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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivonRazvoj tolerancije i fizi ¢ke zavisnosti tokom
ponavljane primene diazepama kod pacova: uloga modacije na GABAa receptorima
koji sadrze al i a5 podjedinicu“ sadrzi sedam poglavlja: Uvod, Ciljevi istrazivanija,
Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakipi i Literatura. Na pdetku rada priloZzen je
Rezime na srpskom i engleskom jeziku (Abstractia &raju rada kratka biografija kandidata.

Tekst disertacije je napisan na 125 strana, 13GashzZajem i sazecima na srpskom i
engleskom. Disertacija sadrzi 27 slika i 5 tabel@azultatima. Pregled literature sadrzi 152
navoda.

UvoD se sastoji iz pet delova napisanih na 26 strash&pph svaki sadrzi informacije
koje su od zn&ja za predmet préavanja ove doktorske disertacije. U prvom delu Wod
kandidatkinja se osvrnula na istorijske aspekteri@aki primene benzodiazepina. U
navedenom poglavlju kandidatkinja navodi literatupodatke o potencijalu benzodiazepina
za razvojem fenomena tolerancije i zavisnosti nadlagotrajne primene. U drugom delu
Uvoda, kandidatkinja opisuje mehanizam dejstva bdiazepina peevsi od strukture
GABA, receptora. Nakon udenja pojmova ortosternog i alosternog veznog mesta,
kandidatkinja ukazuje na farmakoloski Zapalosternih modulatora GABAreceptora. U
nastavku navedenog poglavlja posebno sudamidigandi benzodiazepinskog veznog mesta,
I to pozitivni, negativni i neutralni modulatori X, receptora. U tieem delu Uvoda,
opisan je pristup povezivanju farmakolosSkih efekbémnzodiazepina i aktivacije odenih
podtipova GABA. receptora. Ukratko su opisani pristupi istrazivag) efekata liganada
benzodiazepinskog veznog mesta primenom genetstlifikmvanih zivotinja i farmakoloski
pristup. Kandidatkinja se osvrnula na &aadostignida postignut primenom navedenih
pristupa. Ucetvrtom, za sprovedeno istrazivanje najblize veradelu Uvoda, kandidatkinja
je sumirala literaturne podatke o fenomenima kejirazvijaju nakon ponavljane primene
benzodiazepina: tolerancije, zavisnosti i adikcijeokviru svakog od navedenih fenomena,
kandidatkinja se posebno bavila definisanjem navedefenomena, pretpostavljenim
mehanizmima koji dovode do razvoja fenomena i ulaefévacije odrdenih podtipova
GABA receptora u razvoju navedenih farmakoloskih eteketkon ponavljane primene. U
petom poglavlju Uvoda, kandidatkinja je istakla &ajadaljih istrazivanja na polju tolerancije i
zavisnosti, povezuji prethodno naveden&njenice i ogranienja prethodnih istrazivanja, i
ukazala na tekie pravce u istrazivanjima.

OsnovniCILJ) ISTRAZIVANJA bio je da se ispita uticaj rezima primene diazegpara
razvoj fenomena tolerancije i fitke zavisnosti, pkeno kroz ispoljavanje promena u
bihejvioralnim efektima diazepama kod pacowsistar soja. Dodatno, primenom



farmakoloSkog pristupa selektivne blokade podtip@maBAA receptora, ispitana je uloga
GABA receptora koji sadrz®- i os- podjedinicu u nastanku navedenih fenomena.

