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Bimodalna modulacija alfab GABAA receptora u eksperimentalnom modelu
Alchajmerove bolesti

SAZETAK:

Ciljevi: Postoje dokazi da je GABAergicka modulacija uklju¢ena u kognitivne procese
znacajno promenjena kod Alchajmerove bolesti (AD). U S$iroko koris¢enom 5xFAD
modelu AD, Zeleli smo da procenimo da li negativni i pozitivni alosterni modulatori a5
GABAA receptora (NAM 1 PAM, respektivno) uticu na socijalnu interakciju, socijalnu,
objektnu i prostornu memoriju, senzomotornu funkciju, emocionalnost, motivaciju,
ekspresiju subjedinica GABAA receptora i neuroinflamaciju.

Metode: Posle produzene primene PAM, NAM ili rastvaraCa, 6 meseci stari transgeni i
netransgeni 5XFAD miSevi podvrgnuti su testiranju u bihejvioralnoj bateriji. Ekspresije
gena za Gabra2, Gabra3, Gabra5, Il1b, 11-6, Tnfa, Gfap i Ibal odredene su u hipokampusu
i prefrontalnom korteksu pomoc¢u gPCR metode.

Rezultati: PAM tretman narusio je prostorno ucenje kod transgenih Zenki, socijalno
prepoznavanje kod transgenih i netransgenih muzjaka i motornu funkciju kod transgenih
muzjaka. NAM tretman je smanjio socijalnu interakciju kod transgenih i netransgenih
muzjaka i emocionalnost kod transgenih muZjaka. NAM je imao povoljan efekat na
kognitivnu fleksibilnost kod netransgenih muzjaka. U hipokampusu, oba tretmana su vratila
na normalne nivoe recipro¢ne promene u ekspresiji Gabra2 i Gabra3 kod transgenih Zenki.
U prefrontalnom korteksu, PAM je smanjio Gabra5 kod oba pola, dok je NAM povecao
Gabra2 kod transgenih muzjaka. Transgene zivotinje nisu u potpunosti razvile kognitivne
simptome, ali je potvrdena neuroinflamacija. NAM je smanjio ekspresiju proinflamatornih
gena kod transgenih zenki i astroglioze kod transgenih muzjaka.

Zakljucak: PAM i NAM nisu uspeli da ispolje konzistentno povoljne bihejvioralne efekte
kod transgenih zivotinja. Supresija neuroinflamacije dobijena NAM-om zahteva vise
studija sa GABAergickim ligandima u amiloidnim beta- i/ili tau-zavisnim modelima sa
izrazenom neuroinflamacijom.

Klju¢ne redi: modulacija a5 GABAa receptora, 5xFAD, kognicija, neuroinflamacija,
Alchajmerova bolest

Nauc¢na oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmakologija



Bimodal modulation of alpha5 GABAA receptors in an experimental model of
Alzheimer’s disease

ABSTRACT:

Aims: GABAergic modulation involved in cognitive processing appears to be substantially
changed in Alzheimer’s disease (AD). In a widely used 5xFAD model of AD, we aimed to
assess if negative and positive allosteric modulators of a5 GABAA receptors (NAM and
PAM, respectively) would affect social interaction, social, object and spatial memory,
sensorimotor function, emotionality, motivation, expression of GABAA receptor subunits
and neuroinflammation.

Methods: After protracted treatment with PAM, NAM or solvent, 6-month-old transgenic
and non-transgenic 5XFAD mice underwent testing in a behavioral battery. Gene
expressions of Gabra2, Gabra3, Gabrab, 1l1b, 11-6, Tnfa, Gfap and Ibal were determined
in hippocampus and prefrontal cortex by gPCR analysis.

Results: PAM treatment impaired spatial learning in transgenic females, and social
recognition and motor function in both transgenic and non-transgenic males and in
transgenic males, respectively. NAM treatment declined social interaction and emotionality
in both transgenic and non-transgenic males and transgenic males, respectively. NAM had a
beneficial effect on cognitive flexibility in non-transgenic males. In hippocampus, both
treatments reversed reciprocal Gabra2 and Gabra3 changes in transgenic females. In
prefrontal cortex, PAM decreased Gabra5 in both genders, while NAM increased Gabra2
in transgenic males. Transgenic animals have not fully displayed cognitive symptoms,
while neuroinflammation was confirmed. NAM reduced proinflammatory gene expressions
in transgenic females and astrogliosis in transgenic males.

Conclusion: PAM and NAM failed to exert consistently favorable behavioral effects in
transgenic animals. Suppression of neuroinflammation obtained with NAM calls for more
studies with GABAergic ligands in amyloid beta- and/or tau-dependent models with
prominent neuroinflammation.

Keywords: o5 GABAAa receptor modulation, 5xXFAD, cognition, neuroinflammation,
Alzheimer’s disease

Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmacology
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Bimodalna modulacija alfa5 GABAA receptora u
eksperimentalnom modelu Alchajmerove bolesti

Uvod

Patogeneza Alchajmerove bolesti (Alzheimer’s disease, AD)

Alchajmerova bolest, kao vode¢i uzrok demencije u svetu, predstavlja neurodegenerativno
oboljenje koje ugrozava stariju populaciju. Epidemioloski podaci upucuju da 10% starijih
od 65 godina boluje od AD, za ¢ije leCenje 1 negu se izdvaja 244 milijarde dolara godisnje
samo u SAD (Anonimno, 2020). Procenjuje se da je u manje od 5% slucajeva zastupljena
familijarna forma bolesti, dok ostatak pacijenata boluje od stecene forme AD (Cao i sar.,
2020). Osim progresivne, teske klinicke slike koja prati pacijenta, negativan uticaj ove
bolesti se ogleda i u psiho-fizickim tegobama ljudi koji vode brigu o bolesnicima
(Andreakou i sar., 2016), Sto su najcesce bliski srodnici. Terapijski potencijal trenutno
registrovanih lekova za ovu indikaciju je ograni¢en, i svodi se samo na simptomatsku
terapiju (Anonimno, 2020), te stoga postoji potreba za otkrivanjem novih lekova.

Mehanizmi nastanka demencije u AD su i dalje enigmati¢ni. Klju¢ni postulati su da bolest
nastaje kao posledica neuroinflamacije i neurodegeneracije usled nakupljanja amiloida beta
(Abeta) koji se formira nakon enzimskih reakcija kojima podleze amiloidni prekusorni
protein (APP). APP je membranski glikoprotein koji reguliSe stvaranje sinapsi i njihovu
popravku, kao i anterogradni transport u neuronima. APP se podvrgava dejstvu enzima alfa
ili beta sekretaza (beta sekretaza je povezana sa patoloskim procesom nastanka Abeta),
nastaju solubilne forme, koje dalje skracuje gama sekretaza formirajuci, u najvecoj meri,
Abetad0 ili Abetad2. Gama sekretaza je tetramerni kompleks subjedinica: presenilin,
nikastrin, pojaciva¢ presinilina 2 i anteriorni farinks-defektiv 1 (presenilin, nicastrin,
presenilin enhancer 2 and anterior pharynxdefective 1). Mutacije gena koji kodiraju neke
od navedenih proteina povezane su sa familijarnom (naslednom) formom AD (Chen i sar.,
2017). U AD, dolazi do hiperfosforilacije tau proteina i smatra se da je ovaj dogadaj blizi
trenutku nastajanja neurodegeneracije, dok se agregacija Abeta smatra ranim dogadajem,
ali je vazano ista¢i njihov sinergizam u nastanku AD (He i sar., 2015). Lokalizacija ovih
proteina je dominantno ekstracelularna za Abeta, odnosno intracelularna za
hiperfosforilisani tau, i njihova toksi¢nost se ispoljava kroz disfunkciju i destabilizaciju
neurona, Sto dovodi do propadanja sinapsi. Zastitna uloga glijalnih celija je
kompromitovana, i one su preterano aktivirane (astrocitoza i mikroglioza), luce se
proinflamatorni medijatori, 1 ugrozen je klirens Abeta i tau proteina koji se nakupljaju u
sinapsi, dolazi do sinapticke fagocitoze, i oStecenja krvno-mozdane barijere (Henstridge i
sar., 2019).

Pored amiloidne 1 tau hipoteze za nastanak AD, vazZno je navesti disbalans neurotransmitera
acetilholina u mozgu koji je vazan za kognitivne procese (Ferreira-Vieira i sar., 2016).
Prema holinergickoj hipotezi, smatra se da je u osnovi AD smanjena koli¢ina acetilholina



koja nastaje verovatno zbog njegove smanjene biosinteze, i ovaj pristup je ujedno rezultirao
najvecim brojem lekova za ublazavanje simptoma kod AD (Breijyeh i Karaman, 2020).
Takode je vazna normalna funkcija glavnog ekscitatornog neurotransmitera glutamata i
preterana aktivacija glutamatergic¢kih receptora je prisutna u AD i smatra se da doprinosi
smanjenju kogicije (Matsunaga i sar., 2018). U nastavku, bice navedeni lekovi koji deluju
posredstvom ovih mehanizama, ali i poremecaji GABAergicke transmisije koji se sve vise
istrazuju 1 potencijal lekova posredovan njenom modulacijom.

Smanjena kognitivna sposobnost kod AD pacijenata, kao klju¢na odrednica bolesti, pracena
je neuroloskim ispadima, anksiozno$¢u, agitirano$¢u, psihijatrijskim poremecajima,
oslabljenom olfakcijom, promenama li¢nosti i socijalnim deficitima (Winblad i sar., 2016).

Uticaj patogeneze AD na pogorSanje kognicije kod starijih ljudi dovodi do invaliditeta
(Kumar i sar., 2021, Cao i sar., 2020). Pored opadanja pamcenja i drugih kognitivnih
sposobnosti, stanje je isprepleteno sa nizom dodatnih patoloskih promena, ukljucujudi
ugrozenu emocionalnu reaktivnost (Sturm 1 sar., 2013), nepovoljne promene u motivaciji
(Forstmeier i sar., 2015) i motornu disfunkciju (Albers i sar., 2015). Stoga je od vitalnog
znaCaja za svaki program otkrivanja lekova da temeljno razmotri uticaje potencijalnog
tretmana na ove nekognitivne domene.

Terapija AD

Razvoj terapijskih opcija za leCenje AD nije mnogo napredovao u proteklih dvadeset
godina, verovatno zato §to jo§ uvek nije razjaSnjen mehanizam nastanka i progresije
patologije, i razvoj lekova je bio fokusiran na ulogu amiloidnih plakova u bolesti (Vaz i
Silvestre, 2020). Kao §to je prikazano u Tabeli 1, u upotrebi su simptomatska terapija za
ublazavanje kognitivnih oSteCenja (Breijyeh 1 Karaman, 2020) i terapija usmerena ka
smanjenju amiloidnih plakova ¢ija efikasnost na ublazavanje klinicke slike nedostaje ili nije
konzistentna (Walsh 1 sar. 2021). Trenutno je dostupno viSe terapijskih opcija za leCenje
kognitivnih simptoma Alchajmerove bolesti: memantin (Matsunaga i sar., 2018), tri
inhibitora holinesteraze (donepezil (Rong i sar.,, 2021, Seltzer, 2007), galantamin
(Lilienfeld, 2002, Razay i Wilcock, 2008) i rivastigmin (Birks i Grimley Evans, 2015)), i
kombinovani tretmani sa memantinom i jednim inhibitorom holinesteraze (Matsunaga i
sar., 2018).

Lekovi inhibitori acetilholinesteraze blokiraju funkciju enzima acetilholinesteraze (AChE) i
butirilholinesteraze (BuChE), sto doprinosi povecanju nivoa acetilholina u sinapsi (Breijyeh
I Karaman, 2020). Memantin je nisko-afinitetni nekompetativni antagonista otvorenih
kanala NMDA receptora koji prvenstveno brzo deluje u jonskom kanalu kada je preterano
otvoren, tako da se ne akumulira u kanalu da bi ometao normalan sinapticki prenos (Lipton,
2005). Pored ovoga, utice na smanjenje glutamatergicke ekscitotoksi¢nosti (Lipton, 2005).
Vecu efikasnost od monoterapije u AD pokazala je primena kombinovanog tretmana sa
memantinom 1 jednim inhibitorom holinesteraze od kojih je najviSe u upotrebi donepezil
(Matsunaga i sar., 2018).



U poslednjih deset godina poceo je razvoj imunoterapija za AD, iz koga je proisteklo
monoklonsko antitelo adukamumab koje nije pokazalo efikasnost u le¢enju kognitivnih
simptoma (Knopman i sar., 2019), ali vecina ostalih lekova nisu uspe$no prosli klinicke
studije (Vaz i Silvestre, 2020).

Tabela 1. Lekovi koji se koriste u terapiji AD za usporenje napretka bolesti ili kao
simptomatska terapija koji su odobreni od strane Americke agencije za hranu i1 lekove
(Food and Drug Administration — FDA).

Lek Stadijum AD Cilj terapije Mehanizam
Adukanumab AD Potencijalno odlaze =~ Monoklonsko
pogorsanje bolesti antitelo koje
neutralise amiloidne
plakove
donepezil Blaga do teska Lecenje kognitivnih  Reverzibilni inhibitor
forma demencije simptoma acetilholin esteraze
kod AD
galantamin Blaga do umerena Lecenje kognitivnih  Reverzibilni inhibitor
demencija kod AD simptoma acetilholin esteraze
rivastigmin Blaga do umerena Lecenje kognitivnih  Pseudo-reverzibilni
demencija kod AD simptoma inhibitor acetilholin
esteraze, blokator
nikotinskih
acetilholinskih
receptora
memantin Umerena do teska Lecenje kognitivnih  antagonista N-metil
forma bolesti simptoma d-aspartat (NMDA)
receptora

Animalni modeli AD

VaZzno orude za ispitivanje ove patologije jesu animalni modeli (Sasaguri i sar., 2017). Pre
svega su pravljeni transgeni i knock-in misji modeli, u manjoj meri su razvijani modeli kod
pacova, te je model potrebno birati prema tipu istrazivanja, buduci da svaki od njih simulira
odredene aspekte bolesti. Sa nemoguéno$éu da se modeluju svi simptomi koji su
karakteristiéni za AD umanjen je potencijal translacije rezultata na humanu populaciju
(Veening-Griffioen i sar., 2019). Uprkos ovome, svaki transgeni model moze pruziti uvid u
ostecenje kognicije sliéno onome koje se javlja u AD (Mullane i sar., 2019). Siroko
koris¢en model AD jeste 5XFAD mis;ji transgeni model koji sadrzi autozomno dominantne
mutacije u genima koji kodiraju za APP i presenilin (APP Swe + Flo + Lon and PS1 M146
L + L286 V) (Oakley i sar., 2006). Koris¢en je u preko 10% studija koje se bave modelima
AD i mogao bi se Koristiti kao referentni model (Forner i sar., 2021). Prednost ovog modela
jeste u ranom nastanku amiloidne patologije, gubitku neurona i sinapsi (Jankowsky i
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Zheng, 2017). 5xFAD transgene Zivotinje razvijaju amiloidne plakove od 2. do 4. meseca
starosti, koji pre svega nastaju unutar subikulumu, pa se Sire ka hipokampusu i korteksu.
Robustna amiloidna patologija potencira mikrogliozu, postojanje reaktivnih astrocita i
neuroinflamaciju (Forner i sar., 2021). Navedeni patoloski procesi kod 5xFAD zivotinja
rezultiraju ostecenjem memorije koje je prisutno u AD (Oakley i sar., 2006). Nedostaci
njegove primene su nefizioloSka kombinacija mutacija za modelovanje familijarne forme
bolesti, kao i smanjen nivo hiperfosforilisanog tau proteina (Jankowsky i Zheng, 2017).
Pokazane su polne razlike u ovom modelu, tako da Zenke brze razvijaju patologiju (Forner i
sar., 2021). U ovoj studiji koriscen je transgeni 5XFAD model AD.

Znacaj uloge hipokampusa i prefrontalnog korteksa za AD

Hipokampus (HC) i prefrontalni korteks (PFC) izdvajaju se kao dve regije od znacaja za
regulaciju kognitivnih funkcija (Bast i sar.,, 2017). Ove strukture su odgovorne za
kognitivnu fleksibilnost, emocionalnost i socijalno ponasanje (Lisman 1 sari., 2017). HC,
kao jedna od struktura limbickog sistema, ima ulogu u epizodnoj memoriji, navigaciji i
prostornom ucenju (Rubin 1 sar., 2014), dok je PFC vazan za aktivnu kratkoro¢nu
memoriju, paznju i procesuiranje senzornih nadrazaja (Funahashi, 2017).

Modulacija GABAA receptora u AD

Intenzivno je istrazivana uloga velikog broja neurotransmitera i drugih medijatora u razvoju
AD. Medu njima, posebno je intrigantna i nedovoljno razjaSnjena uloga inhibitornog
neurotransmitera, y-aminobuterne kiseline (GABA) (Sigel i sar., 2012). Glavnu inhibitornu
neurotransmisiju u mozgu obezbeduje GABAergic¢ni sistem (Farrant i sar. 2005), ¢ija uloga
u AD tek treba da bude detaljno utvrdena (Solas i sar., 2015, Li i sar., 2016, Calvo-Flores
Guzman i sar., 2018). U AD, GABAergicki sistem je prepoznat kao vazan u patogenezi
kognitivnog ostec¢enja (Calvo-Flores Guzman i sar., 2018).



GABA, receptor

Slika 1. Prikaz GABAA receptora i potencijalnih subjedinica koje uéestvuju u njegovoj
izgradnji. Preuzeta iz Sigel i Steinmann, 2012 (Sigel i Steinmann, 2012).

GABAergicki sistem se sve viSe razmatra kao vazan supstrat za terapiju AD (Calvo-Flores
Guzman i sar., 2018), uglavnom na osnovu nalaza da su GABA receptori tipa A (GABAA
receptori, Slika 1) u razli¢itim regionima mozga ozbiljno pogodeni u AD (Kwakowsky i
sar., 2018, Limon i sar., 2012, Rissman i sar., 2011, Govindpani i sar., 2017). Postoje
oprecni rezultati o promeni koncentracije GABA u mozgu i likvoru, koji zavise od regiona i
stadijuma bolesti. Generalno, primena benzodiazepina, kao potencijatora GABAergicke
transmisije, izgleda da povecava rizik od nastanka demencije (He i sar., 2018), dok kod AD
pacijenata moze podstaknuti propadanje kognicije, ali se uprkos tome ovi lekovi koriste za
suprimiranje agitiranosti i anksioznosti koji prate AD (Defrancesco i sar., 2015).

