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pregledala je priloženu disertaciju i podnosi Nastavno-naučnom veću Farmaceutskog fakulteta 
Univerziteta u Beogradu sledeći:  
 
 
 

IZVEŠTAJ 
 

 
A. PRIKAZ SADRŽAJA DOKTORSKE DISERTACIJE 
 
Doktorska disertacija mast. biol. Anje Santrač, pod nazivom „Uticaj pozitivne modulacije 
GABAA receptora koji sadrže α5 podjedinicu na promene ponašanja miševa i pacova u 
modelima autističnih poremećaja“, napisana je na 115 strana sa jednostrukim proredom i 
organizovana u sledećih 7 celina: Uvod (12 strana), Ciljevi rada (1 strana), Materijal i metode 
(15 strana), Rezultati (51 strana), Diskusija (16 strana), Zaključak (1 strana) i Literatura (19 
strana). Na početku, doktorska disertacija sadrži sažetak na srpskom i engleskom jeziku i sadržaj 
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poglavlja/potpoglavlja, a na kraju kratku biografiju kandidata i potpisane izjave kandidata o 
autorstvu, istovetnosti štampane i elektronske verzije i korišćenju doktorske disertacije. 
Disertacija je napisana jasnim i preglednim stilom i sadrži 48 slika i 5 tabela. Pregled literature 
sadrži 344 navoda. 

Uvod sadrži pregled informacija iz literaturnih izvora koji su od značaja za teorijsku osnovu 
istraživanja koja su sprovedena u okviru doktorske disertacije. U prvom delu opisana je 
specifična lokalizacija i funkcija α5 GABAA receptora, sa posebnim osvrtom na sazrevanje 
nervnog sistema i prelazak GABA-e iz ekcitatornog u inhibitorni neurotransmiter (eng. GABA 
switch). Nakon toga je dat pregled o dostupnim literaturnim podacima o ulozi α5 GABAA 
receptora u procesima kognicije, pre svega o efektu negativnih i pozitivnih alosternih modulatora 
(PAM) na učenje i pamćenje. Dat je kratak opis PAM-a, MP-III-022 (benzodiazepin čiji je pun 
hemijski naziv: (R)-8-etinil-6-(2-fluorofenil)-N,4-dimetil-4H-benzo[f]imidazo[1,5-
a][1,4]diazepin-3-karboksamid), čija je selektivnost i bezbednost prethodno okarakterisana, a 
koji je bio korišćen u izradi disertacije. U drugom delu definisani su poremećaji iz spektra 
autizma (eng. Autism spectrum disorders, ASD), opisani su ključni kriterijumi za uspostavljanje 
dijagnoze (pre svega socijalni/komunikativni deficiti i restriktivni, repetitivni obrasci ponašanja, 
interesovanja ili aktivnosti), kao i najčešći komorbiditeti. Dat je pregled potencijalnih uzroka 
ASD-a, najčešće opisanih promena nervnog sistema kod pacijenata, sa posebnim osvrtom na 
poremećaje neurotransmitera, a pre svega fokusom na α5 GABAA receptore. Finalno, opisana su 
dva često korišćena animalna modela autizma, spontani genetički mišji soj BTBR T+ tf/J 
(BTBR), i animalni model izazvan sredinskim faktorom, pacovi prenatalno izloženi dejstvu 
valproata.  

Ciljevi rada su bili da se ispita potencijalni povoljan efekat MP-III-022 u kogniciji, da se 
ustanovi nivo validnosti sličnosti testiranih animalnih modela, i da se potom primeni MP-III-022 
u animalnom modelu koji je ispunio neophodne kriterijume. Konkretno, u svrhu realizacije 
istraživanja definisani su ciljevi koji su obuhvatali: 1) ispitivanje MP-III-022 u različitim 
testovima memorije i na nivo GABRA5 iRNK u odabranim regionima mozga; 2) ispitivanje 
validnosti sličnosti BTBR animalnog modela (i potencijalno konstruktivne validnosti); 3) 
ispitivanje validnosti sličnosti valproatnog animalnog modela (i potencijalno konstruktivne 
validnosti); 4) ispitivanje efekata primene MP-III-022 na izabrani model ASD-a u pogledu 
ponašanja, neuronske funkcije i ekspresije izabranih gena. 

Ciljevi rada su dobro postavljeni. 

Poglavlje Materijal i metode daje detaljan opis korišćene metodologije i organizovano je u 
četiri potpoglavlja: 1) Ispitivanje uticaja MP-III-022 na učenje, pamćenje i gensku ekspresiju α5 
podjedinice; 2) Karakterizacija mišjeg modela ASD-a; 3) Karakterizacija pacovskog modela 
ASD-a; 4) Ispitivanje uticaja primene MP-III-022 na pacovski model ASD-a. 