U poglavlju MATERIJAL | METODE na 17 strana date su osnovne informacije o
eksperimentalnim uslovima i Zivotinjama, supstangakoje su kori&ne u istrazivanju
(diazepam, flumazenil, XLi093 (4H-imidazo[1,5-a}}lhenzodiazepin-3-karboksilna kiselina,
8-etinil-5,6-dihidro-5-metil-6-okso-,1,3-propandidstar) iBCCt ( karbolin-3-karboksilat-t-
butil estar)) i aparatima koji su kofgni u eksperimentalnom radu. U nastavku poglavlja
opisani su testovi i modeli koti8ni za procenu motorne aktivnosti (test spontane
lokomotorne aktivnosti), anksioznosti (uzdignutugllavirint), misénog tonusa (test ¢me
stiska) i osetljivosti prema konvulzivnim napadinfatravenski pentilentetrazolski test).
Takadu je opisana metoda odreanja koncentracije liganada u plazmi i mozgu. &eainom
delu navedenog poglavlja opisani su primenjeni eksgentalni protokoli ponavljane primene
tretmana sa tabelarnim prikazima tretmana. U pogbed delu ovog poglavlja detaljno su
opisane statistke metode (jedno— i dvo-faktorske ANOVA—e sa pojaaném ili bez njega)
koriS¢ene za obradu rezultata sprovedenih eksperimeldagaim eksperimentima, razlike na
nivou p<0,05 uzimane su kao statikti znatajne, dok su razlike 0,1>p>0,05 smatrane
trendom. Ukoliko su uticaji faktora bili statigti znatajni, post hoc poreienja vrSena su
primenom Tukey ili Student Newman Keuls testovaatiSticka analiza je sprovedena
komercijalnim statistkim softverima SigmaPlot 11.0 ili ANY-maze. Sve ¢liezene i
koriSene metode su odgovarégu i u skladu su sa savremenim zahtevima
nawnoistrazivékog rada u relevantnoj oblasti. Tale sve koriene metode su omogjle
dobijanje rezultata na osnovu kojih je moéguoneti adekvatne néne zakljike.

REzZULTATI su prikazani na 36 stranice teksta, uldjuci 27 slika i 5 tabelarnih prikaza, sa
detaljnom statistkom obradom ispitivanih parametara za svaki od efsggnata.

DISkUSJA (26 strana) je podeljena na Sest odeljaka. Kranghtetnu diskusiju dobijenih
rezultata, kandidatkinja je na sveobuhvatan i rdgpumacin iznela svoje zakljgke i hipoteze,
koji objasnjavaju rezultate ove doktorske disejga@ u svetlu rezultata drugih istrazikén
grupa iz istog ili srodnih n&uih polja.

U poglavljuZakLiu ¢ci navedena su najzéanija zapazanja i zakkei, koji su u skladu sa
dobijenim rezultatima i ciljevima istrazivanja.

U poglavljuL ITERATURA navedeno je 152 reference citirane harvardskironstil

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Uticaj svakodnevnog rukovanja Zivotinjama u ciljuinpene odgovarajieg tretmana na
ponaSanje nakon primene rast¥ardi akutne primene diazepama u dozi 2 mg/kg @&pie
poreienjem grupa kojima je navedeni tretman primenjemgé&ratno sa grupama koje su
navedeni tretman primile nakon 14 dana primene/aggta. Primenjena dvofaktorska analiza
varijanse je pokazala da se ponaSanje Zzivotinja raglikovalo u testovima za procenu
motorne aktivnosti, nivoa anksioznosti ijge stiska. U daljem toku istrazivanja za procenu
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razvoja tolerancije sve zivotinje su prosle idé&mti proceduru, tako da su i kontrolne Zivotinje
primale tretman rastvatam svakodnevno.

