SVEUCILISTE U SPLITU

MEDICINSKI FAKULTET

JELENA NIKOLIC

IZRAZAJ SEROTONINSKIH RECEPTORA U PLUCIMA COVJEKA TIJEKOM
FETALNOG RAZVOJA

Doktorski rad

Split, 2026.



SVEUCILISTE U SPLITU

MEDICINSKI FAKULTET

JELENA NIKOLIC

IZRAZAJ SEROTONINSKIH RECEPTORA U PLUCIMA COVJEKA TIJEKOM
FETALNOG RAZVOJA

Doktorski rad

Split, 2026.



Rad je izraden na Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu.

Voditeljica rada: prof. dr. sc. Natalije Filipovi¢

Objavljeni znanstveni rad na kojem se temelji doktorska tema:

Nikoli¢, J.; Vukojevi¢, K.; Soljié, V.; Miskovié, J.; Orlovi¢ Vlaho, M.; Saraga-Babi¢, M.;
Filipovi¢, N. Expression Patterns of Serotonin Receptors 5-HT1A, 5-HT2A, and 5-HT3A during
Human Fetal Lung Development. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 2965.



ZAHVALE

Zahvaljujem svojoj mentorici prof. dr. sc. Nataliji Filipovi¢ na podrsci, te na iskazanom trudu i

pomoci tijekom izrade ove doktorske disertacije.

Zahvaljujem prof. dr. sc. Katarini Vukojevi¢ na ukazanom povjerenju i pruzenoj prilici za daljnje

Skolovanje i napredovanje u kljucnim momentima.

Zahvaljujem svim prijateljima, kolegama i dobrim ljudima koji su na bilo koji nacin bili

ukljuceni u ovaj dio mog Zivotnog puta.

Hvala cijeloj mojoj obitelji na neizmjernoj podrsci i l[jubavi koja je temelj svakog mog uspjeha.

Posebno hvala mojim roditeljima koji su uvijek davali sve od sebe kako bi mi omogudili da

postanem osoba kakva sam sada.

I na kraju, zeljela bih zahvaliti svojoj ljubavi prema znanosti sto me vodila i gurala naprijed

tifekom svih izazova za vrijeme doktorskog studija i dala mi snagu da ih uspjesno prebrodim.



SADRZAJ

1. UVOD .ttt h ettt sttt et e h e bt et s a e bt et e ent e b et eae e 1
1.1, Razvoj JJudskih pIUCa........cc.cooiiiiiiiieieee ettt e 1
1.1.1. Embrionalna faza ..o 3
1.1.2. Pseudoglandularna faza .............coooouveiiiiiiiiiiieiee e 5
1.1.3. Kanalikularma faza ...........ccooeoiiiiiiiiiee e 8
1.1.4. Sakularna faza.......cooovueiiiiiice e 8
1.1.5. ALIVEO0larna faza .......c..oovueeiiiiiiee e 9

120 SETOTOMIN ..ttt ettt sttt sttt e et e bt et st e bt et e entesbeeneesaee e 10
1.2.1. OKTICE SEIOTOMNINA .....eutieiiieiieiiie ettt ettt et e st e bt e et e seee st e bt e eabeeeseeeaneas 11
1.2.2. MetaboliZam SETOtONINA..........eeruiieiierieetieeiteeiee ettt ettt st et e et e sieeseeesseeenee 12

1.3, SerotoninSKi TECEPLOTT ....eerutiiriiieiieeiieetie ettt ettt ettt ettt et e steesbeeebeeseeeeaeeans 15
1.3.1. Podjela serotoninskih reCeptora ........cccueevviieiieiieiiieieeieere e 15
1.3.2. MetabOtrOPNT TECEPLOTI. . .eeeuerieeiiieeiieeeiieeeieeeereeeereeesteeesreeesabeeesaseeesseessseesnneens 18
1.3.3. TONOLIOPNT TECEPLOTT .eeneiieeiiiieeiieeeiie ettt et ettt e e e e e sabeeeeabeeeaseesnseeennaeas 24

1.4.  Uloga serotonina i njegovih receptora u pluima .............cocceeviieiieniienienieeiiesee e 26

2. CILJEVI T HIPOTEZE ISTRAZIVANITA ......oooiiimiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
3. MATERIJALI I METODE .....ooiiiiiiiieee ettt s 32
3.1, BioloSKi Materijal......cocueriiiiiiiiiiiiiiierieee e 33

R T8 o 1] 111 T3 F TR 34
3.2.1. Priprema uzoraka za histoloSku analizu..........c..cccceecviniiiiniiniininiinicceenes 34
3.2.2. IMUNONIStOKEMITA ...ttt e 34

3.3.  Prikupljanje i analiza podataka .............ccccueeriiriiiiniieiieie e 37
34.  Izolacija RNA 1 QRT-PCR .....ceeiiiieee ettt 37
3.5, StatistiCKa anaAliZa..........ooeiiiiiiiieieiieeeee e 39
4. REZULTATT ...ttt ettt ettt et e et e e e st e bt eneesneenseenneas 40

4.1.  Izrazaj 5-HT1A receptora u razli¢itim strukturama pluca tijekom fetalnog razvoja kod
o0} <] & SRR 44



4.2.  lzrazaj 5-HT2A receptora u razliitim strukturama pluca tijekom fetalnog razvoja kod

COVICKA .ttt ettt et et e e bt e et e e bt e e abe e beeasbeeseeenbeenseeenbeesaeensaensseenseenseennseens 49
4.3.  lIzrazaj 5-HT3A receptora u razli¢itim strukturama pluca tijekom fetalnog razvoja kod
COVICKA .ttt et ettt et e et e et e e b e e st e e abe e beeesbeeseeenseenseeanbeeseesnsaensseenseenseennseens 54
4.4.  lIzrazaj serotoninskih receptora u pneumocitima tijekom alveolarne faze.................... 58
4.5.  Izrazaj glasnicke RNA serotoninskih receptora tijekom fetalnog razvoja plu¢a — real
tiMe qPCR ANALIZA.......cciiiiiiieiie et et e e e e e e e e e e e enaeeens 59
5. RASPRAVA ...ttt ettt ettt e st e e st e e sbeesseesnbeesaeanbeensaeensaens 61
6. ZAKLIUCCT ..ottt 67
7. SAZETAK oottt 70
8. LAICKI SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU ........oovuuriiiiiireisreisssnssesisesesssennes 73
9. SUMMARY ..ottt ettt ettt e st e e be e e tbeebeesaseenseessseenseesseeenseennnas 75
10. LAY SUMMARY ..ottt ettt ettt ettt et e e aeeeae e esaeeesaeeaveeeaseensaessseenneens 78
11. LITERATURA ... ooottietteee ettt ettt ettt ettt e ssbe e seessbeessaeessaesaeenseesssesnsaens 80

12, ZIVOTOPIS oo e e e e 94



POPIS KRATICA I OZNAKA

5-HT - serotonin, 5-hidroksitriptamin (eng. serotonin, 5-hydroxytryptamine)
5-HT3R — 5-HT3 receptori

5-HIAA - 5-hidroksiindooctena kiselina (eng. 5-hydroxyindoleacetic acid )
5-HTP — 5-hidroksitriptofan (eng. 5-hydroxytriptophan)

AADC — dekarboksilaza aromatskih aminokiselina (eng. aromatic amino acid decarboxylase)
AC — adenilat ciklaza (eng. adenylate cyclase)

ANOVA — analiza varijance (eng. analysis of variance)

ATP — adenozin trifosfat (eng. adenosine triphosphate)

BMP-4 — kostani morfogenetski protein 4 (eng. bone morphogenetic protein 4)
cAMP — ciklicki adenozin monofosfat (eng. cyclic adenosine monophosphate)
CNS - sredi$nji ziv€ani sustav ( eng. central nervous system)

DAG — diacil-glicerol (eng. diacylglycerol)

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol (eng. 4, 6-diamidino-2-phenylindole)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

ECD - izvanstani¢na domena (eng. extracellular domain)

ECM - izvanstanicni matriks (eng. extracellular matrix)

ENS — crijevni Ziv€ani sustav (eng. enteric nervous system)

FGF-10 — fibroblastni ¢imbenik rasta 10 (eng. fibroblast growth factor 10)
GDP — gvanozin difosfat (eng. guanosine diphosphate)

GI — gastrointestinal (eng. gastrointestinal)

GTP — gvanozin trifosfat (eng. guanosine triphosphate)

GPCR - receptor povezan s G-proteinom (eng. G protein coupled receptor)
ICAM-1 — intercelularna adhezijska molekula 1 (eng. intercellular adhesion molecule 1)

ICD — unutarstani¢na domena (eng. intracellular domain)



IL-6 — interleukin 6 (eng. interleukin 6)

IP3 — inozitol trifosfat (eng. inositol trisphosphate)

LSD — dietilamid liserginske kiseline (eng. lysergic acid diethylamide)

MAO — monoamin oksidaza (eng. monoamine oxidase)

MAPK - protein kinaza aktivirana mitogenom (eng. mitogen-activated protein kinase)
mRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina (eng. messinger ribonucleic acid)

nAChR — nikotinski acetilkolinski receptor (eng. nicotinic acetylcholine receptor)
NEBs — neuroepitelna tjelesca (eng. neuroepithelial bodies)

NF-«B — nuklearni faktor kappa B (pojaciva¢ lakog lanca imunoglobulina u aktiviranim B-

stanicama) (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
PAH — pluéna arterijska hipertenzija (eng. pulmonary arterial hypertension)

PA-SMC — glatke mi$i¢ne stanice pluéne arterije (eng. pulmonary artery smooth muscle cells)

PBS - fizioloska otopina puferirana s fosfatom (eng. phosphate-buffered saline)
PFA — paraformaldehid (eng. paraformaldehyde)

PIP3 — fosfatidil-inozitol-4,5-trifosfat (eng. phosphatidylinositol 4,5-triphosphate)
PKA — protein kinaza A (eng. protein kinase A)

PKC — protein kinaza C (eng. protein kinase C)

PLC — fosfolipaza C (eng. phospholipase C)

PNECs — pulmonalne neuroendokrine stanice (eng. pulmonary neuroendocrine cells)
PNS — periferni ziv€ani sustav (eng. peripheral nervous system)

qRT-PCR — kvantitativna lanc¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (eng. Real-Time

Quantitative Reverse Transcription PCR)

(R)-DOI - (R)-2,5-dimetoksi-4-jodoamfetamin (eng. (R)-2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine)
RNA - ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid)

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (eng. reactive oxygen species)

SERT - serotoninski transporter (eng. serotonin transporter)

SMC - glatke miSi¢ne stanice (eng. smooth muscle cells)



SSRI - selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina (eng. selective serotonin reuptake
inhibitors)

TGF-B — transformirajuci faktor rasta beta (eng. fibroblast growth factor beta)

TM — transmembranska domena (eng. transmembrane domain)

TNF-a — faktor nekroze tumora-alfa (eng. tumor necrosis factor-alpha)

TPH — triptofan hidroksilaza (eng. tryptophan hydroxylase)

TPH1 — triptofan hidroksilaza 1 (eng. tryptophan hydroxylase 1)

TPH2 — triptofan hidroksilaza 2 (eng. tryptophan hydroxylase 2)

Shh — Sonic Hedgehog protein (eng. Sonic Hedgehog protein)

VCAM-1 - vaskularna adhezijska molekula 1 (eng. vascular cell adhesion molecule 1)



1. UVOD



1.1.  Razvoj ljudskih pluca

Plu¢a imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju homeostaze organizma putem ucinkovite izmjene
plinova izmedu atmosferskog zraka i krvi, ¢ime omogucuju odrzivost aerobnog zivota (1, 2).
Njihov razvoj je slozen i1 visoko koordiniran proces koji zapocinje u ranom embrionalnom
razdoblju i proteze se sve do postnatalnog zivota. Ukljucuje niz morfoloskih, stani¢nih i
molekularnih promjena koje rezultiraju stvaranjem funkcionalnog organa sposobnog za izmjenu
plinova. Kako bi se ta funkcija ucinkovito ostvarila, pluéno tkivo je organizirano u dva medusobno
isprepletena, visoko razgranata tubularna sustava: jedan sluzi za provodenje zraka kroz diSne
putove, dok drugi omogucuje protok krvi kroz vaskularnu mrezu (1). Da bi se postigla optimalna
povrSina za difuziju plinova, pluéa razvijaju kompleksnu arhitekturu sastavljenu od te dvije
medusobno isprepletene sustavne mreze — diSnog i vaskularnog stabla (3).

Razvoj plu¢a zapocinje u ranoj embriogenezi 1 odvija se kroz pet sukcesivnih, ali
djelomicno preklapaju¢ih faza: embrionalnu, pseudoglandularnu, kanalikularnu, sakularnu 1
alveolarnu (Slika 1) (4-6). Svaka od ovih faza okarakterizirana je specifi¢nim razvojnim
dogadajima, koji ukljucuju proliferaciju 1 diferencijaciju stanica, grananje diSnog epitela,

formiranje vaskularne mreze te sazrijevanje alveola (6).

Embrionalna Pseudoglandularna Kanalikularna Sakularna Alveolarna
faza faza faza faza faza

5 -
—_ * 5 -
I | | | | L
4.-7. tjegna 5. - 16. tjedna 16. - 26.tjedna 24. - 38. tiedna 36. tiedna
gestacije gestacije gestacije gestacije gestacije - mlade
odrasle dobi

Slika 1. Razvojne faze pluca. Slika izradena u programu BioRender prema referenci Schittny JC.
Development of the lung. Cell Tissue Res. 2017;367(3):427-44. (5). doi: 10.1007/s00441-016-
2545-0. Licenca: CC BY 4.0.; link: https://interoperable-europe.ec.europa.eu/licence/creative-

commons-attribution-40-international-cc-40.


https://doi.org/10.1007/s00441-016-2545-0
https://doi.org/10.1007/s00441-016-2545-0

Ova podjela temelji se na morfologiji odnosno histoloSkom izgledu plu¢nog tkiva (5, 7).
Alternativno, razvoj se moze klasificirati prema kronoloskim razdobljima ljudskog razvoja —
embrionalnom, fetalnom i postnatalnom — pri ¢emu se embrionalna faza podudara s ranom
organogenezom, dok pseudoglandularna, kanalikularna i sakularna odgovaraju fetalnom razdoblju
u kojem se odvija funkcionalno sazrijevanje pluca (8). Alveolarizacija zapocinje pri samom kraju
gestacije 1 nastavlja se nakon rodenja, kada se formiraju milijuni alveola i pluca sazrijevaju u
adultni oblik (2). Plu¢a su tom smislu razvojno jedinstven organ, njihova kompleksna struktura i
funkcionalna spremnost razvijaju se u intrauterinim uvjetima, bez potrebe za ventilacijom, ali s
ciljem da budu potpuno funkcionalna u trenutku rodenja, kada postaju klju¢na za prilagodbu
novorodenceta na izvanmatericni zivot (9).

U ranim fazama, embrionalnoj i pseudoglandularnoj, zapoc€inje inicijalno grananje diSnih
puteva od traheje prema periferiji, pri ¢emu nastaje primarno bronhalno stablo. Iako se promjer
di$nih cijevi smanjuje prema distalnim regijama, ukupna povrSina poprecnog presjeka raste uslijed
sve veceg broja ogranaka (9). U kasnijim fazama, posebno u kanalikularnoj i sakularnoj, dolazi do
znacajnog prosSirenja respiratorne zone unutar acinusa, gdje se razvijaju terminalni duktusi i
primitivni alveolarni prostori (2). Alveolarna faza obiljezena je diferencijacijom zrelih alveola i
stvaranjem bogate kapilarne mreze, ¢ime se osigurava povecanje respiratorne povrsine potrebne

za izmjenu plinova (6).



1.1.1. Embrionalna faza

Tijekom embrionalne faze razvoja ljudskih pluc¢a koja traje od 4. do 7. tjedna gestacije,
primarni lijevi 1 desni pluéni izdanci pojavljuju se iz endoderma prednjeg crijeva i njihovim

grananjem se kasnije uspostavlja cjelokupna lobularna struktura pluca (Slika 2) (5, 7, 10).

2drijelo Jemial
dusnik
- dusdnik
laringotrahealna T \
cijev
viscelarni disni bronhalni izdanci
rezecemm divertikul
Pocetak 4. tiedna
5. tiedan <
8. tiedan .
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(<~
desni gornji /
rezanj lijevi gor_nji lijevi i desni glavni
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lijevi doniji izdanaka
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Slika 2. Stadiji razvoja dusnika i pluca. Preuzeto i prelagodeno iz Menefee W, Jenks J, Mazzasette
C, Nguyen KL., Human Anatomy - LibreTexts, 2022 (11). Dostupno na:
https://med.libretexts.org/Bookshelves/Anatomy and Physiology/Human Anatomy (OERI)/20
%3A_Respiratory System/20.05%3A_Embryonic_Development of the Respiratory System.

Licenca: CC BY 4.0.; link: https://interoperable-europe.ec.europa.eu/licence/creative-commons-

attribution-40-international-cc-40.
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Kada je embrio u Cetvrtom tjednu razvoja na ventralnoj stijenci prednjeg crijeva se
pojavljuje disni divertikul (pluéni pupoljak) koji je na pocetku Siroko povezan s prednjim crijevom
(12). Uslijed formiranja ezofagotrahealne pregrade di$ni divertikul se odvaja od prednjeg crijeva i
izduzuje u dusnik koji se grana u dva bronhalna izdanka (13). U petom tjednu njihovim
povecavanjem dolazi do formiranja desnog i lijevog glavnog bronha. Istodobno se prednje crijevo
diferencira na dorzalni dio iz kojeg nastaje jednjak te ventralni dio iz kojeg se razvijaju dusnik 1
donji dis$ni putovi (5). Primarni bronhi se zatim dijele na sekundarne bronhe pri ¢emu se na lijevom
plué¢nom krilu razvijaju dva, a na desnom tri sekundarna bronha sa odgovaraju¢im brojem plu¢nih
reznjeva (12, 13). Do sedmog tjedna embrionalnog razvoja sekundarni se bronhi progresivno
granaju tvoreci 10 tercijalnih (segmentalnih) bronha u desnom i 8 u lijevom plu¢nom krilu.

Ova faza je kljucna jer se u njoj definira topografija buduéih pluénih reznjeva i segmenata,
Sto postavlja temelj za sve kasnije faze morfogeneze disnih puteva (2, 5, 9). Takoder, zapocinje
diferencijacija endodermalnih i mezodermalnih struktura. Endoderm prednjeg crijeva ¢e se
diferencirati u razlicite epitelne tipove stanica koje oblazu unutarnju povrsinu razvijaju¢ih pluca i
dusnika, ¢ija je funkcija zastitna barijera i odrzavanje homeostaze pluénog tkiva. Iz mezoderma se
razvija pluéni mezenhim — koji ukljucuje brojne strukturne komponente pluca, kao $to je vezivno
tkivo; prekursore endotelnih stanica; glatke miSi¢ne stanice koje obavijaju diSne putove i krvne
zile; hrskavicu dus$nika; limfne Zile te mezotelne stanice koje pokrivaju vanjsku povrsinu pluca,
odnosno pleuru (14).

