1.
Isporuku GABALAP do plazmatske membrane regulisu GODZ, BIG2, PRIP i GRIP (protein koji interreaguje sa
glutamatnim receptorom). Fosforilacija B3 ili y2 podjedinice na njihovoj intracelularnoj petlji negativno regulise
internalizaciju GABAAR. Proces GABAAR endocitoze posredovan je AP2/klatrinom/dinaminom. Veclina
internalizovanih GABAAR brzo se reciklira nazad u plazmatsku membranu mehanizmon koji zavisi od interakcije sa
HAP1, dok se nereciklirani GABAAR usmjeravaju na lizozomsku degradaciju. Slika je preuzeta i prilagodena iz izvora
Mele i sar., 2019.

GABAARAP ili protein vezan sa GABAaR (eng. GABAAR associated protein) uglavnom je
lokalizovan u intracelularnim odjeljcima, kao $to su endoplazmatski retikulum (ER), GoldZijev
aparat i intracelularne vezikule, a samo mali dio je direktno ko-lokalizovan sa sinaptickim
GABAAR (Leil isar., 2004). Smatra se da je GABAARAP vazan regulator kinetike kanala, te da
se vezivanjem za intracelularnu petlju y2 podjedinice ukljucuje u regulaciju transporta receptora
kroz ¢eliju (Luu i sar., 2006). GABAARAP genetski nokaut (KO, eng. knock out) misevi izgledaju
potpuno zdravi i pokazuju normalno sinapti¢ko grupisanje GABAAR (O'Sullivan i sar., 2005), sto
ukazuje da se njegova funkcija moze zamjeniti drugim ¢elijskim proteinima koji pokazuju visoku
homologiju sa GABAARAP, ukljucuju¢i GATE-16 (eng. Golgi-associated ATPase enhancer of
16kDa). Pored toga, poznato je da se GABAARAP i GATE-16 mogu naci i na autofagozomskim
membranama, buduéi da su homolozi proteina kvasca Aut7, koji je povezan sa autofagozomima
(Tretter i Moss, 2008). Autofagija je odgovorna za najveéi dio intracelularne degradacije proteina,
pogotovo tokom gladi i apoptoze i igra vaznu ulogu u remodelovanju ¢elije, pri ¢emu se mali
agregati abnormalnih proteina razgraduju autofagijom. Citoplazmatski sastojci, ukljucujuci
organele, obavijeni su membranskom vre¢icom Kkoja se naziva izolaciona membrana. Nastali
autofagozomi spajaju se sa endozomima ili lizozomima, nakon Cega se degradira sadrzaj iz
citoplazme. Proces je prvobitno izu¢avan na Celijama kvasca, gdje je utvrdeno da je vise od 16
gena potrebno za formiranje autofagozoma, a u cijelom procesu znaéajnu interakcije ostvaruju i
GABAARAP i GATE-16 (Tretter i Moss, 2008).

Plic-1 je protein okarakterisan kao partner za vezivanje GABAAR, jer stupa u interakciju sa
intracelularnom petljom al, 02, a3, a6 i B3 podjedinice, ali nikako sa y2 i & podjedinice (Tretter i
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Moss, 2008). Njegovo ime (eng. Protein linking IAP and cytoskeleton) potice od interakcije sa
IAP (protein povezan sa integrinom; eng. integrin-associated protein, CD47) i srednjim
filamentima koji sadrze vimentin. Elektronska mikroskopija otkrila je njegovo prisustvo u jamama
obloZenim klatrinom, na ivici Goldzijevog aparata, ER i direktno sa GABA-ergijskim sinapsama.
Kako Plic-1 ima N-terminalni domen sli¢an ubikvitinu, te domen povezan sa ubikvitinom u C-
terminusu, a koji posreduje u interakcijama sa podjedinicama GABAAR, vjeruje se da Plic-1
stabilizuje intracelularne receptore, vjerovatno tako $to inhibira poliubikvitinaciju i proteosomsku
degradaciju (Bedford i sar., 2001).

Protein 1 povezan sa Huntingtinom (HAP1; eng. Huntingtin-associated protein 1), nosi ovaj naziv
jer je prvobitno pronaden povezan sa Huntingtinom, proteinskim proizvodom gena za
Huntingtonovu bolest, a tek kasnije utvrdena je njegova interakcija sa B1-3 podjedinicama
GABAAR (Kittler i sar., 2004). To je citosolni protein, ukljucen u procese transporta receptora
kroz ¢eliju, a prisutan je u dendritima, aksonima i perinuklearnim strukturama u somi, tako da mu
je aktivnost uglavnom vezana za neuronske GABAAR.

Faktor interakcije sa GABAAR 1 (GRIF-1; eng. GABAa receptor interacting factor-1)
identifikovan je kao protein koji stupa u interakciju sa B2 podjedinicom (Beck i sar., 2002). lako
jos$ nisu sprovedene funkcionalne studije koje bi direktno odgovorile na njegovu ulogu, smatra se
da GRIF-1 ucestvuje u transportu receptora jer, osim §to je homolog HAP1, moze direktno da stupi
u interakciju sa kinezinskim motornim proteinima (Brickley i sar., 2005).

Brefeldin A-inhibiran GDP/GTP izmjenjivacki faktor 2 (BIG2; eng. Brefeldin A-inhibited
GDP/GTP exchange factor 2) je GDP/GTP faktor razmjene, tezine od 200 kDa, na malim G-
protein ADP-ribozilacija faktorima (ARF; eng. G-protein ADP-ribosylation factors), koji su
ukljuceni u transport proteina kroz trans-Goldzijevu mrezu (TGN; eng. Trans-Golgi network) u

signalni put egzocitoze. BIG2 vezuje se za intracelularnu petlju svih B podjedinica (Charych i sar.
2004), a poznato je da ko-ekspresija BIG2 i B3 podjedinice dovodi do gubitka B3-GABAAR na
putu od ER do Goldzijevog aparata (Tretter i Moss, 2008). SugeriSe se da bi BIG2 mogao imati
vaznu ulogu u transportu novoformiranih GABAAR, 1 to pomocu vezikula oblozenih
klatrinom/AP-1, na putu do plazmatske membrane, te ulogu u reciklazi GABAAR (Shen i sar.,
2006).

Goldzi-specifican DHHC protein cinkovih prstiju (GODZ; eng. Golgi-specific DHHC zinc finger
protein) stupa u interakciju sa y2 podjedinicom, i to na intracelularnoj petlji sa cisteinom, blizu
mjesta vezivanja za GABAAAP. Dokazano je da je intracelularna petlja y2 podjedinice podloZzna
palmitoilaciji na pet mjesta cisteina, $to uti¢e na klasterovanje GABAAR i stabilnost ¢elijske
povrsine (Keller i sar., 2004; Rathenberg i sar., 2004). S obzirom da je GODZ protein sa Cetiri
transmembranska regiona i intracelularnim N- i C- zavrSetkom, te da sadrzi DHHC-CRD domen,
predvida se da on ima aktivnost palmitoil-transferaze (Tretter i Moss, 2008). GODZ se uglavnom
nalazi u GoldZijevom aparatu, a kada se prekomjerno eksprimira u HEK ¢elijama, y2 podjedinica
se intracelularno zarobljava sa GODZ-om, dok u slu¢aju ko-ekspresije sa a2B3y2 receptorima
GODZ djelimi¢no napusta Goldzijev aparat, kako bi osigurao transport receptora na povrsinu
(Fang i sar., 2006).

Radiksin je ¢lan ERM porodice (eng. ezrin/radixin/moesin) proteina koji su strukturno sli¢ni
veznim mjestima N- zavrsetka FERM domena i C-zavrSetka F-aktina, koja ih povezuju za
citoskelet. Radiksin stupa u interakciju sa nekoliko transmembranskih proteina, a jedan od njih je
ekstrasinapticki abGABAAR (Serwanski i sar., 2006). Da bi povezao a5 podjedinicu sa aktinom,
neophodno je da se radiksin aktivira fosforilacijom, kako bi se prvo ostvarilo intramolekularno
vezivanje izmedu N- i C- zavrSetaka (Loebrich i sar., 2006). Radiksin grupise aSGABAAR
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nezavisno od gefirinskog sistema, Sto otvora mogucnost njegove interakcije sa vaskularnim
a5GABAAR.

Opisane uloge gore navedenih proteina odnose se na interakcije sa neuronskim GABAAR, s
obzirom da je najviSe studija radeno na mozdanim strukturama i modelima. Pretpostavka je da su
neki od navedenih proteina uklju¢eni u regulaciju transporta, lokalizaciju i stabilnost vaskularnih
GABAAR. Stoga, dok ne dobijemo neophodne rezultate novih studija na vaskularnim strukturama,
ostaje nam da spekuliSemo o modelima sinteze, sklapanja, transporta i uklanjanja vaskularnih
GABAAR (Slika 8).

GABAAR GABAAR
N A O 0 3 A A
N XJ‘ " ”JV " “d x»\ "C)V : ud— —‘u ”;‘[‘ — - \ | /\\‘ /4 2 = If “‘g b o fif
\ (a0t .; »: PI P Z A2 e
osforilacija ~ AP2
\

o Wikliranje
)
y7 v‘\ \
Sekretorna |
N\ 7

) BIG2
4 NSF 200
\ (GaBARAP RACODZ

i “j P ,.J
Goldzijev aparat

PLICIE] 1, = J, =% J

)Oo p J \ Erndozomalni sistem &

Degradacija
Ubikvitilacija
—_ ___° - .
ERAD e Lipozom

Endoplazmatski retikulum

Slika 8. Interakcije GABAAR u procesu "trafficking" sa intracelularnim proteinima. Podjedinice GABAAR sintetiSu
se i sklapaju u ER, a zatim sazrijevaju u GoldZijevom aparatu, te kroz sekretorni put dospijevaju do éelijske membrane.
Ekstrasinapticki GABAAR aktiviraju se nizim koncentracijama ambijentalne GABA-e u ekstracelularnom prostoru.
Fosforilacija ne uti¢e samo na funkciju receptora, ve¢ reguliSe i njegovo uklanjanje sa povrSine putem endocitoze
posredovane klatrinom. 1z endozomalnog sistema GABAAR se recikliraju na povr§inu Celije ili se razgraduju u
lizozomima. Drugi sistem degradacije GABAAR funkcioni$e kroz proteazom nakon ubikvitilacije. Slika je preuzeta i
prilagodena iz izvora Tretter i Moss, 2008.

vezikula

1.6 Pozitivni alosterni modulatori GABAAR

Za aktivno mjesto na GABAAR, koje se naziva i ortosterno, pored GABA-e mogu se vezati i brojni
drugi ligandi. Ortosterni agonisti, kao $to su GABA, gaboksadol, izoguvacin, muscimol i progabid
aktiviraju GABAAR, §to dovodi do povecane provodljivosti CI- jona, dok se ortosterni antagonisti,
kao sto su bikukulin i gabazin, takmi¢e sa GABA-om za vezivanje, te tako sprijeCavajuci njen
efekat snizavaju C1” provodljivost (Ghit i sar., 2021).

Efekat vezivanja GABA-e za receptor moZe biti izmjenjen vezivanjem alosternin modulatora.
Alosterni modulatori se vezuju na drugom mjestu na GABAAR, ali bez prisustva GABA-e ne mogu
aktivirati GABAAR. U slucaju kada je vezana GABA, oni izazivaju konformacione promjene na
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receptoru koje mogu biti pozitivnog, negativnog ili neutralnog karaktera. Promjene koje dovode
do povecanja provodljivost CI” jona uzrokuju PAM-ovi kao Sto su barbiturati, BZD, z-lekovi (ne-
BZD), alkohol (etanol), etomidat, glutetimid, odredeni anestetici i neurosteroidi. S druge strane,
negativni alosterni modulatori (NAM), kao $to su pregnenolon sulfat i cink, smanjuju CI°
provodljivost, dok neutralni ili tihi (eng. silent, SAM) modulatori (flumazenil) svojom
interakcijom sa GABAAR ne uticu na otvaranje ClI™ kanala, ve¢ samo sprije¢avaju PAM ili NAM
da ostvare svoje dejstvo (Ghit i sar., 2021).

Uporedo sa razvojem tehnika za identifikaciju strukture GABAAR, razvijani su i eksperimentalni
pristupi za karakterizaciju razli¢itih podjedinica, te su sintetisana jedinjenja selektivna za pojedine
podtipove receptora. Takvi ligandi bi djelovanjem isklju¢ivo na odredene podtipove GABAAR
mogli da ispolje specificne farmakoloske efekte, ¢ime bi se doprinijelo karakterizaciji vaskularnih
GABAAR.

Najvise paznje posveceno je GABAAR osjetljivim na BZD modulaciju. Vezivno mjesto za ligande
sa BZD strukturom nalazi se na granici izmedu vy i a podjedinice (Sieghart, 2015). Ligandi koji
djeluju preko BZD mijesta vezivanja mogu biti pozitivni, neutralni ili negativni modulatori GABA-
ergiCke transmisije, odnosno agonisti, antagonisti ili inverzni agonisti BZD veznog mjesta
(Rudolph i Knoflach, 2011).

\Ngg
J ] e .
: \ ] 7-hloro-1,3-dihidro-1-metil-5- I
Dizepan a7 = fenil-2H1.4-benzodiazepin-2-on Savic)sar, 2010
2
<
- /\“ : 8-hloro-6-(2-fluorofenil)-1-
Midazolam /E_} _N metil-4H-imidazo[1.5- Savi¢ i sar., 2010
< N ¢ a][1.4]benzodiazepin
™

Etil-8-fluoro-5.6-dihidro-5-

HiC o}
\N . . . . .
; 5 \_r metil-6-okso4H-imidazo[1.5- Siebert 1 sar.,
Jilmazeud e )k((\:b/ a][1.4]benzodiazepin-3- 2018
! =/ karboksilat

(2R.3R)-2.3-

7 \v’/”/ / \>7m dihidroksibutandioinska
Zolpidem g o kiselina:N,N-dimetil-2-[6-metil- Savié i sar., 2010

2-(4-metilfenil)imidazo[1,2-
a]piridin-3-ilJacetamid
Slika 9. Hemijske strukture i nazivi modulatora BZD veznog mjesta na GABAAR, $iroko zastupljeni u klini¢koj praksi.

Karakterizacija odredenog tipa GABAAR obi¢no se zapoCinje primjenom dobro poznatih
modulatora BZD veznog mjesta na GABAAR, koji se dugo primjenjuju u klinickoj praksi (Slika
9). U nastavku slijede glavne terapijske indikacije za neke od izdvojenih modulatora, koji igraju
ulogu referentnih supstanci u razli¢itim modelima ili metodama istrazivanja.
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Terapijske indikacije za diazepam su: a) kratkorocno ublazavanje simptoma kod anksioznosti koja
je teskog oblika, onesposobljuje pacijenta ili izaziva neprihvatljive tegobe, a javlja se sama ili
udruzena sa nesanicom ili kratkotrajnim psihosomatskim, organskim ili psihickim oboljenjem; b)
cerebralna paraliza; ¢) miSi¢ni spazam i tetanus; d) terapija akutnih konvulzija (status epilepticus),
konvulzija nastalih usljed trovanja i febrilnih konvulzija; ¢) simptomatsko lijeCenje akutne
alkoholne apstinencije; f) premedikacija nervoznih pacijenata prije hiruskih i stomatoloskih
intervencija. Terapijske indikacije za midazolam su: a) sedacija uz o¢uvanje svijesti prije i tokom
dijagnostickih ili terapijskih postupaka sa lokalnom anestezijom ili bez nje; b) anestezija (kao
premedikacija, za uvodenje u anesteziju i kao sedativha komponenta u kombinovanoj anesteziji;
c) sedacija u jedinicama intenzivne njege. Terapijske indikacije za flumazenil su: a) okonéanje
opste anestezije koja je indukovana 1/ili odrZavana BZD; b) reverzija sedacije 1 drugih specificnih
centralnih efekata izazvanih BZD. Terapijske indikacije za zolpidem su: a) povremena nesanica,;
b) prolazna nesanica (Agencija za lijekove i medicinska sredstva Bosne i Hercegovine).
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Slika 10. Hemijske strukture i nazivi modlulatora BZD veznog mjesta, selektivni za a5GABAAR

Sa razvojem modela farmakofor/receptor, zasnovanog na studijama afiniteta i efikasnosti (Huang
i sar., 2000), u istrazivackim laboratorijama Sirom svijeta predano se radi na sintezi i karakterizaciji
serije visoko selektivnih i efikasnin PAM-ova. Tako je omogucena sintezu axGABAAR -
selektivnih liganada, kandidata za ispitivanje potencijalne vazoaktivnosti, izazvane modulacijom
vaskularnin GABAaR. Na Slici 10 izdvojeni su novosintetisani modulatori, selektivni za
a5GABAAR (pri ¢emu su GL-11-73, MP-111-022 i MP-111-058 okarakterisani kao pozitivni, dok je
ligand XLi-093 neutralan modulator a5GABAAR). Pretpostavka je da su a4, a5 i a6 podjedinice,
kao pretezno ekstrasinapti¢ke, ukljuéene u strukturu vaskularnih GABAAR. Stoga, ispitivanje
vaskularne aktivnosti PAM-ova koji su funkcionalno selektivni za GABAAR koji sadrze ove
podjedinice moze doprinijeti karakterizaciji vaskularnin GABAAaR. Na slici 11 predstavljeni su
novosintetisani PAM-ovi selektivni za a4dGABAAR (XHe-111-074), odnosno za a6GABAAR (DK-
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I-56-1), kao i jedan neselektivan, ali visoko efikasan PAM (SH-1-048A).0Ovdje treba napomenuti
da se klasi¢cni BZD ne vezuju za GABAAR koji sadze a4 ili a6 podjedinice (Olsen i Sieghart,
2009).

o)
HN%N (S)-7-bromo-5-(2-fluorofenil)-3- il
SH-1-048A / F metil-1H-benzo[e][1,4]diazepin- ) 2(; izl Sals
O O 2(3H)-on <
Br
0—CD;
7\
S 7-metoksi-5-(4-metoksi-d3 )fenil)- Wasovibiisar
DK-I-56-1 NN 2.5-dihidro-3H-pirazolo[4.3- S
N A 2019
0 c]Jhinolin-3-on
HiCo_ !
o N
H

(S)-terc-Butil-7-metoksi-9-okso-

N o}
N( / H OA( 11,12,13,13a-tetrahidro-9H- Yocum i sar
XHe-II-074 12,13, r 3
e benzo[e]imidazo[5,1-c]pirolo[1,2- 2016
0 N
| (¢]

a][1.,4]diazepin-1-karboksilat

Slika 11. Hemijske strukture i nazivi neselektivnih i selektivnih modlulatora BZD veznog mjesta na GABAaR.

U Tabeli 2 prikazani su in vitro profili afiniteta, a na Slici 12 predstavljene su vrijednosti
potencijacije za pojedine podtipove GABAAR pri razli¢itim koncentracijama liganada, koris¢enih
u razli¢itim farmakoloskim modelima.

Diazepam i midazolam su ¢esto kori§éeni neselektivni PAM-ovi visoke efikasnosti za GABAaR
koji sadrze al, a2, a3 ili a5 podjedinice. Zolpidem je visoko-selektivan ligand za GABAAR koji
sadrze ol, Sto ga Cini pogodnim za ispitivanje ukljuCenosti al GABAAR u razlicitim
farmakoloskim modelima. Izdvajanjem nekog od dostupnih ax -selektivnin PAM-ova u pogledu
farmakoloSke aktivnosti na izolovanim krvnim sudovima, kako u smislu izraZzene vaskularne
aktivnosti, tako i u smislu izostanka ili slabe vaskularne aktivnosti, doprinijelo bi fenotipizaciji
vaskularnih GABAAR.

Tabela 2. Afiniteti ispitivanih supstanci (Ki) za BZD mjesto vezivanja humanih rekombinantnih
oxB3y2 GABAAR, izraZzeni u nM.

PAM al a2 a3 a4 as ab Reference
Diazepam 14.0 7.8 13.9 ND 13.4 ND Savic¢ i sar., 2010.
SH-1-048A 0.77 0.17 0.38 ND 0.11 ND Obradovi¢ i sar., 2014.
Zolpidem 19 450 398 ND | >15000 | ND Savi¢ i sar., 2010.
MP-I11-022 850 360 660 ND 55 ND Timi¢ Stameni¢ i sar., 2016
MP-111-058 350 690 580 ND 100 ND Gaji¢ Boji¢ i sar. 2023
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XLi-093 | >1000 | >1000 | 858 | 1550 | 15 | >2000 | Lii sar., 2003.
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Slika 12. Krive efikasnosti za PAM-ove: (A) diazepam, (B) SH-1-048A i (C) MP-I111-022, na a.1B3y2, 02p3y2,
a3PB3y2 i a5B3y2 podipu GABAAR, pri EC3 GABA (koncentracija GABA-e koja izaziva 3% maksimalne
efikasnosti). Slika je prilagodena i preuzeta iz izvora: (Timi¢ Stameni¢ i sar., 2016) i (Obradovi¢ i sar., 2014).

1.7  Vaskularni efekti benzodiazepina

lako su vaskularni efekti GABA-¢ kompleksni i samo djelimi¢no poznati, vazodilatacijska
svojstva BZD odavno su poznata i klini¢ki priznata. Pored primarne indikacije u lijeCenju
anksioznosti i drugih psihijatrijskih stanja, BZD izazivaju znafajno miorelaksantno i
antihipertenzivno dejstvo, te ih tako smatraju starom klasom novih antihipertenziva u tretmanu
akutnih stanja hipertenzije (Colussi i sar., 2018). Rezultati klini¢kih studija pokazali su da BZD
znacajno smanjuju vrijednosti krvnog pritiska kod zdravih dobrovoljaca (Kitajima i sar., 2004),
kao i kod pacijenata koji su podvrgnuti operaciji (Yamakoshi i sar., 2007), te da su podjednako
efikasni u lijeCenju urgentnih hipetenzivnih stanja kao i ACE (angiotenzin konvertuju¢i enzim,
eng. angiotensin-converting enzyme) inhibitori (Yilmaz i sar. 2011).