Tokom istraživanja upotrebljeno je oko 40 miševa BTBR soja, oko 50 miševa C57BL/6J 
(C57BL) soja i oko 550 pacova Wistar soja. Sve eksperimentalne procedure sprovedene su u 
okviru projekta Ministarstva prosvete, nauke i tehnološkog razvoja pod naslovom „Bihejvioralni 
efekti ponavljane primene novosintetisanih supstanci selektivnih za pojedine podtipove GABAA 
receptora: poređenje sa standardnim psihofarmakološkim lekovima” (2011-2019). Prilikom rada 
sa eksperimentalnim životinjama primenjivani su etički principi definisani Pravilnikom za rad sa 
eksperimentalnim životinjama Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i EU 
direktivom 2010/63/EU. 
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Ispitivanje efekata MP-III-022 na kogniciju zdravih životinja realizovano je kroz testiranje 
adultnih Wistar mužjaka u testovima memorije koji ne uključuju uslovljavanje (da bi se izbegli 
dodatni efekti nagrade ili kazne). Ispitivanje je uključivalo ispitivanje prostorne memorije 
Morisovim vodenim lavirintom, ispitivanje pre svega vizuelne memorije testom prepoznavanja 
novog objekta i ispitivanje socijalne memorije testom socijalne diskriminacije. Svaki test je 
sproveden u dve modifikacije; jedna sa fokusom na kratkotrajnu memoriju, druga na dugotrajnu 
memoriju. U svim paradigmama ispitivana je akutna primena doza koje su prethodno 
ustanovljene kao bezbedne i selektivne (Stamenić i sar., 2016): 1 mg/kg, 2,5 mg/kg i 10 mg/kg. 
Jedino je efekat ponavljane primene najmanje doze testiran u varijantama za ispitivanje 
dugotrajne memorije sva tri testa (kao posledica dobijenih rezultata u dugotrajnom Morisovom 
vodenom lavirintu). Na osnovu bihejvioralnih rezultata, odabrane su kombinacije doza i vreme 
testiranja koje su primenjene na posebnu kohortu životinja. Ovi pacovi su nakon toga žrtvovani i 
njihov prefrontalni korteks i CA1 i CA2 region hipokampusa je uzet i čuvan na -80 °C do 
izolacije RNK, njene konverzije u komplementarnu DNK i naknadnog sprovođenja Real-time 
PCR testa sa prajmerima za GABRA5 i β-aktin. Dobijeni rezultati su analizirani jednofaktorskim 
ANOVA testom, a gde je pored tretmana i vreme postojalo kao faktor, jednofaktorskom 
ANOVA-om sa ponavljanjem. 

U drugom setu eksperimenata ispitana je validnost sličnosti BTBR soja miševa kao potencijalnog 
modela ASD-a poređenjem sa C57BL sojem kao kontrolom. Testirani su miševi oba pola, u dva 
uzrasta: juvenilnom/prepubertetskom (oko 30. postnatalnog dana, P30) i odraslom (oko 90. 
postnatalnog dana, P90). Sve životinje su prošle neurološke testove po zalučivanju od majki. 
Ukoliko se nije otkrio neurološki defekt, miševi su ulazili u bihejvioralnu bateriju u jednom od 
dva pomenuta perioda. Bihejvioralna baterija se sastojala iz: testa socijalne interakcije, 
uzdignutog plus lavirinta, testa spontane lokomotorne aktivnosti, testa tri prostorije, Morisovog 
vodenog lavirinta, testa olfaktorne diskriminacije, testa obeležavanja teritorije kao odgovor na 
miris (samo za adultne miševe). Iste životinje nisu prolazile testiranje u oba perioda, da ne bi 
iskustvo stečeno u prvom setu testova uticalo na naredni (eng. carryover effect). Dobijeni 
rezultati su analizirani dvofaktorskim ANOVA testom, a gde je pored soja i pola i vreme 
postojalo kao faktor, dvofaktorskom ANOVA-om sa ponavljanjem. 

Treći set eksperimenata je podrazumevao ispitivanje validnosti sličnosti valproatnog modela 
ASD-a. Ovaj model je generisan tako što su trudne Wistar ženke 12,5 embrionalnog dana 
tretirane jednom intraperitonealnom dozom (2 ml/kg) od 500 mg/kg natrijum valproata (VPA 
grupa). Istovremeno je ženkama iz kontrolne grupe (eng. control, CTRL) primenjen fiziološki 
rastvor u istoj zapremini. Kao i za ispitivanje mišjeg modela, mladunci oba pola podvrgnuti su 
bihejvioralnom testiranju u dva perioda: P30 i P90. Razlika je bila u tome što su testirane 2-3 
životinje istog pola po jednom leglu. Svi mladunci su podvrgnuti nizu neuroloških testova (P7-
16), a par dana nakon toga je započela bihejvioralna baterija sa testom socijalne interakcije posle 
koje su pacovi odvojeni u dve kohorte. Prva kohorta je prošla test spontane lokomotorne 
aktivnosti i Morisov vodeni lavirint, a druga uzdignuti plus lavirint i test tri prostorije. Životinje 
su opet ušle u testiranje kao adulti, prvo sve zajedno u testu socijalne interakcije, a potom su se 
kohorte opet odvojile. Nakon odvajanja, prva kohorta je testirana u uzdignutom plus lavirintu i u 
testu tri prostorije, a potom i u testu obeležavanja teritorije kao odgovor na miris. Druga kohorta 
je prošla testove spontane lokomotorne aktivnosti i Morisovog vodenog lavirinta. Nakon toga su 
sve životinje prošle test olfaktorne diskriminacije. Na ovaj način životinje nisu prolazile iste 
testove u oba perioda, čime se obezbedilo da iskustvo stečeno u prvom setu testova ne utiče na 
naredni (eng. carryover effect), sem za socijalnu interakciju za koju se smatralo da će 
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socijabilnost pacova da prevagne nad bilo kakvim carryover efektom, a pružilo je veći broj 
parova za analizu. Za pacovski model ASD-a je dodatno ispitana i konstruktivna validnost, na 
nivou neurotransmitera, analiziranjem GABA-e, glutamata, serotonina, dopamina, noradrenalina 
i acetilholina u olfaktornom bulbusu, frontalnom korteksu, strijatumu, dorzalnom i ventralnom 
hipokampusu i cerebelumu. Korišćena je ista statistika kao za mišji model ASD-a. 