Epitelno-mezenhimske interakcije predstavljaju kljuéni mehanizam morfogeneze 1
diferencijacije tijekom embriogeneze. Ta medustanicna komunikacija regulirana je brojnim
¢imbenicima rasta koji poti¢u formaciju pluénih divertikula, grananje epitelnih cijevi, rast i
nastanak razli¢itih stani¢nih linjja (15-17). Neki od najrelevantnijih ¢imbenika ukljucenih u
interakcije epitela i mezenhima tijekom razvoja pluca su: fibroblastni ¢imbenik rasta 10 (FGF-10,
eng. fibroblast growth factor 10), koStani morfogenetski protein 4 (BMP-4, eng. bone
morphogenetic protein 4), Sonic Hedgehog protein (Shh, eng. Sonic Hedgehog protein),
retinoi¢na kiselina, Notch protein, transformiraju¢i faktor rasta beta (TGF-B, eng. fibroblast
growth factor beta) 1 drugi (18). U regulaciji epitelno-mezenhimske interakcije klju¢nu ulogu ima
izvanstanicni matriks (ECM, eng. extracellular matrix)), iako sam ne izlucuje signale, djeluje kao

rezervoar ¢imbenika rasta, reguliraju¢i njihovu dostupnost i funkciju (16, 19, 20).



Plu¢ni mezenhim nuzan je za inicijaciju i nastavak grananja, a njegova prisutnost i koli¢ina
uvjetuju opseg razvoja (2, 8, 14, 15). To su pokazali Wessells 1 sur. kada su transplantacijskim
pokusima utvdili da uklanjanjem mezenhima s vrha rastuce epitelne cijevi dolazi do zaustavljanja
daljnjeg grananja, dok se, suprotno tome, postavljanjem uklonjenog mezenhima uzduz
nizerazinske epitelne cijevi lokalno inducira novo izrastanje (2, 21). Takoder su pokazali da
bronhalni mezenhim inducira grananje epitelnih struktura bronha i traheje, dok trahealni
mezenhim djeluje inhibicijski na bronhalno grananje, osiguravajuéi da se grananje dogada samo

u pravilnim zonama i da se ne razvijaju bronhijalni izdanci tamo gdje ne trebaju.

1.1.2. Pseudoglandularna faza

Tijekom ovog razdoblja koje traje od 5. do 16. tjedna gestacije, morfogeneza pluca se
nastavlja te dolazi do dihotomnog grananja primitivnih diSnih putova, od traheje do terminalnih
bronhiola — time se formira bronhalno stablo i veliki dio parenhima (9). Dva najvaznija ishoda ove
faze su formiranje svih buducih provodnih diS$nih puteva i pojava obrisa acinusa (6). Do kraja 16.
tjedna formirani su svi glavni elementi plu¢a, osim onih koji su zaduzeni za izmjenu plinova.
Naziv ove faze potjece od histoloskog izgleda pluénog tkiva, koje podsjeca slozene tubularne
zlijezde zbog intenzivnog grananja epitelnih struktura, gdje su epitelni tubuli okruZeni debelim
mezenhimskim tkivom (3, 5, 14). Kao §to je ranije opisano, dvostruko podrijetlo pluénog tkiva
ima klju¢nu ulogu u morfogenezi grananja i regulaciji rasta, budu¢i da je taj proces reguliran
intenzivnom medustanicnom komunikacijom izmedu epitelnih i mezenhimskih stanica kao 1
¢imbenika koje te stanice izlucuju (2, 8).

Pocevsi proksimalno, buducéi diSni putovi oblozeni su vrlo visokim cilindri¢nim epitelom
(Slika 3-a). Visina epitelnih stanica kontinuirano se smanjuje prema zavrSnim granama, gdje se
nalazi kubicni epitel koji odrzava svoje nediferencirano stanje sve dok se ne zavr$i morfogeneza
grananja tijekom kanalikularne faze. Kod nekih vrsta poput covjeka, morfogeneza grananja moze
se nastaviti ¢ak 1 do sakularne faze. Tijekom pseudoglandularne faze, prve cilijarne, vréaste 1
bazalne stanice pojavljuju se u proksimalnim diSnim putovima. Nakon toga, epitelna
diferencijacija napreduje u periferiju (5). Pulmonalne neuroendokrine stanice (PNECs, eng.
pulmonary neuroendocrine cells) koje produciraju serotonin pojavljuju se tijekom

pseudoglandularne faze ve¢ od 8. tjedna gestacije, te su prisutne pojedinacno ili organizirane u



skupine tvore¢i neuroepitelna tjeleSca (NEBs, eng. neuroepithelial bodies) (22, 23). Njihova rana

diferencijacija 1 progresivno povecanje broja kroz daljnje faze razvoja sugeriraju klju¢nu ulogu
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Slika 3. Morfoloski razvoj pluénog parenhima tijekom pseudoglandularne, kanalikularne i
sakularne faze. Tijekom pseudoglandularne faze, epitelni tubuli intenzivno se granaju i prodiru u
okolni mezenhim (slika a, otvorena strelica oznacava mjesto grananja). Mezenhim u ovoj fazi
sadrzi rahlu mrezu kapilara, dok je epitel visok i cilindri¢an (slika d). Kanalikularna faza (slika b)
obiljeZena je: (1) diferencijacijom epitelnih stanica u stanice tipa I i tipa II (slike e 1 f), (2)
proSirenjem budu¢ih diSnih putova (slika b), (3) umnozavanjem kapilara 1 uspostavljanjem
njihovih prvih bliskih kontakata s epitelom (slika b), te (4) formiranjem prvih buduc¢ih krvno-

zra¢nih barijera (od slike e prema f). Tijekom sakularne faze (slika c), dolazi do stvaranja nezrelih
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interalveolarnih septa, uslijed daljnje kondenzacije mezenhima. Nezrele septalne pregrade sadrze
dvostruki sloj kapilara — po jedan sloj s obje strane septuma. Zavrsni dijelovi bronhalnog stabla
prosiruju se 1 oblikuju prostrane strukture koje se nazivaju sakuli (oznaceni zvjezdicom). Preuzeto
u izvornom obliku iz Schittny JC. Development of the lung. Cell Tissue Res. 2017;367(3):427-44
(5). doi: 10.1007/s00441-016-2545-0. Licenca: CC BY 4.0.; link: https://interoperable-

europe.ec.europa.eu/licence/creative-commons-attribution-40-international-cc-40.

U epitelu proksimalnih diSnih puteva koji je oblozen visokim cilindriénim epitelom
zapocinje diferencijacija specijaliziranih stanica, poput cilijarnih, vréastih i bazalnih stanica, dok
distalni dijelovi ostaju oblozeni kubi¢nim, nediferenciranim epitelom sve do zavrSetka faze
grananja (5, 6). Istovremeno, glatke miSi¢ne stanice pocCinju se formirati oko proksimalnih disnih
puteva. Njihove spontane kontrakcije stvaraju peristalticke valove koji poticu ritmic¢ko Sirenje
distalnih struktura dokazano utjecu na proliferaciju epitelnih stanica, diferencijaciju i sekreciju
surfaktanta i1 time doprinose razvoju pluénog tkiva (24, 25). Opsezno grananje pluénog epitela
popraceno je paralelnim razvojem pluéne vaskulature (2). Dolazi do daljnjeg razvoja arterijskog i
venskog sustava, pri ¢emu arterijsko stablo razvija vise ogranaka nego bronhalno, ukljucujuéi tzv.
Supernumerarne arterije — dodatne arterijske grane pluéne cirkulacije koje ne prate izravno
bronhijalne puteve nego ulaze u pluéno parenskimsko tkivo (3).

Tijekom pseudoglandularne faze razvoj pluca uvelike ovisi o mehani¢kim podraZajima.
Spontane kontrakcije glatkih miSiénih stanica u diSnim putovima zapoc€inju ve¢ ranije, a oko 10.
tjedna gestacije u ljudi javljaju se i prvi pokreti fetalnog disanja (5). Ovi pokreti istezu plu¢no
tkivo te omogucuju izmjenu tekucine izmedu pluca i okolnog prostora (26). Nedavne studije
pokazale su da takvi mehanicki podrazaji putem mehanosenzitivnih kanala poticu lucenje
serotonina, koji zauzvrat stimulira diferencijaciju (27) 1 proliferaciju epitelnih stanica (28), §to je
klju¢no za pravilnu morfogenezu grananja (5). Osim toga, istezanje plu¢nog tkiva potice
proliferaciju epitelnih stanica i povecava lucenje surfaktantnih lipida iz stanica tipa II alveolarnog

epitela (29).


https://doi.org/10.1007/s00441-016-2545-0

1.1.3. Kanalikularna faza

Kanalikularna faza zapocinje u 16. tjednu i traje do 26. tjedna gestacije. U tom periodu
bronhioli se uzastopno dijele tvore¢i sve manje ogranke koji su sve bolje opskrbljeni krvnim
zilama (Slika 3-b). Disni putovi se izduzuju i Sire, poprimajuci oblik uskih kanala — ranih preteca
alveolarnih duktusa, otkuda je ova faza dobila ime (5).

Osim toga, odvija se diferencijacija epitela, kuboidne epitelne stanice buducih alveolarnih
duktusa diferenciraju se u alveolarne epitelne stanice (pneumocite) tipa I i tipa II. Alveolarne
epitelne stanice tipa I su plosnate, jako izduzene stanice specijalizirane za izmjenu plinova, dok su
alveolarne epitelne stanice tipa II kuboidne i specijalizirane su za proizvodnju surfaktanta (Slika
3-f).

Po morfoloskim kriterijima se po prvi put mogu razlikovati provodni i respiratorni dijelovi
disnih putova. Alveolarne epitelne stanice tipa I respiracijskih bronhiola (pneumociti tipa I) dolaze
u blizak kontakt s kapilarnom mreZom u mezenhimu, ¢ime se zapocinje formiranje buduce krvno-
zracne barijere (5). Za ucinkovitost difuzije u alveolarnim prostorima nuzna je njihova adekvatna
perfuzija. Pulmonalne arterije prate grananje bronhalnog stabla i sinkrono se dijele, dovode¢i krv
do kapilarne mreze unutar alveolarnih stijenki. PovrSina kapilara pritom odgovara povrsini alveola,
¢ime se omogucuje optimalna izmjena plinova. Pulmonalne vene odvode krv iz kapilara, dok
bronhalne arterije, koje potjecu iz silazne aorte, osiguravaju nutritivou opskrbu vecih di$nih putova
1 stijenki krvnih zila (30).

Ubrzo nakon pojave, epitelne stanice tipa II pocinju proizvoditi tekucinu bogatu
fosfolipidima odnosno surfaktant, koji je klju¢an za smanjenje povrSinske napetosti 1 odrZzavanje
alveolarne stabilnosti nakon rodenja (12). Dolazak u kanalikularnu fazu kljucan je za prerano
rodenu 1 izrazito nezrelu novorodencad budu¢i da se u tom razdoblju formiraju se prve zracno-
krvne barijere i zapo¢inje minimalna proizvodnja surfaktanta, §Sto omogucava prezivljavanje uz

specijaliziranu neonatalnu intenzivnu skrb (5).

1.1.4. Sakularna faza

Sakularna faza traje od 24. do 38. tjedna gestacije 1 predstavlja razvojni medustadij kada

zavrSava morfogeneza grananja, a alveolarizacija tek treba zapoceti. Ova faza je potrebna jer su



morfogeneza grananja i alveolarizacija potpuno razli¢iti genetski programi koji se ne odvijaju
paralelno (14).

Na pocetku sakularne faze, terminalni (acinusni) di$ni putovi produzuju se i prosiruju,
osobito na svojim krajnjim zavrSecima, gdje formiraju proSirene zracne prostore poznate kao
»sakule®, po kojima je ova razvojna faza dobila ime. Ti zracni prostori se joS nazivaju i zavrsne
vrecice ili primitivne alveole (13), a tijekom vremena postaju sve veci i bolje definirani, dok se
mezenhimsko tkivo izmedu njih kondenzira (Slika 3-¢). Smanjenje debljine intersticija i kapilarne
mreze omogucuje uspostavu funkcionalnih zra¢no-krvnih barijera pogodnih za izmjenu plinova
(5, 6, 31). Dolazi do daljnje diferencijacije alveolarnog epitela. Pneumociti tipa I postaju brojc¢ano
dominantni i razvijaju vrlo tanke citoplazmatske izdanke koji sudjeluju u stvaranju zracno-krvne
barijere. Pneumociti tipa II sazrijevaju i pocinju aktivno sintetizirati i luciti surfaktant (8). Na
zavrSetku sakularne faze, pluéni parenhim sadrzi debele, nezrele septume koje karakterizira

dvostruki kapilarni sloj, razdvojen srediSnjim vezivnim tkivom (5).

1.1.5. Alveolarna faza

Alveolarna faza razvoja pluca zapocinje u kasnom fetalnom razdoblju (oko 36. tjedna
gestacije) 1 nastavlja se nakon rodenja, prema novijim istrazivanjima ¢ak i do rane odrasle dobi
(10, 32, 33). U ovoj fazi odvija se proces formiranja alveola, tijekom kojeg septumi izrastaju iz
zidova sakula 1 time dijele distalne sakule u pojedinacne alveole, ¢ime se znacajno povecava
povrsina za izmjenu plinova (10). Pri rodenju ljudska pluca sadrze sve provodne diSne putove i
milijune perifernih zranih prostora, ve¢inom sakularnog tipa, Cije su stijenke debele 1 sadrze
dvostruku kapilarnu mrezu. Za razliku od toga, zrele alveolarne pregrade u odraslih sadrze samo
jednu kapilarnu mrezu izloZenu zraku s obje strane. Ove pocetne strukture nazivaju se primarnim
septama i1 predstavljaju temelj za proces alveolarizacije (34). Paralelno s time odvija se maturacija
mikrovaskularne mreze, pri ¢emu se dvostruka kapilarna mreZa karakteristi¢na za sakularnu fazu
fuzionira u jedinstveni kapilarni sustav. Kao rezultat toga, svaka kapilara postaje potpuno okruzena
povr§inama za izmjenu plinova. Rast plu¢a nakon rodenja bazira se uglavnom na povecanju broja

alveola 1 respiracijskih bronhiola (5, 7, 32).



1.2.  Serotonin

Serotonin je jedna od najstarijih signalnih molekula. Kao rezultat ove duge evolucijske
povijesti, igra razli¢ite uloge u normalnoj fiziologiji, ukljucujuéi razvojnu, kardiovaskularnu,
respiratornu, gastrointestinalnu i endokrinu funkciju (35, 36). Njegov sluzbeni kemijski naziv je
5-hidroksitriptamin (5-HT), a po svom kemijskom sastavu pripada skupini biogenih monoamina,
zajedno s adrenalinom, noradrenalinom, dopaminom i histaminom. Poznat je kao neurotransmiter
odgovoran za prijenos informacija izmedu ziv¢anih stanica, kako u srediSnjem (CNS, eng. central
nervous system) tako i u preifernom ziv€anom sustavu (PNS, eng. peripheral nervous system.
Osim za razvoj srediSnjeg Ziv€anog sustava, odgovoran je i za njegovu funkciju, gdje kontrolira
san, apetit, raspolozenje i druge klju¢ne procese u mozgu (37, 38). Osim Ziv€anog sustava,
serotonin igra znacajnu ulogu u velikom broju drugih tkiva i organskih sustava kao periferni

hormon, gdje djeluje parakrino, autokrino i endokrino (36, 39) (Slika 4).

Triptofan
-~ ‘/\
TPH1 TPH2 %%, |
Serotonin Serotonin
°»
®-® o Vg l
Periferna uloga: Centralna uloga:
* crijevna peristaltika « raspolozenje
* vaskularni tonus «san
* hemostaza « apetit
« modulacija sréanog ritma  « ovisnost
+ pluéna vazokonstrikcija + shizofrenija
* imunomodulacija « anksioznost
* regeneracija hepatocita « termoregulacija
« sekrecija inzulina « regulacija disanja
* razvoj organa « osjet boli

Slika 4. Uloga perifernog i1 centralnog serotonina. Preuzeto 1 prilagodeno iz Herr N, Bode C,
Duerschmied D. The effects of serotonin in immune cells. Front Cardiovasc Med. 2017;4:48. (37).
doi: 10.3389/fcvm.2017.00048. Licenca: CC BY 4.0.; link: https://interoperable-

europe.ec.europa.eu/licence/creative-commons-attribution-40-international-cc-40.
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U gastrointestinalnom traktu (GI, eng. gastrointestinal) ukljucen je u regulaciju crijevne
peristaltike, luc¢enja tekucina 1 percepciji osjeta boli (39). U kardiovaskularnom sustavu potice
kontrakciju glatkih miSi¢a krvnih zila i ima vaznu ulogu u zgruSavanju krvi, modulaciji sréanog
ritma, vaskularnog tonusa i hemostaze (40, 41). Nadalje, u plu¢ima sudjeluje u modulaciji
respiratornog ritma i pluéne vazokonstrikcije (35, 117). U jetri stimulira regeneraciju hepatocita
(42), dok u gusteraci regulira sekreciju inzulina i diferencijaciju -stanica (43, 44), a u kostanom
sustavu inhibira stvaranje kosStanog tkiva (45). Osim toga, ima ulogu u regulaciji urodene i steCene
imunosti, te mu je pripisan ¢itav niz imunoregulacijskih funkcija. On djeluje kao medijator upale
izmedu ostalog inducirajuéi sekreciju citokina (37, 46, 47).

Njegovo djelovanje je visoko kontekstualno, ovisno o vrsti receptora, ciljanoj stanici i
lokalnoj koncentraciji (36, 48). Rano pojavljivanje serotonina tijekom razvoja kraljeznjaka (49,
50) 1 beskraljeznjaka (51, 52) dovelo je do hipoteze da ovaj neurotransmiter ima vaznu ulogu
tijekom embrionalnog i fetalnog razdoblja (53). Serotonin tijekom tog razdoblja ima kljuénu ulogu
u razvoju brojnih organa, djeluju¢i ne samo kao neurotransmiter ve¢ i kao morfogenetski ¢imbenik
koji regulira proliferaciju, diferencijaciju, migraciju i apoptozu stanica (53-57). Njegovo
djelovanje potvrdeno je u razvoju mozga, srca, pluca, crijeva, jetre, gusterace, posteljice i koStanog
sustava (27, 44, 45, 55, 58-61). Kroz te procese, serotonin doprinosi pravilnom oblikovanju organa

i tkiva te odrzavanju homeostaze tijekom ranog razvoja.