Ove klini¢ke studije potkrepljene su brojnim eksperimentalnim in vitro studijama za procjenu
vaskularne aktivnosti BZD. Kao klinicki najéesce koris¢éeni PAM-ovi GABAAR dokazano je da
ispoljavaju direktne vazodilatacijske efekte na izolovanim krvnim sudovima (Moriyama i sar.,
2011, Colussi i sar., 2011, Kagota i sar., 2021). U Tabeli 3 predstavljeni su znaéajni procenti
relaksacije ostvareni na izolovanoj pacovskoj aorti, u prisustvu ispitivanih BZD (Kagota i sar.,
2021). Sli¢ne funkcionalne studije na izolovanim krvnim sudovima pokazale su da relaksantni
efekti BZD nisu povezani sa aktivacijom TSPO, translokatorskog proteina od 18 kDa, ranije
zvanog periferni BZD receptor (eng. translocator protein 18 kDa) (Galindo i sar., 2001, Park i
sar., 2006, Colussi i sar., 2011).

Na bazi ovih nalaza, vjeruje se da BZD ostvaruju svoju vazoaktivnost ne samo preko centralnog i
perifernog nervnog sistema, vec i direktnim dejstvom na vaskularne GABAaR (Jacob i White,
2000, El Idrissi i sar., 2013).
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Tabela 3. Parametri relaksacije odredeni za ispitivane BZD (10®° M) na preparatima izolovane
pacovske aorte. Slika je prilagodena i preuzeta iz izvora Kagota i sar., 2021.

-log ECso (M) Emax (%0)
Rastvara¢ _ 3,2+1,3
Diazepam 5,26 + 0,72 65,4 £12,2
Estazolam 5,03 +1,26 55,9+£57
Etizolam 5,48 £0,35 66,8 £ 10,4
Tofisopam 5,06 £ 0,59 67,0 £6,4
Zolpidem 5,47 +0,14 83,8 £10,1

U cilju utvrdivanja mehanizama vazoaktivnosti BZD radena su brojna in vitro ispitivanja sa
diazepamom, uglavnom na izolovanim segmentima pacovske aorte. Pokazano je da diazepam
inhibira FE- indukovane oscilacije kalcijuma u glatkim misi¢ima (Hong i sar., 1998), suprimira
FE- izazvane kontrakcije aorte (Park i sar., 2006), te uzrokuje znacajnu vazodilataciju FE-
prekontrahovane aorte (Galindo i sar., 2001, Kagota i sar., 2021).

Za diazepam je utvrdeno da ¢ak pri klinickoj koncentraciji (7x107 M) slabi FE kontrakciju
izolovane pacovske aorte, dok pri supraklini¢kim koncentracijama (5x10® M) zna¢ajno suprimira
kontrakciju izazvanu FE-om (Park i sar., 2006) (Slika 13A,B).

Od malobrojnih ispitivanja na humanim krvnim sudovima, interesantan je nalaz vaskularne
aktivnosti midazolama na izolovanoj gastroepiplo¢noj arteriji, kada su utvrdeni znacajni
relaksacijski efekti pri visokim koncentracijama (10° i 10 M), to nije bio slu¢aj sa klini¢kim
koncentracijama (3x10® M) midazolama (Moriyama i sar., 2011) (Slika 13C).

Osim toga, pokazano je da su relaksacijski efekti BZD na izolovanim krvnim sudovima
antagonizovani u prisustvu flumazenila, te je tako sugerisano da je receptor slican centralnom
GABAAR osjetljivom na BZD odgovoran za ispoljenu vazoaktivnost (Monasterolo i sar., 2022,
Moriyama i sar., 2011).
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Slika 13. Efekti BZD na izolovanim krvnim sudovima: (A,B) Efekti diazepama na izolovanim prstenovima pacovske
aorte u prisustvu FE; (C) Efekti midazolama na izolovanim prstenovima humane gastroepipliocne arterije, koji su
prethodno kontrahovani noradrenalinom. Slika je prilagodena i preuzeta iz izvora: (Park i sar. 2006) i (Moriyama i
sar., 2011).
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1.8 Mehanizmi relaksacije vaskularnih glatkih miSica

Za razliku od neuromisi¢ne spojnice koja se nalazi na vlaknima skeletnih misica, glatke misi¢ne
¢elije su inervisane autonomnim nervnim vlaknima koja se difuzno granaju na vrhu misicnih
vlakana. U vecini slu¢ajeva, ova vlakna ne ostvaruju direktan kontakt sa celijskim membranama
vec formiraju difuzne spojeve koji luée svoju transmitersku supstancu u matriks, a ona dalje
difundje nekoliko nanometara do misicne celije (Sweeney i Hammers, 2018, Guyton i Hall, 2006).
U normalnom stanju mirovanja, membranski potencijal glatko-misi¢ne ¢elije iznosi oko -50 do -
60 milivolti (Kuo i Ehrlich, 2015, Webb, 2003). Celijska membrana glatkih misi¢a ima mnogo
vise voltazno-zavisnih Ca®* kanala nego skeletni misic¢i, te je upravo protok Ca®* jona odgovoran
za akcioni potencijal glatkih miSiénih ¢elija, pa tako 1 za mehanizam relaksacije glatkih miSica.
Ekstracelularna koncentracija Ca?* jona kreée se u rasponu 2 — 4 mM, dok citosolna koncentracija
u mirovnju iznosi priblizno 100 nM. Pored citosola, jedan dio intracelularne koncentracije Ca?*
jona odnosi se i na koli¢ine uskladistene unutar ER, a koje iznose priblizno 0,4 mM (Bootman,
2012).

Na Slici 14 predstavljeni su mehanizmi kontrakcije, odnosno relaksacije glatko-misi¢ne celije
krvnog suda. Mehanizam kontrakcije zapo¢inje vezivanjem Ca?* jona za kalmodulin, a zatim
kombinacija kalmodulin- Ca®* aktivira fosforilisu¢i enzim miozin kinazu. Jedan od lakih lanaca
svake miozinske glave, nazvan regulatorni lanac, fosforilise ova miozin kinaza, nakon cega
miozinska glava ima sposobnost da se uzastopno vezuje za aktinski filament i da pokrene ciklus
"povlacenja" i tako uzrokuje kontrakciju (Sweeney i Hammers, 2018). S druge strane, mehanizam
relaksacije pokrece suprotne kaskadne procese, a nastaje kao rezultat smanjenja intracelularne
koncentracije Ca?* jona i/ili povecane aktivnosti enzima fosfataze MLC (eng. myosin light chain,
lakog lanca miozina) (Gao i sar., 2001).

Medutim, znaCajan procenat svih kontrakcija glatkih misica nastaje bez nervne aktivacije i
generisanja akcionog potencijala, ve¢ direktnim dejstvom stimuliSucih faktora, kao $to su lokalni
hemijski faktori ili razli¢iti hormoni. Ovi lokalni medijatori mogu da iniciraju mehanizme
relaksacije glatko-misi¢ne ¢eije tako $to dovode do hiperpolarizacije, odnosno povecanja stepena
negativnosti unutar misicne celije (Kuo i Ehrlich, 2015).

Osim toga, mehanizme kontrakcije/relaksacije mogu izazvati hormoni bez direktnog uticaja na
promjenu membranskog potencijala. To ukljucuje aktivaciju membranskih receptora na na¢in da
ne dolazi do aktivacije voltaznih jonskih kanala, ve¢ do inhibicije oslobadanja intracelularnog Ca2*
iz sarkoplazmatskog retikuluma. Poznati su membranski receptorski mehanizmi za aktivaciju
citoplazmatskih enzima adenilat ciklaze ili gvanilat ciklaze, koji dalje dovode do formiranja
sekundarnih glasnika: cikli¢cnog adenozin monofosfata (cAMP) ili cikli¢nog gvanozin monofosfat
(cGMP). Ovi sekundarni glasnici, pored mnogih drugih efekata, mogu da indirektno uzrokuju
smanjenje intracelularne koncentracije Ca®* jona i relaksaciju na viSe nacina: promjenom
fosforilacije brojnih enzima ukljuc¢enih u kaskadu kontrakcije, aktivacijom pumpe koja pomjera
Ca?" jone iz citosola u ER (SERCA pumpa, eng. SR/ER calcium ATPase), te aktivacijom pumpi
na ¢elijskoj membrani koje izbaciju Ca®* jone iz éelije (Ca?* ATPazna pumpa (PMCA) i Na*/Ca?*
izmjenjiva¢ (NCKS)) (Kuo i Ehrlich, 2015).

Kako ulazak Ca?* jona u ER zavisi od hidrolize ATP-a, inhibicija Ca,Mg-ATPaze na ER, te
aktivnost Ca®"vezuju¢ih proteina na ER uzrokuju smanjenje intracelularne koncentracije Ca®*
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jona (Webb, 2003). Plazmatska membrana takode sadrzi Ca,Mg-ATPazu, koja zajedno sa
Na*/Ca?* izmjenjiva¢em pruza dodatni mehanizam za smanjenje intracelularne koncentracije Ca*
jona (Webb, 2003). Osim toga, moguéi mehanizmi relaksacije ukljucuju i inhibiciju TRP (eng.
transient receptor potencial) kanala i receptor-zavisnih Ca?* kanala na plazmatskoj membrani
(Kuo i Ehrlich, 2015).
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Slika 14. Struktura i mehanizmi kontrakcije/relaksacije vaskularne glatko-mi$iéne celije. Slika je prilagodena i
preuzeta iz izvora: Klabunde R.E. Vascular Smooth Muscle Contraction and Relaxation. Cardiovascular physiology
concepts [online]. Revised 7/5/2019, dostupno na: https://cvphysiology.com/Blood%20Pressure/BP026. [pristupljeno
04. avgusta 2022] i izvora (Guyton i Hall, 2006).

1.9 Znacaj mjerenja vaskularne kontraktilnosti

Eksperimentalna vaskularna farmakologija fokusirana je na razvoj novih terapijskih modaliteta,
uzimajuéi u obzir da su kardiovaskularne bolesti vode¢i uzrok smrti Sirom svijeta. Mjerenje
kontraktilnosti u izolovanim krvnim sudovima pruza funkcionalne dokaze o fenotipskim
karakteristikama koje nastaju kao posljedica lokalnih celijskih i biohemijskih promjena (Jin i sar.,
2018). Stoga in vitro eksperimenti za mjerenje vaskularne kontraktilne funkcije izolovanih krvnih
sudova i dalje imaju veliki zna¢aj u savremenim vaskularnim istrazivanjima.

Metodologija istrazivanja izolovanog tkiva u kupatilu razvijena je davne 1904., a postupak je prvi
put opisao Rudolf Magnus (Upchurch i laizzo, 2022). Iako je metodologija utemeljena jo$
pocetkom proslog vijeka i danas laboratorije Sirom svijeta mjere vaskularnu kontraktilnu funkciju
izolovanih animalnih i humanih krvnih sudova (Slika 15), o ¢emu svjedoc¢i orgoman broj PubMed
internet pretraga vezanih za ovu metodu (Jin i sar., 2018). Osim toga, mjerenje kontrakcije
izolovanih tkiva u kupatilu za izolovane organe/tkiva danas se rutinski koristi kao "zlatni standard"
za klinicku dijagnostiku suspektnosti na malignu hipertermiju (Kim, 2012).
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Slika 15. llustracija rada naucinaka u laboratoriji po¢etkom 20. vijeka i danas.

Dostupno na: http://www.20thcenturyphotographs.com/product/scientists-at-work-in-a-laboratory/ [pristupljeno 09.
avgusta 2022] i https://www.reprocell.com/drug-efficacy-safety-adme/platform-technologies/organ-baths-wire-
myographs [pristupljeno 30. septembra 2023].

Mijerenje kontraktilnosti u kupatilu zasnovano je na primjeni izometrijskog sistema kontrahovanja.
Ukoliko se tokom kontrakcije misi¢ ne skracuje, takvu kontrakciju zovemo izometrijskom. Za
razliku od izotonicke kontrakcije, gdje se miSi¢ skracuje tokom kontrahovanja, i to u prisustvu
fiksnog opterecenja, misi¢ne kontrakcije se U izometrijskom sistemu registruju preko pretvaraca
sile, ali tako da ne dolazi do skra¢enja miSi¢ne duzine (Slika 16). Ovaj izometrijski sistem
registruje striktno promjene u snazi same misSi¢ne kontrakcije, dok kod izotoniCkog sistema
karakteristike kontrakcije zavise od opterecenja i njegove inercije (Guyton i Hall, 2006). Stoga je
kupatilo za rad sa izolovanim tkivima nezamjenljiv farmakoloski alat za ispitivanje funkcionalnih
karakteristika kontrakcije razli¢itih vrsta misi¢nih tkiva (glatkih, sréanih ili skeletnih miSica), ali i
za istraZivanje mehanizama nervo-mi$i¢nih interakcija.

Pored izolovanih krvnih sudova, izometrijsko mjerenje kontraktilnosti u kupatilu primjenjuje se
na raznovrsnim tkivima/organima animalnog ili humanog porijeka, kao §to su izolovani segmenti
traheje, bronha, dijafragme, uterusa, mokra¢ne besike i crijeva.
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Slika 16 . Izotonicki i izometrijski sistem za registrovanje misi¢ne kontrakcije. Slika je prilagodena i preuzeta iz izvora

Guyton i Hall, 2006.
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2. Ciljevi istrazivanja

Ovo istrazivanje, sprovedeno u Cetiri faze, imalo je dva osnovna cilja:
1. ldentifikacija a(1-6) i y2 podjedinica GABAAR u torakalnoj aorti pacova.
2. lIspitivanje vaskularne aktivnosti 12 supstanci, neselektivnih i selektivnih za odredene
podtipove (a4, a5, a6 podtip) BZD mjesta vezivanja GABAaR kod pacova.

U prvoj fazi istrazivanja, primjenom RT-PCR metode, utvrdi¢e se nivo ekspresije iRNK za
podjedinice: al, a2, a3, 04, a5 i a6 GABAAR, u homogenatu pacovske torakalne aorte.

U drugoj fazi istrazivanja, primjenom imunohistohemijske analize, utvrdi¢e se ekspresija i
lokalizacija proteina al, a2, a3, a4, a5 i y2 podjedinice GABAAR, na popre¢nom presjeku
parafinski ukalupljene torakalne aorte pacova.

U trecoj fazi istrazivanja, mjerenjem izometrijske kontrakcije izolovanih prstenova pacovske
aorte, utvrdice se vaskularna aktivnost GABA-e i razli¢itih neselektivnih i selektivnih PAM-ova
BZD mijesta vezivanja GABAAaR (diazepam, midazolam, zolpidem, SH-1-048A, MP-111-022, MP-
[11-058, GL-1I-73, GL-11-74, XHe-111-074, DK-1-87-1, DK-1-56-1, XLi-093), i to u pogledu
ostvarene relaksacije FE- prekontrahovanih prstenova, te u pogledu supresivnih efekata ispitivanih
supstanci na FE kontrakciju.

U Cetvrtoj fazi istrazivanja, primjenom specificnih antagonista (PK11195, bikukulin, flumazenil,
XLi-093, prazosin) ispitace se mehanizam vazodilatacije razli¢ith PAM-ova (diazepam,
midazolam i MP-111-058), u kupatilu za rad sa izolovanim prstenovima pacovske aorte.
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3.  Metodologija

1.10 Supstance

U ovoj studiji korisceni su PAM-ovi GABAAR predstavljeni u Tabeli 4. Supstance sa zasticenim
kodovima (numeri¢ko-slovne oznake) sintetisane su na Katedri za hemiju i biohemiju Univerziteta
Viskonsin—Milvoki, SAD. Standardne hemikalije za izradu hranljivog rastvora za eksperimente
na kupatilu za rad sa izolovanim organima (Lach:Ner, Zagreb, Hrvatska), GABA, FE hidrohlorid,
acetilholin jodid, bikukulin, PK11195, prazosin hidrohlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD),
zolpidem (Toronto Chemical Research, North York, Kanada), diazepam (Opfikon, Svajcarska),
midazolam (F. Hoffman-La Roche, Bazel, Svajcarska), te reagensi za RT-PCR i
imunohistohemijsku analizu (Thermo Fisher Scientific, Fremont, SAD) komercijalno su dostupni.
Primarna antitijela za imunohistohemijsku analizu, za podjedinice a2, a3, o4, a6 i y2 ljubazno su
donirana od strane saradnicke laboratorije dr Petra Scholze (Center for Brain Research, Medical
University, Be¢, Austrija). Pomenuta antitijela sintetisana su na bazi imunoloskog odgovora kunica
prema peptidu koji u svojim sekvencama odgovara sekvencama podjedinica GABAAR pacova
(osim za 04 podjedinicu ¢ije su sekvence majmuna bile identi¢ne sa odgovaraju¢im humanim
sekvencama), dok su primarna antitijela za podjedinice al i a5 komercijalno dostupna od strane
proizvodaca Sigma Aldrich (G4416) i R&D (PPS027), respektivno.

Svi ispitivani PAM-ovi i druge testirane supstance pripremljeni su kao osnovni rastvori u
koncentraciji 107 M (izuzetak je XLi-093, &iji je osnovni rastvor u koncentraciji 102 M). Sve
ispitivane supstance rastvorene su u 100% alkoholu, sa izuzetkom za FE, acetilholin i GABA-u,
odnosno za XLi-093, bikukulin, PK11195 i prazosin, ¢iji su osnovni rastvori pripremljeni u
destilovanoj vodi, odnosno u DMSO-u. Sva naredna razblazenja vrSena SU U mMmjesavini
odgovarajuceg rastvaraca i destilovane vode, tako da kona¢na koncentracija rastvaraca (etanola ili
DMSO0-a) nikada nije prelazila 0,33% u kupatilu za rad sa izolovanim organima.

Tabela 4. Prikaz koris¢enih PAM-ova u istrazivanju

Supstanca Hemijski naziv i in vitro profil Referenca

Diazepam | 7-hloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H1,4- Savi¢ i sar.,
benzodiazepin-2-on  (standardan neselektivan | 2010
BZD)

Zolpidem | (2R,3R)-2,3-dihidroksibutandioinska Kiselina;N,N- | Savi¢ i sar.,
dimetil-2-[6-metil-2-(4-metilfenil)imidazo[1,2- 2010
a]piridin-3-ilJacetamid (PAM visokog afiniteta za
alGABAAR)

Flumazenil | Etil-8-fluoro-5,6-dihidro-5-metil-6-okso4H- Siebert i sar.,
imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin-3-karboksilat 2018
(SAM)

Midazolam | 8-hloro-6-(2-fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo[1,5- Savi¢c 1 sar.,
a][1,4]benzodiazepin (neselektivan BZD) 2010
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SH-1-048A | (S)-7-bromo-5-(2-fluorofenil)-3-metil-1H- Obradovi¢ i
benzo[e][1,4]diazepin-2(3H)-on (neselektivan | sar., 2014
PAM visokog afiniteta i efikasnosti)

MP-111-022 | (R)-8-etinil-6-(2-fluorofenil)-N,4-dimetil-4H- Stamenic¢ i
benzo[f]imidazo[1,5-a][1,4]diazepin-3-karboksamid | sar., 2016
(PAM visokog afiniteta za a5SGABAAR)

MP-111-058 | Metil (R)-8-bromo-6-(2-fluorofenil)-4-metil-4H- | Gaji¢ Boji¢ i
benzo[f]imidazo[1,5-a][1,4]diazepin-3-karboksilat | sar., 2023
(PAM visokog afiniteta za a5SGABAAR)

GL-11-73 | (R)-8-Etinil-6-(2-fluorofenil)-N,N,4-trimetil-4H- Prevot i sar.,
benzo[f]imidazo[1,5-a][1,4]diazepin-3-karboksamid | 2019
(PAM visokog afiniteta za a5GABAAR)

GL-11-74 | (R)-N-Etil-8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4-metil-4H- Prevot i sar.,
benzo[f]imidazo[1,5-a][1,4]diazepin-3-karboksamid | 2019
(PAM visokog afiniteta za a5SGABAAR)

XHe-111-074 | (S)-terc-Butil-7-metoksi-9-okso-11,12,13,13a- Yocum i sar.,
tetrahidro-9H-benzo[e]imidazo[5,1-c]pirolo[1,2- 2016.
a][1,4]diazepin-1-karboksilat ~ (PAM visokog
afiniteta za a4GABAAR)

DK-1-87-1 | 8-hloro-2-(2-(metoksi-d3)fenil)-2,5-dihidro-3H- Vasovi€ 1 sar.,
pirazolo[4,3-c]hinolin-3-on (SAM za a6GABAAR) | 2019
DK-1-56-1 | 7-metoksi-5-(4-metoksi-d3)fenil)-2,5-dihidro-3H- Vasovi¢ i sar.,
pirazolo[4,3-c]hinolin-3-on (PAM visokog afiniteta | 2019
za a6GABAAR)

XLi-093 8-etinil-1-[3-(8-etinil-5-metil-6-0kso-4H- Clayton i sar.,
imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin-3- 2015
karbonil)oksipropil]-5-metil-6-okso-4H-
imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin-3-karboksilna
Kiselina (SAM za a5-GABAAR)

In vitro karakterizacija ispitivanin PAM-ova (odredivanje afiniteta i efikasnosti na razli¢itim
axGABAAR) uradena je u okviru programa skrininga psihoaktivnih supstanci (PDSP) Nacionalnog
Instituta za mentalno zdravlje (SAD), kao i u saradni¢koj laboratoriji dr Margot Ernst (Center for
Brain Research, Medical University) Be¢, Austrija.

1.11 Zivotinje

Odrasli, zdravi pacovi (oba pola) Wistar soja (tezine 250-300 g), odgajani u vivarijumu
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, koris¢eni su u ovoj studiji u svrhu izolovanja
torakalne aorte. Sve primjenjene procedure bile su u skladu sa Direktivom Evropske unije broj:
2010/63 i odobrene su od strane Uprave za veterinu, Odjeljenje za zastitu oglednih Zivotinja,
Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije. Zenke i muZjaci drzani su
u odvojenim sobama, u standardnim plasticnim kavezima (najviSe po pet zivotinja u jednom
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kavezu), sa slobodnim pristupom hrani i vodi, pri sobnoj temperaturi, relativnoj vlaznosti 40-70%,
osvjetljenju 120 Ix, dok je ciklus svjetlo/mrak podesen na 12/12h (svjetla se pale u 6 h ujutru).
Najveéi broj Zzivotinja iskoris¢en je za in vitro ispitivanje vaskularne aktivnosti PAM-ova
GABAAR, na izolovanim prstenovima pacovske aorte (po svakom protokolu 5-10 Zivotinja), dok
je znacajno manji broj zivotinja iskoris¢en za identifikaciju o i y2 podjedinica GABAAR u
torakalnoj aorti pacova. U studiji je koris¢eno ukupno oko 250 pacova.

