1. UVOD

1.1. SEROTONIN
Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5HT) je biogeni monoamin. Dokazana je njegova široka rasprostranjenost u biljnom i životinjskom svijetu. Serotonin je niskomolekularni neuroprijenosnik; kod čovjeka ga luče jezgre iz središnje rafe moždanog debla, a vlakna iz tih jezgara protežu se u mnoga područja mozga i kralježničke moždine, posebice u stražnje rogove kralježničke moždine i u hipotalamus. Djeluje kao inhibitor spinalnih putova za bol (Guyton i Hall, 2003). 
Serotonin je pohranjen u nemijeliziranim vlaknima koja difuzno inerviraju većinu regija središnjeg živčanog sustava, ali gustoća te inervacije varira (Trkulja i sur., 2011).       Uključen je u niz fizioloških funkcija na periferiji, a u mozgu ima ulogu neuroprijenosnika.
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Slika 1. Prikaz serotoninergičnih projekcija u mozgu



1.1.1.  Sinteza i razgradnja serotonina 

Serotonin se sintetizira u središnjem živčanom sustavu, trombocitima i u enterokromatofinim stanicama tankog crijeva iz esencijalne aminokiseline triptofana uz enzime triptofan hidroksilazu i dekarboksilazu aromatskih amionokiselina. Serotonin se razgrađuje uz enzim monoaminooksigenazu (MAO) čijim djelovanjem nastaje metabolit 5–hidroksi- indolacetaldehid koji se djelovanjem aldehid dehidrogenaze prevodi u konačni metabolit serotonina, 5-hidroksiindoloctenu kiselinu (Frazer i i Hensler, 1994). Konačni metabolit iz organizma se uklanja bubrezima. 
U organizmu sisavaca serotonin je prisutan u središnjem živčanom sustavu i na periferiji. Krvno-moždana barijera je nepropusna za serotonin, ali je propusna za triptofan, koji je prekursor serotonina i za metabolit 5-hidroksiindoloctenu kiselinu. Nakon sinteze na periferiji, u enterokromatofinim stanicama tankog crijeva, serotonin se otpušta u portalni krvotok i tim putem ide do jetre. Iz jetre cirkulacijom dolazi u pluća, odnosno plućnu mikrovaskulaturu.  Nakon prolaska kroz jetru i pluća, 99% serotonina uklanja se iz cirkulacije ulaskom u trombocite (Fuller, 1986).
Mali dio serotonina sintetizira se u pinealnoj žlijezdi gdje se nakon sinteze prevodi u melatonin koji je važan u regulaciji spavanja i cirkadijalnog ritma. Sinteza melatonina iz serotonina  omogućena je djelovanjem enzima arilalkilamin N-acetiltransferaze i hidroksiindol-O -metiltransferaze iz pinealne žlijezde  (Brzezinski, 1997).
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Slika 2. Prikaz metabolizma serotonina

1.1.2. Serotonin u trombocitma
Obzirom na količinu serotonina, trombociti su stanice u organizmu, nakon enterokromafinih stanica i serotoninergičnih neurona, s najvećim udjelom serotonina.  Iako se trombociti porijeklom, strukturno i funkcionalno razlikuju od živčanih stanica, komponente trombocitnog serotoninskog sustava su gotovo identične onima u serotonergičnim neuronima. 
Za razliku od živčane stanice, trombociti ne provode električne impulse, nemaju jezgru, ne sintetiziraju amine  i imaju kraći životni vijek (Lesch i sur., 1993).   Za razliku od enterokromafinih stanica i serotonergičkih neurona, trombociti ne posjeduju enzimski aparat za sintezu serotonina već serotonin ulazi aktivnim unosom iz krvne plazme uz proteinski serotoninski prijenosnik (5-HTT). Serotonin se pohranjuje u gustim (delta) granulama u citoplazmi trombocita, u koje ulazi iz trombocitne citoplazme uz vezikularni prijenosnik  (Pletscher, 1987). 
Vezno mjesto za serotonin na 5HTT je vezno mjesto na koje se vežu antidepresivi, tj. inhibitori aktivnog unosa serotonina (Cook i sur., 1994; De Clerck i sur., 1984).
U procesu ulaska serotonina u stanice trombocita sudjeluje proteinski serotoninski prijenosnik na membrani trombocita.  Nakon što se serotonin unese u trombocitnu citoplazmu, može biti razgrađen djelovanjem MAO-B ili pohranjen u gustim granulama posredovanjem vezikularnog prijenosnika, H+ ATP-aze  (Da Prada i sur., 1988). 
Ostali serotoninski elementi u trombocitima su 5HT receptor (5HT-2A) i monoaminooksigenaza, tj. njen izoenzim MAO-B. Monoaminooksigenaza je enzim koji metabolizira monoamine oksidativnom deaminacijom serotonina, a nalazi se na vanjskoj membrani mitohondrija trombocita (Fuller, 1986). 
5HT-2A receptor nalazi se na membrani trombocita. Nakon vezanja serotonina uzrokuje aktivaciju trombocitnog odgovora tj. pojačanu agregaciju  i promjenu oblika trombocita. Iako pripada slabim trombocitnim agonistima, dokazano je da serotonin u prisutnosti drugih agonista posjeduje sposobnost snažne amplifikacije trombocitnog odgovora (De Clerck, 1990).
Sličnosti između trombocita i serotoninergičnih neurona uključuju aktivni transportni mehanizam za serotonin, vezno mjesto za imipramin, subcelularnu pohranu serotonina u vezikule, prisutnost monoaminooksidaze tipa B, neuron specifičnu enolazu, prisutnost polupropusne membrane,  prisutnost dviju vrsta granula,  prisutnost neurotransmitera u tim granulama te jednak mehanizam ulaska tvari u stanice. Sve navedeno upućuje na mogućnost izbora  trombocita za istraživanje serotoninskog sustava u središnjem živčanom sustavu jer su trombociti periferni odraz događanja u serotoninergičnim dijelovima središnjeg živčanog sustava. Upravo ta činjenica omogućila je istraživanje patogeneze te praćenja učinka terapije kod određenih psihijatrijskih poremećaja (Pletscher, 1987).

1.1.3. Guste granule serotonina u trombocitima
Guste granule su stanične organele u citoplazmi trombocita u kojima je serotonin pohranjen u visokoj koncentraciji u kompleksu s adenozin trifosfatom, adenozin difosfatom (ATP, ADP) i dvovalentnim kationima (Mg2+, Ca2+), čije je svojstvo gustoće uočeno pod elektronskim mikroskopom. U literaturi se često nazivaju sekrecijskim organelama ili skladištem serotonina (Youssefian i Cramer, 2000).
Trombocitne granule su substanične organele u kojima je serotonin zaštićen od djelovanja MAO-B, jednako kako je zaštićen vezikularni serotonin u neuronima. Mehanizam unosa serotonina u guste granule jednak je mehanizmu unosa u vezikule u neuronima (Hervig i sur., 1996).
Iz citoplazme trombocita pomoću vodikove ATP-aze serotonin ulazi u guste granule u zamjenu za H+vodikove ione koje ATP-aza izbacuje u okolnu citoplazmu (Rudnick i Clarck, 1993).  
Sekrecija serotonina iz gustih granula odvija se izuzetno brzo. Nakon stimulacije trombinom serotonin se u potpunosti izluči u četiri sekunde (Gear i Burke, 1982).
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Slika 3. Prikaz ulaska serotonina u guste granule trombocita djelovanjem vezikularnog transportera H+ ATP-aze



1.1.4. Serotonin u krvnoj plazmi
Koncentracija serotonina u krvnoj plazmi odraz je sadržaja serotonina u trombocitima. Trombociti sadrže preko 99% ukupnog serotonina te se u krvnoj plazmi nalazi neznatna koncentracija serotonina (Ortiz i sur., 1988). Sadržaj serotonina u trombocitima ovisi o koncentraciji slobodnog serotonina u krvnoj plazmi, aktivnosti 5-HT prijenosnika na membrani trombocita, o mehanizmu pohrane serotonina u guste granule te o otpuštanju serotonina iz trombocita u krvnu plazmu, uz opažene  individualne razlike (Arora i sur., 1984). 
Primjerice, u slučaju trombocitopenija visoka koncentracija serotonina u trombocitima ne znači i visoku koncentraciju serotonina u krvnoj plazmi. Rezultati istraživanja velikog broja ispitanika potvrđuju da u fiziološkim uvjetima koncentracija trombocitnog serotonina korelira s njegovom koncentracijom u krvnoj plazmi (Hervig i sur., 1996).

