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1. UVOD



1.1. SEROTONIN U ORGANIZMU SISAVACA

Serotonin (5-hidroksitriptamin, SHT) je biogeni monoamin koji djeluje na velik broj
fizioloskih funkcija, kao $to su kardiovaskularna regulacija, disanje i termoregulacija, kao i na
razli¢ite vrste ponaSanja, ukljucujuci regulaciju cirkadijanih ritmova (npr. ciklusa spavanja i
budnosti), apetita, agresije, seksualnog ponasanja, osjetljivosti na bol i kognitivnih funkcija
kao Sto su paméenje i ucenje (Lucki, 1998). Nadalje, poremecaji funkcije serotoninskog
sustava povezuju se s pojavama nekih psihickih bolesti, kao Sto su depresija, ovisnosti, razne
vrste anksioznih poremecaja, shizofrenija, anoreksija nervoza, te s osobinama licnosti kao $to

su agresivnost, impulzivnost ili poremecaj paznje.

U srediSnjem ziv€anom sustavu, serotonin se sintetizira u podrucju jezgara rafe koje se
nalaze u mozdanom deblu. Jezgre rafe ¢ini devet grupa tijela neurona, oznacenih kao B-Bo.
Vecina ovih neurona su serotonergicni neuroni, koji odasilju projekcije u gotovo sve dijelove
mozga. Grupe B;-Bs ¢ine tzv. kaudalni sustav serotonergi¢nih neurona, koji odaSilje
projekcije u kraljezni¢nu mozdinu, dok grupe B¢-Bg Cine rostralni serotonergi¢ni sustav koji
Salje projekcije u veliki mozak. Medu njima, najvece su grupe Bg 1 B7, koje se nazivaju i
dorzalne jezgre rafe te Bg, tzv. medijane jezgre rafe (Jacobs i Azmitia, 1992, Feldman 1 sur.,
1997, Gaspar i sur., 2003). Ukupan broj serotonergi¢nih neurona relativno je malen — u
Stakora ih je oko 20 000, u usporedbi s ukupno oko 10" neurona u sredi§njem Zivéanom
sustavu, medutim, serotonergi¢ni neuroni odaSilju vrlo gustu mrezu aksona koji inerviraju

gotovo sva podru¢ja mozga kao i kraljezni¢énu mozdinu (Gaspar i sur., 2003, v. sliku 1.1.).
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Slika 1.1. Serotonergi¢ne jezgre i njihova projekcijska podrucja u mozgu Stakora (prema
Feldman i sur., 1997)



U mozgu sisavaca, serotoninska vlakna pojavljuju se medu prvima u razvoju Ziv€anog
sustava 1 inerviraju korteks od samog pocetka formiranja mozga (Azmitia, 1999). U Stakora,
prvi serotonergic¢ni neuroni pojavljuju se ve¢ 12. embrionalnog dana, kad se pocinju razvijati
jezgre rafe. Istovremeno se razvijaju i projekcije ovih neurona u druga podru¢ja mozga
(Lauder, 1995), te zapocinje ekspresija serotoninskih receptora. Medu prvima se pojavljuju
SHT-1A, 5HT-1B i SHT-2B receptor, dok se SHT-2A i SHT-2C receptori eksprimiraju nesto
kasnije (Gaspar i sur., 2003). Serotonin igra jednu od glavnih uloga u razvoju plasti¢nosti
mozga djelovanjem na funkciju neurona, njihovo sazrijevanje, proliferaciju i apoptozu
(Azmitia, 2001). Izmedu ostalog, serotonin potice glija-stanice na lucenje faktora rasta S-
100B 1 time stimulira rast ziv€anih vlakana te sudjeluje u odrzavanju citoskeleta neurona

(Whitaker-Azmitia, 2001; Azmitia, 2007).

Serotonin se sintetizira iz aminokiseline L-triptofana, koji se djelovanjem enzima triptofan-
hidroksilaze prevodi u 5-hidroksitriptofan, a potom, djelovanjem dekarboksilaze aromatskih
aminokiselina, u 5-hidroksitriptamin. Ovaj proces odvija se samo u stanicama koje sadrZe
triptofan-hidroksilazu, a to su, u prvom redu, serotonergi¢ni neuroni u jezgrama rafe
mozdanog debla te, na periferiji, enterokromafine stanice tankog crijeva. U razgradnji
serotonina glavnu ulogu ima enzim monoamin-oksidaza, ¢ijim djelovanjem nastaje 5-
hidroksiindolacetaldehid. On se najve¢im dijelom posredstvom aldehid-dehidrogenaze
prevodi u kona¢ni metabolit serotonina, 5-hidroksiindol-octenu kiselinu (SHIAA, v. sliku

1.2).
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Slika 1.2. Sinteza 1 razgradnja serotonina

Aktivnost serotoninskog sustava u mozgu ovisna je o tri razli¢ita mehanizma: (1) sintezi i
razgradnji serotonina, Sto reguliraju sintetski enzim triptofan-hidroksilaza i razgradni enzim,
monoamin-oksidaza; (2) povratnom unosu serotonina iz sinapticke pukotine u presinapticki
neuron, Sto regulira serotoninski prijenosnik; i (3) funkciji 1 gustoéi serotoninskih receptora
(Popova, 2006). Od svega navedenog, serotoninski receptori posebno su interesantni, buduci

da oni posreduju ucinke serotonina.

1.2. SEROTONINSKI RECEPTORI

Postojanje receptora za serotonin prvi su ustanovili Gaddum i Picarelli (1957) koji su u
tankom crijevu sisavaca opisali dva tipa receptora: tzv. D- i M-receptor. Ubrzo su uslijedile
mnoge farmakoloske studije pomocu tehnika receptorskog vezivanja, koje su pokazale da je
broj razli¢itih serotoninskih receptora znatno vec¢i. Klasifikacija serotoninskih receptora
mijenjala se s novim otkri¢ima tijekom 80-tih 1 90-tih godina proslog stolje¢a, da bi danas
vazeca nomenklatura razlikovala petnaest razli¢itih receptora (Green, 2006). Prema svojim
farmakoloSkim svojstvima, aminokiselinskom slijedu, genskoj strukturi i mehanizmima
prijenosa signala, serotoninski receptori grupiraju se u sedam obitelji, koje se oznacavaju
brojevima od SHT-1 do SHT-7. Osim 5HT-3 receptora, koji su ionski kanali, svi ostali SHT

receptori su metabotropni, tj. djeluju putem gvanin-nukleotid vezujuéih proteina (G-proteina;



Raymond i sur., 2001). Po osnovnoj strukturi, sli¢ni su ostalim receptorima povezanim s G-
proteinima (engl. G-protein-coupled receptors, GPCR): to su integralni membranski proteini
sa sedam hidrofobnih transmembranskih domena, tri unutarstanic¢ne i tri izvanstanicne petlje.
Amino-kraj orijentiran je prema izvanstanicnom prostoru, dok je karboksilni kraj orijentiran

prema citoplazmi (slika 1.3.).

SHT receptor

sinapticka
pukotina

amino (N) kraj

postsinapticka
membrana

karboksilni (C) kraj : G-protein

Slika 1.3. PoloZaj metabotropnog serotoninskog receptora u stani¢noj membrani (izvor:
www.cnsforum.com)

Metabotropni SHT receptori mogu se, nadalje, grupirati u Cetiri grupe prema glavnim
drugim glasnicima: SHT-1 receptori (povezani s Go/Gal, proteinima i inhibicijom adenilat-
ciklaze), SHT-2 receptori (povezani s Gog proteinima i aktivacijom fosfolipaze C; SHT-2A,
5HT-2B, 5HT-2C), grupa 5HT-4, SHT-6 i SHT-7 receptora (povezani s Gs proteinima i
aktivacijom adenilat-ciklaze); te Sht-5 receptori Ciji mehanizam djelovanja jo§ nije u
potpunosti razjasnjen (Bockaert i sur., 2006b; Raymond i sur., 2001, slika 1.4.)

Istrazivanja regulacije 1 funkcije SHT receptora dovela su u novije vrijeme do otkri¢a
proteina povezanih s SHT receptorima (engl. SHT receptor-associated proteins, FRAP), a koji
upravljaju unutarstanicnom raspodjelom SHT receptora, posreduju u prijenosu signala i
sudjeluju u desenzitizaciji SHT receptora. Zajedno s SHT receptorima, FRAP ¢ine strukturno-

funkcionalne proteinske komplekse zvane receptosomi (Xia 1 sur., 2006).



Obitelj SHT-1 receptora sastoji se od 5 ¢lanova, imenovanih SHT-1A, SHT-1B, SHT-1D,
Sht-1E 1 5ht-1F (nekadasnji SHT-1C nakon novijih istrazivanja uvrSten je u grupu SHT-2
receptora). Od nabrojanih, funkcija SHT-1A, SHT-1B 1 SHT-1D receptora dokazana je u
raznim tkivima iz razli¢itih vrsta, dok su geni za Sht-1E i 5ht-1F receptore klonirani, ali
njihova funkcija jo$ nije utvrdena, zbog ¢ega se ovi receptori jo§ uvijek obiljezavaju malim
slovom (Lanfumey i Hamon, 2004). Svima je zajedni¢ki mehanizam djelovanja preko Gjo-
proteina 1 inhibicija adenilat-ciklaze (Raymond 1 sur., 2001). Ovu skupinu receptora
karakterizira visok afinitet za serotonin, visok stupanj homologije aminokiselinskog slijeda, te

odsutnost introna u genima koji ih kodiraju (Barnes i Sharp, 1999).
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Slika 1.4. Shematska podjela serotoninskih receptora prema mehanizmu djelovanja (prema
Hoyer i sur., 2002).

Heterogenost serotoninskih receptora dodatno povecavaju brojni polimorfizmi gena koji ih
kodiraju te posttranskripcijske (uredivanje mRNA) 1 posttranslacijske (glikozilacija,
palmitoilacija, fosforilacija) modifikacije. Brojne studije povezuju genske polimorfizme i
posttranskripcijske promjene serotoninskih receptora s raznim patoloskim stanjima. Od
genskih polimorfizama, oko 80% raznih varijacija u nukleotidnom slijedu gena za SHT
receptore odnosi se na polimorfizme jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism

— SNP) (Davies i sur., 2006).



1.2.1. SHT-1A receptori

Od svih serotoninskih receptora najvisSe je proucavan SHT-1A receptor, zahvaljujuci
postojanju specificnih agonista koji omogucuju farmakoloske studije. Kao i ostale SHT-1
receptore, i ovoga karakterizira visok afinitet za serotonin, a takoder i visok afinitet za
azapironske spojeve koji djeluju kao anksiolitici (buspiron, gepiron, ipsapiron) te za (+)8-
hidroksi-2-(di-N-propilamino)tetralin (8-OH-DPAT). Svi nabrojani spojevi su specifi¢ni

agonisti ovog receptora (Raymond i sur., 2001).

Kloniranje gena za SHT-1A receptor Stakora pokazalo je da se radi o genu bez introna koji
kodira za protein od 422 aminokiseline, priblizne molekulske mase od 46,4 kDa (Albert i sur.,
1990). U ljudi, gen za ovaj receptor nalazi se na 5. kromosomu (5q11.2-q13). Osim u mozgu,

gen je eksprimiran i u limfnim tkivima, bubregu i crijevima (Pucadyil i sur., 2005).

Najveca gustoca SHT-1A receptora ustanovljena je u limbic¢kim dijelovima mozga, narocito
hipokampusu, amigdalama, septumu i kortikalnim podrucjima (naroCito cingulatnom i
entorinalnom korteksu), kao i u jezgrama rafe (dorzalnim i medijanim), dok je najslabija
zastupljenost u ekstrapiramidalnim podrucjima kao Sto su bazalni gangliji, supstancija nigra i
cerebelum (Pucadyil i sur., 2005; Barnes 1 Sharp, 1999, slika 1.5.). Distribucija mRNA za

SHT-1A receptor odgovara distribuciji receptorskih proteina (Pompeiano i sur., 1992).

koronami presjek sagitalni presjek
bijela limbiéki sustay

strijatum {kaudmus tvar . cerebralni koricks
putamen b ]

prefrontalni korieks

hipotalamus

globus pallidus .

talamus

hipofiza

5 soralm korteks
S ARAZINA SHT-1A

prefrontalni korteks ( : l rostralne jezgre rafe

NISKARAZINA SHT-1A S X mali mozak
cerebelum, bazalni gangliji .

(kaudatus, putamen, \ ix .
globus pallidus), amigdale supstancia mgra

srednji mozak

Slika 1.5. Distribucija SHT-1A receptora u mozgu ¢ovjeka (izvor: www.cnsforum.com)



Navedene regije srediSnjeg ziv€anog sustava sudjeluju u regulaciji raznih fizioloSkih
funkcija, kao S§to su termoregulacija, kardiovaskularne funkcije, raspolozenje, apetit, ciklus
spavanja — budnosti i seksualno ponasanje (Pucadyil i sur., 2005). Osim toga, SHT-1A
receptori imaju 1 znacajnu ulogu u konsolidaciji memorije (Luna-Munguia 1 sur., 2005;
Meneses 1 Perez-Garcia, 2007), dok se u testovima agresivnosti pokazalo da njihova aktivnost
smanjuje agresivno ponasanje (Popova i sur., 2007).

U jezgrama rafe, SHT-1A receptori smjesteni su presinapticki, na somi i dendritima, gdje
djeluju kao autoreceptori i sudjeluju u inhibiciji aktivnosti serotonergi¢nih neurona, i to
uzrokovanjem hiperpolarizacije membrane neurona dvostrukim mehanizmom: povecanjem
provodnosti membrane za ione K' i smanjenjem struje iona Ca®" (Pineyro i Blier, 1999). U
drugim regijama (npr. hipokampusu) smjesteni su postsinapticki i kao heteroreceptori
reguliraju aktivnost drugih (neserotonergi¢nih) neurona u tim regijama (Barnes i Sharp, 1999)
te otpustanje drugih neurotransmitera (acetil-kolina, noradrenalina, GABA; Fink i Gothert,
2007). Mehanizam prijenosa signala razlikuje se za presinapticke i postsinapticke SHT-1A
receptore, kao 1 za pojedine regije mozga — npr. u jezgrama rafe, aktivacija SHT-1A
autoreceptora ne dovodi do inhibicije adenilat-ciklaze kao u drugim regijama mozga (Clarke 1
sur., 1996).

Uc¢inci aktivacije SHT-1A receptora odvijaju se na tri razine. Na stani¢noj razini, u pravilu
dolazi do inhibicije adenilat-ciklaze posredstvom Gj proteina (iako, ovi receptori koriste 1
druge mehanizme djelovanje — v. Raymond i sur., 2001). Na elektrofiziolo$koj razini, zbog
mijenjanja propusnosti ionskih kanala, dolazi do hiperpolarizacije membrane, a na
neurokemijskoj, do inhibicije otpuStanja serotonina i glutamata, uz istodobno pojacano
otpusStanje noradrenalina 1 acetil-kolina. Od bihevioralnih ucinaka aktivacije SHT-1A
receptora najceS¢e se spominju anksioliticki i antidepresivni ucinak, hipotermija, i
serotoninski bihevioralni sindrom (Barnes i Sharp, 1999). Osim toga, i presinapticki i
postsinapticki SHT-1A receptori igraju kompleksnu ulogu u kognitivnim procesima, narocito
pamcenju (Meneses i Perez-Garcia, 2007).

U sklopu istrazivanja funkcije ovih receptora, uzgojeni su misevi s inaktiviranim genom za
SHT-1A receptor (tzv. knockout misevi, KO). Za ove je zivotinje karakteristican anksiozni
fenotip (uocljiv ve¢ kod +/- heterozigota), pojacana reaktivnost na stres i teSkoce u ucenju, te
promijenjena reaktivnost na neke psihofarmake, kao S$to su fluoksetin i diazepam (Toth,
2003). Suprotno tome, miSevi s prekomjernom ekspresijom ovog receptora (model

komplementaran SHT-1A KO) pokazuju smanjenu anksioznost, $to ukazuje na klju¢nu ulogu



SHT-1A receptora u kontroli anksioznog ponasanja (Kusserow i sur., 2004). Cini se da su za
regulaciju anksioznog ponaSanja klju¢ni postsinapticki SHT-1A receptori u ¢eonim regijama
mozga, 1 to u odredenim periodima razvoja (Gross i sur., 2002). Takoder, stresna iskustva iz
ranog postnatalnog perioda utjecu na gusto¢u SHT-1A receptora u odrasloj dobi (Stamatakis i
sur., 2006; Vicentic i sur., 20006).

Farmakoloski su SHT-1A receptori dobro istrazeni koriStenjem ranije spomenutog
specificnog agonista, 8-OH-DPAT, koji se dugo vremena smatrao njihovim selektivnim
agonistom. Otkri¢em 1 karakterizacijom SHT-7 receptora ustanovljeno je da se ovaj ligand u
manjoj mjeri veze i na te receptore (Raymond i sur., 2001). Od ostalih SHT-1A agonista treba
spomenuti azapironske spojeve (buspiron, gepiron, ipsapiron, tandospiron), koji se koriste kao
psihoaktivna sredstva s anksiolitickim 1 antidepresivnim djelovanjem (Hensler, 2003). U
novije vrijeme razvijeni su i selektivni antagonisti SHT-1A receptora, kao npr. N-{2-[4-2-
metoksifenil)-1-piperazinil}etil }-N-(2-piridinil) cikloheksan karboksamid hidroklorid (WAY
100635) (Miiller i sur., 2007).

U istrazivanjima funkcije SHT-1A receptora jo§ uvijek se kao ligand najcesce koristi vec
spomenuti 8-OH-DPAT, koji se, kad je radioaktivno obiljezen (tricijem, kao [’H]-OH-DPAT,
ili radioaktivnim jodom, kao ['*’I]-OH-DPAT), koristi za obiljezavanje SHT-1A receptora u
membranskim pripravcima u otopini ili pomocu autoradiografskih tehnika (Gozlan i sur.,
1983; Pou i sur., 1997). Studije receptorskog vezivanja pokazale su da SHT-1A receptor
posjeduje dva vezna mjesta za 8-OH-DPAT, jedno s visokim, i drugo s niskim afinitetom
(Albert 1 sur., 1990), a eksperimentalno razlikovanje tih veznih mjesta ovisi u prvom redu o
uvjetima mjerenja (Chamberlain i sur., 1993; Carli i sur., 1996; Pou i sur., 1997).

SHT-1A receptori povezuju se i s djelovanjem antidepresiva, i to specificnih inhibitora
povratnog unosa serotonina (engl. specific serotonin reuptake inhibitors, SSRI). lako ovi
lijekovi djeluju prvenstveno na serotoninski prijenosnik, eksperimentalno je pokazano da
antagonisti SHT-1A receptora ubrzavaju njihov ucinak, $to je dovelo do zakljucka da je za
antidepresivni uc¢inak SSRI vazna desenzitizacija SHT-1A autoreceptora (Celada 1 sur., 2004).
S obzirom na vrijeme djelovanja SSRI (za postizanje njihova ucinka potrebna su 2-3 tjedna),
smatra se da tijekom njihove primjene dolazi do dugorocnih adaptivnih promjena
presinaptickih SHT-1A receptora, i to na razini transkripcije (Albert i Lemonde, 2004). Ipak,
valja spomenuti i to da rezultati dobiveni in vivo nisu konzistentni i upucuju na potrebu
dodatnih istraZzivanja medudjelovanja SSRI i serotoninskih receptora (Neumaister i sur.,

2004), 1 to ne samo SHT-1A, ve¢ 1 SHT-1B receptora (Newman i sur., 2004).



Regulacija transkripcije SHT-1A receptora najvise je istrazivana na dvjema neuronalnim
stanicnim linijama koje posjeduju endogene SHT-1A receptore: SN-48 1 RN46A.
Ustanovljeno je da gen za SHT-1A receptor posjeduje proksimalni promotor, koji sadrzi
visoko konzervirane slijedove DNA. Oni poticu inicijaciju transkripcije vezanjem
transkripcijskih faktora Spl/MAZ1 i NF-kB (Albert i Lemonde, 2004). Uzvodno od
promotora nalazi se represorska regija, tzv. dvostruki represorski element (DRE) koji se
sastoji od 14-bp i 12-bp tandemska slijeda (Ou i sur., 2000) te joS jedan represorski element,
RE-1. Ova tri elementa djeluju na utiSavanje ekspresije gena za SHT-1A receptor. Takoder, na
ekspresiju SHT-1A receptora djeluje i prisutnost kortikosteroida, $to ga dovodi u vezu s
odgovorom na stres (Meijer i De Kloet, 1994).

U genu za SHT-1A receptor Covjeka poznato je nekoliko polimorfizama, uglavnom SNP-
ova. Ovi polimorfizmi uglavnom nemaju funkcionalne posljedice, tj. ne mijenjaju
farmakoloski profil receptora, iako ima i iznimki (Del Tredici i sur., 2004). Polimorfizam u
promotorskoj regiji, C(-1019)G, povezuje se s pojavom depresije, pri cemu je mogucée da se

radi o utjecaju na ekspresiju gena (Lemonde i sur., 2003).

1.2.2. SHT-1B receptori

SHT-1B receptori najprije su karakterizirani farmakoloski, na temelju visokog afiniteta za
serotonin 1 niskog afiniteta za spiperon (Lanfumey i Hamon, 2004). Kloniranje cDNA za
SHT-1B receptor Stakora pokazalo je veliku sli¢nost ovog receptora s ljudskim SHT-1Df
receptorom. Neko se vrijeme smatralo da je SHT-1B receptor karakteristi¢an za glodavce, a
SHT-1D za ostale vrste, da bi se zbrka oko nomenklature na kraju rijesila reklasifikacijom:
ljudski SHT-1Da receptor 1 SHT-1D receptor Stakora grupirani su kao SHT-1D receptori, a
ljudski SHT-1Dp i svi SHT-1B receptori pregrupirani su u SHT-1B (Raymond i sur., 2001).
Velike sli¢nosti u strukturi, distribuciji, mehanizmu djelovanja i farmakoloskim svojstvima
donedavno su otezavale razlikovanje SHT-1B 1 SHT-1D receptora, dok se u novije vrijeme
razvijaju agonisti selektivni za jedan odnosno drugi receptor (Hoyer i sur., 2002; Lanfumey i
Hamon, 2004).

SHT-1B receptor u Stakora 1 misa sastoji se od 386 aminokiselina, dok je ljudski, SHT-1Df3
receptor, graden od 390 aminokiselina. Kao i SHT-1A receptori, i ovi su receptori

mehanizmom djelovanja povezani s G-proteinima i kodirani su genima bez introna.



Najveca gustoca SHT-1B receptora utvrdena je u bazalnim ganglijima (narocito regijama
supstancija nigra i globus pallidus), ali 1 u drugim regijama mozga (strijatumu, ¢eonoj kori),
dok je mRNA za ovaj receptor zastupljena u jezgrama rafe (dorzalne i medijane), strijatumu,
hipokampusu i1 drugim regijama (Barnes 1 Sharp, 1999). Ovo neslaganje nalaza mRNA i
proteina upucuje na to da su SHT-1B receptori smjeSteni dalje od mjesta sinteze, tj.
terminalno (presinapticki ili postsinapticki), te se sintetizirani receptorski protein transportira
iz tijela neurona do aksonskog zavrSetka (Sari, 2004).

Kao terminalni inhibicijski receptori, SHT-1B receptori sudjeluju u kontroli otpustanja
serotonina (kao autoreceptori), ali i drugih neurotransmitera (kao heteroreceptori) — acetil-
kolina, glutamata, dopamina, noradrenalina i GABA (Lanfumey i Hamon, 2004; Fink 1
Gothert, 2007).

SHT-1B receptori ukljueni su u razne fizioloske funkcije, u prvom redu u regulaciju
lokomotorne aktivnosti, agresivnog ponasanja i impulzivnosti, anksioznosti, migrene, razvoja
ovisnosti (o alkoholu i opojnim drogama) te depresije (Clark i Neumaier, 2001; Sari, 2004).
Naroc€ito su proucavani agonisti SHT-1B/1D receptora iz skupine triptana (sumatriptan,
zolmitriptan 1 dr.), za koje se pokazalo da pomazu u akutnom lijecenju migrene (Lanfumey 1
Hamon, 2004). Nadalje, kroni¢na primjena antidepresiva dovodi do smanjenja broja SHT-1B
autoreceptora (Moret i Briley, 2000). U raznim testovima agresivnosti, pokazalo se da su
1-(3-trifluorometilfenil)piperazin (TFMPP) i meta-klorofenilpiperazin (mCPP) (Olivier i van
Oorschot, 2005). Takoder se smatra da SHT-1B receptor igra odredenu ulogu u odgovoru na
stres, budu¢i da mu se ekspresija gena mijenja se pod utjecajem nekih stresnih situacija
(Kaiyala 1 sur., 2003; Neumaier i sur., 2002).

MiSeve s inaktiviranim genom za SHT-1B receptor (SHT-1B KO) najprije su opisali Saudou
i sur. (1994). Za njih je karakteristi¢no da pokazuju vecu eksploratornu aktivnost i sklonost
alkohola (Bouwknecht i sur., 2001b; Stark i Hen, 1999). Osim toga, ovi miSevi pokazuju bolje
rezultate u testovima memorije (Malleret i sur., 1999). Opcenito, u testovima anksioznosti,
eksploratorne aktivnosti i agresivnosti, SHT-1B KO miSevi pokazuju suprotan fenotip od
SHT-1A KO (Zhuang i sur., 1999).

Gen za SHT-1B receptor u ljudi je smjeSten na 6. kromosomu (6q14.1). Kao i ostali geni za
SHT-1 receptore, ne sadrzi introne (Olivier 1 van Oorschot, 2005). Dosad je pronadeno
Sesnaest razli¢itih polimorfizama ovog gena, i to trinaest polimorfizama pojedinacnog

nukleotida (SNP) i tri delecije. Od svih polimorfizama, u studijama se najcesce istrazuje SNP
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na polozaju 861G>C (Proudnikov i sur., 2006). Taj se polimorfizam nalazi u kodiraju¢em
dijelu gena za SHT-1B receptor, ali radi se o tzv. mukloj (engl. silent) mutaciji koja ne dovodi
do promjene aminokiseline (Sun i sur., 2002).

S obzirom na ukljucenost SHT-1B receptora u razne bihevioralne funkcije, $to je pokazano
studijama na zivotinjama, polimorfizmi ovog receptora Cesto se povezuju s raznim
neuropsihijatrijskim poremecajima, kao Sto su alkoholizam 1 druge ovisnosti, depresija,
anksioznost (Fehr 1 sur., 2000). Najces¢e se rade asocijacijske studije, a rezultati, izmedu
ostalog, znatno ovise i o etnickom sastavu ispitanika (Proudnikov i sur., 2006). Tako npr.
Lappalainen i sur. (1998) povezuju 861C varijantu s antisocijalnim alkoholizmom u finskoj
populaciji, dok Huang i sur. (2003) i Sun i sur. (2002) nisu nasli povezanost ovog
polimorfizma s alkoholizmom. S obzirom na to da rezultati raznih istraZivanja uloge ovog
polimorfizma u alkoholizmu nisu jednoznacni, potrebna je opreznost u zaklju¢ivanju, narocito

s obzirom na specifi¢nu dijagnozu (Gorwood i sur., 2002).

1.2.3. SHT-2A receptori

Obitelj SHT-2 receptora €ine tri ¢lana: SHT-2A, SHT-2B 1 SHT-2C receptor. Svima im je
zajednicki mehanizam djelovanja putem aktivacije fosfolipaze C i porasta unutarstani¢ne
koncentracije kalcijevih iona (Raymond i sur., 2001). Za razliku od SHT-1 receptora, geni za
SHT-2 receptore sadrze introne (2A 1 2B sadrze dva introna, 2C tri introna) (Barnes 1 Sharp,
1999).

