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1. UVOD
1.1. Serotoninski sustav
1.1.1. Struktura, uloga i sinteza serotonina

Serotonin, takoder poznat kao 5-hidroksitriptamin (5-HT), je monoamin s bazi¢nom
amino skupinom spojenom na aromatsku jezgru preko alifatskog lanca od dva ugljikova atoma
(Slika 1.) (Nichols i Nichols, 2008). Jedan je od glavnih neurotransmitera u srediSnjem
zivéanom sustavu, ali ima i ulogu hormona te autokrine i parakrine signalne molekule u
razli¢itim organskim sustavima. Ukljuen je u S$irok raspon fizioloskih funkcija, poput
kardiovaskularne regulacije, regulacije ponaSanja, ciklusa budnosti i spavanja, apetita i

energijske ravnoteze (Nichols i Nichols, 2008; Lucki, 1998).

Od ukupne koli¢ine u tijelu, samo se otprilike 5 % serotonina nalazi u srediSnjem
ziv€anom sustavu, dok je preostala koli¢ina rasprostranjena periferno, najve¢im dijelom u
gastrointestinalnom (Gl) traktu, trombocitima, jetri i posteljici, ali i u drugim organima i
tkivima (Rosenfeld, 2020; El-Merahbi i sur., 2015). Sredi$nje mjesto sinteze serotonina u
mozgu jesu raphe jezgre smjeStene medijalno, u podruc¢ju mozdanog debla (Karlovi¢, 2016;
Nichols i Nichols, 2008), dok se sinteza na periferiji odvija gotovo isklju¢ivo unutar
enterokromafinih stanica Gl trakta (Nichols i Nichols, 2008). Sinteza zapocinje iz esencijalne
aminokiseline triptofan, a odvija se u dva enzimska koraka (Slika 1.). Triptofan se, nakon
aktivnog prijenosa preko membrane, u neuronima i enterokromafinim stanicama hidroksilira
uz pomo¢ enzima triptofan hidroksilaze (TPH, EC 1.14.16.4) (www.expasy.org, a; Karlovi¢,
2016). Za kataliticku aktivnost navedenog enzima potrebni su molekularni kisik te kofaktori
tetrahidrobiopterin (BH4) i zeljezov kation, a u tijelu je prisutan u obliku dva izoenzima: TPH-
2, mozdani izoenzim, i TPH-1 koja je prisutna na periferiji (www.expasy.org, a; Brunton i sur.,
2018; Karlovi¢, 2016). Nastali 5-hidroksitriptofan dalje se dekarboksilira u serotonin pomocu
aromatske L-aminokiselinske dekarboksilaze (engl. aromatic-L-amino-acid decarboxylase,
AADC), takoder poznata kao 5-hidroksitriptofan dekarboksilaza (EC 4.1.1.28), a neophodan
kofaktor za ovu reakciju je piridoksal-5'-fosfat, aktivni oblik vitamina Be (Www.expasy.org, b;
Karlovi¢, 2016).
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Slika 1. Shematski prikaz biosinteze serotonina (preuzeto i prilagodeno iz Matthes i Bader,
2018).

1.1.2. Pohrana, otpuStanje i inaktivacija serotonina

Kako bi se zastitio od razgradnje oksidativnom deaminacijom monoaminooksidazom
(MAO, EC 1.4.3.4) (www.expasy.org, c), nakon sinteze serotonin se pohranjuje u sekrecijskim
vezikulama presinapti¢kih neurona i enterokromafinih stanica iz kojih se dalje egzocitozom
oslobada U izvanstani¢ni prostor. Najvazniji mehanizam njegove inaktivacije jest uklanjanje,
odnosno, ponovni unos nazad u stanice putem serotoninskog transportera (SERT). SERT ima
vaznu funkciju u Zivéanom i probavnom sustavu, ali i u kardiovaskularnom sustavu gdje ima
ulogu u preuzimanju serotonina iz plazme i njegovoj pohrani u trombocitima te tako sudjeluje
u regulaciji agregacije trombocita i vazokonstrikcije okolnih krvnih zila (Karlovié, 2016;

Jonnakuty i Gragnoli, 2008).

1.2. Serotoninski transporter

Serotoninski transporter ¢lan je obitelji monoaminskih prijenosnika ovisnih o Na* i CI
u koju se takoder ubrajaju transporteri za dopamin (DAT) i norepinefrin (NET), kao i
transporteri za kreatin, prolin i y-aminomaslacnu kiselinu. Rije¢ je o membranskom
glikoproteinu s 12 transmembranskih regija gradenom od 630 aminokiselina, molekularne mase
od priblizno 70 kDa, tj. 90 kDa u potpuno glikoziliranoj formi. SERT Kkoristi energiju ionskog

gradijenta za aktivni prijenos serotonina, a njegova glavna uloga ocituje se u terminaciji



serotoninske transmisije unosom serotonina iz izvanstaniénog u unutarstani¢ni prostor

(Katzung, 2020; Cooper i sur., 2018; Lin i sur., 2011; Visiers i sur., 2003; Lesch i sur., 1993).

Pri fizioloskom pH, zbog svoje bazi¢ne, alifatske amino skupine (pKa = 10), serotonin
je pozitivno nabijena molekula koja bez pomoc¢i odgovarajuceg proteinskog nosa¢a ne moze
prije¢i preko staniéne membrane (Pratuangdejkul i sur., 2006; De Ponti, 2004). Vezanje
izvanstanicnog serotonina na vezno mjesto transportera SERT dovodi do konformacijskih
promjena samog transportera i posljedi¢nog kotransporta Na* i Cl" u stani¢ni prostor. Vezanje
unutarstani¢nog K* i njegovo otpustanje izvan stanice uzrokuje ponovnu uspostavu bazalne

konformacije proteina SERT te otpustanje serotonina u unutarstani¢ni prostor (Katzung, 2020).

Zbog svoje nezamjenjive uloge u regulaciji razine izvanstani¢nog serotonina, SERT je
prepoznat kao klju¢na farmakoloSka meta u lijeCenju velikog broja razli¢itih patoloskih stanja.
Inhibicija ovog transportera, tj. unosa serotonina u stanicu, glavni je mehanizam velikog broja
lijekova, ali i opojnih sredstava poput kokaina i amfetamina (Lin i sur., 2011). S obzirom na
njihovu kemijsku strukturu i mehanizme djelovanja, lijekovi koji svoje djelovanje ispoljavaju
inhibicijom proteina SERT dijele se u nekoliko veéih skupina (Tablica 1.), kao $to su selektivni
inhibitori ponovne pohrane serotonina (SIPPS) (engl. selective serotonin reuptake inhibitor,
SSRI), triciklicki antidepresivi (TCA), serotoninski antagonisti i inhibitori ponovne pohrane
serotonina (SARI), inhibitori ponovne pohrane serotonina i noradrenalina (SNRI), parcijalni
serotoninski agonisti i inhibitori ponovne pohrane serotonina (SPARI) te noradrenergicki i
specificni serotoninergicki antidepresivi (NaSSA). U velikoj mjeri rijec je o lijekovima koji se
poglavito primjenjuju u lije¢enju depresije, ali mogu biti indicirani i za lijeCenje drugih stanja
poput opsesivno-kompulzivnog poremecaja, pani¢nih i anksioznih poremecaja,
posttraumatskog stresnog poremecaja, neuropatske boli, profilaktickog lijeenja tenzijskih
glavobolja i migrena, noéne enureze kod djece te razlic¢itih poremecaja hranjenja poput
anoreksije nervoze i bulimije (www.halmed.hr, a, b; Bogdanovi¢, 2022; Franceti¢ i sur., 2015;
Lin i sur., 2011; Sagud i sur., 2002).



Tablica 1. Podjela inhibitora ponovne pohrane serotonina po skupinama (Bogdanovic,

2022; Franceti¢ i sur., 2015).

Naziv skupine lijekova Naziv lijeka
Selektivni inhibitori ponovne pohrane fluvoksamin, fluoksetin, sertralin,
serotonina (SIPPS) paroksetin, escitalopram, citalopram

amitriptilin, maprotilin, imipramin,

Triciklicki antidepresivi (TCA) dezipramin, klomipramin, nortriptilin

Serotoninski antagonisti i inhibitori ponovne

pohrane serotonina (SARI) trazodon, vortioksetin, nefazodon

Inhibitori ponovne pohrane serotonina i duloksetin, venlafaksin, desvenlafaksin,
noradrenalina (SNRI) milnacipran, levomilnacipran

Parcijalni serotoninski agonisti i inhibitori

ponovne pohrane serotonina (SPARI) vilazodon

Noradrenergicki i specifi¢ni serotonergicki

antidepresivi (N&SSA) mirtazapin, mianserin

S obzirom na iznimno vaZzan znacaj i funkciju serotonina u regulaciji apetita,
prehrambenih navika, crijevne peristaltike i tjelesne mase, upravo je serotoninski sustav i
njegova uloga u kontroli energijske ravnoteze organizma posljednjih desetljeca u fokusu
brojnih znanstvenih istrazivanja. Poznato je kako su razmjeri tzv. epidemije debljine u
konstantnom porastu te predstavljaju znacajnu ugrozu zdravlju i kvaliteti Zivota stanovniStva
na globalnoj razini. U potrazi za potencijalnim genskim faktorima koji doprinose podloznosti
razvoja debljine 1 pretilosti, prepoznato je 1 istrazeno nekoliko gena kandidata, medu kojima se

istiCe i gen za serotoninski transporter (who.int; Peralta-Leal, 2012).

1.3. Gen za serotoninski transporter

Gen za serotoninski transporter, SLC6A4 (engl. solute carrier family 6 member 4,
SLC6A4), smjesten je na duljem (q) kraku kromosoma 17 na polozaju 11.2 te obuhvaca
priblizno 40 kilo baza (kb) DNA. Sadrzi 15 egzona i jednu promotorsku regiju smjestenu
uzvodno od egzona 1 (Slika 2.) (Murphy i Lesch, 2008). Transkripcijska aktivnost gena
izraZena je u ve€em broju tkiva 1 organa, ponajvise u mozdanom deblu, plu¢ima, tankom crijevu

i posteljici (proteinatlas.org; ncbi.nlm.nih.gov, a). Rijec je o evolucijski visoko konzerviranom
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genu Ciji su ortologni geni dosad zabiljeZzeni u oko 400 razli¢itih organizama. Visoka razina
ocuvanosti DNA sekvence i homologije medu vrstama (¢ak vise od 90 % homologije medu
kraljeznjacima, po nekim istrazivanjima) upucuju na presudnu vaznost navedenog gena i
njegovu nezamjenjivu ulogu u o¢uvanju normalne funkcije organizma (ncbi.nlm.nih.gov, a;

Murphy i Lesch, 2008; Murphy i sur., 2004).

Kontrola ekspresije gena SLC6A4 odvija se na vise razina. Epigeneti¢ka regulacija na
razini transkripcije odvija se putem metilacije tzv. CpG mjesta (engl. cytosine-phosphate-
guanine sites). U neposrednoj blizini 5’ promotorske regije SLC6A4 gena smjeSten je ukupno
81 dinukleotidni par citozina i gvanina organiziran u obliku CpG otoka (engl. CpG island)
(Slika 2.). Visoka razina metilacije spomenutih CpG mjesta dovodi se u vezu sa smanjenom
aktivno$¢u SLC6A4 gena i nizom strukturnih, funkcionalnih i bihevioralnih promjena u
organizmu, poput primjerice sklonosti agresivnom ponasanju (BlaZzevi¢ i sur., 2017; Palma-
Gudiel i Fafianas, 2016; Wang i sur., 2012). Ekspresija gena SLC6A4 na posttranskripcijskoj
razini regulirana je putem molekula mikroRNA (miR) miR-15a i miR-16 za koje je primijec¢eno
da ulaze u interakciju s 3' netranslatiraju¢om regijom molekule mRNA i onemogucuju njezinu
daljnju translaciju (Moya i sur., 2013). Osim toga, veéi broj alternativnih promotora u
kombinaciji s alternativnim prekrajanjem nekodiraju¢ih egzona 1A, 1B i 1C u odredenim
tkivima doprinose nastanku visestrukih mRNA izoformi. Uz to, alternativna poliadenilacija 3’
netranslatiraju¢e regije molekule mRNA takoder doprinosi varijabilnosti konacnih mRNA
transkripata (Palma-Gudiel i Fafanas, 2016; Murphy i Lesch, 2008; Murphy i sur., 2004).
Varijacije u poliadenilaciji 3’ regije mogu rezultirati nastankom molekula mRNA razli¢itih
duljina 1 sekundarnih struktura $to posljedicno moze utjecati na njihovu stabilnost, tj. brzinu
razgradnje, a time i na razinu translacije kona¢nog proteinskog produkta (Di Giammartino i
sur., 2011). Takoder, zabiljeZena je i uloga imunosnog sustava u ekspresiji gena za serotoninski
transporter. Primije¢eno je kako interleukin (IL) 14 dovodi do povecanja translacije molekula
MRNA SERT-a u JAr stanicama koriokarcinoma ¢ovjeka (Ramamoorthy i sur., 1995), dok je
za IL-6 uoceno da uzrokuje smanjenje translacije i kolicinu SERT-a u stanicama hipokampusa

miseva (Kong i sur., 2015).
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Slika 2. Shematski prikaz gena za serotoninski transporter, SLC6A4 (preuzeto i prilagodeno iz
Palma-Gudiel i Fafianas, 2016; Murphy i Lesch, 2008).

Pored svega navedenog, potrebno je istaknuti i presudnu ulogu odredenih genskih
polimorfizama u kontroli razine ekspresije gena. Dosad je otkriveno oko 30 razli¢itih genskih
varijanti u genu za serotoninski transporter kao Sto su polimorfizmi varijabilnog broja
ponavljanja tandemskih sljedova (engl. variable number tandem repeat, VNTR), polimorfizmi
zamjene pojedinacnih nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) te varijacije u
inserciji i deleciji nukleotidnih sljedova (Palma-Gudiel i Fafianés, 2016). Medu njima Se po
svojoj znacajnosti istiCu funkcionalni promotorski polimorfizmi poput polimorfizma duljine
5-HTTLPR (engl. 5-HT transporter linked polymorphic region) te SNP rs25531, kao i intronski
polimorfizam duljine STin2 (engl. serotonin transporter intron 2) (Palma-Gudiel i Fafianas,
2016; Lesch i sur., 1994).

1.4. Polimorfizmi gena za serotoninski transporter

Protein SERT ima ulogu u regulaciji serotoninske signalizacije putem modulacije
koncentracije izvanstani¢nog serotonina. Odredeni polimorfizmi gena SLC6A4 i razlike u
njegovoj ekspresiji povezuju se s velikim brojem razlic¢itih patoloskih stanja (Murphy i sur.,
2004).

Ispitivanja provedena na tzv. SERT knock-out misevima u kojima je onemogucena
sinteza funkcionalne MRNA gena SLC6A4 (SERT™), pokazala su odredene abnormalnosti u
regulaciji crijevne peristaltike, vrlo slicne onima prisutnima kod sindroma iritabilnog crijeva

(engl. irritable bowel syndrome, IBS) (Chen i sur., 2001). U drugim istraZivanjima provedenim



na SERT’ miSevima, zamijeéena je smanjena sinteza i razina 17f4-estradiola te povecanje
koli¢ine masnog tkiva, pojava inzulinske rezistencije i intolerancije na glukozu, dok su Ugeyler
i sur. kod muskih jedinki SERT” miseva zabiljezili zamjetno nizu razinu fizicke aktivnosti, u
usporedbi s divljim tipom, Sto je vremenom dovelo do povisenja njihove tjelesne mase i
posljedi¢nog nastanka pretilosti (Zha i sur., 2017; Ugeyler i sur., 2010). Povezanost transportera
SERT i tjelesne mase primijecena je i u ljudi. Kod iznimno pretilih osoba s indeksom tjelesne
mase (ITM) ve¢im od 35 kg/m? zabiljezen je smanjen broj transportera SERT u stani¢nim
membranama trombocita (Giannaccini i sur., 2013). Odredena istrazivanja ispitala su posljedice
primjene lijekova iz skupine SSRI za vrijeme prenatalnog razvoja na porodajnu masu
novorodenceta pri ¢emu je pokazano da SSRI terapija utjece na rast i razvoj fetusa (Lewis i sur.,
2010). Osim toga, uoceno je da je efekt SSRI terapije na masu novorodenceta moduliran
5-HTTLPR polimorfizmom u genu SLC6A4 §to dodatno potvrduje ulogu transportera SERT

kao jednog od znacajnih faktora ukljucenih u regulaciju tjelesne mase (Oberlander i sur., 2008).

1.4.1. Polimorfizam 5-HTTLPR

Polimorfizam 5-HTTLPR smjesten je u promotorskoj regiji gena SLC6A4, 1 kb uzvodno
od mjesta inicijacije transkripcije. Rije¢ je o polimorfizmu duljine koji se sastoji od tandemskog
ponavljanja nukleotidnog slijeda bogatog GC parovima, duljine od priblizno 20 nukleotida. S
obzirom na broj tandemskih ponavljanja, razlikujemo dvije uobi¢ajene alelne varijante, dugu
(engl. long, L) koja sadrzi 16 ponavljanja te kratku (engl. short, S) koja sadrzi 14 ponavljanja.
Navedene alelne varijante tvore tri moguca genotipa: L/L, S/L i S/S. Pored S i L alela,
zabiljezene su i iznimno rijetke varijante od 11-13, 15, 17-24 te 28 ponavljanja (Ikegame i sur.,
2021; Lesch i Massner, 1998; Heils i sur., 1996). Primijecene su znacajne razlike u distribuciji
spomenutih genotipa unutar razli¢itih etni¢kih skupina. Distribucija genotipa unutar hrvatske
populacije (L/L 38 %, S/L 45 %, S/S 17 %) te frekvencija spomenutih alela (L 61 %, S 39 %)
u skladu su s rezultatima dobivenim u bjelackoj populaciji, dok je znacajna razlika alelnih
frekvencija primijeena u usporedbi s afroamerickom i azijskom populacijom (Culej i sur.,
2014).

Dominantni S alel dovodi se u vezu s dva do tri puta nizom transkripcijskom aktivno$éu
i koncentracijom SERT mRNA te posljedi¢no i ekspresijom, u usporedbi s L alelom (lurescia
I sur., 2016; Heils i sur., 1996). Alelna varijanta S povezana je s povecanim rizikom razvoja

depresije kod starijih, oboljelih od Parkinsonove bolesti te od koronarne bolesti srca (Cheng i



sur., 2021; Zhang i sur., 2020; Gao i sur., 2014). Osim toga dovodi se u vezu s bipolarnim
poremecajem, posttraumatskim stresnim poremecajem, s rizikom od razvoja ovisnosti o
alkoholu, kao i osobinama povezanih s neuroticizmom u opc¢oj populaciji (Gressier i sur., 2013;

Jiang i sur., 2013; Gonda i sur., 2008; Feinn i sur., 2005).

