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1.1 Posteljica ¢ovjeka

Posteljica (placenta, od lat. placenta) je privremeni fetalni organ neophodan za
odrzavanje trudnoée i normalan razvoj embrija/fetusa kod svih placentalnih_organizama.
Razvoj posteljice zapoc€inje ubrzo nakon zaceca, karakteristican oblik nalik jastuku uspostavlja
se krajem prvog tromjesecja trudnoce, a rast se nastavlja sve do kraja trudnoée, kako bi se
pratile potrebe rastuceg fetusa. Vaznost posteljice prepoznata je jos davnoj proslesti te su se
i do danas zadrzali ritualni obicaji 1 obredi posveceni ovom ogranu kojeg imame vrlo kratko, a
omogucava nam zivot (Buckley, 2006). Medutim, fiziologija posteljice,u.zdravlju i bolesti jos

uvijek se nedovoljno razumije i predmet je brojnih znanstvenih istrazivanja.

1.1.1 Razvoj

Razvoj posteljice ¢ovjeka (Slika.1.1.) zapocinje oko sedmog dana nakon zaceca kada
se blastocista implantira u stijenku q/maternicex(Turco i Moffett, 2019). Posteljica se razvija iz
trofoektoderma 1 ekstraembrionalnog mezoderma blastociste, Sto je ¢ini organom geneticki
istovjetnom fetusu. 1z trofoektoderma blastociste diferenciraju‘se, citotrofoblastr. Dijeljenjem
citotrofoblasta, na vanjskimdijelovimastrukture dolazi do njihovog fuzioniranja.u,visejezgreni
sinciciotrofoblast«Veé oko devetog dana nakon zaCeca, unutar rastucegsinciciotrofoblasta,
dolazi do formitanja praznina (lakuna) u koje se ispustaju izlucevine maj¢inih endometrijalnih
zlijezda. One,sadrZe nutrijente 1 mitogene ¢imbeniké rasta koji,potiéu daljnji razvoj posteljice
(Burton'i-sur., 2002; Hempstock i sur., 2004). Istovremenoj citotrofoblasti nastavljaju urastati
u stijenku maternice,\stvaraju se izbo¢ine unutar kojih'se iz ekstraembrionalnog mezoderma
razvijasstromalna sz posteljice. Pri tom se endometrij materpice pretvara u specijalizirano
tkivo koje se naziva decidua (Cindrova-Davies i Sferruzzi-Perri, 2022). Iz stromalne srzi, 0ko
18. dana nakon zaceca, razvijaju se fetalne krvne zile te fibroblasti i makrofazi koji zajedno s
povrsinskim slojem citotrofoblasta i sinciciotrofoblasta naposljetku formiraju korionske resice
(Burton i Fowden, 2015; Turco I“Moffett, 2019). Na mjestima gdje se korionske resice
sjedinjuju s majcinom deciduom (sidri$ne resice), ekstravilozni citotrofoblasti koloniziraju
unutarnje slojeve miometrija te remodeliraju majcine spiralne arterije na nacin da privremeno
i djelomi¢no zamjenjuju endotelne stanice koje oblazu arterije (Bulmer i sur., 2020; Burton i
Fowden, 2015). Od invazije majCinih arterija pa do kraja prvog tromjesecja, ekstravilozni
trofoblasti formiraju endovaskularni ¢ep na ulazu majcinih spiralnih arterija u intervilozne

prostore, ¢ime sprjeCavaju prolazak majCine krvi. Na kraju prvog tromjesecja trudnoce,

2
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remodeliranje maj¢inih spiralnih arterija transformira ih u krvne Zzile visoke protocnosti,
rezistentne na vazokonstrikciju, $to omoguéava uspostavu protoka velikog volumena potpuno
oksigenirane maj¢ine Krvi pod niskim tlakom kroz intervilozne prostore (Jaremek i sur., 2021;
Turco i Moffett, 2019). Tada nacin prehrane fetusa prelazi s histiotrofi¢nog (putem zljezdanih

izluCevina) na hemotrofi¢ni (putem krvi).

7 -8 DANA 9—-10 DANA KRAJ PRVOG TROMJESECTA

Primitivni LB\
sinciciotrofoblast ~—N & \ Lakune

Endometrij

DLJROARARRA: '0080RCREERRRERREE
A l \ 1 A

Supljina maternice

Slika 1.1 Razvoj posteljice ¢ovjeka. Preuzeto i prilagodeno iz (Jaremek i sur.;2021)

Tijekom razdoblja uspestave [maj¢ine cirkulacije, posteljica je fizioloski izloZzena
progresivnom povecanjusrazine Kisika, od vrlo niske (2-3% O2) do,normoksi¢ne (0ko 6-10%
0O2) (Rodesch i sur., 1992). Niska razina kisika u prvom tromjesecju osigurava fetusu okruzenje
sigurno od teratogenih 'ucinaka reaktivnih kisikovih Arsta, pomaze edrzavanju stanja
pluripotentnosti-embrionalnih mati¢nih stanica te'potic¢e razvoj korionskih resica (Cindrova-
Davies i Sferruzzi-Perri;2022). Promjena u razini kisika te uspostava krvotoka u interviloznom
prostoru povezani su s povec¢anim oksidacijskim stresom 1 smi¢nim naprezanjem te induciraju
stani€ne signale kljuéne za regulaciju angiogeneze te proliferacije, migracije i fuzije

citotrofoblasta (Genbacev i sur., 1996; Jauniaux i surs; 2000).

Krajem prvog tromjesecja, formirana posteljicna barijera sastoji se od endotelnih
stanica fetalnih kapilara, mezenhimalne jezgre (Hofbauerove stanice, fibroblasti i kolagena
stroma) i stanica citotrofoblasta prekrivenih kontinuiranim slojem sinciciotrofoblasta (Jones i
Fox, 1991). Kako trudno¢a napreduje, broj citotrofoblasta se smanjuje, a sloj
sinciciotrofoblasta i mezenhimalna jezgra se stanjuju, Sto osigurava bliski kontakt fetalne i
majcine krvi preko izrazito tanke barijere, takozvane vaskulo-sincicijalne membrane, koju ¢ine
isklju¢ivo endotel fetalnih kapilara i sloj sinciciotrofoblasta (<2 pum) (Burton i Tham, 1992;
Jones i Fox, 1991).
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1.1.2 Grada

Posteljica je organ u obliku diska. Pri kraju trudnoce, prosje¢nog je promjera 22 cm,
debljine 2,5 cm pri sredini te mase oko 500 g. Dijeli se na tri osnovna dijela: bazalna ravnina,
intervilozni prostor s korionskim resicama te korionska ravnina (Slika 1.2.)/Bazalna ravnina
prislonjena je na maj¢in endometrij gdje kroz majéine spiralne arterije.krv dolazi u intervilozne
prostore koje napusta kroz otvore maj¢inih uterinih vena (Burton i Fewden, 2015). Korionska
ravnina je orijentirana prema fetusu te se iz nje pruza pupcana viepca. Osnovna funkcionalna
jedinica posteljice je korionska resica (Kaufmann i sur., 1979). Korionske resice se prema
stupnju grananja dijele na mati¢ne (engl. stem villi), intermedijarne, (engl. intermediate villi) i
terminalne (engl. terminal villi) resice (Slika 1.2@): Resi¢e koje su pric¢vrs¢ene u bazalnu
ravninu nazivaju se sidrisne resice (engl. anchoring villi) (Belmis, 2019). U zreloj (terminskoj)
posteljici, terminalne resice su izrazito vaskularizirane fetalnim kapilarama, §to ih Cini
najznacajnijim posrednicima za razmjénu tvari izmedu majcinog i fetalnog «krvotoka. U
presjeku, korionsku resicu ¢ine sloj/sinciciotrofeblasta i citotorofoblasta, mezenhimalnajezgra

i fetalne kapilare (Slika 1.2.b).
a) b)

Miometrij——

Sepmm-Ff — ' - Fetalna krvna zila
Bazalna = = /

Presjek
korionske resice

Maj¢ine spiralne arterije

ravnina . :
Sloj trofoblasta—essss N Majéine vene

i Citotrofoblast
=-Sidrisne resice

prostor Korionske #—Terminalne resice Fuzionirajuci
citotrofoblast,

X | Majéinakrv-— (8
Intervilozni

resice Intermedijarne resice

e otiene esice Majéina krv
ravninal YeZivno tkivo koriona

. Sloj trofoblasta
Korionska
Epitel amniona——

Diferencirajuci
citotrofoblasti

Pupcane arterije
Pupcana vena
Pupc¢ana vrpca

Mikrovili

Slika 1.2. Grada posteljice. a) Osnovni dijelovi posteljice: bazalna ravnina, intervilozni prostor
s korionskim resicama i korionska ravnina (“Amboss,” 2022). b) Presjek korionske resice.
(Jaremek i sur., 2021).

1.1.3 Funkcije

Posteljica obavlja visestruke funkcije koje nakon rodenja preuzimaju pluca, bubrezi,
jetra, crijeva, endokrine zlijezde i ostali organi. Najpoznatija funkcija posteljice je

posredovanje u razmjeni plinova, hranjivih tvari i otpadnih produkata fetalnog metabolizma
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izmedu majcinog i fetalnog krvotoka (Mossman, 1937). Specifi¢no, prijenos tvari preko
posteljice ukljucuje dopremanje kisika, vode, glukoze, aminokiselina, proteina, masnih
kiselina, iona, vitamina, hormona i ¢imbenika rasta fetusu te iznoSenje uglji¢nog dioksida i
otpadnih produkata fetalnog metabolizma. Ovisno o fizikalno-kemijskim svojstvima pojedine
molekule, prijenos tvari preko posteljice moze se odvijati putem difuzije; prijenosa

posredovanog prijenosnicima ili endocitozom/egzocitozom (Burton 1 Fowden, 2015).

Osim o koncentracijskom gradijentu pojedine tvari liIzmedu majcine i fetalne
cirkulacije, stopa prijenosa tvari preko posteljice ovisi o pretoku krvi kroz/posteljicu, samoj
strukturi postelji¢ne barijere te o ekspresiji/aktivnosti specifiénihyprijenosnika (Jones i sur.,
2007). Aktivnost/ekspresija specificnih prijenosnika nutrijenata mijenja se kroz trudnocu
(Cindrova-Davies i Sferruzzi-Perri, 2022), a op¢enite ovisi 0-majeinom hormonalnom statusu,
energetskom statusu unutar trofoblasta, oksigenaciji posteljice i koncentraciji nutrijenata
(Jones i sur., 2007).

Posteljica je 1 vrlo vazan endokfini organ koji sintetizira brojne hormone, ¢imbenike
rasta i citokine, neophodne/za prilagodbu,majcinog organizmadna trudnocéu, porodaj.iddojenje
te za regulaciju razvoja embrija/fetusa i same posteljice. Glavno mjesto,sinteze hormona
posteljice koji se.otpustaju u majcin krvotok je sinciciotrofoblast (Costa, 2016). Posteljica
izlucujesteroidne hormone(npr. progesteron, estradiol, estriol) i brojnepeptidne hormone (npr.
ljudski korionski'gonadotropin (HCG, engl. human chorionic gonadotrophin), ljudski laktogen
posteljicen(HPL; engl. human placental lactogen), ljudski hormon rasta posteljice (HPGH,
engl. human placental growth hormone), leptin, adipenektin, rezistin, visfatin, kispeptin i dr.).
Pokazano je_.da signalne molekule koje sintetizira posteljica imaju vaznu ulogu u regulaciji
decidualizacije, angiogeneze endometrija i posteljice, receptivnosti endometrija i implantacije
embrija (Costa, 2016). Nadalje, hormoni posteljice reguliraju prilagodbu majcinih
metabolickih, kardiovaskularnihy, imunoloskih i drugih fizioloSkih funkcija i ponasSanja na
trudnoc¢u, porodaj i dojenje (Napso 1'sur., 2018). Konacno, posteljica sintetizira cimbenike rasta
koji reguliraju razvoj embrija/fetusa, ukljucujuc¢i 1 neke neurotransmitere koji sudjeluju u

regulaciji razvoja fetalnog mozga (Rosenfeld, 2021).

Pored izmjene tvari izmedu majcinog i fetalnog krvotoka i endokrinih funkcija,
posteljica je odgovorna i za zastitu ploda od hormona i razli¢itih ksenobiotika iz maj¢ina

krvotoka. Zbog toga, sinciciotrofoblast eksprimira nekoliko enzima i transportera koji
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sudjeluju u razgradnji i iznoSenju hormona i ksenobiotika (Burton i Fowden, 2015). Posteljica
takoder predstavlja barijeru koja Stiti fetus od vertikalnog prijenosa patogena, pri ¢emu se
pretpostavlja da vaznu ulogu imaju tzv. Hofbauerove stanice, jedine stanice imunoloskog

sustava dosad prepoznate u posteljici (Turco i Moffett, 2019).

1.2 Majcina debljina i gestacijski dijabetes melitus

Trudnoca je razdoblje velikih fizioloskih promjena u gotoyo svim tjelesnim sustavima
zene. Metabolicko stanje trudnice vrlo je vazan ¢imbenik za normalan razvoj trudnoce. Stanja
narusenog metabolickog zdravlja poput prekomjerne tjelesne mase, pretilosti i gestacijskog

dijabetesa melitusa (GDM) se danas ubrajaju u najéesce komplikacije trudnoce.

Prekomjerna tjelesna masa i pretilost st metabolicki poremecaji karakterizirani
povecanim nakupljanjem masnog tkiva. Ova stanja predstavljaju znacajan rizik za razvoj
razli¢itih zdravstvenih problema poput kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, pojedinih tipova
raka te muskuloskeletalnih poremeéajad(Di Cesare i sur., 2016). Mjera kojom se najéesce
klasificiraju je indeks tjelesne mase (ITM),Koji se izraCunava kao omjer tjelesnéxmase (kg) i
kvadrata tjelesne visine{m?). Prekomijerna tjelesna masa definiranayje ITM-om u rasponu od
25,0 do 29,9 kg/m?za-pretilast ITM-om jednakim ili ve¢im_0d-30,0 kg/m? (“Eurostat - BMI
statistics,” 2019). Za potrebe jednostavnosti izrazayanja, u/nastayku ¢esse prekomjerna tjelesna

masa 1 pretilost zajedno navoditi pod izrazomg,debljina“.

Poviseni I'TM prije trudnoce (pITM), jesnajznacajnijirxdimbenik rizika za razvoj GDM-
a. GDM je najéesciuzrok hiperglikemije @ trudnoci, a definira se kao poremeéa;j tolerancije
glukoze prvi put prepoznat tijekom trudnoc¢e (Metzgeri sur., 2010). Dijagnosti¢ki protokoli i
kriteriji za prepoznavanje GDM-a seyrazlikuju medu drzavama svijeta. Prema smjernicama
Medunarodnog udruzenja studijskih grupa, za dijabetes u trudno¢i (IADPSG), koje je 2013.
godine prihvatila Svjetska zdravstvena organizacija i koje su na snazi i u Hrvatskoj (Lovrencié¢
i sur., 2013), dijagnoza GDM-a se postavlja koristenjem oralnog testa tolerancije glukoze (engl.
oral glucose tolerance test, OGTT) koji se provodi u drugom tromjesecju trudnoce. Dijagnoza
se postavlja na temelju poviSene vrijednosti koncentracije glukoze u krvi nataste te jedan 1 dva

sata nakon oralne primjene glukoze (75 g) (Metzger i sur., 2010).
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1.2.1 Prevalencija maj¢ine debljine i GDM-a

Prekomjerna tjelesna masa i pretilost su u kontinuiranom porastu u suvremenom
svijetu. Izmedu 1975. 1 2014. godine prosjecni ITM na globalnoj razini, standardiziran prema
godinama starosti, porastao je s 21,7 kg/m? na 24,2 kg/m? medu muskarcima'te s 22,1 kg/m?
na 24,4 kg/m? medu zenama (Di Cesare i sur., 2016). U tom petiedu, udio pretilih osoba,
standardiziran prema godinama starosti, porastao je s 3,2% na 10,8% medu muskar¢ima te s
6,4% na 14,9% medu Zenama. Prema posljednjim objavljenim podatcima  EUROSTAT-a iz
2019. godine, udio osoba starijih od 18 godina s prekomjernom.tjielesnom masom ili pretilos¢u
u Hrvatskoj je bio 65%, najvisi medu zemljama Europske unije (Slika 1.3.) (“Eurostat - BMI
statistics,” 2019).
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Slika 1.3. Udio (%) odraslih osoba s prekomjernom tjelesnom masom i pretilos¢u (ITM = 25)

u zemljama Europske unije 2019. godine. Preuzeto i prilagodeno iz (“Eurostat - BMI statistics,”
2019).

Porast prevalencije debljine neminovno zahvaca i Zene reproduktivne dobi (Chen i sur.,

2018). Najnovije istrazivanje je pokazalo da je u populaciji Hrvatske udio Zena koje ulaze u
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trudnoc¢u s prekomjernom tjelesnom masom oko 30%, dok je medu njima oko 9% pretilo

(Stefulj i sur., 2023a; Vince i sur., 2021).

Ucestalost GDM-a u svijetu varira izmedu 1% i 30%, ovisno o etnicitetu, geografskom
podrucju, ali i dijagnostickim kriterijima. Medu stanovniStvom Europe biljézi se prosjecna
ucestalost GDM-a od 6,1% (raspon 1,8% - 31,0%) (Mclntyre i sur, 2019). U/Hrvatskoj je
ucestalost GDM-a prema podatcima do 2014. godine varirala 0d.2,2% - 23,1% _.0visno o
dijagnostickim kriterijima (Paulo i sur., 2021). Prema novijem (istrazivanju,u Hrvatskoj se
biljezi ucestalost GDM-a od 10,7% kada se za definiciju dijaghoze koriste smjernice IADPSG-
a (Stefulj i sur., 2023b).

1.2.2 Patofiziologija i posljedice majcine debljine i GDM-=a

Debljina je multifaktorijalni metabolicki poremecaj i smatra se da se razvija kao
rezultat interakcije rizi¢nih sociogkonomskih, kulturoloskih, bihevioralnih 1% genetickih
¢imbenika (Adults (US), 1998). GDM je takoder slozeni metaboli¢ki<peremecaj, €ijem
nastanku osim debljine doprinase, brojni,drugi ¢imbenici rizika poput vise kroneloske dobi,
etniciteta (ne-bjelackog), obiteljske povijesti dijabetesa tipa 2 te prethodne.dijagnoze GDM-a,
viSeg pariteta, pusenja,u trudnoci, odredenih genetickih ¢imbenika te prehrambenih navika

(Mclntyre i sur.; 2019):

Maj€ina debljina popracena je metabolickim promjenama medu kojima se istice
poviSena rezistencija na inzulin te hiperinzulinemija(Bandres-Meriz i sur., 2020). Osim toga,
majéina debljina povezana je s povisSenim razinama slobodnih masnih kiselina u serumu,
povisenimpizlucivanjem adipokina, poput leptinanstérnakupljanjem masnih naslaga u ne-
adipoznim tkivima (Jin i sur., 2023)-Pejacano nakupljanje masnih naslaga u razli¢itim tkivima
nadalje je povezano s povisenim markerima oksidacijskog stresa na razini cijelog organizma
(Furukawa i sur., 2004). Majcina debljina povezana je i s imunoloskim promjenama poput
kroni¢ne blage upale na razini cijelog organizma i pojac¢anog izlucivanja pro-upalnih citokina
(Jin 1 sur., 2023; Pantham i sur., 2015).

Molekularna podloga razvoja GDM-a je povisena rezistencija na inzulin te neadekvatna
funkcija B-stanica gusterace. Naime, tijekom trudnoce, bazalna endogena proizvodnja glukoze
povecava se za 30%, a periferna osjetljivost na inzulin povecava se za oko 50%, kako bi se

zadovoljili rastu¢i energetski zahtjevi potaknuti trudno¢om. Organizam tada odgovara dva do
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tri puta vecim izluCivanjem inzulina kako bi se odrzala normalna razina glukoze u krvi
(euglikemija) (Mclntyre i sur., 2019). Medutim, kada je funkcija B-stanica poremecena,
inzulinski odgovor postaje neadekvatan sto rezultira hiperglikemijom, odnosno GDM-om.
Vjeruje se da u mnogim slucajevima poremecéena funkcija p-stanica postoji i prijetrudnoce, ali

se klini¢ki ocituje tek povecanjem rezistencije na inzulin u trudno¢i (Mclintyre i sur., 2019).

Majéina debljina i GDM povezani su s nizom kratkotrajnih.i dugotrajnih posljedica
kako za majku tako 1 za dijete. Vec i prije trudnoce, debljina utjece ma oocite putem
promijenjene hormonalne ravnoteze osi hipotalamus-hipofiza-jajnici, a potencijalno i na
endometrij maternice, S$to zajedno rezultira smanjenjem plodnosti, te povecanim rizikom od
spontanih pobacaja i preuranjenog poroda (Catalano i*Shankar, 2017). Povecanjem ITM-a
povecava se i rizik za perinatalnu, neonatalnu ili ‘dojenac¢ku smit djeteta (Catalano i Shankar,
2017). Nadalje, debljina u trudnoéi povezana je s povecanim rizikom od kongenitalnih
anomalija poput rascijepa kraljezniee” (lat. spina bifida), kardiovaskularnih<anomalija i
rascijepa usne i nepca (Catalano i Shankar, 2017). Poveéana dostupnost hranjivih tvaripoput
glukoze i lipida u krvi majki.s.prekomjernom tjelesnom masom pridonosi takeder fetalnoj i
neonatalnoj adipoznosti (Catalano 1 Shankar, 2017). Brojna istrazivanja su utvrdila da maj¢ina
debljina u trudno¢i ima 1 dugoroc¢ne posljedice na potomstvo u vidu povecanog rizika od
debljine i metabelickih poremeéaja (Boney i sur., 2005; Catalang, 2010) te neurorazvojnih i
drugih‘'mentalnih poremecaja (Tong i Kalish, 2021; Wang i sur., 2016) u djetinjstvu i odrasloj
dobi.

Kao §to je spomenuto, debljina je €imbenik rizika za razvoj GDM-a, koji donosi
dodatne kratkoroéned dugoroéne rizike za zdravljémajke 1 djeteta. Zene s GDM-om imaju veéi
rizik od razvoja hipertenzijskih poremecaja u trudnoci, a ¢ak 50 — 60% njih razvije dijabetes

tipa 2 u narednih 10 godina nakon dijaghoze GDM-a (Catalano, 2010).

Istrazivanja na animalnimmedelima sugeriraju da in utero izlozenost dijabetesu remeti
razvoj i funkciju hipotalamusa, stvarajuéi predispoziciju potomaka za pretilost (Chu i Godfrey,
2020). Sukladno tome, novoroden¢ad majki s GDM-om ¢esto su prevelika za gestacijsku dob
ili makrosomna Sto kratkoro¢no dovodi do komplikacija pri porodu. Nakon poroda,
novorodencad ima povecani rizik od hipoglikemije (zbog hiperinzulinemije kojoj su bili
izlozeni in utero) te hipokalcemije, hiperbilirubinemije i respiratornog stresa (Catalano, 2010).

Dugoroc¢no, djeca iz trudnoca s dijagnosticiranim GDM-om imaju povecan rizik od debljine i
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povezanih metaboli¢kih poremecaja poput intolerancije glukoze i dijabetesa (Andersson-Hall
i sur., 2019; Catalano, 2010). Osim toga, prenatalna izlozenost GDM-u potencijalno poveéava
rizik za razvoj imunoloskih poremecaja, poput astme, alergija i atopijskog dermatitisa te
neurorazvojnih poremecaja poput poremecaja fine kontrole pokreta, poremeéaja paznje s
hiperaktivnos¢u (engl. attention deficit hyperactivity disorder, ADHD) /e poremecaja iz
spektra autizma (Chu i Godfrey, 2020). Smatra se da, pored geneti¢ke podloge te sliénosti u
okolini i zivotnom stilu majke i djeteta, epigeneticke promjene imaju, kljuénu ulogu u
mehanizmima koji stoje u podlozi posljedica majcine debljine.i GDM-a na potomstvo
(Catalano i Shankar, 2017; Godfrey i sur., 2015).

1.2.3 Posteljica u trudno¢ama kompliciranim majcinom debljinom i GDM-om

U trudno¢ama kompliciranim maj¢inom debljinom i GDM-om, posteljica je izloZzena
metaboli¢kim i endokrinim abnormalnestima (Bedell i sur., 2021). Cimbenicitiz majéine
cirkulacije kumulativno djeluju na vise staniénih i molekularnih procesa u posteljici teuzrokuju

spektar promjena u njezinoj morfologiji I funkeiji (Slika 1.4) (Bedell i sur., 2021).

Zbog epidemioloske povezanosti te brojnih patofizioloskih sli¢nosti.majcine debljine i
GDM-a, tesko je razlikovati promjene u posteljici koje su pewezane specificno s maj¢inom
debljinom odnasno GDM-em (Catalano, 2010; Hoch i sur., 2019; Mclntyre i sur., 2019).
Posteljica je, najosjetljivija na promjene i poremecaje,u svojoj okolini u fazi svog ubrzanog
rasta, «tjm,na samom pocetku trudnoce (Desoye, 2018). Istrazivanja sugeriraju da su
hiperglikemija, i hiperinzulinemija neovisnO povezane S promjenama u razvoju posteljice
tijekom rane trudnoce. Specifi¢no, hiperglikemija je povezana sa smanjenom proliferacijom
trofoblasta in vitro (Frohlich i sur., 2012; Weiss“t sur., 2001), dok je hiperinzulinemija

povezana s povec¢anim rastom posteljice,(O’ Tierney-Ginn i sur., 2015).

Majcina debljina i GDM povezuju se s promjenama Sinteze nekoliko ¢imbenika rasta
u posteljici, koji reguliraju angiogenezu krvnih zila maternice i posteljice (Bedell i sur., 2021).
Posljedi¢no dolazi do promjena u vaskulaturi posteljice — konkretno, do slabijeg grananja
terminalnih korionskih resica i poveé¢anog broja kapilara u pojedinoj resici (Bedell i sur., 2021),
smanjenog broja i zadebljanja vaskulo-sincicijalnih membrana, pojave podrucja mikroinfarkta
u korionskim resicama, ugrusaka u interviloznom prostoru te ugrusaka, upalnih i morfoloskih

abnormalnosti krvnih zila maternice (Fowden i sur., 2021). Sve spomenute promjene za
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posljedicu imaju 1 promjene u efikasnosti prijenosa hranjivih tvari i ostalih ¢imbenika preko
posteljice. Isto tako, maj¢ina debljina i GDM povezuju se s poremecenom endokrinom

funkcijom posteljice, konkretno smanjenim lu¢enjem hormona rasta posteljice (Bedell i sur.,
2021).

Majcina debljina / GDM

| I |

Upala Oksidacijski stres Hiperglikemija Dislipidemija
1 Proupalni profil 27 1 Hipoksija posteljice % 1 Glukoza 5.9 1 Lipidi (trigliceridi)
1 TNF-g, 1I-6 % 250 0,1 Inzulinska rezistencija (- S/ _ " 1 Kolesterol
ry S ’:\ . - e ° 1 Leptin

Mioinozitol
ASA Melatonin Metformin Tjelovjezba
ASA
o o

l Endotelna disfunkcija

v t Vazokonstrikcija
( + Preeklampsija

Poremeceno remodeliranje
spiralnih arterija

1= TID | Protok krvi u posteljici
7 1 IUGR
/

Povisen dotok nutrijenata fetusu /LGA

Kolin

Metformin =

e Promijenjen transport
u posteljici
Promijenjena fetalna
izlozenost lijekovima t—Metformin

—Kolin

1 Glukoza
1 Lipidi (trigliceridi)
Promijenjen razvoj vaskulature r?, 1 Debljina / metabolicki sindrom
| Protok krvi fetusu 1 Kardiovaskularne bolesti

1 Nezrelost korionskih resica
1 Kisik
1 Laktat

Slika 1.4. Ucinei majcine debljine i gestacijskog dijabetesa na posteljicu. GDM — gestacijski
dijabetes melitus, " ASA«~ acetilsalicilna kiselina, TUGR = ‘intrauterini zastoj rasta (engl.
intrauterine growth restriction), LGA — novorodenée preveliko za gestacijsku dob (engl. large
for/gestationah age).Preuzeto i prilagodeno iz (Bedell i sur.,:2021)

Majéina debljina i GDM se povezuju i s promjenama u‘ekspresiji raznih prijenosnika u
posteljici, ukljucujué¢i nekoliko “prijenosnika masnih kiselina, glukoze, aminokiselina,
vitamina/kofaktora te lijekova/ksenobiotika (Bedell i sur., 2021; Fowden i sur., 2021).

Promjene ekspresije ovih prijenosnika’ moduliraju dostupnost hranjivih tvari fetusu te

izloZenost Stetnim tvarima same posteljice 1 fetusa.

Nadalje, istrazivanja na animalnim modelima sugeriraju da su i GDM (Li i sur., 2013)
i debljina (Fernandez-Twinn i sur., 2017) povezani s hipoksijom u posteljici na kraju trudnoce,
Sto moZze negativno utjecati na razvoj 1 funkciju posteljice, dodatno pridonoseci nepovoljnim

ishodima trudnoc¢e (Frohlich i sur., 2012; Li i sur., 2013).
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Posteljica ima sposobnost prilagodbe promjenama u majc¢inom okruzenju, posebno kao
odgovor na promijenjeni maj¢in metabolizam, kako bi se zastitio embrij/fetus u razvoju od
potencijalnih Stetnih posljedica (Desoye 1 Wells, 2021). Primjerice, poveCanjem mase
posteljice, povecava se 1 povrSina za izmjenu hranjivih tvari, no smanjuje sesucinkovitost
posteljice (tj. omjer porodajne mase novorodenceta i mase posteljice kao indikator efikasnosti
posteljice), za $to je pretpostavljeno da je adaptivni mehanizam posteljice u syrhu regulacije
rasta fetusa (Bedell i sur., 2021). Medutim, ako utjecaji iz okoline nadilaze 'sposobnost
prilagodbe posteljice, izmijenjeno maj¢ino okruzenje moze dovesti do nepovoljnih ishoda za
rast 1 razvoj fetusa, kao 1 za dugoro¢no zdravlje djeteta. PrédlozZeno je daposteljica ima ulogu
u posredovanju ucinaka majéine debljine na udio udjela masnog tkiva kod fetusa. Naime, u
trudnoc¢ama kompliciranima maj¢inom debljinom,dolazi do/pojacanog luc¢enja inzulina u ranoj
trudnoéi zbog povecane rezistencije na inzulin, $to pevecava rani rast posteljice (O’Tierney-
Ginn i sur., 2015) i utjece na ekspresiju velikog broja gena u posteljici, medu kojima se isti¢u
geni ukljuceni u regulaciju funkcijedmitohondrija i metabolizma (Lassance i sur.; 2015). To
nadalje rezultira otpustanjem razli¢itth imbenikasiz posteljice, poput citokinai laktogenas koji
dodatno smanjuju osjetljivest nayinzulin udmajc¢inim tkivima.sKao pésljedica, poveéava se

dostupnost hranjivih tvariza rast posteljice i fetusa (Catalano i Shankar, 2017).

1.3 Serotoninski sustav posteljice

Serotonin(5-hidroksitriptamin, 5-HT) je biogeni monoamin najpoznatiji po svojoj
ulozi‘neurotransmitera u mozgu, no takoderima vazanu ulogu.hormona i autokrinog/parakrinog
glasnika u raznim drugim organima (Berger 1-sur., 2009). Serotonin je prvi put izdvojen 1937.
12, enterokromafinih‘stanica crijeva, zbog ¢ega je izverno nazvan enteramin te je prepoznata
njegova funkcija induciranja intestinalnih kontrakcija (Vialli i Erspamer, 1937). Kasnije je je
istatvar identificirana u serumu kao "modifikator tonusa" i stoga je nazvana serotonin (Rapport
I'sur., 1948).

Mnoge uloge serotonina evolucijski su oCuvane U raznim zivotinjskim i biljnim vrstama
(Azmitia, 2010). U kraljeznjaka, serotonin modulira mozdane funkcije kao $to su raspolozenje,
emocije, kognicija, ritam spavanja/budenja, apetit, seksualno ponasanje, percepcija boli i
odgovor na stres (Jacobs i Azmitia, 1992). Osim toga, regulira i fino podeSava brojne druge
fizioloske procese, ukljucuju¢i hemostazu i vaskularni tonus, gastrointestinalne funkcije,

imunoloski odgovor, reproduktivne funkcije, remodeliranje kostiju i energetsku ravnotezu
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(Berger i sur., 2009; Lv i Liu, 2017; Whitaker-Azmitia i sur., 1996; Yabut i sur., 2020).
Serotonin sudjeluje u regulaciji razvoja i regeneracije organa modulacijom osnovnih stani¢nih
procesa kao §to su proliferacija, apoptoza, diferencijacija i migracija stanica (Papadimas i sur.,
2012; Whitaker-Azmitia i sur., 1996). Tijekom embrionalnog/fetalnog razveja, serotonin
djeluje kao Cimbenik rasta 1 regulira razlicite razvojne procese, ukljucujuci‘i razvoj zivéanog

sustava.

Serotoninski sustav obuhvaca razli¢ite regulatorne gene/proteine sergtenina, kao sto su
enzimi sinteze i razgradnje serotonina, njegovi transmembranski prijenosnici te receptori za
serotonin. Njihovim sloZzenim medudjelovanjem odrzaya se homeostaza ovog monoamina i
osigurava nesmetano odvijanje signalizacije putemserotonina. Serotoninski sustav je najbolje
istrazen u mozgu, gdje su zastupljene sve vrste proteina uklju€ene u regulaciju signalizacije
putem serotonina. Na periferiji, serotoninski sustav: se tradicionalno smatrao prisutnim u
probavnom traktu i trombocitima (Spohn i Mawe, 2017). Medutim, novijaistraZivanja
pokazala su da je serotoninski sustav prisutan i u razli¢itim drugim perifernim organima,

ukljucujuéi posteljicu (Berger.i.sur., 2009; Peric 1 sur., 2022).

1.3.1 Funkcije serotoninskog sustava posteljice

Dostupni dokazi iz klini¢kih studija, studija na in mMitro modelima posteljice te studija
na animalnim madelima zajednicki pokazuju da seroteninskisustav posteljice regulira razvoj i
vise razlicitih funkcija posteljice te igra,vaznugulogu unregulaciji embrionalnog i fetalnog

razvoja (Periéd sur.;»2022).