Finalno, ispitan je uticaj subakutne primene MP-III-022 na pacovski model ASD-a, tako što je 
prvo sprovedeno farmakokinetičko ispitivanje. Posebnoj kohorti životinja koje su obuhvatale i 
VPA i CTRL mladunce oba pola, MP-III-022 je primenjivan tokom 7 dana (P21-27) u 3 doze. 
Ove životinje su žrtvovane u izabrane 4 vremenske tačke, i njihovi celi mozgovi su obrađivani i 
merena je koncentracija liganda. Ekstrapolacijom ovih rezultata na prethodno dobijene 
(Stamenić i sar., 2016) dobijena je aproksimacija elektrofiziološkog odgovora procenjene 
slobodne koncentracije MP-III-022. Nakon odabira doza, i VPA i CTRL pacovi oba pola 
tretirani su svakog dana (P21-27) sa 0,33 mg/kg (MP0,3) ili 1 mg/kg (MP1) ili vehikulumom 
(VEH). Ovo je činilo 12 test grupa. Samo jedan ili dva mladunca istog pola po leglu su dobijali 
isti tretman. Za razliku od prethodnih eksperimenata za uspostavljanje valproatnog modela, za 
ovaj segment testova nije uzimana srednja vrednost više životinja iz legla, već je analizirana 
pojedinačna vrednost svake životinje. Ovakav pristup je odabran zato što je svaka životinja u 
ovom slučaju direktno dobijala svoj pojedinačni tretman. Po završetku tretmana životinje su 
ulazile u bihejvioralnu bateriju, koja se sastojala od socijalne interakcije, uzdignutog plus 
lavirinta, testa spontane lokomotorne aktivnosti i Morisovog vodenog lavirinta. Za bateriju su 
odabrani testovi i parametri iz prethodnog seta eksperimenata koji su se pokazali relevantnima u 
demonstriranju razlike između valproatnog modela autizma i kontrolne grupe i/ili koje je 
tehnički/logistički bilo moguće sprovesti tako da sve životinje prođu isti test svaki dan. Pored 
toga, primarne hipokampalne ćelijske kulture su izolovane iz novorođenih (P0) Wistar pacova 
čije su majke bile tretirane fiziološkim rastvorom (CTRL ćelije) ili valproatom (VPA ćelije). 
Ćelije su testirane metodom oslikavanja kalcijuma (eng. calcium imaging) 13. dana u kulturi 
(eng. day in vitro, DIV), DIV 13, i ispitivana je osnovna razlika između VPA i CTRL neurona u 
frekvenciji i amplitudi spontanih kalcijumovih oscilacija, kao i u amplitudi i površini ispod krive 
GABA-indukovanih kalcijumovih oscilacija. Sledeći deo eksperimenta je bio primena tretmana 
(30 nM MP-III-022, što odgovara najvišoj slobodnoj koncentraciji u mozgu procenjenoj kao 
selektivnoj za α5 GABAA receptore) rastvorenog u fiziološkom rastvoru (eng. saline, SAL; ista 
zapremina SAL-a dodata za kontrolu) na DIV 13. Ćelije su isprane na DIV 15 i ispitane 
metodom oslikavanja kalcijuma. Pored toga, odvojena kohorta životinja je žrtvovana nakon 
sedmodnevnog tretmana, njihov hipokampus izolovan i korišćen za Real-time PCR kojim je 
analiziran nivo iRNK GABRA5, NKCC1, KCC2 i β-aktina. Dobijeni rezultati su analizirani 
trofaktorskim ANOVA testom (faktori: prenatalni tretman, pol i postnatalni tretman), a gde je i 
vreme postojalo kao faktor, trofaktorskom ANOVA-om sa ponavljanjem. Studentov t-test ili 
Mann–Whitney U test (za podatke koje nisu imalu normalnu raspodelu i/ili jednaku varijansu), 
korišćeni su za farmakokinetiku i rezultate dobijene oslikavanjem kalcijuma. 

Što se tiče korišćenih softvera, ponašanje životinja u in vivo testovima praćeno je kamerom na 
plafonu povezanom sa ANY–maze softverom (Stoelting Co., Wood Dale, IL, SAD), a aktivnost 
ćelija VisiView high-performance imaging softverom (Visitron Systems, Nemačka). Statistička 
analiza je odrađena u softverima SigmaPlot 14 (Systat Software Inc., Richmond, SAD) i SPSS 
23 (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, SAD), a grafičko predstavljanje u GraphPad 9 
(GraphPad Software, La Jolla California, SAD). 
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Primenjena metodologija je adekvatna za realizaciju postavljenih ciljeva. 

Rezultati istraživanja prikazani su na pregledan način, tekstualno i grafički, korišćenjem 39 slika 
i 3 tabele. Grupisani su u četiri celine: 1) Uticaj MP-III-022 na učenje, pamćenje i gensku 
ekspresiju α5 podjedinice; 2) Mišji model ASD-a; 3) Pacovski model ASD-a; 4) Uticaj primene 
MP-III-022 na pacovski model ASD-a. 

Diskusija sadrži analizu dobijenih eksperimentalnih rezultata na bazi koje su doneti 
odgovarajući zaključci istraživanja, uz pregled i poređenje sa rezultatima koji su dostupni u 
literaturi. Poglavlje Diskusija napisano je analogno rezultatima u četiri celine: 1) Uticaj MP-III-
022 na učenje, pamćenje i gensku ekspresiju α5 podjedinice; 2) Mišji model ASD-a; 3) Pacovski 
model ASD-a; 4) 5.4. Uticaj primene MP-III-022 na pacovski model ASD-a. 

Poglavlje Zaključak sadrži sažeto prikazane najvažnije zaključke proistekle iz rezultata 
istraživanja i njihove analize, а koji su u skladu sa postavljenim ciljevima istraživanja. 

U poglavlju Literatura navedeno je 344 referenci koje su korišćene u doktorskoj disertaciji, 
citirane Hardvarskim stilom. 
 
B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA 
 
Rezultati ove doktorske disertacije podeljeni su u četiri celine, u skladu sa postavljenim ciljevima 
istraživanja.  

