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Uticaj pozitivne modulacije GABAA receptora koji sadrže α5 podjedinicu na 

promene ponašanja miševa i pacova u modelima autističnih poremećaja 

 

 
SAŽETAK 

 
Dobro je poznata uloga α5 GABAA receptora u učenju i pamćenju. Zato smo odlučili da ispitamo 

efekat selektivnog pozitivnog alosternog modulatora (PAM), MP-III-022, na učenje i pamćenje 

zdravih životinja, kao i na ekspresiju GABRA5. Nakon pokazane dobre podnošljivosti i potencijalnog 

prokognitivnog efekta, ligand bi se primenio na odabrani animalni model spektra autističnih 

poremećaja (eng. autism spectrum disorders, ASD). ASD je neurorazvojni poremećaj koji obuhvata 

poremećaje u socijalnoj komunikaciji i interakciji, kao i repetitivnom i restriktivnom ponašanju, i 

dalje bez efikasne terapije. U ovom kontekstu, animalni modeli koji imitiraju specifične simptome 

bolesti su odličan alat translacionih istraživanja. Neki od najčešće korišćenih modela su BTBR T+ 

tf/J soj miševa (BTBR) i valproatni prenatalni model (VPA). Naši eksperimenti su pokazali da 

varijabilnost uloge α5 GABAA receptora zavisi od njihovog nivoa ekspresije i lokalizacije, od tipa i 

protokola kognitivnog zadatka, kao i od vremena farmakološkog testiranja i intenziteta modulacije. 

Dobijeni su dokazi potencijalnog povoljnog dejstva MP-III-022 u kognitivnim testovima. BTBR 

model nije pokazao dovoljnu validnost sličnosti, dok je VPA demonstrirao adekvatnu validnost 

sličnosti i donekle konstruktivnu validnost. Stoga smo odlučili da subakutno primenimo MP-III-022 

juvenilnim VPA pacovima. Tretman je doveo do smanjenja GABRA5 i do oštećenja sličnih onima 

kod ASD-a kod kontrolnih životinja, što otkriva moguću značajnu ulogu ovog receptora u patogenezi 

bolesti. Najbitnije, naši rezultati su pokazali potencijal PAM α5 GABAA receptora u sekundarnoj 

prevenciji i tretmanu ASD-a, s time što bi program razvoja leka zahtevao elemente prilagođavanja 

koji bi uzimali u obzir i polne razlike.  
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The influence of positive modulation of GABAA receptors containing the α5 subunit 

on behavioral changes of mice and rats in models of autistic disorders 

 

 
ABSTRACT 

 
The role of α5 GABAA receptors in learning and memory is well known. Therefore, we decided to 

examine the effect of the selective positive allosteric modulator (PAM) MP-III-022 on learning and 

memory of healthy animals, as well as GABRA5 expression. After demonstrating the needed 

tolerability and potential procognitive effects, the ligand would be used in an animal model of autism 

spectrum disorders (ASD). ASD is a neurodevelopmental disorder that encompasses impairments in 

social communication and interaction, as well as repetitive and restrictive behavior, still without an 

effective treatment. In this context, animal models that imitate specific disease’s symptoms are an 

excellent tool of translational research. Some of the most frequently used models are BTBR T+ tf/J 

mouse strain (BTBR) and valproate prenatal model (VPA). Our experiments have shown that the 

variability of α5GABAA receptors’ roles depends on its level of expression and localization, on the 

type and protocol of cognitive tasks, the timing of testing and intensity of pharmacological 

modulation. Obtained results proved potential beneficial effects of MP-III-022 in cognitive tasks. The 

BTBR model failed to express sufficient face validity, while VPA demonstrated adequate face 

validity and in part construct validity. Thus, we decided to subacutely apply MP-III-022 to juvenile 

VPA rats. In control animals, treatment led to GABRA5 decrease and to impairments similar to ones 

seen in ASD, suggesting the possible role of this receptor in the pathogenesis of the disease. Most 

importantly, our results demonstrated the potential of α5 GABAA receptor PAMs in secondary 

prevention and treatment of ASD, with the caveat that the drug development program would require 

adaptations tailored to sex-specific differences revealed. 

 

 
 
Key words: α5 GABAA receptors, positive allosteric modulator, MP-III-022, learning and memory, 

autism spectrum disorders, animal models, BTBR T+ tf/J mouse strain, valproate prenatal model 
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1. Uvod 
 

1.1. α5 GABAA receptori 
 

Gama-aminobuterna kiselina (eng. gamma-aminobutyric acid, GABA) deluje preko dva tipa 

receptora u mozgu sisara: jonotropni GABAA i metabotopni GABAB receptori. GABAA receptori su 

heteropentameri koji se formiraju od 19 različitih podjedinica (α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ε, θ, π, ρ1-3). 

Većina se sastoji od dve α, dve β i jedne γ ili δ podjedinice (Olsen i Sieghart, 2009), (Slika 1). GABAA 

receptori koji sadrže α5 podjedinicu (α5 GABAA receptori) su od posebnog značaja zbog njihovog 

ograničenog obrasca distribucije i jedinstvenih fizioloških i farmakoloških svojstava (Jacob, 2019, 

Lee i Maguire, 2014, Lingford-Hughes i sar., 2002). Ovi receptori čine samo oko 5% ukupne 

populacije receptora u mozgu; visoko su eksprimirani u hipokampusu i olfaktornom bulbusu – čine 

oko 25% svih hipokampalnih GABAA receptora (Olsen i Sieghart, 2009), i eksprimira ih preko trećine 

neurona u internom sloju granularnih neurona u olfaktornom bublbusu (Sur i sar., 1999). Takođe su 

prisutni u korteksu, subikulumu, hipotalamusu, neuronima simpatikusa, amigdali i kičmenoj moždini 

(Martin i sar., 2009), (Slika 2). Pre svega su zaduženi za toničnu inhibiciju, koja smanjuje ukupnu 

ekscitaciju i sinaptičku plastičnost (Bai i sar., 2001, Caraiscos i sar., 2004, Martin i sar., 2010), i to u 

CA3 i CA1 piramidalnim neuronima i granularnim ćelijama dentatnog girusa u hipokampusu i petom 

sloju kortikalnih neurona (Glykys i sar., 2008, Herd i sar., 2008). Intrigantno je da su to isti regioni 

koji su afektovani u čitavom nizu neuropsihijatrijskih poremećaja (Li i sar., 2015). U skladu sa tim, 

imunohistohemijski nalazi pokazuju izrazito ekstrasinaptičko prisustvo α5 GABAA receptora (Slika 

3), (Brünig i sar., 2002, Crestani i sar., 2002). Međutim, funkcionalne studije ukazuju da ovi receptori 

takođe imaju ulogu i u fazičnim događajima, u generisanju inhibitornih postsinaptičih struja 

(Collinson i sar., 2002, Prenosil i sar., 2006, Vargas-Caballero i sar., 2010, Zarnowska i sar., 2009). 

To se slaže sa studijama koje pokazuju da se α5 GABAA receptori nalaze u sinapsama na dendritima 

i aksonskom brežuljku (Brünig i sar., 2002, Christie i de Blas, 2002, Serwanski i sar., 2006) i da se 

skoro polovina njih na površini neurona nalazi u sinapsama tokom prve tri nedelje razvoja neuronskih 

mreža (Brady i Jacob, 2015). 

 
 

Slika 1. Šema GABAA receptora sa obeleženim mestima vezivanja za benzodiazepine (BZD) i GABA-u. 

Preuzeto i prilagođeno iz (Chen i sar., 2019). 
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Slika 2. Distribucija α5 GABAA receptora. Preuzeto i prilagođeno iz (Rudolph i Möhler, 2014). 

 

 

 
 

Slika 3. Efekti otvaranja GABAA receptora na postsinaptičkoj membrani: povećanje provodljivosti 

postsinaptičke membrane i promena u potencijalu membrane zahvaljujući kretanju hloridnih jona 

(hiperpolarizujuća inhibicija). Sinaptički receptori detektuju mM koncentracije GABA-e i posreduju brzi 

inhibitorni postsinaptički potencijal (fazična inhibicija), dok ekstrasinaptički receptori detektuju μM 

koncentracije GABA-e i bitni su za spori inhibitorni postsinaptički potencijal (tonična inhibicija). 

Preuzeto i prilagođeno iz (Rudolph i Knoflach, 2011). 

 

U poređenju sa inhibitornom ulogom koju GABAA receptori imaju u zrelom nervnom sistemu, u 

novonastalim mrežama oni promovišu ekscitaciju, koja dovodi do ulaska kalcijuma, rasta dendrita, 

sinaptogeneze i razvoju glutamatargičkim sinapsi (Ben-Ari i sar., 2007). Ovo je moguće zahvaljujući 

regulaciji dva glavna hloridna kotransportera: NA+-K+-Cl- kotransporter 1 (NKCC1), koji akumulira 
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hloridne anjone unutar ćelije, i K+-2Cl- kotransporter 2 (KCC2) koji ga izbacuje. U nezrelim 

neuronima ima više NKCC1 i manje KCC2 što dovodi do toga da ima više hlorida unutar ćelije, i da 

otvaranje GABAA receptora dovodi do izlaska hlorida iz ćelije i posledične depolarizacije. Tokom 

razvića se smanjuje ekspresija NKCC1 i povećava ekspresija KCC2 dok ne dođe do promene, tzv. 

„GABA switch“, kada otvaranje GABAA receptora dovodi do ulaska hlorida u adultne neurone i 

njihove posledične inhibicije (Rivera i sar., 1999), (Slika 4). GABAA receptori koji sadrže α5 

podjedinicu su pogotovo dobro pozicionirani da oblikuju rani razvoj hipokampalnih neuronskih 

mreža jer su veoma visoko eksprimirani tokom prve dve nedelje postnatalnog razvoja (Bader i sar., 

2017, Ramos i sar., 2004, Yu i sar., 2014), i nalaze se i u ekstrasinapsi i u sinapsi. Tokom prve 

postnatalne nedelje, tonične α5 struje pojačavaju ekscitabilnost ćelija i njihovu sinaptičku aktivnost, 

olakšavajući indukciju džinovskih depolarišućih potencijala, koji su bitni za sazrevanje mreža (Ben-

Ari, 2002, Marchionni i sar., 2007). GABAergička aktivacija formiranja veza se takođe događa kod 

novih neurona koji se integrišu u mrežu u adultnim mozgovima sisara (Ge i sar., 2006). Dodatno je 

zanimljivo da je pokazano da tokom razvoja hipokampusa pacova, posle prve postnatalne nedelje, α5 

GABAA receptori menjaju svoju lokalizaciju sa some neurona na dendrite. Od potencijalnog je 

značaja da se u tom periodu isto dešava sa NKCC1 kotransporterom, kao i da se tada događa promena 

uloge GABA-e, iz ekscitatornog u inhibitorni neurotransmiter. Može se spekulisati da su ta dva 

događaja povezana (Ramos i sar., 2004). 

 

 
 
Slika 4. GABAA signalizacija se menja od depolarišuće ka hiperpolarišućoj zahvaljujući promeni 

ekspresije KCC2 i NKCC1 u mozgu. NA+-K+-Cl- kotransporter 1 (NKCC1) upumpava Cl- u neurone; 

njegova ekspresija je visoka u ranom postanatalnom periodu, i smanjuje se tokom sazrevanja. Ekspresija 

K+-2Cl- kotransportera 2 (KCC2), odgovornog za ulazak Cl-, je suprotna. U embrionskom i ranom 

postanatalnom razviću [Cl-]i je visoka, i samim tim je GABA-ergička signalizacija ekscitatorna; tokom 

sazrevanja, [Cl-]i se smanjuje, što započinje prelazak u hiperpolarizaciju, i GABA-ergička signalizacija 

postaje inhibitorna. Preuzeto i prilagođeno iz (Andrews i sar., 2020). 
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1.1.1. α5 GABAA receptori i procesi kognicije 
 

Genetičke i farmakološke studije su pokazale da su α5 GABAA receptori ključni u procesima učenja 

i memorije. Jedna od prvih studija koja je istraživala doprinos ovih receptora hipokampalnom učenju 

je pokazala da životinje koji nemaju gen za α5 podjedinicu imaju bolju prostornu memoriju 

(Collinson i sar., 2002), ali kasnije studije nisu uspele da ponove ovaj nalaz (Cheng i sar., 2006, 

Martin i sar., 2009). Slično, Crestani i sar. (2002) su pokazali da je smanjenje α5 GABAA receptora 

u hipokampusu poboljšalo uslovljenost na strah (Crestani i sar., 2002). Takođe, veliki broj negativnih 

alosternih modulatora (NAM) α5 GABAA receptora (jedinjenje 43 (eng. Compound 43), 13 (eng. 

Compound 13), α5IA-II, α5IA, L-655,708, redom) poboljšali su prostorno učenje u Morisovom 

vodenom lavirintu ((Chambers i sar., 2003), (Chambers i sar., 2004), (Collinson i sar., 2006), 

(Dawson i sar., 2006), (Atack i sar., 2006), redom). Prethodno smo pokazali da još jedan NAM, PWZ-

029, poboljšava memoriju u testu pasivnog izbegavanja kod pacova (Savić i sar., 2008), u testu 

uslovljenog straha kod pacova tretiranih skopolaminom, kao i pamćenje objekta u normalnim i 

skopolaminom-tretiranim pacovima (Milić i sar., 2013). Sa druge strane, PWZ-029 nije imao efekta 

na normalne i skopolaminom-tretirane pacove u Morisovom vodenom lavirintu (Milić i sar., 2013), 

ali je poboljšao izvođenje u istom testu  animalnog modela Alchajmerove bolesti (Clayton i sar., 

2015). Takođe je objavljeno da negativna modulacija α5 GABAA receptora sa MRK-016 može da 

poboljša izvođenje u testu kontekstualnog uslovljavanja strahom miševa tretiranih lipopolisaharidom 

(Eimerbrink i sar., 2019). Tretman sa drugim NAM, RO4938581, imao je povoljan uticaj na prostornu 

memoriju kod pacova tretiranih skopolaminom, ali ne i normalnih pacova, i poboljšao je izvođenje 

majmuna u zadatku povraćaja objekta (Ballard i sar., 2009, Knust i sar., 2009). Takođe je uspeo da 

dovede do poboljšanja kognicije u mišjem modelu Daunovog sindroma, i zatim pređe u klinička 

ispitivanja (Martínez-Cué i sar., 2013). Međutim, NAM α5IA koji jeste poboljšao test odloženog 

pogađanja pozicije kod pacova tretiranih skopolaminom, prostornu memoriju i memoriju za predmete 

u mišjem modelu Daunovog sindroma (Braudeau i sar., 2011), nije uspeo da poboljša kogniciju kod 

starijih ispitanika, čak je imao oštećujući efekat na njihovo izvođenje zadatka u testu uparenih 

asocijacija (Atack, 2010). Nažalost, mali broj ovih jedinjenja je uspeo da uđe u klinička ispitivanja i 

nijedan nije stigao do tržišta.  

Stoga, može se reći da su NAM obećavali poboljšanje memorije u ranim animalnim studijama, ali u 

kasnijim fazama je postalo očigledno da imaju različite efekte u zavisnosti od uslova i tipa testirane 

memorije. Dodatno, pokazano je da smanjenje broja α5 GABAA receptora u hipokampusu ima 

nepovoljan uticaj na memoriju za lokaciju objekata kod miševa (Prut i sar., 2010), kao i da smanjena 

ekspresija α5 podjedinice u dentatnom girusu oštećuje memorijske zadatke visoke interferencije 

(Engin i sar., 2015). Dalje, niz studija je pokazao smanjen nivo α5 GABAA receptora kod ljudi sa 

shizofrenijom (Marques i sar., 2020), autizmom (Mendez i sar., 2013), Daunovim sindromom 

(Bhattacharyya i sar., 2009), i u starosti (Yu i sar., 2006). Pokazano je da je povećana ekspresija α5 

GABAA receptora u metilazoksimetanol acetatnom (MAM) pacovskom modelu shizofrenije dovela 

do ublažavanja simptoma ove bolesti (Donegan i sar., 2019). Na osnovu ovih nalaza, u prethodnim 

godinama fokus je počeo da se okreće od negativnih ka pozitivnim alosternim modulatorima (PAM). 

U skladu sa prethodno navedenim rezultatima dobijenim ispitivanjem uloge α5 GABAA receptora u 

shizofreniji, pokazano je da PAM, SH-053-2′F-R-CH3, smanjuje hiperaktivnost u MAM modelu 

shizofrenije (Gill i sar., 2011). PAM su se dodatno pokazali korisnim kao pomoć ostarelim pacovima 

sa oštećenom kognicijom, poput jedinjenja 44 and 6 (eng. Compound 44; Compound 6), koji su, za 

razliku od NAM, pokazali obećavajuće rezultate (Koh i sar., 2013). Slično tome, GL-II-73 i GL-II-

75 su poboljšali kognitivne deficite izazvane stresom ili starenjem (Prevot i sar., 2019, Prevot i sar., 

2020). Ovo prividno neslaganje efekata NAM i PAM pokazuje da značajan broj α5 GABAA receptora 

mora da koegzistira u osetljivom balansu, i da narušavanje tog balansa u bilo kom smeru može 

negativno da utiče na kogniciju (Gill i Grace, 2014). 

Jasno je da ligandi koji utiču na α5 GABAA receptore imaju potencijal da poprave kognitivne deficite 

u čitavom dijapazonu bolesti centralnog nervnog sistema (CNS). Preduslov za razvoj novih uspešnih 

terapija je bolje razumevanje bihejvioralnih efekata koje izaziva selektivna aktivacija ove populacije 
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GABAA receptora. Do sada je bilo relativno malo studija koje su ispitivale efekat PAM u zdravim, 

adultnim životinjama, što bi trebalo da bude prvi korak. U našoj laboratoriji smo koristili MP-III-022, 

metil amid (R) 8-etinil-6-(2-fluorofenil)-4-metil-4H-2,5,10b-triaza-benzo[e]azulen-3-karboksilne 

kiseline (Slika 5), sintetisan u saradničkoj laboratoriji prof. James M. Cook-a, Department of 

Chemistry, University of Wisconsin-Milwaukee, SAD. To je PAM koji se vezuje za benzodiazepinsko 

mesto vezivanja i poseduje 15, 6, i 12 puta veću selektivnost u vezivanju za α5 GABAА receptore u 

poređenju sa GABAA receptorima koji sadrže α1, α2, ili α3 podjedinice, redom (Stamenić i sar., 

2016). Pokazano je da ovaj ligand u rasponu doza 1-10 mg/kg selektivno i postepeno potencira α5 

GABAА receptore u širokom rasponu od 138% do 314%. Od tri glavna bihejvioralna domena koja se 

ispituju na životinjama, testiranje prva dva, motorike i raspoloženja, pokazala je da pacovi posle 

akutne primene liganda u pomenutom rasponu doza ne pokazuju razlike u pogledu ataksije, sedacije 

ili anksioznosti u odnosu na kontrolnu grupu životinja (Stamenić i sar., 2016). Kako nismo otkrili 

oštećujući efekat MP-III-022, moglo se pristupiti ispitivanju trećeg bihejvioralnog domena, kognicije. 

Potvrda bezbednosti primene, a potencijalno i pozitivnih efekata primene liganda kod zdravih 

životinja, dovela je do sledećih koraka, a to je primena u animalnim modelima bolesti. 

 

 
Slika 5. Struktura MP-III-022. Preuzeto iz (Stamenić i sar., 2016). 

 

 

1.2. Spektar autističnih poremećaja 
 

Spektar autističnih poremećaja (eng. Autism spectrum disorders, ASD) spada u najozbiljnije 

psihijatrijske poremećaje u detinjstvu u pogledu prevalencije, ishoda, uticaja na porodice i troškova 

po društvo (Buescher i sar., 2014, Elsabbagh i sar., 2012, Fombonne, 2003). Direktni i indirektni 

troškovi brige o deci i odraslima sa ASD u SAD smatra se da iznose više nego zajednički troškovi 

lečenja moždanog udara i hipertenzije (Leigh i Du, 2015); cena brige o pojedinačnom pacijentu sa 

ASD-om tokom celog njegovog života iznosi 1,4 do 2,4 miliona dolara, u zavisnosti od nivoa 

prisutnosti intelektualnih oštećenja (Buescher i sar., 2014). Novije svetske epidemiološke studije 

konzistentno pokazuju povećanu prevalenciju ASD-a u poređenju sa onom s kraja 20. veka (Hyman 

i sar., 2020). Kao rezultat promena u dijagnostičkim kriterijumima, usvajanjem mnogo šireg koncepta 

(jedna kategorija „ASD“ je zamenila niz podtipova: autizam, Aspergerov poremećaj, pervazivni 

razvojni poremećaj ne drugačije preciziran, dečji dezintegrativni poremećaj i Retov poremećaj), i 

prepoznavanjem ove bolesti među ljudima normalne inteligencije, trenutna procena prevalencije za 

ASD iznosi oko 1% opšte populacije (Ghosh i sar., 2013, Lai i sar., 2013). 

Do sad je dobro poznato da prevalenca za ASD pokazuje izrazitu polnu razliku, sa četiri muška 

pacijenta na jednog ženskog; takođe, skorašnje studije pokazuju polnu razliku u samom fenotipu 

bolesti - žene imaju slabije ispoljene simptome u odnosu na muškarce. Objašnjenje ovog fenomena 

se potencijalno nalazi u modulaciji uticaja genetičkih varijacija na fenotip od strane polnih gena i/ili 

hormona (Werling i Geschwind, 2013).  

U petom izdanju Dijagnostičkog i statističkog priručnika mentalnih poremećaja (eng. Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders, DSM-5, 2013), tradicionalna trijada domena ASD simptoma 
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(socijalna, komunikativna i atipična/repetitivna ponašanja) redukovana je na dva domena 

kombinovanjem socijalnih i komunikativnih simptoma u jedan jedinstveni dijagnostički kriterijum – 

kriterijum A: socijalni/komunikativni deficiti; kriterijum B uključuje restriktivne, repetitivne obrasce 

ponašanja, interesovanja ili aktivnosti. Ovi simptomi su prisutni od ranog detinjstva (kriterijum C) i 

ograničavaju ili otežavaju svakodnevni život (kriterijum D) (Association, 2013). Primeri ponašanja 

koji odgovaraju kriterijumima A i B su dati u Tabeli 1. 

 
Tabela 1. Opis DSM-5 kriterijuma A i B za ASD (Association, 2013) 

Domeni Deficiti Primeri 

A. Perzistentni 

deficiti u socijalnoj 

komunikaciji i 

socijalnoj 

interakciji u 

različitim 

kontekstima, 

manifestovani 

opisanim 

deficitima, 

trenutno ili 

prethodno prisutni; 

mora da ima sva tri 

simptoma u ovom 

domenu  

1. Socijalno-emotivni 

reciprocitet 

Abnormalan socijalni pristup i nemogućnost 

održavanja normalne konverzacije; smanjeno 

pokazivanje interesa, emocija ili afekta; 

nemogućnost iniciranja ili odgovaranja na 

socijalnu interakciju 

2. Neverbalno 

komunikativno ponašanje 

koje se koristi za socijalnu 

interakciju 

Slabo integrisana verbalna i neverbalna 

komunikacija, abnormalnosti u kontaktu očima i 

govoru tela ili deficiti u razumevanju i upotrebi 

gestikulacije; totalni nedostatak facijalnih 

ekspresija i neverbalne komunikacije 

3. Razvoj, održavanje i 

razumevanje međuljudskih 

odnosa 

Teškoće u prilagođavanju ponašanja da odgovara 

različitim socijalnim kontekstima; teškoće u 

učestvovanju u imaginarnoj igri ili u pravljenju 

prijateljstava; nedostatak interesovanja za 

vršnjake 

B. Restriktivni, 

repetitivni obrasci 

ponašanja, 

interesovanja ili 

aktivnosti, koji se 

manifestuju sa bar 

dva opisana 

deficita, trenutno 

ili prethodno 

prisutni; mora da 

ima 2 od 4 

simptoma u ovom 

domenu 

 

1. Stereotipna ili 

ponavljajuća motorika, 

upotreba govora ili 

objekata 

Jednostavne motorne stereotipije, ređanje 

igračaka ili okretanje objekata, eholalia, 

idiosinkratske fraze 

2. Insistiranje na istom, 

nefleksibilno pridržavanje 

rutina, ili ritualizovanih 

obrazaca ili verbalnog i 

neverbalnog ponašanja 

Ekstremno uzrujavanje posle malih promena, 

teškoće sa promenama, rigidni obrasci 

razmišljanja, pozdravni rituali, potreba da se 

koristi ista ruta ili jede ista hrana svaki dan 

3. Veoma restriktivni, 

fiksni interesi koji su 

abnormalni u pogledu 

interesa ili fokusiranosti 

Jaka privrženost ili preokupacija neobičnim 

objektima, izrazito ograničena ili istrajavajuća 

interesovanja 

4. Hiper- ili 

hiporeaktivnost na 

senzorne signale ili 

neuobičajena 

zainteresovanost za 

senzorne aspekte okruženja 

Nedostatak vidne reakcije na bol/temperature, 

negativne reakcije na određene zvukove ili 

teksture, preterano mirisanje ili dodirivanje 

objekata, vizuelna fascinacija svetlom ili 

pokretima 

 

Ključni deficiti, pre svega oni vezani za socijalnu komunikaciju, javljaju se veoma rano. Potrebno je 

raditi rani pregled (eng. screening), pre svega dece za koju postoji visok rizik za ASD, u uzrastu od 

18 i 24 meseca starosti prilikom redovnih pedijatrijskih poseta. Ovo je veoma bitno, pošto rana 

intervencija može i zaista utiče na ishod i razvoj bolesti (Hyman i sar., 2020). Neki od ranih simptoma 

koji mogu da upozore roditelje o potencijalnom ASD-u su dati u Tabeli 2.  

Stanja koja se često javljaju pored ključnih simptoma i koja dodatno otežavaju život pacijenta, 

njegove porodice i kliničko lečenje uključuju: poremećaje spavanja, epileptične napade, poremećaj 

nedostatka pažnje i hiperaktivnosti (eng. attention-deficit/hyperactivity disorder, ADHD), opsesivno-

kompulzivni poremećaj, anksioznost, poremećaje raspoloženja (depresija), gastrointestinalne 
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poremećaje, poremećaje jedenja, gojaznost, katatoniju, samo-povređivanje, agresivnost (Coury, 

2010). Oko 30% dece sa ASD takođe ima intelektualne poremećaje (Baio i sar., 2018) i oko 30% 

minimalno govori (Tager-Flusberg i Kasari, 2013). Takođe je pokazana prisutnost poremećene 

percepcije mirisa, ukusa, vida, sluha i dodira (McCormick i sar., 2016, Rogers i sar., 2003). Tako je 

na primer utvrđeno da autistična deca ne razlikuju prijatne od neprijatnih mirisa i da ova karakteristika 

možda čak može da se koristi kao novi vid testiranja, a i donekle objasni poremećaje u socijalnom 

ponašanju (Rozenkrantz i sar., 2015). Gubitak sluha takođe može da se javi uporedo sa ASD (Mandy 

i Lai, 2016). 

 
Tabela 2. Rani simptomi ASD-a (CDC, 2022) 

Simptomi 

Do 12 meseci Ne odaziva se na ime 

Do 14 meseci Ne pokazuje na predmete da demonstrira svoje interesovanje 

Do 18 meseci Ne igra se igre pretvaranja 

Opšte Izbegava kontakt očima i hoće da bude ostavljeno samo 

Ima problema da razume tuđa osećanja ili da priča o svojima 

Ima zakasneo govor i govorne veštine 

Ponavlja reči ili fraze iznova i iznova (eholalia) 

Daje odgovore nepovezane sa postavljenim pitanjima 

Uznemiravaju ga manje promene 

Ima opsesivne interese 

Ima repetitivne radnje poput mlataranja rukama, ljuljanja ili vrtenja u krug 

Ima neuobičajene reakcije na zvuk, miris, ukus, izgled ili dodir 

 

Uzevši u obzir raznolik set simptoma koji ispoljavaju ASD pacijenti, nije iznenađujuće mišljenje da 

je više etioloških komponenti uključeno u patogenezu bolesti, uključujući genetičke faktore i faktore 

sredine (Jeste i Geschwind, 2014). Značajna uloga genetike u autizmu je jasna, sa nivoom genetičkog 

slaganja od 60% do 92% kod jednojajčanih blizanaca. Skorašnje studije su pokazale genetičku 

kompleksnost ASD-a i njegovu poligensku prirodu (Nishimura i sar., 2007, Sebat i sar., 2007, 

Szatmari i sar., 2007). Iako su de novo i nasleđene retke varijante koje imaju velike posledice relativno 

česte, ne postoji individualna patogenska varijanta prisutna u više od 1% slučajeva sa ASD-om 

(Bourgeron, 2015, de la Torre-Ubieta i sar., 2016, De Rubeis i Buxbaum, 2015, Lee i sar., 2014, 

Sanders i sar., 2015). Geni koji doprinose pojavi ASD-a su uključeni u niz bioloških funkcija, koje 

su generalno prisutne u razvoju i funkcionisanju mozga, uključujući struktuisanje i funkcionisanje 

sinapsi, unutarćelijsku signalizaciju, transkripcionu regulaciju i remodelovanje hromatina (de la 

Torre-Ubieta i sar., 2016, De Rubeis i Buxbaum, 2015, Krumm i sar., 2014). Do sada nije 

identifikovana specifična mutacija koja je jedinstvena za ASD; postoji značajno genetičko 

preklapanje između ASD-a i drugih neurorazvojnih poremećaja, uključujući mentalnu zaostalost, 

epilepsiju i shizofreniju (Coe i sar., 2012, Li i sar., 2016, Pescosolido i sar., 2013). 

Faktori sredine koji su asocirani sa ASD-om uključuju in utero izloženost lekovima, poput valproata 

i talidomida. Drugi prenatalni uticaji koji mogu da budu asocirani sa povećanim rizikom za ASD 

uključuju kratke pauze između trudnoća, mnogobrojne trudnoće, gojaznost majke, krvarenje tokom 

trudnoće, dijabetes tokom trudnoće, veća starost roditelja, infekcije, tj. aktivacija majčinog imunskog 

sistema (Bromley i sar., 2008, Dodds i sar., 2011, Gardener i sar., 2011, Wu i sar., 2017). Tu su takođe 

i perinatalni faktori, kao što su prevremeni porođaji, mala težina novorođenčeta, smanjen rast fetusa, 

hipoksija tokom porođaja, neonatalna encefalopatija, koji su asocirani sa povećanim rizikom za ASD 

(Gardener i sar., 2011, Guinchat i sar., 2012, Lampi i sar., 2012). Ovi sredinski faktori mogu da 

predstavljaju nezavisni rizik prenatalnog razvoja mozga, ili mogu da utiču na funkciju gena kod 

pojedinaca sa genetičkom predispozicijom (Duncan i Keller, 2011). Naučna literatura, uključujući i 

meta-analizu iz 2014. godine koja je obuhvatila preko 1,25 miliona dece (Taylor i sar., 2014), 

odbacuje vakcine kao faktor sredine asociran sa povećanim rizikom za ASD. Nema čak ni dokaza da 

bi imunizacija mogla da pogorša stanje u genetski podložnim podgrupama. Konkretno, vakcina protiv 
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malih boginja, zauški i rubeola nije asocirana sa povećanim rizikom za ASD, čak ni kod dece koja 

imaju stariju braću ili sestre sa ASD-om (Jain i sar., 2015). 

Razvojni poremećaji u mozgu pacijenata sa ASD-om su primećeni u cerebralnom neokorteksu; 

strukturama limbičkog sistema, uključujući hipokampus i amigdalu; bazalnim ganglijama; talamusu; 

moždanom stablu; cerebelumu. Značajna većina abnormalnosti koje su opisane potiče iz prenatalnog 

razvoja mozga (Casanova, 2007, Stoner i sar., 2014, Wegiel i sar., 2010). Ovi poremećaji uključuju 

displaziju, promene u neurogenezi i abnormalnu migraciju neurona (Casanova, 2007, Stoner i sar., 

2014, Wegiel i sar., 2010). Nalazi u cerebralnom korteksu uključuju fokalnu disrupciju neuronalnih 

migracija, minikolumnarne abnormalnosti i varijacije u neuronalnoj gustini (Casanova, 2007, Stoner 

i sar., 2014, Wegiel i sar., 2010). Nove tehnike skeniranja mozga su dodatno demonstrirale prekidanje 

puteva u beloj masi i prekid konekcije između moždanih regiona kod pacijenata sa autizmom 

(Barnea-Goraly i sar., 2004). Dodatne analize su pokazale i asimetrije u mnogobrojnim strukturama 

pacijenata sa ASD-om (Nickl-Jockschat i sar., 2012). Možda i najčešća neuropatološka promena u 

autizmu jeste poremećena citoarhitekturalna organizacija cerebralnog korteksa, cerebeluma i drugih 

subkortikalnih struktura (Bailey i sar., 1998, Kemper i Bauman, 2002). Neobična laminarna 

citoarhitektura sa napakovanim malim neuronima je opisana u klasičnim neuropatološkim studijama, 

bez primetnih abnormalnosti u eksternoj konfiguraciji cerebralnog korteksa (Kemper i Bauman, 

2002). Patologija cerebeluma i moždanog stabla je isto primetno izražena, do tačke da se može reći 

da je gubitak i atrofija Purkinjeovih ćelija u neocerebelarnom korteksu najčešće prijavljeni 

neuropatološki nalaz asociran sa ASD-om (Casanova, 2007). Ipak, ne postoji uniformna 

neuropatologija identifikovana kod ljudi sa ASD-om. 

Jedan od češće prijavljenih nalaza je i poremećen rast mozga (Courchesne, 2004). Pre kliničkog 

početka autizma se izgleda dešavaju dve faze poremećaja moždanog rasta: smanjena veličina glave 

po rođenju i potom nagli preterani rast između 1-2 i 6-14 meseci starosti (Courchesne, 2004, 

Courchesne i sar., 2004). Dodatno, ove i druge studije skeniranja mozga su otkrile abnormalan 

obrazac preteranog rasta mozga i u prednjem režnju, cerebelumu i limbičkim strukturama između 2 i 

4 godine uzrasta, koji je potom bio praćen preteranim usporavanjem u rastu mozga (Courchesne, 

2004, Courchesne i Pierce, 2005, Schumann i sar., 2004). Studije su takođe pokazale preveliki 

volumen mozga asociran sa povećanom subkortikalnom belom masom u prednjem režnju i 

poremećenim obrascem rasta u cerebralnom korteksu, amigdali i hipokampusu (Herbert, 2005). 

Ćelijska osnova rasta mozga nije još uvek razjašnjena, ali postoji nekoliko teorija. Neke od 

mogućnosti su povećani broj neurona ili glija ćelija u mozgu, bilo kroz početnu preteranu produkciju 

ili smanjenje ćelijske smrti. Moguće je čak i da hipertrofija pojedinačanih ćelija dovodi do povećane 

veličine mozga. Jedna od hipoteza je da i redukcija u “orezivanju” i konsolidaciji sinapsi tokom 

razvića dovodi do povećanog broja neurita (McCaffery i Deutsch, 2005). Dendritske abnormalnosti 

su takođe prisutne u ASD-u; smanjeno grananje dendrita u CA1 i CA4 regionu hipokampusa je jedan 

od najranije primećenih nalaza u autizmu (Raymond i sar., 1996). 

Uzeti zajedno, rezultati kliničkih, neuropatoloških studija i studija skeniranja mozga podržavaju 

teoriju da je ASD poremećaj neuronalno-kortikalne organizacije koji dovodi do poremećaja u 

procesuiranju informacija na različitim nivoima nervnog sistema, od strukture sinapsi i dendrita do 

povezanosti puteva i strukture mozga (Geschwind i Levitt, 2007, Minshew i Williams, 2007). Ove 

neurobiološke promene verovatno utiču na razvojni put socijalnog ponašanja i komunikacije tokom 

ranih faza detinjstva (Landa i sar., 2007), i izgleda da su pod uticajem i genetičkih i sredinskih faktora. 

Neke od morfoloških abnormalnosti (na primer, minikolumnarna organizacija) sugerišu da se 

događaji koji su uključeni u patogenezu ASD-a odigravaju tokom ranog neurorazvoja, moguće tokom 

prvog i drugog trimestra trudnoće, mada to još nije zasigurno potvrđeno (Pardo i Eberhart, 2007). 
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1.2.1. ASD i neurotransmiteri 
 

Kod patologije nervnog sistema, očekuje se da su utvrđene strukturne specifičnosti praćene 

promenama u neurotrasmiterskim sistemima. Kod ASD-a, više istraživanja je potvrdilo prisutnost 

abnormalnosti u serotonergičkom, glutamatergičkom i GABAergičkim putevima (Cetin, 2015).  