1.2.1. Otkriée serotonina

Talijanski kemicar i1 farmakolog Vittorio Ersparmer 1938. godine prvi je opisao serotonin
kao supstancu koja uzrokuje kontrakciju glatkih misi¢a uterusa kod $takora. Budu¢i da je izolirao
iz enterokromafinskih stanica gastrointestinalnog trakta nadjenuo joj je ime enteramin (35, 62).
Nekoliko godina kasnije, 1948., Maurice Rapport, Arda Green i Irvine Page s klinike Cleveland u
SAD-u izolirali su supstancu iz krvnog seruma goveda koja prilikom zgrusavanja krvi uzrokuje
kontrakciju krvnih zila (vazokonstrikciju) i nazvali je serotonin. Sam naziv proizlazi iz ¢injenice
da je tvar pronadena u serumu ("sero") i utjece na tonus krvnih Zzila ("tonin") (63, 64). Dok je
enteramin imao veliko mjesto u znanstvenoj literaturi u to vrijeme, 1952. godine ustanovljeno je
da aktivna komponenta u enteraminu identi¢na serotoninu (35, 65). Tek 1953. godine, Twarog 1

Page dokazali su prisutnost serotonina u mozgu kod pasa, Stakora i zeCeva, §to je za njih bilo
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poprili¢no iznenadujuce (66, 67). Unato€ otkricu, u to je vrijeme postojao znacajan otpor ideji da
serotonin ima bilo kakav znacaj za funkcioniranje ljudskog mozga, iako su neke studije sugerirale
istaknutu ulogu serotonina u mentalnim poremecajima, ali jo$ uvijek u kontekstu vazokonstriktora
buduéi da jos$ nije bilo razloga vjerovati da bi mogao imati ulogu u prijenosu zivéanih impulsa
(68). Istrazivanja na podru¢ju neuroznanosti postaju aktualna zahvaljujuci Svicarskom kemicaru
Robertu Hofmanu koji je 1943. sintetizirao dietilamid lizergi¢ne kiseline (LSD) i otkrio njegovo
psihoaktivno djelovanje. Od tada, LSD je promoviran kao istrazivacki alat u psihijatriji, posebno
u razumijevanju shizofrenije, koja se do tada smatrala posljedicom loseg odgoja, a ne kronicnom
psihickom boles¢u (65). LSD je svojom kemijskom strukturom jako sli¢an serotoninu i njegov je
antagonist, zbog ¢ega postaje moc¢no orude na raspolaganju farmakolozima za razjasnjavanje

fizioloskog djelovanja serotonina unutar CNS-a, a kasnije i za otkri¢a serotoninskih receptora (65).

1.2.2. Metabolizam serotonina

Serotonin nastaje u enterokromafinskim stanicama gastrointestinalnog trakta, ali takoder
ga proizvode 1 neuroni crijevnog Ziv€anog sustava (ENS, eng. enteric nervous system)) i CNS-a
(38, 69). Samo 1%-2% serotonina proizvode serotonergicki neuroni u mozgu, dok ¢ak 90%
serotonina proizvode enterokromafine stanice (70). Novije studije su pokazale da pulmonalne
neuroendokrine stanice (PNEC, eng. pulmonary neuroendocrine cells) i endotelne stanice plu¢ne
arterijeu ljudskim plu¢ima takoder sintetiziraju serotonin (71-73). Stanice sinciciotrofoblasta
posteljice takoder izrazavaju enzime triptofan hidroksilaza 1 (Tphl, eng. tryptophan hydroxylase
1), dekarboksilaza aromatskih aminokiselina (AADC, eng. aromatic amino acid decarboxylase) i
monoamin oksidaza (MAO, eng. monoamine oxidase), koji omogucuju sintezu i razgradnju
serotonina iz maj¢inog triptofana (135). Ostatak sintetiziraju Langerhansovi otoCi¢i gusterace,
mlijecne Zlijezde, adipozno tkivo, osteoklasti, adipociti i1 glatko miSi¢no tkivo aorte (69, 74, 75).

Serotonin se sintetizira iz esencijalne aminokiseline L-triptofana, kratkim metabolickim
procesom koji ukljucuje djelovanje dvaju bitnih enzima: triptofan hidroksilazu (TPH, eng.
tryptophan hydroxylase) i AADC (Slika 5). L-triptofan, aminokiselinski prekursor, pretvara se u
S-hidroksitriptofan (5-HTP, eng. 5-hydroxytriptophan) uz pomoc¢ enzima TPH o ¢ijoj dostupnosti
uvelike ovisi koli¢ina stvaranja serotonina. TPH postoji u dvije izoforme: triptofan hidroksilaze 1

(TPHI) koja je eksprimirana u perifernim tkivima, dok se triptofan hidroksilaza 2 (TPH2, eng.
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tryptophan hydroxylase 2) primarno nalazi u srediSnjem ziv€anom sustavu (40). Djelovanjem
enzima dekarboksilaze S5-hidroksitriptofan se zatim pretvara u S-hidroksitriptamin (5-HT,

serotonin) (Slika 5).

C|OOH
(@U’ CH,—CH—NH,
N Triptofan
Triptofan hidroksilaza

(TPH)

(IZOOH

HO\©U,_CH2—CH—NH2
N S-hidroksitriptofan (5-HTP)

Dekarboksilaza aromatskih
aminokiselina
(AADC)

HO
| CHy—CHy—NH3*
N Serotonin (5-HT)
Monoamin oksidaza
(MAO)

(8]

HO |
[ : : UI CH, —C—0OH
N 5-hidroksi-indol-octena Kiselina (5-HIAA)

Slika 5. Sinteza i razgradnja serotonina. Preuzeto 1 prilagodeno iz Roth W, Zadeh K, Vekariya R,
Ge Y, Mohamadzadeh M. Tryptophan metabolism and gut-brain homeostasis. Int J Mol Sci
2021;22(6):2973  (76). doi:  10.3390/ijms22062973. Licenca: CC BY 4.0.; link:
https://interoperable-europe.ec.europa.eu/licence/creative-commons-attribution-40-international-

cc-40.

Kada se serotonin sintetizira u crijevnom epitelu od strane enterokromafinskih stanica,
izlucuje se u intersticijski prostor, potom se uklanja pomocu selektivnog transportera za ponovnu

pohranu serotonina (SERT, eng. serotonin transporter) koji je izrazen u gotovo svim epitelnim
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stanicama ili neuronima (60). Nakon mehanicke ili kemijske stimulacije, serotonin (5-HT, 5-
hidroksitriptamin (eng. 5-hydroxytryptamine) se otpusta u intersticijski prostor lamine proprije i
veze na receptore $to ima utjecaj na cijeli niz stani¢nih procesa i regulaciju mnogih signalnih
puteva. Signalizacija serotoninom prestaje nakon ulaska serotonina u epitelne stanice putem
SERT-a— membranskog proteina koji posreduje u unosu serotonina iz krvne plazme u unutrasnjost
trombocita - gdje se enzimatski razgraduje, ili ulazi u krvotok, gdje ga preuzimaju trombociti te ga
pohranjuju za kasniju upotrebu (39). Vecina serotonina u tijelu cirkulira putem krvotoka, a
transportiraju ga trombociti koji su ujedno i veliko skladiSte serotonina. Oni reguliraju
koncentraciju serotonina u krvnoj plazmi i njihovom aktivacijom serotonin se otpusta u blizini
ciljanog podrucja djelovanja (37, 77). Budu¢i da trombociti ne posjeduju enzim za sintezu
serotonina, nisu ga u moguénosti proizvesti, nego ga unose uz pomo¢ SERT-a (78).

Serotonin se razgraduje prvenstveno u epitelnim stanicama i jetri, a manji dio moze se
razgraditi 1 u endotelu krvnih Zila. Glavni enzim odgovoran za njegovu razgradnju je MAO,
posebice izoforma MAO-A, stvarajuci nestabilan meduproizvod koji zatim podlijeZe oksidaciji uz
pomo¢ enzima aldehid dehidrogenaze u 5-hidroksiindooctenu kiselinu (5-HIAA, eng. 5-

Hydroxyindoleacetic acid) koja se izlucuje urinom (56, 57) (Slika 5).
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1.3.  Serotoninski receptori

Inhibicijski ili ekscitatorni ucinci sistemskog serotonina snazno ovise o profilu ekspresije
serotoninskih receptora. Buduéi da je serotonin, kao i svi su neurotransmiteri, hidrofilna molekula,
ne moze pro¢i kroz stanicnu membranu ciljnih stanica. Stoga djeluje na nacin da se veze za
receptore na stani¢noj povrsini i na taj nacin uzrokuje razlicite unutarstani¢ne odgovore (79) ¢ime
utjeCe na brojne neuronske, fiziolosSke i bihevioralne procese (80). Serotoninski receptori nalaze
se u Sirokom rasponu organizama unutar evolucijskog stabla, od vinske musice (lat. Drosophila
melanogaster) do ¢ovjeka i pritom dijele znacajnu ortologiju. Odnosno, njihovi geni imaju jako
sliénu DNK sekvencu, podudaraju se u polozaju u genomu i obavljaju sli¢ne ili iste funkcije kod

razliCitih vrsta. Time spadaju medu najstariju 1 najslozeniju skupinu receptora (35).

1.3.1. Podjela serotoninskih receptora

Gaddum 1 Picarelli (1957) prvi su ustanovili postojanje receptora za serotonin u tankom
crijevu sisavaca i opisali dva farmakoloski razli¢ita tipa receptora: D- 1 M-receptor. Utvrdili su da
,D” tip receptora, koje inhibira dibenzilin, posreduju u kontrakciji glatkih misi¢a, dok ,,M” tip,
koji se moZe inhibirati morfinom, uzrokuje depolarizaciju kolinergickih neurona u ileumu zamorca
(lat. Cavia porcellus) (81). Farmakoloske studije koje su uslijedile pokazale su da je broj razliitih
serotoninskih receptora znatno veci. S novim otkri¢ima tijekom 80-ih i 90-ih godina proslog
stolje¢a klasifikacija serotoninskih receptora se mijenjala. Kada su klasifikacija i jedinstvena
nomenklatura uspostavljene, serotoninski receptori tipa ,,M*“ postali su poznati kao 5-HT3
receptori, a tipa ,,D* kao 5-HT2A receptori (82, 83). Danas vaze¢a nomenklatura razlikuje trinaest
razlicitih receptora (84). Podijeljeni su u sedam skupina (5-HT1-7) na temelju sekvence,
farmakoloSke slicnosti 1 mehanizma prijenosa signala (Tablica 1) (85, 86). Svi ovi podtipovi
serotoninskih receptora su transmembranski proteini povezani s G-proteinima (engl. G-protein-
coupled receptors, GPCR), s izuzetkom podtipa 5-HT3, koji je ionski kanal aktiviran vezanjem
liganda. Receptori 5-HT3 skupine se jo$§ nazivaju i ionotropnim receptorima dok se receptori
povezanih s G-proteinima metabotropnim receptorima (35, 69). Glavna osobina ionotropnih

receptora je nizak afinitet za svoj ligand, ali izuzetno brza aktivacija (nekoliko milisekundi) (87).
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Nasuprot tome, metabotropni receptori pokazuju visok afinitet za ligand 1 sporiju brzinu aktivacije

(u sekundama ili vise) (82, 88, 89).

Tablica 1. Podjela serotoninskih receptora

Tip receptora Skupina Podskupina  Potencijal Mehanlz'am prijenosa
receptora signala
5-HT1A
5-HT1B
5_ATI 5-HT1D
Povezan s Gai/o 5-HT1E Inhibitorni Smanjuje koncentraciju
proteinom 5-HTI1F cAMP-a
5-ht5A
>-hts 5-ht5B
Povezan s Ga. >-HT2A
roteinom 4 5-HT2 5-HT2B Eksitacijski Povecava koncentraciju
P 5-HT2C IP3 i DAG
Povezan s Gas >-HT4 T Povecava koncentraciju
proteinom 5-HT6 Eksitacijski cAMP-a
5-HT7
Ionski kanal 5-HT3A
nadziran 5-HT3 5-HT3B Eksitacijski Depolarizira stanicnu
ligandom 5-ht3C membranu

IP3: inozitol trifosfat; DAG: diacilglicerol; cAMP: ciklicki adenozin monofosfat. Tablica izradena
prema referenci (90).

Metabotropni receptori mogu se podijeliti na tri skupine prema vrsti G-proteina kojeg vezu
(Gai/o, Gaq ili Gas) 1 mehanizmu prijenosa signala (Tablica 1). U receptore koji su povezani s
Goai/o proteinima svrstavamo receptore 5-HT1 skupine i SHTS5 skupine. Prilikom njihove
aktivacije dolazi do inhibicije adenilat ciklaze i opadanja unutarstani¢nog ciklickog adenozin
monofosfata ((AMP, eng. cyclic adenosine monophosphate). Nadalje, imamo 5-HT2 skupinu

koju ubrajamo u receptore povezane s Goq proteinom c¢ija aktivacija dovodi do stimulacije
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fosfolipaze C (PLC, eng. phospholipase C)) i povecavanja koncentracije unutarstani¢nog inozitol
trifosfata (IP3, eng. inositol trisphosphate) 1 diacil-glicerol (DAG, eng. diacylglycerol). I na kraju,
receptori povezani s Gas proteinima koji stimuliraju adenilat ciklazu $to rezultira povecanjem

cAMP-a u stanici, kojima pripadaju 5-HT4, 5-HT6 1 5-HT7 skupine (35, 65, 90).
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1.3.2. Metabotropni receptori

Receptori povezani s G proteinima (metabotropni receptori) po svojoj strukturi su
integralni membranski proteini sa sedam hidrofobnih transmembranskih domena, tri
unutarstanicne i tri izvanstani¢ne petlje. Karboksilni (C) kraj orijentiran je prema citoplazmi, dok
je amino (N) kraj orijentiran prema izvanstanicnom prostoru. Heterotrimerni G protein je povezan
s receptorom preko njegove unutarstanicne petlje s karboksilnim krajem, a sastoji se od tri

podjedinice oznacene kao a, B iy (35) (Slika 6).

izvanstanicni
prostor

G protein

Slika 6. Prikaz grade metabotropnog receptora. Slika izradena prema referenci Zhang M, Chen T,
Lu X, Lan X, Chen Z, Lu S. G protein-coupled receptors (GPCRs): advances in structures,
mechanisms, and drug discovery. Signal Transduct Target Ther. 2024;9(1):88 (91). doi:
10.1038/s41392-024-01803-6.  Licenca: CC BY 4.0.; link: https://interoperable-

europe.ec.europa.eu/licence/creative-commons-attribution-40-international-cc-40.

Mehanizam prijenosa signala kod ove vrste receptora zasniva se na aktivaciji G proteina
koji djeluju kao fizioloski ,,prekidaci* regulirajuci djelovanje unutarstani¢nih procesa kao odgovor
na izvanstanicne signale. Tako ligand, odnosno serotonin koji se veze za receptor na povrsini

stanice, zapo€inje niz unutarstani¢nih promjena, a signal na kraju dolazi do jezgre ciljane stanice,
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te dovodi do promjena u genskoj ekspresiji (Slika 9.) (79, 82). Aktivnost G-proteina nadziru
gvanin-nukleotidi kao Sto su gvanozin trifosfat (GTP, eng. guanosine triphosphate) 1 gvanozin
difosfat (GDP, eng. guanosine diphosphate) koji se vezu se na njegovu oo podjedinicu, od tuda
potjece naziv “G protein”. To rezultira aktivacijom G proteina koji se potom odvaja od receptora
1 prenosi signal vezanjem na ciljni protein (adenilat-ciklazu ili fosfolipazu C) prilikom Cega se

aktiviraju drugi glasnici (Slika 7).

Cytosol

Adenylyl cyclase PiCB
/-\ PIP
ATP  cAMP £
| Y\
IP5 DAG
PKA l l
Ca2* —» PKC

Slika 7. Shematski prikaz signalnih putova posredovanih G-proteinima. Receptori povezani s G
proteinima objedinjuju tri mehanizma prijenosa signala ovisno o vrsti G proteina kojeg vezu:
Gai/o, Gaq ili Gas. Vezanje serotonina uzrokuje konformacijsku promjenu receptora, te se potice
otpustanje vezanog GDP-a u zamjenu za GTP. Kad a-podjedinica veze GTP, odvaja se od P/y

kompleksa i postaje aktivna. Aktivna alfa podjedinica (ovisno o vrsti — Gai/o, Goq ili Gas) veze
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se na ciljane enzime. Gas (stimuliraju¢a): aktivira adenilat ciklazu (AC) §to rezultira povec¢anjem
razine cAMP-a u stanici 1 dovodi do aktivacije proteinske kinaze A (PKA, eng. protein kinase A).
Gai/o (inhibiraju¢a): inhibira adenilat ciklazu (AC, eng. adenylate cyclase) 1 kao rezultat dolazi do
opadanja unutarstani¢nog cAMP-a. Gaq aktivira fosfolipazu CB (PLCP) i fosfatidilinozitolni
(PIP3) signalni put, ¢ime se povecava koncentracija kalcijevih iona u stanici. PLCP katalizira
hidrolizu membranskog fosfatidil-inozitol-4,5-trifosfata (PIP3) pri ¢emu nastaju drugi glasnici
DAG 1 IP3 koji pobuduju dvije kaskade unutarstanicnog signaliziranja. DAG aktivira protein-
kinazu C (PKC, eng. protein kinase C) koja potom aktivira druge unutarstanicne ciljeve
ukljucujuéi 1 transkripcijske faktore te na taj nac¢in dovodi do promjena u genskoj ekspresiji i
stimulacije stani¢ne proliferacije. IP3 djeluje tako da poti¢e otpustanje kalcijevih iona iz
unutarstani¢nih spremista kao $to je endoplazmatski retikulum, $to utjeCe na aktivnost ciljnih
proteina kao Sto su protein-kinaze i fosfataze. Aktivnost alfa podjedinice prestaje hidrolizom
vezanog GTP-a, te se inaktivna podjedinica (uz koju je sada vezan GDP) ponovno spaja s B/y
kompleksom. Shematski prikaz prilagoden prema referenci Wu D, Casey PJ. GPCR-Gal3
involvement in mitochondrial function, oxidative stress, and prostate cancer. Int J Mol Sci.
2024;25(13):7162.  doi:10.3390/ijms25137162  (92). Licenca: CC BY 4.0; link:
https://interoperable-europe.ec.europa.eu/licence/creative-commons-attribution-40-international-

cc-40.

1.3.2.1. 5-HT1A receptor

5-HT1A receptor je jedan od najbolje opisanih serotoninskih receptora. Kao svi receptori
iz 5-HT1 skupine, ima jako visoki afinitetet za serotonin (93). Osim toga, jedan je od prvih G-
proteinskih receptora (GPCR-a) kojima su klonirani gen i cDNA (94-96). Kod ljudi, gen za ovaj
receptor nalazi se na 5. kromosomu (5q11.2-q13) 1 kodira za protein od 422 aminokiseline (94).
Radi se o genu bez introna, a eksprimiran je uglavnom u mozgu, slezeni, neonatalnom bubregu 1
crijevima (94, 95). 5-HT1A receptori pripadaju skupini 5-HT1 receptora povezanih s Gi/G0
proteinima koji djeluju na nacin da inhibiraju enzim adenilat-ciklazu (iako su opisani i drugi
mehanizmi djelovanja ovih receptora), Sto ima utjecaj na cijeli niz stani¢nih procesa i regulaciju
mnogih signalnih puteva (86, 97). Adenilat ciklaza katalizira pretvorbu adenozin-trifosfata (ATP,

eng. adenosine triphosphate) u cAMP. cAMP je drugi glasnik koji unutar stanice aktivira enzim
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cAMP ovisnu protein-kinazu A (PKA) koja fosforilira serinske ostatke na ciljnim proteinima i tako
ih aktivira ili inhibira (80).