1.1.5. Otpuštanje serotonina iz trombocita
Tijekom hemostaze serotonin se otpušta iz trombocita paralelno  s aktivacijom  trombocita.  Iz gustih granula serotonin se otpušta egzocitozom, proces sličan otpuštanju serotonina iz sinaptičkih vezikula. Stimulacija trombocita trombinom, kolagenom, ADP-om ili adrenalinom povisuje koncentraciju unutarstaničnog Ca2+, uzrokuje fuziju granularne i plazmatske membrane i otpuštanje granularnog serotonina u plazmu (White, 1992).

1.1.6. Fiziološka uloga trombocitnog serotonina 
Još uvijek nije razjašnjeno zašto  se visoke koncentracije serotonina pohranjuju u trombocitima. Mnoga istraživanja fizioloških karakteristika trombocitnog serotonina u zdravoj populaciji su pokazala da postoji normalna distribucija vrijednosti koncentracije serotonina, trend snižavanja vrijednosti koncentracije s godinama te da spol i godišnje doba nemaju utjecaj na koncentraciju serotonina (Hervig i sur., 1996; Rao i sur., 1994; Martin i sur., 1990). Regulacijske funkcije neurona koje uključuju serotonin su spavanje, termoregulacija, ték i neuroendokrina kontrola (Trkulja i sur., 2011).
Serotonin regulira brojne fiziološke procese uključujući kardiovaskularnu funkciju, motilitet crijeva, ejakulatornu funkciju  i kontrolu mokraćnog mjehura. Noviji radovi ukazuju na to da serotonin regulira neke procese uključujući agregaciju trombocita (Berger i sur., 2009).

1.1.7. Kliničko značenje određivanja trombocitnog serotonina
Snižena koncentracije serotonina može se povezati s različitim psihijatrijskim poremećajima kao što je shizofrenija ili afektivni poremećaji (Roth i Meltzer, 1995; Owens i Nemeroff, 1994).
Brojne studije su pokazale sniženu koncentraciju serotonina kod pacijenata s anoreksijom nervosom, dok je u cerebrospinalnom likvoru nađena snižena koncentracija serotoninskih  metabolita (Fernstorm, 2007; Kayne i sur., 1984).      
Kod depresivnih pacijenata smanjen je unos serotonina u trombocite, a kod žrtava samoubojstva (Stanley i sur., 1982) i osoba s anksioznim poremećajem (Iny i sur., 1994) utvrđeno je smanjeno vezanje imipramina i paroksetina na 5HT prijenosnik u neuronima i u trombocitima. 
Depresivni pacijenti i osobe sklone samoubojstvu imaju nižu koncentraciju serotonina u trombocitima te se kao posljedica toga kompenzatorno povećava broj serotoninskih receptora. Taj način je omogućio lakšu aktivaciju trombocita sa serotoninom kao agonistom, što uzrokuje i pojačanu agregaciju trombocita te veći rizik za koronarnu bolest kod tih pacijenata (Mukhopadhyay i Mukhopadhyay, 2002).
Serotoninergički sustav prvenstveno se promatrao kroz farmakološku regulaciju, kao jedan  od faktora u psihijatrijskim poremećajima, depresiji, anksioznosti, shizofreniji, anoreksiji nervosi te autizmu (Lucki, 1998). 
Snižena koncentracija serotonina u cerebrospinalnom likvoru kod alkoholičara, upućuje na vrijednost mjerenja serotonina u kliničkom radu (Benedetti i Dostert, 1992). 
Snižene koncentracije serotonina u trombocitima nađene su i kod osoba oboljelih od HIV-a gdje je 5-HT snižen za više od trećine (Larsson i sur., 1989).


1.2. SEROTONINSKI PRIJENOSNIK
 
Serotoninski prijenosnik (5HTT) smješten  je na serotonergičnim neuronima te na plazmatskim membranama nekih perifernih stanica gdje ima fiziološku ulogu. Primarna struktura serotoninskog prijenosnika u svim stanicama je jednaka (Lesch i sur., 1993; Ramamoorthy i sur., 1993; Blakely i sur., 1991).
Evolucijski visoko konzerviran serotoninski transporter (SERT ili HTT) regulira cijeli serotonergični sustav i njegove receptore modulacijom izvanstanične koncentracije serotonina. SERT je odgovoran za aktivni transport serotonina u neurone, enterokromafine stanice, trombocite i druge stanice. U mozgu SERT se nalazi u perisinaptičkim membranama živčanih završetaka i u dendritičkim ograncima u blizini stanica koje sadrže serotonin, a smještene su u srednjem mozgu i raphe jezgrama moždanog debla. Nakon neuralne stimulacije SERT sudjeluje u brzom uklanjanju i recikliranju oslobođenog serotonina, te ima važnu ulogu u homeostatskoj regulaciji signala koji stižu do serotoninskih receptora. SERT ima određenu sposobnost prijenosa i drugih endogenih amina poput dopamina, a prenosi spojeve poput fenfluramina, nonfenfluramina, supstituiranih amfetamina, metkatinona i serotoninskog neurotoksina, koji preko serotoninskog transportera ulazi u neurone i inducira, mjesecima dugu, perzistentnu redukciju serotonina popraćenu neurodegenerativnim promjenama.


1.2.1. Serotoninski prijenosnik u tkivima 

5HTT nalazi se na membrani stanica endotela plućnih kapilara (Lee i Fanburg, 1986), epitela mukoze crijeva (Wade i sur., 1996), parafolikularnih stanica štitnjače (Russo i sur., 1996), trombocita,  placente (Balkovetz i sur., 1989), limfocita (Faraj i sur., 1994), kromafinih stanica nadbubrežne žlijezde (Schroeter i sur., 1997). 
Serotoninski prijenosnik u mozgu zauzima središnje mjesto u procesu brze eliminacije neurotransmitera iz sinaptičke pukotine i izravno je uključen u regulaciju serotonergične neurotransmisije. Serotoninski prijenosnik na trombocitnoj membrani uklanja farmakološki aktivan serotonin iz krvne plazme unosom u trombocite. 



1.2.2. Struktura i funkcija serotoninskog prijenosnika 

5HTT je membranski integralni protein od 630 aminokiselina. N i C krajevi proteina nalaze se unutar stanice, a 12 hidrofobnih regija čini transmembranske domene. Od 12 transmembranskih domena, domenu 3 i 4 povezuje izvanstanična petlja koja ima po 2 mjesta za glikozilaciju (Lesch i sur., 1993). Smatra se da je dvanaesta domena uključena u vezivanje supstrata serotonina, serotoninskih antagonista te antidepresiva (Barker i Blakely, 1996). Kod čovjeka 5HTT sadrži 3 mjesta za fosforilaciju protein kinazom C i protein kinazom ovisnom o cikličkom adenozin monofosfatu (cAMP). Iako su kodirani istim genom, humani 5HTT neurona i perifernih tkiva razlikuju se po stupnju glikozilacije molekula proteina (Ramamoorthy i sur., 1993).            
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Slika 4. Prikaz strukture serotoninskog prijenosnika
Serotoninski prijenosnik pripada porodici Na+ suprijenosnika. Pokretačku silu za unos serotonina u stanicu čini kotransport Na+ i Cl- u smjeru elektrokemijskog gradijenta, te istovremeni protuprijenos K+/H+ iz stanice, pri čemu elektrokemijski gradijent Na+ i K+ održava Na+ - K+ ATP-aza (Rudnick i sur., 1993). Na vezno mjesto 5HTT, prema citoplazmi, vežu se Na+, serotonin i Cl-, pri čemu molekula 5HTT promijeni konformaciju, a vezno mjesto liganada se okrene prema unutrašnjosti stanice. Ligandi se otpuštaju u citoplazmu, a na 5HTT se veže stanični K+ ili H+ (u nedostatku K+) i ponovnom promjenom konformacije, otpuštaju se izvan stanice. Vanstanični K+ i H+ sprječavaju prijenos serotonina u stanicu (Rudnick i Humpreys, 1992). 