Nekoliko studija je otkrilo povećan nivo serotonina u krvi, preciznije u trombocitima pacijenata sa 

ASD-om (Burgess i sar., 2006, Lam i sar., 2006). Zanimljivo je da je ovo povećanje specifično za 

autizam ili ASD jer nije primećeno ni u jednom drugom intelektualnom ili neuropsihijatrijskom 

poremećaju (Marotta i sar., 2020). Skorašnje studije su pokazale smanjeno vezivanje za 5-HT2A 

receptore u cerebralnom korteksu (Murphy i sar., 2006). Takođe su pronađeni polimorfizmi u 

promoteru gena za serotoninski transporter SLC6A4 za koje se smatra da su asocirani sa autizmom i 

volumenom kortikalne sive mase (Cho i sar., 2007, Cook i sar., 1997, Devlin i sar., 2005). Dodatno 

je gen ITGB3 predložen kao regulator nivoa serotonina u autizmu na osnovu genetičkih studija 

asocijacije (Weiss i sar., 2006a, Weiss i sar., 2006b); smatra se da postoji sinergistička interakcija 

između ovog i prethodno pomenutog gena, SLC6A4 (Coutinho i sar., 2007). Serotonin igra važnu 

ulogu u razvoju socijalnog ponašanja tokom trudnoće i ranog detinjstva, tako da promene u njegovom 

metabolizmu mogu da dovedu do trajnih problema u socijalnim veštinama i održavanju međuljudskih 

veza (Cetin, 2015). 

Dokazi neuronske disfunkcije i čest razvoj epilepsije podržavaju teoriju o povećanoj ekscitatornoj i 

smanjenoj inhibitornoj aktivnosti u CNS-a kod pacijenata sa ASD (Zimmerman i Connors, 2014). 

Ekscitatorna signalizacija preko glutamatergičkih receptora (GluR) ima verovatnu ulogu u 

kortikalnom razvoju (Manent i Represa, 2007), sa potencijalom učešća u patogenezi ASD-a. 

Skeniranje gena-kandidata i analize asocijacije su pokazale da je niz glutamatergičkih receptora 

asociran sa ASD-om: GluR6 (Jamain i sar., 2002), GluR8 (Serajee i sar., 2003), podjedinica za N-

metil-D-aspartat (NMDA) receptor 2, GRIN2A (Barnby i sar., 2005). Ispitivanje nivoa informacione 

ribonukleinske kiseline (iRNK) i proteina u mozgu pacijenata sa ASD-om je pokazalo značajno 

povećanje u ekspresiji nekoliko gena povezanih sa glutamatergičkim putevima, uključujući 

transporter 1 za ekscitatorne aminokiseline i glutamatni receptor α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-

izoksazolpropionske kiseline (AMPA), (Purcell i sar., 2001). Kako je moguće da GluR-i učestvuju u 

finom podešavanju sinaptičke aktivnosti (Derkach i sar., 2007), moguće je da poremećaji 

glutamatergičke aktivnosti utiču na kortikalni razvoj i plastičnost. 

Što se tiče GABA, kao glavnog inhibitornog neurotransmitera, pokazano je da se u periodu od 15. do 

30. postnatalnog dana kod pacova GABAergički sistem stabilizuje i dostiže vrednosti adultnog. 

Međutim, ispitivanje pacova valproatnog modela autizma u juvenilnom periodu je pokazalo 

smanjenu ekspresiju KCC2, što dovodi do povećanja unutarćelijskog hlora i hiperaktivnosti (Tyzio i 

sar., 2014). Smanjena funkcija i/ili ekspresija GABAA receptora se povezuju sa ASD (Ma i sar., 2005, 

Menold i sar., 2001, Piton i sar., 2013). Konkretno, najčešća varijacija broja ponovaka (eng. copy 

number variation) koja se povezuje sa ASD je duplikacija q11.2-13 regiona 15. hromozoma (Hogart 

i sar., 2010, Moreno-De-Luca i sar., 2013). Ovaj region sadrži gene za α5, β3 i γ3 podjedinicu GABAA 

receptora (Klauck, 2006). Post-mortem analize moždanog tkiva osoba sa ASD su pokazale smanjeni 

nivo i iRNK i proteina za nekoliko podjedinica GABAA receptora, uključujući α5 i β3 podjedinicu 

(Blatt i sar., 2001, Fatemi i sar., 2009, Fatemi i sar., 2010). Što se tiče farmakoloških studija, tretman 

sa niskom dozom neselektivnog PAM-a GABAA receptora, klonazepamom, ublažio je deficite u 

socijalnom ponašanju i memoriji straha u mišjem modelu Dravetovog sindroma, kao 

neuropsihijatrijskog poremećaja koji ima određene obrasce ponašanja prisutne i u ASD-u (Han i sar., 

2012). Pored toga, PAM za α2 i α3 GABAA receptore, L-838,417, popravio je deficite u socijalnoj 

interakciji, repetitivnom ponašanju i prostornom učenju u mišjem modelu ASD-a (Han i sar., 2014). 
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1.2.1.1. ASD i α5 GABAA receptori 

 

Kod pacijenata sa ASD nađene su retke varijacije u genu za α5 podjedinicu. Polimorfizmi 

pojedinačnog nukleotida GABRA5 su asocirani i sa predispozicijom i sa fenotipskim manifestacijama 

kod dece i adolescenata sa ASD-om među pripadnicima Han etničke grupe u Kini (Yang i sar., 2017). 

Pozitronska emisiona tomografija (PET) je pokazala smanjeno vezivanje liganada selektivnih za α5 

GABAA receptore u amigdali i nukleus akumbensu, regionima mozga koji učestvuju u socijalnoj 

interakciji i ponašanjima vezanim za sistem nagrade (Mendez i sar., 2013). Miševi koji nemaju gen 

za α5 podjedinicu (Gabra5−/−) pokazuju nekoliko različitih fenotipova, uključujući ponašanje slično 

autizmu, i ujedno i poboljšano i pogoršano izvođenje pojedinih testova učenja i memorije (Martin i 

sar., 2010). U poređenju sa kontrolnim miševima, Gabra5−/− miševi imaju smanjeni broj socijalnih 

kontakata, oštećene funkcije realizacije, smanjenu vokalizaciju, i od strane majke smanjeno 

prikupljanje prethodno izmeštenih mladunaca (Zurek i sar., 2016). Sve pomenute dosadašnje studije 

sugerišu da bi ligandi koji deluje kao PAM α5 GABAA receptora mogli da ublaže simptome ASD 

(Zurek i sar., 2016).  

 

 

1.2.2. ASD i animalni modeli 
 

Dosadašnji tretmani za pacijente sa ASD-om su uključivali: psihostimulanse (metilfenidat, 

deksmetilfenidat, soli amfetamina, lisdeksamfetamin, dekstoamfetamin), α2 adreneričke agoniste 

(klonidin, gvanfacin), atipične antipsihotike druge generacije (aripirazol, risperidon), selektivne 

inhibitore preuzimanja serotonina (fluvoksamin, citalopram), antiepileptike – stabilizatore 

raspoloženja (valproinska kiselina i natrijum divalproeks). Pomenuta farmakoterapija je uvođena u 

zavisnosti od simptoma pacijenata, pre svega za hiperaktivnost, iritabilnost i disruptivno ponašanje 

(poput agresivnosti i samopovređivanja), repetitivno ponašanje, anksioznost i depresiju (Hyman i 

sar., 2020). Dodatne intervencije se pružaju kroz edukativne prakse, razvojne terapije i bihejvioralne 

intervencije. Međutim, za sada nije dostupan nijedan specifični i delotvorni lek za ASD (Lai i sar., 

2013, Mohiuddin i Ghaziuddin, 2013), tako da postoji hitna potreba za novim tretmanima koji mogu 

da ublaže simptomatologiju bolesti, posebno u socijalnom domenu ispoljavanja. 

U ovom kontekstu, animalni modeli koji imitiraju specifične simptome bolesti su odličan alat 

translacionih istraživanja. Prvo, oni omogućavaju disekciju uloga genetičkih i sredinskih poremećaja 

u patogenezi ASD, čime obezbeđuju bolje razumevanje bioloških mehanizama koji čine osnovu 

ključnih simptoma bolesti. Drugo, oni čine mogućim da se razjasni veza između izmenjenih 

moždanih funkcija u ASD i ponašanja. Konačno, oni su neophodni da bi se validirale nove terapijske 

mete i sposobnost potencijalnog leka da suzbije i/ili spreči simptome (Servadio i sar., 2015). 

Validnost je ključan kriterijum kada se procenjuje korisnost animalnih modela. Idealan animalni 

model bi trebalo da podražava bolest u njenoj simptomatologiji, etiologiji i tretmanu, odnosno da ima 

validnost sličnosti, konstruktivnu validnost i prediktivnu validnost (Blanchard i sar., 2013, Willner, 

1984). Očigledno, imajući u vidu multifaktorsku etiologiju ASD i veliku fenotipsku varijaciju unutar 

svakog domena simptoma, ne postoji animalni model koji može da istovremeno objedini sve 

molekularne, ćelijske i bihejvioralne odlike ASD. Bolji pristup u istraživanju je fokus na domene 

ponašanja životinja koji odgovaraju ključnim dijagnostičkim simptomima bolesti (Crawley, 2012). 

 

 

1.2.2.1. BTBR T+ tf/J soj miševa 

 

Od svih animalnih modela zasnovanih na genetičkim faktorima, jedan od najčešće korišćenih je 

BTBR T+ tf/J (BTBR), visokosrodni (eng. inbred) soj miševa (Slika 6).  

U pitanju je spontani genetički soj koji se od 1997. godine koristio za istraživanja gojaznosti 

(Chadman KK, 2012), a 2007. godine su Moy i saradnici objavili uporedni pregled socijalnog 

ponašanja i reverznog učenja 10 visokosrodnih sojeva, sa zaključkom da je BTBR soj najbolji 
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kandidat za model autizma (Moy i sar., 2007). Ovaj soj ima visoku validnost sličnosti. Prvo, prisutni 

su komunikacioni deficiti – kada se odvoje od svoje majke i legla, BTBR mladunci pokazuju 

neuobičajeni obrazac ultrasonične vokalizacije (USV) i oglašavaju se više i duže u poređenju sa 

kontrolnim C57BL/6J (C57BL) mladuncima (Scattoni i sar., 2008). Ovo može da podseća na atipičnu 

vokalizaciju i intenzivnije i duže plakanje koje je prisutno kod neke autistične odojčadi (Johnson, 

2008). Komunikativni i socijalni deficiti koje pokazuju BTBR životinje perzistiraju tokom razvoja. 

Juvenilni BTBR miševi imaju nizak nivo socijalnog ponašanja u svom kavezu (Babineau i sar., 2013), 

oštećeno socijalno ponašanje (McFarlane i sar., 2008) i smanjeno socijalno istraživanje, asocirano sa 

smanjenom USV (Scattoni i sar., 2013). Kao adulti, imaju smanjeno socijalno prilaženje (McFarlane 

i sar., 2008), poremećen transfer preferencije za određenu hranu od drugog miša (eng. social 

transmission of food preference), (McFarlane i sar., 2008), izmenjenu socijabilnost (Jasien i sar., 

2014), manje obeležavanje teritorije kao odgovora na miris (eng. scent marking) i minimalne USV 

odgovore na ženski urin (Wöhr i sar., 2011). Dalje, i juvenilni i adultni BTBR miševi pokazuju 

izraženu perseveraciju, kao što je kontinualno pokušavanje okretanja točka, čak i kada je zaglavljen 

(Karvat i Kimchi, 2012). Karakteristika soja je njihova visoka sklonost ka timarenju (Brodkin i sar., 

2014, McFarlane i sar., 2008). Postojala je bojazan da je timarenje posledica svraba koji je povezan 

sa gubitkom dlake. Uzrok tome je što BTBR miševi imaju tufted (“bokorast”), tf lokus, tj. mutaciju 

zbog koje imaju karakteristiku da im se u ciklusima gubi dlaka na telu (Lyon, 1956). Međutim, 

istraživanja su potvrdila da broj opalih dlaka tokom timarenja ne pokazuje korelaciju ni sa jednom 

od varijabli timarenja koje su praćene, čime se sugeriše da povećani intenzitet timarenja nije posledica 

svraba, već može da bude primer repetitivnog ponašanja koje su potencijalno izazvali 

neuropsihijatrijski poremećaji (Pearson i sar., 2011). 
 

 
 

Slika 6. Adultni BTBR T + tf/J miš na kome se vidi karakteristično gubljenje dlake u talasima, koji kreće 

od dorzalne površine glave i nastavljaju se ventralno. Preuzeto iz (Ellis i sar., 2012).   
 

 

1.2.2.2. Valproatni model autizma 

 

Najčešći modeli ASD na glodarima zasnovani na sredinskim faktorima, za koje se zna da indukuju 

bolest kod ljudi, koriste prenatalnu izloženost infekcijama ili farmakološkim agensima, kao što je 

valproinska kiselina, u vreme zatvaranja neuralne tube. Valproat je lek sa antikonvulzivnim dejstvom 

i stabilizator raspoloženja, koji se primarno propisuje za lečenje epilepsije i bipolarnog poremećaja 

(Johannessen i Johannessen, 2003). Uprkos velikoj primeni i kliničkoj efikasnosti, ovaj lek ima dobro 

poznata teratogena svojstva. Njegovo korišćenje se povezuje sa rizikom izazivanja više manjih i većih 

malformacija u potomstvu (Jentink i sar., 2010, Kozma, 2001), a pored toga, epidemiološke studije 

su pokazale da je izloženost efektima valproata tokom trudnoće faktor rizika za ASD (Christianson i 

sar., 1994, Williams i Hersh, 1997, Williams i sar., 2001). Na osnovu ovih nalaza, prenatalna 

izloženost valproatu kod glodara je validirana i standardizovana u više laboratorija, i postala je 

najčešće korišćeni model ASD izazvan faktorima sredine kod pacova (Markram i sar., 2008, Rodier 

i sar., 1996) i miševa (Gandal i sar., 2010, Wagner i sar., 2006). 

Uprkos dobro poznatim posledicama izlaganja valproatu tokom trudnoće, mehanizam koji dovodi do 

njih je još uvek nepoznat. Mehanizam dejstva ovog leka uključuje povećanje GABAergičke 

aktivnosti, smanjenje ekscitatorne transmisije, modifikaciju monoamina, kao i modulaciju voltažno 
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zavisnih natrijumovih i kalcijumovih kanala (Johannessen i Johannessen, 2003). Međutim, izgleda 

da ovi mehanizmi ne korelišu sa promenama u mozgu povezanim sa ASD (Jessberger i sar., 2007). 

Trenutno najšire prihvaćena teorija sugeriše da bi valproat mogao da deluje kao inhibitor histon 

deacetilaze u vreme zatvaranja neuralne tube. Modulacija hromatinske strukture koju kontroliše 

histon deacetilaza je bitna za regulaciju transkripcije i diferencijacije neuralnih matičnih ćelija, tako 

da bi, nakon izlaganja valproatu, funkcije u koje su uključene ove ćelije mogle biti kompromitovane 

(Servadio i sar., 2015). Poremećaji tokom zatvaranja neuralne tube mogu da dovedu do spine bifide 

(Detrait i sar., 2005), koja se kod glodara demonstrira malformacijama repa, karakterističnim 

markerom valproatnog animalnog modela (Saft i sar., 2014), (Slika 7). Dodatno, zatvaranje neuralne 

tube se kod ljudi događa u prvom trimestru (Cavalli, 2008); prethodno je pomenuto da je moguće da 

se promene koje dovode do patogeneze ASD-a događaju upravo u tom periodu (Pardo i Eberhart, 

2007). Kod glodara se neuralna tuba zatvara 11. dana gestacije (Altman i Bayer, 1980). Pokazano je 

da je tretiranje trudnih ženki valproatom 12,5 dana gestacije dovodi do potomaka koji pokazuju 

moždane abnormalnosti koje liče na one koje su prisutne kod autističnih pacijenata (Rodier i sar., 

1997).  

Što se tiče validnosti ovog modela, životinje izložene valproatu pokazuju većinu promena u 

ponašanju koje se viđaju kod autističnih pacijenata. Konkretno, ove životinje imaju poremećeno 

socijalno ponašanje kada se testiraju u testu socijalne igre u detinjstvu (eng. juvenile play test) 

(Chomiak i sar., 2010, Schneider i Przewłocki, 2005), testu socijalne interakcije u odraslosti 

(Markram i sar., 2008, Schneider i Przewłocki, 2005), i testu socijabilnog ponašanja u tri prostorije 

(eng. three-chamber sociability test), (Baronio i sar., 2015, Kerr i sar., 2013). Takođe, pokazane su 

promene u broju USV-ova koje emituju mladunci odvojeni od gnezda (Gandal i sar., 2010). Pored 

poremećaja u socijalnom ponašanju i komunikaciji, otkrivena su i repetitivna i stereotipna ponašanja 

kod životinja prenatalno izloženih efektima valproata, kao što su povećanje vremena provedenog u 

pretresanju šuške i repetitivno timarenje (Baronio i sar., 2015, Kim i sar., 2014, Mehta i sar., 2011). 

 

 
Slika 7. Kategorije poremećaja repa kod mladunaca pacova prenatalno izloženih valproatu. A – skraćen 

rep, B – presavijen u sredini, C – skraćen i savijen rep, D – rep sa dvostrukim presavijanjem. Preuzeto iz 

(Saft i sar., 2014).  



13 
 

2. Ciljevi 
 

Predmet ove doktorske disertacije je bilo ispitivanje dejstva PAM-a α5 GABAA receptora, MP-III-

022, nakon primene na zdravim životinjama u kognitivnim testovima i posle primene u animalnom 

modelu autizma izabranom po ispunjavanju kriterijuma validnosti sličnosti. U skladu sa tim 

definisani su sledeći ciljevi: 

1. Ispitivanje MP-III-022 u različitim testovima memorije koji ne uključuju uslovljavanje (da bi 

se izbegli dodatni efekti nagrade ili kazne) i na nivo GABRA5 iRNK u odabranim regionima 

mozga; 

2. Ispitivanje validnosti sličnosti BTBR animalnog modela, i ukoliko ti kriterijumi budu 

zadovoljeni, ispitivanje konstruktivne sličnosti u nivou neurotransmitera; 

3. Ispitivanje validnosti sličnosti valproatnog animalnog modela, i ukoliko ti kriterijumi budu 

zadovoljeni, ispitivanje konstruktivne sličnosti u nivou neurotransmitera; 

4. Ispitivanje efekata primene MP-III-022 na izabrani model ASD-a u pogledu ponašanja, 

neuronske funkcije i ekspresije izabranih gena. 
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3. Materijal i metode 
 

Istraživanja su sprovedena koristeći albino pacove Wistar soja, C57BL i BTBR miševe. Životinje 

korišćene za uspostavljanje kolonije su kupljene od Jackson Laboratory, SAD (BTBR soj miševa) i 

od Vojne farme, Beograd (Wistar pacovi i C57BL miševi). Nakon toga, životinje su gajene u 

vivarijumu Farmaceutskog fakulteta u standardnim laboratorijskim uslovima (21 °C ± 2 °C, relativna 

vlažnost 40% – 45%), po 3-5 životinja u standardinm kavezima za pacove ili miševe od pleksiglasa, 

sa slobodnim pristupom hrani (Veterinarski institut, Zemun) i česmenskoj vodi. Držani su na 12 h : 

12 h dnevno/noćnom ciklusu sa uključivanjem svetala (120 lx) u 6 h ujutru. Negovanje životinja i 

većina bihejvioralnih testova (sem ako nije drugačije naznačeno) je sprovođeno tokom dnevne faze. 

Ponašanje životinja u in vivo testovima praćeno je kamerom na plafonu povezanom sa ANY-maze 

softverom (Stoelting Co., Wood Dale, IL, SAD) koji omogućava analizu praćenog ponašanja. Svi in 

vivo eksperimenti sprovedeni su u namenskim prostorijama vivarijuma Farmaceutskog fakulteta. 

U eksperimentima je korišćen ligand MP-III-022 (MP), pre primene životinjama suspendovan u 

odgovarajućem farmakološki inertnom vehikulumu (VEH; 85% destilovana voda, 14% propilen 

glikol, 1% Tween 80). 

 

 

3.1. Ispitivanje uticaja MP-III-022 na učenje, pamćenje i gensku 

ekspresiju α5 podjedinice 
 

Eksperimenti su sprovedeni na 7 – 9 Wistar mužjaka po testu, 9 – 11 nedelja starosti (270 g – 330 g), 

osim juvenilnih pacova koji su korišćeni za test socijalne diskriminacije (3 – 4 nedelje starosti, 18 

Wistar mužjaka po testu). Životinje su primale VEH ili MP i.p. u zapremini od 2 ml/kg telesne mase, 

20 minuta pre bihejvioralnog testa. Testirane su prethodno ustanovljene doze od 1 mg/kg ili 2,5 mg/kg 

ili 10 mg/kg (MP1, MP2,5, MP10) (Stamenić i sar., 2016). 

Životinje smo testirali u 3 različita bihejvioralna testa: Morisov vodeni lavirint za prostornu 

memoriju, test prepoznavanja novog objekta za vizuelnu memoriju i test socijalne diskriminacije za 

socijalnu memoriju. Svi testovi su odrađeni za kratkotrajnu i dugotrajnu memoriju. Dodatno, pored 3 

testirane doze, odlučili smo da testiramo uticaj ponovljenje najmanje doze u testu prepoznavanja 

novog objekta i testu socijalne diskriminacije, na osnovu rezultata dobijenih sa ovom dozom u 

Morisovom vodenom lavirintu. 

Odvojena kohorta bihejvioralno naivnih životinja iste starosti je korišćena za određivanje relativne 

količine iRNK uz pomoć reakcije lančane polimerizacije u realnom vremenu (eng. real-time 

polymerase chain reaction, Real-time PCR). 

 

 

3.1.1. Morisov vodeni lavirint 
 

Vodeni lavirint čini crni kružni bazen (prečnik 200 cm, visina 60 cm) sa uniformnom unutrašnjom 

površinom. Bazen se puni vodom temperature 23 °C (±1 °C) do visine od 30 cm. Ciljna platforma od 

crne plastike (15 cm × 10 cm) je potopljena 2 cm ispod površine vode. Platforma je nevidljiva za 

životinje jer je iste boje kao zid bazena. U okolini bazena nalazi se mnogo orjentira (vrata, cevi na 

zidovima i plafonu, kamera iznad centra bazena). Softver za praćenje virtualno deli bazen u 4 

kvadranta, 3 koncentrična kruga koja obrazuju prstenove i ciljni region koji se nalazi oko platforme, 

u preseku severoistočnog kvadranta i središnjeg prstena (Savić i sar., 2009). Centralni krug zauzma 

10%, središnji prsten 40% i periferni prsten 50% ukupne površine bazena. U eksperimentalnoj sobi 

je indirektno svetlo koje potiče od belih neonskih lampi koje se nalaze na zidovima ispod ravni gornje 

ivice bazena.  

Za ispitivanje kratkotrajne memorije životinje su testirane u jednom danu. Imale su četiri pokušaja 

od maksimalno 120 s da nađu platformu koja se nalazila u sredini severoistočne strane bazena. Pacov 
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se postavljao u vodu (okrenut ka ivici bazena) svaki put sa iste startne pozicije, jugozapadne, koja je 

najdalja od platforme. 

Radi testiranja dugotrajne memorije, pacovi su tokom 5 uzastopnih dana imali eksperimentalni blok 

od 4 pokušaja, takođe maksimalnog trajanja 120 s (akviziciona faza). Pacovi su spuštani u bazen sa 

jedne od četiri nasumično odabrane pozicije: jug, zapad, severozapad i jugoistok, dok je platforma 

bila isto pozicionirana kao prilikom ispitivanja kratkotrajne memorije. Šestog dana pacovi su pušteni 

u probni test u trajanju od 60 s, bez platforme u bazenu, sa jugozapadne pozicije. Tretmani su 

primenjivani jednom dnevno pre svakog eksperimentalnog bloka, sem pre probnog testa koji je 

izveden bez tretmana.  

U oba testa, eksperimentator je vodio pacova do platforme u slučaju da nije uspeo da je nađe tokom 

120 s. Pacovu koji je uspeo da nađe i da se popne na platformu je dozvoljeno da ostane na njoj 15 s. 

Nakon završenog plivanja pacovi su brisani peškirom i vraćani u kavez. 

Parametri koji su bili izabrani za praćenje su: latencija i efikasnost puta za test kratkotrajne memorije 

i akvizicionu fazu testa dugotrajne memorije, kao i vreme provedeno u ciljnom regionu i efikasnost 

puta do ciljnog regiona tokom probnog testa. Efikasnost puta je odnos najkraće moguće putanje do 

platforme i stvarnog pređenog puta životinje. 

 

 

3.1.2. Test prepoznavanja novog objekta 
 

Test prepoznavanja novog objekta je izvođen u drvenoj kutiji (65 cm × 45 cm × 45 cm) u prostoriji 

sa indirektnim belim svetlom jačine 20 lx (Timić Stamenić i sar., 2015). Dan pre početka 

eksperimenta, životinje se habituiraju u praznoj aparaturi u trajanju od 10 min. Sam eksperiment se 

sastoji iz dve faze, familijarizacije i testiranja. Tokom familijarizacije 2 identična objekta se 

pozicioniraju 15 cm od ivica kutije i 25 cm udaljeni jedan od drugog. Pacov se postavlja u aparaturu 

između dva objekta okrenut suprotnom zidu i ostavlja da istražuje tokom 5 min. Životinja se onda 

uklanja iz aparature i vraća se u matični kavez na 30 min za ispitivanje kratkotrajne memorije ili na 

24 h za ispitivanje dugotrajne memorije. Za fazu testiranja, jedan od poznatih objekata je zamenjen 

sa novim; pacov je vraćen u aparaturu i pušten je da istražuje 3 min. Softver je beležio eksploraciju 

objekta kad bi se njuška životinje našla u njegovoj neposrednoj blizini (2 cm ili manje). Za objekte 

su korišćeni Rubikova kocka i limenka Coca-Cola-e. Svaki objekat je bio dostupan u triplikatu i sve 

kombinacije objekata i lokacije objekata su korišćene u balansiranom rasporedu da se smanji uticaj 

potencijalne preferencije ka određenom objektu ili lokaciji. Nakon svake faze, aparatura i objekti su 

brisani sa 70% etanolom da bi se umanjio uticaj olfaktornih stimulusa. 

Životinje su tretirane 20 min pre familijarizacije tokom ispitivanja i kratkotrajne i dugotrajne 

memorije. Odrađen je još jedan test dugotrajne memorije samo sa najmanjom dozom, 1 mg/kg MP-

III-022. Tretman (MP ili VEH) su davani 20 min i pre familijarizacije i pre testiranja u svim 

kombinacijama, dajući 4 eksperimentalne grupe: VEH/VEH, VEH/MP1, MP1/VEH, MP1/MP1.  

Za analizu je korišćen diskriminacioni indeks (vreme provedeno u eksploraciji novog objekta/zbir 

vremena provedenih u eksploraciji poznatog i novog objekta tokom faze testiranja). 

 

 

3.1.3. Test socijalne diskriminacije 
 

Test socijalne diskriminacije poredi vreme koje pacov provodi istražujući poznatog nasuprot novog 

juvenilnog pacova (Terranova i sar., 2005). Procedura se izvodi u noćnoj fazi, 18 h do 21 h, pod 

crvenim svetlom (20 lx). Testiranje se sastoji od dva perioda. Na početku prvog perioda jedan 

juvenilni pacov se postavlja u kavez ispitivanog pacova i njihovo ponašanje se snima tokom 5 min. 

Nakon toga, juvenilni pacov se uklanja iz kaveza i ispitivani pacov ostaje sam tokom 30 min (za 

ispitivanje kratkotrajne memorije) ili 24 h (za ispitivanje dugotrajne memorije). Potom sledi drugi 

period, tokom koga se u kavez ispitivanog pacova vraća poznati juvenilni pacov, i stavlja drugi, novi 

juvenilni pacov. Njihovo ponašanje se snima 3 min. Ručno se meri koliko je ispitivani pacov proveo 
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vremena ispitujući novog, a koliko poznatog juvenilnog pacova (prati se anogenitalno njuškanje, 

lizanje, blisko praćenje i kontakt šapicama). Istraživaču koji prati ponašanje nije poznat tretman 

kojem je izložen ispitivani pacov. Različit par juvenilnih pacova prezentovanom je svakom 

testiranom pacovu. Testirani pacovi su 24 h pre testa bili izdvajani u zasebne kaveze, tretirani 20 min 

pre prvog perioda. U dodatnom, trećem eksperimentu se ispitivala samo najmanja doza, i tretman 

(MP ili VEH) je davan 20 min pre i prvog i drugog perioda, čineći 4 grupe, isto kao što je prethodno 

opisano za test prepoznavanja novog objekta. 

Za analizu je korišćen diskriminacioni indeks dobijen deljenjem vremena koje je testirani pacov 

proveo sa novim juvenilnim pacovom sa vremenom provedenim sa poznatim pacovom tokom drugog 

perioda.  

 

 

3.1.4. Real-time PCR 
 

Korišćeni pacovi (6 – 8 po grupi) su bili netretirani (kontrolna grupa, eng. control (CTRL)) ili su 

primili MP1 ili MP10 i žrtvovani nakon 30 min ili 24 h. Njihovi mozgovi su uklonjeni i postavljeni 

u matriks za mozak (Zivic Instruments). Na osnovu priručnika „Pacovski mozak u stereotaksičnim 

koordinatama” (The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates (Paxinos i Watson, 2005)), izabrani su 

režnjevi mozga koji su isečeni i izvađeni koristeći matriks za mozak i žilete. Strukture od interesa 

(prefrontalni korteks, CA1 i CA2 regioni hipokampusa) isečene su iz režnjeva upotrebom skalpela 

(prefrontalni korteks) i posebno napravljene modle prečnika 1 mm (CA1 i CA2). Ti uzorci su čuvani 

na -80 °C do postupka izolacije RNK. Prvi korak je bila homogenizacija ultrazvučnim 

homogenizerom u trizolu (TRI Reagent, Thermo Scientific AM9738, SAD). Nakon kratkog 

centrifugiranja, dodavan je hloroform, 3 M natrijum acetat (Sigma Aldrich, Nemačka) i glikogen 

(Thermo Scientific R0551). Smeša se vorteksovala i potom centrifugirala (15 min, 15.000 g, 4 °C). 

Uzimao se supernatant koji se potom ispirao tako što se dodavao redom izopropanol, 70% etanol i 

100 % etanol (Sigma Aldrich). Nakon dodavanja svakog alkohola, uzorci su bili vorteksovani, 

centrifugirani (10 min, 15.000 g, 4 °C) i izdvojen je supernatant. Samo u poslednjem koraku se čuvao 

talog, a supernatant se odbacivao i višak etanola se ostavljao da ispari. Talog se potom rastvarao u 

dvostruko prečišćenoj vodi. Merenje koncentracije dobijene RNK je pokazalo da su uzorci imali oko 

500 ng/µl RNK.  

Izolovana RNK je potom podvrgnuta DNaznom tretmanu, radi uklanjanja zaostale 

dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), koristeći kit sa DNazom (DNase I, RNase-free kit, Thermo 

Scientific EN0523). Odmah nakon toga je RNK prevedena u komplementarnu DNK uz pomoć 

komercijalno dostupnog kita (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor, 

Thermo Scientific 4374967). Sama reakcija Real-time PCR-a je izvedena koristeći kit Power SYBR 

Green PCR Master Mix (Thermo Scientific 4367659) pri standardnim uslovima na aparatu 

StepOnePlus Real-time PCR System’s (Thermo Scientific). Korišćeni su sledeći prajmeri: β-aktin 

forward 5′-CGGAACCGCTCATTGCC-3′, reverse 5′-ACCCACACTGTGCCCATCTA-3′ (Faseleh 

Jahromi i sar., 2017) i GABRA5 forward 5′-GCCTTGGAAGCAGCTAAAATC-3′, reverse 5′-

GAAGTCTTCTCCTCAGATGCTCT-3′ (Mendu i sar., 2012). 

 

 

3.1.5. Statistika 
 

Za sledeće bihejvioralne testove je korišćena jednofaktorska ANOVA: probni test Morisovog 

vodenog lavirinta, test prepoznavanja novog objekta i test socijalne diskriminacije. Za akvizicionu 

fazu Morisovog vodenog lavirinta je uzeta srednja vrednost četiri pokušaja po jednom danu po 

jednom pacovu. Morisov vodeni lavirint je potom analiziran koristeći jednofaktorski ANOVA test sa 

ponavljanjem (faktori: tretman i vreme: dani za dugotrajnu memoriju, pokušaji za kratkotrajnu 

memoriju). U slučaju značajnih interakcija za dugotrajni Morisov vodeni lavirint, odvojene 

jednofaktorske ANOVA-e su sprovođene da bi se ustanovio uticaj tretmana na nivou pojedinačnog 
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dana. Gde su bili potrebni post-hoc testovi, rađeni su koristeći Student-Newman-Keuls (SNK) test. 

Nivo iRNK GABRA5 je analiziran poredeći ΔCt vredosti. Svaka tretirana grupa je poređena sa 

kontrolnom koristeći Studentov t-test. Grafička prezentacija Real-time PCR rezultata je urađena kao 

u (Biasin i sar., 2017).  

Svi numerički podaci prezentovani u figurama su dati kao srednja vrednost ± standardna greška. 

Razlike su smatrane značajnim za p<0,05, dok je 0,05<p<0,1 smatrano statističkim trendom. 

Statistička analiza je odrađena u softveru SigmaPlot 14 (Systat Software Inc., Richmond, SAD), a 

grafičko predstavljanje u GraphPad 9 (GraphPad Software, La Jolla California, SAD). 

 

 

3.2. Karakterizacija mišjeg modela ASD-a 
 

Eksperimenti su sprovedeni na miševima BTBR i C57BL soja kao kontroli. Mladunci su ostajali sa 

svojim majkama do 21. postnatalnog dana (P21), kada su bili odvojeni i razvrstani na mužjake i 

ženke. Mladunci oba pola su podvrgnuta bihejvioralnoj bateriji u dva perioda: P30 i P90 (pregled dat 

na Slici 8). Ove dve vremenske tačke su odabrane zato što P30 odgovara prepubertetskom periodu, 

dok P90 predstavlja odraslo doba. Iste životinje nisu prolazile testiranje u oba peroda, da ne bi 

iskustvo stečeno u prvom setu testova uticalo na naredni (eng. carryover effect). Bihejvioralna 

baterija se sastojala iz: neuroloških testova (P21), testa socijalne interakcije (P28/29; P90±2), 

uzdignutog plus lavirinta (P29/30; P91±2), testa spontane lokomotorne aktivnosti (P30/31; P92±2), 

testa tri prostorije (P31 – 33; P93±2 – 95±2), Morisovog vodenog lavirinta (P32±2 – 43±2; P95±2 – 

106±2), testa olfaktorne diskriminacije (P43±2; P1016±2), testa obeležavanja teritorije kao odgovor 

na miris (P107±2). Po soju i polu testirano je 9 – 10 životinja. 

 

 

3.2.1. Neurološki testovi 
 

Kada su mladunci odvojeni od majki, izmerena im je masa i podvrgnuti su seriji neuroloških 

ispitivanja da bi se ustanovilo da nemaju poremećaje koji bi mogli uticati na njihovo ponašanje u 

bihejvioralnim testovima. Ispitivani su sledeći parametri: 

Refleks uspravljanja: Miš se postavljao na žičanu mrežu i okretao tako da leđima leži na podlozi. 

Normalan odgovor je predstavljao da se miš što pre okrene i stane na podlogu sa sve četiri šape. 

Refleks spajanja zadnjih ekstremiteta: Miš se podizao za rep i posmatrali su se pokreti njegovih 

zadnjih ekstremiteta. Dodeljivala se ocena od 1 do 4: 1 za normalan odgovor (širenje zadnjih 

ekstremiteta) do 4 koje ukazuje na neurološke poremećaje (ukrštanje zadnjih ekstremiteta). 

Refleks hvatanja: Šapice miša su nežno dodirivane tankom šipkom. Neurološki normalan odgovor je 

predstavljao hvatanje šipke.  

Refleks održanja ravnoteže: Miš se postavljao na sredinu praznog kaveza. Istraživač je nežno podizao 

kavez, a potom bi ga naglo spustio za oko 10 cm. Normalni odgovor je bio širenje sva četiri 

ekstremiteta da bi se održala ravnoteža i uspravan položaj tela. 

Vizuelni refleks: Životinja je podizana za rep i lagano spuštana do tamne i čvrste površine (ivice 

stola) do visine njuške/očiju, bez da je dodirne. Očekivan odgovor je bilo pružanje prednih 

ekstremiteta u pokušaju da dosegnu ivicu. 

Negativna geotaksija: Životinja se postavljala na ravan komad stiropora nagnut pod uglom od 45°, 

tako da joj je glava okrenuta na dole. Normalan odgovor je bio okretanje na gore i penjanje do 

najvišeg vrha stiropora. 

Orijentacija vibrisa: Vibrise su nežno dodirivane štapićem za uši i očekivan odgovor je bio okretanje 

glave ka stimulusu. 

