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Kratice
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TNF - faktor nekroze tumora, eng. tumor necrosis factor

TPH - triptofan hidroksilaza, eng. tryptophan hydroxylase

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija, eng. World Health Organization



1. Uvod

1.1. Prekomjerna tjelesna masa i pretilost

Prekomjerna tjelesna masa i pretilost (u nastavku ¢e izraz “debljina” podrazumijevati
prekomjernu tjelesnu masu ili pretilost) su metabolicki poremecaji koji nastaju uslijed
prekomjernog nakupljanja masnog tkiva u organizmu, §to dovodi do povecanja tjelesne mase.
Debljina nastaje zbog neravnoteze izmedu dnevnog unosa i potros$nje energije, prilikom cega
tijelo pohranjuje nastali kalorijski visak u obliku masti (Berg, 2013; Panuganti, 2023). Mjera
kojom se najcesce klasificira status tjelesne mase je indeks tjelesne mase (ITM), koji se

izraunava na sljedeci nacin (Guyton i Hall, 2017):

ITM = tjelesna masa u kilogramima
visina u metrima?2

Prema Kklasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, eng. World Health
Organization), vrijednosti ITM<18,5 kg/m* upuéuju na pothranjenost, vrijednosti ITM 18,5 —
24,9 kg/m? na normalnu tjelesnu masu, vrijednosti ITM 25,0 — 29,9 kg/m? na povecanu tjelesnu
masu, a vrijednosti ITM vise od 30,0 kg/m? na pretilost (Tablica 1.) (World Health Organization
2010).

Tablica 1. Status tjelesne mase (World Health Organization 2010)

ITM (kg/m?) Status tjelesne mase
<18,5 Pothranjenost
18,5 - 24,9 Normalna tjelesna masa
25,0 - 29,9 Prekomjerna tjelesna masa
30,0 - 34,9 Pretilost tipa 1
35,0 -39,9 Pretilost tipa 2
> 40,0 Pretilost tipa 3

Debljina nastaje kao rezultat interakcije genetickih ¢imbenika i drugih nepovoljnih

¢imbenika poput kulturoloskih, socioekonomskih te osobnim odabirom fizicke aktivnosti i



prehrambenih navika (Panuganti, 2023). PoviSeni ITM negativno utjeCe na sve aspekte zivota
te je ujedno jedan od rizi¢nih ¢imbenika koji se povezuje s nastankom dijabetesa, bolesti srca i
krvnih Zila, poviSenog krvnog tlaka, mozdanog i sr€anog udara, ciroze, bolesti bubrega, tumora
(Guyton 1 Hall, 2017; Berg, 2013; Jin i sur., 2023). Trudnice s povisenim ITM-om imaju
poviSene postprandijalne koncetracije inzulina, lipida, leptina, IGF-1 (inzulinu sli¢an faktor
rasta, eng. insulin-like growth factor 1), proupalnih citokina te smanjene razine adipokina u
odnosu na trudnice s normalnim I'TM-om (Pantham i sur., 2015; Barbour i sur., 2018a; Jin i sur.
2023). Povisene razine glukoze i lipida u cirkulaciji majke prolaze kroz postelji¢nu barijeru u
fetalni krvotok, §to ima za posljedicu fetalnu hiperglikemiju 1 hiperlipidemiju s negativnim
ishodom na fetus. Takoder ima utjecaj i na rad i funkciju posteljice zbog metabolickih signala
koje $alje tijelo majke s prekomjernom tjelesnom masom ili pretilos¢u (Jansson i Powell, 2013;
Vaughan 1 sur., 2017). Osim toga, maj¢ina debljina povezuje se i s imunoloskim promjenama
poput povecanog izlucivanja prouplanih citokina kao Sto su interleukin 6 (IL-6), C reaktivni
protein (CRP), TNF- o (faktor nekroze tumora o, eng. tumor necrosis factor o), monocitni
kemoatraktantni protein 1 (MCP-1) (Aye i sur., 2014) i interleukin 8 (IL-8) (Challier i sur.,
2008, Ramsay 1 sur., 2002). Smatra se da ovakvo proupalno stanje nije karakteristicno za sve
pretile trudnice ve¢ se javlja samo u nekim podskupinama pretilih Zena (Pendeloski 1 sur.,
2017). Takoder dolazi 1 do polarizacije makrofaga iz protuupalnog fenotipa M2 u fenotip M1

koji promovira upalno stanje u organizmu (Pantham 1 sur., 2015).

1.1.1.  Klinicki problem u trudnica s prekomjernom tjelesnom masom
i pretiloS¢u

Prekomjerna tjelesna masa i pretilost u trudno¢i imaju negativan utjecaj kako na majku

tako 1 na fetus jer dovode do kratkotrajnih posljedica poput povecanog rizika od hipertenzivnih
poremecaja, preeklampsije (PE), makrosomije, venske tromboembolije, gestacijskog dijabetesa
melitusa (GDM), neonatalne hipoglikemije, poroda carskim rezom, opstetriCke traume,
postporodajnog krvarenja, te perinatalne smrti djeteta (Fuchs i sur., 2017; Ehrenberg i sur.,
2004; Ornaghi i sur., 2015; Turner i sur., 2019; Jolly i sur.,, 2003; Boulet i1 sur., 2004).
Makrosomija uzrokuje vece stope porodaja carskim rezom, ali i komplikacije tijekom poroda
poput distocije ramena, ozljeda brahijalnog pleksusa, ozljede kostura, aspiracije mekonija,
perinatalne asfiksije (Jolly i sur., 2003; Nesbitt i sur., 1998), dok neonatalna hipoglikemija ima

neurorazvojne posljedice (Turner i sur., 2019; Stanley i sur., 2015).



Osim kratkotrajnih posljedica, maj¢ina debljina dovodi i do dugotrajnih posljedica za
dijete, te se povezuje s povecanim rizikom za razvoj astme (Forno i sur, 2014),
neurokognitivnih poremecaja (Basatemur i sur., 2013), pretilosti, dijabetesa tipa 2 (T2DM, eng.
type 2 diabetes mellitus) (Boney i sur., 2015), metabolickog sindroma (Armitage i sur., 2008),
te kardiovaskularnih bolesti (Reynolds 1 sur., 2013) u djetinjstvu i odrasloj dobi.

1.2. Gestacijski dijabetes melitus (GDM)

Poremecaj metabolizma ugljikohidrata, masti i bjelancevina kojem je uzrok nedostatno
lucenje inzulina ili smanjena osjetljivost tkiva na inzulin naziva se Sec¢erna bolest ili dijabetes
melitus (lat. diabetes mellitus). GDM je oblik dijabetesa koji se prvi puta dijagnosticira u
trudno¢i (Mclntyre i sur., 2019). Detektira se u kasnom drugom tromjesecju, obi¢no izmedu 24.
i 28. tjedna trudnoce pomocu oralnog testa tolerancije glukoze (OGTT, eng. oral glucose
tolerance test), koji je uveden u klinicku praksu u Hrvatskoj (Lovrenci¢ i sur., 2013). Za potvrdu
dijagnoze GDM-a, iznos glukoze nataSte u venskoj plazmi mora iznositi 5,1 mmol/L, 60 minuta
nakon oralne primjene glukoze (75g) koncentracija glukoze u venskoj plazmi mora iznositi
10,0 mmol/Li/ili 120 minuta nakon opterecenja glukozom mora iznositi 8,5 mmol/L (Lovrenci¢
i sur., 2013). Vecu predispoziciju za obolijevanje od GDM-a imaju majke kod kojih je prisutna
debljina, nedostatak mikronutrijenata 1 zapadnjacki stil prehrane, starija dob majke prilikom

trudnoce, obiteljska povijest dijabetes melitusa tipa 2 i etnika pripadnost (Azijati).

1.2.1.  Klinicke posljedice GDM-a

Kratkotrajne komplikacije koje majcina hiperglikemija moZe izazvati su preeklampsija,
prijevremeni porod, novorodencad prevelika za gestacijsku dob (LGA, eng. large for
gestational age), distocija ramena, carski rez te neonatalna hipoglikemija i
hiperbilirubinemija (Metzger i sur., 2008). Dugotrajne posljedice koje GDM moze izazvati kod
majke je povecan rizik za oboljenjem od dijabetesa, osobito T2DM (Cheung i Byth, 2003), ali
i od kardiovaskularnih bolesti, metabolickog sindroma, bolesti bubrega, jetre i mreznice
(Lauenborg i sur., 2005; Retnakaran, 2018b; Retnakaran i Shah, 2017b; Kramer i sur., 2019).
Ukoliko se GDM ne lijeci, on moze uzrokovati dugotrajne rizike i za dijete. Klinicka opazanja
zabiljezila su povecan rizik od dijabetesa i debljine kod djece ¢ije su majke u trudno¢i imale
GDM (Silverman is ur., 1991; Dabelea i sur., 2000; Fraser i Lawlor, 2014). U istrazivanju
provedenom na trudnicama zabiljezeno je da su djeca majki s GDM-om imala povecanu
inzulinsku rezistenciju, razinu glukoze nataste, prekomjernu tjelesnu masu ili pretilost i

kardiovaskularne probleme (Grunnet i sur., 2017). Istrazivanja su sugerirala da je GDM



znacajan Cimbenik rizika za razvoj pretilosti kod potomaka i kada se analize prilagode s
obzirom na majcin ITM (Lowe i sur., 2019a; Lowe i sur., 2019b). Neka istrazivanja sugeriraju
da potomci zena s GDM-om imaju povecan rizik od poremecaja autisticnog spektra,

poremecaja paznje i hiperaktivnosti (Xiang i sur., 2015; Xiang i sur., 2018).

1.3. Posteljica

Posteljica je fetalni organ koji se razvija rano u trudnodi, a ¢iji razvoj zapocinje veé
unutar nekoliko dana od same oplodnje. Blastocista se implementira u stijenku maternice
pomocu stanica trofoblasta koji oblazu njezinu povrSinu. Od tih stanica nastat ¢e posteljica i
membrane koje se stvaraju tijekom trudnoce. UnutraSnji dio blastociste tvori embrioblast iz
kojeg nastaje embrij dok vanjski dio tvori trofoblast iz kojeg nastaje amnion, korion i posteljica.
Trofoblast nakon $to prodre u epitel endometrija diferencira se na sinciciotrofoblast i
citotrofoblast. Citotrofoblast izlu¢uje enzime za razgradnju medustani¢nih veza u endometriju
1 omogucuje sinciciotoroblastu da invadira u stijenku endometrija. Sinciciotrofoblast
odgovoran je za pravilno funkcioniranje posteljice u trudnoci, proizvodnju hormona te prijenos
hranjivih tvari. ZavrSetkom prvog tromjesecja osigura se protok majéine oksigenirane krvi te
omogucuje maj¢inoj krvi da ispuni praznine nastale unutar sloja sinciciotrofoblasta. S vanjske
strane formiranih tracaka trofoblasta, istovremeno dolazi do formiranja krvnih sinusa kroz koje
prolazi krv majke. Daljnji razvoj 1 invazija trofoblasta tvore nastavke koji formiraju posteljicne
resice u koje takoder urastaju krvne kapilare fetusa, a obavijaju ih sinusi s maj¢inom krvlju.
Progesteron kojeg luci zuto tijelo iz jajnika osigurava da se endometrijske stanice strome
pretvore u velike i nabubrene stanice koje pohranjuju glikogen, masti, bjelanc¢evine i mineralne
tvari za rast 1 razvoj ploda. Nakon implantacije, progesteron se pocinje konstantno luciti te se
nastavlja bubrenje endometrijskih stanica za pohranu hranjivih tvari pa se te stanice nazivaju
decidualnim stanicama, a €itava njihova tvorevina deciduom. Embrij se u narednih 8 tjedana
hrani isklju€ivo preko tvari iz decidualnih stanica, a njima se nakon 16 dana od oplodnje
postepeno pridruzuje i posteljica koja nakon nekog vremena potpuno preuzima ulogu prehrane

fetusa.

