UNIVERZITET U BEOGRADU

BIOLOSKI FAKULTET

Ivana M. Stefanoska

UTICAJ PROLAKTINA NA CELIJE
TROFOBLASTA COVEKA in vitro

doktorska disertacija

Beograd, 2013



YHUBEP3UTET Y BEOI'PALY

BENOJIOWKN GAKYIITET

MBaHa M. CtedaHocka

YTULUAJ NPONNTAKTUHA HA REJIUJE
TPO®POBJIACTA HOBEKA in vitro

OOKTOPCKa ,CI,I/ICepTaLI,I/Ija

beorpag, 2013



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF BIOLOGY

I[vana M. Stefanoska

THE EFFECT OF PROLACTIN ON HUMAN
TROPHOBLAST in vitro

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2013



KOMISIJA

dr Ljiljana Viéovac Panié, mentor

naucni savetnik Instituta za primenu nuklearne energije - INEP Univerziteta u Beogradu

dr Jelena Dordevié, mentor

vanredni profesor Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

dr Milica Jovanovi¢ Krivokuca, Clan

naucni saradnik Instituta za primenu nuklearne energije - INEP Univerziteta u Beogradu

dr Sasa Vasilijié, ¢lan

docent Medicinskog fakulteta - VMA Univerziteta odbrane u Beogradu



Eksperimentalni deo ove doktorske teze uraden je u Institutu za primenu nuklearne
energije — INEP, Univerziteta u Beogradu, u okviru projekata Ministarstva prosvete i nauke
"Celijske interakcije i molekularni mehanizmi u diferencijaciji ¢elija u implantaciji
embriona i placentaciji" i "Trofoblast i ekstraembrionalne fetalne celije: plasticnost, faktori
diferencijacije i in vitro modulacija funkcionalnih svojstava", pod rukovodstvom dr Ljiljane

Vicovac Pani¢, nau¢nog savetnika INEP-a.

Dr Ljiljani Vic¢ovac Pani¢ dugujem najvecu zahvalnost na strpljenju, podrsci,
razumevanju i velikoj pomoc¢i tokom izrade ove doktorske teze.

Zahvaljujem se dr Jeleni Pordevi¢, vanrednom profesoru Bioloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu za pomo¢ u zavr$noj obradi teze i mnogim korisnim sugestijama.

Posebno se zahvaljujem dr Milici Jovanovi¢ Krivokuéa, nau¢nom saradniku INEP-a
na velikoj pomoc¢i i korisnim savetima tokom svih faza izrade ove teze.

Zahvaljujem se dr Sasi Vasilijic¢u, docentu Medicinskog fakulteta — VMA,
Univerziteta odbrane na korisnim savetima i sugestijama.

Zahvaljujem se dr Nikoli KolundZzi¢u na nesebi¢noj pomo¢i u kompjuterskoj obradi
rezultata ove doktorske teze.

Svojim dragim koleginicama, Zani, Tamari i Danici zahvaljujem na stru¢noj pomoéi
1 prijateljskoj podrsci.

Zahvaljujem se i ostalim kolegama Instituta na korisnim savetima i podrsci.

Posebno se zahvaljujem svojim roditeljima i porodici na ljubavi, razumevanju i

podrsci tokom svih ovih godina.



REZIME

Prolaktin (PRL) je polipeptidni hormon koji utice na rast i1 diferencijaciju razli¢itih
¢elija, a ukljucen je i u brojne fizioloske procese. SintetiSe ga i luci hipofiza, ali i razlicita
druga tkiva 1 Celije. Prolaktin je jedan od glavnih proteina koji sintetiSe i sekretuje
decidualizovani endometrijum. Produkcija decidualnog prolaktina se povecava u trudnoci

nakon implantacije, i dostize maksimum u tkivu decidue 20 do 25 nedelje gestacije.

Delovanje PRL se ostvaruje vezivanjem za PRL receptore (PRLR) na celijskoj
membrani. Poznato je da se za prolaktinski receptor vezuje najmanje tri liganda - prolaktin,
placentni laktogen i hormon rasta. Do sada je za placentu poznato da je receptor za
prolaktin ispoljen u decidui, trofoblastu horiona, epitelu amniona i sinciciotrofoblastu na
kraju trudnoce. Prolaktin u razli¢itim ¢elijama i tkivima uti¢e na ekspresiju adhezionih i
proteolitickih molekula koji su znacajni za degradaciju ekstracelijskog matriksa i ¢elijsku

migraciju. Medutim, njegova uloga u trofoblastu nije dovoljno poznata.

Ovim radom je po prvi put ispitivan uticaj prolaktina na svojstva invazivnog
ekstravilusnog trofoblasta prvog trimestra trudnoce. Detektovana je ekspresija PRLR, kao i
profil prisutnih formi receptora na izolovanim citotrofoblastnim ¢elijama 1 HTR-8/SVneo
trofoblastnoj imortalizovanoj celijskoj liniji. Pokazali smo da PRL stimuliSe adheziju,
migraciju i invaziju trofoblasta in vitro. Kao potencijalne efektore ispitivali smo integrine,
gal-1 1 matriksne metaloproteinaze-2 i -9. Dobijeni rezultati ukazuju da PRL stimuliSe
ekspresiju subjedinica integrina a;, as, kao i gal-1. Ispitivali smo i efekat PRL na
vijabilnost, proliferaciju 1 apoptozu HTR-8/SVneo ¢elija. PRL je blago stimulisao
vijabilnost 1 uticao na povecanje broja adherentnih ¢elija, dok apoptoza nije bila znacajno

promenjena.

Dobijeni rezultati predstavljaju napredak u razumevanju fizioloske uloge PRL
znacCajne za funkciju humanog trofoblasta. Takode, ovaj rad pruza celovitiji uvid u proces
diferencijacije ranog trofoblasta i predstavlja dobru osnovu za dalja ispitivanja bioloske

uloge prolaktina, kao i drugih ¢lanova ove familije proteina u humanom trofoblastu.
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ABSTRACT

Prolactin (PRL) is a polypeptide hormone which has impact on the growth and
differentiation of various cell types, and is known to participate in numerous physiological
processes. It is synthesized and secreted by the pituitary gland and many other tissues and
cell types. Prolactin is also one of the major proteins synthesized and secreted by
decidualized endometrium. The production of decidual prolactin increases after

implantation, and peaks in decidual tissue at 20 to 25th week of gestation.

The action of PRL is exerted through binding to its receptors (PRLR) at the surface
of target cells. It is known that prolactin receptor has at least three ligands — prolactin,
placental lactogen and growth hormone. Regarding localization of prolactin receptor in
placenta, so far it has been found in decidua, chorionic trophoblast, amniotic epithelium and
synciciotrophoblast at term. Prolactin affects the expression of adhesion and proteolytic
molecules which are important for degradation of extracellular matrix and cell migration.

However, its role in trophoblast is not well defined.

In this study the effect of prolactin on the function of first trimester of pregnancy
extravillous trophoblast was studied for the first time. The expression of PRLR, as well as
the profile of different isoforms was examined in both cytotrophoblast and HTR-8/SVneo
trophoblast derived cell line. It is shown here that PRL stimulates trophoblast cell adhesion,
migration and invasion in vitro. Potential effectors were sought among integrins, gal-1 and
matrix metalloproteinases-2 and -9. The results showed that PRL stimulated the expression
of integrin subunits a;, as, as well as gal-1. When investigating the effect of PRL on cell
viability, proliferation and apoptosis of HTR-8/SVneo cells, PRL was found to slightly

stimulate cell viability and adherent cell number, while apoptosis was not altered.

The results of this study represent a step further in the understanding of the
physiological role of PRL in human trophoblast. Moreover, this work gives a better insight

in to the process of early trophoblast differentiation and represents a good basis for further



studies of the biological role of prolactin, as well as other members of this family of

proteins in the human trophoblast.

Key words: prolactin, PRLR, trophoblast, isolated cytotrophoblast, HTR-8/SVneo.
Scientific field: Biology
Special topic: Biology of reproduction
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SKRACENICE

ABC - avidin biotin peroksidazni kompleks
BSA - govedi serumski albumin

CK - citokeratin

CT- citotrofoblast

DAB - 3, 3' diamino benzidin tetrahidrohlorid
DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMEM/F12 - Dulbecco-va modifikacija Eagle-ovog medijuma sa Ham-ovom hranljivom

meSavinom

ECM - vancelijski matriks

EGF - epidermalni faktor rasta
EPO - eritropoetin

EVT - ekstravilusni trofoblast
FCS - fetalni tele¢i serum

Gal - galektin

GH - hormon rasta

GHR - receptor hormona rasta
HLA - humani leukocitni antigen
HTR-8/SVneo - humana ekstravilusna trofoblastna ¢elijska linija

IGF - insulinu-sli¢an faktor rasta



IGFBP-1 - insulinu-sli¢an faktor rasta vezujuci protein-1
MMP - matriksna metaloproteinaza

MTT - 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difenil tetrazolium bromid
MUCI - mucin 1

PBS - fosfatni pufer

PGH - placentni hormon rasta

PL - placentni laktogen

PRL - prolaktin

PRLR - receptor za prolaktin

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste

RPMI 1640 - medijum za gajenje HTR-8/SVneo Celija

SDS-PAGE - natrijum-dodecil-sulfat poliakrilamidna gel elektroforeza

ST - sinciciotrofoblast

TIMP - tkivni inhibitor matriksnih metaloproteinaza
TGF-a - transformiSuci faktor rasta alfa

TGF-p - transformisuci faktor rasta beta

ulNK - ¢elije ,,prirodne ubice* uterusa

VCAM-1 - vaskularni ¢elijski adhezioni molekul-1

VEGTF - vaskularni endotelni faktor rasta
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UvOD



1.1.  Placenta — struktura i funkcija

Placenta je autonomni organ preko kojeg se prenose hranljive materije i gasovi
izmedu fetusa i majke, 1 kao takva neophodna je za rast i razvi¢e embriona. Razvoj placente
pocinje implantacijom, a sam proces naziva se placentacija. Oba procesa karakteriSu
znaCajne promene u zidu uterusa u odgovoru na razlicite modulatorne molekule, kao §to su
steroidi 1 peptidni hormoni, kao i lokalni faktori, sa ciljem da se formira pogodna sredina za

implantaciju blastociste i razvoj embriona (Lunghi i sar., 2007).

Tokom procesa placentacije razvijaju se horionske resice koje ¢ine osnovnu
funkcionalnu i strukturnu jedinicu placente. One su ili pri¢vrSéene za zid uterusa — sidrece
resice (villi atherentes) ili plivaju u intervilusnom prostoru — slobodne resice (villi

terminales; Tarrade i sar., 2001).

Obrazovanjem horionskih resica povecava se kontaktna povrSina horiona i tkiva
materice, 1 uspostavlja komunikacija izmedu embrionalnog i maj¢inog krvotoka. Bez obzira
na postojanje intimne veze izmedu ovih krvotoka, nikada ne dolazi do meSanja krvi majke 1
fetusa. Preko resica se odvija apsorpcija nutrijenata, eliminacija ekskreta, a one su i mesto

produkcije mnostva hormona koje stvara placenta tokom trudnoce.

Horionske resice su u pocetku razvijene po celoj povrSini horiona, a kasnije se
povecavaju 1 granaju samo na mestima gde se vr$i izmena materija izmedu embrionalnog i
maj¢inog tkiva (Slika 1). Same resice su prekrivene trofoblastom koji predstavlja
embrionalno tkivo i ima znacajnu ulogu u procesu implantacije i placentacije (Aplin, 1998;

Benirschke 1 Kaufmann, 2000; Lunghi i sar., 2007).
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Slika 1. Shematski prikaz strukture placente

Trofoblast horionske resice ¢ine sinciciotrofoblast (ST) 1 citotrofoblast (CT).
Citotrofoblast predstavlja prekursor za ostale populacije trofoblasta. Sinciciotrofoblast
naleze na sloj ¢elija citotrofoblasta, dok bazalna membrana ovih ¢éelija naleZe na centralni
deo horionske resice, koji je ispunjen vezivom, fetalnim kapilarima i fetalnim makrofagima

— Hofbauerovim ¢elijama.

Sinciciotrofoblast predstavlja mnogojedarnu protoplazmati¢énu masu, preko kojeg se
odvija brza razmena materija 1 informacija. Citotrofoblast c¢ine nediferencirane,
proliferiSuc¢e celije kuboidnog oblika sa okruglim jedrom. Fuzijom ovih ¢elija nastaje
sinciciotrofoblast koji se nalazi na povrsini resice, kao 1 ekstravilusni citotrofoblast koji vrsi

invaziju duboko u zid uterusa (Benirschke i Kaufmann, 2000).

Horionske resice veoma brzo rastu i granaju se, tako da resice koje su u vezi sa
bazalnom deciduom formiraju fetalnu komponentu placente, chorion frondosum (Cupavi

horion), dok resice na povrSini horiona okrenute prema uterusnoj Supljini koje su u



kontaktu sa kapsularnom deciduom degeneriSu na kraju treeg meseca trudnoce obrazujuci

chorion leave (glatki horion; Benirschke i Kaufmann, 2000).

Za uspesno formiranje funkcionalno aktivne placente potrebna je visoko usaglasena
kontrola vaskularizacije, angiogeneze i trofoblastne funkcije, §to je rezultat delovanja
velikog broja faktora posredstvom autokrinih i parakrinih mehanizama regulacije (Lunghi i

sar., 2007).

1.2. Stadijumi implantacije embriona coveka

1.2.1. Preimplantaciona faza

Oplodenje jajne ¢elije kod ¢oveka odvija se u ampularnom delu jajnika, a kao rezultat
ovog procesa nastaje zigot. U prva 24 ¢asa nakon oplodenja dolazi do brazdanja zigota na
identicne celije, blastomere. Proces blastomerizacije odvija se tokom kretanja zigota duz
jajovoda ka materici. Kao rezultat blastomerizacije nastaje morula koja dospeva u
endometrijum (Slika 2). Petog dana razviéa morula pocinje da apsorbuje tecnost i
povecanjem koli¢ine tecnosti izmedu ¢elija nastaje Supljina, blastocel, a od morule nastaje
Suplja lopta, blastocista. U ovom stadijumu razlikujemo trofoblast koji ¢ini zid blastociste, i
od kojeg ¢e nastati placenta i horion, i embrioblast koji predstavlja grupu celija u
unutrasnjosti blastociste koja naleze na jedan pol i od kojeg ¢e nastati embrion, amnion,

alantois i zumancana kesa (Murray i sar., 1999; Norwitz i sar., 2001).
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Slika 2. Rani stadijumi razvi¢a od oplodenja do formiranja blastociste (Red-Horse i sar.,

2004).

U toku preimplantacione faze razvica dolazi do niza promena u endometrijumu pod
uticajem hormona jajnika, estrogena i progesterona (Critchley i Healy, 1998). Za vreme
proliferativne faze menstrualnog ciklusa, koja obuhvata period od cetvrtog dana
menstruacije do ovulacije, poCinje Celijska regeneracija u Zlezdanom i stromalnom odeljku
endomerijuma pod uticajem estrogena koji luce granulozne celije rastué¢eg folikula (Slika
3). Ovaj period karakterise rast endometrijuma. Nakon ovulacije, zapocinje sekretorna faza
menstrualnog ciklusa koju reguliSe progesteron poreklom iz Zutog tela (corpus luteum). U
toku ove faze menstrualnog ciklusa veoma je izrazena sekretorna aktivnost Zlezda
endometrijuma, a dolazi i do promena u stromalnom odeljku endometrijuma. Na pocetku
sekretorne faze ne moze do¢i do implantacije blastociste zbog nespremnosti epitela
endometrijuma, iako je embrion ve¢ sposoban za implantaciju (Aplin, 2000; Denker, 1990).
Sredinom sekretorne faze epitel endometrijuma podleze promenama, i u toku jednog

kratkog vremenskog perioda - receptivne faze, u stanju je da pricvrsti blastocistu. Ta se faza



naziva "prozor implantacije”, tj. receptivnost, i pod kontrolom je steroidnih hormona,
estrogena 1 progesterona. Estrogeni proliferativne faze stimuliSu proliferaciju 1 rast
uterusnih epitelnih ¢elija, dok progesteron dovodi do smanjenja proliferacije epitelnih
¢elija, promoviSe receptivnost i dalju proliferaciju stromalnih ¢elija. Kraj receptivne faze
poklapa se sa morfoloSkom diferencijacijom endometrijalnih fibroblasta u sekretorne,

decidualne ¢elije (Brosens i1 Gellersen, 2006).

Sazrevanje folikula  Ovulacija Zuto telo Zuto telo trudnoée

s

Pocetak implantacije

Kompaktni sloj

Sunderasti sloj

Bazalni

0 4 14 28
Menstrualna faza Proliferativna faza Sekretorna faza Trudnoca

Slika 3. Promene u endometrijumu tokom menstrualnog ciklusa i rane trudnoc¢e (Sadler,

2009).

U ciklusu u kom nije doSlo do zaceca, nivoi estrogena i progesterona naglo opadaju 1
dolazi do odbacivanja funkcionalnog sloja endometrijuma, kojeg cine kompaktni i
sunderasti sloj (Finn, 1994). U slucaju da je doslo do zace¢a, ishod ¢e zavisiti od uspesnosti

uspostavljanja bliskog kontakta trofektoderma blastociste i ¢elija uterusa majke.



1.2.2. Implantacija i placentacija

Implantacija blastociste je proces koji predstavlja interakciju izmedu trofoblastnih
¢elija 1 endometrijuma. Sam proces zapocinje adhezijom apikalnih plazma membrana
trofoblasta i luminalnog epitela endometrijuma, $to je opisano kao paradoks u ¢elijskoj
biologiji, jer je poznato da su apikalne membrane epitela neadhezivne (Denker, 1990).
Adhezivnost apikalnih membrana trofoblasta i endometrijuma kratko traje tokom "prozora
implantacije" (Psychoyos, 1988). Smatra se da "prozor implantacije" traje od 20. do 24.
dana menstrualnog ciklusa (Salamonsen i sar., 2003). U ovom periodu mora do¢i do
sinhronizacije u fazi razvi¢a blastociste kada je ona sposobna za implantaciju sa
receptivnom fazom endometrijuma. Izvan ovog perioda apikalna povrSina epitela je
pokrivena tankim glikokaliksom koji se sastoji uglavnom od mucina, posebno MUCI, koji
predstavlja transmembranski glikoprotein koji sprecava adheziju blastociste za

endometrijum (Hey 1 Aplin, 1996; Thathiah i sar., 2004).

Proces implantacije zapocinje Sest do sedam dana nakon oplodenja i odvija se u tri
etape (Norwitz i sar., 2001; Vigano i sar., 2003). Apozicija predstavlja inicijalnu, ali
nestabilnu, adheziju blastociste za zid uterusa. U ovoj etapi pinopode koje predstavljaju
prstolika ispupcenja na apikalnom delu epitela uterusa stupaju u kontakt sa mikrovilima na
apikalnom delu trofoblasta blastociste (Lopata i sar., 2002). U slede¢em koraku dolazi do
stabilne adhezije pri cemu je povecan fizicki kontakt izmedu blastociste i epitela uterusa.
Poslednja etapa je invazija, koja pocinje prodiranjem sinciciotrofoblasta kroz epitel uterusa.
Sincicijalni trofoblast prodire izmedu epitelnih ¢elija endometrijuma, razgraduje bazalnu

membranu i omogucava blastocisti da uroni u stromu uterusa (Slika 4).
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Slika 4. Implantacija embriona 9 — 10 dana nakon zacec¢a (Norwitz i sar., 2001).

Znacajnu ulogu u kontroli implantacije blastociste imaju endometrijalni hemokini 1
citokini. Hemokini su odgovorni za migraciju leukocita do decidue gde prouzrokuju vrstu
inflamatornog stanja koje potice od viSe izvora. Proces decidualizacije karakteriSe
interakcija decidualnih NK ¢elija (engl. natural killers) sa ¢elijama invazivnog trofoblasta,
koje ispoljavaju nepolimorfnu HLA I klasu antigena (Pijnenborg, 2002). Zatim, pod
uticajem razliitih agenasa dolazi do regrutovanja i aktivacije makrofaga, granulocita i

dendriticnih ¢elija. Ove celije imaju imunoregulatornu ulogu i ulogu u tkivhom



remodelovanju obezbeduju¢i endometrijalnu receptivnost za implantaciju embriona.
TransformiSu¢i faktor rasta [ (TGF-B) i1 prostaglandini (PG) doprinose povecanju
produkcije citokina 1 vaskularne propustljivosti $to je bitno za implantaciju jer favorizuje
privlacenje blastociste 1 adheziju za endometrijum (Saito, 2001). Takode, hemokini
interaguju sa receptorima spregnutim sa proteinom G indukujuéi strukturne promene
integrina koje omogucavaju adheziju blastociste za decidualizovan endometrijum (Bokoch,
1995). Smatra se da su u proces implantacije ukljuceni razli¢iti adhezioni molekuli, kao §to
su selektini, integrini i trofini, ispoljeni na trofoblastnim ¢elijama 1 epitelu uterusa (Aplin 1

Kimber, 2004).

Sa progresijom invazije, sve veca povrsina trofoblasta dolazi u kontakt sa tkivom
uterusa. Osmog dana nakon zaceca, pojavljuju se male intersticijalne vakuole u
sincicijalnoj masi. Ove vakuole se uvecavaju i formiraju lakune. Dvanaestog dana nakon
oplodenja, blastocista je duboko implantirana u stromu uterusa, a susedne lakune se spajaju
1 unutar sinciciotrofoblasta se obrazuje lakunarna mreza (Benirschke 1 Kaufmann, 2000).
Na mestu na kome je doslo do prekida epitela lumena endometrijuma dolazi do brze
reepitelizacije (Loke i King, 1995). Na ovom stupnju, cela povrSina blastociste je
prekrivena sinciciotrofoblastom (Benirschke i Kaufmann, 2000). Od trinaestog do
dvadesetosmog dana razvica traje sledeca faza koja se naziva rani vilusni stadijum razvica.
U toku ove faze dolazi do formiranja primarnih resica. Citotrofoblastne ¢elije primarne
horionske ploce proliferisu i vrSe invaziju trabekula. Ovi trofoblastni izdanci, koji probijaju
primitivni sincicijum, predstavljaju primarne resice izgradene od spoljasnjeg sloja
sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta, a lakunarni sistem postaje intervilusni prostor. Od 15.
dana razvica, pojavljuju se citotrofoblastni celijski stubovi, koji nastaju proliferacijom
citotrofoblasta na vrhovima primarnih resica. Sa nastavkom proliferacije ovih celija,
¢elijski stubovi se bocno Sire i medusobno spajaju, tako da se formira citotrofoblastna
ljuska. Za to vreme, mezenhimske ¢elije vrSe invaziju primarnih vilusa transformisuéi ih u
sekundarne horionske resice koje se sastoje od spoljasnjeg sloja sinciciotrofoblasta,
unutrasnjeg sloja citotrofoblasta i centralnog dela kojeg ¢ini vezivno tkivo. Sekundarne

resice pocinju da se granaju, Sto predstavlja prvi stadijum nastanka vilusnih stabala. Izmedu



18. 1 20. dana nakon oplodenja primecuju se prvi fetalni kapilari u mezenhimu, koji se
diferenciraju od pojedinih mezenhimskih ¢elija. Pojava ovih kapilara u vilusnoj stromi znak

je razvoja tercijarne resice (Slika 5).

Sinciciotrofoblast Mezenhim

Primarna Sekundarna Tercijarna
horionska resica horionska resica horionska resica

A B C

Slika 5. Razvic¢e horionskih resica. Shematski prikaz primarne (A), sekundarne (B), i

tercijarne (C) horionske resice (Sadler, 2009).

U plivajuéim resicama, polarizovane citotrofoblastne ¢elije nalezu na bazalnu
membranu koja okruzuje mezenhimalno stromalno jezgro koje sadrzi fetalne krvne sudove
(Boyd i1 Hamilton, 1970; Benirschke i Kaufmann, 2000). Ove citotrofoblastne celije
proliferiSu, diferenciraju i formiraju spoljasnji sincicijum vilusnog stabla (Muhlhauser 1
sar., 1993). Plivajuce resice ne dolaze u kontakt sa zidom uterusa, kupaju se u majcinskoj
krvi, predstavljajuci placentnu barijeru preko koje se odvija razmena kiseonika, hranljivih

materija i otpadnih produkata izmedu majke i fetusa.
1.2.3. Diferencijacija trofoblasta
Formiranje plivajucih i sidre¢ih resica zapoc¢inje odmah nakon implantacije, tako da

citotrofoblastne maticne ¢elije unutar ovih resica diferenciraju u dva glavna pravca: vilusni

(VT) i ekstravilusni trofoblast (EVT) (Slika 6).
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Slika 6. Diferencijacija trofoblasta na mestu implantacije (Loke 1 King, 1995).

