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Sazetak

Naslov: Modeli za testiranje potencijalnih anksiolitika na "anksioznom" misu in vivo

Autor: Tin Luka Petanjek

Anksiozni poremecaji smatraju se jednim od najcesc¢ih dusevnih poremecaja te se
vjeruje da ¢e velik dio populacije tijekom Zivota ispuniti kriterije za barem jedan od
anksioznih poremecaja. Karakterizirani su situacijski neprimjerenim strahom,
panikom ili uz njih vezanim ponasanjem. Anksiozni poremecaji se medusobno
razlikuju ovisno o situaciji u kojoj se pojavljuju ili simptomima koje iskazuju, te ih je
moguce kategorizirati prema DSM-5 ili MKB-10 klasifikacijama. Smatra se kako do
anksioznih poremecaja dolazi zbog disfunkcije u amigdala ili CSTC krugovima te
njihovim neuronskim vezama s mnogim mozdanim strukturama. Medu
neurotransmitere uklju¢ene u anksiozne poremecaje ubrajamo GABA-u, serotonin i
kateholamine. Sustavi neurotransmitera ujedno su i cilj terapije anksioznih
poremecaja te su danas najceSce upotrebljavani benzodiazepini, SSRI ili SNRI te
buspiron ¢iji u€inak je usmjeren na modulaciju, te spojevi s djelovanjem na periferne
adrenergiCke receptore koji imaju utjecaj na simptome anksioznih poremecaja. Kako
bismo analizirali anksiozne poremecaje i uz njih vezane obrasce ponasanja te
djelovanje farmakolo$kih pripravaka upotrebljavamo zivotinjske modele. Modele je
potrebno vrjednovati kako bi se odredila njihova ucinkovitost u analizi odredenog
poremecaja, djelovanja odredenog anksiolitika ili primjenjivost opazanja u
Zivotinjskim modelima na ljude. U upotrebi su mnoge Zivotinjske vrste poput Stakora,

miSeva, zebra ribice i zamoraca, te razni oblici uredaja za testiranje.

Klju€ne rijeCi: Anksiozni poremecaji, amigdala, anksiolitici, Zivotinjski modeli.



Summary

Title: Models for in vivo testing of potential anxiolytics in an "anxious" mouse
Author: Tin Luka Petanjek

Anxiety disorders are considered to be one of the most common mental disorders
and it is believed that a large portion of the population will meet criteria for at least
one anxiety disorder during their lifetime. They are characterized by situationally
inappropriate fear, panic, or related behavior. Anxiety disorders differ from each
other depending on the situation in which they occur or symptoms they exhibit and
can be categorized according to DSM-5 or ICD-10 classifications. Anxiety disorders
are thought to occur due to dysfunction in the amygdala or CSTC circuits and their
neural connections to many brain structures. Neurotransmitters involved in anxiety
disorders include GABA, serotonin, and catecholamines. Neurotransmitter systems
are also the goal of anxiety disorder therapy. Today the most commonly used
medicines are benzodiazepines, SSRIs or SNRIs and buspirone, whose effect is
directed at modulation, and compounds with effects on peripheral adrenergic
receptors that affect the symptoms of anxiety disorders. In order to analyze anxiety
disorders and related behavioral patterns and the action of pharmacological agents,
we use animal models. Models need to be evaluated to determine their effectiveness
in analyzing a particular disorder, the action of a particular anxiolytic, or the
applicability of observations in animal models to humans. Many animal species such
as rats, mice, zebra fish and guinea pigs, and various forms of testing devices are in

use.

Key words: Anxiety disorders, amygdala, anxiolytics, animal models.



1. ANKSIOZNI POREMECAJI

Anksiozni poremecaji pripadaju medu najces¢e dusevne poremecaje. Karakterizira
ih pojava u okolnostima neprimjerene anksioznosti, panike i straha te uz njih
povezanih ponasanja, poput primjerice izbjegavaju¢eg ponasanja. Tokom Zivota
najmanje 25% pucanstva ispuniti ¢e dijagnosti¢ke kriterije za neki od anksioznih
poremecaja (1). Istrazivanje European Brain Council (EBC) i European College of
Neuropsychopharmacology (ECNP) objavljeno 2011. pokazuje da je jednogodisSnja
prevalencija svih anksioznih poremecaja na razini Europske unije iznosila 14,0%.
Sezdeset i jedan milijun ljudi u EU bio je obolio od nekog od anksioznih poremeéaja,
a troSak zbog onesposobljenosti je iznosio 71 milijardu €. IstraZivanje je obuhvatilo
27 &lanica EU plus Svicarsku, Norvesku i Island (Republika Hrvatska tada nije bila u
EU). Takoder u tom istrazivanju uocena je povec¢ana ucestalost anksioznih
poremecaja kod Zena naspram muskaraca s omjerom 2,5 :1 u korist Zenskog spola
(2). Anksiozne poremecaje mozemo razlikovati prema vrsti situacija i objekata koji
izazivaju tjeskobu, strah, paniku ili izbjegavajuce ponasanje te njima pridruZzene
nacine razmisljanja. Kod oboljelih se nerijetko uoCava i istodobna prisutnost kriterija
za dva ili viSe anksioznih poremecaja (1), prema tome medusobni komorbiditet

anksioznih poremecaja razmjerno je uCestala pojava.
1.1 Klini€ki entiteti iz spektra anksioznih poremecaja

KliniCke entitete iz spektra anksioznih poremecaja razvrstavamo prema 2
klasifikacije, DSM-5 Ameri¢ke udruge psihijatara (3) i MKB-10 Svjetske zdravstvene
organizacije (4). U nastavku biti ¢ée navedeni anksiozni poremecaji i njihova kratka
definicija prema DSM-5 klasifikaciji iz 2013. godine. Separacijski anksiozni

poremecaj ocituje se kao dugotrajan, snazan i za stadij razvoja neodgovarajuci



strah ili anksioznost zbog odvajanja od roditeljske figure ili mjesta za koje je bolesnik
posebno vezan (1). Selektivni mutizam oznacava stanje u kojemu osoba u to¢no
odredenim socijalnim situacijama (npr. $kola) nije sposobna govoriti, dok se u
drugima potpuno normalno verbalno izrazava (1). Specifi€éne fobije oznaCavaju
stalni, nerealni, pretjerani i nelogi¢ni strah od specifi¢nih situacija (poput agorafobije
gdje se strah ocituje u prisutnosti otvorenog prostora ili akrofobije gdje se strah
oCituje zbog visine) ili objekata (1).Socijalni anksiozni poremec¢aj podrazumijeva
iracionalni strah, anksioznost ili izbjegavanje socijalnih situacija u kojima su bolesnici
u centru paznje i promatranja (kod nastupa u javnosti, jela, govora) (1). Pani€ni
poremecaj oznaCava spontane, neocekivane i opetovane napadaje pani¢nog straha
koji nisu uvjetovani zivotno opasnom situacijom te nekom drugom psihijatrijskom ili
somatskom boles¢u (1). Generalizirani anksiozni poremec¢aj ocituje se trajnom,
generaliziranom i neodredenom tjeskobom o razli€itim aspektima zivota (posao,
karijera, prihodi, Skolovanje, zdravlje itd.) (1). lako prema DSM-5 viSe ne pripadaju
skupini anksioznih poremecaja Opsesivno-kompulzivni poremecaj (OKP) i
posttraumatski stresni poremecéaj (PTSP) i dalje su u bliskoj povezanosti sa
anksioznim poremecajima (3). Opsesivno-kompulzivni poremecaj podrazumijeva
prisutnost prisilnih misli i radnji koje bolesnik dozivljava stranima i nametnutima (1),
dok posttraumatski stresni poremecaj ozna¢ava opetovana i nametljiva prisje¢anja
teSkog traumatskog dogadaja uz negativno raspolozenje, napetost ili kombinaciju
klinickih slika (5). Prema MKB — 10 klasifikaciji anksiozni poremecaji pripadaju
kategoriji neurotskih, sa stresom povezanih i somatoformnih poremecaja te
ukljucuju: fobi¢ne anksiozne poremecaje ( agorafobija, socijalna fobija, jednostavna
odnosno specificna fobija ), druge anksiozne poremecaje ( pani¢ni poremecaj,

generalizirani anksiozni poremecaj, mjesoviti anksiozno - depresivni poremecaj ) te



anksiozne uz stres povezane poremecaje (1). Od iznimne vaznosti je razlikovanje
normalne fizioloSke tjeskobe i straha koji pomazu u izbjegavanju potencijalno
opasnih situacija imajuci tako upozoravajucu ulogu ,od patoloske tjeskobe i straha
koji pripadaju u neku od skupina anksioznih poremecaja (1). PatoloSkim tjeskobama
i strahom smatramo situacije u kojima se strah/anksioznost pojavljuje bez stvarne
prijetnje po osobu koja ga doZivljava (anticipirajuéi strah) i kada upravlja Zivotom

pojedinca na nacin da utjeCe na svakodnevni zivot oboljele osobe.

1.2 Neuroanatomija straha i anksioznosti

Strah kao slozeni fizioloski, kognitivni i bihevioralni odgovor na ugrozu evolucijski se
razvio kao odgovor na stvarnu opasnost. Anksioznost je dugotrajni odgovor na
signale opasnost i proizlazi ili iz neposrednih okolnosti koje signaliziraju odredenu
opasnost, ili potencijalno ugrozavajué¢eg dogadaja za koji postoji sumnja ha
nepoZzeljne posljedice. Anksioznost je visoko prilagodljiva te omogucava vece
prezivljavanje opasnih situacija, ali obzirom da mnoge situacije nemaju jasne
garancije sigurnosti ona moze perzistirati. Kada ona perzistira nakon stvarne
opasnosti, ili stvara odgovor koji je u nesrazmjeru sa stvarnom ugrozom ucinak
moze biti nepozeljan. Odredeni poremecaji poput pani¢nog poremecaja,
generaliziranog pani¢nog poremecaja, fobija i opsesivno kompulzivhog poremecaja
u studijama provedenim na blizancima pokazali su da geni nose velik utjecaj na
njihovu pojavnost, dok je u PTSP-u pokazan dvojak u€inak gena, na rizik razvoja
bolesti te vjerojatnost izlaganja pojedinca opasnosti. Animalni modeli mogli bi pomogi
u razumijevanju humanih anksioznih poremecaja jer se mnogi odgovori na podrazaje
strahom zadrzavaju izmedu razliCitih sisavaca. Takoder pogodni su jer je podrazaje
koji dovode do straha i anksioznosti lako simulirati u laboratorijskom okruzenju.