Gen za SHT-2A receptor u ¢ovjeka se nalazi na 13. kromosomu, na polozaju 13q14-q21 i
kodira za protein od 471 aminokiseline koji, glikoziliran, ima masu oko 60 kDa (Leysen,
2004). Ovaj je receptor Siroko rasprostranjen u perifernim tkivima i u mozgu, i odgovara
nekadas$njem D-receptoru (Hoyer i sur., 2002). SHT-2A receptori nalaze se 1 na periferiji, u
stanicama glatkih miSi¢a krvnih zila, u mreZznici i na trombocitima, te sudjeluju u kontrakciji
glatkih miSic¢a i agregaciji trombocita (Roth i sur., 1998). U srediSnjem ziv€anom sustavu
SHT-2A receptori smjeSteni su prvenstveno u mozdanoj kori, te u bazalnim ganglijima i nesto
manje u hipokampusu. Distribucija mRNA otprilike odgovara distribuciji proteina (tj. veznih
mjesta za obiljezene ligande) — najvece su koli¢ine mRNA za SHT-2A receptor utvrdene u
¢eonoj kori, olfaktornom sustavu i bazalnim ganglijima (Pompeiano i sur., 1994), sto upucéuje
na somatodendriticku lokalizaciju. SHT-2A receptori smjeSteni su na postsinaptickim

neuronima (Barnes 1 Sharp, 1999).
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Aktivacija SHT-2A receptora dovodi do aktivacije fosfolipaze C, §to ima za posljedicu
nakupljanje inozitol-fosfata i porast razine unutarstani¢nog kalcija. Ove promjene rezultiraju
ekscitacijom neurona u raznim regijama mozga (Barnes i Sharp, 1999). Novija istraZivanja
SHT-2A 1 2C receptora ustanovila su postojanje posebne skupine proteina (tzv. GIP — G
protein coupled receptors-interacting proteins), koji zajedno s receptorom unutar stanice
tvore komplekse nazvane receptosomi. Ovi proteini sudjeluju u finoj regulaciji prijenosa
signala s receptora unutar stanice, a njihova to¢na uloga u fizioloskim i patoloSkim stanjima
jos se istrazuje (Bockaert i sur., 2006a).

Osim monoaminergi¢ne, SHT-2A receptori moduliraju i1 kortikalnu GABA-ergi¢nu
neurotransmisiju. Aktivacija SHT-2A receptora na GABA-ergi¢nim interneuronima potice
oslobadanje GABA, inhibicijskog neurotransmitera, S§to dovodi do inhibicijskih
postsinapti¢nih potencijala na piramidalnim stanicama korteksa. Na ovaj nafin SHT-2A
receptori sudjeluju u odrzavanju ravnoteze aktivnosti inhibicijskih i ekscitacijskih neurona,
§to omogucuje normalnu funkciju korteksa (Leysen, 2004).

U farmakoloskim studijama, najceS¢e se koriste derivati 4-jodo-, 4-bromo- ili 4-metil-1-
(2,5-dimetoksifenil)-2-aminopropana, poznatiji kao DOI, DOB ili DOM. Ovi su ligandi
parcijalni agonisti SHT-2A receptora, dok potpuni agonisti jo§ nisu razvijeni. Valja naglasiti
da se ovi agonisti koriste samo u istrazivanjima, ali nemaju klinicku primjenu. Medutim,
pokazalo se da neki halucinogeni spojevi (dietilamid lizergi¢ne kiseline — LSD, zatim
meskalin 1 derivati dimetoksifenil-aminopropana) svoj ucinak postizu upravo aktivacijom
SHT-2A receptora (Leysen, 2004).

Od antagonista SHT-2A receptora, u istrazivanjima se najvise koriste ketanserin i spiperon.
Ovi spojevi pokazuju odredenu selektivnost prema SHT-2A receptorima, ali vezu i druge
monoaminske receptore (Barnes 1 Sharp, 1999). Noviji 1 selektivniji antagonist je MDL
100907. Postoje neke naznake da bi antagonisti SHT-2A receptora mogli biti djelotvorni kao
antipsihotici (Leysen, 2004).

Izlaganje SHT-2A receptora agonistima dovodi do njihove desenzitizacije, zbog
fosforilacije receptora djelovanjem kinaza (i time odvajanja od G-proteina), internalizacije
receptora i moguce smanjene ekspresije. S druge strane, kroni¢no izlaganje antagonistima ne
dovodi do ocekivanog povecanja broja SHT-2A receptora, ve¢ do njegovog smanjenja.
Razlog ovom netipicnom mehanizmu regulacije nije sasvim razjasnjen (Van Oekelen 1 sur.,
2003).

SHT-2A receptori naro€ito su interesantni u istrazivanjima djelovanja antipsihotika. Brojni

atipicni antipsihotici (risperidon, klozapin, olanzapin, itd) imaju visok afinitet prema ovim
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receptorima (djeluju kao njihovi antagonisti), a pokazala se i povezanost izmedu uspjesnosti
lijeCenja shizofrenije 1 nekih polimorfnih varijanti gena ovog receptora (Barnes i Sharp,
1999). Smatra se da bi antagonisticno djelovanje antipsihotika na SHT-2A receptore moglo
biti osnova terapijskog djelovanja tih lijekova (Van Oekelen i1 sur., 2003). Nadalje,
halucinogeni kao $to su LSD i DOI izazivaju masovnu aktivaciju SHT-2A receptora (Celada i
sur., 2004), dok razni antidepresivi smanjuju njihovu aktivnost (Sibille 1 sur., 1997, Van
Oekelen i sur., 2003).

Gen za SHT-2A receptor u ljudi smjeSten je na 13. kromosomu (13q13-14q21), sastoji se od
tri egzona i dva introna i obuhvacéa oko 63 kb (Serretti i sur., 2007). U promotorskoj regiji
poznato je devet polimorfizama (tzv. SNP, v. ranije), a najcesc¢e je proucavan polimorfizam na
polozaju -1438 A/G (Sanders-Bush i1 Hazelwood, 2003). U kodirajucoj regiji poznato je
sedam SNP-ova, a najCeSée je proucavan 102 T/C u prvom egzonu, koji je u potpunoj
neravnotezi vezivanja s -1438 A/G polimorfizmom, te se ova dva polimorfizma mogu
razmatrati zajedno, pri ¢emu se alel A uvijek nasljeduje s alelom T, a alel G uz alel C
(Spurlock 1 sur., 1998). Oba ova polimorfizma Cesto se povezuju s razliitim psihijatrijskim
poremecajima, kao Sto su depresija, opsesivno-kompulzivni poremecaj, shizofrenija i
poremecaji uzimanja hrane (Myers i sur., 2007). Ekspresijske studije ukazuju na mogucu
funkcionalnost promotorskog polimorfizma, tj. njegov utjecaj na razinu transkripcije gena

(Parsons i sur., 2004, Myers 1 sur., 2007).

1.3. STAKORI S PROMIJENJENOM SEROTONINSKOM HOMEOSTAZOM

U istrazivanjima serotoninskog sustava vrlo se Cesto koriste specificni animalni modeli.
Najcesce je rije¢ o miSevima s inaktiviranim genom za neki od elemenata serotonergi¢ne
sinapse (tzv. knockout misevi). U literaturi su opisani miSevi s inaktiviranim genom za
serotoninski prijenosnik (SHTt), monoamin-oksidazu A i B, te neke od receptora (SHT-1A,
SHT-1B, SHT-2A, SHT-2C, SHT-5A) (Gingrich i Hen, 2001). Osim miSeva s inaktiviranim
genom, koriste se 1 modeli miSeva u kojima je genska ekspresija vremenski i prostorno
promijenjena uvodenjem nukleotidnog slijeda komplementarnog slijedu mRNA (engl.
antisense) na rekombinantnom plazmidu (Fabre i sur., 2000b), kao i transgeni¢ni misevi s
pojacanom ekspresijom serotoninskog prijenosnika (Jennings i sur., 2006). Stakori su takoder
¢esti modeli u neurobiologiji, a najcesce se koriste sublinije dobivene selektivnim parenjem
prema nekom parametru (iako, u novije vrijeme radi se i na modelu Stakora s inaktiviranim

genom: v. Homberg i sur., 2007). Do danas je razvijen velik broj raznih Stakorskih sojeva, od
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kojih su poznatiji tzv. Fawn-Hooded Stakori (nemaju moguénost pohranjivanja serotonina u
trombocitima; Aulakh i sur., 1994) ili npr. sublinije s ve¢om ili manjom sklonosti uzimanju
alkohola (Nowak i sur., 2000).

U Laboratoriju za neurokemiju i molekularnu neurobiologiju Instituta Ruder BoSkovi¢
zadnjih se dvadesetak godina razvijaju geneticki selekcionirane sublinije Stakora s
promijenjenom serotoninskom homeostazom. Pritom je koriStena Cinjenica da je serotonin,
osim u srediSnjem Zzivéanom sustavu, prisutan i u perifernim tkivima, izmedu ostalog u
trombocitima koji sadrze neke elemente serotonergi¢ne sinapse (serotoninski prijenosnik,
SHT-2A receptor, vezikularni monoaminski prijenosnik, a u ljudi i monoamin-oksidazu B;
Stahl, 1985). Selekcija zivotinja provedena je prema ekstremnim vrijednostima razine
trombocitnog serotonina (Jernej i Ci¢in-Sain, 1990), a ubrzo se pokazalo da je taj parametar
ovisan o kinetici unosa serotonina u trombocite (Ci¢in-Sain i sur., 1998), tj. o aktivnosti
trombocitnog serotoninskog prijenosnika, koji je identi¢an analognoj molekuli u mozgu
(Lesch i sur., 1993). Daljnja selekcija odvijala se prema ekstremnim vrijednostima brzine
unosa serotonina u trombocite, pri ¢emu su dobivene dvije sublinije s visokom odnosno
niskom aktivno$¢u trombocitnog serotoninskog prijenosnika. Sublinije su nazvane SHT-
visoka i SHT-niska sublinija, a zajedno ¢ine model Wistar Zagreb SHT (WZ-5HT) Stakora
(Ci¢in-Sain i sur., 2005). Buduéi da su serotoninski prijenosnik na trombocitima i u mozgu
kodirani istim genom, pretpostavlja se da je kod SHT-sublinija tijekom uzgoja doslo do
odredenih promjena u srediSnjoj serotoninskoj homeostazi. Na to ukazuju rezultati Romera i
sur. (1998) koji su mjerenjem izvanstani¢ne razine serotonina nakon farmakoloskog izazova
pokazali razlike u aktivnosti mozdanog serotoninskog prijenosnika kod ovih zivotinja. Novija
neurokemijska istrazivanja upucuju na moguce promjene metabolizma serotonina u pojedinim
regijama mozga (Bokuli¢ i sur., 2003), dok je u testovima ponasSanja pokazana razlika
ponasanju nalik na anksioznost izmedu dviju sublinija (Hranilovi¢ i sur., 2005), u nekim
aspektima motorike i1 kognitivnog ponasanja (Quevedo i sur. 2003), te u sklonosti uzimanju
alkohola (Ci¢in-Sain i sur., 2004; Mokrovié, 2007). Navedeni rezultati upuéuju na poveéanu
serotonergi¢nu transmisiju kod Zzivotinja iz SHT-visoke sublinije u odnosnu na SHT-nisku
subliniju (Ci¢in-Sain i Jernej, 2008). Molekularno-bioloske studije nisu pokazale postojanje
znacajnih razlika u ekspresiji gena za serotoninski prijenosnik u jezgrama rafe u mozgu
(Bordukalo-Niksi¢ i sur., 2004) iako je na trombocitima ta razlika potvrdena, na razini mRNA
(Jernej 1 sur., 1999b) i proteina (Hranilovi¢ i sur., 2001). Nije pokazana ni razlika u ekspresiji
gena za dvije izoforme monoamin-oksidaze (enzima koji sudjeluje u razgradnji serotonina) u

podrucju jezgara rafe i mozdane kore (Bordukalo-Niksi¢, 2003), dok su u slucaju triptofan-
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hidroksilaze (sintetski enzim serotonina) razlike u ekspresiji (u jezgrama rafe) izmedu
sublinija bile indikativne, ali ne i statisticki znadajne (Stefulj, 2005). Dosad jo§ nisu

provedena sustavna istrazivanja serotoninskih receptora u ovim sublinijama Stakora.

1.4. SEROTONIN I STRES

Stres, kao poremecaj homeostaze izazvan fizickim faktorima, prvi je opisao Hans Selye,
koji je opisane promjene na Stakorima nazvao "generalni adaptacijski sindrom" (Selye, 1936).
Danas se zna da faktori koji izazivaju stres, tzv. stresori, poti¢u fizioloske i bihevioralne
odgovore organizma koji su usmjereni ponovnom uspostavljanju homeostaze. Odgovor na
stres ukljucuje brzu aktivaciju simpatickog ziv€anog sustava, pri ¢emu dolazi do pojaanog
otpustanja noradrenalina u sinapsama i adrenalina iz srzi nadbubrezne Zlijezde (De Kloet i
sur., 2005).

Aktivaciju odgovora na stres koordiniraju dva neuropeptida iz hipotalamusa: hormon za
oslobadanje kortikotropina (engl. corticotropin-releasing hormone, CRH) 1 vazopresin, koji
aktiviraju osovinu hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda (engl. hypothalamic-pituitary-
adrenocortical axis, HPA), pri ¢emu dolazi do porasta razine kortikosteroidnih hormona u
krvi. Svoje djelovanje kortikosteroidi (prvenstveno kortizol, odnosno kortikosteron kod
Stakora) ostvaruju putem dvije vrste receptora, mineralokortikoidnog receptora (MR) i
glukokortikoidnog receptora (GR), koji djeluju kao regulatori transkripcije (De Kloet i sur.,
2005).

Danas je poznato da su neki psihicki poremecaji (depresija, anksioznost) povezani s
promjenom funkcije HPA osi, §to upucuje na vezu izmedu stresa i pojave nekih psihijatrijskih
bolesti. Ipak, mehanizmi te povezanosti u srediSnjem ziv€anom sustavu jo$ nisu do kraja
razjasnjeni. Djelovanje stresa na pojedine neurotransmiterske sustave intenzivno se istrazuje,
a ¢ini se da je medu njima serotoninski sustav jedan od znacajnih faktora (Linthorst i Reul,
2007).

Aktivnost serotonergi¢nih neurona te metabolizam (sinteza/razgradnja) serotonina mijenjaju
se pod utjecajem stresa. Osim toga, serotoninski sustav ukljucen je u stresnu reakciju i tako
Sto gusto inervira glavne regije koje se i ina¢e povezuju s odgovorom na stres (hipotalamus,
hipokampus, mozdano deblo, amigdale i1 dr.; Chaouloff, 1999). Nadalje, pokazalo se da u
razli¢itim stresnim situacijama dolazi do porasta izvanstanicne razine serotonina i njegovog
metabolita (SHIAA) u hipokampusu (Linthorst i sur., 2000; Linthorst i sur., 2002, Fliigge i
sur., 2004).
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Od svih elemenata serotoninskog sustava, sa stresom se najces¢e povezuje SHT-1A
receptor. Pokazalo se da glukokortikoidi, €ija je razina u stresu povisena, reguliraju ekspresiju
gena za SHT-1A (Meijer i De Kloet, 1994; Lopez 1 sur., 1998; Fliigge i sur., 2004). S obzirom
na ulogu ovog receptora u regulaciji serotonergi¢ne transmisije (v. ranije), moguce je da

upravo SHT-1A predstavlja vezu izmedu stresa i pojave depresije ili anksioznosti.

U istrazivanjima kroni¢nog stresa Cesto se koriste animalni modeli. Naj¢eS¢e se primjenjuju
procedure kroni¢nog nepredvidivog stresa (engl. chronic unpredictable stress, CUS; Katz i
sur., 1981) ili kroni¢nog blagog stresa (engl. chronic mild stress, CMS; Papp 1 sur., 1996),
koje se medusobno razlikuju po vrstama stresora i nacinu izlaganja stresu. Obje procedure
pokazale su se vrlo korisnima u istrazivanjima animalnih modela depresije, kao 1 u

istrazivanjima veze izmedu depresije i stresa.
Dosad su provedena mnoga istrazivanja promjena SHT-1A receptora u razli¢itim modelima
stresa, medutim, rezultati nisu jednoznacni. Sumarni prikaz nekih literaturnih podataka o

promjenama SHT-1A receptora Stakora u raznim uvjetima stresa naveden je u Tablici 1.1.

Tablica 1.1. Rezultati istrazivanja SHT-1A receptora u razli¢itim uvjetima stresa (Stakori)

referenca vrsta stresa regija mozga promjene SHT-1A receptora

Neumaier i sur. injekcije hipokampus* T mRNA u DG

(2000) kortikosteroida manji porast u CAl i CA3

rafe bez promjene mRNA

Harvey i sur. (2003) | stres ovisan o hipokampus promjene receptorskog vezivanja
vremenu T Boax 1 4 Ky
(simulacija PTSP)

Lopez i sur. (1998) kroni¢ni nepredvidivi | hipokampus J mRNA (22 %) u CA1iCA3
stres J rec. vezivanje (15 %)
prisilno plivanje bez promjene mRNA i proteina

Fliigge (1995) psihosocijalni stres hipokampus { rec. vezivanje
(rovke)

McKittrick i sur. kroni¢ni socijalni hipokampus J rec. vezivanje

(1995) stres
(model kolonije) kora bez promjene rec. vezivanja

Abumaria i sur. kroni¢ni socijalni hipokampus bez promjene mRNA

(2006) stres

Lanfumey i sur. kronicni, vrlo blagi rafe desenzitizacija SHT-1A

(1999) stres autoreceptora

mozdano deblo,
kora, hipokampus bez promjene rec. vezivanja

Steciuk i sur. (2000) | akutni stres ¢eona kora bez promjene rec. vezivanja

hipokampus
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referenca vrsta stresa regija mozga promjene SHT-1A receptora

Kalynchuk i sur. podrazivanje hipokampus ™ rec. vezivanje u DG, preostali
(2006) amigdale dio hipokampusa bez promjene
rafe bez promjene rec. vezivanja
Briones-Aranda i sur. | prisilno plivanje rafe, hipokampus J rec. vezivanje
(2005)
talamus, T rec. vezivanje
hipotalamus,
amigdala
Laaris i sur. (1999) razni uvjeti akutnog hipokampus ? rec. vezivanje u DG, ne i u CAl
stresa
dorzalne jezgre rafe | bez promjene
Lopez i sur. (1999) akutni stres hipokampus J{ mRNA u CA1liDG
kraéi kroni¢ni stres bez promjene
Vazquez i sur. (2002) | kroni¢no davanje hipokampus, rafe bez promjene mRNA
injekcija

odvajanje od majke hipokampus (CA1) | T mRNA
rafe { mRNA

* istrazivane regije hipokampusa: dentatni girus (DG), CA1 1 CA3

Utjecaj stresa na SHT-1A receptore najcesce se istrazuje u hipokampusu, a nesto manje u
drugim regijama mozga (jezgre rafe, kora). Promjene su Cesto specificne za pojedine dijelove
hipokampusa (Neumaier i sur., 2002; Lopez i sur., 1998; Kalynchuk i sur., 2006; Laaris i sur.,
1999). Najcesce se provode studije u razli¢itim uvjetima kroni¢nog stresa, dok je za akutni

stres provedeno manje istrazivanja.

Osim 5SHT-1A, i drugi serotoninski receptori povezuju se s odgovorom na stres. Pritom se

SHT-1B receptor najc¢es¢e proucava na razini mRNA (Tablica 1.2.):

Tablica 1.2. Rezultati istrazivanja SHT-1B receptora u razli¢itim uvjetima stresa (Stakori)

referenca vrsta stresa regija mozga promjene SHT-1B
receptora

Neumaier i sur. Stakori promijenjene jezgre rafe T mRNA u soju

(2002) reaktivnosti na stres otpornom na stres
strijatum 4 mRNA u LH soju
hipokampus (CA1) bez promjene mRNA

Neumaier i sur. injekcije kortikosteroida | hipokampus, rafe bez promjene mRNA

(2000)

Kaiyala i sur. (2003) | razliditi stresori jezgre rafe bez promjene mRNA

Nakamura i sur. rano odvajanje od majke | hipokampus J mRNA

(2008)
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referenca vrsta stresa regija mozga promjene SHT-1B
receptora

Vazquez i sur. (2002) | kroni¢no davanje hipokampus { mRNA

injekcija

odvajanje od majke T mRNA
McKittrick i sur. kroni¢ni socijalni stres dentatni girus bez promjene rec.
(1995) (model kolonije) vezivanja
Neumaier i sur. naucena bespomocénost jezgre rafe, Geona kora | T mRNA
(1997)

hipokampus bez promjene mRNA

Iz Tablice 1.2. vidljivo je da se i rezultati istrazivanja SHT-1B receptora u stresu razlikuju,

ovisno o vrsti i duljini trajanja stresa.

Istrazivanja SHT-2A receptora u stresu takoder nisu dala jednozna¢ne podatke. Neki oblici

opetovanog stresa uzrokuju porast razine mRNA ili broja SHT-2A receptora u ¢eonoj kori,

dok neke druge studije nisu pokazale nikakve promjene u ekspresiji ovog receptora (Tablica

1.3.).

Tablica 1.3. Rezultati istrazivanja SHT-2A receptora u razli¢itim uvjetima stresa (Stakori)

(2005)

referenca vrsta stresa regija mozga promjene SHT-2A receptora
Vazquez i sur. kroni¢no davanje kora bez promjene
(2002) injekcija

odvajanje od majke T mRNA
McKittrick i sur. kronic¢ni socijalni stres | kora T rec. vezivanje
(1995) (model kolonije)
Katagiri i sur. injekcije kora T rec. vezivanje
(2001) deksametazona
Harvey i sur. (2003) | stres ovisan o vremenu | kora LKy

(simulacija PTSP) Bin.x bez promjene
Dwivedi i sur. naucena bespomocnost | ¢eona kora bez promjene mRNA

opetovani stres: T mRNA

Ossowska 1 sur.
(2001)

kroni¢ni nepredvidivi
stres

kora

T Bmax

Iz navedenih podataka, vidljivo je da su rezultati istrazivanja serotoninskih receptora u

stresu vrlo heterogeni. NajceS¢e se istrazuju SHT-1A receptori, naro¢ito zbog utjecaja

kortikosteroida na njihovu ekspresiju (Meijer 1 De Kloet, 1994), ali 1 drugi receptori (SHT-1B,

SHT-2A) pokazali su promjene u nekim uvjetima stresa. Takoder, osim serotoninskog, u vezu

sa stresom dovode se i drugi neurotransmiterski sustavi (npr. Ossowska i sur., 2001., pokazali

su promjene dopaminskih D-1 receptora).
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1.5. SEROTONIN I ALKOHOL

Alkohol je, nakon kofeina, druga najes¢e konzumirana psihoaktivna tvar, pri ¢emu
kroni¢no i/ili prekomjerno pijenje alkohola predstavlja jedan od vodecih zdravstvenih
problema u svijetu (Samson i Harris, 1992). Pritom se alkoholizam moze definirati kao
kroni¢ni ponavljaju¢i poremecaj kojeg karakterizira pojacano (kompulzivno) pijenje alkohola,
gubitak kontrole nad unosom alkohola te problemi u drustvenom i profesionalnom zivotu
(Koob, 2003). Na razvoj alkoholizma utjecu geneticki (odredene varijante gena ili njihove
kombinacije) i okoli$ni uvjeti (Enoch, 2006).

Za razliku od nekih drugih psihoaktivnih spojeva, u mozgu ne postoji specifi¢ni receptor za
etanol, ve¢ on djeluje na razne neurotransmiterske sustave. Narocito su osjetljivi neki ionski
kanali (nikotinski acetilkolinski receptor, SHT-3 receptor, glutamatni ionotropni receptori,
kalcijevi kanali ovisni o naponu), a u¢inak alkohola na ziv€ani sustav ovisi i1 o tome radi li se
o akutnom ili kroni¢énom djelovanju. Primijeeno je da akutni unos alkohola pojacava
transmisiju na nikotinskom tipu acetilkolinskog receptora i na SHT-3 receptoru, dok su neki
drugi ekscitacijski receptori (npr. glutamatni) inhibirani alkoholom (Samson i1 Harris, 1992,
slika 1.6.). Kroni¢ni unos alkohola dovodi do povecanja broja NMDA glutamatnih receptora
te uzrokuje porast unutarstanicne koncentracije kalcija (Kalluri i sur., 1998), a osim toga
dovodi 1 do promjene ekspresije serotoninskih SHT-1A 1 SHT-1B receptora (Nevo 1 sur.,

1995).

pojaZano djelovanje SHT
na SHT-3 receptore {4)

-

inhibicija djelovanja glutamata
na NMDA receptore -3

inhibicija djelovanja glutamata b
na kainatne receptore {—

inhibicija Ca—kanala_
orisnih o naponu (-} h

pojazano djelovanje acetil-kolina
pojazano djelovanje GABA na nikotinske acetilkolinske
na GABA-A receptore (-} receptore {+

2[#) + -] = 2{-)

Slika 1.6. Djelovanje alkohola na pojedine neurotransmiterske receptore (izvor:
www.cnsforum.com)
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Smatra se da je u podlozi djelovanja alkohola na srediSnji Ziv€ani sustav aktivacija
mezolimbicnog dopaminskog sustava, tj. poja¢ana aktivnost dopaminskih neurona u
ventralnom podruc¢ju tegmentuma (engl. ventral tegmental area, VTA) uslijed prisutnosti
etanola, zbog ¢ega dolazi do pojacanog oslobadanja dopamina u podrucju jezgara u sklopu

mozdanog sustava za nagradu (Samson i Harris, 1992; McBride i sur., 1999).

Na ulogu serotonina u alkoholizmu upuéuju podaci o sniZzenoj razini serotonina i njegovih
metabolita u cerebrospinalnoj tekucini ovisnika o alkoholu. Kao i1 u nekim drugim stanjima
(bulimija, opsesivno-kompulzivni poremecaj, nasilno ponaSanje), vjerojatno se radi o
smanjenoj SHT transmisiji, ¢ija je posljedica oslabljeni nadzor kontrole ponasanja. Studije na
eksperimentalnim Zivotinjama dodatno potvrduju tu pretpostavku (Sellers i sur., 1992). Jedno
od moguéih objasnjenja povezanosti serotonina i pojave ovisnosti o alkoholu ukljucuje
pojacanu aktivnost SHT-2 receptora 1 njihov utjecaj na kortikalnu inhibiciju (Nutt, 1999). 1
akutni i kroni¢ni unos alkohola uzrokuju promjene u aktivnosti serotoninskog sustava, a u
podlozi tih promjena vjerojatno je i interakcija s dopaminskim sustavom (LeMarquand i sur.,
1994).

Cloninger je 80-tih godina opisao dva oblika alkoholizma, nazvana tip I 1 tip Il
Alkoholizam tipa I razvija se najces¢e nakon 25. godine, karakteriziraju ga povremena
opijanja i psiholoska ovisnost o alkoholu (gubitak kontrole nad pijenjem), te tzv. anksiozan tip
liénosti. Za razliku od tipa I, alkoholizam tipa II razvija se u mladoj dobi (prije 25. godine), a
karakterizira ga stalna potreba za alkoholom, uz impulzivno (Cesto i agresivno) ponaSanje.
Ceiéi je kod muskaraca (Cloninger i sur., 1981). U osoba s razvijenim alkoholizmom tipa II
Cesto su ustanovljene niske razine serotonina i dopamina, kao i njihovih metabolita, u
cerebrospinalnoj tekuéini (Cloninger, 1987). Cini se da je alkoholizam tipa II, za razliku od
tipa I, pod izrazitijim genetskim utjecajem i da su u podlozi ovog oblika alkoholizma upravo
promjene serotoninskog sustava (Higley 1 sur., 1996; Higley 1 Bennett, 1999). Ova
sistematizacija nije svugdje jednako prihvacena, pa tako u sluzbenom dijagnostickom i
statisticCkom prirucniku za dusevne poremecaje (DSM-IV) ne postoji podjela alkoholizma na

tip I 1 tip 1L
Brojne studije pokazale su da postoje odredeni funkcionalni aleli pojedinih gena koji se

ceS¢e povezuju s pojavom ovisnosti o alkoholu. To su varijante gena za alkohol-

dehidrogenazu 1 1 aldehid-dehidrogenazu 2, dopaminski receptor tipa 4, katehol-O-metil-
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transferazu, serotoninski prijenosnik i monoamin-oksidazu A (Lesch, 2005). Od nabrojanih,
¢ini se da je mutacija u genu za aldehid-dehidrogenazu 2, koja mijenja aminokiselinski sastav
nastalog proteina, od presudnog utjecaja na konzumaciju alkohola (Tu 1 Israel, 1995). Od
gena za elemente serotoninskog sustava, u vezu s alkoholizmom najce$¢e se dovode geni za
serotoninski prijenosnik (Lichtermann i sur., 2000) te geni za pojedine serotoninske receptore,
uglavnom SHT-2A (Nakamura i sur., 1999) 1 SHT-1B (Soyka i sur., 2004), iako rezultati
dosadasnjih studija nisu jednoznac¢ni (Gorwood 1 sur., 2002; v. poglavlje 1.2.2.) te su potrebna

dodatna istrazivanja.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



Kao vazan modulacijski neurotransmiter u srediSnjem Ziv€anom sustavu, serotonin (5SHT)
sudjeluje u regulaciji brojnih fizioloskih funkcija, a ukljucen je i u etiopatogenezu raznih

neuropsihijatrijskih poremecaja, izmedu ostalog, i u razvoj ovisnosti.

