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Efekat olanzapina na aktivaciju neurona, parvalbumin-pozitivne interneurone i parametre 

inflamacije i oksidativnog stresa u mozgu pacova izlaganih dugotrajnoj izolaciji 

SAŽETAK 

Dugotrajna izolacija (IZ) može doprineti razvoju depresije i anksioznosti, pri čemu se kao terapija 

koristi antipsihotik olanzapin (Olz). Međutim, molekulski mehanizmi delovanja IZ i ograničena 

efikasnost Olz nisu dovoljno istraženi. Stoga je ispitivan efekat Olz (7,5 mg/kg/dnevno) primenjen 

tokom poslednje 3 od ukupno 6 nedelja IZ, na ponašanje mužjaka pacova nalik depresivnom i 

anksioznom. Analizirane su promene u broju c-Fos pozitivnih (c-Fos+) ćelija u moždanim 

regionima, parvalbumin (PV)+ interneurona i glutamat dekarboksilaze 67 (GAD67)+ ćelija u 

slojevima (lat. cornu Ammonis, CA 1-3; lat. gyrus dentatus, DG) dorzalnog hipokampusa (dHIP), 

kao i antioksidativni i anti-inflamacijski efekti Olz u hipokampusu i njegov uticaj na antioksidativni 

status jetre.  

Olz je smanjio povećan broj c-Fos+ ćelija u dHIP, retrosplenijalnom i medijalnom 

prefrontalnom korteksu nakon IZ. Tretman Olz nije uticao na smanjeni broj PV+ ćelija u slojevima 

stratum oriens (SO) i stratum pyramidale (SP) u dorzalnom CA1 (dCA1) i dDG kod pacova 

izloženih IZ, ali je povećao broj GAD67+ ćelija u SO i SP slojevima dCA1. U hipokampusu, IZ je 

povećala proteinsku ekspresiju interleukina-6 (IL-6), supresora signalizacije citokina 3 (SOCS3) i 

bakar-cink superoksid dismutaze (Cu/Zn-SOD), dok je istu smanjila kod katalaze (KAT). Tretman 

Olz normalizovao je vrednosti Cu/Zn-SOD i KAT na fiziološki nivo, ali nije uticao na nivo IL-6, 

dok je smanjio proteinsku ekspresiju SOCS3. U jetri IZ je povećala aktivnost KAT, kao i nivoe 

malondialdehida i proteinskih karbonilnih grupa, dok je tretman Olz povećao aktivnost SOD i 

proteinsku ekspresiju Cu/Zn-SOD, a smanjio proteinsku ekspresiju i aktivnost KAT. Dobijeni 

rezultati doprinose razumevanju mehanizama delovanja IZ i tretmana Olz u moždanim regionima i 

jetri. 

Ključne reči: dugotrajna izolacija, ponašanje nalik depresivnom i anksioznom, olanzapin, 

hipokampus, jetra 

Naučna oblast: Biologija. 

Uža naučna oblast: Neuronauke. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Effect of Olanzapine on neuronal activation, parvalbumin-positive interneurons, and 

parameters of inflammation and oxidative stress in rat brain following chronic isolation 

Abstract 

Chronic isolation (CI) can lead to depression and anxiety with antipsychotic drug Olanzapine (Olz) 

being used as therapy. However, molecular mechanisms of CI and limited efficacy of Olz remain 

unclear. Therefore, the effect of Olz (7.5 mg/kg/day) administered during the last 3 out of 6-weeks 

CI was examined in male rats with depression and anxiety-like behaviors. Changes in the number of 

c-Fos positive (c-Fos+) cells in brain regions, parvalbumin (PV)+ interneurons and glutamate 

decarboxylase 67 (GAD67)+ cells in layers (cornu Ammonis, CA 1-3; dentate gyrus, DG) of dorsal 

hippocampus (dHIPP) were analyzed, along with antioxidant and anti-inflammatory effects of Olz 

in hippocampus, and its impact on antioxidant status of liver. 

Olz reduced the increased number of c-Fos+ cells in the dHIPP, retrosplenial and medial 

prefrontal cortex following CI. Olz treatment did not affect the reduced number of PV+ cells in the 

stratum oriens (SO) and stratum pyramidale (SP) layers of dorsal CA1 (dCA1) and dDG in CI rats, 

but increased the number of GAD67+ cells in the SO and SP of dCA1. In the hippocampus, CI 

increased protein expression of interleukin-6 (IL-6), suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), 

and copper-zinc superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD), while it decreased catalase (CAT) levels. Olz 

treatment normalized Cu/Zn-SOD and CAT levels to physiological values but didnt affect IL-6 

levels and reduced SOCS3 protein expression. In the liver CI increased CAT activity as well as the 

levels of malondialdehyde and protein carbonyl groups, while Olz treatment increased SOD activity 

and Cu/Zn-SOD protein expression, and reduced both CAT protein expression and activity. The 

obtained results contribute to the understanding of mechanisms of CI and Olz treatment in brain 

regions and liver. 

Key words: Chronic isolation, depression and anxiety-like behaviors, olanzapine, hippocampus, 

liver 

Scientific field: Biology. 

Scientific Subfield: Neuroscience. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SPISAK SKRAĆENICA I AKRONIMA: 

5-HT – 5-hidroksitriptamin, serotonin 

ABC – avidin-biotin peroksidaza kompleks (engl. avidin-biotinylated peroxidase complex) 

AcbC – jezgro nukleus akumbensa (lat. accumbens nucleus, core) 

AcbSh – omotač nukleus akumbensa (lat. accumbens nucleus, shell) 

ACTH – adrenokortikotropni hormon (engl. adrenocorticotropic hormone) 

AMPA – α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionska kiselina 

ANOVA – analiza varijanse (engl. analysis of variance) 

APS – amonijum persulfat  

ATP – adenozin trifosfat 

BCL2 – B-ćelijski limfom 2 (engl. B cell lymphoma 2) 

BDNF – neurotrofni faktor poreklom iz mozga (engl. brain-derived neurotrophic factor) 

BSA – goveđi serumski albumin (engl. bovine serum albumin) 

CA – Amonov rog (lat. cornu Ammonis) 

CFH – komplementarni faktor H (engl. complement factor H) 

Cg1K – cingulatna kora 1  

CNS – centralni nervni sistem 

CORT – kortikosteron 

CPu – repato jedro i ljuska (lat. caudate putamen)  

CRE – elementi odgovora na ciklični adenozin monofosfat (engl. cyclic adenosine monophosphate 

response element) 

CREB – CRE vezujući protein (engl. cAMP-response element binding protein) 

CRH – kortikotropin-oslobađajući hormon (engl. corticotropin-releasing factor) 

Cu/Zn-SOD – bakar-cink superoksid dismutaza 

DAB – 3,3'-Diaminobenzidin 

DAPI – marker jedarnog materijala, 4',6-diamidino-2-fenilindol (engl. 4′-6-diamidino-2-

phenylindole) 

DG – zubata vijuga, dentatni girus (lat. gyrus dentatus) 

dHIP – dorzalni hipokampus 

DMF – dimetilformamid 

DMHT – dorzomedijalno jedro hipotalamusa 

DNPH – dinitrofenilhidrazin (engl. dinitrophenylhydrazine) 

DPK – dorzalna pedunkularna kora  

EDTA – etilendiamin tetra sirćetna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid) 

EK – entorinalni korteks 

Elk1 – Elk1 protein (engl. ETS like-1 protein) 

EPSE – ekstrapiramidni efekti (engl. extrapyramidal side effects) 

ERK – kinaza regulisana spoljašnjim signalom (engl. extracellular signal-regulated kinase)  

FC – Folinov reagens (engl. Folin & Ciocalteu's reagens) 

GABA – gama amino buterna kiselina 

GAD65 – glutamat dekarboksilaza 65 

GAD67 – glutamat dekarboksilaza 67 

GAT – GABA transporter  

GdmCl – gvanidin-hlorid 

GFAP – glijski fibrilarni kiseli protein (engl. glial fibrillary acidic protein) 



 

 

GPx – glutation peroksidaza 

GR – glukokortikoidni receptor 

GSH – glutation 

H – hilus  

H2O2 – vodonik peroksid 

HHA – hipotalamo-hipofizno-adrenalna osovina 

(HO•) – hidroksil radikal 

HRP – enzim peroksidaza rena 

HT – hipotalamus 

IEGs – neposredni rani geni (engl. immediate early genes) 

IL – interleukin 

IL-6 – interleukin-6 

ILK – infralimbički podregion  

INF – interferon 

IZ – izolacija 

JAK/STAT – Janus kinaza/Signal Transducer i Aktivator Transkripcije (engl. Janus kinasa/Signal 

Transducer and activator of transcription) 

KAT – katalaza 

Keap1 – engl. Kelch-like ECH-associated protein1 

Klz – Klozapin   

KMB – krvno-moždana barijera 

Kont – kontrola 

LA/BL – lateralni/bazolateralni kompleks amigdala 

M – muskarin 

MAPK – mitogenom aktivirana protein kinaza 

MDA – malondialdehid 

ML- GCL – molekularno-granularni sloj (lat. molecular layer-granular-cell layer) 

Mn-SOD – mangan-superoksid dismutaza 

mPFK – medijalni prefrontalni korteks 

MSK – mitogenom i stresom aktivirane protein kinaze (engl. mitogen and stress activated protein 

kinase) 

NAc – nukleus akumbens (lat. nucleus accumbens) 

NADPH – nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovani oblik), (engl. nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate) 

NBT – nitro plavo tetrazolijum hlorid  

NDS – magareći serum (engl. normal donkey serum) 

NeuN – neuronski jedarni protein (engl. neuronal nuclear protein) 

NF-κB – jedarni faktor-kappa B (engl. nuclear factor kappa b) 

NGS – kozji serum (engl. normal goat serum) 

NMDA – N-metil-D-aspartat  

NMDAR – N-metil-D-aspartatni receptor 

NO – azot oksid (engl. nitric oxide) 

Nrf2 – nuklearni faktor 2 povezan sa eritroidom 2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) 

(O2•–) – superoksid anjon radikal 

Olz – olanzapin 



 

 

PBS – fosfatom puferisan fiziološki rastvor (engl. phosphate buffered saline) 

PCP4 – proteinski marker 4 za Purkinjeove ćelije (engl. Purkinje cell protein marker 4) 

PFA – paraformaldehid 

PFK – prefrontalni korteks 

PKG – proteinske karbonilne grupe 

PNN – perineuronalne mreže (engl. perineuronal nets) 

PrlK – prelimbički podregion medijalnog prefrontalnog korteksa 

PV – parvalbumin 

PVDF – polivinil difluorid membrane (engl. polyvinylidene difluoride membrane) 

PVHT – paraventrikularno jedro hipotalamusa 

PVP – paraventrikularno posteriorno jedro talamusa 

PVT – paraventrikularno jedro talamusa 

ROS – reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen species) 

rpS6 – ribozomna protein kinaza S6 (engl. ribosomal protein kinase S6) 

RSD – retrosplenijalni agranularni korteks (engl. retrosplenial dysgranular cortex) 

RSGc – retrosplenijalni granularni korteks (engl. retrosplenial granular cortex) c region 

RSK – retrosplenijalni korteks 

SDS – natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)  

SEM – standardna greška merenja (engl. stanard error of mean) 

SLM – lat. stratum lacunosum moleculare  

SO – lat. stratum oriens  

SOCS3 – supresor signalizacije citokina 3 (engl. suppressor of cytokine signaling).  

SOD – superoksid dismutaza 

SSRI – selektivni inhibitori preuzimanja serotonina (engl. selective serotonin reuptake inhibitors) 

SP – piramidni sloj (lat. stratum pyramidale) 

SR – lat. stratum radiatum  

SRE – engl. serum response element 

SRF – engl. serum response factor 

SZO – Svetska zdravstvena organizacija 

TBA – tiobarbiturna kiselina (engl. thiobarbituric acid) 

TBS – Trisom puferisan fiziološki rastvor (engl. Tris-buffered saline) 

TBST – Tris pufer sa deterdžentom (engl. Tris-buffered saline Tween 20) 

TCA – trikarboksilne kiseline 

TEMED – tetrametiletilendiamin  

TH – triptofan hidroksilaza 

THD – tirozin hidroksilaza 

TNFα – faktor nekroze tumora alfa  

TrkB – tirtozin kinazni receptor B (engl. tyrosine receptor kinase B) 

VDCC – voltažno zavisni kalcijumski kanal (engl. voltage-dependent calcium channel)  

VGLUT – vezikularni transporter za glutamat 

vHIP – ventralni hipokampus 

VMHT – ventromedijalno jedro hipotalamusa 

VTA – ventralna tegmentalna oblast (lat. ventral tegmental area) 
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1. Uvod 
 

Depresija je oboljenje iz grupe poremećaja raspoloženja, koja se između ostalog manifestuje 

gubitkom interesovanja ili osećaja zadovoljstva, kao i osećanjem krivice sa niskim 

samopoštovanjem. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO), od depresije 

boluje oko 280 miliona ljudi širom sveta, uključujući 5% odraslih (4% muškaraca i 6% žena) 

i 5,7% starijih od 60 godina (SZO, 2023) (World Health Organization). Prema podacima 

UNICEF-a, oko 4,1% od ukupnog stanovništa Srbije ima simptome depresije (UNICEF 

Srbija, Mentalno zdravlje i blagostanje). Podaci o mentalnom zdravlju u Srbiji iz 2022. 

godine ukazuju da oko 25,7% stanovnika ima blage simptome depresije, umereni simptomi 

su prisutni kod 10,1% građana, izraženiji simptomi kod 3,2% populacije, dok su kod 2,3% 

građana zabeleženi ozbiljni simptomi depresije (Živanović i sar., 2022). Depresija je 

povezana sa visokom stopom samoubilačkog ponašanja i smrtnosti (Lépine i Briley, 2011). 

Lečenje depresije je povezano sa mnogobrojnim izazovima, u prvom redu sa nedovoljnom 

efikasnošću antidepresiva i/ili njihovim odloženim delovanjem. Oko 30% depresivnih 

pacijenata nakon lečenja antidepresivima ne pokazuje poboljšanje, što se u medicini definiše 

kao terapijski rezistentna depresija (Kverno i Mangano, 2021). To je povod za intenzivna 

istraživanja molekulskih mehanizama koji leže u osnovi nastanka depresije, kao i adekvatnog 

tretmana koji bi povećao uspešnost lečenja (Colita i sar., 2024; Lang i Borgwardt, 2013). 

 

1.1. Etiologija depresije  

 

Depresija je heterogeno oboljenje, a najčešći tip depresije jeste klinička depresija koja se 

karakteriše kao multifaktorijalna. U osnovi ovog poremećaja nalaze se biološki, genetički, 

psihosocijalni faktori kao i faktori sredine koji mogu dovesti do razvoja depresije. Prema 

Dijagnostičkom i statističkom priručniku za mentalne poremećaje V izdanje (Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition, DSM-5-TR) (American Psychiatric 

Association, 2022) dijagnostikovanje kliničke depresije kod ljudi, obuhvata pet ili više 

simptoma koji su istovremeno prisutni: loše raspoloženje, gubitak interesovanja ili 

zadovoljstva, osećaj bezvrednosti, smanjena energija, gubitak koncentracije, poremećaj 

apetita, poremećaj spavanja, agitacija i suicidne misli.  

Današnja istraživanja ukazuju da najveći broj štetnih efekata stresa na organizam 

potiče od nepovoljnih socijalnih, psiholoških i faktora sredine među kojima je i dugotrajna 

socijalna izolacija (IZ), kao vrsta psihosocijalnog stresa koja može dovesti do poremećaja 

raspoloženja kao što su depresija i anksioznost (Abelaira i sar., 2013; Deussing, 2006). 

Literaturni podaci ukazuju da psihosocijalni stres dovodi do oksidativnog stresa i inflamacije, 

kako u perifernim tkivima, tako i u određenim moždanim strukturama, što može dovesti do 

poremećaja raspoloženja. Takođe, narušena funkcija i komunikacija u okviru osovine creva 

(mikrobiota)-jetre-mozga ima ulogu u patogenezi ponašanja nalik depresiji (Yang i sar., 

2024). S obzirom da je mehanizam nastanka depresije heterogen i još uvek etiološki 

nerazjašnjen, postoji nekoliko hipoteza o uzroku depresije. Biološke teorije nastanka 

depresije ukazuju na poremećaj u ravnoteži koncentracije monoaminskih neurotransmitera tj. 

serotonina, noradrenalina i dopamina (monoaminska hipoteza), poremećaj u funkciji 

hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HHA) osovine (neuroendokrina hipoteza), nesklad između 

ekscitatorne glutamatne i inhibitorne GABA (gama amino buterna kiselina) neurotransmisije 
u određenim regionima mozga (glutamatna i GABA hipoteza). Literaturni podaci ukazuju da 

i povećani nivoi proinflamacijskih citokina kao što su interleukin-1beta (IL-1β) i interleukin-
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Slika 1. Sinteza serotonina iz aminokiseline triptofan. TH - triptofan hidroksilaza. Slika 

preuzeta i modifikovana sa sajta The Use of Tryptophan to Treat Depression - Institute of 

Neuro Innovation.https://inifoundation.org/neuroscience-anthology-1/2018/7/30/the-use-of-

tryptophan-to-treat-depression 

6 (IL-6) učestvuju u nastanku depresije (inflamacijska hipoteza) (Farooq i sar., 2017; Ting i 

sar., 2020). U objašnjenju etiologije depresije takođe su zastupljene i neuroplastična, 

neurogena i mitohondrijska hipoteza depresije.  

1.1.1. Monoaminska hipoteza depresije 

 

Monoaminska hipoteza depresije ukazuje da depresija nastaje kao posledica smanjene 

funkcije monoamina (serotonina, norepinefrina, dopamina) u određenim moždanim 

regionima (Schildkraut, 1965). Pored toga, smanjenje koncentracije monoamina u sinaptičkoj 

pukotini kao i povećan broj ili osetljivost pre- i postsinaptičkih monoaminskih receptora u 

neuronskoj ćelijskoj membrani (Belmaker i Agam, 2008) mogu biti uzrok depresije. Ova 

hipoteza je takođe zasnovana i na osnovu zapažanja da antidepresivi svoje terapeutske efekte 

ispoljavaju povećanjem nivoa monoamina na nivou sinapsi. U razjašnjavanju etiologije 

depresije, najveći broj istraživanja na području monoamina odnosi se na poremećaj 

funkcionisanja serotoninskog sistema. Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) se sintetiše iz 

aminokiseline L-triptofana, gde se uz pomoć enzima triptofan hidroksilaze vrši hidroksilacija 

triptofana do 5-hidroksitriptofana, koji se potom dekarboksiluje pomoću enzima 

dekarboksilaze i nastaje serotonin (Slika 1). Antidepresivi koji pripadaju grupi selektivnih 

inhibitora preuzimanja serotonina (engl. selective serotonin reuptake inhibitors, SSRI), 

blokiraju ponovni unos serotonina u presinaptičke neurone, povećavajući tako njegovu 

koncentraciju u sinapsi i time ublažavanja simptoma depresije (Nut i sar., 1999). 

 

 

 

Pored serotonina i deficit dopamina se vezuje za nastanak depresije. Dopamin se 

sintetiše iz aminokiseline tirozina (Slika 2) i ima svoj specifični dopaminski transporter. 

Dopamin ima važnu ulogu u regulaciji sistema nagrađivanja, čiji poremećaj je usko povezan 

sa razvojem anhedonije (Der-Avakian i Markou, 2012). Anhedonija je emocionalno stanje 

koje se definiše kao nemogućnost osećaja zadovoljstva i gubitak interesovanja. Anhedonija je 

vrlo često ključni simptom depresije, ali i drugih mentalnih bolesti (Serretti, 2023). 

Istraživanja koja koriste neurooslikavanje (engl. neuroimaging), farmakološke i 

elektrofiziološke metode kod ljudi i na životinjskim modelima depresije su potvrdila 

povezanost poremećaja dopamina i depresije (Yadid i Friedman, 2008).  
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Slika 3. Hipotalamo-hipofizno-

adrenalna osovina; PVHT - 

paraventrikularno jedro 

hipotalamusa; CRH -

kortikotropni - oslobađajući 

hormon; ACTH -  

adrenokortikotropni hormon 

Slika 2. Sinteza dopamina iz aminokiseline L-tirozin. THD - tirozin hidroksilaza; L-DOPA -   

levodopa ili l-3,4-dihydroxyphenylalanine. Slika preuzeta i modifikovana sa sajta Part:BBa 

K3633009 - parts.igem.org. https://parts.igem.org/Part:BBa_K3633009 

 

 

 

 

 

 

Štaviše, značaj ravnoteže između serotonina i dopamina u regulisanju raspoloženja, a 

ne apsolutnih nivoa ovih neurotransmitera na receptorima je neophodna za normalno 

funkcionisanje mozga, stoga poremećaj u ravnoteži ovih neurotransmitera može dovesti do 

pojave depresije. 

Za razliku od serotonina i dopamina, uloga norepinefrina u patofiziologiji depresije 

je manje poznata. Postoje istraživanja koja ukazuju na vezu između sniženog nivoa 

norepinefrina kao i poremećaja u funkciji norepinefrinskog transportera (Moret i Briley, 

2011; Moriguchi i sar., 2017) i patofiziologije depresije. 

1.1.2. Neuroendokrina hipoteza depresije 

 

Kao najčešći uzrok poremećaja raspoloženja navodi se 

faktor stresa. Stres je pojava koja se događa pri 

pokušaju organizma da se prilagodi nekoj iznenadnoj 

neprijatnoj životnoj situaciji i odražava se na psihičko i 

fizičko stanje. Fiziološki odgovor organizma na stres 

definiše se kao napor da se kontroliše stresna situacija i 

da se organizam zaštiti od oštećenja (McEwen i 

Seeman, 1999). Glukokortikoidi koji se oslobađaju iz 

nadbubrežnih žlezda kao odgovor na stres, u okviru 

delovanja HHA osovine negativno utiču na mozak, 

narušavajući neuronske mreže. Kao glavni organ koji 

učestvuje u odgovoru na stres, mozak je posebno 

osetljiv na dugotrajnu izloženost ovim hormonima, što 

može imati štetne posledice po strukturu i funkciju 

neurona. Pored toga ključna je i komunikacija između 

nervnog, endokrinog i imunskog sistema. Uspešnost 

adaptivnog odgovora organizma na stres se ogleda u 

brzom, efikasnom odgovoru na stresnu situaciju i 

uspostavljanju homeostaze u organizmu. Proces 

uspostavljanja stabilnosti organizma tj. homeostaze kroz 

fiziološke promene i promene u ponašanju se definiše 

kao „alostaza“ (McEwen i Gianaros, 2010). 

Ukoliko se period adaptacije prekomerno produži, može doći do maladaptacije i 

stanja poznatog kao „alostatsko opterećenje“ (engl. alostatic load) (Goldstein i McEwen, 

2002), koje prati i razvoj patoloških stanja kao što su depresija i anksioznost. 

Stresne životne situacije dovode do psiholoških i fizioloških promena u organizmu 

uključujući i aktivaciju HHA osovine i simpatičkog nervnog sistema (Pariante, 2003). 
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Delovanjem stresa dolazi do oslobađanja neurotransmitera serotonina, norepinefrina i 

acetilholina, koji utiču na aktivnost paraventrikularnog jedra hipotalamusa (PVHT), a time i 

na sintezu kortikotropnog - oslobađajućeg hormona (engl. corticotropin - releasing hormone, 

CRH). Pod uticajem ovog hormona dolazi do dalje sinteze adrenokortikotropnog hormona 

(engl. adrenocorticotropic hormone, ACTH) u prednjem režnju hipofize, što stimuliše koru 

nadbubrežne žlezde na lučenje glukokortikoida, kod glodara i čoveka, tj., kortikosterona 

(CORT) i kortizola, s tim da je CORT zastupljen u manjoj meri kod čoveka (Nestler i sar., 

2002) (Slika 3). 

Glukokortikoidi su liposolubilni molekuli koji pripadaju klasi steroidnih hormona i 

koji lako prolaze kroz ćelijsku membranu i krvno-moždanu barijeru (KMB). Putem negativne 

povratne sprege glukokortikoidi smanjuju sekreciju i oslobađanje CRH i ACTH inhibirajući 

HHA osovinu, odnosno smanjuju sopstvenu sintezu i sekreciju (Nestler i sar., 2002) (Slika 3). 

U uslovima dugotrajnog stresa, izloženost organizma visokom nivou glukokortikoida dovodi 

do dugotrajne aktivacije HHA osovine i poremećaja funkcije negativne povratne sprege 

(Pariante, 2003). Kliničke studije podržavaju tvrdnju da je poremećaj u funkciji HHA osovine 

jedan od ključnih faktora za razvoj depresije (Menke, 2024), a veoma često zabeležena je 

hiperaktivnost HHA osovine kod depresivnih pacijenata (Pariante i Miller, 2001). Nasuprot 

ovome, ispitivanja su pokazala da koncentracija glukokortikoida u plazmi može biti i snižena 

ili nepromenjena kod depresivnih pacijenata (Gold i Chrousos, 2002; Krishnan i Nestler, 

2008). Normalizacija funkcije HHA osovine i ujedno neuroendokrinog sistema nakon 

dugotrajnog delovanja antidepresiva može dovesti do ublažavanja kliničke slike depresije 

(Steckler i sar., 1999). Jedan od mehanizama nastanka ovih promena na molekulskom nivou 

je smanjenje koncentracije glukokortikoidnog receptora (GR) za koji se vezuju 

kortikosteroidi (kortizol). Od svih regiona sa smanjenom ekspresijom GR, smatra se da 

hipokampus, prefrontalni korteks (PFK) i hipotalamus najviše doprinose razvoju depresije 

(Shishkina i Dygalo, 2017). Hipokampus je jako podložan delovanju glukokortikoida (Brown 

i sar., 1999), a prekomerna izloženost kortizolu može negativno da utiče na neurone, 

neurogenezu i volumen hipokampusa (Berton i Nestler, 2006; Moica i sar., 2016). 

1.1.3. Glutamatna hipoteza depresije 

 

Kako antidepresivi iz klase SSRI kod nekih depresivnih pacijenata pokazuju manju 

efikasnost i često recidive (Boku i sar., 2018) pretpostavlja se da pored monoaminskih 

postoje drugi neurotransmiteri, koji su uključeni u patofiziologiju depresije. Jedan od takvih 

je i ekscitatorni neurotransmiter glutamat (Paul i Skolnick, 2003). Pored povećanja nivoa 

ekscitatornog glutamata kod depresije zabeležen je i poremećaj unutarćelijskih signalnih 

puteva regulisanih glutamatnim jonotropnim NMDA (N-metil-D-aspartat) i AMPA (α-amino-

3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionska kiselina) receptorima (Amidfar i sar., 2019; He i 

sar., 2023). Stoga se NMDA i AMPA receptori sve više potenciraju kao potencijalna mesta 

delovanja antidepresiva u lečenju depresije (Suzuki i sar., 2023; Wolak i sar., 2013; Zanos i 

sar., 2023). Neuroni ne mogu da de novo sintetišu glutamat iz glukoze, pa ovu funkciju 

preuzimaju astrociti. Nakon oslobađanja iz presinaptičkih završetaka, glutamat se 

transportuje u astrocite, gde se aktivnošću enzima glutamin sintetaze konvertuje u glutamin 

(Linser i Moscona, 1982). Glutamin se zatim transportuje u neurone pomoću SNAT 

transportera, podleže deaminaciji u glutamat delovanjem glutaminaze, enzima koji pokazuje 

visok stepen ekspresije u neuronima, čime se ostvaruje glutamat-glutaminski ciklus (Slika 4). 

S obzirom da astrociti održavaju balans između preuzimanja i oslobađanja glutamata, mogu 

da predstavljaju terapeutske targete za bolesti CNS-a koje su povezane sa ekscitotoksičnošću 
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Sika 4. Glutamat-glutaminski ciklus. Objašnjenje u tekstu. VGLUT - vezikularni 

transporter za glutamat; TCA - ciklus trikarboksilnih kiselina (Krebsov ciklus) 

glutamata (Mahmoud i sar., 2019). Takođe u astrocitima glutamat se konvertuje u α-

ketoglutarat, koji uključivanjem u Krebsov ciklus može poslužiti kao alternativni izvor 

adenozin trifosfata (ATP) u odsustvu glukoze (Mehta i sar., 2013; Schousboe i sar., 2014). 

Pored toga, reakcijom enzima glutamat dekarboksilaze, glutamat se konvertuje u GABA. 

Rezultati istraživanja u korteksu depresivnih pacijenata pokazali su nizak nivo 

glutamata/glutamina/GABA (Yildiz-Yesiloglu i Ankerst, 2006). 

 Pored glutamata, poremećaj u ravnoteži između glutamata i GABA može biti ključan 

u patofiziologiji terapijski rezistentne depresije (Vecera i sar., 2023). Noviji podaci ukazuju 

da je poremećaj navedene ravnoteže odgovoran za razvoj anksioznosti, naročito kod mladih 

žena (Johnstone i Cohen Kadosh, 2024), tako da se istraživanja sve više usmeravaju na 

pronalazak i usavršavanje antidepresiva koji ciljaju ova dva neurotransmitera. 

1.1.4. GABA hipoteza depresije 

 

Za održavanje homeostaze organizma važan je balans između inhibicije i ekscitacije u CNS-

u, a koji omogućava uravnotežena signalizacija, posredovana inhibitornim i ekscitatornim 

neurotransmiterima (Petroff, 2002). Sinteza GABA se vrši iz L-glutamata delovanjem enzima 

glutamat dekarboksilaza 65 (GAD65) i glutamat dekarboksilaza 67 (GAD67) (Slika 5), što 

ukazuje na važnost ovih enzima u održavanju homeostaze organizma (Soghomonian i Martin, 

1998). Neuroni koji Ca2+ zavisnim procesom (Slika 5) oslobađaju GABA u sinaptičke 

pukotine, široko su rasprostranjeni u mozgu i od vitalne važnosti su za održavanje lokalnih 

neuronskih mreža, neuroplastičnosti i sveukupno funkcionisanje mozga (Fogaça i Duman, 

2019). Štaviše, GABA transporter tip 1 i 3 (GAT-1 i GAT-3, respektivno) su dva glavna 

podtipa GAT odgovornih za prekid prenosa GABA i u regulaciji vanćelijskih koncentracija 

GABA tj.nvoa GABA koji se nalaze izvan ćelije, u sinaptičkom prostoru i međućelijskom 

okruženju CNS. GAT-1 transporter je lociran na presinaptičkim završecima neurona i na 



6 

 

Slika 5. Sinteza inhibitornog neurotransmitera gama amino buterne kiseline (GABA) i 

prikaz glutamat/GABA-glutamin ciklusa. GAD67 - glutamat dekarboksilaza 67; GAD65 - 

glutamat dekarboksilaza 65; TCA - ciklus trikarboksilnih kiselina (Krebsov ciklus) 

membrani astrocita, dok je GAT-3 isključivo lokalizovan na astrocitima. Dejstvom GAT-1 i 

GAT-3 GABA se preuzima iz neurona u astrocite gde se metaboliše do L-glutamata. Ovo 

kontinuirano recikliranje glutamata i GABA između neurona i astrocita predstavlja 

glutamat/GABA-glutamin ciklus (Slika 5) (Hampe i sar., 2017).  