Eksperimenti sprovedeni sa ciljem ispitavanja ydicdoze diazepama koéEne tokom
ponavljanog tretmana na razvoj tolerancije nagma farmakoloske efekte pokazali su da su
razvoj tolerancije na sedativno i anksi@kid dejstvo dozno-zavisni fenomeni. Naime, analiza
rezultata je pokazala da se tolerancija na sedatijstvo 2 mg/kg diazepama razvija hakon
ponavljane primene iste ili ¢e doze diazepama tokom 14 dana, jednom dnevndeizoa
kroz izostanak razlika u ukupnom gemom putu izmdu grupa ponavljano tretiranih
diazepamom u dozi 2 mg/kg ili 10 mg/kg i kontrolgeipe tretirane rastvarem. S druge
strane, tolerancija na anksialtb dejstvo 2 mg/kg diazepama se razvija jedino nako
ponavljane primene ¥e doze diazepama, dok ponavljana primena iste doxedi do
potenciranja anksiolitkog efekta. Dalji eksperimenti su pokazali da skonaponavljane
primene diazepama u dozi 2 mg/kg ili 5 mg/kg dveaginevno slabljenje sedativnog dejstva
diazepama razvija ¥enakon tri dana. Zapazeni fenomen slabljenja seuadi efekta u testu
spontane lokomotorne aktivnosti odrazava se krafisttki znatajno povéanje ukupnog
predenog puta i prdenog puta u perifernoj zoni u odnosu na akutnu gmumdiazepama u
odgovarajadoj dozi, uz istovremeno ztajno smanjenje pdenog puta u odnosu na kontrolne
grupe. Analiza rezultata po 5-minutnim intervalippekazala je da se oslabljeni sedativni
efekat diazepama nakon ponavljane primenénabjavlja kroz odlozeni nastup dejstva, ili
krace trajanje efekta.

Eksperimenti sprovedeni sa ciljem ispitivanja ul@givacije GABA, receptora koji sadrze
ay podjedinicu na razvoj tolerancije na sedativnaig diazepama pokazali su da ponavljana
blokada navedenog podtipa receptora olakSava rdalejancije na prgni efekat nakon 7
dana ponavljane primene. Zapazeni efekat izrazekrge statistiki znaajno povéanje
ukupnog prédenog puta i prdenog puta u perifernoj zoni u odnosu na grupu pijaray
tretiranu diazepamom. Dodatno je pokazano da bbbKadBAa receptora koji sadrze;
podjedinicu tokom tri dana ne & na razvoj tolerancije. U okviru ovog eksperimenta
odreiene su koncentracije diazepama- selektivhog neutralnog modulatgi&€Ct-a u krvi i
mozgu. Analiza dobijenih rezultata je pokazala daksncentracije3CCt-a u krvi i mozgu
izmerene neposredno nakon testiranja, a 16 satimpkslednje primene, najmanje 50 puta
nize od koncentracija diazepama primenjenog ptedef, na osnovidega se nedekuje da

je prisustvo neutralnog modulatora moglo daeutha dalje tum#enje dobijenih rezultata
bihejvioralnog testiranja.

Nasuprot, ponavljana blokada GARAeceptora koji sadrzes podjedinicu delimino je
otezala razvoj tolerancije na sedativno dejstvi@zeno kroz izostanak paianog préenog
puta u centralnoj zoni u odnosu na akutnu primelazeppama (5 mg/kg) koji je zapazen
nakon ponavljane primene diazepama u dozi 5 mgtigw 7 dana. Analiza pdenog puta po
5-minutnim intervalima je pokazala da istovremenanpna XLi093, selektivhog neutralnog
modulatora GABA receptora koji sadrzes podjedinicu, uz diazepam, dovodi do brzeg
nastupa sedativnog dejstva u odnosu na ponavljamepu samog diazepama (za prvih 5
minuta préenja: p = 0,004). Kao i u slaju blokade GABA receptora koji sadrze;
podjedinicu, ponavljana blokada GARAeceptora koji sadrzes podjedinicu tokom 3 dana
nije uticala na razvoj tolerancije na sedativhstle diazepama.



Eksperimenti sprovedeni sa ciliem da se ispitaaytioze, duzine primene i vremena nakon
prekida tretmana na ispoljavanje péaeog nivoa anksioznosti kao znakadka zavisnosti
pokazali su da se poéen nivo anksioznosti u uzdignutom plus lavirintuzaaletektovati 24

h nakon prekida ponavljane primene diazepama 2 gng/koku 7 ili 14 dana, dva puta
dnevno. Zapazeni efekat je izrazen krozéajrego smanjenje procenta vremena provedenog u
otvorenim kracima, procenta ulazaka u otvorene &rakremena provedenog u distalnim
delovima otvorenih kraka nakon 14 dana ponavljaimagne tretmana.