Najveca gustoca SHT-1A receptora prisutna je u limbi¢kim dijelovima mozga, narocito
hipokampusu, amigdalama, septumu i kortikalnim podru¢jima, kao i u dorzalnim jezgrama rafe
(98). U tom podrucju 5-HT1A receptor djeluje kao autoreceptor, koji pri aktivaciji smanjuje
aktivnost (,,firing*) serotoninskih neurona (80).

Efekt aktivacije 5-HT1A receptora i njihova funkcija u CNS-u izrazena je kroz kontrolu
raspoloZenja, agresije, ansioznosti, ovisnosti, seksualnog ponasSanja, apetita, mucnine i povracanja,
te pamc¢enja. Osim toga, ovi receptori sudjeluju u regulaciji disanja, spavanja, termoregulacije i
osjeta boli. 5-HT1A receptori smjeSteni na glatkim miSi¢nim stanicama diSnih putova, gdje
posreduju njihovu relaksaciju (99). Nadalje, imaju vaznu ulogu u kardiovaskularnom sustavu, gdje
sudjeluju u regulaciji krvnog tlaka, sr¢anog ritma i1 vazodilatacije (90). Putem ovih receptora
serotonin takoder ima ucinak vazodilatacije kod glatkog miSi¢ja krvnih zila (100). Nadalje, opisani
su 1 mitogeni ucinci 5-HT1A receptora, povezani s intracelularnim reaktivnim kisikovim
spojevima(ROS, eng. reactive oxygen species) i/ili signalnim putevima protein kinaza aktiviranih
mitogenom (MAPK eng. mitogen-activated protein kinase), Akt i1 Rho-asociranim protein
kinazama (ROCK) (101). Utvrdeno je da serotonin utje€e na sekreciju citokina kroz stimulaciju 5-
HT1A receptora smjeStenih na monocitima (102) 1 limfocitima (103). Glatke miSi¢ne stanice

krvozilnog sustava takoder odgovaraju na serotonin sintezom interleukina 6(I1L-6, eng. interleukin

6) (104).

1.3.2.2. 5-HT2A receptor

Gen za 5-HT2A receptor (HTR2A) nalazi se na ljudskom kromosomu 13q14—q21 1 kodira
za protein od 471 aminokiseline u Stakora, miSa 1 covjeka (105). Receptor 5-HT2A signalizira
putem Gq proteina, aktiviraju¢i fosfolipazu C (PLC), $to rezultira povecanjem inozitol trifosfata
(IPs) 1 unutarstani¢ne razine kalcija (Ca**), te posljedicnom aktivacijom PKC (89, 106). Receptori
5-HT2A prisutni su u mnogim dijelovima srediSnjeg ziv€anog sustava, ukljucuju¢i mozdanu koru,
bazalne ganglije, hipokampus, talamus, mali mozak 1 hipotalamus. Medutim, najveca ekspresija
zabiljezena je u mozdanoj kori (80, 107). Opsezna istrazivanja provedena su s ciljem

razjasnjavanja uloge 5-HT2A receptora u mozgu, pri ¢emu je utvrdeno da sudjeluju u procesima
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poput kognicije i radne memorije, te da su povezani s afektivnim poremecajima poput
shizofrenije, bipolarnog poremecaja i depresije, kao i s ovisnosc¢u o psihoaktivnim tvarima (108-
110). Osim u ziv€anom sustavu, ovi receptori takoder su izrazeni i u brojnim perifernim tkivima
(40, 56). U perifernim tkivima, receptori 5S-HT2A nalaze se u trombocitima, glatkoj muskulaturi
krvnih Zila, te u glatkoj muskulaturi maternice (106, 111, 112). Ova vrsta receptora takoder je
prisutna na stanicama imunosnog sustava — monociti, eozinofili, dendriticke stanice, B limfociti i
T limfociti, putem kojih serotonin pokazuje imunoregulacijske u¢inke (37, 109, 113). Nau i sur.
su pokazali da 5-HT2A receptor za razliku od 5-HT1A receptora posjeduje snazne protupupalne
ucinke (40), djeluju¢i na prevenciju vaskularne upale i1 astme (114, 115). Nedavna istrazivanja
dodatno naglaSavaju vaznost 5-HT2A receptora u regulaciji upalnih odgovora. Pokazano je da
njihova aktivacija u primarnim aortalnim glatkim misi¢nim stanicama putem agonista (R)-2,5-
dimetoksi-4-jodoamfetamina ((R)-DOI, (R)-2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine) snazno inhibira—
faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a, eng. tumor necrosis factor-alpha). TNF-a-posredovanu
upalnu signalizaciju, ukljucujuéi ekspresiju ICAM-1 (eng. intercellular adhesion molecule 1),
VCAM-1 (eng. vascular cell adhesion molecule 1 (, IL-6, te translokaciju transkripcijskog faktora
NF-«B (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells. Isto tako selektivna
aktivacija 5-HT2A receptora pomocu agonsta (R)-DOI sprjeCava regrutaciju eozinofila u
eksperimentalnom modelu astme (82). Poznato je da u vaskularnom sustavu sudjeluju u modulaciji
vazokonstrikcije (35), kao 1 agregaciji trombocita, stvaranjem tromba te spazmom koronarnih
arterija (116). Antagonisti 5S-HT2A receptora primjenjuju se u lije€enju kardiovaskularnih bolesti
(1006).

Uloga 5-HT2A receptora u drugim tkivima, kao $to su mezangijske stanice bubrega,
fibroblasti, jetra i limfociti, jo§ uvijek nije u potpunosti razjaSnjena, no brojne studije ukazuju na
povezanost s procesima stani¢ne proliferacije 1 diferencijacije (54-57). Nemecek 1 sur. opisuju
znatan ucinak serotonina kroz stimulaciju 5-HT2A receptora na proliferaciju glatkih misi¢nih
stanica aorte (SMC, eng. smooth muscle cells) u stani¢noj kulturi (47). Nadalje, studija objavljena
u Casopisu Nature Communications pokazala je da selektivni inhibitori 5-HT2A receptora
smanjuju diferencijaciju miofibroblasta i remodulaciju tkiva (117). Ovi receptori reguliraju takoder
1 proliferaciju neurona, izrastanje neurita, te formiranje sinapsi (51, 118, 119). Studija objavljena
u Casopisu Brain Research pokazala je vaznost 5-HT2A receptora u razvoju mozga, ukljucujuci

neurogenezu, migraciju neurona i sinaptogenezu (53).
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Uz to, neka istrazivanja upucuju na njihovu ukljuenost u metabolicke procese. Tako je,
primjerice, pokazano da blokada 5-HT2 receptora ketanserinom moze smanjiti razinu glukoze u
plazmi i sprijeciti povecanje tjelesne mase kod miSeva hranjenih prehranom bogatom mastima
(120). Nadalje, studija objavljena u ¢asopisu Nature Communications potvrdila je da je aktivnost
5-HT2A receptora nuzna za diferencijaciju ljudskih primarnih potkoznih preadipocita u adipocite,

Sto dodatno istice njihovu ulogu u procesima stani¢ne diferencijacije (94).
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1.3.3. Ionotropni receptori

1.3.3.1. 5-HT3A receptor

Kod ljudi, gen za ovaj receptor sastoji se od 9 egzona i 8 introna, te se nalazi na 11.
(11g23.1-g23.2) kromosomu (121). Ovaj receptor ubraja se u skupinu ionotropnih receptora -
ionskih kanala nadziranih ligandom, koji igraju klju¢nu ulogu u prijenosu ziv€anih impulsa. U
znanstvenoj literaturi se navodi kao jedan receptor jer svi analozi djeluju na gotovo isti nacin uz
male razlike (122). Pripadaju Cys-loop superobitelji receptora, zajedno sa nikotinskim
acetilkolinskim (nAChR), glicinskim i GABA receptorima (83). Radi se o ionskim kanalima
selektivnim za katione (prvenstveno natrij (Na*), kalij (K*) 1 kalcij (Ca?")), koji se otvaraju kao
odgovor na vezanje neurotransmitera i tako posreduju pri prijenosu kationa kroz stani¢nu
membranu $to dovodi do depolarizacije membrane 1 pobudivanje neurona (98, 123). Premda ih
mozemo na¢i u membranama svih stanica, zahvaljuju¢i Hodgkinu i Huxleyu najbolje su istrazeni
u ziv€anim 1 mis$iénim stanicama, gdje je njihovo nadzirano otvaranje i zatvaranje odgovorno za
prijenos elektriénih signala (79). Kao S§to je ranije spomenuto, njihove glavne osobine su nizak
afinitet za svoj ligand, uz izuzetno brzu aktivacija (nekoliko milisekundi) (88).

Sto se ti¢e strukture 5-HT3 receptora, sastoji se od Getiri hidrofobne transmembranske
domene (TM, (eng. transmembrane domain), velike izvanstanicne domene (ECD, eng.
extracellular domain) koja sadrzi kratku disulfidnu Cys-Cys petlju, te duge intracelularne domene
(ICD, eng. intracellular domain) smjeStene izmedu trece i1 Cetvrte TM podjedinice (83).
Karboksilni (C) 1 amino (N) kraj orijjentirani su prema izvanstani¢nom prostoru (Slika 8).

Serotoninski 5-HT3 receptori prisutni su i u srediSnjem i perifernom Ziv€anom sustavu. U
CNS-u, ovi receptori posebno su lokalizirani u moZdanom deblu, u podrucju area postrema i
nucleus tractus solitarius, mozdanim strukturama ukljucenima u refleks povracanja. Takoder su
izraZzeni u hipokampusu, nucleus accumbens-u, ventralnom tegmentalnom podrucju, substantia
nigra 1 mozdanoj kori (124). Mutacije u genima koji kodiraju razli¢ite podjedinice 5-HT3
receptora povezane su s pojavom bipolarnih afektivnih poremecaja, depresije i shizofrenije te
mogu imati klinicki znac¢aj u predvidanju ucinkovitosti njihovog lijecenja (125). 5S-HT3R takoder
su prisutni u enteriCkom Ziv€anom sustavu gastrointestinalnog trakta, gdje sudjeluju u regulaciji

crijevnog motiliteta 1 peristaltike (126). Izrazaj 5-HT3 receptora zabiljeZzen je takoder u
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respiratornom, urogenitalnom, bubreznom i kardiovaskularnom sustavu, §to ukazuje na njihovu

potencijalnu ulogu u imunomodulaciji i drugim fizioloskim procesima (125).

ECD
N C
izvanstanicni
Cys.—Cys prostor
petlja
citoplazma
ICD

Slika 8. Prikaz grade ionotropnog receptora (5-HT3R). Sliku je izradila autorica prema referenci
Irving H, Turek I, Kettle C, Yaakob N. Tapping into 5-HT(3) Receptors to modify metabolic and
immune responses. Int J Mol Sci. 2021;22(21) (125). doi: 10.3390/ijms222111910. Licenca: CC
BY 4.0.; link: https://interoperable-europe.ec.europa.eu/licence/creative-commons-attribution-40-

international-cc-40.

5-HT3 receptor je predmet intenzivnog istrazivackog interesa kao potencijalna terapijska
meta. Antagonisti 5-HT3 receptora ve¢ se klinicki primjenjuju u lije€enju emezije izazvane
kemoterapijom te u sindromu iritabilnog crijeva (127, 128). Osim toga, predloZeni su kao
potencijalne farmakoloSke mete u lijeCenju odredenih psihijatrijskih poremecaja, ukljucujuci
anksioznost, shizofreniju i depresiju (129, 130). Takoder su ucinkoviti u lije€enju ovisnosti o
alkoholu (131, 132), ali pokazuju ograni¢enu klinicku u¢inkovitost u lijecenju ovisnosti o drugim
psihoaktivnim tvarima (133, 134). Postoje indicije, premda jo$§ uvijek kontroverzne, da bi ovi
antagonisti mogli imati terapijsku vrijednost 1 u lijeCenju fibromialgije, pruritusa, migrene i
reumatskih bolesti (130). Protuupalna i imunomodulacijska svojstva antagonista 5-HT3 receptora
takoder su opaZena, §to bi moglo objasniti obecavajuce rezultate u lijeCenju sistemske skleroze i

drugih imunoloskih poremecaja (133).
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1.4. Uloga serotonina i njegovih receptora u plu¢ima

U ljudskom organizmu serotonin (ima vaznu ulogu u funkciji pluéa, pri ¢emu njegovi
ekscitatorni ili inhibicijski u€inci ovise o profilu ekspresije serotoninskih receptora, ciljnoj stanici
i lokalnoj koncentraciji (36, 48, 79). Neke od njegovih glavnih funkcija ukljucuju modulaciju
respiratornog ritma i poticanje plu¢ne vazokonstrikcije (36, 135). U ostvarivanju te zadace
serotonin djeluje putem aktivacije 5-HT2A 1 5-HT1A receptora smjeStenih na glatkim misi¢nim
stanicama diSnih putova, pri ¢emu aktivacija S-HT2A receptora uzrokuje kontrakciju misica, a 5-
HT1A receptora njihovu relaksaciju (99) (Slika 9). Dodatno, serotonin djeluje na presinapticke 5-
HT3 1 5-HT7 receptore na parasimpatickim zavrSecima, poticuci otpustanje acetilkolina, ¢ime
dodatno regulira tonus diSnih puteva (99). Utjecaj serotonina na glatkomiSiéni tonus di$nih puteva,
osim o tipu receptora, takoder ovisi o njegovoj koncentraciji. Studija na zamorcima (lat. Cavia
porcellus) pokazala je da serotonin u niskim koncentracijama izaziva kontrakciju, dok u visim
koncentracijama uzrokuje relaksaciju glatkih misi¢a dusnika (136).

Osim na glatko miSi¢je diSnih puteva, serotonin djeluje i na glatko misi¢je krvnih Zila
putem 5-HT1 1 5-HT2 receptora (Slika 9). Istovremeno, u kapilarnom endotelu moze posredno
potaknuti vazodilataciju stimuliraju¢i sintezu dusikovog oksida (NO) (137). Aktivacija 5-HT1
receptora kod ¢ovjeka dovodi do vazodilatacije, dok 5-HT?2 receptori posreduju u vazokonstrikceiji,
Sto je klju€no za regulaciju funkcije pluéne cirkulacije (100). Ovi receptori igraju dodatnu ulogu u
kardiovaskularnom sustavu u regulaciji krvog tlaka, sr¢anog ritma 1 ukupne vaskularne funkcije
(90). U fetalnim plu¢ima ¢ovjeka 5-HT imunoreaktivne stanice detektirane su ve¢ od osmog tjedna
gestacije (46), Sto podupire hipotezu o njegovoj vaznoj ulozi u razvoju plu¢nog tkiva. Osim
neurotransmiterske uloge, serotonin djeluje kao mitogen 1 morfogen, poticuéi proliferaciju 1
diferencijaciju stanica, §to je dokumentirano u brojnim studijama (47, 116, 138). Na razvoj plu¢a
znacajno utjeCu mehanicki podrazaji, poput spontanih kontrakcija glatkih miSi¢nih stanica, koji
uzrokuju protok amnionske tekuc¢ine kroz diSne putove, ¢ime se stvaraju intermitentni tlakovi i
napetosti unutar pluénog tkiva (26). Nedavne studije pokazale su da takvi mehanicki podrazaji
poti¢u otpustanje serotonina iz pulmonalnih neuroendokrinih stanica, koji zauzvrat stimulira
proliferaciju 1 diferencijaciju epitelnih stanica 1 lucenje surfaktantnih lipida iz stanica tipa II

alveolarnog epitela (27-29).
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Slika 9. Pluca sudjeluju u sintezi, preuzimanju i metabolizmu serotonina. Sintezu 5-HT provode
endotelne stanice pluéne arterije (PA-EC) te pulmonalne neuroendokrine stanice (PNEC).
Preuzimanje serotonina odvija se putem transportera serotonina (SERT), prisutnog u endotelnim i
glatkim miSi¢nim stanicama pluénih arterija. Nadalje, glatke miSi¢ne stanice plu¢ne arterije (PA-
SMC, (eng. pulmonary artery smooth muscle cells) eksprimiraju receptore povezane s G
proteinima, koji se nakon vezanja 5-HT uklju€uju u proces vazokonstrikcije 1 proliferacije glatkih
miSiénih stanica — oba procesa su klju¢na u razvoju pluéne hipertenzije (PH). Preuzeto i
prilagodeno iz Archambault JL, Delaney CA. A Review of serotonin in the developing lung and
neonatal pulmonary hypertension. Biomedicines. 2023;11(11) (73). doi:
10.3390/biomedicines11113049.  Licenca: CC BY 4.0.; link: https:/interoperable-

europe.ec.europa.eu/licence/creative-commons-attribution-40-international-cc-40.
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Studija na fetalnim ovcama joS 1980-ih pruzila je prve farmakoloske dokaze o
stimuliraju¢em ucinku serotonina na fetalno disanje (46, 139). Dok su kod covjeka prvi pokreti
fetalnog disanja zabiljezeni oko 10. tjedna gestacije (5). Posteljica predstavlja vazan izvor
serotonina za razvijaju¢i embrij(58). Stanice sinciciotrofoblasta posteljice izrazavaju enzime
Tphl, AADC i MAO, koji omogucuju sintezu i razgradnju serotonina iz maj¢inog triptofana
(135). Serotonin sintetiziran u posteljici ima vaznu ulogu u ranom razvoju fetalnog mozga (56),
ali sve je viSe dokaza da moze utjecati i na razvoj drugih organa, ukljucujuci pluca.

Poremecaji serotoninske signalizacije povezani su s nizom pluénih patologija koje mogu imati
genetsku 1/ili okoliSnu osnovu. Primjeri uklju€uju sindrom iznenadne dojenacke smrti (SIDS),
pluénu fibrozu i pluénu hipertenziju povezanu s uporabom SSRI antidepresiva ili supresiva apetita
tijekom trudnoce, koji djeluju kao agonisti serotoninskih receptora ili inhibitori ponovne pohrane
serotonina (135, 140-142). Smatra se da serotonin doprinosi razvoju pluéne arterijske hipertenzije
(PAH) putem vazokonstrikcije 1 vaskularnog remodeliranja (143). Serotonin potice proliferaciju
fibroblasta i glatkih miSi¢nih stanica pluéne arterije (57, 144), sto dovodi do zadebljanja medije 1
suzenja lumena arterije. Lijekovi poput aminoreksa, fenfluramina i deksfenfluramina, koji se
koriste kao supresivi apetita, snazno su povezani s razvojem PAH ponajprije zbog stimulacije 5-
HT2B receptora (145). Delaney 1 sur. pokazali su da se 5-HT2A receptori izrazavaju u fetalnim
plu¢ima ovce te da njihova inhibicija ketanserinom smanjuje vaskularni otpor 1 povecava pluéni
protok u modelu perzistentne pluéne hipertenzije novorodencadi (PPHN), uz popratno povecanje
lokalne proizvodnje serotonina i ekspresije Tphl 1 5-HT2A receptora (46).

