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Uticaj socijalne izolacije na emocionalne reakcije, psihomotornu aktivnost i antioksidativni
status perifernih organa peripubertetskih pacova

Sazetak

Tokom evolucije socijalnih vrsta formiranje grupa je bilo snazno favorizovano od strane
prirodne selekcije, Sto je za rezultat imalo favorizovanje unutraSnjih mehanizama koji upucuju
individuu na socijalnu grupu, ali isto tako dovode do emotivnog distresa u odsustvu socijalnog
kontakta. Adolescentne jedinke socijalnih sisara provode vise vremena u socijalnoj komunikaciji sa
svojim vr$njacima nego u bilo kom drugom Zivotnom periodu. Sumnja se da je redukcija direktnih
drustvenih kontakata sa vrSnjacima tokom adolescencije faktor rizika za simptome depresije, ali
pouzdane rane ponaSajne manifestacije jo§ uvek nedostaju. Ova teza je realizovana sa ciljem da
doprinese razumevanju znacaja socijalne pripadnosti vr§njackoj grupi tokom perioda adolescencije,
kroz detaljno ispitivanje ponasajnog, fizioloskog i biohemijskog odgovora na odsustvo direktnih
socijalnih kontakta (model socijalne izolacije) kod peripubertetskih muzjaka pacova kao model-
sistema. Dobijeni rezultati naglasavaju da je ishod odsustva direktnog drustvenog kontakta sa
vr$njacima tokom peripuberteta dinamican, sa klasterom atipicnih ranih simptoma koji tokom
vremena evoluiraju u sindrom koji se teSko detektuje rutinskim merenjem i analizom ponaSanja i
biomarkera stresa, a koji u velikoj meri odgovara simptomima atipi¢ne depresije. Studija je ukazala
na prioritet drustvenih potreba, odnosno da je za postojanje motivisanog ponaSanja ka socijalnoj
novini neophodno da su prethodno zadovoljene potrebe pripadnosti, §to je od izuzetne vaznosti za
bolje razumevanje osnovnih bioloskih principa socijalne kognicije kod socijalnih sisara. Isticanje
specifi¢nosti dobijenih rezultata u kontekstu starosti eksperimentalnih jedinki od velikog je znacaja
za produbljivanje vrednosti animalnih modela u bioloskoj psihijatriji.

Kljuéne reci: adolescencija, socijalne potrebe, motivacija, anhedonija, depresija, anksioznost,
antioksidativni enzimi, prefrontalni deo kore velikog mozga, dopamin, biomarkeri socijalnog stresa

Naucna oblast: Biologija
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The influence of social isolation on emotional reactions, psychomotor activity, and
antioxidative status of peripheral organs in peripubertal rats

Abstract

Throughout the evolution of social species, natural selection strongly favored the formation of groups,
leading to the development of internal mechanisms guiding individuals towards social connections.
However, this inclination also brought emotional distress when social contact was lacking.
Adolescent individuals of social mammals spend more time in social communication with their peers
than in any other period of life. It is believed that a reduction in direct social interactions during
adolescence could contribute to depressive symptoms, although clear early behavioral manifestations
remain elusive. This study aimed to enhance our understanding of the importance of adolescent peer
group belonging by examining the behavioral, physiological, and biochemical responses of
peripubertal male rats to the absence of direct social contacts with peers (model of social isolation).
The results highlighted the dynamic outcome of the absence of direct social contact with peers during
peripuberty, with the cluster of atypical early symptoms that evolve into the syndrome challenging to
identify through regular behavioral observation and stress biomarker analysis, and that largely
resemble the symptoms of atypical depression. The study emphasized the priority of social needs,
that is, that satisfied needs for familiarity are a prerequisite for motivated behavior towards social
novelty, which is of extreme importance for a better understanding of the basic biological principles
of social cognition in social mammals. Emphasizing the specificity of the obtained results in the
context of the age of experimental animals is essential for enhancing the relevance of animal models
in biological psychiatry.

Key words: adolescence, social needs, motivation, anhedonia, depression, anxiety, antioxidative
enzymes, prefrontal cortex, dopamine, social stress biomarkers

Scientific field: Biology
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Lista skracenica

5HT - serotonin

5HT3aR - serotoninski receptor 3a

AM - amigdala

ASD - spektar autisti¢nih poremecaja (engl. autism spectrum disorders)
BM - prazna plasti¢na kutijica bez socijalnog mirisa

BOM - model orijentacije pripadnosti (engl. belongingness orientation model)
BSA - govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

CA - Amonov rog (lat. cornii Ammaonis)

CNS - centralni nervni sistem

DAT - dopaminski transporter

D-AMPH - dekstroamfetamin

DG - dentatni girus (lat. Gyrus dentatus)

DI - diskriminacioni indeks

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

E/l balans - balans ekscitatorne (E) i inhibitorne (I) neurotransmisije
GABA - gama aminobuterna kiselina

GR - glutation reduktaza

GSH - glutation

GSH-Px - glutation peroksidaza

GSSG - oksidovani glutation

H20, - vodonik peroksid

Hb - hemoglobin

HLD - lipoproteini visoke gustine

HPA osovina - hipotalamo-hipofizno-nadbubrezna osovina (engl. hypothalamic-pituitary-
adrenocortical axis)

Iba-1 - jonizovani kalcijum-vezujuci adapter molekula-1

IRNK - informaciona ribonukleinska kiselina

KAT - katalaza

LDL-C - lipoproteini male gustine

M1 - plasti¢na kutijica napunjena SuSkom kao izvor socijalnog mirisa 1
M2 - plasti¢na kutijica napunjena SuSkom kao izvor socijalnog mirisa 2

mPFC - medijalna prefrontalna kora (engl. medial prefrontal cortex)



N1 - nova jedinka 1

N2 - nova jedinka 2

NAC - lat. nucleus accumbens

O - prazan kavez/objekat

OFC - orbitofrontalna kora (engl. orbitofrontal cortex)

P - postnatalni dan

PBS - fosfatom puferisan fizioloski rastvor (engl. Phosphate-buffered saline)
PCP4 - Purkinjeov ¢elijski protein 4

PFC - prefrontalna kora (engl. prefrontal cortex)

PV - parvalbumin

PV™ - parvalbumin pozitivni interneuroni

PVI - parvalbuminski interneuroni

ROS - reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxigen species)

SDS - natrijum dodecil sulfat

SDS-PAGE - (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
SEM - standardna greska merenja (engl. standard error of measurement)
SOD - superoksid dismutaza

SOM - somatostatin

TBS - Tris-puferisani fizioloski rastvor (engl. Tris-buffered saline)
TEMED - tetrametil-etilen-diamin

ToM - teorija uma (engl. Theory of Mind)

VSTR - ventralni stijatum

zif26/egrl - (engl. zinc finger binding protein clone 268/early growth response gene 1)
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1. UVOD

,,Ni jedna osoba nije ostrvo.” - Dzon Don (1975)

1.1. Potreba za pripadanjem

Formiranje grupa i organizovanih, sloZenih socijalnih zajednica bilo je snazno favorizovano
tokom evolucije socijalnih vrsta (Baumeister, Leary, 1995). Clanovi grupe mogu deliti rad, resurse i
informacije, povecavajuci time Sansu za savladavanjem razlicitih stresora iz okolne sredine (Hogan i
sar., 1985), pri ¢emu se socijalna kohezija znacajno povecava u prisustvu nepovoljnih sredinskih
uslova. Cini se vrlo moguéim da je potreba za pripadanjem deo bioloskog nasleda socijalnih vrsta,
a ovako urodena teznja mogla bi biti od znacaja za evolutivnu selekciju, jer Zelja za formiranjem i
odrzavanjem socijalnih veza ima benefite i za reprodukciju i za prezivljavanje (Bowlby, 1982;
Moreland, 1987; Ainsworth, 1989). Rezultat ovakve evolutivne selekcije bio bi favorizovanje
unutra$njih mehanizama koji upucuju individuu na socijalnu grupu i orijentiSsu je ka drugim
¢lanovima drustva, ali isto tako i doprinose izrazavanju emotivnog distresa u odsustvu socijalnog
kontakta (Baumeister, Leary, 1995).

Pored reproduktivnog i parentalnog ponasanja, istrazivackog i ponasanja vezanih za ishranu,
pona$ajni sistem na kome se zasniva afektivna vezanost (engl. attachment theory, Bowlby, 1982)
opisan je kao fundamentalan kod mnogih zivotinjskih vrsta, iako sam po sebi nije izveden iz
navedenih oblika ponaSanja (Ainsworth, 1989). On je zasnovan na neurofizioloskim procesima koji
podlezu razvojnim promenama i pod uticajem su kako genetickih, tako 1 sredinskih faktora
(Ainsworth, 1989).

Tokom najranijih faza detinjstva ponasSajni sistem Kkoji je u osnovi afektivne vezanosti
prvenstveno se manifestuje kroz aktivnosti znacajne za zastitu i prezivljavanje, kao §to je plakanje
bebe radi posezanja da bude uzeta kada je uplasena ili nepodmirena - uznemirena, gladna, mokra.
Medutim, kako sa razvojem dete postaje svesno socijalnog okruZenja i socijalnih odnosa, ponaSanje
koje manifestuje afektivnu vezanost postaje znacajno fleksibilnije i osetljivije na razli¢ite kontekste
(Mikulincer, Shaver, 2010). Dete koje je naucilo da o¢ekuje adekvatnu reakciju objekata vezanosti
(roditelja ili staratelja) nesputano eksprimira svoje emocije, koherentno i jasno ispoljava svoje potrebe
1 osecanja 1 kroz ovakav obrazac ponasanja ostvaruje vece Sanse za zadovoljenjem svojih potreba
kroz socijalne odnose u kasnijim fazama zivota (Mikulincer, Shaver, 2010).

Emotivna veza koja se formira kod deteta u ranom detinjstvu, a koja je bazirana na tome kako
socijalna sredina odgovara na potrebe deteta, znacajno utiCe na to kako ¢e kasnije adolescent
emotivno sazreti i razviti svoj odnos sa svojim vr$njacima (Oldfield i sar., 2016). Ustanovljeno je da
1 da retko ispoljavaju depresiju ili agresivno ponasanje, jer u adolescenciji vrsnjaci imaju znacajnu
ulogu kao objekti vezanosti (Furman, Buhrmester, 1992). Povecano oslanjanje na vr$nja¢ku emotivnu
podrsku u adolescenciji i afektivna vezanost sa vr$njacima su rezultat kognitivnog razvoja koji
podrazumeva osamostaljivanje i traganje za pouzdanim osobama koje imaju sli¢ne interese i koje
takode i same, jo$ istrazuju sebe, Sto rezultuje formiranjem socijalnog identiteta (Laible i sar., 2000).

1.2. Model orijentacije pripadnosti
Prema modelu orijentacije pripadnosti (engl. belongingness orientation model - BOM,
Lavigne i sar., 2011) pored jasne razlike u jacini potrebe za pripadno$c¢u, vazna je i njena kvalitativna

karakteristika koja se prepoznaje kroz dva tipa orijentacije: orijentacije rasta (engl. growth
orientation) i orijentacije smanjenja deficita (engl. deficit-reduction orientation). Orijentacija rasta
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podrazumeva da osoba ima potrebu za interakcijom sa drugima usled njenog istinskog interesovanja
za druge, predanosti i uspostavljanja iskrenih odnosa bez straha od negativnih osuda. Sa druge strane,
orijentacija smanjenja deficita ukazuje na postojanje socijalnog deficita, koji, osobe sa ovim tipom
orijentacije, stalno nastoje da umanje. Usled toga, u ovom tipu orijentacije teznja za blisko$¢u sa
drugima je rezultat stalnog pokusaja upotpunjavanja li¢ne socijalne praznine, gde osoba pokazuje
konstantnu teznju da bude socijalno prihvacena.

Tvorci ove hipoteze (Lavigne i sar., 2011) smatraju da svaka osoba poseduje, u odredenom
domenu, obe orijentacije i da ¢e socijalna iskustva diktirati kako ¢e se potreba za pripadnoscu
realizovati i u koji oblik orijentacije ¢e se razviti. Prethodna socijalna iskustva, prevashodno iskustva
iz detinjstva, imaju potencijal da oblikuju individualnu sposobnost za zadovoljavanjem
fundamentalnih psiholoskih potreba ukljucujuci potrebu za pripadanjem. Osobe liSene poverenja,
ljubavi 1 paznje koje nisu imale zadovoljenu potrebu za pripadanjem imaju stalnu teznju za
zadovoljavanjem iste, Sto povecava potrebu za bliskos¢u sa drugima i nosi rizik za formiranje
orijentacije smanjenja deficita. Takode, nedostatak socijalnih kontakata tokom adolescencije moze
dovesti i do socijalnog poviacenja (stidljivosti, nesocijabilnosti i/ili socijalnog izbegavanja, Rubin i
sar., 2009).

Medutim, jasne indikacije o tome kako razdoblje u kome se deSava specifi¢no socijalno
iskustvo utie na kvalitativne karakteristike orijentacije pripadnosti jo§ ne postoje, Sto je posledica
kompleksnosti svakodnevnog zivota i poteskoca u metodoloskom ujednacavanju sredinskih uslova
za veliki broj ispitanika neophodnih da se adekvatno pokriju sve razvojne faze detinjstva i
adolescencije (4-20 godina, Dubey i sar., 2017). Takode, kriva socijabilnosti tokom tipi¢nog razvoja
nije jasno definisana, jer postoje kontradiktorni rezultati (Dubey i sar., 2017). Prema novim
rezultatima dobijenim na deci i adolescentima (starosti 4-20 godina) sa tipi¢nim razvojem
socijabilnost ima oblik U-krive i najniZa je u periodu rane adolescencije (Dubey i sar., 2017), §to
autori studije tumace specificnom druStvenom sklonoS¢u adolescenata prema vr$njacima, a ne
uopSteno prema socijalnom kontekstu i drugim uzrasnim kategorijama. Shodno tome, nedostatak
motiviSuceg vrinjackog prisustva u periodu adolescencije mogao bi imati specifi¢an ishod.

1.3. Socijalna memorija i motivacija

Tokom sazrevanja u periodu adolescencije postize se adultna socijalna kompetentnost,
odnosno formiraju se znanja i vestine koje ¢e obezbediti samostalno funkcionisanje adolescenata
(Crone, Dahl, 2012). Za formiranje ovakvih socijalnih vestina neophodan je socijalno-kognitivni
razvoj, koji se odnosi na sposobnost razumevanja razli¢itih socijalnih konteksta i socijalno-afektivni
razvoj koji podrazumeva adekvatan motivacioni i emotivni odnos ka socijalnom kontekstu (Crone,
Dahl, 2012). Socijalna motivacija se moZe okarakterisati kao set psihickih osobina i bioloskih
mehanizama koji usmeravaju individuu: ka socijalnom svetu (socijalna orijentacija), ka potraznji i
uzivanju u socijalnim interakcijama (socijabilnost), kao i odrzavanju socijalnih veza (socijalno
odrzavanje) (Chevallier i sar., 2012). Kod socijalnog ponasanja se moze razlikovati apetitivna
komponenta - samoinicijativna podsticajna motivacija za socijalnim susretima, definisana kao
traganje/zelja za socijalnim interakcijama i konzumatorna komponenta, koja predstavlja socijalnu
interakciju samu po sebi, gde je mera ,,svidanja” interakcije izraZzena konzumatornim odgovorom,
odnosno vremenom provedenim u direktnoj interakciji/kontaktu sa socijalnim sadrzajem (Berridge i
sar., 2009). O uticaju socijalne motivacije na razvoj socijalnih vestina i socijalne kognicije se
nedovoljno zna, a u sticanju novih znanja dosta zakljuc¢aka se izvodi na osnovu detaljne analize
ponasanja osoba sa atipicnim socijalnim razvojem. Novija istrazivanja ukazuju da zapravo
motivacioni deficit moZe nepovoljno uticati na razvoj socijalne kognicije, jer ne dozvoljava
uspostavljanje socijalnih vestina i ometa socijalno-kognitivni razvoj (Chevallier i sar., 2012).

Sposobnost prepoznavanja poznate individue predstavlja osnov za uocavanje nove individue,
ispoljavanje interesovanja ka socijalnoj novini i uspostavljanje novih socijalnih odnosa kod glodara
(Ferguson i sar., 2002). Preferenca ka socijalnoj novini se u eksperimentalnom radu na animalnim
modelima smatra indikatorom memorije prepoznavanja i bazira se na prirodnoj preferenci ka novom
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iskustvu (Antunes, Biala, 2012), mada neki autori ovo pojednostavljeno tumacenje ponasanja dovode
U pitanje i stavljaju akcenat na znac¢aj povezanosti sa poznatim (Ennaceur, 2010). U tom smislu,
odsustvo preference ka socijalnoj novini moze da predstavlja jasan izbor, koji kao motiv ima
zadovoljenje osnovnih socijalnih potreba za pripadanjem vrsnjac¢koj grupi, kao $to je to slucaj u
humanim studijama, kod osoba koje imaju atipi¢ni socijalni razvoj, ali ouvane kognitivne
sposobnosti (Chen i sar., 2015).

Ove cinjenice ukazuju da ne treba zanemariti socijalnu motivaciju ka poznatom, kao i
¢injenicu da njeno prisustvo u ,,nefizioloSkom” opsegu moze da ukaze na nezadovoljene osnovne
potrebe za pripadanjem vrsnjackoj grupi, a ne na problem sa socijalnom memorijom.

1.4. Uloga hipokampusa i1 parvalbuminskih interneurona u socijalnom ponaSanju i formiranju
socijalne memorije

Socijalna memorija ¢ini osnovu interakcije izmedu socijalnih jedinki. Da je hipokampus
znacajan za formiranje socijalne memorije ukazali su eksperimenti sprovedeni na glodarima sa
lezijama hipokampusa, jer ovakve Zivotinje nisu imale sposobnost socijalnog prepoznavanja, to jest
razlikovanja ve¢ poznate i nove jedinke (Maaswinkel i sar., 1996; Kogan i sar., 2000). lako su ove
studije jasno ukazale da dugotrajna socijalna memorija zavisi od hipokampusa, ta¢na priroda
ostecenja socijalnog paméenja nije bila ustanovljena, ali je pretpostavljano da je u pitanju narusena
integracija slozenih stimulusa za koje je hipokampus odgovoran (Kogan i sar., 2000).

Hipokampus sisara se sastoji iz dentatnog girusa (lat. Gyrus dentatus) i regiona oznacenih kao
Amonov rog (lat. cornit Ammaonis, CA) 1, CA2, CA3 (Hainmueller, Bartos, 2020). Novije studije su
ukazale da je dorzalni deo hipokampusa oznacen kao CA2 od najveée vaznosti za socijalnu memoriju
kod glodara (Hitti, Siegelbaum, 2014; Stevenson, Caldwell, 2014; Meira i sar., 2018; Diethorn,
Gould, 2023). Inaktivacija ovog dela hipokampusa utice na prepoznavanje nove jedinke u testu
direktnog suocavanja jedinki (pri ¢ijem izvodenju eksperimentator plasira jedinke u prostor u kome
se testiranje obavlja i prati njihovo ponasanje), ali ne uti¢e na socijabilnost u trokomornom testu
(Hitti, Siegelbaum, 2014). Ista studija je takode pokazala da jedinke kod kojih je primenjena
funkcionalna inaktivacija piramidalnih neurona CA2 ne menjaju ponasanje u hipokampus-zavisnom
testu prostorne memorije, kao 1 da ovim jedinkama nije izmenjena lokomotorna aktivnost, ponasanje
nalik anksioznom ili percepcija mirisa (Hitti, Siegelbaum, 2014).

Novija istrazivanja na glodarima su ukazala da su najveci inhibitorni interneuroni mozga,
parvalbumin (PV) eksprimirajuci interneuroni, Koji su kljuéni za regulaciju senzorne plasti¢nosti
tokom razvoja i adultnog doba, znacajni za socijalnu memoriju i da se smanjenje gustine ovih
interneurona u CA2 dovodi u vezu sa deficitom socijalne memorije (Piskorowski i sar., 2016). Kao i
da socijalna memorija sazreva tokom adolescencije i da veliku ulogu u ovom procesu imaju
maturacija perineuronske mreze i inhibitorne aktivnosti PV interneurona ka piramidnim neuronima u
CAZ2 (Dominguez i sar., 2019). Medutim, sredinski faktori koji uti¢u na sazrevanje socijalne memorije
tokom adolescencije i uspostavljanje punog funkcijskog kapaciteta PV interneurona u CA2 jos nisu
detaljno istrazeni, kao i da li i kako deficit socijalnog iskustva tokom adolescencije uti¢e na socijalnu
memoriju PV interneurona u CA2. Na eksperimentima na glodarima nedavno je pokazano da je za
funkcijsku maturaciju PV interneurona u kori velikog mozga i socijabilnost u adulthom dobu
neophodno socijalno iskustvo tokom juvenilnog perioda (Bicks i sar., 2020), sto implicira da bi
nedostatak socijalnog iskustva u adolescenciji mogao da utice i na PV interneurone u hipokampusu.

Istrazivanja radena na Iljudima (post-mortem istrazivanja na mozgovima klinicki
dijagnostikovanih pacijenata), kao i eksperimentalnim modelima ukazuju na povezanost poremecaja
raspolozenja, psihijatrijskih poremecaja i spektra autistiénih poremecaja sa promenama u PV
interneuronima i impliciraju da bi ove promene mogle biti zajednicki uzrok sli¢énih emocionalnih i/ili
kognitivnih promena u ovim razli¢itim patologijama (Perlman i sar., 2021). Medutim, smanjenje
broja PV interneurona ne ukazuje na to da li je u pitanju trajni gubitak ovih neurona ili smanjena
ekspresija PV u neuronima koji ostaju vijabilni, ali funkcionalno izmenjeni. Intenzivno istrazivanje
na mi$jim modelima autizma ukazuje da je redukovana ekspresija PV uzrocno povezana sa
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smanjenom socijalnom interakcijom i oslabljenom komunikacijom ovih Zivotinja u testovima
socijalnog ponasanja (Filice i sar., 2020).

1.5. Mapiranje socijalnog prostora u fizickom prostoru

Dorzalni hipokampus je znaCajan za prostornu memoriju, dok je ventralni hipokampus
ukljucen u procese emocionalne memorije. Pokazano je da pacovi sa lokalizovanim lezijama
dorzalnog hipokampusa imaju smanjenu sposobnost prostornog uéenja, Sto nije slu¢aj kod pacova sa
lezijama ventralnog hipokampusa, na osnovu ¢ega je zakljuéeno da je dorzalni hipokampus vazniji
od ventralnog za kodiranje novih prostornih informacija (Moser i sar., 1993). Eksperimenti koji su
naknadno sprovedeni su potvrdili ovu hipotezu ukazujuéi da, kod glodara, lezija dorzalnog
hipokampusa naruSava prostorno ucenje i prostornu memoriju, kao $to to ¢ini i lezija celokupnog
hipokampusa, dok lezija ventralnog hipokampusa neznatno uti¢e na prostorno ucenje testiranih
jedinki (Pothuizen i sar., 2004).

Kod socijalnih sisara socijalni kontekst mapira se kao sadrzaj specifi¢an za odredeni prostor i
kao takav se 1 pamti, tj. memoriSe se socijalni prostor u fizickom prostoru, zahvaljuju¢i postojanju
apstraktnih emocija kakve su socijalna afilijacija i povezanost (Montagrin, Saiote, 2018; Schafer,
Schiller, 2018). Ovi podaci ukazuju da bi delovi hipokampusa zna¢ajni za prostornu memoriju, kao
Sto je DG (van Dijk, Fenton, 2018), mogli biti od znacaja kada se analizira socijalno ponaSanje u
Sirem smislu obuhvatajuéi, uz socijabilnost, i socijalnu orijentaciju, tj. motivisanost da se poseéuju
mesta sa socijalnim kontekstom. Nekoliko mnemonickih funkcija se pripisuje dentatnom girusu, a
medu njima su obrada informacija po principu razdvajanja obrazaca (engl. pattern separation; slicne
i preklapajuce informacije se ¢ine jasnijim i nove informacije se kodiraju bez brisanja sli¢nih
prethodno uskladiStenih informacija) i zavrSetka obrazaca (engl. pattern completion; sli¢ne
Stark, 2011), detekcija novine, vezivanje informacija za prostorni kontekst i formiranje radne
memorije (Hainmueller, Bartos, 2020).

Potreba za pripadanjem je vaZan motivacioni faktor koji favorizuje memorisanje dogadaja
vezanih za zajednicu kojoj pojedinac pripada (Van Bavel i sar., 2012). Istrazivanja na glodarima
takode ukazuju da pacovi formiraju afektivne veze (engl. affective bonds) kroz drustvene interakcije
i stvaraju grupe zasnovane na druStvenom iskustvu (Ben-Ami Bartal i sar., 2014). Uloga dentatnog
girusa i PV interneurona u prostornom aspektu socijalne memorije, tj. traZenju i mapiranju socijalnog
sadrzaja u fiziCkom prostoru, jo$ je nedovoljno istrazena, a akcenat u dosadasnjim istrazivanjima na
animalnim modelima, kao §to je ve¢ navedeno, stavljen je na rasvetljavanje uloge PV interneurona u
CAZ2 i socijalnoj memoriji koja proizilazi iz direktnog suo¢avanja jedinki (Dominguez i sar., 2019).

Uticaj socijalne motivacije na ucenje i memoriju je novo polje u oblasti neuronauka, a
eksperimenti koji ukazuju na znacaj merljivih varijabli (parametara ponasanja) od posebnog su
znacaja (Leblanc, Ramirez, 2020). Stoga je vazno razjasniti ulogu PV interneurona u poremecajima
ponasanja, za koje se kao zajednicka osobina uocava izmenjena anticipacija socijalnih nagrada i
oslabljena socijalna kognicija (Pinkham i sar., 2008; Catalano i sar., 2022), uz razdvajanje socijalne
orijentacije od socijabilnosti (Jorgensen, Nelson, 2018).

1.6. Socijalna igra - znacaj direktnog socijalnog kontakta

Socijalna igra (engl. social play) postoji kod vecine vrsta sisara, ukljucujuci i ljude.
Najprisutnija je u periodu do adolescencije, a prepoznaje se po elementima agresivnog, predatorskog
1 seksualnog ponasanja, prac¢enim eksplicitnim fizi¢kim, facijalnim i/ili glasovnim signalima $§to je
¢ini uo€ljivom i merljivom (Vanderschuren i sar., 2016). Iako brojna istrazivanja ukazuju da socijalna
igra predstavlja visoko nagradujucu aktivnost, njen znacaj za opstanak jedinke i vrste nije tako
ocigledan, kao Sto je to slucaj sa ponaSanjem vezanim za ishranu ili reprodukciju. Medutim, njen
znacaj ne treba potcenjivati zbog same Cinjenice da je aberantna druStvena igra klju¢ni simptom
poremecaja ponasanja koji se dijagnostikuju u detinjstvu u humanoj populaciji (npr. autizam,
poremecaj paznje sa hiperaktivno$éu, rana shizofrenija). UceS¢e u socijalnoj igri sa vr$njacima kod
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zivotinja pomaze razvoju komunikativnih vestina, kognitivnih i socijalnih sposobnosti i doprinosi
razvoju ponasajne i mentalne fleksibilnosti (Panksepp i sar., 1984; VVanderschuren i sar., 1997; Spinka
I sar., 2001). Zbog toga je vezno razumeti kako nedostatak/uskracivanje socijalne igre u kriti¢nim
razvojnim fazama uti¢e na socijalnu motivisanost i1 kogniciju kasnije tokom zivota i kako ove dve
komponente medusobno intereaguju.

Glodari, kao Zivotinje koje ispoljavaju socijalno ponasanje, predstavljaju dobar animalni
model za istrazivanje uticaja razlicitih socijalnih faktora na zdravlje. U odnosu na miSeve, pacovi su
drustveniji (Bryda, 2013; Ellenbroek, Youn, 2016), pa bi mogli predstavljati bolji model sistem za
osnovna bioloska pitanja vezana za socijalno ponasanje. Kod laboratorijskih glodara socijalna
interakcija i organizacija imaju fundamentalnu ulogu u formiranju ponasanja, a razli¢iti faktori poput
starosti, pola, pripadnosti i hijerarhijskog polozaja jedinke zna¢ajno uti¢u na socijalno ponaSanje
pojedina¢nih ¢lanova (Arakawa, 2018). Razliciti oblici socijalnog ponasanja su prisutni u razli¢itim
fazama zivota (Von Frijtag i sar., 2002; Arakawa, 2018), pa se samim tim, ucestalost socijalnih
kontakta znacajno menja sa uzrastom (Pellis, Pellis, 1998). Interaktivni oblici socijalnog ponasanja
koji podrazumevaju socijalno ispitivanje i kontakte su kod glodara prisutni tokom ¢itavog zivota, dok
je oponasanje tuce, oznaceno kao igra borbe (engl. play fighting), intenzivno prisutno pre polnog
sazrevanja, da bi kasnije bilo suprimirano ostalim oblicima socijalne aktivnosti, kao $to su seksualno
ponasanje i agresivnost (Vanderschuren i sar., 1997). Igra borbe se smatra klju¢nom za socijalni
razvoj, jer dovodi do formiranja bogatog i fleksibilnog socijalnog repertoara (Pellis, Pellis, 2009;
Vanderschuren, Trezza, 2014). Smatra se da je ucenje o suofavanju sa nepredvidenim okolnostima
glavna funkcija socijalne igre u razvoju, jer zapravo priprema jedinku da se na adekvatan nacin suoci
sa nepredvidivim promenama u socijalnim aspektima zivota (Spinka i sar., 2001).

Mozak sisara se razvija kako strukturno, tako i funkcionalno tokom adolescencije, §to ga ¢ini
ranjivim na brojne sredinske uticaje (Best, Ban, 2021). Najnovija istraZivanja pokazuju da socijalno
okruzenje i interakcija imaju poseban znac¢aj u procesu maturacije tokom senzitivnih perioda razvoja
mozga, jer pripadaju stimulusima koje sistem ocekuje da bi se neuronska kola adekvatno
funkcionalno formirala i omoguéila fizioloski opseg ponasanja u kasnijim fazama zivota (Fuhrmann
i sar., 2015; Bicks i sar., 2020).

Znacaj aktivnog, a ne samo posmatrackog, socijalnog pristupa sve vise je u fokusu kao
istrazivacka tema imajuci u vidu sve vecu upotrebu digitalnih medija, na ustrb zive igre i druZenja, te
smanjenje direktnih socijalnih kontakata kod dece i adolescenata preti da postane Siroko
rasprostranjeni fenomen (Twenge i sar., 2021). Literatura koja naglasava neophodnost socijalnog
kontkta tokom ovog perioda za pravilan psihosocijalni razvoj pojedinca nije dovoljno obimna u
poredenju sa postoje¢im podacima o znacaju drugih potreba u svakodnevnom zivotu adolescenata
poput neophodne koli¢ine sna, mikro i makronutrijenata, itd. Cinjenica je da se broj publikacija na
temu znacaja direktnog socijalnog kontakta znacajno povecao nakon COVID-19 pandemije ukazujuci
da je socijalna izolacija posebno doprinela naruSavanju mentalnog zdravlja adolescenata (Breaux i
sar., 2023).

1.7. Adolescencija
1.7.1. Opste karakteristike adolescentnog perioda

Veliki broj vrsta sisara prolazi kroz specificnu ontogenetsku tranziciju od potpune zavisnosti
od roditelja, u ranom periodu razvoja, do relativne nezavisnosti u kasnijem periodu zivota (Spear,
2000). Tokom ove tranzicije, individue se suoCavaju sa brojnim izazovima koje je neophodno
savladati, usled cega veliki broj Zivotinja, ukljucujuéi i Coveka, tokom adolescencije razvija
specificne ponasajne osobine, poput povecane komunikacije medu vrSnjacima, povecanog nivoa
istrazivanja novina, kao i prisustva razlicitih oblika rizicnog ponasanja. Ovi prolazni oblici ponaSanja
predstavljaju ontogenetske adaptacije (Oppenheim, 1981) koje omogucavaju adolescentu da prezivi
,rizican period” izmedu detinjstva i odraslog doba i unapredi vestine neophodne za kasniji period
zivota (Spear, 2000).



Kod eksperimentalnih glodara, pod adolescencijom se oznacava period od 21. do 59.
postnatalnog dana (P) (Laviola i sar., 2003), mada neki autori (Brenhouse, Andersen, 2011) smatraju
da nezrelost traje ¢ak i duze. Kod glodara se moze razlikovati rana (P21-P34), srednja (P34-P46) i
kasna (P46-P59) adolescencija, $to je u korelaciji sa periodom rane (10-13 godina), srednje (14-16
godina) i kasne (17-21 godina) adolescencije u humanoj populaciji (Slika 1.1, Braet i sar., 2013).
Stoga u studijama na pacovima manipulacije u socijalnom domenu tokom razvojnog perioda P28-42
predstavljaju model za ispitivanje uticaja peripubertetskog stresa na ponasanje kasnije tokom zivota
(Tzanoulinou i sar., 2014; Papilloud i sar., 2018).

lako se faze puberteta i adolescencije u jednom trenutku preklapaju, pubertet predstavlja
period polnog sazrevanja (Spear, 2000), dok je adolescencija period psihosocijalnog i emocionalnog
sazrevanja. Adolescencija predstavlja dug proces i, s obzirom da se ne odnosi na diskretni dogadaj,
nije jednostavno definisati pocetak i kraj ovog perioda (Spear, 2000).

PO P21 P34 P46 P59

Rattus norvegicus
postnatalni dani

preadolescentni rana srednja kasna rani

period adolescencija  adolescencija adolescencija adulti
Homo sapiens
godine

0 10 14 17 21

Slika 1.1 Starost pacova (lat. Rattus norvegicus) izrazena u postnatalnim danima u odnosu na ljudske
(lat. Homo sapiens) godine. Preuzeto i modifikovano od Sengupta, 2013; Burke i sar., 2017.

1.7.2. Specificni oblici ponasanja karakteristicni za adolescenciju

Adolescentne Zivotinje pokazuju vecu zainteresovanost za novine u poredenju sa odraslim
jedinkama (Douglas i sar., 2003; Laviola i sar., 2003) uklju¢uju¢i novu sredinu/novinu prostora
(Stansfield, Kirstein, 2006), kao i povec¢anu sklonost ka rizicnom ponasanju (McCourt i sar., 1993).
Tokom adolescencije, mladi pacovi u divljini prvi put napustaju svoju jazbinu i suoavaju se sa
nepoznatim izazovima spoljasnjeg sveta (Galef Jr, 1981), usled ¢ega se povecan stepen istrazivanja
novog prostora i socijalnog preferiranja moZe smatrati evolutivno adaptivnim. Ovakvo adolescentno
ponasanje prisutno je 1 kod drugih vrsta sisara 1 u velikoj meri podseca na ponaSanje adolescenata u
humanoj populaciji, sa zajednickim ciljem da se istraZe novine i riskantni domeni i uspostave nove
socijalne veze tokom procesa postizanja nezavisnosti (Spear, 2000). Evolutivno, adolescentno
ponasanje koje podrazumeva povecano istrazivanje novina omogucava disperziju jedinki (uglavnom
muzjaka) na nove teritorije ¢ime se smanjuje verovatnoca ukrstanja u srodstvu (Spear, 2000). Takode,
ispoljavanje rizicnog ponasanja kod muzjaka tokom polnog razvi¢a mozZe povecati verovatnocu
reproduktivnog uspeha u kompetitivnoj reproduktivnoj sredini, te su ovakvi oblici ponasanja tokom
evolutivne istorije vrsta bili neophodni za obezbedivanje fizickih resursa i privlacenje partnera
(Steinberg, Belsky, 1996).

Adolescenti se razlikuju od adulata po nainu na koji donose odluke, senzitivnosti na
nagradujuce stimuluse, kapacitetu inhibitorne kontrole i samokontrole, sklonosti ka impulsivnom
reagovanju i osetljivosti na stresne ili emotivne okolnosti (Spear, 2010), Sto moze da rezultuje i
negativnim ishodima, ukljucujuéi paradoksalno visoku stopu smrtnosti (Dahl, 2004; Spear, 2010).
Usled toga je adolescencija oznacena kao period velikih moguénosti, ali i ranjivosti i skrenuta je
paznja da je neophodno bolje razumevanje sredinskih faktora/okolnosti koje idu u prilog ranjivosti
(Dahl, 2004).



1.7.3. Razvoj nervnog sistema tokom adolescencije

Promene u centralnom nervnom sistemu (CNS) tokom adolescencije evidentirane su kod svih
vrsta sisara (De Haan, Gunnar, 2009). Po svojoj prirodi one mogu biti progresivne i regresivne.
Progresivne promene podrazumevaju intenzivnu mijelinizaciju aksona koji povezuju razlicite
mozdane regione, ¢ime se znatno ubrzava sprovodenje nervnih impulsa, ali i pove¢ava njihova
koordinacija (Spear, 2010). Sa druge strane, jedna od regresivnih promena podrazumeva sinapticko
orezivanje, odnosno proces uklanjanja ekscitatornih sinapsi koje po rodenju postoje u ve¢em broju,
usled Cega su sinapticka gustina i debljina mozdane kore ve¢i u prvim godinama zivota nego u
adultnom dobu (Tau, Peterson, 2010; Semple i sar., 2013; Eltokhi i sar., 2020). Proces sinaptickog
orezivanja karakteri$e eliminacija slabih i suvi$nih sinapti¢kih veza (Sowell i sar., 2004; Wang i sar.,
2018), a kljucan je za povecavanje neuronske transmisije i uspostavljanje fino podesenih petlji koje
obezbeduju efikasno kognitivno procesuiranje u adultnom dobu. Ovako visoko selektivne neuronske
promene, u vidu formiranja i iskrajanja sinapsi tokom razvoja, spadaju u sredinski regulisanu
plasticnost mozga, jer intenzitet promena znacajno zavisi od prirode sredinskih uticaja i njihovog
vremenskog delovanja (Zuo i sar., 2005; Carpenter-Hyland, Chandler, 2007).

Tokom adolescencije dolazi do maturacije GABA sistema sa ciljem povecanja inhibitorne
kontrole i stabilnosti unutar lokalnih neuronskih mreza (Bavelier i sar., 2010; Le Magueresse,
Monyer, 2013). Balans ekscitatorne (E) i inhibitorne (I) neurotransmisije (E/I balans) proistice iz
slozene interakcije izmedu eksitatornih glutamatskih i inhibitornih neurona GABA sistema. GABA
interneuroni ¢ine oko 20% ukupne populacije neurona mozga i mogu se podeliti u 3 vece grupe, na
osnovu specificnih proteina koje eksprimiraju parvalbumin (PV), somatostatin (SOM) i jonotropni
receptor za serotonin 3a (5HT3aR) (Selten, van Bokhoven, 2018). Kada je formirana hipoteza da
spektar autisticnih poremecaja (engl. autism spectrum disorders - ASDs) nastaje kao posledica
izmenjenog E/I balansa u klju¢nim neuronskim sistemima (Rubenstein, Merzenich, 2003), veliki broj
studija je uspeo da postulira ovu hipotezu i na druge psihijatrijske poremecaje. Postoje indikacije da
je prirodno povecana izloZenost stresorima u adolescenciji jedan od uzroc¢nika izmenjene E/I
ravnoteze (Page, Coutellier, 2019), §to zajedno sa ¢injenicom da neuronski i hormonski sistemi koji
posreduju u odgovoru na stres sazrevaju tokom adolescencije (Roberts, Lopez-Duran, 2019), ukazuje
da stresna iskustva tokom adolescencije mogu znacajno doprineti razvoju emotivnih nestabilnosti i
psihopatoloskih poremecaja. Pitanje zaSto se vecina psihijatrijskih oboljenja po prvi put klinicki
ispoljava u adolescenciji je jasno postavljeno pre 15 godina (Paus i sar., 2008), a za odgovorima se i
dalje traga kroz brojna istrazivanja.

1.7.4. Maturacija sistema odgovornih za racionalno odlucivanje i nagradivanje (engl. rewarding
system)

Smatra se da je adolescentno ponasanje u velikoj meri posledica ,,neusaglasenog” sazrevanja
prefrontalne mozdane kore (engl. prefrontal cortex - PFC), koja sazreva kasno u adolescenciji, a
kljucna je za rasudivanje 1 donoSenje odluka i subkortikalnih regiona limbickog sistema, koji
sazrevaju ranije i vazna su za procesuiranje emotivnih i nagradujuéih stimulusa (Slika 1.2). Cini se
da je opSta karakteristika adolescentnog perioda socijalnih vrsta visoka osetjlivost na nagradu, a
istrazivanja na ljudima i zivotinjama, ukljucujuéi glodare, ukazuju da adolescencija predstavlja
jedinstven period u razvoju sistema za nagradivanje (Ernst i sar., 2006). Stoga su racionalno
razmisljanje, procena rizika, kontrola impulsivnosti i regulacija ponasanja pod socijalnim i
emotivnim uzbudenjem otezani u adolescenciji.

Obimna studija na vise od 5000 adolescenata iz 11 razli¢itih zemalja Evrope, Amerike, Azije
1 Afrike pokazala je da se sklonost ka novinama 1 aktivnostima koje donose uzbudenje (odnosno
trazenje senzacija, engl. sensation seeking behaviour) povecava u periodu od preadolescencije do
kasne adolescencije, dostizuci vrhunac u dobi od 19 godina i opadajuci nakon toga, dok se sposobnost
samokontrole, odnosno kontrole sopstvenog ponasanja i odluc¢ivanja stalno povecava i dostize plato
izmedu 23. 1 26. godine zivota. Ovakvi razvojni obrasci su u velikoj meri sli¢ni medu ispitanicima iz
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razli¢itih zemalja (Steinberg i sar., 2018). Razlike izmedu odraslih i adolescentih lica u emotivnom
rasudivanju 1 odlu¢ivanju su prepoznate kao znacajne i u oblasti zakonodavnog pravnog sistema,
postavljajuci kao osnovu ¢injenicu da uzrast u kome se prava i obaveze dodeljuju licima mora da
bude u skladu sa njihovim psihi¢kim kapacitetima i veStinama neophodnim za dobro rasudivanje u
specificnim kontekstima (Steinberg, Icenogle, 2019).

A B
ADOLESCENTI ADULTI =
=

5 limbitki

S 2 regioni
Pre Pre o0
0] <) =
/ b R

/ AM / \‘ g prefrontalni
e vSTR AM ‘S kontrolni regioni

vSTR g
<
A *

Razvojni period

Slika 1.2 Trijadni model motivisanog ponasanja. (A) Trijadni model je baziran na funkcijskoj ravnotezi
izmedu tri sistema: nagradujuceq sistema ventralnog strijatuma (vSTR), koji podstice prilazenje stimulusu,
kaznenog sistema amigdala (AM), koji podsti¢e izbegavanje stimulusa, kao i prefrontalne kore (PFC) koja
predstavlja kontrolni sistem. Kod adolescenata ravnoteza je usmerena ka nagraduju¢em sistemu, §to je
posledica slabijeg kaznenog sistema i/ili regulatorne kontrole PFC. (B) Razvojni put specifi¢nih mozdanih
regiona od detinjstva preko adolescencije do adultnog doba. Regionalne neurohemijske, strukturne i
funkcijske promene unutar mozga dovode do neravnoteze unutar mozdanih petlji koje za posledicu imaju
nelinearne promene u ponasanju tokom adolescencije. Preuzeto i modifikovano od Ernst i sar., 2006, kao i
Berridge, 2004; Casey, Jones, 2010.

Prema trijadnom modelu (Ernst i sar., 2006), zasnovanom na istrazivanjima kako na
zivotinjama, ukljucujuéi glodare i neljudske primate, tako i na ljudima, adaptivnho motivisano
ponasanje zahteva funkcijsku integraciju nagradujuceg sistema ventralnog strijatuma (engl.
reward/approach system), kazneno-izbegavajuceg (engl. punishment/avoidance) sistema amigdala i
supervizorskog sistema medijalnog PFC (mPFC), koji reguliSe druga dva sistema. Kod adolescenata
balans je usmeren ka nagraduju¢im oblicima ponaSanja (tj. pristupanju novinama i aktivnostima koje
donose uzbudenje i osecaj zadovoljstva), usled pojacane aktivnosti ventralnog strijatuma, a relativno
manjeg uticaja amigdala i slabije regulatorne kontrole od strane mPFC (Ernst i sar., 2006). Kao §to
je ve¢ navedeno, sklonost ka novinama i rizi€nom ponaSanju postoji 1 kod adolescentnih glodara, a
novije studije na laboratorijskim pacovima takode ukazuju da je, kao i kod ljudi, impulsivno
ponasanje takode zastupljenije kod adolescentnih u odnosu na adultne jedinke (Hammerslag,
Belagodu, 2019).

1.7.5. Uticaj socijalnog okruzenja na aktivnost sistema odgovornih za racionalno odlucivanje i
nagradivanje

Razvojni putevi kognitivne kontrole su veoma slozeni i mogu biti modifikovani od strane
emotivnih izazova ili nagraduju¢ih konteksta, poput socijalne ili seksualne interakcije. Prisustvo
socijalne igre tokom adolescencije je klju¢no za modifikaciju nervnih petlji PFC kojima se formira
adekvatan odgovor na dalje socijalne 1 nesocijalne kontekste, Sto je intenzivno istrazivano u
eksperimentima na modelima laboratorijskih glodara (Vanderschuren, Trezza, 2014; Pellis i sar.,
2014; Burke i sar., 2017).

Ponasanje koje podrazumeva socijalnu igru zavisi od precizne koordinacije neuronskih kola
koje leZe u osnovi socijalnih, kognitivnih 1 emotivnih procesa. Pored toga, socijalna igra predstavlja
I visoko nagradujucu aktivnost, usled ¢ega su mehanizmi koje leze u osnovi pozitivnih emocija takode
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ukljuceni u ovaj vid ponasanja (Vanderschuren, Trezza, 2014). Nedostatak socijalne igre u
peripubertetu znacajno uti¢e na strukturnu i funkcionalnu maturaciju PFC 1 strijatuma i remeti
adaptivne ponasajne pristupe u kasnijim fazama zivota. Socijalna igra je znacajna za formiranje
neuronskih kola u PFC tokom razvoja, jer u¢estvuje u finom modelovanju inhibitornih sinapsi unutar
mPFC, §to je vazno za uspostavljanje kognitivnih strategija i koordinaciju pokreta tokom interakcija,
a nedostatak socijalne igre uti¢e na inhibitorne veze unutar ovog regiona kod pacova (Bijlsma i sar.,
2023). Sa druge strane, studije ukazuju da ventralni strijatum (nucleus accumbens - NAc) ima vaznu
ulogu u pozitivnom emotivhom dozivljaju socijalne igre (Trezza i sar., 2011). Kao i u drugim
oblicima motivisanog ponasanja i u socijalnoj igri dopamin je vazan za samu motivisanost za
socijalnom igrom, dok su opioidni i endokanabinoidni sistemi ukljuceni u ose¢aj zadovoljstva, usled
nagraduju¢ih efekata igre. Takode, dopaminski sistem dorzalnog strijatuma je neophodan za
formiranje adekvatnog motornog odgovora u socijalnoj igri, jer njegov nedostatak dovodi do
nedostatka slozenih defanzivnih strategija tokom igre pacova (Pellis i sar., 1993).

Direktna socijalna interakcija sa vrSnjacima kod razliitih socijalnih vrsta predstavlja
motivacioni signal, koji uti¢e na strukturnu i funkcionalnu maturaciju sistema odgovornih za
racionalno odlucivanje i nagradivanje. Takode, direktna socijalna interakcija sa vr$njacima moze
smanjiti kognitivnu kontrolu kod adolescentnih jedinki u humanoj populaciji i glodara, usled
pojacane aktivnosti subkortikalnih regiona limbickog sistema (koji procesuiraju emotivne i
nagradujuée stimuluse kakav je i prisustvo vrs$njaka), koje PFC jo$ ne moze adekvatno da kontrolise
(Casey, Jones, 2010). Zbog toga je znacajno da adolescenti nauce da upravljaju svojim ponasanjem
u slozenim socijalnim situacijama uprkos prisutnim snaznim osecanjima. Vaznost postojanja
socijalnog iskustva tokom ovog perioda razvoja ogleda se u ¢injenici da u nedostatku istog, dolazi do
kognitivnih i socijalnih deficita kasnije tokom Zivota i kod ljudi i zivotinja (Burke i sar., 2017). Sve
iznete ¢injenice su u skladu sa ve¢ pomenutom hipotezom da socijalno okruzenje i interakcija imaju
poseban znacaj tokom razvoja mozga, jer pripadaju stimulusima koje sistem ocekuje da bi se
neuronska kola adekvatno funkcionalno formirala i omogucila fizioloSki opseg ponasanja u kasnijim
fazama zivota (Fuhrmann i sar., 2015; Bicks i sar., 2020).

1.8. Socijalna izolacija - model za socijalni stres i depresiju u adolescenciji

Razvice Zivotinja koje ispoljavaju socijalno ponasanje pod uticajem je razliitih sredinskih
faktora koji, izmedu ostalog, podrazumevaju koli¢inu i kvalitet kontakta izmedu dve ili viSe jedinki,
oznacenog kao socijalna sredina (Varty i sar., 2000). Pozitivne socijalne interakcije u vidu odnosa
majke i mladunaca, socijalne igre i seksualne interakcije predstavljaju esencijalni deo ponasajnog
repertoara sisara i imaju visoko nagradujucu vrednost (Trezza i sar., 2011). Naime, socijalne nagrade
aktiviraju iste signalne puteve kao i drugi nagradujuci stimulusi (Insel, 2003). Prisustvo nagradujuceg
pozitivnog iskustva, dobijenog iz socijalnih interakcija je neophodno tokom razvoja, jer utiCe na
emotivnu dobrobit, uspostavljanje i1 odrzavanje adekvatnih socijalnih struktura i1 druStvenu
organizaciju kod glodara (Trezza i sar., 2011).

Eksperimentalni modeli koji podrazumevaju manipulaciju socijalne sredine, poput socijalne
izolacije glodara tokom adolescencije (Lapiz i sar., 2003), smatraju se pogodnim translacionim
modelom za ispitivanje posledica socijalnih deprivacija koje se javljaju i u humanoj populaciji.
Eksperimenti na glodarima su pokazali da socijalna izolacija ima najsnaZzniji efekat tokom rane faze
razvoja, od perioda odvajanja mladunaca od majki (P21) do kasne adolescencije (P60), pri ¢emu su
posledice izolacije dugotrajne (Weiss i sar., 2004; Lukkes i sar., 2009; Matsumoto i sar., 2019; Tanaka
i sar., 2019) i postoje i nakon resocijalizacije (Einon, Morgan, 1977; Wright i sar., 1991). Smatra se
da je razlog ovako specificnog odgovora to Sto razli¢iti neurohemijski sistemi, koji reguliSu odgovor
na stres 1 ucestvuju u regulaciji raspolozenja, intenzivno sazrevaju u periodu od rane do kasne
adolescencije (Spear, 2000). Aktivnost hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne osovine (engl.
hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis - HPA), koja predstavlja glavni deo neuroendokrinog
sistema koji ucestvuje u reakciji organizma na stres i kontroliSe brojne sistemske procese, a ¢ija se
aktivnost meri nivoom hormona stresa (kortizol kod ¢oveka, kortikosteron kod glodara) u krvi,
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pojacana je tokom adolescencije (McCormick i sar., 2010; Klein, Romeo, 2013). Nakon izlaganja
akutnom stresoru ova osovina pokazuje produzeni hormonski odgovor u adolescentnom u odnosu na
adultni period glodara (Goldman i sar., 1973; Romeo i sar., 2006). Fizioloska implikacija ovako
produzenog odgovora hormona stresa nije u potpunosti jasna, ali vazna uloga kortikosterona u
mobilizaciji energije jeste (Sapolsky i sar., 2000; Pecoraro i sar., 2006), $to moze ukazati na razlicite
metabolicke zahteve prepubertetskih u odnosu na adultne Zivotinje tokom izlaganja stresorima.
Razlic¢ite pretklinicke i klinicke studije ukazuju da prisustvo stresa u adolescenciji znacajno remeti
pravilno sazrevanje HPA osovine i moze prouzrokovati dugoro¢ne promene u ponasanju (Gutman,
Nemeroff, 2003; Lapiz i sar., 2003; Nemeroff, 2004; Fone, Porkess, 2008), doprinose¢i pojavi
razli¢itih psihopatologija u adultnom periodu. Kada se preterano aktivira tokom faza razvoja, HPA
0sovina moze postati trajno nestabilna, hiperstimulisana ili disfunkcionalna (Faravelli i sar., 2010).

Sumnja se da je smanjenje direktnih druStvenih kontakata sa vrSnjacima tokom rane
adolescencije kod ljudi faktor rizika za simptome depresije (Primack i sar., 2017; Twenge i sar.,
2019), ali rane pona$ajne manifestacije jo§ nisu pouzdano utvrdene. Klini¢ke studije ukazuju na visok
komorbiditet anksioznosti i depresije u adolescenciji (Cummings i sar., 2014), mada je pitanje
redosleda pojavljivanja pojedinacnih simptoma jo§ sporno, jer svaki povecava rizik pojave i/ili
pogorsanja drugog (Liu i sar., 2018).

1.9. Anhedonija kao viSedelni konstrukt i njena uloga u depresivnim poremecajima

Parametri na osnovu kojih se postavlja dijagnoza depresije jesu prisustvo depresivnog
raspoloZenja/iritabilnosti i/ili anhedonije, mada depresivni poremecaj kod adolescenata moze da se
manifestuje drugacije nego kod odraslih (Thapar i sar., 2012). Nedavna otkri¢a istakla su znacaj
anhedonije, ali ne i1 razdrazljivosti, kao obelezja adolescentne depresije, bez obzira na starost, pol,
indeks telesne mase i etni¢ku pripadnost (Gabbay i sar., 2015). Anhedonija se smatra nepovoljnim
parametrom za tok oporavka i ima izuzetan prediktivni znacaj (Gabbay i sar., 2015).

Klju¢ni elementi hedonistickog ponasanja kao forme motivisanog ponaSanja ¢ine faza zelje
(apetitivna faza), faza svidanja (konzumatorna faza) i faza ucenja, koji su sastavni deo ciklusa
zadovoljstva, a koji stimulise jedinku da praktikuje ponaSanja koja su u prirodnim uslovima ¢esto
povezana sa individualnim opstankom (Slika 1.3, Kringelbach, Berridge, 2016).

Mada se klinicki procenjuje kao jedinstveni konstrukt, anhedonija zapravo predstavlja
visedelni konstrukt, jer obuhvata tri prethodno navedene komponente: motivacionu komponentu
(zelja, engl. wanting; odnosi se na anticipacijsku fazu odnosno motivaciju ka nagradi), hedonisticku
komponentu u uzem smislu (svidanje, engl. liking; odnosi se na efekat uzitka prilikom konzumiranja
nagrade) i kognitivnu komponentu (ucenje, engl. learning; povezuje druge dve komponente i
omogucava subjektu da formira asocijacije, reprezentacije 1 predikcije o budu¢im nagradama
baziranim na prethodnom iskustvu) (Berridge, Robinson, 2016; Berridge, 2018). Deficit u bilo kojoj
od tri navedene komponente sprec¢ava individuu u obavljanju aktivnosti usmerenih ka nagradama.
Za osecaj zadovoljstva, odnosno hedonisti¢ku percepciju nagrade, kao i pozitivnih efekata socijalnih
interakcija odgovorni su ventralni strijatum i orbitofrontalna kora (OFC), odnosno p (mi) opijatni i
endokanabinoidni receptori u njima (Vanderschuren i sar., 1995). Mesta hedonisticke percepcije
nagrade, oznacena kao hedonisticki aktivna polja, odgovaraju sa hedonistickom amplifikacijom, gde
stimulacija jednog polja dovodi do neurobioloske aktivacije drugih (Smith, Berridge, 2007). Sa druge
strane, dopamin posreduje u zelji, a ne zadovoljstvu. Danas je Siroko prihvaceno da su mozdani
mehanizmi koji odreduju kolika je ,,zelja” za nekom nagradom odvojeni od mehanizama koji
odreduju koliko je ta ista nagrada ,,dopadljiva” (Salamone, Correa, 2002; Berridge, Robinson, 2016).
Ipak, treba naglasiti da se i konzumatorna i motivaciona komponenta obrade nagradujucih stimulusa
preklapaju i mogu uticati jedna na drugu, pa je tako dokazano da blokiranje signalizacije posredovane
opijatnim receptorima redukuje aktivnost dopaminskog sistema (Spanagel i sar., 1992; Wenzel,
Cheer, 2018).
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apetitivna faza konzumatorna faza faza zasicenosti
(zelja, engl. wanting) (svidanje, engl. liking) (ucenje, engl. learning)

Slika 1.3 Ciklus zadovoljstva. Tri psiholoske komponente nagrade podrazumevaju prisustvo apetitivne i
konzumatorne faze, kao i faze zasi¢enja i ucenja iz datog iskustva. (A) Inicijacija potraZnje za nagradujuc¢im
stimulusom. (B) Ukljuéivanje u konzumiranje nagrade. (C) Zasi¢enje i prestanak konzumiranja nagrade.
Preuzeto i modifikovano od Kringelbach, Berridge, 2016.

»
>

1.10. Test akutnog izlaganja D-amfetaminu u prepoznavanju atipi¢ne depresije

lako nije u potpunosti poznato kako su pojedinacne komponente anhedonije povezane sa
razvojem depresije, motivaciona komponenta je najbolje obradena, zbog nalaza o manjku dopamina
u nekim oblicima depresije, kao $to je ona sa izrazenom psihomotornom retardacijom (Dichter i sar.,
2010). Kod takvih pacijenata dolazi do poboljsanja klini¢ke slike u odgovoru na psihostimulans D-
amfetamin (dekstroamfetamin, D-AMPH) koji, delujuéi na vezikularni monoaminski transporter -
VMAT?2, podsti¢e oslobadanje dopamina iz presinapti¢kih zavrSetaka u sinapti¢ku pukotinu,
istovremeno inhibiraju¢i njegovo ponovno preuzimanje posredstvom dopaminskog transportera -
DAT (Sulzer i sar., 2005), sto indirektno ukazuje na sustinski problem u dopaminskoj signalizaciji u
bolesti (Tremblay i sar., 2010).

Medutim, kod nekih pacijenata se u odgovoru na D-AMPH ili triciklicne antidepresive
klini¢ka slika pogorSava (Fawcett, Siomopoulos, 1971), sto predstavlja prvu i najja¢u determinantu
atipi¢ne depresije. Atipi¢na depresija je ¢eS¢a kod mladih pacijenata (Lojko, Rybakowski, 2017).
Manji intenzitet depresije, popravljanje raspolozenja u prisustvu pozitivnog signala (engl. mood
reactivity), povecan apetit, visok stepen komorbiditeta sa anksiozno$¢u, nizak ili normalan nivo
bazalnog kortizola, su neke od karakteristika atipi¢ne depresije (Davidson i sar., 1982; Lojko,
Rybakowski, 2017).

Osim u prepoznavanju podtipova depresije, test akutnog izlaganja D-AMPH, oznacen kao
amfetaminski test izazova (engl. amphetamine challenge test), je kao psihofarmakoloska proba
doprineo ispitivanju podtipova shizofrenije i brzoj proceni odgovora na psihofarmaceutike u depresiji
i shizofreniji, dajuci znacajne smernice u terapijskom pristupu kada su ove bolesti u pitanju (Hall i
sar., 1984). Treba naglasiti da, iako u visokim dozama moze izazvati psihoti¢no ponasanje, u malim
dozama D-AMPH ima terapeutski efekat poboljsavajuci paznju, budnost i memorijske sposobnosti
(Servan-Schreiber i sar., 1998). Takode, amfetamini predstavljaju klasu legalnih lekova koji se koriste
U terapiji poremecaja paznje i hiperaktivnosti (engl. Attention Deficit Hyperactivity Disorder -
ADHD) i narkolepsije.
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1.11. Motorna aktivnost izazvana primenom D-amfetamina kod glodara kao indikator nagradujuceg
efekta tretmana - uloga neuronske aktivnosti prefrontalne kore i strijatuma

Zahvaljujuéi strukturnoj sli¢nosti sa dopaminom, D-AMPH je u kompeticiji sa ovim
kateholaminom za transport u neurone posredstvom DAT (Liang, Rutledge, 1982). Zbog visokog
nivoa ekspresije ovog transportera u strijatumu (Piccini, 2003; Block i sar., 2015), hiperdopaminski
efekat D-AMPH je najve¢i u ovom mozdanom regionu, §to kod glodara za posledicu ima dozno-
zavisno povecanje motorne aktivnosti (manje doze stimuliSu lokomotornu aktivnost, dok vece doze
stimuli$u stereotipnu aktivnost). Konzistentni su podaci da kod zdravih glodara doze D-AMPH od 1-
2 mg/kg stimuliSu lokomotornu aktivnost (Porrino i sar., 1984; Sharp i sar., 1987; Yates i sar., 2007).
Mada delovanje preko DAT nije jedini mehanizam kojim D-AMPH postize svoje efekte, najefikasniji
je (Sulzer i sar., 2005), ¢emu u prilog ide i podatak da je efekat D-AMPH pojac¢an kod Zivotinja koje
imaju povecanu ekspresiju DAT (Calipari i sar., 2013).

Lokomotorna aktivnosti izazvana primenom D-AMPH kod glodara odrazava bezuslovni
odgovor na nagradujuci efekat droge (Wise, Bozarth, 1987) i pracena je sintezom proteina ranog
¢elijskog odgovora (biohemijskim indikatorima neuronske aktivnosti) u aktiviranim delovima mozga
(Sheng, Greenberg, 1990; Morgan, Curran, 1991), te se kao farmakoloski tretman Koristi za
proucavanje promena u sistemu za nagradivanje (Wise, Bozarth, 1987). Indukcija aktivnosti gena
ranog odgovora (engl. immediate early genes), kao Sto su c-fos (engl. cellular oncogene fos) i
zif26/egrl (engl. zinc finger binding protein clone 268/early growth response gene 1) i posledi¢na
sinteza proteinskih produkata ovih gena predstavlja vazan korak u indukciji neuronske plasti¢nosti
izazvane drogama (kao i psihofarmacima), jer ovi proteini deluju kao transkripcioni faktori.
Maksimalna ekspresija proteinskih produkata gena ranog odgovora se postize 2h nakon tretmana
usled ¢ega se za njihovu analizu ova vremenska tacka naj¢esce koristi (Nguyen i sar., 1992). Analiza
ekspresije proteinskih produkata gena ranog odgovora prepoznata je kao vazan metodoloski pristup
u razjasnjavanju funkcionalne neuroanatomije razliCitih ponaSanja (Bialy, Kaczmarek, 1996;
Dragunow, Bilkey, 2002; Roberts, Lundblad, 2009).

