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1. Uvod

Reprodukcija je jedna od temeljnih funkcija svih Zivucih vrsta koja omogucduje opstanak vrste.
Razvoj novog organizma kod placentarnih sisavaca je sloZzen proces reguliran brojnim okolisnim i
endogenim faktorima. Ve¢ od trenutka oplodnje mijenja se lucenje razli¢itih hormona u
organizmu majke kako bi se omogudili opstanak i razvoj novooplodene jajne stanice i odrzavanje
trudnode. Majcin organizam prolazi kroz brojne promjene kako bi se prilagodio zahtjevima fetusa.
Majcin bazalni metabolizam se povecdava kako bi se zadovoljili energetski zahtjevi za razvoj i
funkcioniranje posteljice i fetusa. Volumen plazme se postepeno povecava tijekom trudnoée
sukladno potrebama posteljice i fetusa, a pod utjecajem hormona koje luci posteljica. Veéina
glukoze iz maj¢inog organizma preusmjerava se prema fetusu s ciljem ispunjavanja njegovih
nutritivnih potreba te dolazi do odgovaraju¢ih prilagodbi maj¢inog metabolizma. Mijenja se
ekspresija razli¢itih gena i dugih nekodiraju¢ih RNA (IncRNA, od eng. long non-coding RNA) u
organizmu majke (Wright i sur., 2023). Svi ovi procesi i joS mnogi drugi su strogo regulirani i
koordinirani kako bi se stvorili uvjeti za normalni razvoj fetusa, a uz to omogucili majci da pruzi
potrebnu zastitu, nutrijente i faktore rasta potrebne za razvoj fetusa dok se aklimatizira na suzivot

s novim bicem.

1.1 Posteljica i serotonin

Posteljica (lat. placenta) je jedan od klju¢nih organa nuznih za razvoj fetusa u placentarnih
sisavaca, ukljucujudi ¢ovjeka. Ona djeluje kao posrednik izmedu majke i fetusa, izmjenjujudi tvari
i plinove izmedu majéinog i fetalnog krvotoka te osiguravajuéi sigurnu okolinu za rastuci fetus
Stiteci ga od vanjskih utjecaja i mogudih infekcija. Kao privremeni endokrini organ ujedno ima i
funkciju proizvodnje razli¢itih hormona koji su od krucijalne vaznosti za tijek trudnoce i razvoj
ploda. Nadalje, posteljica stiti embrij od imunoloskog odgovora majke te takoder od razlicitih
patogena. Razvoj posteljice pocinje vrlo brzo nakon oplodnje (Pelmis, 2019). Zigota uzastopnim
diobama postaje morula, struktura od 16 stanica. Morula ulazi u materni¢nu Supljinu, dolazi do
nakupljanja tekuéine izmedu stanica $to posljediéno dovodi do nastanka Supljine blastocela te

morula postaje blastocista. Unutrasnji dio blastociste ¢e se razviti u embrio (pa ée stoga Ciniti




embrioblast), a vanjski sloj stanica tvori trofoblast koji je osnova za razvoj posteljice. Trofoblast
¢e na kraju svoje diferencijacije tvoriti amnion, korion i posteljicu. Tijekom implantacije trofoblast
prodire kroz povrsinski epitel endometrija, te se naknadno diferencira na sinciciotrofoblast i
citotrofoblast. Sinciciotrofoblast Cine visejezgrene stanice koje su odgovorne za funkcionalno
djelovanje posteljice tijekom trudnoce, a citotrofoblasti ¢ine jednojezgrene stanice koje luce
enzime za razgradnju medustani¢nih veza u endometriju kako bi sinciciotrofoblast invadirao u
stijenku endometrija. Kao rezultat invazije trofoblasta u endometrij dolazi do decidualne reakcije
— funkcionalne i kompozicijske promjene tkiva endometrija koje okruzuje blastocistu. Tom
reakcijom nastaju morfoloski promjenjene decidualne stanice koje formiraju tri ovojnice: bazalnu
deciduu, kapsularnu deciduu koja obavija blastocistu, odnosno plod, i parijetalnu deciduu koja
oblaZze ostatak materni¢ne Supljine. Valja naglasiti da je kod ljudi trofoblast placentarnih resica u

izravnom kontaktu s maj¢inom krvi Sto omogucuje brzu izmjenu tvari i plinova.

Razvoj i funkcije posteljice regulirani su razli¢itim signalnim molekulama. Jedna od njih je i
serotonin, odnosno 5-hidroksitriptamin (5-HT). Serotonin je multifunkcionalna molekula koja
moze djelovati kao neurotransmiter u Ziv€anom sustavu, autokrino ili parakrino u razli¢itim
tkivima te endokrino, poput hormona (Brady i sur., 2012). Ponekad zvan i “hormon srece”, jer
utjeCe na raspoloZenje, serotonin sudjeluje u regulaciji stani¢nih procesa poput proliferacije,
diferencijacije, migracije i apoptoze (Azmitia, 2001). Serotoninski neuroni su jedni od prvih

neurona mozdanog debla — razvijaju se vec u Sestom tjednu gestacije kod ljudi.

Serotonin se sintetizira iz L-triptofana kroz dva enzimatska koraka, od kojih je prvi kataliziran
triptofan hidroksilazom 1 (TPH1) ili 2 (TPH2), a drugi dekarboksilazom aromatskih L-aminokiselina
(AADC, od eng. aromatic L-amino acid decarboxylase). Razgradnja serotonina do konacnog
razgradnog produkta 5-hidroksi-3-indoloctene kiseline se takoder odvija kroz dva enzimatska
koraka, od kojih prvi, kataliziran monoamin oksidazom A ili monoamin oksidazom B odreduje
brzinu citavog katabolickog puta. Metaboli¢ki put serotonina je prikazan na Slici 1. Svoje
djelovanje na stanice serotonin ostvaruje putem serotoninskih receptora koji su smjesteni na
stani¢noj membrani, a kod ljudi ih je utvrdeno ¢ak 14 podtipova. S obzirom na svoj hidrofilni
karakter, serotonin ne moze prolaziti kroz staniénu membranu, ve¢ za to koristi specificne

membranske prijenosnike. Ulaskom u stanice serotonin postaje meta kataboli¢kih enzima. U




nekim vrstama stanica, serotonin se pohranjuje u unutarstanicne organele za sekreciju ili
skladistenje (npr. u sekretorne granule u enterokromafinim stanicama, guste granule u
trombocitima ili sinapticke mjehuri¢e u neuronima) (Peric i sur., 2022). Serotonin se iz tih stanica

po potrebi oslobada procesom egzocitoze.

MAOA/MAOB

&)

L-trp

TPH1 ,:TPHzf

7 MAOA/MAOB

' membranski

5-HT prijenosnici 5-HT

O unutarstanicna
vezikula

Slika 1. Shematski prikaz metabolickog puta serotonina unutar stanice. 5-HT - 5-
hidroksitriptamin, odnosno serotonin; MAOA/MAOB - izoforma A (MAOA) ili B (MAOB)
monoamin oksidaze, L-trp — L-triptofan, TPH1/TPH2 — izoforma 1 (TPH1) ili 2 (TPH2) triptofan
hidroksilaze, AADC — dekarboksilaza aromatskih L-aminokiselina, 5-HT — 5-hidroksitriptamin, 5-

HIAA — 5-hidroksi-3-indoloctena kiselina. llustracija je izradena u programu Biorender.




Serotonin modulira proliferaciju i apoptozu trofoblasta te tako regulira razvoj posteljice (Hadden
i sur, 2017; Peric¢ i sur., 2022). Nadalje, serotonin sudjeluje u regulaciji posteljicno-umbilikalnog
krvotoka i takoder regulira endokrine funkcije posteljice (Peric i sur., 2022). Razlicita istraZivanja
upucuju da tijekom ranog razvoja, prije pocetka sinteze serotonina u fetalnim tkivima, posteljica
osigurava serotonin potreban za pravilni razvoj fetalnog mozga (Peric i sur., 2022). Pretpostavlja
se da postoje dva puta kojima posteljica opskrbljuje fetus serotoninom. Prvi karakterizira
proizvodnja serotonina u posteljici iz triptofana dopremljenog majéinim krvotokom (Bonnin i sur.,
2011). Drugi ovisi o nizu razli¢itih specificnih prijenosnika koji svojim koordiniranim radom
dopremaju serotonin iz majcinog krvotoka preko stanica posteljice do ploda (Kliman i sur., 2018).
UtjeCudi na razlicite stani¢ne procese, serotonin osigurava funkcionalnost posteljice i dirigira

razvoj ploda.

1.2 Monoamin oksidaza

Monoamin oksidaza (MAO) je enzim koji oksidativno deaminira razliite amine, a osobito je vazan
u metabolizmu monoaminskih neurotransmitera. Otkrivena je davne 1928. g. u ekstraktu jetre
kuni¢a, zahvaljuju¢i Mary L. C. Hare (Hare, 1928). lako je prvotno zvana tiramin oksidaza, zbog
koristenja tiramina kao supstrata, naknadno je naziv zamjenjen s amin oksidaza kako bi se
naglasila sposobnost metaboliziranja amina (Richter, 1937). Produkti enzimskog djelovanja MAO
u bioloskim sustavima su aldehid, vodikov peroksid (pripadnik reaktivnih kisikovih vrsta) te
amonijak. MAO pripada skupini flavoenzimima jer joj djelovanje ovisi o kofaktoru FAD (flavin
adenin dinukleotid) koji je kovalentno vezan uz proteinski dio enzimskog kompleksa. MAO je
pronadena kod raznih organizama unutar potkoljena kraljeZznjaka, od pastrva (Chen i sur., 1994)
pa do ¢ovjeka, no njezina bioloska uloga je najvise istrazivana medu sisavcima. Do sada su poznate
dvije izoforme MAO kod sisavaca: monoamin oksidaza A (MAOA) i monoamin oksidaza B (MAOB).
Obje izoforme su lokalizirane na vanjskoj membrani mitohondrija. Geni za MAOA i MAOB se
nalaze na kracem kraku kromosoma X kod ljudi (Slika 2.), sadrze 15 egzona te posjeduju identi¢nu
organizaciju egzona i introna (Grimsby i sur., 1991). MAOA i MAOB dijele oko 73 % sli¢nosti u
aminokiselinskoj sekvenci, ali se znacajno razlikuju u specificnosti za supstrate i inhibitore: MAOA
preferentno deaminira serotonin, adrenalin i noradrenalin te je inhibirana klorgilinom (Johnston,

1968), dok je MAOB sklonija deaminirati benzilamin i feniletilamin te se ireverzibilno inhibira




deprenilom (Knoll i Magyar, 1972). Izoforme se ujedno razlikuju i u distribuciji u razli¢itim tkivima
ljudi: MAOA je prisutna u posteljici i gastrointestinalnom traktu, MAOB u trombocitima, a obje
izoforme su prisutne u mozgu i jetri (no koncentracije MAOB su u njima znatno vece u odnosu na

MAOA) (Waller i Sampson, 2018).