Serotonin djeluje na više od dvanaest podtipova receptora. Osim 5-HT3 receptora, svi su oni metabotropni. Ionotropni 5-HT3 receptor iskazuje bržu ekscitacijsku aktivnost na vrlo ograničenom broju mjesta u središnjem živčanom sustavu. U većini područja središnjeg živčanog sustava 5HT ima jaku inhibicijsku aktivnost. Ta je aktivnost posredovana 5-HT1A receptorima i povezana je s hiperpolarizacijom membrane uzrokovanom povećanom propusnošću za kalij. Nađeno je da 5-HT1A receptori i GABAB receptori aktiviraju istu skupinu kalijskih kanala. Neke tipove stanica serotonin sporo ekscitira tako što putem svojih 5-HT2 ili 5-HT4 receptora blokira kalijeve kanale. I ekscitacijsko i inhibicijsko djelovanje mogu se dogoditi na istom neuronu (Trkulja i sur., 2011).
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Slika 5. Shematska podjela serotoninskih receptora prema mehanizmu djelovanja
(prema Hoyer i sur., 2002).
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Slika 6. Prikaz signalnih putova koje pokreće serotonin nakon vezanja na receptor



1.2.3. Genska osnova serotoninskog prijenosnika

Gen koji kodira serotoninski prijenosnik (5HTT) kod čovjeka nalazi se na kromosomu 17  na lokusu 17q11.1.1-17q12.0. (Bengel i sur., 1997; Gregor i sur., 1993; Ramamoorthy i sur., 1993). 


1.2.4. Regulacija genske ekspresije serotoninskog prijenosnika

Smatra se da se regulacija aktivnosti serotoninskog prijenosnika odvija u dvije vremenske razine: akutnoj i kroničnoj. Akutnu regulaciju aktivnosti 5HTT predstavljaju posttranslacijske modifikacije. Na distribuciju prijenosnika u membrani i na kapacitet unosa serotonina utječe promjena stupnja fosforiliranosti, posredovana protein kinazama i fosfatazama, osobito protein-kinazom C i fosfatazom 2A (Marazziti i sur., 1999). Postoji pretpostavka da ekspresija serotoninskog prijenosnika na staničnoj membrani, ovisna o izvanstaničnoj koncentraciji supstrata, predstavlja osjetljivi homeostatski mehanizam u neuronu, koji usklađuje kapacitet serotoninskog prijenosa s promjenjivim koncentracijama serotonina (Ramamoorthy i Blakely, 1999).
Dugotrajna regulacija aktivnosti prijenosnika temelji se na regulaciji transkripcije gena za 5HTT, što za posljedicu ima smanjeni ili povećani broj molekula prijenosnika na membrani (Rattray i sur., 1994; Lesch i sur., 1993).

1.2.5. Polimorfizam gena za serotoninski prijenosnik
Gen SERT smješten je na SLC6A4 genskom lokusu na kromosomu 17q11.1-17q12 i obuhvaća 31 kpb, a sastoji se od 14 egzona (Murphy i sur., 2004). 
Opisana su dva česta polimorfizma gena SERT. Prvi, varijabilni broj ponavljajućih ulomaka ulomaka (VNTR- engl. variable number of tandem repeats) u drugom intronu (Stin2) sastoji se od četiri varijante s 9 (STin2.9), 10 (STin2.10), 11 (STin2.11) ili 12 (STin2.12) kopija 17-pb ponavljajuceg elementa. Najčešći aleli ovog polimorfizma su STin2.10 i Stin2.12. Stin12 se označava kao “l” ( long) alel, a svi ostali kao “s” (short) aleli. Ovaj je polimorfizam smješten izvan kodirajuće regije (egzona) gena SERT, ali se pretpostavlja da utječe na regulacijski element genskog prijepisa.
 Drugi polimorfizam, insercija/ delecija, nalazi se u promotorskoj regiji SERT (5-HTTLPR) i opisane su četiri varijante s 14, 16, 18 ili 20 ponavljajućih ulomaka od 20–23 pb. Najčešće su zastupljeni aleli s 14 ili 16 ponavljajućih ulomaka. Polimorfizam koji ima 14 ulomaka oznacava se kao “S”, a svi drugi kao ”L” aleli. “ L” alelu se pripisuje povećana transkripcija i viša biološka aktivnost proteina SERT. 
Ispitivanja utjecaja polimorfizama gena SERT na učinkovitost terapije antidepresivima su provedena u ograničenom, manjem broju studija (Kirchheiner i sur., 2004; Rauch i sur., 2002). Nekoliko je studija izvijestilo o boljem učinku SSRI u osoba nosioca dva “l” alela za STin2 (Smits i sur., 2004). Druge studije imaju proturječne rezultate (Ito i sur., 2002). Ovaj nesklad može biti rezultat etničke raznolikosti: učestalost “s” alela je gotovo dva puta veća u orijentalnoj u odnosu na bijelu populaciji (79 prema 42%), a obje su studije koje navode povezanost “s” alela s boljim farmakološkim odgovorom provedene u orijentalnoj populaciji. 
Polimorfizam 5-HTTLPR je povezan sa bržim kliničkim odgovorom na terapiju sertralinom (Durham i sur., 2004). Studije povezanosti polimorfizama SERT s neželjenim reakcijama na SSRI ukazuju na značajnu korelaciju s rizikom pojave manije (Rousseva i sur., 2003).  Kod bolesnika nosioca S/S genotipa, fluoksetinom inducirana insomnija bila je 3,5 puta ćešća, a agitacija 9,5 puta učestalija u odnosu na S/L i L/L genotip (Perlis i sur., 2003). 
Neka istraživanja ukazuju da će terapija u bijeloj populaciji biti manje uspješna u bolesnika s 5-HTTLPR genotipom S/S, dok podatci za azijsku populaciju navode Stin2-10/12 genotip kao mogući biljeg slabijeg odgovora na terapiju sa SSRI (Kim i sur., 2000).

1.2.6. Fiziološka uloga serotoninskog prijenosnika
5HTT koji je smješten u endotelu plućnih kapilara uklanja serotonin iz krvne plazme (Lee i Fanburg, 1986), a serotoninski prijenosnik u epitelnim stanicama mukoze crijeva sudjeluje u peristaltičkom refleksu (Wade i sur., 1996). 
Za 5HTT koji je dio serotoninskog sustava parafolikularnih stanica štitnjače, smatra se da regulira ekspresiju kalcitonina i njemu srodnog peptida (Russo i sur., 1996) . Serotoninski prijenosnik na trombocitnoj membrani uklanja farmakološki aktivan serotonin iz krvne plazme i sudjeluje u aktivaciji trombocita (Rudnick, 1977).  
Serotoninski prijenosnik u serotonergičnom neuronu zauzima središnju ulogu u procesu brze eliminacije neurotransmitera iz sinaptičke pukotine (prekid sinaptičkog prijenosa serotonina) i stoga je izravno uključen u regulaciju ukupne 5HT aktivnosti seratogenične sinapse, tj. neurotransmisije.

1.2.7. Kliničko značenje određivanja genotipa serotoninskog prijenosnika
Poremećaji serotononergične neurotransmisije smatraju se važnim čimbenikom u etiopatogenezi nekih psihijatrijskih bolesti. Poremećaji kinetike serotoninskog prijenosnika na trombocitnoj membrani opisani su kod nekih psihijatrijskih bolesti kao što su depresivni poremećaji, opsesivno-kompulzivni poremećaji, panična stanja i drugo (Trimble, 1996; Meltzer i Arora, 1991; Sandler i sur., 1991; Meltzer i sur., 1981).  
Unutar  makromolekularnog proteinskog kompleksa serotoninskog prijenosnika u serotonergičnom neuronu nalazi se vezno mjesto za antidepresive kojim se inhibira aktivan unos serotonina. Eliminacija serotonina iz sinaptičke pukotine posredovana je serotononskim prijenosnikom, a uzrokuje sniženu koncentraciju serotonina u sinapsi kod depresivnih bolesnika, te se pokušava se terapijski korigirati blokadom serotoninskog prijenosnika (Jensen i sur., 1994). Antidepresivi inhibiraju aktivan unos serotonina uzrokujući alosteričke promjene na prijenosniku (Gentsch i sur., 1989; Marcuson i sur., 1986).
Razlike u funkciji serotonijnskog transportera koje su produkti varijabilnosti gena SERT, povezane su s mnogim poremećajima u ljudskom organizmu (Kirchheiner i sur., 2004). Molekularne analize DNA u bolesnika s autizmom, ADHD, bipolarnim poremećajima, te Tourette-ovim sindromom otkrile su abnormalnosti u kromosomskoj regiji 17q gdje je SERT lociran. Smatra se da smanjena serotonergična neurotransmisija ima važnu ulogu u etiologiji depresije, zbog čega SERT predstavlja glavno ciljno mjesto za različite antidepresive.
















