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Mehanizam delovanja benzodiazepina, najSire pri-
menjivanih lekova u terapiji anksioznih poremeéaja (1-5},
uvividen je 15-ak godina nakon njihovog uvodenja u
klini¢ku praksu 3ezdesetih godina dvadesetog veka (6, 7).
Dodatnih 20-ak godina je proteklo do punog razotkrivanja
kompleksne arhitekture benzodiazepinskog receptora, preke
kojeg ovi lekovi deluju (8, 9). Pokazalo se da klasi¢ni ben-
zodiazepini, kao $to je diazepam, svoje efekie ostvaruju
omoguéavanjem 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 specifitnog
molekulskog i neuronskog supstrata (11). Ova izuzetno ak-
tuelna istraZivanja e, sada je veé izvesno, imati za posle-
dicu razvoj selektivnih lekova koji deluju preko benzodi-
azepinskog receptora sa novim, suZenim profilom dejstava,
terapijskih i nezeljenih (12).

GABA-ergitka neurotransmisija

Funkcionalni status centralnog nervnog sistema (CNS)
zavisi, pre svega, od uravnoteZenosti ekscitatornih i inhibi-
tornih signala. Inhibitorne signale ostvaruju neurofransmite-
ri GABA i glicin, pri emu je GABA glavni inhibitorni neu-
rotransmiter (13). Deluje preko tri klase receptora (GABA,,

GABAj, GABAG) (9, 14), od kojih je aktivacija GABA,

tipa kvantitativno i funkcionalno najznaéajnija (15).
GABA,, recepiori su heteropentamerni transmembran-

ski proteini (slika 1} koji formiraju jonski kanal selektivno

Vezno 'mesto
_ zaGABA-u

Citoplazma ABA  receplor

Sl 1 — Shematski prikaz GABA,4 receptora.
Prema Weinbergeru (58)

Obradovi¢ D, et al. Vojnosanit Pregl 2003; 60(3): 345-352.
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permeabilan za hloridni anjon (8, 9). Do sada j¢ klonirano
19 podjedinica, kodiranih posebnim genima. Svaka podje-
dinica ima veliki ekstracelularni N-terminal, ¢etiri hidro-
fobna transmembranska domena (M1-M4), intracelularnu
petlju izmedu M3 i M4 domena, koja sadrzi fosforilaciona
mesta za protein kinazu A, protein kinazu C i tirozin kinazu,
i kratki eksrracelularni C-terminal. M2 domeni svake od pel
podjedinica su kljuéni za funkciju i jonsku selektivnost re-
ceptora, jer direktno fomiraju poru jonskog kanala (16).
Podjedinice su svrstane u nckoliko strukturno povezanih
podfamilija koje obuhvataju izoforme visokog stepena ho-
mologije (Ol Bis T3, 8. € 8, 1, Pr.y). Postoji priblizno
70%-tna podudarnost sekvence podjedinica iz iste podfami-
lije, odnosno 30%-tna podudarnost izmedu pojedinih pod-
familija (17). Najce§ée zastupljena receptorska populacija je
agregat sastavljen od dve «, dve B i jedne y podjedinice.
Redi su receptori koji pored dve o i dve B podjedinice sadr-
Ze neku drugu, ne-y podjedinicu, a postoje i receptori sasta-
vljeni samo od ¢ i B podjedinica (18, 19}. S obzirom na to
da dve razlicite @ i/ili § podjedinice mogu da budu prisutne
U iStom receplory, u Mozgu najverovatnije postoji vise od
500 razlicitii GABA, receptora (20), iako, teorijski, broj
samo onih receptora koji bi sadrzavali dve o, dve [ i neku
od ostalih podjedinica prelazi 2 000 (17). Imunoprecipi-
taciona ispitivanja pokazuju da je broj glavnih podtipova
GABA, receptora manji od 10, sa kombinacijom o $5 v,
prisutnom v 43%, o, Bys 2 u 18% § o3 B, Vs U 17% slucaje-
va (21). Ipak, egzaktnost dobijenih rezultata dovodi u pita-
nje Cinjenica da je prisutnost podtipova receptora koji se te-
ze solubilizuju potcenjena u imunoprecipitacionim ispitiva-
njima (22). S druge strane, opseZzna imunocitohemijska is-
trazivanja distribucije 13 najceséih podjedinica (a4, B,
Y13, 0) U mozgu pacova pokazuju da ogromna veéina re-
ceptora sadrzi ¥ podjedinicu, dok su & i vy, poedjedinica
ograniene na veoma mali broj podruéja. U maloj koncen-
traciji s podjedinica je difuzno prisutna u celom mozgu. Od
o podjedinica o, pokazuje najizraZeniju imunoreaktivnost i
prisutna je praktiéno u svim mozdanim regijama. Ostalih
pet o podjedinica su viie ograniene na pojedine regije. Po-
seban znacaj za mehanizam delovanja benzodiazepina ima
¢injenica da veliki procenat GABA , receptora sadrzZi ili dve
@, podjedinice, ili kombinaciju jedne o, i jedne s, O3, O,
a; ili o podjedinice (23).

