
Epoj 3 BOJHOCAHI1TETCKH IlPEfJIEL\ Crpaaa 345

UDC 615.214.24:615.014.2

GABAA receptori: molekulski supstrat za
razvoj novih anksiolitika

Dragan Obradovlc", Miroslav Savic", Nenad Ugresic", Dubravko Bokonjic'

Medicinski fakultet, 'Institut za klinicku farmakologiju, farmakologiju i
toksikologiju, "Farmaceutski fakultet, Institut za farmakologiju, Beograd,

Vojnomedicinska akademija, 'Centar za kontrolu trovanja, Beograd

K Ij u cn ere ci :

Key words:

receptori GABA-A; GABA; benzodiazepini; diazepam;
anksioznost.

receptors GABA-A; gamma-aminobutyric acid;
benzodiazepines; diazepam; anxiety.

Mehanizam delovanja benzodiazepina, najsire pri­
menjivanih lekova u terapiji anksioznih poremecaja (1-5),
utvrden je 15-ak godina nakon njihovog uvodenja u
klinicku praksu sezdescrih godina dvadesetog veka (6, 7).
Dodatnih 20-ak godina je proteklo do punog razotkrivanja
kompleksne arhitekture benzodiazepinskog receptora, preko
kojeg ovi lekovi deluju (8, 9). Pokazalo se da klasicni ben­
zodiazepini, kao sto je diazepam, svoje efekte ostvaruju
ornogucavanjem aktivnosti neurotransmitera y-aminobu­
terne kiseline (GABA) na jednom broju receptora za
GABA-u (benzodiazepin-senzitivni receptori), dok se ne
vezuju za preostalu populaciju receptora (benzodiazepin­
nesenzitivni receptori) (9). Na kraju dvadesetog veka, pri­
menom tehnologija genetski modifikovanih zivotinja (10),
stekli su se uslovi za pocetak utvrdivanja korelacije izmedu
pojedinih efekata benzodiazepina i njihovog specificnog
molekulskog i neuronskog supstrata (II). Ova izuzetno ak­
tuelna istrazivanja ce, sada je vee izvesno, imati za posle­
dicu razvoj selektivnih lekova koji deluju preko benzodi­
azepinskog receptora sa novim, suzenim profilom dejstava,
terapijskih i nezeljenih (12).

GABA-ergicka neurotransmisija

Funkcionalni status centralnog nervnog sistema (CNS)
zavisi, pre svega, od uravnotezenosti ekscitatornih i inhibi­
tornih signala. Inhibitorne signale ostvaruju neurotransmite­
ri GABA i glicin, pri cernu je GAB A glavni inhibitorni neu­
rotransmiter (13). Deluje preko tri klase receptora (GABAA ,

GABA B, GABAc) (9, 14), ad kojih je aktivacija GABAA

tipa kvantitativno i funkcionalno najznacajnija (15).
GABA A receptori su heteropentamerni transmembran­

ski proteini (slika 1) koji formiraju jonski kanal selektivno

SI. 1 - Shematski prikaz GABA A receptora.
Prema Weinbergeru (58)
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permeabilan za hloridni anjon (8, 9). Do sada jc klonirano
19 podjedinica, kodiranih posebnim genima. Svaka podje­
dinica ima vcliki ekstracelularni N-terminal, cetiri hidro­
fobna transmembranska domena (MI-M4), intracelularnu
petlju izrnedu M3 i M4 dornena, koja sadrzi fosforilaciona
mesta za protein kinazu A, protein kinazu C i tirozin kinazu,
i kratki ekstracelularni C-terminal. M2 domeni svake od pet
podjedinica su kljucni za funkciju i jonsku selektivnost re­
ceptora, jer direktno fomiraju poru jonskog kanala (16).
Podjedinice su svrstane u nekoliko strukturno povezanih
podfamilija koje obuhvataju izoforme visokog stepena ho­
mologijc (a, 6, f1'-h y,_], 8, E, e, n, P,-,1). Postoji priblizno
70%-tna podudarnost sekvcnce podjedinica iz iste podfami­
lijc, odnosno 30%-tna podudarnost izrnedu pojedinih pod­
familija (17). Najcesce zastupljena receptorska populacija je
agregat sastavljen od dye a, dye 13 i jedne y podjedinice.
Redi su receptori koji pored dve a i dye 13 podjediniee sadr­
ze neku drugu, ne-y podjedinicu, a postojc i reccptori sasta­
vljeni sarno od a i 13 podjedinica (18, 19). S obzirom na to
da dye razlicire a i/ili 13 podjedinicc mogu da budu prisurne
u istom reccptoru, u mozgu najverovatnijc postoji vise od
500 raziicirih GABAA receptora (20), iako, tcorijski, broj
samo onih rcceptora koji bi sadrzavali dve a, dve 13 i neku
od ostalih podjedinica prelazi 2000 (17). lmunoprecipi­
taciona ispitivanja pokazuju da je broj glavnih podtipova
GABAA receptora manji od 10, sa kombinacijom a, 13, y,
prisutnom u 43%, a, fI2IJ y, u 18% i a] 13" Y2IJ u 17% slucaje­
va (21). Ipak, egzaktnost dobijenih rezultata dovodi u pita­
nje cinjenica da je prisutnost podtipova reeeptora koji se te­
ze solubilizuju poteenjcna u imunopreeipitaeionim ispitiva­
njima (22). S drugc strane, opsezna imunoeitohemijska is­
trazivanja distribucije 13 najcescih podjcdinica (a'_n, 13,-],
y,_], 8) u mozgu pacova pokazuju da ogromna vccina re­
ceptora sadrzi y, podjedinicu, dok su 8 i y, podjcdinica
ograniccne na veoma mali broj podrucja, U maloj konccn­
traciji 'ts podjedinica je difuzno prisutna u celom mozgu. Od
a podjedinica a, pokazuje najizrazeniju imunoreaktivnost i
prisutna je prakticno u svim mozdanim regijama. Ostalih
pct Ct. podjedinica su vise ogranicenc na pojedine regije. Po­
seban znacaj za mehanizam delovanja benzodiazepina ima
cinjenica da veliki procenat GABAA receptora sadrzi iIi dve

