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1. UvOoD

1.1. Serotoninski sustav u mozgu

Serotonin, 5-hidroksitriptamin (5-HT, engb-hydroxytryptaming biogeni je amin i
neurotransmiter zgajan za neurorazvoj, funkciju i oblikovanje moz@adi i Zivotinja.
Takvo djelovanje pokazuje zbog rane ekspresijeils\ggna zahvaljujti kojoj ima udjela
u nizu morfogenetskih aktivnosti vaznih za embrloneazvoj srediSnjeg zianog sustava
(CNS-a, englCentral Nervous Systgmili procesi uklj@duju proliferaciju stanica, njihovu
migraciju u pretée pojedinih regija mozga i ko&iao diferencijaciju u aktivne neurone
(Lesch i Mdssner, 1998.)ako serotonin dobiva svoj naziv 40-ih godinagiog stolj€éa
prema krvnom serumu (izolacijom iz trombocitépwens i Nemeroff, 1994.)u
enterokromafinim stanicama probavnog sustaw@ngeje njegovog ukupnog sadrzaja u
tijelu. Serotonin je prisutan i u mozgu, filma, srcu, te tkivu gustefa. Uz mozak, i druga
tkiva pohranjuju 5-HT u vezikulama i otpuStaju gadputjecajem lokalnih podrazaja,

tvoredi tako periferni serotoninski sust@Murphy i Lesch, 2008.)

Sredifnji serotoninski sustav DRX (dorzalna jezera rafe)
(B6,BT)

gomp colboulus ‘,‘1{ hipokampus

donp colbculus

moddana kora

BY

most ;f B3 oA talamus
h‘?'m‘ﬂ"' MPXN (medijanska jezzra rafe) | MFB (medijal frontalnd snop)
motdma ., (BS,BS) lupotalamus

Slika 1.1. Sredisnji serotoninski sustav Stakora/n8a. Tijela serotonergkih neurona u CNS-u
grupirana su u devet nakupina nazvanih jezgre kafe, se ozngvaju s B1 do B9. Prikazane su
kaudalne rafe (B1-B3), rostralne rafe koje se elijgh dorzalne rafe (B6 i B7; prikazane Zutom
bojom) i medijane rafe (B5 i B8; prikazane u zejdmmi) (Murphy i Lesch, 2008.).

Sinteza serotonina u CNS-u odvija se u tijelimaterergénih neurona smjestenim u tzv.

jezgrama rafe u srediSnjem dijelu moZzdanog debiakle pruzaju projekcije u razne



dijelove CNS-a (Slika 1.1.). S obzirom na smje§eggre rafe dijele se na kaudalne rafe
Cije projekcije idu duboko u unutrasnjost mozdarkiga i prema kraljezrgkoj mozdini i
perifernim sustavima, te rostralne jezgre rafeelsg dalje dijele na dorzalne i medijane i
Salju projekcije u podje talamusa, hipotalamusa, hipokampusa, amigdatkeugih
mozdanih strukturéMurphy i Lesch, 2008.)

Serotonin se sintetizira iz aminokiseline triptadam u tom kratkom metab&kiom putu
enzim triptofan hidroksilaza (TPH, englryptophan Hydroxylagekatalizira korak u
sintezi koji ograniava brzinutitavog puta. Zatim nespedifia dekarboksilaza aromatskih
L-aminokiselina (AADC, englAromatic L-Amino Acid Decarboxylaserzo pretvara 5-

hidroksitriptofan, kratko Zivéi intermedijer, u molekulu 5-H{Owens i Nemeroff, 1994.)

(a) Prijenos impulsa preko sinapse
terminalno
b izbotenje
% presinaptitkog

neurotransmiterski  impuls se Sir postsinaptitkog

recepton neurona

(b) Uklanjanje neurotransmitera i2 sinapse

postsinaptitha neuron

A

Slika 1.2. Sirenje Zi¥anog impulsa izm@u neurona putem kemijske sinapse.

(a) Neurotransmiteri se otpustaju iz presingfdy neurona, putuju kroz sinafku pukotinu do
postsinaptikog neurona i ondje veZzu na membranske receptfiye. Nakon Sto neurotransmiter
izazove odgovor, uklanja se iz sinapse enzimimsuprim u sinapsi koji razgrade neurotransmiter
ili putem povratnog unosa u presinghti stanicuBelk i Borden, 2003.).



Hidroksilna skupina na indolnom prstenu i protomegitorski karakter amino skupine,
daju serotoninu izrazito hidrofilan karak{&iegel i sur., 2006.)Stoga pri fizioloSkom pH,
5-HT ne moze prij@ krvno-mozdanu barijeru, ali u tome uspijevajptofan i njegovi
metaboliti putem specifnih nos&a (Owens i Nemeroff, 1994.Pod utjecajem zdanih
impulsa, 5-HT se otpusta iz vezikula u sin&ii pukotinu, te se veze na receptorski
protein na membrani postsinajpg neurona uzrokudul njegovu ekscitaciju ili inhibiciju
(Slika 1.2.)(Guyton i Hall, 2006.) Kako je u neuronskoj citoplazmi 5-HT u ionizirano
obliku, on ne prolazi statmu membranu difuzijom, vese izl&uje egzocitozom. Njezin
glavni okid& je struja ekstracelularnih kalcijevih iona kojiavesno o depolarizaciji,
poticu stapanje membrane vezikule i plazma membf&megel i sur., 2006.)Signalna
molekula zatim difundira preko sinapse, veze i\aili speciféne receptore, te mijenja
membransku permeabilnost postsingaig neurongGuyton i Hall, 2006.) Na taj n&in
okida se kaskada intracelularnih reakcija koje omiom daljnje Sirenje signala. Prijenos
se zaustavlja kad je na presinakitn zavrSecima pokrenuta obrnuta reakcija povratnog
unosa (engl.re-uptake¢ serotonina. Uneseni 5-HT moZe biti ponovo uskbei u
sekretorne vezikule neurona ili raz¢ea pom@éu enzima monoamino-oksidaze (MAQO)

koja oksidira razne monoaminske neurotransmii@meens i Nemeroff, 1994.)