Uc¢inci serotonina odvijaju se preko specijaliziranih serotoninskih receptora, ¢ija raspodjela,
brojnost i raznovrsnost objaS$njavaju znac¢ajne modulacijske uloge ovog neurotransmitera. Do
danas je poznato 15 razlicitih receptora za serotonin, grupiranih u sedam skupina (SHT-1 do

SHT-7), koji su predmet intenzivnog istrazivanja, kako eksperimentalnih, tako i klinickih.

Ova disertacija obuhvaca istrazivanja tri serotoninska receptora: SHT-1A, SHT-1B i SHT-
2A, u uvjetima promijenjene homeostaze serotonina. Istrazivanja su provedena na animalnom

modelu (Stakor) i na ovjeku, a njihovi ciljevi bili su sljedeci:

1. Na eksperimentalnoj razini, nastaviti karakterizaciju Stakora s promijenjenom
serotoninskom homeostazom - Wistar-Zagreb SHT Stakora (WZ-5HT Stakor). Dosadasnja
istrazivanja na ovom animalnom modelu bila su usmjerena prema drugim elementima
serotonergicne sinapse, poglavito prema serotoninskom prijenosniku, dok se moguce
promjene serotoninskih receptora jo$ nisu sustavno proucavale. S obzirom na to, cilj ovog
istrazivanja bio je istraziti ekspresiju gena za tri serotoninska receptora (SHT-1A, SHT-1B
1 SHT-2A) na razini mRNA 1 razini proteina (koli¢ine, odnosno funkcije) u sublinijama

WZ-5HT S§takora i to:

e U fizioloskim uvjetima — usporediti koli¢ine mRNA za navedene receptore: SHT-1A,
SHT-1B i SHT-2A u regijama mozga u kojima su ti receptori najviSe zastupljeni
(hipokampus, strijatum, korteks) metodom semi-kvantitativnog RT-PCR. Na razini
proteina, cilj je bio usporediti funkciju SHT-1A receptora metodom receptorskog
vezivanja, te koli¢inu proteina SHT-2A receptora kvantitativnom Western analizom, u

mozdanoj kori.
e Osim u fizioloskim uvjetima, ekspresija navedenih serotoninskih receptora istrazena je

u istim regijama mozga nakon izlaganja WZ-5HT S$takora kroni¢nom stresu, za koji se

smatra da utjece na aktivnost serotoninskog sustava. Mjerenja su provedena na razini
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mRNA (5HT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptor), te na razini proteina (kinetika

receptorskog vezivanja za SHT-1A).
2. Na klinickoj razini, cilj je bio usporediti u€estalost pojave polimorfizama gena za dva

serotoninska receptora (SHT-1B 1 SHT-2A) u zdravih ispitanika i osoba ovisnih o alkoholu,

s poddijagnozama alkoholizma tipa I 1 tipa II.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. ISTRAZIVANJA NA ANIMALNOM MODELU
3.1.1. Materijali
3.1.1.1. Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanja su provedena na Wistar Stakorima iz geneticki selekcioniranog uzgoja za
ekstremne vrijednosti kinetike trombocitnog serotoninskog prijenosnika (Wistar-Zagreb SHT
Stakori, v. Uvod, poglavlje 1.3.). Zivotinje su uzgajane u standardiziranim plasti¢nim
kavezima, uz slobodan pristup vodi i peletiranoj hrani za glodavce (Mucedola, Italija), u
uvjetima 12-satnog ciklusa svjetlo-tama, pri temperaturi 22 = 2 °C. Svi postupci s
eksperimentalnim zivotinjama bili su u skladu sa Zakonom o dobrobiti zivotinja (NN 19/99) i

pravilima Europske unije (EEC Council Directive 86/609).

3.1.1.2. Kemikalije
Za odredivanje trombocitnog serotonina

HCI, 0,1 N vodena otopina

ZnS04, 10 % vodena otopina

NaOH, 1 N vodena otopina

L-cistein, 1 % otopina u 0,1 N HCI (Merck, Njemacka)
O-ftaldialdehid, OPT; 0,01 % otopina u 10 N HCI (Aldrich, SAD)
Serotonin kreatinin sulfat, 200 pg/ mL u 0,1 M HCI (Sigma, SAD)

Za mjerenje kinetike aktivnog unosa serotonina u trombocite

o C 5-hidroksitriptamin-kreatinin-sulfat, specificne aktivnosti 57 mCi/mmol (Amersham
Pharmacia Biotech, Engleska)

e Krebs-Ringerov pufer bez CaCl,, pH 7,4 (0,154 M NaCl, 0,154 M KCl, 0,154 M MgSO, x
7 H,0, 0,1 M fosfatni pufer)

e fizioloska otopina (0,9 % NacCl)

e scintilacijska tekuéina - Aquasol (Du Pont, NEN, Njemacka)

Za mjerenje receptorskog vezivanja

. [3H]8-hidroksi-2-(di-N—propilamino)tetralin (8-OH-DPAT), specificne aktivnosti 170,2
Ci/mmol (Perkin Elmer, SAD)

serotonin-kreatinin sulfat, bezvodni (Sigma, SAD)

0,32 M saharoza

50 mM Tris-HCI pufer pH 7,4

polietilen-imin, 0,1% otopina (Aldrich, SAD)
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Za izolaciju RNA

e reagens za denaturaciju (G-otopina): 4 M gvanidin-tiocijanat (Sigma, SAD), 20 mM
natrijev acetat, 0,5 % N-lauril-sarkozin (Sigma, SAD), 1 mM ditiotreitol (Serva,
Njemacka)

dietil-pirokarbonat (DEPC), 0,1 % otopina (Sigma, SAD)

fenol zasi¢en vodom

kloroform/izoamilni alkohol u omjeru 49:1

2-propanol

etanol

Za procis¢avanje RNA i uklanjanje genomske DNA
e komplet za izolaciju RNA (RNeasy® Micro kit, Qiagen, Njemadcka)
Za reverznu transkripciju

e 25 mM MgCl, (Applied Biosystems, SAD)

e 10 x RT pufer (100 mM Tris-HCI, pH 8,8, 500 mM KCI, 1 % Triton X-100) (Promega,
SAD)

e smjesa 10 mM deoksiribonukleotid-trifostata dATP, dGTP, dTTP 1 dCTP (Applied

Biosystems, SAD)

oligo d(T)6 pocetnici (Applied Biosystems, SAD)

AMV reverzna transkriptaza, 20 U/ul (Promega, SAD)

inhibitor ribonukleaza (RNasIn, 40 U/ul) (Promega, SAD)

sterilna voda bez ribonukleaza (Promega, SAD)

Za lancanu reakciju polimerazom

e 25 mM MgCl, (Applied Biosystems, SAD)
e 10 x PCR pufer II (100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCI) (Applied Biosystems, SAD)
e smjesa 10 mM deoksiribonukleotid-trifostata dATP, dGTP, dTTP i dCTP (Applied
Biosystems, SAD)

e Taq DNA polimeraza, 5 U/ul (Applied Biosystems, SAD)
e oligonukleotidni pocetnici

Koristeni su oligonukleotidni pocetnici za cDNA sljedecih gena Stakora: GAPDH, B-aktin 1
ciklofilin B (kao referentni geni u semi-kvantitativnoj RT-PCR analizi) te serotoninske
receptore 1A, 1B 1 2A. Sekvence pocetnika za SHT-1A receptor preuzete su iz Kulikov i sur.
(2005), za SHT-1B receptor iz Liu i sur. (2005), za SHT-2A receptor iz Pierce i sur. (1996), a
za GAPDH iz Ota 1 sur. (1999). Svi pocetnici nabavljeni su od tvrtke Life Technologies (Bec,
Austrija). 1z liofilizata su priredene otopine koncentracije 100 uM iz kojih su potom priredene

radne otopine koncentracije 10 uM, cuvane na -20 °C. Nukleotidni slijedovi pocetnika

prikazani su u tablici 3.1.
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Tablica 3.1. Oligonukleotidni pocetnici koriSteni za umnaZanje fragmenata pojedinih cDNA

Stakora
D . veli¢ina PCR
gen nukleotidni slijed polozaj produkta
1454-1473
5' AGAACATCATCCCTGCATCC 3'
GAPDH , , 1820-1801 367 bp
5' TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3 (AF106860)
» 5' GAAACTACCTTCAACTCCATC 3' et 03 b
p-aktin 5' CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGAT 3' P
(V01217)
\ , 277-300
ciklofilin B 5' CCATCGTGTCATCAAGGACTTCAT 3 2400471 216 bp
5' TTGCCGTCTAGCCAGGAGGTCT 3 (AF071225)
5' CCCCCCAAGAAGAGCCTGAA 3 867-886
SHT-1A 5' GGCAGCCAGCAGAGGATGAA 3' 1201-1182 336 bp
(J05276)
5' CTGCTAAAAGAACTCCCAAAA 3' 948-968
SHT-1B 5' TTGGGTGTCTGTTTCAAAATC 3' 1209-1194 262 bp
(M89954)
\ , 250-278
syr.oa | 5 CATGCCTCTCCATTCTTCATCTCCAGGAA 3 220.833 611b
5' CAAGGTGGCTTCTTTCTGAAGTGACTTGA 3' (GI8393582) P

* 1 zagradi su navedeni registracijski brojevi sekvenci u bazi podataka GenBank (dostupno na
web-stranici www.ncbi.nlm.nih.gov)

Za elektroforezu na agaroznom gelu

agaroza (LE, analytical grade) (Promega, SAD)
TAE pufer (0,8 M Tris, 0,2 mM octena kiselina, 0,5 M EDTA)

pufer za nanoSenje uzoraka (50 % glicerol, 25 % bromfenol-plavo, 1 mM EDTA)
molekularna ljestvica: Molecular Weight Marker, 50 bp (Fermentas, Kanada)
etidij-bromid, 1 mg/ml (Sigma, SAD)

Za odredivanje ukupnih proteina

Coomassie Brilliant Blue, G-250 (Serva, Njemacka)
etanol, 96 %

fosfatna kiselina, 85 %

govedi serumski albumin, frakcija V (Serva, Njemacka)

Za pripremu uzoraka za Western analizu

e pufer za homogenizaciju (20 mM Tris-HCI, 250 mM saharoza, 2 mM EDTA)

e koktel proteaznih inhibitora (Sigma, SAD)
e 6x pufer za denaturaciju (0,375 M Tris-HCI, 12 % SDS, 40 % glicerol, brom-fenol plavo,
12 % 2-merkaptoetanol)
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Za SDS-PAGE i elektrotransfer proteina

30 % otopina monomera akrilamid/bisakrilamid (29:1) (Sigma, SAD)

4x donji Tris-HCI pufer, pH 8,8 (1,875 M Tris)

4x gornji Tris-HCI pufer, pH 6,8 (1,25 M Tris)

10 % amonijev persulfat

10 % natrijev dodecil sulfat (SDS; Sigma, SAD)

10x pufer za elektroforezu (Tris-glicinski pufer), pH 8,3 (0,025 M Tris, 0,192 M glicin,
0,1 % SDS)

molekularna ljestvica: Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas, Kanada)
Towbin pufer, pH 8,3 (250 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol)

DILB pufer (pufer za razrjedivanje, 0,5 % mlijeka u prahu u TBS-T puferu)

CBB otopina (50 % metanol, 10 % octena kiselina, 0,1 % Coomassie Brilliant Blue G-
250)

Ponceau S otopina (0,1 % Ponceau S, 3 % trikloroctena kiselina)

Za imunodetekciju i kemiluminiscentnu vizualizaciju signala

PBS pufer, pH 7,5 (80 mM Na,HPO4, 20 mM NaH,PO,4 % 2 H,O, 100 mM NaCl)

TBS pufer, pH 7,6 (20 mM Tris, 137 mM NaCl)

PBS-T pufer (pufer za ispiranje) (0,1 % Tween-20 u PBS puferu)

TBS-T pufer (0,1 % Tween-20 u TBS puferu)

BLB (pufer za blokiranje, 10 % mlijeka u prahu u PBS-T puferu)

komplet za kemiluminiscentnu detekciju signala (ECL Western Blotting Detection
Reagents, Perkin Elmer, SAD)

razvijac i fiksir (Fotokemika, Hrvatska)

Protutijela

monoklonsko protutijelo za SHT-2A receptor porijeklom iz miSa (Purified mouse anti-
serotonin receptor (5-HT2AR) monoclonal antibody), Pharmingen, SAD (kat. br. 556326)
monoklonsko protutijelo za f-aktin porijeklom iz miSa (Actin C-2), Santa Cruz
Biotechnology Inc., SAD (kat. br. sc-8432)

sekundarno protutijelo za IgG miSa, obiljezeno peroksidazom, Amersham Bioscience,
SAD (kat. br. NIF825)

Kemikalije za koje nije naveden proizvodac proizvedene su u Kemici, Hrvatska.

3.1.1.3. Tehni¢ka oprema i pribor

ultrazvuéni dezintegrator (Cole Parmer, SAD)

homogenizator (Tehtnica, Slovenija)

vorteks mijesalica (Tehtnica, Slovenija)

centrifuge (5417C, Eppendorf Research, Njemacka; Hettich, Njemacka; MSE, Engleska)
vaga (MK-500C, Japan; Mettler, Njemacka)

laboratorijska giljotina (Ugo Basile, Italija)

digestor (Tlos, Hrvatska)

hladnjak i zamrzivaci (Gorenje, Slovenija; Snijders Scientific, Nizozemska)
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e oprema za horizontalnu elektroforezu (Laboratorij za neurokemiju i molekularnu
neurobiologiju, Institut Ruder BoSkovi¢, Hrvatska)

e oprema za vertikalnu elektroforezu i elektrotransfer (Amersham Biosciences, Engleska)

aparatura za mjerenje kinetike serotoninskog prijenosnika (Laboratorij za neurokemiju i

molekularnu neurobiologiju, Institut Ruder Boskovi¢, Hrvatska)

sakupljac stanica (Brandel, SAD)

filter-papiri GF/B i GF/C (Whatman, SAD)

nitrocelulozne membrane (Amersham Biosciences, Engleska)

PCR aparat (GeneAmp PCR System 2400, Perkin Elmer, SAD)

scintilacijski broja¢ (LKB Wallac, Rackbeta, Svedska)

mikrovalna pe¢nica (J.S.C. MK-132, Njemacka)

termostatirana vodena kupelj (NESLAB, Thermo Fisher Scientific, SAD)

spektrofotometar (Ultrospec 2100 pro, Pharmacia Biotech, SAD)

spektrofotofluorimetar (Perkin Elmer, SAD)

transiluminator (UPV, SAD)

skener gelova (Image Master VDS, Pharmacia Biotech, SAD)

plasti¢ne epruvete od 200 ul (Eppendorf Research, Njemacka)

automatske pipete (Eppendorf Research, Njemacka)

3.1.2. METODE
3.1.2.1. Odabir Zivotinja

U svakoj roditeljskoj generaciji Stakora svim je zivotinjama odredena razina trombocitnog
serotonina i brzina unosa serotonina u trombocite prema metodama ranije razradenima u
ovom laboratoriju (Jernej i sur., 1988; Jernej 1 sur., 1999a). Na temelju tih rezultata, izdvojene
su jedinke s ekstremno visokim odnosno ekstremno niskim vrijednostima koje su parene da bi
dale sljedecu generaciju. Nakon cetiri do pet generacija, utvrdeno je da su sublinije Stakora
dovoljno razdvojene s obzirom na kinetiku unosa serotonina u trombocite. Tijekom zadnjih 15
godina, uzgoj je vise puta pokretan od pocetka (tj. od roditeljske generacije neselekcioniranih
zivotinja), a u ovim eksperimentima koriStene su zivotinje oba spola iz 15. generacije

prethodnog, te kasnije iz 4. generacije novog uzgoja.

Odredivanje trombocitnog serotonina

Sadrzaj trombocitnog serotonina odreden je prema Jernej i1 sur. (1988). Ukratko, uzorci krvi,
pomijesani s antikoagulansom, centrifugirani su u horizontalnom rotoru na 1260 g kroz 30
sekundi. Tako dobivena supernatantna plazma bogata trombocitima (engl. platelet-rich
plasma, PRP) istisnuta je iz Strcaljke u epruvetu prethodno napunjenu fizioloSkom otopinom

te su uzorci centrifugirani 10 min na 8960 g kako bi se dobio trombocitni talog. Talog je
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soniciran u deioniziranoj vodi pri 20 000 Hz. Sonikat je pomijesan s 10 %-tnom otopinom
ZnSO41 1 N NaOH 1 centrifugiran 15 min na 1435 g kako bi se istalozili proteini. Potom je
deproteinizirani supernatant pomijeSan s 1 %-tnom otopinom L-cisteina i otopinom orto-
ftaldialdehida u 10 N HCI, uzorci su prokuhani tijekom 10 min i ohladeni, te je izmjerena
fluorescencija na spektrofotofluorimetru na valnoj duljini od 485 nm, uz ekscitacijsku

vrijednost od 345 nm.

Mjerenje aktivnosti trombocitnog serotoninskog prijenosnika

Mjerenje kinetike serotoninskog prijenosnika temelji se na mjerenju unosa radioaktivno
obiljezenog supstrata (‘*C-5HT) metodom ranije razradenom u Laboratoriju (Frébe i sur.,
1995; Jernej 1 sur., 1999a). Ukratko, u 850 uL Krebs-Ringerovog fosfatnog pufera dodano je
50 uL PRP te su uzorci preinkubirani 15 minuta u vodenoj kupelji na 37 °C uz kontinuirano
mijeSanje. Reakcija je zapoGeta dodatkom 100 pL otopine '“C-5HT koncentracije 0,5 uM,
nakon ¢ega su uzorci inkubirani 30 sekundi na 37 °C. Nakon 30 sekundi, inkubacija je naglo
prekinuta dodavanjem 2 mL ledene fizioloSke otopine i brzim odvajanjem trombocita od
medija vakuum filtracijom kroz Whatman GF/C filter papir na 550 mm Hg. Filter papir je
ispran s 2 x 4 mL fizioloske otopine i prenesen je u bocicu s 1 mL scintilacijske tekucine.
Radioaktivnost vezana na filter-papiru izmjerena je na scintilacijskom beta-brojacu. Kao
prazna proba koriSteni su isti uzorci PRP-a inkubirani u ledenoj kupelji na 0 °C.

Aktivnost serotoninskog prijenosnika mjerena je pri koncentraciji supstrata 0,5 uM, gdje
brzina unosa serotonina priblizno odgovara maksimalnoj (Vmax). Na slici 3.1. prikazana je
krivulja zasi¢enja unosa serotonina u trombocite WZ-5SHT Stakora (SHT-visoka 1 SHT-niska

sublinija).
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Slika 3.1. Krivulja zasi¢enja unosa serotonina u trombocite WZ-5HT Stakora i Eadie-Hofstee
linearni prikaz (prema Cic¢in-Sain i sur., 2005)

U eksperimentima su koriStene zivotinje iz obiju sublinija koje su se prema koli¢ini
trombocitnog serotonina i brzini unosa serotonina u trombocite razlikovale 1,5-2 puta

(prikazano u Rezultatima, Tablica 4.1.).

3.1.2.2. Izlaganje Zivotinja stresu

U ovim pokusima koriStene su Zenke iz 15. generacije uzgoja, stare 14 mjeseci, teZine
350-400 g. Zivotinje su izlagane kroni¢nom stresu u trajanju od 9 uzastopnih dana, a vrsta
stresora, njihovo trajanje i redoslijed primjene prikazani su u Tablici 3.2. Desetog dana sve su

zivotinje zrtvovane dekapitacijom.

30



Tablica 3.2. Izlaganje zivotinja kroni¢énom stresu

dan | vrsta stresa opis
1 vjeSanje o rep 6 minuta Zivotinja fiksirana o rep, glavom prema dolje
2 izolacija 24 sata zivotinja je sama u kavezu, izmedu pojedinih kaveza su
pregrade
3 prisilno plivanje 15 minuta boravi u bazenu promjera 20 cm i1 dubine 50 cm,
temperatura vode ~24 °C
4 tresnja tijekom 30 minuta kavez sa zivotinjama postavljen na platformu
koja se trese uz 60 oscilacija u minuti
5 imobilizacija 60 minuta zivotinja je fiksirana u uskoj cijevi
6 pretrpavanje 24 sata zivotinja boravi u kavezu standardne veli¢ine uz jo§ 8
Zivotinja
7 dugotrajna 24 sata zivotinja izlozena neprestanom osvjetljenju u prostoriji
izloZenost svjetlu
8 prisilno plivanje u | 5 minuta boravi u bazenu promjera 20 cm i dubine 50 cm,
toploj vodi temperatura vode ~ 40 °C
9 imobilizacija 60 minuta zivotinja je fiksirana u uskoj cijevi

3.1.2.3. Uzimanje i obrada uzoraka mozga

Nakon dekapitacije Stakora giljotinom, Skarama je odstranjen gornji dio lubanje, a mozak
je pomocu spatule izvaden na hladnu podlogu. Iz svjezeg mozga izdvojene su regije
hipokampusa, strijatuma i kore velikog mozga. Tkivo je preneseno u prethodno izvaganu
Eppendorf epruvetu, nakon cega je epruveta ponovno izvagana na analitickoj vagi i odmah
potom uzorak je zamrznut u tekuéem dusiku (za izolaciju RNA), odnosno u suhom ledu (za
analize proteina). Razlika odvaga predstavlja masu tkiva. U nastavku, uzorci su obradivani

ovisno o daljnjem postupku.

3.1.2.3.1. Priprema uzoraka tkiva za izolaciju RNA

U smrznute uzorke dodano je 500 uL otopine za denaturaciju (G-otopine) te su
homogenizirani ultrazvukom (20 000 Hz, 30 s). Homogenizirani uzorci pohranjeni su na -20

°C do daljnje obrade.

3.1.2.3.2. Priprema uzoraka tkiva za Western analizu

Uzorci tkiva homogenizirani su u deseterostrukom volumenu pufera za homogenizaciju
(20 mM Tris-HCI, 250 mM saharoza, 2 mM EDTA, pH 7,4; neposredno prije koristenja u
pufer su dodani inhibitori proteaza). Sastav pufera preuzet je iz Hirano i sur., 2005.

Homogenat je centrifugiran 5 minuta na 800 g te je supernatant s proteinima prenesen u novu
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epruvetu 1 centrifugiran 40 minuta na 18 000 g. Nastali talog resuspendiran je u
odgovaraju¢em volumenu homogenizacijskog pufera (konacni volumen ovisio je o pocetnoj
koli¢ini tkiva — talog dobiven homogenizacijom tkiva mase 300-400 mg resuspendiran je u 1
mL pufera). Koncentracija proteina u uzorku odredena je metodom po M. Bradford (Bradford,
1976) uz govedi serumski albumin kao standard. Uzorak je pomijeSan s puferom za

denaturaciju u omjeru 6:1 i pohranjen na -20 °C do daljnje obrade.

3.1.2.3.3. Priprema uzoraka tkiva za receptorsko vezivanje

Uzorci mozdanog tkiva, pohranjeni na -70 °C (period ¢uvanja uzoraka trajao je od dva
mjeseca do godinu dana), homogenizirani su u 10 volumena 0,32 M saharoze teflonskim
homogenizatorom na 1000 rpm. Homogenat je centrifugiran 10 minuta na 900 g, a dobiveni
supernatant je odvojen u drugu epruvetu i centrifugiran 30 minuta na 16 000 g. Dobiveni talog
homogeniziran je u 10 pocetnih volumena Tris-HCI pufera (pH 7,4) 1 inkubiran 15 minuta na
37 °C u vodenoj kupelji, kako bi se uklonili razni endogeni neurotransmiteri ili nukleotidi koji
bi mogli utjecati na rezultat mjerenja. Homogenat je ponovno centrifugiran 30 minuta na 16
000 g. Ovako dobiven talog homogeniziran je u 80 pocetnih volumena Tris-HCI pufera. Tako
priredeni homogenat odmah je koriSten za mjerenje receptorskog vezivanja, a dio homogenata

je pohranjen na -20 °C da bi se unutar tjedan dana odredila koncentracija proteina.

3.1.2.4. Ekspresija mRNA za serotoninske receptore
3.1.2.4.1. Izolacija RNA

Ukupna stanicna RNA iz tkivnog homogenata izolirana je modificiranom metodom kisele
fenolne ekstrakcije (Chomczynski i Sacchi, 1987; Hranilovi¢, 2007). Na 500 uL homogenata
dodano je redom 50 uL 2 M natrijevog acetata (pH 4,00), 500 uL fenola zasi¢enog vodom i
200 pL smjese kloroform/izoamilnog alkohola (49:1). Nakon snaznog mijeSanja i inkubacije
u ledu 20 minuta, uzorci su centrifugirani 20 minuta na 10 000 g (na temperaturi +4 °C), pri
¢emu su odvojene vodena i1 organska faza. Gornja, vodena faza (u kojoj se nalazi RNA)
pazljivo je prenesena u novu epruvetu, dodan je jednaki volumen hladnog izopropanola (oko
600 pL) te su uzorci preko noc¢i inkubirani na -20 °C. RNA je istalozena centrifugiranjem 20
minuta na 10 000 g, a talog je dvaput ispran s 500 pL 75 % etanola, uz centrifugiranje 10
minuta na 10 000 g. Talog je osusen u digestoru i otopljen u 20 uL vode tretirane DEPC-om.

RNA je pohranjena na -70 °C.
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Da bi se izbjegla kontaminacija ribonukleazama, nastavci za pipete i Eppendorf epruvete
tretirani su 0,2 % otopinom DEPC (preko noci), a otopine koriStene u izolaciji RNA
autoklavirane su 30 minuta. Cijelo vrijeme postupka potrebno je nositi rukavice, koje je
pozeljno povremeno mijenjati. Budu¢i da izoliranu RNA nije poZeljno izlagati temperaturama
visim od +4 °C, svi su postupci radeni na ledu.

Kvaliteta izolirane RNA provjerena je elektroforezom manjeg alikvota RNA na 1 %
agaroznom gelu, uz vizualizaciju pomocu etidij-bromida. Koncentracija RNA odredena je
spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije na 260 nm i mnoZenjem izmjerene apsorbancije
s ekstincijskim faktorom (za RNA on iznosi 44) i faktorom razrijedenja.

Izolirana RNA prociSc¢ena je na kolonicama Quiagen-ovog kompleta za izolaciju RNA, pri
¢emu je dodan enzim deoksiribonukleaza I te je tako iz uzorka uklonjena genomska DNA.
RNA je s kolonice eluirana u kona¢nom volumenu 14 pL. Nakon prociS¢avanja, ponovno je
elektroforezom provjerena kvaliteta RNA, a spektrofotometrijski je odredena njezina

koncentracija u uzorku.

3.1.2.4.2. Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija provedena je prema ve¢ uhodanom protokolu koji je ranije koriSten
u ovom Laboratoriju (Bordukalo-Niksi¢, 2007). Sastav reakcijske smjese 1 postupak reverzne
transkripcije prikazani su u tablici 3.3. Da bi se smanjile pogreske u pipetiranju, za sve uzorke
pripremana je skupna otopina (engl. master mix) zajednickih sastojaka. Ukupni volumen

reakcijske smjese iznosio je 20 uL.

Tablica 3.3. Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju i uvjeti reakcije

sastojak pocetna koncentracija konac¢na koncentracija V (uL)/uzorku
RNA + H,0 1 ug RNA ukupno 8,25
oligo d(T)16 0,25 pg/ul 0,025 ug/ul 2

RNasIn 40 U/uL 1 U/uL 0,5

inkubacija 5 min na 65 °C
Potom su uzorci naglo ohladeni na ledu i dodani su sljedeci sastojci:

MgCl, 25 mM 5SmM 4
RT pufer 10 x 1 x 2

dNTP 10 mM 1 mM 2
RNasIn 40 U/uL 1 U/uL 0,5
AMV r.t. 20 U/uL 0,75 U/uL 0,75

Nakon 10-minutne inkubacije na 25 °C, reakcija se odvijala 60 minuta na 42 °C, nakon

cega je reakcijska smjesa zagrijavana 5 minuta na 95 °C, kako bi se inaktivirala reverzna
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transkriptaza. Do izvodenja lanCane reakcije polimerazom, dobivena cDNA pohranjena je na

-20 °C.