Serotonin takoder sudjeluje u patofiziologiji alergijske astme, gdje aktivacija 5S-HT2A receptora
doprinosi regrutaciji eozinofila, bronhijalnoj hiperreaktivnosti, upali i remodeliranju di$nih puteva
(79-81). Njegova sposobnost regulacije sekrecije citokina preko 5S-HT1A receptora izraZzenih na
monocitima, limfocitima 1 glatkim miSiénim stanicama dodatno naglaSava njegov
imunomodulatorni potencijal (102-104).

Epitelne stanice alveola tipa II (AEC-II), smjeStene na granici izmedu alveolarnog prostora 1
intersticija, igraju klju¢nu ulogu u imunoloskoj homeostazi plu¢a. One izraZavaju ko-stimulacijske
molekule potrebne za aktivaciju T-limfocita, te otpustaju citokine poput IL-6 i kemokina
CXCLS/IL-8 kao odgovor na upalne podrazaje (146). Serotonin dodatno modulira njihovu

funkciju, utjeCu¢i na upalni mikrookoli§ pluca. Poremecaji serotoninske signalizacije, poput
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smanjene ekspresije SERT-a, povezani su s neonatalnim pluénim poremecajima poput alveolarne
kapilarne displazije s nepravilnim polozajem pluénih vena (73, 147).

Izrazaj serotoninskih receptora u ljudskim plu¢ima tijekom fetalnog razvoja istrazen je u vrlo
ograni¢enom broju studija. Hodge i suradnici ispitivali su izrazaj 5-HT4 receptora u uzorcima
fetalnih pluca od 19. dana do 19 tjedana gestacije, otkrivsi porast izrazaja tijekom embrionalnog 1
pseudoglandularnog stadija te pad u kanalikularnom stadiju (148). Druga studija (Castro i sur.)
pokazala je da se ekspresija SERT-a u ljudskim plu¢ima pojavljuje u kasnom sakularnom stadiju
te dostize vrhunac neposredno prije ili tijekom poroda, Sto ukazuje na njegovu mogucu ulogu u

rastu i remodeliranju pluéne vaskulature (147).
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2. CILJEVIIHIPOTEZE ISTRAZIVANJA



Cilj ovog istrazivanja jest imunohistokemijskom analizom odrediti prostorni i vremenski
izrazaj serotoninskih receptora u plu¢ima Covjeka tijekom fetalnog razvoja (od 12. do 40. tjedna
gestacije). Analizirana su tri tipa serotoninskih receptora (5-HT1A, 5-HT2A i 5-HT3A) kroz Cetiri

razvojne faze pluca; pseudogladularnu, kanalikularnu, sakularnu i alveolarnu fazu.

Specificni ciljevi istrazivanja:

1. Primjenom imunofluorescencije semikvantitativno odrediti razinu izrazaja serotoninskih
receptora 5-HT1A, 5-HT2A i 5-HT3A unutar specifi¢nih histoloskih struktura plué¢nog

tkiva tijekom cetiri faze fetalnog razvoja pluéa kod ¢ovjeka.

2. Kovantificirati izraZaj navedenih receptora uporabom mjernih parametara, poput postotka
povrsine prekrivene pozitivnim imunofluorescentnim signalom i integrirane gustoce

fluorescencije za svaku pojedinu fazu razvoja.

3. Utvrditi postoje li razlike u prostornom i vremenskom obrascu izrazaja serotoninskih

receptora 5-HT1A, 5-HT2A i 5-HT3A izmedu pojedinih razvojnih faza fetalnih pluca.

4. lIzolirati 1 kvantificirati transkripciju glasnicke RNA za 5-HT1A, 5-HT2A i 5-HT3A gene
u plu¢ima covjeka tijekom fetalnog razvoja primjenom metode lancane reakcije

polimerazom u stvarnom vremenu (real-time qPCR).

Hipoteza

Uzevsi u obzir podatke o ranoj pojavi stanica koje produciraju serotonin u plu¢ima tijekom
embrionalnog razvoja, kao 1 literaturne podatke o ulozi serotonina u razvoju pluca, nasa je hipoteza
da se u plu¢ima tijekom rasta i sazrijevanja pojavljuje izraZzaj razlicitih tipova serotoninskih
receptora te da dinamika njihovog prostorno-vremenskog izrazaja tijekom razlicitih faza fetalnog

razvoja pluca kod €ovjeka ukazuje na njihovu vaznost u normalnom razvoju i sazrijevanju pluca.
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3. MATERIJALI I METODE



U ovom odjeljku su opisani postupci prikupljanja, obrade 1 analize plu¢nog tkiva iz razlicitih
faza fetalnog razvoja kod covjeka. Navedeni su svi materijali te opisani protokoli za koriStene

histoloske, imunohistokemijske i molekularne metode.

3.1.  BioloSki materijal

U ovoj studiji koriSteni su uzorci pluénog tkiva Covjeka od ukupno 25 fetusa gestacijske
dobi od 12 to 40 tjedana. Uzorci su podijeljeni u Cetiri grupe na temelju gestacijske dobi odnosno
razvojne faze pluca u kojoj se nalaze (Tablica 2). Fetalni uzorci prikupljeni su nakon spontanih
pobacaja, a dio su arhivske zbirke Odjela za patologiju, citologiju i forenzicku medicinu
SveuciliSta u Mostaru. Prikupljeni uzorci su uklopljeni u parafinske blokove i analizirani pomoc¢u
standardnih histolo8kih tehnika i svjetlosne mikroskopije kako bi se iz istraZivanja iskljucili
macerirani uzorci tkiva. Gestacijska dob procijenjena je na temelju duljine fetalnog stopala prema
Streeteru (1920).

Znanstveno istrazivanje je provedeno u skladu s nac¢elima Helsinske deklaracije i odobreno
od strane Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Mostaru (Sifra protokola

1519/24,5.1.2024.)

Tablica 2. Analizirani humani uzorci pluénog tkiva (N = 25).

Faza fetalnog Gestacijska dob/
Grupa L Broj uzoraka
razvoja pluéa Razvojni tjedan
1 Pseudoglandularna 12 -17 8
2 Kanalikularna 16 -17 7
3 Sakularna 26 -36 5
4 Alveolarna 36 -40 5

33



3.2. Postupci

3.2.1. Priprema uzoraka za histoloSku analizu

Nakon prikupljanja uzorci tkiva su fiksirani u otopini 4% formaldehida u fosfatnom puferu
(PBS, engl. phosphate-buffered saline) preko noc¢i. Ovaj korak je nuzan da bi se tkivu dala ¢vrstoca
1 sprijecila autoliza stanica, stabilizirao odnos stani¢nih struktura te sprijeio razvoj
mikroorganizama. Zatim je uslijedila postupna dehidracija tkiva u uzlaznom gradijentu etanola
kako bi se iz njega uklonila voda, $to je preduvjet za uklapanje u parafin, koji je bezvodni medij.
Potom je tkivo prosvjetljeno, pri ¢emu je koriSten ksilen — otapalo koje se moze mijesati i s
etanolom i s parafinom. Ksilen zamjenjuje alkohol u tkivu, a kasnije ¢e biti zamijenjen parafinom.
Nakon toga tkivo je uronjeno u parafin. Ovaj korak se odvija u na temperaturi od 60-65 °C kada
je parafin u tekuc¢em obliku te postupno zamjenjuje ksilen i prodire u tkivo. Tkivo uklopljeno u
parafin je montirano na nosac parafinskog bloka kako bi se moglo rezati na mikrotomu. Uz pomo¢
mikrotoma, uzorci su izrezani na debljinu od 5 um te zalijepljeni na predmetna stakalca. Svaki
deseti rez obojan je hematoksilin-eozin metodom u svrhu provjere ocuvanja tkiva. Osim ovog

bojanja, uradena su i specifi¢na bojanja za koje su postupci opisani u sljede¢im poglavljima.

3.2.2. Imunohistokemija

Za imunohistokemijsko bojenje upotrebljavaju se otopine boja na bazi vode i zbog Cega je
iz preparata na predmetnom stakalcu nuzno u potpunosti odstraniti parafin. Uzorci su najprije
deparafinirani u ksilenu, a zatim rehidrirani u silaznom gradijentu etanola (100%, 96%, 70%) 1
destiliranoj vodi. Zatim su uzorci zagrijavani u parnoj kupelji u puferu natrijeva citrata (pH 6,0)
tijekom 20 minuta kako bi se razotkrili epitopi antigena, a potom su hladeni do sobne temperature.
Nakon ispiranja uzoraka u PBS-u, uslijedila je inkubacija u blokiraju¢em puferu (ab64226, Abcam,
Cambridge, UK) u trajanju 20 minuta, kako bi se sprijecila nespecifi¢na vezanja antitijela. Potom
su uzorci inkubirani s primarnim antitijelima (Tablica 3) u vlaznoj komori tijekom no¢i. Sljedeceg
dana, uzorci su isprani u PBS-u i zatim inkubirani sa sekundarnim antitijelima razrijedenima u
omjeru 1:300 (Tablica 3) tijekom jednog sata. Nakon inkubacije, uslijedilo je ispiranje PBS-om i
bojenje s 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI, eng. 4',6-diamidino-2-phenylindole) u trajanju od
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dvije minute, radi vizualizacije stani¢nih jezgri. VisSak DAPI-ja uklanjonjen je ispiranjem u PBS-
u i destiliranoj vodi, nakon ¢ega su uzorci poklapaju pokrovnim stakalcima u mediju za montiranje
(Immu-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD). Negativna kontrola provedena je izostavljanjem

primarnog antitijela tijekom imunohistokemijskog bojenja.
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Tablica 3. Primarna 1 sekundarna antitijela koriStena u imunohistokemiji.

Antitijelo Kaltii)(}Skl Domacéin Razrijedenje Proizvodacd
Anti-SHT1A Receptor ab227165 kuni¢ 1:150 Abcam
antibody (Cambridge, UK)
Santa Cruz
Anti-SR-2A (A-4) sc-166775 mis 1:150 Biotechnology,
Inc. (Santa Cruz,
CA, USA)
Primarna . .
cpes Anti-SHT3A receptor ., ) GeneTex (Irvine,
antitijela antibody GTX54151 kuni¢ 1:150 CA, USA)
Santa Cruz
Anti-CD31/PECAM-1 : _ Biotechnology,
(H3) sc-376764 mi$ 1:50 Inc. (Santa Cruz,
CA, USA)
Novus Biologicals,
Anti-CD31/PECAM-1  NB100-2284 kuni¢ 1:100 Inc. (Englewood,
CO, USA)
Anti-Mouse 1gG, )
Alexa Fluor®488 715-545-150  magarac 1:300
Jackson Immuno
Sekundarna Anti-Rabbit 1gG, ) Research
antitijela Alexa Fluor®488 711-545-152 magarac 1:300 Laboratories, Inc.
(Baltimore, PA,
USA)
AnG-RabbIt[gGh 711 595152 magarac 1:200

Rhodamine Red™-X
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3.3. Prikupljanje i analiza podataka

Histoloski obradeni 1 obojeni uzorci fetalnih plu¢a pregledani su uz pomoc
fluorescencijskog mikroskopa (Olympus BX51, Tokyo, Japan) opremljenog s Nikon DS-Ri2
digitalnom kamerom (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) i softverom NIS-Elements F. Snimanje
je provedeno na objektivu povecanja od x40. Na svakom uzorku snimljeno je deset
reprezentativnih mikrofotografija nepreklapaju¢ih vidnih polja pri konstantnom vremenu
ekspozicije, koje su potom obradene u programima Imagel (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2018) i Adobe Photoshop (San Jose,
California, USA). U navedenim programima provedena je kvantitativna analiza izraZaja
serotoninskih receptora 5-HT1A, 5-HT2A 1 5-HT3A za svaku pojedinu fazu razvoja. Za procjenu
izrazaja koriSteni su mjerni parametri poput postotka povrSine prekrivene pozitivnim
imunofluorescentnim signalom (percentage area) i integrirane gustoce fluorescencijskog signala
(integrated density). Postotak povrSine (percentage area) oznac¢ava udio analiziranog podrucja koji
pokazuje pozitivnu imunoreaktivnost, izrazen kao postotak ukupne povrSine tkiva u vidnom polju.
Integrirana gustoca signala (Integrated density) definirana je kao umnozak povrSine pozitivno
obojenog podrucja i srednje jakosti fluorescencije unutar tog podrucja, te je izrazena u arbitrarnim
jedinicama (AU — arbitrary units). Ova mjera uzima u obzir 1 intenzitet 1 opseg bojenja, Sto
omogucuje precizniju kvantifikaciju izrazaja receptora. Takoder je provedena semikvantitativna
analiza imunohistokemijskog bojenja vizualnom ocjenom intenziteta izrazaja serotoninskih
receptora (5-HT1A, 5-HT2A 1 5-HT3A) unutar razlicitih struktura pluca (epitel 1 SMC
proksimalnih diSnih putova, mezenhim, kapilarni i arterijski endotel, SMC arterija, distalni diSni
putevi, alveoli). Intenzitet bojenja za semikvantitativnu analizu odreden je koriste¢i sljedecu skalu
bojenja: nema bojenja (—), bojenje blagog intenziteta (+), bojenje srednjeg intenziteta (++), bojenje

jakog intenziteta (+++) 1 bojenje vrlo jakog intenziteta (++++).

3.4. Izolacija RNA i qRT-PCR

RNA je izolirana iz ukupno 14 uzoraka humanih fetalnih pluca, rasporedenih u 4 razvojne
faze: pseudoglandularnoj (n = 3), kanalikularnoj (n = 3), sakularnoj (n = 4) 1 alveolarnoj (n = 4).

Uzorci su prethodno bili fiksirani u paraformaldehidu 1 uklopljeni u parafin (eng. formalin-fixed
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paraffin-embedded, FFPE). 1zolirana RNA koriStena je za analizu ekspresije gena koji kodiraju
receptore 5-HT1A, 5-HT2A 1 5-HT3A, primjenom lanCane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu (real-time qPCR).

Izolacija RNA je provedena metodom ekstrakcije fenol-koloroformom po protokolu Kiran
Kumar 1 sur. 2022 (149), nakon deparafinizacije uzoraka u ksilenu i razgradnje proteina
djelovanjem proteinaze-K. Koncentracija i kvaliteta izolirane RNA odredene su pomocu uredaja
NanoDrop 2000 (Wilmington, SAD). Reverzna transkripcija ukupne RNA u komplementarnu
DNA (cDNA) provedena je s 2 ug ukupne mRNA koriStenjem High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit kompleta reagenasa prema uputama proizvodaca (kat. br. 4368814, Applied
Biosystems, Waltham, MA, SAD). Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (real-time
qPCR) provedena je koristenjem prethodno objavljenih parova pocetnica (Tablica 4) (150, 151),
pomocu Tag™ Universal SYBR ® Green Supermixa (Kat. br. 1725121, BioRad, Hercules, CA,
SAD) na BioRad CFX96 sustavu (C1000 Touch Thermal Cycle). Negativne kontrole (NTC)
sadrzavale su sve komponente mastermixa, osim cDNA uzoraka. Za izracun relativne ekspresije
koriStena je metoda 2"~AACt prema Livaku i Schmittgenu (2001) (152), pri ¢emu je ekspresija
svakog ciljnog gena normalizirana na referentni gen B-aktin i izrazena u odnosu na kalibracijski

uzorak (153).

Tablica 4. PocCetnice koriStene u RT-qPCR metodi.

Gen Lijeva pocetnica Desna pocetnica

5-HT1A CCT GCTTGG GTCTCT GCATTC GGA GCG CTC CAA GGG GAT GGC

5-HT2A ACT CCA GAA CTAAGG CATTT AGCTAATTT GGC CCG TGT GCC
5-HT3A CAGAAG GTGTGAGCAGTG G GTA CTG CCG GTA CCA GAT GTAG
-aktin CGT CTT CCC CTC CAT CGT G GGT GAG GAT GCCTCTCTTGCT C
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3.5. Statisticka analiza

Za statisticku analizu podataka dobivenih obradom mikrofotografija koristen je PAST 4.03
program (@yvind Hammer, Natural History Museum, University of Oslo, Norway). One way
ANOVA test (engl. Analysis of variance) uz Tukey post-hoc test koriSten je za usporedbu izrazaja
promatranih proteina izmedu razli¢itih razvojnih faza pluc¢a. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost uz standardnu devijaciju. Statisticki znacajnom je smatrana razlika pri P < 0,05, a
interval pouzdanosti (CI) od 95%.