Serotonin pokazuje svoju izuzetnu vaznost u fiZkim procesima kao Sto su osjetljivost
na okoliSne podrazaje, percepciju i definiranjeetssjboli, promjene raspolozenja i
stvaranje emocija, te proces&eunja i pandenja(Lovinger, 2008.) Djeluje i kao posrednik

u neuroendokrinim funkcijama i cirkadijalnim ritmiava kao Sto su unos hrane, spavanje,
tielesna temperatura, brzina metabolizma i seksuaktivnhost. Smatra se da je uz dobru
inerviranost mozga, podloga te funkcionalne svast i to Sto serotonin moze upravljati
aktivnostima i interakcijama i nekoliko drugih netransmiterskih sustavé_esch i
Mdssner, 1998.)Sve navedendini ga jednim od osnovnih komponenata potrebnih za

uravnotezeno funkcioniranje organizma u cijelosti.

1.2. Serotoninski prijenosnik: uloga, smjestaj i tpda

Jedan od kljonih faktora u regulaciji serotonetgie transmisije je serotoninski prijenosnik

(5-HTT, engl.5-HT Transportey. Kod ljudi je kodiran genom u jednoj kopiji (engingle-



copy gengsmjeStenim na duljem kraku 17. kromosoma (17g4dl2), poznatim joS pod
nazivom SLC6A4 (engl. Solute Carrier Family 6 Member)4Manna i sur., 2007.)
Translacijom mRNA ovog gena nastaje membranski eprobd 630 aminokiselina,
molekularne tezine oko 68 kDa. Serotonin posjedkgeakteristtnu graiu od 12
transmembranskih domena (evolucijski konzerviramarygja), zajedntku i drugim
monoaminskim prijenosnicima iz ove obitelji protirkao Sto su prijenosnici za
noradrenalin/adrenalin, dopamin, GABA-u (erggamma-Aminobutyric acjdSerotoninski
prijenosnik ili SERT (engl.Serotonin Transportér takaier je ¢lan skupine natrij-
simportera(Hahn i Blakely, 2002., Siegel i sur., 200®©i koriste transport Na Cl" iona
(u istom) i K iona (u suprotnom smijeru) za dobivanje energijegbme za prijenos
molekule neurotransmitera u stanicu nasuprot kanaeijskom gradijentu (Slika 1.3.). Za
inicijalni korak prijenosa potrebno je da se svaswmdionika procesa (natrij, Klor i
serotonin) sekvencijalno vezu na 5-HTT kako bi oogao préi kroz konformacijske

promjene koje prethode uspjesnoj translokaciji mézanolekula(Tavoulari i sur., 2009.)

unutarstaniéna strana K*

izvanstanitna strana

Nat
Cl

5-HT*

Slika 1.3. Serotoninski prijenosnik (SERT)(Siegel i sur., 2006.).

Serotoninski prijenosnik smjeSten je na presig&pti membranama neurona i glija
stanica i pokazuje vrlo visoki afinitet za svojdigd - serotonin, Sto je velika prednost pri
brzom uklanjanju otpuStenog neurotransmitera izragslularnih podrgja. Njegov N- i C-
kraj nalaze se s intracelularne strane kao i domarfesforilaciju (Slika 1.4.). One su meta
serin, treonin ili tirozin kinaza tijekom citoplaatskog prijenosa signala, te mjesta
potencijalne posttranslacijske reguladif@wens i Nemeroff, 1994.Receptorska mjesta
lokalizirana su na otlama koje strSe u izvanstani prostor, te sadrze intrakeme
sulfidne veze kao i mjesta za N-glikozilaciju. Prettavlja se da ta mjesta nemajucajal

prepoznavanju i vezanju liganda, no vezanjem mddelegera vjerojatno stabiliziraju



prijenosnik pomazti pravilno smatanje proteina i Stéiega od degradacij(Blakely i sur.,
1994, Hahn i Blakely, 20C.). Sam 5HTT reguliran je s viSe putova transdukcije signa
koje, ovisno o tipu stanice, mogu biti ukdgni cAMP, cGMP, kalmodulin, protein kina
A (PKA), protein kinaza C (PKC), p38 MAP (enMitogen-Activated Protei) kinaza, a u
defosforilacijski jt fosfataze; protein fosfataza (Zhang i sur,. 2007%.).

SERT protein =~ #

izvanstanitna strana
Ms

oo, unutarstanitna
., Strana
¢

Slika 1.4. Serotoninski prijenosnik graden je od 12 transmembranskih (TM) segmenata
izvanstaniénih om¢i i unutarstaniénog amino i karboksi kraja (Murphy i Lesch2008.).

U pccetku je pretpostavlijano d& delecija gena za-HTT djelovati letalno zbog vazr
uloge serotonina u embriogenezi, ali midevi s dtaleim genom za-HTT (5-HTT") se
nisu zngajno razlikovali u neurorazvojnom putu i stopi natiteta u odnosu na ktrolu.
No otkriven je zn&jni porast ekstracelularne razine-HT zbog nemogénosti
pohranjivanja neurotransmitera putem povratnog ants manjak inhibicije za njego
sintezu(Gainetdinov i Caron, 20(.). Najistaknutije promjene bile su paama koltina
stresnog hormona ACT-a (adrenokortikotropnog hormona, enAdrenocorticotropic
Hormong u plazmi Sto je povezano sa slabijim snalazenjestresnim situacijama,

bihevioralna obiljezja pov@ne anksioznosti, strasljivosti i smanjene agre(Murphy i
sur., 2001.) Takater je doSlo do smanjenj-HT koncentracije unutar zZanih stanica&ak
za 40-60%Murphy i Lesch, 20C.).

Serotoninski prijenosnik ranije je doSao u sredigteresa farmakoloskih istrazivanijgs
odnosu na gené€kia zato Sto predwlja ciljno mjesto vezanja antidepresiva iz skuf
inhibitora povratnog unosa serotonina (S-a, engl. Selective Serotonin Reupte
Inhibitors). Mehanizam djelovanja tih lijekova sastoji se aaipeticije za ista vezr

mjesta na prijenosniku kao seroin ¢ime dolazi do inhibicije povratnog unosa serotor



I ostvarivanja dugotrajnijegéinka samog neurotransmitera. Osim antidepresiva;HAT
se vezu i neki neurotoksini, droge i drugi psihmosiiansi, a njihovo djelovanje tadter
ovisi 0 vremenu potrebnom za desenzitizaciju sodetdriténih autoreceptor@Mainardi
i sur., 2008.)