Pomoc¢u animalnih studija postavljene su mnoge hipoteze o patofiziologiji humanih



anksioznih poremecaja (6). Simptome anksioznih poremecaja mozemo podijeliti na
simptome straha i simptome zabrinutosti. Od velike je vaZznosti naglasiti kako
simptome straha poput panika i fobija prvenstveno povezujemo uz funkciju amigdala,
dok simptome zabrinutosti poput opsesija, iS€ekivanja i jada povezujemo pretezito uz
CSTC krugove. Amigdala (AMG) posjeduju vazne anatomske veze kojima integriraju
osjetne i spoznajne informacije te zatim odabiru hoce li biti odgovora na strah.
Regulacija osjeta straha vrSi se uzajamnim vezama amigdala sa klju¢nim dijelovima
prefrontalnog korteksa (PFC) za regulaciju emocija, orbitofrontalnog korteksa (OFC)
i prednjeg cingulatnog korteksa (ACC). Medutim osim osjetnih i spoznajnih
odgovora, strah dovodi i do motori¢kih odgovora uzrokovanih povezano$¢u amigdala
i periakveduktalne sive tvari (PAG) mozdanog debla, koji ovisno o kontekstu mogu
dovesti do reakcije borbe, bijega ili ,zamrzavanja“ u odredenom polozaju (7).
Endokrina zbivanja pripisujemo vezama izmedu amigdala i hipotalamusa (HTM), te
utjecaju na hipotalamo-hipofizno-adrenalnu os koja dovodi do promjena u razinama
lu€enja stresnog hormona kortizola. Promjene u disanju uzrokovane su vezama
izmedu amigdala i parabrahijalne jezgre (PBN) mozdanog debla, dovodeci tako do
poviSene respiratorne frekvencije u Zivotno ugroZavajuc¢im situacijama. Amigdala su
takoder povezana sa locus coeruleusom (LC), ¢ime ostvaruju utjecaj na
kardiovaskularni i autonomni zZiv€ani sustav. Povezana su uzajamno i sa
serotonergickim rafe (NR) jezgrama u mozdanom stablu. Rafe jezgre i
serotonergicke projekcije u mozgu sudijeluju u regulaciji osjeta straha i tieskobe.
Vazno je ukazati i na znacenje hipokampusa (HPC), koji zbog svoje uloge u
pamdéenju i povezanosti sa amigdalama moZe dovesti do aktivacije anksioznih
odgovora prilikom prisje¢anja traumatskih dogadaja, primjerice u posttraumatskom

stresnom poremecaju (7). Hipokampus i amigdala su vazni za kondicionirani strah.



Na slici 1 prikazani su navedeni neuronski krugovi amigdala.

- Strah

Traumatska memorija
[ Endokrini odgovor
. Motoricki odgovor

Autonomni odgovor

- Disanje

Slika 1. Neuronski krugovi amigdala sa djelovanjem na osjet straha.

AMG - amigdala, HTM — hipotalamus, ACC — predniji cingularni korteks, NR — jezgre
rafe OFC — orbitofrontalni korteks, HPC — hipokampus, PBN — parabrahijalna jezgra,

LC — locus coeruleus, PAG — periakveduktalna siva tvar

U zdravih osoba pokazano je kako se amigdala aktiviraju kao odgovor na osjetne
podrazaje koji pouzdano dovode do straha, dok je u osoba sa anksioznim
poremecajima pokazana pojacana aktivnost amigdala (6). Simptomi zabrinutosti
poput jada, negativhog razmisljanja i opsesija, koji kako je ve¢ navedeno proizlaze iz
CSTC krugova drugi su osnovni simptomi anksioznosti. Ovaj krug zapoc€inje u PFC
te Salje informacije u ventralni strijatum i ventralni talamus gdje prolaze obradu i

bivaju poslane nazad u PFC.



Na slici 2 prikazan je ovaj neuronski krug.

Slika 2. Kortiko-strijato-talamo-kortikalni neuronski krug.

DLPFC - dorzolateralni prefrontalni korteks

lako ovi neuronski krugovi dijele mnoge neurotransmitere sa neuronskim krugovima
amigdala, razlikuju se od njih po uporabi dopamina. Dostupnost dopamina regulirana
je aktivno$¢u katehol-O-metil transferaze, Cije bi razliCite genetske izoforme Met i Val
i njihov razlicit utjecaj na sintezu dopamina mogle biti rizi€an faktor za razvoj

anksioznih poremecaja (7).

1.3 Neurotransmiteri uklju€eni u kontrolu straha i anksioznosti

U eksperimentalnim modelima na zZivotinjama GABA se pokazala kao vazan
modulator ponasanja povezanog uz anksioznost u amigdalama (8) i CSTC krugu (7).
GABA je glavni inhibitorni neurotransmiter srediSnjeg Ziv€anog sustava i ima kljuénu

ulogu u kontroli ekscitabilnosti neurona. Vecina gabaergickih neurona pripada



skupini interneurona te time kontrolira ekscitabilnost neuronskih krugova u klju¢nim
regijama mozga. Unosom GABA-e u pokusne Zivotinje pokazano je anksioliticko
djelovanje dok je unos antagonista GABA-e doveo do anksiogenog efekta (8). lako
se uloga GABA-e smatra kljuénom u regulaciji anksioznosti te je zato velik dio
terapijskih mogucnosti usmjeren na njen receptor vazno je naglasiti da nije jedini

neurotransmiter sa ulogom u modulaciji anksioznosti (8).

Na slici 3 prikazani su neki neurotransmiteri i neuropeptidi Cija disfunkcija ima vaznu

ulogu u kontroli anksioznosti u amigdala i CSTC krugu.

VoltaZniionski Amigdala Kortikotropin
kanali oslobadajuci

faktor

NA
SHT GABA Glutamat

Voltazniionski Kortikotropin
kanali oslobadajudi
/ \ faktor

SHT GABA Dopamin NA

Slika 3. Neurotransmiteri i neuropeptidi sa ulogom u anksioznim poremecajima u

amigdala i CSTC krugu

Simptomi, neuronski krugovi i neurotransmiteri povezani sa anksioznim
poremecajima uvelike se poklapaju sa onima depresivnih poremecaja (7). Serotonin
inervirajuci dijelove amigdala i CSTC krugova tako ostvaruje ulogu u regulaciji straha
I zabrinutosti, te iako su lijekovi sa djelovanjem na serotoninergicki sustav
tradicionalno koristeni u lije€enju depresivnih poremecaja danas se upotrebljavaju i

za kontrolu vecine anksioznih poremecaja (7). Noradrenalin se primarno proizvodi u



locusu coeruleusu (9), zajedno sa kortikotropin oslobadaju¢im faktorom je uklju¢en u
ponasanja kao odgovor na okoliSne i unutarnje stresore. Imaju ulogu u poveéanoj
razini anksioznosti kao odgovor na ustezanje opijata, a anksioliti¢ki je u€inak uocen
pri administraciji njihovih antagonista (10). Glutamat je glavni ekscitatorni
neurotransmiter, djeluje na AMPA, kainat i NMDA receptore ionske kanale i na
MGLU G protein spregnute receptore. Djelujué¢i na NMDA receptore glutamat
uzrokuje povecanu propusnost za ione natrija i kalcija (11). Glutamat pokazuje vaznu
ulogu u patogenezi anksioznosti i kondicioniranog straha te bi se djelovanjem na
razliCite sinaptiCke proteine glutamatne neurotransmisije mogao posti¢i anksioliticki
ucinak (12). Dopamin je glavni kateholamin mozga sisavaca, pokazuje ulogu brojnim
funkcijama organizma i njegova uloga u patofiziologiji brojnih psihijatrijskih
poremecaja vec je dobro poznata (13). D1 i D2 dopaminski receptori imaju ulogu u
regulaciji anksioznosti te je razina dopamina i njegovih metabolita, te aktivhost MAO-

A i MAO-B povezana sa anksioznim ponasanjem (13).

1.4 Farmakologija anksioznosti

Kao $to je ve¢ opisano u prethodnim poglavljima u anksiozne poremecaje ukljueni
su brojni neurotransmiteri i neuropeptidi na raznim lokacijama srediSnjeg ziv€anog
sustava, prema tome moguénosti farmakolo$kog zbrinjavanja anksioznih

poremecaja su takoder brojne.

Na slici 4 prikazani su neki od lijekova koriStenih u farmakoloSkoj regulaciji

anksioznih poremecaja i njihovo mjesto djelovanja.



treatment of anxiety
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stimulants of GABA-R / L—
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Slika 4. Farmakoterapija anksioznih poremecaja.