U prvom delu je otkrivena određena vrsta dvojnog obrasca dozne zavisnosti efekata na 
kognitivne procese i gensku ekspresiju u raznim moždanim regionima. U zavisnosti od 
korišćenog testa i protokola, doze koje dovode do blage ili izražene aktivacije α5 GABAA 
receptora izazvale su efekte slične hormezi (efekti u obliku slova J ili invertnog slova J). Sa 
druge strane, umerena doza MP-III-022 nije izazvala nikakve bihejvioralne efekte sem 
statističkog trenda u probnom testu dugotrajnog Morisovog vodenog lavirinta. Efekti u obliku 
slova J ili invertnog slova J su bili prepoznati u kratkotrajnom Morisovom vodenom lavirintu i 
probnom testu dugotrajnog Morisovog vodenog lavirinta, kao i u dugotrajnim testovima 
prepoznavanja objekta i socijalne diskriminacije, gde je visoka doza izazvala pogoršanje 
memorije, kao i u kratkotrajnom testu socijalne diskriminacije, gde je visoka doza dovela do 
poboljšanja memorije. Efekti nalik na hormezu su primećeni u kratkotrajnom testu 
prepoznavanja objekta, gde su niska i visoka doza izazvale oštećenje, odnosno poboljšanje 
memorije, kao i u akviziciji dugotrajnog Morisovog vodenog lavirinta, samo sa obrnutim 
uticajem ovih doza. Dodatno je pokazano da je ponovljena primena najniže doze dovela do 
efekta koji je zavisio od tipa memorija – poboljšanje prostorne, ali pogoršanje memorije vezane 
za predmete i socijalne memorije. Dobijeni nalaz je u suprotnosti sa blagim poboljšanjem 
memorije primećenim kod grupa koje su primile 1 mg/kg MP-III-022 prvog dana, a potom 
rastvarač pre pozivanja memorije u dugotrajnim testovima prepoznavanja objekta i socijalne 
diskriminacije. 

Opšta opservacija je da je osnovni nivo GABRA5 bio relativno nizak u prefrontalnom korteksu i 
CA2, i pokazivao je tendenciju da se poveća u okolnostima pozitivne modulacije α5 GABAA 
receptora, dok je bazalni nivo u CA1 bio relativno visok i sklon smanjenju posle tretmana sa 
MP-III-022. Promene u GABRA5 iRNK u prefrontalnom korteksu su se desile isključivo posle 
24 h i samo u sprezi sa promenama u jednom od dva ispitivana regiona hipokampusa. Što se tiče 
nalaza u hipokampusu, promene u CA1 i CA2 se nikad nisu događale u isto vreme i bile su 
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suprotne jedna drugoj u pogledu vremena i doze. Povećanje ekspresije GABRA5 u CA2 se 
dogodilo 30 min posle jake aktivacije i 24 h posle slabe aktivacije α5 GABAA receptora. Sa 
druge strane, smanjenje iRNK GABRA5 u CA1 regionu je primećeno 30 min posle niske doze i 
24 h posle visoke doze. 
 
U drugom delu predstavljeni su rezultati ispitivanja validnosti sličnosti BTBR miševa. 
Bihejvioralni testovi su pokazali: povećanu socijabilnost juvenilnih BTBR miševa i to u dva 
različita testa, povećanu socijabilnost odraslih BTBR mužjaka u testu tri prostorije, ali smanjenu 
socijabilnost odraslih BTBR mužjaka u testu socijalne interakcije; povećano timarenje juvenilnih 
BTBR miševa u dva različita testa, povećano timarenje odraslih BTBR ženki u testu socijalne 
interakcije i povećano kopanje šuške juvenilnih BTRB mužjaka; manju anksioznost BTBR 
miševa u oba uzrasta; veće brzine i veće pređene distance juvenilnih BTBR miševa, ali i 
smanjenu lokomotornu aktivnost odraslih BTBR ženki; povećan broj rotacija juvenilnih BTBR 
ženki, povećan broj rotacija u smeru suprotnom od kazaljke na satu BTBR soja u juvenilnom 
periodu i oba pola adultnih BTBR miševa; oštećeno prostorno učenje i snalaženje BTBR miševa 
oba uzrasta po nizu parametara; normalnu olfaktornu diskriminaciju BTBR miševa, čak i bolju 
kod juvenilnih BTBR mužjaka u odnosu na C57BL mužjake. 
 
U trećem delu predstavljeni su rezultati ispitivanja validnosti sličnosti i konstruktivne validnosti 
VPA pacova. Bihejvioralni testovi su pokazali: manju socijabilnost, pre svega manje igranja 
juvenilnih VPA mužjaka i manju socijabilnost adultnih VPA životinja, pre svega mužjaka u testu 
socijalne interakcije, i slično, smanjenu socijabilnost oba pola i oba uzrasta u testu tri prostorije; 
povećano timarenje juvenilnih VPA pacova i odraslih VPA mužjaka u testu socijalne interakcije, 
ali povećano timarenje samo kod VPA ženki oba uzrasta u testu sponatne lokomotorne 
aktivnosti; povećanu anksioznost i juvenilnih i odraslih VPA pacova; povećanu brzinu i pređenu 
distancu VPA adultnih ženki; povećan broj rotacija, pogotovo broja rotacija u smeru kazaljke na 
satu VPA juvenilnih mužjaka i VPA odraslih životinja, povećan broj rotacija u smeru suprotnom 
kazaljci na satu VPA odraslih ženki; oštećenu socijalnu memoriju kod juvenilnih VPA mužjaka i 
donekle ženki i odraslih VPA ženki; sporije prostorno učenje VPA juvenilnih životinja i VPA 
odraslih mužjaka, ali sa dostizanjem nivoa CTRL životinja, povećano vraćanje u prethodnu 
ciljnu regiju u reverznom testu (u oba uzrasta i oba pola); smanjena olfaktorna diskriminacija 
adultnih VPA mužjaka. Analiza nivoa neurotransmitera je pokazala razlike između VPA i CTRL 
životinja oba pola i uzrasta u svim ispitivanim molekulima i regionima mozga, u različitim 
kombinacijama. 
 
