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REZIME

U zoni interakcije majke i fetusa galektin-1 (gal-1) je eksprimiran na nacin koji
ukazuje na njegovu mogucu ulogu u celijskoj adheziji, migraciji 1 invaziji trofoblasta,
procesima koji su klju¢ni za implantaciju embriona i formiranje funkcionalne placente.
Medutim, uloga gal-1 u trofoblastu ¢oveka dosada nije bila ispitivana, Sto je predmet
istrazivanja ovog doktorskog rada.

U tu svrhu kori$¢eni su odgovarajuci funkcionalni in vitro testovi adhezije, migracije 1
invazije na modelima invazivnog trofoblasta (izolovanom citotrofoblastu iz placenti prvog
trimestra normalne trudnoce, imortalizovanoj ekstravilusnoj ¢elijskoj linija HTR-8/SVneo,
1, u manjoj meri, na horiokarcinomskoj ¢elijskoj liniji JAr). Obzirom da gal-1 sintetiSu i
ekstravilusne trofoblastne i decidualne stromalne ¢elije in vivo, u ovom radu je ispitivan
moguci uticaj kako endogenog (upotrebom antitela prema gal-1 koja blokiraju i funkciju
gal-1), tako 1 egzogenog gal-1 (upotrebom dveju molekulskih formi rekombinantnog
humanog gal-1 dokazane bioloske aktivnosti, od kojih jedna poseduje lektinsku aktivnost -
CS-gal-1, a druga ne - Ox-gal-1) na funkcionalna svojstva trofoblasta in vitro. Znacaj
lektinskih interakcija za funkciju trofoblastnih ¢elija ispitivan je funkcionalnim testovima u
prisustvu laktoze (inhibitornog Secera za lektinski tip interakcija galektina). Zbog ¢injenice
da se obrasci ekspresije, kao i1 funkcije galektina Cesto znatno preklapaju, utvrden je
galektinskog profila invazivnog trofoblasta na nivou RNK i proteina.

U ovom radu je po prvi put pokazan funkcionalni znacaj nekog od galektina za
invazivnost trofoblasta Coveka in vitro, kvalifikuju¢i gal-1 za vaznog ¢lana grupe molekula
koji ucestvuju u trofoblastnoj invaziji. Pokazali smo da endogeni gal-1, kao i dodatni
egzogeni gal-1 (obe ispitivane molekulske forme) stimuliSu invaziju trofoblasta, S$to
ukazuje na moguénost da bi 1 u uslovima in vivo, gal-1, kako trofoblastnog, tako i
decidualnog porekla, mogao biti ukljucen u ovaj proces. Dobijeni rezultati su pokazali i da
se ovaj uticaj gal-1 na invazivnu sposobnost trofoblasta ostvaruje pre svega njegovom
lektinskom aktivnos¢u. Ovim radom je po prvi put utvrden galektinski profil invazivnog
trofoblasta koji ¢ine gal-1, gal-3, i do sada u trofoblastu ¢oveka neidentifikovani ¢lan

galektinske familije, gal-8.



Dobijeni rezultati predstavljaju napredak u razumevanju bioloSkog znacaja gal-1 za
trofoblastnu funkciju in vitro. Pored toga, oni su i dobra osnova za dalja ispitivanja
moguceg uticaja ovog lektina, kao i1 drugih c¢lanova galektinske familije koji su
eksprimirani u invazivnom trofoblastu ¢oveka na procese koji su kljucni za uspeSnost

trudnoce.

Kljuéne reci: gal-1, trofoblast, ¢elijska invazija, izolovani citotrofoblast, HTR-8/SVneo,

JAr, galektinski profil, gal-8.
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ABSTRACT

Galectin-1 (gal-1) is expressed at the fetomaternal interface in a manner suggestive of a
potential involvement in cell adhesion, migration and invasion of the human trophoblast.
These processes are considered essential for the embryo implantation and formation of the
functional placenta. However, no studies have examined the role of the gal-1 in the human
placenta. Hypothesis that gal-1 may be relevant for trophoblast invasion was addressed by
this thesis for the first time.

To this end appropriate functional tests of cell adhesion, migration and invasion were
performed in vitro, using invasive trophoblast models (isolated first trimester
cytotrophoblast, immortalized extravillous HTR-8/SVneo cell line and choriocarcinoma
JAr cell line). Since gal-1 is synthesised by both extravillous cytotrophoblast and decidual
stromal cells in vivo, selected approaches addressed possible effect of both endogenous and
exogenous gal-1. Use of function blocking anti-gal-1 antibody provided an insight into
participation of endogenous gal-1, while supplementation by either molecular form of
biologically active recombinant human gal-1, CS-gal-1 (with lectin activity) or Ox-gal-1
(without lectin activity) indicated relevance of exogenous gal-1 for trophoblast invasion in
vitro. The importance of lectin-type interactions was investigated primarily using lactose
(an inhibitory sugar for galectins). Since the expression patterns and functions of galectins
often overlap, galectin profile of the invasive trophoblast at RNA and protein levels was
established here.

This is the first study to address the functional relevance of any galectin for human
trophoblast invasivness in vitro, qualifying gal-1 as an important member of the trophoblast
cell invasion machinery. It is documented here that endogenous gal-1, as well as additional
exogenous gal-1 (both forms, but particularly the form with lectin activity) participate in
trophoblast invasion, suggesting possible involvement of trophoblastic and decidual gal-1
in this process in vivo. Galectin profile of the invasive trophoblast was established here for
the first time, which comprised of gal-1, gal-3 and gal-8.

The obtained findings improve current understanding of the biological relevance of

the gal-1 for the trophoblast function in vitro. These results provide the basis for further



investigation of the mechanisms and effector molecules involved in gal-1 induced
processes. Potential relevance of other expressed members of the galectin family for the

invasive trophoblast remains to be elucidated.

Key words: gal-1, trophoblast, cell invasion, isolated cytotrophoblast, HTR-8/SVneo, JAr,
galectin profile, gal-8.

Scientific field: Biology
Special topic: Biology of reproduction
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SKRACENICE

ABC - avidin biotin peroksidazni kompleks

Asn - asparagin

BeWo - horiokarcinomska ¢elijska linija BeWo

BSA - govedi serumski albumin

cDNA - komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina
CK - citokeratin

CRD - domen odgovoran za vezivanje B-galaktozida
CS-gal-1 - mutantni galektin-1

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 smeSom
EGF - epidermalni faktor rasta

EVT - ekstravilusni trofoblast

FCS - fetalni tele¢i serum

FN - fibronektin

gal - galektin

GalNAc - N-acetil-galaktozamin

GlcNAc - N-acetil-glukozamin

H,0; - vodonik peroksid

hCG - humani horionski gonadotropin

HTR-8/SVneo - ekstravilusna trofoblastna ¢elijska linija HTR-8/SVneo
IGF-II - insulinu sli¢an faktor rasta II

IGFBP-1 - IGF vezuju¢i protein-1

IgG - imunoglobulin G

IL - interleukin

iRNK - informaciona ribonukleinska kiselina

JAr - horiokarcinomska ¢elijska linija JAr



Jeg3 - horiokarcinomska ¢elijska linija Jeg3

KD - konstanta disocijacije

Lac - laktoza

LacNAc - N-acetil-laktozamin

LN - laminin

MHC - glavni histokompatibilni kompleks

MMP - matriksna metaloproteinaza

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazol bromid
MUCI - transmembranski mucin 1

NK ¢elije - “prirodne ubice” celije

onfFN - onkofetalni fibronektin

Ox-gal-1 - oksidovani galektin-1

PBS - fosfatni pufer

RNK - ribonukleinska kiselina

RPMI 1640 - medijum za gajenje HTR-8/SVneo ¢elija
RT-PCR - reverzna transkripcija-polimerazna lan¢ana reakcija
SDS-PAGE - natrijum-dodecil-sulfat poliakrilamidna gel elektroforeza
Ser - serin

ST - sinciciotrofoblast

TF - Thomsen-Friedenreich antigen

TGF-a - transformisuci faktor rasta alfa

TGF-p - transformisuci faktor rasta beta

Thr - treonin

TIMP - tkivni inhibitor matriksnih metaloproteinaza

VN - vitronektin

VT - vilusni trofoblast
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1.1. Evolucija placente ¢oveka

Placenta ili posteljica je visoko specijalizovan, privremeni organ, karakteristiCan za
najve¢i broj vrsta sisara [1]. To je multipotentni organ koji uspesno sjedinjuje dva
organizma (majku i fetus), ali ih u isto vreme i razdvaja. Unutar klase sisara, postoje
znacajne anatomske 1 funkcionalne razlike izmedu placenti razliCitih vrsta. Tokom
evolucije, doslo je do drasti¢nih promena, pre svega u veli¢ini i obliku placente. Gotovo svi
sisari formiraju horio-alantoinsku placentu koju obrazuju dve ekstraembrionalne strukture,
horion i alantois. Horion predstavlja spoljasnji embrionalni/fetalni omota¢, koji manje ili
viSe diferencira u horionske resice (lat. vi//i). Iz alantoisa se razvijaju krvni sudovi, koji
dopiru do svake horionske resice, i u vezi su sa krvotokom fetusa preko pupcane vrpce [2].
Nastankom horionskih resica, mnogostruko se povecava povrSina na kojoj se odvija
razmena materija izmedu fetusa i majke. PovrSinu horionskih resica pokriva trofoblast,
koji je u neposrednom kontaktu sa tkivima majke. Trofoblast se diferencira na
sinciciotrofoblast i citotrofoblast.

Kod ¢oveka, funkcionalne horionske resice se obrazuju samo na delu horionske kese,
u okviru jednog diska, stoga je placenta Coveka diskoidalna (placenta discoidalis) (Slika
1A). Ove horionske resice podlezu intenzivnom rastu i grananju (vilusni tip placente)
(Slika 1B). Funkcionalna svojstva placente coveka zasnivaju se na gradi tzv. placentne
barijere. Placentna barijera tradicionalno predstavlja naziv za slojeve epitelnog i vezivnog
tkiva, koji unutar zrele placente, razdvajaju cirkulatorne sisteme majke i fetusa. Sam naziv
barijera je pomalo protivrecan, posto placenta u krvotok fetusa, ipak propusta pored
hranjivih, 1 neke Stetne materije 1 viruse. Tokom trudnoce, preko ove selektivne barijere se
obavlja celokupna fizioloSka razmena izmedu majke i1 fetusa [3]. Kod ¢oveka, horionske
resice prodiru najdublje u zid uterusa 1 kupaju se u krvi majke, pa placentnu barijeru Cine:
trofoblast, mestimi¢no stroma resice 1 endotel kapilara placente. Ovakva placenta je hemo-
horijalna (Slika 1C). Kod visoko invazivne, hemo-horijalne placente, pri porodaju se
odbacuje, ne samo fetalni deo placente, ve¢ 1 deo zida uterusa, koji u€estvuje u njenoj

izgradnji, stoga se ovakva placenta naziva i decidualna [2, 4].



A

Slika 1. Placenta ¢oveka. Shematski prikaz diskoidalne (A), vilusne (B) i hemo-horijalne

(C) placente ¢oveka. Modifikovano iz Pathology of the Human Placenta 5" ed., 2006 [2].

Na osnovu svega navedenog, moze se reci da je zrela placenta ¢oveka diskoidalna,
vilusna, hemo-horijalna i decidualna. Tokom trudnoce, ona funkcioniSe kao surogat za
brojne fetalne organe, i kao zaStita fetusu od imunskog odgovora majke. Dok se fetalni
organi razvijaju, placenta preuzima ulogu pluca, bubrega, creva, jetre, endokrinih Zlezda,
imunskog sistema, kostne srzi i koze fetusa [2]. Njeno razvice je veoma sloZen proces, Cije
se klju¢ne faze odigravaju rano, u prvom trimestru trudnoce. Proces placentacije ukljucuje
razli¢ite hormone, faktore rasta, citokine, hemokine, komponente vancelijskog matriksa,
matricelularne molekule, proteoliticke enzime i njihove inhibitore, adhezivne molekule,
transmembranske receptore, signalne puteve, transkripcione faktore, kao i promene u

parcijalnom pritisku kiseonika.

1.2. Placenta ¢oveka

Period razviéa cCoveka od stupnja oplodene jajne celije do rodenja nazivamo

prenatalnim razviéem. Ono obuhvata dva razli¢ita perioda: embrionalni (od oplodenja do



kraja osme nedelje trudnoce) i fetalni (od devete nedelje trudno¢e do rodenja). Uporedo sa
razvi¢em embriona, odnosno fetusa, dolazi 1 do razvi¢a niza ekstraembrionalnih struktura -
amniona, horiona, alantoisa, Zumancetne kese, pupcane vrpce i placente [3]. Samo razvice
placente, morfoloski zapocinje u vreme implantacije, kada embrionski pol blastociste
uspostavi kontakt sa epitelom uterusa [5-8]. Obrazovanje blastociste se odvija neposredno
pre implantacije, pa rano razviée embriona i placente uslovno mozemo podeliti na:

preimplantacionu i implantacionu fazu (Slika 2).