Glavna uloga posteljice je da prenosi hranjive tvari 1 kisik iz krvi majke u krv fetusa,
eliminira otpadne tvari iz krvi fetusa u maj€inu krv te vrsi i endokrinu ulogu. Tijekom trudnoce
izluCuje razne hormone poput ljudskog korionskog gonadotropina, estrogena, progesterona,
ljudskog korionskog somatomamotropina, ali i ¢imbenika rasta i citokine koji sudjeluju u
regulaciji majCinih fizioloskih funkcija tijekom trudnoce te regulaciji rasta i razvoja fetusa

(Guyton 1 Hall, 2013; Kos 1 Lenicek, 2011).



1.3.1.  Posteljica i majcino metabolicko stanje (debljina i GDM)

Kao §to je prije spomenuto, posteljica je privremeni fetalni organ koji posreduje u
komunikaciji izmedu krvotoka majke i fetusa kako bi zadovoljila potrebe za pravilan rast i
razvoj fetusa. U tu svrhu koristi se maj¢inim izvorima energije te sudjeluje i u utjecaju maj¢inih
metabolickih poremecaja na fetus. Metabolicki poremecaji odnose se na hiperglikemiju,
poviSene koncentracije masnih kiselina i aminokiselina u cirkulaciji majke (Mclntrye i sur.,
2019). U trudnica s GDM-om nutritivna opskrba fetusa postaje prekomjerna ¢ime se smanjuje
mogucénost Sti¢enja fetusa od strane posteljice (Desoye i1 Shafrir, 1994). Koli¢ina glukoze koja
od majke dospije do fetusa vazna je determinanta za odredivanje koncentracije glukoze izmedu
fetalne 1 majCine cirkulacije, a sam gradijent je odreden maj¢inom glikemijom i razinom
glukoze u fetusu. Fetalni inzulin modificira fetalnu glikemiju, a koncentracije inzulina kod
GDM-a su povisene Sto dovodi do fetalne hiperinzulinemije kako bi se olak$ao unos glukoze u
periferna tkiva i u svrhu povecéavanja koncentracijskog gradijenta (Mclntrye i sur., 2019). U tim
uvjetima dolazi i do fenomena fetalne krade glukoze prilikom ¢ega fetus povlaci glukozu iz
majcine cirkulacije i sebi osigurava vise majcine glukoze u cirkulaciji (McIntrye i sazgraur.,

2019; Desoye 1 Nolan, 2016).

Masne kiseline su manje ucinkovitije u posteljicnom prijenosnom sustavu od glukoze
jer fetus samostalno moZe sintetizirati neesencijalne masne kiseline iz glukoze koja mu sluzi
kao prekursor (Slika 1.) (Haggarty 1 sur., 1997; Mclntrye 1 sur., 2019). Smatra se da kod GDM-
a dolazi do izmjene samo kod esencijalne masne kiseline dokozaheksaenske kiseline koja
osigurava razvoj mozga i dolazi iz maj€inih izvora (Pagan 1 sur., 2013). U Zena s GDM-om
zabiljezene su niZe razine dokozaheksaenske kiseline zbog smanjene razine njenog transportera
NLS1 (eng. Nuclear localization signal 1) u posteljici za ~30% u odnosu na trudnice sa

normoglikemijom (Prieto- Sanchez i sur., 2017; Mclntrye i sur., 2019).

Promjene koje se odvijaju u posteljici tijekom GDM-a imaju utjecaj i na puferski
kapacitet posteljice. Hiperinzulinemija koja se javlja u GDM-u stimulira fetalni aerobni
metabolizam dok crvene krvne stanice 1 eritropoetin iz pupkovine stvaraju stanje fetalne
hipoksije prilikom ¢ega dolazi do povecane potreba za kisikom te posteljica povecava povrSinu
kapilara (Gauster 1 sur., 2012; Mclntrye i sur., 2019). Posteljica u uvjetima niske razine kisika,
hiperinzulinemije 1 promijenjene razine faktora angiogeneze stimulira proces angiogeneze
(Cvitic 1 sur.,2014; Lassance i sur.,2013). Promijene se oCituju i u broju i funkciji trofoblasta i
makrofaga koji su vazni za normalnu funkciju posteljice (Loegl i sur., 2016a; Loegl i sur.,

2016b). Oni vrSe regulaciju vaskularizacije posteljice koja je kod stanja GDM-a zbog
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viSestrukih signala hipervaskularizirana (Mclntrye i sur., 2019). Kod GDM-a, u endotelnim
stanicama posteljice, dolazi do povecane sinteze kolesterola koje stani¢ni i molekularni
mehanizmi nastoje ukloniti iz feto-posteljicne cirkulacije kako ne bi doSlo do stvaranja
preateroskleroznih lezija koje bi uzrokovale smanjeni protok krvi (Sun 1 sur., 2018; Scholler i
sur., 2012). Posteljica ima ograniceni kapacitet kojim nastoji prigusiti ovakav intrauterini okoli$
te ukoliko su promjene u maj¢inom organizmu ekstremne pod utjecajem nelijeCenog GDM-a
ili GDM-a u kombinaciji s debljinom, tada moze do¢i do stvaranja patoloskih u¢inaka na fetus
jer se nadjaca puferski kapacitet kojim se posteljica i fetus Stite (Desoye, 2018; Gauster 1 sur.,
2011). Nakon §to se formiraju fetalni organi, posteljica prelazi pod utjecaj 1 kontrolu fetusa u
drugoj polovici gestacije te postaje manje osjetljiva na promjene u maj¢inom organizmu. U
prvoj polovici gestacije posteljica je pod utjecajem i kontrolom majke (Desoye 1 Hauguel- de
Mouzon, 2007). Privih 10-12 tjedana trudnoce, posteljica ima nisku razinu antioksidativnih
enzima te slabu antioksidativnu obranu §to uzrokuje vecu osjetljivost na upalne i oksidativne
procese koji su ¢es¢i kod trudnica sa GDM-om i/ili debljinom (Lappas i sur., 2011; Hoch i sur.,

2018).

GDM ima dugotrajni metaboli¢ki u¢inak na potomstvo (Eder 1 sur., 2016; Mclntrye 1
sur., 2019). Glukoza iz krvotoka majke glavni je izvor za rast fetusa. U trudnica koje boluju od
T1DM (eng. type 1 diabetes mellitus) ili GDM-a dolazi do produljene izlozenosti fetalne
gusterace hiperglikemiji §to rezultira ranom hiperinzulinemijom koja za posljedicu ima fetalnu
hiperglikemiju. Produljena izloZenost fetusa aminokiselinama leucin i1 arginin stimuliraju
gusteracu fetusa 1 izazivaju hiperinzulinemiju. Slobodne masne kiseline (FFA, eng. free-faty
acid) oslobadaju se iz lipoproteina majke procesom lipolize u kojem sudjeluju endotelne lipaze
(EL) na povrsini posteljice 1 pridonose FFA-skupu (eng. FFFA pool), a samo manji udio prolazi
posteljicu. FFA-skup se uglavnom sastoji od slobodnih masnih kiselina iz fetalne jetre nastale
procesom lipogeneze de novo (Slika 1.). ViSak glukoze koji se javlja kod prekomjerne prehrane
majke sluzi kao prekursor za lipogenezu. Sinteza triglicerida 1 skladiStenje masti u bijelim
adipocitima fetusa stimulirani su fetalnim inzulinom. Neonatalno taloZenje masti ovisno je o
spolu te ima vecu povezanost s inzulinom iz pupkovine kod muSke nego kod Zenske

novorodencadi (Eder 1 sur., 2016; McIntrye i sur., 2019).



/

Majka > Posteljica \ Fetus

.
~—
> r
&
Aminokiseline >, T
-
O
Glukoza [ ———— 8 <
— :
> .
-
\\-\.____H\
-
—
)
-

=
o
-
g
o
=
o
[s/+3
\

VAVAVAVA

A AlA A A A A

J
Sinciciotrofoblast ;—3'— T Endotel Bijelo adipozno
tkivo

Slika 1. Posteljica u GDM-u. Maj¢ina glukoza je vazan makronutrijent za razvoj fetusa. Na povrsini
posteljice slobodne masne kiseline oslobadaju se lipolizom uz pomo¢ endotelnih lipaza. Kroz
posteljicu prolazi manji udio slobodnih masnih kiselina koje pridonose jetrenoj lipogenezi de novo.
Sinteza triglicerida stimulirana je fetalnim inzulinom, a samim time potaknuto je i skladiStenje masti u
bijele adipocite Sto ovisi o spolu. Pune linije prikazuju protok makronutrijenata dok isprekidane
predstavljaju regulacijske mehanizme fetalnog inzulina. EL — enotelne lipaze; FFA - slobodne masne
kiseline; FFA pool- FFA-skup (Preuzeto i prilagodeno iz Mclntrye i sur., 2019)

U pretilih trudnica dolazi do promijene metabolita, faktora rasta, citokina i hormona koji utje¢u
na funkciju posteljice. Pretilost trudnice povezuje se s hiperinzulinemijom koja ima utjecaj na
aktivaciju posteljicne glukoze i transportera aminokiselinskog sustava A. Visoka razina leptina
u pretilih trudnica potice lipolizu posteljice koja nema utjecaja na sintezu lipida, a rezultira
smanjenjem razine postelji¢nih triglicerida i kolesterola, stimulira oslobadanje IL-6, duSikovog
oksida i humanog korionskog gonadotropina iz stanica posteljice. Zabiljezeno je da snizena
razina adiponektina kod pretilih trudnica povecava signalizaciju inzulina u posteljici te 1 sam
transport hranjivih tvari i dovodi do makrosomije. Kod ovog stanja zabiljeZena je i povecana
koncentracija IGF-1 ¢ija bioraspoloZivost u pretilih majki, zajedno sa snizenim IGFBP potice
postelji¢ni unos hranjivih tvari i prijenos na fetus. PoviSeni citokini TNF i IL-6 utjeCu na
metabolizam posteljice te transport lipida 1 aminokiselina u posteljici. U pretilih trudnica
zabiljezena je 1 razliCita ekspresija gena u posteljici, koja se odnosi na metabolizam lipida u

odnosu na trudnice sa normalnih ITM-om (Kelly i sur., 2020).