Fuemmeler i sur. ispitali su povezanost razli¢itih varijanti 5S-HTTLPR polimorfizma i
ITM kategorija ispitanika. Ispitanike (N = 1584) su grupirali u tri ITM kategorije: pretili
ispitanici (ITM > 29,9), ispitanici prekomjerne tjelesne mase zajedno s pretilim ispitanicima
(ITM > 25) te ispitanici normalne tjelesne mase (ITM = 18,5-24,9). U prve dvije kategorije
(pretili te pretili zajedno s ispitanicima prekomjerne tjelesne mase) broj ispitanika S/S genotipa
je bio veci u usporedbi s ispitanicima S/L i L/L genotipa. Daljnja stratifikacija prema spolu
otkrila je kako je povezanost genotipa i ITM statisti¢ki znacajna za muski, ali ne i za zenski
spol. Ispitivanje je provedeno na grupi adolescenata ¢ija se tjelesna masa pratila kroz veci niz
godina te se pokazalo kako je kod S/S homozigota zabiljeZzeno najveée prosje¢no povecanje
ITM, u usporedbi s ispitanicima S/L i L/L genotipa (Fuemmeler i sur., 2008). Sli¢na opazanja
utvrdena su 1 u drugim studijama gdje je na skupini adolescenata utvrdeno kako S alel
predstavlja faktor rizika za razvoj pretilosti te kako su djeca s barem jednim S alelom imala
vecéu tzv. ITM z-vrijednost (engl. z-score) (prilagodena ITM vrijednost s obzirom na dob i spol
djeteta), u usporedbi s L/L homozigotima (Sookoian i sur., 2007). U osoba mladih od 65 godina
koje su prezivjele mozdani udar, Lan i sur. zabiljezili su kako je S/S genotip u vecoj mjeri
zabiljezen medu pojedincima koji su imali viSe ITM vrijednosti 1 medu pretilim osobama, u
usporedbi s L/L genotipom, dok u tom pogledu izmedu S/L i L/L genotipa nije zamijeCena
znacajna razlika (Lan 1 sur., 2009). Na uzorku od 1329 muskih ispitanika europskog podrijetla
primijeCene su statisticki znacajne razlike u vrijednostima ITM izmedu grupa razli¢itog
genotipa (L/L: 25,4 + 0,2; S/L: 26,0 £ 0,1; S/S: 26,7 £ 0,2) kao i povecan rizik od pojave
pretilosti u slucaju S/S genotipa (omjer izgleda (engl. odds ratio, OR) u usporedbi S/S genotipa
s L/L genotipom iznosio je 1,36) (Sookoian i sur., 2008).

S druge strane, u istrazivanju provedenom na skupini ispitanika iz meksicke opce
populacije (N = 138) zabiljeZena je korelacija izmedu L alela i pove¢anog iznosa ITM (Peralta-
Leal i sur., 2012). Kod fizi¢ki neaktivnih mladih odraslih pojedinaca portugalskog podrijetla
takoder je uocena znacajna povezanost L alela, prekomjerne tjelesne mase i pretilosti. lako je
medu fizicki aktivnom populacijom bilo vise pretilih pojedinaca, nego u fizicki neaktivnoj
populaciji, u fizicki aktivnoj populaciji nije zamije¢ena povezanost genotipa i podloznosti

razvoja prekomjerne tjelesne mase i pretilosti Sto ukazuje na moguci zastitni u€inak fizicke
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aktivnosti u ublaZzavanju potencijalnih negativnih efekata genotipa (Dias i sur., 2016). Pored
toga, Bah i sur. u svojem su istrazivanju zabiljezili kako je S/S genotip bio znatno ucestaliji
medu pothranjenim ispitanicima (ITM < 20), ali na relativno malom broju sudionika (Bah i sur.,
2010), dok odredene studije nisu uspjele zamijetiti nikakvu povezanost 5-HTTLPR alelnih

varijanti i iznosa tjelesne mase (lordanidou i sur., 2010; Mergen i sur., 2007).

Dugotrajna izloZenost stresu moze pogodovati nastanku cijelog niza posljedica, a jedna
od njih je i povecana potreba za unosom visoko kaloricnih namirnica §to moze dovesti do
nezeljenog povecanja tjelesne mase (Gluck, 2006). Poznato je kako sniZena funkcija mozdanog
serotoninskog sustava moze rezultirati smanjenom otpornosti na stresne dogadaje te povecati
rizik razvoja odredenih poremecaja hranjenja (Miller i sur., 2013; Steiger, 2004). S obzirom na
to kako je kra¢a wvarijanta 5-HTTLPR polimorfizma povezana s manje ucinkovitim
funkcioniranjem serotoninskog sustava mozga i ve¢om ranjivo$¢u na stres, pretpostavlja se
kako bi spomenuti S alel mogao biti povezan s povecanim rizikom debljanja i/ili pretilosti.
Medutim, kod istrazivanja tako izravnog odnosa gena i poveéane tjelesne mase uocena je

zamjetna nereproducibilnost rezultata (Schepers i Markus, 2017).

Moguca uloga i utjecaj polimorfizma 5-HTTLPR na porodajnu masu novorodencadi
nisu u potpunosti razja$njeni. Oberlander i sur. biljeZe kako je novorodencad S/L genotipa koja
je za vrijeme prenatalnog razvoja bila izlozena SSRI terapiji imala znacajno nize vrijednosti
porodajne mase. Kada je utjecaj gestacijske dobi uzet u obzir, primijeceno je kako je porodajna
masa novorodencadi S/S genotipa koja je bila izlozena SSRI terapiji bila znacajno visa u
usporedbi s porodajnom masom novorodencadi koja nije bila izlozena spomenutoj terapiji
(Oberlander 1 sur., 2008). Blazevi¢ i sur. otkrili su negativnu korelaciju koncentracije SLC6A4
MRNA u tkivu posteljice 1 porodajne mase novorodencadi (n = 50), dok korelacija izmedu 5-
HTTLPR alelnih varijanti i porodajne mase nije zabiljezena (Blazevi¢ i sur., 2017). Conley i
Rauscher ispitali su mogu¢i utjecaj S-HTTLPR polimorfizma na razlike u porodajnoj masi
unutar parova jednojajcanih i dvojajéanih blizanaca, no takav utjecaj unutar parova blizanaca,
ali 1 na individualnoj razini nije zabiljezen. Medutim, kao jedan od nedostataka istraZivanja,
autori navode kako podaci o porodajnoj masi u odredenom broju slucajeva nisu u potpunosti
prikupljeni za oba, ve¢ samo jednog od blizanaca $§to je nepovoljno utjecalo na veli¢inu
analiziranog uzorka i statisticku snagu istrazivanja (Conley i Rauscher, 2013). Navedeni
rezultati ukazuju na potrebu za provodenjem dodatnih istrazivanja na veéem broju ispitanika
koja se odnose ne samo 5-HTTLPR polimorfizam, ve¢ i na ostale mehanizme koji bi mogli

utjecati na razinu ekspresije gena SLC6A4.



1.4.2. Polimorfizam rs25531

Polimorfizam zamjene pojedinaénog nukleotida rs25531 nalazi se na Sestom
nukleotidnom mjestu unutar 5-HTTLPR inserta duljine 44 bazna para (bp), svojstvenog alelnoj
varijanti L. Pokazalo se kako navedeni (A—G) SNP dodatno modulira utjecaj polimorfizma
5-HTTLPR na transkripcijsku aktivnost SLC6A4 gena. Zastupljeniji alel La dovodi se u vezu s
vecom ekspresijom gena SLC6A4 i veCom gustocom transportera SERT na stani¢nim
membranama, dok alel Lg rezultira nizom transkripcijskom aktivno$¢u gena, na razini
usporedivoj s alelom S. Smatra se kako je navedena modulacija promotorske aktivnosti
uzrokovana vezanjem transkripcijskog faktora AP2 (engl. activator protein 2) za vezno mjesto
na Lg alelu nastalo supstitucijom adenina gvaninom (Hu i sur., 2006).

S obzirom na zamjetne razlike dvaju L varijanti u razini ekspresije spomenutog gena,
odredeni autori naglasavaju potrebnu za trialelnom klasifikacijom 5-HTTLPR polimorfizma
(LA, Lg, S), umjesto bialelnom (L, S). Podjela mogu¢ih kombinacija genotipova na visoko
(La/La), srednje (S/La, La/La) i nisko (Le/Ls, S/Lg, S/S) transkripcijski aktivne, mogla bi u
vec¢oj mjeri pridonijeti kvalitetnijoj interpretaciji podataka kako bi se prilikom ispitivanja
mogucih povezanosti genotipa i fenotipa izbjegla pojava lazno pozitivnih ili lazno negativnih

rezultata (Multurar i sur., 2012).

Razli¢iti S:La:Lc omjeri zabiljezeni su u bjelackoj (4:5:1), afroamerickoj (2,5:5:2,5) 1
ameri¢koj domorodackoj populaciji (2:1:0) u kojoj je Lg alel gotovo u potpunosti bio odsutan.
Alel Lg ucestaliji je u afri¢koj i azijskoj, nego u europskoj populaciji (Murdoch i sur., 2013; Hu
isur., 2006). IstraZzivanja upucuju na povezanost ovog polimorfizma s autizmom, poremecajem
pozornosti s hiperaktivnos¢u i1 drugim bihevioralnim problemima opazenim u djecjoj populaciji

(Wang i sur., 2018; Gadow i sur., 2013).

Stoltenberg i sur. pokusali su utvrditi je li trialelni 5S-HTTLPR polimorfizam povezan s
ucestalosti nastanka poremecaja prehrane u uzorku opcée populacije te je li ta povezanost
moderirana izloZeno$¢u traumati¢nim iskustvima za vrijeme djetinjstva i/ili spolom ispitanika.
Pokazali su kako su spomenuti traumati¢ni dozivljaji u ve¢oj mjeri bili povezani s rizikom od
razvoja poremecaja hranjenja u odrasloj dobi kod zena koje imaju jedan ili vise alela povezanih
s niskom ekspresijom transportera SERT (S i Lg aleli) (Stoltenberg i sur., 2012). Bonnet i sur.
su u istraZzivanju o sposobnosti kontrole unosa hrane koristili bialelnu 1 trialelnu klasifikaciju
5-HTTLPR polimorfizma. Kod osoba s niskom transkripcijskom aktivno$¢u gena SLC6A4 s

vecom sklonos¢u emocionalnom jedenju i koje su imale nisku sposobnost kontrole unosa

10



koli¢ine hrane, zabiljezene su niZze plazmatske koncentracije leptina, tzv. hormona sitosti
(Bonnet i sur., 2017). Miranda i sur. u svojem su longitudinalnom istrazivanju takoder koristili
bialelnu i trialelnu klasifikaciju s ciljem utvrdivanja povezanosti navedenih polimorfizama s
dnevnim unosom energije 1 antropometrijskim parametrima u djece pra¢ene od rodenja sve do
njihove osme godine. Ispitanici su evaluirani tijekom tri razvojne faze: nakon 1. godine, izmedu
3.14. teizmedu 7. 1 8. godine Zivota. U bialelnoj klasifikaciji, djeca S/S genotipa pokazala su
visu ITM z-vrijednost u sve tri razvojne faze i veéi zbroj koznih nabora u dobi od 3. do 4.1 7.
do 8. godine, u usporedbi s nositeljima alela L. U trialelnoj klasifikaciji, genotipovi S/S, S/Lg i
Lc/Lc povezani su s ve¢im dnevnim unosom energije do 1. godine Zivota te s ve¢im opsegom
struka u dobi od 3. do 4. godine (Miranda i sur., 2017). Utjecaj polimorfizma rs25531 na
porodajnu masu novorodencadi nedovoljno je ispitan. Mueller i sur. grupirali su novorodencad
prema razini transkripcijske aktivnosti gena SLC6A4 u tri genotipske skupine te usporedili
dobivene srednje vrijednosti porodajnih masa (Le/Le, S/Lg, S/S: 3345 £ 433 g; S/La, La/Lc:
3532 + 437 g; La/La: 3501 £ 386 g). Skupine razli¢itog genotipa nisu se statisticki znac¢ajno
razlikovale s obzirom na porodajnu masu novorodencadi. Medutim, autori naglasavaju kako
raspodjela genotipova unutar analiziranog uzorka ispitanika (N = 126) nije bila u tzv. Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi te kako bi dobivene rezultate trebalo tumaciti s oprezom (Mueller i

sur., 2010).

1.4.3. Polimorfizam STin2

Intronski polimorfizam duljine STin2 nalazi se unutar drugog introna gena SLC6A4.
Sastoji se od tandemskog ponavljanja nukleotidnog slijeda duljine 16 do 17 bp, a u ljudskoj
populaciji identificirana su tri glavna alela, STin2.9, STin2.10 i STin2.12 koji sadrze 9, 10 te
12 kopija nukleotidnog slijeda, redom. Polimorfizam STin2 sudjeluje u regulaciji
transkripcijske aktivnosti gena SLC6A4 te je utvrdeno kako alel STin2.12 ima vecu pojacivacku
(engl. enhancer) ulogu u usporedbi s kra¢im alelnim varijantama (STin2.9, STin2.10).
Uzimaju¢i u obzir kako STin2 polimorfna regija predstavlja vezno mjesto za transkripcijske
faktore kao sto su proteini CTCF (engl. CCTC-binding factor) i YB-1 (engl. Y-box binding
protein 1), uoceno je kako bi odredene promjene u primarnoj strukturi tandemskog slijeda
takoder mogle utjecati na razinu transkripcije gena, s obzirom na to da bi promjena jednog ili
viSe nukleotida unutar veznog mjesta za transkripcijske faktore mogla utjecati na afinitet i
specifi¢nost njihovog vezanja (www.nchi.nlm.nih.gov, b; Klenova i sur., 2004; Lovejoy i sur.,
2003). Pored toga, sve je vise dokaza o mogu¢em kombiniranom utjecaju STin2 i 5-HTTLPR

11



polimorfizma na ekspresiju transportera SERT, stoga se efekt navedenih polimorfizama vrlo

Cesto analizira istodobno (Ali i sur., 2010; Hranilovi¢ i sur., 2004).

Velik broj istrazivanja bavi se moguc¢im geneti¢kim utjecajima, poput varijabilnog broja
ponavljanja tandemskih sljedova, na pojavu pretilosti i posljedi¢nih komplikacija. lako prvim
ispitivanjem povezanosti polimorfizma STin2 i pretilosti, provedenom na uzorku turske
populacije (N = 382), nije uocena njihova znacajna poveznica (Uzun i sur., 2015), ostala
istrazivanja ukazuju na suprotno. Dias i sur. su medu fizicki neaktivnim pojedincima mlade
odrasle dobi i portugalskog podrijetla (N = 535) ustanovili povezanost alela STin2.10 s
prekomjernom tjelesnom masom/pretilosti, dok je kombiniranom analizom dvaju SLC6A4
polimorfizama, 5-HTTLPR i STin2, uoc¢eno kako je haplotip L10 u velikoj mjeri povezan s
veéim iznosima tjelesne mase (Dias i sur., 2016). Na tragu toga, Manco 1 sur. zabiljezili su
slican efekt STin2.10 alela na tjelesnu masu Zenske djece u dobi od 3 do 11 godina, iako ne
statisticki znacajan. Kombinirana analiza spomenutih SLC6A4 polimorfizama djece Zenskog
spola upucuje na zastitni u¢inak haplotipa S12 od nastanka pretilosti koji se o€ituje u vidu nizih
vrijednosti ITM, ITM z-vrijednosti, opsega struka te omjera opsega struka i visine, u usporedbi
s vrijednostima pretilih pojedinaca (Manco i sur., 2020). Povezanost polimorfizma STin2 i

porodajne mase novorodencadi dosad nije zabiljeZena.

Polimorfizam STin2 dovodi se u vezu s nizom psihopatoloskih stanja poput opsesivno
kompulzivnog poremecaja, shizofrenije, ali i depresije (Xu i sur., 2019; Gomes i sur., 2018;
Kohen i sur., 2008; Ogilvie i sur., 1996). S obzirom na sve veéi broj saznanja o komorbiditetu
psihickih 1 tjelesnih bolesti, sve se veca paznja posvecuje prouavanju povezanosti depresije i
Kako su specifi¢ni dijelovi zivéanog sustava ukljuceni u patofiziologiju pretilosti takoder
poremeceni i U depresiji te s obzirom na to da se depresija ¢esto povezuje s poveéanom razinom
nakupljanja abdominalnog sala, razvojem metaboli¢kog sindroma 1 srodnih bolesti, nagada se
kako bi isti genski ¢imbenici mogli pridonijeti predispoziciji za oba poremecaja (Kabir i sur.,

2006; Kishi i EImquist, 2005).

Uzimajuéi u obzir kako prekomjerna tjelesna masa i pretilost uvelike doprinose riziku
razvoja niza ozbiljnih zdravstvenih stanja poput kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti,
dislipidemije, dijabetesa, depresije, ali i nekih vrsta tumora, identifikacija bioloskih, genskih,
okolis$nih 1 ostalih ¢imbenika koji doprinose njihovom razvoju, s ciljem predvidanja njihovog

nastanka, prevencije i lije¢enja, od iznimne je vaznosti (Ogunbode i sur., 2011).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Osnovni cilj istrazivanja bio je ispitati mogucéu povezanost polimorfizama gena SLC6A4
s antropometrijskim karakteristikama novorodencadi: porodajnom masom i duljinom te
ponderalnim indeksom. Rastuci trend prekomjerne tjelesne mase i pretilosti predstavlja jedan
od najvecih javnozdravstvenih problema danasnjice na globalnoj razini. Debljina, definirana
kao prekomjerno nakupljanje masnog tkiva koje predstavlja rizik za zdravlje, povezuje se s
povecanim mortalitetom te S razli¢itim patoloSkim stanjima kao $to su dijabetes tipa 2 i
kardiovaskularne bolesti (who.int.; Musi¢ Milanovi¢ i Bukal; 2018). Odrzavanje energijske
ravnoteze organizma temeljna je bioloska funkcija koja je regulirana slozenim fizioloskim
procesima. S obzirom na iznimno vazan znacaj funkcije serotonina koja obuhvaca kontrolu
unosa hrane na razini sredi$njeg ziv€anog sustava, ali i izravnu regulaciju aktivnosti masnog
tkiva na periferiji, upravo su serotoninski sustav i njegove sastavne komponente posljednjih
desetljeca u fokusu brojnih znanstvenih istrazivanja (EI-Merahbi i sur., 2015; Namkung i sur.,
2015). Pokazalo se kako se odredeni polimorfizmi gena SLC6A4, koji kodira za serotoninski
transporter, povezuju s razli¢itom transkripcijskom aktivnoséu navedenog gena te s podloznosti
razvoja pretilosti i povezanih komorbiditeta (Trujillo-Hernandez i Flores-Pefia, 2021; Say
2017). U sklopu ovog istrazivanja predvidena je izolacija genomske DNA iz tkiva posteljice te
genotipizacija promotorskog polimorfizma duljine 5-HTTLPR i intronskog polimorfizma
varijabilnog broja ponavljanja tandemskih sljedova STin2 pomocu lan¢ane reakcije
polimerazom, dok bi se genotipizacija polimorfizma zamjene pojedinacnih nukleotida rs25531
provela digestijom dobivenih 5-HTTLPR PCR produkata restrikcijskom endonukleazom Mspl.
Uz to, predvidena je i provedba optimizacije metoda PCR i agarozne gel elektroforeze. Takoder,
potrebno je provesti probir ispitanika s obzirom na definirane isklju¢ne kriterije, testirati
genetiCku ravnotezu analiziranog uzorka populacije, provjeriti povezanost potencijalno
zbunjujucih varijabli s varijablama od interesa te usporediti skupine novorodencadi razlicitih
genotipova za polimorfizme 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 po porodajnoj masi i duljini te
ponderalnom indeksu. Dobiveni rezultati mogli bi doprinijeti boljem razumijevanju uloge
genetickih ¢imbenika u regulaciji energetske ravnoteZe organizma i razvoju pravovremenog
sustava intervencije te prevencije nastanka potencijalnih negativnih posljedica na zdravlje u

odrasloj dobi.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali
3.1.1. Uzorci i podaci o sudionicima

U istrazivanje je ukljuceno 328 parova majki i novorodencadi u sklopu projekta
Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ) IP-2018-01-6547 pod nazivom ,,Utjecaj majcinog
metabolickog stanja na serotoninski sustav posteljice i neonatusa: od metilacije DNA do
funkcije proteina, voditeljice prof. dr.sc. Jasminke Stefulj, u suradnji s Klinikom za Zenske

bolesti i porode Klinickog bolnickog centra Zagreb.