Blastocista
T,
o Y F

St

Implantacija
<" 6. dan

Preovulatorni folikul

Miometrijum arit

Perimetrijum

Endometrijum/Decidua

Slika 2. Prva nedelja razvi¢a ¢oveka. Modifikovano iz Langman's Medical Embryology

11" ed., 2009 [8].

1.2.1. Preimplantaciona faza

Neposredno pre implantacije na/kod blastociste se razlikuje unutras$nja masa celija
ili embrioblast, i sloj ¢elija koji ga okruZuje i zatvara Supljinu blastociste — trofektoderm
[9]. Embrioblast predstavlja grupu pluripotentnih ¢elija od kog ¢e se razviti ¢itav embrion,
kao 1 neke ekstraembrionalne strukture (amnion, Zzumancetna kesa, pupcana vrpca,
mezenhim i krvni sudovi horionskih resica). Sa druge strane, trofektoderm prvi diferencira

u ¢elije trofoblasta, zaduzene za implantaciju embriona i razviée placente [3, 8, 10]. Proces



implantacije ukljucuje slozene interakcije izmedu celija embriona i ¢elija uterusa [11]. Pre
same implantacije, dolazi do niza promena, kako u blastocisti, tako i unutar sluzokoze
materice. Priprema blastociste za implantaciju podrazumeva postepenu razgradnju zone
pellucide, usled ¢ega dolazi do brzog rasta blastociste, diferencijaciju ¢elija trofektoderma,
kao i1 sintezu razli¢itih molekula koji posreduju u procesu implantacije [8].

Uterus takode podleze nizu znacajnih promena koje su pod kontrolom steroidnih
hormona jajnika, estrogena 1 progesterona [12]. Pod njihovim dejstvom, tokom
menstrualnog ciklusa endometrijum uterusa prolazi kroz tri faze: folikularnu ili
proliferativnu fazu, sekretornu ili progestacijsku i menstrualnu fazu. Proliferativna
faza zapocCinje pod uticajem estrogena, koga luce celije rastu¢eg folikula jajnika na kraju
menstrualne faze. U ovoj fazi dolazi do intenzivnog rasta endometrijuma (Slika 3).
Sekretorna faza nastupa priblizno dva dana nakon ovulacije, u odgovoru na lucenje
progesterona od strane Zutog tela (corpus luteum) [8]. Nju karakteriSe sekretorna aktivnost
zlezda endometrijuma (Slika 3). Na samom pocetku ove faze, endometrijum je neprijemciv
za implantaciju blastociste [13]. U drugoj polovini sekretorne faze, tacnije oko 23. dana
menstrualnog ciklusa, epitel endometrijuma podleze znacajnim promenama i nakratko je u
stanju da pri¢vrsti blastocistu. Taj kratak period u kome je endometrijum adekvatno
pripremljen za implantaciju, naziva se receptivna faza [14, 15]. Istovremeno, u stromi
uterusa nezavisno od implantacije zapoCinje proces decidualizacije [16]. Neposredno pre
implantacije, razlikuju se tri sloja na endometrijumu: povrSinski, kompaktni sloj (stratum
compactum), sredisnji, sunderasti sloj (stratum spongiosum), i najdublji, tanki bazalni sloj
(stratum basale) [8] (Slika 3). Od puberteta do menopauze, ciklicne promene zahvataju
samo prva dva sloja endometrijuma, pa se ovaj deo endometrijuma naziva i funkcionalni
sloj [3]. Ukoliko ne dode do oplodenja jajne ¢elije, zuto telo degeneriSe, nivoi estrogena i
progesterona naglo opadaju, usled cega dolazi do odlubljivanja funkcionalnog sloja
endometrijuma, i sve to je praceno menstrualnim krvarenjem [3, 17]. Ako se fertilizacija
ipak dogodi, onda endometrijum potpomaze implantaciju embriona i decidualizacija se jo$

intenzivnije nastavlja, doprinosec¢i formiranju placente [8].
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Slika 3. Promene unutar endometrijuma tokom menstrualnog ciklusa i rane trudnoce.

Preuzeto iz Langman's Medical Embryology 11™ ed., 2009 [8].

1.2.2. Implantacija embriona

Implantacija embriona ¢oveka je proces koji podrazumeva sinhronizaciju dve faze, tj.
podudaranje faze u razvicu blastociste kada je ona sposobna za implantaciju sa receptivnom
fazom endometrijuma [14]. Vremensko preklapanje ove dve faze definiSe okvir unutar kog
je implantacija moguca ili ,,prozor implantacije” [12, 18]. Implantacija kod coveka
ukljucuje 1 prevazilazenje imunskog odgovora majke [19], pove¢anu propustljivost kapilara
endometrijuma na mestu implantacije [14], intenzivnu decidualizaciju strome
endometrijuma nakon adhezije trofoblasta za epitel endometrijuma [20], diferencijaciju i
kontrolisanu invaziju trofoblasta u deciduu uterusa [21]. Implantacija zapoCinje obicno oko
Sestog dana posle fertilizacije [22-24]. Pocetak implantacije predstavlja svojevrstan bioloski

paradoks, jer dolazi do adhezije apikalnih membrana dva sloja epitela, epitela



endometrijuma i trofektoderma (epitela blastociste) [25]. Nekoliko specificnih adhezivnih
molekula, naroCito integrinski receptori, kao 1 razliCiti citokini, faktori rasta i
prostaglandini, sa obe strane ucestvuje u ovoj strogo regulisanoj fazi implantacije [3, 26,
27]. Medutim, tacan mehanizam i redosled ovih interakcija nije jo§ uvek potpuno poznat
[10, 26, 27]. Tokom procesa adhezije blastociste za zid uterusa, trofektoderm proliferise i
postepeno diferencira u dva sloja: spoljasnji viSejedarni sincicijum - sinciciotrofoblast i
unutra$nji sloj jednojedarnih celija - citotrofoblast. Primitivni sinciciotrofoblast prodire
izmedu epitelnih ¢elija endometrijuma, proteoliticki razgraduje bazalnu membranu ispod
njih, te tako stvara prostor blastocisti da uroni u stromu uterusa. Nakon toga, primitivni
sincicijum pocinje da vrsi eroziju strome uterusa, 1 sve vreme nastavlja da raste usled
proliferacije i sincicijalizacije ¢elija citotrofoblasta.

Zapoceta decidualizacija endometrijuma se nastavlja kao slozen odgovor uterusa na
implantaciju embriona. Ona se odvija istovremeno na nekoliko nivoa (biohemijskom,
morfoloskom 1 fizioloSkom). Citoloski, decidualizacija se karakteriSe diferencijacijom
sitnih, vretenastih stromalnih ¢elija u krupne, ovalne, epiteloidne decidualne éelije [28,
29]. Ono S$§to decidualne celije izdvaja unutar strome endometrijuma je izuzetna
metabolicka i1 sekretorna aktivnost. Citoplazma ovih ¢elija sadrzi mnostvo masnih kapljica i
granula glikogena. Pored toga, decidualne ¢elije sintetiSu 1 poseban vancelijski matriks koji
ih obavija [2, 30]. Stroma endometrijuma sadrzi i razliite imunske celije, prvenstveno
makrofage, NK (,,natural killers*) ¢elije, T limfocite i specijalizovane dendriti¢ne celije.
Decidualne stromalne ¢elije izlucuju brojne faktore (npr. IL-15, Fas ligand) koji kako se
pretpostavlja ublazavaju proinflamatorne reakcije imunskih delija 1 doprinose
imunotoleranciji semi-alogenog embriona [2]. Decidualizacijom su zahvaéene zlezde, kao i
krvni sudovi endometrijuma [4]. Osnovna funkcija svih ovih promena je obezbedivanje
materija za ishranu zametka, zatim formiranje imunoloski privilegovanog mesta za razvice
placente 1 embriona, i regulacija invazije trofoblasta u tkiva uterusa [2, 3, 10]. Krajnji
rezultat decidualizacije je transformacija funkcionalnog sloja endometrijuma u deciduu.

Nakon implantacije, anatomski razlikujemo tri regiona decidue:



1. bazalna decidua (decidua basalis) je deo decidue ispod mesta implantacije, koji
obrazuje majcinski deo placente;

2. kapsularna decidua (decidua capsularis) je deo decidue koji pokriva implantirani
zametak i odvaja ga od Supljine uterusa;

3. parijetalna decidua (decidua parietalis) Cini preostali deo decidue van mesta

implantacije.

1.2.3. Placentacija

Obicno osmog dana nakon oplodenja, pojavljuju se sitne vakuole u amorfnom sloju
rastuceg sincicijuma. Vakuole se, proSiruju i sjedinjuju, formiraju¢i lakune. Lakune su
odvojene trakama sinciciotrofoblasta, poznatijim kao trabekule. Ovaj period u razviéu
placente, nazivamo lakunarna faza (Slika 4A). Lakune se narednih dana Sire svuda oko
blastociste, dok trabekule sincicijuma izmedu njih, longitudinalno rastu. Ubrzo, lakune
bivaju ispunjene krvlju iz erodiranih kapilara endometrijuma majke. Ovaj proces traje do
12. dana razvic¢a, kada se susedne lakune spajaju, i unutar sinciciotrofoblasta se obrazuje
lakunarna mreza. Za to vreme, blastocista je ve¢ duboko usadena u stromu uterusa, a
luminalni epitel endometrijuma je regenerisan [2, 3, 7, 22, 31]. Formiranjem lakuna,
trofoblast koji okruzuje blastocistu je podeljen na tri regiona: 1) primarnu horionsku
plocu, koja je okrenuta ka Supljini blastociste; 2) lakunarni sistem sa trabekulama; 3)
trofoblastnu ljusku, koja je u kontaktu sa stromom endometrijuma [2, 3, 7, 31].

Trinaestog dana razvica nastupa slede¢a faza placentacije, koja traje do kraja Cetvrte
nedelje trudnoce, 1 naziva se rana vilusna faza (Slika 4B). Tokom ove faze dolazi do
diferencijacije, rasta i grananja horionskih resica. U pocetku, primarna horionska ploca je
sastavljena samo od neprekidnog sloja citotrofoblasta. Narednih nekoliko dana,
ekstraembrionalni mezenhim diferencira preko proksimalne povrSine citotrofoblastnog
sloja. Na taj naCin se postepeno obrazuje troslojna horionska ploca, sastavljena od
mezenhima, citotrofoblasta i sinciciotrofoblasta. U ovom periodu, citotrofoblastne Celije iz

primarne horionske ploce, proliferiSu i poniru u trabekule sincicijuma. Ovi izdanci
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citotrofoblasta unutar trabekula sincicijuma predstavljaju primarne horionske resice
(Slika 4A, 5A), a lakune izmedu njih, tada postaju intervilusni prostor (Slika 4B). Na
periferiji horionske kese, trabekule su spojene u spoljasnji sloj trofoblasta, trofoblastnu
ljusku, koja je po nastanku pretezno sincicijum. Od 15. dana razvi¢a, unutar trofoblastne
ljuske se pojavljuju citotrofoblastni Celijski stubovi. Oni nastaju proliferacijom celija
citotrofoblasta smeStenih na vrhovima primarnih resica. Daljom proliferacijom
citotrofoblastnih c¢elija, ¢elijski stubovi se bo¢no Sire i medusobno spajaju, te se formira
citotrofoblastna ljuska. Istovremeno, ekstraembrionalni mezenhim primarne horionske
ploc¢e urasta u srz primarnih resica, i tada one postaju sekundarne horionske resice (Slika

5B).
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Supljina
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Slika 4. Rana placentacija. Lakunarna faza (A) i rana vilusna faza (B) placentacije.

Modifikovano iz Langman's Medical Embryology 11" ed., 2009 [8].
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Sekundarne resice ubrzo pocinju da se granaju, Sto predstavlja prvi stadijum
obrazovanja vilusnih stabala. Kroz nekoliko dana, pojedine mezenhimske celije unutar
sekundarnih resica ¢e diferencirati u primitivne kapilare. Ovaj zacetak placentne
vaskulogeneze oznacava pojavu tercijarnih horionskih resica [2, 7] (Slika 4B, 5C).
Proces razvi¢a novih horionskih resica, tokom c¢itave trudnoce prolazi kroz ova tri stupnja,

pri ¢emu su prva dva prelazna [31].

Sinciciotrofoblast Mezenhim

Primarna Sekundarna Tercijarna
horionska resica horionska resica horionska resica

A B C

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

tercijarne (C) horionske resice. Preuzeto iz Langman's Medical Embryology 11" ed., 2009

[8].

Pocetkom cetvrte nedelje trudnoce, citotrofoblastna ljuska postaje deo bazalne ploce,
usled Cega se gubi jasna granica izmedu horionske kese i endometrijuma. Bazalna ploca
predstavlja izuzetno slozenu i heterogenu strukturu placente, a Cine je citotrofoblastne
¢elije, decidualne celije, stroma decidue, ostaci zlezda endometrijuma, uteroplacentni krvni
sudovi, 1 specifi¢an vancelijski matriks, poznatiji kao fibrinoid [2, 7, 31]. Sa druge strane,
brojna vilusna stabla koja polaze iz horionske ploce, nastavljaju sve intenzivnije da se
granaju u intervilusnom prostoru. Na njima se mogu razlikovati sidrece i plivajuce resice.
Sidrece resice nose ovaj naziv, jer povezuju horionsku sa bazalnom ploc¢om placente. Ove
resice predstavljaju neposredne derivate trabekula, stoga se ¢esto navode i kao stem resice.