2. OBRAZLOŽENJE TEME
Istraživanje serotonina u trombocitnom sustavu omogućuje uvid u serotoninergični sustav središnjeg živčanog sustava, kao što je ranije navedeno. Serotonin je značajan biogeni monoamin i od velikog je interesa u medicini, a posebno u psihijatrijskoj, obzirom da se snižena koncentracija serotonina u trombocitima  povezuje s mnogim poremećajima. U ovom radu koncentracija trombocitnog serotonina je određena ELISA metodom, te iz jedinice ng/ml, izražena na broj trombocita u ng/109 trombocita.
Ranije je navedeno da koncentraciju serotonina u središnjem živčanom sustavu, između ostalog, regulira serotoninski prijenosnik, čiji je genski polimorfizam utvrđen na nekoliko razina. Dva najčešća genska polimorfizma koja su opisana su u promotorskoj regiji i intronu. U ovom radu istraživan je genski polimorfizam u promotorskoj regiji. Smatra se da genski polimorfizam utječe na aktivnost i ekspresiju serotoninskog prijenosnika što bi posljedično trebalo utjecati na koncentraciju serotonina u trombocitima. Genotip 5-HTTLPR određen je identifikacijom nakon elektroforeze u agaroznom gelu, nakon umnožavanja ciljnog fragmenta PCR-om.
Da bi se istražila funkcionalna relevantnost varijanti 5-HTTLPR, u ovom radu je ispitana povezanost koncentracije trombocitnog serotonina i genotipa 5-HTTLPR u grupi zdravih muškaraca i žena bijelaca hrvatskog porijekla, koji nemaju neuro-psihijatrijske i somatske poremećaje.

Cilj rada
Odrediti povezanost koncentracije trombocitnog serotonina i genskog polimorfizma u promotoru serotoninskog prijenosnika u zdravih osoba, bijelaca hrvatskog porijekla.

Specifični ciljevi:
1. Odrediti koncentraciju trombocitnog serotonina zdravih osoba
2. U istim uzorcima odrediti genotip serotoninskog transportera
3. Statistički obraditi dobivene vrijednosti 
4. Objasniti povezanost tih dviju varijabli.


3. MATERIJALI I METODE 


3.1. ISPITANICI 

Ispitanike su činili zdravi dobrovoljci iz Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu i djelatnici KBC „Sestre milosrdnice“. Ukupan broj ispitanika bio je 228.  Svaki pojedinac je bio usmeno obavješten o razlogu uzimanja njegovog uzorka te je pristanak za sudjelovanje u ispitivanju potvrdio svojim potpisom Informiranog pristanka. Istaživanje je odobrilo Etičko povjerenstvo Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu i Etičko povjerenstvo KBC „Sestre milosrdnice“.  Ispitanici su bili odrasle životne dobi, stariji od 18 godina, koji su bili podvrgnuti pregledu kod specijalista psihijatrijske i interne medicine da bi se isključile psihosomatske bolesti. Ispitanici su ispunili upitnik kojim su udovoljili svim uvjetima istraživanja. 

3.2. UZORKOVANJE 

Uzorkovanje se provodilo za vrijeme rutinskog darivanja krvi u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu u Zagrebu, od 7 sati do 10 sati, za dobrovoljne darivatelje krvi, te u prijemnoj ambulanti Kliničkog zavoda za kemiju KBC „Sestre milosrdnice“,  od 8 sati do 10 sati, prema protoklu o rutinskom uzimanju krvi. Uzorkovanje se provodilo natašte.
Krv je uzeta uz antikoagulans K3EDTA (kalijeva sol etilendiaminotetraoctene kiseline) u koncentraciji 4,55±0,85 mmol/L u standardne spremnike s podtlakom (Greiner bio-one, Austrija) prema preporuci međunarodnog stručnog tijela International Council for Standardization in Hematology. Nakon uzorkovanja, uzorak je čuvan na hladnom (2 do 8 oC) do postupka obrade koji se obavljalo unutar sat vremena od uzorkovanja. 





	


3.3. ODREĐIVANJE KONCENTRACIJE SEROTONINA U TROMBOCITIMA 

3.3.1. Priprema uzorka za određivanje koncentracije  serotonina u trombocitima

Za pripremu plazme bogate trombocitima (PRP, engl. Platelet Rich Plasma), uzorci se centrifugiraju 10 minuta na 200 x g (500 okretaja/min) na temperaturi od 20°C, nakon čega se  odvoji supernatant koji čini plazmu bogatu trombocitima. Zatim se određuje broj trombocita na hematološkom analizatoru, nakon čega se priprema suspenzija trombocita, od 200 µL plazme bogate trombocitima (PRP) i 800 µL fiziološke otopine. Suspenzija trombocita se centrifugira 10 minuta na 4500 x g (4000 okretaja/min) u rashladnoj centrifugi na 4°C, nakon čega se odlije supernatant i na preostali talog se doda 200 µL destilirane vode. Suspenzija se miješa 1 minutu u električnoj mješalici da bi se razorili trombociti, nakon čega se uzme 100 µL i čuva na -20 °C do određivanja koncentracije serotonina. 


3.3.2. Postupak određivanja koncentracije serotonina 

Načelo metode
Koncentracija serotonina u trombocitima određena je ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) metodom. ELISA je imunokemijska metoda koja se temelji na specifičnoj reakciji antigen-protutijelo. Karakterizira je osjetljivost, reproducibilnost i jednostavnost izvedbe. Nakon što nastane kompleks antigen-protutitijelo, enzim kojim je obilježeno protutijelo katalizira reakciju u kojoj se supstrat prevodi u obojeni produkt te se mjeri intenzitet obojenja. Intenzitet obojenja proporcionalan je koncentraciji antigena (Štraus i sur., 1997).
Reakcija se temelji na kompetitivnoj ELISA metodi. Antigen je vezan na čvrstu fazu na mikrotitarskoj pločici. Acilirani standardi, kontrole, uzorci i čvrsta faza vežu analit kompetitivno na određenom broju veznih mjesta za protutijelo. Nakon uravnotežavanja sustava, slobodni antigen i slobodni kompleks antigen-protutijelo se uklanja ispiranjem. Protutijelo koje je vezano na čvrstu fazu se  detektira uz konjugat protu-zečji IgG-peroksidaza konjugat koristeći tetrametilbenzidin (TMB) kao supstrat.
Apsorbancija se mjeri na 450 nm. Kvantifikacija nepoznate koncentracije uzoraka se postiže usporedbom apsorbancije tih uzoraka sa kalibracijskom krivuljom načinjenom koristeći poznate standarde. 
Određivanje koncentracije serotonina izvedeno je komercijalno dostupnim  reagencijama sukladno IVD direktivi - Serotonin Fast ELISA kit EIA-5061 (DRG Diagnostics, Germany). 

POSTUPAK 

1. Prije određivanja koncentracije serotonina u trombocitima potrebno je uzorke suspenzije trombocita termostatirati na sobnoj temperaturi.
2. Centrifugirati uzorke trombocitne suspenzije na 10.000 x g kroz 10 minuta.
3. Acilirati kontrolne uzorke, standarde i uzorke suspenzije trombocita ispitanika (dodavanjem 25 µL acilirajućeg reagensa, 250 µL acilirajućeg pufera i 25 µL uzorka).
4. Neprekidno miješati reakcijske smjese 15 minuta na temepraturi od 20-25°C. 
5. 25 µL pripremljenih kontrolnih uzoraka, standarda i uzoraka suspenzije trombocita pipetirati u jažice mikrotitarske pločice na čijim se stijenkama nalazi vezana određena koncentracija antigena, odnosno serotonina.
6. U mikrotitarske pločice zatim dodati 100 µL antiseruma sa serotoninskim antitijelima obilježenim enzimom. 
7. Sve inkubirati na 20-25 °C uz kontinuirano protresanje 1 sat kad se kompetitivno vežu serotonin iz suspenzije trombocita i onaj vezan na stijenkama jažica do postizanja reakcijske ravnoteže.
8. Trostruko isprati jažice sa 300 µL pufera za ispiranje (za ispiranje suviška slobodnog antigena–serotonina i kompleksa antigen-antiserum). 
9. Dodati 100 µL supstrata u svaku jažicu.
10. Inkubirati 30 min uz protresanje (poticanje reakcije i djelovanje enzima na supstrat). 
11. Dodavati 100 µL otopine koja sadrži 0,23 M H2SO4 za zaustavljanje reakcije.