Odgovor treptanja: Štapić za uši se primicao ka otvorenom oku miša. Normalan odgovor je bio treptaj 

pre nego što štapić dotakne oko. 



18 
 

Odgovor na akustični prepad: U blizini životinje se proizvodio jak, nagli zvuk (udarac metala o 

metal), što je trebalo da izazove trenutni odgovor u vidu iznenadne ekstenzije glave i ektremiteta 

praćeno skupljanjem u pritajeni položaj ili pokušaj bega.  

Test održavanja na žici: Miš se postavljao na dno kutije 20 cm × 20 cm, čiji su zidovi od providnog 

pleksiglasa, a dno žičana mreža. Kad bi se miš stabilizovao, kutija bi se brzo okretala tako da miš 

visi, tj. drži se za žicu. Mereno je koliko je miš uspevao da se održi.  

 

 
Slika 8. Redosled testiranja BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa u bihejvioralnoj bateriji 

po postnatalnim danima (P); versus=u poređenju sa. 

 

 

3.2.2. Test socijalne interakcije 
 

Test socijalne interakcije se izvodio dva dana pod crvenim svetlom (20 lx); prvi dan je bila 

habituacija, a drugi sam test. Svi uslovi su bili isti oba dana, sem što su drugog, test-dana, životinje 

bile uparene. Životinje su oba dana prošle socijalnu izolaciju koja je podrazumevala jedan sat 

proveden samostalno u kavezu. Nakon toga, životinje su stavljane u kaveze (manje kaveze za 

juvenilne miševe (30 cm × 18 cm × 13 cm) i veće kaveze za odrasle miševe (35 cm × 21 cm × 13 

cm)) prekrivene tankim slojem šuške (0,5 cm) na 10 min. Svaka životinja, odnosno svaki par, stavljan 

je u čist kavez sa čistom šuškom. Ponašanje parova je snimano tokom tog vremena u test-danu i 

snimci su posle analizirani od strane istraživača koji nisu znali pol i soj ispitvanih miševa. Životinje 

smo uparili po polu, soju, i težini. Parove su činile životinje iz različitih legala koje se nikad pre nisu 

srele. Praćeni parametri su bili: anogenitalno njušenje, njušenje prednjeg dela tela, praćenje parnjaka, 

provlačenje preko/ispod parnjaka, ležanje jedno pored drugog, i dva ne-socijalna parametra – kopanje 

šuške i timarenje. 

 

 

3.2.3. Uzdignuti plus lavirint 
 

Arena za uzdignuti plus lavirint se nalazi na visini od 60 cm, i sastoji od 2 otvorena (30 cm × 7 cm) i 

dva zatvorena kraka (30 cm × 7 cm × 24 cm), koje povezuje središnji prostor (7 cm × 7 cm). Svaka 

životinja je uzimana iz svog legla, kratko stavljana (~15 s) na sto da se navikne na ravnu površinu i 

odmah potom stavljana u centar aparature, okrenuta ka jednom od zatvorenih krakova. Između svake 

životinje, aparatura je prebrisana 70% etanolom i ostavljena da se osuši. Ponašanje životinje je 
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praćeno tokom 5 min pod crvenim svetlom (20 lx) i analizirani su sledeći parametri: procenat 

vremena proveden u otvorenim kracima i procenat ulazaka u otvorene krake.  

 

 

3.2.4. Test spontane lokomotorne aktivnosti 
 

Na dan testiranja miševi su stavljani u čiste, prazne, bele kutije od pleksiglasa (40 cm × 25 cm × 35 

cm), koje su smeštene u sobu sa crvenim svetlom (20 lx). Strugotina nije korišćena kako bi bilo 

sprečeno kopanje od strane miševa, što bi potencijalno moglo uticati na druge oblike ponašanja. Test 

je trajao 20 minuta, a između svakog testiranja arena je čišćen 70% etanolom, ostavljan da se osuši 5 

min i zatim obrisan papirnom vatom kako bi se uklonili olfaktorni tragovi prethodne životinje. 

U okviru SLA testa praćeni su parametri: vreme provedeno u aktivnosti, pređena distanca, prosečna 

brzina, broj rotacija, broj rotacija u smeru kazaljke na satu i u smeru suprotnom kazaljci na satu, kao 

i vreme provedeno u timarenju, koje je ručno praćeno drugih 10 min (prvih 10 min se smatralo 

habituacijom) naknadnom analizom snimljenog testa od strane istraživača slepih za pripadajuće 

grupe.  

 

 

3.2.5. Test tri prostorije 
 

Test tri prostorije se sprovodio pod crvenim svetlom (20 lx) u aparaturi opštih dimenzija (60 cm × 40 

cm × 22 cm) koja je podeljena na 3 jednake prostorije, jednu centralnu i dve bočne, međusobno 

povezane otvorima (7,5 cm) sa kliznim vratima. Procedura se sastoji iz tri dela. Prvi je habituacija u 

trajanju od 5 min, gde je miš mogao da ispituje sve 3 prostorije. Prostorije su tokom habituacije bile 

prazne, sem 2 prazna žičana kaveza (prečnika 8 cm, visine 15 cm), po jedan u svakoj bočnoj prostoriji. 

Tokom drugog dela procedure, testu socijabilnosti, u jedan kavez je stavljan stimulus-miš, u drugi 

igračkica i test-mišu je dozvoljeno da ispituje prostor tokom 10 min. Pozicije miša-stimulusa i 

igračkice su naizmenično menjane za svakog test-miša. Na kraju, u testu socijalne memorije, umesto 

igračkice je stavljan drugi miš-stimulus, i test-mišu je dato 10 min da se slobodno kreće. Između 

svakog testa, miš je nežno poguran ka centralnom delu, gde je privremeno zatvoren kliznim vratima, 

dok je istraživač postavljao miševe-stimuluse i igračkicu ispod žičanih kaveza. Dva cm oko žičanih 

kaveza su uzeti kao praćena zona njuškanja. Miševi-stimulusi su bili C57BL miševi, upareni po polu 

i uzrastu sa test-miševima, ali iz drugih legala i bez prethodnog kontakta sa njima. Njihova habituacija 

na žičane kaveze je započinjala 2 dana pred test. Miševi su tokom ta 2 dana držani u kavezima 3 puta 

po 15 min. Arena i žičani kavezi su brisani 70% alkoholom između svake životinje. Praćeni parametri 

bili su vreme u svakoj od 3 prostorije tokom sva tri dela testa i diskriminacioni indeks (razlika 

vremena provedenog sa mišem/novim mišem i sa objektom/starim mišem, podeljena sa zbirom ta dva 

vremena). 

 

 

3.2.6. Morisov vodeni lavirint 
 

Testiranje u Morisovom vodenom lavirintu je sprovedeno po istom principu kao u 3.1.1., sa tom 

razlikom da je korišćen bazen bele boje, manjih dimenzija (prečnika 170 cm) i sa providnom 

platformom (prečnika 15 cm). Voda je takođe bila toplija (24 °C) i prekrivala je platformu oko 0,5 

cm. Vrlo bitne razlike u protokolu su uvođenje faze označene platforme (eng. cue) prvog dana, kao i 

protokola standardnog i reverznog Morisovog vodenog lavirinta. Faza označene platforme je prvi dan 

testa, koji se odvijao po protokolu dana akvizicije (3.1.1.) s tim što se na platformi nalazio objekat 

kako bi životinje lakše pronašle platformu i ispitale se njihova sposobnost vida i plivanja. Sledeća 

faza, standardni test, odvijao se kao što je opisano u 3.1.1., s time što je ustanovljeno da je miševima 

neophodno 6 dana akvizicije, nakon čega je usledio jedan dan probnog testa. Nakon toga, devetog 

dana testiranja, započinjao je reverzni test, za koji je platforma bila pomerena u naspramni kvadrant 
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u odnosu na onaj gde je bila primarno pozicionirana. Ovaj poslednji deo protokola se sastojao od 4 

akviziciona dana i probnog testa finalnog dana. Praćeni parametri su bili: latencija, efikasnost puta, 

procenat puta pređenog u periferiji za sve faze testa sem probni; broj ulazaka u ciljni region za oba 

probna testa; i broj ulazaka u prethodni ciljni region za oba dela reverznog testiranja. 

 

 

3.2.7. Olfaktorna diskriminacija 
 

Test olfaktorne diskriminacije se sprovodio u aparaturi za test tri prostorije pod crvenim svetlom (20 

lx). Pre sprovođenja testa miševi su držani u istoj šuški tokom 5 dana. Ta šuška je potom korišćena 

kao izvor poznatog mirisa legla, a potpuno čista šuška kao izvor stranog mirisa. Poznata šuška je 

stavljana u jednu lateralnu prostoriju arene, dok je u drugu stavljana čista šuška. Miš je spuštan u 

centralnu prostoriju i ostavljan da istražuje 2 min. Nakon svakog miša su 70% alkoholom uklanjani 

mirisni tragovi, a po puštanju svih miševa iz jednog legla, sva korišćena šuška je bacana, aparatura je 

detaljno brisana i stavljana je šuška sledećeg kaveza i nova čista šuška. Između svakog legla je 

menjana strana čiste i prljave šuške. Praćeni su sledeći parametri: razlika u latenciji ulaska u čistu i 

poznatu šušku i odnos vremena provedenog u poznatoj nasuprot čistoj šuški. 

 

 

3.2.8. Test obeležavanja teritorije kao odgovor na miris 
 

Test obeležavanja se sprovodio samo na adultnim životinjama, pod crvenim svetlom (20 lx) u 

kutijama od pleksigasa (40 cm × 25 cm × 35 cm) na papiru koji je stavljan na dno kutije. Za donore 

urina su se uzimale životinje istog soja, pola i uzrasta. Donori su stavljani na ravnu čistu površinu, 

hvatanjem za rep im je izdizan zadnji deo tela, i primenjivan nežni pritisak na leđa. Ako ovo 

postupanje nije izazvalo uriniranje, ventralni deo je lagano stimulisan u anteriorno-posteriorno smeru. 

Urin je sakupljan pipetom sa podloge i stavljan u tube od 0,5 ml. U najkraćem mogućem roku kap 

urina (10 µl) je stavljana na centar papira u zonu iscrtanu pre toga. Životinja se potom puštala na 5 

min u arenu. Nakon toga, životinja se vraćala u kavez, papir je vađen i prskan 1% ninhidrinom (Sigma 

Aldrich) rastvorenim u apsolutnom alkoholu i ostavljen da se osuši. Ninhidrin reaguje na prisustvo 

aminokiselina u urinu i boji papir u ljubičasto. Arena je prebrisana 70% alkoholom, ostavljena par 

minuta da se osuši i stavljan je novi papir, nov uzorak urina i puštana sledeća životinja. Papir je 

sledećeg dana skeniran i korišćenjem Adobe Photoshop softvera (Adobe Inc., SAD) određena je 

površina papira sa oznakama obeležavanja teritorije. Tragovi ostali od uriniranja nisu uzimani u obzir. 

 

 

3.2.9. Statistika 
 

Za skoro sve testove je korišćena dvofaktorska ANOVA (faktori: soj i pol), sem za Morisov vodeni 

lavirint koji je analiziran koristeći dvofaktorski ANOVA test sa ponavljanjem (faktori: soj, pol i 

vreme – uzimana je srednja vrednost četiri pokušaja po cue/jednom akvizicionom danu po jednoj 

životinji). U slučaju značajnih interakcija za dugotrajni Morisov vodeni lavirint, odvojene 

jednofaktorske ANOVA-e su sprovođene da bi se ustanovio uticaj tretmana na nivou pojedinačnog 

dana. Uticaj samog faktora vremena nije prikazivan. Za poređenje dva različita smera rotacija za test 

spontane lokomotorne aktivnosti korišćen je upareni t-test za svaku grupu. Takođe je koršćena 

MANOVA za test socijalne interakcije i test tri prostorije. Za test socijalne memorije u testu tri 

prostorije dodatno je korišćen One sample t-test za diskriminacioni indeks gde je bilo potrebe. Gde 

su bili potrebni post-hoc testovi, rađeni su koristeći Holm-Sidak test.  

Svi numerički podaci prezentovani na slikama dati su kao srednja vrednost ± standardna greška. 

Razlike su smatrane značajnim za p<0,05, dok je 0,05<p<0,1 smatrano statističkim trendom. 

Statistička analiza je odrađena u softverima SigmaPlot 14 (Systat Software Inc., Richmond, SAD) i 
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SPSS 23 (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, SAD), a grafičko predstavljanje u GraphPad 9 

(GraphPad Software, La Jolla California, SAD). 

 

 

3.3. Karakterizacija pacovskog modela ASD-a 
 

Pacovi su sparivani u posebnoj sobi vivarijuma Farmaceutskog fakulteta i svakog jutra je proveravano 

da li je došlo do koitusa uzorkovanjem vaginalnog brisa. Dan kada je mikroskopski nalaz bio 

pozitivan označen je kao nulti dan gestacije, odnosno nulti embrionalni dan (E0). Ženke su nakon 

toga odvajane od mužjaka i grupisane 2 – 3 po kavezu do E19, kad su odvajane kako bi bile same 

dan – dva neposredno pred porođaj.  

Ženke su E12,5 tretirane jednom intraperitonealnom dozom (2 ml/kg) od 500 mg/kg natrijum 

valproata (VPA grupa). Natrijum valproat (Sigma Aldrich) je rastvoren u fiziološkom rastvoru (0,9 

% NaCl) u koncentraciji 250 mg/mL. Istovremeno je ženkama iz kontrolne grupe (eng. control, 

CTRL) primenjen fiziološki rastvor u istoj zapremini. Tretirano je 10 ženki po grupi. 

Mladunci su ostajali sa svojim majkama sve do 21. dana od rođenja, kada su bili zalučeni i razvrstani 

na mužjake i ženke. U kavezu je držano 4 – 5 životinja, sve potekle iz istog legla. Kavezi sa 

mužjacima i kavezi sa ženkama su smešteni u odvojenim sobama. Mladunci oba pola, i to dve do tri 

životinje po leglu, podvrgnuti su bihejvioralnom testiranju u dva perioda: P30 i P90. Ove dve 

vremenske tačke su odabrane zato što P30 odgovara pretpubertetskom periodu, dok P90 predstavlja 

odraslo doba. 

Mladunci su podvrgnuti nizu neuroloških testova (P7-16), a par dana nakon toga je započela 

bihejvioralna baterija sa testom socijalne interakcije (P28/29), posle koje su pacovi odvojeni u dve 

kohorte (Slika 9). Prva kohorta je prošla test spontane lokomotorne aktivnosti (P29/30) i Morisov 

vodeni lavirint (P31/32 – 42/43), a druga uzdignuti plus lavirint (P29/30) i test tri prostorije (P31/32). 

Životinje su opet ušle u testiranje kao adulti, prvo sve zajedno u testu socijalne interakcije (P89±1), 

a potom su se kohorte opet odvojile. Prva kohorta je sad bila ta koja je testirana u uzdignutom plus 

lavirintu (P91±1) i u testu tri prostorije (P92±1), a potom i u testu obeležavanja teritorije kao odgovor 

na miris (P98±1). Druga kohorta je prošla testove spontane lokomotorne aktivnosti (P91±1) i 

Morisovog vodenog lavirinta (P92±1 – P103±1). Nakon toga su sve životinje prošle test olfaktorne 

diskriminacije. Na ovaj način životinje nisu prolazile iste testove u oba peroda, čime se obezbedilo 

da iskustvo stečeno u prvom setu testova ne utiče na naredni (eng. carryover effect), sem za socijalnu 

interakciju za koju smo smatrali da će socijabilnost pacova da prevagne nad bilo kakvim carryover 

efektom, a nama je pružilo veći broj parova za analizu. 

Iz većine legala je izdvojena po jedna životinja svakog pola koja je ostala bihejvioralno naivna i 

korišćena je za analizu koncentracije neurotransmitera u određenim delovima mozga. 

 

 

3.3.1. Neurološki testovi i masa trudnih ženki 
 

Pored praćenja mase majki tokom trudnoće i mase mladunaca P7 i P21, takođe su sprovedeni sledeći 

neurološki testovi da bi se utvrdilo da valproat nije naneo oštećenja koja bi dovela u pitanje dalje 

testiranje ovih životinja u bihejvioralnim testovima: 

Refleks uspravljanja (P7): Mladunci su nežno okretani na leđa i beleženo je vreme potrebno da stanu 

na podlogu na sva četiri ekstremiteta. 

Olfaktorna diskriminacija (P10): Mladunci su stavljani na sredinu manjih kaveza (35 cm × 21 cm × 

13 cm) dok je na jednu stranu kaveza bila postavljena njihova šuška, a na drugu stranu čista, 

nepoznata šuška. Mereno je vreme potrebno da dođu i uđu u poznatu šušku. Vreme dato za pronalazak 

šuške je iznosilo 2 min, i to vreme je upisivano ukoliko životinja ne bi našla svoju šušku ili ako bi 

ušla u nepoznatu. 
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Negativna geotaksija (P12): Mladunci su postavljani na ravnu podlogu prekrivenu peškirom pod 

uglom od 45°, glavom na dole. Praćeno je vreme potrebno da se u potpunosti okrenu glavom 

okrenutom ka podignutom kraju (maksimalno 120 s). 

Otvaranje očiju (P12, 14, 16): Praćeno je otvaranje kapaka mladunaca i dodeljivane su ocene: 0 – 

nijedno oko otvoreno, 1 – otvoreno 1 oko, 2 – otvorena oba oka. 

Odgovor na taktilnu stimulaciju (P16): Vrhovi ušiju pacova su nežno dodirivani štapićima za uši i 

reakcija je ocenjivana na sledeći način: 0 – nije bilo reakcije, 1 – pomeranje uveta, 2 – potpuno 

izbegavanje. 

 

 
 
Slika 9. Redosled testiranja kontrolnih (eng. control, CTRL) i valproatnih (VPA) pacova u bihejvioralnoj 

bateriji po postnatalnim danima (P); embrionalni dan 12, 5 (E12,5). 

 

 

3.3.2. Test socijalne interakcije 
 

Test socijalne interakcije je izvođen od 18 h do 21 h, pod crvenim sveltlom (20 lx) u tamnoj fazi, 

kada su pacovi najaktivniji. Prvog dana, pacovi su bili izolovani u individualnim kavezima: juvenilni 

3,5 h (Schneider i Przewłocki, 2005), odrasli pacovi 24 h. Nakon toga su bili habituirani 10 min u 

kutijama od neprovidnog pleksiglasa manjih dimenzija (40 cm × 25 cm × 35 cm) za juvenilne pacove, 

odnosno većih (40 cm × 60 cm × 35 cm) za odrasle pacove. Sledećeg dana, životinje su prošle istu 

proceduru, ali su ovaj put bile u parovima istog pola, prenatalnog tretmana i što sličnijoj težini, iz 

različitih legala. Dno i zidovi kutija su bili prebrisani 70% etanolom između svake životinje/para.  

Parametri koji su pritom praćeni bili su:  

- parametri socijalnog ponašanja nevezanog za igru: njušenje i timarenje uparene životinje, 

provlačenje preko/ispod uparene životinje i između pacova i zida i praćenje uparene životinje 

(Schneider i Przewłocki, 2005), manipulacija repom (hvatanja i griženje repa uparene životinje) 

(Schneider i Koch, 2005),  

- parametri socijalnog ponašanja vezanog za igru: tuš, rvanje i boks (Auger i Olesen, 2009).  

Kod odraslih životinja nije praćeno ponašanje tuš i manipulacija repom, pošto je ono karakteristično 

za juvenilne životinje (Schneider i Koch, 2005). 

Pored toga je praćen i ne-socijalni parametar, vreme provedeno u timarenju. 
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3.3.3. Uzdignuti plus lavirint  
 

Dimenzije aparature korišćene za uzdignuti plus lavirint su: 50 cm × 10 cm, sa ivicom od 0,3 cm za 

otvorene krake, 50 cm × 10 cm × 40 cm za zatvorene krake i 10 cm × 10 cm za središnji deo koji ih 

povezuje. Ponašanje životinja je praćeno tokom 5 min pod crvenim svetlom (20 lx) u opisanom 

lavirintu i analizirani su isti parametri kao u 3.2.3. 

 

 

3.3.4. Test spontane lokomotorne aktivnosti 
 

Test spontane lokomotorne aktivnosti je sproveden kao u 3.2.4. Slobodno kretanje pacova je praćeno 

tokom 20 min u manjim (40 cm × 25 cm × 35 cm) ili većim kutijama (40 cm × 60 cm × 35 cm) od 

neprozirnog pleksiglasa u zavisnosti od starosti ispitivanih životinja.  

 

 

3.3.5. Test tri prostorije 
 

Test tri prostorije se odvijao na isti način opisan u 3.2.5 za miševe, sem što je prvi deo testa, 

habituacija, trajao 10 min. Korišćena aparatura za pacove je bila veća (opštih dimenzija 95 cm × 50 

cm × 35 cm), kao i žičani kavezi (prečnika 10 cm i visine 24 cm za juvenilne, prečnika 14 cm i visine 

26 cm za odrasle pacove). Pacovi koji nisu istraživali sve tri prostorije tokom sva tri dela testa su 

isključeni iz analize. 

 

 

3.3.6. Morisov vodeni lavirint 
 

Morisov vodeni lavirint je sproveden kao u 3.1.1. Sastojao se iz standardnog i reverznog testa, oba 

sprovođena po istoj procedure: 5 dana akvizicije i jedan dan za probni test. Jedina razlika je bila u 

tome da je za reverzni test platforma (kao i sve pozicije puštanja životinja) pomerena dijagonalno 

suprotno u odnosu na poziciju koju je imala tokom standardnog testa,. Analizirani su parametri isti 

kao u 3.2.6. 

 

 

3.3.7. Olfaktorna diskriminacija 
 

Test olfaktorne diskriminacije je sproveden kao što je opisano u sekciji 3.2.7. za miševe. Razlika je 

bila u korišćenoj većoj aparaturi tri testa za pacove i da je poznata šuška uzimana iz kaveza koji nisu 

bili presvučeni 2 dana.  

 

 

3.3.8. Test obeležavanja teritorije kao odgovor na miris 
 

Test obeležavanja se sprovodio kao u 3.2.8. uz određene modifikacije. Test je sprovođen u noćnoj 

fazi i korišćena je veća arena (lateralne prostorije arene za test 3 prostorije). Velika razlika je bilo 

korišćenje dve staklene pepeljare (10,5 cm × 6,5 cm × 1,5 cm), koje su držane na jednom i drugom 

kraju arene (po dužini). Razlog za ovu modifikaciju je nalaz da se kod pacova pojačava obeležavanje 

teritorije u slučaju prisustva objekata odgovarajućih veličina (Birke i Sadler, 1984). Jedna od 

pepeljara je nosila miris životinje-donora (duže ivice su se trljale o anogenitalni region pacova-donora 

i potom se tu nanosilo 7 µl –10 µl urina). Obe pepeljare su imale nalepnice na svojoj gornjoj površini 

(otvor je bio okrenut na dole) i površina njihovog obeležavanja je sabirana sa površinom obeleženog 

papira – podloge. 
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3.3.9. Neurohemija 
 

Izolacija i kvantifikacija neutoransmitera iz mozga pacova je odrađena na bazi protokola opisanog u 

radu (Huang i sar., 2014). Pojedinačni rastvori neurotransmitera (500 µg/ml) su pripremani 

rastvaranjem 2,5 mg neurotransmitera u 5 ml metanola (0,1% mravlje kiseline), odnosno vode za 

glutamat. Rastvori su čuvani na -20 °C, sem glutamata koji je čuvan na 4 °C do 72 h. Serija 

kalibracionih rastvora za serotonin, dopamin, noradrenalin, acetilholin (0,001 µg/ml, 0,005 µg/ml, 

0,01 µg/ml, 0,05 µg/ml, 0,1 µg/ml, 0,5, 1 µg/ml) i GABA i glutamat (0,05 µg/ml, 0,25 µg/ml, 0,5 

µg/ml, 2,5 µg/ml, 5 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml) je pripremana razblaživanjem početnog rastvora 

mobilnom fazom (0,1% mravlje kiseline u vodi/acetonitrilu, 98:2, v/v). U svaki rastvor je dodat 

benzilamin rastvoren u metanolu (0,1% mravlje kiseline) kao interni standard (finalna koncentracija 

3 µg/ml). Sve supstance su kupljene od Sigme Aldrich. 

Životinje su žrtvovane P30 i P90, dekapitovane i njihovi mozgovi su bili izvađeni i na ledu su 

disektovane sledeće strukture: olfaktorni bulbus, frontalni korteks, striatum, dorzalni i ventralni 

hipokampus i cerebelum. Uzorci su odmah bili mereni na analitičkoj vagi, zamrznuti u tečnom azotu 

i držani na -80 °C do analize. Prvi korak u pripremi uzoraka je bio dodavanje hladnog metanola (0,1% 

mravlje kiseline) u odnosu 1:12,5 (tkivo (mg): metanol (µl)). Nakon toga je uzorak homogenizovan 

ultrazvučnom sonifikacijom i 100 µl homogenata je razblaženo 3,2 puta (ukupno razblaženje je bilo 

40 puta) sa 175,2 μl hladnog metanola (0,1% mravlje kiseline) i 44,8 μL internog standarda (30 μg/ml 

benzilamina). Uzorci su zatim bili vorteksovani i centrifugirani tokom 10 min na 18.000 g, 4 °C. 

Supernatant je potom bio uparen pod mlazom azota, a suvi ostatak rekonstituisan sa 350 μl mobilne 

faze. Posle ponovnog centrifugiranja pod istim uslovima, supernatant je prebačen u vijalice za sistem 

tečne hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom (eng. liquid chromatography with tandem 

mass spectrometry, LC–MS/MS).  

Za analizu je korišćen Accela LC system opremljen trostrukim kvadrupolskim masenim 

spektometrom (Thermo Scientific TSQ Quantum Access Max). Jonizacija analita je izvršena na 

elektrosprej jonizatoru sa zagrevanjem (eng. heated electrospray ionization, HESI). Detekcija na 

masenom analizatoru je izvršena u pozitivnom modu uz primenu sledećih optimizovanih uslova: 

napon spreja 4000 V; temperatura isparivača 325 °C; linearni pritisak azota – gasa nosača (eng. sheath 

gas) 30 jedinica; kružni pritisak azota – gasa nosača (eng. auxiliary gas) 10 jedinica; pritisak azota – 

gasa čistača jona (eng. ion sweep gas) 1,0 jedinica; temperature kapilare 300 °C; vreme skeniranja 

0,2 s; rezolucija na prvom kvadrupolu 0,70 Da; pritisak argona – kolizionog gasa 1,5 mTorr. 

Detekcija analita izvršena je metodom praćenja izabrane jonske tranzicije (eng. selected reaction 

monitoring, SRM) na sledeći način: GABA m/z 104 → 87 (CE, 10 V), acetliholin m/z 146 → 87 

(CE, 14 V), glutamat m/z 148 → 84 (CE, 16 V), dopamin m/z 154 → 137 (CE, 8 V), noradrenalin 

m/z 170 → 152 (CE, 5 V), serotonin 177 → 160 (CE, 8 V) i benzilamin m/z 108 → 91 (CE, 10 V). 

Automatska optimizacija parametara izvršena je programom TSQ Tune. Kontrola rada instrumenta i 

obrada podataka izvršena je primenom računarskog programa Xcalibur 1.3. 

 

 

3.3.10.  Statistika 
 

Pošto je eksperimentalni tretman primenjen trudnim ženkama, samim tim celom leglu, za statističku 

analizu korišćena je jedna vrednost po leglu, tj. srednja vrednost za bihejvioralne podatke svih 

životinja istog pola iz istog legla (Lazic i Essioux, 2013). Za neurološke testove je korišćen Studentov 

t-test sa jedinim faktorom prenatalnim tretmanom; pošto su neurološki testovi izvođeni u prvih 16 

dana života mladunaca, određivanje pola nije moglo da se smatra preciznim, stoga pol nije postojao 

kao faktor. Pored toga, statistika je odrađena kao što je opisano u 3.2.9 sem što je faktor soj bio 

zamenjen prenatalnim tretmanom.   
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3.4. Ispitivanje uticaja primene MP-III-022 na pacovski model ASD-a 
 

Wistar pacovi su spareni, trudne ženke tretirane valproatom i mladunci zalučivani i gajeni kao što je 

opisano u 3.3. 

 

 

3.4.1. Farmakokinetika MP-III-022 
 

Odvojena kohorta pacova je korišćena da bi se odabrala odgovarajuća doza MP-III-022. Tokom 7 

dana, P21-27, CTRL mužjaci su intraperitonealno tretirani (5 mg/kg) sa 0,33 mg/kg ili 1 mg/kg ili 2 

mg/kg MP-III-022. Tri životinje su žrtvovane za svaku od četiri vremenske tačke (24 h posle 1. doze, 

20 min posle 3. doze, 20 min posle 7. doze, i 24 h posle 7. doze). Da bi se ustanovilo da li postoji 

razlika među polovima, isti eksperiment je urađen sa ženkama koristeći doze 0,33 mg/kg ili 1 mg/kg. 

Dodatno, doza od 1 mg/kg je ispitivana i u VPA pacovima, da bi se ustanovile potencijalne 

farmakokinetičke razlike između CTRL i VPA pacova, pošto je prethodna studija pokazala da 

prenatalni tretman valproatom dovodi do poremećene ekspresije enzima jetre (Bambini-Junior i sar., 

2011). 

U navedenim vremenskim tačkama, pacovi su anestezirani ketaminom, dekapitirani i njihovi 

mozgovi su vađeni, odmeravani u ependorficama i ultrazvučno homogenizovani u 1,25 ml metanola. 

Zatim je homogenat centrifugiran (3400 x g, 20 min), a supernatant dalje pripreman tečno-čvrstom 

ekstrakcijom (eng. solid–phase extraction, SPE) i potom analiziran LC–MS/MS analitičkom 

metodom. Kao interni standard korišćen je SH-I-048A ((S,E)-7-bromo-5-(2-fluorofenil)-3-metil-

1Hbenzo[e][1,4]diazepin-2(3H)-on), neselektivni agonist za benzodiazepinsko mesto GABAA 

receptora visokog afiniteta i efikasnosti (Obradović i sar., 2014). 

SPE je izvođen uz pomoć Oasis® HLB kertridža (Waters, Milford, MA, SAD), prethodno 

kondicioniranih metanolom i destilovanom vodom. Kao uzorci su nanošeni supernatant homogenata 

mozga, a kertridži su ispirani sa 1 ml 5% metanola. Kertridži su zatim sušeni pod vakuumom, a 

supstanca od interesa je eluirana sa 1 ml metanola. Takvi uzorci su onda injektovani u LC sistem. Za 

separaciju jedinjenja korišćena je kolona XTerra RP18 (Waters). Koncentracije MP-III-022 u 

moždanom tkivu određivane su pomoću Waters Alliance 2695, Mass Lynx, Waters ZQ 2000 

kvadrupolnog analizatora koji koristi jonizaciju u elektrospreju (eng. the electrospray ionization 

interface, ESI-MS; Waters), a podaci su dobijeni praćenjem izabranog jona (eng. selected ion 

monitoring, SIM) jonske mase m/z 237 i skeniranjem opsega jonskih masa m/z 100–400 (eng. full–

scan ESI+mode). 

 

 

3.4.2. Tretman sa MP-III-022 
 

I VPA i CTRL pacovi oba pola tretirani su svakog dana oko 10 h ujutru od P21 do P27 sa 0,33 mg/kg 

(MP0,3) ili 1 mg/kg (MP1) ili vehikulumom (VEH). Ovo je činilo 12 test grupa. Samo jedan ili dva 

mladunca istog pola po leglu su dobijali isti tretman. Za razliku od prethodnih eksperimenata za 

uspostavljanje valproatnog modela, za ovaj segment testova nije uzimana srednja vrednost više 

životinja iz legla, već je analizirana pojedinačna vrednost svake životinje. Ovakav pristup je odbran 

zato što je svaka životinja ovde direktno dobijala svoj pojedinačni tretman. 

U svakom testu je testirano 9 – 12 životinja. Bihejvioralna baterija se sastojala od socijalne interakcije 

(P27), uzdignutog plus lavirinta (P28), testa spontane lokomotorne aktivnosti (P30) i Morisovog 

vodenog lavirinta (P31-42), (Slika 10). Za bateriju su odabrani testovi i parametri iz odeljka 3.3. koji 

su se pokazali relevantnima u demonstriranju razlike između valproatnog modela autizma i kontrolne 

grupe i/ili koje je tehnički/logistički bilo moguće sprovesti tako da sve životinje prođu isti test svaki 

dan. 
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Slika 10. Shematski prikaz prenatalnog tretmana (kontrola (eng. control, CTRL) ili valproata (VPA)) 

primenjenog 12,5 embrionalnog dana (E12,5) i postnatalnog tretmana (vehikulum (VEH), MP-III-022 

0,33 mg/kg (MP0,3) ili 1 mg/kg (MP1)) datog životinjama oba pola (muškog (lat. masculinum, M) i 

ženskog (lat. femininum, F)) tokom postnatalnih dana (P) i ispitivanje u sledećim testovima: test socijalne 

interakcije (SI), uzdignuti plus lavirint (UPL), test spontane lokomotorne aktivnosti (SLA) i Morisov 

vodeni lavirint (MVL). 

 

 

3.4.2.1. Test socijalne interakcije 

 

Test socijalne interakcije je rađen kao što je opisano u 3.3.2. 

 

 

3.4.2.2. Uzdignuti plus lavirint  

 

Uzdignuti plus lavirint je rađen kao što je opisano u 3.3.3. 

 

 

3.4.2.3. Test spontane lokomotorne aktivnosti 

 

Test spontane lokomotorne aktivnosti je rađen kao što je opisano u 3.3.4. 

 

 

3.4.2.4. Morisov vodeni lavirint 

 

Morisov vodeni lavirint je rađen kao što je opisano u 3.3.6. 

 

 

3.4.3. Primarna ćelijska kultura i oslikavanje kalcijuma (eng. calcium imaging) 
 

Primarne hipokampalne ćelijske kulture su izolovane iz novorođenih (P0) Wistar pacova čije su 

majke bile tretirane fiziološkim rastvorom (CTRL ćelije) ili valproatom (VPA ćelije). Prvo je 

izolovan ceo mozak, onda su moždane hemisfere otklonjene, kao i ovojnice koje okružuju 

hipokampus. Nakon toga je hipokampus izvađen i stavljen u tube od 2 ml napunjene hladnim 

sterilnim fiziološkim rastvorom sa fosfatnim puferom (eng. phosphate-buffered saline, PBS; NaCl 

137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,5 mM). Kombinovani su hipokampusi 3 

mladunca oba pola istog prenatalnog tretmana. Izolovani hipokampusi su isprani PBS-om i inkubirani 

zajedno sa sveže rastvorenim tripsinom iz svinjskog pankreasa (1 mg/ml, Sigma-Aldrich) tokom 10 

min na 37 °C uz povremeno mešanje. Potom je usledilo ispiranje i resuspenzija u medijumu za 

sađenje ćelija (medijum Neurobasal sa dodatkom 10% seruma fetalnog govečeta i 1% GlutaMAX-I, 

sve kupljeno od Gibco, Invitrogen, SAD, i gentamicin 10 μg/ml, Sigma-Aldrich). Suspenzija je 

propuštana par puta kroz nastavke za pipetu od 1 ml, pa potom od 200 μl. Preostalom debrisu je 

ostavljeno da se slegne tokom 1 min – 3 min. Nakon toga je suspenzija sada pojedinačnih ćelija 

prebačena u novu tubu od 2 ml. Ćelije su prebrojane i 12.000 – 15.000 ćelija su zasađene na pokrovna 

stakla od 7 mm (#1, Menzel Glasser, Nemačka), prethodno prekrivena poli-D-lizinom (10 μg/ml, 

Sigma-Aldrich). Pošto su se ćelije prilepile (~30 min), u Petrijeve posude sa pokrovnim staklima je 
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dodato po 2 ml medijuma za rast (medijum Neurobasal sa dodatim 2% B27, 1% GlutaMAX-I sve 

kupljeno od Gibco, Invitrogen, i gentamicin 10 μg/ml, Sigma-Aldrich). Neuroni su gajeni u vlažnoj 

atmosferi od 5% CO2/95% vazduha na 37 °C. Polovina medijuma je menjana svaki drugi dan i citozin 

β-D-arabinofuranozid hidrohlorid (AraC, Sigma-Aldrich) je dodavan u medijum po potrebi da bi se 

suprimirao preteran rast glija.  

Bazirano na prethodno objavljenoj studiji (Ganguly i sar., 2001) i našem pilot eksperimentu (testirali 

smo ćelije počevši od 3 dana u kulturi (eng. day in vitro, DIV)) kod većine neurona GABA postaje 

ekscitatorna tokom DIV 13. Stoga je ta vremenska tačka izabrana za uspostavljane osnovne razlike 

između VPA i CTRL neurona u frekvenciji i amplitudi spontanih kalcijumovih oscilacija, kao i u 

amplitudi i površini ispod krive GABA-indukovanih kalcijumovih oscilacija. Sledeći deo 

eksperimenta je bio primena tretmana (30 nM MP-III-022, što odgovara najvišoj slobodnoj 

koncentraciji u mozgu procenjenoj kao selektivnoj za α5 GABAA receptore) rastvorenog u 

fiziološkom rastvoru (eng. saline, SAL; ista zapremina SAL-a dodata za kontrolu) i praćenje njegovih 

efekata na DIV 15. Time smo imali 4 eksperimentalna uslova (CTRL SAL, CTRL MP, VPA SAL, 

VPA MP). 