1.3. Polimorfizmi gena za 5-HTT

Gen za 5-HTT sadrzi oko 35 kb, a sastoji se od gzbma s konzerviranom egzonsko-
intronskom organizacijom, regulatornom regijom,d@datnim regulatornim sljedovima.
Takader sadrzi alternativne promotore dok su u samorrateyno prekrajanje gena
ukljuceni eksoni 1A, 1B i 1GMurphy i Lesch, 2008.5vi oni, kao i varijabilnost prisutna
u 3' netranslatirajtoj regiji, pridonose nastanku raznih vrsta mRNA&gulaciji ekspresije

gena. Na transkripcijsku aktivnost samog genac@tjepostojanje polimorfnih regija od
kojih su se dvije pokazale zfgnima: varijacija duljine promotorskog dijela iadpr

uzastopnih ponavljanja u drugom intronu.

9-12 ponarljanja

VNTR-17 —= [[[[]

ekson 1 rm (1] il xn

X7 1L 1T 10
promotor
regulatorne strukturalne
5-HTTLPR varijante varijante
L —P :i . g\?ﬁ
| S
5 —= prijenosnicki protein

Slika 1.5. Funkcionalni polimorfizmi gena za serotoinski prijenosnik (5-HTT).
Transkripcijska aktivnost promotora gena za 5-HTddalirana je polimorfizmom smjeStenim u
toj regiji, nazvanim 5-HTTLPR, koji sadrzZi dvije bidajene varijante, dugu (L) i kratku (S). U
drugom intronu nalazi se polimorfizam r&#ibg broja ponavljanja tandemskih slijedova (VNTR-
17), s dvaeXa alela (s 10i 12 ponavljanja) i jednim rijetkimelam (s 9 ponavljanja). Taker je
naznaen rijetki polimorfizam u kodirajtoj regiji gena za 5-HTT, koji dovodi do aminokiselke

zamjene u protein(Lesch i Mossner, 1998.).



Ostali polimorfizmi odnose se na zamjene pojethita nukleotida (SNPs, engSingle
Nucleotide Polimorphisms(Murphy i Lesch, 2008.)Pojam polimorfizam odnosi na
pojavu dvije ili viSe formi (alela) na istom mjestmutar gena. Gen za 5-HTT je ,single-
copy gene“ Sto ukazuje da bi utjecaj polimorfnigij@ u samom genu mogao bittjabog
male vjerojatnosti d&e njegov dinak biti kompenziran drugim genskim produktom

(Hahn i Blakely, 2002.)

Jedan od polimorfizama u genu za 5-HTT, za kopgkazano da ima utjecaj na efikasnost
transkripcije ovog gena, nazvan je 5-HTTLP®& engleskog: &otonin-Transporter-
Gene-Linked Polymorphic Regi@8lika 1.5.). Sastoji se od serije nepotpunih ptagja
slijeda od 20-ak nukleotida, a s obzirom na brajgdjanja razlikuju se dvije n&g&e
varijante - S (short), s 14 ponavljanja i L (long)16 ponavljanja (Slika 1.5). Smatra se da
je dominantni alel S nastao delecijom odkgedugog 44 bp. Osim alela Si L, kod ljudi su
pronaieni i iznimno rijetki aleli s 18 (XL) i 20 (XXL) poavljanja (Lesch i Mossner,
1998.) Ta¢no podrijetlo 5-HTTLPR slijeda nije poznato, no ®8&®da je jedinstven samo
ljudima i covjekolikima majmunima, tj. naSim najblizim evoljgkim srodnicimaLesch i
Mossner, 1998.)Pretpostavija se da bi prégeovog slijeda mogla biti viralna DNA ili
neki transpozabilni element koji se pojavio u gengonije oko 40 milijuna godina (@0
divergencije predaka hominidatovjekolikih majmuna)Lesch i Méssner, 1998.UJdjeli
alela S i L variraju méu etnoloSko-geografskim populacijama ljudi, pa akotunutar
populacije previadavafieg europskog porijekla kie otprilike u odnosu 55%—60% za alel
L naspram 40%—45% za alel S. Raspodjela genotipogtoj] pokazuje viSe homozigota
LL (32%) u odnosu na SS (19%) dok polovicu po zalgnosti ¢cine heterozigoti LS
(49%) (Lesch i Mdssner, 1998.)

Informacija dovoljna da potakne stamo-specifénu ekspresiju sadrzana je unutar 2 kb
promotorskog slijeda, dok se sama 5-HTTLPR reggzi oko 1 kb uzvodno od mjesta
inicijacije transkripcije. Istrazivanje njezine g otkrilo je da su promotorski fragmenti
aktivni u svim stanicama s konstitutivnom ekpresijb-HTT, kao Sto su serotonefge
jezgre rafe. Smatra se da je regulacija ekspremjeg za 5-HTT rezultat kombinacije
pozitivnih i negativnih cis elemenata koji svoginak izvrSavaju putem bazalnog
promotora s TATA-nalik motivon{Lesch i Moéssner, 1998.Koliko je transkripcijska

aktivnost ovisna o prisutnim varijantama polimoniia 5-HTTLPR, protavano je



metodom fuzije gena reportera (npr. luciferazepr@motorski slijed od interesa i zatim
njegovom transfekcijom u ljudske stane linije (Lesch i Mossner, 1998.KoriStene su
nagege limfoblastoidne kulture stanica koje konstitutveksprimiraju funkcionalni 5-
HTT ¢ime je omogtenoin vitro praenje aktivnosti promotora u nativnim uvjetima. Po
razini povratnog unosa 5-HT u limfocite uvidjelo da homozigoti LL stvaraju vise
MRNA za 5-HTT nego Sto je su tinile stanice s jednom ili obje kopije alela S. Ale
moze imati za posljedicu i do 3 puta¢uebazalnu transkripcijsku aktivnost kao i¢ue
aktivnost serotoninskog prijenosnika. Testiranj@n@ vezanja inhibitornih molekula na
prijenosnik, takder je proizvelo znatno ¢a reakciju vezanja na homozigote (Hahn i
Blakely, 2002.)