Specificno, studije na animalnim modelima (Hadden i'sur., 2017) i in vitro modelima
posteljice ¢ovjeka (Oufkir i sur., 2040; Oufkir i Vaillancourt, 2011; Sonier i sur., 2005)
pokazale su da serotoninski¢ustav posteljice sudjeluje u molekularnim mehanizmima koji
reguliraju stanicne procese ukljucene u razvoj posteljice, kao §to su proliferacija, diferencijacija
i prezivljavanje trofoblasta. Eksperimentalna manipulacija homeostazom serotoninskog
sustava rezultira znacajnim strukturnim promjenama posteljice (Hadden i sur., 2017). Nadalje,
istrazivanja na eksplantatima pupcanih i postelji¢nih krvnih Zila ¢ovjeka pokazala su da je
serotoninski sustav posteljice uklju¢en u mehanizme koji reguliraju umbilikalno-postelji¢ni
protok krvi (Bertrand i St-Louis, 1999; Reviriego i sur., 1990; Ugun-Klusek i sur., 2011), dok

su istrazivanja na primarnim trofoblastima i stani¢nim linijama trofoblasta sugerirala njegovu
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ukljucenost u regulaciju endokrinih funkcija posteljice, specifi¢no, u regulaciju postelji¢ne
sinteze estrogena (Hudon Thibeault i sur., 2017; Klempan i sur., 2011; Thibeault i sur., 2019).
Novija istrazivanja na animalnim modelima sugeriraju ulogu serotoninskog sustava posteljice

u regulaciji prijenosa hranjivih tvari kroz posteljicu (Mao i sur., 2021).

Razli¢iti dokazi upucuju da serotoninski sustav posteljice, ima | vazn@ ulogu,i u
snabdijevanju embrija/fetusa serotoninom potrebnim za regulacijuranih, razvojnih4procesa,
osobito u kontekstu neurorazvoja i sazrijevanja serotonergickih neurona (Chan 1 sur., 2024,
Rosenfeld, 2020). Prvo, receptori za serotonin pojavljuju se;u ranom fetalnom mozgu prije
nego Sto se pojave sintetski enzimi serotonina, $to/upucuyje ha izvanembrionalni izvor
serotonina u periodu dok se ne organiziraju serotomergicki neuroni U jezgrama rafe i zapoc¢ne
in situ sinteza serotonina (Bonnin i sur., 2011; Takahashi i sur.;;1986), sto se kod ljudi dogada
krajem prvog/pocetkom drugog tromjesecja trudnocée. Nadalje, eksperimentalna istrazivanja na
animalnim modelima pokazuju da seroteninski sustav posteljice opskrbljuje<embrij/fetus
serotoninom koji dolazi iz krvotoka majke (€ote i sur., 2007) i/ili se sintetizira“unsamoj
posteljici (Bonnin i sur., 2011). Kona¢no, epidemioloska istrazivanjasa ljudima pokazuju
povezanost izmedu promijenjene razine serotonina u majcingj, Krvi tijekom trudnoce i
povecanog rizika za pojavu neurorazvojnih poremecaja potomstva, poput ADHD=a (Halmay i
sur., 2010) i autizma (Leboyer, i sur., 1999). Sve navedeno upucuje, na vaznu ulogu

serotoninskog sustava posteljice u regulaciji embrionalnog/fetalnog (neuro)razvoja.

1.3.2° " Komponente serotoninskog sustava posteljice

Posteljica eksprimira ve¢i broj gena »koji sudjeluju u regulaciji serotoninske
homeostaze. Njihova ekspresija razlikuje se u raznim fazama trudnoce i specifi¢na je za
razli¢ite tipove stanica posteljice (Slikal.5.), a pojedine komponente tog dinami¢nog procesa

joS uvijek su prili¢no nerazjasnjene (Peri€ i sur., 2022).

1.3.2.1 Serotonin u posteljici

Dokazi o prisutnosti i staniécnom smjestaju molekule serotonina u posteljici covjeka
nisu usuglaseni. Prvo imunohistokemijsko istrazivanje lokalizacije serotonina u terminskoj
posteljici ¢ovjeka pokazalo je da je serotonin prisutan u sinciciotrofoblastu, stromalnim

stanicama i endotelu fetalnih krvnih zila (Huang i sur., 1998). U novijem imunohistokemijskom
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istrazivanju posteljice ¢ovjeka, uoceni su tek tragovi serotonina u prvom i drugom tromjesecju
dok na kraju trudnoce nije uoc¢en uopc¢e (Kliman i sur., 2018). Medutim, u prisutnosti egzogeno
dodanog serotonina te nakon farmakoloSke blokade katabolizma serotonina, dokazana je
prisutnost serotonina u razli¢itim stani¢nim odjeljcima citotrofoblasta i sincieiotrofoblasta
(Kliman i sur., 2018), sto sugerira da je serotonin prisutan u posteljici, ali/Su njegove razine

strogo kontrolirane brzom enzimskom razgradnjom.

PRVO TROMJESECIJE KRAJ TRUDNOCE

g 5 Izlu¢evine majéinih Majcina krv 2
Ekstravilozni trofoblasti -- ji Nl endometrijalnih Zlijezda 0 7 G
7 R? y
L 2 222 HTR2A HTR1A
HTR1D,2B,7 22?
. . SERT 200
Intervilozni prostor Y g/- - W HTRID1F,
\! f“ N\ 28,34,7

L N} &y <4 "y @

Mikrovilozna membrana

TPH1 2 % > |
MAOA TPH2? é‘s
12 €
Sinciciotrofoblasti 6? Gﬂ

Citotrofoblasti - (- A~

Bazalna membrana

TPH1?

Fetalna krv TPH2?

Stromalna srZ posteljice
Trombocit

Endotelne stanice fetalnih
krvnih zila

& HI/TPH2 8% MAOA |! serr m ocT3 lPMAT | [ i‘HTRM jHTRZA fNepoznati

J prijenosnik receptor

Slika 1.5. Smjestaj komponenti 4serotoninskog ‘sustava u posteljici covjeka ovisno o
gestacijskoj dobi. Na slici je prikazana prisutnost i lokalizacija komponenti serotoninskog
sustava u posteljici u prvomiytromjese¢ju. i na kraju trudnoc¢e prema dostupnoj literaturi.
Komponente za koje se rezultati razlicitih studija ne slazu ili koje su prikazane samo na razini
mRNA oznacene su upitnikom (?). Viste stanica koje do danas nisu proucavane, kao $to su
mastociti, Hofbauerove stanice i druge stromalne stanice nisu prikazane. (Preuzeto i
prilagodeno iz (Peri¢ i sur., 2022).

1.3.2.2 Sintetski enzimi serotonina u posteljici

Biosinteza serotonina zapo€inje iz esencijalne aminokiseline L-triptofan (L-trp) te

ukljucuje dva enzimska koraka. Prvi korak, koji ograni¢ava brzinu ¢itavog puta sinteze (engl.
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rate-limiting step), je pretvorba L-trp u 5-hidroksitriptofan (5-HTP), a katalizira ga enzim
triptofan hidroksilaza (TPH). Sljede¢i korak, dekarboksilaciju 5-hidroksitriptofana u serotonin,
katalizira dekarboksilaza aromatskih aminokiseline. Postoje dvije izoforme enzima TPH,
TPH1 1 TPH2, kodirane genima koji se nalaze na kromosomima 11, odnosno 12 ¢evjeka. Dvije
izoforme enzima TPH imaju razli¢itu tkivnu ekspresiju — TPH1 (primarno periferna forma) je
prisutna u enterokromafinim stanicama crijeva i u drugim perifernimitkivima,/dok se TPH2
(primarno neuronalna forma) nalazi uglavnom u serotonergickim neuronima mozga (Walther
i sur., 2003).

Unato¢ prvom istrazivanju koje je pokazalo nedostatak sinteze serotonina u posteljici
miSa (Yavarone i sur., 1993), daljnja istrazivanja Su pronasla dokaze o sintezi serotonina u
posteljici misa (Bonnin i sur., 2011) i covjeka iz prvog tromjese€ja, ali i u terminskoj posteljici
(Bonnin i sur., 2011; Karahoda i sur., 2020a; Laurent ixsur., 2017; Ranzil i sur., 2019). Veci
broj istrazivanja slaze se da posteljica €evjeka eksprimira jedan ili oba sintetska enzima
serotonina (Laurent i sur., 2017; Ranzil i‘sur.;»2019), pri ¢emu je mRNA TPH1 dominantna
izoforma eksprimirana tijekom.cijele trudnoce (Karahoda i sur., 2020a). Suprotne spomenutim
istrazivanjima, jedno istrazivanje metodom imunohistokemije nije dokazalo protein" TPH1 u
posteljici covjeka iz prvog idrugog tromjesecja trudnoce, dok su rijetki signali primijeceni u
terminskim posteljicama»(Kliman i sur., 2018). U skladd s njihovim-rezultatima, analiza
transkriptoma pojedinacnih stanica (engl. single-cell transcriptomics) sekvenciranjem RNA
(RNA-seq) ‘nije detektirala mRNA TPH1 u“terminskoj posteljici;, a mRNA TPH2 je bila

prisutna u vrlo niskim razinama (Pavlicev bsur, 2017).

1:3.2:3 Razgradni enzimi serotonina u posteljici

Serotonin se katabolizira uglavnom do kona¢nog metabolita 5-hidroksiindoloctene
kiseline (5-HIAA), koji se moze izluciti putem bubrega. Prvi korak u ovom katabolickom putu,
oksidacijsku deaminaciju koja ograni¢ava brzinu Citavog katabolickog puta, Katalizira enzim
vanjske mitohondrijske membrane, monoaminoksidaza (MAOQO). Njegove dvije izoforme,
MAOA i MAOB, kodirane su razli¢itim genima na kratkom kraku kromosomu X covjeka
(Xp11.3) (Sivasubramaniam i sur., 2002). Obje izoforme kataliziraju oksidacijsku deaminaciju
serotonina i raznih drugih endogenih i prehrambenih monoamina, pri ¢emu MAOA ima najvisi

afinitet za serotonin u odnosu na druge supstrate (Ramsay i Albreht, 2018).
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Izoenzim MAOA prisutan je u posteljici ¢ovjeka tijekom cijele trudnoce, S§to je
dokazano imunohistokemijskim studijama (Kliman i sur., 2018) i studijama aktivnosti enzima
(Karahoda i sur., 2020a). Gen MAOA se u posteljici covjeka eksprimira u sinciciotrofoblastu
(Auda i sur., 1998; Gujrati i sur., 1996; Kliman i sur., 2018; Sivasubramaniamsi,sur., 2002),
citotrofoblastima (Auda i sur., 1998; Pavlicev i sur., 2017; Suryawanshi i sur., 2018) i
endotelnim stanicama fetalnih krvnih zila posteljice (Bakovic¢ i sur.; 2021). Prema studijama
transkriptoma pojedinac¢nih stanica, sinciciotrofoblast sadrzi mnoge visSe razine mRNA MAOA
u odnosu na citotrofoblaste (oko 10 puta vise u prvom tromjese¢juii oko 2 puta vise na kraju
trudnoc¢e) (Pavlicev i sur., 2017; Suryawanshi i sur., 2018).»mRNA=-MAOB, koja kodira
izoformu s nizim afinitetom za serotonin, otkrivena jelu vrlo niskim razinama u terminskoj
posteljici (Karahoda i sur., 2020b; Pavlicev i sur,, 2017) dok u posteljici iz prvog tromjesecja
nije pronadena (Suryawanshi i sur., 2018).

Ekspresija gena MAOA regulirana,je polimorfizmom varijabilnog broja‘tandemskih
ponavljanja koji se nalazi uzvodno od Kodirajuce regije MAOA (UVNTR), a sastoji,se od
sekvence duljine 30 pb prisutne u 2, 3, 3,5, 4 ili 4,5 kopija (Sabol i sur., 1998). Dosadasnja
istraZivanja na stani¢noj liniji trofoblasta, JAR (Sabol i sur., 1998).te na terminskaoj posteljici
Covjeka (Zhang i sur., 2010) sugeriraju da polimorfizam uVNTR regulira“ekspresiju gena
MAOA.

GennMAOA takoder sadrzi dvije regije obogacene dinukleotidima CpG (CpG otoci)
(Shumayi Fowler, 2010), slijed sekvence u kojem je citozin cesto metiliran. CpG otoci su
regije DNA koje usvom slijedu sadrze vise od 50% nukleotida C i G, dulji su od 200 parova
baza (pb) te Amaju.omjer prisutnih u odnosu nayocekivani (temeljen na broju gvanozina i
citozina u danom segmentu) broj CpG dinukleotida ve¢i od 0,6 (Gardiner-Garden i Frommer,
1987). Povisena metilacija CpG otoka u promotoru gena MAOA povezuje se sa snizenom
razinom mMRNA MAOA (Huang,i sur., 2022) te snizenom enzimskom aktivnos¢u MAOA
(Checknita i sur., 2015; Shumay i sur., 2012). Uloga metilacije gena MAOA u regulaciji

njegove transkripcije u posteljici jos nije istrazena.

1.3.2.4 Transmembranski prijenosnici serotonina u posteljici

Unos izvanstanicnog serotonina u stanice posredovan je specijaliziranim

transmembranskim prijenosnicima. Postoje dva sustava prijenosa serotonina posredstvom
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transmembranskih prijenosnika, s bitno razli¢itim kineti¢kim svojstvima: sustav visokog
afiniteta/niskog kapaciteta (sustav unosa-1, engl. uptake 1) i sustav niskog afiniteta/visokog
kapaciteta (sustav unosa-2, engl. uptake 2). Sustav unosa-1 sadrzi samo jednog c¢lana,
serotoninski prijenosnik ili SERT (takoder poznat kao 5-HTT) (Ramamoorthy.i,sur., 1998),
koji je vrlo selektivan za serotonin. Sustav unosa-2 uklju¢uje plazma membranskiprijenosnik
monoamina (PMAT) i prijenosnike organskih kationa (OCT) 1, 2 i 3, koji prenose serotonin i
razne druge monoamine (Duan i Wang, 2010).

Posteljica ¢ovjeka eksprimira nekoliko transmembranskif prijenosnika serotonina.
Aktivnost transmembranskog prijenosnika SERT pokazana je usmembranskim vezikulama
(Balkovetz i sur., 1989; Karahoda i sur., 2020b) te & primarnim trofoblastima (Bakovi¢ i sur.,
2021) izdvojenima iz terminske posteljice covjeka. MRNATSERT je imala viSu razinu
ekspresije na kraju trudnoée nego u prvom tromjeseéju, dok je za razinu proteina SERT
vrijedilo suprotno (Karahoda i sur., 2020a). Imunohistokemijskim obiljezavanjemy, prisutnost
proteina SERT pronadena je i na sinciciotrofoblastu i na citotrofoblastima (Kliman i sur,2018;
Viau i sur., 2009), a analiza_transkriptoma pojedinacne stanice pokazala j& viSu ekspresiju
MRNA SERT u citotrofoblastima nego u sinciciotrofoblastu, kako 'u prvom ‘tromjesecju
(Suryawanshi i sur., 2018), tako i na kraju trudnoce (Pavlicev i sur., 2017). Niske razine mRNA
SERT te proteina SERT itakoder, su otkrivene u endotelnim stanicama fetalnih krvnih zila
(Bakovi¢'i sur., 20241; Kliman i sur., 2018; Viau r sur., 2009), ali funkcionalna analiza nije
potvrdila znagajnuaktivnost proteina SERT u'tim stanicama (Bakevi¢ i sur., 2021).

Gen SERT nalazi se na kromosomu 17 ¢ovjeka. U regulaciju ekspresije gena SERT
uklju€ena su dva razli€ita polimorfizmima varijabilnog broja tandemskih ponavljanja (VNTR)
upromotoru (SHTTLPR) i intronu 2y(Stin2) te polimorfizmima pojedinac¢nih nukleotida (SNP)
kao §to je rs25531 (Murphy i Moya, 2011). Uz geneticke varijante, epigeneticki mehanizmi
igraju vaznu ulogu u regulaciji ekspresije gena SERT. Naime, promotor gena SERT sadrzi CpG
otok ¢ija pojacana metilacija korelira'sa smanjenom ekspresijom gena SERT (Philibert i sur.,
2007).

Osim SERT-a, u posteljici je obilno eksprimiran polispecifi¢ni prijenosnik niskog
afiniteta za serotonin, OCT3 (Hasegawa i sur., 2020; Karahoda i sur., 2020b; Kliman i sur.,
2018; Lee i sur., 2018; Sata i sur., 2005), a nesto nize razine mRNA i proteina pronadene su u

prvom tromjesecju nego na kraju trudnoce (Karahoda i sur., 2020a; Lee i sur., 2013). Druge
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dvije izoforme prijenosnika organskih kationa, OCT1 i OCT2 nisu prisutne (Sata i sur., 2005)
ili su eksprimirane u vrlo niskim razinama (Ahmadimoghaddam i sur., 2013; Bakovi¢ i sur.,
2021; Hasegawa i sur., 2020; Lee i sur., 2013; Sonier i sur., 2005) u ljudskim posteljicama u
prvom tromjeseCju i na kraju trudnoée. Detaljan pregled ekspresije regulatornih gena

serotonina u posteljici ¢ovjeka kroz trudnocu prikazan je u Peri¢ i sur. (2023).

Niske razine mMRNA gena PMAT, jos$ jednog prijenosnika serotonina niskog.afiniteta,
otkrivene su u tkivu posteljice covjeka (Lee i sur., 2013). mRNA gena PMAT nije pronadena
u trofoblastima covjeka iz prvog tromjesecja (Suryawanshiqi,sur.,~2018) i na kraju trudnoce
(Bakovi¢ i sur., 2021; Pavli¢ev i sur., 2017), ali je pronadena u endotelnim stanicama fetalnih
krvnih zila ¢ovjeka (Bakovi¢ i sur., 2021). U endotelnim stanicama fetalnih krvnih zila
otkrivena je i aktivnost unosa serotonina niskog afiniteta;” najvjerojatnije posredovana
proteinom PMAT (Bakovi¢ i sur., 2021).

1.3.2.5 Receptori serotonina u posteljici

Serotonin izvrSavasSignalne funkcije primarno putemi, vezanja na svoje receptore
smjesStene na plazmatskoj membrani. Kod ljudi je identificirano, 14 wazli¢itih podtipova
receptora za serotoningklasificiranih u sedam obitelji (HTR1 de,HTR7) na temelju strukturnih
i farmakoloskih/svojstava tesmehanizma unutarstani¢nog prijenosa signala. Uz izuzetak HTR3,
transmembranskog kationskog kanala, svi ostali podtipovi su receptori povezani s proteinom
G, kojiraktiviraju razli€ite unutarstani¢ne signalne putovey(Celli'i'sur., 2017; Sharp i Barnes,
2020).

Uy posteljici ‘Covjeka pronadena je ekspresija’ deset podtipova receptora serotonina:
HTR1A, HTR1D, HTR1E, HTR1F, HTR2A, HTR2B, HTR3 (podjedinica HTR3A), HTR4,
HTR5A i HTR5B (Huang i sur., 1998; Pavlicev i sur., 2017; Ranzil i sur., 2019; Sonier i sur.,
2005; Thébault-Dagher i sur., 2021; Vaillancourt i sur., 1994; Viau i sur., 2009). Medutim,
ekspresija ostalih podtipova, s izuzetkom HTR2A (Sonier i sur., 2005; Vaillancourt i sur.,
1994; Viau i sur., 2009) i HTR1A (Huang i sur., 1998), pokazana je samo na razini mRNA.
Receptor HTR2A je pronaden u sinciciotrofoblastu, citotrofoblastu i endotelu fetalnih krvnih
zila terminskih posteljica ¢ovjeka (Viau i sur., 2009).

Receptor HTR2A je kodiran genom HTR2A na kromosomu 13 ¢ovjeka (Ruble i sur.,
2016). Pokazano je da nekoliko ucestalih genetickih varijanti gena HTR2A, ukljucujuci rs6311,
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regulira ekspresiju gena HTR2A (Abdolmaleky i sur., 2011; Smith i sur., 2013; Turecki i sur.,
1999) u razli¢itim eksperimentalnim sustavima. U svom nukleotidnom slijedu, gen HTR2A ima
I nekoliko potencijalno znacajnih rijetkih genetickih varijanti, ukljucujuéi rs6306, s
neistrazenom regulatornom ulogom (“dbSNP - NCBIL,” n.d.). Osim regulacije, genetickim
varijantama, transkripcijska aktivnost gena HTR2A je modulirana metilacijom nekoliko
citozina u promotorskoj regiji gena (Abdolmaleky i sur., 2011; Cheah isur.,”2017; Falkenberg
i sur., 2011; Polesskaya i sur., 2006).

Istrazivanja pokazuju da receptor HTR2A posreduje vazokonstrikcijske ucinke
serotonina, sudjelujuéi tako u regulaciji umbilikalno-postelji¢nog protoka krvi (Bertrand i St-
Louis, 1999; Reviriego i sur., 1990; Ugun-Klusek I sur.,, 2011), ucinke serotonina na
proliferaciju, prezivljenje, diferencijaciju, migraciju i invaziju trofoblasta, reguliraju¢i tako
razvoj i strukturu posteljice (Oufkir i sur., 2010; Oufkir i Vaillancourt, 2011; Sonier i sur.,
2005) te ucinke serotonina na sintetsk€ puteve estrogena u trofoblastima, sudjelujuci tako u

regulaciji endokrinih funkcija posteljice (Hudon Thibeault i sur., 2017; Klempan i sur.;;2011).

Unato¢ pokazanojs uloziserotoninskog sustava posteljice u mehanizmima koji
reguliraju razvoj i funkcije posteljice, vrlo se malo zna o potencijalnim._promjenama
homeostaze serotoninasu. posteljici covjeka kod razli¢itih komplikacija trudnoc¢e povezanih s

nepravilnostima u razyvoju iffunkciji posteljice, ukljucujuéi majcinu pretilost 1 GDM.
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Serotoninski sustav posteljice sudjeluje u mehanizmima koji reguliraju razvoj i funkcije
posteljice. Maj¢ina debljina i gestacijski dijabetes melitus (GDM) su povezani s
nepravilnostima u razvoju, strukturi i funkcijama posteljice. Stoga je hipoteza ovog doktorskog
rada da su majc¢ina debljina i GDM povezani s promijenjenom homeostazom.serotonina u
posteljici. Nadalje, pretpostavljamo da je homeostaza serotonina u posteljicic regulirana
genetickim 1/ili epigenetickim mehanizmima. S obzirom na pokazanu ulogu serotonina u
regulaciji prijenosa nutrijenata preko posteljice, pretpostavljame takoder da birindikatori
funkcije serotoninskog sustava u posteljici mogli pridonositi varijabilnosti u antrepometrijskim

karakteristikama novorodenceta.

Op¢i cilj ovog doktorskog rada je doprinijett beljem razumijevanju homeostaze
serotoninskog sustava posteljice u trudno¢ama kompliciranim majc¢inom debljinom i GDM-om
te doprinijeti boljem razumijevanju molekularnih mehanizama regulacije klju¢nih komponenti

homeostaze serotonina u posteljici ¢ovjeka.
Specifi¢ni ciljevi doktorskograda su:

1) odrediti odnos izmedu majcinith metabolickih parametara (debljine 1"GDM-a) i

ekspresije odabranih regulatornih gena serotonina u posteljici;

2) istraziti jodnos izmédu ekspresije, polimetfizama 1 metilacije odabranih regulatornih

genasserotonina ugosteljici;

3) istraziti potencijalnu povezanost ekspresije regulatornih gena serotonina u posteljici i

antropometrijskih karakteristika novorodenceta;

4) istraziti in vitro u¢inke glukoze, inzulina i kisika na ekspresiju odabranih regulatornih

gena serotonina u stani¢noj liniji trofoblasta ¢ovjeka.
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3.1 Koncept istraZivanja

Osnovni koncept istrazivanja prikazan je na Slici 3.1. Meduodnos maj¢ine debljine i
tolerancije glukoze s ekspresijom regulatornih gena serotonina (enzima, prijenosnika,
receptora) te odnos ekspresije s genotipom i metilacijom molekule DNA istrazen je na
uzorcima tkiva posteljice iz detaljno karakteriziranih trudnoéa. Paralelno, ucinak promjena
razine glukoze, inzulina i kisika (povezanih s maj¢inom debljinom4GDM=0m) ‘na.ekspresiju i
metilaciju regulatornih gena serotonina istraZen je in vitro na staniénoj liniji trofeblasta covjeka

iz prvog tromjesecja trudnoce.

KLINICKI DIO ISTRAZIVANJA IN VITRODIO ISTRAZIVANJA

Tolerancija glukoze
NGT/ GDM

In vitro uéinci

Kultura

Uzorci Glukoza .
° >v / I\ posteljice } pﬁt;giﬁze
Tjelesna masa '| Inzulin
NW / OwWo T Kisik
REGULATORNI GENI SEROTONINA S
" Serotonin @
Prijenosnici Metabolicki enzimi Receptori k @{f
SERT TPH1 HTR2A o
5-HIAA
OCT3 MAOA Trp

MAOB @’ . &

MOLEKULARNE ANALIZE
RT-gPCR Razina/funkcija proteina Metilacija DNA Genotipizacija

Slika 3.1. Shematski prikaz koncepta istrazivanja. NGT — normalna tolerancija glukoze (engl.
normal glucose tolerance), GDM —"gestacijski dijabetes melitus, NW - predgestacijska
normalna tjelesna masa (engl. normal weight), OWO - predgestacijska prekomjerna tjelesna
masa ili pretilost (engl. overweight — obesity), SERT — serotoninski transporter, OCT3 —
prijenosnik organskih kationa tipa 3, TPH1 - triptofan hidroksilaza 1, MAOA -
monoaminoksidaza A, MAOB — monoaminoksidaza B, HTR2A — receptor serotonina tipa 2A,
Trp — triptofan, 5-HIAA — 5-hidroksiindoloctena kiselina. Izradeno uz pomo¢ Biorender.com
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3.2 Sudionici

Sudionici u istrazivanju su majke i novorodencad koji su dio kohorte PlaNS,
uspostavljene u okviru istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost pod nazivom
,Utjecaj majcinog metabolickog stanja na serotoninski sustav posteljiced neonatusa: od
metilacije DNA do funkcije proteina®“ (HRZZ: 1P-2018-01-6547).\Istrazivanje je odobrilo
Eticko povjerenstvo SveuciliSnog bolni¢kog centra u Zagrebu (Klasa:8.1-18/16242, Broj:
02/21 AG) i Bioeticko povjerenstvo Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu (BER-8761/2-2018).
Sudionice su se ukljucivale u istrazivanje u Klinici za Zenske.,bolestini porodaje Sveucilisnog
bolni¢kog centra u Zagrebu. Sve sudionice istrazivanja/dale su mformirani pismeni pristanak
te su osobno primile jedan primjerak istog. Svigpostupci bili su“u skladu s Helsinskom

deklaracijom.

Demografski, antropometrijski i klinicki podatci prikupljeni su iz medicinske
dokumentacije te upitnika koje su sudionice ispunjavale 1-3 dana prije porodaja. U studiju su
ukljucene iskljuéivo trudnoce dovrSeng elektivnim carskim rezom. Iskljuni kriteriji Bibi su
dijagnoza bilo kojeg oblika.dijabetesa prije trudnoce, bilo kakvagatoloska stanja trudnece osim

GDM-a, utvrdene fetalne anomalije, prijevremeni porodaj i viseplodne trudnece.

Podatci o tjelesnoj visini i masi sudionica prije trudnoce prikupljeni su iz medicinske
dokumentacije te\dodatno potvrdeni putem upitnika kojeg su popunjavale sudionice. ITM

majke prije trudnoce (predgestacijski ITM, pITM) izracunat je prema formuli:

tjelesna masa prije trudnoce (kg)

pITM = visina? (m2)

Ovisno o plITM-u, majke<su, kategorizirane u tri skupine predgestacijskog statusa
tjelesne mase: 1) normalna tjelesna masay(< 25 kg/m?); 2) prekomjerna tjelesna masa (25,0 do
29,9 kg/m?); i 3) pretilost (> 30,00)kg/m?).

Dijagnoza GDM-a temeljila se na protokolu i kriterijima Medunarodnog udruzenja
studijskih grupa za dijabetes u trudnoc¢i (IADPSG, engl. International Association of Diabetes
and Pregnancy Study Groups) (Metzger i sur., 2010) primijenjenima u hrvatskom klinickom
okruzenju (Lovrenci¢ i sur., 2013). Prema navedenim kriterijima, GDM je dijagnosticiran kada
su koncentracije glukoze u krvi bile = 5,1 nmol/L nataste i/ili 2 10,0 nmol/L 1h i/ili = 8,5

nmol/L 2h nakon oralne administracije glukoze (75 g).
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U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 216 parova majki 1 novorodencadi iz jednoplodnih

trudnoca.

33 Uzorci tkiva posteljice

Uzorci tkiva posteljice uzeti su s fetalne strane posteljice standardiziranim‘postupkom,
unutar 5 minuta nakon porodaja. Decidua je uklonjena te su izrezani komadi¢i tkiva s 2-3
nasumicne pozicije po kvadrantu posteljice (ukupno 10-12 pozicija po posteljiei), izbjegavajuci
mjesta krvarenja, infarkta, kalcifikacije ili odlaganja fibrina. Komadici tkiva prikupljeni su u
hladnu Ringerovu otopinu (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicine) kako bi se uklonio veéi
dio zaostale krvi. Komadi¢i tkiva su zatim na metalhom pladnju o€iS€eni od krvnih Zilica te
dodatno isprani Ringerovom otopinom. Obradeno i isprano tkive posuseno je na komadu gaze
te podijeljeno u dvije epruvete za zamrzavanje (Kriotube). Dio tkiva posteljice odmah je
zamrznut pri -80°C u svrhu analize proteina, a dio je pohranjen u medij zastabilizaciju
nukleinskih kiselina RNAlater (Qiagen), 24 sata na 4°C, a nakon toga pri -80°C.

34 Stanic¢na linija

In vitro eksperimentiyprovedeni su na modelu stanica posteljice iz prvog tromjesecja
trudnoée Covjeka, stami€noj limiji ACH-3P. Stani¢na limja ACH-3P “uspostavljena je u
laboratoriju, Zavoda za opstetriciju 1 ginekologiju, Medicinskog SveuciliSta u Grazu, Graz,
Austrija,.a dobivenaje fuzijom primarnihtrofoblasta iz prvog tromjesecja (12. tjedna) trudnoce
te stani¢ne linijekariokarcinoma ¢ovjeka, AC1-1 (Hiden i sur;,2007). Stani¢na linija ACH-3P
detaljno je morfoloski i funkcionalno okarakterizirana od strane nasih suradnika u spomenutom

laberatoriju (Hiden i sur., 2007).

345 Osnovne kemikalijejotopine i kompleti

Prikupljanje tkiva posteljice
— Ringerova otopina (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska)

— Otopina za o¢uvanje nukleinskih kiselina RNAlater (Qiagen, Hilden, Njemacka)

Izdvajanje nukleinskih kiselina:
— Komplet za izdvajanje genomske DNA — GeneElute Mammalian Genomic DNA
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
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Komplet za izdvajanje genomske DNA i RNA — AllIPrep DNA/RNA/mMiRNA Universal
Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka)

Komplet za izdvajanje RNA — RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Njemacka)

Enzim i pufer za razgradnju DNA — RNase-Free-DNase set, (Qiagen, Hilden,
Njemacka)

Dietil-pirokarbonat (DEPC), 0,1% vodena otopina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD)

Etanol, 96% (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

Voda bez ribonukleaza (DEPC-treated water, Ambion, Life Technologies, Austrija)

Reverzna transkripcija (RT):

Komplet za reverznu transkripciju, High Capacity" RNA-to-cDNA kit (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA)

Komplet za reverznu transkripciju, LunaScript RT SuperMix Kit (News, England
BioLabs, Ipswich, MA, SAD)

Kvantitativna lan¢ana reakeija polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR):

Reagens za lancanu, reakciju. polimerazom FG-Fast SYBR\Master Mix (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA)

Reagens zadlancanu reakciju polimerazom SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA;SAD)

Pocetnice mabavljene od tvrtke Metabion (Planegg, Njemacka). Od liofilizata su
pripremljene mati¢ne otopine koncentracije 100 uM od kojih su potom pripremljene
radne otopine koncentracije 10 uM. Sve otopinesu ¢cuvane pri -20°C. Sastav koristenih

pocetnica naveden je u Tablici,3.1.

Elektroforeza u gelu agaroze:

Agaroza (low EEO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Pufer TAE (0,8 M Tris, 0,2 mM octena kiselina, 0.5 M EDTA)

Pufer za nanoSenje uzoraka (50% glicerol, 0,5% bromfenolno modrilo, 1 mM EDTA)
Standard duljine odsjecaka DNA — 100 bp DNA Ladder Ready to Load (Solis BioDyne,
Tartu, Estonia)

Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics, Duren, Njemacka)
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Tablica 3.1. Oligonukleotidne pocetnice koriStene za umnaZanje odsje¢aka CDNA. Kao
referentni geni koriSteni su YWHAZ, ACTB, CK7 i UBC. Puni nazivi gena od interesa
navedeni su u popisu kratica.

Simbol gena Nukleotidni slijed pocetnice (5' - 3") Aﬁzglri)l;on Izvor

SERT / SLC6A4 i Tf%TTTT%TTAGTGGC%CCg gTACCATTCCAAGGT TC 148 (Van Lelyveldi sur., 2007)

oct3ssicons  FCAGCACCACAGTGGCTACAT i b
oy TOCARAGOAGARGATGAGAGAATITAC i oy eld s, 2007
won | OAGOSCCTACKTOONGSE s 2
i SoCATSCCmOn et (g smnian o9
YWHAZ :Eg?;;:gggiiigi@%i:gﬁ 143 (Baumann i sur., 2013)
acTe FTCCCTOGAGRABAGCTAC 131 i i, a0
ca | SOTTOEICECTAIGSSS 1 i Al
UBC QR 116 64 (Baumann'isur., 2013)

r GCATTGTCAAGTGACGATCACA

f — uzvodna (engl. forward), r = nizvodna (engl> reverse)

2RTPrimerDB ID: 3165

Izdvajanje ukupnih proteina:

Komplet za inhibiciju proteaza (HaltTM Protease Inhibitor Cocktail (100X), Thermo
Fisher Scientific Inc., Foster City,.ICA, SAD)

Reagens za iizdvajanje membranskih, proteina, ukljuéujuc¢i povrSinske proteine i
receptore u svrhu analize ELISA (Cloud-clene,Corp., Katy, TX, SAD)
Kalij-fosfatni pufer (KH2PQ4,0,05 M, pH 7,6)

Komplet za odredivanje koneentracije ukupnih proteina metodom BCA (engl.

bicinchoninic acid) — PiereeTm BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Foster City, CA, SAD)

Komplet za kvantitativno odredivanje proteina SERT:

Komplet SERT ELISA (Cloud-clone Corp., Katy, TX, SAD)

Reagensi za odredivanje enzimske aktivnosti proteina MAO:
Natrij-boratni pufer, 0,033 M, pH 8,3
Trikloroctena kiselina (TCA), 2 M
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4-hidroksikinolin (4-hidroksi-1-azanaftalen, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
Kinuramin (3-[2-aminofenil]-3-oksopropanamin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Genotipizacija

SERT:

AllTaq Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka)

Mspl (Hpall) Restriction Enzyme, 10 U/uL (Thermo Fishet ScientifieInc., Foster City,
CA, SAD)

Tango buffer, 2x (Thermo Fisher Scientific Inc.,#Foster City, CA,"SAD)

MAOA:

25 mM MgCl. (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)

10 x PCR pufer Il (Applied Biosystems, Walthamy MA, USA)

10 nM smjesa deoksiribonukleotida, (dJATP, dCTP, dGTP, dTTP; svaki 2,5 mM,;
Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)

Tag DNA polimeraza, 5 U/uL (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)

Q solution (Qiagen, Hilden, Njemacka)

HTR2A:

Komplet za genotipizaciju polimorfizma rs6306.<gena HTR2A TagMan SNP
genotyping assay (assay ID: C_11696888_10, Therma Fisher Scientific Inc., Foster
City, CA; SAD)

Pocetnice nabavljene od tvrtke Metabion (Planegg, Njemacka). Od liofilizata su
pripremljene mati¢ne otopine koncentracije 100 uM od kojih su potom pripremljene
radne otopine koncentracije 10 uM. Sve otopine su ¢uvane pri -20°C. Sastav koristenih

pocetnica naveden jeu Tablici 3:2.