GABAA receptori koji sadrze a5 subjedinicu su eksprimirani u hipokampalnim
piramidalnim c¢elijama i dendritima piramidalnih ¢elija sloja 5 (Soh i sar., 2015), i nisu
prisutni u svim regijama mozga. Njihova uloga je u ekscitabilnosti neurona, sinaptic¢koj
plasti¢nosti, neurogenezi i kogniciji, posredovanim kako putem sinaptic¢ke, tako i toni¢ne
inhibicije (Xu i sar., 2020, Soh i sar., 2015). Pored hipokampusa, a5 GABAA receptori su
prisutni i u olfaktornom bulbusu, a ima ih i u prefrontalnom korteksu (Rissman i Mobley,
2011). Sve vise dokaza podrzava uklju¢enost aSGABAAa receptora u patologiji AD u
razli¢itim subregionima mozga, pre svega u hipokampusu 1 cerebralnom korteksu
(Kwakowski i sar., 2018). Podaci o nivoima ekspresije a5 GABAa receptora u
hipokampusu u AD se razlikuju, ali se smatra da je smanjenje nivoa ekspresije u korelaciji
sa razvojem bolesti (Mohamad i Has, 2019). Gabra5 ekspresija se smatra robustnim
parametrom procene starenja kod miseva, jer su prilicno dobro o¢uvani u HC (Palpagama 1
sar., 2019)



Naizgled paradoksalno, i pozitivna i negativha modulacija ovih receptora, posredstvom
primene kako pozitivnih (PAM), tako i negativnih alosternin modulatora (NAM) a5
GABAA receptora, predlozena je kao legitiman pristup za razvoj pretpostavljenih strategija
lecenja AD (Jacob, 2019). Neki od ovih liganada su usli i u klini¢ka istrazivanja (Maramai i
sar., 2020).

U ovoj studiji, imali smo za cilj da istrazimo uticaj MP-111-022 (Stameni¢ 1 sar., 2016) 1
PWZ-029 (Savi¢ i sar., 2008), kao pozitivnog, odnosno negativnog selektivnog modulatora
a5 GABAA receptora, na kognitivne 1 nekognitivne domene ponasanja i ekspresiju gena
kod 5xFAD miseva.

PWZ-029 ima 30-60 puta veci afinitet vezivanja za a5 u odnosu na al, a2 i a3 GABAAa
receptore. Pokazano je da je poboljSao ucenje kod pacova u testu pasivnog, ali ne i aktivnog
izbegavanja (Savi¢ i sar., 2008). Takode, pokazao je efikasnost kod rezus majmuna u testu
pronalazenja predmeta (Maramai 1 sar., 2020). MP-111-022 je Siroko koris¢eni
eksperimentalni ligand, i pokazao je pozitivne efekte na kogniciju u modelu autizma kod
pacova (Santrac 1 sar., 2022b).

Modulacija a5 GABAA receptora u kogniciji

Ekscitatorna/inhibicijska neravnoteza, primecena kod pacijenata sa AD, takode je prisutna
u mi$jim transgenim modelima AD sa akumulacijom amiloida beta (Ab), i utiCe na
smanjenje kognicije (Xu i sar., 2020). Jedan takav model je 5xFAD mis$ji model, koji se
karakteriSe ranim pocetkom talozenja amiloidnih plakova u kortikalnim i hipokampalnim
regionima mozga (Oakley i sar., 2006). Sugerisano je da je prekomerna glutamatergic¢ka
stimulacija u ranoj fazi bolesti u SxXFAD modelu verovatno kompenzovana visim strujama
GABA-e (Wu i sar.,, 2014). Pretpostavljeno je da je uloga a5 GABAA receptora
potencijalno u stvaranju toni¢ne inhibicije na nivou HC kod AD. Naime, u istrazivanju koje
su sproveli Wu i saradnici doslo se do pretpostavki da je na nivou dentatnog girusa uticaj
GABA posredovan o5 GABAA receptorima, sa ciljem da se suzbije glutamatergicka
ekscitotoksi¢nost usled preterane/produZene stimulacije piramidalnih neurona. U ovoj regiji
su znaCajne nakupine Abeta, koji je moguc¢i uzro¢nik hiperreaktivnosti astrocita, u kojima
se akumulira GABA. PridruZena neuroinflamacija i oksidativni stres kompromituju neurone
I ulogu GABA-e¢ da smanji preteranu stimulaciju neurona, hroni¢no dovodeéi do
negativnog uticaja i osteenja memorije (Wu i sar., 2014). Indukovana produzena toni¢na
inhibicija moze dovesti do oSte¢enja pamcenja, koje je obnovljeno akutnom primenom
negativnog alosternog modulatora a5 GABAA receptora (L-655,708) ili sa SNAP-5114,
koji blokira oslobadanje astrocitnog GABA preko GAT3/4 (Wu i sar, 2014). Shodno
ovome, inhibicija a5 GABAAa receptora primenom NAM ima potencijal da doprinese
reverziji toni¢ne inhibicije, Sa povoljnim uticajima na kognitivne procese.
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Slika 2. Prikaz normalne (a) i osteCene (b) toni¢ne inhibicije posredovane a5 GABAA
receptorima kod zdravih i kod AD model zivotinja. Slika je preuzeta i prilagodena iz Wu i
sar., 2014 (Wu i sar., 2014).

S druge strane, PAM su takode prepoznati kao ligandi koji bi mogli poboljsati kogniciju,
budu¢i da kod AD dolazi do smanjenja nivoa ekspresije a5 GABAAa receptora u HC i
gubitka neurona (Jacob, 2019). U miSjem modelu AD pokazalo se da i aktivacija i
inhibicija GABAAa receptora (muscimolom, odnosno bikukulinom), mogu poboljsati
prostornu memoriju (Fu i sar., 2019). U eksperimentu o$teCenja memorije primenom
anestetika, pokazano je da su NAM ostetili kogniciju kod starijih, ali ne 1 mladih miSeva
(Gao i sar., 2019). Ovo je u skladu sa rezultatima da primena PAM pokazuje efikasnost u
HC-zavisnim testovima kod starijih glodara (Mcquail i sar., 2015). Smatra se da PAM
mogu smanjiti hiperaktivnost u HC koja nastaje kod starenja, kao i u neuropsihijatrijskim
poremecajima koji su praceni kognitivnim smetnjama (Maramai i sar., 2020).

Nakupine amiloida beta u hipokampusu kompromituju prostornu memoriju u AD (Vyas i
sar., 2020), tako da bi bilo znacajno ustanoviti da i PAM i NAM mogu ublaziti efekat
patologije u pronalazenju platforme u Morisovom vodenom lavirintu. Osim ovoga, ispitala
bi se kognitivna fleksibilnost i adaptivnost na novi kontekst u reverznoj fazi testa (Vorhees
I Williams, 2014). U razli¢itim testovima kognicije na Zivotinjama koji ne modeluju AD,
pokazano je da su i PAM (Santrac i sar., 2022, Koh i sar., 2013) i NAM (Mili¢ i sar., 2013,



Hipp i sar., 2021) imali potencijal da podstaknu objektnu 1 prostornu memoriju, pri cemu se
PAM favorizuje u kontekstu starenja (Koh i sar., 2013).

Modulacija a5 GABAAa receptora u socijabilnosti

Kod miseva, aktivnost interneurona pozitivnih na parvaloumin (PV) u medijalnom
prefrontalnom korteksu (PFC) izazvana stimulacijom niskim gama frekvencijama, kao i
tretmanom muscimolom u dorzomedijalnom PFC-u, rezultirala je prosocijalnim efektom
koji je doveo do povecane socijalne interakcije (Liu i sar., 2020). Studija ekspresije gena u
PFC pokazala je postojanje a5 podjedinice na piramidalnim neuronima (39,7% celija
pozitivnih na a5 GABAA receptor kod ljudi i 54,14% kod miseva) i na PV interneuronima
(20% kod ljudi i 16,33% kod miseva) (Hu i sar., 2019). Pozitivna alosterna modulacija
posredstvom a5 GABAA receptora pokazala je poboljsanu socijalnu interakciju u modelu
autizma kod pacova (Santra¢ et al, 2022b). Suprotno, i farmakogeneticka inhibicija PV
neurona (Liu i sar., 2020) i stereotaksi¢na primena bikukulina u PFC (Paine i sar., 2017)
smanjili su socijalnu interakciju. lako primena selektivnog NAM o5 GABAA receptora nije
uspela da smanji socijalnu interakciju kod zdravih pacova (Paine i sar., 2020), tretman sa
FG 7142, koji je neselektivni inverzni agonista koji deluje i na a5 GABAA, receptore (Atack
i sar., 2005), smanjio je socijalnu interakciju (Paine i sar., 2020). a5 knock-out misevi
pokazuju socijalne deficite (Mohler i Rudolph, 2017), potencijalno preko preterane
stimulacije piramidalnih neurona u PFC, pre nego hiperaktivacije inhibitornih neurona (Hu
I sar., 2019). Stoga bi se moglo pretpostaviti da PAM i NAM a5 GABAA receptora mogu
ublaziti, odnosno dodatno pogorsati oSte¢enje socijalne interakcije u AD.

Modulacija a5 GABAA receptora u ostalim nekognitivnim domenima

PFC je jedna od klju¢nih struktura vezanih za motivisano ponasanje i njegove promene su
povezane sa apatijom u AD (van Dyck i sar., 2021), dok je HC ukljuéen u regulaciju
brojnih ponaSanja, ukljucuju¢i kognitivnhu fleksibilnost sa dinamickim 1 adaptivnim
potencijalom (Bast i sar., 2017). Stavise, ove strukture doprinose neuronskim krugovima
koji su ukljuceni u anksioznost (Park i Moghaddam, 2017) i uopStenije u procesuiranje
emocija (Salzman i Fusi, 2010, Philippi i sar., 2015), kao i motornu regulaciju (Suzuki i
sar., 2004, Burman, 2019).

Vecina istrazivanja a5 GABAa modulacije u AD do sada se bavila procesima ucenja i
paméenja (Maramai 1 sar., 2020), dok su drugi aspekti ponaSanja, iako su podloZni
modulaciji i preko a5 GABAA receptora (Soh i sar., 2015), uglavnom ostali neispitani u
odgovaraju¢im AD modelima. Konkretno, u modelima stresa, prijavljen je potencijal a5-
selektivnin PAM da smanje emocionalnost (Piantadosi i sar., 2016, Fee i sar., 2021), i a5-
selektivnih NAM da smanje anhedoniju i ispolje brze efekte sli¢ne antidepresivima (Zanos i
sar., 2017). Smanjena anksioznost zabelezena kod transgenih 5xFAD miSeva povezuje se sa
agitiranoS$¢u 1 dezinhibicijom kod pacijenata obolelih od AD (Jawhar 1 sar., 2012). Nivo
lokomocije nakon primene tretmana direktno upucuje na efekte supstanci na aktivnost
zivotinja, odnosno inhibiciju 1 motivaciju u modelu AD. U ovoj studiji pracen je uticaj
liganada na neuroloske reflekse, motornu sposobnost i motorno ucenje, buduci da su a5



GABAA receptori prisutni, pored HC, i u ki¢menoj mozdini (Bravo-Hernandez i sar.,
2016). S druge strane, u ovoj studiji je odabran repertoar genske ekspresije subjedinica
GABAA receptora (Gabra2, Gabra3 i Gabra5) koji igra ulogu u kontroli emocija i/ili
raspolozenja sa potencijalom za terapijsku manipulaciju (Rudolph i Knoflach, 2011, Engin
i sar., 2018). U tom smislu, znafajno je bilo proveriti moguée promene ekspresije
navedenih gena tokom modulacije a5 GABAA receptora u AD modelu, sto moze ukazati na
niz zeljenih i neZeljenih efekata tretmana zasnovanih pri takvoj modulaciji.

MP-111-022 i PWZ-029, kao PAM odnosno NAM a5 GABAA receptora, nisu imali uticaj
na anksioznost kod Wistar pacova (Savi¢ i sar., 2008, Stamenic¢ i sar., 2016), ali se ne moze
predvideti kakav bi bio uticaj ovih liganada na nivo anksioznosti u 5XxFAD modelu, tako da
je bilo vazno da bude ispitan. Efekti produzene primene navedenih supstanci na
lokomotornu aktivnost nisu prethodno publikovani, pa je bilo potrebno proceniti da li one
imaju uticaj u ovom modelu, budu¢i da akutna primena MP-111-022 dovodi do blage
hiperlokomocije (Stameni¢ i sar., 2016).

Neki a5 GABAAa ligandi povuceni Su iz programa razvoja zbog nezeljenih dejstva
(Maramai i sar., 2020) poput poveéane anksioznosti (Xu i sar., 2018), i stoga je u ovoj
preklinickoj studiji od znacaja bilo sprovesti kompletan skrining uticaja na ponaSanje.
Dodatno, budué¢i da su ove supstance mogle imati povoljne efekte na druge simptome
bolesti, vazno je bilo selektovati ih u proSirenoj bihejvioralnoj bateriji. Zato su pored
efekata na kogniciju, praceni efekti PAM i NAM na neuroloSku funkciju, lokomociju,
motorno uéenje i sposobnost, emocionalnost i motivaciju kod 5xFAD miseva.

Neuroinflamacija u AD

GABA je prepoznata kao imunomodulator (Jin i sar., 2013) i GABAA receptori su prisutni
na glijalnim ¢elijama (Pocock i Kettenmann, 2007). Ipak, uticaj GABAergicke transmisije
na imunski sistem nije istrazen u dovoljnoj meri. Osim direktnog uticaja, aktivacija
inhibitornih neurona smanjuje oslobadanje ekscitatornih neurotransmitera i posledicno je
smanjena aktivacija glijalnih Celija, $to predstavlja neuroprotektivan efekat (Lee i sar.,
2011). Sa druge strane, pokazano je da inflamacija moze dovesti do povecanja aktivnosti a5
GABAA receptora, 1 potencirati toni¢nu inhibiciju koja bi dalje vodila ka oStecenju
memorije. GABA koja se preterano oslobada iz astrocita u ovom sluc¢aju vodi ka
neurotoksi¢nosti (Wang i sar., 2012).

Iako se ¢ini da su akumulacije Ab i tau konzistentno obelezje AD, ¢ak ni najnaprednije
farmakoloske strategije usmerene na smanjenje opterecenja Ab do sada nisu uspele da
pokazu dosledna kognitivna pobolj$anja kod pacijenata sa AD (uporediti sa Knopman i sar.,
2021). Stoga se fokus istrazivanja pomera na druge mehanizme koji doprinose patologiji,
kao §to je neuroinflamacija (Leng i Edison, 2021). Preovladujuéi proinflamatorni fenotip
primecen je kod mikroglije izlozene Ab u in vitro AD modelu (Plescher i sar., 2018), kao i
tokom faze pre plaka kod mi§jih AD modela (Boza-Serrano i sar., 2018). Takav
proinflamatorni mikroglijalni fenotip je takode primecen kod ljudi sa blagim kognitivnim
oste¢enjem bez nakupljanja Ab (Hamelin i sar., 2016), Sto moze da ukaZe na njegovu
zastitnu/kompenzatornu ulogu na pocetku bolesti, i patolosku ulogu kada AD napreduje
(Leng 1 Edison, 2021). Aktivirana mikroglija lu¢i proinflamatorne citokine 1 moZe dalje da
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izazove astrocitni pomak (shift) na proinflamatorni fenotip (Xie i sar., 2020). Neurotoksi¢ni
reaktivni astrociti su otkriveni u postmortalnom mozdanom tkivu, a oko 30-60% astrocita u
hipokampusu i PFC kod pacijenata sa AD imalo je proinflamatorni fenotip (Liddelov i sar.,
2017). Stavige, proinflamatorni astrociti mogu izazvati prekomerno oslobadanje GABA-¢
koje utice na pamcenje u AD modelima (Jo 1 sar., 2014), a takode dovode do smrti neurona
i oligodendrocita (Leng i Edison, 2021).

Do sada nije ispitan uticaj liganada koji deluju na a5 GABAA receptore na nivoe ekspresije
proinflamatornih citokina kod zdravih/kontrolnih i bolesnih/model 5xFAD miSeva.

Na osnovu navedenih ¢injenica, Zeleli smo da procenimo uticaj produzene bimodalne
modulacije a5 GABAA receptora kod transgenih i netransgenih 5XFAD miseva oba pola
starih 6 meseci na neuroimunski profil u hipokampusu i PFC, okarakterisan kroz ekspresiju
gena proinflamatornih citokina 1l1b, 11-6 i Tnfa, kao i markera mikroglijalne aktivacije
(jonizovani kalcijum vezujuc¢i adapter molekul-1 [ionized calcium binding adaptor
molecule-1, Ibal]) i astroglioze/ostecenja astrocita (glijalni fibrilarni kiseli protein [glial
fibrillary acidic protein, Gfap]).

Supstance od interesa za testiranje modulacije a5 GABAa receptora u
5xFAD modelu

U ovoj studiji, imali smo za cilj da istrazimo uticaj MP-I11-022 (Stameni¢ 1 sar., 2016) 1
PWZ-029 (Mili¢ i sar., 2013), kao pozitivnog i negativnog selektivnog modulatora a5
GABAA receptora, na kognitivne i nekognitivne domene ponasanja i ekspresiju GABAA
subjedinica 1 markera neuroinflamacije kod 5xFAD miSeva.

(o]

Slika 3. Strukturna formula PWZ-029 ((metil(8-hloro—5,6—dihidro—5-metil-6—0kso—4H-
imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin—3—il) metil etar)) (Savi¢ i sar., 2008).
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Slika 4. Strukturna formula MP-111-022 ((R)-8—etinil-6—(2—fluorofenil)-N,4—dimetil-4H-
benzo[f]limidazo[1,5-a][1,4]diazepin—3—karboksamid), kao PAM a5 GABAAa receptora
(Stamenic i sar., 2016).

5xFAD je mi§ji transgeni model zasnovan na prenosu mutacije ljudskih gena za prekursor
amiloid-b proteina (APP) i presenilin 1 (PSE1) (Oakley i sar., 2006). Prihvatajuéi
nemoguc¢nost modelovanja svih simptoma relevantnih za AD (Veening-Griffioen i sar.,
2019), koris¢en je 5xFAD model AD ¢ije se prednosti odrazavaju na rani pocetak
amiloidne patologije, gubitak sinapsi i potvrdu kognitivnih ostecenja (Sasaguri i sar., 2017).
Studija je osmiSljena tako da proceni moguci zastitni ili pogorSavajuci uticaj produzene
modulacije a5 GABAA receptora kod Sestomesecnih 5xFAD miSeva, kada su zabeleZene
prve dosledne promene ponasanja i biohemijske promene koje su slicne AD patologiji kod
ljudi (Gao i sar., 2013).

Na osnovu navedenih ¢injenica i povezanosti, zeleli smo da procenimo uticaj produzene
bimodalne modulacije a5 GABAA receptora na razliite kognitivne domene 1 socijabilnost
transgenih i netransgenih 5XxFAD miSeva oba pola starih 6 meseci. Pored ispitivanja
pozitivnih efekata supstanci na kogniciju, pracen je bio uticaj na ostale domene ponasanja
poput neuroloske funkcije, anksioznosti, lokomocije, motorne funkcije, emocionalnosti i
motivacije koji su esencijalni za dalji razvoj eksperimentalnih supstanci kao potencijalnih
lekova. Studija je sproveden na oba pola zbog postojanja polnih razlika u 5xFAD modelu.
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Ciljevi studije

1.