3.1.2.4.3. Lancana reakcija polimerazom

Lananom reakcijom polimerazom nakon reverzne transkripcije (engl. reverse
transcription - polymerase chain reaction, RT-PCR) umnozeni su fragmenti pojedinih cDNA.
Uz pretpostavku da je koli¢ina tako dobivenog PCR produkta proporcionalna pocetnoj
koli¢ini kalupa ¢cDNA (a time i koli¢ini pojedine mRNA u uzorku), mjerenjem koli¢ine
produkata moguce je usporedivati razine ekspresije odredenih gena u pojedinim uzorcima.

U PCR su korisSteni oligonukleotidni pocetnici navedeni u Tablici 3.1. Za svaku reakciju
empirijski je odredena optimalna koncentracija MgCl, i pocetnika, kao i temperatura
nalijeganja pocetnika (engl. annealing). Reakcije su se odvijale u ukupnom volumenu od 20
pL, uz 0,2 mM dNTP i 0,6 jedinica Taq polimeraze po uzorku, te uz 1 pL kalupa cDNA po
uzorku. Nakon $to su odredeni osnovni uvjeti umnazanja pojedinih fragmenata cDNA, za
svaki par pocetnika izveden je PCR pri razli¢itom broju ciklusa. Na taj je nacin odreden
optimalan broj ciklusa pri kojem su PCR produkti jasno vidljivi na gelu agaroze, a reakcija je
jos u linearnom podrucju amplifikacije. Ti su podaci prikazani u Rezultatima (pogl. 4.1.2.).

Semi-kvantitativno odredivanje razine ekspresije gena za serotoninske receptore 1A, 1B i
2A provedeno je uz koriStenje triju referentnih gena ¢ija je ekspresija u mozgu Stakora
konstantna: GAPDH, B-aktin i ciklofilin B. Svaka cDNA umnaZzana je u zasebnoj reakciji (t;.

nije radena koamplifikacija).

3.1.2.4.4. Detekcija 1 analiza PCR produkata

Alikvot od 10 uL svakog PCR produkta pomijesan je s 1 uL pufera za nanoSenje uzorka
na gel, te su produkti analizirani elektroforezom na 1,5 % agaroznom gelu u koji je dodano
0,1 % etidij-bromida. Nakon elektroforeze, gel je skeniran na aparatu Image Master VDS.
Slika gela pohranjena je u tiff-formatu i denzitometrijski obradena programom Image
Master' ™ VDS Software, verzija 2.0. (Pharmacia Biotech, SAD). Na svakom gelu usporedno
su analizirani uzorci iz obje sublinije Stakora, pri ¢emu uvijek istovremeno analizirani

ispitivani i referentni geni.
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3.1.2.5. Analiza receptorskih proteina
3.1.2.5.1. Western analiza
SDS-PAGE i elektroprijenos proteina

Razina SHT-2A receptorskog proteina odredivana je kvantitativnom Western analizom
(Burnette, 1981). Proteini su najprije razdvojeni vertikalnom elektroforezom na gelu
poliakrilamida (engl. polyacrilamide gel electorophoresis, PAGE) uz dodatak anionskog
detergenta natrijevog dodecilsulfata (engl. sodium dodecylsulfate, SDS) kao denaturirajuceg
sredstva. Gornji gel (gel za sabijanje) bio je 5 %-tni, a donji gel (gel za razdvajanje) 10 %-tni.
Elektroforeza je najprije tekla na 80 V, a po ulasku uzoraka u gel za razdvajanje na 120 V, uz
1x Tris-glicinski pufer. Optimalna koli¢ina proteina koja je nanoSena na gel odredena je u
preliminarnim pokusima 1 iznosila je 10 pg. Po zavrsetku elektroforeze, koja je trajala oko 2
h, proteini su pomocu aparature za elektroprijenos preneseni na nitroceluloznu membranu
(engl. blotting). Elektroprijenos je trajao 1 h pri stalnoj jakosti struje 400 mA uz Towbin
pufer. UCcinkovitost prijenosa provjerena je bojenjem gela Coomassie Brilliant Blue
(inkubacija preko no¢i) te reverzibilnim bojenjem membrane otopinom Ponceau S (inkubacija

10 min, odbojavanje u destiliranoj vodi).

Imunodetekcija i vizualizacija signala

Membrana je inkubirana 1 h u BLB puferu, ¢ime su blokirana nespecifi¢na vezna mjesta
za proteine. Nakon kratkog ispiranja u PBS-T puferu, membrana je preko no¢i (4 °C)
inkubirana u otopini primarnog protutijela za SHT-2A receptor (razrijedenje u DILB puferu u
omjeru 1:1000). Sljede¢i dan membrana je isprana PBS-T puferom (1 x 15 min, 3 X 5 min) 1
inkubirana 1 h sa sekundarnim protutijelom za IgG miSa obiljeZenim peroksidazom
(razrijedenje 1:5000), te je ponovljeno ispiranje PBS-T puferom (1 % 15 min, 3 X 5 min).

Vizualizaciju signala omogucila je kemiluminiscentna reakcija peroksidaze (prisutne na
sekundarnom protutijelu) uz luminol kao supstrat, pri ¢emu svjetlost oslobodena u reakciji
ostavlja signal na rendgenskom filmu. Na membranu je ravnomjerno nanesena smjesa dviju
detekcijskih otopina Kompleta za kemiluminiscentnu detekciju, te je nakon jednominutne
inkubacije membrana stavljena izmedu dvije najlonske folije 1 namjeStena u kasetu za
eksponiranje, a na nju je poloZen rendgenski film. Ovaj postupak odvijao se u mraku.
Ekspozicija filma trajala je 5 minuta. Po zavrSetku ekspozicije, film je uronjen u razvija¢ do

pojave prvih signala, te je signal fiksiran u odgovarajucoj otopini. Nakon fiksiranja, film je
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ispran teku¢om vodom, osusen i skeniran. Signali su denzitometrijski analizirani programom
Image Master ™ VDS Software, verzija 2.0. (v. 3.1.2.4.4.).

Ista membrana kasnije je preko noci inkubirana u otopini primarnog protutijela za [-aktin
(razrijedenje u DILB puferu u omjeru 1:250), te je sljede¢i dan isprana PBS-T puferom i
inkubirana s obiljezenim sekundarnim protutijelom za IgG miSa kako je ve¢ opisano.

Koli¢ina SHT-2A receptora izraZena je kao omjer intenziteta denzitometrijskog signala za

SHT-2A receptor i B-aktin.

3.1.2.5.2. Receptorsko vezivanje

Za mjerenje aktivnosti serotoninskog 1A receptora kao ligand je koristen 8-hidroksi-2-(di-
N-propilamino)tetralin (§-OH-DPAT), obiljezen radioaktivnim izotopom vodika (H). Metoda
je po prvi put primijenjena u ovom Laboratoriju, a kao osnova za razradu metode koristeni su
radovi Burnet i sur. (1992) i Bylund i Toews (1993). Detaljan opis razrade metode prikazan je
u Rezultatima, a ovdje su navedeni kona¢no odabrani uvjeti mjerenja.

400 uL homogenata mozdanog tkiva, priredenog kao §to je opisano u poglavlju 3.1.2.3.3.,
Sto je otprilike odgovaralo koli¢ini 5 mg tkiva (60-80 pg proteina), inkubirano je uz dodatak
radioaktivno obiljezenog 8-OH-DPAT 1h na 30 °C. Za odredivanje nespecificnog vezivanja
u duplikat svakog uzorka dodana je 10 uM otopina serotonina, koji djeluje kao kompetitivni
inhibitor 1 veze sva specificna vezna mjesta. U tim se uvjetima mjeri samo vezanje
obiljeZzenog liganda na nespecificna mjesta, a razlika izmedu ukupnog i1 nespecificnog
vezivanja predstavlja specifi¢no vezivanje. Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 500
pL. Reakcija je prekinuta vakuum filtracijom kroz GF-B filter papir (veli€ine pora 1,0 um) pri
tlaku od 18 mm Hg te ispiranjem s 2 x 5 mL fizioloSke otopine. Da bi se smanjilo
nespecificno vezivanje, filter papir je prethodno 30 min inkubiran u 0,1 %-tnoj otopini
polietilen-imina. Nakon filtriranja i ispiranja, filter papir prenesen je u bocicu s 1 mL
scintilacijske tekucine te je radioaktivnost izbrojana na scintilacijskom beta-brojacu. Svaki
uzorak raden je u dva duplikata: u dvije paralelne epruvete mjereno je ukupno, a u druge dvije
epruvete nespecificno vezivanje (uz dodatak serotonina). Razlike izmedu paralelno radenih
uzoraka iznosile su u vecini slucajeva do 20 %. Rezultati su obradeni u racunalnom programu
GraphPad Prism 3.0.

U svakom eksperimentu, osim uzoraka, izmjerena je i radioaktivnost radne otopine [*H]8-
OH-DPAT, a tako dobivene vrijednosti koriStene su kao standardi za preracunavanje

dobivenih otkucaja u minuti (engl. counts per minute, cpm) u koli¢inu vezanog liganda
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(pmol). U konac¢nom prikazu, rezultati mjerenja prikazani su u jedinicama koli¢ine vezanog

liganda po masi proteina u uzorku (pmol [*’H]8-OH-DPAT/mg proteina).

Receptorsko vezivanje moze se opisati jednadzbom analognom Michaelis-Menten

jednadzbi enzimske kinetike, a koja ovdje glasi:

B F
Bound = Zmsx X 77€€
K, + Free

gdje je Bound = koli¢ina vezanog liganda, Free = koli¢ina nevezanog (slobodnog) liganda, K4
= konstanta disocijacije, Bmax = maksimalna koli¢ina liganda koja se moZe vezati na receptor.
U praksi, konstanta K4 opisuje afinitet receptora za ligand, a Bnax broj receptora u uzorku

(tkivu). Na slici 3.2. lijevo prikazana je krivulja zasi¢enja vezanja liganda na receptor:
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g T
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2 @
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Slika 3.2. Lijevo: krivulja zasi¢enja vezanja liganda na receptor; desno: linearizacija
saturacijske krivulje receptorskog vezivanja prema Rosenthalu. Free =
koncentracija nevezanog liganda, Bound = koncentracija vezanog liganda.
Preuzeto s web stranice www.unmc.edu/Pharmacology/receptortutorial/.

Konstante K4 1 Biax moguce je odrediti na dva na¢ina: metodom nelinearne regresije (tzv.
curve fit, pomoc¢u racunalnog programa) ili linearnom transformacijom saturacijske krivulje.

Najcesce koriStena linearizacija je tzv. Rosenthal-Scatchardov prikaz, prikazan na slici 3.2.

desno, ¢ija jednadzba glasi:
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Bound _ B,  Bound
Free K, K,

U idealnom slucaju, eksperimentalno dobijene tocke ¢ine pravac, ¢iji nagib odgovara -1/Kg, a
odsjecak na apscisi Bpax.
U pocetnim eksperimentima konstante su izraCunate na oba nacina, a kasnije samo

nelinearnom regresijom.

3.1.2.6. Statisticka obrada podataka

Ekspresija mRNA izraZzena je kao omjer intenziteta PCR produkta ispitivanog i
referentnog gena. Dobiveni rezultati analizirani su dvosmjernim t-testom uz granicu
znacajnosti p < 0,05. Za obradu podataka koriSten je statisti¢ko-graficki program GraphPad
Prism®, verzija 3.02 i demo-verzija programa GraphPad StatMate 2.00 (GraphPad Software,
SAD, www.graphpad.com).

Denzitometrijski podaci o koli¢ini SHT-2A receptorskog proteina analizirani su
dvosmjernim t-testom, uz granicu znacajnosti p < 0,05.

Rezultati mjerenja receptorskog vezivanja obradeni su u programu GraphPad Prism®. Za
odredivanje konstanti K4 1 B.x koriStena je nelinearna regresijska analiza, izraCunate su
srednje vrijednosti 1 standardne devijacije, a za testiranje razlika izmedu sublinija koriSten je

dvosmjerni t-test uz granicu znacajnosti p < 0,05.

3.2. ISTRAZIVANJA NA HUMANOJ POPULACILJI
3.2.1. Materijali
3.2.1.1. Uzorci DNA

U istrazivanjima polimorfizama gena za SHT-1B i SHT-2A receptor koriSteni su uzorci
DNA izolirane iz krvi pacijenata lijecenih od ovisnosti o alkoholu u Klini¢koj bolnice Sestara
milosrdnica u Zagrebu. Ukupno su genotipizirana 172 uzorka DNA pacijenata, Cija je
dijagnoza alkoholizma donesena na temelju strukturiranog intervjua prema kriterijima DSM-
IV. Pacijenti su dodatno podijeljeni u grupe prema vrsti alkoholizma (90 s alkoholizmom tipa
I i 82 s alkoholizmom tipa II; prema Cloninger, 1987). Dok se alkoholizam tipa I javlja u

osoba oba spola, blazeg je tijeka, zapoCinje u pravilu nakon 25. godine 1 ne ukljucuje
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antisocijalno ponasanje, alkoholizam tipa II javlja se gotovo isklju¢ivo kod muskaraca,
zapocinje ranije (prije 25. godine zivota) i prati ga antisocijalno ponaSanje, uz izraZzenu
nasljednu komponentu bolesti (Parsian 1 Cloninger, 2001). Kao kontrolni uzorci koriSteni su
uzorci DNA dobrovoljnih davatelja krvi, koriSteni u prethodnim studijama provedenima u
ovom Laboratoriju (gtefulj, 2005; Babi¢, 2006; Mokrovi¢ i sur., 2008). Genotipizirano je 219
kontrolnih uzoraka. Svi ispitanici (i pacijenti i kontrolni ispitanici) bili su muskog spola.

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
3.2.1.2. Kemikalije

Za lancanu reakciju polimerazom

Koristene su iste kemikalije za lanCanu reakciju polimerazom kao §to je navedeno u
poglavlju 3.1.1.2., uz koriStenje specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnika za DNA covjeka.
Njihov sastav preuzet je iz Stefulj i sur., 2004 (za SHT-1B receptor) odnosno Collier i sur.,

1997 (za SHT-2A receptor). Detalji o ovim pocetnicima prikazani su u tablici 3.4.

Tablica 3.4. Oligonukleotidni pocetnici koriSteni za umnaZanje fragmenata DNA Covjeka

gen nukleotidni slijed veli¢ina PCR produkta

5 GAAACAGACGCCCAACAGGAC 3
SHT-1B 5' CCAGAAACCGCGAAAGAAGAT 3' 548 bp
5 AACCAACTTATTTCCTACCAC 3'

5' CGACAACGATGGAACGTCGAA 3'

5HT-2A 468 bp

Za digestiju produkata PCR
o restrikcijski enzim Hincll, 10U/uL (Fermentas, Kanada)
o restrikcijski enzim Mspl, 10U/uL (Fermentas, Kanada)
Za elektroforezu na agaroznom gelu
Koristene su iste kemikalije kao §to je navedeno u poglavlju 3.1.1.2.
3.2.2. METODE
3.2.2.1. Polimorfizam gena za SHT-1B receptor

Polimorfizmi gena za SHT-1B i SHT-2A receptor analizirani su na uzorcima DNA osoba
ovisnih o alkoholu i kontrolnih ispitanika. Uzorci DNA izolirani su iz krvi ispitanika u sklopu

prethodnih istrazivanja (Stefulj, 2005; Mokrovi¢ i sur., 2008).
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Polimorfizam G861C za SHT-1B receptor je analiziran metodom polimorfizma duljine
restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment length polymorphism, RFLP). U prvom
koraku, u lan¢anoj reakciji polimerazom pomocu specificnih oligonukleotidnih pocetnika
umnozen je odsjeCak DNA koji sadrzi polimorfno mjesto. Reakcija se odvijala u ukupnom
volumenu od 15 uL, uz 50 ng genomske DNA, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,6 uM
pocetnika, 0,75 U Taq polimeraze, te uz dodatak Q-otopine koja smanjuje ucestalost
nespecifi¢nih produkata. Nakon pocetne denaturacije (5 minuta na 94 °C) reakcija se odvijala
u 30 ciklusa denaturacije (30 s, 94 °C), nalijeganja pocetnika (30 s, 60 °C) i produljenja lanca
DNA (30 s, 72 °C), nakon ¢ega je uslijedila zavrSna ekstenzija produkata (7 minuta na 72 °C).
Ovakvom reakcijom dobiva se jedinstveni produkt duljine 548 bp. Ovaj produkt podvrgnut je
digestiji restrikcijskom endonukleazom Hincll (Hindll). Digestija se odvijala preko no¢i na
37 °C, a reakcijska smjesa, ukupnog volumena 20 puL, sadrzavala je 3 pL PCR produkta, 1x
pufer Tango i 1U Hincll. Produkti digestije razdvojeni su na 2%-tnom gelu agaroze (uz
dodatak 0,1 % etidij-bromida) tijekom 75 minuta pri 80 V 1 vizualizirani pomoc¢u UV zraka. U
sluc¢aju alela 861G, digestijom su dobiveni produkti duljine 452 1 96 bp, a kod alela 861C
produkti duljine 310, 142 1 96 bp. Zbog uvjeta elektroforeze i vizualizacije produkata, na gelu
su bili vidljivi samo najveéi fragmenti — u slucaju alela G, 452 bp, a kod alela C, 310 bp (slika
3.4.).

gaaacagacg
cccegggtec
atccggatct

cccaacagga
acgtcctcgg
cctgtgtatg

ccggcaagcg cttgacccga gcccagctga taaccgactc
tcacctctat taactcgcgg gttcccgacg tgcccagcga
tC/Gaaccaagt caaagtgcga gtctccgacg ccctgctgga

aaagaagaaa
gggagccttt
caaagatgcc
caactccctc
ccataaactg
acctttgggg

ctcatggccg
attgtgtgtt
tgctggttcc
atcaacccca
atacgtttta
accaagttgt

ctagggagceg
ggctaccctt
acctagccat
taatctatac
agtgcacaag
gtctggttcc

Caaagccacc
cttcatcatc
ctttgacttc
catgtccaat
ttgacttgcc
acaggtaggt

aagaccctag
tccctagtga
ttcacatggc
gaggacttta
gtttgcagtg
cgaatcttct

ggatcatttt
tgcctatctg
tgggctatct
aacaagcatt
tgcctaagcg
ttcgeggttt

ctgg

G-alel C-alel
J

Hincll: 5'... GTPyPuAC...3'

3..CAPuPyTG..5

T

452 bp
96 bp

142 bp
310 bp
96 bp

Slika 3.4. Nukleotidni slijed odsjecka DNA koji sadrzi G861C polimorfno mjesto,
umnoZenog u lanéanoj reakciji polimerazom uz koristenje pocetnika iz Stefulj i
sur. (2004). Podcrtani slijedovi odgovaraju mjestu nalijeganja pocetnika. Mjesta
prepoznavanja restrikcijske endonukleaze Hincll oznacena su kurzivom (v. donji
dio slike). U slucaju G-alela, nastaju dva restrikcijska fragmenta, a u sluc¢aju C-
alela, tri.
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3.2.2.2. Polimorfizam gena za SHT-2A receptor

Analognim postupkom (RFLP) analiziran je i polimorfizam gena za SHT-2A receptor (-
1438A/G). Lanc¢anom reakcijom polimerazom, uz 150 ng genomske DNA, 1,5 mM MgCl,,
0,2 mM dNTP, 0,5 uM pocetnika 1 0,55 U Taq polimeraze, i temperaturu nalijeganja
pocetnika 60 °C kroz 35 ciklusa, dobiven je produkt veli¢ine 468 bp. Digestija produkta
restrikcijskom endonukleazom Mspl (Hpall) odvijala se preko noc¢i na 37 °C, uz 7,5U Mspl.
U slucaju prisutnosti alela -1438 A, produkt se ne cijepa, a u slucaju alela G digestijom nastaju

dva fragmenta veliCine 244 i 224 bp (slika 3.5.).

aagctgcaag gtagcaacag ccaggagggc ggaccaaaca ggctttttct tctccctctt
tttgctacat attaatattg ggaagttttc ctttgctttt gagagaaact ggagaaatgg
ccttttgtgc agattcccat taaggtaggt aagtggcact gtggtaattt tttaggctga
agggtgaaga gagaacataa ataaggctag aaaacagtat gtcctcggag tgctgtgagt
gtcT/Cggcact tccatccaaa gccaacagtg tttgtgtcca gagtggaatt actgacattg
gccacatagg ctcagggtgg ctaggcacgt ctgtggtgat aactctgata aactattagc
actattttta tttaatagat acaccattga actggcttat tttcttcagc agaaatatgc
cacccagata ttattcaaaa cctcacatgt ggtaggaaat aagttggtt

A-alel G-alel

2
Mspl: 5'... CCGG...3' 468 bp (ne cijepa) 244 bp
3'... GGCC...5' 224 bp

T

Slika 3.5. Nukleotidni slijed odsjecka DNA koji sadrzi -1438AG polimorfno mjesto,
umnozenog u lancanoj reakciji polimerazom uz koriStenje pocetnika iz Collier 1
sur. (1997). Potcrtani slijedovi odgovaraju mjestu nalijeganja pocetnika. Mjesto
prepoznavanja restrikcijske endonukleaze Mspl oznaceno je kurzivom (v. donji
dio slike). U slucaju A-alela, produkt se ne cijepa, dok u sluc¢aju G-alela nastaju
dva fragmenta sli¢nih veli¢ina (244 i 224 bp), koji na gelu komigriraju.

3.2.2.3. Statisticka obrada podataka

Rezultati genotipizacije uneseni su u racunalnu bazu podataka (Microsoft Excel). Razlike
medu populacijama, kao 1 Hardy-Weinbergova ravnoteza, racunate su dvosmjernim hi-
kvadrat (y?) testom (distribucije genotipova) odnosno dvosmjernim Fisherovim egzaktnim
testom (distribucije alela). Sve analize radene su pomocu raunalnog programa GraphPad

InStat (verzija 3.01, GraphPad Software, SAD, www.graphpad.com).
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4. REZULTATI



4.1. ISTRAZIVANJA NA ANIMALNOM MODELU
4.1.1. ODABIR ZIVOTINJA

U eksperimentima su koriStene zivotinje odabrane na temelju koncentracije trombocitnog
serotonina 1 aktivnosti trombocitnog serotoninskog prijenosnika, iz 15. generacije uzgoja
(ekspresijske studije, Western analiza, izlaganje kroni¢nom stresu), te iz 4. generacije novog
uzgoja (receptorsko vezivanje). Sumarni podaci o trombocitnim serotoninskim parametrima

odabranih zivotinja prikazani su u Tablicama 4.1.a1b.

Tablica 4.1.a. Trombocitni serotoninski parametri Zivotinja koriStenih u svim pokusima.

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost *+ standardna devijacija.

. - razina serotonina brzina unosa serotonina
generacija sublinija N (ug SHT/mg trc. prot.) (nmol 5HT/mg trc. prot./min)
Fl5 SHT-visoki 18 1,29 +£0,14 1,41 £0,28
SHT-niski 17 0,84 +£0,13 0,70+ 0,12
4 SHT-visoki 16 1,58 £0,20 1,13+0,19
SHT-niski 16 0,89 + 0,22 0,88 £0,13

Tablica 4.1.b. Trombocitni parametri zivotinja koriStenih u pokusu izlaganja kronicnom
stresu izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija

subliniia skupina u pokusu N razina serotonina brzina unosa serotonina
! p P (ug SHT/mg trc. prot.) (nmol SHT/mg trc. prot./min)
SHT-visoki ﬁzmlgfk% uvjeti 9 1,28 +0,19 1,42 +0,35
kronic¢ni stres 9 1,31 £0,08 1,40 £0,22
SHT-niski ﬁzwl(')fk% uvjeti 8 0,83+0,12 0,74+0,11
kroni¢ni stres 9 0,81 +£0,14 0,68 +£0,13

4.1.2. ANALIZA EKSPRESIJE mRNA ZA SEROTONINSKE RECEPTORE
METODOM SEMI-KVANTITATIVNOG RT-PCR

Ekspresija mRNA za SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptore analizirana je metodom semi-
kvantitativnog RT-PCR koja je ranije uhodana u ovom Laboratoriju (Bordukalo-Niksi¢,
2003). RNA za pojedine receptore analizirana je u regijama njihove najvece zastupljenosti (v.
Barnes i Sharp, 1999): SHT-1A u hipokampusu (hpc) i ¢eonoj kori, SHT-1B u hipokampusu,
strijatumu (str) 1 ceonoj kori, a SHT-2A u ¢eonoj kori. Ukupna stani¢na RNA izolirana je iz
30-50 mg mozdanog tkiva (ovisno o veli¢ini pojedinih regija). Nakon proc¢i§¢avanja, ukupna

koli¢ina RNA iznosila je 15-20 pg po uzorku.
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Uvjeti lancane reakcije polimerazom za SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptor te tri
odabrana referentna gena (GAPDH, B-aktin, ciklofilin B) utvrdeni su u preliminarnim
eksperimentima, a optimalne koncentracije MgCl, i pocetnika, kao i broj ciklusa PCR za

svaku reakciju naveden je u tablici 4.2.

Tablica 4.2. Optimalni uvjeti PCR pri kojima je reakcija u linearnom podruc¢ju amplifikacije

<DNA koncentracija koncentracija veli¢ina PCR optimalan broj
MgCl, (mM) pocetnika (mM) produka (bp) ciklusa PCR
GAPDH 2,0 0,4 367 24
B-aktin 2,0 0,4 303 26
ciklofilin B 2,0 0,4 216 26
SHT-1A 1,0 0,8 336 28
SHT-1B 1,5 0,8 262 32
SHT-2A 2,5 0,8 611 30

Slika 4.1. prikazuje tipican agarozni gel nakon elektroforetske separacije PCR produkata.
Produkti dobiveni umnazanjem cDNA za sve SHT-receptore i referentne gene iz jedne
zivotinje naneseni su na isti gel. PCR je raden usporedno na zivotinjama iz obje sublinije u
fizioloskim uvjetima i nakon izlaganja kroni¢nom stresu. Sumarni podaci prikazani su u
Tablicama 4.3 — 4.5, a u nastavku teksta, najprije je usporedena ekspresija gena za SHT
receptore u sublinijjama WZ-5HT Stakora u fizioloskim uvjetima, a zatim u uvjetima

kroni¢nog stresa.

SHT-wisok SHT-visoki stres SHT-misk § SHT-niski stres

e s PR N - B — |
M 1A 1IBG p C 1A 1B G B C 1A1B G p C 1A 1B G p C

Slika 4.1. Produkti RT-PCR iz hipokampusa Stakora nakon elektroforeze na 1,5 % agaroznom
gelu. Oznake produkata: 1A, SHT-1A receptor (336 bp); 1B, SHT-1B receptor
(262 bp); G, GAPDH (367 bp); B, B-aktin (303 bp); C, ciklofilin B (216 bp); M,
ljestvica DNA (50 bp). Iznad produkata navedene su oznake sublinija i skupina
Stakora.
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4.1.2.1. Ekspresija mRNA za serotoninske receptore u mozgu Wistar-Zagreb SHT
Stakora u fizioloskim uvjetima

4.1.2.1.1. SHT-1A receptor

Ekspresija mRNA za serotoninski 1A receptor proucena je u dvije regije mozga WZ-5SHT
Stakora: hipokampusu i ¢eonoj kori. Razina ekspresije izraZzena je kao omjer koli¢ine PCR
produkata za SHT-1A receptor 1 tri referentna gena (GAPDH, -aktin i ciklofilin B). Rezultati
mjerenja sumarno su prikazani u Tablici 4.3, a individualne vrijednosti za svaki receptor u

odnosu na svaki od koriStena tri referentna gena prikazane su na slikama 4.2.,4.3.14.5.

Tablica 4.3. Razine mRNA za SHT-1A receptor u hipokampusu i ¢eonoj kori sublinija WZ-
SHT Sstakora u fizioloskim uvjetima i nakon izlaganja kroni¢nom stresu izrazene
kao srednja vrijednost + standardna devijacija

SHT-1A mRNA
sublinija N hipokampus ceona kora
SHT-1A/ SHT-1A/ SHT-1A/ SHT-1A/ SHT-1A/
GAPDH B-aktin ciklofilin B B-aktin ciklofilin B
SHT-visoki 7-91 0,73+0,19 | 0,85+0,19 0,98 £ 0,26 0,68 £0,12 | 1,06+0,39
SHT-niski 7-81 0,74+029 | 0,88+0,13 0,94 £ 0,14 0,73£0,14 | 1,12£0,16
SHT-visoki uz stres | 8-9 | 0,81+0,43 | 1,02+0,32 1,14 £ 0,32 0,73+0,24 | 1,07£0,37
SHT-niski uzstres | 8-9 | 0,81+0,29 | 0,92+0,22 1,05+0,24 0,62+0,18 | 0,92+0,29

" radi lakse usporedbe, u tablici su usporedno prikazani podaci o ekspresiji u fizioloskim uvjetima i nakon stresa,
a obrada rezultata ekspresije nakon izlaganja stresu prikazana je u poglavlju 4.1.2.2.