Obustave primene diazepama u dozi 2 mg/kg jednoavrdnu toku 21 dana, dovela je do
pove&anog nivoa anksioznosti 24 h nakon obustave tredimaerz obzira da li je pre testiranja
u uzdignutom plus lavirintu primenjen rastvardi nije. Akutna primena neselektivhog
neutralnog modulatora GABAreceptora flumazenila, nesposredno pre testirasjela je da
otkloni pove&an nivo anksioznosti uzrokovan obustavom primerazepama i dovela do
efekta nalik anksiolitkom dejstvu diazepama. Efekat flumazenila zapazkree zn&ajno
poveanje procenta vremena provedenog u otvorenim kieaciprocenta ulazaka u otvorene
krake u pordenju sa grupom kojoj je obustavljen diazepam, ta/iemeni izostanak razlika
u odnosu na grupu kojoj je akutno primenjen diarepadozi 2 mg/kg.

Uloga GABA. receptora koji sadrzew; podjedinicu u ispoljavanju povanog nivoa
anksioznosti ispitana je primenofCCt-a neposredno pre testiranja u uzdignutom plus
lavirintu. Blokada navedenog podtipa GABAeceptora uspela je da sgiredgovor nalik
anksiogenom, i zapazeni efekat je pokazaodmine doznu-zavisnost. Naime, dok je primena
BCCt-a u sve tri doze: 1,25 mg/kg, 5 mg/kg ili 20/keguspela da zriajno povéa procenat
vremena provedenog u otvorenim kracima, jedinaijmgna dve vée doze uspela da paize
procenat ulazaka u otvorene krake.

Dugotrajnom blokadom GABA receptora koji sadrze; podjedinicu, primenongCCt-a,
ispitana je uloga navedenog podtipa receptora uamefmima odgovornim za razvoj féke
zavisnosti, préeno kroz povéan nivo anksioznosti i povanu osetljivost prema
konvulzivnim napadima. Rezultati ovog eksperimesta pokazali da produzena blokada
GABA, receptora koji sadrze; podjedinicu tokom 21 dana moZe olakSati razvaoickie
zavisnosti, préeno kroz snizenje praga konvulzivne aktivnosti magill na samu obustavu
diazepama. S druge strane, produZzena blokada bogpa receptora tokom 28 dana
pokazala je sposobnost da prevenira pama osetljivost prema konvulzivhim napadima
izazvanim pentilentetrazolom, detektovano nakonstdwe ponavljane primene diazepama.
Dugotrajni izostanak aktivacije GABAreceptora koji sadrZze; podjedinicu nije uticao na
razvoj povéanog nivoa anksioznosti, geno u uzdignutom plus lavirintu nakon 14, 21 ili 28
dana ponavljane primene tretmana.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA 1Z LITERATURE

Prethodna istrazivanja su pokazala da svakodnewkavanje Zivotinjama moze promeniti
eksplorativnu aktivnost i nivo anksioznosti zivggir(Schmitt i Hiemke, 1998a; Costa i sar.,
2012) i dodatno uticati na farmakoloski odgovom@njenog tretmana (Hogg, 1996). Stoga je
na p@&etku ove disertacije ispitan uticaj rukovanja nang&anje Zivotinja u testovima za
procenu motorne aktivnosti, nivoa anksioznosti $iénie snage. Rezultati eksperimenta su



pokazali dai.p. primena rastvata i svakodnevno rukovanje zivotinjama nisu utiqadi
bazalnu motornu aktivnost, nivo anksioznostidina stiska. Takde, bihejvioralni odgovor
diazepama (2 mg/kg) u sva tri primenjena testa sgjgazlikovao izm#u grupa kojima je
prethodno rukovano u odnosu na grupu kojoj je tagtprimenjen jednokratno.

