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Uvod

1. UVOD

Serotonin (5HT) jedan je od klju¢nih biogenih amina u organizmu kraljeznjaka, poznat
po svojoj visestrukoj ulozi u fiziologiji, bihevioralnoj regulaciji 1 homeostazi organizma. Iako
je najpoznatiji kao neurotransmiter u sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS), gdje modulira
procese poput raspolozenja, socijalne interakcije, agresije 1 anksioznosti, visSe od 90% ukupnog
serotonina nalazi se izvan mozga, ponajprije u trombocitima i u enterokromafinim (EC)
stanicama gastrointestinalnog sustava. Taj tzv. periferni serotonin sudjeluje u regulaciji
pokretljivosti probavnog sustava, apsorpciji nutrijenata, regulaciji glikemije, lipogenezi i
lipolizi, kontrakciji glatkih miSi¢a te koordinaciji imunoloskog i reproduktivnog odgovora.
Unato¢ njegovu velikom fizioloSkom znacaju, periferni serotoninski sustav daleko je manje
istrazen od srediSnjeg, a posebno je nedovoljno poznat u gmazova. To otvara znaCajan prostor
za istrazivanja koja povezuju razine perifernog SHT-a s prilagodbama na okoli$ i obrascima

ponasanja.

Gmazovi, a osobito gusteri roda Podarcis, predstavljaju izvrsne modelne organizme za
ovakva istrazivanja jer kombiniraju niz prednosti: jednostavniju neuroanatomiju, jasne
morfoloske 1 spolne razlike, te izrazenu plasti¢nost ponaSanja i ekologije. S obzirom na to da
su ektotermni organizmi, njihove fizioloske funkcije i razina metabolicke aktivnosti uvelike
ovise o uvjetima okolisa, Sto ih ¢ini osjetljivim pokazateljima ekoloskih pritisaka. Proucavanje
neuroendokrinih sustava u gmazova stoga omogucuje bolje razumijevanje osnovnih fizioloskih
mehanizama koji stoje iza adaptivnog ponaSanja, ali 1 pruza podatke relevantne za usporedbe s

pticama 1 sisavcima, koji dijele amnionskog pretka.

Na isto¢noj obali Jadrana i1 okolnim otocima dvije sestrinske vrste guStera — primorska
gusterica (Podarcis siculus) 1 krSka guSterica (Podarcis melisellensis) — Zive u simpatriji 1
natjeCu se za ogranic¢ene resurse poput hrane, prostora i mjesta za termoregulaciju. P. siculus je
veca, robusnija i ekoloski fleksibilnija vrsta koja pokazuje izraZeno agresivno i teritorijalno
ponasanje te vecu sposobnost Sirenja areala, ukljucujuci kolonizaciju novih stanista 1 urbanih
podrucja. Njena invazivnost i kompetitivna prednost Cesto rezultiraju potiskivanjem autohtonih
populacija P. melisellensis na manje kvalitetna mikrostaniSta. Takve interakcije nisu samo
ekoloski zanimljive, ve¢ imaju i Sire implikacije za oCuvanje bioraznolikosti budu¢i da P.

siculus predstavlja invazivnu prijetnju na mnogim europskim i izvaneuropskim lokalitetima.



Uvod

Brojna istrazivanja pokazala su da se ove dvije vrste razlikuju ne samo po morfologiji i
ekologiji, ve¢ 1 po obrascima ponasanja, ukljucujuéi razine agresivnosti, spremnost na
istrazivanje. Takve razlike vjerojatno imaju neuroendokrinu osnovu, ukljucuju¢i modulaciju
serotoninskog 1 dopaminskog sustava. Prethodna istrazivanja u okviru projekta BOLDeR
pokazala su da se vrste razlikuju u ponasanju pod serotonergi¢nom kontrolom te imaju razlike
u razinama centralnog serotonina, no podatci o perifernim razinama serotonina i o histoloskoj
gradi crijeva bili su ograniCeni. Pitanje ostaje: je li periferni serotonin samo odraz osnovnih
metabolickih procesa ili moze sluziti kao fizioloski biljeg koji korelira s ponasanjem i

ekoloSkom prilagodbom?

Upravo zato proucCavanje simpatrijskih populacija P. siculus i P. melisellensis
predstavlja idealan prirodni eksperiment za ispitivanje povezanosti izmedu perifernog

serotonina, morfologije probavnog sustava i adaptivnog ponasanja.

Cilj ovog istrazivanja je istraziti perifernu homeostazu serotonina na biokemijskoj i
histoloskoj razini u jedinkama simpatrijskih populacija P. siculus i P. melisellensis, u kojima

su zabiljezene razlike u ponaSanju pod serotonergi¢nom kontrolom.
Specifiéni ciljevi:

e (drediti razine serotonina i prekursora njegove sinteze — triptofana metodom tekuce

kromatografije visoke u€inkovitosti u serumu gustera P. melisellensis i P. siculus

e Analizirati gradu tankog crijeva i1 brojnost enterokromafinih stanica u gusterica P.

melisellensis 1 P. siculus

e Analizirati korelaciju razine serotonina u krvi sa histoloSkom strukturom crijeva na

razini jedinke

e Ustanoviti razlike medu vrstama i/ili spolova u razinama perifernog serotonina i

gradi crijeva.

Metodoloski pristup ukljucuje kombinaciju terenskog uzorkovanja s tri razlicite lokacije
(Knin, Sinj, Pag) gdje vrste Zive u simpatrij, laboratorijsku biokemijsku analizu razina
serotonina i triptofana, histolosku obradu uzoraka probave te statisticku analizu podataka.
KoriStenjem integrativnog pristupa dobiven je jedinstveni skup podataka koji omogucuje

povezivanje biokemijskih, histoloskih i ekoloskih aspekata.



Uvod

Struktura rada organizirana je tako da slijedi logiku istrazivackog procesa: nakon uvoda
slijedi detaljan teorijski pregled serotoninskog sustava i biologije proucavanih vrsta, zatim
poglavlje Materijali i metode koje opisuje zivotinje, eksperimentalni dizajn, koriStene
materijale 1 metode te statisticku obradu. U poglavlju Rezultati prikazani su glavni nalazi
istrazivanja, koji su potom u Raspravi objasnjeni u kontekstu postojece literature i ekolosSkih
znacajki.

Ovaj rad daje prvi uvid u perifernu homeostazu serotonina kod Podarcis gusStera na
podrucju isto¢ne obale Jadrana. Rezultati mogu biti osnova za daljnja istraZivanja i jedan od
temelja za nastavak istrazivanja upravljanja invazivnim populacijama, ocuvanje autohtonih

vrsta te razumijevanje adaptivnih mehanizama u promjenjivim okoli$nim uvjetima.
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2. TEORIJSKI PREGLED

2.1. Serotonin

Serotonin  (5-hidroksitriptamin, S5HT) je bioloski aktivan monoamin Siroko
rasprostranjen u biljnom i zivotinjskom svijetu (Whitaker-Azmitia, 1999.). Ima razne uloge 1
prisutan je u mnogim razliitim vrstama organizama, poput gljiva, biljaka i beskraljeznjaka
(Turlejski, 1996.), a nalazi se i u vecini jednostani¢nih organizama (Azmitia, 2007.). Kod
kraljeznjaka ima slicne uloge i podijeljen je na dva odjeljka: sredi$nji (mozak) i1 periferni

odjeljak (El-Merahbi i sur., 2015.; Nonogaki, 2022.).

Ve¢ pocetkom 20. stoljeca O’Connor opisuje supstancu koja “oponasa,, adrenalin i
utjece na vazokonstrikciju (O’Connor, 1912.), u 30-im godinama 20. stoljec¢a Vialli i Erspamer
viSe puta opisuju tvar u enterokromafinim stanicama gastrointestinalnog sustava ¢ije djelovanje
danas povezujemo sa serotoninom (Vialli i Erspamer, 1937.), a konacno 1948. Maurice
Rapport, Arda Green i Irving Page iz seruma izoliraju serotonin. Godinu kasnije, 1949. Rapport
1 suradnici definiraju 1 njegovu strukturu — 5-hidroksitriptamin (Rapport i sur., 1948.; Rapport,

1949.).

IUPAC : 3-(2-aminoetil)-1H-indol-5-o0l
Molekularna formula: C10H12N200
Molekularna masa: 176,22 g/mol
Slika 1. Strukturna formula serotonina (PerkinElmer Chem3D 16.0)
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S-hidroksitriptamin (SHT) u literaturi uz standardni naziv serotonin nalazimo i pod
nazivima trombocitin, trombotonin, enteramin. lako je najpoznatiji kao neurotransmiter koji
modulira neuronske aktivnosti i niz neurofizioloskih procesa, ve¢ina serotonina se nalazi izvan
srediSnjeg ziv¢anog sustava, gdje regulira brojne fizioloske procese u kardiovaskularnom,
respiratornom, gastrointestinalnom, urinarnom te reproduktivhom sustavu (Berger i sur.,

2009.).

2.2. Metabolizam serotonina

Metabolizam serotonina obuhvacéa sve procese — njegovu sintezu, njegovo djelovanje u
organizmu, transport te njegovu razgradnju. Koncentracija serotonina u organizmu uvjetovana
je njegovom sintezom i razgradnjom. Poremecaji u bilo kojem od ovih procesa mogu uzrokovati
brojne promjene na metaboli¢koj, imunoloskoj, fizioloskoj, neurofizioloskoj ili bihevioralnoj
razini §to utjece na homeostazu organizma. Filogenetski gledano serotonin je ocuvan u Sirokom

rasponu vrsta od nematoda do ljudi.
2.2.1. Sinteza serotonina

Sinteza SHT zapocinje iz esencijalne aminokiseline triptofana (Trp Ci;H12N,O:) (Slika
2.), koju kraljeznjaci ne mogu sintetizirati samostalno, ve¢ ju unose u organizam putem hrane
(Cansev 1 Wurtman, 2007.). Triptofan, najmanje zastupljena aminokiselina u organizmu, je
potreban za normalan rast i razvoj organa. KraljeZnjaci unose Trp kroz prehranu, namirnicama
bogatim Trp-om poput jaja, piletine, puretine, ribe, mlijeka, jogurta, soje, itd. Vecina
apsorbiranog Trp-a sudjeluje u sintezi proteina (Sainio i sur., 1996.), dok samo oko 3%
sudjeluje u sintezi SHT-a (Richard i sur., 2009.), dodatni dio Trp-a sudjeluje i u sintezi

melatonina te niacina tj. vitamina B3.

Sinteza serotonina koristi samo 3% prehrambenog triptofana, promjene u prehrani
mogu mijenjati dostupnost triptofana i utjecati na proizvodnju serotonina (Dougherty i sur.,
2009.; Namkung i sur., 2015.). Istrazivanje Musumeci i sur., 2014, provedeno na Stakorima,
pokazalo je da prekomjeran unos triptofana u prehrani majke moZe dovesti do naruSene
homeostaze perifernog SHT, S§to uzrokuje povecanu proizvodnju serotonina u
enterokromafinim stanicama, pri ¢emu taj viSak serotonina remeti crijevnu pokretljivost 1

imunoloske procese a dugoro¢no moze imati posljedice i na ponasanje
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lIako je sinteza SHT u srediSnjem i perifernom odjeljku sli¢na, u svakom odjeljku se ona
odvija neovisno jer je krvo-mozdana barijera (BBB engl. blood-brain barrier) nepropusna za
SHT (Diksic i Young, 2001.). Budu¢i da SHT ne moze prije¢i BBB, sredis$nji ziv€ani sustavi
(SZS) i periferija odvojeni su odjeljci, funkcionalno i regulatorno neovisni. Medutim u sisavaca,
tijekom fetalnog 1 ranog postnatalnog razvoja mozga, BBB nije formirana do kraja, pa u

prenatalnom razdoblju ta dva sustava slobodno komuniciraju (Davies i sur., 1996.).

Lijevi izomer triptofana (L-Trp) ima sposobnost prolaska kroz BBB. Za apsorpciju Trp
u SZS odgovoran je prijenosnik velikih neutralnih aminokiselina (LAT, engl. large neutral
amino acid transporter) (Boadle-Biber, 1993.). Udio Trp koji se unosi u sredis$nji odjeljak ovisi
ne samo o dostupnosti L-Trp u cirkulaciji nego i o koncentraciji ostalih aminokiselina
(fenilalanin, tirozin, leucin, izoleucin, histidin, metionin, treonin i valin) koje takoder koriste
LAT, a s kojima se Trp natjece za ulazak u srediSnji ziv€ani sustav (Fernstrom i sur., 1973.).
Stoga je koli¢ina Trp koja ulazi u sredis$nji odjeljak u izravnoj korelaciji s novo sintetiziranim
serotoninom. Ujedno je to i jedan od ograniavaju¢ih ¢imbenika sinteze SHT u srediSnjem

odjeljku.

“ b

\

¢

IUPAC: 2-Amino-3-(1H-indol-3-il)propanska kiselina
Molekularna formula: C11H12N20»
Molekularna masa: 204,23 g/mol
Slika 2. Strukturna formula L-Triptofana (PerkinElmer Chem3D 16.0)

Koli¢ina serotonina u perifernim tkivima tijela znacajno je veca nego u srediSnjem

ziv€éanom sustavu, pri ¢emu se priblizno 90% ukupnog serotonina sintetizira u crijevima

4
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(Mohammad-Zadeh i sur., 2008.). Prema brojnim nalazima, SHT se takoder proizvodi u manjim
koli¢inama u drugim perifernim tkivima, poput masnog tkiva, srca i guSterace, gdje ima razlicite
parakrine ili autokrine funkcije (Oh i sur., 2016.). Enterokromafine stanice u sluznici tankog
crijeva proizvode ve¢inu SHT u tijelu (Erspamer i Asero, 1952.) 1 otpustaju ga u krvotok (Racké
isur.,1995.). Nadalje, broj enterokromafinih stanica korelira s razinama SHT u serumu (Takano
i sur., 2014.). Serotonin koji se proizvodi u EC stanicama moze djelovati lokalno u crijevu ili

se pohraniti u trombocitima i djelovati sustavno (Jenkins i sur., 2016.).

Biokemijske reakcije sinteze iz kojih Trp prelazi u SHT su iste u oba odjeljka. L-Trp
(Slika 2.) procesom hidroksilacije uz prisutnost enzima triptofan hidroksilaze (TPH) prelazi u
5-hidroksitriptofan (SHTP), a ujedno je i ta reakcija i ograniCavaju¢i Cimbenik sinteze

(Lovenberg i sur., 1967.) (Slika 3.).

Enzim TPH je monooksidaza koja se u sisavaca javlja u dvije izoforme, TPH1 i TPH2
(Darmon i sur., 1988.). Izoforma TPH2 se javlja u serotonergi¢nim neuronima sredi$njeg
odjeljka, dok je izoforma TPH1 regulator sinteze SHT u perifernom odjeljku (Matthes i Bader,
2018.). U prvom koraku sinteze, TPH koristi kisik te tetrahidrobiopterin (BH4) kao kosupstrate
reakcije konverzije Trp-a u SHTPa, dok ion dvovalentnog Zeljeza ima svojstvo kofaktora u
reakciji sinteze SHT. Enzim je ogranicavajuc¢i ¢imbenik u procesu sinteze SHT zbog svoje

visoke specifi¢nosti te slabog afiniteta za druge aminokiseline (Noguchi i sur., 1973.).

S-hidroksitriptofan je u stanici prisutan u malim koli¢inama (Long i sur., 1982.) jer se
procesom dekarboksilacije vrlo brzo pretvara u SHT (Boadle-Biber, 1993.) (Slika 3.). Bioloski
poluzivot SHTP je relativno kratak od 2,2 do 7,4 h (Westenberg i sur., 1982.). SHTP dobro se
apsorbira u krvotok, djelomi¢no zbog toga Sto prisutnost drugih aminokiselina ne ometa
njegovu apsorpciju, te zato Sto se ne koristi u sintezi proteina (Magnussen 1 Nielsen-Kudsk,
1980.). SHTP prolazi krvno-mozdanu barijeru bez posebne molekule prijenosnika (Udenfriend
i sur., 1957.), iako se moze koristiti i LAT-om. S obzirom na to, razina SHT u mozgu ovisi o
razinama Trp i SHTP u sredi$njem Zivéanom sustavu (Birdsall, 1998.). U SZS SHTP
prvenstveno povisuje razinu serotonina, ali i1 razinu melatonina, dopamina, noradrenalina 1

Bendorfina (Guilleminault 1 sur., 1973.; van Praag i Lemus, 1986.).

Reakcija dekarboksilacije kojom nastaje serotonin katalizirana je dekarboksilazom

aromatskih kiselina (engl. aromatic L-amino acid decarboxylase, AAAD) (Slika 3.), Siroko
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rasprostranjeni enzim, nisko specifican te ovisan o piridoksinu. Reakcije hidroksilacije i
dekarboksilacije dogadaju se vrlo brzo, neposredno jedna iza druge, odnosno gotovo

istovremeno, u prisutnosti triptofana (Clark i sur., 1954.).

L-triptofan
Trp

triptofan hidroksilaza
TPH

5-hidroksitriptofan
SHTP

dekarboksilaza [.-aromatskih aminokiselina

AADC
H
N
. 5-hidroksitriptamin
(serotonin)
rid SHT

NH
Slika 3. Sinteza serotonin (PerkinElmer ChemDraw Professional 16.0)

2.2.2. Pohrana i otpustanje serotonina
Nakon procesa sinteze, novonastali SHT u srediSnjem odjeljku pohranjuje se u vezikule

u presinaptickom serotonergicnom neuronu pomocu vezikularnog monoaminskog prijenosnika

6
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(engl. Vesicular monoamine transporter, VMAT). Na periferiji novosintetizirani SHT se iz
enterokromafine stanice otpusta u portalni krvotok. Otpustanje SHT iz enterokromafine stanice
reguliraju dvije vrste receptora. To su ekscitacijski ionotropni receptori iz obitelji SHT; i
inhibicijski metabotropni receptori iz obitelji SHT4 (Racké i sur., 1995.). Otpusteni SHT u
trombocite ulazi pomocu serotoninskog transportera (SHTt) koji se nalazi na membrani
trombocita. U citoplazmi trombocita, putem VMAT-a, serotonin se pakira u guste granule ili
delta granule. Osim SHTt na membrani trombocita nalaze se i metabotropni serotoninski
receptori, tocnije SHT2a. Vezanje molekule serotonina na SHT2a receptor aktivira trombocitni
odgovor, to jest dolazi do reakcije otpuStanja SHT egzocitozom i pojaane agregacije
trombocita. Serotonin koji ostaje u krvnoj plazmi uklanja se aktivnoséu monoamin oksidaze u

endotelnim stanicama pluca i jetre (Stolz, 1985.)(Slika 4.).

2.2.3. Razgradnja serotonina

Biokemijski put razgradnje SHT u srediSnjem i perifernom odjeljku takoder je slican.
SHT se procesom oksidativne deaminacije razgraduje u 5-hidroksiindoloctenu kiselinu ( engl.
5-hydroxyindoleacetic acid, SHIAA). Prvo SHT kataliziran enzimom monoamin oksidazom
(MAO, engl. monoamine oxidase) prelazi u 5-hidroksiindolacetataldehid koji se zatim oksidira
do SHIAA pomocu aldehid-dehidrogenaze (Slika 4.) te se izluuje urinom (Mclsaac i sur.,

1959.).

Enzim MAO je flavoprotein koji se nalaze na vanjskoj membrani mitohondrija neurona
1 perifernih stanica (Shih i sur., 1999.). MAO Kkatalizira oksidativnu deaminaciju raznih amina
u mozgu i perifernim tkivima proizvodnjom vodikovog peroksida (H202) (Thorpe i sur., 1987.;
Shih 7 sur., 1999.). MAO prevodi SHT u 5- hidroksiindolacetaldehid, koji se zatim oksidira u
SHIAA pomocu aldehid-dehidrogenaze (Hensler, 2011.) (Slika 4.). Nakon egzogene primjene
SHT, vec¢ina se SHIAA izluCuje unutar 24 h, Sto ukazuje na brzi metabolizam 5HT-a
(Mohammad-Zadeh i sur., 2008.). U kraljeznjaka se javlja u dvije izoforme, MAO A i MAO
B. Obje izoforme nalaze se u svakom odjeljku te mogu katalizirati sve supstrate, tako da
nedostatak ili nefunkcionalnost jedne izoforme moze biti kompenzirana s drugom (Billett,
2004.). U normalnim uvjetima MAO A 1 MAO B imaju razli¢ite afinitete prema supstratima,
tako da MAO A u srediSnjem odjeljku primarno oksidira serotonin i noradrenalin (Sandler i

sur., 1981.). U srediSnjem Ziv€anom sustavu su prisutna oba izoenzima, dok je na periferiji
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MAO A zastupljeniji u jetri 1 gastrointestinalnom sustavu, a MAO B u trombocitima (Sandler i

sur., 1981.; Tyce, 1990.; Shih i sur., 1999.).

H
N

/ 5-hidroksitriptamin
(serotonin)
. SHT

NH

monoamin oksidaza
MAO

/ 5-hidroksiindolacetaldehid
HO SHIAL

S

aldehid dehidrogenaza
ALDH

ZT

/ 5-hidroksiindoloctena kiselina
HO SHIAA

C—OH
Y
ol

Slika 4. Razgradnja serotonina (PerkinElmer ChemDraw Professional 16.0)

2.3. Serotoninski odjeljci u organizmu

Serotonin funkcionira u dva funkcionalno odvojena sustava u organizmu: srediSnjem, koji
obuhvac¢a mozak i lednu mozdinu, i perifernom, koji ukljucuje sve ostale dijelove tijela. Krvno-

mozdana barijera fizicki odvaja ove sustave, ograni¢avaju¢i slobodnu razmjenu serotonina i

8
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njegovih prekursora, a istovremeno omogucuje selektivnu komunikaciju izmedu mozga i
periferije, primjerice putem hormonalnih i ziv€anih signala (Banks, 2008.). Unato¢ ovoj
barijeri, promjene u perifernim razinama serotonina mogu utjecati na sredis$nji sustav, osobito
tijekom razvoja, Sto moze imati dugoro¢ne ucinke na ponaSanje i funkciju ziv€anog sustava
(Hanswijk i sur., 2020.). Ova organizacija omogucuje tijelu da regulira lokalne funkcije
serotonina u periferiji, dok sredi$nji sustav odrzava kontrolu nad mozdanim procesima, uz

suptilnu medusobnu interakciju koja osigurava koordinaciju izmedu oba sustava.