a, podjedinice, iIi kombinaciju jedne a, i jcdne a" Ct.], a4,
a, iIi ex,; podjedinicc (23).

Vee ina inhibitornih dejstava GABA-e posredovana je
GABAA rcceptorima (9). Aktivacija reccptora dovodi do
promene konformacijskog stanja pripadajuccg jonskog
kana la, sto za posledieu ima povecanje provodljivosti za
hloridni anjon (Cl). Posto primarni aktivni transport hlorid­
nih jona u vecini celija nije prisutan, ravnotczni clcktro­
hemijski potencijal za Cl jc obicno blizak potencijalu miro­
vanja membrane (razlika iznosi ±20 mY), taka da je nastala
promena potencijala postsinapticke membrane mala u am­
plitudi, cesee u smeru hiperpolarizacije (inhibitorni
postsinapticki potcncijal, IPSP), ali ponekad i hipopolari­
zujuca. U oba slucaja, medutim, povecanje provodljivosti za
Cl, per -'e, formira tzv. put kratkog kola, kojim se ckscita-

torni (natrijumski) protok uravnotezuje hloridnim proto­
kom, sto se manifestuje otezavanjem mcmbranskc depolari­
zacije. Prcrna tome, aktivacija GABAA receptora smanjuje
verovatnocu generisanja akcijskog potencijala u odgovoru
na ckscitatorne uticaje na posmatranom neuronu (16).

Modulacija dejstava y-aminobuterne kiseline na
GABAA receptorima

Pored liganada koji regulisu funkcijsko stanje jonskog
kanab u sklopu GABAA receptora vezivanjem za mcsto
prepoznavanja endogenog aktivatora GABA-e (kompeti­
tivni agonist museimol, kompetitivni antagonist bikukulin),
veliki broj liganada (benzodiazepini, ncurostcroidi, barbitu­
rati, opsti anestetici, alkohol) modulise aktivnost receptor­
skog kompleksa vezivanjem za druga, alosterna mesra pre­

poznavanja (15). Do sada je ukupno prepoznato 14 razlici­
tih, strukturno specificnih rnesta na GABAA receptoru: I)
mesto vezivanja GABA-e i drugih agonista, kao i kompeti­
tivnih antagonista; 2) pikrotoksinsko mesto u jonskom
kanalu; 3) mesto vezivanja barbiturata; 4) mesto vczivanja
neuroaktivnih stcroida; 5) benzodiazcpinsko mcsto; 6)
mesto vezivanja ctanola; 7) stereoselektivna mesta vczi­
vanja inhalacionih anestetika; X) mesto vezivanja diurctika
furosernida; 9) mesto vezivanja Zn'+ jona; 10) rnesto vczi­
vanja drugih bivalcntnih katjona, I I) mesto za La)' jonc;
12) mesta vezivanja fosfolipida; 13) mesta za Iosforilaciju
specificnim protein kinazama; i 14) mesta ukljucena u in­
terakeiju GABAA reeeptora i mikrotubula, koji ucestvuju u
grupisanju receptora na postsinaptickirn membranama (17).