Prilikom posljednje inkubacije oksidira se tetrametilbenzidin uz enzim peroksidazu pri čemu nastaje specifično obojenje. 
Nakon dodatka otopine koja zaustavlja reakciju koncentracija nastalog obojenog kompleksa određuje se očitanjem apsorbancije na mikrotitarskoj ploči na automatskom čitaču Human reader mikrotitarske pločice (Human, Njemačka) fotometrijski na 450 nm. Da bi se kvantificirala koncentracija serotonina u uzorcima potrebna je kalibracijska krivulja, koja se izrađuje tako da se napravi šest standardnih otopina koncentracijskog raspona od 0 do 2500 ng/mL serotonina te se izmjere pripadajuće apsorbancije. Vrijednosti apsorbancije uzorka omogućuju određivanje koncentracije iz  kalibracijske krivulje, gdje se uzorcima poznatih apsorbancija pridruži odgovarajuća koncentracija.

3.3.3. Izračunavanje koncentracije serotonina u trombocitima
Koncentraciju serotonina moguće je izraziti u odnosu na broj trombocita, zbog čega se  koncentracija serotonina iz jedinice ng/mL, koja se dobiva očitanjem iz kalibracijske krivulje, pomnoži s 1000 te podijeli s brojem trombocita u PRP- u (izraženim na 109). 
 (
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Koncentracija trombocitnog 5-HT =     


3.4. ODREĐIVANJE GENSKOG POLIMORFIZMA SEROTONINSKOG TRANSPORTERA
Uzorak za analizu genskog polimorfizma serotoninskog transportera je puna krv uzeta uz antikoagulans K3EDTA. Postupak čine slijedeći koraci:
1. Izolacija DNA
2. Provjera kvalitete i koncentracije DNA
3. Umnažanje ciljnog slijeda DNA reakcijom lančane polimeraze
4. Identifikacija PCR produkata elektroforezom u agaroznom gelu.

3.4.1. Izolacija DNA 
Načelo metode
Krvne stanice se liziraju kratkom inkubacijom sa lizirajućim puferom i proteinazom K uz kaotropnu sol kao što je  gvanidin-HCl, koja odmah inaktivira sve nukleaze. Stanična DNA se veže selektivno na posebna staklena vlakna koja su pri proizvodnji umetnuta u High Pure Purification Filter Tube. Vezana DNA se pročišćava  serijskim koracima brzog ispiranja i cenrifugiranja da bi se uklonile kontaminacije staničnog sadržaja. Naposlijetku, otopina niske koncentracije soli oslobađa DNA sa staklenih vlakana. Ova jednostavna metoda eliminira potrebu organke ekstrakcije otapalom i DNA precipitaciju, omogućava brzo izdvajanje DNA mnogo uzoraka istovremeno.
DNA se izolira iz uzoraka pune krvi, uzetih sa antikoagulansom K3EDTA,  uz primjenu komercijalno dostupnih reagencija “High Pure PCR Template Kit” (Roche Diagnostics, Mannheim Germany). 

POSTUPAK 
Priprema uzoraka i reagenasa za izolaciju DNA
a. Uzorke zagrijati na sobnu temperaturu (+15 do +25 0C) 30 minuta prije postupka izolacije.
b. Jedan sat prije izolacije zagrijati vodenu kupelj na + 70 0C i termostatirati “Elution Buffer” na +70 0C.
c. Ukoliko se u reagensima stvori talog, otopiti ga zagrijavanjem na +15 do +25 0C ili inkubacijom na +37 0C u vodenoj kupelji.
1. Pipetirati 200 μl uzorka na dno Eppendorfice od 1,5 ml.
2. Dodati 200 μl Binding Buffer otopine u Eppendorficu s uzorkom.
3. Dodati 40 μl otopine proteinaze K u uzorak. Kratko vortexirati (10 sekundi).
4. Inkubirati na + 70 0C 10 minuta. Kratko centrifugirati.
5. Dodati 100 μl izopropanola. Kratko vortexirati (10 sekundi). Kratko centrifugirati.
6. Homogenizirati sadržaj Eppendorfice i prebaciti sadržaj u Filter Tube, začepiti kolonicu i centrifugirati 1 minutu na 8000 g. Baciti eluat.
7. U Filter Tube dodati 500 μl Inhibitor Removal Buffer otopine. Centrifugirati 1 minutu na 8000 g. Baciti eluat.
8. U Filter Tube dodati 500 μl Wash Buffer otopine. Centrifugirati 1 minutu na 8000 g. Baciti eluat.
9. U Filter Tube dodati 500 μl Wash Buffer otopine. Centrifugirati 1 minutu na 8000 g. Baciti eluat. Cenrifugirati još jedanput 10 sekundi na 21 000 g. Baciti eluat.
10. Premjestiti Filter Tube u novu eppendorficu i dodati 200 μl prethodno zagrijane Elution Buffer otopine. Centrifugirati 1 minutu na 8000 g.
DNA se čuva na + 4ºC otopljena u TE-puferu ili na -20º C u apsolutnom etanolu.

3.4.2. Provjera čistoće i koncentracije DNA

Č i s t o ć a
Pravilno izolirana DNA nije kontaminirana proteinima. Provjera čistoće izvodi se mjerenjem absorbancije otopine DNA (razrijeđene u TE puferu) na dvije valne duljine, 260 i 280 nm. DNA zadovoljavajuće čistoće imat će omjer apsorbancija A260/A280 1,8 – 2,0. Ako je prisutna kontaminacija proteinima može se ukloniti ekstrakcijom fenolom i kloroformom, nakon čega slijedi ponovna precipitacija i naknadno otapanje DNA.

K o n c e n t r a c i j a
Otopina DNA koncentracije 50 μg/mL ima absorbanciju vrijednosti 1 kod valne duljine 260
nm. Za provjeru koncentracije izolirane DNA potrebno ju je razrijediti u TE puferu (obično u omjeru 1: 50 do 1 : 100) i izmjeriti absorbanciju na 260 nm. Koncentracija DNA se izračuna prema formuli:
koncentracija DNA (μg / mL) = A260 x 50 (μg / mL)  x razrjeđenje

3.4.3. Lančana reakcija polimeraze
Načelo metode
Lančana reakcija polimeraze je metoda molekularne biologije koja omogućuje umnožavanje  DNA odsječka  u tisuću do milijun kopija. Proces se sastoji od 3 stupnja, koja čine ciklus, a ciklus se ponavlja određen broj puta. Jedan PCR ciklus čine slijedeći koraci:


Denaturacija
Tijekom ovog koraka uz visoku temperaturu, obično višu od 90°C, dvolančana DNA se razdvaja u 2 lanca. Do razdvajanja dvaju lanaca dolazi zbog kidanja vodikovih veza koje povezuju baze dvaju lanaca, dok kovalentne veze između deoksiriboze i fosfata ostaju intaktne.

Vezanje početnica
Cilj  PCR-a nije replicirati cijelu DNA molekulu, nego ciljnu sekvencu od približno 100-600 baznih pairova koja se proučava. Izbor ciljne sekvence je moguć uporabom početnica, koje omeđuju ciljnu sekvencu. Početnice su kratke, sintetske sekvence jednolančane DNA  koje najčešće sadrže  20-30 baza i specifične su za ciljani dio gena. U PCR su uključene 2 početnice, po jedna se veže na 5´ kraj svake  komplementarne jednolančane DNA koja je nastala tijekom denaturacije. Početak DNA regije od interesa je označen početnicama koji se vežu na komplementarnu sekvencu. Vezanje početnica se uobičajeno odvija između 40 i 65 °C, što ovisi o duljini i sadržaju baza početnica, a omogućuje specifično vezanje početnica.