GABA neuroni ostvaruju guste neuronske veze između moždanih regiona uključenih 

u regulaciju depresije (Sarawagi i sar., 2021) i povezuju hipotalamus sa okcipitalnim i 

parietalnim korteksom; hipokampus sa PFK; nukleus akumbens (lat. nucleus accumbens, 

NAc) sa talamusom i ventralnom tegmentalnom oblasti (lat. ventral tegmental area, VTA)  

 

Brojne studije su pokazale da stres dovodi do poremećaja u funkcionisanju GABA 

sistema u hipokampusu i PFK, koji se povezuju sa nizom psihijatrijskih oboljenja kao što su 

depresija i šizofrenija (Benes i Berretta, 2001; Czéh i sar., 2018, 2015). Metodom magnetne 

rezonance najizraženije smanjenje nivoa GABA neurotransmitera zabeleženo je kod 

pacijenata sa terapijski rezistentnom depresijom, u odnosu na kontrolu i pacijente koji 

pokazuju kliničku depresiju (Price i sar., 2009). Elektrokonvulzivna terapija, kao jedan od 

načina lečenja kliničke depresije, deluje stimulisanjem GABA signalizacije (Esel i sar., 

2008). Literaturni podaci ukazuju i da je poremećaj nivoa GABA u astrocitima, uključen u 

patologiju kliničke depresije, kao i da su astrociti koji regulišu nivo GABA u CNS-u jedan od 

potencijalnih budućih terapeutskih targeta u kliničkoj depresiji (Ali i sar, 2024). Takođe, 

snižena proteinska ekspresija enzima GAD67 u PFK, zabeležena je kod pacijenata koji 

pokazuju kliničku depresiju (Karolewicz i sar., 2010). Pored depresije, poremećaj GABA 

neurotransmisije koji uključuje i smanjenje i povećanje GABA aktivnosti zabeležen je u 

amigdali i hipokampusu socijalno izolovanih pacova koji su ispoljili ponašanje nalik 

anksioznom (Dimonte i sar., 2023; Sajdyk i sar., 2008). 
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Inhibitorni efekat GABA ostvaruje se vezivanjem za dve vrste receptora: jonotropne 

(GABAA) i metabotropne (GABAB) (Slika 5). Pokazana je uloga GABAA receptora u 

antidepresivnom dejstvu ketamina (u sinergiji sa AMPA receptorom) i anksiolitičkom dejstvu 

benzodiazepina (Rowlett i sar., 2005; Sumner i sar., 2024). Za razliku od GABAA receptora, 

poremećaj u ekspresiji ili aktivnosti GABAB receptora nije konzistentno zabeležen kod 

depresivnih pacijenata (Pehrson i Sanchez, 2015).  

1.1.5. Inflamacijska hipoteza depresije 

 

Savremena istraživanja ukazuju i na vezu između inflamacije i depresije koja je postala tema 

sve većeg interesovanja u istraživanju mentalnog zdravlja (Dantzer i sar., 2008). Glavne 

rezidentne imunske ćelije CNS-a su ćelije mikroglije, koje čine oko 10% od svih ćelija 

mozga (Kim i De Vellis, 2005). One se aktiviraju u brojnim neurodegenerativnim i 

neuropsihijatrijskim bolestima i dovode do neuroinflamacije lučenjem važnih inflamacisjkih 

medijatora. Citokini predstavljaju proteine koje u nervnom sistemu produkuju ćelije glije i 

neuroni. Među najčešće proučavanim citokinima jesu: faktor nekroze tumora alfa (TNFα), 

IL-6, IL-10, IL-1β i interferon-alfa (INF-α), interferon-beta (INF-β), interferon-gama (INF-γ). 

Citokini imaju brojne pozitivne efekte, međutim, njihova prekomerna ekspresija može 

dovesti do brojnih poremećaja među kojima su poremećaj HHA osovine, neurotransmisije i 

neuroplastičnosti (Hassamal, 2023). Kod depresivnih pacijena detektovan je povišen nivo 

proinflamacijskih citokina kao što su IL-6 i TNFα (Dowlati i sar., 2010), a terapija 

antidepresivima smanjuje nivo inflamacijskih citokina u serumu pacijenata (Hannestad i sar., 

2011). Kao uzrok povišenog nivoa proinflamacijskih citokina u plazmi i u mozgu najčešće je 

psihosocijalni stres (Möller i sar., 2013; Zhou i sar., 1993). Pojava proinflamacijskih citokina 

najčešće je praćena oksidativnim i nitrozativnim stresom (Maes, 2008).  

 Inflamacijska teorija depresije zahteva dodatna istraživanja kako bi u potpunosti 

objasnila komplikovanu vezu između imunskog sistema i psiholoških simptoma, koji se 

javljaju kako kod depresije, tako i kod drugih mentalnih bolesti. 

1.1.6. Neuroplastična i neurogena hipoteza depresije  

 

Neuroplastičnost je proces koji uključuje adaptivno strukturalne promene (promene u fizičkoj 

strukturi mozga koje se dešavaju kao odgovor na promene u okruženju, iskustvima, učenju ili 

povredama i koje mu omogućavaju da se prilagođava, optimizuje funkciju i oporavlja) i 

funkcionalne promene mozga. Neuroplastičnost obuhvata formiranje i povlačenje sinapsi, 

spinogenezu (razvoj dendritskih trnova) i sinaptogenezu (formiranje sinapsi između neurona), 

formiranje i regeneraciju aksona, rast i formiranje dendrita (Albert, 2019). Kod depresije 

uočen je smanjen nivo neurotrofnog faktora poreklom iz mozga (engl. brain-derived 

neurotrophic factor, BDNF) koji vezivanjem za tirozin-kinazni receptor B (engl. tyrosine 

receptor kinase B, TrkB) aktivira različite signalne puteve preko kojih deluje na rast, 

diferencijaciju, preživljavanje neurona i sinaptičku plastičnost (Licznerski i Jonas, 2018; Park 

i Poo, 2013). Post-mortem istraživanja na humanim uzorcima su pokazala snižen nivo iRNK i 

proteinsku ekspresiju BDNF u mozgu i serumu depresivnih pacijenata (Banerjee i sar., 2013; 

Karege i sar., 2002). Rezultati istraživanja na životinjskom modelu depresije i šizofrenije su 

pokazali da stres socijalne IZ snižava proteinsku ekspresiju BDNF u hipokampusu pacova 

(Murínová i sar., 2017). SSRI antidepresivi i ketamin su u hipokampusu ostvarili 

antidepresivni efekat vraćajući BDNF na kontrolni nivo (Björkholm i Monteggia, 2016). 

Pored BDNF za plastičnost neurona vezuje se i ekspresija neposrednih ranih gena (engl. 
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immediate early genes, IEGs), među kojima je i c-fos. Rani geni se koriste kao molekulski 

markeri za populacije ćelija (neurona i ćelija glije) koje prolaze kroz plastične promene, 

naročito pri formiranju dugotrajne memorije (Minatohara i sar., 2016) koja može biti oštećena 

depresijom. Poremećaj plastičnosti u hipokampusu pacijenata sa depresijom između ostalog 

obuhvata i smanjenje volumena hipokampusa (Chan i sar., 2016) i često se vezuje za atrofiju 

neurona (Duman i Aghajanian, 2012). Vraćanje volumena hipokampusa na fiziološki nivo 

nakon dejstva antidepresiva paroksetina, ukazuje da su ove promene reverzibilnog karaktera 

(Vermetten i sar., 2003). 

 Kod depresivnih pacijenata zabeležen je poremećaj neurogeneze, što je osnovna teza 

neurogene hipoteze depresije (Jacobs i sar., 2000). Adultna neurogeneza, proces u kojem se 

formiraju novi neuroni ili ćelije koji se odvija u subventrikularnoj zoni lateralnih komora 

(Buylla i Verdugo, 2002) i subgranularnoj zoni dentatnog girusa, DG (zubata vijuga, lat. 

gyrus dentatus) hipokampusa, koje predstavljaju glavne neurogene niše kod adulta 

(Kempermann i sar., 2018), prvo je zabeležena kod glodara (Altman i Das, 1965), a zatim i 

kod čoveka (Eriksson i sar., 1998). Dugotrajni tretmani antidepresivima, podstiču 

neurogenezu u hipokampusu adultnih životinja (Malberg, 2004) i tako ostvaruju svoj 

antidepresivni efekat. Pored antidepresiva, pokazano je i da atipični antipsihotici, među 

kojima je i olanzapin (Olz), utiču na povećanje neurogeneze u hipokampusu kontrolnih, 

adultnih miševa (Chikama i sar., 2017). Takođe, Olz podstiče i neuroplastičnost i formiranje 

sinapsi, aktivacijom neurotrofina (Lieberman i sar., 2005). 

1.1.7. Mitohondrijska hipoteza depresije 

 

Za normalno funkcionisanje mozga neophodna je velika količina energije, koju neuroni 

najčešće dobijaju procesom oksidativne fosforilacije u mitohondrijama. Mitohondrije takođe 

učestvuju i u ćelijskoj apoptozi, potrošnji kiseonika i proizvodnji slobodnih radikala. 

Mutacije u mtDNK, takođe mogu biti u vezi sa depresijom, jer dovode do narušavanja 

kognitivnih funkcija (Suomalainen i sar., 1992). Oksidativna oštećenja mtDNK praćena su 

često proizvodnjom proinflamacijskih citokina karakterističnih za depresiju. Štaviše, 

mitohondrije pokazuju promene u metaboličkoj aktivnosti u odgovoru na stresore kao i 

signalne puteve leka koji se vezuju za određene receptore, pri čemu poremećaj energetskog 

metabolizma u različitim moždanim regionima predstavlja jedan od uzroka razvoja depresije. 

Tako, nesinaptičke mitohondrije vezane za post-sinaptičke kompartmente oslikavaju promene 

na nivou ekspresije proteina, kao jednog od mehanizama prilagođavanja ćelije na dugotrajnu 

izloženost stresu ili (odložene) terapeutske efekte antidepresiva. Sa druge strane, 

mitohondrije locirane u sinaptičkim završecima na presinaptičkoj membrani značajne su za 

jonsku homeostazu i neurotransmisiju, što reflektuje dinamičku prirodu sinapsi (Stauch i sar., 

2014). U zavisnosti od lokalizacije u ćeliji i stresora, mitohondrije pokazuju promene u broju, 

veličini, ekspresiji i funkcionalnosti enzima oksidativne fosforilacije i signalne transdukcije 

(Manoli i sar., 2007). Proteomska istraživanja na životinjskom modelu dugotrajnog 

nepredvidivog blagog stresa ukazala su na deregulaciju proteina koji učestvuju u oksidativnoj 

fosforilaciji u PFK pacova (Yang i sar., 2013). Dugotrajni blagi stres inhibira oksidativnu 

fosforilaciju i oštećuje samu strukturu mitohondrija u korteksu, hipokampusu i hipotalamusu 

miševa (Gong i sar., 2011; Rezin i sar., 2008). U frakciji obogaćenoj nesinaptičkim 

mitohondrijama PFK socijalno IZ pacova, zabeležen je efekat antidepresiva fluoksetina na 

ekspresiju proteina oksidativne fosforilacije, što ukazuje na uticaj fluoksetina na energetski 

metabolizam mitohondrija (Filipović i sar., 2022).  
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Zbog heterogenosti i kompleksnosti depresije, nijedna od navedenih hipoteza ne 

opisuje u potpunosti etiologiju depresije. Stoga su neophodna dodatna istraživanja u cilju 

pojašnjavanja molekulskih i biohemijskih procesa koji leže u osnovi depresije.  

 

1.2. Moždani regioni uključeni u odgovor na dugotrajni stres 

 

Mozak je najsloženiji organ ljudskog tela koji upravlja svim vitalnim funkcijama i ima 

ključnu ulogu u odgovoru na stres. Tehnika neurooslikavanja mozga i pozitronska emisiona 

tomografija pacijenata sa depresijom pokazala je abnormalnosti u funkciji moždanih regiona i 

to: PFK, cingulatnom korteksu, strijatumu, hipokampusu, talamusu i amigdalama (Drevets, 

2001; Mayberg, 2003). Uočena je i disfunkcija HHA osovine kod depresivnih pacijenata. 

Najčešće zabeležene promene u moždanim regionima ovih pacijenata su smanjenje 

zapremine sive mase i gustina glijskih ćelija u PFK i hipokampusu (Deutch i sar., 1991). 

Prema polažaju u mozgu korteks, hipokampus, amigdale i strijatum (Mattis i Rabinovitz, 

2014) su deo velikog mozga (lat. telencephalona), dok su talamus i hipotalamus deo 

međumozga (lat. dienchephalon) (Felten i sar., 2016) (Slika 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6. Šematski prikaz aferentnih i eferentnih veza između moždanih regiona pacova najčešće 

pogođenih dugotrajnim stresom. Objašnjenje u tekstu. PFK - prefrontalni korteks, RSGc - 

retrosplenijalni granularni korteks, c region, RSD - retrosplenijalni agranularni korteks, CPu - 

kaudoputamen (lat. caudate putamen), NAc - nukleus akumbens (lat. nucleus accumbens), dHIP - 

dorzalni hipokampus, vHIP - ventralni hipokampus, HT - hipotalamus 

 

Socijalna IZ kao faktor stresa utiče na funkcionisanje hipotalamusa (Slika 7) a što 

utiče na aktivnost HHA osovine. Ovaj moždani region je uključen u kontrolu cirkadijalnog 

ritma, apetita i kognitivnih funkcija, često pogođene depresijom (Bao i Swaab, 2019). 

Hipotalamus ima kompleksne neuronske veze, koje su u najvećem broju dvosmerne 

(aferentne i eferentne). Neuronske veze ostvaruje i sa hipokampusom, amigdalama i 

talamusom (Anschel i sar., 1982; Bear i sar., 2022). Sastoji se iz velikog broja jedara, među 

kojima su: PVHT, suprahijazmatsko, supraoptičko, dorzomedijalno jedro hipotalamusa 

(DMHT), ventromedijalno jedro hipotalamusa (VMHT), lučno jedro i mamilarna jedra 

(Dougherty, 2020). Jedno od najviše izučavanih jedara je PVHT koje ima potencijalnu ulogu 
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Slika 7. Položaj 

dorzomedijalnog jedra 

hipotalamusa (DMHT) i  

ventromedijalnog jedra 

hipotalamusa (VMHT) na 

koronalnom preseku mozga 

pacova 

Slika 8. Položaj amigdala 

na koronalnom preseku 

mozga pacova 

u kontroli stresa i aktivnosti HHA osovine, metabolizma, rasta, reprodukcije, imunskog 

sistema i drugih funkcija (Ferguson i sar., 2008). 

 

Pored PVHT, u fokusu istraživanja su DMHT i VMHT, 

zbog njihove uključenosti u odgovoru na stres psihološke 

prirode (Henderson i Macefield, 2021). VMHT ima važnu 

funkciju u kontroli anksioznosti što potvrđuju istraživanja na 

genetski modifikovanim miševima za steroidogeni faktor koji 

ispoljavaju ponašanje nalik anksioznom (Zhao i sar., 2008). 

Dugotrajna upotreba antipsihotika, među kojima je i Olz, često 

je propraćena povećanjem telesne mase i inflamacijom, što je 

pokazano kao potencijalna posledica efekta koji tretman Olz 

ostvaruje na hipotalamus (He i sar., 2021). 

 

     U regulaciju HHA osovine pored hipotalamusa, 

uključene su i amigdale ili bademasta jedra (Weidenfeld i sar, 

2017) (Slika 8). U amigdali razlikujemo jedra: bazolateralni 

kompleks (lateralno, bazalno i bazomedijalno jedro), kortikalni 

kompleks (kortikalno i jedro lateralnog olfaktornog puta) i 

centromedijalni kompleks (centralno i medijalno jedro) (Yang i 

Wang, 2017). Ovaj moždani region ima važnu ulogu u kontroli 

emocija, posebno straha, a bazolateralni kompleks amigdala se 

smatra kao veoma važan za razvoj anksioznog stanja (Lowry i 

Hale, 2010).  

 

Hiperaktivacija amigdala i HHA osovine može dovesti do povećanog nivoa kortizola 

u plazmi (Gotlib i sar., 2008). Povećana sinteza kortizola dovodi do pojačane ekspresije gena 

za sintezu serotoninskog transportera na presinaptičkoj membrani, koji posledično povećava 

preuzimanje serotonina i smanjuje njegovu koncentraciju u sinaptičkoj pukotini (Tafet i sar., 

2001), što se povezuje sa nastankom depresije. Povećana ekspresija faktora inflamacije u 

amigdalama sve se više vezuje za razvoj depresije i anksioznosti (Hu i sar., 2022). Literaturni 

podaci ukazuju da je kod mentalnih bolesti često detektovan poremećaj neuronskih veza 

(Slika 6) koje amigdale ostvaruju sa PFK, dorzalnim i ventralnim hipokampusom (dHIP i 

vHIP) (Ghasemi i sar., 2021; Price i Drevets, 2010; Zhong i sar., 2011), talamusom, 

hipotalamusom (Bao i Swaab, 2019; Fischer, 2021; Zhao i sar., 2021) i NAc (Fassett-Carman 

i sar., 2023). Promena aktivnosti amigdala i PFK tokom obrade emocija zapažena je nakon 

dugotrajnog tretmana Olz kod pacijenata obolelih od šizofrenije (Blasi i sar., 2009). 

Talamus (Slika 9) je moždani region sa posebnim anatomskim položajem jer 

posreduje u vezi između kortikalnih i subkortikalnih regiona. Funkcionalno, talamus je 

podeljen na pet jedara: retikularno ili intralaminarno jedro koje učestvuje u regulaciji bola i 

uzbuđenja, senzorno jedro koje je odgovorno za sve senzorne signale osim olfaktornog, 

efektorno jedro koje upravlja govornom motorikom, asocijativno jedro koje učestvuje u 

obavljanju kognitivnih funkcija i limbička jedra koja su uključena u kontrolu motivacije i 
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Slika 9. Položaj 

paraventrikularnog jedra 

talamusa, posteriorni deo 

(PVP) na koronalnom 

preseku mozga pacova 

raspoloženja (Torrico i Munakomi, 2023). Kliničke studije povezuju promenu funkcije 

talamusa sa depresijom (Yang i sar., 2023).  

 

Paraventrikularno jedro talamusa (PVT) igra značajnu 

ulogu u regulaciji emocionalnih i stresnih odgovora, što ga čini 

revelavantnim za razumevanje depresije. PVT može biti 

anteriorno i posteriorno (PVP). Povećana neuronska aktivnost 

ovog jedra talamusa uključena je u patologiju depresije i u 

odgovoru na tretman antidepresivima (Zhao i sar., 2021). 

Preciznije, glutamatni neuroni u PVT aktivirani su dugotrajnim, 

nepredvidim stresom i dovode do razvoja ponašanja nalik 

depresivnom, dok suzbijanje aktivnosti PVT neurona izaziva 

antidepresivni efekat kod mužjaka pacova, ali ne i ženki.  

 

Takođe, PVT pokazuje snažne projekcije ka centralnoj amigdali, a aktivacija neurona 

koji projektuju između ova dva moždana regiona indukuje ponašanje povezano sa depresijom 

ili povećava podložnost stresu (Zhao i sar., 2021). Ovi rezultati ukazuju da PVT ima važnu 

ulogu u kontroli depresije, a sama projekcija PVT-centralna amigdala reguliše ponašanje 

povezano sa depresijom u zavisnosti od pola korišćenog životnjskog modela, što potencijalno 

predstavlja jedan od esencijalnih puteva za morbiditet i lečenje depresije (Zhao i sar., 2021). 

PVT zbog svoje anatomske pozicije ima važnu funkciju u regulaciji anksioznog poremećaja. 

Uključenost PVT u regulaciji anksioznog poremećaja, potvrđuje i velika gustina oreksinskih 

vlakana detektovanih u ovom jedru talamusa, za koje je u literaturi pokazano da su uključeni 

u odgovoru na strah i modulaciju anksioznosti (Kirouac, 2021). Naročito važnu funkciju u 

anksioznom ponašanju ima upravo PVP (Barson i sar., 2020). 

 

 Pored talamusa i retrosplenijalni korteks (RSK) (Slika 

10) posreduje u komunikaciji između kortikalnih i 

subkortikalnih regiona. RSK deo je neokorteksta i smešten je u 

kaudalnom/posteriornom delu cingulatnog korteksa. Dva dela 

ovog regiona su granularni (engl. retropslenial granular cortex, 

RSG) i agranularni (engl. retrosplenial dysgranular cortex, 

RSD) korteks (Aggleton i sar., 2021). RSK prima direktne 

signale iz dorzalnog područja Amonovog roga 1 (lat. cornu 

Ammonis 1, CA1) i subikuluma (Cenquizca i Swanson, 2007; 

Wyass i Van Groen, 1992) i ostvaruje komunikaciju sa 

talamusom, prefrontalnim, cingulatnim, parijetalnim i 

vizuelnim korteksom (Mitchell i sar., 2018), kao i sa 

dorzomedijalnim strijatumom (Monko i Heilbronner, 2021). 

 

 

Slika 10. Položaj 

retrosplenijalnog korteksa 

(engl. retrosplenial 

dysgranular cortex, RSD; 

engl. retrosplenial granular 

cortex, RSG) na 

koronalnom preseku mozga 

pacova 
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RSC je ključan za obradu epizodnog pamćenja i emocija, a lezije istog dovode do retrogradne 

amnezije (Maddock, 1999; Vann i Nelson, 2015). RSK je potencijalno mesto delovanja 

antipsihotika, s obzirom da Olz i klozapin (Klz) sprečavaju neuropatološke promene izazvane 

delovanjem dizocilpina (antagonista NMDA receptora) na NMDA receptore. Sinergijski 

efekat Olz i Klz može doprineti terapeutskom efektu u lečenju pacijenata obolelih od 

šizofrenije (Fujimura i sar., 2000). Međutim, ovaj moždani region još uvek zahteva dodatna 

istraživanja o svojim funkcijama i vezama koje ostvaruje sa drugim regionima mozga 

(Mitchell i sar., 2018). 

 

PFK je moždani region koji takođe učestvuje u 

integraciji funkcija između kortikalnih i subkortikalnih regiona. 

Ovaj region ima važnu funkciju u kontroli emotivnih i 

kognitivnih procesa i njegova struktura kao i funkcija su vrlo 

često oštećene kod pacijenata obolelih od depresije, 

anksioznosti, šizofrenije, Alchajmerove i Parkinsonove bolesti 

(Xu i sar., 2019). Medijalni prefrontalni korteks (mPFK) 

(Slika 11) je ključni kortikalni region gde duž dorzalno 

ventralne ose razlikujemo neuroanatomske podregione: prednja 

cingulatna kora 1 (Cg1K), prelimbički podregion medijalnog 

prefrontalnog korteksa zone cerebruma (PrlK), infralimbički 

podregion (ILK) i dorzalna pedunkularna kora (DPK) 

(Heidbreder i Groenewegen, 2003). Neuronska mreža u mPFK 

se najvećim delom sastoji iz ekscitatornih piramidnih neurona a 

u manjem procentu inhibitornih neurona (Xu i sar., 2019). 

Među inhibitornim neuronima najzastupljeniji su GABA 

interneuroni kao što su PV+, somatostatin pozitivni (+) 

interneuroni, vasoaktivni intestinalni-peptid pozitivni (+) 

interneuroni i holinski neuroni (Gabbott i sar., 1997; 

Kawaguchi i Kubota, 1997, 1993). PFK ostvaruje aferentne 

veze sa bazolateralnim amigdalama, talamusom i vHIP, a 

eferentne veze sa NAc, dHIP i bazolateralnim amigdalama 

(Sigurdsson i Duvarci, 2016; Xu i sar., 2019). 

Izmenjena ravnoteža ekscitacije/inhibicije u mPFK predstavlja potencijalni uzrok 

depresije (Fogaça i Duman, 2019). U post-mortem studijama depresivnih pacijenata 

zabeleženo je smanjenje volumena, broja sinapsi i sinaptičkih markera PKF koje je u 

korelaciji sa dužinom trajanja bolesti (Kang i sar., 2012). Kod anksioznosti često je zabeležen 

poremećaj neuronskih veza između mPFK i bazolateralnih amigdala (Adhikari i sar., 2015; 

Felix-Ortiz i sar., 2016), kao i mPFK i vHIP (Sigurdsson i Duvarci, 2016). Studije 

neurooslikavanja pokazale su da antipsihotici koji imaju slabiji antagonistički afinitet ka 

dopaminskom D2 receptoru i koji su antagonisti 5-HT2 receptora, među kojima i Olz, imaju 

funkciju u očuvanju ili povećavanju aktivnosti PFK u poređenju sa antipsihoticima sa jakom 

antagonističkom aktivnošću na D2 receptor, što ima potencijalni terapeutski efekat u lečenju 

negativnih simptoma šizofrenije (Liemburg i sar., 2012).  

 Strijatum (Slika 12) je kompleksna i heterogena struktura koja posreduje u 

komunikaciji između korteksa, talamusa i limbičkih struktura (Guo i sar., 2015). Strijatum je 

Slika 11. Položaj 

podregiona medijalnog 

prefrontalnog korteksa, 

prednja cingulatna kora 1 

(Cg1K), prelimbički 

podregion medijalnog 

prefrontalnog korteksa zone 

cerebruma (PrlK), 

infralimbički podregion 

(ILK) i dorzalna 

pedunkularna kora (DPK) 

na koronalnom preseku 

mozga pacova 
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Slika 12. Položaj nukleus 

akumbens-a: accumbens nucleus, 

core i accumbens nucelus, shell 

(AcbC, AcbSh) i dorzalnog 

strijatuma, kaudoputamen (CPu) 

na koronalnom preseku mozga 

pacova 

podeljen na dorzalni deo koji čine repato jedro (lat. nucleus caudatus) koje ima ulogu u 

kognitivnim funkcijama i ljuska (lat. putamen) sa funkcijom u kontroli motorike. 

Oba jedra čine kaudoputamen (CPu), dok su 

jezgro NAc (lat. accumbens nucleus core, AcbC) i 

omotač NAc (lat. accumbens nucleus shell, AcbSh) 

uključeni u sastav ventralnog strijatuma tj. NAc, čija je 

funkcija u kontroli emocija. Veći deo ćelija strijatuma 

jesu GABA neuroni koji protežu svoje nervne završetke 

izvan strijatuma (Fahn i sar., 2011). U strijatumu su 

zastupljene tri vrste GABA interneurona: PV+, 

kalretinin+ i somatostatin+ (Fahn i sar., 2011). Na 

osnovu zastupljenosti dopaminskih receptora, 

razlikujemo dva tipa ovih ćelija: one koje sadrže D1 

receptor i neurotransmitere supstancu P i dinorfin i one 

koje sadrže D2 receptor i neurotransmiter enkefalin 

(Fahn i sar., 2011). 

Istraživanja na pacijentima kod kojih je smanjen volumen i u repatom jedru (Krishnan 

i sar., 1992) i ljuski (Krishnan i sar., 1992; Husain i sar., 1991) potvrđuju promene u CPu kod 

depresije. Takođe, oštećenja strukture repatog jedra pokazuju pozitivnu korelaciju sa 

suicidalnim ponašanjem pacijenata (Dombrovski i sar., 2012). NAc se navodi kao ključni deo 

mozga koji je pogođen kod pacijenata kod kojih je detektovana depresija sa simptomima 

anhedonije (Hu i sar., 2023). U osnovi anhedonije nalazi se poremećaj sistema za 

nagrađivanje koji reguliše našu sposobnost da osetimo zadovoljstvo. Ovaj sistem 

nagrađivanja čine signalni putevi između VTA, NAc, mPFK, hipokampusa, amigdala, 

lateralnog hipotalamusa, lateralne habenule i lateralnog dorzalnog tegmentuma (Russo i 

Nestler, 2013). Kako je strijatum bogat dopaminskim receptorima, često se vezuje za 

terapeutsko delovanje antipsihotika, koji svoje efekte ostvaruju i preko ovih receptora. U 

literaturi je pokazano da antipsihotici ostvaruju i svoje terapeutske ali i neželjene - 

ekstrapiramidne efekte (engl. extrapyramidal side effects, EPSE) blokiranjem D2 receptora 

(Kapur i sar., 2000; Kasper i sar., 1999). EPSE su karakteristični za prvu generaciju 

antipsihotika tj. tipičnih antipsihotika ali ne i za noviju generaciju atipičnih antipsihotika 

među kojima je i Olz. 

1.2.1. Hipokampus 

 

Kod čoveka hipokampus se nalazi u unutrašnjem delu temporalnog režnja blizu njegove 

medijalne strane ispod kortikalnih površina i neposredno iznad amigdale. Kod pacova, 

hipokampus se nalazi između cerebralnog korteksa i talamusa, neposredno iznad amigdale. 

Ovaj moždani region sastoji se iz subikuluma, Amonovog roga (lat. cornu Ammonis, CA) i 

DG. CA je struktura u obliku latiničnog slova „C“ koje se dele na podregione CA1, CA2, 

CA3 i CA4. Podregion CA4 se definiše i kao deo polimorfnog sloja DG (Andersen i sar., 

2006), stoga se ređe u literaturi izdvaja kao zaseban podregion. Po uzdužnoj osi hipokampusa 

razlikujemo dHIP i vHIP (Slika 13). CA2 podregion (Lorente de Nò, 1934), je manje 

istražena struktura hipokampusa zbog male veličine i translacionog položaja između CA1 i 

CA3. U podregionima CA1, CA2 i CA3 ćelije su slojevito organizovane u stratum oriens 

(SO), piramidni sloj (lat. stratum pyramidale, SP), stratum radiatum (SR) i stratum 

lacunosum moleculare (SLM), dok kod DG podregiona razlikuju se molekularni sloj (ML), 
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Slika 14. Trisinaptička petlja. Objašnjenje u tekstu. 

Preuzeto sa sajta 

https://uen.pressbooks.pub/introneuro/chapter/the-

hippocampal-slice 

Slika 13. Anatomski prikaz podregiona tioninom obojenog, koronalnog preseka dorzalnog 

hipokampusa (A) i ventralnog hipokampusa (B) pacova, d - dorzalni, v - ventralni, CA - cornu 

Ammonis, DG - dentatni girus (lat. gyrus dentatus) 

granularni sloj (GCL) i hilus (H). Piramidne ćelije najgušće su raspoređene u podregionu 

CA1, u odnosu na CA2 i CA3. Oko 90% ćelija hipokampusa jesu granularne i piramidne 

glutamatne ćelije (Olbrich i Braak, 1985), a preostalih 10% su GABA interneuroni (Olbrich i 

Braak, 1985). Funkcija hipokampusa je u održavanju homeostaze organizma (regulacija HHA 

osovine), formiranju memorije (epizodne, prostorne i kontekstualno uslovljavanje straha) 

karakteristično za dHIP i regulaciji emocija karakteristično za vHIP (Fanselow i Dong, 2010). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

U hipokampusu jedan od 

glavnih puteva prenosa 

informacija je put definisan kao 

trisinaptička petlja. Počinje 

perforantnim putem direktnim 

prenosom informacija od 

entorinalnog korteksa (EK) do 

CA1, ili indirektnim od EK preko 

granularnih ćelija DG koje potom 

šalju informacije do piramidnih 

ćelija CA3 i CA1 podregiona 

preko mahovinastih vlakana 

(engl. mossy fibers). Podregion 

CA3 dalje šalje signale preko 

šaferovih kolaterala do 

piramidnih CA1 neurona, koji 

nadalje šalju signal u subikulum i 

izvan EK (Andersen, 1975) 

(Slika 14). 

Takođe, podregion CA1 prima i jake ekscitatorne signale iz CA2 (Chevaleyre i 

Siegelbaum, 2010), a piramidne ćelije CA2 primaju signale iz EK (Cui i sar., 2013), 

indirektno iz CA3 (Kohara i sar., 2014) i slabiji ekscitatorni input iz DG. 
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Anatomski i funkcionalno hipokampus ostvaruje naveći broj neuronskih veza sa 

amigdalama i PFK (Mcewen i Gianaros, 2010). Pored toga, ostvaruje veze i sa RSK, 

hipotalamusom, talamusom i strijatumom. Na osnovu strukture i funkcije, u hipokampusu 

razlikujemo dHIP i vHIP (Fanselow i Dong, 2010). Dorzalni hipokampus odgovara 

posteriornom hipokampusu kod primata, dok ventralni odgovara anteriornom hipokampusu 

kod primata. Za razliku od dHIP, kod ventralnog nemamo podregion CA2 (Fanselow i Dong, 

2010), mada postoje literaturna neslaganja oko prisustva ovog podregiona. Takođe, uticaj 

glukokortikoida na neuralne progenitorske ćelije subgranularne zone DG, koje imaju 

sposobnost diferenciranja u neurone i glijske ćelije u mozgu odraslih (adultna neurogeneza), 

zapaženiji je u vHIP u odnosu na dHIP (Levone i sar., 2021). Pored razlike u strukturi i 

funkciji, između dHIP i vHIP postoje razlike i u neuronskim vezama koje ostvaruju sa drugim 

moždanim regionima. Među važnijim neuronskim vezama koje dHIP ostvaruje jesu veze 

CA1 i subikuluma sa RSK (Slika 6) i prednjim cingulatnim korteksom, koja učestvuje u 

regulaciji prostorne orijentacije, učenja i memorije (Bredewold i sar., 2015; Fanselow i Dong, 

2010). U vHIP za kontrolu emocija i anksioznosti najvažnija je prethodno spomenuta veza 

između ventralnog subikuluma, ventralnog CA1 (vCA1) i amigdala (Pitkänen i sar., 2000), 

kao i vCA i mPFK (Padilla-Coreano i sar., 2016).  