Analizirani tip uzorka je tkivo posteljice, ukupno 328 uzoraka, prikupljeno s fetalne
strane neposredno nakon poroda i pohranjeno u RNAlater® otopini na temperaturi od — 80 °C.
Uzorci su sakupljani u razdoblju od 2015. do 2021. godine.

Kako bi se izbjegle mogucée varijacije u vremenu izmedu poroda i uzorkovanja tkiva te
potencijalan utjecaj razli¢itog nacina poroda na rezultate istraZivanja, u obzir su uzeti samo
uzorci posteljica jednoplodnih trudnoca prikupljeni nakon planiranog carskog reza. Nakon
isklju¢ivanja po ostalim kriterijima: dijagnoza gestacijskog dijabetesa mellitusa, majcin
pregestacijski ITM manji od 16, intrauterina restrikcija rasta (porodajna masa manja od
2400 g), i prijevremeni porodaj (gestacijska dob manja od 37 tjedana), ukupan broj uzoraka

ukljuéenih u analizu bio je: 187 uzoraka tkiva posteljice.

Za novorodencad ukljuenu u istraZzivanje prikupljeni su klinicki podaci 1
antropometrijske mjere kao Sto su spol, porodajna masa i porodajna duljina, ponderalni indeks
(mjera uhranjenosti novorodenceta koja se izraCunava formulom: ponderalni indeks =

(porodajna masa/(porodajna duljina)®) x 100) i gestacijska dob u trenutku porodaja.

Prikupljeni podaci majki uklju€enih u istraZivanje obuhvacali su broj dosadaSnjih
porodaja, starosna dob na dan porodaja, indeks tjelesne mase prije trudnoc€e i na kraju trudnoce

te prirast tjelesne mase za vrijeme trudnoce.

Istrazivanje je provedeno u skladu s HelsinSkom deklaracijom, a svi ukljuceni ispitanici
potpisali su informirani pristanak. Odobrenje za analizu ljudskih uzoraka i provodenje
istrazivanja dobiveno je od Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Zagreb 1 Etickog

povjerenstva Instituta Ruder BoSkovic.
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3.1.2. Kemikalije i enzimi

Popis kemikalija i enzima kori$tenih u istrazivanju prikazan je u Tablicama 2.-5.

Tablica 2. Kemikalije koriStene za pripremu tkiva i izolaciju genomske DNA

Kemikalija Proizvodac
RNAIlater RNA Stabilization Reagent Qiagen
GeneElute  Mammalian — Genomic - DNA | 010 Aldrich, Merck Millipore
Miniprep Kit
Etanol, 96 % Gram-Mol

Voda tretirana dietilpirokarbonatom (DEPC) | Ambion, Thermo Fisher Scientific

Tablica 3. Kemikalije koristene u lan¢anoj reakciji polimerazom

Kemikalija Proizvodacd
AllTag Master Mix Kit Qiagen
5-HTTLPR F pocetnica, 10 uM Metabion
5-HTTLPR R pocetnica, 10 uM Metabion

5-HTT VNTR-17 STin2 F pocetnica, 10 uM | Metabion

5-HTT VNTR-17 STin2 R pocetnica, 10 uM | Metabion

Tablica 4. Enzimi i puferi koriSteni prilikom digestije PCR produkata

Enzimi i puferi Proizvodad

Mspl (Hpall) Restriction Enzyme, 10 U/uL | Thermo Fisher Scientific

Tango Buffer, 2x Thermo Fisher Scientific




Tablica 5. Kemikalije koriStene pri agaroznoj gel elektroforezi

Kemikalija

Proizvodacd

Agaroza

Sigma-Aldrich, Merck Millipore

Tris(hidroksimetil)aminometan

Fluka AG, Honeywell Research Chemicals

Na;EDTA

Sigma-Aldrich, Merck Millipore

Ledena octena kiselina, 100 %

VWR Chemicals

Tris-acetat-EDTA (TAE) pufer, 20x

Za 500 mL:

48,456 g tris(hidroksimetil)aminometana i
3,722 g Na;EDTA otopiti u 350 mL
destilirane vode, a zatim dodati 11,44 mL
ledene octene kiseline i nadopuniti do 500
mL destiliranom vodom (pH izmedu 8,0 i

8,6).

MIDORI®™" Advance Safe DNA/RNA stain
(boja za vizualizaciju nukleinskih Kkiselina)

Nippon Genetics Europe

Loading dye solution 6x
(boja za wunoSenje uzoraka u gel 1
vizualizaciju njihove migracije u gelu)

Fermentas, Thermo Fisher Scientific

DirectLoad™ 50 bp DNA Step Ladder
(molekularna ljestvica)

Sigma-Aldrich, Merck Millipore

DirectLoad™ PCR 100 bp Low Ladder
(molekularna ljestvica)

Sigma-Aldrich, Merck Millipore

3.1.3. Tehnicka oprema

Popis tehnicke opreme i uredaja koristenih u istrazivanju prikazan je u Tablici 6.

Tablica 6. Popis koriStene tehnicke opreme i uredaja

Tehnic¢ka oprema

Proizvodac

Mikropipete 1 pripadajuci nastavci

Eppendorf; Gilson

PCR plocice, 96 jaZica

Eppendorf

UniTHERMIX 1 termoblok

LLG Labware

Mikrocentrifuga 5417 C Eppendorf
Vortex 2 mjeSalica IKA

Mini G mini-centrifuga IKA
Analiticka vaga, tri decimale Acculab
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Tehnicka oprema Proizvodac

Analiti¢ka vaga, dvije decimale Ohyo
NanoPhotometer® N60 Implen
Sustav za horizontalnu gel elektroforezu Cleaver Scientific
Electrophoresis Power Supply EPS 301 Amersham Biosciences, General Electric
Alliance 4.7 uredaj za vizualizaciju rezultata
UVitec
agarozne gel elektroforeze
PCR uredaj T100™ Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories
PCR uredaj, Thermal Cycler GeneAmp PCR | Applied  Biosystems, Thermo  Fisher
System 2400 Scientific
Laboratorijski inkubator RO_ za proizvodnju medicinskih uredaja,
Sutjeska

3.2. Metode
3.2.1. 1zolacija genomske DNA

Istrazivanje provedeno u svrhu diplomskog rada ne obuhvaca postupak izolacije
genomske DNA iz svih uzoraka tkiva posteljice kao ni mjerenje koncentracije svih izolata
DNA. Kori$teni su ranije izolirani uzorci DNA, 0sim za 12 uzoraka tkiva posteljice kod koji je
izolacija 1 odredivanje masene koncentracije DNA provedeno u sklopu ovog istrazivanja.
Genomska DNA iz tkiva posteljice izolirana je putem komercijalno dostupnog kompleta

GeneElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).

3.2.1.1. Priprema tkiva posteljice

Tkivo posteljice pohranjeno u RNAlater® otopini osusi se na filtar-papiru te se (0,012 +
0,001) g tkiva odvaze u plasti¢nu tubicu od 1,5 mL 1 dodatno usitni Cistim, dezinficiranim
Skarama kako bi se olakSala daljnja homogenizacija uzorka. Tako pripremljeno tkivo mozZe se
odmabh koristiti za izolaciju DNA ili se moZe pohraniti na temperaturi od — 80 °C do daljnjeg

koristenja.
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3.2.1.2. Postupak izolacije genomske DNA

Izolacija DNA provedena je prema protokolu proizvodaca uz odredene prilagodbe.
Postupak je zapocet digestijom unaprijed pripremljenog tkiva posteljice (postupak opisan u
poglavlju 3.2.1.1.) dodatkom 180 pL otopine Lysis solution T u tubice s tkivom. Tkivo se zatim
homogenizira tu¢kom, a u nastali homogenat doda se 20 pL otopine proteinaze K, koncentracije
20 mg/mL. Nakon laganog protresanja i obaranja u centrifugi, uzorak se inkubira pri
temperaturi od 55 °C uz 300 okretaja u minuti (engl. revolutions per minute, rpm) sljedeca Cetiri
sata. Nakon 90 minuta ponovi se homogenizacija, protresanje i obaranje, pri ¢emu je poZeljno

da uzorak bude Sto krace izloZen sobnoj temperaturi.

Nakon zavrSetka inkubacije i potpune razgradnje tkiva, homogenat se protrese desetak
sekundi i obori centrifugiranjem te se ostavi na sobnoj temperaturi kako bi se ohladio. Na
ohladeni homogenat doda se 20 puL enzima RNase A, vrlo lagano se protrese kako bi se ocuvala
aktivnost enzima i inkubira minimalno dvije minute na sobnoj temperaturi. Kona¢na liza stanica
provodi se dodatkom 200 pL otopine Lysis solution C, snaznim protresanjem, obaranjem na

centrifugi i inkubiranjem 10 minuta pri temperaturi od 70 °C i 450 rpm.

Kolone za selektivno vezanje nukleinskih kiselina postave se u tubice za sakupljanje te
se na njih nanese 500 pL otopine Column preparation solution. Centrifugiranjem kolona
tijekom jedne minute na 12 000 rcf (engl. relative centrifugal force, rcf ), pri sobnoj temperaturi,
provodi se deaeriranje, tj. uklanjanje zraka iz kolone te ih se priprema za daljnje apliciranje
lizata. Teku¢ina koja je prosla kroz kolonu se odbaci, a kolonu se ponovno umetne u istu tubicu

za sakupljanje.

U ohladeni lizat sobne temperature doda se 200 pL 96 %-tnog etanola te ga se snazno
protrese desetak sekundi i1 obori u centrifugi. Tako pripremljeni lizat spreman je za nanoSenje
na kolonu. Cjelokupni volumen lizata pipetom se prenese na kolonu koju se zatim centrifugira
jednu minutu na 10 000 rcf, pri sobnoj temperaturi. Tekuéina koja je prosla kroz kolonu se

odbaci, a kolonu se ponovno umetne u istu tubicu za sakupljanje.

Prvim ispiranjem s kolone se uklanja sve §to nije DNA kao Sto su primjerice RNA i
proteini, odnosno, ostaci njihove razgradnje te lipopolisaharidi, a provodi se dodatkom 500 pL
otopine za ispiranje (engl. wash solution) koja je prethodno pripremljena otapanjem koncentrata
Wash solution concentrate u 80 mL 96 %-tnog etanola. Kolona se centrifugira jednu minutu na
10 000 rcf, pri sobnoj temperaturi. Tekucina koja je prosla kroz kolonu se odbaci, a kolonu se

ponovno umetne u istu tubicu za sakupljanje. Drugo ispiranje kolone provodi se na sli¢an nacin,
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dodatkom jednakog volumena otopine za ispiranje, a kolona se centrifugira tri minute na 16
100 rcf, pri sobnoj temperaturi. Kolona se zatim stavlja u novu tubicu za sakupljanje te se
provodi tzv. ,,suho centrifugiranje tijekom jedne minute na 16 100 rcf, pri sobnoj temperaturi,
bez prethodnog dodavanja otopine za ispiranje. Na taj se nacin osigurava potpuno uklanjanje

eventualnih zaostataka etanola s kolone.

Nakon Sto se kolona premjesti u epruvetu za sakupljanje prvog eluata, elucija DNA
zapocinje nanoSenjem 200 pL otopine Elution solution u sredi$nji dio kolone. Po isteku 10-
minutne inkubacije na sobnoj temperaturi, kolona se centrifugira jednu minutu na 6 500 rcf.
Dobiveni eluat DNA odmah se stavlja u led te je spreman za daljnju spektrofotometrijsku

analizu.

Dodatnim ispiranjem kolone na isti nacin dobiva se i drugi eluat DNA. Oba eluata
podvrgnuta su spektrofotometrijskoj analizi, a samo su radne otopine prvog eluata koriStene u
daljnjim PCR analizama, dok su radne otopine drugog eluata pohranjene na temperaturi od
—80 °C.

3.2.1.3. Mjerenje masene koncentracije izolata DNA

Eluati izolirane DNA podvrgnuti su UV-Vis spektrofotometrijskoj analizi
(NanoPhotometer® N60, Implen) kojom je utvrdena masena koncentracija DNA (c) svakog

pojedinog uzorka mjerenjem apsorbancije (A) na 260 nm, prema Beer-Lambertovom zakonu
4
© el

gdje je ¢ molarni koeficijent apsorpcije, a | debljina sloja uzorka kroz kojeg prolazi svjetlost
(Atkins i sur., 2018). Stupanj ¢istoce DNA izolata utvrden je na temelju omjera izmjerene A na
260 i 280 nm. Prihvatljive vrijednosti kretale su se u rasponu od 1,6 do 2,0. Mjerenje

apsorbancije svakog pojedinog uzroka izvedeno je dva puta.

Nakon utvrdivanja masene koncentracije izolata DNA pripremljene su radne otopine
izolata koncentracije 40 ng/uL razrjedivanjem odgovarajuceg volumena osnovne otopine (V1)

poznate masene koncentracije (c1), prema formuli

Cy V-
V1=2 2

Cq

19



gdje je c2 Zeljena masena koncentracija radne otopine izolata DNA (40 ng/uL) volumena V»
(100 pL).

3.2.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) Siroko je
rasprostranjena laboratorijska tehnika koja se koristi za viSestruko umnazanje to¢no ciljanih
fragmenata DNA (Lodish i sur., 2003). Umnazanje zeljenih polimorfnih regija provedeno je
pomocu komercijalno dostupnog kompleta AllTaq Master Mix Kit (Qiagen) i odgovarajuéih
parova pocetnica. PCR protokol koriSten za genotipizaciju promotorskog polimorfizma 5-
HTTLPR/rs25531 i intronskog polimorfizma STin2 preuzet je iz literature (Blazevi¢ i sur.,
2017; Hranilovi¢ i sur., 2000) uz odredene izmjene. PCR reakcijska smjesa sastoji se od
odgovaraju¢ih volumena AllTag Master Mix-a, sterilne vode bez nukleaza, radne otopine DNA
(40 ng/uL) te uzvodnih (engl. forward primer, F) i nizvodnih (engl. reverse primer, R)

pocetnica (Tablica 7.) o kojima ovisi koji ¢e se dio DNA umnoziti.

U svrhu kontrole pra¢enja moguée pojave kontaminacije 1 prevencije ocitavanja
pogresnih rezultata, prilikom svakog PCR eksperimenta uobi¢ajeno je koriStenje negativne
kontrole (C), u ¢iju se PCR reakcijsku smjesu, umjesto uzorka DNA, dodaje jednaka koli¢ina
vode bez nukleaza. 1z tog razloga, kod negativne kontrole ne ocekuje se pojava vrpce prilikom
vizualizacije rezultata gel elektroforeze, dok bi njezina eventualna pojava ukazivala na mogucu

kontaminaciju koriStenih reagenasa, pribora ili radne okoline.

Tablica 7. Prikaz koristenih parova pocetnica

pol?rﬁgﬁﬁjma O;Eéeerlﬁiza Sekvenca pocetnice 5'—3' Referenca
5.HTTLPR F CTCCCTGTACCCCTCCTAGG
(2SR R TGCAAGGAGAATGCTGGAG Blasevic |
_ F GTCAGTATCACAGGCTGCGAG | Sur., 2017
STin2 R TGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG
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3.2.2.1. Genotipizacija polimorfizma 5-HTTLPR

Genotipizacija polimorfizma 5-HTTLPR provedena je umnazanjem promotorske
polimorfne regije gena koji kodira za serotoninski transporter. Razlikuju se dvije uobicajene
varijante, kratka (engl. short, S), koja ne sadrzi insert duljine 44 bp, i duga (engl. long, L) koja
ga sadrzi i ¢iji ¢e PCR amplikoni na agaroznom gelu posljedi¢no putovati sporije (Heils 1 sur.,
2002). U Tablici 8. navedeni su moguci genotipovi s odgovaraju¢im oc¢ekivanim duljinama

umnozenih fragmenata DNA.

Tablica 8. Obrasci umnazanja u genotipizaciji polimorfizma 5-HTTLPR

Genotip Ocekivane duljine fragmenta DNA (pb)
SIS 250
S/L 2501 293
L/L 293

3.2.2.1.1. Optimizacija metode

Ispitan je ucinak razliCitih parametara na efikasnost reakcije umnazanja koriStene za
genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR te su odredene najpovoljnije postavke metode
variranjem sljedecih parametara: tip tkiva iz kojeg je izolirana DNA, koli¢ina DNA koristena u
PCR reakciji, razliciti uredaji 1 uvjeti umnazanja, uz dodatnu kontrolu stabilnosti koristenih
reagenasa. Sastav koriStene PCR reakcijske smjese naveden je u Tablici 9., dok su konac¢ni

uvjeti umnazanja koriSteni za genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR navedeni u Tablici 10.

Tablica 9. Sastav PCR reakcijske smjese za genotipizaciju 5-HTTLPR polimorfizma

Sastav reakcijske Volumen (uL) Pocetna Konacna
smjese jedne reakcije | koncentracija | koncentracija

AllTag Master Mix 6,25 4x Ix
5-HTTLPR F primer 0,625 10 puM 0,25 uM
5-HTTLPR R primer 0,625 10uM 0,25 uM
Radna otopina DNA 1,0 40 ng/uL 1,6 ng/uL
Voda bez nukleaza 16,5
Ukupan volumen (uL) 25,0
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Tablica 10. Uvjeti umnazanja za genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR

Korak Temperatura (°C) Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 2 min 1
Denaturacija 95 5 sek
Vezanje pocetnica 71-61 15 sek 10
Elongacija 72 30 sek
Denaturacija 95 5 sek
Vezanje pocetnica 61 15 sek 30
Elongacija 72 30 sek
Zavrs$na elongacija 72 10 min 1
Inkubacija 4 00 1

3.2.2.2. Genotipizacija polimorfizma STin2

Genotipizacija polimorfizma STin2 provedena je umnazanjem polimorfne regije introna

2 gena koji kodira za serotoninski transporter. Razlikuju se tri varijante koje sadrze 9, 10 ili 12

kopija inserta duljine 16 ili 17 bp (Lesch i sur., 1994). Amplikoni nastali umnazanjem ciljne

polimorfne regije razdvajaju se uz pomo¢ agarozne gel elektroforeze na temelju njihove duljine,

tj. brzine putovanja kroz agarozni gel. U Tablici 11. navedeni su moguci genotipovi s

odgovaraju¢im o¢ekivanim duljinama umnozenih fragmenata DNA.