Xpl11.3
-—.
Pozicija na
kromosomu X 43.3M 43.4M 43.5M 43.6M
- ; t : } - t
5' i ":- :“ %.—
Geni °) MAOA = 2 MAOB 2
MAOA-Q VNTI

polimorfizam

Slika 2. Shematski prikaz relativne pozicije gena MAOA i MAOB na kromosomu X unutar regije
Xp11.3, te lokalizacije MAOA-uVNTR polimorfizma. Preuzeto i prilagodeno prema Eccles i sur.

(2012).

Do sada su utvrdene dvije transkripcijske varijante MAOA gena, ¢ije duljine se razlikuju za 1.3 kb.
Navedene transkripcijske varijante se razlikuju u 5 netranslatiranoj regiji (5° UTR, od eng.
untranslated region) i alternativnim egzonima, a translacijom daju dvije varijante proteina MAOA,
glavnu od 527 aminokiselina i alternativnu od 394 aminokiselina. Smatra se da je tip transkripta
koji ¢e se eksprimirati s MAOA gena pod kontrolom varijabilnog broja tandemskih ponavljanja
(VNTR, od eng. variable number of tandem repeats) u promotoru gena, polimorfizmom poznatim
pod nazivom MAOA-uVNTR (Philibert i sur., 2011). MAOA-uVNTR se sastoji od osnovne sekvence
duge 30 pb ¢iji broj ponavljanja moze iznositi 2, 3, 3.5, 4, 4.5 5, po ¢emu su i aleli polimorfizma
MAOA-uVNTR dobili ime (Sabol i sur., 1998; Fili¢, 2004). Konsenzus oko utjecaja MAOA-uVNTR na
ekspresiju gena MAOA jos$ nije postignut. Dok dio znanstvene zajednice smatraju da je MAOA-
UVNTR cis-regulatorni element ekspresije te da aleli 3.5 i 4 rezultiraju visokom transkripcijskom

aktivnoscu, a aleli 2, 3 i 5 niskom transkripcijskom aktivno$¢u (pa ih se stoga naziva alelima




“visoke”, odnosno “niske” aktivnosti) (Sabol i sur., 1998; H. Zhang i sur., 2010; J. Zhang i sur.,
2010), drugi dio tvrdi da nema razlike u ekspresiji gena MAOA izmedu razlicitih genotipova (Sun i
sur., 2012). Polimorfizam MAOA-uVNTR je povezan s razli¢itim poremecajima i stanjima,
uklju€ujuéi migrenu (Fili¢ i sur., 2005), depresiju (Aklillu i sur., 2009; Lung i sur., 2011), autizam
(Cohen i sur., 2011) i preeklampsiju (Bina i sur., 2022). Unatoc razlici u broju alela polimorfizma
MAOA-uVNTR izmedu Zena i muskaraca (zbog lokalizacije gena MAOA na kromosomu X) dosada
nisu utvrdene razlike u distribuciji razli¢itih alela medu razli¢itim spolovima (Fite i sur., 2020), niti
razlike u ekspresiji MAOA izmedu Zena i muskaraca (Blakeley i sur., 2013). lako transkripcija gena,
kao biokemijski korak koji prethodi translaciji, utje¢e na sintezu proteina, a sinteza proteina na
ukupnu aktivnost proteina u odredenom tkivu, jo$ nije ispitano u kojoj mjeri su korelirani

ekspresija gena MAOA i aktivnosti proteina MAOA.

Iskljuciva prisutnost izoforme MAOA u tkivu humane posteljice daje naslutiti da ova izoforma ima
vaznu ulogu u posteljici. Unutar posteljice, ekspresija MAOA je primjeéena u sinciciotrofoblastu,
citotrofoblastu i feto-placentalnim endotelnim stanicama (Auda i sur., 1998; Kliman i sur., 2018;
Bakovi¢ i sur., 2023). MAOA je uklju¢ena u katabolizam serotonina kataliziraju¢i njegovu
degradaciju do 5-hidroksi-3-indolacetaldehida (5-HIAL), koji se zatim procesira pomoéu NAD*-
ovisne aldehid dehidrogenaze do konacnog razgradnog produkta 5-hidroksi-3-indoloctene
kiseline (5-HIAA, od eng. 5-hydroxy-3-indolacetic acid). 5-HIAA se oslobada iz stanica pomocu
sustava membranskih transportera u krvotok, te se zatim izlu¢uje bubrezima. U slucaju fetusa,
serotonin se mebranskim prijenosnicima prenosi iz fetalne cirkulacije u stanice posteljice, gdje se
zatim degradira pomoc¢u MAOA do 5-HIAA koji se konaéno luci preferentno u majcinu cirkulaciju
(Staud i sur., 2023). Ovakav mehanizam omogucuje odrazavanje homeostaze serotonina tijekom
trudnode i pravilan razvoj fetusa. Bilo kakav poremecaj u ovom proces koji rezultira povecanom
ili smanjenom razinom serotonina moZe potencijalno rezultirati neuralnim poremecajima fetusa
ili komplikacijama trudnoce poput preeklampsije (Rosenfeld, 2020). Afinitet serotonina za MAOA
je 120 puta veéi nego za MAOB sto govori u prilog vaznosti MAOA u metabolizmu serotonina
(Miller i Jacobs, 2010). Posteljica je vrlo bogat izvor enzima MAOA (H. Zhang i sur., 2010). lako su
pronadene i male kolicine mRNA MAOB u tkivu posteljice, na razini proteina prisutna je samo

izoforma MAOA ovog enzima (Sivasubramaniam, 2002). Navedeno omogucuje ispitivanje




aktivnosti izoforme MAOA u tkivu posteljice bez potrebe za upotrebom inhibitora izoforme
MAOB. Do sada prikupljena saznanja o MAOA jo$ uvijek ostavljaju mnogo prostora za ispitivanje
mogucée povezanosti polimorfizma MAOA-uVNTR, ekspresije i aktivnosti MAOA, narocito u

kompleksnim fizioloskim uvjetima kakve pronalazimo u posteljici.

2. Cilj istrazivanja

Zadaca ovoga rada je bolje razumijevanje svojstava i regulacije MAOA u ljudskoj posteljici.

Specifi¢ni ciljevi rada su:
1. odrediti genotip polimorfizma MAOA-uVNTR kod novorodencadi na odabranom uzorku;
2. odrediti relativnu razinu mRNA MAOA u uzorcima posteljice i ispitati moguce spolne razlike;

3. odrediti kineticke parametre (Vmax i Km) enzima MAOA u uzorcima posteljice i ispitati moguée

spolne razlike;

4. istraziti odnos izmedu polimorfizma MAOA-uVNTR, razine mRNA MAOA i aktivnosti enzima
MAOA u posteljici.

Bududi da su sudionici istrazivanja slu¢ajno odabrani, ocekivali smo da ¢e opazene ucestalosti
genotipova polimorfizma MAOA-uVNTR biti u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi. lako je poznato da
serotoninski sustav pokazuje spolni dimorfizam, taj fenomen nije uvijek prisutan pa nije bilo
moguce pretpostaviti hoée li biti razlika medu spolovima u razini mRNA MAOA i enzimskoj
aktivnosti MAOA u posteljici. S obzirom na neujednacene literaturne nalaze o ucinku
polimorfizma MAOA-uVNTR na ekspresiju gena MAOA, nije bilo moguce pretpostaviti kakav ¢e
biti odnos ovog polimorfizma i razine mRNA MAOA u ljudskoj posteljici. O¢ekivali smo da ¢ée vise

razine mRNA MAOA biti povezane s viSom enzimskom aktivnosti MAOA.




3. Materijali i metode

3.1 Oprema i pribor

Tehnicka oprema i pribor koji sam koristila u provedbi ovog istraZivanja su navedeni u nastavku:

Automatske pipete i propipete Eppendorf (Njemacka) i Gilson (SAD)

Termomikser LLG-uniTHERMIX1 (Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim, Njemacka)
Ultrazvucni dezintegrator (B. Braun Biotech International, Njemacka)

Elektricne mijesalice (IKA, Njemacka)

Centrifuga (Eppendorf Research, Njemacka)

Vaga (Mettler H54AR, Kern, Njemacka)

Digestor (Tlos, Hrvatska)

Spektrofotometar NanoPhotometer N60/N50 (Implen GmbH, Munich, Njemacka)
Uredaji za PCR T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD)

Uredaj za PCR GeneAmp 2700 PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD) (za
uhodavanje metode genotipizacije polimorfizma MAOA-uVNTR)

Uredaj za PCR u stvarnom vremenu StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Waltham, MA, SAD)

Transiluminator s digitalnom kamerom UVItec Alliance 4.7 (Cambridge, Velika Britanija)
pH metar Lab 845 (SI Analytics, Njemacka)

Sustav za horizontalnu elektroforezu (Cleaver Scientific, Velika Britanija)

Magnetska mjesalica (IKA Combimag RCH, Njemacka)

Inkubator Memmert 100-800 (Memmert, Njemacka)

Inkubator s tresilicom Heidolph Unimax 1010 (Heidolph Instruments GmbH, Schwabach,
Njemacka)

Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica Labsystems Multiskan MS (Thermo Fisher Scientific Inc., Foster
City, CA, SAD)

Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica Tecan INFINITE 200 PRO (Tecan Austria GmbH, Austrija)
Prozirna polistirenska mikrotitarska plocica s 96 jazica i ravnim dnom (Greiner Bio-one) (za

odredivanje koncentracije ukupnih proteina)




- Crna polistirenska mikrotitarska plocica s 96 jazica i ravnim dnom (Greiner) (za mjerenje
enzimske aktivnosti)

- Nastavci za automatske pipete, filter papir, vata, aluminijska folija, kapaljka, epruvete,
mikroepruvete, stalci za epruvete, Skarice, Spatule, pinceta, menzure, laboratorijske ¢ase,

Erlenmeyerove tikvice, hvataljke, mikropastile.