Vecina inhibitornih dejstava GABA-e posredovana je
GABA, receplorima (9). Aktivacija reccptora dovodi do
promene konformacijskog stanja pripadajuéeg jonskog
kanala, $to za posledicu ima poveéanje provodljivosti za
hloridni anjon (CI'). Po3to primarni aktivni transport hlorid-
nih jona u veéini éelija nije prisutan, ravnotczii elektro-
hemijski potencijal za Cl je obiéno blizak potencijalu miro-
vanja membrane (razlika iznosi +20 mV), tako da je nastala
promena potencijala postsinapticke membrane mala u am-
plitudi, smeru  hiperpolarizacije  (inhibitorni
postsinapticki petencijal, TPSP), ali ponekad i hipopolari-
zujuca. U oba slu¢aja, medutim, povecanje provodljivosti za
CI', per se, formira tzv. put kratkog kola, kojim se ckscita-

fesée

torni (natrijumski) protok uravnoteZuje hloridnim proto-
kom, §to se manifestuje otezavanjem membranske depolari-
zacije. Prema tome, aktivacija GABA, receplora smanjuje
verovatnocu generisanja akcijskog potencijala u odgovoru
na ekscitatorne uticaje na posmatranom ncuronu (16).

Modulacija dejstava v-aminobuterne Kiseline na
GABA, receptorima

Pored liganada koji reguliSu funkcijsko stanje jonskog
kanala u sklopy GABA, receptora vezivanjem za mesto
prepoznavanja endogenog aktivatora GABA-e¢ (kompet-
tivni agonist muscimol, kompetitivni antagonist bikukulin),
veliki broj liganada (benzodiazepini, neurosteroidi, barbitu-
rati, opSti anestetici, alkohol) moduli§e aktivnost receptor-
skog kompleksa vezivanjem za druga, alosterna mesla pre-
poznavanja (15). Do sada je ukupno prepoznato 14 razlici-
tih, strukturno specifiénih mesta na GABA, receptoru: 1)
mesto vezivanja GABA-e 1 drugih agonista, kao i kompeti-
tivnih antagonista; 2) pikrotoksinsko mesto u jonskom
kanalu; 3) mesto vezivanja barbiturata; 4) mesto vezivanja
neuroaktviih stcroida; 5) benzodiazepinsko mesto: 6)
mesto vezivanja ctanola; 7) stereoselektivna mesta vezi-
vanja inhalacionih anestetika; 8) mesto vezivanja diurctika
furosemida; 9) mesto vezivanja Zn** jena; 10) mesto vezi-
vanja drugih bivalentnih katjona, 11) mesto za La** jone;
12) mesta vezivanja fosfolipida; 13) mesta za fostorilaciju
specificnim protein kinazama; i {4) mesta ukljuéena u in-
terakciju GABA, receptora i mikrotubula, koji uestvuju u
grupisanju receptora na postsinapti¢kim membranama (17).

Benzodiazepini i diugi ne-benzodiazepinski analozi
vezivanjem za benzodiazepinsko regulatorno mesto (benzo-
diazepinski receptor), smedteno na medupovriini izmedu o i
v, ili, rede, 73 podjedinice, alosterno poveéavaju afinitet
GABA-¢ za receptor, §lo se manifestuje porastom frekvence
otvaranja jonskog kanala u prisustvu date koncentracije ne-
urotransmitera, odnosno porastom efikasnosti tekuce GA-
BA-ergitke neurotransmisije (15, 24-26).