Tablica 11. Obrasci umnazanja u genotipizaciji polimorfizma STin2

Genotip Ocekivane duljine fragmenta DNA (pb)
10/10 266
10/12 2661299
12/12 299
9/12 2491 299
9/10 2491 266
9/9 249
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Sastav koristene PCR reakcijske smjese naveden je u Tablici 12., dok su uvijeti

umnazanja koriSteni za genotipizaciju polimorfizma STin2 navedeni u Tablici 13.

Tablica 12. Sastav PCR reakcijske smjese za genotipizaciju intronskog polimorfizma STin2

Sastav reakcijske smjese Volumen (L) S Konatna:
jedne reakcije | koncentracija | koncentracija

AllTaq Master Mix 3,8 4x 1X
5-HTT VNTR-17 STin2 F primer 0,38 10 pM 0,25 uyM
5-HTT VNTR-17 STin2 R primer 0,38 10 pM 0,25 uM
Radna otopina DNA 1,0 40 ng/pL 2,7 ng/pL
Voda bez nukleaza 9,5

Ukupan volumen (pL) 15,0

Tablica 13. Uvjeti umnazanja za genotipizaciju polimorfizma STin2

Korak Temperatura (°C) Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 2 min 1
Denaturacija 95 5 sek
Vezanje pocetnica 58 15 sek 45
Elongacija 72 10 sek
Zavr$na elongacija 72 10 min 1
Inkubacija 4 0 1

3.2.3. Digestija restrikcijskom endonukleazom Mspl za genotipizaciju polimorfizma
rs25531

Genotipizacija polimorfizma rs25531 provedena je digestijom PCR produkata
preostalih nakon umnazZanja i agarozne gel elektroforeze za genotipizaciju polimorfizma 5-
HTTLPR, putem restrikcijske endonukleaze Mspl. Svi amplikoni PCR reakcije za
genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR sadrze barem jedno restrikcijsko mjesto (Cr"CGG),
dok L varijante, s insertom duljine 44 pb, mogu imati dodatno restrikcijsko mjesto unutar
inserta. U slucaju odredene varijante polimorfizma pojedina¢nog nukleotida (engl. single

nucleotide polymorphism, SNP) koja na poziciji Sestog nukleotida unutar inserta umjesto
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adenina (La) sadrzi gvanin (Lg), dolazi do dodatnog cijepanja L amplikona (Hu i sur., 2006).
Na temelju dobivenog obrasca restrikcijskih fragmenata u agaroznoj gel elektroforezi, moguce
je razlikovati La i L varijante. U Tablici 14. navedeni su mogu¢i genotipovi s odgovaraju¢im

ocekivanim duljinama pocijepanih fragmenata DNA.

Tablica 14. Obrasci cijepanja u genotipizaciji polimorfizma rs25531

Genotip Ocekivane duljine fragmenta DNA (pb)
SIS 361211
S/La 36, 2111255
La/La 361255
La/Le 36, 83,1721 255
S/Le 36, 83,172, 211

Reakcijska smjesa koriStena za digestiju sastojala se od odgovaraju¢ih volumena Tango
pufera, restrikcijske endonukleaze Mspl, sterilne vode bez nukleaza te odabranih PCR
amplikona (heterozigota i homozigota za varijantu L) (Tablica 15.). Reakcija restrikcije

odvijala se preko no¢i (otprilike 17 sati), na 37 °C u laboratorijskom inkubatoru.

Tablica 15. Sastav restrikcijske smjese za genotipizaciju polimorfizma rs25531

Sastav reakcijske Volumen (uL) Pocetna
smjese jedne reakcije | koncentracija
Tango pufer 2,0 2X
Mspl enzim 1,5 10 U/uL
Voda bez nukleaza 1,5
PCR produkt 15,0
Ukupan volumen (uL) 20,0

3.2.4. Agarozna gel elektroforeza

Agarozna gel elektroforeza je laboratorijska tehnika koja se koristi za razdvajanje

elektricki nabijenih makromolekula poput DNA na temelju njihove veliCine i naboja, pod
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djelovanjem primijenjenog elektricnog polja. Molekule DNA negativno su nabijene i putuju
prema pozitivno nabijenoj elektrodi, a upotrebom fluorescentnih boja omogucava se njihova
vizualizacija prilikom izlaganja zracenju odgovarajuée valne duljine. Manji fragmenti DNA na
gelu migriraju brze od onih vecih te dolazi do njihovog razdvajanja, a njihova veli¢ina moze se
odrediti usporedbom njihove migracije s migracijom standarda poznate veli¢ine (ljestvica
DNA) (Berg i sur., 2015). Agarozna gel elektroforeza koristena je u svrhu odredivanja kvalitete
izolata genomske DNA, provjere specifi¢nosti i uspjesnosti umnazanja PCR amplikona te za

razdvajanje fragmenata DNA nakon restrikcije i odredivanje njihove veli¢ine.

Agarozni gel priprema se u staklenoj tikvici postepenim otapanjem agaroze u
odgovaraju¢em volumenu TAE pufera, pri povisenoj temperaturi. Udio agaroze u TAE puferu
za genotipizaciju 5-HTTLPR iznosio je 2,5 %, za genotipizaciju STin2 i rs25531 bio je 3 %, a
za provjeru kvalitete izolata DNA iznosio je 0,8 %. Dobivena otopina agaroze ohladi se na
50 °C te joj se, prije nego S§to nastupi polimerizacija gela, doda propisani volumen boje za
vizualizaciju nukleinskih kiselina, MIDORI®™" za koju je valna duljina ekscitacijskog
zradenja od 290 nm do 490 nm, a emisijskog 530 nm. Omjer MIDORI®™" hoje i otopine
agaroze u TAE puferu za PCR produkte iznosio je 1 pL : 21,25 mL, za produkte restrikcije bio
je 1 pL : 10,62 mL, a za izolate DNA iznosio je 1 pL : 27,5 mL. Nakon toga otopina se izlije u
plasti¢ni kalup s pripremljenim ¢esljevima za jazice i ostavi desetak minuta kako bi se formirao
gel pri ¢emu se pazilo da debljina gela ne iznosi viSe od 3 mm. Stvrdnuti gel uroni se u pufer,
pazljivo se ukloni ¢esalj, a u jaZice se nanesu uzorci (od 5,0 do 15,0 pL). Prilikom odredivanja
kvalitete izolata genomske DNA, u 2,0 uL izolata DNA prije stavljanja na gel dodano je 0,5 uL
boje za unoSenje uzoraka u gel i vizualizaciju njihove migracije (engl. Loading dye, 6x) i
2,5 uL. DEPC vode (ukupni volumen u jazici iznosio je 5,0 pL). Kao standard koristena je
ljestvica DNA od 50 ili 100 pb (5,0 pL). Uvijeti elektroforeze (Tablica 16.), kao §to su napon i
duljina trajanja, ovisili su o tipu nanesenih uzoraka i postotku agaroze u gelu. Vizualizacija
fragmenata DNA provedena je putem UV transiluminatora s emisijom UV zracenja valne
duljine 312 nm, $to je unutar ekscitacijskog spektra za MIDORI®™" hoju, a gelovi su

fotografirani digitalnom kamerom povezanom s ra¢unalom (Alliance 4.7, UVlItec).
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Tablica 16. Uvjeti agarozne gel elektroforeze

Faza Uvjet gem:ﬁ;ﬁtw A| GHTTLPR | STin2 | rs25531
| Trajanje (min) 30 45 10 75
Napon (V) 60 80 60 80
, Trajanje (min) - - 65 -
Napon (V) - - 80 -

3.2.4.1. Optimizacija metode

Analiziran je ucinak razli¢itih parametara na kvalitetu rezultata agarozne gel
elektroforeze te su odredene najpovoljnije postavke metode ispitivanjem sljedeéih parametara:
koli¢ina boje u agaroznom gelu, postotak agaroze u gelu, bojanje gela prije elektroforeze (engl.

pre-staining) te bojanje gela nakon elektroforeze (engl. post-staining).

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koriSten je program GraphPad Prism 8.3.0. (GraphPad
Software, San Diego, CA, SAD). Otkrivanje str§ecih vrijednosti (engl. outliers) provedeno je
pomoc¢u metode ROUT, dok je normalnost distribucije podataka provjerena D'Agostino-
Pearson testom. Za nenormalno distribuirane kontinuirane varijable prikazane su vrijednosti
medijana i interkvartilnog raspona, a za normalno distribuirane srednja vrijednost i standardna
devijacija. Kategorijske varijable prikazane su apsolutnim vrijednostima i ucestalos¢u u
ukupnoj populaciji. Razlike u kontinuiranim varijablama izmedu muske i zenske spolne
skupine ispitane su nesparenim studentovim t-testom za normalno distribuirane podatke i
Mann-Whitney testom za nenormalno distribuirane podatke. Razlike u kategorijskim
varijablama ispitane su Fischer-ovim egzaktnim testom i Hi-kvadrat testom. Testiranje
geneticke ravnoteze u analiziranoj populaciji s obzirom na Hardy-Weinbergov model ravnoteze
provedeno je Hi-kvadrat testom. Povezanost antropometrijskih karakteristika novorodencadi s
kontinuiranim potencijalno zbunjuju¢im varijablama analizirana je korelacijom po Pearsonu za
normalno distribuirane varijable ili korelacijom po Spearmanu za nenormalno distribuirane

varijable, dok je u slucaju kategorijske potencijalno zbunjujuce varijable, ovisno o normalnosti
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distribucije, koriSten studentov t-test ili Mann-Whitney test. Razlike u kontinuiranim
varijablama izmedu skupina odredenog genotipa analizirane su jednosmjernim ANOVA testom
(uz korekciju za viSestruka testiranja po Tukey-u) za normalno distribuirane podatke ili
Kruskal-Wallis testom (uz korekciju za viSestruka testiranja po Dunn-u) kod nenormalne
distribucije podataka, dok je u sluc¢aju kategorijske varijable koriSten Hi-kvadrat test. U slu¢aju
premalog broja sudionika u skupni odredenog genotipa (N = 0), provedena je dodatna analiza
koja je ukljucivala samo skupine sa zadovoljavaju¢im brojem sudionika (N > 0). Prag statisticke

znacCajnosti postavljen je na 0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Demografske i klinicke karakteristike uzorka

Demografski i klini¢ki parametri te raspodjela genotipova istrazivane populacije s

obzirom na spol novorodenceta prikazani su u Tablici 17.

Tablica 17. Karakteristike istrazivane populacije (N = 187) s obzirom na spol novorodenceta

Zenska novorodencad Muska novorodencéad

Karakteristika (N = 80) (N = 107) p-vrijednost
MAJKE
Dob pri porodu, godine 33,82+ 4,90 33,13+5,34 0,353
Prvorotkinje / viserotkinje, N (%) 32 (40,0) / 48 (60,0) 42 (39,3) / 65 (60,7) >0,9992
Pregestacijski indeks tjel. mase, kg m? 22,07 [21.00 — 24,61] 22,89 [20,90 — 26,45] 0,2928
Prirast mase u trudno¢i, kg 144+5,1 15,0+5,9 0,4751
NOVORODENCAD
Gestacijska dob pri porodu, tjedni 39,2+0,9 39,4+0,8 0,0901
Porodajna masa, g 3328,0 +412,6 3604,10 +479,1 <0,00011
Porodajna duljina, cm 489+ 1,6 50,5+1,9 <0,00011
Ponderalni indeks, g cm 2,83+£0,21 2,79 +£0,23 0,26311
Polimorfizam 5-HTTLPR
SIS 16 (20,0) 16 (15,0)
Genotipovi, N (%) S/L 30 (37,5) 55 (51,4) 0,166 *
L/L 34 (42,5) 36 (33,6)
Aleli, N (%) S 62 (38,8) 87 (40,7) 0.749°2
L 98 (61,2) 127 (59,3)
Polimorfizam rs25531
SIS 16 (20,0) 16 (15,0)
S/Le 2 (2,5) 2 (1,9
Genotipovi, N (%) S/La 28 (35,0) 53 (49,5) 03394
Le/Lc 0(0,0) 0(0,0) '
La/Lc 6 (7,5) 9 (8,4)
La/lLa 28 (35,0) 27 (25,2)
S 62 (38,8) 87 (40,7)
Aleli, N (%) A 90 (56,2) 116 (54,2) 0,9254
G 8 (5,0) 11 (5,1)
Polimorfizam STin2
12/12 30 (37,5) 37 (34,6)
o 12/10 34 (42,5) 51 (47,7)
Genotipovi, N (%) 10/10 14 (17,5) 12 (11,2) 0,2394
12/9 2 (2,5) 2(1,9)
10/9 0(0,0) 5(4,7)
12 96 (60,0) 127 (59,3)
Aleli, N (%) 10 62 (38,8) 80 (37,4) 0,448*
9 2(1,2) 7 (3,3)

Za nenormalno distribuirane kontinuirane varijable prikazane su vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona, a normalno
distribuirane kontinuirane varijable prikazane su srednjom vrijedno$¢u i standardnom devijacijom. Za kategorijske varijable prikazane
su apsolutne vrijednosti (broj sudionika, N) i ucestalosti u ukupnoj populaciji (%). Statisticki znacajne p-vrijednosti masno su otisnute.

! Nespareni studentov t-test, 2 Fischerov egzaktni test,  Mann-Whitney test, 4 Hi-kvadrat test.
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Karakteristike 187 sudionika uklju¢enih u ovo istrazivanje prikazane su u Tablici 17.
Istrazivani populacijski uzorak ukljucivao je 80 (42,7%) zenske i 107 (57,3%) muske
novorodencadi te su zbog raspodjele po spolu koja nije bila u potpunosti jednolika sve naknadne
analize provedene u svakoj spolnoj skupini zasebno. Kod varijabli od interesa
(antropometrijske karakteristike djeteta 1 genotip) koje se nisu statisticki znacajno razlikovale
izmedu muske i Zenske novorodencadi, dodatno su provedene i analize u ukupnom uzorku.
Specifi¢no, analiza povezanosti ponderalnog indeksa s genotipom kao i odstupanja opazenih
od ocekivanih frekvencija genotipova provedene su zasebno u svakoj spolnoj skupini te u
ukupnom uzorku. Vrijednosti antropometrijskih parametara novorodenceta: porodajne mase,
duljine i ponderalnog indeksa, bile su normalno distribuirane i u skladu s hrvatskim prosjekom
(Kolgi¢ i sur., 2005; Roje i sur., 2004). Zenska i muska novorodendad nisu se statisticki
znacajno razlikovala po dobi majke pri porodu, paritetu majki, pregestacijskom ITM majki,
prirastu mase majki u trudno¢i, gestacijskoj dobi novorodencadi pri porodu te ponderalnom
indeksu. S druge strane, u porodajnoj masi i duljini opazena je statisticki znacajna razlika ovisna
o spolu. Razlika u porodajnoj masi i duljini izmedu Zenske i muske djece nije bila statisticki
znacajna kada su te vrijednosti izrazene putem ponderalnog indeksa, odnosno, statusa

uhranjenosti novorodenceta.

4.1.1. Povezanost majéinih i djetetovih Kkarakteristika s antropometrijskim

karakteristikama novorodenceta

Kako bi se provjerio utjecaj potencijalno zbunjujuéih varijabli majke i novorodenceta:
majcinog pregestacijskog ITM, prirasta mase u trudno¢i, pariteta te gestacijske dobi
novorodenceta, na antropometrijske karakteristike novorodenceta, provedene su analize u
kojima su korelirane antropometrijske karakteristike novorodenceta s navedenim potencijalno
zbunjujucim varijablama, zasebno u svakoj spolnoj skupini novorodencadi. U slu¢aju pariteta
usporedene su prvorotkinje 1 viSerotkinje, s obzirom na antropometrijske karakteristike
novorodenceta, zasebno u svakoj spolnoj skupini novorodencadi. Kod Zenske novorodencadi
opazena je statisticki znacajna povezanost porodajne mase s prirastom maj¢ine mase u trudnoci
te s gestacijskom dobi, kao 1 znacajna povezanost porodajne duljine s gestacijskom dobi te
ponderalnog indeksa sa svim potencijalno zbunjujuéim varijablama, osim s majéinim
pregestacijskim ITM (Slika 3A.). Porodajna masa muske novorodencadi bila je znacajno
povezana sa svim potencijalno zbunjujué¢im varijablama, osim s paritetom, dok je porodajna
duljina muske novorodencadi bila povezana samo s gestacijskom dobi. Ponderalni indeks nije

bio statisticki znacajno povezan ni s jednom od zbunjujucih varijabli (Slika 3B.).
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A. ZENSKA NOVORODENCAD (N = 80)
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B. MUSKA NOVOROBENCAD (N = 107)

Porodajna duljina (cm) Porodajna masa (g cm'z)

Ponderalni indeks (g cm's)

Pregestacijski ITM (kg cm?)
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Slika 3. Povezanost pregestacijskog ITM, prirasta mase u trudnoéi, pariteta i gestacijske dobi,
prikazanih na osi x, s antropometrijskim karakteristikama novorodenceta (porodajna masa i
duljina te ponderalni indeks), prikazanima na osi y, kod (A) Zenske i (B) muske
novorodencadi. Tocke na grafu predstavljaju pojedine sudionike pri ¢emu su muski i Zenski
sudionici (novorodenc¢ad) prikazani razli¢itom bojom. Normalno distribuirane varijable
analizirane su korelacijom po Pearsonu, a nenormalno korelacijom po Spearmanu. ITM,
indeks tjelesne mase; ns, engl. non-significant, re, Pearsonov koeficijent korelacije; rs,

Spearmanov koeficijent korelacije. Statisticki zna¢ajne vrijednosti su podebljane.

4.2. Genotipizacija polimorfizama 5-HTTLPR, rs25531, STin2

Genotipizacija polimorfizama 5-HTTLPR i Stin2 provedena je PCR metodom prema
uvjetima navedenima u Tablicama 9., 10., 12. i 13., a polimorfizma rs25531 digestijom 5-
HTTLPR PCR amplikona restrikcijskom endonukleazom Mspl prema uvjetima navedenima u
Tablici 15. Specifi¢nost i uspjeSnost umnazanja PCR amplikona provjerena je agaroznom gel
elektroforezom ¢iji su sastav i uvjeti navedeni u Tablici 16. Genotip uzoraka odreden je
o¢itavanjem duljine PCR amplikona usporedujuci ih s DNA ljestvicom. Interpretaciju rezultata

genotipiziranja provele su i potvrdile najmanje dvije osobe.