Anonimni autori, The Teaching Resource Centre Pharmacology Database, Leiden
University Medical Center, The Nederlands.
https://coo.lumc.nl/TRC/Graphic/txanxiety.qgif (slika s Interneta). Version 5-4-2018
(pristupljeno 30.05.2020) Dostupno na:

https://coo.lumc.nl/TRC/default.aspx?direct=true

Kao $to je prikazano na slici 4, danas se u farmakoterapiji anksioznih poremecaja
koriste lijekovi s u€inkom na tri neurotransmiterska sustava: serotonergicki,
noradrenergicki i GABA (14). Djelovanjem na 5HT sinapsu i GABAAareceptore
pokusava se postici inhibicija hiperekscitiranih amigdala i smanijiti poveéano
otpustanje noradrenalina iz locus coeruleusa, dok se pomocéu antagonista beta

adrenoreceptora smanjuju simptomi uzrokovani aktivacijom receptora za


https://coo.lumc.nl/TRC/Graphic/txanxiety.gif

noradrenalin (slika 4) (14). Postoje tri glavna tipa GABA receptora, ionotropni GABAA
i GABACc (7) te G protein spregnuti GABAB receptori (11). Aktivacijom GABAAa
receptora neurotransmiterom, dolazi do trenutnog porasta provodljivosti kloridnih
iona kroz membranu i nastanka postsinaptickog inhibicijskog potencijala. U terapiji
anksioznih poremecaja koriste se benzodiazepini koji se vezuju za GABAA receptor
(15). GABAA receptor sadrzi pet peptidnih podjedinica u pentamernoj strukturi oko
sredi$njeg kloridnog kanala (7). Podjedinice mogu biti a (a1 do ag), B (31 do B3), v
(yrdoy3g), 0,¢ 1, 0,ip. Farmakologija GABAAreceptora znacajno varira ovisno o

prisutnosti odredenih podjedinica (7). GABAareceptori sa & umjesto y j a, ili ag

podjedinicama ne mogu vezati benzodiazepine i zato nisu znacajni za terapiju
anksioznih poremecaja. Medutim na te receptore veZu se neki drugi spojevi poput
alkohola ili odredenih opcih anestetika (7). Izmedu a podjedinica (a1, a2, a3 iab5) iy
podjedinica (y2 ili y3) formira se benzodiazepinsko vezno mjesto. Sama GABA se
veze za vlastito vezno mjesto, izmedu a i B podjedinica (7). Benzodiazepinski
GABAAareceptori locirani su postsinapticki i ondje vrSe inhibiciju neurona, te tako u
amigdala i CSTC krugovima smanjuju pretjerano okidanje i uspostavljaju anksioliticki
ucinak (7). Potrebno je spomenuti i flumazenil, sintetski derivat benzodiazepina koji
djeluje kao kompetitivni antagonist na benzodiazepinskom veznom mjestu te blokira
ucinke benzodiazepina i imidazopiridina (zolpidem, zaleplon, zopiklon, eszopiklon)
koji dijele vezno mjesto sa benzodiazepinima, dok ne djeluje na ligande GABAA
receptora koji se ne vezuju za to vezno mjesto (barbiturati, GABA i agonisti,
neurosteroidi) (15). Kao sto je ve¢ spomenuto simptomi, zahvaéene regije mozga
(amigdala, cingularni korteks, PFC, hipotalamus, hipokampus) i neurotransmiteri
(serotonin, noradrenalin, GABA, glutamat) u velikom se dijelu preklapaju izmedu

depresivnih i anksioznih poremecaja te se stoga danas neki lijekovi prethodno
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razvijeni kao antidepresivi uspjesSno upotrebljavaju u lijeCenju anksioznih poremecaja
(7). 5-HT receptore nalazimo, medu ostalim, u amigdalama te prefrontalnom
korteksu, striatumu i talamusu ( CSTC krug ) (7). Antidepresivi sa djelovanjem na 5-
HT transporter, selektivni inhibitori ponovnog unosa serotonina (SSRI) i selektivni
inhibitori ponovnog unosa serotonina i noradrenalina (SNRI), ucinkoviti su lije€enju
generaliziranog anksioznog poremecaja, pani¢nog poremecaja, socijalne
anksioznosti, OKP i PTSP-a (7). Njihovo djelovanje dovodi do poviSene razine
serotonina u sinapsi akutno i posljedi€énog smanjenja broja postsinapti¢kih receptora
(regulacije receptora na nize) kod dugotrajne terapije tijekom viSe tjedana (14). Tako
se postize smanjen odgovor na signale hiperaktivnih amigdala i smanjenje simptoma
anksioznih poremecaja djelovanjem na veze sa locus coeruleusom i hipotalamo-
hipofiznom osi (14). Zbog svoje specificnosti i manjeg broja nuspojava SSRI i SNRI
su terapija prvog izbora za anksiozne poremecaje. Medutim TCA i MAOI takoder
mogu biti koriSteni zbog slicnog mehanizma djelovanja, ali obi¢no kod bolesnika
rezistentnih na terapiju sa SSRI ili SNRI (14). Buspiron je parcijalni agonist
postsinaptickih 5-HT1a receptora za koje se smatra da su odgovorni za najveci dio
njegove klinicke funkcije (16). Buspiron takoder ima slabi afinitet za 5-HT2c
serotoninski receptor i slabo antagonisticko djelovanje na dopaminski D2 receptor, a
njegov aktivni metabolit djeluje i na presinapti¢ki adrenergicki a2 receptor (17).
Uc€inak mu se pripisuje povecanju razine serotonina u amigdala, PFC, striatumu i
talamusu ( CSTC krug ) veoma nalik modulatorima SERT (7,17). UCinak se
pojavljuje sa latencijom od 7-14 dana, u kontrastu na brzo djelovanje
benzodiazepina koji djeluju vezuéi se na GABAA receptor (7,17). Konac¢no valja
spomenulti i lijekove sa djelovanjem na adrenergiCke receptore. Blokadom perifernih

B adrenergickih receptora moguce je djelovati na neke od tjelesnih simptoma
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anksioznih poremecaja posredovanih tim receptorima. Medutim kako su simptomi
anksioznih poremecaja posredovani mnogim razliCitim postsinaptickim receptorima,
blokada samo jednog tipa receptora nece biti primjenjiva na sve simptome i oblike
anksioznosti (14). Propranolol, neselektivni  blokator pokazao se dobar u
prekidanju simptoma poput palpitacija i hiperventilacija kod pani¢nih ataka i u terapiji
anksioznosti prilikom javnog nastupa ( ,performance anxiety*, tip socijalne
anksioznosti) (18). Poznato je da primjena johimbina (antagonist a2 presinapti¢kih
autoinhibitornih receptora za NA), kokaina (inhibira povratni unos kateholamina) i
amfetamina (povecéava otpustanje NA reverznom akcijom prijenosnika) izazivaju

pani¢ne napadaje u ljudi i pokusnih zivotinja.
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2. MODELI PONASANJA NALIK NA ANKSIOZNOST U POKUSNIH ZIVOTINJA -

IMA LI OD NJIH KORISTI?

Kako bi nam bili od koristi kao modeli za testiranje potencijalnih anksiolitika za
primjenu u humanoj medicini animalni modeli psihijatrijskih stanja trebali bi ispuniti
nekoliko vrijednosnih kriterija. Interna vrijednost modela odnosi se na konzistentnost
u dizajnu eksperimenta, reproducibilnost, pouzdanost, randomizaciju, odabir testne i
kontrolne skupine (19). Ta pitanja nisu specificna samo za animalne studije.
Medutim pitanje eksterne vrijednosti modela obuhvaca primjenjivost rezultata
istrazivanja testne populacije (pokusnih Zivotinja) za ciljanu populaciju — ljude. Zato
je od posebnog interesa da animalni budu analogni humanim modelima bolesti (19).
Stoga postoji potreba definiranja specifi¢nih pretpostavki kojima bi se osigurala
eksterna vrijednost odredenog modela. PredloZeni su brojni kriteriji, medutim najvedi
broj autora danas se poziva na 3 kriterija vrijednosti koja je 1984 postavio P.
Willner: pojavnu vrijednost, prediktivnu vrijednost i konstruktivnu vrijednost
(19). Sto se tie koristi modela ponasanja, njihova vrijednost moze se pronadi u
razumijevanju razli¢itog reagiranja na odredene modalitete farmakoterapije. Kao
primjer mozemo uzeti farmakoterapiju depresije i anksioznosti. Benzodiazepini imaju
ograni¢enu ulogu u terapiji depresije, a u anksioznosti se ubrajaju u osnovnu
farmakoterapiju. Medutim SSRI su se pokazali u€inkoviti u oba poremecaja, a
pomocu animalnih modela omoguéeno nam je prou¢avanje neuronskih krugova u
obje bolesti i razvoj novih pristupa njihovoj terapiji (20). Takoder vazno je upamtiti da
se vrijednost modela oslanja na klini€¢ko znanje o poremecaju i da je bolje
razumijevanje prirode poremecaja kljuéno za njegovu korisnost (20). Naravno
gledajuci u buduc¢nost veca vrijednost modela anksioznosti na pokusnim zivotinjama

oCekuje se kada zbog napredaka u tehnologiji (genomika, proteomika,
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transkriptomika, tehnike oslikavanja mozga) dode do boljeg razumijevanja danas
ogranicenog znanja o samoj prirodi anksioznih poremecaja u ljudi, te do raSirenog
koriStenja jednako sofisticiranih metoda istrazivanja (optogenetika, PET tomografija i

MRI oslikavanje mozga) mehanizama pona$anja u pokusnih Zivotinja (21).

2.1 Pojavna vrijednost modela nalik na anksioznost u pokusnih zivotinja

Pojavna vrijednost modela se odnosi na sli€¢nost ponasanja u modela (pokusne
Zivotinje) sa simptomima anksioznosti u bolesnika. Nuzno je razluciti dali model
predstavlja bolest u nizu aspekata, te koji aspekti djelovanja su specificni za bolest i
stvarno postoje u odredenoj podgrupi bolesti (21). Konaéno model ne bi trebao
pokazivati obiljezja koja nisu prisutna u klini¢koj slici bolesti za koju sluzi kao model
(21). Time pojavna vrijednost obuhvaca neke aspekte terapijskog i simptomatskog
djelovanja, odnosno doseg vrijednosti izmedu modela i bolesti, na Sto vecem
rasponu simptoma i znakova. Ti su kriteriji najée$¢e bihevioralne i kognitivne prirode
te ne ulaze u etioloSku ili biolosku podlogu poremecaja ¢ime uvelike nalikuju
dijagnostickim kriterijima bolesti u MKB-10 ili DSM-V klasifikacijama (21). Medutim
postavlja se pitanje trebaju li modeli oponasati cjelokupni poremecaj ili se fokusirati

na odredeni aspekt ili simptom bolesti.