Klasiéni benzodiazepini, kao 5to je diazepam, poka-
zuju komparabilan afinitet za sve GABA, receptore koji
sadrze v, B 1 oy o, oy ili o podjedinicu (benzodiazepin-
senzitivni receptori), dok se ne vezuju za receptore koji sa-
drze o ili 0, pedjedinicu (benzodiazepin-nesenzitivni re-
ceplori}). Naime, benzodiazepin-senzitivni receptori pose-
duju  aminokiselinsku  reziduu  histidina (H) u N-
lerminalnom delu a-podjedinice kriti¢nom za interakciju sa
molekulom benzodiazepina (na poziciji 101 u &, 1 o podje-
dinici, odnosno pozicijama 126 1 105 u o3 i o5 podjedinica-
ma}, dok 04 i 0 podjedinice u odgavarajudoj poziciji sadrze
reziduu arginina (R) (20, 27). Na jednom GABA, receptoru
postoji samo jedno mesto prepoznavana benzodiazeping,
iako, po pravilu, ovaj proteinski kompleks poseduje dve o
podjedinice (28, 29). Naime, | y podjedinica, odredenim
aminokiselinskim reziduama, ucestvuje u formiranju veznog
mesta za benzodiazepine, a smestena je, najverovatnije, u
susedstvu samo jedne o podjedinice, tako da moguénost ve-
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zivanja drugog molekula benzodiazepina preko druge o
podjedinice ostaje nerealizovana. S druge strane, GABA se
vezuje za receptorsko mesto smesteno na medupovrdini o i
B podjedinica, koje su zastupljene sa dva para medusobno
susednih makromolekula, tako da se dva molekula neuro-
transmitera mogu vezati za jedan receptorski kompleks.
Elektrofiziologka ispitivanja ukazuju da vezivanje mole-
kula benzodiazepina za vezno mesto na GABA, receptoru
dovodi do konformacijskih promena jednog veznog mesta
za GABA-u, 1 to najverovatnije onog u Cijem formiranju
uCestvuje o podjedinica koja je ufestvovala i u vezivanju
benzodiazepina. Prema tome, zahvaljuju¢i propagaciji
konformacijske promene sa a-y medupovrgine (vezno me-
sto za benzodiazepine) ka susednoj a-B medupovriini
(vezno mesto za GABA-u), benzodiazepini bi povecavali
afinitet za vezivanje jednog molekula GABA-e. Medutim,
konformacijske promene se ne prenose do druge o podje-
dinice, odnosno veznog mesta za drugu molekuly GABA-
¢, $to 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 efeckte GABA-e, ali pri vi-
3im koncentracijama deluju i preko drugog veznog mesta
niZeg afiniteta i tako dircktno aktiviraju GABA, receptor
(15, 30).

Rezultat prikazanog molekulskog mehanizma interak-
cije benzodiazepina i GABA, receptora jesu standardni
farmakologki efekti benzodiazepina: redukcija anksioznosti,
sedacija, indukcija sna, smanjenje mii¢nog tonusa, oteza-
vanje motorne koordinacije, suzbijanje konvulzivne aktiv-
nosti, anterogradna amnezija, razvoj zavisnosli (15). Dodat-
no smanjenje intenziteta potro3nje kiseonika u mozdanom
tkivu pod dejstvom diazepama (31, 32) i midazolama (33),
pokazano u ex vivo modelu kod pacova, moglo bi da ima
znataja za rezultate dobijene u testovima kognitivne funk-
cije (34), kao i za objadnjenje protektivnih svojstava benzo-

diazepina kod lecenja trovanja organofosfornim inhibitori-
ma acetitholinesteraze (35).

Prema tome, diazepam i drugi benzodiazepini koji se
sa komparabilnim afinitetom veZu i pozitivno modulidu sve
GABA, receptore koji sadrze vezno mesto za benzodiaze-
pine, odlikuju se, sa farmakoterapijskog stanovista, nedo-
voljnom selektivno$éu dejstva, odnosno njihova primena je
opterecena nezeljenim dejstvima koja se, usled profila in-
terakcije lek-receptor, ne mogu izbeéi. Savremeni pristup
ovom problemu jeste 1) otkrivanje molekulskog i neuron-
skog supstrata pojedinih dejstava benzodiazepina i 2) sinte-
za novih liganada sa selektivnim afinitetom za pojedine
podtipove GABA, receptora, odnosno veznih mesta za ben-
zodiazepine (36).