Delovanjem dugotrajnog stresa smanjena je gustina sinapsi u CA1/CA3 podregionima 

u životinjskim modelima za ponašanje nalik depresivnom (Qiao i sar., 2014). Takođe, u CA3 

podregionu pod delovanjem dugotrajnog stresa dolazi do skraćivanja dendrita i smanjenog 

grananja što čini hipokampus manje efikasnim u regulaciji aktivnosti HHA osovine, ujedno 

povećava oslobađanje glukokortikoida i doprinosi oštećenju prostorne memorije (Conrad, 

2006). U pretkliničkim istraživanjima je pokazano da prekomerna aktivnost dCA3 dovodi do 

kognitivnog deficita, dok smanjena aktivnost vCA3 dovodi do razvoja anksioznosti (Liu i 

sar., 2024). U kliničkim istraživanjima depresije, sve se više ističe smanjenje volumena 

podregiona CA1 kao potencijalnog markera kliničke depresije (Roddy i sar., 2019). 

Glukokortikoidi pokazuju izuzetno visok afinitet prema CA2 podregionu i utiču na smanjenje 

gustine „nepiramidnih“ neurona ovog podregiona, što može da doprinose patologiji manične 

depresije i šizofrenije (Benes i sar., 1998). Najčešće, ovaj podregion ostvaruje funkciju u 

socijalnoj memoriji za koju je od važnosti veza CA2 i PVHT (Smith i sar., 2016). Pored 

spomenute veze, za socijalnu memoriju bitne su i inervacije koje CA2 prima iz DG (Diethorn 

i Gould, 2023) koji kontroliše protok informacija iz kortikalnih regiona i učestvuje u 

procesima učenja, formiranja memorije (Stone i sar., 2011) i regulaciji raspoloženja. Pored 

smanjenog procesa neurogeneze, koji se najčešće spominje kao posledica delovanja depresije 

na DG (Sahay i sar., 2007), zabeležen je i smanjen volumen i atrofija DG neurona (Travis i 

sar., 2015). Takođe, kod pacijenata sa depresijom nakon elektrokonvulzivne terapije 

(Nuninga i sar., 2020) ili terapije antidepresivima (Boldrini i sar., 2009) zabeležen je porast 

volumena DG. Poremećaj ekscitatornih sinapsi u hipokampusu može da uzrokuje ponašanje 

nalik depresivnom kod laboratorijskih životinja, a sam hipokampalni transkripcijski 

koaktivator PGC1-α ima važnu ulogu u modulaciji broja ekscitatornih sinapsi. Naročito je 

veliki uticaj PGC1-α na sinapse u DG i samim tim u regulaciji ponašanja nalik depresivnom, 

što samo potvrđuje važnost DG u razvoju depresije (Deng i sar., 2024). Takođe, podregioni 

hipokampusa pored toga što su uključeni u razvoj psihotičnih poremećaja, predstavljaju i 

ciljna mesta delovanja antipsihotika (Wu Chou i sar., 2014). 
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 1.3. Jetra 

 

Jetra je esencijalni organ u telu čoveka sa velikim 

brojem funkcija. Sastoji se iz četiri režnja: desni 

lateralni, levi lateralni, medijalni režanj (kvadratni) i 

repni režanj (Slika 15). Parenhim unutar režnjeva deli se 

na veći broj manjih režnjića tj. lobulusa koje čine grupe 

ćelija. Glavni tipovi ćelija jetre jesu hepatociti koji čine 

oko 70% jetre, zvezdaste ćelije jetre, Kupferove ćelije i 

endotelne ćelije sinusoidnih kapilara (Ding i sar., 2016). 

Ovaj organ učestvuje u metabolizmu lipida, ugljenih 

hidrata i proteina; proizvodi albumine; učestvuje u 

detoksikaciji organizma od štetnih materija i neutrališe 

lekove i alkohol. 

 

Zbog svoje metaboličke aktivnosti izuzetno je podložna oksidativnom stresu. 

Antioksidativni sistem jetre je pod centralnom kontrolom transkripcionog faktora - 

nuklearnog faktora 2 povezanog sa nuklearnim eritroidom 2 (engl. NF-E2-related factor 2, 

Nrf2). Nrf2 se u bazalnim uslovima nalazi u citoplazmi vezan za protein Keap1 (engl. Kelch-

like ECH-associated protein1) i podvrgnut je stalnoj ubikvitinaciji i degradaciji. Nrf2 se 

ponaša kao senzor za redoks status jetre, koji se pri povišenom nivou reaktivnih vrsta 

kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS) oslobađa od proteina Keap1, premešta u jedro 

i učestvuje u transkripciji ciljnih gena za sintezu antioksidativnih enzima i enzima koji 

učestvuju u detoksikaciji jetre (Zhang i sar., 2013). Delovanjem oksidativnog stresa dolazi do 

peroksidacije lipida u membrani što za posledicu ima nastanak malondialdehida (MDA), dok 

oksidativnim oštećenjem proteina nastaju proteinske karbonilne grupe (PKG). Oksidativni 

stres aktivira antioksidativne enzime jetre, među kojima su superoksid dismutaza (SOD), koja 

uklanja superoksid anjon radikal (O2•–) prevodeći ga dalje u molekulski kiseonik i vodonik 

peroksid (H2O2), koji se do vode razlaže uz pomoć glutation-peroksidaze (GPx) i do vode i 

kiseonika uz pomoć jednog od najzastupljenijih enzima u ćelijama jetre, kalataze (KAT) 

(Marí i sar., 2010). Delovanjem oksidativnog stresa dolazi do pojačane produkcije citokina 

TNFα, naročito u Kupferovim ćelijama (Li i sar., 2015), koji pojačava inflamaciju i može 

dovesti do apoptoze. Apoptoza je jedan od glavnih načina ćelijske smrti, koja propratno uz 

oksidativna oštećenja zauzima veoma važno mesto u patologiji hroničnih bolesti jetre (Wang, 

2014). Povećanje produkcije markera oksidativnog oštećenja dovodi se u vezu sa raznim 

patološkim stanjima. Često je u istraživanjima zabeleženo učešće Nrf2 i poremećaja 

antiokisidativnih enzima u hroničnim bolestima jetre (Allameh i sar., 2023; Xu i sar., 2018). 

Kod pacijenata sa hroničnim bolestima jetre (hepatitis B, hepatitis C, nealkoholna masna 

jetra, alkoholni hepatitis) vrlo često je zastupljena i depresija (Huang i sar., 2017). 

Istraživanje uzroka komorbiditeta hroničnih bolesti jetre i depresije može dati bitne 

informacije za razumevanje i depresije i bolesti jetre. 

U poslednje vreme se istražuje osovina koja povezuje mozak i jetru (Yan i sar., 2023). 

U komunikaciji ova dva organa je važna KMB koja pod uticajem proinflamacijskih citokina 

iz jetre kao što su TNFα, IL-6 i IL-1β menja svoju propustljivost i omogućava prolazak 

toksina poput amonijaka i ksenobiotika koji dovode do proinflamacijskog odgovora u mozgu 

(Cheon i Song, 2021) (Slika 16). Ujedno dolazi i do oštećenja moždanih funkcija i 

poremećaja kognitivnih sposobnosti, što je potvrdila studija na miševima (Liu i sar., 2018). 

Slika 15. Šematski prikaz 

jetre. Objašnjenje  tekstu. 

Slika preuzeta i modifikovana  

od Beal i sar., 2017. 
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Poremećaj u funkciji jetre (smanjeno razlaganje amiloid-β peptida; virusne infekcije) često 

dovodi i do povećanog oslobađanja štetnih supstanci, koje u odnosu jetra-mozak mogu 

dovesti do razvoja bolesti poput Alchajmerove i Parkinsonove bolesti pa i demencije, koje su 

vrlo često praćene povećanjem proinfalamacijskih citokina u jetri i neuroinflamacijom u 

mozgu (Vegas-Suárez i sar., 2022).  

Bolesti jetre i 

mozga vrlo često se 

dovode u vezu sa 

gastrointestinalnim 

problemima, tako da u 

literaturi sve češće 

nailazimo na podatke o 

uključenosti osovine koja 

povezuje creva-jetru-

mozak, u razvoj 

mentalnih bolesti (Zhu i 

sar., 2022). Takođe, često 

je zabeležen i štetan 

efekat antipsihotika na 

jetru, u formi 

metaboličkih poremećaja i 

oštećenja jetre (Tarricone 

i sar., 2006). 

 

1.4. Životinjski modeli depresije 
 

Životinjski modeli depresije se koriste za ispitivanje neurobiologije depresije, mehanizama 

delovanja lekova i testiranje novih antidepresiva. Veoma je teško uspostaviti adekvatan model 

koji na najbolji način prezentuje veći deo simptoma koje depresivni pacijenti ispoljavaju, 

naročito što nije moguće izazvati nedostatak samopoštovanja i suicidne misli kod životinjskih 

modela. Važno je da se kao modeli koriste životinje koje ostvaruju socijalne interakcije, 

obzirom na to da se kod njih javljaju oblici ponašanja nalik depresivnom. Za istraživanja se 

smatraju pogodnim određene vrste primata i glodara, s tim da se najviše koriste pacovi i 

miševi. Ove vrste glodara pokazuju sličnost sa ljudima na genetskom, anatomskom i 

biohemijskom nivou, a relativno su jednostavni za gajenje i imaju veliki broj potomaka, 

imaju prilično brz razvoj do odrasle dobi i relativno kratak životni vek. 

Osnovu životinjskog modela postavili su McKinney i Bunney (McKinney i Bunney, 

1969), a Willner (Willner i sar., 1987) je nešto kasnije dopunio minimum kriterijuma koje 

model mora da zadovolji kako bi našao primenu u eksperimentalne svrhe. Životinjski model 

za proučavanje poremećaja raspoloženja potrebno je da zadovolji određene kriterijume 

sličnosti, odnosno neophodna je sposobnost modela da kod životinja imitiraju simptome koji 

liče na kliničku sliku depresije kod ljudi (engl. face validity). Molekulske, fiziološke i ćelijske 

promene kod životinja moraju biti uzrokovane događajima koji inače dovode do poremećaja 

ponašanja kod ljudi (engl. etiological validity). Takođe, mora da postoji adekvatni 

farmakološki odgovor na terapiju koja se koristi u lečenju pacijenata i da je moguće 

predvideti ishod lečenja (engl. predictive validity). Pored toga, neurohemijski procesi koji su 

Slika 16. Jetra - mozak osovina. Objašnjenje u tekstu. 

KMB - krvno-moždana barijera; HHA - hipotalamo-

hipofizna-adrenalna osovina 



18 

 

osnova bolesti koja se ispituje u životinjskim modelima trebalo bi da su slični onima kod 

ljudi (engl. construct validity), kao i da je model ponovljiv (Belzung i Lemoine, 2011). 

Do danas je ustanovljen veliki broj životinjskih modela depresije, pri čemu se većina 

bazira na izlaganju različitim vrstama akutnog ili dugotrajnog stresa, a u manjoj meri na 

genetskim manipulacijama (Deussing, 2006). Generalno, životinjski modeli depresije 

predstavljaju model-sisteme u kojima korišćene eksperimentalne životinje u određenoj meri 

ispoljavaju aspekte ljudske patologije. S druge strane, testovi ponašanja predstavljaju 

procedure koje se koriste za ispitivanje eksperimentalnih uticaja na ponašanje životinja. Za 

ispitivanje ponašanja nalik anksioznom koriste se: test otvorenog polja (engl. open field test), 

novelty supressed feeding, test izdignutog lavirinta (engl. elevated plus maze test), 

tamno/svetla kutija (engl. light/dark box), stresom izazvana hipertermija (engl. stress induced 

hyperthermia), zakopavanje klikera (engl. marble burying) (Belovicova i sar., 2017). Testovi 

koji se koriste za ispitivanje ponašanja nalik depresivnom kod pacova su: test prinudnog 

plivanja (engl. forced swim test), test vešanja o rep (engl. tail suspension test) i test 

preferencije unosa zaslađenog rastvora (engl. sucrose preference test) (Willner i sar., 1987). 

1.4.1 Dugotrajna socijalna IZ 
 

Dugotrajna socijalna IZ predstavlja blagi, psihosocijalni stres koji je povezan sa osećajem 

usamljenosti koji karakteriše kliničku depresiju (Matthews i sar., 2016), a može se koristiti i 

kao model za proučavanje šizofrenije (Kohn i Clausen, 1955). Najčešće se kao modeli za 

proučavanje dugotrajne IZ u laboratorijskim uslovima koriste glodari (pacovi i miševi) 

(Blanchard i sar., 2001; Geyer i sar., 1993). Pokazano je da pacovi izloženi ovom tipu 

dugotrajnog stresa ispoljavaju promene u ponašanju koje su slične depresiji kod čoveka 

(Carnevali i sar., 2012; Zlatković i sar., 2014a). Tokom dugotrajne IZ, pacovi su pojedinačno 

raspoređeni u kavezima, pri čemu su lišeni bilo kakvog vizuelnog i taktilnog kontakta, ali ne i 

auditornog i olfaktornog iskustva (Garzón and Del Río, 1981) (Slika 17). 

Dugotrajna socijalna IZ dovodi do poremećaja HHA osovine i ujedno povećava nivo 

glukokortikoida koji remete antioksidativni sistem organizma (McIntosh i sar., 1998). Sa 

druge strane, socijalna IZ adultnih mužjaka pacova soja Wistar u periodu od 3 nedelje, iako je 

pokazala nepromenjen nivo CORT, dovela je do poremećaja u aktivnosti HHA osovine, a što 

se ogledalo u neadekvatnom odgovoru na dodatni akutni stres kome su socijalno izolovane 

životinje bile izložene (Filipović i sar., 2005). Pored zapaženog oksidativnog stresa, značajno 

povećanje nitrozativnog stresa (Zlatković i Filipović, 2012), kao i ekspresija 

proinflamacijskih citokina (Alshammari i sar., 2020; Todorović i Filipović, 2017) (IL-1β, IL-

6 i TNFα) kroz aktivaciju jedarnog faktora - κB (engl. nuclear factor- kappa B, NF-κB) je 

zapaženo kod socijalno izolovanih pacova (Zlatković i Filipović, 2013). Socijalna IZ 

kompromituje nivo BDNF i smanjuje neurogenezu u DG (Du Preez i sar., 2021; Grigoryan i 

sar., 2022). Štaviše, tronedeljna kao i šestonedeljna socijalna IZ adultnih mužjaka pacova soja 

Wistar, dovela je do promena u ponašanju, detektovanih nastankom anhedonije - nedostatak 

interesovanja za prijatne stimuluse, beznadežnosti (engl. despair behavior) i anksioznosti 

(Stanisavljević i sar., 2019b; Stanisavljević Ilić i sar., 2023). Takođe, socijalna IZ je 

kompromitovala redoks homeostazu u hipokampusu, istovremeno povećavajući proteinsku 

ekspresiju IL-6 u citosolu hipokampusa (Perić i sar., 2017) kao i smanjivanjem broja PV+ 

GABA interneurona u dHIP (Filipović i sar., 2018). 
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1.5. C-Fos kao marker aktivnosti neurona 
 

Različiti stresori kao vanćelijski signalni molekuli indukuju promene u ćelijskim procesima 

preko mehanizama koji uključuju transmisiju signala od ćelijske membrane do jedra i dovode 

do promene u ekspresiji gena. Među najbrže aktiviranim genima jesu IEGs koji reguliušu 

ekspresiju brojnih drugih gena tako što se vezuju za specifičnu sekvencu DNK molekula. 

Među najviše istraživanim IEGs je c-fos protoonkogen koji kodira c-Fos protein. Sinteza c-

Fos proteina odvija se tokom 20 do 90 minuta nakon stimulacije, poluživot proteina je 

približno 2 sata (Kovács, 2008).  

Oksidativni stres, ali i drugi stimulusi aktiviraju kinazu regulisanu spoljašnjim 

signalom (engl. extracellular signal-regulated kinase, ERK1/2), koja pripada grupi 

mitogenom-aktivirane protein kinaze (engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK) i 

dovodi do nishodne regulacije ekspresije c-fos gena koji kodira c-Fos protein. C-fos se među 

prvima eksprimira kao odgovor na različite stimuluse i dovodi do ćelijske proliferacije, 

diferencijacije, transformacije, migracije, apoptoze i onkogeneze. Kako ekspresija c-Fos 

predstavlja odgovor na depolarizaciju neurona u različitim regionima mozga, c-Fos 

predstavlja i indirektni marker aktivnosti neurona. Do aktivacije ERK signalnog puta u 

neuronima dolazi zahvaljujući porastu nivoa unutarćelijskog Ca2+, usled aktivacije N-metil-

D-aspartatnog receptora (NMDAR) i voltažno-zavisnih kalcijumskih kanala (engl. voltage-

dependent calcium channels, VDCC). Fosforilacijom ERK dolazi do aktiviranja 

transkripcionih faktora Elk1 (engl. ETS like- 1 protein), elementa odgovora na ciklični 

adenozin monofosfat (engl. cAMP response element, CRE), serum response factor (SRF) i 

ribozomne protein kinaze S6 (engl. ribosomal protein kinase S6, rpS6) koji učestvuju u 

kontroli c-Fos ekspresije tako što se vežu za promotor c-fos gena tj. serum response element 

(SRE). Ključnu ulogu u samoj transkripciji c-Fos zauzima i CRE vezujući protein (engl. 

cAMP-response element binding protein, CREB) za čiju fosforilaciju tj. aktiviranje su 

neophodne brojne kinaze među kojima je i rpS6 i svakako najznačajnija mitogenom i stresom 

aktivirane protein kinaze (engl. mitogen and stress activated protein kinase, MSK). 

Fosforilisan CREB veže se za CRE. Zatim, fosforilisani kompleks transkripcionih faktora 

veže se za c-fos promotor SRE, pokrećući sintezu c-Fos proteina u citoplazmi ćelije (Aparicio 

i sar., 2022). Potom, sintetisan c-Fos protein u jedru sa c-Jun proteinom formira heterodimer 

AP-1 kompleks (Slika 18), koji funkcioniše kao transkripcioni faktor u jedru, vezujući se za 

AP-1 vezujuća mesta na DNK. Takođe, literaturni podaci ukazuju na pozitivnu regulaciju 

između NF-κB i c-Fos proteinske ekspresije, tačnije aktiviranje NF-κB dovodi do indukcije 

c-Fos proteinske ekspresije. Aktiviranje NF-κB samo po sebi nije dovoljno da indukuje c-

Fos, već je neophodno da indukcija ovog gena bude posredovana ERK-Elk1 i ERK-MSK-

CREB signalnim putevima (Tu i sar., 2013). 

Slika 17. Izazivanje stresa dugotrajne socijalne 

izolacije kod pacova - eksperimentalna postavka. 
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Slika 18. Mehanizam aktivacije proteinske 

ekspresije c-Fos. Objašnjenje u tekstu. NMDAR - 

N-metil-D-aspartatni receptor; VDCC - voltažno-

zavisni kalcijumski kanali; ERK - kinaza 

regulisana spoljašnjim signalom; MAPK - mitogen 

aktivirana protein kinaza; Elk1 - ETS like- 1 

protein; rpS6 - ribozomna protein kinaza S6; SRF - 

serum response factor; SRE - serum response 

element; CRE - elementa odgovora na ciklični 

adenozin monofosfat (engl. cAMP response 

element, CRE); CREB - CRE vezujući protein ; 

MSK - mitogenom i stresom aktivirane protein 

kinaze; P - fosfat 

Ekspresija c-Fos proteina u 

bazalnim uslovima je niska, dok se pod 

uticajem različitih tipova stimulusa među 

kojima je i sam stres (imobilizacija, 

oksidativni stres, neuroinflamacija) 

njegova ekspresija znatno povećava. 

Povećana ekspresija c-Fos proteina 

omogućava detekciju neuralnih ćelija 

uključenih u odgovor na primenjeni 

stimulus, pa samim tim može biti dobar 

biološki marker za identifikaciju 

patoloških promena u mozgu (Tae i sar., 

2016). Pored toga, sve veći broj radova 

ukazuje da specifični profil ekspresije c-

Fos proteina može biti korišćen kao 

važan faktor za klasifikaciju 

psihoaktivnih lekova (Sumner i sar., 

2004). Stoga se imunohistohemijsko 

određivanje broja c-Fos+ ćelija u 

različitim regionima mozga koristi za 

proučavanje funkcionalnih puteva u 

mozgu i identifikaciju aktiviranih 

neurona. 

 

 

 

 
 

 

 

1.6. Parvalbumin pozitivni interneuroni i glutamat dekarboksilaza 67 u hipokampusu 
 

Brojne studije su pokazale da poremećaj GABA neurotransmisije kao i smanjenje broja ili 

poremećaj strukture GABA interneurona u hipokampusu i korteksu doprinosi patofiziologiji 

depresije i šizofrenije (Benes i Berretta, 2001; Czéh i sar., 2015). Kao što je već navedeno, 

prekursor GABA je glutamat, koji se dekarboksiluje u citosolu u reakciji katalizovanoj 

enzimima GAD65 i GAD67 (Soghomonian i Martin, 1998). Između ove dve izoforme postoji 

oko 64% sličnosti u sastavu aminokiselina. Enzim GAD67 je ravnomerno raspoređen u 

citoplazmi neurona, dok je GAD65 lokalizovan u nervnim završecima (Martin i Rimvall, 

1993). Od pomenutih, enzim GAD67 je odgovoran za sintezu čak 90% neurotransmitera 

GABA (Asada i sar., 1997). GABA pored neurotransmisije ima ulogu i u sinaptogenezi 

tokom ranog razvoja, zaštiti neurona od povreda i u regulaciji redoks potencijala (Lamigeon i 

sar., 2001; Pinal i Tobin, 1998; Waagepetersen i sar., 1999). Istraživanja su pokazala da 

smanjenje nivoa GAD67 enzima dolazi u različitim regionima mozga kod mentalnih bolesti 

(Torrey i sar., 2005). 
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Slika 19. Reprezentativne mikrografije 

piramidnih neurona dCA1 podregiona 

hipokampusa nakon fluorescentnog bojenja 

na parvalbumin (crveni signal), NeuN 

(zeleni signal) koji je marker neurona i DAPI 

(4',6-diaminidino-2-fenilindol, plavi signal) 

koji obeležava jedra ćelije. Skala - 50 µm. 

Preuzeto i modifikovano od Filipović i sar., 

2018. 

 

Važnu grupu GABA interneurona 

hipokampusa, predstavljaju PV+ interneuroni 

koji čine posebno osetljivu populaciju u 

uslovima blagog dugotrajnog stresa (Rossetti i 

sar., 2018). Reprezentativne mikrografije 

piramidnih neurona dCA1 podregiona nakon 

fluorescentnog bojenja na PV (crveni signal) i 

NeuN (zeleni signal) koji je marker neurona i 

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, plavi signal) 

markera koji obeležava jedra ćelija, prikazane su 

na Slici 19. PV je protein koji pripada grupi 

Ca2+-vezujućih proteina i specifičan je za 

kičmenjake (Schwaller i sar., 2002). On reguliše 

Ca2+-zavisne metaboličke procese unutar GABA 

neurona. Ćelije koje najviše eksprimiraju PV u 

hipokampusu su: kotaraste ćelije (engl. basket 

cells) i svećnjaste ćelije (engl. chandelier cells) 

(Slika 20). Postoje i drugi Ca2+-vezujući proteini 

kao što su kalretinin i kalbindin (Rogers i 

Résibois, 1992). Pretpostavlja se da neuroni koji 

sadrže visoku koncentraciju ovih Ca2+-vezujućih 

proteina pokazuju visoku stopu zaštite od 

oštećenja zahvaljujući sposobnosti da brzo 

nivelišu nivo Ca2+ jona (Heizmann, 1993).  

 

PV+ interneuroni zaštićeni su perineuronalnim mrežama (engl. perineuronal nets, 

PNN) koje predstavljaju fizičku barijeru koja održava lokalnu homeostazu jona i štiti PV+ 

interneurone od oksidativnog stresa (Wen i sar., 2018). PV+ interneuroni čine oko 24% 

GABA neurona u CA1, ili oko 2% od ukupne populacije neurona u toj oblasti (Deng i sar., 

2019; Xia i sar., 2017). Najviše PV+ interneurona u CA1, CA2 i CA3 ima u slojevima SO i 

SP, a veoma malo u SR, a nema u SLM sloju (Botcher i sar., 2014). U DG, od svih GABA 

interneurona najzastupljeniji su oni koji eksprimiraju PV+ i somatostatin+ (Freund i Buzsáki, 

1996). Smanjeni broj PV+ GABA neurona zabeleženi su u hipokampusu životinja izlaganih 

stresu (Czeh i sar., 2005;) kao posledica ćelijske smrti (apoptoza), otežanog sazrevanja 

neurona ili smanjena ekspresije PV proteina unutar ćelija ispod praga detekcije u svakom 

GABA interneuronu (Wang i Fawcett, 2012). Studije Filipović i saradnika (Filipović i sar., 

2013, 2011) su pokazale da smanjenje broja PV+ interneurona u CA1, CA3 i DG 

podregionima hipokampusa socijalno izolovanih adultnih mužjaka pacova u periodu od tri 

nedelje, nije posledica apoptoze, već najverovatnije smanjene ekspresije PV proteina unutar 

ćelija ispod praga detekcije. Takođe, smanjenje broja PV+ interneurona u hipokampusu 

pacova nakon izlaganja tronedeljnoj socijalnoj izolaciji i/ili u kombinaciji sa akutnim stresom 

je nezavisno od nivoa CORT u serumu (Filipović i sar., 2013). Štaviše, ovo smanjenje 

potencijalno se dovodi u vezu sa zabeleženim deficitom glutationa (GSH) i oksidativnim 

stresom u hipokampusu (Zaletel i sar., 2016). Ovi rezultati su potvrđeni radom koji pokazuje 

da nakon dugotrajnog stresa prouzrokovan oksidativni stres dovodi do smanjenja broja PV+ 

interneurona, kao i oštečenja PNN (Steullet i sar., 2017). PV+ interneuroni su izuzetno bogati 
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Slika 20. Parvalbumin pozitivne (PV+) ćelije na koronalnom 

preseku dorzalnog hipokampusa (dHIP) kontrolnog pacova. 

Modifikovana slika iz knjige Kirkcaldie M, 2011. 

mitohondrijama i neophodna im je velika količina energije za održavanja visoke metaboličke 

aktivnosti što ih čini još podložnijim stresnim uslovima. Post-mortem studije na ljudima 

pokazale su smanjen broj PV+ interneurona u hipokampusu i PFK kod ljudi obolelih od 

kliničke depresije i bipolarnog poremećaja (Knable i sar., 2004; Konradi i sar., 2011; 

Rajkowska i sar., 2006). Takođe, pokazan je smanjen broj PV+ i GAD67+ ćelija, ali i 

oštećenja PNN kod osoba sa šizofrenijom.. Pored navedenog, od velike važnosti je smanjenje 

broja PV+ interneurona u amigdalama, obzirom da su amigdala, PFK i hipokampus povezani 

i da je njihova komunikacija od velike važnosti u regulaciji kognitivnih sposobnosti koje su 

smanjene kod depresije i šizofrenije (Perlman i sar., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Jedan od primera terapeutske efikasnosti antipsihotika na PV+ interneurone je 

mehanizam delovanja lurasidona koji normalizuje smanjenje proteinske ekspresije PV 

izazvane dugotrajnim stresom i poboljšanjem antioksidativnog sistema odbrane (Rossetti i 

sar., 2018). Zbog svega navedenog, PV+ GABA interneuroni su već duži niz godina 

potencijalni targeti u istraživanjima terapijskih pristupa depresiji i anskioznosti (Möhler, 

2012). 

Prethodni radovi su pokazali da tronedeljna (Filipović i sar., 2018) i šestonedeljna IZ 

(Perić i sar., 2019) dovode do smanjenja broja PV+ GABA - interneurona u pod/regionima 

dHIP adultnih mužjaka pacova. Literaturni podaci su pokazali da dugotrajni stres više 

oštećuje dHIP u odnosu na vHIP. Smanjenje broja PV+ interneurona zabeleženo je u svim 

podregionima dHIP, dok je u vHIP zabeleženo samo u CA1 (Czéh i sar., 2015). Stoga, 

istraživanja u ovoj disertaciji su usmerena na dHIP.  

 

1.7. Oksidativni stres i inflamacija 
 

Dugotrajna IZ može dovesti do prekomerne produkcije ROS, koje dovode do nastanka 

oksidativnog i nitrozativnog stresa (Filipović i sar., 2017), a što za posledicu može imati i 

oštećenje funkcije mozga. Mozak je najosetljiviji na oksidativni stres zbog velike potrošnje 
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kiseonika i velike količine lipida, i samim tim pojačava uslove za proizvodnju ROS, smanjuje 

sadržaj antioksidativnog sistema odbrane (SOD, KAT i GPx) i nivo GSH u poređenju sa 

drugim tkivima (Travica i sar., 2017). Mehanizam oksidativnog oštećenja ćelija uzrokovan 

delovanjem ROS nije u potpunosti proučen iz razloga što su slobodni radikali kratko živeći 

pa ih je teško detektovati i kvantifikovati. Zbog toga se učešće ROS u nastajanju patoloških 

procesa određuje merenjem indirektnih markera oksidativnog stresa, kao što su promene u 

proteinskoj ekspresiji i aktivnosti antioksidativnih enzima. Kao indikatori oksidativnog stresa 

koriste se i nivoi MDA i PKG. Povećani nivo ROS dovodi do povećanja lipidne peroksidacije 

koja je odgovorna za oštećenje tkiva. Kod pacijenata sa depresijom pokazan je visok nivo 

MDA (Camkurt i sar., 2016). Pored MDA i PKG su potencijalni markeri oksidativnog stresa. 

Samim tim, ovi potencijalni markeri oksidativnog stresa su u vezi sa brojnim bolestima 

kojima ovaj tip stresa posreduje. 

Održavanje ROS na fiziološkom nivou omogućeno je antioksidativnim enzimima 

među kojima su SOD, KAT i GPx. SOD katalizuje dismutaciju O2•– u molekulski kiseonik i 

vodonik peroksid (Slika 21), što ovaj enzim stavlja u prvu liniju odbrane od oksidativnog 

stresa i funkcioniše kao regulator nivoa ROS u ćeliji. Na osnovu jona metala u aktivnom 

centru enzima razlikujemo četiri tipa SOD: mangan-SOD (Mn-SOD), bakar-cink-SOD 

(Cu/Zn-SOD), gvožđe-SOD (Fe-SOD) i nikl-SOD (Ni-SOD) (Perry i sar., 2010). Među 

najispitivanijim su Cu/ZnSOD i Mn-SOD, koji se razlikuju po svojoj lokaciji. Tako, Cu/Zn-

SOD (SOD1 izoforma) se nalazi u citoplazmi, jedru i peroksizomima (Crapo i sar., 1992), a 

Mn-SOD (SOD2 izoforma) u mitohondrijama. Nastali H2O2 se potom razlaže delovanjem 

enzima KAT ili GPx na vodu i kiseonik (Slika 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kod pacijenata obolelih od depresije zabeležene su promene u funkcionisanju SOD i 

KAT, s tim da su rezultati istraživanja oprečni i da neki pokazaju porast (Tsai i Huang, 2016), 

a neki pad nivoa aktivnosti ova dva enzima (Camkurt i sar., 2016; Sabade i sar., 2022).  

Slika 21. Regulacija oksido-reduktivnog sistema u ćelijama. 