2.3.1. Serotonin u sredisnjem Zivéanom sustavu

U sredi$njem zivéanom sustavu, SHT je odgovoran za razvoj serotonergickih neurona i
ciljnih tkiva tijekom neurogeneze, a kasnije, kao neurotransmiter djeluje posreduju¢i mnoge
fizioloSke procese, ukljucujuéi cirkadijane ritmove, unos hrane i spolno ponaSanje (Lucki,
1998.). Uz to kljucan je za modulaciju integrativnih funkcija poput raspolozenja, anksioznosti,
agresije, hranjenja, kognicije i spolnog ponasanja (Olivier, 2015.). Zbog mnogih funkcija SHT-
u se pripisuje klju¢na uloga u razli¢itim psihijatrijskim poremecajima kao §to su anksioznost,
depresija, ovisnosti i autizam (Brawman-Mintzer i Yonkers, 2004.; Johnson, 2004.; Joiner i
sur.,2005.). No potpuno razumijevanje serotonergickih sustava u srediSnjem zivéanom sustavu
ukljucuje genomiku, neurokemiju, elektrofiziologiju i ponaSanje te iako su pronadene
povezanosti izmedu funkcija na tim razli¢itim razinama, u vecini slu¢ajeva uzro¢ni mehanizmi

su jo§ uvijek nepoznati ni do kraja razjasnjeni.

Socijalni stres, ukljucujuéi agresivne 1 socijalne interakcije, prepoznat je kao aktivator
serotonergickog sustava (Winberg i Nilsson, 1993.; Summers, 2001.; Summers i sur., 2003.).
lako je paradigma serotonin—agresija prilicno sloZena i s kontradiktornim nalazima iz razli¢itih
istrazivanja, ¢ini se da povecane razine srediSnjeg SHT inhibiraju agresiju u raznim vrstama,
ukljucujuci gmazove, ptice i ribe (Larson i Summers, 2001.; Sperry i sur., 2003.; Eisenreich 1
Szalda-Petree, 2015.). U modelu perinatalne hiperserotoninemije kod Stakora (Hranilovic i sur-.,
2011.), zivotinje s hiperserotoninemijom pokazale su zna¢ajno smanjen broj enterkrmatofinih
stanica s manjom koli¢inom sekretornih granula koje pohranjuju serotonin u tankom crijevu, s
izraZenijim razlikama kod muzjaka (Gracan i sur., 2024.), praeno smanjenjem tigmotaksije,
reakcije na stres 1 socijalne anksioznosti (Blazevi¢ i sur., 2012.). Summers i sur., 2005.

proucavali su gustera Anolis carolinensis 1 pokazali lokalne razlike u osnovnoj serotonergickoj
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aktivnosti u odredenim mozdanim regijama izmedu agresivnih i podredenih muzjaka, pri ¢emu

je kod agresivnijih gustera zabiljezena smanjena serotonergicna aktivnost u nekim podruc¢jima.

2.3.2. Serotonin na periferiji

Dosadasnja istrazivanja jasno ukazuju da serotonin, osim Sto djeluje kao
neurotransmiter u srediSnjem zivéanom sustavu, ima i klju¢nu perifernu ulogu u ukupnom
metabolizmu (Berger i sur., 2009.). Enterokromafine stanice, koje se smatraju osjetilnim
jedinicama crijeva, reagiraju na luminalne podrazaje otpustanjem SHT, Cime aktiviraju
subepitelne zivéane zavrSetke (Grundy i Schemann i sur., 2004.). Njegovo djelovanje obuhvaca
regulaciju metabolizma glukoze i lipida te kontrolu funkcija jetre i masnog tkiva, $to ga Cini

vaznim ¢imbenikom u odrZzavanju homeostaze organizma.

U istrazivanju provedenom na genetski modificiranim miSevima s uklonjenim genom
Tphl, specificnim za gastrointestinalni sustav, pokazano je da izostanak serotonina iz crijeva
dovodi do smanjene proizvodnje glukoze u jetri te ucinkovitijeg perifernog skladiStenja
glukoze. Na taj je nacin dokazano da serotonin izravno utjece na jetrenu aktivnost, stimulirajuci

razgradnju glikogena 1 poti¢uci glukoneogenezu (El-Merahbi i sur., 2015.).

Osim na metabolizam glukoze, periferni serotonin ima vaznu ulogu i u regulaciji
metabolizma lipida. Naime, zabiljezeno je da putem razli¢itih mehanizama utjece na sintezu 1
razgradnju lipida, ¢ime posredno regulira 1 jetrene funkcije (Watanabe i sur., 2010.). Njegov
ucinak posebno je izraZzen u adipoznom tkivu: poviSene razine perifernog serotonina poti¢u
skladiStenje energije posredstvom povecanog unosa lipida, jacanja adipogeneze te inhibicije
lipolize (Yabut i sur., 2019.). Time serotonin djeluje kao vazan regulator ravnoteZe izmedu

potroSnje 1 pohrane energije u organizmu.

Uz pleiotropne ucinke, serotonin ostvaruje i lokalne, unutarstani¢ne funkcije u onim
stanicama u kojima je sintetiziran. Primjerice, serotonin koji se sintetizira i djeluje u B-
stanicama gusteraCe potice egzocitozu inzulina putem procesa serotonilacije, 1 to neovisno o
SHT podrijetlom iz crijeva (Paulmann i sur., 2009.). Slicno tome, u adipoznim stanicama
lokalno proizvedeni serotonin sudjeluje u smanjenju termogeneze i potroSnje energije, ¢ime

dodatno pridonosi skladiStenju energije (El-Merahbi i sur., 2015.).

Periferno, serotonin je 1 snazan stimulator glatkih miSi¢a probavnog sustava,

povecavajuéi njihov tonus i poticuéi crijevnu peristaltiku, utje€u¢i na praznjenje Zeluca i
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crijeva, inhibiraju¢i Zljezdano izlu€ivanje (Katzung i sur., 2011.). Osim toga, intestinalni
serotonin moze djelovati kao kontinuirani regulatorni signal slican hormonu za cijelo tijelo,
ukljuuju¢i mozak. Ova funkcija regulatornog signala posredovana je trombocitima i
prvenstveno ovisi o stvarnom zdravstvenom stanju crijeva i odrazava ga. Ove spoznaje mogu
djelomi¢no objasniti zasto se disbioza crijeva moze povezati s razlicitim ljudskim patoloskim
stanjima, kao i s neurorazvojnim i neuropsihijatrijskim poremecajima (Szoke-Kovacs i sur.,

2020.).

Serotonin takoder utje¢e na krvni tlak 1 miSiéni sustav reguliraju¢i miSiéne kontrakcije,
neizravno utjecuéi na funkciju brojnih unutarnjih organa (Watts 7 sur., 2012.) te ima ulogu u
razvoju srca i regulaciji sr¢ane frekvencije (Berger i sur., 2009). Vecina serotonina prisutnog u
krvi pohranjena je u trombocitima, gdje ima vaznu ulogu u zgrusavanju krvi (Zucker i Borrelli,
1955.; Lopez-Vilchez i sur., 2009.). Serotonin u cirkulaciji djeluje u regulaciji brojnih
fizioloskih funkcija, izmedu ostalog, utjeCe na funkciju metabolickih organa i odrzavanje

energetske homeostaze (Yabut i sur., 2019.).

Dodatno, serotonin smanjuje izlucivanje testosterona, izaziva kontrakcije epididimisa,
inhibira ejakulaciju 1 mokrenje kod muZzjaka, dok kod Zenki utjece na razvoj mlije¢nih Zlijezda,
kontrakciju glatkih miSi¢a maternice, sazrijevanje jajnih stanica i izlu€ivanje progesterona

(Berger i sur., 2009.).

Serotonin na periferiji uklanja se iz plazme u endotelnim stanicama pluca 1 jetre, gdje

se djelovanjem enzima MAO razgraduje u SHIAA (Slika 5.) (Stolz, 1985.).
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2.4. Gmazovi
Gmazovi (lat. Reptilia) najnizi su razred pravih kopnenih kraljeznjaka, Siroko
rasprostranjeni po cCitavoj zemlji izuzev Antarktike. Danas zivu¢i gmazovi, taksonomski

svrstavaju s u 4 velika reda sa vise od 7000 opisanih vrsta (“Hrvatska enciklopedija,” 2013.).

1. Premosnici (lat. Rhynchocephalia) — 1 vrsta
2. Kornjace (lat. Chelonia) — vise od 350 opisanih vrsta
3. Krokodili (lat. Crocodilia ) — vise od 25 opisanih vrsta
4. Ljuska$i (lat. Squamata) — viSe od 6 500 opisanih vrsta zbog ¢ega su jedan od
najbogatijih redova unutar cijelog Zivotinjskog carstva, dijele se u dva vrlo poznata i
vrstama bogata podreda:
4.1. Gusteri (lat. Lacertilia) s vise od 3 500 opisanih vrsta

4.2. Zmije (lat. Ophidia) s viSe od 3 000 opisanih vrsta

Gmazovi, posebno gusteri predstavljaju odlican model za proucavanje povezanosti
neuroendokrinologije i ponaSanja (Kabelik i Hofmann, 2018.) jer oni obuhvacaju razlicite
fizioloske 1 morfoloske znacajke 1 ponaSanja koja su fascinirala ljude kroz povijest. Iako je
mnogo istraZivanja u posljednjim desetlje¢ima o ekologiji, evoluciji 1 sistematici gmazova
donijelo vazne uvide u biologiju gmazova, istrazivanja su jako malo paznje posvetila njihovoj

neuroendokrinologiji i ponasanju.

Gmazovi nude poseban skup karakteristika koje olakSavaju usporedbe na razliitim
razinama, ukljucujuci usporedbe unutar i izmedu jedinki iste vrste, izmedu razlicitih okoli$nih
konteksta, kao i medu vrstama. Takva istrazivanja su vazna osobito kada se promatraju u
kontekstu drugih kraljeznjaka, jer gmazovi, ptice i sisavci dijele amnionskog pretka stoga
podjednako mogu pridonijeti komparativnim, evolucijskim, fizioloskim, neurofizioloskim 1

drugim istrazivanjima (Wade, 2005.).

Stoga, iz evolucijske i komparativne perspektive, ovaj veliki nesklad u istrazivatkom
naporu otkriva propustenu priliku. Gmazovi, kao 1 sisavci i ptice, posjeduju visoko razvijenu
fiziologiju 1 kretanje, kao 1 razvoj 1 anatomiju Ziv€anog sustava (Karten, 2015; Montiel 1 sur.,
2016; Nomura i Izawa, 2017). Medutim, ogromne promjene u kretanju, prehrani i ponasanju
koje vidimo kod sisavaca i ptica povezane su s endotermijom (Lovegrove, 2017.). Gmazovi,

nasuprot tome, zadrzavaju ektotermiju $to ograni¢ava njihov razvoj (Singh i sur., 2020.).
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Gusteri imaju jednostavniji mozak pogodan za proucavanje temeljnih mehanizama ponasanja
te bi se opazeno potencijalno moglo translatirati i na druge vrste. Iz svih tih razloga Kabelik
tvrdi da je doslo vrijeme da gmazovi postanu istaknutiji kao modelni sustavi u bihevioralnoj

endokrinologiji (Kabelik i Hofmann, 2018.).

Lacertidae, ili pravi gusteri, naj¢eséa su i najraznovrsnija obitelj gmazova (385 vrsta
(“The Reptile Database™ 2025.) od kojih 65 vrsta zivi u Europi, od kojih je 74% endemsko, a
rod Podarcis je najbrojniji (Jeli¢ i sur., 2012.). Zahvaljuju¢i geografskom polozaju Hrvatske,
koja je smjeStena na razmedu nekoliko biogeografskih regija, na njenoj maloj povrSini
pronalazimo izuzetno bogatstvo herpetofaune. Na isto¢noj strani Jadrana i pripadajué¢im
otocima nalazimo dvije sestrinske kohabitirajuée simpatrijske vrste gustera - Primorsku

gustericu (P. siculus) 1 Krsku gustericu (P. melisellensis).

Krska i primorska gusterica prizemne su, diurnalne vrste (Grbac i Brnin, 2006.). Svoju
tjelesnu temperaturu reguliraju izlaganjem suncu zbog ¢ega pripadaju u skupinu ektotremalnih

zivotinja (Grbac i Brnin, 2006.; Vitt 1 Caldwell, 2009.).

2.4.1. Primorska gusterica (Podarcis siculus,; Rafinesque-Schmaltz, 1810.)

Vrsta Podarcis siculus pripada porodici Lacertidae i u svojem izvornom arealu
obuhvaca podrucja Italije i dijelova duz istocne jadranske obale — Slovenija, Hrvatska, BiH i
Crna Gora (Crnobrnja-Isailovic i sur., 2009.), dok je sekundarno rasprostranjena i na brojne
lokacije u Europi i izvan nje, uklju¢ujuéi Spanjolsku, Tursku i Sjedinjene Ameri¢ke Drzave
(Jeli¢ i sur., 2012.). U Hrvatskoj se prirodno javlja uzduZ jadranske obale i na otocima (Grbac
1 Brnin, 2006.), dok su nedavna istraZivanja zabiljeZila Sirenje i prema kontinentalnom dijelu
zemlje (Kovacevi¢ i Tvrtkovi¢, 2025.). Vrsta naseljava Sirok raspon stanista, od prirodnih Suma,
grmlja i travnjaka do urbanih podrucja - parkova pa sve do poljoprivrednih obradivih povrsina,

Sto odrazava njezinu izuzetnu ekolosku fleksibilnost (Jeli¢ i sur., 2012.).

Podarcis siculus moze posti¢i veli¢inu do 9 cm (od vrha njuske do necisnice), obojenost
tijela je vrlo varijabilna. Dorzalno prevladavaju sve nijanse zelene i smede boje, vrlo Cesto sa
uzduznim svijetlim ili tamnim prugama ili toc¢kastim uzorkom (Slika 6.), a moguce je 1
uniformno obojenje. Ventralni dio tijela je uniforman preteZzito sivkaste ili bijele boje, dok se

na rubnim trbusnim plo¢icama nalaze plave tocke. Spolni dimorfizam je izraZen te su Zenke
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manje od muzjaka, imaju kraci rep 1 uzu glavu (Arnold i sur., 2007.). Predatori su joj ptice,

zmije i sisavci (Capula i Aloise, 2011.; Mauro Grano, 2011.).

Slika 6. Podarcis siculus; Rafinesque-Schmaltz, 1810.

Izvor: https://www.eurolizards.com/lizards/podarcis-siculus/

Podarcis siculus u osnovi je karnivorna, s dominantnim udjelom kukaca i drugih
beskraljeZnjaka (Taverne i sur., 2019.), no u odredenim uvjetima populacije pokazuju znacajan
prijelaz prema biljojedenju (Herrel i sur., 2008.). Najpoznatiji primjer takve promjene
zabiljeZen je na hrvatskom oto¢i¢u Pod Mrcaru, gdje je 1971. godine uvedeno nekoliko parova
s obliZnjeg otocica Pod Kopiste. U razdoblju kra¢em od cetiri desetlje¢a populacija je razvila
izrazene morfoloske 1 funkcionalne promjene, ukljucuju¢i povecanje glave, jaci ugriz,
prisutnost cekalnih valvi te dulji probavni sustav, Sto predstavlja adaptacije povezane s
povecanim unosom biljne hrane (Herrel i sur., 2008.; Vervust i sur., 2010.). Eksperimentalni
pokusi pokazali su da su ove promjene djelomi¢no reverzibilne, $to upucuje na visok stupanj

fenotipske plasti¢nosti (Vervust i sur., 2010.).

Osim morfoloskih i probavnih prilagodbi, populacija s Pod Mrcara pokazuje i genomske
razlike u odnosu na izvorne populacije, pri ¢emu su identificirani lokusi koji se nalaze pod
selekcijskim pritiskom (Saboli¢, 2021.). Ovi nalazi potvrduju da P. siculus moze u kratkom
vremenskom okviru proé¢i kroz znacajne adaptivne promjene, kombinirajuéi fenotipsku

plasti¢nost 1 genetsku adaptaciju.
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U kontekstu Sirenja areala, nedavno otkri¢e populacije u Slavonskom Brodu predstavlja
najistoCniji zabiljezeni nalaz ove vrste u kontinentalnoj Hrvatskoj (Kovacevi¢ i Tvrtkovic,
2025.). Pretpostavlja se da je Sirenje omoguceno kombinacijom antropogenih ¢imbenika, poput
transporta i urbanizacije, te klimatskih promjena koje pogoduju opstanku ovih vrsta u novim
podrucjima. Budu¢i da P. siculus pokazuje agresivno teritorijalno ponasanje i potencijal za
kompetitivno iskljucivanje autohtonih vrsta poput Ablepharus kitaibelii, ali i P. melisellensis,
preporucuje se sustavan monitoring i genetsko oznacavanje populacija u kontinentalnom dijelu

zemlje (Kovacevi¢ i Tvrtkovié, 2025.).

Novija istrazivanja biologije ove vrste sugeriraju da je P. siculus (Slika 6.) pogodan
modelni organizam za proucavanje, primjerice, morfoloskih i funkcionalnih obrazaca
adaptivnih odgovora na promjene stanista (Herrel 1 sur., 2008.; Biaggini i sur., 2009). Uz to P.
siculus je dobar model i za proucavanje fenotipske plasti¢nosti te interakcije izmedu ekologije
i genetike, dokazano time $to su do sada objavljeni preko 250 znanstvenih radova na Podarcis
siculus u bazi Web of Science Core Collection. Njena sposobnost prilagodbe Sirokom rasponu
staniSta, promjena u prehrambenim navikama te Sirenje izvan izvornog areala potvrduju da je
rije¢ o vrsti s visokim invazivnim potencijalom, $to ukljucuje potrebu za ocuvanjem
bioraznolikosti u regijama gdje se pojavljuje zbog ¢ega je ova vrsta 1 izabrana kao model 1 u

naSem istrazivanju.

Kao autohtona vrsta, P. siculus uvrstena je u Crvenu knjigu vodozemaca i gmazova
Republike Hrvatske kao ,,najmanje zabrinjavajuci” (engl. least concern - LC). Nalazi se na
Dodatku IV Direktive o zastiti prirodnih staniSta 1 divlje faune i flore Europske unije te na
Dodatku II Konvencije o zaStiti europskih divljih vrsta i prirodnih stani$ta radi brojnih
endemskih podvrsta diljem svog areala. U Republici Hrvatskoj, zbog velike gustoée populacije
1 invazivnosti, nije zasticena te ne postoje predlozene mjere ocuvanja (Crnobrnja-Isailovi¢ i
sur., 2009.). Kao invazivna vrsta, zabiljeZena u Spanjolskoj, Turskoj i Sjedinjenim Ameri¢kim

Drzavama, uvrstena je u Global invasive species database (Crnobrnja-Isailovi¢ i sur., 2009.).

2.4.2. Krska gusterica (Podarcis melisellensis, Braun, 1877.)

Podarcis melisellensis je takoder vrsta gusterice iz porodice Lacertidae, rasprostranjena
duz isto¢ne obale Jadrana — od sjeveroisto¢ne Italije preko Slovenije, Hrvatske, Bosne 1

Hercegovine, Crne Gore do sjeverne Albanije, uklju¢uju¢i mnoge jadranske otoke (Jeli¢ i sur.,

16



Teorijski pregled

2012.). Nastanjuje razliCita stanista kao $to su mediteranske Sikare, stjenoviti tereni, pasnjaci te

antropogena podrucja, na nadmorskim visinama do 1400 m (Gasc i sur., 2004.).

Slika 7. Podarcis melisellensis; Braun, 1877.

Izvor : https://www.eurolizards.com/lizards/podarcis-melisellensis/

Podarcis melisellensis moze narasti do 7,4 cm od vrha njuske do necisnice. Obojenost
ove vrste je takoder vrlo varijabilna. Dorzalni dio je smede ili zelenkaste boje s 12 uzduznih
pruga ili mreZastim uzorkom. Kao 1 kod P. siculus pojavljuje se 1 uniformno dorzalno obojenje
(smedezelene nijanse) (Slika 7.). Ventralni je dio tijela bijele, Zute ili narancaste boje bez
dodatnih oznaka, dok se na rubnim trbusnim plo¢icama nalaze plave tocke (Jeli¢ i sur., 2012.).
Spolni dimorfizam ocituje se kroz kraci rep i udove te manju i uzu glavu koje imaju zenke za

razliku od muZzjaka (Brecko i sur., 2008.).

Tocan sastav prehrane ovisi o dostupnosti hrane, ekoloSkim uvjetima i godiSnjem dobu.
Ima prehrambene navike sli¢ne P. siculus, pri ¢emu primarno lovi svoj plijen, ali prehrana
biljnim materijalom (plodovi, sjemenke ili vegetativni organi biljaka) nije rijetka praksa (Herrel
1 sur., 2008). Istrazivanja prehrane pokazala su promjenjivost u sastavu prehrane medu oto¢nim
populacijama. Neke oto¢ne populacije pokazuju unos biljnith komponente u prehrani, Sto
upucuje na omnivoriju i ekolosku fleksibilnost (Cascio 1 Pasta, 2006.). Odrasle jedinke ve¢inom
se hrane plijenom, a unutar populacija zabiljezeni su i primjeri kanibalizma pri ¢emu odrasle

jedinke jedu svoje mlade (Capula i Aloise, 2011.). U usporedbi s P. siculus, analize pokazuju
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da P. melisellensis koristi razliite strategije pri iskoriStavanju resursa na otocima, pri ¢emu
razlike u prehrambenoj raznolikosti i strukturi odrazavaju prilagodbe na konkurentnost i

veliginu otoka (Zuffi, 2013.).

Prema [International Union for Conservation of Nature crvenoj listi, vrsta je
kategorizirana kao najmanje zabrinjavaju¢a (LC - Least Concern) zahvaljujuéi svojoj
raSirenosti i1 stabilnoj populaciji. Dodatno je zasti¢ena EU Direktivom o staniStima i Bernskom
konvencijom (Jeli¢ i sur., 2012.). Kao endemska vrsta, u Hrvatskoj je zaSti¢ena. Razmjerno
manji broj istraZivanja je provedeno na P. melisellensis u odnosu na P. siculus, do sada

objavljeni preko 60 znanstvenih radova u bazi Web of Science Core Collection.

2.4.3. Kompetitivna interakcija gustera Podarcis siculus i Podarcis melisellensis na istocnoj
obali Jadrana

Podarcis siculus je dominantna u interspecijskim odnosima s ostalim malim
gustericama. Prilagodba razli¢itim uvjetima staniSta Cini P. siculus uspjeSnom i opasno
invazivnom vrstom, na podru¢jima gdje nije autohtona, u slucaju naseljavanja otoka cesto
dolazi do izumiranja autohtonih vrsta (Corti i sur., 2006.). Do sada su i evidentirana tri slucaja
prirodne hibridizacije primorske gusterice s drugim vrstama iz roda Podarcis: s P. filiguerta na
Sardiniji, s P. raffonei na Aeolijskom otoku 1 s P. wagleriana na otoku Marettimo (Gorman i

sur., 1975.; Capula i sur., 1993., 2002.).