Na slikama 4.2.a i b prikazana je ekspresija mRNA za SHT-1A receptor u hipokampusu 1
c¢eonoj kori WZ-SHT Stakora kod pojedinih Zivotinja, uz naznacene srednje vrijednosti
skupine. Razina ekspresije izrazena je kao omjer jaCine signala za SHT-1A i tri referentna
gena (GAPDH, B-aktin, ciklofilin B). Nema razlika u koli¢ini mRNA za SHT-1A receptor

izmedu dviju sublinija, neovisno o istrazivanoj regiji mozga i referentnom genu.

5HT-1A/GAPDH 5HT-1A/B-aktin 5HT-1A/ciklofilin B

1.5+ 1.5+ 1.59 L
® 5HT-visoki
Q@ ° ° ° ° ® 5HT-niski
= ° .
S 1.0- o® 1.0 ®e 10{ — o8
2 [ Y'Y _e0® ° Mt
3 [Y) ° % S e
bt ) ° °
g % [ X)) °
‘g 0.5 1 %0 0.5- 0.5
&
0.0- 0.0- 0.0-

Slika 4.2.a. Ekspresija mRNA za SHT-1A receptor u hipokampusu sublinija WZ-5HT Sstakora
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0.5+
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0.5+

0.0-

5HT-1A/ciklofilin B
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® 5SHT-visoki
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Slika 4.2.b. Ekspresija mRNA za SHT-1A receptor u ¢eonoj kori sublinija WZ-5HT S$takora

4.1.2.1.2. SHT-1B receptor

Ekspresija mRNA za SHT-1B receptor proucena je u hipokampusu, ¢eonoj kori i strijatumu

obiju sublinija Wistar-Zagreb SHT S$takora. Kao i kod SHT-1A receptora, razina ekspresije

izrazena je kao omjer jaCine signala za SHT-1B i referentne gene (GAPDH, B-aktin i

ciklofilin B). Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 4.4.

Tablica 4.4. Razine mRNA za 5HT-1B receptor u hipokampusu, ¢eonoj kori 1 strijatumu
sublinija WZ-5HT Stakora u fizioloskim uvjetima i nakon izlaganja kroni¢cnom
stresu” izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija

5SHT-1B mRNA
sublinija | N hipokampus ¢eona kora strijatum
SHT-1B/ SHT-1B/ SHT-1B/ SHT-1B/ | SHT-1B/ SHT-1B/ | SHT-1B/ | SHT-1B/
GAPDH B-aktin ciklofilin B | B-aktin ciklofilin B | GAPDH | B-aktin ciklofilin B
SHT- |79 |0,58+ 0,69 £ 0,78 £ 0,43 £ 0,81 £ 0,44 £ 0,62 £ 1,22 +
visoki 0,23 0,28 0,26 0,10 0,11 0,06 0,10 0,27
SHT- | 7-8 | 0,61+ 0,71 £ 0,75 0,59 £ 0,74 £ 0,42 £ 0,62 £ 1,23
niski 0,30 0,21 0,17 0,22 0,12 0,09 0,17 0,39
SHT- |89 ]|0,58+ 0,71 £ 0,78 £ 0,59 £ 0,86 + 0,40 £ 0,58 £ 1,06 =
visoki 0,31 0,20 0,14 0,15 0,21 0,08 0,09 0,22
uz stres
SHT- |89 | 0,61+ 0,68 £ 0,80 £ 0,51 £ 0,78 £ 0,41+ 0,61 £ 1,07 £
niski uz 0,28 0,18 0,28 0,13 0,24 0,12 0,17 0,25
stres

: v. komentar uz Tablicu 4.3.

Na slikama 4.3.a, b i1 ¢ prikazana je ekspresija mRNA za SHT-1B receptor u hipokampusu,

¢eonoj kori 1 strijatumu Wistar-Zagreb SHT Stakora. Razina ekspresije izrazena je kao omjer

jacine signala za SHT-1B 1 tri referentna gena (GAPDH, B-aktin, ciklofilin B). Ni u jednoj od

navedenih regija nema razlika u koli¢ini mRNA za SHT-1B receptor izmedu dviju sublinija.
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Slika 4.3.a. Ekspresija mRNA za SHT-1B receptor u hipokampusu sublinija WZ-5HT Stakora

1.54

1.04

0.5+

razina ekspresije

0.0-

5HT-1B/-aktin

5HT-1B/ciklofilin B

® 5HT-visoki
® 5SHT-niski
1.0 °
° °®
®ee® _eg
° (X X ]
0.54
0.0-

Slika 4.3.b. Ekspresija mRNA za SHT-1B receptor u ¢eonoj kori sublinija WZ-5HT S$takora
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Slika 4.3.c. Ekspresija mRNA za SHT-1B receptor u strijatumu sublinija WZ-5HT Stakora
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4.1.2.1.3. SHT-2A receptor

Ekspresija mRNA za SHT-2A receptor istrazena je u ¢eonoj kori obiju sublinijja WZ-5HT
Stakora. Tipi¢an agarozni gel nakon elektroforetske separacije PCR produkata dobivenih iz

cDNA u ¢eonoj kori prikazan je na slici 4.4.

SHT-visoki SHT-vis
M 1A IB2A C 1A 1B 24

[

Slika 4.4. Produkti RT-PCR iz ¢eone kore Stakora nakon elektroforeze na 1,5% agaroznom
gelu. Oznake produkata: 1A, SHT-1A receptor (336 bp); 1B, SHT-1B receptor
(262 bp); 2A, SHT-2A receptor (611 bp); B, B-aktin (303 bp); C, ciklofilin B (216
bp); M, ljestvica DNA (50 bp). Iznad produkata navedene su oznake sublinija i
skupina Stakora.

Razina ekspresije izraZena je kao omjer jaine signala za SHT-2A 1 dva referentna gena (jB-
aktin i1 ciklofilin B) i prikazana je u Tablici 4.5. 1 na slici 4.5. Zbog nezadovoljavajuce
kvalitete PCR produkta za SHT-2A u nekim uzorcima, broj uzoraka u pojedinim skupinama
zivotinja manji je nego Sto je isprva bilo predvideno. Nisu opazene razlike u ekspresiji ovog

receptora izmedu dviju sublinija.

Tablica 4.5. Razine mRNA za SHT-2A receptor u ¢eonoj kori sublinija WZ-5HT Stakora u
fizioloSkim uvjetima i1 nakon izlaganja kroni¢nom stresu izraZzene kao srednja
vrijednost + standardna devijacija

. SHT-2A mRNA

sublinija N SHT-2A/p-aktin SHT-2A/ciklofilin B
SHT-visoki 6-8 0714021 1,19 + 0,50
SHT-niski 6-7 0,65 + 0,26 0,78 £ 0,11
SHT-visoki uz stres 8 0,64 +0,17 0,96 + 0,33
5HT-niski uz stres 6 0,63 +£0,15 0,94 £ 0,24

* v. komentar uz Tablicu 4.3.
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Slika 4.5. Ekspresija mRNA za SHT-2A receptor u ¢eonoj kori sublinija WZ-5HT S§takora

Valja napomenuti da su mjerenja ekspresije mRNA za SHT-2A receptor u WZ-5HT Stakora
radena 1 ranije, na Zivotinjama oba spola iz ranijeg uzgoja (10., 11. i 12. generacija, ukupno
22 zivotinje u svakoj subliniji). Ekspresija SHT-2A receptora u tom je pokusu bila izraZzena
prema tri referentna gena (GAPDH, B-aktin, ciklofilin B). Taj pokus takoder nije pokazao
razlike u ekspresiji SHT-2A receptora izmedu sublinija.

Za daljnju obradu, izracunata je geometrijska sredina signala sva tri referentna gena (prema

formuli G = A/xixx2x..xx:»), te je jaCina signala pojedinih serotoninskih receptora

normirana prema tako dobivenoj vrijednosti. Ti su rezultati prikazani u Tablici 4.6. 1 na slici

4.6.

Tablica 4.6. Razine mRNA za SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptor u sublinijama WZ-5HT
Stakora, izrazene prema geometrijskoj sredini referentnih gena (GAPDH, -
aktin, ciklofilin B), u tri istraZivane regije mozga (srednja vrijednost +
standardna devijacija)

mRNA
sublinija | N hipokampus ¢eona kora strijatum
SHT-1A/ | SHT-1B/ | SHT-1A/ | SHT-1B/ | SHT-2A/ | SHT-1B/
ref. geni | ref. geni | ref geni | ref geni | ref geni | ref. geni
5-HT 8-9 10,83+ 0,71 £ 0,86 £ 0,62 £ 0,96 + 0,73 £
visoki 0,16 0,25 0,22 0,19 0,36 0,15
SHT- 7-8 10,84 + 0,68 £ 1,01 £ 0,73 £ 0,76 + 0,66 £
niski 0,16 0,21 0,28 0,31 0,25 0,14

Ni u jednoj od ispitivanih regija mozga nisu opazene razlike u ekspresiji gena za ove

serotoninske receptore izmedu dviju sublinija Stakora. Ekspresija pojedinih receptora u SHT-

niskoj subliniji kretala se izmedu 90 i 110 % u odnosu na SHT-visoku subliniju, dok su se

koeficijenti varijabilnosti kretali 20 - 30 % (hipokampus), 25 - 40 % (Ceona kora) odnosno
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oko 20 % (strijatum). Kod rezultata izrazenih po geometrijskoj sredini ekspresije referentnih

gena koeficijenti varijabilnosti su nizi nego kad se ekspresija izrazava po pojedinacnom

referentnom genu.

= =
< o

razina ekspresije
o
@

SHI-1A

hpc

kora

1.5

1.0

hpc

SHI-1B

kora

str

SHI-2A

kora

I 5SHT-visoki
[ 5SHT-niski

Slika 4.6. Ekspresija mRNA za SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptor u hipokampusu (hpc),
¢eonoj kori 1 strijatumu (str) dviju sublinija WZ-5HT Stakora. Razina ekspresije
izrazena je prema geometrijskoj sredini signala triju referentnih gena.

4.1.2.2. Ekspresija mRNA za serotoninske receptore u mozgu Wistar-Zagreb SHT
Stakora nakon izlaganja kroni¢nom stresu

Osim u fizioloskim uvjetima, ekspresija mRNA za SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptore

proucena je i u sublinijja WZ-5HT S$takora nakon izlaganja kroni¢nom stresu. Razine

ekspresije izrazena prema pojedinacnim referentnim genima prikazane su u Tablicama 4.3 —

4.5., a razina ekspresije izraZena prema geometrijskoj sredini signala triju referentnih gena u

Tablici 4.7:

Tablica 4.7. Ekspresija mRNA za SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptore u tri regije mozga
sublinija WZ-5HT S§takora, u fizioloSkim uvjetima i nakon izlaganja kroni¢nom
stresu. Razina ekspresije pojedinih receptora izrazena je kao omjer prema
geometrijskoj sredini signala za tri (GAPDH, B-aktin, ciklofilin B), odnosno dva
referentna gena (f-aktin, ciklofilin B u ¢eonoj kori). Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost * standardna devijacija. Hpc = hipokampus, str = strijatum.

sublinija/ N SHT-1A SHT-1B SHT-2A
skupina hpc kora hpc kora str kora
SHT-visoki 8-9 084+0,16 | 0,86+0,22 | 0,71+0,25 | 0,62+0,19 | 0,73+£0,15 0,96 £0,36
SHT-visoki +stres | 8-9 098+0,26 | 0,88+0,28 | 0,68+0,14 | 0,71+0,15 | 0,63+0,11 0,78 £0,22
SHT-niski 7-8 084+0,16 | 1,01£0,28 | 0,68+0,21 | 0,73+0,31 | 0,66+0,14 0,76 £ 0,25
5HT-niski + stres | 6-9 091+£0,17 | 0,75+£0,22 | 0,69+0,19 | 0,63£0,18 | 0,64+0,15 0,77 £0,18
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Usporedba ekspresije mRNA za tri navedena serotoninska receptora u pojedinim regijama

WZ-5HT S$takora u fizioloskim uvjetima i nakon izlaganja kroni¢nom stresu prikazana je na

slici 4.7. Za svaku subliniju, ekspresija mRNA u stresnim uvjetima izrazena je kao postotak

ekspresije u fizioloskim uvjetima.
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Slika 4.7. Ekspresija mRNA za SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptor u tri regije mozga WZ-
SHT Stakora, u fizioloSkim uvjetima i nakon izlaganja kroni¢nom stresu.
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Iako nigdje nisu pokazane statisticki znacajne razlike, u ¢eonoj kori SHT-niske sublinije
opazena je tendencija smanjenju ekspresije SHT-1A receptora nakon izlaganja kronicnom

stresu (p = 0,0629).

4.1.3. ANALIZA RECEPTORSKIH PROTEINA
4.1.3.1. Western analiza SHT-2A receptora

Analiza SHT-2A receptorskih proteina u ¢eonoj kori Wistar-Zagreb SHT Stakora provedena
je kvantitativnom Western analizom.

Protokol za Western analizu SHT-2A receptora ve¢ je ranije uhodan u Laboratoriju i opisan
je u Adriani i sur., 2006. te je dodatno prilagoden. Mase tkiva mozdane kore izolirane iz svake
zivotinje kretale su se od 120 do 170 mg, a koncentracije proteina u uzorcima od 1,5 do 2,5
pg/ul. U prethodnom pokusu, nanoSenjem razli¢itih koli¢ina proteina na gel, provjeren je
linearni odnos koli¢ine proteina i jaCine signala za SHT-2A receptor. Linearan odnos opazen
jeurasponu od 5 do 35 pg proteina, a u kasnijim eksperimentima na gel je nanoSeno 10 pg.

Na jednu membranu naizmjence su nanoseni uzorci iz obiju sublinija. Svaka membrana
inkubirana je uz primarno protutijelo za SHT-2A receptor i, nakon toga, za (-aktin. Gornji
signal na membrani odgovara SHT-2A receptoru (55 kDa), a donji B-aktinu (43 kDa, slika
4.8.).

Molekularna masa

V VN V N V N V N V N V N N

« 55 kDa (5HT-2A)
< 43 kDa (B-aktin)

Slika 4.8. Signali SHT-2A receptora i B-aktina iz ¢eone kore SHT-visoke (V) 1 SHT-niske (N)
sublinije WZ-5HT Stakora nakon detekcije kemiluminiscencijom. Gornji signal

odgovara SHT-2A receptoru (protein mase 55 kDa), a donji B-aktinu (protein mase
43 kDa).

Denzitometrijskom obradom skeniranih filmova dobiveni su podaci o jacini signala za SHT-

2A receptor, odnosno [-aktin, izrazeni u jedinicama integrirane opticke gustoce (I0G).

Koli¢ina SHT-2A receptora izraZena je kao omjer jacine signala za SHT-2A 1 jaCine signala za
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B-aktin. Rezultati su prikazani na slici 4.9. Nisu pronadene razlike u koli¢ini SHT-2A

receptorskog proteina izmedu SHT-visoke i SHT-niske sublinije.

2.0+
® 5HT-visoki
1,03 £ 0,26
% é 1.59 ° :
.53 .’: ®e ® 5HT-niski
o < 1.0- — et TSy 1,10 + 0,26
© ° °
c o o’ °
glf ° °®
pt 0.5 ®
0.0
5HT-visoki 5HT-niski

Slika 4.9. Pojedinacne vrijednosti ekspresije SHT-2A receptora u ¢eonoj kori sublinija WZ-
SHT Stakora, izraZene kao omjer jacine signala (IOG) 5HT-2A i B-aktina. Sa
strane su navedene srednje vrijednosti + standardna devijacija.

4.1.3.2. Analiza SHT-1A receptora metodom receptorskog vezivanja
4.1.3.2.1. Razrada metode

Receptorsko vezivanje [’H]8-OH-DPAT za 5SHT-1A receptor odredivano je u uzorcima
mozdane kore Stakora. S obzirom da metoda receptorskog vezivanja dosad jos nije koriStena
u Laboratoriju, prvi dio eksperimenata odnosio se na uhodavanje metode 1 testiranje razlic¢itih
uvjeta reakcije. U prvom koraku testirana su tri razli¢ita na¢ina pripreme sinaptosoma koji su
se razlikovali u broju (re)centrifugiranja i primijenjenoj gravitacijskoj sili. Nakon zajednickog
pocetnog centrifugiranja homogenata na 900 g, isprobani su sljedeéi uvjeti centrifugiranja: 1)
dvaput na 48 000 g; 2) dvaput na 16 000 g i 3) triput na 48 000 g. Pri koncentraciji liganda od
1,5 nM ukupno vezivanje za sva tri nacina preparacije sinaptosoma iznosilo je od 1000-1300
cpm, uz udio nespecificnog vezivanja od 16 do 19 %, te je za daljnje pokuse odabran

postupak koji je uklju¢ivao dva centrifugiranja na 16 000 g (v. poglavlje 3.1.2.3.3.).

U sljede¢em koraku testirana je ovisnost receptorskog vezivanja o vremenu inkubacije, tj.
odredeno je vrijeme potrebno da reakcija vezivanja radioaktivno obiljezenog liganda na

receptore postigne stanje koje je priblizno ravnoteznom (ustaljeno stanje, engl. steady-state).
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U nekoliko eksperimenata isprobana su razli¢ita vremena reakcije (od 10 do 60 min) pri
razli¢itim temperaturama (25, 30 i 37 °C) inkubacijske smjese, uz konstantnu koncentraciju
tkiva (oko 9 mg/mL) i liganda (1,5 nM) te smo se, temeljem dobivenih rezultata, na kraju
odlucili za inkubaciju u trajanju od 60 minuta pri 30 °C. Pri takvim uvjetima inkubacije,
nakon 40 minuta reakcija dolazi u zasi¢enje, dok se nespecifi¢no vezivanje kretalo oko 200

cpm i nije raslo s duljinom trajanja inkubacije (slika 4.10.).

2000+
—&— ukupno 25 °C
1500+ —— nespecificno 25 °C
= —O— ukupno 30 °C
S 1000
—— nespecificno 30 °C
500+
0 T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70
vrijeme inkubacije (min)

Slika 4.10. Ovisnost receptorskog vezivanja o vremenu i temperaturi reakcije pri
koncentraciji [’"H]8-OH-DPAT od 1,5 nM te koncentraciji tkiva 9 mg/mL.

Nakon odabira vremena inkubacije, istrazena je ovisnost receptorskog vezivanja o koli¢ini
tkiva, odnosno proteina u inkubacijskoj smjesi. Testirane su koli¢ine tkiva od 2 do 16 mg, a
linearnost je pokazana u rasponu od 2 do 13 mg. Nespecifi¢no vezivanje kretalo se od oko
200 do 300 cpm, a njegov udio nije rastao s povecanjem koli¢ine tkiva (slika 4.11.). U
sljede¢im eksperimentima koriSteno je oko 5 mg tkiva, odnosno oko 60-80 pg proteina po

uzorku (0,4 mL homogenata).
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Slika 4.11. Ovisnost receptorskog vezivanja o koli¢ini tkiva u inkubacijskoj smjesi, uz
koncentraciju [H]8-OH-DPAT od 1,5 nM. Specifi¢no vezivanje odgovara
razlici izmedu ukupnog i1 nespecificnog vezivanja.

Uz odabrano vrijeme inkubacije 1 koli¢inu tkiva u inkubacijskoj smjesi, napravljene su

saturacijske krivulje pri razli¢itim koncentracijama liganda. Krivulje dobivene u tri

eksperimenta uz razli¢it raspon koncentracija [’H]8-OH-DPAT prikazane su na slici 4.12:

0.5+
e 0,15-15nM
2 °
g 0.4 @) 0,15-10 nM
» v 0,25-7,6nM
— a £ o)
[e) Al 0.3
g_ T © ®
Q 2 g2
Ioo)
T
Q. 0.1
0.0| T T 1
0 5 10 15

nM [3H]8-OH-DPAT

Slika 4.12. Ovisnost receptorskog vezivanja o koncentraciji [H]8-OH-DPAT u tri
eksperimenta. Prikazano je samo specificno vezivanje, dok se udio nespecifi¢nog
vezivanja u svim pokusima, ovisno o koncentracijama liganda, kretao od 4 do 32

%.
Konstante receptorskog vezivanja, K4 1 Bmax, izracunate su na dva nacina: nelinearnom
regresijom ili linearnom transformacijom dobivenih podataka (Rosenthal-Scatchardov

prikaz). Usporedba podataka iz tri navedena eksperimenta, dobivenih na ova dva nacina

prikazana je u Tablici 4.8.
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Tablica 4.8. Konstante vezivanja ['H]8-OH-DPAT za SHT-1A receptor u mozdanoj kori
Stakora, izracunate pomocu nelinearne regresijske analize odnosno linearne

transformacije.
pokus raspon nelinearna regresija linearna transformacija
br. koncentracija Ky Binax Ky Binax
liganda (nM) (pmol DPAT/mg protein) | (nM) | (pmol DPAT/mg protein)
1 0,15 -15nM 5,68 0,559 1,78 0,392
2 0,15 -10 nM 2,18 0,376 1,39 0,336
3 0,25 - 7,6 nM 2,55 0,394 1,56 0,347

Iz prikazanih rezultata vidi se da se konstante dobivene linearnom transformacijom prilicno
razlikuju od onih dobivenih nelinearnom regresijom, naroCito konstanta K4. U kasnijim
eksperimentima, zbog vece preciznosti izracuna, sve konstante racunate su pomocu nelinearne

regresijske analize.

Za daljnje eksperimente odabran je raspon koncentracija [’H]8-OH-DPAT od 0,3 do 10 nM,
a izgled tipicne krivulje, kao i odnos nespecificnog i specificnog vezivanja, vidljivi su sa slike

4.13:

0.5
> ® ukupno
£ 0.4 o nespecificno
|_ e v
< - O specificno
S 3T 031 °
Ex?°
Q2 g2-
0
T
®_. 0.1
0.0 T T T T 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5

nM [3H]8-OH-DPAT

Slika 4.13. Tipi¢na krivulja vezivanja razli¢itih koncentracija ["H]8-OH-DPAT za 5HT-1A
receptor u mozdanoj kori Stakora.

Osim u kori velikog mozga, receptorsko vezivanje je uz iste eksperimentalne uvjete izmjereno
1 u hipokampusu (slika 4.14.a), gdje se, prema literaturnim podacima, oc¢ekuje jace vezivanje
liganda, tj. ve¢i broj SHT-1A receptora. Vrijednost B u hipokampusu iznosila je 0,652
pmol [’H]8-OH-DPAT/mg proteina, a vrijednost Kq 1,5 nM. Usporedni prikaz saturacijskih

krivulja u mozdanoj kori i hipokampusu vidljiv je na slici 4.14.b.
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Slika 4.14.a. Krivulja vezivanja [H]8-OH-DPAT za 5HT-1A receptor u hipokampusu
Stakora. Udio nespecifi¢nog vezivanja iznosio je od 1,5 do 18 % ukupnog

vezivanja.
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Slika 4.14.b. Usporedba receptorskog vezivanja ["H]8-OH-DPAT za SHT-1A receptor u
mozdanoj kori i1 hipokampusu Stakora. Prikazano je samo specifi¢no vezivanje.

4.1.3.2.2. Aktivnost SHT-1A receptora u mozdanoj kori Wistar-Zagreb SHT S$takora

Nakon uhodavanja metode mjerenja receptorskog vezivanja, napravljene su saturacijske
krivulje vezivanja ["H]8-OH-DPAT za SHT-1A receptor u mozdanoj kori muzjaka Wistar-
Zagreb SHT-Stakora (podaci o zivotinjama navedeni su u Tablici 4.1.). Svi eksperimenti
radeni su pri temperaturi 30 °C 1 uz vrijeme inkubacije 60 minuta, uz otprilike 5 mg tkiva

odnosno 0,9 mg proteina po uzorku (u 0,5 mL inkubacijske smjese), a raspon koncentracija

56



liganda [*H]8-OH-DPAT iznosio je od 0,3 do 10 nM. U svakom eksperimentu analizirane su
zivotinje iz obiju sublinija (SHT-visoke i SHT-niske), a srednje vrijednosti mjerenja za obje

sublinije prikazane su u Tablici 4.9.

Tablica 4.9. Srednje vrijednosti mjerenja receptorskog vezivanja u mozdanoj kori muzjaka
Wistar-Zagreb SHT Stakora (SHT-visoka i1 SHT-niska sublinija). U svakoj
subliniji analizirano je po 8 Zivotinja.

SHT-visoki SHT-niski
[*H]8-OH- ukupno | nespecificno | specifi¢no nesngilf(i)énog ukupno nespecifi¢no specifi¢no nesngilf(i)énog
DPAT (M) | (cpm) | (cpm) @m) | T | (cpm) pm) | o o
0,3125 478 44 434 9 456 44 413 10
0,625 676 90 586 13 625 81 544 13
1,25 1091 180 912 17 1101 170 931 16
2,5 1669 353 1316 22 1612 306 1306 19
5 2596 710 1886 27 2415 631 1784 26
10 4155 1476 2679 36 3790 1180 2610 31

Faktori prera¢unavanja cpm u pmol kretali su se od 7,2 do 7,8 x 10™. Sumarni prikaz srednjih

vrijednosti specifiénog vezivanja za obje sublinije dan je na slici 4.15:
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Slika 4.15. Srednje vrijednosti specifi¢nog vezivanja ["H]8-OH-DPAT za SHT-1A receptor u
mozdanoj kori muzjaka obiju sublinija Wistar-Zagreb SHT Stakora. U svakoj

subliniji analizirano je po 8 zivotinja. Prikazane su srednje vrijednosti +
standardna devijacija.

Iz svake pojedinacne krivulje metodom nelinearne regresijske analize izraCunate su

vrijednosti K4 1 Bmax. Srednje vrijednosti dobivenih konstanti prikazane su u Tablici 4.10:
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Tablica 4.10. Srednje vrijednosti konstanti K4 1 Byax za vezivanje [3H]8—OH—DPAT za SHT-
1A receptor u mozdanoj kori muzjaka obiju sublinija Wistar-Zagreb SHT
Stakora. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.

o ee Kd Bmax
sublinija N (nM) (pmol [*H]8-OH-DPAT/mg proteina)
SHT-visoki 8 4,21 £0,97 0,389 + 0,103
SHT-niski 8 4,04 +1,33 0,378 + 0,085

Na slici 4.16 prikazane su distribucije pojedinacnih vrijednosti konstante K4 za SHT-visoku

1 SHT-nisku subliniju Wistar-Zagreb SHT S$takora, uz naznaCene srednje vrijednosti. Nema

razlika u Kg, a time ni u afinitetu SHT-1A receptora za [*H]8-OH-DPAT, izmedu dviju

sublinija.

Kda (nM)

7.5+
o
5.0 .0
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o0
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0.0
S5HT-visoki S5HT-niski

Slika 4.16. Distribucija pojedina¢nih vrijednosti konstante K4 za vezivanje ["H]8-OH-DPAT
za SHT-1A receptor u mozdanoj kori muzjaka obiju sublinija Wistar-Zagreb SHT

Stakora.

Slika 4.17. prikazuje pojedinac¢ne vrijednosti konstante By,.x u obje sublinije Wistar-Zagreb

SHT S§takora, uz naznacene srednje vrijednosti. Nisu utvrdene razlike u vrijednosti Bpax, a

time ni u broju receptorskih mjesta, izmedu SHT-visoke i SHT-niske sublinije.
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Slika 4.17. Distribucija pojedinaénih vrijednosti konstante Bp,. za vezivanje ['H]8-OH-
DPAT za SHT-1A receptor u mozdanoj kori muzjaka sublinija Wistar-Zagreb
SHT Sstakora.