2.2 Prediktivna vrijednost modela nalik na anksioznost u pokusnih zivotinja

Prema Willneru kod prediktivne vrijednosti modela postavlja se pitanje: dali model
ispravno predvida ishod lije€enja poremecaja bez stvaranja lazno pozitivnih rezultata
(specificnost modela) ili lazno negativnih rezultata (osjetljivost modela) (21). Kod
prediktivne se vrijednosti iskljucivo fokusira na farmakolo$ki efekt terapije, dok se na
nefarmakoloske metode uglavnhom ne primjenjuje (21). 1z toga mozemo zakljuditi da

kod prediktivne vrijednosti na modelu nije cilj protumaciti aspekte humane patologije
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na testnoj Zivotinji ve¢ isklju€ivo njegovu farmakolosSku specificnost i osjetljivost (21).
Medutim iako se uglavnom njome procjenjuje sposobnost modela da precizno
prikazuje efikasnost terapije, neki autori prosiruju njeno znacenje na sposobnost da

predvidi specificne markere bolesti (21).

2.3 Konstruktivna vrijednost modela nalik na anksioznost u pokusnih zivotinja

Konstruktivna vrijednost modela ozna€ava podudarnost nastajanja i razvijanja (ij.
mehanizama) poremecaja u animalnom modelu sa nastajanjem i razvojem (t;.
mehanizmima) kod samog poremecaja u ljudi (22). Primjer je uporaba Stakora sa
deficijencijom monoamina kao modela za monoaminski deficit u bolesnika sa
depresijom. Prema tome konstruktivna vrijednost omogucava stvaranje teorije o
zajednickom mehanizmu i zatim testiranje najistaknutijih aspekata odredenog
poremecaja (23). Takoder postavlja se nekoliko dodatnih zahtjeva. Sli¢nost bioloSke
abnormalnosti u animalnom modelu i humanoj populaciji sa doti¢nim poremecajem
je osnovica kriterija konstruktivne vrijednosti (19). Sama sli¢nost izmedu procesa
prikazanih modelom nije dovoljna za uzro€no-posljedi¢nu povezanost (19). Prema
tome odnos postojanja patoloSkog straha i disfunkcije dijela mozga, u slucaju
anksioznosti to je (pojednostavljeno, slika 4) hiperekscitacija amigdala i hiperfunkcija
noradrenergi¢ke neurotransmisije u mozgu, trebao bi biti jednak u humanih i
animalnih subjekata, odnosno osoba sa anksioznim poremecajima i Zivotinjama

podvrgnutim modelu nalik na anksioznost (19).
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3. KLASIFIKACIJA | SUBKLASIFIKACIJA MODELA NALIK NA ANKSIOZNOST U

POKUSNIH ZIVOTINJA

Kod eksperimentalne evaluacije potencijalnog anksiolitickog u€inka terapije mozemo
koristiti dvije grupe animalnih modela nalik na anksioznost promatrajuci princip po
kojem se poremecaj razvija na modelu. Modeli u kojima se zivotinja suoCava sa
situacijama koje provociraju strah/anksioznost u odredenom trenutku prilikom
suocenja sa opasnoS¢u nazivaju se ,trenutnim®, prolaznim ili akutnim modelima
(24). Druga grupa modela koja se upotrebljava zasnovana je na postojanju odredene
znacajke anksioznosti koja je relativno stabilna tokom vremena, a naziva se

»trajnim®, stabilnim ili kroniénim modelom nalik na anksioznost (24).

a 2

“Trenutni”, prolazni, akutni “Trajni”, stabilni ili kronicni
modeli nalik na anksioznost modeli nalik na anksioznost

l

Kondicionirani — Kemijski inducirani

—b[ Nekondicionirani [ Genetski

Stres inducirani

1

Slika 5. Klasifikacija modela nalik na anksioznost u pokusnih Zivotinja
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3.1 “Trenutni”, prolazni, akutni modeli nalik na anksioznost, subklasifikacija

Temelj ovih modela je normalni, fizioloSki strah/anksioznost koji je kvantitativno ili
kvalitativno promijenjen. Zivotinje nemaju trajni patoloski strah, biokemijske ili
morfoloSke promjene niti pri ulasku u test, niti pri izlasku iz njega. Razlikujemo dvije
vrste trenutnih, akutnih modela za anksioznost kondicionirane i nekondicionirane
modele. Kod nekondicioniranih modela odgovor na razliCite anksiozne podrazaje
je ono $to bi se smatralo prirodnim strahom kao reakcijom Zivotinje na prijetnju, bez
izazivanja i u€enja uvjetovanih refleksa. Simptomi nekondicioniranog
straha/anksioznosti u glodavaca nalik su onima u ljudi (izbjegavanje, bjezanje,
smanjenje lokomotorne aktivnosti, ukoCeni stav tijela, napetost misica, budnost,
pojacani autonomni odgovor, mokrenje, defekacija). Ovi modeli (testovi) imaju veliku
vrijednost u razumijevanju ponasanja i omogucuju detaljniju analizu bihevioralnih
promjena prouzrocenih testom (25). Izlaganje Zivotinje nepoznatom okruzenju koje
istovremeno evocira strah i nagon za istrazivanjem predstavlja sukob oprec¢nih
nagona (25). U psiholoskoj teoriji to je mehanizam koji dovodi do anksioznih
poremecaja. Neki od modela koji pripadaju ovoj skupini su najcesce koristeni
modeli/testovi za anksioznost, poput testa u uzdignutom labirintu oblika znaka plus,
testa otvorenog prostora te testa u kutiji sa svijetlim i tamnim odjeljkom. Njima ¢emo
vecu viSe pozornosti posvetiti u sljedecem poglavlju. Osim njih u nekondicionirane,
akutne modele nalik na anksioznost ubrajamo i test zatrpavanja Spekula (u nekim
elementima nalikuje na OKP), test socijalne interakcije (nalikuje socijalnoj
anksioznosti), test ultrazvuénog glasanja mladunaca glodavaca (nalikuje

separacijskoj anksioznosti) i druge.

Kondicionirani modeli bave se kondicioniranim odgovorom Zivotinje na neki

pozitivan (ukusna hrana npr.) ili negativan podrazaj (npr. neugodni udar strujom na
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Sape). Ovaj model za razliku od nekondicioniranih modela ukljuCuje trening. Naime,
Zivotinju se mora nauciti da kondicionirani podrazaj (zvuk ili svjetlo ili kontekst) u fazi
treninga upari sa nekondicioniranim pozitivnim (ugodnim) ili puno ¢eSce negativnim
(averzivnim) podrazajem. Ako je zivotinja uspjesno naucila upariti kondicionirani sa
nekondicioniranim, averzivnim podrazajem, taj kondicionirani podrazaj izazvati ¢e
potpuno samostalno uvjetovani odgovor i bez averzivhog podrazaja (25). Uvjetovani
odgovor je uklju¢en u etiologiju anksioznosti u ljudi, pogotovo kod fobija i PTSP. U
kondicionirane modele za akutnu anksioznost ubrajaju se Vogel-ov test, Geller-

Seifter test i kondicionirani strah, kojeg ¢emo detaljnije opisati u testu ispod.

3.2 “Trajni”, stabilni ili kroniéni modeli nalik na anksioznost, subklasifikacija

Trajna anksioznost oznaCava stabilnu, trajnu odnosno kroni¢nu prisutnost simptoma
anksioznosti i straha unutar razlicitih situacija (26). Ovi modeli nastoje reproducirati
patofiziologiju humane anksioznosti utjecajem na gene (transgenicne Zivotinje,
srodivanje po karakteristikama ponasanja), neurokemiju (manipulacija lijekovima) ili
na faktore okoliSa (stresovi, manipulacija nutrijentima). Za razliku od akutnih
modela, ovdje je anksioznost prisutna prije nego se Zivotinju stavi u test i nakon sto
se test zavrsi. Njena karakteristika je stabilna anksioznost i strah, bez obzira na
stvarnu prisutnost moguéeg prijeteCeg podrazaja. Stoga je manifestacija
anksioznosti/straha moguca i u situacijama koje inaCe ne bi bile percipirane kao
opasne (26). Zato trajni modeli anksioznosti nalikuju patoloSkom strahu/anksioznosti,
Sto im daje dodatnu vrijednost. Trajnu anksioznost mozemo podijeliti prema nacinu
na koji je postignuto anksiozno stanje dalje podijeliti na: genetske modele, kemijski
inducirane modele (lijekovima, toksinima, deficitom u prehrani) i modele inducirane

razliitim stresnim situacijama.
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4. “TRENUTNI”, PROLAZNI ILI AKUTNI MODELI NALIK NA ANKSIOZNOST

Kod trenutnih modela nalik na anksioznost analiziraju se situacije koje provociraju
anksioznost u specificnom momentu, uzrokovane odredenom situacijom (24). U
skupinu trenutnih/akutnih modela nalik na anksioznost ubrajamo nekondicionirane
testove poput testa u uzdignutom labirintu u obliku znaka plus, testa otvorenog

prostora i testa sa svijetlim i tamnim odjeljkom, te kondicionirane testove poput

4.1 Test u uzdignutom labirintu u obliku znaka plus

Test u uzdignutom labirintu u obliku znaka plus (engl. ,elevated plus maze®) je
najkoristeniji animalni model nalik na anksioznost. Prvi su ga predlozili Handley i
Mithani, a kasnije je dalje evaluiran i modificiran (25). Medutim njegova uporaba
ograni¢ena je naj¢esSce na ne-patolosku anksioznost i mogu¢nost modela u

razumijevanju mehanizama patoloSke anksioznosti je ograni¢ena (26).