Genetski modifikovane Zivotinje u istraZivanju
farmakoloskih dejstava benzodiazepina

Najspecifi¢niji i istovremeno najsuptilniji pristup u ot-
krivanju regulatornih elemenata homeostatske kontrole fizi-
ologkih funkeija jeste otkrivanje gena koji obezbeduju sin-
tezu proteina kljuénih za pojedine strukturne i regulatorne
funkcije. U ovu svrhu u eksperimentnoj farmakologiji mogu
se analizovati prirodne varijacije genotipa {npr. soj sponta-
no hiperemocionalnih pacova), izazivati sluéajne mutacije
primenom hemijskih mutagena i, najsavremenije, koristiti
moguénosti genske tehnologije (10).

Ispitivanje diazepama, kao referentnog benzodiazepi-
na, na genetski modifikovanim Zivotinjama otvara mogud-
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,
3.

Prema poslednjem pristupu, genetska modifikacija se
moze posti¢i na dva nalina: razvojem {fransgenih i ciljano
mutiranih (eng. targeted mutant) Zivotinja. Transgena teh-
nologija je primenljiva kod miseva, pacova i drugih Zivo-

Tabela 1.
Farmakoloski efekti benzodiazepina i podtipovi GABA , receptora
koji ih posreduju (41-47)

Efekat Podtip receptora

o [0 0.2 Qs
Sedacija + - - -
Anksioliza - + - .
Anterogradna amnezija + n.o. n.o. n.o.*
Miorelaksacija - + 4+ +
Antikonvulzijska aktivnost + - - -
Hipnoza (EEG promene) - n.o0. 1n.0. n.0.

+ ~ farmakologki efekat diazepama izostaje kod miSeva sa tackastom mutacijom u oznadenoj podjedinici
- — farmakolo¥ki efekat diazepama kod mutiranih mi3eva nije izmenjen u odnosu na divlji soj

n.o. - nije odredeno.

* — Testovi sa farmakoloiki netretiranim midevima sa tackasto mutiranom (46} i inaktivisanom (55) o5 subjedinicom uka-
zuju na znacaj GABA , receptora koji sadrze ovu subjedinicu v regulaciji kognitivinih procesa uenja i paméenja.

 — Uporedno ispitivanje miorelaksantnog efekta diazepama na 0, i 03~ mutiranim mievima pokazalo je da je efekat pri-
marno posredovan GABA, receptorima koji sadrze «, podjedinicu, a da su za miorelaksantnu aktivnost visokih doza diazepama

znatajni i receptori koji sadrze o3 podjedinicu (43).
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tinjskih specijesa, a sastoji se u mikroinjekiovanju odabrane
DNK sekvence u oplodenu jajnu ¢eliju. DNK se u skladu sa
principima zakona verovatnoce integrie u genom, tako da
tkivna distribucija 1 nivo ekspresije transgenih konstrukata
varira od jedne do druge linije Zivotinja. Rezultat ovakvog
pristupa je najée§ce ekscesivna ekspresija funkcije determi-
nisane stranim genom ali, kao kod ekspresije antisense kon-
strukata, rezultat moze biti i gubitak praéenc funkeije (10).

Kod pristupa cifjane mutacije generidu se ciljani vek-
tori {eng. turgeting vectors) koji se specifi¢no, homogenom
rekombinacijom, integriu na Zeljenu lokaciju u genomu u
embrionalnim matiénim ¢elijama mi$a. Ovako modifikova-
ne éelije se zatim injektuju u blastociste, ¢ime se mutacija,
preko embriona u razveju, unosi u liniju soja. U sluaju
eksperimenta inaktivacije gena ciljani gen se onesposoblja-
va uvodenjem markera za rezistenciju na neomicin i/ili ise-
canjem dela gena, 5to se oznacava kao knockout tehnologi-
Jja. Knockout mutacije se mogu pratiti u heterozigotnom
(procena potencijala ispoijavanja fenotipa) i u homozigot-
nom stanju (analiza nultog fenotipa). ZapaZene promene u
fenotipu sluze kao osnova za zakljuivanje o normalnoj
funkeiji ispitivanih gena kod tzv. divljih, nemodifikavanih
zivotinja. Ciljane mutacije nisu ogranicene na ablacije: su-
Stinski svaka Zeljena izmena, kao §to su tatkaste (eng. po-
int) mutacije, zamena jednog gena misa drugim, ili zamena
gena misa homologim humanin genom mozZe da se unese u
genom, 1 ovakve suptilne izmene se oznacavaju terminom
knock-in tchnologija. Tehnologija embrionalnih mati¢nih
¢elija je trenutno primenljiva samo kod mideva (5).