Izracun potrebne veli¢ine uzorka proveden je koriStenjem mreznog programa koji se nalazi

na mreznoj stranici http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/. Za izraun su koriSteni preliminarni

podaci iz pilot pokusa na dobiveni analizom fotografija preparata obojenih antitijelom protiv 5-
HT2A za skupine pseudoglandularna i alveolarna, sa sljede¢im parametrima; mul = 3,85, mu2 =
0,05, sigma = 1,44, power = 80%, P = 0,05, pri ¢emu je dobivena najmanja potrebna veli¢ina

uzorka od minimalno n = 3.
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4. REZULTATI



Analizirana je jacina izrazaja serotoninskih receptora 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT3 A u razli¢itim
strukturama fetalnih plu¢a kod Covjeka unutar Cetiri razvojne faze od 12. do 40. tjedna gestacije.
Morfoloske razlike izmedu faza utvrdene su hematoksilin-eozin bojenjem (Slika 10). Histoloski
presjeci ispitivanih fetalnih plu¢a pokazali su tipi¢ne znacajke za pojedine faze razvoja fetalnih
plu¢a kod covjeka. Tijekom pseudoglandularne faze, plu¢a su imala karakteristi¢an izgled s malim
lumenima proksimalnih diSnih puteva i obilnim mezenhimom s ponekim krvnim kapilarama.
Lumeni nekih disnih puteva jos uvijek nisu bili otvoreni. U ovoj fazi, proksimalni dis$ni putevi bili
su oblozeni cilindri¢énim epitelom, dok su se razvijaju¢i terminalni bronhioli odlikovali prijelazom
iz cilindri¢nog u kubicni epitel, a ispod epitela proksimalnih diSnih puteva nalazile su se glatke
miSi¢ne stanice. U kanalikularnoj fazi, lumeni proksimalnih di$nih puteva postali su veéi, a
vaskularizacija se povecala. Epitel koji oblaze distalne diSne putove bio je kubican. Tijekom
sakularne (terminalno-sakularne) faze, formirale su se primitivne alveole odnosno zavrSne vrecice
uz diferencijaciju pneumocita tipa I 1 II iz kubi¢nog epitela te je uslijedila infiltracija kapilara. Na
kraju, u alveolarnoj fazi, razvile su se karakteristicne alveole s tankim septalnim stijenkama i

diferencijacijom pneumocita tipa I 1 II.
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Slika 10. Fetalna pluca u razli¢itim fazama razvoja. (a—c) Pseudoglandularna faza. (a)

Povecanje 100x prikazuje tipican izgled plu¢a u pseudoglandularnoj fazi s malim lumenima
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proksimalnih diSnih puteva (zvjezdice) i obilnim mezenhimom (m) s ponekim krvnim
kapilarama (strelice). Lumeni nekih proksimalnih diS$nih puteva jos nisu otvoreni (trokuti¢i). (b,
c) Detalji histoloske strukture plu¢a u pseudoglandularnoj fazi (poveéanje 400x): proksimalni
dis$ni putevi s cilindri¢nim epitelom (zvjezdice); prijelaz iz proksimalnih u distalne diSne puteve
(trokuti¢i), prikazan na (c), gdje je jasno vidljiv prijelaz iz cilindricnog u kubicni epitel; m —
mezenhim; smc — glatke miSi¢ne stanice vidljive ispod epitela proksimalnih diSnih puteva.
Umetak u (¢) prikazuje detalj kapilare (strelica) s crvenim krvnim stanicama. (d—f)
Kanalikularna faza. Ve¢i lumeni proksimalnih di$nih puteva i poveéana vaskularizacija. (d)
Povecanje 100x%; (e, f) povecanje 400x. (f) Epitel koji oblaze distalne diSne puteve je kubican
(trokuti¢). (g—i) Sakularna faza (terminalni sakus). Razvoj terminalnih sakusa (ts) uz
diferencijaciju pneumocita tipa I i II iz kubi¢nog epitela te invaziju kapilara (strelice) jasno su
vidljivi. (g) Povecanje 100x; (h, i) povecanje 400x. (h) Detalj terminalnog sakusa koji prikazuje
diferencijaciju pneumocita tipa I 1 II iz kubi¢nog epitela. (i) Detalj proksimalnog disnog puta s
cilindri¢nim epitelom. (j, k, I) Alveolarna faza. Razvoj karakteristi¢nih alveola (a), prikazan u
(a), s tankim septalnim stijenkama i diferencijacijom pneumocita tipa I (p1) i II (p2). (j)
Povecanje 100x%; (k, 1) povecanje 400x%. (1) Detalji razvijenih alveola (a). Slike iz doktorskog

istrazivanja.
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4.1. Izrazaj 5-HT1A receptora u razliitim strukturama pluéa tijekom fetalnog razvoja

kod ¢ovjeka

Semikvantitativna analiza imunohistokemijskog bojenja provedena je vizualnom ocjenom
intenziteta izraZaja serotoninskih receptora (5-HT1A, 5-HT2A i 5-HT3A) u razli¢itim strukturama
fetalnih pluca (epitel i SMC proksimalnih disnih putova, mezenhim, kapilarni i arterijski endotel,
SMC arterija, distalni diSni putevi, alveoli). Tijekom pseudoglandularne faze razvoja, najjaci
izrazaj 5-HT1A receptora zabiljeZen je u glatkim misi¢énim stanicama proksimalnih di$nih puteva
iu tunici mediji arterija (Slika 11). Osim toga, snazan izrazaj ovog receptora primijecen je u epitelu
proksimalnih di$nih puteva i u endotelu razvijajucih arterija, dok je izraZaj u endotelnim stanicama
kapilara bio nesto slabiji (Slika 11; Tablica 5). U podrucju proksimalnih disnih puteva snazan
izrazaj 5-HT1A receptora odrzao se tijekom kanalikularne i sakularne faze, ali je nestao iz
bronhiola tijekom alveolarne faze (Slika 11; Tablica 5). Medutim, izrazaj u glatkim miSi¢nim
stanicama proksimalnih disnih puteva bio je izrazen tijekom pseudoglandularne, kanalikularne 1
sakularne faze te se odrZzao na umjerenoj razini tijekom alveolarne faze razvoja. S druge strane,
izrazaj 5-HT1A receptora u stjenci krvnih Zzila bio je najja¢i u miSi¢nom sloju tijekom
pseudoglandularne, sakularne i alveolarne faze, dok je tijekom kanalikularne faze doslo do
njegovog slabljenja (Slika 11; Tablica 5). Izrazaj u endotelu arterija bio je najizrazeniji u
pseudoglandularnoj i alveolarnoj fazi. U endotelu kapilara, izraZzaj 5-HT1A receptora smanjio se s
umjerene razine u pseudoglandularnoj fazi na nisku razinu u svim kasnijim fazama razvoja.
Umjeren do nizak izraZzaj takoder je zabiljeZen u razvojnim zra¢nim prostorima tijekom

kanalikularne faze te u terminalnim vre¢icama tijekom sakularne faze.
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Slika 11. Imunofluorescencijsko bojenje fetalnih ljudskih pluéa u razli¢itim fazama razvoja:
pseudoglandularna (a—c), kanalikularna (d—f), sakularna (g-i) i alveolarna (j—1), uz koristenje
biljega za 5-HT1A receptore 1 endotel CD31/PECAM. Bojenje stani¢ne jezgre (DNK) pomocu
DAPI-ja prikazano je paralelno s imunofluorescencijom 5-HT1A 1 CD31/PECAM (preklopljeno).
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Zeleni signal oznacava izrazaj 5S-HT1A receptora. Crveni signal oznacava izrazaj CD31/PECAM-
1, dok su stanicne jezgre oznacene plavim signalom koji potjece od kontrastnog bojenja DAPI-
jem. Mikrofotografije su snimljene pri povecanju 400x; (a, c, e, f, i, k). Mjerna skala je 20 um 1i
odnosi se na sve slike. Zvjezdice oznaCavaju proksimalne diSne puteve/bronhiole. Strelice
oznacavaju krvne kapilare. Vrsci strelica oznacavaju distalne bronhiole, kubic¢ni epitel koji oblaze
zracne prostore. bv — krvna zila (uglavnom arterija); smc — glatke miSi¢ne stanice; ts — zavrSne

vrecice; A — alveole. Slike iz doktorskog istrazivanja.

46



Kvantifikacija izrazaja 5-HT1A receptora metodom mjerenja postotka povrsine presjeka s
pozitivnim signalom (percentage area) pokazala je da izrazaj receptora 5-HT1A pokazuje najvisu
vrijednost u pseudoglandularnoj i kanalikularnoj fazi, dok se u sakularnoj fazi biljezi umjeren pad
izrazaja, a u alveolarnoj fazi izrazaj je najnizi. lako se primjecuje trend smanjenja izrazaja kroz
razvojne faze, zbog izrazene varijabilnosti unutar razli¢itih morfoloskih struktura fetalnih pluca,
razlike nisu statisticki znacajne (P = 0,083) (Slika 12)

Izrazaj 5-HT1A receptora (izrazen kao integrirana gusto¢a, AU) ostaje relativno konstantan
tijekom sve Cetiri faze fetalnog razvoja pluca (pseudoglandularna, kanalikularna, sakularna,
alveolarna). Vrijednosti su blago varirale izmedu faza, ali takoder bez statisticki znacajnih razlika

(Slika 12)
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Slika 12. Kvantifikacija izrazaja 5-HT1A receptora u razli¢itim fazama razvoja fetalnih pluca.
Provedeno je imunofluorescentno bojenje pomocu protutijela protiv 5-HT1A receptora. Prikazane
su reprezentativne slike za razliCite faze razvoja fetalnih pluca. Zeleni signal oznacava izrazaj
receptora 5-HT1A. Slike su snimljene pri povecanju 400x. Mjerna skala = 50 pum. Postotak
povrsine presjeka s pozitivnim signalom (% podrucja) 1 integrirana gustoca (int. dens.; arbitrarne
jedinice fluorescencije — AU) izmjereni su 1 prikazani na grafovima. Slike iz doktorskog

istrazivanja.
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Tablica 5. Semikvantitativna procjena intenziteta imunohistokemijskog bojanja, kao mjere izrazaja serotoninskih receptora u razli¢itim strukturama pluca

tijekom fetalnog razvoja, provedena je primjenom sljedece skale: nema bojanja (—), bojenje blagog intenziteta (+), bojenje srednjeg intenziteta (++), bojenje

jakog intenziteta (+++) i bojenje vrlo jakog intenziteta (++++).

Razvojna faza Il))l:felzfsl;ll;ll?(:ﬁilil(:lgll’l‘l- ;J&lisl;g:;ﬁl:i;igl_ Mezenhim Kapilarni | Arterijski | Arterije- Dzlslt;:llln i Alveole ™

Epitel SMC endotel endotel SMC putevit* P1 P2

Pseudoglandularna +++ ++++ + ++ +++ +H+++ / / /

E Kanalikularna ++(+) Fop - + - + 4t / /

ﬁ Sakularna 4+ +++H(+) -/+ (+) + 4+ + / /
Alveolarna - ++(+) / +(+) —— oo / +(+) +++

Pseudoglandularna ++ ++ + ++ ++(+) ++(+) / / /

§ Kanalikularna +++ + + + +++ +++ + / /

E Sakularna ++ -/+ -/+ -+ -+ +(+) +HH) / /

Alveolarna -/+ - / - - - / - +

Pseudoglandularna +++(+) - + + ++ ++ / / /

5 Kanalikularna +H++(+) + + + + + ++ / /

E Sakularna +H++(+) + -/+ - - - +++ / /
Alveolarna ++ ++ / -+ +(+) ++ / -+ -+

*Proksimalni di$ni putevi u pseudoglandularnoj, kanalikularnoj i sakularnoj fazi; bronhioli u alveolarnoj fazi; SMC — glatke miSi¢ne stanice; **Samo u

pseudoglandularnoj, kanalikularnoj i sakularnoj fazi; *** Alveolarna faza; P1 - pneumociti tipa I; P2 — pneumociti tipa II.
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4.2. lIzrazaj S-HT2A receptora u razli¢itim strukturama pluéa tijekom fetalnog razvoja

kod ¢ovjeka

Najjaci izrazaj 5-HT2A receptora opazen je u kanalikularnoj fazi, osobito u epitelu
proksimalnih di$nih puteva, endotelu arterija i stjenkama glatkih misic¢a (Slika 13; Tablica 5). U
epitelu proksimalnih diSnih puteva izrazaj je bio umjeren u pseudoglandularnoj i sakularnoj fazi,
dok je tijekom alveolarne faze, s razvojem bronhiola, gotovo potpuno izostao. Umjeren izrazaj 5-
HT2A receptora primijecen je i u glatkim miSi¢nim stanicama (SMC) proksimalnih di$nih puteva
1 endotelu kapilara tijekom pseudoglandularne faze, kao i u SMC arterijskih stijenki tijekom
sakularne faze. Nizak do umjeren izrazaj zabiljezen je u distalnim diSnim putevima (u
kanalikularnoj fazi) te u zavrSnim vreéicama (u sakularnoj fazi). U alveolarnoj fazi izrazaj je

izostao u stijenkama krvnih Zila i glatkim miSi¢nim stanicama bronhiola (Slika 13; Tablica 5).
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Slika 13. Imunofluorescencijsko bojenje fetalnih ljudskih plu¢a u razli¢itim fazama razvoja:
pseudoglandularna (a—c), kanalikularna (d-f), sakularna (g—i) i alveolarna (j—I) s protutjelima

protiv 5-HT2A receptora i CD31/PECAM. Bojenje stani¢nih jezgara pomocu fluorescentrom
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bojom DAPI (plavo) prikazano je u kombinaciji s imunofluorescencijom 5-HT2A receptora
(zeleno) 1 CD31/PECAM (crveno) (prekolopljeno - merge). Slike su snimljene pri povecanju 400x;
(a,c,d) (glavna slika), (e,h) (glavna slika) i (i) (glavna slika) — smanjene. Mjerna skala = 20 pm.
Oznake: Zvjezdica (*) — proksimalni diSni putevi/bronhioli; Strelice (—) — krvne kapilare;
Trokuti¢i (> ) — distalni diSni putevi, kubi¢ni epitel koji oblaze diSne prostore; bv — krvne zile
(uglavnom arterije); smc — glatke miSi¢ne stanice; ts — terminalni sakusi; A — alveole. Slike iz

doktorskog istrazivanja.
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Kvantifikacija izrazaja 5-HT2A receptora metodom mjerenja postotka povrSine s
pozitivnim signalom (percentage area) pokazala je najvisi izrazaj u kanalikularnoj fazi, nakon
cega slijedi pseudoglandularna, a zatim znatan pad u sakularnoj i gotovo potpuni izostanak izrazaja
u alveolarnoj fazi (Slika 14). Statisticki znadajne razlike u izrazaju prisutne su izmedu
pseudoglandularne i sakularne faze (P < 0,001), kanalikularne i sakularne P < 0,05), te izmedu
ranijih faza i alveolarne (*P < 0,0001). Postoji i trend smanjenja izrazaja izmedu sakularne i
alveolarne faze (P = 0,070), koji nije dosegao razinu statisticke znacajnosti.

Izrazaj 5-HT2A receptora (izrazen kao integrirana gusto¢a, AU) najveéi je u
pseudoglandularnoj i kanalikularnoj fazi, a zatim opada kroz sakularnu i osobito alveolarnu fazu.
Statisticki znacajna razlika je zabiljezena izmedu: pseudoglandularne i alveolarne faze (P <0,01),
kanalikularne i alveolarne faze (P < 0,01), sakularne i alveolarne faze (P < 0,05) (Slika 14).
Mozemo zakljuciti da se izrazaj 5-HT2A receptora znacajno smanjuje kako fetalna pluca

sazrijevaju, s najnizom razinom u alveolarnoj fazi.
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Slika 14. Kvantifikacija izrazaja 5-HT2A receptora u razli¢itim fazama razvoja fetalnih pluca:
pseudoglandularna,  kanalikularna,  sakularna i1  alveolarna  faza.  Provedeno je

imunofluorescencijsko bojenje s protutijelima protiv 5-HT2A receptora. Prikazane su
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reprezentativne slike za razliCite faze razvoja pluca. Zeleni signal oznacava izrazaj 5S-HT2A
receptora. Slike su snimljene pri povecanju 400%. Mjerna skala = 50 um. Mjereni parametri su
postotak povrSine prekriven pozitivnim signalom (% area) i integrirana gustoca signala (int. dens.;
arbitrarne jedinice fluorescencije — AU). Podaci su prikazani na grafikonima. StatistiCka
znacajnost izmedu naznacenih razvojnih faza (stupci): *P <0,05; **P < 0,01;*** P <0,001; ****

P<0,0001. Slike iz doktorskog istrazivanja.
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4.3. lIzrazaj 5-HT3A receptora u razliitim strukturama pluéa tijekom fetalnog razvoja

kod ¢ovjeka

Najjaci izrazaj 5S-HT3 A receptora zabiljezen je u epitelu proksimalnih dis$nih puteva; bio je
podjednako izrazen tijekom pseudoglandularne, kanalikularne i sakularne faze. Medutim, za
razliku od 5-HT1A 1 5-HT2A, umjereni izrazaj se odrzao i u bronhiolima tijekom alveolarne faze
(Slika 15; Tablica 5). Umjeren izrazaj 5-HT3A receptora takoder je opaZzen u arterijama (endotel
1 SMC) u pseudoglandularnoj i alveolarnoj fazi, kao i u SMC proksimalnih di$nih puteva tijekom
alveolarne faze. Osim toga, umjeren izrazaj je zabiljeZen u razvojnim distalnim di$nim putevima
tijekom kanalikularne faze, dok je jaki izrazaj uocen u zavr$nim vre¢icama koji se nastavio u

alveolama tijekom alveolarne faze (Slika 15; Tablica 5).
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Slika 15. Imunofluorescijsko bojenje fetalnih ljudskih pluéa u razli€itim razvojnim fazama:
pseudoglandularnoj (a—c), kanalikularnoj (d—f), sakularnoj (g—i) i alveolarnoj (j—1), s markerima

za 5-HT3A 1 CD31/PECAM (endotel). Bojenje stanicne jezgre (DNK) pomocu DAPI-ja prikazano
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je paralelno s imunofluorescencijom 5-HT3A 1 CD31/PECAM (preklopljeno). Zeleni signal
oznacava izrazaj receptora 5-HT3A, crveni signal oznacCava izrazaj CD31/PECAM-1, dok su
stani¢ne jezgre oznacene plavim signalom koji potjece od kontrastnog bojenja DAPI-jem. Slike su
snimljene pri 400% povecanju; (a, ¢) (glavna slika), (d) (glavna slika), (e) (glavna slika), (h) (glavna
slika), (i) (glavna slika) 1 (j) (umanjena slika). Mjerna skala je 20 um i1 odnosi se na sve slike.
Zvjezdice oznacavaju proksimalne diSne puteve/bronhiole. Strelice oznacavaju kapilare. Trokuti¢i
oznacavaju distalne diSne puteve, kubi¢ni epitel koji oblaze zra¢ne prostore. bv — krvna zila
(uglavnom arterija); smc — stanice glatkih misica; ts — terminalni sakusi; pl — pneumocit tipa I; p2

— pneumocit tipa II; A — alveola. Slike iz doktorskog istrazivanja.
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Kod 5-HT3A receptora statisti¢ki znacajan pad postotka povrsine sa signalom uocen je u
alveolarnoj fazi, gdje je vrijednost bila niza u odnosu na sve tri prethodne faze (P <0,0001 za sve;
Slika 16).

Medutim, integrirana gustoca signala (kao mjera intenziteta fluorescencije) bila je znacajno
visa u alveolarnoj fazi u usporedbi s pseudoglandularnom, kanalikularnom i sakularnom fazom (P
< 0,001 do P < 0,05). Detaljna analiza otkrila je da je izrazaj 5S-HT3A, sli¢no kao kod druga dva
istrazivana receptora, gotovo potpuno nestala u alveolarnoj fazi, ali se njena jaka ekspresija odrzala
u pneumocitima alveolarne stijenke, osobito u pneumocitima tipa II, iako je prisutna i u

pneumocitima tipa I (Slika 16).
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Slika 16. Kvantifikacija izrazaja 5-HT3A u razli¢itim fazama fetalnog razvoja plu¢a. Provedeno
je imunofluorescentno bojenje protutijelima protiv 5-HT3A. Prikazane su reprezentativne slike za
razliCite faze razvoja pluca. Zeleni signal oznacava izrazaj receptora 5S-HT3A. Slike su snimljene
pri 400x povecanju. Mjerna skala = 50 um. U grafikonima su prikazani postotak povrSine s
pozitivnim signalom (% area) 1 integrirana gustoca (int. dens.; arbitrarne jedinice fluorescencije —
AU). * P<0,05; ** P<0,01; *** P <0,001 izmedu oznacenih razvojnih stadija (stupci). Slike iz

doktorskog istrazivanja.
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4.4. lIzrazaj serotoninskih receptora u pneumocitima tijekom alveolarne faze

U alveolarnoj fazi razvoja primjecen je snazan izrazaj S-HT1A u oba tipa pneumocita (tip
I'i tip II), iako je bio znatno jaci u pneumocitima tipa II (Slika 17). S druge strane, izrazaj 5-HT2A
bio je gotovo iskljucivo lokaliziran u pneumocitima tipa I, dok je u pneumocitima tipa I bio slab
ili odsutan (Slika 17). Kao $to je ranije navedeno, snazan izrazaj 5S-HT3A pronaden je u oba tipa

pneumocita, ali znatno ja¢i u pneumocitima tipa II (Slika 17).
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Slika 17. Imunofluorescencijsko bojenje fetalnih ljudskih plu¢a u alveolarnoj razvojnoj fazi s
antitijelima protiv 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT3A i CD31/PECAM. Izrazaj 5-HT1A receptora
kombiniran je s DAPI bojenjem. Zeleni signal oznacava izrazaj 5-HT receptora, dok su stani¢ne
jezgre oznaCene plavim signalom koji potjece od kontrastnog bojenja DAPI-jem. Slike su
snimljene pri povecanju 400% (lijevi stupac) i povecanju 1000x (desni stupac). Mjerna skala = 20
um, vidi sve slike u istom stupcu. pl — pneumociti tipa I; p2 — pneumociti tipa II. Slike iz

doktorskog istrazivanja.