2.
3.

Profilisanje kinetickog ponasanja odabranog PAM 1 NAM u uslovima produzene
primene, sa ciljem odredivanja doze za dalje eksperimente

Bihejvioralna karakterizacija SXFAD miSeva oba pola kao modela AD

Prac¢enje efekata nakon produzene primene PAM i NAM kod transgenih i
netransgenih (kontrolnih) 5XFAD miSeva oba pola u bihejvioralnoj bateriji sa ciljem
da se ispitaju slede¢i domeni ponaSanja: neuroloski, senzornomotorna sposobnost,
anksioznost, lokomotorna aktivnost, memorija kod oba pola

Odredivanje nivoa ekspresije IRNK markera inflamacije, mikroglioze, astrocitoze i
GABAergicke transmisije u modelu AD u regionima mozga odgovornim za
kogniciju (PFC i HC) kod oba pola

Odredivanje uticaja primene liganada na nivoe ekspresije IRNK markera
inflamacije, mikroglioze, astrocitoze 1 GABAergicke transmisije u modelu AD u
regionima mozga odgovornim za kogniciju (PFC i HC) kod oba pola
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Metodologija

Supstance

U ovoj studiji koris¢eni su PWZ-029 ((metil(8-hloro-5,6—dihidro—5-metil-6—-o0kso—4H-
imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin—-3—il) metil etar)), kao NAM a5 GABAAa receptora
(Savi¢ i sar., 2008), i MP-I11-022 ((R)-8-etinil-6—(2—fluorofenil)-N,4—dimetil-4H—
benzo[f]imidazo[1,5-a][1,4]diazepin—3—karboksamid), kao PAM a5 GABAA receptora
(Stameni¢ i sar., 2016). Odabrane supstance, sintetizovane na Katedri za hemiju i biohemiju
Univerziteta Viskonsin—Milvoki, SAD, rastvorene su u rastvaracu (SOL) pripremljenom
od 85% destilovane vode, 14% propilen glikola i 1% Tween 80. Ligandi su primenjivani u
dozi od 5 mg/kg jednom dnevno tokom 10 dana transgenim i netransgenim zivotinja, dok
su kontrolne zZivotinje dobijale SOL.

Zivotinje i eksperimentalni dizajn

Transgeni 5XFAD miSevi koji nose humane gene APP i PSENI sa slede¢im mutacionim
promenana: Svedskom (K670N/M671L), floridskom (I716V) i londonskom (V717I)
mutacijom u transgenu APP, i mutacijama M146L i L286V u transgenu PSEN1, kao i
njihovi netransgeni srodnici iz legla, ¢uvani su zajedno u kavezima od pleksiglasa u
grupama od 4 do 6 po kavezu, sa hranom i vodom ad libitum, u ciklusu svetlo-tama 12:12
(svetlo se ukljucuje u 06:00 h). Koloniju je ljubazno obezbedio Institut za bioloska
istrazivanja ,,Sinisa Stankovi¢” Univerziteta u Beogradu, Beograd, Srbija, a Zivotinje su
rodene i odgajane u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Beograd,
Srbija. Zbog agresivnosti muzjaka misSeva u svaki kavez je uveden kratki plasti¢ni tunel.
Misevi su intenzivno privikavani na eksperimentatora tokom 7 dana pre pocetka
bihejvioralnih testova, dok su fizicko posmatranje 1 merenje telesne mase vrSeni tokom
studije.

U farmakokinetickoj studiji, C57BL/6 miSevi su koriS€eni za odredivanje koncentracija
PWZ-029 i MP-111-022 u mozgu.

Bihejvioralni eksperimenti su sprovodeni u svetloj fazi (od 07.00 do 17.00 ¢asova). Studija
je realizovana u okviru projekta cija je eticnost odobrena od strane Ministarstva
poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije.

5xFAD transgene i1 netransgene Zivotinje oba pola, uzgajane i testirane u tri vremenski
odvojene kohorte, randomno su tretirane i.p. sa MP-111-022, PWZ-029 ili SOL tokom 10
dana u starosnoj dobi od 6 meseci + 2 nedelje.

Tretman je trajao 10 dana, Sto bi aproksimirano na humanu populaciju bilo oko godinu
dana kod odraslih, i bio je zapocet nakon 6 meseci starosti zivotinja, kada se zavrsi faza
zivota zrelih adulta (,,mature adults). Tada se pretpostavljalo da postoje promene u
ponasanju, tako da se ovaj period smatra ranim pocCetkom bolesti. Na osnovu pilot
eksperimenata 1 prethodnih studija, utvrdeno je da se patologija kod 5xFAD modela
rapidno razvija, te da je zivotni vek ovih Zivotinja kra¢i u odnosu na standardni C57BL/6
soj (Rae i Brown, 2015). Nastaju promene sa razvojem patologije i sa starenjem koje se
manifestuju u izgledu spoljasnjeg stanja organizma, Sto se odnosi pre svega na muzjake
(promene krzna, u ano-genitalnoj regiji i drugim regijama koze).
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Nakon zavrSetka protokola za primenu tretmana, svaka kohorta Zivotinja je podvrgnuta
bihevioralnoj bateriji koja se sastojala od testova za procenu senzornih i motornih
sposobnosti, uzviSenog plus lavirinta, testa otvorenog polja (rezultati objavljeni u
Arandelovi¢ 1 sar., 2021), testa prepoznavanja novih objekata, testa sa tri komore i
Morisovog vodenog lavirinta (publikovano u Arandelovi¢ 1 sar., 2022). Nakon
bihejvioralnog testiranja, zivotinje su terminalno anestezirane ketaminom (100 mg/kg, i.p.),
PFC i HC su sakupljeni i brzo zamrznuti u te¢nom azotu. Uzorci tkiva su ¢uvani na -80°C
do izolacije RNK (ribonuklinska kiselina), koja je koriS¢ena za analizu ekspresije gena od
interesa. Vremenski okvir kada su se sprovodili eksperimenti u ovoj studiji prikazan je na
Slici 5.

refleks

uspravijanja,
pine i
roZnjace,
Tretman: clasping
PWZ-029 refleks, )
MP-I11-022 paskettest [ * EFM —» OF —»  NORT [—» ICT —®  MWM FLT
50L rotarod,
test hodanja
po gredi
- | | | | | | | |
Ban | | | | | | |
10 11 12 13 15 16 25 26

Slika 5. Vremenski okvir bihejvioralne baterije sprovedene na svakoj SXFAD zivotinjskoj
subkohorti tretiranoj sa MP-111-022, PWZ-029 ili rastvaraem. Navedeni su eksperimenti
koji su analizirani i razmatrani u ovoj tezi. EPM — uzdignuti plus lavirint, OF — test
otvorenog polja, NORT — test za prepoznavanje novih objekata, 3CT — test tri komore,
MVM — Morris vodeni lavirint, FLT — (test lokalizacije hrane, food localization test).

Farmakokineticka studija

Neophodno je bilo utvrditi dozu koja bi zadrzala selektivnost na a5 GABAAa receptore,
bududi da se pri primeni liganada u ve¢im dozama potencijalno javljaju PAM efekti preko
al, a2 i a3 GABAA receptora (Stamenic i sar., 2016, Mili¢ i sar., 2013, Timi¢ Stameni¢ i
sar., 2015). Supstance koje su koriS¢ene prethodno su farmakokineti¢ki okarakterisane, ali
je bilo potrebno uraditi skrining koncentracija u mozgu nakon uspostavljanja stanja
ravnoteze (,,steady state*).

C57BL/6 miSevi su koriS¢eni za odredivanje koncentracija PWZ-029 i MP-I11-022 u
mozgu. Obe supstance su davane i.p. u dozama od 1 mg/kg/dan i 5 mg/kg/dan, a uzorci su
sakupljeni u Cetiri vremenske tacke: 20 min i 24 h nakon pojedina¢ne doze i 20 min nakon
trece doze, za oba liganda, dok su uzorci od 24 h nakon trece doze dobijeni samo za MP-
111-022.

Svaka vremenska tatka je sadrzala 3 Zivotinje. Zivotinje su terminalno eutanazirane
ketaminom (Ketamidor, Richter Pharma AG, Vels, Austrija), ceo mozak je sakupljen i
pomesSan sa 1300 pl metanola za dalju homogenizaciju u ultrazvuénom homogenizatoru
(dva puta po 20 s, puls 1,2, amplituda 70%, sa periodom izmedu u trajanju od 0,5 s).
Homogenati mozga su centrifugirani na 3500 rcf tokom 20 minuta, nakon cCega je
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supernatant podvrgnut ekstrakciji ¢vrste faze (solid phase extraction, SPE; Oasis HLB
cartridges — Waters Corporation, Milford, Massachusetts) i koncentracija liganda je
odredena te¢nom ultravisokoefikasnom hromatografijom spregnutom sa tandem masenom
spektrometrijom (ultraperformance liquid chromatography—tandem mass spectrometry,
UPLC-MS/MS).

Bihejvioralni testovi

Protokol se sastojao od uzastopnih testova za procenu refleksnih odgovora, motorne i
lokomotorne aktivnosti, 1 anksioznosti, redosledom kao $to je navedeno u nastavku.
Refleksi uspravljanja, pine, roznjace i stezanja procenjuju neuroloske i senzornomotorne
deficite. Pored toga, za procenu motornog ucenja i sposobnosti koris¢eni su rotarod test i
test hodanja po gredi, dok je test na korpi procenjivao samo motornu sposobnost Zivotinja.
Test lokalizacije hrane je koriséen za procenu olfakcije.

Testovi za procenu senzornomotorne funkcije

Refleks uspravljanja

Refleks uspravljanja se definiSe kao sposobnost Zivotinje da se pomeri u stojeci polozaj
nakon okretanja metalne reSetke na kojoj je Zivotinja prethodno stajala, kada ledima
dodirne tlo. Skorovi su bili: 1 za oCuvan refleks uspravljana, odnosno 0 za nedostatak
refleksa uspravljana.

Pina refleks (Pinna reflex)

Pina refleks predstavlja pomeranje uha kada ga nezno dodirnete pamucnim Stapicem sa
aplikatorom. Odgovor misa moze biti nedostatak pokreta uha, pokretanje uha ili pokretanje
glave i uha, koji se boduju sa 0, 1 ili 2, redom.

Refleks roznjace (Corneal reflex)

Refleks roznjace je urodeno zatvaranje oka nakon njegove taktilne stimulacije pamu¢nim
Stapi¢em sa aplikatorom. Bodovanje je sli¢no kao kod refleksa pine (0 bez odgovora, 1
zatvaranje oka, 2 pokretanje glave i zatvaranje oka).

Refleks hvatanja (Clasping reflex)

Refleks hvatanja pokazuje normalan odgovor Sirenja zadnjih udova ka spolja kada se
zivotinja drzi za rep. U testu se mogu primetiti Cetiri ishoda: 4 — savijeni zadnji udovi; 3 —
uski polozaj zadnjih udova malo okrenutih ka spolja, savijenih u kolenima; 2 — otvoreniji
polozaj zadnjih udova u poredenju sa 3, ali manje od 1; 1 normalan odgovor zadnjih udova
koji se Sire ka spolja.

Test na korpi (Basket test)

Basket test je postupak u kome se Zivotinja postavlja na reSetkasto dno plasti¢ne kutije.
Mreza se okreée naopacke, a mi$§ drzi tezinu sopstvenog tela naopako. Produzeno
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zadrzavanje na mrezi mereno Stopericom je u korelaciji sa motornom sposobnoscu, a
takode je i pod uticajem anksioznosti.

Test hodanja po gredi (Beam-walking test)

Test hodanja po gredi (Beam—walking test) procenjuje sposobnost motorne koordinacije
zivotinje da prede gredu od pleksiglasa (850 x 8 mm) i dode do ciljnog — bezbednog
kaveza. Bela svetlost (60 W) koja osvetljava poc¢etnu platformu je averzivni stimulans za
miSa da se priblizi gredi. Svaka zivotinja je pre testiranja obuCena da prede gredu. U
treningu koji se sastojao od 4 uzastopna pokusaja, zivotinja je pustana sa Y4, Y5, ¥4 1 3,5/4
udaljenosti grede od kaveza (Jawhar i sar., 2012). Sva testiranja su bila snimana i
analizirana od strane iskusnog istrazivaca.

Rotarod test

Rotarod test je standardna procedura za procenu motorne koordinacije, ravnoteze i umora.
Svaka Zivotinja je obucena u 2-4 uzastopna pokuSaja da balansira na rotiraju¢em tocku,
nakon ¢ega je testirana. Vreme provedeno na rotirajucoj Sipki je mereno Stopericom.

Test lokalizacije hrane (Food localized test)

Testom lokalizacije hrane se procenjuje olfakcija kao $to je prethodno opisano (Luo i sar.,
2002). Ukratko, kolacic¢ je dodat u 16:00 ¢asova u svaki kavez gde su ¢uvane zivotinje (dva
kolaci¢a po miSu dnevno) dva uzastopna dana pre testiranja. Pored toga, dan pre testa, u
16:00 casova sva dostupna hrana osim kolaci¢a je izmeStena kako bi se omogucila
deprivacija hrane. Ispitivanje je sprovedeno u novim kavezima od pleksiglasa u kojima se
¢uvaju zivotinje sa SuSkom koja je pokrivala dno u visini od 4 cm 1 kavezi su zatvarani
poklopcima od celi¢ne Zzice. Kolaci¢ je zakopan u centru samog vrha kaveza. MiS je
stavljen u centar kaveza i ostavljen je da istrazi kavez 15 minuta. Istraziva¢i su merili
vreme koje protekne dok mi§ ne pronade kolaci¢ sa Stopericom.

Uzdignuti plus lavirint (elevated plus maze, EPM)

Uzdignuti plus lavirint (EPM) je standardni test za procenu anksioznosti kod glodara
(Flanigan i sar., 2014). Aparat se sastoji od dva otvorena (40 x 8 cm) i dva zatvorena kraka
(40 x 8 x 30 cm), odvojena centralnom zonom (5 x 5 cm). Test zivotinja se postavlja u
centralnu zonu 1 ostavlja da istrazuje lavirint 5 minuta. Svaki test se snima 1 analizira u
Animaze (Stoelting, Vood Dale, IL) softveru za pracéenje.

Test otvorenog polja (Open field, OF)

Test otvorenog polja (OF), kao test eksploratorne i lokomotorne aktivnosti, izveden je u
pravougaonoj areni od pleksiglasa (40 x 30 cm) (Zhang i sar., 2012). Ponasanje zivotinja
tokom 15 minuta, bez prethodnog navikavanja, praceno je i analizirano u Animaze
softveru.
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Test prepoznavanja novih objekata (NORT)

U kutiji od pleksiglasa (40 x 30 x 30 cm), ogledne Zivotinje su tokom 10 minuta bile
izlozene paru dva identi¢na predmeta smesStena 10 cm jedan od drugog (plasti¢na rubikova
kocka ili stakleni cilindar, nasumi¢no rasporedeni po grupama), prema protokolu preuzetom
i modifikovanom od Colie i saradnika (Colie i sar., 2017). Posle 45 minuta, jedan od
objekata je zamenjen preostalim novim objektom i test Zivotinji je dozvoljeno da ih
slobodno istrazuje 10 minuta (NORT =za procenu kratkoroénog pamcenja; NORT
kratkoro¢no). 24 sata kasnije, zivotinje su ponovo uvedene u istu arenu na 10 minuta, ali je
stari predmet zamenjen novim (plasticna piramida) (NORT za procenu dugorocne
memorije; NORT dugoroc¢no).

Ponasanje zivotinja tokom eksperimenata je praceno softverom Animaze.

Test sa tri komore (3ct)

Aparat od netransparentnog pleksiglasa za 3ct sastojao se od tri dela: srediSnje komore i
dve identi¢ne bo¢ne komore, kao $to je prethodno opisano (Gilbert i sar., 2020). Test se
sastojao od tri uzastopne faze: habituacije, testa socijalne interakcije (SIT) i testa socijalnog
prepoznavanja (SRT). Prva faza je trajala 5 minuta, a test miSu je bilo dozvoljeno da
istrazuje samo sredi$nju zonu, sa zatvorenim ulazima u bo¢ne komore. U SIT fazi, test mis
je postavljen u sredi$nju komoru, dok su prolazi u bo¢ne komore bili blokirani. U jednu od
boc¢nih komora stavljen je jedan nepoznati mis ispod zi¢anog kaveza, dok je zicani kavez u
drugoj komori ostao prazan. Nakon otvaranja bo¢nih vrata pocinje SIT faza, i test mi$ je
mogao slobodno da se kre¢e unutar aparata 10 minuta. Test mi$ je zatim vracen u sredi$nju
komoru, vrata se zatvaraju, a novi nepoznati mi$ se zatvara u prethodno prazan zi¢ani kavez
u drugoj bo¢noj komori. SRT faza pocinje otvaranjem kliznih vrata 1 test miSu je
dozvoljeno da se slobodno krece unutar aparata jo§ 10 minuta. U statistickoj analizi
koriS¢eno je vreme koje test zivotinje provode u istrazivanju u uskoj zoni oko kaveza u
kome se nalazi (ili ne nalazi) Zivotinja.

Ponasanje zivotinja tokom eksperimenata je praceno softverom Animaze.

Morisov vodeni lavirint (MVM)

Morisov vodeni lavirint je Siroko koriS¢eni test za procenu prostorne memorije kod glodara.
Zivotinja se spusta u bazen i Anymaze softverom se prati koju putanju bira da bi pronasla
skrivenu platformu. Zivotinje su testirane u velikom bazenu (preénika 170 cm), a protokol
se sastojao od dve glavne faze: regularne i reverzne faze (Tang i sar., 2016, Vorhees i
Williams, 2014).

Regularna faza je pocela prvim danom treninga u kome je svaka Zivotinja trebalo da nade
platformu ispod povrsine vode, na kojoj se, kao orijentir iznad povrSine vode, nalazila
piramida (qued training). Zivotinje su imale 4 uzastopna pokusaja (svaki u trajanju od 2
min) da nadu platformu sa piramidom nakon pustanja u bazen sa razli¢itih pozicija. Od 2.
do 5. dana (training days), zivotinje su obucavane da pronadu skrivenu platformu i svakog
dana su pustane u bazen sa pseudorandomno rasporedenih pozicija u 4 uzastopna pokusaja,
a svaki pokusaj je trajao 2 min. Sestog dana, u test danu (probe test), platforma je
uklonjena, a Zivotinje su plivale samo jednom u trajanju od 1 min nakon pustanja u bazen
sa pozicije koja je bila najudaljenija od zone gde je prethodno bila smestena platforma.
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Prvog dana reverzne faze (qued reversal training), nova platforma je pozicionirana u
suprotnom kvadrantu bazena u odnosu na staru platformu i na njoj je stajala piramida.
Zivotinje su pustane sa pseudorandomnih pozicija u bazen, i u toku 4 uzastopna pokusaja u
trajanju od po 2 min trazile su platformu. Sledeceg dana u reverznom treningu (reversal
training day), platforma je bila skrivena. U 1-minutnom ispitivanju u reverznom testiranju
(reversal probe day), zivotinjama je omoguceno da istrazuju vodeni lavirint nakon pustanja
sa najudaljenije pozicije u odnosu na lokaciju prethodno uklonjene nove platforme.