Resice koje rastu i granaju se kao izdanci stem resica, kona¢no postaju plivajuce resice.
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Plivajuce resice u najvecoj meri ucestvuju u fizioloskoj razmeni izmedu majke i embriona,
odnosno fetusa [7, 31]. Krajem Ccetvrte nedelje trudnoce uspostavljena je primitivna
fetoplacentna cirkulacija. U ovoj fazi razvica, placenta ¢oveka nije jo§ uvek u pravom
smislu hemo-horijalna i dominantan je histotrofni nacin ishrane embriona [4]. Horionske
resice u pocetku prekrivaju ¢itavu horionsku kesu. Nakon osme nedelje razvica, horionske
resice koje su u kontaktu sa kapsularnom deciduom, po€inju da se degeneriSu, pa se na tom
delu formira glatki horion (chorion laeve). Na suprotnoj strani, horionske resice koje su u
vezi sa bazalnom deciduom, ubrzano rastu i granaju se obrazuju¢i ¢upavi horion (chorion
frondosum) [2, 3, 22]. Na ovaj nacin, placenta coveka zadobija konacan, diskoidalan oblik
(Slika 6).

Fuzionisani
amnion, glatki
horion i decidua

parietalis

. Placenta

Decidua basalis

Decidua

parietalis Resasti horion

Horionska
kesa

Amnionska
kesa

Zumancetna
Decidua kesa

capsularis Uterusna

Supljina

Amnionska
Supljina
12. nedelja

A 8. nedelja B

Slika 6. Fetalna faza razvi¢a. Formiranje diskoidalne placenta (A) i amniohorionske

membrane (B). Preuzeto iz Langman's Medical Embryology 11" ed., 2009 [8].
Pocetkom drugog trimestra, placenta Coveka postaje u potpunosti hemo-horijalna [4].

Nju karakteriSe funkcionalna uteroplacentna cirkulacija, koja sve do porodaja podrzava

rastuce potrebe fetusa.
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1.2.4. Diferencijacija trofoblasta

Multipotentne citotrofoblastne celije, koje se veinom nalaze unutar sidre¢ih 1

plivajucih resica, diferenciraju tokom trudnoc¢e duz dva posebna puta, pa tako razlikujemo

vilusni (VT) i ekstravilusni trofoblast (EVT) [2, 30-35] (Slika 7).
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Slika 7. Shematski prikaz diferencijacije trofoblasta. Modifikovano iz Human

Implantation: Cell Biology and Immunology, 1995 [30].

1.2.4.1. Vilusni trofoblast

Kao S§to je ve¢ pomenuto, prva diferencijacija trofoblasta deSava se joS u pocetnoj

fazi implantacije blastociste, kada iz trofektoderma nastaju primitivni sincicijum i

primitivni citotrofoblast. Najve¢i deo ovog primitivnog trofoblasta postaée povrSinski

omota¢ placentnih resica [31]. Ovaj omota¢ ¢ine unuta$nji sloj epitelnih celija - vilusni

citotrofoblast i spoljasnji sloj sincicijuma - vilusni sinciciotrofoblast (Slika 11). Vilusni
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citotrofoblast lezi na bazalnoj lamini, a ¢ine ga jednojedarne, uglavnom nediferencirane
citotrofoblastne c¢elije, poznate i kao Langhansove ¢elije [2]. Tokom trudnoce, ove celije
neprestano proliferiSu i1 ulaze u ciklus sincicijalizacije [36, 37]. Vilusni citotrofoblast je u
pocetku obrazovanja horionskih resica i u prvoj polovini trudnoce neprekidan sloj. Nadalje,
usled intenzivnog rasta i grananja, povrSina resica se mnogostruko povecava, pa sloj
citotrofoblasta postaje diskontinualan. Sa druge strane, sinciciotrofoblast u kontinuitetu
prekriva povrsinu svih vilusnih stabala, kao 1 unutrasnje povrsine horionske i bazalne ploce
tokom citave trudnoc¢e. Na taj nacin sloj sincicijuma oblaZze ceo intervilusni prostor.
Sinciciotrofoblast predstavlja viSejedarnu citoplazmati¢nu masu sa varijabilnom koli¢inom
¢elijskih organela, koja se neprestano obnavlja fuzijom novih citotrofoblastnih celija [2,

31]. To je funkcionalni sloj placente.

1.2.4.2. Ekstravilusni trofoblast

Sav preostali trofoblast koji ne ulazi u sastav horionskih resica obuhvacen je
nazivom ekstravilusni trofoblast. Ekstravilusni trofoblast ucestvuje u izgradnji svih
nevilusnih delova placente, a to su glatki horion, horionska ploca, €elijska ostrvca i
bazalna ploca koja ukljucuje citotrofoblastnu ljusku, celijske stubove, i placentne septe.
Celijska ostrvca predstavljaju posebne strukture unutar intervilusnog prostora, a &ine ih
agregati EVT Ccelija, koji su izolovani od horionske ploce ili resica rastuom masom
fibrinoida. Na bazalnoj lamini sidre¢ih resica nalaze se citotrofoblastne stem ¢elije koje u
najve¢oj meri diferenciraju u invazivni EVT. Po svojoj lokaciji, ¢elije EVT koje vrse
invaziju u stromu decidue i deo miometrijuma predstavljaju intersticijalni trofoblast, dok
one koje modifikuju spiralne arterije uterusa su poznate pod nazivom endovaskularni

trofoblast [2, 31] (Slika 8).
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Slika 8. Shematski prikaz distribucije razlicitih populacija trofoblasta. Modifikovano
iz Pathology of the Human Placenta 5™ ed., 2006 [2].

Diferencijacija citotrofoblastnih stem ¢elija u EVT podrazumeva postepenu
transformaciju epitelnog fenotipa ovih ¢elija u mezenhimski (intersticijalni trofoblast) ili
endotelni fenotip (endovaskularni trofoblast) [38-41]. Celije EVT poseduju mnoge
karakteristike tumorskih ¢elija. Ovo se pre svega odnosi na ekspresiju i/ili supresiju
specificnih adhezivnih molekula, sekreciju proteolitickih enzima koji vrSe degradaciju
vancelijskog matriksa i aktivaciju razli¢itih imunomodulatornih mehanizama [42]. Ono S§to
¢ini sustinsku razliku izmedu EVT i1 tumorskih ¢elija je Cinjenica da je invazija EVT u tkiva
uterusa prostorno i vremenski ograni¢ena i strogo regulisana. EVT ¢elije nikad nisu
istovremeno u fazi proliferacije i invazije, kao $to je to slucaj sa ¢elijama malignih tumora.

Proliferacija i invazija EVT su i prostorno odvojeni procesi, tako da se proliferacija odvija
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iskljuc¢ivo u proksimalnom delu ¢elijskog stuba. U medijalnom delu ¢éelijskog stuba nalaze
se prvenstveno ¢elije koje su prestale da se dele. One nastavljaju dalju diferencijaciju, tako
Sto postepeno gube epitelni fenotip i zadobijaju svojstva migratornih 1 invazivnih ¢elija [2,
41-47]. Tokom trudnoce, unutar bazalne decidue, kao i1 u okviru najdublje zone kontakta
izmedu EVT i tkiva uterusa, zvane placentno leZiste, moze se uslovno razlikovati nekoliko
morfoloskih formi intersticijalnog trofoblasta [2, 31]. U prvom, i prvoj polovini drugog
trimestra unutar strome decidue i placentnog leziSta preovladuju sitne, vretenaste,
jednojedarne i visoko invazivne celije intersticijalnog trofoblasta. Do osme nedelje
razvi¢a ove cCelije dospevaju sve do prve tre¢ine miometrijuma. Invazivni put diferencijacije
intersticijalnog trofoblasta zavrSava se formiranjem jednojedarnih krupnih poliploidnih
EVT ¢elija i viSejedarnih dZinovskih ¢elija placentnog lezista [2, 48-52]. Prema Kempu,
poliploidne EVT ¢elije su gotovo neinvazivne i nalaze se isklju¢ivo unutar bazalne ploce,
gde proizvode vancelijski matriks sastavljen uglavnom od laminina (LN), fibronektina
(FN), kolagena tipa IV, vitronektina (VN) 1 heparan sulfata [50]. Njihov broj pocinje naglo
da raste tokom druge polovine trudnoce, pa neposredno pred porodaj one predstavljaju
najbrojnije EVT Celije. Sa druge strane, dzinovske celije placentalnog leziSta se grupiSu
uglavnom na granici izmedu endometrijuma i miometrijuma. Smatra se da one nastaju
tokom prvog trimestra fuzijom viSe jednojedarnih EVT ¢elija, a zatim, kako trudnoca
odmice, njihov broj pocinje polako da opada [2, 31, 48-52]. Tokom intersticijalne invazije,
EVT C¢celije dolaze u kontakt, kako sa brojnim vrstama celija, tako i sa razli¢itim
molekulima vancelijskog matriksa decidue. Pored toga, duz svog invazivnog puta
diferencijacije, EVT c¢elije i same sintetiSu specifican vancelijski matriks (koji moze biti i
matriksni tip fibrinoida).

Za uspesan tok trudnoce, posebno je znac¢ajna komunikacija semi-alogenih EVT C¢elija
sa imunskim c¢elijama decidue, koja doprinosi prevazilazenju imunskog odgovora majke.
Tokom prvog trimestra trudnoce, razvi¢e embriona i sama placentacija odigravaju se u
hipoksi¢nim uslovima, za koje se smatra da onemogucuju nastanak slobodnih radikala, koji
bi u ranoj fazi razvi¢a mogli imati teratogeno dejstvo, usled nepostojanja efikasnih sistema
zaStite od oksidativnog stresa unutar organa u razvoju [4, 11]. Nizak parcijalni pritisak

kiseonika u prvom trimestru posledica je ogranicenog dotoka oksigenisane krvi majke u
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intervilusni prostor, obzirom da EVT ¢elije citotrofoblastne ljuske sprecavaju rano
uspostavljanje uteroplacentne cirkulacije, tako Sto obrazuju endovaskularne trofoblastne
¢epove na otvorima spiralnih arterija uterusa. Od osme nedelje trudnoc¢e nivo kiseonika u
intervilusnom prostoru postepeno raste. Pocetkom drugog trimestra, endovaskularni ¢epovi
potpuno nestaju, nakon ¢ega placenta postaje u pravom smislu hemo-horijalna [53, 54].
Tokom ovog prelaznog perioda, veéinu nutrijenata za ishranu fetusa obezbeduju Zlezde
endometrijuma, koje prazne svoj sadrzaj u intervilusni prostor [55].

Trofoblastni ¢epovi predstavljaju i polaznu tacku diferencijacije endovaskularnog
trofoblasta. Od proksimalnog dela endovaskularnog ¢epa, poput kapanja voska niz svecu,
EVT c¢elije zapocinju retrogradnu migraciju niz lumen spiralnih arterija [54, 56, 57].
Endovaskularna migracija EVT ¢elija odigrava se u dva talasa [4]. Prvi talas se zavrSava
pocetkom 10. nedelje trudnoce na granici izmedu endometrijuma i miometrijuma. Oko 15.
nedelje trudnoce krece drugi talas endovaskularne migracije, koji doseze sve do segmenata
spiralnih arterija u miometrijumu [48, 56, 58]. U spiralnim arterijama, zavisno od
lokalizacije trofoblasta, razlikujemo intraarterijski i intramuralni trofoblast [2, 4, 39,
59]. Intraarterijski trofoblast postepeno zamenjuje endotel spiralnih arterija i podleze
epitelo-endotelnoj promeni fenotipa, ispoljavajuci tipi¢no vaskularni repertoar adhezivnih
molekula (VE-kadherin, PECAM-1, VECAM-1 i a4 integrin) [39]. Celije trofoblasta koje
se mogu uociti u glatkomisi¢nom sloju zida spiralnih arterija poznate su kao intramuralne
[2, 4, 59]. Intramuralni trofoblast zamenjuje glatke miSi¢ne Celije, najverovatnije, tako $to
izaziva njihovu apoptozu, nakon ¢ega se u ovom sloju talozi masa fibrinoida [59, 60].
Uporedo sa ovim, dolazi i do proteoliti¢ke razgradnje elasti¢nih vlakana u zidu arterija [61].
Nakon degeneracije miSi¢nog i elasti¢nog sloja, spiralne arterije predstavljaju krvne sudove
koji se pasivno $ire i koji su potpuno neosetljivi na razli¢ite vazokonstriktorne signale. Na
taj nacin ovi sudovi su u stanju da kontinuirano sprovode velike zapremine krvi u
intervilusni prostor sve do porodaja. Stoga, primarna funkcija endovaskularnog trofoblasta
je ucesce u fizioloskoj transformaciji spiralnih arterija majke, kako bi se obezbedila
dovoljna koli¢ina krvi tokom hemotrofne faze ishrane fetusa. Remodeliranje spiralnih
arterija zapocinje jo$ tokom decidualizacije, koja delimi¢no zahvata i ove sudove. Kasnije,

ovaj proces potpomaze invazivna aktivnost intersticijalnog trofoblasta, i konacno, u
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najve¢oj meri endovaskularnog trofoblasta [58, 62]. Vazno je ista¢i 1 Cinjenicu, da se
endovaskularna invazija nikad ne odvija unutar decidualnih vena [4]. Na osnovu svega
navedenog, moze se reci da je adekvatna trofoblastna invazija uterusa majke klju¢an korak

za normalnu placentaciju i uspesnu trudnocu.