1.2.3.1. Vilusni trofoblast

Kao §to je ve¢ pomenuto, razvi¢e vilusa pocinje u drugoj nedelji trudno¢e pojavom
citotrofoblastnog izdanka koji probija primitivni sincicijum. Tokom prvog trimestra
trudno¢e trofoblast vilusa je dvoslojan i saCinjen od sinciciotrofoblasta i sloja
polarizovanih, visoko proliferativnih citotrofoblastnih - Langerhansovih ¢elija, koje nalezu

na bazalnu membranu. Glavna funkcija vilusnog stabla je prenos hranljivih materija,

kiseonika i drugih supstanci od majcinske ka fetalnoj cirkulaciji.

1.2.3.2. Ekstravilusni trofoblast

Trofoblastne ¢elije koje ne ulaze u sastav horionskih resica predstavljaju ekstravilusni
trofoblast. Ove c¢elije vode poreklo od vilusnih citotrofoblastnih mati¢nih celija ¢ijom
proliferacijom i diferencijacijom nastaju razli¢ite subpopulacije ekstravilusnih trofoblastnih

¢elija (Aplin i sar., 2000). Ekstravilusne trofoblastne ¢elije ulaze u sastav ¢elijskih stubova,
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septi 1 ¢elijskih ostrvaca, glatkog horiona, marginalne zone i horionske ploc¢e. Ekstravilusne
trofoblastne Celije se diferenciraju dajuci intersticijalne EVT ¢elije koje vrSe dalju invaziju
do miometrijuma, i endovaskularne EVT ¢elije koje modifikuju zidove spiralnih arterija

(Slika 7).
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Slika 7. Diferencijacija trofoblasta u zoni interakcije majke 1 fetusa (Hoang 1 sar., 2001).

1.2.3.2.1. Intersticijalni trofoblast

Kako bi ekstravilusne trofoblastne ¢elije uspesno ostvarile invaziju uterusa potrebno
je da izvrSe transformaciju majCinih spiralnih arterija. Ove celije su tolerantne na

hipoksicne uslove 1 uspesno izbegavaju imunski odgovor majke.

Citotrofoblast sidre¢e resice proksimalno cine visoko proliferativne celije, dok
distalno blize endometrijumu citotrofoblast stice i migratorne karakteristike. Ovaj prelaz u

migratorne EVT ¢elije je posredovan kontaktom vrha vilusa prvog trimestra sa decidualnim
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vancelijskim matriksom (engl. extracellular matrix - ECM). Adhezija za ECM stimuliSe
proliferaciju citotrofoblasta i1 diferencijaciju duz ekstravilusnog puta (Aplin i sar., 2000).
Citotrofoblastne ¢elije vrSe invaziju uterusa sve do endometrijalno-miometrijalne granice.
Invazivne celije stiu izmenjenu morfologiju i ispoljavaju izmenjen repertoar adhezivnih

molekula (Aplin i sar., 2000).

Do pocetka drugog trimestra, intersticijalne EVT ¢elije prodiru do prve trecine
miometrijuma i diferenciraju u okrugle, viSejedarne dzinovske ¢elije placentnog lezista,
koje se smatraju krajnjom tackom puta diferencijacije ekstravilusnog trofoblasta. Kako ove
¢elije gube sposobnost migracije i invazije, njihovo formiranje verovatno predstavlja
mehanizam koji sprecava dublje prodiranje u zid uterusa (Loke 1 King, 1995). Invazija
uterusa deSava se u dva talasa, prvi put u prvom trimestru i drugi put u drugom trimestru 1
zavrSava se oko 18. nedelje gestacije (Pijnenborg i sar., 1980). Glavni cilj invazije uterusa
je remodelovanje zidova spiralnih arterija kako bi se omogucio intenzivan dotok krvi u

intervilusni prostor.

1.2.3.2.2. Endovaskularni trofoblast

Deo EVT Ccelija migrira lateralno od sidre¢ih resica. Ove ¢elije u velikom broju
naleZu na otvore spiralnih arterija formirajuci ¢ep od endovaskularnih trofoblastnih ¢elija.
Od proksimalnog dela ¢epa EVT c¢elije migriraju retrogradno niz lumen spiralnih arterija,
pri ¢emu dolazi do destrukcije glatko-misi¢nih ¢éelija, verovatno procesom apoptoze i
njihove zamene fibrinoidom u kome se nalaze ¢elije endovaskularnog trofoblasta. Nakon
ovih promena spiralne arterije su veoma proSirene 1 potpuno neosetljive na
vazokonstriktorne agense ¢ime su osposobljene za provodenje velike kolicine krvi u
intervilusni prostor, $to je potrebno za rast fetusa sve do porodaja (Pijnenborg i sar., 1980;

Hustin 1 Schaaps, 1987; Burton i sar., 1999) (Slika 8).
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Slika 8. Shematski prikaz promene spiralnih arterija endometrijuma (Pijnenborg i sar.,

2006).

Inicijalno remodelovanje krvnih sudova je ograni¢eno na decidualne krvne sudove,
dok se remodelovanje krvnih sudova miometrijuma desava od 14. do 18. nedelje gestacije

(Pijnenborg 1 sar., 1980).

Citotrofoblastne ¢elije koje vrSe transformaciju spiralnih arterija menjaju repertoar
adhezivnih molekula ispoljavajuéi tipicno vaskularni fenotip. Ove celije pocinju da
ispoljavaju VE-kadherin, integrin o4 1 druge adhezivne molekule tipicne za ¢elije endotela

(Zhou i sar., 1997).

Razvoj placente i rana trudnoc¢a odvijaju se u hipoksi¢nim uslovima. Hipoksi¢ni milje
u kome se embrion razvija mogao bi da sluzi kao zasStita fetalnih tkiva od Stetnog dejstva
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species - ROS) za vreme
embriogeneze. Od 8. do 10. nedelje gestacije parcijalni pritisak kiseonika u placenti je
znacajno nizi nego u endometrijumu, sto je posledica ograni¢enog dotoka oksigenisane krvi

majke u intervilusni prostor. Od 12. do 13. nedelje parcijalni pritisak kiseonika je u porastu,
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1 nestaje trofoblastni ¢ep spiralnih arterija (Rodesch i sar., 1992). Smatra se da hipoksija
menja balans izmedu proliferacije 1 diferencijacije u korist prvog procesa (Tominaga i
Page, 1996). In vivo, proliferacija vilusnih citotrofoblastnih ¢elija je povec¢ana izmedu 6. i
10. nedelje gestacije, a znacajno se smanjuje izmedu 10. i 12. nedelje, kada je placenta
izloZzena uticaju krvi majke. Smatra se da se utero-placentna cirkulacija uspostavlja 12.
nedelje trudnoce (Jauniaux i sar., 2001). Genbacev i sar. (1996) su pokazali da CT ¢elije u
hipoksi¢nim uslovima in vitro ispoljavaju samo markere rane diferencijacije, kao §to su as,
By 1 fibronektin, dok je ekspresija o, inhibirana, $to se moZe povezati sa smanjenom
invazivno$¢u ovih ¢elija. Sa druge strane, postoje i suprotna misljenja po kojima hipoksija

indukuje ekstravilusnu trofoblastnu diferencijaciju u invazivni fenotip (James i sar., 2006).

Neadekvatna i plitka trofoblastna invazija krvnih sudova majke dovodi do patoloskih
poremecaja kao Sto su preeklampsija i ograniCeni fetalni rast, dok sa druge strane
prekomerna trofoblasna invazija duboko u miometrijum i njegove krvne sudove dovodi do

bolesti kao $to je placenta accreta.

1.3.  Celijski adhezioni molekuli i implantacija

Trofoblastna invazija je precizno regulisana i vremenski 1 prostorno (Graham i Lala,
1991). Celije trofoblasta koje vrSe invaziju zida uterusa podlezu epitelno-mezenhimskoj
promeni repertoara adhezivnih molekula koja se odvija u medijalnom i distalnom delu
¢elijskog stuba i epitelno-endotelnoj promeni fenotipa u spiralnim arterijama (Vi¢ovac i
Aplin, 1996; Zhou i sar., 1997). Celijske komponente koje su znaGajne za proces invazije
EVT ¢elija su adhezivni molekuli (integrini i dr.), molekuli vancelijskog matriksa (laminin,
fibronektin, kolagen i dr.), kao i brojni proteoliti¢ki enzimi koji razgraduju komponente

ECM (metaloproteinaze i dr.; Damsky i sar., 1994).

Integrini su heterodimerni membranski glikoproteini sastavljeni od a i B subjedinica.
Oni vezuju razli¢ite komponente vancelijskog matriksa i na taj nacin posreduju u adheziji,
migraciji 1 invaziji razlicitih tipova Celija (Burghardt i1 sar., 2002). Vezivanje za ligande

vancelijskog matriksa dovodi do aktivacije integrinskih receptora, reorganizacije
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citoskeleta kroz vezivanje aktinskih filamenata za citoplazmatske repove integrinskih
subjedinica 1 aktivacije razli¢itih signalnih puteva uklju¢enih u c¢elijsku migraciju,

proliferaciju i diferencijaciju (Juliano 1 Haskill, 1993; Lafrenie i Yamada, 1996).

Celije trofoblasta modulidu svoj integrinski repertoar tokom invazije uterusne strome,
tako da postoji razlika u ekspresiji integrina u invazivnim i neinvazivnim ¢elijama (Bowen i
Hunt, 2000). Vilusne citotrofoblastne ¢elije ispoljavaju integrin ogfs kojim ove celije
vezuju laminin u bazalnoj membrani (Aplin, 1993). Proksimalne slojeve citotrofoblasta
sidre¢e resice karakteriSe smanjena ekspresija agfs 1 postepeno povecanje ekspresije
integrina osP;, ouPi, owPs, 0P do distalnih slojeva stubova koji pocinju da eksprimiraju
integrin a,;B; (Zhou 1 sar., 1997). Integrin aspf; je receptor za fibronektin, a a,;f; je receptor
za laminin 1 kolagen tipa [ 1 [V. Integrini o, subfamilije mogu takode vezivati fibronektin, a
ispoljeni su u ekstravilusnom citotrofoblastu (Zhou i sar., 1997). Promena u ekspresiji
integrina od o¢Ps do asPi, a;f; i oy integrina povezana je sa promenom od proliferativnog
ka invazivnom fenotipu EVT C¢elija 1 naziva se integrinsko prekopcavanje. Irving i Lala
(1995) su pokazali da blokiranje osP; 1 o,f; integrina specificnim antitelima inhibira
trofoblastnu migraciju in vitro, dok su Librach i sar. (1991) dosli do suprotnih zakljucaka.
Antitelo koje blokira a,;f; integrin smanjilo je trofoblastnu invaziju, dok je antitelo koje
blokira osP; integrin stimulisalo. Smatra se da je kod preeklampsije smanjena trofoblastna
invazija povezana sa abnormalnim integrinskim prekopcavanjem (Zhou 1 sar., 1993;
Damsky 1 sar., 1993). Kod preeklampsije koju karakteriSe smanjena invazivnost EVT
ocuvana je ekspresija a4 integrina dok je u nedovoljnoj meri ispoljen integrin a,f;. Irving
1 Lala (1994; 1995) su pokazali da insulinu-sli¢an faktor rasta vezuju¢i protein-1 (IGFBP-1)
poreklom iz decidue vezuje asP; i tako blokira vezivanje integrina za druge ligande
promovisuéi invaziju. Smatra se da balans izmedu osPB; 1 oyf; moze biti znacajan za
regulaciju trofoblastne invazije, dok disbalans vodi do nedovoljne invazije, kao u
patoloSkom poremecaju, preeklampsiji (Damsky 1 sar., 1993). Takode, pokazano je da
ayP3/Ps i P integrini posreduju u adheziji citotrofoblastnih ¢elija za endotelne ¢elije in vitro,
sugeriSuci da bi oni mogli olakSati adheziju endovaskularnog trofoblasta i migraciju unutar

arterija uterusa (Thirkill 1 Douglas, 1999). Citotrofoblast ispoljava i integrin o4 koji vezuje
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VCAM-1 (vaskularni celijski adhezioni molekul-1), ukazujuéi da integrin osf; moze
posredovati u homotipskim interakcijama citotrofoblasta, kao 1 u heterotipskim
interakcijama sa endotelom u procesu endovaskularne invazije (Zhou i sar., 1997).
Dubernard i sar. (2005) su pokazali da istovremena ekspresija o, a3, 05 1 0 integrina moze

biti znaCajna za migraciju EVT ¢elija.

Pored promene ekspresije integrina, na ¢elijama invazivnog trofoblasta menja se
ekspresija 1 drugih adhezionih molekula. Tako se smanjuje ekspresija E-kadherina sa
sticanjem invazivnog fenotipa, dok se ekspresija VE-kadherina poveéava (Benirschke i
Kaufmann, 2000). Adekvatna prostorno-vremenska ekspresija adhezivnih molekula, kao i
njihova interakcija sa komponentama vancelijskog matriksa od znacaja je za diferencijaciju

1 invaziju ekstravilusnih trofoblastnih ¢elija (Zhou u sar., 1997).

1.4.  Uloga galektina-1 u trofoblastnoj invaziji

Galektini su ¢lanovi velike familije lektina koji imaju zajednicku, konzervisanu
sekvencu od 130 aminokiselina, koja predstavlja CRD domen (engl. carbohydrate
recognition domain - CRD) odgovoran za vezivanje  — galaktozida (Leffler i sar., 2004).
Do sada je kod coveka detektovano trinaest razli¢itih galektina. Bioloska funkcija pokazana
je za razlicite galektine in vitro i in vivo. Oni su ukljuéeni u razli¢ite fizioloske i patoloske
procese kao §to su proliferacija, apoptoza, diferencijacija, adhezija, migracija, organizacija

vancelijskog matriksa i metastaze tumora (van den Brule i sar., 2004; Lefranc i sar., 2005).

Galektin-1 (gal-1) postoji kao monomer (~14,5 kDa) i1 ne-kovalentni homodimer (~29
kDa) koji ima jedan ili dva CRD domena (Lopez-Lucendo 1 sar., 2004). Gal-1 ima razlicite
bioloske funkcije, uklju¢en je u Celijsku adheziju, migraciju, invaziju, apoptozu i

remodelovanje ECM (Hsu i Liu, 2004; Kolundzi¢ i sar., 2011).

Gal-1 je takode prisutan u endometrijumu i njegova ekspresija je zavisna od faze
menstrualnog ciklusa, tako da je gal-1 umereno ispoljen u proliferativnoj i ranoj/srednjoj

sekretornoj fazi, dok je znacajno povecan u kasnoj sekretornoj fazi i u decidualnim
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stromalnim cCelijama (von Wolff i sar., 2005). Pokazano je da gal-1 moduliSe ¢elijsku
adheziju vezujuci se za odgovarajuce glikoproteine (Rabinovich, 1999; Liu, 2000). Gal-1 je
u pocetku sintetisan u trofektodermu blastociste neposredno pre implantacije, Sto ukazuje
na mogucu ulogu ovog galektina u pri¢vrs¢ivanju embriona za zid uterusa (Poirier i sar.,
1992). Prisustvo gal-1 detektovano je i u normalnoj placenti prvog trimestra (Maquoi i sar.,
1997; Vicovac i sar., 1998). Gal-1 je ispoljen u citotrofoblastnim ¢elijama u medijalnom 1
distalnom delu ¢elijskih stubova. Takode, pokazano je da je gal-1 prisutan u znatno manjoj
meri ili je odsutan u invazivnim, intersticijalnim migratornim citotrofoblastnim ¢elijama,
Sto moze da sugeriSe da je ekspresija ovog proteina zavisna od stadijuma diferencijacije i da
bi smanjenje ekspresije ovog proteina moglo biti regulisano na autokrini ili parakrini na¢in
(Vicovac i sar., 1998). Ekspresija gal-1 u normalnoj placenti razlikuje se od ekspresije ovog
molekula u patoloSkim stanjima. Tako je pokazano da u preeklampsiji ¢elije ekstravilusnog
trofoblasta povecano eksprimiraju gal-1 u odnosu na normalnu placentu (Jeschke i sar.,

2007).

Smatra se da galektini ispoljeni na decidualnim 1 trofoblastnim ¢elijama, zajedno sa
komponentama ECM, mogu uticati na trofoblast moduliSu¢i: a) homotipsku adheziju
trofoblasta (u vilusnom citotrofoblastnom sloju i proksimanom delu ¢elijskog stuba), b)
interakcije izmedu trofoblastnih 1 decidualnih Celija sa za njih vezanim molekulima ECM i

¢) trofoblastnu adheziju za decidualni ECM (Maquoi i sar., 1997).

1.5. Matriksne metaloproteinaze

Trofoblastna invazija izmedu ostalog dovodi do razgradnje i remodelovanja
endometrijalnog vancelijskog matriksa (Graham i Lala, 1991; Bischof i Martelli, 1992).
Razlic¢ite proteaze, njihovi aktivatori i inhibitori su uklju¢eni u ovaj proces. Medu najbolje
proucenim proteazama su matriksne metaloproteinaze (MMP), koje sintetiSu trofoblastne
¢elije (Bischof i sar., 1991). Matriksne metaloproteinaze su endopeptidaze koje sadrze cink
1 koje su sposobne da razgraduju sve komponente vancelijskog matriksa. Dele se u pet

klasa: kolagenaze, Zelatinaze, stromelizini, membranski-tip 1 neklasifikovane
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metaloproteinaze (Hidalgo i Eckhardt, 2001). Stvaraju se kao proenzimi i za njihovu
aktivaciju potrebno je uklanjanje propeptidnog domena. MMP-1 je proteaza prisutna u
endometrijumu i1 ona razgraduje kolagen tipa I i IIl. Rane invazivne ¢elije ne ispoljavaju
ovu proteazu, ali kako invazija odmice, ¢elije na vec¢oj dubini pocinju da je eksprimiraju.
Posebno je ispoljena u endovaskularnom trofoblastu i u decidualnim ¢elijama. MMP-2
razgraduje uglavnom kolagen tipa IV, koji je veoma zastupljen protein ECM decidue, i
ispoljena je u ekstravilusnom invazivnom trofoblastu, dok je nema u proliferativnom
trofoblastu (Autio- Harmainen i sar., 1992). MMP-2 se luci ve¢ na stadijumu blastociste
(Puistola i sar., 1989). MMP-3 razgraduje fibronektin, laminin, razlicite tipove kolagena.
Ovu metaloptoteinazu ispoljavaju trofoblastne celije u kasnijim stadijumima invazije.
MMP-7 razgraduje fibronektin, kolagen, laminin i proteoglikane. Ekspresija MMP-7 je
povecana u preeklampsiji (Vettraino i sar., 1996). MMP-9 uglavnom razgraduje kolagen
tipa IV, glavnu komponentu bazalne membrane, i po tome je slicna sa MMP-2, medutim,
njihova zastupljenost se razlikuje. MMP-9 je prisutna u proksimalnom delu ekstravilusnih
trofoblastnih ¢elija. Njena ekspresija se smanjuje u ranom invazivnom stadijumu, a onda
ponovo povecava u intersticijalnim invazivnim celijama (Polette 1 sar., 1994). Takode,
ekspresija ove metaloproteinaze se smanjuje sa odmicanjem gestacije (Librach i sar., 1991).
Pokazano je da je MMP-2 glavna Zelatinaza u ranom prvom trimestru (od 6. do 8. nedelje
gestacije), a MMP-9 od 9. do 12. nedelje gestacije (Staun-Ram i sar., 2004). Zelatinaze
MMP-2 i -9 mogu uticati i na aktivaciju TGF-p, a mogu i modulisati funkciju angiogenih
faktora, endotelina-1 i angiostatina (Yu i Stamenkovi¢, 2000). MMP-11 razgraduje laminin,
kolagen tipa 1V, 1 proteoglikane. Ispoljena je samo u invazivnom fenotipu EVT c¢elija 1
njena ekspresija se smanjuje kako gestacija odmice (Polette i sar., 1994; Maquoi i sar.,
1995). MT-MMP (membranski tip matriksnih metaloproteinaza) aktivira MMP-2 1
ispoljena je na proliferativnim i invazivnim trofoblastnim c¢elijama u prvom i tre¢em
trimestru (Nawrocki 1 sar., 1996). Aktivnost matriksnih metaloproteinaza je regulisana
njihovim tkivnim inhibitorima (TIMP). Produkuju ih trofoblast i decidua u toku gestacije
(Niu i sar., 2000). U humanoj placenti je pokazano da je TIMP-1 inhibitor svih poznatih
metaloproteinaza, dok TIMP-2 prvenstveno deluje na MMP-2. U decidui TIMP-2 je stalno

ispoljen u toku trudnoc¢e, dok TIMP-1 ima povecanu aktivnost ka terminu porodaja (Polette
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1 sar., 1994). TIMP-1 1 TIMP-3, a u manjem opsegu i TIMP-2 su detektovani u

preimplantacionom embrionu kod ¢oveka.

In vitro studije su pokazale da su uspe$na implantacija i placentacija rezultat balansa
izmedu sekrecije metaloproteinaza od strane trofoblasta i njihove inhibicije tkivnim
inhibitorima metaloproteinaza (Niu i sar., 2000; Dey i sar., 2004). Faktori rasta i citokini
koji uticu na trofoblastnu invaziju mogu povecati ili smanjiti aktivnost MMP 1/ili njihovih
inhibitora. TGF-f kojeg produkuje decidua i u manjoj meri i trofoblast inhibira trofoblastnu
invaziju, jer povecava produkciju TIMP-1 i smanjuje migratornu sposobnost ovih ¢elija
(Graham i Lala, 1991; Irving i Lala, 1995). Librach i sar. (1991) su pokazali da TIMP-1 i

TIMP-2 potpuno inhibiraju invaziju citotrofoblastnih ¢elija ¢oveka in vitro.

1.6. Decidualizacija

Promene u endometrijumu tokom kojih se stromalne c¢elije endometrijuma
transformiSu u metabolicki aktivne, sekretujuce, decidualne ¢elije oznafene su terminom
decidualizacija. Decidualne ¢elije su ovalnog oblika sa dosta masnih kapljica i granula
glikogena u citoplazmi, Sto ukazuje da su slicne epitelnim ¢elijama i miofibroblastima
(Oliver 1 sar., 1999). Decidualne ¢elije produkuju prolaktin, relaksin, renin, IGFBP-1 i
specificne proteine vancelijskog matriksa, kao $to su laminin i fibronektin (Salamonsen 1
sar., 2003). Pored modifikacije endometrijalnih stromalnih ¢elija, dolazi i do modifikacije
zlezda i krvnih sudova uterusa, kao i sastava populacije imunskih ¢elija. Promene u
endometrijumu su ciklicne, a nastaju pod uticajem estrogena i1 progesterona (Critchley i
Healy, 1998). In vitro studije pokazuju da je proces decidualizacije povezan sa promenama
u ekspresiji receptora za steroidne hormone, promenama u remodelovanju vancelijskog

matriksa i citoskeleta, kao 1 promenama u ekspresiji enzima, faktora rasta i citokina.

Kod coveka, za razliku od drugih vrsta, proces decidualizacije je nezavisan od
prisustva blastociste u uterusnoj Supljini i poc€inje u drugoj polovini sekretorne faze
menstrualnog ciklusa, pod uticajem progesterona (Salamonsen i sar., 2003). Ukoliko dode

do trudnoé¢e decidualizacija se nastavlja i smatra se da je ukljuena u regulaciju invazije
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trofoblasta 1 formiranje placente sintetiSu¢i regulatorne faktor kao Sto su citokini,
metaloproteinaze, integrini i molekuli glavnog histokompatibilnog kompleksa (MHC
molekuli). Sa druge strane, i sam trofoblast oslobada parakrine signale koji moduliSu

gensku ekspresiju decidualnih stromalnih ¢éelija (Hess 1 sar., 2007).

U zidu uterusa prisutni su i razli¢iti tipovi leukocita, kao §to su T i B limfociti,
makrofagi 1 NK c¢elije. Nakon ovulacije dolazi do upadljivog povecanja broja NK ¢elija,
koje se fenotipski i funkcionalno razlikuju od NK ¢elija u cirkulaciji. Ove ¢elije nemaju
citoliticku aktivnost i ispoljavaju integrine koji omoguc¢avaju njihovu migraciju i invaziju u
decidualni endometrijum (King, 2000). U drugoj polovini trudnoc¢e broj NK ¢elija opada i
one nestaju na porodaju Sto sugeriSe da ucestvuju u ranoj trudno¢i kao modulatori
implantacije i1 placentacije, interaguju¢i 1 sa decidualnim stromalnim c¢elijama i sa
trofoblastom (Parham, 2004). Prezivljavanje ovih ¢elija je zavisno od progesterona (Loke i

King, 1995).