1.12 Priprema tkiva

U svrhu izolovanja torakalne aorte, za eksperimente izvedene na kupatilu za rad sa izolovanim
prstenovima aorte, pacovi su anestezirani intraperitonealnom (i.p.) primjenom kombinacije
anestetika: ketamin hidrohlorida u dozi od 90 mg/kg i ksilazin hidrohlorida u dozi 0d10 mg/kg.
Za potrebe izvodenja RT-PCR i imunohistohemijske analize, pacovi su eutanazirani primjenom
ugljen dioksida.

Postupak izolovanja torakalne aorte sproveden je brzo i spretno, kako bi se izbjeglo njeno istezanje
ili ostecenje. Neposredno nakon izolovanja aorta je prenijeta u Petrijevu Soljicu napunjenu hladnim
(4°C) Krebs-bikarbonatnim rastvorom sljedeceg sastava: 118,3 mM NaCl; 4,7 mM KCI; 2,5 mM
CaCly; 1,2 mM MgSOy ; 25 mM NaHCO3; 1,2 mM KH,PO4; 11 mM glukoze (Rizvi¢ i sar., 2017).
Nakon toga izvrSeno je njeno pazljivo ¢is¢enje od okolnog masnog i vezivnog tkiva, a potom
segmentisanje na prstenove (priblizno 3 mm duzine) koji su kori$¢eni za dalja farmakoloSka
ispitivanja.

Segmenti izolovane torakalne aorte predvideni za molekularna ispitivanja sakupljeni su, te brzo
zamrznuti u te¢nom azotu, a potom ¢uvani na -80°C do izolacije RNK. Segmenti aorte predvideni
za imunohistohemijska ispitivanja fiksirani su u neutralnom formalinu tokom 48h do dalje
histoloSke obrade.

1.13 Kuvalitativha RT-PCR metoda za identifikaciju a podjedinica GABAAR
u aorti pacova

Izolacija ukupne RNK izvrSena je u homogenatu pacovske aorte primjenom rastvora TRI Reagent
Solution (Ambion, Foster City, Kalifornija), prema uputstvu proizvodaca. Kvantifikacija RNK
vrSena je na NanoDrop™ 1000 spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific, SAD). Zbog niske
koncentracije RNK objedinjeni su RNK ekstrakti aorti iz ukupno 5 zivotinja. Nakon tretmana
DNazom (Thermo Scientific, Vilnius, Litvanija), 1 pug ukupne RNK reverzno je prepisan na
cDNK, primjenom kompleta za reverznu transkripciju cDNK visokog kapaciteta (Applied
Biosistems, Vilnius, Litvanija), prema preporukama proizvodaca. Dobijeni produkti cDNK ¢uvani
su na-20°C do analize ekspresije gena. Za analizu ekspresije gena za a podjedinice (1-6) GABAAR
koris¢ena je metoda lancane reakcije polimerizacije u realnom vremenu (real time PCR). PCR
reakcije izvedene su koriscenjem 7500 Real Time PCR sistema (Applied Biosistems, Foster Citi,
Kalifornija) u 10 pL reakcione zapremine. Sastav reakcione zapremine bio je sljedeéi: 5 pL
specifiénog reagensa Power SIBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies, Warringtone,
Ujedinjeno Kraljevstvo), 300 nM svakog prajmera i koli¢ina cDNK ekvivalentna 100 ng ukupne
RNK. Uslovi PCR reakcije bili su sljede¢i: 10 min na 95°C, 40 ciklusa od po 15 s na 95°C i 60 s
na 60°C. Sekvence prajmera za amplifikaciju cDNK ciljnih gena prethodno su okarakterisane, za
gabru 1-6 (Mendu i sar., 2012) i za actb (p-aktin) (Faseleh i sar., 2017) i prikazane u Tabeli 5.
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Specifi¢nost prajmera potvrdena je generisanjem krive topljenja (eng. melting curve) nakon PCR
amplifikacije za svaki produkt PCR reakcije.

Tabela 5. Pregled prajmera korisé¢enih za RT-PCR

Prajmeri "forward™ prajmer (5'-3") "reverse" prajmer (5’- 3")
gabral CTCCTACAGCAACCAGCTATACCC GCGGTTTTGTCTCAGGCTTGAC
gabra2 AAGAGAAAGGCTCCGTCATG GCTTCTTGTTTGGTTCTGGAGTAG
gabra3 CAAGCACCACCTTCAACATAG AGGTCTTGGTCTCAGCAGGA
gabra4 GATGTCAACAGCAGAACTGAGGTG TTGTGCCAGATCCAGAAGGTGGTG
gabra5 GCCTTGGAAGCAGCTAAAATC GAAGTCTTCTCCTCAGATGCTCT
gabra6 CACTCTGACTCCAAGTACCATCTG GTACACAAGGTTGAATCCTG

Actb ACCCACACTGTGCCCATCTA CGGAACCGCTCATTGCC

U svakom uzorku istovremeno je amplifikovan i produkt referentnog, stabilno eksprimiranog gena,
beta aktina (Actb). Predvidene veli¢ine svih amplikona (baznih parova) u homogenatu aorte bile
su sljedece: 113 bp za al, 134 bp za a2, 174 bp za a3, 135 bp za a4, 178 bp za a5, 221 bp za a6 |
290 bp za B-aktin. Za kontrolno tkivo uzet je homogenat mozga pacova. Deset uL PCR proizvoda
analizirano je elektroforezom u 1,8% agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom i
vizuelizovano na UV transluminatoru.

1.14 Imunohistohemijska metoda za identifikaciju a1-6 i y2 podjedinice u
aorti pacova

3.5.1 HistoloSka analiza

Izolovana i oc¢iS¢ena pacovska aorta fiksirana je u neutralnom (10%), puferovanom (pH 7,2)
formalinu na sobnoj temperaturi, tokom 48 h. Nakon dehidratacije u etil alkoholu (70%, 96%,
100%) i bistrenja u ksilolu, koji su obavljeni u tkivhom procesoru Leica TP1020, Leica
Biosystems, SAD, tkivo aorte ukalupljeno je u dva parafinska bloka. Parafinski tkivni blokovi su
potom sjeceni rotacionim mikrotomom Rotary 3003, PFM, Njemacka, na presjeke debljine 5-6
pm. Dobijeni presjeci postavljeni su na odgovaraju¢a predmetna stakalca i suSeni na 60°C.

U prvom koraku histoloske procedure presjeci tkiva su deparafinisani u ksilolu (dvije izmjene po
5 minuta), a zatim rehidrirani u opadaju¢im koncentracijama etil alkohola (100%, 96% i 70%, po
5 minuta za svaku izmjenu) i isprani u destilovanoj vodi. Nakon toga presjeci su obojeni rutinskom
metodom hematoksilin-eozin (HE). Cjelokupan postupak obavljen je automatski po standardnom
protokolu za aparat Myr Myreva, SS-30 slide Stainer, Spanija. Gotovi preparati analizirani su
svjetlosnim mikroskopom Leica DM6000B.

3.5.2 Imunohistohemijska analiza

Za imunohistohemijsku analizu, isti parafinski blokovi dodatno su sje¢eni na presjeke debljine 4-
5 um. Presjeci su postavljeni na pozitivno naelektrisana Super Frost predmetna stakalca (Menzel-
glaser). Nakon deparafinizacije i rehidratacije imunohistohemijsko bojenje nastavljeno je
blokiranjem aktivnosti endogene peroksidaze. Ova aktivnost blokirana je inkubacijom tkiva u 3%
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vodenom rastvoru vodonik peroksida, 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon kratkotrajnog
ispiranja vodonik peroksida obavljen je toplotni oporavak antigena, zagrijavanjem tkiva 20 minuta
u citratnom puferu (pH 6,0) pri temperaturi od 96°C.

U cilju sprjecavanja nespecificnog bojenja pozadine i/ili smanjenja nespecificnog vezivanja
endogenih 1gG, presjeci tkiva su kratko (5-10 minuta) prije aplikacije primarnog antitijela
inkubirani u komercijalno pripremljenom proteinskom bloku (Ultra V Block, Thermo Fisher
Scientific, SAD).

Za identifikaciju trazenih antigena koris¢ena su sljedea razblazenja primarnih poliklonalnih
antitijela: odnos 1:100 za o2 i 04; odnos 1:150 za a3; odnos 1:300 za a6; odnos 1:500 za al iy2;
odnos 1:600 za a5 (Pirker i sar., 2000; Sperk i sar., 2020). Optimalna vrijednost titra, aplicirana je
na tkivo aorte i ostavljena da stoji preko noc¢i na 4°C, u vlaznoj komori. Po isteku inkubacije, visak
antitijela ispran je TBS puferom (eng. Tris buffered saline; pH 7,4). Za verifikaciju imunoloske
reakcije koris¢en je kolorimetrijski, visoko osjetljiv, detekcioni sistem, osloboden biotina i
sainjen od polimera oznacenih peroksidazom hrena (eng. horseradish peroxidase, HRP) i
konjugovanih sa sekundarnim antitijelom (UltraVision Detection sistem HRP polimer &DAB Plus
Chromogen). U prvom koraku detekcije primjenjen je pojaciva¢ (eng. enhancer) primarog
antitijela (10 minuta), a zatim HRP polimer (15 minuta), oba na sobnoj temperaturi. Poslije svake
izmjene (primarno antitijelo, pojacivac i polimer) tkiva su kratko ispirana TBS puferom (pH 7,4).
Specifi¢nost imunohistohemijske reakcije postala je vidljiva nakon kratkotrajne inkubacije sa 3,3'-
diaminobenzidin tetrahlorid (DAB) hromogenom. Svi primjenjeni reagensi komercijalno su
dostupni od proizvodaca Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific, Fermont, SAD). Nizom
sprovedenih inkubacija (primarno antitijelo, HRP polimer i DAB hromogen) nastali kompleks
razvija smedu boju u cilju detekcije pozitivne imunoloske reakcije.

Nakon ispiranja hromogena presjeci tkiva su kontrastirani Majer-ovim hematokilinom (tokom 30
sekundi), a zatim isprani teku¢om vodom, dehidrirani u rastucoj koncentraciji etil alkohola (70%,
90% i 100%),deparafinisani u ksilolu i trajno uklopljeni u kanada balzam. Nakon montiranja
presjeci su analizirani na svjetlosnom mikroskopu (Leica DM6000B), a potom fotografisani.

Za kontrolisano pra¢enje imunohistohemijske reakcije na tkivu (pozitivna i negativna kontrola)
postovane su preporuke proizvodaca. Za pozitivnu kontrolu kori$é¢eno je tkivo mozga pacova, i to
za svaku podjedinicu uzeti su specificni dijelovi mozga: cerebralni korteks za al, a3, a4 i y2
podjedinice; hipokampus za 02 i a5 podjedinice i cerebelum za a6 podjedinicu (Pirker i sar., 2000;
Sieghart i Sperk, 2002). Za negativnu kontrolu apliciran je TBS pufer, umjesto primarnog
antitijela, zbog ¢ega se u tim presjecima nije mogla oc¢ekivati nikakva imunoloSka aktivnost.

1.15 Mjerenje izometrijske kontrakcije prstenova pacovske aorte u prisustvu
razli¢itin PAM-ova GABAAR

Kontraktilnost glatkih misica pacovske aorte mjerena je izometrijski i snimljena digitalno pomocu
MLTO0201 pretvarata sile-pomjeranja (Panlab, Spanija), sistema za prikupljanje podataka
PoverLab/4SP (AD Instruments, Castle Hill, Australija) i softvera LabChart 7 Pro (AD
Instruments). Aortni prstenovi (priblizno 3 mm duZzine) montirani i pri¢vrsceni su izmedu dva
trougla od nerdajuceg Celika, a zatim su suspendovani u kupatilo (¢etvorokomorno kupatilo za
organe, Panlab system, Spanija) sa hranljivim rastvorom (Krebs-bikarbonatni rastvor) zapremine
15 mL, pri konstantnoj temperaturi (37°C) i uz kontinuiranu aerizaciju sa smjesom 5% CO> i 95%
0.. Jedan kraj aortnog prstena povezan je sa izometrijskim pretvarac¢em sile (transdjuserom; eng.
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transducer), dok je drugi kraj fiksiran za zid kupatila. Prstenovi su postavljeni pod optimalnu
pasivnu tenziju istezanja od 2,0 g, nakon ¢ega je tkivu ostavljeno neko vrijeme (oko 10-tak minuta)
da se prilagodi i spontano smanji postavljenu tenziju, te uspostavi miran plato. Zatim je zategnutost
povecana za jo$§ 2,0 g u odnosu na postignutu vrednost platoa, pri ¢emu su preparati prstenova
aorte ispirani hranljivim rastvorom u kupatilu svakih 15-tak minuta (Jespersen i sar., 2015).
Nakon perioda inkubacije i adaptacije preparata (“equilibration period™) u trajanju od 1 h, tokom
kojeg je vrSeno redovno ispiranje preparata (svakih 15-tak minuta), preparati su izloZeni po¢etnom
kontrahovanju ("challenge" kontrakcije) sa kalijum hloridom (KCI) u koncentraciji 6x102 M.
Nakon prve "challenge" kontrakcije preparati su ispirani hranljivim rastvorom, a zatim ponovo
izlozeni KC1(6x102 M). U pravilu, svaki naredni "challenging" pokazivao je veée kontrakcije, te
je u svrhu boljeg fizioloSkog odgovora preparata vrSeno uglavnom 2-3 puta "challenge”
kontrahovanje sa KCI.

Preparati su zatim ostavljeni da se ponovo uravnoteze 30-tak minuta, sa periodima ispiranja svakih
15-tak minuta, a kada je postignut stabilan nivo tenzije, pristupilo se odgovaraju¢em
eksperimentalnom protokolu (Slika 17).

Preparati bez endotela pripremljeni su trljanjem (grebanjem) povrsine intime aortnog prstena
nerdajucom zicom (trouglicem za kupatilo). UspjeSno uklanjanje endotela potvrdeno je
izostankom relaksacije u prisustvu acetilholina (10° M). Aortni prstenovi, submaksimalno
prekontrahovani sa FE (3x107 M), kod kojih je relaksacija u prisustvu acetilholina bila manja od
30% smatrali su se bez endotela ("endotel-ogoljeni” preparati).

Za svaki eksperimentalni protokol koriscen je samo jedan prsten od iste zivotinje, a od jedne
pacovske aorte najceSc¢e je dobijeno 4-6 prstenova. Aortni prstenovi ¢uvani u hladnom Krebs-
bikarbonatnom rastvoru (4°C) u frizideru sacuvali su svoju vijabilnost tokom 48 h od uzorkovanja
i mogli su se koristiti za izometrijsko mjerenje nakon gore opisane adaptacije u kupatilu.
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Slika 17. Shematska ilustracija sistama za mjerenje izometrijske kontrakcije preparata pacovske aorte u kupatilu za
rad sa izolovanim organima/tkivima.
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1.16 Eksperimentalni protokoli za utvrdivanje vaskularne aktivnosti
razli¢itih PAM-ova GABAAR

3.7.1 Prvi protokol - mjerenje relaksacije prekontrahovanih preparata u prisustvu
razli¢itih PAM-ova GABAAR

Prva serija eksperimenata imala je za cilj da procjeni koncentracijsko-zavisne vaskularne efekte
GABA-¢ i razlicitih PAM-ova (diazepam, midazolam, zolpidem, SH-1-048A, XHe-111-074, MP-
[11-022, MP-I11-058, XLi-093 i DK-I-56-1) na preparatima aorte koji su submaksimalno
prekontrahovani (priblizno 60-70% od maksimalne kontrakcije). Poredene su krive odnosa
koncentracija i odgovor za ispitivane supstance kod preparata sa intaktnim endotelom, i to za dvije
vrste prekontrakcija: FE prekontrakcija (FE, 3x107" M) i kalijumska prekontrakcija (KCI, 6x1072
M).

Rastuc¢e koncentracije svake od ispitivanih supstanci (u rasponu od 10® M do 10° M) dodate su
nakon $to je postignut stabilan plato prekontrakcije. Koncentracije su dodavane u kupatilo
kumulativno, u koracima od pola logaritma, tako $to je svaka nova koncentracija supstance dodata
nakon postizanja stabilnog stanja tenzije preparata (“'steady state™) od prethodne koncentracije
(trajanje obi¢no 15-tak minuta ili duze). S obzirom da su prethodno izvedeni kontrolni
eksperimenti, za pracenje uticaja vremena na vijabilnost preparata, pokazali da se za obe vrste
prekontrakcija (FE- i KCI-) odrzava zadovoljavajuci nivo postignute prekontrakcije u periodu od
5-6 h trajanja eksperimenta, zakljuceno je da postoje adekvatni uslovi za mjerenje "sporije”
vazoaktivnosti ispitivanih supstanci. Osim toga, kontrolna koncentracija-odgovor kriva, dobijena
od preparata koji su tretirani samo dodavanjem rastuc¢ih zapremina rastvaraca (koje odgovaraju
rastu¢im koncentracijama ispitivanih PAM-ova) ukazala je na smanjenje tenzije preparata od
ukupno 15-20% na kraju eksperimenata. Vaskularni odgovor ispitivanin PAM-ova i GABA-e
izrazen je procentom smanjenja prekontrakcijske tenzije preparata (za obe vrste prekontrakcije).

3.7.2 Drugi protokol - uloga endotela u diazepam-indukovanoj relaksaciji FE-
prekontrahovanih preparata

Drugom serijom eksperimenata ispitivana je uloga endotela u ispoljavanju efekta diazepamom
izazvane relaksacije FE-prekontrahovanih preparata (3x107 M).

Nove krive odnosa koncentracija i relaksacija za diazepam (u rasponu od 10® M do 10° M)
dobijene su od preparata kojima je uklonjen endotel, te su poredene sa krivama diazepama kod
preparata sa ocuvanim endotelom (dobijene u prvom eksperimentalnom protokolu).

3.7.3 Treéi protokol - ispitivanje efekata razli¢itih PAM-ova GABAAR na FE-indukovanu
kontrakciju preparata

U trecoj seriji eksperimenata ispitivani su vaskularni efekti razlicitih PAM-ova GABAAR
(diazepam, zolpidem, midazolam, SH-1-048A, XHe-111-074, MP-I111-022, MP-111-058, GL-I1-73,
GL-11-74 i DK-1-56-1, XLi-093, DK-1-87-1) na kontraktilni odgovor preparata sa oCuvanim
endotelom, indukovan rastu¢im koncentracijama FE. Osim toga, ispitivani su efekti GABA-e
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(ortosterni agonist GABAAR), flumazenila (NAM BZD-skog veznog mjesta na GABAAR) i cinka
(ZnCly, negativni modulator GABAAR).

Na pocetku protokola utvrdena je referentna kontrakcija svakog preparata, i to dodatkom
hipertoni¢nog rastvora KCI (6x102 M). Nakon sto su preparati dovoljno isprani i stabilizovani
(postignut stabilan nivo bazalne tenzije), pristupilo se dodavanju rastu¢ih koncentracija FE (u
rasponu od 10° M do 10* M), te je tako dobijena kontrolna kriva odnosa koncentracija-odgovor
za FE. Zatim su preparati ponovo isprani i kada je postignut stabilan nivo tenzije dodat je ispitivan
PAM (odnosno testirani modulator), direktno u kupatilo i to 60 minuta prije nego $to je dobijena
druga FE-indukovana kontrakcija. Efekti testiranog jedinjenja na FE-izazvanu kontrakciju
procjenjeni su poredenjem kontraktilnog odgovora preparata u prisustvu i odsustvu jedinjenja. Na
ovaj nacin ispitana je vaskularna aktivnost testiranin modulatora za tri razli¢ite koncentracije (10°
"M, 10° M i 10° M). Rezultati su izrazeni u odnosu na referentnu kontrakciju koju je postigao isti
preparat kontrahovan sa KCl na pocetku protokola.

1.17 Eksperimentalni protokoli za utvrdivanje vaskularne aktivnosti
razli¢itih PAM-ova GABAAR u prisustvu specifi¢nih antagonista

3.8.1 Prvi protokol - ispitivanje vaskularnih efekata prazosina, bikukulina, flumazenila,
PK11195 i XLi-093 na FE- prekontrahovanim preparatima

Prva serija eksperimenata imala je za cilj da procjeni vaskularnu aktivnost samih antagonista.
Nakon $to je postignut steady state prekontrahovanih preparata (FE, 3x107 M), pristupilo se
dodavanju rastucih koncentracija ispitivanih antagonista. Poredene su krive odnosa koncentracija-
odgovor za:

- prazosin — selektivni antagonista a1 adrenergickih receptora;

- bikukulin — kompetitivni ortostatski antagonista GABAAR;

- flumazenil — kompetitivni antagonista BZD-skog veznog mjesta na GABAAR,

- PK11195 - specifi¢ni antagonista za TSPO;

- XLi-093 — selektivni antagonista za GABAAR koji sadrze a5 podjedinicu (a5SGABAAR).
Koncentracije su dodavane u kupatilo kumulativno, u koracima od pola logaritma, tako $to je svaka
nova koncentracija dodata nakon postizanja steady state od prethodne koncentracije. Za procjenu
vaskularne aktivnosti dobijene su i kontrolne krive rastvarac¢a (kumulativnim dodavanjem smjese
destilovane vode i DMSO-a, u zapreminama koje odgovaraju rasponu koncentracija od 107 do
3x10° M).

Vaskularni odgovori ispitivanih antagonista izrazeni su procentom smanjenja FE-prekontrakcije
preparata i uporedeni su sa Vvaskularnim odgovorom diazepama, odnosno MP-111-058 (za
flumazenil i XLi-093), dobijenim pod istim uslovima u kupatilu.

3.8.2 Drugi protokol - ispitivanje antagonisti¢kog uticaja bikukulina i PK11195 na
vaskularne efekate diazepama kod FE- prekontrahovanih preparata

Nakon procjene vaskularnih efekata samih antagonista (bikukulin i PK11195), u drugoj seriji
eksperimenata ispitivani su njihovi antagonisticki efekti na vaskularne efekte diazepama.