Ako Zivotinja nije bila u moguénosti da pronade platformu u toku celog protokola kada je
platforma bila postavljena u bazenu, ona je vodena do platforme i ostavljana na njoj oko 25
s. Prosecna vrednost parametara za 4 uzastopna pokusaja po danu u toku regularne faze
MVM protokola je izraCunata i koriS¢ena za statisticku analizu. U danima reverznog
treninga (qued reversal training i reversal training), latencije za pronalazenje nove
platforme u prva dva pokuSaja u svakom od 2 dana, oznacene kao pokusaj 1 i pokusaj 2
(qued reversal training), odnosno pokusaj 3 i pokusaj 4 (reversal training), analizirane su
sli¢no kao u radu Hu i saradnika (Hu i sar., 2020).

Za statisti¢ku analizu korisc¢eni su latencija i/ili broj ulazaka u zonu platforme (regularna
faza MVVM protokola), odnosno latencija i/ili broj ulazaka u zonu stare i nove platforme
(reverzna faza).

Ponasanje zivotinja tokom eksperimenata je praceno softverom Anymaze.

Izolacija RNK, reverzna transkripcija i q°PCR

Izolacija ukupne RNK sprovedena je koris¢enjem komercijalnog reagensa TRI Reagent
Solution (Ambion, Foster City, CA) i hloroforma, prema uputstvima proizvodaca.
Kvantifikacija RNK je uradena na BioSpec Nano spektrofotometru (Shimadzu, Japan).

Nakon merenja koncentracije RNK, 1 pg RNK preveden je u komplementarnu DNK
(cDNK) pomoc¢u kompleta za reverznu transkripciju visokog kapaciteta (High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosistems, Foster City, CA). Dobijeni produkti
c¢DNK c¢uvani su na -20°C do analize ekspresije gena. Za analizu ekspresije gena od
interesa kori$¢ena je metoda lancane reakcije polimerizacije u realnom vremenu (real time
polymerase chain reaction — real time PCR) ili kvantitativni PCR (qPCR) Singh C, Roy-
(Chowdhuri i sar., 2016). PCR reakcije izvedene su na aparatu ABI 7500 (7500 Real Time
PCR System, Applied Biosistems, Foster City, CA). Zapremina PCR reakcija bila je 10 pl i
sadrzala je 5 ul specifiénog reagensa (Power SYBR® Green PCR Master Mix, Life
Technologies, Warringtone, UK), 300 nM svakog prajmera 1 koli¢inu cDNK ekvivalentnu
10 ng ukupne RNK. Uslovi PCR reakcije bili su : 10 min na 95°C, 40 ciklusa od po 15 s na
95°C i 60 s na 60°C. Sekvence prajmera za amplifikaciju cDNK ciljnih gena date su u
nastavku teksta. Specificnost prajmera potvrdena je generisanjem krive topljenja (melting
curve) nakon PCR amplifikacije za svaki produkt PCR reakcije. Ct vrednosti su izra¢unate
koris¢enjem SDS softvera Applied Biosistems 7500 sistema. Obzirom da unos ukupne RNK
kao i efikasnost reverzne transkripcije mogu da variraju od uzorka do uzorka, u svakom
uzorku je istovremeno amplifikovan i produkt referentnog — stabilno eksprimiranog gena —
beta aktina (Actb). Stoga su za svaki uzorak izraunate vrednosti dCt koje predstavljaju
razliku izmedu Ct vrednosti ciljnog amplikona i Ct vrednosti referentnog amplikona.
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Vrednosti dCt su dalje koriS¢ene u statistickoj analiazi nivoa ekspresije gena od interesa
(Biasin i sar., 2017).

Eksperiment za merenje iRNK za 02, a3 i a5 subjedinice GABAA receptora (Gabra2,
Gabra3 i Gabrab, redom)

Prajmeri za Gabra2, Gabra3, Gabra5 1 Actb su odabrani iz literature (F:
TTACAGTCCAAGCCGAATGTCCC i R: ACTTCTGAGGTTGTGTAAGCGTAGC (Tan
i sar., 2011), F: CAAGCACCACCTTCAACATAG i R: AGGTCTTGGTCTCAGCAGGA
(Larson i sar, 2020), F: CCCTCCTTGTCTTCTGTATTTCC i R:
TGATGTTGTCATTGGTCTCGTCT (Tan i sar., 2011), F:
GACCTCTATGCCAACACAGT i R: AGTACTTGCGCTCAGGAGGA (Wei i sar.,
2014), redom). Ct vrednosti su izracunate koris¢enjem Applied Biosistems 7500 sistema
SDS softvera. dCt je izracunat kao razlika izmedu Ct(Gabrab) i Ct(Actb) za svaki uzorak i
bio je obrnuto proporcionalan ekspresiji iIRNK.

Eksperiment za merenje genske ekspresije parametara neuroinflamacije

Prajmeri za Il1b, 1I-6, Tnfa, Ibal, Gfap i Actb kao kontrolni gen (housekeeping gene) su

odabrani iz literature (F: GAAATGCCACCTTTTTGACAGT i R:
CTGGATGCTCTCATCAGGACA (Sayed i sar., 2021), F: TAGCCCATCCTTCCT R:
TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC (Mathur [ sar., 2017.), F:

CTGAACTTCGGGGTGATCGG i R: GGCTTGTCACTCGAATTTTGAGA (Takano i
sar., 2016.); F: GGATTTGCAGGGAGGAAAAG and R: TGGGATCATCGAGGAATTG
(Kang i sar, 2018) i F. GGCGCTCAATGCTGGCTTCA and R:
TCTGCCTCCAGCCTCAGGTT (Chandra i sar., 2017), F:
GACCTCTATGCCAACACAGT i R: AGTACTTGCGCTCAGGAGGA (Wang i sar.,
2019), redom).

Tabela 2. Pregled prajmera koris¢enih za qPCR.

Prajmer forward reverse

i za

gene

Gabra2 | TTACAGTCCAAGCCGAATGTCC | ACTTCTGAGGTTGTGTAAGCGTAG
C C

Gabra3 | CAAGCACCACCTTCAACATAG | AGGTCTTGGTCTCAGCAGGA

Gabra5 | CCCTCCTTGTCTTCTGTATTTCC | TGATGTTGTCATTGGTCTCGTCT

111b GAAATGCCACCTTTTTGACAGT | CTGGATGCTCTCATCAGGACA

-6 TAGCCCATCCTTCCT TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

Tnfa CTGAACTTCGGGGTGATCGG GGCTTGTCACTCGAATTTTGAGA

Ibal GGATTTGCAGGGAGGAAAAG TGGGATCATCGAGGAATTG

Gfap GGCGCTCAATGCTGGCTTCA TCTGCCTCCAGCCTCAGGTT

Actb GACCTCTATGCCAACACAGT AGTACTTGCGCTCAGGAGGA
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Statisticka analiza

Parametarska statistika

Bihejvioralni podaci iz testova procene senzornomotorne funkcije, EPM, OF, NORT-a, 3ct
I trening dana u regularnoj fazi MVM-a analizirani su trofaktorskom ANOVA-om sa
ponovljenim merenjima (fiksni faktori: pol, genotip, tretman, i faktori u okviru subjekata:
objekat, mi$ ili dan, redom), pracenom poredenjima u paru sa Sidak post hoc testom. Za
ANOVA-u sa ponovljenim merenjima, primenjena je Greenhouse-Geisser korekcija. Ostali
bihejvioralni podaci i qPCR rezultati za neuroinflamaciju podvrgnuti su trofaktorskoj
ANOVA (za faktore pol, genotip i tretman) sa Sidak post hoc testom. Podaci za ekspresiju
subjedinica GABAA receptora su pratili normalnu distribuciju, proverenu Shapiro—Wilk
testom, a ekspresija gena je analizirana za svaki pol dvofaktorskom ANOVA-om (faktori:
genotip i tretman) da bi se utvrdile razlike izmedu grupa (Biasin i sar., 2017). Statisticka
analiza je obavljena u softveru IBM SPSS Statistics 25, a grafikoni su crtani u GraphPad
Prism 9.

Z-skorovi

Z-skor je definisan kao §to su prethodno objavili Guilloux i saradnici (Guilloux i sar.,
2011). Prvo, z-skor za svaki parametar ponaSanja u okviru jednog testa za svaku Zivotinju
se izraCunava prema formuli: z = (x - p)/ o, gde je p srednja vrednost za netransgenu grupu
tretiranu rastvaracem, o je standardna devijacija za rastvara¢em tretiranu netransgenu grupu
i X je vrednost dobijena u testu za izabrani bihejvioralni parametar. Ako je parametar bio
obrnuto proporcionalan domenu ponaSanja, znak minus je dodat ispred vrednosti ¢ koja je u
formuli. Dalje, ako se viSe od jednog parametra koristi iz jednog testa, njihova srednja z
vrednost se uzima kao test z-skor za dalju analizu. U suprotnom, z-skor za parametar je test
z-skor. Ukupan z-skor za svaku zivotinju za domen ponasanja se izraCunava kao zbir test z-
skor-ova za zivotinju koji doprinose izabranom domenu, podeljen sa brojem test z-skor-ova
za svaku zivotinju. Ukupni z-skor-ovi su podvrgnuti dvofaktorskoj ANOVA-i nakon ¢ega
sledi Sidak post hoc. Parametri uklju¢eni u ukupan z-skor bili su: trajanje prelaska grede i
broj proklizavanja u testu hodanja po gredi za motorni z-skor, vreme provedeno u
otvorenim kracima u EPM-u i procenat perifernog puta tokom prvih 10 minuta u OF za z-
skor za emocionalnost, i broj ulazaka u zatvorene krake u EPM testu i ukupna distanca
tokom poslednjih 5 minuta u OF za z-skor za motivaciju. Reprezentativni parametri u EPM
i OF odabrani su na sli¢an nacin kao §to je prethodno objavljeno (Guilloux i sar., 2011).

Parametri mereni u gPCR eksperimentima za gensku ekspresiju subjedinica alfa 2, alfa 3 i
alfa 5 GABAA receptora analizirani su dvofaktorskom ANOVA-om (faktori: genotip i
tretman) u razli¢itim strukturama mozga za svaki pol.

Statisticka znacajnost je prikazana na grafikonima kao * za 0,01<p<0,05, ** za
0,001<p<0,01, *** za p< 0,001. Statisticki trend je oznacen kao ~ za 0,05<p<0,1. Ukoliko
su bili zna¢ajni, ukupni efekti su prikazivani na svakom grafikonu u gornjem levom uglu.
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Neparametarska statistika

Normalna raspodela podataka iz NORT-a, SIT-a, SRT-a, MVM-a i qPCR-a za markere
neuroinflamacije testirana je pomoc¢u Shapiro-Wilk testa, ali neke grupe nisu prosle
kriterijum za normalnu distribuciju. Posto je velicina uzorka po grupi bila relativno mala,
transformacija podataka nije mogla da promeni distribuciju podataka. Pokazano je da
ANOVA daje znacajnu robusnost kada se primeni na podatke bez normalne distribucije
(Blanca i sar., 2017). Stavise, kako ne postoji neparametarski ekvivalent za trofaktorsku
ANOVA-u, koristili smo ovaj test za analizu, ali za grupe koje nisu pratile normalnu
distribuciju, koris¢en je neparametarski Mann-Whitney U test da bi se potvrdile razlike
izmedu grupa, gde najmanje jedna od grupa nije pratila normalnu distribuciju, koje su
dobijene nakon Sidak post hoc testa (uporediti sa Ganguli et al., 2019). Od 19 razlika za
analizirane parametre koje su otkrivene izmedu dve grupe gde bar jedna od njih nije pratila
normalnu distribuciju, neparametarsko testiranje je potvrdilo znacajne razlike u 14
slucajeva, u 4 slucaja razlika je bila na nivou statistickog trenda (0,05<p<0,1), a samo u 1
slucaju je znacajna razlika nestala. Shodno tome, odlucili smo da predstavimo i
prodiskutujemo sve promene otkrivene ANOVA testiranjem, sa jednim izuzetkom u slucaju
kada neparametarska analiza nije uspela da pokaze ¢ak ni razliku na nivou trenda.

Veli¢ina uzorka

Tabela 3. Prikazan je broj zivotinja po grupama u razli¢itim eksperimentima za ispitivanje
socijalne interakcije, kognicije i neuroinflamacije. Nejednaka veli¢ina uzorka u razli¢itim
testovima unutar svake grupe bila je posledica ogranic¢enog broja tehnic¢kih propusta tokom
pracenja Zivotinje softverom Anymaze. Pored toga, Zivotinje svetlog krzna u prve dve
kohorte nisu analizirane u MVM proceduri zbog tehnickih poteskoc¢a. S — rastvara¢, M —
MP-111-022, P — PWZ-029

Broj Zivotinja po Netransgeni Transgeni Netransgene | Transgene
grupi MmuzZjaci MmuzZjaci Zenke Zenke
(Ntgm) (Tgm) (Ntgz) (Tgz

S| M P S| M| P S | M P|S|[M|P

NORT kratkoro¢no 9 | 10 9 10 | 10 | 13 | 14 | 12 | 15 |10 9 | 9
NORT dugoroc¢no 7 12 12 9 |13 |12 |16 | 13 | 17 |12]11 |10
SIT 9 | 12 10 |12 | 11 |12 | 16 | 14 | 15 |11 |11 |12
SRT 9 | 12 10 |12 | 11 |12 | 16 | 14 | 15 |11 |11 |12
MVM regularni 6 | 10 8 9 |10 | 10| 14 | 12 | 13 | 8 |10 | 10

trening i probe test

MVM reverzni 6 | 10 9 9 | 10| 10| 14 | 12 | 13 | 8 |10 |10
trening dan 1

MVM reverzni probe | 6 | 10 9 9 |10 10| 13 | 11 | 13 | 8 |10 |10
test

Gfap HC

w
N
w
w
N
o
w
o
N
w
w
o

w
~
~
w
N
w
w
w
w
w
w

Gfap PFC 4
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Ibal HC 3 4 4 4 4 4 3 4 5 |43 |4
Ibal PFC 4 3 4 4 4 3 3 3 3 [ 3[3]3
11b HC 3 4 5 4 4 4 3 4 6 |43 |4
111b PFC 4 4 4 4 4 4 3 4 5 [ 3143
11-6 HC 3 4 4 4 4 4 4 4 6 |43 |5
11-6 PFC 4 4 4 4 4 4 3 4 5 [ 3[4 ]4
Tnfa HC 3 4 3 4 4 4 4 4 6 |43 |5
Tnfa PFC 4 4 4 4 4 4 3 4 5 |3|]5]4

Tri iste uzastopno evaluirane subkohorte su podvrgnute bihejvioralnim testovima.

Tabela 4: Veli¢ina uzorka koja je koris¢ena po grupi za eksperimente za nekognitivne
parametre, z-skorove i merenja ekspresije iRNK za Gabra2, Gabra3 i Gabra5 subjedinice
GABAA receptora. M — muzjaci; Z — zenke.

Veli¢ina
uzorka

Ukupan broj
po grupi
Beam walking
test ili z-
motorni

EPM

OF

Z_
emocionalnos
tili z-
motivacija
Gabra2
HC
Gabra2
PFC
Gabra3
HC
Gabra3
PFC
Gabrab
HC
Gabrab
PFC

MP-111-022
Netra_nsgen Trar!sgen
M | Z M | v/
12 15 11 10
12 14 | 11 7
11 15 11 10
11 15 11 10
10 15 11 10
4 4 4 3
3 3 4 3
4 4 4 3
3 3 4 3
6 5 6 5
5 ) ) 5

PWZ-029
Netra_nsgen Trar!sgen
M | Z M | Z
10 15 12 12
10 13 11 | 10
9 15 11 12
10 14 12 12
9 14 11 12
4 4 4 3
4 3 3 3
3 3 4 3
4 3 3 3
6 6 5 5
5 5 6 4

Rastvara¢
Netra_nsgen Trar!sgen
M | Z M | 7
9 16 12 11
7 14 9 9
9 16 10 11
9 15 11 11
9 15 10 11
3 3 3 4
3 3 3 3
3 3 4 4
3 3 3 3
5 6 5 5
4 5 6 3
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Nejednak broj po grupi predstavlja jedno od ogranienja studije. Zivotinje iz subkohorti su
randomno primale neki od tretmana (PAM, NAM ili SOL) i prosle su bihejvioralnu
bateriju. Ukupno tri nezavisne eksperimentalne subkohorte su bile podvrgnute po jednoj od
tri uzastopne bihejvioralne baterije. Dakle, jednak broj Zivotinja po grupi nije mogao da se
obezbedi zbog neizvesnosti koliko ¢e leglo biti veliko, ali je minimalna predvidena veli¢ina
uzorka bila 9. S druge strane, jedan netransgeni muzjak tretiran sa MP-111-022 je podlegao
povredama i/ili bolesti nakon OF eksperimenta. Za gPCR analizu, broj uzoraka je varirao,
ali nikada nije bio manji od 3 uzorka po grupi.

Dalje, zbog tehnickih poteskoca, rezultate nekih zivotinja nije bilo moguce izmeriti u testu
hodanja po gredi (ukupno: 11). Pored toga, rezultati za parametre: vreme potrebno da se
prede greda iznad 50s i/ili broj proklizavanja vec¢i od 24 iskljuceni su iz statisticke analize
kao ekstremne vrednosti (outliers) (ukupno: 2 TgS muskarca, 2 TgM zene, 1 NtgP Zena, 2
NtgS Zene). Tri rezultata iz EPM-a su iskljucena iz statisticke analize jer zivotinje ne ulaze
na otvorene krake. Sli¢no tome, tri rezultata iz OF su takode iskljuéena zbog nekretanja
zivotinja u areni. Nejednaka veli¢ina uzorka u razli¢itim testovima socijabilnosti i kognicije
unutar svake grupe bila je posledica odredenog broja greSaka tokom pracenja Zivotinja
softverom Anymaze.
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Rezultati

Farmakokineticka studija

Farmakokineti¢ka studija je utvrdila da bi doza od 5 mg/kg bila bliska optimalnoj za
produZeni tretman sa oba liganda, PWZ-029 i MP-I11-022, kako bi se u bihejvioralnim
eksperimentima postigla selektivnost za a5 GABAA receptore pracena znatnom pozitivnom
ili negativnom modulacijom ovih receptora.

Tabela 5: U farmakokineti¢koj studiji na C57BL soju miSeva utvrdene su ukupna
koncentracija i slobodna frakcija liganda u mozgu za MP-111-022 i PWZ-029. Srednje
vrednosti + SEM su prikazane za ukupnu koncentraciju u mozgu, a slobodna koncentracija
je izraCunata kao 6,6% (Stamenic i sar., 2016) i 7,91% (Timi¢ Stameni¢ i sar., 2015) od
ukupne koncentracije u mozgu za MP-111-022, odnosno PWZ-029. Cista je ukupna
koncentracija u mozgu, a Crre je preracunata slobodna koncentracija.