Do sada je stvoreno nekoliko linija miSeva sa inaktivi-
sanim pojedinim GABA, podjedinicama. Knockout y; pod-
jedinice je imao letalan efekat, a inaktivacija ¢ podjedinice
nije dovela do fenotipskih manifestacija. Nedostatak [,
podjedinice je produkovao miseve sa epilepti¢kim fenoti-
pom, dok je ablacija & podjedinice smanjila senzitivnost na
neuroaktivae stercide (27). Mifevi sa nedostatkom «; pod-
jedinice, normalno prisutne u oko 50% GABA, receptora,
pokazuju intencioni tremor i povedanu osetljivost na kon-
vulzivno dejstvo bikukulina (38). Glavni nedostatak iznetog
pristupa je moguénost kompenzatornih izmena u razvoju i
funkciji mozga, uzrokovanih apsolutnim nedostatkom ovih
receptora (27).

Prema alternativnom pristupu, taCkaste mutacije «
podjedinica GABA, receptora, kojima s¢ jedna aminoki-
selinska rezidua histidina zamenjuje argininom, rezultuju
rekombinantnim receptorima (o, [H101R], o,[HIOIR],
o;[H126R], as[HIOSR]), ¢énya je osctljivost na dejstvo
GABA-¢ ostala neizmenjena (39, 40). Buduéi da su ozna-
¢ene rezidue histidina klju¢ne determinante interakcije re-
ceptora kol ih sadrze sa benzodiazepinima - formiraju
osnovu benzodiazepinskog veznog mesta - moguce je ge-
nerisati linije miSeva v kojih su a, o, 031 s 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 promeni
dejstava diazepama na sve Cetiri rekombinantne linije mide-
va {0, 0 i 031 o5 mutirani miSevi) (41-47). Logicki pri-
stup je bio da ée kod svake linije izostati oni efekti diaze-
pama koji su posredovani podtipom receptora koji sadrzi
mutiranu, diazepam-neosetljivu o podjedinicu (27).

Za procenu sedativnog dejstva, odnosno otkrivanje
molekulskog supstrata ovog efekta benzodiazepina, Kori-
&en je test spontane lokomotorne aktivitosti kao mera opsle
motorne aktivnosti eksperimentalne Zivotinje (48). Inhibi-
torni efekat diazepama na motornu aktivnost mifeva sa ge-
netski modifikovanom «; podjedinicom, koja ne moze da
veze diazepam, nije mogao da s¢ postigne ni pri izuzetno
visokoj dozi od 30 mgrkg. (41). Pri nedto drugaijim
uslovima testiranja u drugoj laboratoriji, u kojima je dogla
do izrazaja eksplorativna komponente opite motorne aktiv-
nosti, doza od 3 mg/kg diazepama je uzrokovala znacajno
povecanje lokomotorne aktivnosti miSeva sa genetski modi-
fikovanom @, podjedinicom, §to su autori protumacili ocu-
vano$éu anksioliti¢kog efekta, odnosno umanjenjem reak-
cije neofobije (42). GABA, receptori koji sadrze o, pod-
jedinicu Cine oko 60% ukupne populacije GABA, receptora
i, premda prisutni u praktiéno svim regijama mozga, pose-
bno su izraZeni u strijatumu, talamusu 1 olfaktornom bul-
busu (23).

Test pasivnog izhegavanja averzivne drazi predstavija
primarni test za procenu dejstva lekova na kognitivnu funk-
ciju (49). Tesuranje oy mutiranih miSeva u ovom modelu
pokazalo je izostanak benzodiazepinske anterogradne am-
nezije: diazepam nije smanjio lalentno vreme ponovnog
ulaska u tamni odeljak aparata u kome je Zivotinja prethod-
nog dana dozivela neizbeZivi elektricni $ok (41). Shodno
ovome, za amnezijski efekat benzodiazepina prvenstveno je
odgovorna facilitacija efekata posredovanih receplorima
koji sadrze o, podjedinicu (27).