Slika 6. Video snimka mi8a za vrijeme testa u labirintu oblika znaka plus visine 40
cm. Video kamera je 1,6 m iznad uredaja. Vidi se mi$ koji je u srediSnjem, spojnom

kvadrantu i procjenjuje rizik naginjuci se glavom prema otvorenom, nesigurnom i
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anksioznom kraku. Slika iz arhive pokusa izv.prof.dr.sc. Ante Tvrdeica, uz njegovo

dopustenje.

Opis uredaja

Test u uzdignutom labirintu u obliku znaka plus temelji se na prirodnom nagonu
glodavaca da istrazuju za njih nepoznati okoli$ (22). Uredaj je uzdignut od tla za 40-
50 cm (miSevi) ili 70 - 100 cm (Stakori). Mi$ ili Stakor ne moze iskoditi iz uredaja zbog
prirodnog straha od visine. Uredaj je u obliku znaka plus. Sastoji se od 2 nasuprotna
otvorena i 2 nasuprotna zatvorena kraka (duljina x Sirina je 50x10 cm Stakori, 30x5
cm miSevi) koji se sastaju u srediSnjem kvadrantu pod pravim kutom. Otvoreni
krakovi nemaju zidove i stvaraju anksiozni stimulans nesigurnog, otvorenog prostora.
Duz otvorenih krakova obi¢no postoji mala ograda visine 0.5 - 1 cm da Zivotinje
imaju taktilni osjet ruba krakova kako ne bi ispale iz uredaja. Zatvoreni krakovi imaju
istu duljinu i Sirinu kao i otvoreni krakovi i sa 3 strane omedeni su visokim vertikalnim
zidovima (20 cm miSevi, 30 cm Stakori), pruzajuéi tako sigurno okruzenje Zivotiniji.
Krakovi nemaju poklopce (22). Sredi$nja zona je svojevrsno neutralno podrucje jer
nije niti otvoreno niti zatvoreno te sluzi zZivotinji kao podrucje procjene rizika (27).
Valja naglasiti kako sama konstrukcija uredaja u odredenim parametrima poput
visine i Sirine, materijala (drvo, plastika, metal) i boje zidova (prozirni ili crno obojani)

varira medu laboratorijima (27).
Prikupljanje podataka

Zivotinju se stavi u sredi$nji, spojni kvadrant labirinta, glavom prema otvorenom
kraku. Pusti ju se da u periodu od 5-10 minuta slobodno istrazuje prostor uredaja.

Glavni parametar od interesa u testu u uzdignutom labirintu u obliku znaka plus jest
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aktivnost na anksioznim, otvorenim krakovima. Definiramo parametre u tri kategorije
broj ulazaka, vrijeme i prijedeni put u otvorenim kracima (22). Pritom se povecéan
broj ulazaka, produzeno vrijeme boravka i dulji prijedeni put u otvorenim kracima
interpretira kao ,manja anksioznost® ili anksiolitiCki u€inak kada se radi o lijeku (27).
Takoder vazno je uzeti u obzir i nekoliko sekundarnih parametara poput ukupne
predene udaljenosti i ukupnog broja prijelaza izmedu sva Cetiri kraka kao
potencijalna mjerila za lokomotorne nuspojave odredenog anksiolitika (27).
(sedacija — |lokomotorna aktivnost; psihostimulantni u¢inak — 1 lokomotorna

aktivnost)

Vrijednost modela

Pojavna vrijednost ovog modela je dobra. Ponasanjem poput ,zamrzavanja“ i
izbjegavanja nepoznatog, otvorenog i od tla uzdignutog prostora postignuta je
analogija neofobiji (strah od novoga), agorafobiji (strah od otvorenog prostora) i
akrofobiji (strah od visine) u ljudi (28). Prediktivna vrijednost ovog modela je
zadovoljavaju¢a za benzodiazepine i 5-HT1a agoniste (20), ali je upitna za
antidepresive (SSRI, SNRI i druge). Konstruktivna vrijednost modela je takoder
upitna jer se temelji na normalnim, fiziolo§kim strahovima od nesigurnog, novog
prostora ili od ozljedivanja zbog skoka sa visine u inace zdravih Zivotinja. Kod
anksioznih poremecaja u ljudi strah i tieskoba su patoloski. Time bioloski mehanizam

u modelu ne odrazava nuzno biolo$ki mehanizam anksioznog poremecaja (29).

4.2 Test otvorenog prostora

Test otvorenog prostora (engl. ,open field” test) Cesto je koridten u ispitivanjima na
miSevima i Stakorima (22). Temelji se na €injenici da nepoznati, otvoreni i osvijetljeni

prostor izaziva prirodni, nagonski strah u glodavaca (20).
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Slika 7. Video snimka 4 miSa istovremeno testiranih u 4 uredaja za test otvorenog
prostora. Uredaji su od prozirnog pleksiglasa, bez poklopaca. Izmedu uredaja vidi se
labirint u obliku znaka plus koiji je posluzio da se Zivotinje ne vide i ne ometaju jedna
drugu. Svaki uredaj je osvijetljen jednom lampom od 40W. Video kamera je na 2 m
visine iznad dna uredaja. Tri miSa na slici su se zadrzavala u perifernoj zoni (1
kvadrat uz stijenku), a jedan mis je procjenjivao rizik naginjuci se glavom iz periferne
zone prema centralnoj, otvorenoj, nesigurnoj i anksioznoj zoni (3x3 kvadrati¢a u

sredini). Slika iz arhive pokusa izv.prof.dr.sc. Ante Tvrdeic¢a, uz njegovo dopustenje.

Opis uredaja

Uredaj za test otvorenog prostora je ograni¢eni prostor koji u tlocrtu ima oblik kruga,
elipse, kvadrata ili pravokutnika. Nema poklopca, ali zidovi uredaja su dostatne
visine kako zivotinja ne bi mogla uteci iz njega. Podijeljen je virtualno (bez zidova) u
dvije zone. Jedna zona je periferna zona, uza zid, Sirine dostatne da se Zivotinja
moze okrenuti. Druga zona je centralna zona, nalazi se u sredini uredaja, znatno je

veca povrsinom od periferne zone i bolje je osvijetliena. Ukupnom veli¢inom prostor

22



uredaja nadmasuje uobiCajena stanista u kojima je testirana zivotinja obi¢no
smjestena. Veli€ina uredaja u raznim laboratorijima varira ovisno o veliCini ispitanika
u rasponu od kutije za cipele (miS) pa sve do sobe (Covjek, Covjekoliki majmuni).
Takoder varira intenzitet osvijetljenosti uredaja u rasponu od potpunog mraka do
visokih intenziteta osvjetljenja (22,30). Variraju materijali od kojih je uredaj napravljen
(drvo, pleksiglas, plastika, kaSirani karton) i boje kojim su obojani zidovi (prozirni,

obojani bijelo, sivo itd.).
Prikupljanje podataka

Zivotinju se stavi u kut uredaja glavom prema zidu i pusti ju se da u periodu od 5-15
minuta slobodno istrazuje uredaj. Anksiozna Zivotinja tipi€no provodi znatno vise
vremena u perifernoj zoni uz zidove i malo pristupa istraZivanju sredisnjeg,
nesigurnog dijela uredaja. Sukladno tome veoma je vazan pocetni smjestaj Zivotinje
u uredaj. Kada ju se postavi u samo srediste uredaja postoji rizik da Zivotinja ostane
nepomicna na tom polozaju ukoliko pokazuje visoke razine anksioznosti. Glavni
parametri u ovome testu su broj ulaza, vrijeme provedeno u zoni i duljina prijedenog
puta u centralnoj zoni u srediStu uredaja. Takoder vaZzan parametar kod prou¢avanja
potencijalnih lokomotornih nuspojava lijekova (sedacija, psihostimulacija) jest i

ukupna prijedena udaljenost u obje zone aparata (22).
Vrijednost modela

Pojavna vrijednost ovog modela je dobra kao analogija neofobiji zbog izlaganja
Zivotinje novom nepoznatom prostoru i kao analogija agorafobiji zbog izlaganja
otvorenom, nepokrivenom prostoru. Prediktivna vrijednost ovog modela je

zadovoljavajuca za koriStenje benzodiazepina, 5SHT1A liganada (buspiron) i

23



propranolola (20). Konstruktivna vrijednost modela je upitna zbog istih razloga kao

kod testa u uzdignutom labirintu oblika znaka plus (29).

4.3 Test u kutiji sa svijetlim i tamnim odjeljkom

Temelj ovog testa (engl. ,light dark box“ ili ,black white box“) je €injenica kako su
glodavci primarno aktivni no¢u $to je potpuna suprotnost ljudskom ponasaniju.
Sukladno tomu ljudi izbjegavaju boravak u slabo osvijetlienom okruzenju dok ¢e

glodavac izbjegavati dobro osvijetljeno podrucje (20,22).