Postupak oslikavanja kalcijuma je bio isti za sve eksperimente. Korišćen je ćelijski-propusan 

indikator acetoksimetil (AM) estar Fluo-4 (Fluo-4 AM, Molecular Probes, Eugene, OR, SAD). Ćelije 

su inkubirane sa 5 μM Fluo-4 AM tokom 30 min na 37 °C. Pre snimanja, ćelije su isprane 3 puta i 

držane u vanćelijskom rastvoru (eng. extracellular solution, ECS) dodatnih 10 min – 15 min na 

sobnoj temperaturi da bi se omogućila de-esterifikacija indikatora. Pokrovna stakla su potom 

prebačena u komoru za snimanje sa 1 ml radnog rastvora, stavljena na invertovani epifluorescentni 

mikroskop (AxioObserver A1, Carl Zeiss, Oberkochen, Nemačka) opremljen objektivom LD LCI 

Plan-Apochromat 25×/0,8 (Carl Zeiss) u kombinaciji sa sistemom za vizualizaciju VisiFluor Calcium 

Ratio Imaging System. Izvor ekscitacionog svetla je bila Xenon Short Arc lampa (Ushio, Japan) 

zajedno sa polihromatorskim sistemom visoke brzine (VisiChrome, Visitron Systems GmbH, 

Puchheim, Nemačka). Eksitaciono svetlo (480 nm) i emisiono svetlo su prolazili kroz FITC set filtera 

(Chroma Technology Inc., VT, SAD). Uzastopni snimci su dobijeni upotrebom digitalne kamere 

Evolve 512 EMCCD Digital Camera System (Photometrics, Tucson, AZ, SAD) svakog sekunda 

tokom 280 s – 300 s uz pomoć softvera VisiView high-performance imaging software (Visitron 

Systems, Nemačka). Osnovna fluorescencija je snimana tokom 3 min pod stalnom perfuzijom ECS-

a. Potom je dodato 10 µM GABA rastvorene u ECS-u pomoću prilagođenog sistema za unos, preko 

staklenih pipeta (0,8 mm unutrašnji prečnik, pozicionirane ~350 μm dalje i ~1 mm iznad ćelije, pod 

uglom od 45°) povezanih sa sistemom za razmenu rastvora velike brzine, High Speed Solution 

Exchange System (ALA Scientific Instruments, Farmingdale, NY, SAD) sa propusnim ventilima i 

VC3 električnim kontrolerom za ventile. Zapremina u komori za snimanje je držana na ~1 ml 

usisavanjem sa površine rastvora. Odgovor ćelija je sniman narednih 100 s, posle čega je usledilo 

ispiranje konstantnom perfuzijom radnog rastvora. Na kraju svakog eksperimenta je dodavano 50 

mM KCl da bi se zabeležio odgovor neurona na depolarizaciju. Za svaki eksperimentalni uslov 

korišćeno je 3 – 5 kultura. U proseku, broj regiona od interesa (soma neurona) je bio 13±2 (srednja 

vrednost ± standardna greška) po snimku. 

ECS se sastojao od NaCl 140 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 2 mM, D-glukoze 10 mM i 

HEPES 10 mM (pH 7,4; podešen sa NaOH). Za depolarizacioni rastvor NaCl je smanjen na 95 mM, 

a KCl je povećan na 50 mM. Sve korišćene hemikalije (Sigma-Aldrich) su imale rang najveće čistoće 

i rastvarane su u dejonizovanoj vodi (18,2 MΩ). Osmolalnost svakog rastvora je bila ~300 mOsM, 

merena osmometrom po principu pritiska pare (Vapro 5520, Wescor Inc., Logan, UT, SAD). 

 

 

3.4.4. Real-time PCR 
 

Odvojena kohorta životinja je žrtvovana nakon sedmodnevnog tretmana, na P28. Životinje su 

dekapitovane, njihov hipokampus izolovan i držan na -80 °C do izolacije RNK. Izolacija RNK je 

rađena kao u 3.1.4. s tim što nije korišćen glikogen i natrijum acetat. Finalna koncentracija dobijene 
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RNK je bila oko 1 µg/µl RNK po uzorku. DNazni tretman i Real-time PCR su izvođeni kao u 3.1.4., 

s tim sto što je korišćen master miks EvaGreen (Biotium, SAD) i dva dodatna prajmera: NKCC1 

forward 5′- GGTTCTCCAAACTCACGG-3′, reverse 5′- GTCTTGCCATCCTCTTCCTC-3′ 

(Nejsum i sar., 2005); KCC2 forward 5′- GCGGGATGCCCAGAAGTCTA-3′, reverse 5′- 

GATGCAGGCTCCAAACAGAACA-3′ (Barmashenko i sar., 2011). 

 

 

3.4.5. Statistika 
 

Trofaktorska ANOVA (faktori: pol, prenatalni tretman i postnatalni tretman) je korišćena za socijalnu 

interakciju, uzdignuti plus lavirint, test spontane lokomotorne aktivnosti, probni test vodenog 

Morisovog lavirinta i Real-time PCR. Za akvizicionu fazu Morisovog vodenog lavirinta, uzimana je 

srednja vrednost sva četiri pokušaja po danu za svakog pacova i potom je korišćena trofaktorska 

ANOVA sa ponavljanjem (faktori: pol, prenatalni tretman postnatalni tretman i dani). Uticaj samog 

faktora vremena nije prikazivan. Za poređenje dva različita smera rotacija korišćen je upareni t-test 

za svaku grupu. Nivoi RNK su analizirani poređenjem ΔCt vrednosti i grafičko predstavljanje je 

odrađeno kao u (Biasin i sar., 2017). Holm-Sidak test je korišćen za post-hoc poređenja, u testovima 

u kojima su sprovođena. Studentov t-test ili Mann–Whitney U test (za podatke koje nisu imalu 

normalnu raspodelu i/ili jednaku varijansu), korišćeni su za farmakokinetiku i rezultate dobijene 

oslikavanjem kalcijuma.  

Svi numerički podaci prikazani na slikama su dati kao srednja vrednost ± standardna greška, sem 

rezultata oslikavanja kalcijuma koji su predstavljeni upotrebom kutijastog dijagrama (eng. box and 

whisker). Razlike su smatrane značajnim kad je p<0,05, dok je 0,05<p< 0,1 smatran statističkim 

trendom. Za obradu podataka korišćeni su SigmaPlot 14 (Systat Software Inc., Richmond, SAD) i 

SPSS 23 (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, SAD), a za grafičko predstavljanje GraphPad 9 

(GraphPad Software, La Jolla California, SAD). 
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4. Rezultati 
 

4.1. Uticaj MP-III-022 na učenje, pamćenje i gensku ekspresiju α5 

podjedinice 
 

4.1.1. Morisov vodeni lavirint 
 

Za test kratkotrajne memorije, jednofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je pokazala značajan uticaj  

tretmana (F(3, 27)=6,661, p=0,002) na latenciju testiranjem efekata između subjekata (Slika 11a); 

post-hoc test je otkrio da je MP10 značajno povećao latenciju u poređenju sa svim ostalim grupama 

(p=0,003 u poređenju sa VEH; p=0,002 u poređenju sa MP1; p=0,016 u poređenju sa MP2,5). Slični 

rezultati su dobijeni sa parametrom efikasnost puta (Slika 11b): uticaj tretmana je bio značajan 

(F(3,27)=3,414, p=0,032), sa najvišom dozom koja je smanjila efikasnost puta na nivou bliskom 

statističkoj značajnosti (p=0,056) i statistički značajno u poređenju sa MP1 (p=0,041). 

Rezultati petodevne akvizicione faze su predstavljeni na Slici 11c i d. Primećeni su značajni uticaji 

faktora tretmana (F(3, 20)=4,092, p=0,020) testiranjem efekata između subjekata i dana (F(4, 

80)=42,432, p<0,001) testiranjem efekata unutar subjekata na latenciju. Naši rezultati su pokazali da 

najviša doza MP-III-022 dovodi do oštećenja prostornog učenja u poređenju sa VEH grupom na nivou 

trenda (p=0,062) i statistički značajno u poređenju sa najnižom dozom (p=0,015). Slični rezultati su 

dobijeni sa drugim parametrom, efikasnošću puta. Jednofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je 

pokazala značajne efekte faktora tretmana (F(3, 20)=5,664, p=0,006) testiranjem efekata između 

subjekata, dana (F(4, 80)=12,283, p<0,001) i njihove interakcije (F(4, 12)=2,173, p=0,021) 

testiranjem efekata unutar subjekata. Post-hoc testovi su pokazali da MP10 ima tendenciju da snizi 

efikasnost puta u poređenju sa VEH (p=0,062). Dodatno, pokazano je da se efikasnost puta MP1 

grupe razlikovala od ili imala tendenciju da se razlikuje od svih ostalih grupa (p=0,004 u poređenju 

sa MP10; p=0,040 u poređenju sa MP2,5; p=0,087 u poređenju sa VEH). Povoljan uticaj MP1 je 

posebno bio izražen drugog dana. 

Jednofaktorska ANOVA je pokazala značajan efekat tretmana (F(3, 17)=4,504, p=0,014) na vreme 

provedeno u ciljnom regionu u probnom testu (Slika 11e). Slično rezultatima akvizicione faze, MP10 

je smanjio vreme povedeno u ciljnom region u poređenju sa VEH (p=0,011). Srednja doza, 2,5 mg/kg, 

takođe je smanjila vreme provedeno u ciljnom region, ali u manjoj meri (p=0,056 u poređenju sa 

VEH). Drugi parameter analiziran za probni test, efikasnost puta do ciljnog regiona (Slika 11f) takođe 

je pokazao značajan efekat tretmana (F(3, 17)=6,053, p=0,005), uz posebno nepovoljan uticaj MP10. 

Najviša doza je smanjila efikasnost puta do ciljnog regiona u poređenju sa VEH (p=0,007) i MP1 

(p=0,015). MP2,5 je pokazao trend takvog efekta (p=0,063 u poređenju sa VEH; p=0,088 u poređenju 

sa MP1). 
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Slika 11. Efekat vehikuluma (VEH) ili MP-III-022 1 mg/kg (MP1) ili 2,5 mg/kg (MP2,5) ili 10 mg/kg 

(MP10) na a) latenciju i b) efikasnost puta u kratkotrajnom Morisovom vodenom lavirintu; c) latenciju i 

d) efikasnost puta u fazi akvizicije dugotrajnog Morisovog vodenog lavirinta; e) vreme provedeno u 

ciljnom regionu i f) efikasnost puta do ciljnog regiona pacova u probnom testu Morisovog vodenog 

lavirinta; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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4.1.2. Test prepoznavanja novog objekta 
 

Tretman je imao značajan uticaj (F(3, 25)=11,092, p<0,001) na pamćenje objekta u kratkotrajnom 

testu prepoznavanja novog objekta (Slika 12a). Najviša doza MP-III-022 je značajno povećala 

diskriminacioni indeks u poređenju sa svim ostalim grupama (p=0,044 u poređenju sa VEH; p<0,001 

u poređenju sa MP1; p=0,049 u poređenju sa MP2,5). Sa druge strane, najniža doza je oštetila 

pamćenje objekta (p=0,009 u poređenju sa VEH; p=0,002 u poređenju sa MP2,5). 

Jednofaktorska ANOVA je pokazala značaj uticaj tretmana (F(3, 29)=2,979, p=0,048) na dugotrajni 

test prepoznavanja novog objekta. Kao što se može videti na Slici 12b, diskriminacioni indeks je 

pokazao trend smanjivanja pod uticajem MP10 (p=0,060 u poređenju sa VEH; p=0,054 u poređenju 

sa MP1). 

Efekat tretmana je takođe bio značajan (F(3, 31)=6,617, p=0,001) u dodatnom dugotrajnom testu 

prepoznavanja objekta (Slika 12c). Dupla doza MP1 je snizila diskriminacioni indeks u poređenju sa 

ostalim grupama (p=0,046 u poređenju sa VEH/VEH; p=0,020 u poređenju sa VEH/MP1; p<0,001 u 

poređenju sa MP1/VEH). Nasuprot tome, kada je data samo jedna doza prvog dana (MP1/VEH 

grupa), životinje su pokazivale tendenciju da poboljšaju svoju memoriju u poređenju sa VEH/VEH 

grupom (p=0,061). 

 

 

4.1.3. Test socijalne diskriminacije 
 

Kratkotrajni test socijalne interakcije je pokazao značajan efekat tretmana (F(3, 28)=3,389, p=0,032) 

na socijalnu memoriju (Slika 13a). Slično kao u kratkotrajnom testu prepoznavanja objekta, najviša 

doza MP-III-022 je povisila diskriminacioni indeks, statistički značajno u poređenju sa VEH 

(p=0,027) i na nivou statističkog trenda u poređenju sa MP1 (p=0,068). 

Obrnuto, efekat tretmana (F(3, 31)=3,123, p=0,040) na dugotrajnu socijalnu memoriju može da se 

vidi u snižavanju diskriminacionog indeksa od strane MP10, u poređenju sa VEH (p=0,039) i, na 

samoj ivici značajnosti, u poređenju sa MP1 (p=0,052), prikazano na Slici 13b. 

Opet, slično kao u testu prepoznavanja objekta, dodatni dogotrajni test socijalne diskriminacije je 

pokazao značajan efekat tretmana (F(3, 45)=5,127, p=0,004), takav da je dupla doza MP1 oštetila, ili 

pokazala trend da šteti, socijalnu memoriju u poređenju sa ostalim grupama (p=0,076 u poređenju sa 

VEH/VEH; p=0,049 u poređenju sa VEH/MP1; p=0,003 u poređenju sa MP1/VEH). Sa druge strane, 

jedna doza data prvog dana je povećala diskriminacioni nivo u poređenju sa VEH/VEH grupom na 

nivou trenda (p=0,063), (Slika 13c). 

 

 

4.1.4. Real-time PCR 
 

Životinje koje su primile MP-III-022 su posle 24 h imale povećanu ekspresiju iRNK GABRA5 u 

prefrontalnom korteksu (Slika 14a), statistički značajnu za najnižu dozu (p=0,013) i malo ispod 

statističke značajnosti za najvišu dozu (p=0,057). 

U CA1 regionu hipokampusa (Slika 14b) detektovan je smanjen nivo GABRA5 iRNK 24 h posle 

MP10 (p=0,022). Trend smanjivanja GABRA5 ekspresije je primećen posle tretmana sa MP1, 30 

min posle jedne (p=0,072) i dve doze (p=0,068). 

Finalno, u CA2 regionu hipokampusa (Slika 14c), MP10 je povećao nivo GABRA5 iRNK 30 min 

posle tretmana (p=0,023), dok je MP1 pokazao trend istog efekta 24 h posle tretmana (p=0,056). 

 

 



32 
 

 
 
Slika 12. Efekat vehikuluma (VEH) ili MP-III-022 1 mg/kg (MP1) ili 2,5 mg/kg (MP2,5) ili 10 mg/kg 

(MP10) na diskriminacioni indeks pacova u a) kratkotrajnom testu prepoznavanja novog objekta; b) 

dugotrajnom testu prepoznavanja novog objekta. c) Efekat različite vremenske kombinacije VEH ili MP1 

na diskriminacioni indeks pacova u dugotrajnom testu prepoznavanja novog objekta. ~ 0,05<p<0,1, * 

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 

 

 



33 
 

 
 

Slika 13. Efekat vehikuluma (VEH) ili MP-III-022 1 mg/kg (MP1) ili 2,5 mg/kg (MP2,5) ili 10 mg/kg 

(MP10) na diskriminacioni indeks pacova u a) kratkotrajnom testu socijalne diskriminacije; b) 

dugotrajnom testu socijalne diskriminacije. Efekat različite vremenske kombinacije VEH ili MP1 na 

diskriminacioni indeks pacova u dugotrajnom testu socijalne diskriminacije. ~ 0,05<p<0,1, * p<0,05, ** 

p<0,01. 
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Slika 14. Nivo GABRA5 iRNK posle primene MP-III-022 1 mg/kg (MP1) ili 10 mg/kg (MP10) u 

prikazanim vremenskim tačkama u a) prefrontalnom korteksu, b) CA1 regiji hipokampusa, c) CA2 regiji 

hipokampusa. ~ 0,05<p<0,1, * p<0.05 u poređenju sa kontrolom (eng. control, CTRL). 
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4.2. Mišji model ASD-a 
 

4.2.1. Neurološki testovi 
 

Sve životinje su uspešno prošle testove refleksa i nije otkrivena razlika između sojeva. Dvofaktorska 

ANOVA je pokazala jasan uticaj i soja (F(1, 58)=506,473, p<0,001) i pola (F(1, 58)=65,796, 

p<0,001) na masu ispitivanih životinja. BTBR miševi su teži od C57BL miševa i to kod oba pola 

(mužjaci: p<0,001, ženke: p<0,001); i mužjaci su teži od ženki oba soja (BTBR: p<0,001, C57BL: 

p<0,001). Njihove mase su bile sledeće (srednja vrednost ± standardna greška): C57BL mužjaci – 

16,27 g ± 0,29 g, C57BL ženke – 14,21 g ± 0,30 g, BTBR mužjaci – 23,8 g ± 0,32 g, BTBR ženke – 

20,63 g ± 0,29 g. 

 

 

4.2.2. Test socijalne interakcije 
 

P30: MANOVA je pokazala značaj generalan uticaj soja (F(5, 16)=8,713, p<0,001; Wilks’٨=0,269) 

na parametre socijalne interakcije. Analizirajući svaki parameter zasebno, pokazano je da su BTRB 

miševi proveli više vremena u provlačenju preko/ispod parnjaka (F(1, 20)=14,322, p=0,001), što je 

bilo više izraženo kod mužjaka (p=0,003) i manje kod ženki (na nivou trenda, p=0,057), (Slika 15a). 

Slično, BTBR miševi su proveli više vremena u praćenju uparene životinje (F(1, 20)=5,030, 

p=0,036); pre svega su BTBR mužjaci više pratili parnjaka u odnosu na C57BL mužjake (p=0,015) i 

BTBR ženke (p=0,033), (Slika 15b). Vreme provedeno u njušenju anogenitalne regije parnjaka (ali 

ne i njušenju prednjeg dela tela) takođe se pokazalo kao značajno (F(1, 20)=13,960, p=0,001), gde su 

BTBR provodili više vremena u ovoj aktivnosti u odnosu na C57BL soj, što je pokazano i kod 

mužjaka (p=0,013) i kod ženki (p=0,019), (Slika 15c). BTBR pacovi su takođe više vremena ležali 

jedno pored drugog (F(1, 20)=5,208, p=0,034), što je pokazano kod ženki na nivou trenda (p=0,059), 

(Slika 15d). 

Pored parametara socijalne interakcije, praćeno je i vreme provedeno u kopanju šuške, gde je 

pokazano da su BTBR miševi provodili više vremena u ovoj aktivnosti u odnosu na C57BL miševe 

(F(1, 20)=6,804, p=0,017), što je bilo izraženo kod mužjaka (p=0,028), (Slika 15e). Slično, pokazan 

je uticaj soja na vreme provedeno u timarenju (F(1, 20)=14,175, p=0,001), po kome je BTBR 

provodio više vremena timareći se, kako mužjaci (p=0,027), tako i ženke (p=0,008), (Slika 15f). 

P90: Analiza socijalne interakcije MANOVA testom je otkrila značaj uticaj soja (F(5, 16)=2,985, 

p=0,043; Wilks’٨=0,517). Na nivou pojedinačnog parametra, soj je imao značajan uticaj samo na 

vreme provedeno u njušenju anogenitalne regije parnjaka (F(1, 20)=7,135, p=0,015) gde su BTBR 

miševi proveli manje vremena u ovoj aktivnosti u odnosu na C57BL soj, pre svega mužjaci (p=0,008), 

(Slika 16a). 

Nije pokazana razlika u vremenu provedenom u kopanju šuške. Ispitivanje parametra timarenja je 

pokazalo značajan uticaj interakcije soja i pola (F(1, 20)=6,555, p=0,19), gde su BTBR ženke provele 

više vremena timareći se u odnosu na C57BL ženke (p=0,010) i BTBR mužjake (p=0,033), (Slika 

16b).  
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Slika 15. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u testu socijalne 

interakcije prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) vreme provedeno u provlačenju preko/ispod 

parnjaka, b) vreme provedeno u praćenju parnjaka, c) vreme provedeno u njušenju anogenitalne regije 
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parnjaka, d) vreme provedeno u ležanju pored parnjaka, e) vreme provedeno u kopanju šuške, f) vreme 

provedeno u timarenju. ~ 0,05<p<0,1, * p<0,05, ** p<0,01. 

 
 

 
 
Slika 16. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u testu socijalne 

interakcije prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) vreme provedeno u njušenju anogenitalne 

regije parnjaka, b) vreme provedeno u timarenju. * p<0,05, ** p<0,01. 

 

 

4.2.3. Uzdignuti plus lavirint 
 

P30: Dvofaktorska ANOVA je pokazala značajan uticaj soja na procenat vremena provedenog u 

otvorenim kracima (F(1, 34)=39,961, p<0,001). Generalno, BTBR miševi su proveli više vremena u 

otvorenim kracima u poređenju sa C57BL životinjama; takođe pokazano i na nivou oba pola (mužjaci 

p<0,001, ženke p<0,001), (Slika 17a). 

Slično, BTBR miševi su imali veći procenat ulazaka u otvorene krake (F(1, 34)=10,168, p=0,003) u 

odnosu na C57BL soj, što je takođe pokazano kod mužjaka (p=0,006), (Slika 17b). 

P90: Otkriven je značajan uticaj soja na procenat vremena provedenog u otvorenim kracima (F(1, 

34)=6,981, p=0,012), gde su BTBR miševi provodili više vremena u otvorenim kracima u poređenju 

sa C57BL miševima, pogotovo izraženo kod mužjaka (p=0,012), (Slika 17c). 

Isti rezultat je dobijen i sa drugim parametrom, procenat ulazaka u otvorene krake: BTBR soj je imao 

više ulazaka u odnosu na C57BL (F(1, 34)=5,067, p=0,031), takođe demonstrirano i kod mužjaka 

(p=0,011), (Slika 17d). 
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Slika 17. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u uzdignutom plus lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih 

parametara: a) % vremena provedenog u otvorenim kracima, b) % ulazaka u otvorene krake u 

postnatalnom periodu oko 30. dana (P30); a) % vremena provedenog u otvorenim kracima, b) % ulazaka 

u otvorene krake u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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4.2.4. Test spontane lokomotorne aktivnosti  
 

P30: Soj je pokazao značajan uticaj na vreme provedeno u aktivnosti (F(1, 34)=6,380, p=0,016), 

pošto su BTBR miševi provodili manje vremena u aktivnosti u odnosu na C57BL miševe, statistički 

značajno izraženo kod mužjaka (p=0,037), (Slika 18a). 

Nasuprot tome, dvofaktorska ANOVA je otkrila značajan uticaj soja (F(1, 34)=13,738, p<0,001) na 

pređenu distancu. BTBR miševi su prelazili veću distancu od C57BL soja i kod mužjaka (p=0,014) i 

kod ženki (p=0,012), (Slika 18b). 

Isti rezultati su dobijeni i sa trećim praćenim parametrom, brzinom, gde je opet BTBR soj pokazao 

veću brzinu (F(1, 34)=12,558, p=0,001) u odnosu na C57BL, i kod mužjaka (p=0,007) i kod ženki 

(p=0,040), (Slika 18c). 

BTRB je takođe demonstrirao povećan broj rotacija (F(1, 34)=10,427, p=0,003) u odnosu na C57BL 

soj, pre svega kod ženki (p=0,005), (Slika 18d). Nije bilo razlika u broju rotacija u smeru kazaljke na 

satu, ali soj jeste imao značajan uticaj na broj rotacije u smeru suprotnom kazaljkama na satu (F(1, 

34)=4,187, p=0,049), sa povećanim brojem kod BTBR miševa u odnosu na C57BL (Slika 18e). Nije 

bilo razlike u odnosu dva tipa rotacija ni u jednoj ispitivanoj grupi. 

Finalno, BTBR miševi su provodili više vremena u timarenju u odnosu na C57BL miševe (F(1, 

34)=48,167, p<0,001), što je pokazano i kod mužjaka (p<0,001) i kod ženki (p<0,001), (Slika 18f). 

P90: Dvofaktorska ANOVA je pokazala da BTBR miševi provode manje vremena u aktivnosti u 

poređenju sa C57BL miševima (F(1, 34)=4,288, p=0,046), što je pre svega bila pokazano kod ženki 

(0,012), (Slika 19a). Nisu nađene razlike za sledeće parametre: distanca, brzina, broj rotacija, broj 

rotacija u smeru kazaljke na satu i vreme provedeno u timarenju. Demonstrirano je da BTBR miševi 

imaju veći broj rotacija u smeru suprotnom kazaljci na satu (F(1, 34)=10,387, p=0,003), i to kod oba 

pola (mužjaci p=0,036, ženke p=0,024), (Slika 19b). Upareni t-test nije pokazao razliku između broja 

dva tipa rotacija ni za jednu grupu. 
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Slika 18. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u testu spontane 

lokomotorne aktivnosti prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) vreme provedeno u aktivnosti, b) 

pređena distanca, c) brzina kretanja, d) broj rotacija, e) broj rotacija u smeru suprotnom kazaljci na satu, 

f) vreme provedeno u timarenju. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 



41 
 

 

 
 
Slika 19. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u testu spontane 

lokomotorne aktivnosti prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) vreme provedeno u aktivnosti, b) 

broj rotacija u smeru suprotnom kazaljci na satu. * p<0,05. 

 

 

4.2.5. Test tri prostorije  
 

P30: Analiza vremena provedenog tokom habituacije u lateralnim prostorijama označenim kao A i B 

je pokazala da nije bilo preferencije za stranu, sem kod BTBR ženki, koje su više vremena provodile 

u A strani (p=0,006), (rezultati nisu grafički predstavljeni). 

MANOVA je pokazala značaj uticaj soja (F(3, 32)=6,631, p=0,001; Wilks’٨=0,617), što je bilo 

izraženo u pogledu vremena provedenog u prostoriji sa mišem (F(1, 34)=8,409, p=0,007), i u 

centralnoj prostoriji (F(1, 34)=16,436, p<0,001), gde su BTBR miševi provodili više vremena sa 

mišem, a manje u centralnoj prostoriji, u odnosu na C57BL miševe. Ove razlike su bile demonstrirane 

i kod mužjaka (prostorija sa mišem p=0,048, centralna prostorija p=0,001) i nešto manje kod ženki 

(prostorija sa mišem p=0,049, centralna prostorija p=0,060, statistički trend), (Slika 20a). 

Analizirajući diskriminacioni indeks, videli smo da je BTBR soj imao veći indeks u odnosu na 

C57BL/6 (F(1, 34)=9,503, p=0,004), dodatno pokazano kod ženki (p=0,008), (Slika 20b).  

Nije bilo razlike u testu socijalne memorije. One sample t-test je pokazao da sve grupe provode 

podjednako vremena sa poznatim i novim mišem, sem C57BL mužjaka, koji su provodili više 

vremena sa poznatim mišem (p=0,017), (rezultati nisu grafički predstavljeni). 

P90: Nije bilo preferencije za A ili B prostoriju ni u jednoj grupi. 

MANOVA je pokazala značaj opšti uticaj soja (F(3, 32)=7,247, p=0,001; Wilks’٨=0,595), kao i na 

vreme provedeno u prostoriji sa mišem (F(1, 34)=5,043, p=0,031) i centralnoj prostoriji (F(1, 

34)=16,329, p<0,001), kao i pola na vreme provedeno u prostoriji sa mišem (F(1, 34)=6,353, 

p=0,017). Generalno, BTBR soj je proveo više vremena u prostoriji sa mišem, a manje u centralnoj 

prostoriji u odnosu na C57BL soj. Takva razlika u vremenu u centralnoj prostoriji je takođe pokazana 

i kod mužjaka (p=0,003) i kod ženki (p=0,015). Dodatno, mužjaci su proveli manje vremena u 

prostoriji sa mišem u odnosu na ženke, a BTBR mužjaci su proveli manje vremena u centralnoj 

prostoriji u odnosu na BTBR ženke (p=0,042), (Slika 20c). 

Analizirajući diskriminacioni indeks, videli smo da je ženski pol imao veći indeks u odnosu na muški 

(F(1, 34)=4,988, p=0,032), dodatno pokazano kod C57BL soja (p=0,039), (Slika 20d).  

Nije bilo razlike u testu socijalne memorije, niti je ijedna grupa pokazala da provodi više vremena 

bilo sa starim ili sa novim mišem. 
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Slika 20. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u testu tri prostorije prikazano kroz praćenje sledećih 

parametara: a) vreme provedeno u svakoj prostoriji, b) diskriminacioni indeks tokom testa socijabilnosti 

u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30); a) vreme provedeno u svakoj prostoriji, b) diskriminacioni 

indeks testa socijabilnosti u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90). * p<0,05, ** p<0,01. 
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4.2.6. Morisov vodeni lavirint  
 

P30: Nije bilo razlike u latenciji, efikasnosti puta i procentu puta pređenog u perifernom prstenu u 

cue fazi. 

Što se tiče akvizicije, pokazan je značajan uticaj interakcije dana, pola i soja (F(4,297, 

146,102)=2,447, p=0,045) testiranjem efekata unutar subjekata na latenciju. Što se tiče efekata 

između subjekata, otkriven je značajan uticaj soja (F(1, 34)=53,972, p<0,001). BTBR su imali veću 

latenciju u odnosu na C57BL soj, što je pokazano i kod mužjaka (p<0,001) i kod ženki (p<0,001). 

Pored toga, BTBR mužjaci su imali veću latenciju u odnosu i na BTBR ženke (p=0,038), (Slika 21a). 

U pogledu drugog parametra, efikasnosti puta, testiranjem efekata unutar subjekata otkriven je 

značajan uticaj interakcije dana i soja (F(5, 170)=6,261, p=0,001). Slično, testiranjem efekata između 

subjekata otkriven je uticaj soja na efikasnost puta (F(1, 34)=104,884, p<0,001). BTBR je imao manju 

efikasnost puta u odnosu na C57BL miševe, što je bilo izraženo i kod mužjaka (p<0,001) i kod ženki 

(p<0,001). Dodatno, BTBR mužjaci su imali nižu efikasnost puta i u odnosu na BTBR ženke 

(p=0,042), (Slika 21b). 

Testiranjem efekata unutar subjekata pokazan je značajan uticaj interakcije dana i soja na procenat 

perifernog puta (F(4,534, 154,166)=4,695, p=0,001). Dodatno, testiranjem efekata između subjekata 

otkriven je uticaj i pola (F(1, 34)=12,724, p=0,001) i soja (F(1, 34)=98,.460, p<0,001) na procenat 

puta pređenog u perifernom prstenu. Mužjaci su imali veći procenat perifernog puta od ženki, i kod 

BTBR (p=0,008) i kod C57BL soja (p=0,035). BTBR miševi su imali veći procenat puta provedenog 

u perifernom prstenu u poređenju sa C57BL sojem i kod mužjaka (p<0,001) i kod ženki (p<0,001), 

(Slika 21c).  

Što se tiče probnog testa, pokazan je značajan uticaj soja (F(1, 34)=10,745, p=0,002) i interakcije 

pola i soja (F(1, 34)=7,864, p=0,008) na broj ulazaka u ciljni region. BTBR soj je manje puta ušao u 

ciljni region u poređenju sa C57BL sojem, što je takođe bilo izraženo kod mužjaka (p<0,001). BTBR 

mužjaci su takođe ušli manji broj puta u ciljni region u odnosu na BTBR ženke (p=0,013), (Slika 

21d). 

U reverznom testu, pokazan je značajan uticaj interakcije dana i soja (F(2,322, 78,939)=4,421, 

p=0,011) na latenciju testiranjem efekata unutar subjekata. Slično, otkriven je značajan uticaj soja 

(F(1, 34)=33,136, p<0,001) i testiranjem efekata između subjekata. BTBR soj je imao veću latenciju 

u odnosu na C57BL soj, što je takođe demonstrirano i kod mužjaka (p<0,001) i kod ženki (p=0,004), 

(Slika 22a). 

Slično je dobijeno i sa parametrom efikasnost puta – značajan uticaj interakcije dana i soja (F(3, 

102)=7,155, p<0,001) testiranjem efekata unutar subjekata. Dodatno, testiranjem efekata između 

subjekata pokazan je značajan efekat soja (F(1, 34)=35,713, p<0,001) i interakcije soja i pola (F(1, 

34)=4,227, p=0,048). BTBR miševi su imali manju efikasnost puta, pokazano i kod mužjaka 

(p<0,001) i kod ženki (p=0,009), u odnosu na C57BL miševe, (Slika 22b). 

Što se tiče procenta perifernog puta u reverznoj akviziciji, testiranjem efekata unutar subjekata 

otkriven je uticaj interakcije dana, pola i soja (F(2,790, 94,875)=2,953, p=0,040). Takođe je pokazan 

značaj uticaj soja (F(1, 34)=44,543, p<0,001) na isti parametar testiranjem efekata između subjekata. 

BTBR miševi su prešli veći procenat puta u perifernom prstenu u odnosu na C57BL miševe, kako 

kod mužjaka (p<0,001), tako i kod ženki (p=0,001), (Slika 22c). 

Analiza broja ulazaka u prethodni ciljni region testiranjem efekata unutar subjekata je pokazala 

značajan uticaj interakcije dana i soja (F(1,604, 54,529)=3,889, p=0,035). Značajan uticaj soja je 

dobijen i testiranjem efekata između subjekata (F(1, 34)=26,505, p<0,001). BTBR miševi, i mužjaci 

(p<0,001) i ženke (p=0,003), imali su veći broj ulazaka u prethodni ciljni region u odnosu na C57BL 

miševe, (Slika 22d). 

Na kraju, reverzni probni test je pokazao značajan uticaj soja na broj ulazaka u ciljni region (F(1, 

34)=18,247, p<0,001). BTBR soj je ušao manji broj puta u ciljni region od C57BL soja, i kod mužjaka 

(p<0,001) i kod ženki (p=0,028), (Slika 22e). Faktor soj je takođe imao značajan uticaj i na broj 

ulazaka u prethodni ciljni region (F(1, 34)=17,513, p<0,001). BTBR miševi su imali veći broj ulazaka 
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u prethodni ciljni region u odnosu na C57BL miševe, i to je pokazano i kod mužjaka (p=0,006) i kod 

ženki (p=0,005), (Slika 22f).  

 

 
 
Slika 21. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u standardnom 

Morisovom vodenom lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) latencija, b) efikasnost 

puta, c) % puta pređen u perifernom prstenu tokom akvizicije; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u odnosu 

na C57BL M, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 u odnosu na C57BL F, $ p<0,05, $$ p<0,01 u odnosu na 

BTBR M; d) broj ulazaka u ciljni region tokom probnog testa; * p<0,05, *** p<0,001. 
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Slika 22. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u reverznom 

Morisovom vodenom lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) latencija, b) efikasnost 

puta, c) % puta pređen u perifernom prstenu, d) broj ulazaka u prethodni ciljni region tokom akvizicije; * 

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u odnosu na C57BL M, # p<0,05, ## p<0,01 u odnosu na C57BL F, $ 

p<0,05 u odnosu na BTBR M; e) broj ulazaka u ciljni region i f) broj ulazaka u prethodni ciljni region 

tokom probnog testa; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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P90: Pokazana je razlika u sva tri praćena parametra u cue fazi Morisovog vodenog lavirinta. BTBR 

životinje su imale povećanu latenciju do penjanja na platformu (F(1, 34)=4,907, p=0,034), što je bilo 

izraženo kod ženki na nivou trenda (p=0,094). Dodatno je pokazan i uticaj pola na nivou trenda (F(1, 

34)=4,097, p=0,051) sa tendencijom ženki da im treba više vremena da dođu do platforme, (Slika 

23a). 

Slično je dobijeno analizom parametra efikasnost puta. BTBR miševi su pokazali nižu efikasnost puta 

(F(1, 34)=5,631, p=0,023), kao i ženke u odnosu na mužjake (F(1, 34)=7,253, p=0,011). BTBR 

mužjaci su demonstrirali manju efikasnost puta u odnosu na C57BL mužjake na nivou trenda 

(p=0,061) i C57BL ženke su bile manje efikasne u odnosu na mužjake (p=0,042), (Slika 23b). 