U pretilih trudnica dvije su klju¢ne promjene koje se odvijaju u posteljici. Jedna promjena
odnosi se na posteljicne transkripte, proteine i metabolite koji su povezani s metabolizmom
lipida dok je druga promjena vezana uz upalne/imunoloske odgovore koji su razli¢ito izrazeni
u posteljicama pretilih trudnica. Utvrdeno je da posteljica pretilih trudnica ima smanjenu
ekspresiju odredenih gena koji su povezani s metabolizmom lipida (APOE, DKK1, ANGPTL4
i NRIP1I) te povecanu koli¢inu lipidnih kapljica koje se vezu uz protein CIDEA (eng. Cell Death
Inducing DFFA Like Effector A) §to opravdava povecanu razinu triglicerida u trofoblastu
pretilih trudnica. Dolazi do smanjenja ekspresije gena koji su zaduzeni za transport i
metabolizam retinoi¢ne kiseline (vitamin A) koja vrs$i vaznu ulogu u posteljici. Takoder je
smanjena funkcija posteljicnog mTOR gena te je pojaCana regulacija gena koji su zaduzeni za
oksidativni stres i funkciju mitohondrija, a zabiljezen je i poveéan transport kolesterola u stanice
trofoblasta. To sve dovodi do lipotoksi¢nosti posteljice zbog povecanog udjela lipida te

smanjenje antioksidativne sposobnosti stanica trofoblasta u pretilih trudnica (Kelly i sur., 2020).

1.3.2.  Posteljica i serotonin

Razli¢ite signalne molekule osiguravaju pravilan razvoj i funkciju posteljice. Jedna od
vaznih molekula je 1 serotonin (5-hidroksitriptamin, SHT), biogeni monoamin koji obnaSa
ulogu neurotransmitera, hormona 1 parakrinog/autokrinog glasnika (Berger 1 sur., 2017). Prvi
puta je izoliran 1937. godine iz enterokromafinih stanica tankog crijeva, gdje potice kontrakcije
(Erspamer i Vialli, 1937). Nedugo nakon toga, otkrivena je njegova funkcija u regulaciji tonusa
krvnih Zila pa je stoga dobio 1 naziv serotonin (Rapport i sur., 1948). Daljnja istrazivanja
pokazala su da se sintetizira 1 u mozgu 1 u nekim perifernim organima. Danas je poznato da
serotonin ima ulogu u regulaciji mozdanih funkcija (emocije, kognicija, raspoloZenje, ritam
spavanja i budnosti, seksualno ponasanje, percepcija boli, apetit) (Jacobs i Azmitia, 1992), ali i
brojnih drugih fizioloskih procesa (hemostaza, imunoloski procesi, reproduktivni procesi,
gastrointestinalni procesi 1 drugi) (Yabut 1 sur., 2029; Berger 1 sur., 2017). Takoder vrsi i
kontrolu nad stani¢nim procesima proliferacije, migracije, diferencijacije 1 apoptoze (Azmitia,
2001). Sama sinteza serotonina odvija se u dva metaboli¢ki odvojena sustava, centralnom i
perifernom odjeljku. Veéina proizvodnje i skladiStenja serotonina na periferiji odvija se u
enterokromafilnim stanicama gastrointestinalnog trakta odakle se izlucuje u cirkulaciju te brzo

unosi u trombocite ili manjim udjelom ostaje slobodan u plazmi (Lechin 1 sur., 1996).



Sinteza serotonina odvija se putem dva enzimatska koraka iz L-triptofana koji sluzi kao
prekursor. Prvi korak je kataliziran triptofan hidroksilazom 1 (TPH1) ili 2 (TPH2) (izoformama
odgovornim za sintezu serotonina u razli¢itim odjeljcima), a drugi korak katalizira
dekarboksilaza aromatskih L-aminokiselina (AADC, od eng. aromatic L-amino acid
decarboxylase) (Slika 2.). Razgradnja serotonina takoder se odvija u dva enzimatska koraka
gdje u prvom sudjeluje monoamin oksidaza A (MAOA)(Slika 3.) ili monoamin oksidaza B

(MAOB) i odreduju brzinu cijelog katabolickog puta.

Sinteza serotonina
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Slika 2. Sinteza serotonina (5-HT). Ilustracija je izradena u programu BioRender



Razgradnja serotonina

Y CH:—CH-{NH;
Serotonin [ | =
{5-hidroksitriptamin) — -~

i N~
H
MAOA
{Monoamin oksidaza A)
[ NAD+-aldehid dehidrogenaza
hidroksiindo MO oD
(5-hidroksiindooctena 5T
kiselina ) [ I J
SN
H

Slika 3. Razgradnja serotonina (5-HT). [lustracija je izradena u programu BioRender

Zbog svoje hidrofilnosti, serotonin ne moze prolaziti kroz fosfolipidni dvosloj ve¢ se
mora koristiti svojim specificnim membranskim prijenosnicima te u tu svrhu postoje dva
sustava transportera na plazmatskoj membrani koji omogucuju njegov prijenos, a razlikuju se
u kineti¢kim svojstvima. Prvi sustav karakterizira svojstvo visokog afiniteta 1 niskog kapaciteta
1 u tu skupinu spada serotoninski transporter SERT (eng. serotonin transporter) (Ramamoorthy
1 sur, 1998). SERT je visoko specifican transporter za serotonin te je rasprostranjen u
neuronima, ali ga sadrZe i periferna tkiva poput posteljice (Bakovi¢ i sur., 2021). Drugi sustav
ima obrnuta svojstva tako da je niskog afinitieta, a visokog kapaciteta te u tu skupinu spadaju
PMAT (eng. plasma membrane monoamine transporter) i OCTs (eng. organic cation
transporters) 1, 2 1 3 koji mogu transportirati serotonin, ali i druge monoamine (Duan i Wang.,
2010; Peri¢ 1 sur., 2022). Nakon ulaska u stanicu, serotonin se moze skladistiti u
unutarstani¢nim oraganelima za skladistenje kod enterokromafinih stanica, u trombocitima ili
neuronima, a oslobada se iz stanica egzocitozom kada je organizmu potreban. Serotoninski
receptori (HTR1-HTR7) nalaze se na stani¢noj membrani te putem njih serotonin vrsi svoje
djelovanje. Kod ljudi je utvrdeno da postoji 14 podtipova serotoninskih receptora (Sharp i
Barnes, 2020).

Posteljica takoder izrazava brojne komponente serotoninskog sustava (Peri¢ i sur.,

2022). Pokazano je da serotoninski sustav posteljice sudjeluje u regulaciji razvoja i razlicitih
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funkcija posteljice (Peri¢ i sur., 2022) te je vazan za pravilan razvoj fetalnog mozga i samih
neurona (Rosenfeld, 2020). Odstupanje od normalne funkcije serotoninskog sustava posteljice
povezuju se s razliitim patoloskim stanjim, poput GDM-a, debljine, preeklampsije, zastoja

fetalnog rasta i1 peripartalne depresije (Peri¢ i sur., 2022).

Serotonin regulira razvoj posteljice putem proliferacije i apoptoze trofoblasta, regulacije
posteljicno-umbilikalnog krvotoka i same endokrine uloge posteljice (Hadden i sur, 2017; Peri¢
1 sur., 2022). Istrazivanja sugeriraju da se tijekom ranog razvoja fetus opskrbljuje serotoninom
iz posteljice na dva nacina. Prvi nacin je da posteljica proizvodi serotonin pomocu triptofana
iz maj¢inog krvotoka (Bonnin i sur., 2011), dok je drugi na¢in putem specifi¢nih prijenosnika
koji dopremaju serotonin od maj¢inog krvotoka do posteljice i na kraju do samog ploda (Kliman
i sur., 2018). Prije nego Sto fetalna tkiva sama zapoc€nu sa sintezom serotonina, ova dva nacina
su potrebna fetusu kako bi se pravilno mogao razvijati mozak (Peri¢ 1 sur., 2022). Serotonin

ima vaznu ulogu za razvoj 1 funkciju kako posteljice tako i samog fetusa.

Kod ljudi je zabiljeZeno da postoje metabolicke razlike serotonina izmedu spolova.
Razlike se ocituju u koncentraciji serotonina i njegovih metabolita te brzini njegove sinteze u
sredi$njem zivéanom sustavu. Osim toga, postoji razlika i u gustoci i rasprostranjenosti SERT-
a u mozgu izmedu muskaraca i Zena. Ove razlike javljaju se ve¢ u ranoj fazi razvoja, a na njih

utjecu prenatalni i perinatalni faktori (Peri¢ i sur., 2022).

1.4. Monoamin oksidaza A

Monoamin oksidaza (MAO) je enzim iz skupine flavoenzimskih oksidaza. U tu skupinu
pripadaju enzimi ¢ija je prosteticka skupina FAD (flavin adenin dinukleotid). Kao akceptor
elektrona u reakcijama koriste kisik te vrSe oksidaciju amina u dva koraka. MAO je otkrivena
1928. godine u ekstraktu jetre kuni¢a (Hare, 1928). Prvotni naziv dodijeljen je na temelju
njenog supstrata tiramina te se nazivala tiramin oksidaza, ali je naknadno nazvana amin
oksidaza zbog metaboliziranja amina (Richter, 1937). Klju€an je razgradni enzim serotonina, a
smjesten je na vanjskoj strani mitohondrijske membrane u neuronima, gliji i drugim stanicama
(Yabut i sur., 2019; Frazer 1 Hensler, 1999). 1z serotonina pomo¢u enzima MAOA stvara se 5-
hidroksiindolacetaldehid (5-HIAL, eng. 5-hydroxyindoleacetaldehyde) kojeg zatim NAD'-
aldehid dehidrogenaza pretvara u 5-hidroksiindoloctenu kiselinu (5-HIAA, eng. 35-
hydroxyindoleacetic acid) koji je konacan produkt razgradnje i izluCuje se iz organizma putem

bubrega (Frazer i Hensler, 1999) (Slika 3.).
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Postoje dvije izoforme ovog enzima: MAOA (Slika 4.) 1 MAOB (Slika 5.). Geni za obje
izoforme su u ljudi smjesteni na kracem kraku kromosoma X (Grimsby i sur., 1991), a iskazuju
73% sli¢nosti u aminokiselinskoj sekvenci, dok se razlike ocituju u specifi¢nosti za supstrate i
inhibitore. Obje izoforme enzima MAO (MAOA 1 MAOB) smjeStene su na vanjskoj strani

mitohondrijske membrane.