Na pocetku protokola izvrsena je FE- prekontrakcija preparata sa o¢uvanim endotelom (FE, 3x10°
7' M). Kada je postignut steady state preparata, dodat je ispitivani antagonista, bikukulin (10° M)
ili PK11195 (10° M). Nakon 30 minuta od momenta dodavanja antagoniste u kupatilo (period
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inkubacije preparata antagonistom) izvrSeno je dodavanje rastuc¢ih koncentracija diazepama (u
rasponu od 107 do 3x10° M), i to u koracima od pola logaritma, tako §to je svaka nova
koncentracija diazepama dodata nakon postizanja stabilnog stanja tenzije preparata od prethodne
koncentracije. Vaskularna aktivnost diazepama procjenjena je poredenjem njegovih Krivih odnosa
koncentracija-odgovor u prisustvu i odsustvu antagoniste (bikukulin, odnosno PK11195), a
izrazena je procentom smanjenja FE- prekontrakcije preparata.

3.8.3 Treéi protokol - ispitivanje antagonisti¢kog uticaja XLi-093 na vaskularne efekate
MP-111-058 kod FE- prekontrahovanih preparata

Treca serija eksperimenata imala je za cilj da ispita antagonisticki efekat supstance XLi-093,
selektivnog antagoniste aSGABAAR, na vaskularnu aktivnost MP-111-058, a5 selektivhog PAM-
a. Nakon postizanja steady state prekontrahovanih preparata sa o¢uvanim endotelom (FE, 3x10~
M), dodat je ispitivani antagonista, XLi-093 (10" M), i to 30 minuta (period inkubacije) prije
dodavanja rastué¢ih koncentracija supstance MP-111-058 (108 M — 10* M). Antagonisti¢ki uticaj
XLi-093 procijenjen je poredenjem krivih odnosa koncentracija-odgovor za MP-I11-058 u
prisustvu i odsustvu XLi-093.

3.8.4 Cetvrti protokol - ispitivanje antagonisti¢kog uticaja flumazenila na vaskularne
efekate midazolama i MP-111-058 kod FE- prekontrahovanih preparata

Na pocetku Cetvrtog protokola utvrdena je referentna KCI- indukovana kontrakcija preparata (KCl,
6x102 M). Nakon visestrukog ispiranja i stabilizacije preparata pristupilo se dodavanju
submaksimalne koncentracije FE (3x107 M) za postizanje optimalne prekontrakcije preparata.
Zatim je u sistem dodat antagonista flumazenil (10 M), a 30 minuta kasnije dodate su rastuce
koncentracije midazolama, odnosno supstance MP-111-058 (10® M - 10 M). Antagonisticki
uticaj flumazenila procijenjen je poredenjem krivih odnosa koncentracija-odgovor za midazolam,
odnosno MP-111-058 u njegovom prisustvu i odsustvu. Rezultati su izrazeni u odnosu na referentnu
kontrakciju koju je postigao isti preparat kontrahovan sa KCI na pocetku protokola.
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1.18 Statisti¢ka analiza

Za rezultate mjerenja izometrijske kontrakcije preparata pacovske aorte izvrSena je statistiCka
analiza primjenom softvera LabChart 7 Pro (AD Instruments) i SigmaPlot 11 (Sistat Softvare Inc.)
Softverskom obradom podataka (Slika 18) iz odgovaraju¢ih koncentracija-odgovor Krivih
(registrovanih kao graficki zapis na monitoru) izracunati su farmakoloski parametri: ECso
(koncentracija ispitivane supstance koja uzrokuje 50% maksimalnog odgovora) i Emax
(maksimalna efikasnost ispitivane supstance).

Ej 14.07.17.adicht: Dose Response Results View™ = =) @
Runs: Diazepam™ fe « XHe-III-074* fe
Diazepam™ fe
Best-fit values ~
-] ® fe BOTTOM 1.115
1.0 - TOP -0.2201
\i"“*x\ LOGECS0 -5.879
0.8 ""'-—1 EC50 1.322e-006
= S Hill Slope 0.7436
T 06 ~ Std. Error
g i BOTTOM 0.0259
@ TOP 0.08778
=z 04 LOGEC50 0.08222
A il Slope 0.08418
0.2 .\"n_ 95% Confidence Intervals
B BOTTOM 1.033to 1.197
= 0.0 1--1‘_7_1 TOP -0.4995 to 0,05921
—  LOGECS0 6.141 to -5.617
8 7 5 5 EC50 7.235e-007 to 2.414e-006
Hill Slope 0.4757 to 1.011
Randnece nf Fit v
= Log [Dose] E| € =
[] normalize araphs [ Fix Hill slope at 1.0

Slika 18. Prikaz pojedina¢nog rezultata za efekte diazepama na FE-prekontrahovanom preparatu (dana 14.07.2017.),
snimljenog softverom LabChart 7 Pro. Na lijevoj strani slike predstavljena je kriva odnosa koncentracija-odgovor za
diazepam, dobijena na osnovu vrijednosti registrovanih tenzija preparata i zabiljeZenih dodavanja supstance u
odredenim koncentracijama. Na desnoj strani slike predstavljeni su parametri "fitovane" sigmoidalne krive, dobijene
primjenom nelinearne regresione analize.

Za obradu podataka iz registrovanih sigmoidalnih krivih softverski je primjenjena nelinearna
regresiona analiza, i to ¢etvoroparametarski matematicki model, sa jednac¢inom predstavljenoj na
Slici 19.

Vrijednosti pomenutih parametara (PECso i Emax) izrazene su kao srednja vrijednost + standardna
greska za "n" broj ponavljanja. Vrijednost broja "n™ odnosi se na broj aortnih prstenova testiranih
u jednom protokolu, pri ¢emu je svaki prsten dobijen od posebne Zivotinje.

Statisticka poredenja izvrSena su Koriscenjem Studentovog t-testa, odnosno dvofaktorske analize
varijanse (ANOVA) sa ponovljenim mjerenjem. StatisticCka znacajnost prikazana je na
grafikonima kao * za P < 0,05, ** za P < 0,01, *** za P < 0,001 (pored oznaka zvjezdice *, u
grafikonima sa vise razli¢itih znagajnosti koris¢ene su i druge oznake, poput * i ).

Razlike izmedu grupa testirane su Bonferroni post-hoc testom.

Za obradu rezultata RT-PCR analize primjenjen je GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Softvare).
Rezultati imunohistohemijske analize bili su deskriptivni i nisu zahtjevali statisticku analizu, a
semi-kvantitativna vizuelna procjena imunoreaktivnosti podjedinica GABAAR izvr$ena je pod
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svjetlosnim mikroskopom, na osnovu intenziteta signala i broja obojenih ¢elija, uz orjentaciju
prema kontrolnim presjecima.

4 - parametarski sigmoidni model

y | y=d+a;db
1+

e

odgovor (%)

] b (slope) a = najmanja vrijednost odgovora
| Cso b = faktor nagiba (Hill-ov koeficijent)
i LT TN PR RRS a ¢ =logEC50
T T T 1 d = maksimalna vrijednost odgovora
log (koncentracija) X

Slika 19. Cetvoro-parametarski sigmoidni model za izra¢unavanje vrijednosti ECso

Slika je prilagodena i preuzeta iz izvora Kellie Johnson, 2022. Curve Fitting for Immunoassays: ELISA and Multiplex
Bead Based Assays (LEGENDplex™. BioLegend [online]. Dostupno na https://www.biolegend.com/en-
us/blog/curve-fitting-for-immunoassays-legendplex [pristupljeno 18. jula 2022].
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2. Rezultati

4.1 Kovalitativna RT-PCR analiza za identifikaciju a podjedinica GABAAR
u aorti pacova

Rezultati RT-PCR analize za ekspresiju IRNK gabral, gabra2, gabra3, gabra4, gabra5 i gabra6
u homogenatu torakalne aorte pacova ilustrovani su na Slici 20.

Prikazani su gelovi (1,8% agarozni gelovi oboljeni etidijum bromidom) koji sadrze ¢cDNK
amplifikovane primjenom prajmera za svih Sest o podjedinica GABAAR. Kao §to je vidljivo na
Slici 20A. detektovane su podjedinice: al, a2, a3, a4 i o5. Medutim, a6 podjedinica nije
detektovana pod primjenjenim uslovima u testiranim uzorcima aorte. Svi PCR proizvodi (CDNK
trake za detektovane o podjedinice) pokazali su ocekivanu veli¢inu. Podjedinice al, a2 i a3 davale
su jasnu, jednostruku traku, dok su podjedinice a4 i a5 davale jednu, ali manje vidljivu traku, Sto
ukazuje na znacajno nizi nivo ekspresije u poredenju sa al-3.

A B

500 bp

250 bp

al a2 a3 M a4 a5 a6 M Mal a2 a3 a4 a5 ab

Slika 20. Reprezentativni RT-PCR gelovi iRNK o podjedinica GABAAR eksprimiranih u: A) homogenatu torakalne
aorte pacova; B) homogenatu mozga pacova. Primjenjen je DNK molekularni marker (ladder) od 50 bp (M)

Kao pozitivna kontrola za ekspresiju a podjedinica GABAAR uzeta je RNK iz homogenata mozga
pacova (Slika 20B). Za razliku od drugih tkiva na periferiji, mozak zasigurno posjeduje sve
ispitivane o podjedinice. Predvidene veli¢ine (izrazene u baznim parovima) svih amplifikovanih
proizvoda bile su sljedece: al — 113 bp; 02 — 134 bp; a3 — 174 bp; 04 — 345 bp; a5 - 178 bp i a6
— 221 bp.

Na Slici 21 predstavljeni su nivoi iRNK za o podjedinice GABAAR i B-aktin (Actb) mjereni u
realnom vremenu (real-time PCR mjerenje stepena fluorescencije u odgovaraju¢em broju ciklusa
reakcije) u homogenatu pacovske aorte. U poredenju sa genom domacinom (Actb), nivoi
ekspresije za ispitivane gabral-6 znacajno su slabiji (potreban je veéi broj ciklusa za njihovu
identifikaciju).
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B-aktin (Actb)
Gabral
Gabra2
Gabra3
Gabra4
Gabras

Fluorescencija

Broj ciklusa

Slika 21. Reprezentativni prikaz RT-PCR mjerenja nivoa ekspresije iRNK u homogenatu torakalne aorte pacova za
gen domacin (Actb) i gabral-6.

4.2 Imunohistohemijska analiza za identifikaciju al-6 i y2 podjedinice u
aorti pacova

Rezultati imunohistohemijske analize za identifikaciju proteina a1-6 i y2 podjedinice GABAAR
analizirani su svjetlosnim mikroskopom, a dobijene slike presjeka tkiva predstavljene su zbirno na
Slici 22. Poprecni presjeci pacovske aorte sa smedim bojenjem ukazuju na ekspresiju al, a2, o3,
a4, a5 i y2 podjedinice, za razliku od presjeka koji su tretirani sa primarnim antitijelom za a6
GABAAR podjedinicu. Vidljivo je da su elasti¢na vlakna, polozena izmedu glatko-misi¢nih ¢elija,
jasno neobojena, te da je pozitivan signal evidentan u glatko-misi¢nom sloju. Za svaku od
testiranih podjedinica utvrdena je imunoreaktivnost u specifi¢noj regiji mozga, §to je interpretirano
kao pozitivna kontrola (Pirker i sar., 2000, Sieghart i Sperk, 2002).

Na slici 23 izdvojeni su presjeci aorte koji su bili tretirani primarnim antitijelom za a5 podjedinicu.
Tamno smede obojeni dijelovi aorte ukazuju na ekspresiju a5 podjedinice (Slika 23A), za razliku
od presjeka aorte koji nisu bili tretirani primarnim antitijelom i kod kojih je izostala smeda
obojenost (Slika 23B). Najintenzivnija imunoreaktivnost primjecena je u CA1l piramidalnim
neuronima hipokampusa, kao $to je i o¢ekivano za a5 podjedinicu, te je stoga nalaz iz mozdanog
tkiva pacova predstavljen kao pozitivna kontrola (Slika 23C).
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Slika 22. Reprezentativne mikroskopske slike imunohistohemijske analize, koje ukazuju na ekspresiju i lokalizaciju
podjedinica GABAAR u histoloskim presjecima: pacovske aorte (lijeva kolona) i specifi¢nih regija pacovskog mozga
(desna kolona), obiljeZzenim primarnim antitijelima za a1-6 i y2 podjedinice. Pozitivan imuni odgovor oznacen je
smedim bojenjem presjeka. Mikroskopsko uvecanje 400x (osim sekcija mozga za: 02, o3 i y2 - mikroskopsko uvecanje
100x).
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Slika 23. Reprezentativne slike, dobijene svjetlosnim mikroskopom, ukazuju na ekspresiju i lokalizaciju o5
podjedinice GABAAR: A) presjek pacovske aorte u kome je registrovan pozitivan imuni odgovor u glatko-misi¢énom
sloju (smeda obojenost); B) presjek pacovske aorte u kome je izostavljeno primarno antitijelo, a umjesto njega je
primjenjen TBS pufer (negativna kontrola); C) presjek hipokampusa (pozitivna kontrola). Mikroskopsko uvecanje
40x.

Semi-kvantitativnom procjenom imunohistohemijske analize za testirane podjedinice GABAAR
utvrdeno je da torakalna aorta pacova ima visoku vrijednost imunoreaktivnosti za podjedinice al,
a2 1 o3, srednju vrijednost imunoreaktivnosti za podjedinice a5 i y2 i nisku vrijednost
imunoreaktivnosti za o4 podjedinicu GABAAR. Imunoreaktivnost za a6 podjedinicu nije
primjecena (Tabela 6).

Tabela 6. Semi-kvanititivna procjena imunoreaktivnosti podjedinica GABAAR u torakalnoj aorti
pacova soja Wistar.

Podjedinice al 02 a3 o4 a5 a6 v2

Ocjene +++ +++ +++ + ++ - ++

imunoreaktivnosti | visoka | visoka | visoka | niska | srednja | negativno | srednja

4.3 Rezultati mjerenja izometrijske kontrakcije prstenova pacovske aorte u
prisustvu razli¢itih PAM-ova GABAAR

4.3.1 Vazodilatacijski efekti razlic¢itih PAM-ova GABAAR
4.3.1.1 Vazodilatacijski efekti GABA-e

Na Slici 24 predstavljeni su vaskularni efekti GABA-e za dvije razli¢ite koncentracije FE-
prekontrakcije preparata pacovske aorte (10* M i 3x10” M). Kod obe ja¢ine FE- prekontrakcije
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nisu utvrdeni znacajni vazodilatacijski efekti GABA-e, u poredenju sa efektima vehikuluma
(destilovana voda).
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Slika 24. Krive odnosa koncentracija-odgovor za GABA-u na FE- prekontrahovanim preparatima: (A) pri FE
koncentraciji 104 M: GABA (n = 7) i rastvara¢ (n = 6) i B) pri FE koncentraciji 3x107 M: GABA (n = 9) i rastvara&
(n =5). Relaksacija (srednja vrijednost £ S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja FE- prekontrakcije.

4.3.1.2 Vazodilatacijski efekti neselektivnin PAM-ova (diazepam i SH-i-048A)

Na Slikama 25 i 26 predstavljeni su vazodilatacijski efekti diazepama i SH-1-048 na preparatima
prekontahovanim sa FE, odnosno KCI. Za razliku od GABA-¢, ispoljena je znacajna vaskularna
aktivnost, a procenti relaksacije kretali su se u opsegu od 60-90% za FE-prekontrakciju, odnosno
u opsegu od 40-60% za KCI- prekontrakciju.
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Slika 25. Krive odnosa koncentracija-relaksacija dobijene kumulativnim dodavanjem diazepama: A) na FE-
prekontrahovanim preparatima: diazepam (n = 8) i rastvara¢ (n = 6) i B) na KCI- prekontrahovanim preparatima:
diazepam (n = 8) i rastvara¢ (n = 5). Relaksacija (srednja vrijednost + S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja FE-
prekontrakcije (A), odnosno KCl-prekontrakcije (B). *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; znacajno razli¢ite Emax
vrijednosti.
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Slika 26. Krive odnosa koncentracija-relaksacija, dobijene kumulativnim dodavanjem SH-1-048A: A) na FE-
prekontrahovanim preparatima: SH-1-048A (n = 6) i rastvara¢ (n = 6) i B) na KCI- prekontrahovanim preparatima:
SH-1-048A (n = 8) i rastvaraé¢ (n = 5). Relaksacija (srednja vrijednost + S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja
FE- prekontrakcije (A), odnosno KCl-prekontrakcije (B). *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; znacajno razli¢ite
Emax vrijednosti.

4.3.1.3 Vazodilatacijski efekti zolpidema (al-selektivni PAM)

Na Slici 27. prikazane su krive odnosa koncentracija-odgovor za zolpidem. Utvrdena je skromnija
vaskularna aktivnost zolpidema, u poredenju sa drugim ispitivanim PAM-ovima (ostvarena je
relaksacija od oko 30%), te nije nije bilo statisticki znacajne razlike u relaksaciji izazvanoj na FE-
prekontrahovanim preparatima, u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom (rastvarac).
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Slika 27. Krive odnosa koncentracija-relaksacija dobijene kumulativnim dodavanjem zolpidema: A) na FE-
prekontrahovanim preparatima: zolpidem (n = 6) i rastvara¢ (n = 6) i B) na KCI- prekontrahovanim preparatima:
zolpidem (n = 8) i rastvara¢ (n = 5). Relaksacija (srednja vrijednost + S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja FE-
prekontrakcije (A), odnosno KCl-prekontrakcije (B). *P < 0,05 znadajno razli¢ite Emax vrijednosti.
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4.3.1.3 Vazodilatacijski efekti a5- selektivnih PAM-ova (MP-111-022 i MP-111-058)

Na slikama 28 i 29 predstavljeni su vazodilatacijski efekti MP-111-022 i MP-111-058, respektivno.
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Slika 28. Krive odnosa koncentracija-relaksacija dobijene kumulativnim dodavanjem MP-111-022: A) na FE-
prekontrahovanim preparatima: MP-111-022 (n = 6) i rastvara¢ (n = 6) i B) na KCI- prekontrahovanim preparatima:
MP-I11-022 (n = 7) i rastvara¢ (n = 5). Relaksacija (srednja vrijednost + S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja
FE- prekontrakcije (A), odnosno KCl-prekontrakcije (B). **P < 0,01; ***P < 0,001; znacajno razli¢ite Emax
vrijednosti.
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Slika 29. Krive odnosa koncentracija-relaksacija dobijene kumulativnim dodavanjem MP-111-058: A) na FE-
prekontrahovanim preparatima: MP-111-058 (n = 7) i rastvara¢ (n = 6) i B) na KCI- prekontrahovanim preparatima:
MP-111-058 (n = 9) i rastvara¢ (n = 5). Relaksacija (srednja vrijednost + S.E.M.) je izraZena u procentima smanjenja
FE- prekontrakcije (A), odnosno KCl-prekontrakcije (B). **P < 0,01; ***P < 0,001; znacajno razli¢ite Emax
vrijednosti.

Dodatno, na Slici 30 predstavljeni su vaskularni efekti za MP-I11-058 mjereni u nekoliko
vremenskih tataka nakon dodavanja najveée koncentracije (10* M) i uporedeni sa vaskularnim
efektima midazolama, dobijenim pod istim eksperimentalnim uslovima.
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Slika 30. Vazodilatacijski efekti MP-111-058 (n = 3) i midazolama (n = 3) u koncentraciji 10 M mjereni su 15, 30, 45
i 60 minuta nakon njihovog dodavanja u kupatilo. Rezultati (srednja vrijednost = S.E.M.) izrazeni su kao procenat
smanjenja FE prekontrakcije.

4.3.1.4 Vazodilatacijski efekti XHe-111-074 (o4-selektivni PAM) i DK-1-56-1 (06-selektivni
PAM)

Relaksacijski efekti ad- i a6- selektivnih PAM-ova prikazani su na Slikama 31 i 32, respektivno.

Oba testirana liganda pokazala su znacajnu relaksaciju, pri ¢emu su efekti bili izrazeniji na FE-
prekontrahovanim preparatima.
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Slika 31. Krive odnosa koncentracija-relaksacija dobijene kumulativnim dodavanje XHe-111-074: A) na FE-
prekontrahovanim preparatima: XHe-111-074 (n = 7) i rastvara¢ (n = 6) i B) na KCI- prekontrahovanim preparatima:
XHe-111-074 (n = 6) i rastvara¢ (n = 5). Relaksacija (srednja vrijednost + S.E.M.) izrazena je u procentima smanjenja
FE- prekontrakcije (A), odnosno KCl-prekontrakcije (B). **P < 0,01; ***P < 0,001; znacajno razli¢ite Emax
vrijednosti.
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Slika 32. Krive odnosa koncentracija-relaksacija dobijene kumultivnim dodavanjem DK-1-56-1: A) na FE-
prekontrahovanim preparatima: DK-1-56-1 (n = 8) i rastvara¢ (n = 6) i B) na KCI- prekontrahovanim preparatima:
DK-1-56-1 (n = 7) i rastvara¢ (n = 5). Relaksacija (srednja vrijednost = S.E.M.) izraZzena je u procentima smanjenja
FE- prekontrakcije (A), odnosno KCl-prekontrakcije (B). *P < 0,05. **P < 0,01; ***P < 0,001; znacajno razlidite
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Vazodilatacijski efekti ispitivanih PAM-ova, osim §to su koncentracijski- zavisni i razliCiti za
razli¢ite vrste prekontrakcije, takode su i reverzibilni. Reverzibilna priroda ovih efekata utvrdena
je visestrukim ispiranjem preparata na kraju protokola, kada je registrovano znacajno povecanje

tenzije (Slika 33).
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Slika 33. Prikaz pojedina¢nog rezultata za efekte DK-1-56-1 na KCl-prekontrahovanom preparatu (dana 08.06.2017.),
snimljenog softverom LabChart 7 Pro. Na snimku se vidi spontan porast tenzije preparata, nakon visestrukog ispiranja

i uklanjanja liganda DK-I-56-1 iz sistema (zadnji dio traseje).
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4.3.1.5 Farmakoloski parametri (pECso | Emax) za ispitivane PAM-ove

U Tabeli 7 predstavljene su ECso vrijednosti za ispitivane PAM-ove i GABA-u, te njihove Emax
vrijednosti dobijene pri koncentraciji 10° M. Zavisno od vrste prekontrakcije (FE- ili KCI-)
ispoljeni su razli¢iti nivoi relaksacije, pri ¢emu su kod svih PAM-ova (osim za XHe-111-074)
utvrdeni veci vazodilatacijski odgovori (veée pECso i Emax vrijednosti) na FE- prekontrahovanim
preparatima.