Na obali Jadranskog mora vrsta Podarcis siculus ulazi u interakciju s autohtonom
krSkom gustericom Podarcis melisellensis, §to posljedicno dovodi do njihova medusobnog
natjecanja za hranu, staniSte, mjesta za suncanje i ostale ograni¢avajuce resurse (Jeli¢ i sur.,

2012.).

Brojna terenska i eksperimentalna istrazivanja pokazala su da susreti navedenih dviju
vrsta rezultiraju uspostavljanjem dominantno-podredenih odnosa, pri ¢emu Podarcis siculus
kompetitivnim isklju¢ivanjem smanjuje rasprostranjenost autohtone vrste Podarcis
melisellensis (Downes 1 Bauwens, 2004.). Kompetitivno inferiornija P. melisellensis povlaci se
na siromasnija mikrostanista, ¢ime se dodatno smanjuje njezina interakcija sa superiornijom
simpatrijskom vrstom (Downes 1 Bauwens, 2004.). Upravo zbog toga ove dvije vrste, unato¢

koriStenju istih ekoloskih niSa, uglavnom ne dijele ista stanista (Raynor, 1989.).
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Ova kompeticija posebno je izrazena na manjim otocima, gdje obitava ili jedna ili druga
vrsta, dok simpatrija u potpunosti izostaje (Gorman i sur., 1975.). Nevo i sur., 1972. proveli su
istrazivanje na hridi Pod Mrcaru, gdje su na lokalitet s P. melisellensis unijeli pet parova vrste
P. siculus, §to je rezultiralo potpunim nestankom autohtone vrste s tog podrucja (Vervust i sur.,
2010.). Njihova koegzistencija uglavnom se ostvaruje u kopnenim regijama ili na veéim

otocima, gdje zive u marginalnoj simpatriji ili parapatriji (Gorman i sur., 1975.).

Uzduz istocne obale Jadranskog mora, od sjeveroistocne Italije do Neretve, gusteri
Podarcis siculus 1 P. melisellensis zabiljeZzeni su u simpatriji 1 alopatriji. U podru¢jima
alopatrije, P. siculus naj¢eS¢e nastanjuje polja i priobalne zone, dok je P. melisellensis povezan
s brdskim terenima i makijom (Gojak, 2025.). Gojak potvrduje da se simpatrija javlja u
prijelaznim zonama, a unutar njih jedinke jedne vrste mogu koristiti staniSta preferirana za
drugu vrstu. Specificna mozaik-stani$ta koja kombiniraju travu, makiju, kamen i suhozide
omogucuju sintopiju, gdje se obje vrste mogu susresti u prostornoj i vremenskoj blizini. Ova
istrazivanja usmjerena su na identifikaciju sintopi¢nih populacija unutar Sireg podrucja
simpatrije kako bi se proucili ekoloski mehanizmi koji omogucuju njihov suzivot (Gojak,

2025.).

Uvid u fizioloSke karakteristike dviju vrsta neophodan je za razumijevanje dinamike
njihove interakcije te objaSnjenje razloga zbog kojih dominantna vrsta ostvaruje prednost nad

ugrozenom.

2.5. Morfologija i histologija probavnog sustava gustera

Kao 1 drugi ljuskari, gusteri roda Podarcis imaju tipi¢nu organizaciju probavila: usnu
Supljinu s jezikom i zubalom te zlijezdama slinovnicama, jednjak, jednostavni zeludac, tanko
crijevo, cekum 1 debelo crijevo, s jetrom, zu¢nim mjehurom 1 gusteracom kao pomocénim
organima (Slika 8.). HistoloSka grada probavnog sustava gmazova tipi¢no se sastoji od Cetiri
glavna sloja, rasporedena od lumena prema van: sluznice (mukoze — lat. Tunica mucosa),
podsluznice (submukoze), miSi¢nog sloja (lat. Tunica muscularis) 1 seroza (Srichairat i sur.,
2022.). Sluznica ukljucuje povrsinski epitel s pripadaju¢im Zlijezdama (lat. Lamina epithalis),
a u pojedinim dijelovima probavne cijevi moze biti snazno naborana. Vezivno tkivo 1 misi¢ni

slojevi sluznice razlikuju se ovisno o regiji 1 veli€ini Zivotinje (Hamdi i sur., 2014.; Srichairat i
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sur., 2022.). Ova osnovna organizacija slojeva predstavlja temelj za razumijevanje

funkcionalnih razlika duz probavnog sustava.

Zeludac gustera ima jajoliki oblik i sastoji se od dviju regija: fundusa i pilorusa. Sluznica
zeluca je naborana, pri ¢emu su nabori izrazeniji i pravilniji u fundusu nego u pilorusu. Povrsinu
sluznice pokriva jednoslojni cilindri¢ni epitel s vréastim stanicama, ispod kojega se nalazi
vezivno tkivo i dobro razvijen tanki miSiéni sloj sluznice. Tubulusne Zlijezde fundusa
jednostavne su i otvaraju se u zljezdane jamice kroz uzak izlazni kanal, dok su pilorusne Zlijezde
Cesto razgranate, s duljim vratovima, a ponekad prelaze iz tubulusnog u alveolarni oblik. U
pilorusu se nalaze 1 specijalizirane serozne oksintikopepticke i mukozne stanice;
oksintikopepticke stanice istodobno luce pepsinogen 1 klorovodi¢nu kiselinu (HCI).
Podsluznica Zeluca sastoji se od guscéeg vezivnog tkiva s krvnim Zilama, dok je tunica
muscularis dobro razvijena i gradena pretezno od unutarnjeg kruznog sloja glatkih misi¢a, uz
tanji vanjski uzduzni sloj. Vanjsku povrSinu Zeluca prekriva tanka seroza (Wang i sur., 2024.).
Ovakva grada Zeluca omogucuje uc¢inkovito mehanicko mijesanje i kemijsku razgradnju hrane,

$to je osobito vazno kod vrsta koje konzumiraju raznoliku hranu.

Zdrijelo jednjak

Ry
N »7. lijevi rezanj jetre

gusteraca

_.. dvanaesnik

Slika 8. Anatomska grada probavnog sustava gustera

(https://www.notesonzoology.com/phylum-chordata/garden-lizard/digestive-system-of-

garden-lizard-with-diagram-chordata-zoology/8411, prilagodila S. Kereti¢ 2025.)
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Tanko crijevo gmazova moze biti zavijeno ili relativno ravno, a njegova unutarnja
povrsina Cesto oblikuje uzduzne ili popre¢ne nabore. Sluznica stvara brojne resice — prstolike
izdanke koji strSe u lumen — a gradena je od apsorpcijskog cilindri¢nog epitela i vréastih stanica,
uz rahlo vezivno tkivo 1 male miSi¢ne snopove u unutrasnjosti resica (Ya i sur., 2009.). Posebno
su zanimljive enterokromafine stanice koje luce serotonin (vidi poglavlje 2.3.2) Uz njih su
prisutne i enteroendokrine stanice rasporedene duz probavnog sustava (Yai sur., 2009.; Serra-
Campos i sur., 2021.; Srichairat i sur., 2022.; Wang i sur., 2024.). Podsluznica, bogata krvnim
zilama, uza je blizu pilorusa, a Sira prema cekumu. MiSi¢ni sloj je slabije razvijen nego u
jednjaku 1 Zelucu te sadrZi slojeve gustog vlaknastog vezivnog tkiva. Cijeli segment obavijen
je tankom serozom (Hamdi i sur., 2014.; Srichairat i sur., 2022.; Wang i sur., 2024.). Osim
dvanaesnika, pojedini dijelovi tankog crijeva tesko se histoloski razlikuju (Ya i sur., 2009.).
Ova sli¢nost izmedu segmenata sugerira da je vecina apsorpcije raspodijeljena duz cijelog

tankog crijeva, a ne koncentrirana samo u jednom dijelu, kao $to je slucaj kod sisavaca.

Cekum je vrecasto proSirenje izmedu tankog i debelog crijeva (Hamdi 7 sur., 2014.).
Njegova veli¢ina i slozenost ovise o prehrani — kod vrsta koje konzumiraju biljnu hranu cekum
je dobro razvijen, dok je kod striktnih karnivora smanjen ili izostaje. Sluznica cekuma moze
biti viSe ili manje naborana, a ¢ine je cilindri¢ni epitel, rahlo vezivno tkivo 1 tanak sloj miSica.
Podsluznica je dobro prokrvljena, dok unutarnji kruzni sloj glatkih miSi¢a dominira nad
vanjskim uzduZnim slojem. S vanjske strane prisutna je seroza (Srichairat i sur., 2022.). Ova
regija predstavlja kljuénu tocku za mikrobiolosku fermentaciju, osobito kod vrsta s povecanim

unosom biljne hrane.

Debelo crijevo pokazuje morfoloske varijacije medu skupinama gustera, koje se ¢esto
povezuju s njihovom prehranom. Sluznica je razli¢ito naborana i sastoji se od cilindri¢nog
epitela s velikim brojem vrcastih stanica, rahlog vezivnog tkiva i tankog sloja glatkih misica
(Benchaya i sur., 2024.). Podsluznica se sastoji od gustog vezivnog tkiva bogatog krvnim i
limfoidnim strukturama. Tunica muscularis gradena je od unutarnjeg kruznog i vanjskog
uzduznog sloja, izvan kojih se nalazi seroza (Benchaya i sur., 2024.). Zavr$ni dio debelog
crijeva, rektum, otvara se u kloaku — zajednicki izlazni put probavnog, mokra¢nog i spolnog
sustava. Ova zavrs$na dionica probavne cijevi vazna je za reapsorpciju vode i formiranje fecesa,

¢ime pridonosi ocuvanju vode — klju¢nog resursa u suhim mediteranskim stanistima.
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2.5.1. Morfologija i histologija probavne cijevi gustera Podarcis

Gusteri iz roda Podarcis su pretezito insektivorni lovei, ali pokazuju znatnu fleksibilnost
u prehrani, osobito u oto¢nim ekosustavima (Herrel i1 sur., 2008.; Capula i Aloise, 2011.;
Taverne i sur., 2019.). Struktura probavne cijevi kod roda Podarcis sli¢na je ve€ini ljuskara, a
histoloske razlike odrazavaju njihove prehrambene navike i eventualne adaptacije na
promijenjene izvore hrane. Ovakva fleksibilnost prehrane c¢ini ih iznimno zanimljivim
modelom za istrazivanje povezanosti ekologije i fiziologije probave. Rod Podarcis obuhvaca
mediteranske ,,zidne* gusStere prepoznate u znanstvenoj literaturi kao dobar istrazivacki model
za ekolosku plasticnost, ukljucuju¢i promjenjive prehrambene niSe i povezane promjene
probavnog sustava. Drugim rijec¢ima, promjene u duljini crijeva, prisutnosti cekalnih valvi ili
histoloskim karakteristikama ¢esto su izravno povezane s promjenom prehrane, Sto omogucuje

proucavanje brze adaptacije.

Medu njima, P. siculus 1 P. melisellensis predstavljaju bliske, ali ekoloski raznolike
vrste, s brojnim populacijama na isto¢nim jadranskim otoci¢ima koje su omogucile ,,prirodne
eksperimente® u evoluciji probave i prehrane (Taverne i sur., 2019.). Ovi prirodni eksperimenti
pruzaju izvanrednu priliku za usporedbu populacija u razli¢itim ekoloSkim uvjetima, ¢ime se

moze bolje razumjeti kako okoli$ni pritisci oblikuju morfologiju probavnog sustava.

Organizacija probavnog sustava jasno pokazuje homologiju gmazova s drugim
kraljeZznjacima, premda uz specifi¢ne prilagodbe koje odgovaraju njihovom nacinu prehrane.
Kod tipi¢no insektivornih populacija (P. melisellensis, kopnene populacije P. siculus) crijevo
je relativno krace, lumen jednostavniji i bez velikih pregrada (Vervust i sur., 2010.). Kod
populacija P. siculus koje su presle na prehranu bogatiju biljnim materijalom (npr. Pod Mrcaru)
razvijaju se cekalne valve, §to produzuje vrijeme prolaska hrane 1 omogucuje fermentaciju
(Herrel 1 sur., 2008). Ova anatomska prilagodba ima klju¢nu ulogu u u€inkovitijoj razgradnji

biljnog materijala 1 iskoriStavanju energije iz celuloze.

Taverne i sur. (2019.) analizirali su 18 oto¢nih populacija dviju blisko srodnih vrsta (P.
siculus 1 P. melisellensis) 1 pokazali da, unato¢ velikoj varijabilnosti sastava plijena i udjela
biljne hrane medu otocima, raznolikost nije izravno uvjetovana veli¢inom otoka. Umjesto toga,
prehrambeni obrasci odrazavaju kompleksnu interakciju ¢imbenika — dostupnosti resursa,
gusto¢e populacije i intenziteta predacije — §to je tipi¢no za otocne ekosustave. Takvi uvjeti

poti¢u oportunizam, sezonsko povecanje biljne komponente i divergenciju strategija medu
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populacijama obiju vrsta. Rezultati dodatno potvrduju povezanost izmedu prehrane, ugrizne
sile 1 crijevne morfologije, osobito kod otoc¢kih populacija P. siculus na Pod Mrc¢aru, gdje su

opazene znacajne morfoloske promjene probavnog sustava.
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2.6. Krv gustera

Gmazovi, kao ektotermni organizmi, pripadaju eurivalentnoj skupini Zivotinja koje
pokazuju visoku toleranciju na promjene i oscilacije abiotickih ¢imbenika okolisa. Takve
promjene, da bi bile uspjesno podnesene, zahtijevaju slozene fizioloske prilagodbe koje imaju
dalekosezne posljedice na citav organizam. Posebno je osjetljiv krvozilni sustav, koji
predstavlja jedan od klju¢nih mehanizama u odrzavanju homeostaze, jer omogucuje ucinkovitu
termoregulaciju, raspodjelu hranjivih tvari te uklanjanje metabolickih produkata u uvjetima

promjenjivih temperatura i dostupnosti resursa.

HematoloSke karakteristike unutar skupina pa ¢ak i unutar vrste znatno se razlikuju,
znacajno vise nego §to je to uoceno u ptica i sisavaca. Filogenetska udaljenost izmedu skupina
gmazova, razlike vezane uz spol, starost, doba godine, fiziolosko stanje jedinke (prehrana,
bolest, reproduktivna aktivnost) te okoliSni uvjeti (temperatura, vlaga) bitno doprinose
razlikama i Sirokom spektru rezultata u hematoloSkim istrazivanjima zbog ¢ega je vrlo tesko

standardizirati osnovne hematoloske parametre i referentne vrijednosti.

Krv gmazova ¢ini krvna plazma te krvne stanice. Krvne stanice ¢ine 20-40% volumena
krvi (Sodeinde i Ogunjobi, 1994.), §to je niZe nego u sisavaca i ptica i ukazuje na smanjeni
kapacitet prijenosa kisika (Stacy i sur., 2011.). Opetovano 1 taj postotak ovisi o vanjskim
uvjetima 1 stanju organizma. Opcenito vrijednosti hematokrita i hemoglobina nize su u
ektotermnih nego u endotermnih Zivotinja (Campbell, 2015.). Smanjenje temperature u okoliSu

rezultira padom vrijednosti hematokrita, hemoglobina i volumena plazme (Wojtaszek, 1992).

Krvni serum od krvne plazme razlikuje se u tome Sto plazma sadrZzava ¢imbenike
zgrusavanja od kojih je najvazniji fibrinogen i krvne stanice. Krvna plazma je tekuci dio krvi
koji preostaje nakon centrifugiranja krvi s antikoagulansom i volumenom ¢ini oko 60% krvi,
dok serum je defibrinizirana plazma (Medicinski leksikon, 1992.). Kod svih gmazova limfne
zile Cesto prate krvne Zile te je stoga naj¢es¢i problem prilikom vadenja krvi gmazova mijeSanje

krvi s limfom (Beli¢ i sur., 2017.).

2.7. Serotonin kod gmazova

Unatoc¢ zna¢ajnim naporima u proucavanju uloge i zna¢aja serotonina u sisavaca i ptica,
razumijevanje uloge serotonina kod gmazova ostaje fragmentarno i nedovoljno sistematizirano.

Dosadasnja istrazivanja sugeriraju da je serotonin kod gmazova razmjerno istrazen u
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anatomskom, ali ne i1 funkcionalno-komparativnom smislu. Glavne zapazene funkcije —
raspodjela u srediSnjem i perifernom serotoninskom odjeljku te modulacija socijalnog
ponasanja — ukazuju na potencijalno vazne evolucijske paralele s pticama i sisavcima (Bacqué-

cazenave i sur., 2020.).

Serotonin u kraljeznjaka djeluje kao modulator ponaSanja, Sto je potvrdeno 1 kod
beskraljeznjaka i riba. Tako su gmazovi dio te evolucijske linije, sustavni pregled koji bi
povezao dinamicke funkcije serotonina kroz razlicite vrste jos nije dostupan (Bacqué-cazenave
i sur., 2020.). Opcenito se smatra da serotonin vr$i inhibitornu kontrolu nad agresivnim
ponasanjem, posebno kod muZjaka. Gusteri vazni su modeli za testiranje predloZzenog utjecaja
neurohormona na agresiju (Baird, 2013.). Istrazivanja na gusterici Anolis sangrei pokazala su
da su kod agresivnih jedinki frekvencija i intenzitet ponaSanja povezana sa smanjenom
serotonergi¢nom aktivnoS¢u (Hartline i sur., 2017.), dok je kod gusterica Anolis carolinensis,
pokazano da je, i kod dominantnih 1 kod podredenih muzjaka, serotonergicka aktivnost
stimulirana agresivnom druStvenom interakcijom (Summers i sur., 2005.). U tijeku su i
istrazivanja koeksistiraju¢ih populacija P. siculus 1 P. melisellensis, na kojima je P. siculus
pokazao vecu razinu dopamina u mozgu, vecu istrazivacku sklonost i1 agresivnost (Nikolic i
sur., 2019.; Glogoski i sur., 2024.;). Capaldo i sur., 2003 pokazali su prisutnost serotonina u
nadbubreznoj zlijezdi P. siculus te sugerirali da serotonin ima regulatornu funkciju na os

hipotalamus-hipofiza-nadbubrezZna Zlijezda.

Imunoloska istrazivanja otkrila su serotoninske stanice rasporedene u plu¢ima vise vrsta
gmazova, poput Testudo graeca 1 Pseudemys scripta elegans, prisutne u interseptalnim
meduprostorima i intramuralnim ganglijima (Pastor i sur., 1987.). Sto je jo$ jedna evolucijska

paralela u istraZivanju serotonina.

Recentna istrazivanja ukazuju da serotonin ima utjecaja na taloZenje viSe masti u
lipidnim rezervama kod vrste P. siculus $to je u direktnoj poveznici s njihovom ve¢om stopom
rasta, veCom proizvodnjom energije i ve¢om reprodukcijom (Aladrovi¢ i sur., 2023). Stoga je
potrebno istraziti razine perifernog serotonina kao moguceg modifikatora metabolizma
gmazova 1 jednog od faktora koji utjeCe na bioloSku prednost vrste P. siculus u odnosu na

endemicnu P. melisellensis.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Zivotinje

Prvi zapisi o pokusima na zivotinjama datiraju iz 5. stoljeéa prije Krista koje je izvodio
Alkemenon. Dva stoljeca kasnije predstavnici Aleksandrijske Skole opisuju pokuse na zivim
zivotinjama 1 piSu da je takav tip istrazivanja klju€an za tumacenje vitalnih funkcija organizma.
Galenova anatomsko-fiziolosko istrazivanje ve¢ u razdoblju od 129.-210. godine postavlja
temelje eksperimentalne fiziologije zapadnog svijeta te animalni model stavlja u centar mnogih

istrazivanja sve do danas (Belicza, 2000.).

Slozenost pojma animalnog modela pokusSalo je objasniti Americko nacionalno
istrazivacko povjerenstvo za animalne modele definiraju¢i animalni model kao ,,zivotinjski
model u kojem normativna biologija ili ponasanje, spontani ili inducirani patoloski procesi
mogu biti istraZivani kao jedan ili viSe fenomena koji nalikuju u istom fenomenu kod ljudi ili
zivotinja®. Stoga je vec¢ina pokusnih animalnih modela razvijena da bi se istrazili uzorci, priroda
1 nacini lijeCenja poremecaja/bolesti u ljudi (Ambriovi¢ Ristov, 2007.). lako se razvojem
tehnologije svakog dana otkrivaju nove metode kojima se zamjenjuje upotreba Zzivih
organizama, nazalost joS uvijek nije moguce u potpunosti ukinuti upotrijebe animalnih modela.
Pri svakom istrazivanju, pa tako 1 ovom nasem vodili smo se takozvanim konceptom 3R (refine
— poboljsati, replace — zamijeniti, reduce - smanjiti) kojeg su opisali Russel 1 Burch 1959.

(Russell i Burch, 1992.).

Nakon detaljnog proucavanja dosad postojece literature definirano je da ce cilj
doktorskog rada biti istraziti perifernu homeostazu serotonina na biokemijskoj 1 histoloSkoj
razini u jedinkama simpatrijskih populacija P. siculus i P. melisellensis, u okviru Hrvatske
zaklade za znanost projekta ,,Dopaminska regulacija kompetitivnog ponaSanja u
koegzistiraju¢im populacijama gustera Podarcis siculus 1 Podarcis melisellensis (BOLDeR)",
voditeljice izv. prof. dr. sc. Sofije Ane BlaZzevi¢ (HRZZ-UIP-2019-04-8469), kod kojih su
prethodno zabiljeZzene razlike u ponasSanju pod serotonergicnom kontrolom. Doktorska
disertacija dio je Sireg istrazivackog projekta koji ima za cilj prouciti ovaj jedinstveni model
kohabituiraju¢ih vrsta gustera kako bi razjasnili odnos izmedu razlika u razinama

neurotransmitera u mozgu i ekolosku isklju¢enost ovih vrsta. Istrazivanje prikazano u ovoj
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disertaciji provedeno je na istim zivotinjama koje su ukljuc¢ene u druge segmente projekta, sto

posljedi¢no omogucuje integrativnu interpretaciju rezultata na vise razina.

S tim ciljem 2021. uzorkovane su tri koegzistiraju¢e simpatrijske populacije gusterica —
Podarcis siculus (PS) 1 P. melisellensis (PM) na razli¢itim lokacijama u Hrvatskoj — Pag, Knin
i Sinj. Uzorkovanje se provodilo u razdoblju od kolovoza do listopada, nakon zavrSetka
reproduktivne sezone za obje ove vrste. Ukupno je uhvaceno 120 Zivotinja, razdioba uhvacenih
jedinki po vrsti, po lokaciji i po spolu prikazana je u Tablici 1. Muzjaci su identificirani po
bedrenim porama i natecenoj bazi repa (Brecko i sur., 2008.). Gusteri ¢iji je spol bio nejasan,
mladi ili neodrasli gusSteri odmah su pusteni i nisu ukljuceni u istrazivanje. Broj gustera po
skupini odreden je kao minimalni broj koji se pojavljuje u sli¢nim istrazivanjima (Downes i
Bauwens, 2004.). Tijekom terenskog uzorkovanja svaka jedinka je spremljena u oznacenu
platnenu vrecu i transportirana na Zavod za animalnu fiziologiju, Prirodoslovno-matematickog

fakulteta u Zagreb.