1.2.5. Molekulski mehanizmi trofoblastne invazije

Za razliku od invazije tumorskih ¢elija u maligno izmenjenim organima, invazija
trofoblasta u decidualizovan zid uterusa predstavlja strogo regulisan, prostorno i vremenski
ograni¢en proces [63]. Posmatrano u Sirem kontekstu, ¢elije mogu vrSiti invaziju tkivne
strome pojedinacno, ili kao kohezivna grupa (kolektivna invazija) [64]. Strukturne i
molekulske determinante kako samih invazivnih ¢elija, tako i okolnog intersticijuma
odreduju modalitet ¢elijske invazije. Sve te determinante su u medusobnoj zavisnosti i u
nekoj vrsti dinamicke ravnoteZe, a Cine ih: tip, gustina, rigidnost i orijentacija vancelijskog
matriksa, kao i meducelijske interakcije izmedu Ccelija, adhezija celija za vancelijski
matriks, rigidnost i polarnost citoskeleta i pericelularna proteoliticka aktivnost celija [65].
Vancelijski matriks pruza strukturni okvir koji odrzava oblik celija, obezbeduje integritet
tkiva, te funkcioniSe kao supstrat za ¢elijsku adheziju, migraciju, invaziju i diferencijaciju.
Invazija tkivne strome od strane pojedinacnih Celija odvija se kroz nekoliko faza, koje se
ciklicno ponavljaju i ukljucuju: adheziju celije za komponente vancelijskog matriksa
(fibronektin, laminin, kolagen i dr.) preko specifi¢nih integrinskih receptora, formiranje
pseudopodija, filopodija ili lamelipodija na frontalnoj strani migrirajuc¢e celije usled
promena u strukturi citoskeleta, proteoliticku razgradnju, odnosno remodeliranje
vancelijskog matriksa, 1 kona¢no retrakciju citoskeleta koja rezultuje translokacijom celije

[65-67] (Slika 9).
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Slika 9. Shematski prikaz razli¢itih faza Celijske invazije. Modifikovano iz Friedl 1

Wolf, 2003 [67].

Sa druge strane, glavna karakteristika kolektivne migracije/invazije je fizicka i
funkcionalna povezanost grupe invazivnih ¢elija. Pored toga, u okviru kohezivne grupe
postignut je 1 izvestan stepen polarnosti zahvaljujuéi supracelularnoj organizaciji aktinskog
citoskeleta. Konac¢no, kao 1 u sluc¢aju invazije pojedina¢nih ¢elija, duz invazivnog puta
grupe celija dolazi do remodeliranja okolnog vancelijskog matriksa, ali i sinteze novog [64,
67]. Vazno je ista¢i i Cinjenicu da su obrasci kolektivne migracije/invazije izuzetno
plasti¢ni. Sto se ti¢e invazije trofoblasta, moZe se reéi da intersticijalna invazija predstavlja
invaziju pojedinacnih EVT ¢elija, dok je na primer intraluminalna migracija u znatnoj meri

kolektivna. Proces transformacije epitelnog u mezenhimski fenotip poc¢inje u medijalnom i
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distalnom delu citotrofoblastnog stuba sidrec¢e resice, a smatra se da su individualne
intersticijalne EVT ¢elije u invaziji okoncale ovu tranziciju. Determinante invazije EVT
predstavljaju razliciti adhezivni molekuli (integrini, E-kadherin), komponente vancelijskog
matriksa, kao i brojni proteoliticki enzimi koji vrSe remodeliranje vancelijskog matriksa [2,
4].

Integrini predstavljaju integralne transmembranske receptore, koji su sastavljeni od dve
razli¢ite nekovalntno vezane subjedinice - o i . Razli¢ite kombinacije a i  subjedinica
odreduju ne-ekskluzivnu specificnost integrina za razli¢ite komponente vancelijskog
matriksa. Tako je integrin a5B1 receptor za fibronektin, a6p4 za laminin, alB1 za laminin i
kolagene tipa 11 IV [2]. Integrinsko vezivanje za specifi¢ne molekule vancéelijskog matriksa
ne pri¢vrS¢uje samo celiju za okolni supstrat, ve¢ joj obezbeduje i molekulski okvir za
¢elijsku migraciju 1 aktivaciju razlicitih signalnih puteva. Ovo vezivanje je viSestepeni
proces koji ukljucuje: aktivaciju integrinskih receptora, inicijalnu receptor-ligand
interakciju, ojacavanje adhezije kroz reorganizaciju aktinskog citoskeleta, ostvarivanje
fokalnog kontakta i promenu oblika ¢elije [68-70]. Tokom invazije u zid uterusa ¢elije EVT
menjaju svoj integrinski profil u procesu koji je poznat kao integrinsko prekopcavanje
[71, 72]. Citotrofoblastne, medu kojima i trofoblastne stem celije, koje su ukotvljene u
bazalnu laminu sidre¢ih resica ispoljavaju izmedu ostalog, i a6B4 integrin na svom
bazalnom polu. Nakon proliferacije ovih ¢elija, dolazi do diferencijacije EVT unutar
citotrofoblastnog stuba. Kako napreduju prema decidui, ¢elije EVT uporedo smanjuju
ekspresiju a6p4, a povecano ispoljavaju aSB1 integrin [38, 47, 72, 73]. Irving i Lala su
pokazali da je za invazivna svojstva trofoblasta prvog trimestra in vitro kljucna ekspresija
a5 1 B1 subjedinice integrina [74]. Pored toga, ovi autori su pokazali i da nekoliko faktora
koje luce decidualne stromalne ¢elije in vivo, kao $to su IGF-II (insulinu sli¢an faktor rasta
IT), IGFBP-1 (IGF vezuju¢i protein-1) i TGF-f (transformisuci faktor rasta beta) uti¢u na
migraciju i invaziju trofoblasta in vitro, izmedu ostalog i stimulacijom ekspresije integrina
(TGF-B) ili u slu¢aju IGFBP-1, najverovatnije direktnom interakcijom sa integrinskim
subjedinicama a5 1 Bl [74]. Vezivanje integrina za specificne konstituente vancelijskog
matriksa moZze aktivirati brojne signalne puteve unutar Celija trofoblasta [70, 75, 76].

Invazivni profil intersticijalnog trofoblasta ukljucuje ekspresiju a5p1, alpl, avpl, avp3 i
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avP5, dok je a6P4 integrin potpuno odsutan [39, 50, 77, 78] (Slika 10). Endovaskularni
trofoblast pretezno ispoljava integrine karakteristicne za endotelske ¢elije, kao $to je avf3
[79] (Slika 10). Prema tome, adekvatna prostorno-vremenska ekspresija integrina, kao i
interakcija ovih receptora sa odgovarajuéim molekulima vancelijskog matriksa su

preduslov za normalnu diferencijaciju i invaziju EVT [2, 79].
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Slika 10. Promena integrinskog profila ekstravilusnog trofoblasta. Modifikovano iz

Pereira i sar., 2005 [80].

Kao posledica transformacije epitelnog fenotipa EVT u invazivni ili vaskularni, pored
integrina, menja se i ekspresija drugih adhezivnih molekula. Tako se kod invazivnih ¢elija
trofoblasta ekspresija tipicno epitelnih molekula smanjuje (E-kadherin, koneksin 40), a
ekspresija tipi¢no tumorskih (CEACAMI1) i/ili endotelnih molekula povecava (VE-
kadherin, PECAM-1, VECAM-1) [2, 38, 39, 81, 82]. lako umnogome sticu citoloSka i
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funkcionalna svojstva mezenhimskih celija, ¢elije EVT nastavljaju da eksprimiraju epitelne
intermedijarne filamenate, poznate kao citokeratini. Stoga se antitela prema citokeratinu
koriste kao pouzdan imunohistohemijski marker EVT celija, §to umnogome olakSava
diskriminaciju od decidualnih ¢elija koje ih okruzuju [2].

Kako EVT migrira u stromu decidue, promene u integrinskom profilu ovih ¢elija
prate i promene u sintezi molekula vancelijskog matriksa [30]. Citotrofoblastne stem celije
sintetiSu i na polarizovan nacin deponuju specifican vancelijski matriks, bazalnu laminu, u
¢iji sastav ulaze kolagen tipa IV 1 VI, ¢elijski fibronektin, laminin i heparan sulfat [2]. U
proksimalnom delu ¢elijskog stuba, prvi sloj, joS uvek proliferativnih trofoblastnih ¢elija,
nastavlja da izluCuje na polarizovan nacin vancelijski matriks, izgraden predominantno od
kolagena tipa IV i razli¢itih izoformi LN [2, 72]. U medijalnom delu ¢elijskog stuba, celije
EVT zapocinju produkciju specificnog heterogenog vancelijskog matriksa (matriksni tip
fibrinoida) koji je po sastavu slican bazalnoj lamini, ali koga EVT ¢elije deponuju na
nepolarizovan nacin duz invazivnog puta diferencijacije [2, 72, 83-85]. U sastav matriksnog
tipa fibrinoida ulazi nekoliko izoformi fibronektina, ukljucujuéi i onkofetalni fibronektin
(onfFN), zatim izoforme laminina, kolagen tipa IV, vitronektin i heparan sulfat [2, 84-87].
Sinteza onfFN nije karakteristicna za normalne adultne epitelne Celije, 1 smatra se da u
placenti ovaj glikoprotein vancelijskog matriksa funkcioniSe kao neka vrsta ,lepka”,
pri¢vrscujudi sidrece resice za deciduu [2, 86].

Stroma decidue je takode bogata vancelijskim matriksom, koga uglavnom izlucuju
decidualne stromalne celije 1 koji je po sastavu takode slican bazalnoj lamini, a sadrzi
uglavnom kolagen tipa IV, izoforme FN, LN i heparan sulfat [2, 30, 88]. Nezavisno od
porekla, vancelijski matriks podleZze neprestanoj reorganizaciji, omogucavajuci, ali i
ogranicavaju¢i invaziju EVT posredstvom interakcija sa specificnim integrinskim
receptorima. Tako su Librach i1 saradnici pokazali da vezivanje aS5B1 integrina za
fibronektin smanjuje invaziju trofoblasta, dok je blokiranje a5B1 integrina specificnim
antitelima, kao i dodatak egzogenog fibronektina stimuliSu u in vitro uslovima [89]. Sa
druge strane, isti autori su utvrdili da alBl integrin potpomaze trofoblastnu invaziju in
vitro, dok blokiranje ovog integrina ili njegovih liganda (LN, kolagen tipa 1 1 IV)

specificnim antitelima dovodi do smanjenja iste [89].
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Invazija EVT u tkiva uterusa podrazumeva i aktivnost brojnih proteoliti¢kih enzima 1
njihovih inhibitora. Invazivni trofoblast razgraduje razli¢ite komponente vancelijskog
matriksa pomocu razli¢itih proteolitickih enzima, a narocito klase supstratno-specificnih
enzima zvanih matriksne metaloproteinaze (MMP). Matriksne metaloproteinaze
predstavljaju heterogenu grupu Zn-zavisnih endopeptidaza koje su uklju¢ene u mnoge
fizioloske i1 patoloSke procese. Do sada su identifikovana 23 ¢lana MMP familije gena
(MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -11, -12, -13, -14, -15, -16, -17, -19, -20, -21, -23, -24, -25, -
26, -27 i -28) u genomu coveka [90, 91]. Ve¢ina MMP se izluCuje van celije u formi
proenzima. Dodatan nivo regulacije MMP postize se sekrecijom tkivnih inhibitora
matriksnih metaloproteinaza (TIMP) [92, 93]. Pokazano je da trofoblastne celije
eksprimiraju sve humane MMP na nivou RNK sa izuzetkom MMP-20 i -25 [34, 91-100],
kao 1 njihove inhibitore TIMP-1, -2 -3 1 -4 [91, 95, 101]. Rezultati brojnih istrazivanja su
identifikovali MMP-2 1 MMP-9 kao znacajne efektorne molekule koji su odgovorni za
invazivne aktivnosti trofoblasta [34, 93, 98, 102-104].