Benzodiazepini i drugi ne-benzodiazepinski analozi
vezivanjem za benzodiazepinsko regulatorno rnesto (bcnzo­
diazepinski receptor), smesteno na medupovrsini izmcdu a i
y, iii, rede, Y3 podjedinice, alosterno povecavaju afinitct
GABA-e za receptor, sto se manifestuje porastom frekvence
otvaranja jonskog kanala u prisustvu date koncentracije ne­
urotransmitera, odnosno porastom efikasnosti tekuce GA­
BA-ergiekc neurotransmisije (15, 24-26).

Klasicni benzodiazepini, kao sto je diazepam, poka­
zuju komparabilan afinitet za sve GABAA receptore koji

sadrzc y" 13 i a" a" a] ili a, podjedinicu (benzodiazepin­
senzitivni receptori), dok se ne vezuju za receptore koji sa­
drze a4 iJi Cl" podjedinicu (benzodiazepin-nesenziuvni re­
ceptori). Nairne, benzodiazepin-senzitivni reeeptori pose­
duju aminokiselinsku reziduu histidina (H) u N­
terminalnom delu u-podjedinicc kriticnorn za interakciju sa
molckulom benzodiazepina (na poziciji 101 u a, i Cl,podje­
dinici, odnosno pozieijama 126 i 105 u Ct.] i a, podjedinica­
mal, dok a4 i ex,; podjedinice u odgovarajucoj pozieiji sadrze
reziduu arginina (R) (20, 27). Na jednom GABAA receptoru
postoji samo jedno mcsto prepoznavanja bcnzodiazepina,
iako, po pravilu, ovaj proteinski kompleks poseduje dve a
podjedinice (28, 29). Nairne, i Y podjcdinica, odrcdenim
aminokiselinskim reziduama, ucestvujc u fonniranju veznog
rnesta za benzodiazepine, a smestena je, najverovatnijc, u
susedstvu samo jedne a podjedinice, tako da mogucnost ve-
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zivanja drugog rnolekula benzodiazepina preko druge a
podjedinice ostaje nerealizovana. S druge strane, GABA se
vezuje za receptorsko mesto smesteno na medupovrsini a i
p podjedinica, koje su zastupljene sa dva para medusobno
susednih makromolekula, tako da se dva molekula neuro­
transmitera mogu vezati za jedan receptorski kompleks.
Elektrofizioloska ispitivanja ukazuju da vezivanje mole­
kula benzodiazepina za vezno mesto na GABAA receptoru
dovodi do konformacijskih promena jednog veznog mesta
za GABA-u, i to najverovatnije onog u cijern formiranju
ucestvuje a podjedinica koja je ucestvovala i u vezivanju
benzodiazepina. Prema tome, zahvaljujuci propagaciji
konformacijske promene sa a-¥ medupovrsine (vezno me­
sLO za benzodiazepine) ka susednoj a-13 medupovrsini
(vezno mesto za GABA-u), benzodiazepini bi povecavali
afinitct za vezivanje jednog molekula GABA-e. Medutim,
konformacijske promene se ne prenose do druge a podje­
dinice, odnosno veznog mesta za drugu molekulu GABA­
e, sto bi moglo objasniti cinjenicu da benzodiazepini ne
mogu sami da otvore receptorski jonski kanal, odnosno, za
razliku od barbiturata, ne mogu da deluju u odsustvu
GABA-e (29). Vezivanjem za svoje modulatorno mesto
barbiturati, takode, potenciraju efekte GABA-e, ali pri vi­
sim koncentracijama deluju i preko drugog veznog mesta
nizeg afiniteta i tako dircktno aktiviraju GABAA receptor
(15,30).

Rezultat prikazanog molekulskog mehanizma interak­
cije benzodiazepina i GABAA receptora jesu standardni
farmakoloski efekti benzodiazepina: redukcija anksioznosti,
sedacija, indukcija sna, smanjenje misicnog tonusa, oteza­
vanje motorne koordinacije, suzbijanje konvulzivne aktiv­
nosti, anterogradna amnezija, razvoj zavisnosti (15). Dodat­
no smanjenje intenziteta potrosnje kiseonika u mozdanorn
tkivu pod dejstvom diazepama (31, 32) i midazolama (33),
pokazano u ex vivo modelu kod pacova, moglo bi da ima
znacaja za rezultate dobijene u testovima kognitivne funk­
cije (34), kao i za objasnjenje protektivnih svojstava benzo-

diazepina kod lecenja trovanja organofosfornim inhibitori­
rna acetilhoJinesteraze (35).

