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1. SAZETAK

Rora Mia

Utjecaj poviSene i sniZene razine perifernog serotonina na trabekularnu koStanu masu

Stakora

U nedavnim istrazivanjima se pokazalo kako periferni serotonin djeluje inhibitorno na proces
kostane formacije. U naSem istrazivanju smo koristili sublinije zivotinja dobivene selektivnim
krizanjem sa viSom odnosno niZom razinom perifernog serotonina Sto predstavlja fizioloski
model za razliku od modela s izba¢enim genom u kojem su dobivene ekstremne vrijednosti.
Kako bi pokazali utjecaj perifernog i centralnog serotonina analizirali smo distalni dio
bedrene kosti i kraljeznicu mikro CT-om te denzitometrijom. Potvrdene su statisticki znacajne
razlike relevantnih kostanih parametara zivotinja sa snizenom razinom serotonina u 0dnosu na
zivotinje sa poviSenom razinom serotonina. Porastom vrijednosti serotonina dolazi do
snizavanja trabekularnog kostanog volumena. Nadalje, Zivotinje sa poviSenom razinom
serotonina imale su vecu duljinu bedrene i goljeni¢ne kosti od Zivotinja sa snizenom razinom
serotonina. Dobiveni rezultati mogli bi posluziti u daljnjim istrazivanjima i razvoju nove
anaboli¢ke terapije kojoj bi mehanizam djelovanja bio inhibicija klju¢nih dijelova

serotoninskog puta.

Kljuéne rije€i: serotonin, kost, anabolicka terapija



2. SUMMARY

Rora Mia

The Influence of Raised and Reduced Levels of Peripheral Serotonin on Trabecular

Bone Mass in Rats

Recent studies have shown that peripheral serotonin has an inhibitory effect on the process of
bone formation. In our research, we used sublines of animals that have developed, through
selective cross-breeding higher and lower levels of peripheral serotonin, which represents a
physiological model, as opposed to the model with the excluded gene in which extreme values
were obtained. To show the effect of peripheral and central serotonin, we have analysed the
distal femur and the spine using micro-CT and densitometry. We confirmed statistically
significant differences in relevant bone parameters of animals with reduced levels of
serotonin, compared to animals with raised levels. The increase in the serotonin value leads to
lowering trabecular bone volume. Measuring length and width of femur and shin bone we
have found that increasing serotonin values leads to increasing bone length and width
compared to animals with reduced levels of serotonin. The acquired results could help further
research and the development of a new anabolic therapy, whose mechanism of action would
be the inhibition of key parts of serotonergic pathways.

Key words: serotonin, bone, anabolic therapy



3. UvOD
3.1 SEROTONIN

Serotonin ili 5-hidroksitriptamin (5-HT), biogeni je amin Siroko rasprostranjen u biljnome i
zivotinjskome svijetu. U sisavaca serotonin se nalazi u enterokromafinim crijevnim
stanicama, u trombocitima, te kao neurotransmiter u sredi$njem ziv¢anom sustavu (Mohamed
I sur., 2008). Serotonin u organizmu se sintetizira iz esencijalne aminokiseline L-triptofana
pomocu enzima triptofan hidroksilaze (Slika 1). Najveéi dio, oko 95% serotonina u
organizmu sintetizira se u enterokromafinim stanicama tankog crijeva (tzv. Kultschitzkyjeve

stanice), a ostatak se sintetizira u mozgu i perifernim organima.

HO HO HO HO
5 NH,
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Slika 1. Sinteza serotonina. Hidroksilacijom C5 atoma triptofan hidroksilazom nastaje 5-
hidroksitriptofan, koji se potom dekarboksilira dekarboksilazom aromatskih L-aminokiselina

u serotonin.

Zbog ogranicene distribucije 1 visoke konstante Ky, triptofan hidroksilaza je limitiraju¢i faktor
u sintezi serotonina. Samo 5% od ukupnog metabolizma triptofana koristi se za sintezu
serotonina. Ovako mali postotak moZe se objasniti gotovo specificnom lokalizacijom triptofan
hidroksilaze u mozgu i enterokromafinim stanicama. 95% metabolizma triptofana odvija se u
jetri za sintezu kinureina (Mohamed i sur., 2008). Zbog dvostruke prirode serotonina
otkrivene su 2 izoforme triptofan hidroksilaze (TPH). Izoforma TPH1 djeluje na periferiji
organizma dok se TPH2 izoforma nalazi u srediSnjem Ziv€anom sustavu u serotonergi¢nim
neuronima (Walther i sur., 2003). Razgradnja serotonina odvija se pomocu enzima
monoaminooksidaze (MAO) koja takoder ima 2 izoforme (Mohamed i sur., 2008). MAO-A

izoforma djeluje u jetri 1 plu¢éima gdje se razgraduje vec¢i dio serotonina, dok MAO-B



izoforma djeluje u mozgu. Konacan produkt razgradnje serotonina je 5-hidroksi indol octena

kiselina (5-HIAA) (Ashcroft i sur., 1966).