Slika 4. Struktura MAOA (preuzeto iz Protein Atlas)

Slika 5. Struktura MAOB (preuzeto iz Protein Atlas)
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Specificno, izoforma MAOA ima preferentni afinitet za serotonin, ali i za adrenalin i
noradrenalin te je visoko eksprimirana u posteljici dok izoforma MAOB ima ve¢i afinitet za
razgradnju drugih supstrata poput feniletilamina i benzilamina te se u posteljici nalazi u
minimalnim koli¢inama (Johnston, 1968; Knoll i Magyar, 1972). Izoforme MAOA i MAOB se
razlikuju i s obzirom na rasprostranjenost u tkivima. MAOA je specifi¢no prisutna u posteljici
1 gastrointestinalnom traktu dok je MAOB prisutna u trombocitima. Obje izoforme su
eksprimirane u jetri i mozgu, ali MAOB ipak dominira u ovim tkivima u odnosu na MAOA
(Waller 1 Sampson, 2018). MAOA je u izobilju prisutna u ljudskoj posteljici gdje ima vaznu
ulogu tijekom trudnoce. Eksprimira se u citotrofoblastu, sinciciotrofoblastu i feto-placentalnim
endotelnim stanicama (Auda i sur., 1998; Kliman i sur., 2018; Bakovi¢ i sur., 2023). Kako bi se
fetus mogao neometano razvijati potrebno je odrzavati homeostazu serotonina u fetalnoj
cirkulaciji. Krajem trudnoce, to se postize tako da ga membranski prijenosnici, koji su zaduzeni
za prijenos serotonina, prenose iz fetalne cirkulacije u stanice posteljice gdje se vrsi njegova
razgradnja pomocu enzima MAQOA i stvara se 5-HIAA koji se potom lu¢i u majcinu cirkulaciju
(Staud i sur., 2023). Istrazivanja su pokazala da je promijenjena ekspresije i/ili aktivnosti ovog
enzima u posteljici povezana s preeklampsijom, poremecajima neurorazvoja fetusa te s
majéinim stresom u trudno¢i 1 kasnijim promjenama temperamenta kod djeteta
(Sivasubramaniam 1 sur., 2002; Rosenfeld, 2020; Pehme 1 sur., 2018). Medutim, potencijalna
povezanost maj¢ine pretilosti 1 GDM-a s razinom ekspresije ovog enzima u posteljici do sada

nije istraZivana.

2. Cilj istrazivanja
lako dosadasnja istrazivanja ukazuju na ulogu serotonina u regulaciji razvoja 1 funkcija
posteljice, organa €ija je funkcija presudna za normalan tijek trudnoce 1 razvoj ploda, jos uvijek
se ne zna dovoljno o promjenama serotoninskog sustava posteljice kod trudno¢a kompliciranih
maj¢inom debljinom i GDM-om.
Stoga, glavni cilj ovog rada je istraziti jesu li majcina debljina i GDM povezani s
promijenjenom razinom proteina MAOA u posteljici.

U skladu s tim, specifi¢ni ciljevi rada su:

1. uhodati metodu western blot za kvantitativno odredivanje razine MAOA u ljudskoj
posteljici;

2. odrediti razine MAOA u uzorcima posteljica sudionica istrazivanja;
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3. usporediti razinu proteina MAOA u posteljici izmedu sudionica s razliitim statusom

tjelesne mase i tolerancije glukoze.

3. Materijali i metode
3.1. Uzorci tkiva posteljice

Istrazivanje je provedeno na uzorcima tkiva ljudske posteljice, prethodno prikupljenim
u Klinici za zenske bolesti 1 porodaje Klinickog bolnickog centra (KBC) Zagreb, od sudionica
¢ija je trudnoca dovrSena planiranim carskim rezom. Uzorci tkiva posteljice uzeti su s fetalne
strane posteljice prema prethodno opisanoj standardiziranoj proceduri (Blazevi¢ i sur., 2017;
Horvaticek 1 sur., 2022). Svi postupci bili su u skladu s Helsinskom deklaracijom, a sve
sudionice su potpisale pisani informirani pristanak. Uzorci su prikupljeni u okviru istrazivackog
projekta Hrvatske zaklade za znanost pod nazivom ,,Utjecaj maj¢inog metaboli¢kog stanja na
serotoninski sustav posteljice 1 neonatusa: od metilacije DNA do funkcije proteina (PlaNS)*
(HRZZ;IP-2018-01-6547), voditeljice prof. dr.sc. Jasminke Stefulj. Svi postupci pri sakupljanju
1 obradi uzoraka odobreni su od strane Etickog povjerenstva KBC Zagreb (Klasa:8.1-18/162-
2, Broj: 02/21 AG) 1 Bioeti¢kog povjerenstva Instituta Ruder BosSkovi¢ u Zagrebu (BEP-8761/2-

2018). Uzorci su po uzimanju pohranjeni u nativnhom obliku pri - 80 °C do daljnje obrade.

Sudionice ukljucene u istrazivanje bile su podijeljene u Cetiri metabolicke skupine: (1)
sudionice s normalnom tjelesnom masom prije trudnoc¢e (ITM < 25) i normalnom tolerancijom
glukoze u trudno¢i; (2) sudionice s normalnom tjelesnom masom prije trudno¢e 1 GDM-om; (3)
sudionice s prekomjernom tjelesnom masom ili pretiloS¢u prije trudnoce (ITM > 25) 1
normalnom tolerancijom glukoze u trudnoéi; te (4) sudionice s prekomjernom tjelesnom masom
ili pretilos¢u prije trudno¢e i GDM-om. U svaku od navedenih metabolickih skupina ukljuc¢en
je podjednak broj sudionica. Zbog moguceg utjecaja spola djeteta na odnos izmedu majcinog
metabolickih statusa 1 razine proteina MAOA u posteljici, analize sam provela zasebno u

uzorcima posteljica iz trudnoc¢a s muskom i trudnoc¢a sa Zenskom novorodencadi.

3.2. Materijali

3.2.1. Protutijela

Monoklonalna primarna protutijela za monoamin oksidazu A misijeg porijekla (Mouse
monoclonal primary antibody MAO-A (G-10); kataloski broj: sc-71123) te za aktina beta (Mo-
use monoclonal primary antibody ACTIN-B (C-2); kataloski broj: sc-8432) nabavljena su od
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tvrtke Santa Cruz Biotechnology. Sekundarno protutijelo za miSje molekule IgG, konjugirano

s peroksidazom iz hrena i proizvedeno u ovci (Amersham ECL Horseradish peroxidase labelled

anti-mouse antibody; kataloski broj: NIF825) nabavljeno je od tvrtke Cytiva. Protutijela su ¢u-

vana u alikvotima na - 80°C i odmrzavana neposredno prije primjene.

3.2.2. Komercijalni kompleti

komplet za kemiluminiscentnu detekciju signala u Western blot analizi (Clarity 1 Clarity
Max ECL Western Blotting Substrates, Bio-Rad Laboratories, Inc. SAD)

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

komplet za odredivanje koncentracije ukupnih proteina metodom BCA (eng. bicincho-

ninic acid) — Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Foster

City, CA, SAD)

3.2.3. Kemikalije i otopine

Za homogenizaciju tkiva

reagens za izolaciju membanskih proteina ukljucujuci povrSinske proteine i receptore u
svrhu analize ELISA (Cloud-clone Corp., Katy, TX, SAD)

kalij-fosfatni pufer (KH2PO4, 0.05 M, pH 7.6; Kemika, Hrvatska)

RIPA pufer (2.5 mL 1M TRIS pufera (pH 8), 1.5 mL 5M NaCl, 0.5 mL Triton X, 0.5
mL 10% SDS, 0.25 g natrijevog deoksikolata i H>O do 50 mL; profiltritan: pore na
PVDF filteru veli¢ine 0.45 pm)

DMEM medjj

Za mjerenje ukupnih proteina

miliQ voda

Za pripremu uzoraka za western-blot analizu

4x pufer za denaturaciju, pH 6.8 (0.2M Tris-HCI, 0.4M DDT, 8% SDS, 40% glicerol,
0.001% bromfenol plavo)
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Za elektroforeza na poliakrilamidnom gelu uz natrijev dodecil sulfat (SDS-PAGE . od eng.

Sodium Dodecy! Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) i elektrotransfer proteina

¢ 30% otopina monomera akrilamid/bisakrilamid (AAS) (29:1) (Sigma-Aldrich, SAD)

e Tris pufer za elektroforezu, pH 8.8 (1.5M Tris)

e Tris pufer za sabijanje, pH 6.8 (1.0M Tris)

e 10% amonijev persulfat (APS) (Sigma-Aldrich, SAD)

e 10% natrijev dodecil sulfat (SDS, eng. sodium dodecyl sulfate; Sigma-Aldrich, SAD)

e 10x elektroforetski pufer (tris-glicinski pufer), pH 8.3 (0.025M Tris, 0.192M glicin, 1%
SDS)

e 10x pufer za prijenos (184mM Tris, 140mM glicin)

e molekularna ljestvica - Prestained Protein Ladder - Mid-range molecular weight (10 -
180 kDa) (Abcam, Cambridge, Velika Britanija)

e naftol plavo (pufer za bojanje) (10% metanol, 2% octena kiselina, 0.1% naftol plavo)

(Kemika, Hrvatska)
e otopina za odbojavanje (5% metanol, 7% octena kiselina)

e otopina za uklanjanje proteina, pH 2.2 (eng. stripping pufer)

Za imunodetekciju 1 kemiluminiscentnu vizualizaciju signala

o fosfatni pufer (PBS od engl. phosphate buffer solution), pH = 7,4: y (NaCl) =8 g/L, v
(KCI)=0,2 g/L, y (Na2HPO4) = 1,44 g/L, y (KH2PO4) = 0,24 g/L, dH20

e TBS-T, pH 7.5 50mM Tris, 150mM NacCl, 0.5% Tween20

e pufer za blokiranje: 5% mlijeko u prahu u TBS-T puferu

Ostale kemikalije: NaCl, KCI, Na,HPOs4, octena kiselina, glicin, Trizma® base, TEMED
(N,N,N’",N'-Tetramethylethylenediamine) (Sigma-Aldrich, SAD); metanol, gricerol (Gram-
Mol, Hrvatska); 1,4- ditiotreitol (DDT) (Roche, Svicarska), DMEM medij (Gibco, Thermo Fis-
her, SAD)

3.2.4. Tehnicka oprema i pribor
e ultrazvucni homogenizator (B. Braun Biotech International, Njemacka)

e automatske pipete 1 propipete (Eppendorf, Njemacka; Gilson, SAD)

e homogenizator (Tehtnica, Slovenija)
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3.3.1.

homogenizator GentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec, Njemacka)

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

termomikser LLG-uni thermix1 (Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim, Njemacka)
inkubator Memmert 100-800 (Memmert GmbH, Njemacka)

elektri¢ne mijesalice (IKA, Njemacka)

pH metar Lab 845 (SI Analytics, Njemacka)

magnetska mijesalica (IKA Combimag RCH, Njemacka)

centrifuge (Beckman GS-6R, SAD; Eppendorf Research, Njemacka)

vage (Tehtnica, Slovenija; Mettler HS4AR, Kern, Njemacka)

digestor (Tlos, Hrvatska)

hladnjak i zamrzivaci (Gorenje, Slovenija)

sustav za SDS-PAGE elektroforezu Hoefer SE 260 (Hoefer Inc., SAD)

sustav za transfer Hoefer TE 22 (Hoefer Inc., SAD)

uredaj za napajanje (Cytiva EPS 301 Electrophoresis Power Supply, Amersham Bios-
ciences, Velika Britanija)

transiluminator s digitalnom kamerom, Uvitec Alliance Q9 Mini (Cambridge, Velika
Britanija)