(O2•–) - superoksid anjon radikal; Cu/Zn-SOD - bakar-cink-

superoksid dismutaza; Mn/SOD - mangan-superoksid 

dismutaza; KAT - katalaza; MDA - malondialdehid; PKG - 

proteinske-karbonilne grupe. H2O2 - vodonik peroksid; (HO•) - 

hidroksil radikal 
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Slika 22. JAK/STAT signalni 

put. Objašnjenje u tekstu. 

SOCS3 - supresora signalizacije 

citokina 3 (engl. suppressor of 

cytokine signaling, SOCS3); IL-

6 - Interleukin 6; JAK - Janus 

kinaza; STAT - signal transducer 

i aktivator transkripcije; P - 

Fosfat 

Takođe, pokazano je da antidepresivi smanjuju nivo oksidativnog stresa tako što 

pojačavaju antioksidativnu odbranu, što predstavlja jedan od mehanizama koji leže u osnovi 

neuroprotektivnog efekta antidepresiva (Đorđević i Đorđević, 2022).  

 Oksidativni stres može biti povezan sa pojavom inflamacije (Hovatta i sar., 2010). 

Citokini se oslobađaju pod dejstvom spoljašnjeg stimulusa i imaju za cilj očuvanje fiziološke 

homeostaze. Dele se na proinflamacijske citokine koji imaju funkciju u iniciranju 

inflamacijskog odgovora neophodnog za borbu protiv infekcije i anti-inflamacije koji imaju 

funkciju u smanjenu inflamacije. Istraživanja su pokazala da citokini aktiviraju enzim 

odgovoran za konverziju triptofana u kinurenine i samim tim smanjuju nivo triptofana za 

sintezu serotonina (Fujigaki i sar., 2006), što indirektno, preko uticaja na sintezu 

prostaglandina (PGE2) i NO, dovodi do oštećenja hipokampusa (Oxenkrug, 2007). Grupi 

proinflamacijskih citokina pripada i IL-6 koji može imati ulogu u patofiziologiji depresije 

(Hodes i sar., 2016). Konzistetno je pronađen povišen nivo IL-6 u stresnim reakcijama i kod 

pacijenata sa depresijom (Ting i sar., 2020). Prethodna istraživanja pokazala su da 

šestonedeljna socijalna IZ adultnih mužjaka pacova dovodi do povećane proteinske ekspresije 

IL-6 (Perić i sar., 2017). Takođe je pokazano da tronedeljna aplikacija fluoksetina kod 

šestonedeljne IZ pacova mužjaka suprimira proteinsku ekspresije IL-6 u citosolu 

hipokampusa (Perić i sar., 2017). Literaturni podaci pokazuju da postoje neslaganja o efektu 

Olz na nivo proinflamacijskih citokina (Faour-Nmarne i Azab, 2016; Sugino i sar., 2009; 

Zhang i sar., 2014). 

 

Jedan od bitnih regulatora imunološke 

homeostaze u patološkim stanjima je supresor 

signalizacije citokina 3 (engl. suppressor of cytokine 

signaling, SOCS3). SOCS3 je negativni regulator 

aktivnosti citokina koji ostvaruje svoje dejstvo preko 

janus kinaze i signal transducera i aktivatora 

transkripcije (engl. Janus kinase/signal transducer and 

activator of transcription, JAK/STAT). Ovaj signalni 

put se aktivira u brojnim biološkim procesima, u kojima 

određeni citokini, faktori rasta i hormoni ovim 

signalnim putem prenose informacije u jedro ćelije 

(Carow i Rottenberg, 2014). SOCS3 ekspresija 

indukovana je JAK/STAT kaskadom i deo je negativne 

povratne sprege, uloga SOCS3 je u gašenju signala. 

Kada se IL-6 veže za svoj receptor (kompleks koji 

sadrži dve gp130 subjedinice, IL-6R), aktivira se Janus 

tirozin kinaza (JAK) koja se autofosforiliše, pa 

fosforiliše tirozinske ostatke na samom receptoru. 

Potom se STAT3 preko svog SH2 domena veže za 

fosforilisan receptor i biva fosforilisan od strane JAK, 

potom se dimer STAT3 translocira u jedro, veže za 

ciljne gene i promoviše dalje transkripciju (Carow i 

Rottenberg, 2014) (Slika 22).  

 

SOCS3 reguliše JAK/STAT signalni put vezivanjem za JAK i receptore citokina 

(gp130 za IL-6), što rezultira inhibicijom STAT3 (Carow i Rottenberg, 2014). Samim tim, 
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SOCS3 reguliše aktivnost citokina koji su zavisni od receptora gp130, ali i onih koji nisu 

(interleukin-12R). Kod pacijenata sa blažim oblikom kliničke depresije nije zabeležen porast 

inflamacijskih citokina (proteina i iRNK) u poređenju sa kontrolnom grupom, međutim, 

primećeno je smanjenje iRNK za SOCS3 protein koji reguliše inflamacijske citokine. Takođe, 

kod pacijenata u remisiji zabeleženo je smanjenje iRNK SOCS3, što dovodi do smanjene 

sposobnosti kontrole inflamacijskih citokina koji su često povezani za depresijom. Ovaj pad 

SOCS3 tokom remisije sugeriše da bi se u stresnim situacijama kod ovih pacijenata lakše 

mogao desiti ponovni porast inflamacijskih citokina što SOCS3 čini potencijalnim markerom 

predispozicije za tendenciju porasta nivoa inflamacijskih citokina (Kobayashi i sar., 2022). 

 

1.8. Olanzapin 

Na osnovu mehanizma delovanja, antipsihotici se dele 

na tipične (klasične) i atipične antipsihotike. Atipični 

antipsihotici su nova generacija lekova koji efikasnije 

smanjuju negativne simptome šizofrenije, deluju na 

kognitivne nedostatke i depresiju, i ujedno deluju i na 

serotonin, pokazuju blage EPSE, ali dovode i do 

povećanja telesne težine. U atipične antipsihotike 

ubrajaju se Olz, Klz, sulpirid, risperidon, paliperidon, 

kvetiapin, amisulprid, aripiprazol i ziprasidon. Olz 

(Zyprexa) je derivat tienobenzodiazepina koji se koristi 

i u terapiji mentalnih bolesti, među kojim su šizofrenija, 

bipolarni poremećaj, ali i teški oblici depresije i 

anksioznost (Jackson i sar., 2004).  

 

Olz (Slika 23) je antagonista dopaminskih (D1, D2, D4), serotoninskih (5HT-2A, 5-

HT2C, 5HT3), muskarinskih (M1-5) i histaminskih (H1) receptora. Svoj antipsihotički efekat 

Olz ostvaruje preko antagonističkog delovanja na serotoninske (5HT2A) i dopaminske 

receptore (D2), dok svoja neželjena dejstva na metabolizam tj. na povećanje telesne mase, 

hiperglikemiju, dislipidemiju ostvaruje kao antagonista H1, 5-HT2C i M3 receptora (Reynolds 

i Kirk, 2010). Strukturno i funkcionalno sličan je Klz, ali ima manji afinitet za D2 receptore 

(Asenjo-Lobos i sar., 2018). Olz se uzima najčešće u dozama od 2,5 mg/dnevno do 20 

mg/dnevno i potrebno je najmanje tri nedelje da bi ispoljio svoje pozitivno dejstvo.  

U depresiji, Olz se najčešće koristi u lečenju terapijski rezistentne depresije kod 

pacijenata koji ne odgovaraju adekvatno na antidepresive. Monoterapija antidepresivima kod 

terapijski rezistentne depresije ne može da postigne adekvatnu efikasnost lečenja čak ni 

povećanjem terapijske doze antidepresiva, stoga se upotrebljava kombinacija antidepresiva 

fluoksetina i antipsihotika Olz koja se pokazala efikasnijom u ovakvim slučajevima depresije 

(Jackson i sar., 2004). Ova kombinovana terapija rezultirala je u većoj serotoninskoj i 

dopaminskoj aktivnosti, u moždanim regionima (frontalni korteks i NAc) uključenim u 

patofiziologiju depresije, u odnosu na monoterapiju fluoksetinom (Bobo i Shelton, 2009). 

Takođe, zapažen je i sinergijski efekat na povećanje BDNF i B-ćelijskih limfoma 2 (engl. B-

cell lymphoma 2, BCL2), kao i neurotrofne faktore čija je koncentracija smanjena u depresiji. 

Olz kao antagonista 5-HT2 receptora, povećava oslobađanje serotonina iz presinaptičke 

Slika 23. Hemijska 

struktura olanzapina. Slika 

preuzeta sa sajta vikipedija 

- Olanzapin. 

https://en.wikipedia.org/wi

ki/Olanzapine  
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membrane što dovodi do povećanja aktivnosti serotonina na 5-HT1 receptoru, što 

potencijalno može objasniti njegova antidepresivna i anksiolitička svojstva (Jackson i sar., 

2004).  

Neke studije su pokazale da atipični antipsihotici, uključujući i Olz, mogu da pokažu 

zaštitni efekat u odbrani od oksidativnog stresa (Park i sar., 2011; Todorović i sar., 2016), kao 

i da pacijenti tretirani Olz imaju blažu kliničku sliku i bolji odgovor na tretman u odnosu na 

pacijente tretirane tipičnim antipsihoticima (Ciudad i sar., 2005). Postoje studije koje ukazuju 

da visoke doze Olz mogu izazvati oksidativni stres tako što povećavaju nivo O2•– i oštećuju 

mitohondrije (Boz i sar., 2020). U pogledu inflamacije, pojedini rezultati ukazuju da Olz 

smanjuje nivo proinflamacijskih citokina poput IL-1β, IL-2, IL-6 i TNFα (Hatziagelaki i sar., 

2019). Prema objavljenim podacima, efekat koji Olz ostvaruje na GABA sistem može biti 

jedan od faktora kojim on postiže svoje anksiolitičke efekte (Locchi i sar., 2008). Takođe, 

benzodiazepini pojačavaju inhibitorni efekat GABA (Sigel i Ernst, 2018), tako što utiču na 

pozitivnu alosteričku modulaciju GABAA receptora (Korpi i Sinkkonen, 2006), što ih ujedno 

čini jednim od potencijalnih terapeutskih kandidata za lečenje poremećaja raspoloženja.  

Iako je upotreba Olz odobrena još 1996. godine, dodatna istraživanja su neophodna 

kako bi se rasvetlili mehanizmi njegovog delovanja. 
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2. Ciljevi  
 

Višedecenijska istraživanja su pružila značajan doprinos u razumevanju depresije, ali 

molekulski mehanizmi njenog nastanka i efekti farmakološkog tretmana antipsihotika i dalje 

nisu potpuno razjašnjeni. Stoga je glavni cilj ove doktorske disertacije bio da se istražuju 

molekulski mehanizmi kroz koje dugotrajna socijalna IZ kod odraslih mužjaka pacova 

izaziva ponašanje nalik depresivnom i anksioznom, kao i da se procene antidepresivni i 

anksiolitički uticaj i molekulski mehanizmi u njihovoj osnovi kod dugotrajne primene 

atipičnog antipsihotika Olz. 

U skladu sa ovim opštim ciljem, formulisani su sledeći pojedinačni ciljevi: 

 

1) Utvrditi uticaj dugotrajne socijalne IZ na razvoj ponašanja nalik depresivnom i 

anksioznom kod odraslih mužjaka pacova kao i efikasnost delovanja Olz u 

suzbijanju tih poremećaja; 

 

2) Okarakterisati efekte dugotrajne socijalne IZ kao i efikasnost tretmana Olz na 

aktivaciju neurona, kroz promene u broju c-Fos+ ćelija u različitim regionima 

i podregionima mozga pacova; 

 

3) Okarakterisati efekte dugotrajne socijalne IZ kao i efikasnost tretmana Olz na 

GABA signalizaciju, u pogledu promene broja PV+ GABA interneurona i 

GAD67+ ćelija u slojevima podregiona dHIP; 

 

4) Okarakterisati efekte dugotrajne socijalne IZ kao i efikasnost tretmana Olz na 

antioksidativni sistem u hipokampusa određujući proteinsku ekspresiju enzima 

Cu/Zn-SOD i KAT u citosolnoj frakciji hipokampusa pacova;  

 

5) Okarakterisati efekte dugotrajne socijalne IZ kao i efikasnost tretmana Olz na 

proinflamacijski milje na nivou hipokampusa određivanjem proteinske 

ekspresije citokina IL-6 i njegovog negativnog regulatora u hipokampusu 

pacova; 

 

6) Proceniti hepatotoksične efekte dugotrajne socijalne IZ kao i efikasnog 

tretmana Olz analizirajući nivo oksidativnog oštećenja primenom markera 

MDA i PKG, kao i antioksidativni status jetre pacova (ispitivanjem aktivnosti i 

ekspresije enzima antioksidativne zaštite, SOD, Cu/Zn-SOD i KAT). 
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3. Materijal i metode 
 

3.1. Životinje 

 

Za potrebe istraživanja korišćeni su adultni mužjaci pacova soјa Wistar, starosti 2,5 meseci, 

na početku eksperimenta težine oko 350 g. Sve životinje odgaјane su u vivariјumu 

Laboratoriјe za molekularnu biologiјu i endokrinologiјu u okviru Instituta za nuklearne nauke 

„Vinča“, Instituta od Nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu. 

Pacovi su odgajani u standardnim uslovima (konstantna temperatura od 22 ± 2 ⁰C, vlažnost 

od 55% i svetlosni režim 12 sati svetlost/12 sati mrak) i ad libitum režimu vode i hrane. Rad 

sa eksperimentalnim životinjama sproveden je u skladu sa propisima Etičke komisiјe za 

upotrebu laboratoriјskih životinja Instituta za nuklearne nauke „Vinča“, Instituta od 

Nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu, a koјi prate smernice 

registrovanog „Srpskog udruženja za upotrebu životinja u istraživanju i obrazovanju“ 

(SLASA), pod licencama: 323-07-01893/2015-05 i 323-07-02256/2019-05. Pacovi su na 

početku eksperimenta nasumično podeljeni u 4 grupe po 6 životinja, dve kontrolne grupe 

(smeštene do 4 јedinke u kavezu) i dve eksperimentalne grupe čije su jedinke gajene 

poјedinačno u kavezima u uslovima dugotrajne socijalne izolacije u periodu od 6 nedelja. 

 

3.2. Dugotrajna IZ kao model depresije 

 

U grupama životinja izlaganih dugotrajnoj socijalnoj IZ, pacovi su bili raspoređeni 

pojedinačno u plastičnim kavezima, u periodu od 6 nedelja, bez mogućnosti međusobnog 

vizuelnog i taktilnog kontakta, uz istovremeno relativno normalna olfaktorna i auditivna 

iskustva (Garzón i Del Río, 1981) (Slika 24). Dugotrajno izolovani pacovi pokazali su 

neurobiološke promene slične onima uočenim kod ljudi sa dijagnozom mentalnih bolesti, 

uključujući depresiju (Heinrich i Gullone, 2006) i šizofreniju (Möller i sar., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Priprema rastvora leka i aplikacija 

 

U eksperimentima su korišćene tablete Olanzapina (film tableta olanzapin, Actavis, Beograd) 

i Sizap tablete (Skoplje, Makedonija), koje sadrže 10 mg olanzapina, kao aktivne supstance. 

Tablete su smrvljene tučkom do praškaste forme u avanu, a potom rastvorene u 0,1 M 

Slika 24. Postavka modela dugotrajne socijalne 

izolacije (IZ) 
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Slika 25. Dizajn studije: Wistar pacovi starosti 2,5 meseci gajeni su 3 nedelje 

zajedno (kontrole, Kont) ili pojedinačno (izolacija, IZ). Sledeće 3 nedelje svaka 

grupa dodatno je podeljena na osnovu tretmana koji je primala: Kont, Kont + Olz, 

IZ, IZ + Olz. Grupe Kont i IZ dobijale su rastvarač (0,1 M HCl, pH = 5,8) tokom 3 

nedelje. Testovi ponašanja: SP, MB i FST izvođeni su na početku eksperimenta (0. 

nedelja), na kraju 3. nedelje i na kraju 6. nedelje 

hlorovodoničnoj kiselini (HCl), zatim je podešen pH rastvora leka do 5,8 uz mešanje na 

magnetnoj mešalici (do 1 sat). Rastvor je potom prebačen u ultrazvučno kupatilo (Elma 

Schmidbauer GmbH) (2 x 10 minuta) i proceđen kroz filter papir (Whatman No.42) i 

membranske filtere (Millex PES), veličina pore 0,45 µm. Nakon tri nedelje od početka 

eksperimenta, jednoj grupi kontrolnih (Kont + Olz) i grupi pacova u socijalnoj izolaciji (IZ + 

Olz) intraperitonealno je injektiran rastvor Olz u dozi od 7,5 mg/kg telesne mase (Olz 7,5 

mg/kg + 0,1 M HCl, pH = 5,8) svakodnevno tokom sledeće tri nedelje. Preostale dve grupe 

Kont i IZ pacova tretirane su rastvaračem (0,1 M HCl, pH = 5,8) (Slika 25). Ovaj rastvarač 

tableta Olz izabran je zbog slabe rastvorljivosti leka u vodi i njegove bolje rastvorljivosti u 

kiseloj sredini, stoga, upotreba 0,1 M HCl omogućava da se lek lako rastvori, što je važno za 

radnu dozu leka u laboratorijskim uslovima (Clinical Pharamcology and Biopharmaceutics 

Reviews). Pacovi su mereni svake nedelje kako bi se izračunala potrebna zapremina rastvora 

Olz za apliciranje. Testovi ponašanja (engl. sucrose preference, SP; engl. marble burying, 

MB; engl. forced swim test, FST) rađeni su na početku eksperimenta, nakon 3. nedelje i 6. 

nedelje (Slika 25). Koncentracija rastvora Olz i koncentracija Olz u serumu pacova utvrđena 

je metodom tečne hromatografije visokih performansi sa fotodiodnom detekcijom (HPLC - 

PDA) (Kovačević i sar., 2006). Koncentracije Olz u serumu Kont + Olz i grupi IZ + Olz 

grupa predstavljeni su u Tabeli 1 i u skladu su sa literaturnim podacima (Kapur i sar., 2003). 

Postignuta koncetracija leka u serumu pacova nakon tretmana Olz (7,5 mg/kg telesne 

mase/dan) odgovara koncetraciji leka u serumu kod efikasno lečenih pacijenata (Chay i 

Herman, 1988; Elsworth i sar., 2011; Kapur i sar., 2003; Perry i sar., 1997). U serumu 

pacijenata terapeutski referentne vrednosti za doze Olz između 5-20 mg/kg, kreću se u rangu 

20-80 ng/ml (Hiemke i sar., 2018), ili 5-120 ng/ml (Mauri i sar., 2005). 
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Slika 26.  

Test preferencije unosa 

zaslađenog rastvora 

Tabela 1. Koncentracija olanzapina (Olz) u serumu kontrolnih (Kont) i pacova u socijalnoj izolaciji 

(IZ) tretiranih Olz. SEM - standardna greška merenja (engl. standard error of mean). 

 

Doza apliciranog 

Olz 

(mg/kg telesne 

mase/dan) 

 

Eksperimentalna grupa 

 

Koncentracija Olz u 

serumu pacova 

 

Koncentracija 

Olz u serumu 

tretiranih 

pacijenata 

7,5 Kont + Olz 102 - 116 ng/mL ± 

1,88 SEM 

32-49 ng/mL 

 

(Weigmann i 

sar., 2001) 
7,5 IZ + Olz 110 - 138 ng/mL ± 

4,32 SEM 

 

3.4. Testovi ponašanja 

3.4.1. Test preferencije unosa zaslađenog rastvora 

 

Test preferencije unosa zaslađenog rastvora (test preferencije 

saharoze) je korišćen za određivanje anhedonije kod pacova, 

kao jedne od karakteristika depresije (Willner i sar., 1987). 

Pacovi su zasebno raspoređeni u plastične kaveze, bez pristupa 

hrani i dat im je izbor između dve standardne, prethodno 

izmerene boce. Jedna boca je napunjena vodom sa česme, a 

druga rastvorom 2% saharoze (Slika 26). Test preferencije 

unosa zaslađenog rastvora (2% saharoze) u trajanju od jednog 

sata je najtipičniji način testiranja koji koriste istraživači 

(Berrio i Kalliokoski, 2023). Nakon jednog sata, merena je 

količina popijene tečnosti. Kako bi se isključila moguća 

sporedna preferencija prilikom pijenja u samom testu, položaj 

dve boce se menjao po danima. Preferencija za saharozu 

izračunata je iz formule [konzumiran rastvor 

saharoze/zapremina celokupne popijene tečnosti (rastvor 

saharoze + voda)] × 100. Ovaj test izvođen je uzastopno tri 

dana, na početku studije (0. nedelja), na kraju treće i šeste 

nedelje. 

3.4.2. Test prinudnog plivanja 

 

Test prinudnog plivanja korišćen je za određivanje ponašanja nalik depresivnom i 

potencijalnog antidepresivnog efekta Olz (Molina-Hernández i sar., 2009). Pacovi su 

smešteni unutar vertikalnog cilindra od pleksiglasa (visina 45 cm, 28 cm prečnik), koji je 

ispunjen vodom do 30 cm dubine (Slika 27). Temperatura vode podešena je na 24 ± 1 °C. 

Test je trajao 5 minuta i zabeležen je uz pomoć Sony HDR-PJ410 kamere. U testu prinudnog 

plivanja, beleženo je vreme imobilnosti, plivanja i penjanja. Pod imobilnošću smatra se svako 

odsustvo kretanja u vodi, osim onog neophodnog za održavanja izvan nivoa vode, dok 

plivanje karakterišu voljni pokreti pacova u vodi, a penjanje podrazumeva penjanje pacova uz 

sam zid cilindra (Porsolt i sar., 1978).  
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Slika 27.  

Test prinudnog plivanja 

Ovaj test izvođen je na početku studije (0. nedelja), na 

kraju treće i šeste nedelje. Imobilnost je korišćena kao mera za 

bespomoćnost (engl. behavioral despair) (Yankelevitch-Yahav 

i sar., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.3. Test zakopavanja klikera 

 

Test zakopavanja klikera korišćen je za ispitivanje ponašanja 

nalik anksioznom kod pacova (Ho i sar., 2002). Pacovi su 

zasebno smešteni u plastične kaveze sa piljevinom, bez pristupa 

vodi i hrani, sa šest staklenih klikera (prečnika 2,5 cm), 

raspoređenih na površini piljevine uz ivicu kaveza (Slika 28). 

Nakon provedenih 30 minuta u kavezu sa klikerima, pacovi su 

sklonjeni i prebrojen je broj prekrivenih (minimum 2 3⁄  klikera 

prekriveno piljevinom) i zakopanih klikera. Ovaj test izvođen 

je uzastopno tri dana, na početku studije (0. nedelja), na kraju 

treće i šeste nedelje. 

 

 

3.5. Žrtvovanje i izolacija tkiva 

 

Dvadeset četiri sata nakon poslednjeg tretmana Olz sve životinje su intraperitonealno 

anestezirane kombinacijom anestetika ketamina (Richterpharma, Vels, Austrija) / ksilazina 

(Provet, Beograd) u dozi 100 mg/kg / 5 mg/kg i potom transkardijalno perfundovane 

fiziološkim rastvorom (0,9% natrijum-hlorid, NaCl). Životinje su žrtvovane dekapitacijom, 

uz pomoć giljotine (Harvard Apparatus, South Natick, MA, SAD). Izolovanje mozgova, tkiva 

hipokampusa i jetre obavljeno je na ledu i odmah po izolovanju tkiva su zamrzavana u 

tečnom azotu i čuvana na -20 °C, do upotrebe i procesa frakcionisanja. Mozgovi namenjeni 

imunohistohemijskoj analazi izolovani su u celosti i čuvani u hladnom 4% rastvoru 

paraformaldehida (PFA, pH = 7,2-7,4), 24 sata u frižideru. Nakon 24 sata, mozgovi su 

prebačeni u 0,4% rastvor PFA, zatim sečeni na vibratomu (VT 100 S, Leica Bensheim, 

Slika 28. 

Test zakopavanja klikera 
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Nemačka) i čuvani na -20 °C u krioprotektantu (sastav krioprotektanta videti u Tabeli 6) do 

upotrebe. 

3.5.1. Frakcionisanje hipokampusa 

 

Pre homogenizacije, hipokampusi su ostavljeni 15 minuta u homogenizacionom puferu (0,25 

M saharoza; 10 mM Tris/HCl (pH = 7,4)). Homogenizacija je vršena staklenim 

homogenizerom (Potter-Elvehjem) sa tučkom od teflona na 4 °C sa 12 zaveslaja, na 800 

obrtaja (Spindler and Hoyer, Getingen, Nemačka) u homogenizacionom puferu sa proteaznim 

inhibitorima (Mini, Easy pack, Roche, Minhen, Nemačka, 04 693 132 001). Homogenat je 

potom centrifugiran na 3300 obrtaja (Beckman, Kalifornia, SAD, rotor JA-20), 10 minuta, na 

4 °C, gde je talog predstavljao jedarnu frakciju. Ostaci jedara otklonjeni su iz dobijenog 

supernatanta S1 centrifugiranjem pod istim uslovima. Za dobijanje taloga mitohondrija, S1 je 

centrifugiran na 18000 obrtaja (Beckman, Kalifornija, SAD, rotor JA-20) 20 minuta. Za 

dobijanje čiste citosolne frakcije, supernatant S2 je centrifugiran na 33000 obrtaja (Bekman, 

Kalifornija, SAD rotor Type Ti 50) 40 minuta na 4 °C (Perić i sar., 2017). 

3.5.2. Frakcionisanje jetre 

 

Tkivo jetre homogenizovano je na 4 °C, uz pomoć 20 zaveslaja na 800 obrtaja (Spindler and 

Hoyer, Getingen, Nemačka) u staklenom (Potter-Elvehjem) homogenizeru sa tučkom od 

teflona, u 4 zapremine ohlađenog homogenizacionog pufera (20 mM Tris-HCl pH = 7; 0,1 

mM etilendiamin tetra sirćetna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA); 10% 

glicerol; 50 mM NaCl) sa proteaznim inhibitorima (Mini, Easy pack, Roche, Minhen, 

Nemačka, 04 693 132 001). Kako bi se otklonio talog jedra, dobijeni homogenat je 

centrifugiran na 2900 obrtaja (Beckman, Kalifornia, SAD, rotor JA-20), na 4 °C, 10 minuta. 

Za dobijanje citosolne frakcije jetre, homogenat je dalje centrifugiran na 33000 obrtaja 

(Beckman, Kalifornia, SAD, rotor Type Ti50), na 4 °C, 60 minuta (Stanisavljević i sar., 

2017). 

3.5.3. Određivanje koncentracije proteina 

 

Za određivanje koncentracije proteina u citosolnim frakcijama jetre i hipokampusa korišćena 

je Lorijeva metoda (Lowry i sar., 1951), s tim da je koncentracija citosola jetre određivana 

makro-metodom, a citosolna frakcija hipokampusa mikro-metodom (mikroploča sa 96 

bunarića) zbog dobijene količine uzorka.  

Za određivanje koncentracije proteina jetre korišćena je standardna kriva sa goveđim 

serumskim albuminom (engl. bovine serum albumin, BSA, Sigma - Aldrich, kataloški broj 

A7638). U epruvetu sa 10 µL uzorka dodavano je 890 µl dH20, a zatim reagensa A (1 N 

NaOH), reagensa B (4% CuSO4 × 5H2O) i rastvora C (1% B + 99% A). Na kraju, dodaje se 

rastvor folinovog reagensa (engl. Folin & Ciocalteu's reagens, FC, Sigma - Aldrich, kataloški 

broj F9252), (odnos FC : dH2O = 1:1) i nakon 45 minuta na sobnoj temperaturi u mraku 

prebacuju se rastvori sukcesivno u kvarcnoj kiveti i očitava apsorbancija na 750 nm talasne 

dužine na spektrofotometru (BOECO, S-30 Nemačka).  

Za određivanje koncentracije citosolnih proteina hipokampusa korišćena je mikro-

Lorijeva metoda. Za standardnu krivu korišćen je BSA (Sigma - Aldrich, kataloški broj 



33 

 

A7638), koncentracije od 0 do 1 mg/mL. Za eksperiment su korišćeni sledeći rastvori: A (2 

% Na2CO3 u 0,1 N NaOH (w/v)), B (1% CuSO4 × 5H2O u milliQ H2O (w/v)), C (Na-K 

tartarat u milliQ H2O) i D (Rastvor A : Rastvor B : Rastvor C = 1:1:50 (v/v/v)). Uzorci su 

razblaženi sa 0,1 N NaOH, do 25 µL zapremine, potom je dodavano 250 µL rastvora D. 

Zatim su uzorci inkubirani 15 minuta na mešalici, nakon čega je dodavano po 25 µL FC 

(Sigma - Aldrich, kataloški broj F9252) reagensa. Potom su mikroploče mešane na mešalici 

30 - 45 minuta, na sobnoj temperaturi i nakon toga je merena apsorbancija na 650 nm na 

aparatu VICTOR2 WALLAC spektrofotometru. 

 

3.6. Spektrofotometrijski eseji 

3.6.1. Određivanje enzimske aktivnosti SOD 

 

Aktivnost enzima SOD određena je na osnovu njegovog kapaciteta da inhibira fotohemijsku 

redukciju nitro plavo tetrazolijum hlorida (engl. nitro blue tetrazolium, NBT), čiji stepen 

redukcije služi kao indikator produkcije O2•– (Winterbourn i sar., 1975). Procedura je 

sprovedena modifikovanom metodom istraživača Beauchamp i Fridovich (Beauchamp i 

Fridovich, 1971). Tabela 2 prikazuje neophodne supstance za određivanje SOD aktivnosti. 

Miks eseja čine smeša od 950 µL rastvora (fosfatni pufer, EDTA, NBT, metionina), 50 µL 

uzorka i 1 µL riboflavina. Jedna jedinica (unit) SOD aktivnosti definisana je kao količina 

SOD koja inhibira 50% nivo redukcije NBT. Merenje je vršeno u kiveti na 560 nm na 

spektrofotometru - BOECO (Nemačka, S-30). Rezultati su prikazani kao U/mg proteina. 

Tabela 2 - Hemijske supstance za određivanje aktivnosti enzima SOD - superoksid dismutaza 

Fosfatni pufer Na2HPO4 + NaH2PO4 × 

2H2O 

50 mM, pH = 7,8 

Etilendiamin tetra sirćetna kiselina, EDTA 0,1 mM 

Nitro plavi tetrazolijum hlorid, NBT 75 mM 

Dimetilformamid, DMF 70% 

Metionin 13 mM 

Riboflavin 2 mM 

3.6.2. Određivanje enzimske aktivnosti KAT 

 

Aktivnost enzima KAT merena je spektrofotometrijskom metodom po Claiborne-u 

(Greenwald, 2018). Miks eseja čine 1,95 mL fosfatnog pufera (0,5 M, Na2HPO4 + NaH2PO4 

× 2H2O, pH = 7), 1 mL H2O2 (0,019 M, H2O2, Sigma - Aldrich) i 0,5 mL citosolne frakcije, do 

finalnih 3 mL zapremine. Nivo dekompozicije H2O2 meren je u kiveti na talasnoj dužini od 

240 nm na spektrofotometru - BOECO (Nemačka, S-30). Aktivnost KAT kvantifikovana je 

uz pomoć 43,6 M-1 cm-1 - milimolarnog ekstincionog koeficijenta H2O2 i izražena kao 

količina KAT koja razlaže 1 µmol H2O2 u minutu po miligramu proteina (U/mg). 

3.6.3. Esej lipidne peroksidacije 

 

Lipidna peroksidacija se određuje kroz sadržaj MDA, koji sa tiobarbiturnom kiselinom (engl. 

thiobarbituric acid, TBA) daje MDA - TBA kompleks koji se spektrofotometrijski meri na 
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535 nm (Albro i sar., 1986). TBA reagens čine: 0,375% TBA; 0,25 M HCl i 15% tri-hlor 

sirćetna kiselina. Miks eseja čine 100 µL 0,05 M Tris-HCl pH = 7,4; 100 µl uzorka i 400 µL 

TBA. Epruvete se inkubiraju na 90 °C, 60 minuta. Standardna kriva se priprema uz pomoć 

komercijalnog MDA (Sigma-Alrich, kataloški broj 108838-3). Uzorci su centrifugirani na 

3000 obrtaja, 10 minuta (Labofug GL, Heraeus). Rezultati su izraženi u nmol MDA po gramu 

proteina (nmol/g). Merenje je vršeno na spektrofotometru BOECO (Nemačka, S-30). 