3.2 Uzorci tkiva posteljice

Istrazivanje je provedeno na podskupini novorodencadi (n = 143; 77 Zenskog spola, 66 muskog
spola) iz kohorte rodenih PlaNS, uspostavljene u okviru istrazivackog projekta Hrvatske zaklade
za znanost IP-2018-01-6547, pod nazivom ,,Utjecaj majcinog metabolickog stanja na serotoninski
sustav posteljice i neonatusa: od metilacije DNA do funkcije proteina (PlaNS)“. Istrazivanje je
odobreno od strane Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra (KBC) Zagreb (Klasa:8.1—
18/162-2, Broj: 02/21 AG) i Bioetickog povjerenstva Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu (BEP-
8761/2-2018). Sudionice su uklju¢ene u istraZivanje u Klinici za Zenske bolesti i porodaje KBC-a
Zagreb. Klini¢ki i demografski podaci su prikupljeni iz medicinske dokumentacije i upitnika koje su
ispunile sudionice istrazivanja. Pisani informirani pristanak prikupljen je od sudionica istrazivanja
te im je pruZzena kopija istog. Istrazivanje je provedeno u skladu sa Helsinskom deklaracijom.
Uzorci posteljice koristeni u ovome radu su prikupljeni u razdoblju od travnja 2016. g. do listopada
2021. g., prema prethodno opisanoj standardiziranoj proceduri (Blazevic¢ i sur., 2017; Horvaticek
i sur., 2022). Uzorci za izolacije nukleinskih kiselina su bili pohranjeni na - 80 °C u otopini za
konzerviranje nukleinskih kiselina (RNAlater RNA Stabilization Reagent, Qiagen, Hilden,
Njemacka; u nastavku: otopina RNAlater), dok su uzorci za izolaciju proteina bili pohranjeni u

nativnom obliku na - 80 °C.

3.3 Izolacija genomske DNA iz tkiva posteljice

Uzorke tkiva ljudske posteljice sam pripremila za izolaciju genomske DNA na nacin da sam ih
izvadila iz otopine RNAlater, posusila na filter papiru te odvagala oko 12 mg tkiva u novim
mikroepruvetama. Za izolaciju genomske DNA koristila sam komplet GeneElute Mammalian
Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i pripadajuéi protokol proizvodaca

uz dodatni korak tretmana RNazom A. Kako bi homogenizacija tkiva bila uspjesnija, tkivo sam




prethodno usitnila Cistim dezinficiranim Skaricama. Nakon dodatka otopine za lizu T, tkivo sam
homogenizirala kruznim pokretima mikropastilom (oko 30 pokreta). Nakon inkubacije na
termomikseru na 55 °C u trajanju od 1h, ponovila sam jos jednom homogenizaciju mikropastilom.
Zatim sam uzorke vorteksirala na elektricnoj mijesalici i kratko centrifugirala u centrifugi kako bi
se sadrzaj spustio na dno mikroepruvete. Prilikom elucije DNA s kolonice, kolonicu sam inkubirala
10 minuta s otopinom za eluciju kako bih povecala uspjesnost elucije DNA. Korak eluiranja sam
ponovila kako bih prikupila u drugi eluat preostalu genomsku DNA. Koncentraciju i Cistocu
izolirane DNA sam provjerila spektrofotometrijski pomocu NanoPhotometer N60/N50
spektrofotometra, mjereci u duplikatima. Izmjerila sam apsorbancije pri 230 nm, 260 nm i 280
nm, pri ¢emu kao indikator Cisto¢e DNA sam koristila omjer apsorbancija 260/280 koji iznosi oko
1.8 za Cistu DNA, te omjer 260/230, kao sekundarna mjera Cistoce DNA, koji iznosi izmedu 2.0 i

2.2 za nekontaminiran izolat DNA.

S ciljem odredivanje cjelovitosti izolirane DNA provela sam elektroforezu na 0.8 % agaroznom
(Agaroza low EEO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) gelu uz dodatak boje Midori Green Advance
DNA Stain (Nippon Genetics, Duren, Njemacka). Za svaki uzorak sam pripremila smjese za
nanoSenje na gel pomjesavsi 2 ul uzorka DNA, 0.5 pl pufera za nanos$enje (10X, Qiagen, Hilden,
Njemacka) i 2.5 ul H,0 tretirane s dietil-pirokarbonatom (DEPC, od eng. diethyl pyrocarbonate).
Kao molekularnu ljestvicu sam koristila 100 bp DNA Ladder Ready to Load (Solis BioDyne, Tartu,
Estonia) te sam elektroforezu provela na sustavu za horizontalnu elektroforezu. Rezultate
elektroforeze sam vizualizirala pomocu transiluminatora s digitalnom kamerom UVitec Alliance

4.7.

3.4 Genotipizacija polimorfizma MAOA-uVNTR

Polimorfizam MAOA-uVNTR sam genotipizirala tako Sto sam prvo umnozila varijabilnu regiju gena
MAOA uz pomo¢ lancane rekacije polimerazom (PCR, od eng. polymerase chain reaction). Zatim
sam elektreforezom na agaroznom gelu razdvojila dobivene produkate PCR-a i odredila im duzinu.
U Tablici 1. su prikazane alelne varijante polimorfizma MAOA-uVNTR, gdje naziv alela odgovara
broju ponavljanja tandemskog ponavljajuéeg slijeda DNA. Ocekivane duZine produkata PCR-a za
svaki od alela su mi posluzile za odredivanje genotipova ovog polimorfizama u uzorcima tkiva

humane posteljice.
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Tablica 1. Alelne varijante polimorfizma MAOA-uVNTR. Nazivi alelnih varijanti odgovaraju broju
ponavljanja tandemskog ponavljaju¢eg DNA slijeda. Navedene veli¢éine produkata lancane
reakcije polimerazom (u parovima baza, pb) odgovaraju odredenom alelu i posluzile su pri

utvrdivanju genotipova ovog polimorfizma.

Alelrja varijanta Ocekivana duljina
polimorfizma seahlia )
MAOA-uVNTR s s

2 279
3 309
3.5 324
4 339
4.5 354

Oligonukleotidne pocetnice koje sam koristila u PCR-u (F: 5"-ACAGCCTGACCGTGGAGAAG-3’; R:
5"-GAACGGACGCTCCATTCGGA-3’) su nabavljene od tvrtke Life Technologies (CA, SAD), a
sekvence su preuzete iz rada Fili¢ (2004). U pocetnoj fazi istraZivanja, testirala sam protokol za
PCR iz navedenog rada (Fili¢, 2004) te sam ga dodatno prilagodila mijenjajuéi sastav reakcijske
smjese i termalne uvjete PCR-a, s ciljem da povecam specifi¢nost i prinos produkata. Takoder sam
prilagodila i provedbu elektroforeze s ciljem bolje razlucivosti vrpca na gelu. U radu Fili¢ (2004)
elektroforeza je radena na poliakrilamidnom gelu, a ja sam uhodala protokol za elektroforezu na
agaroznom gelu. U uhodavanju navedenih protokola, koristila sam uzorke DNA s poznatim
genotipom, odredenim u prethodnom istrazivanju (Fili¢, 2004). U nastavku navodim uvjete i
protokol za provedbu PCR-a i elektroforeze uz koje sam dobila najbolje rezultate i koje sam
koristila u daljnjem odredivanju polimorfizma MAOA-uVNTR u uzorcima DNA izoliranim iz
posteljice. Smjese za PCR sam pripremila sukladno protokolu za pripremu reakcijske smjese
prikazanom u Tablici 2. PCR sam provela sukladno termalnim uvjetima prikazanim u Tablici 3. na
uredaju za PCR T100 Thermal Cycler. Po zavrSenom PCR-u, pristupila sam provedbi elektroforeze
produkata PCR-a na 3.5 % agaroznom gelu volumena 80 ml uz dodatak 4 pl boje Midori Green
Advance DNA Stain (Nippon Genetics, Duren, Njemacka), u 1X TAE puferu (0.8 M Tris, 0.2 mM

octena kiselina, 0.5 M EDTA). Elektroforezu sam provela prvo pri 60 V i 81 mA 10 min, zatim pri
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80 V 90 min i onda jo$ 30 min pri 90 V (radi bolje razlucivosti vrpci na gelu). Na gel sam nanosila
10 ul produkta PCR-a pomijesanog s 1 ul pufera za nanoSenje CoralLoad PCR pufer (10X, Qiagen,
Hilden, Njemacka). Kao molekularnu ljestvicu koristila sam 100 bp DNA Ladder Ready to Load
(Solis Biodyne, Tartu, Estonia), koji sam nanosila u volumenu od 3 pl. Na gel sam kao dodatnu
kontrolu nanosila i kontrolne uzorke poznatog genotipa, Ciji je genotip odreden u prethodnom
istrazivanju (Fili¢ i sur., 2005). Rezultate gel elektroforeze sam vizualizirala pomocu

transiluminatora s digitalnom kamerom UVltec Alliance 4.7.