Sljedea polimorfna regija odnosi na varijaciju duljingesiia u drugom intronu, a ponekad
se naziva STin2, od englesko@erotonin Transporter intron ZSlika 1.5.). Ovaj
polimorfizam pripada malobrojnoj skupini funkcidnié intronskih polimorfizama koji
osim mjesta ukljtenih u alternativno prekrajanje, sadrze i regutea@lemente koji utfel
na efikasnost transkripcije. VNTR (en§fariable Number Tandem Repe# dio DNA
sastavljen od razlitog broja ponavljanja oddenog slijeda, om#En nerepetitivhim
sljedovima. Najeke nastaju kao posljedica uklanjanja ili dodavamggeginih ponavljanja
putem rekombinacije ili replikacijskih pogreSakakoAse izmijenjene varijante uspiju
fiksirati u populaciji, njihovim se naskigrzanjem broj ponavljanja ginje razlikovati méu
jedinkama i razvija se polimorfizaniLynch, 2002.) Ponavljajéi slijed u intronu 2
duga&ak je 17 bp, a broj njegovih ponavljanja ¢egese izméu 9 i 12 (Slika 1.5).
Najprisutniji alel je onaj od 12 ponavljanja, teelabd 10 ponavljanja koji je ujedno i
dominantan. Alel 11 otkriven je zasad samo u jedafdgkoj populaciji, a alel 9 iako
zastupljeniji i dalje je priino rijedak zbogtega secesto ne moze ukljiiti u statisttke
obrade (Hahn i Blakely, 2002.)Udjeli pojedinih alela i ovdje se razlikuju ovesro
populaciji, a openite vrijednosti za europsko stanovniStvockree u rasponu od 1%—3%
za alel 9, te u znatno viSim postotcima od 32%— 420@lel 10 | 56%—66% za alel 12
(Hranilovié¢ i sur., 2003.)

Svoju ulogu u regulaciji gena za 5-HTT, polimorfiza/ NTR-2 ispunjava ponaSdjuse
kao poj&ivac (engl. enhancey transkripcije. U obavljanju svoje funkcije popjzaca

transkripcije, VNTR-2 stupa u interakciji s odemim aktivacijskim proteinima; vjerojatno



s obliznjim aktivacijskim proteinom 1 (AP-1, endictivator Protein-} (Manna i sur.,
2007.) Zatim AP-1 moZze reagirati s medijatorskim komglek koji¢ce mobilizirati RNA
polimerazu Il, potrebne transkripcijske faktoretpaeti prepisivanjgBrown, 2002.) Na
taj posredni nén pojaiivac utjece na promotor uzvodno od sebe, a kao i kod prethgpdn
polimorfizma, istrazivanja su pokazala da pritonrstapu kvantitativne razlike u razini
transkripciji, ovisno o alelu. Do takvih zakdjaka doslo se puterm vitro modela -
promatranjem razine ekspresije gena za 5-HTT wkaitha embrionalnih m&tih stanica
koji su imale razliite alele. To se interpretiralo u skladu s pretpadsbm da bi regija
VNTR-2 mogla funkcionirati kao transkripcijski regtor gena za 5-HTT aktivho
sudjelujui u procesu transkripcije. Pokazalo se da alelM@ jata poj&ivacka svojstva,
nego aleli s manjim brojem ponavljéjh jedinica(Hranilovi¢ i sur., 2004.) Pretpostavlja
se da je to zato Sto manji broj ponavljanja djeldgstabilizirajée na transkripcijske
komplekse i stvaranje pozeljnih konformacija przamju DNA i transkripcijskih faktora
(Hahn i Blakely, 2002., Manna i sur., 20Q7Tjme je broj ponavljanja doveden u izravnu

korelaciju s aktivha& serotoninske signalizacije.

1.4. Epilepsija

Epilepsija pripada heterogenoj skupini neurologsdremeéaja s razkiitom etioloSkom,
elektrografskom i bihevioralnom podlogom, kao infiakoloSkom osjetljivai (Bagdy i
sur., 2007.) Uzroci epilepsije variraju ovisno o tipu, ali svitipovima epilepsije
zajednéka je karakteristika abnormalno sinkrono izbijakpecanih impulsa u pojedinim
regijama mozga. Osim onih nastalih kao rezultatenekume, véna epilepsija pokazuje
odreienu nasljednu komponentu. Do sada je piena vise od 70 gendje mutacije
mogu destabilizirati prowdenje zivanih signala, poremetiti membransku ekscitabilfost
inhibitorno-ekscitacijske krugove mozgéNoebels, 2003.) Prema oStenjima na
molekularnoj razini, epilepsije se dijele na onestak primarnim porendajima
membranske i sinagtie signalizacije, one uzrokovane plast&u mozga i metabalkim

promjenama, te one koje su rezultat deficitarnagop Ziwwanih mrezgNoebels, 2003.)



lijgva i desna hemisfera spojens
patijetalni refanj su corpus callosumom
{dodir} -

frontalni refanj

(vizualne informacije)

temporalni refanj
{zvuine informacije)

Slika 1.6. Struktura mozga. MoZdana kora podijeljena je srediSnjom linijjom lij@vu i desnu

hemisferu, a svaka hemisferadwdiri reZznja(Belk i Borden, 2003.).