Modifikacija DNA tretiranjem bisulfitom, umnazanje ciljnih sljedova DNA i pirosekvenciranje

Komplet za bisulfitnu konverziju DNA — EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo
Research, Irvine, CA, SAD)

Komplet za amplifikaciju bisulfitno modificirane DNA — PyroMark PCR Kit (Qiagen,
Hilden, Njemacka)

Pocetnice nabavljene od tvrtke Metabion (Planegg, Njemacka). Od liofilizata su

pripremljene mati¢ne otopine koncentracije 100 pM od kojih su potom pripremljene
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radne otopine koncentracije 10 uM. Sve otopine su ¢uvane pri -20°C. Sastav KoriStenih
pocetnica naveden je u Tablici 3.3.

Komplet za pirosekvenciranje PyroMark Q24 Advanced CpG Reagents (Qiagen,
Hilden, Njemacka)

Tablica 3.2. Oligonukleotidne pocetnice koriStene za umnazanje odsjecaka DNA U ‘svrhu

genotipizacije ciljnih gena. Puni nazivi gena od interesa navedeni susu-popisu Kraticas

Simbol gena /

oznaka Nukleotidni slijed pocetnice (5' - 3") Amplikon (bp) Izvor

polimorfizma
SERT:

SHTTLPR / f: CTCCCTGTACCCCTCCTAGG .

rs25531 r: TGCAAGGAGAATGCTGGAG ¥ 5 (Blazevic i sur., 2017)

. f: GTCAGTATCACAGGCTGCGA .

STin2 - TGTTCCTAGTCTTACGCCAG 2491266/ 299 (Blazevic i sur., 2017)

MAOA:
f: ACAGCCTGACCGTGGAGAAG 2791309 /324 .
UVNTR r: GAACGGACGCTCCATTCGGA 339/ 354 (SabolFsur,, 1998)

f — uzvodna (engl. forward), r — nizvodna (engl. réverse)

Hranjivi mediji za stanice ACH-3P

Dulbecco’s modified Eagle’s, medium (DMEM) s niskim udjelom D-glukoze i
dodatkom natrijevog piruvata i L-glutamina (Thermo Fisher Scientific Inc., Foster City,
CA, SAD)

Ham’s F-12 medium s dodatkom L-glutamina,(Thermo Fisher Scientific Inc., Foster
City, CA, SAD)

Otopina antibiotika i antimikotika Gibco “Penicillin-Streptomycin, 10,000 U/mL
(Thermo Fisher Scientific Inc., Foster City;, CA, SAD)

FBS (engl. fetal bovine serum, GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, SAD)
Akutaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Azaserin-hipoksantin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Pufer HBSS, bez kalcija, magnezija (Gibco, Fisher Scientific, Loughborough, Velika
Britanija)

Tretman stanica

D-glukoza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
L-glukoza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
Inzulin (Calbiochem, EMD Chemicals, San Diego, CA, SAD)
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Sve kemikalije kojima nije posebno istaknut proizvodac, nabavljene su iz Kemike,

Hrvatska.

Tablica 3.3. Oligonukleotidne pocetnice koristene za umnazanje odsjecaka DNA modificirane
bisulfitom u svrhu analize metilacije. Puni nazivi gena od interesa navedeni supopisu kratica.
Genomske koordinate analiziranih CpG mjesta navedene su u Tabliei 3.16.

Simbol gena: Amplikon
Regija Nukleotidni slijed pocetnice (5' - 3") (bp) Izvor
(CpG mijesta)
SERT/SLCC6A4:
Promotor f*: GGTTTTTAGGAGAGTAGGGAGTATATAGTT (Devlini sur.
(CpG 1-10) r: AAAAATCCTAACTTTCCTACTCTTTAACTT 203 2010)
s: AAACTACACAAAAAAACAAAT
Intron 1 f: GGGGAGGGGGATAGAAT
(CpG 11-21) r*: ACAACACTTTACTCAAAACCCTCTTTA 273 /
s: GGGGAGGGGGATAGAAT
Intron 1 f: TTTTAAAGAGGGTTTTGAGTAAAGTG
(CpG 22-25) r*: TTTATATCAACCAAAACTCTCCCTTTACAT 150 /
s: GGGTTITTGAGTAAAGTGT
MAOA:

f: GGGGAGTTGATAGAAGGGTTTTTTTTAT

Egzonl /intron 1 r*: TATATGTACCTCCECCAATCACACC 258

(Philibert'i/sur.,

(CpG 1-9) s{ AGTTAAAGTATGGAGAATTAAG 2008)
HTR2A:
Promotor NQRCTCCCCCAAAAAAATT (Hranilovic i sur.
(CpGA) r* AAATAACCTTTTATACAAATTCCC 383 2016) '
S: TGGTGGGGGAAAAAAATT
Promotof . GATATAAATATTGTTGGTTTTGGATGGA (Paquette i sur.,
(CpG-2:3) r*T ACTACAAAATAACAACAACCAAAAA 276 2013)
s: GTTTTGGATGGAAGITG

Promotor f. GATATAAATATTGTTGGTTTTGGATGGA (Paquette i sur.,
(CpG 4) r*: ACTACAAAATAACAACAACCAAAAA 276 2013)

s: GGGAGAAGAAAAAGITTG

f—uzvodna (engl. forward), r — nizvodna (engl. reverse), s —sekvencirajuca
* biotinilirana pocetnica

3.6 Tehnic¢ka oprema i priber

— Termomikser LLG-uni thermixl (Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim,
Njemacka)

- Ultrazvuéni dezintegrator (B. Braun Biotech International, Njemacka)

— Homogenizator (Tehtnica, Slovenija)

— Homogenizator GentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec, Njemacka)

- Epruvete za homogenizaciju tipa M (M-tube, Miltenyi Biotec, Njemacka)

— Elektricne mijesalice (IKA, Njemacka)
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Centrifuge (Hettich, Njemacka; Superspeed RC2-B, Sorvall, SDA5417C; Eppendorf
Research, Njemacka)

Vage (Tehtnica, Slovenija; Mettler H54AR, Kern, Njemacka)

Digestor (Tlos, Hrvatska)

Spektrofotometar NanoPhotometer N60/N50 (Implen GmbH, Muni¢h, Njemacka)
Uredaj za pirosekvenciranje PyroMark Q24 Advanced Pyrosequencing /System
(Qiagen, Hilden, Njemacka)

Uredaji za PCR T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laborataries, Hercules, CA, SAD),
Peglab pegSTAR Thermal Cycler 96X (VWR( International, Lutterworth, Velika
Britanija)

Uredaji za PCR u stvarnom vremenu Applied Biosystems 7300 (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA), StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) i CFX384.Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA{SAD)

Transiluminator s digitalnom /&amerom, Uvitec Alliance 4.7 ,(Cambridge, Velika
Britanija)

pH metar Lab 845(SI Analytics, Njemacka)

Sustav zashorizontalnu elektroforezu (Cleaver Scientific, Velika Britanija)

Magnetska mijesalica (IKA Combimag RCH, Njemacka)

Inkubator “swtresilicom Heidolph Unimax 1010 “(Heidelph Instruments GmbH,
Schwabach, Njemacka)

Citagimikrotitarskih plogica Labsystems Multiskan MS (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Foster City, CA, SAD) i Tecan INFINITE 200'PRO (Tecan Austria GmbH, Austrija)
Hipoksi¢ni inkubacijski sustav za uzgoj stanica XVIVO incubation system
(BioSpherix, Ltd., Parish, NY, SAD)

Automatski hematoloSki analizatori Cobas ¢ 501 module (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, SAD) i Alinity ¢ (Abbott, Chicago, IL, USA)

Laminar Herasafe (Thermo Fisher Scientific Inc., Foster City, CA, SAD)

Brojac stanica Cell counter CASY (Schérfe System GmbH, Reutlingen, Njemacka)
Automatske pipete 1 propipete (Eppendorf, Njemacka; Gilson, SAD)

Bocice za uzgoj stanica Nunc EasYFlask 75cm2 (Thermo Fisher Scientific Inc., Foster

City, CA, SAD)
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- Plocice za uzgoj stanica sa 6 jazica Nunc Cell-Culture Treated Multidishes (Thermo
Fisher Scientific Inc., Foster City, CA, SAD)
- Strugalica za stanice (Corning Inc, NY, USA)

- Plasti¢ne i staklene pipete za rad u kulturi stanica (Corning Inc, NY, USA)

3.7 Programski paketi

- programski paket za analizu razine metilacije PyroMark Q24 Software (Qiagen,
Hilden, Njemacka)

- programski paketi za statistiCku analizu GraphPad Prism8,(GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA) i IBMSPSS Statistics 23/0 forWindows (SPSS Statistics,
Chicago, IL, USA)

- programski paket RefFinder ( http://blooge.cn/RefFinder/)

- programski paket G*powers (Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf, < Dusseldorf,

Njemacka)

3.8 Izdvajanje nukleinskih kiselina

Tkivo posteljice, pohranjeno u otopini RNAlater jesposuseno na filter papiru te je
izvagana masa /dehidriraneg tkiva. U svrhu izdvajanja DNA, 41-132mg dehidriranog tkiva
posteljice jehomogenizirano uz pomoc¢ plastiéhog tuéka i pripadajuceplasticne mikroepruvete.
DNA¢je daljeizdvojena pomocéu kompleta GeneElute Mammalian Genomic DNA Miniprep
Kit prema pretokoluyproizvodaca, uz dodatni korak razgradnje,RNA. Kolonica je u zadnjem
koraku, inkubirana 40 min s 200 pL otopine za eluiranje, makon cega je DNA eluirana

centrifugiranjem, po protokolu proizvodaca kompleta.

Sav potro$ni materijal i pribor koristen u izdvajanju RNA je tretiran preko noci s
otopinom DEPC (0,1%) u svrhu, inaktivacije ribonukleaza, te je potom autoklaviran
(Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). RNA je izdvojena iz tkiva posteljice pomoc¢u kompleta
RNeasy Mini Kit, slijede¢i protokol proizvodaca kompleta. Ukratko, 11-13 mg dehidriranog
tkiva posteljice je homogenizirano sonikacijom titanovom mikrosondom (3 ciklusa po 10 s uz
frekvenciju 20 KHz i amplitudu 8 pm) u 700 pL pufera RLT s dodatkom 1% -
merkaptoetanola. Ukupna RNA je dalje izdvojena prema protokolu proizvodaca, uz dodatni
korak razgradnje DNA. Kolonica je u zadnjem koraku inkubirana 10 min s 37 uL vode bez

ribonukleaza, nakon ¢ega je RNA eluirana centrifugiranjem.
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DNA i RNA iz stanica ACH-3P je izdvojena pomoc¢u kompleta AllPrep
DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit, prema protokolu proizvodaca kompleta. Stanice ACH3-P
su homogenizirane u puferu RLT Plus s dodatkom 1% B-merkaptoetanola, snaznim struganjem
I zamrzavanjem pri -20°C. Kolonica za izdvajanje RNA je u zadnjem koraku_inkubirana 10
min s 35 pL vode bez ribonukleaza (iz kompleta), nakon cega je RNA eluirana
centrifugiranjem. Kolonica za izdvajanje DNA je u zadnjem koraku dva putadnkubirana 10
min s 50 puL otopine za eluiranje (ukupno 100 pL), nakonm ccga je DNA  cluirana

centrifugiranjem.

Koli¢ina te d¢istoca izdvojenih DNA i RNA odredena je spektrofotometrijski
(NanoPhotometer N60/N50). Cjelovitost izdvojenindDNA | RNA provjerena je elektroforezom
u gelu agaroze (0,8%), uz vizualizaciju pomoc¢u Midori Green Advance DNA boje. Omjer
apsorbancija 260/280 za uzorke DNA bio je u rasponu 1.8 — 2.0 te su u gelu agaroze pokazali
vrpce visoke molekularne mase bez<pokazatelja raspada. Omjer apsorbancija¢260/280 za
uzorke RNA bio je u rasponu 2.0 — 2.2 te su u gelu agaroze pokazali ostre vrpce koje odgovaraju

MRNA podjedinica ribosoma 28S i 18S u pribliznom omjeru 2:1.

Iz eluata DNA su pripremljene radne otopine DNA koncentracijes40.ng/uL. Uzorci

DNA i RNA pohranjeni,su pri =80°C do daljnje upotrebe.

3.9  Analiza'ekspresije mRNA

3.9{1 Reverznatranskripcija

Reverzna transkripcija provedena je pomocu kempletakao Sto je opisanu u nastavku.
Za svaku skupinu uzoraka pripremljene su jedna do dvije kontrolne reakcije bez dodatka

enzima reverzna transkriptazay(-RT kontrola).

Jednake koli¢ine RNA izdvojene 1z tkiva posteljice (1,5 ug po uzorku) prevedene su u
cDNA uz pomo¢ kompleta High Capacity RNA to cDNA Synthesis Kit koji sadrzi pocetnice
nasumicnih heksanukleotida. Sastav reakcijske smjese prikazan je u Tablici 3.4. Reakcijske
smjese inkubirane su na 37°C kroz 60 min, a reakcije su zaustavljene zagrijavanjem na 95°C
kroz 5 min kako bi se inaktivirala reverzna transkriptaza. Dobivena cDNA razrijedena je do

koncentracije 7,5 ng/uL RNA i pohranjena u tri alikvota pri -20°C do daljnje upotrebe.
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Jednake koli¢ine RNA izdvojene iz stanica ACH-3P (0,7 ug po uzorku) prevedene su
u cDNA uz pomo¢ kompleta LunaScript RT SuperMix Kit. Sastav reakcijske smjese prikazan
je u Tablici 3.5. Reakcijske smjese inkubirane su 2 min na 25°C, te 10 min na 55°C. Reakcije
su zaustavljene zagrijavanjem na 95°C kroz 1 min kako bi se inaktivirala reverzna
transkriptaza. Dobivena cDNA razrijedena je do koncentracija 10 ng/uL (za qPCR reakcije
gena od interesa) ili 2,5 ng/uL (za qPCR reakcije referentnih gena) te pehranjena pri -20°C do
daljnje upotrebe.

Tablica 3.4. Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju ukupne RNA iz tkiva
posteljice.

+RT? -RTP

Sastojak konaéna" volumen konaéna" volumen

koncentracija (uL) koncentracija (uL)
H20 (bez ribonukleaza) - varijabilno - varijabilno
RT pufer (2x) 1x 10,00 1x 10,00
RT enzim (20x) Ix 1,00 - -
Uzorak RNA 15 g varijabilno 1,5 ug varijabilno
Ukupni volumen (pL) 20,00 20,00

areakcijske smjese koje su sadrzavale reverznu transkriptazu
b kontrolne reakcijske smjese bez reverzne transkriptaze

Tablica 3.5. Sastav reakcijske smjese za reverznutranskripciju ukupne RNA iz stanic¢ne linije
ACH-3P.

+RT? -RTP

Sesira konaéna" volumen konaéna" volumen

koncentracija (nL) koncentracija (nL)
H20 (bez ribonukleaza) - varijabilno - varijabilno
LunaScriptRT Supermix (5x) 1x 4,00 - -
No RT Control mix (5%) - - 1x 4,00
Uzorak RNA 0,7 ng varijabilno 0,7 ug varijabilno
Ukupni volumen (pL) 20,00 20,00

dreakcijske smjese koje su sadrzavale reverznustranskriptazu
® kontrolne reakcijske smjese bez reverzne transkriptaze

3.9.2 Lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Lanc¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (engl. quantitative PCR,
gPCR) nakon reverzne transkripcije (RT-gPCR) (Bustin i sur., 2009) odredena je razina mRNA
pet gena od interesa (engl. genes of interest, GOI) u tkivu posteljice (SERT, OCT3, TPHL,
MAOA i MAOB) i tri gena od interesa u stanicama ACH-3P (SERT, TPH1 i MAOA). U svrhu
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odabira gena od interesa i referentnog gena za finalne analize, odredena je relativna ekspresija
gena kandidata na manjem broju uzoraka. Testirana su po tri potencijalna referentna gena za
uzorke tkiva posteljice (YWHAZ, UBC i ACTB) i za uzorke stanica ACH-3P (YWHAZ, CK-7 i
ACTB). Stabilnost analiziranih referentnih gena procijenjena je pomocuprogramskog
paketa/alata RefFinder (Xie i sur., 2012) i u oba se slu¢aja kao najstabilniji referentni gen
pokazao YWHAZ te je stoga koriSten za normalizaciju rezultata ekspresije gena/od intercsa i u

uzorcima tkiva posteljice i u uzorcima ACH-3P stanica.

Za uzorke tkiva posteljice, reakcije RT-gPCR-a pripremane sus 30 ng (TPH1 i MAOA),
15 ng (SERT, OCT3, MAOA i MAOB) ili 15 ng (YWHAZ, UBC.i ACTB) cDNA, pomoc¢u
reagensa za lancanu reakciju polimerazom FG-Fast'.SYBR Master Mix. Za uzorke stanica
ACH-3P, reakcije RT-qPCR gena od interesa pripremane su $40 ng, a referentnih gena s 10
ng cDNA, pomocu reagensa za lan¢anu reakciju polimerazom SsoAdvanced Universal SYBR
Green Supermix. Sljedovi koristenih po€eétnica navedeni su u Tablici 3.1. Reakcije,RT-gPCR
radene su u duplikatima, triplikatima ili kvadriplikatima. Specifi¢nost amplikona potvrdena je
analizom krivulje taljenja. Relativne razine ekspresije gena od interesa izracunate su pomocu

komparativne Cq (ddCq). metode.

3.10  Odredivanje razine proteina SERT u tkivu posteljice

U svrhu ‘odredivanja razine proteina SERT ustkivu posteljice, uzorci tkiva posteljice
(15 m@)s»¢cuvani, pri -80°C, homogenizirani sudu, puferu, za 1zdvajanje proteina membrane
(Cloud-cloneCorp.). s dodatkom inhibitora proteaza, (HaltTM Protease Inhibitor Cocktail
(100X), Thermo Fisher Scientific Inc.), u omjeru 1:20 (masa tkiva (g) : volumen pufera (mL)).
Tkivo je homogenizirano u staklenom homogenizatoru uz pomo¢ uredaja za homogenizaciju s
keramickim tuckom (20 ciklusa potisakapri brzini 1200 rpm) te potom sonikacijom titanovom
mikrosondom (3 ciklusa po 10 s,uz frekvenciju 20 KHz i amplitudu 8 pm). Uzorak je cijelo
vrijeme drzan na ledu kako bi se onemogucila aktivnost proteaza. Uzorci su nakon sonikacije
centrifugirani 10 min pri 10000 g na 4°C kako bi se istalozili nehomogenizirani ostatci tkiva.
U supernatantima je izmjerena koncentracija ukupnih proteina metodom BCA (engl.
bicinchoninic acid) uz pomo¢ kompleta (PierceTm BCA Protein Assay Kit) prema uputama

proizvodaca. Uzorci su pohranjeni pri -80°C do daljnjih mjerenja.

Razina proteina SERT odredena je u pripremljenim uzorcima proteina posteljice

imunoenzimskom metodom ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay), pomoc¢u
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kompleta (Cloud-clone Corp.). Mikroplo¢ica koja se nalazi u ovom kompletu obloZena je
protutijelom specificnim za protein SERT ¢ovjeka. U odgovarajuce jaZice mikroploc¢ice dodani
su standardi poznatih koncentracija proteina SERT u seriji duplih razrjedenja (0,312 ng/pL —
0,010 ng pL) ili 100 pug ukupnih proteina tkiva posteljice razrijedenih u puferu PBS. Plocica je
inkubirana 1 sat na 37°C 1 zatim preko no¢i na 4°C. Nakon ispiranja,/dodano je, drugo
protutijelo specifiéno za SERT ¢ovjeka s konjugiranim biotinom te je plocica inkubirana'l sat
na 37°C. Nakon ispiranja nevezanog protutijela, u jazice je dodan avidin komjugiran s
peroksidazom hrena (HRP) i plo€ica je inkubirana 30 minuta na 37°C. Jaziee su ponovno
isprane i zatim je dodana otopina supstrata (3,3',5,5'-tetrametilbenziding TMB). Enzimska
reakcija prekinuta je nakon 30 min dodatkom otopine sumporne kiseline i promjena boje
mjerena je spektrofotometrijski na valnoj duljini.od 450 nm. Koncentracija proteina SERT u
uzorcima odredena je iz oCitane opticke gustoce uzoraka pomocu standarde krivulje i izraZzena

je prema masi ukupnih proteina.

3.11 Odredivanje aktivnosti enzima/MAOA u tkivu posteljice

U svrhu odredivanja enzimske ‘aktivnost (kineti¢kih parametara Vmax i Km) proteina
MAOA u tkivu posteljice, uzorci tkiva posteljice (50 mg), pohranjeni»pri -80°C,
homogenizirani su sonikacijom titanovom mikrosondom (3<€iklusa,po 10's uz frekvenciju 20
KHz i<amplitudu 8 jm) u'kalij-fosfatnom puferd,»u omjeru 1:20 (masa tkiva (g) : volumen
pufera (mL)). Uzorak je' cijelo vrijeme drzan na ledu kako,bi.se onemogucila aktivnost
proteaza. Nakon sonikacije, uzorci su centrifugirani 5 min_pri 2000 g na 4°C, kako bi se

istaloZili nehomogenizirani ostatci tkiva.

Aktivnost posteljicne MAQA odredena je ranije opisanom metodom (Jernej i sur.,
2002), a koja je u ovom radu modificirana za mjerenje na mikroplo¢ici. Metoda je ukljucivala
odredivanje aktivnosti uz prisutnost kinuramina kao supstrata enzima MAO. Deaminacijom
kinuramina, posredstvom enzima MAQ, nastaje fluorescentni spoj 4-hidroksikinolin ¢ija se

koncentracija moze odrediti spektrofotofluorimetrijski pomocu standardne krivulje.

Za reakciju odredivanja kineti¢kih parametara enzima MAO koristeno je 6 pug ukupnih
proteina posteljice, razrijedenih u natrij-borathom puferu do ukupnog volumena 150 pL.
Uzorci su predinkubirani 10 min na 37°C. Brzina reakcije za svaki uzorak odredivana je pri 6
koncentracija supstrata kinuramina: 6,25, 12,5, 25, 50, 100 i 200 uM. Raspon koncentracija

supstrata odabran je na temelju preliminarnih eksperimenata. U svrhu odabira optimalnih
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uvjeta reakcije, takoder je napravljen eksperiment ovisnosti brzine reakcije o koli¢ini ukupnih
proteina (1,5 — 48 ug) i trajanju reakcije (10 — 30 min). Kao optimalni uvjeti odabrani su
koli¢ina od 6 pug ukupnih proteina po reakciji te trajanje reakcije od 15 min. Smjesa ukupnog
volumena 180 pL inkubirana je 15 min na 37°C uz stalno potresanje. Reakcija je.zaustavljana
dodatkom 90 pL trikloroctene kiseline (TCA). Za svaki uzorak, pripremljena jei ,,prazna‘
proba (engl. blank), koja je sadrzavala iste komponente kao i uzorct, ali je TCA dodana prije
supstrata kako bi se inaktivirala aktivnost enzima. Svaka ploc¢ica‘za odredivanjerkinetickih
parametara enzima MAO ukljucivala je referentni uzorak i standardnu krivulju.»Za standardnu
krivulju koriSten je 4-hidroksikinolin koncentracija 0,.0,0625, 0,125;:0,25, 0,5 i 1 uM,
razrijeden u natrij-boratnom puferu do volumena 150 gL s dodatkom 90 uL TCA. Intenzitet
fluorescencije izmjeren je na spektrofotofluorimetru uz ekscitaciju pri valnoj duljini 310 nm i

emisiju pri valnoj duljini 362 nm.

Brzina enzimske reakcije prig§vakoj koncentraciji supstrata izraZena jeykao nmol
nastalog produkta po masi proteinau min (nmol/ mg proteina / min). Kineti¢ki parametri, (Vmax
I Km) odredeni su iz Michaelis-Mentenine krivulje enzimske kinetike uz'pomeé,programskog
paketa GraphPad Prism v.8.

3.12  Odredivanje koncentracije lipida u uzorcima kryi sudionica

Koncentracije triglicerida, ukupnog kolesterola, kolesterola u sastavu lipoproteina
visokesgustoce (HDL, engl. high density lipoprotein) i kolesterolau sastavu lipoproteina niske
gustoce (LDILs engl. low density lipoprotein) u uzorcima seruma sudionica mjerene su u

klinickom laboratoriju, na automatskom hematoloskom analizatoru (Cobas ¢ 501 ili Alinity c).

3.13 Genotipizacija

3.13.1 SERT

Polimorfizam varijabilnog broja tandemskih ponavljanja (engl. variable number of
tandem repeats, VNTR) u promotoru gena SERT (5HTTLPR, Chrl7:30237291 -
Chr17:30237333 u genomu covjeka GRCh38.p14/hg38, Slika 3.2.) genotipiziran je
umnazanjem lan¢anom reakcijom polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) uz
pomo¢ specificnih pocetnica (Tablica 3.2.) te odredivanjem duljine produkata PCR-a

elektroforezom u gelu agaroze (3%). Sastav reakcijske smjese prikazan je u Tablici 3.6., a
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termalni uvjeti PCR-a u Tablici 3.7. Oc¢ekivane duljine odsje¢aka navedene su u Tablici 3.9.
Genotip su neovisno ocitavale barem dvije osobe. U slu¢aju neslaganja, odsjecak je ponovno

umnozen i nanovo mu je o€itan genotip.

Tablica 3.6. Sastav reakcijske smjese lancane reakcije polimerazom 4za polimorfizme
SHTTLPR i rs25531 gena SERT.

Sastojak konac¢na koncentracija  volumen (pL)
H20 - 13,00
AllTagMM (4x) 1.0 x 5,00
Pocetnica F (10 uM) 0,25 uM 0,50
Pocetnica R (10 uM) 0,25 uM 0,50
DNA (40 ng/pl) 2,0 ng/pl 1,00
Ukupni volumen (pL) 20,00

Tablica 3.7. Uvjeti lan¢ane reakcije polimerazom za polimorfizme 5SHTTLPR i rs25531 gena
SERT.

Korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95°C 2 min 1
Denaturacija 95°C 5 sek
Nalijeganje poCetnica 71-61°C 15 sek 10
Produljivanje;lanaca DNA 72°C 10 sek
Denaturacija 95°C 5/sek
Nalijeganje pocetnica 61°C 15 sek 30
Produljivanje-lanaca DNA 72°C 10 sek
Zavrsne produljivanje 72°C 10 min 1

Polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) —
rs25531°(Chr17:30237328 u genomu covjeka GRCh38.p14/hg38, Slika 3.2.), odreden je
metodom analize odsjecaka restrikcije (RFLP, engl. restriction fragment length
pelymorphism). U tu svrhu“su produktinPCR-a (Tablica 3.6 i Tablica 3.7) razgradeni
(digestirani) restrikcijskom endonukleazom Mspl te je odredena duljina dobivenih odsjecaka
elektroforezom u gelu agaroze (3%). Sastav reakcijske smjese za restrikcijsku digestiju
prikazan je u Tablici 3.8. Mogu¢i genotipovi i ocekivane duljine odsjecaka prikazane su u
Tablici 3.9. Genotip su neovisno oc€itavale barem dvije osobe. U slucaju neslaganja, odsje¢ak

j€ ponovno umnozen i1 nanovo mu je ocitan genotip.
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Tablica 3.8. Sastav reakcijske smjese za restrikcijsku digestiju u svrhu odredivanja

polimorfizma rs25531 gena SERT.

Sastojak konac¢na koncentracija ~ volumen (pL)
H.0 - 15
Tango buffer (10x) 1.0 x 2,0
Enzim Mspl (10 U/ pl) 15U 1,5
Produkt PCR-a - 15,0
Ukupni volumen (pL) 20,0

Tablica 3.9. Ocekivane duljine odsje¢aka DNA nakon reakcije PCR i razgradnje produkata
PCR-a restrikcijskom endonukleazom Mspl u svrhu odrédivanja, polimorfizama SHTTLPR i

rs25531 gena SERT.
Genotip Ocekivana duljina produkta Ocekivana flul.j_ina odsjecaka
PCR-a (pb)? restrikcije (pb)®
SIS 250 38i212
S/L 2501 293 -
S/La - 38, 212, 255
S/Lg - 38,81,1741i 212
L/L 293 -
La/La - 3811255
La/Lg - 38,8L, 174255
Lg/Lg - 38,811174

2 za genotipizaciju polimorfizma SHTTLPR
b za genetipizaciju polimerfizma rs25531

Polimorfizam»WVNTR u drugom intronu gena, SERTw(STin2, Chrl7:30221457 —
Chra7:30221506 w,genomu ¢ovjeka GRCh38.p14/hg38, Slika 3.2.) genotipiziran je metodom
PCR uz pomo¢ specificnih pocetnica (Tablica 3.2) te odredivanjem duljine produkata PCR-a

elektroforezom u gelu agaroze (3%). Sastav reakcijske’ smjese za PCR prikazan je u Tablici

3.10., a termalni uvjeti reakcije u Tablici 3.11.

Tablica 3.10. Sastav reakcijske smjese lancane reakcije polimerazom za polimorfizam STin2

gena SERT.
Sastojak kona¢na koncentracija ~ volumen (pL)
H.O - 9,50
AllTagMM (4x) 1.0 x 3,75
Pocetnica F (10 pM) 0,25 uM 0,38
Pocetnica R (10 uM) 0,25 uM 0,38
DNA (40 ng/ul) 2,7 ng/ul 1,00
Ukupni volumen (pL) 15,00
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Tablica 3.11. Uvjeti lancane reakcije polimerazom za polimorfizam STin2 gena SERT.

Korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95°C 2 min 1
Denaturacija 95°C 5 sek

Nalijeganje pocetnica 58°C 15 sek 45
Produljivanje lanaca DNA 72°C 10 sek

Zavr$no produljivanje 72°C 10 min 1

Moguc¢i aleli i o¢ekivane duljine odsjecaka prikazane su u Tablici 3.12.

Tablica 3.12. Oc¢ekivane duljine odsjecaka DNA za polimorfizam,STin2'gena SERT.

Alel (broj Ocekivana duljina
ponavljanja) produkta PCR-a (pb)
9 249
10 266
12 299

3.13.2 MAOA

Polimorfizam VNTR u promotoru'gena MAOA (UVNTR, », Chr23:4365510% -
Chr23:43655205 u genomu covjeka GRCh38.p14/hg38, Slika »3.2.)  genetipiziran je
umnazanjem polimorfagiregije metodom PCR uz pomo¢ spéeifiénih pocetnica (Tablica 3.2)
te odredivanjem duljine produkata PCR-a elektroforezom usgelutagaroze (3,5%). Sastav

reakcijske smjese zaPCRprikazan je u Tablici'3.13.atermalni uvjeti reakcije u Tablici 3.14.

Tablica 3.13¢Sastav reakcijske smjese lancane reakcijepolimerazom za polimorfizam UVNTR
gena MAOA.

Sastojak konac¢na koncentracija volumen (pL)
H2.0 - 4,18
PCR pufer 11 (10%) 1x 1,00
10 nM dNTP mix (2,5 mM svaki) 0,2 mM 0,80
MgCl; (25 mM) 1,5 mM 0,60
Q solution (5x) 1x 2,00
Pocetnica F (10 pM) 0,2 WM 0,20
Pocetnica R (10 uM) 0,2 uM 0,20
DNA (40 ng/ul) 4 ng/uL 1,00
Taq DNA polimeraza (5 U/uL) 0,10 U 0,02
Ukupni volumen (pL) 10,00
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Ocekivani aleli i duljine odsje¢aka navedeni su u Tablici 3.15. Genotip su neovisno
ocitavale barem dvije osobe. U slucaju neslaganja, odsjecak je ponovno umnozen i nanovo mu

je ocitan genotip.

Tablica 3.14. Uvjeti lancane reakcije polimerazom za polimorfizam uVNTR{gena MAOA.

Korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95°C 2 min 1
Denaturacija 95°C 30 sek

Nalijeganje pocetnica 59°C 30 sek 35
Produljivanje lanaca DNA 72°C 40 sek

Zavr$no produljivanje 72°C 7 min 1

Tablica 3.15. Ocekivane duljine odsjecaka DNA'za polimorfizam uVNTR gena MAOA.

Alel (broj Ocekivana duljina
ponavljanja) produkta PCR-a (pb)
2 279
3 309
3,5 324
4 339
45 354

3.13.3 HTR2A

SNPrs6306.(-1421 C > T, Chrl3: 46897326 u genomu ¢ovjeka GRCh38.p14/hg38,
Slikar3.2.) u genu HTR2A genotipiziran je pomocu, TagMan SNP reagensa za genotipizaciju
prema uputama proizvodaca. 20 ng genomske DNA umnozeno je u ukupnom volumenu
reakeijske smjese od 10 pL na uredaju za PCR u'stvarnom vremenu Applied Biosystems 7300.
SNP rs6311 (-1438 G > A, Chr13: 46897343 u genomu ¢ovjeka GRCh38.p14/hg38, Slika 3.2.)
u jgenu HTR2A genotipiziran je vizualnom provjerom pirograma dobivenog u svrhu

odredivanja razine metilacije DNA u promotoru gena HTR2A.

3.14  Analiza metilacije molekule DNA

Analiza metilacije DNA provedena je metodom pirosekvenciranja DNA tretirane
bisulfitom (engl. bisulfite pyrosequencing) (Tost i Gut, 2007). U uzorcima tkiva posteljice
analizirano je 15 CpG mjesta u prvom intronu gena SERT, devet CpG mjesta u prvom egzonu

i prvom intronu gena MAOA te cetiri CpG mjesta u promotoru gena HTR2A, dok je u uzorcima
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stanica ACH-3P analizirano 10 CpG mjesta u promotoru te 15 CpG mjesta u prvom intronu
gena SERT (Tablica 3.16., Slika 3.2).

TSS

g

3

S5-HTTLPR
rs25531

CpG 1-10 CpG 11-25

b) MAOA
TSS

ATG

U
uVNTR T

CpG 19

rs6311 rs6306 TSS A

i ¢) HTR2A s naznaéenim
kutnici predstavljaju egzone
translatirane regije), bijeli pravokutnici
ijeli trokuti oznacavaju polimorfizme pojedinacnog

(engl. transcription start site, TG — mjesto pocetka translacije (kodon ATG).
Genomske koordinate analiziranih polimorfizama navedene su u poglavlju 3.13
(Genotipizacija), a analiziranih CpG mjesta u Tablici 3.16.
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Tablica 3.16. Genomske koordinate analiziranih CpG mjesta.