U četvrtom delu prikazani su efekti primene MP-III-022 na VPA animalni model. Nevezano za 
pol ili prenatalni tretman, nije bilo razlike u koncentraciji MP-III-022 u mozgu. VPA životinje su 
u određenoj meri pokazale deficite u svim bihejvioralnim testovima. MP-III-022 dat kontrolnim 
životinjama je dovodio ili pokazivao tendenciju da izaziva isti tip promene kao i prenatalni 
tretman sa valproatom u nizu praćenih parametara. Sa druge strane, primena ovog liganda u nižoj 
dozi VPA mužjacima je uspela da vrati poremećaje na kontrolni nivo za većinu parametara; viša 
doza je u potpunosti ili delimično pomogla VPA ženkama u nešto manjem broju deficita. Što se 
tiče razlika na ćelijskom nivou, GABA switch je kasnio kod VPA neurona, koji dodatno nisu 
razvili spontane oscilacije kalcijuma u istoj meri kao CTRL neuroni. Kao i sa bihejvioralnim 
nalazima, izlaganje VPA neurona ligandu je poboljšalo spontanu aktivnost i pojavu GABA 
switch-a, dok se obrnuto desilo po tretiranju CTRL neurona – njihovi kalcijumski signali su 
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počeli da liče onima kod VPA neurona. Ispitivanje ekspresije gena je pokazalo sledeće: tretman 
sa PAM je smanjio ekspresiju GABRA5 u CTRL životinjama, VPA ženke su imale blago 
smanjeni nivo hipokampalnog GABRA5, a tretman sa MP1 je povećao ekspresiju GABRA5 kod 
VPA ženki; VPA mužjaci i CTRL mužjaci tretirani sa MP-III-022 imali su smanjen nivo 
NKCC1; nivo KCC2 je blago smanjen kod VPA ženki, dok je viša doza uspela da povrati ovaj 
nivo na kontrolni. 
 
C. UPOREDNA ANALIZA POSTIGNUTIH REZULTATA SA PODACIMA IZ 

LITERATURE 
 
U okviru ove disertacije pokazana je dihotomija između blage i izražene pozitivne modulacije α5 
GABAA receptora prepoznata u nekoliko šablona. Dobijeni nalazi pokazuju da PAM-ovi mogu 
imati ili nepovoljan ili povoljan efekat na memorijske procese, u zavisnosti od korišćene doze i 
upotrebljene procedure. Iako retki, podaci o takvim bifaznim efektima postoje u literaturi. Niska 
doza agoniste serotoninskog 1A receptora, 8-OH-DPAT, reverzirala je deficite u prepulsnoj 
inhibiciji i hiperlokomociji kod pacova tretiranih sa MK-801, dok je visoka doza ovog liganda 
smanjila prepulsnu inhibiciju, ali i povećala lokomociju (Bubeníková-Valesová i sar., 2007). 
Antagonist receptora za peptid oslobađanja gastrina (eng. gastrin-releasing peptide receptor, 
GRPR) posle injektovanja u dorzalni hipokampus u niskoj dozi je oštetio, a u visokoj dozi 
poboljšao memoriju u testu inhibitornog izbegavanja (Dantas i sar., 2006). 
Dodatno, primećeno je blago poboljšanje memorije u dugotrajnim testovima prepoznavanja 
objekta i socijalne diskriminacije kao posledica primene rastvarača životinjama koje su 24 h pre 
toga primile nisku dozu liganda. Autor objašnjava ovakav nalaz teorijom da isti, specifičan stres 
koji se dogodio tokom učenja može da aktivira iste puteve koji su bili aktivirani prvi put i na taj 
način olakša pozivanje memorije (Joëls i sar., 2006). Primena injekcije može da se tumači kao 
stres koji je bio prisutan u ovim okolnostima. 
Što se tiče analize ekspresije GABRA5, efekat promene nivoa iRNK u prefrontalnom korteksu, 
dodat na promene u hipokampusu, nije imao uticaja na pamćenje objekata i životinja. Uticaj 
prefrontalnog korteksa na prostornu memoriju nije iznenađujući kada se uzme u obzir da je 
prefrontalni korteks zadužen za donošenje odluka, dok hipokampus ima ključnu ulogu u 
kodiranju i pozivanju memorije. Za pacove kao vrstu, ova funkcija je neophodna za 
preživljavanje, pošto oni moraju da imaju izuzetnu prostornu memoriju i da koriste uskladištene 
podatke za uspešnu potragu za hranom i bežanje od neprijatelja, tj. da se brzo adaptiraju i donose 
blagovremene odluke (Yu i Frank, 2015). 
Ekspresione promene α5 GABAA podjedinice detektovane u CA2 događale su se pod istim 
uslovima kao poboljšanje memorije za objekte i socijalne memorije, i pogoršanje prostorne 
memorije. Nasuprot tome, obrnute promene u CA1 su se desile kad i oštećenje memorije za 
objekte i socijalne memorije, i poboljšanje prostorne memorije. Dobijeni rezultati se slažu sa 
poznatom ulogom CA2 u socijalnoj memoriji (Tzakis i Holahan, 2019). Kako je objekat jedina 
stvar koja se menja u opisanom testu prepoznavanja objekta, moguća veza između promena u 
CA2 i memorije za objekte može da bude povezana sa otkrićem da je CA2 region osetljiv na 
male promene u opštem kontekstu okruženja (Alexander i sar., 2016, Wintzer i sar., 2014). 
Smatra se da CA1 region ima ulogu u pamćenju predmeta (Kersten i sar., 2019, Rampon i sar., 
2000), dok je njegov uticaj na socijalnu memoriju otkriven skorije (Almeida-Santos i sar., 2019, 
Okuyama i sar., 2016, Zhang i sar., 2019). Što se tiče prostorne memorije, uloga CA1 je dobro 
poznata (Tsien i sar., 1996), dok funkcija CA2 nije smatrana toliko bitnom. Ipak, Donegan i 
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saradnici (2020) su pokazali da hiperpolarizacija CA2 neurona kod Df(16)A+/- miševa dovodi do 
deficita u socijalnom i kontekstualnom kodiranju, zajedno sa poboljšanom prostornom 
memorijom. Obrnuto, ponovno uspostavljanje normalne aktivnosti CA2 neurona, spašava 
socijalnu i kontekstualnu memoriju, uz vraćanje na manje precizne prostorne signale (Donegan i 
sar., 2020). Ovo razdvajanje prostorne i memorije za predmete/životinje pruža dodatnu podršku 
rezultatima doktorske disertacije koji su pokazali sličan fenomen. 
 