Za proces decidualizacije je takode karakteristicno smanjenje broja Thl i povecanje
broja Th2 limfocita, na Sta utiCu progesteron i citokini. Postoji misljenje da citokini koje
produkuju Th2 limfociti Stite fetus i trofoblast inhibirajuéi proliferaciju i citotoksi¢nost NK
¢elija, menjajuéi produkciju citokina NK ¢elija ka Th2 fenotipu, kao i inhibirajuéi

aktivaciju citotoksi¢nih T limfocita (Saito 1 Sakai, 2003; Quenby i Farquharson, 2006).

1.6.1. Decidualizacija i prolaktin

Postoje misljenja da je jedna od znacajnijih uloga decidualnog endometrijuma da
obezbedi nutritivnu sredinu za razvoj fetusa u toku trudnoce. Pored toga decidua je i mesto
produkcije mnogih molekula. Prolaktin je jedan od glavnih proteina koji se sintetiSe i
sekretuje in vivo za vreme procesa decidualizacije (Maslar i Riddick, 1979). U odsustvu
trudno¢e prolaktin se sintetiSe izmedu sredine sekretorne faze i menstruacije. Njegova
pojava se poklapa sa pojavom prvih histoloskih znakova decidualizacije. U trudno¢i, nakon
implantacije sekrecija prolaktina od strane decidue se povecava i dostize maksimum 20-25

nedelje trudnoce nakon ¢ega se smanjuje do porodaja (Wu i sar., 1995).
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Decidualni prolaktin se ne razlikuje od prolaktina koji sintetiSe hipofiza, po
hemijskim, bioloskim i imunoloskim kriterijjumima (Tomita i sar., 1982). Medutim,
decidualni RNK transkript za PRL je duzi i razlikuje se u 5' netranslatornom regionu
(Tomita i sar., 1982; Gellersen i sar., 1989). Uporedna analiza RNK transkripta prolaktina
decidualnog i1 hipofiznog porekla pokazala je angazovanje alternativhog promotorskog
regiona transkripcije, $to je u skladu sa tkivno-specificnom regulacijom ekspresije
prolaktinskih gena u decidui i hipofizi (Gellersen 1 sar., 1994). Ekspresija prolaktina u
hipofizi je zavisna od transkripcionog faktora Pit-1, koji nije ispoljen u uterusu, a klasi¢ni
regulatori sekrecije hipofiznog prolaktina (bromokriptin, dopamin) nemaju efekat na
ekspresiju prolaktina u decidui (Huang i sar., 1987; Ingraham 1 sar., 1990; Rhodes i sar.,

1994).

Ekspresija prolaktina u decidualnom endometrijumu je kontrolisana progesteronom.
U prisustvu progesterona sekrecija prolaktina raste, a u njegovom odsustvu opada u roku od
2 do 3 dana (Maslar 1 Ansbacher, 1986). Medutim, pokazano je da, iako je znaCajan za
indukeciju 1 odrzavanje decidualizacije, progesteron ne indukuje ekspresiju gena za prolaktin
direktno. Aktivirani receptori za progesteron ne mogu da indukuju transkripciju
aktivacijom promotora za decidualni prolaktin (Gellersen i sar., 1994). Postoje podaci koji
ukazuju na to da je indukcija ekspresije decidualnog prolaktina povezana sa signalnim
putem cAMP-protein kinaza A (Telgmann i Gellersen, 1998). Brosens 1 sar. (1999) su
pokazali da je cAMP glavni regulator ekspresije prolaktina u decidualizovanom
endometrijumu u kasnoj sekretornoj fazi menstrualnog ciklusa i da cAMP-protein kinazni
put moze uciniti osetljivim endometrijalne stromalne ¢elije na efekte progestero (Brosens 1
sar., 1999). Pokazano je da i drugi faktori, kao Sto su relaksin 1 IGF-1, mogu da povecaju
ekspresiju prolaktina u dugotrajnim kulturama humanih endometrijalnih stromalnih celija

(Rosenberg 1 sar., 1991).

Prolaktin poreklom iz decidualnih stromalnih ¢elija endometrijuma, nakon sekrecije u
znacajnoj meri dospeva 1 u amnionsku tecnost, jer se njegova koli¢ina povecava u amnionu
sa odmicanjem gestacije i dostize maksimum od 4000 do 6000 ng/ml od 20. do 25. nedelje.

Koncentracija PRL u serumu majke i fetusa iznosi od 100 do 300 ng/ml, odnosno 50-100
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ng/ml (Ben-Jonathan 1 sar., 1996). Riddick 1 sar. (1979) su pokazali da koli¢ina PRL koju

oslobadaja decidualno tkivo u medijum nakon kultivacije od 24 Casa iznosi 196 ng/ml.

Pored toga Sto luci prolaktin, uterus ispoljava i receptore za prolaktin. Ekspresija
receptora je vremenski regulisana kroz menstrualni ciklus. Minimalna ekspresija je
detektovana za vreme proliferativne faze menstrualnog ciklusa, a povecana je za vreme
srednje do kasne sekretorne faze (Jabbour i sar., 1998; Jones i sar., 1998). U odsustvu
trudnoce ekspresija prolaktinskog receptora je detektovana u zlezdanim epitelnim ¢elijama,
dok je u trudno¢i prolaktinski receptor ispoljen u decidui, horionskom citotrofoblastu,

epitelu amniona i sinciciotrofoblastu placente (Maaskant i sar., 1996; Jabbour i sar., 1998).

1.7.  Prolaktin, hormon rasta, placentni laktogen i trudno¢a

Prolaktin, hormon rasta (GH) i placentni laktogen (PL) dele mnoge strukturne i
bioloSke odlike, ali veza izmedu strukturne homologije 1 bioloskih odlika nije potpuno
jasna. Postoji 85% sli¢nosti u peptidnoj sekvenci izmedu GH 1 PL, dok PRL ima samo 25%
sli¢nosti sa ova dva hormona. Medutim, PL ima veoma slab afinitet vezivanja za receptor
hormona rasta, dok sva tri hormona vezuju visokim afinitetom prolaktinski receptor
(Lowman i sar., 1991; Goffin i sar., 1996). Takode, sva tri hormona poseduju izmedu 190 i
200 aminokiselina i molekulsku masu od 22- 23 kDa. Smatra se da geni za PRL, GH i PL
imaju zajednicki predacki gen i da PL primata vodi poreklo od GH loze, a PL ostalih vrsta
sisara od PRL loze (Cooke i sar., 1981; Miller i Eberhardt, 1983; Walker i sar., 1991).
Postoje velike razlike izmedu broja, strukture i uloge PRL razliCitih Zivotinjskih vrsta, kao

npr. PRL glodara, u odnosu na ¢oveka i primate (Ben-Jonathan i sar., 1996).

Vise od 300 funkcija je opisano za PRL, GH i PL. PRL deluje na reprodukciju,
osmoregulaciju, ponasanje, imunoregulaciju, rast i metabolizam itd. (Ben-Jonathan i sar.,
1996; Bole-Feysot i1 sar., 1998; Freeman i sar., 2000). GH uti¢e na rast, metabolizam
proteina, masti i ugljenih hidrata, moduliSe funkciju reproduktivnog i imunskog sistema
(Waters 1 sar., 1999; Hull i Harvey, 2001). PL stimuliSe razvoj mle¢nih Zlezda majke,

odrzava corpus luteum i produkciju progesterona. PRL i GH produkuje hipofiza, a sintetiSu
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se 1 na mestu kontakta majke i fetusa. Za vreme trudnoce, diferencirane stromalne celije
uterusa, decidualne ¢Celije, produkuju PRL, dok trofoblastne Celije, i to sinciciotrofoblast 1
invazivne EVT ¢elije, produkuju hormon rasta i placentni laktogen, koji je ispoljen samo
kod sisara (Orwig i sar., 1997).

Prolaktin i hormon rasta mogu delovati kao klasi¢ni endokrini modulatori ulaze¢i u
cirkulaciju ili mogu delovati kao citokini ispoljavaju¢i autokrino ili parakrino delovanje.
Pokazano je da PRL i GH imaju sliéno pozicioniran cistein i verovatno sli¢nu
konformaciju. Sintetisani su kao pojedinacni peptidi od oko 30 aminokiselina i razli¢ito
glikozilovani, a obrazac glikozilacije zavisi od tipa ¢elije 1 samog proteina $to uti¢e na
njegovu dostupnost i bioaktivnost (Manzella 1 sar., 1997). PRL decidualnog porekla je
glikozilovan drugadije od PRL kojeg produkuje hipofiza, §to moZe uticati na bioloSku

funkciju ovog molekula (Lee i Markoff, 1986).

Hormon rasta ispoljen u placenti ima molekulsku masu od 22 kDa (placentni hormon
rasta, PGH; Igout i sar., 1989). PGH se razlikuje od GH kojeg produkuje hipofiza u 13
aminokiselina, a pored toga poseduje 1 N-glikozilaciono mesto na poziciji 140-142
(Frankenne 1 sar., 1990). U ranoj trudno¢i GH kojeg produkuje hipofiza je dominantni
hormon rasta. Od 10. do 20. nedelje gestacije, pa sve do kraja trudno¢e PGH zamenjuje
hipofizni GH koji postaje nedetektabilan (Frankenne i sar., 1988). Primeceno je da nakon
carskog reza i uklanjanja placente dolazi do brzog opadanja koncentracije PGH u serumu
majke (u roku od jednog sata), Sto potvrduje njegovo placentno poreklo (Ericksson i sar.,
1989). Inace, PGH nema laktogenu aktivnost, $to se smatra da je fizioloSki kompenzovano

delovanjem PL (Solomon 1 sar., 2006).

Hormon rasta i prolaktin su strukturno srodni molekuli i vezuju se za strukturno
srodne receptore, ali sa razli¢itim afinitetom. Hormon rasta se vezuje za oba receptora,
GHR i PRLR, dok placentni hormon rasta ima visok afinitet za GHR, a zanemarljiv afinitet
za PRLR. Placentni laktogen ima visok afinitet za PRLR, a slab afinitet za GHR, dok se

prolaktin vezuje samo za PRLR (Lowman i sar., 1991; Solomon i sar., 2006) (Slika 9).
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Slika 9. Shematski prikaz vezivanja clanova familije prolaktina za ogovarajuce receptore.

Za vreme trudnoce placenta lu¢i PGH - ligand za GHR, i PL - ligand za prolaktinski
receptor. Koncentracija oba liganda se povecava kako trudnoca odmice. U kasnijim
stadijumima trudnoce hipofiza majke znacajno smanjuje produkciju GH, dok je produkcija
PRL veca nego u negravidnom stanju (Mirlesse 1 sar., 1993). Kao rezultat toga receptori
hormona rasta majke dolaze u kontakt uglavnom sa PGH, dok prolaktinski receptori majke
dolaze u kontakt i sa maj¢inim i sa placentnim ligandom (PRL i PL). PRLR je ispoljen u
zlezdanom epitelu 1 uterusnim NK ¢elijama (Jones 1 sar., 1998; Gubbay i sar., 2002). Za
ove receptore vezuje se PL kojeg produkuju EVT C¢elije 1 PRL kojeg produkuje decidualna
stroma (Tarrade i sar., 2001). Izneta je zanimljiva hipoteza da je povecana produkcija PL i
PRL u trudnoé¢i i njihovo vezivanje za iste receptore (PRLR) moguce samo ako jedan

funkcionose kao agonist, a drugi kao antagonist receptora (Haig, 1996).
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1.7.1. Prolaktin

Prolaktin je otkriven pre viSe od 80 godina (Stricker i Grueter 1928; Riddle 1 sar.,
1933). Oznacen je kao polipeptidni hormon koga Iu¢i hipofiza, a ime je dobio po
stimulatornom uticaju na laktaciju. PRL koga proizvode i brojni drugi tipovi ¢elija u
organizmu, je 1 citokin na osnovu svojih molekularnih i1 funkcionalnih karakteristika
(Horseman i Yu-Lee, 1994). Hipofizni prolaktin deluje preko klasicnog endokrinog puta.
Nakon izlucivanja prenosi se cirkulacijom i1 deluje na ciljne ¢elije na periferiji koje
ispoljavaju specificne receptore na membrani. PRL produkuju razliciti tipovi ¢elija i moze
delovati kao faktor rasta, neurotransmiter ili imunomodulator. Lokalno produkovan PRL
moze delovati na susedne Celije, ispoljavaju¢i parakrino dejstvo ili na Celije koje ga

izlu€uju, ispoljavajuéi autokrino dejstvo.

Ekspresija PRL je potvrdena u razli¢itim regionima mozga, decidui, miometrijumu,
suznim zlezdama, timusu, slezini, cirkuliSu¢im limfocitima i1 limfoidnim ¢elijama kostne
srZi, fibroblastima koze, znojnim Zlezdama i tumorima (Ben-Jonathan i sar., 1996). PRL se
takode nalazi i u telesnim tecnostima, kao $to su: serum, cerebrospinalna tecnost, amniotska

teCnost, suze, mleko, folikularna te¢nost i znoj.

1.7.1.1. Struktura prolaktina

Gen koji kodira PRL nalazi se na hromozomu 6 kod ¢oveka i sastoji se od 5 egzona i
4 introna duzine oko 10 kb (Owerbach i sar., 1981; Truong i sar., 1984; Horseman i Yu-
Lee, 1994). Ovaj gen kod ljudi ima dva fizicki odvojena promotora koji su odgovorni za
tkivno-specificnu ekspresiju prolaktina (DiMattia 1 sar., 1990). Decidualni PRL koristi
alternativni promotor, lokalizovan oko 6 kb uzvodno u poredenju sa promotorom gena
hipofiznog PRL (Gellersen i sar., 1989). Koris¢enjem razli¢itog promotorskog regiona

moze se objasniti razliCita regulacija gena za PRL izmedu ova dva tkiva.

Kod razlic¢itih vrsta ki¢menjaka, izuzev riba, PRL se sastoji od 197-199 aminokiselina

1 sadrZzi Sest cisteina koji formiraju tri intramolekulske disulfidne veze (Cys 4-11, 58-174,
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191-199 u humanom PRL) i ¢ine ga cetiri a-heliksa (Goffin 1 sar., 1996) (Slika 10).
Primarna struktura prolaktina je visoko konzervirana unutar odredene klase organizama,
tako da humani PRL ima 74% identi¢nih aminokiselina sa govedim PRL (Miller 1 sar.,

1981).

vezujuée
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Slika 10. Struktura prolaktina (Bole-Feysot i sar., 1998).

Posttranslacione modifikacije zrele forme PRL ukljucuju glikozilaciju, fosforilaciju
ili proteoliticku degradaciju molekula, tako da kod Coveka postoji pet razli¢itih izoformi i
to: klasi¢an molekul od 23 kDa, glikozilovani PRL od 25 kDa, fragment PRL od 16 kDa,
dimer od 50-60 kDa (tzv. veliki PRL) i agregati od 100 kDa (tzv. veliki veliki PRL; Smith i
Norman, 1990; Sinha, 1995). Takode, znacajan procenat molekula prolaktina je fosforilisan
na serinu 1 treoninu, S§to dodatno utiCe na heterogenost ovog molekula (Walker, 1994).
Smatra se da je fosforilacijom obuhvaceno 5-30% molekula hipofiznog PRL. Medutim nije

poznat njen funkcionalni znacaj (Bernichtein i sar., 2001; Wu i sar., 2003).

U cirkulaciji prolaktin nije prisutan kao jedna vrsta molekula, ve¢ kao familija

srodnih razli¢ito modifikovanih proteina (Smith i Norman, 1990).
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1.7.1.2. Bioloska funkcija prolaktina

Prolaktin ispoljava wveliki broj funkcija koje mogu biti podeljene u nekoliko
kategorija: a) balans vode 1 elektrolita, b) rast i razvoj, ¢) endokrina funkcija 1 metabolizam,
d) funkcija mozga i ponasanje, e) reprodukcija, f) imunoregulacija i zaStita. Ukljuen je u
regulaciju balansa vode 1 elektrolita kod skoro svih klasa kicmenjaka, §to je znacajno za

odrzavanje homeostaze.

Prolaktin uti¢e na celijsku proliferaciju i1 diferencijaciju. StimuliSe rast melanocita u
kozi riba 1 sisara, rast keratinocita kod sisara, uti¢e na proliferaciju hepatocita, vaskularnih
glatkih misi¢a, B-Celija pankreasa, astrocita i razlicitih ¢elija imunskog sistema. Indukuje i
sazrevanje pluca, diferencijaciju preadipocita, a moze biti direktno ili indirektno ukljucen i

u rast tumora (Bole-Feysot i sar., 1998).

Jedna od funkcija prolaktina je 1 njegov uticaj na metabolizam lipida i1 ugljenih
hidrata. Kod sisara, stimuliSe sintezu fosfolipida u plu¢ima fetusa, aktivnost lipoprotein
lipaze u jetri, a poveéava i sekreciju zuci. Ispoljava i direktan efekat na funkciju pankreasa,
povecavajuc¢i sekreciju insulina, smanjuju¢i prag glukoze za sekreciju insulina i

povecavajudi aktivnost glikokinaze.

Pored toga, PRL povecava i sekreciju adrenalnih androgena, kortizola i aldosterona, a
ukljucen je u roditeljsko ponasanje riba, ptica i sisara. Poveéanje prolaktina u cirkulaciji
odgovorno je za smanjenje libida, promene u ciklusu spavanja i budnosti, a uzrok je i lazne
trudnoce zena. Ovaj hormon stimuliSe i1 funkciju testisa. U Lejdigovim ¢elijama odrzava
¢elijsku morfologiju 1 povecava produkciju androgena, bitan je za pokretljivost

spermatozoida i njihovo vezivanje za oocitu.

Brojne funkcije prolaktina u reprodukciji otkrivene su ispitivanjima na modelu
transgenih i nokaut (knockout) miSeva. PRL -/- Zenke miSeva su potpuno sterilne i nakon
nekoliko pokuSaja parenja nisu dale potomstvo, Sto znaci da je PRL znacajan za
reprodukciju (Horseman i sar., 1997). PRL ima i ulogu u odrzavanju zutog tela i produkciji

progesterona kod glodara, ali ne i kod drugih sisara, dok je sinteza PRL od strane decidue
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karakteristi¢na za ¢oveka (Risk 1 Gibori, 2001). Pove¢an nivo PRL dovodi do inhibicije
LH, FSH 1 nastanka kratke luteinske faze Sto dovodi do izostanka ovulacije 1 neplodnosti.
Upotreba dopamina koji inhibira produkciju PRL dovodi do ponovne sekrecije LH i

ovulacije za nekoliko nedelja.

PRL je znacajan i za razvoj mle¢nih Zlezda u trudnoc¢i (Neville i Daniel, 1987). Rast
mle¢nih zlezda je pod kontrolom estrogena, progesterona, insulina, glikokortikoida, GH,
PL ili PRL, ali zavr$ni stadijum razvica je direktno regulisan prolaktinom. PRL je

odgovoran za sintezu proteina, laktoze i lipida kao glavnih komponenti mleka.

PRL ispoljava i stimulatorni efekat na humoralni i ¢elijski imunitet, povecava
produkciju antitela, indukuje proliferaciju limfocita i inhibira apoptozu, aktivira makrofage

1 stimuliSe produkciju superoksid anjona, znacajnog za eliminaciju patogena.

Uloga prolaktina u patogenezi mnogih bolesti, kao Sto su kancer i autoimunske
bolesti predmet je istrazivanja mnogih grupa. Do danas je poznato da PRL povecava
agresivnost kolorektalnog tumora, aktivira maligne B limfocite i ¢elije limfoma, a ukljucen
je 1 u patogenezu brojnih autoimunskih bolesti, kao Sto su: sistemski lupus eritematozus,
reumatoidni artritis, bolest kalem protiv domacina, a sluzi i kao marker odbacivanja u
transplantaciji srca (Walker i sar., 1998). Poznata je i njegova veza sa cisticnom fibrozom,

mada precizan mehanizam nije poznat (Bole-Feysot i sar., 1998).

1.7.1.3. N — terminalni 16 kDa fragment prolaktina i trudnoéa

Proteolitickom razgradnjom prolaktina enzimima katepsinom D ili matriksnim
metaloproteinazama, nastaju vazoinhibini koji deluju na endotelne celije inhibirajuci
vazodilataciju i angiogenezu (Bentzien i sar., 2001; Kim 1 sar., 2003; Clapp 1 sar., 2006).
Kako endotelne ¢elije produkuju PRL, razli¢ite izoforme PRL i 16 kDa fragment bi mogli
funkcionisati kao autokrini regulatori angiogeneze. Proteoliza molekula PRL jedan je od
glavnih posttranslacionih dogadaja kojim se formira veca raznovrsnost u delovanju PRL,

jer nastali N-terminalni fragmenti ispoljavaju drugacije efekte u odnosu na zreo molekul.
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Oni inhibiraju angiogenezu in vivo i in vitro tako $to stimuliSu apoptozu endotelnih ¢elija
aktivacijom kaspazne kaskade i inhibicijom anti-apoptoti¢nih molekula Bcl-2 familije. N-
terminalni fragmenti PRL nadeni su u cirkulaciji samo kod trudnih Zena, a povecano se
eksprimiraju kako se blizi porodaj i kod zena sa preeklampsijom (Sinha i sar., 1985). Efekat
ovog fragmenta pokazan je i na ¢elijama tumora, gde on inhibira vaskularizaciju tumora i

njegov rast (Struman 1 sar., 1999; Martini 1 sar., 2000; Bentzien i sar., 2001).

Proteoliticki enzimi mogu da obrazuju i druge prolaktinske fragmente sa istom
molekulskom masom. Trombin razgraduje molekul prolaktina i formira se C-terminalni
fragment od 16 kDa ¢ije se dejstvo razlikuje od N-terminalnog fragmenta, obzirom da ne
ispoljava anti-angiogeno delovanje (Khurana 1 sar., 1999). Nije poznato da li ovaj fragment
ima neku posebnu biolosku ulogu ili se cepanjem molekula ogranic¢ava bioloska aktivnost

hormona.

Smatra se da hormoni i proteaze odgovorne za formiranje proteinskih fragmenata
treba da budu ispoljene na istom mestu i da njihovi nivoi ekspresije treba da budu povezani
sa njihovom angiogenom aktivnoS¢u. Zanimljivo je napomenuti da su katepsin D, koji cepa
PRL, i trombin, koji cepa PRL i PGH, prisutni na mestu kontakta decidue i placente
(Soares i sar., 1991; Walker i sar., 1991; Ben-Jonathan i sar., 1996; Bentzien i sar., 1997).
Struman 1 sar. (1999) su postavili hipotezu da regulacija produkcije 1 proteolitickog cepanja

¢lanova PRL/GH familije predstavlja mehanizam za modulisanje vaskularizacije placente.

1.7.1.4. Uloga prolaktina u trudno¢i

Iako postoje mnoga saznanja o ulozi PRL, do danas nije jasno odredena specifi¢na
funkcija decidualnog PRL u trudno¢i kod coveka, mada je poznato da je PRL ukljucen u
implantaciju blastociste kod pacova (Ben-Jonathan i sar., 1996). Istrazivanja kod ¢oveka i
marmota su pokazala da je ekspresija PRL minimalna za vreme proliferativne i1 rane
sekretorne faze menstrualnog ciklusa i da se postepeno povecava tokom sekretorne faze
ciklusa. Ekspresija PRL je ograniCena na stromalni odeljak endometrijuma, dok je

ekspresija PRLR koji prati ekspresiju PRL lokalizovana pretezno u zZlezdanim epitelnim
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¢elijama. Koordinisani vremenski obrazac ekspresije PRL 1 PRLR u endometrijumu
sugeriSe da PRL moze imati znacajnu ulogu u procesu implantacije i odrzavanju trudnoce.
Uloga endometrijalnog PRL pokazana je kod miSeva kojima su "nokautirani" geni za PRL 1
PRLR. Tretman ovih miSeva progesteronom nije bio dovoljan da se spreci smrt fetusa i
prevremeni prekid trudnoée (Bao i sar., 2003). Pokazano je povecanje ekspresije IL-6,
hidroksisteroid dehidrogenaze (20a-HSD) 1 aktivina A, koji deluju nepovoljno na normalnu
decidualizaciju i prezivljavanje, a utiSani su kod normalnih misSeva. Bao i sar., (2003) su
pokazali da tretman prolaktinom omogucava uspostavljanje normalne funkcije decidue 1

plodnost kod PRL null miSeva.