4.2.1.5-HTTLPR

Duljine PCR amplikona pojedinih 5-HTTLPR genotipova prikazane su u Tablici 8., dok
je reprezentativni rezultat elektroforeze 5-HTTLPR PCR amplikona na 2,5 %-tnom agaroznom
gelu prikazan na Slici 4. Homozigotni uzorci genotipa S/S imaju dvije kopije S kalupa duljine
250 bp, dok uzorci L/L genotipa imaju dvije kopije L kalupa duljine 293 bp. Heterozigotni
uzorci genotipa S/L imaju po jednu kopiju S i L kalupa, tj. na agaroznoj gel elektroforezi

vidljive su dvije vrpce duljina 250 i 293 bp.
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DirectLoad™ PCR M 1 2 3 + 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 C
100 bp Low Ladder

100

Slika 4. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze PCR amplikona koristenih za
genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR. M = DNA ljestvica (DirectLoad™ PCR 100 bp Low
Ladder), linije 1-15 = uzorci, C = negativna kontrola. Pripadaju¢i 5-HTTLPR genotip (S/S,

S/L, L/L) naznacen je za svaki uzorak.

4.2.2 rs25531

Tri alelars25531 polimorfizma, S, La, Le, daju Sest moguéih kombinacija parova alela,
tj. Sest genotipova: S/S, S/La, S/Lg, La/lLa, La/Lc i Lo/Le. Duljine produkata restrikcijske
digestije pojedinih rs25531 genotipa prikazane su u Tablici 14., dok je reprezentativni prikaz
elektroforeze produkata restrikcijske digestije na 3 %-tnom agaroznom gelu prikazan na Slici
5. Uz produkte restrikcijske digestije, na agarozni gel naneseni su i nedigestirani 5-HTTLPR

PCR amplikoni L/L i S/S genotipa koji su kori$teni kao referentni uzorci.
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DirectLoad™ PCR
50 bp Step Ladder M 1

19

Slika 5. Prikaz 3%-tne agarozne gel elektroforeze 5-HTTLPR PCR amplikona i produkata

restrikcijske digestije koriStenih za genotipizaciju polimorfizma rs25531. M = DNA ljestvica
(DirectLoad™ PCR 50 bp DNA Step Ladder), linije 1 i 2 = nedigestirani 5-HTTLPR PCR
amplikoni LL i SS genotipa, linije 3-19 = produkti restrikcije. Pripadajuci rs25531 genotip

(SIS, S/La, S/Lg, LA/LA, LA/Lg) naznacen je za svaki uzorak.

4.2.3. STin2

Kombiniranjem tri glavna alela prisutna u ljudskoj populaciji, STin2.9, STin2.10 i

STin2.12, nastaje Sest moguc¢ih kombinacija parova alela, tj. Sest genotipova: 9/9, 9/10, 9/12,

10/10, 10/12 i 12/12.. Duljine PCR amplikona pojedinih STin2 genotipa prikazane su u Tablici

11., dok je reprezentativni prikaz elektroforeze STin2 PCR amplikona na 3 %-tnom agaroznom

gelu prikazan na Slici 6.
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DirectLoad™ PCR
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Slika 6. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze PCR amplikona koristenih za
genotipizaciju polimorfizma STin2. M = DNA ljestvica (DirectLoad™ PCR 100 bp Low
Ladder), linije 1-18 = PCR amplikona, C™ = negativna kontrola. Pripadajué¢i STin2 genotip
(9/10, 9/12, 10/10, 10/12, 12/12) naznacen je za svaki uzorak.

4.3. Analiza odstupanja frekvencije genotipova od Hardy-Weinbergovog nacela ravnoteze

Za svaki polimorfizam u genu SLC6A4: 5-HTTLPR, rs25531 i STin2, odredeno je
odstupanje opazenih od ocekivanih frekvencija pojedinih genotipova po Hardy-Weinbergovom
modelu ravnoteZe. Navedena analiza provedena je u ukupnom uzorku te u svakoj spolnoj
skupini novorodencadi zasebno. Kod sva 3 polimorfizma opaZene frekvencija nisu statisticki
znacajno odstupale od ocekivanih, ni u ukupnom uzorku, ni u svakoj spolnoj skupini
novorodencadi zasebno. Drugim rijecima, ni kod jednog od analiziranih polimorfizama nije
uoceno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze, neovisno o spolu sudionika. U
analiziranom populacijskom uzorku nije zabiljezena pojava genotipa Lc/Lc (kod polimorfizma
rs25531) te genotipa 9/9 (kod polimorfizma STin2). Raspodjela 5-HTTLPR, rs25531 i STin2
genotipova u ukupnom uzorku te u svakoj spolnoj skupini novorodencadi zasebno prikazana je

na Slici 7.
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Raspodjela genotipova kod polimorfizama u genu SLC6A4

A. U UKUPNOM UZORKU, N = 187

5-HTTLPR rs25531 STin2
/3 SS 4 SS 45 O 1212
3 SL — Slg = 12110
B Ll = SlLa 2 = 10/10
55 BN Lalg = 12/8
Bl Lala 67 mE 10/9
15 85
B. KOD ZENSKE NOVORODENCADI, N =80
5-HTTLPR rs25531 STin2
0 sSs O §S 2 0 1212
3 SL = Slg = 12/10
L = SlLa = 10/10
28 B Lalg /= 129
B Lala
6
C. KOD MUSKE NOVORODENCADI, N =107
5-HTTLPR rs25531 STin2
O sS  SS 5 = 12112
= SL = Slg = 1210
L = SlLa /| 1010
27 = Lalg = 129
= lala = 10/9

Slika 7. Kruzni dijagrami za polimorfizme: 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 u genu SLC6A4 u
(A) ukupnom uzorku, (B) kod Zenske novorodencadi te (C) kod muske novorodencadi.
KruZzni isjecci razlicitih boja prikazuju skupinu sudionika odredenog genotipa (objasnjenog u
legendi pored svakog dijagrama) ¢iji je broj naveden iznad kruznog isjecka. PovrSina isjecka
odgovara udjelu sudionika odredenog genotipa u ukupnom uzorku gdje povrsina cijelog kruga
odgovara cijelom analiziranom uzorku (cijeli analizirani uzorak odnosi se na: (A) ukupni

uzorak, (B) skupinu Zenske novorodencadi te (C) skupinu muske novorodencadi).
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4.4. Povezanost polimorfizama 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 u genu SLC6A4 s
karakteristikama majke i novorodenceta za koje je pokazana povezanost s

antropometrijskim karakteristikama novorodenceta

Zbog uocene znacajne povezanosti potencijalno zbunjujucih varijabli: prirasta majcine
mase u trudnodi, pariteta i gestacijske dobi novorodenceta, s antropometrijskim parametrima
zenske novorodencadi, provedena je usporedba genotipnih skupina s obzirom na navedene
zbunjujuce varijable, za svaki od polimorfizama. Istovjetna analiza provedena je i u muskoj
skupini novorodencadi, ali s obzirom na potencijalno zbunjujuce varijable koje su se pokazale
znaajno povezanima s antropometrijskim parametrima muske novorodencadi: pregestacijski

ITM, prirast maj¢ine mase u trudno¢i, gestacijska dob novorodenceta.

Ni kod jednog od tri polimorfizma u genu SLC6A4 nije uocena statisticki znacajna
razlika izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa, u slucaju svih analiziranih potencijalno
zbunjujuéih varijabli, bez obzira na spol novorodenceta (Slika 8.). Ovaj rezultat ukazuje na to
da se ranije opazena povezanost antropometrijskih karakteristika novorodenéeta s potencijalno
zbunjuju¢im varijablama moze zanemariti u usporedbi sudionika razliCitog genotipa po

porodajnoj masi i duljini te ponderalnom indeksu.
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B. MUSKA NOVORODENCAD
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Slika 8. Usporedba skupina razli¢itih genotipova za polimorfizme 5-HTTLPR, rs25531 i
STin2 s obzirom na (A) pregestacijski ITM i paritet majke te gestacijsku dob novorodenceta
kod Zenske novorodencadi (prikazana ruzi¢astom bojom), te (B) pregestacijski ITM, prirast

mase u trudno¢i i gestacijsku dob novorodenceta kod muske novorodencadi (prikazana
plavom bojom). Za kontinuirane varijable (pregestacijski ITM, prirast mase u trudnoc¢i,
gestacijsku dob novorodenceta) prikazana je raspodjela sudionika pojedinog genotipa S
istaknutim medijanom i interkvartilnim rasponom pri ¢emu tocke na grafu predstavljaju

pojedine sudionike. Kategorijska varijabla (paritet) prikazana je grafovima sa stupcima u

kojima pojedini stupac prikazuje odredenu skupinu genotipa, a visina stupca odgovara broju
sudionika. Kontinuirane varijable analizirane su jednosmjernim ANOVA testom uz korekciju
po Tukey-u za viSestruka testiranja za normalno distribuirane podatke ili Kruskal-Wallis
testom uz korekciju po Dunn-u za visestruka testiranja kod nenormalne distribucije podataka.
Kategorijske varijable analizirane su Hi-kvadrat testom. Statisticka znacajnost istaknuta je

iznad svakog grafa. ITM, indeks tjelesne mase; ns, engl. non-significant.

4.5. Povezanost polimorfizama 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 s antropometrijskim
karakteristikama novorodenceta: porodajnom masom i duljinom te ponderalnim

indeksom

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je prouciti povezanost polimorfizama 5-HTTLPR,
rs25531 i STin2 u genu za serotoninski transporter SLC6A4 s antropometrijskim
karakteristikama novorodenceta: porodajnom masom i duljinom te ponderalnim indeksom. U
tu svrhu, novorodencad je grupirana u skupine s obzirom na genotip te su skupine
novorodencadi usporedene jednosmjernom ANOVA-om ili Kruskal-Wallis testom s obzirom
na navedene antropometrijske karakteristike. Navedena usporedba provedena je zasebno za
svaki od polimorfizama. S obzirom na statisti¢ki znacajnu razliku u porodajnoj masi i duljini
izmedu Zenske 1 muske novorodencadi, testiranje razlike izmedu skupina razli¢itog genotipa za
te antropometrijske karakteristike provedeno je zasebno u zenskoj (N=80), odnosno, muskoj
(N=107) novorodencadi. U slu¢aju ponderalnog indeksa, uz zasebne analize u svakoj spolnoj
skupini, provedena je i dodatna analiza na ukupnom uzorku (N=187). U slucaju rijetkih
genotipova: S/Lg kod polimorfizma rs25531 te 12/9 i 10/9 kod polimorfizma STin2, provedene

su 1 dodatne analize koje nisu ukljucivale skupine novorodencadi navedenih rijetkih genotipova
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i rezultati se kvalitativno nisu promijenili, osim u sluc¢aju porodajne duljine kod muske
novorodencadi. Naime, nakon iskljucenja S/Lc skupine s vrlo malim brojem ispitanika (N=2),
u muskoj spolnoj skupini umjesto neparametrijskog proveden je parametrijski test te je post-
hoc Tukey testom zabiljezena statisti¢ki znacajna razlika u porodajnoj duljini izmedu razli¢itih

rs25531 genotipnih skupina, specifi¢no, izmedu ispitanika S/La i La/Lg genotipova (p = 0,009).

Na Slici 9. prikazani su rezultati analize koji uklju¢uju genotip i porodajnu masu. Ni
kod jednog od analiziranih polimorfizama nije uocena statisticki znacajna razlika u porodajnoj
masi izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa, ni u jednoj spolnoj skupini. Takoder, ni u
slucaju porodajne duljine nisu uocCene statisticki znaCajne razlike izmedu skupina
novorodencadi razli¢itog genotipa, ni kod jednog polimorfizma u genu SLC6A4, bez obzira na

spol novorodencadi (Slika 10.).

S druge strane, ponderalni indeks novorodencadi se statisticki znacajno razlikovao
izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa za STin2 polimorfizam (Slika 11.). Pri tome je
novorodencad STin2 genotipa za koji je karakteristiCan manji broj ponavljanja (aleli s 9 i 10
ponavljanja) bila pove¢anog ponderalnog indeksa u odnosu na novorodencad s ve¢im brojem
ponavljanja (alel 12). Navedena statisticka znac¢ajnost opazena je u ukupnom uzroku i u skupini
zenske, ali ne 1 kod muske novorodencadi. U slucaju ostalih polimorfizama, 5-HTTLPR,
rs25531, nije uo€en efekt genotipa na ponderalni indeks novorodencadi, ni u jednoj spolnoj

skupini, ni u ukupnom uzorku.
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PORODAJNA MASA
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Slika 9. Razlike u porodajnoj masi izmedu skupina novorodencadi razli¢itog genotipa za polimorfizme: 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 kod (A)
zenske (prikazana ruzi¢astom bojom) i (B) muske novorodencadi (prikazana plavom bojom). Za svaku genotipnu skupinu istaknute su srednja
vrijednost i standardna devijacija pri ¢emu tocke na grafu predstavljaju pojedine sudionike. Razlike izmedu skupina testirane su jednosmjernim
ANOVA testom uz korekciju po Tukey-u za visestruka testiranja za normalno distribuirane podatke ili Kruskal-Wallis testom uz korekciju po
Dunn-u za visestruka testiranja kod nenormalne distribucije podataka. Statisticka znacajnost istaknuta je iznad grafa. ns, engl. non-significant.
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PORODAJNA DULJINA
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Slika 10. Razlike u porodajnoj duljini izmedu skupina novorodencadi razli¢itog genotipa za polimorfizme: 5S-HTTLPR, rs25531 i STin2 kod (A)
zenske (prikazana ruzi¢astom bojom) i (B) muske novorodencadi (prikazana plavom bojom). Za svaku genotipnu skupinu istaknute su srednja
vrijednost i standardna devijacija pri ¢emu tocke na grafu predstavljaju pojedine sudionike. Razlike izmedu skupina testirane su jednosmjernim
ANOVA testom uz korekciju po Tukey-u za visestruka testiranja za normalno distribuirane podatke ili Kruskal-Wallis testom uz korekciju po
Dunn-u za viSestruka testiranja kod nenormalne distribucije podataka. Statisticka znacajnost istaknuta je iznad grafa. ns, engl. non-significant.
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PONDERALNI INDEKS (g cm™3)
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Slika 11. Razlike u ponderalnom indeksu izmedu skupina novorodencadi razli¢itog genotipa
za polimorfizme: 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 kod (A) sve novorodencadi (B) zenske
(prikazana ruzi¢astom bojom) i (C) muske novorodencadi (prikazana plavom bojom). Za
svaku genotipnu skupinu istaknute su srednja vrijednost i standardna devijacija pri cemu
toc¢ke na grafu predstavljaju pojedine sudionike. Razlike izmedu skupina testirane su
jednosmjernim ANOVA testom uz korekciju po Tukey-u za viSestruka testiranja za normalno
distribuirane podatke ili Kruskal-Wallis testom uz korekciju po Dunn-u za visestruka
testiranja kod nenormalne distribucije podataka. Statisti¢ka znac¢ajnost istaknuta je iznad

svakog grafa gdje * oznacava p vrijednost < 0,05. ns, engl. non-significant.

4.6. Optimizacija metode za genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR
4.6.1. Optimizacija PCR reakcije
4.6.1.1. Utjecaj koli¢ine DNA i vrsta tkiva iz kojeg je izolirana DNA

Koli¢ina poc¢etnog DNA kalupa u PCR reakcijskoj smjesi jedan je od faktora koji moze
utjecati na uspjesnost reakcije umnazanja. Prema odredenim protokolima, preporucuje se
koriStenje izmedu 50 i 250 ng genomske DNA u PCR reakcijskim smjesama ukupnog volumena
50 pL (www.barricklab.org). Odabir optimalne koli¢ine pocetnog DNA kalupa od kljucne je
vaznosti s obzirom na to da je koristenjem vrlo malih koli¢ina DNA smanjena vjerojatnost
prianjanja pocetnica na ciljno mjesto te povecana vjerojatnost gubitka samog uzorka uslijed
kemijske ili enzimske razgradnje. S druge strane, previsoke koli¢ine pocetnog DNA kalupa
mogu dovesti do smanjene sinteze DNA uslijed otezane difuzije Taq polimeraze u relativno
malom prostoru reakcijske posude (www.caister.com). Kako bi se odredila optimalna koli¢ina
pocetnog DNA kalupa, provedena je usporedba efikasnosti reakcije umnazanja koristenjem
40 ng (reakcija 1) i 80 ng (reakcija 2) genomske DNA izolirane iz tkiva posteljice istog
ispitanika (Slika 12.). U svrhu ispitivanja potencijalnog utjecaja vrste tkiva na efikasnost
reakcije umnazanja, U PCR reakcijsku smjesu 3 dodano je 40 ng genomske DNA izolirane iz
krvi pupkovine drugog ispitanika i usporedeno s rezultatima reakcije 1. Sve PCR reakcijske

smjese bile su istih volumena i sastava (Slika 12.).
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Slika 12. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze PCR amplikona koriStenih za
optimizaciju PCR metode za genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR. M = DNA ljestvica
(DirectLoad™ PCR 100 bp Low Ladder), linija 1 = reakcija 1: 40 ng kalupa genomske DNA
izolirane iz tkiva posteljice, linija 2 = reakcija 2: 80 ng kalupa genomske DNA izolirane iz
tkiva posteljice, linija 3 = reakcija 3: 40 ng kalupa genomske DNA izolirane iz krvi, C" =

negativna kontrola.

Usporedbom intenziteta vrpci PCR amplikona reakcija 1 i 2, vidljivo je kako veca
koli¢ina kalupa DNA u PCR reakcijskoj smjesi nije rezultirala jac¢im intenzitetom signala vrpci
na gel elektroforezi, ve¢ je intenzitet obje vrpce bio priblizno jednak (Slika 12.). S obzirom na
zamijeceni rezultat, odluceno je prilikom provedbe reakcije umnazanja koristiti 40 ng po¢etnog
DNA kalupa, umjesto 80 ng, kako bi se ustedjela i ocuvala ograni¢ena koli¢ina pohranjenih
DNA izolata. Vrpca PCR amplikona reakcije 3, u ¢iju je PCR reakcijsku smjesu dodano 40 ng
genomske DNA izolirane iz krvi pupkovine, jaceg je intenziteta od onog iz reakcija 1 i 2 u
kojima je kori$tena genomska DNA izolirana iz tkiva posteljice. Razlog tome je razli¢it genotip
uzoraka, a ne tip tkiva iz kojeg je izolirana DNA. U reakciji 3 je koriSten uzorak genotipa S/S
koji ima dvije kopije S kalupa koje se iz tog razloga umnazaju u dva puta ve¢oj mjeri nego Sto
je to slucaj kod heterozigotnih S/L uzoraka 1 i 2 koji imaju samo jednu kopiju kalupa S i kalupa
L (Slika 12.). Stoga, razlika u intenzitetu vrpci reakcija 1 i 3 proizlazi iz razli¢itih genotipova,
a ne iz razlike u vrsti ispitanih tkiva. Uzevsi u obzir navedena opazanja, iz prakti¢nih je razloga

tkivo posteljice okvalificirano kao pogodniji izbor.
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4.6.1.2. Utjecaj PCR uredaja

Razli¢iti PCR uredaji medusobno se mogu razlikovati po stupnju to¢nosti 1 preciznosti
koji, primjerice, moze biti odraz sposobnosti kontrole i odrzavanja ispravne i ujednacene
temperature tijekom pojedinih faza PCR reakcije (www.thermofisher.com, a). 1z tog razloga,
ispitan je utjecaj razli¢itih PCR uredaja na efikasnost reakcije umnazanja. PCR reakcije istih
uzoraka, pri istim postavkama umnazanja provedene su u dva razli¢ita PCR uredaja, T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) te Thermal Cycler GeneAmp PCR System 2400
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Usporedba efikasnosti umnazanja 5-HTTLPR

PCR amplikona koristenjem dva razli¢ita PCR uredaja prikazana je na Slici 13.