Zbog pojavnosti 3 vrpce na agaroznom gelu kod uzoraka koji imaju 3/4 heterozigotni genotip za
polimorfizam MAOA-uVNTR, prilikom uhodavanja protokola za genotipizaciju polimorfizma
MAOA-uVNTR ponovila sam PCR te elektroforezu prema prethodno spomenutim uputama, na
nacin da sam u jednoj reakcijskoj smjesi kombinirala 2 uzorka koji imaju homozigotni genotip 3/3
i 4/4 za polimorfizam MAOA-uVNTR (u jednakim omjerima, tako da konacna koncentracija DNA
po reakcijskoj smjesi ostane nepromjenjena), s ciljem dokazivanja pojave heterodupleksa dvaju
lanaca DNA razlic¢ite duljine u uzorcima koji imaju heterozigotni genotip 3/4 za polimorfizam

MAOA-uVNTR.
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Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za lancanu reakciju polimerazom u svrhu genotipizacije
polimorfizma MAOA-uVNTR, gdje ¢ oznacava konacnu koncentraciju reagensa u smjesi, V

volumen pojedinog reagensa po uzorku, Vm volumen smjese svih reagenasa osim genomske DNA,

a Vu ukupni volumen reakcijske smjese.

Reagens c V/ul
H,O 3.18
PCR pufer Il 10x (Applied Biosystems) 1.0 1.0
smjesa dNTP (10 nM; 2.5 nM svaki dNTP) 0.2 nM 0.8
MgCl; (25 mM) (Applied Biosystems) 1.5mM 0.6
Q solution 5x (Qiagen) 1.0 2.0
F pocetnica (10 uM) 0.2 uM 0.2
R pocetnica (10 uM) 0.2 uM 0.2
Taq DNA polimeraza (5 U/ul) (Applied Biosystems) 0.01 U/ul 0.02
Vm 8.0
DNA (oko 40 ng/ul) 4.0 ng/ul 2.0
W 10.0

Tablica 3. Termalni uvjeti lancane reakcije polimerazom u svrhu genotipizacije polimorfizma

MAOA-uVNTR, gdje T oznacava temperaturu pojedinog koraka, a t vrijeme trajanja svakog koraka.

pocetna zavrsna
denaturacija nalijeganje elongacija
denaturacija elongacija
T/°C 95 95 59 72 72
t 2 min 30s 30s 40s 7 min
broj ciklusa 1 35 1

3.5 Izolacija RNA

Za potrebe izolacije RNA iz tkiva humane posteljice pripremila sam otopine i pribor za izdvajanje
RNA sukladno uputama iz Ambriovi¢ Ristov i sur. (2007). Ukratko, s DEPC-om su tretirane

mikroepruvete za otapanje i pohranjivanje izdvojene RNA, destilirana voda (deH;0) i nastavci za
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automatske pipete, te zatim autoklavirani. Za izolaciju RNA sam odvagala u Ciste mikroepruvete
6-13 mg tkiva humane posteljice pohranjenog u otopini RNAlater. Izolaciju RNA sam provela u
digestoru pomodéu komercijalnog kompleta RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) i
pripadajuéeg protokola proizvodaca, uz dodatni korak digestije DNazom na koloni. Prema uputi
proizvodaca, pripremljen je RTL pufer s p-merkaptoetanolom, dodatkom 10 ul B-
merkaptoetanola na 1 ml RTL pufera. Dodala sam 700 ul RTL pufera s B-merkaptoetanolom po
uzorku te sam zatim razorila tkivo ultrazvuénim dezintegratorom 3 puta po 10 s, uz amplitudu 40-
60 um, drzeci uzorak cijelo vrijeme u ledenoj kupelji. Homogenat sam centrifugirala te sam za
daljnji postupak koristila 650 pl supernatanta. Nakon dodatka vode bez RNaza na kolonu za eluciju
RNA kolonu sam inkubirala 10 min pri sobnoj temperaturi kako bih povecala efikasnost elucije
RNA. Iz dobivenih izolata RNA sam izdvojila alikvote od 6 pul za provjeru koncentracije, Cistoce i
cjelovitosti RNA, dok je ostatak izolata RNA pohranjen pri — 80 °C. Koncentraciju i Cistoc¢u eluata
RNA sam provjerila spektrofotometrijski pomocu spektrofotometra NanoPhotometer N60/N50,
mjereci u duplikatima. lzmjerila sam apsorbancije pri 230 nm, 260 nm i 280 nm, pri ¢emu kao
indikator Cisto¢e RNA sam koristila omjer apsorbancija 260/280 koji iznosi oko 2.0 za Cistu RNA,
te omjer 260/230, kao sekundarna mjera cCistoée izolata RNA, koji iznosi izmedu 2.0 i 2.2 za
nekontaminiran izolat RNA. Za provjeru cjelovitosti izolirane RNA provela sam gel elektroforezu
na 1.5 % agaroznom gelu uz 2.5 % varikine u 1X TAE puferu pri 60 V i 101 mA kroz 50 min, na
sustavu za horizontalnu elektroforezu. U gel volumena 75 ml sam dodala 3.75 ul boje Midori
Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics, Duren, Njemacka). Smjese uzoraka za nanosenje na
gel su sadrzavale 0.5 pl otopine RNA, 1 ul pufera za nanosenje (10X, Qiagen, Hilden, Njemacka) i
8.5 pl H,0 tretirane s DEPC. Kao molekularnu ljestvicu sam koristila 200 bp DNA Ladder Ready to
Load (Solis BioDyne, Tartu, Estonia). Rezultate gel elektroforeze sam vizualizirala pomocu

transiluminatora s digitalnom kamerom UVItec Alliance 4.7.

3.6 Reverzna transkripcija — kvantitativni PCR u stvarnom vremenu (RT-qPCR)

Iz dobivenih izolata RNA iz tkiva humane posteljice sam provela reverznu transkripciju (RT)
pomocu seta kemikalija High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD),
prema uputama proizvodaca. Reakcija je provedena u ukupnom volumenu od 10 pl, uz 1500 ng

RNA po uzorku. Radne otopine cDNA sam pripremila tako da kona¢na koncentracija cDNA u smjesi
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bude 7.5 ng/ul. Kao negativna kontrola, pripremljeni su uzorci bez reverzne transkriptaze (RT-).

Po zavrSetku reverzne transkripcije, dobivene cDNA uzorke sam pohranila na — 20 °C.

Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu (gPCR) sam provela iz dobivenih uzoraka cDNA
koristenjem specifi¢nih pocetnica za gene MAOA (F-pocetnica: 5'-GAGCGGCTACATGGAAGGG-3,
R-pocetnica: 5'-TCACCTTCCCGAGACCATTTA-3") i YWHAZ (tirozin 3-monooksigenaza/triptofan 5-
monooksigenaza aktivacijski protein, zeta polipeptid) (F-pocetnica: 5'-
CCGTTACTTGGCTGAGGTTG-3’, R-pocetnica: 5-AGTTAAGGGCCAGACCCAGT-3"). Gen YWHAZ sam
odabrala kao referentni gen za odredivanje relativne ekspresije MAOA mRNA zbog njegove
stabilne ekspresije u tkivu humane posteljice (Meller i sur., 2005; BlaZevi¢ i sur., 2017). Reakcijske
smjese su napravljene u duplikatima za svaki uzorak pomocu Fast SYBR™ Green Master Mix
(Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD) smjese za detekciju produkata prema uputama
prikazanim u Tablici 4. gPCR sam provela na uredaju za PCR u stvarnom vremenu StepOnePlus
Real-Time PCR System. Relativne razine mRNA MAOA sam odredila koristenjem metode AACq.

Relativnu razinu mRNA MAOA sam odredila u n = 95 uzoraka tkiva humane posteljice.

Tablica 4. Sastav reakcijske smjese za qPCR MAOA i YWHAZ, gdje V oznaCava volumen

odgovarajuceg reagensa, a Vu ukupni volumen reakcijske smjese po jednom uzorku.

Reagens v/ul
H.O 2.428
Fast SYBR™ Green Master Mix 2x

5.0
(Applied Biosystems)
F pocetnica (10 mM) 0.286
R pocetnica (10 mM) 0.286
cDNA / RT- (7.5 ng/ul) 2.000
W 10.0

3.7 lzolacija ukupnih proteina iz tkiva posteljica
Za izolaciju ukupnih proteina sam koristila tkivo humane posteljice pohranjeno u nativnom obliku

pri — 80 °C. Odvagala sam oko 50 mg tkiva u mikroepruvetu te dodala hladnog kalij fosfatnog
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pufera (0,05 M, pH = 7.6) u omjeru 1:20 (m/V, 20 pl pufera po mg tkiva). Uzorke sam stavila na
led i tkivo homogenizirala ultrazvu¢nim dezintegratorom 4 puta po 10 s pri amplitudi 40-60 pum,
drzedi uzorke cijelo vrijeme u ledu. Uzorke sam zatim centrifugirala 5 min pri 2000 g i 4 °C kako bi
se istaloZili nehomogenizirani ostaci tkiva. Supernatant sam alikvotirala u nove mikroepruvete te

izolate proteina pohranila pri— 80 °C.

3.8 Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Koncentraciju ukupnih proteina u izolatima proteina tkiva humane posteljice sam odredila
kolorimetrijskom metodom BCA (bicinhoninska kiselina) uz pomo¢ seta kemikalija Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD) i pripadajuéeg protokola proizvodaca.
Pripremila sam standarde BSA (albumin iz govedeg seruma, od eng. Bovine Serum Albumin) u
koncentracijama od: 1500, 1000, 750, 500, 375, 250, 125, 62.5 ng/ul koje sam pohranila pri— 20
°C kada nisu u upotrebi. Koncentracije proteina sam odredivala u prozirnoj polistirenskoj
mikrotitarskoj plocici s 96 jazica i ravnim dnom. Volumen uzoraka, standarda i negativne kontrole,
po jaZici je iznosio 20 pl, a razrjedenje uzoraka je iznosilo 1:10. U svaku jaZicu s uzorcima, odnosno
standardima i negativnhom kontrolom, sam odpipetirala 200 ul prethodno vorteksirane smjese
reagensa A i B nakon ¢ega sam mikroplocicu protresla. Pokrivenu i aluminijskom folijom zamotanu
plocicu sam inkubirala 30 min pri 37 °Cu inkubatoru Memmert 100-800. Nakon inkubacije, ploicu
sam ohladila na sobnu temperaturu te sam, uz prethodno mijesanje (10 s pri brzini 780), izmjerila
apsorbanciju pri 570 nm na cita¢u mikrotitarskih plocica Labsystems Multiskan MS. 1z dobivenih
iznosa mjerenja sam napravila bazdarnu krivulju na temelju apsorbancije standarda i negativne

kontrole te izra¢unala koncentracije proteina u uzorcima.