Slika 8. Video snimka 2 miSa istovremeno testiranih u 2 uredaja za test u kutiji sa
tamnim i svijetlim odjeljkom. Tamni odjeljak je od crnog pleksiglasa (2 x5 kvadrata),
ima prozirni poklopac i umetnut je u uredaj za test otvorenog prostora od prozirnog
pleksiglasa (5x5 kvadrata). Na sredini tamnog odjeljka nalaze se vrata za slobodni
prolaz u odjeljke. Svijetli odjeljak je osvijetlien lampom od 40W. Video kamera je
postavljena na 2 m iznad dna uredaja. Mi§ u desnom uredaju na slici se zadrzavao u
tamnom, neanksioznom odjeljku, a mi$ u lijevom uredaju na slici je iziSao iz tamnog
odjeljka i istrazivao je svijetli, anksiogeni odjeljak. Slika iz arhive pokusa

izv.prof.dr.sc. Ante Tvrdei¢a, uz njegovo dopustenje.
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Opis uredaja

Sam uredaj sastoji se od 2 stvarna odjeljka odvojena zidovima. Svijetli je dobro
osvijetlien (100-800 lumena), a tamni je crne boje i slabo osvijetljen (0-30 lumena) sa
prolazom koji ih povezuje. Velicinom tamni odjeljak je podjednak ili manji od
osvijetlienog, a ukupna povrsina uredaja je veca od uobiCajenog stanista u kojem
Zivotinja boravi (20,22). Medu laboratorijima variraju odnosi veli€ine tamnog i
svijetlog odjeljka, prisutnost poklopca na tamnom odjeljku, materijali od kojih je
uredaj napravljen (drvo, pleksiglas, plastika) i boje kojim su obojani zidovi svijetlog
odjeljka (prozirni ili bijeli)

Prikupljanje podataka

Zivotinju se stavi u tamni odjeljak pokriven poklopcem i sa zatvorenim prolazom
medu odjeljcima. Po otvaranju prolaza pusti ju se da u periodu od 5-10 minuta
slobodno istraZuje prostor uredaja. Po¢etna pozicija igra ulogu time Sto ukoliko se
glodavac postavi u dobro osvijetljeni odjeljak, te ukoliko pokazuje visoke razine
anksioznosti postoji mogucénost zivotinja ostane nepomicna i nikada ne kroci u
,Sigurno® tamno podrucje. Kljuéni parametri za analizu u ovome testu su broj
ulazaka, vrijeme provedeno i prevaljen put u nesigurnom, svijetlom i otvorenom
odjeljku uredaja. Takoder, vazno je zabiljeziti i ukupnu prijedenu udaljenost i broj
prijelaza medu odjeljcima kako bi se mogli iskoristiti kao potencijalna mjerila za

lokomotorne nuspojave (sedacija, psihostimulacija) potencijalnih anksiolitika (22).
Vrijednost modela

Pojavna vrijednost ovog modela je dobra kao analogija neofobiji i agorafobiji. Ovaj

model pokazuje dobru prediktivnu vrijednost za benzodiazepine i SHT1A ligande
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(buspiron) (20). Konstruktivna vrijednost modela je upitna na isti nacin kao test u

uzdignutom labirintu oblika znaka plus i kao test otvorenog prostora (29).

4.4 Kondicionirani strah

Kod ovih testova (engl. ,fear conditioning“) promatra se uvjetovani odgovor Zivotinje
na promjene u njenom okoliSu odnosno poticaje, koji mogu biti pozitivni i negativni.
Pozitivan poticaj ili nagrada povecava i vjerojatnost buduéeg odgovora na taj
podrazaj, dok negativan poticaj smanjuje vjerojatnost budu¢eg odgovora na isti
podrazaj (25). U klasi¢nim kondicioniranim testovima upotrebljava se asocijacijsko
ucenje gdje se kondicionirani podrazaj (zvuk, svjetlo ili kontekst) povezuje sa
nekondicioniranim podrazajem (neugodni udar struje na Sape Zivotinje). UCenjem
asociranja kondicioniranog podrazaja i averzivnog stimulusa u fazi treninga postize

se da kondicionirani podrazaj samostalno ishodi odgovor (25).

-f“““lnf*
SOt

Slika 9. Stakor soja Wistar u komori za kondicioniranje tijekom testa kondicioniranja
straha. Test kondicioniranja straha se odvija u 3 ili viSe faza, a faze su medusobno
odvojene periodom od 24 sata. U prvoj fazi habituacije na uredaj cilj je da se Stakor

navikne na nepoznati prostor komore za kondicioniranje kako bi se izbjeglo
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interferiranje neofobne reakcije sa kondicioniranjem straha. Druga faza je
kondicioniranje. Stakor treba naugiti upariti kondicionirani stimulus (kontekst
komore, zvucni ili svjetlosni signal) sa averzivnim, nekondicioniranim stimulusom
(strujni udar na Sape) Sto se oc€ituje kao zamrzavanje (engl. “freezing”). To je
defenzivno ponasanje sa niskim stavom na 4 Sape (engl. “crouching”) pri kojem se
Stakor ne pomice i nema nikakvih pokreta glave, vrata, trupa, $apa ili repa, osim onih
koji su vezani uz disanje. U tre¢oj fazi, testnoj fazi ili prisje¢anju na kondicionirani
stimulus, ako je uspjesno uparen kondicionirani stimulus sa averzivnim stimulusom,
Stakor Ce prezentacijom kondicioniranog stimulusa, bez prezentacije averzivnog
stimulusa, pokazivati intenzivno zamrzavanje u komori. Cetvrta je faza ekstinkcije
prisje¢anja na kondicionirani stimulus. Faza je opcionalna, a cilj ove faze je da se
izbriSe sjec¢anje na averzivni stimulus | kondicionirani odgovor, opetovanom
prezentacijom kondicioniranom stimulusu bez kazne. Slika iz arhive pokusa

izv.prof.dr.sc. Ante Tvrdei¢a, uz njegovo dopustenje.

Opis uredaja

Uredaj se sastoji od komore za kondicioniranje (ENV-001; MED Associates, St.
Albans, USA ili nekog drugog proizvodaca) i elektroSokera (ENV414 S MED
Associates, St. Albans, USA ili nekog drugog proizvodaca) . Komora ima pod od
metalnih reSetaka koje su spojene na elektroSoker, a aktiviranje Sokera isporucuje
nepredvidive udare struje na reSetke i Sape zivotinje koje su u dodiru sa reSetkama.
Prednji, straznji zid i krov komore su od prozirnog pleksiglasa $to omogucuje
snimanje video kamerom i promatranje Zivotinje golim okom. BocCni zidovi su metalni.

Komore su osvijetljene zutim svjetlom slabijeg intenziteta izvana ili iznutra. Sama
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unutrasnjost komore moze bit kondicionirani stimulus kod kondicioniranja straha na
kontekst (engl. ,context fear conditioning“). Komora za kondicioniranje moze imati
zvuk ifili svjetla za kondicioniranje straha na zvucni ili svjetlosni signal (engl. ,cued

fear conditioning (20,30).
Prikupljanje podataka

Podaci se prikupljaju izravnom opservacijom ispitivaca ili video nadzorom uz
upotrebu posebnog softvera za pokuse kondicioniranja. Postupci koji su opisani u
tekstu dalje su standardni protokol za kondicioniranje straha u kontekstu koji se
koristi na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Protokoli
kondicioniranja straha variraju medu laboratorijima u broju faza kondicioniranja,
duljini trajanja pojedine faze i nacinu prikupljanja parametara kondicioniranja
Ukratko, u habituaciji na komoru za kondicioniranje Stakora se stavi u komoru da ju
10 minuta slobodno istrazuje. U fazi kondicioniranja od 12 minuta po Zivotinji,
Stakora se opet stavi u komoru za kondicioniranje, zatvore se vrata komore i aktivira
se Stopericu. To¢no u tre€oj, Sestoj i devetoj minuti Stakoru se udijeli blagi, ali
neugodni (0,8 mA) i kratki (1 sekunda) udar struje na Sape. Svakih 3 minute se
kumulativno biljezi zamrzavanje. Testna faza ili prisje¢anje na kondicionirani stimulus
traje 8 minuta po Zivotinji. Stakora se stavi ponovno u komoru za kondicioniranje,
ukljuci Stopericu i svakih 2 minute se kumulativno biljezi zamrzavanje, ali ovaj puta
bez primjene udara struje na Sape. U fazi ekstinkcije od 8 minuta po Stakoru,
Zivotinju se stavi opet u komoru za kondicioniranje, ukljuci Stopericu i svakih 2
minute se kumulativno biljezi zamrzavanje, ponovno bez primjene udara struje na
Sape. Po isteku svake faze testa Stakora se vadi iz komore i vraca ga se u kucni
kavez. Izmedu dva Stakora komora se Cisti od urina i fecesa i prebriSe iznutra 70%

etanolom da se uklone mirisi. Glavni parametri svih faza testa k su broj epizoda
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zamrzavanja i vrijeme trajanja zamrzavanja (mjere se kumulativno) te latencija do
prve pojave zamrzavanja. U fazi habituacije obi¢no ima malo ili niSta zamrzavanja.
Intenzivnije zamrzavanje se moze izmjeriti, ako se koriste anksiozniji sojevi Stakora
ili miSeva. U fazi kondicioniranja parametri zamrzavanja se intenziviraju u
promatranim vremenskim periodima u odnosu na prvi trominutni period bez Soka, ali
i ukupno (tbroj epizoda, ftrajanje, |latencija zamrzavanja). U testnoj fazi/prisje¢anju
na kondicionirani stimulus, ako je uspjeSno uparen kondicionirani stimulus sa
averzivnim stimulusom (udar na Sape) parametri zamrzavanja (broj epizoda, trajanje,
kratke latencije zamrzavanja) ostaju na visokoj razini kao u fazi kondicioniranja i u
promatranim vremenskim periodima i ukupno. Kod faze ekstinkcije pak dolazi do
brisanja prisje¢anja na averzivni stimulus i smanjenja uvjetovanog odgovora (| broj
epizoda, |trajanje, tlatencije zamrzavanja) u odnosu na fazu kondicioniranja ) sa
svakim ponovnim izlaganjem kondicioniranom stimulusu (kontekst, zvuk ili svjetlo) u
komori za kondicioniranje. ViSestrukim, opetovanim izlaganjima kondicioniranom
stimulusu moze doci do potpune ekstinkcije prisjeCanja na averzivni stimulus, sto je
baza za bihevioralnu terapiju PTSP u ljudi. Kondicionirani strah i zamrzavanje se
moze reinstalirati ponovnim uvodenjem faze kondicioniranja. Anksioznost je u ovim
testovima to veca $to su epizode zamrzavanja dulje i u promatranim vremenskim
periodima i ukupno (kao zbroj svih zamrzavanja), to je broj epizoda zamrzavanja
veci i §to su latencije do prvog zamrzavanja krace. Anksiolitici djeluju suprotno kod
kondicioniranja i prisje¢anja (| broj epizoda, |trajanje, tlatencije zamrzavanja), a

mogu i ubrzati ekstinkciju.