Analiza procenta puta pređenog u perifernom prstenu je pokazao značajan uticaj i soja (F(1, 

34)=23,207, p<0,001) i pola (F(1, 34)=5,520, p=0,025). BTBR miševi su prelazili veći deo puta u 

perifernom prstenu, i mužjaci (p=0,006) i ženke (p<0,001). BTBR ženke su imale veći procenat puta 

pređenog u perifernom prstenu u odnosu na BTBR mužjake (p=0,038), (Slika 23c). 

Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je pokazala da je tokom akvizicije ostvaren značajan uticaj 

soja (F(1, 34)=36,700, p<0,001) i pola (F(1, 34)=4,433, p=0,043) testiranjem efekata između 

subjekata. BTBR životinje su imale veću latenciju u odnosu na C57BL miševe, kako mužjaci 

(p=0,001), tako i ženke (p<0,001). Pored toga, BTBR ženke su iskazale veću latenciju u odnosu na 

BTBR mužjake (p=0,027), (Slika 23d). 

Analiza efikasnosti puta je pokazala značajnu interakciju dana i soja testiranjem efekata unutar 

subjekata (F(4,929, 167,577)=4,383, p=0,001), kao i značajan efekat soja testiranjem efekata između 

subjekata (F(1, 34)=58,421, p<0,001). BTBR životinje su demonstrirale manju efikasnost puta, kako 

mužjaci (p<0,001), tako i ženke (p<0,001), u odnosu na C57BL životinje (Slika 23e). 

Slični rezultati su dobijeni i analizom procenta puta u periferiji: značajan uticaj interakcije dana i soja 

testiranjem efekata unutar subjekata (F(4,469, 151,942)=2,734, p=0,026) i značajan uticaj soja (F(1, 

34)=49,869, p<0,001) i pola (F(1, 34)=5,244, p=0,028) dobijenih testiranjem efekata između 

subjekata. BTBR i mužjaci (p<0,001) i ženke (p<0,001) imali su veći procenat puta u periferiji u 

poređenju sa C57BL životinjama istog pola. BTBR ženke su takođe pokazale tendenciju da veći 

procenat puta prelaze u periferiji u odnosu na BTBR mužjake (p=0,059), (Slika 23f). 

Analiziranjem broja ulazaka u ciljni region u probnom testu ustanovljeno je da nema razlike među 

testiranim grupama.  
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Slika 23. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u standardnom 

Morisovom vodenom lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) latencija, b) efikasnost 

puta, c) % puta pređen u perifernom prstenu u cue fazi (sa obeleženom platformom); ~ 0,05<p<0,01, * 

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001; d) latencija;; e) efikasnost puta i f) % puta pređen u perifernom prstenu 

tokom akvizicije; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u odnosu na C57BL M, # p<0,05, ## p<0,01, ### 

p<0,001 u odnosu na C57BL F,  $ p<0,05, $$$ p<0,001 u odnosu na BTBR M. 
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Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je pokazala da je tokom reverzne akvizicije soj imao 

značajan uticaj na latenciju testiranjem efekata između subjekata (F(1, 34)=18,373, p<0,001), gde su 

BTBR ženke imale veću latenciju od C57BL ženki (p<0,001), ali i od BTBR mužjaka (p=0,020), 

(Slika 24a). 

Soj je pokazao značaj uticaj i na efikasnost puta, analizirajući interakciju dana i soja testiranjem 

efekata unutar subjekata (F(3, 102)=5,703, p=0,001), i samog soja testiranjem efekata između 

subjekata (F(1, 34)=45,052, p<0,001). BTBR i mužjaci (p<0,001) i ženke (p<0,001) su imali manju 

efikasnost puta u odnosu na C57BL životinje istog pola (Slika 24b). 

I soj (F(1, 34)=37,153, p<0,001) i pol (F(1, 34)=16,611, p<0,001) značajno su uticali na procenat 

puta pređenog u perifernom prstenu, dobijeno testiranjem efekata između subjekata. BTBR miševi 

su bili veći deo puta u periferiji u odnosu na C57BL miševe, i mužjaci (p<0,001) i ženke 

(p<0,001).Takođe, ženke oba soja (BTBR: p=0,002, C57BL: p=0,022) pokazale su isto ponašanje u 

odnosu na mužjake (Slika 24c). 

Soj je imao uticaj i na broj ulazaka u prethodni ciljni region (F(1, 34)=10,941, p=0,002) što je 

dobijeno testiranjem efekata između subjekata, i kao interakcija dana i soja testiranjem efekata unutar 

subjekata (F(2,335, 79,391)=3,624, p=0,025). BTRB miševi oba pola (mužjaci: p=0,038, ženke: 

p=0,017) više su se puta vraćali u prethodni ciljni region u odnosu na C57BL miševe (Slika 24d). 

Slično kao i u probnom testu, analiziranje reverznog probnog testa je pokazalo da nema razlike u 

broju ulazaka u ciljni region. Takođe je pokazan značajan uticaj soja na broj ulazaka u prethodni ciljni 

region (F(1, 34)=6,880, p=0,013), pošto su BTBR miševi više puta ulazili u prethodni ciljni region, 

pre svega ženke (p=0,005). Pored toga, BTBR ženke su imale više ulazaka i u odnosu na BTBR 

mužjake (p=0,019), (Slika 24e).  
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Slika 24. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u reverznom 

Morisovom vodenom lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) latencija, b) efikasnost 

puta, c) % puta pređen u perifernom prstenu, d) broj ulazaka u prethodni ciljni region tokom akvizicije; * 

p<0,05, ** p<0,01 u odnosu na C57BL M, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 u odnosu na C57BL F, $ 

p<0,05, $$ p<0,01 u odnosu na BTBR M; d) broj ulazaka u prethodni ciljni region tokom probnog testa; 

* p<0,05, ** p<0,01. 
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4.2.7. Olfaktorna diskriminacija 
 

P30: Dvofaktorska ANOVA je pokazala da je interakcija pola i soja imala značajan uticaj na razliku 

u latenciji u ulasku u čistu i prljavu šušku (F(1, 34)=7,644, p=0,009). BTBR mužjaci su imali veću 

razliku, tj. pre su ulazili u svoju šušku, u poređenju sa C57BL mužjacima (p=0,030) i BTBR ženkama 

(p=0,014), (Slika 25a). Nije bilo razlike u odnosu vremena provedenog u poznatoj nasuprot 

nepoznatoj šušci. 

P90: Pokazana je značajan uticaj pola (F(1, 34)=8,039, p=0,008) na razliku u latenciji ulaska u čistu 

i prljavu šušku. Ženke su imale veću latenciju, tj. ulazile su pre u prljavu šušku, u poređenju sa 

mužjacima, i to je dobijeno i u C57BL soju (p=0,043) in a nivou trenda u BTBR soju (p=0,066), 

(Slika 25b). Kao i za P30, nije bilo razlike u odnosu vremena provedenog u dve šuške. 

 

 
 
Slika 25. Ponašanje BTBR T+ tf/J (BTBR) i C57BL/6J (C57BL) miševa oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u testu olfaktorne diskriminacije prikazano kroz praćenje 

razlike u latencijama ulaska u čistu i poznatu šušku u postnatalnom periodu oko a) 30. (P30) i b) 90. dana 

(P90). ~ 0,05<p<0,1, * p<0,05. 

 

 

4.2.8. Test obeležavanja teritorije kao odgovor na miris 
 

Premali broj životinja je obeležio teritoriju da bi statistička analiza bila moguća. Zapravo, jedini koji 

jesu obeležili teritoriju su 3 (od ukupno 9) C57BL mužjaka. 
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4.3. Pacovski model ASD-a 
 

4.3.1. Neurološki testovi i masa trudnih ženki 
 

Jednofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je pokazala značajnu razliku u procentu mase koji su 

dobijale ženke tokom trudnoće počevši od dana nakon primanja tretmana. Trudne ženke koje su bile 

tretirane valproatom su dobijale manje na masi tokom trudnoće u odnosu na ženke koje su bile 

tretirane fiziološkim rastvorom (F(1, 112)=16,051, p=0,001), (Slika 26). Međutim, nakon toga nije 

bilo razlike u broju mladunaca po leglu između ove dve grupe, niti su mladunci različitih prenatalnih 

tretmana imali razlike u masi i u ispitivanim refleksima. 

 

 
 

Slika 26. Razlika u procentu dobijanja mase valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) ženki 

u odnosu na embrionalni dan 12 (E12); * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 

 

 

4.3.2. Test socijalne interakcije 
 

P30: MANOVA test je otkrila značajan uticaj prenatalnog tretmana na parametre socijalnog 

ponašanja (F(5, 26)=4,049, p=0,008; Wilks’٨=0,562). Analizirajući pojedinačne parametre uticaj 

prenatalnog tretmana je pokazan za vreme provedeno u provlačenju preko/ispod parnjaka (F(1, 

30)=6,235, p=0,018), kao i na vreme provedeno u rvanju i boksu (F(1, 30)=8,451, p=0,007). I pol je 

pokazao značajan uticaj na vreme provedeno u rvanju i boksu (F(1, 30)=8,854, p=0,006). VPA 

životinje su provele manje vremena u provlačenju preko/ispod parnjaka, što je na nivou trenda 

pokazano kod ženki (p=0,063), (Slika 27a). VPA životinje su takođe provele manje vremena u rvanju 

i boksu, što je pre svega pokazano kod mužjaka (p=0,010). Dodatno je pokazano da su mužjaci oba 

prenatalna tretmana provodili više vremena u ovom ponašanju, što je statistički značajno pokazano u 

CTRL grupi (p=0,007), (Slika 27b). Parametar tuš je praćen kroz broj ovih događaja (ne kroz 

provedeno vreme) stoga je analiziran posebno. Opet, prenatalni tretman je pokazao značajan uticaj 

(F(1, 30)=4,546, p=0,041) u pogledu toga da su VPA životinje manje puta pokazale ovakav vid 

ponašanja u odnosu na CTRL životinje, što je značajno pokazano kod mužjaka (p=0,045), (Slika 

27c). Nije pokazana razlika u ostalim socijalnim parametrima. 

Pored parametara socijalnog ponašanja praćeno je i vreme provedeno u timarenju, gde je pokazan 

značajan efekat prenatalnog tretmana (F(1, 30)=21,045, p<0,001). VPA životinje su provodile više 

vremena timareći se u odnosu na CTRL pacove, što je pokazano i kod mužjaka (p=0,002) i kod ženki 

(p=0,004), (Slika 27d). 

P90: Analizirajući socijalno ponašanje odraslih životinja, MANOVA je otkrila opšti uticaj 

prenatalnog tretmana (F(4, 27)=3,837, p=0,014; Wilks’٨=0,638) i pola (F(4, 27)=4,040, p=0,011; 

Wilks’٨=0,626). Gledajući pojedinačne parametre, značajan uticaj prenatalnog tretmana je 
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demonstriran analizom vremena provedenog u provlačenju preko/ispod parnjaka (F(1, 30)=6,360, 

p=0,017), njuškanju i timarenju parnjaka (F(1, 30)=8,467, p=0,007), rvanju i boksu (F(1, 30)=6,611, 

p=0,015) i praćenju parnjaka na nivou trenda (F(1, 30)=4,016, p=0,054). Značajan uticaj pola je 

demonstriran analizom vremena provedenog u njuškanju i timarenju parnjaka (F(1, 30)=5,352, 

p=0,028) i rvanju i boksu (F(1, 30)=8,360, p=0,007). Pored toga, pokazan je i značajan uticaj 

interakcije prenatalnog tretmana i pola na vreme provedeno u rvanju i boksu (F(1, 30)=7,018, 

p=0,013). VPA životinje su provele manje vremena u provlačenju preko/ispod parnjaka u odnosu na 

kontrolne. VPA mužjaci (p=0,007) i CTRL ženke (p=0,045) provele su manje vremena u ovom 

ponašanju u odnosu na CTRL mužjake (Slika 28a). VPA životinje su provele manje vremena u 

njuškanju i timarenju parnjaka u odnosu na CTRL; dodatno, ženke su provele više vremena u ovom 

ponašanju u odnosu na mužjake. VPA ženke (p=0,020) i CTRL mužjaci (p=0,045) proveli su manje 

vremena u njušenju i timarenju druge životinje u odnosu na CTRL ženke (Slika 28b). Što se tiče 

vremena provedenog u rvanju i boksu, VPA mužjaci (p<0,001) i CTRL ženke (p<0,001) 

demonstrirali su manje vremena provedenog u ovom ponašanju u odnosu na CTRL mužjake (Slika 

28c). Finalno, VPA životinje su pokazale trend ka smanjenom praćenju parnjaka, ali je to dostiglo 

statističku značajnost na nivou pojedinačnog pola, konkretno mužjaka (p=0,018), (Slika 28d). 

Analiza ne-socijalnog parametra timarenja je pokazala značajan uticaj pola (F(1, 30)=11,029, 

p=0,002), sa mužjacima koji su proveli više vremena timareći se u odnosu na ženke, pre svega u 

CTRL grupi (p=0,009), (Slika 28e). 

 

 

4.3.3. Uzdgnuti plus lavirint 
 

P30: Dvofaktorska ANOVA je pokazala značajan uticaj prenatalnog tretmana na procenat vremena 

provedenog u otvorenim kracima uzdignutog plus lavirinta. VPA pacovi su proveli manji procenat 

vremena u otvorenim kracima u odnosu na CTRL pacove (F(1, 34)=8,702, p=0,006), pre svega 

mužjaci (p=0,002), (Slika 29a). Analiza drugog parametra, procenta broja ulazaka u otvorene krake 

pokazala je značajan uticaj interakcije prenatalnog tretmana i pola (F(1, 34)=5,250, p=0,028). VPA 

mužjaci su manji broj puta ulazili u otvorene krake u poređenju sa CTRL mužjacima (p=0,005) i 

VPA ženkama (p=0,040), (Slika 29b). 

P90: Odrasle VPA životinje su provele manji procenat vremena u otvorenim kracima (F(1, 

36)=12,741, p=0,001) u odnosu na CTRL pacove, što je pokazano i kod mužjaka (p=0,029) i kod 

ženki (p=0,009), (Slika 29c). Analiza drugog ispitivanog parametra je pokazala značajan uticaj 

prenatalnog tretmana (F(1, 36)=14,093, p<0,001) i pola (F(1, 36)=5,284, p=0,028). VPA životinje su 

manji broj puta ulazile u otvorene krake u odnosu na kontrolne, što je pokazano i kod mužjaka 

(p=0,016) i kod ženki (p=0,009). Ženke su veći broj puta ulazile u otvorene krake, ali ta razlika nije 

dostigla značajnost na nižem nivou (Slika 29d). 
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Slika 27. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u testu socijalne 

interakcije prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) vreme provedeno u provlačenju preko/ispod 

parnjaka, b) vreme provedeno u rvanju i boksu, c) broj tuševa, d) vreme provedeno u timarenju; ~ 

0,05<p<0,1, * p<0,05, ** p<0,01. 
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Slika 28. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u testu socijalne 

interakcije prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) vreme provedeno u provlačenju preko/ispod 

parnjaka, b) vreme provedeno u njušenju i timarenju parnjaka, c) vreme provedeno u rvanju i boksu, d) 
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vreme provedeno u praćenju parnjaka, e) vreme provedeno u timarenju; * p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001. 

 

 

 
 

Slika 29. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u uzdignutom plus lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih 

parametara: a) % vremena provedenog u otvorenim kracima, b) % ulazaka u otvorene krake u 

postnatalnom periodu oko 30. dana (P30); a) % vremena provedenog u otvorenim kracima, b) % ulazaka 

u otvorene krake u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90); * p<0,05, ** p<0,01. 
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4.3.4. Test spontane lokomotorne aktivnosti  
 

P30: Dvofaktorska ANOVA je pokazala značajan uticaj pola na pređenu distancu (F(1, 34)=5,167, 

p=0,029), gde su ženke prelazile veću distancu u odnosu na mužjake, pre svega u CTRL grupi 

(p=0,024), (Slika 30a). Nije bilo razlike u vremenu provedenom u aktivnosti, ni u prosečnoj brzini. 

Analizirajući parametar broja rotacija demonstrirana je značajna interakcija prenatalnog tretmana i 

pola (F(1, 34)=5,918, p=0,021), sa VPA mužjacima koji su imali povećan broj rotacija u odnosu na 

CTRL mužjake (p=0,026), (Slika 30b). Slično, značajan efekat interakcije je dobijen i za broj rotacija 

u smeru kazaljke na satu (F(1, 34)=4,311, p=0,046), gde su VPA mužjaci imali veći broj ovih rotacija 

u odnosu na CTRL mužjake (p=0,018) i VPA ženke (p=0,011), (Slika 30c). 

Upareni t-test je pokazao da nema razlika u broju rotacija u smeru kazaljke na satu nasuprot onima u 

smeru suprotnom kazaljci na satu kod kontrolnih životinja i VPA ženki, ali da VPA mužjaci imaju 

izraženije rotiranje u smeru kazaljke na satu (p=0,026), (Slika 30d). 

Takođe je pokazano da VPA životinje provode više vremena u timarenju (F(1, 34)=9,587, p=0,004), 

pre svega ženke (p=0,003), (Slika 30e). 

P90: Analiza pređene distance je pokazala značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 36)=14,293, 

p<0,001), pola (F(1, 36)=33,296, p<0,001) i njihove interakcije (F(1, 36)=4,526, p=0,040). VPA 

pacovi su prešli veću distancu u odnosu na CTRL životinje, pre svega izraženo kod ženki (p<0,001). 

Dodatno, ženke su prešle veću distancu u odnosu na mužjake i to u slučaju i jednog i drugog 

prenatalnog tretmana (CTRL: p=0,014, VPA: p<0,001), (Slika 31a). Kao i u P30, analiza vremena 

provedenog u aktivnosti nije pokazala razlike. 

Što se tiče prosečne brzine, ispitivanje je pokazalo značajan uticaj soja (F(1, 36)=5,954, p=0,020) i 

pola (F(1, 36)=19,771, p<0,001). VPA životinje su imale veću brzinu u odnosu na CTRL životinje, 

što je pokazano značajnim kod ženki (p=0,008). Takođe, ženke su bile brže od mužjaka i kod CTRL 

(p=0,048) i kod VPA životinja (p<0,001), (Slika 31b). 

Dvofaktorska ANOVA je demonstrirala značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 36)=15,530, 

p<0,001) i pola (F(1, 36)=13,391, p<0,001) na broj rotacija. VPA pacovi su imali veći broj rotacija u 

odnosu na CTRL životinje, pokazano kod oba pola (mužjaci: p=0,023, ženke: p=0,003). Takođe, 

ženke su imale veći broj rotacije u odnosu na mužjake i u CTRL (p=0,037) i u VPA grupi (p=0,005), 

(Slika 31c). 

Isti obrazac je dobijen analizom broja rotacija u smeru kazaljke na satu: značajan uticaj prenatalnog 

tretmana (F(1, 36)=10,669, p=0,002) i pola (F(1, 36)=20,072, p<0,001), sa VPA životinjama 

(mužjaci: p=0,048, ženke: p=0,014) koje su imale povećan ovaj parametar u odnosu na CTRL 

životinje, kao i ženke sa povećanim brojem rotacija u smeru kazaljke na satu u odnosu na mužjake 

(CTRL: p=0,006, VPA: p=0,002), (Slika 31d). 

Što se tiče broja rotacija u smeru suprotnom kazaljke na satu, pokazan je značajan uticaj prenatalnog 

tretmana (F(1, 36)=16,488, p<0,001), gde su VPA životinje imale povećan ovaj parametar, ali je 

statistička značajnost na nižem nivou analize dostignuta samo kod ženki (p<0,001), (Slika 31e). 

Upareni t-test nije pokazao razlike između broja rotacija različitih smerova ni u jednoj grupi. 

Praćenje i analiza vremena provedenog u timarenju je pokazala značajan uticaj pola (F(1, 36)=19,603, 

p<0,001), gde su ženke provodile manje vremena u ovom ponašanju, i to u obe grupe prenatalnog 

tretmana (CTRL: p<0,001, VPA: p=0,013). Što se tiče soja, pokazano je da su VPA životinje imale 

tendenciju ka povećanom timarenju (F(1, 36)=3,751, p=0,061), koja je posebno iskazana kod ženki 

(p=0,069), (Slika 31f). 
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Slika 30. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u testu spontane 

lokomotorne aktivnosti prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) pređena distanca, b) broj rotacija, 

c) broj rotacija u smeru kazaljke na satu, d) poređenje dva smera rotacija za svaku grupu, e) vreme 

provedeno u timarenju. * p<0,05, ** p<0,01. 
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Slika 31. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u testu spontane 

lokomotorne aktivnosti prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) pređena distanca, b) brzina 

kretanja, c) broj rotacija, d) broj rotacija u smeru kazaljke na satu, e) broj rotacija u smeru suprotnom 

kazaljci na satu, f) vreme provedeno u timarenju; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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4.3.5. Test tri prostorije 
 

P30: Nije demonstrirana preferencija za prostoriju tokom habituacije ni u jednoj grupi. MANOVA je 

otkrila opšti uticaj prenatalnog tretmana (F(3, 31)=3,500, p=0,027; Wilks’٨=0,747), kao i na vreme 

provedeno u prostoriji sa pacovom (F(1, 33)=8,916, p=0,005) i provedeno u prostoriji sa objektom 

(F(1, 33)=7,542, p=0,010). VPA pacovi su provodili manje vremena u prostoriji sa pacovom, a više 

u prostoriji sa objektom u odnosu na CTRL pacove, što je pre svega bilo izraženo kod mužjaka 

(prostorija sa pacovom: p=0,007, prostorija sa objektom p=0,018), (Slika 32a). Analizirajući 

diskriminacioni indeks takođe je pokazan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 33)=18,069, p<0,001), 

pošto su VPA životinje imale manji indeks u odnosu na CTRL životinje oba pola (mužjaci: p=0,001, 

ženke: p=0,022), (Slika 32b). Ispitivanje socijalne memorije je otkrilo značajan uticaj prenatalnog 

tretmana (F(1, 33)=7,506, p=0,010). VPA životinje su provodile manje vremena sa novim pacovom 

u poređenju sa CTRL životinjama, statistički značajno pokazano kod mužjaka (p=0,047) i na nivou 

trenda kod ženki (p=0,081), (Slika 32c).  

P90: Kao i u P30, nisu nađene razlike u prvom delu paradigme. Analiza vremena provedenog u tri 

prostorije MANOVA testom je pokazala značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(3, 31)=4,969, 

p=0,006; Wilks’٨=0,675) i pola (F(3, 31)=3,095, p=0,041; Wilks’٨=0,770). Prenatalni tretman je 

pokazao značajan uticaj na vreme provedeno u prostoriji sa pacovom (F(1, 33)=11,278, p=0,002) i 

sa objektom (F(1, 33)=9,082, p=0,005); pol je pokazao značajan uticaj na vreme provedeno u 

centralnoj prostoriji (F(1, 33)=8,845, p=0,005), a interakcija prenatalnog tretmana i pola je imala 

značajan uticaj na vreme provedeno u prostoriji sa objektom (F(1, 33)=8,091, p=0,008). VPA 

životinje su provele manje vremena u prostoriji sa pacovom, a više vremena u prostoriji sa objektom 

u odnosu na CTRL životinje, i to pogotovo izraženo kod mužjaka (prostorija sa pacovom: p=0,002, 

prostorija sa objektom: p<0,001). Ženke su provele više vremena u centralnoj prostoriji u odnosu na 

mužjake, pogotovo izraženo u VPA grupi (p=0,032). Pored toga, CTRL ženke su provele manje 

vremena u prostoriji sa pacovom u odnosu na CTRL mužjake (p=0,043) i VPA ženke su provele 

manje vremena u prostoriji sa objektom u odnosu na VPA mužjake (p=0,019), (Slika 33a). 

Diskriminacioni indeks je otkrio značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 33)=19,062, p<0,001) sa 

VPA životinjama koje su imale manji diskriminacioni indeks u odnosu na CTRL pacove, što je pre 

svega bilo značajno izraženo kod mužjaka (p<0,001) i na nivou trenda kod ženki (p=0,058), (Slika 

33b). Ispitivanje socijalne memorije je otkrilo značajan uticaj pola (F(1, 33)= 6,850, p=0,013), gde 

su ženke imale manji indeks u poređenju sa mužjacima, što je imalo statističku značajnost kod VPA 

životinja (p=0,010), (Slika 33c). One sample t-test je otkrio da su VPA ženke jedina grupa koja nije 

pravila razliku između novog i starog pacova; ostale grupe su provodile više vremena sa novim 

pacovom (CTRL mužjaci: p=0,007, CTRL ženke: p=0,004, VPA mužjaci: p=0,004), (rezultati nisu 

grafički predstavljeni). 
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Slika 32. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u testu tri 

prostorije prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) vreme provedeno u svakoj prostoriji, b) 

diskriminacioni indeks tokom testa socijabilnosti, c) diskriminacioni indeks tokom testa socijalne 

memorije; ~ 0,05<p<0,1, * p<0,05, ** p<0,01. 
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Slika 33. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u testu tri 

prostorije prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) vreme provedeno u svakoj prostoriji, b) 

diskriminacioni indeks tokom testa socijabilnosti, c) diskriminacioni indeks tokom testa socijalne 

memorije; ~ 0,05<p<0,1, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 

 

 

4.3.6. Morisov vodeni lavirint  
 

P30: Analiza akvizicije dvofaktorskom ANOVA-om sa ponavljanjem je pokazala značajan uticaj 

interakcije dana i prenatalnog tretmana dobijen testiranjem efekata unutar subjekata (F(3,537, 

116,730)=2,837, p=0,033). Prenatalni tretman je pokazao značajan uticaj i testiranjem efekata između 

subjekata (F(1, 33)=23,588, p<0,001). VPA pacovi su imali veću latenciju u odnosu na CTRL pacove 

i kod mužjaka (p=0,003) i kod ženki (p=0,001), (Slika 34a). 

Slično, testiranjem efikasnosti između subjekata je pokazan i značajan uticaj prenatalnog tretmana na 

efikasnost puta (F(1, 33)=8,882, p=0,005), gde su VPA i mužjaci (p=0,046) i ženke (p=0,039) imali 

manju efikasnost puta u odnosu na CTRL pacove istog pola, (Slika 34b). 

Analiza procenta puta pređenog u perifernom prstenu je pokazala opšti uticaj prenatalnog tretmana 

testiranjem efekata između subjekata, gde su VPA životinje imale veći procenat puta pređenog u 
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periferiji (F(1, 33)=4,252, p=0,047), ali razlike na nižim nivoima nisu iskazane, (rezultati nisu 

grafički predstavljeni). 

Nije bilo razlika u broju ulazaka u ciljni region u probnom testu. 

 

 
 

Slika 34. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u standardnom 

Morisovom vodenom lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) latencija, b) efikasnost 

puta tokom akvizicije; * p<0,05 u odnosu na CTRL M, ## p<0,01 u odnosu na CTRL F. 

 

Analiza reverzne akvizicije je pokazala značajan uticaj prenatalnog tretmana na latenciju (F(1, 

33)=38,576, p<0,001). VPA životinje su imale veću latenciju u odnosu na CTRL životinje, što je bilo 

značajno pokazano kod oba pola (mužjaci: p=0,001, ženke: p<0,001), (Slika 35a). 

Interakcija pola i dana je imala značajan uticaj na efikasnost puta pokazano testiranjem efekata unutar 

subjekata (F(4, 132)=3,239, p=0,014), dok je prenatalni tretman imao značajan uticaj iskazan 

testiranjem efekata između subjekata (F(1, 33)=23,177, p<0,001). VPA životinje su imale manju 

efikasnost puta, i mužjaci (p=0,001) i ženke (p=0,003), (Slika 35b). 

Ispitivanje parametra procenta puta u perifernom prstenu je pokazalo značajan efekat interakcije 

prenatalnog tretmana i dana testiranjem efekata unutar subjekata (F(4, 132)=2,459, p=0,049). I 

testiranje efekata između subjekata je pokazao značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 33)=5,974, 

p=0,020), gde su VPA životinje imale veći procenat puta pređenog u periferiji, ali pokazano 

značajnim samo kod ženki (p=0,021), (Slika 35c). 

Slično, testiranjem efekata unutar subjekata je dobijen značajan uticaj interakcije prenatalnog 

tretmana i dana na broj ulazaka u prethodni ciljni region (F(3,851, 127,083)=3,131, p=0,018). 

Značajan efekat prenatalnog tretmana je demonstriran i testiranjem efekata između subjekata (F(1, 

33)=40,703, p<0,001), gde su i VPA mužjaci (p<0,001) i VPA ženke (p<0,001) imali veći broj 

ulazaka u prethodni ciljni region u odnosu na CTRL životinje istog pola (Slika 35d). 

Dvofaktorska ANOVA je pokazala da nije bilo razlike u broju ulazaka u ciljni region u reverznom 

probnom testu, ali da prenatalni tretman jeste imao značajan uticaj na broj ulazaka u prethodni ciljni 

region (F(1, 33)=10,119, p=0,003). VPA životinje su više puta ulazile u prethodni ciljni region, što 

je bilo iskazano i na nivou oba pola (mužjaci: p=0,049, ženke: p=0,020), (Slika 35e). 
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Slika 35. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 30. dana (P30) u reverznom 

Morisovom vodenom lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) latencija, b) efikasnost 

puta, c) % puta pređen u perifernom prstenu, d) broj ulazaka u prethodni ciljni region tokom akvizicije; * 

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u odnosu na CTRL M, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 u odnosu na 

CTRL F; e) broj ulazaka u prethodni ciljni region tokom probnog testa; * p<0,05. 

 

P90: Analiza akvizicije odraslih životinja pokazala je značajan uticaj interakcije prenatalnog tretmana 

i dana (F(3,281, 114,821)=3,532, p=0,014) dobijen testiranjem efekata unutar subjekata. Dodatno, 

testiranjem efekata između subjekata je demonstriran značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 

35)=10,346, p=0,003) i interakcije prenatalnog tretmana i pola (F(1, 35)=4,240, p=0,047) na 
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latenciju. VPA životinje su imale veću latenciju od CTRL životinja, što je pokazano statistički 

značajno kod mužjaka (p=0,001), (Slika 36a). 

Slično, dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je pokazala značajan uticaj prenatalnog tretmana 

(F(1, 35)=15,233, p<0,001) i interakcije prenatalnog tretmana i pola (F(1, 35)=6,170, p=0,018) na 

efikasnost puta, dobijenih testiranjem efekata između subjekata. Smanjena efikasnost puta VPA 

pacova u odnosu na CTRL pacove je posebno iskazana kod mužjaka (p<0,001). Pored toga, VPA 

ženke su imale veću efikasnost puta u odnosu na VPA mužjake (p=0,020), (Slika 36b). 

Ispitivanje parametra % puta pređenog u periferiji testiranjem efekata unutar subjekata otkrilo je 

značajan uticaj interakcije prenatalnog tretmana i dana (F(3,476, 121,651)=2,947, p=0,029), kao i 

interakcije sva tri faktora (F(3,476, 121,651)=2,798, p=0,036). Testiranje efekata između subjekata 

je pokazalo značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 35)=8,140, p=0,007) i interakcije prenatalnog 

tretmana i pola (F(1, 35)=4,952, p=0,033). VPA životinje su veći deo puta prelazile u perifernom 

prstenu, pre svega mužjaci (p=0,001), u odnosu na CTRL pacove (Slika 36c). 

Analiza probnog testa nije pokazala razlike u broju ulazaka u ciljni region. 

 

 
 

Slika 36. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u standardnom 

Morisovom vodenom lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) latencija, b) efikasnost 

puta, c) % puta pređen u perifernom prstenu tokom akvizicije; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u odnosu 

na CTRL M, # p<0,05 u odnosu na CTRL F,  $ p<0,05, $$ p<0,01 u odnosu na VPA M. 

 

Ispitivanje latencije u reverznoj akviziciji testiranjem efekata unutar subjekata je pokazalo značajan 

uticaj interakcije prenatalnog tretmana, pola i dana (F(2,298, 80,414)=4,078, p=0,016) na latenciju. 

Testiranjem efekata između subjekata je otkriven i značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 

35)=7,481, p=0,010). VPA pacovi su imali veću latenciju u odnosu na CTRL pacove, posebno 

iskazano kod mužjaka (p=0,003), (Slika 37a). 

Analiza efikasnosti puta testiranjem efekata unutar subjekata je takođe pokazala značaj uticaj 

interakcije svih faktora (F(4, 140)=3,369, p=0,011), a testiranje efekata između subjekata je otkrilo 
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značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 35)=12,749, p=0,001). VPA životinje su imale manju 

efikasnost puta u odnosu na CTRL životinje, što je statistički značajno pokazano kod mužjaka 

(p=0,004) (Slika 37b). 

Nije pokazana razlika u procentu puta pređenog u perifernom prstenu. 

Dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je pokazala značajan uticaj interakcije prenatalnog tretmana 

i dana (F(3,233, 113,172)=6,226, p<0,001), kao i interakcije sva tri faktora (F(3,233, 113,172)=2,725, 

p=0,044) dobijenih testiranjem efekata unutar subjekata. Dodatno je pokazan značajan uticaj 

prenatalnog tretmana testiranjem efekata između subjekata (F(1, 35)=29,180, p<0,001). VPA 

životinje su imale veći broj ulazaka u prethodni ciljni region u odnosu na CTRL životinje, i to kod 

oba pola (mužjaci: p<0,001, ženke: p=0,015). Pored toga, VPA mužjaci su imali veći broj ulazaka u 

prethodni ciljni region u odnosu na VPA ženke (p=0,019), (Slika 37c). 

Nije bilo razlike u broju ulazaka u ciljni region ni u prethodni ciljni region u reverznom probnom 

testu. 

 

 
 

Slika 37. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u reverznom 

Morisovom vodenom lavirintu prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) latencija, b) efikasnost 

puta, c) broj ulazaka u prethodni ciljni region tokom akvizicije; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u 

odnosu na CTRL M, # p<0,05, ## p<0,01 u odnosu na CTRL F,  $ p<0,05, $$ p<0,01  u odnosu na VPA 

M. 

 

 

4.3.7. Olfaktorna diskriminacija 
 

Analiza razlike latencije ulaska u čistu i poznatu šušku je pokazala značajan uticaj prenatalnog 

tretmana (F(1, 36)=30,886, p<0,001) i interakcije prenatalnog tretmana i pola (F(1, 36)=9,239, 

p=0,004). VPA životinje su pokazale manju razliku u latenciji, tj. da su prvo ulazile u čistu, a potom 

u poznatu šušku, i to je pokazano statistički značajno za mužjake (p<0,001) i na nivou trenda za ženke 
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(p=0,083). CTRL ženke su imale povećanu razliku u latencijama u odnosu na CTRL mužjake 

(p=0,047), što znači da su kasnije ulazile u sopstvenu šušku (ili pre u čistu). Nasuprot tome, VPA 

ženke su imale smanjenu razliku u odnosu na VPA mužjake, tj. pre su ulazile u sopstvenu /kasnije u 

čistu šušku u odnosu na VPA mužjake (p=0,032), (Slika 38a). 

Što se tiče odnosa vremena provedenog u sopstvenoj i vremena provedenog u čistoj šuški, takođe je 

pokazan značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 36)=6,194, p=0,018). VPA životinje su imale 

manji odnos u poređenju sa CTRL pacovima, tj. više vremena su provodile u čistoj šuški, a manje u 

sopstvenoj. Ovo je pogotovo demonstrirano kod mužjaka (p=0,005), (Slika 38b). 

 

 
 
Slika 38. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u testu olfaktorne 

diskriminacije prikazano kroz praćenje sledećih parametara: a) razlika u latencijama ulaska u čistu i 

poznatu šušku, b) odnos vremena provedenog u čistoj i poznatoj šušci; ~ 0,05<p<0,1, * p<0,05, ** p<0,01, 

*** p<0,001. 
 

 

4.3.8. Test obeležavanja teritorije kao odgovor na miris 
 

Dvofaktorska ANOVA je pokazala značajan uticaj pola (F(1, 33)=6,410, p=0,016), sa mužjacima 

koji obeležavaju više od ženki, pre svega u CTRL grupi (p=0,012). Iako su VPA mužjaci pokazali 

manje obeležavanje od CTRL mužjaka, razlika nije pokazala statističku značajnost (p=0,115), (Slika 

39).  
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Slika 39. Ponašanje valproatnih (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) pacova oba pola (muškog, lat. 

masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F) u postnatalnom periodu oko 90. dana (P90) u testu 

obeležavanja teritorije kao odgovor na miris prikazano kroz praćenje površine obeležene površine. * 

p<0,05. 
 

 

4.3.9. Neurohemija 
 

Statistički značajni rezultati su prikazani u Tabelama 3 i 4. 