3.9 Mijerenje enzimske aktivnosti MAOA u uzorcima posteljice

Reakcije za odredivanje enzimske aktivnosti MAOA u uzorcima tkiva posteljica sam provodila u
crnoj polistirenskoj mikrotitarskoj plocici s 96 jazica i ravnim dnom, uz koriStenje kinuramina kao
supstrata. Pripremila sam seriju razrjedenja kinuramina iz 3 mM otopine kinuramina, u
koncentracijama od 37.5, 75.0, 150.0, 300.0, 600.0 uM. Konacne koncentracije kinuramina u
reakcijskoj smjesi na pocetku reakcije bile su 0.0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 i 200 uM. Takoder sam

pripremila i seriju razrjedenja standarda 4-hidroksi-kinolina iz 0.2 M otopine 4-hidroksi-kinolina
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razrjedivanjem s 0.033 M natrij-boratnim puferom (pH 8.3) u koncentracijama od 0.75, 1.5, 3,6 i
12 mM. Konacne koncentracije 4-hidroksi-kinolina u inkubacijskoj smjesi bile su 0.0, 0.0625,
0.125,0.25,0.5i 1 uM. Na mikrotitarsku plocicu sam u 7 jazZica dodala po 150 ul otopine izoliranih
proteina, razrjedene s 0.33 M natrij-boratnim puferom tako da je kona¢na masa proteina po jaZici
iznosila 6 pg. Sve sam radila na ledenom stalku. Tako naneseni uzorci proteina su inkubirani 10
min pri 37 °C u inkubatoru s tresilicom Heidolph Unimax 1010. Zatim sam u jaZice gdje je bila
predvidena prazna proba dodala 90 pl 1 M trikloroctene kiseline (TCA, od eng. trichloroacetic
acid). U reakcijske smjese sam multikanalnom pipetom dodala 30 pl kinuramina u prethodno
priredenim serijskim razrjedenjima te sam plocicu inkubirala 15 min pri 37 °C u inkubatoru s
tresilicom Heidolph Unimax 1010. Tijekom inkubacije se odvija enzimska reakcija u kojoj MAOA
kao glavni akter koristi supstrat kinuramin za stvaranje produkta 4-hidroksi-kinolina. Reakciju sam
prekinula dodatkom 90 ul 1 M TCA istim redoslijedom i brzinom kojom sam dodavala i kinuramin.
Konacni volumen u jaZici nakon zaustavljanja reakcije iznosio je 240 pl. Na mikrotitarsku plocicu
sam konac¢no odpipetirala i po 30 ul svakog razrjedenja iz serije razrjedenja 4-hidroksi-kinolina te
po 150 pl 0.033 M natrij-boratnog pufera i 90 ul 1 M TCA u svaku jaZicu sa standardom. Na ¢itacu
mikrotitarskih ploc¢ica Tecan INFINITE 200 PRO uzorcima sam izmjerila fluorescenciju pri ¢emu je
ekscitacijska valna duljina iznosila 310 nm, emisijska valna duljina 360 nm, propusnost ekscitacije
9 nm, propusnost emisije 20 nm, broj bljeskova 6 i vrijeme integracije 200 us. Na temelju
apsorbancije standarda sam konstruirala bazdarnu krivulju pomoc¢u koje sam izracunala
koncentraciju 4-hidroksi-kinolina nastalog po zavrSetku enzimske reakcije. Vrijednosti brzine
reakcije pri svakoj koncentraciji supstrata sam izrazila s obzirom na masu ukupnih proteina u
reakcijskoj smjesi. Iz izraCunatih podataka sam u programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software
Inc, San Diego, CA, SAD) odredila vrijednosti kinetickih parametara enzimske reakcije -
maksimalnu brzinu (Vmax) i Michaelis-Menteninu konstantu (Kw), prema Michaelis-Menteninoj
kinetici. Vrijednost Va00 sam izjednacila sa brzinom reakcije u kojoj je pocetna koncentracija
kinuramina u reakcijskoj smjesi iznosila 200 uM (najvecéa koristena koncentracija supstrata), a
enzimsku efikasnost MAOA sam izracunala na temelju omjera dobivenih kinetickih parametara
Vmax i Km. Kineticke parametre i efikasnost MAOA sam odredila za 143 uzorka tkiva humane

posteljice.
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3.10 Statisticka obrada podataka

Svi prikupljeni podaci su statisticki obradeni u programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software
Inc, San Diego, CA, SAD). Normalnost distribucije dobivenih podataka sam ispitala D'Agostino-
Pearsonovim testom za normalnost distribucije. Hi-kvadrat testom sam analizirala uskladenost
opazenih frekvencija genotipova polimorfizma MAOA-uVNTR s Hardy-Weinbergovom
ravnotezom, zajednicki za muske i Zenske uzorke prema uputama za racunanje za gene smjestene
na kromosomu X (Graffelman i Weir, 2016). Moguce spolne razlike u vrijednostima relativne
razine mRNA MAOA i kinetic¢kih parametara MAOA sam ispitala studentovim t-testom. Vrijednosti
enzimske efikasnosti MAOA s obzirom na spol sam ispitala Mann-Whitneyevim testom zbog
nenormalnosti raspodjele podataka. Odnos izmedu polimorfizma MAOA-uVNTR i relativne razine
MRNA MAOA testirala sam jednosmjernom analizom varijance (ANOVA, od eng. analysis of
variance) za normalno raspodijeljene vrijednosti i Kruskal-Wallisovim testom za nenormalno
raspodijeljene vrijednosti. Odnos izmedu razine mRNA MAOA i kinetickih parametara MAOA sam
usporedila Pearsonovim testom korelacije za normalno raspodijeljene podatke i Spearmanovim
testom korelacije za nenormalno raspodijeljene podatke. Graficki prikazi su izradeni pomodu

programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, SAD).

4. Rezultati

4.1 Demografske i klinicke karakteristike sudionika istrazivanja

Demografski i klinicki podaci o majkama i njihovoj novorodencadi uklju¢enima u ovo istraZivanje
su prikazani u Tablici 5. Sva novorodencad je rodena zdrava, planiranim carskim rezom u punom
terminu trudnoce (gestacijska dob > 37 tjedana). Polimorfizam MAOA-uVNTR i aktivnost MAOA u
posteljici su analizirani u ukupnom uzorku novorodencadi (n = 143; 77 novorodencadi Zenskog
spola i 66 novorodencadi muskog spola; Tablica 5), dok je razina mRNA MAOA u posteljici
odredena u podskupini novorodencadi (n = 95; 48 novorodencadi Zenskog spola i 47

novorodencadi muskog spola).
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Tablica 5. Demografske i klinicke karakteristike sudionika istrazivanja (n = 143).

Karakteristika Vrijednost*
Dob prilikom poroda / godine 33.9(22.4-49.4)
W Jednorotkinje/viserotkinje / n (%) 88 (61.5) /55 (38.5)
§ Status tolerancije glukoze: NGT/GDM / n (%) 75 (52.5) / 68 (47.5)
pITM / kg/m? 24.6 (16.6 - 51.7)
Spol: zenski/muski / n (%) 77 (53,9) / 66 (46,1)
,g Gestacijska dob pri porodu / tjedni 39.1(37.6-41.0)
§ Masa pri porodu / g 3430 (2470 - 4400)
g Duljina pri porodu / cm 49.57 (46.0 - 54.0)
< Ponderalni indeks / g/cm3 2.81(2.23-3.59)

*Za kategorijske varijable prikazani su broj sudionika (n) i postotak (%), dok su za kontinuirane varijable prikazane
srednja vrijednost i raspon (minimalna - maksimalna vrijednost). Kratice redom oznacavaju: NGT = normalna
tolerancija glukoze (od eng. normal glucose tolerance), GDM = gestacijski dijabetes mellitus, pITM = predtrudnicki

indeks tjelesne mase.

4.2 Polimorfizam MAOA-uVNTR

Uzorci genomske DNA s poznatim genotipom MAOA-uVNTR, odredenim u prethodnom
istrazivanju (Fili¢, 2004) su uspjesno posluzili kao kontrolni uzorci za utvrdivanje polimorfizma
MAOA-uVNTR u uzorcima tkiva humane posteljice. Kako bismo rasvijetlili razlog pojave treée
vrpce na gelu u uzorcima s genotipom 3/4, napravili smo u istoj reakcijskoj mikroepruveti PCR s
uzorkom DNA genotipa 3/3 i genotipa 4/4. Navedeno je prikazano na Slici 3. te je moguce
pretpostaviti da treéa vrpca koja svojom veli¢cinom nadmasuje veli¢ine ocekivanih alelnih varijanti
odgovara heterodupleksu dva lanca DNA, koji zbog strukturalnih smetnji sporije putuje tijekom

gel elektroforeze te je na gelu prisutan iznad alelnih varijanti.
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Slika 3. Elektroforeza produkata PCR-a na 3.5 % agaroznom gelu. Produkti PCR-a dobiveni su
koristenjem kontrolnih uzoraka DNA s poznatim genotipom polimorfizma MAOA-uVNTR,
odredenim u prethodnom istrazivanju (Fili¢, 2004). Koristeni biljeg je molekularna ljestvica 100
bp DNA Ladder Ready to Load (Solis Biodyne, Tartu, Estonia), a pb oznacava broj parova baza
biljega. Uzorci redom odgovaraju genotipovima: V9 - 4/4, V37 - 3/3, V8 - 3/4. U jaZici V9+V37 su
kombinirani uzorci V9 i V37 s ciljem dokazivanja nastajanja heterodupleksa dvaju razlicitih lanaca
DNA kod heterozigotnih uzoraka, odnosno pojave trece vrpce na gelu u heterozigotnom uzorku.
U uzorku V8 je takoder prisutna trec¢a vrpca zbog nastanka heterodupleksa dvaju lanaca DNA koji
odgovaraju alelima 3 i 4. U jazici H,O je koristena voda kao negativha kontrola PCR-a.
Elektroforeza je provedena 10 min pri 60 Vi 81 mA, zatim 90 min pri 80 Vi jo$s 30 min pri 80 V. Za
vizualizaciju je koristena boja Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics, Duren,

Njemacka).