Vremenska MP-111-022
tacka 1mg/kg 5mg/kg

Ctotal (anV |) Cfree Ctotal (nm0|/ |) Cfree

(nmol/l) (nmol/l)
20 min posle 91,78+3,75 6,06 629,55+57,98 41,55
prve doze
24 h posle 38,11+0,22 2,52 37,82+1,29 2,50
prve doze
20 min posle 101,5745,67 6,70 428,13+45,83 28,26
tre¢e doze
24 h posle 49,19+8,74 3,25 40,60£1,19 2,68
tre¢e doze
PWZ-029
1mg/kg 5mg/kg
Ctotal (anV |) Cfree Ctotal (nm0|/ |) Cfree
(nmol/l) (nmol/l)

20 min posle 169,37+£20,67 13,40 1279,47+132,38 101,21
prve doze
24 h posle 76,34+21,41 6,04 58,53+2,09 4,63
prve doze
20 min posle 690,56+462,56 54,62 1605,43+544,94 126,99
tre¢e doze
24 h posle | Nema rezultata Nema rezultata
tre¢e doze
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Na osnovu sadrzaja Tabele 5, kao i odgovarajucih krivih koncentracija-odgovor za MP-I11-
022 i PWZ-029 na ol-, a2-, a3- i a5B3y2 GABAAa receptorima, sa procenjenim
elektrofizioloSkim odgovorima slobodne koncentracije liganada primenjenih u testiranom
opsegu doze (Stamenic i sar., 2016, Stameni¢ i sar., 2015), izvrSena je selekcija doze. Za
MP-111-022 koji je dat u dozi od 5 mg/kg, slobodna koncentracija u mozgu 20 minuta nakon
trece doze, za koju se pretpostavlja da je relevantna za postizanje stanja ravnoteze,
priblizno je iznosila 28,26 nmol/l. Ova koncentracija bi mogla biti dovoljna da izazove a5
GABAA posredovan odgovor, kao sto je diskutovano ranije (Stamenic i sar., 2016). Sli¢no,
procenjuje se da je 20 minuta nakon trece doze PWZ-029 slobodna koncentracija u mozgu
bila 126,99 nmol/l, §to bi potencijalno moglo da izazove selektivan efekat preko a5
GABAA receptora, kao S$to je ilustrovano ranije (Stameni¢ i sar., 2015). Ove doze liganda
su odabrane kao najnize koje mogu da pruze pouzdane elektrofizioloske i posledicno
bihejvioralne efekte, obezbedujuci selektivnost na a5 GABAA receptorima.

Testovi za procenu senzorno-motorne funkcije

Rezultati za clasping refleks kod muzjaka i Zenki prikazani su na Slici 6. Kod transgenih
zenki su detektovani visi rezultati za clasping refleks nakon tretmana PWZ-029 u poredenju
sa isto tretiranim netransgenim zenkama (p=0,020), kao i kod transgenih Zenki tretiranih
MP-111-022 u poredenju sa grupom netransgenih zenki tretiranih MP-111-022 (p=0,019).

[

A B = M
Ukupni efekti:
g (F,77=9.916,p=0.00z) HH P

3 34 T * 1
I 1
e e
S 5] g o
= 2 = 2
o o
E 14 E 1
Q (&
0- 0-
Netransgeni Transgeni Netransgene Transgene

Slika 6: Prikazani su rezultati clasping skora SxFAD zivotinja nakon tretmana sa PWZ-029
(P), MP-111-022 (M) i rastvaratem (S) (za muzjake (A) i zenke (B)). Statisticke razlike
izmedu grupa 0,01<p<0,05, prikazane su kao *. Ukupni efekti genotipa (g) ili tretmana (t)
sumirani su u gornjem desnom uglu, ako su znacajni.

U basket testu prikazan je ukupan efekat pola (F1,134=27,342, p<0,001). MP-I111-022
tretirani transgeni i netransgeni muzjaci proveli su manje vremena na korpi u poredenju sa
transgenim Zenkama tretiranim MP-111-022 (p=0,025) i netransgenim zenkama tretiranim
MP-111-022 (p=0,022), redom. Transgeni i netransgeni muzjaci tretirani rastvaracem proveli
su manje vremena na korpi u poredenju sa rastvaraem tretiranim transgenim (p=0,008) i
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netransgenim (p=0,012) Zenkama, redom. Netransgeni muzjaci tretirani PWZ-029 su
provodili manje vremena na korpi u poredenju sa netransgenim zenkama tretiranim PWZ-
029 (p=0,011).

U rotarod testu, transgeni muzjaci tretirani MP-111-022 provodili su vise vremena na
rotarodu u poredenju sa transgenim zenkama tretiranim MP-111-022 (p=0,02).

Nije primecena statisticka razlika izmedu grupa za refleks roznjace i refleks uspravljanja,
kao ni za test lokalizacije hrane.

U testu lokalizacije hrane, deskriptivna statistika je pokazala da 11,94% transgenih i
10,45% netransgenih muZzjaka (od ukupnog broja muzjaka), nije moglo da pronade kolacié¢
u roku od 15 minuta. Procenat neuspesnih transgenih i netransgenih Zenki da otkriju kolaci¢
bio je 8,97% i 6,41% od svih ispitanih Zenki, redom. Procenti neuspe$nih muzjaka da
pronedu kolaci¢ bili su: TgP 33,33%, TgM 0%, TgS 20%, NtgP 20%, NtgM 20%, NtgS
6,67%. Za Zenke, procenti zivotinja koje nisu mogle da pronadu kola¢i¢ po grupama bili su:
TgP 25%, TgM 16,67%, TgS 16,67%, NtgP 16,67%, NtgM 16,67%, NtgS 8,33%.

Svi rezultati testa hodanja po gredi prikazani su na Slici 7. Post hoc test je otkrio statisticku
razliku u vremenu provedenom u prelasku grede izmedu transgenih muZzjaka tretiranih
PWZ-029 i MP-111-022; transgeni muzjaci tretirani PWZ-029 su imali nize vrednosti
(p=0,038). Stavise, transgeni muZjaci tretirani MP-111-022 su zahtevali duZe vreme za
prelazak preko grede nego transgeni muzjaci koji su primili rastvara¢ (p=0,038). Sli¢no,
transgene zenke tretirane rastvaraCem su pokazale produzeni prelazak preko grede u
poredenju sa netransgenim Zenkama tretiranim rastvaracem (p=0,005). Transgena grupa
koja je primila rastvara¢ je pokazala trend povecéanja broja proklizavanja (slips) u poredenju
sa netransgenom grupom tretiranom rastvaracem 1 kod muZjaka 1 kod Zenki (p=0,098 1
p=0,069, respektivno). Transgeni muzjaci tretirani rastvaratem su pokazali efekat trenda u
vremenu potrebnom za prelazak preko grede u poredenju sa transgenim zenkama tretiranim
rastvaracem, i proveli su manje vremena na gredi (trend, p=0,062). Transgenim muZzjacima
tretiranim PWZ-029 je takode bilo potrebno manje vremena da predu gredu u poredenju sa
transgenim Zenkama tretiranim PWZ-029 (p=0,011).

Netransgeni muzjaci tretirani MP-111-022 su pokazali manji broj proklizavanja (slips) u
poredenju sa netransgenim Zenkama tretiranim MP-111-029 (trend, p=0,052).

Ukupan z-skor za motorne sposobnosti (z-motorni)

Ukupni z-skor za motornu funkciju kod oba pola, zajedno sa znacajnim ukupnim efektima
genotipa, tretmana ili interakcije genotip x tretman, prikazan je na Slici 7. Tretman MP-I111-
022 je smanjio z-motor kod transgenih muzjaka u poredenju sa transgenim muzjacima
tretiranim PWZ-029 (p=0,037). Dalje, tretman MP-111-022 pokazao je efekat trenda na
smanjenje z-motora kod transgenih muzjaka u poredenju sa transgenim muZjacima
tretiranim rastvara¢em (trend, p=0,057). Kod zenki, transgene Zenke tretirane rastvaracem
su pokazale nizi z-motor u poredenju sa netransgenim zenkama tretiranim rastvaracem
(p=0,004), a isto vazi i za transgene Zenke tretirane PWZ-029 u poredenju sa netransgenim
Zenkama tretiranim PWZ-029 (p<0,001). Pokazan je efekat trenda usled polnih razlika za
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dve grupe, muzjaci su pokazivali nize vrednosti od Zenki u grupama transgenih zivotinja
tretiranih MP-111-022 (p=0,063) i netransgenih zivotinja tretiranih PWZ-029 (p=0,081).
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Motorna funkcija
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Slika 7: Motorna funkcija — Rezultati dobijeni u testu hodanja po gredi za muZzjake i zenke
— prikazani su vreme potrebno za prelazak grede (A) i broj proklizavanja (B) za 5XxFAD
zivotinje nakon tretmana sa PWZ-029 (P), MP-I111-022 (M) i rastvara¢em (S). Kompozitni
parametar za procenu motorne funkcije (ukupni z-skor za motornu funkciju) u ovom AD
modelu nakon prethodno pomenutog tretmana je oznacen pravougaonikom (C). Statisticke
razlike izmedu grupa: 0,01<p<0,05, 0,001<p<0,01 bile su prisutne kao *, **, redom. Efekti
trenda (0,05<p<0,1) su oznaceni kao ~ ili je napisana vrednost p. Efekat polnog trenda za
odabranu eksperimentalnu grupu je oznacen sa ” i upisana je vrednost p. Sve trake greSaka
predstavljaju SEM. Ukupni efekti genotipa (gt), tretmana (t) ili pola (g) su sumirani u
gornjem desnom uglu svakog grafikona, ako su znacajni.

Test otvorenog polja (OF)

Znacajni ukupni efekti u testu otvorenog polja kod 5XFAD miSeva su predstavljeni na Slici
8 i Slici 9. Kod muzjaka, post hoc poredenja su pokazala da je procenat perifernog puta u
prvih 10 minuta (% perifernog puta) smanjen u grupi netransgenih Zivotinja tretiranih
PWZ-029 kao i u grupi netransgenih tretiranin MP-111-022 u poredenju sa grupom
netransgenih tretiranih rastvaratem (p=0,002 i p=0,001, redom). Medutim, kod Zenki, %
perifernog puta je povecan kod transgenih Zivotinja tretiranih MP-111-022 u poredenju sa
grupom transgenih Zenki tretiranim rastvaracem (p=0,035). Kod muzjaka, % perifernog
puta je smanjen kod transgenih Zivotinja koje su primile rastvara¢ u poredenju sa
netransgenim Zzivotinjama tretiranim na isti nacin (p=0,044). Grupe transgenih i
netransgenih Zivotinja koje su primile rastvara¢ su se razlikovale po parametru %
perifernog puta kod muzjaka u poredenju sa zenkama, i grupe muzjaka su bile sa viSim
vrednostima (p=0,047 i p=0,004, redom).

Rezultati u uzidgnutom plus lavirintu (EPM)

Za rezultate iz EPM-a, znacajni ukupni efekti interakcije genotipa, tretmana ili genotip X
tretman prikazani su na Slici 8 i Slici 9. Kod zenki, netransgena grupa tretirana MP-111-022
je imala povecani broj ulazaka u zatvorene krake u poredenju sa netransgenom grupom
tretiranom rastvaracem (p=0,031). Grupa transgenih Zivotinja tretirana PWZ-029 imala je
povecani broj ulazaka u zatvorene krake kod muzjaka u poredenju sa Zenkama (p=0,035).
Efekat trenda je prikazan za broj ulazaka u zatvorene krake izmedu netransgenih muzjaka i
zenki tretiranih MP-I11-022, gde su netransgeni muzjaci imali nize vrednosti nakon
tretmana (p=0,051). Kod muzjaka, trangene Zivotinje tretirane PWZ-029 imale su povecani
procenat vremena na otvorenim kracima u poredenju sa transgenim miSevima tretiranim
rastvaraem (p=0,041). Otkrivena je razlika na nivou trenda izmedu netransgenih muzjaka 1
zenki tretiranih rastvaraem u procentu vremena provedenog na otvorenim kracima, pri
¢emu su muzjaci imali nize vrednosti (trend, p=0,076).

29



Ukupan z-skor za emocionalnu reaktivnost (z-emocionalnost)

Ukupan z-skor za emocionalnost kod oba pola prikazan je na Slici 8. Nadalje, ukupni efekti
interakcije genotipa, tretmana ili genotip X tretman, ako su znacajni, takode su prikazani na
Slici 8. Tretman PWZ-029 je smanjio z-emocionalnost kod transgenih muzjaka u poredenju
sa transgenim tretiranim rastvaracem (p=0,003). Kod muzjaka, transgene Zivotinje tretirane
rastvaraCem imale su niZe vrednoti za z-emocionalnost od netransgenih miseva tretiranih
rastvaracem (p=0,014). Sli¢no smanjenje z-emocionalnosti je takode bilo prisutno u NtgP
grupi netransgenih muzjaka tretiranih PWZ-029 u poredenju sa netransgenim muzjacima
tretiranim rastvaracem (p<0,001), kao i u grupi netransgenih muzjaka tretiranih MP-111-022
u poredenju sa netransgenim muzjacima koje su primili rastvara¢ (p<0,001). Pored toga,
PWZ-029 tretman je pokazao efekat na nivou trenda na z-emocionalnost u grupi transgenih
muzjaka u poredenju sa transgenim muzjacima tretiranim MP-111-022, pri ¢emu su
transgeni muzjaci tretirani PWZ-029 imali smanjene vrednosti (p=0,055). Primecen je
efekat pola, za transgene zivotinje tretirane MP-111-022 (p<0,001) i PWZ-029 (p<0,001),
kao i za netransgene zivotinje tretirane MP-111-022 (p<0,001) i PWZ-029 (p<0,001), pri
¢emu su muzjaci imali nize vrednosti od Zenki.
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Slika 8: Emocionalnost — Rezultati dobijeni kod 5XxFAD miseva tretiranih sa PWZ-029 (P),
MP-111-022 (M) ili rastvara¢em (S) prikazuju emocionalnost kod transgenih i netransgenih
5xFAD muzjaka 1 zenki. Procenat vremena na otvorenim kracima (A) dobijen je u EPM.
Procenat perifernog puta u prvih 10 minuta (B) izabran je kao OF parametar za anksioznost
u pravougaonoj areni. Ukupan z-skor za merenje emocionalne reaktivnosti oznacen je
pravougaonikom (C). Statisticke razlike izmedu grupa: 0,01<p<0,05, 0,001<p<0,01,
p<0,001 prikazane su kao *, **, *** redom. Efekti trenda (0,05<p<0,1) su oznaceni kao ~
ili je napisana p vrednost. Efekat pola za odabranu eksperimentalnu grupu je oznacen kao
### za p<0,001. Sve greSke merenja predstavljaju SEM. Ukupni efekti genotipa (gt),
tretmana (t), pola (g) ili njihove interakcije, kroz njihove F i p vrednosti, sumirani su u
gornjem desnom uglu svakog grafikona, ako su znacajni.

Ukupan z-skor za motivaciju (z-motivacija)

Ukupan z-skor za motivaciju za oba pola prikazan je na Slici 9. Ukupni efekti genotipa,
tretmana ili interakcije genotip x tretman, ako su znacajni, takode su prikazani na istoj Slici.

Tretman MP-111-022 smanjio je z-motivaciju kod transgenih muzjaka, kao i kod transgenih
zenki u poredenju sa njihovim odgovaraju¢im netransgenim grupama tretiranim MP-111-022
(p=0,013 i p=0,023, redom). Primena PWZ-029 pokazala je trend smanjenja parametra z-
motivacija kod transgenih muzjaka u poredenju sa netransgenim muzjacima tretiranim
PWZ-028 (p=0,074). Tretman MP-111-022 pokazao je trend povecanja z-motivacije kod
netransgenih Zenki u poredenju sa netrasgenim zenkama tretiranim rastvara¢em (p=0,054).

Primecen je efekat pola, pri ¢emu muZjaci pokazuju nize vrednosti od Zenki, za transgene
Zivotinje tretirane MP-111-022 (p=0,042), PWZ-029 (p<0,001) i na nivou trenda za
transgene zivotinje tretirane rastvara¢em (p=0,058).
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Slika 9: Motivacija — Prikazani su rezultati vezani za motivaciju kod 5XxFAD miSeva
tretiranih PWZ-029 (P), MP-111-022 (M) ili rastvara¢em (S). Ulasci u zatvorene krake (A)
koris¢eni su za opisivanje lokomotorne aktivnosti zivotinja u EPM. Predeni put u
poslednjih 5 minuta (B) je meren u OF kako bi se izbegao bilo kakav akutni anksiogeni
uticaj. Ukupan z-skor za merenje motivacije naznacen je pravougaonikom (C). Statisti¢ke
razlike izmedu grupa: 0,01<p<0,05, 0,001<p<0,01, p<0,001 prikazane su kao *, **, ***
redom. Efekti trenda (0,05<p<0,1) su oznaceni kao ~ ili je napisana p vrednost. Efekat pola
za odabranu eksperimentalnu grupu je oznacen kao #, ### za 0,01<p<0,05, p<0,001,
redom. Efekat trenda za pol za odabranu eksperimentalnu grupu je ozna¢en " i upisana je p
vrednost. Sve greske merenja predstavljaju SEM. Ukupni efekti genotipa (gt), tretmana (t),
pola (g) ili njihove interakcije, kroz njihove F i p vrednosti, sumirani su u gornjem desnom
uglu svakog grafika, ako su znacajni.

Rezultati za objektnu memoriju

Rezultati 1 znacajni ukupni efekti faktora genotip, tretman, pol ili objekat ili njihova
interakcija u NORT-u, prikazani su na Slici 10 i Slici 11.

U NORT-u za procenu kratkorocnog pamcenja, netransgene, ali ne i transgene Zenke
tretirane rastvaracem, provele su viSe vremena sa novim u poredenju sa starim objektom
(p=0,045 i p=0,985, redom). Kod muzjaka, ni netransgene ni transgene zivotinje tretirane
rastvaraCem nisu razlikovale novi i stari objekat (p=0,186 i p=0,251, redom). Medutim,
nakon primene PWZ-029, netransgeni muzjaci su preferencijalno istrazivali novi u
poredenju sa starim objektom (p=0,022). Ni PAM ni NAM tretman nije imao nikakav
efekat na transgene zivotinje u NORT (p=0,325 za muzjake i p=0,560 za Zenke, i p=0,416
za muzjake 1 p=0,379 za zenke). U NORT-u za procenu dugorone memorije, samo
netransgene kontrolne Zenke pokazale su trend u korist provodenja viSe vremena sa novim
objektom, u poredenju sa starim (p=0,053, Slika 10).
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Ukupni efekti izmedu subjekata:
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Slika 10. Prikazani su rezultati testa prepoznavanja novog objekata (NORT) za dugoro¢no
pamcenje za transgene i netransgene SXFAD Zivotinje oba pola tretirane PWZ-029, MP-Il1-
022 ili rastvaraCem. Vreme provedeno sa novim (n) i starim (s) objektom u NORT-u za
dugoro¢no pamcenje je podvrgnuto trofaktorskoj ANOVA sa ponavljanim merenjima
pracenim Sidak post hoc testom. Statisticka znacajnost je prikazana na graficima kao * za
0,01<p<0,05, ** za 0,001<p<0,01, *** za p<0,001 ako je primenljivo. Naveden je
statisticki trend koji nije statisti¢ki znacajan (0,05<p<0,1). Ukupni efekti, ako su znacajni,
dati su u gornjem desnom uglu. Koriséene skracenice su: g, p, t i 0 za genotip, pol, tretman
i objekat, redom.