Vrijednost modela

Pojavna vrijednost ovog modela je dobra kao analogija za PTSP zbog sposobnosti

da se kondicionirani podrazaj poveze s traumatskim nekondicioniranim podrazajem i
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tako izazove anksiozno ponasanje (31). Prediktivna vrijednost ovog modela dobra je
za uporabu benzodiazepina, SHT1A liganada (buspiron) i SSRI antidepresiva (20).
Model kondicioniranog straha pokazuje dobru konstruktivnu vrijednost, a mehanizmi
kondicioniranog straha i anksioznosti dobro su opisani u literaturi sa anatomskog i

neurokemijskog stanovista (32).
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5. “TRAJNI”, STABILNI ILI KRONICNI MODELI NALIK NA ANKSIOZNOST

Trajni modeli nalik na anksioznost imaju stabilne, odnosno trajne karakteristike
obzirom na razvoj anksioznosti u vremenu (33). Nalikuju patoloSkom
strahu/anksioznosti jer su Zivotinje anksiozne prije i nakon testiranja na anksioznost.
Prema nacinu na koji je postignuto stanje kroni¢ne anksioznosti razlikujemo nekoliko
razlicitih tipova trajnih modela nalik na anksioznost: genetske modele, kemijski

inducirane modele i stresom inducirane modele.

5.1 Trajni modeli nalik na anksioznost izazvani genetskim ili kemijskim

manipulacijama

Genetskim manipulacijama srodivanja unutar jednog soja zZivotinja, srodivanja po
specifi€nim fenotipskim ili drugim karakteristikama i stvaranjem transgenicnih
zivotinja (isklju€ivanjem ili nokautom gena te prekomjernom ekspresijom gena)
omoguéeno nam je dobivanje pokusnih Zivotinja specifi¢nih fenotipskih i genotipskih
karakteristika. Na primjer, srodeni sojevi (inbred, genetski homogeni) miSeva
Balb/CJ i DBA2/J u istrazivanju ponasanja 33 razliCita soja miSeva u testu otvorenog
prostora bili su medu 20% sojeva s najanksioznijim fenotipom (34). Srodivanjem
Zivotinja sa specificnim osobinama pona$anja moZemo postiéi sojeve sa Zeljenim
fenotipskim osobinama, poput anksioznog HAB modela, normalno anksioznog NAB i
nisko anksioznog LAB modela miSeva razvijenog na Max-Planck Institutu za
Psihijatriju u Muenchen-u (35). Anksiozno ponasanje kod HAB miSeva, normalno
kod NAB miSeva i neanksiozno u LAB miSeva odredeno je njihovim ponasanjem u
testu uzdignutog labirinta oblika znaka plus. Njihov fenotip stabilan je u odnosu na
spol, dob i period godine te potvrden u viSe Europskih laboratorija (35). Prediktivha

vrijednost ovih modela je znacajna i anksiolitici su se pokazali kao efektivni u kontroli
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ponaSanja HAB fenotipa (35). Najvazniji genetski inducirani modeli danas su
transgenicne zivotinje, tj. umjetno stvorene mutacije isklju€ivanjem odredenog gena
vaznog za razvoj straha/anksioznosti iz genetskog repertoara Stakora ili mia. Kao
primjer navesti Cu miSeve sa nokautiranim genom za 5-HT1a receptore. Zbog
izbacivanja 5-HT1a podtipa serotonergitkog receptora, Cija je uloga u modulaciji
anksioznosti u ljudi i Zivotinja dobro istraZzena, miSevi tog soja pokazuju smanjenu
aktivnost u situacijama nalik stresu u usporedbi sa miSevima divljeg tipa $to ukazuje
na postojanje anksioznog fenotipa (36). SHT1A nokaut miSevi rezistentni su na
transgeni¢ni model nalik na anksioznost sa stanovista etiopatologije i farmakologije
anksioznosti su Stakori i miSevi sa nokautom gena za membranski prijenosnika
serotonina (SERT). Stakori i mi$evi sa nokautom SERT gena imaju
hiperserotonergicki fenotip u regijama mozga odgovornim za anksioznost i anksiozni
fenotip ponaSanja u razli€itim testovima za anksioznost (uzdignuti labirint u obliku
znaka plus, otvoreni prostor, socijalna anksioznost, kondicionirani strah) (37). To je
takozvani serotoninski paradoks. Naime, dok u ljudi inhibitori SERT poput fluoksetina
podizu razinu koncentracije 5SHT u mozgu i imaju anksioliticki u€inak, kod Zivotinja sa
nokautiranim SERT genom zivotinje imaju visoku razinu serotonina u mozgu, ali se
pona$aju anksiozno. Naravno, Stakori i miSevi sa nokautom SERT gena su
rezistentni na anksioliticko djelovanje SSRI antidepresiva. Kao takav, ovaj model ima
veliku pojavnu, prediktivnu i konstruktivnu vrijednost. Kada govorimo o kemijski
induciranim modelima, moZemo razlikovati modele temeljene na modifikaciji unosa
prehrambenih tvari te modele bazirane na farmakoloskoj manipulaciji. Primjer
modela koji je posljedica modificiranog unosa prehrambenih tvari je deficit

magnezija. MiSevi se u tom modelu hrane peletima koji imaju 10% normalnog
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dnevnog unosa magnezija. Hranjeni smanjenom koli¢inom magnezija, misevi
razvijaju anksiozno ponasanje (38). Primjeri lijekovima inducirane anksioznosti su
miSevi kojima se kroni¢no primjenjuje injekciju kortikosterona svaki dan ili miSevi kod
kojih se izazove ovisnost o benzodiazepinima viSednevnom primjenom injekcije
benzodiazepina, a onda se obustavi davanje benzodiazepina i izazove apstinencijski
sindrom. Jedan od klasi¢nih znakova apstinencijskog sindroma sa benzodiazepinima
u ljudi je anksioznost. | ovi modeli imaju pojavnu vrijednost jer nalikuju anksioznosti u
ljudi, imaju prediktivnu vrijednost u testovima za anksiolitike i imaju dodanu

konstruktivnu vrijednost jer imitiraju patofiziologiju stresa i ovisnosti u ljudi (39).

5.2 Trajni modeli nalik na anksioznost izazvani stresom

ViSe studija pokazuje kako stresno iskustvo tokom zivota pridonosi razvoju i
patogenezi anksioznosti. Aktivacija hipotalamo-hipofizno-adrenalne osi pratnja je
velikom broju simptoma anksioznosti i promjenama hormonalnog statusa u stresnim
situacijama (25). Medu modelima za anksioznost izazvanih stresom vazni su modeli
ranog zivotnog stresa, posebno stresa odvajanja mladunceta od majke i legla (model
analogan separacijskoj anksioznost u djece) i stresa socijalne izolacije u mladunca
(mladunci se od normalnog odvajanja od majke sa 3-4 tjedna do odraslog doba od 2-
3 mjeseca drze izolirani u kavezu, bez drugih Zivotinja). Rani Zivotni stres uvelike
utjeCe na kasniju kvalitetu Zivota i riziCan je ¢imbenik za razvoj anksioznog
ponasanja u odrasloj dobi (25). U odraslih Zivotinja postoji i stres socijalnog poraza.
Novi muzjak koji je uljez dovodi se u staniSte domicilnog muzjaka te se promatra
period koji uljez provodi u podredenom poloZaju u odnosu na domicilnog muzjaka
(engl. resident-intruder test). Kombinacijom stresora sa kroni¢nim nepredvidljivim
modelom stresa, gdje se na dnevnoj bazi nasumicno izmjenjuju razni stresori,

sprjeCava se adaptacija na stres vidljiva u drugim modelima, time ovaj model

33



pokazuje dobru prediktivnu i pojavnu vrijednost i kvalitetnije predstavlja stresore koje
Covjek svakodnevno moze susresti (25). U grupu stresom izazvanih modela nalik na
anksioznost ubraja se i kronicni stres uslijed izlaganja predatoru. Glodavac (mis ili
Stakor) se opetovano, tijekom duzeg perioda izlaze anesteziranom Zivom predatoru
(macka, lisica) ili njegovom mirisu mokrace i fecesa (20,25). U svim ovim modelima
Zivotinje izloZene stresu pokazuju fizioloSke (porast krvnog tlaka, ubrzani rad srca,
porast tjelesne temperature), biokemijske znake stresa (porast kortizola,
noradrenalina u krvi, povecana tezina nadbubrezne Zlijezde) i bihevioralni znake
anksioznosti (u testu uzdignutog labirinta, testu otvorenog prostora i drugim

testovima za anksioznost).