Sa druge strane, postoji misSljenje da je potencijalna uloga PRL u procesu
implantacije modifikovanje imunskog statusa endometrijuma ili regulacija ekspresije
faktora unutar zlezdanog odeljka koji kontroliSu trofoblastnu proliferaciju i1 invaziju
endometrijuma (Jabbour i sar., 1998; Jones i sar., 1998). Prisustvo prolaktinskog receptora
otkriveno je na velikim granularnim limfocitima (CD56+ NK ¢elije) prisutnim u decidui
(King 1 sar., 1989). Smatra se da interakcija ovih limfocita sa invazivnim trofoblastnim
¢elijama ogranicava invaziju endometrijuma, Sto je potrebno za uspesnu implantaciju
(Klentzeris 1 sar., 1994). S druge strane, opisan je efekat citokina koje luce decidualni
makrofagi na oslobadanje PRL iz endometrijuma. Pokazano je da u primarnoj kulturi
stromalnih decidualnih ¢elija koje su izloZzene TNF-a, IL-1a, IL-1B, TGF-B 1 IL-8 postoji
dozno-zavisna inhibicija sinteze i oslobadanja PRL (Jikihara i Handwerger, 1994; Vi¢ovac i
sar, 1994). Smatra se da bi citokinima inhibirano dejstvo endometrijalnog PRL moglo
izazvati smanjeno regrutovanje endometrijalnih CD56+ NK ¢elija, 1 posledi¢no
kompromitovati implantaciju embriona i placentaciju. Vicovac i sar. (1994) su pokazali da
TNF-0, IL-1, PDGF (fakror rasta trombocitnog porekla) i TGF- koji produkuju aktivirani
makrofagi ili druge celije imunskog sistema, a koje su prisutne u decidui, inhibiraju
produkciju PRL od strane decidualnih ¢elija. Smatra se da interakcija makrofaga i
decidualnih celija u placentnom leziStu moze biti znacajna u regulaciji decidualne

sekretorne aktivnosti.
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Lokalno produkovan PRL moze uticati na diferencijaciju decidualnih celija 1
pripremanje uterusa za implantaciju embriona. Eyal i sar. (2007) smatraju da lokalno
izlu¢en PRL ispoljava autokrino delovanje tako Sto ograniCava decidualizaciju, za sada

nepoznatim mehanizmom.

U ranom stadijumu razviéa embriona koji se odvija u hipoksicnim uslovima i
obuhvata period od 5. do 8. nedelje gestacije, embrion je okruzen proliferativnim,
neinvazivnim EVT ¢elijama. Parra i sar. (2002) sugeriSu da je za vreme ovog stadijuma
razvi¢a glavna forma PRL od 16 kDa, dok je forma od 23 kDa inhibirana pomoc¢u IL-2 i
niskog parcijalnog pritiska kiseonika. U slede¢em stadijumu razvi¢a od 8. do 10. nedelje
gestacije, dolazi do smanjenja produkcije IL-2, §to predstavlja normalni imunski odgovor u
trudno¢i i u smislu promene sekrecije citokina od Thl ka Th2 tipu. Time prestaje inhibicija
produkcije forme od 23 kDa, koja sada postaje dominantna i favorizuje angiogenezu. U
slede¢em stadijumu gestacije, od 10. do 12. nedelje, prisustvo forme od 23 kDa i poveéanje
parcijalnog pritiska kiseonika uti¢u na trofoblastne ¢elije koje postaju invazivne i koje vrse

invaziju spiralnih arterija miometrijuma.

Prolaktin kojeg izlu¢uje humani endometrijum vezuje se za heparin, Sto nije
primeceno kod drugih vrsta sisara, niti kod drugih ¢lanova PRL/GH familije i akumulira se
u vancelijskom matriksu decidue. Na taj nac¢in moduliSe razvoj uterusnih zlezda i njihovu
funkciju, angiogenezu, diferencijaciju i funkciju trofoblastnih ¢elija i imunoregulaciju, a
ima uticaj i na amnion i fetalna tkiva (Khurana i sar., 1999; Wang i sar., 2000). Ne vezuju
sve forme PRL heparin. Postoje dve heparin vezujuée sekvence, jedna izmedu 41-47 i
druga izmedu 175-181, a koje mogu postati nedostupne savijanjem proteina. Ove sekvence
nisu prisutne u primarnoj strukturi humanog GH 1 PL, tako da ovi proteini ne mogu da
vezuju heparin. Smatra se da vezivanje proteina za proteoglikane ECM moze da ih zaStiti
od inaktivacije, kao i da povecéa vezivanje za membranske receptore ili olakSa razgradnju
proteolitickim enzimima (Bikfalvi i sar., 1997). Sta je od iznetog zna¢ajno za biologku

aktivnost PRL danas je nepoznato.
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1.7.1.5. Prolaktinski receptor (PRLR)

Receptor za PRL pripada klasi I citokinskih receptora u koju spadaju i receptori za
nekoliko interleukina, granulocitni faktor stimulacije kolonija (G-CSF), granulocitno-
makrofagni faktor stimulacije kolonija (GM-CSF), leukemija inhibitorni faktor (LIF),
onkostatin M (OM), eritropoetin (EPO), trombopoetin (TPO), gp 130 1 leptin (Bole-Feysot i
sar., 1998). Gen koji kodira PRLR nalazi se na hromozomu 5 blizu gena za receptor
hormona rasta i sastoji se od najmanje 10 egzona ukupne duzine od 100 kb (Arden i sar.,
1990). Ispitivanja na pacovima pokazala su prisustvo tri razli¢ita promotora za PRLR gen,
koji mogu biti odgovorni za razli¢itu tkivno-specificnu ekspresiju i prenos signala preko
razli¢itih signalnih puteva, ali to nije pokazano i kod ¢oveka (Hu i sar., 1997). Prisustvo
viSe razlicitih izoformi, kao Sto su duga, intermedijerna, AS1, kratke forme (Sla i1 S1b) i
PRL-vezujuci protein rezultat je alternativne obrade primarnog RNK transkripta (Slika 11).
Ove izoforme razlikuju se po duZzini i sastavu citoplazmatskih repova, signalnim svojstvima

1 bioloskim efektima.

Duga forma je osnovna izoforma prolaktinskog receptora i sastoji se od vancelijskog,
transmembranskog i citoplazmatskog domena. Intermedijarna forma receptora nastaje
alternativnom obradom primarnog transkripta pri ¢emu dolazi do uklanjanja svih
kodiraju¢ih sekvenci C-terminalnog dela do Box elemenata i dodavanja 13 novih
aminokiselina, tako da ova forma receptora moze aktivirati druge signalne puteve u odnosu
na dugu formu (Kline i sar., 1999). AS1 izoforma takode nastaje alternativnom obradom
primarnog transkripta. Ona ne sadrzi prvi S1 domen vancelijskog domena, tako da je
afinitet ove forme za PRL sedam puta manji od afiniteta duge i intermedijarne forme
(Klinet 1 sar., 1999; Kline 1 sar., 2002). Sla kratka forma receptora sadrzi Box 1 i Box 2
elemente i dodatnih 39 aminokiselina na C-terminalnom kraju, dok S1b forma sadrzi samo
Box 1 element, a nema Box 2 (Hu 1 sar., 2001). PRL-vezuju¢i protein (PRLBP) predstavlja
slobodno cirkuliSuéi vancelijski domen prolaktinskog receptora. Do danas nije poznato da li

je PRL-vezujuéi protein kao solubilna forma receptora nastao alternativnom obradom
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primarnog transkripta ili proteolitickom razgradnjom PRLR vezanog za membranu (Amit i

sar., 1997).

Intermedijarna  duga AS1 PRLBP S1a S1b

Box 1 Yol Box 1 N
VBex VBoax

Sox2 y283 et Y288
X Bax i X Bax

Box 1 Y237
V Box

Box? Y283
X Box =Y200

Slika 11. Izoforme prolaktinskog receptora (Clevenger i sar., 2003).

Vancelijski domen (engl. extracellular domain - ECD) je identi¢an kod razli¢itih
izoformi i sastoji se od ~ 200 aminokiselina, koje ¢ine region homolog citokinskim
receptorima (engl. cytokine receptor homology region - CRH; Wells i De Vos, 1996). Ovaj
region moze biti podeljen na dva subdomena od oko 100 aminokiselina (oznaceni kao S1 i
S2 ili D1 1 D2 subdomeni), koji nalikuju domenu fibronektin tipa III. Svaki subdomen
sadrzi sedam B-ploca spakovanih u sendvi¢, koji formiraju dve antiparalelne B-ploce. Jedna
B-ploca je sastavljena od tri lanca oznacena kao lanac A, B i E, a druga je sastavljena od
Cetiri preostala lanca, C, C', F 1 G (Kossiakoff i sar., 1994; Goffin i sar., 1998). Subdomeni
su povezani pomocu malog polipeptida sastavljenog od cetiri aminokiselinska ostatka
(Somers 1 sar., 1994). Ovakav ECD postoji i kod GHR, EPO receptora, kao i mnogih
drugih receptora za citokine (Caravella i sar., 1996). Vancelijski domen sadrzi i dva visoko
konzervirana mesta, to su dva para disulfidno vezanih cisteina u N-terminalnom

subdomenu S1 (Cys12-Cys22 i Cys51-Cys62) i1 pentapeptid oznacen kao "WS motiv" (Trp-
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Ser-X-Trp-Ser) koji se nalazi u C-terminalnom subdomenu S2 u regionu koji je blizi

membrani.

Receptor za prolaktin, kao 1 drugi citokinski receptori, pored ECD ima i jedan
transmembranski domen. UceS¢e ovog regiona u funkcionalnoj aktivnosti receptora je
nedovoljno poznato. Na ovaj domen nadovezuje se citoplazmatski domen, koji sadrzi dva
relativno konzervirana regiona oznacena kao Box 1 1 Box 2. Box 1 je region blizi membrani
1 sastoji se od osam aminokiselina, od kojih preovladuje prolin. Motivi obogaceni prolinom
su specifiéna mesta prepoznavanja molekula ukljucenih u prenos signala. Box 2 je manje
konzerviran od Box 1 i sastoji se od hidrofobnih negativno naelektrisanih, pa pozitivno
naelektrisanih aminokiselinskih ostataka. Box 1 postoji kod svih izoformi receptora, a Box
2 nije naden u S1b kratkoj formi receptora (Kelly 1 sar., 1991; Goffin i sar., 1998). Vincent
1 sar. (1997) su detektovali unutar citoplazmatskog domena kratkih formi receptora dva
motiva potrebna za internalizaciju receptora. Prvi ukljucuje dileucin motiv (aminokiseline
259-260), a drugi sadrzi tetrapeptid koji omogucava savijanje u B-navoj. Duga izoforma
receptora manje internalizuje od kratke forme zbog nedostatka motiva sa B-navojem
(Vincent i sar., 1997). "WS motiv” u vancelijskom domenu je bitan za afinitet vezivanja
liganda, iako je udaljen od ligand-vezujuce povrSine. Mutacija u ovom delu nepovoljno
utiCe na afinitet vezivanja (Baumgartner i sar., 1994). Na osnovu funkcionalnih ispitivanja
drugih citokinskih receptora, smatra se da je uloga "WS motiva” u pravilnom pakovanju i
prenosu signala, a ne vezivanju liganda, mada su dva triptofana (Trp72 i Trpl139) u
prolaktinskom receptoru ukljucena u vezivanje prolaktina (Quelle i sar., 1992). Takode se
smatra da je "WS motiv” potreban za odrzavanje strukture S2 subdomena blizu plazma

membrane (Somers i sar., 1994).

Najmanje dva regiona PRL su odgovorna za vezivanje receptora. Vezuju¢e mesto 1
obuhvata nekoliko aminokiselinskih ostataka koji pripadaju heliksu 1 i 4, dok vezujuce
mesto 2 ukljucuje heliks 1 1 3 (Goffin i sar., 1994; Kinet i sar., 1996). Vezivanje hormona
za receptor odvija se u dve faze: prvo se PRL preko vezujuéeg mesta 1 vezuje za jedan
PRLR i formira se inaktivni kompleks (jedan hormon, jedan receptor). Formiranje ovog

kompleksa je preduslov za interakciju izmedu vezujuéeg mesta 2 prolaktina i drugog
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PRLR, tako da se formira aktivan trimerican kompleks sastavljen od jednog hormona i
jednog homodimera receptora (Slika 12). Pokazano je da su prolaktinski analozi, koji imaju
mutaciju u vezuju¢em mestu 2, inaktivni jer ne mogu da indukuju dimerizaciju receptora.
Oni deluju kao antagonisti, 1 blokiraju receptor u inaktivhom kompleksu (Goffin i Kelly,

1996; Goffin i sar., 1996).

PRL

¥
R p - &
7\ )& A

PRL inaktivan aktivan
receptor kompleks kompleks

Slika 12. Vezivanje prolaktina za homodimer receptora (Bole-Feysot i sar., 1998).

Ispitivanja receptora za hormon rasta su pokazala njegovu predimerizaciju in vivo u
odsustvu liganda (Brown i sar., 2005). Gadd i Clevenger (2006) su pokazali da duga i
intermedijerna forma receptora mogu da dimerizuju nezavisno od vezivanja liganda.
Takode, pokazano je i da se ligand-nezavisna dimerizacija odvija preko transmembranskog
domena, §to medutim nije dovoljno za aktivaciju receptora (Gadd i Clevenger, 2006).
Ligand aktivira preformirane dimere, a aktivacioni mehanizam ukljucuje rotaciju
subjedinica unutar dimeri¢nog receptora kao rezultat asimetri¢nog postavljanja receptor-

vezujucih mesta na ligandu (Brown i sar., 2005).

Prolaktinski receptor spada u grupu receptora koji interaguju sa tirozin kinazama
citosola. Sam po sebi nema tirozin kinaznu aktivnost, ali njegova dimerizacija vodi do brze
fosforilacije tirozinskih ostataka Janus kinaze 2 (JAK2) vezane za receptor, i njene

aktivacije. Ona fosforiliSe receptor na specificnim tirozinskim ostacima u njihovom C-
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terminalnom regionu (Tyr 580 u dugoj formi), a zatim dolazi do fosforilacije, dimerizacije i
transporta STAT 5 (engl. Signal Transducers and Activators of Transcription) u jedro
(Wakao 1 sar., 1994; Leburn 1 sar., 1995). U prenos signala nakon angaZovanja PRLR
ukljucena su tri STAT molekula, STAT 1, STAT 3 i glavni STAT 5. STAT 5 postoji u vidu
dve izoforme (5a i 5b) sa ~ 96% sli¢nih aminokiselina koje formiraju heterodimere koji se
vezuju za DNK elemente 1 indukuju transkripciju ciljnih gena (Hennighausen 1 sar., 1997).
Box 1 region je potreban za vezivanje i aktivaciju JAK2 kinaze (Leburn i sar., 1995).
Inhibitori JAK-STAT puta su SOCS (supresori prenosa signala preko citokina), koji stupaju
u interakcije sa JAK molekulima ili SSI (STAT-indukovani STAT inhibitori), koji su u
kompeticiji sa STAT molekulima za vezivanje za receptor. Smatra se da je neki od ovih
negativnih regulatora ukljucen u inhibiciju prenosa signala preko PRLR, mada za to jos

uvek ne postoje podaci.

JAK2-STAT kaskada je glavni signalni put koji se aktivira vezivanjem liganda za
PRLR. Medutim, pored njega i drugi signalni putevi mogu biti uklju€eni u prenos signala
nakon aktivacije receptora. Duga forma receptora podleze fosforilaciji tirozina i na drugim
mestima, §to bi moglo da znaci da su druga mesta ukljuc¢ena u alternativne signalne puteve,
koji vode do aktivacije drugih gena. Das i Vonderhaar (1995) su pokazali da duga i kratka
forma receptora stimuliSu proliferaciju preko MAP kinaznog puta (engl. Mitogen Activated
Protein Kinase - MAPK). Pored MAPK signalnog puta, postoje i drugi signalni putevi, kao
Sto su put koji ukljucuje aktivaciju proteina Vav, fosforilaciju tirozinskih ostataka supstrata
insulinskog receptora 1 (IRS-1) i 85 kDa subjedinice fosfatidilinozitol (PI)-3' kinaze.
Takode dolazi, do c-Src-kinazom posredovane aktivacije Fak/Erk1/2 signalnih puteva koji
kontroliSu ekspresiju c-Myc 1 ciklin D i proliferaciju (Clevenger i sar., 1995; Berlanga 1

sar., 1997; Bole-Feysot i sar., 1998).

Receptori za PRL prisutni su u brojnim tkivima sa razli¢itim udelom duge i kratkih
formi receptora (Nagano 1 Kelly, 1994). RazliCite izoforme imaju razliCita signalna
svojstva. Nivo ekspresije pojedinih izoformi u razli¢itim tkivima mogao bi da bude klju¢an
faktor u odgovoru celije na razli¢ita fizioloska i patoloSka stanja. Obzirom da celije

ispoljavaju vise razlicitih izoformi, heterodimerizacija razli¢itih formi receptora moze
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modulisati funkciju prolaktina kroz formiranje inaktivnih receptorskih kompleksa, a Sto
moze biti fizioloski znacajno. Pored toga, razli¢ite izoforme receptora ostvaruju razli¢ito

dejstvo preko receptor-specifi¢ne signalne kaskade.
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CILJ ISTRAZIVANJA



Moguca fizioloska uloga prolaktina u uspostavljanju i odrzavanju rane trudnoce je
nedovoljno ispitana. Dosada$nja istrazivanja ukazuju na prolaktin kao jedan od markera
decidualizacije, kao 1 ekspresiju prolaktinskog receptora u trofoblastu i razli¢itim odeljcima
endometrijuma, $to bi moglo da ukaze na ulogu prolaktina u ranoj trudno¢i. U raspoloZzivoj
literaturi pored podataka o ekspresiji prolaktinskog receptora u epitelnim i stromalnim
¢elijama endometrijuma, postoje i podaci o ekspresiji prolaktinskog receptora u decidui,
trofoblastu horiona, amnionskom epitelu, ali nema pouzdanih podataka o ekspresiji
prolaktinskog receptora na ekstravilusnim citotrofoblastnim ¢elijama placente prvog

trimestra.

Sto se ti¢e funkcionalnih svojstava prolaktina, u literaturi postoje podaci koji se
odnose na uticaj prolaktina na razlicite Celije 1 ekspresiju adhezionih molekula 1
proteoliti¢kih enzima, zna€ajnih za ¢elijsku migraciju. U skladu sa navedenim osnovni cilj
istrazivanja obuhvacen ovim radom bio je ispitivanje potencijalnog bioloskog znacaja
prolaktina za proces implantacije i placentacije, koriS¢enjem in vitro modela celijske
adhezije, migracije, invazije, proliferacije i apoptoze. Iz ovoga su proizasli sledeéi ciljevi

istrazivanja:

- Ispitivanje ekspresije prolaktinskog receptora u trofoblastnim ¢elijama placente
prvog trimestra i HTR-8/SVneo c¢elijskoj liniji, kao i identifikacija eksprimiranih
formi receptora kod oba tipa celija.

- Ispitivanje uticaja prolaktina na funkciju trofoblasta, i to adheziju, migraciju,

invaziju, proliferaciju i apoptozu ¢elija trofoblasta in vitro.

- Ispitivanje uticaja prolaktina na markere invazivnog fenotipa trofoblasta, kao Sto

su integrini a,, 0s, kao 1 gal-1 1 matriksne metaloproteinaze MMP-2 i MMP-9.
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3.1. Antitela
Kao primarna antitela u ovom radu koris¢ena su razli¢ita monoklonska i poliklonska
antitela, prikazana u Tabeli I sa tehnikama i upotrebljenim razblazenjima. Kao sekundarna

antitela kori§¢ena su:

- anti-koza IgG kuni¢a (imunohistohemija, imunocitohemija 1/200 i1 imunoblot
1/5000), anti-mi§ IgG konja (imunocitohemija 1/200 1 imunoblot 1/2000) i anti-
kuni¢ IgG koze (imunocitohemija 1/200 i imunoblot 1/750), obeleZena biotinom

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

- Anti-koza IgG kunica obelezena FITC (1/500 — FACS, Sigma, USA), anti-koza IgG
kuni¢a obeleZzena Texas Red (1/300 — imunocitohemija, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) i anti-mi§ IgG koze obeleZena AlexaFluor”™ 488 (1/1000 —
FACS, Molecular Probes, Inc., Invitrogen, Eugen, OR, USA) antitela.

Tabela 1. Pregled primarnih monoklonskih 1 poliklonskih antitela

Primarno antitelo Monpklonsko () Tehnike/razblazenje Referenca/ proizvodac
poliklonsko (p)
Anti-citokeratin-7 m Imunocitohemija 1/150; Dako, Glostrup,
(CK-7) imunohistohemija 1/75 Denmark
. . .. AbD Serotec, Raleigh,
Anti-CD45 m Imunocitohemija 1/100 NC, USA
Imunohistohemija 1/20;
Anti-PRLR p imunocitohemija i FACS 1/8; | R&P Sys‘;‘I“;’ Oxford,
imunoblot 1/100
Anti-integrin o, m imunoblot 1/3000 R&D Systems, UK
Anti-integrin as p imunoblot 1/750 Santa Cruz, CA, USA
Anti-gal-1 p imunoblot 1/1000 R&D Systems, UK
Anti-B-aktin p Imunoblot 1/400 i 1/3000 Sigma, USA
Anti-Ki67 p Imunocitohemija 1/250 i SalgakC ngi CtA’ USA
m FACS 1/50 X, Sy OSLTUP,
Denmark
Anti-M30 m Imunocitohemija 1/75 Roche, Germany
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3.2. TKivni uzorci

U ovom radu koriS¢eno je tkivo normalne placente prvog trimestra trudnoce
gestacijske starosti od 6. do 12. nedelje, dobijeno nakon legalnih prekida trudnoce u
Ginekolosko-akuSerskoj klinici Klinickog centra Srbije i VMA u Beogradu. Tkivo je

koriS¢eno za izolovanje citotrofoblastnih ¢elija 1 imunohistohemijsku analizu.

Dobijeno tkivo placente je ispirano u PBS, fiksirano u 10% formalinu i kalupljeno u
parafinske blokove. Rezovi tkiva debljine 5 pm secCeni su na mikrotomu i fiksirani na
mikroskopske ploc¢ice prethodno prevucene rastvorom poly-L-lysine-a (Sigma, St. Louis,

MO, USA). Na rezovima je analizirana ekspresija specifi¢nih proteina.

3.3. Kultura ¢elija

3.3.1. Izolovanje i kultura citotrofoblastnih éelija prvog trimestra

Citotrofoblastne celije su izolovane prema proceduri koju su opisali Vicovac i
saradnici (Vi¢ovac i sar., 2007), sa manjim modifikacijama. Placenta je ispirana u sterilnom
0,05 M fosfatnom puferu pH 7,2 (PBS) koji sadrzi gentamicin. Tkivo placente je
podvrgavano enzimskoj digestiji u 0,25% tripsinu (Torlak, Beograd, Srbija) sa 0,2 mg/ml
DNaze I (Applichem GmbH, Darmstadt, Germany) 1 5 mM MgCl, na 37 °C (2 ciklusa po
25 min.). Nakon svakog ciklusa, ¢elije su filtrirane kroz najlonsko sito (40 pm, Nylon
Bolting Cloth, Lochdew, Warrington, UK), sakupljane i prane hladnim PBS/0,1% BSA.
Dejstvo tripsina je blokirano FCS (engl. fetal calf serum - FCS). Celije su zatim
resuspendovane u 20% Percoll 1 razdvajane centrifugiranjem u diskontiunalnom gradijentu
Percoll-a (5 ml 20%, 5 ml 35% 1 2,5 ml 50%, Pharmacia, Biotech AB, Stockholm, Sweden)
30 min na 2800 rpm, 10 °C. Citotrofoblastne celije formiranog prstena ispirane su u

PBS/0,1% BSA, a zatim je odredivan njihov broj, vijabilnost i ¢istoca.
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Za detekciju izoformi PRL receptora u citotrofoblastnim ¢elijama imunoblotom, kao 1
proto¢nom citofluorimetrijom, bilo je potrebno precistiti ¢elijsku suspenziju, tj. odstraniti

¢elije poreklom iz kostne srzi koje ispoljavaju ovaj receptor.

(Molecular Probes, Inc., Invitrogen, Eugen, OR, USA), na kojima su imobilisana anti-
CD45 antitela. Celije su inkubirane sa ovim antitelima jedan sat na rotacionoj platformi na
4 °C. Kuglice sa vezanim CD45-pozitivnim ¢elijama odstranjivane su koriS¢enjem magneta
(Slika 13). Cisto¢a je procenjivana na citospinovima predi§éenih celija, bojenjem na

markere CK-7 i CD45. Procenat citotrofoblasnih ¢elija bio je >98%.

Slika 13. CD45-pozitivna ¢elija sa vezanim magnetnim kuglicama.

Za imunocitohemijska ispitivanja ¢elije su gajene na pokrovnim stakalcima preko
no¢i u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,, na 37 °C u medijumu DMEM/F12 sa 10% FCS (PAA
Laboratories, Linz, Austria), fiksirane ledenim aceton-metanolom (1:1) i ¢uvane na -20 °C

do bojenja.