Kontrola trofoblastne proliferacije, diferencijacije 1 invazije se ostvaruje autokrinim,
jukstakrinim 1 parakrinim mehanizmima, i1 ukljucuje razli¢ite faktore rasta, citokine,
hemokine, kao 1 promene u parcijalnom pritisku kiseonika [2, 107, 108]. Tako je pokazano
da pored navedenih decidualnih faktora (IGF-1I, IGFBP-1 i TGF-B), jo§ neki faktori
trofoblastnog i1 decidualnog porekla (epidermalni fakor rasta - EGF, transformiSu¢i faktor
rasta alfa - TGF-a, itd.) mogu uticati na proliferaciju i/ili invaziju trofoblastnih ¢elija [109-
invazivnost trofoblasta [112-114]. Pored toga, Genbalev i saradnici su pokazali da
hipoksija inhibira invaziju i stimuliSe proliferaciju izolovanih trofoblastnih ¢elija u in vitro
uslovima [108, 115]. Medutim, iako postoji znac¢ajan uvid u molekulske mehanizme koji su
ukljuceni u diferencijaciju i invaziju trofoblasta, i dalje postoji niz nepoznanica u vezi sa
regulacijom ovih procesa. Poremecaji u kontroli diferencijacije, odnosno invazije EVT
mogu dovesti do razli¢itih patoloSkih procesa u trudnoéi, kao Sto su preeklampsija,

horiokarcinomi, invazivne mole i placenta acreta [2, 4, 77].
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1.3. Galektini

Opste je prihvacena tvrdnja da interakcije endogenih lektina, izmedu ostalih i galektina
sa razli¢itim glikokonjugatima, kao 1 specifi¢ni obrasci glikozilacije proteina mogu igrati
znacajnu ulogu u brojnim reproduktivnim procesima, ukljuujuéi implantaciju embriona i

formiranje funkcionalne placente [116-121].

1.3.1. Bioloski znacaj glikozilacije proteina

Tokom poslednjih nekoliko decenija istraZivanja je ustanovljeno da interakcije
izmedu proteina i glikana igraju znacajnu ulogu u mnogim celijskim procesima [122].
Glikani predstavljaju sveprisutne molekule u zivom svetu. Kod eukariota, glikani se
najceSce nalaze kovalentno vezani za mnogobrojne proteine i lipide, pa tako razlikujemo
dve vrste glikokonjugata - glikoproteine i glikolipide. Glikozilacija je najces¢i oblik
posttranslacione modifikacije proteina kod sisara. Udeo glikana u molekulu glikoproteina
moze biti sasvim zanemarljiv, medutim, to je pre izuzetak, nego pravilo. Tako je pokazano
da znatan procenat molekulske mase mnogih glikoproteina ¢ine upravo Seceri. Sveukupni
repertoar glikana u ¢Celiji ili organizmu ¢ini glikom. Zahvaljuju¢i hemijskim
karakteristikama svojih monomera, monosaharida, kao i ¢injenici $to nisu primarni genski
produkti, poput proteina, ugljeni hidrati predstavljaju najvarijabilnije biomolekule. Za
razliku od proteina i1 nukleinskih kiselina, ¢iji monomeri grade iskljuivo linearne polimere,
polimerizacija glikana ukljucuje i grananje. Iako svega desetak monosaharida ulazi u sastav
animalnih glikana, otkrivena je izuzetna varijabilnost u strukturi Secernog dela
glikoproteina koju obezbeduje relativno mali broj gena, koji kodira enzime ukljuCene u
izgradnju razli¢itih ugljenohidratnih nizova (glikeziltransferaze i glikozidaze) [123].
Izvore diverziteta ugljenohidratnih nizova ¢ine: specifican redosled monosaharida, poloZzaj
glikozidne veze, anomerna konfiguracija glikozidne veze (a ili B), broj i poloZaj mesta

grananja. Dodatna raznolikost glikana, nastaje wusled kovalentnih modifikacija



monosaharida (fosforilacija, metilacija, O-acetilacija itd.), koje su Cesto preduslov za
specificnu bioloSku aktivnost glikokonjugata [123-125]. Uzevsi sve to u obzir, jasno je da
koli¢ina bioloskih informacija koju sadrzi glikom mnogostruko premasuje onu koja je
zapisana unutar genoma i proteoma [ 123].

Bioloski znacaj kovalentno vezanih glikana ogleda se, kako kroz njihova fizicko-
hemijska svojstva, tako i kroz njihov ogroman potencijal za skladiStenje bioloskih
informacija. Glikani mogu da uti¢u na strukturu i/ili funkciju glikoproteina na nekoliko

nacina, i to na:

1) pravilnu konformaciju glikoproteina;
2) fizicko-hemijske osobine glikoproteina;

3) aktivaciju 1/ili modulaciju specifi¢nih glikoproteina (antitela, enzimi, hormoni, receptori

itd.).

Najveci broj funkcija glikana proistice iz ¢injenice S$to su oni nosioci razli¢itih bioloskih
informacija [123, 126-128]. Stoga, specifi¢no prepoznavanje odredenih struktura glikana i
adekvatno prevodenje Secernog koda predstavljaju dve kljucne aktivnosti u odrzavanju
¢elijske homeostaze. Molekuli koji imaju ovu sposobnost su lektini.

Ugljenohidratna komponenta glikoproteina je sastavljena uglavnom od vise
oligosaharidnih jedinica. Oligosaharidi sadrze od 2 do 20 monosaharida vezanih
glikozidnom vezom. U zavisnosti od nacina na koji se Secerne komponente kovalentno
vezuju za proteinski deo glikoproteina razlikujemo: N-glikozidnu i O-glikozidnu vezu. N-
glikozidna veza se obicno ostvaruje preko N-acetil-glukozaminskog ostatka (GIcNAc)
glikana. Ovaj monosaharid se vezuje za amidnu grupu asparaginskog ostatka (Asn) na
polipeptidnom lancu. Sa druge strane, O-glikozidna veza se ostvaruje izmedu Secera i
hidroksilne grupe serina (Ser) ili treonina (Thr). Monosaharid koji najceS¢e ucestvuje u
izgradnji ove veze je N-acetil-galaktozamin (GalNAc) [123, 129]. Na osnovu tipa
glikozidne veze sa proteinom, oligosaharidi koji ulaze u sastav glikoproteina, dele se na: N-

glikane i O-glikane. Na obe vrste glikana mogu se razlikovati: visoko konzervirano jezgro,



koje je vezano za protein i varijabilni, granati ostatak oligosaharida tzv. antene. Najveci
broj glikoproteina sadrzi isklju¢ivo N-glikane. Sve N-glikane karakteriSe pentasaharidno
jezgro koje se vezuje za Asn ostatak polipeptidnog lanca (Manal-3(Manal-6)Manf1-
4GIcNAcB1-4GlcNAcB1-Asn). Na osnovu grade varijabilnog terminusa, N-glikani se dele
na: oligomanozne, kompleksne i hibridne [123] (Slika 11).

(O Galaktoza (Gal)

Q Manoza (Man)

[l N-acetilglukozamin (GlcNAG)
A Fukoza (Fuc)

’ Sijalinska kiselina (Sia)

Asn Asparagin

Oligomanozni Kompleksni Hibridni

Slika 11. Tipovi N-glikana. Modifikovano iz Essential of Glycobiology 2™ ed., 2009
[123].

O-glikani pretezno ulaze u sastav glikoproteina mucinskog tipa. Smatra se da visok
sadrzaj Secera u ovim molekulima uti¢e na njihove fizicko-hemijske osobine, pa tako ¢ini
agregate ovih molekula znacajnom fizickom barijerom i sekret bogat mucinima hidratise 1
Stiti epitelne povrSine respiratornog, gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta sisara [123].
Pojedini glikoproteini sadrzZe u svojoj strukturi obe vrste glikana [129].

Poseban aspekat glikozilacije proteina predstavlja fenomen mikroheterogenost
glikoproteina. Ovaj fenomen oznacava prisustvo viSe razli¢itih glikoformi jednog
glikoproteina. Vrste glikoformi mogu znatno da variraju, pre svega u zavisnosti od
fizioloskog stanja Celije. Bioloski znacaj mikroheterogenosti je jo§ uvek nedovoljno jasan,
ali se pojedine glikoforme ¢esto dovode u vezu sa razli¢itim patoloSkim stanjima [123].

Kada je re¢ o glikozilaciji u zoni interakcije majke 1 fetusa vazno je istaknuti nekoliko

¢injenica. Na povrSini sinciciotrofoblasta, koja je u direktnom kontaktu sa krvlju majke,
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detektovani su slicni obrasci N-glikozilacije kod razli€itih vrsta sisara sa hemohorijalnom
placentom. Tako je pokazano da kod ovih vrsta na apikalnoj membrani sincicijuma
preovladuju bi-, tri- i tetraantenarni kompleksni N-glikani, sa visokim sadrZzajem N-acetil-
laktozamina (-3GalP1-4GlcNAcP1-) 1 terminalne sijalinske kiseline vezane 02,3
glikozidnom vezom [120]. Kompleksni N-glikani sa visokim sadrzajem N-acetil-
laktozamina ulaze i u sastav glikoproteina vancelijskog matriksa koje sintetiSe ekstravilusni
trofoblast, narocito su zastupljeni u onfFN i u nekim izoformama LN [130, 131]. Sa druge
strane, pokazana je znaCajna heterogenost u glikozilaciji proteina glavnog
histokompatibilnog kompleksa (MHC) koji doprinose imunotoleranciji semi-alogenog

fetusa [132, 133].

1.3.2. Lektini

Lektini su proteini ili glikoproteini koji prepoznaju i vezuju specificne
ugljenohidratne epitope, bez njihove modifikacije [134]. Ovi molekuli dele neke slicnosti
sa antitelima. Poput antitela, i lektini imaju sposobnost aglutinacije ¢elija i precipitacije
glikokonjugata. Stavise, kao $to jedinjenja male molekulske mase (hapteni) specifiéno
inhibiraju antitela, tako 1 lektinska aktivnost moze biti inhibirana, za svaki lektin
specificnim Secerom (monosaharidom ili disaharidom). Lektine obi¢no karakteriSu
vezujuéa mesta sa niskim afinitetom prema monosaharidima (vrednosti konstante
disocijacije - Kp se ¢esto krecu u milimolarnom opsegu) [122, 123, 135]. Sa druge strane,
lektini se vezuju sa visokim afinitetom za odgovarajuce oligosaharide, $to je preduslov za
njihovu funkciju. Selektivnost ili visoka specifi¢nost lektina postize se kombinacijom
vodoni¢nih veza, van der Valsovih sila i hidrofobnih interakcija izmedu Secernih struktura i
bo¢nih lanaca odredenih aminokiselina unutar vezujuéeg mesta [123]. Prema tome, za
optimalnu lektinsku aktivnost neophodno je istovremeno uspostavljanje vise protein-glikan
interakcija. Postoji nekoliko nadina na koje se ovo postize: a) multivalentnost
ugljenohidratnog liganda; b) glikan-vezujuée mesto koje obuhvata viSe od jednog

monosaharidnog ostatka; c) viSe nezavisnih glikan-vezuju¢ih mesta unutar istog
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polipeptidnog lanca lektina; d) oligomerizacija lektina; e) kombinacije navedenih
modaliteta [135-140]. Pored glikan-vezujuc¢ih mesta lektini mogu da sadrze jedan ili vise
domena koji stupaju u interakcije sa ligandima koji nisu Seceri [134]. Animalni lektini
imaju varijabilnu tkivnu distribuciju 1 mogu biti lokalizovani unutar ¢elije, na povrSini
¢elije, kao 1 u vancelijskom prostoru. Lokalizacija ovih proteina odrazava i njihovu
potencijalnu funkciju [141]. Tako su lektini unutar celije uglavnom uklju¢eni u put
sekrecije proteina, dok membranski lektini posreduju u interakcijama izmedu ¢elija (lektin-
endogeni glikan interakcije), kao 1 u interakcijama izmedu <¢elija i patogenih
mikroorganizama (lektin-egzogeni glikan interakcije). Kada se lektini sekretuju van Celije,
oni obi¢no posreduju u adheziji ¢elije za glikoproteine vancelijskog matriksa [122, 141]. Na
osnovu evolutivnog porekla i/ili strukturne slicnosti, animalni lektini su grupisani u
nekoliko familija (lektini tipa C, galektini, lektini tipa I, lektini tipa P, itd.) [122, 123].
Jedna od najvise izuc¢avanih familija animalnih lektina su galektini. U placenti Coveka je
identifikovano nekoliko ¢lanova ove familije lektina. Pored galektina, u placenti se nalaze 1
brojni drugi lektini (kolektini [142, 143], selektini [144], sigleci [145], manozni receptor
[146], kalretikulin [147], itd.) ¢ija se ugljenohidratna specifi¢nost razlikuje od galektinske.

1.3.3. Strukturna svojstva galektina

Galektini (gal) pripadaju evolutivno viskoko konzerviranoj familiji solubilnih lektina,
koju karakteriSe specifican redosled aminokiselina (engl. carbohydrate-recognition
domain ili CRD), odgovoran za vezivanje [-galaktozida [148]. Prvobitan naziv za
galektine, bio je lektini tipa S [122, 149]. Do danas je identifikovano 19 pripadnika ove
familije lektina kod sisara, od ¢ega je 13 eksprimirano kod coveka (gal-1, -2, -3, -4, -7, -8, -

9,-10,-12, -13, -14, -16, i -17) [150].