Inervacija dorzalnog i ventralnog strijatuma poti¢e iz razli¢itih dopaminskih jedara, tj.
kompaktni deo crne supstance (lat. supstantia nigra pars compacta) inervise dorzalni strijatum, a
ventralni tegmentalni region inervise ventralni strijatum (Beckstead i sar., 1979). Strijatum je
intenzivno proucavan u cilju razjasnjavanja mehanizama koji posreduju u prelazu sa rekreativnog na
kompulsivno kori§¢enje psihostimulanasa (Everitt, Robbins, 2013). Inicijalna primena
psihostimulanasa aktivira ventralni strijatum 1 slabi mehanizme inhibitorne kontrole u PFC, ¢ime se
postiZze osecaj zadovoljstva 1 uparivanje osecaja zadovoljstva sa njegovim izvorom tj. drogom.
Smanjenje aktivnosti PFC i inhibitorne kontrole pospeSuje uparivanje osecaja zadovoljstva i
koriS¢enja droge, §to uz aktivaciju dorzalnog strijatuma vodi habitualnoj primeni farmakoloskog
stimulusa. Stoga se smatra da zavisnost odrazava gubitak kontrole PFC nad navikama koje nastaju
zbog pojacane aktivnosti dorzalnog strijatuma, usled prethodnih konzumacija psihoaktivnih supstanci
(Everitt, Robbins, 2013).

Brojne studije su pokazale da kod zdravih glodara psihostimulativne doze D-AMPH smanjuju
aktivnost mPFC 1 stimuliSu aktivnost struktura limbickog sistema, sa akcentom na ventralni strijatum,
¢ime tretman postize nagradujuci efekat (osecaj zadovoljstva) kod tretiranih jedinki pacova (Mora i
sar., 1976; Homayoun, Moghaddam, 2006; Gulley, Stanis, 2010). Studije koje su koristile metodu
lezije takode su jasno ukazale na znac¢aj PFC u kontroli psihomotornog odgovora na D-AMPH, dajuci
doprinos razumevanju uloge PFC u kontroli ponasanja 1 razvoju zavisnickog ponasanja. Naime,
pokazano je da se odgovor na D-AMPH povecéava nakon lezije PFC kod pacova (lversen i sar., 1971)
i majmuna (Castner, Goldman-Rakic, 2003).

Ovi rezultati ukazuju da smanjena aktivnost PFC doprinosi osecaju zadovoljstva usled
primene stimulusa sa nagraduju¢im efektom i impliciraju da povecana aktivnost PFC moze da bude
razlog smanjenom osecaju zadovoljstva u odgovoru na ovakve stimuluse u psihopatologijama koje
kao simptom imaju anhedoniju. U prilog ovakvom tumacenju ide rezultat dobijen na neleCenim
depresivnim pacijentima koji, osim $to odgovaraju aktivacijom ventralnog stijatuma u meri u kojoj
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kontrolni subjekti odgovaraju na novcanu nagradu, pokazuju i pojacanu aktivnost anteriornog
cingulatnog korteksa $to izaziva konflikt u anticipaciji nagrade i redukuje odgovor na nagradujuci
stimulus (Knutson i sar., 2008). Anteriorni cingulatni korteks ima vaznu ulogu u kognitivnoj i
emocionalnoj kontroli, o¢uvan je kod sisara i kod glodara je deo medijalnog PFC (Uylings i sar.,
2003; Laubach i sar., 2018; van Heukelum i sar., 2020).

Kada je u pitanju strijatum, aferentni deo bazalnih ganglija koje inervisu razli¢iti kortikalni i
subkortikalni regioni mozga, kod ljudi i drugih primata ¢ine repato jedro (lat. nucleus caudatus) i
ljuska (lat. putamen), odvojeni unutrasnjom kapsulom (lat. capsula interna), kao i ventralni strijatum,
koga Cine najventralniji deo putamena i repatog jedra sa nukleus akumbensom (Provost i sar., 2015).
Medutim, kod glodara unutrasnja kapsula koja razdvaja repato jedro i putamen ne postoji te ih je zbog
toga nemoguce razdvojiti prilikom izolacije tkiva, zbog Cega se oznacavaju kao kaudoputamen ili
dorzalni strijatum, u okviru koga dorzolateralni deo odgovara putamenu, a dorzomedijalni kaudatnom
jedru (Provost i sar., 2015; Cataldi, Stanley, 2022; Lee, An, 2023). Kao $to je ve¢ naglaseno, ventralni
deo strijatuma je integralna komponenta sistema za nagradivanje i ima vaznu ulogu u osecaju
zadovoljstva u odgovoru na sredinske stimuluse (ukljucujuéi socijalne stimuluse, farmakoloske
stimuluse 1 hranu) 1 motivisano ponaSanje usmereno ka cilju, dok je dorzalni strijatum znacajan za
kontrolu pokreta i obrazaca motorne aktivnosti, stvaranje proceduralne memorije i motornih rutina,
stvaranje navika, nehedonistic¢ki unos hrane, ali i stvaranje zavisnosti (Volkow i sar., 2002; Liljeholm,
O'Doherty, 2012; London i sar., 2018; Jurado-Parras i sar., 2020; Kravitz, Matikainen-Ankney, 2020;
Cataldi, Stanley, 2022).

Sa metodoloskog aspekta treba naglasiti da uticaj D-AMPH na neuronsku aktivnost PFC i
strijatuma u velikoj meri zavisi od sredinskog konteksta, te se razlikuje kod glodara koji se testiraju
u nepoznatim i poznatim sredinskim uslovima (Badiani i sar., 1998). Zbog toga je vazno da se u
eksperimentalnom protokolu naglasi da li su jedinke pre primene psihostimulansa habituirane na test
arenu ili se testiranje vrsi u novoj sredini (efekat droge je jaci u nepoznatoj sredini). Takode, kod
glodara akutna primena D-AMPH u dozama koje simuliSu motornu aktivnost (1,5 mg/kg) osim
aktivacijom ventralnog strijatuma moZe da rezultuje 1 aktivacijom dorzomedijalnog 1
ventromedijalnog strijatuma (Rotllant i sar., 2010), $to implicira svrsishodnost analize strijatuma kao
celine kada se koristi Western blot metoda (umesto kvantitativne imunohistohemijske analize) za
karakterizaciju ekspresije proteinskih produkata gena ranog odgovora nakon D-AMPH
farmakoloSkog tretmana.

1.11.1. Znacaj blagovremenog prepoznavanja anhedonije kao simptoma adolescentne depresije

Klini¢ka istraZzivanja naglasavaju da je anhedonija glavno obelezje adolescentne depresije bez
obzira na starost, pol, indeks telesne mase i etnicku pripadnost (Gabbay i sar., 2015).

Lecenje depresije kod mladih pacijenata, do 24. godine starosti, predstavlja poseban izazov,
jer dosadasnji podaci ukazuju da klasi¢an terapeutski pristup ima slabu efikasnost, a moze da ima 1
kontra-efekat, tj. da pogorsa opste stanje i izazove suicidalne ideje (McCain, 2009; Vitiello, Ordofiez,
2016). Zbog toga je prevencija depresije izuzetno vazan aspekt prepoznat od strane Svetske
zdravstvene organizacije koja u svojim dopisima naglasava znacaj blagovremenog prepoznavanja
prvih simptoma poljuljanog mentalnog zdravlja mladih, uklju€uju¢i 1 one koji ne dostizu
karakteristike za klinicku dijagnozu. Naime, depresivni poremecaj ispod praga klinicke dijagnoze
(engl. subtreshold depressive disorders) jedan je od najbolje utvrdenih faktora rizika za nastanak
depresivnih poremecaja sa punim sindromom (Klein i sar., 2009).

S obzirom da je smanjenje broja direktnih socijalnih kontakata u adolescenciji prepoznat kao
potencijalni faktor rizika za nastanak depresivnog poremecaja (Primack i sar., 2017; Twenge i sar.,
2019), dublje poznavanje ponasajnih posledica smanjenih direktnih socijalnih kontakata u
adolescenciji je od klju¢nog znacaja, sa posebnim akcentom na redosled pojavljivanja simptoma,
njihovu segregaciju i stabilnost kroz vreme.
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1.12. Neuroinflamacija kao posledica socijalnog stresa u adolescenciji

Stresna iskustva izazivaju oslobadanje hormona stresa u cirkulaciju i aktivaciju imunskog
sistema, koji je u bliskoj komunikaciji sa centralnim nervnim sistemom. Komunikacija izmedu
imunskog sistema i ¢elija CNS-a je posredovana mikroglijskim ¢elijama koje, u uzajamnoj interakciji
sa neuronima, reguliSu neuroplasti¢nost, izazivaju neuroinflamaciju i posreduju u razlic¢itim
psihopatologijama (Schramm, Waisman, 2022).

1.12.1. Mikroglija kao vazan medijator neuroinflamacije

Mikroglijske ¢elije su makrofagama sli¢ne imunske ¢elije CNS-a. Ove ¢elije su funkcijski i
morfoloski veoma dinamicne, a glavna uloga im je stalno skeniranje mikrosredine i detekcija
specifi¢nih signala koji mogu ukazati na prisustvo potencijalne ,,opasnosti” (D'Aloia, Molteni, 2021).
Dugo vremena se smatralo da do aktivacije mikroglije dolazi iskljucivo u patoloskim uslovima, dok
su u fizioloskim uslovima ove ¢elije u stanju mirovanja. Danas se zna da mikroglija u stanju
mirovanja ucestvuje u odrzavanju neuronske homeostaze, nadgledaju¢i CNS, ali 1 da ima vaznu ulogu
u sinapti¢kom iskrajanju tokom razvoja (Paolicelli i sar., 2011), kao i plasti¢nosti adultnog mozga
(Parkhurst i sar., 2013). Mikroglijske éelije odrzavaju funkcijsko stanje sinapsi, remodeliraju
vancelijske prostore i eliminiSu sinapticke elemente fagocitozom (Kettenmann i sar., 2013; Brown,
Neher, 2014). Detekcija opasnosti unutar mikrosredine dovodi do znaéajnih promena u strukturi i
funkciji mikroglije, koje su razli¢ite u zavisnosti od tipa i intenziteta stimulusa i lokalne sredine unutar
koje se izlaganje desava (Ransohoff, Perry, 2009). Usled toga se moze razlikovati nekoliko
fenotipova ovih ¢elija, koji su blisko povezani sa njihovim funkcionalnim stanjem. Torres-Platas i
saradnici su 2014. godine definisali Cetiri klase mikroglijskih ¢elija u preceonoj mozdanoj Kkori
coveka: razgranate mikroglijske celije (sa sitnim celijskim telima i1 brojnim dugim, tankim
nastavcima), aktivne (sa vecim celijskim telom 1 brojnim kra¢im, debljim nastavcima), reaktivne (sa
manjim okruglim celijskim telom i manjim brojem nastavaka) 1 ameboidne (sa krupnim celijskim
telom i nijednim, jednim ili dva nerazgranata nastavka) (Slika 1.4, Torres-Platas i sar., 2014;
Fernandez-Arjona i sar., 2017). Autori su definisali sli¢nu klasifikaciju i u mi§jem modelu, sa
vecinskim brojem celija razgranatog fenotipa (Torres-Platas i sar., 2014).

A B C D

Slika 1.4 Osnovne ¢etiri klase mikroglijskih éelija. (A) Razgranata mikroglija. (B) Aktivna mikroglija. (C)
Reaktivna mikroglija. (D) Ameboidna mikroglija. Preuzeto i modifikovano od Gonzalez, Hammock, 2022.

U fizioloskim uslovima, mikroglijske ¢elije se nalaze pretezno u miruju¢em stanju, u vidu
razgranatog fenotipa, da bi u prisustvu razli¢itih patoloSkih procesa ili neuroinflamacije doslo do
njihovog aktiviranja, koje se ogleda u morfoloskoj transformaciji iz razgranatog fenotipa u ameboidni
(Fernandez-Arjona i sar., 2017). Kalcijum-vezuju¢i protein IBA1 (engl. lonized calcium binding
adapter molecule 1) je Siroko koris¢en protein za izucavanje morfoloskih i funkcijskih karakteristika
mikroglije, s obzirom da se eksprimira i u aktivnim i u miruju¢im mikroglijskim ¢elijama (Frick i
sar., 2013; Calcia i sar., 2016). Sa stanovista inflamacije mikroglijske ¢elije se mogu podeliti na: MO
fenotip, koji se javlja u fizioloskim uslovima (D'Aloia, Molteni, 2021) i ekvivalentan je razgranatom
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fenotipu mikroglije, gde brojni, dugi i tanki nastavci omogucéavaju detaljno pretraZivanje lokalne
mikrosredine u potrazi za infektivnim agensima ili Stetnim materijalom (Nimmerjahn i sar., 2005);
M1 fenotip, koji se javlja tokom infekcije ili povrede, kada dolazi do aktiviranja mikroglije i
formiranja proinflamatornog fenotipa koji produkuje brojne citokine, poput faktora nekroze tumora
alfa (TNF-o) i interleukina-1 beta (IL-1 B); M2 fenotip, koji predstavlja aktiviranu mikrogliju sa
antiinflamatornom/neuroprotektivnom ulogom, jer produkuje IL-10, IL-4 i TNF-B i vr$i uklanjanje
ostecenih Celijskih elemenata i promoviSe reparaciju tkiva (Olah i sar., 2011; Walker i sar., 2014;
Orihuela i sar., 2016). Usled ovoga, aktivirana mikroglija mozZe biti i neurotoksi¢na i
neuroprotektivna.

1.12.2. Neuroinflamacija, mikroglija i mentalna oboljenja/psihopatologije

Uzimajuéi u obzir da su patoloSka stanja mozga povezana sa poveéanom aktivnoséu
mikroglijskih ¢elija, postaje nejasno da li je njihova aktivacija korisna ili Stetna, odnosno, da li
aktivacija mikroglije prestavlja pravu inflamaciju ili jednostavno ima homeostatsku adaptivnu
funckiju (Estes, McAllister, 2014; Mondelli i sar., 2017). lako je aktivacija mikroglije neophodna za
adekvatan imunski odgovor (Sugama i sar., 2007), njena povecana i/ili produzena aktivnost se moze
povezati sa nastankom razlicitih patologija. Stalno oslobadanje inflamatornih citokina i citotoksi¢nih
faktora od strane aktiviranih mikroglijskih ¢elija u hroni¢noj inflamaciji, koja je u osnovi
neurodegenerativnih oboljenja, ima za krajnji ishod apoptozu neurona (Block i sar., 2007). Neke od
ovih promena se ne deSavaju samo u odgovoru na klasicne inflamatorne stimuluse, kao Sto je
infekcija, ve¢ i u odgovoru na psiholoske stresore (Tynan i sar., 2010; Walker i sar., 2013), te je
moguce da prisustvo stresa poveca inace umereni inflamatorni odgovor, preusmeravajuéi ga sa
njegove zastitne funkcije u neuroplasti¢ni deficit koji lezZi u osnovi depresivnih i anksioznih oblika
ponasanja kod ljudi (Wohleb, Delpech, 2017).

Psihosocijalni stresori kod pacijenata sa razli¢itim oblicima psihijatrijskih poremec¢aja mogu
povecati mikroglijsku aktivnost, §to za posledicu ima teze oblike psihijatrijskih poremecaja i slabiji
odgovor na dostupne lekove (Mondelli i sar., 2017). Depresija, bipolarni poremecaj i spektar
autisticnih poremecaja praceni su povecanim nivoom proinflamatornih citokina u perifernoj
cirkulaciji (Masi, Quintana, 2015; Marazziti i sar., 2018; Rodrigues-Amorim i sar., 2018).

Medutim, rezultati dobijeni u post-mortem studijama pokazuju da povecana aktivnost
mikroglije nije reproducibilna kod pacijenata sa mentalnim i emocionalnim problemima (Enomoto,
Kato, 2022). Stoga, kao otvoreno pitanje ostaje korelacija izmedu karakteristika mikroglije i nivoa
proinflamatornih citokina u perifernoj krvi, $to je od znafaja za primenu buducih potencijalnih
terapeutika Cije dejstvo obuhvata suprimiranje aktivnosti glije (Wang i sar., 2022). Minociklin,
tetraciklinski antibiotik druge generacije, popravlja depresivno stanje inhibiraju¢i mikroglijsku
aktivaciju u prefrontalnoj kori i hipokampusu (Pae i sar., 2008). Ima indikacija da i nesteroidni
antiinflamatorni lekovi umanjuju simptome depresije tako sto inhibiraju aktivaciju mikroglije (Kéhler
i sar., 2014). Medutim, neophodnost opreznog terapijskog pristupa naglaSavaju ¢injenice da
antinflamatorni medikamenti mogu i antagonisticki da deluju na pozitivne ponaSajne efekte nekih
antidepresiva (Warner-Schmidt i sar., 2011). Nove studije ukazuju da se antidepresivno dejstvo
ketamina delom moze pripisati mikroglijskoj aktivaciji (Zhang i sar., 2020). Imaju¢i u vidu da
aktivirana mikroglija moze biti i pro- (M1) i antiinflamatorna (M2), vazno je prvenstveno definisati
da 1i uopsSte dolazi do aktivacije mikroglije u odredenim uslovima, a zatim okarakterisati tip
aktivacije. Tri najceS¢e koriS¢ene metode za odredivanje aktivacionog statusa mikroglije (koja se
obeleZava Iba-1 antitelom na histoloskim presecima) jesu kvantifikacija broja mikroglije u regionu
od interesa (ROI), intenzitet bojenja 1 analiza Celijske morfologije, pri cemu novi nalazi ukazuju da
je analiza ¢elijske morfologije mikroglije obelezene Iba-1 antitelom najsenzitivniji metod za procenu
suptilnih promena u aktivaciji mikroglije (Wittekindt, Kaddatz, 2022).
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1.13. Sistemski efekti socijalnog stresa
1.13.1. Aktivnost antioksidativnih enzima

Literaturni podaci pokazuju da socijalna izolacija izaziva oSte¢enja CNS-a snizavajuci
aktivnost antioksidativnih enzima, €iji je doprinos patogenezi ponaSanja sli¢nih depresiji prepoznat
kroz rad na animalnim modelima hroni¢ne socijalne izolacije (Maes i sar., 2011; Zlatkovi¢ i sar.,
2014; Filipovi¢ i sar., 2017). Naime, usled velikih potreba za kiseonikom i zbog bogate lipidne
konstitucije mozdano tkivo je izuzetno podlozno oksidativnom stresu (Bouayed i sar., 2009; Grases
i sar., 2014). Molekularni kiseonik, koji je esencijalan za prezivljavanje svih aecrobnih organizama,
ucestvuje u redoks reakcijama ¢ime se znacajno poveéava moguénost nastanka visoko reaktivnih
hemijskih entiteta. Ovakvi entiteti se oznacavaju kao reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen
species - ROS) i predstavljaju nestabilne, kratko-ziveée molekule koji nastaju kao nusproizvodi
¢elijskog metabolizma, a koji u razli¢itim koncentracijama razlicito uticu na fizioloske 1 patoloske
procese unutar organizma. Medutim, promene u aktivnosti antioksidativnih enzima u perifernim
organima usled izlaganja socijalnom stresu su jos neistrazene, a njihovo ispitivanje bi doprinelo
sagledavanju sistemskih efekata psihosocijalnog stresa i razumevanju komorbiditeta posledi¢nih
emocionalnih reakcija i somatskih poremecaja.

ROS se mogu generisati u mitohondrijama, procesom aerobnog metabolizma, ali i
oksidativnom eksplozijom tokom imunskog odgovora (Young, Woodside, 2001; Krishnamurthy,
Wadhwani, 2012). U uslovima kada je naruSena ravnoteza izmedu formiranja ROS i aktivnosti
antioksidativnih odbrambenih sistema dolazi do oksidativnog stresa (Kohen, Nyska, 2002). Povecana
koncentracija ROS moze dovesti do promena osobina ¢elijske membrane, odnosno njene fluidnosti i
propustljivosti, transporta jona i dovesti do inhibicije razli¢itih metaboli¢kih procesa (Pamplona,
2008). Ovoj grupi molekula pripadaju superoksidni anjon radikal (O."), vodonik peroksid (H205),
singlet kiseonika (*O,), azot-monoksid radikal (NO"), lipidni peroksidi (LOO") i veoma reaktivni
hidroksil radikal (HO"). Jedan od glavnih endogenih izvora ROS nalazi se unutar mitohondrijskog
transportnog lanca elektrona tokom oksidativne fosforilacije i nastanka visokoenergetskog molekula
adenozin trifosfata (engl. Adenosine triphosphate - ATP, Thannickal, Fanburg, 2000).

Oksidativno ostecenje se procenjuje merenjem koncentracije produkata lipidne peroksidacije
(poput malondialdehida ili proteinskih karbonilnih grupa), dok se merenjem aktivnosti
antioksidativnih enzima obi¢no kvantifikuje efikasnost antioksidativnog odbrambenog sistema
(Zlatkovi¢ i sar., 2014).

1.13.1.1. Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) je metaloenzim za Ciju aktivnost je neophodan metal kao
kofaktor, poput gvozda, mangana, bakar-cinka i nikla. Enzim SOD Kkatalizuje reakciju autooksidacije
(dismutacije) O2™ nastalog u citoplazmi procesom respiracije ili f-oksidacije u mitohondrijama (Guan
i sar., 1998; Majima i sar., 1998) do H>O: i kiseonika Oz, kroz promenu redoks statusa metalnog jona
u aktivnom centru (Slika 1.5).

Cu**  Zn cu* Zn Cu*  Zn
SOD + 0, —— sSOD + O, T SOD + H.)0,
O+ 2 H*

Slika 1.5 Mehanizam delovanja bakar/cink superoksid dismutaze. Preuzeto i modifikovano od Franco i
sar., 2013.
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Nastali H2O dalje biva redukovan do vode od strane enzima katalaze (KAT) ili glutation
peroksidaze (GSH-Px) (Chelikani i sar., 2004). U zavisnosti od lokalizacije superoksid dismutaze
unutar razlicitih ¢elijskih odeljaka i kofaktora, razlikuju se tri izoforme ovog enzima. SOD1 izoforma
poseduje bakar-cink u svom aktivnom centru (Cu/Zn-SOD) i nalazi se u citoplazmi i organelama
gotovo svih tipova celija, dok se SOD2 (Mn-SOD) izoforma, koja sadrzi mangan, nalazi u
mitohondrijama eukariotskih ¢elija (Rosa i sar., 2021). SOD3 izoforma je Cu/Zn-SOD i nalazi se
izvan celije (Zelko i sar., 2002).

1.13.1.2. Glutation peroksidaza i glutation reduktaza

Glutation peroksidaza (GSH-Px) je vazan enzim koji razlaze H>O» (nastao u reakciji
superoksid dismutaze) do vode. Aktivnost ovog enzima pretezno zavisi od kofaktora selena 1 ima
klju¢nu ulogu u inhibiciji lipidne peroksidacije, stite¢i time ¢elije od oksidativnog stresa (Ighodaro,
Akinloye, 2018). Iako se nalazi u svim tkivima sisara, najve¢a koncentracija ovog enzima zabeleZena
je u jetri. GSH-Px je lokalizovan u mitohondrijama i citosolu ¢elija gde redukuje niske koncentracije
H20> i organske hidroperokside do njihovih korespondirajuéih alkohola i vode u prisustvu glutationa
(GSH) koji se oksiduje do glutation disulfida (GSSG) (Dringen i sar., 2005). Redukcija GSSG nazad
do GSH je katalisana od strane glutation reduktaze (GR) pomoc¢u redukovanog NADPH (Andreyev i
sar., 2005, Couto i sar., 2013). Za aktivnost ovog enzima neophodno je konstantno prisustvo
redukovanog GSH (Slika 1.6). Zahvaljujuéi aktivnosti enzima GR, u fiziolo§kim uslovima odnos
GSH:GSSG je uvek u korist redukovanog GSH (Tiwari i sar., 2013).

ROOH  ROH GSH  HO
GSH—PX-Se;‘/' GSH-Px-SeOH —>~—=, GSH-Px-Se-SG
T GR T

7N
GSSG GSH

Slika 1.6 Mehanizam delovanja glutation peroksidaze i glutation reduktaze. Preuzeto i modifikovano od
Lennarz, Lane, 2013.

Hidroperoksidi predstavljaju nestabilne komponente koji nastaju u ¢elijama putem razli¢itih
enzimskih reakcija ili kao jedan od produkta metabolizma. Dekompozicija ovih jedinjenja, prisutna
u razli¢itim inflamatornim oboljenjima, dovodi do nastanka ROS koji oStec¢uju tkivo. GSH-Px uklanja
hidroperokside, stoga je smatrano da je glavna uloga ovog enzima antioksidativna i antiinflamatorna.
Medutim, novija istrazivanja ukazuju da hidroperoksidi u interakciji sa drugim signalnim
molekulima, a time i GSH-Px, imaju vaznu ulogu i u ¢elijskom rastu, diferencijaciji i proliferaciji
(Lennarz, Lane, 2013). GSH predstavlja glavni izvor tiolnih grupa (-SH) u unutaréelijskim odeljcima
1 odgovoran je za odrzavanje redoks ravnoteze u celiji. Povecanjem odnosa redukovanog i
oksidovanog glutationa GSH:GSSG podize se antioksidativni kapacitet, dok njegovo smanjenje
ukazuje na oksidativni stres i smanjenu oksidativnu odbranu (Miler, 2017). Hroni¢na izlozenost
stresorima moze delovati na nivo GSH (Madrigal i sar., 2001; Ahmad i sar., 2010), a pojedina
psihijatrijska oboljenja odlikuje smanjenje GSH (Gawryluk i sar., 2011).

1.13.1.3. Katalaza

Katalaza je jedan od najvaznijih antioksidativnih enzima c¢elija skoro svih aerobnih
organizama. Katalaza razgraduje H202 do H20 i O kroz dvostepenu reakciju (Slika 1.7; Nandi, Yan,
2019). Ovaj enzim koristi ili gvozde ili magnan kao kofaktor za neophodnu reakciju, ¢ime zavrsava
reakciju zapocetu od strane SOD (Ighodaro, Akinloye, 2018). Pretezno se nalazi u peroksizomima
dok je u mitohondrijama sisarskih ¢elija odsutna, osim u mitohondrijama ¢elija srca pacova (Radi i
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sar., 1991). Usled ovoga, unutar mitohondrija sisarskih ¢elija ulogu razbijanja vodonik peroksida na
vodu 1 molekularni kiseonik vr$i GSH-PX.

A Feqn)

KAT + H,0, — (supstancal’ + HO

: Fe(Ill)
supstancal + HO, — KAT  + 2H0 + O,

Slika 1.7 Mehanizam delovanja katalaze. (A) U prvom koraku reakcije dolazi do formiranja
meduproizvoda (supstanca I), redukcijom molekula H,O,. (B) U drugom koraku dolazi do redukcije
supstance | kroz redoks reakcije transfera dva elektrona sa elektron donora (molekul H2O>) nakon ¢ega nastaju
slobodan enzim, kiseonik i voda. Preuzeto i modifikovano od Nandi, Yan, 2019.

Pored enzimske komponente antioksidativnog sistema (Slika 1.8), postoje i druge linije
odbrane organizma od ROS, kao §to su ,,sakupljaci” (engl. scavenger) koji ,,hvataju” slobodne
radikale doniranjem jednog elektrona, umanjujuéi time njihovu Stetnost. U ovu grupu neenzimskih
antioksidanata spadaju askorbinska kiselina, glutation, vitamin E, ubikvinol, itd. (Ighodaro, Akinloye,
2018). Trecu kategoriju Cine antioksidanti koji se javljaju tek kada dode do oStecenja, kao Sto su de
novo sintetisani enzimi koji popravljaju oStecenja prouzrokovana aktivnos¢u slobodnih radikala na
molekulu DNK, proteinima i lipidima. Takode, oni mogu da prepoznaju i uklone oksidovane ili
ostecene biomakromolekule ¢éelije, kako bi sprecili njthovu akumulaciju koja moze biti toksi¢na po
tkiva. U ovu grupu spadaju DNK reparacioni enzimski sistemi (polimeraze, glikozilaze i nukleaze),
proteoliti¢ki enzimi (proteinaze, proteaze i peptidaze), koji se nalaze u citosolu i mitohondrijama
¢elija sisara (Ighodaro, Akinloye, 2018).

OZ
mitohondrija peroksizom

m* Fe* Fef
SOD1
SOD2
SOD3 KAT

0;+0; 7~ HO+0, <=~ 2H0+0,

2H
ROOH
NADP* GsH_ [
< % Gsips
NADPH GSSG
A\
2H,0 + ROH

Slika 1.8 Mehanizam aktivnosti i medusobna povezanost glavnih antioksidativnih enzima u deliji.
Preuzeto i modifikovano od Nandi, Yan, 2019.
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1.13.2. Uloga antioksidativnih enzima u jetri, bubrezima, srcu i testisima

Jetra poseduje jedan od najvecih antioksidativnih kapaciteta usled vazne metabolicke uloge
skladistenja glikogena, razgradnje crvenih krvnih zrnaca, sinteze odredenih proteina, detoksikacije i
dr (Navarro-Arévalo, Sanchez-del-Pino, 1998; Djordjevic i sar., 2010). Ovaj organ takode ima vaznu
ulogu u odgovoru organizma na stresore, kada anabolic¢ki procesi obezbeduju neophodne koli¢ine
energije za suocavanje organizma sa stresorima (Sapolsky i sar., 2000). Povisen nivo glukokortikoida,
tokom odgovora na stres, moze dovesti do povecanja nivoa ROS (MclIntosh i sar., 1998), kao i
ekspresije i aktivnosti antioksidativnih enzima u ¢elijama jetre (Chen i sar., 2020).

Klinic¢ka istrazivanja ukazuju da je prisustvo oksidativnog stresa povezano sa patogenezom
razliCitih bolesti bubrega, ukljuc¢uju¢i akutnu i1 hroni¢nu bubreznu insuficijenciju, hipersenzitivnu
nefropatiju i brojne druge (Hong, Park, 2021). lako se smatra da je SOD1 dominantna izoforma u
¢elijama bubrega, smanjenje aktivnosti SOD2 je povezano sa ozbiljnijim patoloskim promenama, kao
Sto su: renalna disfunkcija, inflamacija i apoptoza (Kitada i sar., 2020). Takode, KAT bubreznih ¢elija
ima vaznu ulogu u zaStiti od dijabeticne nefropatije smanjenjem oksidativnog stresa posredstvom
regulacije renin-angiotenzin sistema i metabolizma unutar peroksizoma (Hong, Park, 2021).

Stres ima Stetne efekte 1 na funkcionisanje muskog reproduktivnog sistema, dovode¢i do
povecéanog stvaranja ROS. Visok nivo ROS moze se povezati sa losijim kvalitetom spermatozoida i
pojavom infertilnosti kod muzjaka pacova (Garcia-Diaz i sar., 2015), uzevs§i u obzir da su
spermatozoidi posebno osetljivi na oksidativni stres usled specificne grade podlozne lipidnoj
peroksidaciji (Sikka, 2001, Parodi, 2014). Znacajne promene u nivou razli¢itih antioksidativnih
enzima u testisima uocene su kod pacova tokom maturacije, a Smatra se da su ovakve promene, poput
znacajno povecanog nivoa SOD, posledica potrebe vecih koli¢ina H202, kao sekundarnog glasnika,
za procese diferencijacije i razvoj testisa kod adolescentnih pacova (Peltola i sar., 1992). U poredenju
sa jetrom, testisi pacova eksprimiraju podjednaku aktivnost SOD, ali samo 5% aktivnosti GSH-Px i
2% aktivnosti KAT u odnosu na iste kod jetre (Peltola i sar., 1992).

Najzastupljeniji antioksidativni enzim srca je SOD2 (70%), od toga ¢ak 90% u
kardiomiocitima, dok ostatak c¢ini citosolna SOD1 i oko 1% SOD3 (Sawyer, 2011). Veoma vazna
uloga SOD2 u regulaciji oksidativnog stresa u miokardijumu, posebno tokom ranog postnatalnog
razvoja se ogleda u ¢injenici da se miSevi koji ne poseduju gen za MnSOD razvijaju normalno u
materici, ali umiru ubrzo nakon rodenja usled dilatirane kardiomiopatije (Li i sar., 1995). Nasuprot,
odsustvo SOD2 1 SOD3 ne dovodi do smrtnog ishoda miSeva, niti promena miSi¢nog tkiva srca
(Carlsson i sar., 1995). Deficijencija selena, neophodnog za funkcionisanje GSH-Px, povezana je sa
povecanim oksidativnim stresom, dok je smanjeni nivo selena primecen kod pacijenata sa sréanim
oboljenjima i u korelaciji je sa tezinom klini¢ke slike bolesti (de Lorgeril i sar., 2001).

lako se smanjena aktivnost antioksidativnih enzima 1 posledi¢na prekomerna koli¢ina ROS
povezuju sa razliitim patologijama, preterana aktivnost ovih enzima i posledi¢no prekomerno
smanjenje ROS mogu da imaju negativne posledice po homeostazu ¢elija ako se uzme u obzir da
odredene ROS imaju vaznu ulogu signalnih molekula regulisu¢i pravilan rad organizma (Sawyer,
2011).

1.13.3. Biomarkeri depresije i depresiji-slicnih stanja

Odgovor naterapiju antidepresivima je relativno nizak, jer samo 40-60% pacijenata pozitivno
odgovara na terapiju. Smatra se da je heterogenost oboljenja jedan od glavnih faktora za ovakav ishod
zbog Cega postoji velika potreba za §to ranijom prevencijom, adekvatnom dijagnostikom i znacajno
efikasnijim 1 individualnijim tretmanom u le¢enju. U klini¢koj praksi, od znacaja bi bilo pronalazenje
prognosti¢kih biomarkera koji bi omogucili adekvatnu klasifikaciju pacijenata na odgovarajuce
podtipove oboljenja ¢ime bi se povecale Sanse za uspesnijim le¢enjem (Gkesoglou, Bargiota, 2022).
Periferni biomarkeri iz krvi, urina, pljuvacke, cerebrospinalne tec¢nosti ili dlake, su najpristupacniji,
uzevsi u obzir lako¢u njihovog prikupljanja u svakodnevnoj klinickoj praksi (Gkesoglou, Bargiota,
2022). Ovakvi markeri bi mogli ukazati na postojanje promena u nivou hormona stresa, kao i na

19



prisustvo inflamacije i/ili metaboli¢kih poremec¢aja kod osoba obolelih od razli¢itih podtipova
depresije, uzevsi u obzir postojanje komorbiditeta depresije 1 hroni¢nih somatskih bolesti.

Glukoza predstavlja osnovni izvor energije u mozgu, usled ¢ega smanjen nivo glukoze u
plazmi (hipoglikemija) moze dovesti do naruSenog funkcionisanja mozga, dok povecan nivo glukoze
(hiperglikemija), kao glavni klini¢ki simptom dijabetesa, znacajno povecava Sanse za nastanak
razli¢itih makro- i mikrovaskularnih komplikacija (Sharabi i sar., 2015). Razli¢ite podtipove depresije
karakteriSe povecan ili smanjen apetit (Penninx i sar., 2013), koji za posledicu moze imati izmenjen
nivo Secera u krvi, a ovakvo stanje moze znacajno menjati funkcionalnu i emotivnu obradu podataka
unutar mozdanih struktura osetljivih na ovu promenu (amigdale, PFC, hipokampus, Drevets i sar.,
2002, Li i sar., 2015. Smatra se da promene u metabolizmu glukoze, pored toga $to mogu dovesti do
nastanka razlicitih podtipova depresije, mogu promeniti odgovor depresivnih pacijenata na odredene
tretmane (Martin i sar., 2013).

Holesterol predstavlja vaznu strukturnu komponentu c¢elijskih membrana, gde utice na
fluidnost fosfolipidnog dvosloja i signalnu transdukciju, usled ¢ega moZze uticati na neurotransmisiju
U CNS-u. Brojna istrazivanja su ukazala da je promena koncentracije holesterola u korelaciji sa
razli¢itim poremecajima raspoloZenja pacijenata. Nizak nivo holesterola se povezuje sa depresivnim
pacijentima, sklonim suicidu, dok je nekoliko studija ukazalo na hiperholesterolemiju kod anksioznih
pacijenata, kao i onih koji ispoljavaju i depresivne i anksiozne oblike ponasanja. Smanjenje ukupnog
holesterola u serumu direktno uti¢e na smanjenje nivoa serotonina (SHT) u mozgu (Papakostas i sar.,
2004; Sun i sar., 2015), a hipo- i hiperholesterolemija uticu i na funkcijske karakteristike
serotoninskog transportera (Scanlon i sar., 2001). Zanimljivo je napomenuti da je studija na adultima
ukazala da i visoka i niska koncentracija lipoproteina male gustine (LDL-C) poveéavaju rizik od
depresije, Sto nije primeéeno u studijama na deci i adolescentima. U ovoj starosnoj kategoriji,
adolescenti sa razli¢itim psihopatoloskim stanjima pokazuju visok nivo triglicerida u odnosu na
kontrole, dok je niska koncentracija holesterola povezana sa suicidnom tendencijom (Engelberg,
1992). Novije studije ukazuju da hipertrigliceridemija, kao i izmenjen odnos triglicerida i lipoproteina
visoke gustine (HLD) u krvi znac¢ajno povecavaju rizik za pojavu teze klinicke slike depresije kako
kod odraslih (So i sar., 2021), tako i kod adolescenata (Khalfan i sar., 2023), Sto otvara pitanje
kori$éenja lipidnog profila kao potencijalnog biomarkera depresije (Walther i sar., 2018). Vaznost
veze izmedu lipidnog statusa i depresije potvrduje i studija koja pokazuje da se pacijentima obolelim
od depresije vidno poboljSava stanje ukoliko pored antidepresiva koriste i1 statine za smanjivanje
nivoa holesterola (Salagre i sar., 2016). Ipak, vazno je napomenuti da su razlike u starosnoj dobi, pol
i hormonski status pacijenata u korelaciji sa izmenjenim lipidnim statusom pacijenata i
odgovaraju¢im dijagnostikovanim psihopatoloSkim stanjima.

Merenje ukupnih proteina u serumu, od kojih su najzastupljeniji alboumin i globulini, koristi
se u dijagnostici raznih bolesti jetre, bubrega i kostne srzi, ali i metabolickih i drugih poremecaja (Yin
i sar., 2022). Nekoliko studija je ukazalo na vezu izmedu poremeéenog nivoa ukupnih proteina i
psihijatrijskih poremecaja (Yin i sar., 2022). Koncentracija ukupnih proteina u serumu pacijenata sa
depresijom znacajno je niZza u odnosu na zdrave kontrole, a smanjenje je u korelaciji sa tezinom
klinicke slike depresije (Maes i sar., 1995). Zanimljivo je da je jedna studija pokazala da
psihosocijalni stres povecava koncentraciju ukupnih proteina u serumu, ukljucuju¢i razlicite frakcije
globulina, ali znacajno smanjuje procenat serumskog albumina (Van Hunsel i sar., 1996). Albumin
je najzastupljeniji protein u serumu koji ima vaznu ulogu u odrzavanju osmotskog pritiska i transportu
razli¢itih endogenih i egzogenih liganda, ali i u stabilizaciji redoks potencijala (Song i sar., 2018).
Razli¢ite studije su ukazale na vezu izmedu nivoa albumina i depresije (Huang, 2002), a po nekim
autorima nivo albumina odrazava i status uhranjenosti depresivnih pacijenata (Wang i sar., 2012).
Albumin predstavlja vazni antioksidant plazme, a tretman antidepresivima moze dovesti do
poveéanog nivoa antioksidanata, ukljucujuci i albumin (Liu i sar., 2015).

Po originalnom konceptu Hansa Selija (Selye, 1936) stres predstavlja nespecifi¢ni odgovor na
stresore i dovodi do aktivacije HPA osovine, rezultujuci oslobadanjem glukokortikoida u cirkulaciju.
Povecan nivo kortikosterona 1 kortizola u serumu stresiranih Zzivotinja je Siroko prihvacen
neuroendokrini marker odgovora na stres. Medutim, kasnija istrazivanja su ukazala da je reakcija
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organizma na stres stres-specificna i da svaki tip stresora poseduje karakteristi¢an signalni put, kao i
mehanizam regulacije (Goldstein i sar., 1996). Usled toga, varijacije u aktivnosti HPA osovine, pa
samim tim, i koncentraciji kortikosterona i kortizola u serumu zavise od same prirode stresora
(Djordjevi¢ i sar., 2003), njegovog intenziteta, kao i vremena izlaganja (Retana-Marquez i sar., 2003).
Prisustvo traume u ranom periodu razvoja moze znaCajno da utiCe na pojavu razlicitih
psihopatologija, koje se mogu dovesti u vezu sa nepravilnim fukcionisanjem HPA osovine (Faravelli
i sar., 2012).

1.14. Uticaj socijalne izolacije na potomstvo - transgeneracijski efekat

Malo je podataka u literaturi koji objasnjavaju funkcionisanje slozenih mehanizama kojima
polne ¢elije roditeljske generacije prenose informacije o zivotnoj sredini, kao i na koji nacin se time
povecéava rizik za nastanak depresije i anksioznosti kod narednih generacija (Cunningham i sar.,
2021). Za sada je poznato da na transgeneracijsku transmisiju, kako u adaptivnom, tako i
maladaptivnom smislu, vaznu ulogu ima tip stresora (socijalni/asocijalni), vreme njegovog delovanja,
ali i pol, kako roditelja tako i potomaka (Hellmann i sar., 2019).

U klini¢kim studijama baziranim na samoproceni srece dece, negativne emocije 1 socijalne
vestine u velikoj meri zavise od socijalnog statusa roditelja (Homel i sar., 1987; Allchin i sar., 2016).
Moglo bi se pretpostaviti da potomstvo, ¢iji roditelji imaju jake socijalne odnose 1 veze, moze steci
adekvatne socijalne vestine od svojih roditelja, i obrnuto (Homel i sar., 1987). Ispitivanja na
glodarima ukazuju da hroni¢no izlaganje socijalnim stresorima parentalne generacije (tokom
adolescencije i ranog adultnog perioda) moze dovesti do pojave depresivnog i anksioznog fenotipa,
koji se moze preneti na njihovo potomstvo (Dietz i sar., 2011; Franklin i sar., 2011; Saavedra-
Rodriguez, Feig, 2013). Novija literatura naglasava da je uticaj izloZenosti majke stresu pre zaceca
od velike vaznosti u proceni zdravlja potomstva i prepoznaje da je adolescencija kritican period u
pogledu razvoja i osetljivosti bioloskih sistema ukljucenih u psiholosko, fizicko i reproduktivno
zdravlje (Keenan i sar., 2018). Izlaganje Zenki hroni¢énom nepredvidivom stresu tokom adolescencije
remeti njihovo materinsko ponasanje i utice na metilacioni obazac kroz generacije (Zaidan i sar.,
2023). Malobrojne studije koje se bave posledicama izlaganja zenki socijalnom stresu tokom
adolescencije, pre zaceca, ukazuju na izmenjene kognitivne karakteristike potomstva u kasnoj
adolescenciji/ranom adultnom periodu (Bove i sar., 2024). O ranom postnatalnom motornom razvoju
potomstva majki izloZenih socijalnom stresu tokom adolescencije nema podataka.

1.14.1. Rani motorni razvoj

Potomstvo adolescentnih roditelja podlozno je zdravstvenim komplikacijama ukljucujuci
manju telesnu masu po rodenju i sporiji psihomotorni razvoj (National Research Council Panel on
Adolescent, Childbearing, 1987). Procena motornog razvoja tokom ranog postnatalnog perioda se
smatra jednim od najvaznijih pokazatelja normalnog rasta (Charitou i sar., 2010). Motorni razvoj je
u interakciji sa razvojem u drugim domenima, kao §to su kognicija i emocionalnost, i moze biti
solidan indikator za budu¢i kognitivni razvoj. PoboljSanje motornih funkcija u ranom razvoju
podstiée strukturnu i funkcijsku maturaciju nervnog sistema (Denckla, 2005).

Progresija od atipi¢nih pokreta do sposobnosti nezavisnog kretanja (engl. ambulation) se kod
glodara postize relativno brzo (za manje od 30 dana starosti, Shriner i sar., 2009). Na osnovu detaljne
analize diskretnih pokreta, ontogenija pokreta mladih pacova se moze organizovati u 6 razlicitih faza:
faza asinhrone aktivnosti, faza obrta, faza puzanja, faza integracije, faza nezrele ambulacije i faza
zrele ambulacije (Slika 1.9, Shriner i sar., 2009).

Prvu fazu asinhrone aktivnosti (P0-6) karakteri$su nesinhronizovani pokreti prednjih i zadnjih
ekstremiteta, tokom koje mladunci mogu odgovoriti na olfaktornu stimulaciju i orijentisati se ka
stimulusu, ali se ne mogu kretati ka stimulusu, ukazuju¢i da motivacija nije limitirajuéi faktor kretanja
u ovoj fazi (Shriner i sar., 2009). U narednoj fazi (P7-10) pokreti su uglavnom bazirani na obrtanju
(Shriner i sar., 2009). Ovu fazu karakteri$e adukcija, primicanje prednjih ekstremiteta, kao i pasivnost
zadnjih ekstremiteta.
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Izmedu P11-14 mladunci pocinju da puze. lako su osnovne motorne vestine prisutne u ovoj
fazi kretanje je atipi¢no u odnosu na adultni hod. Najznacajnija transformacija do zrelog kretanja
desava se izmedu P15-18, tokom faze integracije. lako su elementi osnovnog kvadripedalnog kretanja
prisutni ubrzo po rodenju, sazrevanje nervnih centara, koji regulisu ritmic¢ku aktivnost kretanja, zavisi
od maturacije nishodnih i ushodnih neuronskih puteva, komisuralnih interneurona (Kiehn, 2006), kao
1 sazrevanja miSi¢no-skeletnog sistema. Senzomotorna maturacija pocinje da dobija adultne vrednosti

u ovoj fazi, ukazujuéi da propriospinalne i senzomotorne konekcije postaju funkcionalne (Shriner i
sar., 2009).

faza asinhrone faza obrta faza puzamia  faza inteeraciie faza nezrele faza zrele
aktivnosti puzan) graclj ambulacije ambulacije
I | ‘ ‘
| I
PO-6 P7-10 P11 - 14 P15-18 P19 -26 P27 -30

Slika 1.9 Sest razli¢itih faza u ontogeniji pokreta mladih pacova tokom razveja (od PO do P30).
Modifikovano od Shriner i sar., 2009.

Pored koordinacije izmedu udova, kontrola zadnjih ekstremiteta takode dostize adultnu
vrednost tokom faze integracije, Sto je u skladu sa nestankom polineuronske inervacije prstiju i
poboljSanim drzanjem/noSenjem tezine zadnjim ekstremitetima. Mladunci su jo§ uvek spori pri
kretanju, sa nedostatkom fluidnosti u kretanju, $to se u velikoj meri menja u sledecoj fazi koja je
oznacena kao faza nezrele ambulacije (P19-26). Ova faza je okarakterisana kao period hiperbrzine.
lako mladi pacovi pokazuju relativno slicne pokrete kao i adultne jedinke, prilikom njihove izvedbe
prave veci broj greSaka. Tokom faze zrele ambulacije (P27-30) pokreti u svim kategorijama dosezu
asimptotu. Svako odstupanje u sazrevanju kvadripedalne motorike glodara od opisanog ukazuje na
potencijalne probleme ili kaSnjenja u sazrevanju moZdanih struktura koje ucestvuju u kontroli
lokomotornih funkcija i senzomotornom uéenju (Shriner i sar., 2009).

22



2. CILJEVI

Osnovni cilj istrazivanja bio je da se okarakteriSe bioloski znacaj socijalne pripadnosti
vr$njackoj grupi tokom perioda adolescencije, kroz detaljno ispitivanje efekta odsustva direktnih
socijalnih kontakata na ponaSanje, antioksidativni status perifernih organa, kao i sposobnost
peripubertetskih pacova da odgovore na izlaganje dodatnom stresoru.

U svrhu realizacije osnovnog cilja, postavljeni su specificni ciljevi, da se kod peripubertetskih
muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve
nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije ispita:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

psihomotorni 1 emocionalni odgovor na novu sredinu sa razli¢itim anksiogenim
potencijalom, radi procene razvoja ponasanja nalik anksioznom,;

psihomotorni i neuronski odgovor na psihostimulativnu drogu sa nagradujuc¢im efektom
D-amfetamin, radi procene stanja nalik atipi¢noj depresiji;

preferenca rastvora saharoze u odnosu na vodu i koli¢ina pojedene hrane, radi procene
konzumatorne hipohedonije i iregularnosti u ponasanju usmerenom ka cilju, najcescih
simptoma ponasanja nalik depresivnom u animalnim modelima;

socijalni odgovor na prisustvo zivih jedinki ili socijalnih mirisa, radi procene motivisanog
socijalnog ponaSanja posredstvom indikatora socijalne orijentacije, socijabilnosti i
socijalne memorije;

broj parvalbumin-pozitivnih neurona, osetljivih na socijalni stres u dorzalnom
hipokampusu, mozdanom regionu znacajnom za mapiranje socijalnog prostora u fizickom
prostoru, kao i aktivacioni fenotip mikroglijskih celija dentatnog girusa, radi procene
neuroinflamacije;

odgovor na dodatni stresor prekono¢nog gladovanja, pracenjem telesne mase,
koncentracije hormona stresa u krvi, aktivnosti enzima antioksidativnog sistema u
perifernim organima i eritrocitima, radi sagledavanja sistemskih efekata psihosocijalnog
stresa i njegovog potencijala da izmeni odgovor organizma na nove stresore;

koncentracija ukupnih proteina, albumina, holesterola, triglicerida i testosterona radi
potpunijeg sagledavanja sistemskih efekata psihosocijalnog stresa;

Zaseban specifican cilj postavljen je radi ispitivanja psihofizi¢kih karakteristika potomstva
roditeljske generacije koja je prosla period socijalne izolacije tokom peripuberteta, u cilju
sagledavanja uticaja roditeljskog socijalnog iskustva na mentalno zdravlje potomstva.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eticka izjava

Sve procedure koje su podrazumevale koris¢enje eksperimentalnih zivotinja su sprovedene u
skladu sa EU Direktivom 2010/63/EU o zastiti Zivotinja koje se koriste u eksperimentalne i nau¢ne
svrhe i odobrene su od strane Etickog komiteta Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢”
(01/01/2019), kao i Nacionalnog eti¢kog istrazivackog Komiteta (323-07-05339/2020-05). UloZeni
su svi napori kako bi se eksperimenti sproveli na §to manjem broju Zivotinja, bez ugrozavanja
kvaliteta dobijenih rezultata i kako bi se patnja eksperimentalnih zivotinja svela na minimum.

3.2. Eksperimentalne Zivotinje i podela okota na eksperimentalne grupe

U eksperimentima su kori§¢eni muzjaci i zenke pacova Wistar Han soja, gajeni u vivarijumu
Instituta za biologka istraZivanja ,,Sini$a Stankovi¢”. Zivotinje su gajene u mati¢nim okotima do 21.
postnatalnog (P) dana (P21), nakon ¢ega je izvrSeno odvajanje mladunaca od majke, po ¢etiri muzjaka
ili Cetiri zenke u zasebnim kavezima. Usled specificnog dizajna eksperimenta u istrazivanja su
uklju¢ena samo legla koja su imala najmanje 4 jedinke istog pola, a koje su 29. postnatalnog dana
(P29), dodatno podeljene u dve grupe: kontrolnu grupu Zivotinja - koje ¢e biti gajene po 3 u kavezu i
zivotinje koje ¢e dalje biti gajene u uslovima socijalne izolacije - 1 zivotinja po kavezu (Slika 3.1).
Pacovi su u definisanim socijalnim uslovima gajeni tokom narednih 7 dana (P29-36, period rane
adolescencije) ili 14 dana (P29-43, period rane i srednje adolescencije).

bioloski replikat - okot

n=4
o S S &
| P|29 |
| & 4 4 |4
grupno gaj eng Zivotinje soctjalno izcr)llovima Zivotinja
n= =

Slika 3.1 Sematski prikaz deljenja okota na eksperimentalne grupe. Princip korii¢enja okota kao
bioloskog replikata primenjen je da bi isti okot podjednako doprineo razli¢itim eksperimentalnim grupama,
tj. kontrolnoj grupi (3 zivotinje po kavezu) i grupi ¢ije su jedinke gajene u uslovima socijalne izolacije (1
Zivotinja po kavezu).

Ovakav dizajn - broj okota kao bioloski replikat (Lazic, Essioux, 2013), primenjen je sa ciljem
da se stekne uvid u reakcije Zivotinja iz istog okota na psihosocijalni stres. Kavezi u kojima su
boravile Zivotinje su bili naizmenicno i gusto postavljani jedan pored drugog tako da su izolovane
zivotinje mogle da vide 1 €uju svoje vrSnjake, ali ne 1 da ostvare direktan fizicki kontakt sa njima.
Eksperimentalne Zivotinje su boravile u standardnim uslovima: dimenzije kaveza 425 x 265 x 180;
temperatura: 23+1 °C; relativna vlaznost vazduha: 50+5%; svetlosni rezim 12 h svetlost (paljenje
svetla u 7:00 h)/12 h mrak (gasenje svetla u 19:00 h) i imale slobodan pristup hrani i vodi tokom
trajanja eksperimenata, osim tokom perioda bihevioralnog testiranja.

Ispitivanje uticaja socijalne izolacije zapocinjano je P29 i to u trajanju od 7 ili 14 dana u
periodu rane (P21-P34) i srednje (P34-P46) adolescencije, $to je u korelaciji sa periodom rane (10-
14 godina) i srednje (15-17 godina) adolescencije u humanoj populaciji (Braet i sar., 2013). Period u
okviru koga su sprovedeni svi eksperimenti pripada periodu oznatenom kao
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peripubertet/periadolescencija, $to kod glodara podrazumeva 7-10 dana pre i nekoliko dana nakon
puberteta koji se kod muzjaka Wistar Han pacova desava u periodu P41+1 (Spear, Brake, 1983;
Tzanoulinou i sar., 2014).

U cilju smanjenja broja Zivotinja koris¢enih u eksperimentalne svrhe postovano je ,,3R
pravilo” zastite dobrobiti oglednih Zzivotinja (Russell, Burch, 1959) uklju¢enih u eksperimentalni
protokol, te su koris¢ene standardizovane ogledne procedure i primenjene najpogodnije statisticke
metode za obradu rezultata ogleda. Takode, uzorkovan je materijal od istih oglednih zivotinja za veci
broj razli¢itih analiza, ¢ime je ispoStovan princip smanjenja (engl. reduction). Iste zivotinje koris¢ene
su za bihevioralne testove (test uzdignutog krstastog lavirinta, test prepoznavanja novog objekta i test
otvorenog polja, kao i psihomotorni test na D-AMPH) i Western Blot analizu uzoraka tkiva, a druge
zivotinje za bihevioralne testove (trokomorni test, test konzumatorne anhedonije) i rasplod. Jedino
zivotinje koriS¢ene za biohemijska istrazivanja nisu prolazile bihevioralne testove kako bi se izbegao
eventualni uticaj samog testiranja na razlicite biohemijske parametre od interesa. Medutim, tkiva ovih
Zivotinja iskori$¢ena su za razli¢ite analize (mozak za imunohistohemiju, periferna tkiva za analizu
enzima oksidativnog stresa). Princip usavrsavanja (engl. refinement) postignut je izvodenjem ogleda
na zivotinjama na nacin kojim se do najve¢e mere smanjuje patnja zivotinja (primenom principa ,,5
sloboda”) u meri u kojoj je model socijalne izolacije to dozvolio.

3.3. Eksperimentalna procedura

Detaljna eksperimentalna procedura je data na Slikama 3.2-3.5. Ukupno je koriséeno 50 okota
¢ije je potomstvo gajeno po navedenom principu i koji su formirali ukupno 14 eksperimentalnih
grupa. Rukovanje Zivotinjama je uvek bilo obavljano od strane jednog eksperimentatora, na koga su
zivotinje prethodno ve¢ bile naviknute.

Eksperiment 1 izveden je u svrhu realizacije 1. i 2. tematske celine navedene u ciljevima teze
(psihomotorni i emocionalni odgovor na novu sredinu sa razliitim anksiogenim potencijalom,
psihomotorni i neuronski odgovor na psihostimulativnu drogu D-AMPH), kori$¢enjem 8 okota, tj. 16
muzjaka pacova (kontrolnih n=8 (eksperimentalna grupa 1) i socijalno izolovanih n=8
(eksperimentalna grupa 2)). Sematski prikaz eksperimentalne procedure dat je na Slici 3.2,
eksperiment 1: nakon ispitivanja emocionalnih reakcija jedinki na novu sredinu sa razli¢itim
anksiogenim potencijalom (test uzdignutog krstastog lavirinta, test prepoznavanja novog objekta i
test otvorenog polja) Zivotinje su tretirane D-AMPH u dozi od 1,5 mg/kg (rastvoren u fizioloSkom
rastvoru), a potom su izolovani mozgovi za Western blot analizu. Analizirana su 2 mozdana regiona
- prefrontalna kora i strijatum.

Eksperiment 1

L) P30 P31 P32 P33 P34 P35 L P38 P39 P40 P41 P42 i

o e e e e e o (H O e e o o o (O
1 11 !

*Merenje telesne mase *Merenje telesne mase <Test uzdignutog *Merenje telesne mase
*Motorna aktivnost u *Motorna aktivnost u testu  krstastog lavirinta »Motorna aktivnost u testu
testu otvorenog polja otvorenog polja (20 min) (10 min) otvorenog polja (20 min)
(20 min) - Test novog objekta * Motorni odgovor na
-Gajenje: grupe (3 po kavezw) (10 min) D-AMPH (1.5 mg/kg; 100 min)
leglo eksperimentalna grupa 1 * Dekapitacija i uzorkovanje moZdanog tkiva
(n=8) izolovane Zivotinje (1 po kavezu) + Analiza ekspresije proteinskih produkata gena ranog odgovora

eksperimentalna grupa 2

Slika 3.2 Sematska prezentaciia eksperimentalne procedure primeniene u okviru eksperimenta 1.
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Eksperiment 2 izveden je u svrhu realizacije 3. i 4. tematske celine navedene u ciljevima teze
(preferenca rastvora saharoze u odnosu na vodu i koli¢ina pojedene hrane, socijalni odgovor na
prisustvo zivih jedinki ili socijalnih mirisa), koris¢enjem 7 okota, tj. 14 muzjaka pacova (kontrolnih
n=7 (eksperimentalna grupa 3) i socijalno izolovanih n=7 (eksperimentalna grupa 4) za ispitivanje
socijalnog ponasanja i nakon toga konzumatorne hipohedonije, kao i 8 zasebnih okota, tj. 16 zivotinja
(kontrolnih n=8 (eksperimentalna grupa 5) i socijalno izolovanih n= 8 (eksperimentalna grupa 6)) za
ispitivanje reakcije na socijalne mirise. Sematski prikaz eksperimentalne procedure dat je na Slici 3.3,
eksperiment 2, a iste Zivotinje kori$¢ene su za ukr$tanje sa kontrolnim i izolovanim zenkama (n=34),
predstavljajuéi parentalnu (Fo) generaciju koja ¢e dati potomstvo za realizaciju zasebnog specificnog
cilja teze.

Eksperiment 2
Ly P30 P31 P32 P33 P34 P35 L6 P37 P38 P39 P40 P41 P42 LS8
o o o . e o () e o o o o —()
. Gajenie: grupe (3 po kavezu) +Merenje telesne mase * Merenje telesne mase
= -]'0 Je: eksperimentalna grupa 3 *Socijalni olfaktorni test *Socijalni olfaktorni test
s izolovane Zivotinje (1 po kavezu)

(=7

eksperimentalna grupa 4

P29 P30 P31 P32 P33 P34 P35 P39 P40 P41 P42 P48 P49 P50 P51

9 —o—o—o—o—o—o—O—O—O—o—o—o—o—O—O—O—Q—O—o—o—o—o—Q
F“{ i :|- rasplod

I P30 P31 P32 P33 P34 P35 : : : P39 P40 P41 P42 : : : : : P48 P49 P50 P51 :
! J ;
L grupe (3 po kavezu) +Trokomorni test *Trokomorni test
* Gajenje: eksperimentalna grupa 5 t 1 1
leglo izolovane Zivotinje - Saharozni test (1%) i + Saharozni test (1%) i
(=7) (1 po kavezu) merenje konzumirane hrane merenje konzumirane hrane

eksperimentalna grupa 6
= Saharozni test (20%) i
merenje konzumirane hrane

Slika 3.3 Sematska prezentacija eksperimentalne procedure primenjene u okviru eksperimenta 2.

Eksperiment 3 i 4 izveden je u svrhu realizacije 5., 6. i 7. tematske celine navedene u ciljevima
teze (broj parvalbumin-pozitivnih interneurona u dorzalnom hipokampusu i aktivacioni fenotip
mikroglijskih ¢elija DG, odgovor na dodatni stresor prekonoénog gladovanja, pracenjem telesne
mase, ispitivanjem koncentracije hormona stresa u krvi kao i aktivnosti enzima antioksidativnog
sistema u perifernim organima i eritrocitima, koncentracija ukupnih proteina, aloumina, holesterola,
triglicerida i testosterona). Koris¢eno je 14 okota, od kojih 7 za ispitivanje posledica gajenja u
razli¢itim socijalnim uslovima tokom nedelju dana (kontrolnih n=7 (eksperimentalna grupa 7) i
socijalno izolovanih n=7 (eksperimentalna grupa 8)) i 7 za ispitivanje efekta dodatnog izlaganja
izolovanih Zivotinja stresu prekonoénog gladovanja (kontrolnih n = 7 (eksperimentalna grupa 9) i
socijalno izolovanih n = 7 (eksperimentalna grupa 10)), kao i 14 zasebnih okota, od kojih 7 za
ispitivanje posledica gajenja u razli¢itim socijalnim uslovima tokom dve nedelje (kontrolnih n=7
(eksperimentalna grupa 11) i socijalno izolovanih n=7 (eksperimentalna grupa 12)) i 7 za ispitivanje
efekta dodatnog izlaganja izolovanih zivotinja stresu prekonoénog gladovanja (kontrolnih n=7
(eksperimentalna grupa 13) i socijalno izolovanih n=7 (eksperimentalna grupa 14)). Sematski prikaz
eksperimentalne procedure dat je na Slici 3.4, eksperiment 3 i 4. Nakon gajenja u definisanim
socijalnim uslovima u trajanju od jedne ili dve nedelje Zivotinje su Zrtvovane, nakon ili bez
prekono¢nog gladovanja i uzorkovano je tkivo od interesa za studiju (mozak, jetra, srce, bubreg,
testisi 1 krv). Uzimajuéi u obzir €injenicu da uklanjanje pojedinacnih jedinki iz kaveza izaziva akutni
stresni odgovor kod jedinki koje ostaju u redukovanoj grupi (Burman i sar., 2008, Takao i sar., 2016),
a koji se ogleda u povecanju nivoa kortikosterona u krvi nekoliko minuta nakon smanjenja socijalne
gustine (Ferland, Schrader, 2011), za analizu nivoa hormona stresa u krvi kori$¢ena je jedna jedinka
po okotu (tako da je ukupan broj jedinki po eksperimentalnoj grupi za analizu hormona stresa,
glukoze i telesne mase n=7). Za analizu aktivnosti enzima antioksidativne zastite koris¢ene su do dve
jedinke po okotu/eksperimentalnoj grupi (tako da je ukupan broj jedinki po eksperimentalnoj grupi
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za ove analize n=8-9), uzimajuéi u obzir ¢injenicu da period izmedu zrtvovanja dve jedinke nije
prelazio 15 minuta i da ne postoje literaturni podaci koji impliciraju da povecani nivo kortikosterona
u ovako kratkom vremenskom periodu ima trenutne efekte na aktivnost enzima antioksidativne
zastite. Izolovani mozgovi grupno gajenih i socijalno izolovanih Zivotinja koje nisu gladovale

Eksperimenti 3 i 4
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Slika 3.4 Sematska prezentacija eksperimentalne procedure primenjene u okviru eksperimenata 3 i 4.

koris¢eni su za imunohistohemijska bojenja i analizu parvalbumin-pozitivnih interneurona u
dorzalnom hipokampusu i aktivacioni fenotip mikroglijskih ¢elija dentatnog girusa.