Elongacija
Nakon vezanja početnica na komplementarnu sekvencu DNA temperatura se povisi do približno  72 °C i enzim Taq DNA polimeraze replicira DNA. Taq DNA polimeraza je rekombinantna termostabilna DNA polimeraza iz organizma Thermus aquaticus i za razliku od  ostalih  enzima polimeraza aktivna je na visokoj temperaturi. Taq DNA polimeraza, započinje sintezu  u dijelu obilježenom početnicama. Sintetizira novu dvolančanu DNA molekulu, obje identične dvolančanoj  ciljnoj  DNA regiji, olakšavajući vezanje i pridruživanje komplementarnih nukleotida slobodnih u otopini (dNTPova). Elongacija uvijek započinje na 3' kraju početnice tvoreći dvolančanu molekule iz svakog od dva pojedinačna lanca. Taq DNA polimeraza sintetizira lanac samo u 5' → 3' smjeru. Slobodni nukleotidi u otopini  se dodaju samo na 3' kraj početnica tvoreći komplementarni lanac  proučavane DNA sekvence.

Ovaj proces se odvija u termostatiranom uređaju koji automatski kontrolira i podešava temperaturu za programirane periode u određenom vremenskom intervalu za odgovarajući broj  PCR ciklusa (obično između 30 i 40 ciklusa). Na kraju prvog  PCR ciklusa, nastaju 2 nova lanca identična originalnoj sekvenci. DNA polimeraza ne prepoznaje kraj sekvence. Novosintetizirani lanci imaju početak, koji je precizno definiran 5' krajem početnica, ali 3' kraj nije precizno definiran. Što je broj ciklusa viši, lanac sa definiranijom duljinom se češće izlaže  kao kalup za  sintezu.  DNA lanac koji je sintetiziran iz ovakvog  kalupa tada ima  precizno definiranu duljinu koja je ograničena na 5' kraju  obiju početnica. Ovakvi dijelovi DNA se nazivaju amplikonima. Nakon samo nekoliko ciklusa, DNA lanci, koji odgovaraju ciljnom odsječku, su prisutni  u većem broju nego sekvence varijabilnih duljina. 

Postupak
PCR reakcija je izvedena u Mastercyclergradient, Eppendorf (Hamburg, Germany). Korištene početnice za PCR umnažanje su: “forward” - HTT419F: 5'-ATG CCA GCA CCT AAC CCC TAA TGT-3' i “reverse” - HTT419R: 5'-GGA CCG CAA GGT GGG CGG GA-3'.
Ukupni volumen PCR reakcijske smjese je 30 µL, a sadrži 30 ng genomske DNA, 25 mM MgCl2, 25 mMdNTP, 5 U/L Taq polimeraza Roche (Roche diagnostics, Mannheim Germany) i 5 µM početnica, Invitrogen (Carlsbad, CA USA). Sve komponente reakcijske smjese odpipetiraju se u PCR – epruvetice, promiješaju te se doda uzorak DNA. Kratko se centrifugira u stolnoj centrifugi te se dobro zatvorene epruvetice postave u PCR aparat te se starta s odabranim programom. Denaturacija se odvija na 940C 2 minute, vezanje početnica na 680C 40 sekundi i elongacija na 720C 60 sekundi  u 35 ciklusa. 

3.4.4. Identifikacija PCR produkata elektroforezom u agaroznom gelu

N a č e l o
Elektroforeza na agaroznom gelu je metoda kojom se mogu analizirati PCR produkti. Umnoženi DNA sljedovi migriraju u električnom polju brzinom koja je  obrnuto proporcionalna njihovoj veličini. Paralelno s uzorcima na gel se nanose i molekularni biljezi, te pozitivna i negativna kontrola. Pozitivna kontrola je PCR produkt koji ima mutaciju gena koji se istražuje u ostalim uzorcima, a negativna kontrola je ultračista voda, kojom se kontrolira PCR reakcija. PCR produkte je moguće detektirati etidijevim bromidom koji interkalira između lanaca DNA. Etidij bromid se dodaje u agarozni gel prilikom same izrade, u pufer za nanošenje uzorka ili se nakon elekroforeze gel boja tom bojom.  Obasja li se gel UV svjetlom, PCR produkti postat će vidljivi, zbog fluorescencije etidij bromida. Etidij bromid je boja koja fluorescira crveno-narančasto nakon ekscitacije UV svjetlom na 300 ili 360 nm.
Postupak

Genotipizacija  je izvedena na gel elektroforezi u vremenu od 30 minuta  na 110V koristeći komercijalni  EtBr gel ‘PCR check it’ – Elchrom scientific (Switzerland) s ciljem detekcije  fragmenata 375 bp za „S“ alel i 419 bp za „L“ alel. 

Priprema uzoraka za nanošenje na gel
Na komad parafilma odpipetira se po 2 μL SB i  pomiješa se s 5 μL PCR produkta pipetom. Posebno se pripremi i uzorak molekularnog biljega, skala od po 50 bp (10 μL MW, 10 μL originalnog SB, 10 μL SB, 10 μL ultračiste vode).

Postavljanje elektroforeze
U prvu jažicu nanosi se MW (5 μL), a zatim redom pozitivne kontrole genotipova LL, LS i SS pa svi uzorci (7 μL)  pazeći pri tom da se ne kontaminiraju susjedne jažice naglim ispuštanjem uzorka iz pipete. Elektroforeza se odvija 45 minuta pri naponu od 110 V (u alkalnom mediju negativno nabijena DNA putuje prema pozitivnoj elektrodi, anodi). Razdvojeni uzorci mogu se vizualizirati osvjetljavanjem gela UV transiluminatorom te dokumentirati fotografiranjem.
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Slika 7. Identifikacija produkata gel elektroforeze za određivanje  genotipa serotoninskog prijenosnika (1. Mol marker; 2. S / S ; 3. L / S ; 4. L / L)
4. REZULTATI

Uzorku od 146 muškaraca i 82 žene populacije bijelaca, hrvatskog porijekla određivan je genotip i alelne frekvencije 5HTTLPR i koncentracija trombocitnog serotonina. Podatci ovog istraživanja  pohranjeni su u programu Excel 2007 programskoga paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD). Za opis kvalitativnih varijabli korištene su tablice distribucije frekvencije, a za opis kvantitativnih varijabli normalne raspodjele korištene su aritmetička sredina ()  i standardna devijacija (SD). Interpretacija rezultata postavljena je na 5%-tnoj razini značajnosti (P< 0,05).  Podatci su obrađeni u programu za statističku obradu MedCalc (Medisoftware, Mariakerke, Belgium).
4.1. Opisna statistika    
4.1.1. Ispitivanje normalnosti raspodjele ispitanika prema dobi
Normalnost raspodjele unutar skupina ispitanika testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom (tablica 1.), na temelju čega se zaključuje da je prihvaćena normalnost raspodjele prema dobi unutar ispitivane skupine  (P=0,1266). 

Tablica 1.  Rezultati Kolmogorov-Smirnovljevog testa za provjeru normalne
                  raspodjele prema dobi

	Veličina uzorka (N)
	228

	Najniža starosna dob (godine)
	18

	Najviša starosna dob (godine)
	68

	Aritmetička sredina (godine)
	37,6

	95% CI za srednju vrijednost (godine)
	36 - 39

	Medijan (godine)
	36

	95% CI za medijan (godine)
	35 - 38

	Standardna devijacija (godine)
	11,57

	Kolmogorov-Smirnovljev test za normalnu razdiobu
	Normalnost raspodjele je prihvaćena (P=0,1266)



4.1.2. Frekvencija ispitanika prema spolu
 
Ukupan broj ispitanika bio je 228, od čega 146 muškaraca (64%) i 82 žene (36%).  χ2 testom utvrđeno je da se frekvencija muškaraca i žena razlikuje, χ2  = 17,408, d.f. =1, P<0,0001.
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Slika 8.  Prikaz frekvencije ispitanika prema spolu (1-muškarci; 2-žene; P<0,0001)

	












4.1.3. Raspodjela koncentracije trombocitnog serotonina prema spolu ispitanika
Raspodjela koncentracije trombocitnog serotonina prema spolu ispitanika rađena je Man-Whitney testom za neparne uzorke i razina značajnosti je  P=0,7362, iz čega slijedi da je prihvaćena normalnost raspodjele koncentracije trombocitnog serotonina prema spolu.