Izolovane citotrofoblastne celije su koriS¢ene 1 u funkcionalnom testu celijske

invazije in vitro.
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3.3.2. Ekstravilusna trofoblastna ¢elijska linija HTR-8/SVneo

Celijska linija HTR-8/SVneo dobijena je ljubazno$éu dr Charles H. Graham-a
(Queen’s University, Kingston, ON, Canada). Ova c¢elijska linija nastala je transfekcijom
ekstravilusnih ¢elija humane placente prvog trimestra trudno¢e SV40 T antigenom (Graham
1 sar.,, 1993; Irving i sar.,, 1995). HTR-8/SVneo c¢elijska linija je hiperproliferativna i
hiperinvazivna linija koja eksprimira markere normalnih invazivnih ekstravilusnih ¢elija
(King 1 sar., 2000). Ove celije su gajene u RPMI 1640 medijumu sa 5% FCS (PAA
Laboratories, Linz, Austria) i rastvorom antibiotika i antimikotika (PAA Laboratories, Linz,
Austria), §to predstavlja kompletan medijum. Celije su gajene u plasti¢nim flaskovima na
37 °C, 5% CO,. HTR-8/SVneo celije su koris¢ene u imunocitohemijskom i
citofluorimetrijskom ispitivanju, MTT testu i testu za ispitivanje broja adherentnih ¢elija,
kao i u funkcionalnim testovima adhezije, migracije i invazije in vitro i Western blot analizi

proteina.

Za imunocitohemijsko ispitivanje ¢elije su gajene na pokrovnim stakalcima, sa ili bez
tretmana, do priblizno 80% konfluentnosti. Isprane celije su fiksirane ledenim aceton-

metanolom i ¢uvane na -20 °C do bojenja.

Za potrebe MTT testa 1 testa odredivanja broja adherentnih celija, HTR-8/SVneo
éelije su gajene u plodama sa 96 mesta, u koncentraciji 2x10* ¢elija/bazenu u 100 pl
kompletnog medijuma. Nakon 24 sata, ¢elije su ispirane toplim PBS i gajene 24 Casa bez
(kontrola) ili sa PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml) u 200 pl kompletnog medijuma. Za potrebe
odredjivanja broja adherentnih celija, ¢elije su dobro suSene i fiksirane hladnim rastvorom

aceton-metanola.

Za pripremu celijskih lizata HTR-8/SVneo ¢elije su gajene u plasticnim flaskovima
24 sata u kompletnom medijumu bez (kontrola) ili sa PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml).
Nakon inkubacije, ¢elije su tretirane hladnim 5 mM EDTA/PBS i brojane. Za potrebe
Western blot analize ¢elije su lizirane u puferu za uzorke koji je sadrzao inhibitor proteaza

(Sigma, St Louis, MO, USA).
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3.4. Imunohistohemija

Imunohistohemijska ispitivanja vrSena su na parafinskim presecima tkiva placente
prvog trimestra. Tkivni uzorci su deparafinisani u ksilolu (10 min), a zatim rehidratisani u
etanolu (10 min). Aktivnost endogenih peroksidaza je blokirana inkubacijom u 0,3 %
rastvoru H,O, u 70% etanolu tokom 30 min. Uzorci su ispirani u destilovanoj vodi i PBS 1
nespecificno vezivanje blokirano je normalnim serumom kuni¢a (NKS) ili normalnim
konjskim serumom (NHS). Tkivni ise¢ci su inkubirani preko no¢i na 4 °C primarnim
antitelima prema PRLR i CK-7 (Tabela I) i ispirani PBS. Kao sekundarna antitela
koriS¢ena su odgovarajuca biotinilizovana anti-koza IgG kuni¢a (za PRLR) 1 anti-mi§ 1gG
konja (za CK-7) antitela, sa kojima su rezovi inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi.
Tkivni ise€ci su zatim ispirani i inkubirani sa Vectastain Elite ABC reagensom 30 min (A-
avidin, B-biotinilovana peroksidaza iz rena, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).
Rezovi su bojeni DAB (3, 3’ diaminobenzidin, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA), a ¢elijska jedra hematoksilinom. Dehidratisani preparati su montirani u VectaMount
Permanent Mounting smoli (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) i analizirani na

Carl Zeis Axio Imager 1.0 mikroskopu (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

3.5. Imunocitohemija

Izolovane citotrofoblastne i HTR-8/SVneo ¢elije gajene su na pokrovnim stakalcima,
fiksirane i pripremljene za dalje bojenje. Celije su zatim rehidratisane u PBS, a aktivnost
endogenih peroksidaza blokirana je 0,3% rastvorom H,O, u PBS 30 min na sobnoj
temperaturi. Nespecificno vezivanje je blokirano konjskim, kozijim ili serumom kuniéa, u
zavisnosti od upotrebljenog sekundarnog antitela. Protokol inkubacije sa primarnim

antitelima je bio sledeci:

- izolovane citotrofoblastne ¢elije su inkubirane sa antitelima prema CK-7 (1 sat na

sobnoj temperaturi), a zatim prema PRLR (preko no¢i na 4 °C)
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- HTR-8/SVneo ¢elije su inkubirane sa antitelima prema PRLR (preko no¢i na 4 °C),
Ki67, M30 (1 sat na sobnoj temperaturi).

Nakon ispiranja nevezanih antitela, ¢elije su inkubirane 30 min sa sekundarnim anti-
mi$ IgG konja ili anti-kuni¢ IgG koze obeleZenih biotinom, ili anti-koza IgG kunica
obelezenih Texas Red antitelima u slucaju fluorescentnog bojenja HTR-8/SVneo ¢elija. U
slede¢em koraku celije su inkubirane sa ABC reagensom 30 min, a reakcija je
vizuelizovana inkubacijom sa rastvorom DAB. Za potrebe dvostrukog bojenja, izolovane
trofoblastne ¢elije su prvo identifikovane bojenjem antitelom na CK-7, a zatim inkubirane
sa antitetlom na PRLR. Reakcija je vizualizovana sekundarnim anti-mi§ IgG koze
obelezenim Alexa 488 ili anti-koza IgG kunic¢a obelezenim Texas Red antitelima. Jedra su
kontrastrirana hematoksilinom u slu€aju vizualizacije sa DAB, odnosno 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) reagensom (ProLong® Gold Antifade Reagent, Molecular Probes, Inc.,
Invitrogen , Eugene, OR, USA) u slu¢aju fluorescentnog bojenja. Preparati su montirani i
analizirani svetlosnim mikroskopom (Reichert-Jung, Vienna, Austria sa Leica Digital
Camera System, Wetzlar, Germany) ili fluorescentnim mikroskopom (Carl Zeis 510
laserski mikroskop na talasnim duzinama od 595-615 nm sa AxioCam HR

monohromatskom kamerom).

Kontrole su inkubirane sa odgovaraju¢im serumom ne-imunizovane zivotinje, umesto

primarnog antitela, §to je rezultovalo odsustvom bojene reakcije.

3.6. Izolovanje limfocita iz periferne krvi

Limfociti su izolovani iz periferne krvi zdravog davaoca. Krv je uzimana u
epruvetama oblozenim EDTA 1 razblazivana jednakom koli¢inom 0.9% rastvora natrijum
hlorida, nalivana na Lymphoprep' ™ gradijent (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway) i
centrifugirana na 2200 rpm, 20 min na 24 °C. Nakon centrifugiranja mononuklearne ¢elije,
koje su formirale prsten na granici uzorak/medijum sakupljane su i ispirane PBS na 1200
rpm, 10 min, na 24 °C, dva puta. Limfociti su brojani i bojeni tehnikom imunocitohemije na

citospinu, kako je opisano ranije, a koris¢ena je i tehnika proto¢ne citofluorimetrije.
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3.7.  Proto¢na citofluorimetrija

Proto¢na citofluorimetrija je koriS¢ena za ispitivanje prisustva PRLR na izolovanim
citotrofoblastnim i HTR-8/SVneo ¢elijama, kao i izolovanim limfocitima. Celije izolovane
iz placente prvog trimestra su precis¢avane koris¢enjem magnetnih kuglica oblozenih anti-
CDA45 antitelima, kao S§to je opisano ranije. Suspenzija citotrofoblastnih, HTR-8/SVneo
éelija i limfocita (pozitivna kontola) pravljena je u koncentraciji 5x10° éelija/100 pl PBS,
(PBS/2%FCS/0.01% Na-azid). Celije su prethodno permeabilizovane u rastvoru za
fiksaciju/permeabilizaciju (1:4, eBioscience, USA), preko no¢i na 4 °C. Celije su ispirane
dva puta u puferu za permeabilizaciju (PB) i inkubirane sa antitelom na PRLR (Tabela I)
45 min na 4 °C uz povremeno meSanje na vorteksu. Nakon inkubacije, ¢elije su ispirane i
inkubirane sa sekundarnim antitelima (anti-koza IgG FITC u PB, Tabela I) 30 min na 4 °C,
ispirane u hladnom PB i PBS; (PBS/0.01% Na-azid) i fiksirane 4% rastvorom formalina u
PBS;. Kontrolne ¢elije su bile inkubirane sa ne-imunim kozjim IgG kao primarnim
antitelima. Analiza fluorescentnih ¢elija je vrSena na proto¢nom citofluorimetru tipa EPICS
XL-MCL (Coulter, Krefeld, Germany). Eksperimenti su ponavljani tri puta za izolovane
CT i pet puta za HTR-8/SVneo ¢elije.

Protoc¢na citofluorimetrija koriS¢ena je i za merenje apoptoze HTR-8/SVneo celija. Za
detekciju apoptoze koris¢en je postupak obelezavanja celija sa propidijum jodidom (PI,
Sigma, St Louis, MO, USA) u hipotonom rastvoru. Apoptoti¢ne ¢elije imaju smanjenu
koli¢inu DNK (usled fragmentacije DNK ¢elije su hipodiploidne) i stoga je vezivanje PI, a

samim tim 1 intenzitet fluorescence apoptoticnih ¢elija smanjen (Curnow i sar., 1994).

HTR-8/SVneo ¢elije (1x10°) su sejane u plote sa 96 mesta (Sarstedt AG. & Co.,
Niimbrecht, Germany). Nakon 24 sata, ¢elije su ispirane toplim PBS i kultivisane narednih
24 sata sa ili bez tretmana prolaktinom od 100 ng/ml i 1000 ng/ml. Celije su zatim ispirane,
na talog je dodavano 300 pl hladnog hipotonog pufera (0,1% Na citrat/0.1% Triton X
100/destilovana voda) sa PI (10 pg/ml), ostavljene preko no¢i u frizideru i1 analizirane na

protocnom citofluorimetru. Ekscitujuéa svetlost za uzorke obelezene propidijum jodidom je
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talasne duzine 488 nm. Rezultati su predstavljeni kao numericka vrednost procenta ¢elija sa

hipodiploidnom koli¢inom DNK. Eksperiment je ponavljan pet puta.

3.8. Funkcionalni testovi

3.8.1. Test Celijske adhezije in vitro

Test adhezije HTR-8/SVneo ¢elija je izvoden na nacin opisan u literaturi (Hyytidinen
i Keski-Oja, 2003) sa malim modifikacijama. Mikrotitarske ploc¢e su oblagane kolagenom
tipa I koncentracije 250 ng/ml (100 pl/bunaru) i Matrigelom (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) koncentracije 250 ng/ml (100 pl/bunaru) u osnovnom RPMI 1640 medijumu,
jedan sat na 37 °C. Nakon inkubacije bunari su ispirani PBS, a nespecificno vezivanje je
blokirano sa 100 ul 3% BSA/PBS 1 sat na 37 °C. HTR-8/SVneo ¢elije su preinkubirane u
osnovnom RPMI 1640 medijumu bez ili sa PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml), tokom 2 sata 30
min na 37 °C. Po 100 ul preinkubirane celijske suspenzije koja je sadrzala 2.5x10* ¢elija
dodavano je u svaki bunar ploce sa 96 mesta. Nakon 2 sata inkubacije na 37 °C, bunari su
pazljivo ispirani PBS, a ¢elije fiksirane sa 50 pl ledeno hladnog aceton-metanola, 10 min.
Celije su zatim bojene sa 50 pl 0,05% rastvora boje Crystal violet u 25% metanolu, 5 min, a
boja je rastvarana 0,1M Na-citratom u 50% etanolu. Opticka gustina je merena na 540 nm,
a intenzitet boje je odgovarao broju adherentnih ¢elija. Eksperiment je ponavljan pet puta,

sa n=6 po tretmanu u svakom ogledu.

3.8.2. Test Celijske migracije in vitro metodom “Wound healing”

HTR-8/SVneo éelije (1.5x10°/300pl) su gajene u plo¢ama od 24 mesta (Sarstedt AG.
& Co., Niimbrecht, Germany) u kompletnom medijumu do konfluentnosti. Sterilnim
nastavkom pipete je povucena linija na sredini bazena 1 ¢elijski sloj je uklonjen (Slika 14).
Bazeni su zatim ispirani PBS i inkubirani 24 sata u 1% FCS medijumu bez (kontrola) ili sa

PRL (100ng/ml i 1000ng/ml), na 37 °C. Celije su fotografisane po ozledivanju i posle
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tretmana od 24 sata, a predeni put je meren pomocu elektronske mreze. Eksperimenti su

uradeni osam puta u duplikatu.

B

oh  24h

Slika 14. Test ¢elijske migracije in vitro metodom “Wound healing”
3.8.3. Test Celijske invazije in vitro

Moguc¢i efekat prolaktina na invaziju izolovanih citotrofoblastnih i HTR-8/SVneo
¢elija je ispitivan po metodi koju su opisali Librach i saradnici (1991). Umeci za ¢elijsku
kulturu veli¢ine pora 8§ um (Millipore, MA, USA, Slika 15), oblagani su sa 10 pL
Matrigela (2,5 mg/ml) u osnovnom DMEM/F12 za izolovani citotrofoblast i osnovnom
RPMI 1640 za HTR-8/SVneo ¢elije. Matrigel je ostavljan da gelira 30 min na 37 °C. U
gornju komoru umetka nanoseno je 200 pl éelijske suspenzije u kojoj se nalazilo 2x10°

citotrofoblastnih ¢elija (10% FCS/DMEM/F12) ili 1x10° HTR-8/SVneo ¢elija u 1%
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FCS/RPMI 1640 medijumu bez (kontrola) ili sa PRL (100ng/ml i 1000ng/ml). Po 500 pl

odgovaraju¢eg kompletnog medijuma je dodavano i u donju komoru.

Slika 15. Umeci za test ¢elijske invazije

Nakon inkubacije od 20 sati za izolovani citotrofoblast i 24 sata za HTR-8/SVneo
¢elije, medijum je uklanjan, a cCelije ispirane PBS. Gornja povrSina membrane je nezno
brisana pamuc¢nim tupferom, a ¢elije na donjoj povrsini su fiksirane ledeno hladnim aceton-
metanolom, 10 min na sobnoj temperaturi. Membrane su skidane skalpelom, a ¢elije na
njima bojene imunocitohemijski monoklonskim antitelom prema CK-7 u slucaju
izolovanog trofoblasta i Gimzom u slu¢aju HTR-8/SVneo ¢elija. Celije u porama ili na
donjoj strani membrane su brojane pod svetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss Axio Imager
1.0 mikroskop) na celoj povrs$ini membrane. Eksperimenti su ponavljani 4 puta u duplikatu

za citotrofoblast i 5 puta u duplikatu za HTR-8/SVneo ¢celije.
3.9. Odredjivanje vijabilnosti ¢elija (MTT test)
Vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija je ispitivana MTT testom (MTT- 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide; Tiazolil plavo, Sigma, St Louis,
MO, USA; Hanisch i sar., 1993). Celije su sejane u plocu od 96 mesta (2x10%/100ul
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medijuma) 1 inkubirane preko no¢i na 37 °C, a potom prane dva puta PBS 1 inkubirane 24
sata sa i bez tretmana. Celije su zatim ispirane PBS i inkubirane dva sata na 37 °C u 100 pl
rastvora MTT (1 mg/ml) u PBS sa 10% FCS. Rastvor MTT je uklanjan, a u svaki bunar je
dodavano po 100 pul I-propanola (Chemapol, Prague, Czech Republic). Nakon rastvaranja

istalozene boje merena je opticka gustina na 540 nm. Eksperiment je ponavljan tri puta.

3.10. Detekcija i kvantifikacija adherentnih Celija (Crystal violet test)

Broj adherentnih ¢elija odredivan je Crystal violet testom (Sigma, St Louis, MO,
USA). Nakon kultivacije kao Sto je opisano za MTT test, ¢elije su prane, susene i fiksirane
ledeno hladnim aceton-metanolom, 10 min. Zatim su bojene sa 50 pl 0.05% rastvora boje
Crystal violet u 25% metanolu tokom 10 min. Visak boje je uklanjan uranjanjem ploce u
vodu, a zatim je ploCa susena na sobnoj temperaturi. Inkorporirana boja je rastvarana sa
100pl/bazenu 0.1 M Na-citrata u 50% etanolu. Opticka gustina je merena na 540 nm, a
intenzitet bojenja je bio proporcionalan broju adherentnih ¢elija. Eksperiment je ponavljan

tri puta.

3.11. SDS poliakrilamidna gel elektroforeza i Western blot

Za detekciju prolaktinskog receptora, HTR-8/SVneo i izolovane trofoblastne ¢elije su
lizirane u puferu za uzorke koji je sadrzao 0.125 M Tris—HCI sa 4% SDS, 20% glicerol,
0.1% bromfenol plavo, 10% 2-merkaptoetanol 1 inhibitore proteaza 1 kuvane 5 min. Da bi
se blokirale sulfhidrilne grupe uzorci su tretirani jodacetamidom (20 mg/ml), 15 min na
sobnoj temperaturi i zatim centrifugirani na 17000g kako bi se uklonio nerastvoreni
materijal. Za detekciju subjedinica integrina i gal-1 HTR-8/SVneo ¢elije su lizirane u
puferu za uzorke koji sadrzi 0.125 M Tris—HCI sa 4% SDS, 20% glicerol, 0.1% bromfenol
plavo, 10% 2-merkaptoetanol i inhibitore proteaza, kuvane 5 min, a zatim centrifugirane na
17000g kako bi se uklonio nerastvorni materijal. Lizati su razdvajani u 7.5 %
poliakrilamidnom gelu za a; i PRLR, 10% gelu za as1 12.5% gelu za gal-1, u redukuju¢im

uslovima u sistemu Mini/PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad Labaratories, Inc., Hercules, CA,
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USA), pri parametrima: 150V, 80mA, 12W. Proteini razdvojeni elektroforezom su
prenoSeni na nitroceluloznu membranu pomocéu sistema za transfer Trans-Blot® SD
Semidry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Labaratories, Inc., Hercules, CA, USA).
Nespecifi¢no vezivanje je blokirano 1% rastvorom kazeina u PBS, 2 sata na sobnoj

temperaturi.

Membrane su nakon Western blot inkubirane sa antitelima na PRLR, integrin a;,
integrin os, gal-1 1 aktin (kontrola), u razblaZzenjima navedenim u Tabeli I, uz stalno
mesSanje preko no¢i na 4 °C. Nakon ispiranja membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im
biotinilizovanim sekundarnim antitelima, 30 min na sobnoj temperaturi, zatim ispirane i
inkubirane ABC reagensom, 30 min. Vezivanje je detektovano hemiluminiscentnim kit

(Pierce, SAD) ili upotrebom DAB/Ni kao hromogena.

Intenzitet dobijenih traka je uporedivan nakon denzitometrijske analize pomocu
ImageMaster TotalLab v2.01 programa (Amersham Biosciences, NJ, USA). Rezultati su

normalizivani na intenzitet trake za B-aktin. Eksperiment je ponavljan Sest puta.

3.12. Zimografsko odredivanje aktivnosti enzima

Zelatinazna aktivnost metaloproteinaza MMP-2 i MMP-9 u osnovnom
kondicioniranom medijumu HTR-8/SVneo ¢elija je utvrdivana pomocu SDS-PAGE
zimografije po prethodno opisanoj proceduri (Lash i sar., 2005). Uzorci su razdvajani u
11% gelu koji je sadrzao 1 mg/ml Zelatina, u neredukujué¢im uslovima. Kondicionirani
medijumi razblazivani puferom za uzorke bez B-merkaptoetanola (4:1) nanoSeni su sa po
25 pg proteina po bunaru. Nakon elektroforeze, gelovi su ispirani prvo dva puta po 15 min
kako bi se uklonio SDS, a zatim pet puta u dH,O i inkubirani preko no¢i na 37 °C u
reakcionom puferu (50 mM Tris-HCIL, 5 mM CaCl,, pH 7). Nakon inkubacije, gelovi su
bojeni CBB 30 min i odbojavani u 30% metanolu sa 10% glacijalnom sir¢etnom kiselinom.
Proteazna aktivnost se uocavala kao providna traka razloZzenog Zzelatina na mestu

lokalizacije  zelatinaza u gelu. Aktivnost je odredivana semikvantitativno
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denzitometrijskom analizom zimograma pomoc¢u ImageMaster TotalLab v2.01 programa

(Amersham Biosciences, NJ, USA).
3.13. Statisticka analiza

Dobijeni podaci su statisticki obradeni u programu Statistical Software Program
Version 5.0 (Primer of Biostatistic, McGraw-Hill Companies Inc., New Yersey, SAD)

upotrebom Studentovog t-testa. P vrednosti manje od 0.05 su smatrane statisticki

znacajnim.
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4.1. Prolaktin

U dostupnoj literaturi postoje podaci o ulozi prolaktina u razli¢itim fizioloSkim 1
patoloSkim procesima. Medutim, podaci o bioloSkoj ulozi prolaktina u trofoblastu su veoma
retki. Poznato je da prolaktin u razli¢itim ¢elijama i tkivima uti¢e na ekspresiju adhezivnih i
proteolitickih molekula, znacajnih za razgradnju komponenti vancelijskog matriksa 1
¢elijsku migraciju, Sto bi moglo biti relevantno za invaziju trofoblasta i implantaciju

embriona.

Nedovoljno podataka o prisustvu prolaktinskog receptora na citotrofoblastnim
¢elijama prvog trimestra, kao i vremenskom obrascu i1 tacnom mestu ekspresije razliitih
formi receptora i njihove potencijalne uloge u trudno¢i predstavlja otezavajucu okolnost za
razumevanje bioloSke uloge decidualnog prolaktina u ranoj trudno¢i. Pored toga,
razumevanje bioloskog efekta prolaktina in vivo otezava i Cinjenica da se za prolaktinski

receptor vezuju tri tipa liganada: prolaktin, placentni laktogen i hormon rasta.

Imajuéi u vidu gore navedeno, ovim radom po prvi put je ispitano prisustvo razli¢itih
izoformi prolaktinskog receptora na citotrofoblastnim ¢elijama prvog trimestra normalne
trudnoce sa ciljem da se utvrdi da li bi prolaktin i prisustvo prolaktinskog receptora na

ekstravilusnim citotrofoblastnim ¢elijama mogli biti zna¢ajni za implantaciju embriona.

4.1.1. Ekspresija PRLR u tkivu placentnog leziSta prvog trimestra

Imunohistohemijsko ispitivanje ekspresije PRLR vrSeno je na parafinskim presecima
tkiva placentnog leziSta prvog trimestra. Na slici 16A i B uocava se vilusno jezgro (engl.
villuous core — VC), Celijski stub sidrece resice (engl. cell column - CC) i tkivo decidue
(DEC), dok je na slici 16C i D prikazano decidualno tkivo sa vidljivim intersticijelnim
trofoblastom. U cilju identifikacije trofoblastnih c¢elija parafinski preseci su bojeni

antitelima na CK-7 koji predstavlja marker citotrofoblastnih ¢elija (Slika 16A, C).
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Strelicama na slici 16A 1 C oznacene su CK-7-pozitivne ¢elije trofoblasta u ¢elijskom
stubu sidrece resice (Slika 16A), 1 intersticijelne trofoblastne ¢elije (Slika 16C). Strelice na
slici 16B 1 D pokazuju prisustvo PRLR u ¢elijskom stubu i intersticijelnim trofoblastnim
¢elijama (Slika 16B) i u perivaskularnim trofoblastnim ¢elijama (Slika 16D).
Citotrofoblastne ¢elije u ¢elijskim stubovima sidrece resice su bile intenzivno obojene, §to
odgovara vecoj ekspresiji PRLR, dok je invazivni ekstravilusni citotrofoblast bio slabije
obojen, a vilusna stroma neobojena (Slika 16B). Takode, PRLR je lokalizovan i u
sinciciotrofoblastu (Slika 16B), a veoma slabo u perivaskularnim trofoblastnim ¢elijama

(Slika 16D).