Tabela 7. Farmakoloski parametri (PECso i Emax) za razliite ligande (10®° M) ispitivane na
prekontrahovanim preparatima torakalne aorte pacova sa o€uvanim endotelom.

Ligand PECso Emax (%)
FE- prekontrakcija KCI- prekontrakcija
PECso Emax (%0) n PECso Emax (%0) n
Diazepam | 5.57+0.12 | 86.59+6.13* | 8 | 5.36 + 0.27 | 44.45 £ 8.06* | 8
GABA 576 £0.36 | 22.87+3.79 |9

SH-1-048A | 6.02+0.22 | 62.14 +10.87* | 6 | 5.94 +0.81 | 49.92 +5.83* | 8
Zolpidem |6.35+0.54 | 29.65+6.42 |6 |4.72+0.24|28.28+4.39* |8
XHe-111-074 | 5.55+0.20 | 80.87 +6.69* |7 |5.96+£0.29 | 45.30 +8.80* | 6
MP-111-022 | 551 +0.35 | 72.83+6.78* | 6 |5.38+0.22 | 54.55+6.13* | 7
DK-1-56-1 |5.25+0.49 | 58.79+7.84* | 8 |5.22+0.52|37.12+353* |7
Rastvara¢ |6.77+0.15| 1583+423 |6|6,25+035| 836+504 |5

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £ S.E.M. za "n" broj ispitivanih preparata. Efikasnost
(Emax) izrazena je kao procenat smanjenja referentne FE- ili KCI- prekontrakcije, a statisticka
znacajnost U odnosu na efekate kontrole (rastvaraca) obiljeZena je zvjezdicom u Tabeli 7.

Maksimalni relaksacijski odgovor ostvaren je pri koncentraciji liganada od 10° M. Medutim, na
odredenom broju eksperimenata, gdje su primjenjene vece koncentracije ispitivanih liganada
(3x10° M i 10* M), utvrden je odgovor daleko iznad 100% relaksacije. To ukazuje da receptorski
mehanizmi nisu potpuno zasiéeni pri koncentraciji 10° M, ali isto tako upuéuje i na moguénost
neselektivnog dejstva pri pomenutoj koncentraciji (Slika 34).
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Slika 34. Shematska ilustracija softverskih snimaka koji prikazuju relaksaciju izazvanu diazepamom kod FE-
prekontrahovanih preparata sa oSuvanim endotelom: (A) pri koncentraciji 10° M ostvareno oko 100 % relaksacije;
(B) pri koncentraciji 10 M ostvareno preko 200 % relaksacije.

4.3.2 Endotel-zavisna relaksacija FE-prekontrahovanih preparata izazvana diazepamom
Kod preparata pacovske aorte sa ocuvanim endotelom, diazepam je izazvao relaksaciju od oko

87% (n = 8), dok je kod preparata sa oStecenim (ogoljenim) endotelom vrijednost Emax za
diazepam iznosila oko 49% (n = 12) (Slika 35).
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—— Diazepam (endotel +)

Relaksacija (%)
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Slika 35. Poredenje krivih odnosa koncentracija-relaksacija dobijenih kumulativnim dodavanjem diazepama na FE-
prekontrahovanim preparatima pacovske aorte sa oCuvanim endotelom (n = 8) i ogoljenim endotelom (n = 12).
Statisticke znacajnosti obiljezene su zvjezdicama (* p < 0.05; ** p < 0.01), a relaksacija (srednja vrijednost + S.E.M.)
izraZena je u procentima smanjenja FE- prekontrakcije.

Medutim, iako je efikasnost diazepama bila zna¢ajno veca u prisustvu endotela, vrijednosti pECso

za obe grupe preparata nisu se znacajno razlikovale (Tabela 8). Dakle, utvrdeno je da je diazepam-
izazvana relaksacija FE-prekontrahovanih preparata pacovske aorte djelimi¢no endotel-zavisna.
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Tabela 8. Farmakoloski parametri (pECso | Emax) za diazepam ispitivani na FE- prekontrahovanim
preparatima pacovske aorte za o¢uvanim i ogoljenim endotelom

FE (3x1077 Preparati sa o¢uvanim Preparati sa ogoljenim
M) endotelom (uklonjenim) endotelom
prekontrakcija
PECso ‘ Emax (%) | n PECso ‘ Emax (%) ‘ n
Diazepam | 5.57 +0.12 ‘ 86.59 + 6,13 | 8| 6.05+0.20 ‘ 49.48 +7.42 ‘ 12

4.3.3 Supresivni efekti razli¢itih PAM-ova GABAAR na FE-indukovanu kontrakciju
preparata

4.3.3.1 Farmakoloski parametri (pECso i Emax) za ispitivane PAM-ove

Supresivni efekti ispitivanih PAM-ova na FE kontrakciju bili su koncentracijski-zavisni.
Generalno, statisticki znacajni supresivni efekti na FE krivu odnosa koncentracija-kontrakcija
ispoljeni su pri visokoj koncentraciji PAM (10° M), dok je pri nizim koncentracijama (107 M i
10 M) izostao znadajan efekat na FE krivu. U tabelama 9 i 10 predstavljeni su farmakoloski
parametri koji opisuju potentnost (pECso) i efikasnost (Emax) FE u odsustvu ili prisustvu razli¢itih
PAM-a GABAAR (pri koncentracijama: 107 M, 10° M i 10°° M) dobijeni na preparatima pacovske
aorte.

Tabela 9. Vrijednosti pECso za FE u odsustvu i prisustvu razli¢itih PAM-ova GABAAR (u
koncentracijama: 107 M, 10° M i 10° M), dobijene na preparatima pacovske aorte

Ligandi Potentnost (pECso)
(inkubacija | inkubacija bez n | inkubacija bez n | inkubacija bez n
60 min) sa10'M | liganda sa10°M liganda sa10° M liganda
Diazepam 6.86+0.16 | 790+0.25 | 5 | 7.07+0.24 | 793+£0.26 | 9 | 9.44+0.48 | 8.02+0.60
SH-1-048A | 6.88+0.19 | 847+085 | 5| 7.12+0.32 | 840+0.88 | 5| 596+0.32# | 8.00+0.64
Zolpidem 6.85£0.17 | 747+045 | 6 | 6.98+0.22 | 866+1.16 | 5| 7.50+0.53 | 7.56+0.25
XHe-111-074 | 7.03+0.27 | 6.29+051 | 5| 651+0.21 | 6.89+0.44 |6 | 821+036 | 792+0.64 |11
MP-111-022 | 9.10+0.48 | 8.04+0.66 | 8 | 7.44+046 | 7.94+068 | 7| 829+046 |816+043 | 7
MP-111-058 | 6.37+0.23 | 7.24+0.06 | 4 | 7.42+0.28 | 7.24+0.06 | ** | 579+043 | 816+043 | 4
XLi-093 6.39+0.21 | 7.24+0.06 | 7 | 6.87+0.28 | 7.24+0.06 | 7
DK-1-56-1 8.14+0.78 | 768+0.68 | 7 | 6.11+0.33 | 7.25+0.26 | 5| 7.66+050 | 791+035 | 7
Vehikulum 8.04+0.66 | 7.24+0.06
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Tabela 10. Vrijednosti Emax za FE u odsustvu i prisustvu razlicitih PAM-a GABAaR (u
koncentracijama: 107 M, 10° M i 10° M), dobijene na preparatima pacovske aorte

Ligandi Efikasnost (Emax)
inkubacija | bez liganda inkubacija | bez liganda | n | inkubacija bez
sa 10’ M sa 10° M sa 10° M liganda
Diazepam 11519+ 10.6 | 121.19+5.40 88.28+11.93* | 119.82+6.56 | 9 | 66.62+3.7%** | 117.24+53
SH-1-048A 12521+9.9 | 128.91+2.68 120.41+16.01 | 126.36+3.46 | 5 | 101.09+119 | 128.80+4.5
Zolpidem 12473+11.9 | 119.74£5.90 123.12+10.77 | 12892+9.04 | 5 | 10942+16.4 | 127.92+8.1
XHe-111-074 | 123.34+46 | 127.26+7.54 122854574 | 129.07+548 | 6 | 96.33+6.7%** | 13350+57
MP-111-022 | 129.03+10.2 | 135.81+6.85 11557+6.78 | 12517745 | 7 | 89.05+10.0% | 124.21+6.7
MP-111-058 | 131.11+255° | 139.49+10.9 95.02+20.3* | 139.49+10.9 | 11 | 118.70+4.2** | 139.4+10.9
XLi-093 130.95+25.4™ | 139.49 +10.9 80.59 + 18.54™ | 139.49+10.9 | 7
DK-1-56-1 11454+84 | 126.63+4.66 126.86+7.54 | 129.84+858 | 5 | 86.67+8.8* | 119.42+4.2
Vehikulum 112.29+16.27 | 139.4+10.9

Podaci u obe tabele izrazeni su kao srednja vrijednost £ S.E.M. za broj ispitivanih preparata (n), i
to za Tabelu 9: u logM koncentracije koja izaziva 50% maksimalne efikasnostiu, a za Tabelu 10:
u procentima u odnosu na referentnu kontrakciju izazvanu KCI (6x102 M). Statisticke zna¢ajnosti
obiljezene su zvjezdicama: * p < 0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001.

4.3.3.2 Supresivni efekat diazepama na FE- indukovanu kontrakciju preparata

Diazepam primjenjen u najnizoj koncentraciji (10" M) nije ispoljio supresivni uticaj na efikasnost
FE kontrakcije (osim pri koncentraciji FE od 10® M) (Slika 36A), ali je znacajno (P < 0,01)
smanjio njenu potentnost, na Sta ukazuju pECso vrijednosti, predstavljene u Tabeli 9.

Pri koncentraciji od 10° M, diazepam je ispoljio supresivni uticaj i na efikasnost i na potentnost
FE kontrakcije (Slika 36B, Tabela 9,10). Medutim, najve¢a koncentracija diazepama (10° M)
dovela je do znacajnog slabljenja (P < 0,001) maksimalnog kontraktilnog odgovora FE, bez uticaja
na pomijeranje krive (Slika 36C, Tabela 10).
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Slika 36. Uticaj diazepama na FE- krivu odnosa koncentracija-kontrakcija, kada su preparati pacovske aorte prethodno
inkubirani sa diazepamom u koncentracijama: (A) 107 M (n =5), (B) 108 M (n=9) i (C) 10° M (n = 6). Kontrakcija
FE (srednja vrijednost + S.E.M.) izrazena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu hipertoni¢nim
rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom preparatu. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; #P <0.05; ##P <0.01 (# znacajno
razli¢ite pECso vrijednosti).

4.3.3.3 Supresivni efekat SH-1-048 na FE- indukovanu kontrakciju preparata
Na Slici 37 (A,B) vidljivo je da je supresivni efekat SH-1-048A izostao kada su preparati bili
inkubirani nizim koncentracijama liganda (107 M ili 10° M). Medutim, pri koncentraciji 10° M,

ligand SH-1-048A znacajno je smanjio (P < 0,05) pECso (Tabela 9) i Emax vrijednosti (Tabela 10)
i tako uslovio pomijeranje FE krive udesno i nanize (Slika 37C).
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Slika 37. Uticaj SH-1-048A na FE- krivu odnosa koncentracija-kontrakcija, kada su preparati pacovske aorte
prethodno inkubirani sa SH-1-048A u koncentracijama: (A) 107 M (n =5), (B) 108 M (n =5) i (C) 10° M (n = 7).
Kontrakcija FE (srednja vrijednost + S.E.M.) izrazena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu
hipertoni¢nim rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom preparatu. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; #P <0.05 (#
znacajno razli¢ite pECsp vrijednosti).

4.3.3.4 Efekat zolpidema na FE- indukovanu kontrakciju preparata

Za razliku od svih ostalih testiranih PAM-ova, jedino zolpidem nije ispoljio statisti¢ki znacajne
supresivne efekte na FE krivu, ¢ak ni pri najveéoj koncentraciji (10° M) (Slika 38).
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Slika 38. Uticaj zolpidema na FE- krivu odnosa koncentracija-kontrakcija, kada su preparati pacovske aorte prethodno
inkubirani sa zolpidemom u koncentracijama: (A) 107 M (n =6), (B) 10® M (n = 5) i (C) 10° M (n = 5). Kontrakcija
FE (srednja vrijednost + S.E.M.) izrazena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu hipertoni¢nim
rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom preparatu.

4.3.3.5 Supresivni efekati XHe-111-074, MP-111-022 i DK-1-56-1 na FE- indukovanu kontrakciju
preparata

U slucajevima kada su preparati bili inkubirani nizim koncentracijama (107 M ili 10 M) liganada
XHe-111-074 (04- selektivni PAM) i MP-111-022 (a5- selektivni PAM) supresivni efekat nije
postignut i FE kontrakcija u njihovom prisustvu nije se razlikovala od kontrolne FE kontrakcije
(Slike 39A,B, 40A,B, respektivno). Medutim, kada su ligandi XHe-111-074 i MP-111-022,
primjenjeni u najveéoj koncentraciji (10° M), njihov supresivni uticaj je ispoljen na FE efikasnost
(P <0,001; P < 0,05; respektivno), te su tako doveli do pomijeranja FE krive nanize (Slike 39C;
40C).
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Slika 39. Uticaj XHe-111-074 na FE- krivu odnosa koncentracija-kontrakcija, kada su preparati pacovske aorte
prethodno inkubirani sa XHe-111-074 u koncentracijama: (A) 107 M (n =5), (B) 108 M (n=6) i (C) 10° M (n = 11).
Kontrakcija FE (srednja vrijednost = S.E.M.) izrazena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu
hipertoni¢nim rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom preparatu. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Slika 40. Uticaj MP-111-022 na FE- krivu odnosa koncentracija-kontrakcija, kada su preparati pacovske aorte
prethodno inkubirani sa MP-111-022 u koncentracijama: (A) 107 M (n =8), (B) 10 M (n=7) i (C) 10° M (n = 7).
Kontrakcija FE (srednja vrijednost + S.E.M.) izrazena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu
hipertoni¢nim rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom preparatu. *P < 0,05; zna&ajno razli¢ite Emax vrijednosti.

Ligand DK-1-56-1 nije uticao na FE krivu kada je primjenjen u koncentraciji 107 M (Slika 41A).
Sli¢no diazepamu, DK-I-56-1 je pri koncentraciji 10° M smanjio (P < 0,05) pECso Vvrijednost i
tako uslovio pomijeranje FE krive udesno (Slika 41B, Tabela 9), dok je pri koncentraciji 10° M
smanjio Emax vrijednost i izazvao pomijeranje FE krive nanize (Slika 41C, Tabela 10).
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Slika 41. Uticaj DK-I-56-1 na FE- krivu odnosa koncentracija-odgovor, kada su preparati pacovske aorte prethodno
inkubirani sa DK-1-56-1 u koncentracijama: (A) 107 M (n =7), (B) 10°® M (n = 5) i (C) 10°° M (n = 7). Kontrakcija
FE (srednja vrijednost + S.E.M.) izrazena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu hipertoni¢nim
rastvorom KCI (6 x 10 M) na istom preparatu. *P < 0,05; **P < 0,01; #P <0,05 (znacajno razli¢ite pECso Vrijednosti).

4.3.3.6 Supresivni uticaj drugih o5- selektivnin PAM-ova na FE- indukovanu kontrakciju
preparata

Poseban fokus usmjeren je na efekte drugih a5- selektivnih PAM-ova: GL-11-73, GL-11-74 (Slika
42) i MP-111-058 (Slika 43). Sli¢no efektima MP-111-022, i ovi ligandi ispoljili su znacajan
supresivni efekat na FE kontrakciju (pomijeranje krive nanize). Za ligande GL-11-73 i GL-11-74
ispitani su efekti pri visokim koncentracijama (10° i 10 M), pri ¢emu je zabiljezen snazan
nekompetitivan antagonisticni karakter (P < 0,001).
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Supresivni efektat liganda MP-111-058 pokazao je dozno-zavisan karakter, jer kada je primjenjen
u nizoj koncentraciji (10”7 M) MP-111-058 ispoljio je efekat kompetitivnog karaktera (Slika 43A),

dok je pri 10 i 100 puta veéoj koncentraciji ispoljio efekat nekompetitivnog karaktera (Slika
43B,C).
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Slika 42. Uticaj GL-11-73 i GL-11-74 na FE- krivu odnosa koncentracija-kontrakcija, kada su preparati pacovske aorte
prethodno inkubirani sa: (A) GL-11-73 10° M (n = 4), (B) GL-11-73 10* M (n = 6), (C) GL-II-74 10°M (n=4) i (D)
GL-I1-74 10% M (n = 4). Kontrakcija FE (srednja vrijednost + S.E.M.) izraZena je u %, u odnosu na referentnu

kontrakciju postignutu hipertoni¢nim rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom preparatu. *P < 0,05; **P < 0,01; *** P <
0,01.
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Slika 43. Uticaj MP-111-058 na FE- krivu odnosa koncentracija-odgovor, kada su preparati pacovske aorte prethodno
inkubirani sa MP-111-058 u koncentracijama: (A) 107 M (n =5), (B) 108 M (n =11) i (C) 10> M (n = 6). Kontrakcija
FE (srednja vrijednost + S.E.M.) izrazena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu hipertoni¢nim
rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom preparatu. *P < 0,05; **P < 0,01.

4.3.3.7 Uticaji GABA-e, flumazenila i ZnCl; na FE- indukovanu kontrakciju preparata

Na Slici 44 jasno je prikazano da testirani ligandi (GABA, flumazenil i ZnCly), primjenjeni u
visokoj koncentraciji (104 M) nemaju uticaj na FE kontrakciju. GABA nije pokazala vaskularnu
aktivnost, sli¢no kao u prethodnom protokolu (Slika 24, 44A), §to je bio slucaj i sa flumazenilom
(Slika 44B). Stimulativno dejstvo ZnClz, uoceno pri nizim koncentracijama FE nije bilo znacajno
i izostalo je pri visim koncentracijama FE (Slika 44C).
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Slika 44. Uticaj ispitivnih supstanci u koncentraciji 10* M na FE- krivu odnosa koncentracija-kontrakcija: (A) GABA
(n =6), (B) flumazenil (n = 3) i (C) ZnCl, (n=7). Kontrakcija FE (srednja vrijednost = S.E.M.) izraZena je u %, u
odnosu na referentnu kontrakciju postignutu hipertoni¢nim rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom preparatu.

4.3.3.8 Uticaj visoke koncentracije liganda (10* M) na FE- indukovanu kontrakciju preparata
U cilju potvrde relevantnosti gore opisanih supresivnih efekata, izvrSeno je dodatno testiranje

uticaja visoke koncentacije liganda (10 M). Na Slici 45 predstavljeni su izraZeni supresivni efekti

ab- selektivnog MP-111-058 (Slika 45A), izostanak efekta rastvaraca (Slika 45B) i manje izraZeni
supresivni efekti SAM-a DK-1-87-1 (Slika 45C).
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Slika 45. Uticaj ispitivanih supstanci u koncentraciji 10 M na FE- krivu odnosa koncentracija-kontrakcija: (A) MP-
111-058 (n =5), (B) vehikulim/rastvara¢ (n = 4) i (C) DK-I-87-1 (h=4). Kontrakcija FE (srednja vrijednost + S.E.M.)
izrazena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu hipertoni¢nim rastvorom KCI (6 x 102 M) na istom
preparatu. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

Vremenski period u kojem su vrSeni opisani eksperimentalni protokoli iznosio je najcesce
izmedu pet i Sest ¢asova (od momenta postavljanja preparata u kupatilo do zavrSetka protokola,

tj. posmatranja efekata testiranih supstanci), pri ¢emu je vijabilnost preparata bila o¢uvana (Slika
46), sto je osiguralo relevantnost dobijenih rezultata.
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Slika 46. Reprezentativni snimci izometrijske kontrakcije preparata pacovske aorte, registrovani softverom LabChart

7 Pro (dana 06.05.2017.), koji prikazuju efekte razli¢itih liganada na FE- izazvanu kontrakciju preparata u tri

simultana mjerenja, za svaki preparat u posebnom kupatilu.

4.4

owve

prisustvu razli¢itih PAM-ova GABAAR i specifi¢nih antagonista

4.4.1 Vaskularni efekti prazosina, bikukulina, PK11195 i XLi-093

Rezultati mjerenja izometrijske kontrakcije prstenova pacovske aorte u

Svi ispitivani antagonisti pokazali su vazodilatacijske efekte, ali razli¢ite maksimalne efikasnosti.
U Tabeli 11 predstavljeni su farmakoloski parametri (pECso i Emax) za ispitivane antagoniste.

Tabela 11. Vrijednosti pECso i Emax za ispitivane ligande, dobijene iz krivih odnosa

koncentracija-odgovor na FE- prekontrahovanim preparatima pacovske aorte.

Ligand PECso

Diazepam 5.57+0.12
Midazolam 4.89 +0.073
PK11195 4.09 +0.31
Bikukulin 3.91+0.21
Prazosin 7.18 £ 0.06
Rastvarac (etanol + vodal) 1.72 + 0.66
Rastvara¢ (DMSO + vodal) 3.43 + 00.99
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Emax (%)
86.59 + 6.13*
77.55 +7.08
91.86 + 4.32*
22.6 3+ 4.47
102.93 +4.33
15.83 + 4.23

6.32 3.39

A O0TN N NS



Na Slikama 47 i 48 predstavljene su kumulativne krive odnosa koncentracija-odgovor, uporedno
sa krivama odgovarajuceg rastvaraca (DMSO + destilovana voda). Koncentracijski opseg za
prazosin bio je od 10 do 10 M, dok je za antagoniste bikukulin i PK11195 bio je od 107 do 10"
4 M, jer je rezultatima ranijih protokola, gdje su primjenjivani PAM-ovi u prisutvu antagonista,
utvrdeno da je za koncentraciju 10® M vezana zanemarljiva vaskularna aktivnost. Ipak, za
supstancu XLi-093 primjenjene su zna¢ajno nize koncentracije od uobicajenih (u rasponu od 10

M do 10 M), jer je zbog njene izuzetno slabe rastvorljivosti bilo praktiéno nemoguée posti¢i
koncentraciju veéu od 10° M u uslovima kupatila.
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Slika 47. Kumulativne krive odnosa koncentracija-relaksacija za testirane antagoniste na FE- prekontrahovanim
preparatima: (A) prazosin (n = 5) i rastvara¢ (n = 4), B) bikukulin (n = 7) i rastvara¢ (n =4) i (C) PK11195 (n=7) i
rastvara¢ (n = 4). Relaksacija (srednja vrijednost = S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja FE- prekontrakcije.