Procena uticaja diazepama na ofuvanost motome ko-
ordinacije izvriena je rotarod testom. MiSevi sa modifiko-
vanom «, podjedinicom nisu bili podlozni onesposcbljava-
jucem 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 benzodiazepina posre-
dovan prvenstveno o, podjedinicom, ovim modelom nije
mogude sa potpunom sigurnodéu utvrditi da i ataksija pred-
stavlja zaseban efckat diazepama ili je, barem delimiCno, u
pitanju manifestacija produbljenc sedacije (27).

Uticaj diazepama na oduvanost mi§i¢nog tonusa divljih
1 genetski modifikovanih miSeva je procenjen testom hori-
zontalne Zice (eng, horizontal wire test) (41, 44, 46) i mere-
njem jacine stiska u testu vudenja lanca (eng. chain-pulling
tesr) (42). ZapaZeno oSteéenje refleksa hvatanja u prvom
(41) i umanjenje jacine stiska u drugom testu (42), kod mi-
Seva sa genetski modifikovanom @, podjedinicom, tretiranih
diazepamom, vkazuje da miorelaksantni efekat nije posre-
dovan GABA, receptorima koji sadrze ovu podjedinicu. Od
tri preostala tipa benzodiazepin-senzitivnih receptora pro-
cenjuje se da najznacajniju ulogu za dejstvo benzodiazepina
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na migi¢ni tonus treba pripisati o podjedinici, koja je gusto
distribuirana u ki¢menoj moZdini (37). Kod o3- mutirane
linije tek se pri visokoj dozi od 30 mg/kg diazepama zapaZa
znafajno smanjenje miorelaksantnog dejstva u odnosu na
divlju liniju i upravo segment miorelaksantnog efekta di-
azepama, posredovan o-receptorima, mogao bi da ucest-
vuje u njegovom rezidualnom efektu kod o,- mutirane linije
(44). Da je miorelaksantni efekat diazepama posredovan
neuronskim sklopovima koji obuhvataju viSe tipova
GABA, receptora potvrdio je nalaz da je kod o5 (HI0SR)
mutiranith mideva ovaj efekat znacajno slabiji u odnosu na
divlju liniju, najverovatnije usled prisusutva as GABA, re-
ceptora na motoneuronima i zadnjim rogovima ki¢mene
mozdinc (45). Hipoteza o relativnom znaéaju o, podjedinice
za miorelaksantni efekat benzodiazepina nije u skladu ni sa,
u narednom poglavlju prikazanim, rezultatima koje je sa
selektivnim ligandom L-838417 dcbila McKernan sa sarad-
nicima (42).

U testu delovanja na tonicku konvulzivnu aktivnost
izazvanu pentilentetrazolom utvrdeno je da se antikonvul-
zivni efekat diazepama, znacajnim delom, ali ne 1 potpuno,
zasniva pa vezivanju za GABA, receptore koji sadrze o
pedjedinicu (41).

Od desetak validnih testova za procenu anksiolitickog
dejstva lekova (50, 51) u ispitivanjima molekulskog sup-
strata anksiolitiCkog dejstva benzodiazepina koriiéeni su
test uzdignutog lavirinta u obliku znaka plus (eng. elevated
plus-maze test) (41-43), test izbora izmedu svetla i tume
(eng. light-dark choice rest) (41, 43) i test preneraZenja po-
tenciranog strahom (eng. fear-potentiated startle) (42).
Poredenje dejstava diazepama na prirodne i genetski modi-
fikovane migeve je pokazalo da je anksioliti¢ki efekat ben-
zodiazepina posledica omoguéavanja aktivnostt GABA, re-
ceptora koji sadrZe o, podjedinicu, a koji ¢ine 15% ukupne
populacije GABA, receptora i koji predominiraju u struk-
turama odgovornim za obradu emocionalnih stimulusa, a
najizrazenije u centalnom nukleusu amigdale (27). Pored
toga, receptori koji sadrze o, pedjedinicu su gusto ek-
sprimirani na inicijalnim segmentima aksona projekcionih
celija cerebralnog korteksa 1 hipokampusa, na taj nadin
moduliu¢i aktivnost ovih neurona (15, 17). S druge strane,
strukture koje eksprimiraju o3 podjedinicu: retikularno-
aktivacijski sistem (noradrenergicki, serotonergicki i dopa-
minergi¢ki neurcni) i bazalni prozencefalon (holinergicki
neuroni), nisu specifi¢no ukljutene u anksioliticki efekat
benzodiazepina, koji postoji 1 pri onemoguéavanju vezi-
vanja diazepama za ovu podjedinicu (27, 43). 1 inafe, linija
¢ mutiranih mifeva, generalno, nije pokazala znalajne
razlike u bihejvioralnim testovima u odnosu na divlju liniju
(43).