Prema tome, diazepam i drugi benzodiazepini koji se
sa komparabilnim afinitetom vezu i pozitivno rnodulisu svc
GABAA receptore koji sadrze vezno mesto za benzodiaze­
pine, odlikuju se, sa farmakoterapijskog stanovista, nedo­
voljnom selektivnoscu dejstva, odnosno njihova primcna jc
opterecena nezeljenim dejstvima koja se, usled profila in­
terakcije lek-receptor, ne mogu izbeci, Savremeni pristup
ovom problemu jeste I) otkrivanje molekulskog i neuron­
skog supstrata pojedinih dejstava benzodiazepina i 2) sinte­
za novih liganada sa selektivnim afinitetom za pojedine
podtipovc GABAA receptora, odnosno veznih rnesta za ben­
zodiazepine (36).

Genetski modifikovane zivotinje u istrazlvanju
farmakoloskih dejstava benzodiazepina

Najspecificniji i istovremeno najsuptilniji pristup u ot­
krivanju regulatornih elemenata horneostatske kontrole fizi­
oloskib funkcija jeste otkrivanjc gena koji obezbeduju sin­
tezu proteina kljucnih za pojedine strukturne i rcgulatornc
funkcije. U ovu svrhu u eksperirnentnoj farmakologiji rnogu
se analizovati prirodne varijacije genotipa (npr. soj sponta­
no hiperemocionalnih pacova), izazivati slucajne mutacije
primenom hemijskih mutagena i, najsavremenije, koristiti
mogucnosti genske tehnologije (10).

Ispitivanje diazepama, kao referentnog benzodiazepi­
na, na genetski modifikovanim zivotinjama otvara moguc­
nosti povezivanja pojedinih efekata sa konkretnim podtipom
receptora (tabela 1) i, dalje, razvoj selektivnih lekova sa no­
vim, suzenim profilom dejstava, terapijskih i nezeljenih (27,
37).

Prema poslednjem pristupu, genetska modifikacija se
moze postici na dva nacina: razvojem transgenih i ciljano
mutiranih (eng. targeted mutant) zivotinja. Transgena teh­
nologija je primenljiva kod miseva, pacova i drugih zivo-

Tabela 1.

Efekat

Farmakoloski efekti benzodiazepina i podtipovl GABAA receptora
koji ih posreduju (41-47)

Podtip receptora
a, a,

Sedacija
Anksioliza
Anterogradna amnezija
Miorelaksacija
Antikonvulzijska aktivnost
Hipnoza (EEG promene)

+

n.o.*
+

n.o,

+ - farrnakoloski efekat diazepama izostaje kod miseva sa tackastom mutacijom u oznacenoj podjedinici
- - farrnakoloski efekat diazepama kod mutiranih miseva nije izmenjen u odnosu na divlji soj
n.o. - nije odredeno.
* - Testovi sa farmakoloski netretiranim rnisevima sa tackasto mutiranom (46) i inaktivisanom (55) a, subjedinicom uka­

zuju na znacaj GABAA receptora koji sadrze ovu subjedinicu u regulaciji kognitivnih procesa ucenja i pamcenja.
t _ Uporedno ispitivanje miorelaksantnog efekta diazepama na lX,- i a,. mutiranim miSevima pokazalo je da jc efekat pri­

marno posredovan GABAA receptorima koji sadrze a2 podjedinicu, a da su za miorelaksantnu aktivnost visokih doza diazeparna
znacajni i receptori koji sadrze lX, podjedinicu (43).
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tinjskih specijesa, a sastoji se u mikroinjektovanju odabrane
ONK sekvence u oplodenu jajnu celiju. ONK se u skladu sa
principima zakona verovatnoce integrise u genom, tako da

tkivna distribucija i nivo ekspresije transgenih konstrukata

varira od jedne do druge linije zivotinja. Rezultat ovakvog

pristupa je najcesce ekscesivna ekspresija funkcije determi­

nisane stranim genom ali, kao kod ekspresije antisense kon­
strukata, rezultat moze biti i gubitak pracenc funkcije (10).