Iz enterokromafinih stanica serotonin se otpusta u cirkulaciju te djeluje na periferiji
organizma, dok je serotoninski sustav u centralnom zivéanom sustavu odvojen krvno
mozdanom barijerom. Serotonin ne prolazi krvno mozdanu barijeru te je na taj nacin dobro
odijeljen od serotonina iz periferije, sto je vrlo interesantno u proucavanju njegove uloge kao
molekule koja djeluje neovisno u dva odvojena sustava (Mann i sur., 1992). U cirkulaciji se
serotonin nalazi u plazmi u malim koli¢inama jer ga trombociti unose u svoj lumen pomocu
serotoninskog transportera (SHTT ili SERT) (Berger i sur., 2009). Za farmakologiju je
posebno vazno da je serotonin neurotransmiter u sredi$njim i perifernim neuronima. U
srediSnjem zivéanom sustavu postoji difuzni serotonergi¢ni sustav. Tijela neurona nalaze se u
tzv. rafe-jezgrama iz kojih odlaze descendentni aksoni u kraljezni¢énu mozdinu i ascendentne

projekcije u mozak (Slika 2).

serotoninergicni
sustav

N

jezgre raphe

Slika 2. Mjesto stvaranja serotonina u mozgu te njegove glavne projekcijske zone.

Farmakoloski 1 fizioloSki u€inci serotonina u srediSnjem Ziv€anom sustavu su mnogostruki 1
raznovrsni, a obuhvacaju nadzor nad ucenjem, pamcéenjem, raspoloZenjem i ponaSanjem, nad
kardiovaskularnom funkcijom, termoregulacijom, miSi¢cnom kontrakcijom, endokrinom
funkcijom i depresijom. U organizmu serotonin ima brojne katkad i suprotne ucinke, to je

posljedica §to ovaj biogeni amin djeluje na mnoga tkiva i organe izravno, ali 1 posredno preko
2



ziv€anog sustava. U pravilu serotonin izravno uzrokuje kontrakciju glatkih misi¢a krvnih zila
preko 5-HT,, receptora. Osim u skeletnim miSi¢ima i srcu, gdje nastaje vazodilatacija,
serotonin izaziva vazokonstrikciju (Katzung i sur., 2011). Serotoninom izazvana
vazodilatacija, zahtijeva prisutnost vaskularnih endotelnih stanica (u oSte¢enom endotelu
koronarne se krvne zile kontrahiraju). Aktivacija 5-HT3 receptora na Ziv€anim zavrSetcima
vagusa u koronarnim krvnim zilama povezana je s kemoreceptorskim refleksom koji se sastoji
od bradikardije zbog pojacanog tonusa vagusa i hipotenzije koja je posljedica Smanjenja
srcanog minutnog volumena bradikardijom. Nakon injekcije serotonina pokusnim
zivotinjama, vide se tri promjene krvnog tlaka. Na pocetku su smanjeni frekvencija srca,
minutni volumen i krvni tlak zbog kemoreceptorskog ucinka. Nakon toga se zbog
vazokonstrikcije krvni tlak poveéava. U trecoj fazi se tlak ponovno smanjuje, $to se pripisuje
vazodilataciji krvnih Zila koje opskrbljuju skeletne misi¢e (Katzung i sur., 2011). U
probavnom sustavu dolazi do stimulacije motiliteta gastrointestinalnoga trakta, u bronhima
naj¢eS¢e nastaje bronhokonstrikcija, posebice u asmati¢nih bolesnika i bolesnika sa
karcinoidom (Kova¢ i suradnici 2011). Zbog nedostatka substani¢ne organizacije, kKao I
enzima triptofan hidroksilaze, trombociti ne mogu sintetizirati serotonin, ali posjeduju
mehanizam za njegov aktivni unos (,,serotoninsku pumpu‘). Smatra se da najveéi dio
serotonina u njima potjece iz enetrokromafinih stanica crijevne sluznice iz kojih serotonin
dospijeva u trombocite pretezno iz cirkulacije. Trombociti imaju sposobnost otpusStanja
serotonina bilo izdvojeno bilo vlastitim raspadom. U¢inci serotonina posredovani su iznimno
velikim brojem membranskih receptora (od 1 do 7). Sest podtipova pripada porodici receptora
spregnutih s G-proteinima dok je jedan ionotropni receptor. Posljednji (5-HT3) ¢lan je obitelji
nikotinskin/GABAA receptora u &ijem se sastavu nalaze Na*, K* ili CI” kanali (Katzung i sur.,
2011).