Simbol gena: #CpG K romosom GRCh38 RefSeq TSS (pb)  ATG (pb)
Regija (CpG mjesta) mjesta koordinate ®  koordinate® koordinate® koordinate ¢
SERT/SLCC6A4:
Promotor (CpG 1-10) 1 17 Chr17: 30 236 173 4764 -476 -14214
2 17 Chrl7: 30 236 157 4780 -460 -14198
3 17 Chrl7: 30 236 142 4795 -445 -14183
4 17 Chrl7: 30 236 126 4810 -429 -14167
5 17 Chrl7: 30 236 121 4815 -424 414162
6 17 Chr17: 30 236 102 4835 =405 -14143
7 17 Chr17: 30 236 091 4846 -394 -14132
8 17 Chr17: 30 236 089 4848 -392 -14130
9 17 Chrl7: 30 236 084 4853 <387 -14125
10 17 Chr17: 30 236 072 4865 -375 -14113
Intron 1 (CpG 11-21) 11 17 Chr17: 30.235 532 5405 166 -13573
12 17 Chr17: 30 235 527 5410 171 -13568
13 17 Chr17:30 235 519 5418 179 -13560
14 17 Chrl7: 30235,512 5425 186 -13553
15 17 Chrl7: 30 235504 5433 194 -13545
16 17 Chr17: 30 235 490 5447 208 -13531
17 17 Chrl17: 30 235 482 5455 216 213523
18 17 Chrl7:30 235 475 5462 223 -13516
19 17 Chrl17:30 235 472 5465 226 -13513
20 17 €hrl7: 30 235 457 5480 241 13498
21 17 Chrl7: 30 235 448 5489 250 -13489
Intron 1 (CpG 22-25) 22 17 Chrl7: 30 235 272 5665 426 -13313
23 17 Chrl7: 30 235 247 5690 451 -13288
24 17 Chr17: 30 235 203 5734 495 -13244
25 17 Chr17:30,235 201 5736 497 -13242
MAOA:
Egzonl (CpG 1-9) 1 X Chr23: 43 656361 5201 62 18
2 X Chr23: 43 656 368 5208 69 25
3 X Chr23: 43 656)370 5210 71 27
4 X Chr23:43 656383 5223 84 40
5 X Chr23:'43,656,386 5226 87 43
6 X Chr23: 431656 392 5232 93 49
7 X Chr23: 43 656 398 5238 99 55
Intron 1 (CpG 1-9) 8 X Chr23: 43 656 427 5267 128 84
9 X Chr23: 43 656 432 5272 133 89
HTR2A:
Promotor (CpG 1) 1 13 Chrl13: 46 897 571 4464 -518 -1665
Promotor (CpG 2-3) 2 13 Chr13: 46 897 344 4691 -291 -1438
3 13 Chr13: 46 897 326 4709 -273 -1420
Promotor (CpG 4) 4 13 Chr13: 46 897 130 4905 =17 -1224

a Koordinate u genomu ¢ovjeka GRCh38.p14/hg38 (Genome Reference Consortium human genome build)

b Koordinate u referentnom slijedu (engl. reference sequence, RefSeq) pojedinog gena NG_011747.2 za SERT,
NG_008957.2 za MAOA i NG_013011.1 za HTR2A.

¢ Koordinate u parovima baza (pb) u odnosu na mjesto pocetka transkripcije (engl. transcription start site, TSS)
mRNA NM_001045.6 za SERT, NM_000240.4 za MAOA i NM_000621.5 za HTR2A.

d Koordinate u parovima baza (pb) u odnosu na mjesto pocetka translacije (kodon ATG).
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3.14.1 Tretiranje genomske DNA bisulfitom

Pretvorba nemetiliranih citozina u uracil provedena je tretmanom genomske DNA
bisulfitom (engl. bisulfite conversion). Tretiranje genomske DNA bisulfitom i njezino
naknadno proci$¢avanje provedeno je uz pomo¢ kompleta (EZ DNA Methylation-Gold Kit)
prema uputama proizvodaca kompleta. Postupak je proveden s 800‘ng. DNA iz tkiva posteljice
ili stanica ACH-3P. Kolonica za proc¢is¢avanje DNA tretirane bisulfitomyje u zadnjem koraku

inkubirana 10 min s 16 uL otopine za eluiranje, nakon ¢ega je DNA eluirana ¢entrifugiranjem.

3.14.2 Umnazanje ciljnih odsje¢aka DNA tretirane bisulfitom

Ciljane regije DNA tretirane bisulfitom umnozene su uz pomo¢ kompleta (PyroMark
PCR Kit) i pocetnica specifi¢nih za pojedini odsjeak,DNA. Nukleotidni sljedovi pocetnica i
duljine amplikona gena SERT, MAOA i HTR2A prikazani'su u Tablici 3.3. Sastavi reakcijskih
smjesa prikazani su u Tablici 3.17 «Tablici,3.18. i Tablici 3.19., a uvjeti reakcija u, Tablici
3.20. Specifi¢nost PCR-a potvrdena je elektroforezom produkata PCR-a u gelu agaroze (2%).
Svaka plo€ica za PCR 1 analizu pirosekvenciranjem ukljucivala je négativnu kentrolu (bez

kalupa DNA) i referentni uzorak.

Tablica 3.17. Sastav reakcijske smjese lancane reakcije polimerazom za analizu metilacije u
promotoru i intronud gena SERT.

Promotor Intron 1 Intron 1

(CpG 1-10) (CpG 11-21) (CpG 22-25)
Sastoiak konacna volumen konacna volumen kona¢na volumen

J koncentracija (uL) koncentracija (uL) koncentracija (uL)

H,O - 7,50 - 6,56 - 4,32
Coraload (10%) 1x 2,50 1x 2,00 1x 1,50
PyroMark-MM (2x) 1x 12,50 1x 10,00 1x 7,50
MgCl; (25 mM) 0,5mM 0,50 - - 1mM 0,60
Pocetnica F (10 uM) 0,2 uM 0,50 0,2 uM 0,40 0,2 uM 0,30
Pocetnica R (10 uM) 0,2 uM 0,50 0,2 uM 0,40 0,2 uM 0,30
DNA modificirana
bisulfitom ) 1,00 ) 064 ) 0.48
Ukupni volumen (pL) 25 20 15
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Tablica 3.18. Sastav reakcijske smjese lancane reakcije polimerazom za analizu metilacije u

egzonu 1/ intronu 1 gena MAOA.

Sastojak konac¢na koncentracija volumen (pL)
H.0 - 5.1
Coraload (10x%) 1x 1,50
PyroMark-MM (2x) 1x 7,50
Pocetnica F (10 uM) 0,2 uM 0,30
Pocetnica R (10 uM) 0,2 uM 0,30
DNA modificirana bisulfitom - 0,30
Ukupni volumen (pL) 15,00

Tablica 3.19. Sastav reakcijske smjese lancane reakcije polimerazom,za analizu metilacije u
promotoru gena HTR2A.

Promotor Promotor
(CpG 1) (CpG 2-3, CpG 4)

Sastoiak konacna volumen kona¢na volumen

J koncentracija (uL) koncentracija (uL)
H,0 - 7,70 - 13,50
Coraload (10x) 1x 2,50 1x 4,50
PyroMark-MM (2x) 1x 12,50 1x 22,50
MgCl; (25 mivi) 2mM 0,50 2mM 0,90
Pocetnica F (10 pM) 0,2 uM 0,50 0,2 uM 0,90
Pocetnica R (10yuM) 0,2 yM 0,50 0,2 uM 0,90
DNA modificirana
bisulfitom i 0.80 i 180
Ukupni volumen (pL) 25 45

Tablica 3.20¢ Uvjeti lancane reakcije polimerazom za analizu metilacije gena SERT, MAOA i

HTR2A.

Korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95°C 15 min 1
Denaturacija 95°C 30 sek

Nalijeganje pocetnica 56°C 30 sek 50
Produljivanje lanaca DNA 72°C 30/40sek *

Zavrsno produljivanje 72°C 7 min 1

*40 sek - (CpG 1) u genu HTR2A

3.14.3 Pirosekvenciranje i obrada rezultata

Umnozeni sljedovi DNA tretirane bisulfitom pirosekvencirani su uz pomo¢ kompleta

za pirosekvenciranje (PyroMark Q24 Advanced CpG Reagents) na uredaju za

pirosekvenciranje (PyroMark Q24 Advanced Pyrosequencing System). Pocetnice koriStene u
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reakciji pirosekvenciranja (Tablica 3.3) obiljeZzene su biotinom na 5' kraju kako bi se
omogucila imobilizacija amplikona na magnetsku kuglicu obloZenu streptavidinom u svrhu
procis¢avanja. Uz pomo¢ programskog paketa PyroMark Q24 Software, za pojedinacnu
analiziranu regiju, na temelju specificnog slijeda za analizu (prije modifikacije,bisulfitom),
generiran je slijed za dodavanje nukleotida (engl. dispensation order): Zadani sljedovi
sadrzavali su dodatno ,,prazne nukeotide™ (engl. blank dispensation) keji sluze/kao negativne
kontrole te citozin izvan CpG slijeda u svrhu kontrole modifikacije bisulfitom: Postotak
metilacije DNA na pojedinim CpG mjestima automatski je generiran uz pomoé programskog
paketa PyroMark Q24 Software. Vrijednosti koje nisu~zadovoljileskontrolu kvalitete
pirosekvenciranja i/ili su identificirane kao odstupajuce vrijednosti (engl. outliers), iskljucene
su iz analiza. Svaka plocica za reakciju PCR i analizu pirosekvenciranjem ukljucivala je

negativnu kontrolu (bez kalupa DNA) i referentni uzorak.

3.15 Eksperimenti u kulturi stanica

3.15.1 Uzgoj stanica

Stanice ACH-3P uzgajane suUbo¢icama za stani¢nu kulturu povr$ingé 75.e¢m?, u mediju
DMEM koji je sadrzavao D-glukozu (5,5 mM), L-glutamin i natrijev piruvat (u pokusima
tretmana,s glukozom)'ili utHamovom mediju F-12 koji je sadrzavaodL-glutamin (u pokusima
tretmana s'inzulinom), uz dodatak 10% fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum,
FBS)1i 1% penicilina/streptomicina. Stanice su 0drzavane na 37 °C, u vlaznoj atmosferi koja
je sadrzavala®% COz2 i 21% O> u standardnom inkubatoru za stani¢nu kulturu, ili 5% CO; i
2,5% 1hi, 6,5% O uchipoksi¢cnom XVIVO inkubacijskom sustavu (BioSpherix, Ltd., Parish,
NY, SAD). Svakih pet pasaza, stanice su nasadivane u mediju koji je sadrzavao azaserin (5.7
uM) i hipoksantin (100 uM) kako bi seselektirali trofoblasti i sprijecilo prerastanje stanica

koriokarcinoma.

3.15.2 Tretman stanica glukozom i inzulinom

Sazetak eksperimentalnog pristupa analize utjecaja glukoze, inzulina i kisika na
ekspresiju i metilaciju regulatornih gena serotonina u stani¢noj liniji trofoblasta ACH-3P
prikazan je na Slici 3.3. Za tretmane glukozom i inzulinom, stanice ACH-3P su nasadene na
plocice sa 6 jazica (15000 stanica po jazici) I uzgajane su prije tretmana u uvjetima s niskim

sadrzajem seruma (2% FBS). Cilj ovakvog pristupa bio je osigurati kontrolirane i
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standardizirane eksperimentalne uvjete umanjuju¢i potencijalne utjecaje inzulina, glukoze i
serotonina prisutnith u serumu. Vremenske toCke za tretmane odabrane su na temelju
objavljenih studija o u¢incima glukoze i inzulina u modelima stanica trofoblasta (Easton i sur.,

2023; Tandl i sur., 2021) i rezultata nasih preliminarnih eksperimenata.

Za tretman glukozom, stanice ACH-3P uzgajane su 3 dana prije tretmanapod uvjetima
s niskim sadrzajem seruma u atmosferi koja je sadrzavala 5% CO,.i-2,5%, 6,5% ili<21% O..
Stanice su zatim inkubirane 24 ili 72 sata u mediju DMEM (s 2% FBS) kojiyje sadrzavao D-
glukozu u koncentraciji od 55 mmol/L (kontrola, nermoglikemija)/ ili 25 mmol/L
(hiperglikemija). Kao osmotska kontrola koristen je medij DMEM Koji je sadrzavao 5,5
mmol/L D-glukozu i 19,5 mmol/L L-glukozus Koncentracije glukoze za oponaSanje
normoglikemije i hiperglikemije preuzete su iz studija o ulezi dijabetickih razina glukoze u
razli¢itim modelima stanica (npr. (Wang i sur., 2022)),a takoder su koriStene u prethodnim

studijama nasih suradnika na stani¢nojdiniji ACH-3P (Frohlich i sur., 2012).

l Stani¢na kultura Tretman stanica

ACH-3P

stanicna linija ljudskih trofoblasta iz prvog
tromjesecja

25 mM glukoza ‘
/ kontrola / kontrola
/ osmotska kontrola

=y =y &= & ooh i & 48h

2,5%0, 65%0, 21%0,

Molekularne analize

kvantifikacija mRNA

o “"“\\ —
(e e
_r\ i&&_._ :__-'I T .=
 \ 7 |
izolacija —~¥ 1A ,'r'l
RNA /DNA -

analiza metilacije DNA

Slika 3.3. Sazetak eksperimentalnog pristupa analize utjecaja glukoze, inzulina i kisika na
ekspresiju i metilaciju regulatornih gena serotonina u stani¢noj liniji trofoblasta ACH-3P.

48



MATERIALI | METODE

Zatretman inzulinom, stanice ACH-3P uzgajane su 2 dana prije tretmana pod uvjetima
s niskim sadrzajem seruma (2% FBS) u mediju Ham F-12, a zatim su inkubirane u odsutnosti
(kontrola) ili prisutnosti 10 nM inzulina, na 37 °C u vlaznoj atmosferi koja je sadrzavala 5%
CO21 2,5% ili 6,5% O, tijekom 24 ili 48 sati. Koncentracija inzulina odabrana.je na temelju
prethodnih eksperimenata na stanicama ACH-3P, koji su pokazali da doti€na koncentracija
oponasa hiperinzulinemiju u naSem eksperimentalnom modelu (Tandl i“suri, 2021)."Ova
koncentracija takoder odgovara fizioloski relevantnoj postprandijalnoj koncentragiji inzulina

(Song i sur., 2000).

U svrhu analize ekspresije mRNA i metilacije molekule DNA, stanice su po zavr$etku
tretmana isprane otopinom HBSS te homogenizirang'snaznim struganjem u 350 pL pufera RLT
Plus (iz kompleta za izdvajanje nukleinskih kiselina AllPrep DNA/RNA/mMIRNA Universal
Kit; Qiagen) s dodatkom 1% B-merkaptoetanola. Uzorciylizata stanica pohranjeni su pri -20°C
do daljnje obrade. Daljnje molekularne’analize ukljucivale su izdvajanje nukleinskih kiselina
(opisano u poglavlju 3.8), analize ekspresijesmRNA (opisano u poglavlju 3.9) te analize
metilacije molekule DNA pirosekvenciranjem DNA tretirane bisulfitom{(opisano u poglavlju
3.14).

3.16 Statisti¢ka obrada rezultata

Statisticke ‘@analize jprovedene su pomecu racunalnih programa GraphPad Prism V.8 i
IBM _SPSS Statistics. Odstupajuce vrijednosti $u pretrazene koristenjem metode robusne
regresije i uklanjanja odstupajucih vrijednosti (engl. robust regression and outlier removal,
ROUT) sa vrijednoséu Q (engl. maximum false discovery rate) postavljenom na 1% (Motulsky
1"Brown, 2006) ili metode po Grubbs-u (Grubbs,“1969). Normalnost raspodjele podataka
ispitana je D’Agostiono-Pearsonovimitestom. Usporedba izmedu dvije ili vise skupina
podataka provedena je Studentovim t-testomyili jednosmjernom analizom varijance (ANOVA)
za podatke s normalnom raspodjelomite’Mann-Whitney testom ili Kruskal-Wallisovim testom
za podatke koji su odstupali od normalne raspodijele. Interakcija dviju nezavisnih varijabli
provedena je uz pomo¢ dvosmjernog ANOVA testa. Kontinuirane varijable korelirane su
Pearsonovim ili Spearmanovim testom korelacije (ovisno o normalnosti raspodjele podataka).
Za kontrolu mogucih utjecaja kovarijabli Koristena je multipla linearna regresija. Pomocu
programa G*power (Faul i sur., 2009), odredena je minimalna veli¢ina uzorka od 192 za razinu

efekta 0.10, vjerojatnost a pogreske od 5%, statisticku jakost od 90 % i 6 prediktora.
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Za odredivanje utjecaja glukoze, inzulina i kisika te njihove interakcije koristena je
analiza kovarijance (ANCOVA) s brojem pasaZe uklju¢enim kao kovarijantom. Sidakov post-
hoc test koriSten je za korekciju visestrukih usporedbi. U slu¢aju uo¢ene znacajne interakcije,

provedena je naknadna ANCOVA radi usporedbe izmedu grupa. Statisticki ¢ajnim se

smatrao p < 0,05.
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4.1 Podaci o sudionicima u klini¢ckom dijelu istraZivanja

Klini¢ki dio doktorskog rada proveden je na podskupini sudionika (parova majka i
novorodence) kohorte rodenih (engl. birth cohort) PlaNS. Analize razina mRNA odabranih
regulatornih gena serotonina u uzorcima tkiva posteljice provedene su u dva,uzorka,
otkrivaju¢em (engl. discovery; n = 123) i replikacijskom (engl. replication; n & 93) uzorku.
Uzoreci su ciljano formirani tako da sadrze podjednak broj sudionica®§ normalnom telérancijom
glukoze (NGT, engl. normal glucose tolerance) i gestacijskim dijabetesom melitusom (GDM)
te da svaka od navedenih dijagnosti¢kih skupina sadrzi podjednak brojsudionica s normalnom
tjelesnom masom (NW, engl. normal weight) i prekomjernom'tjelesnom masom ili pretiloséu
(OWO, engl. overweight / obesity) prije trudno€e, kao i podjednak broj muske i Zenske
novorodencadi. S obzirom da su dobiveni slicni rezultati u otkrivajucem i replikacijskom

uzorku, u nastavku ¢e biti prikazani rezultati na skupnomwuzorku (n = 216).

Osnovni demografski i klinicki podaci o sudionicima istrazivanja prikazani su u
Tablici 4.1. (kontinuirane varijable) 1 Tablici 4.2. (kategoricke varijable)s U skladu s dizajnom
studije, NGT i GDM skupina se nisu,razlikovale s obzirom na pITM (Tablica 4.1.)tesobzirom
na udio zena s razli¢itim pred-gestacijskim statusom tjelesne masei udio muske i zenske

novorodencadi (Jablica4,2.).

Tablica 44. Demografske i klinicke Karakteristike, majki® 1 noverodencadi ukljucenih u
istrazivanje, s obzirom'na majc¢in status tolerancije glukoze (kontinuirane varijable).

Karakteristika (nl\lGl-gg) (nG:DlhéI?) p-vrijednost
Dob 'majke pri porodu,.godine 32,5[29,8=36,71 34,1 [31,1-38,1] 0,073%
ITM prije trudno¢e, kg/m? 24,2 21,4 -30,1] 25,3[22,6 —29,5] 0,060 °
Prinos tjelesne mase u trudnoéi, kg 15[11 - 18] 12 [8 —15] 0,0006 P
Gestacijska dob pri porodu, tjedni 39,3[38,7 — 39,8] 39,1 [38,6 — 39,6] 0,136%
Porodajna masa novorodenceta, g 3450 [3190 - 3730] 3560 [3210 — 3840] 0,2482
Porodajna duljina novorodenceta, cm 50 [49 — 51] 50 [49 —51] 0,857 ¢
Ponderalni indeks novorodenéeta, g/cm?® 2,81[2,67-2,96] 2,82 [2,67-3,03] 0,442 b

Prikazani su medijani i interkvartilni rasponi. NGT — normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski dijabetes
melitus, ITM — indeks tjelesne mase. Statisti¢ki znadajne p-vrijednosti su podebljane. @ t-test, ® Mann-Whitney

Nadalje, dob majke pri porodu (Tablica 4.1.) kao ni paritet i udio Zena koje su pusile u
trudno¢i (Tablica 4.2.) nije se razlikovao izmedu NGT i GDM skupina. Sudionice u NGT
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skupini su imale u prosjeku 3 kg visi prinos tjelesne mase u trudno¢i (GWG, engl. gestational
weight gain) od sudionica u GDM skupini (p = 0,0006, Tablica 4.1.). U skladu s dizajnom
studije, svi porodaji su bili u punom terminu trudnoée (gestacijska dob > 37 tjedana).
Gestacijska dob te antropometrijske karakteristike novorodencadi (porodajna masa, duljina i
ponderalni indeks) nisu se razlikovale izmedu NGT i GDM skupina (Tablica 4.1.). Sve
sudionice s GDM-om bile su na prilagodenoj dijabeti¢koj prehrani w,svrhu kontrole razine

glukoze u krvi.

Tablica 4.2. Demografske i klinicke karakteristike majkini novorodeng¢adi ukljucenih u
istrazivanje, s obzirom na maj¢in status tolerancije glukoze (kategoricke varijable).

Karakteristika (nN:Gl-IO— 9) (nG:Dll\(/)I?) p-vrijednost
Status tjelesne mase
normalna tjelesna masa 60 (55,0 %) 51 (47,7 %) 0,246 °
E:;:;mjema elesna 21(193%)  31(29,0 %)
pretilost 28 (25,7 %) 25 (23,4 %)
Spol novorodenceta
Zensko 55 (50,5 %) 53 (49,5 %) >0,999 ¢
musko 54 (49,5 %) 54 (50,5 %)
Paritet
prvoretkinje 43 (39,5 %) 40(37,4 %) 0,781°¢
viSerotkinje 66 (60,5 %) 67 (62,6 %)
PuSenje u trudnoéi ?
da 79 (75,2 %) 75 (72,8 %) 0,753¢
ne 26 (24,8%) 28.(27,2 %)

Prikazani su,podatci o broju sudionika (n) i postotku (%). NGT=normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski
dijabetes melitus. * Zene koje su izjavile da nikad nisu pusile'ili da su prestale pusiti najmanje 6 mjeseci prije
trudnoce kategorizirane su kao nepusacice, dok su Zene koje su izjavile da su pusile tijekom cijele trudnoce ili da
su prestale pusiti tijekom trudnoée kategorizirane kao pusacice. Nejasni slu¢ajevi (n =8 u NGT, n = 4 u GDM)
tretirani su kao podaci koji nedostajui® hi-kvadrat test, ¢ Fisherov egzaktni test

4.2 Povezanost metabolickog stanja majke i homeostaze serotoninskog sustava

posteljice

Da bismo istrazili povezanost metabolickog stanja majke i homeostaze serotoninskog
sustava posteljice, usporedili smo razine mRNA regulatornih gena serotonina u posteljici
izmedu Cetiri skupine sudionica s obzirom na status debljine i toleranciju glukoze u trudno¢i
(u daljnjem tekstu: metabolicke skupine): NGT-NW (sudionice s NGT-om i pITM-om manjim
od 25,0 kg/m?, n = 60), NGT-OWO (sudionice s NGT-om i pITM-om jednakim ili ve¢im od
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25,0 kg/m?; n = 49), GDM-NW (sudionice s GDM-om i pITM-om manjim od 25,0 kg/m?; n =
51) i GDM-OWO (sudionice s GDM-om i pITM-om jednakim ili ve¢im od 25,0 kg/m?; n =
56). Dodatno, istrazili smo potencijalnu korelaciju pITM-a s razinama mRNA regulatornih
gena serotonina u posteljici, a kod sudionica za koje smo imali dostupne biokemijske podatke
o serumskim koncentracijama lipida (n = 154) i potencijalnu korelaciju serumske koncentracije

lipida na kraju trudnoce s razinama mRNA regulatornih gena serotonina u posteljici.

42.1 Razine mRNA regulatornih gena serotonina u | posteljici, kod razli¢itih

metabolic¢kih skupina sudionica

Gen SERT kodira membranski prijenosnik visokog afiniteta i specificnosti za serotonin.
Razine mRNA gena SERT u posteljici (Slika 4°1.a), bile susslicne u skupinama NGT-NW,
GDM-NW i GDM-OWO, dok su u skupini NGT-OWOrbile blago, ali statisticki znac¢ajno nize
nego u skupinu NGT-NW (za 14,6%, p-=10,013) i skupini GDM-OWO (za 13,3%qgp = 0,008).
Sumarno, rezultati pokazuju da je/predgestacijska debljina povezana sa snizenom razinom
MRNA SERT u posteljici trudnica s normalnom tolerancijom glukoze, ali.ne i'trudnica s GDM-

om.

Gen OCT3 kedira membranski prijenosnik niskog afiniteta i specificnosti za serotonin.
Razine .mRNA/genaOCT3 u“posteljici pokazale su relativao visoku"inter-individualnu
varijabilnost, pri'€ému su u €etiri uzorka bile izvan podruéja detekcije (Cq > 45), te su ti uzorci
tretiranigkao nedostajuct podaci. Razine mRNA OQCT3 u posteljict nisu se statisticki znacajno

razlikovale izmedu €etiri metabolicke skupine sudioniea (Slika 4.1.b).

Gen' TPH1 kodira perifernu izoformu kljuéheg sintetskog enzima serotonina. Razine
mRNA ovog gena u posteljici bile surelativno niske (Cq izmedu 25,9 129,3) i nisu se statisticki

znacajno razlikovale izmedudstrazivanih skupina (Slika 4.1.c).

Gen MAOA kodira izoformu Klju¢nog kataboli¢kih enzima serotonina s preferentnim
afinitetom za serotonin u usporedbi s ostalim biogenim monoaminima. Razine mMRNA MAOA

u posteljici nisu se razlikovale izmedu istrazivanih skupina (Slika 4.1.d).
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Slika 4.1. Razine mRNA regulatornih gena serotonina u postéljici s 0bzirom na maj¢in status
tjelesne mase prije trudnoce i status tolerancije glukozeyu trudnoéi. Relativne razine mRNA
gena@) SERT, b) OCT3, c) TPH1, d) MAOA, e) MAGB i f) HTR2A odredene su metodom RT-
gPCR i normalizirane su s obzirom na razinu,MRNA YWHAZ. NGT — normalna tolerancija
glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus,"NW — normalna tjelesna masa prije trudnoce,
OWO = prekomjerna tjelesna masa ili pretilost ‘prije trudnoce. Prikazane su individualne
vrijednosti te medijani i interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama analizirane su
jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) uz Tukeyev post-hoc test ili Kruskal-
Wallisovim testom uz Dunnov-pest-hoc test»* p < 0,05, ** p < 0,01

U otkrivajucoj kohorti (n =123), analizirali smo i gen MAOB, koji kodira izoformu
MAO s niskim afinitetom za serotonin. Razine mMRNA MAOB u posteljici bile su relativno
niske (Cq izmedu 25,0 i 31,1) u usporedbi s razinama MRNA MAOA (Cq izmedu 17,4 i 24,0)
i nisu se razlikovale izmedu istrazivanih skupina (Slika 4.1.e). S obzirom na manji znacaj
MAOB u katabolizmu serotonina i opazene vrlo niske razine mRNA ove izoforme, gen MAOB

nismo analizirali u replikacijskoj kohorti.
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Gen HTR2A kodira serotoninski receptor s razli¢itim funkcijama u posteljici covjeka.
Razine mRNA HTR2A u posteljici pokazale su vrlo visoku inter-individualnu varijabilnost (Cq

izmedu 27,5 1 33,1) i nisu se statisticki znacajno razlikovale medu metabolickim skupinama

(Slika 4.1.f).

4.2.2 Povezanost pITM-a i razina mRNA regulatornih gena serotonina u gosteljici

Kako bismo dodatno istrazili povezanost izmedu maj€ine debljine 1 ekspresije
regulatornih gena serotonina u posteljici, analizirali smo korelacijuphlI M-a s razinama mRNA
navedenih gena u posteljici, u ukupnom uzorku sudionica te zasebno kod sudionica s NGT-om
ili GDM-om (Tablica 4.3.). pITM nije korelirao ssrazinama mRNA" OCT3, TPH1, MAOA,
MAOB i HTR2A ni u ukupnom uzorku niti u zasebnim analizama sudionica s NGT-om ili
GDM-om. Medutim, primijecena je slaba (rs = -0,21), ali statisticki znacajna (p = 0.026)
negativna korelacija pITM-a s razinomsmRNA SERT kod sudionica s NGT-om;, dok takve
korelacije nije bilo kod sudionica/s GDM-am (rs = 0,03; p =0.778). Ovi rezultati dodatno
potvrduju povezanost predgestacijske debljing sa snizenom razinom mRNA SERT u posteljici

trudnica s normalnom tolerancijomiglukoze, ali ne i trudnica s GDM-om.

Tablica 4.3. Korelacija pl TM-a,i razina mRNA regulatornihgenaserotonina u posteljici.

Ukupni uzorak (n = 216) NGT (n=109) GDM (n =107)
Gen rs p-vrijednost rs p-vrijednost rs p-vrijednost
SERT -0,11 0,105 -0,21 0,026 0,03 0,778
OCT3 0,08 0,275 0,46 0,108 -0,02 0,834
TRPH1 0,05 0,498 0,09 0,330 -0,05 0,584
MAOA -0,07 0,336 -0,15 0,122 0,08 0,434
MAOB 2 0,03 0,756 -0,05 0,682 0,12 0,394
HTR2A 0,04 0,521 -0,02 0,853 0,10 0,318

NGT — normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus, rs— Spearmanov koeficijent korelacije.
4 analize za MAOB su provedene samo. na otkrivajucoj kohorti (n = 123; n = 68 u skupini NGT, n = 58 u skupini
GDM). Statisticki zna¢ajni rezultati su podebljani.

4.2.3 Povezanost koncentracija lipida u krvi i razina mRNA regulatornih gena

serotonina u posteljici

Kako bismo istrazili molekularne odrednice razina ekspresije regulatorninh gena
serotonina u posteljici, ispitali smo povezanost izmedu koncentracija pojedinih lipida u krvi
majke i razina mRNA navedenih gena u posteljici (Tablica 4.4). Analize smo proveli na

podskupini sudionica (n = 154) s dostupnim podacima o lipidnom profilu na kraju trudnoce
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(specifi¢no, 1 do 3 dana prije porodaja). Na ukupnom uzorku sudionica, primijetili smo
pozitivnu korelaciju koncentracije triglicerida i razine mRNA SERT te koncentracije HDL
kolesterola i razine MRNA OCT3, dok su koncentracije ukupnog kolesterola i LDL kolesterola
negativno korelirale s razinama mRNA HTR2A (Tablica 4.4). lako su opaZene kerelacije bile
statisti¢ki znacajne (p izmedu 0,032 i 0,006), bile su relativno slabe (rs izmedu -0,17i 0,22).
Koncentracija niti jednog od analiziranih lipida nije korelirala s razinama mRNA MAOA i
TPH1. Zasebne analize na podskupinama sudionica s NGT-om i GDM-omindicirale su da je
korelacija koncentracije triglicerida s razinom mRNA SERT prisutna sam@ kKed sudionica s
GDM-om, a HDL kolesterola s razinom mRNA OCT3 samo kod sudionicasNGT-om (Tablica
4.4). Sumarno, rezultati upucuju na povezanost lipidnog proefila‘u krvi majke i homeostaze
serotonina u posteljici te naglasavaju vaznost daljnjih istrazivanja u kontekstu razli¢itog statusa

tolerancije glukoze u trudno¢i.

Tablica 4.4. Korelacija koncentragcija triglicerida (Tg), ukupnog kolesterola (Chl), HDL
kolesterola i LDL kolesterola u krvi majke s‘razinama mRNA regulatornih gena serotonina u
posteljici.

Ukupni uzorak NGT GDM
(n=154) (n=75) (n=79)

Gen Tg Chl  HDL LDL Tg Chl HDL LDL Tg Chl HDL LDL
SERT

I's 0,17, 0,09« -0,09/ 0,12 0,01 013" -0,14 © 0422 022 0,08 -004 0,09

p 0,032 0,266 0j248 0,132 0,912 0,264 0,239, 0,057 0,061 0466 0,741 0,436
OCT3

I's -0,10 10,09 0,19 0,09 -0,21¢ -0,01 0,22, -0,06 0,08 0,18 0,09 0,20

p 0,239 0,267 €.0,023 0,302 0,082 0,945 0,062 0,621 0,502 0,118 0,426 0,089
TPH1

s -0,08 -0,10 0,09 -0,09 -0;19 -0,13 0,20 -0,18 0,06 -0,08 -0,05 -0,01

p 0,299 0,240 0,281 0,275 0,112, 0,262 0,096 0,120 0,615 0,507 0,642 0,903
MAOA

r/r,  -0,06 0,01® 0,008 0,072 0,10 0,01° '0;06 0,092 -0,15 0,00® 0,082 0,02

p 0,567 0,945 0,977 0,378 0,400 0,925 0,587 0,466 0,199 0,979 0481 0,833
HTR2A

I's -0,09 -0,21 0,05 -0,22 -0,16 -0,19 0,21 -0,16 0,01 -0,22 -0,13 -0,28

p 0,268 0,008 0,579 0,006 0,162 0,100 0,076 0,174 0,928 0,050 0,243 0,013

NGT - normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus, rs— Spearmanov koeficijent korelacije.
@ Pearsonov koeficijent korelacije, sve ostale vrijednosti se odnose na Spearmanov koeficijent korelacije. Ove
analize nisu provedene za gen MAOB zbog malog broja uzoraka. Statisti¢ki zna¢ajni rezultati su podebljani.
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4.2.4 Razina proteina SERT u posteljici

Da bismo detaljnije istrazili odnos izmedu maj¢inog metabolickog stanja i1 ekspresije
gena SERT u posteljici, odredili smo i razine proteina SERT (metodom ELISA) u odabranim
uzorcima posteljica iz skupina NGT-NW (n =21), NGT-OWO (n =22) i GDM-OWO,(n = 22).
Uzorci za analizu proteina SERT odabrani su sluc¢ajnim odabirom poS do 6 uzoraka iz svakog

kvartila vrijednosti mRNA odgovarajuce skupine.

Sukladno rezultatima na ukupnom uzorku (Slika 4.1.a), razine mRNA SERT u
odabranim uzorcima posteljice (Slika 4.2.a) bile su nize uskupinbtNGT-OWO nego skupinama
NGT-NW (p = 0,049) i GDM-OWO (p = 0,015), dok se nisu razlikovale izmedu NGT-NW i
GDM-OWO (p = 0,652). Medutim, suprotno na$em oc¢ekivanju,sazine proteina SERT (Slika
4.2.b) su bile vise u skupini NGT-OWO nego NGT-NW (p = 0,021) te vise u skupini GDM-
OWO nego NGT-NW (p = 0,005). Takoder je uocen statisticki znac¢ajan linearni trend izmedu
istrazivanih skupina, s najnizim vrijednostima u skupini NGT-NW, srednjim u NGT-OWO i
najvisim u GDM-OWO (p = 0,036, testza linearni trend).