Kod pristupa ciljane mutacije generisu se ciljani vek­
tori (eng. targeting vectors) koji se specificno, homogenom

rekombinacijom, integrisu na zeljenu lokaciju u genomu u
embrionalnim maticnim celijama misa, Ovako modifikova­

ne celije se zatim injektuju u blastociste, cimc se mutacija,

preko embriona u razvoju, unosi u liniju soja. U slucaju
eksperimerua inaktivacije gena ciljani gen se onesposoblja­

va uvodenjem markera za rezistenciju na neomicin i/ili ise­
canjem dela gena, sto se oznacava kao knockout tehnologi­

ja. Knockout mutacije sc mogu pratiri u heterozigotnom
(procena potencijala ispoljavanja fenotipa) i u homozigot­

nom stanju (analiza nultog fenotipa). Zapazene promene u
fenotipu sluze kao osnova za zakljucivanje 0 normalnoj

funkciji ispitivanih gena kod tzv, divljih, nemodifikovanih
zivorinja. Ciljane mutacije nisu ogranicene na ablacijc: su­
Minski svaka zeljena izrnena, kao sro su tackaste (eng. po­
int) mutacije, zamena jednog gena misa drugim, ili zamena
gena misa homologim human in genom moze da se unese u

genom, i ovakve suptilne izmene se oznacavaju terminom

knock-in tehnologija. Tehnologija embrionalnih maticnih
cclija je trenutno primenljiva samo kod rniscva (5).

Do sada je stvoreno nekoliko linija miseva sa inaktivi­

sanim pojedinim GABAA podjedinicama. Knockout y, pod­
jedinice je imao Ictal an efekat, a inaktivacija a6 podjedinice
nije dovela do fenotipskih manifestacija. Nedostatak ~,

podjedinice je produkovao miseve sa cpileptickim fenoti­

pom, dok je ablacija Ii podjedinice smanjila senzitivnost na

neuroaktivne steroide (27). Misevi sa nedostatkom al pod­

jedinice, normalno prisutne u oko 50% GABAA reccptora,
pokazuju intencioni tremor i povecanu osetljivost na kon­
vulzivno dejstvo bikukulina (38). Glavni nedostatak iznetog

pristupa je mogucnost kompenzatomih izmena u razvoju i
funkciji mozga, uzrokovanih apsolutnim nedostatkorn ovih
receptora (27).

Prema alternativnom pristupu, tackaste mutacije a

podjedinica GABAA receptora, kojima sc jedna aminoki­

selinska rezidua histidina zamenjuje argininom, rezultuju

rekombinantnim receptorima (al[HlOlRj, a,[HI01RJ,
al[H J26RJ, a,[HJ05RJ), Cija je osetljivost na dejstvo
GABA-e ostala neizmenjena (39, 40). Buduci da su ozna­

cene rezidue histidina kljucne determinante interakcije re­
ceptora koji ih sadrze sa benzodiazepinima - formiraju
osnovu benzodiazepinskog veznog mesta - moguee je ge­

nerisati linije miseva u kojih su al> a" a, i a, podjedinica
postale neosetljive na dejstvo diazepama (40). Mutirani

receptori pokazuju nivo ekspresije, regionalnu i celularnu
distribuciju koja se ne moze razlikovati u odnosu na divlji
tip miSa (27).

Do sada su objavljeni rezultati ispitivanja promena

dejstava diazepama na sve cetiri rekombinantnc linije mise­
va (al. a, i al i as mutirani misevi) (41-47). Logicki pri­

stup jc bio da ce kod svake linije izostati oni efekti diaze­

pam a koji su posredovani podtipom receptora koji sadrzi

mutiranu, diazepam-neosetljivu a podjedinicu (27).

Za procenu sedativnog dejstva, odnosno otkrivanjc

molekulskog supstrata ovog efekta benzodiazepina, kori­

seen je test spontane lokomotorne aktivnosti kao mera opste
motorne aktivnosti eksperimentalne zivotinje (48). lnhibi­
torni efekat diazepama na motornu aktivnost rniscva sa ge­

netski modifikovanom <XI podjedinicorn, koja ne moze da

veze diazepam, nije mogao da se postigne ni pri izuzetno

visokoj dozi od 30 rug/kg. (41). Pri nesto drugacijirn

uslovima testiranja u drugoj laboratoriji, u kojima je dosla
do izrazaja eksplorativna komponente opstc motome aktiv­

nosti, doza od 3 rng/kg diazepama je uzrokovala znacajno
povecanjc lokomotornc aktivnosti rniseva sa genetski modi­

fikovanom a l podjedinicom, sto su autori protumacili ocu­
vanoscu anksiolitickog efekta, odnosno umanjcnjem reak­

cije neofobije (42). GABAA receptori koji sadrzc al pod­
jedinicu cine oko 60% ukupne populacijc GABAA rcceptora
i, premda prisutni u prakticno svim regijama mozga, pose­

bno su izrazeni u strijatumu, talamusu i olfaktornom bul­
busu (23).