P30: Ispitujući koncentraciju neurotransmitera kod juvenilnih pacova, pokazano je da su VPA 

životinje imale: manju koncentraciju GABA u cerebelumu, oba pola; manje glutamata u olfaktornom 

bulbusu i cerebelumu, pre svega kod mužjaka; manje dopamina u cerebelumu kod oba pola, ali više 

u frontalnom korteksu, pogotovo kod ženki; više serotonina u ventralnom hipokampusu, značajno 

kod mužjaka; manje dopamina u olfaktornom bulbusu i dorzalnom hipokampusu samo na opštem 

nivou; manje noradrenalina u frontalnom korteksu, pre svega kod mužjaka. Pored toga, pokazane su 

sledeće razlike među polovima: ženke su imale više dopamina u frontalnom korteksu na opštem 

nivou, razlika koja je poticala od VPA grupe; VPA ženke su imale manje serotonina u ventralnom 

hipokampusu u odnosu na VPA mužjake; CTRL ženke su imale manje noradrenalina u frontalnom 

korteksu u poređenju sa CTRL mužjacima. 

P90: VPA životinje su pokazale sledeće promene: više GABA-e u frontalnom korteksu i ventralnom 

hipokampusu, pogotovo kod mužjaka; više glutamata u frontalnom korteksu pre svega kod mužjaka 

i ventralnom hipokampusu izraženo kod ženki; više dopamina u cerebelumu, pogotovo kod mužjaka; 

više serotonina u frontalnom korteksu i strijatumu, pre svega kod mužjaka; više acetilholina u 

frontalnom korteksu, značajno kod mužjaka; više noradrenalina u frontalnom korteksu, značajno kod 

mužjaka, na nivou trenda kod ženki. Analiza glutamata je dodatno pokazala da su ženke imale manje 

glutamata u frontalom korteksu i više u ventralnom hipokampusu u odnosu na mužjake, i da je ta 

razlika pre svega poticala od VPA grupe. Pored toga, VPA ženke su imale manje GABA-e, serotonina 

i noradrenalina u frontalnom korteksu i manje dopamina u cerebelumu. 
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4.4. Uticaj primene MP-III-022 na pacovski model ASD-a 
 

4.4.1. Farmakokinetika MP-III-022 
 

Nisu detektovane razlike između VPA i CTRL pacova, niti između mužjaka i ženki, u pogledu 

ukupne i slobodne koncentracije MP-III-022 u mozgu (Tabela 5). Maksimalna slobodna 

koncentracija u mozgu je izmerena 20 min posle 3. doze od 2 mg/kg. Izmerena koncentracija od oko 

80 nM je mogla do dovede do blage pozitivne modulacije α2 i α3 GABAA receptora (Stamenić i sar., 

2016), tako da nije korišćena u daljim ispitivanjima. Najviša izmerena koncentracija za dozu od 1 

mg/kg, od oko 30 nM, dobijena je u istoj vremenskoj tački i smatrana je selektivnom za α5 GABAA 

receptore (Slika 40). Finalno, doza od 0,33 mg/kg, najniža testirana doza, rezultovala je u procenjenoj 

slobodnoj koncentraciji u mozgu od 10 nM, što bi trebalo da dovede do slabije selektivne modulacije 

α5 GABAA receptora. 

 
Tabela 5. Ukupna i slobodna koncentracija (konc.) MP-III-022 (nmol/kg) izmerena u mozgu i prikazana 

kao srednja vrednost ± standardna greška. Korišćeni valproatni (VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL) 

pacovi oba pola (muškog, lat. masculinum, M i ženskog, lat. femininum, F). n. d. – nije dostupno. 
 

Vremenska 

tačka 
Pol 

CTRL 0,33 mg/kg CTRL 1 mg/kg VPA 1 mg/kg CTRL 2 mg/kg 

Ukupna 

konc. 

Slobodna 

konc. 

Ukupna 

konc. 

Slobodna 

konc. 

Ukupna 

konc. 

Slobodna 

konc. 

Ukupna 

konc. 

Slobodna 

konc. 

24 h posle 

1. dana 

M 
46.38 ± 

1.05 

3.07 ± 

0.07 

45.81 ± 

9.51 

3.03 ± 

0.63 

44.89 ± 

1.83 

2.97 ± 

0.12 
n.d. n.d.  

F 
45.87 ± 

2.07 

3.03 ± 

0.14 

48.49 ± 

1.90 

3.20 ± 

0.13 

49.70 ± 

6.01 

3.28 ± 

0.40 
n.d. n.d. 

20 min 

posle 3. 

dana 

M 
199.02 ± 

30.85 

13.16 ± 

2.04 

472.37 ± 

61.56 

31.22 ± 

4.07 

427.71 

± 31.66 

28.27 ± 

2.09 

1180.52 

± 219.62 

78.03 ± 

14.52 

F 
159.62 ± 

6.29 

10.55 ± 

0.42 

281.26 ± 

59.06 

18.59 ± 

3.90 

377.76 

± 3.94 

24.97 ± 

0.26 
n.d. n.d. 

20 min 

posle 7. 

dana 

M 
74.65 ± 

10.67 

4.93 ± 

0.70 

172.04 ± 

91.54 

11.27 ± 

6.05 

270.85 

± 59.41 

17.90 ± 

3.93 

802.04 ± 

144.10 
53.01 ± 9.52 

F 
120.37 ± 

23.65 

7.96 ± 

1.56 

260.41 ± 

53.35 

17.21 ± 

3.53 

270.66 

± 52.82 

17.89 ± 

3.49 
n.d. n.d. 

24 h posle 

7. dana 

M 
45.27 ± 

1.9 

2.99 ± 

0.13 

42.31 ± 

0.52 

2.80 ± 

0.03 

43.92 ± 

3.19 

2.90 ± 

0.21 
n.d. n.d. 

F 
42.96 ± 

3.79 

2.84 ± 

0.25 

43.10 ± 

2.16 

2.85 ± 

0.14 

40.20 ± 

3.28 

2.66 ± 

0.22 
n.d. n.d. 

 

 
Slika 40. Aproksimativni elektrofiziološki 

odgovor procenjene slobodne 

koncentracije MP-III-022 u mozgu 

izmerene 20 min nakon 3. doze od 1 

mg/kg, prikazan na krivama % modulacije 

EC3 GABA (koncentracija GABA-e koja 

postiže 3% maksimalnog efekta) 

dobijenim na rekombinantnim GABAA 

receptorima koji sadrže α1-, α2-, α3- i α5- 

podjedinicu. Preuzeto i prilagođeno iz 

(Stamenić i sar., 2016) 

 

 

 

 



71 
 

4.4.2. Bihejvioralni rezultati posle tretmana sa MP-III-022  
 

4.4.2.1.  Test socijalne interakcije 

 

Ispitivanje vremena provedeng u njušenju i timarenju uparene životinje je pokazalo značajan efekat 

interakcije prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 70)=3,241, p=0,045), kao i pola, 

prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 70)=3,619, p=0,032). VPA VEH mužjaci su 

proveli manje vremena u ovom ponašanju u poređenju sa CTRL VEH mužjacima (p=0,029). 

Nasuprot tome, VPA mužjaci su proveli više vremena njušeći i timareći drugu životinju u odnosu na 

CTRL mužjake u MP0,3 (p=0,023) i MP1 grupi na nivou trenda (p=0,063). Dodatno, VPA MP0,3 

mužjaci su imali izraženije praćeno ponašanje u odnosu na VPA VEH mužjake (p=0,027), (Slika 

41a). 

Što se tiče vremena provedenog u provlačenju preko/ispod parnjaka, svi faktori i njihove interakcije 

su pokazali značajnost: pol (F(1, 70)=11,920, p=0,001), prenatalni tretman (F(1, 70)=4,982, 

p=0,047), postnatalni tretman (F(2, 70)=8,281, p=0,001), interakcija pola i prenatalnog tretmana (F(1, 

70)=8,005, p=0,006), interakcija pola i postnatalnog tretmana (F(2, 70)=4,451, p=0,015), interakcija 

prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 70)=4,303, p=0,017), interakcija pola, 

prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 70)=8,521, p<0,001). Mužjaci su proveli više 

vremena u ovom ponašanju u odnosu na ženke, pre svega u VPA VEH grupi (p<0,001). VPA pacovi 

su se više provlačili preko/ispod parnjaka u poređenju sa CTRL životinjama, što je značajno bilo 

pokazano kod VEH mužjaka (p<0,001). Tretman sa MP-III-022 je smanjio vreme provedeno u ovom 

ponašanju u odnosu na VEH (MP0,3: p=0,002, MP1: p=0,003), pre svega kod VPA mužjaka (MP0,3: 

p<0,001, MP1: p<0,001), (Slika 41b). 

Analiza je otkrila značajan uticaj prenatalnog tretmana na vreme provedeno u praćenju uparene 

životinje (F(1, 70)=2,894, p=0,008), gde su VPA životinje provodile manje vremena u ovom 

ponašanju. Ovo je pokazano kod VEH (p=0,029) i MP0,3 ženki (p=0,046) i VEH mužjaka na nivou 

trenda (p=0,091), (Slika 41c). 

Ženke su provele više vremena u manipulaciji repom parnjaka u poređenju sa mužjacima (F(1, 

70)=4,066, p=0,048), pre svega u VPA MP1 grupi (p=0,009). Dodatno, pokazana je značajna 

interakcija između sva tri faktora (F(2, 70)=3,419, p=0,038). VPA VEH ženke su provele manje 

vremena u manipulaciji repom u poređenju sa VPA CTRL ženkama (p=0,043). Međutim, došlo je do 

obrnute situacije posle primanja MP1: VPA MP1 ženke su provele više vremena u ovom ponašanju 

u poređenju sa CTRL MP1 ženkama (p=0,007), kao i u poređenju sa VPA VEH ženkama (p=0,013), 

(Slika 41d).  

Nije bilo razlike u broju tuševa i vremenu provedenom u rvanju i boksu. 

 

 

4.4.2.2.  Uzdignuti plus lavirint 

 

Trofaktorska ANOVA je otkrila interakciju na nivou trenda između pola, prenatalnog tretmana i 

postnatalnog tretmana za procenat vremena provedenog u otvorenim kracima (F(2, 118)=2,614, 

p=0,077), gde je najjasnija razlika pokazana na nivou tek ispod statističke značajnosti (p=0,053) u 

prenatalnom tretmanu za VEH mužjake: VPA su proveli manje vremena u otvorenim kracima u 

poređenju sa CTRL (Slika 42a). 

Ispitivanje drugog parametra, procenta ulazaka u otvorene krake, otkrilo je uticaj prenatalnog 

tretmana (F(1, 118)=2,905, p=0,073) i interakcije pola, prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana 

(F(2, 118)=2,858, p=0,061), oba uticaja na nivou trenda. VPA životinje su imale tendenciju da manje 

ulaze u otvorene krake u odnosu na CTRL pacove, što je statistički značajno pokazano jedino kod 

VEH mužjaka (p=0,017). Dodatno, CTRL MP1 ženke su imale manji broj ulazaka u otvorene krake 

u poređenju sa CTRL VEH ženkama (p=0,043), (Slika 42b). 
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Slika 41. Socijalno ponašanje pod uticajem tretmana (vehikulum (VEH), MP-III-022 0,33 mg/kg (MP0,3) 

ili 1 mg/kg (MP1)) primenjenih na prenatalno tretirane pacove (valproatne (VPA) i kontrolne (eng. 

control, CTRL)): a) vreme provedeno u njušenju i timarenju parnjaka, b) vreme provedeno u provlačenju 

preko/ispod parnjaka, c) vreme provedeno u praćenju parnjaka, d) vreme provedeno u manipulaciji repom 

parnjaka; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 

 

 
 

Slika 42. Ponašanje u uzdignutom plus lavirintu pod uticajem tretmana (vehikulum (VEH), MP-III-022 

0,33 mg/kg (MP0,3) ili 1 mg/kg (MP1)) primenjenih na prenatalno tretirane pacove (valproatne (VPA) i 

kontrolne (eng. control, CTRL)): a) % vremena provedenog u otvorenim kracima, b) % ulazaka u 

otvorene krake; ~ 0,05<p<0,1, * p<0,05. 
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4.4.2.3.  Test spontane lokomotorne aktivnosti 

 

Ispitivanje vremena provedenog u aktivnosti je otkrilo značajan efekat interakcije prenatalnog 

tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 111)=8,278, p<0,001). VPA mužjaci su proveli više vremena 

u aktivnosti u poređenju sa CTRL mužjacima u VEH grupi (p=0,002), dok je obrnuto dobijeno posle 

tretmana sa MP0,3 na nivou trenda (VPA MP0,3 < CTRL MP0,3, p=0,072), zbog efekta smanjena 

aktivnosti koji je MP0,3 imao na VPA mužjake u poređenju sa VPA VEH mužjacima (p=0,042). Sa 

druge strane, MP-III-022 dat CTRL mužjacima je povećao njihovu aktivnost u poređenju sa CTRL 

VEH mužjacima (MP0,3: p=0,039, MP1: p=0,011). VPA VEH ženke su takođe pokazale povećano 

vreme u aktivnosti u poređenju sa CTRL VEH ženkama (p=0,030), (Slika 43a). 

Trofaktorska ANOVA je pokazala značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 111)=11,245, p=0,001) 

i interakcije prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana na broj rotacija (F(2, 111)=8,970, 

p<0,001). VPA životinje su imale više rotacija u poređenju sa CTRL životinjama, što je statistički 

značajno pokazano kod VEH mužjaka (p<0,001) i ženki (p=0,002). CTRL MP1 pacovi su pokazali 

tendenciju povećanog broja rotacija u poređenju sa CTRL VEH životinjama, i mužjacima (p=0,062) 

i ženkama (p=0,053). Nasuprot tome, MP0,3 dat VPA mužjacima je smanjio njihov broj rotacija na 

nivou statističkog trenda u poređenju sa VPA VEH mužjacima (p=0,081) i statistički značajno u 

odnosu na VPA MP0,3 ženke (p=0,039), (Slika 43b). 

Analiza broja rotacija u smeru kazaljke na satu je pokazala značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 

111)=10,494, p=0,002) i interakcije prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 111)=9,335, 

p<0,001). VPA pacovi su imali veći broj rotacija u smeru kazaljke na satu u odnosu na CTRL pacove, 

pre svega u VEH grupi kod oba pola (mužjaci: p<0,001, ženke: p=0,002). Tretman sa MP-III-022 je 

smanjio ovaj broj kod VPA životinja u poređenju sa VPA VEH životinjama, s tim što je opisan efekat 

ispoljen kod mužjaka posle tretmana sa MP0,3 (p=0,046), a kod ženki posle MP1 (p=0,004). 

Dodatno, mužjaci su imali veći broj rotacija u smeru kazaljke na satu u odnosu na ženke u VPA MP1 

grupi (p=0,035), (Slika 43c). 

Pol je imao značajan uticaj na broj rotacija suprotan od smera kretanja kazaljke na satu (F(1, 

111)=5,988, p=0,016), gde su ženke imale veći broj ovih rotacija u poređenju sa mužjacima, 

pokazano na nivou trenda u VPA VEH (p=0,087) i VPA MP0,3 grupi (p=0,054). Takođe je 

demonstriran uticaj interakcije prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 111)=8,245, 

p<0,001). VPA životinje su imale veći broj ovih rotacija u poređenju sa CTRL životinjama u VEH 

grupi (mužjaci na nivou trenda: p=0,067, ženke: p=0,001). Tretman sa MP-III-022 dat CTRL 

ženkama je imao tendenciju da povećava broj rotacija obrnutog smera od kazaljke na satu u odnosu 

na CTRL VEH ženke (MP0,3: p=0,074, MP1: p=0,094). Nasuprot tome, VPA ženke tretirane sa MP1 

su imali smanjeni broj ovih rotacija u poređenju sa VPA VEH (p=0,024), (Slika 43d). 

Upareni t-test je pokazao da razlika u broju rotacija u smeru kazaljke na satu nasuprot onima u smeru 

suprotnom kazaljci na satu postoje samo kod VPA VEH mužjaka koji imaju izraženije rotiranje u 

smeru kazaljke na satu (p=0,011), (Slika 43e). 

Trofaktorska ANOVA je pokazala značajan uticaj interakcije prenatalnog tretmana i postnatalnog 

tretmana na vreme provedenu u timarenju (F(2, 111)=7,769, p=0,001). VPA životinje su provele više 

vremena u timarenju u odnosu na CTRL životinje, pre svega kod VEH mužjaka (p=0,001) i ženki 

(p=0,027). MP0,3 dat VPA mužjacima je smanjio ovo vreme u poređenju sa VPA VEH mužjacima 

(p=0,006) i VPA MP1 mužjacima na nivou trenda (p=0,093). Obrnuto, MP-III-022 dat CTRL 

ženkama je doveo do povećanja vremena provedenog u timarenju u poređenju sa CTRL VEH 

ženkama (MP0,3: na nivou trenda: p=0,088, MP1: p=0,010), (Slika 43f). 
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Slika 43. Spontana lokomotorna aktivnost pod uticajem tretmana (vehikulum (VEH), MP-III-022 0,33 

mg/kg (MP0,3) ili 1 mg/kg (MP1)) primenjenih na prenatalno tretirane pacove (valproatne (VPA) i 

kontrolne (eng. control, CTRL)): a) vreme provedeno u aktivnosti, b) broj rotacija, c) broj rotacija u smeru 

kazaljke na satu, d) broj rotacija u smeru suprotnom od kazaljke na satu, e) poređenje dva smera rotacija 

za svaku grupu, f) vreme provedeno u timarenju; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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4.4.2.4.  Morisov vodeni lavirint 

 

Trofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je pokazala značajan uticaj interakcije dana i prenatalnog 

tretmana (F(3,720, 416,656)=2,810, p=0,029), dobijen testiranjem efekata unutar subjekata, na 

latenciju. Testiranjem efekata između subjekata je takođe otkriven značajan uticaj prenatalnog 

tretmana (F(1, 112)=6,704, p=0,011) i interakcije pola i prenatalnog tretmana (F(1, 112)=6,467, 

p=0,012). VPA životinje su imale veću latenciju u odnosu na CTRL životinje, što je pogotovo 

pokazano kod VEH mužjaka (p=0,001). Dodatno je otkriveno da su CTRL VEH ženke imale veću 

latenciju od CTRL VEH mužjaka (Slika 44a). Što se tiče parametra efikasnost puta, analiza je 

pokazala značajnu interakciju dana i pola (F(4, 448)=3,523, p=0,008) i interakciju dana, pola i 

postnatalnog tretmana (F(8, 448)=2,020, p=0,043), pokazano testiranjem efekata unutar subjekata. 

Pored toga, testiranjem efekata između subjekata pokazan je i značajan uticaj prenatalnog tretmana 

(F(1, 112)=13,574, p<0,001). VPA pacovi su imali manju efikasnost puta od CTRL pacova, što je 

značajno bilo izraženo kod VEH mužjaka (p<0,001), (Slika 44b). 

Nije pokazana razlika u broju ulazaka u ciljni region u probnom testu. 

Analiza latencije u reverznoj akviziciji je pokazala značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 

112)=38,836, p<0,001) i interakcije pola, prenatalnog tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 

112)=3,955, p=0,022) dobijenih testiranjem efekata između subjekata. VPA životinje su imale veću 

latenciju u odnosu na CTRL životinje, što je statistički značajno pokazano kod VEH mužjaka 

(p<0,001), MP1 mužjaka (p=0,009), VEH ženki (p=0,016) i MP0,3 ženki (p<0,001). MP0,3 dat VPA 

mužjacima je uspeo da značajno smanji latenciju u poređenju sa VPA VEH mužjacima (p=0,035). 

Pored toga, VPA MP1 ženke su imale veću latenciju u odnosu na VPA MP0,3 ženke (p=0,042), dok 

su VPA MP0,3 ženke imale veću latenciju u odnosu na VPA MP0,3 mužjake (p=0,002), (Slika 44c). 

Testiranje efekata između subjekata je pokazalo i značajan uticaj prenatalnog tretmana (F(1, 

112)=26,129, p<0,001) i interakcije pola i postnatalnog tretmana (F(2, 112)=3,978, p=0,021) na 

efikasnost puta. VPA životinje su imale smanjenu efikasnost puta u odnosu na CTRL životinje, što 

je pokazano kod VEH mužjaka (p=0,004), MP1 mužjaka (p=0,014), VEH ženki (p=0,016) i MP0,3 

ženki (p=0,015). MP0,3 dat VPA mužjacima je uspeo da poveća efikasnost puta u odnosu na VPA 

VEH mužjake (p=0,034). Takođe je postojala razlika u polu u VPA MP0,3 grupi, gde su mužjaci 

imali veću efikasnost puta od ženki (p=0,011), (Slika 44d). Analiza trećeg ispitivanog parametra, 

broja ulazaka u prethodnu ciljnu zonu, pokazala je značajan efekat prenatalnog tretmana (F(1, 

112)=4,363, p=0,039) i interakcije prenatalog tretmana i postnatalnog tretmana (F(2, 112)=4,175, 

p=0,018), dobijeno testiranjem efekata između subjekata. VPA pacovi su imali povećan broj ulazaka 

u prethodni ciljni region u odnosu na CTRL pacove, pokazano kod VEH mužjaka (p=0,004), VEH 

ženki (p=0,044) i MP03 ženki (p=0,040). Tretman sa MP-III-022 dat VPA životinjama je uspeo da 

smanji broj ovih ulazaka, sa MP0,3 u slučaju mužjaka (p=0,029) i sa MP1 u slučaju ženki na nivou 

trenda (p=0,058), (Slika 44e). 

Nije bilo razlike u broju ulazaka u ciljni region i prethodni ciljni region u reverznom probnom testu. 
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Slika 44. Ponašanje u Morisovom vodenom lavirintu pod uticajem tretmana (vehikulum (VEH), MP-III-

022 0,33 mg/kg (MP0,3) ili 1 mg/kg (MP1)) primenjenih na prenatalno tretirane pacove (valproatne 
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(VPA) i kontrolne (eng. control, CTRL)): a) latencija, b) efikasnost puta u akviziciji standardnog dela 

testa, c) latencija, d) efikasnost puta, e) broj ulazaka u prethodni ciljni region u akviziciji reverznog dela 

testa; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 u poređenju sa CTRL VEH; ^ p<0,05, ^^ p<0,01 u poređenju sa 

CTRL MP0,3, $ p<0,05, $$ p<0,01 u poređenju sa CTRL MP1, # p<0,05, ## p<0,01 u poređenju sa VPA 

VEH, + p<0,05, ++ p<0,01 u poređenju sa VPA MP0,3. 
 

 

4.4.3.  Oslikavanje kalcijuma 
 

Nakon inicijalnih merenja, uvideli smo da je većina DIV 13 kultura uspostavila spontanu aktivnost. 

CTRL kulture koje su spadale u tu grupu, ujedno nisu imale povećanje [Ca2+]i na dodatak GABA-e 

(Slika 45e). Što se tiče VPA kultura, primećena je razlika: kulture koje su imale oscilacije male 

amplitude, pokazivale su povećanje kalcijumovog signala pri dodatku GABA-e; sa druge strane, VPA 

kulture koje su imale veću frekvenciju i amplitudu spontanih oscilacija, ujedno nisu ispoljavale 

kalcijumsku prolaznu struju (eng. transient) na dodatak GABA-e. VPA neuroni su imali smanjenu 

frekvenciju (U=0,000, p<0,001), (Slika 45a) i amplitudu (U=570,000, p=0,029), (Slika 45b) 

spontanih oscilacija u poređenju sa CTRL neuronima. Neuroni koji nisu ispoljili spontanu aktivnost 

takođe su imali ekscitatornu reakciju na GABA (GABA reaktivni). VPA neuroni koji su spadali u 

ovu grupu (38 od analiziranih 65) imali su veću amplitudu odgovora izazvanog GABA-om (Slika 

45c) u odnosu na istu grupu CTRL neurona (17 od analiziranih 49). 

Petnaestog dana sve CTRL kulture (35 neurona) su razvile spontanu aktivnost i nisu imale povećanje 

[Ca2+]i kao odgovor na GABA-u; GABA dodata tokom spontane oscilacije dovodila je do njenog 

trenutnog prekida (Slika 45e). Što se tiče VPA kultura, nalaz je bio sličan kao DIV 13; raspon od 

nedostatka spontane aktivnosti zajedno sa malim povećanjima kalcijuma izazvanim GABA-om (23 

od 51), do spontane aktivnosti manje amplitude u poređenju sa CTRL neuronima (U=101,000, 

p<0,001), (Slika 45d) zajedno sa nedostatkom povećanja [Ca2+]i nakon dodatka GABA-e. CTRL 

kulture tretirane sa MP-III-022 su demonstrirale smanjenu amplitudu spontanih oscilacija 

(U=399,000, p=0,044) u poređenju sa CTRL SAL kulturama. Dodatno, neki CTRL MP neuroni su 

imali povećanje [Ca2+]i kao odgovor na GABA-u (14 od 32 neurona). Obrnuto, VPA MP (24 neurona) 

neuroni nisu imali povećanje kalcijuma, nego inhibiciju spontane aktivnosti kao odgovor na GABA-

u; kao i povećanu amplitudu spontanih oscilacija (p=0,012) u poređenju sa VPA SAL neuronima. 
 

 

4.4.4. Real-time PCR 
 

Analiza nivoa GABRA5 iRNK je otkrila značajan efekat postnatalnog tretmana (F(2, 63)=5,539, 

p=0,006) i interakcije prenatalnog i postanatalnog tretmana (F(2, 63)=5,391, p=0,007). U celini, 

tretman sa MP-III-022 je smanjio ekspresiju u poređenju sa VEH (MP0,3: p=0,011 i MP1: p=0,031). 

Ovo je pogotovo pokazano analizom hipokampusa kontrolnih životinja; kod MP0,3 mužjaka na nivou 

trenda (p=0,086), MP1 mužjaka (p=0,024), MP0,3 ženki (p=0,026) i MP1 ženki (p=0,017). VPA 

VEH ženke su imale smanjenu ekspresiju GABRA5 iRNK u odnosu na CTRL VEH ženke na samoj 

granici značajnosti (p=0,050). Obrnuto, VPA MP1 ženke su imale veću ekspresiju u poređenju sa 

CTRL MP1 ženkama (p=0,010), VPA MP0,3 ženkama na nivou trenda (p=0,074) i VPA MP1 

mužjacima (p=0,015), (Slika 46a).  

Pol je imao značajan uticaj na NKCC1 ekspresiju (F(1, 61)=6,005, p=0,017), sa ženkama koje su 

imale manju ekspresiju u poređenju sa mužjacima, što je pogotovo pokazano u CTRL VEH (p=0,010) 

i VPA MP0,3 grupi (p=0,032). Dodatno je otkriven značajan uticaj interakcije prenatalnog i 

postnatalog tretmana (F(2, 61)=4,835, p=0,011). VPA VEH (p=0,001), CTRL MP0,3 (p=0,012) i 

CTRL MP1 (p=0,010) mužjaci su svi imali manju NKCC1 ekspresiju u poređenju sa CTRL VEH 

mužjacima, (Slika 46b).  

Testiranje nivoa KCC2 iRNK je otkrila značajan efekat interakcije sva tri faktora (F(2, 64)=3,679, 

p=0,031). VPA ženke su imale smanjenu ekspresiju u poređenju sa VPA mužjacima u VEH grupi (na 

nivou trenda, p=0,091) i MP0,3 grupi (p=0.042), a obrnuto, povećanu ekspresiju, u MP1 grupi (na 
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nivou trenda, p=0,067). Dodatno, smanjen nivo KCC2 iRNK je pronađen kod VPA ženki u poređenju 

sa CTRL ženkama u VEH grupi (na nivou trenda, p=0,095), dok je obrnuto zapaženo u MP1 grupi 

(p=0,017). Dodatno, VPA ženke tretirane sa MP1 su imale povećanu ekspresiju KCC2 u 

hipokampusu u poređenju sa VPA VEH (p=0,018) i VPA MP0,3 (p=0,008) ženkama (Slika 46c). 

 
 

 
 

Slika 45. Uticaj MP-III-022 30 nM (MP) ili fiziološkog rastvora (eng. saline, SAL) na GABA switch i 

spontanu neuronalnu aktivnost ćelija dobijenih iz prenatalno tretiranih neonatalnih pacova (valproatnih 

(VPA) i kontrolnih (eng. control, CTRL)) pokazano na: a) frekvenciji i b) amplitudi spontanih oscilacija 

kalcijuma i c) amplitudi GABA-om izazvane kalcijumske prolazne struje tokom dana in vitro 13 (DIV13) 

i d) amplitudi spontanih oscilacija kalcijuma tokom DIV 15. e) Reprezentativni snimci svih 

eksperimentalnih grupa tokom konstantne perfuzije i aplikacije GABA. Ćelije su inkubirane sa 5 μM 

Fluo-4 AM i onda snimane na frekvenciji od 1 Hz; * p<0,05, *** p<0,001. 
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Slika 46. Ekspresija hipokampalne iRNK pod uticajem tretmana (vehikulum (VEH), MP-III-022 0,33 

mg/kg (MP0,3) ili 1 mg/kg (MP1)) primenjenih na prenatalno tretirane pacove (valproatne (VPA) i 

kontrolne (eng. control, CTRL)): a) GABRA5, b) NKCC1, c) KCC2 nivo; ~ 0,05<p<0,1, * p<0,05, ** 

p<0,01.  
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5. Diskusija 
 

5.1. Uticaj MP-III-022 na učenje, pamćenje i gensku ekspresiju α5 podjedinice 
 

Ispitivali smo uticaj blage, umerene i izražene aktivacije α5 GABAA receptora na ponašanje u 

testovima memorije i ekspresiju iRNK kod zdravih, odraslih pacova. Otkrivena je određena vrsta 

dvojnog obrasca dozne zavisnosti efekata na kognitivne procese i gensku ekspresiju u raznim 

moždanim regionima (sumirano na Slici 47). U zavisnosti od korišćenog testa i protokola, doze koje 

dovode do blage ili izražene aktivacije α5 GABAA receptora izazvale su efekte slične hormezi (efekti 

u obliku slova J ili invertnog slova J). Sa druge strane, umerena doza MP-III-022 nije izazvala nikakve 

bihejvioralne efekte sem statističkog trenda u probnom testu dugotrajnog Morisovog vodenog 

lavirinta. Efekti u obliku slova J ili invertnog slova J su bili prepoznati u kratkotrajnom Morisovom 

vodenom lavirintu i probnom testu dugotrajnog Morisovog vodenog lavirinta, kao i u dugotrajnim 

testovima prepoznavanja objekta i socijalne diskriminacije, gde je visoka doza izazvala pogoršanje 

memorije, kao i u kratkotrajnom testu socijalne diskriminacije, gde je visoka doza dovela do 

poboljšanja memorije. Efekti nalik na hormezu su primećeni u kratkotrajnom testu prepoznavanja 

objekta, gde su niska i visoka doza izazvale oštećenje, odnosno poboljšanje memorije, kao i u 

akviziciji dugotrajnog Morisovog vodenog lavirinta, samo sa obrnutim uticajem ovih doza. 

 

 
 

Slika 47. Pregled bihejvioralnih i Real-time PCR rezultata. MP=MP-III-022; 1=1 mg/kg; 10=10 mg/kg; 

VEH=vehikulum; PFC=prefrontalni korteks; tamnije strelice=statistički značajna razlika; svetlije 

strelice=razlike na nivou statističkog trenda. 

 

U celini možemo videti da je dihotomija između blage i izražene pozitivne modulacije α5 GABAA 

receptora prepoznata u nekoliko šablona. Ovi nalazi jasno pokazuju da PAM-ovi mogu imati ili 

nepovoljan ili povoljan efekat na memorijske procese, u zavisnosti od korišćene doze i upotrebljene 

procedure. Iako retki, podaci o takvim bifaznim efektima postoje u literaturi. Niska doza agoniste 

serotoninskog 1A receptora, 8-OH-DPAT, reverzirala je deficite u prepulsnoj inhibiciji i 

hiperlokomociji kod pacova tretiranih sa MK-801, dok je visoka doza ovog liganda smanjila 

prepulsnu inhibiciju, ali i povećala lokomociju (Bubeníková-Valesová i sar., 2007). Antagonist 

receptora za peptid oslobađanja gastrina (eng. gastrin-releasing peptide receptor, GRPR) posle 

injektovanja u dorzalni hipokampus u niskoj dozi je oštetio, a u visokoj dozi poboljšao memoriju u 

testu inhibitornog izbegavanja (Dantas i sar., 2006). 

Rezultati dobijeni u akvizicionoj fazi Morisovog vodenog lavirinta su nas naveli da dodatno ispitamo 

efekte niske doze MP-III-022. Dugotrajni testovi prepoznavanja objekta i socijalne diskriminacije su 

imali primenu 1 mg/kg MP-III-022 ili rastvarača, ili kombinaciju oba u dve vremenske tačke. U ovim 

dodatnim testovima dupla doza MP-III-022 je dovela do oštećenja memorije. Ovakvi rezultati znače 

da je ponovljena slaba aktivacija α5 GABAA receptora dovela do efekta koji je zavisio od tipa 

memorija – poboljšanje prostorne, ali pogoršanje memorije vezane za predmete i socijalne memorije. 

Dobijeni nalaz je u suprotnosti sa blagim poboljšanjem memorije primećenim kod grupa koje su 

primile 1 mg/kg MP-III-022 prvog dana, a potom rastvarač pre pozivanja memorije u dugotrajnim 

testovima prepoznavanja objekta i socijalne diskriminacije. Ove promene nisu primećene u 
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dugotrajnim verzijama ovih testova u kojima životinje drugog dana nisu primile nikakvu injekciju 

(posle 1 mg/kg MP-III-022 prvog dana). Stoga, deluje da je primećeno blago poboljšanje memorije 

u dugotrajnim testovima prepoznavanja objekta i socijalne diskriminacije posledica primene 

rastvarača životinjama koje su 24 h pre toga primile nisku dozu liganda. Postoji teorija da isti, 

specifičan stres koji se dogodio tokom učenja može da aktivira iste puteve koji su bili aktivirani prvi 

put i na taj način olakša pozivanje memorije (Joëls i sar., 2006). Primena injekcije može da se tumači 

kao stres koji je bio prisutan u ovim okolnostima. Međutim, ovaj efekat je moguće primetiti samo u 

MP-III-022 1/VEH grupi, tako da bi mogao biti povezan sa aktivacijom α5 GABAA receptora. 

Moguća hipoteza je da združeni efekat stresa i otiska prethodne slabe aktivacije α5 GABAA receptora 

dovodi do poboljšanja memorije. Na primer, noradrenalin izazvan stresom dovodi do oslobađanja 

vazopresina iz paraventrikularnog nukleusa hipotalamusa (Vacher i sar., 2002) u CA2 region, za šta 

je pokazano da dovodi do depolarizacije CA2 piramidalnih neurona i za posledicu ima poboljšanje 

socijalne memorije (Smith i sar., 2016). Poboljšanje pamćenja objekta i životinja je prikazano u našim 

rezultatima zajedno sa povećanjem GABRA5 nivoa u CA2. Stiče se utisak da, sami za sebe, stres od 

injekcije rastvarača i niska doza PAM-a, nisu dovoljni da izazovu promenu, ali možemo da 

postuliramo da oni rade zajedno u istom pravcu. 

Za ovu teoriju su uzeti u obzir rezultati koji su na nivou statističkog trenda, ali nisu dostigli nivo 

statističke značajnosti. Tokom godina je bilo mnogo diskusije da p vrednosti iznad nivoa praga (0,05) 

zaista nude dokaz protiv nulte hipoteze, i da se ne mogu uzimati kao dokaz da nema efekta (Amrhein 

i sar., 2017). Dodatno, postoji uniforman obrazac dobijene aktivnosti MP-III-022 u svim testovima 

prepoznavanja objekta i socijalne diskriminacije, samo je kod nekih p vrednost bila iznad, a kod nekih 

malo ispod praga od 0,05. Ovo su razlozi zbog kojih smo odlučili da ne zanemarimo dobijene 

rezultate i posmatramo ih kao koherentan nalaz. 

Pored testova memorije, ispitivali smo otisak iRNK GABRA5 u tri odabrana regiona mozga uzeta 

posle primene liganda (dobijene promene su prikazane na Slici 47). Opšta opservacija je da je osnovni 

nivo GABRA5 bio relativno nizak u prefrontalnom korteksu i CA2, i pokazivao je tendenciju da se 

poveća u okolnostima pozitivne modulacije α5 GABAA receptora, dok je bazalni nivo u CA1 bio 

relativno visok i sklon smanjenju posle tretmana sa MP-III-022. Detektovani osnovni nivo ekspresije 

se slaže sa podacima u literaturi (Hörtnagl i sar., 2013), sem za CA2, ali naši rezultati se moraju uzeti 

sa rezervom u tom pogledu, s obzirom da smo uzimali samo deo celog regiona. 