Galektini sisara podeljeni su prema svojoj strukturi u tri grupe:

1) prototipski galektini (gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15, -16, -17, -19, -20);
2) himeric¢ni galektini (gal-3);

3) tandemski galektini (gal-4, -6, -8, -9, -12).

Prototipski galektini sadrze samo jedan CRD domen i uglavnom obrazuju homodimere
(gal-5, -7 1 -10 su monomeri). Usled razlika u primarnoj strukturi, prototipski galektini
mogu da formiraju homodimere na nekoliko nacina [122, 149]. Dimerizacija ovih galektina
odvija se iskljuCivo nekovalentnim interakcijama, osim u slucaju gal-13, ¢ije se dve
subjedinice povezuju disulfidnim vezama [149]. Jedini predstavnik himeri¢nih galektina
kod sisara je galektin-3. Ovaj lektin poseduje jedan CRD domen na svom C-terminusu, dok
se na njegovom N-terminusu nalazi poseban nelektinski domen, koji omogucava formiranje
oligomera gal-3. Tandemski galektini unutar svog polipeptidnog lanca sadrze dva CRD
domena, koja se obicno razlikuju po afinitetu prema odredenim glikanima. Izmedu ova dva
domena nalazi se kratka peptidna sekvenca [122, 123, 149-153] (Slika 12). Najcesca
posttranslaciona modifikacija galektina je acetilacija N-terminusa [154]. Strukturnom
analizom CRD domena je pokazano da su sekundarna i tercijarna struktura ovog domena
kod svih tipova galektina veoma sli¢ne [122, 149-153]. Pored toga, utvrdeno je i da CRD
domen sadrzi u proseku oko 130 aminokiselina, od ¢ega su 8 aminokiselina visoko

konzervirane i direktno ukljucene u vezivanje glikana [123, 149, 150] (Slika 12).
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PRIMARNA STRUKTURA

41 * k k 56 %* 66 *x Tlk %
Gal-1 -NLCLHFNPRFNAHGD----—- ANTIVCNSKD-GGAWG—TEQRE-
Gal-2 -KLNLHFNPRFS--———————— ESTIVCNSLD-GSNWG-QEQRE-
Gal-3 -DVAFHFNPRFNENN------- RRVIVCNTKL-DNNWG-REERQ-
Gal-4 -DVAFHFNPRFDG------—-~— WDKVVENTLQ-GGKWG-SEERK-
-DIALHINPRMG - --------— NGTVVRNSLL-NGSWG-SEEKK-
Gal-7 -DAALHFNPRLD-- - - - - —— - TSEVVFNSKE-QGSWG-REERG

Slika 12. Klasifikacija galektina na osnovu njihove strukture. Zvezdice oznacavaju
visoko konzervirane aminokiselinske ostatke u CRD domenu odgovorne za specifi¢no

vezivanje glikana. Modifikovano iz Essential of Glycobiology 2™ ed., 2009 [123].

Interakcije galektina sa glikanima su sloZene i1 nekoliko faktora doprinosi visokom
afinitetu vezivanja (multivalentnost liganda, dimerizacija ili oligomerizacija galektina itd.)
[123, 149, 150, 155]. Laktoza (Gal-B1,4-Glc ili Lac) i N-acetillaktozamin (Gal-p1,4-
GlcNAc ili LacNAc) predstavljaju najjednostavnije Secere za koje se galektini vezuju, ali sa
relativno niskim afinitetom [149]. Interakcije CRD domena sa ova dva disaharida su
karakteristika svih galektina, stoga oni predstavljaju prirodne inhibitore njihove lektinske
aktivnosti [149, 156]. Smatra se da galektini uglavnom pokazuju visok afinitet vezivanja za
granate, multivalentne N-glikane sa ve¢im brojem LacNAc ponovaka. U fizioloSkim
uslovima, svaki galektin prepoznaje specifi¢ne oligosaharidne ligande na glikokonjugatima
1 poseduje CRD domen sa najve¢im afinitetom za razliCite SeCerne strukture. Tako se na
primer, gal-1 1 gal-3 vezuju sa visokim afinitetom za poli-N-acetillaktozaminske sekvence,

samo S$to je za vezivanje gal-1 neophodno prisustvo B-Gal na neredukuju¢em kraju
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oligosaharida, dok za vezivanje gal-3 ovo nije preduslov [123, 149]. Medutim, razgranatost

N-glikana moze i da snizi afinitet vezivanja, kao §to je to u slucaju gal-8 [149, 157].

1.3.4. Funkcionalna svojstva galektina

Galektini se ispoljavaju na tkivno-specifican nacin 1 predstavljaju proteine sa
raznovrsnim bioloSkim funkcijama [158]. Ovi lektini ne poseduju signalnu sekvencu, koja
je neophodna za sekreciju proteina preko uobiCajenog sekretornog puta [154]. Ipak,
galektini svoje aktivnosti ostvaruju kako unutar celije, tako i na povrSini celije 1/ili
vancelijskom matriksu. Galektini se najverovatnije izlu€uju neklasi¢nim putem sekrecije
[123, 158, 159]. Pojedini galektini mogu biti lokalizovani i unutar jedra, po ¢emu su
jedinstveni medu svim tipovima animalnih lektina [109, 160]. Galektini ostvaruju svoje
funkcije u ¢eliji nelektinskim tipom interakcija (protein-protein) sa citoplazmatskim i/ili
jedarnim proteinima, dok izvan ¢elije oni uglavnom stupaju u interakcije tipa lektin-glikan
[149, 158]. Galektini koji se sekretuju van celije mogu da formiraju uredene molekulske
strukture tzv. galektin-glikan reSetke sa odgovaraju¢im glikokonjugatima [161] (Slika
13). Obrazovanjem ovakvih reSetki, galektini mogu grupisati specifi¢ne glikoproteine,
spreciti endocitozu membranskih receptora i pokrenuti razliCite signalne kaskade [123,
150]. Tako, npr. interakcije gal-3 sa TGFp receptorima sprecavaju njihovu endocitozu, i
tako potpomazu invaziju transformisanih c¢elija [162]. Pored toga, pokazano je da
formiranje reSetki gal-3 sa modifikovanim N-glikanima dovodi do aktivacije a5f1
integrina, remodeliranja fokalne adhezije 1 pokretanja celijskih signalnih puteva preko

fosfatidilinozitol 3-kinaze, Sto sve zajedno stimuliSe migraciju tumorskih ¢elija [163].
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Slika 13. Razli¢iti tipovi galektin-glikan reSetki. Modifikovano iz Rabinovich i sar., 2009
[161].

Galektini su uklju¢eni u mnoge bioloSke procese (imunomodulacija, regeneracija,
embriogeneza itd.), utiCu¢i na Celijski rast, diferencijaciju proliferaciju, apoptozu, adheziju,
migraciju 1 invaziju c¢elija, organizaciju vancelijskog matriksa, itd. Osim u fizioloSkim
procesima, galektini ucestvuju i u raznim patoloSkim procesima, kao $to su alergije,
kancerogeneza, nastanak metastaza razliCitth karcinoma, i neka neurodegenerativna

oboljenja [123, 149, 158, 161, 164].
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1.4. Galektin-1
1.4.1. Struktura i lokalizacija

Prvi identifikovan i najviSe izucavan ¢lan galektinske familije je gal-1. Ovaj protein
ostvaruje svoje bioloske funkcije kao monomer (mgal-1 ~ 14.5 kDa), ili kao nekovalentni
homodimer (dgal-1 ~ 29kDa). U redukuju¢im uslovima, gal-1 je pretezno dimer sa dva
CRD domena, koji mogu da vezuju odgovarajuce glikokonjugate i tako stabilizuju dgal-1.
Pri niskim koncetracijama, dgal-1 spontano disosuje u dve identi¢ne subjedinice, koje su i
dalje sposobne da vezuju glikane, ali sa nizim afinitetom [148, 165, 166] (Slika 14).
Nasuprot tome, u neredukuju¢im uslovima, gal-1 je isklju¢ivo monomer usled formiranja

tri intramolekulske disulfidne veze i ne poseduje lektinsku aktivnost [167, 168].

AL 31 )

A dgal-1

Slika 14. Struktura galektina-1. Model gal-1 baziran na kristalografskoj analizi
interakcije dgal-1 sa laktozom (A) i nekovalentno vezivanje laktoze u CRD domenu (B).

Modifikovano iz Essential of Glycobiology 2™ ed., 2009 [123].

Prisustvo gal-1 je potvrdeno u mnogim tkivima i organima sisara: placenti, plu¢ima,

.....

srzi, limfnim ¢vorovima, centralnom 1 perifernom nervnom sistemu [149, 169]. Do
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promena u ekspresiji gal-1 dolazi usled razlicitih fizioloSkih i1 patoloSkih stanja. Tako je
pokazano da se ekspresija gal-1 menja u endometrijumu tokom razli¢itih faza menstrualnog
ciklusa, pri cemu je najvisi nivo gal-1 detektovan u kasnoj sekretornoj fazi ciklusa [170].
Ekspresija gal-1 je znacajno povisena u mnogim organima kod razlicitih infekcija [171-
173]. Ovaj lektin je Cesto viSe eksprimiran u tumorskim ¢elijama, u poredenju sa istim,
netransformisanim c¢elijama, i takva ekspresija gal-1 je obi¢no u korelaciji sa agresivnoséu

tumora i nastankom metastaza [158, 164].

1.4.2. Bioloski znacaj gal-1

Galektin-1 je multifunkcionalni protein koji ucestvuje u lektin-glikan i protein-protein
interakcijama, i moze biti lokalizovan u jedru, citoplazmi, kao i na povrsini ¢elije i/ili u
vancelijskom matriksu. Unutar ¢elije, gal-1 stupa uglavnom u protein-protein interakcije sa
svojim ligandima 1 tako ucestvuje u regulaciji nekih znacajnih ¢elijskih procesa, kao $to je
obrada primarnih transkripata iRNK [174, 175]. Sa druge strane, interakcija gal-1 sa
onkogenim Ras proteinom doprinosi malignoj transformaciji ¢elija [164, 176]. Na povrSini
¢elije 1 u vancelijskom prostoru, gal-1 interaguje sa nizom glikokonjugata koji sadrze
granate (bi- , tri- 1 tetraantenarne) N-glikane sa ve¢im brojem LacNAc ponovaka [149].
Galektin-1 se vezuje za glikoproteine vancelijskog matriksa koji sadrze poli-LacNAc
sekvence sa razli¢itim afinitetom (laminin > ¢elijski fibronektin > trombospondin >
serumski fibronektin > vitronektin > osteopontin) [177]. Takode je pokazano da gal-1
ucestvuje u izgradnji i remodeliranju vancelijskog matriksa glatkomiSiénih ¢elija in vitro, 1
tako uti¢e na celijsku adheziju 1 migraciju [178, 179]. Galektin-1, kao matricelularni
protein, moze dvojako da modulira c¢elijsku adheziju (inhibira ili stimuliSe), kako
normalnih, tako i tumorskih ¢elija. Ova modulacija se izmedu ostalog moZe ostvariti i
povezivanjem transmembranskih integrinskih receptora preko dgal-1 sa komponentama
vancelijskog matriksa, kao $to su laminin i fibronektin [178, 180-183]. Pored toga, gal-1
moze biti posrednik u homotipicnim ili heterotipi¢nim interakcijama izmedu celija [184,

185].



Ekspresija gal-1 na membrani pojedinih karcinomskih ¢elija u direktnoj je vezi sa
povecanjem njihove invazivnosti [186]. Brojna istrazivanja ukazuju da bi gal-1 mogao da
bude pravi modulator progresije tumora, jer pored uticaja na celijsku adheziju i invaziju,
gal-1 doprinosi 1 prezZivljavanju tumorskih celija, izbegavanju imunskog odgovora i
angiogenezi [164]. Galektin-1 se dovodi u vezu i1 sa nekim neurodegenerativnim
oboljenjima, a posebno je zanimljiv rezultat da aktivnost zavisi od oksidacionog stanja gal-
1, pa tako oksidovani gal-1 potpomaze regeneraciju aksona perifernih nerava [167, 168,
187, 188]. Pored toga postoje podaci i o regenerativnoj sposobnosti gal-1 i u miSi¢nom
tkivu, kao 1 uticaju ovog lektina na diferencijaciju miSiénih Celija [189, 190]. U nekim
slucajevima, uticaj gal-1 na celijske procese zavisi od njegove koncentracije, kao i od tipa
¢elije. Tako je u nekim tipovima celija pokazano da visoke koncentracije gal-1 inhibiraju
¢elijsku proliferaciju, dok niske koncentracije gal-1 stimuliSu ovaj proces [191, 192].
Galektin-1 podstice proliferaciju ¢elija u razli¢itim tkivima (krvni sudovi, slezina, jetra),
medutim u nekim drugim, gal-1 ostvaruje suprotno dejstvo (neuroblast, stromalne celije
kostne srzi) [193-197].