Test pasivnog irbegavanja averzivne drazi predstavlja
primarni test za proccnu dejstva lekova na kognitivnu funk­

ciju (49). Testiranje a, mutiranih miscva u ovom modclu

pokazalo je izostanak benzodiazepinske anterogradne am­

nezije: diazepam nije smanjio latentno vreme ponovnog
ulaska u tamni odeljak aparata u kome jc zivotinja prethod­

nog dana dozivela neizbezivi clektricni sok (41). Shodno
ovorne, za amnezijski efekat benzodiazepina prvenstvcno je

odgovorna facilitacija efekata posredovanih receptorima

koji sadrze al podjedinicu (27).

Procena uticaja diazepama na ocuvanost motorne ko­

ordinacije izvrsena je rotarod testom. Misevi sa modifiko­
vanom al podjcdinicom nisu bili podlozni onesposobljava­

juccm efektu diazepama na odrzavanje ravnoteze na rotira­
jucoj osovini ni pri primeni doze od 10 mg/kg (41, 42).
Medutim, kako je i sedativni efekat benzodiazcpina posre­
do van prvenstvcno al podjcdinicorn, ovim modelom nijc

rnogucc sa potpunom sigurnoscu utvrditi da Ii ataksija pred­

stavlja zaseban efekat diazepama iIi jc, barem delimicno, u

pitanju manifestacija produbljene sedacije (27).
Uticaj diazepama na ocuvanost misicnog tonusa divlj ih

i genetski modifikovanih miseva je procenjen testom hori­
zontalne iice (eng. horizontal wire test) (41, 44, 46) i mere­
njem jacine stiska u test" vucenja lanca (eng. chain-pulling
test) (42). Zapazcno ostecenjc refleksa hvatanja u prvom
(41) i umanjcnje jacine stiska u drugom testu (42), kod mi­
seva sa genetski modifikovanom al podjedinicom, tretiranih

diazepamom, ukazuje da miorclaksantni efekat nije posre­
dovan GABAA reccptorima koji sadrze ovu podjedinicu. Od

tri preostala tipa benzodiazepin-senzitivnih receptora pro­
cenjuje se da najznacajniju ulOgll za dejstvo bcnzodiazepina



Epoj 3 BOJHOCAHI1TETCKI1 TIPErJJE):( CTPaHa 349

na misicni tonus treba pripisati a2 podjediniei, koja je gusto
distribuirana u kicmenoj rnozdini (37). Kod a,- mutirane
linije tek se pri visokoj dozi od 30 mg/kg diazepama zapaza
znacajno smanjenje miorelaksantnog dejstva u odnosu na
divlju liniju i upravo segment miorelaksantnog efekta di­
azepama, posredovan as-reeeptorima, mogao bi da ucest­
vuje u njegovom rezidualnom efektu kod aT mutirane linije
(44). Da je miorelaksantni efekat diazepama posredovan
neuronskim sklopovima koji obuhvataju vise tipova
GABAA reeeptora potvrdio je nalaz da je kod as (HI05R)
mutiranih miseva ovaj efekat znacajno slabiji u odnosu na
divlju liniju, najverovatnije usled prisusutva a, GABAA re­
eeptora na motoneuronima i zadnjim rogovima kicmene
rnozdine (45). Hipoteza 0 relativnom znacaju a2 podjediniee
za miorelaksantni efekat benzodiazepina nije u skladu ni sa,
u narednom poglavlju prikazanim, rezultatima koje je sa
selektivnim ligandom L-838417 dobila McKernan sa sarad­
nieima (42).

U testu delovanja na tonicku konvulzivnu aktivnost
izazvanu pentilentetrarolom utvrdeno je da se antikonvul­
zivni efekat diazeparna, znacajnim delorn, ali ne i potpuno,
zasniva na vezivanju za GABAA reeeptore koji sadrze a,
podjedinieu (41).