5.3 Wistar Zagreb 5HT stakori (WZ-5HT) sublinija visoki serotonin - primjer

»trajnog” modela nalik na anksioznost izazvan genetickom manipulacijom

Na temelju srodivanja Wistar Stakora sa ekstremno visokim i onih sa ekstremno
niskim razinama perifernog serotonina u trombocitima kroz vise od dvadesetak
generacija , na Institutu Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu uzgojene su dvije sublinije WZ-
5HT Stakora, sublinija WZ-5HT visoki sa visokim trombocitnim serotoninom i sublinija
WZ-5HT niski sa niskim trombocitnim serotoninom (40). Sublinija WZ-5HT visoki
serotonin pokazala je viSe anksioznog ponasSanja u nekoliko razliCitih testova za
anksioznost (test u uzdignutom labirintu oblika kriza, otvoreni prostor, test socijalne
interakcije, test zatrpavanja pikula, kondicioniranje straha), niZu razinu istrazivackog
nagona (test otvorenog prostora) i manju impulzivnost/inhibirani temperament (test
emergencije iz otvorenog prostora) u usporedbi sa sublinijom WZ-5HT niski
serotonin (40). Ova opazanja u subliniji visoki serotonin na Stakorima nalikuju u
znatnoj mjeri opazanjima vidljivima na miSevima sa delecijom SERT gena, koji su

takoder predominantno pokazivali poviSene razine anksioznog ponasanja (41).
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6. RAZLICITE VRSTE POKUSNIH ZIVOTINJA KAO MODELI ZA PONASANJE

NALIK NA ANKSIOZNOST

6.1 Koje se vrste pokusnih zivotinja najéesc¢e koriste kao model za istrazivanje

u pokusima ponasanja nalik na anksioznost? PubMed pretraga literature.

Pregledom baze PubMed za znanstvene €lanke (limitator ,journal articles®) na datum
24. lipnja 2020. godine koristeci termine ,Anxiety and x“ gdje x predstavlja naziv
vrste Zivotinje (,rats” za Stakore, ,mice“ za miSeve, ,zebrafish“ za zebra ribice,
»-guinea pigs“ za zamorce, ,animals® za ukupni broj ¢lanaka), uo€eno je da najveci
broj ¢lanaka koristi Stakore s 14680 (u razdoblju od 1946. do 2020. godine) i miSeve
s 11789 (u razdoblju od 1951.do 2020. godine) objavljenih znanstvenih ¢lanaka,
Cineci tako 26469 (87%) od ukupno 30600 (u razdoblju od 1946. do 2020. godine)
objavljenih znanstvenih ¢lanaka. Zebra ribica s 484 ( u razdoblju od 2003. do 2020.
godine) i pogotovo zamorci s 200 PubMed pogodaka (u razdoblju od 1952. do 2020.
godine), u ovom trenutku imaju skroman udio u ukupnom broju znanstvenih ¢lanaka.
Medutim, zbog odredenih prednosti Zebra ribice kao modela i legislative koja limitira
upotrebu glodavaca u znanstvenim pokusima u EU i svijetu, ubrzan je porast broja
¢lanka u PubMed bazi sa klju¢nim rije€ima anksioznost i Zebra ribica sa 36 u 2014.

godini na 92 u 2019. godini.

Na slici 10 graficki je prikazan postotni udio razli€itih vrsta pokusnih Zivotinja koje su
koriStene kao modeli za ponaSanje nalik na anksioznost u publiciranim znanstvenim

¢lancima pronadenim pretrazivanjem PubMed baze kako je gore opisano.
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Slika 10. Postotni udio razli€itih vrsta pokusnih Zivotinja kao modela za anksioznost u

publiciranim znanstvenim ¢lancima.

6.2 Zebra ribica u istrazivanju ponasanja nalik na anksioznost. Zasto ju

trebamo koristiti?

Odrasle zebra ribice (Danio rerio) se zadnjih deset godina sve ¢esce koriste kao

model u neurobihevioralnim istrazivanjima (42).

Op¢e prednosti modela zebra ribice

Kao kraljeznjak zebra ribica posjeduje znatnu genetsku i fizioloSku sli¢nost sa
sisavcima, sadrzi sve glavne neurotransmitere, hormone i receptore. Genom joj je
sekvencioniran i ima visoku homologiju sa humanim genomom (80-85%). Jeftina je
za uzgoj i nabavku u odnosu na glodavce. U odnosu na glodavce zebra ribica je
evolucijski nizi kraljeznjak, Sto znaci da ih je etiCnije koristiti za pokuse od glodavaca
i lakSe je dobiti etiCku dozvolu za istrazivanje. Postoje razliciti sojevi zebra ribica, a

takoder i dobar izbor transgenicnih ribica sa nokautiranim genima vaznim za
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neurobihevioralna i farmakoloska istrazivanja. Nakon rodenja ubrzo pokazuju
bazi¢nu lokomotornu funkciju te su kao takve pogodne za paralelne analize velikog
broja jedinki i dobivanje velikog broja podataka za genetska istraZivanja i istrazivanja
razvoja novih lijekova (42). Odrasle jedinke pokazuju velik broj kompleksnih
obrazaca ponasanja, uklju€ujuci ucenje, socijalne i afektivne odgovore, $to
omogucuje translaciju rezultata istrazivanja nekih mozdanih poremecaja sa zebra
ribice na sisavce i ljude. Takoder, zebra ribica posjeduje razvijen motorni, osjetni i
endokrini sustav i visoku osjetljivost na podrazaje iz okolisa (42). Lijekove je lako
primijeniti za sistemski ucinak injekcijom intramuskularno ili u vodu u kojoj zebrica

pliva, za apsorpciju putem Skrga. Lako i brzo ju se anestezira u ledeno hladnoj vodi.

Specificne prednosti zebra ribice kao modela za istrazivanje anksioznosti

Za zebra ribicu su uspjeSno adaptirani i farmakolos$ki ispitani bihevioralni testovi koji
se tradicionalno koriste na glodavcima. Medu njima su podvodne verzije testa sa
svijetlim i tamnim odjeljkom i test otvorenog prostora. Koriste se zbog njihove
jednostavnosti te mogucnosti istraZivanja prirodene sklonosti ribice istrazivanju
novog ili izbjegavanju nepoznatog okruzenja (43). Za test sa svijetlim i tamnim
odjeljkom u zebra ribice uoceno je da za razliku od glodavaca, ukoliko im se pruzi
izbor, zebra ribice preferiraju boravak u svijetlom odjeljku te pokazuju izbjegavanje
mracnog podrucja (43). Istrazivanjem je dokazano da administracijom anksiolitika
koji se koriste u ljudi dolazi do smanjenja u izbjegavanju mra¢nog odjeljka u zebra
ribica, Sto potvrduje misljenje da je to ponasSanje koje nalikuje na anksioznost u
glodavaca i ljudi (43). Kod testa otvorenog prostora proucava se reakcija jedinke na
novi akvarij gdje se sukobljavaju nagon za potragom hrane ili partnera sa
potencijalnom opasnosti od moguéeg predatora. Buduci da zebra ribice potiCu iz

plitkih rijeka i potoka Indije, one traze sigurnost blizu dna akvarija, a izbjegavaju
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nesigurne, povrsinske slojeve vode od kuda im prijete predatori (ptice i drugi). Takvo
ponasanje izbjegavanja evolucijski je o€uvano medu vrstama, ukljuCujuéi i glodavce
te Cini zebra ribicu vrlo dobrim dopunskim pa i zamjenskim translacijskim modelom

za glodavce (43).

Slika 11. Zebra ribica (Danio rerio)

Ketchum L. Oregon State University, Corvallis, OR, The United States of America.

Zebrafish (slika s Interneta). 14.03.2013. (pristupljeno 24.06.2020.) Dostupno na

Ogranicenja

Posljedniji zajedniCki predak zebra ribice i Covjeka postojao je prije 445 milijuna
godina $to ju Cini daleko udaljenijom od ljudi u usporedbi sa nekim drugim modelima

poput glodavaca kod kojih se evolucijski razlaz sa ljudima procjenjuje na razdoblje
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pred 96 milijuna godina (43). Takoder zebra ribica je egzoterman organizam sa
drugim znacajnim anatomskim razlikama $to za neke primjene oteZava ili ponekad u
potpunosti onemogucuje stvaranje modela prema ljudima (43). Zebra ribica pokazuje
i duplikacije genoma $to oteZava pronalazak funkcija odredenih gena zbog
postojanja viSestrukih kopija istog gena (43). Morfologija mozga zebre ribice je bitno
drugacija u odnosu na ¢ovjeka. Mozak joj je mali pa je disekcija mozZdanih regija
manualno zahtjevna i ne ide bez mikroskopa. Takoder vrlo je zahtjevna precizna
primjena lijekova u mozdano tkivo, u slu€aju da testirani lijek ne prolazi barijeru - krv

mozak i ne moze se primijeniti na drugi nacin.
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7. Zakljucci

Modeli u kojima se koriste pokusne zZivotinje za testiranje ponasanja nalik na
anksioznost u ljudi su dobra metoda za istrazivanje patofiziologije i farmakologije
anksioznih poremecaja. Za svaki model poznata je pojavna, prediktivna i
konstruktivna vrijednost kojima je definirana njegova vrijednost u analizi odredenog
poremecaja iz spektra anksioznih poremecaja i terapijskih opcija koje su na njemu
primjenjive. Imamo dobar izbor trenutnih/prolaznih/akutnih modela koji se koriste za
analizu akutnih situacija gdje je anksioznost provocirana specificnom situacijom i
nalikuje pretjeranom nepatoloSkom strahu ili anksioznosti. Takoder, imamo dobar
izbor trajnih/stabilnih modela pomocu kojih prou¢avamo nenormaini, patoloski strah i
anksioznost izazvan odredenim kemijskim ¢imbenicima, utjecaju stresa ili genetskoj
predispoziciji. Kao modeli tradicionalno se najeSce koriste glodavci, prije svih
Stakori i miSevi. Analizom broja publiciranih ¢lanaka iz PubMed baze vidljivo je da i
dalje najviSe koriste Stakori i miSevi. Medutim zbog legislative, etiCkih razloga i veéih
troSkova istraZivanja tradicionalni modeli na glodavcima sve se viSe zamjenjuju

jednostavnijim poput zebra ribice.
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