3.2. KOST

Kost je visoko specijalizirano tkivo koje je karakteristicno za sve kraljeznjake. Uz glavnu
ulogu potpore organizmu kost je $tit organima u tjelesnim Supljinama, hvatiSte misi¢ima,
mjesto stvaranja krvnih stanica i biokemijski regulator koncentracije kalcija i drugih minerala
u organizmu. Kostano tkivo izgradeno je od kostanog matriksa i tri razlicite vrste stanica:

osteocita, osteoblasta 1 osteoklasta. KoStani matriks sastoji se od organskog materijala koji mu

3



daje elasti¢nost i1 anorganskih soli koje mu daju cvrsto¢u. Kao najzastupljeniji organski
materijal istiCe se kolagen tipa I koji ¢ini 95% organske tvari kosti. Od ostalih organskih tvari
nalazi se i1 veliki broj proteoglikana, glikoproteina i koStanih morfogenetskih proteina.
Najzastupljeniji anorganski spoj u kosti je hidroksiapatit, Cas(PO,)3OH. Diferencijacijom iz
osteoprogenitornih stanica nastaju osteoblasti, stanice odgovorne za proizvodnju i
mineralizaciju koStanog matriksa. Osteociti su zreli osteoblasti koji se nalaze unutar kosStanog
matriksa i zaduzeni su za njegovo odrzavanje. Osteoklasti su velike, viSejezgrene stanice,
nastale spajanjem mononuklearnih stanica prekursora u viSejezgrene cjeline (Urist, 1980).
Osnovna im je zada¢a razgradnja mineraliziranog koStanog tkiva lu¢enjem proteoliti¢kih

enzima i vodikovih iona.

Morfoloska struktura kosti dijeli se na kompaktnu-kortikalnu i na spuzvastu-trabekularnu kost
(Slika 3). U kortikalnoj kosti su vlakna kolagena gusto sloZena u koncentricne lamele dok su
u spuzvastoj kosti kolagena vlakna poslozena u otvorenu mrezu trabekula. Trabekule ¢ine
kost lakSom 1 daju joj vecu povrSinu te se stvaraju mjesta za krvne zile 1 koStanu mozdinu.
Razlika u morfologiji izmedu ova dva tipa kosti ima osnovu u primarnoj funkciji. Kortikalna
kost sluzi kao mehanicka potpora, dok trabekularna ima primarnu funkciju u metabolizmu

kostanog tkiva.
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Slika 3. Osnovna grada kostanoga tkiva.



Kostano tkivo je u neprekidnom dinamickom procesu razgradnje i ponovnog obnavljanja.
Proces kojim se tijekom zivota dijelovi koStanog tkiva zamjenjuju novoizgradenom kosti
naziva se koStanom pregradnjom. Njezin je cilj izmjena starih i dotrajalih dijelova novom,
kvalitetnom kosti, a nastaje kao odgovor na tjelesnu aktivnost. KosStana pregradnja takoder
osigurava otpustanje kalcija i ostalih minerala u cirkulaciju. Taj proces je nuzan za odrzavanje
optimalne koncentracije kalcija u krvi i odvijanje raznih procesa u tijelu. Pregradnja kosti se
odvija u dvije faze. Prva je razgradnja (resorpcija), za koju su odgovorni osteoklasti koji
djeluju na kosStanoj povrSini. Druga faza je izgradnja kosti pod utjecajem osteoblasta koji
udubine nastale razgradnjom kosti ispunjavaju organskim matriksom. U mreZzu kolagenih
vlakana odlazu se minerali te ciklus koStane pregradnje zavrSava mineralizacijom kosti
organskog matriksa. Ravnoteza u procesu kostane pregradnje postize se kada se razgradena
kost u potpunosti nadomjesti novim kostanim tkivom. Tijekom Zivota mijenja se dinamika
koStane pregradnje. Vrh koStane mase postize se oko tridesete godine Zivota nakon cega
postepeno prevladavaju procesi kostane razgradnje. Slabljenje strukture, odnosno kvalitete
kosti, moze dovesti do razvoja kroni¢ne degenerativne bolesti, osteoporoze, visoko
zastupljene u zapadnjackoj populaciji koja je pracena velikim rizikom za razvoj prijeloma,

koji potom moze dovesti do vrlo ozbiljnih zdravstvenih komplikacija (WHO, 2004).

3.3. ULOGA SEROTONINA U REGULACIJI KOSTANOG METABOLIZMA

Uloga serotonina u regulaciji metabolizma kostanog tkiva otkrivena je tek nedavno (Warden i
sur., 2005). Transporter serotonina (SHTT) kao 1 serotoninski receptori nadeni su na svim
stanicama koStanog tkiva. lako se funkcija navedenih receptora treba jo$ potvrditi kao 1
mehanizmi djelovanja serotonina na kost, vjeruje se da djeluje neposredno preko Lrp-5 (low
density lipoprotein receptor 5) receptora koji je jedan od koreceptora u Wnt signalnom putu
(YYadav i sur. 2008) (Slika 4).



Serotonin

Enterokromafing [

stanice smanjena kostana

masa

Crijevo

Slika 4. Mehanizam djelovanja serotonina na kost.