Od desetak validnih testova za proeenu anksiolitickog
dejstva lekova (50, 51) u ispitivanjima molekulskog sup­
strata anksiolitickog dejstva benzodiazepina korisceni su
test uzdignutog lavirinta u obliku znaka plus (eng. elevated
plus-maze tests (41·-43), test izbora izmedu svetla i tame
(eng. light-dark choice lest) (41,43) i test preneraienja po­
tenciranog strahom (eng. fear-potentiated startles (42).
Poredenje dejstava diazepama na prirodne i genetski modi­
fikovane miseve je pokazalo da je anksioliticki efekat ben­
zodiazepina poslediea omogucavanja aktivnosti GABAA re­
eeptora koji sadrze a2 podjedinieu, a koji cine 15% ukupne
populaeije GABAA receptora i koji predominiraju u struk­
turama odgovornim za obradu emoeionalnih stimulusa, a
najizrazenije u eentalnom nukleusu amigdale (27). Pored
toga, reeeptori koji sadrze a2 podjedinieu su gusto ek­
sprimirani na inieijalnim segmentima aksona projekeionih
cclija eerebralnog korteksa i hipokampusa, na taj nacin
modulisuci aktivnost ovih neurona (15, 17). S druge strane,
strukture koje eksprimiraju aJ podjedinieu: retikularno­
aktivaeijski sistem (noradrenergicki, serotonergicki i dopa­
minergicki neuroni) i bazalni prozeneefalon (holinergicki
neuroni), nisu specificno ukljucene u anksioliticki efekat
benzodiazepina, koji postoji i pri onemogucavanju vezi­
vanja diazepama za ovu podjedinieu (27, 43). I inace, linija
as mutiranih rniseva, generalno, nije pokazala znacajne
razlike u bihejvioralnim testovima u odnosu na divlju liniju
(43).

Imunohistohemijsko, elektrofiziolosko i bihejvioralno
ispitivanje linije a,-mutiranih rniseva utvrdilo je da, za
razliku od ostale tri linije modifikovanih zivotinja, a,
(H 105R) misevi pokazuju deficit mutiranih reeeptora, ek­
sprimiran na nivou piramidnih celija hipokampusa, i to u
populaeiji ekstrasinaptickih reeeptora (46). I dok, sa aspekta

farmakoloskog fenotipa, efekti diazepama, praceni u testo­
virna sedativnog, anksiolitickog i antikonvulzivnog dejstva,
nisu izmenjeni u odnosu na divlju liniju (kao sto je vee
navedeno, jedino je zapazena uloga a, GABAA reeeptora u
miorelaksantnom dejstvu diazepama), prvi put je utvrdena
razlika u fizioloskorn fenotipu mutiranih miseva. Visoko
specificno, u populaeiji farmakoloski netretiranih, a,­
mutiranih miseva, raste, u odnosu na divlju liniju, reakeija
imobilnosti (eng. freezing) u jednom od tri koriscena testa
kondieioniranja strahom. U pitanju je proeedura kod koje
pojavi bezuslovne drazi (elektricno, bolno drazenje sapica)
prethodi uslovljavajuci zvucni signal i pauta lokom / s
(eng. trace fear conditioning), za razliku od druge dve para­
digme, gde izostaje pauza izrnedu dve drazi (eng. delay fear
conditioning) iii uslovljavajuce drazi i nema (eng. contex­
tual fear conditionings (52). Pojava se rnoze dovesti u
kauzalnu 'lew sa imunohistohemijski pokazanim deficitorn

receptora u hipokampusu, jer je poznato da je upravo trace
kondieiniranje oblik asoeijativnog ucenja zavisan od hipo­
kampusa (53, 54). Odnosno, ekstrasinapticki as GABAA re­
eeptori bi mogli da predstavljaju molekulski supstrat za
obradu vremenski diskontinuiranih stimulusa na nivou
hipokampusa (46). 0 znacaju a, GABAA reeeptora hipo­
kampusa u kontroli kognitivnih proeesa govori i nalaz da
misevi sa inaktivisanom a, podjedinieom tknockout
tehnologija) znacajno bolje izvode paradigmu prostornog
ucenja u vodenom lavirintu (eng. wafer maze test) u odnosu
na divlju liniju, dok nisu zapazenc razlike u drugim testo­
virna ucenja i memorije za cije izvodenje nije od primarnog
znacaja funkeija hipokampusa, niti u testovima anksioznosti
(55).

Pracenjem dejstava diazepama na EEG aktivnost
divljih i genetski modifikovanih miseva utvrdeno je da ti­

picni benzodiazepinski "otisak" na EEG zapis nije, pri­
marno, posJediea aktivaeije GABAA reeeptora koji sadrze al
podjedinieu, odnosno da su sedativni i hipnoticki efekat
benzodiazepina posredovani razlicitim molekulskim i neu­

ronskim supstratom (45). Drugim recima, na osnovu
sadasnjeg stanja istrazivanja hipnoticki efekat benzodiaze­
pina i njegov EEG korelat mogli bi da sc razdvoje od seda­
tivnog dejstva.