Promene u GABRA5 iRNK u prefrontalnom korteksu su se desile isključivo posle 24 h i samo u 

sprezi sa promenama u jednom od dva ispitivana regiona hipokampusa. Promene GABRA5 u 

prefrontalnom korteksu i CA2 se podudaraju sa normalizacijom prostorne memorije, dok se 

kombinacija promene ekspresije u prefrontalnom korteksu i CA1 dešavala kad i oštećenje prostorne 

memorije. Efekat promene nivoa iRNK u prefrontalnom korteksu, dodat na promene u hipokampusu, 

nije imao uticaja na pamćenje objekata i životinja. Uticaj prefrontalnog korteksa na prostornu 

memoriju nije iznenađujući kada se uzme u obzir da je prefrontalni korteks zadužen za donošenje 

odluka, dok hipokampus ima ključnu ulogu u kodiranju i pozivanju memorije. Za pacove kao vrstu, 

ova funkcija je neophodna za preživljavanje, pošto oni moraju da imaju izuzetnu prostornu memoriju 

i da koriste uskladištene podatke za uspešnu potragu za hranom i bežanje od neprijatelja, tj. da se 

brzo adaptiraju i donose blagovremene odluke (Yu i Frank, 2015). 

Što se tiče naših nalaza u hipokampusu, promene u CA1 i CA2 se nikad nisu događale u isto vreme i 

bile su suprotne jedna drugoj u pogledu vremena i doze. Povećanje ekspresije GABRA5 u CA2 se 

dogodilo 30 min posle jake aktivacije i 24 h posle slabe aktivacije α5 GABAA receptora. Sa druge 

strane, smanjenje iRNK GABRA5 u CA1 regionu je primećeno 30 min posle niske doze i 24 h posle 

visoke doze.  

Ekspresione promene α5 GABAA podjedinice detektovane u CA2 događale su se pod istim uslovima 

kao poboljšanje memorije za objekte i socijalne memorije, i pogoršanje prostorne memorije. Nasuprot 

tome, obrnute promene u CA1 su se desile kad i oštećenje memorije za objekte i socijalne memorije, 

i poboljšanje prostorne memorije. Naši rezultati se slažu sa poznatom ulogom CA2 u socijalnoj 

memoriji (Tzakis i Holahan, 2019). Kako je objekat jedina stvar koja se menja u našem testu 

prepoznavanja objekta, moguća veza između promena u CA2 i memorije za objekte može da bude 
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povezana sa otkrićem da je CA2 region osetljiv na male promene u opštem kontekstu okruženja 

(Alexander i sar., 2016, Wintzer i sar., 2014). Smatra se da CA1 region ima ulogu u pamćenju 

predmeta (Kersten i sar., 2019, Rampon i sar., 2000), dok je njegov uticaj na socijalnu memoriju 

otkriven skorije (Almeida-Santos i sar., 2019, Okuyama i sar., 2016, Zhang i sar., 2019). Što se tiče 

prostorne memorije, uloga CA1 je dobro poznata (Tsien i sar., 1996), dok funkcija CA2 nije smatrana 

toliko bitnom. Ipak, Donegan i saradnici (2020) su pokazali da hiperpolarizacija CA2 neurona kod 

Df(16)A+/- miševa dovodi do deficita u socijalnom i kontekstualnom kodiranju, zajedno sa 

poboljšanom prostornom memorijom. Obrnuto, ponovno uspostavljanje normalne aktivnosti CA2 

neurona, spašava socijalnu i kontekstualnu memoriju, uz vraćanje na manje precizne prostorne 

signale (Donegan i sar., 2020). Ovo razdvajanje prostorne i memorije za predmete/životinje pruža 

dodatnu podršku našim rezultatima, pošto smo mi otkrili sličan fenomen u našim eksperimentima.  

Jedno od ograničenja naše studije je činjenica da nismo određivali nivo proteina, i još bitnije sa tačke 

gledišta funkcije, nivo receptora. Imajući u vidu da su iste doze i vremenske tačke primene i 

ispitivanja dovodile do promena i u ponašanju i ekspresiji GABRA5, možemo da pretpostavimo da 

je promena iRNK bila preneta na promenu u količini proteina, a potom i u nivou receptora. Ovu 

hipotezu podržavaju studije koje su pokazale da nivoi α5 podjedinice i α5 GABAA receptora u 

ćelijskoj membrani prate promene u ekspresiji iRNK GABRA5 (Luscher i sar., 2011, Provenzano i 

sar., 2020, Tan i sar., 2011). Dodatno, skorašnja studija (Lorenz-Guertin i sar., 2019) je pokazala da 

primena benzodiazepina dovodi do modifikacije sastava GABAA receptora i specifičnog povećana 

α5βγ2 receptora u korteksu. Ovo pruža dodatnu podršku ideji da naš ligand, koji se vezuje za 

benzodiazepinsko mesto vezivanja i selektivan je za α5βγ2 receptore, može da dovede do promena u 

nivou receptora istog podtipa. 

Imajući u vidu naše rezultate i postojeću literaturu, možemo izneti teoriju koja bi objasnila i povezala 

dobijene bihejvioralne i molekularne rezultate. Pokazano je da su α5 GABAA receptori prisutni na 

piramidalnim neuronima i interneuronima u prefrontalnom korteksu i CA1 regionu (Hu i sar., 2018, 

Magnin i sar., 2019). Što se tiče CA2 regiona, može se pretpostaviti da je opšta ćelijska lokalizacija 

α5 GABAA receptora slična onoj u CA1 regionu (Mercer i sar., 2007). Pošto je aktivacija CA2 

piramidalnih neurona neophodna za socijalnu memoriju (Meira i sar., 2018, Smith i sar., 2016) i da 

ide ruku pod ruku sa pogoršanjem prostorne memorije (Donegan i sar., 2020), možemo pretpostaviti 

da se i u našem eksperimentu dešava ekscitacija ovih neurona. Ukoliko je primećen porast GABRA5 

u CA2 regionu doveo do povećanog nivoa α5 GABAA receptora, takva promena na interneuronima 

bi dovela do njihove inhibicije. Samim tim, inhibicija piramidalnih neurona od strane interneurona bi 

bila smanjena, što bi omogućilo njihovu lakšu depolarizaciju. Nasuprot tome, depolarizacija CA1 

regiona dovodi do poboljšanja prostorne memorije (Epsztein i sar., 2011). Pošto se to događa u našem 

eksperimentu pod istim uslovima kad i smanjenje nivoa iRNK GABRA5, možemo pretpostaviti da 

je nivo α5 GABAA receptora smanjen kod piramidalnih neurona, što dovodi do supresije inhibicije i 

posledično do olakšane depolarizacije. Međutim, dok ovo može da objasni efekat na prostornu 

memoriju, za sad nema objašnjenja kako promena u CA1 regionu može negativno da utiče na 

socijalnu i memoriju za objekte.  

Ova studija je pokazala da je varijabilnost uloge α5 GABAA receptora velika i zavisi od njihovog 

nivoa ekspresije i lokalizacije, od tipa i protokola kognitivnog zadatka, i od vremena farmakološkog 

testiranja i modulacije. Dobijeni rezultati su dokaz potencijalnog povoljnog dejstva MP-III-022, te 

smo stoga odlučili da ispitamo efekte ovog liganda na animalni model autizma.  
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5.2. Mišji model ASD-a 
 

Ispitivali smo validnost sličnosti spontanog genetičkog modela ASD-a, BTBR soja miševa. Pregled 

rezultata i njihova paralela sa karakteristikama primećenim kod ASD-a je data na Slici 48. 

Po zalučivanju miševa ustanovili smo da ispunjavaju neurološke preduslove da uđu u dalje testiranje. 

Ustanovljena razlika u masi je dobro poznata i u skladu sa literaturom, da su BTBR miševi veći od 

C57BL miševa (Reed i sar., 2007), kao i da su mužjaci veći od ženki (Reed i sar., 2007). 

U prvom testu, ispitivanju socijalne interakcije, dobijen je neočekivan rezultat: juvenilni BTBR 

miševi su pokazali izrazitu socijabilnost, veću od kontrolnog soja, što nije u skladu sa prethodnim 

nalazima (McFarlane i sar., 2008). Iako opisane procedure za ovu paradigmu veoma variraju, u 

pogledu potrebe i dužine socijalne izolacije, habituacije, vremena izvođenja testa, praćenja para 

nasuprot praćenja jedinke, ispitivanih parametara, itd., smatramo da bi sama modifikacija protokola 

eventualno mogla da prikrije postojeći deficit, ali ne i da dâ potpuno suprotne rezultate. Dodatno, naš 

protokol je sličan prethodno korišćenim (Bales i sar., 2014, Yang i sar., 2012), a autori ovih radova 

su dobili smanjenu socijabilnost BTBR miševa. Međutim, upotreba istog protokola tokom P90 je 

pokazala socijalne deficite BTBR mužjaka, konkretno, smanjeno vreme u njušenju anogenitalne 

regije, što je u skladu sa prethodno pomenutom studijom (Yang i sar., 2012), ali u suprotnosti sa 

objavljenim nalazom da je upravo ovaj parametar povećan kod adultnih BTBR mužjaka (Defensor i 

sar., 2011). Jasno je da rezultati o socijabilnost BTBR miševa nisu jednoznačni i da zahtevaju još 

ispitivanja. Sa stanovišta naših rezultata, BTBR miševi nisu ispunili validnost sličnosti za kriterijum 

A ASD-a, socijalne deficite, kao ni za kriterijum C, a to je da su deficiti prisutni od detinjstva.  

Što se tiče praćenih ne-socijalnih parametara, povećano timarenje juvenilnih BTBR miševa, odraslih 

BTBR ženki i sinhrono ponavljajuće kopanje juvenilnih BTRB mužjaka (ponašanje nazvano kao 

gusenično kretanje, eng. inchworming) u skladu je sa postojećom literaturom (Pobbe i sar., 2010, 

Smith i sar., 2014), i odgovara kriterijumu B ASD-a, repetitivnim oblicima ponašanja. Što se tiče 

smanjene prisutnosti ovih ponašanja kod adultnih miševa, postavlja se pitanje da li to odgovara 

opservacijama u humanoj populaciji sa ASD-om. Nedostatak istraživanja humane populacije je što 

najveći broj studija ima decu kao ispitanike, a mali broj studija koje jesu ispitivale adultnu i/ili stariju 

populaciju, veoma varira u broju i uzrastu ispitanika. Za sada, postojeće studije jesu pokazale da 

pacijenti tokom života razvijaju strategije kojim umanjuju manifestacije simptoma ASD-a (Happé i 

sar., 2016, Howlin i sar., 2013), pogotovo odrasli pacijenti u pogledu repetitivnih i restriktivnih 

ponašanja (Seltzer i sar., 2003), tako da bi se moglo reći da se opisani nalaz kod BTBR miševa slaže 

sa onim u humanoj populaciji. 

BTBR miševi oba uzrasta su pokazali da su manje anksiozni u odnosu na kontrolne miševe u testu 

uzdignutog plus lavirinta. Ovaj nalaz jeste u skladu sa prethodno objavljenim studijama (Chadman, 

2011, Moy i sar., 2007), ali ne odgovara činjenici da je anksioznost veoma čest komorbiditet (oko 

40%) u populaciji ljudi sa ASD-om (Zaboski i Storch, 2018). 

Daljim ispitivanjem ustanovljeno je da juvenilni BTBR miševi prelaze veće distance zahvaljujući 

većoj brzini u testu spontane lokomotorne aktivnosti. Dobijeni rezultat je u skladu sa prethodnim 

studijama (McFarlane i sar., 2008, Zhang i sar., 2019). Potencijalni problem je nalaz da je samo vreme 

provedeno u aktivnosti manje kod BTBR mužjaka. Ovaj parametar je retko ispitivan kod BTBR 

miševa, pa ne postoji veliki broj studija sa kojima možemo da poredimo svoje nalaze. Ono što jeste 

prisutno u literaturi ukazuje na povećano vreme provedeno u aktivnosti kod BTBR miševa (Zhang i 

sar., 2019), što je u suprotnosti sa našim nalazom. Ako ovaj parametar gledamo kao način da ispitamo 

primećenu hiperaktivnost kod dece sa ASD-om (Yerys i sar., 2009), možemo onda zaključiti da 

BTBR miševi ne ispunjavaju taj uslov. Međutim, činjenica da se BTBR miševi brže kreću tokom 

vremena kada jesu aktivni (iako ne provode više vremena u aktivnosti u poređenju sa C57BL 

miševima) upućuje da poseduju određenu pojačanu reaktivnost, koja bi se mogla smatrati osobinom 

koju poseduju pacijenti sa ASD-om kao posledicom otežane emocionalne regulacije (Mazefsky i 

White, 2014). Naše dalje ispitivanje je pokazalo da, kada odrastu, BTBR miševi više nemaju izraženu 

ovu osobinu, što je u skladu sa prethodnim zapažanjem ublažavanja simptoma odrasle populacije 

(Happé i sar., 2016, Howlin i sar., 2013), ali nije sa dostupnom literaturom o adultnim BTBR 
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miševima, pogotovo naš nalaz da je kod BTBR ženki čak došlo do smanjene aktivnosti (Amodeo i 

sar., 2019, Jasien i sar., 2014, O’Connor i sar., 2021). 

Sličan nalaz je dobijen i sa praćenjem parametra vremena provedenog u timarenju: juvenilni BTBR 

miševi provode više vremena u timarenju, što se slaže sa prethodno objavljenim radovima (McFarlane 

i sar., 2008), dok ta razlika nije pokazana kod odraslih miševa, što ne odgovara literaturi (Amodeo i 

sar., 2019, O’Connor i sar., 2021). Ovo je svojevrsna potvrda rezultata dobijenih praćenjem istog 

parametra u testu socijalne interakcije, sem što u toj paradigmi odrasle BTBR ženke i dalje pokazuju 

povećano timarenje. Takav rezultat pokazuje da je moguće da bi modifikacija procedure (svetla, 

trajanja itd.) mogla da otkrije povećano timarenje i kod odraslih BTBR mužjaka. U svakom slučaju, 

prisustvo pojačanog timarenja kod juvenilnih pacova je paralela repetitivnom obliku ponašanja kao 

pacijenata sa ASD-a, a ublažavanje simptoma kod odraslih jedinki može da odgovora prethodno 

pomenutim nalazima u ljudskoj populaciji.  

Što se tiče drugog praćenog oblika repetitivnog ponašanja, još jednom je potvrđena prisutnost ove 

karakteristike: juvenilne BTBR ženke su pravile više rotacija, i BTBR soj je generalno imao više 

rotacija u smeru suprotnom od kazaljke na satu u istom periodu, dok su u adultnom periodu oba pola 

BTBR soja imala više rotacija ponovo u smeru suprotnom od kazaljke na satu. Ovakav rezultat, 

razlika u broju rotacija određenog smera, i to baš smera suprotnom kazaljci sata, odgovara nalazu 

dobijenom tokom ispitivanja drugog mišjeg modela autizma (Grabrucker i sar., 2017). Autori te 

studije tvrde da ta osobina predstavlja posledicu povećane asimetrije među hemisferama, koja je 

prisutna kod pacijenata sa ASD-om (Floris i sar., 2013, Lindell i Hudry, 2013). Međutim, direktnim 

poređenjem zastupljenosti ova dva tipa rotacija među ispitivanim grupama, oba uzrasta, otkriveno je 

da nijedna grupa, pa ni BTBR mužjaci i ženke, nisu imali preferenciju ka jednoj strani. 

Test tri prostorije je sproveden da bismo istu karakteristiku ispitali kroz dve paradigme, kako se i 

savetuje za uspostavljanje validnosti sličnosti animalnog modela: ako je isti smer poremećaja 

zastupljen u oba testa, onda je interpretacija rezultata veoma jaka (Crawley, 2007). Ovaj test je 

potvrdio naše nalaze dobijene u juvenilnom testu socijalne interakcije, da su BTBR miševi 

socijabilniji od C57BL miševa. Šta više, u testu tri prostorije ovaj nalaz je potvrđen i kod adultnih 

životinja, za razliku od testa socijalne interakcije. Ovakvi rezultati uopšte nisu u skladu sa postojećom 

literaturom (McFarlane i sar., 2008, Moy i sar., 2007, Cope i sar., 2021). Iako postoje razlike u 

proceduri između prethodnih studija i naše (prisustvo praznih kaveza tokom habituacije i stavljanje 

igračkice tokom testiranja socijabilnosti), kao i za test socijalne interakcije, ovo ne bi moglo da bude 

jedino objašnjenje za dobijanje potpuno suprotnih rezultata od očekivanih. Dodatno, čak i u 

pomenutoj studiji (Moy i sar., 2007) poređenjem samog vremena koje su BTBR miševi provodili 

njušeći miša nasuprot predmetu, dobijeno je da su više vremena njušili miša. Takođe, kad su se za 

miša-objekta upotrebljavali C57BL miševi, kao što je bilo u našem slučaju, BTBR miševi su provodili 

više vremena sa njima nego sa predmetom (Ryan i sar., 2019, Yang i sar., 2012). Dodatno, BTBR 

miševi su provodili više vremena pored žičanog kaveza koji je imao samo miris miša u poređenju sa 

kavezom bez mirisa (Yang i sar., 2012). Sve ovo pruža validnost našim rezultatima. Izražena 

socijabilnost juvenilnih BTBR miševa, potvrđena kroz dve potpuno različite paradigme u našoj 

studiji, definitivno dovodi do zaključka da BTBR soj ne ispunjava kriterijume A i C za uspostavljanje 

dijagnoze ASD-a. 

Što se tiče socijalne memorije, nije pokazano da BTBR miševi raspoznaju starog od novog miša. Tu 

se ni podaci u literaturi ne slažu, pošto ima pokazatelja da BTBR miševi imaju intaktnu socijalnu 

memoriju (Zilkha i sar., 2017), ali i da im je oštećena (Cope i sar., 2021, O’Connor i sar., 2021). 

Međutim, u našem eksperimentu ni C57BL miševi ne prave razliku između starog i novog miša, 

sasvim moguće zbog naših modifikacija procedure, tako da se ne mogu iznositi tvrdnje o socijalnoj 

memoriji BTBR soja. 

Što se tiče prostornog učenja, juvenilni BTBR miševi su pokazali podjednako dobro izvođenje u cue 

fazi kao i C57BL životinje, čime možemo da potvrdimo da BTBR miševi nisu imali problema sa 

vidom ili motornim funkcijama. U nastavku testa se jasno pokazalo da BTBR miševi, pre svega 

mužjaci, sporije uče od C57BL životinja, i da čak i u probnom testu nisu dostigli nivo C57BL miševa. 

Takvo ponašanje se nastavilo i tokom reverznog dela testa, i akvizicije i probnog testa. Što se tiče 
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odraslih životinja, dobijeni rezultati ukazuju na lošije izvođenje BTBR životinja i u cue fazi. 

Međutim, testiranje je nastavljeno, i pored pokazanog lošijeg učenja, pogotovo ženki, u obe 

akvizicije, i BTBR životinje su uspevale da dostignu nivo C57BL životinja u probnim testovima. 

Time se pokazalo da BTBR miševi nemaju vizuelni i/ili motorni deficit. Mora se spomenuti da su 

BTBR miševi imali tendenciju da skaču sa obeležene platforme nazad u vodu, a test se nije 

zaustavljao dok nisu stajali na njoj bar 5 s, što je moglo da utiče na ovakav rezultat u cue fazi. I 

juvenilne i odrasle BTBR životinje su se više puta vraćale u zonu prethodnog ciljnog regiona. 

Naš nalaz o generalno lošem prostornom učenju je u suprotnosti sa nekim radovima koji ukazuju da 

BTBR miševi imaju normalnu sposobnost za prostorno učenje (Moy i sar., 2007, Yang i sar., 2012). 

Međutim, njihovi rezultati pokazuju da je BTBR soju trebalo više vremena da nađe platformu. Takođe 

postoje neslaganja u njihovim nalazima što se tiče reverznog učenja, što otežava da se dođe do jasnog 

zaključka povodom ove sposobnosti kod BTBR miševa. Sa druge strane su studije koje su potvrdile 

naše nalaze, da je prostorno snalaženje navođeno ciljem značajno oštećeno kod BTBR soja miševa 

po nizu parametara (Faraji i sar., 2018). Slično ovoj studiji, Stover i saradnici su pokazali nešto što 

je primećeno i u našem eksperimentu, a to je da je BTBR soj koristio proceduralne strategije za 

pronalazak platforme više nego drugi sojevi, uključujući i C57BL (Stover i sar., 2012). Proceduralna 

strategija podrazumeva da miševi prave petlje, odnosno kružne putanje na razdaljini od zida bazena 

sličnoj onoj gde je platforma pozicionirana, prolazeći kroz najmanje dva susedna kvadranta pre 

pronalaska željene platforme. S time se možda može uvezati i dobijena tendencija BTBR miševa da 

plivaju duž ivice bazena, odnosno pojava tigmotaksije, koja je pokazatelj da životinja ne rešava 

problem. Učestala tigmotaksija ukazuje da eksperimentalna životinja nije fokusirana na zadatak na 

odgovarajući način, pošto jedna od prvih stvari koje životinja treba da nauči je da ne postoji izlaz iz 

bazena duž njegovih zidova. Kada nauče da je tako, većina životinja otpliva od ivice bazena tražeći 

drugi izlaz i na kraju pronalazi platformu. Neshvatanje da je ovo potreban pristup ukazuje da 

eksperimentalna životinja nije na odgovarajući način svesna svog okruženja. Ovo, kao i skakanje sa 

platforme u vodu, upućuje da životinja ima problem sa senzimotornom interferencijom, koji bi uticao 

na to da životinja uopšte prepozna da je platforma cilj (Vorhees i Williams, 2006). I drugi istraživači 

(Wahlsten i sar., 2005) su takođe dobili da BTBR miševi dobro plivaju i da često skaču sa plaforme 

ili urone nazad u vodu bez uticaja ekperimentatora. Ovaj soj ne pokazuje „divlje ponašanje“ niti je 

težak za rukovanje. Podaci upućuju da je njihova motivacija za izbegavanje kontakta sa vodom niža 

nego kod ostalih sojeva, ili kao što je prethodno naglašeno, moguće je da imaju potrebu za 

konstantnom aktivnošću i da ne mogu dugo da se zadrže na jednom mestu.  

Literatura daje nejasne odgovore oko toga da li BTBR miševi pokazaju deficit u učenju; rađeni su 

različiti testovi sa različitim zahtevima od eksperimentalnih životinja i teško je pronaći odgovarajuću 

vezu i doći do definitivnih zaključaka. Pored pomenutih rezultata dobijenih u Morisovom vodenom 

lavirintu, koji je test instrumentalnog ili operantnog učenja (asociranje bega sa platformom) i 

prostornog učenja zavisnog od hipokampusa (učenje lokacije platforme), rađeni su i drugi testovi. 

Grupa istraživača (McTighe i sar., 2013) je testirala vreme serijske reakcije u zadatku 5 izbora (eng. 

5-choice serial reaction time task), što je test koji je motivisan apetitom i ima značajno manju 

lokomotornu komponentu, za razliku od Morisovog vodenog lavirinta. Autori su našli da je moguće 

da BTBR miševi imaju blage deficite u instrumentalnom učenju, lošije održavaju pažnju u odnosu na 

C57BL, kao i to da imaju opšti motivacioni deficit. Do istog zaključka su došle i druge grupe (Martin 

i sar., 2014). Moguće je da ovo donekle može da objasni i njihovo pomenuto ponašanje u Morisovom 

vodenom lavirintu, koje izgleda kao nedostatak motivacije da pobegnu iz bazena. Dodatno, pomenute 

grupe (McTighe i sar., 2013, Wahlsten i sar., 2005) su dobile da su BTBR miševi imali znatno veća 

variranja nalaza u populaciji u poređenju sa C57BL miševima, što se slaže i sa našim rezultatima. 

Time se povećava mogućnost da se dokazi za značajne deficite u učenju maskiraju zbog 

varijabilnosti. 

Sve pomenuto čini veoma otežanim tumačenje rezultata dobijenih u reverziji (povećano vraćanje u 

zonu prethodnog ciljnog regiona, kao potvrda kognitivne rigidnosti i restriktivnih obrazaca 

ponašanja). Uz postojanje drugih deficita koji bi mogli da bar delimično doprinesu ovakvom nalazu, 

nije moguće sa sigurnošću tvrditi da je dobijeni rezultat potvrda kriterijuma B za dijagnozu ASD-a. 
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Međutim, iako je teško dati uniformnu sliku prostornog snalaženja i pamćenja kod pacijenata sa ASD-

om, postoje dokazi da je ta sposobnost oštećena u ovoj grupaciji (Lind i sar., 2013). U tom aspektu 

može se reći da ponašanje BTBR miševa odgovara onom u humanoj populaciji pacijenata. 

Što se tiče razlike u polu, zanimljivo je da su juvenilne ženke imale bolje izvođenje zadatka od 

mužjaka, dok je obrnuto bilo pokazano u adultnom periodu, pre svega kod BTBR soja. Ovakav 

rezultat je u skladu sa tim da nivo estradiola kod ženki miševa postepeno raste, ali da adultni nivo 

dostiže tek posle 48. dana starosti (Vetter-O'Hagen i Spear, 2012). Pokazano je da tokom proestrusa, 

ili nakon davanja injekcija estradiola, ženke miševa imaju lošije rezultate u testovima prostornog 

učenja koji se zasnivaju na begu iz vode, a koji zavise od funkcije hipokampusa. Čak su anatomija i 

fiziologija hipokampusa izmenjene nivoima estradiola ili estrogenskim tretmanima, što upućuje na 

mogući neurobiološki supstrat za efekte estrogena na prostorno učenje i pamćenje (Fugger i sar., 

1998). 

Naši rezultati ukazuju da BTBR miševi nemaju poremećenu olfaktornu diskriminaciju, čak je i bolja 

kod juvenilnih BTBR mužjaka u odnosu na C57BL mužjake. Rezultati dostupni u literaturi su opet 

pomešani: da miševi mogu da nađu zakopanu hranu (Moy i sar., 2007), ali da ne razlikuju socijalne 

mirise različitih miševa partnera (Yang i sar., 2012). Iako ovo nije ključna karakteristika bolesti, naš 

nalaz ipak nije u skladu sa nalazima dobijenim ispitivanjem populacije sa ASD-om koji ukazuju na 

poremećenu percepciju mirisa (Koehler i sar., 2018, Rozenkrantz i sar., 2015). 

Na kraju, vid socijalne komunikacije, obeležavanje teritorije, pokazao je da je od svih ispitivanih 

životinja samo trećina C57BL mužjaka obeležila teritoriju. Sasvim je moguće je da bi se primenom 

procedure koja se najčešće primenjuje za ispitivanje ovog ponašanja (Wöhr i sar., 2011), tj. izlaganje 

suprotnom polu, otkrile izraženije razlike. No, za ovo validiranje animalnog modela nismo hteli da 

dovodimo životinje u kontakt sa suprotnim polom, pošto je to dodatni nivo socijalnog ponašanja; 

hteli smo da vidimo kako bi se životinje ponašale takve kakve jesu i u slučaju da naiđu na tragove 

životinje istog pola. Međutim, činjenica da su jedino C57BL obeležavali teritoriju, iako je taj procenat 

relativno mali, a da nijedna BTBR životinja nije obeležila teritoriju, upućuje da je moguće postojanje 

poremećaja socijalne komunikacije, što je u skladu sa prethodno objavljenim studijama (Wöhr i sar., 

2011), i takođe odgovara kriterijumu A za dijagnozu ASD-a. 

Ispoljeni poremećaji kod BTBR soja su generalno posmatrano bili zastupljeni podjednako u oba pola, 

tj. nisu pokazana brojnija ili izraženija oštećenja kod mužjaka, kao što je to prisutno u ljudskoj 

populaciji (Baron-Cohen i sar., 2011). 

Uzimajući sve dobijene rezultate u obzir, smatrali smo da BTBR soj ne ispunjava dovoljno 

kriterijuma da bi zadovoljio validnost sličnosti sa ASD-om i odlučili smo da ga nećemo dalje koristiti. 
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5.3. Pacovski model ASD-a 
 

Rezultati ispitivanja validnosti sličnosti valproatnog animalnog modela sa ASD-om dati su na Slici 

48. 

Pokazano je da je ubrizgavanje natrijum valproata u dozi od 500 mg/kg tokom trudnoće ženki dovelo 

do njihovog manjeg dobijanja na masi, ali uprkos tome nije dovelo da statistički značajnog gubitka 

broja mladunaca. Takođe, nije bile razlike ni u masi ni u neurološkom razvoju između mladunaca 

prenatalno tretiranih valproatom i kontrolnih mladunaca, što znači da te karakteristike nisu mogle da 

maskiraju dobijene efekte u testovima ponašanja. Naši rezultati su potvrđeni studijom koja je poredila 

prenatalnu primenu doze od 600 mg/kg, kao prvo uvedene za ovaj animalni model (Schneider i 
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Przewłocki, 2005) i manje doze, od 500 mg/kg, i došli su do istih zaključaka kao i mi: dok je 600 

mg/kg dovodilo do značajne resorpcije fetusa i oštećenja mladunaca, 500 mg/kg nije dovelo ni do 

jedne statistički značajne razlike između tretirane i kontrolne grupe (Favre i sar., 2013). Dodatno, ova 

studija nije našla ni razliku u masi trudnih ženki, ali ova diskrepanca može biti objašnjena njihovim 

analiziranjem apsolutne mase (a ne procenta dobijene) i to samo 3 dana tokom trudnoće, za razliku 

od nas. 

Praćenje socijalne interakcije je pokazalo da se juvenilni VPA mužjaci manje igraju u odnosu na 

CTRL mužjake. Drugi socijalni parametri nisu pokazali razlike. Ovo je u skladu sa pređašnjom 

literaturom (Schiavi i sar., 2019, Schneider i Przewłocki, 2005). Nalaz da ženke provode manje 

vremena u igranju se takođe slaže sa prethodnim studijama (Argue i McCarthy, 2015). VPA ženke 

nisu pokazale tako jasne razlike u odnosu na kontrolne, kao što je to bio slučaj sa mužjacima. 

Ispitivanje u adultnom periodu je pokazalo produbljivanje razlika, gde su sad VPA životinje, pre 

svega mužjaci, ispoljavali smanjeno socijalno ponašanje po većem broju parametara, što odgovara 

prethodnim studijama (Markram i sar., 2008). Dobijeni socijalni deficiti odgovaraju kriterijumu A za 

uspostavljanje dijagnoze ASD-a, a nalaz da su se javili u juvenilnom dobu odgovara kriterijumu C. 

Dodatno, iako je prethodno rečeno da postoji ublažavanje simptoma tokom života pacijenata sa ASD-

om (Happé i sar., 2016), čak i socijalnih (Piven i sar., 1996), takođe postoje studije koje tvrde da u 

ovom konkretnom domenu, pacijenti mogu čak da imaju više problema kao odrasli ljudi u poređenju 

sa time kada su bili adolescenti (Howlin i sar., 2013, Seltzer i sar., 2003). Naši rezultati pokazuju 

izvesnu sličnost sa ovim nalazima. 

Što se tiče ne-socijalnog parametra, vremena provedenog u timarenju, juvenilni VPA pacovi i odrasli 

VPA mužjaci su pokazali ovo ponašanje izraženije, što odgovara prethodnim studijama (Zamberletti 

i sar., 2019), i takođe predstavlja paralelu sa repetitivnim ponašanjem kod pacijenata sa ASD-om 

(kriterijum B). 

Dobijena povećana anksioznost i juvenilnih i odraslih VPA pacova je u skladu sa prethodnim 

radovima (Chen i sar., 2014, Markram i sar., 2008, Servadio i sar., 2016), kao i sa studijama sa 

pacijentima sa ASD-om (Zaboski i Storch, 2018). 

Praćenje spontane aktivnosti nije otkrilo promenu u vremenu provedenom u aktivnosti, pređenoj 

distanci i brzini, sem kod VPA adultnih ženki koje su imale veću brzinu i pređenu distancu u odnosu 

na kontrolne ženke. Ovde je postojeća literatura podeljena, jer postoje studije koje pokazuju povećanu 

lokomociju VPA životinja (Bringas i sar., 2013, Kumar i Sharma, 2016, Wu i sar., 2018), ali i oni 

koji kao i mi nisu dobili razlike (Banerjee i sar., 2014), ili čak dobili smanjenu lokomociju (Kerr i 

sar., 2013). Dobijeni rezultat se ne slaže sa nalazima u ljudskoj populaciji, koji ukazuju na 

hiperaktivnost pacijenata sa ASD-om (Yerys i sar., 2009). Međutim, nalazi kod VPA adultnih ženki 

potencijalno upućuju na pojačanu reaktivnost, što jeste odlika ASD pacijenata (Mazefsky i White, 

2014). Dodatno, test spontane lokomotorne aktivnosti je otkrio povećano timarenje samo kod VPA 

ženki (oba uzrasta), za razliku od testa socijalne interakcije koji ga je otkrio kod oba pola. Ovo jasno 

ukazuje na poremećaje kod VPA ženki, ali i potencijal da bi se modifikacijom protokola oni otkrili i 

kod VPA mužjaka. Što se tiče drugog praćenog parametra, broja rotacija, i pogotovo broja rotacija u 

smeru kazaljke na satu, pokazano je da VPA juvenilni mužjaci i VPA odrasle životinje oba pola imaju 

ovo ponašanje izraženije u odnosu na CTRL pacove; pored toga, VPA odrasle ženke imaju i povećani 

broj rotacija u smeru suprotnom kazaljci na satu. Dobijeni rezultati u pogledu timarenja (u testu 

socijalne interakcije i testu spontane lokomotorne aktivnosti) i broja rotacija, nedvosmisleno 

pokazuju prisustvo repetitivnog ponašanja kod VPA životinja, što ispunjava kriterijum B dijagnoze 

ASD-a, i to u oba perioda, što ispunjava kriterijum C. Dodatno, preferencija za smer rotacija je 

pokazana isključivo kod juvenilnih VPA mužjaka, i može se objasniti pojačanom asimetrijom 

hemisfera prisutnom kod ASD pacijenata (Grabrucker i sar., 2017).  

Rezultati dobijeni u testu socijalne interakcije su potvrđeni u testu tri prostorije i zajedno daju jak 

dokaz manje socijabilnosti VPA životinja oba uzrasta, što je u skladu sa prethodno objavljenim 

studijama (Bambini-Junior i sar., 2011, Dai i sar., 2018) i, kao što je već rečeno, odgovara kriterijumu 

A i kriterijumu C. 
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Što se tiče socijalne memorije, otkriveno je da je ona oštećena kod juvenilnih VPA mužjaka i donekle 

ženki, dok kod odraslih životinja jedino VPA ženke nisu pravile razliku između poznatog i novog 

pacova. Prethodne studije daju raznolike rezultate: kod nekih juvenilni VPA pacovi prepoznaju novog 

pacova (Dai i sar., 2018), dok se drugi slažu sa našim nalazima smanjene socijalne memorije 

(Bambini-Junior i sar., 2014). Zanimljivo, ali ista grupa je u drugom radu potvrdila i naš drugi nalaz, 

da adultni VPA mužjaci prepoznaju novog pacova (Bambini-Junior i sar., 2011). Kao što je pre 

spomenuto, poboljšanje simptoma tokom odrastanja, pre svega kognitivnih (Happé i sar., 2016), ali 

čak i socijalnih (Piven i sar., 1996), ima uporišta u humanoj populaciji. 

Teško je sa sigurnošću iznositi zaključke o specifično socijalnoj memoriji pacijenata sa ASD-om, s 

obzirom na neujednačen profil generalne sposobnosti pamćenja u ovoj populaciji, kao i ozbiljnosti 

njihovih simptoma. Od više različitih parametara socijalne memorije koji su praćeni, može se reći da 

je pamćenje lica bar u nekoj meri oštećeno kod pojedinaca sa ASD-om (Webb, 2008). Ovakav nalaz 

donekle može da predstavlja sličnost sa našim rezultatima sa valproatnim animalnim modelom. 

Morisov vodeni lavirint je otkrio da VPA juvenilne životinje i VPA odrasli mužjaci sporije i teže uče 

u odnosu na kontrolne pacove. Međutim, po manje izraženoj razlici u perifernom putu u odnosu na 

onu pokazanu kod BTBR miševa, kao i po rezultatima u probnom testu koji pokazaju da dostižu nivo 

CTRL životinja, možemo zaključiti da VPA životinje imaju sposobnost prostornog učenja. Oštećeno 

prostorno učenje jeste i pre pokazano kod VPA pacova (Hou i sar., 2018, Rajizadeh i sar., 2019) i 

prisutno je u populaciji sa ASD-om (Southwick i sar., 2012). Ipak, s obzirom da VPA pacovi imaju 

razumevanje šta je cilj testa i vremenom izlaze iz periferije i traže platformu, možemo zaključiti da 

je nalaz povećanog vraćanja u prethodnu ciljnu regiju u reverznom testu (u oba uzrasta i oba pola) 

bar delimično posledica restriktivnog obrasca ponašanja. Tako da možemo zaključiti da ispunjavaju 

drugi deo kriterijuma B, kognitivnu rigidnost, i pošto je takvo ponašanje prisutno od juvenilnog 

perioda, ispunjavaju i kriterijum C. Sličan nalaz kognitivne rigidnosti je dobijen ispitivanjem VPA 

pacova u Y/T lavirintu (Kumar i Sharma, 2016, Mirza i Sharma, 2019, Wang i sar., 2019). 