Imunohistochemijsko, elektrofiziolo§ko i bihejvioralno
ispitivanje linije ds-mutiranih mifeva utvrdilo je da, za
razliku od ostale tri linijje modifikovanih Zivotinja, oy
(HI05R) misevi pokazuju deficit mutiranih receptora, ek-
sprimiran na nivou piramidnih cCelija hipokampusa, i to u
populaciji ekstrasinapti¢kih receptora (46). I dok, sa aspekta

farmakologkog fenotipa, efekti diazepama, pradeni u testo-
vima sedativnog, anksiolitickog i antikonvulzivnog dejstva,
nisu izmenjeni u odnosu na divlju linjju (kao §to je vec¢
navedeno, jedino je zapazena uloga as GABA, receptora u
miorelaksantnom dejstvu diazepama), prvi put je utvrdena
razlika u fizioloskom fenotipu mutiranih mifeva. Visoko
specifiéno, u populaciji farmakolotki netretiranth, os-
mutiranih miSeva, raste, u odnosu na divlju liniju, reakcija
imobilnosti (eng. freezing) u jednom od tri koriéena testa
kondiciconiranja strahom. U pitanju je procedura ked koje
pojavi bezuslovne drazi {elektricno, bolno draZenje 3apica)
prethodi uslovljavajuéi zvuéni signal | pauza tokom 1 s
(eng. trace fear conditioning), za razliku od druge dve para-
digme, gde 1zostaje pauza izmedu dve drazi (eng. delay fear
conditioning) ili uslovljavajuce drazi i nema (eng. contex-
tual fear conditioning)y (52). Pojava se moze dovesti u
kauzalnu vezu sa imunohistohemijski pokazanim deficitom
receptora u hipokampusu, jer je poznato da je upravo frace
kondiciniranje oblik asocijativnog ucenja zavisan od hipo-
kampusa (53, 54). Odnosno, ekstrasinapti¢ki as GABA, re-
ceptori bi mogli da predstavljaju molekulski supstrat za
obradu vremenski diskontinuiranih stimulusa na nivou
hipokampusa (46). O znaaju s GABA, receptora hipo-
kampusa u kontroli kognitivnih procesa govori i nalaz da
miSevi sa inaktivisanom o5 podjedinicom (knockour
tehnologija) znacajno bolje izvode paradigmu prostornog
ucenja u vodenom lavirintu {eng. water maze 1est) u odnosu
na divlju liniju, dok nisu zapaZene razlike u drugim testo-
vima ucenja i memorije za &ije izvodenje nije od primarnog
znacaja funkcija hipokampusa, niti u testovima anksioznosti
(55).

Pracenjem dejstava diazepama na EEG aktivnost
divljih 1 genetski modifikovanih miSeva utvrdeno je da ti-
picni benzodiazepinski ,,otisak” na EEG zapis nije, pri-
marno, posledica aktivacije GABA, receptora koji sadrze o,
podjedinicu, odnosno da su sedativni i hipnoticki efekat
benzodiazepina posredovani razli¢itim molekulskim [ neu-
ronskim supstratom (45). Drugim reCima, na osnovu
sadaSnjeg stanja istrazivanja hipnoticki efekat benzodiaze-
pina i njegov EEG korelat mogli bi da se razdvojc od seda-
tivnog dejstva.