Eksperiment 5 izveden je u svrhu realizacije zasebno postavljenog specificnog cilja
(psihofizicke karakteristike potomstva roditeljske generacije koja je prosla period socijalne izolacije
tokom peripuberteta) na potomstvu (n=96) jedinki koje su kori$¢ene za procenu preference rastvora
saharoze. Sematski prikaz eksperimentalne procedure dat je na Slici 3.5, eksperiment 5. Potomstvu
su mereni: telesna masa na svakih 7 dana pocev od P7, odstupanja od tipicnog perioda kada se
otvaraju oc¢i (P15), rana kvadripedalna motorika u testu otvorenog polja (P17). Nakon odvajanja od
majke (P21) praceno je samo potomstvo muskog pola i to merenjem ponaSanja primenom testa
otvorenog polja P29, sledstveno gajenje u kontrolnim uslovima ili izolaciji u trajanju od 14 dana
(¢ime su bili podvrgavani istom psihosocijalnom stresu kojem je bila izlozena 1 roditeljska
generacija), nakon ¢ega je ponovo mereno ponaSanje primenom testa otvorenog polja (P29, P36 i
P43) i konzumatorne hipohedonije (P43).

Eksperiment 5§

P7 P15 P17 P21
F, i ] ] ] P29 P36 P43 P44 P45
i | I t 1 1 t
*Broj novorodenih * Merenje telesne mase * Merenje telesne mase  -Test otvorenog polja - Test otvorenog polja - Test otvorenog polja
+Odredivanje polova T 1 i « Razdvajanje mladih
*Merenje telesne mase est otvorenog polja od roditelja *Saharozni test (1%) i

merenje konzumirane hrane

Slika 3.5 Sematska prezentacija eksperimentalne procedure primenjene u okviru eksperimenta 5.
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3.4 Testovi za pracenje ponaSanja eksperimentalnih Zivotinja

Svi bihevioralni testovi su sprovedeni izmedu 9:00 i 15:00 h, u posebno opremljenoj
eksperimentalnoj sobi. Pre svakog testiranja, zivotinje su habituirane na sobu za testiranje najmanje
30 minuta. Kako bi uslovi testiranja bili ujednaceni, u situacijama gde je bilo moguce (test otvorenog
polja, test prepoznavanja novog objekta i olfaktorni test) istovremeno su testirane kontrolna i
socijalno izolovana Zivotinja. Takode, kontrolne 1 socijalno izolovane zivotinje su testirane uvek u
istom danu (test uzdignutog krstastog lavirinta, trokomorni test). Izmedu svakog testiranja jednog
seta zivotinja, aparatura za testiranje je detaljno brisana (najpre uklanjanjem mehanickih necistoca,
potom vodom, 20% alkoholom, ponovo vodom i suvim ubrusom), kako bi se odstranili mirisni tragovi
prethodno testiranih Zivotinja, a koji bi mogli kompromitovati rezultate narednog testiranja.

3.4.1. Test otvorenog polja

Test otvorenog polja sluzi za ispitivanje spontane motorne aktivnosti zivotinja i ljudi u
odgovoru na novu sredinu i evaluaciju emocionalnosti (Seibenhener, Wooten, 2015; Gromer i sar.,
2021). Test se bazira na izlaganju Zivotinje nepoznatoj otvorenoj areni iz koje ne moze da pobegne.
Parametri od interesa mereni u ovom testu bili su: lokomotorna (predeni put unutar arene u
centimetrima) i vertikalna aktivnost (broj uspinjanja), kao parametri istrazivackog (eksploratornog)
ponasanja, stereotipni pokreti (repetitivni oblici ponasanja) koji predstavljaju neeksploratornu
aktivnost, kao i broj ulaza i vreme provedeno u centralnom polju arene, kao indikatori emocionalnog
stanja ispitivane jedinke.

Lokomotorna aktivnost predstavlja ponasanje koje podrazumeva prikupljanje informacija iz
sredine, radi smanjenja nepredvidivosti (Inglis i sar., 2001), pronalazenja potencijalne opasnosti i
izlaza iz zatvorene arene (Exner, Clark, 1993), te kao takav jeste parametar istrazivackog ponasanja.
Kod glodara, povecana lokomotorna aktivnost moZe biti posledica prisustva povecanog stanja
uzbudenja ili motivacije za istraZivanjem novine. Sa druge strane, smanjena lokomotorna aktivnost
moze biti posledica smanjene motivacije za istrazivanjem ili povecane anksioznosti u odgovoru na
novinu (Potrebic i sar., 2022b). Ranija istrazivanja su ukazala da lokomotorna aktivnost ne moze biti
pouzdan indikator emocionalnosti, s obzirom da i hipo- i hiperlokomocija mogu odrazavati emotivno
stanje (Archer, 1973; Gentsch i sar., 1981). Usled toga, kao dodatni parametar od interesa u ovoj
studiji je analizirano vreme provedeno u centralnom polju, kao i broj ulaza u centralno polje, s
obzirom da se izbegavanje centralnog polja (odnosno preferiranje perifernih delova arene -
tigmotaksis) smatra pouzdanim indikatorom emocionalnosti kod pacova (Sanberg i sar., 1987; Verma
i sar., 2010; Cameron i sar., 2018). Pacovi koji ispoljavaju ponasanje nalik anksioznom uglavnom
izbegavaju centralni deo arene i viSe vremena provode po njenim perifernim delovima.

Vertikalna (eksploratorna) aktivnost unutar test arene se ispoljava u vidu uspinjanja i
predstavlja nivo zainteresovanosti zivotinje za novi prostor (Lever i sar., 2006). Ovakav vid ponasanja
proisti¢e iz potrebe zivotinje da smanji nepredvidivost unutar nove sredine (Inglis i sar., 2001) i moze
biti indikator njenog pozitivnog emocionalnog stanja (Boissy i sar., 2007).

Stereotipni oblici ponaSanja predstavljaju repetitivne, odnosno ponavljajuce oblike ponaSanja,
poput intenzivnog ciS¢enja/umivanja i1 ograni¢enih pokreta. Ovakvi oblici ponasanja su deo
normalnog ponaSajnog repertoara glodara, ali se njthovo intenziviranje smatra indikatorom loSeg
emocionalnog stanja (Garner, 2005).

Ocekuje se da eksperimentalni glodari smanje intenzitet motorne aktivnosti tokom vremena
koje provode u test areni, $to ukazuje da se testirana Zivotinja upoznala sa novim prostorom i da je
on izgubio elemente novine. Prilagodavanje na novu arenu tokom jedne test sesije oznacava se kao
intrasesijska habituacija (engl. intra-session habituation) i predstavlja odraz ué¢enja (Leussis, Bolivar,
2006). Prethodna istrazivanja naSe grupe su pokazala da je period od 20 minuta upoznavanja sa
novom arenom peripubertetskim pacovima dovoljan da iskazu intrasesijsku habituaciju kao meru
prilagodavanja na novi prostor (Pavkovic i sar., 2018).
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Aparatura. Motorna aktivnost testiranih zivotinja je merena pomoc¢u Opto-Varimex kaveza
(Columbus Instruments, SAD), povezanih sa Auto-Track sistemom (version 3.0 A, Columbus
Instruments). Aparatura za testiranje se nalazi u zvu¢no izolovanoj Laboratoriji za ponasanje sa
optimalnim intenzitetom svetlosti (indirektnim i homogenim osvetljenjem, 100 Ix u centru arene).
Svaki kavez (44,2x43,2x20 cm) je opremljen sa 15 infracrvenih emitera pozicioniranih na x i y osi,
kao 1 jednakim brojem prijemnika na odgovarajucoj suprotnoj strani. Podaci su analizirani pomocu
Auto-Track softvera, koji sakuplja podatke iz Opto-Varimex jedinica na svakih 1/10 sekundi i
kategoriSe aktivnost. Ukupno moze detektovati jedanaest parametara ponaSanja, od kojih su u ovoj
studiji analizirani: lokomotorna, stereotipna i vertikalna aktivnost. Auto-Track detektuje pokrete u
okviru 16 (4x4) zamisljenih kvadrata arene, kao i broj ulazaka i vreme provedeno u svakom kvadratu
pojedinac¢no. Na taj naCin je mogudée izraCunati broj ulazaka i vreme provedeno u centralnoj zoni
arene (Cetiri kvadrata koja se nalaze u sredini arene), dok ostalih 12 predstavlja njen periferni deo.

Eksperimentalna procedura. Muzjacima je P29, pre nasumic¢nog razdvajanja u kontrolne i
socijalno izolovane grupe, mereno ponasanje primenom Testa otvorenog polja, kako bi se potvrdilo
da kod zivotinja koje ¢e uéi u eksperimentalnu proceduru ne postoje razlike u osnovnim motorickim
parametrima (lokomotorna, vertikalna, stereotipna aktivnost) i indikatorima emocionalnog stanja
(broj ulaza i vreme provedeno u centralom polju) u odgovoru na novu sredinu. Test otvorenog polja
je ponavljan 7 dana nakon razdvajanja (P36), a nakon njega primenjivan je test novog objekta.
Zivotinje su prvo habituirane na prostor sobe za testiranje u trajanju od 30 minuta, a zatim je svaka
Zivotinja je postavljana u centar arene odakle je mogla slobodno da se krece 1 istrazuje novu sredinu
u trajanju od 20 minuta. Kako je ve¢ receno, prethodna istrazivanja nase grupe su ukazala da interes
mladih zivotinja unutar arene znacajno opada nakon ovog perioda (Pavkovic i sar., 2018). Vremenski
profil aktivnosti utvrdivan je na osnovu vrednosti ocitavanih na svakih 5 minuta. Test otvorenog polja
raden je i na juvenilnim pacovima F1 generacije, ¢iji su roditelji bili ili grupno gajeni ili socijalno
izovani (Fo generacija). Prvo testiranje na zivotinjama muskog i Zenskog pola radeno je P17, §to
predstavlja rani period sazrevanja kvadripedalne motorike kod glodara (Shriner i sar., 2009). Nakon
odvajanja mladunaca od majke (P21) musko potomstvo je testirano ponovo P29 (inicijalno testiranje),
P36 (nakon 7 dana gajenja u uslovima grupe ili izolacije) i P43 (nakon 14 dana gajenja u uslovima
grupe 1ili izolacije), ¢ime su podvrgavani istom psihosocijalnom stresu kojem je bila izloZzena 1
roditeljska generacija.

3.4.2. Test novog objekta

Test novog objekta podrazumeva istraZivanje novog objekta u sredini na koju je Zivotinja
prethodno habituirana. 1zlaganje Zivotinja novini dovodi do stvaranja konflikta izmedu motivacije za
prilazenjem i potrebe za izbegavanjem potencijalne opasnosti, te habituacija na prostor testiranja
znacajno suprimira ponasanje koje podrazumeva izbegavanje 1 podsti¢e ponasanje koje podrazumeva
povecano istrazivanje (Powell i sar., 2004). Studije ukazuju da glodari pokazuju preferencu ka novoj
sredini, kao i povecano istrazivanje novih elemenata unutar date sredine (Berlyne, 1960). Istrazivanje
novina u prostoru, koji je Zivotinja prethodno percipirala kao bezbedan, fundamentalno se razlikuje
od istrazivanja potpuno nove sredine i smatra se da predstavlja pre anksioznu osobinu (engl. trait
anxiety) nego anksiozno stanje (engl. state anxiety) (Griebel i sar., 1993). Anksiozno stanje
predstavlja privremeno emocionalno stanje, ¢ije se prisustvo moze javiti u samo pojedinim
situacijama, dok anksiozna osobina predstavlja stalno ispoljavanje ponaSanja nalik anksioznom
(Spielberger, 2013).

Parametri od interesa mereni u ovom testu bili su: broj prilaza objektu (broj kratkih (<2
sekunde) 1 broj duzih (>2 sekunde)), duzina istrazivanja objekta (kratka istrazivanja <2 sekunde i
duza istrazivanja >2 sekunde) i latenca prilaska novom objektu. Smatra se da Zivotinje koje pokazuju
ponasanje sli¢no anksioznom imaju duzu latencu prilaska novom objektu, kao i da manji broj puta
prilaze objektu i manje vremena provode istrazujuci ga.
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Aparatura. Test novog objekta je sproveden u istim eksperimentalnim kavezima u kojima je
raden test otvorenog polja (Slika 3.6A i1 B), ¢ime je omoguceno uporedivanje podataka dobijenih iz
ova dva testa i otklanjanje moguceg uticaja razliCitih dimenzija test arene na ponaSanje
eksperimentalnih Zivotinja.

A B

N “
\ N\
5 N
| N

Slika 3.6 Test novog objekta. (A) Habituacija na praznu arenu (vreme istrazivanja — 20 minuta). (B) Novi
objekat (vreme istrazivanja — 10 minuta).

Eksperimentalna procedura. U P36 zivotinje su, nakon prilagodavanja na prostoriju U Kojoj
se vrsi testiranje u trajanju od najmanje 30 minuta, habituirane na otvorenu arenu u periodu od 20
minuta (3.4.1. Test otvorenog polja), da bi nakon toga bile podvrgavane testu novog objekta.
Preciznije, nakon habituacije od 20 minuta (Slika 3.6A), zivotinje su na kratko vracane u svoje
kaveze, a u centralni deo otvorenog polja je postavljan novi objekat, flasica sa poklopcem (5%5 u
osnovi, visine 10 cm), napunjena peskom kako je testirane Zivotinje ne bi mogle pomerati ili obarati.
Velicina 1 oblik ovakvog objekta iskljucili su moguénost sedenja i stajanja testiranih Zivotinja na
objektima. Potom su Zivotinje iz svojih kaveza postavljane u gornji levi ¢oSak test arene 1 testirane
dodatnih 10 minuta (Slika 3.6B). Ponasanje Zivotinja u testu novog objekta belezeno je kamerom, a
naknadna analiza video-zapisa je radena bez uvida u pripadnost snimane zivotinje eksperimentalnoj
grupi. Istrazivanjem objekta smatrano je ponaSanje pri kome je testirana zZivotinja njuskom dotakla
predmet ili ako je njuska Zivotinje upravljena direktno ka predmetu na udaljenosti <2 centimetra.
Vreme trajanja testa novog objekta iznosilo je 10 minuta, a vremenski profil aktivnosti utvrden je na
osnovu vrednosti o€itanih na prvih 1 drugih 5 minuta.

3.4.3. Test uzdignutog krstastog (plus) lavirinta

Test uzdignutog krstastog lavirinta (engl. Elevated plus maze; Slika 3.7) je baziran na
prirodnom konfliktu izmedu potrebe za istrazivanjem nove sredine i straha od novih, otvorenih i
uzdignutih povrsina, i primenjuje Se za procenu prisustva ponasanja nalik anksioznom kod Zivotinja,
kao i kod ljudi (Montgomery, 1955; Biedermann i sar., 2017). Istrazivanja koja ispituju da li novina,
visina ili otvoreni prostor aparata izazivaju anksioznost kod testiranih zivotinja ukazuju da je otvoreni
prostor, pre nego visina i novina, stimulus koji izaziva ponasanje nalik anksioznom prilikom testiranja
(Treit i sar., 1993). Smatra se da duze vreme boravka u otvorenim kracima, kao i veéi broj ulaza u
otvorene krake predstavlja odraz ponaSanja nalik anksioznom. Takode, ovaj test moZze dati podatak 1
o opstoj lokomotornoj aktivnosti zivotinja u visoko anksiogenoj sredini, koja se izrazava kroz broj
ulaza u zatvorene krake (Rodgers i sar., 1999). Oc¢ekuje se da zdrava jedinka prirodno izbegava
otvoreni krak i da njegovu procenu intenzivno izvr$i u prvim minutima testiranja (Rodgers 1 sar.,
1999). Izvirivanje Zzivotinja iz zatvorenih kraka interpretira se kao procena rizika (engl. risk
assessment). Najanksiogenijim delom aparata smatra se najdistalniji deo otvorenog kraka u poredenju
sa njegove prve dve tre¢ine (Rodgers i sar., 1999; Biedermann i sar., 2017). U skladu sa navedenim
znacenjima parametara koje test pruza, intervencijama sa anksiolitickim efektom smatraju se one koje
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povecavaju broj ulaza i vreme provedeno u otvorenim kracima aparata, dok se aksiogenim
tretmanima smatraju oni koji smanjuju broj ulaza i vreme provedeno u otvorenim kracima aparata
(Pellow i sar., 1985; Lister, 1987).

Aparatura. Test uzdignutog Krstastog
lavirinta (Slika 3.7) obavlja se koris¢enjem aparata
od pleksiglasa (ovaj materijal omogucava lako
odrzavanje jer ne zadrzava/upija mirise fizioloskih

5a izluCevina) u obliku znaka plus, koji se sastoji od
dva nasuprot pozicionirana zatvorena kraka
ogradena zidom crne boje (50x10x45cm), dva
nasuprot pozicionirana otvorena kraka (50x10 cm) i
1a 2a 3a 4 3b 2b 1b | centralnog polja (10x10 cm). Kraci su postavljeni na
visini od 55 cm od postolja aparata.
Eksperimentalna procedura. Iste zivotinje
koje su podvrgavane testu otvorene arene i testu
5h novog objekta (P36), narednog dana (P37) su
prolazile test uzdignutog krstastog lavirinta. Svaka
zivotinja je pojedinacno testirana, tako Sto je
postavljana na kraj otvorenog kraka i ostavljana da
slobodno istrazuje lavirint narednih 10 minuta.
Slika 3.7 Test uzdignutog krstastog lavirinta, /Aktivnost svake Zivotinje je snimana kamerom, radi
Sematski prikaz polja od interesa korigéenih u cilju Naknadne analize snimaka bez uvida u pripadnost
radunanja vremena koje Zivotinja provodi tokom Shimane Zivotinje eksperimentalnoj grupi.
testiranja  u uzdignutom krstastom lavirintu: Parametri od interesa mereni u ovom testu
najdistalnija tre¢ina otvorenog kraka (latlb), bili su: latenca ulaska u zatvoreni krak (transfer
proksimalne 2/3 otvorenog kraka (2a+2b+3a+3b), latenca), vreme provedeno u prve dve trecine
centralna zona (4) i zatvoreni kraci (5a+5b). otvorenih krakova1 vreme provedeno u
najdistalnijoj trecini otvorenih kraka, broj ulaza u
otvorene krake, broj ulaza u zatvorene krake, vreme provedeno u otvorenim kracima, vreme
provedeno u zatvorenim kracima, vreme provedeno u centralnoj zoni, kao i vreme provedeno u
izvirivanju/protezanju (iz zatvorenih u otvorene delove lavirinta). Vreme provedeno u odredenoj zoni
je raCunato kada je Zivotinja sa sve 4 Sape bila u definisanoj zoni.

3.4.4. Bazalna motorna aktivnost i motorni odgovor na D-amfetamin

D-amfetamin predstavlja psihostimulativnu drogu koja dovodi do oslobadanja i sprecavanja
ponovnog preuzimanja dopamina u neurone mezokortikolimbi¢kog sistema (Sulzer i sar., 2005). Kod
glodara dovodi do dozno zavisnih promena u ponasanju, pri ¢emu doze od 1-2 mg/kg stimuliSu
lokomotornu aktivnost (Porrino i sar., 1984; Sharp i sar., 1987; Yates i sar., 2007), kao meru
bezuslovnog odgovora na nagraduju¢i efekat droge (Wise, Bozarth, 1987), dok vece doze
intenziviraju stereotipnu aktivnost (Kuczenski, Segal, 1989).

Imaju¢i u vidu navedene cinjenice, u ovoj studiji ispitivan je lokomotorni odgovor
eksperimentalnih jedinki na D-AMPH, radi procene stanja njihovog sistema za nagradivanje. Doza
od 1,5 mg/kg D-AMPH je kori$¢ena imajuéi u vidu podatke iz literature da doze od 1-1,75 mg/kg
dominantno deluju na dopaminski sistem, dok doze vece od 1,75 mg/kg povecavaju oslobadanje
serotonina i acetilholina (Kuczenski, Segal, 1989; Florin i sar., 1992). Treba napomenuti da nasa
laboratorija ima viSegodiSnje iskustvo u eksperimentalnom radu sa ovom dozom D-AMPH u svrhu
ispitivanja posledica delovanja razli€itih sredinskih faktora na ponasanje eksperimentalnih glodara,
kao $to su niskofrekventno magnetno polje (Pesic¢ i sar., 2004), restriktivni unos hrane (Marinkovic¢ i
sar., 2007; Pesic i sar., 2010) i anestetik propofol (Pavkovic¢ i sar., 2017).

Koris¢enjem iste procedure 1 opreme kao i u testu otvorenog polja, zivotinje su u P43 najpre
habituirane na eksperimentalnu arenu u trajanju od 20 minuta (vremenski profil aktivnosti je
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analiziran za prvih i drugih 10 minuta), a potom im je injeciran D-AMPH i vracane su u test arenu
gde im je merena motorna aktivnost u narednih 100 minuta. D-AMPH sulfat (Sigma-ALDRICH,
Chemie, Nemacka) je koris¢en u dozi 1,5 mg/kg suve supstance razblazivane u 0,9% NaCl, odnosno
u razmeri 1,5 mg/mL (apliciranom kao 1 mL/kg). Rezultati su o¢itavani za desetominutne periode i
dodatno predstavljeni za duze vremenske intervale (prvih i drugih 50 minuta). Parametri od interesa
praceni tokom habituacije i nakon tretmana bili su: lokomotorna aktivnost (predeni put u
centimetrima), stereotipni pokreti (repetitivni oblici ponasanja) i1 vertikalna aktivnost (broj
uspinjanja). S obzirom da je utvrdeno da manje i srednje doze ovog psihostimulansa dovode do
povecane lokomotorne i vertikalne aktivnosti, drugaciji odgovor zivotinja na D-AMPH kao
farmakoloski stimulus sa nagraduju¢im efektom bi ukazao na izmenjeno funkcionisanje sistema
ukljucenih u obradu nagradujuéih stimulusa.

3.4.5. Trokomorni test

Trokomorni test (Slika 3.8) je koriS¢en radi procene socijalnog ponaSanja mladih pacova
uzevsi u obzir da izmenjeni oblici ovakvog ponasanja, poput narusene ili redukovane interakcije sa
socijalnim stimulusom, predstavljaju vazne markere razli¢itih psihijatrijskih oboljenja (Templer i
sar., 2018).

U ovom testu se jasno izdvajaju tri faze testiranja: faza habituacije, faza socijabilnosti i faza
preference socijalne novine. Medutim, iako se zna da prema teoriji socijalne motivacije socijalno
ponasanje kod ljudi (Chevallier i sar., 2012) i kod glodara (Templer i sar., 2018) podrazumeva
apetitivni 1 konzumatorni odgovor (tj. zelju i svidanje) u literaturi ne postoji jasno razdvajanje ovih
komponenti. Zbog toga je u ovoj studiji posebna paznja stavljena na analizu apetitivnog i
konzumatornog ponasanja (parametri ponasanja detaljno opisani u tekstu koji sledi) u fazama koje
slede nakon habituacije na prostor Trokomornog aparata. Takode, posebna paznja je stavljena i na
preferencu socijalnog u fizickom prostoru, odnosno socijalnu orijentaciju, kako u fazi socijabilnosti,
tako i u fazi preference socijalne novine. U literaturi se socijalna orijentacija Cesto izjednacava sa
socijabilnoS¢u u uZem smislu, odnosno, direktnom interakcijom sa socijalnim stimulusom.
Razdvajanje ovih aktivnosti je prepoznato kao znacajno za razumevanje socijalnog prilagodavanja
(Jorgensen, Nelson, 2018), s obzirom da jedinka prvo mora da poseti socijalni prostor, pa tek onda, u
zavisnoti od motivacije, direktno intereaguje sa drugom jedinkom.

Aparatura. Trokomorni sistem (engl. Three chamber test) je konstruisan (Elunit, Beograd,
Srbija) po uzoru na Ugo Basile Sociability Cage for rats u dimenzijama 120x40x40 cm. Komore
aparata (40x40 cm) su medusobno odvojene plastiénim pregradama sa centralno postavljenim
vratima otvorenim ka centralnoj komori. Dodatni deo aparata ¢ine metalni kavezi cilindri¢nog oblika
(25x15 cm, sa reSetkama dijametra 3 mm i razmakom od 7 mm), u koje se shodno zahtevima
eksperimenta stavlja Zivotinja-mamac. Manji reSetkasti kavezi omogucavaju priblizavanje Zivotinje
koja se testira Zivotinji koja sluzi kao mamac bez kompletnog telesnog kontakta (kontakt je moguc
samo njuskom i Sapicama).

Eksperimentalna procedura. Eksperimentalne zivotinje su 7. i 14. dana eksperimenta
testirane u trokomornom sistemu. Testiranje Zivotinja je radeno prema publikovanoj proceduri
(Templer i sar., 2018) sa manjim modifikacijama faze habituacije (Slika 3.8). Tokom ove faze
testirana zivotinja je postavljana u centralni deo aparata, odakle je puStana da slobodno istrazuje
prazan aparat u periodu od 10 minuta, nakon ¢ega je vra¢ana u svoj kavez. Vrata leve 1 desne komore
su bila otvorena, kako bi se Zivotinja u potpunosti upoznala sa datom novom sredinom (Zanos i sar.,
2014). Tokom ove faze aparat je bio u potpunosti prazan, bez prisustva drugih zivotinja i reSetkastih
kaveza. Nakon ove faze, u bocne komore aparata su postavljani resetkasti kavezi, pri ¢emu je u jedan
kavez postavljana nepoznata Zivotinja iste starosti i pola (nova jedinka 1, engl. novel conspecific 1,
N1), dok je drugi kavez ostavljan prazan (prazan kavez/objekat, O). Nakon ove postavke testirana
zivotinja je ponovno postavljana u centralni deo aparata 1 ostavljana da slobodno istrazuje trokomorni
sistem narednih 10 minuta. Ova faza testiranja predstavlja fazu socijabilnosti (Slika 3.8). Nakon ove
faze, testirana Zivotinja je ponovo vra¢ana u svoj mati¢ni kavez, a u reSetkasti kavez koji je u fazi
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socijabilnosti bio prazan stavljana nova nepoznata zivotinja iste starosti i pola (nova jedinka 2, engl.
novel conspecific 2, N2), dok je u drugom resetkastom kavezu ostajala jedinka 1 iz prethodne faze,
kao socijalno poznata zivotinja. Testirana zivotinja je nakon nove postavke stavljana ponovo u
centralni deo aparata i ostavljana za slobodno istrazivanje narednih 10 minuta. Ova faza testiranja je
oznacena kao faza preference socijalne novine (Slika 3.8). Nakon ove faze, sve zZivotinje su vrac¢ane
u svoje maticne kaveze, prema unapred definisanom nacinu gajenja.

Ponasajni odgovor testirane zivotinje u trokomornom testu je sniman kamerom, kako bi
kasnije bio detaljno analiziran. U obzir su uzeti slede¢i parametri: broj ulaza (kao odraz motivacije
da se posecuje odredeni prostor) i vreme istrazivanja (kao odraz konzumatorne zainteresovanosti ka
odredenom prostoru) u komorama/odeljcima, broj prilaza i vreme provedeno sa N1 u odnosu na broj
prilaza i vreme provedeno sa praznim kavezom/objektom (kako bi se procenili ,,zelja” za direktnim
druzenjem sa srodnikom 1 ,,svidanje” druzenja, kao dva razliCita indikatora socijabilnosti), broj
prilaza i vreme provedeno sa N2 u odnosu na broj prilaza i vreme provedeno sa N1 (kako bi se
procenili ,,Zelja” za socijalnom novinom i ,,svidanje” iste, kao dva razli¢ita indikatora preference
socijalne novine). Istrazivanje novih pacova i objekta je uzimano u obzir kada distanca izmedu njuske
testirane Zivotinje i Zivotinja/objekta nije bila veéa od 2 cm. Zivotinje koje tokom faze socijabilnosti
nisu prilazile N1 ili objektu nisu uzimane u obzir za dalju analizu. Usled oStec¢enja jednog od snimaka
zivotinje koja je testirana u srednjoj adolescenciji tokom faze preference socijalne novine, broj grupno
gajenih Zivotinja koje su bile ukljucene u analizu iznosio je 6, dok je broj analiziranih Zivotinja
gajenih u socijalnoj izolaciji za ovaj parametar 7. Polozaj N1 i praznog kaveza u odnosu na levu i
desnu komoru/odeljak aparata je u svakom narednom testiranju bio menjan. Rezultati koji
podrazumevaju obradu faze socijabilnosti ukljuéuju po 7 Zivotinja iz obe grupe.

Relativna preferenca je racunata pomocu diskriminacionog indeksa (DI) po formuli:

FAZA SOCIJABILNOSTI
preferenca za odeljak
sa N1 u odnosu na
odeljak sa O
(socijalna orijentacija)

Dlwo=(broj ulaza u odeljak sa N1)/(broj ulaza u odeljak sa N1+broj ulaza u odeljak sa O)

socijabilnost u uzem Dlwp=(broj prilaza N1)/(broj prilaza N1+broj prilaza O)
smislu Dlvi=(vreme istrazivanja N1)/(vreme istraZivanja N1+vreme istraZivanja O)

FAZA PREFERENCE SOCIJALNE NOVINE
preferenca za odeljak
sa N2 u odnosu na
odeljak sa N1
(socijalna orijentacija)

Dlwo=(broj ulaza u odeljak sa N2)/(broj ulaza u odeljak sa N2+broj ulaza u odeljak sa N1)

preferenca socijalne Dlwp=(broj prilaza N2)/(broj prilaza N2+N1)
novine u uzem smislu  Dlyi=(vreme istrazivanja N2)/(vreme istrazivanja N2+vreme istrazivanja N1)

Dobijene DI vrednosti su uporedivane sa nivoom slu¢ajnog istrazivanja (za koji se uzima
indeks vrednosti 0,5) koris¢enjem t-testa za jedan uzorak (One sample t-test), pri ¢emu je odsustvo
znacajne razlike u rezultatima poredenja upucivalo na odsustvo preference, dok je znacajna razlika u
rezultatima poredenja upucivala na postojanje preference za vrednosti DI vece od 0,5.

Preferiranje prostora sa socijalnom jedinkom u odnosu na prazan prostor ukazuje na socijalnu
orijentaciju, preferiranje jedinke u odnosu na objekat ukazuje na socijabilnost, dok preferiranje
socijalne novine odrazava postojanje socijalne memorije. Nepostojanje ovih preferenci ukazuje na
atipi¢no socijalno ponaSanje testiranih jedinki i imenuje se kao ponaSanje nalik spektru autisticnih
poremecaja (Moy i sar., 2004). Medutim, razvojni profil socijabilnosti i socijalne memorije kod
glodara nije dovoljno istrazen i skoro svi podaci koji su dostupni u literaturi se odnose na adultne
jedinke. Ovo se posebno naglasava imajuéi u vidu ¢injenicu da socijalna memorija kod glodara, kao
i kod ljudi, sazreva tokom adolescencije (Dominguez i sar., 2019), Sto implicira da mlade jedinke, u
fazi peripuberteta, u Trokomornom testu mogu da odgovore drugacije od adultnih. U tom smislu,
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tipicno ponaSanje glodara u Trokomornom testu bi se definisalo shodno razvojnoj fazi testiranih
jedinki, a ne kao jedinstveni ocekivani odgovor.

Trokomorni test Socijalni olfaktorni test
A. Faza habituacije - 10 minuta A. Faza habituacije - 10 minuta
|
B. Preferenca socijalne novine u odnosu na novi B. Faza preference socijalnog mirisa
ohjekat - faza socijabilnosti 10 minuta
10 minuta
. - il — .9
i - : ® kutijica sa socijalnim
| aw | mirisom 1
ﬂ-’ %> kutijica bez socijalnog

prazan kavez L
Lo mirisa
nova jedinka 1

C. Faza preference socijalne novine C. Faza preference novog socijalnog mirisa
10 minuta 10 minuta
= ® .
S Kutijica sa socijalnim
| I . Lo mirisom 1
-— @ Kkutijica sa socijalnim

‘ nova jedinka 2 mirisom 2
nova jedinka 1 l

Slika 3.8 Sematska prezentacija aparata i eksperimentalne procedure Trokomornog testa i socijalnog
olfaktornog testa. Preuzeto i modifikovano od Potrebi¢ i sar., 2022a.

3.4.6. Socijalni olfaktorni test

Za razliku od ljudi 1 primata, koji koriste pretezno vizuelni sistem za socijalno prepoznavanje
(Sto omogucava relativno lako prepoznavanje i pasivnih socijalnih stimulusa), socijalna informacija
kod glodara kodirana je preteZzno olfaktornim sistemom, uzevsi u obzir da anozmija ili odstranjanje
vomeronazalnog organa narusava prepoznavanje srodnika (Kogan i sar., 2000). U ovoj studiji
socijalni olfaktorni test je primenjen kako bi se procenila uloga socijalnih mirisa u motivisanom
socijalnom ponaSanju pacova gajenih u razli¢itim socijalnim uslovima, imajué¢i u vidu da je za
socijalno raspoznavanje kod glodara neophodna integracija vise ¢ula, ukljucujuci olfaktorno, kao i
aktivno prisustvo druge jedinke kao izvora socijalnog mirisa (de la Zerda i sar., 2022). Reakcija
glodara na socijalne (kao i nesocijalne) mirise se koristi za procenu funkcionisanja olfaktornog
sistema 1 o¢ekuje se da testirana jedinka preferira socijalni miris kao i odredene nesocijalne mirise
(Arbuckle i sar., 2015). Poznavanje odgovora jedinke na socijalni miris pri definisanju njenog
socijalnog ponasanja je ve¢ prepoznato kao vazan pristup u eksperimentalnom radu (Arbuckle i sar.,
2015), kao nacin da se izbegne pogresno interpretiranje dobijenih rezultata u poistovecivanju
odgovora na socijalni miris i aktivnu Zivu Zzivotinju. Uzimajuéi u obzir literaturne podatke
pretpostavka je da Ce testirana Zivotinja vise vremena provoditi uz izvor socijalnog mirisa, kao i da
¢e pokazivati preferencu za novi socijalni miris.
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Aparatura i propratni materijal. Testiranje je sprovedeno u istim aparatima u kojima je
raden 1 test otvorenog polja (Slika 3.8). Kao dodatna oprema koriS¢ene su perforirane plasticne
kutijice (27x27x22 mm) napravljene od transparentnog materijala, sa 3 otvora (precnika 5 mm) na
svakoj strani 1 sa moguc¢noscu otvaranja. Kao izvor socijalnih mirisa kutijice su punjenje Suskom
preuzetom iz kaveza sa pacovima istog pola i starosti kao i testirani pacovi, koja sadrzi tragove urina
nakupljene tokom tri dana boravka zivotinja u $uski. Punjenje kutijica je radeno neposredno pre
testiranja, a SuSka namenjena za testiranje je cuvana u posebno oznacenim zip-lok kesicama i drzana
na sobnoj temperaturi ne viSe od 6 h, kako bi se ofuvao snazan i konzistentan socijalni miris
(Arbuckle i sar., 2015).

Eksperimentalna procedura. Nakon privikavanja Zivotinja na sobu za testiranje, testirana
zivotinja je postavljana u test arenu za istrazivanje novog prostora u periodu od 10 minuta (faza
habituacije; Slika 3.6A). Testirana zivotinja je zatim vra¢ana u mati¢ni kavez, a dve plasti¢ne kutijice
(Jedna prazna bez socijalnog mirisa - BM i jedna napunjena Suskom kao izvorom socijalnog mirisa 1
- M1) su postavljane u suprotne ¢oskove test arene. Testirana zivotinja je potom vracana u centar
arene i ostavljana da slobodno istrazuje dodatnih 10 minuta, tokom faze oznacene kao faza preference
socijalnog mirisa (faza ekvivalentna fazi socijabilnosti trokomornog testa; Slika 3.8). Nakon toga,
testirana Zivotinja je ponovo vra¢ana u mati¢ni kavez, a prethodno prazna plasticna kutijica je
menjana kutijicom koja je u sebi imala Susku iz drugog kaveza, kao izvor socijalnog mirisa 2 - M2.
Potom je testirana Zivotinja vrac¢ana u test arenu gde je slobodno istrazivala 10 minuta, tokom faze
oznac¢ene kao faza preference novog socijalnog mirisa (faza ekvivalentna fazi preference socijalne
novine trokomornog testa; Slika 3.8). Nakon zavrSetka ovog perioda sve zivotinje su vraéane u svoje
maticne kaveze u skladu sa prethodno definisanim uslovima gajenja.

Pozicija kutijice BM 1 kutijice M1 u odnosu na levi i desni ¢oSak test-kaveza je menjana
izmedu sesija. PonaSajni odgovor pacova tokom testiranja je sniman i kasnije analiziran, uzevsi u
obzir slede¢e parametre: broj prilaza 1 vreme provedeno u istrazivanju kutijice sa M1, zajedno sa
brojem prilaza i vremenom istrazivanja kutijice BM, broj prilaza i vreme provedeno u istrazivanju
kutijice sa M2, zajedno sa brojem prilaza i vremenom istraZivanja kutijice sa M 1. IstraZivanje kutijica
je uzimano u obzir u slu¢aju kada distanca izmedu njuske testirane Zivotinje i kutijice nije bila veca
od 2 cm. Kako bi se odredila relativna preferenca racunat je diskriminacioni indeks (DI) po formuli:

faza preference Dlyp=(broj prilaza M1)/(broj prilaza M1+broj prilaza BM)
socijalnog mirisa Dlyi=(vreme istrazivanja M1)/(vreme istrazivanja M 1+vreme istrazivanja BM)

faza preference Dlyp=(broj prilaza M2)/(broj prilaza M2+broj prilaza M1)
novog socijalnog mirisa Dlyi=(vreme istrazivanja M2)/(vreme istrazivanja M2+vreme istrazivanja M1)

Kao i u trokomornom testu, dobijene DI vrednosti su uporedivane sa nivoom slu¢ajnog
istrazivanja (za koji se uzima indeks vrednosti 0,5) koris¢enjem t-testa za jedan uzorak (One sample
t-test), po ve¢ opisanom principu.

3.4.7. Test preference saharoznog rastvora

Test preference saharoznog rastvora je najéeS¢e koriS¢en test za procenu prisustva
anhedonije/hipohedonije kod glodara. Ovaj test (Der-Avakian, Markou, 2012) bazira se na
slobodnom pristupu Zivotinje dvema standardnim flasicama, od kojih se u jednoj nalazi 1% rastvor
saharoze (smatra se da procenat Secera do 2% motivise glodare da konzumiraju rastvor Willner,
2017), a u drugoj voda. Popijena voda i rastvor saharoze, kao i pojedena hrana mereni su nakon prvih
24 h, a zatim je rotiran poloZzaj flaSica u hranilici, a merenje ponavljano nakon narednih 24 h.
Preferenca rastvora saharoze raunata je po formuli (koli¢ina popijene saharoze - koli¢ina popijene
vode) / (koli¢ina popijene saharoze + koli¢ina popijene vode), pri ¢emu je dobijan indeks preference
koji se krece u opsegu od -1 do 1. Kod kontrolnih grupa, u kavezima sa po 3 zivotinje pracena je
konzumatorna aktivnost po kavezu. Indeks preference u vrednosti 0 oznacava da je jedinka
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konzumirala istu zapreminu saharoze i vode, vrednosti vece od 0 ukazuju da je konzumirano vise
saharoze, tj. da postoji indikacija za pozitivnu preferencu, a vrednosti indeksa manje od 0 ukazuju da
jedinka izbegava saharozu, tj. ne preferira je. Statisticka znacajnost dobijenih rezultata, tj. postojanje
preference, odredivana je poredenjem srednje vrednosti grupe (uz uzimanje u obzir standardne
devijacije i veli¢ine uzorka) sa vrednos¢u 0, koja oznacava odsustvo svake preference, korisS¢enjem
t-testa za jedan uzorak (One sample t-test; Pavkovic¢ i sar., 2020). Nedostatak preference oznacava
anhedoniju, dok je hipohedonija stanje koje ukazuje na postojanje preference (shodno rezultatima t-
testa), koja je manja u odnosu na preferencu kontrolne grupe.

Eksperimentalna procedura. Testovi preference saharoznog rastvora su radeni 7. i 14. dana
eksperimenta (P36 i P43), na muzjacima pacova koji su prosli testiranje socijalnih interakcija u
trokomornom testu. Po zavrSetku procene preference 1% rastvora saharoze jedinke su testirane
koriS¢enjem 20% rastvora saharoze, po istom principu. Nakon primene koncentrovanijeg rastvora,
nastavljeno je gajenje muzjaka i zenki, sa neogranic¢enim pristupom hrane i vode narednih 5 dana (do
P52), nakon ¢ega su zivotinje stavljene u rasplod radi pracenja psihofizickih karakteristika njihovog
potomstva. Musko potomstvo ove roditeljske generacije je stavljano pod iste uslove gajenja kao i
roditeljska generacija od P29, da bi potom bilo testirano na preferencu 1% rastvora saharoze P45.

3.5. Izolacija mozdanog tkiva, perifernih organa i krvi

Zivotinje su Zrtvovane brzom dekapitacijom bez anestezije, kako bi se izbeglo interferiranje
anestetika sa rezultatima studije. Nakon toga, u skladu sa zahtevima studije, izolovani su organi od
interesa.

3.5.1. Izolacija moZdanog tkiva

Za potrebe Western blot analize na ledu je vrSena izolacija mPFC (sekundarna motorna zona
(M2), anteriorna cingulatna kora, prelimbicko i limbic¢ko podrucje, koje odgovaraju koordinatama 1,5
do 4,7 mm anteriorno od bregme, po stereotaksi¢kom atlasu adultnog mozga pacova (Paxinos,
Watson, 2005) i strijatuma. Uzorci tkiva su ¢uvani na -80 °C do trenutka izolacije proteina. Za potrebe
ove analize kori§¢ene su zivotinje eksperimentalnih grupa 1 i 2 (Eksperiment 1).

Za potrebe imunohistohemijske analize izolovani su celi mozgovi i nakon toga fiksirani 24 h
u 4% rastvoru paraformaldehida u 0,1M fosfatom puferisanom fizioloskom rastvoru (engl. Phosphate
Buffered Saline; PBS) pH 7.4 u trajanju od 24 h na temperaturi od 4 °C. Potom je vr$ena dehidratacija
fiksiranog tkiva kroz seriju rastvora saharoze sa rastu¢im koncentracijama (10%; 20%; 30%) u PBS
tokom 72 h na 4 °C. Mozgovi su potom zamrzavani u izopentanolu i ¢uvani u zamrzivacu na -80 °C
do daljeg koriS¢enja. Za potrebe ove analize koriS¢ene su Zivotinje eksperimentalnih grupa 7, 8, 11 1
12 (Eksperiment 3 i 4).

3.5.2. Izolacija perifernih organa

Za izolaciju perifernih organa koris¢ene su zivotinje eksperimentalnih grupa 7-14
(Eksperiment 3 1 4), u cilju ispitivanja aktivnosti enzima antioksidativne zastite. Nakon izolovanja
organa (jetra, bubreq, srce, testis) uzimano je 0,5 g tkiva jetre, dok su bubreg, testis i srce uzimani
celi i homogenizovani u saharoznom puferu (0,25 M saharoza; 0,05 M Tris; 1 mM EDTA; pH 7,4),
a potom centrifugirani na 105000 x g, u trajanju od 90 minuta, na 4 °C. Nakon centrifugiranja uzorci
su zamrzavani na -80 °C do koris¢enja. Koncentracija proteina u uzorcima odredivana je kori§¢enjem
Lorijeve (Lowry i sar., 1951) metode i izrazavana je u mg/ml. Sva spektrofotometrijska merenja
radena su na spektrofotometru Shimadzu UV-160 (Shimadzu Scientific Instruments, Shimadzu
Corporation, Japan). Za potrebe ove analize kori§¢ene su zivotinje iz eksperimentalnih grupa 7-14.

3.5.3. Izolacija krvi

Periferna krv zivotinja sa i bez prekono¢nog gladovanja (Eksperiment 3 i 4) je sakupljana na
zrtvovanju u heparinom oblozene tubice i odvajana je krvna plazma od eritrocita.
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Krv je centrifugirana na 3000 x g, 10 minuta, na 20 °C, odvajana je plazma, a eritrociti su tri
puta ispirani fizioloskim rastvorom (0,9% NaCl) na sobnoj temperaturi uz centrifugiranje (3000 x g;
10 minuta; na 20 °C) posle svakog ispiranja. Eritrociti i plazma su ¢uvani na -20 °C do koris¢enja.

Liziranje eritrocita vrSeno je dodavanjem hladne dH>O (odnos 1:6) vorteksovanjem i
drzanjem na ledu 30 minuta. U lizatu je odredivana aktivnost GR, GSH-Px, dok je za odredivanje
aktivnosti KAT lizat razblazivan sa dH.O u odnosu 1:99 i dodavan etanol u odnosu na lizat 1:1. Za
odredivanje aktivnosti SOD1 razblazivan je lizat sa dH>O (odnos 1:6) i uklanjan hemoglobin (HDb).
Za potrebe ove analize koriS¢ene su Zivotinje eksperimentalnih grupa 7-14.

Koncentracija kortikosterona u plazmi je odredena koris¢enjem komercijalnog ELISA eseja
(Corticosterone EIA kit, kat No AC-14F1, Immunodiagnostic Systems Itd., UK), u skladu sa
instrukcijama proizvodaca.

Koncentracija ukupnih proteina, albumina, holesterola, triglicerida i testosterona u krvnoj
plazmi je odredivana u specijalizovanoj veterinarskoj laboratoriji za klini¢ku dijagnostiku.
Koncentracija ukupnih proteina, albumina, holesterola, triglicerida, kortizola i glukoze je radena
spektrofotometrijski (analizator: AU480, Beckman Coulter, SAD, reagensi: Beckman Coulter, SAD;
kalibratori i kontrolni materijal: Biorad, SAD). Koncentracija testosterona radena je
hemiluminiscencijom koriS¢enjem analizatora (Access 2, Beckman coulter, SAD; kalibratori i
kontrole: Beckman coulter, SAD).

3.6. Izolacija proteina i Western blot analiza

3.6.1. Izolacija proteina i odredivanje njihove koncentracije

Mozdano tkivo regiona od interesa je homogenizovano i sonifikovano u deset puta vecoj
zapremini RIPA pufera za liziranje (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0,5% Triton
X-100; 0,1% SDS; 1 mM EGTA i 1 mM EDTA) u koji su dodavani komercijalno dostupni proteazni
i fosfatazni inhibitori (Roche, Mannheim, Nemacka). Posle inkubacije na ledu (30 minuta), lizati su
centrifugirani na 14000 x g u vremenskom periodu od 30 minuta na 4 °C, nakon ¢ega je odvajan
supernatant 1 cuvan na -80 °C do daljeg koriS¢enja. Koncentracija ukupnih proteina je odredivana
metodom po Pirsu (Pierce Micro BCA Protein Assay Kit, Rockford, SAD), spektrofotometrijskim
merenjem na 562 nm. Standardna kriva je konstruisana na osnovu poznatih koncentracija proteina
albumina seruma goveceta (engl. bovine serum albumin, BSA).

3.6.2. Elektroforeza proteina na poliakrilamidnom gelu

Razdvajanje proteina prema molekulskoj masi vrSeno je metodom denaturiSuce natrijum-
dodecilsulfat-poliakrilamid gel elektroforeze (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis; SDS-PAGE) pomoc¢u aparature za elektroforezu (Mini-PROTEAN I
Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories). Elektroforeza je radena u puferu za elektroforezu (192
mM glicin; 25 mM Tris, pH 8,3; 0,1% SDS) pri konstantnom naponu od 120 V, 90 minuta. Proteini
su razdvajani na 10% gelu koji se sastojao od: akrilamida/bisakrilamida (Sigma), 1,5 M Tris HCI (pH
8,8) 1 10% SDS, dok je gel za koncentrovanje sadrzao 5% akrilamida/bisakrilamida, 0,5 M Tris-HCI
(pH 6,8) i 10% SDS. Pored toga, za polimerizaciju gelova koris¢eno je 100 pl 10% amonijum
persulfata (ICN) i 4 ul tetrametil-etilen-diamina - TEMED (Serva) na 10 ml smese.

Za ispitivanje ekspresije indikatora neuronske aktivnosti, Egr-1 i c-Fos proteina, na gel je
nanos$eno po 20 pg ukupnih proteina, koji su pre nalivanja termicki denaturisani (4 minuta na
temperaturi od 95 °C). Kao pufer za nalivanje kori§¢en je 2x Laemmli (31,25 mM Tris, pH 6,8; 10%
glicerol; 1% SDS; 5% 2-merkaptoetanol; 0,025% bromfenol plavo) dodavan uzorku u zapreminskom
odnosu 1:1, sa 5% B-merkaptoetanolom. Pored uzoraka na gel je nanosen i ,,Prestained” marker
(Thermo Scientific, Litvanija) Sirokog spektra, kao standard za molekulsku masu proteina (odnosno
kao smesa referentnih proteina poznatih molekulskih masa 10-180 kDa).
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3.6.3. Transfer proteina na poliviniliden fluoridnu membranu

Nakon razdvajanja proteina elektroforezom, proteini su sa poliakrilamidnog gela prenoseni
na poliviniliden fluoridnu membranu (Amersham™ Hybond™, Nemacka) pomoéu sistema za
transfer (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories). Nakon zavrSene
elektroforeze, gel za razdvajanje je stavljan u posudu sa puferom za transfer (20% metanol; 192 mM
glicin; 25 mM Tris, pH 8,3) narednih 15 minuta. Priprema membrana se sastojala u njihovoj aktivaciji
u metanolu (20s), ispiranju u dejonizovanoj vodi (20s), a zatim stavljanju u posudu sa puferom za
transfer na 15 minuta. Elektrotransfer proteina je vrSen pod naponom od 30 V, tokom no¢i na 4 °C.
Nakon zavrSenog transfera gelovi su potapani u Coomassie Brilliant Blue boju (0,25% Coomassie
Brilliant Blue R250; 10% glacijalna siréetna kiselina; 45% metanol; dejonizovana voda) radi provere
uspesnosti transfera proteina. Nakon zavrsenog transfera membrane su susene na sobnoj temperaturi,
a potom aktivirane u 100% metanolu (20s), ispirane u dejonizovanoj vodi i prebacivane u posudu sa
Ponso S bojom (Ponceau S; 1% boja Ponso S; 5% glacijalna sir¢etna kiselina; dejonizovana voda),
nakon ¢ega su skenirane radi vizualizacije proteinskih traka i kasnije kvantifikacije proteina.

3.6.4. Detekcija proteina pomocu specificnih primarnih i sekundarnih antitela

Radi detekcije proteina od interesa membrane su aktivirane u 20% metanolu (20s), ispirane u
dejonizovanoj vodi (20s), a zatim blokirane u rastvoru obranog mleka (5%) u Tris-puferisanom
fizioloskom rastvoru (engl. Tris-buffered saline, TBS) sa dodatkom deterdzenta Tween-20 (TBST:
20 mM Tris-HCI, pH 7,6; 137 mM NaCl; 0,01% Tween 20) na sobnoj temperaturi (60 minuta) kako
bi se izbeglo nespecifi¢no vezivanje proteina za membranu. Nakon blokiranja i ispiranja u TBST
puferu, membrane su inkubirane sa odgovarajuéim razblaZzenjem primarnog antitela koje se
specifi¢no vezuje za proteine od interesa. Za potrebe ovog istrazivanja koriS¢ena su primarna antitela
anti-Egrl (Santa Cruz Biotechnology, SAD, sc-515830; misje monoklonsko antitelo u razblazenju
1:8000) i anti-c-Fos (Santa Cruz Biotechnology, SAD, sc-52; ze¢je poliklonsko antitelo u razblaZzenju
1:2500) blokirana u 2,5 % mleku na 4 °C preko noéi. Visak primarnog antitela je ispiran u TBST
puferu, nakon ¢ega su membrane inkubirane odgovaraju¢im sekundarnim antitelima razblaZzenim u
TBST puferu tokom 60 minuta na sobnoj temperaturi (HRP-konjugovano zecje anti-misije (Dako,
P0260) ili govede anti-ze¢je (Santa Cruz Biotechnology, SAD, sc-2370)). Nakon inkubacije
sekundarnim antitelom, membrane su spirane (3 x 10 minuta u TBST puferu), a potom izloZene
hemiluminiscentnim supstratom luminolom (komercijalni komplet - Western blotting detection
reagents, Amersham) uz dodatak H202, u trajanju od 2 minuta, da bi potom bile izlagane
autoradiografskom filmu (Kodak) osetljivom na plavu svetlost u trajanju od 2 minuta. Nakon
ekspozicije membrane, razvijeni filmovi su skenirani za dalju analizu.

3.6.5. Semikvantitativna analiza imunoblotova

Kvantifikacija intenziteta signala dobijenih imunopozitivnih proteinskih traka na
membranama radena je denzitometrijskom metodom, kori§¢enjem kompjuterskog programa za
analizu signala (Image Quant 5.0). Intenzitet svake trake normalizovan je u odnosu na intenzitet
imunopozitivnosti trake p-aktina.

3.7. Priprema preseka za histolosku analizu

Mozgovi su seceni na kriotomu (Leica) na preseke debljine 20 um, potom je svaki presek
lepljen direktno na mikroskopsku plocicu, koja je radi fiksacije ostavljana 24 h na sobnoj temperaturi
(susenje) i nakon toga ¢uvana na -20 °C, do bojenja. Tokom bojenja za imunohistohemijsku analizu
uvek su istovremeno bojene plo€ice sa uzorcima kontrolnih i socijalno izolovanih Zivotinja kako bi
se izbegao uticaj tehnickih finesa procedure na rezultate. Paralelno su bojeni i preseci koji su prolazili
istu proceduru samo bez primarnog antitela i koji su predstavljali negativnu kontrolu, za
autofluorescencu i pozadinsko vezivanje sekundarnog antitela.
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3.7.1. Imunofluorescentno bojenje i kvantitativna imunohistohemijska analiza

Dorzalni hipokampus sa dentatnim girusom (DG), §to odgovara regionu -2,9 do -3,6 mm
posteriorno od bregme, imunohistohemijski su analizirani (Paxinos, Watson, 2005). Kako bi se
napravila distinkcija izmedu odgovarajuéih subregiona hipokampusa - cornit Ammaonis (CA)2/CAS3,
kao 1 CA2/CAL koriS¢en je Purkinje ¢elijski protein 4 (PCP4), koji se koristi za obelezavanje CA2.

PV interneuroni su bojeni i analizirani u CA1, CA2, CA3 i DG, dok je mikroglija obelezena
koris¢enjem Ibal markera i analizirana u DG. Isti mozgovi su kori$¢eni za dobijanje preseka za oba
bojenja.

3.7.1.1. Bojenje parvalbumin pozitivnih interneurona u dorzalnom hipokampusu

Pre bojenja, mikroskopske plocice su suSene na sobnoj temperaturi 1h i ispirane u PBS. Kako
bi se smanjilo pozadinsko bojenje preseci su stavljani u 1% glicin (10 minuta), a potom, radi bolje
penetracije antitela, na preseke je nakapavan 0,1% Triton X-100 (rastvoren u PBS), 15 minuta. Kako
bi se sprecilo nespecifi¢no vezivanje antitela, preseci su inkubirani sa 1,5% BSA rastvorenom u PBS
u vremenskom periodu od 30 minuta na sobnoj temperaturi. Visak rastvora za blokiranje je uklanjan
kratkim ispiranjem u PBS, a zatim je na preseke nakapavano primarno antitelo - misje anti-
parvalbumin (P3088, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD, 1:2000) inkubirano preko no¢i na 4 °C.
Narednog dana, nakon ispiranja plo¢ica u PBS, na plo¢ice je nakapavano sekundarno antitelo
rastvoreno u PBS (anti-misje konjugovano sa Alexa 488, Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD, 1:300) u
trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja plo¢ica u PBS, isti preseci koris¢eni su za
bojenje antitela za markiranje CA2 subregiona hipokampusa - zeé¢je anti-PCP4 (HPA005792, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD; 1:200) preko no¢i na temperaturi od 4 °C. Sutradan, ploCice su ispirane
u PBS, da bi im nakon toga bilo stavljeno odgovarajuce sekundarno antitelo (anti-ze¢je konjugovano
sa Alexa 455, Invitrogen, Carlshad, CA, SAD; 1:250) u trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi. Za
bojenje jedra koris¢en je Hoechst rastvor (33258, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD, 1:1000). Na
plocice su potom montirana pokrovna stakla pomoc¢u moviola i ploCice su ostavljane 24 h na sobnoj
temperaturi da se suse.

3.7.1.2. Kvantitativna analiza parvalbumin pozitivnih éelija u dorzalnom hipokampusu

Zahvaljujuci koris¢enju PCP4 antitela, koje obelezava CA2 subregion hipokampusa, jasno je
razlikovan CA1 od CA2, pri ¢emu je CAl definisan kao subregion koji prethodi CA2 subregionu i
ima vidljivo guS¢e pakovane piramidne neurone u odnosu na neurone CA2 1 CA3 subregiona. CA3
subregion se nastavlja na CA2 subregion. Dentatni girus (DG) je definisan kao region gusto
pakovanih slojeva granularnih Celija, sa postojanjem jasno vidljivog gornjeg i donjeg roga, kao i
hilusa. Slike su napravljene pomo¢u Axio Observer Microscope Z1 koris¢enjem Axio Vision 4,6
softverskog sistema (CarlZeiss, Nemacka) na uveli¢anju od 10x. PV pozitivne (PV™) éelije su brojane
manuelno direktno pod mikroskopom na uveli¢anju od 20%, pri ¢emu su samo PV* ¢éelije sa vidljivim
nukleusom uzete u obzir. Analiza je vrSena bez uvida u pripadnost eksperimentalnim grupama. Za
analizu su kori$¢ena Cetiri preseka po zivotinji/mozgu, debljina preseka 20 um, pri ¢emu je izmedu
dva uzastopna analizirana preseka bilo najmanje 4 preseka razmaka. Za svaki analizirani presek
imunoreaktivnost je raCunata zasebno po regionu (CA1-3 i DG) leve i desne hemisfere. Za svaku
zivotinju/mozak racunata je srednja vrednost za svaki region pojedinacno (4 preseka x 2 hemisfere),
a potom i za svaku eksperimentalnu grupu.

3.7.1.3. Bojenje mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu

Mikroskopske plocCice su drzane na sobnoj temperaturi 1h, nakon ¢ega su preseci ispirani u
rastvoru PBS. Nakon drzanja preseka 10 minuta u 1% glicinu i 15 minuta u 0,1% Tritonu X-100
rastvorenom u PBS, preseci su blokirani u normalnom magare¢em serumu (1:10), u trajanju od 40
minuta. Nakon ispiranja preseka u PBS na preseke je nakapavan rastvor primarnog antitela - kozje
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anti-lba-1 (ab5076, Abcam, 1:500) inkubirano preko no¢i na 4 °C. Narednog dana, nakon ispiranja
plocica u PBS, na plocice je nakapavano odgovaraju¢e sekundarno antitelo rastvoreno u PBS
(magarece anti-kozje konjugovano sa Alexa 568, Invitrogen, 1:500) i inkubirano u trajanju od 2h na
sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja ploc¢ica u PBS sa Tween20, bojena su jedra ¢elija pomocu Sytox
green (razblazenje 1:30000, ThermoFisher) tokom 30 minuta. Nakon ispiranja u TBST, na plocice su
montirana pokrovna stakla pomoc¢u moviola i ostavljene su 24 h na sobnoj temperaturi da se suse.