¢ita¢i mikrotitarskih plocica Labsystems Multiskan MS (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Foster City, CA, SAD)

Hybond ECL-Nitrocellulose Membrane (Amersham Biosciences, Velika Britanija)
parafilm M (Sigma-Aldrich, SAD)

plo€ice za mjerenje koncentracije proteine, 96-jazica, prozirne, ravno dno (Greiner Bio-
One International GmbH, Austrija)

blotting papir Munktell BF2

nastavci za automatske pipete, filter papir, aluminijska folija, epruvete, mikroepruvete,

stalci za epruvete, menzure, laboratorijske caSe, Erlenmeyerove tikvice, hvataljke

3.3. Metode

Optimizacija metode za izolaciju ukupnih proteina iz tkiva posteljice

U svrhu odredivanja najpovoljnije metode izolacije ukupnih proteina iz tkiva posteljice

covjeka ispitala sam ucinak razli¢itih parametara na efikasnost same metode. Parametri koji su

varirali bili su vrsta pufera za izolaciju proteina, metoda izolacije proteina te masa tkiva koris-

tenoga za izolaciju proteina.
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Prvi nacin homogenizacije tkiva uklju¢ivao je homogeniziranje tkiva pomocu uredaja
za homogenizaciju GentleMACS Dissociator S . Uzorke tkiva posteljice izvadila sam neposre-
dno prije rezanja iz zamrzivaca te sam Skaricama izrezala otprilike 400 mg tkiva na rashladenoj
podlozi oblozenoj aluminijskom folijom. Uzorke sam zatim prebacila u GentleMACS epruvetu
tipa M sa unaprijed pripremljenim RIPA puferom za homogeniziranje. Tkivo je homogenizi-
rano u 2 mL RIPA pufera uz dodatak inhibitora proteaza (HaltTM Protease Inhibitor Cocktail
(100X)), a odabrani program bio je M-TUBE Protein_ 01 01. Homogenat sam zatim centrifu-
girala 15 sekundi pri 196 x g, prebacila u novu plasticnu epruvetu paze¢i da ne uzmem mje-
huri¢e te dodatno homogenizirala sonikacijom (tri ciklusa od 10 s uz frekvenciju 20 KHz 1
amplitudu 8 um). Nakon toga, sonikat sam centrifugirala 20 min pri 12200 x g i 4°C kako bi se
istalozili nehomogenizirani ostaci tkiva. Svi postupci su radeni na ledu kako bi se onemogucila

aktivnost proteaza.

Drugi na¢in homogenizacije tkiva uklju¢ivao je metodu homogeniziranja tkiva (50mg)
titanovom mikrosondom (3 ciklusa od 10 s uz frekvenciju 20 KHz i amplitudu 8 um) u 20
volumena hladnog kalij fosfatnog pufera (0.05 M, pH = 7.6). Nakon toga, uzorke sam centrifu-
girala 5 min pri 2000 x g 14 °C.

Tre¢i nacin homogenizacije tkiva ukljucivao je metodu homogeniziranja tkiva (15mg)
laganim pokretima na homogenizatoru s keramickim tuckom (20 ciklusa potisaka pri brzini
1200 rpm) u 20 volumena pufera za izolaciju membranskih proteina (Cloud-clone Corp.) s do-
datkom inhibitora proteaza (HaltTM Protease Inhibitor Cocktail (100X)). Nakon toga sam ho-
mogenat prebacila u novu plasti¢nu epruvetu i sonicirala titanovom mikrosondom (3 ciklusa od
10 s uz frekvenciju 20 KHz i amplitudu 8 um), te centrifugirala 10 min pri 10000 x g i 4°C
kako bi se istalozili nehomogenizirani ostatci tkiva. Svi postupci su radeni na ledu kako bi se

onemogucila aktivnost proteaza.

Svi uzorci su alikvotirani u nove plasti¢ne epruvete u manjim volumenima te pohranjeni

pri -80°C do daljnje analize.

3.3.2. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Za odredivanje koncentracije ukupnih proteina metodom BCA (eng. bicinchoninic acid)
koristila sam komercijalno dostupni komplet (PierceTm BCA Protein Assay Kit) pri cemu sam
slijedila upute proizvodaca. Ukratko, na mikrotitarsku prozirnu plocica s 96 jazica ispipetirala
sam 20 pL miliQ vode (negativna kontrola) te po 20 puL svakog od standarada (BSA, albumin

iz govedeg seruma, eng. bovine serum albumin) razli¢itih koncentracija (1500, 1000, 750, 500,
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375, 250, 125, 62.5 ng/ul) koje sam prethodno pripremila 1 pohranila pri -20°C. Uzorke (20 uL
po jazici) sam pipetirala u duplikatu u dva razrijedenja— 1:10 (2 pL uzorka + 18 uLL. miliQ vode)
i 1:5 (4 uL uzorka + 16 pL miliQ vode). U svaku jazicu dodala sam po 200 pL smjese radne
otopine A 1 B (u omjeru 50:1) iz kompleta. Mikroploc¢icu sam lagano protresla, zatvorila plas-
ticnim poklopcem te ju prekrila aluminijskom folijom i inkubirala 30 minuta pri 37°C u inku-
batoru Memmert 100-800. Nakon toga sam dopustila da se plocica ohladi na sobnu temperaturu
nekoliko minuta te sam izmjerila apsorbanciju na ¢itacu apsorbancije za mikrotitarske plocice
Labsystem Multiskan MS, pri valnoj duljini od 570 nm. Na temelju apsorbancije standarada i
negativne kontrole izradila sam bazdarenu krivulju pomoc¢u koje sam izracunala koncentraciju

proteina u uzorcima, pazeci na 5x i 10x faktor razrijedenja uzoraka.

3.3.3. SDS-PAGE i western blot

Razinu monoamin oksidaze A i aktina beta (ACTB, eng. Actin Beta) odredivala sam
kvantitativnom western blot metodom. Metoda se temelji na 3 osnovna koraka: razdvajanje
proteina prema veli¢ini pomoc¢u SDS-PAGE, prijenos razdvojenih proteina na ¢vrstu podlogu i
oznacavanje ciljnog proteina koristenjem odgovarajué¢eg primarnog i sekundarnog protutijela

za vizualizaciju.

3.3.3.1.  Priprema uzoraka za SDS-PAGE

Kako bih odredila koli¢inu ukupnih proteina koju ¢u koristiti u daljnjim pokusima na-
pravila sam preliminarni titracijski pokus na uzorcima homogenata ljudske posteljice u kalij
fosfatnom puferu. Uzorke sam pripremala tako §to sam u plasticne epruvete dodala izraunati
volumen koji sadrzi 2.5 pg, 5 pg, 10 pg, 20 ug i 40 pg proteina te volumen pufera za denatu-
raciju proteina (4x koncentriran; vidi poglavlje 3.2.3) tako da na ukupni volumen smjese od 10
pL dolazi 2,5 pL (Y4) pufera za denaturaciju. Po potrebi sam u svaki uzorak dodala miliQ H,O
do kona¢nog volumena od 10uL po uzorku. Kako bi pospjesila proces denaturacije proteina,
uzorke sam inkubirala u termobloku 10 min pri 95°C, nakon ¢ega su kratko centrifugirani. Tako

pripremljene uzorke sam odmah potom nanosila na gel.

Na temelju rezultata preliminarnih titracijskih pokusa, odredeno je da ¢e ukupna koli-
¢ina proteina koju ¢u nanositi na gel iznositi 10pg. Uzorci proteina Zeljene koncentracije su
denaturirani dodatkom 4x koncentriranog pufera za denaturaciju uz dodatak miliQ H>O do ko-
nac¢nog volumena od 10uL po uzorku. Denaturaciju uzoraka sam pospjesila na iznad opisani

nacin te sam ih odmah potom nanosila na gel.
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3.3.3.2. Priprema gelova za SDS-PAGE

Poliakrilamidni gel u prisutnosti anionskog deterdZenta natrijevog dodecilsulfata (engl.
sodium dodecylsulphate, SDS) kao denaturiraju¢eg agensa pripremila sam prema receptu iz
Tablice 2. Prije izlijevanja gela, cijelu aparaturu prethodno sam ocistila destiliranom H>O, 70%-
tnim alkoholom 1 osuSila. Zatim sam sastavila kalup za pripremu gela koji se sastoji od dviju
staklenih plo¢a medusobno odvojenih odstojnikom od 1pum. Nakon toga sam stakla stavila na
nosa¢ s gumom te ucvrstila pomocu kvacica sa strane kalupa (Slika 6.). Prvo sam pripremila
10%-tni gel za razdvajanje (donji gel) na nac¢in da sam u Falkon epruvetu redom dodavala:
dH>0, 1.5 M Tris-HCL, pH 8.8, 30 % AAS, 10% SDS, te, brzo jedan iza drugoga, TEMED i
10% APS. Smjesu sam brzo dobro promijesala te odmah nanijela izmedu stakala. Zatim sam
donji gel nadslojila dH>O kako bih izravnala gel i sprijecila kontakt gela s kisikom koji bi mo-
gao sprijeciti polimerizaciju poliakrilamida i ostavila da gel polimerizira oko 45 min pri sobnoj
temperaturi. Nakon njegove polimerizacije sam uklonila svu dH>O, te sam pripremila smjesu
za 5%-tni gel za sabijanje (gornji gel), nanijela na donji gel 1 umetnula ¢eslji¢ za formiranje 15
jazica, te ostavila oko 30 min pri sobnoj temperaturi da polimerizira. Gornji gel nam sluzi za
sabijanje uzoraka u tanku frontu koja ulazi u gel za razdvajanje. Nakon polimerizacije gela za
sabijanje pazljivo sam odstranila ¢eslji¢ te sam jazice paZljivo isprala destiliranom vodom kako

bih uklonila ostatke akrilamida. Nakon toga, gel sam odmabh koristila za elektroforezu.

Slika 6. Prikaz sustava za pripremu poliakrilamidnih gelova
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Tablica 2. Priprema poliakrilamidnog gel za SDS-PAGE

VOLUMENI
OTOPINA/PUFER GEL ZA SABIJANJE GEL ZA RAZDVAJANJE
(5%) — gornji gel (10%) — donji gel

dH20O (mL) 3,40 4,00
30% AAS (mL) 0,83 3,30
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 (mL) 2,50
1.0 M Tris-HCI, pH 6.8 (mL) 0,63

10% SDS (mL) 0,05 0,100
10% APS (mL) 0,05 0,100
TEMED (mL) 0,005 0,004

3.3.3.3. SDS-PAGE

Stakla s pripremljenim gelom izvukla sam iz nosaca i stavila u Hoefer SE 260 aparaturu

tako da je manje staklo bilo okrenuto prema unutras$njosti aparature za elektroforezu (Slika 7.).