Brojna istrazivanja su pokazala imunomodulatorna svojstva gal-1 kroz njegove
aktivnosti u urodenom 1 steCenom imunskom odgovoru. Dokumentovana je uloga gal-1 u
imunotoleranciji, interakciji sa patogenima, inflamatornim procesima, regulaciji sekrecije
citokina, diferencijaciji B-limfocita i apoptozi T-limfocita [161]. Osim toga, gal-1 je
prisutan unutar imunoloski privilegovanih mesta, kao $to su placenta, mozak i testisi [198-
200]. Na osnovu toga pretpostavlja se da gal-1 moze biti znaajan faktor u odrZavanju
homeostaze imunskog sistema, ukljuujué¢i imunotoleranciju semi-alogenog fetusa,
supresiju autoimunskih reakcija, kao 1 sprecavanje razlicitih infekcija.

Kori$¢enjem tehnologije rekombinantne DNK na embrionalnim stem ¢elijama miSa,
dobijen je soj koji ne eksprimira gal-1, ¢ime je omoguceno ispitivanje uticaja gal-1 na
razvice, prezivljavanje 1 fertilitet ovih jedinki in vivo. Nije pokazano da gal-1 ima uticaj na
prezivljavanje i fertilnost ovih mutanata pod normalnim laboratorijskim uslovima [201].
Detaljnijom analizom miSeva su ipak utvrdene neke anomalije u razvi¢u olfaktornih
neurona kao posledica nedostatka gal-1 [202]. Zbog velikog broja galektina u tkivima

sisara, i ¢injenice da se obrasci njihove ekspresije ¢esto znatno poklapaju, ne moze se
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iskljuciti moguénost funkcionalnog preklapanja gal-1 i drugih ¢lanova ove familije lektina
[203, 204]. Tako je pokazano da odsustvo gal-1 nije fatalno, niti dovodi do reproduktivnih
posledica kod misa, pretpostavlja se da gal-1 funkcioniSe kao optimizuju¢i molekul tokom

razvica [205].

1.4.3. Ekspresija i uloga gal-1 u placenti

Galektin-1 je prisutan u normalnoj placenti ¢oveka tokom citave trudnoce [198, 206-
210]. Pokazano je da u placenti prvog trimestra trudnoce gal-1 ispoljavaju ekstravilusne
citotrofoblastne ¢elije medijalnog i distalnog dela ¢elijskog stuba sidre¢ih resica, kao i
sinciciotrofoblast, dok je u intersticijalnom 1 endovaskularnom trofoblastu gal-1 prisutan u
manjoj meri [206-210]. U vilusnom citotrofoblastu 1 ¢elijama proksimalnog
citotrofoblastnog stuba gal-1 nije imunolokalizovan [209]. Povrh toga, potvrdena je visoka
ekspresija ovog lektina u endometrijumu, kao i unutar decidue tokom rane trudnoce [170,
208]. Galektin-1 ispoljavaju i ¢elije trofoblasta u primarnoj kulturi, imortalizovana ¢elijska
linija HTR-8/SVneo, kao i horiokarcinomske ¢elijske linije BeWo, JAr i Jeg3 [209, 211-
213].

Osim gal-1, jo§ dva galektina (gal-3 i gal-13) su eksprimirani na proteinskom nivou u
normalnoj placenti ¢oveka. Za razliku od gal-1, gal-3 je prisutan u vilusnom citotrofoblastu,
1 ne ispoljava ga sinciciotrofoblast. Nasuprot tome, ustanovljeno je izuzetno poklapanje u
ekspresiji ova dva galektina u ekstravilusnom trofoblastu [208-210, 214]. Galektin-13 je
detektovan samo u sinciciotrofoblastu [215]. Na nivou iRNK, u trofoblastu su jo$
eksprimirani i gal-14,-161-17 [216].

Do promena u ekspresiji gal-1 unutar placente dolazi u razli¢itim patoloSkim stanjima
koja ukljucuju trofoblast. Tako je pokazano, da kod ranog gubitka trudnoce, dolazi do
smanjenja ekspresije ovog proteina u placenti [217]. Sa druge strane, gal-1 je visoko
eksprimiran u ekstravilusnom trofoblastu tokom preeklampsije [218]. PoviSen nivo

ekspresije gal-1 zabelezen je i u trofoblastnim malignim bolestima [210].



Moze se re¢i da je uloga gal-1 u trofoblastu ¢oveka nedovoljno ispitana. Ipak, postoji
niz dokumentovanih podataka o ulozi ovog proteina u implantaciji miSjeg embriona in vivo.
Kod miSa je detektovana ekspresija gal-1 u trofektodermu preimplantacione blastociste,
medutim, kao $to je ve¢ istaknuto mutanti koji ne mogu da sintetiSu ovaj lektin su i dalje
bili viabilni i fertilni [117, 201, 219, 220]. Novija in vivo istrazivanja na miSevima su ipak
ustanovila znacajnu ulogu gal-1 u odrZavanju trudnoce [221]. Tako je pokazano da soj
miSeva koji nema sposobnost sinteze gal-1, ima vecu stopu neuspeS$nih trudnoca u
poredenju sa divljim sojem, kao i da tretman mutantnog soja rekombinantnim gal-1
sprecava gubitak fetusa. Na osnovu toga se smatra da gal-1 predstavlja jedan od klju¢nih
faktora koji doprinosi imunotoleranciji u zoni interakcije majke i fetusa [221, 150]. Uticaj
gal-1 na produkciju steroidnih hormona pokazan je u viSe in vitro model sistema [211,
222], dok ekspresiju decidualnog gal-1 kod miSa reguliSe progesteron, koji takode znacajno
doprinosi odrzavanju trudnoce [221, 223]. Stoga se pretpostavlja da gal-1 moze igrati
znacajnu ulogu u dinami¢noj komunikaciji izmedu imunskog i endokrinog sistema, koja je
klju¢na za uspesnost trudnoce [221].

Dosadasnja ispitivanja uloge gal-1 u trofoblastu Coveka uglavnom su se odnosila na
kolokalizaciju 1 interakciju sa njegovim fizioloskim ligandima. Kao $to je ve¢ pomenuto,
¢elije EVT duz invazivnog puta diferencijacije sintetiSu vancelijski matriks, koji sadrzi
onfFN i LN, endogene ligande gal-1. Ozeki i saradnici su potvrdili kolokalizaciju gal-1 sa
onfFN i LN u placenti coveka, ali i njegovo vezivanje za ove glikoproteine [224]. Pokazano
je da gal-1 vezuje i Thomsen-Friedenreich (TF) antigen, koji je izmedu ostalog prisutan i na
transmembranskom mucinu MUCI, koga eksprimiraju sinciciotrofoblast, EVT i
horiokarcinomske BeWo celije [225-227]. Pored toga, gal-1 uti¢e inhibitorno na
proliferaciju horiokarcinomskih BeWo ¢elija [222] i1 podstice sincicijalizaciju trofoblastnih
¢elija in vitro [228]. Ranija istrazivanja naSe laboratorije su pokazala da laktoza, inhibitorni
Secer za lektinski tip interakcija galektina, smanjuje invaziju ekstravilusnih trofoblastnih
HTR-8/SVneo ¢elija in vitro [213]. Na osnovu svega navedenog, postoji mogucnost da gal-
1 moze ucestvovati u nekim celijskim procesima koji su klju¢ni za implantaciju embriona i

formiranje funkcionalne placente, §to je i ispitivano ovim doktorskim radom.



CILJ ISTRAZIVANJA



Znacaj gal-1 za funkcionalna svojstva trofoblasta ¢oveka je nedovoljno ispitan. Uloga ovog
lektina u odrzavanju trudnoce je pokazana prvenstveno u in vivo eksperimentima na misjem
modelu. Dosadasnji podaci o gal-1 u placenti ¢oveka uglavnom se odnose na njegovu
lokalizaciju u normalnom i transformisanom trofoblastu, kao i na kolokalizaciju i
interakciju sa poznatim ligandima, onfFN 1 LN. Pored toga, gal-1 je prisutan i u decidui
tokom trudnoce, tako da je invazivni trofoblast u procesu implantacije izlozen sopstvenom i
maj¢inskom gal-1. Novija in vitro istrazivanja su pokazala znafaj gal-1 za neke celijske
funkcije trofoblasta, dok nije ispitivan uticaj na migratorna i invazivna svojstva normalnog

trofoblasta.

Zbog toga su u ovom radu postavljeni slede¢i ciljevi istrazivanja:

1.  Ispitivanje uticaja endogenog gal-1 na funkcionalna svojstva trofoblasta ¢oveka

in vitro,

2. Ispitivanje uticaja egzogenog gal-1 na funkcionalna svojstva trofoblasta ¢oveka

in vitro,

3. Ispitivanje znacaja lektinskog tipa interakcija za adheziju, migraciju i invaziju

trofoblasta in vitro,

4. Utvrdivanje galektinskog profila invazivnog trofoblasta.



MATERIJAL I METODE



3.1. Tkivo

Za ispitivanja u ovom radu je koris¢eno tkivo normalne placente gestacijske starosti 6
do 12 nedelja. Tkivni uzorci su dobijeni nakon legalnih prekida trudnoce u Ginekolosko-
akusSerskoj klinici Klinickog centra Srbije i/ili u Vojnomedicinskoj akademiji (obe ustanove
su sa sediStem u Beogradu). Tkivo placente je koriS¢eno za izolovanje citotrofoblastnih

¢elija, kao 1 za imunohistohemijska bojenja.

3.1.1. Smrznuti isec¢ci

Kulture eksplanata placente pripremane su po metodi koju su opisali Aplin i saradnici
[229]. Tkivo placente prvog trimestra je ispirano u sterilnom 0.05 M fosfatnom puferu pH
7,2 (sPBS), i sakupljani su terminalni delovi horionskih resica. Po 100 pl kolagena tipa I
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) je razliveno u obliku ¢epi¢a na dno bunara u
plo¢ama sa 24 mesta (Sarstedt AG. & Co., Niimbrecht, Germany) na 4°C i ostavljeno 30
min. na sobnoj temperaturi da gelira. Horionske resice su zatim postavljane u radijalnom
polozaju na gelirane kolagenske Cepic¢e 1 prelivane kapljicom (oko 50 pl) medijuma
DMEM/F12 (Sigma, St Louis, MO, USA), koji sadrzi 10% fetalnog teleCeg seruma (FCS)
(PAA Laboratories, Linz, Austria). Nakon 2 h adhezije na 37°C. Po isteku faze adhezije,
resice su prelivane sa 600 pl kompletnog DMEM/F12 medijuma sa antitelima prema gal-1
(15 pg/ml) koja blokiraju i njegovu funkciju (Kyowa Hakko Kirin Company, Tokyo, Japan)
[230], ili sa neimunim kuni¢evim IgG u istoj koncentraciji (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) i inkubirane 48 h na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,. Nakon
inkubacije uklonjen je medijum, a eksplanti na kolagenu su smrznuti u te¢nom azotu
koris¢enjem medijuma Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan
den Rijn, Nederland). Za imunohistohemiju su koriS¢eni tkivni isecci debljine Sum

napravljeni na kriotomu Leica CM1850 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) i
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pri temperaturi od -21°C fiksirani na mikroskopske ploc¢ice oblozene poli-L-lizinom

(Sigma, St. Louis, MO, USA).
3.2. Antitela

U ovim istrazivanjima su kori§¢ena razliita primarna (monoklonska i poliklonska)
antitela, koja su prikazana zajedno sa izvedenim imunohemijskim tehnikama i
odgovaraju¢im razblazenjima u kojima su upotrebljena u Tabeli I. Kao sekundarna antitela
u ovom radu kori$¢ena su:

e Konjski anti-mi$ IgG, kozji anti-kuni¢ IgG i kunicev anti-koza IgG, obelezeni biotinom

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

e AlexaFluor®488 F(ab’) fragment kozjih anti-mi3 antitela i AlexaFluor®555 F(ab’)
fragment kozjih anti-kuni¢ antitela (Molecular Probes, Inc., Invitrogenm, Eugene, OR,

USA).

e Texas Red® kuniev anti-koza IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

Tabela 1. Pregled primarnih monoklonskih i poliklonskih antitela

anti-citokeratin-7
(CK-7)

monoklonsko

imunocitohemija 1/75
imunohistohemija 1/150

Dako, Glostrup,
Denmark

anti-citokeratin-18

monoklonsko

imunocitohemija 1/6000

Sigma, St. Louis,

(CK-18) MO, USA
i g AbD Serotec
. preci$éavanje CT 1/100 : 1
anti-CD-45 monoklonsko imunocitohemija 1/100 Raleigh, NC,
USA
imunocitohemija 1/100
antissaied ma.,nohnstohemua 1/500 Kyowa Halddo
L . imunoblot 1/2500 b
(blokiraju i poliklonsko : Kirin Company,
funkciju gal-1) MTT test (115 pg/mi) Tokyo, Japan
testovi adhezije, migracije :
i invazije (1 ifili 5 ug/ml)
— : Dr Margaret
anti-gal-3 monoklonsko imunoblot 1/10 E. Huflejt
imunocitohemija 1/150 .
anti-gal-8 poliklonsko imunohistohemija 1/500 RE&D, Atlj:;?gdon.
imunoblot 1/500
anti-B-aktin poliklonsko imunoblot 1/1500 Sigma, St. Louis,

MO, USA




3.3. Kulture trofoblastnih ¢elija

Danas se pored izolovanog citotrofoblasta (CT) u in vitro istrazivanjima koristi i veliki
broj razlicitih trofoblastnih celijskih linijja. U ovom radu obavljana su ispitivanja na
¢elijama citotrofoblasta izolovanim iz placenti prvog trimestra normalne trudnoce,
imortalizovanoj ekstravilusnoj trofoblastnoj ¢elijskoj liniji HTR-8/SVneo, i u manjoj meri

na horiokarcinomskoj ¢elijskoj liniji JAr.