Tablica 1. Broj jedinki Podarcis melisellensis i P. siculus uklju¢enih u istrazivanje

Podarcis melisellensis Podarcis siculus
muzjaci (n) | Zenke (n) | muzjaci (n) | Zenke (n) | Ukupno
Knin 11 8 11 8 38
Sinj 10 9 6 10 35
Pag 11 11 12 12 46
Ukupno 32 28 29 30 119

U nastambi za gmazove unaprijed su pripremljeni plasti¢ni terariji (30X40cm) s
tresetnom podlogom te pripadaju¢om grijacom LED lampom 1 UV lampom u koje su Zivotinje
prebacene (Slika 8.). U terarijima su im osigurani optimalni uvjeti za Zivot —12 sati dan/12 sati
no¢, temperatura 20-25 °C, vlaznost od 40-60%, slobodan pristup vodi i 3 puta tjedno hranjenje
zivim Sturcima (Gryllus assimilis; Insektarij, Obrt za uzgoj insekata, vl. Aleksandar
Gavrilovi¢), koji su prethodno posuti prahom kalcija s vitaminom D3. Period od uzorkovanja
pa do zrtvovanja (sredina prosinca 2021.) iskoriSten je za prilagodbu Zivotinja 1 bihevioralna
testiranja koje su dio drugih istraZivanja na Zavodu. Kao §to je bilo i predvideno dizajnom

pokusa, sve zivotinje su zadnjih 3 mjeseca proveli u istim strogo kontroliranim uvjetima.
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Tijekom razdoblja zatoCeniStva jedna jedinka je uginula — Podarcis siculus — muzjak — Sinj

zbog ¢ega je ukupan broj ukljucenih jedinki u istrazivanje bio 119 (Tablica 1).

Slika 8. Plasti¢ni terariji na Zavodu za animalnu fiziologiju, PMF-a ( lijevi panel); guster u

terariju (desni panel) (foto Brizi¢ 2021.)

Dozvole za uzorkovanje guStera na lokacijama Knin, Sinj i otok Pag u okviru projekta
dobivene su od Ministarstva gospodarstva i odrzivog razvoja Republike Hrvatske (KLASA:
UPI/1-612-07/21-48/202 ; URBROJ 517-10-1-1-21-4, prilog 8.1.). Istrazivanje je uskladeno s
vaze¢im Zakonom o zastiti zivotinja (NN 102/17 i 32/19) te Pravilnikom o zastiti Zivotinja koji
se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/131 116/19) te smjernicama koje je izradio ASAB/ABS
(ASAB Eticki odbor/ABS odbor za skrb o zivotinjama, 2023.) i Eti¢kim kodeksom Sveucilista
u Zagrebu na osnovu kojih je podnesena i Zamolba te ishodovano pozitivho misljenje
Povjerenstva za bioetiku i dobrobit Zivotinja za ovaj dio istrazivanja ( KLASA: 643-02/24-01/1;
URBROJ 251-58-10617-24-335) (Prilog 8.2.). Sredstva za ovaj rad osigurala je Hrvatska
zaklada za znanost projektom #UIP-2019-04-8469 (voditeljice Sofije Ane Blazevi€) i potpore
SveuciliSta u Zagrebu broj 20285828 (voditelj Duje Lisicic).

3.2. Zrtvovanje — prikupljanje uzoraka seruma i probavnih organa
Zrtvovanje Zivotinja bilo je minimalno tjedan dana nakon posljednjeg testiranja

ponasanja kako bi se smanjio utjecaj stresa. Prije samog Zrtvovanja Zivotinjama je mjerena masa
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tijela (g) te duljina tijela koja se oznacava kao SVL (engl.) "snout—vent length" — mjerenje od
vrha njuske (engl. snout) do otvora kloake (engl. vent). To je standardna morfometrijska mjera
u herpetologiji jer je neovisna o duljini repa, koji se kod mnogih vrsta lako osteti ili regenerira,

pa nije pouzdan za usporedbe.

Zivotinje su eutanazirane dekapitacijom (Husak i sur., 2015.; Pierozan i sur., 2017.)
uvijek u istom vremenskom periodu — od 10 do 14 h. Trajanje rukovanja gustera od hvatanja u
terariju pa do odrubljivanja glave, svedeno je na minimum kako bi se §to viSe smanjio stres
zivotinje, a cijeli proces nije trajao duze od 20 sekundi. Po dekapitaciji jedan tim se bavio
glavom te izolacijom mozga, a drugi tim je radio na prikupljanju maksimalnog volumena

seruma iz vratnih Zila, a potom i izolacijom probavnog sustava (Slika 9.).
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Slika 9. Prikupljanje seruma nakon dekapitacije gustera (foto Brizi¢, 2021.)

Serum je nakon prikupljanja spremljen u oznacene mikroepruvete te zaleden na —80 °C,
nakon ¢ega smo pristupili prikupljanju uzoraka probavnih organa. Izdvojen je probavni sustav
van tijela gustera (Zeludac, crijevo i cekum) (Slika 10.) te je isti izmjeren pomocu digitalnog
kalipera. Potom je probavni sustav podijeljen te je svaki dio probavnog sustava odvojeno

spremljen u mikroepruvete.

Zeludac i tanko crijevo svaki zasebno prvobitno su pohranjeni u hladni fiksativ Formol-

kalcijna4 °C na 24 h, a nakon toga su prebaceni u hladnu otopinu 30% saharoze, arapske gume
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1 destilirane vode te pohranjeni na 4 °C, kako bi se oCuvala morfologija tkiva iz kojih smo

kasnije izradili trajne histoloSke preparate.

Otopinu saharoze i arapske gume pripremili smo tako da smo u 100 mL destilirane vode
dodali 30 grama saharoze. Otopinu smo cijelo vrijeme mijeSali magnetnom mijeSalicom te
postupno dodavali 1 g arapske gume. Nakon pripreme otopina je stajala u hladnjaku i hladna se

dodavala u mikroepruvete kako bi §to uspjesnije sacuvala uzorke.

Slika 10. Uzorkovanje probavnog sustava gustera (lijevi panel) te izolirano probavilo gustera
(desni panel) (foto Brizi¢, 2021.).
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3.3. Kemikalije i pribor
3.3.1. Kemikalije potrebne za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC)
Kemikalije koriStene za pripremu mobilne faze:
> kloroform (Honeywell Riedel-de HaénTM, Njemacka)
> voda, HPLC cisto¢e (Honeywell, Njemacka)
> acetonitril (Honeywell Riedel-de HaénTM, Njemacka)

Kemikalije koriStene za pripremu standardnih otopina:
> 0,5M HCI (Gram-Mol, Hrvatska)
70% etanol
voda, HPLC ¢isto¢e (Honeywell, Njemacka)

>

>

> serotonin, analiti¢ki standard (Sigma Aldrich, Njemacka)
» L-triptofan, HPLC cistoce (Sigma Aldrich, Njemacka)

>

4-hidroksi-3-metoksifeniloctena (homovanili¢na) kiselina (Sigma Aldrich,
Njemacka)

Kemikalije koriStene za ekstrakeiju:
> natrij hidroksid (NaOH) u granulama (Merck)
metanol MeOH (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)

>
» diklormetan (DCM) (Honeywell, Njemacka)
> dusik (Messer)

>

voda, HPLC ¢isto¢e (Honeywell, Njemacka)

3.3.2. Tehnicka pomagala i pribor za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC)

> sustav HPLC Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, SAD):
- kvaterna pumpa Agilent G7111B
- injektorski modul Agilent Q7129A s petljom za ubrizgavanje od 100 pL
- UV-DAD detektor Agilent Q7115A
> analiticka kolona Kromasil 100-5-C18 (150 mm % 4.6 mm, 5 pum) s pretkolonom
Kromasil 100-5-C18 (12.5 mm %X 4.6 mm, 5 pm)
> centrifuga Micro 21 R (Thermo Scientific, Velika Britanija)
> vortex genius 3 (IKA, Njemacka)
> vortex LLG labware (uniTEXER, Njemacka)
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mjesalica IKA®KS 130 basic (IKA, Njemacka)
digitalna vaga, EG 220-3NM, d = 0,001 g: 220 g (Kern, Njemacka)

> uparivac sa strujom dusika REACTI-THERM I#TS-18822 (Thermo Scientific,

>

Velika Britanija)

automatska pipeta (HandyStep electronic, BRAND, Njemacka)

3.3.3. Kemikalije i pribor koristeni za analizu proteina

>

>
>
>

Pierce BCA Protein kit (23225-23227; ThermoFisher Scientific)
SPECTROstar Nano ¢ita¢ mikrotitarskih ploc¢ica (BMG Labtech, Njemacka)
epruvete

mikroplocice

3.3.4. Kemikalije koristene za fiksaciju i cuvanje tkiva

>

vV V V VYV

Fizioloska otopina (Braun)

Formol kalcij (Sigma Aldrich, Njemacka)
Saharoza (Sigma Aldrich, Njemacka)
Arapska guma (Sigma Aldrich, Njemacka)

Destilirana voda

3.3.5. Kemikalije i pribor potrebni za histolosku obradu tankog crijeva

3.3.5.1. Kemikalije koristene za uklop tkiva

>
>
>
>

agaroza (Sigma)
alkohol — etanol apsolutni (Grammol)
kloroform (Carlo Erba Reagents S.A.S)

Paraplast, Sakura Tissue-Tek Paraffin Wax ® (Processing Systems)

3.3.5.2. Kemikalije koristene za bojanje tkiva

vV V V VYV

Ksilen (Biocen, BioGnost)

alkohol 100% — etanol apsolutni (Grammol)
dH20

Hematoksicilin H (BioGnost)
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> Eozin 0,5% (BioGnost)

> Srebro-nitrat (SigmaAldrich)

> Amonijak (Grammol)

» Kanada balsam (BioMount C Biognost)

3.3.5.3. Pribor koristen za histolosku obradu uzorka tankog crijeva

Tijekom svih faza izrade trajnih histoloskih preparata koriStena je standardna
laboratorijska oprema: lateks rukavice, termo rukavice, pincete, skalpel, aluminijska folija,
mikroepruvete raznih volumena, mikrotom (Shandon Finesse 325, Thermo Fisher Scientific,
USA), kistovi, vodena kupelj (GFL Typ 1052, Njemacka), predmetna i pokrovna stakalca, stalci
za suSenje, staklenke za bojanja, elenmayerove tikvice, mjesalica IKA®KS 130 basic (IKA,

Njemacka), digitalna vaga, EG 220-3NM, d = 0,001 g: 220 g (Kern, Njemacka).
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3.4. Metode

3.4.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Ruski botani¢ar Michail Semjonowitch Tswett pocetkom 20. stolje¢a prvi je primijenio i
opisao tehniku separacije otopine biljnih pigmenata, klorofila i ksantofila prolaskom kroz
staklenu kolonu napunjenu kalcijevim karbonatom. Rezultat pokusa bio je uspjesno odijeljeni
sastojci na koloni u obliku vrpci zbog Cega je ova metoda dobila ime kromatografija (gr¢.
chroma = boja 1 graphein = pisati) (Altova i sur. 2022.). Vaznost kromatografije 1952.
prepoznata je i od strane odbora za Nobelovu nagradu. Zbog razvoja papirne kromatografije
britanski botanicari A.J.P. Martin i R. L. M. Synger dobili su Nobelovu nagradu za kemiju.
Tom tehnikom omoguceno je odjeljivanje slicnih kemijskih spojeva (npr. aminokiselina) iz
smjese. Razvojem suvremene znanosti 1 tehnologije stvoreni su preduvjeti za odvajanje, analizu
i procis¢avanje vrlo slozenih smjesa s visokom osjetljivosti, jakom selektivnosti te visokom

pouzdanosti.

Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid
chromatography - HPLC) temelji se na sistemu koji se sastoji od visokotlacne pumpe koja
potiskuje mobilnu fazu (otapalo) s uzorkom preko stacionarne faze na kojoj se tvari razdvajaju
1 izlaze u razliCitim retencijskim vremenima, a njihov izlazak biljezi detektor. Kemijska
interakcija stacionarne faze, uzorka i mobilne faze odredit ¢e brzinu migracije i odjeljivanje

tvari koje su sadrzane u uzorku (Ambriovi¢ Ristov, 2007.).

Glavne prednosti HPLC metode su §to ona istovremeno identificira tvari 1 odreduje njenu
koli¢inu. U HPLC sustavu razlikuju se tri osnovna koraka: razdvajanje, identifikacija 1
kvantifikacija komponenata. Postupak zapocinje ubrizgavanjem uzorka (analita) otopljenog u
odgovaraju¢em otapalu u struju mobilne faze. KoriStena otapala moraju biti vrlo visoke Cistoce

kako bi se izbjegla kontaminacija i Sum u mjerenju.
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uzorak
_ o - Ll
HPLC Injektor I—-{l j]—b detektor
pump
HPLC
kolona

Prikupljanje podataka

Mobilna otopmna

otpad

Slika 11. Shematski prikaz principa rada HPLC kromatografa. Preuzeto i prilagodeno iz Ali
AH, 2022. (Mrdjen-Hodzi¢, 2024.) .

Visokotla¢na pumpa osigurava konstantan i precizno kontroliran protok mobilne faze kroz
sustav. Prije ulaska u glavnu kolonu, uzorak prolazi kroz pretkolonu koja zadrZava eventualne
necisto¢e. Sama kolona stvara stabilno okruzenje u kojem dolazi do interakcije izmedu
stacionarne 1 mobilne faze. Sastav mobilne faze, dimenzije kolone 1 gustoca pakiranja Cestica
stacionarne faze kljuni su cimbenici koji odreduju kvalitetu i ucinkovitost separacije.

......

nepokretna (Mrdjen-Hodzi¢, 2024.).

Za razdvajanje u tekucinskoj kromatografiji primijenjena je kromatografija obrnutih faza
visoke djelotvornosti (engl. reverse-phase high performance liquid chromatography, RP-
HPLC). U ovakvom sustavu mobilna faza je polarna i sastoji se od vode ili pufera u kombinaciji
s jednim ili viSe organskih otapala, dok je stacionarna faza nepolarna. Najcesce je stacionarna
faza oblikovana od silikagela na ¢iju je povrSinu kemijski vezana nepolarna skupina. Budu¢i da
je sustav tako konfiguriran, iz kolone ¢e najprije izaci najpolarniji sastojci uzorka, a zatim oni
manje polarni. ZadrZavanje polarnih komponenti je izraZenije Sto je udio organskih otapala u
mobilnoj fazi manji (Skoog i sur., 2014.). Postupak razdvajanja moze biti izokratan ili
gradijentan. Kod gradijentnog razdvajanja omjer otapala u mobilnoj fazi se postupno mijenja
tijekom analize, dok se kod jednostavnije izokrate metode koristi samo jedno otapalo ili stalna

smjesa otapala.
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3.4.1.1. Priprema standardnih otopina

Za kreiranje kalibracijske krivulje pripremila sam standardne otopine pocetne
koncentracije 1000 uM. Prvo sam izvagala potrebnu masu svakog standarda u aluminijskom
Sesiri¢u za vaganje. Odvagu standarda otopila sam prvo u 100 puL (zapremina Sesirica) otapala
preporucenog od strane proizvodaca (Tablica 2.), a zatim u deproteinizacijskoj otopini do

kona¢nog volumena od 10 mL.

Tablica 1. Priprema otopina standarda serotonina (5SHT), triptofana (TRP), 5-hidroksiindol-
octene kiseline (SHIAA), 5-hidroksil-L-triptofan hidrata (SHTP).

Mr Masa Konacni konatna otapalo
Standard koncentracija (prema SDS)
(g/mol) (mg) volumen (mL)
(nM)
SHT 176,22 1,8 10 1000 0,5 M HCl
TRP 204,23 2,0 10 1000 0,5 M HCI
SHIAA 191,18 1,9 10 1000 70% EtOH
SHTP 220,22 2,2 10 1000 0,5 M HCl

3.4.1.2. Ekstrakcija tekuce-tekuce

Prvi korak pripreme uzorka za HPLC analizu bio je delipidacija, koja je provedena
tekuc¢insko-tekuc¢inskom ekstrakcijom s kloroformom. 10-20 pL serumai 40-30 pL HPLC vode
(Honeywell Riedel-de HaénTM, Njemacka) (kako bi se olakSalo prikupljanje vodenih faza)
pomijesano je s 300 uL. kloroforma (Honeywell Riedel-de HaénTM, Njemacka), vorteksirano
10 sekundi 1 centrifugirano pri 5.000 x g na 4 °C tijekom 10 minuta kako bi se odvojile faze.
Gornja vodena faza prikupljena je u novu epruvetu u koju je zatim dodano 300 pL acetonitrila
(Honeywell Riedel-de HaénTM, Njemacka) za korak deproteinizacije. Uzorci su vorteksirani
10 sekundi, a zatim centrifugirani pod istim uvjetima kako bi se odvojio precipitat proteina.
Supernatant je prenesen u bocice, evaporiran pod strujom dusika na 45 °C i rekonstituiran u
100 uLL HPLC vode. Otopina je vorteksirana i prenesena u umetke za HPLC analizu. Precipitat

proteina koji je ostao u epici, koriSten je kasnije za analizu proteina u istom tom uzorku.
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3.4.1.3. Metoda za kvantifikaciju SHT i Trp tekucinskom kromatografijom

Koncentracija SHT i Trp odredena je pomo¢u HPLC uredaja Agilent 1260 Infinity II,

povezanog s detektorom dijodnog niza (DAD). Kromatografske separacije provedene su na

Kromasil 100-5-C18 koloni (150 mm x 4,6 mm, 5 um) s predkolonom Kromasil 100-5-C18

(12,5 mm x 4,6 mm, 5 um) na temperaturi od 22 °C. Mobilna faza sastojala se od 0,1%

trifluorooctene kiseline (TFA) (Sigma-Aldrich, Njemacka) i acetonitrila s gradijentnim

elucijskim sustavom (Tablica 3.) pri protoku od 1,5 mL/min.

Tablica 3. Kromatografski uvjeti koriSteni za RP-HPLC analizu uzoraka seruma gustera

Analiticka kolona Kromasil 100-5-C18 (5 pm; 150 mm x 4,6 mm)
Pretkolona Kromasil 100-5-C18 (5 pm; 10 mm x 3,0-4,6 mm)
Mobilna faza A 0,1% trifluoroctena kiselina (TFA): pH = 2,0
Mobilna faza B 100% acetonitril
Gradijent Vrijeme (min) Mobilna faza A — Mobilna faza B
0,1 TFA (%) Acetonitril (%)
0 100 0
8,00 97 3
10,00 93 7
17,00 86 14
21,00 94 6
Volumen 100,0 pL
injektiranja
Protok 1,0 mL/min
Vrijeme analize 21 min
Ekvilibracija 1 min
kolone (post run)
Detekcija (UV/ViS) | 280 nm
Temperatura 22 °C
kolone
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Volumen ubrizgavanja uzorka bio je 1000 pL, a pikovi su detektirani na 280 nm. Vrijeme
trajanja metode bilo je 21 minuta. PovrSine vrhova analizirane su pomoc¢u Agilent OpenLab
CDS softvera. Krivulje kalibracije, koje opisuju ovisnost povrsine vrha o koncentraciji analita,
napravljene su sa Sest mjeSavina standardnih otopina (K1-K6) SHT i Trp u koncentracijama: 15
ug/mL, 3,6 pg/mL, 1,5 pg/mL, 0,6 ug/mL, 0,3 pg/mL, 0,18 pg/mL. Koncentracije u uzorcima
izraCunate su kao pg analita po mL seruma, a kasnije normalizirane prema sadrzaju proteina u
serumu, koji je izmjeren s Pierce BCA Protein Assay Kit s Dilution-Free BSA Protein Standards

(Thermo Scientific, SAD).

Metoda je validirana koriStenjem kriterija selektivnosti, linearnosti i ponovljivosti.
Selektivnost je definirana kao simetrican izgled i dobra separacija vrhova na kromatogramima
(Slika 12.), bez preklapanja s pikovima drugih analita. Linearnost je odredena izratunavanjem
koeficijenta korelacije iz kalibracijskih krivulja Sest standardnih otopina. Dobra linearnost
definirana je kao koeficijent korelacije (R?) > 0,99 (Slika 13. i 14.). Ponovljivost ili medudnevna
varijabilnost testirana je usporedbom standarda izmedu razliitih dana i izraZzena kao relativna

standardna devijacija (RSD) (Prilog 8.3.1 8.4.).
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Slika 13. Linearnost izraunata iz kalibracijske krivulje ovisnosti srednje vrijednosti visine pika
(Slika A) i povrSine pika (Slika B) serotonina o koncentraciji standardnih otopina u

koncentracijama 15 pg/mL, 3,6 pg/mL, 1,5 pg/mL, 0,6 ug/mL, 0,3 pg/mL, 0,18 ug/mL
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Slika 14. Linearnost izraCunata iz kalibracijske krivulje ovisnosti srednje vrijednosti visine pika

(Slika A) 1 povrSine pika (Slika B) triptofana o koncentraciji standardnih otopina u
koncentracijama 15 pg/mL, 3,6 pg/mL, 1,5 pg/mL, 0,6 ng/mL, 0,3 pg/mL, 0,18 pg/mL
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3.4.2. Analiza proteina

Analizu proteina izvrSila sam na osnovi kolorimetrije pomocu kita Pierce BCA Protein
Assay (23225-23227; ThermoFisher Scientific) koji se temelji na bicinhoninskoj kiselini
(BCA), a za cilj ima detekciju 1 kvantifikaciju ukupnog broja proteina. Ova metoda bazira se

na kemijskoj redukeciji Cu** —~Cu'* pomoéu proteina u alkalnom mediju (biuretska reakcija) s

vrlo osjetljivim i selektivnim kolorimetrijskim bojanjem. Ljubicasta boja koja nastane oznacava
da je doslo do reakcije izmedu kationa bakra Cu'" sa dvije molekule BCA kiseline. Taj
novonastali kompleks topljiv je u vodi i pokazuje snaznu apsorbanciju na 562 nm koja je gotovo

linearno rastuéa s koncentracijama proteina unutar Sirokog raspona (20-2000 uL).