3.6.4. Određivanje sadržaja PKG 

 

Oksidativno oštećenje proteina se određuje merenjem sadržaja PKG, koji uključuje 

derivatizaciju karbonilnih grupa sa dinitrofenil-hidrazinom (engl. dinitrophenylhydrazine, 

DNPH) koji vodi do stvaranja stabilnog DNPH produkta (Levine i sar., 1994). Supstance 

korišćene u eseju date su u Tabeli 3. Smeša eseja sastoji se iz 0,3 mL uzorka i 0,3 mL DNPH 

(razblažuje se u 2 M HCl) i inkubira se 1 sat na sobnoj temperaturi. Potom, smeši je dodavan 

0,3 mL 30% tri-hlor sirćetne kiseline. Smeša je držana 10 minuta na ledu i centrifugirana na 

11000 × g, 15 minuta (Eppendorf centrifuga, 5417R). Supernatant je dekantovan, a talog 

ispran tri puta sa 0,6 mL rastvora etanola: etilacetat (1:1). Potom je centrifugiran na 11000 × 

g, 15 minuta, na 4 °C. U talog je dodato 0,3 mL 6 M gvanidin-hlorida (GdmCl) (u PBS) i ceo 

sadržaj inkubiran 30 - 60 minuta na 37 °C. Uzorci se potom centrifugiraju na 3000 × g, 3 

minuta. Ukoliko je potrebno, uzorci se razblažuju puferom Tris-HCl. Spektrofotometrijsko 

merenje PKG obavljeno je na talasnoj dužini od 380 nm na spektrofotometru BOECO 

(Nemačka, S-30), a rezultati su izraženi u nmol PKG po mg proteina (nmol/mg proteina).  

Tabela 3 - Hemijske supstance korišćene za određivanje PKG 

Tri-hlor sirćetna kiselina 30% 

HCl 2 M 

Dinitrofenil-hidrazon, DNPH 10 mM 

Gvanidin-hlorid, GdmCl 6 M 

Fosfatni pufer 20 mM KH2PO4; 0,01 M H3PO4 

Tris-HCl 0,01 M, pH = 7,4 

 

3.7. Western blot metoda 

3.7.1. SDS-PAGE elektroforeza 

 

U citosolnim frakcijama jetre i hipokampusa dodavan je Lemli pufer za pripremu uzoraka 

(200 mM Tris - HCl, pH = 6,8; 42,5% glicerol; 25% β - merkaptoetanol; 10% natrijum 

dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS, Sigma - Aldrich); 0,05% bromfenol plavo 

(Centrohem)), do jednakih koncentracija proteina (u bunariće gela nanošeno je 25 µg proteina 

za jetru i 40 µg proteina za hipokampus). Uzorci su inkubirani na 90 °C, 5 minuta, a nakon 

hlađenja nanošeni su na SDS - poliakrilamidni gel. Korišćen je 10% poliakrilamidni - 

denaturišući gel za razdvajanje proteina i 5% poliakrilamidni gel koji služi za koncentrovanje 

proteina (Tabela 4). Elektroforeza je rađena na elektroforeznom sistemu Mini-Protean II 

Electrophoresis Cell sistem (Bio - Rad) sa TRIS puferom (25 mM Tris (SERVA), 192 mM 

glicin (Fisher), 0,1% SDS (Sigma - Aldrich), pH = 8,3). 
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Tabela 4 - Hemijski sastav SDS poliakrilamidnih gelova 

10% gel 

za razdvajanje proteina 
Zapremina 

5% gel 

za koncentrovanje 

proteina 

Zapremina 

dH2O 4,0 mL dH2O 2,7 mL 

1,5 M Tris pH = 8,8 2,5 mL 1 M Tris pH = 6.8 500 uL 

30% Akrilamid  3,3 mL 30% Akrilamid  670 uL 

10% SDS 100 uL 10% SDS 40 uL 

10% Amonijum 

Persulfat, APS 
100 uL 

10% Amonijum 

Persulfat, APS 
40 uL 

Tetrametiletilendiamin, 

TEMED 
4 uL 

Tetrametiletilendiamin, 

TEMED 
4 uL 

 

 Pored uzoraka, na gel je nanošen i marker poznate molekulske mase (Thermo 

Scientific Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder, #26619). Proteini su razdvajani na 

konstantnom naponu od 100 V (u 5% gelu za koncentrovanje) pa do 120 V (u 10% gelu za 

razdvajanje proteina), u vremenu od 60 do 70 minuta. 

3.7.2. Transfer proteina sa poliakrilamidnog gela na noseću membranu 

 

Za proceduru prenosa proteina sa poliakrilamidnog gela na noseću membranu korišćen je 

aparat za vlažni transfer (Trans-blot Cell ®, Bio-Rad). Poliviniliden-difluoridne membrane 

(PVDF) su aktivirane u 100% rastvoru metanola, a zatim prebačene u pufer za transfer (25 

mM Tris (SERVA); 192 mM glicin (Fisher); 20% metanol). Nakon toga formiran je sendvič 

koji se sastojao od sunđera (Mini Trans-Blot ®, Bio-Rad), filter papira (Mini Trans-Blot ®, 

Bio-Rad), poliakrilamidnog gela, PVDF membrane, filter papira i sunđera. Sendvič je 

postavljen u uređaj za vlažni transfer i preliven puferom za transfer. Razdvojeni proteini su na 

taj način preneti sa gela na PVDF membrane, pri konstantnoj struji od 200 mA za uzorke 

hipokampusa i 160 mA za uzorke jetre, u trajanju od 2 sata. 

3.7.3. Imunoblot analiza 

 

PVDF membrane su nakon prenosa proteina inkubirane u 5% nemasnom mleku (mleko u 

prahu) za uzorke jetre i u 5% BSA (ROTH) za uzorke hipokampusa u Trisom puferisanom 

fiziološkom rastvoru (engl. Tris-buffered saline, TBS, SERVA) (pH = 7,5). Inkubacija je 

vršena 1 sat na sobnoj temperaturi. Potom su membrane sečene na odgovarajućoj 

molekulskoj masi, zahvaljujući markeru poznate molekulske mase (Thermo Scientific Page 

Ruler Plus Prestained Protein Ladder, #26619), a zatim su inkubirane u odgovarajućem 

primarnom antitelu, rastvorenom u TBS puferu, na mešalici, preko noći na 4 °C. Nakon 

inkubacije u primarnom antitelu, membrane su ispirane, a potom inkubirane 1 do 2 sata u 

odgovarajućem sekundarnom antitelu, koje je razblaženo u rastvoru TBS sa 0,1% 

deterdžentom Tween 20 (engl. Tris-buffered saline Tween 20, TBST). U Tabeli 5 nalazi se 

spisak primarnih i sekundarnih antitela korišćenih za inkubaciju membrana sa proteinima 

citosolne frakcije jetre ili hipokampusa. Nivo β-aktina je upotrebljen kao unutrašnja kontrola, 

u svrhu normalizacije nivoa proteina različitih koncentracija. Vizualizacija proteina obavljena 

je uz pomoć hemiluminiscence, primenom luminola i rastvora H2O2 (Immobilon western 

chemiluminiscent HRP substrate, Millipore). Za razvoj signala uzoraka jetre korišćeni su 
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rendgen filmovi, dok su za razvoj signala uzoraka hipokampusa korišćeni instrumenti iBright 

CL 1500 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) i Chemidoc - MP System (Bio-Rad), uz 

korišćenje softvera ImageJ (verzija 2006.02.01). Za svaki dobijeni protein, urađena je 

normalizacija u odnosu na intenzitet β-aktin traka. 

Tabela 5 - Spisak korišćenih primarnih i sekundarnih antitela u Western blot metodi. HRP - 

peroksidaza rena (engl. Horseradish Peroxidase). 

 

Primarna antitela Sekundarna antitela 

Jetra 

Specifičnost Poreklo i 

klonalnost 

Proizvođač, 

razblaženje 

Poreklo i 

klonalnost 

Konjugovana 

antitela 

Proizvođač, 

razblaženje 

anti-Cu/Zn-

SOD 

zečje, 

poliklonsko 

Stresgene,  

SOD-100, 

1:4000 

anti-zečje 

iz koze, 

poliklonsko 

Konjugovano 

sa HRP 

Sigma Aldrich, 

Cat# A9169, 

1:30000 

anti-KAT 
zečje, 

poliklonsko 

Thermoscientific, 

PA5-29183, 

1:1000 

anti-zečje 

iz koze, 

poliklonsko 

Konjugovano 

sa HRP 

Santa Cruz,  

SC-2004, 

1:10000 

anti-β-aktin 
zečje, 

poliklonsko 

Santa Cruz,  

SC-1616R, 

1:1000 

anti-zečje 

iz koze, 

poliklonsko 

Konjugovano 

sa HRP 

Santa Cruz,  

SC-2004, 

1:3000 

Hipokampus 

anti-KAT 
mišje, 

monoklonsko 

 

Santa Cruz,  

SC- 271803, 

1:500 

anti-mišje 

iz koze, 

poliklonsko 

Konjugovano 

sa HRP 

Millipore, 

Cat#12-349, 

RRID: 390192, 

1:10000 

anti-SOCS3 
zečje, 

poliklonsko 

Thermo Fisher 

Scientific,  

Cat# PA1-29534, 

1:400 

anti-zečje 

iz koze, 

poliklonsko 

Konjugovano 

sa HRP 

Sigma Aldrich, 

Cat# A9169, 

1:30000 

anti-IL-6 
mišje, 

monoklonsko 

Santa Cruz, 

 SC-57315; 

Abcam ab6672, 

1:500 

anti-mišje 

iz koze 

poliklonsko 

Konjugovano 

sa HRP 

Millipore, 

Cat#12-349 

RRID: 390192,  

1:10000 

 

anti-Cu/Zn-

SOD 

mišje, 

monoklonsko 

Santa Cruz,  

SC-101523 

1:1000 

anti-mišje 

iz koze, 

poliklonsko 

Konjugovano 

sa HRP 

Millipore, 

Cat#12-349, 

RRID: 390192,  

1:10000 

anti-β-aktin 
mišje, 

monoklonsko 

Santa Cruz,  

SC-47778, 

1:1000 

anti-mišje 

iz koze, 

poliklonsko 

Konjugovano 

sa HRP 

Millipore, 

Cat#12-349, 

RRID: 390192 

1:10000 
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3.8. Imunohistohemija 

3.8.1. Svetlosna imunohistohemija 

 

Za potrebe svetlosne imunohistohemije, mozgovi pacova su sečeni na vibratomu (VT 100 S, 

Leica Bensheim, Nemačka) na koronalne preseke debljine 40 µm i sakupljeni u rastvoru 

krioprotektantu, pH = 7,4, čiji je sastav prikazan u Tabeli 6.  

Tabela 6. Sastav rastvora krioprotektanta 

Rastvor Sastav rastvora 

Krioprotektant 

15% glukoza; 30% etilen-glikol; 0,04% Na-

azid u 0,05 M fosfatom puferisan fiziološki 

rastvor (engl. phosphate buffer saline, PBS) 

 

Pre imunohistohemijske procedure, odabrani koronalni preseci potopljeni su u rastvor 

0,1 M PBS (pH = 7,4) sa 0,05% Tritonom X-100 (Acros, Organics), a potom tretirani 0,6% 

rastvorom H2O2 (30% H2O2, Sigma - Aldrich) na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta. 

Nakon inhibicije endogene peroksidaze, preseci su ispirani u istom rastvoru i preinkubirani u 

2% kozjem serumu (engl. normal goat serum, NGS, Vector Laboratories) sa 0,2% Tritonom 

X-100 na sobnoj temperaturi tokom 1 sata. Nakon toga, preseci su inkubirani preko noći na 4 

°C u primarnom antitelu c-Fos (monoklonsko, mišje, Santa Cruz 8047, razblaženje 1:500). 

Nakon ispiranja u PBS, preseci su inkubirani anti - mišjim sekundarnim antitelom iz koze 

(engl. Biotinylated goat anti-mouse IgG, 9200, Vector Laboratories, razblaženje 1:300) 

rastvorenim u PBS (pH = 7,4) i 2% NGS, na sobnoj temperaturi tokom 2 sata. Nakon 

ispiranja, preseci su inkubirani 20 minuta u rastvoru avidin-biotin peroksidaze (engl. avidin-

biotinylated peroxidase complex, ABC) (Vector Laboratories). Potom su ispirani u PBS, a 

peroksidazna reakcija razvijena je korišćenjem 3,3'-diaminobenzidina (DAB, kataloški broj 

D5637 Sigma - Aldrich) pojačanim niklom (Inta i sar., 2017). Na kraju, preseci mozgova su 

isprani i postavljeni na mikroskopske pločice (superfrost™ plus microscope slides, 

ThermoScientific), osušeni i pokriveni medijumom za montiranje (Eukitt mounting medium, 

Fluka) i pokrovnim staklom.  

3.8.1.1. Moždani regioni i podregioni 
 

Za razgraničavanje regiona i podregiona mozga korišćen je Atlas mozga pacova 

autora Paxinos i Watson (Paxinos i Watson, 1998). Za razdvajanje podregiona CA2, u odnosu 

na dCA1 i dCA3, korišćen je marker za Purkinjeove ćelije (engl. anti-Purkinje cell protein 

marker 4, PCP4, zečje, kataloški broj HPA005792, Sigma - Aldrich, razblaženje 1:200) 

pripremljen u 6% NGS i 0,2% Triton X-100 u PBS i sekundarno antitelo, anti - zečje iz koze 

(Vector Laboratories, razblaženje 1:500). Uz koordinate Atlasa mozga pacova (Paxinos i 

Watson, 1998) i tioninsko bojenje je korišćeno za identifikovanje vHIP, 

lateralnog/bazolateralnog (LA/BL) kompleksa amigdala, RSK, PVP, DMHT i VMHT, 

podregione mPFK i strijatuma (CPu, AcbC, AcbSh). Za brojanje c-Fos+ ćelija korišćen je 

softver ImageJ (verzija 1,5U). Korišćena su 3 koronalna preseka po životinji (5 do 6 životinja 

po grupi). Preseci su snimani na svetlosnom mikroskopu BTC (opremljen BIM 313T 

digitalnom kamerom), kao i Leica mikroskopu. Slikano je na uveličanju 4× i brojano u 

softveru ImageJ (verzija 1,5U). 
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Slika 29. Šematski prikaz moždanih podregiona/regiona u kojima su brojane c-Fos+ ćelije 

Broj c-Fos+ ćelija izbrojan je u podregionima/regionima prikazanim šematski na Slici 

29. i u Tabeli 7. 

 

 

Tabela 7. Šematski prikaz moždanih regiona i podregiona 

 

 

 

 

 

 

Naziv regiona Naziv podregiona Pozicija u odnosu na 

bregmu (mm) 

dHIP dCA1,CA2, dCA3, dDG -3,12 do -3,60  

vHIP vCA1, vCA3,vDG -5,16 do -6,12  

Amigdale lateralna/bazolateralna -3,12 do -3,60  

RSK RSGc, RSD -3,12 do -3,60  

Talamus PVP -3,12 do -3,60 

Hipotalamus, HT DMHT, VMHT -3,00 do -3,36  

mPFK Cg1K, PrLK, ILK, DPK 3,72 do 2,76  

Strijatum CPu, AcbC, AcbSh 1,92 do 1,22 
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Slika 30. Šematski prikaz podregiona dorzalnog hipokampusa dCA1, CA2, dCA3, 

dDG i slojeva: stratum oriens (SO), stratum pyramidale (SP), stratum radiatum 

(SR) i stratum lacunosum moleculare (SLM), u dCA1-CA2-dCA3, dok kod DG 

podregiona razlikujemo tri sloja ćelija (1. molekularni sloj, 2. sloj granularnih 

ćelija, 3. polimorfni sloj/hilus), od kojih su za potrebe eksperimenta dva brojana 

kao jedan, a to su molecular layer-granular cell layer (ML-GCL) i hilus (H) 

3.8.2. Fluorescentna imunohistohemija 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Koronalni preseci dHIP (bregma -3,12 do -3,60 mm) (Paxinos i Watson, 1998) 

korišćeni su za određivanje broja PV+ i GAD67+ ćelija. Brojanje ovih ćelija urađeno je u SO, 

SP, SR i SLM slojevima dCA1, CA2 i dCA3 podregiona, kao i u ML-GCL i H slojevima 

podregiona dDG, predstavljenim na Slici 30. Razdvajanje podregiona CA2 je odrađeno uz 

pomoć PCP4 markera (Botcher i sar., 2014; Filipović i sar., 2018; San Antonio i sar., 2014). 

Koronalni preseci mozga ispirani su u 0,1 M PBS (pH = 7,4), a potom inkubirani 1 sat na 

sobnoj temperaturi u rastvoru za blokiranje koji sadrži 5% magarećeg seruma (engl. normal 

donkey serum, NDS, Jackson Immuno Research) i 3% Triton X-100 (Acros, Organics) u 

PBS. Preseci su prvo inkubirani primarnim mišjim antitelom, anti-GAD67 (Millipore, 

kataloški broj MAB5406b, BRID: AB_2938602, razblaženje 1:100). Nakon nekoliko 

ispiranja u PBS, preseci su inkubirani u zečjem primarnom antitelu, anti-PV (Swant, PV27, 

RRID:AB_2631173, razblaženje 1:500), 24 sata, na 4 °C. Nakon toga, preseci su inkubirani u 

odgovarajućim sekundarnim antitelima iz magarca (Alexa 555, anti-mišje, Thermo Fisher 

Scientific, A-31570, RRID:AB_2536180, razblaženje 1:500; i Alexa 488 anti-zečje Thermo 

Fisher Scientific, A-21206, RRID:AB_2535792, razblaženje 1:1000), 2 sata na sobnoj 

temperaturi u 0,1 M PBS rastvoru koji sadrži 5% NDS. Koronalni preseci su prekriveni sa 

100 ng/mL DAPI (Vector Laboratories), stavljeni na pločice i prekriveni fluorescentnim 

medijumom (Dako, Inc.6392). Slike moždanih preseka uslikane su na Zeiss mikroskopu 

(Jena, Nemačka) opremljen sa AxioCAM kamerom. Korišćena su tri koronalna preseka po 

životinji (5 do 6 životinja po grupi). Za brojanje PV+ i GAD67+ ćelija korišćen je softver 

ImageJ (verzija 1,51U). Brojane su ćelije unutar svakog naznačenog sloja i podregiona dHIP. 
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4. Statistička obrada rezultata 
 

Pri obradi podataka za testove ponašanja korišćena je analiza varijanse (ANOVA) sa 

ponovljenim merenjem za tri vremenske tačke i dva nezavisna parametra, stres (IZ) i Olz, 

praćene Duncan’s post-hoc testom za analizu statističke značajnosti između grupa. Svi 

ispitivani biohemijski parametri (aktivnost enzima i proteinska ekspresija proteina), kao i broj 

c-Fos+ ćelija, PV+ ćelija i GAD67+ ćelija, analizirani su dvofaktorskom ANOVA praćenom 

Duncan’s post-hoc testom. Procenat (%) c-Fos proteinske ekspresije analiziran je 

jednofaktorskom ANOVA praćenom Duncan’s post-hoc testom. Nivoi statističke značajnosti 

su sledeći: p < 0,05, p < 0,01 i p < 0,001. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 

standardna greška merenja (engl. standard error of mean). Za statističku analizu korišćen je 

program Statistica 10/12. 
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5. Rezultati 

5.1. Rezultati testova ponašanja 

5.1.1. Rezultati testa preferencije saharoze  

 

Rezultati testa preferencije saharoze pokazuju da je socijalna IZ u trajanju od tri i šest nedelja 

kod pacova izazvala anhedoniju, dok je tronedeljni tretman Olz neutralisao ovaj efekat i 

pokazao svoj antidepresivni potencijal (Slika 31).  

Od statistički značajnih efekata u testu preferencije saharoze zabeleženi su sledeći: 

efekat IZ (F1.19 = 21,96, p < 0,001), kombinovano delovanje IZ × Olz (F1.19 = 10,64, p < 0,01), 

efekat vremena (F2.38 = 9,73, p < 0,001), kao i kombinovanog delovanja: IZ × vreme (F2.38 = 

12,48, p <0,001), Olz × vreme (F2.38 = 6,68, p < 0,01) i IZ × Olz × vreme (F2.38 = 7,94, p < 

0,01). Statistički značajne promene u smanjenju preferencije prema saharozi, uočene su u IZ 

na kraju treće i šeste nedelje, u poređenju sa nultom nedeljom (*** p < 0,001), što ukazuje na 

stanje anhedonije i ponašanja nalik depresivnom kod pacova. Značajno povećanje u 

preferenciji prema saharozi uočeno je kod IZ + Olz grupe na kraju šeste nedelje u poređenju 

sa svojom tronedeljnom vremenskom tačkom (^^^ p < 0,001). Takođe, povećanje je uočeno i 

u grupi IZ + Olz u poređenju sa IZ grupom na kraju šeste nedelje (+++ p < 0,001), što 

ukazuje na antidepresivni efekat tronedeljnog Olz tretmana.  

 

 

 

Slika 31. Rezultati testa preferencije saharoze. Prikazane su promene u preferenciji za 2% saharozu 

kod praćenih grupa u ključnim vremenskim tačkama. *** p < 0,001, u odnosu na IZ (0. nedelja); ^^^ 

p < 0,001, u odnosu na IZ + Olz (3. nedelje); +++ p < 0,001, u odnosu na IZ (6. nedelje). Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Broj životinja po grupi n = 5 - 6 pacova. 

5.1.2. Rezultati testa zakopavanja klikera 

Rezultati testa zakopavanja klikera pokazuju da je socijalna IZ u trajanju od tri i šest nedelja 

kod pacova, u poređenju sa Kont grupom (0. nedelja), izazvala anksioznost; dok je 

tronedeljni tretman Olz (IZ + Olz grupa) neutralisao ovaj efekat i značajno smanjio broj 

zakopanih klikera u poređenju sa trećom i šestom nedeljom u grupi IZ, pokazajući svoj 

anksiolitički potencijal (Slika 32). 

Rezultati testa zakopavanja klikera prikazani su na Slici 32. Od statistički značajnih 

efekata u testu zakopavanja klikera zabaleženi su sledeći: efekat IZ (F1.19 = 121,70, p < 0,001) 

i Olz tretmana (F1.19 = 39,93, p < 0,001), kombinovano delovanje IZ × Olz (F1.19 = 29,84, p < 

0,001), efekat vremena (F2.38 = 54,05, p < 0,001), kao i kombinovanog delovanja: IZ × 
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vremena (F2.38 = 57,89, p < 0,001), Olz × vremena (F2.38 = 24,60, p < 0,001) i IZ × Olz × 

vreme (F2.38 = 24,65, p < 0,001). Kod IZ grupe došlo je do značajnog povećanja u broju 

zakopanih klikera na kraju treće (*** p < 0,001) i šeste nedelje (*** p < 0,001), u poređenju 

sa nultom nedeljom IZ grupe pacova (0. nedelja), što ukazuje na stanje anksioznosti kod 

pacova. Značajno smanjenje u broju zakopanih klikera zabeleženo je kod grupe IZ + Olz, u 

šestoj nedelji, u poređenju sa tronedeljnom vremenskom tačkom (^^^ p < 0,001) grupe IZ + 

Olz i sa šestonedeljnom vremenskom tačkom grupe IZ pacova (+++ p < 0,001), što ukazuje 

na anksiolitičku efikasnost tronedeljnog tretmana Olz.  

 

 

 

Slika 32. Rezultati testa zakopavanja klikera. Prikazane su promene u broju zakopanih klikera kod 

praćenih grupa u ključnim vremenskim tačkama. *** p < 0,001, u odnosu na IZ (0. nedelja); ^^^ p < 

0,001, u odnosu na IZ + Olz (3. nedelje); +++ p < 0,001, u odnosu na IZ (6. nedelje). Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Broj životinja po grupi n = 5 - 6. 

5.1.3. Rezultati testa prinudnog plivanja 

Rezultati testa prinudnog plivanja prikazani su u Tabeli 8. 

ANOVA sa ponovljenim merenjem je za rezultate imobilnosti pokazala značajne 

efekte IZ (F1.20 = 8,99, p < 0,01) i vremena (F2.40 = 10,12, p < 0,001), kao i kombinovanog 

delovanja IZ × vreme (F2.40 = 3,86, p < 0.05) i Olz × vreme (F2.40 = 3,65, p < 0,05). Za 

rezultate plivanja, ANOVA je pokazala značajan efekat IZ (F1.20 = 15,89, p < 0,001), vremena 

(F2.40 = 6,81, p < 0,01) kao i efekat kombinovanog delovanja IZ × vreme (F2.40 = 3,32, p < 

0,05) i Olz × vreme (F2.40 = 10,38, p < 0,001). Kod rezultata vezanih za penjanje uz zid 

cilindra, ANOVA je pokazala značajan efekat vremena (F2.40 = 50,7, p < 0,001) i efekat 

kombinovanog delovanja Olz × vreme (F2.40 = 4,54, p < 0,05). 

Vreme imobilnosti statistički značajno je povećano u IZ grupi na kraju treće i šeste 

nedelje u poređenju sa nultom nedeljom (0. nedelja) (** p < 0,01; *** p < 0,001), što ukazuje 

na bespomoćnost, kao element ponašanja nalik depresivnom. Značajno smanjenje imobilnosti 

uočeno je u grupi IZ + Olz u odnosu na IZ grupu, ## p ≤ 0,01, u šestonedeljnoj vremenskoj 

tački, što ukazuje na antidepresivni potencijal Olz. Značajno povećanje vremena plivanja je 

detektovano u grupi IZ + Olz u odnosu na IZ grupu, ## p < 0,01, u šestonedeljnoj vremenskoj 

tački. Takođe, značajno smanjenje uočeno je u IZ grupama (3. nedelje i 6. nedelje) u odnosu 

na IZ (0. nedelja), * p < 0,05; i IZ (6 nedelje) u odnosu na IZ (0. nedelja), * p < 0,05. Za 

rezultat penjanja uz zid cilindra, značajno smanjenje uočeno je u Kont grupi (6. nedelje) u 

odnosu na Kont grupu (0. nedelja), ** p < 0,01. Takođe, statistička značajnost zabeležena je u 

IZ grupi (3. nedelje) u odnosu na IZ (0 nedelja), ** p < 0,01 i IZ (6. nedelje) u odnosu na IZ 

(0. nedelja), *** p < 0,001. 
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Tabela 8 - Rezultati testa prinudnog plivanja. Statistički značajni rezultati identifikovani su na 

sledeći način: vreme provedeno u imobilnosti - IZ (3. nedelje) u odnosu na IZ (0. nedelja), ** p < 

0,01; IZ (6. nedelje) u odnosu na IZ (0. nedelja), *** p < 0,001; IZ + Olz (6. nedelje) u odnosu na IZ 

(6. nedelje), ## p ≤ 0,01; vreme provedeno u plivanju - IZ (3. nedelje) u odnosu na IZ (0. nedelja) * p 

< 0,05; IZ (6. nedelje) u odnosu na IZ (0. nedelja),* p < 0,05; IZ + Olz (6. nedelje) u odnosu na IZ (6. 

nedelje), ## p < 0,01; vreme provedeno u penjanju - Kont (6. nedelje) u odnosu na Kont (0 nedelja), 

** p < 0,01; IZ (3. nedelje) u odnosu na IZ (0. nedelja), ** p < 0,01; IZ (6. nedelje) u odnosu na IZ (0. 

nedelja), *** p < 0,001. Rezultati su predstavljeni kao SEM ±, za broj životinja po grupi n = 6 pacova. 

 

5.2. Broj c-Fos+ ćelija u podregionima/regionima mozga nakon dugotrajne izolacije i/ili 

tretmana olanzapinom 

5.2.1. Broj c-Fos+ ćelija u podregionima dorzalnog i ventralnog hipokampusa nakon 

dugotrajne izolacije i/ili tretmana olanzapinom 

 

Imunohistohemijsko bojenje c-Fos+ ćelija i njihov broj u podregionima dHIP: dCA1, CA2, 

dCA3 i dDG predstavljen je na Slici 33. Od statistički značajnih efekata ANOVA je pokazala 

sledeće: efekat IZ (F1.20 = 29,34, p < 0,001; F1.20 = 22,23, p < 0,001; F1.20 = 21,21, p < 0,001; 

F1.20 = 44,17, p < 0,001), Olz tretmana (F1.20 = 27,57, p < 0,001; F1,20 = 13; p < 0,01; F1.20 = 

27,62, p < 0,001; F1.20 = 8,11; p < 0,01) i kombinovanog delovanja IZ × Olz tretmana (F1.20 = 

24,74, p < 0,001; F1.20 = 22,23, p < 0,001; F1.20 = 23,26, p < 0,001) na broj c-Fos+ ćelija u 

podregionima dCA1, CA2, dCA3 i dDG. Povećan broj c-Fos+ ćelija zabeležen je u IZ grupi, 

u poređenju sa Kont grupom (*** p < 0,001) u dCA1, CA2 i dCA3, dok je tretman Olz u IZ 

grupi doveo do smanjenja broja c-Fos+ ćelija u poređenju sa IZ pacovima (^^^ p < 0,001), u 

ova tri ispitivana podregiona. Za podregion dDG, značajno povećanje u broju c-Fos+ ćelija 

uočeno je kod IZ pacova (*** p < 0,001) i IZ + Olz pacova (* p < 0,05) u poređenju sa Kont 

grupom. Takođe, značajno smanjenje u broju c-Fos+ ćelija pokazano je u IZ + Olz grupi u 

poređenju sa IZ grupom (^ p < 0,05) u dDG podregionu. 

 

Test prinudnog plivanja 

 
Vreme provedeno u imobilnosti 

(Sekunde) 

Vreme provedeno u plivanju 

(Sekunde) 

Vreme provedeno u penjanju 

(Sekunde) 

        Grupa 
0. 

nedelja 
     3. nedelje 6. nedelje 0. nedelja 3. nedelje 6. nedelje 0. nedelja 3. nedelje 6. nedelje 

Kont 40 ± 13 58 ±24 68 ± 15 166 ± 12 181 ± 19 189 ± 16 78 ± 13 62 ± 12 43 ± 11 ** 

Kont + Olz 58 ± 14 70 ± 22 71 ± 15 154 ± 12 160 ± 26 218 ± 10 89 ± 8 70 ± 13 11 ± 5 

IZ 57 ± 21   137 ± 37 ** 169 ± 26 *** 182 ± 7 124 ± 27 * 109 ± 17 * 77 ± 17 39 ± 17 ** 22 ± 11 *** 

IZ + Olz 70 ± 15 142 ± 20 85 ± 17 ## 138 ± 16 85 ± 15 186 ± 9 ## 92 ± 15      73 ± 14 29 ± 9 
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Slika 33. Imunohistohemijsko bojenje i kvantifikacija c-Fos+ ćelija na presecima podregiona 

dHIP A) Reprezentativne mikrografije dCA1, CA2, dCA3 i dDG podregiona nakon bojenja c-Fos 

markera. B) Na graficima je predstavljen broj c-Fos+ ćelija unutar odgovarajućih podregiona dHIP. C) 

Marker PCP4 korišćen je za detekciju podregiona CA2. Data je reprezentativna mikrografija dHIP 

Kont pacova nakon imunohistohemijskog bojenja PCP4 proteina. Statistički značajne razlike u broju 

c-Fos+ ćelija između grupa dobijene uz pomoć ANOVA analize praćene Duncan’s post-hoc testom su 

sledeće: *** p < 0,001, * p < 0,05 poređenje uvek u odnosu na Kont grupu; ^^^ p < 0,001, ^ p < 0,05 

poređenje u odnosu na IZ pacove. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Skala - 200 

µm. 