***p < 0,001.
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Slika 48. Kumulativne krive odnosa koncentracija-relaksacija za XLi-093: A) na FE- prekontrahovanim preparatima:
XLi-093 (n = 6) i rastvara¢ (n = 4) i B) na KCI- prekontrahovanim preparatima: XLi-093 (n = 7) i rastvara¢ (n = 4).

Relaksacija (srednja vrijednost £ S.E.M.) izrazena je u procentima smanjenja FE- prekontrakcije (A), odnosno KCI-
prekontrakcije (B).

Dodatno, u cilju procjene vaskularne aktivnosti modulatora XLi-093, ispitani su i njegovi efekti
na FE krivu odnosa koncentracija-kontrakcija (Slika 49).
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Slika 49. Uticaj XLi-093 na FE- krivu odnosa koncentracija-odgovor, kada su preparati pacovske aorte prethodno
inkubirani sa XLi-093 u koncentracijama: (A) 107 M (n =7) i (B) 10 M (n = 7). Kontrakcija FE (srednja vrijednost
+ S.E.M.) izraZena je u %, u odnosu na referentnu kontrakciju postignutu hipertoni¢nim rastvorom KCI (6 x 102 M)
na istom preparatu. *P < 0,05; **P < 0,01.

Vaskularni efekti prazosina vazni su za procjenu vazoaktivnosti ostalih testiranih supstanci na FE-
prekontrahovanim preparatima aorte, jer je prazosin farmakoloski antagonista FE- prekontrakcije.
Stoga su njegove referentne krive odnosa koncentracija-odgovor poredene sa krivama drugih
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antagonista i PAM-ova. Na Slikama 50 i 51 simultano su prikazani relaksacijski odgovori
ispitivanih antagonista i odabranih PAM-ova (diazepam, midazolam, MP-111-058).

Jasno je uocljiva superiornost prazosina (u pogledu potentnosti i efikasnosti) u postignutim
relaksacijskim odgovorima u odnosu na ostale ispitivane ligande, i to pri niskim koncentracijama
(3x107" M) (Slika 47A, 50).

Evidentan je relaksacijski potencijal antagoniste PK11195, uporediv sa diazepamom pri visokoj
koncentraciji (Slika 47C, 51). Za razliku od PK11195, bikukulin i flumazenil ispoljili su slabije
relaksacijske odgovore, koji ¢ak i pri visokoj koncentraciji (10* M) nisu bili statisti¢ki znacajni u
odnosu na kontrolni vehikulum (Slika 47B, 51).

Iako primjenjen u nizim koncentracijama (zbog slabe rastvorljivosti), XLi-093 ispoljio je odredenu
vaskularnu aktivnost koja, zbog velikih devijacija, nije bila konzistentna, (Slika 48, 50). Ipak,
ligand XLi-093 ispoljio je znacajne supresivne efekte na FE- izazvanu kontrakciju preparata,
uporedive sa efektima a5- selektivnih PAM-ova, kao sto je MP-111-058 (Slika 49).
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Slika 50. Relaksacijski odgovori (%) prazosina (n = 5), midazolama (n = 7), MP-111-058 (n = 7) i XLi-093 (n = 6)
dobijeni na FE- prekontrahovanim preparatima pri koncentraciji: (A) 107 M i (B) 10°® M. Relaksacija (srednja
vrijednost + S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja FE- prekontrakcije.
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Slika 51. Relaksacijski odgovori (%) diazepama (n = 7), bikukulina (n = 7), PK11195 (n = 7) i vehikuluma (za
antagoniste) (n = 4) dobijeni na FE- prekontrahovanim preparatima pri koncentraciji: (A) 10° M i (B) 10* M.
Relaksacija (srednja vrijednost + S.E.M.) izrazena je u procentima smanjenja FE- prekontrakcije.

Na Slici 52 predstavljene su krive odnosa koncentracija-odgovor za midazolam, MP-111-058 i
flumazenil i uporedene su sa kontrolnim krivama prazosina, odnosno rastvarac¢a. Midazolam i MP-
[11-058 indukovali su dozno-zavisan vazodilatacijski odgovor, sa maksimalnom efikasno$¢u
(77,5% i 92,8%, respektivno) slicnom prazosinu (102,9%), ali sa znatno slabijom ja¢inom, na Sta
ukazuju njihove pECsp vrijednosti (4,89 + 0,07 14,86 + 0,07 u odnosu na 7,18 + 0,06, respektivno)
(Tabela 11). Flumazenil nije ispoljio znacajniju vaskularnu aktivnost u poredenju sa rastvaracem.
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Slika 52. Kumulativne krive odnosa koncentracija-odgovor za midazolam (n = 7), flumazenil (n = 5) i MP-111-058 (n
= 7) uporedene su sa krivama: (A) prazosina (n = 5) i (B) rastvara¢a (n = 5), dobijene u FE- prekontrahovanim
preparatima pacovske aorte. Odgovori (srednja vrijednost = S.E.M) izrazeni su kao: (A) procenat smanjenja FE
prekontrakcije; (B) procenat referentne (100%) FE prekontrakcije. *P < 0.05; **P < 0.01; statisti¢ki razli¢ite Emax
vrijednosti za midazolam u odnosu na kontrolu (rastvarag); *P < 0.05; #P < 0.001; statisticki razli¢ite Emax
vrijednosti za MP-111-058 u odnosu na kontrolu (rastvarac).
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4.4.2 Procjena antagonistickog uticaja bikukulina i PK11195 na vaskularne efekte
diazepama kod FE prekontrahovanih preparata pacovske aorte

Oba antagonista ispoljila su znacajno supresivno dejstvo na efekte diazepama, ali samo pri nizim
koncentracijama (107 i 3x10” M), $to upuéuje na kompetitivnu prirodu antagonizma, kako za
GABAAR, tako i za TSPO receptore (Slika 53). U Tabeli 12 predstavljeni su farmakoloski
parametri (pECso i Emax) za diazepam u prisustvu ispitivanih antagonista.

A B
1007 -e- Diazepam 1004 -® Diazepam
- Bikukulin 1[10'5 M) + diazepam & PK11195 (10'5) M + diazepam
o 80+ o 804
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= ]
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w ]
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14 12
204 20
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Slika 53. Relaksacijski efekti diazepama na FE-prekontrahovanim preparatima pacovske aorte u odsustvu (n = 5) i
prisustvu specifiénih antagonista (10° M): (A) bikukulina (n = 7) i (B) PK11195 (n = 9). Relaksacija (srednja
vrijednost + S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja FE- prekontrakcije. Zagrade oznacavaju broj ispitivanih
preparata. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

Tabela 12. Vrijednost pECso i Emax dobijene iz krivih odnosa koncentracija-odgovor za diazepam,

u odsustvu i prisustvu specifiénih antagonista, na FE-prekontrahovanim preparatima pacovske
aorte.

Ligandi PECso Emax (%) n
Bikukulin (10° M) + diazepam 4.79 £ 029 88.78 + 6.46 7
PK11195 (10®° M) + diazepam 532+0.14 88..90 + 6.50 9
Diazepam 4.62+0.79 85..20 £ 9.35 5
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4.4.3 Procjena antagonisti¢kog uticaja XLi-093 na vaskularne efekate MP-111-058 kod FE-
prekontrahovanih preparata pacovske aorte

lako okarakterisan kao visoko-selektivan antagonista za a5SGABAAR, XLi-093 nije uticao na
vaskularne efekte a5- selektivnog MP-111-058 (Tabela 13, Slika 54). Za procjenu antagonistickog
uticaja, XLi-093 je primjenjen u koncentraciji (10" M) kojom su se mogli posti¢i optimalni uslovi
za izvodenje eksperimenta. Naime, kada je u odredenom broju eksperimenata XLi-093 primjenjen
u 10 puta veéoj koncentraciji (10 M), nakon predvidene inkubacije preparata (30 min), znacajno
je suprimirana FE- prekontrakcija i tako onemoguéen dalji protokol.

Tabela 13. Vrijednosti pECso i Emax dobijene iz krivih odnosa koncentracija-odgovor za MP-I11-
058, u odsustvu i prisustvu XLi-093, na FE- prekontrahovanim preparatima pacovske aorte.

Ligand | PECso ‘ Emax (%) ‘ n
MP-111-058 | 4.86+007 | 9288+6.82 | 7
XLi-093 (107 M) + MP-111-058 \ 4.76 +0.08 ] 103.81 + 12.05 \ 11

Na Slici 54 predstavljena je uporedno i kriva odnosa koncentracija-odgovor samog antagoniste
XLi-093, ali pri nizem opsegu koncentracija (zbog njegove izuzetno slabe rastvorljivosti).

1501 - MP-II-058
-# XLi-093

=+ XLi-093 {10'? M) + MP-111-058

-

(=]

[ =]
1

Relaksacija %

-50 - Koncentracija (logM)

Slika 54. Kumulativne krive odnosa koncentracija-odgovor za XLi-093 (n = 6), MP-111-058 u odsustvu (n = 7) i
prisustvu 107 M XLi-093 (n = 11) dobijene na FE- prekontrahovanim preparatima pacovske aorte. Relaksacija
(srednja vrijednost = S.E.M.) izraZena je u procentima smanjenja FE- prekontrakcije.

4.4.4 Procjena antagonistickog uticaja flumazenila na vaskularne efekate midazolama i
MP-111-058 kod FE- prekontrahovanih preparata pacovske aorte

Kako bi se ispitali mehanizmi vaskularne aktivnosti testiranin PAM-ova (midazolama i MP-111-
058), odnosno dobili dokazi da se modulacijom BZD veznog mjesta na vaskularnim GABAAR
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ostvaruju njihovi vazodilatacijski efekti, primjenjen je flumazenil kao standardni antagonist,
selektivan za BZD vezno mjesto na GABAAR. Primjenjen u koncentraciji 10* M, flumazenil je
znacajno smanjio relaksaciju izazvanu midazolamom (P < 0,01), kao i relaksaciju izazvanu MP-
[11-058 (P < 0,001), i tako uzrokovao pomijeranje njihovih krivih odnosa koncentracija-odgovor
udesno 1 nanize (Slika 55). Na predstavljenim grafikonima, za obe koncentracije flumazenila,
uocava se nekompetitivan karakter njegovog antagonistickog uticaja.

A B
100, - MP-lIl-058
-+ Flumazeni (107 M) + MP-11I-058

1007 -e- Midazolam
-+ Flumazenil (10"1 M) + Midazolam

Relaksacija (%)
Relaksacija (%5)

8 2 6 5 -4

Koncentracija (log M)

Koncentracija (log M)

Slika 55. Kumulativne krive odnosa koncentracija-relaksacija za: (A) midazolam u odsustvu (n = 7) i prisustvu
flumazenila 10* M (n = 8); (B) MP-111-058 u odsustvu (n = 5) i prisustvu flumazenila 10 M (n = 11), dobijene u FE
(3x107 M) prekontrahovanim preparatima pacovske aorte. Rezultati (srednja vrijednost = S.E.M.) izraZeni su kao
procenat smanjenja FE- prekontrakcije. Zagrade oznadavaju broj ispitivanih preparata. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <

0.001.

Antagonisti¢ki uticaj flumazenila na vaskularnu aktivnost midazolama i MP-111-058 dodatno je
predstavljen u Tabeli 14. Vrijednosti pECso i Emax ukazuju da su vazodilatacijski efekti
midazolama i MP-111-058 u odsustvu flumazenila veée potentnosti (vece vrijednosti pECso) i vece
efikasnosti (vece vrijednosti Emax) u odnosu na njihove efekte u prisustvu flumazenila.
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Tabela 14. Farmakoloski parametri (PECso i Emax) za krive odnosa koncentracija-odgovor
midazolama i MP-111-058 u odsustvu i prisustvu flumazenila, dobijene na FE- prekontrahovanim
preparatima pacovske aorte.

Ligand PECso Emax (%) n
Midazolam 4.89 £ 0.073 77.55+7.08 7
MP-111-058 4.86 £ 0.07 94.06 + 3.95 7

Flumazenil (10* M) + 3.19+0.26 36.05 + 3.68 11
MP-111-058

Flumazenil (10° M) + 4.70 £ 0.04 65.59 + 5.80 11
MP-111-058

Flumazenil (10* M) + 3.78 £0.12 41.16 + 6.56 8
midazolam

Rezultati (srednja vrijednost = S.E.M.) izraZeni su kao procenat Smanjenja FE- prekontrakcije
(FE, 3x 107" M). n je broj ispitivanih preparata pacovske aorte.
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5 Diskusija

Ligandi selektivni za odredene podtipove GABAAR, a posebno oni selektivni za specificna BZD
vezna mjesta na GABAAR, pokazali su se kao veoma koristan istrazivacki alat za ispitivanje
vaskularnih efekata GABA-ergicke transmisije u perifernim krvnim sudovima (Drekler i sar.,
2013, Sieghart, 2015). Interes za rasvjetljavanje periferne uloge GABA-e u krvnim sudovima
porastao je posebno nakon otkri¢a da funkcionalni GABAAR koji sadrze a4 i a5 podjedinicu
postoje u glatkim miSi¢ima disajnih puteva kod ljudi i zamoraca, te da a4- i a5- selektivni PAM-
ovi GABAAaR-a preko njih ostvaruju bronhodilatacijsku i antiinflamatornu aktivnost (Gallos i sar.,
2015, Forkuo i sar., 2016, Forkuo i sar., 2018, Yocum i sar., 2019).

Prvim in vitro studijama na humanoj omentalnoj arteriji Yim i sar. dokazali su postojanje
funkcionalnih vaskularnih GABAaR-a koji sadrze o4 podjedinicu, te ukazali na moguci
mehanizam endogene vaskularne modulacije miogenog tonusa. Uzimajuci u obzir da GABA
slobodno cirkulise u krvi i da mnoge periferne celije, ukljucujuci ¢elije pankreasa i endotela krvnih
sudova (Sen i sar., 2016; Korol i sar., 2018), sintetiSu GABA-u moguce je da GABA ispoljava
lokalno, autokoidno dejstvo na susjedne glatko-misi¢ne ¢elije krvnih sudova.

Za mjerenje vaskularne aktivnosti GABA-e, odnosno razli¢itih PAM-ova GABAAR, zbog bolje
dostupnosti uzoraka, te jednostavnijeg rukovanja i preparacije, u ovoj studiji koris¢eni su segmenti
torakalne pacovske aorte. Upravo zbog ovih prednosti najveéi broj in vitro istrazivanja raden je na
pacovskoj aorti, uprkos ograniCenjima koja se odnose na ¢injenicu da protok krvi u glavnim
organima, periferni otpor i vaskularnu permeabilnost kontroliSu mali krvni sudovi, male otporne
arterije i arteriole (Martinez-Lemus, 2012).

Primjena selektivnih PAM-ova za odredene podtipove GABAAR u ovoj studiji doprinijela je
farmakoloskoj karakterizaciji modulacije vaskularnih GABAAaR. Ipak, izrazena homologija
izmedu Sest a podjedinica otezava sintezu visoko-selektivnih liganada za GABAAR (Rudolph i
Mobhler, 2014). Nakon in silico modelovanja, zasnovanog na poznatim receptorskim strukturama
i sekvencama koje definiSu "vezna" mjesta, novosintetisani ligandi prolaze in vitro karakterizaciju,
pri ¢emu im se odreduju profili afiniteta i efikasnosti. Kompetitivni testovi vezivanja liganda za
humane rekombinantne axp3y2 GABAAR eksprimirane na humanim ¢elijskim kulturama bubrega
embriona (HEK-293), u prisustvu radio-obiljezenog liganda ([*H]flunitrazepam), koriste se kao
zlatni standard za odredivanje afiniteta. Vrijednosti afiniteta (Ki) za novosintetisane ligande,
koriS¢ene u ovoj studiji, odredene su u Milwaukee institutu za otkrivanje lijekova, u okviru
Univerziteta u Viskonsinu (University of Wisconsin, SAD).

Elektrofizioloska metoda stezaljke za napon sa dvije elektrode (eng. two-electrode voltage clamp
electrophysiology) primjenjena je za odredivanje efikasnosti, odnosno vrijednosti potencijacije
odredenih podtipova GABAAR za koris¢ene ligande. Ovi in vitro eksperimenti uradeni su u
saradni¢koj laboratoriji prof. Margot Ernst (Center for Brain Research, Medical University
Vienna), Austrija na oxp3y2 GABAaAR pacova dobijenim rekombinantnom tehnologijom i
eksprimiranim na zabljim oocitima (Xenopus laevis). Vrijednosti potencijacije za odredene
podtipove receptora odredene su pri razli¢itim koncentracijama ispitivanih liganada, a izrazene su
kao % pojacavanja GABA-indukovanih struja (koristeci GABA koncentraciju koja izaziva 3-5%
od maksimalnih struja).

Interesantno je naglasiti da "periferni” GABAAR mogu biti aktivirani razli¢itim modulatorima,
strukturno i farmakoloski potpuno razlic¢itim od ranije ustanovljenih i dobro poznatih agonista
"centralnih” GABAAR. Tako npr. poznato je da GABAAR na B ¢elijama pankreasa aktiviraju
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razli¢iti metabolicki hormoni, kao Sto je GLP peptid (eng. glucagon like peptide) (Korol i sar.,
2015), kao i transmembranski protein a-Kloto, poznat kao obligatoran ko-receptor za faktore rasta
endokrinih fibroblasta (FGF) (Kuro-o, 2019). Poznato je da a-Kloto u kompleksu sa FGF
receptorom (FGFR) u€estvuje u regulaciji razli¢itih metabolickih procesa, pa tako smanjenje nivoa
ekspresije ovog proteina uzrokuje vaskularnu kalcifikaciju (Kuro-o, 2012). Stoga, efekat GABA-
e na vaskularnu biologiju zahtjeva temeljan istrazivacki pristup i dalje studije kako bi se u
potpunosti utvrdila uloga koju GABA igra u vaskularnoj fiziologiji i potencijalna terapijska
vrijednost selektivne modulacije vaskularnih GABAAR.

RT-PCR nalazi za gabra 1-5

A
Homogenizacija

Izolacija RNK

|| Sekundarno
D) 5 antitijelo

Primarno
antitijelo
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- S -
bl 6 | PAM 1M .
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Slika 56. llustracija primjenjenih metoda istrazivackog rada na izolovanoj pacovskoj aorti i izdvojenih rezultata
studije: A) Identifikacija iIRNK za al, a2, o3, 04 i o5 podjedinice GABAAR primjenom RT-PCR; B)
Imunohistohemijska identifikacija proteina al-5 i y2 podjedinice GABAAR; C) Registrovane traseje na softveru
povezanom sa kupatilom za izolovane organe, i to krive odnosa koncentracija-relaksacija za ispitivane PAM-ove, te
krive odnosa koncentracija-kontrakcja za FE u odsustvu/prisustvu ispitivanih PAM-ova.

5.1 Ekspresija vaskularnih GABAaR na pacovskoj aorti

Rezultati RT-PCR analize u ovoj studiji po prvi put ukazuju na ekspresiju al, a2, a3, a4 i a5
podjedinice GABAAR kod pacovske aorte. S obzirom da je ekspresija registrovana u homogenatu
tkiva, ne mozemo tvrditi je u pitanju glatko-misi¢na ili endotelna lokalizacija identifikovanih
podjedinica. Naime, prilikom pripreme uzorka za analizu izvrSeno je pazljivo ¢is¢enje aorte od
okolnog vezivnog i masnog tkiva, ali nije izvrSeno fino razvdajanje glatko-miSi¢nih od endotelnih
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¢elija. Primjenom specificne metodologije za izolovanje ¢eilja od interesa, kao Sto je laserska
mikrodisekcija (eng. laser microdissection, LMD), bilo bi omoguceno precizno razdvajanje éelija
i ¢iS¢enje tkiva, uz pomoc¢ laserskog rezanja tkiva/organa.

Nalaz imunohistohemijske analize za identifikaciju o podjedinica potvrdio je ranije opisani RT-
PCR nalaz i dodatno dokazao ekspresiju proteina y2 podjedinice. Ovom imunohistohemijskom
potvrdom prisustva a i Y2 podjedinica omoguceno je da vaskularne GABAAR okarakterisemo kao
receptore sa BZD veznim mjestom i tako napravimo mali, ali znacajan korak u rasvjetljavanju
njihove strukture. Osim toga, imunohistohemijskim bojenjem na poprec¢nom presjeku aorte
nedvosmisleno je ustanovljeno da se radi o glatko-misi¢noj lokalizaciji eksprimiranih podjedinica.
Interesantno je da nalazi RT-PCR i imunohistohemijske analize za ekspresiju o podjedinica u
humanoj omentalnoj arteriji nisu pokazali ekspresiju a5 podjedinice, ve¢ samo a4 podjedinice
(Yim i sar., 2020). RT-PCR i imunohistohemijski rezultati u ovoj studiji pokazali su da a6
podjedinica nije identifikovana u ispitivanim uzorcima tkiva. Sli¢an nalaz ustanovljen je i kod
razli¢itih perifernih organa misa (zeludac, pluca, srce, jetra, mokra¢na beSika), kada su
identifikovane sve a podjedinice, osim a6 (Everington i sar., 2018).

Nalazi o ekspresiji a1-5 iy2 podjedinica u ovoj studiji, zajedno sa imunohistohemijskim nalazom
za identifikaciju B podjedinice (EI Idrissi i sar., 2013), prvi ukazuju na postojanje vaskularnih
GABAAR kod pacovske aorte. Treba imati na umu da se vaskularni GABAAR vjerovatno zna¢ajno
razlikuju od poznatih centralnih GABAAR po svom afinitetu za GABA-u, ekspresionim mjestima
u ¢eliji, biofizickim i1 farmakoloskim svojstvima zasnovanim na sastavu podjedinica (Juvale 1 sar.,
2021). Poznato je da se GABAAR, lokalizovani na postsinaptickim mjestima u mozgu, uglavnom
sastoje od al-3, B1-3 i y2, te da se vezivanjem GABA-e ostvaruje brza (milisekunde) fazna
inhibicija (Sieghart, 2015). Za vaskularne GABAAR vijeruje se da su sastavljeni od podjedinica
pretezno ekstrasinapticke lokalizacije, kao §to je o podjedinica, te da mogu biti duzi period
aktivirani niskim koncentracijama GABA-e. Stoga su neophodni dalji napori u karakterizaciji
vaskularnih GABAAR, prije svega u pogledu molekularnih tehnika za identifikaciju strukture i
rasporeda podjedinica.