Klini ¢ki, epilepsije se dijele prema raspodjeli abnornialnboja na fokalne ili parcijalne,
u kojima izbijanja ostaju lokalizirana, te genexméine u kojima su zah¥ane obje
hemisfere mozgdBagdy i sur., 2007.)Na fokalni tip otpada i do 60% epilepsija u
odraslih. Cesto nastaju zbog lokalnih lezija ili funkcionalndbnormalnosti nekog
mozdanog podgja, kao Sto su tkivni oziljci koji utfl na susjedna Ztana tkiva, tumori
koji pritiS¢u dijelove mozga, ostenje tkiva ili priraieni poreméaji lokalnog provdenja
Zivéanih impulsa(Guyton i Hall, 2006.) Nage&a forma mdu fokalnim epilepsijama je
epilepsija temporalnog reznja (TLE, engemporal Lobe Epilep3yRadi se o krodhom
neuroloSkom stanju s ponavljgjm napadajim&ije je zariSte u jednom ili oba temporalna
reznja mozga (Slika 1.6.). Na osnovu poznavanjaomjh uzroka, epilepsije se mogu

razvrstati u simptomatske i idiopatske (nepoznatoci) (Bagdy i sur., 2007.)

Jednom izazvana ekscitacija Siri se diljem neunalmreza tako dugo dok ne izazove
odgovor inihibitornog mehanizma koje ju zaustaviti. Ako je sposobnost sustava
redukcije signala oslabljena, bilo zbog nemowsti odrzavanja homeostaze pH ili
abnormalne ionske provodljivosti membrangid@ do facilitirane, tj. olakSane transmisije
(Bagdy i sur., 2007.)strazivanja na animalnim modelima (miSevimak&tama) potvrdila

su da se u podlozi neuralnih smetnji koje prethpdgvi epilepténih napadaja nalaze
normalni neuroni koji povremeno stvaraju abnormakimje zianih impulsa(Murthy i
sur., 2010.) Transfekcija ljudskih gena s mutacijama za paddjed membranskih kanala
u stanice sisavaca, pokazala je da je najistaknulgvijacija upravo neodgovarégu

natrijska struja tijekom faze depolarizacijgme inaktivacija signala postaje nepotpuna
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(Noebels, 2003.)Kako se radi o neadekvatnom vremenskom okvirecinij akcijskih
potencijala u koji su direktno ili indirektno ukfeni razni receptori i kanali za praienje

signala, méu njima su i komponente serotoninskog sustava.

1.5. Uloga serotonina u epilepsiji

Sve do poetka 90-ih godina nije zapazena potencijalna ulsg@tonina u patogenezi
epilepsije osim Sto je primjeno da oboljeli od epilepsije nerijetko imaju i helblik
depresije (Mainardi i sur., 2008.) Kod oboljelih od epilepsijeesto su zabiljezeni
depresivni poremiaji vec prije pojavljivanja epilepsije. Takier, u njihovim je obiteljima
pronaiena véa predispozicija za depresiju u odnosu na obibeclanova s epilepsijom
(Kanner i Balabanov, 2002.0ba poremé&ja karakterizira promjena u serotonéngi
funkciji, a u sl¢aju depresije to potkrepljuju i smanjene koncerjga&-HIAA (5-
hidroksiindol octene kiseline, glavnog serotonirgskmetabolita) u cerebrospinalnoj
tekwini  pacijenata koji nisu primali antidepresiv€Owens i Nemeroff, 1994.)
EpidemioloSke studije pokazale su da zaista posgtiki komorbiditet tih dviju bolesti, no
do 90-ih godina oboljelima od epilepsije u kombifpas depresijom nisu davani
antidepresivi Sto je i@ bila uobfajena praksa za pacijente koji bi razvili "samo"
depresijuMainardi i sur., 2008.)

Razlog tome lezi u nepovoljnim ili nedostatnim imf@cijama prikupljenima dotadasnjim
istrazivanjima zbog kojih su antidepresivi smatrgmbkonvulzivnima - onima koji
uzrokuju napadaje. Novija istraZivanja ipak su dafd suprotnih rezultata nakon testiranja
antidepresivnih lijekova na pacijentima koji nisdgovarali na antiepilegthu terapiju
(Mainardi i sur., 2008.) Njima je pokazan utjecaj 5-HT transmisije na mnladiju
eksperimentalno izazvanih napadaja, te da su agkopi djeluju na aktivnost
serotoninskog prijenosnika (blokatori povratnog smacserotonina) ili na anabolizam
serotonina (5-hidroksitriptamin, prekursor serota)j oni koji najefikasnije povavaju
koncentraciju ekstracelularnog 5-HBagdy i sur., 2007.)Osim Sto ovi rezultati uguju
na to da antidepresivi p@avaju rad serotoninskog sustava i moduliraju epitkp
napadaje, prorieno je kako pojedini antiepiléki lijekovi takoder dovode do porasta 5-

HT u sinapsamaBagdy i sur., 2007.) Antidepresivi pomazu kontroli fokalnih i
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generaliziranih napadaja, a isti lijek u nekimégievima moze biti jednakocinkovit pri

lijecenju depresije i epilepsij@lainardi i sur., 2008.)

Do slicnog je ishoda dosSlo i putem animalnih modela (ppseb miSevima) gdje je pad
aktivnosti neurotransmitera kao Sto su serotoronepinefrin, dopamin i GABA olakSavao
procese koji vode do napadaja i g@@ao im frekvenciju. Sve ovo pokazalo se mingu
obrnuti ili blokirati primjenom farmakoloSkih sujsici koje mijenjaju izvanstatna
razina 5-HT ili se ponaSaju kao agonisti ili antaigt mjesta na koja se serotonin veze
(Bagdy i sur., 2007., Kanner i Balabanov, 2002.)

1.6. Povezanost epilepsije i polimorfizma gena zatbT T

Gore navedeni polimorfizmi gena za 5-HTT pripadgpupi alteracija DNA koje ne
mijenjaju kong&ni slijed aminokiselina, a takve ,neskodljive” vjante ob&no su prisutne
u vetem broju nego one koje bi mogle imati ozbiljnijespedice na grdu i funkciju
proteinskog produkta. Ove varijacije, kao Sto jeat®no, utjeu na razinu ekspresije gena,
putem mijenjanja transkripcijske ili translacijskdikasnosti(Hahn i Blakely, 2002.)
Smatra se da alelne varijante mogu utjecati ngsitka plasténost, tj. da aktivno djeluju

na ispoljavanje kompleksnih osobinénlosti i njima pridruzenog ponasanja.