Imunohistohemijsko bojenje c-Fos+ ćelija i broj ovih ćelija u podregionima vHIP: 

vCA1, CA3 i vDG predstavljen je na Slici 34. Od statistički značajnih efekata zabeleženi su 

sledeći: efekat IZ (F1.18 = 48,66, p < 0,001; F1.18 = 22,24, p < 0,001; F1.18 = 23,62, p < 0,001) 

na broj c-Fos+ ćelija u podregionima vCA1, vCA3 i vDG. Takođe, uočen je značajan efekat 

Olz tretmana (F1.18 = 42,70, p < 0,001) na broj c-Fos+ ćelija u vCA1 i kombinovanog 

delovanja IZ × Olz (F1.18 = 8,41, p < 0,01; F1.18 = 5,84, p < 0,05) na broj c-Fos+ ćelija u 

podregionima vCA1 i vDG.  

Povećanje broja c-Fos+ ćelija uočeno je kod IZ pacova u poređenju sa Kont pacovima 

(*** p < 0,001), u podregionima vCA1, vCA3 i vDG. Takođe, značajno povećanje u broju c-

Fos+ ćelija uočeno je u Kont grupi tretiranoj Olz u poređenju sa Kont grupom (*** p < 

0,001) za podregion vCA1. Značajno povećanje u broju c-Fos+ ćelija pokazano je u IZ + Olz 

grupi (*** p < 0,001; * p < 0,05) u poređenju sa Kont grupom, za oba podregiona i vCA1 i 

vDG. Takođe, u IZ + Olz grupi u poređenju sa IZ pacovima (^ p < 0,05), u podregionu vCA1 

uočeno je značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija, a značajno smanjenje broja c-Fos+ ćelija (^ 

p < 0,05) u podregionu vDG. 
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Slika 34. Imunohistohemijsko bojenje i kvantifikacija c-Fos+ ćelija na presecima podregiona 

vHIP. Reprezentativne mikrografije vCA1, vCA3 i vDG podregiona nakon bojenja c-Fos markera. Na 

graficima je predstavljen broj c-Fos+ ćelija unutar odgovarajućih podregiona vHIP. Tionin bojenje 

korišćeno je za detekciju podregiona vHIP. Statistički značajne razlike između grupa dobijene uz 

pomoć ANOVA analize praćene Duncan’s post-hoc testom su sledeće: *** p < 0,001, * p< 0,05 

poređenje uvek u odnosu na Kont grupu; ^ p < 0,05 poređenje u odnosu na IZ pacove. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Skala - 200 µm. 
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5.2.2. Broj c-Fos+ ćelija u podregionima medijalnog prefrontalnog korteksa nakon dugotrajne 

izolacije i/ili tretmana olanzapinom 

 

Na Slici 35, predstavljeno je imunohistohemijsko bojenje c-Fos+ ćelija i njihov broj u Cg1K, 

PrLK, ILK i DPK - podregionima mPFK. Od statistički značajnih efekata zabeleženi su 

sledeći: značajan efekat IZ (F1.20 = 148,34, p < 0,001; F1.20 = 78,53, p < 0,001; F1.20 = 31,30, p 

< 0,001) i Olz tretmana (F1.20 = 21,88, p < 0,001; F1.20 = 6,74, p < 0,05), kao i kombinovanog 

delovanja IZ × Olz tretmana (F1.20 = 33,31, p < 0,001; F1.20 = 13,63, p < 0,05; F1.20 = 12,97, p 

< 0,01; F1.20 = 8,62, p < 0,01) u podregionima Cg1K, PrLK, ILK i DPK, redom.  

Značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija uočeno je u IZ i IZ + Olz grupi u poređenju sa 

Kont pacovima (*** p < 0,001), podregiona Cg1K i PrLK. Dok je značajno smanjenje 

zabeleženo u IZ + Olz grupi u poređenju sa IZ grupom (^^^ p < 0,001) za oba podregiona, 

Cg1K i PrLK.  

U podregionu ILK uočeno je značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija u IZ grupi (*** p 

< 0,001) i IZ +Olz grupi (** p < 0,01) u poređenju sa Kont grupom, dok je značajno 

smanjenje uočeno u IZ + Olz grupi u poređenju sa IZ pacovima (^^ p < 0,01). 

U podregionu DPK, uočeno je značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija u IZ grupi pacova u 

poređenju sa Kont grupom (** p < 0,01), dok je smanjenje pronađeno u IZ + Olz grupi u 

poređenju sa IZ grupom (^^ p < 0,01) . 
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Slika 35. Imunohistohemijsko bojenje i kvantifikacija c-Fos+ ćelija na presecima podregiona 

medijalnog prefrontalnog korteksa (mPFK). Reprezentativne mikrografije Cg1K, PrLK, ILK, DPK 

podregiona mPFK nakon bojenja c-Fos markera. Na graficima je predstavljen broj c-Fos+ ćelija 

unutar odgovarajućih podregiona mPFK. Koordinate atlasa mozga pacova korišćenje su za 

razgraničavanje podregiona mPFK. Statistički značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć 

ANOVA analize praćene Duncan’s post-hoc testom su sledeće: *** p < 0,001,** p < 0,01 poređene 

uvek u odnosu na Kont grupu; ^^^ p < 0,001, ^^ p < 0,01 poređenje u odnosu na IZ pacove. Rezultati 

su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Skala - 200µm. 
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5.2.3. Broj c-Fos+ ćelija u lateralnom/bazolateralnom kompleksu amigdala nakon dugotrajne 

izolacije i/ili tretmana olanzapinom 

 

Na Slici 36 predstavljeno je imunohistohemijsko bojenje c-Fos+ ćelija kao i njihov broj u 

LA/BL kompleksu amigdala. Uočeni su sledeći statistički značajni efekti: efekat IZ (F1.19 = 

34,56, p < 0,001) i kombinovanog delovanja IZ × Olz (F1.19 = 10,78, p < 0,01) na broj c-Fos+ 

ćelija.  

Socijalna IZ (*** p < 0,001) značajno povećava broj c-Fos+ ćelija u LA/BL 

kompleksu amigdala, u poređenju sa Kont grupom pacova, dok tronedeljni Olz tretman (** p 

< 0,01) dovodi do povećanja broja c-Fos+ ćelija u Kont grupi pacova u odnosu na Kont 

grupu. Značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija uočeno je i u grupi IZ + Olz (*** p < 0,001) u 

poređenju sa Kont grupom. 

 

Slika 36. Imunohistohemijsko bojenje i kvantifikacija c-Fos+ ćelija na presecima 

lateralnog/bazolateralnog (LA/BL) kompleksa amigdala. Reprezentativne mikrografije LA/BL 

kompleksa amigdala nakon bojenja c-Fos markera. Tioninsko bojenje korišćeno je za razlikovanje 

granica amigdala. Na grafiku je predstavljen broj c-Fos+ ćelija u amigdalama. Statistički značajne 

razlike između grupa dobijene uz pomoć ANOVA analize praćene Duncan’s post-hoc testom su 

sledeće: *** p < 0,001, ** p < 0,01 poređenje uvek u odnosu na Kont grupu. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Skala - 200 µm. 
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5.2.4. Broj c-Fos+ ćelija u podregionima retrosplenijalnog korteksa nakon dugotrajne 

izolacije i/ili tretmana olanzapinom 

 

Na Slici 37 prikazano je imunohistohemijsko bojenje c-Fos+ ćelija i njihov broj u RSD i 

RSGc. Zabeleženi su sledeći značajani efekti: efekat IZ (F1.20 = 192,59, p < 0,001; F1.20 = 

189,45, p < 0,001) i Olz tretmana (F1.20 = 81,28, p < 0,001, F1.20 = 86,46, p < 0,001), kao i 

kombinovanog delovanja IZ × Olz tretmana (F1.20 = 107,68, p < 0,001, F1.20 = 83,43, p < 

0,001) na broj c-Fos+ ćelija u RSD i RSGc.  

Socijalna IZ značajno povećava broj c-Fos+ ćelija (*** p < 0,001) u poređenju sa 

Kont grupom u oba podregiona RSK. Tronedeljni tretman Olz značajno smanjuje IZ povećan 

broj c-Fos+ ćelija (^^^ p < 0,001) i to u oba ispitivana podregiona ali se vrednosti ne vraćaju 

na kontrolni nivo (** p < 0,01). 

 

 

 

Slika 37. Imunohistohemijsko bojenje i kvantifikacija c-Fos+ ćelija na presecima granularnog, c 

podregiona i agranularnog retrosplenijalnog korteksa (RSGc, RSD). Reprezentativne 

mikrografije RSGc i RSD podregiona RSK nakon bojenja c-Fos markera. Tioninsko bojenje 

koronalnih preseka korišćeno je za pravljenje granica između RSGc i RSD. Na graficima je 

predstavljen broj c-Fos+ ćelija u RSGc i RSD. Statistički značajne razlike između grupa dobijene uz 

pomoć ANOVA analize praćene Duncan’s post-hoc testom su sledeće: *** p < 0,001, ** p < 0,01 

poređenje uvek u odnosu na Kont grupu. ^^^ p < 0,001 poređenje u odnosu na IZ. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Skala - 200 µm. 
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5.2.5. Broj c-Fos+ ćelija u paraventrikularnom jedru talamusa i dorzomedijalnom i 

ventromedijalnom jedru hipotalamusa nakon dugotrajne izolacije i/ili tretmana olanzapinom 

 

Na Slici 38, predstavljeno je imunohistohemijsko bojenje c-Fos+ ćelija i njihov broj u PVP 

jedru talamusa. Od značajanih efekata zabeleženi su sledeći: efekat IZ (F1.20 = 113,5, p < 

0,001) i Olz tretmana (F1.20 = 8,39, p < 0,01) na broj c-Fos+ ćelija.  

Značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija zabeleženo je u Kont grupi tretiranoj Olz (** 

p < 0,001), IZ grupi (*** p < 0,001) i IZ + Olz grupi (*** p <0,001) u poređenju sa Kont 

grupom. 

 

 

 

Slika 38. Imunohistohemijsko bojenje i kvantifikacija c-Fos+ ćelija na presecima 

paraventrikularnog posteriornog jedra talamusa (PVP). Reprezentativne mikrografije PVP jedra 

svih ispitivanih grupa nakon bojenja c-Fos markera. Tioninsko bojenje korišćeno je za identifikovanje 

granica PVP. Na grafiku je predstavljen broj c-Fos+ ćelija u PVP ispitivanih grupa. Statistički 

značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć ANOVA analize praćene Duncan’s post-hoc testom 

su sledeće: *** p < 0,001, ** p < 0,01 poređenje uvek u odnosu na Kont grupu. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Skala - 200 µm. 

 

Na Slici 39 predstavljeno je imunohistohemijsko bojenje c-Fos+ ćelija i njihov broj u 

DMHT i VMHT. Zabeleženi su sledeći značajni efekti: efekat IZ (F1.20 = 22,7, p < 0,001; F1.20 
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= 23,53, p < 0,001) i Olz tretmana (F1.20 = 6,23, p < 0,05; F1.20 = 30,6, p < 0,001) na broj c-

Fos+ ćelija u podregionima DMHT i VMHT. 

Socijalna IZ dovela je do značajnog povećanja broja c-Fos+ ćelija u oba ispitana 

podegiona hipotalamusa (*** p ≤ 0,001; ** p ≤ 0,01) u poređenju sa Kont grupom. Takođe, 

Olz tretman je u Kont grupi doveo do značajnog povećanja broja c-Fos+ ćelija u oba ispitana 

podregiona hipotalamusa (* p < 0,05; ** p < 0,01) u poređenju sa Kont grupom. U oba 

podregiona hipotalamusa zabeleženo je značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija u IZ + Olz 

grupi (*** p < 0,001) u poređenju sa Kont grupom, dok je samo u podregionu VMHT 

zabeleženo i značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija u poređenju sa IZ grupom (^^^ p < 

0,001).  

 

 

 

Slika 39. Imunohistohemijsko bojenje i kvantifikacija c-Fos+ ćelija na presecima 

dorzomedijalnog jedra hipotalamusa (DMHT) i ventromedijalnog jedra hipotalamusa (VMHT). 

Reprezentativne mikrografije DMHT i VMHT svih ispitivanih grupa nakon bojenja c-Fos markera. 

Tioninsko bojenje korišćeno je za identifikovanje granica DMHT i VMHT. Na graficima je 

predstavljen broj c-Fos+ ćelija u DMHT i VMHT za sve ispitivane grupe. Statistički značajne razlike 

između grupa dobijene uz pomoć ANOVA analize praćene Duncan’s post-hoc testom su sledeće: *** 

p ≤ 0,001; ** p ≤ 0,01, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 poređenje uvek u odnosu na Kont 

grupu. ^^^ p <0,001 poređenje u odnosu na IZ pacove. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost 

± SEM. Skala - 200 µm. 
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5.2.6. Broj c-Fos+ ćelija u dorzalnom strijatumu (CPu) i nukleus akumbens-u (AcbC i 

AcbSh) nakon dugotrajne izolacije i/ili tretmana olanzapinom 

 

Na Slici 40 prikazano imunohistohemijsko bojenje c-Fos+ ćelija i njihov broj u strijatumu: 

CPu, AcbC i AcbSh. Od statistički značajnih efekata zabeleženi su efekat IZ (F1.20 = 52,68, p 

< 0,001), Olz tretmana (F1.20 = 119,86, p < 0,001), kao i kombinovanog delovanja IZ × Olz 

(F1.20 = 66,14, p < 0,001) na broj c-Fos+ ćelija u CPu.  

Značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija u CPu pokazano je i u Kont grupi tretiranoj 

Olz, IZ grupi i IZ + Olz grupi u poređenju sa Kont grupom (*** p < 0,001). 

U AcbC i AcbSh, zabeležen je značajan efekat IZ (F1.20 = 106,82, p < 0,001; F1.20 = 

50,24, p < 0,001) i Olz tretmana (F1.20 = 23,86, p < 0,001; F1.20 = 10,25, p <0,01) na broj c-

Fos+ ćelija.  

Značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija pokazano je u Kont grupi tretiranoj Olz (*** 

p < 0,001, ** p < 0,01), IZ grupi (*** p < 0,001, *** p < 0,001 ) i IZ + Olz grupi (*** p < 

0,001), u poređenju sa Kont grupom, u AcbC i AcbSh, redom. Značajno povećanje broja c-

Fos+ pokazano je u AcbC, između Olz tretirane IZ grupe i IZ pacova (^^ p ≤ 0,01). 
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Slika 40. Imunohistohemijsko bojenje i kvantifikacija c-Fos+ ćelija presecima CPu, AcbC i 

AcbSh. Reprezentativne mikrografije CPu, AcbC i AcbSh svih ispitivanih grupa nakon bojenja c-Fos 

markera. Na graficima je predstavljen broj c-Fos+ ćelija u CPu, AcbC i AcbSh ispitivanih grupa. 

Statistički značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć ANOVA analize praćene Duncan’s post-

hoc testom su sledeće: *** p < 0,001, ** p < 0,01 poređenje uvek u odnosu na Kont grupu. ^^ p ≤ 

0,01 poređenje u odnosu na IZ pacove. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. Skala - 

200 µm. 

 

5.2.7. Procentualne promene u broju c-Fos+ ćelija nakon izolacije i/ili tretmana olanzapinom 

 

Značajno procentualno povećanje broja c-Fos+ ćelija kod Olz tretmana na kontrolnim 

životinjama u odnosu na samu Kont grupu (F1.40 = 56,04, p < 0,001) pokazano je u 

ispitivanim podregionima mozga (Slika 41 A). Najveće procentualno povećanje uočeno je u 

regionu CPu (648%), a najmanje u DMHT (56%). Takođe, zabeleženo je statistički značajno 

povećanje u podregionu CPu u poređenju sa podregionima AcbC i AcbSh (*** p < 0,001), 

pojedinačno.  

 Značajno procentualno povećanje u broju c-Fos+ ćelija kod IZ (F1.100 = 22,32, p < 

0,001) u poređenju sa Kont grupom prikazano je na Slici 41 B. Najveće procentualno 

povećanje zabeleženo je u CPu (524%) i redom u RSD (488%), Cg1K (486%), CA2 (425%), 

RSGc (424%), a najmanje u dDG (77%), VMHT (64%) i DPK (51%). Statistički značajno 

povećanje uočeno je i u CA2 podregionu u poređenju sa dCA3 (* p < 0,05) i dDG (*** p < 

0,001), kao i u dCA1 i dCA3 u poređenju sa dDG (*** p < 0,001). Poređenjem dHIP sa vHIP, 

značajno povećanje uočeno je u dCA1 u poređenju sa vCA1 (** p < 0,01) i u dCA3 u 

poređenju sa vCA3 (*** p < 0,001), dok između dorzalnog i ventralnog DG nije bilo 

statistički značajnih razlika. Statistički značajnih razlika nije bilo ni između podregiona vHIP. 

Značajno procentualno povećanje broja c-Fos+ ćelija uočeno je u podregionu Cg1K u odnosu 

na svaki podregion PrLK, ILK i DPK (*** p < 0,001) pojedinačno, dok je značajno 

povećanje u PrLK zabeleženo samo u odnosu na DPK (** p < 0,01). Takođe, značajno 

povećanje (*** p < 0,001) zabeleženo je u podregionu CPu u poređenju sa AcbC i AcbSh.  

 Značajan efekat kombinovanog delovanja IZ × Olz tretmana (F1.54 = 15,85, p < 0,001) 

na procenat broja c- Fos+ ćelija pokazan je u moždanim podregionima IZ pacova u kojima je 

tretman Olz smanjio broj c-Fos+ ćelija u poređenju sa IZ grupom (Slika 41 C). U 

hipokampalnim podregionima najveće smanjenje uočeno je u dCA3 (80%), dCA1 (77%) i 

CA2 (71,4%) podregionu. Najmanje smanjenje zabeleženo je u ventralnom (26.8%) i 

dorzalnom DG podregionu (20%). U podregionima mPFK, najveće procentualno povećanje 

je detektovano u Cg1K (49%), dok je najmanje bilo u ILK podregionu (29%). Procentualna 

promena c-Fos+ ćelija u podregionima RSK je skoro identična, 66,4% za RSD i 65,15% za 

RSGc. Statistički značajno povećanje zabeleženo je u dCA3, dCA1 i CA2 podregionima u 

poređenju sa dorzalnim i ventralnim DG (^^^ p < 0,001), dok između ova dva podregiona 

nije bilo statistički značajnih razlika. Takođe, statistički značajna razlika zabeležena je u 

Cg1K u odnosu na ILK (^ p < 0,05).  
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Slika 41. Promena broja c-Fos+ ćelija u podregionima mozga pacova, izražena u procentima 

(%). (A) Porast broja c-Fos+ ćelija u podregionima mozga kontrolnih (Kont) pacova tretiranih 

olanzapinom (Olz) u odnosu na Kont iskazano u procentima (%). *** p < 0,001, predstavlja poređenje 

između grupa Kont + Olz i Kont, u podregionima u kojima je Olz doveo do povećanja broja c-Fos+ 

ćelija (B) Porast broja c-Fos+ ćelija u podregionima mozga pacova u izolaciji (IZ) u odnosu na Kont 

iskazano u procentima (%). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 predstavlja poređenje između grupe 

IZ u odnosu na Kont grupu, u podregionima u kojima je stres IZ doveo do povećanja broja c-Fos+ 

ćelija (C) Smanjenje broja c-Fos+ ćelija u podregionima mozga IZ + Olz grupe pacova u odnosu na 

IZ izraženo u procentima (%). ^ p < 0,05, ^^^ p < 0,001 predstavlja poređenje između grupe IZ + Olz 

u odnosu na IZ grupu, u kojima je Olz tretman kod IZ pacova doveo do smanjenja broja c-Fos+ ćelija. 

 

 5.3. Broj PV+ i GAD67+ ćelija u slojevima podregiona dHIP 

5.3.1. dCA1 podregion 

 

Reprezentativne mikrografije dCA1 podregiona sve četiri ispitivane grupe, sa označenim 

slojevima (SO, SP, SR, SLM) na Kont presecima, prikazane su na Slici 42 A, B. Mikrografije 

su dobijene imunofluorescentnim bojenjem gde zeleni signal predstavlja PV+ ćelije (Slika 42 

A) a crveni signal GAD67+ ćelije (Slika 42 B). 
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U dCA1 podregionu pokazan je značajan efekat IZ (F1.18  = 12,61, p < 0,01; F1.17  = 

7,63, p ≤ 0,01) na broj PV+ ćelija u slojevima SO i SP (Slika 42 C). Značajno smanjenje 

broja PV+ ćelija zabeleženo je u grupama IZ ili IZ + Olz upoređenju sa Kont grupom (* p < 

0,05) u SO sloju. U sloju SP, zabeleženo je značajno smanjenje broja ovih ćelija u IZ grupi u 

poređenju sa Kont (* p < 0,05) (Slika 42 C). U sloju SR nisu zabeležene statistički značajne 

promene u broju PV+ ćelija (rezultati nisu prikazani), dok u sloju SLM nisu ni detektovane 

PV+ ćelije (Slika 42 A). 

Zabeležen je značajan efekat kombinovanog delovanja IZ × Olz (F1.18 = 5,8, p < 0.05; 

F1.18 = 8,97, p < 0,01) na promene broja GAD67+ ćelija u slojevima SO i SP (Slika 42 D). 

Značajno povećanje u broju ovih ćelija zabeleženo je u IZ + Olz grupi u poređenju sa IZ 

grupom (^ p < 0,05, ^^ p < 0,01), u SO i SP slojevima (Slika 42 D). Nije bilo statističke 

značajnosti između eksperimentalnih grupa u slojevima SR i SLM (rezultati nisu prikazani).  
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Slika 42. Promene u broju PV+ i GAD67+ ćelija u slojevima dCA1 podregiona, nakon 

dugotrajne socijalne IZ i tretmana Olz. Reprezentativne mikrografije SO, SP, SR i SLM 

podregiona dCA1 dobijene obeležavanjem PV + ćelija (zeleni signal) (A) i GAD67 + ćelija (crveni 

signal) (B) u slojevima. Statistički značajna promene u broju PV+ ćelija (C) i GAD67+ ćelija (D) 

zabeležene su u slojevima SO i SP, podregiona dCA1 u grupama Kont, Kont + Olz, IZ, IZ + Olz. 

Statistički značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s 

post-hoc testom jesu sledeće: * p < 0,05 poređenje uvek u odnosu na Kont grupu; ^ p < 0,05, ^^ p < 

0,001 poređenje u odnosu na IZ grupe pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM 

sa 5 do 6 pacova po grupi. Skala - 200 μm. 

 

5.3.2. CA2 podregion 

 

Reprezentativne mikrografije CA2 podregiona sve četiri ispitivane grupe, sa označenim 

slojevima (SO, SP, SR i SLM) na Kont presecima, prikazane su na Slici 43 A, B. 

Mikrografije su dobijene imunofluorescentnim bojenjem, zeleni signal predstavlja PV+ ćelije 

(Slika 43 A) a crveni signal GAD67+ ćelije (Slika 43 B). Slika 43 C je nastala preklapanjem 
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signala dobijenih imunofluorescentnim bojenjem PCP4 (zeleni signal) koji je marker CA2 

regiona i bojenjem jedara neurona DAPI bojom (plavi signal). 

U CA2 podregionu nisu pokazane statistički značajne razlike u broju PV+ ćelija u 

slojevima SO i SP, između eksperimentalnih grupa (rezultati nisu prikazani). Takođe, u 

slojevima SR i SLM nisu detektovane PV+ ćelije (Slika 43 A).  

Od statistički značajanih efekata zabeležen je efekat Olz tretmana (F1.19 = 9,63, p < 

0,01; F1.19 = 6,41, p < 0,05) u slojevima SO i SLM, na broj GAD67+ ćelija (Slika 43 D) . 

Značajno povećanje u broju GAD67+ ćelija uočeno je u Kont grupi tretiranoj Olz u odnosu 

na Kont grupu (** p ≤ 0,01, * p < 0,05, ** p ≤ 0,01) u slojevima SO, SP i SLM (Slika 43 D), 

kao i u IZ + Olz grupi u poređenju sa Kont grupom (* p < 0,05) u SLM sloju (Slika 43 D). U 

SR sloju nije zabeležena statistički značajna promena u broju GAD67+ ćelija (rezultat nije 

prikazan). 

 

Slika 43. Promene u broju PV+ i GAD67+ ćelija u slojevima CA2 podregiona, nakon dugotrajne 

socijalne IZ i tretmana Olz. Reprezentativne mikrografije SO, SP, SR i SLM podregiona CA2 

dobijene obeležavanjem PV+ ćelija (zeleni signal) (A) i GAD67+ ćelija (crveni signal) (B) u 

slojevima (C) Marker za Purkinjeove ćelije PCP4 korišćen je za obeležavanje CA2 podregiona u 

DAPI obojenim (plavo) koronalnim presecima dHIP. Statistički značajne promene broja GAD67+ 

ćelija u SO, SP i SLM slojevima CA2 podregiona (D) u grupama Kont, Kont + Olz, IZ, IZ + Olz. 

Statistički značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s 

post-hoc testom jesu sledeće:* p < 0,05, ** p ≤ 0,01 poređenje uvek u odnosu na Kont grupu. 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM sa 5 do 6 pacova po grupi. Skala - 200 μm. 
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5.3.3. dCA3 podregion 

 

Reprezentativne mikrografije dCA3 podregiona sve četiri ispitivane grupe, sa označenim 

slojevima (SO, SP i SR) na Kont presecima, dobijene imunofluorescentnim bojenjem gde 

zeleni signal predstavlja PV+ ćelije (Slika 44 A), a crveni signal predstavlja GAD67+ ćelije 

(Slika 44 B). Statistički značajne promene broja PV+ i GAD67+ ćelija u SO, SP i SR 

slojevima podregiona dCA3, predstavljena je na Slici 44 (C, D). 

Zabeležen je statistički značajan efekat IZ (F1.19 = 13,59, p < 0,01; F1.18 = 15,99, p < 

0,001) u slojevima SP i SR, kao i značajan efekat Olz tretmana (F1.18 = 18,53, p < 0,001) u 

sloju SR za PV+ ćelije (Slika 44 C). Značajno smanjenje uočeno je u IZ + Olz grupi pacova u 

odnosu na Kont grupu (*** p ≤ 0,001) u slojevima SP i SR, kao i između IZ + Olz grupe i IZ 

grupe pacova (^^^ p < 0,001) u sloju SR (Slika 44 C). U sloju SO nije zabeležena statistička 

značajna promena između eksperimentalnih grupa (rezultati nisu prikazani), dok u sloju SLM 

nisu detektovane PV+ ćelije (rezultati nisu prikazani).   

Značajan efekat Olz (F1.19 = 11,80, p < 0,01; F1.19 = 6,84, p < 0,05) na broj GAD67+ 

ćelija zabeležen je u slojevima SO i SP (Slika 44 D). Značajno smanjenje broja ovih ćelija 

zabeleženo je u Kont grupi tretiranoj Olz u poređenju sa Kont grupom (* p < 0,05, * p ≤ 0,05) 

u slojevima SO i SP (Slika 44 D). Takođe, značajno smanjenje zabeleženo je u IZ + Olz grupi 

pacova u poređenju sa Kont grupom (* p < 0,05) i IZ grupom (^ p < 0,05) u sloju SO. 

Značajno smanjenje zabeleženo je i u IZ + Olz grupi pacova u poređenju sa IZ grupom (^ p < 

0,05) u SR sloju. Nisu pronađene statistički značajne promene u broju GAD67+ ćelija u sloju 

SLM (rezultati nisu prikazani).  
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Slika 44. Promene u broju PV+ i GAD67+ ćelija u slojevima dCA3 podregiona, nakon 

dugotrajne socijalne IZ i tretmana Olz. Reprezentativne mikrografije SO, SP, SR i SLM 

podregiona dCA3 dobijenje obeležavanjem PV+ ćelija (zeleni signal) (A) i GAD67+ ćelija (crveni 

signal) (B) u slojevima. Statistički značajne promene u broju PV+ ćelija u SP i SR slojevima (C) i 

GAD67+ ćelija (D) u SO, SP i SR slojevima dCA3 podregiona u Kont, Kont + Olz, IZ, IZ + Olz 

grupama. Statistički značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene 

Duncan’s post-hoc testom jesu sledeće: * p ≤ 0,05,* p < 0,05, *** p ≤ 0,001 poređenje uvek u odnosu 

na kontrolu; ^ p < 0,05, ^^^ p < 0,001 poređenje u odnosu na IZ grupe pacova. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM sa 5 do 6 pacova po grupi. Skala - 200 μm. 

 

5.3.4. dDG podregion 

 

Reprezentativna mikrografija dDG podregiona sve četiri ispitivane grupe, sa označenim 

slojevima (ML-GCL, H) na Kont presecima, dobijene su imunofluorescentnim bojenjem, 

zeleni signal predstavlja PV+ ćelije (Slika 45 A) a crveni signal GAD67+ ćelije (Slika 45 B). 

Statistički značajne promene broja PV+ ćelija u ML-GCL i H slojevima podregiona dDG, 

predstavljena je na Slici 45 C. 
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Zabeležen je statistički značajan efekat IZ (F1.19 = 8,81, p < 0,01; F1.18 = 27,42, p < 

0,001) na broj PV+ ćelija u slojevima ML-GCL i H. Značajno smanjenje uočeno je u IZ i IZ 

+ Olz grupi pacova u poređenju sa Kont grupom u sloju ML-GCL (* p < 0,05) i sloju H (** p 

< 0,01, *** p < 0,001) (Slika 45 C). Nisu zabeležene statistički značajne promene broja 

GAD67+ ćelija u slojevima dDG podregiona (rezultati nisu prikazani). 

 

 

Slika 45. Promene u broju PV+ i GAD67+ ćelija u slojevima dDG podregiona, nakon 

dugotrajne socijalne IZ i tretmana Olz. Reprezentativne mirkografije ML-GCL i H slojeva 

podregiona dDG, dobijenje obeležavanjem PV+ ćelija (zeleni signal) (A) i GAD67+ ćelija (crveni 

signal) (B) u slojevima. Statistički značajne promene broja PV+ ćelija ML-GCL i H (C) slojeva dDG 

podregiona u Kont, Kont + Olz, IZ, IZ + Olz grupama. Statistički značajne razlike između grupa 

dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s post-hoc testom jesu sledeće: * p < 0,05, 

** p < 0,01,*** p < 0,001, poređenje uvek u odnosu na Kont grupu. Rezultati su predstavljeni kao 

srednja vrednost ± SEM sa 5 do 6 pacova po grupi. Skala - 200 μm. 
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5.3.5. Broj PV+ i GAD67+ ćelija u podregionima dHIP 

 

Statistički značajne promene u broju PV+ ćelija u podregionima dCA1, CA2, dCA3, dDG 

prikazane su na Slici 46, kao i promene u broju GAD67+ ćelija u podregionima CA2 i dCA3. 

Pokazan je statistički značajan efekat IZ (F1.18 = 12,36, p < 0,01; F1.18 = 7,46, p ≤ 0,01; 

F1.19 = 14,69, p ≤ 0,001; F1.19 = 24,04, p < 0,001) u podregionima dCA1, CA2, dCA3 i dDG, 

kao i efekat Olz tretmana (F1.19 = 6,34, p < 0,05) u podregionu dCA3, na promene broja PV+ 

ćelija. Značajno smanjenje zabeleženo je kod IZ pacova i IZ + Olz grupi, u poređenju sa 

kontrolama u dCA1 (* p < 0,05), CA2 (* p < 0,05, ** p < 0,01), dCA3 (* p < 0,05, *** p < 

0,001) i dDG podregionima (*** p < 0,001, ** p < 0,01). Takođe, značajno smanjenjen u 

broju PV+ ćelija zabeleženo je u IZ + Olz grupi u poređenju sa IZ grupom (^ p < 0,05) u 

dCA3 podregionu.  