Aparaturu sam zatim napunila 1x puferom za elektroforezu (RB, eng. running buffer), pripre-

mljenim mijeSanjem 50 mL 10x Tris-glicinskog pufera i 450 mL dH>O. U prvu jazicu gela

dodala sam standard s proteinima poznatih molekulskih masa (Prestained Protein Ladder -

Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa), a u preostale jazice uzorke izoliranih proteina

ljudske posteljice u ukupnom volumenu od 10 pL. Prvo sam elektroforezu provela 10 min pri

90V kako bi dopustila da se uzorci sabiju u jednu frontu 1 prijedu u gel za razdvajanje, a nakon

toga sam elektroforezu postavila na 150V 2 h pri 4°C. Kako bih odredila koli¢inu proteina

MAOA 1 aktina beta, svaki uzorak sam nanosila na dva odvojena gela u istom pokusu (tehnicki

replikati).
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Slika 7. Prikaz sustava za elektroforezu

3.3.3.4.  Prijenos proteina na nitroceluloznu membranu i njihovo specificno
obiljeZavanje

Nakon zavrSene elektroforeze, proteini se iz gela prenose na nitroceluloznu membranu
metodom western blot. Pufer za prijenos proteina na membranu (1xTB, eng. transfer buffer)
prethodno je pripremljen iz 10xTB (100 mL 10xTB + 700mL dH>O + 200mL metanola). Nit-
rocelulozna membrana i filter papir izrezani su prema dimenzijama gela te uronjeni zajedno sa
spuzvicama u 1xTB kako bi se hidrirali. Po zavrSetku elektroforeze, stakla s gelom sam izvadila
iz aparature za SDS-PAGE te sam gornji gel odstranila, a donji gel pazljivo prebacila u posudu
s puferom za prijenos proteina. Kazetu za prijenos sam slagala u posudi s puferom za prijenos
kako bih sprijecila da zrak ude izmedu slojeva. Kazeta se slaze tako da se redom, na stranicu
koja ¢e biti okrenuta prema negativnoj elektrodi stavi spuzvica koju sam dobro namocila pufe-
rom i iz koje sam istisnula zrak, na spuzvicu 2 navlazena filter papira, gel, nitrocelulozna mem-
brana, 2 navlaZena filter papira, spuzva te se naposljetku zatvori plasti¢ni okvir koji ¢e biti
okrenut prema pozitivnoj elektrodi (Slika 8.). Izmedu svakog sloja sam pazljivo staklenim Sta-
pi¢em prelazila preko povrsine kako bih istisnula sav zrak. Aparaturu za prijenos proteina (Hoe-

fer TE 22) napunila sam do oznake puferom za prijenos, stavila dvije kazete koje sam slozila
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prema gore opisanoj proceduri, izmedu njih stavila hladni blok te po potrebi dodala pufera do

oznake MAX. Prijenos proteina na membranu proveden je pri 90V i 4°C tijekom 90 min.

I CRNO m
L R S R R R SPUZVICA o
2XWhatman paper

GEL

2xWhatman paper

Ui i M RGPS PO B e®  SPUFVICA
I ] PROZIRNO

Slika 8. Shematski prikaz nacina slaganja kazete za prijenos proteina s gela na membranu

Po zavrsSetku prijenosa, membrane sam isprala u puferu TBS-T kako bih odstranila me-
tanol te sam ih bojala u otopini naftol plavo do vizualizacije vrpci proteina iz proteinskog stan-
darda. Zatim sam nitroceluloznu membranu u potpunosti odbojala ispiranjem 10 min sa otopi-
nom za odbojavanje, a polozaj proteina iz proteinskog standarda sam prethodno oznacila ke-
mijskom olovkom, jer ove vrpce nakon odbojavanja viSe nece biti vidljive na membrani. Mem-
brane sam zatim isprala 3 puta u puferu TBS-T po 10 minuta na tresilici nakon ¢ega su bile

spremne za blokiranje.

Prije samog blokiranja, u Falkon epruveti od 50 mL sam pripremila otopinu za blokira-
nje (5%) tako da sam odvagala 2g mlijeka u prahu 1 dodala 50mL TBS-T pufera. Kako bih
izbjegla inkubiranje membrane s viSe protutijela, membrane sam prije samog blokiranja izre-

zala na signalu od 50kDa. Membrane su blokirane na tresilici 30 minuta pri sobnoj temperaturi.

Nakon inkubacije u otopini za blokiranje, membrane sam uronila u otopine primarnog
protutijela (za MAOA 1 ACTB, i ostavila preko no¢i pri 4 °C. Gornji dio membrane inkubirala
sam s primarnim protutijelom za MAOA, dok sam donji dio membrane inkubirala s primarnim
protutijelom za ACTB. Otopine primarnog protutijela u razrjedenju 1:400 pripremila sam u 5
%-tnoj otopini mlijeka u TBST puferu. Membrane sam nakon inkubacije u otopini primarnog
protutijela isprala tri puta po 10 min s TBS-T puferom na tresilici. Nakon §to su membrane bile

isprane od primarnog protutijela, uronila sam ih u otopinu sekundarnog protutijela (4dmersham
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ECL HRP) u razrjedenju 1:5000 u TBS-T puferu s 5 %-tnim mlijekom te ih inkubirala jedan
sat pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega sam membranu isprala po istom protokolu kao i sa pri-

marnim protutijelom.

Nakon ispiranja, na membrane sam nanijela kemiluminiscencijski reagens koji se pri-
prema na nacin da se otopine A i B pomijeSaju u omjeru 1:1. Za detekciju MAOA koristila sam
reagens Clarity Western ECL Substrate, dok sam za ACTB koristila Clarity Max Western ECL
Substrate. Nakon inkubacije (1 min), membrane sam stavila izmedu dvije prozirne folije te sam

pazljivo istisnula zrak. Membrana je zatim snimljena na uredaju Alliance Q9 Mini.

3.4. Obrada podataka

Integriranu opticku gusto¢u (IOG) dobivenih signala odredila sam pomoc¢u racunalnog
programa [mage Lab, verzija 6.1.0 build 7, dok sam rezultate statisticki analizirala pomoc¢u
programa GraphPad Prism, verzija 8.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, SAD). ACTB
sam koristila kao kontrolu nanoSenja uzoraka i za normalizaciju jer je visoko konzervirani
protein u eukariotskim stanicama. Pravilnost distribucije vrijednosti kontinuiranih varijabli
odredila sam D ’Agostino i Pearson omnibus testom. Vrijednosti koje imaju pravilnu
distribuciju analizirala sam parametrijskim (Studentov t-test, jednosmjerna ANOVA), a one koji
nemaju pravilnu distribuciju neparametrijskim (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis) testovima.
Ukoliko je razlika medu skupinama dosegla statisticku znacajnost, testovi su bili popraceni
odgovaraju¢im post hoc testovima. Prisutnost vrijednosti koja je znacajno odskakala od
distribucije ostalih vrijednosti unutar grupe (eng. outlier) detektirala sam pomoc¢u Grubb’s testa
uz granicu znacajnosti p<0,05 i tu sam vrijednost iskljucila iz daljnje statisticke obrade.
Vrijednosti p<0,05 smatrane su statisticki znafajnim, dok su vrijednosti p<0,1 smatrane

trendom.

4. Rezultati

4.1. Podaci o sudionicima istrazivanja

Demografske 1 klini¢ke karakteristike sudionica i novorodencadi ukljucenih u ovo istra-

zivanje prikazane su u Tablici 3.
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Tablica 3. Demografski i klini¢ki podaci o sudionicama istrazivanja s obzirom na spol novo-

rodencadi.

Karakteristika

Zenska novorodencad

(n=48)

Muska novorodencad

(n=50)

Starosna dob majke pri porodu,

godine

33,8 (24,3 — 44,8)

33,6 (22,9 — 43,0)

Gestacijska dob pri porodu, tjedni

39,2 (37,7 - 41,6)

39,2 (37,6 — 41,0)

ITM prije trudnoée, kg/m?

26,6 (18,6 — 433)

27,5 (19,4 —51,7)

Status tjelesne mase:

normalna tjelesna masa, n (%) 24 (50%) 22 (44%)
debljina, n (%) 24 (50%) 28 (56%)

Status tolerancije glukoze:
NGT, n (%) 23 (48%) 24 (48%)
GDM, n (%) 25 (52%) 26 (52%)

Za kontinuirane varijable prikazane su srednja vrijednost i raspon (minimalna - maksimalna vrijednost).
Za kategorijske varijable prikazani su podaci o broju sudionica (n) i postotku (%). Kategorija ,,debljina*
podrazumijeva prekomjernu tjelesnu masu i pretilost. NGT — normalna tolerancija glukoze, GDM —
gestacijski dijabetes melitus, ITM — indeks tjelesne mase.

U istraZivanju je sudjelovao podjednaki broj sudionica s muskom i Zenskom novorode-
ncadi. Zbog moguceg utjecaja spola djeteta na odnos izmedu majcinog metabolickog statusa i
razine proteina MAOA u posteljici, analize su provedene zasebno u uzorcima posteljica iz tru-

dnoc¢a s muskom 1 trudnocéa sa Zzenskom novorodencadi.

4.2. Optimizacija metode za kvantitativno odredivanje razine

proteina MAOA u ljudskoj posteljici

Prvi dio istrazivanja bio je usmjeren na optimizaciju metode za izolaciju ukupnih pro-
teina iz tkiva posteljice covjeka. Parametri koji su varirani detaljno su opisani u poglavlju 3.3.1.
Prinos 1 kvalitetu ukupnih proteina provjerila sam mjerenjem koncentracije metodom BCA
(vidi poglavlje 3.3.2.), a intenzitet 1 specifi¢nost signala za proteine MAOA 1 ACTB provjerila
sam izvodenjem SDS-PAGE 1 western blot analize (vidi poglavlje 3.3.3.). Kao negativnu kon-
trolu koristila sam lizat stanica MDA-MB-231t za koje se zna iz literature da nemaju protein

MAOA (Bahrti i sur., 2018).
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Slika 9. Optimizacija izolacije ukupnih proteina iz tkiva posteljice ¢ovjeka. Prikazani su (A) ukupni
proteini vizualizirani bojanjem membrane s naftol plavim i (B) protein MAOA, vizualiziran imunode-
tekcijom 1 kemiluminiscencijom . JaZica 1 - 6 — uzorci posteljice u RIPA puferu; jazice 7 1 8 — uzorak
posteljice u kalij-fosfatnom puferu; jazice 9 1 10 — uzorak posteljice u Cloud-clone puferu; jazice 11 1
12 — uzorak stani¢nog lizata u DMEM mediju. Koli¢ine ukupnih proteina naneSenih na gel iznosile su
5 ug (jazice 1, 2,91 10) 1 20 pg (jazice 3,4, 5,6, 7, 8, 11 1 12). M — standard s proteinima poznatih
molekulskih masa (10 — 180 kDa). Crvena boja na M — standardu s proteinima poznatih molekulskih
masa oznacava oznaku veli¢ine proteina od 72 kDa dok zelena boja oznacava oznaku veli¢ine proteina
od 24 kDa. Crvenim pravokutnikom oznaceni su dobiveni proteini MAOA te negativna kontrola.