Nakon eksperimenata na muzjacima, provedeno je mjerenje receptorskog vezivanja i na
zenkama iste (Cetvrte) generacije Wistar-Zagreb SHT Stakora. Nakon preliminarnog
eksperimenta u kojem je na Zivotinjama oba spola usporedno napravljena saturacijska
krivulja, usporedba receptorskog vezivanja na ve¢im skupinama zivotinja radena je samo pri

koncentraciji 5 nM ["H]8-OH-DPAT. Rezultati su prikazani na slici 4.18.:
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= %E cened o o 0,173 + 0,011
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Slika 4.18. Distribucija pojedina¢nih vrijednosti vezivanja [*’H]8-OH-DPAT (u koncentraciji
5,0 nM) za SHT-1A receptor u mozdanoj kori zenki obiju sublinija Wistar-Zagreb
SHT stakora. Navedene su srednje vrijednosti + standardna devijacija.

Kao i kod muZjaka, tako ni kod Zenki nisu uo&ene razlike u vezivanju ["H]8-OH-DPAT za

SHT-1A receptor u mozdanoj kori, §to je vidljivo iz Tablice 4.11 i na slici 4.19:
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Tablica 4.11. Srednje vrijednosti vezivanja ["H]8-OH-DPAT u koncentraciji 5,0 nM za SHT-
1A receptor u mozdanoj kori muzjaka i zenki obiju sublinija WZ-5HT Stakora.
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.

sublinija N Bs (pmol ["H]8-OH-DPAT/mg proteina)
SHT-visoki, muZzjaci 7 0,177 £ 0,033
SHT-visoki, zenke 8 0,173 £0,011
SHT-niski, muzjaci 8 0,221 £ 0,080
SHT-niski, zenke 8 0,165 +£0,019
0.4+
> °
E
= 0.3 °
_&c
S Q%
E 15 0.2 ®00® : 'Y A2
g = e a8 oo AANT
I 017 ¢
0.0
5HT-visoki, m 5HT-visoki, z 5HT-niski, m 5HT-niski, z

Slika 4.19. Distribucija pojedinaénih vrijednosti vezivanja ['H]8-OH-DPAT (5,0 nM) za
SHT-1A receptor u mozdanoj kori muzjaka (m) i zenki (z) sublinija WZ-5SHT
Stakora.

Aktivnost SHT-1A4 receptora u mozdanoj kori Wistar-Zagreb SHT Stakora nakon izlaganja
kronicnom stresu

Nakon mjerenja vezivanja ["H]8-OH-DPAT za SHT-1A receptor u mozdanoj kori Wistar-
Zagreb SHT Stakora u fizioloSkim uvjetima, analogna mjerenja provedena su i na uzorcima
mozdane kore Stakora koji su bili izlozeni kroni¢nom stresu. Mjerenja su provedena pri
koncentraciji 4 nM [’H]8-OH-DPAT, a u svakom eksperimentu radeni su uzorci iz sve &etiri
skupine Zivotinja (svaka sublinija u fizioloskim uvjetima i nakon izlaganja stresu). Nesto nize
(15-20 %) vrijednosti receptorskog vezivanja dobivene u ovom pokusu, u usporedbi s
prethodnim pokusima, mogu biti posljedica duzeg ¢uvanja tkiva (oko 18 mjeseci na -70 °C).

Rezultati su prikazani na slici 4.20.:
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Slika 4.20. Distribucija pojedinaénih vrijednosti vezivanja ['H]8-OH-DPAT (u
koncentraciji 4,0 nM) za SHT-1A receptor u mozdanoj kori Zenki obiju
sublinija WZ-5HT S$takora u fizioloSkim uvjetima 1 nakon izlaganja
kroni¢nom stresu.

Nisu uo&ene razlike u vezivanju [’H]8-OH-DPAT za 5HT-1A receptor, ni u fiziologkim

uvjetima, ni nakon izlaganja kroni¢nom stresu. U svakoj subliniji mogu se opaziti nesto nize

vrijednosti nakon izlaganja stresu (~9 % razlike), ali ta promjena nije statisti¢ki znacajna.

4.2. ISTRAZIVANJA NA HUMANOJ POPULACILJI
4.2.1. Podaci o ispitanicima

Podaci o ispitanicima prikazani su u Tablici 4.12. Ispitanici iz kontrolne skupine bili su
dobrovoljni davatelji krvi bez osobne i obiteljske anamneze psihijatrijskih poremecaja.
Skupinu pacijenata Cinile su osobe ovisne o alkoholu lije¢ene u Klini¢koj bolnici sestara
milosrdnica. Dijagnoza je postavljena na temelju strukturiranog intervjua prema DSM-IV.
Osim dijagnoze alkoholizma, dio ispitanika imao je i komorbidnu dijagnozu (7 — depresija, 3
— anksiozno-depresivni poremecaj, 6 — posttraumatski stresni poremecaj, 7 — poremecaj
osobnosti, 2 — apstinencijski sindrom, 2 — ovisnost o benzodiazepinima). Pacijenti su dodatno
podijeljeni u grupe prema tipu alkoholizma (alkoholizam tipa I i II; Cloninger, 1987). Kriterij
za svrstavanje u grupu alkoholizma tipa II bila je rana dob pocetka problema s alkoholizmom
(prije 21. godine) i rani socijalni problemi vezani uz alkohol (Cloninger i sur., 1981; Ci¢in-
Sain i sur., 2007). U obje skupine bili su samo ispitanici muskog spola. IstraZivanje je

odobreno od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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Tablica 4.12. Podaci o ispitanicima. N = broj ispitanika, M = srednja vrijednost, SD =
standardna devijacija.

Ispitanici N pusenje dob; M + SD (godine)
kontrolna skupina 219 43 puSaca 40,8 + 12,1

93 nepusaca

83 nema podatka

osobe ovisne o alkoholu 172 123 pusaca 40,4+ 11,1
38 nepusaca

11 nema podatka
alkoholizam tipa I 90 54 pusaca 48,8 +7,2
29 nepusaca

7 nema podatka

alkoholizam tipa II 82 69 pusaca 31,6 £6,5
9 nepusaca
4 nema podatka

4.2.2. Polimorfizam gena za SHT-1B receptor
4.2.2.1. Razrada metode

Polimorfizam G861C u genu za SHT-1B receptor Covjeka analiziran je metodom
polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata. Metoda je opisana u Stefulj i sur. (2004), a
uvjeti PCR prilagodeni su za nase uvjete (temperatura nalijeganja pocetnika poviSena je na
60 °C, te je u reakcijsku smjesu dodana Q-otopina koja smanjuje mogucnost nastajanja

nespecifi¢nih produkata). Dobiveni produkti PCR prikazani su na slici 4.21:

Slika 4.21. Produkti umnoZavanja odsjecka DNA koji sadrzi G861C polimorfno mjesto, uz
optimalne uvjete lancane reakcije polimerazom. Elektroforeza je provedena na
1,2%-tnom agaroznom gelu pri naponu 70 V tijekom 45 minuta. M =
molekularna ljestvica DNA, bp = bazni parovi
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U sljede¢em koraku, PCR produkti podvrgnuti su digestiji restrikcijskom endonukleazom
Hincll (Hindll) 1 zatim razdvojeni elektroforezom na 2 %-tnom agaroznom gelu. Digestijom
nastaju dva, odnosno tri fragmenta DNA, ovisno o polimorfizmu. Zbog uvjeta elektroforeze i

vizualizacije produkata na gelu su vidljiva samo dva najveca fragmenta: u slucaju G-alela,

452 bp, kod C-alela 310 bp, a kod GC heterozigota oba ova fragmenta, dok manje fragmente
od 142 1 96 bp nije moguce vidjeti (slika 4.22.).

Slika 4.22. Produkti digestije umnoZzenih odsjecaka DNA djelovanjem enzima Hincll. Uzorci
pod brojevima 1, 8, 9, 10 i 11 su homozigoti GG; uzorci 2, 3, 5, 6, 71 12 su
heterozigoti GC, a uzorak 4 je homozigot CC. M = molekularna ljestvica.

4.2.2.2. Polimorfizam G861C u osoba ovisnih o alkoholu i kontrolnih ispitanika

Frekvencije genotipova 1 alela polimorfizma G861C gena za SHT-1B receptor u osoba
ovisnih o alkoholu i kontrolnih ispitanika prikazane su u Tablici 4.13. Opazene frekvencije
genotipova u obje skupine ispitanika bile su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (kontrola: p =

0,9209; pacijenti: p = 0,8546).

Tablica 4.13. Frekvencije genotipa i alela polimorfizma G861C gena za SHT-1B receptor u
kontrolnih ispitanika i osoba ovisnih o alkoholu

skupina N — GenotgoéN (% = GAleli, N (%)C
i‘;ﬁg‘r’fgi 219 | 109(49,8) | 93(42,5) | 17(7.8) | 311(71,0) | 127 (29,0)
gsﬁfﬂ‘l’(‘)’ﬁne 172 | 98(57,0) | 61(355) | 13(7,6) | 257 (74,7) | 87(253)
Gl | 0| R6TH | 0GR | 8@ | 14049 | 46256
glli‘;?f“zam 82 | 46(561) | 31(37.8) | S5(6.1) | 123(75.0) | 41(25.0)
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Nema statisticki znacajnih razlika u frekvencijama pojedinih genotipova ili alela izmedu
kontrolnih ispitanika i osoba oboljelih od alkoholizma (p = 0,3415 u y’-testu, odnosno p =
0,2589 u Fisherovom egzaktnom testu).

Analizirana je 1 distribucija genotipova odnosno alela u pojedinim podskupinama
alkoholizma (tip I i tip II), u usporedbi s kontrolnom populacijom. Ni ovdje nisu pronadene
razlike u frekvencijama pojedinih genotipova ili alela polimorfizma G861C gena za SHT-1B
receptor (tip I: p = 0,3294 u *-testu, odnosno p = 0,4305 u Fisherovom egzaktnom testu; tip
II: p = 0,6052 u y*-testu, odnosno p = 0,3593 u Fisherovom egzaktnom testu). Medusobna
usporedba ovih dviju dijagnostickih podskupina takoder nije pokazala razlike u frekvencijama
pojedinih genotipova ili alela (p = 0,7028 u y’-testu, odnosno p = 1,0000 u Fisherovom

egzaktnom testu).

4.2.3. Polimorfizam gena za SHT-2A receptor
4.2.3.1. Razrada metode

Kao i kod 5HT-1B receptora, i ovaj je polimorfizam prou¢en metodom polimorfizma
duljine restrikcijskih fragmenata. Metoda je opisana u Collier i sur. (1997), a uhodana je i u

naSem Laboratoriju (Babi¢, 2006). Ukratko, uz koristenje pocetnika ¢iji su slijedovi navedeni

u Tablici 3.4. (poglavlje 3.2.1.2.), umnozen je odsje¢ak DNA duljine 468 bp, Sto je prikazano

na slici 4.23:

Slika 4.23. Produkti umnozavanja odsjecka DNA koji sadrzi -1438 AG polimorfno mjesto, uz
optimalne uvjete lancane reakcije polimerazom. Elektroforeza je provedena na
1,2%-tnom agaroznom gelu pri naponu 70 V tijekom 45 minuta. M = molekularna
ljestvica DNA, bp = bazni parovi

U sljede¢em koraku, PCR produkti podvrgnuti su digestiji restrikcijskom endonukleazom

Mspl (Hpall) 1 zatim razdvojeni elektroforezom na 2%-tnom agaroznom gelu. U slucaju A-
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alela produkt ostaje nepocijepan, dok G-alel digestijom daje dva produkta veli¢ine 244 1 224
bp koji komigriraju. Slika 4.24. prikazuje produkte restrikcije PCR produkta endonukleazom

Mspl, nakon razdvajanja na 2 %-tnom agaroznom gelu.

463 bp

224 + 244 bp

Slika 4.24. Produkti digestije umnozenih odsje¢aka DNA djelovanjem enzima Mspl. Uzorci
pod brojevima 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 121 14 su heterozigoti AG; uzorci broj 7, 9,
13, 15, 16, 17 i 18 su homozigoti GG, a uzorak broj 6 je homozigot AA. M =
molekularna ljestvica.

4.2.3.2. Polimorfizam -1438AG u osoba ovisnih o alkoholu i kontrolnih ispitanika

Frekvencije genotipova i alela polimorfizma -1438AG gena za SHT-2A receptor u osoba
ovisnih o alkoholu i kontrolnih ispitanika prikazane su u Tablici 4.14. Opazene frekvencije
genotipova u obje skupine ispitanika bile su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (kontrola: p =

0,9809; pacijenti: p = 0,9749).

Tablica 4.14. Frekvencije genotipa i alela polimorfizma -1438AG gena za SHT-2A receptor u
kontrolnih ispitanika i osoba ovisnih o alkoholu

skupina N _ Genotg),GN % — AAleli, N (%)G

i‘;ﬁg‘r’fgi 219 [37(16,9) | 109(49,8) |73 (33,3) |183(41,8) |255(58,2)
gsﬁfﬂ‘l’(‘)’lﬁne 172 | 26(15,1) |85(494) |61(355) |137(39,8) |207(60,2)
Zi‘:?onzam 90 | 14(15,6) |46(51,1) |30(33,3) |74(411) |106(58.9)
Zg‘:?loﬁzam 82 | 12(14,6) [3947,6) |31(37,8) |63(384) |101(61,6)

Nema statisticki znacajnih razlika u frekvencijama pojedinih genotipova ili alela izmedu
kontrolnih ispitanika i osoba oboljelih od alkoholizma (p = 0,8524 u xz-testu, odnosno p =
0,6083 u Fisherovom egzaktnom testu).

Analizirana je 1 distribucija genotipova odnosno alela u pojedinim podskupinama

alkoholizma (tip I 1 tip II), u usporedbi s kontrolnom populacijom. Ni ovdje nisu pronadene
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razlike u frekvencijama pojedinih genotipova ili alela polimorfizma -1438AG gena za SHT-
2A receptor (tip I: p = 0,9550 u *-testu, odnosno p = 0,9285 u Fisherovom egzaktnom testu;
tip II: p = 0,5919 u *~testu, odnosno p = 0,5146 u Fisherovom egzaktnom testu). Medusobna
usporedba ovih dviju dijagnostickih podskupina takoder nije pokazala razlike u frekvencijama
pojedinih genotipova ili alela (p = 0,3754 u y’-testu, odnosno p = 0,6596 u Fisherovom

egzaktnom testu).
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S. RASPRAVA



Djelovanje serotonina na velik broj razliitih fizioloskih funkcija objaSnjava se, izmedu
ostalog, 1 postojanjem velikog broja serotoninskih receptora. Danas vazec¢a nomenklatura
razlikuje petnaest razliitih serotoninskih receptora, grupiranih u sedam skupina (Bockaert 1
sur., 2006b). Medu njima, najznacajniji su receptori iz SHT-1 1 SHT-2 skupine, kako po svojoj
rasprostranjenosti u razli¢itim regijama mozga, tako i po broju funkcija u kojima sudjeluju. U
ovoj disertaciji proucavali smo tri podtipa SHT receptora, koji imaju znacajnu ulogu u
regulaciji serotonergi¢ne neurotransmisije: SHT-1A 1 SHT-1B receptore, kao glavne
inhibicijske regulatore aktivnosti serotonergi¢nih neurona (SHT-1A, kao somatodendriticki
autoreceptor, inhibira aktivnost SHT neurona, a SHT-1B kao terminalni receptor regulira
otpustanje serotonina; Celada 1 sur., 2006), te SHT-2A, ekscitacijski receptor koji ima vaznu
ulogu u odrzavanju ravnoteze ekscitacijske i inhibicijske aktivnosti neurona, §to je neophodno

za normalnu aktivnost mozdane kore u kojoj je najvise zastupljen (Leysen, 2004).

Laboratorij za neurokemiju i molekularnu neurobiologiju ve¢ se godinama bavi
istrazivanjem serotoninskog sustava u organizmu sisavaca. U tim istrazivanjima srediSnju
ulogu predstavlja originalno razvijen model Stakora s promijenjenom serotoninskom
homeostazom, gdje su selekcijom za ekstremne vrijednosti brzine unosa serotonina u
trombocite razvijene dvije sublinije Zivotinja s konstitucijski povisenom odnosno snizenom
aktivnosti trombocitnog serotoninskog prijenosnika: Wistar-Zagreb SHT (WZ-5HT) Stakori.
Buduéi da su sublinije WZ-5HT Stakora razvijene genetickom selekcijom za ekstremne
vrijednosti fizioloskog parametra (brzine trombocitnog SHTt), i da njegove vrijednosti kod
selekcioniranih sublinija ne izlaze znacajno izvan fizioloskih okvira, mozemo pretpostaviti da
je promjena serotoninske homeostaze kod tih sublinija znatno bliza fizioloSkim uvjetima nego
kod nekih drugih modela, dobivenih genetskom manipulacijom (npr. modela s inaktiviranim
genom, engl. knockout), ili specifi¢nim farmakoloskim tretmanom.

Budu¢i da je serotoninski prijenosnik na trombocitima i u mozgu kodiran istim genom
(Lesch 1 sur., 1993), pretpostavlja se da je kod sublinija WZ-5HT Stakora tijekom selekcije
doslo do promjena homeostaze srediSnjeg serotoninskog sustava, na §to upucuju dosadasnja
neurokemijska (Romero i sur., 1998; Bokuli¢ i sur., 2003) i bihevioralna istrazivanja
(Quevedo 1 sur., 2003; Hranilovi¢ i sur., 2005), iako te promjene jo$ nisu potvrdene na

molekularnoj razini.

U prvom dijelu ovog rada zeljeli smo dodatno karakterizirati sublinije Wistar-Zagreb SHT

Stakora s obzirom na serotoninske receptore. SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A receptor u mozgu
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WZ-5HT S§takora proucavani su na razini mRNA i na razini proteina, u fizioloskim uvjetima i
nakon izazova (izloZenosti kroni¢nom stresu).

U klinickom dijelu rada, Zeljeli smo dati doprinos istraZivanju polimorfizama dvaju od
navedenih serotoninskih receptora (SHT-1B i S5HT-2A) u etiopatogenezi alkoholizma,

sloZzenog poremecaja Cija pojava se povezuje i s promjenama serotonergi¢ne transmisije.

5.1. SEROTONINSKI RECEPTORI U MOZGU WISTAR-ZAGREB 5HT STAKORA

Ovaj dio rada obuhvaca istrazivanja ekspresije i aktivnosti tri serotoninska receptora u
mozgu SHT-visoke i SHT-niske sublinije WZ-5HT S§takora, i to na dvije razine: razini mRNA
1 razini proteina. Osim u fizioloSkim uvjetima, serotoninski receptori prouc¢avani su i nakon
izlaganja Zivotinja obiju sublinija kroni¢nom stresu, stanju koje se povezuje s promjenama

aktivnosti srediSnjeg SHT sustava (v. Uvod, poglavlje 1.4.).

5.1.1. Serotoninski receptori u mozgu Wistar-Zagreb SHT Stakora u fizioloSkim

uvjetima

Model stakora s konstitucijski promijenjenom serotoninskom homeostazom, nazvan Wistar-
Zagreb SHT Stakor, istrazuje se ve¢ 20-ak godina. Sublinije WZ-5HT Stakora, nazvane "SHT-
visoka" 1 "SHT-niska", razvijene su selektivnim parenjem za ekstremne vrijednosti perifernog
biokemijskog parametra — aktivnosti trombocitnog serotoninskog prijenosnika. Medutim,
rezultati razlic¢itih istrazivanja upucuju na to da je tijekom selekcije doslo i do promjena SHT
sustava u mozgu ovih Zivotinja (Ci¢in-Sain i Jernej, 2008). Romero i sur. (1998) su pokazali
znatno viSu koncentraciju izvanstani¢nog serotonina u hipokampusu SHT-visokih Zivotinja
nakon specificnog farmakoloskog izazova. Nadalje, Bokuli¢ i sur. (2003) ustanovili su razlike
u metaboli¢kom obratu SHT u nekoliko regija mozga (pri ¢emu je u zivotinja iz SHT-visoke
sublinije pokazan visi udio glavnog serotoninskog metabolita, SHIAA), dok su Hranilovi¢ i
sur. (2005) pokazali da se sublinije medusobno razlikuju u nekim oblicima ponasanja (SHT-
visoki Stakori pokazali su vecu ucestalost nekih oblika anksioznog ponasanja). S druge strane,
5HT-niske Zivotinje pokazale su vecu ucestalost ponasanja nalik na depresiju (Ci¢in-Sain i
Jernej, 2008), kao i povecanu sklonost uzimanju alkohola (Mokrovi¢, 2007). Ovi nalazi
upucuju na promjenu srediSnje SHT transmisije u sublinija WZ-5HT Stakora, pri ¢emu se

pretpostavlja da je kod SHT-visokih zivotinja pojacana SHT transmisija. Prema tome, moguce
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je ocekivati i adaptacijske, odnosno kompenzacijske promjene u ekspresiji i/ili funkciji

serotoninskih receptora u zivotinja iz ovih sublinija.

U literaturi, brojna istrazivanja ucinka promijenjene aktivnosti serotonergi¢nog sustava
provedena su na modelu misa s inaktiviranim serotoninskim prijenosnikom (SHTt knockout,
ili SHTt KO), kod kojeg je funkcija SHT prijenosnika potpuno ukinuta (Bengel 1 sur., 1998).
U novije vrijeme, razvijen je i model SHTt KO Stakora (Homberg i sur., 2007), a bihevioralni
testovi provedeni na tom modelu pokazali su viSu razinu anksioznosti, ali i depresivnog
ponasanja u ovih zivotinja (Olivier i sur., 2008). SHTt KO misevi takoder su pokazali visu
razinu anksioznosti u bihevioralnim testovima (Holmes 1 sur., 2003), te ucestaliju pojavu
nekih simptoma serotoninskog sindroma (Kalueff i sur., 2007). I kod SHTt KO misa (Fabre 1
sur., 2000a; Mathews 1 sur., 2004) i SHTt KO Stakora (Homberg i sur., 2007) pokazana je
znaCajno poviSena razina izvanstani¢nog (ekstraneuronalnog) serotonina, a taj je nalaz
usporediv s onim u SHT-visoke sublinije WZ-5HT S$takora nakon farmakoloskog izazova (v.
Romero 1 sur., 1998). S druge strane, miSevi kojima je pojacana ekspresija serotoninskog
prijenosnika u bihevioralnim testovima pokazali su manje anksiozan fenotip, te smanjenu
koncentraciju izvanstani¢nog serotonina, $to upucuje na smanjenu SHT transmisiju u ovih

zivotinja (Jennings i sur., 2006).

IstraZivanja serotoninskih receptora na SHTt KO miSevima pokazala su da je kod njih doslo
do znacajnih promjena u ekspresiji SHT-1A 1 SHT-1B receptora (Fabre i sur., 2000a), pri
¢emu smjer tih promjena ovisi o istrazivanoj regiji mozga. Tako je u jezgrama rafe SHTt KO
misSeva opazeno smanjenje ekspresije SHT-1A na razini mRNA 1 proteina (Fabre i1 sur.,
2000a; Li 1 sur., 1999; Li i sur., 2000), dok su u hipokampusu neki autori opazili porast
ekspresije mRNA za SHT-1A (Fabre i sur., 2000a), a neki nisu nasli promjene ekspresije ovog
receptora (Li i sur., 2000). Promjene su takoder pokazane i na razini aktivnosti SHT neurona,
Sto upucuje na desenzitizaciju SHT-1A receptora (Li 1 sur., 1999; Mannoury La Cour i sur.,
2001). SHT-2A receptori takoder su pokazali promjene u SHTt KO miSeva, ali na razini
funkcije proteina, tj. receptorskog vezivanja u mozdanoj kori (Rioux i sur., 1999), dok
promjene na razini mRNA nisu pokazane (Li i sur., 2003). Osim na spomenutim genetickim
modelima u¢inak promijenjene aktivnosti SHT sustava istrazuje se i nakon sistemske, akutne
ili kroni¢ne, primjene specificnih farmaka. Farmakoloske studije pokazale su da kroni¢ni

tretman Stakora specifiénim inhibitorom povratnog unosa serotonina (SSRI) uzrokuje
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znacajno smanjenje ekspresije mRNA za SHT-1A u jezgrama rafe (slicno kao u SHTt KO
miseva), dok ekspresija u mozdanoj kori nije bila promijenjena (Le Poul 1 sur., 2000).

Imajuéi u vidu vaznost SHT-1A, SHT-1B 1 SHT-2A receptora u regulaciji serotoninske
transmisije, promjene ovih receptora u spomenutim animalnim modelima, kao i dosad
pokazane neurokemijske i bihevioralne promjene u WZ-SHT $takora (Ci¢in-Sain i Jernej,
2008), u ovom radu Zeljeli smo ustanoviti je li tijekom usmjerene selekcije za ekstremne
vrijednosti trombocitnog 5SHTt doslo do posljedicne promjene u ekspresiji i/ili funkciji

navedenih SHT receptora.

5.1.1.1. SHT-1A receptori

SHT-1A receptori u sublinija WZ-5HT Stakora proucavani su na razini mRNA u
hipokampusu i ¢eonoj kori, a na razini funkcije proteina u ¢eonoj kori. Regije su odabrane na
temelju literaturnih podataka o zastupljenosti ovog receptora, odnosno njegove mRNA u
razli¢itim podrucjima mozga (Chalmers 1 Watson, 1991; Pompeiano 1 sur., 1992; Barnes 1
Sharp, 1999; Sari, 2004), uz uvjet da je iz jedne Zzivotinje raspolozivim tehnikama bilo
moguce istodobno izdvojiti vide razli¢itih regija. Ceona kora (i strijatum u kojem su mjereni
SHT-1B receptori) predstavljaju projekcijsko podru¢je dorzalnih jezgara rafe, dok u
hipokampus dolaze projekcije iz medijanih, a u manjoj mjeri 1 iz dorzalnih jezgara rafe
(Jacobs 1 Azmitia, 1992).

Budu¢i da se SHT sublinije neurokemijski i bihevioralno razlikuju u aspektima u ¢iju su
regulaciju ukljuceni upravo SHT-1A receptori, kao $to je npr. anksiozno ponasanje (Toth,
2003; Kusserow 1 sur., 2004), moguce je oCekivati promjene ovog receptora u pojedinim
mozdanim regijama WZ-5HT Stakora, na razini ekspresije mRNA ili na razini funkcije

proteina.

Metodicki osvrt

Na razini mRNA, mjerenja su provedena semi-kvantitativnom RT-PCR metodom koja je
ranije uhodana u laboratoriju (Bordukalo-Niksi¢, 2003). Metoda se temelji na umnoZzavanju
fragmenta odredene komplementarne DNA (cDNA) dobivene obrnutim prepisivanjem
(reverznom transkripcijom) molekule RNA, te na mjerenju koli¢ine nastalog produkta. Na taj

je nacin moguce umnoziti i one molekule mRNA koje su u stanici prisutne u vrlo malim
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koli¢inama, $to ovoj metodi daje prednost pred nekim drugim metodama (Freeman i sur.,
1999).

lako je ova metoda vrlo osjetljiva, glavni njezin nedostatak je moguénost velike
varijabilnosti medu uzorcima. Budu¢i da je PCR eksponencijalne prirode, napredovanjem
reakcije umnazaju se i eventualne pogreske koje na kraju reakcije postaju izrazitije u
usporedbi s malim pocetnim varijacijama izmedu uzoraka. Zbog toga je nuzno koristiti
standarde, a to su naj¢e$¢e uobicajeno eksprimirani, tzv. domacinski ili housekeeping geni. Pri
njihovu izboru treba voditi racuna o mogucoj varijaciji njihove ekspresije u eksperimentalnim
uvjetima (Thellin i sur., 1999), te se u literaturi preporucuje koristenje nekoliko referentnih
gena istovremeno (Vandesompele i sur., 2002; Huggett 1 sur., 2005). U ovom radu koristili
smo tri referentna gena: GAPDH, B-aktin i ciklofilin B. Radi to¢nijeg izrazavanja rezultata,
kao faktor normalizacije koriStena je geometrijska sredina jacine signala triju koriStenih
referentnih gena, kako se preporucuje u literaturi (Vandesompele i sur., 2002). Na taj je nacin
koeficijent varijacije neSto nizi u usporedbi sa situacijom kad je ekspresija izraZena po

pojedinac¢nim referentnim genima.

Na razini funkcije proteina, SHT-1A receptori proucavani su metodom receptorskog
vezivanja. Kako je ova metoda po prvi put koriStena u ovom laboratoriju, detaljnije ¢emo se
osvrnuti na nekoliko aspekata vaznih za ispravno mjerenje kinetike receptorskog vezivanja.