4.5. Izrazaj glasnicke RNA serotoninskih receptora tijekom fetalnog razvoja pluéa — real

time qPCR analiza

Izrazaj gena za 5-HT1A, 5-HT2A 1 5-HT3A receptore analiziran je metodom lancane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu (real-time qPCR) na ukupno 14 uzoraka humanih fetalnih pluca
rasporedenih u Cetiri razvojne faze: pseudoglandularnu (n = 3), kanalikularnu (n = 3), sakularnu
(n =4) 1 alveolarnu (n = 4). Dobiveni rezultati normalizirani su na referentni gen aktin i izrazeni
AACT metodom.
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Slika 18. RT-qPCR analiza izraZaja gena za (a) 5-HT1A, (b) 5-HT2A 1 (c) 5-HT3A receptore u
razli¢itim fazama fetalnog razvoja pluca: pg — pseudoglandularna, can — kanalikularna, sac —

sakularna i alv — alveolarna. Slika iz doktorskog istraZivanja.

Geni 5-HT1A 1 5-HT2A pokazali su relativno sli¢ne razine izrazaja (eng. expression score) kroz

sve razvojne faze. Za gen 5-HT1A zabiljezene su nesto vise vrijednosti u kanalikularnoj fazi u
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odnosu na ostale, no bez izrazene razlike izmedu faza (Slika 18). Izrazaj 5-HT2A bio je najnizi u
sakularnoj fazi, dok su vrijednosti u pseudoglandularnoj, kanalikularnoj i1 alveolarnoj fazi bile
usporedive (Slika 18).

Nasuprot tome, izrazaj gena 5-HT3A pokazuje najizraZeniju razliku medu analiziranim
receptorima. Najvisa razina izraZaja opazena je u pseudoglandularnoj fazi, s naglasenim padom u
kasnijim fazama razvoja, pri ¢emu je najniza razina izrazaja detektirana u alveolarnoj fazi (Slika

18).
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5. RASPRAVA



Do danas je poznato da serotonin i njegovi receptori imaju vaznu ulogu u razvoju pluca te da
su povezani s nastankom razli¢itih pluénih bolesti. Poremecaji serotoninskog sustava, u
kombinaciji s genetskim 1i/ili okoliSnim ¢imbenicima, mogu dovesti do teSkih respiratornih
poremecaja u razli¢itim Zivotnim razdobljima — od ranog postnatalnog razdoblja sa sindromom
iznenadne dojenacke smrti (SIDS), preko neurorazvojnih poremecaja, pa sve do
neurodegenerativnih bolesti u starijoj dobi (135). Istrazivanje na misjem modelu pluéne fibroze
izazvane bleomicinom pokazalo je poviSene razine serotonina i povecan izrazaj receptora S-HT2A
1 5-HT2B u fibroziranom plu¢nom tkivu, ¢ime se potvrduje njihova uloga u patogenezi pluéne
fibroze (140). Takoder, disfunkcija transportera serotonina (SERT) povezana je s razvojem pluéne
hipertenzije u bolesnika s kronicnom opstruktivnom pluénom boles¢u (KOPB) (136). Budu¢i da
ucinak serotonina snazno ovisi o tipu receptora koji se aktivira (99, 135), za razumijevanje
povezanosti serotonina i respiratornih poremecaja korisno je poznavati profil izrazaja
serotoninskih receptora.

Serotonin-imunoreaktivne stanice prisutne su u ljudskim plué¢ima ve¢ od osmog tjedna
gestacije, Sto upucuje na biolosku ulogu serotonina u razvoju pluénog tkiva (46). Ipak, podaci o
njegovoj funkciji u razvoju fetalnih pluca, kao i o izrazaju i dinamici serotoninskih receptora
tijekom ontogeneze, jo§ su uvijek ograni¢eni. Stoga je cilj ovog istrazivanja bio analizirati
prostorno-vremenski obrazac izraZaja triju podtipova serotoninskih receptora (5-HT1A, 5-HT2A
1 5-HT3A) u fetalnom razvoju pluc¢a u kod covjeka. Svaki od analiziranih receptora pokazuje
karakteristi¢an obrazac izrazaja u specificnim stani¢énim populacijama, Sto sugerira njihovu
selektivnu ukljucenost u razlicite aspekte plu¢ne ontogeneze — od vaskularnog razvoja i bronhalne
muskulature do sazrijevanja alveolarnog epitela. Ovi rezultati nadopunjuju postojeca saznanja i
pruzaju dodatna potencijalna objasnjenja za ulogu serotoninskog sustava u ranoj ljudskoj
ontogenezi pluca.

Serotoninski receptori sudjeluju u remodeliranju pluéne vaskulature, a razvoj vaskularne
mreze jedan je od klju¢nih procesa za buducu respiratornu funkciju (69). Struktura i funkcija
pluéne vaskulature tijekom fetalnog zivota znacajno se mijenjaju. U ranom pseudoglandularnom i
kanalikularnom stadiju razvoja, razvoj odgovaraju¢e vaskularne mreze nuzan je za adekvatnu
stani¢nu proliferaciju i prevenciju hipoksije. U kasnijim fazama, dobro razvijena kapilarna mreza
omogucuje uspostavu krvno-zracne barijere, koja ¢e postati funkcionalna nakon rodenja (154).

Formiranje krvnih zila u dojenackom razdoblju odvija se paralelno s povecanjem povrSine za
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izmjenu plinova (154). Tijekom alveolarne faze dolazi do sazrijevanja kapilarne mreze te
diferencijacije 1 sazrijevanja alveolarnog epitela, uz smanjenje proliferacije i apoptoze (155-157).
Nasi rezultati pokazali su snazan izrazaj 5-HT1A receptora u endotelu razvijajucih krvnih zila i
glatkim miSi¢nim stanicama arterijske tunike medije. Pretpostavljamo da bi mitogeni ucinci 5-
HT1A receptora, posredovani reaktivnim kisikovim vrstama (ROS) i signalnim putevima poput
MAPK, Akt i Rho-kinaza (ROCK), mogli imati vaznu ulogu u proliferaciji endotela tijekom
razvoja vaskularne mreze (101). Umjeren izrazaj receptora 5S-HT1A 1 5-HT2A opaZen je u
kapilarnom endotelu tijekom pseudoglandularne faze. Snazna ekspresija 5-HT1A receptora
prisutna je u endotelu arterija tijekom pseudoglandularne i alveolarne faze, dok je izrazaj 5-HT2A
najizrazeniji u pseudoglandularnoj i kanalikularnoj fazi. Najnizi izrazaj u endotelu zabiljezen je za
receptor 5-HT3A, s umjerenim izrazajem u pseudoglandularnoj i niskim izrazajem u ostalim
fazama. Ovi rezultati upucuju na to da receptori 5S-HT1A i 5-HT2A imaju dominantnu ulogu u
modulaciji vaskularnog razvoja u fetalnom pluénom tkivu. Slian obrazac izraZaja utvrden je i u
glatkim miSiénim stanicama arterija, uz iznimku receptora 5-HT1A, ¢iji je izrazaj bio snazan u
svim fazama razvoja. Receptor 5-HT2A pokazivao je nesto slabiji izrazaj u svim fazama osim u
alveolarnoj. Nizi izrazaj 5-HT3A receptora u glatkim miSi¢nim stanicama odgovara njegovoj
poznatoj lokalizaciji u presinaptickim neuromuskularnim spojevima (99). Ukupno gledano, nasi
podaci podupiru hipotezu da serotonin ima vaznu ulogu u formiranju krvnih zila i uspostavi krvno-
zracne barijere tijekom razvoja pluca.

Lokalizacija istraZzenih serotoninskih receptora unutar kapilarnog endotela i glatkog misi¢ja
krvnih Zila potvrduje ulogu serotoninskih receptora u modulaciji vazomotiliteta (69). Serotonin
djeluje na glatko miSi¢je krvnih Zila putem 5-HT1 1 5-HT2 receptora, pri ¢emu aktivacija 5-HT2
receptora, osobito podtipa 5-HT2A, uzrokuje vazokonstrikciju, dok aktivacija 5-HT1 receptora
dovodi do vazodilatacije (40, 100). Osim toga, u kapilarnom endotelu serotonin moze posredno
potaknuti vazodilataciju stimuliraju¢i sintezu duSikovog oksida (NO) (137). Kroz aktivaciju
razli¢itih 5-HT receptora serotonin moZe imati i1 pro- ili antiupalne uc¢inke. Receptor 5-HT1A
posjeduje imunomodulatorna svojstva poticanjem sekrecije citokina iz glatkih miSi¢nih stanica
(102-104). S druge strane, aktivacija 5-HT2A receptora u glatkim miSi¢nim stanicama aorte ima
izrazen inhibitorni u¢inak na TNF-a-posredovani upalni odgovor (55).

Jedna od klju¢nih funkcija serotonina u plu¢ima je i regulacija respiratornog ritma te

poticanje pluéne vazokonstrikcije (36, 135). Te uCinke ostvaruje takoder putem aktivacije S-HT2A
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1 5-HT1A receptora smjestenih na glatkim misi¢nim stanicama diSnih putova — aktivacija 5-HT2A
uzrokuje bronhokonstrikciju, dok 5-HT1A posreduje bronhodilataciju (99, 158). Nasi rezultati su
pokazali vrlo snazan izrazaj 5-HT1A receptora u respiratornim glatkim miSi¢nim stanicama
tijekom svih razvojnih faza. Pojacani izrazaj ovih receptora u ranijim fazama razvoja plu¢a moze
biti povezan s fetalnim respiratornim pokretima koji zapoc¢inju ve¢ desetog dana nakon zaceca i
smatraju se kljutnima za mehani¢ku stimulaciju potrebnu za razvoj pluéa, osobito u
pseudoglandularnoj fazi (5, 26).

Tijekom pseudoglandularne faze dolazi do formiranja prvih 20 generacija buduc¢ih donjih
diSnih puteva te zapocinje razvoj acinarnih disnih puteva (5, 159, 160). U kanalikularnoj fazi
formiraju se najdistalniji diSni putovi i zavrSava morfogeneza grananja, Sto je popraceno
smanjenjem okolnog mezenhima. Tijekom ove faze takoder zapocCinje proizvodnja surfaktanta u
alveolarnim stanicama tipa II. U sakularnoj fazi znacajno se povecava povrsina epitela za izmjenu
plinova, dolazi do formiranja terminalnih sakula (zavr$nih vre€ica) te do daljnje diferencijacije
alveolarnih stanica tipa I 1 Il uz sazrijevanje njihove sposobnosti proizvodnje surfaktanta (5, 161,
162). Tijekom kanalikularne i sakularne faze zabiljezeni su vrhunci apoptoze i proliferacije u
mezenhimskim i epitelnim stanicama, pri ¢emu je apoptoza mezenhimskih stanica izraZenija u
kanalikularnoj fazi (157). Alveolarna faza obiljeZena je Sirenjem distalnih zracnih prostora,
ponovljenom septacijom zra¢nih prostora te formiranjem alveola (163). U toj fazi dolazi do
diferencijacije 1 sazrijevanja alveolarnog epitela (154) te smanjenja proliferacije 1 apoptoze (156,
157, 164).

U naSem istraZivanju zabiljeZen je vrlo snazan izraZaj svih analiziranih serotoninskih
receptora u epitelu proksimalnih diSnih putova tijekom pseudoglandularne, kanalikularne 1
sakularne faze razvoja. Izrazaj 5-HT1A 1 5-HT2A receptora u bronhijalnom epitelu gotovo
potpuno nestao tijekom alveolarne faze. Najjaci izrazaj S-HT3A opazen je u epitelu proksimalnih
diSnih putova, a njegova je razina ostala stabilno visoka u sve tri ranije razvojne faze. Umjeren
izrazaj 5-HT3A receptora zabiljeZen je i u bronhiolama tijekom alveolarne faze. Budu¢i da je
poznato da 5-HTI1A 1 5-HT2A receptori sudjeluju u regulaciji stani¢ne proliferacije 1 migracije
(79), ovi nalazi upucuju na njihovu vaznu ulogu u ranom razvoju plu¢nog epitela.

Rezultati naSeg istrazivanja takoder su pokazali snaZzan izrazaj svih triju proucavanih
serotoninskih receptora u pneumocitima tijekom alveolarne faze. Alveolarnu povrSinu pluca

oblazu dvije glavne vrste epitelnih stanica: pneumociti tipa I, koji omogucuju razmjenu plinova 1
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djeluju kao fizicka barijera, te pneumociti tipa II, koji proizvode surfaktant i djeluju kao
progenitorske stanice, sposobne za zamjenu oStecenih stanica tipa I (146). Pneumociti tipa I nastaju
terminalnom diferencijacijom pneumocita tipa II (165). Pneumociti tipa II takoder imaju vaznu
ulogu u imunoloskoj obrani, jer se nalaze na granici izmedu alveolarnog prostora i intersticija, gdje
putem produkcije citokina i kemokina (npr. IL-6 1 CXCLS8/IL-8) mogu modulirati imunoloski
odgovor (166, 167). U naSem istrazivanju pokazano je da oba tipa pneumocita tijekom alveolarne
faze izrazavaju receptore 5S-HT1A i 5-HT3A, s izrazenijom prisutnoS¢u u pneumocitima tipa II.
Receptor 5-HT2A bio je gotovo iskljucivo izrazen u pneumocitima tipa II, dok je u tipu I bio slabo
izrazen.

Kvantitativna analiza povrSine tkiva pokrivene signalom za pojedine receptore pokazala je
da seizrazaj 5S-HT2A i1 5-HT3A znacajno smanjuje u alveolarnoj fazi u usporedbi s ranijim fazama.
Za 5-HT1A receptor takoder je zabiljezena tendencija smanjenja ukupne povrsine i intenziteta
fluorescencije, no razlike nisu bile statisticki znacajne. Dok je intenzitet fluorescencije za 5S-HT2A
receptore opadao, intenzitet fluorescencije za 5-HT3A receptore u alveolarnoj fazi znacajno se
povecao. Ovi rezultati sugeriraju da se tijekom napredovanja razvoja pluéa broj stanica koje
izrazavaju serotoninske receptore postupno smanjuje, no njihova ekspresija ostaje izrazena u
pneumocitima, osobito tipu II. Povecani izrazaj 5-HT3A receptora u tim stanicama tijekom
alveolarne faze moZe ukazivati na njegovu mogucu ulogu u kasnijim fazama sazrijevanja pluca.
Budu¢i da je 5-HT3A jedini serotoninski receptor koji djeluje kao ionski kanal, te je poznat po
svojoj ulozi u imunomodulaciji 1 neuro-imunolo§kom nadzoru, njegova prisutnost u pneumocitima
tipa II moze sugerirati njegovu ulogu u upalnim odgovorima i u regulaciji sekrecije surfaktanta.
Potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se rasvijetlila specifi¢na funkcija serotoninskih receptora
u epitelu alveola, osobito u kontekstu produkcije surfaktanta i imunoloske funkcije.

Rezultati gPCR analize pokazali su da se ekspresija gena za 5S-HT1A 1 5-HT2A receptore
tijekom fetalnog razvoja plu¢a odrzava na slicnim razinama u svim ispitivanim fazama, uz manje
varijacije koje nisu ukazivale na jasne razvojne obrasce. Suprotno tome, ekspresija gena za 5-
HT3A receptor pokazala je izrazene promjene izmedu faza razvoja. NajviSa razina zabiljezena je
u pseudoglandularnoj fazi, nakon ¢ega je slijedio postupni pad prema kasnijim fazama, s najnizim
vrijednostima u alveolarnoj fazi. Ovakav nalaz sugerira da bi 5-HT3A receptor mogao imati
posebno vaznu ulogu u ranim fazama razvoja pluénog tkiva, dok se uloga 5-HT1A i 5-HT2A

receptora €ini stabilnijom 1 manje ovisnom o razvojnoj fazi.
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Glavno ograni¢enje naseg istrazivanja bio je relativno malen broj uzoraka (velic¢ina uzorka)
1 njegova retrospektivna priroda. Medutim, istrazivanja fetalnog ljudskog tkiva rijetka su zbog
ekskluzivne prirode materijala i njegove Cesto slabe oCuvanosti. Iz tih razloga, broj uzoraka u ovom
istrazivanju bio je usporediv ili veéi s brojem uzoraka u slicnim studijama (147, 148). Stoga
vjerujemo da rezultati ovog istrazivanja mogu pridonijeti naSem znanju o sustavu serotoninskih
receptora u razvoju ljudskih pluca. Ipak, za razjaSnjavanje tocnih mehanizama djelovanja
serotonina tijekom pluéne ontogeneze, potrebna su prospektivna eksperimentalna istrazivanja koja
bi ukljucivala veéi broj uzoraka i knock-out misje modele sa specificnim delecijama odredenih
receptora u razli€itim stanicnim populacijama. Razumijevanje tih mehanizama moglo bi otvoriti
mogucnosti za razvoj novih terapijskih pristupa u sluc¢ajevima poremecaja pluénog razvoja, poput
bronhopulmonalne displazije ili perzistentne pluéne hipertenzije novorodencadi. Stoga ovi podaci
ne samo da doprinose boljem razumijevanju osnovne biologije pluca, ve¢ imaju i potencijalne

translacijske implikacije u neonatalnoj medicini.
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6. ZAKLJUCCI



Receptor 5-HT1A pokazuje najvisi izrazaj u glatkim miSi¢nim stanicama diSnih puteva,
prisutan kroz sve faze razvoja, Sto je u skladu s njegovom bronhodilatatornom ulogom te
mogucom funkcijom u regulaciji bronhalnog tonusa i poticanju ranih respiratornih pokreta

fetusa.

Isti obrazac izrazaja 5-HT1A receptora je prisutan kroz sve razvojne faze u glatkim
misi¢nim stanicama krvnih zila, kao 1 u endotelu razvijajucih krvnih zila, sto upucuje na
njegovu mogucu bioloSku ulogu u imunoregulaciji, odrzavanju vaskularnog tonusa i

poticanju angiogeneze.