Pocetak pripreme uzoraka za analizu proteina u prvih nekoliko koraka je zajednicki s
pripremom uzorka za HPLC. Kada sam dobila nataloZene proteine u epici, njih sam nastavila
koristiti za analizu proteina, a vodena faza je koristena za HPLC kako je to i prethodno opisano.
Na proteine kao otapalo dodajemo 200 pL H>O te 2 pL NaOH 1 mol, vorteksiramo otopinu te
je grijemo 5 min na 37 °C te ponovno vorteksiramo. Nakon toga pripremila sam standarde 1
radne otopine prema protokolu (Tablica 4.) Zatim sam pripremila master mix u omjeru 50:1
A:B otopine iz kita. Kada sam zavrsila s pripremom svih otopina, zapocela sam pipetiranje u
mikroplo€icu. U svaku jaZicu dodajemo standardne otopine (A-I) 1 uzorke (10 pL), a zatim 1
200 pL master Mixa u svaku jaZicu. Po zavrSetku popunjavanja mikroploce, mikroplo¢u sam
stavila 30 minuta na inkubaciju na 37 °C (Slika 15). Nakon inkubacije, mikroplo¢u ocitavam

na spektrofotometar na apsorbanciji od 560 nm.

Inkubacija 30 min

Pripremange radnog reagensa

Ocitavanje na 560 nm

Pipetiranje uzorka ih radnog reagensa

Slika 15. Shematski prikaz principa rada prilikom odredivanja ukupne razine proteina.

Prilagodeno prema fotografiji iz sluzbenog protokola iz kita (Mrdjen-Hodzi¢, 2024.)
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Tablica 4. Priprema standarda i radnih otopina za analizu proteina i koncentracija BSA prema

kojoj je utvrdena standardna krivulja.

Viala | Volumen diluenta Volumen BSA Finalna BSA konc.

A 0 300 puL pocetne koncentracije 2000 pL/mL

B 125 375 uL pocetne koncentracije 1500 pL/mL

C 325 uL 325 uL pocetne koncentracije 1000 pL/mL

D 175 uL 175 uL stoka B diluenta 750 uL/mL

E 325 uL 325 uL stoka C diluenta 500 pL/mL

F 325 uL 325 uL stoka E diluenta 250 uL/mL

G 325 uL 325 uL stoka F diluenta 125 uL/mL

H 400 pL 100 pL stoka G diluenta 25 uL/mL

I 400 uL 0 0

Na osnovi serije razrjedenja poznate koncentracije proteina iz kita odredila sam standardnu

krivulju prema kojoj sam kvantificirala nepoznatu ukupnu koncentraciju proteina u uzorku.

Slika 16. Ocitanje apsorbancije proteina (foto Brizi¢ 2024.)
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3.4.3. Histomorfometrijska analiza probavnog sustava

3.4.3.1. Dehidracija, uklapanje i rezanje tkiva

Za potrebe histoloSke analize tankog crijeva, odabrani su fragmenti crijeva koji su
podvrgnuti procesu pripreme za izradu trajnih histoloskih preparata koriStenjem parafinske
tehnike. Ova metoda omogucuje uklopiti fiksirano tkivo u blok parafina koji se moze tanko
narezati i obojiti histoloSkim bojama koje isticu gradevne strukture tkiva koje promatramo pod

svjetlosnim mikroskopom.

S obzirom da se radi o vrlo malim, izuzetno sitnim komadi¢ima tkiva, kako bi preparati bili
S$to bolje napravljeni i postavljeni u prikladnoj orijentaciji, preparati su preduklapani u 1%
otopinu agaroze. U plasti¢ne jazice stavljeno je nekoliko kapi otopine 1% agaroze temperature
50 °C, te je nakon toga komadic¢ crijeva okomito postavljen na dno jazice. Zatim je dodano jos
1% otopine agaroze u plasti¢nu jazicu Sto ima za zadacu pozicionirati svaki uzorak na isti na¢in
(Slika 17.), a to kasnije omogucuje lakSe manevriranje sa sitnim uzorkom u nastavku procesa

(Santana i sur., 2023.).

Slika 17. Fotografija uklopljenog dijela tankog crijeva u agaroznom bloku (foto Brizi¢

2024.)

Nakon skrudivanja agaroze na sobnoj temperaturi oko tkiva tankog crijeva, agarozni
blokovi stavljeni su u seriju rastu¢ih koncentracija etanola (Tablica 5.), kako bi se postupno

provodila dehidracija tkiva, Cime se smanjuje oStecenje tkiva (Mescher, 2013.).
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Tkiva drzim u kloroformu preko no¢i, dok istovremeno paraplast stavljam na taljenje u
termostat na 60 °C. Za sve ukope koriSten je Sakura Tissue-Tek Paraffin Wax ® (Processing
Systems, Njemacka). U posljednje vrijeme kao uklopni medij ¢eSce se koristi paraplast, umjesto
parafina. Paraplast je smjesa parafina i plasti¢nih polimera koji nije topljiv u vodi ni alkoholu
te ima precizniju tocku taljenja, Sto dize kvalitetu trajnog histoloSkog preparata. Paraplast
preparata. Kako bi paraplast mogao uéi u tkivo i prozeti ga, prethodno sam ga provela postupak

dehidratacije, prema gore opisanom postupku.

Tablica 5. Vremensko trajanje i kemikalije koriStene u postupku dehidracije tkiva

KEMIKALIJA Trajanje
70%-tni alkohol 1 Min.48 h
70%-tni alkohol 2 lh

80%-tni alkohol lh

96%-tni alkohol lh

100%-tni alkohol 1 lh

100%-tni alkohol 2 lh
kloroform Min.12 h

Cijeli postupak uklanjanja u paraplast provodimo u termostatu na 60 °C kako bi sprijecili
hladenje, a time i stvrdnjavanje paraplasta. Ova temperatura takoder omogucuje isparavanje
kloroforma, $to omogucava paraplastu da prozme cijelo tkivo (Mescher, 2013.). Koraci

uklapanja u paraplast prikazani su u Tablici 6.
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Tablica 6. Postupak uklapanja tkiva u paraplast.

KEMIKALIJA Trajanje
Kloroform : paraplast (1:1) 45-60 min
Paraplast 1 45-60 min
Paraplast 2 45-60 min
Cisti paraplast iz dispenzera Ulijeva se u ladice i ostavlja na sobnoj
temperaturi do stvrdnjavanja

Tkiva uklopljena u blokove ostavljam da se hlade na sobnoj temperaturi preko noci,
nakon cega slijedi proces rezanja parafinskih blokova na rotacijskom mikrotomu (Shandon
Finesse 325, Thermo Fisher Scientific, USA; (Slika 18). Blokovi se rezu na debljinu od 6-7
mikrona, a dobiveni rezovi se kistom prenose na vodenu kupelju zagrijanu na 40 °C na

izravnavanje.

Rezove zatim stavljamo na predmetno stakalce te ostavljam na sobnoj temperaturi kako
bi se osusili. Na svako predmetno stakalce nanosim 3 ili 4 reza, te za svaki uzorak radim

minimalno 5 stakalaca, koje ¢u bojati u dvije tehnike bojanja.
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Slika 18. Rezanje tkiva tankog crijeva uklopljenog u parafinski blok na rotacijskom mikrotomu
(lijevi panel); izravnavanje histoloskih rezova na vodenoj kupelji (desni panel) (foto BriZi¢

2024.)
3.4.3.2. Bojanje

3.4.4.3.1. Deparafiniranje i rehidracija

Za istrazivanje sam Kkoristila dvije tehnike bojanja, prilagodene vrsti tkiva i1 analizi. Prije
samog provodenja bojanja, tkivo sam deparafinizirala i rehidrirala. Proces deparaplastiranja i
bojanja radi se u digestoru radi zastite od hlapljivih i/ili opasnih kemikalija u staklenim
posudicama koji imaju ugraden stalak za umetanje uspravno postavljenih predmetnih stakalaca.
Proces deparaplastiranja izvodi se uranjanjem predmetnih stakalaca u niz otopina na odredeno

vrijeme (Tablice 7. 1 8.) kako bi se iz tkiva uklonio paraplast.
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Tablica 7. Vremensko trajanje 1 kemikalije koriStene u procesu deparafiniranje i rehidracija

uzoraka za HE bojanje

KEMIKALIJA Trajanje za HE bojanje
Ksilen 1 2 min
Ksilen 2 2 min
Ksilen 3 2 min
100%-tni alkohol 1 5 min
100%-tni alkohol 2 3 min
96%-tni alkohol 2 min
Destilirana voda 2 min

Tablica 8. Vremensko trajanje i kemikalije koriStene u procesu deparafiranja i rehidratacije

uzoraka za Masson Fontana bojanje

KEMIKALIJA Trajanje za HE bojanje

Ksilen 1 15 min

Ksilen 2 15 min
100%-tn1 alkohol 5 min
96%-tni alkohol 5 min
80%-tni alkohol 5 min
70%-tni alkohol 5 min

deH20 1 Smin

de H20 2 5 min
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3.4.4.3.2. Bojanje hematoksicilinom i eozinom (HE)

Kao rutinsko histolosko bojanje radili smo bojanje hematoksicilinom i eozinom s ciljem
utvrdivanja histoloSke grade te Sto boljeg razlucivanja razlicitih struktura i tkiva koje smo

koristili u histomorfometrijskoj analizi.

Hematoksilin (H) se oksidira u anionski hematein, koji se zatim veZe na metalni kation ili
drugi fiksator, dobivajuci pozitivan naboj i vezu¢i se za anionska podrucja u stanici. Razlicite
boje postizemo ovisno o vrsti soli metala koja se koristi kao fiksator hematoksilina (Suvarna i
sur., 2013.). Koristila sam Mayerov hemalaun (HEMH-OT, BioGnost) s aluminijevim solima,
koji daje crvenu boju jezgrama, a nakon izlaganja alkalnoj otopini prelazi u plavu do crnu boju.
Eozin (E), kao anionska boja, veze se za pozitivno nabijene molekule, stvarajuci razlicite
nijanse od roze do crvene boje u citoplazmi i vlaknima vezivnog tkiva (Suvarna i sur., 2013.).
Koristene kemikalije ukljucuju: ksilen, etanol (razli¢itih koncentracija), destiliranu vodu,
Hematoksilin H (BioGnost) te Eozin Y 0,5%-tni alkoholni (BioGnost). Vremensko trajanje i

kemikalije koriStene u procesu HE bojanja prikazane su u Tablici 9.

Tablica 9. Vremensko trajanje 1 kemikalije koriStene u procesu HE bojanja

KEMIKALIJA Trajanje

Hematoksicilin H 3 min

Kratki uron u destiliranu vodu -

Tekuca voda 3 min

Kratki uron u destiliranu vodu -

96%-tni alkohol 30 sek

Eozin 0,5% 20 sec

Nakon kratkog ispiranja boja u vodi, tkivo smo ponovno dehidrirali u rastu¢im
koncentracijama alkohola, posvjetljuje se u ksilolu (Tablica 10.) i na koncu uklopi u kanadski
balzam te ostavi na susSenje u digestoru minimalno 2 dana. Nakon toga preparati su spremni za

mikroskopiranje.
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Tablica 10. Vremensko trajanje i kemikalije koriStene u procesu dehidracije, prosvjetljivanja i

uklopa tkiva
KEMIKALIJA Trajanje

96%-tni alkohol 1 10-15 urona

96%-tni alkohol 2 10-15 urona

100%-tni alkohol 1 10-15 urona

100%-tni alkohol 2 10-15 urona

100%-tni alkohol 3 10-15 urona
Ksilen 3 2 min
Ksilen 4 2 min

3.4.4.3.3. Bojanje Masson Fontana

Metode koje se koriste u istrazivanju neuroendokrinih stanica probavnog sustava su visoko
specifi¢ne i osjetljive radioimunoloske, imunocitokemijske i fluorescencijsko-histokemijske jer
daju pouzdane podatke o rasodjeli stanica 1 lokalizaciji stani¢nih produkata (Lackovié-

Venturin, 1992.).

U vrijeme otkrivanja, neuroendokrine stanice ne dobivaju nazive po izlu¢enim hormonima
ve¢ po svojstvima bojenja te su nazvane: enterokromafine, argentafine 1 argirofilne stanice.
Razlika izmedu potonje dvije nije vidljiva svjetlosnim mikroskopom ve¢ samo histokemijskim
postupcima (Forssmann i sur., 1969.). Za razliku od HE bojanja, Masson Fontana metoda
bojanja jasno prikazuje razliku enteroendokrinih stanica od ostalih stanica sluznice tankog
crijeva 1 zbog tog je to druga metoda koju smo odabrali za bojanje u ovom istrazivanju. Cilj je
vidjeti enterokromafine stanice jer su one glavni izvor perifernog serotonina u probavnom
sustavu. Pracenje broja enterokromafinih stanica omoguc¢uje nam uvid u potencijalne promjene
u serotoninskom sustavu koje mogu biti povezane s fizioloskim stanjima, spolom, vrstom ili

okoli$nim ¢imbenicima. U ovom istrazivanju kvantifikacija enterkromafinih stanica posluzila
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je kao pokazatelj periferne serotoninske aktivnosti i potencijalne razlike u funkcionalnoj

organizaciji probavnog sustava izmedu analiziranih populacija.

Masson Fontana metoda bojanja temelji se na reakciji srebra (Grimelius, 2004.). Najprije je
potrebno otopiti 5 g srebrnog nitrata u 100 mL destilirane vode. Srebrni nitrat je u obliku
blijedih sitnih kristali¢a te se brzo otapa u predvidenom volumenu destilirane vode. Zatim se u
Erlenmeyerovu tikvicu odvoji 95 mL otopine srebrnog nitrata i u nju postepeno dokapava
koncentrirana otopina amonijaka (Kemika) dok ne nastane smedi talog. Prilikom dokapavanja
tikvica je postavljena na magnetsku mijeSalicu radi jednostavnosti postupka. Nakon $§to je
nastao smedi talog dokapavao se preostali volumen otopine srebrnog nitrata (5 mL) sve dok
nije nestao smedi talog i pojavilo se zamucenje otopine. Tako svjeze pripremljena otopina
spremna je za koriStenje narednih tjedan dana. Pritom je vazno drzati otopinu u hladnjaku

(Grimelius, 2004.).

Otopina srebrog nitrata zagrijana je prije samog bojanja (sat vremena u termostatu na 60
°C). Stakalca koja su prethodno deparafinirana i rehidrirana po postupku opisanom u poglavlju
3.4.4.2.1. slazemo u staklene posudice za bojanje i drzimo u termostatu 90 minuta na 60 °C.
Vrijeme impregnacije po potrebi se moze produZiti, ovisno o jacini Zuto smede boje tkiva.
Nakon impregnacije srebrom, stakalca idu u proces ispiranja, dehidracije u seriji alkohola
rastu¢ih koncentracija te na kraju uranjanja u ksilol (Tablica 11.). Na kraju postupka radimo
uklop u kanadski balzam te ostavimo na suSenje u digestoru minimalno 2 dana. Nakon ¢ega su

preparati spremni za mikroskopiranje.

Tablica 11. Vremensko trajanje i kemikalije koriStene u procesu dehidracije, posvjetljivanja

KEMIKALIJA Trajanje
deH20 5 min
deH20 5 min

70%-tni alkohol 5 min

80%-tni alkohol 5 min
96%-tni alkohol Smin
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100%-tni alkohol 5 min
Ksilen 3 5 min
Ksilen 4 5 min

3.4.3.3. Histomorfometrija

Histomorfometrijska mjerenja izvedena su pomocu svjetlosnog mikroskopa (Nikon
Eclipse E600) s povecanjima 10x, 20x, 100x, 200x i raCunalnog sustava za analizu slike koji se
sastoji od digitalne kamere (AxioCamErc 5s, Zeiss) 1 ZENlite 2.1 softvera (Carl Zeiss
Microscopy, GmbH, Jena, Njemacka) (Slika 19.). Sva histoloska mjerenja i brojanja provedena
su slijepo, bez prethodnog znanja o vrsti, spolu ili mjestu ulova. Ispitani uzorci bili su optimalni
za morfometrijsku analizu, s oCuvanim epitelom sluznice i dobro sacuvanom stani¢nom

cjelovitoscu.

\ “““I""

Slika 19. Mikroskop s kamerom i raCunalo na kojem su trajni histoloski preparati

fotografirani i morfometrijski obradeni (foto Brizi¢ 2024.)

Kako bismo istrazili moguce razlike u histoloskim strukturama crijeva, pri povecanju
100x na poprecnom presjeku, mjerili smo debljinu tunica mucosa (TM), visinu epitelnih stanica
sluznice (LE; lamina epithelialis) te debljinu vanjskog misi¢nog sloja (MW; tunica muscularis)
na HE preparatima u 3 nasumi¢no odabrana ispitna polja pri povecanju za svaku jedinku (Slika

20.). Zatim za svaki uzorak izracunala sam srednju vrijednost po uzorku.
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Slika 20. Poprec¢ni rezovi jejunuma gustera obojan HE metodom - tri histomorfometrijske mjere
(TM — mukozni sloj lat. tunica mucosa; LE — epitelne stanice sluznice lat. lamina epithelialis;
MW — miSiéni sloj lat. tunica muscularis) zabiljezene u srediSnjem dijelu tankog crijeva
(jejunum) za dvije analizirane vrste guStera a) Podarcis melisellensis, muzjak; b) P. siculus,

muzjak (povecanje: 100x) (foto Brizi¢ 2024.).

Masson Fontana bojanje iskoriSteni su za ispitivanje mogucih razlika izmedu vrsta P.
siculus 1 P. melisellensis te spolnog dimorfizma. u broju enterkromafinih stanica u sloju crijevne
sluznice. Analizirali smo dva nasumicno odabrana, ali medusobno udaljena presjeka crijeva,
izmjerili povrSinu jedne cCetvrtine svakog presjeka sluznice crijeva (referentni prostor) i
prebrojali broj pozitivno obojenih stanica specificnom histokemijskom Masson—Fontana
metodom (Slika 21.). Te su vrijednosti izraZene kao prosjecan broj MF pozitivnih stanica po
mm? referentnog prostora. U slucaju pozitivne reakcije u limfocitima i eritrocitima, takve

stanice nisu ukljuc¢ene u brojanje.
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Slika 21. Histoloski presjeci srediSnjeg dijela tankog crijeva (jejunum) bojani Masson —
Fontana tehnikom, sa strelicama koje oznacavaju enterokromafine (stanice koje proizvode
serotonin) rasprsene medu epitelne stanice koje oblazu lumen probavnog sustava: a) Podarcis

melisellensis, muzjak; b) P. siculus, muzjak (povecanje: 400x).

Buduéi da relativne duljine unutar probavnog sustava mogu biti nepouzdane zbog
razli€itih tjelesnih oblika i veli€ina, a ove se dvije vrste razlikuju i po duljini i po tjelesnoj masi,
koristili smo Zihlerov indeks (ZI), koji uzima u obzir i duljinu crijeva i tjelesnu masu (Zihler,

1981).

duljina crijeva

Z1

- V10 x tjelesna masa

Sve datoteke pohranjene su na kompjuteru u Carl Zeiss Image (.czi) formatu, dok su sva

mjerenja i vrijednosti spremljene u Carl Zeiss (.cz) 1 unesena u zajednicku Excel tablicu.

3.4.4. Statisticka obrada podataka

Podaci su obradeni pomocu softvera GraphPad Prism 10.4.2 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, SAD) 1 R verzije 4.3.2 (R Core Team, 2023). Za sve podatke normalnost
distribucije provjerena je Shapiro-Wilkovim testom. Originalne ili transformirane vrijednosti
analizirane su pomoc¢u dvosmjernog ANOVA testa s vrstom i spolom kao glavne kategorije. Za
post hoc analize koristen je Sidakov test viSestrukih usporedbi. Analize trostrukog ANOVA
testa ukljucivale su vrstu, spol i lokaciju kao kategorije. Razina znacajnosti postavljena je na
0,05 (dvosmjerna p vrijednost). Tijekom obrade neki uzorci su izgubljeni, dodatno neke su

vrijednosti prilikom statisticke analize iskljuc¢eni (metodom ROUT), a konacan broj uzoraka na
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kojima su provedene statisticke analize naveden je u Tablici 12. Vrijednosti su prikazane u
slikama kao medijan s interkvartilnim rasponom, a u tekstu kao srednja vrijednost i standardna
devijacija.

Korelacija je statisticka mjera koja opisuje jacinu 1 smjer povezanosti izmedu dviju
varijabli. Ako se vrijednosti jedne varijable povecavaju dok se i druge povecavaju, korelacija
je pozitivna, a ako jedna raste dok druga pada, korelacija je negativna. Spearmanov koeficijent
korelacije (Spearmanov rho) koristi se kada podaci nisu nuzno normalno raspodijeljeni ili kada
radimo s ordinalnim podacima. On se temelji na rangovima vrijednosti, a ne na njihovim
stvarnim numeri¢kim vrijednostima, §to ga ¢ini otpornijim na odstupanja i nelinearne odnose.
Vrijednosti rho kreéu se od -1 (savrSena negativna korelacija) do +1 (savrSena pozitivna

korelacija), dok vrijednost 0 oznacava odsustvo monotone povezanosti.

Parametri za koje je izraCunat Spearmanov koeficijent korelacije obuhvacaju:
morfometrijske karakteristike (masa, SVL, duljina probavila, duljina crijeva) s razinama
triptofana 1 serotonina u serumu te histomorfometrijskim mjerama (mukozni sloj (Tunica
mucosa; TM), epitelni sloj (Lamina epithelialis; LE), miSi¢nog sloja (Tunica muscularis; MW)

1 brojem enterokromafinih stanica).
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4. REZULTATI
4.1. Morfometrija

4.1.1. Masa i duljina tijela gustera

Vrste 1 spolovi razlikovali su se u morfoloskim mjerama, kako je prethodno opisano za
ove dvije vrste (Grbac 1 Bauwens, 2001.). Jedinke vrste Podarcis siculus bile su vece od jedinki
vrste P. melisellensis, a muzjaci od zenki, u svim mjerenim parametrima (Tablica 11.).
Konkretno, muzjaci P. siculus imali su ve¢u masu tijela i ve¢i SVL (8,3 £2,7 g170,9 + 7,2
mm) u odnosu na zenke iste vrste (4,7 £ 1,4 g1 63,8 + 5,6 mm); dok su muzjaci P. melisellensis
(4,0 £ 1,2 g157,2 £ 5,4 mm) bili slicni Zenkama P. siculus, ali ve¢i od zenki P. melisellensis

(2,4+0,4 gi51,1 +4,0 mm) (Slika 22. i 23.).
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Slika 22. Masa (g) jedinke gustera usporedivane po vrsti — Podarcis melisellensis (PM;
plava) i P. siculus (PS; zelena) te spolu. Rezultati su prikazani kao medijan s interkvartilnim
rasponom; muzjaci su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima. Dvosmjerna ANOVA; **** p

<0,0001.
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Slika 23. Duljina tijela jedinke gustera od njuSke do necisnice SVL (mm; engl. snout—
vent length) usporedivane po vrsti — Podarcis melisellensis (PM; plava) i P. siculus (PS; zelena)
te spolu. Rezultati su prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom; muZjaci su oznaceni

trokutima, a Zenke krugovima. Dvosmjerna ANOVA; **** p <(,0001.