Mjerenje vezivanja radioaktivno obiljezenog liganda na receptor Cesto se koristi za
odredivanje biokemijskih svojstava receptora ili receptorskih skupina, kao i za odredivanje
gustoce receptora u tkivu. Osim §to opisuje biokemijska svojstva receptora u uzorku, metoda
je vrlo pogodna i za farmakoloske studije, narocito za ispitivanje novih spojeva (liganda). U
neurokemiji, mjerenje receptorskog vezivanja Cesto se primjenjuje u istrazivanjima
neurotransmiterskih receptora i njihovih liganda (agonista/antagonista). Dvije su osnovne
vrste eksperimenata receptorskog vezivanja: saturacijski 1 kompeticijski. Saturacijskim
eksperimentima odreduje se afinitet (tj. Kg, koja je obrnuto proporcionalna afinitetu, v.
poglavlje 3.1.2.5.2.) receptora za ligand te broj receptora u uzorku/tkivu (tj. Bmax), dok se
kompeticijske studije koriste u istrazivanjima novih spojeva i mjere afinitet neobiljeZenog
liganda za receptor (koji odgovara vrijednosti 1/Kj), te omogucuju razlikovanje vise podtipova
receptora (Deupree i Bylund, 2002).

Od presudne vaznosti za uspjesSnost eksperimenta je izbor odgovaraju¢eg radioaktivno
obiljeZzenog liganda. Pozeljni su ligandi s visokim afinitetom za receptor i sa §to nizim

stupnjem nespecificnog vezivanja (tj. vezivanja za druge receptore u uzorku). Takoder je
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vazna 1 specifi¢na radioaktivnost liganda, koja zbog osjetljivosti metode ne bi trebala biti
manja od 30 Ci/mmol (Deupree i Bylund, 2002). Najéesc¢e se kao radioizotopi koriste *H ili
127, pri Gemu '*I ima visu specifi¢nu aktivnost (3to je pogodno kod rada s malom koli¢inom
tkiva), dok je prednost liganda obiljezenih *H veca stabilnost i izostanak kemijske

modifikacije spoja (Bylund i Toews, 1993).

U ovom radu uhodana je metoda mjerenja aktivnosti SHT-1A receptora u mozgu $takora,
kroz saturacijski tip eksperimenta, uz koristenje liganda [’H]8-hidroksi-2-(di-N-
propilamino)tetralina ([*’H]8-OH-DPAT) specifiéne aktivnosti 170,2 Ci/mmol. Ovaj spoj
specifican je agonist SHT-1A receptora i Siroko je koriSten u brojnim istraZzivanjima, mada je
u novije vrijeme pokazano da posjeduje i afinitet prema SHT-7 receptorima (Vanhoenacker 1

sur., 2000; Raymond i sur., 2001), $to treba imati u vidu pri interpretaciji rezultata.

Prvi korak u studijama receptorskog vezivanja predstavlja priprema uzorka koji sadrzi
receptore u aktivnom obliku (vezanom za membrane). Najcesce se uzorak tkiva homogenizira
u odgovarajuc¢em puferu, te se tako dobiveni tkivni homogenat centrifugira i rehomogenizira
jednom ili viSe puta pri gravitaciji reda veli¢ine od oko tisu¢u, pa do nekoliko desetaka tisuca
gravitacijskih jedinica. Nasi rezultati pokazali su da ovaj korak nije presudan za ispravno
mjerenje receptorskog vezivanja.

Sljedeci vazan faktor u ovim eksperimentima je vrijeme inkubacije. Mjerenja receptorskog
vezivanja pretpostavljaju da je reakcija postigla ustaljeno stanje (engl. steady state), a da bi se
to stanje postiglo, inkubacija mora trajati dovoljno dugo (obi¢no 20-60 minuta). Buduéi da
vrijeme potrebno za postizanje ustaljenog stanja ovisi o koncentraciji liganda, za odredivanje
optimalnog vremena inkubacije koriste se nize koncentracije radioaktivno obiljeZenog liganda
— najcesSce u podrucju ocekivane Ky. Inkubacija se vec¢inom provodi na sobnoj (22-25 °C), a
rjede na fizioloskoj temperaturi (37 °C). Nakon nekoliko eksperimenata u kojima smo testirali
temperaturu i vrijeme inkubacije, odlucili smo se za inkubaciju u trajanju od 60 minuta pri 30

°C (slika 4.10.).

U sljede¢em koraku optimizirana je koli¢ina tkiva u uzorku. Budué¢i da se u teoriji
receptorskog vezivanja podrazumijeva da koncentracija slobodnog (nevezanog) liganda ostaje
nepromijenjena (tj. da se na receptor veze manje od 10 % liganda), tom uvjetu potrebno je

prilagoditi koli¢inu receptora u homogenatu odnosno inkubacijskoj smjesi (Deupree i Bylund,
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2002). U nasim eksperimentalnim uvjetima to je postignuto koristenjem 60-80 pug proteina (5

mg tkiva) u inkubacijskoj smjesi ukupnog volumena 500 pL (slika 4.11.).

U sljede¢em koraku odabrali smo koncentracije [?’H]8-OH-DPAT, tako da je njihov raspon
obuhvacao tri koncentracije manje od ocekivane Ky, i tri veée koncentracije (Deupree i
Bylund, 2002), te smo usporedili vrijednosti konstanti K4 1 Byax 1zracunatih na dva razlicita
nacina iz dobivenih saturacijskih krivulja (v. Materijale i metode, poglavlje 3.1.2.5.2.).
Vrijednosti dobivene linearizacijom pomocu Rosenthal-Scatchardove jednadzbe, koja se u
literaturi najceS¢e koristi, prilicno su se razlikovale od konstanti dobivenih nelinearnom
regresijom, a to se pogotovo odnosi na konstantu Ky (v. Tablicu 4.8. u Rezultatima). Zbog
toga su u kasnijim eksperimentima konstante racunate samo nelinearnom regresijskom
analizom.

U vise eksperimenata dobivene su konzistentne vrijednosti konstanti K4 1 By, koje su u
skladu s literaturnim podacima (Tablica 5.1.). U usporedbi s literaturom, u nasim
eksperimentalnim uvjetima dobivena je neSto visa gustoa SHT-1A receptora u podrucju

mozdane kore (tj. viSa vrijednost Byax), ali i nizi afinitet (tj. visa vrijednost Ky).

Tablica 5.1. Usporedba uvjeta reakcije 1 dobivenih vrijednosti za K4 1 Byax u literaturi i naSim

eksperimentima
referenca regije kopc;gtracij © . Ka Binax
uvjeti inkubacije (nM) (fmol/mg prot.)
Burnet 1 sur., korteks 1,62-1,77 109-149
1992. hipokampus 0,125-8,00 nM; 1,32-1,61 280-339
hipotalamus 8 koncentracija 2,44-2.55 75,1-78,5
strijatum 25 °C 30 min 3,29-3,81 52,9-55,5
srednji mozak 2,95-3,26 61,5-65,8
Popova i sur., korteks 1,06-1,13 92,2-145
1998. hipokampus ) 1,16-1,61 218-222
hipotalamus (6)’11(25 ~4,00 nM; 0,60-0,77 39,7-64.,8
oncentracija
amigdala 37 °C 15 min 0,56-0,66 54,2-211
srednji mozak 1,28-1,78 25,8-26,5
Popova i sur., korteks 100-150
2005. hipokampus 0,125-4,00 nM; 220
hipotalamus 6 koncentracija nema podataka 50-60
amigdala 37°C 15 min 50-200
srednji mozak 30
Kulikov i sur., srednji mozak 0,25-2,00 nM; 0,98-1,16 56-65
1995. hipokampus 6 koncentracija 0,84-1,01 580-646
35°C 15 min
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referenca regije kopcc?r}tracije . Ka Binax
uvjeti inkubacije (nM) (fmol/mg prot.)
Chaouloff i sur., | srednji mozak 0,25-4,00 nM; 1,25-1,50 40-45
1997. 6 koncentracija
35°C 15 min
Assie 1 Koek, jezgre rafe 0,25-8,00 nM 3,72 12,3 fmol/mg
2000. s.t. 30 min tkiva
Lund i Mjellem, | hipokampus 1,92 610
1993. korteks 0,2-8,00 nM 2,27 276
ledna mozdina 2,20 30,7
nasi podaci korteks 0,31-10,00 nM 2,55 359
hipokampus 6 koncentracija 1,49 651
30 °C 60 min

Osjetljivost metode provjerena je mjerenjem receptorskog vezivanja, uz iste
eksperimentalne uvjete i na tkivu hipokampusa, gdje se prema literaturnim podacima ocekuje

znatno veci broj receptora, $to je dobiveno i u nasim uvjetima (slika 4.14.).

SHT-1A receptori u mozgu Wistar-Zagreb SHT Stakora

Usporedba ekspresije mRNA za SHT-1A receptor u dvije regije mozga (hipokampusu i
¢eonoj kori) nije pokazala razlike izmedu dviju sublinija WZ-5HT Stakora (slike 4.2. 1 4.6.).
Na razini funkcije proteina takoder nisu uocene razlike medu sublinijama ni u broju receptora
(Bmax), ni u afinitetu receptora za ligand (Ky) (slike 4.15-4.17). Razlike izmedu sublinija nisu
uocene ni kod Zenki, kod kojih su mjerenja napravljena pri jednoj koncentraciji liganda (5
nM; slika 4.18), a jednako tako nije uocena ni razlika u receptorskom vezivanju izmedu
muzjaka i zenki (slika 4.19).

Jedno od mogucih objasnjenja negativnog nalaza je niska vrijednost o¢ekivanih promjena
SHT-1A receptora. S obzirom da su sublinije WZ-5HT Stakora razvijene selekcijom prema
fizioloskim vrijednostima biokemijskog parametra (brzini trombocitnog SHTt), malo je
vjerojatno da je doSlo do drasti¢nih promjena SHT receptora u mozgu ovih Zivotinja. Za
usporedbu, ekspresija mRNA za SHT-1A receptore u jezgrama rafe homozigotnih SHTt KO
miSeva smanjena je samo 30-40 % (Fabre i sur., 2000b; Li i sur., 2000). Dosadasnja
istrazivanja genske ekspresije u mozgu WZ-5HT Stakora nisu pokazala znacajne promjene u
ekspresiji mozdanog SHTt (Hranilovi¢, 2000; Bordukalo-Niksi¢, 2003), dok su istovremeno
prisutne znacajne razlike u ekspresiji perifernog (trombocitnog) SHTt izmedu sublinija (Jernej
i sur., 1999b). Imajuéi u vidu spomenuti opseg promjena kod SHTt KO zivotinja, eventualne

razlike u ekspresiji ili funkciji SHT-1A receptora kod naSih SHT sublinija su male, a samim
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tim 1 teSko mjerljive. Za pouzdano otkrivanje malih razlika (npr. 10-20 %, koliko bi u nasem
slucaju bilo realno ocekivati), broj uzoraka morao bi biti mnogo veci: za statistiCku snagu
uzorka od 80 % broj Zivotinja po skupini trebao bi iznositi 25-30, a za statisticku snagu od 90
% trebalo bi ih biti ¢ak 100-150 po skupini, Sto je prakticki neizvedivo. Drugo metodicko
ograni¢enje je relativno visok koeficijent varijacije u mjerenju ekspresije mRNA u pojedinoj
skupini, §to smo donekle smanjili upotrebom geometrijske sredine ekspresije triju referentnih
gena prilikom normalizacije rezultata. Ipak, treba imati na umu da reakcija semi-
kvantitativnog RT-PCR ukljucuje vise koraka od kojih svaki moZe unijeti dodatnu varijaciju
mjerenja (reverzna transkripcija, PCR, elektroforeza, denzitometrija), zbog ¢ega je moguce da
je, unasem slucaju, metoda nedovoljno osjetljiva.

Jo§ jedno moguce objasnjenje odsutnosti razlika medu sublinijama mogle bi biti regionalne
razlike u regulaciji ekspresije SHT-1A. Naime, studije na SHTt KO miSevima pokazale su
jasne regionalne razlike, kako u koli¢ini SHT-1A mRNA, tako i u koli¢ini i aktivnosti
receptorskog proteina. Tako su, npr., Li i sur. (2000) pokazali razlike u koli¢ini mRNA za
SHT-1A u jezgrama rafe SHTt KO miseva, dok u hipotalamusu i hipokampusu tih razlika nije
bilo. Stovise, promjene su pronadene samo u dorzalnim, a ne i u medijanim jezgrama rafe, $to
je moguce utvrditi hibridizacijom in situ, ali ne i RT-PCR metodom. Nadalje, Fabre i sur.
(2000a) su pokazali smanjenu razinu mRNA za SHT-1A u jezgrama rafe (45 %), uz
istovremeno pojacanu ekspresiju u hipokampusu (23 %), dok su promjene na razini proteina
bile manjeg opsega, ali u istom smjeru (jezgre rafe: smanjenje od 36 %, hipokampus: porast
od 10 %). Elektrofizioloske studije (Mannoury la Cour i sur., 2001) pokazale su
desenzitizaciju SHT-1A autoreceptora u jezgrama rafe, ali ne i u hipokampusu SHTt KO
miseva. Cini se da su jezgre rafe, kao izvoriste serotonergi¢nih neurona i sredi$nje mjesto
regulacije serotoninskog sustava, najosjetljivije na promjene drugih elemenata serotonergicne
sinapse, te ¢e se u nastavku ovih istrazivanja obuhvatiti i autoreceptori u jezgrama rafe, kako
na razini mRNA, tako i na razini funkcije proteina.

Sumarno, nismo pokazali razlike u ekspresiji postsinaptickih SHT-1A receptora u
hipokampusu i ¢eonoj kori izmedu sublinija WZ-5HT Stakora, ni na razini mRNA, ni na
razini funkcije proteina, ali to ne iskljuCuje moguénost promjena u ekspresiji SHT-1A

autoreceptora u drugim regijama mozga.
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5.1.1.2. SHT-1B receptori

Glavna je uloga SHT-1B receptora, kao terminalnih auto- i heteroreceptora, regulacija
otpustanja raznih neurotransmitera (serotonina, ali i drugih, npr. glutamata, acetil-kolina 1
GABA) (Sari, 2004). Za razliku od SHT-1A receptora, koji su smjesteni somatodendriti¢ki
(pa distribucija mRNA odgovara distribuciji receptorskih proteina), SHT-1B receptori
smjeSteni su aksoterminalno te je zbog toga u praksi Cesto tesko pripisati ucinke SHT-1B
receptora odredenoj populaciji neurona (Clark i sur., 2004).

MiSevi s inaktiviranim genom za SHT-1B receptor (SHT-1B KO) pokazuju vecéu
agresivnost 1 impulzivnost od zivotinja divljeg tipa (Saudou i sur., 1994), te vecu sklonost
uzimanju alkohola (Crabbe 1 sur., 1996). Smatra se da je povecana agresivnost ovih Zivotinja
posljedica smanjene anksioznosti, odnosno smanjenja cjelokupne SHT transmisije (Clark i
Neumaier, 2001). U SHT-1B KO miSeva opazeno je i pojacano otpustanje serotonina u
hipokampusu i mozdanoj kori (Rutz i sur., 2006). Nadalje, studije na Stakorima pokazale su
da kroni¢ni tretman SSRI (npr. fluoksetinom) uzrokuje promjene SHT-1B receptora na razini
mRNA u jezgrama rafe (smanjenje ekspresije; Anthony i sur., 2000) te strijatumu i korteksu
(porast ekspresije; Le Poul i sur., 2000).

Imajuci u vidu navedene literaturne podatke, kao i razlike u anksioznom ponasanju izmedu
sublinija WZ-5HT S§takora (Hranilovi¢ 1 sur., 2005), te pojacanu sklonost unosu alkohola u
SHT-niske sublinije (Mokrovi¢, 2007), moguce je ocekivati promjene ekspresije SHT-1B
receptora u ovih Zivotinja.

Zbog toga smo u ovom radu istrazili ekspresiju mRNA za SHT-1B receptor u tri regije
mozga: hipokampusu, strijatumu i ¢eonoj kori. U sve tri regije SHT-1B receptori prisutni su
kao heteroreceptori, tj. nalaze se na neserotonergi¢nim neuronima. Rezultati ne pokazuju
razlike izmedu sublinija WZ-5HT Sstakora (slike 4.3. 1 4.6.), Sto medutim ne iskljucuje
moguénost promjena na razini receptorskog proteina. Tako npr. studije miSeva s inaktiviranim
genom za SHTt nisu pokazale promjene u ekspresiji SHT-1B, iako su na istim Zivotinjama
potvrdene razlike u gustoci receptora, tj. receptorskog proteina (Fabre 1 sur., 2000a). Ovi
podaci upucuju na to da je u SHTt KO miSeva doslo do promjena SHT-1B receptora na
posttranskripcijskoj razini. S druge strane, kroni¢na primjena SSRI dovela je do promjena u
kolicini mRNA za ovaj receptor, ali ne i do promjena u funkciji proteina (Le Poul i sur.,
2000). U slucaju sublinija WZ-5HT Stakora, razvijenih u fizioloskim uvjetima (nasuprot
drasti¢noj promjeni kakva nastaje potpunom inaktivacijom odredenog gena), ¢ini se da ne

postoji kompenzacija na razini mRNA za SHT-1B receptor, ni u jednoj od istrazivanih regija.
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Pokusaj da kod sublinija WZ-5HT Stakora ekspresiju gena za SHT-1B receptor, osim na
razini mRNA, odredimo i mjerenjem koli€ine proteina (Western analizom), nije dao
zadovoljavajucée rezultate zbog nedovoljne specifi¢nosti raspolozivog protutijela za SHT-1B
receptor. S druge strane, mjerenje receptorskog vezivanja, $to bi dalo uvid i u funkcionalnost

ovih receptora, a ne samo u njihovu koli¢inu, otezano je nedostatkom specifi¢nih liganada.

5.1.1.3. SHT-2A receptori

Kao glavni ekscitacijski postsinapticki SHT receptor, SHT-2A najzastupljeniji je u
mozdanoj kori, gdje sudjeluje u regulaciji ravnoteze izmedu ekscitacijske i inhibicijske
neuronalne aktivnosti (Leysen, 2004). Razni psihofarmaci, neki atipi¢ni antipsihotici, a i neki
halucinogeni djeluju upravo putem SHT-2A receptora. Nadalje, ¢ini se da ovaj receptor
sudjeluje 1 u regulaciji anksioznog ponaSanja, budu¢i da su nedavno razvijeni SHT-2A KO
misevi pokazali smanjenu anksioznost u testovima ponasanja (Weisstaub 1 sur., 2006). Osim
toga, u sojeva Stakora koji pojacano unose alkohol, pokazana je smanjena aktivnost
kortikalnih SHT-2A receptora (Ciccocioppo i sur., 1999), a SHT-2A receptor igra ulogu i u
razvoju serotoninskog sindroma, slozenog bihevioralnog sindroma s potencijalno letalnim

ishodom (Kalueff'i sur., 2008; Van Oekelen 1 sur., 2002).

Uz ranije spomenute neurokemijske i bihevioralne razlike medu SHT sublinijama, koje bi
mogle biti vezane uz adaptacijske promjene SHT-2A receptora, dodatni poticaj za mjerenje
ovih receptora kod SHT sublinija bili su rezultati istrazivanja serotoninskog sindroma na WZ-
SHT Sstakorima koji su pokazali su da Zivotinje iz SHT-visoke sublinije pokazuju izrazenije
upravo one simptome za koje se smatra da su posredovani aktivacijom SHT-2A receptora
(Frobe, 2006). 1 ovdje se moze primijetiti slicnost s SHTt KO miSevima, koji, ¢eS¢e od
zivotinja divljeg tipa, izrazavaju neke simptome serotoninskog sindroma (Kalueff i sur.,

2007).

SHT-2A receptori WZ-5HT S§takora prouceni su u mozdanoj kori na razini mRNA, semi-

kvantitativnim RT-PCR, i na razini proteina, kvantitativnom Western analizom.

Na razini mRNA, nisu pokazane razlike u ekspresiji SHT-2A receptora izmedu SHT-visoke
1 SHT-niske sublinije Stakora (slike 4.5. 1 4.6.). Isti rezultat ponovljen je u dva neovisna
pokusa na zivotinjama iz razli¢itih uzgoja. Za usporedbu, studije miSeva s inaktiviranim

genom za SHTt pokazale su adaptivne promjene SHT-2A receptora, ali samo na razini
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funkcije proteina, tj. receptorskog vezivanja (Rioux i sur., 1999), dok promjene na razini

mRNA nisu pokazane (Li 1 sur., 2003).

Western analiza SHT-2A receptora u mozdanoj kori WZ-5HT S§takora takoder nije pokazala
razlike u koli¢ini ovih receptora izmedu dviju sublinija (slika 4.9.). Srednje vrijednosti
koli¢ine SHT-2A receptora, normalizirane prema referentnom proteinu — B-aktinu, u obje
sublinije bile su podjednake, a vrlo sli¢ni rezultati dobiveni su i u repliciranom pokusu. Treba
medutim napomenuti da izostanak razlika u koli¢ini receptorskog proteina izmedu sublinija ne
iskljucuje prisutnost razlika u njegovoj aktivnosti ili distribuciji unutar stanica, narocito ako se
uzmu u obzir slozeni mehanizmi regulacije ovog receptora (Roth i sur., 1998; Bockaert i sur.,
2006a).

U literaturi, Western analize serotoninskih receptora razmjerno su rijetke. Razlog tome je
dijelom nedostatak odgovarajucih specificnih protutijela (kao npr. za SHT-1 receptore), ali i
dostupnost drugih metoda, npr. imunohistokemijskih studija, koje omogucuju uvid u koli¢inu
receptora po pojedinim regijama mozga, ili studija receptorskog vezivanja, koje, osim podatka
o broju funkcionalnih receptorskih mjesta, daju i informaciju o afinitetu receptora za ligand.
Iz tog razloga, daljnje studije ovog receptora u sublinijama WZ-5HT Stakora bit ¢e usmjerene

prema istrazivanju funkcionalnosti proteina.

Istrazivanja SHT receptora u ovom radu provodila su se jednim dijelom paralelno na
zivotinjama oba spola. Prema literaturnim podacima, utjecaj spola, odnosno spolnih hormona
na funkciju serotoninskog sustava znacajan je: tako npr. mozak muskaraca pokazuje znatno
jacu sintezu serotonina (Nishizawa i sur., 1997), u mozgu zena utvrdeno je slabije vezivanje
za SHT-2A receptor (Biver i sur., 1996), te razliCito vezivanje za SHT-1A receptor i
serotoninski prijenosnik u usporedbi s muskarcima (Jovanovic 1 sur., 2008), a ¢ini se da 1
utjecaj raznih polimorfizama gena SHT sustava, osim o etnicitetu, ovisi i o spolu (Williams i
sur., 2003). Tome treba pridodati i veéu ucestalost afektivnih poremecaja (posebice depresije)
u zena (Kessler, 2003).

U 5HTt KO miSeva primije¢eno je da promjene ekspresije SHT-1A receptora ovise 1 0
spolu, pri ¢emu je smanjenje razine mRNA bilo izrazenije u zenki (Li i sur., 2000). S obzirom
na to da estrogen utje¢e na funkciju SHT-1A receptora (Osterlund i sur., 2000), kao i na
ekspresiju gena za SHTt (Pecins-Thompson i sur., 1998), jasno je da u istrazivanjima

ekspresije pojedinih elemenata SHT sustava treba uzeti u obzir utjecaj spola. U ovom radu, u
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eksperimentima provedenima na zivotinjama oba spola nisu opazene razlike izmedu sublinija

WZ-5HT stakora s obzirom na spol.

U zakljuc¢ku mozemo re¢i da usporedbom serotoninskih receptora u mozgu sublinija WZ-
SHT Sstakora, nismo pronasli razlike u ekspresiji SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A podtipova, ni na
razini mRNA, ni na razini koli¢ine, odnosno funkcije proteina, Sto govori da geneticka
selekcija nije dovela do mjerljivih promjena tih receptora u u fizioloSkim uvjetima u
istrazivanim regijama. Ipak, s obzirom na razlike medu sublinijama, koje su jasno uocljive
nakon farmakoloskih ili bihevioralnih izazova (Ci¢in-Sain i Jernej, 2008) moguée je da
postoje latentne razlike u navedenim SHT receptorima koje nisu mjerljive u fizioloskim
uvjetima, ali bi mogle postati vidljive nakon odredenog izazova koji bi serotoninski sustav
izbacio iz ravnoteZe. Jedan takav moguci izazov je stres, te smo u nastavku ovog rada istrazili

SHT receptore kod Zivotinja iz sublinija koje su prethodno bile izloZzene kroni¢nom stresu.

5.1.2. Serotoninski receptori u mozgu Wistar-Zagreb SHT-Stakora nakon izlaganja

Kkroniénom stresu

Iz dosadasnjih istrazivanja WZ-5HT Stakora moze se zakljuciti da su razlike izmedu
sublinija uocljivije nakon izazova (farmakoloSkog, okoliSnog, itd.) koji sustav izbacuje iz
ravnoteZe. Tako je npr. farmakoloski izazov akutnom primjenom SSRI (citalopram) doveo do
znatno vecéeg porasta koncentracije izvanstani¢nog SHT u hipokampusu Zivotinja iz SHT-
visoke sublinije, a na slican nacin djelovala je i depolarizirajuca infuzija hipertoni¢ne otopine
KCI (Romero i sur., 1998). Takoder, bihevioralni izazovi doveli su do razli¢itih reakcija dviju
sublinija: izazivanje serotoninskog sindroma pokazalo je jace izrazene simptome, kao i ¢eS¢u
pojavu letalnog ishoda, u Zivotinja iz SHT-visoke sublinije (Frobe, 2006), a ovdje valja
navesti 1 ve¢ spomenute razlike u anksioznom ponasSanju (Hranilovi¢ i sur., 2005) te jace
izrazenu komponentu depresivnog ponasanja (Ci¢in-Sain i Jernej, 2008) i vecu sklonost
uzimanju alkohola (Mokrovi¢, 2007) u Zzivotinja iz 5HT-niske sublinije. Budu¢i da
bihevioralni testovi u pravilu ukljucuju izloZenost novoj okolini, $to u odredenoj mjeri
predstavlja blagi stres za zivotinju, nije iskljuceno da razlike u odredenim oblicima ponasanja
izmedu sublinija proizlaze iz njihovog razli¢itog odgovora na stres (Ci¢in-Sain i Jernej, 2008).

U odgovoru organizma na stres kljuénu ulogu igra tzv. osovina hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna zlijezda (HPA, v. pogl. 1.4. u Uvodu). Danas se smatra da su razni psihijatrijski

poremecaji za koje se pretpostavlja da su vezani uz disfunkciju SHT transmisije, popraceni
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promjenama funkcije HPA osi. Na primjer, izloZenost traumi u ranoj zivotnoj dobi predstavlja
povecani rizik za kasnije poremecaje neuroendokrine regulacije (De Kloet i sur., 2005) te,
posljedi¢no, mogucéu pojavu depresije (Heim 1 Nemeroff, 2001), odnosno posttraumatskog
stresnog poremecaja (Davidson i sur., 2004). Misevi s genetski modificiranim komponentama
HPA osi pokazuju smanjenu anksioznost (Tronche i sur., 1999), dok izlaganje Stakora
kroni¢no visokoj razini kortikosterona povecava ucestalost depresivnog ponaSanja u
bihevioralnim testovima (Gregus i sur., 2005). Osim toga, €ini se da kroni¢na izloZenost
stresu utjece 1 na kasniji razvoj ovisnosti o alkoholu i opojnim drogama (Kreek i1 Koob, 1998;
Brady 1 Sonne, 1999).

Serotonin, kao vazan modulator brojnih fizioloskih funkcija, sudjeluje 1 u reakciji
organizma na stres. Serotonergicni neuroni inerviraju neuroendokrino podrucje, kao i regije
ukljuc¢ene u kontrolu ponasanja (amigdale, strijatum, hipokampus, koru), te tijekom stresa
konstantno primaju informacije o promjenama u organizmu (Chaouloff, 1999). Nadalje, stres
uzrokuje porast koncentracije izvanstanicnog SHT i njegovih metabolita, a utjee i na njegovu
sintezu (Fliigge i sur., 2004). Cini se da na poja¢ano otpustanje SHT iz serotonergi¢nih
neurona u stresu izravno utjece povisena razina glukokortikoida (Linthorst i sur., 2000).

Uzevsi u obzir brojne literaturne podatke o povezanosti serotonergi¢ne transmisije i
odgovora na stres, moguée je da zivotinje iz SHT sublinija, kod kojih pretpostavljamo
razli¢itu aktivnost SHT sustava, pokazuju i razliit odgovor na stres. Zbog toga smo istrazili
utjecaj kroni¢nog stresa na SHT receptore u mozgu WZ-5HT sublinija. Pritom je istrazivan
utjecaj stresa na pojedine receptore (SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A), ali i utjecaj konstitucijske
promjene SHT homeostaze na reakciju na stres (usporedbom S5HT-visoke i SHT-niske
sublinije).