Socijalna interakcija i socijalno prepoznavanje

Za 3ct, rezultati i ukupni efekti faktora genotip, tretman, pol ili komora ili njihova
interakcija su prikazani na Slici 11.

U SIT 1 SRT, 1 transgeni 1 netransgeni muZjaci tretirani rastvaraCem proveli su vise
vremena u komori koja je sadrzala jednu nepoznatu zivotinju, 0dn0SnO novu Zzivotinju, u
poredenju sa komorom sa praznim kavezom, 0dnosno starom zivotinjom (p=0,036 i
p=0,028, redom). MP-111-022 tretirani transgeni i netransgeni muzjaci istrazivali su vise
kavez sa konspecifikom u poredenju sa praznim kavezom u SIT-u (p=0,013 i p=0,012,
redom). S druge strane, PWZ-029 tretirani transgeni i netransgeni muZzjaci su vise
istrazivali komoru sa novim konspecifikom, u poredenju sa starim u SRT-u (p=0,005 i
p=0,015, redom). U SRT-u, PWZ-029 tretirane netransgene Zenke su vise istrazivale
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komoru sa novim konspecifikom u poredenju sa komorom sa starim konspecifikom

(p=0,046).
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Slika 11. Rezultati testa prepoznavanja novog objekata za kratkoro¢nu memoriju (NORT za
kratkorocno pamcdenje), testa socijalne interakcije (SIT) i testa socijalnog prepoznavanja
(SRT) prikazani su za transgene i netransgene SXFAD zivotinje oba pola tretirane sa PWZ-
029, MP-111-022 ili rastvaratem. Analizirano je vreme provedeno sa novim u poredenju sa
vremenom provedenim sa starim objektom za NORT za kratkorocnu memoriju, vreme
provedeno sa praznim kavezom u odnosu na kavez sa zivotinjom u SIT, i vreme provedeno
pored kaveza sa novim u poredenju sa starim miSem u SRT (a, b i ¢, redom). Statisticka
znacajnost je prikazana na graficima kao * za 0,01<p<0,05, ** za 0,001<p<0,01, *** za
p<0,001. Trofaktorska ANOVA sa ponavljanim merenjima i post hoc Sidak test sprovedeni
su za svaki skup eksperimentalnih rezultata. Ukupni efekti, ako su znacajni, dati su u
gornjem desnom uglu. Koris¢ene skracenice su: g, p, t i 0 za genotip, pol, tretman i objekat
(nesocijalni i/ili socijalni).

Morisov vodeni lavirint (MVM)

Rezultati dobijeni u MVM-u, zajedno sa ukupnim efektima faktora genotip, tretman, pol ili
dan (gde postoji znacajnost) ili njihova interakcija, ilustrovani su u Tabeli 6 (regularni
trening), Slici 12 (probe test) i Slici 13 (probe testa i reverzna faza MVM-a).

Transgene zenke tretirane sa MP-111-022 imale su vecu latenciju da pronadu platformu u
poredenju sa transgenim Zenkama tretiranim rastvaracem (p=0,024) 3. dana u regularnom
MVM treningu, $to je prikazano u Tabeli 6. Nije otkrivena znacajna razlika izmedu
latencije bilo koje druge transgene i netransgene eksperimentalne grupe tokom trening dana
u regularnom MVM.
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Pol | Genotip | Tretman Srednja Standardna | p vrednost (za sva poredenja
vrednost greSka (pairwise comparisons))
latence (S)
Ntg SOL 67,385 12,606 n.s.
MP-I11- 49,902 9,765 n.s.
022
5 PWZ- 53,711 10,917 n.s.
= 029
§ Tg SOL 49,603 10,293 n.s.
MP-I11- 59,683 9,765 n.s.
022
PWZ- 48,461 9,765 n.s.
029
Ntg SOL 66,955 8,253 n.s.
MP-I11- 72,423 8,914 n.s.
022
PWZ- 71,899 8,564 n.s.
029
Tg SOL 52,234 10,917 Tg zenke tretirane sa
2 (za dan 3: (za dan 3: MP-111-022 vs SOL (ukupni
5 44,438) 12,823) efekat)
N MP-I11- 85,544 9,765 p=0,025 *
022 (zadan 3: (zadan 3:
90,955) 11,469) (Tg Zenke tretirane sa
MP-I111-022 vs SOL
za dan 3: p=0,024 *)
PWZ- 71,714 9,765 n.s.
029

Tabela 6: Prikazane su srednja vrednost i standardna greska za prose¢ne latencije za
pronalazenje platforme tokom regularnog treninga u Morisovom vodenom lavirintu
(MVM) za svaku grupu. Znacajni rezultati MVM-a tokom cele procedure treninga su
navedeni za transgene i netransgene SXFAD zivotinje oba pola tretirane PWZ-029, MP-111-
022 ili rastvaraem. Pored toga, uvrStena je znacajna razlika utvrdena na svakom
pojedin¢nom danu treninga. Dakle, samo transgene Zenke tretirane sa MP-111-022 ili SOL
pokazale su razliku u svim danima treninga i na dan treninga 3, tako da su srednja vrednost
i standardna greSka merenja za odabrane latencije stavljene u tabelu. Koris¢ena je
trofaktorska ANOVA sa ponavljanim merenjima prac¢ena Sidak post hoc testom. StatistiCka
znacajnost je prikazana u tabeli kao * za 0,01<p<0,05, a ukoliko nema razlike navedeno je
n.s.

Nije pronadena znacajna razlika u latenciji za pronalaZenje zone platforme izmedu grupa u
test danu (probe test) (Slika 12).
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Ukupni efekti:
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Slika 12. Prikazani su rezultati probe testa u protokolu za Morisov vodeni lavirint (MVM)
test za prostornu memoriju za transgene i netransgene SxFAD Zivotinje oba pola tretirane
sa PWZ-029, MP-111-022 ili rastvaracem. Rezultati latencija za pronalazenje zone platforme
analizirani su trofaktorskom ANOVA-om sa ponavljanim merenjima pracenom Sidak post
hoc testom. Statisticka znacajnost je prikazana na grafiku kao * za 0,01<p<0,05, ** za
0,001<p<0,01, *** za p<0,001. Ukupni efekti, ako su znacajni, dati su u gornjem levom
uglu. Koriséene skracenice su: g, p i t za genotip, pol i tretman, redom.

U probe testu (na Slici 12), transgene kontrolne Zenke provele su manje vremena na
periferiji u poredenju sa netransgenim kontrolnim zenkama (p=0,016). Transgene Zenke
tretirane MP-111-022 provele su vise vremena u perifernoj zoni u poredenju sa transgenim
zenkama koje su tretirane rastvaracem (p=0,007).

U reverznom danu treninga sa oznaCenom platformom (reversal cued day, Slika 13),
transgene Zenke tretirane sa MP-111-022 imale su nize latencije da pronadu novu platformu
u pokusaju 2 u poredenju sa pokusajem 1 (p=0,031), dok su transgene zenke tretirane
PWZ-029 pokazale vece latencije za pronalazenje nove platforme u pokusaju 2 u poredenju
sa pokusajem 1 (p=0,001). Dalje, transgeni kontrolni muzjaci pokazale su manju latenciju
za pronalazenje nove platforme u pokusaju 1 u poredenju sa kontrolnim netransgenim
muskim misevima (p=0,013). Netransgeni muski misevi tretirani PWZ-029 imali su manju

40



latenciju da pronadu novu platformu u pokusaju 1 u poredenju sa kontrolnim netransgenim
muzjacima (p=0,006).

U reverznom probe testu (reversal probe, Slika 13), transgene Zenke tretirane sa MP-I1I-
022, PWZ-029 1 rastvaraCem imale su vece latencije da pronadu zonu nove platforme u
poredenju sa zonom stare platforme (p=0,005, p=0,012 i p=0,002, respektivno). Stavise,
netransgeni muzjaci tretirani PWZ-029 imali su manju latenciju da pronadu zonu stare
platforme u poredenju sa netransgenim muzjacima tretiranim rastvaracem (p=0,036). I
transgene i netransgene Zenke tretirane rastvara¢em imale su manji broj ulazaka u zonu
nove platforme u poredenju sa starom (p=0,011 i p=0,029, respektivno). Sli¢no, netransgeni
muzjaci tretirani PWZ-029 pokazali su veci broj ulazaka u zonu stare u odnosu na zonu
nove platforme (p=0,001), kao i u poredenju sa netransgenim muZjacima tretiranim
rastvaratem (p=0,014). Stavise, transgeni muZjaci tretirani rastvaratem provodili su manje
vremena na periferiji u poredenju sa netransgenim muzjacima.
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Slika 13. Rezultati iz Morisovog vodenog lavirinta (MVVM) su odabrani za transgene i
netransgene SXFAD Zivotinje oba pola tretirane sa PWZ-029, MP-I11-022 ili rastvara¢em.
Vreme provedeno u perifernoj zoni (a) je mereno u probe testu. Analizirane su latence za
pronalaZenje nove platforme u pokuSajima 1 u odnosu na pokusaj 2 (1 vs 2) u reverznom
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trening danu kada je na novoj platformi bio predmet (b). U reverznom probe testu,
prikazane su latencije za pronalazenje zone nove platforme u odnosu na zonu stare
platforme (c), broj ulazaka u zonu nove u odnosu na staru platformu (d) i vreme provedeno
u perifernoj zoni (e). Koris¢ena je trofaktorska ANOVA sa (b, c, d) ili bez (a, €)
ponavljanih merenja pracena Sidak post hoc testom. Statisticka zna¢ajnost je prikazana na
graficima kao * za 0,01<p<0,05, ** za 0,001<p<0,01, *** za p<0,001. Ukupni efekti, ako
su znacajni, dati su u gornjem desnom uglu. Koris¢ene skracenice su: g, p, t i platforma za
genotip, pol, tretman i platformu, redom.

PCR rezultati

QPCR rezultati za ekspresiju iIRNK Gabra2, Gabra3 i Gabrab

QPCR rezultati za ekspresiju iIRNK Gabra2, Gabra3 i Gabra5 u HC i PFC za muZjake i
zenke ilustrovani su na Slici 14.

U HC muzjaka, transgena grupa tretirana rastvaratem imala je viSe vrednosti dCt za
Gabrab u poredenju sa netransgenom grupom tretiranom rastvaraéem (p=0,032). Post hoc
testovi su pokazali da je Gabra5 dCt u HC bio nizi (na nivou trenda) u grupi transgenih
Zivotinja tretiranih PWZ-029 u poredenju sa netransgenim zivotinjama tretiranim
rastvaracem (p=0,069). Kod HC zenki, trangene zivotinje tretirane rastvaratem pokazale su
smanjenu ekspresiju Gabra2 i Gabra5 (na nivou trenda) i povecanu ekspresiju iIRNK
Gabra3 u poredenju sa netransgenim zivotinjama tretiranim rastvara¢em (p=0,011, p=0,065
i p=0,016, redom). Tretmani sa MP-111-022 i PWZ-029 kod transgenih Zenki, u poredenju
sa transgenim zivotinjama tretiranim rastvaratem, povecali su nivoe ekspresije Gabra2 u
HC (p<0,001 i p<0,001, redom), dok je ekspresija Gabra3 bila smanjena (p=0,011 i p=
0,001, redom). Pored toga, PWZ-029 indukovao je veéu ekspresiju iRNK Gabra2 u HC
kod netransgenih Zenki u poredenju sa netransgenim zenkama tretiranim rastvaracem
(p=0,011).

Kod muZzjaka, vrednosti Gabra5 dCt u PFC su bile znac¢ajno vece u grupi transgenih miseva
tretiranih MP-111-022 u poredenju sa grupom transgenih zivotinja tretiranih PWZ-029
(p=0,002) ili rastvaraéem (p=0,016). Dalje, povecani nivoi Gabra2 su pronadeni u grupi
transgenih muzjaka tretiranih PWZ-029 u poredenju sa grupom transgenih muzjaka
tretiranih rastvaratem u PFC (p=0,034). Tretman transgenih zivotinja sa MP-111-022
pokazao je vece vrednosti za Gabra5 dCt u PFC u poredenju sa netransgenim Zivotinjama
tretiranim rastvara¢em kod oba pola (p=0,016 za muzjake i p=0,015 za zenke). Kod PFC
zenki otkriven je trend visih vrednosti Gabra5 za netransgene Zivotinje tretirane MP-111-
022 u poredenju sa netransgenim Zivotinjama tretiranim rastvara¢em (p=0,055).
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Slika 14: Rezultati dobijeni gPCR-om su predstavljeni kao dCT vrednosti koje su obrnuto
proporcionalne nivoima Gabra2, Gabra3 ili Gabra5 iRNK. Ekspresije iRNK Gabra2,
Gabra3 ili Gabra5 odredene su u hipokampusu muzjaka (A, B ili C, redom) i zenki (G, H
ili 1, redom), kao i u prefrontalnom korteksu muzjaka (D, E ili F, redom) i zenki (J, K ili L,
redom). Statisti¢ke razlike izmedu grupa: 0,01<p<0,05, 0,001<p<0,01, p<0,001 oznacene
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su kao *, ** i *** redom. Efekat trenda (0,05<p<0,1) je oznaen kao ~ ili je napisana p
vrednost. Sve greske merenja predstavljaju SEM. Ukupni efekti genotipa (g) ili tretmana
(t), kroz njihove F i p vrednosti, sumirani su u gornjem desnom uglu svakog grafika, ako su
znacajni.

QPCR rezultati za neuroinflamaciju

Rezultati gPCR eksperimenta i ukupni efekti faktora genotip, tretman i pol ili njihove
interakcije prikazani su na Slici 15.

U HC i PFC, nivoi II-6, Il11b i Tnfa bili su ve¢i kod transgenih muzjaka, odnosno Zenki
tretiranih rastvaraCem u poredenju sa kontrolnim netransgenim muZzjacima, odnosno
Zenkama: za 11-6, p=0,004 i p<0,001, redom u HC, i p=0,007 i p=0,009, redom u PFC; za
I11b, p<0,001 i p<0,001 redom u HC, i p=0,007 i p<0,001 redom u PFC; za Tnfa, p=0,001 i
p<0,001 redom u HC, i p=0,004 i p=0,008 redom u PFC. U HC, transgene Zenke tretirane
sa PWZ-029 pokazale su smanjene nivoe transkripta za 11-6 (p=0,015) i Tnfa (p=0,033) u
poredenju sa transgenim zZenkama tretiranim rastvaracem.

Nivoi Gfap u HC kod transgenih kontrolnih muzjaka bili su vis§i u poredenju sa
netransgenim kontrolnim muzjacima (p=0,008), dok su transgene kontrolne zenke pokazale
trend ka povecanju nivoa Gfap u HC u poredenju sa netransgenim kontrolnim Zzenkama (p
=0,058). Pored toga, transgeni muzjaci koji su primali rastvara¢ imali su viSe nivoe Gfap u
poredenju sa kontrolnim transgenim Zzenkama u HC (p=0,021). U HC, PWZ-029 tretirani
transgeni muzjaci i netransgene zenke su pokazale nize, odnosno vise nivoe Gfap u
poredenju sa transgenim muzjacima (p=0,026), 0dnosno netransgenim zenkama (p=0,011)
tretiranim rastvaratem. U PFC, transgeni muZjaci 1 zZenke tretirane rastvaraCem su imale
vise nivoe Gfap u poredenju sa netransgenim kontrolnim muzjacima (p=0,003) i zenkama
(p=0,027), redom. U HC, nivoi Ibal bili su visi kod transgenih muZzjaka i zenki tretiranih
rastvara¢em u poredenju sa netransgenim kontrolnim muZzZjacima (p=0,004) i Zenkama
(p<0,001), redom. Nije nadena statisti¢ka razlika izmedu grupa za nivoe Ibal u PFC.
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Slika 15. gPCR rezultati transgenih i netransgenih SXFAD zivotinja oba pola tretiranih sa
PWZ-029, MP-111-022 ili rastvaratem. Prikazane su ekspresije gena za Il-6, 111b i Tnfa kao
proinflamatornih citokina u hipokampusu (HC) i prefrontalnom korteksu (PFC) (a-f,
redom). Ekspresija gena Gfap i Ibal kao markera astroglioze, odnosno mikroglioze,
odredena je u HC i PFC (g-j, redom). StatistiCka znacajnost otkrivena je trofaktorskom
ANOVA-om pracenom Sidak post hoc testom i prikazana je na graficima kao * za
0,01<p<0,05, ** za 0,001<p<0,01, *** za p<0,001. Ukupni efekti, ako su znacajni, dati su
u gornjem desnom uglu. Koriséene skracenice su: g, p i t za genotip, pol i tretman,
respektivno.

Rezultati neparametarske statistike SRT, MVM i gPCR (za gensku ekspresiju
parametara neuroinflamacije)

Rezultati generisani Mann-Whitney testom potvrdili su rezultate dobijene nakon Sidak post
hoc testa. Od 19 razlika za analizirane parametre koje su otkrivene izmedu dve grupe gde
bar jedna od njih nije pratila normalnu distribuciju, neparametarsko testiranje je u 14
slucajeva pokazalo znacajnu razliku, u 4 slucaja razlika je bila na nivou statistickog trenda
(0,05<p<0,1), a samo u 1 slucaju je znacajna razlika nestala; p vrednosti su date u Tabeli 6
u nastavku.
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Tabela 7: Rezultati neparametarske statistike za SRT, MVM i qPCR (za parametre
neuroinflamacije). Prikazane su p vrednosti dobijene nakon parametarskog i
neparametarskog testiranja za odabrane parametre za odredene grupe, gde najmanje jedan
od parametara za konkretnu grupu nije pratio normalnu distribuciju. Za parametarsku
statisticku analizu sprovedena je trofaktorska ANOVA sa ili bez ponavljanih merenja
prac¢ena Sidak post hoc testom, gde je bilo primenljivo, dok je neparametarska statisticka
analiza izvrSena Mann Whitney testom. ZnaCajne p vrednosti su prijavljene bez ikakve
oznake (p<0,05), statisticki neznacajni trendovi su podvuceni (0,1>p>0,05), a p vrednosti

koje nisu bile znaCajne su oznacene sa " (p>0,1).