Perspektive razvoja novih Iiganada za
benzodiazepinske reeeptore

Eksperimentni ligand koji trenutno pokazuje najselek­
tivniji anksioliticki profil nosi oznaku L-838417 (37, 42). U
pitanju je ligand za benzodiazepinsko vezno mesto ne­
benzodiazepinske strukture, koji se sa komparabilnim afi­
nitetom veze za GABAA reeeptore koji sadrze a], a2 i as
podjedinieu, a sa tri puta manjim afinitetom za reeeptora
koji sadrze a, podjedinieu. S druge strane, pokazuje izraze­
nu selektivnost efikasnosti na pojedinim podtipovima re­
eeptora. Modulatorni efekat na dejstvo GABA-e na recepto­
rima koji sadrze al podjedinieu izostaje (ponasa se kao ne­
utralizujuci alostemi modulator (17) iii, manje preeizno,
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kompetitivni antagonist), dok pozitivno modulise efekte na

reeeptorima koji sadrze a" a) i, u manjoj meri, as podjedi­
nice (parcijalni pozitivni alosterni modulator, odnosno par­
cijalni agonist). Usled ovakvog profila mcdulacijc GABA­

ergicke ncurotransmisije, L"838417, u sirokom rasponu do­
za, ne smanjuje spontanu lokomotornu aktivnost divljeg
soja miseva (zapravo, zapaza se povccanje aktivnosti, koje

moze da se objasni anksiolitickim dejstvom), ne utice onc­

sposobljavajuce na izvodenje rotarod testa i nc umanjuje

snagu stiska eksperimentne zivotinje: shodno tome, ligand
ne izaziva sedaciju, nc ostecuje motornu koordinaciju i ne

dcluje miorelaksantno. lstovremeno, antikonvulzivna aktiv­
nost u uslovima konvulzija izazvanih pentilentetrazolom je

prisutna u znacajnoj meri. Konacno, u dva testa za procenu
anksiolitickog dejstva lckova, testu uzdignutog lavirinta II

ob1iku znaka plus i tcstu prcnerazenja potenciranog strahom

ovaj ligand benzodiazepinskih receptora pokazuje anksioli­
ticki cfekat, komparabilan sa efektom diazepama (42).

Drugi ligand za benzodiazepinsko vezno mesto zna­

cajne selektivnosti u vezivanju i aktivisanju podtipova
GABAA reeeptora takode je ne-benzodiazepinske strukture i

oznaccn je kao SL651498 - 6-fluoro-9-metil-2-fenil-4"
(pirolidin-l-il-karbonil)-2,9-dihidro-1 H-pirido[3,4-h[indol­

I-on. SL651498 pokazuje visok afinitet vezivanja za

GABAA receptore koji sadrze a! i a, podjedinicu, interme­
dijcrni za a) i nizak afinitet za as podjedinicu. S drugc stra­

ne, ovaj ligand je puni agonist na rcceptorima koji sadrze a,
i a) podjedinicu, a pareijalni agonist na receptorirna sa a, i

as podjedinicom. Posledicno, SL651498 uzrokuje anksioli­
ticke i miorelaksantne efekte u rasponu doza viscstruko ni­
zern (1-10 mglkg, ip) od onog neophodnog za izazivanje

misicne slabosti, ataksijc, sedacije i anterogradnc amnczije
(30--100 mglkg, ip) (56).

Irnajuci II vidu i primere vee poznatih rclativno selek­
tivnih a!liganada (abekarnil, zolpidem, zaleplon) i parcijal­
nih agonista (bretazenil, imidazcnil), jasno je da se sclektiv­

nost liganda za benzodiazepinske receptore moze postici

selektivnirn afinitetom, selektivnom efikasnoscu ili, najreal­

nije, optimalnorn kombinacijom ova dva osnovna svojstva

interakcije ligand - receptor (27). U prilog ovakvom pristu­

pu govori i cinjenica da se, kod genetski modifikovanih li­

nija, kvalitet bihejvioralnih cfekata mozc menjati i posle
primene liganada sa inverznom agonistickom aktivnoscu

(57). Tako, jcdinjenje Ro 15-4513, koje povecava lokomo­

tornu aktivnost i potencira konvulzijsku aktivnost u divljoj
liniji miseva nakon primene kod a! (H 101 R) linije pokazujc

standardne efekte agonista, hipolokomotornu i antikonvul­

zijsku aktivnost. Klasicni ~-karbolinski inverzni agonist,
DMCM, gubi prokonvulzivnu aktivnost kod a, (HIOJR)

miseva (47).

U zakljucku, profilisana bihejvioralna ispitivanja na
genetski modifikovanim sojevima zivotinja ornogucicc raz­

voj novih lekova sa vecorn specificnoscu delovanja, za tcra­
piju anksioznih poremecaja i drugih psihijatrijskih i neuro­

loskih stanja u cijoj etiologiji i patogenczi ucestvujc GA­
BA-ergicki sistem (12, 58).
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