Kako je ve¢ spomenuto u Uvodu (pogl. 1.4.), od svih serotoninskih receptora, s odgovorom
na stres najcesce se povezuje SHT-1A receptor, na ¢iju ekspresiju izravno utje¢e prisutnost
glukokortikoida (Meijer i De Kloet, 1994). Rezultati istrazivanja na modelima kroni¢nog
stresa nisu jednoznacni - neke studije (Lopez i sur., 1998; Neumaier i sur., 2002; Vazquez i
sur., 2002) pokazale su promjene u ekspresiji mRNA za SHT-1A, neke su pokazale promjene
na razini funkcije proteina (Harvey i sur., 2003; Kalynchuk i sur., 2006; Briones-Aranda i
sur., 2005), a neke nisu pokazale nikakve promjene (Abumaria i sur., 2006). Studije akutnog
stresa nesto su rjede, a ni njihovi rezultati nisu jednoznacni (Steciuk 1 sur., 2000; Lopez 1 sur.,
1999; Laaris 1 sur., 1999; v. Tablicu 1.1. u Uvodu). S druge strane, studije na miSevima sa

inaktiviranim genom za SHT-1A receptor nisu pokazale znac¢ajne promjene u reakciji na stres,

80



u usporedbi s miSevima divljeg tipa (Groenink i sur., 2003). Sli¢no se pokazalo i u studijama

na SHT-1B KO misevima (Bouwknecht i sur., 2001a).

U istrazivanjima stresa Cesto se koriste animalni modeli (v. pogl. 1.4. u Uvodu). Veéina
modela kroni¢nog stresa temelji se na izlaganju Zivotinja viSednevnom stresu, kao Sto je
imobilizacija, svakodnevno izmjenjivanje nasumicnih stresora ili socijalni stres (De Kloet i
sur., 2005). Od psiholoskih stresora koristi se izlaganje Zivotinje predatoru (macki, ukoliko se
stres istrazuje na Stakorima; Mashoodh i sur., 2008), odvajanje tek okocenih zivotinja od
majke (Vazquez i sur., 2002), te razni oblici socijalnog stresa (npr. model kolonije,
McKittrick 1 sur., 1995; odnosno izlaganje dominantnom muzjaku, Abumaria i sur., 2006).
Medu modelima kroni¢nog stresa, najées¢e se primjenjuju model kroni¢nog nepredvidivog
stresa (Katz 1 sur., 1981), odnosno kroni¢nog blagog stresa (Papp i sur., 1996), koji smo i mi
primijenili u ovom radu.

Izlaganje WZ-5HT Stakora devetodnevnom stresu nije dovelo do znacajnih promjena u
ekspresiji mRNA za SHT-1A izmedu SHT-visoke 1 SHT-niske sublinije (slika 4.7.), iako su u
¢eonoj kori opaZene nesto niZze vrijednosti u SHT-niske sublinije nakon izlaganja stresu (~ 25
% razlike), ali uz grani¢nu statisticCku znacajnost (p = 0,0629). U Zzivotinja iz SHT-visoke
sublinije ovaj u¢inak nije opazen.

Osim na transkripcijskoj razini, djelovanje stresa na SHT-1A receptore u sublinija WZ-5HT
Stakora istrazeno je i na razini funkcije proteina, mjerenjem receptorskog vezivanja. Nakon
izlaganja stresu opaZene su nesto nize vrijednosti receptorskog vezivanja [*H]8-OH-DPAT u

obje sublinije (v. sliku 4.20.), ali te razlike nisu dosegle prag statisticke znacajnosti.

Tendencija smanjenju koli¢cine mRNA za SHT-1A receptor u SHT-niske sublinije nakon
izlaganja stresu u skladu je s literaturnim podacima koji su pokazali smanjenu ekspresiju ovog
receptora u pojedinim dijelovima hipokampusa u stresu (Lopez i sur., 1998). Smanjenje
ekspresije SHT-1A receptora u nasim je pokusima opazeno samo u mozdanoj kori, ane i u
hipokampusu, S$to upucuje na moguénost regionalno specificnih promjena. Smanjena
ekspresija SHT-1A receptora u mozdanoj kori u skladu je sa smanjenjem broja SHT-1A
receptora u mozdanoj kori pokazanim kod nekih oblika stresa (Fliigge, 1995), kao i podatkom
o snizenoj aktivnosti SHT-1A receptora u mozdanoj kori depresivnih pacijenata (Sargent i
sur., 2000). Moze se pretpostaviti da je i u mozdanoj kori zivotinja iz SHT-niske sublinije
uslijed kroni¢nog stresa doslo do odredenih promjena na razini transkripcije gena za ovaj

receptor, koje u drugim regijama mozga (hipokampusu) nisu izrazene. Medutim, ne treba
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iskljuciti ni moguénost promjena ekspresije SHT-1A u pojedinim dijelovima hipokampusa,
koje metodom RT-PCR nije bilo moguce otkriti (usp. Lopez 1 sur., 1998). Ipak, budu¢i da
nisu opazene promjene funkcije SHT-1A receptorskog proteina, eventualne promjene na
transkripcijskoj razini kod zivotinja iz SHT-niske sublinije vjerojatno se uspjesno

kompenziraju na posttranslacijskoj razini.

Osim 5HT-1A, u ovom radu istraZivana je 1 ekspresija mRNA za 5HT-1B 1 SHT-2A
receptore nakon izlaganja WZ-5HT S§takora kroni¢nom stresu, i to u istim regijama mozga kao
S§to je radeno u fizioloskim uvjetima (hipokampus, ¢eona kora, strijatum). Nisu pokazane
promjene u ekspresiji navedenih receptora nakon stresa ni u jednoj ispitivanoj regiji (slika
4.7.).

Iako u literaturi postoje radovi koji dovode u vezu ekspresiju SHT-1B i stres, vec¢ina tih
istrazivanja usmjerena je na SHT-1B autoreceptore u jezgrama rafe (Kaiyala i sur., 2003;
Clark i sur., 2002; Clark i sur., 2004), koji nisu istrazivani kod WZ-5HT sublinija, iako
postoje 1 studije mRNA za SHT-1B u drugim regijama mozga. Tako je selekcija Stakora
prema njihovoj reaktivnosti na stres pokazala da takve Zzivotinje imaju promijenjenu
ekspresiju SHT-1B u jezgrama rafe i strijatumu, ali ne i u hipokampusu (Neumaier i sur.,
2002). Studije SHT-1B KO miSeva nisu pokazale znaCajne razlike u reaktivnosti ovih
Zivotinja na stres (Bouwknecht i sur., 2001a). Cini se da uloga SHT-1B receptora u odgovoru
na stres nije jo$ razjasnjena, a nasi rezultati u skladu su s dijelom literature koji takoder ne
navodi razlike u ekspresiji ovog SHT receptora nakon izlaganja stresu (v. Tablicu 1.2. u

Uvodu).

Sto se tie SHT-2A receptora, u literaturi su takori opetovano izlagani odredenom obliku
stresa (nepredvidivom neizbjeznom Soku) pokazali znatno povisenu razinu mRNA za SHT-
2A receptor u ¢eonoj kori (Dwivedi i sur., 2005), $to, uzevsi u obzir nase rezultate izostanka
promjena (slika 4.7.), ukazuje da vrsta i1 jacina stresa kojem su zivotinje izloZzene mogu
utjecati na promjene u ekspresiji SHT-2A. Utjecaj stresa na SHT-2A receptore pokazan je i u
nekim drugim studijama (Ossowska 1 sur., 2001; Katagiri i sur., 2001; Harvey i sur., 2003), ali
tu se radilo o promjeni aktivnosti receptorskog proteina, a ne koli¢ine mRNA, §to za sada nije
istazivano kod nasih sublinija.

Sumarno moZemo re¢i da u fizioloskim uvjetima nisu pronadene razlike u ekspresiji SHT-
1A, SHT-1B i SHT-2A receptora izmedu sublinija WZ-5HT S§takora, ni na razini mRNA ni na

razini koli¢ine, odnosno funkcije proteina. Medutim, izlaganje Zivotinja kroni¢nom stresu
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pokazalo je tendenciju smanjenju ekspresije mRNA za SHT-1A receptor u mozdanoj kori
SHT-niske sublinije, §to upucuje na moguce regionalno specificne promjene ekspresije ovog

receptora koje dolaze do izrazaja nakon stresnog izazova.

5.2. POLIMORFIZMI GENA ZA SEROTONINSKE RECEPTORE U
ALKOHOLIZMU

Ovisnost o alkoholu, ili alkoholizam, kompleksan je, kronican 1 ponavljajuci poremecaj koji
predstavlja ozbiljan zdravstveni problem u svijetu. Na pojavu alkoholizma utjec¢u nasljedni i
okolis$ni faktori koji su u medusobno vrlo sloZzenoj interakciji. Dosada$nja eksperimentalna i
klinicka istrazivanja pokazala su da serotonin, kao vazan modulator brojnih neurobioloSkih
procesa, igra znacajnu ulogu u razvoju ovisnosti, pa tako i ovisnosti o alkoholu.

Kako je ve¢ spomenuto u Uvodu (pogl. 1.5.), suvremena medicina pokuSava razlikovati dva
oblika bolesti: tip I i tip II alkoholizma. Smatra se da da je poveéani unos alkohola povezan sa
smanjenom serotonergi¢nom transmisijom, $to je narocito izraZzeno u alkoholizmu tipa II
(Nutt, 1999). Nasi rezultati dobiveni na modelu WZ-5HT S$takora, koji pokazuju znacajno
veéu sklonost alkoholu kod Zivotinja iz SHT-niske sublinije (Ci¢in-Sain i Jernej, 2008;
Mokrovi¢, 2007), potvrduju tu pretpostavku. Ipak, treba rec¢i da podjela alkoholizma na tip I 1
tip I nije svugdje prihvacdena, npr. nema je u sluzbenom dijagnostickom priru¢niku za

psihijatrijske bolesti (DSM-IV).

U genetickim istrazivanjima veze alkoholizma i serotoninskog sustava, najviSe studija
napravljeno je na polimorfizmima gena za serotoninski prijenosnik, koji djeluje kao srediSnji
regulator serotonergi¢ne sinapse (Lichtermann i sur., 2000). Polimorfizmi nekih serotoninskih
receptora u literaturi se takoder povezuju s razvojem ovisnosti o alkoholu, narocito kad je

alkoholizam popracen agresivnim ponasanjem (Gorwood i sur., 2004).

U ovom dijelu disertacije istraZili smo mogucu povezanost polimorfizama dvaju gena za

serotoninske receptore: SHT-1B 1 SHT-2A, s pojavom alkoholizma.
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5.2.1. Polimorfizam gena za SHT-1B receptor u alkoholizmu

U istraZivanjima povezanosti SHT-1B receptora 1 alkoholizma vaZznu ulogu imao je
animalni model miSeva s inaktiviranim genom za SHT-1B receptor. Naime, ovi su miSevi
pokazali veéu agresivnost u testovima ponasanja (Saudou i sur., 1994), kao i povecan unos
alkohola (Crabbe i sur., 1996). Na temelju istrazivanja na animalnom modelu, gen za SHT-1B

receptor predloZen je kao gen kandidat za razvoj ovisnosti o alkoholu (Crabbe i sur., 1999).

Prvo istrazivanje povezanosti varijabilnosti gena za SHT-1B receptora i alkoholizma proveli
su Lappalainen i sur. (1998). Oni su pokazali povezanost antisocijalnog oblika alkoholizma s
polimorfizmom G861C u genu za SHT-1B receptor (uz prevalenciju alela C u grupi
alkoholi¢ara). Nakon ove studije, i drugi su autori istrazivali povezanost ovog polimorfizma s

alkoholizmom, medutim, rezultati tih studija nisu jednoznacni (Tablica 5.2.).

Tablica 5.2. Rezultati istrazivanja povezanosti polimorfizma G861C s pojavom alkoholizma

referenca etnicka skupina | broj dijagnoza nalaz u pacijenata
ispitanika
Lappalainen i sur., | Finci 166 alkoholizam + kriminalitet | veé¢i udio alela C
1998
Hasegawa i sur., Japanci 1385 alkoholizam + inaktivna veci udio alela C
2002 ALDH2 + antisocijalno
ponasanje
Fehr i sur., 2000 Nijemci 209 alkoholizam veci udio alela G
Soyka i sur., 2004 | Nijemci 164 alkoholizam + veéi udio alela G
antisocijalno ponasanje
Gorwood i sur., Francuzi 136 alkoholizam + antisocijalni | nema povezanosti
2002 simptomi
Huang i sur., 2003 | SAD — mijeSana 97 alkoholizam nema povezanosti
populacija
Sinha i sur., 2003 | SAD — 133 alkoholizam tipa I i tipa I | nema povezanosti
bijelacka
populacija
Sun i sur., 2002 Kinezi 158 alkoholizam nema povezanosti

O funkcionalnosti ovog polimorfizma ne zna se mnogo. Huang i sur. (1999) su pokazali
vecéi broj SHT-1B receptorskih mjesta na uzorcima ljudskog mozga post mortem, u osoba s
genotipom G861G (u usporedbi s genotipom G861C, koji je povezan s oko 20 % manjom
vrijedno$¢éu Bp.x). Medutim, ova veza nije u potpunosti razjasnjena. Pretpostavlja se da je
polimorfizam G861C u neravnotezi vezivanja (engl. linkage disequilibrium) s nekim drugim

polimorfizmom istog gena, koji bi mogao imati utjecaja na transkripciju. Tako je za
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polimorfizam promotora gena za SHT-1B receptor, A-161T, pokazano da utjeCe na afinitet
vezivanja trankripcijskog faktora AP-1 (Duan i sur., 2003), a neke studije pokazale su i1
odreden stupanj neravnoteZe vezivanja izmedu polimorfizama A-161T 1 G861C (Sanders 1

sur., 2001).

U ovom radu, istrazili smo ucestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma G861C u
osoba ovisnih o alkoholu te u zdravih kontrolnih ispitanika. Dio kontrolnih uzoraka
genotipiziran je u sklopu ranijih istrazivanja (Stefulj i sur., 2004).

Usporedujuc¢i ucestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma G861C u naSih
kontrolnih ispitanika s literaturnim podacima, moze se primijetiti da se rezultati podudaraju s
rezultatima drugih asocijacijskih studija dobivenima na europskoj ili angloamerickoj
populaciji, dok su znacajne razlike (p < 0,0001) primijeCene u odnosu na isto¢noazijske

populacije (ve¢i udio alela C u isto¢noazijskim populacijama, Tablica 5.3.).

Tablica 5.3. Usporedba frekvencija genotipova i alela polimorfizma G861C gena za SHT-1B
receptor u kontrolnih ispitanika razli¢itih populacija

referenca etni¢ka broj frekvencije genotipova frekvencije

skupina kontrolnih alela

uzoraka GG GC CC G C

Fehr i sur., 2000. | Nijemci 74 0,37 0,51 0,11 | 0,66 0,34
Gorwood 1 sur., Francuzi 72 0,54 0,36 0,10 | 0,72 0,28
2002.
Sinha i sur., SAD - bijelacka 88 0,59 0,36 0,03 | 0,78 0,22
2003. populacija
Huang i sur., SAD — mijeSana 96 0,56 0,38 0,06 | 0,72 0,25
2003. populacija
Hasegawa i sur., | Japanci 200 0,31 0,52 0,17 | 0,57 0,43
2002.
Sun i sur., 2002. | Tajvanski Kinezi 145 0,29 0,54 0,16 | 0,56 0,44
nasi rezultati Hrvati 219 0,50 0,42 0,08 | 0,71 0,29

Usporedba frekvencija genotipova i alela polimorfizma G861C na nasem uzorku pacijenata
oboljelih od alkoholizma i kontrolnih ispitanika nije pokazala statisticki znacajne razlike. U
tom smislu, rezultati su u skladu s dijelom literature (v. Tablicu 5.2.) koja takoder ne nalazi
povezanost ovog polimorfizma s alkoholizmom. Ipak, usporedujué¢i nase rezultate s
literaturnima, treba uzeti u obzir znatne razlike u dijagnostic¢kim pristupima alkoholizmu.
Tako neki autori razlikuju podtipove alkoholizma, a neki ne (v. Tablicu 5.2.). U ovom
istrazivanju, otprilike polovici ispitanika postavljena je dijagnoza alkoholizma tipa I, a

polovica je imala dijagnozu alkoholizma tipa II. Buduéi da se ove dijagnosticke podskupine
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medusobno nisu razlikovale u distribucijama alela ili genotipova, kao ni u usporedbi s
kontrolnom populacijom, analizirane su zajedno kako bi se povecala statisticka snaga uzorka.
U usporedbi s kontrolnom populacijom, u skupini pacijenata ovisnih o alkoholu moze se
primijetiti nesto veci udio genotipa GG (57 %, nasuprot 49,8 % u kontrolnoj populaciji), ali
bez statisticke znacajnosti. Za pouzdanije utvrdivanje povezanosti ovog polimorfizma s
pojavom ovisnosti o alkoholu, potrebno je provesti genotipizaciju na ve¢em broju ispitanika,

Sto je u tijeku.

5.2.2. Polimorfizam gena za SHT-2A receptor u alkoholizmu

Sli¢no kao 1 u slucaju SHT-1B receptora, pretpostavka o povezanosti SHT-2A receptora s
alkoholizmom potjece iz studija na animalnim modelima. U sojeva Stakora koji pojacano
uzimaju alkohol pokazana je smanjena aktivnost SHT-2A receptora (Ciccocioppo i sur.,
1999), dok je kroni¢na primjena antagonista SHT-2A receptora dovela do manjeg unosa
alkohola (Myers 1 sur., 1993). Najnovija istrazivanja na ljudima pokazala su smanjenu
aktivnost SHT-2A receptora u mozdanoj kori osoba ovisnih o alkoholu (Underwood 1 sur.,
2008).

Mogucéu povezanost polimorfizama gena za SHT-2A receptor s alkoholizmom prvi su uocili
Nakamura 1 sur. (1999), koji su u podgrupi alkoholicara s inaktivnom aldehid-
dehidrogenazom 2 ustanovili znatno vecu ucestalost alela G promotorskog polimorfizma -
1438AG. Nakon ovog, provedena su i druga slicna istrazivanja, ali, rezultati nisu bili

jednoznacni (Tablica 5.4.)

Tablica 5.4. Rezultati istrazivanja povezanosti polimorfizma -1438 AG s pojavom alkoholizma

referenca etnicka skupina | broj dijagnoza nalaz u pacijenata
ispitanika
Nakamura i sur., Japanci 225 alkoholizam + veci udio alela G
1999 inaktivna ALDH2
Preuss i sur., 2001 | Nijemci 135 alkoholizam + manji udio alela A
impulzivno ponasanje
Schuckit i sur., SAD - bijelacka | 450 niska razina odgovora | nema povezanosti
1999%* populacija na alkohol
Fehri sur., 2001* | Nijemci 176 alkoholizam nema povezanosti
Hwu i1 Chen, Kinezi 85 alkoholizam + veci udio alela T102 u
2000* poremecaji ponaSanja | kombinaciji alkoholizma
i poremecéaja ponasanja

* proutavan je polimorfizam T102C, koji je u gotovo 100 %-tnoj neravnotezi vezivanja s

polimorfizmom -1438AG
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Funkcionalni znacaj promotorskih polimorfizama gena za SHT-2A receptor joS nije posve
razjasnjen. U pocetnim istraZivanjima cinilo se da polimorfizam -1438AG nema utjecaja na
transkripcijsku aktivnost gena za SHT-2A receptor (Spurlock i sur., 1998), ali kasnije studije
pokazale su da odredene kombinacije alela u promotoru gena za SHT-2A receptor utjecu na
koli¢inu nastale mRNA u ekspresijskim sustavima in vitro (Parsons i sur., 2004; Myers 1 sur.,

2007).

U ovom radu, istrazivali smo ucestalost pojedinih genotipova i alela promotorskog
polimorfizma -1438AG gena za SHT-2A receptor u osoba ovisnih o alkoholu i kontrolnih
ispitanika. Dio kontrolnih uzoraka genotipiziran je u sklopu ranijih istrazivanja (Babi¢, 2006).

Dobivene frekvencije genotipova i1 alela u kontrolnoj populaciji usporedili smo s
literaturnim podacima. Sli¢no kao i kod polimorfizma gena za SHT-1B receptor, pokazana je
podudarnost nasih rezultata s rezultatima dobivenima na europskoj odnosno angloamerickoj
populaciji, dok su znacajne razlike (p < 0,0003) primijeene u odnosu na istocnoazijsku

populaciju (veéi udio alela A u isto¢noazijskoj populaciji, v. Tablicu 5.5.).

Tablica 5.5. Usporedba frekvencija genotipova i alela polimorfizma -1438AG gena za SHT-
2A receptor u kontrolnih ispitanika razli¢itih populacija

referenca etnicka broj frekvencije genotipova frekvencije alela

skupina kontrolnih AA AG GG A G
uzoraka

Berggard i Svedani 202 0,12 0,50 0,38 0,37 0,63

sur., 2003.

Ricca i sur., Talijani 115 0,11 0,51 0,38 0,36 0,64

2002.

Saiz i sur., Spanjolci 420 0,21 0,48 0,31 0,45 0,55

2008.

Enochisur.,, | SAD - bijelacka 69 0,09 0,55 0,36 0,36 0,64

1999, populacija

Myers i sur., | SAD — mijeSana 156 0,14 0,53 0,33 0,40 0,60

2007. populacija

Choi i sur., Korejci 157 0,26 0,56 0,18 0,54 0,46

2005.

Nakamura 1 Japanci 361 0,29 0,50 0,21 0,54 0,46

sur., 1999.

nasi rezultati | Hrvati 219 0,17 0,50 0,33 0,42 0,58

Frekvencije alela i1 genotipova polimorfizma -1438AG nisu se razlikovale u podskupinama

pacijenata s obzirom na dijagnozu (alkoholizam tipa I i II) u njihovoj medusobnoj usporedbi,
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kao ni u usporedbi s kontrolnom populacijom. Kako bismo povecali statisticku snagu uzorka,
dvije podskupine pacijenata su spojene, te su frekvencije alela i genotipa polimorfizma -
1438AG usporedene s kontrolnom populacijom, 1 opet bez statisti¢ki znacajnih razlika. U tom
smislu, ovaj rezultat je u skladu s negativnim rezultatima utvrdenima u literaturi (v. ranije). Iz
ovih rezultata moze se =zakljuCiti da u nasem wuzorku ispitanika nema povezanosti
promotorskog polimorfizma -1438AG gena za SHT-2A receptor s pojavom ovisnosti o

alkoholu.

Treba naglasiti kako je alkoholizam vrlo kompleksan poremecaj, narocito s obzirom na
utjecaj okolisnih faktora, koji je u alkoholizmu kompleksniji nego u drugih bolesti (npr. u
usporedbi sa shizofrenijom, v. Buckland, 2001). Zbog toga je utjecaj gena na razvoj
alkoholizma teze odrediti nego u drugim poremecajima (Hill, 1998), te je potreban poseban
oprez pri donosenju zakljuaka. U genetsku podlogu alkoholizma ukljucen je veéi broj gena,
svaki s manjim utjecajem. Imaju¢i na umu da je za detekciju utjecaja gena s malim
doprinosom potreban velik uzorak ispitanika, u nastavku istrazivanja planiramo povecati

uzorak, kao 1 prosiriti istraZzivanja prema drugim genima serotoninskog sustava.
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6. ZAKLJUCCI



U regulaciji serotonergi¢ne transmisije, posebnu ulogu imaju serotoninski receptori, a
njihov velik broj (petnaest razlicitih receptora) i razli¢iti mehanizmi djelovanja dijelom
objasnjavaju postojanje brojnih u¢inaka serotonina. Ovim radom Zeljeli smo poblize istraziti
tri serotoninska receptora: SHT-1A, SHT-1B i1 SHT-2A receptor, u uvjetima promijenjene
serotoninske homeostaze, na eksperimentalnom animalnom modelu (Stakor) te, na klinickoj

razini, u osoba ovisnih o alkoholu.

1. U prvom dijelu istraZivanja, koji se odnosio na eksperimentalni animalni model, cilj nam
je bio istraziti serotoninske receptore SHT-1A, SHT-1B i SHT-2A u sublinijama Stakora s
konstitucijski promijenjenom serotonergi¢nom homeostazom — Wistar-Zagreb SHT
Stakora (WZ-5HT Stakori). Istrazivanja su provedena na razini mRNA 1 proteina, u
fizioloSkim uvjetima i nakon izlaganja zivotinja kroni¢nom stresu. Zakljucci ovog dijela

istrazivanja su sljede¢i:

e U fizioloskim uvjetima nisu pokazane razlike u ekspresiji serotoninskih receptora
izmedu sublinija WZ-5SHT Stakora u istrazivanim regijama mozga (hipokampus,
strijatum, ¢eona kora), ni na razini mRNA (SHT-1A, SHT-1B, SHT-2A), ni na razini
koli¢ine (SHT-2A) ili funkcije proteina (SHT-1A), Sto upucuje na to da geneticka
selekcija prema aktivnosti SHTt nije dovela do adaptacijsko/kompenzacijskih
promjena SHT receptora u navedenim regijama. Buduca istrazivanja SHT receptora

kod WZ-5HT Sstakora ukljucit ¢e 1 druge regije mozga (jezgre rafe).

e Nakon izlaganja WZ-5HT Stakora kroni¢nom stresu pokazana je tendencija smanjenoj
ekspresiji mRNA za SHT-1A receptor u mozdanoj kori Zivotinja iz SHT-niske
sublinije, uz grani¢nu statistiCku znacajnost, dok u ekspresiji SHT-1B i SHT-2A
receptora nisu opazene promjene, ni u mozdanoj kori, ni u hipokampusu, odnosno
strijatumu. Ovakav rezultat upucuje na mogucu regionalno specificnu promjenu
ekspresije SHT-1A receptora u SHT-niske sublinije, koja dolazi do izrazaja tek nakon

izazova (u ovom slucaju, stresa).
2. Drugi dio istrazivanja proveden je na humanoj populaciji, a bio je usmjeren na istrazivanje

polimorfizama gena za SHT-1B 1 SHT-2A receptor u zdravih ispitanika i osoba ovisnih o

alkoholu, s dijagnozom alkoholizma tipa I i II. Pokazano je da se ucestalost pojedinih
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genotipova, odnosno alela, polimorfizma G861C u genu za SHT-1B receptor i
polimorfizma promotora -1438AG u genu za SHT-2A receptor, ne razlikuje u osoba
ovisnih o alkoholu u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika, ni u skupnoj analizi, ni s
obzirom na poddijagnozu (alkoholizam tipa I ili IT). Budu¢i da je opazena tendencija vecoj
ucestalosti genotipa GG 5SHT-1B receptora u osoba ovisnih o alkoholu, u planu je

nastavak ovih istrazivanja na ve¢em broju pacijenata.
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8. ZIVOTOPIS



Tatjana Bordukalo Niksi¢ rodena je 16. prosinca 1975. u Zagrebu, gdje je zavrsila osnovnu
Skolu i prirodoslovno-matematicku gimnaziju. Studij molekularne biologije na Prirodoslovno-
matematickom fakultetu u Zagrebu upisala je 1994. godine. Diplomirala je 1998. s radom
“Istrazivanje bioloSkog ucinka diazena”, izradenim u Laboratoriju za genotoksi¢ne agense
Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu. Tijekom 1999. godine radila je u istom laboratoriju kao
volonter. Od listopada 1999. radi kao znanstveni novak u Laboratoriju za neurokemiju i
molekularnu neurobiologiju Instituta Ruder Boskovié. Iste je godine upisala poslijediplomski
studij iz molekularne i stani¢ne biologije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u
Zagrebu. Magistrirala je 16. lipnja 2003. godine s radom "Ekspresija gena za elemente
serotonergi¢ne sinapse u mozgu Stakora s promijenjenom serotoninskom homeostazom".
Dosad je sudjelovala na tri domaca i jednom medunarodnom kongresu. Koautor je sedam
znanstvenih cClanaka citiranih u  Current Contents te tri poglavlja u knjizi "Metode u
molekularnoj biologiji". Kao predavac sudjeluje je na stru¢nom tecaju "Metodoloski tecajevi
u biologiji i medicini". Clan je Hrvatskog bioloskog drustva.
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