Budui da je 5-HTT jedna od krithih ta¢ki u serotoninskoj signalizaciji, provedena su
istrazivanja koja su testirala mogu li varijacijegenu za ovaj prijenosnik pridonijeti
podloznosti epileptkim napadajima. €inak promotorskog polimorfizma pian je u
idiopatskim generaliziranim epilepsijama (IGE), bdmim kao tip epilepsije za koji se
zna da nasljedni faktori imaju prevladavajuulogu. No asocijacija iznde ovog
polimorfizma i epilepsije je izostalgak i kod alela S koji ing& karakterizira reducirana
transkripcijska efikasnost u odnosu na alel L. Bako IGE nisu dal&vrstu potporu ni
pretpostavci da ponavljaja regija promotora moze modulirati prag podrazajaapadaj
(Sander i sur., 200Q.)

Studija na oboljelima od medijalnog oblika TLE-agjiksu patili od hipokampalne

skleroze, pratila je kako alelne varijante &fiena odgovor na antiepilepiie lijekove.
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Pronaiena je veza iznal polimorfizma VNTR-2 i reakcije na medicinski tmen. V&ina
pacijenata koji nisu odgovarali na terapiju biligoravo nosioci genotipa 1212. Pokazano
je da su homozigoti 1212 imalak 4 puta vé rizik da ne odgovore na terapiju u odnosu
na nosioce alela s 10 ponavljarff@auffman i sur., 2009.)Nalaz je potvrdilo i drugo
istrazivanje s istim ciljem, te skupinom oboljelihodnosu na zdrave ispitanike. | tu se
pokazalo da pacijenti s TLE-om imaju nizu frekvémalela 10 i manji udio homozigota
1010 od kontrolne skupin@lanna i sur., 2007.)Ovo se tumé& povetanom ekspresijom
5-HTT (Hranilovi¢ i sur., 2004.) Kako je prondeno da nizak serotonin @pio zn&i viSu
vjerojatnost napadaja, ovi su rezultati u skladtine zato Sto pov@ni povratni unos

serotonina ostavlja manje neurotransmitera u siétagtpukotini(Kauffman i sur., 2009.)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Brojna istrazivanja pokazala su da neurotransnsiggotonin (5-HT) modulira ravnotezu
izmedu ekscitatornih i inhibitornih signala u kortikatmii subkortikalnim regijama mozga,

te je na taj nén upleten u mehanizme epileptogeneze.

Serotoninski prijenosnik (5-HTT), membranski pratedgovoran za uklanjanje serotonina
iz sinapttke pukotine, jedan je od najvaznijih regulatoracirja serotoninske
neurotransmisije. Gen za ovaj protein sadrzi u tonskoj regiji polimorfizam 5-
HTTLPR i u drugom intronu polimorfizam VNTR-2. Zd®& ova polimorfizma pokazano
je da utjeu na efikasnost transkripcije gena za 5-HTT, teetimna aktivhost ovog

prijenosnika.

Cilj ovog istrazivanja bio je provjeriti postoji listatisttki znatajna povezanost
polimorfizama 5-HTTLPR i VNTR-2 s epilepsijom temrpbnog reznja (TLE) u hrvatskoj
populaciji, usporedbom raspodjele alela i genotpoavedenih polimorfizama izide

skupine osoba oboljelih od TLE-a i skupine zdrasitanika.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

Uzorci krvi osoba oboljelih od epilepsije tempo@inreznja (TLE) sakupljani su u
suradnji s Centrom za epilepsiju (Odjel za neunpdgSveltiliSne bolnice "Sestre
milosrdnice", u Zagrebu. U istrazivanje je bilajukena 101 osoba (68 zena, 33 muskarca
prosj&ne dobi 35+13,7 godina) oboljelih od TLE-a. Kontmol skupinucinilo je 155
zdravih kontrolnih ispitanika (105 Zzena, 50 muskararosjéne dobi 37+£13,5 godina),
darovatelja krvi, bez osobne ili obiteljske ananmmezeuropsihijatrijskih poreniaja
(prema odgovorima u anonimno ispunjavanom upitnildgtovo 70% ispitanika u svakoj
skupini ¢inile su Zene (oboljeli — 67,3%, kontrola — 67,7%Yi su uzorci dobiveni uz
suglasnost ispitanika. Istrazivanja su odobrena sichne Etkog povjerenstva

Medicinskog fakulteta Sveilista u Zagrebu.

3.2. Materijali

3.2.1. Uzorci krvi

Genomska DNA izolirana je iz 3 ml periferne krviadene na antikoagulans EDTA,
pomaiu komercijalnog kompleta za izolaciju DNA iz krysavaca:

The DNA Isolation Kit for Mammalian Blood (Roche piped Science)

3.2.2. Oligonukleotidne pdéetnice(MWG Biotech, Njemaka)

Genotipovi istrazivanih polimorfizma detektirani sBmnazanjem odgovardjih odsje&€aka
DNA lancanom reakcijom polimeraze (PCR-om, engblymerase Chain Reactipns
odgovarajdim oligonukleotidnim poetnicama:

promotorske: ,forward“5'- GGCGTTGCCGCTCTGAATG@-

(Tablica 3.1.) ,reverse”5'- GAGGGACTGAGCTGGACAARGC - 3'

intronske: Jorward“ 5 - GTCAGTATCACAGGCTGCGAG -3

(Tablica 3.3.) ,reverse“5 - TGTTCCTAGTCTTACGCCAG 3
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3.2.3. Kemikalije i otopine

Otopine za izolaciju genomske DNARoche Applied Science, Njektia)

A. Red Blood Cell Lysis Buffer

B. White Blood Cell Lysis Buffer

C. Protein Precipitation Solution

Dodatne otopine potrebne za izolaciju:

96% etanol (Kemika, Hrvatska)

70% etanol (Kemika, Hrvatska)

TE pufer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0 (Kemikartska)

Kemikalije koriStene u lan¢anoj reakciji polimerazom (PCR)
sterilna voda (Ambion, SAD)

10 x PCR pufer Il (Applied Biosystems, SAD)

25 mM MgClL (Applied Biosystems, SAD)

10 mM dATP, dCTP, dTTP i dGTP (Applied Biosyste@8D)
10 mM 7-deaza-dGTP (Roche, Njetka)