Dodatno, trofaktorske ANOVA analize provedene na temelju triju razlicitih lokacija s
kojih su gusteri prikupljeni (Knin-Sinj-Pag) pokazale su da lokacija ima znacajan utjecaj na
morfometriju gusStera (masa i duljina tijela (SLV)). Kopnene populacije (Knin 1 Sinj) su imale
znacajno vecu masu i duljinu tijela (SLV) od otocke populacije s Paga kod obje vrste (Slika

24.).
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Lokacija

Slika 24. Masa (g) 1 duljina tijela gusStera od njuske do necisnice SLV (mm) razvrstane
po lokaciji. Rezultati su prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom; Podarcis
melisellensis (PM; plava) 1 P. siculus (PS; zelena), muzjaci su oznaeni trokutima, a Zenke

krugovima. Dvosmjerna ANOVA; p**<0,01; **** p <0,0001.
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Tablica 12. Deskriptivna statistika izmjerenih parametara kod Podarcis siculus 1 P. melisellensis: morfometrija, analiza seruma 1

histomorfometrija - tankog crijeva

Podarcis melisellensis Podarcis siculus
muzjaci Zenke muzjaci Zenke
Morfometrija Medijan (Q1; Q3) N Medijan (Q1; Q3) N Medijan (Q1; Q3) N Medijan (Q1; Q3) N
masa (g) 4,10 (2,85; 4,90) - 2,30 (2,00; 2,50) 27 7,90 (5,75; 10,30) 29 4,60 (3,75; 6,03) 30
duljina tijela (SVL, mm) 58,11 (52,27; 62,01) 50,35 (47,99; 53,77) 71,80 (64,26; 77,53) 63,97 (58,96; 68,28)
duljina probavila (mm) 73,12 (62,88; 78,73) 31 | 62,72 (54,03; 73,22) 28 80,25 (72,96; 90,38) 27 | 73,74 (68,38, 83,36)
duljina tankog crijeva (mm) 38,47 (31,68; 44,10) 0 32,15 (25,86; 40,75) 43,65 (36,48; 48,92) 29 41,24 (34,78, 45,81) | 29
Zihlerov index 2,57 (1,95; 2,94) 2,44 (1,98; 3,07) 2,14 (1,88; 2,78) 2,56 (2,03; 2,83)
HPLC - serum
SHT (ng/uL seruma/mg proteina) 33,17 (19,58; 41,50) 27 | 27,85(18,41;37,81) | 15 16,24 (14,18; 21,78) 24 | 21,60 (15,01; 32,57) | 26
TRP 50,52 (38,88; 67,14) 24 | 68,59 (43,23;77,64) | 14 42,75 (30,25; 61,65) 27 | 47,12 (39,87, 61,55) | 27
Histologija - tanko crijevo
mukozni sloj - Tunica mucosa (um) 430,6 (374,9; 588,0) 413,0 (324,5; 460,9) 586,4 (506,9; 664,4) 464,0 (404,3; 542,7)
epitelni sloj - Lamina epithelialis (um) 36,93 (33,09; 41,10) 21 | 34,81 (31,66, 41,27) 21 44,38(37,22; 51,09) 22 | 40,15 (36,62; 45,48) | 21
misiéni sloj - Tunica muscularis (um) 26,20 (19,46; 33,80) 21,74 (20,14; 26,62) 29,69 (26,29; 38,62) 27,31 (22,74, 34,54)
Broj enterokromafinih stanica/mm?2 18,19 (13,30; 30,15) 20 | 18,47 (10,29;27,57) 16,74 (9,27; 23,06) 20 14,04 (8,02; 24,70) | 20
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4.1.2. Duljina probavila i crijeva

Mjerenjem i analizom duljine probavila utvrdeno je da postoji statisticka znacajnost
izmedu vrsta i spola, ali da nema interakcije (F (1, 111)= 1,023, p= 0,3141). Toc¢nije veca
statistiCka znacajnost utvrdena je izmedu vrsta (F (1, 111)=17,95, p<0,0001), nego li kod spola
(F (1, 111)="7,115, p=0,008) (Slika 25.).
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Slika 25. Duljina probavnog sustava analiziran po vrsti — Podarcis melisellensis (PM;
plava) i P. siculus (PS; zelena) 1 po spolu. Rezultati su prikazani kao medijan s interkvartilnim

rasponom; muZjaci su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima. Dvosmjerna ANOVA;

*4p<0,01; ##%* p < 0,0001.

Sli¢no, mjere duljine crijeva pokazala su postojanje razlika statisticke znacajnosti unutar
vrste (F (1, 114)= 15,14, p=0,0002) i spola (F (1, 114)= 5,615, p=0,0195), bez interakcije spol
x vrsta (F (1, 114)=0,5573, p= 0,4569) (Slika 26.).
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Slika 26. Duljina probavila po vrsti — Podarcis melisellensis (PM; plava) i P. siculus
(PS; zelena) 1 po spolu. Rezultati su prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom; muzjaci

su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima. Dvosmjerna ANOVA; *p<0,1; *** p <0,001.

Nastavno na ove podatke, trofaktorske ANOVA analize provedene na temelju triju
razlicitih lokacija s kojih su gusteri prikupljeni (Knin-Sinj-Pag) pokazale su da lokacija nema

znacajan utjecaj na duljinu probavnog sustava kao ni na duljinu crijeva (Slika 27.).
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Slika 27. Duljina probavila i crijeva razvrstano po lokaciji. Rezultati su prikazani kao

medijan s interkvartilnim rasponom; Podarcis melisellensis (PM; plava) 1 P. siculus (PS;

zelena), muZzjaci su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima *p <0, 1
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4.1.3. Zihlerov indeks

Analiza Zihlerovog indeksa (ZI) pokazala je da izmedu vrsta (F (1, 114)= 1,214, p=
0,2728) i spolova (F (1, 114)= 2,261, p= 0,1354) nema statisticki znacajnih razlika, niti postoji
interakcija spol x vrsta (F (1, 114)= 0,8509, p=0,3583 (Slika 28.).

Trofaktorska ANOVA takoder nije pokazala znacajan utjecaj lokacije na vrijednosti ZI
kod nijedne vrste (Slika 29.). Ovi rezultati upucuju na to da, unatoc€ jasno izrazenim razlikama
u tjelesnoj masi i duljini tijela izmedu vrsta, spolova i lokacija, relativna duljina probavnog

sustava izrazena Zihlerovim indeksom ostaje proporcionalna velicini tijela.
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Slika 28. Zihlerov indeks (ZI) prema vrsti — Podarcis melisellensis (PM; plava) 1 P.

siculus (PS; zelena). Rezultati su prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom; muzjaci

su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima.
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Slika 29. Zihlerov indeks (ZI) prema lokaciji. Rezultati su prikazani kao medijan s
interkvartilnim rasponom; Podarcis melisellensis (PM; plava) i P. siculus (PS; zelena), muzjaci

su oznaceni trokutima, a zenke krugovima.
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4.2. Razina serotonina i triptofana u serumu

Kvantitativne vrijednosti razine SHT i Trp u serumu dobivenih metodom HPLC

prikazani su u Tablici 11. i na Slikama 30., 31. 1 32.

Dvosmjerna ANOVA analiza SHT u serumu pokazala je da i vrsta (F (1, 88)= 16,23 p=
0,0001) i interakcija spol x vrsta (F (1, 88)=4,251, p= 0,0422) imaju znacajan ucinak na razine
SHT (Slika 30.), dok spol sam po sebi nema utjecaja (F (1, 88)=0,07945, p=0,7787). Sidakov
test viSestrukih usporedbi otkrio je vrlo znac¢ajnu razliku medu muzjacima obje vrste (t= 4,654,
DF= 88, p< 0,0001) te izmedu P. melisellensis muzjaka i P. siculus zenke (t= 3,363, D= 88,
p=0,0068) (Slika 31.).
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Slika 30. Vrijednosti razine serotonina (SHT) u serumu Podarcis melisellensis (PM;
plava) i P. siculus (PS; zelena) analizirane metodom HPLC. Rezultati su prikazani kao medijan

s interkvartilnim rasponom. Dvosmjerna ANOVA; *** p <0,001.
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Slika 31. Vrijednosti razine serotonina (SHT) u serumu oba spola i obje vrste - Podarcis
melisellensis (PM; plava) 1 P. siculus (PS; zelena) analizirane metodom HPLC. Rezultati su
prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom; muZjaci su oznaceni trokutima, a Zenke
krugovima. Dvosmjerna ANOVA, nakon koje je primijenjen Sidakov test viSestrukih

usporedbi; ** p < 0,01 **** p <0,0001.
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Dvosmjerna ANOVA analiza uc¢inka spola, vrste i njihove interakcije spol x vrsta nije
pokazala zna¢ajan ucinak na razine Trp u serumu (F (1, 88)=1,584, p=0,2115; F (1, 88)=3,261
p=0,0744; F (1, 88)=0,003334, p=0,9541; redom) (Slika 32.).
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Slika 32. Vrijednosti razine triptofana (Trp) u serumu Podarcis melisellensis (PM; plava) i P.
siculus (PS; zelena) analizirane metodom HPLC. Rezultati su prikazani kao medijan s
interkvartilnim rasponom; muZjaci su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima. Dvosmjerna

ANOVA.

Dodatno, trofaktorske ANOVA analize provedene na temelju triju razli¢itih lokacija s
kojih su gusteri prikupljeni pokazale su da lokacija nema znacajan utjecaj ni na vrijednosti SHT

ni na vrijednosti Trp u serumu (Prilog 8.5.1.).
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4.3. Histomorfometrija tankog crijeva

Histoloski presjeci promatrani svjetlosnim mikroskopom pokazali su normalnu
arhitekturu u svim slojevima crijeva. Sluznica crijeva bila je organizirana u izduzene resice
razli¢itih visina, oblozene jednostavnim cilindricnim epitelom s vrcastim stanicama. Ispod
povrsinskog epitela jasno se uocavao sloj vezivnog tkiva koji je osiguravao krvne i limfne zile
te uzak misiéni sloj sluznice. U submukozi je bio prisutan tanak sloj rahlog vezivnog tkiva.
Misiéni sloj bio je graden od glatkih miSi¢nih stanica, podijeljenih na unutarnji kruzni i vanjski
uzduzni sloj. Histomorfometrijske znacajke slojeva probavnog sustava za obje vrste prikazane

su u Tablici 11.

4.3.1. Kvantitativna analiza sluznice i misicnog sloja tankog crijeva

Za sva tri mjerenja, oba sloja sluznice i miSi¢nog sloja tankog crijeva, odabir modela
temeljen na Akaikeovom informacijskom kriteriju (AIC) pokazao je da je model glavnih
ucinaka bez interakcija najbolji za podatke. Kovarianca tjelesne veli¢ine (ZI) nije bila znacajan

prediktor ni u jednom od kona¢nih modela (p > 0,05 za sve).

Mukozni sloj (Tunica mucosa; TM) bila je znac¢ajno pod utjecajem i vrste 1 spola.
Konkretno, TM je bila znacajno deblja kod P. siculus v usporedbi s P. melisellensis (F (1, 81)
= 12,14, p= 0,0008); te kod muzjaka u usporedbi sa zenkama (F (1, 81)= 11,98, p= 0,0009)
(Slika 33.), ali nije bilo interakcije izmedu spola i vrste (F (1,81)= 0,8688, p= 0,3540).

Za visinu sloja stanica crijevnog epitela (Lamina epithelialis; LE) analiza je pokazala
znacajan ucinak vrste. LE je bio znacajno visi kod P. siculus nego kod P. melisellensis (F(1,
81)= 11,01, p= 0,0014; (Slika 34.), dok nije bilo znacajnog ucinka spola (F(1, 81)= 2,652 p=
0,1073) ni interakcije spola x vrsta (( F (1, 81)= 1,165, p=0,2835)).

Statisticka znacajnost zabiljeZena je 1 u debljini miSiénog sloja (Tunica muscularis;
MW) pod utjecajem vrste i1 spola. MiSi¢ni sloj je bio znacajno deblji kod P. siculus u usporedbi
s P. melisellensis (F(1, 81)= 6,880, p=0,0104) te kod muzjaka u usporedbi sa zenkama (F (1,
81)= 5,405, p=0,0226). Interakcija spola x vrste u debljini misiénog sloja nije potvrdena (F (1,
81)=0,0003, p= 0,9862) (Slika 35.).
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Slika 33. Debljina mukoznog sloja (Tunica mucosa; TM) u simpatrijskim populacijama
Podarcis melisellensis (PM; plava) 1 P. siculus (PS; zelena). Rezultati su prikazani kao medijan
s interkvartilnim rasponom; muZjaci su oznaeni trokutima, a Zenke krugovima. Dvostruka

ANOVA; #** p <0,001.

Trofaktorska ANOVA provedena za dvije vrste guStera (P. melisellensis 1 P. siculus) na
tri razli¢ite lokacije uzorkovanja (Knin, Sinj 1 Pag) na triju slojeva tankog crijeva: funica
mucosa, lamina epithelialis 1 tunica muscularis nije utvrdila statisticki znacajan ucinak lokacije

na debljinu nijednog sloja crijevne stijenke (Prilog 5.2.).
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Slika 34. Debljina epitelnog sloja (Lamina epithelialis; LE) u populacijama Podarcis
melisellensis (PM; plava) 1 P. siculus (PS; zelena). Rezultati su prikazani kao medijan s
interkvartilnim rasponom; muZjaci su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima. Dvosmjerna

ANOVA; ** p < 0,01.
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Slika 35. Debljina miSiénog sloja (Tunica muscularis; MW) kod populacija Podarcis
melisellensis (PM; plava) 1 P. siculus (PS; zelena). Rezultati su prikazani kao medijan s
interkvartilnim rasponom; muzjaci su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima. Dvosmjerna

ANOVA; * p < 0,05.
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4.3.2. Kvantifikacija enterokromafinih stanica u tankom crijevu

U analizi parametra specificnog za periferni serotonin — broja enterokromafinih
stanica/mm? crijeva — nije utvrdena znacajna razlika s obzirom na spol (F (1, 77)= 0,3223, p=
0,5719), vrstu (F (1, 77) = 3,067, p= 0,0839) ni interakciju spol x vrsta (F (1, 77) = 0,02017,
p=0,8874) (Slika 36.).

Trofaktorska ANOVA provedena na podacima o broju enterokromafinih stanica,
uzimajuc¢i u obzir lokaciju uzorkovanja (Knin, Sinj — kopnene populacije; Pag — otocka
populacija), pokazala je da lokacija nema statisticki znac¢ajan uc¢inak na ovaj parametar. Drugim
rije¢ima, broj enterokromafinih stanica bio je slican u svim analiziranim populacijama, bez

obzira na geografsko podrijetlo (Prilog 5.3.).
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Slika 36. Broj enterokromafinih stanica/mm? analiziran po vrsti — Podarcis melisellensis (PM,
plava) i1 P. siculus (PS, zelena). Rezultati su prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom;

muzjaci su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima. Dvosmjerna ANOVA.
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4.4. Korelacije

Usporeduju¢i morfometrijske karakteristike (masa, SVL, duljina probavila, duljina
crijeva), razine triptofana i serotonina u serumu te histomorfometrijske mjere (mukozni sloj
(Tunica mucosa; TM), epitelni sloj (Lamina epithelialis; LE), miSi¢nog sloja (Tunica
muscularis; MW) 1 brojem enterokromafinih stanica) odredila sam korelacije Spermanovim

koeficijentom (Slika 37.).
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Slika 37. Korelacije morfometrijske karatkeristike (masa, SVL, duljina probavila, duljina
crijeva), razine triptofana (TRP) i serotonina (SHT) u serumu te histomorfometrijske mjere:
mukozni sloj (Tunica mucosa; TM), epitelni sloj (Lamina epithelialis; LE), miSiéni sloj (Tunica

muscularis; MW) 1 brojem enterokromafinih (EC) stanica. Plava boja oznaCava pozitivnu, a
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crvena negativnu korelaciju uz graduiranje boje ovisno o vrijednostima. Prikazane su

vrijednosti Spearmanovog koeficijenta korelacije.

Serotonin i triptofan imali su pozitivnu korelaciju, preciznije dobru povezanosti (rho =
0,52 p<0,0001) (Slika 38.) To Sto je Spearmanov koeficijent korelacije (rho) iznosio 0,52
ukazuje na umjerenu do dobru pozitivnu povezanost izmedu serotonina i triptofana — dakle,
kako se koncentracija triptofana povecéava, tako se u pravilu povecava i koncentracija
serotonina. Vrlo niska vrijednost p < 0,0001 znaci da je vjerojatnost da je ova povezanost
nastala slu¢ajno iznimno mala, pa se rezultat smatra statisticki visoko zna¢ajnim. Ovakav nalaz
moze upucivati na to da je periferna razina serotonina, poput razinama u sredisSnjem odjeljku,

uze povezan s razinama triptofana nego $to je do sad utvrdeno.
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Slika 38. Korelacija serotonina i triptofana. Svaka tocka predstavlja jednu jedinku gustera:
Podarcis melisellensis (PM) ozna€ene su plavom 1 P. siculus (PS) zelenom bojom pri ¢emu

svijetla boja oznacCava zenke, a tamnija muzjake, rho= 0,52 p<0,0001.

Nije utvrdena znacajna korelacija izmedu serotonina i histomorfometrijskih parametara.
Konkretno, korelacija serotonina s debljinom mukoznog sloja (TM) iznosila je tho=—-0,17 (p=

0,1895), s epitelnim slojem (LE) rho=—-0,21 (p= 0,0993), s misi¢nim slojem (MW) rho=—-0,17
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(p= 0,1956) te s brojem enterokromafinih stanica (EC) rho= 0,19 (p= 0,1497). Nijedna od

navedenih usporedbi nisu dosegle razinu statisticke znacajnosti (Slika 38.) .
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Slika 39. Korelacija serotonina i histomorfometrijskih parametara (mukozni sloj, epitelni sloj, miSi¢ni sloj i broj enterokromafinih stanica). Svaka

tocka predstavlja jednu jedinku guStera Podarcis melisellensis (PM) oznacene su plavom i P. siculus (PS) zelenom bojom, pri ¢emu svijetla boja

oznacava Zenke, a tamnija muzjake.
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5. RASPRAVA

Razumijevanje fiziolo§kih mehanizama koji oblikuju ponasanje i uspjesnost u ekoloskoj
kompeticiji jedan je od klju¢nih izazova bihevioralne ekologije i evolucijske fiziologije.
Serotonin (5-hidroksitriptamin, SHT) ima srediSnju ulogu u regulaciji niza ponasanja,
ukljucujuéi istrazivacko ponasanje, agresiju i reakcije na novost, a njegova je funkcija rezultat
slozene interakcije srediSnjih 1 perifernih serotonergi¢nih odjeljka. U simpatrijskim
populacijama guStera Podarcis siculus (PS) 1 P. melisellensis (PM) ranije su zabiljezene
znacajne razlike u ponasanju pod serotonergi¢nom kontrolom: muzjaci P. siculus pokazuju
pojacano istrazivaCko ponaSanje i trazenje noviteta u odnosu na muzjake P. melisellensis
(Gojak 1 sur., u recenziji). Takoder, utvrdene su i viSe koncentracije srediSnjeg serotonina u

mozgu muzjaka P. siculus u odnosu na P. melisellensis (Siki¢ i sur., 2025).

Medutim, serotoninski sustav nije ogranicen na sredi$nji ziv¢ani sustav. Vedéina
ukupnog SHT u organizmu nalazi se u perifernim tkivima, gdje regulira pokretljivost i sekreciju
probavnog sustava, krvoZzilni tonus te imunoloSke odgovore. Usprkos tome, varijabilnost
perifernog serotonina medu blisko srodnim vrstama i njegova povezanost s ponasanjem rijetko
je istraZivana. Stoga je cilj ovog istraZivanja bio ispitati perifernu homeostazu serotonina na

biokemijskoj 1 histoloskoj razini u simpatrijskim populacijama P. siculus i P. melisellensis.

Kako bismo odgovorili na to pitanje, odredili smo razine SHT 1 njegovog prekursora
triptofana (Trp) u serumu pomo¢u HPLC metode, analizirali histoloSku gradu tankog crijeva
(epitelne, sluznicke 1 miSi¢ne slojeve) te kvantificirali broj enterokromafinih stanica u sluznici
tankog crijeva. Nadalje, istrazili smo korelaciju izmedu razina SHT i histomorfometrijskih

parametara na razini jedinke, kao 1 razlike medu vrstama, spolovima i lokacijama.

Rezultati su pokazali zna¢ajne meduvrsne i spolne razlike u razinama SHT u serumu,
koje nisu bili pracene s razlikama u razini Trp. Histomorfometrijska analiza otkrila je deblje
crijevne slojeve kod P. siculus u odnosu na P. melisellensis te spolne razlike u izmjerenim
slojevima, pri ¢emu su Zenke u obje vrste imale niZe vrijednosti u svim parametrima u usporedbi
s muzjacima. Lokacija uzorkovanja (Knin, Sinj, Pag) pokazala je utjecaj samo na morfometriju
tijela, gdje su utvrdene razlike izmedu kopnenih populacija (Knin i Sinj) u masi i SVL u odnosu
na otocnu populaciju (Pag). U ostalim mjerenim parametrima lokacija nije imala znacajan

ucinak, Sto sugerira da uo¢ene meduvrsne razlike nisu uvjetovane lokacijom ve¢ su intrinzi¢ne
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samim vrstama. Isto tako broj enterokromafinih stanica se nije razlikovao medu skupinama.
Ovi nalazi pruzaju osnovu za dublje razmatranje uloge perifernog serotonina u oblikovanju

ponasanja i fizioloSkih osobitosti ovih dviju vrsta.

5.1. Meduvrsne razlike

U simpatrijskim populacijama Podarcis siculus i P. melisellensis zabiljezene su
znaCajne meduvrsne razlike u vecini morfometrijskih 1 histoloskih parametara, kao 1 u
koncentracijama perifernog serotonina u serumu. Analiza dvostruke varijance pokazala je da je
vrsta jedan od glavnih izvora varijabilnosti za masu tijela, duljinu tijela (SVL), duljinu
probavila, duljinu tankog crijeva i debljinu histoloskih slojeva crijevne stijenke. Lokacija
uzorkovanja nije imala znacajan ucinak na veéinu analiziranih varijabli izuzev morfometrijskih
parametara, Sto ukazuje da su uocene razlike stabilne medu populacijama i vjerojatno

intrinzi¢ne samim vrstama.