Nakon provedene metode western blot, vidljiva je prisutnost vrpce specifi¢ne za protein
MAOA u svim uzorcima homogenata tkiva posteljice, ali ne i u lizatu stanica MDA-MB-23 1t
koji je sluzio kao negativna kontrola (Slika 9.). S obzirom na dobiveni rezultat, odlu¢eno je da
¢u u daljnjim analizama koristiti homogenate tkiva ljudske posteljice pripremljene u kalij fos-
fatnom puferu, u sklopu prethodnih eksperimenata provedenih u Laboratoriju za neurokemiju i
molekularnu neurobiologiju (Peri¢ 2024.), kako bi se uStedjela 1 o¢uvala ogranicena koli¢ina

pohranjenih uzoraka tkiva posteljice. Ova metoda ukljucivala je homogenizaciju 50 mg tkiva
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titanovom mikrosondom u 20 volumena hladnog kalij fosfatnog pufera (volumen u pl = mg

tkiva x 20).

U slijede¢em koraku odredila sam optimalnu masu ukupnih proteina za nanosenje na
gel (Slika 10.). U ovim pokusima koristila sam uzorke tkiva ljudske posteljice dobivene homo-
genizacijom u kalij fosfatnom puferu (vidi poglavlje 3.3.1.), nakon ¢ega sam izvela SDS-PAGE
1 western blot (vidi poglavlje 3.3.3.). U rasponu od 2,5 do 40 mikrograma ukupnih proteina
dobila sam myjerljiv signal za protein MAOA, ¢iji je intenzitet bio proporcionalan masi ukupnih
proteina. Odluceno je da ¢u za daljnje analize koristiti masu proteina od 10 pg, koja se nalazi u
sredi$njem dijelu raspona te daje vrpce proteina MAOA pravilnog oblika te zadovoljavajuéeg
intenziteta i reproducibilnosti. Pri manjim masama ukupnih proteina intenzitet vrpci nije bio
podjednak izmedu dvaju tehnickih replikata, dok je veca masa ukupnih proteina davala signal

prevelikog intenziteta.
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Slika 10. Titracijski pokus na probnim uzorcima dobivenim homogenizacijom tkiva posteljice u
kalij fosfatnom puferu. Prikazana je ista membrana (A) ukupnih proteina vizualizirana bojanjem s
naftol plavo i (B) protein MAOA, vizualiziran imunodetekcijom i kemiluminiscencijom. Mase ukupnih
proteina naneSenih na gel iznosile su 2,5 pg (jazice 112), 5,0 pg (jazice 3 14), 10,0 pg (jazice 51 6), 20
ug (jazice 71 8) i 40 ug (jazice 9 1 10) mikrograma. M — standard s proteinima poznatih molekulskih
masa (10 — 180 kDa). Crvena boja M — standarda s proteinima poznatih molekulskih masa oznacava
oznaku veli¢ine proteina od 72 kDa dok zelena boja oznacava oznaku veli¢ine proteina od 24 kDa.
Crvenim pravokutnikom oznacen je dobiveni protein MAOA koji se nalazi na oznaci veli¢ine priblizno
60 kDa.

4.3. Usporedba razine proteina MAOA u ljudskoj posteljici

izmedu sudionica s razli¢itim metaboli¢kim statusom

U svrhu analize povezanost maj¢inog metaboli¢kog stanja i1 razine proteina MAOA u
posteljici, sudionice su podijeljene u Cetiri metabolicke skupine: (1) sudionice s normalnom
tjelesnom masom prije trudnoc¢e (BMI < 25) i normalnom tolerancijom glukoze u trudnoci

(NW-NGT); (2) sudionice s normalnom tjelesnom masom prije trudnoc¢e 1 GDM-om (NW-
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GDM); (3) sudionice s prekomjernom tjelesnom masom ili pretilo$¢u prije trudnoc¢e (BMI >
25) i normalnom tolerancijom glukoze u trudno¢i (OWO-NGT); te (4) sudionice s prekomjer-
nom tjelesnom masom ili pretilo$¢u prije trudno¢e i GDM-om (OWO-GDM). U istrazivanju
je sudjelovao podjednaki broj sudionica iz svake metabolicke skupine. Kao $to je ve¢ navedeno,
analize razina proteina MAOA kod muske i zenske novorodencadi provedene su u zasebnim
pokusima. Zbog ograni¢enog broja uzoraka na pojedinom gelu, za svaki spol provedena su u-
kupno cetiri pokusa, pazeéi da je u svakom pokusu bio zastupljen podjednak broj sudionica iz
svih Cetiriju metabolickih skupina. Unutar jednog pokusa, svi uzorci ponavljani su na dva gela,

pri cemu su dobiveni sli¢ni rezultati.

Reprezentativni primjer membrane iz ove serije pokusa prikazan je na Slici 11. Koris-
tenjem standarda s proteinima poznatih molekulskih masa, vidljivo je da se vrpca za protein
MAOA nalazi na priblizno 60 kDa, a za referentni protein ACTB na priblizno 43 kDa, $to je
bilo prema ocekivanju. Rezultati analize western blot su denzitometrirani i integrirana opticka
gustoca (IOG) pojedinog uzorka podijeljena je sa srednjom vrijednosti IOG svih uzoraka na
pojedinom gelu, a potom su vrijednosti za protein MAOA podijeljene vrijednostima za protein
ACTB, kako bi se dobile razine proteina MAOA normirane s obzirom na referentni protein

ACTB.

29



-

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 M
170 kDA

125 kDA
93 kDA
72 kDA
53 kDA
42 kDA

31 kDA

170 kDA Moy 24 304, 5.6 7 8.9 10 11 1213 M

125 kDA cca 60kDA ;

93 kDA =

72 kDA

53 kDA

42 kDA K
& cca 43 kDA

31 kDA

Slika 11. Primjer Western blot analize (proteina MAQOA i ACTB u uzorcima posteljice sudionica s
razli¢itim metabolickim statusom. Prikazani su (A) ukupni proteini vizualizirani bojanjem membrane
s naftol plavo te (B) proteini MAOA (gornji panel) i ACTB (donji panel), vizualiziran imunodetekcijom
i kemiluminiscencijom. JaZica 1 — referentni uzorak; jazice 2, 3 i 4 — sudionice iz skupine NW-NGT;
jazice 5, 6 1 7 — sudionice iz skupine OWO-NGT; jazice 8, 9 i 10 — sudionice it skupine NW-GDM,;
jazice 11, 12 i 13 — sudionice iz skupine OWO-GDM. M — proteinski marker (10 — 180 kDa). NGT —
normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus, NW — normalna tjelesna masa,
OWO - prekomjerna tjelesna masa ili pretilost prije trudnoce. Crvena boja M — standarda s proteinima
poznatih molekulskih masa oznacava veli¢inu proteina od 72 kDa dok zelena boja oznacava veli¢inu
proteina od 24 kDa. Crvenim pravokutnikom na veli¢ini priblizno 60 kDA oznacen je dobiveni protein
MAOA dok crveni pravokutnik na veli¢ini od priblizno 43 kDa oznacen je dobiveni protein ACTB.

4.3.1. MusSka novorodencad

Rezultati denzitrometrijske analize u uzorcima posteljica iz trudnoca s muskom novo-
rodencadi prikazani su u Tablici 4. i na Slici 12. Vrijednosti razine proteina MAOA u skupi-
nama NW-NGT, OWO-NGT, OWO-GDM imale su normalnu raspodjelu dok skupina NW-
GDM nije imala normalnu raspodjelu zbog ¢ega sam koristila Kruskal-Wallis test . Kod muske
novorodencadi, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u razini proteina MAOA izmedu razlicitih

metabolickih skupina sudionica (KW =4,52; p=0,211; Kruskal-Wallis test), iako su prosjecne
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vrijednosti bile nesto vise u skupinama sudionica s promijenjenim metabolickim stanjem u od-
nosu na skupinu sudionica s normalnom tjelesnom masom i normalnom tolerancijom glukoze
(Slika 12.). Buduéi da smo primijetili da je prosje¢na vrijednost razine proteina MAOA bila
visa u skupini OWO-NGT u odnosu na NW-NGT, dodatno smo usporedili ove dvije skupine
pomocu parametrijskog t-testa, koji je pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu navedenih
skupina (*p=0.034, t-test), Sto bi moglo indicirati da kod sudionica s normalnom tolerancijom
glukoze postoji potencijalna povezanost majcine prekomjerne mase / pretilosti s povisSenom

razinom proteina MAOA u posteljici.

Tablica 4. Razine proteina MAOA u ljudskoj posteljici sudionica iz razli¢itih metabolickih
skupina (muska novorodencad).

Majcin metabolicki status

NW-NGT (n) OWO-NGT (n) NW-GDM (n) OWO-GDM (n)

Muska novoro-
0,70£0,36 (9) 1,06 0,34 (13) 0,93+0,49 (11) 1,03 +£0,46 (15)
dencéad

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija; u zagradama je prikazan broj sudi-
onica (n). NGT — normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus, NW — normalna
tjelesna masa, OWO — prekomjerna tjelesna masa ili pretilost.
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Slika 12. Razina proteina MAOA u uzorcima posteljice muske novorodencadi u ovisnosti 0 maj-
¢inom metabolickom stanju. Razina proteina MAOA izrazena je u odnosu na razinu referentnog pro-
teina aktin beta. Prikazane su pojedina¢ne vrijednosti te srednja vrijednost & standardna devijacija. NGT

— normalna tolerancija glukoze, GDM - gestacijski dijabetes melitus, NW — normalna tjelesna masa,
OWO — prekomjerna tjelesna masa ili pretilost prije trudnoce.
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4.3.2. Zenska novorodencad

Rezultati denzitrometrijske analize razine proteina MAOA u uzorcima posteljica iz tru-
dnoca s zenskom novorodencadi prikazani su u Tablici 5. 1 na Slici 13. Vrijednosti razine pro-
teina MAOA u skupinama OWO-NGT, NW-GDM i OWO-GDM imale su normalnu raspodjelu
dok je u skupini NW-NGT doslo do odstupanja od normalne raspodijele. lako nije uocena sta-
tisticki znacajna razlika u razini proteina MAOA u posteljici izmedu ispitivanih metabolickih
skupina sudionica (KW =3,32; p=0,344; Kruskal-Wallis test), prosje¢ne vrijednosti bile su ne-
Sto nize u skupinama sudionica s promijenjenim metabolickim stanjem u odnosu na skupinu
sudionica s normalnom tjelesnom masom i normalnom tolerancijom glukoze (Slika 13). Uspo-
redbom skupina NW-NGT 1 OWO-NGT kod Zenske novorodenc¢adi nije uocena statisticki zna-
¢ajna razlika (p=0,126, Mann-Whitney test).

Tablica 5. Razine proteina MAOA u ljudskoj posteljici sudionica iz razli¢itih metabolic¢kih
skupina (zenska novorodencad).