Osim toga, karakterizaciji vaskularnih GABAAR mozZe se doprinijeti i eksperimentima na genetski
modifikovanim Zivotinjama. Funkcije odredenih podtipova "centralnih” GABAAR rasvjetljene su
primjenom linija knock in miseva, sa al, a2, a3 ili a5 receptorima neosetljivim na dejstvo BZD
(Olsen i Sieghart, 2009). Tada su farmakoloski efekti koji su izostali u odgovaraju¢em testiranju,
u odnosu na performanse kontrolnih Zivotinja, pripisivani podtipu receptora koji je mutiran. U
sluéaju vaskularnih GABAAR od interesa bi bilo pratiti farmakoloske efekte razli¢itih PAM-ova
na genetski modifikovanim Zivotinjama za podjedinice znacajne za vaskularnu aktivnost.

5.2 Vaskularna aktivnost GABA-e

S obzirom da dosadasnji in vitro nalazi o vaskularnoj aktivnosti GABA-e nisu bili konzistentni,
zeljeli smo da u ovoj studiji utvrdimo da li GABA moze da relaksira prekontrahovane preparate
pacovske aorte i da li moze da suprimira FE- izazvanu kontrakciju preparata pacovske aorte.
Potvrdili smo ranije nalaze radene na pacovskoj aorti (Perusquia i sar., 1996, Colussi i sar., 2011)
i pokazali da je vaskularna aktivnost GABA-e per se zanemarljiva, jer GABA nije relaksirala FE-
prekontrahovane preparate, niti je smanjila FE- izazvanu kontrakciju. Ranije opisana relaksacijska
svojstva GABA-e odnose se na segmente mezenteri¢ne arterije pacova (Farsi i sar., 2011, Kamran
i sar., 2013, Kharazmi i sar., 2015), te bi bilo korisno, u nekim narednim studijama, utvrditi njenu
vaskularnu aktivnost na manjim arterijama od aorte. Postoji moguénost da je njena vazoaktivnost
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izrazenija kad manjih arterija, koje su nosioci perifernog otpora, te da morfoloske razlike izmedu
arterija prate i funkcionalne specifi¢nosti i razli¢iti obrazci ekspresije receptora i ¢elijskih signalnih
puteva.

U literaturi je ranije predlozen koncept da GABA porijeklom iz endotela (Sen i sar., 2016),
difundije u intersticijumsku te¢nost, gdje postize konstantnu ambijentalnu koncentraciju (Brandes,
2016). U slucaju relaksacije izazvane modulatorima GABAAR, pretpostavljamo da je ambijentalna
koncentracija GABA-¢ u intersticijumu dovoljna za toni¢ku aktivaciju vaskularnih GABAAR,
nakon ¢ega dolazi do ulaska CI jona u ¢eliju i hiperpolarizacije membrane. Poznato je da kod
vaskularnih glatko-miSi¢nih ¢éelija hiperpolarizacija koja uzrokuje relaksaciju takode dopinosi
odrzavanju vaskularne homeostaze (Schinzari 1 sar., 2017). U tom smislu, postoji moguénost da
se fizioloska uloga vaskularnih GABAAR ogleda u kompenzatornim mehanizmima odrzavanja
vaskularne homeostaze, posebno u uslovima smanjene koncentracije azot monoksida. Ovi
potencjalni kompenzatorni vaskularni efekti mogli bi se dovesti u vezu sa antihipertenzivnom
primjenom GABA-e. Na trzistima Kanade i Sjedinjenih Americ¢kih Drzava sve vise su zastupljeni
proizvodi za snizavanje krvnog pritiska koji sadrze GABA-u. Rezultati brojnih klinickih studija
potvrduju opravdanost takve primjene, sugeriSuci da je antihipertenzivan efekat GABA-e prolazan
i umjeren (vrijednosti snizene manje od 10%) (Yamakoshi i sar., 2007, Inoue i sar., 2003, Shimada
i sar., 2009). GABA je u Kanadi registrovana kao medicinski sastojak, a u Sjedinjenim Drzavama
uvrstena je u monografiju kvaliteta dijetetskih suplemenata. U vecini evropskih zemalja, GABA
ima status sastojka za dijetetske suplemente, a preporuc¢en dnevni unos za veéinu proizvodaca
iznosi 100 mg u podjeljenim dozama (Oketch-Rabah i sar., 2021).

5.3 Vaskularna aktivnost neselektivnih PAM-ova

Diazepam, pozitivan modulator sa visokim afinitetom za al1,2,3,5 GABAAR, bio je najefikasniji
PAM u ovoj studiji, kako u pogledu postignute relaksacije, tako i u pogledu preventivnih efekata
na kontrakciju izazvanu FE. Medutim, uocCeni vaskularni efekti ukazali su na sloZenost
mehanizama diazepam-indukovane relaksacije. Oc¢igledno paradoksalno, diazepam je pri nizoj
koncentraciji (10° M, ali ne i pri 10° M) uzrokovao znacajno pomijeranje FE krive odnosa
koncentracija-odgovor udesno, dok je pri vioj koncentraciji (10° M) uzrokovao pomijeranje iste
krive nanize. Naime, sposobnost kompetitivnhog antagoniste ogleda se u pomijeranju krive odnosa
doza-odgovor za agonistu udesno, dok se u prisustvu nekompetitivnog antagoniste pomijeranje
krive deSava nanize, tj ona se Smanjuje, bez pomijeranja udesno. Dobijeni rezultati mogu se
protumaciti tako da se diazepam pri vecim koncentracijama ponasa kao nekompetitivan, a ne
kompetitivan antagonista. Ova konstatacija nije nuzno zasnovana na interakciji sa istim
strukturama supstrata i ukljucuje mogucnosti interakcije sa drugim
receptorskim/kanalnim/enzimskim/transportnim supstratom, pored vaskularnin GABAaR. Stoga
je neophodan temeljan i sveobuhvatan pristup kako bi se razjasnila priroda receptorskih i
molekularnih interakcija diazepama, kako sa vaskularnim GABAAR, tako i sa brojnim drugim
moguc¢im ciljevima u vaskularnim glatko-miSi¢nim ¢elijama.

Rezultati ove studije pokazuju da su vaskularni efekti diazepama izrazeniji od efekata midazolama
i SH-1-048A. Tako se generalno smatra da klasicni BZD, kao $to je midazolam, stupaju u
interakciju sa GABAAR vezivanjem za a+/y— stranu receptora koji sadrze al, a2, o3 ili a5 i y2
podjedinice, brojne in silico studije ukazuju na postojanje najmanje dva nacina vezivanja i tako
dovode u pitanje osnovu "zajednickog" na¢ina vezivanja BZD (Elgarf i sar., 2018). Ranije
utvrdena vaskularna aktivnost midazolama na humanim krvnim sudovima (Moriyama i sar., 2011)
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potvrdena je rezultatima u ovoj studiji gdje se, sli¢no ranijim nalazima, znacajni relaksacijski efekti
postizu pri supraklini¢kim koncentracijama (10° i 10* M).

Za razumijevanje razlika u vaskularnoj aktivnosti diazepama i midazolama potrebno je poznavati
prirodu njihove interakcije 1 nacina vezivanja na vaskularnim GABAAaR. Ako su razlike u nac¢inu
vezivanja BZD ustanovljene za "klasi¢ne" centralne GABAAR, onda mozemo pretpostaviti da
interakcije sa vaskularnim GABAAR nisu manje sloZzene, posebno nakon S§to je u ovoj studiji
dokazano da ovi periferni agregati takode sadrze y2 podjedinicu, koja je okarakterisana kao
neophodna za vezno mjesto BZD. Interesantno je da je u humanoj arteriji omentuma deklarisana
ekspresija IRNK koja kodira ekstrasinapti¢ku 8, a ne y podjedinicu (Yim i sar., 2020).

Ligand SH-1-048A, okarakterisan kao ja¢i al/2/3/5B3y2 pozitivni modulator, sa znatno vecim
afinitetom i efikasnoscu od diazepama na sva Cetiri podtipa GABAAR (Obradovi¢ i sar., 2014) nije
pokazao vecu vazoaktivnost od diazepama. Ova neoCekivanost rezultata vaskularne nadmoci
diazepama nad SH-1-048 A moze se djelimi¢no objasniti ranije prijavljenim neslaganjima u in vivo
profilima i relativnim razlikama u pribliznoj receptorskoj aktivnosti diazepama i SH-1-048A
(Obradovic¢ i sar., 2014).

Uklanjanje endotela u ovoj studiji nije ponistilo vazodilatacijske efekte diazepama. Ipak, ti efekti
bili su znacajno smanjeni kod preparata sa oSteCenim endotelom, $to je ukazalo na djelimi¢no
endotel-zavisne mehanizme relaksacije, sugerisane i ranijim slicnim studijama na izolovanim
krvnim sudovima (Chang i sar., 1994; Colussi i sar., 2011).

Rezultati ove studije pokazuju da je diazepam najpotentniji PAM jer je jedini u koncentraciji 107
M smanjio FE izazvanu kontrakciju preparata. Ova vaskularna aktivnost diazepama znacajna je
jer je postignuta pri koncentraciji koja je sedam puta niza od njegove terapijske (pri uslovima sa
96,8% vezivanja za proteine plazme) (Klotz i sar., 1976).

5.4 Vaskularna aktivnost a5- selektivnhih PAM-ova

S obzirom da je a5 podjedinica lokalizovana na glatko-miSi¢nom sloju pacovske aorte, primjena
a5 selektivnih PAM-ova doprinosi funkcionalnoj karakterizaciji vaskularnih GABAAR. U ovoj
studiji primjenjeno je ukupno pet a5- selektivnih liganada. Primjenom elektrofizioloskih i testova
vezivanja, dodijeljeni su im in vitro profili znacajne preferencije za a5B3y2 u odnosu na ostale
a1/2/3/p3y2 receptore. Cetiri liganda su okarakterisana kao a5 selektivni PAM-ovi (MP-111-022,
MP-111-058, GL-11-73 i GL-11-74), dok je jedan (XLi-093) klasifikovan kao a5- selektivan NAM.
Njihova vaskularna aktivnost na izolovanim segmentima pacovske aorte bila je znacajna i
uporediva sa drugim neselektivnim PAM-ovima (poput SH-1-048A i midazolama). Ostvareni
procenti relaksacije prekontrahovanih preparata nisu bili ve¢i od drugih testiranih PAM-ova (sa
izuzetkom zolpidema), a supresivni efekti na FE- izazvanu kontrakciju pokazali su slican obrazac
djelovanja (pri nizim koncentracijama nisu ispoljene znacajnosti, dok je pri najvecoj testiranoj
koncentraciji (10° M) ispoljen snazan supresivni efekat nekompetitivnog karaktera). Stavise,
ligandi GL-11-73 i GL-11-74, primjeni u 10 puta vecoj koncentraciji (10 M), skoro potpuno su
suzbili FE kontrakciju. Ovaj fenomen primjecen je i kod drugih neselektivnih 1 selektivnih PAM-
ova, kao §to su diazepam, midazolam, SH-1-048A, XHe-111-074 i DK-1-56-1. Medutim, snazan
supresivni efekat na FE kontrakciju nije posljedica visoke koncentracije testiranih liganada u
bioloskom sistemu u kupatilu (nije "artefakt" u eksperimentalnom znacenju), $to je razjasnjeno
naknadnim nalazima sa ligandima koji u istoj koncentraciji (10 M) nisu ispoljili supresivni efekat
(zolpidem, GABA-u, flumazenil i ZnCly). Interesantno je da su supresivni efekti a5- selektivnih
liganada MP-111-058 i XLi-093 na FE- izazvanu kontrakciju preparata pokazali dvostuku prirodu,
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sliéno efektima diazepama. Naime, u nizoj koncentraciji (107 M) uzrokovano je pomijeranje
udesno FE krive odnosa koncentracija-odgovor (kompetitivni karakter), dok je pri veéim
koncentracijama (10 i 10° M) uzrokovano pomijeranje krive nanize (nekompetitivni karakter).
Diazepamu sli¢na vaskularna aktivnost vjerovatno je posljedica specifi¢ne interakcije sa
receptorskim supstratom u okviru glatko-misiéne Celije, koja pored modulacije GABAAR moZe da
ukljucuje 1 drugi signalni put, povezan sa a-adrenergickom aktivacijom.

Najmanje ocekivana vaskularna aktivnost liganda XLi-093 dodatno je pojacala osnov za tvrdnju
da se radi o drugacijim efektima modulacije vaskularnih GABAAR u odnosu na dobro poznate
neuralne. lako je XLi-093 okarakterisan kao visoko selektivan antagonista a5 podtipa GABAAR,
bez znacajnije aktivnosti u elektrofiziolo§kim testovima na a.1,2,33y2 GABAAR (Li i sar., 2003),
njegova vazoaktivnost ispoljena i pri niskim koncentracijama (jedinim mogucim zbog izuzetno
slabe rastvorljivosti supstance) ukazuje da je XLi-093 prije pozitivan nego neutralan modulator
vaskularnih GABAAR.

5.5 Vaskularna aktivnost al-, a4- i a6- selektivnih PAM-ova

Zolpidem, visoko efikasan modulator GABAAR koji sadrze al podjedinicu, pokazao je najslabiju
vaskularnu aktivnost od svih testiranih PAM-ova. Moguce objasnjenje za ovu slabu vazoaktivnost
zolpidema moze biti povezano sa odsustvom njegove efikasnosti ili slabom efikasno$cu na
GABAAR koji sadrze druge o podjedinice (Savi¢ i sar., 2010). Na bazi RT-PCR i
imunohistohemijskih nalaza iz ove studije, pretpostavljamo da al podjedinica, zajedno sa drugim
a podjedinicama ucestvuje u izgradnji agregara vaskularnog GABAAR. lako visoko zastupljena,
poznato je da u takvoj kombinaciji podjedinica, ol ne ucestvuje u veznom mjestu BZD (del Rio i
sar., 2001), te vjerovatno zato zolpidem ne ispoljava océekivanu modulatornu aktivnost na
vaskularnom GABAAaR. Dakle, rezultati predstavljeni u ovoj disertaciji ukazuju da u prisustvu
zolpidema nije postignuta visoko efikasna modulaciju al-vaskularnih GABAAR. Medutim,
rezultati ranije studije na izolovanim segmentima pacovske aorte ukazuju na izrazena
vazodilatacijska svojstva zolpidema, veca ¢ak i od diazepama (Kagota i sar., 2021).

XHe-111-074, PAM sa funkcionalnom preferencijom prema 04GABAAR, pokazao je izrazene
vazodilatacijske efekte, uporedive sa efektima diazepama. Uocena vazoaktivnost ovog PAM-a
moze Se objasniti ekspresijom proteina i iRNK za a4 podjedinicu u tkivu aorte pacova. Slican
pristup farmakoloskoj karakterizaciji o4- i a5- selektivnin PAM-ova zapocet je nakon
identifikacije 04 i a5 podjedinica u glatkim misi¢ima traheje i bronhijama kod ljudi i zamoraca
(Mizutaisar., 2008, Gallos i sar., 2015, Forkuo i sar, 2016). Terapijski zna¢aj a4-selektivnin PAM-
ova prepoznat je nakon §to su njihovi bronhodilatacijski efekti povezani sa modulacijom
funkcionalnin GABAAR u disajnim putevima (Gallos i sar., 2012, Forkuo i sar., 2016). Od tada se
predano radi na optimizaciji selektivnih PAM-ova, kako bi se postigla $to veca farmakoloska
selektivnost, a smanjila nezeljena dejstva potencijalno novih bronhodilatatora.

DK-1-56-1 je jedini PAM, pored diazepama, koji je pri nizim koncentracijama (10~ M i 10°® M)
smanjio FE-indukovanu kontrakciju preparata. Uzimajuéi u obzir da u ovoj studiji nije utvrdena
ekspresija a6 podjedinice, ova vazoaktivnost DK-I-56-1, koji je okarakterisan kao a6- selektivan
PAM (Knutson i sar., 2018), od posebnog je interesa, a moze biti posljedica razli¢itih moguénosti.
Naime, moguée je da je ligand DK-I-56-1 ostvario svoju vaskularnu aktivnost modulacijom
vaskularnin GABAAR koji ipak sadrze a6 podjedinicu. Slozenost regulacije genske ekspresije,
uklju¢ujuéi moguénost alternativnog splajsovanja (eng. alternative splicing), moze usloviti
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formiranje takvih varijanti transkripta gabra6 u tkivu aorte pacova koje se ne mogu otkriti pomocu
primjenjenih prajmera. Naime, u literaturi su ve¢ opisane razli¢ite varijante, i to kratke i dugacke
"splajsovane"” varijante a6 podjedinice (Korpi i sar., 1994). Osim toga, moguce je da je nivo
ekspresije MRNK a6 podjedinice mnogo nizi u poredenju sa drugim podjedinicama, posebno ako
je ova podjedinica eksprimirana samo u odredenim, diskretnim celijama torakalne aorte. Poredenja
radi, ekspresija a6 podjedinice u mozgu usmjerena je na strukture malog mozga, dok ostatak
mozga pokazuje manju, veoma nisku ili nikakvu ekspresiju gabra6 (Lein i sar., 2007). Takode,
postoji mogucnost ispoljavanja vaskularne aktivnosti DK-1-56-1 preko nekog drugog celijkog
supstrata, koji ne ukljucuje vaskularne GABAAR. S obzirom da je DK-1-56-1 antagonista visokog
afiniteta na klasicnom BZD veznom mjestu GABAAR (Knutson i sar., 2018), njegove interakcije
sa prisutnim BZD receptorskim strukturama na krvnim sudovima mogu na odreden nacin usloviti
njegovu vazoaktivnost, pri ¢emu priroda takve interakcije ne mora biti neutralna.

Ligand DK-I-87-1, za koga se ocekivalo da nece biti vazoaktivan, buduc¢i da je prilikom
elektrofizioloskog testiranja bio neaktivan na receptorima koji sadrze a6 podjedinicu, te je samo
slabo modulirao druge testirane GABAAR (Knutson i sar., 2018), ipak je pokazao znacajan
supresivni efekat na FE krivu odnosa koncentracija-odgovor. lako je ova vaskularna aktivnost
uocena pri visokoj koncentraciji liganda (10 M), ona je znadajna u pogledu mehanizama
ostvarene interakcije, jer ni GABA, ni flumazenil, niti zolpidem nisu pokazali takvu aktivnost pri
istoj koncentraciji (10 M).

5.6 Zajednicke odlike vaskularne aktivnosti testiranin PAM-ova

Rezultati mjerenja vazodilatatornih efekata kod svih testiranin PAM-ova pokazali su da su
relaksacijski efekti zavisni od vrste kontraktilnog agensa. Naime, nalazi da su maksimalni
relaksacijski odgovori za sve testirane PAM-ove ve¢i kod FE- prekontrahovanih nego kod KCI-
prekontrahovanih preparata odgovaraju ranije utvrdenim in vitro rezultatima vazoaktivnosti
razli¢itih BZD (Chang i sar., 1994; Yamaguchi i sar., 1997; Colussi i sar., 2011). Pretpostavka je
da Kkontraktilni agensi ispoljavaju razliCite interakcije sa supstratima odgovornim za tonicku
inhibiciju na nivou vaskularnih glatko-misicnih celija. FE- izazvane kontrakcije ukljucuju
intracelularno oslobadanje Ca®* jona uzrokovano aktivacijom a adrenergickih receptora, te priliv
Ca?" jona u éeliju aktivacijom Ca?* kanala kojima upravljaju receptori (eng. receptor-operated
Ca?* channels, ROC), dok su kontrakcije izazvane KCI prvenstveno posljedica ekstracelularnog
priliva Ca?* jona kroz voltazo-zavisne Ca?* kanale (Yamaguchi i sar., 1997; Hussain i Marshall,
1997).

Znacajna vaskularna aktivnost kod svih ispitivanih PAM-ova (sa izuzetkom zolpidema) ispoljena
je pri koncentraciji 10° M. Sli¢éne mikromolarne koncentracije BZD prijavljene su u ranijim in
vitro studijama na izolovanim krvnim sudovima (French i sar., 1989; Galindo i sar., 2001; Park i
sar., 2006; Colussi i sar., 2011, Kagota i sar., 2021). Pri deset mikromolarnoj koncentraciji (10°
M), svi vazoaktivni PAM-ovi ostvarili su relaksaciju prekontrahovanih preparata preko 50%, te
suzbili su FE- izazvanu kontrakciju preparata na nekompetitivan nacin. lako se radi o
supraklini¢koj koncentraciji za ve¢inu BZD (Park i sar., 2006), ovakvi vaskularni efekti mogu biti
znacajni u hitnim stanjima kao $to su hipertenzivne krize, predoziranje ili zloupotreba lijekova
(Colussi i sar., 2011). Ipak treba naglasiti da, iako su opisanim vaskularnim efektima testiranih
PAM-ova potvrdena ranije poznata vaskularna, hipotenzivna svojstva klinickih BZD, njihov
relaksacijski potencijal znac¢ajno je nizi u poredenju sa referentnim prazosinom, na $ta ukazuju
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PECso vrijednosti u ovoj studiji. Pored toga, vaskularni efeki testiranih PAM-ova odnose se na
bazalne uslove, odnosno odredeni su na izolovanim aortama normotenzivnih pacova. S obzirom
da je miogeni tonus krvnih sudova povecan u patoloskim stanjima, kao Sto je hipertenzija (Falcone
i sar., 1993; Garcia i sar., 1997) vazno je utvrditi vazoaktivnost PAM-ova na razli¢itim animalnim
modelima hipertenzije. Poznato je da su relaksacijski efekti propofola, koji je takode PAM
GABAAR, bili izrazeniji na izolovanim aortnim prstenovima spontano hipertenzivnih u odnosu na
normotenzivne pacove, $to ukazuje na strukturne i funkcionalne razlike arterijskog zida u
hipertenziji (Samain i sar., 2002). Vaskularni efekti PAM-ova GABAAR receptora zahtjevaju dalja
istrazivanja sa ve¢im translacijskim kapacitetom, u drugim vaskularnim tkivima sa vec¢im
doprinosom ukupnom vaskularnom otporu (kao $to su mezenteri¢ne i bubrezne arterije), kao i na
animalnim modelima hipertenzije. Neophodni su dalji koraci u rasvjetljavanju strukture i funkcije
vaskularnih GABAAR, posebno u patoloskim stanjima, poput hipertenzije, kako bi se dobio bolji
uvid u potencijalnu terapijsku primjenu novosintetisanih PAM-ova. Za dalju optimizaciju liganada
koji ciljaju populacije vaskularnih receptora, vazno je razjasniti taCan sastav 1 raspored
podjedinica, kao i vezna mjesta pomocu kojih BZD ligandi ostvaruju vazodilatacijske efekte.