Genotip polimorfizma MAOA-uVNTR je uspjeSno utvrden za 142 od 143 uzorka posteljice, dok za
jedan uzorak nije bilo prisutnih vrpci na gelu nakon elektroforeze. Na Slici 4. su prikazani ogledni
rezultati gel elektroforeze na 3.5 % agaroznom gelu, s reprezentativnim genotipovima
polimorfizma MAOA-uVNTR koji su utvrdeni na temelju ocekivanih duljina produkta PCR-a,
prikazanih u Tablici 1. Dobivene veli¢ine alelnih varijanti pribliZzno odgovaraju ocekivanim

veli¢éinama alelnih varijanti polimorfizma MAOA-uVNTR.
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Slika 4. Elektroforeza produkata PCR-a polimorfizma MAOA-uVNTR na 3.5 % agaroznom gelu.
Koristeni biljeg je molekularna ljestvica 100 bp DNA Ladder Ready to Load (Solis Biodyne, Tartu,
Estonia), a pb oznacava broj parova baza biljega. Genotipovi uzoraka (navedeni iznad slike) su
utvrdeni na temelju prethodno poznatih genotipova kontrolnih uzoraka te ocekivanih veli¢ina
alelnih varijanti prikazanih u Tablici 1. Elektroforeza je provedena 10 min pri 60 V i 81 mA, zatim
90 min pri 80 Vi jo$ 30 min pri 80 V. Za vizualizaciju je koristena boja Midori Green Advance DNA

Stain (Nippon Genetics, Duren, Njemacka).

Distribucija genotipova polimorfizma MAOA-uVNTR u ispitivanoj populaciji Zenske (n = 77) i
muske (n = 65) novorodencadi prikazana je na Slici 5. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
opazenih frekvencija genotipova i oc¢ekivanih frekvencija genotipova prema Hardy-Weinbergovoj
ravnotezi (hi-kvadrat test, p-vrijednost > 0.05, DF = 19 (stupnjevi slobode, od eng. degrees of
freedom)). Ulestalosti alela se nisu razlikovale izmedu muske i Zenske novorodencadi (hi-kvadrat

test, p-vrijednost > 0.05, DF = 4).
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Slika 5. Zastupljenost genotipova polimorfizma MAOA-uVNTR u ispitivanoj populaciji
novorodencadi (n = 142). S obzirom na smjestaj gena MAOA na kromosomu X, kod muske
novorodencadi su prisutni hemizigotni genotipovi. A — novorodencad Zenskog spola (n=77), B -
novorodencad muskog spola (n = 65). Analiza genotipa nije uspjela kod 1 novorodenta muskog

spola.

4.3 Relativna razina mRNA MAOA u posteljici

Relativnu razinu mRNA MAOA sam odredila u ukupno 95 uzoraka tkiva humane posteljice.
Analizirano je 47 uzoraka Zenske novorodencadi te 48 uzoraka muske novorodencadi. Relativne
razine mRNA MAOA su dobivene na temelju metode AACq uz uporabu gena YWHAZ kao
referentnog gena. Postelji¢ne razine mRNA MAOA s obzirom na spol novorodencadi su prikazane
na Slici 6. Prema D'Agostino-Pearsonovom testu, raspodjela podataka kod oba spola je bila
normalna. Srednja vrijednost relativne ekspresije mRNA MAOA za Zensku novorodencad je
iznosila 1.029 uz standardnu devijaciju 0.282, dok je za musku novorodencad iznosila 1.086 uz
standardnu devijaciju 0.254. Rezultati nesparenog t-testa pokazuju da nema statisticke znacajne
razlike u relativnoj razini mRNA MAOA izmedu posteljica muske i Zenske novorodencadi (p-

vrijednost > 0.05).
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Slika 6. Relativna razina mRNA MAOA u tkivu humane posteljice s obzirom na spol novorodencadi.
Analiza je provedena na uzorcima tkiva posteljice Zenske novorodencadi (n = 47; prikazani
ruzicasto) i muske novorodencadi (n = 48; prikazani plavo). Prikazane su individualne vrijednosti
te srednja vrijednost i standardna devijacija za svaku spolnu skupinu. Relativna razina mRNA

MAOA su dobivene na temelju metode AACq uz uporabu gena YWHAZ kao referentnog gena.

4.4 Aktivhost MAOA u posteljici

Aktivnost MAOA sam odredila u uzorcima posteljice svih 143 novorodencadi (77 Zzenskog spola i
66 muskog spola). Vrijednosti kinetickih parametara Vimax i Kv te enzimske efikasnosti (E) MAOA
su dobivene analizom izraCunatih koncentracija produkata 4-hidroksi-kinolina, nastalog
enzimskim djelovanjem MAOA, u programu GraphPad Prism 8, prilagodbom dobivenih podataka
Michaelis-Menteninom modelu enzimske kinetike. Krivulja enzimske kinetike po Michaelis-
Menteninom modelu enzimske kinetike za jedan od analiziranih uzoraka je prikazana na Slici 7.
Moguce je zapaziti da eksperimentalno dobiveni podaci uspjeSno prate Michaelis-Mentenin

model enzimske kinetike.
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Slika 7. Reprezentativni prikaz krivulje zasi¢enja enzimske aktivnosti MAOA u tkivu humane
posteljice. Krivulja ovisnosti brzine reakcije, odnosno nastajanja produkta (V (4-hidroksi-kinolin)),
o koncentraciji supstrata (c (kinuramin)) prati Michaelis-Mentenin model enzimske kinetike.
Vrijednosti kinetickih parametara i efikasnosti za prikazani uzorak iznose: Vmax = 2.021
nmol/min/mg, Km = 22.07 uM, E = 9.157 i V200 = 1.871 nmol/min/mg. Podaci su obradeni u

programu GraphPad Prism 8.

Ovisnost kinetickih parametara (Vmax i Kwv), enzimske efikasnosti (Vmax/Km) i V200 0 spolu
novorodencadi je prikazana na Slici 8. D'Agostino-Pearsonovim testom pokazano je da je
raspodjela podataka normalna za sve parametre i skupine osim za vrijednosti enzimske efikasnosti
kod Zenske novorodencadi. Nisu zamjeéene strSece vrijednosti. Srednje vrijednosti i standardne
devijacije kod Zenske novorodencadi za Vimax iznose 2.622 i 0.64, za Km iznose 30.14 i 5.32 i za V00
iznose 2.347 i 0.558, dok kod muske novorodencadi iznose 2.596 i 0.565 za Vmax, 29.73 i 4.84 za
Kmi2.32410.504 za V00. Medijan i standardna pogreska srednje vrijednosti enzimske efikasnosti
za zensku novorodencad iznose 8.866 i 0.272, dok za musku novorodencad iznose 8.809 i 0.291.
Rezultati analize ovisnosti kinetickih parametara Vmax, Km i V200 0 spolu nesparenim t-testom
pokazuju da nema znacajne razlike u vrijednostima kinetickih parametara izmedu muske i Zenske
ispitivane populacije (p-vrijednost > 0.05). Zbog nenormalnosti raspodjele vrijednosti enzimske

efikasnosti MAOA kod Zenske novorodencadi, mogudée razlike izmedu spolova su testirane Mann-
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Whitneyjevim testom. Analiza je pokazala da nema statisticki znacajne razlike u vrijednostima

enzimske efikasnosti izmedu muske i Zenske novorodencadi (p-vrijednost > 0.05).
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Slika 8. Prikaz kineti¢kih parametara MAOA u tkivu humane posteljice s obzirom na spol
novorodencadi. Slike redom pokazuju: A) brzine reakcije u kojoj je pocetna koncentracija
kinuramina u reakcijskoj smjesi iznosila 200 uM (najveca koriStena koncentracija supstrata; V2o0),
B) maksimalne brzine reakcije (Vmax), C) Michaelisove konstante (Km) i D) enzimske efikasnosti
(Vmax/Km). Analiza je napravljena na 77 uzorka posteljice Zenske novorodencadi (prikazano
ruzicasto) i 66 uzorka posteljice muske novorodencadi (prikazano plavo). Za slike A), B) i C) su
prikazani srednja vrijednost i standardna devijacija, dok su za sliku D) prikazani medijan i

interkvartilni raspon.
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4.5 Odnos izmedu polimorfizma MAOA-uVNTR i relativnhe razine mRNA MAOA u
humanoj posteljici

Odnos genotipa polimorfizma MAOA-uVNTR i relativne razine mRNA MAOA je prikazana na Slici
9. Analizirano je 47 uzoraka posteljice Zenske novorodencadi te 48 uzoraka posteljice muske
novorodencadi. Zbog malog broja uzoraka po skupini za genotipove 2/4, 3/3, 3.5/4, 3.5i 4.5,
podaci su analizirani Kruskal-Wallisovim testom uz Dunnov test za viSestruke usporedbe. Analiza
je pokazala da nema znacajne razlike u vrijednostima relativne razine mRNA MAOA izmedu
razlicitih genotipova polimorfizama MAOA-uVNTR (p-vrijednost > 0.05). S obzirom na veliki broj
genotipova polimorfizama MAOA-uVNTR s malom ucestalos¢u u ispitivanoj populaciji, koji
narusavaju snagu statisticke analize, ucestali Zenski i muski genotipovi su i zasebno analizirani.
Kruskal-Wallisovim testom su analizirane vrijednosti relativne razine mRNA MAOA za Zenske
ucestale genotipove 3/3, 3/4i4/4 te je analiza pokazala da razlike u vrijednostima relativne razine
MRNA MAOA izmedu navedenih genotipova polimorfizma MAOA-uVNTR nisu statisti¢ki znacajne
(p-vrijednost > 0.05). Usporedba relativne razine mRNA MAOA izmedu ucestalih hemizigotnih
genotipova 3 i 4 kod muske novorodencadi je takoder pokazala da nema znacajne razlike u

ekspresiji MRNA MAOA izmedu navedenih genotipova (p-vrijednost > 0.05, nespareni t-test).
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Slika 9. Odnos genotipova polimorfizma MAOA-uVNTR i relativne razine mRNA MAOA u tkivu
humane posteljice. Prikazani su rezultati dobiveni u uzorcima posteljice Zenske novorodencadi (n
= 47; lijevo) i muske novorodencadi (n = 48; desno). S obzirom na smjesStaj gena MAOA na
kromosomu X, kod muske novorodencadi su prisutni hemizigotni genotipovi. Prikazane su
individualne vrijednosti te, za genotipne skupine s 4 ili vise sudionika, medijan i interkvartilni

raspon relativne razine mRNA MAOA.