Taq polimeraza 5y (Applied Biosystems, SAD)

otopina Q (Qiagen, Njenika)

Kemikalije koriStene pri elektroforezi na 0,5%-, 2%- i 3%-tnom agaroznom

gelu
agaroza (Serva, Njertiea)

1 x TAE puffer: 10 mM Tris-HCI, 5 mM natrij-acetd,5 mM EDTA

(Kemika, Hrvatska)
pufer za nanoSenje uzoraka DNA:  glicerol
(Kemika, Hrvatska) 50% boja
bromfenol plavo, 25%
1 mM EDTA
etidij-bromid 10 mg/ml (Sigma, SAD)

standard: DNA molecular weight marker XIl, 50 basé ladder, 25@g/ml

(Boerhinger Mannheim, Njenika)
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3.2.4. Tehntka oprema i pribor

* lzolacija genomske DNA
Uzorci krvi drzani su u zamrzi¢a, a za samu izolaciju koriStene su Falcon
epruvete (od 15 ml), plastie epruvete bezepa (od 10 ml) i Eppendorf-epruvete
(od 1,51 0,2 ml). U postupku koristeni su vodengddj, centrifuga, nastavci za

pipete, parafilm, vodena vakuum sisaljka i autoklav

* Spektrofotometrija
Pipete i nastavci za pipete za stavljanje uzorakavete, te spektrofotometar na

ocitavanje.

* PCR
Za pripremu uzoraka koriStene su pipete, nastaaqipete, Eppendorf epruvete,
vortex ureaj (mijeSalica) i posuda s ledom. Nakon daj za PCR, uzorci su

stavljeni u hladnjak.

* Gel elektroforeza
Otopina agaroze zagrijana je u tikvicama, u mikhooppecnici. Za izlijevanje gela
bila je potrebna plasina kadicageSljevi za jazice, a pipete i nastavci za pipete za
same uzorke. Osim utaja s elektrodama za stvaranje el€kioig polja, vazni su

bili i UV lampa, te aparat za snimanje gela spgeaunalom.

3.3. Metode

3.3.1. I1zolacija genomske DNA

Prije pa&etka postupka otopine A, B, C iz kompleta za izglaDNA temperirane su na
sobnu temperaturu, a ¢eni precipitati otopljeni u vodenoj kupelji pri 3C. Uzorci krvi
koji su¢uvani u zamrzivéu pri -20°C takater su zagrijani na sobnu temperaturu. Alikvot
od 3 ml krvi prenijet je u Falcon epruvetu u kogudodana otopina A, te vorteksiran na

rotoru za kruzno mijeSanje oko 15 min. Nakon togatiGfugiran je 10 min na 650 x g Sto
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je omoguilo razdvajanje taloga leukocita od supernatant@ j® odliven. Talog je
resuspendiran vorteksiranjem i dodano mu je 1,56topine B nakortega je vorteksiranje
ponovljeno. Slijedila je 20-30 minutna inkubacijavadenoj kupelji poslije koje je dodano

780ul otopine C i kratko vorteksirano (25 s).

Uzorak je potom prenesen u novu plasti epruvetu, zatvoren parafiimom, te
centrifugiran 10 min, 12000 x g. Ovaj put talogheten jer su se u njemu nalazili
precipitirani proteini, a supernatant je odlivemavu Falcon epruvetu. Dodana su mu 2
volumena (4-6 ml) 96% etanola (sobne temperatuse)pnakon laganog mijeSanja
inverzijom postale su vidljive precipitirane nitiNA. Slijedilo je centrifugiranje 10 min,
875 x g, ali taj put je zadrzan talog na koji jeldo 1 ml hladnog 70% etanola.

Pomau vodene vakuum-sisaljke, talog je zatim odlijepl stijenki epruvete i skupa s
etanolom prenijet u Eppendorf epruvetu (1,5 ml)kdtacentrifugiranja 5 min, 12000 x g,
supernatant je odstranjen potnovodene vakuum sisaljke i ponovno pomijeSan s 1 ml
hladnog 70% etanola. Ponovljeno je centrifugiranj@canje supernatanta, a epruvete su
nakon toga ostavljene otvorene 5 min kako bi vié&nola ispario. Na talog je zatim
dodano 20Qul TE pufera, a resuspendiranje DNA je pospjeSekabacijom uzoraka na
37 °C u vodenoj kupelji preko o Gotova otopina s izoliranom DNA pohranjena je4or

°C do odrdivanja koncentracije i kvalitete, a nakon toga deza zamrzivéu na -20°C.

3.3.2. Odralivanje koncentracije, ¢istoée i cjelovitosti DNA

Radi mjerenja apsorbancije (A), otopina DNA razigea je u omjeru 1:20, odnosno 190
ul TE pufer i 10ul otopine DNA. Takva otopina stavljena je u spekitometar koji je
oc¢itao vrijednosti A na 260 nm. Iz A na 260 nm jeaizmata koncentracija DNA u

svakom uzorku, prema Beer-Lambertovom zakonu:Ad £ x I) ngiul

Pokazateljcistoce DNA uzorka bio je omjer A na 260 i 280 nije se prihvatljive
vrijednosti kréu u rasponu od 1,6 do 2,0. Cjelovitost DNA atinea je elektroforezom na
0,5%-tnom agaroznom gelu. Uzeto j@lZDNA uzorka, naneseno na gel i pomijeSano s 2
ul pufera za nanoSenje uzoraka. Intaktna DNA na p#étuje vidljiva kao jedna cjelovita

visokomolekularna vrpca.
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* Priprema radnih otopina
Iz svakog uzorka DNA pripremljena je radna otopkaga je koriStena kasnije za
PCR. Koncentracija radnih otopina iznosila je 1@0uh a volumen je bio 10Ql.
Volumen DNA, uzet za pripremu iz métie otopine, izréunao se prema formuli:
Vi=exVa/lgul
pri ¢emu je i-volumen matine otopine DNA, gkoncentracija izolirane DNA u
maticnoj otopini (prema Beer-Lambertovom zakonu)-koncentracija radne
otopine (zadana) i »volumen radne otopine (zadan). Volumen radne o®jpe
zatim nadopunjen pojediti@ao za svaku radnu otopinu s TE puferom do kDO

ukupnog volumena, nakamga su otopine pohranjene na 220
3.3.3. Genotipizacija promotorskog polimorfizma gea za 5HTT (5-HTTLPR)
Najprije je napravljen izkan za jednu reakciju PCR-a koji je zatim pomnozérggem
uzoraka kojice se staviti u udaj za PCR (uzorci DNA i negativha kontrola s vodom
umjesto DNA). Tako je dobiven ,master mix“, tj. ydua smjesa za PCR koja je nakon

pripreme razdjeljena podjednako u svaku epruvetgacBCR (Tablica 3.1.).