 Gledajući promene u broju GAD67+ ćelija u podregionima dCA1, CA2, dCA3 i dDG, 

zabeležen je značajan efekat kombinovanog delovanja IZ × Olz (F1.19 = 4,85, p < 0,05) u 

dCA1 podregionu i efekat Olz tretmana (F1.19 = 8,83, p < 0,01, F1.19 = 9,63, p < 0,01) u 

podregionima CA2 i dCA3. Takođe, značajno smanjenje zabeleženo je u Kont grupi tretiranoj 

Olz u poređenju sa Kont grupom (** p < 0,01) u podregionu CA2, kao i u IZ + Olz grupi 

pacova, u poređenju sa Kont (* p < 0,05) i IZ grupom (^ p < 0,05) u podregionu dCA3. Nisu 

zabaležene statistički značajne promene u broju GAD67+ ćelija u podregionima dCA1 i dDG 

(rezultati nisu prikazani).  

 

 

Slika 46. Promene broja PV+ ćelija u podregionima dCA1, CA2, dCA3 i dDG, kao i broja 

GAD67+ ćelija u CA2 i dCA3, u grupama: Kont, Kont+Olz, IZ i IZ+Olz. Statistički značajne 

razlike između grupa dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s post-hoc testom 

jesu sledeće: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 poređenje uvek u odnosu na Kont grupu; ^ p < 

0,05 poređenje u odnosu na IZ grupe pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM 

za 5 do 6 pacova po grupi.  
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 5.3.6. Procentualna promena u broju PV+ i GAD67 + ćelija 

 

Tabela 9 - Promena broja PV+ i GAD67+ ćelija podregiona dHIP i njihovih slojeva, u dorzalnom 

hipokampusu. 

 

U Tabeli 9 prikazana je procentualna promena u broju PV+ i GAD67+ ćelija u podregionima 

dHIP (dCA1, CA2, dCA3 i dDG) i u slojevima SO, SP, SR i SLM podregiona dCA1-3, kao i 

ML-GCL i H slojevima podregiona dDG između sledećih eksperimentalnih grupa pacova: 

Kont + Olz u odnosu na Kont; IZ u odnosu na Kont grupu; IZ + Olz u odnosu na IZ grupu. 

Kontrolne vrednosti su postavljene na 100% za podregione dCA1, CA2, dCA3, i dDG, kao i 

za odgovarajuće slojeve, individualno. Statistički značajne promene u broju PV+ i GAD67+ 

ćelija su sledeće: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 poređenje uvek u odnosu na kontrolu; 

^ p < 0,05, ^^ p < 0,01, ^^^ p < 0,001 poređenje uvek u odnosu na IZ pacove. 

 

 

PV+ ćelije 

 

Kont + Olz u 

odnosu na Kont 

IZ u odnosu na 

 Kont 

IZ + Olz  

u odnosu na IZ 

dCA1 

SO 

/ 

/ 

73% ↓* 

72% ↓* 

/ 

/ 

SP / 72% ↓* / 

SR / / / 

CA2 
SO 

/ 
/ 

74% ↓* 
/ 

/ 
/ 

SP / / / 

dCA3 

SO 
 

/ 

/ 

78% ↓* 

/ 

75% ↓^ 

/ 

SP / / / 

SR / / 45%↓^^^ 

dDG 
ML-GCL 

/ 
/ 

62%↓*** 
76% ↓* 

/ 
/ 

H / 54% ↓** / 
 

GAD67+ ćelije 

 

Kont + Olz u 

odnosu na Kont 

IZ  

u odnosu na Kont 

IZ + Olz  

u odnosu na IZ 

dCA1 

SO 

/ 

/ 

/ 

/ 

/ 

131% ↑^ 

SP / / 140%↑^^ 

SR / / / 

SLM / / / 

CA2 

SO 

75% 

↓** 

46% ↓** 

/ 

/ 

/ 

/ 

SP 79% ↓* / / 

SR / / / 

SLM 60% ↓** / / 

dCA3 

SO 

 

/ 

68% ↓* 

/ 

/ 

80% ↓^ 

65% ↓^ 

SP 82% ↓* / / 

SR / / 80% ↓^ 

SLM / /  

dDG 
ML-GCL 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

H / / / 



65 

 

5.4. Proteinska ekspresija Cu/Zn-SOD i KAT u citosolu hipokampusa pacova 

 

Promena proteinske ekspresije Cu/Zn-SOD i KAT u citosolnoj frakciji hipokampusa, u 

različitim grupama, predstavljena je na Slici 47 (A, B).  

Statističkom analizom rezultata dobijenih Western blot metodom uočen je značajan efekat 

kombinovanog delovanja IZ × Olz (F1.16 = 10,54, p < 0,01) na proteinsku ekspresiju Cu/Zn-

SOD u citosolnoj frakciji hipokampusa (Slika 47 A). Zabeleženo je značajno povećanje u 

proteinskoj ekspresiji Cu/Zn-SOD kod IZ pacova u poređenju sa Kont grupom (** p < 0,01) 

kao i značajno smanjenje u IZ + Olz grupi pacova u poređenju sa IZ (^^ p ≤ 0,01) (Slika 47 

A).  

U citosolnoj frakciji praćenjem proteinske ekspresije nivoa KAT, pokazan je značajan 

efekat IZ (F1.20  = 10,32, p < 0,01) i efekat kombinovanog delovanja IZ × Olz (F1.20 = 5,5, p < 

0,05). Socijalna izolacija značajno smanjuje proteinsku ekspresiju KAT u poređenju sa 

kontrolom (** p < 0,01), dok tronedeljni tretman Olz povećava IZ smanjenu proteinsku 

ekspresiju ovog enzima (^ p < 0,05) ka kontrolnim vrednostima (Slika 47 B).  

 

 

Slika 47. Proteinska ekspresija Cu/Zn-SOD (A) i KAT (B) u citosolnoj frakciji hipokampusa, 

grupa Kont, Kont + Olz, IZ, IZ + Olz. Na slici iznad grafika prikazani su reprezentativni 

imunoblotovi, dok sami grafici predstavljaju promene ekspresije dobijene kvantifikacijom 

imunoblotova i normalizacijom u odnosu na β-aktin. Statistički značajne razlike između grupa 

dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s post-hoc testom jesu sledeće (A) Cu/Zn-

SOD nivo proteina - ** p < 0,01 u poređenju sa Kont; ^^ p ≤ 0,01 u poređenju sa IZ grupom. (B) KAT 

nivo proteina - ** p < 0,01 u poređenju sa Kont grupom; ^ p < 0,05 u poređenju sa IZ grupom. 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM sa 5 do 6 pacova po grupi. 
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 5.5. Proteinska ekspresija IL-6 i SOCS3 u citosolu hipokampusa pacova 

 

Promena proteinske ekspresije IL-6 i SOCS3 u citosolnoj frakciji hipokampusa, u 

različitim grupama, predstavljena je na Slici 48 (A, B). 

U pogledu proteinske ekspresije IL-6, zabeležen je značajan efekat kombinovanog 

delovanja IZ × Olz tretmana (F1.16 = 6,17, p < 0,05). Značajno povećanje u IL-6 proteinskoj 

ekspresiji, zabeleženo je kod IZ pacova u poređenju sa Kont grupom (* p < 0,05) (Slika 48 

A).  

U pogledu ekspresije proteina SOCS3 zabeležen je značajan efekat Olz tretmana (F1.16 

= 5,35, p < 0,05) i efekat kombinovanog delovanja IZ × Olz tretmana (F1.16 = 5,91, p < 0,05). 
Statistički značajno povećanje u nivou proteinske ekspresije SOCS3 zabeleženo je u grupi IZ 

pacova u poređenju sa Kont grupom (** p ≤ 0,01), a značajno smanjenje u IZ + Olz grupi u 

poređenju sa IZ grupom pacova (^^ p < 0,01) (Slika 48 B).  

 

 

Slika 48. Proteinska ekspresija IL-6 (A) i SOCS3 (B) u citosolnoj frakciji hipokampusa, grupa 

Kont, Kont + Olz, IZ, IZ + Olz. Na slici iznad grafika prikazani su reprezentativni imunoblotovi, 

dok sami grafici predstavljaju promene ekspresije dobijene kvantifikacijom imunoblotova i 

normalizacijom u odnosu na β-aktin. Statistički značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć 

dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s post-hoc testom jesu sledeće. (A) IL-6 nivo proteina -* p < 

0,05 u odnosu na Kont grupu. (B) SOCS3 nivo proteina - ** p ≤ 0,01 u poređenju sa Kont grupom; ^^ 

p < 0,01 u poređenju sa IZ grupom. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM sa 5 do 6 

pacova po grupi. 
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5.6. Određivanje parametara oksidativnog stresa u citosolnoj frakciji jetre 

5.6.1. Sadržaj MDA i PKG u jetri pacova  

 

Lipidna peroksidacija određena je na osnovu sadržaja MDA u citosolnoj frakciji jetre (Slika 

49 A). Zabeležen je značajan efekat IZ (F1.20 = 31,14, p < 0.001) na povećanje nivoa MDA. 

Značajno povećanje u MDA sadržaju zabeleženo je u IZ +Olz grupi i IZ grupi (*** p < 

0,001) u poređenju sa Kont grupom (Slika 49 A). Takođe, može se primetiti da sam Olz 

tretman nije imao uticaja na MDA u jetri, s obzirom na to da je sadržaj MDA bio 

nepromenjen kod Kont tretiranih Olz u poređenju sa običnim kontrolama (p > 0,05). 

Rezultati nivoa PKG u citosolnoj frakciji jetre prikazani su na Slici 49 B. Zabeležen je 

značajan efekat IZ (F1.20 = 7,36, p < 0,05) na povećanje sadržaja PKG. (Slika 49 B). Značajno 

povećanje uočeno je u IZ grupi (* p < 0,05) u poređenju sa Kont grupom. Međutim, kod 

socijalno izolovanih životinja tretiranih Olz nije došlo do povećanja PKG sadržaja (p > 0,05). 

 

 

 

Slika 49. Nivo MDA (A) i sadržaj PKG (B) u citosolnoj frakciji jetre. Statistički značajne razlike 

između grupa dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s post-hoc testom jesu 

sledeće: (A) Sadržaj MDA: *** p < 0,001 u odnosu na Kont grupu (B) Sadržaj PKG: * p < 0,05 u 

odnosu na Kont grupu. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM sa 6 nezavisnih 

merenja u svakoj grupi. 

 

5.6.2. Određivanje enzimske aktivnosti SOD i KAT u jetri pacova 

 

Od statistički značajnih efekata zabeležen je efekat Olz tretmana (F1.16 = 106,42, p < 0,001) i 

IZ (F1.16 = 37,84, p < 0,001) kao i značajan efekat kombinovanog delovanja IZ × Olz 

tretmana (F1.16 = 11,10, p < 0,01) na SOD aktivnost u citosolu jetre. Značajno povećanje u 

aktivnosti SOD enzima zabeleženo je u Kont ili IZ grupi tretiranoj Olz u poređenju sa Kont 

grupom (*** p < 0,001) i IZ + Olz u poređenju sa IZ grupom (^^^ p < 0,001) (Slika 50 A). 

Zabeležen je značajan efekat IZ (F1.20 = 4,46, p < 0,05) i kombinovanog delovanja IZ 

× Olz tretmana (F1.20 = 15,50, p < 0,001) na aktivnost enzima KAT u jetri pacova. Značajno 

povećanje u aktivnosti enzima KAT zabeleženo je u IZ grupi u poređenju sa Kont grupom 
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(*** p < 0,001). Grupa IZ + Olz pokazala je značajno smanjenje u aktivnosti enzima KAT u 

poređenju sa IZ grupom (^^^ p < 0,001) (Slika 50 B). 

 

 

 

Slika 50. Aktivnost SOD enzima (A) i KAT enzima (B) u citosolnoj frakciji jetre. Statistički 

značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s post-hoc 

testom jesu sledeće: (A) aktivnost enzima SOD, *** p < 0,001 u odnosu na Kont grupu, kao i ^^^ p < 

0,001 u odnosu na IZ grupu (B) Aktivnost enzima KAT, *** p < 0,001 u odnosu na Kont grupu, kao i 

^^^ p < 0,001 u odnosu na IZ grupu. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM sa 5 do 6 

nezavisnih merenja u svakoj grupi. 

 

5.6.3. Određivanje nivoa proteinske ekspresije Cu/Zn-SOD i KAT u jetri pacova 

 

Zabeležen je značajan efekat Olz tretmana (F1.21 = 17,87, p < 0,001) na nivo proteinske 

ekspresije Cu/Zn-SOD enzima. Značajno povećanje proteinske ekspresije Cu/Zn-SOD 

zabeleženo je u obe grupe, Kont grupi tretiranoj Olz u poređenju sa Kont grupom (** p < 

0,01) i IZ + Olz grupi u poređenju sa IZ grupom (^ p < 0,05) (Slika 51 A). 

Analizom dobijenih imunoblotova pokazano je značajno smanjenje proteinske 

ekspresije KAT enzima u IZ + Olz grupi u poređenju sa IZ grupom (^ p < 0,05) (Slika 51 B) 
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Slika 51. Proteinska ekspresija Cu/Zn-SOD (A) i KAT (B) u citosolnoj frakciji jetre. Statistički 

značajne razlike između grupa dobijene uz pomoć dvofaktorske ANOVA praćene Duncan’s post-hoc 

testom jesu sledeće: (A) Cu/Zn-SOD proteinska ekspresija, ** p < 0,01, u odnosu na Kont grupu, ^ p 

< 0,05, u odnosu na IZ grupu (B) KAT proteinska ekspresija, ^ p < 0,05, u odnosu na IZ grupu. 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM sa 6 do 7 nezavisnih merenja u svakoj grupi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

6. Diskusija 

 

6.1. Antidepresivni i anksiolitički efekat olanzapina 

 

Pacovi izloženi dugotrajnoj socijalnoj IZ pokazali su ponašanje nalik depresivnom što je 

potvrđeno povećanjem vremena imobilnosti u testu prinudnog plivanja i smanjenom 

preferencijom saharoze u saharoznom testu. Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim 

istraživanjima koja su pokazala da pacovi izloženi dugotrajnoj socijalnoj IZ pokazuju 

ponašanje nalik depresivnom (Filipović i sar., 2022; Zlatković i sar., 2014a). Takođe, 

dugotrajna socijalna IZ pacova dovela je do ponašanja nalik anksioznom što je potvrđeno 

testom zakopavanja klikera (Perić i sar., 2017), kao i u testovima otvorenog polja (Đorđević i 

sar., 2012) i testom uzdignutog lavirinta (Đorđević i sar., 2015). 

Tronedeljni tretman Olz (7,5 mg/kg po telesnoj masi/dnevno) ublažio je simptome 

depresije i anksioznosti kod pacova izloženih šestonedeljnoj socijalnoj IZ što je potkrepljeno 

rezultatima prethodno navedenih testova ponašanja: test preferencije unosa zaslađenog 

rastvora, test prinudnog plivanja i test zakopavanje klikera, u kojima je pokazan 

antidepresivni i anksiolitički efekat tretmana Olz. Antidepresivna efikasnost Olz može biti 

jedna od glavnih strategija za povećanje efikasnosti terapije antidepresivima (Wang i Si, 

2013). Pokazana je veća efikasnost terapije koja koristi kombinaciju Olz i fluoksetina u 

lečenju terapijski rezistentne depresije adultnih pacijenata, u odnosu na monoterapiju 

(Croxtall i Scott, 2010). U pretkliničkim studijama na pacovima izloženim dugotrajnom 

blagom stresu pokazan je pozitivan efekat Olz u pogledu smanjenja anhedonije (Orsetti i sar., 

2007). Kliničke studije su pokazale da povećanje nivoa komplementarnog faktora H (engl. 
complement factor H, CFH) može predstavljati potencijalni biomarker anhedonije (Tang i 

sar., 2021), dok je smanjenje ovog faktora nakon dugotrajne upotrebe Olz zabeleženo u 

plazmi pacijenata obolelih od šizofrenije (Zhang i sar., 2023). Anksiolitička aktivnost Olz 

potvrđena je u studijama koje su koristile više testova za utvrđivanje anksioznog ponašanja 

kod pacova (Rogóz i Skuza, 2011; Sun i sar., 2010). Takođe, Olz se pokazao kao efikasan u 

otklanjanju anksioznih simptoma kod pacijenata obolelih od šizofrenije (Crapanzano i sar., 

2022).  

 

6.2. Efekat dugotrajne socijalne izolacije na ekspresiju c-Fos proteina u moždanim 

regionima 

 

Određivanje broja c-Fos+ ćelija u moždanim podregionima i regionima omogućava 

mapiranje moždanih regiona pogođenih stresom. IEGs, među kojima je c-fos nisu univerzalni 

markeri za aktivnost neurona jer se mogu naći i u glijskim ćelijama, kao što su astrociti 

(Groves i sar., 2018), mikroglija (Eun i sar., 2004) i oligodendrociti (Muir i Compston, 1996). 

Zbog svega navedenog, urađeno je istraživanje (Stanisavljević i sar., 2020) koje je pokazalo 

preklapanje signala između markera neurona NeuN (engl. neuronal nuclei) i c-Fos+ ćelija; 

dok između markera astrocita GFAP i c-Fos+ ćelija nije bilo preklapanja signala u ispitivanim 

moždanim regionima (Slika 52). Na osnovu navedenih kvalitativnih podataka nadalje u tekstu 

se govori o c-Fos, kao o markeru aktivnosti neurona. 
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Slika 52. Imunohistohemijsko bojenje c-Fos, markera astrocita (GFAP) i neurona (NeuN). 

Reprezentativne mikrografije CPu, AcbC, AcbSh, PVP, dCA1, CA2, dCA3 i LA/BL amig regiona i 

podregiona mozga pacova nakon bojenja c-Fos, GFAP i NeuN markera. Strelice ukazuju na c-Fos+ 

ćelije. Skala razmere - 50 µm. Slika preuzeta iz Stanisavljević i sar., 2020. 

 

Pokazano je da dHIP i vHIP ostvaruju različite aferentne i eferentne veze, kao i da 

imaju različite funkcije, tako što je dHIP više zaslužan za kognitivne funkcije dok je vHIP 

više odgovoran za obradu emotivnih informacija (Strange i sar., 2014). Kod pacova izloženih 

dugotrajnoj socijalnoj IZ i dHIP i vHIP pokazali su značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija 

(Slika 53), a na osnovu procentualne promene broja c-Fos+ ćelija pokazano je da je CA2 

osetljiviji u odnosu na druge podregione hipokampusa, izuzev dCA1. Podregion CA2 ima 

važnu ulogu u socijalnoj memoriji (Tzakis i Holahan, 2019) i anksioznosti (Insausti i sar., 

2023), stoga se disfunkcija CA2 podregiona može povezati sa mentalnim bolestima. Takođe, 

pokazano je da 30 minuta stresa imobilizacije povećava ekspresiju c-fos iRNK u dHIP 

(Guimarães i sar., 1993). Između hipokampusa i RSK zabeležene su direktne i indirektne 

veze, koje doprinose funkciji hipokampusa u formiranju memorije i učenju. Dugotrajna 

socijalna IZ pokazala je isti efekat u promeni broja c-Fos+ ćelija u oba ispitana podregiona 

RSK, RSGc i RSD (Slika 53). Takođe, značajno povećanje broja c-Fos+ ćelija je pokazano u 

RSK i dHIP i vHIP nakon socijalne IZ što može biti rezultat veza između ovih moždanih 

regiona, naročito između RSK i dCA1 podregiona i subikuluma (Cenquizca i Swanson, 2007) 
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Slika 53. Moždani podregioni/region (zelena 

boja) u kojima je dugotrajna socijalna IZ 

povećala broj c-Fos+ ćelija u poređenju sa 

Kont grupom 

što ujedno predstavlja i jedan od glavnih puteva za protok izlaznih informacija iz 

hipokampusa.  

Moždani region koji ima važnu ulogu u patofiziologiji šizofrenije i depresije je PFK 

(Koenigs i Grafman, 2009). Rezultati ove studije pokazuju da je mPFK aktiviran pod 

uticajem stresa dugotrajne IZ, povećanjem broja c-Fos+ ćelija u svim podregionima mPFK, u 

odnosu na Kont grupu (Slika 53). Ovaj rezultat potencijalno može da ukazuje na efekat 

socijalne IZ na radnu memoriju (Karimian i sar., 2015) i druge više moždane funkcije u 

kojima je PFK uključen. Od svih podregiona mPFK, IZ je pokazala najveći efekat u Cg1K, a 

najmanji u DPK podregionu, što može biti posledica velike osetljivosti prednje cingulatne 

kore zabeležene kod poremećaja raspoloženja (Drevets i sar., 2008).  

Amigdala ima važnu funkciju u regulaciji emotivnog i socijalnog ponašanja (Felix-

Ortiz i sar., 2016) i može biti uključena u patofiziologiju depresije (Sibille i sar., 2009). 

Povećan broj c-Fos+ ćelija u LA/BL kompleksu amigdala nakon dugotrajne IZ (Slika 53), 

pokazao je sličan obrazac u pogledu promena u broju c-Fos+ ćelija kao i dorzalni/ventralni 

hipokampus i mPFK, tj. kao moždani regioni sa kojima ostvaruje jake veze. Naročito je 

važna veza između BL dela amigdala i vCA1 podregiona koji čine neuronsku mrežu u 

regulaciju anksioznosti i socijalnog ponašanja (Yang i Wang, 2017). Značaj spomenute 

neuronske mreže podržavaju i rezultati ove doktorske teze koji su pokazali povećan broj c-

Fos+ ćelija u LA/BL amigdalama i vHIP kod IZ pacova koji su ispoljili anksiozno ponašanje. 

U pogledu broja c-Fos+ ćelija, IZ je ostvarila značajan efekat i u strijatumu. Ovaj 

rezultat može biti posledica zabeleženog efekta socijalnog stanja i uslova odgajanja na 

anatomiju i fiziologiju strijatuma kod primata i pacova (Báez-Mendoza i Schultz, 2013). 

Takođe, kod pacijenata obolelih od depresije zabeleženo je smanjenje zapremine strijatuma 

(Krishnan i sar., 1992). Najveći efekat IZ u pogledu aktivnosti neurona uočeni su u 

dorzalnom strijatumu (CPu), u odnosu na NAc (AcbC i AcbSh) (Slika 53), dok u samim 

delovima NAc nije bilo statistički značajnih razlika u pogledu broja c-Fos+ ćelija. NAc je 

uključen u procesuiranje motivacionih i emotivnih procesa. Obzirom da NAc ostvaruje 

glutamatne aferentne veze sa nekoliko moždanih regiona uključujući vHIP, mPFK, 

bazolateralno jedro amigdala i talamus (Bagot i sar., 2015), povećan broj c-Fos+ ćelija može 

biti posledica povećanog nivoa glutamata u ovim regionima nakon izloženosti dugotrajnoj 

socijalnoj IZ. 

 

Nakon dugotrajne socijalne IZ zabeležen 

je i povećan broj c-Fos+ ćelija u PVP jedru 

talamusa, regionu (Slika 53) koji je poznat po 

visokoj osetljivosti na različite vrste stresora 

(Behrendt, 2011), ukazujući na potencijalnu 

uključenost ovog moždanog dela u ponašanje 

nalik depresivnom i anksioznom. Povećan broj 

c-Fos+ ćelija pokazan je u amigdali, AcbC i 

AcbSh (NAc), bez statistički značajnih razlika 

između ovih podregiona/regiona, što 

potencijalno ukazuje na postojanje jake 

glutamatne veze između ovih moždanih delova 

(Haight i Flagel, 2014).  
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Takođe, povećan broj c-Fos+ ćelija u podregionima hipotalamusa (Slika 53), a to su 

DMHT i VMHT, može biti posledica snažnog prijemnog signala iz hipokampusa, naročito iz 

ventralnog (Sahay i Hen, 2007). Međutim, između samih podregiona hipotalamusa nije bilo 

značajnih procentualnih razlika u broju c-Fos+ ćelija, ali je zabeležena mnogo manja 

procentualna promena u broju c-Fos+ ćelija u odnosu na hipokampus, što samim tim ukazuje 

potencijalno na veću podložnost hipokampusa na efekte dugotrajne socijalne IZ, u odnosu na 

hipotalamus. 

U prethodnim radovima ispitivan je efekat i tronedeljne socijalne IZ na broj c-Fos+ 

ćelija u moždanim podregionima i regionima (Stanisavljević i sar., 2019a; Stanisavljević i 

sar., 2020). Povećan broj c-Fos+ ćelija nakon tronedeljne socijalne IZ zabeležen je u CPu, 

AcbSh, RSD, RSGc, dDG, PVP i LA/BL kompleksu amigdala, što se poklapa sa efektom 

šestonedeljne socijalne IZ i samim tim ukazuje na veliku osetljivost ovih moždanih delova na 

sam efekat blagog stresa kao što je socijalna IZ. Takođe, ovi rezultati ukazuju da se prethodno 

navedeni moždani delovi nisu prilagodili na efekat stresa socijalne IZ, već su i nakon šest 

nedelja pokazivali statistički značajno povećan broj c-Fos+ ćelija. 

 

6.3. Efekat dugotrajnog tretmana olanzapinom na ekspresiju c-Fos proteina u 

moždanim regionima 

 

Tretman Olz je smanjio broj c-Fos+ ćelija u svim podregionima dHIP, kao i vDG pacova 

izloženih dugotrajnoj socijalnoj IZ (Slika 54) i samim tim ukazao da je antidepresivni i 

anksiolitički efekat Olz potencijalno posredovan delovanjem na neurotransmisiju na nivou 

hipokampusa. Obzirom da je tretman Olz smanjio broj c-Fos+ ćelija samo u vDG (bez efekta 

smanjenja na ostale podregione vHIP), ovo može biti potencijalno povezano sa ulogom ovog 

podregiona u anksioznom poremećaju (Strange i sar., 2014), stoga ovaj efekat Olz možda 

ukazuje na njegov anksiolitički potencijal. Vezano za procentualnu promenu broja c-Fos+ 

ćelija, tretman Olz ostvario je različite efekte duž hipokampalnih podregiona, sa najvećim 

efektom smanjenja broja c-Fos+ ćelija na dorzalni CA deo (CA1, CA2, CA3), bez efekta 

smanjenja na vCA1 i vCA3 i sa vrlo sličnim efektom na ventralni i dorzalni DG. Podregion 

dCA3 se ističe najvećim procentualnim smanjenjem broja c-Fos+ ćelija, a ujedno se pokazao 

i kao mesto delovanja Olz na GABA neurotransmisiju, obzirom da je Olz tretman smanjio 

broj PV+ i GAD67+ ćelija u SR sloju ovog podregiona (Stanisavljević Ilić i sar., 2023). 

Novije istraživanje (Gao i sar., 2024) je pokazalo da Olz takođe utiče na neuronsku aktivnost 

i gama - oscilaciju CA3 podregiona. Sama gama - oscilacija važna je za komunikaciju 

između moždanih regiona što je od velike važnosti za memoriju i emocije i čiji poremećaj se 

često veže za mentalne bolesti (Guan i sar., 2022). Takođe, pokazano je da Olz poboljšava 

prostornu orijentaciju koja je usko vezana sa dHIP i smanjuje oštećenja hipokampalne 

memorije (Orsetti i sar., 2007). S obzirom da su dHIP i mPFK povezani neuronskim vezama 

smanjenje u broju c-Fos+ ćelija u mPFK (Slika 54) pod dejstvom Olz može biti povezano sa 

prethodno navedenim promenama u dHIP. Podregion mPFK u kojem je Olz tretman ostvario 

najveći efekat je Cg1K. Poremećaj u funkcionisanju cingulatnog korteksa, vrlo često je 

zabeležen kod šizofrenije, ali isto tako je cingulatni korteks ključni deo mozga u kojem 

antipsihotik risperidon ostvaruje svoj potencijalni efekat u lečenju depresivnih simptoma 

šizofrenije (Shen i sar., 2023). Stoga, možda, predstavlja i potencijalno mesto delovanja Olz 

kada su u pitanju njegovi antidepresivni efekti. Takođe, sličan obrazac u pogledu promena u 

broju c-Fos+ ćelija u dHIP i RSK proističe iz njihovih direktnih i indirektnih veza (Slika 54). 

Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Fujimura i kolega (Fujimura i sar., 2000), koji su 
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Slika 55. Moždani podregioni/regioni (zelena 

boja) u kojima je Olz tretman povećao broj c-

Fos+ ćelija u poređenju sa Kont grupom 

pacova 

Slika 54. Efekat Olz tretmana na broj c-Fos+ 

ćelija u moždanim podregionima/regionima 

IZ grupe pacova, u poređenju sa IZ grupom 

pacova 

pokazali da farmakološki efikasne doze Olz blokiraju Fos proteinsku ekspresiju i neurološke 

modifikacije u RSK kod ženki pacova koje su tretirane dizocilpinom, antagonistom NMDA 

receptora. Procentualne promene u broju c-Fos+ ćelija nisu pokazale statističku značajnu 

razliku između RSGc i RSD podregiona RSK.  

 

Obzirom na to, da je Olz smanjio broj c-

Fos+ ćelija u ispitivanim podregionima RSK, u 

svim podregionima mPFK i dHIP, kao i u vDG 

pacova koji su bili izloženi dugotrajnoj 

socijalnoj IZ, ovi rezultati ukazuju na značaj 

potencijalno terapeutskog efekta Olz u 

ponašanju nalik depresivnom i anksioznom. 

Nasuprot spomenutom efektu Olz, u 

podregionima kao što su vCA3, DMHT, ali i 

amigdale, CPu, AcbSh i PVP, tretman Olz nije 

smanjio broj c-Fos+ ćelija kod IZ pacova (Slika 

54). Tačnije, u vCA1, VMHT i AcbC, došlo je 

do zajedničkog delovanja Olz i IZ i povećanja 

broja c-Fos+ ćelija (Slika 54).  

 

 

 Kod kontrolnih pacova, tretman Olz povećao je broj c-Fos+ ćelija u vCA1, CPu i 

NAc, PVP, ispitivanim podregionima hipotalamusa i LA/BL kompleksu amigdala (Slika 55), 

ukazujući na potencijalni značaj ovih moždanih delova u antipsihotičkom efektu Olz. 

Procentualno najveći efekat Olz je ostvario u CPu i samim tim ukazao da je ovaj moždani deo 

potencijalno mesto njegovog delovanja. Studija Deutch i kolega (Deutch i sar., 1992) 

pokazala je da atipični antipsihotici (Klz i remoksiprid) ostvaruju regionalno specifičan 

efekat na strijatum, tako što je AcbSh mesto delovanja antipsihotika. Suprotno ovoj studiji, 

rezultati doktorske disertacije nisu pokazali statistički značajne razlike u broju c-Fos+ ćelija 

između podregiona NAc (AcbC, AcbSh), ukazujući da tretman Olz ne pokazuje regionalno 

specifičan efekat u NAc. Međutim, prema ranije objavljenim rezultatima, dugotrajni tretman 

Klz doveo je do povećanog broja c-Fos+ ćelija u podregionima mozga kontrolnih pacova i to 

dDG, subegionima RSK, PVP, LA/BL kompleksu amigdala, CPu i NAc (Stanisavljević i sar., 

2019a).  

 

Stoga se pretpostavlja da su talamus, 

amigdala i strijatum potencijalno zajednička 

mesta delovanja atipičnih antipsihotika Olz i Klz 

i ujedno potencijalna mesta u kojima oni 

ostvaruju svoje antipsihotične efekte. 
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Slika 56. Koronalni presek dHIP nakon bojenja jedara (DAPI, plavo) 

sa šematskim prikazom statistički značajnog efekta dugotrajne 

socijalne izolacije (IZ) na broj PV+ ćelija u poređenju sa kontrolom 

Različita distribucija c-Fos proteina u moždanim regionima imala bi značaj u 

mapiranju ciljnih mesta delovanja akutnog ili dugotrajnog tretmana Olz ili socijalne IZ, što je 

od važnosti za pojašnjavanje mehanizama i neuronskih mreža koje potencijalno leže u osnovi 

antidepresivnog i anksiolitičkog efekta Olz, ali i samog efekta socijalne IZ. Tačna uloga c-Fos 

proteina u nervnom sistemu još uvek nije dovoljno poznata, zbog velikog broja faktora koji 

utiču na njegovu ekspresiju. Ipak, c-Fos se koristi u životinjskim modelima još od 1990. 

godine i njegovo korišćenje kao markera aktivnosti ćelija još uvek je pouzdano i korisno 

(Aparicio i sar., 2022). Razumevanje mehanizma delovanja lekova u mozgu od gena pa do 

neuronskih mreža od velikog je značaja za razvoj novih agenasa koji bi delovali na CNS; 

stoga je c-Fos važan kao marker prilikom određivanja regiona mozga i pojedinačnih neurona 

na koje lek deluje i samim tim za otkrivanje potencijalnog mehanizma delovanja leka u 

mozgu (Sakurai, 2023). 