Perspektive razvoja novih liganada za
benzodiazepinske receptore

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 GABA, receptore koji sadrze o, €, i 03
podjedinicu, a sa tri puta manjim afinitetom za receptora
koj1 sadrZe o5 podjedinicu. S druge strane, pokazuje izraZe-
nu selektivnost efikasnosti na pojedinim podtipovima re-
ceptora. Modulatorni efekat na dejstvo GABA-e na recepto-
rima koji sadrze ¢, podjedinicu izostaje (pona3a se kao ne-
utralizujuéi alosterni modulator (17} ili, manje precizno,
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kompetitivni antagonist), dok pozitivno modulife efckte na
receptorima koji sadrze o, o3 i, u manjoj meri, s podjedi-
nice (parcijalni pozitivni alosterni modulator, odnosno par-
cijalni agonist). Usled ovakvog profila modulacije GABA-
ergicke neurotransmisije, L.-838417, u $irokom rasponu do-
za, ne smaijuje spontanu lokomotornu aktivnost divljeg
soja miSeva (zapravo, zapaZza s¢ povecanje aktivnosti, koje
moZe da se objasni anksiolitickim dejstvom), ne uti¢e one-
sposobljavajuée na izvodenje rotarod testa i ne umanjuje
snagu stiska eksperimentne Zivotinje: shodno tome, ligand
ne izaziva sedaciju, ne oste¢ujec motornu koordinaciju i ne
deluje miorelaksantno. Istovremeno, antikonvulzivna aktiv-
nost u uslovima konvulzija izazvanih pentilentetrazolom je
prisutna u zna¢ajnoj meri. Kona¢no, u dva testa za procenu
anksiolitickog dejstva Ickova, testu uzdignutog lavirinta u
obliku znaka plus i tcstu preneraZenja potenciranog strahom
ovaj ligand benzodiazepinskih receptora pokazuje anksioli-
ticki efekat, komparabilan sa efektom diazepama (42).
Drugi ligand za benzodiazepinsko vezno mesto zna-
Cajne selektivnosti u vezivanju 1 aktivisanju podtipova
GABA, receptora takode je ne-benzodiazepinske strukture |
oznaten jc kao SL651498 — 6-fluoro-9-metil-2-fenil-4-
{pirolidin-I-il-karbonil)-2,9-dihidro- 1 H-pirido[3,4-b]indol-
I-on. SL651498 pokazuje visok afinitet vezivanja za
GABA, receptore koji sadrze o, i o; podjedinicu, interme-
dijerni za o i nizak afinitet za o5 podjedinicu. S druge stra-
ne, ovaj ligand je puni agonist na receptorima koji sadrZe o
1 ¢35 podjedinicu, a parcijalni agonist na receptorima sa , i

o5 podjedinicom. Posledi¢no, SL651498 uzrokuje anksioli-
ticke i miorelaksantne cfekte u rasponu doza visestruko ni-
zem (1-10 mg/kg, ip) od onog neophodnog za izazivanje
misi¢ne slabosti, ataksije, sedacije 1 anterogradne amnezije
(30100 mg/kg, ip) (56).

Imajuéi u vidu 1 primere ved poznatih velativno selek-
tivnih o, liganada (abekarnil, zolpidem, zaleplon) i parcijal-
nih agonista (bretazenil, imidazenil}, jasno je da se selektiv-
nost liganda za benzodiazepinske receptore moZe postici
selektivnim afinitetom, selektivnom ctikasno$éu ili, najreal-
nije, optimalnom kombinacijom ova dva osnovna svojstva
interakcije ligand - receptor (27). U prilog ovakvom pristu-
pu govori 1 ¢injenica da se, kod genetski modifikovanih li-
nija, kvalitet bihejvioralnih efekata moZe menjati i posle
primene liganada sa inverznom agonistickom aktivnoscu
(57). Tako, jedinjenje Ro 15-4513, koje povecava lokomo-
tornu aktivnost i potencira konvulzijsku aktivnost u divljoj
finiji migeva nakon primene kod a; (HI01R) linije pokazuje
standardnc efekte agonista, hipolokomotornu i antikonvul-
zijsku aktivnost. Klasiéni B-karbolinski inverzni agonist,
DMCM, gubi prokonvulzivnu aktivnost kod o; (HIOIR)
miseva (47).

U zakljucku, profilisana bihejvioralna ispitivanja na
genetski modifikovanim sojevima Zivotinja omoguéice raz-
voj novih lekova sa ve¢om specificno§éu delovanja, za tera-
piju anksioznih poremeéaja i drugih psihijatrijskih i neuro-
loskih stanja u &ijoj etiologiji i patogenczi udestvuje GA-
BA-ergicki sistem (12, 58).
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