DirectLoad™ PCR 100 | DirectLoad™ PCR 50 M1 1 2 (on M2 3 4 C
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Slika 13. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze PCR amplikona koriStenih za
optimizaciju PCR metode za genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR. M1 = DNA ljestvica
(DirectLoad™ PCR 100 bp Low Ladder), linije 1 i 2 = reakcija umnaZanja provedena pomocu
PCR uredaja Thermal Cycler GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific), M2 = DNA ljestvica (DirectLoad™ PCR 50 bp DNA Step Ladder), linije 3
i 4 = reakcija umnazanja provedena pomocu PCR uredaja T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad

Laboratories), C” = negativna kontrola.

Usporedbom dobivenih rezultata, vidljivo je kako su vrpce PCR amplikona uzoraka 1 i
2 znacajno slabijeg intenziteta, nego vrpce PCR amplikona uzoraka 3 i 4, te da je iz tog razloga

ocitavanje genotipova uzoraka 1 i 2 uvelike otezano (Slika 13.). Reakcija umnaZanja uz
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koristenje Thermal Cycler GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific) PCR uredaja, pri istim postavkama umnazanja, manje je efikasna nego reakcija
umnazanja provedena pomoc¢u T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) PCR uredaja,

stoga je odluceno u daljnjem radu koristiti potonji PCR ureda;.

4.6.1.3. Utjecaj uvjeta PCR reakcije

Duljina trajanja i temperatura svakog pojedinog koraka reakcije umnazanja mogu se
modificirati kako bi se optimizirala proizvodnja Zeljenog PCR amplikona (Lorenz, 2012).
Inicijalne reakcije umnaZanja rezultirale su nezadovoljavaju¢im stupnjem intenziteta PCR
amplikona i nespecificnom amplifikacijom priblizne veli¢ine 350 bp (Slika 14.), stoga je
odlu¢eno modificirati odredene postavke reakcije umnazanja: duljinu trajanja faze elongacije

(1) 1 broj ciklusa umnazanja (2).

U inicijalnim eksperimentima vrijeme elongacije iznosilo je 30 sekundi, a broj ciklusa
umnazanja je bio 30 (Slika 14.).

1 [ T™M
DirectLoad™ PCR 50 M 1 2 3
bp DNA Step Ladder

Slika 14. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze PCR amplikona u optimizaciji PCR
metode za genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR. M = DNA ljestvica (DirectLoad™ PCR
50 bp DNA Step Ladder), linije 1-3 = 5-HTTLPR PCR amplikoni s prisutnom nespecificnom

amplifikacijom priblizne veli¢ine 350 bp). Vrijeme elongacije: 30 sekundi, broj ciklusa: 30.
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(1) Inicijalno trajanje elongacije je produljeno na 35 sekundi. Tijekom faze elongacije
reakcije umnazanja dolazi do produljenja oligonukleotidnih pocetnica i sinteze zeljenih PCR
amplikona. Vrijeme trajanja faze elongacije ovisi o brzini kojom DNA polimeraza sintetizira
lanac DNA i duljini ciljnog fragmenta DNA, a neadekvatan iznos trajanja vremena elongacije
moze dovesti do pojave nespecificne amplifikacije ili do izostanka ciljane amplifikacije
(www.bio-rad.com; www.thermofisher.com, b). Produljenjem vremena elongacije s 30 (Slika
14.) na 35 sekundi (Slika 15.) postignut je zadovoljavajuci intenzitet signala specifiénih PCR
amplikona te je znatno umanjen stupanj pojave nespecifi¢nih amplifikacija. 1z tog razloga je u

daljnjem radu odluceno koristiti vrijeme elongacije od 35 sekundi.

DirectLoad™ PCR
100 bp Low Ladder

Slika 15. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze PCR amplikona u optimizaciji PCR
metode za genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR. M = DNA ljestvica (DirectLoad™ PCR
100 bp Low Ladder), linije 1-2 = uzorci, C™ = negativna kontrola. Vrijeme elongacije: 35

sekundi, broj ciklusa: 30.

(2) Osim trajanja faze elongacije, inicijalna reakcija s 30 ciklusa umnazanja (Slika 14.)
modificirana je tako da je broj ciklusa umnaZanja povecan na 35 (Slika 16.). Povecanje broja
ciklusa umnazanja rezultira ve¢om koli¢inom nastalih PCR amplikona $to pridonosi njihovoj
boljoj vizualizaciji na gel elektroforezi i olakSava odredivanje genotipova uzoraka. Medutim,
preveliko povecanje broja ciklusa Cesto rezultira povecanjem broja neZeljenih amplifikacija

(Lorenz, 2012). Povecanje broja ciklusa uzrokovalo je pojavu nespecificnog umnazanja
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vidljivog u obliku kontinuiranih ,,mrlja* (engl. smear) iznad specificnih fragmenata DNA. Uz
to, specifi¢na amplifikacija bila je slabija, najvjerojatnije zato Sto se tijekom reakcije umnazanja
nisu preferencijalno umnazali ciljani fragmenti DNA, ve¢ i oni nespecifi¢ni. S obzirom na to
da navedenim povecanjem broja ciklusa nije ostvaren zadovoljavaju¢i ucinak, broj ciklusa

umnazanja u daljnjem radu podesen je na inicijalnih 30.

DirectLoad™ PCR
100 bp Low Ladder
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Slika 16. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze PCR amplikona u optimizaciji PCR
metode za genotipizaciju polimorfizma 5-HTTLPR. M = DNA ljestvica (DirectLoad™ PCR
100 bp Low Ladder), 1-2 = uzorci, C™ = negativna kontrola. Vrijeme elongacije: 30 sekundi,

broj ciklusa: 35.

4.6.2. Optimizacija postupka agarozne gel elektroforeze

Postavke agarozne gel elektroforeze koriStene prilikom genotipizacije promotorskog
polimorfizma 5-HTTLPR preuzete su iz literature (Blazevi¢ i sur., 2017; Hranilovi¢ i sur.,
2000) uz odredene izmjene. Analiziran je ucinak razliitih parametara na kvalitetu rezultata
agarozne gel elektroforeze te su odredene najpovoljnije postavke metode ispitivanjem sljedecih

parametara: (1) koli¢ina boje u agaroznom gelu, (2) postotka agaroze u gelu.

(1) Tijekom pripreme agaroznog gela, prije nego Sto nastupi polimerizacija gela,
ohladenoj otopini agaroze dodaje se propisani volumen boje za vizualizaciju nukleinskih

kiselina (MIDORI®™" Advance Safe) (engl. pre-staining). Poveéanjem koristenog volumena
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boje za vizualizaciju nukleinskih kiselina pokuSao se dodatno povecati intenzitet signala PCR
amplikona i produkata restrikcijske digestije na agaroznom gelu. Za tu svrhu, usporeden je
dobiveni intenzitet signala fragmenata DNA koriStenjem 0,75 i 1,5 pL boje za vizualizaciju
nukleinskih kiselina po 15 mL agaroznog gela (Slike 17. i 18.). Pove¢anjem volumena boje za
vizualizaciju nukleinskih kiselina postignut je ja¢i intenzitet signala PCR amplikona, ali i
nespecificnih fragmenata u amplifikaciji DNA (Slika 18.). 1z tog razloga, vecéa koli¢ina boje
(1,5 pL/15 mL agaroznog gela) za vizualizaciju nukleinskih kiselina koristena je samo za

vizualizaciju produkata restrikcijske digestije, ali ne i za vizualizaciju PCR amplikona.

(2) Odabir koncentracije agaroznog gela prvenstveno ovisi o veli¢ini DNA fragmenata
koji se analiziraju. Niske koncentracije agaroznog gela koriste se za odvajanje velikih
fragmenata DNA, dok visoke koncentracije omoguéuju razdvajanje manjih fragmenata DNA
(www.giagen.com/us). U inicijalnom protokolu za vizualizaciju PCR amplikona predvidena je
3 %-tna koncentracija agaroznog gela te je sa spomenutom koncentracijom gela postignut
zadovoljavaju¢ stupanj vizualizacije fragmenata DNA (Slika 17.). Medutim, iz prakti¢nih
razloga, testirana je i niza koncentracija agaroznog gela od 2,5 % (Slika 18.). KoriStenjem
agaroznog gela koncentracije 2,5 %, u usporedbi s gelom koncentracije 3 %, postignut je
donekle nizi, ali ipak zadovoljavajuci stupanj razlucivanja fragmenata DNA $to je vidljivo na
primjeru DNA ljestvice (DirectLoad™ PCR 50 bp DNA Step Ladder) ¢iji su fragmenti DNA
na prikazu agarozne gel elektroforeze jasno razdvojeni, iako njihova razlika u duljini iznosi
samo 50 bp (Slika 18.). Koristenjem agaroznog gela nize koncentracije (2,5 %), u usporedbi s
gelom viSe koncentracije (3 %), postupak pripreme gela viSestruko je olakSan 1 ubrzan, a

dobiveni se gel odlikovao visokim stupnjem homogenosti.
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DirectLoad™ PCR M 1 2 3
100 bp Low Ladder

Slika 17. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze 5-HTTLPR PCR amplikona
koristenih u optimizaciji postupka agarozne gel elektroforeze. M = DNA ljestvica
(DirectLoad™ PCR 100 bp Low Ladder), linije 1-3 = PCR amplikoni. Koncentracija
agaroznog gela (3 %), volumen boje za vizualizaciju nukleinskih kiselina MIDOR|S"een

Advance Safe (0,75 uL/15 mL agaroznog gela).

DirectLoad™ PCR 50 M 1 2 3
bp DNA Step Ladder

Slika 18. Prikaz agarozne gel elektroforeze 5-HTTLPR PCR amplikona koristenih u
optimizaciji postupka agarozne gel elektroforeze. M = DNA ljestvica (DirectLoad™ PCR 50
bp DNA Step Ladder), linije 1-3 = PCR amplikoni, koncentracija agaroznog gela (2,5 %),
volumen boje za vizualizaciju nukleinskih kiselina MIDORI®"™" Advance Safe (1,5 pL/15
mL agaroznog gela).
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S namjerom povecéanja intenziteta dobivenih DNA vrpci isprobana je i post-staining
metoda u kojoj se gel za elektroforezu boji u otopini za vizualizaciju DNA nakon elektroforeze
I razdvajanja fragmenata DNA na gelu. Bojanje agaroznog gela nakon elektroforeze provedeno
je inkubacijom gela u otopini koja se sastojala od 20 mL TAE pufera i 4 uL boje za vizualizaciju
nukleinskih kiselina MIDORI®"e" Advance Safe, na sobnoj temperaturi u trajanju od 1 h. Prikaz
2,5%.tne agarozne gel elektroforeze produkata restrikcijske digestije vizualiziranih bojanjem
gela prije i nakon elektroforeze prikazan je na Slici 19. 1z dobivenih rezultata vidljivo je kako
bojanjem gela nakon elektroforeze, u usporedbi s bojanjem prije elektroforeze, nije postignut
bolji stupanj vizualizacije vrpci, ve¢ je najvjerojatnije doslo do difundiranja fragmenata DNA
izvan gela. 1z tog razloga, post-staining metoda bojanja nukleinskih kiselina nije koriStena u

daljnjem radu.

DirectLoad™ PCR 50 M 1 2 DirectLoad™ PCR 50 M 1 2
bp DNA Step Ladder bp DNA Step Ladder

Slika 19. Prikaz 2,5%-tne agarozne gel elektroforeze produkata restrikcijske digestije
5-HTTLPR PCR amplikona koriStenih u optimizaciji postupka agarozne gel elektroforeze.
M = DNA ljestvica (DirectLoad ™ PCR 50 bp DNA Step Ladder), linije 1, 2 = uzorci. Lijevi

prikaz — pre-staining metoda bojanja nukleinskih kiselina; desni prikaz — post-staining

metoda bojanja nukleinskih kiselina.
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5. RASPRAVA

Glavni cilj ovog istraZivanja bio je ispitati potencijalnu povezanost polimorfizama gena
za serotoninski prijenosnik, SLC6A4, s antropometrijskim karakteristikama novorodencadi.
Analizirana su ukupno tri polimorfizma gena SLC6A4, promotorski polimorfizam duljine 5-
HTTLPR, polimorfizam zamjene pojedina¢nog nukleotida rs25531 te intronski polimorfizam
varijabilnog broja ponavljanja STin2. Promatrane antropometrijske karakteristike ukljucivale
su porodajnu masu i duljinu te ponderalni indeks novorodencadi. Prije same analize, provjeren
je utjecaj potencijalno zbunjujucih varijabli majke i novorodenceta: maj¢inog pregestacijskog
ITM, prirasta mase u trudno¢i, pariteta te gestacijske dobi novorodenceta, na antropometrijske
karakteristike novorodenceta. U slucaju porodajne mase i duljine nisu uocene statisticki
znacajne razlike izmedu skupina novorodencadi razli¢itog genotipa, niti kod jednog
analiziranog polimorfizma, bez obzira na spol novorodencadi. Statisticki znacajna razlika u
ponderalnom indeksu izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa za STin2 polimorfizam
opazena je u ukupnom uzroku i u skupini zenske, ali ne i muske novorodencadi. U sluc¢aju
polimorfizama 5-HTTLPR irs25531 nije zabiljeZena statisti¢ki znacajna razlika u ponderalnom
indeksu izmedu skupina novorodencadi razli¢itog genotipa, niti u jednoj spolnoj skupini, niti u

ukupnom uzorku.

Testiranje geneticke ravnoteze u analiziranom uzorku populacije s obzirom na Hardy-
Weinbergov model ravnoteze provedeno je u svakoj spolnoj skupini zasebno, kao i u ukupnom
uzorku. Hardy-Weinbergov princip opisuje kako se ucéestalosti genotipova ili alela u odredenoj
populaciji ne mijenjaju izmedu generacija, u odsustvu evolucijskih mehanizama poput prirodne
selekcije, mutacija, migracija i dr. StatistiCko odstupanje od Hardy-Weinbergovog modela
ravnoteze ukazuje na to kako je doslo do kr$enja odredenih pretpostavki teorema te bi dobivene
rezultate analize iz takvih populacija trebalo tumaciti s oprezom (Waples, 2014). U slu¢aju sva
tri analizirana polimorfizma u svakoj spolnoj skupini zasebno, kao i u ukupnom uzorku,
opazene frekvencije genotipova nisu statisticki znafajno odstupale od ocekivanih. Za
5-HTTLPR polimorfizam, ucestalost genotipova L/L, S/L i S/S u ukupnom uzorku (N=187)
iznosila je 37,4 %, 45,5 % i 17,1 %, redom. Frekvencije L i S alela u ukupnom uzorku iznosile
su 60,2 % 139,8 %, redom. Nije zabiljezena statisticki znacajna razlika u frekvenciji spomenutih
genotipova i alela izmedu muske i zenske spolne skupine (p = 0,166; p = 0,749). Dobiveni
rezultati u skladu su s dosad zabiljezenom distribucijom genotipova i alela polimorfizma
5-HTTLPR unutar hrvatske populacije (Culej i sur., 2020; Blazevi¢ i sur., 2017; Culej i sur.,
2014; Stefulj i sur., 2010; Noskova i sur., 2008; Hranilovi¢ i sur., 2003). U trialelnoj klasifikaciji
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5-HTTLPR polimorfizma, koja ukljucuje razliku sudionika i s obzirom na rs25531
polimorfizam, utvrdene frekvencije genotipova S/S, S/Lg, S/La, La/Lc i La/La u ukupnom
uzorku iznosile su 17,1, 2,1, 43,3, 81 29,5 %, redom, dok su frekvencije alela S, La i Lg iznosile
39,8, 55,115,1 %, redom. Nije zabiljezena statisticki znacajna razlika u frekvenciji genotipova
rs25531 polimorfizma i alela izmedu muske i zenske spolne skupine (p = 0,339; p = 0,925).
Genotip Le/Lc nije zabiljezen u analiziranom uzorku populacije (N=187). Navedeni rezultati u
skladu su s dostupnim podacima o hrvatskoj i bjelackoj populaciji (Blazevi¢ i sur., 2017; Hu i
sur., 2006). Naime, Hu 1 sur. biljeze kako je omjer alela S:La:Lg u bjelackoj populaciji iznosio
4:5:1 $to ukazuje na relativno nisku frekvenciju Lg alela u odnosu na S i La alele. Takoder,
poznato je kako je alel Lg ucestaliji u africkoj i azijskoj, nego u europskoj populaciji (Murdoch
i sur., 2013; Hu 1 sur., 2006). Blazevi¢ i sur. u svojem istrazivanju provedenom na uzorku
novorodencadi pretezito hrvatskog porijekla (N=50) biljeze frekvencije genotipova (S/S (8 %),
S/LA (48 %), La/Lc (6 %) i La/LA (38 %)) usporedive s onima dobivenim ovim istraZivanjem.
Autori nisu zabiljeZili niti jedan uzorak Lc/Lc genotipa, ali niti S/Lg genotipa (Blazevic i sur.,
2017). Ovakvi nalazi upuéuju na vrlo nisku zastupljenost Le/Lc i S/Lc genotipova u hrvatskoj
populaciji §to je potvrdeno rezultatima dobivenima u sklopu ovog diplomskog rada gdje su
frekvencije navedenih genotipova iznosile 0 i 2,1 %, redom. Za intronski STin2 polimorfizam,
utvrdena ucestalost genotipova 12/12, 12/10, 10/10, 12/9 i 10/9 u ukupnom uzorku iznosila je
35,8, 45,5, 13,9, 2,1 i 2,7 %, redom, dok su frekvencije alela STin2.12, STin2.10 i STin2.9
iznosile 59,6, 38 i 2,4 %, redom. Nije zabiljeZena statisti¢ki znacajna razlika u frekvenciji STin2
genotipova i alela izmedu muske i1 zenske spolne skupine (p = 0,239; p = 0,448). Genotip 9/9
nije zabiljezen u ukupnom uzorku populacije, dok su uzorci genotipa 10/9 zabiljezeni samo u
muskoj spolnoj skupini. Rezultati analize provedene na uzorku zdravih kontrolnih ispitanika
hrvatskog/juznoslavenskog porijekla (N=299), upucuju na gotovo istovjetan trend raspodjele
STin2 genotipova i alela (12/12 (41 %), 12/10 (41 %), 10/10 (13 %), 12/9 (3 %) i 10/9 (2 %);
STin2.12 (63 %), STin2.10 (35 %) i STin2.9 (2 %)), pri ¢emu autori nisu zabiljezili niti jedan
uzorak genotipa 9/9 (Hranilovi¢ i sur., 2003). Niska frekvencija alela STin2.9 zabiljeZena je i u
drugim istrazivanjima provedenima na ispitanicima hrvatskog porijekla. Blazevi¢ i sur. u
svojem istrazivanju nisu zabiljeZili pojavu genotipova 9/9 i 10/9, dok su Stefulj i sur. u
kontrolnoj skupini zdravih ispitanika (N=170) naveli pojavu samo alela STin2.12 i STin2.10,
ali ne i STin2.9 (Blazevié i sur., 2017; Stefulj i sur., 2010). Poznato je kako je uestalost alela
STin2.9 u europskim populacijama niska, dok je na globalnoj razini frekvencija alela STin2.12