 

6.4. Efekat dugotrajne izolacije na promenu broja PV+ i GAD67+ ćelija u slojevima 

dorzalnog hipokampusa 

 

Šestonedeljna socijalna IZ smanjila je broj PV+ ćelija u podregionima dHIP i samim tim 

potvrdila prethodno objavljene rezultate (Filipović i sar., 2018; Perić i sar., 2019), bez 

statistički značajnih promena u broju GAD67+ ćelija (Slika 56). Smanjen broj PV+ ćelija u 

slojevima SO (72%) i SP (72%) podregiona dCA1, kao i u oba sloja dDG podregiona (ML-

GCL-76% i H-54%) (Slika 56) u poređenju sa kontrolnim grupama, može smanjiti GABA 

inhibiciju. Poremećaj u GABA transmisiji može dalje rezultirati u oštećenju kognitivnih 

funkcija, što potencijalno ukazuje na značaj PV+ ćelija za obavljanje kognitivnih radnji i 

njihovoj ulozi u patologiji mentalnih bolesti (Chamberlin i sar., 2023). Dobijeni rezultati 

ukazuju da šestonedeljna socijalna IZ ostvaruje najsnažnije efekte na nivou podregiona dDG. 

Međutim, efekat IZ ogleda se i u dCA1 podregionu, čiji su inhibitorni interneuroni važni za 

funkcionisanje radne prostorne memorije (Jeong i Singer, 2022), na koju snažan uticaj u 

pogledu oštećenja ima dugotrajna socijalna IZ kod odraslih (Zorzo i sar., 2019). Takođe, 

najveći broj PV+ interneurona upravo se i nalazi u slojevima SO i SP (CA podregiona), koji 

su u dCA1 podregionu očekivano najpogođeniji izolacijom. 

 

Smanjen broj PV+ 

ćelija može prouzrokovati 

povećano oslobađanje 

glutamata, koje vodi ka 

prekomernoj aktivaciji 

neurona, neurotoksičnosti 

(Zierhut i sar., 2013) i 

smanjenju inhibitorne 

sinaptičke transmisije, 

procesima koji oštećuju 

kognitivne radnje (Koh i 

sar., 2010). 
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Slika 57. Šematski prikaz efekta dugotrajne 

socijalne izolacije (IZ) na parametre 

antioksidativnog sistema (Cu/Zn-SOD, 

KAT) i inflamacije (IL-6, SOCS3) u 

hipokampusu, u poređenju sa kontrolnom 

grupom pacova 

Stoga su pacovi izloženi blagom dugotrajnom stresu pokazali smanjenu PV 

ekspresiju, što je doprinelo i oštećenju kognitivnih funkcija mozga (Calabrese i sar., 2017). 

Istraživanje Czéh i saradnika (Czéh i sar., 2015) pokazalo je da devet nedelja blagog stresa 

smanjuje broj PV interneurona za 20%-30% u CA podregionima dHIP. U rezultatima 

doktorske disertacije, smanjen broj ovih interneurona može biti povezan sa supresijom 

adultne neurogeneze pod uticajem stresa (Czéh i sar., 2002, 2001), obzirom da su oko 14% 

novostvorenih neurona u DG pacova ustvari GABA PV+ ćelije (Liu i sar., 2003), koje 

učestvuju u regulaciji adultne neurogeneze (Vaden i sar., 2020). Takođe, pokazano je da 

podregion DG ima važnu ulogu u samom procesu nastanka i razvoja bolesti kliničke 

depresije (Segi-Nishida i Suzuki, 2022). Dugo se u literaturi samo vDG vezivao za bolesti 

raspoloženja, međutim, u skorije vreme pokazano je i da sam dDG ima ulogu u regulaciji 

raspoloženja i da posebno njegova oštećenja doprinose razvoju bolesti depresije i 

anksioznosti (Sun i sar., 2023). Pored ostalog, razlog smanjenog broja PV+ ćelija može biti 

poremećaj u sazrevanju PV+ neurona ili smanjena proteinska ekspresija PV (ispod nivoa 

detekcije), ukoliko nije zabeležen gubitak neurona u hipokampusu. Ovaj rezultat podržan je 

podacima koji pokazuju da IZ ne dovodi do povećanja nivoa proteina kaspaze-3 (engl. 

caspase-3), koja ima centralnu ulogu u ćelijskoj apoptozi, u dHIP pacova (Filipović i sar., 

2011). Inhibitorna aktivnost PV interneurona, zahteva veliku količinu energije i veliki broj 

molekula citohroma c (Gulyás i sar., 2006), čime se ovi interneuroni izlažu potencijalno 

toksičnom efektu ROS-a, što može dovesti do poremećaja njihovog redoks potencijala (Kann, 

2016).  

 

Prethodna studija zabeležila je poremećaj 

u redoks regulaciji hipokampusa adultnih 

mužjaka socijalno IZ pacova (Perić i sar., 2017), 

koja bi mogla strukturalno da ošteti PV 

interneurone i utiče na smanjeni broj PV+ ćelija. 

Stoga, određivan je nivo proteinske ekspresije 

antioksidativnih enzima kao što su citosolni 

Cu/Zn-SOD i KAT u hipokampusu. 

Šestonedeljna socijalna IZ povećala je nivo 

proteinske ekspresije citosolnog enzima Cu/Zn-

SOD, a smanjila proteinsku ekspresiju KAT 

(Slika 57) što može doprineti pojačanom 

oksidativnom stresu. 

 

 

Samim tim, povećana aktivnost Cu/Zn-SOD ukazuje na zaštitu ćelija od oksidativnog 

stresa u hipokampusu. Povećan proteinski nivo Cu/Zn-SOD enzima može biti rezultat 

povećane proizvodnje radikala H2O2, kao i povećane produkcije supstrata za KAT. Tačnije, 

SOD katalizuje pretvaranje superoksidnih radikala u H2O2, koji zatim postaje supstrat za 

KAT. Na taj način, povećanje nivoa SOD može odražavati adaptivni odgovor organizma na 

pojačanu produkciju reaktivnih vrsta kiseonika i potrebu za njihovim efikasnijim 

uklanjanjem. Zabeleženo smanjenje u nivou proteinske ekspresije KAT može biti posledica 

nemogućnosti otklanjanja nagomilanog H2O2 što dovodi do povećanja oksidativnog stresa u 

hipokampusu. Oksidativni stres i inflamacija često deluju sinergijski u patogenezi različitih 
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bolesti, tačnije, ROS koje nastaju kao posledica oksidativnog stresa vrlo često oštećuju 

ćelijske komponente (proteini, lipidi i DNK) što dalje pokreće inflamacijski odgovor, koji 

zauzvrat može povećati proizvodnju ROS i doprineti patogenezi bolesti. Stoga, oksidativni 

stres je usko povezan sa inflamacijom i povećanom produkcijom interleukina (IL-6, IL-1) 

(Mittal i sar., 2014). Zabeleženo je da IL-6 posreduje gubitku PV-eksprimirajućih GABA 

interneurona (Dugan i sar., 2009). U skladu sa tim rezultatom zabeleženo je povećanje 

proteinskog nivoa IL-6 i SOCS-3 pod uticajem IZ u hipokampusu (Slika 57), bez bilo kakvog 

supresivnog efekta na negativnu povratnu spregu preko koje SOCS3 reguliše signalizaciju 

citokina. Slični rezultati su objavljeni u istraživanju Rossetti i kolega (Rossetti i sar., 2022) 

koji su objasnili da poremećaj negativne povratne sprege čija inhibicija zavisi od SOCS-3 

pod uticajem dugotrajnog blagog stresa, može biti prouzrokovana prekomernom aktivacijom 

IL-6-posredovane signalizacije koja dalje vodi do stvaranja oštećenog okruženja i odsustva 

adekvatnih fizioloških i adaptivnih reakcija. Takođe, povećanje proizvodnje IL-6 u mozgu 

pod patološkim okolnostima može potencijalno smanjiti adultnu neurogenezu u DG 

hipokampusa (Vallières i sar., 2002) , što ujedno može uticati na smanjenje broja PV+ ćelija 

u DG (Stanisavljević Ilić i sar., 2023). 

 

6.5. Efekat dugotrajnog tretmana olanzapinom kod IZ pacova na broj PV+ i GAD67+ 

ćelija u slojevima dorzalnog hipokampusa  
  

 

Za razliku od socijalne IZ, tretman Olz kod IZ pacova ostvario je statistički značajan efekat 

na broj GAD76+ ćelija u podregionima dCA1 (slojevi: SO i SP) i dCA3 (slojevi SO i SR) u 

poređenju sa IZ pacovima (Slika 58). Smanjenje u broju PV+ i GAD67+ ćelija zabeleženo je 

u SR sloju podregiona dCA3 (Slika 58). U suprotnosti sa ovim podregionom, povećan broj 

GAD67+ ćelija pronađen je u slojevima SO i SP podregiona dCA1 kod Olz tretiranih IZ 

pacova (Slika 58), što ukazuje na efikasnost Olz u pogledu povećanja inhibitorne sinaptičke 

neurotransmisije. Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima koji ukazuju da dugotrajni tretman 

antipsihotikom lurasidonom normalizuje smanjenu ekspresiju PV u dHIP indukovanu blagim 

stresom (Rossetti i sar., 2018). Takođe, antipsihotik Klz reguliše funkciju GABA 

interneurona u dHIP, tako što sprečava smanjenje u broju PV+ ćelija do kojeg je dovela IZ, u 

podregionima CA2, CA3 i DG (Filipović i sar., 2018). Zabeležen je i povećan broj GAD67+ 

ćelija u dHIP (podregioni: dCA1 (SO/SP/SR/SLM), CA2 (SLM) i dCA3 (SO, SR, SLM)) 

socijalno IZ pacova nakon tretmana antidepresivom tianeptinom (Perić i sar., 2019). Iako 

tretman Olz nije uspeo da vrati na kontrolni nivo smanjen broj PV+ ćelija u podregionima 

dCA1, CA2 i dDG do kojeg je dovela IZ, ovaj antipsihotik je sprečio dalji gubitak PV+ 

ćelija, izuzev u podregionu dCA3 i njegovom SR sloju, u poređenju sa samom IZ (Slika 58). 

Takođe, nije zabeležen statistički značajan efekat Olz na broj PV+ ćelija u podregionima 

dHIP, kod Kont pacova. Međutim, zabeležen je njegov efekat smanjenja broja GAD67+ 

ćelija CA2 podregiona (slojevi: SO, SP i SLM) i dCA3 (slojevi: SO i SP) Kont grupe pacova. 

S obzirom da je GAD67 odgovaran za sintezu GABA i održavanje bazalnog nivoa GABA, 

ovaj rezultat potvrđuje uključenost GABA transmisije u mehanizam delovanja antipsihotika. 

Sloj SR se definiše kao suprapiramidni sloj, u kojem se ostvaruju veze unutar samog CA3 

podregiona, kao i između podregiona CA3 i CA1 (Cappaert i sar., 2015). Tretman Olz je 

smanjio GABA inhibiciju u SR sloju, što potencijalno može da predstavlja negativan efekat 

ovog tretmana. Međutim, postoji mogućnost da je tretman Olz terapeutski efekat ostvario 

kroz druge kalcijum-vezujuće proteine kao što su kalretinin i kalbindin. Takođe, dCA3 

podregion ima važnu funkciju u regulaciji radne prostorne memorije (Gilber i Kesner, 2006), 
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Slika 58. Koronalni presek dHIP nakon bojenja jedara (DAPI, plavo) 

sa šematskim prikazom statistički značajnog efekta dugotrajnog 

tretmana olanzapinom na broj PV+ i GAD67+ ćelija kod izolovanih 

pacova (IZ + Olz) u poređenju sa izolacijom (IZ) 

Slika 59. Efekat dugotrajnog tretmana 

olanzapinom u izolaciji (IZ + Olz) na parametre 

antioksidativnog sistema (Cu/Zn-SOD, KAT) i 

inflamacije (IL-6, SOCS3) u hipokampusu, u 

poređenju sa IZ grupom pacova 

a sam tretman Olz pokazao se kao efikasan u ublažavanju indukovanih oštećenja prostorne 

memorije i neuropatoloških promena u hipokampusu (He i sar., 2005).  

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Olz je na nivou antioksidativne 

zaštite delovao suprotno uticaju IZ, 

odnosno smanjio je nivo proteinske 

ekspresije Cu/Zn-SOD i povećao nivo 

proteinske ekspresije KAT (Slika 59), 

ukazujući na mogućnost Olz da moduliše 

antioksidativni sistem odbrane, što može 

doprineti njegovom antioksidativnom 

potencijalu. Za razliku od lekova litijuma 

i valproinske kiseline, dugotrajni tretman 

Olz doveo je do neznatnog povećanja i 

lipidne peroksidacije i oksidacije 

proteina, u PFK kontrolnih pacova 

(Arslan i sar., 2023). Takođe, u 

životinjskom modelu za proučavanje 

šizofrenije, Olz je pokazao pozitivan 

potencijal u regulaciji oksidativnog 

oštećenja svojstvenog bolesti (Reyna i 

sar., 2023).  

Nivo SOCS3 proteina bio je smanjen nakon tretmana Olz, bez efekta na IL-6 (Slika 

59). Nedovoljno smanjenje IL-6 može da onemogući Olz da spreči smanjenje broja PV+ 

ćelija kod IZ pacova. Takođe, u jetri pacova izloženih dugotrajnoj socijalnoj IZ, tretman Olz 

nije pokazao anti-inflamacijski potencijal (Todorovi i sar., 2016) što se poklapa sa njegovim 

efektom i na nivo IL-6 u hipokampusu pacova. Pokazano je da Olz tretman dovodi do 

smanjenja nivoa proinflamacijskih citokina među kojima je IL-6 (Maes i sar., 1995; Müller i 

sar., 1997). Zabeleženo je i povećanje proinflamacijskih citokina u plazmi pacijenata obolelih 
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od šizofrenije, nakon upotrebe Olz, ali sa minimalno štetnim efektom ili bez efekta na sam 

mozak (Li i sar., 2019). Takođe, anti-inflamacijski potencijal Olz zabeležen je u 

hipokampusu pacova (Park i sar., 2023).  

Iako se atipični antipsihoptici, među kojima i Olz smatraju prvenstveno antagonistima 

receptora D2 i 5HT2, njihovi mehanizmi delovanja mogu delimično da obuhvate i GABA 

efekte, što potencijalno može doprineti njihovom kliničkom dejstvu. Istraživanja su pokazala 

da akutni tretman Olz kod pacova povećava nivo alopregnanolona - moćnog modulatora 

GABAA receptora (Marx i sar., 2000) i ima svojstva antagonista GABAA receptora (Lu i sar., 

2023). Takođe, dugotrajni tretman Olz ostvario je efekat u vidu smanjenja gustine GABAA 

receptora u hipokampusu (Farnbach-Pralong i sar., 1998) i povećanja ekspresije GAD enzima 

u talamusu (Sakai i sar., 2001). Stoga je potrebno dodatno ispitati efekat Olz na GABA 

neurotransmisiju kao potencijalni mehanizam njegovog delovanja i njihovu vezu u mentalnim 

bolestima. 
 

6.6. Efekat olanzapina i izolacije na markere oksidatvnog stresa: MDA i PKG u jetri 

 

Relativno skorašnji rezultati zasnovani na ispitivanju efekata Olz na hepatocite IZ pacova 

pokazali su da je citotoksični efekat Olz povezan sa mitohondrijskim/peroksizomskim 

oštećenjima nakon iniciranja oksidativnog stresa od strane leka (Eftekhari i sar., 2016). 

Međutim, rezultati pokazuju da je Olz tretman smanjio oksidativni stres izazvan IZ tako što je 

povratio antioksidativnu odbranu uz pomoć enzima SOD i KAT, bez efekta na MDA i PKG. 

Svakako, neslaganje sa prethodnim rezultatima može da proističe i iz razlika u model 

sistemima i dozama korišćenog antipsihotika.  

Lipidna peroksidacija je vrlo štetna obzirom da propratno oštećuje i proteine i da je 

povezana sa mnogim patološkim stanjima među kojima su i bolesti nervnog sistema, pa i 

sama depresija. Slobodni radikali kiseonika mogu da oštete ćeliju kroz lipidnu peroksidaciju 

ćelijske membrane tako što produkuju adlehid peroksid - MDA, koji se najčešće koristi kao 

marker lipidne peroksidacije (Ciobica i sar., 2011). Krajnji produkt lipidne peroksidacije - 

MDA koristi se kao indikator oksidativnog stresa u kliničkim studijama (Padurariu i sar., 

2010). U literaturi je upotreba Olz u životinjskim modelima često povezana sa oštećenjima 

jetre (Isaacson i sar., 2020) i poremećajem lipidnog metabolizma (Chen i sar., 2018). 

Međutim, mnogo je ređe zabeležena klinička hepatotoksičnost nakon upotrebe Olz (Larrey i 

Ripault, 2013). Takođe, prethodna studija zabeležila je povećanu lipidnu peroksidaciju samo 

kod pacova tretiranih haloperidolom koji spada u tipične antipsihotike, ali ne i kod pacova 

tretiranih atipičnim antipsihoticima (Padurariu i sar., 2010; Parikh i sar., 2003). Dobijeni 

rezultati pokazali su povećanje MDA nivoa u citosolu jetre kod IZ (Slika 60 A) i IZ + Olz 

pacova u odnosu na kontrolnu grupu, što ukazuje na povećanje oksidativnog stresa od strane 

IZ. Prethodni rezultati pokazali su da tri nedelje IZ povećavaju nivo azot oksida (engl. 

nitrogen-oxid, NO) u jetri, što delimično doprinosi toksičnom efektu na jetru (Zlatković i sar., 

2014b). Formiranje peroksinitrita reakcijom između O2•– i NO (Pacher i sar., 2007) može 

dovesti do ćelijske toksičnosti i povećanja lipidne peroksidacije (Squadrito i Pryor, 1995). 

Takođe, istraživači Zafir i Banu (Zafir i Banu, 2007), koristeći stres imobilizacije kao model 

sistem, pronašli su povećanu peroksidaciju lipida u jetri stresiranih pacova. 

 

Kao marker oksidativnog stresa vrlo često se koriste i PKG, koji predstavljaju 

parametre oksidacije proteina. Promene proteina imaju važnu ulogu u mentalnim bolestima 

(Dalle-Donne i sar., 2003; Dietrich-Muszalska i sar., 2012). Povišen sadržaj PKG u jetri 
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Slika 60. Šematski prikaz efekta izolacije (IZ) u poređenju sa kontrolom (A) i efekta dugotrajnog 

tretmana olanzapinom (Olz) kod IZ pacova (IZ + Olz) u poređenju sa IZ grupom pacova (B) na 

markere oksidativnog oštećenja (MDA, PKG) u jetri pacova. 

pacova nakon šest nedelja IZ može rezultirati oštećenjem ćelijskih proteina od strane ROS 

radikala. Merenje nivoa PKG može imati određene prednosti u odnosu na druge markere 

oksidativnog stresa, kao što su: rano formiranje, stabilnost i pouzdanost karbonilnih 

produkata proteina i njihov duži poluživot (Dalle-Donne i sar., 2003; Noeman i sar., 2011). 

Takođe, sadržaj PKG u jetri pokazao je pozitivnu korelaciju sa sadržajem MDA grupa nakon 

stresa kod IZ pacova (Slika 60 A). Povećanje lipidne i proteinske oksidacije u jetri IZ pacova 

može biti povezano sa sličnim oksidativnim promenama u mozgu (Zlatković i sar., 2014a).  

Lipidna peroksidacija se dovodi u vezu i sa bolestima metabolizma, a vrlo često se i 

za samu upotrebu leka Olz kao nuspojava veže metabolički poremećaj. Dugotrajni tretman 

Olz kod IZ pacova nije pokazao statistički značajan efekat u pogledu smanjenja markera 

oksidativnog oštećenja ni proteina, a ni lipida (Slika 60 B). Međutim, nije doveo ni do 

njihovog povećanja u odnosu na samu IZ. MDA povećanje koje je zabeleženo kod Olz 

tretiranih IZ pacova, u odnosu na kontrolnu grupu najverovatnije potiče od stresa IZ, ne od 

samog Olz. Studija Martinsa i kolega (Martins i sar., 2008) pokazala je da u mozgu pacova 

tretman Olz za razliku od drugih antipsihotika nije izazvao ni oksidaciju proteina, ni lipidnu 

peroksidaciju. Takođe, često je zabeleženo da kod pacijenata obolelih od šizofrenije 

antipsihotici novije generacije, među kojima i sam Olz smanjuju lipidnu peroksidaciju 

(Caruso i sar., 2020). 

 

 

 

 

6.7. Uticaj tretmana olanzapinom i dugotrajne izolacije na antioksidativni sistem jetre 

 

Kako bi se odredio oksidativni stres u organizmu, često se meri njegov antioksidativni sistem 

odbrane i ključni enzimi poput SOD i KAT. Kao što je prethodno već spomenuto, SOD ima 

ulogu u “hvatanju” O2•– tako što ga prevodi u molekul O2 i H2O2. Glavni izvor 

superoksidnog anjona kiseonika je citohrom P450, enzim koji ima važnu ulogu u 

metabolizmu Olz (Urichuk i sar., 2008), kao i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

(redukovani oblik) (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) oksidaza 

lokalizovana u Kupferovim i zvezdastim ćelijama jetre (Mortezaee, 2018). Aktivnost SOD u 

grupi IZ pacova ne pokazuje statistički značajne promene što se poklapa sa nepromenjenom 

proteinskom ekspresijom Cu/Zn-SOD pod istim uslovima stresa. Aktivnost totalnog SOD u 

poređenju je sa proteinskom ekspresijom Cu/Zn-SOD zbog činjenice da ova forma enzima 
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čini oko 90% od ukupnog SOD enzima (Weydert i Cullen, 2010) sa najvećom zastupljenošću 

u citosolnoj frakciji ćelija (Okado-Matsumoto i Fridovich, 2001), stoga najviše i doprinosi 

aktivnosti totalnog SOD enzima. 

U citosolnoj frakciji jetre nakon dugotrajnog stresa IZ zabeležena je nepromenjena 

GPx aktivnost koja ne odgovara njegovoj povećanoj proteinskoj ekspresiji, što ukazuje 

potencijalno na nedostatak efikasnosti GPx odgovara (Todorović i sar., 2016). Nepromenjena 

aktivnost enzima SOD (Slika 61 A) i GPx nakon dugotrajnog stresa IZ može dovesti do 

nakupljanja radikala kiseonika i ujedno oksidativnog stresa. Takođe, stanje oksidativnog 

stresa može biti pogoršano i gomilanjem NO, jer je pokazano da IZ povećava ekspresiju 

inducibilne forme NO u jetri (Todorović i sar., 2016), što dalje vodi ka produkciji O2•– uz 

pomoć lanca elektronskog transporta mitohondrija (Boveris i Cadenas, 2000). Nagomilavanje 

O2•– može doprineti lipidnoj peroksidaciji koja je zabeležena u vidu povećanja MDA. 

Takođe, kao što je već spomenuto, NO može da reaguje sa O2•– rezultirajući u formiranju 

peroksinitrita (Pacher i sar., 2007), koji potencijalno može da inhibira SOD aktivnost 

(MacMillan-Crow i sar., 1998) i dovede do redukcije nivoa GSH (Kamat, 2006). Smanjenje 

nivoa GSH i aktivnosti glutation reduktaze, koje je takođe zabeleženo u citosolnoj frakciji 

jetre IZ pacova (Todorović i sar., 2016) može dovesti do gomilanja H2O2 i drugih ROS, koji 

dalje mogu da suprimiraju aktivnost antioksidativnih enzima (Pigeolet i sar., 1990). 

Ekspresija SOD je pod kontrolom NF-κB (Meyer i sar., 1993) čija povećana aktivnost je 

zabeležena u jetri IZ pacova (Todorović i sar., 2016). Međutim, jedarna translokacija NF-κB 

očigledno nije bila propraćena povećanjem proteinske ekspresije Cu/Zn-SOD ili aktivnošću 

SOD enzima. Nepromenjena ekspresija Cu/Zn-SOD može da proističe iz regulacije drugih 

transkripcionih faktora kao što je GR, obzirom da je zabeleženo da glukokortikoidi preko GR 

regulišu proteinsku ekspresiju Cu/Zn-SOD (Kim i sar., 1994). Takođe, nepromenjena 

proteinska ekspresija Cu/Zn-SOD može biti rezultat poremećaja u funkcionisanju HHA 

osovine, tačnije, poremećaja u jedarno-citoplazmatskom premeštanju GR u jetri pacova 

izloženih dugotrajnoj izolaciji (3 nedelja) (Filipović i sar., 2008) gde nepotpuno premeštanje 

citosolnog GR u jedro i njegovo zadržavanje u citolosu može da spreči aktiviranje promotora 

za Cu/Zn-SOD. Takođe, rezultati su pokazali i povećanu aktivnost enzima KAT nakon stresa 

IZ (Slika 61 A). Ovaj enzim zajedno sa GPx enzimom sprečava prekomerno nagomilavanje 

H2O2 i ujedno štiti ćelije od štete koju peroksidaze nanose. Povećana aktivnost KAT, nivoa 

PKG i MDA samo potvrđuje prisustvo visoke produkcije ROS-a, tj. prisustvo oksidatvnog 

stresa u jetri IZ pacova. KAT je najzastupljeniji enzim u jetri i njegova povećana aktivnost 

nakon IZ može potencijalno biti uslovljena visokom koncentracijom H2O2 koja mora da se 

ukloni. 

Olz tretman je kod IZ pacova povećao aktivnost SOD enzima, u poređenju sa IZ 

pacovima, što je bilo u saglasnosti sa njegovom proteinskom ekspresijom (Cu/Zn-SOD) 

(Slika 61 B). Povećanje u proteinskoj ekspresiji Cu/Zn-SOD i aktivnosti SOD enzima kod 

kontrolnih pacova tretiranih Olz ili IZ + Olz pacova, ukazuje samo na potencijalni uticaj 

antipsihotika na antioksidativni sistem odbrane. Takođe, postoje literaturni podaci koji 

pokazuju antioksidativni potencijal Olz kroz povećanje aktivnosti SOD enzima (Li i sar., 

1999; Wei i sar., 2003). Tronedeljni tretman Olz je smanjio aktivnost KAT enzima u IZ grupi 

pacova, što je bilo u skladu sa proteinskom ekspresijom KAT enzima (Slika 61 B). Smanjenje 

KAT aktivnosti kod IZ + Olz pacova u poređenju sa IZ pacovima (kod kojih je povećana 

aktivnost KAT enzima) možda predstavlja efikasnu odbranu antipsihotika od IZ indukovanog 

oksidativnog stresa.  
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Slika 61. Šematski prikaz značajnog efekta izolacije (IZ) u poređenju sa kontrolom (A) i efekta 

dugotrajnog tretmana olanzapinom kod IZ pacova (IZ + Olz) u poređenju sa IZ grupom pacova (B) na 

parametre antioksidativnog sistema (SOD, KAT, Cu/Zn-SOD) u jetri pacova 

Zabeleženi efekti dugotrajnog tretmana Olz u jetri IZ pacova mogu biti važni za 

proučavanje bolesti jetre koje su povezane sa oksidativnim stresom (Li i sar., 2015) kao i sa 

mentalnim bolestima koje su povezane sa stresom, obzirom da ovaj antipsihotik aktiviraju 

enzimi jetre (Urichuk i sar., 2008). Rezultati dobijeni iz tkiva jetre ukazuju da Olz ima 

potencijala u smanjenju oksidativnog stresa izazvanog IZ. 
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7. Zaključci 

 

Na osnovu analize dobijenih rezultata, u skladu sa postavljenim ciljevima izvedeni su sledeći 

zaključci: 

• Dugotrajna IZ pacova u trajanju od 6 nedelja dovela je do: 

 

1. Razvoja ponašanja nalik depresivnom i anksioznom; 

2. Povećanja broja c-Fos+ ćelija u podregionima dHIP i vHIP, mPFK, RSK, LA/BL 

kompleksu amigdala, PVP, DMHT i VMHT, strijatumu; 

3. Smanjenja u broju PV+ ćelija u SO i SP slojevima dCA1 i oba sloja dDG (ML-

GCL, H), podregiona dHIP; 

4. Promena enzimske antioksidativne zaštite (povećanjem zastupljenosti enzima 

Cu/Zn-SOD i smanjenjem KAT na proteinskom nivou) 

5.  Porasta zastupljenosti proinflamacijskog citokina IL-6 i njegovog regulatora 

SOCS3 na proteinskom nivou u hipokampusu; 

6. Pojave oksidativnog stresa u jetri, pokazanog kroz porast produkata lipidne 

peroksidacije (MDA) i karbonilacije proteina (PKG), a koje je praćeno porastom 

aktivnosti KAT; 

 

• Tronedeljni tretman olanzapinom tokom poslednje 3 nedelje dugotrajne IZ doveo je 

do: 

 

1. Izostanka razvoja ponašanja nalik depresivnom i anksioznom; 

2. Smanjenja broja c-Fos+ ćelija u podregionima dHIP, ventralnom DG, RSK i 

mPFK; 

3. Povećanja u broju GAD67+ ćelijama u slojevima SO i SP podregiona dCA1, ali i 

do smanjenja broja GAD67+ ćelija u slojevima SO i SR podregiona dCA3, IZ 

pacova, dok nije uticao na smanjeni broj PV+ ćelija u slojevima SO i SP 

podregiona dCA1 i oba sloja podregiona dDG u dHIP, izuzev sloja SR u dCA3; 

4. Ponovnog uspostavljanja fizioloških vrednosti na nivou proteinske ekspresije 

komponenti antioksidativne zaštite Cu/Zn-SOD i KAT u hipokampusu; 

5. Smanjenja nivoa proteinske ekspresije SOCS3 u hipokampusu, ali bez uticaja na 

promenu proteinske ekspresije IL-6; 

6. Porasta proteinske ekspresije, kao i enzimske aktivnosti Cu/Zn-SOD, a smanjenja 

kod KAT u jetri, dok nije doveo do smanjenja PKG i MDA, ali je sprečio dalje 

povećanje u odnosu na samu IZ.  

Iz svega prethodno navedenog, izveden je i sledeći opšti zaključak: 

Rezultati ove doktorske disertacije potvrđuju validnost životinjskog modela 

dugotrajne socijalne izolacije adultnih pacova u istraživanju patofizioloških mehanizama koji 

leže u osnovi depresije. Uočene promene u pogledu povećanja broja c-Fos+ ćelija u 

moždanim regionima uključenim u odgovor na dugotrajni stres, disregulacije na nivou GABA 

signalizacije u dHIP pacova, kao i pojave oksidativnog stresa i inflamacije u hipokampusu 

zajednički doprinose etiopatogenezi simptoma nalik depresivnim i anksioznim. S druge 

strane, Olz tretman kod IZ pacova doveo je do smanjenja broja c-Fos+ ćelija u navedenim 

moždanim regionima, delimične normalizacije na nivou GABA signalizacije u dHIP i 

smanjenja parametara oksidativnog stresa u hipokampusu, čime po svemu sudeći doprinosi 

antidepresivnom i anksiolitičkom delovanju pokazanom na nivou ponašanja. Iako je u 

brojnim pretkliničkim i kliničkim studijama Olz pokazao značajan potencijal u lečenju 
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mentalnih bolesti, tokom njegove primene zabeležen je značajan broj nuspojava. Zbog toga je 

neophodno nastaviti istraživanja molekulskih mehanizama koji leže u osnovi terapeutskih 

efekata Olz kod depresije i anksioznosti. 
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