4.6 Odnos izmedu razine mRNA MAOQA i kinetickih parametara MAOA

Povezanost relativne razine mRNA MAOA s kineti¢ckim parametarima i enzimskom efikasnosti
MAOA u humanoj posteljici prikazana je na Slici 10. U analizu je uklju¢eno 95 novorodencadi (47
Zzenske novorodencadi i 48 muske novorodencadi). Za ispitivanje moguce korelacije relativne
razine mRNA MAOA s vrijednostima Vmax, Km i V200 izraGunat je Pearsonov koeficijent korelacije,
dok je u slucaju testiranja korelacije relativne razine mRNA MAOA i enzimske efikasnosti MAOA
utvrden Spearmanov koeficijent korelacije zbog nenormalnosti raspodjele vrijednosti enzimske
efikasnosti. Korelacija relativne razine mRNA MAOA s Vimax, Km i Vaoo je bila statisticki znacajna, s
iznosima p-vrijednosti od 0.0032 za Vmax, 0.0339 za K i 0.0061 za V>00. Korelacija izmedu relativne

razine mMRNA MAOA i enzimske efikasnosti nije bila statisti¢ki znacajna (p-vrijednost > 0.05).
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Pearsonov koeficijent korelacije izmedu relativne razine mMRNA MAOA i Vmaxiznosi 0.30, a izmedu

relativne razine mMRNA MAOA i Va0 iznosi 0.28, Sto, prema smjernicama za tumacenje vrijednosti

koeficijenta korelacije (Udovici¢ i sur.,2007), upucuje na slabu pozitivhu povezanost relativne

razine mRNA MAOA s Vmax i Vaoo.
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Slika 10. Korelacija relativne razine mRNA MAOA s kinetickim parametarima i enzimskom

efikasnosti MAOA u humanoj posteljici. Prikazani su rezultati za 95 novorodencadi (47 Zenske

novorodencadi i 48 muske novorodencadi). Slike redom prikazuju korelaciju relativne razine

MAOA mRNA s: A) Va00, B) Vimax, C) Km i D) enzimskom efikasnosti (E). Na slikama A), B) i C) su

prikazani p-vrijednost (p), Pearsonov koeficijent (rp) i broj analiziranih uzoraka (n), dok su na slici

D) prikazani p-vrijednost, Spearmanov koeficijent (rs) i broj analiziranih uzoraka. U korelacijama

kod kojih je p-vrijednost statisticki znacajna, ona je masno otisnuta.
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5. Rasprava

Posteljica je esencijalni organ koji je neophodan u gestacijskom razvoju sisavaca i koji igra ulogu
medijatora izmedu majke i fetusa. MnosStvo djelatnih tvari prisutnih u posteljici sudjeluju u
odrzavanju homeostaze majke i fetusa. Jedna od njih je monoamin oksidaza A, enzim koji je
uklju€en u katabolizam neurotransmitera i hormona serotonina, a koji je ujedno i predmet ovog
istrazivanja. Odredeni su polimorfizam MAOA-uVNTR i razina mRNA gena MAOA te aktivnost
enzima MAOA u tkivu posteljice novorodencadi rodene u terminu. Takoder je ispitan meduodnos
te moguée spolne razlike izmedu mjerenih parametara. Ispitivanjem je obuhvaéeno 143
novorodencadi kod kojih nije bilo fetalnih abnormalnosti, dok je 47.5 % majki u ispitivanom

uzorku imalo gestacijski dijabetes.

Metoda genotipizacije polimorfizma MAOA-uVNTR koristenjem PCR-a prema uvjetima iz Tablice
2. i 3. i elektroforeze na 3.5% agaroznom gelu je uspjeSno uhodana kako bi se u relativno
ekonomicnim uvjetima uspjelo efikasno odrediti genotip polimorfizma MAOA-uVNTR u izolatima
DNA. Unatoc pojavnosti trece vrpce na gelu u uzorcima koji su heterozigotni za polimorfizam
MAOA-uVNTR, za koju pretpostavljam da predstavlja heterodupleks dvaju lanaca DNA razli¢ite
duljine, moguce je uz dovoljno dugotrajnu elektroforezu razluditi razli¢ite alele u heterozigotnim
uzorcima ¢ak i kada je razlika u duljini dvaju alela krac¢a od jedne ponavljajuce jedinice od 30 pb,
kao Sto je to slu¢aj za alele 3.5 4 te 4 4.5. Pretpostavljam da se nastajanje heterodupleksa dvaju
lanaca alela razlicite duljine deSava zbog velike slicnosti u DNA sekvenci razli¢itih alela zbog Cega
se ponavljajudi dijelovi sekvence sparuju unato¢ nekomplementarnim duljinama jednolancanih
molekula DNA. To posljedi¢no usporava njihovu brzinu putovanja tijekom elektroforeze zbog
stvaranja strukturalnih distorzija kao rezultata velikog broj nesparenih nukleotidnih baza, za koje
je poznato da znacajno utjecu na mobilnost heterodupleksa tijekom elektroforeze (Cai i sur.,
1991; Wang i Griffith, 1991). Genotipizacija polimorfizma uVNTR gena MAOA je bila uspjesna za
142 od 143 uzorka Sto ide u prilog efikasnosti koristene metode. Varijanta polimorfizama s 5
ponavljanja nije pronadena u ispitivanoj populaciji, Sto je u skladu s o¢ekivanjima zbog njezine
rijetke ucestalosti (Kaya i sur., 2021). Dosadasnja istrazivanja nisu ukljucivala ucestalosti muskih

alela, odnosno genotipova, u izracun za Hardy-Weinbergovu ravnotezu kod istrazivanja na
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populacijama oba spola. Razlog tomu je lokalizacija gena MAOA na kromosomu X koji je kod Zena
prisutan u duplikatu za razliku od muskaraca. Navedeno uzrokuje neravnotezu u koli¢ini alela
izmedu dvije spolne skupine, pa zbog komplikacija u izraCunu se pribjegava testiranju Hardy-
Weinbergove ravnoteZe samo na jednoj, naj¢esée Zenskoj, skupini. Nerijetko se u tom izracunu
iskljuCuju i rijetki aleli (Aklillu i sur., 2009; Lung i sur., 2011) te heterozigotni genotipovi s
kombinacijom alela ,visoke” i ,niske” aktivnosti (Cooke i sur., 2018). No ovom prilikom su
obuhvaceni svi muski i Zenski podaci zahvaljujuci saznanjima Graffelmana i Weira (2016) te je
pokazano da je odabrana populacija u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi. Uvjerljivo najucestaliji aleli
su oni s 3 i 4 ponavljanja. Aleli s 3 i 4 ponavljanja su zastupljeni u 93% muske populacije, dok su
genotipovi 3/3, 3/4 i 4/4 zastupljeni kod 94% Zenske populacije. Navedeno je u skladu s
dosadasnjim istrazivanjima kod kojih su aleli 2, 3.5 i 4.5 bili izrazito rijetki, dok su genotipovi s
alelima 3 i 4 najcesée bili zastupljeni u preko 90% ispitivane populacije (Sabol i sur., 1998; Fite i

sur., 2020).

Relativna razina mRNA MAOA je odredena u 95 uzoraka posteljice. Nisu pronadene statisticki
znacajne razlike u razini mMRNA MAOA s obzirom na spol, sto je sukladno dosadasnjim spoznajama
(Sunisur., 2012; Blakeley i sur., 2013). Analiza odnosa polimorfizma MAOA-uVNTR i razine mRNA
MAOA je pokazala da nema statisticki znac¢ajne povezanosti izmedu dvoje. Sabol i sur. (1998) su
u istraZivanjima pokazali da stanice s alelima MAOA-uVNTR 4 i 3.5 imaju pojacanu transkripcijsku
aktivnost gena MAOA. U skladu s tim su i istrazivanja H. Zhang i sur. (2010), gdje je relativna razina
MRNA MAOA bila znac¢ajno visa u uzorcima posteljice koji posjeduju alel 4 u odnosu na alel 3.
Medutim, Sun i sur. (2012) su kod pacijenata s paranoidnom shizofrenijom pokazali da nema
znacajnog utjecaja polimorfizma MAOA-uVNTR na ekspresiju gena MAOA u leukocitima periferne
krvi, sto je u skladu s nasim rezultatima u tkivu posteljice. Iz tih nalaza proizlazi da duljina
ponavljajuéeg slijeda od 30 pb nema utjecaj na transkripcijsku masineriju koja generira transkipt
MAOA kao sto se ranije mislilo. S druge strane, istrazivanja pokazuju da bi taj polimorfizam mogao
imati ulogu u raznim fizickim i psihickim tegobama, kao Sto je to primije¢eno u slucaju migrene
(Fili¢ i sur., 2005) i depresije (Aklillu i sur., 2009). Razvoj i funkcije posteljice su snazno regulirani
epigenetikom i razli¢ite supstance iz maj¢inog organizma ili iz okoline (poput alkohola, nikotina i

ftalata) mogu mijenjati ekspresiju gena u posteljici putem epigeneti¢kih mehanizama (Maccani i
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Marsit, 2009). Takoder, pravilan rast i razvoj posteljice je znacajno uvjetovan pravilnom
uspostavom genomskog utiska. Razvoj posteljice nije mogué bez aktivacije ocevih utisnutih gena
(Surani i sur., 1984), sto upucuje na njihovu krucijalnu ulogu u razvoju fetusa. Epigeneticka
regulacija ekspresije gena u posteljici stoga moze biti jedan od razloga zasto u ovom istraZivanju
nije zamijecena statisticki znacajna korelacija polimorfizma MAOA-uVNTR i razine mRNA MAOA.
Daljnja istraZivanja na veéem broju ispitanika su potrebna kako bi se potvrdila saznanja ovog

istrazivanja.