Eksperiment Parametar Tretirane grupe p vrednost p vrednost
(posle (posle
parametarske | neparametarske
statistike) statistike)

SRT Vreme sa novom | Ntg muzjaci SOL | 0,028 p=0,0029

Vs starom

zivotinjom
SRT Vreme sa novom | Tg muzjaci PWZ- | p=0,005 p=0,0083

Vs starom 029

zivotinjom
SRT Vreme sa novom | Ntg zenke PWZ- | p=0,046 p=0,0613

Vs starom 029

zivotinjom
MVM Latenca zadan 3 | Tg Zenke tretirane | p=0,024 P=0,0115
trening sa

MP-111-022 vs
SOL

MVM Latenca da se Tg zenke MP-IlI- | p=0,031 p=0,0785
reverzni pronade nova 022
trening dan | platforma u
1 pokusaju 1 vs 2
MVM Latenca da se Tg zenke PWZ- p=0,001 p=0,2241 "
reverzni pronade nova 029
trening dan | platforma u
1 pokusaju 1 vs 2
MVM Latenca da se Tg muzjaci SOL | p=0,013 p=0,0164
reverzni pronade nova
trening dan | platforma u
1 pokusaju 1 vs 2
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MVM Latenca da se Ntg muzjaci p=0,006 p=0,001
reverzni pronade stara tretirani sa PWZ-
trening dan | platformau 029 vs SOL
1 pokusaju 1
MVM Latenca da se Tg zenke MP-I111- | p=0,005 p=0,0126
reverzni pronade novavs | 022
probe test stara platforma
MVM Latenca da se Tg Zzenke PWZ- p=0,012 p=0,0409
reverzni pronade novavs | 029
probe test stara platforma
MVM Latenca da se Tg Zenke SOL p=0,002 p=0,0118
reverzni pronade nova vs
probe test stara platforma
MVM Latenca da se Ntg muzjaci p=0,036 p=0,0074
reverzni pronade novavs | PWZ-029
probe test stara platforma
MVM Broj ulazaka u Tg zenke SOL p=0,011 p=0,0177
reverzni Zonu nove vs
probe test stare platforme
MVM Broj ulazaka u Ntg zenke SOL p=0,029 p=0,0656
reverzni zonu nove vs
probe test stare platforme
MVM Broj ulazaka u Ntg muzjaci p=0,001 p=0,0125
reverzni zonu nove vs PWZ-029
probe test stare platforme
MVM Broj ulazaka u Ntg muzjaci p=0,014 p=0,0214
reverzni zonu stare PWZ-029 vs SOL
probe test platforme
MVM Periferno vreme | Tg muZzjaci SOL | p=0,009 p=0,0082
reverzni (%) vs Ntg muzjaci
probe test SOL
gPCR Genska Tg muzjaci SOL | p=0,004 p=0,0571
ekspresija I1-6 u | vs Ntg muzjaci
hipokampusu SOL
gPCR Genska Tg muzjaci SOL | p=0,007 p=0,0286

ekspresija ll1-6 u
prefrontalnom
korteksu

vs Ntg muzjaci
SOL
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Diskusija

Razvoj selektivnih liganda za odredene podtipove GABAAa receptora se oéekuje da ce
rezultovati novom generacijom klinicki efikasnih lekova, sa mogué¢om primenom kod
razli¢itih neuropsihijatrijskih poremecaja (Sieghart i Savi¢, 2018). GABAA receptori Kkoji
sadrze a5 subjedinicu su posebno obecavajuca meta (Clayton i sar., 2015, Soh i Lynch,
2015); medu a5 GABAA receptor-selektivnim ligandima, negativni modulator PWZ-029
(Savi¢ i sar., 2008) i pozitivni modulator MP-111-022 (Stameni¢ i sar., 2016) uvedeni su u
istrazivanja kao uspe$no eksperimentalna sredstva (videti analizu prikazanu u Sieghart i
Savi¢, 2018). S druge strane, 5XFAD model se pokazao kao predikcijski vredan i validan
AD model koji se Siroko koristi (Oakley i sar, 2006). Literaturni podaci o efektima
pozitivnih 1 negativnih modulatora a5 GABAA receptora u ovom modelu ograniceni (Wu i
sar., 2014).

Postoje naizgled paradoksalni dokazi koji sugerisu da bi oba tipa modulacije a5 GABAA
receptora mogla biti korisna u modelima Alchajmerove bolesti (Calvo-Flores Guzman i
sar., 2018). Ova studija na 5xFAD misevima imala je za cilj da modeluje rane promene
nalik na AD u razli¢itim kognitivnim domenima i socijabilnosti, ali i nekognitivnim
domenima poput motorne funkcije, emocionalnosti i motivacije. Procenjivane su posledice
produzene pozitivne ili negativne modulacije a5 GABAA receptora, izazvane selektivnim
ligandima a5 GABAA receptora MP-111-022 (Stameni¢ i sar., 2016), odnosno PWZ-029
(Savi¢ i sar., 2008), u ovom modelu AD. Pretpostavljalo se da ni pozitivna ni negativna
modulacija ovih receptora nece imati Stetan uticaj na opSte/nekognitivno ponasanje, $to je
od znacaja za dalji razvoj lekova u ovoj oblasti istraZivanja. Pored promena u navedenim
bihejvioralnim domenima analizirani su nivoi ekspresije IRNK Gabra2, Gabra3 i Gabra5,
kao i markera inflamacije u hipokampusu i prefrontalnom korteksu kod zdravih i kod
model Zivotinja koje su bile podvrgnute tretmanima.

Farmakokineticki profil koriS¢enih PAM i NAM

Farmakokineticka studija, sprovedena pre bihejvioralnih testova sa ciljem da se postigne
selektivna modulacija a5 GABAA receptora, sugerise da PWZ-029 i MP-111-022 mogu da
ispolje zanemarljivu aktivnost na al, a2 ili a3 GABAA receptore kada su primenjivane
izabrane doze. Naime, oba liganda su neutralni ligandi, ili blagi PAM na GABAa
receptorima koji sadrze al, a2 ili a3 subjedinice, ali samo pri visokim koncentracijama
koje ne mogu biti postignute pri primeni odabranih doza (uporediti Sieghart i Savi¢, 2018).

Kao posebno vazan apsekt translacijskih istraZivanja vezanih za hroni¢na patoloska stanja,
da bi se izbegli akutni efekti, testovi ponasanja su sprovedeni nakon zavrSetka 10-dnevnog
tretmana. Sa takvim protokolom, posledice modulacije a5 GABAa receptora u
pretklinickom modelu AD mogu se tumaciti u kontekstu pretpostavljenih efekata kod
odraslih ljudi koji bi bili izloZeni primanju takvih liganada u trajanju od priblizno 1 godine
(uporediti Rae i Brown, 2015).
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PAM i NAM efekti na objektnu memoriju

Performanse zenki u testu prepoznavanja novog objekata za procenu kratkoro¢ne objektne
memorije bile su oslabljene u grupi transgenih, u poredenju sa netransgenim 6-mese¢nim
zenkama, pruzajuéi dokaz da je model uspeo da oponasa smanjenje objektne memorije, kao
Sto je ranije objavljeno (Creighton et. al., 2019). MP-I11-022 nije uspeo da pokaze
poboljsanje objektne memorije kod transgenih Zenki i suprimirao je ovu vrstu memorije
kod netransgenih Zenki. Ovi podaci su uskladeni sa rezultatima dobijenim kod pacova, gde
je MP-111-022 potisnuo dugorocnu memoriju za prepoznavanje objekata kada se primenio u
dozi od 10 mg/kg 24 sata pre testa (Santrac i sar., 2022a).

S druge strane, kontrolni transgeni i netransgeni muzjaci nisu pravili razliku izmedu novih 1
starih objekata, §to bi moglo biti rezultat polno zavisnih razlika u prepoznavanju objekata,
pri ¢emu se o¢ekivalo da zenke miSeva budu superiornije ako je novi objekat bio slican
prethodno nauc¢enom (Bettis i Jacobs, 2012). MP-111-022 i PWZ-029 tretmani nisu imali
nikakav uticaj na objektnu memoriju kod transgenih muzjaka. U skladu sa prethodnim
studijama koje su pokazale da NAM moze poboljsati objektnu memoriju (npr. Mili¢ i sar.,
2013), primena PWZ-029 je poboljsala objektnu memoriju kod netransgenih muzjaka, $to
implicira kognitivni efekat zavisan od pola.

PAM i NAM efekti na socijalnu interakciju i socijalnu memoriju

Kortikalni GABAA receptori imaju ulogu u regulaciji socijabilnosti (Paine i sar., 2017), i
stoga smo Zzeleli da istraZimo da li modulacija a5 GABAAa receptora moze uticati na
socijalnu interakciju i/ili socijalno prepoznavanje. Pokazano je da je socijalna interakcija
procenjena u modelima transgenih Zivotinja u vezi sa amiloidnim i tau patologijama
smanjena (za pregled videti Kosel i sar., 2020). U skladu sa tim, zivotinje iz 5xFAD modela
koje su u starijoj dobi, pokazuju socijalno povlafenje povezano sa progresivhom
patologijom povezanom sa AD (Kosel i sar., 2020). Kao §to se i oc¢ekivalo (Kosel i sar.,
2021), u naSoj studiji, gde su zivotinje bile u manje poodmakloj dobi koja odgovara ranim
(inicijalnim) promenama u ponasanju, i transgeni i netransgeni muzjaci su i dalje preferirali
socijalnu interakciju u odnosu na istrazivanje praznog kaveza. PWZ-029 koji je primenjen
narusio je socijalnu interakciju i kod transgenih i netransgenih muzjaka. Ovi rezultati su u
delimi¢nom neskladu sa nalazima da selektivni inverzni ili parcijalni agonisti a5 GABAa
receptora nisu uticali na socijabilnost kod Sprague-Dawley pacova, dok je FG7142,
neselektivni inverzni agonista GABAA receptora, smanjio socijalnu interakciju (Paine i sar.,
2020). S druge strane, iako su prosocijalni efekti pokazani nakon stereotaksi¢ne primene
muscimola, kao agoniste GABAA receptora kod pacova (Xu i sar., 2019), MP-111-022 nije
imao nikakav uticaj na socijalnu interakciju transgenih i netransgenih muzjaka u ovoj
studiji.

Kao Sto se 1 ocekivalo (Kosel 1 sar., 2021), socijalna memorija je ocuvana kod transgenih 1
netransgenih kontrolnih muzjaka, dok je MP-111-022 tretman indukovao ostecenje socijalne
memorije kod muzjaka oba genotipa. Skorije publikovani rezultati pokazuju smanjenu
socijalnu diskriminaciju izazvanu MP-111-022 tretmanom kod pacova Wistar soja (Santrac i
sar., 2022a). PWZ-029 nije imao nikakav uticaj, $to je u skladu sa istrazivanjem Paine i
saradnika (Paine et al 2020).

53



Transgene i netransgene zenke nisu uspele da pokazu normalnu socijalnu interakciju i
socijalno pamcenje u koris¢enom testu. Nakon PWZ-029 tretmana, netransgene zenke su
mogle da razlikuju novog i starog miSa u komorama. Da bi se izbeglo bilo kakvo krSenje
unapred odredenog vremenskog okvira protokola za sprovodenje bihejvioralnih testova,
faza estrusnog ciklusa kod Zenki nije odredena, $to bi mogao biti moguéi razlog za
nedostatak normalne socijalne interakcije kod kontrolnih Zenki (Chari i sar., 2020). Drugi
faktor koji doprinosi moze biti ¢injenica da zenke glodara teze da istrazuju okolinu vise od
muzjaka, $to moze biti povezano sa relativnim smanjenjem socijalne interakcije (Cox i sar.,
2011).

PAM i NAM efekti na prostornu memoriju

Kontrolne transgene i netransgene Zivotinje pokazale su podjednako o¢uvanu memoriju
tokom treninga u MVM-u, kao i tokom probnog testa, kao Sto je ranije objavljeno
(Ardestani i sar., 2017). Nalaz bi mogao proizaé¢i iz suboptimalnih sposobnosti ucenja
testiranih miSeva koje bi mogle biti posledica gena za degeneraciju mreznjace nasledenog
iz SJL soja, kao S§to je prethodno opisano (Grant et al., 2018). To znaci da bi netransgene
zivotinje ve¢ imale odredeno ograni¢enje u sticanju prostorne memorije, §to ogranicava
ispoljavanje eventualnih ostec¢ujucih efekata genetske manipulacije (eng. flooring effect).

Primena MP-111-022 kod transgenih zenki pokazala se Stetnom za ucenje u fazi treninga
MVM-a, §to se moglo ocekivati za pozitivnu modulaciju a5 GABAA receptora (Savi¢ i sar.,
2009). U prvom danu faze reverznog ucenja, transgene Zenke tretirane sa MP-I11-022
uspevale su da pronadu novu platformu. Netransgeni muzjaci Koji su tretirani sa PWZ-029
imali su najkracu latenciju za pronalazenje nove platforme u prvom danu reverznog
treninga u odnosu na netransgene muzjake tretirane rastvaracem, Sto ukazuje na uspesno
ucenje 1 savladavanje testa kao korisne posledice negativne modulacije a5 GABAa
receptora.

U reverznom probe testu, transgene Zenke, nezavisno od tretmana, pokazale su vece
latencije za pronalazenje nove platforme u poredenju sa starom, $to bi moglo ukazivati na
polno zavisnu poremecenu kognitivnu fleksibilnost, kao §to je prijavljeno u razli¢itim
protokolima za reverzni probe test kod 3-mese¢nih 5XxFAD muzjaka (Kim et al., 2021) i 3-
15 meseci starih SXFAD zivotinje oba pola (O'Leary et al., 2022). PWZ-029 tretirani
netransgeni muzjaci u odnosu na kontrolne netransgene muzjake pokazali su povecano
istrazivanje stare platforme, koje se ogledalo u broju ulazaka u zonu stare platforme 1 vecoj
latenciji da se pronade stara platforma, $to bi moglo biti pokazatelj kognitivne istrajnosti
(eng. cognitive perseverance) (Sakata et. al., 2013).

Iako su netransgeni muzjaci tretirani PWZ-029 pokazali slican obrazac u broju ulazaka u
zone stare i nove platforme kao transgene i netransgene Zenke tretirane rastvaracem,
postojale su razlike u sposobnosti Zivotinja da pronadu novu platformu u navedenoj grupi
muzjaka. Tako bi ukupna veca preferencija za staru platformu mogla biti posledica dizajna
protokola (posto je reverzno ucenje bilo krace od regularnog ucenja, i verovatno ekstinkcija
memorije nije mogla da se postigne), pretpostavlja se da je doSlo do konsolidacije
memorije. Na osnovu ove hipoteze, reverzni probe test bi se mogao smatrati uspesnim ako
bi Zivotinja plivala u zonama obe platforme.
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Kod transgenih zenki, MP-111-022 tretman je doveo do povecanja perifernog vremena u
probe testu, i stoga je verovatno imao negativan uticaj na proceduralnu komponentu
akvizicije, kao $to se i o¢ekivalo za pozitivnu modulaciju a5 GABAAa receptora (Savic i
sar., 2009). S druge strane, kontrolni transgeni muZzjaci i zenke, u skladu sa svojim
ponasanjem u uzdignutom plus lavirintu i testu otvorenog polja, imali su smanjenu
emocionalnu reaktivnost, S§to se manifestovalo kao manje vremena provedeno u zoni
tigmotaksije u poredenju sa zdravim kontrolama u reverznom, kao i u regularnom probe
testu. Medutim, oba tretmana, u poredenju sa rastvaracem, ocigledno su povezana sa
smanjenom anksiozno$¢u U reverznom probe testu kod netransgenih muZzjaka, §to se
odrazava u kra¢em vremenu provedenom na periferiji.

PAM i NAM efekti na nekognitivne domene (emocionalnost, motivaciju,
motornu funkciju)

Generalno, uo¢ene promene u ponasSanju zavisile su od genetskog statusa, tretmana 1 pola,
ali su retko bile recipro¢ne kada se poredi uticaj negativne i pozitivne modulacije, $to bi se,
u idealizovanim relacijama, oc¢ekivalo sa farmakoloske tacke gledista. Kod transgenih
muzjaka, PWZ-029 tretman je dodatno smanjio emocionalnost, dok je MP-111-022
indukovao smanjenje motorne funkcije u poredenju sa transgenom kontrolom. Suprotno,
kod Zenki miSeva nisu primeceni nikakvi nezeljeni efekti na nekognitivno ponasanje, §to bi
transgene zenke Cinilo pogodnijim za buduca istrazivanja kognitivnih efekata selektivnih
PAM i NAM na a5 GABAAa receptorima u 5XFAD modelu.

Emocionalno procesuiranje pozitivno i negativno valentnih stimulusa moze biti relativno
oCuvano u AD (Guzman-Vélez i sar., 2014, Broster i sar., 2012), iako su mnoge klini¢ke
studije otkrile oste¢enu emocionalnost (Hamann i sar., 2000, Kensinger i sar., 2002). Takve
razlike u prethodnim studijama mogu odrazavati razli¢ite obrasce osnovne neuropatologije 1
simptoma bolesti. S druge strane, motivisano ponasanje je konzistentno afektovano u AD,
pri cemu apatija kao kvantitativno smanjenje aktivnosti usmerene ka cilju pogada do 70%
pacijenata sa AD. Zaista, predlozeno je da je smanjena motivacija kod pacijenata sa AD
relevantna meta za mogucu terapijsku intervenciju (van Dyck i sar., 2021). Konacno,
neuroloski deficiti i oSte¢ena motorna funkcija su standardni deo ukupne simptomatologije
AD i mogu se ispoljiti i tokom pretklinicke faze razvoja bolesti (van Dyck i sar., 2021, Lee
i sar., 2020, Burman, 2019). U tom smislu, pruzanje adekvatnog uvida u mogucu aktivnost
supstanci na nivou nekognitivnih domena AD predstavlja vazan aspekt razvoja lekova u
ovoj oblasti.

U pretklinickoj AD, prihvaceno je da je oStecenje motorne funkcije u Kkorelaciji sa
kognitivnim pogorsanjem (Buchman i Bennett, 2011). U nasoj studiji, doslo je do ocigledne
motorne slabosti kod kontrolnih transgenih zenki, verovatno zbog brzeg razvoja patologije
kod transgenih zenki u odnosu na transgene muzjake (Oakley i sar., 2006). Tretman MP-
111-022 je ubrzao motornu disfunkciju kod transgenih muzjaka u poredenju sa transgenom
kontrolom. Posto MP-111-022 tretman nije dodatno pogorSao motornu funkciju kod
transgenih Zenki u poredenju sa patoloSkom kontrolnom grupom, moglo bi se pretpostaviti
da pozitivna modulacija a5 GABAA receptora moze imati ulogu u motornoj disfunkeiji pri
napredovanju bolesti na nacin koji zavisi od pola. S druge strane, primena PWZ-029 nije
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uticala na motornu funkciju u poredenju sa odgovaraju¢im transgenim ili netransgenim
Zivotinjama tretiranim rastvaratem. Poslednji nalaz je u skladu sa nedostatkom motornih
efekata kada je testiran drugi NAM a5 GABAA receptora (Zanos i sar., 2017).