Tablica 3.1. Sastav smjese za l&anu reakciju polimerazom pri genotipizaciji polimorfizma

5-HTTLPR.
POLAZNA KONA CNA VOLUMEN ( pl)
REAGENS KONCENTRACIJA | KONCENTRACIJA | JEDNE REAKCIJE
dH,O 4,29
PCR pufer Il 10 x 1x 1,50
MgCl, 25 mM 2 mM 0,90
otopina Q 3,00
dNTP 25mM 25QM 1,20
5-HTTLPR ,forward" 10uM 0,5uM 0,75
pocetnica
5-HTTLPR ,reverse* 10uM 0,5uM 0,75
pocetnica
Taq polimeraza 5w 0,55 U 0,11
DNA kalup 100 ngtl 2,50
Konatni volumen 15,00




Volumen pojedinih komponenatactma se iz formule: ¥=¢ x V1 /¢

pri cemu je g-koncentracija radne otopines-konaine koncentracije otopina,;Mikupni

volumen smjese za PCR i¥olumen pojedine otopine. Omjer nukleotida u dagan
smjesi dNTP-a bio je 1/4 dATP, 1/4 dCTP, 1/4 dTIf,dGTP. Zbog sklonosti gvanozina
stvaranju sekundarnih struktura koje otezavaju @ot@zdvajanje na gelu, dodana je
dGTP:7-deaza-GTP. Ona se uly@ u DNA poput dGTP-a, ali stvara stabilnije

intralartane veze. Otopina Q taker je dodana radi poboljSanja uvjeta PCR-a kojim se

umnozavaju kalupi s velikim potencijalom formiragi@kundarnih struktura ili koji sadrze

mnogo GC regija. Tijekom pripreme svi su sastoginouzoraka DNA i Taq polimeraze

vorteksirani i kratko centrifugirani, a sve su kampnte tijekom postupka drzane na ledu.

Nakon toga slijedilo je umnozavanje u dmgr za PCR kroz 40 ciklusa prema

odgovarajdim parametrima (Tablica 3.2.), a gotovi produktifR&euvani su na 4C.

Tablica 3.2. Temperaturni i viemenski profil za larfanu reakciju polimerazom za

genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR.

pocetna nalijeganje produljivanje zavrsna
parametri denaturacija denaturacija pcoXetnica lanaca ekstenzija
temperatura 9%C 95°C 61°C 72°C 72°C
vrijeme 5 min 30s 30s 1 min 10 min

3.3.4. Elektroforeza kod genotipizacije promotorskg polimorfizma

Za identifikaciju uzoraka koristen je 2%-tni agarogel (2 g agaroze na 100 ml pufera).

Sam volumen gela ovisio je o wgfi kadice za gel. Agaroza je najprije otopljenauferu,

a zatim postupno zagrijana u mikrovalnogipiei. U dovoljno ohldenu, dodan je etidij-

bromid. Gel je izliven u kadicu, namjeSteni @s§lji¢i i puSten da polimerizira. Potom je

nadslojen puferom¢esljici su izvateni, a uzorci stavljeni u jazice (10 po jazici). U

produkte PCR-a prije stavljanja na gel dodano Jaullpufera za nanoSenje uzoraka DNA.

Elektroforeza je tekla najprije na 60 V dok uzarsu izisli iz jazica, a zatim na 80 V, 90

min ili viSe (ovisno o vedini gela).
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3.3.5. Genotipizacija intronskog polimorfizma genaa 5-HTT (VNTR-2)

Kao i kod prethodnog polimorfizma, prvo je naprauljizr&un za jednu reakciju PCR-a
koji je zatim pomnoZen s brojem uzoraka kaise staviti u udaj za PCR; uzorci DNA i
negativna kontrola (voda umjesto DNA). Dobivenapa smjesa za PCR nakon pripreme

razdijeljena je podjednako u svaku epruveticu z& Ptablica 3.3.).

Tablica 3.3. Sastav smjese za l&anu reakciju polimerazom pri genotipizaciji polimorfizma

VNTR-2.
REAGENS POLAZNA KONA CNA VOLUMEN ( pl)
KONCENTRACIJA | KONCENTRACIJA | JEDNE REAKCIJE
dH,0 3,69
PCR pufer Il 10 x 1x 1,50
MgCl, 25 mM 2 mM 1,20
otopina Q 3,00
dNTP 25mM 25QM 1,50
VNTR-2 ,forward" 10uM 0,5uM 0,75
pocetnica
VNTR-2 ,reverse* 10uM 0,5uM 0,75
pocetnica
Taq polimeraza 5yl 0,55 U 0,11
DNA kalup 100 ngtl 2,50
Konatni volumen 15,00

Volumen pojedinin komponenata iZumat je iz iste formule kao i za prethodni
polimorfizam, a omjer nukleotida u dodanoj smjegiostupak pripreme taker su bili
jednaki. Umnazanje u uteju za PCR odvijalo se kroz 45 ciklusa prema odgguam

parametrima (Tablica 3.4.), a gotovi produkti PC&seani su na 4C.

Tablica 3.4. Temperaturni i vriemenski profil za larfanu reakciju polimerazom za

genotipizaciju polimorfizma VNTR-2.

pocetna nalijeganje produljivanje zavrsna
parametri denaturacija denaturacija poetnica lanaca ekstenzija
temperatura 9%C 94°C 55°C 72°C 72°C
vrijeme 90s 25s 25s 20s 7 min
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