Receptor 5-HT2A takoder pokazuje snazan izrazaj u glatkim miSiénim stanicama disnih
puteva 1 endotelu arterija tijekom ranijih faza fetalnog razvoja, osobito u
pseudoglandularnoj 1 kanalikularnoj fazi. Takva lokalizacija sugerira njegovu mogucu
ulogu u regulaciji bronho- 1 vazokonstrikcije, sudjelovanju u protuupalnim odgovorima te
potencijalno u proliferaciji glatkih miSi¢nih stanica tijekom ranih stadija pluéne

ontogeneze.

U epitelu proksimalnih di$nih putova zabiljezen je vrlo snazan izrazaj svih serotoninskih
receptora, osobito 5S-HT3 A receptora, ¢ija je prisutnost detektirana kroz sve faze razvoja.
Nasuprot tome, izrazaj receptora 5S-HT1A 1 5-HT2A znacajno se smanjuje te gotovo
potpuno nestaje u alveolarnoj fazi. SnaZan izrazaj serotoninskih receptora u ranim fazama
razvoja plu¢a mogao bi odrazavati njihovu mitogenu ulogu u grananju i Sirenju diSnih

putova.

5-HT3A je najslabije izraZen u vaskularnim komponentama, $to odgovara njegovoj

poznatoj lokalizaciji u presinaptickim zavrSecima.

Tijekom alveolarne faze zabiljeZen je snaZan izraZaj svih triju serotoninskih receptora u
pneumocitima, pri ¢emu su 5-HT1A 1 5-HT3A receptori bili izraZeniji u pneumocitima
tipa II. IzraZaj 5-HT2A receptora bio je takoder dominantan u pneumocitima tipa II, dok
je u tipu I bio slabije izrazen. Ovi nalazi ukazuju na mogucu ulogu serotonina i njegovih
receptora u funkciji alveolarnih epitelnih stanica, osobito u produkeiji 1 sekreciji
surfaktanta.

Op¢i zakljucak o distribuciji istrazenih serotoninskih receptora unutar razlic¢itih stani¢nih

struktura jest da je u ranijim fazama izrazaj proSiren i obuhvaca vise stani¢nih populacija
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10.

(endotel, epitel, glatke miSi¢ne stanice), dok se u alveolarnoj fazi izrazaj koncentrira u
pneumocitima, osobito tipu II.

Kvantitativna analiza povrSine tkiva pokrivene signalom za pojedine receptore pokazala
je da se izrazaj 5-HT2A i 5-HT3 A znacajno smanjuje u alveolarnoj fazi u usporedbi s
ranijim fazama. Za 5-HT 1A receptor takoder je zabiljezena tendencija smanjenja ukupne
povrsine, no razlike nisu bile statisticki znacajne.

Intenzitet fluorescencije za 5-HT3 A receptore u alveolarnoj fazi znacajno se povecao.
Ovi rezultati sugeriraju da se tijekom napredovanja razvoja pluca broj stanica koje
izrazavaju serotoninske receptore postupno smanjuje, no njihova ekspresija ostaje
izraZzena u pneumocitima, osobito tipu II.

RT-qPCR analiza pokazala je stabilnu ekspresiju gena za 5S-HT1A i 5-HT2A receptore
kroz sve razvojne faze, dok je gen za 5-HT3A receptor imao najvisu razinu u
pseudoglandularnoj fazi, uz postupni pad prema alveolarnoj fazi, §to upucuje na njegovu

mogucu specifiénu ulogu u ranom razvoju pluca.
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7. SAZETAK



Naslov: Izrazaj serotoninskih receptora u plu¢ima ¢ovjeka tijekom fetalnog razvoja

Ciljevi: Uzevsi u obzir podatke o ranoj pojavnosti stanica koje proizvode serotonin u plu¢ima
tijekom embrionalnog razvoja, kao i postojeca saznanja o ulozi serotonina u razvoju pluca, cilj
ovog istrazivanja bio je utvrditi prostorni i vremenski izrazaj serotoninskih receptora u plu¢ima
covjeka tijekom fetalnog razvoja (od 12. do 40. tjedna gestacije). Analizirana su tri tipa
serotoninskih receptora (5-HT1A, 5-HT2A i 5-HT3A) kroz cetiri razvojne faze pluca;
pseudogladularnu, kanalikularnu, sakularnu i alveolarnu fazu.

Materijali i metode: U ovoj studiji koristeni su uzorci pluénog tkiva ¢ovjeka od ukupno 25
fetusa gestacijske dobi od 12 to 40 tjedana. Uzorci su histoloSki i imunohistokemijski obradeni,
uslikani fluorescencijskim mikroskopom te je provedena kvantitativna analiza izrazaja 5-HT1A,
5-HT2A i 5-HT3A receptora za svaku pojedinu fazu razvoja. Izrazaj navedenih serotoninskih
receptora na mikrofotografijama kvantificiran je uporabom mjernih parametara poput postotka
povrSine prekrivene pozitivnim imunofluorescentnim signalom 1 integrirane gustoce
fluorescencije. Za statistiCku analizu podataka dobivenih obradom mikrofotografija koristen je
PAST 4.03 program. One way ANOVA test (engl. Analysis of variance) uz Tukey post-hoc test
koriSten je za usporedbu izrazaja promatranih proteina izmedu razliCitih razvojnih faza pluca.
Statisticki zna¢ajnom je smatrana razlika pri P < 0,05, a interval pouzdanosti (CI) od 95%. Takoder
je provedena semikvantitativna analiza izrazaja unutar specificnih histoloskih struktura pluca
tijekom navedenih razvojnih faza. Izolirana je 1 kvantificirana transkripcija glasnicke RNA
(mRNA) za 5-HT1A, 5-HT2A 1 5-HT3A gene u plu¢ima covjeka tijekom fetalnog razvoja
metodom qRT-PCR.

Rezultati: Najjaci izrazaj svih triju tipova receptora zabiljeZen je u epitelu proksimalnih
diSnih putova za vrijeme pseudoglandularne, kanalikularne 1 sakularne faze, osobito 5-HT3A
receptora, Cija je prisutnost detektirana kroz sve faze razvoja. 5-HT1A receptor pokazao je snaZan
izrazaj u glatkim miSi¢nim stanicama proksimalnih di$nih putova. Glatke miSi¢ne stanice krvnih
zila 1 endotel povremeno su pokazivali snazan izrazaj S-HT1A 1 5-HT2A receptora. U alveolarnoj
fazi, izrazaj sva tri receptora detektiran je u pneumocitima tipa I (p1) 1 tipa II (p2) s izrazenijom
ekspresijom u pneumocitima tipa II. Uo€eno je znac¢ajno smanjenje postotka povrsine i integrirane
gustoce za 5-HT2A receptor u alveolarnoj fazi. S druge strane, kod 5-HT3A receptora zabiljeZzeno

je smanjenje postotka povrsine, ali povecanje integrirane gustoce u alveolarnoj fazi, §to sugerira
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da manji broj stanica izrazava ovaj receptor, no da su te stanice (p1 1 p2) znacajno pojacale njegov
izrazaj u alveolarnoj fazi. RT-qPCR analiza pokazala je stabilnu ekspresiju gena za 5-HT1A 1 5-
HT2A receptore kroz sve razvojne faze, dok je gen za 5-HT3A receptor imao najvisu razinu u
pseudoglandularnoj fazi, uz postupni pad prema alveolarnoj fazi.

Zakljuéci: U fetalnim plu¢ima tijekom rasta i sazrijevanja pojavljuje se izrazaj razlicitih
tipova serotoninskih receptora. NaSi rezultati pokazali su da svaki od analiziranih receptora
pokazuje karakteristican obrazac izrazaja u specifi¢nim stani¢nim populacijama ukljucujucéi epitel
di$nih putova, glatke misi¢ne stanice i pneumocite, Sto sugerira njihovu selektivnu ukljuc¢enost u
razliCite aspekte pluéne ontogeneze — od vaskularnog razvoja i bronhalne muskulature do
sazrijevanja alveolarnog epitela. Osim na njihovu vaznost u normalnom razvoju 1 sazrijevanju
pluca, dinamika njihovog prostorno-vremenskog izrazaja, takoder moze ukazivati na njihovu

ulogu u patogenezi pluénih bolesti, osobito onih karakteristi¢nih za neonatalno razdoblje.
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8. LAICKI SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Pluca ¢ovjeka pocinju se razvijati u ranom periodu trudnoce, a za njihov pravilan rast i
sazrijevanje vazni su brojni signalni mehanizmi u organizmu. Serotonin, kao jedna od najstarijih
signalnih molekula ima vaznu ulogu u tom procesu, a svoje ucinke ostvaruje putem serotoninskih
receptora koji se nalaze na povrsini stanica.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati kada i gdje se u plu¢ima ¢ovjeka tijekom fetalnog
razvoja pojavljuju serotoninski receptori. Analizirana su tri tipa serotoninskih receptora (5-
HTI1A, 5-HT2A 1 5-HT3A) u uzorcima plu¢nog tkiva fetusa u razdoblju od 12. do 40. tjedna

trudnoce, odnosno kroz razli¢ite faze razvoja pluca.

U istrazivanju su koristene histoloske, imunohistokemijske i molekularne metode kako bi se
utvrdila prisutnost i koli¢ina navedenih receptora u razli¢itim dijelovima plu¢a. Rezultati su
pokazali da su sva tri receptora prisutna tijekom razvoja pluca, ali da se njihov izrazaj mijenja
ovisno o razvojnoj fazi i tipu stanica. Uo€eno je da pojedini receptori pokazuju razli¢ite obrasce
izrazaja u krvnim zilama, glatkim mi$i¢nim stanicama i alveolarnim stanicama, $to sugerira da

sudjeluju u razli¢itim procesima razvoja plu¢nog tkiva.

Rezultati ovog istrazivanja doprinose boljem razumijevanju razvoja ljudskih plu¢a prije
rodenja te ukazuju na mogucéu vaznost serotoninskih receptora u nastanku odredenih pluénih
bolesti novorodencadi. Dobiveni podaci mogu biti korisni za buduca istrazivanja normalnog
razvoja pluca, ali i mehanizama nastanka bolesti povezanih s poremecenim sazrijevanjem

pluénog tkiva.
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9. SUMMARY



Title: EXPRESSION PATTERNS OF SEROTONIN RECEPTORS DURING HUMAN
FETAL LUNG DEVELOPMENT.

Objectives: Considering previous findings on the early appearance of serotonin-producing
cells in the lungs during embryonic development, as well as the known role of serotonin in lung
development, this study aimed to determine the spatial and temporal expression of serotonin
receptors in the human lung during fetal development (from the 12th to the 40th week of gestation).
Three types of serotonin receptors (5-HT1A, 5-HT2A, and 5-HT3A) were analyzed throughout
four developmental stages of the lung: the pseudoglandular, canalicular, saccular, and alveolar
stages.

Materials and methods: This study included human lung tissue samples obtained from 25
fetuses ranging from 12 to 40 weeks of gestational age. Tissue samples were processed
histologically and immunohistochemically, imaged using a fluorescence microscope, and
subjected to quantitative analysis of 5-HT1A, 5-HT2A, and 5-HT3A receptor expression during
each developmental stage. The expression of these serotonin receptors in microphotographs was
quantified using parameters such as the percentage of area covered by positive immunofluorescent
signal and integrated fluorescence density. Statistical analysis of the data obtained from
microphotograph processing was performed using PAST 4.03 software. One way ANOVA test
(eng. Analysis of variance), followed by Tukey’s post-hoc test, was used to compare protein
expression among different developmental stages of the lung. Differences were considered
statistically significant at P < 0.05, with a 95% confidence interval (CI). A semiquantitative
analysis of receptor expression within specific histological lung structures during the examined
developmental stages was also performed. In addition, messenger RNA (mRNA) transcription
levels of the 5-HT1A, 5-HT2A, and 5-HT3A genes in the developing human lung were isolated
and quantified using the qRT-PCR method.

Results: The strongest expression of all three receptor types was observed in the epithelium
of the proximal airways during the pseudoglandular, canalicular, and saccular stages, particularly
for the 5-HT3A receptor, whose presence was detected throughout all stages of development. The
5-HT1A receptor showed strong expression in the smooth muscle cells of the proximal airways.
Vascular smooth muscle cells and endothelial cells occasionally demonstrated strong expression

of 5-HT1A and 5-HT2A receptors. During the alveolar stage, expression of all three receptors was
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detected in type I (p1) and type II (p2) pneumocytes, with more pronounced expression in type 11
pneumocytes. A significant decrease in both the percentage area and integrated density of the 5-
HT2A receptor was observed during the alveolar stage. In contrast, the 5S-HT3A receptor showed
a decrease in percentage area but an increase in integrated density during the alveolar stage,
suggesting that a smaller number of cells expressed this receptor, while those cells (pl and p2)
markedly increased their expression during this stage. RT-qPCR analysis demonstrated stable gene
expression of 5-HT1A and 5-HT2A receptors throughout all developmental stages, whereas the 5-
HT3A receptor gene showed the highest expression during the pseudoglandular stage, followed by
a gradual decline toward the alveolar stage.

Conclusions: Various types of serotonin receptors are expressed in the fetal lung during
growth and maturation. Our findings demonstrated that each analyzed receptor exhibits a
characteristic expression pattern within specific cellular populations, including airway epithelium,
smooth muscle cells, and pneumocytes, suggesting their selective involvement in different aspects
of lung ontogenesis — ranging from vascular development and bronchial musculature formation to
alveolar epithelial maturation. In addition to their importance in normal lung growth and
maturation, the dynamic spatial and temporal expression patterns of these receptors also may
indicate their potential role in the pathogenesis of pulmonary diseases, particularly those associated

with the neonatal period.
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10. LAY SUMMARY



Human lungs begin to develop during early pregnancy, and their proper growth and
maturation depend on numerous signaling mechanisms within the body. Serotonin, one of the
oldest signaling molecules, plays an important role in this process by acting through serotonin

receptors located on the surface of cells.

This study aimed to investigate when and where serotonin receptors appear in the human
lung during fetal development. Three types of serotonin receptors (5-HT1A, 5-HT2A, and 5-
HT3A) were analyzed in fetal lung tissue samples collected between the 12th and 40th week of

pregnancy, covering different stages of lung development.

Histological, immunohistochemical, and molecular methods were used to determine the
presence and quantity of these receptors in different parts of the lungs. The results showed that
all three receptors are present during lung development, but their expression changes depending
on the developmental stage and cell type. Different receptors showed distinct expression patterns
in blood vessels, smooth muscle cells, and alveolar cells, indicating their involvement in multiple
processes of lung tissue development.

The findings of this study contribute to a better understanding of human lung
development before birth and suggest a possible role of serotonin receptors in the development
of certain neonatal lung diseases. These results may be useful for future research on normal lung
development as well as on the mechanisms underlying diseases associated with impaired lung

maturation.
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OPCI PODATCI

Ime i prezime: Jelena Nikoli¢
Datum 1 mjesto rodenja: 10. lipnja 1986. , Split

Drzavljanstvo: Hrvatsko
OBRAZOVANJE

2002.-2005. V. gimnazija ,,Vladimir Nazor* u Splitu

2005.—-2010.  Preddiplomski sveucili$ni studij Biologije i ekologije mora, Sveucili$ni odjel za
studije mora, SveuciliSte u Splitu, akademska titula: Prvostupnica biologije i
ekologije mora

2010.—-2012.  Diplomski sveuciliSni studij Biologije 1 ekologije mora, Sveucili$ni odjel za studije
mora, SveuciliSte u Splitu, akademska titula: Magistra biologije i ekologije mora

2018. —danas  Poslijediplomski sveucili$ni doktorski studij Biologija Novotvorina, Medicinski

fakultet, Sveuciliste u Splitu

RADNO ISKUSTVO

10/2012 —7/2013 Rad u znanstveno-istrazivackoj grupi dr. sc. Anite KriSko ,,Molekularne
osnove starenja*, Mediteranski institut za istrazivanje zivota (MedILS), Split,

Hrvatska

5/2018 — 11/2021 Doktorand u znanstveno-istrazivackoj grupi ,,Biologija robustnosti® pod
vodstvom Prof. dr. sc. Miroslava Radmana i dr. sc. Katarine Trajkovi¢,

Mediteranski institut za istrazivanje Zivota (MedILS), Split, Hrvatska

11/2021 —2/2023 Doktorand pod vodstvom Izv. Prof. dr. sc. Natalije Filipovi¢, Laboratorij za
istrazivanje ranog razvoja ¢ovjeka, Mediteranski institut za istraZivanje zivota

(MedILS) 1 Medicinski fakultet Sveucilista u Splitu (MEFST) Split, Hrvatska
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PROJEKTI

4/2019 — 11/2021 Suradnica na istrazivackom projektu ,,Stani¢na parabioza: Uloga medustanicne
komunikacije u fenotipskoj supresiji“ pod pokroviteljstvom Hrvatske zaklade

za znanost (HRZZ) pod vodstvom dr. sc. Katarine Trajkovi¢
VOLONTIRANJE

4/2019 Voditeljica aktivnosti na Festivalu znanosti (MedILS, Split)

9/2022 Voditeljica aktivnosti na Europskoj no¢i istraziva¢a 2022. u okviru projekta Blue

Connect — Radionica za djecu ,,Upoznajmo ljudsko tijelo (Prokurative, Split)

PROFESIONALNO USAVRSAVANJE

9/2012 Tec¢aj za ronioca s jednom zvjezdom (CMAS*), Ronilacki klub ,,Zenta®, Split

7/2018 TecCaj osposobljavanja za rad s opasnim kemikalijama, Hrvatski zavod za toksikologiju i

antidoping, Zagreb

12/2022  Tecaj za osposobljavanje osoba koje rade s pokusnim Zivotinjama (kategorija 3 — voditel;j 1

zamjenik voditelja pokusa), Medicinski fakultet Sveucilista u Splitu (MEFST), Split

POSLOVNE VJESTINE

- Rad u laboratoriju stani¢ne kulture (humane 1 zivotinjske stani¢ne linije)

- Imunohistokemija i imunoflorescencija

- Fluorescencijska mikroskopija

- Protoc¢na citometrija

- Tehnike molekularne biologije (PCR, bakterijska tranformacija, Izolacija DNK, stani¢na
transfekcija, razvoj stabilnih stani¢nih linija, gel elektroforeza na agaroznom gelu)

- Proteomika (izolacija proteina, ELISA)

- Transkriptomika (RT-qPCR, izolacija RNA iz tkiva uklopljenih u parafinske blokove)

- Rad s laboratorijskim zivotinjama (C57BL/6 soj misa)

- Vladanje alatima operativnog sustava, alatima za pristup i pretraZivanje literature, svim

alatima paketa MS Office, Image J, Adobe photoshop, GraphPad, EndNote
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DRUGE AKTIVNOSTI I ZNANJA

Poznavanje stranih jezika:

- Engleski
- Talijanski

Vozacka dozvola B kategorije
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