Tablica 2.  Rezultati Man-Whitney testa za neparne uzorke usporedbe koncentracije  
                  trombocitnog serotonina prema spolu, P=0,7362




         
	Spol
	Muškarci
	Žene

	Veličina uzorka (N)
	146
	82

	Najniža vrijednost (ng/109 trombocita)
	8,8
	73,3

	Najviša vrijednost (ng/109 trombocita)
	2704
	1469

	Medijan (ng/109 trombocita)
	471,2
	492,8

	95% CI za medijan (ng/109 trombocita)
	426,9-546,3
	411- 541,7

	Interkvartilni raspon (ng/109 trombocita)
	306,5-666,7
	336,7-684,2
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Slika 9. Prikaz raspodjele koncentracije trombocitnog serotonina kod žena i
                       muškaraca ( P=0,7362)

4.1.4. Povezanost koncentracije trombocitnog serotonina sa dobi ispitanika
Testom korelacije koncentracije trombocitnog serotonina sa dobi muških ispitanika  je utvrđeno da ne postoji povezanost koncentracije trombocitnog serotonina sa dobi muških ispitanika (P=0,060).  
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Slika 10. Povezanost koncentracije trombocitnog serotonina sa dobi kod muškaraca. Svaka        točka predstavlja koncentraciju trombocitnog serotonina za jednog ispitanika, r = -0,156; P=0,060 ; 95% interval pouzdanosti za  r , -0,311 do 0,006.
Testom korelacije koncentracije trombocitnog serotonina sa dobi ispitanica  utvrđeno je da ne postoji povezanost koncentracije trombocitnog serotonina sa dobi ispitanica (P=0,769).
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Slika 11. Povezanost koncentracije trombocitnog serotonina sa dobi kod žena. Svaka   točka predstavlja koncentraciju trombocitnog serotonina za jednu ispitanicu. Rezultati testa korelacije su: korelacijski koeficjent, r = -0,033; razina značajnost,  P=0,769 ; 95% interval pouzdanosti za  r , -0,248 do 0,185.
4.1.5. Ispitivanje Hardy-Weinbergove ravnoteže genotipova serotoninskog prijenosnika    
Ispitivanje Hardy-Weinbergove ravnoteže genotipova serotoninskog prijenosnika učinjeno je χ2 testom i pokazano je da nema statistički značajnog odstupanja očekivanih od opaženih frekvencija genotipova u ispitivanoj populaciji: za muškarce χ2=0,0166, d.f.=2, P=0,9917; odnosno za žene χ2=0,693, d.f.=2, P=0,7073. 


4.1.6. Distribucija genotipova serotoninskog prijenosnika

Opažene distribucije genotipova utvrđene su χ2 testom, za muškarce (χ2=24,014; d.f.=2; P<0,0001),   LL-36 % (52); LS-48% (71); SS-16 % (23), odnosno za  žene (χ2=6,317; d.f.=2; P=0,0425),   LL-36 % (30);  LS-43% (35);  SS-21 % (17). χ2 testom je utvrđeno da ne postoji statistički značajna razlika u frekvenciji genotipova 5-HTTLPR  muškaraca i žena, χ2 =1,155,
d.f.=2, P=0,5613.
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Slika 12. Prikaz raspodjele frekvencija genotipova 5-HTTLPR kod muškaraca
(LL-36 % ; LS—48%; SS-16 %)
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Slika 13. Prikaz raspodjele frekvencija genotipova 5-HTTLPR kod žena 
(LL-36 %, LS-43%; SS-21 %)



























4.1.7.  Analiza utjecaja 5-HTTLPR polimorfizma i spola na koncentraciju trombocitnog serotonina 

Složena analiza varijance, ANOVA, pokazuje da ne postoji statistički značajnog utjecaja spola ili genotipa, te da ne postoji statistički  značajna interakcija spola i genotipa, na koncentraciju trombocitnog serotonina. Rezultati složene analize varijance, ANOVA  (spol i genotip), su između spolova (F=0,492; d.f.=1; P=0,484) i između genotipova (F=0,586; d.f.=2; P=0,557) te njihova interakcija (F=0,912; d.f.=2; P=0,403).
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Slika 14. Analiza utjecaja 5-HTTLPR polimorfizma na koncentraciju trombocitnog serotonina (ng/109 trombocita). Svaka kolona predstavlja srednju vrijednost  SD. Složena analiza varijance, ANOVA  (spol i genotip); između spolova (F=0,492; d.f.=1; P=0,484) i između genotipova (F=0,586; d.f.=2; P=0,557) te interakcija (F=0,912; d.f.=2; P=0,403).


5.  RASPRAVA
Činjenica da  trombociti mogu poslužiti kao model za istraživanje serotoninskog sustava u središnjem živčanom sustavu, jer su periferni odraz događanja u serotoninergičnim dijelovima središnjeg živčanog sustava, omogućila je istraživanje patogeneze te praćenja učinka terapije kod određenih psihijatrijskih poremećaja. 
Serotoninski transporter regulira aktivnost serotonina, a  promjene u transmisiji serotonina su uključene u velik broj psiholoških funkcija i funkcija ponašanja, promjena u ponašanju  i psihičkih poremećaja (Schloos i Williams, 1998; Lowry i sur.,1951). 
Opisana su dva česta polimorfizma gena SERT.  Razlike u funkciji serotoninskog transportera koje su produkt varijabilnosti gena SERT, povezane su s mnogim poremećajima kod čovjeka (Kirchheiner i sur., 2004). Smatra se da smanjena serotonergična neurotransmisija ima važnu ulogu u etiologiji depresije, zbog čega SERT predstavlja glavno ciljno mjesto za različite antidepresive, posebno selektivne inhibitore ponovne pohrane serotonina.
Rezultati nekih istraživanja sugeriraju da se koncentracija trombocitnog serotonina može koristiti kao prediktor odgovora na terapiju antidepresivima (Muck-Seler i sur., 2005; Muck-Seler i sur., 2000; Figueras i sur., 1999), dok je L alel povezan sa uspješnim odgovorom na terapiju. Izvještaji o povezanosti koncentracije trombocitnog serotonina i genotipa 5-HTTLPR nisu jednoznačni, neki pokazuju pozitivnu, neki negativnu ili ne pokazuju povezanost (Lesch i Gutknecht, 2005; Juhasz i sur., 2003; Greenberg i sur., 1999; Hanna i sur.,1998).
U ovom istraživanju genotip 5-HTTLPR i koncentracija trombocitnog serotonina određivana je u skupini od 228 zdravih ispitanika populacije bijelaca hrvatskog porijekla. Glavni zaključak ovog istraživanja je u skladu s prethodnim rezultatima istraživanjima povezanosti 5-HTTLPR polimorfizma i koncentracije trombocitnog serotonina (Sookoian i sur., 2007; Greenberg i sur., 1999) i ne pokazuje da postoji funkcionalna povezanost između 5-HTTLPR polimorfizma i koncentracije trombocitnog serotonina. U suprotnosti je s istraživanjem koje pokazuje povezanost između S/S genotipa 5-HTTLPR  i povišene koncetracije trombocitnog serotonina kod žena (Juhasz i sur., 2003).

Ovi rezultati moguća su posljedica kompenzatornog mehanizma povećane sinteze serotonina u enterokromafinim stanicama (Juhasz i sur., 2003), zbog  snižene aktivnosti serotoninskog prijenosnika ili zbog nepravilnosti u sintezi serotonina u GIT-u, otpuštanju i klirensu serotonina plućima, jetrom, bubregom i kapilarama (Hanna i sur., 1998). Neslaganja između studija mogu biti uzrokovana mnogim faktorima, npr. značajke populacije, dob, spol, mali uzorak (Juhasz i sur., 2003; Hanna i sur., 1998), etička heterogenost (Noskova i sur., 2008), kliničke i biokemijske karakteristike, razlike u metodi određivanja trombocitnog serotonina. Obzirom na kliničke i biokemijske karakteristike koje mogu utjecati na rezultate nije primjećena značajna povezanost između 5-HTTLPR varijanti i sistoličkog ili dijastoličkog arterijskog krvnog tlaka, cirkardiarnog ritma, BMI, koncetracija plazmatskih lipida, glukoze u plazmi ili inzulina kod zdravih osoba (Sookoian i sur., 2007).