Slika 16. Ekspresija prolaktinskog receptora u tkivu placentnog lezZiSta prvog
trimestra (B, D). Identitet citotrofoblasta u tkivu placente je utvrden bojenjem na CK-7,
marker trofoblastnih ¢elija, §to je predstavljeno strelicama (A, C). Na panelu B strelice
pokazuju prisustvo PRLR u ¢elijskom stubu sidrece resice i intersticijalnim trofoblastnim
¢elijama, dok na panelu D strelice pokazuju prisustvo PRLR u perivaskularnim
trofoblastnim ¢elijama. VC - vilusno jezgro, CC — ¢elijski stub, DEC — decidualne celije.
Veli¢ina podeoka 20 um.
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4.2. Ekspresija PRLR na izolovanim citotrofoblastnim i HTR-8/SVneo ¢elijama

Imunocitohemijskim ispitivanjem utvrdeno je da izolovani citotrofoblast (Slika 17B,
C), kao i HTR-8/SVneo ¢elijska linija (Slika 17E, F) ispoljavaju PRLR. Kao §to je ve¢
pomenuto u poglavlju Materijal i metode, HTR-8/SVneo ¢celijska linija nastala je
transfekcijom ekstravilusnih ¢elija humane placente prvog trimestra trudnoce SV40
antigenom 1 eksprimira markere invazivnih ekstravilusnih ¢elija. Izolovane citotrofoblastne
¢elije su dvostruko bojene, i to antitelom na CK-7 u cilju njihove identifikacije, jer je CK-7
marker citotrofoblastnih ¢elija (Slika 17A, B umeci), i antitelom na PRLR (Slika 17B, C).
U oba tipa trofoblastnih ¢elija detektovano je bojenje na PRLR unutar ¢elija i na ¢elijskoj

membrani. Nespecificno bojenje bilo je neznatno ili potpuno odsutno (Slika 17A, D).

Slika 17. Imunolokalizacija PRLR u izolovanim citotrofoblastnim ¢elijama placente
prvog trimestra (A, B, C) i HTR-8/SVneo (¢elijskoj liniji (D, E, F). Citotrofoblastne
¢elije su dvostruko bojene, antitelom na CK-7, markerom citotrofoblasta (A, B, umeci), i
antitelom na PRLR. Vrhovi strelica pokazuju prisustvo PRLR na membrani ¢elija, kao i u
citoplazmi izolovanih trofoblasta (B, C) i HTR-8/SVneo ¢elija (E, F). C i F predstavljaju
originalne slike napravljene monohromatskom kamerom, koje odgovaraju slikama B i E.
Nespecifi¢no vezivanje — NSB je predstavljeno na panelu A i D. Veli¢ina podeoka 20 pm.
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Ekspresija PRLR je detektovana i na izolovanim citotrofoblastnim i HTR-8/SVneo
¢elijama proto¢nom citofluorimetrijom. Dobijeni rezultati pokazuju da 31% izolovanih CT
(Slika 18A) 1 86% HTR-8/SVneo celija (Slika 18B) ispoljava PRLR. Kao pozitivna
kontrola kori$¢eni su limfociti izolovani iz periferne krvi dobrovoljnih davaoca, pri ¢emu je
77% ¢elija ispoljavalo ovaj receptor (Slika 18C), a ekspresija je potvrdena i

imunocitohemijski (Slika 18D).
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Slika 18. Analiza ekspresije PRLR na citotrofoblastima (A), HTR-8/SVneo ¢elijama
(B) i limfocitima (C i D). Prikazani histogrami (A-C) predstavljaju rezultate
citofluorimetrijske analize. Kvantifikacija ekspresije PRLR je izvrSena unutar grani¢nika
(horizontalna linija) definisanih na osnovu pozicija histograma specificne (sivi histogram) i
nespecificne (beli histogram) imunofluorescencije. Procenat PRLR-pozitivnih ¢elija je
naveden u svakom histogramu. Panel D pokazuje ekspresiju PRLR u citoplazmi i na
membrani limfocita (pozitivna kontrola), koja je vizualizovana primenom postupka imuno-
enzimskog obelezavanja ¢elija.
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4.3. Prisustvo razlicitih izoformi prolaktinskog receptora na izolovanom

citotrofoblastu i HTR-8/SVneo ¢elijama

Prisustvo viSe razlicitih izoformi PRLR detektovano je Western blot analizom
¢elijskih lizata oba ispitivana tipa celija. Specificne trake molekulskih masa od 160-180
kDa, 135-150 kDa, 90-98 kDa, 60-67 kDa, 45-55 kDa i1 30-40 kDa dobijene su koriS¢enjem
antitela koja prepoznaju zajednicki vancelijski domen (Slika 19). Sem dve trake najvec¢ih
molekulaskih masa, sve druge specifi¢ne trake odgovaraju masama koje su poznate kod
drugih vrsta ¢elija, pri ¢emu forma od 90-98 kDa predstavlja monomernu dugu formu
receptora, forma od 60-67 kDa mogla bi da predstavlja AS1 formu, 45-55 kDa
intermedijarnu, dok bi forma od 30-40 kDa mogla da predstavlja PRL-vezuju¢i protein ili
S1b kratku formu receptora. U analiziranim ¢elijskim lizatima oba tipa ¢elija, prisutne su i
forme velike molekulske mase od 160-180 kDa i 135-150 kDa, od kojih bi ve¢a mogla da
predstavlja dimer duge forme receptora za koji je pokazano da ima masu od oko 180 kDa,
dok bi manja mogla biti neki heterodimer ili diferecijalno glikozilovani oblik receptora.
Ove forme receptora dobijene su pod redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima. Prisustvo
ovih formi moze biti rezultat nepotpune redukcije Celijskih lizata, a takode postoji i
mogucnost da su ove trake rezultat stvaranja agregata sa drugim proteinima, uz poznate

razlic¢ite forme diferecijalno glikozilovanih receptorskih proteina.
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Slika 19. Ekspresija molekulskih izoformi PRLR u izolovanom CT (levo) i HTR-
8/SVneo (desno) ¢elijskim lizatima. Membrane sa imobilisanim proteinima su inkubirane
sa anti-PRLR antitelima i vizualizovane hemiluminiscencom. Vrhovi strelica pokazuju
prisustvo razlic¢itih izoformi PRLR. NSB — nespecifi¢no vezano sekundarno antitelo.

4.4. Uticaj prolaktina na funkcionalna svojstva trofoblasta in vitro

Nakon ispitivanja ekspresije PRLR 1 identifikacije njegovih eksprimiranih formi,
drugu celinu naSeg istrazivanja Cinilo je ispitivanje moguceg modulatornog efekta PRL na
funkciju trofoblasta. Polaze¢i od rezultata preliminarnih ispitivanja uticaja razliCitih
koncentracija PRL (1, 10, 100, 400 i 1000 ng/ml) na ¢elijsku invaziju, ustanovili smo da su
koncentracije ve¢e od 100 ng/ml efektivne. U daljim eksperimentima primenjivane su
koncentracije od 100 ng/ml i 1000 ng/ml. Ispitivan je efekat PRL na vijabilnost, broj
adherentnih c¢elija i apoptozu. Pored toga, ispitivan je mogu¢i znacaj PRL za procese

¢elijske adhezije, migracije i invazije, koris¢enjem funkcionalnih testova in vitro.
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4.4.1. Efekat prolaktina na vijabilnost HTR-8/SVneo celija

Poznato je da PRL utice na vijabilnost i proliferaciju razli¢itih tipova ¢elija, ali ne i na
prezivljavanje i1 proliferaciju celija trofoblasta. HTR-8/SVneo ¢elije su inkubirane bez
(kontrola) i sa razli¢itim koncentracijama PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml), a celijska
vijabilnost je odredivana MTT testom. Dobijeni rezultati pokazuju da obe koncentracije
PRL blago povecavaju Celijsku vijabilnost, ali je samo tretman PRL od 100 ng/ml imao
statisticki znaCajan efekat. Koncentracija PRL od 100 ng/ml je za 9% povecala vijabilnost
¢elija u odnosu na kontrolu (SEM + 1.5; p<0.05), dok je blago povecanje celijske
vijabilnosti nakon inkubacije sa PRL od 1000 ng/ml bilo neznacajno (13%; SEM =+ 6.2)
(Slika 20).
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Slika 20. Efekat prolaktina (100 ng/ml i 1000 ng/ml) na vijabilnost HTR-8/SVneo
¢elija. Dobijene vrednosti koje predstavljaju srednju vrednost absorbance na 540 nm =+
SEM izrazene su kao procenat kontrole. StatistiCki znacajna razlika izmedu kontrole i
tretmana za p<0.05 oznacena je sa *.

4.4.2. Uticaj prolaktina na broj adherentnih celija

Uticaj PRL na broj adherentnih HTR-8/SVneo ¢elija ispitivali smo Crystal violet

testom. Dobijeni rezultati nakon 24 sata kultivacije ¢elija bez (kontrola) i u prisustvu dve
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razli¢ite koncentracije PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml) pokazuju blago povecanje broja
adherentnih c¢elija u odnosu na kontrolnu vrednost. Kultivacija sa 100 ng/ml povecala je
broj adherentnih ¢elija za 13% (SEM =+ 3.3; p<0.05), a kultivacija sa 1000 ng/ml za 15%
(SEM = 2.8; p<0.05) u poredenju sa kontrolnom vrednoscu (Slika 21).
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Slika 21. Efekat prolaktina (100 ng/ml i 1000 ng/ml) na broj adherentnih HTR-
8/SVneo Celija. Dobijene vrednosti absorbance na 540 nm koja je srazmerna broju ¢elija +
SEM izraZzene su kao procenat kontrole. * oznacava statisticki znacajne razlike izmedu
kontrole i tretmana za p<0.05.

4.4.3. Efekat prolaktina na proliferaciju HTR-8/SVneo ¢elija

Obzirom da je uoceno blago povecanje vijabilnosti i broja adherentnih celija pod
uticajem PRL, zeleli smo da ispitamo da li PRL utice na proliferaciju HTR-8/SVneo ¢elija.
Ispitivan je uticaj PRL na ekspresiju Ki67 markera ¢elijske proliferacije nakon kultivacije
¢elija bez (kontrola) i u prisustvu PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml) u trajanju od 24 sata,
proto¢nom citofluorimetrijom (Slika 22A) i imunocitohemijom (Slika 22B). U kontrolnim
HTR-8/SVneo celijama procenat Ki67-pozitivnih Celija je bio 26%, dok je u tretmanu
HTR-8/SVneo ¢elija PRL od 100 ng/ml iznosio 32%, a u tretmanu PRL od 1000 ng/ml
30% (Slika 22A). Sli¢ni rezultati su dobijeni primenom imunocitohemijske metode

detekcije Ki67 markera.
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Slika 22. Uticaj PRL na ekspresiju Ki67 markera proliferacije ispitivan
citofluorimetrijski (A) i imunocitohemijski (B). Na panelu A prikazan je histogram
fluorescence HTR-8/SVneo ¢elija obelezenih anti-Ki67 antitelima nakon kultivacije od 24
sata. Plavi histogram predstavlja Ki67-pozitivne kontrolne C¢elije, crveni histogram
predstavlja Ki67-pozitivne ¢elije tretirane PRL od 100 ng/ml, a zeleni histogram predstavlja
Ki67-pozitivne ¢elije pri tretmanu PRL od 1000 ng/ml. Sivi histogram predstavlja ne-imuni
IgG. Na panelu B predstavljena je imuno-enzimska detekcija ekspresije Ki67 markera
proliferacije u kulturama kontrolnih (K) HTR-8/SVneo ¢elija i HTR-8/SVneo ¢celija
tretiranih razli¢itim koncentracijama prolaktina ( 100 ng/ml i 1000 ng/ml). Broj Ki67-
pozitivnih ¢éelija bio je priblizno jednak u kontrolnim i ¢elijama tretiranim PRL. Veli¢ina
podeoka 20 um.
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4.4.4. Uticaj prolaktina na apoptozu HTR-8/SVneo ¢elija

Apoptoza HTR-8/SVneo celija ispitivana je u kulturi ¢elija imunocitohemijskom
metodom i proto&nom citofluorimetrijom. Celije su gajene bez (kontrola) i u prisustvu PRL
(100 ng/ml 1 1000 ng/ml) i nakon kultivacije od 24 sata procenjivana je ekspresija M30
markera apoptoze, koji predstavlja fragment citokeratina-18, a koji nastaje delovanjem
kaspaza (Slika 23A, B, C) Primenom imunocitohemije ustanovili smo da je procenat
apoptoticnih ¢elija bio manji od 2% i nije bio znacajno promenjen pod uticajem tretmana
prolaktinom (100 ng/ml i 1000 ng/ml) (Slika 23D). Kada je apoptoza merena proto¢nom
citofluorimetrijom tretman prolaktinom takode nije imao znacajan uticaj na apoptozu HTR-

8/SVneo celija (Slika 23E).
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Uticaj PRL na apoptozu HTR-8/SVneo ¢elija
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Slika 23. Uticaj PRL na apoptozu HTR-8/SVneo éelija. Imunoenzimska detekcija
ekspresije M30 markera u kulturi HTR-8/SVneo ¢elija (A). Analiza apoptoze HTR-
8/SVneo ¢elija na osnovu ekspresije M30 markera (B) i obelezavanja ¢elija PI (C). HTR-
8/SVneo celije su kultivisane 24 sata u kontrolnom medijumu i u prisustvu razli¢itih
koncentracija PRL. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja M30" ¢elija +
SEM (B) ili srednju vrednost procenta PI" apoptotoénih éelija + SEM (C) i izraZene su kao
procenat kontrole.
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4.4.5. Uticaj prolaktina na adheziju HTR-8/SVneo celija

Ispitivan je uticaj razlicitih koncentracija PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml) na adheziju
HTR-8/SVneo éelija (Slika 24). Celije su kultivisane bez (kontrola) i u prisustvu PRL.
Pracena je adhezija na plastici i u bunarima oblozenim kolagenom i Matrigelom. Tretman
HTR-8/SVneo celija prolaktinom koncentracije 100 ng/ml znacajno je povecao njihovu
adheziju na plastici za 7% (SEM + 1.6; p<0.05), a koncentracija 1000 ng/ml za 19% (SEM
+ 1.9; p<0.001) u odnosu na kontrolu. Adhezija na bunarima obloZzenim kolagenom 1
Matrigelom znacéajno je bila poviSena samo nakon tretmana veé¢im koncentracijama PRL

(1000 ng/ml) 1 to 25 % (SEM + 3.5; p<0.001) u oba slucaja.
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Slika 24. Uticaj PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml) na adheziju HTR-8/SVneo ¢elija za
plastiku (A), kolagen (B) i Matrigel (C). Dobijene vrednosti predstavljaju srednju
vrednost absorbance + SEM 1 izraZene su kao procenat u odnosu na kontrolu. * oznacava
statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrole i tretmana za p<0.05 1 *** za p<0.001.
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4.4.6. Uticaj prolaktina na migraciju HTR-8/SVneo celija

U testu migracije in vitro metodom "Wound healing” ispitivano je da li se migracija
HTR-8/SVneo ¢elija menja pod uticajem PRL. Predeni put migratornih ¢elija utvrden je
koriSéenjem elektronske mreze. U eksperimentu je poreden predeni put HTR-8/SVneo
¢elija posle ozledivanja monolejera u tretmanu (PRL 100 ng/ml i 1000 ng/ml) sa onim u
kontroli (bez PRL) (Slika 25A). Dobijeni rezultati nakon 24 sata migracije, pokazuju da je
PRL pri koncentraciji od 100 ng/ml i 1000 ng/ml imao stimulatorni efekat na HTR-
8/SVneo ¢elijsku migraciju, i to za 25% (SEM =+ 3.7; p<0.001), i 38% u odnosu na kontrolu
(SEM £ 4.2; p<0.001; Slika 25B).
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Slika 25. Migracija HTR-8/SVneo ¢€elija u ,,Wound healing“ testu (A). Efekat PRL na
migraciju HTR-8/SVneo ¢elija posle 24 sata kultivacije (B). Na slici u okviru panela A
prikazana su odabrana mesta u kontrolnim i tretiranim uzorcima u pocetnom trenutku (levo)
i nakon 24 sata celijske migracije (desno). Vrednosti dobijene merenjem predenog puta
predstavljaju srednju vrednost + SEM 1 izraZzene su kao procenat u odnosu na kontrolu.
Statisticki znacajne razlike izmedu kontrole i tretmana su pokazane kao *** za p<0.001.
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4.4.7. Uticaj prolaktina na invaziju ekstravilusnih trofoblastnih i HTR-8/SVneo

celija

Uticaj PRL na invaziju izolovanih trofoblastnih i HTR-8/SVneo ¢elija ispitivan je
kori§¢enjem in vitro metode invazije Matrigela koju su opisali Librach i saradnici (1991).
Celije su inkubirane 24 sata bez (kontrola) i sa PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml). Obe
koncentracije znacajno stimuliSu invaziju oba tipa ¢elija. PRL u koncentraciji od 100 ng/ml
za 60% (SEM = 17.0; p<0.01) povecava invaziju izolovanih citotrofoblastnih ¢elija, a za
64% (SEM = 26.3; p<0.05) HTR-8/SVneo ¢elija, dok koncentracija PRL od 1000 ng/ml
povecava invaziju citotrofoblastnih Celija za 65% (SEM + 17.6; p<0.05), a HTR-8/SVneo
¢elija za 44% (SEM = 15.3; p<0.05) u odnosu na kontrolne ¢elije (Slika 26A, B).
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Slika 26. Efekat PRL na invaziju izolovanih trofoblasta (A) i HTR-8/SVneo ¢elija (B).
Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja zauzetih pora = SEM 1 izraZzene su
kao procenat u odnosu na kontrolu. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrole 1 tretmana
su pokazane kao * za p<0.05 1 ** za p<0.01.

4.5. Uticaj prolaktina na proteine od znacaja za invaziju trofoblasta

U trofoblastnim ¢elijama koje vrSe invaziju zida uterusa menja se ekspresija proteina
1 dolazi do ispoljavanja molekula znac¢ajnih za ovaj proces. Pokazano je da su o;f; 1 asp;
integrini, gal-1 1 matriksne metaloproteinaze, MMP-2 i MMP-9, posebno znacajni za ovaj

proces.

73



Na osnovu dobijenog stimulatornog efekta PRL na migraciju 1 invaziju trofoblasta,

pretpostavili smo da neki od ovih molekuli mogu biti posrednici u ovim procesima.

4.5.1. Uticaj prolaktina na ekspresiju o, i assubjedinica integrina

Uticaj PRL u koncentraciji od 100 ng/ml i 1000 ng/ml na ekspresiju a; 1 os
subjedinica integrina, kao potencijalnih efektornih molekula ispitivan je Western blot
analizom lizata HTR-8/SVneo ¢elija (Slika 27B). Intenzitet traka je kvantifikovan
denzitometrijski (Slika 27A) i normalizovan u odnosu na aktin. Obe koncentracije PRL su
povecale ekspresiju ovih subjedinica integrina. Nakon kultivacije od 24 sata sa 1 bez
(kontrola) tretmana PRL, ekspresija integrina o, je bila povecana za 41% (SEM +15.9;
p<0.01) 1 91% (SEM =+ 38; p<0.01) u odnosu na kontrolne ¢elije, pri koncentraciji PRL od
100 ng/ml i 1000 ng/ml. Obe koncentracije PRL su u manjoj meri, ali znacajno, povecale
ekspresiju as subjedinice integrina i to za 18% (SEM + 3.3; p<0.001) i 24% (SEM =+ 4.5;

p<0.001) u odnosu na kontrolu.
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Slika 27. Uticaj PRL na ekspresiju subjedinica integrina a; i as u Western blot analizi
(B). Dobijeni rezultati su prikazani kao srednja vrednost intenziteta normalizovanog na
aktin + SEM 1 izraZeni kao procenat u odnosu na kontrolu (A). ** za p<0.01 1 *** za
p<0.001 predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu kontrole i tretmana.

4.5.2. Uticaj prolaktina na ekspresiju gal-1

Uticaj PRL na ekspresiju gal-1 ispitivan je u ¢elijskim lizatima HTR-8/SVneo ¢elija.
Rezultati dobijeni Western blot analizom (Slika 28B) pokazuju da su obe koncentracije
PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml) umereno, ali znac¢ajno povecale ekspresiju gal-11to za 16%
(SEM =+ 2.3; p<0.001) nakon tretmana prolaktinom od 100 ng/ml, odnosno 21% (SEM =+
3.8; p<0.001) nakon tretmana prolaktinom od 1000 ng/ml u odnosu na kontrolu (Slika

28A). Intenzitet traka je kvantifikovan denzitometrijski, i normalizovan u odnosu na aktin.
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Slika 28. Uticaj PRL na ekspresiju gal-1 u Western blot analizi (B). Grafikon A
predstavlja rezultat denzitometrijske analize. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
intenziteta dobijenih traka normalizovanih u odnosu na aktin + SEM i izraZeni kao procenat
u odnosu na kontrolu. *** za p<0.001 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu
kontrole i tretmana.

4.5.3. Uticaj prolaktina na aktivnost MMP-2 i MMP-9

Uticaj razli¢itih koncentracija prolaktina (100 ng/mi i 1000 ng/ml) na aktivnost
matriksnih metaloproteinaza -2 i -9 ispitivan je u supernatantima HTR-8/SVneo ¢elija,

metodom zimografije (Slika 29). Celije su kultivisane bez (kontrola) i sa PRL. Dobijeni
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rezultati pokazuju da je PRL blago povecao aktivnost obe metaloproteinaze 1 to pri
koncentraciji od 1000 ng/ml. Koncentracija PRL od 1000 ng/ml povecala je aktivnost
MMP-2 za 20% (SEM + 12.9) 1 18% (SEM = 13.1) u odnosu na kontrolu kada je merena
aktivnost MMP-9, ali dobijene razlike nisu statisticki znacajne. Koncentracija PRL od 100
ng/ml nije imala efekat na aktivnost MMP-2 i MMP-9. Intenziteti traka na zimogramu su

kvantifikovani denzitometrijski.
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Slika 29. Uticaj PRL na Zelatinoliticku aktivhost MMP-2 (A) i MMP-9 (B). Grafikoni
predstavljaju rezultat denzitometrijske analize. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
intenziteta = SEM, i izraZeni kao procenat kontrole.
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DISKUSIJA



Implantacija embriona iziskuje specificne 1 visoko koordinisane interakcije u kojima
ucestvuju 1 embrion i endometrijum. Smatra se da bi neki od produkata blastociste ili
endometrijuma mogao da inicira ranu komunikaciju embriona i uterusa, i da omoguci
njihovu dalju interakciju u toku trudnoée (Lessey, 2000). Pretpostavlja se da bi hormoni,
citokini ili faktori rasta sekretovani od strane endometrijuma mogli imati zna¢ajnu ulogu u
uspostavljanju trudnoc¢e, ranom embrionalnom razvoju, implantaciji i uspeSnom odvijanju
trudno¢e do porodaja (Hunt, 1989; Giudice, 1999). Funkcija endometrijuma in vivo je
regulisana kompleksnom interakcijom razli¢itih tipova Celija, lokalnih faktora rasta i
hormona, ukljuc¢uju¢i PRL, estrogen i progesteron. Ovi faktori mogu pojacati ili inhibirati
uzajamna dejstva razli¢itim mehanizmima koji uklju¢uju promenu ekspresije receptora,
aktivaciju signalnih puteva i aktiviranje parakrinih modulatora produkovanih od strane

razlic¢itih ¢elijskih tipova.

Prolaktin je hormon koga luci hipofiza, ali i druga tkiva i ¢elije (Ben-Jonathan i sar.,
1996). Pored hipofize, 1 endometrijum sintetiSe 1 sekretuje prolaktin (Riddick i sar., 1978).
Decidualne celije endometrijuma sintetiSu PRL u kasnoj sekretornoj fazi menstrualnog
ciklusa i tokom trudnoée. Obzirom da fizioloSka uloga decidualnog PRL do danas nije
dovoljno poznata, o ulozi ovog hormona/citokina u ranoj trudnoéi postoji vise pretpostavki.
Jedna od pretpostavki je da lokalno produkovani prolaktin primarno deluje kao autokrini ili

parakrini faktor regulacije ekspresije razlicitih molekula.

Paralelno sa procesom decidualizacije endometrijuma, dolazi i do akumulacije
leukocita u stromi endometrijuma. Veéinu endometrijalnih leukocita ¢ine veliki granularni
limfociti 1 makrofagi (Starkey et al., 1988; Bulmer, 1995). Smatra se da je njihovo
prisustvo u ranoj trudno¢i znafajno za procese implantacije i placentacije (Pijnenborg,
2002). Decidualni PRL bi mogao imati ulogu u proliferaciji i/ili diferencijaciji velikih
granularnih limfocita, a King i sar. (1989) su detektovali i prisustvo PRLR u ovim ¢elijama.
Jedna od pretpostavki je da se interakcijom velikih granularnih limfocita sa invazivnim
trofoblastnim ¢elijama ogranicava invazija u zid uterusa, pa se smatra da je ova interakcija
potrebna za uspeSnu implantaciju (Klentzeris i sar., 1994). Pored toga, PRL moze uticati i

na produkciju hemokina znacajnih za akumulaciju leukocita. Pokazano je da PRL u tkivu

79



jajnika stimuliSe produkciju jednog takvog hemokina, monocitnog hemoatraktantnog

proteina-1 (Bowen i sar., 1996).