u velikoj veéini slucajeva vecéa od frekvencije alela STin2.10 (Murdoch i sur., 2013).
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Rast i razvoj fetusa odredeni su ponajprije gestacijskom dobi fetusa, ali i odredenim
genetickim 1 okoliSnim c¢imbenicima (Roje i sur., 2004). Poznato je kako odredene
karakteristike majki mogu utjecati na antropometrijske parametre novorodencadi (De Carvalho
Padilha i sur., 2009). Karakteristike majki analizirane u sklopu ovog istrazivanja bile su dob pri
porodu, paritet, pregestacijski ITM te prirast mase u trudno¢i. Za navedene karakteristike majki,
kao 1 za gestacijsku dob pri porodu, nije zabiljeZena znacajna statisticka razlika ovisna o spolu
novorodencadi. Vrijednosti antropometrijskih parametara novorodencadi, porodajne mase,
duljine i ponderalnog indeksa, bile su normalno distribuirane i u skladu s hrvatskim prosjekom
(Kol¢i¢ i sur., 2005; Roje i sur., 2004). Izmedu Zenske i muske spolne skupine novorodencadi
opazena je statisticki zna¢ajna razlika u porodajnoj masi i duljini (p < 0,0001). Takvi rezultati
su ocekivani s obzirom na to kako je u prosjeku muska novorodencad vec¢ih dimenzija nego
zenska novorodencad (Soljaci¢ Vrane$ i Djakovi¢, 2015; Kol¢i¢ 1 sur., 2005). Medutim,
vrijednosti porodajne mase i duljine same po sebi ne definiraju jasno razliku izmedu normalnog
i neuravnotezenog fetalnog rasta (Landmann i sur., 2006). Za tu svrhu uvrijeZena je upotreba
ponderalnog indeksa kao antropometrijske mjere koja medusobno povezuje i stavlja u omjer
porodajnu masu i duljinu te se smatra boljim mjerilom uhranjenosti novorodencadi u usporedbi
s porodajnom masom 1 duljinom kao samostalnim parametrima. U ovom istraZivanju nije
opazena razlika u vrijednosti ponderalnog indeksa izmedu Zenske i muske novorodencadi (p =
0,263) sto je u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja u kojima se pokazalo kako spol
novorodencadi nema statisti¢ki znacajan utjecaj na proporcionalnost fetalnog rasta (Landmann
i sur., 2006, Roje i sur., 2004). Drugim rije¢ima, iako se muska i Zenska novorodencad u
istrazivanoj populaciji razlikuju po vrijednostima porodajne mase i duljine, same proporcije

tijela iskazane ponderalnim indeksom novorodenc¢adi ne ovise o spolu.

Zbunjujuée varijable (engl. confounding variables) jesu varijable koje koreliraju,
pozitivno ili negativno, i s ovisnom i s nezavisnom varijablom nekog istraZivanja. Prisutnost
nepoznatih zbunjujucih varijabli koje nisu uklju€ene u analizu moze dovesti do krive procjene
odnosa izmedu nezavisnih i zavisnih varijabli: laZzno pozitivnih ili negativnih rezultata te do
pristranosti analize rezultata (engl. bias) (Pourhoseingholi i sur., 2012). U ovom istrazivanju,
Utjecaj potencijalno zbunjujucih varijabli majke 1 novorodenceta: maj¢inog pregestacijskog
ITM, prirasta mase u trudnoci, pariteta i gestacijske dobi novorodenceta, na antropometrijske
karakteristike novorodenceta, odreden je provjerom korelacije antropometrijskih karakteristika
novorodencadi s navedenim potencijalno zbunjujué¢im varijablama, u svakoj spolnoj skupini

novorodencadi zasebno. Navedene varijable okarakterizirane su kao potencijalno zbunjujuce s
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obzirom na ranija istrazivanja koja ukazuju na to da bi spomenute varijable mogle imati
statisticki znacajan utjecaj na porodajnu masu i duljinu te ponderalni indeks novorodencadi,
zbog Cega bi mogle potencijalno interferirati u analizi podataka (Ali i sur., 2020; Elhddad i sur.,
2014; Jeri¢ i sur., 2013; De Carvalho Padilha i sur., 2009; Mileti¢ i sur., 2007; Roje i sur., 2004).
Za potencijalno zbunjujuce varijable za koje je utvrden statisticki znacajan stupanj korelacije s
antropometrijskim karakteristikama novorodencadi, kao $to su prirast majcine mase u trudnodi,
paritet i gestacijska dob novorodenceta u zenskoj spolnoj skupini te pregestacijski ITM, prirast
majcine mase u trudno¢i i gestacijska dob novorodenceta u muskoj spolnoj skupini
novorodencadi, provjerena je i moguca povezanost s polimorfizmima 5-HTTLPR, rs25531 i
STin2. Ni za jednu potencijalno zbunjujucu varijablu nije utvrdena razlika izmedu skupina
odredenog genotipa, bez obzira na analizirani polimorfizam ili spol novorodenceta. 1z tog
razloga, prethodno opazena povezanost antropometrijskih karakteristika novorodencadi i
potencijalno zbunjujucih karakteristika majki i novorodencadi mogla se zanemariti prilikom

usporedbe sudionika odredenog genotipa po porodajnoj masi i duljini te ponderalnom indeksu.

Utvrdivanje potencijalne povezanosti polimorfizama 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 s
antropometrijskim karakteristikama novorodencadi provedeno je zasebno za svaki od
polimorfizama grupiranjem novorodencadi u skupine odredenog genotipa i usporedbom
navedenih skupina s obzirom na porodajnu masu i1 duljinu te ponderalni indeks. Analiza
prikupljenih podataka provedena je zasebno u Zenskoj (N=80) i muskoj (N=107) spolnoj
skupini s obzirom na utvrdenu statisticki znacajnu razliku u porodajnoj masi i duljini izmedu
zenske 1 muske novorodencadi (p < 0,0001), dok je u sluc¢aju ponderalnog indeksa, uz zasebne
analize u svakoj spolnoj skupini, provedena i dodatna analiza na ukupnom uzorku (N=187). U
sluaju porodajne mase, nije uocena statisticka znacajna razlika izmedu genotipnih skupina
novorodencadi ni u jednoj spolnoj skupini, ni kod jednog analiziranog polimorfizma gena
SLC6A4. Sli¢ni rezultati dobiveni su i za porodajnu duljinu gdje takoder nije zabiljezena
statisticka znacaja razlika izmedu skupina novorodencadi razli¢itog genotipa kod sva tri
analizirana polimorfizma, bez obzira na spol novorodencadi. Zanimljivo, iako prvotnom
analizom povezanosti polimorfizma rs25531 i antropometrijskih karakteristika novorodencadi
nije zabiljeZen statisticki znacajan efekt, u muskoj spolnoj skupini je post-hoc Tukey testom,
nakon iskljucivanja skupine genotipa S/Lg s vrlo malim brojem ispitanika (N=2), dobivena
statisticki znacajna razlika u porodajnoj duljini izmedu razlicitih rs25531 skupina, specifi¢no,
izmedu ispitanika genotipova S/La i La/Le (p = 0,009). S druge strane, statisticki znacajna

razlika u ponderalnom indeksu izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa za STin2
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polimorfizam opazena je u ukupnom uzroku i u skupini zenske, ali ne i muske novorodencadi.
U slucaju polimorfizama 5-HTTLPR i rs25531 nije zabiljezena statisticka znacajna razlika u
ponderalnom indeksu izmedu skupina novorodencadi razli¢itog genotipa, niti u jednoj spolnoj
skupini, niti u ukupnom uzorku. Rezultati povezanosti promotorskog polimorfizma 5-HTTLPR
s porodajnom masom novorodencadi u skladu su s rezultatima koje biljeze Conley i Rauscher
(Conley i Rauscher, 2013). U istrazivanju na parovima jednojaj¢anih i dvojajcanih blizanaca
nisu pronasli utjecaj S-HTTLPR polimorfizma na razlike u porodajnoj masi unutar parova
blizanaca, niti na individualnoj razini. Medutim, kao jedan od nedostataka istrazivanja navode
kako za odreden broj ispitanika podaci o porodajnoj masi nisu u potpunosti prikupljeni §to je
nepovoljno utjecalo na veli¢inu analiziranog uzorka i statisticku snagu istrazivanja (Conley 1
Rauscher, 2013). S druge strane, razli¢ita istrazivanja (Dias i sur., 2016; Ugeyler i sur, 2010)
ukazuju na medijatorsku ulogu fizi¢ke aktivnosti u povezanosti 5-HTTLPR polimorfizma s
masom pri ¢emu se rezultati navedenih istrazivanja ne podudaraju u potpunosti. U istrazivanju
na SERT” misevima (Ugeyler i sur, 2010), snizena ekspresija transportera SERT, koja je u
populacijskim istrazivanjima povezana sa S alelom (lurescia i sur, 2016), bila je u vezi s
pretiloS¢u uslijed smanjene fizicke aktivnosti. U drugom je istrazivanju (Dias i sur., 2016)
prekomjerna tjelesna masa opazena kod fizi¢ki neaktivnih nositelja L alela, koji se povezuje s
povisenom ekspresijom transportera SERT (lurescia i sur, 2016). 1z navedenih istrazivanja
mogla bi se pretpostaviti veza 5-HTTLPR genotipa s fizickom aktivnosc¢u i tjelesnom masom
te moguca kompenzacijska uloga fizicke aktivnosti u ublazavanju efekata genotipa. Ipak, ovu
pretpostavku nije bilo moguce provjeriti u tumacenju rezultata dobivenih na nasem uzroku
novorodencadi jer se fizicka aktivnost nije mogla uzeti u obzir kao moguci posrednik u vezi
izmedu 5-HTTLPR genotipa i tjelesne mase. S druge strane, Oberlander i sur. zamijetili su
odreden utjecaj polimorfizma 5S-HTTLPR na porodajnu masu novorodencadi koja je prenatalno
bila izlozena SSRI terapiji Ciji je krajnji efekt analogan sniZenoj ekspresiji serotoninskog
transportera, a koja se takoder povezuje sa S alelom (Iurescia i sur, 2016). U ovom istrazivanju
navodi se kako je novorodenéad S/L genotipa imala znacajno nize vrijednosti porodajne mase
u usporedbi s novorodencadi ostalih genotipova. Pored toga, kada je utjecaj gestacijske dobi
uzet u obzir, navode kako su vrijednosti porodajne mase novorodencadi S/S genotipa koja je
prenatalno bila izlozena SSRI terapiji bile znacajno viSe u usporedbi s porodajnom masom
novorodencadi koja nije bila izloZena spomenutoj terapiji (Oberlander i1 sur., 2008). 1z
navedenog bi se mogao pretpostaviti aditivan efekt alela S 1 SSRI terapije na porodajnu masu.
Ispitivanja o potencijalnoj povezanosti polimorfizma zamjene pojedinacnog nukleotida

rs25531 s antropometrijskim vrijednostima novorodencadi takoder su zabiljezena u literaturi.
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Rezultati prikazani u poglavlju 4.5. u skladu su s rezultatima koje biljeze Mueller i sur. koji
navode kako se porodajne mase novorodencadi grupirane u skupine prema razini genotipom
odredene transkripcijske aktivnosti gena SLC6A44 nisu statisti¢ki znacajno razlikovale (Lg/La,
S/Lg, S/S: 3345 +£433 g; S/La, La/Lg: 3532 +£437 g; La/La: 3501 + 386 g). Medutim, s obzirom
na to da raspodjela genotipova unutar analiziranog uzorka ispitanika (N=126) nije bila u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi, autori naglasavaju kako bi dobivene rezultate trebalo tumaciti s
oprezom (Mueller i sur., 2010). Povezanost intronskog polimorfizma varijabilnog broja
ponavljanja tandemskih sljedova STin2 i antropometrijskih karakteristika novorodencadi dosad
nije ispitana. Odredena istrazivanja provedena na populacijama djece 1 odraslih nisu uocila
znacajnu poveznicu izmedu iznosa tjelesne mase i razli¢itih genotipova polimorfizma STin2
(Uzun i sur., 2015), dok druga istrazivanja navode povezanost alela STin2.10 te haplotipa L10
s prekomjernom tjelesnom masom 1 pretilos¢u te zastitni ucinak haplotipa S12 od nastanka
pretilosti (Manco 1 sur., 2020; Dias 1 sur., 2016). U okviru ovog diplomskog rada nije zabiljeZen
efekt STin2 polimorfizma na porodajnu masu i duljinu novorodencadi u muskoj i Zzenskoj
spolnoj skupini. Ipak, sagledavanjem apsolutnih vrijednosti porodajne mase u zenskoj, a
naroc€ito u muskoj spolnoj skupini te porodajne duljine u muskoj spolnoj skupini, moze se
zamijetiti kako novorodencad s barem jednim alelom STin2.9 (genotipovi 12/9 1 10/9) ima niZe
vrijednosti porodajnih masa i duljina nego novorodencad ostalih genotipova, iako ne statisticki
znacajno. Na nedovoljno visoku razinu statisticke znacajnosti ovog nalaza mogla je utjecati
¢injenica kako su ispitanici genotipova 12/9 1 10/9 u analiziranom uzorku populacije zastupljeni
u relativno malom broju te ¢injenica kako u Zenskoj spolnoj skupini nisu uopée zabiljezeni
ispitanici genotipa 10/9. S druge strane, statisticki znacajna razlika u ponderalnom indeksu
izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa za STin2 polimorfizam, opaZena u ukupnom uzroku
(p = 0,026) 1 u skupini Zenske (p = 0,024), ali ne i muSke novorodencadi, je na granici
znacajnosti. 1z tog razloga, kao i zbog vrlo niske zastupljenosti pojedinih genotipova, dobiveni

rezultati bi se, prema mogucénostima, trebali potvrditi na ve¢em broju ispitanika.

Prevalencija prekomjerne tjelesne mase i pretilosti u konstantnom je porastu posljednjih
nekoliko desetljeca te predstavlja jedan od vodecih javnozdravstvenih problema na globalnoj
razini. Prekomjerna tjelesna masa glavni je ¢imbenik rizika za nastanak niza kroni¢nih bolesti,
poput kardiovaskularnih bolesti koje su vode¢i uzrok smrti diljem svijeta. Prekomjerna tjelesna
masa takoder moze dovesti do razvoja dijabetesa i ostalih povezanih stanja, ali i do poremecaja
miSi¢no-kostanog sustava poput osteoartritisa te do nastanka nekih vrsta tumora. Rizik razvoja

navedenih nezaraznih (engl. noncommunicable) bolesti znatno se povecava i1 kada osoba ima
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tek neznatan visak kilograma te postaje ozbiljniji s povecanjem ITM (who.int.; Musi¢
Milanovi¢ i Bukal, 2018). Prepoznavanje potencijalnih bioloskih, genskih, okoli$nih i ostalih
faktora rizika koji dovode do nastanka debljine, s ciljem predvidanja nastanka, prevencije i
lijeCenja, od iznimne je vaznosti (Ogunbode i sur., 2011). Serotonin predstavlja
multifunkcionalnu signalnu molekulu uklju¢enu u Sirok raspon fizioloskih funkcija, ali i
patoloskih stanja. Sve veéi broj dokaza ukazuje na njegovu ulogu u nastanku pretilosti i drugih
metaboli¢kih poremecéaja (Yabut i sur., 2019; Crane i sur., 2015; Namkung i sur., 2015).
Poznato je kako centralni serotonin sudjeluje u odrzavanju energijske homeostaze tako da
snizava UNOS energije smanjenjem apetita te povecava potro$nju energije aktivacijom smedeg
masnog tkiva putem simpatickog ziv€éanog sustava (Namkung i sur., 2015). S druge strane,
periferni serotonin ima klju¢nu ulogu u regulaciji homeostaze glukoze i lipida djelujuéi na
razli¢ite organe i tipove stanica. Pokazalo se kako serotonin proizveden u / stanicama gusterace
potice izlucivanje inzulina, dok onaj proizveden u crijevima djeluje na jetru tako da promice
glukoneogenezu te zaustavlja unos glukoze u jetru (EI-Merahbi i sur., 2015; Sumara i sur.,
2012; Paulmann i sur., 2009). Osim toga, pojacana serotoninska signalizacija u bijelom masnom
tkivu potice lipolizu te smanjuje unos glukoze i proizvodnju adiponektina (EI-Merahbi i sur.,
2015; Sumara i sur., 2012; Uchida-Kitajima i sur., 2008). S obzirom na to da transporter SERT
ima veliku ulogu u regulaciji serotoninske aktivnosti, razumijevanje i razjasnjavanje njegove
uloge u regulaciji energijske ravnoteze i patofiziologiji pretilosti od klju¢ne je vaznosti. Niz
istrazivanja provedenih na mi§evima (Zha i sur., 2017; Ugeyler i sur., 2010; Chen i sur., 2001)
i ljudima (Giannaccini i sur., 2013; Lewis i sur., 2010; Oberlander i sur., 2008) potvrduje
njegovu neizostavnu, ali i jo$ uvijek nedovoljno istrazenu ulogu kao jednog od znacajnih

faktora ukljuc¢enih u regulaciju tjelesne mase.