U skladu sa prethodno publikovanim rezultatima kidjazuju da se tolerancija na sedativno
dejstvo diazepama razvija nakon 3 dana ponavljaimeepe tretmana (File i Fernandes,
1994), rezultati ove disertacije su potvrdili odjabi sedativni efekat detektovan nakon 3
dana. Oslabljeno sedativno dejstvo diazepama wgktasa prethodno opisanim fenomenom
parcijalne tolerancije koji se mozZze préna rezultatima studije Vlaidii Pergi¢ (2009).
Dodatni doprinos ove disertacije je u tome Stoesaultati pokazali da se oslabljeni sedativni
efekat, razvijen u oddenom obimu nakon 3 dana, ne péea daljim produzetkom terapije
ni do 14 dana. Rezultati ove disertacije su pokatalukoliko je doza diazepama koja se
koristi tokom ponavljane primene ista kao i dozgakee primeni pre procene motorne
aktivnosti, izostaju uticaji rezima i duzine pringena razvoj tolerancije na sedativno dejstvo.

Razvoj tolerancije na anksioliio dejstvo benzodiazepina i dalje predstavlja pretddebate
(Hutchinson i sar., 1996). U literaturi postoje dpk o izostanku razvoja tolerancije na
anksiolittko dejstvo, pa i o0 potencijaciji ovog efekta nakgonavljane primene
benzodiazepina (Stock i sar., 2000; Khan i Hale2d®8). Dobijeni rezultati pokazuju da je
osetljivost na anksiolitko dejstvo s&uvana nakon ponavljane primene srednje doze
diazepama (2 mg/kg), dok se anksiokiiefekat gubi nakon ponavljane primene nize (0,5
mg/kg) i viSe (10 mg/kg) doze diazepama.

Prethodne studije koje su ispitivale razvoj toleignna miorelaksantno dejstvo diazepama
pokazale su da se tolerancije razvija nakon 7 damgrimene diazepama u dozama 2,5
mg/kg do 10 mg/kg (Matsubara i Matsushita, 1982)ka2ani rezultati pokazuju da
ponavljana primena diazepama, nezavisno od dem& doze, dovodi do gubitka efekta
miSi¢ne relaksacije nakon primene 2 mg/kg diazepama.

Prethodne studije koje su imale za cilj da ispitdjpgu aktivacije razéitin podtipova GABA
receptora u razvoju tolerancije na bihejvioralnekef benzodiazepina prevashodno su
koristile selektivne pozitivne alosterne modulatdle genetski modifikovane Zivotinje
(Vinkers i Olivier, 2012). Otuda je u ovoj diserjacipotrebljen za sada jedinstveni pristup
ispitivanjima uloge razéitih podtipova GABA, receptora u razvoju tolerancije na sedativno
dejstvo diazepama. Ovaj pristup je podrazumevaay@nu selektivhu blokadu GABA
receptora koji sadrzey; ili as podjedinicu primenom selektivnih neutralnih aloste
modulatora GABA receptora —BCCt-a ili XLi093 uz diazepam. Prethodna studija
sprovedena na genetski modifikovanim miSevima ukaya na zné&ajnu ulogu GABA
receptora koji sadrzew; i os podjedinicu u razvoju tolerancije na sedativno stle
benzodiazepina (van Rijnsoever i sar., 2004). Ssegeezultati ove disertacije, koji pokazuju
da izostanak aktivacije; podtipa GABA\ receptora olakSava razvoj tolerancije nacena
sedativni efekat, mogu smatrati suprotnim prethotdnmalazu na genetski modifikovanim
Zivotinjama. Ipak, vazno je imati u vidu da studija genetski modifikovanim miSevima nije
mogla na adekvatan &a da ispita ulogu navedenog podtipa GAB#feceptora u razvoju
fenomena tolerancije na sedativno dejstvo diazepamazirom da je akutni sedativni efekat



izostao kod mutiranih Zzivotinja. Dodatno, izmerekencentracije diazepama BCCt-a
neposredno nakon testiranja ukazuju da prisutnzekdracijaBCCt-a nije mogla da spfe
vezivanje diazepama, prisutnog u koncentraciji odligno 3 umol/kg, za GABA receptore
koji sadrzen; podjedinicu, Sto bi moglo da té& na dalje tum#nje rezultata.