U disertaciji se dalje ispitivala validnost sličnosti spontanog genetičkog modela ASD-a, BTBR 
soja miševa. U testu ispitivanju socijalne interakcije, dobijen je neočekivan rezultat: juvenilni 
BTBR miševi su pokazali izrazitu socijabilnost, veću od kontrolnog soja, što nije u skladu sa 
prethodnim nalazima (Bales i sar., 2014, McFarlane i sar., 2008, Yang i sar., 2012). Međutim, 
upotreba istog protokola tokom P90 je pokazala socijalne deficite BTBR mužjaka, konkretno, 
smanjeno vreme u njušenju anogenitalne regije, što je u skladu sa prethodno pomenutom 
studijom (Yang i sar., 2012), ali u suprotnosti sa objavljenim nalazom da je upravo ovaj 
parametar povećan kod adultnih BTBR mužjaka (Defensor i sar., 2011). Jasno je da rezultati o 
socijabilnost BTBR miševa nisu jednoznačni i da zahtevaju još ispitivanja. Što se tiče praćenih 
ne-socijalnih parametara, povećano timarenje juvenilnih BTBR miševa, odraslih BTBR ženki i 
sinhrono ponavljajuće kopanje juvenilnih BTRB mužjaka (ponašanje nazvano kao gusenično 
kretanje, eng. inchworming) u skladu je sa postojećom literaturom (Pobbe i sar., 2010, Smith i 
sar., 2014). 
BTBR miševi oba uzrasta su pokazali da su manje anksiozni u odnosu na kontrolne miševe u 
testu uzdignutog plus lavirinta. Ovaj nalaz jeste u skladu sa prethodno objavljenim studijama 
(Chadman, 2011, Moy i sar., 2007). 
Daljim ispitivanjem ustanovljeno je da juvenilni BTBR miševi prelaze veće distance zahvaljujući 
većoj brzini u testu spontane lokomotorne aktivnosti. Dobijeni rezultat je u skladu sa prethodnim 
studijama (McFarlane i sar., 2008, Zhang i sar., 2019). Potencijalni problem je nalaz da je samo 
vreme provedeno u aktivnosti manje kod BTBR mužjaka. Ovaj parametar je retko ispitivan kod 
BTBR miševa, pa ne postoji veliki broj studija sa kojima mogu da se porede dobijeni nalazi. Ono 
što jeste prisutno u literaturi ukazuje na povećano vreme provedeno u aktivnosti kod BTBR 
miševa (Zhang i sar., 2019), što je u suprotnosti sa dobijenim nalazom. Dalje ispitivanje je 
pokazalo da, kada odrastu, BTBR miševi više nemaju izraženu ovu osobinu, što nije u skladu 
dostupnom literaturom o adultnim BTBR miševima, pogotovo nalaz da je kod BTBR ženke čak 
došlo do smanjene aktivnosti (Amodeo i sar., 2019, Jasien i sar., 2014, O’Connor i sar., 2021). 
Sličan nalaz je dobijen i sa praćenjem parametra vremena provedenog u timarenju: juvenilni 
BTBR miševi provode više vremena u timarenju, što se slaže sa prethodno objavljenim radovima 
(McFarlane i sar., 2008), dok ta razlika nije pokazana kod odraslih miševa, što ne odgovara 
literaturi (Amodeo i sar., 2019, O’Connor i sar., 2021). Što se tiče drugog praćenog oblika 
repetitivnog ponašanja, povećan broj rotacija određenog smera, i to baš smera suprotnom 
kazaljci sata, odgovara nalazu dobijenom tokom ispitivanja drugog mišjeg modela autizma 
(Grabrucker i sar., 2017).  
Test tri prostorije je potvrdio nalaze dobijene u juvenilnom testu socijalne interakcije, da su 
BTBR miševi socijabilniji od C57BL miševa. Šta više, u testu tri prostorije ovaj nalaz je 
potvrđen i kod adultnih životinja, za razliku od testa socijalne interakcije. Ovakvi rezultati uopšte 
nisu u skladu sa postojećom literaturom (Cope i sar., 2021, McFarlane i sar., 2008, Moy i sar., 
2007). Međutim, čak i u pomenutoj studiji (Moy i sar., 2007) poređenjem samog vremena koje 
su BTBR miševi provodili njušeći miša nasuprot predmetu, dobijeno je da su više vremena 
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njušili miša. Takođe, kad su se za miša-objekta upotrebljavali C57BL miševi, kao što je bilo u 
disertaciji, BTBR miševi su provodili više vremena sa njima nego sa predmetom (Ryan i sar., 
2019, Yang i sar., 2012). Dodatno, BTBR miševi su provodili više vremena pored žičanog 
kaveza koji je imao samo miris miša u poređenju sa kavezom bez mirisa (Yang i sar., 2012). Sve 
ovo pruža validnost rezultatima disertacije. 
Dobijeni nalaz o generalno lošem prostornom učenju je u suprotnosti sa nekim radovima koji 
ukazuju da BTBR miševi imaju normalnu sposobnost za prostorno učenje (Moy i sar., 2007, 
Yang i sar., 2012). Međutim, njihovi rezultati takođe pokazuju da je BTBR soju trebalo više 
vremena da nađe platformu. Sa druge strane su studije koje su potvrdile nalaze disertacije, da je 
prostorno snalaženje navođeno ciljem značajno oštećeno kod BTBR soja miševa po nizu 
parametara (Faraji i sar., 2018). Takođe postoje neslaganja u literaturnim nalazima što se tiče 
reverznog učenja, što otežava da se dođe do jasnog zaključka povodom ove sposobnosti kod 
BTBR miševa. 
Rezultati disertacije ukazuju da BTBR miševi nemaju poremećenu olfaktornu diskriminaciju. 
Nalazi dostupni u literaturi su opet pomešani: da miševi mogu da nađu zakopanu hranu (Moy i 
sar., 2007), ali da ne razlikuju socijalne mirise različitih miševa partnera (Yang i sar., 2012). 
Dobijen nalaz da su jedino C57BL obeležavali teritoriju, iako je taj procenat relativno mali, a da 
nijedna BTBR životinja nije obeležila teritoriju, upućuje da je moguće postojanje poremećaja 
socijalne komunikacije, što je u skladu sa prethodno objavljenim studijama (Wöhr i sar., 2011). 
Uzimajući sve dobijene rezultate u obzir, autor je smatrao da BTBR soj ne ispunjava dovoljno 
kriterijume da bi zadovoljio validnost sličnosti sa ASD-om što je na adekvatan način 
diskutovano u okviru disertacije. 
 