U svim metaboli¢kim skupinama — NGT-NW (Slika 4.2:¢); NGT-OWO (Slika 4.2.d)
i GDM-OWO (Slika 4.2.e) = uocena je pozitivna korelacija izmedu razina mRNA SERT i
razina proteina SSERT. Takoder se moze uoditi da su regresijski pravei pojedinih skupina
medusobno paralelni, s podjednakim vrijednostima koeficijenta nagiba (0,016 u skupini NGT-
NW; 0,015 u skupini:NGT-OWO; 0,013 u skupini GBM-OWO). Ovi rezultati upuéuju na
podjednaku efikasnost translacije u svim skupinama te sugeriraju da povisene razine proteina
SERT u uvjetima maj€ine debljine nisu posljedica poveéane sinteze veé potencijalno smanjene

razgradnje proteina SERT.

Sveukupno, moglo bi. se zaklju€iti da je opazena smanjena razina mRNA SERT u
skupini NGT-OW potencijalne posljedica pokusaja kompenzacije suviSska proteina SERT
smanjenom transkripcijom gena SERT."Nepromijenjena razina mRNA SERT u skupini GDM-
OWO upucuje da ovaj kompenzacijski mehanizam izostaje u uvjetima poremecéene tolerancije

glukoze te su posljedi¢no razine proteina SERT najvise u skupini GDM-OWO.
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Slika 4.2. Razine.:@) mMRNA SERT i b) proteina SERT te korelacija razine mRNA SERT i
proteina SERT. u posteljici u skupinama c) " NGT-NW, d) NGT-OWO i ¢) GDM-OWO.
Relativna razina mRNA odredena je metgdom. RT-gPCRI normalizirana s obzirom na razinu
mRNA YWHAZ, a‘razina proteina odredena je.metodom ELISA. NGT — normalna tolerancija
glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus, NW — normalna tjelesna masa prije trudnocde,
OWO = prekomjerna tjelesna masa ili pretilost ‘prije trudnoce, r, — Pearsonov koeficijent
korelacije. a) i b) Prikazane su pojedinacne vrijednosti te medijan i interkvartilni raspon svake
metabolicke skupine; razlike medu ‘skupinama analizirane su jednosmjernom analizom
varijance (ANOVA) uz Fisherow, LSD (engl: least significant difference) post-hoc test. * p <
0,05, ** p < 0,01. Statisticki znacajni rezultati su podebljani.

4.2.5 Enzimska aktivnost MAOA u posteljici

U replikacijskom uzorku (n = 94), odredili smo enzimsku aktivnost MAOA u posteljici
kako bismo istrazili potencijalne razlike u enzimskoj kinetici izmedu metabolickih skupina te
potencijalnu povezanost razine mMRNA gena MAOA i maksimalne brzine enzimske reakcije

(Vmax) kao aproksimativne mjera ukupne koli¢ine aktivnog proteina.
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Metaboli¢ke skupine nisu se razlikovale u razini MRNA MAOA (Slika 4.3.a), u skladu
s rezultatom na ukupnom uzorku (Slika 4.1.d). Nije bilo razlika medu skupinama niti u
maksimalnoj brzini enzimske reakcije (Vmax), kao aproksimativnoj mjeriikupne, koli¢ine
aktivnog proteina MAOA (Slika 4.3.b). Zanimljivo, u skupini NGT=-NW, vise razinc mRNA
bile su povezane s visim vrijednostima Vmax (fp = 0,68, p = 0,001, Slika 4.3.c), dok korelacije
izmedu razine mRNA 1 vrijednosti Vmax nije bilo u skupinama NGT-OWQ\(rs = -0,06, p =
0,810, n = 21), GDM-NW (r, = 0,17, p = 0,370, n = 30) i GBM-OW® (r, =0,22, p = 0,330, n
=21).
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Slika 4.3. a) RazinemRNA MAOA i b) maksimalne brzine enzimske reakcije (Vmax) MAOA
te C) korelacija razine mMRNA MAOA i Vmax U posteljici- Relativha razina mRNA odredena je
metodom RT-gPCR 1 normalizirana s obzirom na‘razinu mRNA YWHAZ. Maksimalna brzina
enzimske reakcije odredena je uz prisutnost kinuramina kao supstrata te je izraCunata iz
Michaelis-Mentenine krivulje enzimske kinetike. NGT — normalna tolerancija glukoze, GDM
— gestacijski dijabetes melitus;, NW — mormalna tjelesna masa prije trudnoce, OWO —
prekomjerna tjelesna masa ili pretilest ptije trudnoce, rs— Spearmanov koeficijent korelacije,
ro— Pearsonov koeficijent korelacije.@) i b) Prikazane su pojedina¢ne vrijednosti te medijan i
interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama analizirane su a) Kruskal-Wallisovim testom
(KW = 7,8, p =0,049) uz Dunnov post-hoc test (svi p > 0,05) ili b) jednosmjernom analizom
varijance (ANOVA; R? = 0,01, p = 0,895) uz Tukeyev post-hoc test (svi p > 0,05). Statistic¢ki
znacajni rezultati su podebljani.
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Nadalje, usporedili smo mjere funkcionalnosti enzima MAOA izmedu metabolic¢kih
skupina. Michaelisova konstantu (Km), mjera afiniteta enzima za supstrat, znacajno se
razlikovala izmedu metaboli¢kih skupina (R? = 0,06, p = 0,002, Slika 4.4.a). Budu¢i da post-
hoc test nije pokazao statisti¢ki znacajne razlike medu pojedinim skupinama (svi p > 0,05),
rezultate smo analizirali i dvosmjernom analizom varijance (ANOVA). Analiza je pokazala
statisti¢ki znacajan glavni uéinak statusa tolerancije glukoze na Km(p,= 0,023), pri ¢emu su
skupine s GDM-om imale visi Km u odnosu na skupine s NGT-om «Ovaj rezultat sugerira da je
afinitet enzima MAOA prema supstratu snizen u posteljicama iz trudno¢a s GDM-om.
Kataliticka efikasnost enzima, izraCunata kao omjer Vmax I Km,nije sesznacajno razlikovala

izmedu metaboli¢kih skupina (R? = 0,01, p = 0,318, Slika 4.4b).
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Slika 4.4..Funkcionalnost proteina MAOA u posteljici: a) Michaelis-Mentenina konstanta
(Km) i b) kataliticka efikasnost enZima (Vmax/Km); S 0bzirom na majc¢in status tjelesne mase
prije trudnoce i status tolerancije glukoze u trudno¢i. Aktivnost enzima odredena je reakcijom
uz prisutnost kinuramina kao‘supstrata te izracunata iz Michaelis-Mentenine krivulje enzimske
kinetike. NGT — normalna tolerancija glukoze, GDM - gestacijski dijabetes melitus, NW —
normalna tjelesna masa, OWO —“prekomjerna tjelesna masa ili pretilost prije trudnoce.
Prikazane su pojedinacne vrijednosti te medijan 1 interkvartilni raspon. Razlike medu
skupinama analizirane su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) uz Tukeyev post-hoc
test.
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4.3 Povezanost polimorfizama i razina mRNA regulatornih gena serotonina u

posteljici

Da bismo istrazili povezanost polimorfizama u nukleotidnom slijedu gena SERT,
MAOA i HTR2A s njihovom ekspresijom u posteljici, prvo smo usporedili- ucestalosti
genotipova izmedu hovorodencadi majki s NGT-om i majki s GDM<om, a zatim smo usporedili

razine mMRNA pojedinog gena u posteljici izmedu odgovarajucih skupinagenotipova.

4.3.1 Polimorfizmi gena SERT

U genu SERT analizirali smo jedan polimorfizam duljine (SHTTLPR) i jedan
polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (rs25532) u promotorskoj regiji (Slika 4.5.) te jedan
polimorfizam duljine u drugom intronu (STin2, Slika4.6.). Opazene ucestalosti genotipova na
ukupnom uzorku nisu odstupale od Hardy-Weinbergove ravnoteze (p = 0,961 za 5SHTTLPR, p
=0,797 za SHTTLPR/rs25532, p = 04692 za STin2). Ucestalosti genotipova nisu se razlikovale
izmedu novorodencadi majki s NGT-om| I »GDM-om niti za jedan »od analiziranih

polimorfizama (Tablica 4.5).

9. .10 11..12° 513545815
)

400 pb
300 pb

200 pb

Slika 4.5. Produkti lan¢ane reakcije polimerazom (jazice 1-3) i razgradnje produkata PCR-a
restrikcijskom endonukleazom Mspl (jaZice 4-15) u svrhu odredivanja polimorfizama
S5HTTLPR i rs25531 gena SERT. Elektroforeza je provedena u gelu agaroze (3%). Produkti
PCR-a: jazica 1 — genotip S/S, jazica 2 — genotip L/L, jazica 3 — negativna kontrola. Produkti
razgradnje: jazica 4 — genotip La/Lg, jazica 5 — genotip Lg/S, jazZice 6, 7, 8, 10, 12, 13 15, -
genotip La/S, jazice 9 i 14 — genotip La/La, jazica 11 — genotip S/S. M - standard duljine
odsjecaka DNA.
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Slika 4.6. Produkti lancane reakcije polimerazom u syrhu odredivanja polimorfizma STin2
gena SERT. Elektroforeza je provedena u gelu agaroze (3%)4Jazice 17’5 — genotip 12/9, jazice
2,7,8,9,121 13 —genotip 12/10, jazica 3 — negativna kontrola, jazice 4, 6, 10, 111 15 — genotip
12/12, jazica 14 — genotip 10/10. M - standard duljine,odsjecaka DNA.

Tablica 4.5. Ucestalosti genotipova, polimorfizama u promotoru <(SHTTLPR,
S5HTTLPR/rs25532) i drugom intronu (STin2) gena SERT kod novorodencadi majki s
normalnom tolerancijom glukoze (NGT) I gestacijskim dijabetesom melitusom (GDM),

Polimorfizam NGT GDM .
Genotip (n = 109) (n=107)  Pyriednost®
S5HTTLPR
SIS 18 (16,5 %) 16 (15,0 %) 0,861
S/L 50 (45,9 %) 53 (49,5 %)
L/L 41 (37,6%) = 38 (35,5 %)
SHTTLPR/rs25532
S/S 18 (165 %) 16 (15,0 %) 0,515
Lg/s 1 (09 %) 5.(4,7 %)
I<a/S 49 (45,0 %) 48,(44,9 %)
Lg/Lg 0 (0,0 %) 1(0,9 %)
La/Lg 8.(7,3 %) 9 (8,4 %)
La/La 33(3013 %) 28 (26,2 %)
STin2
12/12 30 (275%) 37 (34,6 %) 0,502
12/10 57 (52,3%) 50 (46,7 %)
10/10 17 (15,6 %) 16 (15,0 %)
12/9 3(2,8%) 4 (3,7 %)
10/9 2 (1,8 %) 0 (0,0 %)

Prikazani su broj (n) i postotak (%). # hi-kvadrat test.
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Na Slici 4.7.a prikazane su razine mMRNA SERT u posteljici u skupinama genotipova
trialelnog sustava (SHTTLPR/rs25532) promotorskog polimorfizma gena SERT. Razina
MRNA SERT u posteljici znacajno se razlikovala medu skupinama genotipova (KW = 17,36;
p = 0,002). Post-hoc test je pokazao da je bila visa u skupini s genotipom La/S-u odnosu na
skupinu s genotipom La/Lg (p = 0,003), dok se nije razlikovala izmedu ostalih skupina
genotipova (Slika 4.7.a). U nastavku smo genotipove grupirali u skupinu s visokom
ekspresijom i skupinu s niskom ekspresijom. S obzirom da segalel Laypovezuje s visom
ekspresijom mRNA gena SERT u odnosu na alele Lg i ST (Murphy'i Moya, 2011),
homozigotnom genotipu La/La smo dodijelili status genotipa's visokomekspresijom, dok smo

genotipove S/S, Lg/S i Lg/Lg grupirali u skupinu s niskom ekspresijom.

oo W
o W o
] ] |

—_
[V
|

Relativna ekspresija mRNA

Relativna ekspresija mRNA

T
S/S Lg/S La/S La/Lg La/La La/LailLa/S Ostali
Genotip Genotip

Slika 4.7. Razina mRNA gena SERT,u posteljici u ovisnosti o trialelnom polimorfizmu
S5HTTLPR/rs25532 u prometoru gena SERT. Relativna razina mRNA SERT u uzorcima
posteljice odredena je metodom»RT-gPCR i normalizirana s obzirom na razinu mRNA
YWHAZ. Prikazane su a) razine mRNA s obzirom na genotip SHTTLPR/rs25532 (genotip
Lg/Lg nije prikazan, n = 1) i b) razine mRNA u skupini genotipova s visokom (La/La, n = 61
i La/S, n =97) i niskom (S/S, n =34; Lg/S, n=6; La/Lg, n =171 Lg/Lg, n = 1) ekspresijom
prema literaturnim i opazenim podacima (vidi tekst za detalje). Prikazane su individualne
vrijednosti te medijani i interkvartilni raspon svake od genotipnih skupina. Razlike medu
skupinama analizirane su a) Kruskal-Wallisovim testom uz Dunnov post-hoc test ili b) Mann-
Whitneyevim testom. ** p < 0,01
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Genotipove s kombinacijom jednog alela s visokom ekspresijom (La) i jednog alela s
niskom ekspresijom (S ili Lg) smo grupirali sukladno opazanju na ispitivanom uzorku (Slika
4.7.a), tj. genotip La/S smo grupirali u skupinu genotipova s visokom ekspresijom, dok smo
genotip La/Lg grupirali u skupinu genotipova s niskom ekspresijom. S obzirem na takvo

grupiranje, na ispitivanom uzorku nije uo€ena razlika u razini mRNA medu skupinama (p =

0,336; Slika 4.7.b).

Razina mRNA SERT u posteljici nije se razlikovala s obzinom na genotip polimorfizma
STin2 (KW = 0,77 p = 0,9429, Slika 4.8.a). Razina mRNA nije se razlikovala (p = 0,615) niti
medu skupinama grupiranima sukladno literaturnim podatcima (Hranilovic i sur., 2004) u
visoko eksprimirajuci (12/12) i nisko eksprimirajuée (12/10, 10/10,°12/9) genotipove (Slika
4.8.b).
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Slika 4.8. Razina mRNA SERTw posteljici u ovisnosti o polimorfizmu STin2 u drugom intronu
gena SERT. Relativna razina mRNA SERT u uzorcima posteljice odredena je metodom RT-
gPCR i normalizirana s obzirom na‘razinu mMRNA YWHAZ. Prikazane su a) razine mRNA s
obzirom na genotip STin2 (genotip 10/9 nije prikazan, n = 2) i b) razine mRNA u skupini
genotipova s visokom (12/12, n = 67) i niskom (12/10, n = 107; 10/10,n =33; 12/9,n =71
10/9, n = 2) ekspresijom prema literaturnim podacima (vidi tekst za detalje). Prikazane su
individualne vrijednosti te medijan i interkvartilni raspon svake od genotipnih skupina. Razlike
medu skupinama analizirane su a) Kruskal-Wallisovim testom uz Dunnov post-hoc test ili b)
Mann-Whitneyevim testom. Sve p-vrijednosti bile su vecée od 0,05.
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4.3.2 Polimorfizam gena MAOA

U genu MAOA analizirali smo polimorfizam uVNTR u promotorskoj regiji (Slika 4.9.),
koji se sastoji od sekvence duljine 30 pb prisutne u 2, 3, 3,5, 4 ili 4,5 kopija (Sabol i sur., 1998).
S obzirom na smjestaj gena MAOA na kromosomu X, muska novorodencad j€ hemizigotna, te
je analiza uskladenosti s Hardy-Weinbergovom ravnotezom ‘prevedena préma’ metodi
prilagodenoj za X-vezane gene (Graffelman i Weir, 2016)...Ugestalost. genotipova
polimorfizma uVNTR u promotoru gena MAOA na ukupnom uzorku bila je'usskladu s Hardy-
Weinbergovom ravnotezom (p = 0,966). Ucestalost genotipova nije se srazlikovala medu
skupinama NGT i GDM (Tablica 4.6.)

Tablica 4.6. Ucestalosti genotipova polimorfizma uVNTR uspromotoru gena MAOA kod
novorodencadi majki s normalnom tolerancijom glukeze (NGT) i gestacijskim dijabetesom
melitusom (GDM).

Spol NGT GDM .
Genotip UVNTR (n = 109) (n=107)  Prvriednost®
Zenska novorodenéad
2/4 1(1,8%) 0(0,0 %) 0,627
3/3 7 (12,7 %) 6 (11,3 %)
3/3,5 1(1,8 %) 1(1,9 %)
3/4 23 (41,8 %) 22 (41,5 %)
3(4,5 1(1,8 %) 0 (0,0 %)
3,5/4 0 (0,0 %) 1.(1,9%)
4/4 20 (36,4 %) 23 (43)4 %)
414,5 2 (3,6 %) 0,(0,0 %)
Muska noevorodencad
3 16 (29,6 %) 23 (42,6 %) 0,235
35 1(1,9 %) 0(0,0 %)
4 36.(66,7 %) 28 (51,9 %)
4,5 1 (1,9 %) 3 (5,6 %)

Prikazani su broj (n) i postotak (%). NGT = normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus. @
hi-kvadrat test.

Usporedbe razine mRNA u posteljici s obzirom na polimorfizam uVNTR u promotoru
gena MAOA provedene su samo za ucestale genotipove, koji su bili detektirani kod vise od pet
sudionika (specifi¢no, genotipovi 3/3, 3/4 1 4/4 za zensku te 3 1 4 za musku novorodencad).
Kod Zenske novorodencadi, razina mRNA gena MAOA u posteljici bila je visa u skupini s

genotipom 3/3 u odnosu na genotipove 3/4 (p = 0,022) i 4/4 (p = 0,006), dok izmedu genotipova
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3/4 1 4/4 nije bilo razlike (Slika 4.10.a). Kod muske novorodencadi, nije bilo razlike u razini

mRNA izmedu hemizigotnih genotipova 3 i 4 (p = 0,936, Slika 4.10.b).

400 pb
300 pb

200 pb

Slika 4.9. Produkti lancane reakcije polimerazom u svrhut odredivanja polimorfizma UVNTR
gena MAOA. Elektroforeza je provedena ungelu agaroze (3,5%). Jazica 1 — genetip 4,5/4,5,
jazica 2 — genotip 4/4,5*, jazice 3 i 4, genotip 4/4, jazica 5 — genotip 3/4*, jazica 6, genotip 3/3,
jazica 7 — genotip 2/4*, jazica 8 — gengtip 2/3*, jazica 9 genotip 3,5/4* M =standard duljine
odsjecaka DNA. *Kod heterozigota seucgelu agaroze predocava dodatni produkt iznad
odsjecaka ocekivanih duljina koji predstavlja heterodupleks kra¢eg induljeg lanca DNA.
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Slika 4.10. Razina mRNA gena MAOA u posteljici u ovisnosti o polimorfizmu uVNTR u
promotoru gena MAOA. Relativna razina mRNA MAOA u uzorcima posteljice odredena je
metodom RT-gPCR i normalizirana s obzirom na razinu mMRNA YWHAZ. Prikazane su razine
mMRNA s obzirom na genotip uUVNTR kod a) zenske novorodencadi (rijetki genotipovi, 2/4 (n
=1),335(M=2),345 (n=1), 354 (n=1)1i4/45 (n = 2), nisu prikazani) i b) muske
novorodencadi (rijetki genotipovi, 3,5 (n = 1) i 4,5 (n = 4), nisu prikazani). Prikazane su
pojedinacne vrijednosti te medijan i interkvartilni raspon svake od genotipnih skupina. Razlike

medu skupinama analizirane su @) jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) uz Tukeyev
post-hoc test ili b) t-testom. * p < 0,05, ** p < 0,01
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4.3.3 Polimorfizmi gena HTR2A

U genu HTR2A analizirali smo dvije varijacije pojedina¢nog nukleotida u promotorskoj
regiji: rs6311 (-1438 G > A) i rs6306 (-1421 C > T). Analize HTR2A polimorfizama provedene
su samo u otkrivaju¢em uzorku (n = 123). Ucestalosti genotipova obaju polimorfizama bile su
u skladu s o¢ekivanjem prema Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (p =10,807 za rs6311, p = 0,931
za rs6306). Izmedu novorodencadi majki s NGT-om i GDM-om nije.bilorazlike u uéestalosti
genotipova rs6311 (p = 0,557) i rs6306 (p = 0,547, Tablica 4.7.)

Tablica 4.7. Ucestalosti genotipova polimorfizama rs6311 i 6306, u promotoru gena HTR2A
kod novorodencadi majki s normalnom tolerancijom glukoze W(NGT) 1 gestacijskim
dijabetesom melitusom (GDM).

Polimorfizam NGT GDM .
Genotip (n=67) (n=56) p-vrijednost

rs6311

GG 29 (43,3.%) 20 (35,7 %) 0,557

GA 27 (40,3 %) 28 (50,0 %)

AA 11 (16,4.9%) 8 (14,3 %)
rs6306

cC 55 (82,1 %) 45 (80,4 %) 0,547

CT 12 (17,9 %) 10 (17,9 %)

TT 0 (0,0 %) 1(1,8%)

Prikazani su broj (n) irpostotak (%). NGT — normalna tolerancija.glukazef GDM — gestacijski dijabetes melitus. ?
hi-kvadrat test.

Razina mMRNA HTR2A u posteljicisnije 'se razlikovala s obzirom na genotip
polimorfizmars6311 (p = 0,230, Slika 4.11.a). U slu¢ajupolimorfizma rs6306, razine mMRNA
HTR2A subile nize (za 25,5 %) u posteljicama s rijetki genotipom CT u odnosu na genotip CC
(p=0,007, Slika 4.11.b).
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Slika 4.11. Razina mRNA gena HTR2A u posteljici_uovisnaosti o polimorfizmima a) rs6311 (-
1438 G > A) i b) rs6306 (-1421 C > T) u prometoru gena HTR2A. Relativna razina mRNA
HTR2A u uzorcima posteljice odredena je metodom\RT-gPCR'T normalizirana s obzirom na
razinu mMRNA YWHAZ. Genotip TT polimorfizma rs6306 (n = 1) nije prikazan. Prikazane su
pojedinacne vrijednosti te medijan i interkvartilni raspon.‘Razlike medu skupinama.analizirane
su a) Kruskal-Wallisovim testom uz/Dunnovipost-hoc test ili b) t-testom. ** p < 0,01:

44  Povezanost metilacijerinrazine mRNA regulatornih gena sergtonina u,posteljici

U nastavku istrazivanja zeljeli smo ispitati ovise li razine mRINA gena SERT, MAOA i
HTR2A u posteljici o stupnju metiliranosti CpG mjesta u regulatornim regijama ovih gena. Za
ostale gene nismo pronaslifliteraturne i/ili in silieoypodatke o patencijalno interesantnim CpG
mjestima U mjihovim_sekvencama. Istrazivamje smonproveli na<podskupini sudionika iz
otkrivajuéeg uzorka (n = 123), a stupanj, metiliranosti‘edabranih CpG mjesta u uzorcima

posteljice odredili smo metodom pirosekvenciranja DNA modificirane bisulfitom.

44.1 Povezanost metilacije i razine mRNA gena SERT

Metilacijske analize gena SERT obuhvatile su 15 CpG mjesta u prvom intronu (Tablica
3.16). Odredivanje metilacije CpG myjesta 5736 nije proslo kontrolu kvalitete kod veéeg broja
uzoraka te to mjesto nije ukljueno u analize. Stupanj metiliranosti znacajno se razlikovao
izmedu pojedinih CpG mjesta (KW =990, p < 0,0001), a na ve¢ini CpG mjesta (uz iznimku
mjesta 5418, 5690 i 5734), metilacija je bila visa u posteljicama zenske nego muske
novorodencadi (Slika 4.12.)
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Slika 4.12. Razine metilacije 14 ‘analiziranih CpG mjesta u prvom intronu gena SERT u
posteljicama Zenske (n = 61)d muske (N = 62) novorodencadi. Razine metilacije,odredene su
metodom pirosekvenciranja DNA, modificirane bisulfitom.” Prikazane su pojedinacne
vrijednosti te medijan i interkvartilniraspon. Razlike medu skupinama analizirane su t-testom
ili Mann-Whitneyevimitestom..* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p<0;001

Razine metilacije na svim mjestima osim‘na mjestu 5405 bile'su medusobno pozitivno
korelirane (red 0,35,do0,88; svi p < 0,0001, Tablica 4.8.)»Stoga smo izracunali srednju
vrijednost metilacije svih mjesta osim mjesta 4505 inkoristili.smo je u daljnjim analizama kao

integrativnu mjeru metilacije u ispitivanoj regiji.(u daljnjem tekstu: metilacija SERT).

U ukupnom uzorku, razine metilacije SERT FrmRNA SERT su bile slabo (rs=-0,20), ali
statisticki znacajno (p = 0,029) korelirane, pri ¢emu su vise razine metilacije bile povezane s
nizim razinama mRNA (Slika'4.13.). Daljnjaanaliza podataka pokazala je prisutnost negativne
korelacije razina metilacije SERT FmRNA SERT i u podskupini sudionica s NW (rs=-0,35, p
=0,007, n =59, Slika 4.13.a), dok u podskupini sudionica s OWO nije bilo korelacije izmedu
razine metilacije i mRNA (rs= -0,07, p = 0,594, n = 63, Slika 4.13.b). Korelacije metilacije
SERT i mRNA SERT nije bilo u podskupinama GDM i NGT (nije prikazano).
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Tablica 4.8. Koeficijenti korelacije (ispod dijagonale tablice) i p-vrijednosti (iznad dijagonale tablice) zamedusobnu korelaciju metilacije 14 CpG
mjesta u prvom intronu gena SERT u posteljici.

i /pp 5405 5410 5418 5425 5433 5447 5455 5462 5465 5480 5489 5665 5690 5734
5405 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0587 0,0143 0,0344
5410 0,57 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 , <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5418 0,42 0,69 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 “<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5425 0,42 0,59 0,77 <0,0001 <0,0001,  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 ,<0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001
5433 0,33 0,77° 0,78 0,65 <0,0001 ; <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 '<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5447 0,46 0,68 0,72 0,60 0,82 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0j0001 <0,000% <0,0001 <0,0001 <0,0001
5455 0,38 0,56 0,66 0,59 0,71 0,75 <0,0001 <0,0001 ¢ <0,0001» <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5462 0,45 0,68 0,75 0,66 0,82 0,81 0,79 <0,0001 = <0,0001 “<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5465 0,37 0,592 0,73 0,60 0,70 ? 0,72 0,82 0,81 <0,0001 »<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5480 0,49 0,762 0,65 0;534 0,782 0,77 0,70 0,77 0,73 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5489 0,47 0,72 0,70 0,63 0,80 0,82 0,72 0,83 0,76 0,88 <0,0001 <0,0001 <0,0001
5665 0,17 0,632 0,60 0,43° 0,712 0,57 0,44 0,60 0,48 2 0,592 0,70 <0,0001 <0,0001
5690 0,22 0,632 0,61 0,442 0,672 0,61 0,46 0,61 0,48° 0,64 0,71 0,822 <0,0001
5734 0,19 0,582 0,47 0,36 ° 0,60 ® 0,54 0,43 0,51 0,402 0,54 0,64 0,702 0,762

p — p-vrijednost, rs — Spearmanov Koeficijent korelacije, r, — Pearsonov koeficijent korelacije. Pearsonovikoeficijent korelacije, sve ostale vrijednosti se odnose na Spearmanov
koeficijent korelacijesStatisticki znaajne p-vrijednosti su podebljane.
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Slika 4.13. Korelacija metilacije i razine mMRNA gena'SERT u posteljici. Relativna razina
mRNA odredena je metodom RT-qPCR i normalizirana s obzirom nasrazinu mRNA YWHAZ,
a razine metilacije odredene su metodom pirosekvenciranja DNA modificirane bisulfitom.
Analize su provedene u a) ukupnom uzorku sudionica te zasebno u skupini sudionica s b)
normalnom tjelesnom masom prije trudnoce i €) prekomjernom tjelesnom masom / pretilo§éu
prije trudnoce. rs— Spearmanov koeficijent korelacije, n'=broj sudionika (jedan uzorak je bio
odstupajuca vrijednost i izostavljen je 1z analiza). Statisti¢ki znacajni rezultati su padebljani.

4.4.2 Povezanost metilacijesih,razine mRNA gena MAOA

Metilacijske analize.gena MAOA obuhvatile su devet CpG mjesta usprvom egzonu i
intronu (Tablica 3:16). ©dredivanje metilacije CpG mjesta 1526 mije proslo kontrolu kvalitete
kod ve€eg broja uzorakade to mjesto nije uklju¢eno u analize. Na svim CpG mjestima,
metilacijajebila 1zrazito viSa kod Zenske nege'muskenovorodencadi(Slika 4.14.), $to se moze
povezati s'inaktivacijom jednog kromosoma X kod Zenske novorodencadi. Stoga su sve daljnje
analize provedene za svaki spol zasebno. Kod zenske noverodencadi (n = 61), stupanj
metiliranostiznacajno se razlikovao izmedu pojedinih, CpG mjesta (KW = 162, p < 0,0001).
Kod muske novorodencadi (n = 62);stupanj metiliranosti znac¢ajno se razlikovao (KW =24, p

=0,001) jedino izmedu CpG mjesta 1455,u odnosu na 1480 (p = 0,018) i 1486 (p = 0,022).

Kod zenske novorodencadi, razine metilacije bile su medusobno pozitivno korelirane
(r od 0,29 do 0,81; svi p < 0,05, Tablica 4.9.) izmedu svih mjesta osim mjesta 1455 i 1492.
Kod muske novorodencadi, razine metilacije na svim mjestima bile su medusobno Visoko
pozitivno korelirane izmedu svih mjesta (r od 0,88 do 0,96; svi p < 0,0001, Tablica 4.10.). Kod
zenske 1 muske novorodencadi na mjestu 1455 uocena je dihotomizacija razina metilacije medu
uzorcima. Stoga smo u daljnjim analizama kao integrativnu mjeru metilacije u ispitivanoj regiji

koristili srednju vrijednost metilacije 7 CpG mjesta (bez mjesta 1455, u daljnjem tekstu:
metilacija MAOA).
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Slika 4.14. Razine metilacije 8 analiziranih CpG mjesta u prvom egzonu i prvom intronu gena
MAOA u posteljicama Zenske (n = 61) 1 muske (n = 62) novorodencadi. Razine metilacije
odredene su metodom pirosekvenciranja® DNA modificirane, bisulfitom. "Prikazane su
pojedinacne vrijednosti t&medijan rinterkvartilni raspon. Razlike medu skupinama analizirane
su Mann-Whitneyevim testom. **** p'< 0,0001

Tablica-4.9. Zenska novorodendad: koeficijentiy korelacije (ispod dijagonale tablice) i p-
vrijednosti (iznad dijagonale tablice) za“medusobnu, korelaciju metilacije 8 CpG mjesta u
prvom egzonu | intronu gena MAOA u posteljicama.

r) fp 1455 1462 1464 1477 1480 1486 1492 1521
1455 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0008 0,234 0,0002
1462 0,70 <0,0001 » <0,0001  <0,0001 0,0006 0,0007 <0,0001
1464 0,81 0,59 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0243 0,0025
1477 0,65? 0,61 0,60 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1480 0,63° 0,60 0,59 0,61 <0,0001  <0,0001 <0,0001
1486 0,422 0,43 0,52 0,68 0,65 <0,0001  <0,0001
1492 0,152 0,42 0,29 0,52 0,60 0,62 <0,0001
1521 0,462 0,60 0,38 0,56 0,64 0,50 0,63

p — p-vrijednost, rs — Spearmanov koeficijent korelacije, r, — Pearsonov koeficijent korelacije.
a Spearmanov koeficijent korelacije, sve ostale vrijednosti se odnose na Pearsonov koeficijent
korelacije. Statisticki znacajne p-vrijednosti su podebljane.
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Tablica 4.10. Muska novorodencad: koeficijenti korelacije (ispod dijagonale tablice) i p-
vrijednosti (iznad dijagonale tablice) za medusobnu korelaciju metilacije 8 CpG mjesta u

prvom egzonu i intronu gena MAOA u posteljicama.

rsp 1455 1462 1464 1477 1480 1486 1492 1521
1455 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0;0001" »<0,0001
1462 0,93 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <040001 <0,000¥ '<0,0001
1464 0,91 0,90 <0,0001 <0,0001 <0,0001, <0,0001 <0,0001
1477 0,88 0,93 0,90 <0,0001  <040001 " <0,0001+* <0,0001
1480 0,89 0,92 0,90 0,95 <0,0001  <0,0001  <0,0001
1486 0,91 0,92 0,90 0,96 0,95 <0,0001  <0,0001
1492 0,92 0,93 0,92 0,95 0,94 0,94 <0,0001
1521 0,92 0,93 0,93 0,94 0,92 0,96 0,95

p — p-vrijednost, rs — Spearmanov koeficijent korelacije. Statisticki znacajne p-vrijednosti su
podebljane.

Kod Zenske novorodencadi, razine metilacije MAOA i mMRNA MAOA u posteljici nisu
bile korelirane na ukupnom uzorku (Slika 4.15.a), a niti kod zasebnih analiza skupine,\NGT
(Slika 4.15.b) i GDM Slika 4415.c).

a) b) c)
< 40q £, = 0,10 : 4,0+ r,=0,16 < 407 r, = 0,06
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Slika 4.15. Zenska novorodendad: korelacija metilacije i razine mRNA gena MAOA u
posteljici. Relativna razina mRNA odredenaje metodom RT-qPCR i normalizirana s obzirom
na razinu MRNA YWHAZ, a razimeimetilacije odredene su metodom pirosekvenciranja DNA
modificirane bisulfitom. Analize su provedene u a) ukupnom uzorku sudionica te zasebno u
skupini sudionica s b) normalnom tolerancijom glukoze i ¢) gestacijskim dijabetes melitusom.
ro— Pearsonov koeficijent korelacije, n — broj sudionika.

Kod muske novorodencadi, razine metilacije MAOA i mRNA MAOA u posteljici bile
su slabo, ali znacajno korelirane u ukupnom uzorku (rs = -0,26, p = 0,039, Slika 4.16.a), pri
¢emu su nize razine metilacije bile povezane s vi§im razinama mMRNA. Daljnja analiza

podataka je pokazala da u skupini sudionica s NGT-om, korelacija razina metilacije MAOA i
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MRNA MAOA nije dosegla prag statisticke znacajnosti (rs = -0,20, p = 0,262, n = 32, Slika
4.16.b), dok je u skupini sudionica s GDM-om bila umjerena i ostala statisticki znacajna (rs =

-0,47, p = 0,014, n = 27, Slika 4.16.c). Korelacije metilacije MAOA i mMRNA MAOA nije bilo
u podskupinama NW i OWO (nije prikazano).

a) b) C)
< 409 r=-02 < %0 n=-020 < 407 1 =- 0,47
Z 354 —0.039 & 354 p=0262 e 3,54 p=0,014
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Slika 4.16. Muska novorodencad: Kerelacije metilacije i razine mRNA gena. MAOA u
posteljici. Relativna razina mRNA edredena je metodom RT-qPCR i normalizirana's ebzirom
na razinu mMRNA YWHAZ, a razine metilacije odredene su metodom pirosekvenciranja BNA
modificirane bisulfitom. Analize su provedene u a) ukupnom uzorku sudionicaste zasebno u
skupini sudionica s b) normalnom telerancijom glukoze i c) gestacijskim dijabetes melitusom.
rs — Spearmanov koeficijent korelacije, n — broj sudionika. Statisti€ki zna¢ajni,rezultati su
podebljani.