U ljudi gubitak funkcije LRP-5 receptora zbog mutacije uzrokuje osteoporozu pseudoglioma
(Gong i sur., 2001). Osteoporoza pseudoglioma je rijetka autosomalno recesivna bolest koja
se ocituje juvenilnom osteoporozom i kongenitalnom sljepo¢om (Martinovic¢ i sur., 2004). Za
razliku od osteoporoze pseudogliome gdje gubitak funkcije LRP-5 dovodi do prevladavanja
kataboliti¢kih nad anabolitickim procesima koStanog metabolizma, sindrom visoke koStane
mase, uzrokovan hiperfunkcijom LRP-5 signalnog puta, pokazuje prevladavanje anabolic¢kih
procesa (Boyden i sur., 2002). Genskom analizom miSeva sa izbaenim genom za Lrp-5
utvrdeno je da ekspresija gena za triptofan hidroksilazu, koja je ograni¢avajuci faktor u sintezi
serotonina, znacajno poviSena u odnosu na miseve divljeg tipa (Kato i sur., 2002), Kkoji su

imali manju koStanu masu te smanjenu funkciju i proliferaciju osteoblasta.

Navedeno moze imati znac¢ajnu ulogu u prevenciji menopauzom inducirane osteoporoze kod

miseva, djelovanjem na smanjenje produkcije serotonina na periferiji.

Istrazivanja pokazuju da serotonin iz crijeva moze direktno kontrolirati koStani metabolizam.
Otpustanjem u krv dolazi do kosti gdje je gubitak kosti upravo proporcionalan sa

koncentracijom serotonina (Karsenty i sur., 2008).
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Slika 5. Utjecaj crijevnog serotonina na koStani metabolizam djelovanjem na funkciju
osteoblasta.

Najnovija istrazivanja pokazuju da serotonin ima utjecaj na proliferaciju osteoklasta, za
razliku od prvotnih rezultata u kojim se pokazalo da serotonin djeluje na osteoblaste (Chabbi i
sur., 2012). Takoder je napravljeno istrazivanje u kojem se pokazuje da serotonin ne djeluje
na kost preko Lrp-5 te da je upitan njegov direktan u¢inak na kost (Cui i sur., 2011). Sve
navedeno ukazuje na jo§ nedovoljno istrazenu ulogu serotonina u ko$tanom metabolizmu te
da je uspostavljanje adekvatnih zivotinjskih modela, neophodno za tumacenje, analizu te u

konacnici formulaciju buduce terapije u bolestima kostanog metabolizma.



4. HIPOTEZA

U zivotinjskom modelu s promijenjenom razinom serotonina u krvi postojat ¢e utjecaj na
pregradnju trabekularne kosti. Zivotinje s povisenom razinom serotonina imat ¢e slabiju
kostanu pregradnju te ¢e kosti biti slabije kvalitete u usporedbi sa zivotinjama sa snizenom

razinom serotonina u Krvi.

5. CILJEVI RADA
e Testirati utjecaj razine serotonina u krvi na kvalitetu kosti.

e (Odrediti i kvantificirati razliku u koStanim trabekularnim parametrima izmedu Zivotinja

sa viSom i niZzom razinom serotonina.

e Odrediti i kvantificirati razliku u duzini kosti izmedu zivotinja sa viSom i nizom razinom

serotonina.

e Odrediti i kvantificirati razliku u Sirini kosti izmedu zivotinja sa viSom i niZom razinom

serotonina.



6. MATERIJALI | METODE
6.1 ODREDIVANIJE RAZINE SEROTONINA

Plazma bogata trombocitima (PRP-platelate rich plasma) dobivena je centrifugiranjem uzorka
krvi na 1200 x g, 2 min. Dio plazme u kojoj su se odijelili trombociti prenio se u novu tubu
gdje se mijesanjem dobila homogena suspenzija trombocita. 1z te homogene smjese odijelio
se mali dio za brojanje trombocita u uzorku. Razina serotonina u trombocitima (PSL-platelate
serotonin level) dobivena je centrifugiranjem plazme bogate trombocitima (PRP) na 8500 x g,
10 min. Trombociti su homogenizirani u deioniziranoj vodi pomocu ultrasonikacije (30s,
20kHz, 8um). Proteini iz otopine su precipitirani sa ZnSO4 (10%, 1 mL) i NaOH (1 N, 0.5
mL) nakon cega je uslijedilo ponovno centrifugiranje na 1200 x g, 15min. Supernatant je
prenesen u staklenu epruvetu u koju je kasnije dodan L-cistein (1%, 100 ul) i OPT
(orthophthaldi-aldehyde) (0.01%, 2 mL) nakon Cega je reakcijska smjesa bila zagrijana do
100°C i tako drzana 10min. Nakon hladenja fluorescencija uzorka je o¢itana na 485nm sa
ekscitacijom na 345nm (Perkin-Elmer LS50). Rezultati su izrazeni kao masa serotonina

(5HT) u ng po jedini¢nom broju trombocita (Jernej i sur., 2011).