Ustanovljeni bihejvioralni testovi za merenje emocionalnih odgovora kod glodara, kao §to
su test otvorenog polja (OF) (Seibenhener i Wooten, 2015) i uzdignuti plus lavirint (EPM)
(Bailey i Crawley, 2009) zasnivaju se na izazivanju anksioznosti kao negativne emacije.
Ljudi koji pate od AD obi¢no dozivljavaju komorbidnu anksioznost, ponekad udruzenu sa
agitacijom (Kwak i sar., 2017). U naSoj studiji, doslo je do smanjenja emocionalne
reaktivnosti kod kontrolnih transgenih muZzjaka u poredenju sa zdravom kontrolom. Iako je
naizgled paradoksalan, ovaj nalaz bi se mogao tumaciti u kontekstu smanjene anksioznosti
koja korespondira sa dezinhibitornim tendencijama uofenim kod pacijenata sa AD
(uporediti Jawhar i sar., 2012). Kod transgenih muzjaka, skor emocionalnosti je dodatno
smanjen nakon primene PWZ-029 u poredenju sa transgenim kontrolnim muZzjacima, dok
su oba liganda rezultovala smanjenom emocionalnos¢u kod netransgenih Zivotinja. Efekat
slican PWZ-029 na emocionalnost je ranije primecen nakon jo§ jedne primene NAM kod
misjeg modela AD sa patoloskim nakupljanjem tau proteina (Xu i sar., 2018). S druge
strane, PAM tretman nije uticao na emocionalnost kod transgenih muzjaka u poredenju sa
njihovom patoloskom kontrolom, dok je kod transgenih zenki MP-111-022 pokazao
neocekivanu tendenciju povecanja emocionalnosti u poredenju sa transgenom kontrolom,
barem u pogledu parametra procenat perifernog puta. Ovaj nalaz bi se delimi¢no mogao
tumaciti uticajima pozitivne modulacije a5 GABAAa receptora na povecanje tigmotaksije,
kao Sto je primeceno u Morisovom vodenom lavirintu (Savi¢ i sar., 2009).

U poredenju sa motivacijom usmerenom ka cilju, koja bi se mogla proceniti izvrSenjem
zadatka, motivacija pobudenosti (eng. arousal motivation) je merljiva pomoc¢u parametara
lokomocije (Ward, 2016). Faktorska analiza je rasvetlila razliCite vektorske orijentacije
parametara broj ulazaka u zatvorene krake u poredenju sa procentom vremena i ulazaka na
otvorenim kracima u EPM, kao i ukupni predeni put u poredenju sa aktivnos$¢u u centralnoj
zoni u OF (Frohlich i sar., 2002). Komponenta pobudenosti u motivaciji nije bila pogodena
kod kontrolnih transgenih Zivotinja u poredenju sa njihovom zdravom kontrolom, dok su
oba tipa modulacije doprinela efektu genotipa da se smanji motivacija kod transgenih
muZjaka, sa znacajnim razlikama u poredenju sa analogno tretiranim netransgenim
muzjacima. Slian supresivni uticaj na motivaciju je primecen kada su transgeni muzjaci
bili poredeni sa analogno tretiranim Zenkama, pri ¢emu su kontrolni transgeni muzjaci
pokazali samo trend smanjenja pobudenosti u poredenju sa kontrolnim transgenim
Zzenkama. Takav jednosmerni uticaj PAM 1 NAM na motivaciju kod transgenih muZjaka
mogao bi biti mehanizam ukljucen u progresiju bolesti. Vazno je napomenuti da je MP-I11-
022 pokazao trend povecanja skora pobudenosti kao aspekta motivacije, na osnovu
znacajnog efekta na broj ulazaka u zatvorene krake u EPM, kod netransgenih Zenki u
poredenju sa zdravom kontrolom, $to bi moglo biti povoljno za raspoloZenje, i u skladu je
sa predlozenim antidepresivnim efektima PAM-a (Engin i sar., 2018).

PAM i NAM efekti na ekspresiju Gabra2, Gabra3 i Gabra5

Smanjenje Gabra5 u HC dokumentovano je kod pacijenata sa AD (Rissman i Mobley,
2011). Iako literatura nije dosledna, ¢ini se da tezina simptoma AD korelira sa smanjenjem
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a5 GABAA receptora u ovom regionu (pregled u Mohamad i Has, 2019). Ekspresija
Gabra5 je robustan parametar za starenje kod miSeva posto je dobro ocuvana u HC
(Palpagama i sar., 2019). Ve¢ je objavljen nizi nivo Gabra5 u HC kod transgenih u
poredenju sa netransgenim 5XxFAD muzjacima (Neuner i sar., 2017). Nasi rezultati su
pokazali da su transgene Zivotinje oba pola tretirane rastvaraéem imale nize nivoe Gabrab
u poredenju sa zdravim kontrolama. Dalje, produzeni tretman sa PWZ-029 pokazao je trend
povecanja Gabra5 iRNK u celom HC-u kod transgenih muzjaka, ali ne i kod Zenki miSeva,
Sto bi moglo biti od znacaja za kogniciju.

Promene u prefrontalnom nivou Gabra5 kod pacijenata sa AD, u poredenju sa kontrolom,
nisu otkrivene (Limon i sar., 2012). Ekspresija Gabra5 iIRNK u PFC-u je bila
nepromenjena izmedu transgenih i netransgenih Zivotinja oba pola tretiranih rastvaracem.
Dok PWZ-029 nije delovao, MP-111-022 je smanjio Gabra5 kod netransgenih Zenki u
poredenju sa netransgenim zenkama tretiranim rastvaracem. Ovi podaci se razlikuju od
rezultata dobijenih kod C57BL6 Zenki miSeva hroni¢no tretiranih a5-PAM, a koji su bili
podvrgnuti hroni¢cnom blagom nepredvidivom stresu (Piantadosi i sar., 2016), Sto bi mogla
biti posledica znacajnih razlika u ovim modelima.

Prijavljena je nishodna regulacija Gabra2 u mozgu kod AD (Limon i sar., 2012), ta¢nije u
entorinalnom korteksu (Grubman i sar., 2019). S druge strane, izgleda da je ekspresija
Gabra3 u AD veca u poredenju sa kontrolom (Antonell i sar., 2013), ali su mozda a3
GABAA receptori disfunkcionalni (Berggaard i sar., 2019). Nasi rezultati su pokazali takav
divergentni obrazac ekspresije Gabra2 i Gabra3 samo u HC kod kontrolnih transgenih
zenki, Sto upucuje na efekte zavisne od regiona i pola. Smanjena anksioznost ili
dezinhibicija kod kontrolnih transgenih muzjaka moZze se delimi¢no objasniti potencijalnim
promenama u ekspresiji IRNK Gabra2 i Gabra3 u drugim mozdanim strukturama
povezanim sa anksiozno$c¢u koje nisu bile deo ove studije. MP-111-22 i PWZ-029 vratili su
nivoe ekspresije Gabra2 i Gabra3 kod transgenih Zenki na nivoe zdrave kontrole. Iako je
farmakokineticka validacija rezima doziranja osigurala da su direktni efekti liganda
posredovani a5 GABAA receptorima, indirektni uticaj supstanci na nivo ekspresije Gabra?2
i Gabra3 bi mogao biti prisutan u hipokampusu kod Zenki. Pored toga, PWZ-029
indukovao je vecu ekspresiju Gabra2 u PFC kod transgenih muzjaka, kao i u HC kod
netransgenih Zenki. Posto a2 GABAAa receptori dominantno posreduju u kontroli
anksioznosti (Atack, 2010), otkrivene promene ekspresije mogu biti relevantne za smanjenu
anksioznost u EPM posle tretmana PWZ-029 kod transgenih muzjaka.

PAM i NAM efekti na neuroinflamaciju

Nedavna meta-analiza nije potvrdila bilo kakvo povecanje proinflamatornih citokina u krvi
pacijenata sa AD bez simptoma depresije (Ng i sar., 2018), ali se to ne odnosi na mogucu
lokalnu neuroinflamaciju. Ushodna regulacija Gfap iRNK u PFC i HC, uocena kod
transgenih u poredenju sa netransgenim miSevima, upucuje na povecanu astrogliozu, i u
skladu je sa povecanom ekspresijom GFAP proteina u korteksu i hipokampusu 5xFAD
miseva (Creighton i sar., 2019). Intrigantno, nivoi Gfap kod kontrolnih transgenih muzjaka
bili su visi u poredenju sa kontrolnim transgenim Zenkama. Nivoi Gfap kod transgenih
muzjaka nakon primene PWZ-029 su bili smanjeni u poredenju sa transgenim muZzjacima
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tretiranim rastvaratem u HC, dok su nivoi Gfap kod netransgenih Zenki bili povecani u
poredenju sa onima tretiranim rastvaracem.

U 5xFAD transgenom modelu, pronaden je patoloSki mikroglijalni fenotip, a rezultati su
translacijski povezani sa nalazima sa ljudskom mikroglijom u AD (Rangaraju i sar., 2018).
U naSoj studiji, mikroglioza je pokazana kroz povecanje ekspresije Ibal u HC kod
transgenih zivotinja tretiranih rastvaraCem, u poredenju sa netransgenim Zivotinjama, bez
obzira na uticaj pola; u PFC, takva razlika nije otkrivena uprkos ukupnom efektu genotipa.

Interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) i faktor nekroze tumora a (TNF-a, tumor necrosis
factor o) proizvode uglavnom imunske celije, ali takode mogu da poti¢u iz neurona
(Besedovsky i1 del Rey, 2008; del Rei i sar., 2013). U naSoj studiji, svi transkripti
proinflamatornih citokina bili su povecani kod transgenih Zivotinja u poredenju sa
netransgenim Zivotinjama, bez obzira na pol. IL-1 bi mogao da doprinese gubitku sinapsi, a
TNF-a bi mogao da izazove ¢elijsku smrt (Leng i Edison, 2021), $to ukazuje na njihovu
znacajnu interakciju u hroni¢nim inflamatornim procesima kao $to je AD. Primena antitela
koji su funkcionalni antagonisti IL-1 receptora u modelu AD miSa suzbila je kognitivne
deficite primec¢ene u Morisovom vodenom lavirintu i smanjila neuroinflamaciju (Kitazawa i
sar., 2011). IL-6 je bio (ili je u najmanju ruku imao tendenciju da bude) povecan u PFC i
HC pacijenata sa AD (Lyra E Silva i sar., 2021, Akiyama i sar., 2000). U modelu AD kod
pacova, IL-1B, IL-6 i TNF-a su bili povecani u hipokampusu (Kitazawa i sar., 2011, Zang i
sar., 2013).

Nedavno je GABA privukla paznju kao vaZzan signalni medijator u koordinaciji inflamacije.
Otkriveno je da GABA iz B limfocita, kao dominantan efekat, moze da inhibira odgovor
CD8+ T celija, a blokada proizvodnje GABA u B limfocitima dovodi do veceg
antitumorskog odgovora (Zhang i sar., 2021). U ovoj studiji je otkriveno da NAM moze
uticati na neuroinflamaciju u hipokampusu, posto je prethodna primena PWZ-029 smanjila
zapaljenje u hipokampusu kod transgenih Zenki u poredenju sa njihovom transgenskom
kontrolom. Stavise, NAM je smanjio Gfap kod transgenih muzjaka i poveé¢ao Gfap kod
netransgenih Zenki u poredenju sa njihovim kontrolama u HC. Ovi paradoksalno suprotni
efekti ukazuju na zavisnost negativne alosterne modulacije a5 GABAA receptora od pola i
genotipa. Relevantnost ovih efekata na bihejvioralne domene se ne moze proceniti na
osnovu rezultata u ovoj studiji, i potrebna su dalja istrazivanja.

Da li se o¢ekuju suprotni efekti selektivnih PAM i NAM?

Generalno bi se moglo pretpostaviti da bi dvosmerna farmakoloska modulacija pojedinih
ciljnih mesta/receptora, za koje se pretpostavlja da su ukljuceni u inicijaciju i/ili razvoj
odredenog patoloskog procesa, trebalo da rezultuje suprotnim efektima dva testirana
liganda. Ako bi ekspresija izabranog ciljnog mesta patoloski bila smanjena ili potisnuta,
oc¢ekivalo bi se da njegovo farmakolosko potenciranje (tj. pozitivna modulacija) 1 dalja
inhibicija (tj. negativna modulacija) normalizuju, odnosno pogorSavaju procenjeni bioloski
parametar. Medutim, postoje dva glavna faktora koji ogranicavaju potvrdivanje takvih
teorijskih pretpostavki putem eksperimenata, posebno za bihejvioralne parametare. Prvo,
trebalo bi prevazi¢i izazov postojanja efekta niskih 1 visokih vrednosti pracenog
bihejvioralnog parametra (eng. the flooring and ceiling effect), koji ne samo da inherentno
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zavise od nivoa tezine i zahtevnosti testa, ve¢ mogu biti prisutni kada se paralelno testiraju
zivotinje sa oStecenom i normalnom funkcijom (Hanell i Marklund, 2014). Drugo,
postojanje fenomena slozenosti i ,,degenerativnosti‘ neuronskih puteva (eng. the complexity
and degeneracy of neural pathways) koji kontroliSu neurofiziologiju i ponasanje (Edelman
1 Gally, 2001), sto bi znacilo da dobijeni stepen aktivnosti jednog, visoko specificnog
ciljnog mesta, koji uti¢e na razlicite aspekte neuralne plasticnosti, ne mora nuzno da se
merljivo manifestuje, odnosno da promeni bioloSke i bihejvioralne ishode. Zaista,
verovatnije bi bilo da ¢e se suprotni efekti otkriti ako je ukljuéeno vise ciljnih mesta, npr.
koris¢enjem neselektivnih pozitivnih i negativnih alosternih modulatora, kao §to su
klobazam i DMCM. U tom smislu, pojedinacna niska doza klobazama je poboljsala
smanjenu socijalnu interakciju kod BTBR miseva kao modela autizma, dok je DMCM
smanjio normalno ponasanje u socijalnoj interakciji kod C57BL/6J 1 129Sv] miSeva (Han i
sar., 2014). Bez obzira na to, primetno je da razli¢iti podtipovi GABAA receptora mogu
imati suprotne uloge u socijalnom ponasanju, pri ¢emu aktivacija GABAA receptora koji
sadrze a2 ili a3 subjedinice favorizuje socijalnu interakciju, dok aktivacija al GABAA
receptora smanjuje socijalnu interakciju (Han i sar., 2014). Interesantno, ¢ak i jednosmerna
neselektivna modulacija GABAAa receptora moze rezultovati suprotnim efektom u
zavisnosti od soja/zdravstvenog stanja kori$¢enih zivotinja: tako je neselektivna pozitivna
modulacija sa klonazepamom znacajno poboljSala performanse prostornog ucenja kod
BTBR miseva, dok je pogorSala performanse kontrolnih miseva C57BL/6J (Han i sar.,
2014). Konac¢no, literatura nudi dokaze da slicni rezultati ponaSanja, povezani sa
smanjenim nociceptivnim ponaSanjem kod pacovskog modela zapaljenjskog ili
neuropatskog bola, mogu biti indukovani primenom PAM-a koji deluje na aktivnost
GABAA receptora koji sadrze a5, o3 i 02 subjedinice, ali takode i NAM-a koji deluju na a5
GABAA receptore, ili su ¢ak neselektivni u svojoj aktivnosti (Munro i sar., 2011).

Svi navedeni dokazi ukazuju na to da je nedostatak jasnih suprotnih efekata odabranih
PAM i NAM testiranih u ovoj studiji bio daleko od neoéekivanog. Stavise, PAM i NAM
efekti su bili snazno zavisni od testirane eksperimentalne grupe i mogli su biti sli¢ni,
suprotni ili neutralni. Pored toga, u skladu sa naSim rezultatima, postoje dokazi iz
eksperimenata sa modulatorima GABAA receptora da, pored genetske osnove (uporediti
Han 1 sar., 2014), pol takode uti¢e na efekte liganda na odredene molekularne 1
bihejvioralne domene (uporediti Piantadosi et al. 2016, Auta i sar., 2022). Ukupno
posmatrano, PAM tretman u nasoj studiji imao je Stetan uticaj na socijalno prepoznavanje
kod transgenih i netransgenih muzjaka i na prostorno ucenje kod transgenih Zenki.
Suprotno, potencirao je kognitivnu fleksibilnost kod transgenih Zenki. NAM tretman nije
mogao da ublazi oSte¢enje kognicije kod transgenih Zivotinja, ali je pojacao socijalno
prepoznavanje i prostornu memoriju u reverznoj fazi prostornog uéenja kod netransgenih
zenki i netransgenih muzjaka, redom. NAM tretman je takode doveo do smanjenja socijalne
interakcije kod transgenih i netransgenih muzjaka. Kona¢no, NAM je smanjio inflamaciju u
hipokampusu kod transgenih Zenki i astrogliozu u hipokampusu kod transgenih muZzjaka.
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Zakljucak

Na osnovu svega navedenog, kod Sestomesecnih miseva 5xFAD kao AD modela,
identifikovali smo smanjenje objektne memorije i neuroinflamaciju kod oba pola, i
kognitivnu nefleksibilnost kod Zenki.

PAM je poboljSao fleksibilnost memorije, dok je NAM smanjio neuroinflamaciju.
Medutim, PAM i NAM su pogorsali patologiju u prostornoj i socijalnoj memoriji, odnosno
socijabilnosti, redom. Rezultati dobijeni u prethodnim istrazivanjima, koji se odnose na
korisno dejstvo PAM i1 NAM na oStecenja razli¢itih vrsta memorije koje je izazvano kod
zdravih Zivotinja, trebalo bi da se tumace s oprezom u kontekstu AD, budu¢i da je AD
slozena multifaktorska patologija koja ukljucuje hroni¢nu neuroinflamaciju.

U zavisnosti od bihejvioralnog domena koji se ispituje i pola, farmakoloski suprotna
modulacija a5 GABAA receptora moze izazvati odredene nezeljene efekte kod 5xFAD
miseva. Hipoteticka klinicka implikacija bi bila da produzena primena PAM u
prodromalnim fazama AD ima potencijal da dovede do Stetnih posledica na motornu
funkciju kod muskaraca, dok NAM moze imati potencijal da smanji emocionalnu
reaktivnost kod muskaraca. Kako bi nepovoljan dinamicki raspon ponasanja mogao
nepovoljno da utie na istrazivanje kognicije, Zenke bi se mogle izdvojiti kao prikladniji
model za razvoj PAM i NAM liganda u AD.

Potrebne su dalje studije za bolje razumevanje funkcije a5 GABAA receptora u AD, a obe
vrste modulacije bi trebalo ispitati i u kasnijim fazama eksperimentalno modelovane
bolesti, kada bi se ispoljili potencijalni palijativni efekti terapije.
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