5.1.1. Morfometrijske razlike izmedu vrsta P. siculus i P. melisellensis

Rezultati pokazuju jasne i konzistentne razlike u morfometrijskim parametrima izmedu
Podarcis siculus 1 P. melisellensis. Jedinke P. siculus bile su znacajno vece — kako po tjelesnoj
masi, tako 1 po duljini tijela (SVL) — u usporedbi s jedinkama P. melisellensis. Ova veca tjelesna
veli¢ina u skladu je s ranijim nalazima koji opisuju P. siculus kao robusniju i morfoloski
dominantnu vrstu u podru¢jima gdje koegzistira s drugim vrstama gustera (Downes 1 Bauwens,
2004.). Velicina tijela je vazan ekoloski i bihevioralni ¢cimbenik, budu¢i da vece jedinke imaju
prednost u agonisti¢kim interakcijama 1 u pristupu resursima, S§to im moze omoguciti veci

reproduktivni uspjeh 1 prostornu ekspanziju (Carretero, 2004).

Osim ukupne veliine tijela, jedinke P. siculus imale su znacajno duZe probavilo i dulje
tanko crijevo u odnosu na P. melisellensis. Duza probavna cijev op¢enito je povezana s veCom
sposobnos¢u iskoriStavanja hrane, Sto omogucava ulinkovitiju apsorpciju nutrijenata i
potencijalno vecu energetsku dobit po obroku (Pough i sur., 2016). Kod gustera, duljina crijeva
Cesto odrazava prehrambenu strategiju 1 Sirinu prehrambene niSe (Herrel i sur., 2008). Nasi
rezultati stoga sugeriraju da P. siculus moze imati Siru prehrambenu niSu 1 vecu fiziolosku
fleksibilnost u odnosu na P. melisellensis. Ova interpretacija je u skladu s ekoloskim podacima
koji pokazuju da P. siculus pokazuje vecu plastinost u prehrambenim navikama 1 lakse

kolonizira nova stanista $to pridonosi njezinu invazivnom potencijalu (Taverne i sur., 2019.).

78



Rasprava

Tuniyev i sur., 2020. u svom radu P.siculus opisuje kao novu stranu vrstu u ruskoj herpetofauni

i opisuje ga kao jednu od najivazivnijih gmazova.

Veca duljina probavnog sustava kod P. siculus moze imati dodatnu funkcionalnu
implikaciju u kontekstu energetske ravnoteze: veci volumen crijeva omogucuje dulje
zadrzavanje hrane i ucinkovitiju razgradnju slozenih sastojaka. Time bi P. siculus mogla
ostvarivati ve¢i unos energije u usporedbi s P. melisellensis, $to je vazan preduvjet za
odrzavanje veceg tijela i energetskih troskova povezanih s ve¢om aktivnos¢u, istrazivackim

ponaSanjem i teritorijalnos§¢u (Crnobrnja-Isailovic i sur., 2009.)

Analiza Zihlerove mjere medu ispitivanim vrstama nije pokazala statisticki znacajne
razlike, Sto upucuje na visoku konzerviranost ovog morfometrijskog parametra unutar
proucavanih populacija P. siculus i1 P. melisellensis. Takva stabilnost Zihlerovog indeksa
sugerira da je duljina probavnog sustava kod ovih gustera morfoloski konzervirana i neovisna
o ekoloskim varijacijama, S$to moze reflektirati slicne probavne zahtjeve 1 strategije
iskoriStavanja hrane medu analiziranim skupinama. Ova homogenost u morfometriji probavnog
sustava moze biti rezultat evolucijske stabilizacije funkcionalnih karakteristika, pri ¢emu
selekcijski pritisci o€ito favoriziraju optimalnu duljinu probavnog sustava za u¢inkovitu obradu

hrane u sliénim ekolo$kim niSama.

Nadalje, rezultati pokazuju da tjelesna masa, ukupna duljina tijela (SVL) 1 duljina
probavila meduvrsno variraju ovisno o lokaciji, pri ¢emu je kopnena populacija iz Knina
najveca 1 najteza, slijedi populacija iz Sinja s najduzim probavilom, dok je otocna populacija s
Paga najmanja, najlakSa te ima najkrace probavilo. Nasuprot tome, duljina tankog crijeva 1
Zihlerov indeks izmedu vrsta nisu pokazali znacajne razlike medu lokacijama. Takva stabilnost
Zihlerovog indeksa sugerira da su ove morfoloske znacajke konzervirane i neovisne o lokalnim
ekoloskim uvjetima, §to moze upucivati na sli¢ne probavne zahtjeve i strategije iskoriStavanja
hrane medu analiziranim populacijama. Obzirom da Zihlerov index zapravo pokazuje procjenu
kondicije zivotinje tj. koliko je Zivotinja “uhranjenija” ili “mrSavija” u odnosu na svoju duljinu
tijela, mi iz ovih podataka vidimo da su sve zivotinje prilikom zrtvovanja bile u dobroj kondiciji
Sto moze biti i posljedica dizajna pokusa, zbog ujednacene prehrane i optimalnih uvjeta zivota

3 mjeseca prije Zrtvovanja zivotinja.
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5.1.2. Razlike medu vrstama u razinama perifernog serotonina

Nasi rezultati pokazuju da P. melisellensis ima znacajno viSe koncentracije perifernog
serotonina u serumu nego P. siculus, unato¢ samo skoro znacajno veéem broju
enterokromafinih stanica i bez razlika u razinama triptofana, prekursora sinteze serotonina. lako
su enterokromafine stanice glavni proizvodaci serotonina u periferiji (Racké i sur., 1995.), ova
razlika izmedu gustoce stanica i koncentracije SHT sugerira da mehanizmi razli¢iti od same
brojnosti stanica mogu pridonositi serotoninskoj homeostazi u perifernom odjeljku kod ovih
guitera. Stakori s perinatalno induciranom hiperserotoninemijom, nisu u odrasloj dobi pokazali
dugotrajne znacajne razlike u razinama SHT u plazmi, no broj enterokromafinih stanica bio je
razli¢it (Blazevic i sur., 2011.; Gracan i sur., 2024.). U tom slucaju, prekomjerne razine SHT
tijekom razvoja mogle su izazvati negativnu povratnu spregu koja je trajno smanjila broj
enterkromafinih stanica. U ovom slu¢aju ne vidimo razlike u broju enterkromafinih stanica, ali
postoji porast razina SHT kod muzjaka PM. Potrebno je dodatno napomenuti da su ove razlike
u razinama perifernog serotonina postojane usprkos velikog perioda hranjenja jedinki obje vrste
istom hranom (vise od tri mjeseca). Ovo ukazuje na to da P. melisellensis vijerojatno ima trajno
poviSene razine perifernog serotonina u krvi te da koristi drugaciju fizioloSku strategiju od
samog povecanja broj estrokromafinih stanica za odrZavanje iste. FizioloSke prilagodbe koje bi
mogle uzrokovati razlike u razinama perifernog serotonina su: razlike u prehrani, povecana
ucinkovitost sinteze unutar pojedinih enterokromafinih stanica (Gracan i sur., 2024.), povecana
sinteza TPH1-om, smanjena razgradnju putem monoamin oksidaze (MAO) (Stolz, 1985.)
promijenjena aktivnost transportera serotonina (SERT) u trombocitima ili crijevhom tkivu

(Gershon 1 Tack, 2007.), ili razli¢ita dinamika otpuStanja u krvotok (Berger i sur., 2009.).

Periferna i sredi$nja sinteza serotonina moze biti ovisna o unosu hrane i dostupno$céu
prekursora sinteze - triptofana, Sto su pokazali Sdnchez Mateos i sur. (2009.) oralnim davanjem
Trp Stakorima ¢ime su povecali razine SHT u plazmi 1 mozgu. Xue i sur. (2024.) dobili su sli¢ne
rezultate koriStenjem prehrane bogate triptofanom kod miseva, povecavsi razine SHT u kolonu
i perifernoj krvi. Sto se tie mozga, ta veza je vide puta dokazana jer triptofan konkurira s
drugim velikim neutralnim aminokiselinama (LNAA) za prijenos kroz krvno-mozdanu
barijeru, a omjer Trp/LNAA izravno utjece na ulazak Trp u mozak i konac¢no sintezu srediSnjeg
serotonina (Richard i sur., 2009.). Pove¢anim unosom Trp hranom, povecava se udio Trp u krvi

1 posljedicno koli¢ina Trp-a koji se prenosi u mozak preko prijenosnika velikih neutralnih
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aminokiselina (engl. large neutral amino acid transporter, LAT), izravno utjecuci na razinama
centralnog serotonina (Udenfreid, 1957). Nedostatak Trp, kao Sto je ispitano u drugim
prehrambenim eksperimentima, takoder utjeCe na metabolicke ishode i moze imati negativne
posljedice na sintezu serotonina — put koji je poznat da utjee na ponaSanje hranjenja i
energetsku homeostazu (Nonogaki, 2022.). Stoga je moguce da gusteri, ovisno o prehrani,
imaju razli¢itu dostupnost Trp, Sto zauzvrat moze utjecati na signalizaciju posredovanu
serotoninom i druge metabolicke procese poput sinteze misSi¢nih proteina (Dukes i sur., 2015.).
lako smo dokazali sli¢ne razine Trp u obje vrste, to potencijalno mozZe biti rezultat naseg
eksperimentalnog dizajna — uzorci seruma gustera uzimani su nakon 3 mjeseca laboratorijskih
uvjeta tijekom kojih su sve Zivotinje jele istu vrstu i koli¢inu hrane. Postoje dokazi o
prehrambenim razlikama izmedu P. melisellensis i P. siculus, $to vjerojatno utjece na njihovu
dostupnost Trp. P. siculus pokazuje visoku prehrambenu raznolikost (Zuffi, 2013.; Patharkar i
sur., 2022.). To je potvrdeno na jadranskim otocima, gdje je biljna hrana c¢e$¢a u prehrani P.
siculus v odnosu na P. melisellensis, §to sugerira da P. siculus moze iskoristiti $iri raspon izvora
hrane kada je dostupnost hrane ograni¢ena, u rasponu od iskljuc¢ivo kukcojedih do gotovo
potpuno biljojedih populacija (Taverne i sur., 2019.). Nadalje, istrazivanje Taverne 1 sur.
(2019.) pokazalo je dosljedne razlike u prehrani muZzjaka P. melisellensis u usporedbi s ostale
tri skupine, s ve¢om raznoliko$¢u plijena. Prehrana koja se temelji preteZito na plijenu, a ne na
biljkama, mogla bi povecati dostupnost Trp kod P. melisellensis, $to moze utjecati na sintezu
serotonina u probavnom sustavu. Dostupnost Trp mogla se promijeniti tijekom razdoblja
drzanja Zivotinja u laboratoriju u naSem istraZivanju u usporedbi s njihovom prehranom u
divljini. Ako je prehrana ista, tj. dostupnost Trp, moglo bi se pretpostaviti da ¢e i1 razine SHT
biti usporedive. Kako bi se ustanovilo da su razlike u razinama perifernog serotonina posljedica
razliite prehrane, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se utvrdilo postoje li razlike u

prehrani analiziranih populacija (Richard i sur., 2009.).

Nadalje, varijacije u razinama serotonina mogu biti rezultat razlika u sintezi ili
metabolizmu perifernog serotonina. U periferiji se serotonin sintetizira iz triptofana
hidroksilacijom pomocu triptofan hidroksilaze 1 (TPH1), §to je ograniavajuci korak, nakon
cega slijedi dekarboksilacija pomoéu aromatske aminokiselinske dekarboksilaze (AAAD)
(Keszthelyi i sur., 2009.). Serotonin se razgraduje razli¢itim metaboliCkim putevima, ali
vec¢inom oksidativnom deaminacijom pomocu mitohondrijskog enzima monoamin oksidaze

(MAO), pri ¢emu izoform MAO-A ima najveci afinitet za serotonin (Keszthelyi i sur., 2009.).
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Na temelju rezultata ove studije, P. melisellensis bi mogao imati vecu aktivnost ili ekspresiju
Tphl ili manju aktivnost/ekspresiju Mao, Sto bi rezultiralo vi§im razinama serotonina u serumu.
Ekspresija i aktivnost TPH1 u enterkromafinim stanicama kontrolirana je signalima iz hranjivih
tvari 1 susjednih stanica. Glukoza, fruktoza i saharoza su ugljikohidrati za koje je pokazano da
povecavaju luCenje serotonina u kolonskim enterkomafine stanicama, uspostavljaju¢i izravnu
vezu izmedu serotoninske proizvodnje i dostupnosti hranjivih tvari (Yabut i sur., 2019.).
Takoder je pokazano da proizvodnja kratkolancanih masnih kiselina (acetat i butirat) od strane
crijevnog mikrobioma kod glodavaca regulira ekspresiju 7phl i sintezu serotonina u EC
stanicama, povecavajuci razine serotonina u krvi (Yabut i sur., 2019.). Kombinacija prehrane i
sastava mikrobioma moze stoga znaCajno utjecati na perifernu proizvodnju SHT putem
ekspresije 1 aktivnosti TPHI1, Sto bi moglo biti razlog viSih razina perifernog SHT kod P.
melisellensis u ovom istrazivanju. Istrazivanja na Tphl knock-out Stakorima, gdje su razine
perifernog serotonina bile drastiéno smanjene unato¢ nepromijenjenim srediSnjim SHT,
ukazuju na kljuénu ulogu TPH1 u perifernoj sintezi serotonina (Sbrini i sur., 2022.). Nasi
rezultati s razlikama u perifernim razinama SHT medu vrstama, unato¢ konstantnim razinama
Trp, govore u prilog povecanoj ekspresiji ili aktivnosti TPH1. Istrazivanja na miSevima s
izbacenim genom za MAO-A i modeli farmakoloSke inhibicije pokazale su da blokiranje MAO-
A aktivnosti dovodi do znacajno poviSenih razina perifernog serotonina zbog smanjene
razgradnje (Bortolato i sur., 2013.; Fox i sur., 2013.). Zbog nedostatka detekcije SHIAA, nismo
mogli procijeniti brzinu razgradnje SHT, §to je neizravna mjera MAO aktivnosti. Buduca
istrazivanja trebalo bi usmjeriti na analizu genske ekspresije TPH1 1 MAO-A kako bi se utvrdio

uzrok ovih razlika.

Promijenjena aktivnost prijenosnika serotonina (SERT) u trombocitima ima vaznu
ulogu u regulaciji homeostaze serotonina u plazmi. Mercado i suradnici (2010.) pokazali su da
povrsinska ekspresija SERT-a na trombocitima dinamicki reagira na koncentraciju serotonina
u cirkulaciji — pri povisenim razinama dolazi do inicijalnog povecanja unosa, dok dugotrajnija
izlozenost vodi do internalizacije transportera i smanjenja njegove aktivnosti (Mercado i sur.,
2010). Ovaj povratni mehanizam regulacije upucuje na to da trombociti aktivno sudjeluju u
oCuvanju ravnoteze serotonina i da promjene u membranskom prometu SERT-a imaju kljuénu

ulogu u modulaciji njegove funkcionalne dostupnosti.

82



Rasprava

5.1.3. Razlike medu vrstama u histomorfometriji crijeva

Obje vrste pokazuju dobro ocuvanu stani¢nu cjelovitost i netaknut epitelni sloj crijevne
sluznice, $to ukazuje na slicne histoloske strukture. Histomorfometrijska analiza otkrila je
znacajne vrsne- 1 spolno-specifi¢ne razlike u strukturi probavnog sustava — konkretno u debljini
sluznickog, epitelnog i misi¢nog sloja. Razlike medu vrstama u veliCini tijela, prehrani, stanistu
1 metaboli¢kim stopama mogu dovesti do adaptivnih varijacija u morfologiji probavnog sustava
(Karasov i Douglas, 2013.). Nedostatak interakcije izmedu spola i vrste ukazuje na to da, iako
svaki od tih ¢imbenika ima zna¢ajan ucinak na uoc€ene razlike u analiziranim slojevima, njihovi

kombinirani u€inci ne stvaraju aditivne niti sinergisti¢ke promjene.

Podarcis siculus imao je vecu debljinu epitelnog, mukoznog i miSi¢nog sloja crijeva u
odnosu na P. melisellensi. Te razlike medu vrstama mogle bi biti povezane s veli¢inom tijela,
fizioloskim 1 ekoloskim razlikama izmedu Podarcis melisellensis 1 P. siculus, poput razlika u
prehrani ili stanistu (Taverne i sur., 2019.). Sli¢ne razlike u morfologiji i histologiji probavnog
sustava zabiljezene su i kod triju simpatrijskih vrsta gustera (7. roborowskii, P. axillaris 1 E.
roborowskii), gdje su varijacije povezane s prehrambenim navikama, fizioloSkim svojstvima 1

ekoloskim prilagodbama na ekstremne okolisne uvjete (Wang i sur., 2024.).

U radu Wang 1 sur., 2024. usporedene su dvije vrste ekstremnih pustinjskih gustera,
Eremias roborowskii 1 Phrynocephalus axillaris, koje pokazuju razliCite termalne i
lokomotorne adaptacije u odgovoru na varijacije temperature. Oni pokazuju da P. axillaris bolje
odrzava performanse sprinta i pokret pri viSim temperaturama, dok E. roborowskii ima vecu

izdrZljivost i stabilnost kretanja pri rastu¢im temperaturama.

Poznata uloga serotonina u modulaciji aktivnosti glatkih miSi¢a 1 funkcije epitela
(Katzung i sur., 2011.; Watts i sur., 2012.) podupire ideju da poviSene razine SHT u P.
melisellensis mogu povecati uCinkovitost gastrointestinalnog sustava. Enterokromafine stanice
reagiraju na luminalne podraZzaje otpuStanjem SHT, ¢ime aktiviraju subepitelne ziv€ane
zavrSetke (Grundy 1 Schemann, 2004.). Promjene u serotoninskoj signalizaciji takoder mogu
utjecati na sastav 1 funkciju mukoznog sloja moduliranjem epitelnih sekreta i imunoloskih
odgovora sluznice (Linden i sur., 2009.), dodatno isti¢u¢i funkcionalnu povezanost izmedu
razina SHT 1 morfologije crijeva. Nadalje, pojacanje serotonergicne signalizacije kod miSeva
dovodi do rasta sluznice tankog crijeva bez promjena u sastavu stani¢nih resica (Tackett i sur.,

2017.).
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5.2. Meduspolne razlike

Analiza rezultata pokazala je prisutnost odredenih meduspolnih razlika u ispitivanim
parametrima. Opcenito, muzjaci i Zenke razlikovali su se u nekoliko mjernih vrijednosti, §to
ukazuje na potencijalnu ulogu spola u modulaciji promatranih bioloskih i morfometrijskih

karakteristika.

5.2.1. Spolne razlike u gradi crijeva

Analiza morfometrijskih podataka jasno je pokazala prisutnost spolnog dimorfizma u
ispitivanim vrstama. MuZjaci su imali znacajno vecu tjelesnu masu i duze tijelo (SLV) u
usporedbi sa zenkama, $to upucuje na vecu ukupnu tjelesnu konstituciju. Uz to, duljina
probavila i duljina tankog crijeva takoder bile su znacajno vece kod muzjaka, Sto potvrduje
ocekivano da povecana tjelesna masa kod muzjaka dolazi uz proporcionalno veci probavni
sustav. S druge strane, analiza ZI pokazala je da nema statisticki znacajne razlike izmedu
muzjaka i zenki, Sto sugerira da omjeri duljine probavila i masa tijela ostaju konzistentni bez

obzira na spol.

Dobiveni nalazi u skladu su s radom (Cruz-Elizalde i sur., 2020.) koji su analizirali
spolni dimorfizam u veli¢ini 1 obliku kod tri populacije gustera Sceloporus variabilis iz
razlicitih okoliSa u Meksiku. U 10 razli¢itih parametara su pokazali da S. variabilis ima izraZeni
spolni dimorfizam u morfologiji, muZjaci imaju vece tjelesne dimenzije. Autori su zakljucili da
povecana veli¢ina tijela muZjaka moZe imati ekoloske i funkcionalne posljedice, ukljucujuci
povecanu duzinu probavnog sustava i time vecu sposobnost obrade hrane (Cruz-Elizalde i sur.,
2020.). Nasi rezultati podupiru tu interpretaciju jer povecana masa 1 duze probavilo kod
muzjaka mogu predstavljati adaptaciju koja omogucuje veci unos i iskoriStavanje hranjivih tvari

(Taverne i sur. 2019.).

Spolne razlike u duljini probavila i tankog crijeva mogle bi se takoder povezati s
razli¢itim energetskim potrebama muzjaka i zenki. Muzjaci Cesto imaju vecu potrosnju energije
zbog teritorijalnog ponaSanja ili natjecanja za partnerice, Sto moZe zahtijevati povecanu
povrsinu za apsorpciju hranjivih tvari. Ovi nalazi sugeriraju da morfometrijske razlike nisu

samo pasivna posljedica veceg tijela, ve¢ i1 funkcionalna prilagodba.

Hoppe i sur., 2021. u velikoj komparativnoj analizi vrsta pokazali su da duljina crijeva

varira ne samo medu vrstama, ve¢ i unutar njih, te da su te varijacije povezane s razli¢itim
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funkcionalnim zahtjevima. Autori naglasavaju da ove razlike postoje i u drugim zivotinja, iako
slabije izrazene nego kod sisavaca, te da su dovoljno konzistentne da upucuju na selekcijski
pritisak vezan uz prehranu i energetsku bilancu, Sto otvara prostor i za tumacenje meduspolnih
razlika. Ovi nalazi snazno podupiru ideju da spolne razlike u duljini probavnog sustava nisu
neutralan produkt rasta tijela, nego ciljane funkcionalne prilagodbe uskladene s razli¢itim

zivotnim i reproduktivnim strategijama muZzjaka i zenki (Hoppe i sur., 2021.).

5.2.2. Spolne razlike u perifernom serotoninu

Analiza razina serotonina (5HT) nije pokazala spolne razlike. Vrijednosti SHT bile su
usporedive izmedu muZjaka i Zenki, bez statisticki zna€ajnih razlika. Sli¢an obrazac uocen je 1
kod koncentracija triptofana, prekursora u biosintezi serotonina, $to dodatno potvrduje da spol
ne utjece na osnovne metabolicke putove serotonergi¢kog sustava u ispitivanoj populaciji. Ovo
je u skladu i1 s nasim prethodnim istrazivanjima na Stakoru, kada smo utjecali na prekursor
sinteze 1 inhibitor razgradnje, nakon kojeg smo mjerili periferni serotonin, te niti tada nismo

uoc¢ili meduspolne razlike u razini serotonina (Gracan i sur., 2024.).