4.4.3 "Povezanostimetilacije i razine mRNA gena HTR2A

Metilacijske analize gena HTR2A obuhvatile ‘suycetiri CpG mjesta u promotoru
(Tablica 3.16): Analiza metilacije na mjestu 4464 za dva uzorka nije bila uspjesna te su oni
iskljuceni iz.analize{ Metilacija na CpG mjestima 4691 14709 bila je pod snaznim utjecajem
genotipova rs6311 i rs6306. Naimey polimorfizam rs6311 rezultira supstitucijom gvanina u
adenin u slijedu CpG na mjestu 4691, dok.polimorfizam rs6306 rezultira supstitucijom citozina
u timin na CpG mjestu 4709. Stoga smo analize korelacije metilacije i MRNA usredoto¢ili na
mjesta 4464 i1 4905 ¢ija je metilacija bila neovisna o genotipu. Razine metilacije CpG mjesta
4464 i 4905 bile su znacajno pozitivno korelirane (r = 0,35, p < 0,0001), ali je metiliranost
mjesta 4464 bila izrazito visa nego mjesta 4905 (p < 0,0001) te su stoga daljnje analize
provedene za svako mjesto zasebno. Na oba mjesta razina metilacije bila je niza u posteljicama

zenske nego muske novorodencad (p = 0,004 za 4464, p = 0,0003 za 4905, Slika 4.17.).

Na ukupnom uzorku, stupanj metiliranosti CpG mjesta 4464 (r = 0,03, p = 0,792,
n =118, Slika 4.18.a) i 4905 (r = 0,14, p = 0,143, n = 120, Slika 4.18.b) nije bio koreliran s
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razinom mRNA gena HTR2A u posteljici. S obzirom na razlike u razini mMRNA u ovisnosti 0
genotipu polimorfizma rs6306 (Slika 4.11.), korelacije su istrazene i zasebno u skupinama
genotipa CC i CT, no nije pronadena korelacija s razinom metilacije niti na CpG mjestu 4464
ni 4905 (oba p > 0,05, nije prikazano). Stupanj metiliranosti CpG mjesta 4464 i.4905 nije bio
koreliran s razinom mRNA gena HTR2A niti u podskupinama sudionika s/bzirom na status

tjelesne mase ili status tolerancije glukoze (svi p > 0,05).

* % .
100 1 o Zenska novorodencad
s o Muska novorodencad
TS
S S
= 60
.5'
=
D
=
20—
0 :
4464 4905

CpG mjesto

Slika 4.17. Razine metilacije dvaju CpG mjesta u promotoru gena HTR2A u posteljicama
zenske (n = 61) ismuske (n"=62) novorodencadi. Razine metilacije odredene su metodom
pirosekvenciranja DNA modificirane bisulfitom. Usporedbe meda skupinama analizirane su t-
testom (4464) ili Mann-Whitneyevim testom (4905). ** p'< 0401, *** p < 0,001
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Slika 4.18. Korelacije metilacije i razine mMRNA gena HTR2A u posteljici. Relativna razina
mRNA odredena je metodom RT-gPCR i normalizirana je s obzirom na razinu mRNA
YWHAZ, a razine metilacije mjesta a) 4464 i b) 4905 u posteljici odredene su metodom
pirosekvenciranja DNA modificirane bisulfitom. rs — Spearmanov koeficijent korelacije, n —
broj sudionika.
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4.5 Povezanost razina mMRNA regulatornih gena serotonina u posteljici i

antropometrijskih karakteristika novorodenceta

4.5.1 Bivarijatne analize

Da bismo istrazili potencijalnu ulogu serotoninskog sustava posteljice/u regulaciji
fetalnog rasta, analizirali smo korelaciju razine mMRNA regulatornih gena serotonina u posteljici

s porodajnom masom, duljinom i ponderalnim indeksom novorodénceta.

Tablica 4.11. Korelacija razina mRNA regulatornih gena'serotonina u posteljici s porodajnom
masom, duljinom i ponderalnim indeksom novorodenceta.

Porodajna masa Porodajna duljina Ponderalni indeks
novorodenceta novorodenceta novorodenceta
Naziv gena rs p-vrijednost rs p-vrijednost rs p-vrijednost
SERT -0,19 0,005 -0,15 0,029 -0,07 0,343
OCT3 0,12 0,094 0,07 0,295 0,07 0,308
TPH1 0,03 0,684 0,13 0,062 -0,10 0,160
MAOA 0,05 0,499 0,04 0,519 0,04 0,591
MAOB ? 0,06 0,536 0,15 0,108 -0,09 0,340
HTR2A 0,02 0,716 -0,07 0,308 0,11 0,100

rs— Spearmanov koeficijent,korelacije. ® analize za MAOB su provedene samomna otkrivajucoj kohorti (n=123; n
= 68 u skupini NGT; n' = 58 u skupini GDM). Statisticki znac¢ajni rezultati su podebljani.

Razina mRNA gena SERT u posteljici slabo,.ali zna¢ajno je korelirala s porodajnom
masom (rs =-0,19, p.=0,005) i duljinom (rs = -0,15, p = 0,029), na nacin da su niZe razine
MRNA SERT. bile,povezane s viSom porodajnom :imasomyi duljinom. Ponderalni indeks
novorodenceta nije bio koreliran s razinom mRNA SERT (rs = -0,07, p = 0,343, Tablica 4.11.).
Razine ' mRNA ostalih gena (OCT3, TPH1, MAOA; MAOB i HTR2A) u posteljici nisu bile
korelirane s porodajnom masom, duljinem niti ponderalnim indeksom novorodenceta (Tablica

441).

4.5.2 Multipla linearna regresijska analiza

Budu¢i da smo uocili statisticki znacajnu negativnu korelaciju razina mRNA gena
SERT u posteljici s porodajnom masom i duljinom novorodenceta (Tablica 4.11.), proveli smo
i viSestruke linearne regresijske analize s porodajnom masom ili duljinom kao izlaznim

varijablama, a mMRNA SERT kao prediktorom, uz spol novorodenceta, pusenje u trudno¢i i
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gestacijsku dob kao kontrolne varijable. Analize su provedene na podskupu uzoraka za koje

smo imali podatak o pusenju u trudno¢i (n = 208).

Model je statisticki znac¢ajno objasnio 17,1% varijance porodajne mase novorodenceta,
arazina mRNA SERT u posteljici ostala je znacajan prediktor porodajne mase/(Tablica 4.12.).
MRNA SERT je takoder ostala znacajni prediktor porodajne duljiné nevorodenceta, a model je
objasnio 12% varijance u izlaznoj varijabli (Tablica 4.12.). mMRNA.SERT je takodér ostala
znacajni prediktor porodajne duljine novorodenceta (p = 0,035) kada su u model ukljuceni spol
novorodenceta te pusenje majke u trudnoc¢i, a model je objasnio 13;8% varijance u izlaznoj

varijabli (p < 0,0001, Tablica 4.12.)

Tablica 4.12. Multipla linearna regresijska analiza mRNA«<gena SERT kao prediktora
porodajne mase i duljine novorodenceta.

Porodajna masa novorodenceta Ponderalni indeks novorodenceta
Prediktor B SE p-vrijednost B SE p-vrijednost
mMRNA SERT -217,6 77,2 0,005 -0,70 0,33 0,035
Spol novorodenceta 127:8 53,1 0,017 0,88 0,23 < 0,0001
Gestacijska dob pri porodu 117,1 32,7 0,0004 -0,27 0,14 0,053
Pusenje u trudnoci -110,7 60,6 0,070 -0,52 0,26 0,047
R2=0,171 R?=0,138
F (4,203) = 10,45, p < 0,0001 F (4,203) = 8,11, p < 0,0001

B — nestandardiziranibeta koeficijent, SE — standardna pogreska. Statistickiznacajne p-vrijednosti su podebljane.

4.6 Inyvitro istrazivanja ucinaka metaboliékih abnoermalnosti na serotoninski sustav

posteljice

Inwitro istrazivanja ucinaka metabolicki‘abnormalnosti na serotoninski sustav
posteljice proveli smo na stani¢noj liniji trofoblasta covjeka iz prvog tromjesecja trudnoce,
stanicama ACH-3P. U prvej,fazi istrazivanja, testirali smo ucinke glukoze u uvjetima
atmosferske razine kisika (21,0%), koja se najces¢e susrece u literaturi. U nastavku smo
istrazili ucinke glukoze i inzulina u uvjetima razina kisika kakve su prisutne in vivo tijekom

perioda ranog razvoja posteljice (6,5% i 2,5%).
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4.6.1 Ucinci glukoze na ekspresiju i metilaciju regulatornih gena serotonina pri razini
kisika od 21 %

Stanice ACH-3P smo inkubirali u uvjetima atmosferske razine kisika (21,0%) tijekom
24, 48 ili 72 sata, u prisutnosti 5,5 mM D-glukoze (kontrola), 5,5 mM D-glukoze's dodatkom
19,5 mM L-glukoze (osmotska kontrola) ili 25 mM D-glukoze ‘(hiperglikemija).. Nakon
provedenih tretmana, izdvojili smo nukleinske kiseline iz lizata staniea i proveli edgovarajuce
molekularne analize.

Visoka koncentracija glukoze nije imala statisticki znacajan u€inak na razinu mRNA
gena SERT (Slika 4.19.a), TPH1 (Slika 4.19.b) i MAQA (Slika '4.29.c) nakon 24 i 48 sata.
Medutim, nakon 72 sata, razine mRNA sva tri gena bile su'za 1,5~ 2,0 puta viSe u stanicama
inkubiranima u prisutnosti 25 mM D-glukoze u odnaesu, na stanice inkubirane u prisutnosti 5,5
mM D-glukoze ili 55 mM D-glukoze s dodatkom 195> mM L-glukoze (Slika,4.19.). Ovi
rezultati sugerirali su da produzena (72 h) izlozenost poviSenim razinama glukoze pri

atmosferskoj razini kisika poti¢e transkripcijsku aktivnost sva tri testirana genau trofoblastima.

a) SERT b) TPH1 c) MAOA
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Slika 4.19. Ucinak glukoze na razinu'mRNA regulatornih gena serotonina pri atmosferskoj
razini kisika (21%). Stanice ACH-3P uzgajane su u prisutnosti 5,5 mM D-glukoze (kontrola,
sivi stupci), 5,5 mM D-glukoze +19,5 mM L-glukoze (osmotska kontrola, bijeli stupci) ili 25
mM D-glukoze (hiperglikemija, crveni stupci) tijekom 24, 48 ili 72 sata pri atmosferskoj razini
kisika. Relativne razine mRNA gena a) SERT, b) TPH1 i c) MAOA odredene su metodom RT-
gPCR i normalizirane s obzirom na razinu mRNA YWHAZ. Prikazani su rezultati dva neovisna
eksperimenta, svaki napravljen u duplikatu. Za svaki gen, podaci su prikazani u odnosu na
srednju vrijednost kontrolnih uzoraka nakon 24 sata tretmana, ¢ija je vrijednost proizvoljno
postavljena na 1,00; prikazane su individualne vrijednosti sa srednjom vrijedno$¢u i
standardnom pogreskom. Statisti¢ka analiza provedena je analizom kovarijance (ANCOVA) s
brojem pasaza stanica kao kovarijablom uz Sidakov post-hoc test. *p<0,05, **p<0,01
****p<0,0001.
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Budu¢i da smo primijetili povezanost izmedu nizih razina metilacije i visih razina
ekspresije gena SERT u uzorcima posteljice (Slika 4.13.), Zeljeli smo u nastavku istraziti je li
ucinak glukoze na ekspresiju gena SERT u stanicama ACH-3P pri atmosferskoj razini kisika
bio posredovan putem ucinka na metilaciju regulatornih regija ovog gena. Stoga smo analizirali
metilaciju devet CpG mjesta u promotoru i 14 CpG mjesta u prvom intronu gena SERT u
reprezentativnim uzorcima stanica iz pokusa prikazanih na Slika 4:19. Stupanj metiliranosti
promotora (Slika 4.20.a) i introna (Slika 4.20.b) nije se razlikovag'izmedu kontrolnih stanica
I stanica tretiranih glukozom nakon 24 i 48 sati, ali niti nakon 72 sata inkubacije. Ovi rezultati

upucuju da glukoza nije bila povezana s regulacijom ekspresijé,gena SERT putem ucinka na

razini metilacije DNA.

a) Promotor b) Intron
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Slika 4.20. Uc¢inak'glukoze na metilaciju gena SERT u stamicama ACH-3P serotonina pri
atmosferskoj razini Kkisika.(21%). Stanice su uzgajane/u prisutnosti 5,5 mM D-glukoze
(kontrola, sivi stupetr), 5,5'mM D-glukoze + 19,5 mM L-glukoze (esmotska kontrola, bijeli
stupci) ili 25 mM D-glukeze (hiperglikemija, Crveni stupei) tijekom.24, 48 ili 72 sata. Prikazana
je presjeéna metilacija @) 9 CpG mjesta u promotoru,i b) 14 CpG mjesta u intronu 1 gena SERT,
odredena pirgsekvenciranjem bisulfitno modificirane DNA. Prikazane su srednje vrijednosti sa
standardnom pogreskom (n = 3 — 4).

4.6.2 Ucinci glukoze na ekspresiju regulatornih gena serotonina pri razinama kisika od
6,5% i 2,5%

Kako bismo istrazili uc¢inkesglukoze pri razinama kisika kakve su prisutne in vivo,
stanice ACH-3P smo inkubirali tijekom 24 ili 72 h u prisutnosti razlicitih koncentracija glukoze
pri uvjetima kisika od 6,5% ili 2,5%. Slika 4.21. prikazuje usporedbu razina mRNA gena
SERT, TPH i MAOA izmedu stanica inkubiranih u prisutnosti 5,5 mM D-glukoze s dodatkom
19,5 mM L-glukoze (osmotska kontrola) i stanica inkubiranih u prisutnosti 25 mM D-glukoze
(hiperglikemija). Sli¢ni rezultati dobiveni su za usporedbu stanica inkubiranih u prisutnosti 5,5
mM D-glukoze (kontrola) ili 25 mM D-glukoze (nije prikazano).
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U obje vremenske tocke i pri obje razine kisika, razina mRNA gena SERT bila je niza
pri visokoj koncentraciji glukoze u odnosu na kontrolne uvjete (p = 0,008 nakon 24 sata, p <
0,0001 nakon 72 sata). Pri tom je razina mRNA SERT bila visa pri razini kisika od 2,5% u
odnosu na 6,5% (p = 0,034, nakon 24 sata, odnosno p < 0,0001 nakon 72 sata,.Slika 4.21.a).
Nakon 72 sata, uocena je grani¢no znacajna (p = 0,051) statisticka interakcija izmedu glukoze
i kisika na razina mRNA gena SERT. Specifi¢no, pri uvjetima kisika 0d\6,5%, glukoza je tmala
statisticki zna¢ajan u¢inak na razinu mRNA SERT (snizila je razind za 50%, p < 0;0001), dok
pri uvjetima kisika od 2,5% ucinak glukoze na razinu mRNA SERT nije bio statisticki znac¢ajan
(p =0,186).

Nakon 24 sata inkubacije, razina mRNA gena TPH1 (Slika4.21.b) nije se znacajno
razlikovala ovisno o razini glukoze ili kisika, niti je postojala statisticka interakcija izmedu ova
dva parametra. Medutim, nakon 72 sata inkubacije, razina mMRNA TPH1 bila je snizena u
uvjetima nize razine (2,5%) kisika u_ednosu na visu razinu (6.5%) kisika (p <040001). Osim
toga, uocena je znacajna statisticka'interakeljaizmedu kisika i glukoze na razinu mRNA gena
TPHL1 (p = 0,008) — u uvjetima kisika‘od 6,5%, razina mRNA TPHL1 bila je viSa u uyjetima
hiperglikemije nego u kontrolnimuvjetima(za 17%, p = 0,019), dok.u uvjetima kistka od 2,5%,
nije bilo razlike u razinikmMRNA TPH1 izmedu stanica inkubiranih'u hiperglikemi¢nim i
kontrolnim uvjetima.” Ovaj “rezultat upucuje da visoka koncentracija glukoze potice
transkripciju gena TPH1 pri uvjetima kisika od 6,5%, dok pridkisiku od 2,5% nema znacajan

ucinak na transkripciju:ovog gena.

Razina mRNA gena MAOA (Slika 4.21.c) bila je naken 24 sata inkubacije niza pri
visokim koncentracijama glukoze u odnosu na kentrolne uvjete{za 20%, p = 0,009), dok nakon
72 sata nije bilo statisticki znacajnihtrazlika u razini mMRNA MAOA izmedu stanica inkubiranih
u prisutnosti razli¢itih koncentracija glukoze. Razina MRNA MAOA se nije razlikovala izmedu
stanica inkubiranih pri 2,5 i 6,5%kisika ni nakon 24 sata niti nakon 72 sata (Slika 4.21.c). Ovaj
rezultat sugerira da kisik u rasponu razina prisutnih in vivo nema ucinak na ekspresiju gena
MAOA, za razliku od opazenog uc¢inka na ekspresiju gena SERT (Slika 4.21.a) i TPH1 (Slika
4.21.b).
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Slika 4.21. Ucinak glukoze i kisika na razinu mRNA'regulatornih gena serotonina u stanicama
ACH-3P pri razinama kisika kave su'prisutne in vivo. Stanice su uzgajane u prisutnosti 5,5 mM
D-glukoze + 19,5 mM L-glukoze (osmetska kontrola, sivi stupci) ili 25 mM D-glukoze
(hiperglikemija, crveni stupci), pri.6,5% Ox'1li 2,5% O- tijekom 24 ili 72 sata. Relativne razine
MRNA gena a) SERT, b) TPH1 i ¢) MAOA odredene su metodom RT-gPCR i normalizirane s
obzirom na razinu mMRNA YWHAZ. Prikazani su rezultati triju neovisnih eksperimenata, svaki
napravljen u triplikatu. Za svaki gen, podaci u svakoj vremenskoj tocki prikazani su u odnosu
na srednju vrijednost osmotske kontrole pri 6,5% O, ¢ija je vrijednost proizvoljno postavljena
na 1,0; prikazane su individualne vrijednosti sa srednjom vrijednoS¢u i standardnom
pogreskom. Statisticka analiza provedena je analizom kovarijance (ANCOVA) s brojem
pasaza stanica kao kovarijablom uz Sidakov post-hoc test. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001,
crvena isprekidana linija — glavni uéinak glukoze, siva linija — glavni u¢inak kisika. # udio od
ukupne varijance nakon kontrole u¢inka broja pasaza stanica (parcijalni n?).
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4.6.3 Ucinci inzulina na ekspresiju regulatornih gena serotonina pri razinama kisika od
6,5%12,5%

Kako bismo istrazili u¢inke inzulina pri razinama kisika kakve su prisutne in vivo,
stanice ACH-3P su uzgajane tijekom 24 ili 48 sati u odsutnosti (kontrola) ili prisutnosti 10 nM
inzulina (hiperinzulinemija) pri uvjetima kisika od 6,5% ili 2,5% (Slika 4.22.).

Razine mRNA gena SERT (Slika 4.22.a) nisu se nakon 24 sata inkubacije statistic¢ki
znacajno razlikovale u ovisnosti o koncentraciji inzulina ili ‘razini kisika" niti njihovoj
interakciji. Medutim, nakon 48 sati inkubacije uocen jé statisticki zna€ajan glavni ucinak
inzulina na razinu mMRNA gena SERT (povecanje za_19%, p~= 0,016). Nadalje, nakon 48 sati
uocena je i statisticki znacajna interakcija izmedu inzulina'i kisika (p = 0,016; Slika 4.22.a),
pri ¢emu je koncentracija inzulina znacajno povisilarazinu mRNA SERT samo pri uvjetima od
2,5% kisika (za 8%, p = 0,011). Kisik i inzulin ili njihovainterakcija nisu imali u¢inka na razine
MRNA gena TPHL1 (Slika 4.22.b) i MAOA (Slika 4.22.c) ni nakon 24 sata ni nakon 48 sati.
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Slika4.22. U¢inak inzulina i kisika na razinu mRNA regulatornih gena serotonina u stanicama
ACH-3P,pri’ razinama kisika kave su prisutne“in,vivo. Stanice su uzgajane u odsutnosti
(kontrola, sivi stupci) ili u prisutnostivinzulina (10 nM, hiperinzulinemija, narancasti stupci) pri
6,5% O- ili 2,5% O tijekom 24 ili 48 sati. Relativne razine mRNA gena a) SERT, b) TPHL1 i
c) MAOA odredene su metodem RT-QPCR i normalizirane s obzirom na razinu mRNA
YWHAZ. Prikazani su rezultati triju.neovisnih eksperimenata, svaki napravljen u duplikatu ili
triplikatu. Za svaki gen, podaci u svakoj vremenskoj tocki prikazani su u odnosu na srednju
vrijednost kontrole pri 6,5% O, ¢ija je vrijednost proizvoljno postavljena na 1,0; prikazane su
individualne vrijednosti sa srednjom vrijednos¢u i standardnom pogreskom. Statisticka analiza
provedena je analizom kovarijance (ANCOVA) s brojem pasaza stanica kao kovarijablom uz
Sidakov post-hoc test. *p<0,05, narancasta isprekidana linija — glavni u¢inak inzulina. # udio
od ukupne varijance nakon kontrole u¢inka broja pasaza stanica (parcijalni n?).
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Serotoninski sustav posteljice igra vaznu ulogu u regulaciji razvoja i razli¢itih funkcija
posteljice (Peric i sur., 2022). Takoder osigurava serotonin potreban za pravilno odvijanje ranih
razvojnih procesa u embriju/fetusu, narocito za pravilnu regulaciju neurorazvoja (Rosenfeld,
2020). Odrzavanje homeostaze serotonina je slozen i strogo reguliran proces, alisistovremeno
osjetljiv na utjecaje okolinskih ¢imbenika i genetickih varijacija, Majcina predgestacijska
debljina (prekomjerna tjelesna masa 1 pretilost) i GDM povezani su's nizom/metabolickih,
hormonalnih, imunoloskih i drugih abnormalnosti te takoder sfpromjeénama ' razvoju i
funkcijama posteljice (Howell i Powell, 2017). Ova stanja takoder| su povezana s
komplikacijama u trudno¢i i pri porodu, povecanim rizikom od raznih razvejnih i metabolic¢kih
poremecaja potomstva u djetinjstvu i tijekom Zzivota te/dugorocnimyposljedicama za zdravlje
majke (Boney i sur., 2005; Catalano, 2010; Catalano i Shankar, 2017; Chu i Godfrey, 2020;
Tong i Kalish, 2021; Wang i sur., 2016). Istrazivanjem provedenim u sklopu ovog doktorskog
rada Zeljeli smo doprinijeti boljem razumijevanju regulacije serotoninske homeostaze u
posteljici covjeka. Na skupini parova majka— novorodence istrazila sam mogucéu povezanost
metabolickog stanja majke sa svim kljuénim komponentama — prijenosnicima, metabolickim
enzimima i receptorima — uklju¢enima u regulaciju homeostaze serotonina u posteljici na kraju
trudnoce. Takoder sme spitali geneticke 1 epigenetiCke mehanizmeyregulacije klju¢nih
regulatornih gena seretonina wu posteljici te odredili povezanest, serotoninske homeostaze u
posteljici s antropometrijskim mjerama novorodenceta. Dodatno,na medelu'stanica trofoblasta
Covjeka izprvog tromjese¢ja trudnoce, istrazili smo dn vitroui€inke glukoze, inzulina i kisika

te njiheve interakcije na ekspresiju kljucnih regulatornih gena serotonina.

5.1 Klini¢ki dio istraZivanja

Kljuéni rezultati klinickog‘dijela istrazivanja sazeti su na Slici 5.1. Maj¢ina debljina
povezana je sa snizenom razinom mRNA SERT te poviSenom razinom proteina SERT u
posteljici. Gestacijski dijabetes melitus/(GDM) takoder je povezan s povisenom razinom
proteina SERT u posteljicama iz trudnoca s prekomjernom tjelesnom masom, ali i sa snizenim
afinitetom enzima MAOA. Nadalje, koncentracije lipida u krvi majke povezane su s
promjenama u ekspresiji vise regulatornih gena serotonina. Konkretno, koncentracija
triglicerida povezana je s povisenom mRNA SERT, koncentracije ukupnog i LDL Kolesterola
povezane su sa snizenom mRNA HTR2A, a koncentracija HDL kolesterola s povisSenom
razinom mRNA OCTS3.

86



RASPRAVA

[ ]

®s® @ Serotonin °
T *9
/\%/\/\/\/\/\/\/ﬁ/\

e i MAOA  5-HIAA
+ SERT Trp ‘—__’/V o0 L
et MAOA
: HTR2A
A octs B vy
: .- MAOB

__owo T Trigliceridi - MRNA E:': . Serotonin
----- Kolesterol M serr g mroa
— OWO+GDM HbL 0CT3 HL [ HTR2A

Slika 5.1. Povezanost majéinog metabolickog stanja s ekspresijom#/ili funkcijom regulatornih
gena serotonina u posteljici, covjeka ma kraju trudnoée. Boja strelice 0zna¢avarmetabolicki
parametar (u skladu'Stlegendom), a smjer strelice oznaCavarpozitivnu (1) ili negativnu (])
povezanost dotiCnog sparametra s razinom pojedine MRNA/proteina~ili s enzimskom
aktivno§cu, OWO, <prekomjerna tjelesna masa ili"pretilost prije trudnoce, GDM — gestacijski
dijabetes melitus, SERT.< serotoninski transparter, OCT3 — prijenoshik organskih kationa tipa
3, TPHL1» — “triptofan hidroksilaza 1) MAOA, — “menoaminoksidaza A, MAOB -
monoaminoksidaza B, HTR2A — receptor serotonina tipa 2A; Trp — triptofan, 5-HIAA — 5-
hidroksiindoloctena Kiselina. Uc¢inak na enzimsku aktivnost MAOA odnosi se na afinitet
enzima prema supstratu (Km); maksimalna brzina enzimske reakcije (Vmax) nije bila povezana
niti s jednim od metaboli¢kih parametara. Analize korelacije koncentracija lipida s mRNA
MAOB nisu provedene zbog malog broja uzoraka. Sivo prikazani proteini nisu istrazivani.
[zradeno uz pomo¢ Biorender.com

5.1.1 Serotoninski prijenosnik — SERT

Membranski prijenosnik visokog afiniteta i specifi¢nosti za serotonin — SERT — visoko
je eksprimiran u posteljici covjeka tijekom cijele trudnoce (Balkovetz i sur., 1989; Karahoda i
sur., 2020a; Kliman i sur., 2018). Nasi rezultati pokazali su relativno visoku ekspresiju mRNA
gena SERT u terminskoj posteljici u usporedbi s ekspresijom mRNA ostalih analiziranih

regulatornin gena serotonina. Lokalizacija proteina SERT na mikroviloznoj membrani
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sinciciotrofoblasta, okrenutoj prema maj¢inom krvotoku (Bottalico i sur., 2004), upucuje na
njegovu ulogu u internalizaciji serotonina iz majcinog krvotoka u unutarstanicne prostore
posteljice. Visa ekspresija proteina SERT na kraju trudnoée nego u njezinim ranijim stadijima

(Karahoda i sur., 2020a) upucuje na vecu vaznost tog procesa na kraju trudnoce.

Nasi rezultati pokazali su kompleksnu povezanost majéinogipredgestacijskog statusa
tjelesne mase i statusa tolerancije glukoze u trudno¢i s regulacijom-ekspresije gena'SERT u
posteljici s kraja trudnoce. Konkretno, kod sudionica s normalnom toleraneijom glukoze u
trudno¢i, predgestacijska debljina je bila povezana sa snizenem razinem mRNA SERT, dok se
kod sudionica s GDM-om razina mRNA SERT nije razlikovala ovisno o statusu tjelesne mase
(Slika 4.1.a). Sukladno ovim rezultatima, visi pITM je bio povezan s nizim razinama mRNA
SERT samo kod sudionica s normalnom tolerancijom glukoze, dok kod sudionica s GDM-om
nije bilo korelacije izmedu ova dva parametra (Tablica 4.3.). Kolektivno, ovi rezultati
sugeriraju da je predgestacijska debljinaspovezana sa snizenom ekspresijom géna SERT u
posteljicama zena s normalnom tolérancijom glukoze u trudno¢i, dok su kod zena s GDM-om
vjerojatno prisutni i neki dodatni ¢imbenici koji djeluju suprotno od debljine na ekspresiju gena
SERT u posteljici. Jedan_od takvih potenenjalnih ¢imbenika mogla,bi biti razina triglicerida u

krvi majke.

Naime, nasi rezultati pokazali su pozitivnukorelaciju izmeédu koncentracije triglicerida
u majéinoj krvi 1'razine MRNA SERT u posteljici samo kod Zena s GDM-om (Tablica 4.4.).
Premadliteraturnim podacima trigliceridi se na krajutrudnoée ne razlikuju ovisno o debljini kod
sudionica s normalnom tolerancijom glukoze (O’Malley i sur., 2020), ali su poviseni kod
trudnica s GDM-om¢(Ryckman i sur., 2015). Dodatno, kada su Zene s GDM-om stratificirane
prema debljini, serumske koncentracije triglicerida bile su povisene samo u skupini pretilih
(O’Malley i sur., 2020). Ovo je u skladu s nasim podatcima prema kojima je koncentracija
triglicerida bila povisena samowKkrvi sudionica s debljinom i GDM-om u odnosu na skupine s
normalnom tolerancijom glukoze (p =0,003 za NGT-NW i p = 0,008 za NGT-OWO, Slika
5.2.). Ti rezultati zajedno sa literaturnim podatcima, sugeriraju da trigliceridi povisuju mMRNA
SERT samo u posteljicama sudionica s prekomjernom tjelesnom masom i GDM-om. Ako
debljina, kao sto je pokazano kod normoglikemiénih trudnoéa, snizava mRNA SERT i u GDM

posteljicama, suprotni uc¢inak triglicerida bi konacno rezultirao normalnom razinom mRNA.
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Slika 5.2. Koncentracija triglicerida u krvi majke s obzirom na maj¢in status tjelesne mase prije
trudnoce 1 status tolerancije glukoze u trudnoéi: Prikazane,su individualne vrijednosti te
medijani 1 interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama analizirane su jednosmjernom
analizom varijance (ANOVA) uz Tukeyev post-hoc test. ** p < 0,01

U ovom istrazivanju nismoiocili znacajan u¢inak GDM-a na razinu mRNA\SERT u
posteljici. Prethodno klinicko istrazivanje pokazalo je snizene razine mRNA SERT u
posteljicama iz trudno¢a kempliciranih GBM-om (Viau i sur.,2009). Vazno je naglasiti da su
unavedenom istrazivanju trudnice s GPM-om imale znacajno visi pITM u@dnesu na kontrolnu
skupinu. Imajuci uwvidumase rezultate, moze se pretpostaviti dajesnizenjuirazine mRNA SERT
u GDMpposteljicamapokazano u tom radu (Viaudsur., 2009) mogaopridonijeti nesrazmjer u
statusu debljine medu istrazivanim skupinamas, Takeder, navedena studija (Viau i sur., 2009)
je uklju€ivala mali broj sudionica (n =21 NGT ia = 14 GDM sudionica), a porodi su ve¢inom
bili vaginalnif Obzirem da nacin poroda znac€ajno utjece na ekspresiju velikog broja gena u
posteljici (Lekva i sur., 2016) u nase istrazivanje bile su ukljucene iskljucivo trudnoce dovrSene
elektivnim carskim rezom ¢ime jedizbjegnut potencijalni uéinak nacina poroda na rezultate.
Suprotno naSim rezultatima i rezultatima navedene studije (Viau i sur., 2009), nedavno
iStrazivanje pronaslo je znacajno, povisene razine mRNA SERT u terminskim posteljicama
trudnica s GDM-om u odnosu na kontrolnu skupinu (Song i sur., 2022). U toj studiji pITM nije
bio ukljucen u analize iako su sudionice s GDM-om imale znacajno visi pITM u odnosu na
kontrolnu skupinu. Dodatno, u navedeno istraZivanje bili su uklju€eni 1 prijevremeni porodi,
zbog Cega izravna usporedba s nasim rezultatima nije moguca. Dodatni ¢imbenik koji je mogao
utjecati na rezultate je prilagodena dijabeticka prehrana, koja je u nasoj studiji bila preporucena
svim Zenama S GDM-om, ali ne i zenama s predgestacijskom debljinom bez dijagnoze GDM-

a. Prilagodena dijabeticka prehrana je vjerojatno povezana S uocenim manjim prinosom
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tjelesne mase (GWG, engl. gestational weight gain) tijekom trudnoce (u prosjeku 3 kg) u
skupini sudionica s GDM-om (Tablica 4.1.). Ovaj rezultat podrzava zakljucak kako je
prilagodena prehrana povoljno djelovala na GWG u skupini trudno¢a s GDM-om i s time

potencijalno ponistila negativni u¢inak debljine na serotoninsku ravnotezu u posteljici.

Zarazliku od snizene razine mRNA SERT u posteljicama sudionica s predgestacijskom
debljinom i normalnom tolerancijom glukoze u trudno¢i (Slika 4.1:a hSlika 4.2.a), razina
proteina SERT u navedenoj skupini sudionica je bila povisena, a jo§ veci porast bio je prisutan
kada je predgestacijska debljina bila pracena dijagnozom GDM-a (Slika 4.2.0). Snizena razina
MRNA SERT u posteljicama sudionica s predgestacijskom».debljinom i normalnom
tolerancijom glukoze u trudno¢i potencijalno je posljedica nggativne povratne sprege, odnosno

smanjene sinteze mMRNA s ciljem da se snize razing proteina SERT.

S obzirom na razlicit smjer promjena u razinama mRNA i proteina medu metabolickim
skupinama, ocekivali smo nedostatak korelacije izmedu tih parametara. Medutimy u svim
metaboli¢kim skupinama razine mMRNASERT bile’su slabo do umjereno, no statisticki znacajno
korelirane s razinama proteina SERT (Slika 4.2.c-e). Medusobna paralelnost regresijskih
pravaca (Slika 4.2.c-e) ‘upucuje na zakljucka da je efikasnost translacijespoedjednaka u svim
metabolickim skupinama, a da su poviSene razine proteinasSERT povezane sa njegovom
snizenom razgradnje<U skupinama s predgestacijskom’ debljinoms Prethodna studija na
klinickim yzorcima terminske posteljice pronasla je pad razine i mRNA SERT i proteina SERT
u trudnoéama kompliciranima GDM-om (Viau i sur., 2009); 5to se ne slaze s naSim rezultatima.
Razlog tome mogu biti prethodno spomenute razlike u dizajnu nase studije i studije Viau i sur.
(2009);.u kojoj se, za razliku od naSeg istraZivanja, nije razmatrao pITM majke te je vecina
porodaja bila izvedena vaginalnimputem. Funkcionalne analize su pokazale snizen unos
serotonina u trofoblaste iz trudnoc¢a kempliciranih GDM-om (Li i sur., 2014) kao posljedice
nizeg prijenosa proteina SERT 0d endoplazmatskog retikuluma do staniéne membrane. Bilo bi
vrijedno proSiriti buduca istrazivanja i istraziti funkcionalnost proteina SERT u klini¢kim

uzorcima posteljica iz trudno¢a kompliciranih maj¢inom debljinom ili GDM-om.