3.7.1.4. Kvantitativna analiza mikroglijskih éelija u dentatnom girusu

Analiza aktivacionog fenotipa mikroglijskih ¢elija u DG radena je pomoc¢u konfokalnog
laserskog skeniraju¢eg mikroskopa Olympus FV10-ASW (Olympus FLUOVIEW FV1000,
Nemacka). KoriS¢eni su Ar-ion (488 nm) i HeNe (543 nm) laseri radi pobudivanja fluorescence na
uveli¢anju od 20x%, nakon ¢ega su dobijene slike obradene u ImageJ softveru (NIH, SAD). Specificna
obrada fotografija radena je po protokolu Young, Morrison, 2018, sa modifikacijom koja je
podrazumevala izolaciju i obradu svake pojedinacne ¢elije sa date mikrografije umesto na nivou cele
mikrografije, kako je u protokolu opisano (Slika 3.9B 1 3.9C). Ovakav nacin obrade omogucava
detaljnu analizu svih prisutnih ¢elija sa datog preseka, bez favorizovanja ¢éelija za analizu od strane

¥

fraktalna analiza skeletonizacija

Slika 3.9 Kvantitativna analiza fenotipa mikroglijske ¢elije. (A) Primer preseka DG sa mikroglijskim
éelijama markiranim Iba—1. (B) Celija za dalju analizu. (C) Konverzija mikrografije u binarni format i
modifikacija ¢elije po protokolu Young, Morrison, 2018. (D) Primena FracLac plug in softverskog dodatka
za fraktalnu analizu ¢elije (ROI: 250 x 250). (E) Primena Skeletonization plug in softverskog dodatka za
skeletonizaciju ¢elije.

eksperimentatora. Modifikacija ¢elija po protokolu obezbeduje dobijanje reprezentativnih binarnih
fotografija koje verodostojno modeliraju originalne fotomikrografije. Prvi deo obrade fotografija
podrazumevao je primenu potprograma za fraktalnu analizu (FracLac plug in; Slika 3.9D) kojim se
dobijaju detaljni morfometricki podaci za pojedinacnu Celiju: njena povrSina, obim, cirkularnost,
fraktalna dimenzija, lakunarnost, opseg rasprostranjenja i gustina. Veli¢ina regiona od interesa (engl.
region of interest - ROI) za fraktalnu analizu iznosila je 250 x 250. Fraktalna dimenzija predstavlja
parametar koji preciznije odreduje sloZenost mikroglijskih ¢elija od jednostavnih negranatih do
sloZzenih granatih. Vece vrednosti ovog parametra ukazuju na vecu slozenost mikroglijskih ¢elija.
Opseg rasprostranjenja je mera mikroglijskog izduzenja, stoga je ovaj parametar, zajedno sa
¢elijskom cirkularnos$¢u, relevantan za definisanje mikroglijskog oblika (od cilindricnog do
cirkularnog). Gustina, ¢elijska povrSina i obim opisuju veli¢inu mikroglijske ¢elije. PovrSina Celije se
racuna kao ukupan broj piksela koji ¢ine obojenu ¢eliju unutar regiona od interesa. Obim celije je
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racunat na osnovu merenja kontura ¢elijskog oblika, a njegove manje vrednosti ukazuju na manji
stepen grananja c¢elija. Gustina celija se dobija deljenjem povrSine Celije sa njenim opsegom
rasprostranjenja, gde povecana vrednost ovog parametra ukazuje na ve¢u kompaktnost mikroglijskih
¢elija. Lakunarnost odrazava promene u samom telu mikroglijskih ¢elija i dodatnih morfoloskih
karakteristika. Niske vrednosti ovog parametra ukazuju na homogenost, dok vise vrednosti ukazuju
na heterogenost mikroglijskih ¢elija (Fernandez-Arjona i sar., 2017; D'Aloia, Molteni, 2021). Drugi
deo obrade fotografija podrazumevao je primenu potprograma za skeletonizaciju (Skeletonization
plug in; Slika 3.9E) pomoc¢u kojeg su dobijeni dati parametri: ukupan broj mikroglijskih nastavaka
(grana), proseCna i maksimalna duzina grane, broj mesta grananja, veli¢ina mesta grananja, duzina
grane izmedu dve tacke grananja, broj zavrSetaka grana, kao i broj trostrukih i c¢etvorostrukih
grananja. Parametri skeletonizacije daju detaljnu sliku o slozenosti mikroglijskih ¢elija, gde granate
mikroglijske ¢elije poseduju slozenu mrezu nastavaka koji polaze od ¢elijskog tela. Promene u
grananju celija (odnosno njihova tranzicija u aktivno stanje) ukazuju na postojanje mikroglijskog
odgovora na izmenjeno fiziolosko stanje (Morrison i sar., 2017). Ovako senzitivan nac¢in obrade ¢elija
omogucava objektivan i sveobuhvatan nacdin procene razli¢itih mikroglijskih morfologija koje se
javljaju kako u zdravim, fizioloskim stanjima, tako i u patoloskim.

3.8. Analiza aktivnosti antioksidativnih enzima u perifernim tkivima i krvi

3.8.1. Odredivanje koncentracije heoglobina u krvi i uklanjanje hemoglobina iz lizata

Koncentracija hemoglobina (Hb) u krvi odredivana je u primarnom lizatu po metodi Drabkin
i Austin (Drabkin, Austin, 1935). U 0,02 ml lizata dodavano je 5 ml Drapkinovog reagensa (4 mM
KsFe(CN)e, 20 mM KCN, 0,5M fosfatni pufer pH 7,0), inkubirano 15 minuta u mraku, nakon ¢ega je
merena apsorbanca na 545 nm. Kao slepa proba umesto lizata sipana je dH.O. Koncentracija Hb je
izraZzavana u g/100 ml, prema formuli:

Cup=As45 X 36,77

Cwib - koncentracija hemoglobina, Asass - apsorbanca o€itana na 545 nm, 36,77 - ekstinkcioni koeficijent.

Uklanjanje Hb iz lizata vrSeno je po metodi koju je opisao Tsuchihashi (Tsuchihashi, 1923).
U razblazeni lizat je dodavano 1 ml hladnog etanola 1 0,6 ml hladnog hloroforma, zatim centrifugiran
na 2000 x g, 10 minuta, na sobnoj temperaturi. Hloroform je dodavan u kapima uz neprestano
vorteksovanje. U izdvojenom supernatantu je odredivana aktivnost SOD1.

3.8.2. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima

Koncentracija proteina u uzorcima tkiva odredivana je po metodi Lorija (Lowry i sar., 1951),
koja je prilagodena za mikrotitar plocu. Kao standard je koris¢en albumin govedeg seruma (BSA).
Za crtanje standardne krive koriS¢ena su dekadna razblazenja Stoka BSA (1 mg/ml). Koncentracija
proteina u uzorcima je o€itava sa standardne krive.

Postupak: 0,02 ml uzorka, 0,3 ml rastvora C (2% Na,COs u 0,1 M NaOH; 1% CuSOsx5H-0;
2% K,Na tartarata, odnos 98:1:1), inkubirano je 15 minuta, a zatim dodavano 0,06 ml Folin-Ciocalteu
reagensa i1 inkubirano 30 minuta u mraku. Nakon nalivanja ovako pripremljenih uzoraka u bunarice
mikrotitar ploce vrseno je o€itavanje apsorbance na 670 nm (Multiskan Spectrum, Thermo Fisher
Scientific Oy, Vantaa, Finska). Kao slepa proba umesto 0,02 ml uzorka sipano je 0,02 ml dH20.

3.8.3. Odredivanje ukupne superoksid dismutaze

SOD je enzim koji katalizuje reakciju O2™ do H202 i molekulskog kiseonika (O2). Aktivnost
SOD je odredivana adrenalinskom metodom (Misra, Fridovich, 1972). Prisutna SOD uklanja O2" pri
¢emu inhibira reakciju autooksidacije adrenalina. Promenom apsorbancije na 480 nm meri se brzina
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autooksidacije adrenalina. Porast apsorbance na ovoj talasnoj duzini potice od akumulacije
adrenohroma. Brzina autooksidacije adrenalina u odsustvu enzima se uzima kao kontrolna, a procenat
inhibicije autooksidacije adrenalina izazvana SOD se koristi kao mera kataliticke aktivnosti enzima.

Postupak: U Kivetu je sipano 3 ml karbonatnog pufera (0,05 M Na,CO3z, 0,1 mM EDTA, pH
10,2) i rastvor adrenalina u 0,1 M HCI, pri ¢emu koli¢ina smeSe treba da bude tolika da promena
apsorbance u minutu (AA/min) tokom autooksidacije bude 0,020-0,022. Ovom reakcijom se odreduje
plato promene apsorbance odnosno blank. Pri merenju autooksidacije adrenalina u prisustvu SOD,
¢ime se odreduje aktivnost SOD, u karbonatni pufer je pre adrenalina dodavan uzorak tako da koli¢ina
dovede do 50% inhibicije vrednosti koja je dobijena za blank. Za izratunavanje SOD aktivnosti
koris¢en je procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u prisustvu SOD iz uzorka, u odnosu na
kontrolnu reakciju autooksidacije adrenalina. Aktivnost SOD u uzorku izrazavana je u jedinicama
SOD aktivnosti po mg proteina (U/mg proteina) za tkiva, odnosno po g hemoglobina (Hb) za krv
(U/g Hb) i predstavlja koli¢inu enzima koja uzrokuje 50% inhibicije brzine autooksidacije adrenalina
u linearnom delu porasta apsorbance.

_ . _ 2(AK — AA) *R X100
za lizat eritrocita: SOD aktivnost (CuZnSOD) = Chb XV X AK

zatkiva: SOD aktivnost=  2(AK—AA)*R
Cor* V X AK

AK - promena apsorbance adrenalina (kontrolna vrednost), AA - promena apsorbance uzorka, V- zapremina
uzorka koja je sipana u reakcionu sme$u (ml), Chp - koncentracija hemoglobina u lizatu eritrocita (g/100 ml),
Cypr - koncentracija proteina (mg/ml), R - razblazenje uzorka.

3.8.4. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaza 1i2

Princip metode je isti kao 1 gorepomenuti, s tom razlikom Sto je za izraCunavanje aktivnosti
SOD2 (MnSOD) potrebno blokirati aktivnost SOD1 (CuZnSOD). To je postizano dodavanjem 8 mM
KCN u odnosu 1:1 i inkubacijom u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi pre pocetka analize.
Takode, dodavana je veéa koli¢ina uzorka (u kojem je inhibirana SOD1), jer SOD2 ¢ini svega 5-10%
ukupne aktivnosti SOD. Formula za izraGunavanje aktivnosti enzima je ista kao i za ukupnu SOD
aktivnost. Aktivnost SOD1 dobijana je tako $to je od ukupne SOD aktivnosti oduzimana aktivnost
SOD2. Kako u eritrocitima ne postoji SOD2, aktivnost ukupne SOD predstavlja ujedno i aktivnost
SOD1.

3.8.5. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost KAT odredivana je metodom po Bojtleru (Beutler, 1984). Aktivnost KAT je
merena pracenjem degradacije H2O2 na 230 nm, odnosno pracenjem pada apsorbance usled
razgradnje ovog molekula. Aktivnost ovog enzima je izrazavana kao broj uM redukovanog H202 u
minuti po g Hb u eritrocitima (U/g Hb), odnosno po mg proteina u tkivima (U/mg proteina).

Postupak: Od 30% vodenog rastvora vodonik peroksida pravljen je 10 mM rastvor, Cija
apsorbanca na 230 nm je 0,860. Potom je u kivetu sipan 50 pul TRIS, EDTA pufer (1 M TRIS, 5 mM
EDTA, pH 8,0) i uzorak u koli¢ini da AA/min bude u opsegu 0,03-0,06 i 1 ml 10 mM H:O: rastvora.
Merenje apsorbance je vrSeno tokom 3 minuta, svakih 30 s, sa ukupno 6 merenja. Aktivnost katalaze
je racunata po formuli:

, L , _ AA*100*R
za lizate eritrocita: KAT aktivnost = CrnV ¥0,071
za tkiva: KAT aktivnost = AA*R

Cpr*V X0,071
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AA - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, Cup - koncentracija hemoglobina u lizatu eritrocita (g/100
ml), Cyr - koncentracija proteina (mg/ml), V - zapremina uzorka u kojoj je odredivana aktivnost enzima (ml),
R - razblaZenje uzorka, 0,071 - ekstinkcioni koeficijent za H,O, na 230 nm (M*cm?).

3.8.6. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze

Aktivnost GSH-Px odredivana je modifikovanom metodom Palja i Valentine (Paglia,
Valentine, 1967). Metod je zasnovan na osobini GSH-Px da katalizuje oksidaciju redukovanog
glutationa (GSH) u oksidovani glutation (GSSG), uz redukciju velikog broja molekula H202 do vode.
GSSG se ponovo redukuje do GSH uz prisustvo NADPH koji je donor vodonika, a enzim glutation
reduktaza (GR) katalizuje ovu reakciju. Aktivnost GSH-Px se meri na 37° C, na 340 nm, pri ¢emu je
vreme Citanja za krv 120 s, a za tkiva 150 s. Aktivnost GSH-Px je pra¢ena posredno odredivanjem
potroSnje NADPH, odnosno oksidacije NADPH delovanjem GR. Aktivnost enzima izrazavana je u
jedinicama GSH-Px aktivnosti po g Hb u eritrocitima (U/g Hb), odnosno po mg proteina u tkivima
(U/mg proteina).

Postupak: U kvarcnu kivetu za blank redom su dodavani, dH20 1,7 ml, NADPH (0,2 mM) 0,6
ml, fosfatni pufer (0,5 M, pH 7,0) 0,3 ml, GSH (1mM) 0,3 ml, t-butil hidroperoksid (0,03 M) 0,1 ml,
GR 5 pl. Kad je odredivan blank, tj. podeSavano razblazenje GR, merena je apsorbanca uzoraka. U
kvarcnu kivetu za uzorke redom su dodavani: oko 50 pl uzorka, Drabkinov reagens 50 ul, dH20 1,6
ml, NADPH (0,2 mM) 0,6 ml, fosfatni pufer (0,5 M, pH 7,0) 0,3 ml, GSH (1mM) 0,3 ml, t-butil
hidroperoksid (0,03 M) 0,1 ml, GR 5 pl.

Zapremina lizata eritrocita koja je dodavana u kivetu je raCunata po formuli
(5/Chb)x50ul=koli¢ina lizata (ul) $to znaci da je za svaki uzorak pojedina¢no odredivana koli¢ina
koja je uzimana na osnovu izra¢unate koncentracije Hb.

za lizat eritrocita: GSH-Px aktivnost = (AAuz —AAn) *1000
6,22 * 0,835

Za merenje aktivnosti u tkivima u kivetu je sipano dH20 1,5 ml, GSH (1 mM) 0,3 ml, NADPH
(0,2 mM) 0,6 ml, NaN3 (1 mM) 0,1 ml, EDTA (1 mM) 0,1 ml, fosfatni pufer 0,5 M (pH 7,0) 0,3 ml,
uzorak, t-butil hidroperoksid (0,03 M) 0,1 ml, GR 5 pl. Radeni su blank i uzorci.

za uzorke: GSH-Px aktivnost = (AAuz —AAL) *3*1000
6,22 XV XCy

AA; - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAp - Srednja promena apsorbance blanka u minuti, V -
zapremina uzorka u kojoj je odredivana aktivnost enzima (ml), Cpr - koncentracija proteina (mg/ml), 6,22 -
molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH (M cm™?).

3.8.7. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost ovog enzima odredivana je metodom po Glacleu (Glatzle i sar., 1974).
Aktivnost GR je merena posredno, pra¢enjem smanjenja koli¢ine NADPH (¢iji je maksimum
apsorbance na 340 nm) u reakcionoj smeSi. Metoda je zasnovana na sposobnosti GR da katalizuje
reakciju redukcije GSSG u redukovani glutation (GSH), uz oksidaciju koenzima NADPH do NADP*.
Kao posledica oksidacije koenzima NADPH do NADP* dolazi do opadanja apsorbance na 340 nm.
Kako je GR u uzorku ogranicena, pad apsorbance je direktno proporcionalan njenoj aktivnosti.
Aktivnost enzima izraZavana je u jedinicama GR aktivnosti po g Hb (U/g Hb) u eritrocitima, odnosno
po mg proteina u tkivima (U/mg proteina).
Postupak: U kvarcnu kivetu je sipano 0,6 ml fosfatnog pufera (0,5 M, pH 7,4), 0,1 ml GSSG
(2 mM), 0,1 ml EDTA (0,5 mM), 0,1 ml NADPH (0,1 mM) i 0,1 ml uzorka. Reakcija je pocinjala
kada je dodavan NADPH. Za slepu probu su koriS¢eni isti rastvori, ali bez uzorka.
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Spektrofotometrijski je prac¢ena apsorbanca na talasnoj duzini od 340 nm, na temperaturi od 37 °C,
svakih 30 sec tokom 150 sec.

(AAuz — AAbI) X 103 X 3
6,22V X Cpr

za lizat eritrocita: GR aktivnost =

za tkiva: GR aktivnost=  (AAwz—AAp) *10°*3
6,22\ * Criy

AA; - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAp - Srednja promena apsorbance blanka u minuti, Chp
- koncentracija hemoglobina u lizatu eritrocita (9/100 ml), C,: - koncentracija proteina (mg/ml), V - zapremina
uzorka u kojoj je odredivana aktivnost enzima (ml), 6,22 - molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH.

3.9. Statisti¢ka obrada podataka

Podaci u okviru ove teze su obradivani pomoc¢u Statistica 6.0 softverskog paketa (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, SAD). Pri statisti¢koj obradi podataka prvo je ispitivana normalnost distribucije
normalnosti kada se radi o malom broju uzoraka (Razali, Wah, 2011). U zavisnosti od ishoda Shapiro-
Wilksovog testa podaci su dalje podvrgavani adekvatnim parametrijskim i neparametrijskim
testovima za dalju statisticku analizu podataka.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka (SD), sa individualnim
vrednostima u okviru grupe. Statisticki znacajnom razlikom smatrana su poredenja u kojima je
p<0,05.

Podaci koji nisu imali normalnu distribuciju su obradivani neparametrijskim statistickim
testovima: Wilcoxon test za poredenja u okviru grupa (ponovljena merenja) radi procene adaptivnog
ponasanja kroz vreme, kao i Mann-Whitney U-testom za poredenja izmedu grupa. Podaci sa
normalnom distribucijom su podvrgavani ANOVA analizi sa drustvenim okruzenjem (gajenje u grupi
ili izolaciji) i maturacijom (sazrevanje tokom rane i srednje adolescencije) kao faktorima od znacaja,
nakon ¢ega je radena post hoc analiza (Tukey test ili Unequal N HSD), gde je bilo indikovano.

Za procenu preference u testovima socijalnog ponasanja srednja vrednost grupe (uz davanje
vrednosti standardne devijacije i veli¢ine uzorka) je poredena sa vrednos¢u 0,5 (Sto predstavlja
vrednost Sanse, tj. apsolutnog odsustva preference; nacin na koji je racunat indeks preference dat u
3.4.5.13.4.6.), pomocu t-testa za jedan uzorak (engl. One-sample t-test). Za procenu preference u
saharoznom testu takode je koriS¢en t-test za jedan uzorak ali je vrednost Sanse bila 0 jer je indeks
preference racunat na drugi nacin (dat u 3.4.7.).

Aktivnost enzima antioksidativnog sistema u perifernim tkivima je analizirana pomocu
dvofaktorske ANOVA sa uslovima drustvenog okruzenja i prekonoénim gladovanjem kao faktorima,
nakon ¢ega je radena post hoc analiza (Unequal N HSD), gde je bilo indikovano.

Aktivacioni fenotip mikroglijskih ¢elija i PV interneurona u hipokampusu je analiziran
pomoc¢u Mann-Whitney U-testa za poredenja izmedu grupa.

U sklopu potceline koja se odnosi na psihofizic¢ki fenotip potomstva socijalno izolovane
roditeljske generacije, rezultati koji nisu imali normalnu raspodelu su obradivani koris¢enjem U testa,
dok su podaci sa normalnom raspodelom analizirani pomocu ANOVA analize gde su drustveno
okruzenje potomstva i drustveno okruzenje roditeljske generacije bili faktori od znacaja, nakon cega
je raden Tukey test, gde je bilo indikovano. Za rezultate dobijene na potomstvu pre odvajanja od
majke (P21) ispitivani su celi okoti, a rezultati izrazeni kao srednja vrednost po okotu (Lazic, Essioux,
2013), dok su nakon odvajanja od majke i formiranja grupa sa definisanim socijalnim uslovima
gajenja za finalnu analizu koriS¢ene 2 jedinke po okotu od kojih jedna pripada rezimu grupnog
gajenja, a jedna rezimu socijalne izolacije (Lazic, Essioux, 2013).

Vrednosti parametara u krvi, kao i promene u telesnoj masi su transformisane tako da imaju
normalnu raspodelu i potom analizirane pomoc¢u dvofaktorske ANOVA sa drustvenim okruzenjem i
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prekonoénim gladovanjem kao faktorima od interesa i naknadno uporedivani Tukey testom, gde je
bilo indikovano.

Sumarni prikaz testova koris¢enih u statistickoj analizi podataka, dobijenih parametara i broja

koriS¢enih Zivotinja je predstavljen u Tabelama od 1-10. Date su ta¢ne p vrednosti, osim ako je
p<0,000, Sto je oznacavano kao p<0,001.
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4. REZULTATI

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije rezultati su podeljeni u osam

celina sa potpoglavljima numerisanim od 4.1. do 4.12.

Prvu celinu ¢ine rezultati ispitivanja promena u psihomotornom i emocionalnom odgovoru na
novinu kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje,
u periodu rane adolescencije (4.1.), primenom testova otvorenog polja, novog objekta i
uzdignutog krstastog lavirinta, radi procene razvoja ponasanja nalik anksioznom.

Drugu celinu ¢ine rezultati ispitivanja promena u psihomotornoj aktivnosti 1 ekspresiji
inducibilnih proteinskih indikatora neuronske aktivacije (c-Fos, Egr-1) u strijatumu i mPFC
nakon tretmana psihostimulativnom drogom D-AMPH, kod peripubertetskih muzjaka pacova
gajenih u grupi ili izolaciji tokom dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije (4.2.),
radi procene iregularnosti u odgovoru na farmakoloski stimulus sa nagraduju¢im efektom koji
moze da ukaze na stanje nalik atipi¢noj depresiji.

Trecu celinu Cine rezultati testa preference saharoznog rastvora i konzumiranja hrane tokom
ovog testiranja kod peripubertetskih muZzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne
nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije
(4.3.), radi procene konzumatorne hipohedonije i iregularnosti u ponasanju usmerenom ka
cilju, koji se najcesce javljaju kao simptomi depresije i koriste za procenu ponaSanja nalik
depresivnom u animalnim modelima.

Cetvrtu celinu ¢&ine rezultati koji se odnose na ponaSanje grupno gajenih i izolovanih
peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji u testovima sa socijalnim
stimulusom, preciznije, u trokomornom testu (4.4.-4.5.) i socijalnom olfaktornom testu (4.6.-
4.7.), radi procene motivisanog socijalnog ponasanja kroz indikatore socijalne orijentacije,
socijabilnosti i socijalne memorije.

Petu celinu Cine rezultati ispitivanja broja parvalbumin-pozitivnih neurona osetljivih na
socijalni stres, u hipokampusu, regionu zna¢ajnom za mapiranje socijalnog u fizickom
prostoru (4.8.), kao i aktivacionog fenotipa mikroglijskih ¢elija dentatnog girusa (4.9.), radi
procene neuroinflamacije kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji
tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i srednje
adolescencije.

Sestu celinu &ine rezultati ispitivanja odgovora peripubertetskih muZjaka pacova gajenih u
grupi ili izolaciji na dodatni stresor prekonoénog gladovanja, pra¢enjem telesne mase,
koncentracije hormona stresa u krvi, aktivnosti enzima antioksidativnog sistema u perifernim
organima i eritrocitima (4.10.), radi sagledavanja sistemskih efekata psihosocijalnog stresa i
njegovog potencijala da izmeni odgovor organizma na prisustvo dodatnog stresora.

Sedmu celinu ¢ine rezultati koji se odnose na koncentraciju ukupnih proteina, albumina,
holesterola, triglicerida 1 testosterona peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili
izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i
srednje adolescencije (4.11.), radi potpunijeg sagledavanja sistemskih efekata psihosocijalnog
stresa.

Osmu celinu ¢ine rezultati ispitivanja psihofizickih karakteristika (telesna masa, psihomotorni
odgovor i preferenca saharoznog rastvora u adolescenciji) potomstva roditeljske generacije
koja je gajena u grupi ili izolaciji tokom dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije
(4.12.), radi sagledavanja uticaja roditeljskog socijalnog iskustva na mentalno zdravlje
potomstva.
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4.1. Promene u psihomotornom i emocionalnom odgovoru na novinu kod peripubertetskih muZzjaka
pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije

Pre definisanja uslova gajenja Zivotinja, odnosno podele na one gajene po tri u kavezima
(grupno gajene, GG) i socijalno izolovane (SI), raden je test otvorenog polja 29. postnatalnog dana
da bi se ispitalo da li postoje razlike u bazalnoj motornoj aktivnosti zivotinja. Kao $to se moze videti
na slici 4.1A Zivotinje koje ¢e biti gajene po tri u kavezu i one koje ¢e biti izolovane su pokazivale
istu lokomotornu aktivnost, procenjivanu na osnovu predenog puta (cm) unutar arene, tokom prvih
10 minuta testiranja, nakon Cega se aktivnost Zivotinja obe grupe smanjivala tokom slede¢ih 10
minuta, Sto je ukazalo na habituaciju zZivotinja na uslove testiranja. Stereotipni pokreti pacova
(ponavljajuéi/repetitivni pokreti; Slika 4.1B) i vertikalna aktivnost (broj uspinjanja/propinjanja, Slika
4.1C), koja predstavlja meru istrazivanja sredine, se nisu razlikovali medu grupama tokom prvih 10
minuta testiranja, da bi se zatim kod svih Zivotinja smanjivali tokom narednih 10 minuta, $to zajedno
sa istim trendom primeéenim i kod lokomotorne aktivnosti ukazuje na habituaciju zivotinja na uslove
testiranja u datom vremenu (Slika 4.1A-C). Razlike u broju ulaza u centralno polje, kao i vreme
provedeno u centralnom polju nisu registrovane kod ispitivanih zivotinja (Slika 4.1D i E).

£ zivotinje koje ¢e biti grupno gajene
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3000 £ 150y 2= 120
ZE . = . 5= 100 . -
- - [=] - =
2 2000 2 100 2 =z
Sz = = =
§ : g 23
Z = 1000 . s 50 g =
e = 2 2 £
- = s T2
0 s 0" = -
0-10min 10 - 20 min 0-10min 10 - 20 min 0-10min 10 - 20 min
D E
. 50 =2 30 .
= 40{ Sz .
= =] * [ ==
® o 0 L = 20
E o 30 . E -4 =
EF 020 2E 1o
= 10fl> g
& § ele E g 01
0 : g =
> 3

0-10min 10 -20 min 0-10min 10 - 20 min

Slika 4.1 Ponasanje peripubertetskih (P29) muZjaka pacova u otvorenoj areni pre podele na
odgovarajuce eksperimentalne grupe. (A) Lokomotorna aktivnost. (B) Stereotipni pokreti. (C) Vertikalna
aktivnost. (D) Broj ulaza u centralno polje. (E) Vreme provedeno u centralnom polju arene. Svaka zivotinja
testirana i oznaCena reprezentativnom za datu grupu je prosla sve naredne testove planirane u okviru
Eksperimenta 1. Prikazani podaci su u vidu srednje vrednosti + SD, sa individualnim vrednostima u okviru
grupe unutar grafickog stuba (n=8 zivotinja po grupi).

Kako bi se utvrdile rane promene u psihomotornom i emocionalnom odgovoru na novu
sredinu sa razli¢itim anksiogenim potencijalom jedinke su ispitivane nakon nedelju dana socijalne
izolacije, primenom seta adekvatnih testova. Tacnije, ispitivana je aktivnost Zivotinja u testu
otvorenog polja (Slika 4.2A-C), u odgovoru na novi objekat u poznatoj areni (Slika 4.2D-F), kao i u
testu uzdignutog krstastog lavirinta (Slika 4.2G-N).

U testu otvorenog polja, socijalno izolovane zivotinje su pokazale hiperaktivno ponasanje u
poredenju sa zivotinjama gajenim po tri u kavezu, $to se manifestovalo povecanjem lokomotorne
aktivnosti (predeni put u centimetrima u areni), stereotipnih pokreta (ponavljajuci/repetitivni pokreti)
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Slika 4.2 Psihomotorni i emotivni odgovor na novinu sa razli¢itim anksiogenim potencijalom kod
peripubertetskih muZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje (P29-P36, rana
adolescencija). Testovi su radeni na rano adolescentnim Zivotinjama (P36 — test otvorenog polja, test
novog objekta; P37 — test uzdignutog krstastog lavirinta). (A—C) Test otvorenog polja. (D—F) Test novog
objekta. (G—N) Test uzdignutog krstastog lavirinta. Prikazani podaci su u vidu srednje vrednosti £ SD, sa
individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog stuba (n=8 Zivotinja po grupi). Poredenja izmedu
i unutar grupa tokom vremena su prikazane u vidu linija iznad grafickih stubova. GG — kontrolne Zivotinje
gajene po tri u kavezima; Sl — socijalno izolovane Zivotinje. *p<0,05 u odnosu na grupno gajenu kontrolu,
U-test; #p<0,05 prvih 5 u odnosu na drugih 5 minuta testiranja, Wilcoxon test. OK—otvoren (svetli) krak, ZK—
zatvoren (tamni) krak, CZ—centralna zona. Preuzeto i modifikovano od Potrebi¢ i sar., 2021.
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i vertikalne aktivnosti (broj uspipnjanja/propinjanja) tokom prvih 10 minuta testiranja (Slika 4.2A-C,
“p<0,05, U-test). Tokom slede¢ih 10 minuta aktivnost Zivotinja zna¢ajno se smanjivala, bez razlike
medu grupama (Slika 4.2A-C), §to ukazuje na habituaciju Zivotinja na uslove testiranja u datom
vremenu, tj. njihovo prilagodavanje (Slika 4.2A-C, #p<0,05, Wilcoxon test).

Dodatno su analizirani i parametri, kao $to su: broj ulaza i vreme provedeno u centralnom
polju otvorene arene (Slika 4.3), koji su bili povecani kod socijalno izolovanih zivotinja tokom prvih
10 minuta testa (Slika 4.3A i B, "p<0,05, U-test), $to ukazuje na smanjenu averziju ka izrazito
otvorenim delovima arene i moze se tumaciti kao smanjeno anksiozno ponasanje, a mogla bi biti 1
posledica generalne hiperaktivnosti tokom prvih 10 minuta upoznavanja sa novom sredinom.

U testu novog objekta zivotinjama obe grupe je bio potreban isti period vremena da pridu
nepoznatom objektu (Slika 4.2D, latenca prilaska novom objektu). Takode, broj prilaza novom
objektu (Slika 4.2E), kao i vreme istrazivanja novog objekta (Slika 4.2F) se nisu razlikovali izmedu
dve grupe zivotinja. Ovi parametri ukazuju da socijalna izolacija tokom rane adolescencije ne dovodi
do pojave ponaSanja slicnog anksioznom u testu novog objekta.
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Slika 4.3 Broj ulaza (A) i vreme (B) provedeno u centralnom polju otvorene arene u testu otvorenog
polja kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje (P29-P36,
rana adolescencija). Test je raden na rano adolescentnim Zivotinjama P36. *p<0,05, u odnosu na grupno
gajenu kontrolu, U-test. GG — kontrolne Zivotinje gajene po tri u kavezima; Sl — socijalno izolovane Zivotinje.

U testu uzdignutog krstastog lavirinta, socijalno izolovane Zivotinje su imale kracu transfer
latencu, odnosno manji period vremena im je bio potreban do prvog ulaska u tamni deo kraka, i
provodile su znacajno manje vremena u prve dve tre¢ine otvorenih krakova tokom prvih 5 minuta
trajanja testa u odnosu na grupno gajene kontrole (Slika 4.2G i H, “p<0,05, U-test), §to su indikatori
ponasanja nalik anksioznom kod socijalno izolovanih Zivotinja. Statisticki znacajne razlike izmedu
zivotinja dve eksperimentalne grupe nisu primecene u odnosu na vreme koje su provodile u
najdistalnijoj tre¢ini otvorenog kraka (Slika 4.21), kao ni broju ulaza u otvorene i zatvorene krake
(Slika 4.2J i K). Vreme provedeno u zatvorenim kracima i centralnoj zoni uzdignutog Krstastog
lavirinta je bilo sli¢no kod obe grupe (Slika 4.2L i M).

Analiza ponaSanja eksperimentalnih pacova u uzdignutom krstastom lavirintu tokom 10
minutnog perioda testiranja (ponasanje tokom prvih 5 minuta u poredenju sa ponaSanjem tokom
drugih 5 minuta testiranja) je ukazala na znacajne razlike u odgovoru grupno gajenih i socijalno
izolovanih jedinki. Pacovi kontrolne grupe su manje vremena provodili u najdistalnijoj trecini
otvorenih kraka (predstavlja izrazito anksiogenu sredinu; Slika 4.21, #p<0,05, Wilcoxon test) i manji
broj puta su ulazili u otvorene i zatvorene krake (Slika 4.2J-K, #p<0,05, Wilcoxon test) u tokom
drugih 5 minuta testiranja, $to nije bio sluc¢aj kod izolovanih Zivotinja, jer se njihova aktivnost po
pitanju ova tri parametra nije smanjivala kroz vreme. Takode, socijalno izolovane Zivotinje su
ucestalije izvirivale i provodile viSe vremena u izvirivanju (engl. stretched-attended postures) tokom
testiranja (Slika 4.2N, #p<0,05), ali i u odnosu na pacove kontrolne grupe tokom drugih 5 minuta
testiranja (Slika 4.2N, "p<0,05), $to ukazuje na sklonost ka riziénom ponasanju.
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Dobijeni rezultati ukazuju da u Testu uzdignutog krstastog lavirinta socijalno izolovane
zivotinje pokazuju ponasanje nalik anksioznom (kraca transfer latenca i manje vremena provedenog
u prve dve treé¢ine otvorenih kraka) i duze se bave procenom rizika (izvirivanje i protezanje iz
otvorenih u zatvorene krake i centar se kod ovih zivotinja nisu menjali tokom testiranja). Takode, ove
zivotinje pokazuju sklonost ka anksiogenim delovima lavirinta (jer se broj ulaza u otvorene krake,
kao i afinitet za najdistalniji deo otvorenog kraka, koji predstavlja najanksiogeniji deo test aparata,
kod ovih Zivotinja nisu menjali tokom testiranja) i neprilagodljivost na lavirint (jer se broj ulaza u
zatvorene krake, sto je indikator generalne aktivnosti, kod socijalno izolovanih Zivotinja nije menjao
kroz vreme). Za razliku od socijalno izolovanih zivotinja, grupno gajene Zzivotinje su ispoljile
smanjeni interes za izrazito anksiogene delove aparature tokom vremena.

Sumarno, rezultati dobijeni u ovom segmentu istrazivanja ukazuju da je jedna od ranih
ponasajnih posledica socijalne izolacije kod peripubertetskih pacova prolazna hiperaktivnost u novoj
sredini, iskazana u testu otvorenog polja, odsustvo promena u odgovoru na nov objekat u poznatoj
sredini (iskazana u testu novog objekta), kao i izmenjen odgovor na izrazito anksiogenu sredinu
otvorenih kraka uzdignutog krstastog lavirinta, koja ove zivotinje na odredeni nacin stimulise da joj
se izlazu 1 procenjuju je. Dobijeni rezultati su takode ukazali da prilagodljivost rano adolescentnih
socijalno izolovanih zivotinja na novu sredinu zavisi od karakteristika same sredine, jer je u testu
otvorenog polja prilagodljivost o¢uvana, dok u testu uzdignutog krstatstog lavirinta nije. Dobijeni
rezultati idu u prilog praksi koriS¢enja viSe testova ponaSanja, koji se zasnivaju na paradigmi
slobodnog istrazivanja ali imaju razlicite karakteristike, u svrhu detaljne procene psihomotornog i
emocionalnog odgovora glodara na novinu.

Detaljni podaci testova koji su koriS¢eni u statisti¢koj analizi, kao i dobijeni parametri
ukljucujuéi i tacne p vrednosti date su u Tabeli 1.

4.2. Psihomotorni i neuronski odgovor na dekstroamfetamin kod peripubertetskih muzjaka pacova
gajenih u grupi ili izolaciji tokom dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Da bi se procenilo da li socijalna izolacija peripubertetskih pacova dovodi do ispoljavanja
stanja nalik atipi€noj depresiji, ispitivane su promene u psihomotornom odgovoru na
psihostimulativnu drogu dekstroamfetamina (D-AMPH), farmakoloSkog stimulusa sa nagraduju¢im
efektom. Zivotinjama je intraperitonealno injektiran D-AMPH u dozi od 1,5 mg/kg, za koju je
poznato da kod glodara izaziva povecanje lokomotorne aktivnosti, kao bezuslovni odgovor na
nagradujuci efekat droge. Osim toga, pracena je sinteza proteina ranog ¢elijskog odgovora c-FOS i
EGR1, biohemijskih indikatora neuronske aktivnosti, u medijalnoj prefrontalnoj zoni kore velikog
mozga (mPFC) i strijatumu, mozdanih struktura za koje je poznato da menjaju neuronsku aktivnost
u odgovoru na tretman D-AMPH.
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Slika 4.4 Broj ulaza (A) i vreme (B) provedeno u centralnom polju otvorene arene u testu otvorenog
polja kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom dve nedelje (P29-P43,
rana i srednja adolescencija). Test je raden na srednje adolescentnim Zivotinjama, P43. GG — kontrolne
zivotinie gajene po tri u kavezima; Sl — socijalno izolovane zivotinie.
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Nakon dve nedelje gajenja u grupi ili socijalnoj izolaciji, tj. u 43. postnatalnom danu (P43),
testiran je broj ulaza i vreme provedeno u centralnom polju otvorene arene. Zivotinjama u obe
ispitivane grupe je izmeren slican broj ulaza i vreme provedeno u centralnom delu arene (Slika 4.4A
i B), a pokazali su i sliénu motornu i eksploratornu aktivnost u testu otvorenog polja (Slika 4.5A-C).
Ovakav rezultat ukazuje da je hiper-reaktivnost uocena kod zivotinja nakon jedne nedelje Zivota u
socijalnoj izolaciji prolaznog karaktera i da se ne produbljuje srazmerno duzini trajanja ovog uslova.

Medutim, nakon tretmana D-AMPH (1,5 mg/kg) izolovane Zivotinje su pokazale slabiji
lokomotorni i stereotipni odgovor u odnosu na kontrolne zivotinje tokom inicijalnih 50 minuta testa
(Slika 4.5D i E, "p<0,05, U-test). Vertikalna aktivnost, kao parametar istrazivatkog ponasanja, je bila
slicna kod obe grupe Zivotinja tokom inicijalnih 50 minuta testa (Slika 4.5F). Takode, dok je kod
grupno gajenih zivotinja pokazano smanjenje sva tri ispitivana parametra tokom drugih 50 minuta
testiranja (Slika 4.5D-F, #p<0,05, Wilcoxon test), kod izolovanih Zivotinja smanjenje je uoceno jedino
merenjem stereotipnih pokreta (Slika 4.5E, #p<0.05). Ovaj rezultat dodatno ukazuje da su dva glavna
parametra eksploratorne aktivnosti glodara i zainteresovanosti za sredinu (lokomotorna aktivnost kao
mera horizontalne istrazivacke aktivnosti glodara i uspinjanje kao mera vertikalne istrazivacke
aktivnosti) neadekvatno stimulisani psihostimulativnim tretmanom kod socijalno izolovanih jedinki
tokom prvih 50 minuta testiranja, kada se ocekuje najveéi intenzitet odgovora (Slika 4.5D, E-F; tacan
profil vremenskih kriva je uoc€ljiv sa malih insertovanih grafikona u okviru ovih slika), a Sto je
preduslov za detekciju gradacije horizontalne i vertikalne motorne aktivnosti tokom vremena nakon
psihostimulativnog tretmana. Imajuci u vidu da motorni odgovor izazvan primenom D-AMPH kod
glodara odrazava bezuslovni odgovor na nagradujuci efekat droge, ovakav rezultat ukazuje da je
nagradujuc¢i efekat D-AMPH kod socijalno izolovanih jedinki slabiji u poredenju odgovorom
kontrolnih, grupno gajenih jedinki.

Slabiji motorni odgovor izolovanih zivotinja na D-AMPH tokom inicijalnih 50 minuta bio je
pracen poveéanom ekspresijom biohemijskih markera neuronske aktivnosti ¢c-FOS i EGRI, u
medijalnoj prefrontalnoj zoni kore velikog mozga (Slika 4.5G i H, "p<0,05, t-test), bez znacajnih
promena ovih markera u strijatumu (Slika 4.51 i J), §to ukazuje na potencijalnu vezu izmedu poveéane
aktivnosti prefrontalne zone kore velikog mozga i slabijeg motornog odgovora na D-AMPH.

Detaljni podaci testova koji su koriS¢eni u statistickoj analizi kao 1 dobijeni parametri
ukljucujudi i tacne p vrednosti date su u Tabeli 1.
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Slika 4.5 Motorni i neuronski odgovor na D-AMPH kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u
grupi ili izolaciji tokom dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija). Testovi su radeni na
srednje adolescentnim Zivotinjama P43. (A—C) Habituacija unutar eksperimentalne arene. (D—F) Motorni
odgovor na D-AMPH (1,5 mg/kg). (G-J) Analiza moZdanog tkiva na D-AMPH-indukovanu ekspresiju
biohemijskih indikatora neuronske aktivnosti (c—FOS i EGR1) u medijalnoj prefrontalnoj zoni kore velikog
mozga i strijatumu. Podaci su prikazani u vidu srednje vrednosti £ SD, sa individualnim vrednostima u
okviru grupe unutar grafickog stuba (n=8 po grupi). Paneli G, H, I i J sadrze reprezentativne imunoblotove
i membrane obojene Ponso S bojom. GG — kontrolne Zivotinje gajene po tri u kavezu, SI — socijalno
izolovane zivotinje. *p<0,05, t—test za nezavisne uzorke. Za podatke dobijene u testu otvorenog polja
poredenja izmedu i unutar grupa tokom vremena su predstavljena u vidu linija iznad grafi¢kih kolona;
*p<0,05, u odnosu nagrupno gajene kontrole, U-test; “p<0,05, prih 5 u odnosu na drugih 5 minuta testiranja,
Wilcoxon test. Preuzeto i modifikovano od Potrebic i sar., 2021.
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4.3. Konzumatorna hipohedonija i konzumiranje hrane kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih
u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i
srednje adolescencije

Na slici 4.6. prikazani su rezultati merenja preference 1% i 20% rastvora saharoze, kao i
koli¢ina konzumirane hrane po gramu telesne mase adolescentnih pacova gajenih u grupi ili izolaciji
tokom 7 i 14 dana. Kako se na slici moze videti, preferenca za 1% rastvor saharoze, merena tokom 2
uzastopna dana kao prose¢na vrednost potro$nje rastvora, bila je manja kod adolescentnih pacova
nakon 7 (Slika 4.6A, “p<0,05, U-test) i 14 dana izolacije (Slika 4.6B, “p<0,05) u poredenju sa grupno
gajenim zivotinjama. Takode, kod socijalno izolovanih Zivotinja smanjena preferenca saharoze je bila
znacajno izrazenija nakon dvonedeljne izolacije u poredenju sa jednonedeljnom (Slika 4.6A 1 B,
#p<0,05, Wilcoxon test). Ovi rezultati ukazuju da socijalna izolacija dovodi do pojave konzumatorne
hipohedonije, koja se Cesto povezuje sa simptomima depresije, kao 1 da se u ovom modelu
konzumatorna hipohedonija kod socijalno izolovanih peripubertetskin pacova vremenom
produbljuje.

Promene u koli¢ini pojedene hrane nisu primecene izmedu dve grupe Zzivotinja tokom
testiranja, ali je primecen trend smanjenja unosa hrane kod obe grupe pacova u periodu od rane ka
srednjoj adolescenciji (Slika 4.6C i D, #p<0,05, Wilcoxon test), §to ukazuje da je u pitanju razvojno-
specifi¢ni fenomen kada su u pitanju laboratorijski pacovi gajeni u kontrolisanim/standardnim
uslovima. Promene u drugom u odnosu na prvi dan merenja nisu detektovane ni u jednoj
eksperimentalnoj grupi ni za jedan od ispitivanih parametara (Slika 4.6A-D).

Preferenca za 20% rastvor saharoze (prosecna vrednost potro$nje rastvora je racunata na
osnovu merenja za 2 uzastopna dana) je bila manja kod socijalno izolovanih Zivotinja u odnosu na
grupno gajene (Slika 4.6E, “p<0,05) bez zna¢ajnih promena u prose¢noj koli¢ini konzumirane hrane
(Slika 4.6F). Ipak, ovde je postojala bitna razlika: podjednako konzumiranje 20% rastvora saharoze
kod kontrolnih Zivotinja u dva uzastopna dana merenja je bilo pra¢eno povecanim konzumiranjem
hrane u drugom danu testiranja (Slika 4.6F, *p <0,05, Wilcoxon test), dok poveéanje preference za
20% rastvor saharoze kod izolovanih Zivotinja u dva uzastopna dana merenja (Slika 4.6E, #p<0,05)
nije bilo praceno povec¢anim unosom hrane (Slika 4.6F).

Preferenca za 20% rastvor saharoze (prose¢na vrednost potroS$nje rastvora je racunata na
osnovu merenja za 2 uzastopna dana) je bila manja kod socijalno izolovanih Zivotinja u odnosu na
grupno gajene (Slika 4.6E, “p<0,05) bez znac¢ajnih promena u prose¢noj koli¢ini konzumirane hrane
(Slika 4.6F). Ipak, ovde je postojala bitna razlika: podjednako konzumiranje 20% rastvora saharoze
kod kontrolnih Zivotinja u dva uzastopna dana merenja je bilo pra¢eno povecanim konzumiranjem
hrane u drugom danu testiranja (Slika 4.6F, #p<0,05, Wilcoxon test), dok povecanje preference za
20% rastvor saharoze kod izolovanih Zivotinja u dva uzastopna dana merenja (Slika 4.6E, #p<0,05)
nije bilo praceno povec¢anim unosom hrane (Slika 4.6F).

Ovi rezultati ukazuju da socijalna izolacija tokom peripuberteta kod pacova narusava pozitivni
uticaj konzumiranja visokoprocentnog rastvora saharoze na konzumiranje hrane kao motivisano
ponasanje, odnosno remeti ravnotezu izmedu konzumatornog i motivisanog ponasanja.

Statisticko uporedivanje i tacne p vrednosti su date u Tabeli 1.
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Slika 4.6 Test preference saharoznog rastvora i konzumiranje hrane kod peripubertetskih muzjaka
pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43,
rana i srednja adolescencija). Testirane su rano adolescentne (P36) i srednje adolescentne Zivotinje
(P43). Merenje konzumiranja 1% rastvora saharoze nakon jedne (A,C) i dve (B,D) nedelje. Merenja
konzumiranja 20% rastvora saharoze (neposredno nakon prac¢enja 1% rastvora saharoze) i hrane nakon dve
nedelje eksperimenta (E,F). Za svaku tacku merenja od interesa mere su date za svaki pojedinac¢no od dva
uzastopna dana testiranja, kao i njihove prose¢ne vrednosti. Podaci su predstavljeni u vidu srednje vrednosti
+ SD, sa individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog stuba (n=7 SI; n=7 GG — 3 Zivotinje iz
istog legla po kavezu). Poredenja izmedu i unutar grupa tokom definisanog vremena su prikazana u vidu linija
iznad grafickih stubova. *p<0,05, u odnosu na grupno gajenu kontrolu, U-test; #p<0,05, prih 5 u odnosu na
drugih 5 minuta testiranja, Wilcoxon test. Preuzeto i modifikovano od Potrebi¢ i sar., 2021.
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Tabela 1. Sumirani prikaz analiziranih parametara, testova kori§¢enih u statistickoj analizi, dobijenih p
vrednosti i broja kori$¢enih zivotinja (n) za rezultate prikazane u okviru podnaslova 4.1.-4.3. Analizirani
parametri kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana
adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija). GG - grupno gajene zivotinje po tri u
kavezu, Sl - socijalno izolovane zivotinje.

Ponasanje peripubertetskih (P29) muzjaka pacova u otvorenoj areni pre podele na odgovarajuce eksperimentalne

grupe
n=8 buduce SI vs. Bu_dtléiet: GG zivotinje
(Zivotinja po grupi) 0 - 10 minuta 10 - 20 minuta
Lokorr?gilg?niiﬁivnost p=0916 Z2=0105 p =0,462 Z=-0,735
SterScLitli(p?n?;c?kreti p=0.793 Z2=-0,263 p=0431 Z=-0,788
Vertisklaill?;tlit(i:vnost p=0875 Z=0,158 p =0,227 Z=-1,208
Brgj'il'flaa B p=0141 Z=1,470 D =0.875 Z=-0158
Slika 4.1E p = 0,227 Z=1,208 p=0,834 Z=-0,210

Vreme provedeno u CP

Psihomotorni i emotivni odgovor na novinu sa razli¢itim anksiogenim potencijalom kod peripubertetskih muzjaka
pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije

n=8 U - test Wilcoxon test
(Zivotinja po grupi) Slvs. GG GG Sl

minuti testiranja 0-10 10- 20 [0 - 10] vs. [10 - 20] [0 - 10] vs. [10 - 20]
Slika 4.2A p=0,021 p=0,345 p=0,012 p=0,011
Lokomotorna aktivnost z=-2310 Z=-0945 z=2521 z=2521
Slika 4.28 p=0,018 p=0,074 p=0,018 p=0,012
Stereotipni pokreti Z=-2,363 Z=-1,785 Z=2366 Z=2521
Slika 4.2C p = 0,006 p=0,318 p=0,012 p=0,012
Vertikalna aktivnost z=-2731 Z=-0,998 Z=2521 z=2521

U - test Wilcoxon test
Sl vs. GG GG Sl
minuti testiranja 0-5 5-10 [0-5]vs. [5-10] [0-5]vs. [5-10]
Slika 4.2E p=0,713 p =0,227 p =0,893 p=0,715
Broj prilaza NO Z=0,368 Z=1208 Z=0135 Z=0,365
Slika 4.2F p=0753 p=0270 p=0,834 p = 0,465
Vreme istraZivanja NO Z=0315 Z=1103 Z=0210 Z=0,730
Slika 4.2H p = 0,002 p=0,793 p =0,012 p=0,017
Vreme provedeno u prve dve
trecine OK Z =3,046 Z=-0,263 Z=2521 Z=2,380
Slika4.2l p = 0,600 p =0,599 p = 0,017 p=0,093
Vreme provedeno u najdistalnijoj

trecini OK Z=0,525 Z=-0,525 Z=2,380 Z=1,680
Slika 4.2 p = 0,401 p=0,529 p=0,042 p = 0,600
Broj ulaza u OK Z=0,840 Z=-0,630 Z=2,028 Z=0,524
Slika 4.2K p = 0,401 p=0,345 p=0,012 p=0,345
Broj ulaza u ZK Z=0,840 Z=-0,945 z=2521 Z=0,943
Slika 4.2L p=0,083 p = 0,462 p=0,012 p=0,012



Vreme provedeno u ZK

Slika 4.2M
Vreme provedeno u CZ

Slika 4.2N
Vreme provedeno u izvirivanju u
OK

Slika 4.2D
Latenca prilaska NO

Slika 4.2G
Transfer latenca

Slika 4.3A
Broj ulaza u CP

Slika 4.3B
Vreme provedeno u CP

Z=-1733 Z=0,735 Z=2521
p =0,637 p=0,674 p=0,012
Z=0,473 Z=-0,420 Z=2521
p=0,916 p =0,027 p=0,401
Z=0,105 Z=-2,205 Z=0,840
Slvs. GG, U - test
p =0,294, Z=1,050
p = 0,046, Z=1,995
0-10 minuta
p = 0,046 Z=-1995 p = 0,600
0 =0,074 Z=-1785 p = 1,000

z=2521
p=0,018
Z=2,366
p=0,042
Z=2,030

10-20 minuta

Z=0,525

Z=0,000

Motorni i neuronski odgovor na D-AMPH kod peripubertetskih muzZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom
dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

n=8
(zivotinja po grupi)
Slika 4.4A
Broj ulaza u CP
Slika 4.4B
Vreme provedeno u CP

minuti testiranja

Slika 4.5A
Lokomotorna aktivnost

Slika 4.5B
Stereotipni pokreti

Slika 4.5C
Vertikalna aktivnost

minuti testiranja

Slika 4.5D
Lokomotorna aktivnost

Slika 4.5E
Stereotipni pokreti

Slika 4.5F
Vertikalna aktivnost

n=>5
(zivotinja po grupi)

Slika 4.5G

Odnos gustine c-FOS/B-AKTIN mPFC

Slika 4.5H

Odnos gustine EGR1/B-AKTIN mPFC

Slika 4.51

Odnos gustine c-FOS/B-AKTIN STR

Slvs. GG, U - test

0-10 minuta 10-20 minuta
p=0,875 Z=-0,158 p = 0,958 Z=0,053
p=0,793 Z=-0,263 p=0,875 Z=0,158
U - test Wilcoxon test
Slvs. GG GG Sl
0-10 10-20 [0 - 10] vs. [10 - 20] [0 - 10] vs. [10 - 20]
p = 0,600 p=0,318 p=0,012 p=0,012
Z=-0,525 Z=-0,998 Z=2521 Z=2521
p =0,916 p=0,674 p =0,012 p = 0,025
Z=0,105 Z=-0,420 Z=2521 Z=2,240
p =0,753 p=0,431 p=0,012 p =0,012
Z=-0,315 Z=-0,788 Z=2521 Z=2,521
U - test Wilcoxon test
Slvs. GG GG Sl
0-50 50 - 100 [0 - 50] vs. [50 - 100] [0 - 50] vs. [50 - 100]
p = 0,002 p =0,752 p =0,018 p=0,575
Z = 3,046 Z=0,315 Z=2,380 Z =0,560
p =0,027 p =0,563 p =0,017 p=0,017
Z=12,205 Z=0,578 Z=2,380 Z=2,380
p =0,156 p =0,563 p =0,012 p=0,575
Z=1418 Z=-0,578 Z=2521 Z =0,560
Slvs. GG, t - test
t df p
t=-3,814 df =8 p = 0,005
t=-2,593 df =8 p = 0,032
t=0,635 df=8 p =0,543

56



Slika 4.5J

Odnos gustine EGR1/B-AKTIN STR t=-0,427 df =8 p=0,680

Test preference saharoznog rastvora i konzumiranje hrane kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili
izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Wilcoxon test U - test Wilcoxon test
prosec¢na vrednost
n=7 o vs. drudo } nakon jedne nedelje
(zivotinja po grupi) p mer(::-n'e 9 proseCna Vs,
! vrednost prose¢na vrednost
Slvs. GG nakon dve nedelje
GG Sl GG Sl
Slika 4.6A p=0,310 p=0,237 p=0,025
Preferenca za 1% rastvor
saharoze Z=1014 Z=1,183 Z=2,236
Rano adolescentne zivotinje
Slika 4.6B p=0,128 p=0,612 p = 0,004 p=0,128 p=0,018
Preferenca za 1% rastvor
. saharoze Z=1521 Z=0,507 Z=2875 Z=1521 Z=2,366
Srednje adolescentne Zivotinje
Slika 4.6C p=0,917 p =0,499 p = 0,609
Konzumiranje hrane
Rano adolescentne Zivotinje Z=0,105 Z=0,676 Z=0,511
Slika 4.6D p=0,237 p=0,310 p = 0,749 p=0,018 p=0,018
Konzumiranje hrane
Srednje adolescentne Zivotinje Z=1183 Z=1,014 Z=0,319 Z=2,366 Z=2,366
Slika 4.6E p = 0,063 p=0,018 p =0,015
Preferenca za 20% rastvor
saharoze Z=1,859 Z=2,366 Z=2427
Slika 4.6F p=0,027 p=0,735 p = 0,250
Konzumiranje hrane Z=2197 Z=02314 Z=1150

4.4. Socijalno ponasanje peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne
nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije - preferenca
socijalnog u odnosu na nesocijalni kontekst u Trokomornom testu

4.4.1. Broj ulaza i vreme provedeno u odeljku sa novom jedinkom u odnosu na odeljak sa objektom
(socijalna orijentacija - preferenca socijalnog prostora)

Na slici 4.7 prikazani su rezultati merenja ponasanja socijalne orijentacije u Trokomornom
testu. Parametri koji su bili mereni su broj ulazaka, kao i vreme provedeno u odeljcima sa socijalnom
novinom N1, praznim kavezom O ili centralnom odeljku C. Broj ulaza u odeljak N1 sa socijalnim
stimulusom (nova jedinka 1 unutar reSetkastog kaveza) i odeljak O bez socijalnog stimulusa (prazan
reSetkasti kavez) bio je isti kod svih eksperimentalnih grupa Zivotinja, osim kod socijalno izolovanih
pacova nakon nedelju dana kod kojih je bilo povecano interesovanje za odeljak N1 (Slika 4.7A).
Usled toga, relativna preferenca za socijalni (N1) u odnosu na nesocijalni (O) prostor primecena je
jedino kod ove grupe izolovanih Zivotinja kod kojih je diskriminacioni indeks baziran na broju ulaza
u odeljke (Dlno; broj ulaza u odeljak sa N1/broj ulaza u odeljak N1+0O) bio iznad nivoa slu¢ajnosti
(0,5) (Slika 4.7B; t-test: p=0,014, t=3,428, df=6). Nakon dve nedelje gajenja u definisanim socijalnim
uslovima, kada jedinke dostizu srednju adolescentnu fazu, nije uocena razlika u preferenci odeljaka.
Dvofaktorska ANOVA analiza, sa faktorima drustveno okruzenje i maturacija u datim uslovima
drustvenog okruzenja je pokazala da za parametre od interesa (broj ulaza u N1 i O odeljak, kao i
ukupan broj ulaza (U) i Dlno) znacajne promene postoje jedino u parametru DIy | to za faktor
drustveno okruzenje (F,12=5,864, p=0,032).
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Sve ispitivane Zivotinje su vise vremena provodile u N1 odeljku nego u centralnom odeljku
(C) (Slika 4.7C; ®p<0,001, t-test), dok je vreme provedeno u odeljku N1 u odnosu na vreme provedeno
u odeljku O bilo vise jedino kod SI pacova i to u obe vremenske tacke, tj. nakon nedelju dana gajenja
u definisanim socijalnim uslovima, kada jedinke dostizu punu ranu adolescenciju (Slika 4.7C;
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Slika 4.7 Trokomorni test: socijalna orijentacija peripubertetskih muzjaka gajenih u grupi ili izolaciji
tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija).
Testovi su radeni na rano adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim Zivotinjama (P43). Podaci su
predstavljeni u vidu srednje vrednosti + SD, sa individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog
stuba. (A) Broj ulaza u odeljke sa socijalnim stimulusom (nova jedinka — N1) i prazan kavez (objekat — O),
kao i ukupan broj ulaza (U). (B) Diskriminacioni indeks baziran na broju ulaza u odeljke (Dlyo), koji odrazava
aspekt ,,zelje”” boravka u socijalnom (N1) odeljku. (C) Vreme provedeno u N1, O ili C odeljku, koji odrazava
aspekt ,,svidanja” socijalnog (N1) u odnosu na druga dva odeljka; AC — znacajno iznad nivoa slucajnosti
(0,5); $p<0,001 (vreme provedeno u N1 odeljku u odnosu na vreme provedeno u C odeljku); #p<0,05 (vreme
provedeno u N1 odeljku u odnosu na vreme provedeno u O odeljku). GG — kontrolne Zivotinje gajene po tri
u kavezu; Sl — socijalno izolovane Zivotinje. Preuzeto i modifikovano od Potrebi¢ i sar., 2022a.

#p=0,049), i nakon dve nedelje gajenja u definisanim socijalnim uslovima kada jedinke dostizu
srednju adolescentnu fazu (*p=0,029).

Vreme provedeno u N1 odeljku, nesocijalnom O odeljku i centralnom C odeljku se nije
znacajno razlikovalo izmedu eksperimentalnih grupa bez obzira na fazu adolescencije (faktor
maturacije), kao ni uslova drustvenog okruzenja - gajene po tri u kavezima i socijalno izolovane
(faktor razli¢itog drustvenog okruzenja). Detaljan prikaz testova koriS¢enih u statisti¢koj analizi
podataka i dobijenih parametara, ukljucujuéi p vrednosti, su predstavljeni u Tabeli 2.
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Rezultati ovog dela eksperimenta ukazuju da tokom faze socijabilnosti u Trokomornom testu,
grupno gajeni adolescentni pacovi nemaju preferencu za socijalni prostor ni kroz apetitivno (broj
prilaza) ni konzumatorno (vreme istrazivanja) ponasanje. Sa druge strane, socijalna izolacija podstice
preferencu socijalnog prostora u vidu povecane konzumatorne preference (bez obzira na uzrast
izolovanih pacova), dok je apetitivna preferenca prisutna jedino kod rano adolescentnih SI pacova.

4.4.2. Broj direktnih prilaza, kao i vreme provedeno u direktnom kontaktu sa novom jedinkom u
odnosu na objekat (socijabilnost)

Na slici 4.8 prikazani su rezultati merenja broja prilaza kao i vremena provedenog u
istrazivanju socijalne novine N1 ili praznog kaveza O.

Broj prilaza novoj jedinki (N1) i objektu (O) je bio izbalansiran kod grupno gajenih pacova i
tokom rane 1 srednje adolescencije, medutim zivotinje izolovane tokom 7 i 14 dana su viSe puta
prilazile novoj jedinki nego praznom kavezu (Slika 4.8A). Kao posledica toga, diskriminacioni indeks
baziran na broju prilaza - Dlpp (broj prilaza N1/proj prilaza N1+0O) je ukazao na postojanje socijalne
preference kod socijalno izolovanih pacova kako nakon jedne, tako i nakon dve nedelje gajenja u
uslovima izolacije, kada oni dostizu ranu (Slika 4.8B, t-test: p=0,035, t=2,716, df=6) i srednju
adolescenciju (p=0,014, t=3,428, df=6). Faktorskom analizom je utvrdeno (Slika 4.8A) da faktori
maturacija i drustveno okruzenje zasebno i u interakciji (maturacija x drustveno okruzenje) ne
dovode do promena u broju prilaza N1 kod razli¢itih eksperimentalnih grupa. Kada je re¢ o broju
prilaza praznom kavezu O, faktorska ANOVA analiza je ukazala na znacajnost faktora maturacije
(F@12=7,107, p=0,021), kao i interakciju faktora maturacija x drustveno okruzenje (F,12=5,832,
p=0,033) a post hoc analiza je ukazala na smanjenje broja prilaza grupno gajenih pacova praznom
kavezu tokom maturacije (Slika 4.8A, %p=0,017, Tukey test). Takode, pokazano je da maturacija ima
znacajan efekat (F(1,12=10,6, p=0,007) na ukupan broj prilaza tokom testiranja, u vidu smanjenja ovog
parametra kod grupno gajenih pacova (Slika 4.8A, ¥p=0,015).

Diskriminacioni indeks baziran na broju prilaza, Dyp (Slika 4.8B) je bio znacajno visi kod
rano adolescentnih socijalno izolovanih pacova u odnosu na njihove grupno gajene vrSnjake
("p=0,025, U=7), dok ovakva promena nije primec¢ena kod srednje adolescentnih Zivotinja. Statisticki
znacajna razlika u diskriminacionom indeksu (Dpp) tokom maturacije pod razli¢itim uslovima gajenja
nije ustanovljena (Wilcoxon test).

Na slici 4.8C su prikazani rezultati merenja vremena provedenog u direktnom istrazivanju N1
i O, kao i ukupnog vremena provedenog u istrazivanju. Znacajne razlike u vremenu provedenom u
istrazivanju N1 izmedu grupno gajenih 1 socijalno izolovanih pacova istog uzrasta nisu primecene,
ali je uoCena razlika u smanjenju ovog parametra tokom maturacije, u smislu da je smanjenje u
vremenu provedenom u istrazivanju N1 tokom maturacije uoceno samo kod grupno gajenih pacova
(Slika 4.8C, ¢p=0,043, Wilcoxon test).

Za vreme provedeno u istrazivanju objekta O kao znacajan se pokazao faktor maturacija (F,
12=18,494, p=0,001) kao i u interakcija faktora maturacija x drustveno okruzenje (F(1,12=16,008,
p=0,002), a post hoc analiza je ukazala na smanjenje ovog parametra jedino kod grupno gajenih
pacova (Slika 4.8C, %p=0,001, Tukey test). Za ukupno vreme istrazivanja kao znacajan se pokazao
faktor maturacija (F,12=16,014, p=0,002), a post hoc analiza je ukazala na smanjenje ovog
parametra jedino kod grupno gajenih pacova (Slika 4.8C, ¢p=0,016, Tukey test).