Nije ustanovljena razlika u olfaktornoj diskriminaciji tokom P10, što nije u skladu sa prethodnim 

ispitivanjem (Favre i sar., 2013) po kojoj je VPA mužjacima trebalo više vremena da dođu do svoje 

šuške. Moguće je da razlika nije otkrivena u našem slučaju pošto u tom periodu nismo razdvajali 

životinje po polovima i uzimali smo jednu prosečnu vrednost za celo leglo. Razlika je jasno pokazana 

kod adultnih pacova, i to pogotovo smanjena olfaktorna diskriminacija VPA mužjaka. Nije bilo 

moguće naći radove koji su ispitivali ovu karakteristiku kod VPA odraslih pacova. Jedna studija, 

rađena na valproatnom mišjem modelu, pokazala je da odrasli VPA miševi imaju poremećaj u 

olfakciji socijalnih mirisa (Campolongo i sar., 2018), što je svojevrsna potvrda naših rezultata, a 

predstavlja i sličnost sa poremećenom percepcijom mirisa pacijenata sa ASD-om (Koehler i sar., 

2018, Rozenkrantz i sar., 2015). 

Pored smanjenog obeležavanja teritorije od strane ženki u odnosu na mužjake, što je donekle 

očekivano s obzirom na razvijeniji vid ovog ponašanja kod mužjaka (Brown, 1977), nismo dobili 

razliku između pacova različitih prenatalnih tretmana, što nije u skladu sa već objavljenim radovima 

(Harding i sar., 2021). VPA mužjaci potencijalno pokazuju tendenciju, bližeći se statističkom trendu. 

Možda bi modifikovanje protokola pomoglo da se otkriju potencijalne razlike. Za sada, nema potvrde 

poremećaja u socijalnoj komunikaciji, delu kriterijuma A. 

Posmatrajući u celini prisutnost karakteristika ASD-a koje su bile zastupljene samo kod jednog pola, 

vidimo da VPA adultne ženke pokazuju hiperlokomociju i oštećenu socijalnu memoriju, dok se 

juvenilni VPA mužjaci manje igraju i imaju preferenciju u smeru rotacija, a odrasli VPA mužjaci 

imaju oštećeno prostorno učenje i olfaktornu diskriminaciju. Jasno je da mužjaci imaju povećan broj 

ASD karakteristika, kao i to da se samo kod njih određeni poremećaji javljaju u juvenilnom periodu. 

Ovi rezultati se donekle slažu sa nalazom da VPA mužjaci imaju više stereotipija i usporeno 

izvođenje zadatka u T lavirintu (Mychasiuk i sar., 2012, Raza i sar., 2015). Sve zajedno ovo implicira 

da postoji određena tendencija mužjaka u odnosu na ženke da više razviju fenotip koji liči ASD-u u 

valproatnom animalnom modelu. Ovo je u skladu sa poznatom činjenicom da je autizam zastupljeniji 

kod dečaka u odnosu na devojčice (Baron-Cohen i sar., 2011). 
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Zbog svega prethodno navedenog smatrali smo da je valproatni model dovoljno dobar animalni 

model ASD-a i odlučili smo da na njemu sprovedemo dalja ispitivanja. 

 

 

5.3.1. VPA i  neurotransmiteri 
 

Da bismo ispitali konstruktivnu validnost valproatnog prenatalnog modela, odlučili smo da ispitamo 

razliku u koncentraciji neurotransmitera između VPA i CTRL životinja. Decenijama se već spekuliše 

o narušenom ekscitatorno-inhibitornom balansu u mozgu pacijenata sa autizmom, tako da je bilo 

neizostavno ispitati koncentraciju GABA-e i glutamata. 

Dobijena je manja koncentracija GABA-e u cerebelumu oba pola juvenilnih VPA pacova i povećanje 

koncentracije u frontalnom korteksu i ventralnom hipokampusu odraslih VPA mužjaka. Ovo je u 

skladu sa prethodnom studijom koja je pokazala da VPA pacovi imaju smanjenu ekspresiju glutamat 

dekarboksilaze 67 (GAD67 – enzim koji katalizuje dekarboksilaciju glutamata u GABA-u) u 

cerebelumu od detinjstva do adultnog perioda, a povećanu u prefrontalnom korteksu od adolescencije 

do adultnog perioda (Hou i sar., 2018). Otkrivena je smanjena koncentracija GABA-e u nekoliko 

moždanih regiona dece sa autizmom (pregled u (Horder i sar., 2018)), ali nijedan od ispitanih regiona 

nije bio cerebelum. Smanjeni nivo GAD67 i druge izoforme, GAD65, jeste bio detektovan u 

cerebelumu, ali mladih odraslih pacijenata (Fatemi i sar., 2002). Stoga, što se tiče nalaza kod 

pacijenata, publikovani radovi ukazuju na određenu, mada ne potpunu sličnost sa našim rezultatima. 

Ispitivanjem nivoa glutamata dobijena je manja koncentracija u cerebelumu i oflaktornom bulbusu 

juvenilnih VPA mužjaka, ali veća u frontalnom korteksu odraslih VPA mužjaka i ventralnom 

hipokampusu odraslih VPA ženki. U već publikovanim radovima pokazano je da VPA pacovi imaju 

povećanu koncentraciju glutamata u hipokampusu tokom P14 (Puig-Lagunes Á i sar., 2021), a da 

odrasli pacijenti i VPA miševi imaju smanjenu koncentraciju u strijatumu (Horder i sar., 2018). Ovi 

rezultati ne pokazuju sličnost sa našima, mada se ne mogu ni lako porediti usled razlika u samoj 

postavci eksperimenta. Nalazi koji pokazuju izvesnu paralelu sa našima su: smanjena koncentracija 

glutamata/glutamina u cerebelumu dečaka (DeVito i sar., 2007), smanjen odnos glutamata i 

kreatinina u frontalnim režnjevima autistične dece (Kubas i sar., 2012), povećan glutamat u 

auditornom frontalnom korteksu odraslih pacijenata (Brown i sar., 2013), veća koncentraciju 

glutamata/glutamina u regionu amigdale i hipokampusa odraslih pacijenata, doduše, muškaraca (Page 

i sar., 2006). Uloga glutamata u ASD-u je bila dosta ispitivana i došlo se do dve suprotne teorije: prva 

je predstavljala hipoglutamatergičko stanje, druga smanjenje GABAergičke inhibicije koja bi dovela 

da hiperglutamatergičkog stanja. Činjenica jeste da su nivoi glutamata i GABA-e povezani, i da će 

smanjenje glutamata, kao supstrata GAD enzima, verovatno dovesti do smanjenje GABA-e, i obrnuto 

(Cetin, 2015). Da pravac promene koncentracije ova dva neurotransmitera prati jedan drugi vidi se i 

u našim rezultatima. Od prvih nalaza iz 2006. godine do danas urađeno je više studija i dobijeni su 

kontradiktorni rezultati. U nekima je nivo glutamata povećan, u nekima nije bio razlike, u trećima je 

bio smanjen. Na osnovu toga neki istraživači smatraju da ove dve hipoteze nisu toliko u suprotnosti 

jedna sa drugom, koliko neki regioni mozga kod ASD pacijenata imaju povećan 

ekscitatorno/inhibitorni odnos, dok je obrnuto u drugim regionima (Cetin, 2015).  

Identifikacija hiperserotonemije u krvi dece sa autizmom (Schain i Freedman, 1961), preciznije u 

trombocitima, bio je prvi biomarker za autizam, prisutan kod preko 25% bolesne dece. Pokazao je 

jaku i specifičnu asocijaciju sa autizmom, nevezanu sa intelektualnim deficitom ili drugim mentalnim 

poremećajem (pregled u (Muller i sar., 2016)), i stoga je bio neizostavan u našoj analizi. Naši rezultati 

su pokazali povećanu koncentraciju serotonina u ventralnom hipokampusu juvenilnih VPA mužjaka 

i frontalnom korteksu i strijatumu odraslih VPA mužjaka. Ovo nije u skladu sa studijom koja je 

pokazala smanjen nivo serotonina u hipokampusu adolescentnih VPA pacova, koji su doduše bili 

tretirani valproatom na E9 (Dufour-Rainfray i sar., 2010), ali se slaže sa studijom koja je takođe 

tretirala pacove E9, a dobila povećani serotonin u hipokampusu juvenilnih mužjaka (Narita i sar., 

2002). Što se tiče pacijenata i koncentracije serotonina u mozgu, slično kao sa glutamatom, postoje 

dve hipoteze koje objašnjavaju poremećaj serotonina kod pacijenata sa ASD-om. Jedna je davno 
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prihvaćena i potvrđena i objašnjava hiperserotonično stanje (povećan nivo serotonina u krvi i smanjen 

nivo serotonina u mozgu), a druga koja je postala bitna u poslednjim godinama jeste hiposerotonična 

hipoteza (Cetin, 2015). U skladu sa prvom hipotezom, i u suprotnosti sa našim nalazima, pokazano 

je da manji unos triptofana, kao prekusora serotonina, dovodi do pogoršanja repetitivnog ponašanja 

kod adultnih pacijenata sa ASD-om (McDougle i sar., 1996). Takođe, skeniranje mozga pacijenata 

sa autizmom u raznim uzrastima je otkrilo smanjenje nivoa serotonina u različitim regionima mozga 

(Makkonen i sar., 2008, Nakamura i sar., 2010). Sa druge strane, pokazano je da tretmani koji 

povećavaju nivo serotonina mogu da dovedu do pogoršanja simptoma (King i sar., 2009). Dodatno, 

post-mortem analiza moždanog tkiva mladih pacijenata sa ASD-om pokazala je povećan broj 

serotonergičkih aksona (Azmitia i sar., 2011). Finalno, otkriveno je da je normalan razvoj serotonina 

u mozgu pacijenata sa ASD-om poremećen. Naime, zdrava deca između dve i pet godina starosti 

imaju povišen nivo serotonina, koji postepeno opada tokom odrastanja. Pacijenti sa autizmom kreću 

sa nižim nivoom serotonina na samom početku detinjstva, ali njegov nivo nastavlja da raste tokom 

celog odrastanja i dostiže 1,5 puta više nivoe kod adulta (Chugani i sar., 1999). Sve ovo ne može da 

objasni hiperserotonergička hipoteza i daje donekle potvrdu našim rezultatima. Koliko je situacija 

kompleksna demonstrira nalaz da je kod muškaraca sa ASD-om, u jednoj strani frontalnog regiona i 

talamusa sinteza serotonina bila smanjena, ali u drugoj strani cerebeluma i dentatnog nukleusa je bila 

povećana (Brasic i sar., 2020). 

Par studija koje su ispitivale nivo serotonina, takođe su analizirale i nivo dopamina. U našem 

eksperimentu se pokazalo da je dopamin manje zastupljen u cerebelumu oba pola juvenilnih VPA 

životinja i više zastupljen u frontalnom korteksu juvenilnih VPA ženki i cerebelumu odraslih VPA 

mužjaka. Ovo je u skladu sa rezultatima već pomenute studije, u kojoj je pokazano da je dopamin bio 

povećan u frontalnom korteksu juvenilnih VPA mužjaka, iako tretiranih na E9 (Narita i sar., 2002). 

Što se tiče studija na pacijentima, dobijeni rezultati pokazuju i izvesne sličnosti i razlike sa našima: 

povećan nivo vezivanja za dopaminski transporter u frontalnom korteksu adultnih muškaraca sa 

ASD-om (Nakamura i sar., 2010), dok mi dobijamo komparabilan rezultat sa juvenilnim ženkama i 

u cerebelumu odraslih mužjaka; smanjena koncentracija dopamina u prefrontalnom korteksu dece sa 

autizmom (Ernst i sar., 1997), dok mi dobijamo suprotno kod juvenilnih ženki, ali i smanjenje u 

cerebelumu juvenilnih pacova, koji nije ispitivan u pomenutoj studiji.  

Naše analize su otkrile smanjen opšti nivo acetilholina u olfaktornom bulbusu i dorzalnom 

hipokampusu kod VPA životinja i veću koncentraciju acetilholina u frontalnom korteksu odraslih 

VPA mužjaka. Što se tiče humanih studija, nije pronađena razlika između aktivnosti holin-

acetiltransferaze i acetilholinesteraze u korteksu adultnih pacijenata sa ASD-om i kontrolnom grupom 

(Perry i sar., 2001). Međutim, otkriveno je smanjeno vezivanje za nikotinske receptore u parijetalnom 

i frontalnom korteksu, ali i da je nivo neurotrofičkog faktora iz mozga (eng. brain-derived 

neurotrophic factor, BDNF) tri puta veći u bazalnom prednjem mozgu pacijenata sa ASD-om (Perry 

i sar., 2001). Povećan nivo BDNF-a je pod značajnim uticajem holinergičkog sistema i pokazano je 

da prati nivo acetilholina (Hachisu i sar., 2015). Jasno je da je potrebno još istraživanja da bi bilo 

moguće izvesti opštije zaključke. 

Naši rezultati pokazuju da je koncentracija noradrenalina manja u frontalnom korteksu VPA 

juvenilnih mužjaka, ali veća u frontalnom korteksu adultnih VPA mužjaka i donekle ženki. Za sad 

postoje dokazi da je pojačana noradrenergička aktivnost kod ASD pacijenata, uključujući povećan 

nivo noradrenalina u plazmi i kod dece i kod odraslih, a postoje dokazi da bi potencijalno postojali 

povoljni efekti noradrenergičke blokade u ASD-u (Beversdorf, 2020). Ovo podržava naše rezultate 

dobijene kod adultnih životinja, ali je evidentno da je potrebno još istraživanja da bi se jasnije 

sagledalo stanje. 

Što se tiče samih moždanih struktura i funkcija koje obavljaju, postoje indicije da je glutamat 

neophodan za ekcitaciju mitralnih ćelija i senzorni input u olfaktornom bulbusu (Tabor i Friedrich, 

2008) i da blokada nikotinskih receptora dovodi do prestanka diskriminacije između različitih mirisa 

(Mandairon i sar., 2006), što ide u prilog našim rezultatima smanjenja glutamata i acetilholina u ovoj 

strukturi i oštećene olfaktorne diskriminacije. 



92 
 

Po broju razlika u nivou neurotransmitera koje smo pronašli na prvom mestu je frontalni korteks. 

Ovo nije iznenađujuće, s obzirom na ogromni broj uloga koje on obavlja, a za koje znamo da često 

jesu oštećene u ASD-u: radna memorija, donošenje odluka, planiranje, organizacija, kontrola pažnje, 

postupaka i emocija. Međutim, teško je doneti ikakve zaključke samo na bazi nivoa neurotransmitera, 

kad se zna da jedan neurotransmiter može da deluje na različite receptore različitih afiniteta i uloga 

(noradrenalin i serotonin), da postoje različite subpopulacije neurona jednog neurotransmitera koje 

mogu različito da reaguju na isti stimulus ili daju isti odgovor na različite stimuluse (dopamin), kao i 

neuroni koji su aktivirani inhibicijom inhibicije, a da obe izaziva isti neurotransmitter (GABA) i, 

možda najbitnije, da menjanje nivoa bilo kog neurotransmitera u bilo koju stranu može da dovede do 

niza povezanih poremećaja (Cools i Arnsten, 2022). 

Analizom strijatuma otkrili smo jedino povećanje serotonina. Pretpostavlja se da niži nivo serotonina 

u ventralnom strijatumu dovodi do povećane anksioznosti, što samo po sebi nije u skladu sa našim 

bihejvioralnim rezultatima, ali ne možemo izostaviti potencijalni uticaj drugih struktura i 

neurotransmitera (Schwarting i sar., 1998). Socijalno ponašanje je veoma pogođeno kod pacijenata 

sa ASD-om. Zna se da serotonin u strijatumu ima veoma značajnu i složenu ulogu u socijalnom 

ponašanju, ali pokazano u aspektima koji se ne mogu ispitati kod glodara, kao što su osećaj za 

pravičnost (Crockett i sar., 2013), nagrađivanje (Tanaka i sar., 2007) i hedonizam (Virk i sar., 2016). 

Ipak, moguće je da je dobijeni izmenjeni nivo serotonina u strijatumu doveo do nekog aspekta 

socijalnog oštećenja koje smo utvrdili. 

Što se tiče dorzalnog hipokampusa, jedini dobijeni nalaz smanjenja acetilholina slaže se sa studijama 

koje pokazuju da primena agoniste dopaminskih receptora u dorzalnom hipokampusu ima 

anksiolitički efekat (File i sar., 2000).  

Analiza ventralnog hipokampusa je pokazala razlike u nivou GABA-e, glutamata i serotonina. Ove i 

bihejvioralne promene koje smo dobili na prvi pogled nisu u skladu sa dosadašnjim studijama 

sprovedenim na ventralnom hipokampusu koje su pokazale da povećanje serotonina (Tu i sar., 2014), 

kao i glutamata (Marrocco i sar., 2012) može da dovede do smanjenja anksioznosti, i da antagonista 

GABAA receptora u ventralnom hipokampusu povećava anksioznost (Rezvanfard i sar., 2009). 

Međutim, nasuprot tome takođe je otkriveno da agonista glutamatnih NMDA receptora može da 

dovede do povećanja anksioznosti (Rezvanfard i sar., 2009) što jeste u skladu sa našim rezultatima. 

Kao što je već prethodno diskutovano, nemoguće je izvoditi zaključke na bazi samo jednog 

neurotransmitera, u samo jednoj strukturi; čak ne uzimajući u obzir njihove veze i međusobne uticaje, 

situacija je dodatno zakomplikovana oprečnim podacima u literaturi. 

Finalno, nije iznenađujuće da smo više abnormalnosti našli u cerebelumu, pošto je to region koji je 

do sada pokazao najviše neuroanatomskih razlika između pacijenata sa ASD-om i kontrolnih grupa. 

Veći broj afektovanih neurotransmitera, veliki broj veza i funkcija koje cerebelum ostvaruje čini 

nemogućim da lako i jednoznačno tumačimo naše rezultate. Opšte posmatrano, naši rezultati, i 

bihejvioralni i nivoa neurotransmitera, slažu se sa nizom studija koje su pokazale da cerebelum kroz 

vezu sa drugim regionima daje potencijalnu osnovu za poremećenu motornu funkciju i dispraksiju u 

autizmu, a pored toga, igra ulogu u planiranju, određenim aspektima pažnje, afektivnom ponašanju, 

kontroli senzornih informacija i drugim ponašanjima za koje je pokazano da su afektovani u ASD-u 

(Fatemi i sar., 2012). 

Posmatrajući celokupan set dobijenih rezultata možemo zaključiti da su VPA mužjaci više pogođeni 

od ženki, što liči na situaciju u ljudskoj populaciji (Baron-Cohen i sar., 2011). Na osnovu svega 

prethodnog, dobijeni rezultati pokazuju da valproatni animalni model ne u potpunosti, ali donekle 

ispunjava konstruktivnu validnost, koliko je to uopšte moguće zaključiti na osnovu heterogenih 

nalaza dobijenih ispitivanjem pacijenata sa ASD-om. 
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5.4. Uticaj primene MP-III-022 na pacovski model ASD-a 
 

Analizirali smo efekte subakutne primene MP-III-022, selektivnog PAM-a α5 GABAA receptora, u 

valproatnom animalnom modelu ASD-a u periodu nakon zalučivanja. Pratili smo produžene efekte 

administracije liganda, bez akutnih farmakoloških dejstava, tako da smo testirali životinje i ćelije kad 

MP-III-022 više nije bio prisutan. Period posle zalučivanja je izabran kao period za davanje tretmana 

jer ugrubo odgovara uzrastu kad se najčešće dijagnostikuje autizam kod dece (Shattuck i sar., 2009).  

Nevezano za pol ili prenatalni tretman, nije bilo razlike u koncentraciji MP-III-022 u mozgu, što 

implicira da dobijeni bihejvioralni i molekularni rezultati nisu bili posledica neujednačene prisutnosti 

liganda. Na prvi pogled deluje da je ovaj rezultat u suprotnosti sa promenama u propustljivosti krvno-

moždane barijere koju izaziva prenatalna primena valproata (Kumar i Sharma, 2016). Međutim, u 

pomenutom radu je korišćen samo cerebelum, dok krvno-moždana barijera ima različite 

karakteristike i propustljivost u različitim regionima mozga (Wilhelm i sar., 2016). Samim tim, pošto 

smo mi koristili cele mozgove, moguće je da su potencijalne razlike u koncentraciji liganda u 

određenim moždanim regionima bile maskirane.  

U ovom setu eksperimenata opet je dobijeno smanjeno socijalno ponašanje VPA pacova, samo drugih 

parametara u odnosu na prethodno pokazane. Konkretno, VPA mužjaci nisu ponovo demostrirali 

smanjene parametre igranja, ali jesu imali smanjeno njuškanje i timarenje uparene životinje, dok su 

VPA ženke imale smanjenu manipulaciju repom i praćenje parnjaka, što je sve i dalje u skladu sa 

kriterijumom A dijagnoze ASD-a. Iznenađujući rezultat je povećano provlačenje preko/ispod uparene 

životinje iskazano kod VPA mužjaka. Moguće objašnjenje može da bude da su u ovom eksperimentu 

VPA mužjaci imali više naskakanja (eng. mounting) na parnjaka, što smo mi tokom pregleda snimaka 

socijalne interakcije računali kao provlačenje. Ovo bi bilo u skladu sa studijom koja je pokazala da 

VPA mužjaci imaju povećanu frekvenciju naskakanja (Raza i sar., 2015), što odgovara ubrzanom 

početku seksualne ekspresije kod dece sa ASD-om (Realmuto i Ruble, 1999). Tretman sa MP-III-

022 je uspeo da vrati poremećaje u socijalnom ponašanju VPA životinja na kontrolni nivo za sve 

parametre sem praćenja. Niža doza je imala povoljni uticaj na VPA mužjake, dok je viša doza 

pomogla VPA ženkama. 

Što se tiče anksioznosti, opet smo uspeli da dobijemo potvrdu ovog vida ponašanja, pre svega kod 

mužjaka, ali slabije statistički izraženu. Zanimljivo je takođe da je MP1 dat CTRL ženkama povećao 

njihovu anksioznost. 

Za razliku od karakterizacije samog modela, u ovoj eksperimentalnoj proceduri smo uspeli da 

pokažemo hiperaktivnost VPA životinja, koja se slaže sa većinom studija (Bringas i sar., 2013, Kumar 

i Sharma, 2016, Wu i sar., 2018) i stanjem kod dece sa ASD-om (Yerys i sar., 2009). Ponovo je 

potvrđeno povećano vreme provedeno u timarenju i povećan broj rotacija, kao i preferencija za jednu 

stranu rotacija (u smeru kazaljke na satu) kod VPA mužjaka, što je već objašnjeno u odeljku 5.3. Još 

jednom je pokazano da MP-III-022 dat kontrolnim životinjama dovodi ili pokazuje tendenciju da 

izaziva isti tip promene kao i prenatalni tretman sa valproatom: hiperaktivnost (kod mužjaka), 

povećan broj rotacija (kod oba pola), povećan broj rotacija u smeru suprotnom kazaljci na satu i 

povećano timarenje (ženke). Nasuprot tome, kao što je dobijeno i u testu socijalne interakcije, MP0,3 

je uspeo da poboljša deficite VPA mužjaka u svim praćenim parametrima (sem rotacija suprotnih 

smeru kazaljke) i MP1 je isto uradio za ženke i za jedan i za drugi smer rotacija. 

Morisov vodeni lavirint je takođe dao prethodno diskutovane rezultate pogoršane prostorne 

memorije, samo što je u ovom slučaju pogoršanje bilo izraženo pre svega kod VPA mužjaka. Tretman 

sa MP-III-022 nije uspeo da poboljša ovaj deficit. Međutim, ponovo dobijeni restriktivni obrazac 

ponašanja je uspešno saniran tretmanom sa MP0,3 kod mužjaka, dok je MP1 delimično normalizovao 

izvođenje zadatka kod ženki. 

Generalno posmatrano, dobijeni bihejvioralni rezultati su potvrdili i naše pređašnje i mnoge 

dosadašnje objavljene nalaze (detaljno opisano u odeljku 5.3.) dobijene ispitivanjem ovog animalnog 

modela, svi potvrđujući da juvenilne VPA životinje pokazuju socijalne deficite i repetitivne i 

restriktivne obrasce ponašanja, što odgovara karakteristikama ASD-a u ljudskoj populaciji. Razlike 

u odnosu na naše prvobitno ispitivanje valproatnog animalnog modela (umanjeni drugi parametri 
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socijalnog ponašanja i povećano naskakanje, blago smanjena anksioznost, povećana hiperaktivnost, 

prostorno pamćenje pogođeno samo kod mužjaka) mogu se potencijalno objasniti na dva načina. 

Prvo, prilikom karakterizacije samog modela za statistiku su korišćene srednje vrednost 2 – 3 

životinje istog pola po leglu, pošto su u tom slučaju bile tretirane samo majke. U ispitivanju uticaja 

liganda, bili su tretirani i sami mladunci i rezultati pojedinačne životinje su uzimani u obzir. Moguće 

je da bi statistika koja bi uzimala u obzir svaku životinju u prethodnom eksperimentu dala sličnije 

rezultate. Drugo, bitnije, u ovom eksperimentu životinje su bile izložene i prenatalnom dejstvu 

valproata i svakodnevnom stresu primanja injekcija tokom nedelju dana. Sasvim je moguće da je ovo 

služilo kao svojevrsan animalni model iz “dva udara” (eng. two-hit), koji je moguće da odgovara i 

stanju u ljudskoj populaciji. Prvi “udarac” bi bili rani poremećaju u neuralnom razvoju (izazvani 

valproatom u animalnom modelu), koji bi dali nervni sistem koji je podložniji uticaju drugog udara 

– stresa usled povećanih socijalnih zahteva, priliva hormona tokom adolescencije (Picci i Scherf, 

2015), ili tokom svakodnevnog izlaganja bolu u animalnom modelu. 

Da bi se bolje objasnili bihejvioralni rezultati i analizirala razlika u GABA switch-u i spontanoj 

neuronalnoj aktivnosti, odrađene su studije oslikavanja kalcijuma. Tokom DIV 13, većina CTRL 

neurona je prošla GABA switch, dok je kod većine VPA neurona GABA i dalje dovodila do 

ekscitacije i posledičnog porasta [Ca2+]i. Dodatno, VPA neuroni nisu razvili spontane oscilacije 

kalcijuma u istoj meri kao CTRL neuroni, u pogledu njihove frekvencije i amplitude. Ove oscilacije 

predstavljaju promene u koncentracijama kalcijuma koje su usko povezane sa akcionim potencijalima 

i predstavljaju sinhronu umreženu aktivnost zrelih neurona, za koju se smatra da igra važnu ulogu u 

normalnom razvoju in vivo (Cohen i sar., 2008, Penn i sar., 2016). Stoga, oba nalaza dobijena kod 

VPA neurona, i reakcija na GABA i karakteristike spontanih oscilacija, ukazuju na njihovo sporije 

sazrevanje. Ove razlike su postale još izraženije tokom DIV 15, gde VPA neuroni i dalje nisu dostigli 

kontrolni nivo razvoja, u pogledu oba praćena tipa reakcije. Tretman ligandom je dao rezultate koji 

u potpunosti odgovaraju bihejvioralnim nalazima: izlaganje VPA neurona ligandu je poboljšalo 

spontanu aktivnost i pojavu GABA switch-a, dok se obrnuto desilo po tretiranju CTRL neurona – 

njihovi kalcijumski signali su počeli da liče onima kod VPA neurona.  

Dodatno smo analizirali otisak iRNK u hipokampusu tretiranih životinja. Fiziološki očekivano, 

tretman sa PAM je smanjio ekspresiju GABRA5 u CTRL životinjama. Ovo bi potencijalno moglo da 

bude deo razloga za promene nastale kod kontrolnih životinja i ćelija posle primene liganda i njihovu 

sličnost deficitima izazvanih valproatnim prenatalnim tretmanom. Dodatno, ovo je u skladu sa nizom 

studija koje su povezale ASD sa smanjenom ekspresijom α5 podjedinice (Blatt i sar., 2001, Fatemi i 

sar., 2009, Fatemi i sar., 2010). Dodatnu potvrdu pruža rezultat da su VPA ženke imale smanjeni nivo 

hipokampalnog GABRA5 na samoj ivici značajnosti (p=0,05). Sa druge strane, tretman sa MP1, za 

kojeg je pokazano da popravlja bihejvioralne deficite i spontanu neuronalnu aktivnost, povećao je 

ekspresiju GABRA5 kod VPA ženki. Podrška našim rezultatima i zaključcima može se pronaći u 

povećanom influksu kalcijuma u dendrite i kratkotrajnoj sinaptičkoj plastičnosti koja sledi posle 

aktivacije α5 GABAA receptora (Chiu i sar., 2020). Autori ovog rada su predložili da tonična struja 

GABA-e dovodi do hiperpolarizacije dendritske membrane, koja potom de-inaktivira kalcijumove 

kanale niskog praga i pojačava ulazak kalcijuma izazvan akcionim potencijalom.  

VPA mužjaci i CTRL mužjaci tretirani sa MP-III-022 imali su sličan način ponašanja; ovaj nalaz 

prati isti smer promena u ekspresiji NKCC1. Neočekivano, pokazano je da se nivo NKCC1 smanjio 

u pomenutim grupama, što je zapravo povećalo KCC2/NKCC1 odnos. Od takvog odnosa se očekuje 

da dovede do normalnog GABA switch-a i zrelosti neurona; međutim, obrnuto je primećeno u našim 

eksperimentima. Moguće objašnjenje bi se moglo naći u oštećenom formiranju dugotrajne 

potencijacije u hipokampusu, do čega dovodi inhibicija NKCC1 (Ko i sar., 2014). Autori pomenute 

studije su predložili da, pošto NKCC1 utiče na oslobađanje glutamata, stimulacija NKCC1 bi mogla 

da aktivira NMDA receptore koji bi onda doveli do povećanja slobodnog [Ca2+]i i aktivacije neke od 

protein kinaza, što bi uticalo na put transdukcije signala i samim tim na formiranje dugotrajne 

potencijacije. Naši rezultati koji povezuju smanjen nivo NKCC1 i smanjenu spontanu aktivnost 

neurona i bihejvioralna oštećenja potvrđuju ovu hipotezu.  
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Naš nalaz nivoa NKCC1 se ne slaže sa smanjenim odnosom KCC2/NKCC1 koji je detektovan u 

animalnim modelima ASD-a i doveo do toga da se antagonista NKCC1, bumetanid, koristi prvo u 

animalnim modelima, a potom i u kliničkim ispitivanjima za ASD. Iz istog razloga je bumetanid 

testiran kao tretman za neonatalne epileptične napade, ali nije postigao zadovoljavajuće rezultate 

(Ben-Ari i sar., 2016). Koliko je situacija daleko od jasne, dokazuju studije koje podržavaju naše 

rezultate, povezujući mutacije u genu za NKCC1 koje dovode do gubitka ovog kotransportera, sa 

kohlearovestibularnim defektom (McNeill i sar., 2020). Taj nalaz je značajan, zato što gluva deca 

imaju 2 do 3 puta veći problem sa održavanjem pažnje/hiperaktivnošću i anksioznošću u poređenju 

sa decom normalnog sluha (Antoine i sar., 2017); dodatno, pacijenti sa ASD-om takođe imaju 

problema sa abnormalnom modulacijom vestibularnih signala (Leekam i sar., 2007). 

Tyzio i sar. su prethodno pokazali da je nivo KCC2 manji kod VPA životinja (Tyzio i sar., 2014), i 

to je rezultat koji smo mi delimično uspeli da replikujemo (na nivou trenda) kod ženki. U skladu sa 

teorijom o GABA switch-u, MP1 je uspeo da povrati ovaj deficit, što odgovara i našim bihejvioralnim 

rezultatima.  

I u ovom setu eksperimanata dobili smo razliku u pogođenosti polova: pored razlike u parametrima 

socijalnog ponašanja, mužjaci su jedini pokazali anksioznost, preferenciju za smer rotacija i oštećeno 

učenje – ovo je veoma slično prethodno dobijenim rezultatima diskutovanim u odeljku 5.3. Pojava 

da polovi daju drugačiji odgovor posle primene selektivnog PAM α5 GABAA receptora je takođe već 

bila demonstrirana (Batinić i sar., 2017, Piantadosi i sar., 2016). U ovim eksperimentima, MP-II-022 

je imao izraženiji efekat na mužjake, sa tretmanom, pogotovo nižom dozom, koji je ublažio većinu 

otkrivenih bihejvioralnih deficita. Kod ženki tretman nije bio tako uspešan: pomogao je kod nekih, 

ali ne svih poremećaja, i viša doza je imala bolji efekat. Polno zavisni obrasci profila ekspresije 

hloridnih kotransportera, kao i samog sazrevanja signalizacije GABA-e, dobro su poznati 

(Galanopoulou, 2008). Iako mi nismo uspeli da replikujemo uobičajene razlike u polovima u nivou 

KCC2/NKCC1 – verovatno jer smo koristili zrelije životinje u odnosu na vreme kada se uspostavljaju 

nivoi hloridnih kotransportera (P30 u poređenju sa P4-14 u pomenutim studijama) – jesmo primetili 

razliku između polova kod VPA životinja. Konkretno, rezultati dobijeni analizom nivoa GABRA5 i 

KCC2 se slažu sa prethodnim studijama i teorijama u vezi ASD-a (Blatt i sar., 2001, Fatemi i sar., 

2009, Fatemi i sar., 2010, Tyzio i sar., 2014), ali su dobijeni samo kod ženki, dok su mužjaci pokazali 

promenu samo u nivou NKCC1.  

Potencijalni nedostatak sprovedenih eksperimenata je što nismo pravili pojedinačne ćelijske kulture 

od muških i ženskih mladunaca. Međutim, kako su i mužjaci i ženke pokazali osobine koje 

odgovaraju ključnim simptomima autizma, može se spekulisati da i in vitro testiranje – da je bilo 

sprovedeno na neuronima koji bi poticali od muških i ženskih pacova odvojeno – ne bi pokazalo 

značajne razlike među polovima. Takođe, može da se vidi sličnost između nivoa testirane iRNK i 

bihejvioralnih rezultata, koja bi mogla da implicira da je ekspresiona promena bila propraćena i na 

nivou proteina, i dodatno, u nivou receptora i kotransportera. Ipak, potrebne su dalje analize da bi se 

utvrdila kvantitativna i kvalitativna promena pomenutih proteina. Dodatno, pošto je ASD stanje koje 

traje ceo život, trebalo bi ispitati i produženo tretiranje životinja i efekat tretmana na starije životinje. 
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6. Zaključci 
 

Rezultati ove doktorske disertacije su dali značajan uvid o ulozi α5 GABAA receptora u kognitivnim 

procesima i uputili na potencijalne korisne efekte primene PAM selektivnog za ove receptore. Pored 

toga, sprovedeno je opsežno testiranje i poređenje validnosti dva različita animalna modela, što do 

sada nije urađeno. Finalno, i najbitnije, na izabranom animalnom modelu ASD-a ispitan je 

potencijalni terapijski uticaj PAM za α5 GABAA receptore. U skladu sa tim, mogu se izvesti sledeći 

zaključci: 

1) Kompleksnost dobijenih rezultata na normalnim životinjama pokazala je da bi pozitivna 

modulacija α5 GABAA receptora mogla da pronađe specifične terapijske niše u sklopu 

individualizovanog pristupa kognitivnim poremećajima, u zavisnosti od prostornog, 

socijalnog i vizuelnog domena afektovanih kratkotrajnih i dugotrajnih kognitivnih procesa. 

2) BTBR soj miševa nije pokazao ponašanje koje može da odgovara deficitima u humanoj 

populaciji koji bi ispunili kriterijum A, kriterijum C i donekle kriterijum B, što je neophodno 

za uspostavljanje dijagnoze ASD-a; stoga smo zaključili da ovaj animalni model ne ispunjava 

zahtev validnosti sličnosti, i stoga ne može da predstavlja model ASD-a odgovarajući za 

prediktivna istraživanja. 

3) Pacovi prenatalno tretirani valproatom su najvećim delom pokazali ponašanje koje odgovara 

deficitima prisutnim kod pacijenata sa ASD-om, kako ključnih simptoma neophodnih za 

uspostavljanje dijagnoze, tako i sporednih. Kako za jedan animalni model psihijatrijskog 

poremećaja nije moguće da u potpunosti preslika simptome humane populacije, rezultati 

pokazuju da valproatni prenatalni model u dovoljnoj meri ispunjava validnost sličnosti, a 

donekle i konstruktivnu validnost za ASD. 

4) Tretiranje kontrolnih životinja sa selektivnim PAM α5 GABAA receptora dovelo je do 

smanjenja GABRA5 i do oštećenja sličnih onima kod ASD-a, čime se otkriva potencijalna 

uloga ovog receptora u patogenezi bolesti. Nasuprot, naši rezultati su pokazali potencijal 

ovakvih PAM u sekundarnoj prevenciji i tretmanu ASD-a, s time što bi program razvoja leka 

zahtevao elemente prilagođavanja koji bi uzimali u obzir i polne razlike. 
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