Spektrofluorimetrijsko odredivanje aktivnosti MAOA uz uporabu kinuramina kao supstrata je
uspjesno posluzilo kao metoda za odredivanje kinetickih parametara Vmax i Km. Dobiveni rezultati
vrijednosti kinetickih parametara se ucinkovito uklapaju u model Michaelis-Mentenine enzimske

kinetike. Nisu uocene razlike u aktivnosti MAOA izmedu muskih i Zenskih sudionika istrazivanja.

U odnosu na nase istraZivanje, u prethodnim istrazivanjima primije¢ene su vece brzine reakcije
katalizirane s MAOA u uzorcima tkiva posteljice. Konkretno, kada su kao supstrati koriSteni
serotonin (Sivasubramaniam i sur., 2002) i triptamin (Boulton i sur., 1985), brzine su iznosile 6.29
i 3.28 nmol/min/mg proteina. To se moZe pripisati boljem afinitetu MAOA za navedene supstrate
(Muller i Jacobs, 2010). Unato¢ tome, smatram da je upotreba kinuramina kao supstrata za
utvrdivanje aktivnosti MAOA sigurnija i elegantnija metoda od koristenja radioaktivno obiljezenih
supstrata koji zahtijevaju poseban oprez u radu i predstavljaju opasnost za istrazivaca, a u

konacnici i okolis.

Michaelisova konstanta aktivnosti MAOA kada je kao supstrat koristen kinuramin je iznosila 26
UM za ventrikul Stakora, 25 uM za jetru Stakora i 39 UM za humani atrij srca u istrazivanju Dial i
Clarke (1979). Navedene vrijednosti su relativno bliske dobivenim prosje¢nim vrijednostima Ky u
ovom istrazivanju na humanoj posteljici, od 30.14 uM za Zensku novorodencad i 29.73 uM za
musku novorodencad. To govori u prilog relativno stabilnom afinitetu MAOA za kinuramin bez
obzira na razli¢ite uvjete u razli¢itim tkivima. Vrijednosti enzimske efikasnosti MAOA u razli¢itim
tkivima kada je kao supstrat koriSten kinuramin je mogucée odrediti iz omjera vrijednosti Vimax i Km
utvrdenih istraZivanjima Naoi i Nagatsu (1987a, 1987b) te Weyler i Salach (1985). Efikasnosti

enzima MAOA u humanoj posteljici je iznosila 5.96 i 5.17, u humanom mozgu 1.23 i u jetri 6.42
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prema istrazivanju Naoi i Nagatsua (1987a, 1987b). Prema istraZivanju Weyler i Salacha (1985),
enzimska efikasnost MAOA u humanoj posteljici iznosila je izmedu 15.83 i 1417 ovisno o metodi
purifikacije, gdje prva vrijednost vrijedi za mitohondrijsku suspenziju pa ¢e ona jedina biti uzeta u
obzir jer je po karakteristikama sli¢nija tkivu humane posteljice od visoko purificiranog enzima za
koji vrijedi drugi iznos. S obzirom na dobivene medijalne vrijednosti enzimske efikasnosti MAOA
od 8.866 za Zensku, odnosno 8.809 za musku novorodencad, moguce je primijetiti da navedene
vrijednosti se uklapaju u interval primijecenih vrijednosti efikasnosti MAOA u tkivu posteljice u
dosadasnjim istrazivanjima. Varijacije u vrijednostima efikasnosti za posteljicu se mogu pripisati
razlici u metodama izolacije i eksperimentalnim uvjetima mjerenja aktivnosti MAOA. Takoder se
moze primijetiti da je efikasnost MAOA u humanom mozgu manja od prethodno zamijecene i
trenutno utvrdene efikasnosti u humanoj posteljici, dok je efikasnost u humanoj jetri veca od
prethodno zamijeéene u posteljici, ali manja od trenutno ispitane u posteljici. Navedeno govori u
prilog Cinjenici da je MAOA razlicito zastupljena u razli¢itim humanim tkivima te da dok u nekim
tkivima, poput posteljice, MAOA nosi titulu glavne deaminaze, u drugima, poput mozga, tu ulogu

preuzima MAOB.

Utvrdena je slaba pozitivna korelacija izmedu razine mRNA MAOA i (maksimalne) brzine enzimske
reakcije MAOA u humanoj posteljici. Unato¢ dosadasnjim saznanjima da ekspresija MAOA nije
povezana s aktivnosti MAOA (H. Zhang i sur.,, 2010) ili koli¢inom proteina MAOA
(Sivasubramaniam, 2002), ovim istrazivanjem je potvrdena povezanost, iako slaba, ekspresije i
aktivnosti u tkivu posteljice. Razlog slabe korelacije moze biti prisutnost razli¢itih endogenih
inhibitora ili odsutnost endogenih aktivatora u proteinskom izolatu. Kofaktor monomamin
oksidaze A, FAD, takoder moze biti limitirajuci faktor brzine enzimske reakcije MAOA s obzirom
da je esencijalan za njezino funkcioniranje. Sivasubramaniam i sur. (2002) teoretiziraju o
mogucem autodestruktivnom djelovanju enzima MAOA u mitohondriju, koji svojim enzimskim
djelovanjem, osim monoamina, proizvodi i H,0,, jedan tip reaktivnih kisikovih vrsta. No, valja
napomenuti da su i pravilna smotanost proteinske sekvence i adekvatne posttranslacijske
modifikacije bitni za enzimsku funkcionalnost i aktivhost MAOA. Nepravilnosti u ovim procesima
mogu bit uzrok slabe povezanosti ekspresije i aktivnosti u ovom istrazivanju, odnosno odsutnosti

povezanosti u prethodno spomenutim istraZivanjima (Sivasubramaniam, 2002).
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lako demografske i klinicke karakteristike nisu uzete u obzir pri analizi i interpretaciji rezultata u
ovom istrazivanju, statisticke analize ¢e biti odradene u buduc¢im proSirenim istraZivanjima, s

naglaskom na utjecaj gestacijskog dijabetesa na ekspresiju i aktivnost MAOA.

6. ZakljucCak

Pronadene ucestalosti genotipova polimorfizma MAOA-uVNTR se nalaze u Hardy-Weinbergovoj
ravnoteZi. Suprotno nekim prijasnjim nalazima, nije utvrdena povezanost polimorfizma MAOA-
UVNTR s razinom mRNA MAOA. Ovaj rezultat sugerira da polimorfizam MAOA-uVNTR nema bitan
utjecaj na efikasnost transkripcije s promotora gena MAOA u uzorcima humane posteljice.
Primije¢ena je slaba, ali statisticki znacajna pozitivha korelacija izmedu razine mRNA MAOA i
enzimske aktivnosti MAOA u uzorcima humane posteljice. Relativho slaba korelacija se
potencijalno moZe pripisati u€inku epigenetickih ¢imbenika, prisutnosti endogenih modulatora
enzimske aktivnosti, limitirajuéem efektu kofaktora, nepravilnom smatanju i/ili posttranslacijskim

modifikacijama. Spolne razlike u razini mRNA MAOA i aktivnosti MAOA iz posteljice nisu utvrdene.
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8. Zivotopis

Rodena sam 1998. godine u Zagrebu. Po zavrSetku osnovnoskolskog obrazovanja upisala sam
prirodoslovno-matemati¢ku gimnaziju s poja¢anim programom matematike koju sam zavrsila s
odli¢nim uspjehom. Tijekom osnovnoskolskog i srednjoskolskog obrazovanja sam pokazivala veliki
interes prema matematici i prirodnim znanostima te sam pohadala razlicita natjecanja iz
navedenih podrucja. U 2017. godini sam upisala prijediplomski studij molekularne biologije na
Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. U toku prijediplomskog studija sam
volontirala na manifestacijama ,No¢ biologije” na BioloSkom odsjeku PMF-a, ,Dan i no¢ na PMF-
u“ na Kemijskom odsjeku PMF-a te ,Smotra Sveucilista“ u Zagrebu. Takoder sam pohadala te
polozZila kolegije , Tehnologija vode” i ,Biokemijsko inzenjerstvo” s prijediplomskog studija
biotehnologije na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Struc¢nu i
laboratorijsku praksu sam odradila na Odjelu za toksikologiju Instituta za medicinska istrazivanja
i medicinu rada te na Zavodu za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka PMF-a. ZavrSetkom
prijediplomskog studija sam stekla titulu prvostupnika molekularne biologije te sam 2021. godine
upisala diplomski studij molekularne biologije na Prirodoslovno-matemati¢ckom fakultetu
SveuciliSta u Zagrebu. Pohadala sam laboratorijsku praksu na Zavodu za mikrobiologiju Bioloskog
odsjeka PMF-a, tecaj za osposobljavanje za rad s laboratorijskim Zivotinjama te obavljala razli¢ite
studentske poslove. Diplomski rad sam izradila u Laboratoriju za neurokemiju i molekularnu

neurobiologiju Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu.
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