Na slici 4.8D predstavljena je preferenca za N1 bazirana na osnovu vremena istrazivanja -
Dlyi (vreme istrazivanja N1/vreme istrazivanja N14+O). Prisustvo socijalne preference (iznad nivoa
slucajnosti 0,5) primeceno je kod srednje adolescentnih grupno gajenih zivotinja (Slika 4.8D; t-test:
p=0,028, t=2,876, df=6), kao i rano (p<0,001, t=7,589, df=6) i srednje adolescentnih socijalno
izolovanih jedinki (p<0,001, t=7,633, df=6). Dvofaktorska ANOVA je ukazala na znaCajan efekat
drustvenog okruzenja (F1,12=11,759, p=0,005), dok je post hoc analiza ukazala na vecu preferencu
rano adolescentnih socijalno izolovanih pacova u odnosu na njihove grupno gajenje vrsnjake (Slika
4.8D, "p=0,023). Detaljan prikaz testova korii¢enih u statisti¢koj analizi podataka i dobijenih
parametara, ukljucujuéi p vrednosti, su predstavljeni u Tabeli 2.
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Slika 4.8 Trokomorni test: socijabilnost peripubertetskih muzZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji
tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija).
Testovi su radeni na rano adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim Zivotinjama (P43). Podaci su
predstavljeni u vidu srednje vrednosti + SD, sa individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog
stuba. (A) Broj prilaza novoj jedinki (N1), objektu (O) i ukupan broj prilaza (U). (B) Diskriminacioni indeks
baziran na broju prilaza (Dlyy) — odrazava aspekt ,,zelje” preference za N1 u odnosu na O. (C) Vreme
provedeno u istrazivanju N1, O i ukupno vreme istrazivanja (U). (D) Diskriminacioni indeks baziran na
vremenu istrazivanja (DI.;) — odraZava aspekt ,,svidanja” preference za N1 u odnosu na O. AC — znac¢ajno
iznad nivoa slu¢ajnosti (0,5); 4p<0,05 (rana adolescencija u odnosu na kasnu, unutar istih uslova gajenja);
*p<0,05 (SI u odnosu na GG u istom periodu maturacije). GG — kontrolne zivotinje gajene po tri u kavezu;
S| — socijalno izolovane Zivotinje. Preuzeto i modifikovano od Potrebic i sar., 2022a.

Ovi rezultati ukazuju da se socijabilnost srednje adolescentnih grupno gajenih pacova
manifestuje isklju¢ivo kroz konzumatornu preferencu uprkos opstem smanjenju vremena istrazivanja
tokom maturacije. Sa druge strane, socijalna izolacija podstice i apetitivne i konzumatorne aspekte
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socijabilnosti bez obzira na starost zivotinja, §to je, u poredenju sa grupno gajenim vr$njacima
ocigledno jedino kod rano adolescentnih pacova.

4.5. Socijalno ponasanje peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne
nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije - preferenca
socijalne novine u trokomornom testu

4.5.1. Broj ulaza i vreme provedeno u odeljku sa novom jedinkom u odnosu na odeljak sa poznatom
jedinkom (orijentacija ka socijalnoj novini)

Na slici 4.9 prikazani su rezultati merenja broja ulazaka, kao i vreme provedeno u odeljcima
sa poznatom jedinkom N1, kao i novom jedinkom N2. Broj ulazaka u odeljke sa poznatom jedinkom
(N1) i novom jedinkom (N2) je bio isti kod svih grupa Zivotinja (Slika 4.9A), te je diskriminacioni
indeks baziran na broju ulaza u odeljke - Dlyo (broj ulaza u odeljak sa N2/broj ulaza u odeljak sa
N2+N1) pokazao odustvo preference za N2 odeljak u svim eksperimentalnim grupama (Slike 4.9B).
Dvofaktorska ANOVA analiza je ukazala na postojanje znacajnog efekta drustvenog okruzenja na
broj ulaza u N1 odeljak (F11=14,442, p=0,003), kao i na ukupan broj ulazaka (F(,11)=5,788,
p=0,035), a dodatna post hoc analiza je ukazala da je povecan broj ulazaka u N1 odeljak (Slika 4.9A;
“p=0,001), kao i ukupan broj ulaza u oba odeljka (‘p=0,014) kod pacova izolovanih tokom 7 dana, u
periodu rane adolescencije, u poredenju sa grupno gajenim vrSnjacima. Faktori maturacija i
drustveno okruzenje zasebno, kao i njihova interakcija nisu pokazali znacajan efekat na vrednosti
diskriminacionog indeksa zasnovanog na broju ulazaka u odeljke (Slika 4.9B). Ovi rezultati ukazuju
da prisustvo socijalne novine dovodi do hiperaktivnosti rano adolescentnih socijalno izolovanih
pacova u odnosu na njihove grupno gajene vr$njake, podsticuéi ulaske u odeljke sa poznatom
Zivotinjom.

Slika 4.9C sumira rezultate vremena provedenog u razli¢itim odeljcima Trokomornog aparata.
Vreme provedeno u N2 odeljku u odnosu na centar (C) je znacajno vise Kod svih grupa zivotinja (0
<T<2;2,028<7<2,201; 0,028<%p<0,043, Wilcoxon test), osim kod rano adolescentnih grupno gajenih
zivotinja (T=2, Z=1,782, p=0,075). Takode, vreme provedeno u N2 odeljku je u odnosu na vreme
provedeno u N1 odeljku je bilo manje jedino kod rano adolescentnih socijalno izolovanih pacova,
nakon jedne nedelje gajenja u uslovima izolacije, kada dostizu punu ranu fazu adolescencije (Slika
4.9C; T=2, Z=2,028, #p:0,043), Sto ukazujuéi na prisustvo socijalne orijentacije ka prostoru sa
poznatom jedinkom kod ove eksperimentalne grupe. Vreme provedeno u odeljcima N1, N2 i C tokom
maturacije se nije razlikovalo kod grupno gajenih i socijalno izolovanih Zivotinja, dok je drustveno
okruzenje tokom maturacije imalo efekata na vreme provedeno u N1 odeljku kod rano adolescentnih
zivotinja, budu¢i da su rano adolescentne izolovane zivotinje viSe vremena provodile u odeljku sa
poznatom (N1) jedinkom u poredenju sa grupno gajenim kontrolama (Slika 4.9C; “p=0,032). Osim
toga, zivotinje izolovane tokom rane i srednje adolescencije su manje vremena provodile u
centralnom odeljku u poredenju sa grupno gajenim kontrolama (Slika 4.9C; “p=038).

Detaljan prikaz testova koriS¢enih u statistickoj analizi podataka i dobijenih parametara,
ukljucujuéi p vrednosti, su predstavljeni u Tabeli 2.

Ovi rezultati ukazuju da faktori maturacija i drustveno okruzenje ne uticu na preferiranje
prostora sa socijalnom novinom. Zivotinje izolovane u ranom adolescentnom dobu u odnosu na
grupno gajene jedinke iste starosti pokazuju poveéanu zainteresovanost za prostor u kome se nalazi
poznata jedinka (u vidu povecanog broja ulaza u odeljak), kao i pove¢anu konzumatornu preferencu
ka poznatom socijalnom prostoru.
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Slika 4.9 Preferenca novog socijalnog prostora kod peripubertetskih muzZjaka pacova gajenih u grupi
ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja
adolescencija). Testovi su radeni na rano adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim Zivotinjama
(P43). Podaci su predstavljeni u vidu srednje vrednosti = SD, sa individualnim vrednostima u okviru grupe
unutar grafickog stuba. (A) Broj ulaza u odeljak sa poznatom jedinkom (N1), novom jedinkom (N2) i ukupan
broj ulaza (U). (B) Diskriminacioni indeks baziran na broju ulaza u odeljke (Dly) — odrazava aspekt ,,zelje”
preference odeljka sa socijalnom novinom (N2 odeljak). (C) Vreme provedeno u N1, N2 i centralnom odeljku
— odrazava aspekt ,,svidanja” preference za odeljkom sa socijalnom novinom (N2 odeljak) u odnosu na druga
dva odeljka; ®p< 0,05 (vreme provedeno u N2 odeljku u odnosu na vreme provedeno u C odeljku); #p< 0,05
(vreme provedeno u N2 odeljku u odnosu na vreme provedeno u N1 odeljku); *p < 0,05 (SI u odnosu na GG
uokviru istog maturacionog perioda). GG — kontrolne Zivotinje gajene po tri u kavezu; Sl — socijalno
izolovane zivotinje. Preuzeto i modifikovano od Potrebi¢ i sar., 2022a.

4.5.2. Broj direktnih prilaza i vreme provedeno u direktnom kontaktu sa novom u odnosu na staru
jedinku (preferenca za socijalnom novinom)

Slika 4.10A prikazuje sumirane rezultate broja direktnih prilaza poznatoj (N1) u odnosu na
nepoznatu (N2) zivotinju, kao 1 ukupan broj prilaza (U), dok slika 4.10B predstavlja relativnu
preferencu za N2, baziranu na broju prilaza - Dlyp (broj prilaza N2/broj prilaza N2+N1). Dvofaktorska
ANOVA nije pokazala znacajan efekat maturacije, drustvenog okruzenja, kao i interakcije ova dva
faktora u svim analiziranim parametrima. Preferenca socijalne novine bazirana na diskriminacionom
indeksu broja prilaza primecena je jedino kod srednje adolescentnih gajenih zivotinja, kod kojih je
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ovaj parametar pokazao vrednost iznad nivoa slucajnosti (0,5) (Slika 4.10B; t-test za jedan uzorak,
p=0,048, t=2,590, df=5). Slika 4.10C prikazuje vreme provedeno u istrazivanju poznate (N1) i
nepoznate (N2) zivotinje, kao i ukupno vreme istrazivanja (U), dok slika 4.10D predstavlja relativne
preference za N2, zasnovane na vremenu istrazivanja (DIvi). Dvofaktorska ANOVA analiza je
ukazala na znacajan efekat drustvenog okruzenja na vreme provedeno u istrazivanju N1 zivotinje
(Slika 4.10C; F(1,11)=9,59, p=0,011), dok je post hoc analiza ukazala da samo jedinke izolovane tokom
rane faze adolescencije provode viSe vremena u istrazivanju N1 jedinke u poredenju sa svojim grupno
gajenim vr$njacima (Slika 4.10C; "p=0,017, Tukey test). Dvofaktorska ANOVA je pokazala da
faktori maturacija, druStveno okruzenje, kao i njihova interakcija ne uti¢u znacajno na interesovanje
za N2 jedinku, ukupno vreme istrazivanja, kao i vrednosti Dli. Preferenca socijalne novine bazirana
na DIvi (vreme istrazivanja N2/vreme istrazivanja N2+N1) je detektovana kod srednje dolescentnih
grupno gajenih zivotinja (Slika 4.10D; p=0,014, t=3,693, df=5), ali ne i kod njihovih vr$njaka koji su
dve nedelje ziveli u uslovima izolacije, tokom rane i srednje adolescencije. Detaljan prikaz testova
koris¢enih u statistickoj analizi podataka i dobijenih parametara, ukljucujué¢i p vrednosti, su
predstavljeni u Tabeli 2.

Ovi rezultati ukazuju da se kod grupno gajenih adolescentnih pacova preferenca socijalne
novine javlja sa sazrevanjem, tokom srednje adolescencije i to i kroz apetitivne i konzumatorne
aspekte socijalne motivacije. Sa druge strane socijalna izolacija naruSava preferencu za socijalnom
novinom kod srednje adolescentnih socijalno izolovanih (koji su dve nedelje, tj. fazu rane i srednje
adolescencije, ziveli u uslovima izolacije), dok kod rano adolescentnih socijalno izolovanih pacova
uprkos ve¢ pomenutom postojanju preference za poznatim socijalnim prostorom (rezultat prikazan u
okviru 4.5.1.) ne dovodi do preference ni poznate ni nove Zivotinje (tj. promoviSe pamcenje
socijalnog prostora u kome se nalazi poznata Zivotinja, ali ne i paméenje same zivotinje kao takve).
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Slika 4.10 Preferenca socijalne novine kod peripubertetskih muzZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji
tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija).
Testovi su radeni na rano adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim Zivotinjama (P43). Podaci su
predstavljeni u vidu srednje vrednosti + SD, sa individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog
stuba. (A) Broj prilaza poznatoj jedinci (N1), novoj jedinci (N2) i ukupan broj prilaza (U). (B)
Diskriminacioni indeks baziran na broju prilaza (Dly) — odrazava aspekt ,,zelje” preference za N2 u odnosu
na N1, odnosno preferencu socijalne novine. (C) Vreme provedeno u istrazivanju N1, N2 i ukupno vreme
istrazivanja. (D) Diskriminacioni indeks baziran na vremenu istraZivanja (DI.i) — odrazava aspekt ,,svidanja”
preference za N2 u odnosu na N1, odnosno preferencu socijalne novine. AC — znacajno iznad nivoa
slucajnosti (0,5); *p<0,05 (SI u odnosu na GG pacove uokviru istog maturacionog perioda). GG — kontrolne
zivotinje gajene po tri u kavezu; S| — socijalno izolovane Zivotinje. Preuzeto i modifikovano od Potrebi¢ i
sar., 2022a.

64



4.6. Ponasanje peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u
periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije u socijalnom
olfaktornom testu - faza preference socijalnog mirisa

Slika 4.11A prikazuje rezultate broja prilaza perforiranoj kutijici sa trodnevnom Suskom
(socijalni miris 1, M1), praznoj kutijici bez mirisa (BM), kao i ukupnog broja prilaza (U).
Dvofaktorska ANOVA je ukazala na postojanje znacCajnog efekta faktora maturacija na broj prilaza
M1 (F(1,14=6,723, p=0,021), dok je post hoc analiza ukazala na znacajno smanjenje broja prilaza M1
kod socijalno izolovanih (ali ne i kod grupno gajenih) pacova tokom maturacije (Slika 4.11A;
&p=0,032, Tukey test). Takode, pokazalo se da je maturacija znacajan faktor i za ukupan broj prilaza
(F,14=4,718, p=0,048). Na Slici 4.11B prikazane su relativne preference za M1 zasnovane na broju
prilaza kutijicama. Preferenca za M1 kutijicu (DI iznad nivoa slucajnosti, 0,5; broj prilaza M1/broj
prilaza M1+BM) postojala je i kod rano (Slika 4.11B; p=0,005, t=3,979, df=7) i srednje adolescentnih
socijalno izolovanih zivotinja (p=0,029, t=2,751, df=7). Prefernca za M1 kutijicu je bila znacajno
povecana kod rano adolescentnih socijalno izolovanih zivotinja u odnosu na njihove grupno gajene
vrinjake (Slika 4.11B; “p=0,046, U-test), dok razlike kod srednje adolescentnih Zivotinja nisu
primecene. Wilcoxon test nije pokazao znafajne promene u ovim parametrima kroz maturaciju u
okviru odredenih uslova gajenja.

Na Slici 4.11C prikazano je vreme provedeno u istrazivanju kutijice sa socijalnim mirisom

(M1), kutijice bez mirisa (BM), kao i ukupno vreme istrazivanja (U). Dvofaktorska ANOVA je
ukazala na postojanje znacajnog efekta faktora maturacije (F(1,14=10,860, p=0,005) kao i interakcije
faktora maturacija x drustveno okruzenje (F(1,14=5,913, p=0,029) na vreme provedeno u istrazivanju
M1, a post hoc analiza je ukazala na povecanje ovog parametra kod rano adolescentnih socijalno
izolovanih pacova u odnosu na grupno gajene vrsnjake (Slika 4.11C; “p=0,049, Tukey test), kao i
znaajno smanjenje u ovom parametru kod socijalno izolovanih pacova tokom maturacije (Slika
4.11C; ¥p=0,006).
Znacajan efekat faktora maturacija na vreme provedeno u istraZivanju kutijice bez mirisa, kao i na
ukupno vreme istrazivanja (U) je takode utvrden (Slika 4.11C; F(1,14=10,971, p=0,005, F(1,14=15,381,
p=0,002), sa smanjenjem ukupnog vremena istrazivanja kod socijalno izolovanih Zivotinja (Slika
4.11C; ¥p=0,005). Slika 4.11D ukazuje da, na osnovu vremena posvecenog istrazivanju M1 i BM,
pacovi svih grupa pokazuju preferecu ka kutijici sa socijalnim mirisom (t-test za jedan uzorak:
0,040<p<0,001; 9,968<t<2,522; df=7). Preferenca je bila visa kod rano adolescentnih socijalno
izolovanih Zivotinja u odnosu na njihove grupno gajene vrinjake (Slika 4.11D; “p=0,016, U-test) i
blago, ali znacajno je opadala tokom maturacije kod socijalno izolovanih Zivotinja (Slika 4.11D;
4p=0,036, Wilcoxon test). Detaljan prikaz testova kori¢enih u statistickoj analizi podataka i
dobijenih parametara, ukljucujuci p vrednosti, su predstavljeni u Tabeli 2.

Ovi rezultati ukazuju da je konzumatorni aspekt preference socijalnog mirisa prisutan kod
pacova tokom maturacije bez obzira na uslove u kojima su gajeni, dok je apetitivni aspekat prisutan
jedino kod socijalno izolovanih pacova bez obzira na njihov uzrast. Oba aspekta preference socijalnog
mirisa su bila ve¢a kod rano adolescentnih socijalno izolovanih pacova u odnosu na njihove grupno
gajene vrSnjake. Takode, kod socijalno izolovanih pacova je primeceno opSte smanjenje
zainteresovanosti za socijalne mirise tokom adolescentnog sazrevanja, §to je doprinelo smanjenju
konzumatornog aspekta preference kod srednje adolescentnih u odnosu na rano adolescentne pacove.
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Slika 4.11 Ponasanje peripubertetskih muZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-
P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija) — faza preference
socijalnog mirisa u socijalnom olfaktornom testu. Testovi su radeni na rano adolescentnim (P36) i
srednje adolescentnim Zivotinjama (P43). Podaci su predstavljeni u vidu srednje vrednosti £ SD, sa
individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog stuba. (A) Broj prilaza kutijici sa novim
socijalnim mirisom (M1), kutijici bez mirisa (BM), kao i ukupan broj prilaza (U). (B) Relativna preferenca
za M1 bazirana na broju prilaza kutijicama. (C) Vreme provedeno u istrazivanju M1 kutijice, kao i kutijice
bez mirisa (BM), kao i ukupno vreme istrazivanja (U). (D) Relativna preferenca za M1 bazirana na vremenu
istrazivanja (D). AC — znaCajno iznad nivoa slu€ajnosti (0,5); ¥p<0,05 (rana u odnosu na kasnu
adolescenciju u okviru istih uslova gajenja); "p<0,05 (SI u odnosu na GG u okviru istog perioda maturacije).
GG — kontrolne zivotinje gajene po tri u kavezu; SI — socijalno izolovane Zivotinje. Preuzeto i modifikovano
od Potrebi¢ i sar., 2022a.

66



4.7. Ponasanje peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u
periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije u socijalnom
olfaktornom testu - faza preference novog socijalnog mirisa

Na slici 4.12A prikazani su rezultati broja prilaza kutijici sa poznatim socijalnim mirisom
(M1), kutijici sa novim socijalnim mirisom (M2), kao i ukupan broj prilaza (U), dok je na slici 4.12B
prikazana relativna preferenca za M2 zasnovana na broju prilaza kutijicama sa mirisom. Dvofaktorska
ANOVA analiza je ukazala da maturacija i drustveno okruzenje, kao i njinova interakcija, nisu uticali
na broj prilaza kutijicama sa poznatim i nepoznatim socijalnim mirisom. Diskriminacioni indeks
zasnovan na broju prilaza (broj prilaza M2/broj prilaza M2+M1) je bio iznad nivoa sluéajnosti (0,5)
jedino kod rano adolescentnih grupno gajenih zivotinja (Slika 4.12B; t-test za jedan uzorak: p=0,016,
t=3,146, df=7).

Slika 4.12C prikazuje vreme provedeno u istrazivanju kutijice sa poznatim socijalnim
mirisom (M1), kutijice sa novim socijalnim mirisom (M2), kao i ukupnim vremenom istrazivanja
(U), dok slika 4.12D prikazuje relativnu preferencu za M2 zasnovanu na vremenu njenog istrazivanja
kutijica sa mirisom. Nije primec¢en efekat faktora maturacije i drustvenog okruzenja, kao i njihove
interakcije na vreme istraZivanja ali se faktor maturacija pokazao kao znacajan kada je u pitanju DI
(F@,14=5,497, p=0,034), ¢ija je vrednost bila iznad nivoa slucajnosti (0,5) samo kod rano
adolescentnih Zivotinja bez obzira na uslove gajenja (Slika 4.12D; za grupno gajene jedinke p=0,003,
t=4,346, df=7; za socijalno izolovane jedinke p=0,025, t=2,824, df=7; t-test za jedan uzorak). Detaljan
prikaz testova koriS¢enih u statistickoj analizi podataka i dobijenih parametara, ukljucujuéi p
vrednosti, su predstavljeni u Tabeli 2.

Ovi rezultati ukazuju da se apetitivni i konzumatorni aspekt preference novog socijalnog
mirisa kod grupno gajenih pacova javljaju jedino kod rano adolescentnih zivotinja. Konzumatorni
aspekt preference novog socijalnog mirisa kod rano adolescentnih zivotinja nije osetljiv na uslove
gajenja (tj. postoji i kod grupno gajenih i kod socijalno izolovanih jedinki), dok je apetitivni aspekt
ove preference osetljiv na uslove gajenja i narusen je kod rano adolescentnih socijalno izolovanih
jedinki.
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Slika 4.12 Ponasanje peripubertetskih muZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-
P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija) — faza preference novog
socijalnog mirisa u socijalnom olfaktornom testu. Testovi su radeni na rano adolescentnim (P36) i
srednje adolescentnim Zivotinjama (P43). Podaci su predstavljeni u vidu srednje vrednosti £ SD, sa
individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog stuba. (A) Broj prilaza kutijici sa poznatim
socijalnim mirisom (M1), kutijici sa novim socijalnim mirisom (M2), kao i ukupan broj prilaza (U). (B)
Relativna preferenca za M2 bazirana na broju prilaza kutijicama. (C) Vreme provedeno u istrazivanju M1
kutijice, M2 kutijice, kao i ukupno vreme istrazivanja (U). (D) Relativna preferenca za M2 bazirana na
vremenu istrazivanja (DIyi). AC — znac¢ajno iznad nivoa slucajnosti (0,5). GG — kontrolne Zivotinje gajene po
tri u kavezu; Sl — socijalno izolovane zivotinje. Preuzeto i modifikovano od Potrebi¢ i sar., 2022a.
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4.8. Broj parvalbumim (PV) imunoreaktivnih neurona u dorzalnom hipokampusu peripubertetskih
muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, 1 dve
nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Reprezentativna mikrografija dorzalnog hipokampusa kontrolnih (grupno gajenih)
peripubertetskih pacova, sa oznaenim subregionima (CA1l, CA2, CA3 i dentatni girus (DG))
predstavljena je na slici 4.13A. Mikrografija je dobijena preklapanjem signala nakon
imunohistohemijskog obelezavanja gde zeleni signal predstavlja obelezene PV neurone, crveni signal
predstavlja obelezen region CA2, dok plavi signal predstavlja obojena jedra neurona (pojedinacni
prikaz signala dat je u vidu manjih mikrografija, slika 4.13A). Na vecem uvelicanju prikazane su
reprezentativne mikrografije CA2/CA3 subregiona hipokampusa (Slika 4.13B), kao i dentatnog
girusa (Slika 4.14A) rano i srednje adolescentnih grupno gajenih i socijalno izolovanih pacova. Broj
PV obelezenih neurona se nije razlikovao ni u jednom subregionu dorzalnog hipokampusa socijalno
izolovanih i grupno gajenih zivotinja, istog perioda adolescencije (Slika 4.13C-E). Nasuprot tome,
statisticka analiza je ukazala da se tokom maturacije povecava broj PV obeleZenih neurona, ali samo
u CA3 subregionu (Slika 4.13C-E), kako u hipokampusu socijalno izolovanih tako i grupno gajenih
pacova (Slika 4.13E; GG zivotinje *p=0,043, SI zivotinje *p=0,021, U-test). Broj PV obelezenih
neurona u DG je bio znac¢ajno manji kod rano adolescentnih socijalno izolovanih pacova u odnosu na
njihove grupno gajene vrSnjake (Slika 4.14B; *p=0,043), medutim ova razlika nije uocena kod
srednje adolescentnih jedinki. Detaljan prikaz testova koris¢enih u statistiCkoj analizi podataka i
dobijenih parametara, ukljucujuéi p vrednosti, su predstavljeni u Tabeli 2.
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Slika 4.13 Parvalbumin (PV) imunoreaktivni neuroni u dorzalnom hipokampusu (CAl, CA2 i CA3
subregion) peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana
adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija). Analize su radene na rano
adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim Zivotinjama (P43). (A) Reprezentativna mikrografija PV
obelezenih neurona hipokampusa peripubertetskih pacova kontrolne grupe. (B) Reprezentativna slika
CAZ2/CA3 subregiona GG i Sl pacova u ranoj i srednjoj adolescenciji nakon bojenja PV (zeleno) i jedars
(Hoechst, plavo). (C-E) Broj PV obelezenih neurona unutar CA1/CA2 i CA3 subregiona. Dorzalni
hipokampus je analiziran po atlasu adultnog pacovskog mozga (-2,9 do -3,6 mm od bregme, (Paxinos and
Watson, 2005)). Bar — 100 um. “p<0,05 (rana u odnosu na kasnu adolescenciju u okviru istih uslova gajenja).
GG - kontrolne zivotinje gajene po tri u kavezu; Sl — socijalno izolovane Zivotinje. Preuzeto i modifikovano
od Potrebi¢ i sar., 2022a.
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Slika 4.14 Parvalbumin (PV) imunoreaktivni neuroni u dentatnom girusu peripubertetskih muzjaka
pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43,
rana i srednja adolescencija). Analize su radene na rano adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim
Zivotinjama (P43). (A) Reprezentativna mikrografija dentatnog girusa (DG) Sl i GG pacova u ranoj i srednjoj
adolescenciji nakon bojenja PV (zeleno) i jedara (Hoechst, plavo). (B) Broj PV obelezenih neurona unutar
DG. Bar — 100 pm. “p<0,05 (SI u odnosu na GG pacove uokviru istog maturacionog perioda). GG — kontrolne
zivotinje gajene po tri u kavezu; S| — socijalno izolovane Zivotinje. Preuzeto i modifikovano od Potrebi¢ i
sar., 2022a.

Tabela 2. Sumirani prikaz analiziranih parametara, testova koriS¢enih u statistickoj analizi, dobijenih
p vrednosti i broja koris¢enih Zivotinja (n) za rezultate prikazane u okviru podnaslova 4.4.-4.8.
Analizirani su parametri kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom
jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija). GG -
grupno gajene zivotinje po tri u kavezu; Sl - socijalno izolovane Zivotinje.

Trokomorni test: socijalna orijentacija peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne
nedelje, u periodu rane adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Faktor: Maturacija pod odgovaraju¢im drustvenim I3t T s AT

n=7 okruzenjem
(Zivotinja po grupi) rana vs. srednja adolescencija e vs. =l
o Mann Whitney U-test
Wilcoxon test
Slika 4.7A t Z p U z p
GG 9,5 0,210 0,834 rana 15 1,214 0,225
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Broj ulaza u socijalni
odeljak (sa novom
jedinkom; N1)
Broj ulaza u
nesocijalni odeljak
(sa objektom; O)

Ukupan broj ulaza u
odeljke (N1+0O)

Slika 4.7B
Preferenca

bazirana na broju
ulaza u odeljke (Dlbo)

Sl 7,5 0,629 0,529
GG 8,5 0,419 0,675
Sl 8 1,014 0,310
GG 10 0,105 0,917
Sl 10,5 0,592 0,554
dvofaktorska ANOVA

drustveno okruzenje
maturacija

F12 =5,852, p = 0,032
F.12 = 0,001, p = 0,982

maturacija x okruzenje Fq,12)= 1,836, p = 0,200

Slika 4.7C

Vreme provedeno u socijalnom
odeljku (N1) vs. vreme
provedeno u centru (C)

(t test za nezavisne uzorke)

Vreme provedeno u socijalnom
odeljku (N1) vs. vreme
provedeno u odeljku sa

objektom (O)
(t test za zavisne uzorke)

rana adolescencija

t df p
GG 6,232 6 < 0,001
Sl 7,359 6 <0,001
t df p
GG 0,194 6 0,852
Sl 2,455 6 0,049
dvofaktorska ANOVA

Vreme provedeno u
socijalnom odeljku
(N1)

Vreme provedeno u
centru (C)

Vreme provedeno u
odeljku sa objektom

©)

drustveno okruzenje
maturacija

maturacija x okruzenje

drustveno okruzenje
maturacija

maturacija x okruzenje

drustveno okruzenje
maturacija

F.12=1,705, p = 0,216
Fa.12 = 1,888, p = 0,195
Fa.12 = 0,432, p =0,524

F@12 =0,851, p = 0,375
F(.12= 0,559, p = 0,469
F.12) = 0,066, p = 0,801

F.12=2,385, p = 0,148
Fa.12 = 1,538, p = 0,239

maturacija x okruzenje Fq,12= 0,608, p = 0,451

srednja 18,5 0,767 0,443
rana 14,5 -1,278 0,201
srednja 20 0,575 0,565
rana 21 0,447 0,655
srednja 20,5 0,511 0,609
Tukey (HSD)
GG rana vs. GG srednja p=0,784
Sl rana vs. Sl srednja p = 0,766
GG rana vs. Sl rana p=0,112
GG srednja vs. Sl srednja p=0,788
srednja adolescencija
t df p
GG 5,927 6 <0,001
Sl 6,922 6 <0,001
t df p
GG 1,835 6 0,116
Sl 2,864 6 0,029

Post hoc test

bez znacajnosti izmedu grupa

bez znacajnosti izmedu grupa

bez znacajnosti izmedu grupa

Trokomorni test: socijabilnost peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane
adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

dvofaktorska ANOVA

Slika 4.8A

Broj prilaza novoj
jedinci 1 (N1)

Broj prilaza objektu

©)

Ukupan broj prilaza
(N1+0)

Slika 4.8B

Preferenca
bazirana na broju
prilaza (Dlp)

Slika 4.8C

drustveno okruzenje
maturacija

Fai12=1,498, p = 0,244
Fa12 = 1,831, p = 0,201

maturacija x okruzenje F(1,12)=0,011, p =0,919

Tukey (HSD)

bez znacajnosti izmedu grupa

drustveno okruzenje
maturacija

F.12 = 4,280, p = 0,061
F@12=7,107, p =0,021

maturacija x okruzenje F(,12)=5,832, p =0,033

drustveno okruzenje
maturacija

F.12= 0,570, p = 0,465
F@a.12) =10,600, p = 0,007

maturacija x okruzenje F(,12) = 3,705, p =0,078

Faktor: Maturacija pod odgovaraju¢im drustvenim
okruzenjem
rana vs. srednja adolescencija
Wilcoxon test

N T z P
GG 7 8 1014 0310
SI 7 14 0 1,000

Faktor: Maturacija
rana vs. srednja adolescencija
Wilcoxon test
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GG rana vs. GG srednja p=0,017
Sl rana vs. Sl srednja p =0,998
GG rana vs. Sl rana p = 0,068
GG srednja vs. Sl srednja p =0,999
GG rana vs. GG srednja p = 0,015
Sl rana vs. Sl srednja p=0,784
GG rana vs. Sl rana p = 0,301
GG srednja vs. Sl srednja p = 0,864

Faktor: druStveno okruzenje
GG vs. Sl
Mann Whitney U-test

U Z p
rana 7 2,236 0,025
srednja 15 1,214 0,225
Faktor: drustveno okruzenje
GG vs. SI

Mann Whitney U-test



Vreme provedeno u
istrazivanju nove
jedinke 1 (N1)

Vreme provedeno u
istrazivanju objekta

©)

Ukupno vreme
istrazivanja
(N1+0)

Slika 4.8D
Preferenca bazirana

na vremenu
istrazivanja (Dlvi)

N T z p

GG 7 2 2,028 0,043

SI 7 5 1,153 0,249
dvofaktorska ANOVA

drustveno okruzenje Fa.12 = 3,023, p = 0,108
maturacija F.12 = 18,494, p = 0,001
maturacija X okruzenje F12) = 16,008, p = 0,002

drustveno okruzenje F.12 = 0,398, p = 0,540
maturacija F.12 = 16,014, p = 0,002
maturacija X okruzenje F,12) = 1,238, p = 0,288

dvofaktorska ANOVA
drustveno okruzenje  Faai2) = 11,759, p = 0,005

maturacija F.12 = 0,437, p = 0,521
maturacija X okruzenje F,12) = 1,959, p = 0,187

U z p

rana 17 0,958 0,338
srednja 9,5 1,917 0,055
Tukey (HSD)
GG rana vs. GG srednja p = 0,001
Sl rana vs. Sl srednja p =0,997
GG rana vs. Sl rana p =0,107
GG srednja vs. Sl srednja p = 1,000
GG rana vs. GG srednja p = 0,016
Sl rana vs. Sl srednja p = 0,226
GG rana vs. Sl rana p = 0,999
GG srednja vs. Sl srednja p=0,737
Tukey (HSD)
GG rana vs. GG srednja p=0,491
Sl rana vs. Sl srednja p = 0,952
GG rana vs. Sl rana p =0,023
GG srednja vs. Sl srednja p = 0,503

Preferenca novog socijalnog prostora kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u
periodu rane adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Slika 4.9A

Broj ulaza u odeljak
sa poznatom
jedinkom (N1)

Broj ulaza u odeljak
sa novom jedinkom
(N2)

Ukupan broj ulaza u
oba odeljka
(N1+N2)

Slika 4.9B

Preferenca bazirana
na broju ulaza u
odeljke (Dlbo)

Slika 4.9C
Wilcoxon test

\/reme provedeno u
N2 odeljku vs.
vreme provedeno u
centru

\/reme provedeno u
N2 odeljku vs.
vreme provedeno u
N1 odeljku

\/reme provedeno u
odeljku sa
poznatom jedinkom
(N1)

Vreme provedeno u
centru (C)

dvofaktorska ANOVA

drustveno okruzenje  F11) = 14,442, p = 0,003
maturacija F.11=0,804, p = 0,389
maturacija X okruzenje F (1,11)= 3,360, p = 0,094

drustveno okruzenje Fa11 =0,179, p = 0,680
maturacija F.11 = 0,460, p = 0,512
maturacija X okruzenje F (111)=0,827,p =0,383

drustveno okruzenje Fa11 =5,788, p = 0,035
maturacija F.11) = 0,696, p = 0,422
maturacija X okruzenje F 1,11)= 2,199, p = 0,166

dvofaktorska ANOVA

drustveno okruzenje  F(,11)= 1,105, p = 0,316
maturacija F.12) = 0,000, p = 0,996
maturacija X okruzenje F (111y= 1,011, p = 0,336

rana adolescencija

N T z p N T z p
GG 6 2 1,782 0,075 6 0 2,201 0,028
Sl 7 2 0,028 0,043 7 1 2,197 0,028
GG 6 2 1,782 0,075 6 3 1,572 0,116
Sl 7 2 0,028 0,043 7 10,5 0,592 0,554
Faktor: rana adolescencija srednja adolescencija
drustveno okruZenje
GG vs. SI v z P v z P
Mann Whitney U-test 6 -2,143 0,032 19 -0,286 0,775
rana vs. srednja adolescencija
Faktor:
Maturacija N t z P
Wilcoxon test GG 6 8 0,524 0,600
Sl 7 9 0,485 0,398
Faktor: rana adolescencija srednja adolescencija
drustveno okruzenje
GG vs. SI v z P v z P
Mann Whitney U-test 9,5 -1,643 0,100 6,5 2,071 0,038
Faktor: rana vs. srednja adolescencija
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Tukey (HSD)
GG rana vs. GG srednja p=0,918
Sl rana vs. Sl srednja p=0,243
GG rana vs. Sl rana p = 0,001
GG srednja vs. Sl srednja p = 0,998

bez znacajnosti izmedu grupa

GG rana vs. GG srednja p =0,970
Sl rana vs. Sl srednja p = 0,366
GG rana vs. Sl rana p =0,014
GG srednja vs. Sl srednja p = 0,953

Post hoc test
bez znacajnosti izmedu grupa

srednja adolescencija



Maturacija N t YA p
Wilcoxon test GG 6 6

0,943 0,345
Sl 7 6 1,352 0,176
Faktor: rana adolescencija srednja adolescencija
drustveegovgkg:zenje U 7 b U 7 0
Vre”;%glfj‘l’(‘fg:“" Y Mann Whitney U-test 1 1,429 0,153 20 0,143 0,886
socijalnom novinom rana vs. srednja adolescencija
(N2) Faktorg_ N t 7 P
Maturacija
Wilcoxon test GG 6 10 0,105 0,197
Sl 7 7 0,183 0,237

Preferenca socijalne novine kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane
adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Slika 4.10A dvofaktorska ANOVA Post hoc test
Broj prilaza drustveno okruzenje Fai = 4,476, p = 0,058
poznatoj jedinci maturacija Fai1 = 4,227, p = 0,064 bez znadajnosti izmedu grupa
(N1) maturacija X okruzenje Fqa1)= 4,227, p = 0,064

Broj prilaza novoj
jedinci (N2)

Ukupan broj prilaza

drustveno okruzenje Faiy =1,959, p=0,189
maturacija F.11 = 0,075, p = 0,789
maturacija x okruzenje F11=0,165, p =0,692

drustveno okruzenje F(.11 = 0,168, p = 0,690

bez znacajnosti izmedu grupa

(N1+N2) maturacija F.11) = 3,866, p = 0,075 bez znadajnosti izmedu grupa
maturacija X okruzenje F11)= 4,320, p=0,062
Slika 4.10B dvofaktorska ANOVA Post hoc test

Preferenca bazirana
na broju prilaza

drustveno okruzenje
maturacija

F.11 = 3,254, p = 0,099
F.11 = 0,967, p = 0,347

bez znacajnosti izmedu grupa

(Dlop) maturacija X okruzenje F111)=0,212, p = 0,654
Slika 4.10C dvofaktorska ANOVA Tukey (HSD)
5 o GG rana vs. GG srednja p = 0,998
Vreme provedeno u a’rustven_(_) okruzenje Fai = 9,590, p = 0,010 Sl rana vs. Sl srednja p = 0,241
istrazivanju N1 maturacija Fauy =1,526,p = 0,242 GG ran Sl ran =0,017
) maturacija X okruzenje Fqi1y=2,250, p = 0,162 & _a vs. strana : p=9,
GG srednja vs. Sl srednja p = 0,946

\/reme provedeno u
istrazivanju N2

\/reme provedeno u

drustveno okruzenje Faa11 = 0,018, p = 0,897
maturacija F@.11 = 0,006, p = 0,939
maturacija X okruzenje Fq,11)= 0,026, p = 0,875

drustveno okruzenje Fai = 2,056, p=0,179

bez znacajnosti izmedu grupa

istrazivanju maturacija Fa.11 =0,673, p = 0,429 bez znacajnosti izmedu grupa
(N1+N2) maturacija X okruzenje Fai1)= 1,433, p =0,256
Slika 4.10D dvofaktorska ANOVA Post hoc test
Preferenca bazirana = drustveno okruzenje Fai1 = 4,695, p = 0,053
na vremenu maturacija F(.11) = 0,665, p = 0,432 bez znacajnosti izmedu grupa

istrazivanja (Dlvi)

maturacija X okruzenje Fq,11)=0,251, p = 0,626

Preferenca socijalnog mirisa kod peripubertetskih muZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu
rane adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Slika 4.11A dvofaktorska ANOVA Tukey (HSD)

- I B o GG rana vs. GG srednja p =0,954
Broj prlla_z_a kytleCI drustven_o_ okruzenje  Faa1)=0,041, p=0,843 SI rana vs. SI srednja p =0,032
sa socijalnim maturacija Fa1 =6,723, p = 0,021 GG Y - 0.763

mirisom (M1) maturacija X okruZenje Fq,i1)= 3,478, p = 0,083 ranavs. strana p=9
GG srednja vs. Sl srednja p =0,898

Faktor:
maturacija pod odgovarajué¢im drustvenim Faktor: drustveno okruzenje
okruzenjem GG vs. SI

rana vs. srednja adolescencija
Wilcoxon test

Mann Whitney U-test

N T Zz p U Z p
Broj prilaza kutijici GG 8 10 0,676 0,499 rana 22 -1,05 0,294
bez socijalnog .
mirisa (BM) sl 8 9,5 1,190 0,234 srednja 20 -1,26 0,208
dvofaktorska ANOVA Tukey (HSD)

Ukupan broj prilaza

drustveno okruzenje Fa14) = 0,623, p = 0,443
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GG rana vs. GG srednja p = 0,756



(M1+BM)

Slika 4.11B

Preferenca bazirana
na broju prilaza
(lep)

Slika 4.11C

Vreme provedeno u
istrazivanju kutijice
sa socijalnim
mirisom 1 (M1)

Vreme provedeno u
istrazivanju kutijice
bez socijalnog
mirisa (BM)

Ukupno vreme
istrazivanja
(M1+BM)

Slika 4.11D

Preferenca bazirana
na vremenu
istrazivanja (Dlvi)

Preferenca novog

Slika 4.12A
Broj prilaza kutijici
sa poznatim
socijalnim mirisom
(MI1)

Broj prilaza kutijici
sa novim socijalnim
mirisom (M2)

Ukupan broj prilaza
(M1+M2)

Slika 4.12B

Preferenca bazirana
na broju prilaza

(Dlbp)
Slika 4.12C

\/reme provedeno u
istrazivanju kutijice
sa poznatim
socijalnim mirisom
(M1)

maturacija

Fa,14 =4,718, p = 0,048

maturacija x okruzenje F,14)=0,590, p =0,455

Faktor:
maturacija pod odgovaraju¢im drustvenim
okruzenjem
rana vs. srednja adolescencija
Wilcoxon test

N T Z p

GG 8 12 0,840 0,401

Sl 8 10 0,676 0,499
dvofaktorska ANOVA

drustveno okruzenje
maturacija
maturacija X okruzenje

drustveno okruzenje
maturacija
maturacija X okruzenje

drustveno okruzenje
maturacija
maturacija X okruzenje

Fa,14) = 3,864, p = 0,070

F@,14) = 10,860, p = 0,005

F,14=5,913, p = 0,029

Fa14) = 1,391, p = 0,258

Fa@.14) = 10,971, p = 0,005

F,14y= 0,040, p = 0,844

F@.14) = 0,478, p = 0,402

F@.14) = 15,381, p = 0,002

F.14 = 3,488, p = 0,083

Faktor:
maturacija pod odgovarajuéim drustvenim
okruzenjem
rana vs. srednja adolescencija
Wilcoxon test

N T
GG 8 14
Sl 8 3

z p
0,560 0,575
2,100 0,036

Sl rana vs. Sl srednja p = 0,208
GG rana vs. Sl rana p = 1,000
GG srednja vs. Sl srednja p=0,719
Faktor:
drustveno okruzenje
GG vs. SI
Mann Whitney U-test
u z p
rana 13 1,995 0,046
srednja 30 0,210 0,834
Tukey (HSD)
GG rana vs. GG srednja p =0,927
Sl rana vs. Sl srednja p = 0,006
GG rana vs. Sl rana p = 0,049
GG srednja vs. Sl srednja p = 0,999
GG rana vs. GG srednja p = 0,106
Sl rana vs. Sl srednja p=0,171
GG rana vs. Sl rana p =0,769
GG srednja vs. Sl srednja p = 0,896
GG rana vs. GG srednja p = 0,490
Sl rana vs. Sl srednja p = 0,005
GG rana vs. Sl rana p = 0,301
GG srednja vs. Sl srednja p=0,928
Faktor:
drustveno okruzenje
GG vs. SI
Mann Whitney U-test
u z p
rana 9 2,415 0,016
srednja 27 0,525 0,600

socijalnog mirisa kod peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u
periodu rane adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije
dvofaktorska ANOVA

drustveno okruzenje
maturacija
maturacija X okruzenje

drustveno okruzenje
maturacija
maturacija X okruZenje

drustveno okruzenje

F114=2,168, p = 0,163
F.14) = 0,107, p = 0,748
F.14y= 4,834, p = 0,055

F@.14) = 0,305, p = 0,590
F(.14) = 0,888, p = 0,362
F(114=0,284, p = 0,603

F14)=2,028, p = 0,176

Post hoc test

bez znacajnosti izmedu grupa

bez znacajnosti izmedu grupa

maturacija Fa14 = 0,671, p = 0,426
maturacija X okruzenje Fq,14)=0,862, p = 0,369

dvofaktorska ANOVA
drustveno okruzenje F@,14) = 0,340, p = 0,569
maturacija F.140=0,134, p =0,720
maturacija X okruzenje F,14)=3,932, p = 0,067
dvofaktorska ANOVA

drustveno okruzenje Fa,14) = 1,036, p = 0,326
maturacija F(.14) = 0,048, p = 0,830
maturacija X okruzenje F@14)=2,194, p = 0,161

Faktor:
maturacija pod odgovarajuéim drustvenim
okruzenjem
rana vs. srednja adolescencija
Wilcoxon test

N t Zz p
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bez znacajnosti izmedu grupa
Post hoc test
bez znacajnosti izmedu grupa

Post hoc test

bez znacajnosti izmedu grupa

Faktor:
drustveno okruzenje
GG vs. SI
Mann Whitney U-test

U z



Vreme provedeno u

AL GG 8 55 1,750 0,080 rana 20,5 1,208 0,227
istrazivanju kutijice
sa novim socijalnim .
mirisom (M2) Sl 8 6 1,680 0,093 srednja 225 0,998 0,318
Ukupno vreme GG 8 11,5 0,910 0,363 rana 17,5 1,523 0,128
istrazivanja
(M1+M2) Sl 8 6 1,680 0,093 srednja 27 0,525 0,600
Slika 4.12D dvofaktorska ANOVA Post hoc test
. GG . GG srednj =0,186
Preferenca bazirana = drustveno okruzenje F@14) = 0,400, p = 0,537 S| ranavs Sre n ) P —
- _ _ rana vs. Sl srednja p =0,657
na vremenu maturacija Fa14 = 5,497, p = 0,034 —
istrazivanja (Dlv)  maturacija x okruzenje F14= 0,483, p = 0,499 GG rana vs. S| rana p=0.780
J v ! ¥ @14 ="0,463,p =0, GG srednja vs. Sl srednja p = 1,000

Broj parvalbumin (PV) imunoreaktivnih neurona u dorzalnom hipokampusu (CA1, CA2 i CA3 subregion) peripubertetskih
muZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i
srednje adolescencije

Faktor: Faktor:
maturacija pod odgovarajucim drustvenim drustveno o kr.’uzven "
okruzenjem GG vs. Sl 4

rana vs. srednja adolescencija

Mann Whitney U-test DD W !

Slika 4.13C N U z p U z p
PV neuroniuCA1 GG 4 8 0 1 rana 7 0,289 0,773
subregionu Sl 4 5 0,866 0,386 srednja 8 0 1
Slika 4.13D N U z p U z p
PV neuroni uCA2 GG 4 5 0,866 0,386 rana 4 -1,155 0,248
subregionu sI 4 7 0289 0773  srednja 6,5 -0,433 0,665
Slika 4.13E N U z p U z p
GG 4 1 2,021 0,043 rana 75 -0,144 0,885

PV neuroni u CA3
subregionu SI 4 0 2,309 0021  srednja 5 0,866 0,386

Broj parvalbumin (PV) imunoreaktivnih neurona u dentatnom girusu peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili
izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Slika 4.14B N U z p U z p
PV/ neuroni u DG GG 4 4,5 1,010 0,312 rana 1 2,021 0,043
subregionu Sl 4 4 -1,155 0,248 srednja 4 1,155 0,248
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4.9. Aktivacioni fenotip mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu peripubertetskih muzjaka pacova
gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu
rane i srednje adolescencije

Detaljna analiza aktivacionog fenotipa mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu radena je na
grupno gajenim i socijalno izolovanim zivotinjama nakon jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve
nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija) gajenja u definisanim uslovima. Tabelarni prikaz
parametara, statistickih komparacija i dobijenih p vrednosti dat je u Tabeli 3.

Fraktalna analiza je pokazala da faktori drustveno okruzenje i maturacija ne uti¢u znacajno
na analizirane parametre: ¢elijska povrSina, obim Celije, Celijska cirkularnost, fraktalna dimenzija,
lakunarnost, kao i opseg rasprostranjenja (Slika 4.15A-F). Jedina promena u parametrima fraktalne
analize mikroglijskih ¢elija se ogledala u statisticki znacajno manjoj gustini ¢elija dentatnog girusa
rano adolescentnih SI jedinki u odnosu na njihove GG vr$njake (Slika 4.15G, *p=0,030, U-test), dok
je vrednost ovog parametra kod srednje adolescentnih jedinki bila sli¢na izmedu SI i GG Zivotinja.

rana srednja .
adolescencija adolescencija = GG == SI

A
15000
£ .
= rana srednja rana srednja
g 10000 - E 1ol (Srecua dol ija dol "
;é F M
g D ﬁ
5 5000 1.6 g 20 "
= = 2 — T
2 g g
= 8 g 15
QO 2 1.4 =
= 2 .
2
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= 124 =
T 400+ = = % g 0.5
S & 5]
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E 200 &
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107 e 2 E 0e 3 o0
E N3
£ 084 inCa 0.2+ 0.05
£ S
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= 04
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=
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o
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Slika 4.15 Fraktalna analiza mikroglijskih ¢éelija u dentatnom girusu peripubertetskih muzjaka pacova
gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i
srednja adolescencija). Analize su radene na rano adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim
Zivotinjama (P43). (A) Celijska povrsina. (B) Obim ¢elije. (C) Celijska cirkularnost. (D) Fraktalna dimenzija.
(E) Lakunarnost. (F) Opseg rasprostranjenja. (G) Gustina. *p<0,05 (SI u odnosu na GG u okviru istog perioda
maturacije). Statisticka poredenja i tacne p vrednosti su date u Tabeli 3. GG — grupno gajene/kontrolne
Zivotinje gajene po tri u kavezu; Sl — socijalno izolovane zivotinje.

Skeletonizacija je pokazala odsustvo statisticki znaCajnih razlika u svim ispitivanim
parametrima, odnosno: ukupan broj mikroglijskih nastavaka (grana), prosecna i maksimalna duZina
grana, broj mesta grananja, veli¢ina mesta grananja, duzina grana izmedu dve tacke grananja, broj
zavrSetaka grana, kao i1 broj trostrukih i Cetvorostrukih grananja (Slika 4.16A-C) kod svih
eksperimentalnih grupa (GG vs. S, faktor drustveno okruzenje, kao i faktor maturacija).
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Slika 4.16 Skeletonizacija mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu peripubertetskih muzjaka pacova
gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i
srednja adolescencija). Analize su radene na rano adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim
Zivotinjama (P43). (A) Ukupan broj grana, broj mesta grananja, broj zavrsetaka. (B) Prose¢na duZina grane,
veli¢ina mesta grananja, broj trostrukih grananja. (C) Maksimalna duzina grane. duzina grane izmedu dve
tacke grananja. broj Cetvorostrukih grananja. Statisticka poredenja i tacne p vrednosti su date u Tabeli 3. GG
— grupno gajene/kontrolne zivotinje gajene po tri u kavezu; SI — socijalno izolovane zivotinje.

Tabela 3. Sumirani prikaz analiziranih parametara, testova koris¢enih u statisti¢koj analizi, dobijenih
p vrednosti 1 broja kori§¢enih Zivotinja (n) za rezultate prikazane u okviru podnaslova 4.9. Analizirani
su parametri kod peripubertetskih muZzjaka pacova gajenih u grupi ili izolovanih tokom jedne (P29-
P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija). GG - grupno gajene
zivotinje po tri u kavezu, Sl - socijalno izolovane Zivotinje

Aktivacioni fenotip mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili
izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije

Fraktalna analiza mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili

Slika 4.15 izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije
Faktor: Maturacija pod odgovaraju¢im o .
drustvenim okruzZenjem Faktor: drclalg\;esn%:)kruzenje
rana vs. srednja adolescencija L
Mann Whitney U-test Mann Whitney U-test
n=4 u VA p u z p

. rani GG vs. srednji GG 7 0,289 0,733 rana 7 0,144 0,885
Slika 4.15A . - ;

rani Sl vs. srednji SI 7 0,289 0,733 srednja 6 0,433 0,665

Slika 4.15B rani GG vs. srednji GG 7 0,289 0,733 rana 7 0,144 0,885
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rani Sl vs. srednji Sl 6 0,577 0,564 srednja 4 1,010 0,312
. rani GG vs. srednji GG 4 -1,155 0,248 rana 4 -1,010 0,312
Slika 4.15C - - -
rani Sl vs. srednji SI 4 -1,155 0,248 srednja 2 1,588 0,112
. rani GG vs. srednji GG 7 0,289 0,773 rana 6 0,433 0,665
Slika 4.15D - - -
rani Sl vs. srednji SI 8 0,000 1,000 srednja 8 0,000 1,000
. rani GG vs. srednji GG 5 0,866 0,386 rana 6 0,433 0,665
Slika 4.15E . - ;
rani S| vs. srednji Sl 2 1,732 0,083 srednja 3 1,299 0,194
. rani GG vs. srednji GG 2 1,732 0,083 rana 5 0,722 0,470
Slika 4.15F . - ;
rani S| vs. srednji Sl 6 -0,577 0,564 srednja 2 -1,588 0,112
. rani GG vs. srednji GG 4 1,155 0,248 rana 0 2,165 0,030
Slika 4.15G . - ;
rani S| vs. srednji SI 5 -0,866 0,386 srednja 4 -1,010 0,312
. Skeletonizacija mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili
Slika 4.16 . . . : o L . L : . -
izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije, i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije
Faktor: Mavturac?]a pod czdgpvara_]umm Faktor: drustveno okruZenje
drustvenim okruzenjem GG s S
rana vs. srednja adolescencija Mann Whitnev U-test
Mann Whitney U-test y
Slika 4.16A U z p U z p
Ukupan broj rani GG vs. srednji GG 6 0,577 0,564 rana 6 0,433 0,665
grana rani Sl vs. srednji SI 8 0,000 1,000 srednja 6 0,433 0,665
Prosetna rani GG vs. srednji GG 8 0,000 1,000 rana 6 0,433 0,665
duZina grane rani Sl vs. srednji Sl 7 0,289 0,773 srednja 6 0,433 0,665
Maksimalna rani GG vs. srednji GG 7 -0,289 0,773 rana 7 0,144 0,885
duZina grane rani Sl vs. srednji Sl 5 -0,866 0,386 srednja 6 0,433 0,665
Slika 4.16B u z p U z p
Broj mesta rani GG vs. srednji GG 6 0,577 0,564 rana 7 0,144 0,885
grananja rani Sl vs. srednji SI 8 0,000 1,000 srednja 6 0,433 0,665
Velié;'na rani GG vs. srednji GG~ 5 0,866 0,386 rana 5 0,722 0,470
mesta
grananja rani Sl vs. srednji SI 6 0,577 0,564 srednja 7 0,144 0,885
Duzina grane = rani GG vs. srednji GG 7 0,289 0,773 rana 6 0,433 0,665
izmedu dve
tacke grananja ] B ]
rani Sl vs. srednji SI 8 0,000 1,000 srednja 5 0,722 0,470
Slika 4.16C U Z p U z p
Broj rani GG vs. srednji GG 7 0,289 0,773 rana 7 0,144 0,885
zavrietaka rani Sl vs. srednji SI 8 0,000 1,000 srednja 6 0,433 0,665
Broj ] rani GG vs. srednji GG 5 0,866 0,386 rana 7 0,144 0,885
trostrukih - - -
grananja rani S vs. srednji Sl 8 0,000 1,000 srednja 6 0,433 0,665
Broj rani GG vs. srednji GG 6 0,577 0,564 rana 6 0,433 0,665
Cetvorostrukih
grananja rani Sl vs. srednji SI 7 -0,289 0,773 srednja 7 -0,144 0,885
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4.10. Aktivnost enzima antioksidativnog sistema u perifernim organima i eritrocitima, kao i
biohemijski parametri iz krvi i promene u telesnoj masi peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u
grupi ili izolaciji i dodatno izlaganih prekono¢nom gladovanju

4.10.1. Aktivnost enzima antioksidativnog sistema u perifernim organima i eritrocitima

Kako bi se ispitao uticaj socijalne izolacije na aktivnost enzima antioksidativnog sistema u
perifernim organima i eritrocitima izolovani su jetra, bubreg, srce i testisi, krv i eritrociti
peripubertetskih pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne nedelje, u periodu rane adolescencije,
i dve nedelje, u periodu rane i srednje adolescencije. Radi sticanja boljeg uvida u to kako socijalno
okruzenje uti¢e na kapacitet antioksidativnog sistema da odgovori na dodatni stres, deo
eksperimentalnih Zivotinja izlagan je stresoru prekono¢nog gladovanja.

Za analizu uticaja faktora drustveno okruzenje i prekonocno gladovanje na aktivnost enzima
antioksidativnog sistema u perifernim organima i eritrocitima peripubertetskih muzjaka pacova
koriS¢ene su jedinke koje su shodno uslovima gajenja pripadale jednoj od slede¢ih grupa: grupno
grajene jedinke koje su izlagane prekono¢nom gladovanju (GGg), grupno gajene jedinke koje nisu
gladovale (GGng), socijalno izolovane jedinke koje su izlagane prekono¢nom gladovanju (SIg) i
socijalno izolovane jedinke koje nisu gladovale (SIng). Navedene grupe su formirane i za rano
adolescentnu i za srednje adolescentnu kohortu jedinki. Statisticka analiza vrSena je koris¢enjem
dvofaktorske ANOVA i Unequal N HSD analiza, kao i post hoc testa gde je bilo indikovano. Testovi
koriS¢eni u statisti¢koj analizi podataka i dobijeni statisti¢ki parametri, ukljucujuci p vrednosti, su
dati tabelarno (Tabela 4-8).

4.10.1.1. Aktivnost enzima antioksidativnog sistema u jetri

Detaljni prikaz parametara aktivnosti enzima antioksidativnog sistema u jetri peripubertetskih
muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji 1 izlaganih stresu prekonoénog gladovanja, primenjeni
statistiCki testovi 1 dobijene statistiCke vrednosti sumirane su u Tabeli 4.

KAT: Faktori drustveno okruzenje | prekonocno gladovanje, kao i medusobna interakcija ova
dva faktora nisu znacajno uticali na aktivnost KAT u jetri peripubertetskih muzjaka pacova u ranom
adolescentnom periodu. Tokom sazrevanja, gladovanje je postalo znacajan faktor (F(1,31=10,035,
p=0,003) uticaja na aktivnost KAT u jetri srednje adolescentnih peripubertetskih pacova, dok faktor
drustveno okruzenje i interakcija faktora drustveno okruzenje i gladovanje ANOVA analiza nije
prepoznala kao znacajne.

GSH-Px: Dvofaktorska ANOVA analiza je ukazala da gladovanje zna¢ajno uti¢e na aktivnost
GSH-Px u jetri peripubertetskih muZjaka pacova u ranom adolescentnom dobu (F(,29=59,118,
p<0,001). Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na povecanu aktivnost ovog enzima u jetri
grupno gajenih jedinki koje su gladovale u odnosu na grupno gajene jedinke koje nisu gladovale
(GGg vs. GGng, p<0,001), kao i jetri socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale u odnosu na
izolovane jedinke koje nisu gladovale (SIg vs. SIng, p<0,001). Takode, ista promena je primeéena i
kod Zivotinja u srednjem adolecentnom dobu (F,31)=49,095, p<0,001), gde je post hoc analiza
(Unequal N HSD) ukazala na povecanu aktivnost GSH-Px u jetri jedinki koje su gladovale u
poredenju sa jedinkama koje nisu gladovale, u okviru istog rezima gajenja (GGg vs. GGng, p<0,001;
Slg vs. SiIng, p<0,001). Ovi rezultati ukazuju da faktor gladovanje dovodi do poveéanja aktivnosti
GSH-Px u oba rezima socijalnog okruzenja u obe ispitivane starosne grupe Zivotinja.

GR: Dvofaktorska ANOVA je ukazala da gladovanje znac¢ajno uti¢e na aktivnost ovog enzima
u jetri peripubertetskih muzjaka ranog adolescentnog doba (F(1,29=12,799, p=0,001). Dodatna post
hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na smanjenje aktivnosti ovog enzima kod socijalno
izolovanih jedinki koje su gladovale u poredenju sa izolovanim jedinkama koje nisu gladovale (SIg
vs. Sing, p=0,032). Faktor drustveno okruzenje, kao 1 okruzenje x gladovanje se nisu pokazali kao
znacajni za promenu aktivnosti ovog enzima u jetri u ranom i srednjem adolescentnom dobu. Takode,
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ni jedan od faktora zasebno, kao i njihova interakcija se nisu pokazali kao znacajni za promenu
aktivnosti ovog enzima u jetri srednje adolescentnih zivotinja.

SOD (ukupna forma): Faktor gladovanje (F(,29=12,173, p=0,002), kao i njegova interakcija
sa faktorom drustveno okruzenje (F1,20=8,926, p=0,006) doveli su do znacajnih promena u aktivnosti
SOD enzima u jetri peripubertetskih muzjaka pacova u ranom adolescentnom dobu, dok se drustveno
okruzenje kao samostalni faktor nije pokazao kao znacajan. Dodatna post hoc analiza (Unequal N
HSD) ukazala je na znacajno smanjenje aktivnosti ukupne SOD u jetri rano adolescentnih socijalno
izolovanih Zivotinja koje su gladovale u odnosu na socijalno izolovane jedinke iste starosti koje nisu
gladovale (Slg vs. SIng, p<0,001). Faktor gladovanje znacajno je uticao i na aktivnost ukupne SOD
u jetri srednje adolescentnih socijalno izolovanih Zivotinja (F(1,31=20,291, p<0,001). Post hoc analiza
(Unequal N HSD) je ukazala na smanjenu aktivnost ovog enzima u jetri socijalno izolovanih jedinki
koje su gladovale u odnosu na socijalno izolovane jedinke iste starosti koje nisu gladovale (Slg vs.
SIng, p=0,002). Faktor drustveno okruzenje, kao 1 interakcija faktora drustveno okruzenje x
gladovanje, nisu pokazali znaCajan uticaj na aktivnosti ukupne SOD u jetri Zivotinja srednjeg
adolescentnog doba.