U disertaciji se dalje diskutuje o valproatnom animalnom modelu. Praćenje socijalne interakcije 
je pokazalo da se juvenilni VPA mužjaci manje igraju u odnosu na CTRL mužjake. Ovo je u 
skladu sa pređašnjom literaturom (Schiavi i sar., 2019, Schneider i Przewłocki, 2005). Ispitivanje 
u adultnom periodu je pokazalo produbljivanje razlika, gde su sad VPA životinje, pre svega 
mužjaci, ispoljavali smanjeno socijalno ponašanje po većem broju parametara, što odgovara 
prethodnim studijama (Markram i sar., 2008). Što se tiče ne-socijalnog parametra, vremena 
provedenog u timarenju, juvenilni VPA pacovi i odrasli VPA mužjaci su pokazali ovo ponašanje 
izraženije, što odgovara prethodnim studijama (Zamberletti i sar., 2019). 
Dobijena povećana anksioznost i juvenilnih i odraslih VPA pacova je u skladu sa prethodnim 
radovima (Chen i sar., 2014, Markram i sar., 2008, Servadio i sar., 2016). 
Praćenje spontane aktivnosti nije otkrilo promenu u vremenu provedenom u aktivnosti, pređenoj 
distanci i brzini, sem kod VPA adultnih ženki koje su imale veću brzinu i pređenu distancu u 
odnosu na kontrolne ženke. Ovde je postojeća literatura podeljena, jer postoje studije koje 
pokazuju povećanu lokomociju VPA životinja (Bringas i sar., 2013, Kumar i Sharma, 2016, Wu 
i sar., 2018), ali i oni koji kao i autor nisu dobili razlike (Banerjee i sar., 2014), ili čak dobili 
smanjenu lokomociju (Kerr i sar., 2013). Dodatno, pokazana je preferencija za smer rotacija kod 
juvenilnih VPA mužjaka, što odgovara nalazu dobijenom tokom ispitivanja drugog modela 
autizma (Grabrucker i sar., 2017). Rezultati dobijeni u testu socijalne interakcije su potvrđeni u 
testu tri prostorije i zajedno daju jak dokaz manje socijabilnosti VPA životinja oba uzrasta, što je 
u skladu sa prethodno objavljenim studijama (Bambini-Junior i sar., 2011, Dai i sar., 2018). 
Što se tiče socijalne memorije, otkriveno je da je ona oštećena kod juvenilnih VPA mužjaka i 
donekle ženki, dok kod odraslih životinja jedino VPA ženke nisu pravile razliku između 
poznatog i novog pacova. Prethodne studije daju raznolike rezultate: kod nekih juvenilni VPA 
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pacovi prepoznaju novog pacova (Dai i sar., 2018), dok se drugi slažu sa dobijenim nalazima 
smanjene socijalne memorije (Bambini-Junior i sar., 2014). Zanimljivo, ali ista grupa je u 
drugom radu potvrdila i drugi nalaz disertacije, da adultni VPA mužjaci prepoznaju novog 
pacova (Bambini-Junior i sar., 2011). 
Morisov vodeni lavirint je otkrio da VPA juvenilne životinje i VPA odrasli mužjaci sporije i teže 
uče u odnosu na kontrolne pacove. Oštećeno prostorno učenje jeste i pre pokazano kod VPA 
pacova (Hou i sar., 2018, Rajizadeh i sar., 2019). Ipak, autor zaključuje da, s obzirom da VPA 
pacovi imaju razumevanje šta je cilj testa i vremenom izlaze iz periferije i traže platformu, nalaz 
povećanog vraćanja u prethodnu ciljnu regiju u reverznom testu je bar delimično posledica 
restriktivnog obrasca ponašanja. Dobijeni nalaz kognitivne rigidnosti (u oba uzrasta i oba pola) je 
potvrđen ispitivanjem VPA pacova u Y/T lavirintu (Kumar i Sharma, 2016, Mirza i Sharma, 
2019, Wang i sar., 2019). 
Nije ustanovljena razlika u olfaktornoj diskriminaciji tokom P10, što nije u skladu sa prethodnim 
ispitivanjem (Favre i sar., 2013) po kojoj je VPA mužjacima trebalo više vremena da dođu do 
svoje šuške. Međutim, razlika je jasno pokazana kod adultnih pacova, i to pogotovo smanjena 
olfaktorna diskriminacija VPA mužjaka. Nije bilo moguće naći radove koji su ispitivali ovu 
karakteristiku kod VPA odraslih pacova. Jedna studija, rađena na valproatnom mišjem modelu, 
pokazala je da odrasli VPA miševi imaju poremećaj u olfakciji socijalnih mirisa (Campolongo i 
sar., 2018). 
Pored smanjenog obeležavanja teritorije od strane ženki u odnosu na mužjake, što je donekle 
očekivano s obzirom na razvijeniji vid ovog ponašanja kod mužjaka (Brown, 1977), dobijeni 
rezultati nisu pokazali razliku između pacova različitih prenatalnih tretmana, što nije u skladu sa 
već objavljenim radovima (Harding i sar., 2021), a što autor objašnjava mogućom posledicom 
modifikacije protokola primenjenog u disertaciji. 
Zbog svega prethodno navedenog autor zaključuje da je valproatni model dovoljno dobar 
animalni model ASD-a i odlučuje da na njemu sprovede dalja ispitivanja. 
Analiza nivoa neurotransmitera valproatnog modela je dala rezultate koji su opširno diskutovani 
u okviru disertacije. Dat je pregled dostupne literature u pogledu svakog ispitivanog 
neurotransmitera i rezultata dobijenih u animalnim modelima i pacijentima sa ASD-om, kao i 
veze sa analiziranom moždanom strukturom. Dosadašnji radovi daju veoma oprečne podatke, 
tako da je teško doći do jasnih zaključaka, dodatno otežano činjenicom da je nemoguće izvoditi 
zaključke na bazi samo jednog neurotransmitera, u samo jednoj strukturi. U skladu sa tim, autor 
ističe da iako dobijeni rezultati pokazuju da valproatni animalni model donekle ispunjava 
konstruktivnu validnost, taj zaključan je upitan zbog heterogenih nalaza dobijenih ispitivanjem 
pacijenata sa ASD-om. 
 