6.2. ZIVOTINJSKI MODEL | PROTOKOL

Istrazivanje se provodilo u suradnji sa Institutom "Ruder Boskovi¢" koji je donirao Zivotinje
sa promijenjenom razinom serotonina u krvi. Sublinije Stakora soja Wistar sa visokim i
niskim razinama serotonina stvorene su tako da su muzjaci i zenke sa najvi$im i najnizim
vrijednostima trombocitnog serotonina izabrani iz populacije i pareni medusobno kako bi
stvorili sublinije sa visokim i niskim serotoninom. U potomcima se odredivanje serotonina u
trombocitima odvijalo 4 tjedna nakon okota. Srednje vrijednosti serotonina za subliniju s
nizim vrijednostima serotonina s iznosima oko 70%, dok za subliniju sa vi$im vrijednostima s
iznosima oko 150% u odnosu na pocetnu populaciju se smatralo znacajnim za uvrStavanje u
studiju (Cicin-Sain i sur., 2011). Zivotinje su smjestene u kavezima pod kontroliranim
uvjetima sa pravilnom izmjenom svjetla i tame (12h/12h), 24°C i 60+10% relativne vlaZnosti.
Zivotinje su imale slobodan pristup hrani i vodi. Svi pokusi su provedeni u skladu sa i prema
Pravilniku o zastiti Zivotinja koje se koriste u pokusima ili u druge znanstvene svrhe Zakona o

zaStiti Zivotinja Republike Hrvatske.



U istrazivanje su bile uklju¢ene Zenke sublinije Stakora soja Wistar koje smo razdvojili u dvije
grupe prema razini serotonina u plazmi: poviSena razina i snizena razina. Odredivanje razine
serotonina napravljeno je u laboratorijima instituta "Ruder Boskovi¢", Zavod za molekularnu
biologiju, Laboratorij za neurokemiju i neurobiologiju. Zivotinje su vagane kako bi se
usporedila masa izmedu sublinija. Nakon zrtvovanja Zivotinja duljina 1 Sirina kosti bila je
izmjerena pomi¢nom mjerkom i dalje su kosti bile fikisrane 24 sata u 4% formalinu i

pohranjene u 70% etanolu.

6.3. MIKRO-KOMPJUTERIZIRANA TOMOGRAFIA

Tomografsko snimanje se temelji na usmjeravanju rendgenskih zraka prema predmetu iz vise
orijentacija (kutova) i mjerenju smanjenja intenziteta emitiranih zraka. Kompjuterizirana
tomografija (CT) je neinvazivna radiografska metoda koja koristi kompjuter za rekonstrukciju
slike od ravnine poprecnog presjeka (eng. slice) kroz predmet. CT umjesto
dvodimenzionalnih elemenata, piksela (slikovni elementi) sadrzi voksele (volumni elementi)
koji opisuju trodimenzionalnost dobivene slike (Guldberg i sur., 2004). CT je prvi put
razvijena ranih 1970-tih godina (Ambrose i sur., 1973). CT uredaji dobivaju prefiks s obzirom

na razinu razluc¢ivosti.

U istrazivanju se koristio nCT uredaj 1076 tvrtke SkyScan (Kontich, Belgija) (Slika 6).
Uredaj ima moguénost snimanja in vivo i ex vivo uzoraka. Snimanje uzoraka kosti iz ovog
pokusa radilo se na 18um sa aluminijskim filtrom debljine 0,5mm te rotacijskim pomakom od
0,6° u podruc¢ju od 190°. Utjecaj na kosti promatrana je na 2 mjesta, distalna bedrena kost i
lumbalni dio kraljeznice. Analizom dobivenih slika odredili smo vrijednosti za trabekularnu
kost.
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Slika 6. uCT uredaj 1076 tvrtke SkyScan

6.4. DENZITOMETRIJA

Denzitometrija je napravljena pomocu Hologic QDR 4000 (Waltham, USA) uredaja koristeci
metodu dvoenergetske apsorpciometrije X zraka (DXA) na ex vivo Stakorskim bedrenim
kostima. Pripadaju¢im programom analizirali smo distalni dio bedrene kosti i lumbalni dio
kraljeSnice te su dobivene vrijednosti za koStano podrucje (BV, bone volume), kostani
mineralni sadrzaj (BMC, bone mineral content) koji su koriSteni za izraCunavanje koStane

mineralne gusto¢e (BMD, bone mineral density).

6.5 STATISTIKA

Dobiveni podaci za koStane parametre prikazani su kao srednja vrijednost + standardna
devijacija za svaku promatranu grupu. Podaci su analizirani primjenom Student t-testa za

usporedbu 2 promatrane grupe. Rezultati su smatrani statisti¢ki znacajni ako je p < 0,05.
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7. REZULTATI

7.1. RAZLIKE U MORFOMETRIJSKIM PARAMETRIMA ZIVOTINJA SA
PROMIJENJENOM RAZINOM SEROTONINA

7.1.1. Tezina

Mjerenjem tezine Zivotinja sa promijenjenom razinom serotonina u krvi pokazano je da
Zivotinje sa snizenom razinom serotonina imaju manju tezinu u odnosu na Zivotinje s
povisenom razinom serotonina, Sto govori u prilog sistemskog ucinka serotonina na cijeli

organizam (Slika 7).