S druge strane, rezultati eksperimenta nakon pgme/iprimene Xli093,0s selektivhog
neutralnog modulatora GABA receptora, uz diazepam, upju da blokada GABA
receptora koji sadrzes podjedinicu oteZava razvoj tolerancije i u atineoj meri su u skladu
sa prethodno diskutovanom studijom sprovedenomnenatgki modifikovanim miSevima (van
Rijnsoever i sar., 2004).

U pogledu na razvoj fizke zavisnosti, rezultati ove disertacije pokazuguse povéan nivo
anksioznosti 24 h po obustavi diazepama moze detattnakon ponavljane primene 2
mg/kg jednom dnevna,p. putem u toku 21 dana, Sto je u skladu sa prethpdibbkovanim
rezultatima (File i Andrews, 1991). P@ama osetljivost prema konvulzivnim napadima se
takade detektuje nakon 21 dana ponavljane primene treinfaosmatrani zajedno, rezultati iz
disertacije potvtuju sugestiju o bezbednosti intermitentne primeidéhrdoza diazepama u
periodu od jedne do dve sedmice (Ashton, 1994).

Prethodne studije su pokazale da primena flumazamakon obustave tretmana mozZe da
ublazi simptome fizike zavisnosti kod Zivotinja (Gallager i sar., 1988¢ i Hitchott, 1990).
Efikasnost flumazenila u terapiji sindroma obustpukazana je i kod ljudi kada se flumazenil
primenjuje pacijentima koji pate od sindroma obustéLader i Morton, 1992; Saxon i sar.,
1997), kao i kada se primenjuje zajedno sa opalajdozama oksazepama tokom nekoliko
dana po obustavi prethodne primene benzodiazeferad i sar., 2002, Hood i sar., 2009).
Rezultati ove disertacije su u skladu sa nalazirmaakutna primena flumazenila nakon
obustave ponavljane primene diazepama moze danotRlave&an nivo anksioznosti kod
zivotinja (File 1 Hitchott, 1990). Zapazeni efekfiimazenila prikazan u disertaciji bio je
slican akutnom efektu diazepama, Sto je u skladu sguzké&m koji su izneli File i Hitchott
(1990), da uticaj flumazenila na anksioznost zamishivoa anksioznosti Zivotinje.

U ovoj disertaciji ispitano je d&%e GABAa receptora koji sadrze; podjedinicu u
procesima koji se nalaze u osnovi ispoljavanja paweg nivoa anksioznosti nakon obustave
diazepama. Po prvi put je primenom neutralnog netduh pokazano da blokada GABA
receptora koji sadrze; podjedinicu moze da otkloni poten nivo anksioznosti uzrokovan
prekidom ponavljane primene diazepama i dovede fiktae komparabilnog primeni
neselektivhog neutralnog modulatora flumazenila.

U pogledu na ulogu aktivacije GABAreceptora koji sadrze;, podjedinicu u razvoju
fenomena fizike zavisnosti, prethodna istraZzivanja su ukazalazna@aj ovog podtipa
GABA receptora u promenama ponaSanja koje su povezamgcgacijom razvoja fizike
zavisnosti nakon primene samo jedne doze diésibenzodiazepina (Fischer i sar., 2013). S
druge strane, Mirza i Nielsen (2006) su sugeridalaktivacija GABA receptora koji sadrze
a; podjedinicu moZe imati klgnu ulogu u razvoju fizke zavisnosti nakon ponavljane
primene liganada, péano kroz povéanu osetljivost prema konvulzivnim napadima. Stgga
u ovoj disertaciji, primenom farmakoloskog pristup@duzene blokade GABAreceptora



koji sadrzea, podjedinicupCCt-om, uz diazepam, ispitana uloga ovog podtigeptora u
razvoju fizickke zavisnosti, pigno u razditim vremenskim tékama (nakon 14, 21 i 28 dana
ponavljane primene), i to kroz ispoljavanje pémeog nivoa anksioznosti i patane
osetljivosti prema konvulzivnim napadima. U navemlaneksperimentu, promene u nivou
anksioznosti zabeleZzene su tek nakon 28 dana ganaygrimene. Prikazani rezultati «oju