Istrazivanje u¢inaka maj¢inog metabolickog stanja na molekularne procese u posteljici
predstavlja veliku vaznost u kontekstu regulacije fetalnog rasta i razvoja. Stoga smo istrazili
povezanost serotoninskog sustava posteljice s antropometrijskim karakteristikama
novorodencadi. Nize razine mRNA SERT bile su povezane s viSom porodajnom masom i

duljinom, ali ne i s ponderalnim indeksom novorodenceta (Tablica 4.11.). Povezanost MRNA
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SERT s porodajnom masom i duljinom novorodenceta je ostala statisticki znacajna kada smo u
regresijski model ukljucili spol novorodenceta, puSenje u trudno¢i i gestacijsku dob kao

kontrolne varijable (Tablica 4.12.).

Nasi rezultati su u skladu su s rezultatima nedavnog istrazivanja na modelu misa, koji
pokazuju da delecija gena SERT u posteljici dovodi do promjene u,ekspresiji yelikag broja
gena posteljice ukljucenih u puteve prijenosa razlic¢itih hranjivih tvari, ukljucujuéi yvitamine,
lipide, ugljikohidrate i proteine, iz maj¢inog u fetalni krvotok (Mao i sur.; 2021). Ovi i nasi
sadasnji rezultati upuéuju na jos jednu vaznu ulogu SERT-ausposteljici — regulaciju prijenosa

nutrijenata.

Ponderalni indeks novorodencadi predstavlja jednu .od.amjera adipoziteta, analognu
ITM-u kod odraslih, koja je osobito korisna za prepeznavanje poremecaja fetalnog rasta (Roje
i sur., 2004). U nasSe istrazivanje nije bila uklju¢ena noverodencad s dijagnozom intrauterinog
zastoja rasta ili makrosomijom. No rezultati povezanosti mMRNA SERT s porodajnom'masom i
duljinom su dobar poticaj za ukljucdivanje noveroedencadi izvan normalnog ‘raspona porodajne
mase u buduca istrazivanja. Pokazano jedda poviseni trigliceridi u' GDM-U._posreduju u
povezanosti debljine s™makrosomijom (Song i sur., 2022), Sto, zajedne. s pozitivnom
korelacijom koncentragije triglicerida i mMRNA SERT u posteljiciptakoder, upucuje na vaznost
daljnjihs, analiza povezanosti® serotoninske shomeostaze posteljice’ s neonatalnim

karakteristikama koje bi wimodel ukljucile 1 majc¢inodnetabolicko stanje.

Zaklju¢no, s obzirom na brojne ‘ulege serotonina w, posteljici, promijenjene razine
proteina SERT mogu pokrenuti niz promjena u rastu i strukturi posteljice. SERT internalizira
setotonin U unutarstani¢ni prostor, ¢ime se s jedne strane dokida serotoninska signalizacija, a s
druge strane povecava koli¢ina serotonina dostupnog za regulaciju unutarstani¢nih procesa ili
prijenos preko posteljice do fetusa. Promjene u razinama serotonina u interviloznom prostoru
mogu putem promijenjene serotoninskesignalizacije imati u€inak na rast i endokrine funkcije
posteljice. Promjene u razinama serotonina unutar posteljice mogu uzrokovati promjene u rastu
i razvoju fetusa. Buducéa istrazivanja trebala bi otkriti jesu li promjene u regulaciji ekspresije
proteina SERT adaptivni mehanizam ili pridonose poremecaju serotoninske homeostaze u
posteljici. U slucaju poremecéene serotoninske homeostaze biti ¢e vazno istraziti na koji nacin
se nepovoljni u¢inci mogu prevenirati ili regulirati u trudno¢ama kompliciranima debljinom ili

GDM-om.
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Kako bismo poblize istrazili molekularne mehanizme regulacije serotoninske
homeostaze u posteljici, proveli smo genotipizacijske i metilacijske analize za polimorfizme i
regije potencijalno ukljucene u regulaciju ekspresije gena SERT. Prema literaturi, u regulaciju
razine mMRNA SERT ukljuceni su trialelni polimorfizam u promotoru (SHTTLRPR/rs25532) i
polimorfizam duljine u drugom intronu (STin2) gena SERT (Hranilovic i sur., 2004; Murphy i
Moya, 2011). Nasi rezultati pokazali su da nema razlike u ekspresiji medu/genotipovima
polimorfizma SHTTLPR/ rs25532 (Slika 4.7.b) niti medu genotipovima pelimaorfizma STin2
(Slika 4.8.). Sumarno, ovi rezultati sugeriraju da funkcionalni polimerfizmi gena SERT nemaju

znacajan ucinak na regulaciju transkripcije ovog gena u pesteljici covjekasprt kraju trudnoce.

S druge strane, analize metilacije DNA sugerirale su vaznost epigeneticke regulacije
ekspresije gena SERT u posteljici. Konkretno, dobiveni rezultati su pokazali da je metilacija
DNA 14 CpG mjesta unutar prvog introna gena SERT negativno korelirana s razinama mRNA
SERT (Slika 4.13.). Ovi rezultati su uskladu s generalnim mehanizmom utiSavanja,ckspresije
gena putem metilacije DNA, koja remeti vezivanje transkripcijskih faktora na regulatorne
regije gena (Jones, 2012; Moore i sur., 2013). Zanimljivo, negativna korelacija metilacije i
razine mRNA u posteljicl bila“je, ograni¢ena samo na skupinu sudionica s normalnom
tolerancijom glukoze, dokje u skupini'sudionica s GDM-om ovaj odnes bio narusen. Metilacija
DNA djeluje na ekspresiju gena zajedno s ostalim epigenctiCkim mehanizmima poput
metilacije histona ismalih nekodiraju¢ih RNA (miRNA) (Moaere i sur., 2013). Poznato je da
miRNA imajuvaznuulegu u epigenetickoj regulaciji eksprestje'gena SERT u posteljici covjeka
(Maya i sur., 2018). Osim toga, ekspresija pojedinthmiRNA promijenjena je u trudno¢ama s
GDM-om (Suni sur., 2020). Epigeneticki mehanizmi, poput miRNA, potencijalno narusavaju
regulacijuwekspresije gena putem metilacije DNA u trudno¢amapra¢enima debljinom ili GDM-

om, §to iziskuje pozornost u daljnjim istrazivanjima.

Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima analize metilacije promotorske regije gena
SERT, dobivenim u prethodnoj klini€koj studiji na manjem uzorku sudionika (Blazevic i sur.,
2017). U navedenom istrazivanju, metilacija u udaljenoj regiji promotora gena SERT takoder
je bila negativno korelirana s razinom SERT mRNA. Nadalje, koncentracije glukoze u plazmi
majke u drugom tromjesecju trudnoce bile su u negativnoj korelaciji s metilacijom DNA u
promotoru gena SERT (Blazevic i sur., 2017). Metilacija DNA predstavlja potencijalni
mehanizam putem kojeg maj¢ino metabolicko stanje regulira ekspresiju gena SERT u

posteljici, stoga ¢e nase daljnje analize dublje istraziti povezanost maj¢inog metaboli¢kog
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stanja s razinom metilacije DNA u prvom intronu gena SERT u naSem uzorku posteljica.
Zanimljivo, metilacija nizvodne regije prvog introna gena SERT bila je povezana s maj¢inim
metabolickim stanjem i u krvi pupkovine (Lillycrop i sur., 2019). Ovo dodatno naglasava
osjetljivost metilacije gena SERT na promjene u maj¢inom metabolizmu koje seamogu odraziti

na potomstvo.

Razine metilacije DNA istrazivane regije u posteljici (Slika 4.42.) edgovarajurazinama
metilacije ove regije u uzorcima krvi pupkovine (Beceheli i surl; 2024; Dukal i sur., 2015).
Dodatno, u skladu s oba prethodna istrazivanja (Beceheliigsur., 2024; Dukal i sur., 2015),
razine metilacije bile su znacajno vise u uzorcima zenske nego muske novorodencadi (Slika
4.12.). U skladu s tim, u somatskim tkivima, vec¢ina diferencijalno metiliranih regija ima vise
razine metilacije u Zenskim u odnosu na muske uzorke (MecCarthy i sur., 2014). Obrnuto, u
posteljicama su diferencijalno metilirane regije ve¢inomyvise metilirane u posteljicama muske

novorodencadi (Inkster i sur., 2021),&tonsugerira da je spolno specifi¢ni uzorak, metilacije

.....

5.1.2 Monoaminoksidaza A —MAOA

Posteljica eksprimira niz enzima i transportera koji sudjeluju u razgradnji i iznosenju
hormona i ksenobiotika (Burton'i Fowden, 2015) te na taj nagin stiti plod od potencijalno
Stetnih tvarhiz majéina krvotoka. Monoaminoksidaza A (MAQA), razgradni enzim monoamina
s preferentnim afinitetom za serotonin, visoko jegksprimirana uposteljici (Auda i sur., 1998;
Karahoda i sur., 2020a; Pavlicev i sur., 2017; Sivasubramaniam i sur., 2002). To potvrduju i
nasi rezultati prema kojima je mRNA MAOA bilawisokoeksprimirana u uzorcima posteljica s

Kraja trudnoce.

Ekspresija gena MAOAw posteljicihidentificirana je kao bioloski posrednik povezanosti
prenatalnog stresa i temperamenta.djeteta (Pehme i sur., 2018). Takoder je pokazano da su
ekspresija gena MAOA i kataliticka efikasnost enzima MAOA promijenjeni u posteljicama iz
trudnoca s preeklampsijom (Sivasubramaniam i sur., 2002), medutim potencijalne promjene
ekspresije gena MAOA i aktivnosti ovog enzima u posteljici nisu dosad istrazivane u kontekstu

majc¢ine debljine ili GDM-a.

U ovom istrazivanju smo pronasli da ekspresija gena MAOA u posteljici, za razliku od

ekspresije gena SERT, nije povezana s maj¢inim predgestacijskim statusom tjelesne mase, niti
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sa statusom tolerancije glukoze u trudnoci, kao niti s koncentracijom lipida u krvi. Ovi rezultati
sugeriraju da maj¢ino metabolicko stanje nema ucinka na ekspresiju gena MAOA u posteljici.
Nasuprot tome, na razini enzimske aktivnosti MAOA uocili smo odredene promjene povezane
s maj¢inim metaboli¢kim stanjem. Maksimalna brzina enzimske reakcije (Vmax)4mjera ukupne
koli¢ine aktivnog proteina MAOA, nije se razlikovala izmedu razli¢itih metabolickih skupina
(Slika 4.3.). Medutim, vrijednosti Km enzima bile su zna¢ajno vise u pesteljicama iz trudnoca
s GDM-om u odnosu na trudno¢e s normalnom tolerancijom glukoze (Slika 4.4.a). Povisena
vrijednost Kpy sugerira snizen afinitet enzima MAOA prema supstratu, $tosbi moglo biti
posljedica prisutnosti ¢imbenika koji inhibiraju vezivanje supstrata za vezno mjesto na enzimu
u posteljicama iz trudno¢a s GDM-om (Silverstein, 2019). Slabiji afinitet enzima MAOA u
posteljicama iz trudno¢a s GDM-om potencijalno.moze uzrokovati ve¢u dostupnost serotonina
fetusu zbog nemogucénosti njegove brze razgradnje,unutar posteljice. Naime, ekspresija i
aktivnost enzima MAOA je povisena krajem trudnoc¢e (Karahoda i sur., 2020a), a eksplantat
posteljice s kraja trudno¢e metabolizifa oko 75% serotonina iz medija (Karahoda i surs, 2020b).

Rezultati ovih istrazivanja upucuju'na ulogu enzima MAOA u terminskoj posteljici

Enzimska aktivnosti MAOA u posteljici ¢ovjeka odredivana je u pet prethodnih
istrazivanja koja su, kao I'miy koristila'Kinuramin kao supstrat za MAQ. U dva od'spomenutih
istrazivanja izmjerene vrijednasti kinetickih parametara Vmax I Km SU USporedive s nasima
(Naoi i"Nagatsu, 1987; Weyler i Salach, 1985), dok’je jedna studija pokazala vrlo niske razine
Vmax (Zhang i, sur., 2010). Razlozi ovih razlika nisu petpunoyjasni, ali potencijalno ovise o
metodi izdvajanjaproteina. Tako je u jednoj studiji,visokeproc¢iséen izolat proteina MAOA
iz posteljice pokazao puno vecu razinu Vmax U @dnosu na nase rezultate (Javors i sur., 1989).
Inter-individualna varijabilnost enzimske aktivnostit MAOA medu uzorcima posteljica u nasem
je istrazivanju bila relativno mala (Vmax Varirao je do 5 puta) u odnosu na jednu studiju, u kojoj
jefraspon Vmax obuhvacao vrijednosti debivene u naSem istrazivanju, ali je varirao ¢ak do 65

puta medu uzorcima posteljica (Abdelouahab i sur., 2010).

Zanimljivo, viSe razine mRNA MAOA bile su povezane s viSim vrijednostima Vmax
enzima MAOA u skupini zdravih sudionica, ali ne i u ostalim metaboli¢kim skupinama. Ovaj
rezultat sugerira da u slu¢aju majc¢ine debljine, GDM-a ili njihove kombinacije dolazi do nekog
oblika interferencije u proces translacije i/ili regulacije razgradnje proteina, §to u konacnici

remeti linearan odnos izmedu razine transkripta 1 aktivnosti njegovog proteinskog produkta.
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Kako bismo upoznali molekularne mehanizme regulacije ekspresije gena MAOA u
posteljici, genotipizirali smo polimorfizam duljine uVNTR u promotoru gena MAOA te odredili
razinu metilacije u regiji prvog egzona i introna gena MAOA. Za polimorfizam uVNTR
prethodno je pokazano da je povezan s razinom ekspresije u posteljici covjeka(Zhang i sur.,
2010) i aktivnosti enzima MAOA u stani¢cnom modelu trofoblasta (Sabol i suf., 1998). U.nasem
istrazivanju, pronasli smo spolne razlike u povezanosti ovog polimerfizma 1 ekspresije gena
MAOA u posteljici. Kod zenske novorodencadi, razina mRNA MAOA bilavje visa u
posteljicama s genotipom 3/3 u odnosu na genotip 4/4 ili 3/4, dok izmedu genotipova 3/4 i 4/4
nije bilo razlike (Slika 4.10.a). Kod muske novorodencadi, nije bilo razlike u razini mRNA
MAOA izmedu hemizigotnih genotipova 3 i1 4. Buduc¢i da je‘skupina Zzenske novorodencadi
genotipa 3/3 bila relativno mala (n = 13), a kod muSke novoroden€adi nije postojala znacajna
razlika u razinama mRNA MAOA u posteljici, potrebno je provesti dodatno istrazivanje na
vecem broju uzoraka kako bi se sa sigurno$¢u potvrdio rezultat dobiven u posteljicama Zenske
novorodencadi. Skupno, rezultati genotipizacije polimorfizma UVNTR gena MAOA sugeriraju
da mMRNA MAOA u posteljicama muske novorodencadi nije regulirana duljinom polimerfne
regije UVNTR, dok kod Zenske novorodencadi postoji moguénost regulacije ekspresijesmRNA

MAOA ovisno o broju penavljanja polimorfizma uVNTR.

U prethodnom istrazivanju na posteljicama covjeka, alelhduljine, 4 ponavljanja, u
odnosu'na alel duljine 3 ponavljanja, bio je povezan s viSom razinom mMRNA MAOA (Zhang i
sur., 2010), Ste_je u suprotnosti s nasim rezultatima. Navedenasstudija razmatrala je rezultate
neoyisno o spolu §to je moglo pridonijeti/razlikama medu rezultatima istrazivanja. Nadalje, u
modelu stanica trofoblasta aleli duljine 3,51 4 ponavljanja povezani su s visokom aktivno$éu
enzima MAOA (Sabol i sur., 1998). S obzirom na'loekaeiju polimorfizma uVNTR u promotoru
gena MAOA, nije za ocekivati da bi, genotip bio povezan s aktivnoscu proteina, a da ta
povezanost nije posredovanairegulacijom razine mRNA, te stoga nismo istraZivali vezu
genotipa 1 enzimske aktivnosti.“Opcenito, literaturni podatci su neusuglaseni i potrebna su
dodatna istrazivanja kako bi se razjasnila povezanost polimorfizma uVNTR s ekspresijom gena
MAOA u posteljici.

Analize metilacije prvog egzona i introna gena MAOA u uzorcima posteljice pokazale
su spolne razlike u povezanosti metilacije MAOA i razine mRNA MAOA. Kod muske
novorodencadi, viSe razine metilacije bile su povezane s nizim razinama mRNA MAOA (Slika

4.16.a), dok kod Zenske novorodencadi nije bilo korelacije izmedu ova dva parametra (Slika
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4.15.a). Ovi rezultati sugeriraju da je u posteljicama muske novorodencadi metilacija DNA
ukljucena u regulaciju transkripcijske aktivnosti gena MAOA. Metilirani konstrukti ove regije
transfecirani u model stanica embrionalnog bubrega covjeka HEK293 pokazali su sniZzenu
promotorsku aktivnost (Checknita i sur., 2015) $to jasno sugerira regulatornu ulogu ove regije.
U skladu s nasim rezultatima, vi$a metilacija CpG otoka u promotoru gena MAOA povezana je
s nizom razinom mRNA MAOA u uzorcima tkiva kolangiokarcmoma muskih pacijenata
(Huang i sur., 2012). Osim toga, povisena metilacija iste regije uperifernoj krvi povezana je
sa snizenom aktivno$¢u enzima u mozgu ¢ovjeka (Shumay i sur., 2012). Povezanost izmedu
razine metilacije i razine mMRNA gena MAOA te povezanost izmedu razine mRNA MAOA i
aktivnosti (Vmax) enzima MAOA sugerira da metilacija gena MAGA sudjeluje u regulaciji
aktivnosti MAOA, barem u posteljicama muske novoroden¢adi. Ovo predvidanje je u skladu s
rezultatom studije koja je pokazala da metilacija DNA gena MAOA u krvi predvida mozdanu
aktivnost MAOA kod zdravih muskaraca (Shumay i sur., 2012). Buduéi da je na$ uzorak
uklju¢ivao mali broj muske novorodencadiviz zdravih trudno¢a kojima je izmjerena razina
metilacije DNA i enzimska aktivnost MAOA (n»= 5), bilo bi potrebno pfoSiriti istrazivanje
kako bi se potvrdilo navedena pretpostavka.

U nasem istrazivanju, razina metilacije je bila izrazito visa u posteljicamazenske nego
muske novorodencadi na svim CpG mjestima (Slika 4.14.). ViSa razina metilacije prvog
egzona kod Zzena u ednosu na muskarce uocena je u nekolikorethodnih studija (Checknita i
sur., 2018; Melas 1 Forsell, 2015), sto se moze povezati's inaktivaeijom jednog kromosoma X
mehanizmom metilacije DNA (Cotton i sur, 2011). Uzorakinaktivacije je osobito specifi¢an
u posteljici (takozvani pjegavi uzorak, engl. patchy), s\velikim podrucjima inaktivacije ili
majcinoguili ocevog kromosoma X (Phung i sur.;2022). Poznato je i da je dio gena na
kramosomu X sklon izbjegavanju-inaktivacije (Peeters i sur., 2014; Phung i sur., 2022).
Spomenuti fenomeni potencijalno pridonese uoc¢enim velikim inter-individualnim razlikama u
razinama metilacije DNA pojedinih CpG mjesta analizirane regije gena MAOA u nasem

istrazivanju (Slika 4.14).

5.1.3 Receptor serotonina tipa 2A — HTR2A

Receptor serotonina tipa 2 A je najistrazivaniji tip receptora serotonina u posteljici te je,
osim tipa 1A, jedini receptor serotonina za kojeg je pokazana ekspresija u posteljici na razini i
MRNA i proteina (Peri¢ i sur., 2022). U naSem istrazivanju, razine mRNA HTR2A u posteljici

su bile relativno niske u odnosu na ostale regulatorne gene serotonina. To bi moglo znaciti da
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HTR2A nema klju¢nu ulogu u biologiji posteljice pri kraju trudnoc¢e no za konacne zakljucke
bilo bi nuzno istraziti razine proteina HTR2A. Osim toga, bilo bi vazno istraziti mogucéu
povezanost debljine i GDM-a s promjenama ostalih tipova receptora koji su eksprimirani u

posteljici.

U naSem istrazivanju nismo uo€ili razliku u razinama mRNA HTR2A u/posteljicama
izmedu metabolickih skupina sudionica (Slika 4.1.f). Medutim, uoc¢ena jeénegativna korelacija
izmedu razine mMRNA HTR2A u posteljici i koncentracije ukupnog Kkolesterola i LDL
kolesterola u majéinoj krvi (Tablica 4.4.). Povisene koncentracije ukupnogd LDL kolesterola
u krvi povezane su s poveéanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti (Wadhera i sur.,
2016). Koncentracije ovih lipida se ne razlikuju oviSno o statusu debljine (Feingold, 2000) ili
prisutnosti GDM-a (Ryckman i sur., 2015), ali je povisena koncentracija LDL-kolesterola u
krvi majke tijekom trudnoée povezana s pove¢anim omjeérom mase posteljice prema porodajnoj
masi novorodenceta (Mitsuda i sur., 2023). Serotonin aktivacijom receptora HTR2A pokrece
signalnu kaskadu koja ukljucuje signalne putove ERK1/2 i STAT3 ¢ime stimulira proliferaciju
stani¢nih linija trofoblasta (BeWo, JEG-3) (Qufkir i sur., 2010; Oufkird Vaillancourt, 2011,
Sonier i sur., 2005). Moglo bi se nagadati da ovdje opaZena snizena ekspresija gena HTR2A u
uvjetima visih koncentracija LDL kolesterola u krvi majke predstavlja kompenzacijski odgovor
s ciljem smanjenja scrotoninske, signalizacije te posljedi¢ho prekomjernog rasta posteljice.
Povisene razine triglicerida U krvi majke takoderuzrokuju povecan rast posteljice (Mitsuda i
sur., 2023) pa,bi se innas§ rezultat povezanosti visih koncentracijastriglicerida u krvi majke s
vi$im razinama MRNA SERT u posteljici,ynarocitoru skupini sudionica s GDM-om, mogao
protumaciti na isti na¢in — kao kompenzacijski odgovor na prekomjerni rast posteljice, s ciljem
smanjenjawSerotoninske signalizacije snizavanjems razina Sserotonina u medustanicnom
prostoru. Vazno je naglasiti da je koncentracija triglicerida bila indikativno (p = 0,073)
pozitivno (r, = 0,23) koreliranai s razinomyproteina SERT u posteljici. Moguc¢i razlog grani¢ne
statistiCke znacajnosti ovog rezultata je/manji broj ukljucenih sudionica (n=61), pa bi ovaj
meduodnos vrijedilo istraziti na veCem uzorku i 0Sobito u kontekstu razliitog statusa

tolerancije glukoze u trudno¢i.

Istrazivanja sugeriraju da receptor HTR2A posreduje u vazokonstrikcijskim u¢incima
serotonina, tj. regulaciji protoka krvi kroz posteljicu (Bertrand i St-Louis, 1999; Reviriego i
sur., 1990; Ugun-Klusek i sur., 2011). Nadalje, studije na primarnim trofoblastima ¢ovjeka
(Hudon Thibeault i sur., 2017) te na stani¢nim linijama trofoblasta (BeWo, JEG-3) (Klempan
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i sur., 2011) pokazale su da serotonin, putem aktivacije receptora HTR2A, inducira ekspresiju
i aktivnost aromataze CYP19, kljuénog enzima u sintezi estrogena u posteljici. Stoga,
promijenjene razine MRNA HTR2A u uvjetima maj¢ine dislipidemije mogu sugerirati i

promjene u protoku krvi kroz posteljicu ili promjene u endokrinim funkcijama pesteljice.

Kao i geni SERT i MAOA, gen HTR2A takoder sadrzi geneti€ke varijante i®pigeneticke
motive koji potencijalno sudjeluju u regulaciji njegove ekspresije. Nasi rezultati pokazali su da
razina MRNA HTR2A ne ovisi o genotipu ucestalog polimorfizma rs6311 (-1438 G > A, Slika
4.11.a) u promotorskoj regiji gena. Ovaj rezultat je u suprotnostins istrazivanjem koje je
pronaslo povezanost genotipa GG i GA s povisenom/ ekspresijom gena HTR2A u mozgu
Covjeka (Abdolmaleky i sur., 2011), $to upucuje:na tkivnu specificnost ucinaka ovog

polimorfizma.

Potencijalna regulatorna uloga rijetkog polimorfizma rs6306 (-1421 C > T), smjeStenog
takoder u promotorskoj regiji gena HTR2A; do sad nije bila istrazivana. Nasi rezultati su
pokazali da je rijetka varijantu ovog polimorfizma povezana sa snizenom razinom mRNA
HTR2A u uzorcima posteljice (Slika '4.11), Sto istice vazn@st uklju€ivanja polimorfizma

rs6306 u buduca istrazivanja regulacije ekspresije gena HTR2A.

Analiza metilacije dvaju CpG mjesta u promotoru gena HTR2A pokazala je izrazito
visoke razine metilacije CpG mjesta 4464 i relativno visoke'metilacije mjesta 4905 (Slika
4.17.). Visoka, prosjeéna metilacija na ova dva, CpG myjesta iTokolnim mjestima u regiji
promotora gena HTR2A zabiljezena je u razli€itim tkivima €ovjeka (Hranilovic i sur., 2016;
Perez-Cornago i sur., 2014). lako je pokazane je da ovasmjesta sudjeluju u regulaciji razine
ekspresije gena HTR2A (Abdolmaleky i sur., 2011; Cheah i sur., 2017; Falkenberg i sur., 2011,
Polesskaya i sur., 2006), mi nismo uog€ili korelaciju razine metilacije CpG mjesta 4464 (Slika
448.a) i 4905 (Slika 4.17.b)‘srazinom ekspresije gena HTR2A u posteljici. To sugerira da u
posteljici postoje alternativni mehanizmi, poput miRNA ili histonskih modifikacija, koji

djeluju na razinu mRNA HTR2A i koje je potrebno dodatno istraziti.

Razina metilacije na oba CpG mjesta bila je viSa u posteljicama muske nego Zenske
novorodencadi. Ovo je u skladu s nedavnim istraZzivanjem prema kojem je razina metilacije
vi$a u posteljicama muske novorodencadi na vecini autosomalnih lokusa sa spolno specificnom

metilacijom DNA (Inkster i sur., 2021).
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5.1.4 Ostali regulatorni geni serotonina u posteljici — OCT3, TPH1 i MAOB

U radu smo istrazili povezanost maj¢inog metabolickog stanja s razinama mRNA jo$
nekoliko regulatornih gena serotonina u posteljici, ukljucujuéi jedan prijenosnik monoamina
niskog afiniteta i visokog kapaciteta — OCT3, kljuéni sintetski enzim serotonina — TPH1 te

izoformu razgradnog enzima monoamina s niskim afinitetom za serotonin - MAOB.

Razina mMRNA OCT3 u posteljici nije se razlikovala medu metabolickim skupinama
(Slika 4.1.b) niti je korelirala s maj¢inim pITM-om (Tablica 4.3.); Medutim, vise
koncentracije HDL kolesterola u krvi majke bile su povezane s viSim razinama mRNA OCT3
u posteljici (Tablica 4.4.), §to je bilo ograni¢eno samo na skaipinu s normalnom tolerancijom
glukoze. Prema literaturi, serumske razine HDL kelesterola'na kraju trudnoce nize su kod zena
s GDM-om nego kod Zena s normalnom tolerancijom'glukoze (Ryckman i sur., 2015). Prema
nasSim podatcima, koncentracije HDL kolesterola bile 'su nize u krvi Zena s debljinom
(p =0,001), dok dijagnoza GDM-a nije bila povezana s njegovim razinama (p = 0,256,
dvosmjerna ANOVA). Studija Ryckman 1 sur. (2015) nije u analizu uklju€ila majcin status
debljine S§to je moglo pridontjetihuocenimetazlikama. Nasi rezultati sugeriraju kompleksnu
povezanost koncentracija HDL kolesterola s razinom mRNA OCT3 uwovisnosti o statusu

tjelesne mase i GDM=akoju je potrebno dublje istraziti.

Razine mRNA OCT3 u posteljici pokazale su veliku.inter-individualnu varijabilnost u
nasem istrazivanju (u'nekoliko uzoraka bile su, ¢ak ispod ‘praga detekcije). Ovaj rezultat
sugerira da na razine mRNA OCT3 u postelji¢i pri kraju trudnoce djeluju razliciti ¢imbenici

koje bi bilo vrijedno detaljnije istraziti u buduéim istrazivanjima.

Unutar trofoblasta, serotofiin se ne skladisti u unutarstani¢nim vezikulama. To
potvrduju rezultati o nedostatku aktivnosti vezikularnog monoaminskog prijenosnika (VMAT)
u stani¢énim modelima trofoblasta, (Prasad 1 sur., 1996), kao i rezultati o nedostatku mRNA
obiju izoformi proteina VMAT u posteljici ¢ovjeka (Bottalico i sur., 2004; Pavlicev i sur.,
2017; Suryawanshi i sur., 2018). Pohranjivanje serotonina u unutarstani¢nim vezikulama
omogucuje oslobadanje ovog monoamina iz stanica putem egzocitoze (De-Miguel i Trueta,
2005; Leon-Pinzon i sur., 2014; Reed i sur., 2000). Mehanizmi iznosa unutarstani¢nog
serotonina koji nije pohranjen u vezikulama manje su poznati. Jedan moguci put iznosa je
upravo putem prijenosnika organskih kationa OCT2 (Busch i sur., 1998) ili OCT3 (Kekuda i

sur., 1998), koji prenose organske katione u oba smjera kroz membranu stanice. Dok OCT2
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nije detektiran (Sata i sur., 2005) ili je detektiran u vrlo niskim razinama (Ahmadimoghaddam
i sur., 2013; Bakovi¢ i sur., 2021; Hasegawa i sur., 2020; Lee i sur., 2013; Sonier i sur., 2005)
u stanicama posteljice, OCT3 je obilno eksprimiran u posteljici kroz cijelu trudno¢u (Hasegawa
I sur., 2020; Karahoda i sur., 2020a; Lee i sur., 2013; Sata i sur., 2005). Pretpostavlja se da je
lokaliziran na bazalnoj membrani posteljice okrenutoj prema fetusu (Karahoda i sur.;2020b;
Lee i sur., 2018; Sata i sur., 2005) te je to jedini trenutno predloZeni mehanizam iznosa
serotonina iz posteljice prema fetusu, Sto ga €ini zanimljivom metom daljnjih istfazivanja u

posteljici.

Razina mMRNA TPH1 u posteljici nije se razlikovala/izmedu metaboli¢kih skupina
sudionica (Slika 4.1.c) niti je bila povezana s majé¢inim pI'TM-om (Tablica 4.3.) ili serumskim
koncentracijama lipida (Tablica 4.4.). U prethodnom istraZivanju, pronadena je povisena
aktivnost TPH u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih zastojem rasta fetusa u usporedbi s
posteljicama kontrolnih trudnoca iste géstacijske dobi (Ranzil i sur., 2019). Prema,tome, bilo
bi vazno u istraZivanje ukljuciti novorodencad izvan normalnog raspona, porodajné,mase.
Istrazivanje na animalnom modelu pokazalo je da eksperimentalno izazvaha upala u organizmu
majke podize sintezu serotonina u pesteljict te dovodi do neurorazvojnih promjena kod fetusa
(Goeden i sur., 2016). Bilo bi stoga vazno u buduc¢im klini¢kim istrazivanjima ispitati mogucu

povezanost izmedu maj€inih upalnih biomarkera i ekspresijé gena TPH1 U posteljici.

Vazno jenaglasiti.da smo u nasem istrazivanj@pronasli vrlo niske razine mRNA TPH1
u uzercima “tkiva posteljica s kraja trudnoe, S§to. je u skladu s prethodnom
imunohistokemijskom studijom koja je detektirala prisutnost samo sporadi¢nih slabih signala
proteina TPHL u terminskim posteljicama (Kliman. i sur.; 2018). Nekoliko drugih istraZivanja
izvjestilo je o prisutnosti mMRNA TPH1 (Karahoda 1'sur., 2020a; Laurent i sur., 2017; Ranzil i
sur., 2019) i aktivnosti enzima TPH (Ranzil i sur., 2019) u posteljici covjeka na kraju trudnoce.
Medutim, analiza transkriptoma pojedinaénih stanica nije detektirala mMRNA TPH1 u
stanicama terminske posteljice covjeka (Pavlicev i sur., 2017), Sto sugerira da se TPH1
eksprimira samo u odredenom tipu stanica posteljice. Takoder je pokazano da je ekspresija
gena TPH1 1 aktivnost enzima TPHI1 u posteljici niza na kraju nego na pocetku trudnoce
(Karahoda i sur., 2020a, 2020b), $to upucuje na vecu vaznost sinteze serotonina u posteljici u

ranim fazama trudnoce.

U skladu s literaturnim podatcima o niskim razinama mRNA MAOB u terminskoj
posteljici (Karahoda i sur., 2020b; Pavli¢ev i sur., 2017), detektirali smo vrlo niske razine
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MRNA MAOB u uzorcima posteljica, koje se nisu razlikovale s obzirom na maj¢in metabolicki
status (Slika 4.1.e). Budu¢i da izoforma MAOB ima niski afinitet za serotonin (Tipton, 2018)
te da ima puno nizu ekspresiju u posteljici od izoforme MAOA koja ima visok afinitet za
serotonin, bilo kakvi pronalasci vezani za razinu mMRNA MAOB vjerojatno ne bi.imali veliku
vaznost u kontekstu regulacije serotoninske homeostaze u posteljici. Sva istrazivanjasamRNA

MAOB su stoga bila ograni¢ena na otkrivaju¢u kohortu.

52 In vitro istraZivanja

Ovo je prvo istrazivanje in vitro uc¢inaka glukozes inzulinai kisika na razine ekspresije
tri klju¢na regulatorna gena serotonina, SERT, TPH1 i"MAOA, na modelu stanica posteljice
¢ovjeka iz prvog tromjesecja trudnoce, s naglaskom na razine kisika koji su karakteristicne za

rani razvoj posteljice ¢ovjeka.