Takoder, kvantifikacija enterkormafinihstanica tankog crijeva nije pokazala razlike
medu spolovima, $to je u skladu s biokemijskom analizom SHT. Ovi rezultati zajedno upucuju
na to da serotoninski sustav u crijevu djeluje konzistentno neovisno o spolu, usporediv rezultat
samo na znacajnije manjem broju uzorka, pokazan je i kod Stakora, kada broj pozitivno
obojanih enterokromafinih stanica u sluznici tankog crijeva nije imao statisti¢ki znacajnih

odstupanja medu spolovima (Gracan i sur., 2024.).

5.2.3. Spolne razlike u histomorfometriji crijeva

Rezultati istraZivanja ukazuju na to da spol ima utjecaj na histomorfologiju tankog
crijeva, da znacajno utjece na debljinu pojedinih slojeva crijevne stijenke. MuZjaci su imali
znacajno deblji mukozni sloj 1 miSiéni sloj u usporedbi sa zenkama, Sto moze upucivati na
funkcionalne razlike u apsorpcijskom kapacitetu i pokretljivosti crijeva. Ove razlike mogu biti
povezane s vecom ukupnom tjelesnom masom i duljim probavilom kod muZzjaka, $to smo
takoder uocili u morfometrijskoj analizi, te bi mogle predstavljati morfolosku prilagodbu na

povecane metabolicke potrebe muzjaka.
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Moguce je da deblji miSiéni sloj kod muzjaka doprinosi u¢inkovitijoj propulziji hrane
kroz probavni sustav, dok povecani mukozni sloj moze povecati apsorpcijsku povrsinu, ¢ime

se osigurava zadovoljenje vecih energetskih potreba.

S druge strane, epitelni sloj nije pokazao znac¢ajne spolne razlike, Sto ukazuje na to da
osnovna arhitektura apsorpcijske povrSine ostaje konzistentna neovisno o spolu. Time se
sugerira da je regulacija debljine epitela stroze kontrolirana i manje podlozna spolnim

utjecajima, dok su mukozni i misiéni sloj fleksibilniji 1 podlozniji adaptaciji.

Prethodna istrazivanja dokumentirala su kako hormoni — osobito spolni steroidi —
imaju kljuénu ulogu u rastu i funkciji organa (Meinhardt i Ho, 2006.). Konkretno, estrogen i
testosteron utjecu na morfologiju probavnog sustava: stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju 1
ukupnu arhitekturu tkiva (Liu 7 sur., 2023.). Sve viSe istrazivanja pokazuje da interakcije
izmedu estrogena, testosterona i serotoninske signalizacije unutar gastrointestinalnog sustava
znacajno pridonose razlikama u fiziologiji crijeva, metabolizmu i povezanim ponaSanjima (Xu
i sur., 2025.). Estrogen je impliciran u modulaciji sinteze serotonina utjecajem na gensku
ekspresiju Tphl u enterokromafinim stanicama, utjecuci na lokalnu proizvodnju SHT, glavnog
posrednika pokretljivost i sekrecije u crijevima (Xu i sur., 2025.). Nadalje, istraZivanja osovine
mozak—crijeva—mikrobiom naglaSavaju da su spolno-specifi¢na hormonska okruzenja klju¢na
u regulaciji metabolizma triptofana i lokalne dostupnosti serotonina u crijevima (Xu i sur.,
2025.). Ostali ¢imbenici, osim hormonskih razlika, takoder bi mogli utjecati na strukturu

crijeva, ali su jo$ uvijek nedovoljno istraZeni.

5.3. Povezanost perifernog serotonina i histoloskih parametara

Odsutnost statisticki znacajne povezanosti izmedu serotonina 1 analiziranih
histomorfometrijskih parametara sugerira da varijacije u debljini crijevnih slojeva i broju
enterokromafinih stanica nisu izravno povezane s koncentracijom serotonina. lako su neke
korelacije pokazivale negativan ili pozitivan trend, niske vrijednosti koeficijenata i p-
vrijednosti iznad praga znacajnosti upucuju na to da ti odnosi nisu dovoljno izrazeni da bi imali

bioloski znacaj u ispitivanim uvjetima.
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Moguce objasnjenje za ovakav nalaz lezi u Cinjenici da razina serotonina u crijevu
odrazava prvenstveno trenutnu funkcionalnu aktivnost enterkromafinih stanica, a ne njihovu
brojnost ili morfoloske karakteristike crijevne stijenke. Serotonin djeluje uglavnom lokalno i
parakrino, pa njegove koncentracije mogu znatno varirati ovisno o podrazajima, sastavu hrane
1 neurohumoralnim signalima, neovisno o debljini slojeva crijeva. Osim toga, broj
enterkromatofinih stanica ne mora nuzno odrazavati njihovu sekrecijsku sposobnost — moguce
je da su mehanizmi regulacije lu¢enja SHT funkcionalni i dinamicni, dok je histoloska grada
relativno stabilna. Na ovaj nacin se odrzava homeostaza serotoninskog sustava ¢ak i1 uz

morfoloske razlike, $to objasnjava izostanak znacajnih korelacija u naSem istrazivanju.

5.4. Veza perifernog serotonina i ponasanja

SrediS$nji serotonin ima vaznu ulogu u modulaciji ponasanja, tipiéno povezanoj s
inhibicijom agresije kod kraljeznjaka (Larson 1 Summers, 2001.; Summers i sur., 2005.).
Periferni serotonin ukljuen je u razne fizioloske funkcije, od pokretljivosti crijeva i
metabolicke regulacije do kardiovaskularne i reproduktivne modulacije (Mohammad-Zadeh i
sur., 2008.; Berger i sur., 2009.), a neka istrazivanja pokazala su da periferni serotonin takoder
moze utjecati na odredene aspekte ponasanja kroz jo§ nepoznate mehanizme. Razlike medu
vrstama u razinama perifernog serotonina (SHT) u serumu i promijenjene histoloske
karakteristike mogu ukazivati na fizioloske prilagodbe povezane s ponaSanjem, metabolizmom
1/ili ekologijom u ovim dvjema vrstama. Promjene u perifernoj 1 srediSnjoj funkeciji SHT,
izazvane perinatalnom hiperserotoninemijom (Hranilovic i sur., 2011.), uzrokovale su izrazene
razlike u broju enterokromafinih stanica (Gracan i sur., 2024.), popra¢ene smanjenom
anksioznoS¢u 1 ve¢om kognitivnom fleksibilno$¢u (Blazevi¢ i sur., 2012.). Smanjenje
perifernog serotonina izazvano 7phl-deficijencijom dovelo je do promjena u dinamici hoda 1
deficita u ponasanju podizanja kod miseva (Suidan i sur., 2013.) te do smanjenja ponasanja
nalik anksioznosti kod Stakora (Sbrini i sur., 2022.). Kod gustera, iako ne postoje izravna
istrazivanja o perifernom serotoninu, poznato je da razlike u razinama srediSnjih
neurotransmitera, ukljuujuci serotonin, mogu biti povezane s promjenama u ponasanju i
uspjehom invazije kod P. siculus (Nikolic i sur., 2019.). U slu€aju ove dvije vrste, visa srediSnja
(Siki¢ i sur., 2025.), ali niza periferna razina SHT kod Podarcis siculus mogla bi biti jedan od
¢imbenika koji utjee na pojacano istrazivacko i ponasanje trazenja noviteta (Gojak i sur., u
recenziji) koje omogucava vecu sklonost preuzimanju rizika i pruza prednost u osvajanju
teritorija, S$to je zabiljezeno u istrazivanju (Glogoski i sur., 2024.).
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5.5. Kriticki osvrt na pouzdanost i ogranicenosti istrazivanja

Snage naSeg istrazivanja ukljucuju nekoliko klju¢nih aspekata koji povecavaju njezinu
znanstvenu vrijednost. Istrazivanje je provedeno na simpatrijskim populacijama dviju vrsta
gustera (P. siculus i P. melisellensis), ukljucuju¢i muzjake i Zenke, uzorkovane na tri razlicite
lokacije (Knin, Sinj, Pag), Sto nam omogucava da utvrdimo stabilne meduvrsne i meduspolne
razlike. Dodatna snaga lezi u modelu simpatrije i sintopije, koji omogucuje istraZzivanje
meduvrsnih interakcija u prirodnim uvjetima uz smanjeni utjecaj varijabilnosti okolisa.
Nadalje, istrazivanje na divljim populacijama (za razliku od laboratorijski uzgojenih zZivotinja)
daje uvid u prirodno prisutne razlike izmedu vrsta. Paralelna kvantifikacija serotonina (SHT) 1
triptofana (Trp) iz istog uzorka seruma koristenjem vrlo osjetljive HPLC metodologije — uz
minimalnu koli¢inu uzorka — predstavlja tehnicki napredak. HistoloSke i histomorfometrijske
analize dodatno obogacuju interpretaciju pruzanjem strukturnog konteksta za biokemijske

podatke.

Unato¢ brojnim snagama, istrazivanje takoder ima nekoliko ograni¢enja. Zbog male
veli¢ine tijela 1 koliCine tjelesne tekucine, uzimanje krvi moguce je jedino dekapitacijom, §to
onemogucuje longitudinalna mjerenja ili pracenje istih jedinki tijekom vremena. Nadalje, iako
su 1 serotonin 1 triptofan mjereni paralelno, istraZivanja ne ukljucuje analizu enzima uklju€enih
u njihovu konverziju, $to bi pruzilo dublje razumijevanje serotoninske homeostaze. Navedeno
je otezano zbog nedostatka anotiranog transkriptoma za ciljane vrste gustera, §to ograniava

mogucénost pouzdanog identificiranja i kvantificiranja relevantnih gena.
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6. ZAKLJUCAK

Ovim istrazivanjem postignut je cilj analize periferne homeostaze serotonina na
biokemijskoj 1 histoloSkoj razini u jedinkama simpatrijskih populacija P. siculus 1 P.
melisellensis, u kojima su zabiljeZene razlike u ponaSanju pod serotonergicnom kontrolom.
Uspjesno su odredene razine serotonina i triptofana, prekursora njegove sinteze, metodom
tekuce kromatografije visoke ucinkovitosti u serumu gustera te analizirana grada tankog crijeva
1 brojnost enterokromafinih stanica. Nadalje, definirane su korelacije razine serotonina u krvi
sa histoloSkom strukturom crijeva na razinu jedinke. Ustanovljene su razlike medu vrstama i
spolova u razinama perifernog serotonina i gradi crijeva. Potvrdena je hipoteza da se razina
perifernog serotonina razlikuje izmedu simpatrijskih populacija P. melisellensis i P. siculus, na

biokemijskoj 1 histoloskoj razini.

Rezultati ovoga istrazivanja pruzili su uvid u periferni serotoninski sustav kod
simpatrijskih populacija Podarcis siculus 1 Podarcis melisellensis te otkrili niz znacajnih
meduvrsnih 1 meduspolnih razlika. KoriStenjem integriranog pristupa koji je obuhvatio
biokemijsku analizu razina serotonina (SHT) 1 triptofana (Trp), histomorfometriju tankog
crijeva i kvantifikaciju enterokromafinih stanica, po prvi puta je na ovim vrstama dobiven uvid

u periferni serotoninski sustav.

Najvazniji nalaz odnosi se na znacajno viSe razine perifernog serotonina kod P.
melisellensis u usporedbi s P. siculus, dok razine prekursora triptofana nisu pokazale razliku
medu vrstama. Ovaj rezultat posebno je zanimljiv jer dolazi unato¢ ¢injenici da su jedinke obje
vrste bile pod istim laboratorijskim uvjetima i hranjene istom hranom, $to upucuje na postojanje
ustavnih, fizioloski utemeljenih razlika u serotoninskoj homeostazi. Vise razine perifernog
SHT-a kod P. melisellensis mogle bi se tumaciti kao odraz povecane aktivnosti serotoninskog
sustava u crijevu ili smanjene razgradnje serotonina na periferiji. S obzirom na to da se broj
enterokromafinih stanica nije razlikovao medu vrstama, moguée je da klju¢nu ulogu imaju
razlike u ekspresiji enzima triptofan-hidroksilaze (TPH1) ili monoamin-oksidaze (MAO), §to

bi trebalo provjeriti u budu¢im molekularnim istrazivanjima.

Histomorfometrijska analiza pokazala je da P. siculus ima deblje slojeve tankog crijeva,
Sto je u skladu s njezinom vecom tjelesnom veli¢inom, duljim probavilom i1 poznatom

sposobnoscu ucinkovitije iskoriStavanja Sirokog spektra hrane. Ovakva morfoloska prilagodba
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vjerojatno doprinosi njezinoj kompetitivnoj prednosti u simpatriji, jer omogucéuje bolju
apsorpciju nutrijenata i veci energetski prinos. Uocene su i spolne razlike — muzjaci obje vrste
imali su deblje slojeve crijeva od Zenki, §to moze biti povezano s njihovim povecanim

energetskim potrebama i hormonski uvjetovanim metabolickim razlikama.

Ovim istrazivanjem ostvareno je unaprjedenje spoznaja o perifernoj homeostazi
serotonina u jedinkama simpatrijskih populacija P. siculus i P. melisellensis. Prvi put su
utvrdene koncentracije serotonina i njegovih metabolita u serumu gusterica, ¢ime je otvoreno
novo podrucje istraZivanja serotonergi¢nih mehanizama u ovih vrsta. Ukljucivanje oba spola
omogucilo je identifikaciju spolno specificnih obrazaca u serotonergi¢noj transmisiji, a
razjasnjavanje uloge serotonina na periferiji pridonijelo je dubljem razumijevanju interakcija
izmedu ovih dviju vrsta, koje se razlikuju u razini agresivnosti i koncentracijama monoamina u
mozgu. Dobiveni rezultati predstavljaju vrijedan doprinos znanstvenoj osnovi za daljnja
istrazivanja te mogu posluziti kao temelj za razvoj u¢inkovitijih strategija ocuvanja endemske

vrste P. melisellensis i za razumijevanje invazivnog potencijala vrste P. siculus.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Rjesenje Ministarstva gospodarstva i odrzivog razvoja Republike
Hrvatske (KLASA: UPI/I-612-07/21-48/202; URBROJ 517-10-1-1-21-4)

EPUSLIKA HRVATSKA

SVEUCILISTE U ZAGREBU 25158
IRODOSLOVNG MATEMATICK! FAKULTET
Primjeno: 15 10 2031 08:08
REPUBLIKA HRVATSKA e | ]
MINISTARSTVO GOSPODARSTVA URUGESENTBRG) ;':'9‘.
1ODRZIVOG RAZVOJA 8311060121679 o |

KLASA: UP/I-612-07/21-48/202
URBROJ: 517-10-1-1-21-4
Zagreb, 6. listopada 2021.

Ministarstvo gospodarstva i odrzivog razvoja, na temelju ¢lanka 155. Zakona o zastiti
prirode (,,Narodne novine®, br. 80/13, 15/18, 14/19 i 127/19), povodom zahtjeva Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveudilista u Zagrebu (OIB 28163265527), Bioloski odsjek, Rooseveltov
trg 6, HR-10000 Zagreb, za izuzeée od zabranjenih radnji sa strogo zaStiéenim vrstama donosi
sljedede

RJESENJE

1. Dopusita se Prirodoslovno-matematickom fakultetu Sveuéilista u Zagrebu (OIB
28163265527), Bioloski odsjek, Rooseveltov trg 6, HR-10000 Zagreb, istrazivanje krske
gusterice (Podarcis melisellensis), koje uklju¢uje namjerno uznemiravanje, hvatanje i
izuzimanje jedinki iz prirode na podrugju okolice Knina, Sinjskog polja i otoka Paga.

2. Odgovoma osoba za provodenje ovog rjesenja je doc. dr. sc. Sofia Ana BlaZevi¢, a
sudionici istraZivanja su jo§ doe. dr. sc. Duje Lisi¢i¢, Marko Glogoski, Tomislav Gojak,
Dunja Siki¢ i doc. dr. sc. Zoran Margié.

3. Dopustenje se daje uz sljedece uvjete:

- dopusteno je jedinke gusterice hvatati rukama i om¢icom,

- dopusteno je uhvatiti najviSe 72 odrasle jedinke i to na nadin da se na svakoj od
ukupno 3 lokacija uhvati najvise 12 Zenki i 12 muZjaka,

- dopusteno je drZati u zatocenistvu izuzete jedinke,

- dopusteno je uzeti uzorak krvi iz orbitalnog sinusa,

- dopusteno je izuzete jedinke eutanazirati u okviru provodenja istraZivanja,

- o terminu izlaska na teren potrebno je pravovremeno obavijestiti javnu ustanovu koja
upravlja podru¢jem na kojem se provodi istraZivanje.

4. Nositelj rjeSenja duZan je ovom Ministarstvu podnijeti izvjeS¢e u digitalnom obliku na
sluZbenom obrascu Ministarstva najkasnije do 31. listopada 2021. godine.
Dopustenje vrijedi do 31. listopada 2021. godine.

6. U slu¢aju nepridrzavanja propisanih uvjeta, ili u slu¢aju nastanka nepredvidenih dogadaja
s negativnim u¢incima na prirodu, Ministarstvo moZe ukinuto izdano rjeSenje.

Obrazlozenje

Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu (OIB 28163265527), Bioloski
odsjek, Rooseveltov trg 6, HR-10000 Zagreb, uputio je ovom Ministarstvu zahtjev za istraZivanje
krske gusterice (Podarcis melisellensis), koje ukljuCuje namjerno uznemiravanje, hvatanje i

stranica 1 od 2
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Prilog 2. Misljenje Povjerenstva za bioetiku i dobrobit Zivotinja
(KLASA: 643-02/2 4-01/1; URBROJ 251-58-10617-24-335)

KLASA:

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO-MATEMATICK! FAKULTET

Bioloski odsjek

643-02/24-01/1
URBROJ: 251-58-10617-24-335
U Zagrebu, 29.8.2024 10:40

8BC4500B-7453-4543-A765-22845124DA33

PREDMET: Misljenje Povjerenstva za bioetiku i dobrobit Zivotinja

Povjerenstvo za bioetiku i dobrobit Zivotinja Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog
fakulteta pregledalo je zamolbu za odobrenje pokusa na Zivotinjama koju je podnijela Matea
Brizi¢ studentica doktorskog studija Biologije PMF-a SveuciliSta u Zagrebu.

Misljenje Povjerenstva za bioetiku i dobrobit Zivotinja

Povjerenstvo za bioetiku i dobrobit Zivotinja Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog
fakulteta pregledalo je zamolbu za odobrenje pokusa na Zivotinjama za potrebe izrade doktorskog
rada studentice doktorskog studija biologije Matee BriZi¢ pod predloZenim naslovom: ,Periferni
serotonin u simpatrijskih populacija Podarcis siculus i Podarcis melisellensis“. Voditeljica
doktorskog rada je izv. prof. dr. sc. Sofia Ana BlaZevi¢.

PredloZeno istrazivanje u skladu je s vaze¢im Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 102/17) te

Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13) te Eti¢kim
kodeksom Sveudilista u Zagrebu i kao takvo eti¢ki prihvatljivo za provedbu.

Clanovi povjerenstva:

Utn

Prof. dr. sc. Domagoj Diki¢ Prof. dr. sc. Inga Urli¢
™
. ¥
izuzeta
Izv. prof. dr. sc. Sofia Ana BlaZevi¢ Prof. dr. sc. Davor Zanella

Ul
| [

Prof. dr. sc. Perica Mustafi¢

1F N7 bn T 2 A1 ART ‘ at 1] A o
| Rooseveltov tip b, 10000 Zagreb, Hrvatska, Tel: +385 (0)14877 700, Fax: +385 (0)1 4826 260, Email; vredbo@b
www.pmiunizp.hr/biol, O1f: 28163265527, IBAN: HR5823600001101522208
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Prilog 3. Linearnosti kalibracijskih krivulja serotonina
Linearnost izraCunata iz kalibracijske krivulje ovisnosti srednje vrijednosti povrSine
pika serotonina o koncentraciji standardnih otopina u koncentracijama 15 pg/mL, 3,6 pg/mL,

1,5 pg/mL, 0,6 ng/mL, 0,3 pg/mL, 0,18 pg/mL u 6 ciklusa.
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Prilog 4. Linearnosti kalibracijskih krivulja triptofana
Linearnost izraCunata iz kalibracijske krivulje ovisnosti srednje vrijednosti povrSine
pika triptofana o koncentraciji standardnih otopina u koncentracijama 15 pg/mL, 3,6 pg/mL,

1,5 pg/mL, 0,6 pg/mL, 0,3 pg/mL, 0,18 pg/mL u 6 ciklisa
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Prilog 5. Usporedba prema vrsti, spolu i lokaciji

5.1. Serotonin i triptofan
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Vrijednosti razine serotonina (SHT) 1 triptofana (Trp) u serumu Podarcis melisellensis (PM;
plava) i P. siculus (PS; zelena) analizirane metodom HPLC obzirom na lokaciju. Rezultati su
prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom; muZjaci su oznaceni trokutima, a Zenke

krugovima.
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5.2. Sluznica i misiéni sloj tankog crijeva
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Debljina mukoznog (Tunica mucosa; TM), epitelnog (Lamina epithelialis; LE) i miSi¢nog sloja
(tunica muscularis; MW) u simpatrijskim populacijama Podarcis melisellensis (PM; plava) i P. siculus
(PS; zelena) prema lokaciji. Rezultati su prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom; muZzjaci su

oznaceni trokutima, a Zenke krugovima.
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5.3. Broj entrokromafinih stanica
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Broj enterokromafinih stanica/mm? sluznice tankog crijeva Podarcis melisellensis (PM,
plava) i P. siculus (PS; zelena) usporeden prema lokaciji. Rezultati su prikazani kao medijan s

interkvartilnim rasponom; muzjaci su oznaceni trokutima, a Zenke krugovima.
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odraslih Stakora®, pod vodstvom prof. dr. sc. Dubravke Hranilovi¢ i dr. sc. Sofie Anne Blazevi¢,

2014. stjeCe naslov magistre eksperimentalne biologije.

Tijekom studija bavila se plivanjem, a od 2011. posjeduje licencu ,,Spasilac na
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studij Marketing posebnih podru¢ja, na Ekonomskom fakultetu u Osijeku, koji 2019. pod
mentorstvo doc.dr.sc. Pure Horvata, obranom rada ,,Brendiranje Republika Hrvatske kao
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poziciji voditelja projekta, a nakon toga 1 kratak period u Ministarstvo poljoprivrede - Uprava
za ribarstvo. Paralelno s tim upisuje Poslijediplomski doktorski studij Biologije na PMF-u u
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U listopadu 2020. godine, nakon 10 godina volontiranja u Hrvatskom Crvenom krizu,
zapocinje raditi kao profesionalni djelatnik na poziciji voditeljice Sluzbe za djelovanje u
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Za svoj dosadas$nji rad dobila je niz nagrada i priznanja od kojih vrijedi izdvojiti
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