Sa druge strane, pokazano je da u ranoj trudnoc¢i razvoj placente zavisi od angiogenih
1 antiangiogenih faktora. Smatra se da bi intaktni molekul PRL od 23 kDa mogao da
stimuliSe, a proteoliticki 16 kDa N-terminalni fragment da inhibira angiogenezu, tako da je
jedna od pretpostavki da je uloga decidualnog PRL promocija razvoja krvnih sudova u

placenti (Struman i sar., 1999; Jabbour i Critchley, 2001).

Lokalno produkovan PRL bi mogao da ucestvuje u diferencijaciji decidualnih ¢elija i
pripremanju uterusa za mogucu implantaciju embriona. Eyal i sar., (2007) su pokazali da
PRL moze imati inhibitorni efekat na diferencijaciju humanih uterusnih stromalnih ¢elija.
Sekretovani decidualni PRL autokrino inhibira proces decidualizacije. Neke od
pretpostavljenih uloga endometrijalnog PRL bi mogle da budu i modifikacija imunske
sredine endometrijuma, ili regulacija ekspresije faktora koje produkuje Zlezdani i stromalni
odeljak endometrijuma, a koji mogu ucestvovati u kontroli proliferacije trofoblasta i
invaziji endometrijuma (Jabbour 1 sar., 1998; Jones i sar., 1998). Sa druge strane, opisani su
efekti citokina koje produkuju imunokompetentne celije endometrijuma na sekreciju
endometrijalnog PRL. U kulturi decidualnih ¢elija, pokazana je dozno-zavisna inhibicija
sinteze 1 sekrecije PRL kao posledica tretmana ovih ¢elija citokinima, kao $to su TNFa, IL-
la, IL-1B, TGF-B 1 IL-8 IL-2, IFN-y (Jikihara i Handwerger, 1994; Vicovac i sar., 1994;
Kanda 1 sar., 1999; Christian i sar., 2001). I pored znacajnih razlika u fiziologiji PRL
familije glodara i ¢oveka, Bao i sar. (2003) su pokazali da odsustvo endometrijalnog PRL i

PRLR kod glodara dovodi do fetalne smrti 1 prevremenih pobacaja.

Iako postoji veliko interesovanje za ulogu ovog hormona/citokina u ranoj trudno¢i,
njegov uticaj na trofoblast jo§ je nedovoljno poznat. Ovim radom smo Zeleli da ispitamo
moguéu ulogu PRL u procesima znacajnim za uspostavljanje trudnoée ispitivanjem
njegovog uticaja na celijsku adheziju, migraciju 1 invaziju trofoblasta, kao i1 uticaj na

vijabilnost, proliferaciju i apoptozu trofoblastnih ¢elija.
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U ispitivanjima smo Kkoristili citotrofoblastne ¢elije izolovane iz placenti prvog
trimestra normalne trudnoc¢e 1 HTR-8/SVneo celijsku liniju. Izolovani citotrofoblast u
kulturi ne proliferiSe, diferencira in vitro i pokazuje odlike invazivnog ekstravilusnog
trofoblasta. HTR-8/SVneo celijska linija predstavlja model invazivnog ekstravilusnog
trofoblasta i1 koristi se za ispitivanje regulatornih mehanizama trofoblasta (Gleeson i sar.,
2001; Chakraborthy i sar., 2003; Huber i sar., 2006). Pokazano je da su celijska
proliferacija, migracija i invazija HTR-8/SVneo ¢Celijske linije u velikoj meri regulisane
istim signalnim molekulima kao i EVT ¢elije (Graham i sar., 1993; Lala i sar., 2002). Zbog
toga ova celijska linija predstavlja dobar model za proucavanje mehanizama ukljucenih u
kontrolu proliferacije, migracije 1 invazije EVT c¢elija pod uticajem razli¢itih modulatora

(Hannan i sar., 2010).

U ispitivanjima obuhvadenim ovim radom primenom imunohistohemijske metode
utvrdili smo da je PRLR ispoljen u sinciciotrofoblastu, ¢elijskim stubovima sidrecih resica,
a u manjoj meri u intersticijelnom EVT 1 perivaskularnim trofoblastnim ¢elijama. U
citotrofoblastima ¢elijskih stubova, kao 1 u invazivnom ekstravilusnom citotrofoblastu,
PRLR je bio prisutan u citoplazmi i na ¢elijskoj membrani. Sli¢na lokalizacija PRLR je bila
opisana u trofoblastu horiona u poslednjem trimestru trudno¢e (Maaskant i sar., 1996).
Pored toga, PRLR je prisutan 1 u izolovanim CT ¢elijama i HTR-8/SVneo ¢elijskoj liniji. U
ispitivanim citotrofoblastnim 1 HTR-8/SVneo <¢elijama utvrdili smo prisustvo traka
molekulskih masa od 160-180 kDa, 135-150 kDa, 90-98 kDa, 60-67 kDa, 45-55 kDa 1 30-
40 kDa. Dobijene izoforme PRLR molekulskih masa od 90-98 kDa, 60-67 kDa, 45-55 kDa
1 30-40 kDa mogle bi da predstavljaju redom: dugu formu receptora, AS1 formu receptora,
intermedijernu formu i S1b kratku formu receptora ili PRL-vezujuéi protein (Maaskant i
sar., 1996; Hu i sar., 2001; Trott i sar., 2003). Pored toga smo detektovali i prisustvo za
sada neidentifikovanih formi od 160-180 kDa i 135-150 kDa, od kojih bi ve¢a mogla da
predstavlja dimer duge forme receptora za koji je pokazano da ima masu od oko 180 kDa,
dok bi manja mogla biti neki heterodimer ili diferecijalno glikozilovani oblik receptora.
Nisu uocene znacajne razlike u broju molekulskih formi ili njihovoj relativnoj

zastupljenosti izmedu izolovanog citotrofoblasta i HTR-8/SVneo ¢elija.
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Maaskant 1 sar. (1996) su detektovali Sest molekulskih formi PRLR 1 to od 95, 85, 63,
manje od 63, vece od 30 i 30 kDa u decidui, amnionu i horionu. Ovi autori smatraju da su
forme od 95 1 85 kDa najverovatnije zrele glikozilovane forme humanog PRLR, ¢ije su
razli¢ite molekulske mase posledica razliitog stepena glikozilacije. Takode, isti autori su
pokazali da sinciciotrofoblast terminske placente ispoljava PRLR, ali u manjoj meri nego
horion i1 decidua, $to je saglasno naSim rezultatima dobijenim za posteljicu prvog trimestra
trudnoce. Pored osnovne forme PRLR od 95-85 kDa, detektovane su i1 izoforme od 63 i 30
kDa u amnionu, horionu, decidui, kao i u amniotskoj tecnosti, Sto bi moglo da ukaze na
njihovu funkciju i u ovim tkivima. Forma PRLR veca od 30 kDa je detektovana u decidui,
ali ne 1 u amnionu i amniotskoj te¢nosti. Maaskant 1 sar. (1996) razmatraju mogucénost da su
razlic¢ite forme receptora posledica spontane degradacije ili delovanja proteolitickih enzima.
Smatra se da razli€iti tkivno-specifi¢ni enzimi proteoliticki deluju na glikozilovanu formu
PRLR od 95-85 kDa, pri ¢emu nastaju forme manjih molekulskih masa. Jedna od
pretpostavki je 1 da bi krate forme PRLR mogle da funkcioniSu kao vezuju¢i i/ili
transportni proteini, koji bi nosili PRL (ligand) preko decidualnih ¢elija i njihove bazalne
membrane i/ili vancelijskog matriksa amniona i horiona u amnionsku te¢nost. I u drugim
reproduktivnim tkivima zene, kao $to su jajovodi, detektovano je vise formi PRLR, i to
duga forma od oko 97 kDa, intermedijarna forma od 64-97 kDa i kratke forme od 51-64
kDa (Shao i sar., 2008), kao posledica varijacija u glikozilaciji (Kline i sar., 1999).
Alternativna obrada primarnog RNK transkripta PRLR, pri kojoj nastaju razlicite izoforme,
bi mogla da reguliSe nivo ekspresije duge forme receptora (Laud i sar., 2000). Pretpostavlja
se da bi ekspresija duge forme receptora mogla biti ve¢a kada je zastupljenost izoformi
manjih molekulskih masa niZza. Smatra se da je ovakav mehanizam ekspresije izoformi

receptora znacajan za ostvarivanje adekvatne fizioloske funkcije.

Pokazano je da je duga forma receptora ukljuCena u prenos mitogenih i
diferencijacionih signala, a da Sla i S1b forme receptora deluju kao dominantno-negativne
1 inhibiraju prenos signala posredstvom duge forme receptora (O'Neal 1 Yu Lee, 1994;
Llovera i sar., 2000). Pretpostavlja se da jedinstvene citoplazmatske sekvence razli€itih

formi receptora mogu dovesti do aktivacije razli¢itih signalnih puteva i time doprineti
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raznolikosti efekata prolaktina. Za sada nije poznato da li sam prolaktin ili drugi hormoni
(estrogen 1li progesteron) uti¢e na ekspresiju varijanti PRLR, §to bi moglo da ga dovede u
vezu sa relativnim odnosom obrazovanja pojedinih ili svih izoformi receptora. Sa druge
strane, postoji mogucénost da su kratke izoforme receptora inertne Sto se ti¢e prenosa
signala, i da one sluze kao svojevrsna zamka za ligand kojom se ligand internalizuje i

dolazi do inhibicije PRL-indukovanih signala.

Ranija istrazivanja su pokazala da broj i nivo ekspresije izoformi PRLR varira
izmedu razlicitih tkiva (Nagano 1 sar., 1995; Kline 1 sar., 1999). Ovim radom je pokazano
da je u izolovanom CT i ekstravilusnom trofoblastu duga forma dominantna monomerna
izoforma u prvom trimestru trudnoce. Medutim, prikazani profil izoformi se unekoliko
razlikuje od onog opisanog za horionski trofoblast terminske placente (Maskaat et al.,
1996). Postoji mogucnost da razlicite vrste trofoblastnih celija karakteriSe zastupljenost
razli¢itih izoformi, i da se njihova zastupljenost menja tokom gestacije. Prema tome, uloga
prolaktina u trudno¢i mogla bi da zavisi od nivoa samog hormona 1 hetero- i/ili

homodimerizacije formi njegovih receptora.

Sve wveéi broj rezultata ukazuje na kompleksnost regulacije posredovane
prolaktinskim receptorom. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja na razli¢itim tipovima ¢elija,
moze se pretpostaviti da se regulacija funkcije trofoblasta odvija kroz procese homo- i
heterodimerizacije receptora, i to nezavisno od hormona (Kline i sar., 1999; Qazi i sar.,
2006). Pored PRL indukovane dimerizacije, na transformisanim ¢elijama je pokazana i
ligand-nezavisna dimerizacija duge i intermedijarne forme PRLR (Gadd i Clevenger,
2006). Heterodimerizacija razli¢itih izoformi receptora mogla bi dovesti do stvaranja
inaktivnih kompleksa, $to takode moze biti fizioloski znacajno, obzirom da celije najcesce
istovremeno ispoljavaju vise razli¢itih izoformi PRLR. Rezultati relativne zastupljenosti
izoformi u trofoblastnim ¢elijama prikazani ovim radom ukazuju da u prenosu PRL signala
najverovatnije dominantnu ulogu igra homodimer duge izoforme, kao najzastupljenije
subjedinice. Tome u prilog govori i uocena forma od 180 kDa, koja bi mogla da odgovara

nepotpuno redukovanom homodimeru duge forme receptora.
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Ranije je pomenuto da decidua produkuje PRL ( Riddick i sar., 1978; Golander i sar.,
1978). Medutim, vazno je napomenuti da pored decidualnog PRL, postoje 1 drugi moguci
ligandi za PRLR razlicitih ¢elija placentnog lezista - placentni laktogen i placentni hormon
rasta, koje sintetiSu sinciciotrofoblast placente i intersticijalne EVT ¢elije (Kurman i sar.,

1984; Sakbun i sar., 1990; Ali i sar., 1991; Scippo i sar., 1993; Lacroix i sar., 2005).

Dosadasnja saznanja ukazuju da bi pored profila i relativnog odnosa razlicitih
izoformi prolaktinskog receptora, i koncentracija prisutnog PRL mogla da ima znacajnu
ulogu. Tako su Kline i sar., (2002) primetili da vece koncentracije PRL deluju
antagonisticki na prenos signala preko duge forme, a §to nije primeéeno kod AS1 forme
receptora. Ovi autori smatraju da AS1 forma receptora fizioloski funkcionise u uslovima
visoke koncentracije PRL. U placenti je detektovan visok nivo iRNK za ASI1 formu
receptora (Kline i sar., 2002), a ovim radom je pokazan protein mase oko 66 kDa koji bi
mogao odgovarati ovoj formi. Takode i1 Clevenger i sar. (2003) su pokazali da AS1 forma,
za razliku od duge forme receptora, ne pokazuje smanjenje aktivnost pri viSim
koncentracijama liganda. Pretpostavlja se da je ova forma receptora ukljucena u regulaciju
prenosa signala preko integrina, a $to nije primeéeno ni kod duge, ni kod intermedijarne
forme. U ovom radu pokazane dominantne forme PRLR ekstravilusnog trofoblasta, daju
osnovu da se pretpostavi da bi 1 u gravidnom uterusu signalni putevi mogli biti razliiti u

zavisnosti od ispoljenih izoformi PRLR, kao 1 od koncentracije PRL u placentnom lezistu.

Poznato je da je PRL ukljucen u proliferaciju i prezivljavanje razlicitih tipova celija,
kao $to su epitelne ¢elije mle¢nih zlezda, limfociti, astrociti, keratinociti i dr. Labriola i sar.
(2007) su pokazali da PRL stimulatorno deluje na proliferaciju B ¢elija pankreasa, a Terra i
sar. (2011) da je znacajan 1 za Celijsko prezivljavanje 1 inhibiciju apoptoze. PRL povecava
odnos Bcl-2/Bax i inhibira klju¢ne kaspaze ukljucene u unutrasnji i spoljasnji put apoptoze,
kao sto su kaspaza -8, -9 i -3 (Terra i sar., 2011). Ispitivanja Tan i sar., (2011) su pokazala
da odnos duge i kratke S1b forme receptora na celiji, odreduje broj ¢elija u odgovoru na
PRL. Smatra se da povecana ekspresija duge forme receptora moZze uticati na povecanje

broja ¢elija nakon tretmana PRL i obrnuto.
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Jedan od ciljeva ovog rada je bio ispitivanje moguceg uticaja PRL na proliferaciju 1
apoptozu trofoblasta. Pokazano je da apoptoza igra znacajnu ulogu u trudno¢i (Levy 1 sar.,
2000). Procesi apoptoze i proliferacije teku paralelno, Sto se odrazava na rast i
remodelovanje placente. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja pretpostavlja se da na ove
procese uticu mnogi faktori, a poseban znacaj imaju lokalni faktori (Smith i sar., 1997;
Huppertz i sar., 2006). Smatra se da decidualne celije 1 lokalne imunske ¢elije prisutne u
uterusu 1 placenti imaju bitnu ulogu u uspostavljanju ravnoteze izmedu prezivljavanja i
apoptoze EVT ¢elija (Hammer i Dohr, 2000). Veliki broj radova ukazuje da je abnormalna
apoptoza prisutna u mnogim patoloskim poremecajima u trudno¢i, koji dovode do
spontanih pobacaja, preeklampsije, ograni¢enja fetalnog rasta i dr. (Smith 1 sar., 1997;

Kokawa i sar., 1998).

Uticaj PRL na proliferaciju trofoblasta ispitan je ovim radom na HTR-8/SVneo
¢elijama, obzirom da izolovani citotrofoblast ne proliferiSe u kulturi. Ispitivanje moguceg
uticaja PRL na proliferaciju HTR-8/SVneo ¢elija je bio 1 od prakti¢nog znacaja kako bi se
realno sagledao stimulatorni efekat PRL na ¢elijsku invaziju i iskljucila moguénost da je
uoceni efekat posledica uvecanog broja ¢elija u tretiranim uzorcima. Kada je ispitivan
uticaj PRL na ¢elijsku vijabilnost, kao i na broj adherentnih ¢elija, utvrdili smo da obe
koncentracije PRL dovode do blagog povecanja broja adherentnih celija, dok samo
koncentracija PRL od 100 ng/ml deluje stimulatorno na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija.
Detaljnija imunocitohemijska i citofluorometrijska analiza ¢elijske proliferacije na osnovu
detekcije Ki67 antigena kao markera proliferacije, je pokazala da PRL u ispitivanim
koncentracijama ima neznatan uticaj na proliferaciju. Ekspresija M30 antigena je pokazala
da PRL nema uticaj na apoptozu HTR-8/SVneo celija. Procenat apoptoti¢nih celija u
imortalizovanoj HTR-8/SVneo liniji bio je izuzetno mali i nije promenjen pod uticajem

PRL.

Znacajan deo ispitivanja obuhvacenih ovim radom je bio usmeren na ispitivanje
mogucéeg uticaja PRL na adheziju, migraciju i invaziju trofoblasta u in vitro testovima,
obzirom da su ovi procesi kljuéni za uspeSnu implantaciju embriona i normalnu

placentaciju in vivo. U testovima adhezije celija trofoblasta su koriS¢eni eksperimentalni
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uslovi koji donekle odslikavaju uslove in vivo u pogledu prisustva proteina vancelijskog
matriksa, kao znaCajnog faktora za ispitivane procese. Smatra se da je adhezija Celija
trofoblasta za razlic¢ite komponente ECM preduslov za napredovanje kroz stromu
endometrijuma i formiranje funkcionalne placente. Pored toga, pokazano je i da EVT C¢elije
¢elijskih stubova sintetiSu ECM bogat lamininom i onkofetalnim fibronektinom (Korhonen
1 Virtanen, 1997). Za PRL je pokazano da utiCe na adheziju razli¢itih ¢elijskih tipova.
Tretman mononuklearnih ¢éelija periferne krvi prolaktinom stimuliSe njihovu adheziju za
endotelne ¢elije umbilikalne vene i1 ovaj efekat najverovatnije uklju¢uje PRL-indukovanu
aktivaciju integrina LFA-1 i VLA-4 na leukocitima (Montes de Oca i sar., 2005).
Istrazivanja drugih autora su pokazala da je za diferencijaciju epitelnih ¢elija mlec¢nih
Zlezda in vitro potrebna adhezija za bazalnu membranu, kao i izlaganje laktogenim
hormonima (Streuli i sar., 1995). U ovom radu pokazano je da obe koncentracije PRL
blago, ali znacajno, povecavaju adheziju HTR-8/SVneo ¢elija za sve ispitivane podloge.
Dobijeni rezultati ukazuju da bi tretman PRL mogao da utice na ekspresiju i/ili aktivaciju

molekula znacajnih za ¢elijsku adheziju.

Migracija ¢elija zavisi od repertoara adhezivnih molekula na povrsini Celije,
komponenata koje ulaze u sastav ECM, afiniteta celijskih receptora za komponente ECM,
kao 1 od modulatornog uticaja drugih molekula na ove interakcije. Prilikom migracije

dolazi do naizmeni¢nog uspostavljanja i raskidanja veza izmedu ¢elije i1 supstrata.

Migracija trofoblasta u nasim eksperimentalnim uslovima je ispitivana na plasti¢noj
podlozi metodom "wound healing" tj. obnavljanja sloja ¢elija na ogoljenoj povrsini. Na
osnovu dobijenih rezultata ustanovili smo da PRL znacajno stimuliSe migraciju HTR-
8/SVneo celija. U literaturi postoje podaci o u¢es¢u PRL u migraciji normalnih 1 kancerskih
¢elija. Pokazano je da PRL moze regulisati migraciju leukocita preko vaskularnog endotela
posredstvom aktivacije specificnih integrina (Montes de Oca i sar., 2005). Za PRL je
pokazano da povecava migraciju i deluje kao hemoatraktant ¢elija kancera dojke (Maus i
sar., 1999) 1 jajnika (Tan i sar., 2011). Pretpostavlja se da je duga forma receptora uklju¢ena
u taj proces. Tan i sar. (2011) su pokazali da tretman PRL ne uti¢e na broj ¢elija kancera

jajnika, ali povecava ¢elijsku migraciju, $to je u skladu sa nasim rezultatima. Tako bi jedna
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od pretpostavljenih uloga decidualnog PRL mogla biti uces¢e u stvaranju invazivnog
fenotipa migratornih ekstravilusnih trofoblastnih ¢elija preko smanjenja ekspresije nekog
od adhezivnih molekula, koji uc¢estvuju u interakcijama tipa ¢elija-Celija. Pokazano je da je
kod ¢oveka migracija trofoblastnih ¢elija regulisana uzajamnim dejstvom lokalno aktivnih
citokina i faktora rasta ukljucujuc¢i faktor stimulacije kolonija-1, epidermalni faktor rasta
(EGF), IL-8 1 insulinu-sli¢an faktor rasta-I (Bass i sar., 1994; Hamilton i sar., 1998; Aplin i

sar., 2000; Jovanovi¢ i sar., 2010).

Glavni cilj ovog rada bilo je ispitivanje moguceg uticaja decidualnog PRL na invaziju
trofoblastnih ¢elija, sobzirom da je invazija trofoblasta neophodnu za procese implantacije i

placentacije.

Smatra se da je proces invazije trofoblasta uslovljen aktivacijom odredenih gena u
procesu diferencijacije, ali da moZe biti modulisan uticajem brojnih faktora. Njih sintetiSu
razli¢iti tipovi celija sa kojima trofoblast dolazi u kontakt, i mogu imati pozitivan ili
negativan uticaj na ovaj proces. Za razliku od invazije neoplasti¢nih ¢elija, invazija EVT
¢elija je prostorno i vremenski strogo regulisana velikim brojem autokrinih i1 parakrinih
faktora, ukljucuju¢i citokine, hormone i parcijalni pritisak kiseonika (Bischof i sar., 2000;
Lala i Chakraborty, 2003; Bischof i Irminger-Finger, 2005). Invazivne EVT ¢elije unutar
placentnog leziSta izlozene su uticaju velikog broja faktora rasta i citokina. Njih stvaraju
razli€iti ¢elijski tipovi, koji uticu jedan na drugi, §to moze dovesti do promene ili ukidanja
individualnih efekata. Disbalans citokina moze dovesti do patoloskih poremecaja kao §to su
placenta accreta, preeklampsija i druge bolesti vezane za neadekvatnu trofoblastnu invaziju

(Goldman-Wohl 1 sar., 2000).

Nekoliko mehanizama je predloZzeno za ogranicavanje invazije EVT ¢celija i to su
smanjena migracija, promenjena ekspresija adhezivnih molekula ili MMP, formiranje
terminalno diferenciranih trofoblastnih ¢elija i apoptoza (Huppertz i sar., 1998; Lacey i sar.,
2002; Kemp 1 sar., 2002). Radovi razli¢itih autora pokazuju da je za vreme prvog trimestra
normalne trudnoce apoptoza znacajan mehanizam za ogranicavanje invazije EVT celija,

dok se u drugom trimestru apoptoza znacajno smanjuje i drugi mehanizmi reguliSu

87



trofoblastnu invaziju. Da li ¢e citotrofoblastne ¢elije u¢i u invaziju, formirati sincicijum ili
u¢i u apoptozu zavisi od autokrinih faktora samih celija trofoblasta, kao 1 od parakrinih
faktora decidue (Bischof i sar., 2000). Pokazano je da CD56" NK éelije u uterusu indukuju
apoptozu EVT ¢celija putem direktne interakcije ¢elija ili delovanjem citokina, kao $to je

IFNy koji aktivira citotoksi¢ne T ¢éelije 1 povecava aktivnost kaspaza (Ahn i sar., 2002).