CuzZnSOD (SOD1): Trend promena uocen kod ukupne SOD uocen je i kod SODI. Faktor
gladovanje (F1,20=11,575, p=0,002), kao i drustveno okruzenje x gladovanje (F1,20=8,556, p=0,007)
znacajno su uticali na aktivnost SODI u jetri jedinki gajenih izolovano ili u grupama po tri tokom
rane adolescencije, dok se drustveno okruzenje kao samostalni faktor nije pokazao kao znac¢ajan. Post
hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na zna¢ajno smanjenje enzimske aktivnosti u jetri rano
adolescentnih socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale u odnosu na socijalno izolovane jedinke
iste starosti koje nisu gladovale (Slg vs. Sing, p<0,001). Kod Zivotinja koje su dve nedelje gajene
izolovano ili u grupama po tri, faktor gladovanje pokazao se kao znacajan za aktivnost SOD1
(F,3=18,911, p<0,001). Dodatnom post hoc analizom (Unequal N HSD) je pokazano da srednje
adolescentne socijalno izolovane jedinke koje su gladovale imaju nizu aktivnost ovog enzima u jetri
u odnosu na socijalno izolovane jedinke iste starosti koje nisu gladovale (Slg vs. Sing, p = 0,002).
Faktor drustveno okruzenje, kao i interakcija faktora okruzenje x gladovanje nisu pokazali zna¢ajan
uticaj na aktivnosti SOD1 u jetri Zivotinja srednjeg adolescentnog doba.

MnSOD (SOD2): Dvofaktorska ANOVA analiza je pokazala da kod rano adolescentnih
zivotinja, nakon jedne nedelje gajenja u izolaciji ili u grupama po tri, oba analizirana faktora, kao i
njihova interakcija znacajno uti¢u na aktivnost SOD2 u jetri (drustveno okruzenje F120=11,933,
p=0,002; gladovanje F(,20=7,219, p=0,012; drustveno okruzenje x gladovanje F20=4,361,
p=0,046). Post hoc analiza (Unequal N HSD) ukazala je da rano adolescentne socijalno izolovane
jedinke koje su gladovale imaju nizu aktivnost ovog enzima u jetri u odnosu na socijalno izolovane
jedinke iste starosti koje nisu gladovale (Slg vs. Sing, p=0,012), ali i u odnosu na grupno gajene
jedinke iste starosti koje su gladovale (Slg vs. GGg, p=0,003). Nakon dve nedelje gajenja u izolaciji
ili u grupama po tri, faktor gladovanje pokazao se kao znaajan za aktivnost SOD2 u jetri
(F1,31=10,389, p=0,003), ali post hoc komparacija (Unequal N HSD) nije ukazala na znacajne razlike
izmedu grupa srednje adolescentnih jedinki.

4.10.1.2. Aktivnost enzima antioksidativnog sistema u bubrequ

Detaljni prikaz parametara aktivnosti enzima antioksidativnhog sistema u bubregu
peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji 1 izlaganih stresu prekono¢nog
gladovanja, primenjeni statisticki testovi 1 dobijene statisticke vrednosti sumirane su u Tabeli 5.

KAT: Faktori drustveno okruzenje i gladovanje, kao i njihova interakcija se nisu pokazali kao
znacajni u regulaciji aktivnosti ovog enzima u bubregu peripubertetskih muzjaka pacova tokom rane
adolescencije. Kod srednje adolescentnih jedinki, koje su dve nedelje, tokom rane i srednje
adolescencije, gajene izolovano ili u grupama po tri, dvofaktorska ANOVA je pokazala da je
gladovanje znacajan faktor u regulaciji aktivnosti ovog enzima (F(1,31)=7,304, p<0,001), ali bez
znacajnih razlika izmedu eksperimentalnih grupa srednje adolescentnih Zivotinja.
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GSH-Px: Faktor gladovanje (F(1,29=157,100, p<0,001), kao i drustveno okruzenje x
gladovanje (F(1,29=4,662, p=0,039) pokazali su se kao znacajni za regulaciju aktivnosti GSH-PX u
tkivu bubrega rano adolescentnih muzjaka pacova, nakon jedne nedelje gajenja u izolaciji ili u
grupama po tri, dok to nije bio slucaj za faktor drustveno okruzenje. Kod srednje adolescentnih
muzjaka pacova, nakon dve nedelje gajenja u izolaciji ili u grupama po tri, kao znacajan se pokazao
faktor gladovanje (F(1,31=141,218, p<0,001), dok faktor drustveno okruzenje, Kao i okruzenje x
gladovanje nisu pokazali statisti¢ki znacajan uticaj. Dodatna post hoc analiza (Unequal N HSD) je
pokazala povecanu aktivnost ovog enzima u bubregu jedinki koje su gladovale u oba rezima
socijalnog okruzenja (GGg vs. GGng, p<0,001; Slg vs. SIng, p<0,001), kako kod rano adolescentnih
jedinki tako i kod srednje adolescentnih jedinki. Takode, kod rano adolescentnih muzjaka pacova
uocena je povecana aktivnost GSH-Px u bubregu socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale u
poredenju sa grupno gajenim jedinkama koje su gladovale (Slg vs. GGg, p=0,035). Kod srednje
adolescentnih jedinki nije bilo zna¢ajnih razlika izmedu grupa koje su zivele u razli¢itim socijalnim
uslovima i bile izlagane prekono¢nom gladovanju (SIg vs. GGg, p=0,896).

GR: Faktor gladovanje je znacajno uticao na aktivnost GR u bubregu peripubertetskih pacova
u ranom adolescentnom dobu (F(1,29=33,968, p<0,001). Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala
na povecéanje aktivnosti ovog enzima kod jedinki koje su gladovale u odnosu na one koje nisu
gladovale, za oba uslova druStvenog okruzenja (GGg vs. GGng, p=0,006; Slg vs. Sing, p<0,001).
Faktor gladovanje je pokazao znacajan uticaj na aktivnost GR u bubregu srednje adolescentnih
zivotinja gajenih dve nedelje u grupi ili socijalnoj izolaciji (F(1,31)=13,055, p<0,001). Post hoc analiza
(Unequal N HSD) je pokazala povecanje aktivnosti ovog enzima u bubregu srednje adolescentnih
socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale u poredenju sa izolovanim jedinkama iste starosti koje
nisu gladovale (Slg vs. Sing, p=0,025). Faktor drustveno okruzenje, kao i interakcija faktora
drustveno okruzenje x gladovanje nisu znacajno uticali na aktivnost GR enzima ni u jednoj starosnoj
grupi eksperimentalnih Zivotinja.

SOD (ukupna forma): Faktor gladovanje je pokazao znacajan uticaj na aktivnost SOD u
bubregu rano adolescentnih muzjaka pacova gajenih nedelju dana u izolaciji ili u grupama po tri
(F@,29=15,707, p<0,001. Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na povecanje aktivnosti ovog
enzima kod socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale u odnosu na socijalno izolovane jedinke
koje nisu gladovale (Slg vs. Sing, p=0,020). Faktor gladovanje je znacajno uticao i na aktivnost SOD
u bubregu srednje adolescentnih muzjaka pacova gajenih dve nedelje u grupama od po tri ili u izolaciji
(Fa,31=7,019, p=0,013). Post hoc analiza je ukazala na povecanje aktivnosti ovog enzima u bubregu
grupno gajenih jedinki koje su gladovale u poredenju sa grupno gajenim vr$njacima koji su siti,
odnosno normalno hranjeni (GGg vs. GGng, p=0,014). Faktor drustveno okruzenje, kao i interakcija
faktora okruzenje x gladovanje nisu znacajno uticali na aktivnost SOD ni u jednoj starosnoj grupi
eksperimentalnih Zivotinja.

CuzZnSOD (SOD1): Faktor gladovanje je pokazao znacajan uticaj na aktivnost SOD1 u
bubregu rano adolescentnih pacova, nakon jedne nedelje gajenja u u izolaciji ili u grupama po tri
(F(1,20=15,418, p<0,001). Post hoc analiza (Unequal N HSD) je pokazala na povecanje aktivnosti
ovog enzima kod socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale u odnosu na socijalno izolovane
jedinke koje nisu gladovale (SIg vs. Sing, p=0,023). Faktor gladovanje je znacajno uticao na aktivnost
SOD1 u bubregu srednje adolescentnih pacova, nakon dve nedelje gajenja u izolaciji ili u grupama
po tri (F(,31=6,530, p=0,016). Dodatna post hoc analiza ukazala je na povecanje aktivnosti ovog
enzima u bubregu grupno gajenih jedinki koje su gladovale u poredenju sa grupno gajenim jedinkama
koje nisu gladovale (GGg vs. GGng, p=0,017). Faktor drustveno okruzenje, kao i interakcija faktora
okruzenje x gladovanje nisu znacajno uticali na aktivnost SODI ni u jednoj starosnoj grupi
eksperimentalnih Zivotinja.

MnSOD (SOD2): Faktor gladovanje (F,209=17,710, p<0,001), kao i interakcija faktora
drustveno okruzenje x gladovanje (F(1,20=10,236, p=0,003) znacajno su uticali na aktivnost SOD2 u
bubregu rano adolescentnih muzjaka pacova. Post hoc analiza (Unequal N HSD) je pokazala
povecanje aktivnosti SOD2 u bubregu socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale u odnosu na
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socijalno izolovane jedinke koje nisu gladovale (Slg vs. Sing, p<0,001) kao i na smanjenje aktivnosti
SOD2 u bubregu socijalno izolovanih u poredenju sa grupno gajenim jedinkama koje nisu gladovale
(SIng vs. GGng, p=0,017). Faktor gladovanje je pokazao znacajan uticaj na aktivnost SOD2 u
bubregu srednje adolescentnih muzjaka pacova, nakon dve nedelje gajenja u izolaciji ili u grupama
po tri (F(1,29=12,812, p=0,001).

Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na porast aktivnosti ovog enzima kod grupno
gajenih zivotinja koje su gladovale u poredenju sa grupno gajenim jedinkama koje nisu gladovale
(GGg vs. GGng, p=0,012). Kod rano adolescentnih i srednje adolescentnih Zivotinja faktor drustveno
okruzenje se nije pokazao kao znacajan u regulaciji aktivnosti SOD2 u bubregu. Kod srednje
adolescentnih zivotinja interakcija faktora okruzenje x gladovanje takode nije ocenjena kao statisticki
znacajna za regulaciju aktivnosti SOD2 u bubregu ovih zivotinja.

4.10.1.3. Aktivnost enzima antioksidativnog sistema u testisima

Detaljni prikaz parametara aktivnosti enzima antioksidativhog sistema u testisima
peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji i izlaganih stresu prekonoénog
gladovanja, primenjeni statisticki testovi i dobijene statisticke vrednosti sumirani su u Tabeli 6.

KAT: Faktori drustveno okruzenje i gladovanje, kao i njihova interakcija nisu znac¢ajno uticali
na aktivnost KAT u testisima rano adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova. Faktor gladovanje
se pokazao kao znacajan za regulaciju aktivnosti KAT u testisima srednje adolescentnih pacova,
gajenih u uslovima socijalne izolacije ili u grupi od tri, dve nedelje, tokom rane i srednje adolescencije
(F1,31=13,939, p<0,001). Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na povecanu aktivnost KAT
u testisima srednje adolescentnih socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale u poredenju sa
socijalno izolovanim jedinkama iste starosti koje nisu gladovale (Slg vs. Sing, p=0,006).

GSH-Px: Faktori drustveno okruzenje (F(1,20=5,046, p=0,032) i faktor gladovanje
(F(1,29=125,492, p<0,001) pokazali su se kao znacajni za aktivnost GSH-Px u testisima rano
adolescentnih muzjaka pacova. Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala da je aktivnost GSH-
Px povecana u testisima rano adolescentnih grupno gajenih jedinki koje su gladovale u poredenju sa
grupno gajenim jedinkama iste starosti koje nisu gladovale (GGg vs. GGng, p<0,001), kao i testisima
rano adolescentnih socijalno izolovanih Zivotinja koje su gladovale u poredenju sa socijalno
izolovanim zivotinjama iste starosti koje nisu gladovale (Slg vs. Sing; p<0,001). Faktor gladovanje
(F,31=84,632, p<0,001) i interakcija faktora okruzenje x gladovanje (F131)=5,265, p=0,029)
znacajno su uticali na aktivnost GSH-Px u testisima srednje adolescentnih muzjaka pacova. Post hoc
analiza (Unequal N HSD) je ukazala na povecanu aktivnost GSH-Px u testisima srednje adolescentnih
zivotinja koje su gladovale u poredenju sa Zivotinjama iste starosti koje nisu gladovale u oba
analizirana rezima socijalnog okruzenja (GGg vs. GGng, p<0,001; Slg vs. SIng, p<0,001). Takode,
uoceno je da je aktivnost GSH-Px u testisima socijalno izolovanih jedinki koje su gladovale zna¢ajno
niza u odnosu na grupno gajene zivotinje koje su gladovale (SIg vs. GGg, p=0,029).

GR: Faktori drustveno okruzenje i gladovanje, kao i njihova interakcija se nisu pokazali kao
znacajni u regulaciji aktivnosti GR u testisima peripubertetskih muzjaka pacova obe ispitivane
starosne grupe zivotinja (rano adolescentne Zzivotinje, gajene nedelju dana tokom faze rane
adolescencije u uslovima socijalne izolacije ili u grupama od po tri i srednje adolescentne zivotinje,
gajene dve nedelje, tokom faze rane i srednje adolescencije u uslovima socijalne izolacije ili u
grupama od po tri).

SOD (ukupna forma): Faktori drustveno okruzenje i gladovanje, kao i njihova interakcija nisu
znacajno uticali na aktivnost ukupne SOD u testisima peripubertetskih muzjaka pacova ranog
adolescentnog doba. Interakcija faktora okruzenje x gladovanje se pokazala kao znacajna za
regulaciju aktivnosti ukupne SOD u testisima srednje adolescentnih peripubertetskih pacova
(F,31)=5,499, p=0,026), a post hoc analiza je ukazala na povecanu aktivnost ovog enzima u testisima
srednje adolescentnih grupno gajenih zivotinja koje su gladovale u poredenju sa grupno gajenim
zivotinjama koje nisu gladovale (GGg vs. GGng, p=0,045).
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CuzZnSOD (SOD1): Faktori drustveno okruzenje i gladovanje, kao i njihova interakcija nisu
znacajno uticali na aktivnost SOD1 u testisima peripubertetskih muzjaka pacova u ranom
adolescentnom dobu. Interakcija faktora okruzenje x gladovanje se pokazala kao znaCajna za
regulaciju aktivnosti SOD1 u testisima GG srednje adolescentnih peripubertetskih pacova
(F(1,31=5,698, p<0,023), a post hoc analiza je ukazala na povecanu aktivnost 0vog enzima u testisima
srednje adolescentnih grupno gajenih zivotinja koje su gladovale u poredenju sa grupno gajenim
zivotinjama koje nisu gladovale (GGg vs. GGng, p=0,038).

MnSOD (SOD?2): Faktor gladovanje se pokazao kao znacajan za aktivnost SOD2 u testisima
peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u uslovima socijalne izolacije ili u grupama od po tri tokom
perioda rane adolescencije (F,31=21,759, p<0,001). Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala
na povecanu aktivnost ovog enzima u testisima rano adolescentnih zivotinja koje su gladovale u oba
rezima socijalnog okruzenja (GGg vs. GGng, p=0,005; Slg vs. SIng, p=0,039). Faktori drustveno
okruzenje 1 gladovanje, kao i njihova interakcija se nisu pokazali kao znacajni u regulaciji aktivnosti
SOD2 u testisima srednje adolescentnih muzjaka pacova gajenih u uslovima socijalne izolacije ili u
grupama od po tri dve nedelje, tokom faze rane i srednje adolescencije.

4.10.1.4. Aktivnost enzima antioksidativnog sistema u srcu

Detaljni prikaz parametara aktivnosti enzima antioksidativnog sistema u srcu peripubertetskih
muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji i izlaganih stresu prekono¢nog gladovanja, primenjeni
statistic¢ki testovi i dobijene statisticke vrednosti sumirani su u Tabeli 7.

KAT: Faktor gladovanje je pokazao znaCajan uticaj na aktivnost KAT u srcu rano
adolescentnih zivotinja koje su jednu nedelju gajene izolovane ili u grupama po tri (F,20=48,220,
p<0,001). Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na pove¢anu aktivnost KAT u srcu Zivotinja
koje su gladovale u okviru oba rezima socijalnog okruzenja (GGg vs. GGng, p<0,001; Slg vs.SIng,
p=0,005). Faktor gladovanje je pokazao znaCajan uticaj na aktivnost KAT i u srcu srednje
adolescentnih Zivotinja koje su dve nedelje gajene izolovane ili u grupama po tri (Fq,31=16,083,
p<0,001). Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na statisticki zna¢ajno povecanje aktivnosti
KAT nakon prekono¢nog gladovanja kod grupno gajenih Zivotinja (GGg vs. GGng, p=0,034) i na
grani¢nu statistiCku znacajnost u povecanju aktivnosti KAT kod socijalno izolovanih zivotinja koje
su gladovale (Slg vs. SIng, p=0,051). Kod obe starosne grupe Zivotinja (rano adolescentne i srednje
adolescentne) faktor drustveno okruzenje, kao i interakcija faktora drustveno okruzenje x gladovanje
se nisu pokazali kao znacajni u regulaciji aktivnosti KAT u srcu.

GSH-Px: Faktor gladovanje je pokazao znacajan uticaj na aktivnost GSH-PX u srcu rano
adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova (F(1,200=25,027, p<0,001). Post hoc analiza (Unequal
N HSD) je ukazala na povecanje aktivnosti ovog enzima kod Zivotinja koje su gladovale, u okviru
oba rezima socijalnog okruzenja (GGg vs. GGng, p=0,003; Slg vs. Sing, p=0,021). Faktor gladovanje
je znacajno uticao na aktivnost GSH-PX i u srcu srednje adolescentnih Zivotinja koje su dve nedelje
gajene u izolaciji ili u grupama po tri (F(1,31=6,405, p=0,017). Post hoc analiza je ukazala na poveé¢anu
aktivnost GSH-Px kod srednje adolescentnih grupno gajenih Zivotinja koje su gladovale u poredenju
sa grupno gajenim vrsnjacima koji su Siti, odnosno normalno hranjeni (GGg vs. GGng, p=0,017).
Kod obe starosne grupe zivotinja (rano adolescentne i srednje adolescentne) faktor drustveno
okruzenje, kao 1 interakcija faktora drustveno okruzenje x gladovanje se nisu pokazali kao znacajni u
regulaciji aktivnosti GSH-Px u srcu.

GR: Faktor gladovanje je pokazao znacajan uticaj na aktivnost GR u srcu rano adolescentnih
muzjaka pacova nakon jedne nedelje gajenja u izolaciji ili grupi od po tri jedinke (F(1,20=13,497,
p<0,001). Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na povec¢anu aktivnost ovog enzima kod rano
adolescentnih grupno gajenih Zivotinja koje su gladovale u poredenju sa grupno gajenim Zivotinjama
iste starosti koje nisu gladovale (GGg vs. GGng, p=0,014). Faktor okruzenje i interakcija faktora
drustveno okruzenje x gladovanje se nisu pokazali kao znacajni u regulaciji aktivnosti GR u srcu rano
adolescentnih zivotinja. Kod srednje adolescentnih zivotinja, koje su dve nedelje gajene u uslovima
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izolacije ili u grupi od po tri jedinke po kavezu, faktori gladovanje i drustveno okruzenje, kao i njihova
interakcija se nisu pokazali kao statisticki znacajni u regulaciji aktivnosti GR u srcu.

SOD (ukupna forma) i CuzZnSOD (SOD1): Faktor drustveno okruzenje i gladovanje, kao i
njihova interakcija se nisu pokazali kao znacajni u regulaciji aktivnosti ukupne forme SOD i SODI1
u srcu rano adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova. Faktor drustveno okruzenje se pokazao
kao znaCajan za regulaciju aktivnosti ukupne forme SOD (F31=4,557, p=0,041) i SOD1
(F1,30=5,542, p=0,025) u srcu srednje adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova, iako post hoc
analiza (Unequal N HSD) nije ukazala na znacajne razlike izmedu grupa.

MnSOD (SOD2): Faktor drustveno okruzenje i gladovanje, kao i njihova interakcija se nisu
pokazali kao znacajni u regulaciji aktivnosti SOD2 u srcu peripubertetskih muzjaka pacova obe
starosne grupe ispitivanih zivotinja (rano adolescentne i srednje adolescentne) u okviru oba rezima
socijalnog okruzenja.

4.10.1.5. Aktivnost enzima antioksidativnog sistema u eritrocitima

Detaljni prikaz parametara aktivnosti enzima antioksidativnog sistema u eritrocitima
peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji i izlaganih stresu prekono¢nog
gladovanja, primenjeni statisticki testovi i dobijene statisticke vrednosti sumirani su u Tabeli 8.

KAT: Faktor gladovanje se pokazao kao znaajan za aktivnost KAT u eritrocitima rano
adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova (F(1,20=74,458, p<0,001), dok faktor drustveno
okruzenje, kao 1 interakcija faktora okruzenje x gladovanje nisu pokazali statisticki znacajan utica;.
Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na povecanu aktivnost KAT u eritrocitima rano
adolescentnih jedinki koje su gladovale u okviru istog reZima socijalnog okruzenja (GGg vs. GGng,
p<0,001; Slg vs. SIng, p<0,001). Faktor gladovanje (F(31)=15,376, p<0,001) i interakcija faktora
okruzenje x gladovanje (F1,31)=5,976, p=0,020) su se pokazali kao znacajni za aktivnost KAT u
eritrocitima srednje adolescentnih Zivotinja. Post hoc analiza je ukazala na znaajno povecanje
aktivnosti KAT u eritrocitima grupno gajenih jedinki koje su gladovale u poredenju sa grupno
gajenim vr$njacima koji nisu gladovali (GGg vs. GGng, p<0,001). Faktor drustveno okruzenje nije
pokazao statisticki znac¢ajan uticaj na aktivnost KAT u srednje adolescentnoj grupi Zivotinja

GSH-Px: Faktor gladovanje se pokazao kao zna¢ajan za aktivnost GSH-PX u eritrocitima rano
adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova (F(1,20=63,825, p<0,001), dok faktor drustveno
okruzenje, kao i interakcija faktora okruzenje x gladovanje nisu pokazali statisticki znacajan uticaj.
Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala na povecanu aktivnost ovog enzima u eritrocitima rano
adolescentnih zivotinja koje su gladovale u okviru oba rezima gajenja (GGg vs. GGng, p<0,001; Slg
vs. SIng, p<0,001). Faktori drustveno okruzenje (F@31=5,855, p=0,022) i gladovanje
(F,30=114,047, p<0,001), kao i njihova interakcija (F31=6,355, p=0,017) su se pokazali kao
znacajni za aktivnost GSH-Px u eritrocitima srednje-adolescentnih muzjaka pacova, a post hoc analiza
(Unequal N HSD) je ukazala na povecanu aktivnost ovog enzima u eritrocitima zZivotinja koje su
gladovale kako u okviru rezima gajenja u grupi (GGg vs. GGng, p<0,001), tako i u uslovima socijalne
izolacije (Slg vs. SIng, p<0,001). Takode, znacajno povecanje aktivnosti GSH-Px je detektovano u
eritrocitima srednje adolescentnih socijalno izolovanih jedinki koje nisu gladovale u poredenju sa
grupno gajenim sitim, odnosno normalno hranjenim Zivotinjama (SIng vs. GGng, p=0,011).

GR: Dvofaktorska ANOVA je ukazala da gladovanje znac¢ajno uti¢e na aktivnost ovog enzima
u eritrocitima rano adolescentnih (F(1,29=6,326, p=0,018) i srednje adolescentnih (F(31=7,143,
p=0,012) muzjaka pacova, dok post hoc analiza nije ukazala na znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa. Faktor drustveno okruzenje, kao i interakcija faktora okruzenje x gladovanje
nisu pokazali znacajan uticaj na aktivnost GR u eritrocitima peripubertetskih muzjaka pacova ni u
jednoj starosnoj grupi.
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CuzZnSOD (SOD1): Oba faktora analize, kao i njihova interakcija nisu znacajno uticali na
aktivnost SOD u eritrocitima rano adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova. Samo je faktor
drustveno okruzenje imao znacajan uticaj na aktivnost SOD u eritrocitima srednje adolescentnih
pacova (F1,31=22,878, p<0,001), dok faktor gladovanje, kao i interakcija faktora drustveno okruzenje
x gladovanje nisu pokazali statistiCku znacajnost. Post hoc analiza (Unequal N HSD) je ukazala da je
aktivnost SOD znatno veca u eritrocitima srednje adolescentnih pacova gajenih u izolaciji u odnosu
na zivotinje gajene u grupi, bez obzira da li je gladovanje bilo sprovedeno (SIng vs. GGng p=0,005;
Slg vs. GGg p=0,026). Faktor gladovanje kao i interakcija faktora okruzenje x gladovanje nisu imali
znacajnog uticaja na aktivnost SOD u eritrocitima srednje adolescentnih muzjaka pacova.

90



=digep="" 0 =dgg =% 3 X TL'66L ¥ T6'899T OL'V0T T O0¥'EZ91 IS elueAope|s =
+0z00=d  Fno-sadlg sse0=disgo =T ooco=aueet 4 |ofmaaperd x sfusgnoyo o . L9THe T 69'SkeT SO0 Sougouoxyoud M
+c000—d  Sunn sasu = ) ) 98°TEEF VT TILI T69ShE uoyeu (R4
oc..o . Wo : m_m 3_@5 201 1504 cez0=d0gp 1 ="y 10 = dcepio = ¥y aluerope|3 : 5 = @
SL6D= HIS "SA 718 ¥7 2lpeiput 70 h 88°THOL + 1€°LTST Pe'8SLF198LL YIS o eS s £
89¢'0=d Sunn-sasnn 4 v d naees BT . . : =%
It S600=d7006T =" lUSZNIO QUSSP g/ cer ¥ pioezl  85p09 FOTLLSL  Bupp dloyolumoaz
pe60—d 2000 - peo'0—dgcr'o="""1  alueaope[3 x ofusznrjo  £LBYET 06°ISS sr'ssl T8c'sze SIS mw_wwwmﬂmg 2
wdnid npawzr w3 npowzl . L - LS0ST T £€°66€ PITITFOP9sE DD uoeu ® A
nsoulegeuz zo nsoulepeuz zo a0 =derrz=""a 81070 =d9ze'9 = T ofrenopers ‘ ‘ f ¢ 3 E =
HsouRLE 234 HsouEELE 23q : 10°0ST + £8'9¢€ P8'LET + 0£°01T YIS Seropusnsu &
oo =dpoce=""1 980 = d 0500 = " aludzniyo ouaalsIp 6LTh T 8T°L61 96°1L = L0°861 Sunn ooy alunoarz m\
666°0=d 3nosadls Lse0=d 800 sA 5[ 610 =d ‘6LL] =y alueope3 x alusznijo SSF F FLOL 08°L FHFCO 318 efueaope|3 =
v 110°0=d Sunn -sa 3u[g wep0=d  Suno sa ujg : = . S50 Fougouoyaud pwr a
2 X €8°LFLOOL €5°9 T S6°19 uoyeu (5]
(£91000°0) - . . %]
o x Fra 0=d ° £ ‘0dgzgieg — T, [ S ¢ I
Bus w3 * 1000 ;u_ 2o s ! e ! o 788 T S6°1S LOTL F LOFE 3uls ofEAOPE|S hsy L o
© ) N S ns T =
N ‘ ) < < F 6 - " =)
Sunn-sasnn ¥ 1000-d Sunnsadng  C00=d il L6€0=d"geL 0= aluaznjo oudAIsnIp 6 T LSO 701 = 8650 Supo oloyalunoarz 3
e dea i (ED o Jeerasr 6D ; 0S°EILIT F88'FOOF9  6ECE68 F8I°E6rse  °IS elueaope|d
6190=d  B0DsABIS  geco—d  Sppazg 00=does="d gezo=diep1=""4  olueropers x oluaznryo . Sououoyad
0L°98S11 T TI'898EL  TOPOSIL T 66'co089 DD uoeu

(eurzyoad Swyn)
IV

€610=d Juppsadulg  gep=d  Bupn SATUS  (peron0n) slueAoped
w_d  Sue sadie . L 1000>d ‘oz ="V1  1000>d ‘gSHbL £ sUBAOPE] : ; : . A

1SL°0 = uls SASIS 3 L00°0-d BuIgsa SIS £OFP8YL F 1P 009SS  L6°86SOL + LT'60ESE IS, eropes s
0 = )0} "SA Fyr ‘0 = d G A i d ¢ an _HIETD i i (62" . o

+ 1000=d Fupn-sa3nn ¢ 1000>d BunnsAINO  popip=doccin="""4 cecip=d gecio="""1 OUaZNDNO OUIMSNIP  cpcocoe + ¢/ OpTLE  8STCHOS T 08°0z8Le  SunD Ao lmoarz
afjopau aap eljopou vupal aljapau aap efjopau eupal affopau aap eljapau eupal ILIDOYULIMA /AN
159] (ISH N [enbaun) BYSIOTBJOA (aluaznrjo ousAIsnIp) o _©
BZI[BUR 00U 1504 AL ST efuales 1ao[sn (uesiuljap 005 MQ

‘(areA0pE[3 ns ooy afunoalz aueaojozl oufel1oos — 3§ ‘Oreaope[3 ns a[oy alunoaiz
aualeb oudnib — 695 ‘ajeaope|3 nsiu afoy a[unoarz sueao[ozi oufelioos — Su[g ‘Oreaope[3 nsiu dfoy alunoarz susfes oudni3 — fuoo) eluenope|d
Soupouoydad niosaxs wouyepop eluegdezn 1 (9funoarz sueaojoz oufelioos — [§ nzaaey n 1 od susfed ofunoarz sujonuoy/Qusled oudnis — 5o)
(elousossjope elupaus 1 vURL 7 d-62d) af|opau aAp 1 (el1ousassjope vuel ‘98d-67d) dupal ewoo) ifdejoz: i1 1dnas n yruafes eaoded exyelznu
ynis19qndiidd ewnONLId N PSOUPAIA YrRNsne)s Yrualiqop 1 ea03sd) ynpnsnels yrudludwad ‘exeyowrered zexiad ueljeraq ‘g ejagel

91



4.10.2. Biohemijski parametri iz krvi i promene u telesnoj masi

Uticaj faktora drustvenog okruzenja i stresa prekonocnog gladovanja na parametre krvi, kao
I promene u telesnoj masi peripubertetskih muzjaka pacova ranog i srednjeg adolescentog doba su
analizirane koris¢enjem dvofaktorske ANOVA i post hoc Tukey testom, gde je bilo indikovano.
Detaljni prikaz statistickih parametara i dobijenih p vrednosti je dat u Tabeli 9.

Kortikosteron: Dvofaktorskom ANOVA analizom je utvrdeno da faktori gladovanje
(F1,24=22,416; p<0,001) i drustveno okruzenje (F,24=4,732; p=0,040), kao i interakcija ova dva
faktora (F(1,24=5,901; p=0,023) znacajno utiCu na koncentraciju kortikosterona u plazmi rano
adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova (Slika 4.17A), jer je post hoc analiza ukazala da je
koncentracija kortikosterona veca u plazmi GGg u poredenju sa SIg (p=0,017), kao i GGng (p<0,001),
ali da nema razlike izmedu GGng i SIng Zivotinja, kao 1 SIng i SIg.

Dvofaktorskom ANOVA analizom je utvrdeno da faktori gladovanje (F(1,24=33,149;
p<0,001) i drustveno okruzenje (F,24=4,620; p=0,042) znacajno utiCu na nivo kortikosterona u
plazmi srednje adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova, bez znacajnog uticaja interakcije ova
dva faktora (Slika 4.17A). Post hoc analiza je ukazala da se povecala samo koncentracija
kortikosterona u plazmi GG koje su gladovale u odnosu na GGng (p<0,001), kao i Slg u odnosu na
Sing (p=0,007).

Kortizol: Dvofaktorskom ANOVA analizom je utvrdeno da faktori gladovanje
(F124=25,828; p<0,001) i drustveno okruzenje (F(1,24=5,520; p=0,027) znacajno utiCu na
koncentraciju kortizola u plazmi peripubertetskih muzjaka pacova u periodu rane adolescencije, bez
znacajnog uticaja interakcije ova dva faktora (Slika 4.17B). Post hoc analiza je ukazala samo na
povecanje koncentracije kortizola u plazmi GG Zivotinja koje su gladovale u poredenju sa GGng
(p<0,001). Isti trend je uocen i kod srednje adolescentnih muZzjaka pacova, sa povecanjem
koncentracije kortizola samo u plazmi GG Zivotinja koje su gladovale u poredenju sa onima koje nisu
(p=0,003).

Takode, na koncentraciju kortizola u plazmi peripubertetskih muZjaka pacova u periodu
srednje adolescencije znacajno utiCu faktori gladovanje (F24=20,656; p<0,001) i drustveno
okruzenje (F(1, 24y=6,079; p=0,021), bez znac¢ajnog uticaja interakcije ova dva faktora (Slika 4.17B).

Glukoza: Faktor gladovanje (F(1,24=162,809; p<0,001), kao i interakcija faktora drustveno
okruzenje x gladovanje (F@1,2=10,815; p=0,003), pokazali su znacajan uticaj na glikemiju
peripubertetskih muzjaka u periodu rane adolescencije (Slika 4.17C). Post hoc analiza je ukazala da
nema razlike u glikemiji izmedu zivotinja koje nisu gladovale (GGng i SIng), ali da je o¢ekivano niza
nakon prekono¢nog gladovanja GG i SI jedinki (GGg vs. GGng, p<0,001; Slg vs. SIng, p<0,001), sa
znacajno ve¢im smanjenjem kod GGg u poredenju sa Slg (p=0,006).

Faktor drustveno okruzenje (F(1,24=4,882; p=0,037), kao i faktor gladovanje (F1,24=199,747,
p<0,001) znacajno su uticali na koncentraciju glukoze u plazmi srednje adolescentnih
peripubertetskih muzjaka pacova (Slika 4.17C), bez znaajnog uticaja interakcije ova dva faktora.
ali da je ona smanjena kod zivotinja koje su gladovale bez obzira na socijalne uslove gajenja (GGg
vs. GGng, p<0,001; Slg vs. Sing, p<0,001).

Prirast telesne mase: Dvofaktorska ANOVA analiza je pokazala da je faktor gladovanje
znacajno uticao na telesnu masu rano adolescentnih peripubertetskih muZzjaka pacova (Slika 4.17D,
(F(1,24=44.789; p<0.001), dok se faktor drustveno okruzenje, kao i interakcija ova dva faktora nisu
pokazali kao znacajni. Post hoc analiza je ukazala da je prekonoc¢no gladovanje rezultovalo
smanjenjem telesne mase kako grupno gajenih (p<0,001), tako i socijalno izolovanih jedinki
(p<0,002). Nisu uocene razlike u prirastu telesne mase izmedu grupa pacova koji nisu gladovali
(GGng i SIng), kao i grupa pacova koji su gladovali (GGg i SlIg).
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Slika 4.17 Koncentracija kortikosterona (A), kortizola (B) i glukoze (C) u krvi, kao i prirast telesne
mase (D) peripubertetskih muZjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana
adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija) i jednokratno izlaganih
prekonoénom gladovanju. Analize su radene na rano adolescentnim (P36) i srednje adolescentnim
Zivotinjama (P43). Podaci su predstavljeni u vidu srednje vrednosti = SD, sa individualnim vrednostima u
okviru grupe unutar grafickog stuba (n=7 Zivotinja po grupi). Poredenja izmedu grupa su radena pomocu
Tukey testa u vidu post hoc analize za jednofaktorsku ANOVA, kao sto je pokazano u vidu linija iznad
grafickih stubova *p<0,05 unutar istog rezima ishrane, *p<0,05 unutar istog rezima gajenja. GG — grupno
gajene/kontrolne zivotinje gajene po tri u kavezu; Sl — socijalno izolovane Zivotinje. Preuzeto i modifikovano
od Potrebi¢ i sar., 2021.
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Oba analizirana faktora (drustveno okruzenje i gladovanje), kao i njihova interakcija, nisu
imali uticaja na prirast telesne mase srednje adolescentnih peripubertetskih muzjaka pacova svih
grupa (Slika 4.17D). Telesne mase Zivotinja na osnovnu kojih je racunat prirast date su na slici 4.18.

rana adolescencija srednja adolescencija
P36 P43
[ Inicijalna telesna masa (P29) 1 Inicijalna telesna masa (P29)
EZ3 Telesna masa bez gladovanja EZ3 Telesna masa bez gladovanja
I Telesna masa nakon gladovanja I Telesna masa nakon gladovanja
. 200 ~ 200
) o0
~— ~ Fe =
= 150 s 150
S S
E 100 E 100 .
= =
Z g
s 50 o 50
> )
= =
0 0
GG SI GG GG SI

Slika 4.18 Promena telesne mase (g) peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolovanih
tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija) i
jednokratno izlaganih prekonoénom gladovanju u odnosu na inicijalnu telesnu masu merenu P29. GG
— grupno gajene/kontrolne Zivotinje gajene po tri u kavezu; Sl — socijalno izolovane Zivotinje.
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4.11. Koncentracija ukupnih proteina, albumina, holesterola, triglicerida i testosterona u Krvi
peripubertetskih muZzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji

Izmedu grupno gajenih i socijalno izolovanih Zivotinja nisu primecene statisticki znacajne
razlike koncentracije albumina, testosterona, holesterola, kao i triglicerida u krvi (Slika 4.19). Jedini
parametar koji je ukazao na postojanje razlika izmedu dve grupe jeste koncentracija ukupnih proteina,
koja je bila znacajno visa kod socijalno izolovanih srednje adolescentnih peripubertetskih muzjaka
pacova izolovanih tokom perioda rane i srednje adolescencije, u odnosu na grupno gajene kontrole
(Slika 4.19, *p=0,035, U-test).
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Slika 4.19 Koncentracija ukupnih proteina, albumina, holesterola, triglicerida i testosterona u krvi
peripubertetskih pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne (P29-P36, rana adolescencija) i dve
nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija). Analize su radene na rano adolescentnim (P36) i
srednje adolescentnim Zivotinjama (P43). Podaci su predstavljeni u vidu srednje vrednosti + SD, sa
individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafi¢ckog stuba. *p<0,05, u odnosu na kontrolu, U-test.
GG - grupno gajene/kontrolne Zivotinje gajene po tri u kavezu; Sl — socijalno izolovane Zivotinje.
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Tabela 9. Sumirani prikaz analiziranih parametara, testova koris¢enih u statistickoj analizi, dobijenih
p vrednosti i broja koris¢enih Zivotinja (n) za rezultate prikazane u okviru podnaslova 4.10.2 1 4.11.
Analizirani su parametri peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji tokom jedne
(P29-P36, rana adolescencija) i dve nedelje (P29-P43, rana i srednja adolescencija). GG - grupno
gajene zivotinje po tri u kavezu, SI - socijalno izolovane zivotinje

Koncentracija hormona stresa (kortikosteron, kortizol) i glukoze u krvi i promene u telesnoj masi

Slika 4.17 peripubertetskih pacova u odgovoru na drustveno okruZenje i stres prekonoénog gladovanja
(iivotirg:pz arupi) dvofaktorska ANOVA Post hoc test
I nedelja (P29-P36) GG i S Tukey HSD I nedelja Il nedelja
drustveno okruzenje Fa,24) = 4,732; p = 0,040 GGng vs. Sing p=0,998 p=0,779
Slika 4.17A gladovanje F.24y = 22,416; p < 0,001
Koncentracija | okruzenje x gladovanje F(124)=5,901; p = 0,023 GGg vs. Slg p=0,017 p=0,185
kortikosteronau | nedelja (P29-P43) GG i Sl
krvi drustveno okruzenje F 24 = 4,620; p=0,042 GGngvs. GGy = p<0,001 p < 0,001
gladovanje F,24y = 33,149; p < 0,001
okruZenje x gladovanje: F(1.24 = 0,650; p = 0,428 Sing vs. Slg p =0,382 p = 0,007
I nedelja (P29-P36) GG i S Tukey HSD I nedelja Il nedelja
drustveno okruzenje F(.24y = 5,520; p = 0,027 GGng vs. Sing p = 0,867 p=0,748
Slika 4.17B gladcgvanje ‘ F(1.24y = 25,828; p < 0,001
Koncentracija okruzenje x gladovanje F(1,24y = 1,588; p = 0,220 GGg vs. Slg p=0,077 p =0,089
kortizola u krvi | 1l nedelja (P29-P43) GG i Sl
drustveno okruzenje F.24y = 6,079; p =0,021 GGng vs. GGg p < 0,001 p = 0,003
gladovanje F(.24y = 20,656; p < 0,001
okruZenje x gladovanje F(1.24) = 1,088; p = 0,307 Sing vs. Slg p = 0,056 p = 0,090
I nedelja (P29-P36) GG i S Tukey HSD I nedelja Il nedelja
drustveno okruzenje Fa.24) = 3,893; p = 0,060 GGng vs. Sing p=0,789 p=0,842
Slika 4.17C gladgvapje ' F(1,24y = 162,809; p < 0,001
Koncentracija okruzenje x gladovanje F(.24) = 10,815; p = 0,003 GGg vs. Slg p = 0,006 p=0,126
glukoze u krvi |l nedelje (P29-P43) GG i SI
drustveno okruzenje F.24) = 4,882; p=0,037 GGng vs. GGy p < 0,001 p < 0,001
gladovanje F.24)=199,747; p < 0,001
okruzenje x gladovanje F.24y = 1,088; p = 0,308 Sing vs. Slg p < 0,001 p < 0,001
I nedelja (P29-P36) GG i S Tukey HSD I nedelja Il nedelja
drustveno okruZenje Fa24=0,243;p=0,626  GGngvs. Sing p = 0,807 biezfn Zef;afzi;gi
Slika 4.17D gladovanje F1,24) = 44,789; p < 0,001 —
Promene u okruzenje x gladovanje F(1,24y = 0,600; p = 0,446 GGg vs. Slg p = 0,997 b}z;gtg::g‘
telesnoj masi Il nedelje (P29-P43) GG i SI bez snatainosti
drustveno okruzenje F(i,24y = 2,762; p =0,109 GGng vs. GGy p <0,001 izmedu gjrupa
gladovanje F.24=0,010; p=0,921 S
okruzenje x gladovanje F.24y = 1,396; p = 0,249 Sing vs. Slg p = 0,002 bez znacajnosti

izmedu grupa

Slika 4.18 Promena telesne mase (g) peripubertetskih pacova GG i SI tokom ranog i srednjeg adolescentnog perioda
n=7 t - test zavisni uzorci
(zivotinja po grupi) t df p
GG inicijalna TM vs. bez gladovanja -13,931 6 p < 0,001
Sl inicijalna TM vs. bez gladovanja -20,672 6 p <0,001
GG inicijalna TM vs. gladovanje -16,602 6 p <0,001
Sl inicijalna TM vs. gladovanje -16,854 6 p <0,001

Koncentracija ukupnih proteina, albumina, holesterola, triglicerida i testosterona u krvi peripubertetskih pacova u odgovoru na
drustveno okruzenje
GG vs. SI
Mann Whitney U-test

U VA p

Slika 4.19

I nedelja Il nedelja I nedelja Il nedelja I nedelja Il nedelja
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Koncentracija ukupnih proteina

u krvi 4 73

Koncentracija albumina u krvi 13 12

Koncentracija holesterola u krvi 145 15

Koncentracija triglicerida u krvi 18 22
dvofaktorska ANOVA

Koncentracija | Faktor: drustveno okruzenje
testosterona u Faktor: maturacija

2,619

1,469
1,278
-0,831

Fa,24)=1,019; p = 0,323
F(,24) = 0,025,; p = 0,875

krvi Faktor:okruzenje x maturacija F,24) = 0,635; p = 0,433

97

-2,172

-1,597
-1,214
-0,319

bez znacajnosti izmedu grupa

0,009

0,142
0,201
0,406

Post hoc test

0,030

0,110
0,225
0,749



4.12. Karakteristike majki gajenih u grupi ili izolaciji tokom peripuberteta i njihovog potomstva

4.12.1. Reproduktivne karakteristike i telesna masa zenki

Na slici 4.20 prikazani su rezultati ispitivanja vremena zaceca, telesne mase majki, broja i
telesne mase muskih i Zenskih potomaka parova koji su tokom ranog ili ranog i srednjeg
adolescentnog perioda gajeni grupno u kavezima po tri (GG) ili izolovano (SI). Kako se na slici moze
videti nisu uocene razlike u vremenskom periodu od stavljanja u rasplod sa muzjakom, gajenim u
istim socijalnim uslovima kao i sama zenka, do radanja (Slika 4.20A), procenjenom vremenu zaceca
(Slika 4.20B) i telesnoj masi majki 7., 15. i 21. dana nakon radanja (Slika 4.20C). Osim toga, broj
njihovih potomaka nije se razlikovao (Slika 4.20D), kao ni odnos polova unutar legla (Slika 4.20E,
U-test).

C— grupno gajeni roditelji (GGR) A B
- socijalno izolovani roditelji (SIR) =
E =
2 50 . 30
> ,g *. ° .
4 =T o .
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Slika 4.20 Fizi¢ke karakteristike Zenki pre i nakon zaceéa, kao i njihovog potomstva. (A) Vreme od
stavljanja u rasplod sa muzjakom do radanja potomstva (u danima); n=19 zenki GG, n=6 zenki SI. (B)
Procenjeno vreme zafeca kod Zenki (u danima) (C) Telesna masa zenki 7, 15 i 21 dan nakon radanja. (D)
Ukupan broj potomaka po okotu. (E) Broj potomaka po polovima (musko i zensko potomstvo GG roditelja,
musko i Zensko potomstvo SI roditelja). (F) Telesna masa potomstva izrazena kao srednja vrednost po okotu,
7., 15. i 21. postnatalnog dana. (G) Telesna masa muskog potomstva 7., 15. i 21. postnatalnog dana (H)
Telesna masa zenskog potomstva 7., 15. i 21. postnatalnog dana. Podaci su predstavljeni u vidu srednje
vrednosti + SD, sa individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog stuba. Statisticka poredenja i
ta¢ne p vrednosti su date u Tabeli 10.
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4.12.2. Telesna masa potomstva oba pola

S obzirom da je potomstvo odvajano od majke 21. postnatalnog dana i da za vreme postnatalnog
razvoja fizi¢ki napredak potomstva zavisi i od ponasanja majke (u smislu briznosti za potomstvo),
telesna masa potomstva oba pola merena je 7., 15. i 21. dana postnatalnog razvoja, a rezultati
prikazani u okviru slike 4.20F-H. Rezultati ne pokazuju razlike u telesnoj masi izraZzenoj kao srednja
vrednost po okotu (Slika 4.25F) ili srednjoj vrednosti po okotu po polu (Slika 4.20G-H) potomstva
¢iji su roditelji imali razlicite socijalne uslove gajenja.

= potomstvo grupno gajenih  mmm potomstvo socijalno izolovanih
roditelja (GGR) roditelja (SIR)

ukupan broj ukupan broj ukupan broj potomstva  ukupan broj muskog potomstva ukupan broj Zenskog potomstva
okota odabranih okota odabranih okota odabranih okota odabranih okota

GGR 24 5 49 24 25

SIR 10 5 47 25 22

o
>
=
@)

40 300 100

*
75+

30

200
50
20+

| BRI TA

P7 P15 P21 0-5 min  5-10 min P15 Ple P17
P17

o
oliju

25+
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+0O
=
=

40 300+

30
200

20

: T . 100
10- m'
D 0- . .
P7 P15 P21 0-5min  5-10 min P15 P16 P17
P17

Telesna masa (g)

Lokomotorna
aktivnost (cm)
Procenat otvorenih =

Slika 4.21 Razvojne osobine odabranog muskog i Zenskog potomstva GG i Sl roditelja. (A) Telesna
masa odabranog muskog potomstva 7., 15. i 21. postnatalnog dana, izrazena kao srednja vrednost po okotu.
(B) Lokomotorna aktivnost odabranog muskog potomstva u Testu otvorenog polja u P17, izrazena kao
srednja vrednost po okotu. (C) Otvaranje ociju potomstva muskog pola u periodu P15-P17, izrazeno u
procentima po okotu. (D) Telesna masa odabranog zenskog potomstva 7., 15. 1 21. postnatalnog dana,
izrazena kao srednja vrednost po okotu. (E) Lokomotorna aktivnost odabranog Zzenskog potomstva u Testu
otvorenog polja u P17, izrazena kao srednja vrednost po okotu. (F) Otvaranje o¢iju potomstva Zenskog pola
u periodu P15-P17, izrazeno u procentima po okotu. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD, sa
individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog stuba. *p=0,037 (musko potomstvo GGR u
odnosu na musko potomstvo SIR 17. postnatalnog dana). Statisti¢ka poredenja i taéne p vrednosti su date u
Tabeli 10.
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4.12.3. Otvaranje ociju i rani motorni odgovor potomstva na nepoznatu arenu

Na slici 4.21 su date karakteristike pet odabranih okota GG i SI roditelja pri ¢emu su sli¢an
ukupan broj potomaka i broj muskog potomstva po okotu (4-5) bili kriterijumi za odabir. Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti ispitivanih parametara po okotu i polu. Nisu detektovane razlike u
telesnoj masi muskog (Slika 4.21A) i zenskog potomstva (Slika 4.21D) 7., 15. 1 21. postnatalnog
dana. Tokom testiranja potomstva u Testu otvorenog polja u P17 nisu primecene znacajne razlike u
prosec¢noj lokomotornoj aktivnosti zenskog potomstva po okotu tokom 10 minuta testiranja (Slika
4.21E). Medutim, promene su primec¢ene kod muskog potomstva i to tokom drugog dela testiranja
(p=0,037, U-test), u vidu znacajnog smanjenja prosecne lokomotorne aktivnosti po okotu socijalno
izolovanih u odnosu na grupno gajene roditelje (Slika 4.21B). Procenat jedinki, po okotu, sa
otvorenim ocima u periodu P15-P17 nije se razlikovao izmedu dve eksperimentalne grupe, tj. sve
jedinke testirane u P17 su imale otvorena oba oka (Slika 4.21C-F).

4.12.4. Karakteristike muskih potomaka SI i GG roditelja socijalno izolovanih tokom peripuberteta

Na slikama 4.22 1 4.23 prikazani su rezultati merenja ponaSanja muskog potomstva grupno
gajenih roditelja (GGR, oba roditelja) i socijalno izolovanih roditelja (SIR, oba roditelja) u testu
otvorenog polja 29. postnatalnog dana (P29), radi procene generalne lokomotorne aktivnosti, kao i
ispoljavanja ponaSanja nalik anksioznom. Utvrdeno je da izmedu grupa ne postoje statisti¢ki znacajne
razlike u telesnoj masi (Slika 4.22A), lokomotornoj aktivnosti (Slika 4.22B), broju vertikalnog
uzdizanja (Slika 4.22C), broju ulaza u centralno polje (Slika 4.23A), kao ni vremenu provedenom u
centralnom polju (Slika 4.23B) eksperimentalne arene. Time je utvrdeno da se potomstvo pre
uvodenja u eksperiment ne razlikuje u parametrima od interesa, tj. da nije ispoljilo izmenjenu
lokomotornu aktivnost, kao i ponasanje nalik anksioznom, te je dodatno podeljeno u sledeée grupe:
potomstvo (Po) koje potice od grupno gajenih roditelja (GGR) i1 koje ¢e tokom peripuberteta (P29-
P43) biti grupno gajeno (GGR-GGPo), potomstvo koje potice od grupno gajenih roditelja (GGR) i
koje ¢e tokom peripuberteta biti socijalno izolovano (GGR-SIPo), potomstvo koje potice od socijalno
izolovanih roditelja (SIR) i koje ¢e tokom peripuberteta (P29-P43) biti grupno gajeno (SIR-GGPo) i
potomstvo koje potice od socijalno izolovanih roditelja (SIR) i koje ¢e tokom peripuberteta biti
socijalno izolovano (SIR-SIPo). Nakon gajenja u definisanim socijalnim uslovima u periodu od 7
dana (tj. tokom perioda rane adolescencije) ili 14 dana (tj. tokom perioda rane i srednje adolescencije),
jedinke su testirane u P36 i P43.

PonaSanje u P36. Dvofaktorskom analizom podataka (sa faktorima drustveno okruzenje
roditeljske generacije i drustveno okruzenje potomacke generacije) utvrdeno je da ne postoje
statisticki znacajne razlike u telesnoj masi svih grupa rano adolescentnih potomaka (Slika 4.22D) i
broju vertikalnih uzdizanja unutar arene (Slika 4.22F). Medutim, faktor drustveno okruzenje
potomacke generacije se izdvojio kao znacajan u analizi lokomotorne aktivnosti (Slika 22E;
F(1,16=5,261, *p=0,036) i broju ulaza u centralni deo otvorene arene (Slika 4.23C; (F(1,16=5,996,
*p=0,026), jer su grupno gajeni potomci GGR-GGPo i SIR-GGPo bili aktivniji i vise puta su ulazili
u otvoreni centralni deo arene u odnosu na socijalno izolovane potomke u rano adolescentnom
periodu (GGR-SIPo i SIR-SIPo). Razlike u vremenu provedenom u centralnom polju arene izmedu
eksperimentalnih grupa nisu utvrdene (Slika 4.23D).

Ponasanje u P43. Rezultati dobijeni merenjem telesne mase i ponasanja srednje adolescentnih
potomaka u Testu otvorenog polja pokazali su da ne postoje statisticki znacajne razlike u telesnoj
masi (Slika 4.22G) 1 broju vertikalnih uzdizanja unutar arene (Slika 4.221). Medutim, faktor drustveno
Okruzenje potomacke generacije izdvojio se kao znacajan (F(1,16)=8,269, p=0,011), a post hoc analiza
je pokazala da su socijalno izolovani potomci socijalno izolovanih roditelja (SIR-SIPo) bili znacajno
manje aktivni od potomaka kontrolne grupe GGR-GGPo (Slika 4.22H; #p=0,047). Razlike u
parametrima anksioznosti medu potomcima svih grupa nisu ustanovljene (Slika 4.23E i F).

Nakon zavrSenog Testa otvorenog polja pracena je preferenca za 1% rastvor saharoze u
odnosu na vodu (prosek meren uokviru 2 uzastopna dana, P44 i P45), kao parametra anhedonije,
jednog od simptoma ispoljavanja ponasanja nalik depresivnhom. Dobijeni rezultati su pokazali da
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faktor drustveno okruzenje potomacke generacije ima znacajan uticaj na ispitivani parametar
(F@16=10,773, p=0,005, dvofaktorska ANOVA) i da grupa srednje adolescentnih socijalno
izolovanih potomaka socijalno izolovanih roditelja (SIR-SIPo) ima manji indeks preference saharoze
u poredenju sa potomcima kontrolne grupe GGR-GGPO0 sa grani¢nom statistickom znacajnoscu (Slika
4.24C, *p=0,054, Tukey HSD test). Promene u koli¢ini pojedene hrane i ukupno popijene tecnosti
nisu bile znac¢ajne izmedu eksperimentalnih grupa zivotinja tokom merenja (Slika 4.24A i B).

Detaljan prikaz testova kori$¢enih u statistickoj analizi podataka i dobijenih parametara,
ukljucujuéi p vrednosti, su predstavljeni u Tabeli 10.
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Slika 4.22 Telesne mase i odabrani parametri iz testa otvorenog polja na inicijalnom testiranju 29.
postnatalnog dana, kao i 36. i 43. dana nakon socijalne izolacije muskih potomaka GG ili Sl roditelja.
(A) Telesna masa muzjaka 29. postnatalnog dana, pre razdvajanja muskog potomstva na SI i GG. (B)
Lokomotorna aktivnost muZjaka u Testu otvorenog polja pre razdvajanja na SIi GG. (C) Vertikalna aktivnost
muzjaka u Testu otvorenog polja pre razdvajanja na Sl i GG. (D) Telesna masa muzjaka nakon 7 dana SI ili
GG. (E) Lokomotorna aktivnost muzjaka u Testu otvorenog polja nakon 7 dana SI ili GG. (F) Vertikalna
aktivnost muzjaka u Testu otvorenog polja nakon 7 dana ST ili GG. (G) Telesna masa muzjaka nakon 14 dana
Sl ili GG. (H) Lokomotorna aktivnost muzjaka u Testu otvorenog polja nakon 14 dana SI ili GG. (I)
Vertikalna aktivnost muzjaka u Testu otvorenog polja nakon 14 dana SI ili GG. (grupno gajeno potomstvo
koje poti¢e od grupno gajenih roditelja (GGR-GGPo), grupno gajeno potomstvo koje potice od socijalno
izolovanih roditelja (SIR-GGPo), socijalno izolovano potomstvo koje poti¢e od grupno gajenih roditelja
(GGR-SIPo), socijalno izolovano potomstvo koje poti¢e od socijalno izolovanih roditelja (SIR-SIP0)).
#p=0,047 (GGR-GGPo u odnosu na SIR-SIP0). Statisticka poredenja i tane p vrednosti su date u Tabeli 10.
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Slika 4.23 Odabrani parametri kori$éeni za procenu anksioznosti na inicijalnom testiranju 29.
postnatalnog dana, kao i 36. i 43. dana nakon socijalne izolacije muskih potomaka GG ili SI roditelja.
(A) Broj ulaza u centralno polje kod muzjaka 29. postnatalnog dana, pre razdvajanja muskog potomstva na
Sli GG. (B) Vreme provedeno u centralnom polju 29. postnatalnog dana, pre razdvajanja muskog potomstva
na Sl i GG. (C) Broj ulaza u centralno polje nakon 7 dana Sl ili GG. (D) Vreme provedeno u centralnom
polju nakon 7 dana Sl ili GG. (E) Broj ulaza u centralno polje nakon 14 dana Sl ili GG. (F) Vreme provedeno
u centralnom polju nakon 14 dana Sl ili GG (grupno gajeno potomstvo koje potice od grupno gajenih roditelja
(GGR-GGPo), grupno gajeno potomstvo koje poti¢e od socijalno izolovanih roditelja (SIR—-GGP0), socijalno
izolovano potomstvo koje poti¢e od grupno gajenih roditelja (GGR-SIPo), socijalno izolovano potomstvo
koje potice od socijalno izolovanih roditelja (SIR-SIP0)). *p=0,026 dvofaktorska ANOVA (GGR-GGPo i
SIR-GGPo u odnosu na GGR-SIPo i SIR-SIPo). Statisticka poredenja i tacne p vrednosti su date u Tabeli 10.
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Slika 4.24 Preferenca za saharozni rastvor i konzumiranje hrane i vode potomstva muskog pola grupno
gajenih i socijalno izolovanih roditelja, koji su gajeni u grupi ili izolaciji dve nedelje, tokom rane i
srednje adolescencije. Za svaku tacku merenja od interesa mere su date pojedinacno za svaki od dva
uzastopna dana testiranja P44 i P45, kao i njihove prosecne vrednosti. Podaci su predstavljeni u vidu srednje
vrednosti + SD, sa individualnim vrednostima u okviru grupe unutar grafickog stuba. Poredenja izmedu grupa
i unutar grupa tokom definisanog vremena su prikazana u vidu linijja iznad grafi¢kih stubova. (A)
Konzumiranje hrane po danima, kao i prose¢na vrednost konzumirane hrane. (B) Ukupno popijena te¢nost
po danima, kao i prose¢na vrednost popijene te¢nosti. (C) Preferenca 1% rastvora saharoze po danima, kao i
prose¢na vrednost. (grupno gajeno potomstvo koje poti¢e od grupno gajenih roditelja (GGR-GGPo), grupno
gajeno potomstvo koje poti¢e od socijalno izolovanih roditelja (SIR—-GGP0), socijalno izolovano potomstvo
koje potice od grupno gajenih roditelja (GGR—SIPo), socijalno izolovano potomstvo koje potice od socijalno
izolovanih roditelja (SIR-SIP0)). *p=0,054, dvofaktorska ANOVA (GGR-GGPo u odnosu na SIR-SIPo).
Statisticka poredenja i tacne p vrednosti su date u Tabeli 10.
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Tabela 10. Sumirani prikaz analiziranih parametara, testova koriS¢enih u statistiCkoj analizi, dobijenih p
vrednosti i broja koriséenih zivotinja (n) za rezultate prikazane u okviru podnaslova 4.12. Analiza pokriva
fizicke karakteristike roditeljske generacije SIili GG Zivotinja tokom perioda rane i srednje adolescencije, kao
i grupno gajeno potomstvo (GGPo) koje potice od grupno gajenih roditelja (GGR; grupa GGR-GGPo), grupno
gajeno potomstvo (GGPo) koje poti¢e od socijalno izolovanih roditelja (SIR; grupa SIR-GGP0), socijalno
izolovano potomstvo (SIPo) koje poti¢e od grupno gajenih roditelja (GGR; grupa GGR-SIP0) i socijalno
izolovano potomstvo (SIPo) koje potice od socijalno izolovanih roditelja (SIR; grupa SIR-SIPO0).