5.7 Vaskularna aktivnost specifi¢nih antagonista za PAM-ove GABAAR

Vaskularna aktivnost antagonista (PK11195, bikukulina i flumazenila) odredena je prije procjene
njihovog antagonistickog uticaja na vaskularne efekte testiranih PAM-ova. Kao visoko selektivan
ligand za TSPO receptore, PK11195 ispoljio je znacajnu relaksacijsku aktivnost, uporedivu sa
efektima ovdje testiranin PAM-ova, ¢ime su potvrdena njegova ranije opisana vazodilatacijska
svojstva (French i sar., 1989). Poznato je da TSPO reguliSe Sirok spektar bioloskih funkcija,
ukljucujuci kontrolu sinteze steroida, regulaciju potencijala mitohondrijalne membrane i
respiratornog lanca, kontrolu imunoloskog odgovora, apoptozu i oksidativni stres (Al-Kuraishy i
sar., 2021). Medutim, TSPO ima veliki fizioloSki znac¢aj u regulaciji kardiovaskularnog sistema.
Protein je najCes¢e lokalizovan na spoju izmedu unutraSnje i spoljaSnje mitohondrijalne
membrane, a pored brojnih drugih tkiva 1 organa, Siroko je eksprimiran u ¢elijama periferne krvi,
srcu i endotelnim i glatko-miSi¢nim ¢éelijama krvnih sudova (Qi i sar., 2020). S obzirom da TSPO,
kao protein sa pet transmembranskih domena, moze da formira komplekse sa voltazno-zavisnim
anjonskim kanalima na spoljasnjoj membrani i translokatorima adenin nukleotida (eng. adenine
nucleotide translocator, ANT) na unutras$njoj membrani mitohondrija (Qi i sar., 2020), moguce je
da se interakcijom sa ovim kompleksima od strane PK11195 postizu mehanizmi ostvarene
relaksacije. S obzirom na ustanovljene preferencije vezivanja poznatih liganada, vaskularni
GABAAR i TSPO bi mogli biti mete istih liganda, tako da su njihove interakcije u homeostazi
vaskularnih glatko-misiénih ¢elija vrlo izvjesne (Denora i Natile, 2017).

Relaksacijski efekat bikukulina, kompetitivhog antagoniste GABAAR, nije bio znacajan u
poredenju sa kontrolnim rastvaracem, te su tako efekti bikukulina i GABA-e u pogledu vaskularne
aktivnosti bili izjednaceni. Vaskularna aktivnost liganda XLi-093 diskutovana je u dijelu koji se
odnosi na vaskularnu aktivnost a5- selektivnih PAM-ova. Relaksacijski odgovori prazosina, kao
referentnog antagoniste al- adrenergicke aktivacije, posluzili su za kvalifikaciju vazodilatacijskih
efekata svih ispitivanih liganada. Ustanovljeno je da se za postizanje "prazosinske" efikasnosti
moraju primjeniti visoke koncentracije testiranih liganada, teSko dostizne za bioloski sistem.
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Rezultati iz ove studije ukazuju na skromnu vaskularnu aktivnost flumazenila, koji ni pri visokoj
koncentraciji (10* M) nije znacajno uticao na FE krivu odnosa koncentracija-odgovor. Ipak,
flumazenil je ispoljio odredena vazodilatacijska svojstva (maksimalna efikasnost iznosila je oko
40%), vjerovatno zato $to djeluje kao pun antagonist samo na o13y2, ali ne i na druge podtipove
GABAAR (Sieghart i Savi¢, 2018). Djelimi¢na agonisticka aktivnost flumazenila potvrdena je
pomijeranjem FE krive odnosa koncentracija-kontrakcija udesno.

Sliéno flumazenilu skromne vaskularne efekte i uticaj na FE kontrakciju pokazao je i ZnCly, koji
je ovdje testiran kao potencijalni antagonista vaskularnim efektima PAM-ova, jer je ranije
utvrdeno da Zn?* joni ispoljavaju nekompetitivnu antagonisticku aktivnost na GABAAR (Carver i
sar, 2016, Ghit i sar., 2021).

5.8 Antagonisti¢ki uticaj specifi¢nih antagonista na vaskularne efekte
PAM-ova GABAAR

Galindo i sar. (2001) su relaksacijske efekte diazepama na izolovanoj pacovskoj aorti
okarakterisali kao nezavisne od aktivacije GABAAR i TSPO, s obzirom da relaksacije FE-
prekontrahovanih preparata nisu bile antagonizovane u prisustvu flumazenila i PK11195.
Rezultati ove studije ukazuju da su relaksacije dobijene pri nizim koncentracijama diazepama (10
"M i 3x107 M) znacajno smanjene u prisustvu antagonista, ali ni bikukulin ni PK11195 nisu
znacajno pomijerili krivu odnosa koncentracija-odgovor udesno ili smanjili maksimalni efekat
diazepama.

Ranije sugerisano angazovanje drugih ciljnih supstrata, i/ili promjena kvaliteta interakcije
diazepama sa primarnim vaskularnim veznim mjestom(ima) moze djelimi¢no objasniti ¢injenicu
da bikukulin i PK11195 nisu uticali na vazodilataciju izazvanu diazepamom u koncentraciji od 10°
® M ili vise. Pored toga, treba uzeti u obzir i sloZene interakcije vaskularnih GABAAR sa
pretpostavljenim celijskim putevima, ukljuc¢enim u relaksaciju izazvanu BZD, kao $to je povecanje
sadrzaja ciklicnog AMP (Collado i sar., 1998; Galindo i sar., 2001), blokada priliva Ca?* jona
(Chang i sar., 1994; Perusquia i sar., 1996) ili aktivacija K* kanala (Jacob i Vhite, 2000;
Klockgether-Radke i sar., 2005). Na moguce interakcije izmedu vaskularnih GABAAR i TSPO
ukazuju sli¢ni profili vaskularne aktivnost PAM-ova i PK11195. Pretpostavljamo da razli¢iti
¢elijski putevi, koji vode ka relaksaciji glatko-miSi¢ne ¢elije, mogu biti posljedica aktivacije
nekoliko vaskularnih veznih (“target™) mjesta, od kojih su vaskularni GABAAR primarni za
ispitivane PAM-ove.

Jedan od najvaznijih nalaza ove studije jeste antagonisticki uticaj flumazenila na vazodilatacijske
efekte midazolama i MP-I11-058. Funkcionalnim testovima na kupatilu sa izolovanim pacovskim
aortama dokazano je da se vaskularna aktivnost testiranih PAM-ova ostvaruje modulacijom BZD
veznog mjesta na vaskularnom GABAAR. Ovu tvrdnju potkrepljuju nalazi imunohistohemijske
analize, s obzirom da identifikovane a i y2 podjedinice formiraju vezno mjesto BZD.

S druge strane, interesantan i neo¢ekivan nalaz vazoaktivnosti liganda XLi-093, pojacao je ranije
iznjete tvrdnje o drugacijim efektima modulacije vaskularnih GABAAR. Naime, ovaj bivalentni
ligand sposoban je da dozno-zavisno i potpuno inhibira elektrofizioloske struje stimulisane
diazepamom kod GABAAR koji sadrze a5B3y2, dok je jedva uticao na stimulaciju indukovanu
diazepamom drugih testiranih podtipova GABAAR (Li i sar., 2003, Clayton i sar., 2015). Razumno
je ocekivati da, ako su uoceni vazodilatacijski efekti a5- selektivnih PAM-ova (poput MP-111-058)
izazvani pozitivnom modulacijom fluksa CI" jona indukovanog GABA-om preko a5/y2 mjesta,
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onda bi XLi-093, kao a5- selektivan antagonista, trebao da potisne takve relaksacijske efekte.
Medutim, u testovima za ispitivanje relaksacijskih efekata MP-111-058 u prsustvu XLi-093, nije
zabiljesen antagonisticki uticaj. Naprotiv, XLi-093 ne samo da nije smanjio efekte MP-111-058,
vec je pokazao i znacajnu vazoaktivnost, uporedivu sa MP-111-058. U stvari, procenat relaksacije
postignut sa XLi-093 sam po sebi vjerovatno bi bio veci od onog ostvarenog sa MP-111-058, ali
zbog izuzetno loSe rastvorljivosti ovog dvovalentnog liganda, nije bilo moguce postici
koncentracije veée od 10® M u uslovima kupatila. Sli¢no diazepamu i MP-111-058, ligand XLi-
093 ispoljio je dozno-zavisne supresivne efekte na FE kontrakciju. Naime, kada je primjenjen u
nizoj koncentraciji (107 M), ligand je izazvao znac¢ajno pomijeranje udesno na FE Krivoj odnosa
koncentracija-odgovor, pokazujuc¢i na taj nac¢in kompetitivni karakter, dok je u deset puta vecoj
koncentraciji (10® M) ispoljio nekompetitivnu prirodu interakcije sa signalnim putevima ol-
adrenergicke aktivacije.

S obzirom da u prisustvu XLi-093 nije doslo do promjene u vazodilatacijskim efektima MP-I11-
058, pretpostavljamo da oba liganda ispoljavaju svoju vazoaktivnost kroz razli¢ita mjesta
vezivanja na vaskularnim GABAAR, sto omogucava svakom od njih da slobodno ispolji svoj
odgovarajuci efekat u prisustvu drugog. Stoga je vjerovatno da XLi-093 djeluje kao pozitivan
modulator vaskularnin GABAAaR koji sadrze a5 podjedinicu, za razliku od centralnih a533y2
receptora gdje djeluje kao tihi, neutralni modulator (SAM).
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6 Zakljucak

Na osnovu ispitivanja ekspresije o podjedinica GABAAR u torakalnoj aorti pacova, te ispitivanja
vaskularne aktivnosti neselektivnih i selektivnin PAM-ova BZD mijesta vezivanja GABAAR na
izolovanoj pacovskoj aorti, mogu se izvesti sljedeéi zakljucci:

1. Utvrdena je ekspresija iRNK za podjedinice al, a2, a3, 04 i a5 GABAAR u homogenatu
pacovske aorte, te ekspresija proteina al, a2, o3, a4, a5 i y2 podjedinice na glatko-
misi¢nom sloju pacovske aorte. U ispitivanim uzorcima tkiva nije utvrdena ekspresija
1IRNK, niti proteina a6 podjedinice.

2. GABA nije pokazala vaskularnu aktivnost na izolovanim preparatima pacovske aorte.

3. Neselektivni PAM-ovi (diazepam, midazolam, SH-1-048A) ispoljili su znacajnu
vaskularnu aktivnost, i to: relaksacije FE- prekontrahovanih preparata (oko 70-90%) i KCI-
prekontrahovanih preparata (oko 50-60%), te smanjenje FE kontrakcije (na nekompetitivan
nacin u koncentraciji 10° M).

4. Zolpidem, kao al- selektivan PAM, nije pokazao znacajnu vaskularnu aktivnost na
izolovanim preparatima pacovske aorte (osim vazodilatacijskog efekta na KCI-
prekontrahovanim preparatima).

5. Ostali (a4-, a5- i a6) selektivni PAM-ovi ispoljili su zna¢ajnu vaskularnu aktivnost,
uporedivu sa efektima neselektivnih PAM-ova.

6. Za sve ispitivane PAM-ove vazodilatacijski efekti bili su izraZeniji kod FE-
prekontrahovanih u odnosu na KCI- prekontrahovane preparate, a znacajniji procenti
relaksacije za veéinu PAM-ova ostvareni su pri koncentracijama 10° M i veéim.

7. Diazepam je, za razliku od veéine drugih selektivnih PAM-ova, pri koncentraciji nizoj od
terapijske (10 M) ispoljio kompetitivni, dok je pri veéim, supraklini¢kim koncentracijama
(10 i 10° M) ispoljio nekompetitivni supresivni efekat na FE krivoj "koncentracija-
odgovor". Sli¢nu aktivnost na FE kontrakciju ispoljili su i a5- selektivni ligandi (MP-111-
058 i XLi-093), te a6- selektivan DK-1-56-1.

8. Vazodilatacijski efekti diazepama nisu smanjeni u prisustvu antagonista (bikukulina,
odnosno PK11195), osim onih ostvareni pri nizim koncentracijama diazepama (107 M i
3x107 M). Antagonista PK11195 ispoljio je vazodilatacijske efekte na FE-
prekontrahovanim preparatima, uporedive sa efektima diazepama, §to nije bio slucaj sa
antagonistima bikukulinom i flumazenilom.

9. Vazodilatacijski efekti midazolama i MP-111-058 znacajno su smanjeni u prisustvu
flumazenila. Primjenjen u koncentraciji od 10* M, flumazenil je znacajno smanjio
relaksaciju izazvanu midazolamom i MP-111-058, ukazuju¢i da je BZD vezno mjesto na
vaskularnom GABAAR odgovorno za njihovu vazoaktivnost.
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10. Za vecinu ispitivanih PAM-ova izrazena vaskularna aktivnost (uporediva sa aktivnoscu
prazosina) ostvarena je pri koncentracijama koje odgovaraju supraklinickim
koncentracijama BZD (10° M i veée). Ipak, ove koncentracije dostizne su u razli¢itim
hitnim stanjima kao $to su hipertenzivne krize, predoziranje ili zloupotreba lijekova, gdje
opisana vaskularna aktivnost moze biti znacajna.

11. Vaskularni efekti PAM-ova GABAAR receptora zahtjevaju dalja istrazivanja sa veé¢im

translacijskim kapacitetom, u drugim vaskularnim tkivima sa ve¢im doprinosom ukupnom
vaskularnom otporu, kao i na animalnim modelima hipertenzije.
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ZNACAJ REZULTATA

Dobijeni rezultati doprinose rasvjetljavanju strukture i efekata modulacije vaskularnin GABAAR,
te ukazuju na znacajne vaskularne efekte razli¢itih PAM-ova BZD mjesta vezivanja GABAAR.
Osim toga, rezultati potkrepljuju opravdanost primjene visoko-selektivnih liganada u fenotipizaciji
receptora, te ohrabruju izvodenje daljih istrazivanja na polju GABA-ergicke transmisije u
perifernim krvnim sudovima.
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ucescem, gdje je u svojstvu predavaca predstavila rezultate istrazivanja opisane U 0voj disertaciji.
Udata je i majka je jednog djeteta.
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H3jaBa 0 ayTOpCTBY

Nwme u npesume ayropa: Mununa ["ajuh bojuh

bpoj unnekca: 28/14

HU3jaBbyjem
Jla je TOKTOpCKa ucepTalija mo i HacIoBOM

BackynapHa akTUBHOCT O3UTHBHHX ajdocTepHUX MoaynaTopa I'”ABA A pelienTopa Ko marosa

. pe3ynTaT CONMCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT Paja;

. Ja JAUcepTalvja y IeJIMHN HU Yy JeIOBUMa HHUje Ouiia MpeaiokeHa 3a CTHIAke APYre
JUIIOME TpeMa CTYAN]CKUM MporpaMumMa JIpyriuxX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

. 7la Cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HABEJICHH U
. Ja HUCaM KpIIHO/JIa ayTOpCKa MpaBa W KOPUCTHO/IA MHTEJIEKTyaJdHy CBOJUHY APYTHUX
JIVIIA.

IHoTrnuc ayropa

VY Beorpany, 01.02.2024.
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I/I3jaBa 0 MCTOBCTHOCTH INTAMIIAaHE H €JICKTPOHCKE Bep3nje AOKTOPCKOI pajaa

Nwme u npesume ayropa: Mununa ["ajuh bojuh

bpoj unnekca: 28/14

Crynujcku nporpam: JJokTopcke akajieMcke cTyauje, Moayn dapmakosioruja

Hacnos paga: BackyllapHa akTHBHOCT MO3UTHBHUX anoctepHux Moaynaropa I'”ABA peunentopa

KOJ 1manoBa

MenTop: npod. 1p Mupocnas CaBuh

N3jaBibyjeM na je mraMmnaHa Bep3uja MOT JJOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3U U
KOjy caM Tpe/iao/jia paau noxpamuBama y JJUruTaanoM peno3uTopujymy Y HUBep3uTeTa y

Beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce 00jaBe MOjH JIMYHU TOIAIM BE3aHU 3a T0OOHjamkhe aKaJeMCKOT Ha3WBa JIOKTOpa

HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOAMHA U MECTO pohema u aatym of0paHe paja.

OBU NMYHU TOJAIM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHUIlaMa AUTUTaHE OUOIuoTeKe, Y

€JIEKTPOHCKOM KaTaJloTy U y mybiukanujama YHuBep3uteta y beorpany.

Hornuc ayropa

VY Beorpany, 01.02.2024.
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H3zjaBa o kopumhemwy

Omnamhyjem VYHuBep3uTeTcKy Oubmmoreky ,CBerozap MapkoBuh“ na y Jlururtannu
peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy JOKTOPCKY TUCEPTAIU]y IO HACTIOBOM:

BackynapHa akTUBHOCT HO3UTHBHHUX ajdocTepHUX MoaynaTopa I'”ABA A pelienTopa Koj marosa

KOja je MOje ayTOPCKO JIEJIo.

HucepTtanujy ca CBUM MPUIO3MMA MIpeAac/jia caM y eIeKTPOHCKOM (popmaTy MOTOTHOM 32 TPajHO
apXUBUPABE.

Mojy InOKTOpCKY AMcepTalujy noxpameHy y JUTrMTaaHOM peno3suTopujyMy YHHBEpP3UTETa Y
beorpany u n0oCTynHY y OTBOPEHOM MPUCTYIYy MOTY Jla KOPHCTE CBU KOJU IOIITY]y oJpende
caapyaHe y onabpanom tury auieHie Kpearusue 3ajeqnuiie (Creative Commons) 3a KOjy caM ce
OJUTy4Ho/1a.

1. Ayropctso (CC BY)

2. AyropctBo — nHexkomepiujainao (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekomeprujanHo — 6e3 mpepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — aenuTH moa uctum ycmosuma (CC BY-NC-SA)

5. AyropctBo — 6e3 mpepana (CC BY-ND)

6. AyropctBo — aenuta o uctum yceimosuma (CC BY-SA)

(Mosumo J1a 3a0KpYKUTE caMo je[Hy O miecT moHyheHux nuieHnu. Kpatak onuc JuieH je
CacTaBHH JICO OBE HM3jaBe).

Hornuc ayropa

VY Beorpany, 01.02.2024.
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1. AyropcrBo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBame, MUCTPUOYIM]y W jaBHO CAOMIITaBame Jeiia, U
npepazie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH oJpel)eH o1 cTpaHe ayropa Wi JaBaola JHIEHIIE,
JaK ¥ y komepuujainae cepxe. OBo je Hajcia000/HUja OJ1 CBUX JTUICHIH.

2. AyTOpcTBO — HeKoMepuHjajaHo. Jl03BOJbaBaTe yMHOXaBame, JUCTPHOYIH]Yy H jJaBHO
CaoIlIITaBamkEe JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaYMH oApeheH of crpane ayropa
WU AaBaotia JivieHie. OBa JUIeHIIa He JJ03B0JbaBa KOMEPIIUjaIHy ynoTpeOy aena.

3. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — 0e3 nmpepajaa. /lo3BosbaBaTe yMHOKABAKE, TUCTPUOYITH]Y U
JaBHO CaoTIIITaBamke Jiesia, 0e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBamha UM YIIOTpeOe /iena y CBOM JIeNTy, aKo
ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauWH oapeheH o1 cTpaHe ayTopa WiH JaBaora juieHie. OBa JTUIeHIa
HE JI03B0JbaBa KOMEPIHjaTHy ynoTpeOy Aena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTaJIe JIUICHIIE, OBOM JIUIICHIIOM
ce orpannyana Hajaehu oOumM mpaBa kopuihema Jiena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaTHO — 1eJIUTH MO/ UCTUM ycaoBUMA. [03BoJbaBaTe YMHOKABAE,
TUCTPUOYIM]y U jaBHO CAOMILITaBame Jejia, U Mpepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha HauuH
onpeheH of cTpaHe ayTopa WM 1aBaolia JUIEHIIE U aKo ce Mpepaja JUCTPpUOyupa moja UCTOM WU
ciuyHOM JuieHnioM. OBa JinlieHIa He J03B0JbaBa KOMEpLUjalIHy YHOTpeOy /eia U rnpepaja.

5. AyTopcTBo — 0e3 npepana. J/[03BospaBaTe yMHOXKABAWKE, TUCTPUOYITN]Y U JABHO CAOTIIIITABAHE
nena, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIMKOBamka WK YIIOTpeOe /1e7ia y CBOM JIeNTy, aKO CE HaBeJe UME ayTopa
Ha HAuWMH ojnpeljeH oXx cTpaHe ayropa WM JaBaoma JjwuieHie. OBa JHIICHIIA J03BOJHABA
KOMEPIIHjaHy YIoTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO — JIeJIUTH MOJ UCTHM ycJoBUMA. J/[03BosbaBaTe yMHOXKABaWke, AUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO CaoIIITaBamke Jeia, U Mpepajie, ako ce HaBele MMEe ayTopa Ha HauWH ojpel)eH o cTpaHe
ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHIIE W aKO Ce Tpepaja AUCTPUOyHpa MOJ HUCTOM WIH CIMYHOM
mureHiom. OBa JIMIIEHIIA JT03BOJbAaBAa KOMEPIMjAIHY yINOTpeOy nena u mpepana. CiuvHa je
co(TBepCKMM JHIIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJIa.
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