U ovom radu smo pokazali da razliCite koncentracije PRL znac¢ajno stimuliSu invaziju
izolovanih CT 1 HTR-8/SVneo C¢elija. Stimulacija invazije u naSim eksperimentima
dobijena je ve¢ pri koncentraciji PRL od 100 ng/ml, $to je u opsegu efektivne koncentracije
GH i koli¢ine PRL koju sekretuje tkivo decidue in vitro (Riddick i sar., 1979; Vicovac i
Genbacev, 1988). Dobijena stimulacija ¢elijske invazije prolaktinom saglasna je ranijem
nalazu Lacroix i sar. (2005). Oni su ispitivali uticaj GH, pripadnika familije proteina u koju
spada i PRL, na EVT C¢elije. Njihovi rezultati pokazuju da GH stimuliSe invaziju
trofoblastnih ¢elija, koja je jo$ izrazenija pod uticajem PGH. To bi moglo biti posledica
vezivanja 1 dalje aktivacije receptora za GHR i u manjoj meri PRLR. Sa druge strane,
ispitujuci uticaj PRL ovi autori nisu uocili promene u trofoblastnoj invaziji (Lacroix i sar.,
2005). Ovaj podatak je u direktnoj suprotnosti sa rezultatima prikazanim ovim radom, ali u
ovom trenutku nismo u moguénosti da objasnimo ovo neslaganje, obzirom da nisu
navedeni ni izvor ni karakteristike preparata PRL koriS¢enog u studiji Lacroix 1 sar. (2005).
Nasuprot tome, preparat PRL koriS¢en u ovom radu, kako je navedeno u poglavlju
Materijal i metode, poti¢e iz renomirane inostrane institucije i ima deklarisanu bioloSku

aktivnost, koju potvrduju i ovde prikazani rezultati.

Bez obzira na pomenuto neslaganje, kada kao celinu posmatramo rezultate delovanja
GH 1 PGH s jedne strane (Lacroix 1 sar., 2005) i ovde prikazane rezultate uticaja PRL,
uocava se koherentna slika koja potvrduje znacaj ovih citokina za funkciju trofoblasta.
Naime, imunohistohemijska lokalizacija GH i GHR u nekoliko proksimalnih slojeva
¢elijskog stuba (Lacroix i sar., 2005), i ovde pokazani PRLR, sugeriSe da bi ovaj hormon
mogao da deluje kao autokrini stimulator. Mogli bismo da pretpostavimo da se sa
infiltracijom EVT celija distalnog dela ¢elijskih stubova u deciduu bogatu prolaktinom,

povecava znacaj parakrinih signala, dok se istovremeno koli¢ina GH koji produkuje EVT
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smanjuje (Lacroix i sar., 2005), $to je shematski prikazano na slici 30. U prilog znacaja
PRL za trofoblast in vivo govore u literaturi dostupni podaci da se smanjena ekspresija
endometrijalnog PRL moze dovesti u vezu sa idiopatskom neplodno$¢u i ponavljanim
pobacajima (Garzia i sar., 2004).

Integrini
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Slika 30. Shematski prikaz moguc¢ih autokrinih/parakrinih signala preko PRLR u

diferencijaciji EVT sidrece resice

Smatra se da je u okolini invazivnog trofoblasta vancelijski matriks uglavnom
sastavljen od kolagena tipa IV, laminina, heparin sulfata i dr., dok su u dubljim slojevima
decidue zastupljeniji kolagen tipa IV i fibronektin (Damsky i sar., 1993; Damsky 1 sar.,
1994). Takode i EVT C¢elije produkuju razli¢ite komponente ECM 1 menjaju svoj
integrinski repertoar paralelno sa promenama u komponentama ECM za vreme procesa
invazije. EVT ¢elije in situ se menjaju od proliferativnih u proksimalnom delu ¢elijskog
stuba do invazivnih i neproliferativnih u distalnom delu stuba (Genbacev i sar., 2000).
Paralelno sa tim dolazi do smanjenja ekspresije integrina agPs, posredstvom koga se
ostvaruje interakcija sa bazalnom membranom, dok su u invazivnim CT ¢elijama prisutni
integrini asP; 1 of; (Damsky 1 sar., 1993; Damsky i sar., 1994; Lim i sar., 1997). U
preeklampsiji CT celije povecano eksprimiraju subjedinice integrina ospP;, ali ne dolazi ni

do povecanja ekspresije a1, ni smanjenja ekspresije a4 integrina (Damsky i sar., 1994;
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Redline i1 Patterson, 1995). Zhou i sar. (1993) su zapazili da je integrin osP;, ali ne 1 a;f};
povecano eksprimiran u invazivnim CT u preeklampsiji, Sto ukazuje da adhezivni fenotip
ovih Celijja nije optimalan za invaziju. Damsky 1 sar. (1994) smatraju da bi a; i1 as
subjedinice integrina mogle biti ukljucene u regulaciju invazivnosti in vitro. Budu¢i da smo
pokazali da PRL uti¢e na migraciju i invaziju trofoblasta, u narednim eksperimentima hteli
smo da ispitamo ekspresiju subjedinica integrina os i o, kao poznatih efektorskih molekula
u ovim procesima. Western blot analiza ¢elijskih lizata je pokazala da tretman PRL dovodi
do povecanja ekspresije as i a; subjedinica integrina u HTR-8/SVneo ¢elijskoj liniji.
Stimulacija o, subjedinice integrina je izrazenija, §to se moze dovesti u vezu sa pove¢anom
invazivnoS¢u celija tretiranih PRL. Pored povecanja ekspresije integrina efekat PRL je
mogao da bude indukovan i dodatnim mehanizmima, kao $to su aktivacija integrina i/ili
drugih receptora. U razli¢itim in vitro sistemima PRL-indukovana stimulacija celijske
adhezije preko integrina je bila povezana sa povecanjem ekspresije hemokinskog receptora
spregnutim sa proteinom G (Montes de Oca 1 sar., 2005). Patel i sar. (2001) su pokazali da
mononuklearne ¢elije periferne krvi (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cell - PBMC)
ispoljavaju razli¢ite hemokinske receptore, a da je tretman PRL indukovao ekspresiju
hemokinskog receptora CXCR3 u T limfocitima, i pospesio adheziju PBMC za endotelne
¢elije. PRL stimuliSe celijsku adheziju leukocita aktivacijom integrina LFA-1 i VLA-4
(Montes de Oca 1 sar., 2005). Pored toga, smatra se da 1 drugi citokini i faktori rasta koji
uticu na trofoblastnu invaziju takode mogu uticati na ekspresiju integrina. Epidermalni
faktor rasta, IL-6, IL-8 takode uticu na ekspresiju integrina (Leach i sar., 2004; Jovanovic¢ i
Vicovac, 2009; Jovanovi¢ 1 sar., 2010). EGF u kulturi citotrofoblastnih ¢elija dovodi do
promene integrinskog repertoara, i zamene integrina o integrinom os, Sto je deo puta
diferencijacije u ekstravilusni trofoblast in vivo. IL-6 je stimulisao ekspresiju a;, asi 31, dok
je IL-8 stimulisao ekspresiju os1 B, ali ne 1 ekspresiju o, subjedinica integrina (Jovanovi¢ i
Vicovac, 2009; Jovanovi¢ i sar., 2010). Ispitivanja Lacroix i sar. (2005) su pokazala da
PGH dovodi do povecanja ekspresije as subjedinice integrina u EVT celijama, Sto je
saglasno ovde pokazanim rezultatima za PRL, a $to je posebno znacajno s obzirom da oba
hormona/citokina pripadaju istoj familiji i deluju preko PRLR na stimulaciju invazije CT.

U opisanim eksperimentalnim uslovima naSe studije c¢elijska invazija je ispitivana na
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Matrigelu, meSavini komponenata vancelijskog matriksa, koji pomaze da se ocuva
integrinski repertoar slican repertoaru ovih ¢elija u uterusu, a efekti moduliraju¢ih faktora
mogu imati implikacije za iste procese in vivo. Kao §to je pokazano u literaturi, promena u
ekspresiji integrina od as do ; je znacajna za normalnu invaziju. Povecanje ekspresije
integrina o; pod uticajem PRL je u pozitivnoj korelaciji sa ¢elijskom invazijom in vitro.
Budu¢i da integrini mogu prenositi signale preko ¢elijske membrane i to u oba smera,
smatra se da oni mogu imati znacajnu ulogu u prenosu signala u zoni interakcije majke i
fetusa (Yamada i Geiger, 1997; Giancotti i Ruoslahti, 1999). Sa druge strane, nedostatak
ekspresije o; subjedinice integrina dovodi do smanjenja invazije trofoblasta in vitro i
patoloSkog poremecaja sa smanjenom trofoblastnom invazijom, preeklampsije in Vvivo
(Zhou i sar., 1993; Genbacev i sar., 1996). Antitela na laminin, kolagen tip IV ili integrin o
inhibiraju invaziju in vitro ukazuju¢i na ulogu o;f;-laminin ili o;B;-kolagen tip IV
interakcije (Harris i sar., 2009). Librach i sar. (1991) su pokazali da antitela na os
subjedinicu integrina stimuliSu invaziju CT, a antitela na o, je inhibiraju. Tako, interakcija
CT C¢elija sa fibronektinom ograni¢ava invaziju ovih ¢elija, dok interakcija sa lamininom
preko integrina o;f; olakSava ovaj proces. Interakcije citotrofoblast-fibronektin i
citotrofoblast-laminin imaju suprotan efekat na invaziju ovih ¢elija, ukazujuéi da ukupna
invazivna sposobnost CT celija zavisi od relativnog doprinosa razli¢itih adhezivnih
interakcija (Damsky i sar., 1994). Povecana ekspresija o,3; integrina je znacajna za sticanje
invazivnog fenotipa CT ¢elija za vreme rane gestacije. Ekspresija integrina a,3; se smanjuje
kako trudno¢a odmice, tako da CT izolovan iz placenti na kraju trudnoc¢e ne ispoljava ove
subjedinice integrina. To ukazuje da integrini doprinose 1 vremenskoj regulaciji
invazivnosti CT (Damsky 1 sar., 1994). U kulturama eksplanata normalne trudnoce
otkriveno je da se ekspresija ;1 asf, kao i fibronektina i kolagena tipa IV smanjuje u EVT
¢elijama kako one prodiru u dublje slojeve permisivne podloge, u poredenju sa
integrinskim repertoarom EVT ¢elija u distalnim delovima celijskih stubova (Vi¢ovac i

sar., 1995; Aplin i sar., 2000).

Galektini mogu da ucestvuju u razlicitim bioloSkim procesima, ukljucujuéi celijsku

migraciju, invaziju i apoptozu (Hsu i Liu, 2004). Gal-1 je bio prvi galektin detektovan u
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reproduktivhom traktu Zene i prvo je izolovan iz humane placente (Hirabayashi i Kasai,
1984). Ova;j galektin se dovodi u vezu sa nekim patoloskim stanjima u trudno¢i, kao $to su
preeklampsija, rani gubitak trudnoce, maligne bolesti trofoblasta (Bozi¢ i sar., 2004; Liu i
sar., 2006; Jeschke i sar., 2007). Posebnu paznju pobuduje rezultat studije u kojoj je
proteomskom analizom utvrdeno da je gal-1 jedan od proteina za koje je pokazana
korelacija sa nepovoljnim ishodom trudno¢e (Liu i sar., 2006). Pored toga, nedavno
publikovani rezultati naSe grupe su pokazali u in vitro modelu da gal-1 doprinosi
trofoblastnoj invazivnosti (Kolundzi¢ i sar., 2011). Kada je endogeni gal-1 blokiran anti-
gal-1 antitelima ¢elijska invazija se zna¢ajno smanjuje, dok dodavanje rekombinantnog gal-

1 stimuliSe ¢elijsku invaziju.

Obzirom da je PRL stimulisao migraciju i invaziju ¢elija ispitivana je i moguc¢nost da
je gal-1 ukljucen u ovaj proces. Rezultati prikazani u ovom radu ukazuju da je nivo gal-1
proteina umereno poveéan pod uticajem prolaktina, Sto ukazuje da bi gal-1 u odredenoj
meri mogao da doprinese stimulaciji invazije trofoblasta indukovane prolaktinom. Nedavno
je pokazano da PRL ucestvuje u regulaciji ekspresije gal-1 u zutom telu misa (Nio-
Kobayashi i Iwanaga, 2012). U drugim sistemima je pokazano da galektini mogu da

promovisu ili inhibiraju ¢elijsku migraciju.

Celijski mehanizmi ukljuéeni u ove procese ispitivani su na razli¢itim modelima. Na
glatko-miSiénim celijama je pokazano da interakcija gal-1 sa a;f; integrinom dovodi do
¢elijske migracije posredovane vezivanjem za laminin (Moiseeva i sar., 2003). Fischer i sar.
(2005) su pokazali na ¢elijama epitelnih karcinoma da gal-1-indukovana inhibicija rasta
zahteva funkcionalnu interakciju sa osP; integrinom. Gal-1 povecava adheziju razlicitih
tipova celija za ECM preko umrezavanja integrina ispoljenih na celijskoj povrSini sa
komponentama ECM, kao $to su laminin i fibronektin (Moiseeva i sar., 1999; van den
Brule i sar., 2003). Moiseeva i sar. (1999) na osnovu ispitivanja na vaskularnim glatko-
misi¢nim ¢elijama smatraju da bi gal-1 mogao da sluzi kao modulator interakcija ovih
¢elija sa komponentama ECM, kao §to su laminin i fibronektin. Fiziolo$ki, migracija preko
supstrata sastavljenim od viSe komponenata zavisi od njihove relativne zastupljenosti,

gustine receptora za svaki supstrat, afiniteta receptora za supstrat itd. Uticaj ECM na
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¢elijsku adheziju 1 migraciju, moze biti znacajno promenjen kada su komponente ECM
prisutne u smesi u odnosu na delovanje pojedinacnih komponenti. Obzirom da se gal-1
vezuje za laminin, fibronektin, integrine (ouf;), povrSinske proteoglikane, njegova
interakcija je u velikoj meri specifi¢na za tip celije. Prilikom decidualizacije dolazi do
promene sastava i reorganizacije ECM, tako da se smatra da trofoblastni gal-1 moze
interagovati kako sa ECM, kojeg produkuju same EVT ¢elije, tako 1 sa decidualnim ECM i

na taj nacin olaksati invaziju decidualnog tkiva (Church i sar., 1997).

Na osnovu navedenog moglo bi se zakljuciti da povecana invazija trofoblasta pod
uticajem PRL, moze biti posledica povecane ekspresije integrina os, a; i gal-1, koji daljom
direktnom interakcijom, i/ ili interakcijom sa glikoproteinima ECM dodatno amplifikuju

efekat.

Znacajan aspekt Celijske invazije je 1 degradacija ECM proteazama koje luce
invazivne ¢elije (Cohen i sar., 2005). U ranoj trudno¢i veliki broj proteaza i injihovih
inhibitora je prisutan u tkivu placentnog lezista, kako u decidualnim stromalnim ¢elijama,
tako i u EVT (Anacker 1 sar., 2011). Prisustvo MMP-2 je pokazano imunohistohemijski u
proksimalnom i distalnom delu ¢elijskih stubova, dok je MMP-9 ispoljena u invazivnim
¢elijama (Huppertz i sar., 1998). Isaka i sar. (2003) smatraju da su CT ¢elije u distalnim
delovima ¢elijskih stubova invazivnije u poredenju sa intersticijalnim ¢elijama. MMP-2 i
MMP-9 su enzimi znacajni za degradaciju bazalne membrane, koja se sastoji uglavnom od
kolagena tipa IV (Nagase i Woessner, 1991). MMP-2 je imunolokalizovana u invazivnom
trofoblastu, okolnom ECM, kao i decidualnim ¢elijama (Huppertz i sar., 1998; Huisman i
sar., 2004; Jones 1 sar., 2006). Neki autori smatraju da MMP-9 ima znacajniju ulogu u
trofoblastnoj invaziji, a da profil ovih enzima zavisi od stadijuma gestacije (Librach i sar.,
1991; Xu i sar., 2000). Jedna od pretpostavki je da MMP-2 predstavlja glavnu Zelatinazu u
ranom trofoblastu (6. do 8. nedelja), a da je MMP-9 dominantna od 9. do 12. nedelje
gestacije (Xu 1 sar., 2000; Staun-Ram 1 sar., 2004). Takode, Anacker i sar. (2011) su
detektovali visok nivo aktivne MMP-2 i MMP-9 u kulturi ranih trofoblastnih ¢elija, Sto je u
saglasnosti sa ranijim in vitro studijama (Xu i sar., 2000; Isaka i sar., 2003). Pored sinteze i

sekrecije matriksnih metaloproteinaza, EVT ¢elije sekretuju i inhibitore ovih proteaza, S$to
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znaCi da je aktivnost trofoblastnih MMP regulisana na autokrini 1 parakrini nacin
aktivnos¢u samih invazivnih trofoblastnih 1 decidualnih ¢elija (Hurskainen 1 sar., 1996;
Ruck 1 sar., 1996; Huppertz i1 sar., 1998). Decidua je znacajan izvor inhibitora
metaloproteinaza. Od ranije je poznato da smanjenje aktivnosti decidualnih inhibitora ovih
proteaza vodi do obimne trofoblastne invazije, $to je uoceno u patoloskom poremecaju

invazije, placenta accreta (Librach i sar., 1991).

Nasi rezultati pokazuju da je PRL pri koncentraciji od 1000 ng/ml blago povecao
aktivnost obe metaloproteinaze, ali to povecanje nije bilo statisticki znacajno. Postoji
moguénost da bi duze vreme izlaganja PRL moglo znacajnije uticati na aktivnost
ispitivanih MMP. Bryant-Greenwood 1 Yamamoto (1995) su pokazali da je PRL jedan od
lokalnih hormona na mestu kontakta majke 1 fetusa, koji je sposoban da poveca
transkripciju i translaciju specifi¢nih metaloproteinaza u kasnoj trudno¢i. Takode, postoji i
moguénost da bi PRL stimulisuci ekspresiju subjedinica integrina a;, s, mogao pozitivno
da uti¢e na invaziju EVT C¢elija pomocu auto-regulacije ekspresije i sekrecije odredenih

tipova MMP, a kroz interakciju integrina i liganada ECM.

Pored uloge PRL u normalnoj trudno¢i, §to je bio predmet ovog istrazivanja, postoje i
pretpostavke da je PRL ukljucen u etiologiju preeklampsije. Pokazano je da je ekspresija
MMP-2, MMP-9 i TIMP-1 povecana u preeklampsiji (Montagnana i sar., 2009; Poon i sar.,
2009), a njihov uticaj moze biti ostvaren direktno ili indirektno, preko forme od 16 kDa
(Reuwer 1 sar., 2010). Naime, povecanje aktivhosti MMP moze dovesti do disbalansa u
formama PRL od 23 i 16 kDa, ¢ime bi mogla da se objasni neadekvatna rana placentacija i
kasnija endotelna disfunkcija koja je u centru patofiziologije preeklampsije. Tome u prilog
idu podaci da zene sa preeklampsijom imaju povecan nivo fragmenta PRL od 16 kDa u
serumu, urinu i amniotskoj te¢nosti (Gonzalez 1 sar., 2007).

Rezultati dobijeni u okviru ovoga rada pruzaju nova saznanja koja ukazuju da PRL
uti¢e na funkciju trofoblastnih ¢elija in vitro, $to bi moglo da ukaZe i na fiziolosku ulogu
decidualnog prolaktina in vivo. Ovim ispitivanjima otvara se mogucnost za dalje ispitivanje

bioloske uloge prolaktina, kao i drugih ¢lanova ove familije proteina u ranoj trudno¢i.
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ZAKLJUCCI



U tkivu placentnog leziSta receptor za prolaktin je ispoljen na sinciciotrofoblastu,
citotrofoblastu celijskih stubova sidrec¢ih resica, i u manjoj meri na invazivnim
ekstravilusnim citotrofoblastnim celijama, kao i1 u perivaskularnom trofoblastu.
Trofoblastne ¢elije ispoljavaju receptor za prolaktin 1 to 31% citotrofoblastnih ¢elija
po izolovanju tripsinom iz tkiva posteljice i 100% posle 24h u primarnoj kulturi, kao 1

86% HTR-8/SVneo celija.

Detektovano je prisustvo vise razli¢itih izoformi prolaktinskog receptora, i to od 90-
98 kDa, 60-67 kDa, 45-55 kDa, 30-40 kDa, kao i, za sada neidentifikovane, forme
vecih molekulskih masa 160-180 kDa i 135-150 kDa.

Obe ispitivane koncentracije PRL (100 ng/ml i 1000 ng/ml) povecavaju broj

adherentnih ¢elija, stimuliSu adheziju i migraciju HTR-8/SVneo ¢elija.

PRL u ispitivanim koncentracijama nema znacajan uticaj na apoptozu HTR-8/SVneo

celija.

PRL znacajno stimuliSe invaziju HTR-8/SVneo celija, kao i1 celija izolovanog
citotrofoblasta. Mehanizam delovanja prolaktina na in vitro migraciju i invaziju HTR-
8/SVneo ¢elija ukljucuje stimulaciju ekspresije subjedinica integrina o, as, kao i gal-

1.

Na osnovu prikazanih rezultata po prvi put je pokazano da prolaktin ima uticaja na
funkciju trofoblasta in vitro, Sto bi moglo imati sliéne implikacije za proces

trofoblastne invazije in vivo.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopCTBY

MoTnucanu mp MesaHa M. CtedaHocka

6poj nHgekca

UsjaBrbyjem
[a je JoKTopcKka gucepTauuja nof HacnoBom

,YTuuaj nponaktuHa Ha henuje

Tpocobnacra Yoseka in vitro”

e pe3ynTaT COMNCTBEHOr UCTpaXXnBadkor paaa,

e [a npeanoxeHa guceptauuja y LenMHW HU Y Aenosuma Huje Guna npeanoxeHa sa
nobujare Guno Koje gunnome npema CTyAUjCKUM nNporpamnma Apyrnx BUCOKOLLKONCKUX
yCTaHoBa,

e [a cy pe3ynTaTtyi KOPEKTHO HaBEAEHU U
e [1a HMCAM KPLUMO ayTopCcKa NpaBa WU KOPUCTUO MHTENEKTYyanHy CBOjUHY ApYrux nvua.

MoTnuc goKkropaHaa

Y Beorpany, 42, 04, 204X.

U. C&LY%D/WCKO[



Mpunor 2.

MU3jaBa 0 NCTOBETHOCTM LITAMMNaHe U efleKTPOHCKe Bep3unje
OOKTOPCKOr paga

Mme n npesnme aytopa mMp MeBana M. CtedaHocka

bpoj nHaekca

Ctyawjcku nporpam

Hacnos paga .YTuuaj nponaktuHa Ha henvje

Tpodobnacra Yyoseka in Vitro”

MeHTopy  ap Jburbana Buhosau MNaHuh, Hay4HW caBeTHUK VIHCTUTYTa 3a NpUMeHy
HykneapHe eHepruje - UHET YHuBepauteTa y beorpaay

np JeneHa hophesuh, BaHpeaHu npodecop Buonowikor dakynrerta
YHuBepauTeTa y beorpagy

MoTnucanu mp Meana M. CtedaHocka

M3jaBrbyjem aa je wramnaHa Bep3unja Mor AOKTOPCKOr paja MCTOBETHa ereKkTPOHCKO] Bep3uju
Kojy cam npepao 3a objaBrbuBaree Ha noptany [lururanHor peno3utopujyma YHuBep3uTeTa

y Beorpapy.

[osBorbaBam ga ce objaBe MojM NUYHM nogaun BesaHW 3a fobujake akagemckor 3Bara
[LOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy MMe 1 nNpe3ume, roanHa n mecto poherwa n gatym onbpaHe paga.

OBM Nn4HM nogaum mory ce o06jaBUTU Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe Gubnuoteke, y
eneKTPOHCKOM KaTtanory u y nybnuvkauvjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTtnuc gokTtopaHaa

Y Beorpaay, 12.0%. 2043.




Mpwunor 3.

MUsjaBa o kopuwihewy

Oenawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,CBetosap MapkoBuh® pga y [OdurutanHu
penosutopujym YHusepauTteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY aucepTauujy nof HacrnoBomM:

,YTuuaj nponaktnHa Ha henuje

TpochobnacTa yoseka in vitro*

Koja je Moje ayTOpCKo Aeno.

[lvcepTauymjy ca CBUM NpUrosnMa npeaao cam y enekTpoHCKoM gopmarty noroaHom 3a TpajHo
apxvBupae.

Mojy AOKTOpCKy AucepTauujy noxpareHy y [urutantu penosuTopujym YHuepsuteta y
Beorpagy Mory Aia KOpUCTe CBM KOju MOWTYjy oapeabe cagpxaHe y oaabpaHoMm Tuny nnueHue
KpeaTusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oAny4uo.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCcTBO - HEKOMepLWjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepLMjanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AeNnTU NoA UCTUM yCroBuma
5. AytopcTBo — 6e3 npepaae
6. AyTOpCTBO — AenuTu nog Uctum ycnosuma

(Monumo Aa 3a0KpyXuTe Camo jefHy of LUECT NoHYReHnX N1UeHLM, KpaTtak onuc nuueHun aar
je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

y Beorpagy, 12.0%. 204X.

U. Cee O
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