Karakteristike majki gajenih u grupi ili izolaciji tokom peripuberteta i njihovog potomstva

Slika 4.20 Fizicke karakteristike zenki pre i nakon zaceca, kao i njihovog potomstva
U VA p U Z p
Slika 4.20A 25 -1,820 0,069 Slika 4.20B 28 -1,845 0,065
_ 7 dana 51 0,000 1,000
fggac 15dana 505  -0035 0,972 Slika 4.20D 41 0,700 0,484
21 dan 43 -0,560 0,575
3 345 1,155 0,248 Slica 420 P7 214 -0,318 0,750
Slika 4.20E p P15 141 -1,976 0,048
Q 47 -0,280 0,779 (64_9)
' ' P21 172,5 -1,261 0,207
ik P7 48 -0,210 0,834 ik P7 47 -0,280 0,779
Slika 4.20G Slika 4.20H
3 P15 31 -1,400 0,161 9 P15 30,5 -1,435 0,151
P21 37,5 -0,945 0,345 P21 37,5 -0,945 0,345
Slika 4.21 Razvojne osobine odabranog muskog i zenskog potomstva GG i SI roditelja
t df p t df p
P7 0,034 8 0,974 P7 0,345 0,739
Slika 4.21A Slika 4.21D
3 P15 -0,044 8 0,966 9 P15 0,152 0,883
P21 0,680 8 0,516 P21 0,846 8 0,422
min U 4 p min t df p
Slika 4.21B = 0-5 10 -0,522 0,602 Slika 4.21E 0-5 -0,111 8 0,914
J min t df p min t df p
GG vs. SI 5 GGvs. SI
l(-) -2,499 8 0,037 5-10 -2 8 0,149
Slika 4.22 Telesne mase i odabrani parametri iz testa otvorenog polja na inicijalnom testiranju P29, kao i P36 i P43 nakon
' GG ili SI muskih potomaka GG i Sl roditelja
dvofaktorska ANOVA U p
Slika 4.22A Faktor: drustveno okruzenje Fo F@16 =0,104, p = 0,751 Lsolll(lg?nttzozrlr?a
Telesna masa | Faktor: drustveno okruzenje F1 F@16 =0,179,p = 0,678 aktivnost 42 -0,605 @ 0,545
P29 Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1 Fa,16= 0,327, p = 0,576 P29
Slika 4.22D Faktor: drustveno okruzenje Fo F@16 =0,078, p = 0,783 S\I/I:r?liazlig
Telesnamasa | Faktor: drustveno okruzenje F1 Fa16) =0.942, p = 0,346 aktivnost 44 -0,454 | 0,650
P36 Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1 -~ F,16)= 0.942, p = 0,346 P29
Slika 4.22G Faktor: drustveno okruzenje Fo F@16 = 0,543, p = 0,472
Telesna masa | Faktor: drustveno okruzenje F1 Faie) = 1,222, p = 0,285
P43 Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1~ Fq,16)= 0,306, p = 0,588
dvofaktorska ANOVA Post hoc test
Slika 4.22E Faktor: drustveno okruzenje Fo Fa16 =0,444,p=0,515
Lokomotorna = Faktor: drustveno okruzenje F1 Fa.16 = 5,261, p = 0,036 bez znacajnosti izmedu grupa
aktivnost P36 | Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1~ Fq16 = 0,339, p = 0,568
Slika 4.22F Faktor: drustveno okruzenje Fo F@.16 =0,082, p=0,778
Vertikalna Faktor: drustveno okruzenje F1 Fa16 =4,472,p=0,051 bez znadajnosti izmedu grupa
aktivnost P36 | Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1~ Fq,16)= 0,076, p = 0,786

105



Slika 4.22H
Lokomotorna
aktivnost P43

Slika 4.221
Vertikalna
aktivnost P43

Slika 4.23

Slika 4.23A

Broj ulaza u CP

P29

Slika 4.23C
Broj ulaza u CP
P36

Slika 4.23D
Vreme
provedeno u
CcpP
P36
Slika 4.23E

Broj ulaza
ucCP
P43

Slika 4.23F

Vreme
provedeno u
CP
P43

Slika 4.24
n=>5

zivotinja po grupi

Slika 4.24A
Konzumiranje
hrane

Slika 4.24B
Ukupno
popijene
te€nosti

Slika 4.24C

Preferenca za
1% rastvor
saharoze
(prosecna
vrednost)

Faktor:
Faktor:
Faktor:

drustveno okruzenje Fo
drustveno okruzenje F1
okruzenje Fo x okruzenje F1

Faktor:
Faktor:
Faktor:

drustveno okruzenje Fo
drustveno okruzenje F1
okruzenje Fo x okruzenje F1

Fai16) =1,472,p =0,243
F16 = 8,269, p = 0,011
Fa16=0,342, p = 0,567

Fa16 =0,279, p = 0,604
Fa16 = 4,270, p = 0,055
F@16=0,645,p=0,434

GGR-GGPo vs. GGR-SIPo p = 0,396
SIR-GGPo vs. SIR-SIPo p =0,108
GGR-GGPo vs. SIR-GGPo p =0,970
GGR-SIPo vs. SIR-SIPo p = 0,593

bez znacajnosti izmedu grupa

Odabrani parametri testa otvorenog polja kori$¢eni za procenu anksioznosti na inicijalnom testiranju P29, kao i
P36 i P43 nakon GG ili ST muskih potomaka GG ili Sl roditelja

U Z p Slika 4.23B U Z p
43 -0529 0,597 Vreme pr‘;‘;e;eno ucp 16 0302 0762
dvofaktorska ANOVA Post hoc test

Faktor: drustveno okruzenje Fo
Faktor: drustveno okruZenje F1
Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1

Faktor: drustveno okruZenje Fo
Faktor: drustveno okruZenje F1
Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1

SIR-GGPo vs. SIR-SIPo
SIR-GGPo vs. GGR-GGPo
SIR-GGPo vs. GGR-SIPo
SIR-SIPo vs. GGR-GGPo

SIR-SIPo vs. GGR-SIPo
GGR-GGPo vs. GGR-SIPo

SIR-GGPo vs. SIR-SIPo
SIR-GGPo vs. GGR-GGPo
SIR-GGPo vs. GGR-SIPo
SIR-SIPo vs. GGR-GGPo

SIR-SIPo vs. GGR-SIPo
GGR-GGPo vs. GGR-SIPo

Fa.16 = 0,202, p = 0,659
F(,16) = 5,996, p = 0,026
Fa,16=0,546, p=0,471

F.16 = 0,009, p = 0,925
Fa16 = 2,709, p= 0,119
F.16= 1,345, p = 0,263

U
6
11
9
7
75
11
U
7
10
8
8
9
11

bez znacajnosti izmedu grupa

bez znacajnosti izmedu grupa

Z P
1,358 0,175
0,313 0,754
0,731 0,465
-1,149 0,251
-1,044 0,296
0,313 0,754

z P
1,149 0,251
0,522 0,602
0,940 0,347
-0,940 0,347
-0,731 0,465
0,313 0,754

Preferenca za saharozni rastvor i konzumiranje hrane i vode potomstva muskog pola GG i SI roditelja, koji su
gajeni u grupi ili izolaciji dve nedelje, tokom rane i srednje adolescencije

prvi dan vs. drugi dan
Wilcoxon test

t z p
GGR-GGPo 6 0,405 0,686
GGR-SIPo 4 0,944 0,345
SIR-SIPo 6 0,405 0,686
SIR-GGPo 3 1,214 0,225
GGR-GGPo 0 2,023 0,043
GGR-SIPo 7 0,135 0,893
SIR-SIPo 6 0,405 0,686
SIR-GGPo 4 0,944 0,345
dvofaktorska ANOVA

Faktor: drustveno okruzenje Fo
Faktor: drustveno okruzenje F1
Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1

Fa,16 = 0,510, p = 0,485
F.16) = 10,773, p = 0,005
F@16=0,048, p = 0,828
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Faktor: drustveno okruzenje Fo
Faktor: drustveno okruzenje F1
Faktor: okruzenje Fo X Okruzenje F1

Faktor: drustveno okruzenje Fo
Faktor: drustveno okruzenje F1
Faktor: okruzenje Fo x okruzenje F1

dvofaktorska ANOVA

Fa.16 = 4,253, p = 0,056
Fa16 = 0,152, p = 0,702
Fa16=0,191, p = 0,668

Fa,16 = 3,703, p = 0,072
Fa16 =0,083, p=0,777
Fa16=1,048,p =0,321

Tukey HSD test
GGR-GGPo vs. GGR-SIPo p=0,175
SIR-GGPo vs. SIR-SIPo p =0,102
GGR-GGPo vs. SIR-GGPo p =0,985
GGR-SIPo vs. SIR-SIPo p = 0,302
GGR-GGPo vs. SIR-SIPo p =0,054



5. DISKUSIJA

Socijalno iskustvo u kriti¢nim razvojnim fazama jedan je od znacajnih sredinskih faktora koji
uti¢e na centralni nervni sistem i oblikuje ponasanje socijalnih sisara, ukljucujuéi glodare u razvoju
(Rosenzweig, Bennett, 1976). Eksperimenti na glodarima su znacajno doprineli razumevanju
socijalnih potreba sa bazicnog bioloskog aspekta i pokazali su se pouzdanom paradigmom za
izuCavanje uloge socijalnog iskustva u nastanku depresije i emotivnih oboljenja tokom zivota
(Harlow i sar., 1971). Istrazivanje sprovedeno u okviru ove doktorske teze daje doprinos proucavanju
bioloskog znacaja pripadnosti vr$njackoj grupi tokom adolescencije, primenom modela socijalne
izolacije i proucavanjem pona$ajnog, fizioloskog i biohemijskog odgovora muzjaka pacova Wistar
soja na odsustvo direktnih socijalnih kontakata sa jedinkama istog pola i starosti tokom peripuberteta.

Ova studija je pokazala da kod jedinki gajenih u izolaciji tokom rane faze adolescencije,
odsustvo direktnog drustvenog kontakta sa vr$njacima dovodi do ispoljavanja hiper-reaktivnosti i
agitiranosti u odgovoru na novu sredinu, ponaSanja nalik anksioznom, povecane sklonosti ka
novinama, kao i tendenciju ka trazenju senzacija u poredenju sa kontrolnim, grupno gajenim
jedinkama. Osim toga, socijalna izolacija u ovom animalnom modelu dovela je i do ispoljavanja
hipohedonije ali o¢uvanog apetita, povecane preference socijalnog prostora i poveéane socijabilnosti,
ali i smanjenja broja PV* interneurona i gustine mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu. Socijalno
izolovane rano adolescentne jedinke drugacije odgovaraju na dodatni stres gladovanja u poredenju sa
kontrolama, sude¢i po neregulisanoj glikemiji i smanjenoj koncentraciji hormona stresa, a takode je
promenjena i aktivnost enzima antioksidativne zastite u perifernim organima.

Jedinke gajene u izolaciji tokom rane i srednje faze adolescencije u poredenju sa grupno
gajenim vrSnjacima ispoljavaju hipohedoniju, ocuvanu motivaciju za hranom, ali naruSen
hedonisticki aspekt ishrane, oslabljen ponaSajni 1 izmenjen neuronski odgovor na psihostimulativnu
drogu D-amfetamin, indukovanu socijabilnost, ali anulirano preferiranje socijalne novine koje se
prirodno javlja upravo u periodu krajem srednje adolescentne faze, odsustvo promena u broju PV*
interneurona, kao i broja i morfoloskih karakteristika mikroglijskih ¢elija u dentathom girusu.
Socijalno izolovane srednje adolescentne jedinke u poredenju sa grupno gajenim vr$njacima imaju
neizmenjen bazalni nivo hormona stresa 1 ne reaguju drugacije na dodatni stres gladovanja, ali se
razlike uocavaju u aktivnosti enzima antioksidativne zaStite u perifernim organima. Znacajno
povecanje aktivnosti SOD1 u eritrocitima socijalno izolovanih u odnosu na grupno gajene jedinke
izdvaja se kao jedina konzistentna razlika u aktivnosti enzima antioksidativne zaStite, jer se uoc¢ava
bez obzira na to da li su jedinke koje se porede gladovale ili ne.

Ova studija je takode ukazala da socijalno okruZenje u kome je gajena roditeljska generacija
pacova nema dugorocan uticaj na ponaSanje potomstva.

Detaljna diskusija rezultata dobijenih u ovom radu je data u okviru tematskih celina, shodno
ciljevima teze.

5.1. Uticaj socijalne izolacije na emocionalnu reaktivnost jedinki u odgovoru na novu sredinu sa
razli¢itim anksiogenim potencijalom

Povecana motorna aktivnost, odnosno hiperaktivnost se smatra jednim od najkonzistentnijih
rezultata, kada je reC o merenju parametara ponaSanja u animalnim modelima socijalne izolacije.
Registruje se veoma rano, u prvim danima izolacije, i javlja neposredno nakon §to se Zivotinja nade
u nepoznatoj sredini (Robbins i sar., 1996; Del Arco i sar., 2004), ali nema dovoljno podataka u
literaturi o tome kako se ova aktivnost menja kroz vreme u uslovima gajenja jedinki u izolaciji.
Rezultati merenja parametara ponaSanja Zivotinja u testu otvorenog polja pokazali su povecanje
motorne aktivnosti u novoj sredini kod pacova gajenih u uslovima socijalne izolacije tokom perioda
rane adolescencije, ali ne i tokom perioda rane i srednje adolescencije. Detaljnom analizom motorne
aktivnosti tokom dvadesetominutnog perioda uoceno je da hiperaktivnost izolovanih jedinki, koja se
zasniva na povecanju lokomotorne, stereotipne i vertikalne aktivnosti tokom prvih 10 minuta
testiranja, odrazava hiper-reaktivnost, jer nije karakteristi¢na za celokupni period merenja. Pove¢ana
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aktivnost nije uticala na habituaciju zivotinja na prostor u kome su testirane odnosno na sposobnost
njihovog prilagodavanja na novu sredinu. Generalizovanu hiperaktivnost ne treba izjednacavati sa
hiper-reaktivnosc¢u i u tom kontekstu je analiza vremenskog profila motornog odgovora od velikog
znacaja. Uocena hiper-reaktivnost ukazuje da socijalno izolovane zivotinje imaju narusenu reakciju
na novu sredinu, a ne generalizovanu hiperaktivnost koja negativno utiCe na sposobnost
prilagodavanja testirane zivotinje na novi prostor. Neka od prethodnih istrazivanja takode ukazuju da
hiper-reaktivnost na novu sredinu kod izolovanih Zzivotinja ne mora nuzno biti povezana sa
povecanom spontanom aktivno$¢u i nemoguénoscu prilagodavanja na nov prostor (Gentsch i sar.,
1982).

Takode, zivotinje gajene u uslovima socijalne izolacije tokom rane adolescencije su, u
poredenju sa grupno gajenim jedinkama, u testu otvorenog polja veéi broj puta ulazile u centralnu
zonu arene 1 ucestalije ispoljavale stereotipne oblike ponaSanja, u formi ponavljaju¢ih neistrazivackih
pokreta koji u animalnim modelima odrazavaju uznemirenost, to jest ekscitirano ponasanje koje nije
istrazivacko (Mason, 1991). Iako jo$ ne postoji objasnjenje za ovakav etoloski fenomen, nekoliko
ranijih studija ukazalo je da limitirano socijalno iskustvo zivotinja gajenih u izolaciji za posledicu
moze imati povecanu istrazivacku aktivnost (Einon, Morgan, 1977), poviSeno stanje uzbudenja
(Konrad, Melzack, 1975) ili visoko emotivnih oblika ponasanja (Gentsch i sar., 1981).

Rano adolescentne socijalno izolovane zivotinje nisu pokazale znac¢ajne razlike u ponaSanju
u poredenju sa grupno gajenim jedinkama u testu istrazivanja novog objekta u ve¢ poznatom prostoru.
U biologiji ponaSanja reakcija zivotinja u testu novog objekta ima posebno znacenje, jer se sustinski
razlikuje od testova koji se baziraju na istrazivanju potpuno novog prostora. Smatra se da narusena
istrazivacka aktivnost Zivotinje ka novom objektu u poznatom prostoru, koji je zapamcen kao
bezbedan, ukazuje na anksioznost kao osobinu, a ne stanje (van Gaalen, Steckler, 2000). Anksioznost
kao osobina predstavlja spremnost jedinki da odgovori povlacenjem i udaljavanjem od novog
stimulusa koji sustinski nije opasan, ali ga ona doziljava kao takav. To bi u testu novog objekta znacilo
da testirana jedinka, ako ima anksioznu osobinu, manji broj puta prilazi novom objektu i krace se
zadrzava u njegovoj neposrednoj blizini tokom merenja. Sa druge strane, anksioznost kao stanje
varira po intenzitetu i fluktuira tokom vremena u zavisnosti od sredinskog konteksta i pojacava se u
prisustvu objektivno anksiogenih stimulusa, kao §to je otvoreni krak uzdignutog krstastog lavirinta.
Poznato je da je anksioznost kao stanje rezultat interakcija genetskih i sredinskih faktora tokom
razvoja, ali moze da bude 1 posledica nekog Zivotnog iskustva tokom specifi¢nog razvojnog perioda
(Steimer, 2011).

Rezultati ove studije ukazuju da socijalna izolacija tokom perioda rane adolescencije kod
peripubertetskih muzjaka pacova ne doprinosi ispoljavanju osobina nalik anksioznim, jer se parametri
ponasanja socijalno izolovanih Zivotinja 1 njihovih grupno gajenih vr$njaka nisu znacajno razlikovali
u testu novog objekta.

U testu uzdignutog Kkrstastog lavirinta, koji je baziran na prirodnoj averziji glodara ka visini i
otvorenom prostoru (van Gaalen, Steckler, 2000), pacovi gajeni u uslovima socijalne izolacije tokom
perioda rane adolescencije su pokazali znake hiperaktivnosti, tj. ¢eS¢e su ulazili u zatvorene krake
lavirinta tokom testiranja, sto je indikator opsSte lokomotorne aktivnosti (Rodgers i sar., 1999).
Dodatno, socijalno izolovani pacovi su ucestalije izvirivali iz zatvorenih kraka, procenjivajuci time
rizik i provodili viSe vremena u najdistalnijem delu otvorenog kraka. To ukazuje da rano adolescentni
izolovani pacovi, u poredenju sa kontrolnim, imaju vecu sklonost ka proceni rizika i rizicnom
ponasanju. Izvirivanje predstavlja ambivalentno ponaSanje koje reflektuje konflikt izmedu prilazenja
I izbegavanja, a pokazano je u prethodnim studijama da predstavlja jedini parametar ovog testa koji
je u pozitivnoj korelaciji sa nivoom kortikosterona u cirkulaciji (Rodgers i sar., 1999). lzvirivanje je
vezano za procenu rizika, odnosno prikupljanje informacija u potencijalno nebezbednim situacijama
ijeste funkcionalna optimizacija najadaptivnije ponasajne strategije (Rodgers i sar., 1999). Kao takav,
ovaj parametar jedini pokazuje u kojoj meri se u uslovima stresa stimuliSe apetitivno/pristupno
ponasanje i nagovestava sklonost jedinke da pribegava stresnim/rizi€nim situacijama umesto da ih
izbegava (Piazza i sar., 1993). Takode, socijalno izolovani rano adolescentni muzjaci pacova su u
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testu uzdignutog krstastog lavirinta ispoljili ponaSanje nalik anksioznom, jer su provodili manje
vremena u prve dve tre¢ine otvorenih kraka u poredenju sa grupno gajenim zivotinjama.

Brojna istrazivanja ukazuju da je povecana zainteresovanost socijalno izolovanih jedinki za
novinu posledica specifiénog neurohemijskog disbalansa monoaminskih neurotransmitera -
dopamina i serotonina unutar razli¢itih mozdanih regiona (Broderick, Phelix, 1997; Fulford,
Marsden, 1998; Weiss i sar., 2004). U animalnim studijama kojima se ispituju ponasanja nalik
depresivnom povecan lokomotorni odgovor se povezuje sa promenama u funkciji dopaminskog
mezolimbickog sistema (Robbins i sar., 1996; Del Arco i sar.,, 2004), odnosno povecanim
oslobadanjem dopamina u ventralnom strijatumu. Hiperdopaminsko stanje se vezuje za
nehabituirajucu hiperaktivnost, koju, medutim, nisu ispoljili mladi pacovi socijalno izolovani tokom
perioda adolescencije u ovoj studiji. Buduéi da su se rano adolescentni socijalno izolovani pacovi
prilagodili na novu sredinu tokom prvog dela testiranja, ¢ini se verovatnijom hipoteza da je u osnovi
ovakvog ponasanja, osim promene u dopaminskom sistemu strijatuma, interakcija veceg broja
neurotransmiterskih sistema u razli¢itim mozdanim regionima (Robbins i sar., 1996; Heidbreder i
sar., 2000).

Ta¢nu neurohemijsku osnovu motorne hiper-reaktivnosti socijalno izolovanih rano
adolescentnih muzjaka pacova u odgovoru na novu sredinu nije uputno dati bez dodatnih analiza,
mada se nekoliko pretpostavki moze dati imajuci u vidu poznate ¢injenice. Prva pretpostavka bazira
se na ¢injenicama da anticipacija novine aktivira dopaminske neurone u substantia nigra i ventralnoj
tegmentnoj oblasti (SN/VTA) i stimuliSe istrazivacku aktivnost kroz angazovanje neuronskih sistema
za nagradivanje, sa akcentom na ventralni strijatum tj. nucleus accumbens (Legault, Wise, 2001;
Wittmann i sar., 2007). Dakle, jedna od mogucnosti je da je kod rano adolescentnih socijalno
izolovanih pacova izmenjena anticipacija novine kao i dopamin-zavisni odgovor sistema za
nagradivanje na prostornu novinu. Druga pretpostavka je da je detekcija novog prostora i posledicna
hiper-reaktivnost, tj. uocena hiperaktivnost socijalno izolovanih rano adolescentnih pacova u prvim
minutima odgovora na novinu, povezana sa neadekvatnom aktivno$¢u prefrontalnog dela kore
velikog mozga, koji ima vaznu ulogu u prezentaciji novine. Prefrontalna kora kontrolise aktivnost
subkortikalnih regiona mozga (engl. top-down control, Malik i sar., 2022), pod jakom je kontrolom
hipokampusa u aktivnostima koje obuhvataju prostornu orijentaciju i odgovor na sredinske novine
(Spellman i sar., 2015) i ima klju¢nu ulogu u donosenju odluka o ispoljavanju ponasanja na osnovu
opazenog (engl. perceptual decision making, Rahnev, 2017). Detalji ove top-down” kontrole jos
nisu u potpunosti razjasnjeni. Nova istrazivanja ukazuju da monosinapticke veze GABA neurona
dugog dometa (engl. monosynaptic long-range GABAergic projections) koji se iz mPFC projektuju
ka hipokampusu uticu na aktivnost inhibitornih interneurona hipokampusa, dovodeéi do
intenziviranja istrazivackog ponasanja (Malik i sar., 2022). Imajuéi u vidu ove podatke, moze se
pretpostaviti da je pojacano istrazivanje nove sredine od strane socijalno izolovanih Zivotinja
neposredno nakon izlaganja istoj makar delom posledica pojacane aktivnosti navedenih GABA
neurona dugog dometa, koji se projektuju iz mPFC ka hipokampusu. Ipak, neophodna je dodatna
analiza razli¢itih mozdanih regiona da bi se dublje tumacili rezultati koji se ticu odgovora socijalno
izolovanih peripubertetskih pacova na novu sredinu.

Prefrontalna kora sisara je region mozga koji najkasnije sazreva, kod ljudi sa oko 24 godine
zivota (Arain i sar., 2013) i iskustvo kontakta sa razli¢itim sredinskim stimulusima je od presudnog
znacaja za ovaj proces. Ovaj region mozga je izuzetno osetljiv na stres, a smatra se da je osetljivost
tokom perioda adolescencije potpomognuta poja¢anom dopaminskom signalizacijom u mPFC, dok
je dominantni razlog osetljivosti adultnog mPFC na stres smanjena ekspresija molekula koji sluze
kao ,,molekulske koc¢nice” u signalnoj transdukciji sa receptora medijatora stresa (Datta, Arnsten,
2019).

Naizgled neobican spoj stanja nalik anksioznom i sklonosti ka rizicnom ponasanju, uoc¢en kod
socijalno izolovanih jedinki, dosta otkriva o bioloskoj osnovi psihijatrijskih poremecaja i u skladu je
sa ¢injenicama primecenim kod ljudi. Naime, rani atipi¢ni simptom depresivnih poremecaja kod
mladih podrazumeva wuznemireno ponasanje (agitaciju), tj. hroni¢nu razdrazljivost pracenu
simptomom hiperpobudenosti (engl. irritability accompanied by hyperarousal symptoms, Brotman i
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sar., 2006; Thapar i sar., 2012). Poremecaj paznje i hiperaktivnost u adolescenciji povecavaju rizik
razvoja depresije (Meinzer i sar., 2012). Osobe koje su anksiozne u svakodnevnim, rutinskim
situacijama takode su sklone i ponasanju usmerenom ka trazenju senzacija (Burkhart i sar., 1978), a
ovakvi oblici ponaSanja, zajedno sa rizicnim oblicima ponaSanja povecavaju Sanse za nastanak
depresivnih simptoma kod adolescenata (Testa, Steinberg, 2010). Hiperaktivnost usled socijalne
deprivacije se javlja i kod dece (Kreppner i sar., 2001), sto ukazuje da prisustvo ovakvih socijalnih
uslova u ranom periodu razvoja dovodi do promena u funkcijskom razvoju centralnog nervnog
sistema, koji za posledicu ima izmenjeno ponaSanje u kasnijim periodima zivota i potencijalnu
opasnost za nastanak nestabilnih emotivnih stanja (Kennedy i sar., 2016).

5.2. Uticaj socijalne izolacije na dekstroamfetaminom-indukovani psihomotorni odgovor i aktivaciju
neurona strijatuma i prefrontalne zone kore velikog mozga

Psihostimulans D-AMPH je koris¢en u klini¢koj praksi za potvrdivanje dijagnoze atipi¢ne
depresije (Fawcett, Siomopoulos, 1971; Tremblay i sar., 2002). Naime, kod depresivnih pacijenata
postoji pozitivna korelacija izmedu stepena depresije i nagradujucih efekata D-AMPH koji se kod
ispitanika ispoljavaju u vidu intenzivnog euforiénog raspolozenja (Tremblay i sar., 2002), dok je kod
obolelih od atipi¢ne depresije odgovor na D-AMPH, kao i na terapiju tricikli¢cnim antidepresivima
slab (Fawcett, Siomopoulos, 1971), a to je prva klini¢ki prepoznata i najjaca determinanta atipi¢ne
depresije (Lojko, Rybakowski, 2017). Smatra se da je povecani intenzitet euforije u odgovoru na D-
AMPH kod pacijenata sa dijagnozom depresije posledica hipodopaminskog stanja u sistemu mozga
koji reguliSe ponasanje vezano za nagradu i posledi¢nog povecanja ekspresije i/ili aktivacije
dopaminskih receptora u bolesti (Tremblay i sar., 2002). Kod glodara, intenzivirana lokomotorna
aktivnost, izazvana primenom D-AMPH, odrazava bezuslovni odgovor na nagradujuéi efekat droge
(Wise, Bozarth, 1987) i pracen je sintezom proteina ranog celijskog odgovora, biohemijskih
indikatora neuronske aktivnosti u aktiviranim delovima mozga (Sheng, Greenberg, 1990; Morgan,
Curran, 1991), te se koristi za proucavanje promena u sistemu mozga koji reguliSe ponaSanje
motivisano nagradom (engl. brain reward system, Wise, Bozarth, 1987).

Rezultati ove studije su pokazali da jedinke gajene u uslovima socijalne izolacije tokom rane
i srednje adolescencije u poredenju sa grupno gajenim vr$njacima pokazuju znacajno Slabiji
lokomotorni (manje predeni put u cm u testu otvorenog polja) i stereotipni odgovor
(ponavljajuci/repetitivni pokreti) na D-AMPH, §to ukazuje da ovaj psihostimulans ispoljava znatno
slabiji efekat kod socijalno izolovanih jedinki. Takode, redukovani psihomotorni odgovor na D-
AMPH 7Zivotinja gajenih u uslovima socijalne izolacije bio je pracen povecanom ekspresijom
biohemijskih indikatora neuronske aktivnosti, proteinima c-FOS i EGR1, u prefrontalnoj zoni kore
velikog mozga, ali ne i u strijatumu (Harlan, Garcia, 1998). Uocena negativna korelacija izmedu
intenziteta lokomotornog odgovora na psihostimulativnu drogu i neuronske aktivnosti mPFC u skladu
je sa podacima iz literature, po kojima niske doze D-AMPH, sli¢ne onima kori§¢enim u ovoj studiji,
smanjuju aktivnost neurona mPFC, a povecéavaju aktivnost neurona strijatuma podstic¢uci time efekat
nagradujuceg iskustva kod zdravih glodara (Mora i sar., 1976; Homayoun, Moghaddam, 2006;
Gulley, Stanis, 2010). Novija istrazivanja na glodarima potvrduju da povecana aktivnost mPFC
suprimira ispoljavanje ponasanja motivisanog nagradom (Ferenczi i sar., 2016) i ukazuju na pozitivnu
korelaciju izmedu stanja depresije i povec¢anog odgovora mPFC tokom anticipacije nagrade
(Pizzagalli, 2014; Romens i sar., 2015). Uloga PFC je da kontrolise aktivnost subkortikalnih regiona
mozga (Malik i sar., 2022). Tako se pojacana kontrola ventralnog strijatuma (ukljucujuéi nucleus
accumbens) od strane mPFC dovodi u vezu sa poveéanjem anhedonije kod individua koje su bile
izlozene traumi (Olson i sar., 2018; Ironside i sar., 2018).

Rezultati ovih istraZivanja ukazuju da socijalna izolacija u adolescenciji smanjuje odgovor na
farmakoloski stimulus sa nagraduju¢im efektom, $to je praceno pojatanom neuronskom aktivnos$éu
mPFC.
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5.3. Konzumatorna hipohedonija i motivisani unos hrane u testu preference saharoznog rastvora

Kljucni elementi hedonistickog ponasanja, kao forme motivisanog ponasanja, ¢ine apetitivna
komponenta (zelja), konzumatorna komponenta (svidanje) i komponenta ucenja iz iskustva.
Mezolimbicki projekcioni dopaminski neuroni su odgovorni za apetitivni pristup, dok endogeni
opijatni sistem reguliSe komponentu svidanja (Treadway, Zald, 2011; Kringelbach, Berridge, 2016).
Ova dva sistema su u balansiranoj komunikaciji zahvaljuju¢i interakciji opijatnog i dopaminskog
sistema u nekoliko mozdanih regiona, sa akcentom na ventralni strijatum (nucleus accumbens) i
ventralni palidum (Treadway, Zald, 2011). Zbog postojanja opijatno-dopaminskog funkcijskog
kontinuuma, izrazit konzumatorni hedonizam doprinosi apetitivnom pristupu ka izvoru osecaja
zadovoljstva, tj. ono §to nam se svida 1 zelimo.

Preferenca rastvora saharoze (1-2%) u odnosu na vodu predstavlja test za ispitivanje
konzumatornog hedonizma kod glodara (Willner, 2017). Za konzumaciju i preferencu saharoze u
odnosu na vodu Zivotinja ne mora da ulaze dodatni napor (motivaciju) kako bi pristupila slatkom
rastvoru, jer joj je on lako dostupan u flasici oslonjenoj na hranilicu kaveza u kome zivi (Hoffman,
2016). Rezultati ove studije su pokazali da gajenje peripubertetskih pacova u uslovima socijalne
izolacije tokom perioda rane adolescencije izaziva konzumatornu hipohedoniju, tj. smanjenu
preferencu 1% rastvora saharoze, koja se viemenom produbljuje, tj. izrazenija je kod jedinki gajenih
u uslovima socijalne izolacije tokom perioda rane i srednje adolescencije. Znacajne razlike u koli¢ini
unete hrane tokom konzumacije 1% rastvora saharoze nisu uo¢ene kod socijalno izolovanih u odnosu
na grupno gajene zivotinje. Ovi rezultati ukazuju da smanjena preferenca 1% rastvora saharoze kod
peripubertetskih pacova predstavlja konzistentan nalaz narusenog emotivnog zdravlja u uslovima
socijalne izolacije i isti€u potencijal ovog eksperimentalnog modela u prouc¢avanju anhedonije u
periodu adolescencije. Naime, novija klinicka istrazivanja ukazuju da je anhedonija bez promena u
unosu hrane i telesnoj masi glavno obelezje adolescentne depresije (Gabbay i sar., 2015).

Poznato je da konzumiranje visoko-procentnog rastvora saharoze (20%) poveéava nivo
dopamina u ventralnom strijatumu eksperimentalnih glodara (Hajnal i sar., 2004) i tako stimulise
aktivnosti zavisne od dopamina ukljucuju¢i motivisano ponasanje usmereno ka cilju. Konzumiranje
hrane predstavlja oblik ponasanja usmerenog ka cilju, jer ga osim osecaja gladi pokrece 1 motivacija.
Hedonisti¢ko ,,dopadanje” saharoze i motivisani unos hrane su neurohemijski i neuroanatomski
mapirani u ventralnom palidumu (Smith, Berridge, 2005), delu ventralnog strijato-palidnog
kompleksa znacajnog za kontrolu motivisane motorne aktivnosti, to jest limbicko-motornu
integraciju, jer je inervisan od strane nucleus accumbens ventralnog strijatuma (Mogenson i sar.,
1980; Mogenson, Yang, 1991). Kasnija istrazivanja su pokazala da ventralni palidum ima specifi¢nu
ulogu u motivisanom konzumiranju hrane, jer lezije ovog regiona izazivaju afagiju, na osnovu ¢ega
je ventralni palidum identifikovan kao znacajna komponenta sistema koji reguliSe zelju za hranom
(Berridge, 1996). Medutim, istrazivanja na miSevima sa snizenim nivoom dopamina u dorzalnom
strijatumu, usled nedostatka enzima tirozin hidroksilaze, ukazala su da ovakve zivotinje umiru od
gladi i u prisustvu hrane. Ipak, one i dalje ispoljavaju preferencu za saharozom i lokacijama koje im
nude nagrade/stimuluse koji doprinose razvoju zavisnickog ponasanja. Davanje L-DOPE i sledstveno
povecanje sadrzaja dopamina u dorzalnom stijatumu ovim mi$evima ,,vra¢a” motivaciju za ishranom,
povecava im pokretljivost i podstiCe ispoljavanje ponaSanja vezanog za nagradu (Palmiter, 2008).
Ovi rezultati su ukazali da i dorzalni i ventralni strijatum imaju znacajnu ulogu u motivisanom
konzumiranju hrane, tako §to oba reguliSu motivisano ponaSanje, dok je ventralni stijatum znacajan i
za obradu stimulusa sa nagradujuc¢im efektom (Palmiter, 2008).

Da bi se ustanovilo da li gajenje u uslovima socijalne izolacije utiCe na konzumatorni
hedonizam i njegov doprinos intenziviranju unosa hrane, kao dopamin-zavisnog motivisanog
ponasanja usmerenog ka cilju (Hajnal i sar., 2004; Palmiter, 2008), ispitivan je unos hrane grupno
gajenih 1 socijalno izolovanih peripubertetskih muzjaka pacova tokom konzumiranja 20% rastvora
saharoze. Dobijeni rezultati su pokazali da pacovi gajeni u grupi tokom rane i srednje adolescencije
konzumiraju 20% rastvor saharoze uz povecan unos hrane, Sto ukazuje da kod ovih jedinki
konzumatorni hedonizam doprinosi intenziviranju unosa hrane i da je interakcija opijatnog i
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dopaminskog sistema u ventralnom strijatumu ovih Zivotinja o¢uvana. Medutim, pacovi koji su
socijalno izolovani tokom rane i srednje adolescencije nisu pokazali povecali unos hrane uprkos
intenzivnoj konzumaciji 20% rastvora saharoze (indeks preference 0,9 od maksimalnog 1). Ovaj
rezultat jasno ukazuje da nedostatak druStvenog okruzenja u ranoj i srednjoj adolescenciji narusava
doprinos konzumatornog hedonizma intenziviranju unosa hrane i implicira da je interakcija opijatnog
i dopaminskog sistema u ventralnom strijatumu izolovanih Zivotinja narusena. Analiza preference 1%
1 20% rastvora saharoze tokom vremena je ukazala da je bez obzira na procentnost rastvora preferenca
grupno gajenih zivotinja stabilna tokom oba dana testiranja, dok se kod socijalno izolovanih Zivotinja
tokom vremena povecava samo preferenca 20% rastvora saharoze. Ovaj rezultat ukazuje da
konzumatorna hipohedonija koja se uocava kod Zivotinja gajenih u izolaciji tokom rane i srednje
adolescencije ima tendenciju da se smanji u prisustvu jakih konzumatornih stimulusa. Postoji velika
sli¢nost izmedu ovog zapazanja i ¢injenice da samo kod osoba sa atipicnom (ali ne 1 melanholi¢nom)
depresijom dolazi do prolaznog popravljanja raspolozenja u prisustvu prijatnih dogadaja i stimulusa
iz okruzenja (engl. mood reactivity; Lojko, Rybakowski, 2017).

Klinicke studije koje procenjuju konzumatornu anhedoniju/hipohedoniju koris¢enjem
saharoznog rastvora su malobrojne (Berlin i sar., 1998; McCabe i sar., 2009; Dichter i sar., 2010), ali
je u jednoj od studija pokazano da konzumacija slatkog rezultuje smanjenom aktivacijom ventralnog
strijatuma depresivnih pacijenata u poredenju sa zdravim subjektima (McCabe i sar., 2009).
Anhedonija kod adolescenata se pokazala kao pouzdan prediktor depresije (Pine i sar., 1999; Wilcox,
Anthony, 2004), a povezuje se i sa tezim oblikom depresije, kao i lo$ijim odgovorom na tretman
antidepresivima (McMakin i sar., 2012). Anhedonija se kod depresivnih adultnih pacijenata esto
povezuje sa atipi¢nim podtipom depresije, koju karakterise povecan apetit. Medutim, istrazivanja na
adolescentima ukazuju da se anhedonija moze javiti bez promene u indeksu telesne mase, odnosno
bez promena apetita (Gabbay i sar., 2015), $to ukazuje da depresivni adolescenti imaju specifi¢énu
klini¢ku sliku kada je re¢ o apetitu, u odnosu na depresivne adulte (Gabbay i sar., 2015). Medutim,
ove Cinjenice se ne naglasavaju dovoljno u eksperimentalnim istrazivanjima, te je isticanje
specifi¢nosti dobijenih rezultata u kontekstu starosti eksperimentalnih jedinki od velikog znacaja za
produbljivanje znacaja animalnih modela za bioloSku psihijatriju.

Imaju¢i u vidu da je intenziviranje unosa visokoprocentnog rastvora saharoze uoceno kao
specificnost konzumatornog odgovora srednje adolescentnih socijalno izolovanih pacova na
ponudeni stimulus, kao 1 da su lokomotorna hiper-reaktivnost u testu otvorenog polja 1 provodenje
vremena u najdistalnijem delu otvorenog kraka uzdignutog krstastog lavirinta uoceni kao specificnost
odgovora na novinu rano adolescentnih socijalno izolovanih pacova (Sto se tumaci kao sklonost ka
rizi¢nom ponasanju) ¢ini se da je sklonost ka intenzivnoj senzornoj stimulaciji konzistentna posledica
socijalne izolacije kod peripubertetskih pacova. Trazenje novih, kompleksnih 1 intenzivnih senzacija
iz okoline uz prihvatanje odredenog nivoa rizika definiSe se kao trazenje senzacija (Zuckerman,
1994). Zna se da je pojacano trazenje senzacija povezano sa ve¢om sklono$c¢u ka upotrebi droga, §to
nosi rizik od zavisnosti, pa se znacajni napori ulazu u proucavanje ovog fenomena kod laboratorijskih
glodara (Dellu i sar., 1996; Belin i sar., 2011). U tom smislu, animalni model okarakterisan u ovoj
doktorskoj tezi ima potencijal za ispitivanje u oblasti neurobiologije adikcije, posebno imajuéi u vidu
da je anhedonija prepoznata kao znacajan faktor koji doprinosi razvoju razli¢itih vrsta zavisnosti
(Hatzigiakoumis i sar., 2011).

5.4. Uticaj socijalne izolacije na socijalno ponasanje: odgovor na prisustvo Zivih jedinki i socijalnih
mirisa

Uprkos postojanju brojnih studija na glodarima kao Zivotinjama koje zive u grupama i
ispoljavaju socijalno ponasanje, malo je podataka o motivisanom socijalnom ponasanju ovih Zivotinja
u kljuénim razvojnim periodima, kao $to je adolescencija. Socijalno ponaSanje, kao i ostala
motivisana ponasanja obuhvata apetitivnu i konzumatornu komponentu koje imaju merljive
indikatore: apetitivna komponenta se meri brojem direktnih prilaza izvoru socijalnog stimulusa, a
konzumatorna komponenta se meri vremenom provedenim u istraZivanju izvora socijalnog stimulusa.
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Rezultati ove doktorske teze, dobijeni analizom ponaSanja peripubertetskih pacova u
trokomornom testu 1 u odgovoru na socijalne mirise, su po prvi put ukazali na specifi¢nosti u razvoju
apetitivnih 1 konzumatornih komponenti socijalnog ponasanja tokom adolescencije, kao i na
kompleksnost ponasSajnih posledica izazvanih nedostatkom direktnih socijalnih kontakata sa
vr$njacima u ovom razvojnom periodu.

U trokomornom testu jedinki se prvo testira socijabilnost, koja se procenjuje kroz broj prilaza,
kao apetitivne, i vreme interakcije, kao konzumatorne komponente interesovanja za nepoznatu
jedinku iste starosti i pola, smeStene u jednom od odeljaka trokomornog kaveza, a zatim i preferenca
socijalne novine, koja se procenjuje kroz broj prilaza i vreme interakcije za novu jedinku iste starosti
1 pola u poredenju sa jedinkom, koju je prethodno, tokom faze socijabilnosti upoznala. Jedan od
zadataka ovog istrazivanja je bio da se kvantitativno okarakteriSe motivisano ponaSanje grupno
gajenih i socijalno izolovanih peripubertetskih pacova ka socijalnom prostoru (socijalna orijentacija)
u obe faze testiranja (faza socijabilnosti, faza preference socijalne novine). Ovaj zadatak je postavljen
imajuci u vidu da ulazak testirane jedinke u odeljak trokomornog kaveza koji sadrzi nepoznatu
jedinku (apetitivna komponenta socijalne orijentacije) i boravak u njemu (konzumatorna komponenta
socijalne orijentacije) u obe faze testiranja ne mora obligatno da rezultuje direktnim socijalnim
kontaktima (to jest socijabilno$¢u i preferencom socijalne novine) i da ponasanje koje testirana
jedinka iskazuje ka samom socijalnom prostoru ima elemente motivisanog prostornog uc¢enja u kome
socijalni izvor (nepoznata jedinka) u jednom od odeljaka trokomornog kaveza predstavlja orijentir na
osnovu koga se vr§i mapiranje socijalnog u fiziCkom prostoru. Dobijeni rezultati su opravdali znacaj
ovakvog metodoloskog pristupa, jer su ukazali da socijalna orijentacija, odnosno motivisanost da se
poseti socijalni prostor i boravi u njemu, nije surogat mera socijabilnosti i preference socijalne
novine, tj. direktnog interesovanja za socijalni izvor, odnosno novu jedinku koja se u ovom prostoru
nalazi. Dobijeni rezultati su takode ukazali da socijalna izolacija specifi¢no tokom rane adolescencije
kao jednu od ponasajnih posledica ima preferiranje i motivisano ucenje socijalnog prostora, $to nije
razvojno-specifi¢ni fenomen, jer ga grupno gajene jedinke iste starosti ne iskazuju. Detaljna diskusija
dobijenih rezultata, po fazama testiranja u trokomornom testu, data je tekstu koji sledi.

Rezultati dobijeni u testu odgovora na socijalne mirise, poreklom od podloge na kojoj su
zivele jedinke iste vrste, starosti i pola, pokazali su da su apetitivna 1 konzumatorna komponenta
motivisanog pona$anja testiranih jedinki u ovom testu drugacije od odgovora u trokomornom testu,
implicirajuci da indikatori odgovora na socijalne mirise nisu zamena za indikatore odgovora u testu
koji podrazumeva koriS¢enje Zivih Zivotinja kao socijalnog izvora.

5.4.1. Socijalni odgovor na prisustvo zivih jedinki - socijalna orijentacija i socijabilnost

Ova studija je pokazala da u ranoj i srednjoj adolescentnoj fazi kod kontrolnih jedinki, gajenih
u grupi, ne postoji preferenca za socijalnim prostorom (socijalna orijentacija), dok se preferenca
socijalne u odnosu na nesocijalnu novinu (socijabilnost) javlja krajem srednje faze adolescencije i to
isklju¢ivo kroz konzumatornu komponentu socijalne motivacije, odnosno vreme provedeno u
direktnom istraZivanju nepoznate Zivotinje.

Takode, studija je pokazala da je konzumatorna komponenta socijabilnosti kod pacova u
srednjoj adolescentnoj fazi dovoljna za formiranje memorije o prvoprezentovanoj jedinki i
usmeravanju paznje (engl. attention allocation) na socijalnu novinu (tj. drugu, novu jedinku). To je
rezultovalo ispoljavanjem preference za novu jedinku i to kroz obe komponente motivacionog
odgovora, tj. 1 apetitivnu (broj prilaza) i konzumatornu (vreme istrazivanja) komponentu. Dakle, ova
studija je pokazala da se kod grupno gajenih pacova preferenca socijalne novine javlja u srednjoj
adolescentnoj fazi, bez preference socijalnog prostora.

Ovi rezultati ukazuju i da socijalna orijentacija i apetitivna komponenta socijalne motivacije
u fazi socijabilnosti nisu karakteristike motivisanog socijalnog ponasanja peripubertetskih pacova
gajenih u stabilnom drustvenom okruzenju. Treba naglasiti da o razvojnim putanjama socijabilnosti
kod glodara ima nedovoljno podataka, te je ova studija po prvi put pokazala da kod mladih jedinki
gajenih u grupi socijabilnost nije oCigledna u periodu rane adolescencije. Ovo je vazan podatak, jer
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se u literaturi koja analizira socijalno ponaSanje glodara, odsustvo indikatora socijabilnosti smatra
naznakom autizmu-sli¢nog ponasanja (Moy i sar., 2004; Dai i sar., 2018). Dakle, konzumatorni aspekt
socijabilnosti je razvojno regulisana osobina pacova, te nije uvek ocekivani ishod studije, jer je u
pozitivnoj korelaciji sa stepenom maturacije, makar kod Wistar pacova.

Za razliku od pacova gajenih u grupi, njihovi vr$njaci gajeni u uslovima socijalne izolacije
pokazivali su preferencu socijalnog prostora i to kroz konzumatornu komponentu socijalne
motivacije, dok je apetitivna komponenta socijalne motivacije bila prisutna samo kod pacova gajenih
u uslovima socijalne izolacije tokom rane adolescencije. Dodatno, izolovane jedinke su pokazale
prisustvo i apetitivne i konzumatorne komponente socijabilnosti, bez obzira na uzrast. Ovi rezultati
ukazuju da apetitivna komponenta preferiranja socijalnog prostora nije nuzno odrednica ponasanja
Zivotinje unutar ovog prostora, te stoga parametre prilaska praznoj komori i zivotinji unutar iste
komore ne treba poistovetiti. Razdvajanje ove dve aktivnosti bi dalo potpuniju sliku o ulozi socijalne
orijentacije u razumevanju socijalnog prilagodavanja (Jorgensen, Nelson, 2018) ako se uzme u obzir
da ispitivana Zivotinja mora prvo da pristupi socijalnom prostoru i tek onda da, shodno motivisanosti,
pride ili izbegne direktan socijalan kontakt sa jedinkom unutar tog prostora.

Povecana apetitivna motivacija ka socijalnom prostoru kod socijalno izolovanih pacova
tokom rane adolescencije moze se posmatrati kao deo aktivnog ucenja o poziciji socijalnog prostora
u ukupnom prostoru za istrazivanje, a koji poseduje nagradujuéi sadrzaj za ove Zivotinje - poznatu
jedinku ,,prijatelja”. Ovaj parametar nije rezultat opste povecane lokomotorne aktivnosti ispitivanih
jedinki, jer je broj prilaza socijalnoj u odnosu na nesocijalnu komoru bio priblizno ujednaéen kod
svih testiranih Zivotinja. Cinjenicu da pacovi gajeni u uslovima socijalne izolacije tokom perioda rane
adolescencije apetitivno uée o poziciji socijalnog unutar fizickog prostora potvrduje i njihovo
ponasanje tokom test-faze preferiranja socijalne novine, kada im se ponudi nova Zivotinja istog pola
i starosti, tokom koje one i dalje pokazuju preferencu socijalnog prostora sa prvoponudenom,
poznatom Zivotinjom, ali ne pokazuju preferencu prema samoj zZivotinji. Dakle, moZe se pretpostaviti
da pacovima socijalno izolovanim tokom rane adolescencije prva prezentovana, nova jedinka
predstavlja nagradujuéi stimulus tj. stimulus koji izaziva odgovor ,,svidanja”, kao i posledicne ,,zelje”
te dolazi do intenzivnog usmeravanja paznje ka tom stimulusu (Madan, 2017; Tibboel, Liefooghe,
2020), jer nagrade koje se ,,svidaju” se obi¢no i ,,zele” (Berridge i sar., 2009). Na taj nacin se
favorizuje memorisanje socijalnog u fizickom prostoru.

Vazno je napomenuti da se zivotinje koje se prezentuju eksperimentalnim jedinkama u
Trokomornom testu nalaze u Zi¢anim kavezima, te je socijalni kontakt ogranicen i odvija se samo
njuskom i Sapicama. Imajuéi ovo u vidu, kao i ¢injenicu da se tokom maturacije od 28. do 40.
postnatalnog dana (Vanderschuren i sar., 2016) razvija specificna forma socijalnog kontakta,
socijalno igranje kroz imitiranje borbe (engl. play fighting) naro¢ito kod muzjaka pacova, odsustvo
apetitivne komponente preferiranja socijalnog prostora kod jedinki u periodu srednje adolescencije
moze biti posledica tehni¢kog koncepta testa, koji ne nudi aktivnu igru kao nagradujuci stimulus. Ne
treba zanemariti ¢injenicu da razli€iti aspekti socijalne interakcije imaju drugaciji nagradujuci efekat
tokom maturacije, stoga socijalna deprivacija u srednjoj adolescentnoj fazi i odsustvo zadovoljstva
uzrokovanog socijalnim interakcijama dovode do toga da se jedinka i ne trudi da memorise lokaciju
socijalnog prostora.

5.4.2. Socijalni odgovor na prisustvo zZivih jedinki - preferenca socijalne novine kao indikator
socijalne memorije

Preferenca socijalne novine je prirodna tendencija glodara (Schweinfurth, 2020), dok se njeno
odsustvo interpretira kao narusena kognicija (Moy i sar., 2004). Pojedini autori dovode u pitanje
ovakvu interpretaciju rezultata ukazujuci na vaznost naklonosti zivotinje ka poznatim jedinkama i na
¢injenicu da odsustvo preference socijalne novine u socijalnim testovima moZze predstavljati
promisljen izbor zarad zadovoljavanja osnovnih potreba za pripadno$¢éu (Ennaceur, 2010). Ovakav
izbor postoji kod individua sa atipicnim socijalnim razvojem (Chen i sar., 2015). Prema teoriji
afektivne vezanosti preferenca poznatog se moze smatrati zna¢ajnim motivacionim mehanizmom koji
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je uosnovi formiranja memorije i sklonosti ka pripadnicima svoje, odnosno poznate grupe (Van Bavel
i sar., 2012). Treba naglasiti da uticaj motivacije na kogniciju jo$ nije dovoljno istrazen (Madan,
2017).

Ova studija je doprinela razumevanju znacaja pripadnosti vrSnjackoj grupi tokom
peripuberteta/adolescencije za socijalno ponasanje jedinke. Cinjenica da Zivotinje u periodu rane
adolescencije nisu pokazivale preferencu ka socijalnoj novini, bez obzira na to da li su gajene
izolovano ili grupno, ukazuje da socijalna memorija u ovom periodu jo$ nije u potpunosti formirana.
Ovaj rezultat je u skladu sa novim istrazivanjima koja ukazuju da socijalna memorija glodara sazreva
tokom srednje ka kasnoj adolescentnoj fazi i omogucava adekvatno socijalno uéenje (Dominguez i
sar., 2019). Interesantno je napomenuti da je nedostatak socijalne memorije pacova u periodu rane
adolescencije specifi¢an i da Zivotinje u ovom periodu imaju sposobnost da nauc¢e druge paradigme,
kao $to je habituacija na novu sredinu i prepoznavanje novog objekta (Pavkovic i sar., 2018; Potrebié¢
i sar., 2021), funkcije zavisne od aktivnosti hipokampusa, ali ne i CA2 subregiona (Dominguez i sar.,
2019). Ova studija je pokazala da je mlada jedinka gajena u uslovima koji zadovoljavaju njene
socijalne potrebe za kontaktima i igrom, u periodu rane adolescencije, znatizeljna i podjednako
zainteresovana i za socijalnu i nesocijalnu novinu, te ne pokazuje izrazitu preferencu za novi socijalni
kontakt u odnosu na poznati. Apetitivna komponenta socijabilnosti javlja se zajedno sa socijalnom
memorijom, u periodu srednje adolescencije, ukazujuéi da u ovoj fazi maturacije individualni odnos
prema socijalnom okruzenju pocinje da se menja. Preferenca socijalnog kontakta u odnosu na
nesocijalni javlja se jedino kod rano adolescentnih socijalno izolovanih muZzjaka pacova, kojima
osnovne potrebe za pripadnoscéu vr$njackoj grupi nisu zadovoljene. Takode, nezadovoljene socijalne
potrebe kod jedinki gajenih u uslovima socijalne izolacije u fazi srednje adolescencije rezultuju
neadekvatnim odgovorom na socijalnu novinu tj. suprimiranjem motivisanog ponasanja ka socijalnoj
novini kao razvojno regulisanom obliku ponasanja.

Koris¢enjem animalnog modela pogodnog za ispitivanje socijalnog ponasanja ova studija je
ukazala na prioritet drustvenih potreba u adolescenciji, odnosno da je za postojanje motivisanog
ponasanja ka socijalnoj novini neophodno da su prethodno zadovoljene potrebe pripadnosti
vr$njackoj grupi, Sto je od izuzetne vaznosti za bolje razumevanje osnovnih bioloskih principa
socijalne kognicije kod socijalnih sisara (Potrebic i sar., 2022a).

Rezultati ove studije su u skladu sa retkim klinickim studijama koje ukazuju da se socijalno
prepoznavanje, percepcija identiteta i socijalna kognicija formiraju tek tokom srednje adolescentne
faze, tj. izmedu 14. i 17. godine Zivota (Fuhrmann i sar., 2016). Takode, ljudi postaju ekstravertniji i
emotivno stabilniji tokom maturacije od detinjstva ka adultnom dobu, $to ih ¢ini spremnijim za
socijalno angazovanje i investiranje u socijalne veze (Klimstra i sar., 2009; Gunther Moor i sar.,
2010). Rezultati ove studije su i u skladu sa istrazivanjem koje ukazuje da tokom adolescencije
socijabilnost ima oblik U-krive i najniza je u periodu rane adolescencije, Sto autori studije tumace
specifiénom drustvenom sklono§¢u adolescenata prema vrSnjacima, a ne uopSteno prema socijalnom
kontekstu i drugim uzrasnim kategorijama (Dubey i sar., 2017). Pitanje uticaja prethodnog socijalnog
iskustva na razliCite aspekte socijalnog ponaSanja u periodu adolescencije veoma je aktuelno u
klini¢kim istraZivanjima, koja pokuSavaju da daju odgovor na izraZajno senzacionalisticko i rizi¢no
ponaSanje u ovom razvojnom periodu. Kao faktori od znafaja prepoznati su rana adolescencija
(Crone, Dahl, 2012) i muski pol (Defoe i sar., 2020). Smatra se da je motivaciono ,,uzbudenje” usled
prisustva vrSnjaka intenzivnije kod osoba koje su rasle u sredini koja nije zadovoljila njihove socijalne
potrebe, posebno tokom rane adolescencije. U prilog ovakvoj pretpostavci idu i podaci da socijalna
izolacija povecava Zelju za socijalnom interakcijom i da se u prisustvu socijalnih stimulusa intenzivira
aktivnost delova mozga koji reguliSu ponasanje motivisano nagradom, a umanjuje sposobnost
samokontrole u prisustvu vr$njaka (Albert i sar., 2013; Tomova i sar., 2020). Nezadovoljene potrebe
za pripadnoSéu i1 osecajem vrednosti u socijalnoj zajednici smatraju se glavnim uzro¢nikom
devijantnog ponasanja adolescenata i okretanja ka drustveno-neprihvatljivim grupama, koje im nude
zadovoljenje tih potreba (Woo i sar., 2015).
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5.4.3. Socijalni odgovor na prisustvo socijalnih mirisa

Socijalni mirisi kod glodara, kao vid i kontakt ofima kod ljudi (Kampe i sar., 2001),
predstavljaju socijalno relevantni stimulus od velike vaznosti za procesuiranje informacija iz
okruzenja i prilazenje stimulusima koje Zivotinja proceni kao relevantne (Contestabile i sar., 2021).
Socijalno prepoznavanje se zasniva na integraciji informacija koje detektuju i druge Culne ¢elije, osim
olfaktornih, kao Sto su fotoreceptorske i fonoreceptorske, a nova istrazivanja ukazuju i na znacaj
aktivnosti socijalnog stimulusa, odnosno zive jedinke u testu prepoznavanja, jer eksperimentalne
zivotinje ne pokazuju preveliko interesovanje za anestezirane zivotinje (de la Zerda i sar., 2022).
Medutim, dosadasnja istrazivanja na glodarima se nisu bavila pitanjem znacaja socijalnih mirisa za
socijalno ponasanje mladih jedinki tokom sazrevanja u animalnim modelima. Ove informacije bile bi
od znacaja za razumevanje patologije psihijatrijskih poremecaja vezanih za aberantno socijalno
ponasanje, kao $to je autisti¢ni spektar poremecaja, gde je naruseno procesuiranje senzornih stimulusa
jedan od klju¢nih aspekata bolesti (Crane i sar., 2009).

Rezultati ove doktorske teze daju znacajan doprinos razumevanju uloge socijalnih mirisa u
motivisanom socijalnom ponasanju glodara tokom peripuberteta.

Detekcija socijalnih mirisa, kao i konzumatorni aspekt preference socijalnog mirisa je uocen
kod obe starosne grupe pacova gajenih u grupi. Ovaj rezultat moze ukazati da je odsustvo
socijabilnosti rano adolescentnih grupno gajenih zivotinja u Trokomornom testu posledica nedostatka
zainteresovanosti za socijalni stimulus, a ne nemogucénosti detekcije socijalnog mirisa testiranih
zivotinja. Pored toga, ove zivotinje su imale i potpunu preferencu (i apetitivnu i konzumatornu
komponentu) ka novom socijalnom mirisu, dok je u Trokomornom testu ova preferenca odsustvovala.
Sa druge strane, srednje adolescentne grupno gajene Zivotinje nisu preferirale novi socijalni miris, ali
su preferirale novu jedinku u Trokomornom testu. Ovi razultati mogu ukazati da tokom razvoja
glodara formiranje socijalne kognicije nije samo zasnovano na sposobnosti detekcije i diskriminacije
socijalnih mirisa, kao 1 da je za socijalno raspoznavanje neophodna integracija vise Cula.

Reakcija na prvoprezentovani socijalni miris kod jedinki gajenih u uslovima socijalne
izolacije ogledala se i kroz apetitivnu i konzumatornu komponentu, dok su u prisustvu novog
socijalnog mirisa jedinke pokazale nedostatak apetitivne komponente odgovora. U skladu sa
prethodno pomenutim rezultatima i ovi eksperimenti su pokazali da naruseno drustveno okruZenje
utie na apetitivnu komponentu ponasanja.

Poredenje rezultata dobijenih u odgovoru peripubertetskih pacova na socijalne mirise 1 zive
zivotinje ukazalo je na veoma vaznu ¢injenicu u metodoloskom smislu, a to je da odgovor na socijalne
mirise ne treba da bude koriS¢en kao indikator socijabilnosti 1 socijalne memorije, kao Sto je slucaj u
nekim studijama (Jones i sar., 2019), jer se na osnovu dobijenih rezultata moze do¢i do pogresnih
zakljucaka.

5.5. Uticaj socijalne izolacije na broj parvalbumin-pozitivnih interneurona i aktivacioni fenotip
mikroglijskih ¢elija hipokampusa

Poznato je da je adolescencija period koga karakteriSe izuzetna plasticnost centralnog nervnog
sistema 1 velika osetljivost na stimuluse iz spolja$nje sredine koji su istovremeno i neophodni za
pravilnu maturaciju nervnog sistema (Fuhrmann i sar., 2015). Stoga je neuralna plasti¢nost tokom
adolescencije izrazito zavisna od iskustva koje organizam ocekuje kao neophodnu komponentu
razvojnog procesa (engl. experience-expectant maturation, Fuhrmann i sar., 2015). Medutim, ta¢na
regulatorna uloga sredinskih stimulusa, ukljuc¢ujuéi socijalni, nije do kraja razjaSnjena. Studije koje
donose odgovor na pitanja iz ove oblasti uglavnom se, kao i1 ova studija, baziraju na uskra¢ivanju
odredenog sredinskog faktora mladoj jedinki i pracenju posledica na razli¢itim funkcionalnim
nivoima.

Nova istrazivanja ukazuju da PVI, koji predstavljaju glavni tip inhibitornih neurona u mozgu,
,,zahtevaju” postojanje socijalnog iskustva tokom juvenilnog perioda da bi se uspostavilo
normalno/pravilno socijalno ponasanje u adultnom periodu i pravilna funkcija PVI u kori velikog
mozga (Bicks i sar., 2020). Takode, pokazano je da je GABA sistem hipokampusa veoma osetljiv na
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hroni¢ni stres, kao i da je naruSeno funkcionisanje PVI povezano sa razli¢itim poremecajima
raspolozenja (Brambilla i sar., 2003; Grenli i sar., 2007; Filipovi¢ i sar., 2013; Zaletel, 2016).
Hroni¢ni stres takode pospesuje i inflamaciju, a za mnoga psihijatrijska oboljenja se smatra da je
neuroinflamacija znacajan faktor u etiologiji bolesti (Weber i sar., 2017), kao S§to je depresija
(Hassamal, 2023).

5.5.1. Uticaj socijalne izolacije na broj parvalbumin-pozitivnih interneurona u hipokampusu

Studije na adultnim Zivotinjama ukazuju da socijalna izolacija smanjuje broj parvalbumin
pozitivnih (PV") interneurona u subregionima hipokampusa (Filipovi¢ i sar., 2013; Filipovi¢ i sar.,
2017), koji je od velike vaznosti za mapiranje socijalnog prostora (fizicki prostor koji sarzi socijalni
stimulus, Schafer, Schiller, 2018; Leblanc, Ramirez, 2020). Medutim, ni u jednoj studiji nije
ispitivano kako se PV interneuroni unutar hipokampusa menjaju tokom adolescencije, kako reaguju
na uslove socijalne izolacije i da li te promene mogu uticati na razliite aspekte motivisanog
socijalnog ponasanja kod adolescentnih glodara.

U ovoj studiji pokazano je da socijalna izolacija u toku rane adolescencije smanjuje broj PV*
interneurona jedino u dentatnom girusu. lako se zna da su PV izuzetno osetljivi na stres (Filipovic i
sar., 2013, Czéh i sar., 2015) treba napomenuti da je bazalni nivo kortikosterona kod socijalno
izolovanih jedinki bio sli¢an vrednostima izmerenim u krvi kontrolnih Zivotinja (Potrebi¢ i sar.,
2021). Studije na adultnim jedinkama su takode pokazale da socijalna izolacija dovodi do smanjenja
broja PV* interneurona u hipokampusu u uslovima niskog nivoa serumskog kortikosterona, ukazujuéi
da je socijalna izolacija po sebi dovoljna da izazove pad u broju PV* interneurona (Filipovi¢ i sar.,
2013; Filipovi¢ i sar., 2017).