U skladu s prethodnim istraživanjima (Noskova i sur., 2008; Preuss i sur., 2000), nije pronađena značajna razlika u distribuciji genotipova između muškaraca i žena. U ovom istraživanju dob nije značajno povezana sa koncetracijom trombocitnog serotonina obzirom na genotipove što je u skladu s prethodnim saznanjima (Sookoian i sur., 2007; Muck-Seler i sur., 2005). 

Prethodne studije su pokazale da ne postoji utjecaj genotipova 5-HTTLPR na Vmax trombocitnog vezanja paroksetina, na afinitet za ponovnu pohranu ili vezanje paroksetina kod zdravih muških volontera (Preuss i sur., 2000; Greenberg i sur., 1999; Nobile i sur., 1999) i na dominantan utjecaj kratkog alela na V max (Greenberg i sur., 1999, Nobile i sur., 1999). Nije dokazano da postoji utjecaj genotipova 5-HTTLPR na sposobnost vezanja na 5HTT na trombocitima (Stoltenberg i sur., 2002) i nije dokazana brža pohrana serotonina kod nositelja LL genotipa u odnosu na LS ili SS (Greenberg i sur., 1999; Nobile i sur., 1999). 

Iako je bazalna koncetracija serotonina u trombocitima kod zdravih osoba određena brojem ili veličinom skladišnih vezikula, difuzijom kroz staničnu membranu (Greenberg i sur., 1999), a ne isključivo 5-HTTLPR varijantama. Ovi podaci potvrđuju da su genske varijante 5-HTTLPR značajno povezane sa (npr. aktivnosti ili brojem molekula serotoninskog prijenosnika), ali ne sa ostalim  komponentama serotoninskog trombocitnog sustava. 

Ovo istraživanje napravljeno je na skupini od 228 zdravih ispitanika, što je relativno mali broj ispitanika za istraživanje koje uključuje analizu genske povezanosti. U daljnjim istraživanjima potrebno je uključiti veći broj ispitanika ili napraviti meta analizu većeg broja istraživanja s manjim brojem ispitanika da bi se došlo do objektivnijih rezultata. Ograničenje ove studije je i mali broj žena (N=82) u odnosu na muškarce (N=146).
Obzirom da ovim istraživanjem nije utvrđena funkcionalna povezanost 5-HTTLPR polimorfizma i koncentracije trombocitnog serotonina kod zdravih ispitanika, iako se ona očekivala, to može značiti da su promjene genotipa i posljedičan utjecaj na koncentraciju serotonina u trombocitima regulirane na drugačiji način u općoj populaciji nego u populaciji s psihijatrijskim poremećajima.























6. ZAKLJUČCI

1. U uzorku od 228 muškaraca i žena, bijelaca, hrvatskog porijekla distribucija genotipova 5-HTTLPR  su, za muškarce LL-36 % (52); LS-48% (71); SS-16 % (23), odnosno za  žene (χ2=6,317; d.f.=2; P=0,0425),   LL-36 % (30);  LS-43% (35);  SS-21 % (17). χ2 testom je utvrđeno da ne postoji statistički značajna razlika u frekvenciji genotipova 5- HTLLPR muškaraca i žena, χ2 = 1,155, d.f.=2, P=0,5613.

2. Složena analiza varijance, ANOVA, pokazala je da ne postoji statistički značajnog utjecaja spola ili genotipa, te da ne postoji statistički  značajna intreakcija spola i genotipa na koncentraciju trombocitnog serotonina. Rezultati složene analize varijance, ANOVA  (spol i genotip), su između spolova (F=0,492; d.f.=1; P=0,484) i između genotipova (F=0,586; d.f.=2; P=0,557) te njihova interakcija (F=0,912; d.f.=2; P=0,403).

3. Obzirom da ovim istraživanjem nije utvrđena funkcionalna povezanost 5-HTTLPR polimorfizma i koncentracije trombocitnog serotonina kod zdravih ispitanika, iako se ona očekivala, to može značiti da su promjene genotipa i posljedičan utjecaj na koncentraciju serotonina u trombocitima regulirane na drugačiji način u općoj populaciji nego u populaciji s psihijatrijskim poremećajima.










7. SAŽETAK

Povezanost koncentracije trombocitnog serotonina i genotipa promotora serotoninskog prijenosnika kod zdravih osoba

Polimorfizam u genu za serotoninski prijenosnik često je proučavan obzirom da se povezuje s pojavom određenih psihičkih bolesti i odgovorom na terapiju antidepresivima. Činjenica da  trombociti mogu poslužiti kao model za istraživanje serotoninskog sustava u središnjem živčanom sustavu, omogućila je istraživanje patogeneze te praćenja učinka terapije kod određenih psihijatrijskih poremećaja. U ovom radu istraživan je genski polimorfizam u promotorskoj regiji. Da bi se istražila funkcionalna relevantnost varijanti 5HTTLPR, u ovom radu je ispitana povezanost koncentracije trombocitnog serotonina i genotipa 5-HTTLPR u skupini od 146 zdravih muškaraca i 82 žene populacije bijelaca hrvatskog porijekla, koji nemaju  neuro-psihijatrijske i somatske poremećaje. Opažene distribucije genotipova određene su χ2 testom  i utvrđeno je da ne postoji statistički značajna razlika u frekvenciji genotipova 5-HTTLPR muškaraca i žena, P=0,5613. Složena analiza varijance, ANOVA, pokazala je da ne postoji statistički značajan utjecaj spola ili genotipa i interakcije spola i genotipa na koncentraciju trombocitnog serotonina.  Glavni zaključak ovog istraživanja je da ne postoji funkcionalna povezanost između 5-HTTLPR polimorfizma i koncentracije trombocitnog serotonina. Ovim  istraživanjem nije utvrđena funkcionalna povezanost 5-HTTLPR polimorfizma i koncentracije trombocitnog serotonina kod zdravih ispitanika, iako se očekivala. To može značiti da su promjene u 5HTT transkripciji uzrokovane genotipom  i posljedičan utjecaj na koncentraciju serotonina u trombocitima regulirane na drugačiji način kod zdravih osoba  nego kod pacijenata sa psihijatrijskim poremećajima.

Ključne riječi: serotonin, koncentracija trombocitnog  serotonina, serotoninski prijenosnik, genski polimorfizam serotoninskog prijenosnika u promotoru




7. SUMMARY

Relationship between  platelet serotonin concetration and serotonin transporter gene promoter polymorphism in healthy subjects

A polymorphism in the serotonin transporter gene is frequently studied for association with psychiatric disorders and antidepressant treatment response. The fact that platelets can serve as a model for the study of serotonin in the central nervous system, enabled the study of the pathogenesis and monitoring the effect of therapy in certain psychiatric disorders. In this thesis has been investigated promoter polymorphism  of 5-HTTLPR To elucidate functional relevance variants of  5HTTLPR,  in this  thesis was tested relationship between  platelet serotonin concetration and serotonin transporter gene promoter polymorphism  in healthy subjects, 146 male and 82 female subjects, Caucasians Croation origin  without any  neuro-psychiatric or somatic disorders. Observed genotype distribution were evluated  by χ2 test and no significant differences were found  in genotipe distribution 5-HTTLPR in male and female subjects, P=0,5613. Two way analysis of 5-HTTLPR,  ANOVA,  showed no significant effect of gender or genotype, and  no significant interaction between gender and genotype, on platelet serotonin concetration. The main conclusion of this research  is that not exist a functional relationship between 5-HTTLPR polymorphism and platelet serotonin concentration. In this research  functional relationship between  5-HTTLPR polymorphism and platelet serotonin concentration in healthy subjects was expected, but it has not found.  That can mean  that genotipe-induced changes in 5-HTT transcription  and consequent alternations in platelet serotonin concentration might be differently regulated  in healthy subjects than opposed to subjects with psichiatric disorders.


Key words: serotonin, serotonin platelet concentration, serotonin transporter, serotonin transporter gene polymorphism
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