da produzena blokada GARAeceptora koji sadrze; podjedinicu nije dovoljna da spiie
razvoj povéanog nivoa anksioznosti tokom obustave diazepatoaukazuje na zriajnu
ulogu aktivacije ostalih, nee; podtipova GABA receptora, u razvoju pos@og nivoa
anksioznosti. Rezultati pentilentetrazolskog testkon 21 dana ponavljane primene pokazuju
da obustava ponavljane primene diazepam&@@€t dodatno pouv@ava osetljivost prema
konvulzivnim napadima nakon obustave tretmana, figeriSe da aktivacija GABA
receptora koji sadrze; podjedinicu moze imati “protektivhu ulogu” u nasta poveéane
osetljivosti prema konvulzivnim napadima po obusteatmana. S druge strane, nalazi nakon
21 dana su suprotni onima nakon 28 dana ponavpangne, kada je antagonizam efekata
posredovanih GABA receptorima koji sadrzei; podjedinicu, postignut istovremenom
primenompCCt-a uz diazepam, pokazao sposobnost da prevamweanu osetljivost prema
konvulzivnim napadima 24 h nakon obustave tretm&wsmatrano u svetlu publikovanih
rezultata, raztito ucee GABAx receptora koji sadrze; podjedinicu u mehanizmima koji
dovode do razvoja fizke zavisnosti na benzodiazepine moze se povezapret@odno
publikovanim rezultatima sa zolpidemom, dominanineelektivnim pozitivnim alosternim
modulatorom GABA receptora. Naime, studije koje su ispitivale garel osetljivost prema
konvuzivnim napadima nakon obustave tretmana pd&azasmanjenu osetljivost zolpidema
prema razvoju fizike zavisnosti u podenju sa klasinim benzodiazepinima nakon 5 do 10
dana ponavljane primene kod miSeva (Perrault | 4892; Elliot i White, 2000; Mirza i
Nielsen, 2006); s druge strane, rezultati studgewedene na primatima nakon dugotrajne
primene zolpidema (u toku 78 dana) pokazali suedsijdrom obustave komparabilan onom
uzrokovanom obustavom kl&sih benzodiazepina (Weerts i sar., 1998).
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D. OBJAVLIENI REZULTATI KOJI  CINE DEO DISERTACIJE

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diserfaalo sada su objavljeni u vidu tri rada u
casopisima koji su na SCI listi ( kategorija M22).

RADOVI U CASOPISIMA ME PUNARODNOG ZNA CAJA
1. Kovatevic J, Timé T, Tiruveedhula VV, Batidi B, Namjoshi OA, Milt M,
Joksimové S, Cook JM, Savi MM. Duration of treatment and activation ofl-
containing GABAA receptors variably affect the levef anxiety and seizure
susceptibility after diazepam withdrawal in ratsaiB Res Bull 2014; 104: 1-6. (M22)

2. Divljakovi¢ J, Mili¢ M, Namjoshi OA, Tiruveedhula VV, TinaiT, Cook JM, Savi
MM. BCCT, an antagonist selective fa(1)GABA(A) receptors, reverses diazepam
withdrawal-induced anxiety in rats. Brain Res B0I13; 91: 1-7. (M22)

3. Divljakovi¢ J, Mili¢ M, Timi¢ T, Save MM. Tolerance liability of diazepam is

dependent on the dose used for protracted treatifaatmacol Rep 2012; 64: 1116-
25. (M22)
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E. ZAKLIU CAK —OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DISERTACIJE

Ova studija je utvrdila da dugotrajna primena dmmrea moze dovesti do razvoja
farmakoloskih efekata tolerancije i fike zavisnosti, koja se manifestuje sindromom
obustave po prekidu ponavljanog tretmana, i pokaakdgu GABA, receptora koji sadrze,

i o5 podjedinicu u razvoju péanih fenomena.