Poslednji deo disertacije se bavi analiziranjem efekata subakutne primene MP-III-022, 
selektivnog PAM-a α5 GABAA receptora, u valproatnom animalnom modelu ASD-a u periodu 
nakon zalučivanja. 
Dobijeni bihejvioralni rezultati su potvrdili pređašnje nalaze u disertaciji i mnoge literaturne 
rezultate diskutovane u kontekstu tih nalaza. Svi potvrđuju da juvenilne VPA životinje pokazuju 
socijalne deficite i repetitivne i restriktivne obrasce ponašanja. Pojava da MP-III-022 dat VPA 
životinjama pomaže vraćanju njihovog ponašanja na kontrolni nivo, a primenjen CTRL 
pacovima dovodi do ponašanja sličnom onom kod VPA životinja, primećena je i ispitivanjem 
odgovora neurona i genske ekspresije. Rezultat da CTRL životinje tretirane ligandom i VPA 
ženke imaju manje GABRA5 je u skladu sa nizom studija koje su povezale ASD sa smanjenom 
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ekspresijom α5 podjedinice (Blatt i sar., 2001, Fatemi i sar., 2010, Fatemi i sar., 2009). Sa druge 
strane, pojava da MP-III-022 1 mg/kg izaziva povećanje GABRA5 kod VPA ženki i popravlja 
bihejvioralne deficite i spontanu neuronalnu aktivnost, podržana je pokazanim povećanim 
prilivom kalcijuma u dendrite i kratkotrajnoj sinaptičkoj plastičnosti koja sledi posle aktivacije 
α5 GABAA receptora (Chiu i sar., 2020). Što se tiče nalaza da su VPA i CTRL mužjaci tretirani 
sa MP-III-022 imali sličan način ponašanja i isti smer promena u ekspresiji NKCC1, jeste 
neočekivano da se nivo NKCC1 smanjio u pomenutim grupama. To je dovelo do povećanja 
KCC2/NKCC1 odnosa, od čega bi se očekivalo da dovede do normalnog GABA switch-a i 
zrelosti neurona (Rivera i sar., 1999); međutim, obrnuto je primećeno u rezultatima disertacije. 
Moguće objašnjenje bi se moglo naći u radu koji je pokazao da inhibicija NKCC1 dovodi do 
oštećenog formiranja dugotrajne potencijacije u hipokampusu (Ko i sar., 2014). Ispitivanje 
KCC2 je pokazalo blago smanjen nivo kod VPA ženki, što je potvrda prethodne studije (Tyzio i 
sar., 2014). U skladu sa teorijom o GABA switch-u, MP-III-022 1 mg/kg je uspeo da povrati ovaj 
deficit, što odgovara i dobijenim bihejvioralnim rezultatima.  
U disertaciji je pokazano da je niža doza MP-II-022 imala izraženiji efekat na mužjake, a viša na 
ženke, međutim kod ženki tretman nije bio tako uspešan. Pojava da polovi daju drugačiji 
odgovor posle primene selektivnog PAM α5 GABAA receptora je takođe već bila demonstrirana 
(Batinić i sar., 2017, Piantadosi i sar., 2016). Dodatno, polno zavisni obrasci profila ekspresije 
hloridnih kontransportera, kao i samog sazrevanja signalizacije GABA-e, dobro su poznati 
(Galanopoulou, 2008). Iako u disertaciji nisu replikovane uobičajene razlike u polovima u nivou 
KCC2/NKCC1, autor daje objašnjenje u pogledu korišćenja zrelijih životinja u odnosu na vreme 
kada se uspostavljaju nivoi hloridnih kotransportera (P30 u poređenju sa P4-14 u pomenutim 
studijama). 
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