Maj¢in metabolicki status

NW-NGT (n) OWO-NGT (n) NW-GDM (n) OWO-GDM (n)

Zenska
1,21 +£0,90 (12) 0,75+0,41 (10) 0,97 +0,45(12) 0,88 +£0,36 (13)
novorodencad

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija; u zagradama je prikazan broj su-
dionica (n). NGT — normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus, NW —normalna
tjelesna masa, OWO — prekomjerna tjelesna masa ili pretilost.

32



MAOA/ACTB
N
1

=
1

A v
aE A
i 4
Thw E
T T |‘ T
& d‘pﬁé‘ s &
Slika 13. Razina proteina MAOA u uzorcima posteljice Zenske novorodencadi u ovisnosti 0 maj-
¢inom metaboli¢kom stanju. Razina proteina MAOA izrazena je u odnosu na razinu referentnog pro-
teina aktin beta. Prikazane su pojedinacne vrijednosti te srednja vrijednost = standardna devijacija. NGT

— normalna tolerancija glukoze, GDM — gestacijski dijabetes melitus, NW — normalna tjelesna masa,
OWO - prekomjerna tjelesna masa ili pretilost prije trudnoce.

Iako nije uocena statisticki znacajna razlika u razini MAOA izmedu pojedinih metabo-
lickih skupina sudionica, moze se uociti da su 1 kod muske (Slika 12) i kod Zenske (Slika 13)
novorodencadi, prosjecne vrijednosti u skupinama sudionica s promijenjenim metabolickim
stanjem (prekomjernom tjelesnom masom 1/ili GDM-om) bile nesto drugacije nego u skupini
sudionica s normalnom tjelesnom masom i normalnom tolerancijom glukoze. Zbog toga sam
dodatno usporedila razinu proteina MAOA u posteljici izmedu sudionica s normalnom tjeles-
nom masom i normalnom tolerancijom glukoze (skupina NW-NGT) te sudionica iz svih preo-
stalih skupina zajedno. Kod muske novorodencadi (Slika 14.A), razine proteina MAOA (sred-
nja vrijednost + standardna devijacija) imale su trend (p = 0,072; Mann Whitney test) prema
viSim vrijednostima u skupini sudionica s promijenjenim metabolickim stanjem (1,00 + 0,43;
n=39) u odnosu na skupinu NW-NGT (0,70 £ 0,36; n=9). Kod zenske novorodencadi (Slika
14.B), nije bilo statisticki znacajne razlike (p = 0,413; Mann Whitney test) izmedu skupine
sudionica s promijenjenim metaboli¢kim stanjem (0,88 + 0,41; n=35) 1 skupine NW-NGT (1,2
+0,9; n=12).
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Slika 14. Razina proteina MAOA u uzorcima posteljice A) muske i B) Zenske novorodencadi u
ovisnosti 0 maj¢inom metabolickom statusu. Razina proteina MAOA izrazena je u odnosu na razinu
referentnog proteina aktin beta. Prikazane su pojedinacne vrijednosti te srednja vrijednost + standardna
devijacija. NGT — normalna tolerancija glukoze, NW — normalna tjelesna masa, ostali — sudionice s
prekomjernom tjelesnom masom / pretilosti i/ili gestacijskim dijabetesom mellitusom.

5. Rasprava

Predmet ovog istrazivanja je enzim monoamin oksidaza A koji je klju¢an u razgradnom
putu hormona i neurotransmitera serotonina. Tijekom trudnoce, serotonin je jedan od vaznih
¢imbenika koji sudjeluje u odrzavanju homeostaze organizma majke te regulaciji rasta i razvoja
fetusa. Kroz trudnocu, serotonin takoder regulira razvoj 1 funkcije posteljice. Dosadasnja
istrazivanja pokazala su da je maj¢ino promijenjeno metabolicko stanje u trudnoc¢i povezano s
promijenjenom razinom odredenih regulatornih proteina serotonina u posteljici. Specifi¢no,
Viau i sur. (2009) su pokazali da su razine serotoninskog prijenosnika i serotoninskog receptora
tipa 2A (HTR2A) znacajno sniZene u posteljicama sudionica s GDM-om u odnosu na sudionice
s normalnom tolerancijom glukoze. Medutim, do sad ne postoje podaci o povezanosti GDM ili

debljine s razinom proteina MAOA u posteljici.

U ovom istrazivanju uhodana je metoda western blot za odredivanje razine proteina
MAOA u uzorcima ljudske posteljice te je, po prvi put, istrazena povezanost majcinog
metabolickog stanja i razine proteina MAOA u posteljici. Obuhvaceno je 98 sudionica koje su
imale razli¢ito metaboli¢ko stanje — normalnu tjelesnu masu i normalnu toleranciju glukoze,
normalnu tjelesnu masu 1 GDM, debljinu 1 normalnu toleranciju glukoze ili debljinu 1 GDM.
Zbog moguceg utjecaja spola na povezanost majcinog metabolickog stanja 1 razine proteina
MAOA u posteljici, analize su provedene zasebno na sudionicama sa Zenskom i muSkom

novorodencadi.
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U skladu s drugim istrazivanjima (Auda 1 sur., 1998; Sivasubramaniam i sur., 2002;
Karahoda i sur., 2020a; Karahoda 1 sur., 2020b,) nasi rezultati su potvrdili visoku zastupljenost
proteina MAOA u posteljici ¢ovjeka na kraju trudnoce. Osim u posteljici, enzim MAOA
prisutan je i u nekim drugim perifernim tkivima. Primjerice, Sivasubramaniam i sur. (2003)
utvrdili su prisutnost proteina MAOA 1 u organima poput duodenuma, bubrega, jetri i plu¢ima
te u manjim koli¢inama u srcu, koriste¢i se metodom imunohistokemije za detekciju proteina.
Razina proteina MAOA znacajno varira medu razli¢itim tkivima (Sivasubramaniam i sur.
2003), a visoka zastupljenost u tkivu posteljice ukazuje na njegovu vaznu ulogu u ovome

organu.

Iako debljina i GDM imaju razli¢ite nepogodne utjecaje na samu trudnocu i plod kao $to
je prethodno navedeno, prema rezultatima ovog istraZzivanja GDM 1 debljina nemaju utjecaj na
ekspresiju proteina MAOA u posteljici ispitivanih sudionica s razli¢itim metabolickim statusom
(NGT-NW, NGT-GDM, OWO-NW, OWO-GDM). Razina proteina MAOA medu skupinama
varira, kako kod muske tako i kod Zenske novorodencadi, ali razlika medu skupinama nije
dostigla statisticku znacajnost. Rezultat ovog istraZivanja razlikuje se od istrazivanja koje je
utvrdilo da postoji povezanost majéinog stresa u trudno¢i s ekspresijom proteina MAOA u
posteljici. Prema Pehme 1 sur. (2018) prenatalni stres smanjuje ekspresiju proteina MAOA u

posteljici te takoder utjeCe na temperament djeteta.

Iako poveznica GDM-a i/ili debljine s promjenom ekspresije proteina MAOA nije
utvrdena u naSem istrazivanju, primijeeno je da kod muske novorodencadi postoji trend
(p=0,072) porasta razine proteina MAOA u posteljici novorodencadi majki s promijenjenim
metaboli¢kim stanjem u odnosu na skupinu NW-NGT. Ovaj indikativni nalaz bilo bi vrijedno
dodatno istraZiti na ve¢em broju sudionica jer u ovom istrazivanju obuhvacen je relativno mali
broj sudionica u skupini NW-NGT (n=9). S druge strane, kod zenske novorodencadi nije
postojao ovakav trend. Uzrok ovog nalaza mogao bi lezati u spolnim razlikama jer kod ljudi
postoje razlike medu spolovima u koncentraciji serotonina, ali i njegovih metabolita te brzini
njegove razgradnje, s obzirom da se gen za MAOA nalazi na kromosomu X(Grimsby 1i sur.,
1991). Osim toga, razlikuju se 1 gustoca i rasprostranjenost SERT-a u mozgu Zena i muskaraca,

a navedene razlike javljaju se ve¢ u ranim fazama razvoja (Peri¢ 1 sur., 2022).

Daljnja istrazivanja MAOA u posteljici mogla bi obuhvatiti, osim same razine proteina,
1 polimorfizam gena MAOA, koji ima utjecaj na ekspresiju gena. Zhang i sur. (2010) istrazili su
utjecaj polimofizma pod nazivom MAOA-uVNTR (VNTR, od eng. upstream variable number

of tandem repeats), s razli¢itim brojem ponavljanja u promotorskoj regiji, te su pokazali da taj
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polimorfizam utjecCe na ekspresiju gena MAOA u posteljici. Takoder, osim razine proteina
MAOA, bilo bi vazno ukljuciti u istrazivanje i aktivnost ovog enzima jer se ona moze
razlikovati unato¢ tome $to razina proteina nije promijenjena, Sto potvrduje istrazivanje
Sivasubramaniam i sur. (2002). Istrazivana je razina i aktivnost proteina MAOA u posteljicama
iz preeklamptickih i zdravih trudnoca te je utvrdeno da je kataliticka aktivnost enzima MAOA

znacajno smanjena u preeklampsiji, ali razine proteina MAOA nisu bile promijenjene.

Ovo istrazivanje ima odredene prednosti i ograni¢enja koja valja spomenuti. Zbog
ogranicenog broja jazica na gelu, nisam bila u moguc¢nosti na isti gel nanositi uzorke i muske i
zenske novorodencadi u svrhu razmatranja potencijalnih spolnih razlika. Ovo istrazivanje bilo
je usmjereno na utvrdivanje postoje li razlike vezane uz metabolicki status majke te su zbog
toga na istom gelu analizirani uzorci iz svih Cetiriju metabolickih skupina sudionica, ali
odvojeno po spolovima. S druge strane, prednosti ovog istrazivanja odnose se na dobro
definirane uzorke posteljica. Sva novorodencad ¢ije su posteljice analizirane u ovom
istrazivanju rodena su planiranim carskim rezom, ¢ime se izbjegao potencijalni utjecaj nacina
porodaja na rezultate. Svi su porodaji bili u punom terminu trudnode te tako svi uzorci pripadaju
ujednacenoj gestacijskoj dobi. Takoder u istrazivanje je ukljucen podjednak broj muske i zenske
novorodencadi te je u svim ispitivanim skupinama bio sli¢an broj uzoraka. Svi uzorci radeni su

u duplikatu kako bi rezultati bili precizniji.
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6. Zakljucak

Metoda western blot za kvantitativno odredivanje razine proteina MAOA u ljudskoj
posteljici uspjesno je uhodana te je odredena razina proteina MAOA u uzorcima posteljica.
Razlike izmedu istrazivanih skupina nisu dosegle prag statistiCke znacajnosti, stoga proizlazi
da GDM i debljina nisu povezani s promjenom razine proteina MAOA u posteljici. Unato¢
tome, kod muske novorodencadi uocen je trend porasta razine proteina MAOA u skupini
sudionica s debljinom i/ili GDM-om, §to bi trebalo u buduc¢nosti dodatno istraziti na ve¢em
broju sudionica. Dobiveni rezultati pruzaju temelj za daljnja istrazivanja potencijalne uloge

proteina MAOA posteljice u posljedicama maj¢ine pretilosti i GDM-a.
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