Dentatni girus ima vaznu ulogu u memorijskim procesima zna¢ajnim za uocavanje novog i
stvaranje memorije vezanog za novo sa minimalnim preklapanjem sa ve¢ postoje¢im memorijskim
tragovima/engramima (eng. pattern separation, completion), te je u nekim studijama oznacen i kao
detektor razli¢itosti (GOmez-Ocadiz i sar., 2022). Takode, dentatni girus je od velikog znacaja za
radnu memoriju (Hainmueller, Bartos, 2020) i povezivanje senzornih informacija sa prostornim
kontekstom (Lee, Jung, 2017). Imajuci u vidu da su samo jedinke gajene u uslovima socijalne
izolacije tokom rane adolescencije u Trokomornom testu pokazale apetitivno ucenje socijalnog
prostora imale i smanjen broj PV* interneurona u dentatnom girusu, moZe se pretpostaviti da je
smanjenje broja PV" interneurona u dentatnom girusu deo neuromodulatornog mehanizma koji lezi
u osnovi pristrasnog pamcenja socijalnog prostora, tj. neurotransmisije koja omogucéava motivaciji
da upravlja kognicijom (engl. motivated cognition, Kennedy, Shapiro, 2009; Madan, 2017; Kassab,
Alexandre, 2018). Parvalbumin pripada unutaréelijskim proteinima koji su vazni u procesu vezivanja
unutarcelijskih jona kalcijuma i ucestvuje u procesu regulacije unutrasnje ekscitabilnosti neurona koji
ga eksprimiraju (Filice i sar., 2020). Sa funkcijskog aspekta, smanjena ekspresija parvalbumina u
interneuronima (koja se ogleda u smanjenom broju PV" interneurona) bi posledi¢no dovodila do
povecane aktivnosti samih PV interneurona, a S obzirom da su oni inhibitorni i do smanjene aktivnosti
dentatnog girusa (Schwaller, 2012; Filice i sar., 2016; Filice i sar., 2020). Druge studije su pokazale
da je smanjena aktivnost dentatnog girusa povezana sa motivisanom kognicijom: u uslovima kada su
aktivirani projekcioni dopaminski neuroni srednjeg mozga (aktiviraju se u odgovoru na nagradujuce
stimuluse) dolazi do dugotrajne depresije ekscitatornih stimulusa koji u dentatni girus dolaze iz
korteksa, usled €ega slabi kontekstualno ucenje, a favorizuje se memorija na nagradujuc¢i stimulus 1
prostor vezan za njega (Du i sar., 2016). Da socijalna izolacija doprinosi redukovanoj ekscitabilnosti
granularnih ¢elija dentatnog girusa pokazano je u studiji na adolescentnim C57BL/6J miSevima koji
su nakon odvajanja od majke (21. postnatalni dan) 6 nedelja ziveli socijalno izolovani (Talani i sar.,
2016), ali nije radena ponasajna karakterizacija modela.

Iako ovaj deo studije zahteva dodatna istrazivanja, rezultati idu u prilog vaznosti socijalnog
iskustva za funkcionisanje PV1 u mozgu pacova u razvoju, ukazujuci da je rana adolescencija posebno
osetljiv period i dodatno naglaSavaju¢i da dentatni girus predstavlja deo mozdanih regiona osetljivih
na socijalno iskustvo. Dodatno, ova studija je pokazala po prvi put da se broj PV* pove¢ava u CA3
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subregionu dorzalnog hipokampusa od rane ka srednjoj adolescenciji, nezavisno od drusStvenog
okruzenja. Ovaj rezultat je u skladu sa drugim studijama koje ukazuju da je hipokampus region koga
odlikuje produzena maturacija (Keresztes i sar., 2018).

5.5.2. Uticaj socijalne izolacije na aktivacioni fenotip mikroglijskih celija dentatnog girusa

Studije na Zivotinjama i ljudima ukazuju da odredeni imunomodulatori mogu uticati na nacin
na koji mozak obraduje informaciju i na koju odgovora (Dantzer i sar., 2008). Izlaganje stresu dovodi
do aktivacije mikroglijskih celija, imunskih ¢elija CNS-a, koje dalje dovode do regrutovanja
perifernih inflamatornih modulatora do mozga, doprinose¢i formiranju anksioznih i depresivnih
oblika ponasanja (Wohleb, Delpech, 2017). Poznato je da izlaganje stresoru dovodi do znacajnog
strukurnog 1 funkcijskog remodelovanja mikroglijskih celija, Sto je povezano sa njihovom
aktivacijom i oslobadanjem proinflamatornih citokina (Walker i sar., 2013). Od razli¢itih metoda koji
se koriste za odredivanje aktivacionog statusa mikroglije, detaljna analiza njene morfologije se smatra
najsenzitivnijom (Wittekindt, Kaddatz, 2022).

Detaljna morfoloska analiza mikroglijskih ¢elija, radena je metodom Young i Morrison (2018)
primenom parametara fraktalne analize koja obuhvata povrSinu, obim, cirkularnost, fraktalnu
dimenziju, lakunarnost, opseg rasprostranjenja i gustinu, kao i skeletonizacije koja podrazumeva
analizu ukupanog broja mikroglijskih nastavaka (grana), prose¢nu i maksimalnu duzinu grane, broj
mesta grananja, veli¢inu mesta grananja, duzinu grane izmedu 2 tacke grananja, broj zavrSetaka
grana, kao 1 broj trostrukih i ¢etvorostrukih grananja. Jedini parametar koji se znacajno menjao je
smanjenje gustine mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu dorzalnog hipokampusa zivotinja gajenih
u izolaciji tokom rane adolescencije u poredenju sa grupno gajenim jedinkama iste starosti. S obzirom
da se ovaj parametar dobija deljenjem povrsine ¢elije sa njenim opsegom rasprostranjenja, smanjena
vrednost ovog parametra moze ukazati na manju kompaktnost celija, koja se moze smatrati
indikatorom tranzicije mikroglije iz mirujuceg u aktivno stanje.

Mikroglija je prisutna u svim delovima mozga, ali nije potpuno jasno da li mozda ima razli¢itu
ulogu u razli¢itim regionima (Lawson i sar., 1990). Naime, nova studija je ukazala da ¢elije mikroglije
izolovane iz kore velikog mozga, strijatuma, hipokampusa i malog mozga imaju razliite obrasce
ekspresije gena (Grabert, Michoel, 2016). Takode, odgovor ovih Celija na stresore je region-
specifi¢an, kao 1 same promene unutar regiona, pa se u nekim regionima moze menjati broj, dok se u
drugim regionima moze menjati veli¢ina i oblik mikroglijskih ¢elija (Tynan i sar., 2010). Da li ovakve
promene nastaju kao rezultat razlicite osetljivosti mikroglijskih ¢elija u razli¢itim regionima mozga
na isti sistemski stimulus ili ove ¢elije imaju specifi¢an vremenski okvir unutar koga se morfoloski
menjaju jos nije poznato.

Mnoge studije ukazuju da naruSeno funkcionisanje HPA osovine 1 balansa izmedu
proinflamatornog i antiinflamatornog odgovora predstavljaju dva glavna patofizioloska mehanizma
odgovorna za etiologiju depresije (Lamers i sar., 2013). U ovoj studiji dektovano je smanjenje gustine
mikroglijskih ¢elija u grupi rano adolescentnih socijalno izolovanih zivotinja, bez znac¢ajnih promena
u koncentraciji kortikosterona u plazmi. Smanjenje gustine mikroglijskih ¢elija se moze smatrati
indikatorom njihove aktivacije 1 indirektno ukazivati na povecanu aktivnost proinflamatornog
odgovora. Klinicke studije ukazuju da je povecani nivo inflamatornih markera u krvi karakteristican
za osobe sa atipicnom depresijom u odnosu na pacijente sa melanholicnim podtipom depresije i
zdravim ispitanicima (Lamers i sar., 2013). Medutim, imajuci u vidu da su parametri dobijeni iz
periferne krvi pacijenata, ne mogu se sa sigurno$¢u povezivati sa aktivacionim statusom mikroglije
u mozgu, jer mogu obuhvatati i periferni inflamatorni odgovor.

Aktivirana mikroglija ne mora nuzno imati neurotoksi¢no, ve¢ moZze imati i neuroprotektivno
dejstvo, te je pitanje da li njenu aktivnost treba tumaciti kao pravu inflamaciju ili hemostatsku
adaptivnu funkciju. Naime, mikroglijske ¢elije su odgovorne za sintezu kako proinflamatornih, tako
i antiinflamatornih citokina, faktora rasta, medijatora tkivne homeostaze, reparacije i remodelovanja
(Shao i sar., 2022). U tom smislu, smanjene gustine mikroglijskih ¢elija bi kod zivotinja gajenih u
izolaciji tokom rane adolescencije moglo predstavljati adaptivnu strategiju odbrane organizma od
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stresa. Imajuci u vidu da je status ¢elija mikroglije in vivo veoma komplikovan i moze ukljucivati
spektar razlicitih, ali funkcionalno preklapajucih fenotipova, moze se ocekivati da odrzanje ravnoteze
izmedu fenotipski razli¢itih mikroglijskih ¢elija, a ne generalna supresija mikroglijske aktivnosti bude
u fokusu novih imunomodulatornih terapija (Shao i sar., 2022).

Smanjena gustina mikroglijskih ¢elija kod Zzivotinja gajenih u izolaciji tokom rane
adolescencije je pokazala prolazni karakter, jer nije prime¢ena kod srednje adolescentnih socijalno
izolovanih Zivotinja. To se moze objasniti habituacijom, odnosno prilagodavanjem na hroni¢no
izlaganje stresu izolacije kod ovih Zivotinja, $to je fenomenoloSki ve¢ opisano u literaturi tj.
smanjenim odgovorom organizma na dati stresor (Rankin i sar., 2009). S obzirom da drugi mozdani
regioni nisu analizirani ovakva pretpostavka se ne moze generalizovati jer, kao $to je prethodno
napomenuto, treba imati u vidu regionalno-specificne karakteristike odgovora mikroglijskih ¢elija na
stresor.

5.6. Uticaj druStvenog okruZenja i prekono¢nog gladovanja na antioksidativni status perifernih
organa, biohemijskih parametara krvi i telesnu masu peripubertetskih muzjaka pacova

5.6.1. Uticaj drustvenog okruzenja na antioksidativni status perifernih organa peripubertetskih
pacova

Oksidativni stres povecava rizik za nastanak razliCitih poremecaja raspoloZenja Sto se
objasnjava posebnom osetljivoséu nervnog sistema na oksidativna oSte¢enja izazvana narusenom
ravnotezom izmedu formiranja slobodnih vrsta kiseonika i njihovog uklanjanja (Halliwell, 2006; Ng
i sar., 2008; Scapagnini i sar., 2012; Siwek i sar., 2013).

Pokazano je da socijalna izolacija izaziva oSteCenja CNS-a snizavajuéi aktivnost
antioksidativnih enzima i indukujuéi oksidativni stres, za koji je utvrdeno da doprinosi patogenezi
ponasanja sli¢nih depresiji (Zlatkovi¢ i sar., 2014). Medutim, promene u aktivnosti antioksidativnih
enzima u perifernim organima izazvane socijalnim stresom su jo§ uvek neistrazene. Dublje
poznavanje promena u antioksidativnom odbrambenom sistemu razli¢itih organa jednog organizma
u nametnutim uslovima stresa predstavlja vazan aspekt u sveobuhvatnoj proceni sistemskih efekata
psihosocijalnog stresa. Ovakav pristup je od posebnog znac¢aja imajuci u vidu da je uticaj stresa na
aktivnost antioksidativnih enzima razli¢it u razli¢itim organima (Oishi, Machida, 2002).

Ovom studijom je po prvi put skrenuta paznja da socijalno okruzenje u adolescenciji uti¢e na
oksidativni status perifernih organa, kao i da socijalno okruzenje ima ulogu u odgovoru enzima
antioksidativne zaStite u perifernim organima na dodatni, akutni stresor. Dobijeni rezultati su ukazali
da se uticaj drustvenog okruzenja iskazuje selektivno, kako u pogledu organa, tako 1 u pogledu ciljnog
enzima i faze maturacije tokom koje se promene u socijalnom okruZenju deSavaju.

Drustveno okruzenje nije znac¢ajno uticalo na promenu aktivnosti katalaza (KAT) i glutation
reduktaza (GR) u svim ispitivanim tkivima rano i srednje adolescentnih peripubertetskih pacova, bez
obzira na trajanje socijalne izolacije Odsustvo promena u aktivnosti KAT ukazuje da produkcija H20>
u uslovima socijalne izolacije nije intenzivna, tj. nije u opsegu neophodnom za aktivaciju KAT
(Rajendran i sar., 2014). Takode, imajuc¢i u vidu da je GR jedan od kljuénih enzima zaduZenih za
odrzavanje glutationa u redukovanoj formi (GSH) koji reguliSe aktivnost glutation peroksidaze
(GSH-Px) (Rajendran i sar., 2014), to indirektno ukazuje da promene u aktivnosti GSH-Px, koje ¢e
biti diskutovane u daljem tekstu, nisu a priori posledica promena u koncentraciji GSH.

5.6.1.1. Efekat socijalnog okruZenja na aktivnosti enzima antioksidativne zaStite - eritrociti i srce

Dvonedeljna socijalna izolacija je dovela do povecanja aktivnosti ukupne SOD i SOD1 u srcu
kao i SOD1 i GSH-Px u eritrocitima srednje adolescentnih peripubertetskih pacova. Socijalna
izolacija, sama ili u kombinaciji sa gladovanjem kod rano adolescentnih pacova ne dovodi do
promene pomenutih parametara. Ovakav rezultat postavlja pitanje da li je duzina izolacije u trajanju
od dve nedelje ili specifican razvojni period (peripubertet) doprineo efektu. U postoje¢em
eksperimentalnom dizajnu to je nemoguce razluciti, jer mladi pacovi maturiraju u zadatim socijalnim
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uslovima, $to doprinosi ,,2 U 1” efektu. Ipak, dobijeni rezultati po prvi put ukazuju da socijalna
izolacija menja aktivnost/aktivaciju SOD1 u srcu i eritocitima. Izrazenija aktivacija SOD1 ukazuje
na porast superoksida u sistemu, ¢ijim uklanjanjem nastaje H.O, (Baud i sar., 2004) te bi, shodno
rezultatima ove studije, jedan od efekata trebao da bude i znac¢ajno povecanje aktivnosti enzima
osetljivih na poveéanu produkciju H2O2, na prvom mestu GSH-Px, $to se i deSava u eritrocitima (dve
nedelje gajenja u uslovima socijalne izolacije povecava aktivnost GSH-Px u eritrocitima
peripubertetskih pacova koji nisu gladovali). GSH-Px predstavlja jedan od glavnih antioksidativnih
enzima u organizmu (Vavakova, Durackova, 2015), a izmenjene aktivnosti ovog enzima u Krvi su
primeéene kod osoba sa razliCitim poremecajima raspolozenja. Narusena aktivnost ovog enzima
(poviSena ili smanjena) moze dovesti do akumulacije reaktivnih oblika kiseonika koje su u negativnoj
korelaciji sa tezinom klini¢ke slike depresije i njenih simptoma (Vavakové, Duradkova, 2015).
Prisustvo traume u ranom detinjstvu moze dovesti do visokih koncentracija ovog enzima u krvi, koje
se povezuju sa tezom klinickom slikom psihoza (Alameda i sar., 2018). Sa druge strane, odsustvo
promene u aktivnosti GSH-Px u srcu moze se objasniti izuzetno blagim povecanjem aktivnosti
ukupne SOD i SODI, te odsustvom znacajnih razlika u aktivnosti ovog enzima izmedu ispitivanih
grupa (post hoc komparacije bez znacajnosti). U prilog ¢injenici da se sistemski efekat socijalne
izolacije moze proceniti pracenjem promene aktivnosti SOD1 idu istrazivanja koje ukazuju da
malondialdehid, GSH, SOD, KAT, GSH-Px, vitamini C i E mereni u krvi adekvatno oslikavaju
redoks status u tkivima (Margaritelis i sar., 2015; Veskoukis i sar., 2009).

Rezultati ove studije su takode pokazali da socijalna izolacija u peripubertetu ne uti¢e na
promenu aktivnosti GSH-Px u eritrocitima u odgovoru na dodatni stresor prekonoénog gladovanja.
Razlika u aktivnosti ovog enzima uocena izmedu grupno gajenih i Zivotinja gajenih u izolaciji se gubi
kada se zivotinje podvrgnu dodatnom stresoru prekonoénog gladovanja. Ostaje da se ispita da li bi
aktivnost GSH-Px u eritrocitima Zivotinja gajenih grupno ili u izolaciji bila u istom opsegu i kada bi
dodatni stresor bio drugog tipa npr. psiholoski. Interesantno je napomenuti da se prekono¢no
gladovanje nije pokazalo kao znacajni faktor u analizi ukupne SOD u eritrocitima, te je ukupna SOD
u eritrocitima pokazivala znatno vecu aktivnost kod izolovanih u poredenju sa grupno gajenim
Zivotinjama, bez obzira da li je dodatni fizioloski stresor bio prisutan ili ne. Jedini enzim kod koga
nije primecena izmenjena aktivnost u odgovoru na prekono¢no gladovanje jeste SODI eritrocita,
usled ¢ega promene u aktivnosti ovog enzima mogu predstavljati potencijalni biomarkter hroni¢nog
stresa socijalne izolacije. Novija istrazivanja ukazuju da pogorsanje klini¢ke slike depresije kod dece
i adolescenata prati znacajno visoka aktivnost SOD u krvi (Miniksar, Gé¢men, 2022), kao i da se
parametar aktivnosti enzima SOD moZe smatrati jednim od potencijalnih biomarkera ovog
patoloSkog stanja.

5.6.1.2. Efekat socijalnog okruZenja na aktivnost enzima antioksidativne zaStite - metaboli¢ki organi
i testisi

Jetra 1 bubrezi su organi koji imaju vazne uloge u procesiranju i eliminaciji toksina, lekova i
drugih metabolic¢kih proizvoda zbog Cega su izloZeni visokom nivou oksidativnog stresa. Enzimska
oksidativna zastita posebno je vazna kako bi se oCuvala njihova funkcionalnost, pa je efekat
socijalnog okruZenja na aktivnost enzima antioksidativne zastite bio procenjivan ispitivanjem ova
dva organa.

Rezultati su pokazali da drustveno okruZenje kao faktor utice znacajno jedino na promenu
aktivnosti MnSOD (SOD?2) u jetri i to samo pacova rano adolescentne grupe, dok se ovaj efekat gubi
u jetri srednje adolescentnih pacova. Rezultati su takode ukazali da je gladovanje povecalo aktivnost
samo kod grupno gajenih dok je kod socijalno izolovanih jedinki aktivnost ovog enzima bila
smanjena Sto ukazuje da socijalna izolacija znacajno smanjuje potencijal SOD2 u jetri ispitivanih
jedinki da odgovore na dodatni, fizioloSki stresor. Izostanak efekta u jetri srednje adolescentnih
pacova ukazuje na starosnu zavisnost aktivnosti SOD2 u jetri u odgovoru na socijalni stres i takode
naglasava selektivnu osetljivost SOD2 u poredenju sa SOD1 na socijalni stres.
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U bubregu socijalna izolacija nije uticala na aktivnost ni jednog ispitivanog enzima osim
SOD2 ¢ija se aktivnost smanjivala nakon izolacije. Aktivnost GSH-Px, ukupne SOD, SOD1 i SOD2
se povecala u bubregu izolovanih pacova nakon izlaganja prekono¢nom gladovanju. U tkivu bubrega
izoforme SOD enzima imaju razli¢itu ulogu u pogorSanju ili ublazivanju razlicitih bolesti ovog
organa. lako se smatra da SODI izoforma ima najvecu antioksidativnu aktivnost u bubregu,
disfunkcija SOD2 izoforme se povezuje sa ozbiljnijim patoloSkim promenama, poput akutne
bubrezne insuficijencije i hroni¢ne bolesti bubrega (Ratliff i sar., 2016; Kitada i sar., 2020). Smanjena
aktivnost SOD2 moze dovesti do povecéane koli¢ine O2" u mitohondrijama, koja za posledicu moze
imati nepravilno funkcionisanje ovih organela (Sharma, 2017; Forbes, Thorburn, 2018).

Smanjenje aktivnosti SOD2 u jetri i bubrezima izolovanih pacova moze se smatrati efektom
socijalnog stresa na mitohondrijsku ROS homeostazu. Obzirom da SOD2 katalizuje dismutaciju O2™
do H20; uz produkciju Oz u matriksu i medumembranskom prostoru mitohondrija i ima vaznu ulogu
u mitohondrijskoj ROS detoksikaciji (Kitada i sar., 2020), izmenjena ekspresija ili aktivnost SOD2
ima neizbezni efekat na funkciju mitohondrija i moze biti uzrok razvoja raznih bolesti (Miao, St Clair,
2009). Uzevsi u obzir da je pravilno funkcionisanje SOD2 enzima neophodno za prezivaljavanje
aerobnih organizama i da njegov nedostatak dovodi do smrti organizma usled dilatirane
kardiomiopatije i pojave neurodegeneracije (Li i sar., 1995; Lebovitz i sar., 1996), naruseno
funkcionisanje ovog enzima se dovodi u vezu sa pojavom kardiovaskularnih bolesti 1 razlicitih
neurodegenerativnih oboljenja. Takode, povec¢an oksidativni stres i relativno smanjena aktivnost
SOD2 enzima dovode do oste¢enja DNK i samih ¢elija, §to je primeceno u pocetnim stadijumima
kancera (Miao, St Clair, 2009).

Ova studija je pokazala da se promena aktivnosti SOD2 usled socijalne izolacije prvo uocava
u jetri, nakon jedne nedelje gajenja u izolaciji i da je znacajno spregnuta sa gladovanjem, $to ukazuje
na specificne metabolicke zahteve rane adolescentne faze. Tome u prilog govori i podatak da je unos
hrane po gramu telesne mase zivotinja bio najveéi u periodu rane adolescencije nakon ¢ega sledi
smanjenje.

Prisustvo oksidativnog stresa moze dovesti do povecane lipidne peroksidacije Celijske
membrane spermatozoida §to za posledicu moze imati i redukovanu fluidnost njegove membrane
(Sikka, 2001; Parodi, 2014). Pored toga, mobilnost spermatozoida moze zavisiti od lipidne
peroksidacije i time kompromitovati kapacitet fertilizacije spermatozoida u uslovima oksidativnog
stresa (Aitken, 1999), zbog Cega antioksidativni defanzivni sistem predstavlja jedan od najvaznijih
sistema u testisima, ako se uzme u obzir da se oStecenja koja nastaju usled prisustva oksidativnog
stresa smatraju najvaznijim uzro¢nikom naruSenog funkcionisanja testisa (Aitken, Roman, 2008).
Medutim, fiziolo§ki nivo reaktivnih oblika kiseonika je neophodan za funkcionisanje spermatozoida,
akrozomalnu reakciju, kao 1 fuziju sa oocitom, usled cega je odredeni nivo ovih jedinjenja neophodan
za normalno funkcionisanje muskog reproduktivnog sistema (Guesmi i sar., 2016).

Socijalna izolacija je dovela do poveéanja aktivnosti samo GSX-Px u testisima rano
adolescentskih pacova. Povecana aktivnost GSX-Px u testisima rano adolescentnih pacova izlozenih
stresoru socijalne izolacije moze ukazati na blago poveéanu koncentraciju H2O2, ako se uzme u obzir
da se eliminacija ovog molekula u testisima predominantno vrsi pomocu ovog enzima, a ne katalaze
(Peltola i sar., 1992). Izlaganje prekonoénom gladovanju povecalo je aktivnosti GSX-Px i SOD2 u
testisima rano adolescentnih izolovanih i grupno gajenih Zivotinja. U testisima srednje adolescentnih
pacova gladovanje je znacajno smanjilo aktivnost GSH-PX. Prethodne studije su ukazale da povecana
lipidna peroksidacija suprimira aktivnost glutation peroksidaze i drugih enzima antioksidativne
zaStite (Aitken, Roman, 2008), te bi primecena smanjena aktivnost GSH-Px u testisima srednje
adolesentnih pacova mogla da ukaZe na prisustvo povecane lipidne peroksidacije u ovom organu, ali
bi za ovu tvrdnju bilo neophodno izmeriti i nusprodukte lipidne peroksidacije.

Prethodne studije su pokazale da su promene u ekspresiji i aktivnosti antioksidativnih enzima
u testisima regulisane nivoom testosterona u ovim organima (Ghosh i sar., 2002; Zini, Schlegel,
2003). Ako se uzme u obzir da testosteron obi¢no dovodi do poveéanja stope metabolizma, moze se
ocekivati da visok nivo ovog hormona moze biti uklju¢en u nastanak disbalansa izmedu produkcije
ROS i antioksidativne odbrane, dovode¢i do povecanog rizika za nastanak oksidativnog stresa.
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Nekoliko studija ukazuje da testosteron moze indukovati oksidativni stres u tkivu sisara (Buchanan i
sar., 2001) mada je u drugim studijama primec¢eno da ovaj fenomen moze biti tkivno-specifican i da
testosteron moze imati i antioksidativni efekat, kao na primer unutar centralnog nervnog sistema
pacova (Guzman i sar., 2005).

Medutim, u ovoj studiji nisu uocene promene u nivou cirkuliSuéeg testosterona u svim
ispitivanim grupama. UoCene promene u aktivnosti enzima antioksidativne zaStite nisu znacajno
naruSile reproduktivni potencijal muzjaka, Sto je utvrdeno praéenjem reproduktivnog potencijala
jedinki gajenih u uslovima socijalne izolacije, te u ovoj studiji nije primecena razlika u vremenu
zaceca zenki parenih sa muzjacima gajenim u razlicitim socijalnim uslovima. Takode, muzjaci gajeni
u razli¢itim socijalnim uslovima su imali i sli¢an broja potomaka, a nisu primecene ni razlike u odnosu
polova medu potomstvom, kao ni njihovim tezinama u prvim fazama razvoja.

5.6.1.3. Modulatorni uticaj socijalne sredine na aktivnost enzima antioksidativne zastite u uslovima
izlaganja dodatnom stresoru

Ova studija je pokazala da socijalni uslovi u kojima jedinka sazreva mogu znacajno da uticu
na aktivnost enzima antioksidativne zastite u uslovima dodatnog stresora, tj. da odsustvo znacajnog
uticaja faktora ,,socijalno okruzenje” na aktivnost enzima antioksidativne zaStite u perifernim
organima ne znaci da on u potpunosti ne postoji, ve¢ da je potreban dodatni Zivotni izazov da bi se
njegov efekat iskazao. Ova Cinjenica je veoma vazna, jer je u realnim uslovima zivot jedinke pun
nepredvidivih i Cesto stresnih okolnosti.

Negativni modulatorni uticaj socijalnog okruzenja na aktivnost enzima antioksidativne zastite
u perifernim organima ispoljio se kroz aktivnost GSH-Px u testisima jedinki izlozenih jednokratnom
prekono¢nom gladovanju, narusavajuéi kapacitet enzima GSH-Px da odgovori na dodatne sredinske
uslove. Dodatni primeri koje ova studija detektuje odnose se na aktivnost SOD2 u jetri rano
adolescentne grupe pacova, pri ¢emu izolacija takode prouzrokuje slabiji odgovor enzima na stresor
izazvan prekono¢nim gladovanjem.

Pozitivni modulatorni uticaj socijalnog okruZzenja uocen je pri proceni aktivnosti GSH-Px u
bubregu rano adolescentne grupe pacova gde je izolacija doprinela pove¢anom odgovoru ovog
enzima na prekono¢no gladovanje.

Studija ne ukazuje na aditivne i/ili sinergisticke efekte dve ispitivane sredinske okolnosti
(hroni¢na socijalna izolacija 1 akutno gladovanje), jer ni u jednoj od komparacija nije uoceno
sumiranje i/ili pojacavanje efekata pojedina¢nih stimulusa. Medutim, dva primera koja ukazuju da
socijalna izolacija kondicionira aktivnost enzima antioksidativne zastite u perifernim organima jesu
aktivnost SOD2 u bubregu rano adolescentnih jedinki i GSH-Px u eritrocitima srednje adolescentnih
jedinki, gde je pokazano da dodatni stresor eliminiSe pokazane razlike u aktivnosti ovih enzima
uocene izmedu izolovano i grupno gajenih jedinki.

U kontekstu trazenja potencijalnog biomarkera socijalnog stresa treba izdvojiti SOD1 u
eritrocitima srednje adolescentne grupe pacova - jedini enzim C¢ija je aktivnost bila
promenjena/povecana kod izolovanih jedinki u odnosu na grupno gajene jedinke bez obzira da li
tretman prekono¢nog gladovanja postoji ili ne. Ostaje da se razjasni da li je duzina perioda izolacije
ili specificna maturaciona faza znacajan faktor za ispoljavanje ovog efekta, Sto se moZe razjasniti
ispitivanjem grupe koja bi bila gajena u uslovima socijalne izolacije samo tokom perioda srednje
adolescencije. Cinjenica da su eritrociti lako dostupni iz uzorka krvi daje dodatnu stimulaciju da se
aktivnost SOD1 u eritrocitima dodatno ispita, jer je ovakvo uzorkovanje, koje ne Steti zdravlju
pacijenta, klini¢ki najpoZeljnije.

5.6.2. Biohemijski parametri iz krvi i promene u telesnoj masi

Poznato je da tokom odgovora na stresor dolazi do aktivacije HPA osovine i1 oslobadanja
glukokortikoida iz kore nadbubrezne Zlezde. Aktiviranje ove osovine tokom osetljivih faza razvoja
moze prouzrokovati nastanak razli¢itih poremecaja, u vidu njene trajne nestabilnosti ili
disfunkcionalnosti (Tofoli i sar., 2011). lako je hiperaktivnost HPA osovine u depresiji jedan od
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najkonzistentnijih nalaza u psihijatriji, danas se smatra da se hiperkortizolemija moze povezati sa
specifi¢cnim podtipom depresije - melanholi¢nom depresijom (poveéana senzitivnost HPA osovine i
produzen odgovor u prisustvu stresora), dok se hipokortizolemija moze povezati sa atipi¢nom
depresijom (neizmenjena ili redukovana aktivnost HPA osovine u bazalnim uslovima, sa
nemoguc¢no$¢u potpune aktivacije u prisustvu stresora, Antonijevic, 2006; Gold, Chrousos, 2013;
Herane-Vives i sar., 2018; Herane-Vives i sar., 2020).

U rezultatima pretklinickih studija koje se bave ispitivanjem uticaja socijalnog stresora na
bazalni nivo hormona stresa postoji vrlo malo konzistentnosti, pa je tako pokazano da socijalno
izolovane zivotinje mogu imati nizi (Serra i sar., 2005; Hermes i sar., 2006; Djordjevic i sar., 2010;
Weintraub i sar., 2010; Hawkley i sar., 2012; Raz, 2013), visi (Serra i sar., 2005; Perello i sar., 2006;
Weintraub i sar., 2010; Ferland, Schrader, 2011; Butler i sar., 2014) ili neizmenjen (Weiss i sar.,
2004; Scaccianoce i sar., 2006; Toth i sar., 2011; Colaiannai sar., 2013) nivo hormona stresa u odnosu
na grupno gajene, kontrolne zivotinje. Razlog ovakve varijabilnosti je verovatno razli¢itost
metodoloskih faktora koji se moraju uzeti u obzir prilikom tumacenja dobijenih rezultata, poput
razvojnog perioda kada je socijalna izolacija primenjena, duzine trajanja izolacije, ali 1 pola i
vrste/soja Zivotinja koje se u eksperimentima koriste.

Dobijeni rezultati su pokazali da gajenje peripubertetskih jedinki pacova Wistar Han soja u
uslovima socijalne izolacije ne utice na bazalni nivo kortikosterona, te da je on, bez obzira na duzinu
gajenja (jedna ili dve nedelje) isti kod izolovanih i grupno gajenih jedinki iste starosti. Kao $to je veé
pomenuto, neizmenjen ili redukovan bazalni nivo hormona stresa (kortikosteron kod glodara, kortizol
kod ljudi) opisan je kod pacijenata sa atipi¢cnom depresijom (Butler i sar., 2014).

Jedan od nacina da se proceni funkcionalnost HPA osovine je da se Zivotinje izlagane
hroni¢nim stresorima dodatno izloze akutnom stresoru. I povisen i oslabljen odgovor na dodatni
stresor ukazuje na problem u funkcionalnosti osovine i sa sobom nosi negativne zdravstvene
implikacije (Carroll i sar., 2009; Lovallo, 2013). Ovakve negativne posledice mozda ne mogu biti i
klinicki identifikovane, ali mogu predstavljati potencijalne endofenotipske markere podloznosti
organizma odredenom psihopatoloskom stanju (Mello i sar., 2007).

Nekoliko studija na glodarima je ukazalo da hroni¢no izlaganje psihosocijalnom stresoru u
ranom periodu zivota moze trajno kompromitovati sposobnost organizma da odgovori na dodatni
stresor (Viveros i sar., 1988; Sanchez i sar., 1998; Djordjevic i sar., 2010). Rezultati ove studije su
ukazali da socijalna izolacija per se nije menjala koncentraciju kortikosterona, kortizola i glukoze u
krvi kod ranih 1 srednje adolescentnih Zivotinja. Medutim, jedinke gajene u uslovima socijalne
izolacije tokom perioda rane adolescencije su imale slabiji odgovor na dodatni, akutni stresor
prekono¢nog gladovanja u odnosu na grupno gajene zivotinje iste starosti. Takode, jedinke ove
eksperimentalne grupe su pokazivale hiperaktivnost/hiper-reaktivnost na novu sredinu, ispoljavale su
ponasanje slicno anksioznom 1 tendenciju ka traZzenjem senzacija. Dakle, ekstremnije ponaSajne
promene u odgovoru na novinu (svaki susret sa novinom je sam po sebi stres) su uocene kod zivotinja
koje imaju oslabljeni odgovor HPA osovine na akutni stresor nego kod kontrolnih Zivotinja koje
imaju normalno funkcionisanje i odgovor ove osovine (Potrebi¢ i sar., 2021). Klinicka istrazivanja
takode ukazuju da izlaganje stresoru u ranom periodu Zivota redukuje reaktivnost na dodatne stresore
(Lovallo, 2013; Butler i sar., 2014), kao i da je slabiji odgovor pojedinca na stresor povezan sa
impulsivnim, senzacionalistickim i rizicnim ponasanjem (Cohen i sar., 2006; Lovallo, 2013).
Sli¢nosti u zapazanjima govore u prilog translacione vrednosti animalnog modela primenjenog u ovoj
studiji.

Treba napomenuti da je koncentracija kortikosterona u plazmi srednje adolescentnih grupno
gajenih 1 socijalno izolovanih pacova nakon izlaganja prekono¢nom gladovanju bila bez znacajnih
razlika, $to ukazuje da prisustvo hroni¢nog socijalnog stresa dovodi do habituacije odgovora HPA
osovine organizma na dodatni, akutni fizioloski stres.

Poznato je da hroni¢ni stres znacajno uti¢e na metabolizam i da se povezuje sa gojaznoscu
kod ljudi (Bose i sar., 2009). Rezultati ove studije su pokazali da gajenje adolescentnih jedinki u
izolaciji ne utiCe na prirast mase, jer su ove jedinke imale isti opseg porasta telesne mase kao 1
kontrolne jedinke, za obe starosne grupe. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima prethodnih studija
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koje su ukazale da socijalna izolacija ne dovodi do promene u telesnoj masi, kao ni konzumiranju
hrane (Hellemans i sar., 2004; Fone, Porkess, 2008). Ipak, prekono¢no gladovanje je dovelo do
znacajnog smanjenja telesne mase kod obe eksperimentalne grupe rano adolescentnih zivotinja, §to
nije bio slucaj sa srednje adolescentim jedinkama. Ovo moze ukazati da gladovanje preko noci, §to
je aktivna faza kod glodara, predstavlja veéi stres za Zivotinje u ranoj nego u srednjoj adolescentnoj
fazi, nezavisno od razliitog socijalnog okruzenja.

Medutim, analiza koncentracije glukoze u krvi nakon prekono¢nog gladovanja jedinki gajenih
u grupi ili izolaciji je ukazala da gajenje u izolaciji tokom rane adolescencije nosi rizik za naruSeni
metabolizam glukoze (Potrebi¢ i sar., 2021), jer su nakon prekonoénog gladovanja jedinke gajene u
uslovima socijalne izolacije tokom rane adolescencije imale visi nivo glukoze u poredenju sa grupno
gajenim kontrolama. Tokom gladovanja inicijalno dolazi do pada nivoa glukoze, kao i povecanja
nivoa kortikosterona (Jensen i sar., 2013), $to za posledicu ima porast nivoa glukoze u cirkulaciji, jer
hormoni stresa pozitivno uti¢u na hepati¢nu glukoneogenezu (Sharabi i sar., 2015). Dakle, povisen
nivo glukoze uz smanjen nivo kortikosterona uocava se nakon prekono¢nog gladovanja kod jedinki
gajenih u izolaciji tokom rane adolescencije u odnosu na grupno gajene kontrole, kao indikator
naruSenog metaboli¢kog stanja koje bez izlaganja dodatnom stresoru ostaje nezapazeno.

Rezultati ove studije su ukazali da nedostatak adekvatne, vr$njacke socijalne sredine, narocito
tokom peripuberteta/adolescencije, uti¢e na smanjenje funkcionalnosti HPA osovine sude¢i po
koncentraciji glukokortikoida, $to moze da uti¢e na odgovor na dodatni stresor.

5.7. Koncentracija ukupnih proteina, albumina, holesterola, triglicerida i testosterona u Krvi
peripubertetskih muzjaka pacova gajenih u grupi ili izolaciji

Uloga lipidnog statusa u depresiji je tema koja privlaci sve viSe paznje nau¢ne javnosti, a
razmatra se i uvodenje ovih parametara kao perifernih biomarkera u dijagnozi i leCenju depresije
(Parekhisar., 2017). Visoke koncentracije holesterola se dovode u vezu sa izmenjenim inflamatornim
profilom i nastankom depresivnih oblika ponaSanja (inflamatorna teorija depresije, Parekh i sar.,
2017), sto povezuje promenu lipidnog statusa sa patofiziologijom depresije (Zwolinska, Dmitrzak-
Weglarz, 2023). lako je velika meta-analiza na preko 5,000 adultnih pacijenata sa depresijom i 12,000
kontrola (Enko i sar., 2018; Bot i sar., 2020) potvrdila povezanost specifi¢nog lipidnog profila sa
depresivnim oblicima ponasanja, isti fenomen nije uvek primecen i u mladoj populaciji. Naime, nova
studija radena na preadolescentnim i1 adolescentnim depresivnim pacijentima ukazuje na nepostojanje
razlika u lipidnom statusu u poredenju sa kontrolom (Katren¢ikova i sar., 2020). Sa ovim su u skladu
i rezultati ove studije koji su ukazali da se lipidni status ne menja kod socijalno izolovanih
peripubertetskih pacova obe starosne grupe u poredenju sa grupno gajenim kontrolama (Katren¢ikova
i sar., 2020). Jedan od razloga heterogenosti rezultata u literaturi moze biti faktor gojaznosti koji je
prisutan kod odredenog broja depresivnih pacijenata (Sutaria i sar., 2019). Pored razlika u starosnoj
dobi, prethodna istorija bolesti i komorbiditet depresije i drugih oboljenja (Wang i sar., 2016), kao i
pol (Huang i sar., 2003; Pooradl i sar., 2013) i hormonski status (Suarez, 1999; Chen, Huang, 2006)
pacijenata doprinose varijabilnosti lipidnog profila unutar odredenih psihopatoloskih stanja (Humer,
Pieh, 2020).

Razli¢ita psihopatoloska stanja mogu biti udruzena sa promenama u koncentraciji proteina u
serumu, usled akutno-faznog odgovora organizma na stres, kada dolazi do smanjenja koncentracije
odredenih proteina i/ili do njihovog povecanja usled de novo sinteze. Nekoliko studija je ukazalo na
smanjen nivo ukupnih proteina, ali i njihovih odredenih elektroforetskih frakcija - albumina i oz, oo,
B, v globulina kod depresivnih pacijenata u zavisnosti od tipa i tezine klini¢ke slike bolesti (Maes i
sar., 1995). Rezultati ove studije su ukazali na povecan nivo ukupnih proteina kod srednje
adolescentnih pacova gajenih u izolaciji. Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da nakon smanjenja koli¢ine
ukupnih proteina u krvi (u ranim fazama odgovora na stres) dolazi do njihovog porasta, a zatim
vrac¢anja na kontrolni nivo (Radakovic i sar., 2005), pove¢ana koli¢ina ukupnih proteina u krvnoj
plazmi srednje adolescentnih pacova koji su Ziveli u uslovima socijalne izolacije moze biti posledica
naruSenog mehanizma vracanja parametra na kontrolni nivo usled prisustva prolongiranog
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psiholoskog stresa. Medutim za ovu tvrdnju bi bilo neophodno izmeriti koncentraciju ukupnih
proteina u inicijalnim fazama stresa. Povec¢ana koncentracija ukupnih proteina je u drugim studijama
na animalnim modelima (Barnett i sar., 1983) primecena u prisustvu hroni¢nog stresa, ¢ime bi moglo
da se objasni postojanje ovakve promene kod srednje adolescentnih Zivotinja, ali ne 1 kod rano
adolescentnih socijalno izolovanih zivotinja. lako se u nekim studijama depresivna stanja povezuju
sa smanjenjem nivoa albumina u serumu, to nije bio slucaj u ovoj studiji. Manja koncentracija
albumina u serumu povezana je sa povecanom osetljivos¢u na stres, odnosno individue koje su
osetljivije na stres imaju manju koncentraciju albumina u serumu (Van Hunsel i sar., 1998). U tom
smislu, odsustvo promena u koncentraciji albumina u plazmi izolovanih jedinki je u skladu sa
podatkom da kod izolovanih jedinki nije detektovan povecan nivo hormona stresa. Da bi se procenio
doprinos globulinske frakcije opisanom rezultatu za ukupne proteine neophodna je analiza
globulinskih frakcija, jer je pokazano da razli¢iti oblici depresije pokazuju razli¢itu varijabilnost u
svakoj od globulinskih frakcija (a1, a2, B, y). Dakle, iako se promene u ukupnim proteinima u krvi
generalno povezuju sa depresivnim oblicima ponaSanja (Peng i sar., 2016), tacna veza izmedu njih
jo§ uvek nije u potpunosti razjasnjena, a varijabilnost dostupnih rezultata ukazuje da je potreban
detaljniji pristup, kako u pogledu karakterizacije proteinskih frakcija tako i podtipova odredenog
psihopatoloskog stanja.

Identifikacija specifiénih biomarkera iz periferne krvi bi mogla pomo¢i u formiranju
personalizovanih tretmana, posebno u mladoj populaciji, kod koje je efikasnost lecCenja

antidepresivima veoma niska, a moze imati i kontradiktorne/kobne posledice po mladi organizam
(McCain, 2009; Vitiello, Ordoéfiez, 2016).

5.8. Uticaj socijalne izolacije na psihofizicke karakteristike potomstva roditelja socijalno izolovanih
tokom peripuberteta

Novija istrazivanja ukazuju da ne samo geneti¢ki faktori, ve¢ i sredinski uticaj, putem
razlic¢itih epigenetickih mehanizama, doprinosi predispoziji razvoja razli¢itith mentalnih oboljenja kod
potomaka roditelja koji su bili izloZeni stresu (Toth, 2015). Eksperimenti na glodarima su ukazali da
izlaganje roditelja stresorima tokom senzitivnih razvojnih perioda moZe da uti¢e na ponaSanje
potomstva i odgovor na stresore (Franklin i sar., 2010).

Rezultati ove studije su dali doprinos ovoj oblasti ukazujuéi da samo potomstvo muskog pola
socijalno izolovanih roditelja pokazuje izmenjenu/smanjenu lokomotornu aktivnost u Testu
otvorenog polja u 17. postnatalnom danu (P17). S obzirom da efekat nije bio evidentan tokom
inicijalne (prvih 5 minuta testa) ve¢ samo tokom faze koja sledi (drugih 5 minuta testa), ovakav
rezultat ukazuje da se ove jedinke brZe umaraju ili pak brZe gube interesovanje/motivaciju za novo
okruzenje. Razlike u telesnoj masi jedinki 1 vremena otvaranja ociju nije bilo, $to ukazuje da uoceni
rezultat nije posledica promena u razvoju (otvaranje oCiju predstavlja spoljasnji znak normalne
maturacije centralnog nervnog sistema, Strémland, Pinazo-Duran, 2002; Podgorac i sar., 2016).

Druga istraZivanja su ukazala da se transgeneracijski efekat razli¢ito prenosi na potomstvo
oba pola, a kada je socijalni stresor u pitanju, posledice su izraZenije kod potomaka muskog pola, §to
ih ¢ini podloznijim za razvoj emotivnih psihopatologija (Dietz i sar., 2011). Danas se zna da pocetni
stadijumi nekoliko neuropsihijatrijskih oboljenja, koja se ispoljavaju pretezno tokom detinjstva i
adolescencije (shizofrenija, autisti¢ni spektar ponaSanja, poremecaj paznje sa hiperaktivnos$¢u), imaju
kao rani simptom kaSnjenje u ranom motorickom razvoju, tokom prvih godina Zivota, te se 1 u
razli¢itim animalnim modelima sve vise paznje obraca na rani motoricki razvoj jedinki (Eltokhi i sar.,
2021). Od posebnog znacaja je ¢injenica da problemi u ranom motori¢kom razvoju mogu da imaju
spontani oporavak, ali uz istovremenu pojavu drugih nepravilnosti u ponasanju. U prilog tome ide i
rezultat dobijen u ovoj studiji, potomstvo grupno gajenih i socijalno izolovanih roditelja nije
pokazivalo razlike u aktivnosti u otvorenom polju 29 postnatalnog dana. Medutim, neophodna su
dodatna testiranja da bi se utvrdio psihosocijalni status potomaka. Znacaj boljeg poznavanja ranog
psihomotorickog razvoja istiCe se u novoj literaturi posvecenoj psihickom zdravlju dece i mladih
(Carey i sar., 2023).
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Brojne klini¢ke studije ukazuju da je faktor rizika nastanka poremecaja raspolozZenja kod
potomaka prisustvo poremecaja raspolozenja kod roditelja (Maciejewski i sar., 2018), medutim
postoji veoma malo podataka koji ukazuju na povezanost sa socijalnim/vr$njackim iskustvom samih
potomaka. Deca koja imaju mentalno obolele roditelje nisu samo izlozena riziku loSijeg odnosa i
zanemarivanja od strane roditelja, ve¢ je moguce da imaju i poteskoca u uspostavljanju vrsnjackih
interakcija i formiranju kruga prijatelja usled socijalne stigme zbog obolelog roditelja (Dam, Hall,
2016). Nova istrazivanja ukazuju da vrsnjacki odnosi potomaka imaju velikog uticaja na to da li ¢e
se neki od simptoma poremecaja raspoloZzenja javiti kod potomaka (Landstedt, Almquist, 2019).
Takode, ranije studije su ukazale da status deteta medu vrSnjacima znacajno uti¢e na njegovo metalno
zdravlje u adultnom dobu, nezavisno od mentalnog zdravlja roditelja (Modin i sar., 2011), kao i da
pozitivni socijalni odnosi sa vr$njacima mogu ,,ponistiti” uticaj negativnih zivotnih dogadaja (Rueger
i sar., 2016).

Ova studija je takode pokazala da individualno socijalno iskustvo potomaka ima snazniji
uticaj na pojavu smanjenog interesovanja za novu sredinu, izbegavanja potencijalno opasne sredine i
hipohedonije, nego socijalno iskustvo roditelja. Naime, socijalno izolovano potomstvo u odnosu na
grupno gajeno, bez obzira na socijalno iskustvo roditelja, je pokazalo manju lokomotornu aktivnost
u testu otvorenog polja, manji broj ulaza u centralno polje arene i manji indeks preference 1%
saharoze. Ono $to treba naglasiti je da se rezultati dobijeni za socijalno izolovane roditelje i socijalno
izolovane potomke razlikuju kada su u pitanju generalna aktivnost u otvorenom polju, jer je u
roditeljskoj generaciji detektovana hiperaktivnost, a u potomackoj hipoaktivnost u novoj sredini, dok
se prisustvo indikatora hipohedoni¢nog ponaSanja (smanjena preferenca 1% rastvora saharoze u
odnosu na kontrolu) pokazalo kao konzistentan nalaz. Cinjenica da je ispitivano potomstvo prvi okot
mladih majki, kako zenki gajenih u grupi tako i socijalno izolovanih, jedina je metodoloska razlika
izmedu dve generacije jedinki. Ono §to se uporedivanjem rezultata jasno uocava je da musko
potomstvo mladih majki u P29 ima manju telesnu masu nego musko potomstvo starijih majki u istom
periodu razvoja (45+1,81 vs. 82+13,12; Slika 4.22 i Slika 4.18.), kao i da je vertikalna aktivnost
muskog potomstva mladih majki u P29 niZa od vertikalne aktivnost muskog potomstva starijih majki
u istom periodu razvoja (42+4,78 vs. 90+37,26; Slika 4.22 i Slika 4.1C). Vertikalna aktivnost glodara
u novoj sredini je indikator njihove istrazivacke aktivnosti (Lever i sar., 2006), a smanjena
eksploratorna aktivnost pacova u novoj sredini povezuje se sa motivacionim deficitom koji, izmedu
ostalog, moze biti praen smanjenjem telesne mase (Rygula i sar., 2005). Shodno ovim podacima,
dobijeni rezultati ukazuju na motivacioni deficit potomstva mladih majki u prvoj nedelji nakon
izdvajanja iz legla. Literatura koja razmatra psihofizicki razvoj laboratorijskih glodara ne stavlja
poseban akcenat na starost majke i redni broj okota kada su u pitanju telesna masa i psihofizicke
karakteristike potomstva u kasnijim fazama razvoja i adultnom dobu (Ghasemi, Jeddi, 2021).
Medutim, starija literatura ukazuje da starost zZenki znacajno utice na masu potomstva ne toliko na
rodenju koliko u trenutku odvajanja od majke (P21), u smislu da potomstvo Zenki koje su se parile u
periodu P35-P40 i P70-P75 ima znacajno manju telesnu masu od potomstva zenki koje su se parile u
periodu P105-P110 (Rosen i sar., 1987). O uticaju starosti muzjaka na karakteristike potomstva nema
dovoljno podataka u literaturi. Ovakvo ¢injeni¢no stanje ukazuje da starost majke u trenutku zaceca
moze da bude dodatna eksperimentalna varijabla koja znacajno uti¢e na psihofizicke karakteristike
potomstva i koja bi trebala da bude evidentirana u eksperimentalnim procedurama kao obavezan
parametar. U tom smislu, mora biti naglaseno da su rezultati dobijeni u ovoj studiji specificni za prvi
okot mlade roditeljske generacije gajene u grupi ili izolaciji, te ne mogu biti generalizovani.

5.9. Ogranicenja studije 1 preporuke za buduca istrazivanja

Ispitivanje samo jedinki muskog pola predstavlja znac¢ajno ogranicenje sprovedene studije.
Medutim, ovakav izbor se u moze obrazloziti time da je broj jedinki koje su testirane bio u granicama
kapaciteta institutskog vivarijuma i eksperimentne aparature kojom Laboratorija za molekularnu
neurobiologiju i ponaSanje raspolaze, imajuci u vidu da je bilo neophodno testirati eksperimentalne
jedinke u odredenom danu postnatalne starosti. Kao i da bi rad na zenkama implicirao i pracenje
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estrusnog ciklusa (prvi estrusni ciklus se kod Zenki pacova javlja oko P32-35; Vidal, 2017) kao i
uskladivanje dana testiranja sa fazom ciklusa, $to bi moglo da rezultuje varijabilno$¢u perioda
izolacije. Osim toga, zna se da rukovanje zivotinjama koje su socijalno izolovane moze da utic¢e na
ishod eksperimenta (Bigelow i sar., 2023), te bi direktno poredenje rezultata dobijenih na muzjacima,
kojima je rukovano samo za potrebe testiranja, i Zenki, koje bi zahtevale i rukovanje radi uzimanja
vaginalnog brisa radi uskladivanja faze estrusnog ciklusa kada se vrsi testiranje, bilo neadekvatno.
Eksperimenti na Zenkama pacova u modelu socijalne izolacije bi znacajno doprineli
sagledavanju potencijalnih polno-specifi¢nih razlika u odgovoru na odsustvo pripadnosti vr$njackoj
grupi tokom perioda adolescencije. Nova literatura naglasava pogodnost Wistar pacova za
istrazivanja koja se bave socijalnim ponasanjem (Reppucci i sar., 2020), kao i znac¢aj Wistar Han soja
u ispitivanju antidepresiva (Silveira i sar., 2023). Naime, u odnosu na miSeve, pacovi su drustveniji,
te bi mogli predstavljati bolji model sistem za osnovna bioloska pitanja vezana za socijalno ponasanje.
Ponasanje laboratorijskih glodara svakako ne odrazava kompleksno socijalno ponasanje ljudi
u zajednici. Medutim, pojedinacni aspekti socijalnog ponaSanja, kao §to su socijalne preference i
pristupi, povlacenje i socijalno prepoznavanje, se mogu lakSe tumaciti i dati solidne smernice o
posledicama neispunjenih osnovnih bioloskih potreba kakva je i potreba za pripadnoséu vr$njackoj

grupi.
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6. ZAKLJUCCI

Eksperimenti sprovedeni u okviru ove doktorske disertacije, imali su za cilj da ispitaju efekat
odsustva direktnih socijalnih kontakata na ponasanje, antioksidativni status perifernih organa
peripubertetskih pacova, kao i sposobnost da odgovore na izlaganje dodatnom stresoru. Osim toga,
ispitivane su psihofizicke karakteristike potomstva roditeljske generacije koja je prosla period
socijalne izolacije tokom peripuberteta, u cilju sagledavanja uticaja roditeljskog socijalnog iskustva
na mentalno zdravlje potomstva. Postavljeni ciljevi iznedrili su sledece zakljucke:

1) Socijalna izolacija tokom perioda rane adolescencije dovodi do ispoljavanja hiper-reaktivnosti
u odgovoru na novu sredinu, kao i senzacionalistickog i ponasanja nalik anksioznom.

2) Socijalna izolacija tokom perioda srednje adolescencije ne dovodi do hiperaktivnosti u novoj
sredini, ali smanjuje odgovor na D-AMPH, farmakoloski stimulus sa nagraduju¢im efektom,
§to je praceno poja¢anom aktivno$c¢u neurona prefrontalne zone kore velikog mozga.

3) Socijalnaizolacija tokom peripuberteta izaziva konzumatornu hipohedoniju koja se vremenom
produbljuje, bez obzira na starost eksperimentalnih jedinki, tj. vreme trajanja socijalne
izolacije.

4) Socijalna izolacija naruSava socijalno ponasanje ocekivano za dati uzrast, dovode¢i do
apetitivnog pristupa (socijabilnosti) prema vrSnjacima i naruSavanja interesa za socijalne
novine; mapiranje socijalnog u fizickom prostoru favorizuje specificno kod jedinki izolovanih
tokom perioda rane adolescencije.

5) Socijalna izolacija tokom perioda rane adolescencije smanjuje broj parvalbumin-
imunoreaktivnih interneurona, kao i gustinu mikroglijskih ¢elija u dentatnom girusu.

6) Socijalna izolacija ne izaziva promene u telesnoj masi i koncentraciji glukokortikoidnih
hormona u krvi peripubertetskih jedinki, ali moduliSe odgovor na dodatni stresor prekono¢nog
gladovanja; specifi€no za ispitivani organ i enzim, kao i maturacionu fazu tokom koje se
promene u socijalnom okruZzenju deSavaju.

7) Socijalna izolacija tokom perioda rane adolescencije smanjuje koncentraciju ukupnih proteina,
bez promena u koncentraciji albumina, holesterola, triglicerida i testosterona.

8) Socijalna izolacija roditelja ne utie na sazrevanje nervnog sistema i telesnu masu potomstva
oba pola tokom ranog postnatalnog razvoja, ali smanjuje lokomotornu aktivnost i interesovanje
za novu sredinu kod muskih potomaka. Socijalno iskustvo potomstva tokom perioda
peripuberteta ima snazniji uticaj na lokomotornu aktivnost 1 interesovanje za novinu i stimuluse
sa nagradujuc¢im efektom u poredenju sa efektom socijalnog iskustva roditelja.

Istrazivanje sprovedeno u okviru ove doktorske teze je dalo doprinos proucavanju bioloskog
znacaja pripadnosti vr$njackoj grupi tokom adolescencije. Dobijeni rezultati naglaSavaju da je ishod
odsustva direktnog drustvenog kontakta sa vr$njacima tokom peripuberteta dinamican, sa klasterom
atipi¢nih ranih simptoma koji tokom vremena prerastaju u sindrom tezak za detekciju rutinskim
merenjem i analizom parametara ponaSanja i biomarkera stresa, a koji u velikoj meri odgovara
klinickoj slici atipicne depresije. Studija je ukazala na prioritet drustvenih potreba, tj. da je za
postojanje motivisanog ponaSanja ka socijalnoj novini neophodno da su prethodno zadovoljene
potrebe pripadnosti vr$njackoj grupi, $to je od izuzetne vaznosti za bolje razumevanje osnovnih
bioloskih principa socijalne kognicije kod sisara koji ispoljavaju socijalno ponasanje. Isticanje
specificnosti dobijenih rezultata u kontekstu starosti eksperimentalnih jedinki je od velikog znacaja
za produbljivanje vrednosti animalnih modela u bioloskoj psihijatriji.
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UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTnucaHun-a Munuua Notpebuh

Opoj nngekca ___b53005/2017

MUsjaBroyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBoMm

YTuuaj couumjanHe wu3onaumije Ha eMoumoHanHe peakuumje, MNCUXOMOTOPHY aKTUBHOCT U
aHTUOKCUAATUBHU cTaTyc nepudepHUX opraHa nepunybepTeTckux naLosa

e pe3ynTtat CONnCTBeHOr UCTPpaXMBa4Kor pana,

e [anpeanoxeHa aucepTauuja y LENVHU HY Y AenoBMMa Huje Guna npeanoxeHa 3a Aobujare
6uno koje gunnome npema CTyAWjCKUM NporpaMuma Apyrux BUCOKOLLKONICKUX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeAEeHU U
e [a HMcaMm KpLuMo/na ayTopcka npasa U KOPUCTMO MHTENEKTYyarnHy CBOjUHY Apyrux nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy, 15.4.2024.
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UsjaBa 0 MICTOBETHOCTHU LUTAMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOPCKOr paga

Nme n npesanme aytopa__Munuua MoTtpebuh

Bbpoj nHaekca__B63005/2017

Cryaunjckn nporpam_Bwuonoruja

Hacnos paga__YT1uuaj coumjanHe nsonauuje Ha eMoLUnoHanHe peakumje, NCUXOMOTOPHY aKTUBHOCT
N aHTMOKCUOATUBHM CTaTyC nepudepHux opraHa nepunybepreTckux nauosa

MenTop__ap BecHa [Mewwwnh

MotnucaHw/a_ Mwunuua MNoTtpebuh

M3jaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bepavja MOr JOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA eSIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
cam npefao/na 3a objaBrbuBarbe Ha noptany AurutanHor penosutopujyma YHuBep3uteta y
Beorpapy.

[osBosbaBam ga ce objaBe Moju NMYHKU NoAdaum Be3aHu 3a Jobuvjarbe akageMCcKor 3Barba LOKTopa
Hayka, Kao LUITO Cy UMe 1 nNpe3nme, roguHa u mecto pohena u gatym ogbpaHe paga.

OB¥ nMYHKM nogaum Mory ce o6jaBuTU Ha MpPEXHUM cTpaHuuama gurntanHe ombnuoTteke, y
eNeKTPOHCKOM KaTanory n 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpagy, 15. 4. 2024.
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UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBep3auTeTcky 6ubnuoteky ,Ceto3ap Mapkosuh® ga y urutanHn penosmtopujym
YHuBep3uteTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AncepTaunjy nog HacrnoBoOM:

YTuuaj couumjanHe wu3onaumje Ha eMouMoHanHe peakuuje, MNCUXOMOTOPHY aKTUBHOCT U
aHTUOKCUAATUBHU cTaTyc nepudepHUX opraHa nepunybepTeTckux naLosa

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTauujy ca cBUM npurosvma npegao/na cam y enekTpoHCKoM dhopMaty NnorogHoM 3a TpajHo
apxuBupame.

Mojy gokTtopcky aucepTtauunjy noxpaweHy y urutanHun penosvtopujym YHusepauteta y beorpagy
MOry Aa KOpuUCTe CBW KOju MowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeaTusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEepLMjarnHo
3. AyTOpCTBO - HEKOMepumjanHo - 6e3 npepane
AyTopCTBo - HEKOMepUujanHo - AennTn nog UCTUM yCcnosmma
5. AytopcTBo - 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO - OenuTu Nog UCTUM ycrioBnma

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jedHy oA LeCT NOoHyHeHnx nuueHumn, Kpatak onvc nuueHumn aart je
Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc gokropaHpa

Y beorpagy, 15. 4. 2024.

159



1. AytopcTBO - [lo3BO/baBate yMHOXaBakwe, AUCTPMOyUMjy M jaBHO caonwiTaBawe Aena, u
npepage, ako ce HaBefe nme aytopa Ha HaumH ogpeheH o4 cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue,
Yyak 1 y komepuujanHe capxe. OBO je HajcnoboaHmja o4 CBUX NULEHLN.

2. AytopcTBO - HeKomepuwujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTpMOyuujy ” jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepaje, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha Ha4uH ogpefneH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He Jo3BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HEKOMepuUujanHo - 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUByLnjy n
jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeocbnunkoBaka nnu ynotpebe gena y cBom geny, ako
ce HaBeJe UMme ayTopa Ha HaunH ogpefneH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua
He Oo03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHoCy Ha cBe ocTarie nuueHue, OBOM fMLEHLOM
ce orpaHunyaBa Hajsehun obum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHo - AernUTH No UCTUM ycrioBuMma. [Jo3BorbaBaTte YMHOXaBake,

AMCTpUbyLMjy 1 jaBHO caornwiTaBakwe Aena, U npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH
oapeheH o cTpaHe ayTopa Unu faBaoua NULEHLE 1 ako ce Npepaga AucTpubyupa nog UcTom unm
cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHUa He Jo3BOSbaBa KoMepuwjanHy ynoTpeby gena v npepaaa.

5. AyTopcTBo - 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTPUBYLNjY 1 jaBHO caoniiTaBaHe
Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Unu yrnoTpebe aena y CBOM Aeny, ako ce HaBede Mme ayTopa
Ha HauuMH ogpeheH og cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa [103BOrbaBa
KomepuujanHy ynoTtpeby gena.

6. AYyTOpPCTBO - AenuUTU Noa UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTpubyuunjy m
jaBHO caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede ume aytopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe
ayTopa unv gasaoua NUueHLE 1 ako ce npepaga guctpmbympa nog CToM UK CANYHOM NIULEHLLOM.
OBa nuueHua goseorbaBa komepuujanHy ynotpedy gena n npepaga. CnudHa je codpTBEpPCKUM
nvueHuamMa, O4HOCHO NnueHLama OTBOPEHOr Koaa.
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