5.2.1 Udinci glukoze na ekspresiju i metilaciju regulatornih gena serotonina pri

atmosferskoj razini kisika

Istrazivanje ucinaka glukoze na modelu stanica trofoblasta ACH-3P iz prvog
tromjesecja trudnoce, zapoceli smo pri uvjetima atmosferskoj razine kisika (21,0%, Slika
4.19.). Pri atmosferskoj razini kisika, visoka razina glukoze imala je izrazite u¢inke na razine
mMRNA gena SERT{ TPH1 i MAOA, povisujuci ekspresiju ‘sva tri gena za 1,5 do 2 puta nakon
72 h.

Nasi rezultati na tkivu posteljice s kraja, trudnoce pokazali su da je metilacija DNA u
intronu gena SERT bila negativno korelirana s ekspresijom mRNA gena SERT (Slika 4.13.).
Metilacija DNA je epigeneticki mehanizam osjetljiv na okoli$ne promjene (Bianco-Miotto i
sur., 2017). Prethodno je istrazivanje sugeriralo da metilacija gena SERT potencijalno
posreduje ucinke dugotrajne izloZenosti glukozi na ekspresiju gena SERT u posteljici covjeka
(Blazevic i sur., 2017). Kako bismo 1strazili je li metilacija DNA mehanizam odgovoran za
ucinak kratkotrajne izlozenosti glukozi na ekspresiju mRNA SERT u ACH-3P stanicama pri
atmosferskoj razini kisika, analizirali smo metilaciju promotora i prvog introna gena SERT u
reprezentativnim uzorcima stanica. Medutim, nismo otkrili nikakve promjene u metilaciji DNA
izmedu kontrolnih i stanica tretiranih glukozom (Slika 4.20.), §to sugerira da metilacija DNA
ne igra ulogu u ucincima kratkotrajne izloZenosti glukozi na ekspresiju mRNA gena SERT u

trofoblastima.
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5.2.2 Uc¢inci glukoze i inzulina na ekspresiju regulatornih gena serotonina pri razinama
kisikaod 2,5 %1 6,5 %

U nastavku smo istrazili u¢inke glukoze u uvjetima razina kisika koje su prisutne in
vivo tijekom ranih faza razvoja posteljice (2,5% 1 6,5%). Rezultati ovih istraZivanja,sazeti su
na Slici 5.3. Ukratko, pokazali smo da visoka razina glukoze snizava razinu mRNA SERT;,dok
niska razina kisika ili visoka razina inzulina povisuju razinu mRNA SERT. Niza razina mRNA
SERT u uvjetima hiperglikemije bila je vidljiva pri obje razine kisika, $to je dokazano statisticki
znac¢ajnim glavnim u¢inkom glukoze, iako bi se moglo zakljuciti da je u kasnijoj vremenskoj
tocki sniZenje razine bilo izraZenije pri 6,5% kisika, Sto sugeriraigrani¢na znacajnost interakcije
(p = 0,051) i rezultati post-hoc testa. S druge strane, inzulin je pavisio razinu mMRNA SERT
samo pri 2,5% kisika. Ovo zajedno sugerira da su ve¢ rano u trudnoci trofoblasti osjetljivi na

maj¢ine metabolicke promjene.
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Slika 5.3. U¢inak glukoze, inzulina i kisika na ekspresiju regulatornih gena serotonina u
trofoblastima ¢ovjeka iz prvog tromjesecja trudno¢e. SERT — serotoninski transporter, TPH1
— triptofan hidroksilaza 1, MAOA — monoaminoksidaza A, Trp — triptofan, 5-HIAA — 5-
hidroksiindoloctena kiselina, 1 poviSena razina, | sniZena razina. Izradeno uz pomo¢
Biorender.com.
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Ucinak poviSene koncentracije glukoze na funkciju proteina SERT istrazivan je do sad
u stani¢noj liniji Caco-2, uspostavljenoj iz adenokarcinoma crijeva ¢ovjeka (Gongalves i sur.,
2008). U skladu s nasim rezultatima u stanicama ACH-3P, kratkotrajna izloZenost visokoj
glukozi (30-40 mM) smanjila je unos serotonina posredovan proteinom SERT u Caco-2 stanice
(Goncalves i sur., 2008). Medutim, dugotrajna izloZenost (21-24 tjedna) Cace-2 stanicawvisokoj
glukozi (30 mM) povecala je unos serotonina posredovan proteinom SERT (Gancalves 1sur.,
2008). Ovaj je rezultat u skladu s prethodnom klinickom studijom, u kojoj jepronadena
korelaciju izmedu koncentracije glukoze u krvi majke nataste tijekom drugog tromjesecja
trudnoce i ekspresije mRNA SERT u tkivu posteljice ¢ovjekana kraju trudnoce (Blazevic i sur.,
2017). Zajedno, ovi rezultati sugeriraju da uéinci visoke glukoze na ekspresiju gena SERT ovise
o trajanju izloZenosti, pri ¢emu kratkotrajna izlozenost rezultira snizenom ekspresijom, a

dugotrajna izlozenost rezultira poviSenom ekspresijom.

U prethodnom istraZivanju na  primarnim trofoblastima covjeka s kraja, trudnoce,
pokazano je da inzulin regulira promet proteina SERT od endoplazmatskog retikuluma do
membrane stanice, ali da nema.ucinak na ekspresiju mMRNA SERT (Li i sur., 2024). Spomenuti
rezultati ekspresije u primarnim trofeblastima dobiveni su nakon 24 sata tretmana's inzulinom
pri atmosferskoj razini kisika,(21%) 1w skladu su s naSim rezultatima dobivenim na stanicama
ACH-3P nakon 24 sata tretmanass inzulinom. Medutim, kada je trajanje tretmana s inzulinom
produljeno na 48 sati, inzulin je povecao razinu mRNA SERT pri 2,5% kisika, ali nije imao
ucinka pri 6,5% kisika=To pokazuje da i duljina trajanja tretmanad razina kisika igraju ulogu
u odredivanju u€inka inzulina na ekspresijusgena SERT. Dodatno moguée objasnjenje za
odstupanje izmedu nasih rezultata i rezultata studije (Lt bsur., 2014) jest da u¢inak inzulina na

razinu mRNA SERT 'moze varirati ovisno i o razdeblja trudnoce.

U skladu s nasim rezultatom povisene razine mRNA SERT pri razini kisika od 2,5% u
usporedbi s 6,5%, razina MRNANSERT u stani¢noj liniji posteljice BeWo bila je povisena pri
3% u usporedbi s 8% kisika (Gorczyeai sur., 2021). Hipoksija je povisila razinu mRNA SERT
i U glatkim mi$i¢énim stanicama pluénih krvnih zila (Eddahibi i sur., 1999). Suprotno tome,
razina kisika nije utjecala na razinu mRNA SERT u terminskim eksplantatima posteljice
(Gorczyca 1 sur., 2021). Vazno je naglasiti da su eksplantati posteljice uzgajani pri
kontroliranim razinama kisika tijekom 24 sata (Gorczyca i sur., 2021), dok je u nasem
eksperimentu tretmana glukozom uzgoj stanica pri kontroliranim razinama kisika trajao 5 ili 7

dana (ukljucujuéi razdoblje prije tretmana), Sto je moglo pridonijeti razli¢itim rezultatima.
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Potencijalni mehanizmi koji stoje u pozadini osjetljivosti gena SERT ¢ovjeka na razine kisika
mogu se objasniti prisutnos¢u motiva za vezanje transkripcijskih faktora osjetljivih na kisik,
npr. faktora induciranog hipoksijom AP-1 u promotoru gena SERT (Bengel i sur., 1997
Eddahibi i sur., 1999).

Za razliku od mRNA SERT, razina mRNA TPH1 se povisila u odgovoru na'tretman
stanica glukozom pri uvjetima kisika od 6,5% (Slika 4.21.b). lako_ne postoje 'studije koje su
ispitivale u¢inke glukoze na ekspresiju TPH1 u modelima stanica posteljice, visoka razina
glukoze izrazito je povisila razinu ekspresije Tphl u stanicama,gusterace Stakora, kako in vitro
tako i in vivo (Zhang i sur., 2017). Spomenuto istraziyanje sugerira ulogu enzima TPH1 u

glukozom induciranom potenciranju funkcije B-stamica gustérace (Zhang i sur., 2017).

Prethodna studija otkrila je da je razina MRNA,TPH1 povisena u uvjetima hipoksije u
pluénim endotelnim stanicama covjeka (Ciuclan i sur:, 2013). Ovaj rezultat je u skladu s
nalazom da promotor gena Tphl mi§a sadrzielemente koji reagiraju na hipoksiju (HRE engl.
hipoxia responsive elements) i mjesto vezivanja za faktor induciran hipoksijom AP-1 (Ciuclan
i sur., 2013). Medutim, u nasim eksperimentima, razina mMRNA, TPH1 bila je visa pti 6,5%
kisika nego pri 2,5% kisika (Slika 4.21.b). Ovo sugerira da suptilne promjene.Kisika od 6,5%
do 2,5% u posteljici€ovjcka wranoj trudnoéi reguliraju ekspresiju gena TPH1 alternativnim
mehanizmom koji dominira nad mehanizmom induciranim hipoksijem. Moguci mehanizam
mogao biakljucivati regulaciju povratnom spregom’u, odgovoru na povisene unutarstaniéne
razinesSerotonina do kojih dolazi zbog povisene‘ekspresije.gena SERT u uvjetima hipoksije i

posljedicno veé€eg unosa serotonina u stanicu. Ovo nagadanje zahtijeva daljnje istrazivanje.

Poput razine mRNA SERT, razina mRNAMAOA u stanicama ACH-3P je bila snizena
u uvjetima hiperglikemije (Slika 4.21:c). U prethodnom istrazivanju, kratkotrajna izloZenost
visokoj glukozi povisila je ekspresiju MAOA u vaskularnim prstenovima arterija dojke (Lascu
I sur., 2022). Osim §to se ti rezultati, odnose na drukéiji eksperimentalni model od naseg, ti su
ucinci primijeceni pri atmosferskim razinama kisika od 21% i ne mogu se izravno usporediti s

naSim rezultatima dobivenim pri niskim razinama kisika.

Nasi rezultati su pokazali da kisik nema uc¢inak na razinu mRNA MAOA (Slika 4.21.c).
U skladu s ovim rezultatom, razine mMRNA MAOA nisu promijenjene u posteljicama iz trudnoca
kompliciranih preeklampsijom (Sivasubramaniam i sur., 2002), stanjem koje karakterizira

izrazita hipoksija posteljice. Medutim, u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih
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preeklampsijom pronadena je snizena aktivnost MAOA (Carrasco i sur., 2000;
Sivasubramaniam i sur., 2002). Na temelju ovih rezultata moglo bi se zakljuciti da kisik nema

ucinak na ekspresiju MAOA, ali mogao bi imati u¢inak na aktivnost MAOA u posteljici.

Inzulin nije imao ucinak na razinu mRNA MAOA (Slika 4.22.b) 4l TPH1 (Slika
4.22.c). Do danas nema studija 0 moguc¢im ucincima inzulina na ekspresiju MAQA ilI'TPH1 u

trofoblastima ili drugim tipovima stanica.

Nasi rezultati o suprotnim uc¢incima glukoze kao i kisika na razina mRNA SERT i
TPH1, zajedno s jednakim ucincima glukoze na razinu mRNA'SERT 1'MAOA (sazeto na Slika
5.3), mogu sugerirati moguce (pato)fizioloSke implikacije! Primjerice, budu¢i da SERT
posreduje unos serotonina u stanice 1 ima ga u izobilju na povrsini$inciciotrofoblasta okrenutoj
prema krvi majke (Balkovetz i sur., 1989; Karahoda i sur., 2020b), sniZzenje ekspresije gena
SERT wu uvjetima hiperglikemije moze dovesti do’ povecanih razina serotonina u
izvanstani¢nom prostoru 1 posljediéno do hiperaktivacije serotoninskih receptora. ©Ovisno o
lokaciji 1 tipu receptora, to moZze uzrokovati vazoaktivne ucinke na krvne, zile majke ili
promijeniti procese proliféracije,, difereneijacije ili migracijéntrofoblasta, poznateucinke
serotonina u posteljici (Peri¢ i sur.,2022). S druge strane, povisenackspresija_gena SERT u
uvjetima hiperinzulinemije ili hipoksije mogla bi dovesti do povecanih unutarstani¢nih razina
serotonina s poteneijalnim 1mplikacijama na, biolo§ke u€inkes putem serotonilacije

unutarstaniénih proteina (Chan i sur., 2024; Farrellyd'sur., 2019; Paulmann i sur., 2009).

Nasi rezultati sugeriraju da je ‘ekspresija gena MAOA u trofoblastima iz prvog
tromjesecja trudnoce snizena u uvjetima hiperglikemije. Aktivnost enzima MAOA jedan je od
glavnih-generatora reaktivnih kisikovih vrsta (ROS)‘u stanicama (Maggiorani i sur., 2017).
Kapo §to je prethodno pokazano u staniénoj liniji tumora mokraénog mjehura Stakora, smanjena
proizvodnja ROS inhibicijom enzima MAOA smanjila je ekspresiju proteina ukljucenih u
transport glukoze, kao $to je GLUT, (ReSta i sur., 2022). Stoga se moze nagadati da je snizena
ekspresija MAOA u odgovoru na visoku glukozu adaptivni mehanizam s ciljem smanjenja

oksidacijskog stresa i/ili transporta glukoze kroz posteljicu.

Vazno je napomenuti da hiperosmolarnost utjece na proliferaciju stanica ACH-3P
(Majali-Martinez i sur., 2021) kao i nekoliko drugih stani¢nih linija trofoblasta (Weiss i sur.,
2001). U ovom istrazivanju pokazali smo sli¢ne u¢inke hiperglikemije na ekspresiju gena od

interesa u usporedbi bilo s osmotskom kontrolom ili normoglikemi¢nom kontrolom, Sto
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sugerirada je na ekspresiju SERT, TPH1 i MAOA izravno utjecala visoka glukoza, a ne poviseni
osmotski tlak. Takoder je bitno istaknuti da u naSim eksperimentima s inzulinom, za razliku od
eksperimenta s glukozom, nismo uocili statisticki znacajan ucinak kisika na ekspresiju niti
jednog analiziranog gena. To moze biti posljedica drugacijeg eksperimentalnog sustava,
prvenstveno razli¢itog trajanja inkubacije pri ispitivanim uvjetima kisika (3 i 4 dana u

eksperimentima s inzulinom u usporedbi s 5 i 7 dana u eksperimentimas glukozom).

53 Prednosti, ogranicenja i buduca istrazivanja

Nase istrazivanje na klinickim uzorcima posteljice ima nekoliko prednosti. Prvo, u
istrazivanje je ukljucena dobro definirana kohorta sudionika ujednaenog etni¢kog porijekla
(uglavnom Hrvatskog). Posteljice ukljuéene u“istrazivanjesu’ bile porijeklom od zdrave
novorodencadi rodene u punom terminu (> 37 tjedana) planiranim carskim rezom, ¢ime su
izbjegnuti potencijalni zbunjujuci ucinei, gestacijske dobi ili nacina poroda pa rezultate.
Takoder, uklju¢ivanje samo planiranth carskih rezova omogucilo je ujednacavanje vremenskog
perioda od poroda do prikupljanja tkiva posteljice. Odabrani uzorak sudionika ukljucivao je
ujednacen broj muske i zenske novorodencadi te ujednacen broj sudionica s razlicitimstatusom
predgestacijske tjelesne mase i toleraneije glukoze u trudnoci. Druga velika prédnost je da je
istrazivanje uklju€ilo ‘sve klju€ne regulatorne gene serotonina prisutne, u posteljici, koji
kodiraju za serotoninske prijenosnike — SERT i OCT3, metaboli¢ke enzime serotonina— TPHL1,
MAOA i MAOB: te,receptor serotonina — HTR2A."Na taj nacindmoguce je dobiti uvid u
meduasobne odnose pojedinih komponenti/serotoninske homeostaze u istom eksperimentalnom
postavu. Nadalje, za klju¢ne regulatorne gene serotonina= prijenosnik SERT i razgradni enzim
MAOAy eksprimirane u visokim razinama u posteljiei, odredili smo i u¢inke na razinu ili

funkciju proteina.

Slabost istrazivanja je'§to.su sve analize provedene na ukupnom tkivu posteljice. Dok
je koristenje tkiva posteljice uobicajeno u klini¢kim studijama te rezultati istrazivanja mogu
pridonijeti razumijevanju ucinaka za populacije stanica vecinski prisutne u posteljici, poput
trofoblasta, rjede zastupljene populacije stanica, poput Hoffbauerovih stanica, mogu biti
zanemarene. Sljedece, nije poznato utjece li nacin poroda na reprezentativnost rezultata stoga
je potrebno buduce studije prosiriti na vaginalne porode. Posljednje, nasi rezultati su ogranic¢eni
samo na novorodencad u normalnom rasponu porodajne mase. Kako bi se odredila povezanost
istrazivanih promjena u ¢itavom rasponu porodajnih masa novorodencadi, u buducnosti ¢e biti

potrebno ukljuciti i novorodencad izvan istraZzivanog raspona porodajne mase.
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Nase in vitro istrazivanje takoder ima svoje prednosti. Prvo, dok je veéina studija
patologija posteljice usredotoCena na terminske posteljice, neke od tih patologija nastaju zbog
disfunkcije posteljice ve¢ u ranom razdoblju trudnode. Stoga je, u pogledu razvoja, vazno
proucavati posteljice u ranoj trudnoé¢i. Mi smo se odlucili za stani¢nu liniju ACH-3P izvedenu
iz trofoblasta prvog tromjesecja, koja je posebno prikladna za in vitro istrazivanja jer nalikuje
primarnim trofoblastima covjeka u prvom tromjesecju, ali, u usporedbifs primarnim
trofoblastima, ima proliferativna svojstva (Hiden i sur., 2007) e njthova destupnost nije
limitirana koli¢inom i etickim ograni¢enjima. Takoder, eksprimira inzulinske receptore (Tandl
i sur., 2021), sto je bilo posebno bitno za ovu studiju. Jos jédna prednostgesto smo proucavali
uc¢inke glukoze i inzulina u uvjetima razina kisika koje su prisutne in vivo, buduci da se rani
razvoj posteljice odvija u hipoksi¢énom okruzenju(Rodesch i sur., 1992), a pokazalo se da kisik
regulira gene SERT i TPH1 u razli¢itim modelima stanica (Ciuclan i sur., 2013; Eddahibi i sur.,
1999). Nasi rezultati jasno pokazuju da je kisik glavna determinanta homeostaze serotonina u
posteljici, koju treba uzimati u obzird u buducim in vitro studijama. Na kraju, svojstva stanica
u kulturi stanica ovise o broju pasaza stanica (Kwist i sur., 2016). Iz tog razloga, uklju€ivanje

broja pasaza stanica kao kovarijable u statistickim analizama daje snaga opazenim uc¢incima.

Slabost nase in vitrQ studije je $to smo analizirali samo razine mRN A ‘anismo ispitivali
razine ili funkciju proteina. Nadalje, koristili smo samg’ jednu staniénu, liniju, Sto moze
ograniCiti moguénost generalizacije rezultata. Zbog ¢injenice da stanice ACH-3P imaju muski
genotip (XY);, potréeban’ jc oprez pri tumacenju trenutnih pedataka, buduc¢i da odgovor
posteljice na izmijenjenu okolinu varira izmedwmuskih i zenskih fetusa (Mclntyre i sur., 2019),
a serotoninski sustav. opcenito pokazuje razlikespecifiéne za spol (Peric¢ i sur., 2022). Buduca
istrazivanja'bi trebala ukljuciti razine i/ili aktivnostix€iljanih regulatornih proteina serotonina
te dodatne gene i stani¢ne linije. To bi doprinijelo sveobuhvatnijem razumijevanju regulacije

serotonina u posteljici ¢ovjekax

Takoder ostaje za razjasniti jésu li opaZene promjene ekspresije regulatornih gena
serotonina u kontekstu majcine debljine ili GDM-a adaptivni odgovor posteljice da zastiti
embrij/fetus ili su posljedica nesposobnosti posteljice da se prilagodi promjenama u okolini.
Nemoguénost prilagodbe bi mogla dovesti do nepovoljnih ishoda za rast i razvoj fetusa
povezanih s majcinom debljinom i/ili GDM-om. U slucaju neprilagodenosti posteljice,
regulatorne komponente serotonina u posteljici mogle bi postati potencijalna meta za

prevenciju negativnih posljedica maj¢ine debljine i GDM-a na zdravlje djeteta.

107



RASPRAVA

54 Doprinosi istrazivanja

Rezultati ovog istrazivanja doprinijeli su boljem razumijevanju molekularnih promjena
u posteljici kod trudnoéa kompliciranih majc¢inom debljinom i GDM-om. Nasi rezultati
naglaSavaju da su i majcina predgestacijska debljina i GDM povezani s promijenjenom
ekspresijom pojedinih komponenti serotoninskog sustava posteljice'te.da bi te promjene mogle
pridonositi promijenjenoj serotoninskoj homeostazi u posteljici. Ova saznanja. mogla bi u
perspektivi voditi prema novim strategijama prevencije ili lije€enja negativnih posljedica
majéine debljine i GDM-a za zdravlje majke i potomstva..Rodatno, rezultati su pridonijeli
fundamentalnom razumijevanju molekularnih  mehanizama, regulacije serotoninske

homeostaze u posteljici.

Svijest o negativnim u¢incima GDM-a na kratkoro¢no i dugoro¢no zdravlje majke i
djeteta kontinuirano se podize (Bedell i sur., 2021). Veliki napori ulaZzu se u pronalazenje
kriterija za rano dijagnosticiranje GDM-a, kao $to je mjerenje razine glukoze u krvi nataste
(Bandres-Meriz i sur., 2020) te koncentracija odredenih adipokina (Bao i'sur., 2022) ve¢ u
prvom tromjesecju trudno€e, kako bi sefSto ranije pristupilo prevenciji i Sprje€avanju
negativnih utjecaja na zdravlje majkeni djeteta. S druge strane, nasi, rezultati o povezanosti
predgestacijske debljine,i homeostaze serotonina u posteljicisnaglasavaju, vaznost primjerene
tjelesneamase i prije samogaulaska u trudnocu, §to jejos uvelike zafiemateno. Najdjelotvornijom
za prevenciju metaboli¢kih promjena u orgamizmu majke's povisenom tjelesnom masom se
trenutno pokazala povecana fizicka aktivnost k@ja, umanjuje razmjere promjena u majcinoj
metaboli¢kojd'endokrinoj homeostazi te umanjuje dostupnost masti i ostalih hranjivih tvari za
prijenos preko posteljice (Fernandez-Twinn isur., 2017; Fewden i sur., 2021). Trenutna
iskustva 1 trend porasta debljine mtrudnickoj populaciji pokazuju da ne postoje dostatne
preporuke i programi usmjereni promoviranju kontrole tjelesne mase prije i u trudno¢i. Dodatni
napori trebali bi se uloZiti u podizanje svijesti populacije o vaznosti metabolickog zdravlja
bududih trudnica prije i za vrijeme trudnoce kako bi se osigurali kratkorocni i dugoro¢ni

povoljni u€inci na zdravlje majki 1 potomstva.
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Cilj ovog rada bio je pridonijeti boljem razumijevanju homeostaze serotonina posteljice
u trudno¢ama kompliciranim maj¢inom debljinom i/ili gestacijskim dijabetesom melitusom
(GDM).

U klinickom dijelu rada, detaljno smo istrazili odnos izmedu majcinih metabolickih
parametara i regulatornih gena serotonina u terminskoj posteljici. TakKoder smo ispitali

potencijalnu ulogu genetickih i epigeneti¢kih mehanizama u regulaciji navedenih gena.

Majcina debljina bila je povezana s povisenim razinama proteina SERT u terminskoj
posteljici, dok je odnos majcine debljine i razine mRNA_SERT ‘ovisio o maj¢inom statusu
tolerancije glukoze. Iz dobivenih rezultata moze se zaklju€iti daje wtrudnocama kompliciranim
debljinom smanjena razgradnja proteina SERT te da u uvjetima normalne tolerancije glukoze,
ali ne i u GDM-u, postoji kompenzatorno smanjenje transkripcije gena SERT. U regulaciji
transkripcije gena SERT u posteljici, epigeneticki mehanizmi dominiraju nad geneti¢kim
polimorfizmima. Pronadena je povezanost razine mRNA SERT u posteljici s¢porodajnom
masom i duljinom novorodenceta, §to podupire ulogu ovog gena u regulaciji fetalnog, rasta,

koja je prethodno pokazana na.animalnom madelu.

Koncentracije pojedinih lipida u krvi majke nisu bile povezane s razinama mRNA za
metaboli¢ke enzime _serotonina TPH1 i MAOA u terminskoj_posteljici, ali je uoc¢ena slaba
korelacija s razinama mRNA za prijenosnike serotonina SERT i OCT3 te receptor serotonina
HTR2A. Dijagnoza{GDM-a povezana je sa smanjenim afinitetom enzima MAOA u posteljici,
neovisno. o ‘statusutjelesne mase. Regulacija ekspresije gena MAOA razlikuje se medu
spalovima — kod Zenske novorodencadi. deminiraju. geneticki mehanizmi, a kod muske

novorodencadi epigeneticki mehanizmi.

IstraZivanja in vitro su pokazala da glukoza'i kisik reguliraju ekspresiju gena SERT,
MAOA i TPH1 u modelu stanica trofoblasta ¢ovjeka iz prvog tromjesecja trudnoce, dok inzulin
regulira ekspresiju samo gena SERT. Dobiveni rezultati sugeriraju da abnormalnosti u razinama
glukoze, inzulina i kisika mogu potaknuti promjene homeostaze serotonina u posteljici tijekom

rane trudnoce.

Zaklju¢no, homeostaza serotoninskog sustava u posteljici na kraju trudnoée
promijenjena je kod majki Cije je metaboli¢ko zdravlje naruseno debljinom i/ili GDM-
om. Odstupanja pojedinih regulatornih komponenti serotonina su mala, ali su pokazana
na razini mRNA i proteina, a mogla bi biti posljedica promjena koje se ocituju veé

tijekom prvog tromjesec¢ja trudnoce.
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SAZETAK

Posteljica je privremeni organ klju¢an za normalan tijek trudnocée i pravilan razvoj
fetusa. Serotonin je multifunkcionalna signalna molekula s vaznom ulogom u regulaciji razvoja
I funkcije posteljice. Maj¢ina debljina (prekomjerna tjelesna masa ili pretilost) i gestacijski
dijabetes melitus (GDM) povezani su s promjenama u razvoju, strukturi i funketjiposteljice te
s poviSenim rizicima za razliCite zdravstvene komplikacije majke i djeteta. Cilj ovog rada, bio
je doprinijeti boljem razumijevanju homeostaze serotoninskog sustava posteljice. Specifi¢ni
ciljevi bili su: istraziti u¢inke majcine debljine i GDM-a na ekspresiju regulatornih gena
serotonina u posteljici, istraziti povezanost njihove _ekspresije s antropometrijskim
karakteristikama novorodenceta te istraziti doprinos genetic¢kih i'epigenetickih mehanizama

regulaciji kljuénih komponenti serotoninskog sustava posteljice.

Rezultati dobiveni na uzorcima tkiva posteljice,iz detaljno karakteriziranih trudnoc¢a su
pokazali da je u trudno¢ama kompliciranim maj¢inom debljinom i/ili GDM-om promijenjena
regulacija kljuénih komponenti serotoninskog, sustava posteljice. Specificno, sniZena je razina
MRNA serotoninskog prijenosnika (SERT), a poviSena je razina njegovog proteina, te je snizen
afinitet razgradnog enzimasserotonina MAQA. Maj¢ino metabolicko stanje nije povezano s
razinama mMRNA gena Sintetskog enzima serotonina TPH1. Promjene koneentracija lipida u
krvi majke povezane'su,s promjenama u razinama ekspresijesmRNA prijenosnika serotonina,
SERT isOCT3, te receptora serotonina HTR2A «Razina ekspresije.gena SERT u posteljici
covjeka povezana je s porodajnom masomdi duljinom, ali ne i/ponderalnim indeksom,
novorodenceta, U regulaciji razine mRNA SERT i MAOA dominiraju epigeneti¢ki nad
genetickim mehanizmima, dok je razina mMRNA HTR2A povezana s rijetkom genetiCkom
varijantom. In vitrodistrazivanje u modelu stanica posteljicedz prvog tromjesecja trudnoce
pokazalo je da posteljica odgovara na promjene Kkoncentracije glukoze inzulina i kisika

promjenama u ekspresiji triju klju¢nih régulatornih gena serotonina — SERT, TPH1 i MAOA.

Zakljuéno, majcina tjelesnamasa’i GDM povezani su s ekspresijom i/ili funkcijom vise
regulatornih komponenti homeostaze serotonina u posteljici sto moze doprinijeti promjenama
u rastu, razvoju i funkcijama posteljice. Promjene u homeostazi serotonina u posteljici kao
posljedica u¢inaka maj¢inog metaboli¢kog stanja potencijalno nastaju ve¢ rano u trudno¢i $to
upucuje na vaznost prevencije i rane dijagnostike te pruza temelj za razvoj strategija lijeCenja

negativnih posljedica maj¢ine debljine i GDM-a u svrhu o¢uvanja zdravlja majke i djeteta.
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SUMMARY

Placenta is a temporary organ crucial for the maintenance of pregnancy and proper fetal
development. Serotonin is a multifunctional signalling molecule important in regulating the
development and several different functions of the placenta. Maternal obesity and gestational
diabetes mellitus (GDM) are associated with changes in placental development, structure and
function and with increased risks for various maternal and child health complications. The,aim
of this research was to contribute to the understanding of the placental serotonin homeostasis.
The specific aims were: to investigate the effects of maternal obesity and GDM on the
expression of placental serotonin regulatory genes, to investigate, the association of the
expression of placental serotonin regulatory genes with‘the anthropometric characteristics of
the newborn, and to investigate the contribution ©f genetic and epigenetic mechanisms in

regulation of key components of the placental seratonin system:

The results obtained on placental tissue samples from well characterized pregnancies
showed that in pregnancies compligated by maternal obesity and/or GDM, the regulation of
two key components of the placental serotonin system was altered. Specifically, the serotenin
transporter (SERT) mRNAevel was decreased, the level of itsqprotein was increasedy,@and the
affinity of the serotonin-degrading enzyme MAOA was decreased. Maternal. metabolic state
was not associatedswith,serotonin synthesizing enzyme TPHIsmRNA "levels. Maternal blood
lipid concentrations were associated with changes,in mRNA levels of serotonin transporters,
SERT, and/©CT3, and serotonin receptor HTR2A. Placental SERT expression was associated
with_newborn birthweight and length, but not with ponderal index. Epigenetic regulation of
SERT and MAOA"mRNA levels dominated over genetic mechanisms, while HTR2A mRNA
level was associated with a rare genetic variant. In vitro gesearch in the first trimester
trophoblast cell line showed that placenta responds to glucose, insulin and oxygen with changes
in the expression of three key serotonin regulatory genes — SERT, TPH1 and MAOA.

In conclusion, maternal obesity.and GDM are associated with expression or function
of serotonin system components in the placenta that may contribute to changes in placental
growth, development, and function. Changes in placental serotonin homeostasis, influenced by
mother's metabolic state, potentially occur early in pregnancy. These findings indicate the
importance of prevention and early diagnosis and provide a basis for the development of new
treatment strategies for the negative consequences of maternal obesity and GDM in order to

preserve the health of mother and child.
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Popis kratica

SHIAA
SHT
ADHD
ANOVA
ASA

Chl

Cq
DEPC
dNTP
EDTA
ELISA
GDM
GWG
HDL
IADPSG

IUGR
LDL
LGA
LSD
MRNA
miRNA
NGT
NW
oGTT
OWO

IT™
pITM
gPCR

RNA
RT
SD
SNP
Tg
Trp
TSS
VNTR

Popis gena
ACTB
CK7
HTR2A
MAOA
MAOB

POPIS KRATICA

5-hydroxyindoleacetic acid, 5-hidroksiindol octena kiselina
5-hydroxytryptamine, 5-hidroksitriptamin, serotonin

attention deficit hyperactivity disorder, poremecaj paznje s hiperaktivnoséu
analysis of variance, analiza varijance

acetylsalicylic acid, acetilsalicilna kiselina

kolesterol

quantification cycle, grani¢ni ciklus

diethylpyrocarbonate, dietil-pirokarbonat

deoxyribonucleoseide triphosphate, deoksiribonukleozid trifosfat
ethylene-diaminotetraacetic acid, etilen-diaminoitetraoctena kiselina
enzyme-linked immunosrbent assay, kompletiza imunoenzimski test
gestational diabetes melitus, gestacijskidijabetes. melitus

gestational weight gain, prinos tjelesne mase w'trudnoci

high density lipoprotein, lipeprotein visoke gustoce

The International Association of the Diabetes and Pregnancy Study
Groups, Medunarodno udruzenje studijskih grupa za dijabetes u trudno¢i
intrauterine growtherestriction, intrauterini zastoj rasta

low density lipoprotein,lipoprotein niske gustoce

large for gestational age, novorodence preveliko za gestacijsku dob.
least significant difference, najmanja znac¢ajna razlika

messenger ribonucleic@cid, glasnicka ribonukleinska kiselina
micrORNA, mala nekodiraju¢a RNA

normal.glucose tolerance, normalna tolerancija glukoze

normal'weight, predgestacijska normalnastjelesna masa

oral glucosertolerance test, oralni test tolerancije glukoze

overweight — obesity, predgestacijska prekomjerna tjelesna masa ili
pretilost

indeks tjelesne mase

predgestacijski indeks.tjelesne mase

guantitative real-timg polymerase chain reaction, metoda lancane
reakcije polimerazom u Stvarnom vremenu

ribonucleic acid, ribonukleinskakiselina

reverzna transkripcija

standardna devijacija

single nucleotide polimorphism, polimorfizam pojedina¢nog nukleotida
trigliceridi

triptofan

transcription start site, mjesto pocetka transkripcije

variable number tandem repeats, polimorfizam varijabilnog broja
tandemskih ponavljanja

actin beta, beta-aktin

cytokeratin 7, citokeratin 7

5-hydroxytryptamine receptor 2A, serotoninski receptor 2A
monoamine oxidase A, monoaminoksidaza A

monoamine oxidase B, monoaminoksidaza B
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POPIS KRATICA

OCT1/SLC22A1 organic cation transporter 1, prijenosnik organskih kationa 1

OCT2/SLC22A2 organic cation transporter 2, prijenosnik organskih kationa 2

OCT3/SLC22A3 organic cation transporter 3, prijenosnik organskih kationa 3

PMAT / SLC29A4 plasma membrane monoamine transporter, plazma membranski
prijenosnik monoamina

SERT /SLC6A4  serotoninski transporter

TPH1 triptofan hidroksilaza 1

UBC ubiquitin C, ubikvitin C

VMAT1 / SLC18A1 vesicular monoamine transporter 1, vezikularn
1

VMAT?2 / SLC18A2 vesicular monoamine transporter 2, vezikul
2

YWHAZ tyrosine  3-monooxygenase/trypto

protein zeta, aktivacijski prot onooksigenaze tirozina

3/monooksigenaze triptofana
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