350,0

Visoki SHT

300.0 ]- = M Niski SHT
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[®]
o
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o

Slika 7. Tezina (g) Zivotinja sa snizenom i povi§enom razinom serotonina; * statisticki

znacajno razli¢it rezultat u odnosu na grupu sa visim vrijednostima serotonina, p<0.05.
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7.1.2. Duljina 1 Sirina bedrene i goljenicne kosti

Mjerenjem pomi¢nom mjerkom dobiveni su sljedeci podaci: Zivotinje sa poviSenom razinom
serotonina imaju vecu duljinu bedrene i goljeni¢ne kosti od Zivotinja sa snizenom razinom

serotonina (Slika 8.A). Razina serotonina u krvi ne utje¢e na Sirinu kosti (Slika 8.B).

A B

42,0 -+ o * A5 -
Visoki 5HT !
~ 40,0 W Niski 5HT T _ 40 - 1
£ 38,0 * E
< ’ b < 3,5 "
= T Z
3 36,0 - >~ 3,0 -
34,0 - 25 - T
32,0 . 2,0 .
Femur Tibia Femur Tibia

Slika 8. Duljina i Sirina bedrene i goljeni¢ne kosti. (A) duljina (mm) kod Zivotinja sa
poviSenim i snizenim vrijednostima serotoninom. ; (B) S$irina (mm) kod Zivotinja sa
poviSenim i sniZzenim vrijednostima serotoninom.; * znacajno razli¢ito u odnosu na grupu sa

viSim vrijednostima serotonina, p<0.05
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7.2. MIKRO CT ANALIZA
7.2.1. Distalni dio bedrene kosti

Analizom podataka dobivenih mikroCT uredajem izmjereni su slijede¢i kostani parametri:
TV- tkivni volumen, BV/TV-odnos trabekularnog kostanog i tkivnog volumena i trabekularni
parametri koji uklju¢uju Tb.Th.-debljinu trabekula, Th.Sp.-trabekularno razdvajanje i Th.No.-
broj trabekula. Pokazano je da Zzivotinje sa snizenom razinom serotonina imaju nize
vrijednosti TV, ali viSe vrijednosti odnosa trabekularnog kosStanog i tkivnog volumena

(BV/TV) u odnosu na zivotinje sa poviSenim vrijednostima serotonina (Slika 9.A).

Zivotinje sa poviSenom razinom serotonina imaju slabije trabekularne parametre od Zivotinja
sa nizom razinom serotonina, S§to se vidi iz ve¢ih vrijednosti debljine trabekula te smanjenja

njihovog ukupnog broja (Slika 9.B).

Visoki SHT
35.0 mNiski SHT 2.4 *
30,0 T % * 2 T
25.0 L8
16
20,0 il L4
12
15.0 : %
0.8 I
10.0 06
50 0.4
' 0.2
0.0 o T —
TV (mms3) BV/TV (%) Tb.Th  TbNo.  TbSp

Slika 9. MikroCT analiza distalnog dijela bedrene kosti; (A) TV-tkivni volumen; BV/TV-
odnos trabekularnog kostanog i tkivnog volumena; (B) Tb.Th-debljina trabekula; Th.No.-broj
trabekula; Th.Sp- trabekularno razdvajanje; * statisticki znacajno razli¢it rezultat u odnosu na

grupu sa vi§im vrijednostima serotonina, p<0.05.

U promatranih Zivotinja postoji dobra korelacija koStanih parametara na distalnom dijelu
bedrene kosti sa izmjerenim vrijednostima serotonina. Promatrani koStani parametri su

BV/TV (odnos trabekularnog kostanog i tkivnog volumena), Tb.No (trabekularni broj) i
14



Th.Sp (trabekularno razdvajanje). Porastom razine serotonina dolazi do pada odnosa

trabekularnog kostanog i tkivnog volumena i broja trabekula te porasta trabekularnog

razdvajanja. Vrijednosti korelacijskog koeficijenta upucuju na veliku korelaciju izmedu

vrijednosti serotonina i odnosa trabekularnog kostanog i tkivnog volumena (BV/TV) i broja

trabekula (Th.No) (Slika 10.A i 10.B). Mjerenjem promjena trabekularnog razdvajanja ovisno

0 promjenama serotonina dobivena je korelacija koja ukazuje na srednje jaku povezanost
varijabli (Slika 10.C).
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7.2.2. Lumbalni dio kraljesnice

Zivotinje sa snizenom koli¢inom serotonina imaju veé¢i BV/TV (odnos trabekularnog
kostanog i tkivnog volumena), ve¢i Tb.No (trabekularni broj) dok su im TV (tkivni volumen),
Th.Th. (trabekularna debljina) i Th.Sp. (trabekularna razdvojenost) manji od zivotinja sa
poviSenim serotoninom S$to ukazuje na bolju kvalitetu kosti na mjestu lumbalnog dijela

kraljeSnice (Slika 11).