Genotipizacija polimorfizama 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 provedena je po protokolu
preuzetom iz literature (Blazevi¢ i sur., 2017; Hranilovi¢ i sur., 2000) uz odredene izmjene.
Postupak optimizacije metode obuhvacao je modifikaciju PCR reakcije i postupka agarozne gel
elektroforeze. Pokazalo se kako povecanje koli¢ine koristenog kalupa genomske DNA u PCR
reakciji, kao 1 koriStenje razliCitih vrsta tkiva iz kojih je izolirana genomska DNA, nije utjecalo
na povecanje efikasnosti same reakcije umnazanja. S druge strane, zamije¢ena je znacajna
razlika u efikasnosti PCR reakcija izmedu razli¢itih PCR uredaja. Pored toga, izmjenom uvjeta
PCR reakcije 1 pove¢anjem trajanja vremena elongacije postignut je zadovoljavajuéi intenzitet
signala specificnih PCR amplikona te je znatno umanjen stupanj pojave nespecifi¢nih

amplifikacija, dok je povecanje broja ciklusa umnazanja rezultiralo slabijom specificnom
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amplifikacijom i pojavom nespecificnog umnazanja. Optimizacija postupka agarozne gel
elektroforeze obuhvacala je utvrdivanje optimalnog volumena boje za vizualizaciju nukleinskih
kiselina, kao i utvrdivanje optimalne koncentracije agaroznog gela. Pri tome je povecana
koli¢ina boje za vizualizaciju nukleinskih kiselina koristena samo za vizualizaciju produkata
restrikcijske digestije kod kojih je pove¢anjem volumena boje postignut ja¢i intenzitet signala.
Za vizualizaciju PCR amplikona koristen je manji volumen boje za vizualizaciju nukleinskih
kiselina zbog pojave prevelikog intenziteta signala nespecificnih fragmenata i pozadinskog
obojenja do kojih dolazi zbog koriStenja prevelike koncentracije boje. Inicijalno predvidena
koncentracija agaroznog gela smanjena je iz prakti¢nih razloga, dok je u isto vrijeme uspjesno
zadrzan zadovoljavaju¢i stupanj razdvajanja i vizualizacije fragmenata DNA. Naposljetku,
utvrdeno je kako se post-staining metoda (bojanje gela nakon agarozne gel elektroforeze u
otopini boje za vizualizaciju nukleinskih kiselina) nije pokazala superiornijom u odnosu na pre-
staining metodu (boja za vizualizaciju nukleinskih kiselina nalazi se u sastavu agaroznog gela).
Prilikom elektroforeze PCR amplikona, primije¢eno je kako veli¢ine PCR amplikona ne
odgovaraju oc¢ekivanim vrijednostima, ve¢ su fragmenti DNA na gelu bili pozicionirani tako da
su izgledali priblizno 30 bp dulji od o¢ekivanih vrijednosti. Potencijalno objaSnjenje opazenog
je da specifi¢an nukleotidni sastav u dobivenim PCR amplikonima utjece na njihovu migraciju
u gelu. Naime, nukleotidna sekvenca 5-HTTLPR PCR amplikona iznimno je bogata
ponavljaju¢im GC nukleotidnim parovima te je iz tog razloga vrlo vjerojatna mogucénost
nastanka sekundarnih DNA struktura, a time i sporija migracija takvih fragmenata DNA kao
posljedica interakcija s porama gela (Blazevi¢ i sur., 2017; Lee i sur., 2012). Takva pretpostavka
mogla bi se potencijalno ispitati provedbom elektroforeze PCR amplikona u denaturiraju¢im
uvjetima kako bi se pobliZe mogla utvrditi migracija fragmenata DNA bez prisustva 1 utjecaja

sekundarnih struktura u DNA.

Provedeno istrazivanje ima nekoliko prednosti. Prvo, skupina ispitanika u ovom
istrazivanju je dobro definirana i regrutirana s istog geografskog podrucja koje je naseljeno
etnicki homogenim stanovnistvom pretezno hrvatskog podrijetla. Drugo, provedena je iscrpna
analiza prikupljenih bioloskih uzoraka koja je ukljucivala genotipizaciju sveukupno tri razli¢ita
polimorfizma gena SLC6A4, promotorskog polimorfizma duljine, polimorfizma zamjene
pojedina¢nog nukleotida i intronskog polimorfizma varijabilnog broja ponavljanja tandemskih
sljedova. Pri tome je funkcionalna vaznost i povezanost navedenih polimorfizama s
antropometrijskim varijablama novorodenceta koje su u fokusu ovog istrazivanja potkrepljena

ranijim istrazivanjima i stru¢nom literaturom. Uz to, temeljito prikupljeni klini¢ki podaci
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ispitanika koji su obuhvacali detaljan opis majCinih karakteristika te antropometrijskih
karakteristika novorodencadi omogucili su provedbu opSirne i sistemati¢ne analize statisticke
znacajnosti dobivenih nalaza. Trece, definiranjem i prihva¢anjem odredenih isklju¢nih kriterija,
kao $to su viSeplodna trudnoca, dijagnoza gestacijskog dijabetesa mellitusa, preniska vrijednost
maj¢inog pregestacijskog ITM, intrauterina restrikcija rasta te prijevremeni porodaj, izvr$en je
probir ukupnog broja uzoraka ukljuc¢enog u analizu kojim je dobiven homogen populacijski
uzorak $to je pozitivno utjecalo na vjerodostojnost i relevantnost dobivenih rezultata. Pored
toga, nepristranoj analizi podataka jednako je doprinijela 1 opSirna analiza utjecaja potencijalno
zbunjujuc¢ih varijabli koje su obuhvacale razliite karakteristike novorodenceta, ali i majke,
poput gestacijske dobi pri porodu, pariteta, pregestacijskog ITM te prirasta mase u trudno¢i. S
druge strane, odredeni aspekti provedenog istrazivanja mogli bi se unaprijediti. U prvome redu,
nakon prihvacanja zadanih iskljucnih kriterija, inicijalni broj ispitanika (N=328) znacajno je
reduciran (N=187) te je taj efekt dodatno potenciran dihotomizacijom analiziranog uzorka
populacije na Zzensku (N=80) i musku (N=107) spolnu skupinu $to se, posljedi¢no, negativno
odrazilo na samu statisticku snagu istrazivanja. Povecanje ukupnog broja ispitanika pridonijelo
bi vjerodostojnosti samih rezultata. Nastavno na to, zamije¢ena neuniformnost raspodjele
ispitanika s obzirom na spol, kao i odsutnost odredenih skupina genotipova u ukupnom uzorku
ili uzorku pojedinih spolnih skupina, mogle bi se prevenirati i korigirati na analogan nacin.
Naposljetku, u okviru ovog rada nisu ispitani utjecaji nepoznatih potencijalno zbunjujuc¢ih
varijabli, poput pusenja i/ili konzumacije alkohola za vrijeme trudnoce. S obzirom na odredene
naznake iz literature kako konzumacija alkoholnih pica i/ili duhanskih proizvoda za vrijeme
trudnoe moze znacajno utjecati na antropometrijske karakteristike novorodencadi (Vila
Candel i sur., 2015; Virji, 1991), testiranje spomenutih varijabli moglo bi doprinijeti boljem
razumijevanju i kvalitetnijoj interpretaciji podataka i rezultata. Medutim, navedene varijable u
okviru ovog rada ipak nisu uzete u obzir jer su podaci o konzumaciji alkohola i duhanskih
proizvoda prikupljeni za premali broj ispitanika Sto bi se moglo nepovoljno odraziti na
statisticku snagu istrazivanja. S obzirom na sve navedeno, ukazuje se potreba za provodenjem
dodatnih populacijskih istrazivanja na ve¢em broju ispitanika, ali i studija 0 mehanizmu kojim
bi spomenuti polimorfizmi, kao i ostali ¢imbenici, mogli utjecati na razinu ekspresije gena
SLC6A4. Takoder, korelacijska analiza ne implicira nuzno i kauzalnost, tj. legitimna
ekstrapolacija uzro¢no-posljedi¢ne veze izmedu dvije ili vise varijabli isklju¢ivo na temelju
njihove korelacije nije moguca, stoga su za povecanje vjerodostojnosti eventualno opazenih
genetickih ili drugih povezanosti klju¢na bioloska in vitro i in vivo istrazivanja. Pored toga, kao

moguci prijedlog za nadogradnju postojeceg i definiranje buducih istrazivanja takoder se moze
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navesti ispitivanje povezanosti epigeneticke regulacije ekspresije i antropometrijskih
karakteristika novorodencadi, s obzirom na odredene naznake u literaturi o predominantnoj
ulozi epigenetickih nad genetickim mehanizmima regulacije ekspresije gena SLC6A4 (Blazevic¢
i sur., 2017; lurescia i sur., 2017). Takav pristup mogao bi objasniti dosad zabiljezeno
nepodudaranje rezultata dobiveno razliCitim istrazivanjima izravnog odnosa genotipa i fenotipa
(Trujillo-Hernandez i Flores-Pefia, 2021; lurescia i sur., 2017). Zaklju¢no, razumijevanje
bioloskih i ostalih ¢imbenika koji utje€u na antropometrijske karakteristike novorodencadi
moglo bi doprinijeti razvoju programa rane intervencije i strategije pracenja visokorizi¢nih
pojedinaca s ciljem prevencije razvoja energijske neravnoteze i prate¢ih komorbiditeta tijekom

daljnjeg zivotnog vijeka.
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6. ZAKLJUCCI

Uzorak novorodencadi u ovom istrazivanju (N=187) bio je reprezentativan za hrvatsku
populaciju s obzirom na antropometrijske parametre novorodencadi. Zabiljezene
vrijednosti porodajne mase, duljine i ponderalnog indeksa novorodenc¢adi normalno su

distribuirane i u skladu s hrvatskim prosjekom.

Istrazivani populacijski uzorak bio je u genetickoj ravnotezi.

U slucaju sva tri analizirana polimorfizma gena SLC6A4 opaZene frekvencije genotipova nisu
statisti¢ki znacajno odstupale od ocekivanih, tj. nije uo¢eno odstupanje od Hardy-Weinbergove

ravnoteze, bez obzira na spol novorodencadi.

Utvrdene frekvencije genotipova i alela polimorfizama 5-HTTLPR (L/L (37,4 %), S/L (45,5
%), SIS (17,1 %); L (60,2 %), S (39,8 %)), rs25531 (S/S (17,1 %), S/Lc (2,1 %), S/La (43,3
%), La/Lc (8 %), La/LA (29,5 %); S (39,8 %), LA (55,1 %) Lc (5,1 %)) i STin2 (12/12 (35,8 %),
12/10 (45,5 %), 10/10 (13,9 %), 12/9 (2,1 %), 10/9 (2,7 %); STin2.12 (59,6 %), STin2.10 (38
%), STin2.9 (2,4 %)) u skladu su s dosad zabiljezenom distribucijom unutar hrvatske
populacije. Genotip Le/Le polimorfizma rs25531 i genotip 9/9 polimorfizma STin2 nisu
zabiljezeni u ukupnom uzorku populacije, dok je genotip 10/9 polimorfizma STin2 zabiljezen

samo u muskoj spolnoj skupini.

Antropometrijske Kkarakteristike novorodencadi bile su povezane s razli¢itim
karakteristikama majke (pregestacijski I'TM, prirast maj¢ine mase u trudno¢i, paritet) i

novorodenceta (spol i gestacijska dob) koje su, iz tog razloga, uzete u obzir u analizi.

U Zenskoj spolnoj skupini ponderalni indeks i porodajna masa bili su statisticki znacajno
povezani s prirastom mase u trudnoci, dok je s paritetom bio povezan samo ponderalni indeks.
U muskoj spolnoj skupini je samo porodajna masa bila statisticki znac¢ajno povezana s

karakteristikama majke: pregestacijskim ITM-om i prirastom mase u trudnoci.

Ni kod jednog od tri analizirana polimorfizma gena SLC6A4 nije uocena statisticki znacajna
razlika izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa, u slucaju svih analiziranih potencijalno

zbunjujucih varijabli, bez obzira na spol novorodenceta. 1z tog razloga se prethodno opazena
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povezanost antropometrijskih karakteristika novorodencadi i potencijalno zbunjujucih

karakteristika majki i novorodenc¢adi mogla zanemariti u daljnjoj analizi podataka.

Porodajna masa i duljina novorodencadi, ali ne i ponderalni indeks, ovise o spolu i
gestacijskoj dobi novorodencadi. Ponderalni indeks novorodencadi je prikladnija

statisticka veli¢ina za procjenu uhranjenosti od porodajne mase i duljine.

Zenska i muska novorodencad su se statisti¢ki znagajno razlikovala u porodajnoj masi i duljini,
ali ne i u ponderalnom indeksu. U obje spolne skupine gestacijska je dob bila zna¢ajno pozitivno

korelirana s porodajnom masom i duljinom, ali ne i ponderalnim indeksom.

U istraZivanom uzorku novorodencadi porodajna masa i duljina nisu bile povezane ni s

jednim polimorfizmom u genu SLC6A4, bez obzira na spol novorodencadi.

Nije uocena statisticka znacajna razlika izmedu skupina novorodencadi razli¢itog genotipa, ni
u jednoj spolnoj skupini, ni kod jednog analiziranog polimorfizma gena SLC6A4. Nakon
isklju¢ivanja skupine genotipa S/L S Vrlo malim brojem ispitanika (N=2), u muskoj spolnoj
skupini dobivena je statisticki znacajna razlika u porodajnoj duljini izmedu razli¢itih rs25531

skupina, specifi¢no, izmedu ispitanika genotipova S/La i La/Lc (p = 0,009).

Ponderalni indeks novorodencadi bio je statisti¢ki znacajno povezan s polimorfizmom
STin2 pri ¢emu je navedena korelacija ovisila o spolu novorodenceta. Polimorfizmi
5-HTTLPR i rs25531 nisu bili povezani s ponderalnim indeksom, bez obzira na spol

novorodendeta.

StatistiCki znacajna razlika u ponderalnom indeksu izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa
za polimorfizam STin2 opaZena je u ukupnom uzroku (N=187) i u skupini Zenske (N=80), ali
ne i muske novorodencadi (N=107). Navedena razlika grani¢no je znacajna cemu je doprinio
mali broj sudionika u pojedinim skupinama genotipa. U slu¢aju polimorfizama 5-HTTLPR i
rs25531 nije zabiljezena statisticka znacajna razlika u ponderalnom indeksu izmedu skupina

novorodencadi razliCitog genotipa, niti u jednoj spolnoj skupini, niti u ukupnom uzorku.
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Poveéanje ukupnog broja ispitanika, epigeneti¢ka istraZivanja te studije molekularnih

mehanizama pridonijele bi vjerodostojnosti dobivenih rezultata.

S obzirom na znanstvenu literaturu te nepodudaranja rezultata razlicitih istrazivanja, o¢ekuje se
tek manji ucinak genotipa na antropometrijske karakteristike novorodencadi §to doprinosi
smanjenju statisticke snage istrazivanja. Osim toga, zbog podjela ukupnog uzorka na skupine
odredenog genotipa te na spolne skupine, finalni broj uzoraka za pojedine analize bio je
smanjen $to je negativno utjecalo na vjerodostojnost tih analiza. Pojedine skupine genotipa bile
su zastupljene s vrlo malim brojem ispitanika, a neke nisu bile uopc¢e ni prisutne u istrazivanom
uzorku. U svrhu povecanja statisticke snage istrazivanja i znacajnosti pojedinih rezultata, bilo
bi potrebno povecati broj sudionika, pri cemu bi u obzir trebalo uzeti spol i reprezentativnost
uzorka. Takoder, istrazivanja epigeneticke regulacije ekspresije gena SLC6A4, kao i
molekularnih mehanizama u podlozi utjecaja genotipa na antropometrijske karakteristike
novorodencadi, moglo bi objasniti dosad zabiljezeno nepodudaranje rezultata razlicitih

istrazivanja odnosa genotipa i antropometrijskih karakteristika u ljudi.

Efikasnost PCR reakcije ovisila je o PCR uredaju, pove¢anju trajanja vremena elongacije
i broju ciklusa umnaZzanja, ali ne i o koli¢ini kalupa genomske DNA i tipu tkiva iz kojeg

je izolirana DNA.

Povecéanje volumena boje za vizualizaciju nukleinskih kiselina uzrokovalo je poveéan
intenzitet signala fragmenata DNA u agaroznom gelu pri ¢emu isti nije ovisio o bojanju

gela prije ili nakon agarozne gel elektroforeze.

Razumijevanje = molekularnih  ¢imbenika  povezanih s  antropometrijskim
karakteristikama novorodencadi moglo bi doprinijeti prevenciji metaboli¢kih

poremecaja i pratecih komorbiditeta u odrasloj dobi.
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7. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA
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9. SAZETAK / SUMMARY
9.1. Sazetak

Serotonin je multifunkcionalna signalna molekula uklju¢ena u Sirok raspon fizioloskih
funkcija, a posebno se istie njegova uloga u regulaciji energijske ravnoteze organizma.
Serotoninska signalizacija u velikoj je mjeri modulirana serotoninskim transporterom,
transmembranskim proteinom kroz koji serotonin ulazi u stanicu ¢ime se terminira serotoninski
signal. Odredeni polimorfizmi gena SLC6A4 koji kodira za serotoninski transporter povezuju
se s intenzitetom transkripcije navedenog gena te s podloznosti razvoja pretilosti i povezanih
komorbiditeta. Glavni cilj istrazivanja bio je poblize ispitati potencijalnu povezanost
polimorfizama gena SLC6A4 s antropometrijskim karakteristikama novorodenéadi, uzimajuci
u obzir moguéi utjecaj razlicitih karakteristika novorodencadi i majki. Genomska DNA
izolirana je iz tkiva posteljice, a genotipizacija promotorskog polimorfizma 5-HTTLPR te
intronskog polimorfizma STin2 provedena je pomoc¢u lan¢ane reakcije polimerazom (PCR),
dok je genotipizacija polimorfizma zamjene pojedina¢nih nukleotida rs25531 provedena
digestijom dobivenih 5-HTTLPR PCR produkata restrikcijskom endonukleazom Mspl. U
okviru istrazivanja proveden je i postupak optimizacije metode koji je obuhvac¢ao modifikaciju
metoda PCR 1 agarozne gel elektroforeze. Utvrdene frekvencije genotipova i alela analiziranih
polimorfizama bile su u skladu s dosad zabiljezenom distribucijom u hrvatskoj populaciji.
OpaZzen je statisticki znac¢ajan u€inak spola i gestacijske dobi novorodencadi na porodajnu masu
i duljinu, ali ne i na ponderalni indeks. Zabiljezena je statisticki znacajna razlika u ponderalnom
indeksu izmedu novorodencadi razli¢itog genotipa za polimorfizam STin2, u ukupnom uzroku
i u skupini Zenske, ali ne i muske novorodencadi. Razumijevanje bioloskih i ostalih ¢cimbenika
koji utjecu na antropometrijske karakteristike novorodencadi moglo bi doprinijeti razvoju
programa rane intervencije i prevencije metabolickih poremecaja i prate¢ih komorbiditeta

tijekom daljnjeg zivotnog vijeka.
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9.2. Summary

Serotonin is a multifunctional signaling molecule involved in a wide range of
physiological functions, with a particularly prominent role in regulating the body's energy
balance. Serotonin signaling is largely modulated by the serotonin transporter, a transmembrane
protein through which serotonin enters the cell, what leads to termination of the serotonin
signaling. Certain polymorphisms of the SLC6A4 gene, coding for the serotonin transporter, are
associated with the intensity of transcription of this gene and with its susceptibility to the
development of obesity and related comorbidities. The main goal of this study was to
investigate the potential association of SLC6A4 gene polymorphisms with neonatal
anthropometric characteristics, taking into account the possible influence of different neonatal
and maternal characteristics. Genomic DNA was isolated from placental tissue and genotyping
of the 5-HTTLPR promoter polymorphism and STin2 intron polymorphism was performed by
polymerase chain reaction (PCR), while genotyping of the single nucleotide polymorphism
rs25531 was performed by digestion of the obtained 5-HTTLPR PCR products with restriction
endonuclease Mspl. A method optimisation procedure was carried out as part of the study,
which included modification of the PCR and agarose gel electrophoresis methods. The
determined frequencies of the genotypes and alleles of the analyzed polymorphisms were in
accordance with the previously observed in the Croatian population. A statistically significant
effect of sex and gestational age of the newborns on birth weight and length, but not on the
ponderal index, was observed. A statistically significant difference in the ponderal index was
found between newborns of different genotypes for the STin2 polymorphism, both in the total
sample and in the group of female, but not male newborns. Understanding the underlying
influence of biological and other factors on the neonatal anthropometric characteristics could
contribute to the development of programs of early intervention and prevention of metabolic

disorders and accompanying comorbidities later in life.
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