Kandidatkinja je u disertaciji na sveobuhvatartimazucavala uticaj razéitih faktora na
razvoj tolerancije i fiztke zavisnosti, pgevsi od uticaja svakodnevnog rukovanja i primene
rastvarga, a zatim je nakon validacije primenjenog protakatwavala uticaje rezima
primene diazepama na pese fenomene. Doprinos ovog dela disertacije ogledanalazima
da se tolerancija na sedativno dejstvo razvija nékalana ponavljane primene diazepama, i
da se stepen tolerancije ne produbljuje sa dal@stavkom tretmana. U pogledu na razvoj
fizicke zavisnosti, kandidatkinja je pokazala &jaistovremenog pté@nja viSe od jednog
znaka ili simptoma, tako Sto je na istoj grupi Zim@ procenjen prag konvulzivne aktivnosti
nakon procene nivoa anksioznosti. Rezultati ukanajpotencijal razvoja fizke zavisnosti
nakon 21 dana ponavljane primene diazepam&gepoakroz povéanje nivoa anksioznosti i
povetanu osetljivost prema konvuzivnim napadima.

U ovoj disertaciji ispitana je i uloga GABAreceptora koji sadrze; i as podjedinicu u
razvoju tolerancije na sedativno dejstvo diazepamézicke zavisnosti. Selektivnom
blokadom odréenih podtipova GABA receptora primenom selektivnih neutralnih
modulatora BCCt i XIi093, kao do sada jedinstvenim pristuponirasivanju efekata
benzodiazepina nakon dugotrajne primene, pokazanala selektivha blokada GABA
receptora koji sadrze; podjedinicu u odrdenoj meri olakSava razvoj tolerancije na sedativno
dejstvo, dok selektivna blokada GARAeceptora koji sadrzes podjedinicu odlaze razvoj
tolerancije na prgeni efekat. U pogledu razvoja féke zavisnosti, uloga GABAreceptora
koji sadrzea; podjedinicu prevashodno je pokazana kroz sposolp@€t-a da otkloni
pove&an nivo anksioznosti nakon prekida primene tretmédadruge strane, produzena
blokada ovog podtipa receptora nije uticala na @menu nivou anksioznosti izazvane
prekidom primene diazepama. Dodatno, kandidatkjejgppokazala da mehanizmi koji se
nalaze u osnovi fenomena fike zavisnosti zavise od simtoma ili znaka koji stig duzine
ponavljane primene. Tako je u pentilentetrazolskestu pokazano da produzena blokada
GABA receptora koji sadrze; podjedinicu moze olakSati razvoj ftke zavisnosti nakon 21
dana ponavljane primene, dok je u istom eksperimg@gukazano da blokada navedenog
podtipa GABA, receptora moze da prevenira péaeu osetljivost prema konvulzivnim
napadima nakon obustave tretmana posle 28 dana.
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F. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE DISERTA CIJE

Doktorska disertacija pod nazivomRazvoj tolerancije i fizi¢ke zavisnosti tokom
ponavljane primene diazepama kod pacova: uloga modacije na GABAa receptorima
koji sadrze a; i 05 podjedinicu”, kandidata diplomiranog farmaceuta Jovane Kevi, po
svom sadrzaju i formi, dobro napisanom opStem, owod delu, jasno postavljenim
istrazivakim ciljevima, zadovoljavajte osmisljenoj metodologiji, precizno iznetim
rezultatima rada, razloznoj diskusiji i dobro foleanim zaklj@cima ispunjava sve
kriterijjume adekvatno napisanog kaag dela.

Komisija, stoga, sa zadovoljstvom predlaze Nastama@nom ve&u Farmaceutskog fakulteta
u Beogradu da prihvati pozitivan izveStaj o d@naoj doktorskoj disertaciji pod nazivom
.,Razvoj tolerancije i fizi¢ke zavisnosti tokom ponavljane primene diazepama kb
pacova: uloga modulacije na GABA receptorima koji sadrZze a; i as podjedinicu” i
kandidatu diplomiranom farmaceutu Jovani Kadevi¢ odobri javnu odbranu doktorske
disertacije po dobijanju saglasnosti édenagnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u
Beogradu.
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