A B
Visoki SHT
50,0 % 4,0 *
m Niski SHT
40,0 3.0 ;
30.0
2,0
20,0
10,0 1.0 %
* -
0.0 0,0 s —
TV (mm3) BV/TV (%) Tb.Th (mm) Tb.No Tb.Sp (mm)

Slika 11. MikroCT analiza lumbalnog dijela kraljesnice; (A) TV- tkivni volumen; BV/TV-
odnos trabekularnog kostanog i tkivnog volumena; (B) Th.Th- debljina trabekula; Th.No- broj
trabekula; Tb.Sp- trabekularno razdvajanje; * statisti¢ki znacajno razli€it rezultat u odnosu na

grupu sa vi§im vrijednostima serotonina, p<0.05.

U promatranih Zivotinja postoji dobra korelacija koStanih parametara na mjestu lumbalnog
dijela kraljeSnice sa izmjerenim vrijednostima serotonina. Promatrani koStani parametri su
BV/TV (odnos trabekularnog koStanog i tkivnog volumena), Tb.No (trabekularni broj) i
Th.Sp (trabekularno razdvajanje). Porastom razine serotonina dolazi do smanjenja odnosa
trabekularnog kosStanog i tkivnog volumena i broja trabekula te porasta trabekularnog
razdvajanja. Vrijednosti korelacijskog koeficijenta upucuju na visoku negativnu korelaciju
izmedu vrijednosti serotonina i odnosa trabekularnog kostanog i tkivnog volumena (BV/TV) i

broja trabekula (Tb.No). (Slika 12.A i 12.B). Mjerenjem promjena trabekularnog razdvajanja
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ovisno o0 promjenama vrijednosti serotonina dobivena je visoka pozitivna korelacija koja

ukazuje na veliku povezanost varijabli (Slika 12.C).
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Slika 12. MikroCT analiza lumbalnog dijela kraljesnice (L3); (A) BV/TV (odnos
trabekularnog kostanog i tkivnog volumena); (B) Tb.No (broj trabekula); (C) Tb.Sp.

(razdvojenost trabekula).

17



Slika 13. Mikro CT 3D prikaz modela (A) bedrene kosti i (B) kraljeznice; (A1, B1) Zivotinje

sa poviSenim serotoninom; (A2, B2) zivotinje sa Snizenim serotoninom; Zute strelice- debljina

trabekula, bijele strelice- razdvojenost trabekula.
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7.3. ANALIZA KOSTANE MINERALNE GUSTOCE DENZITOMETRIJOM

Nakon snimanja kostiju DXA Hologic QDR 4000 uredajem pripadaju¢im softver programom
analizirane su bedrena kost te L3 kraljezak lumbalnog dijela kralje$nice. Zivotinje sa
poviSenom razinom serotonina pokazuju nize vrijednosti kostane mineralne gusto¢e (BMD)
na distalnom djelu bedrene kosti i na lumbalnom dijelu kraljesnice iako razlika nije statisticka

znacajna (Slika 14).

0,34 -

0,32 - Visoki SHT

o

w

o
L

[ B Niski SHT

o
N
o

BMD (g/cm2)
o
>
—

Femur Kraljesnica (L3)

Slika 14. Analiza ko$tane mineralne gustoée denzitometrijom kod Zzivotinja sa sniZzenim

odnosno poviSenim vrijednostima serotonina

19



8. RASPRAVA

Svaki organ, odnosno tkivo u ljudskom organizmu odlikuje se svojim specificnim
karakteristikama koji ga definiraju. Kostano tkivo predstavlja izrazito dinami¢an organ koji se
odlikuje jedinstvenom karakteristikom, a to je da se tijekom cijeloga zivota neprekidno
razgraduje odnosno izgraduje u procesu koji se zove koStana pregradnja. Cijeli proces je
izrazito dobro koordiniran uskladenom aktivnos$¢u kosStanih stanica osteoblasta i osteoklasta
koji zahtijeva potpunu kontrolu i regulaciju aktivnosti putem mnogobrojnih faktora ukljuc¢enih
u kostani metabolizam. Medu njima nalazimo veliki broj citokina i1 faktora rasta, hormona
(PTH, estrogen,leptin), kostanih morfogenetskih proteina (BMP 2-7, BMP 1) koji pospjeSuju
izgradnju kosti i tako odrzavaju homeostazu unutar kostane pregradnje (Grgurevi¢ i suradnici,

2011).

Veliki je broj stanja kod kojih se razvija potreba za uporabom koStanih anabolic¢kih faktora.
Jedno od zastupljenijih kroni¢nih degenerativnih bolesti koje nuzno zahtijevaju potrebu za
novim anabolicima je i osteoporoza. Ona je obiljezena gubitkom koStane mase te
poremec¢enom ravnotezom izmedu procesa koStane razgradnje i izgradnje (Lix 2012). Terapija
osteoporoze ukljucuje iskljucivo antiresorptivne lijekove, bisfosfonate, kalcitonin te estrogen
te selektivne modulatore estrogenskih receptora kod zena. Navedeni lijekovi imaju
mnogobrojna ograni¢enja. PTH predstavlja jedini anabolicki lijek na trziStu. Pored njega
imamo i aktivatore Wnt signalnoga puta koji djeluju preko inhibicije endogenih molekula
sklerostina i1 dickkopfl. Svaki od navedenih lijekova djeluje preko razli¢itih molekularnih
mehanizama koji dovode do povecanja koStane mase, ali takoder imaju i svoje prednosti i

ogranicenja kao efektivnih anabolika u lijeenju osteoporoze (Baron 2012).

Uloga serotonina u regulaciji koStanoga metabolizma nije do kraja razjasnjena te se pokusava
istraziti njegova tocna uloga odnosno mehanizam djelovanja. Ono §to je poznato je da se
serotonin nalazi i u centralnom Ziv€anom sustavu i na periferiji, te ne prolazi krvno-moZzdanu
barijeru. Nedostatak serotonina u mozgu ne utjeCe na serotonin na periferiji i obrnuto. U
nedavnim istrazivanjima pokazali su kako periferni serotonin djeluje inhibitorno na proces
kostane formacije (Teitelbaum and Ross 2003; Yadav i sur., 2008). Prilikom istrazivanja
uloge serotonina u koStanom metabolizmu potrebno je razviti adekvatne modele koji ¢e jasno
pokazati kako nedostatak odredenog enzima ili faktora povezanih uz metabolizam serotonina

pravilno koreliraju i sa njegovom funkcijom na periferiji. Upravo zbog toga razvijen je veliki
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broj animalnih modela povezanih uz metabolizam i1 funkciju serotonina kao §to su misevi sa
izbacenim genom za Tphl, Tph2, Lrp5 te miSeva sa izbaenim genom za leptin (ob/ob) ili za

njegov receptor (db/db) (Inose i sur., 2011).

Posebnost naSeg istrazivanja je u tome Sto smo koristili jedinstveni Zivotinjski serotoninski
model gdje su selektivnim krizanjem dobivene sublinije Zivotinja sa viSom odnosno nizom
razinom perifernog serotonina (Cicin-Sain i sur., 2005). Kako bi pokazali razlike u
djelovanju serotonina na aksijalni i periferni skelet u¢inak je analiziran na bedrenoj kosti i na
kraljeznici. Nakon analize mikroCT-om potvrdene su statisticki znacCajne razlike odnosa
trabekularnog kostanog i tkivnog volumena (BV/TV) kao 1 tkivnog volumena (TV) zivotinja
sa niskom koli¢inom serotonina u krvi u odnosu na Zzivotinje sa poviSenom koli¢inom. Iz
vrijednosti tkivnog volumena (TV) bi mogli zakljuciti da serotonin ima sistemski u¢inak na
rast 1 razvoj cjelokupnog organizma jer su zivotinje s nizim vrijednostima serotonina bile
manje i lakSe sa kra¢im kostima. Promjene u vrijednostima trabekularnih parametara bile su
potvrda polazne hipoteze. Zivotinje sa snizenom razinom serotonina imale su poveéan broj
kostanih trabekula te snizene vrijednosti parametara koje odreduju debljinu i razdvojenost
trabekula. Analizom utjecaja serotonina na duljinu i $irinu kosti, pokazane su razlike izmedu
zivotinja sa niskim serotoninom u odnosu na zivotinje sa visokim serotoninom S§to nije
potvrdeno u studijama vezanih uz LRP5 funkciju i kosStani metabolizam (Yadav i sur.,2010).
Denzitometrijska analiza samo je dala potvrdu rezultata dobivenih mikroCT-om, a to je da
Zivotinje sa povisenom razinom serotonina imaju manju koStanu mineralnu gusto¢u u odnosu

na zZivotinje sa povisenom razinom serotonina.

Navedenim istrazivanjem je uspostavljen siguran i reproducibilan Zivotinjski serotoninski
model koji je jasno potvrdio veliku ulogu serotonina u koStanom metabolizmu analizom
relevantnih koStanih parametara. Njegova primjena moZze posluziti u daljnjim istrazivanjima
mnogobrojnih potencijalno novih lijekova- anabolika na kosStanu formaciju djeluju¢i na

kljucne dijelove serotoninskoga puta.
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9. ZAKLJUCAK

Navedeno istrazivanje potvrdilo je izraziti utjecaj serotonin na kostani metabolizam u dobro
uspostavljenom Zzivotinjskom serotoninskom modelu. Porastom vrijednosti serotonina dolazi
do snizavanja trabekularnog kostanog volumena. Time nam se otvaraju nove ideje za daljnja
testiranja supstanci koje dijeluju na snizenje vrijednosti serotonina u krvi te prevenciju

razvoja osteoporoze.
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