3.3.1. Kultura izolovanog citotrofoblasta

Citotrofoblastne celije su izolovane prema proceduri koju su opisali Vicovac i
saradnici [231], sa manjim modifikacijama. Placenta prvog trimestra je ispirana u sterilnom
PBS-u (sPBS) koji sadrzi i gentamicin. Tkivo placente je podvrgnuto enzimskoj digestiji u
0.25% tripsinu (Torlak, Beograd, Srbija) sa 0,2 mg/ml DNase (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Germany) i 5 mM MgCl, na 37°C (2 ciklusa po 25 min.). Nakon svakog ciklusa
¢elije su filtrirane kroz najlonsko sito (40 um, Nylon Bolting Cloth, Warrington, UK), a
dejstvo tripsina je blokirano FCS-om. Celije su ispirane hladnim sPBS-om koji je sadrzao
0,1% BSA 1 separisane centrifugiranjem u diskontinuiranom gradijentu Percoll-a (5 ml
20%, 5 ml 35% 1 2,5 ml 50%, Pharmacia Biotech AB, Stockholm, Sweden) 30 min. na
2800 rpm, pri temperaturi od 10°C. Celije srednjeg sloja gradijenta su prikupljane i
ispirane, a zatim je odredivan njihov broj, vijabilnost i ¢isto¢a. Ove Celije su identifikovane
kao trofoblast naknadnim imunocitohemijskim bojenjem na citokeratin, ali je uoceno i
prisustvo imunskih ¢elija. Za dalje preciS¢avanje CT celija koriS¢ene su magnetne kuglice
Dynabeads® M-280 Sheep Anti-Mouse IgG (Molecular Probes, Inc., Invitrogen™ , Eugene,
OR, USA) na kojima su imobilisana anti-CD45 antitela. Celije su inkubirane sa ovim
antitelima 1 h na rotacionoj platformi na 4°C. Eliminacija kuglica sa vezanim CD45-
pozitivnim celijama koje vode poreklo iz kostne srzi obavljana je pomocu magneta.
Procena cistoe vrSena je brojanjem celija pod svetlosnim mikroskopom nakon

imunocitohemijskog bojenja citospinova preciS¢enih celija sa antitelima prema CK-7 i
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CD45. Cisto¢a je bila oko 95%. Citotrofoblastne éelije su gajene u vlaznoj atmosferi sa 5%
CO; u vazduhu, na 37°C u DMEM/F12 medijumu (Sigma, St Louis, MO, USA) koji sadrzi
10% FCS. Za potrebe imunocitohemijskih ispitivanja, CT ¢elije su gajene na pokrovnim
stakalcima (Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co., Braunschweig,
Germany) preko no¢i, fiksirane ledenim aceton-metanolom (1:1) i ¢uvane na -20°C do
bojenja. Pored toga, izolovane CT Ccelije su koriS¢ene i u funkcionalnom in vitro testu

¢elijske invazije.

3.3.2. Kaultura ekstravilusne trofoblastne celijske linije HTR-8/SVneo

S obzirom na Cinjenicu da izolovane citotrofoblastne ¢elije u kulturi ne proliferisu,
ve¢ nakon relativno kratkog vremenskog intervala gube ekstravilusni fenotip, bilo je
neophodno za potrebe ovog istrazivanja prevazi¢i ograni¢enja primarne kulture
citotrofoblasta koris¢enjem celijske linije HTR-8/SVneo. Trofoblastna ¢elijska linija HTR-
8/SVneo dobijena je ljubaznoscu Charles H. Graham-a (Queen’s University, Kingston, ON,
Canada) 1 nastala je transfekcijom ekstravilusnih ¢elija placente Coveka prvog trimestra
trudno¢e SV40 T antigenom [78, 232]. HTR-8/SVneo je proliferativna i invazivna celijska
linija koja eksprimira markere normalnog ekstravilusnog trofoblasta ¢oveka [233]. Ove
¢elije su gajene u RPMI 1640 (PAA Laboratories, Linz, Austria) medijumu sa 5% FCS i
meSavinom antibiotika penicilina G, streptomicin sulfata i antimikotika amfotericina B
(Sigma, St Louis, MO, USA), §to predstavlja kompletan medijum. Celije su gajene u
plasticnim Falcon flaskovima (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), pri
temperaturi od 37°C 1 u vlaZznoj atmosferi sa 5% CO,. HTR-8/SVneo ¢elije su koriS¢ene u
imunocitohemijskom ispitivanju, Western blot analizi proteina, RT-PCR analizi, MTT

testu, kao i1 u funkcionalnim in vitro testovima ¢elijske adhezije, migracije i invazije.
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3.3.3. Kaultura horiokarcinomske celijske linije JAr

Horiokarcinomska ¢elijska linijja JAr nabavljena je od American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Ove ¢elije su gajene u DMEM/F12 medijumu
koji sadrzi 10% FCS 1 meSavinu antibiotika penicilina G, streptomicin sulfata i
antimikotika amfotericina B. JAr Celije su koriS¢ene u imunocitohemijskom ispitivanju,

MTT testu, kao i u in vitro testovima Celijske adhezije 1 migracije.

3.4. Imunohistohemija

Za imunohistohemijske analize kori§¢eni su parafinski i smrznuti isecci tkiva normalne
placente prvog trimestra. Parafinski isecci su deparafinisani u ksilolu (10 min.), a nakon
toga rehidratisani kroz seriju alkohola. Aktivnost endogenih peroksidaza je blokirana 1%
rastvorom H,0O, u etanolu tokom 30 min. na sobnoj temperaturi, a zatim su isecci ispirani u
70% etanolu, destilovanoj vodi (dH,0) i PBS-u. Nespecifi¢no vezivanje je blokirano 1%
kazeinom. Tkivni isecci su inkubirani preko no¢i na 4°C sa primarnim antitelima prema
CK-7, gal-1 i gal-8 u odgovarajuéim razblazenjima (Tabela I). Nakon ispiranja u PBS-u
iseCci su inkubirani sa odgovaraju¢im biotinilizovanim konjskim anti-mi§ IgG (CK-7),
kozjim anti-kuni¢ IgG (gal-1) i kuni¢evim anti-koza IgG (gal-8) ili u slu¢aju fluorescentnog
bojenja anti-kuni¢ AlexaFluor®555 (gal-1) sekundarnim antitelima 30 min. na sobnoj
temperaturi. U sledeCem koraku parafinski isecci su inkubirani sa Vectastain Elite ABC
reagensom, ispirani i obojeni DAB-om, a zatim dehidratisani i montirani koriS¢enjem
VectaMount Permanent Mounting smole (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).
Fluorescentno bojeni preparati su montirani u medijumu ProLong® Gold Antifade Reagent
(Molecular Probes, Inc., Invitrogen , Eugene, OR, USA). Jedra su kontrastrirana
hematoksilinom u sluc¢aju vizuelizacije DAB-om, odnosno 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) reagensom (ProLong” Gold Antifade Reagent) u slu¢aju imunofluorescentnog

bojenja. Dobijeni preparati su analizirani koriS¢enjem Carl Zeiss Axio Imager 1.0
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mikroskopa sa AxioCam HR monohromatskom kamerom (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany), ili sa Canon A640 digitalnom kamerom (Canon Inc., Tokyo, Japan). Kontrole su
inkubirane sa odgovaraju¢im neimunim serumom, umesto primarnih antitela, Sto je

rezultovalo potpunim odsustvom bojene reakcije.

3.5. Imunocitohemija

Pokrovna stakalca sa fiksiranim (ledeni aceton-metanol) ¢elijama CT iz primarne
kulture, HTR-8/SVneo ¢elijama i horiokarcinomskim JAr ¢elijima su rehidratisana u PBS-
u, a zatim je blokirana aktivnost endogenih peroksidaza 1% rastvorom H,O, tokom 30 min.
na sobnoj temperaturi. Nespecificno vezivanje je blokirano 1% kazeinom u PBS-u tokom
20 min. na sobnoj temeperaturi. Celije su inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim
antitelima:
izolovane CT c¢elije sa antitelima prema: CK-7 (1 h na sobnoj temperaturi), gal-1 (preko
no¢i na 4°C), 1 gal-8 (1 h na sobnoj temperaturi);

HTR-8/SVneo ¢elije sa antitelima prema: CK-18 (1 h na sobnoj temperaturi), gal-1 (preko
no¢i na 4°C), 1 gal-8 (1 h na sobnoj temperaturi);
JAr ¢elije sa antitelima prema gal-1 (preko no¢i na 4°C);

Posle ispiranja PBS-om, izolovane CT c¢celije su inkubirane 30 min. na sobnoj
temperaturi sa odgovaraju¢im sekundarnim konjskim anti-mi$ IgG (CK-7), dok su JAr
¢elije inkubirane kozjim anti-kuni¢ IgG antitelima (gal-1). U slede¢em koraku celije su
inkubirane Vectastain Elite ABC reagensom 30 min., reakcija je zatim vizuelizovana DAB-
om, a nakon toga su preparati dehidratisani i montirani koriS¢enjem VectaMount Permanent
Mounting smole. U slucaju fluorescentnog imunocitohemijskog bojenja, HTR-8/SVneo
¢elije su inkubirane u mraku 30 min. na sobnoj temperaturi sa sekundranim anti-mi§
AlexaFluor®488 (CK-18), anti-kuni¢ AlexaFluor®555 (gal-1) i Texas Red” anti-koza IgG
(gal-8) antitelima. Izolovane citotrofoblastne Celije, prethodno identifikovane koris¢enjem
antitela prema CK-7, su fluorescentno bojene pomocu sekundarnih anti-kunié

AlexaFluor®555 (gal-1) 1 Texas Red® anti-koza IgG (gal-8) antitela. Kada su koriS¢ena
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sekundarna antitela obelezena odgovaraju¢om fluorescentnom bojom, bojena su i jedra
¢elija DAPI reagensom. Dobijeni preparati su analizirani i fotografisani na isti nacin kao i
obojeni isecci tkiva. Kontrole su inkubirane sa odgovaraju¢im neimunim serumom, umesto

sa primarnim antitelima, §to je rezultovalo potpunim odsustvom bojene reakcije.

3.6. SDS poliakrilamidna gel-elektroforeza i Western blot analiza

Lizati izolovanog CT 1 HTR-8/SVneo ¢elija su razdvajani u 15% akrilamidnom gelu u
redukuju¢im uslovima u Mini/PROTEAN® 3 Cell sistemu (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA), pri parametrima: 150 V, 80 mA, 12 W. Proteini su prenoSeni na
nitroceluloznu membranu pomoéu sistema za transfer Trans-Blot® SD Semidry
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).
Nespecificno vezivanje je blokirano preko no¢i 1% kazeinom u PBS-u. Blokirane
membrane su inkubirane sa antitelima prema ispitivanim gal-1, -3 i -8 i B-aktinu (,,Joading”
kontrola), u razblaZzenjima navedenim u Tabeli I, uz stalno mesanje preko noc¢i na 4°C.
Nakon ispiranja PBS-om, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im biotinilizovanim
sekundarnim antitelima, 30 min. na sobnoj temperaturi. Vezivanje je detektovano

upotrebom DAB-a kao hromogena.

3.7. RT-PCR analiza

Izolovana je ukupna RNK iz lizata izolovanog CT i HTR-8/SVneo ¢elija, i od 2 pg
ukupne RNK dobijen je komplementarni lanac DNK (cDNA) koris¢enjem dNTP (Applied
Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA), heksamernih prajmera i RevertAid reverzne
transkriptaze (Fermentas AB, Vilnius, Lithuania). Zatim je izvrSena PCR amplifikacija
gena koji kodiraju gal-1, -3 1 -8 koriS¢enjem dobijene cDNA, dNTP, odgovarajucih
prajmera (gal-1, -2, -3, -4, -7, -8, -9, -10, -12, -13, -14) koje su prethodno upotrebili
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Thijssen 1 saradnici [234] i AmpliTaq Gold DNA polimeraze (Applied Biosystems, Inc.,
Carlsbad, CA, USA). Temperaturni rezim ove PCR reakcije podrazumevao je inicijalnu
denaturaciju na 95°C tokom 10 min., a zatim 35 temperaturna ciklusa (1 min. na 95°C, 1
min. na 60°C i 2 min. na 72°C) i zavr$nu fazu na 72°C u trajanju od 10 minuta. PCR
produkti su razdvojeni elektroforezom na 2% agaroznom gelu i vizuelizovani etidijum

bromidom na UV svetlu.

3.8. Detekcija i kvantitacija ¢éelija (MTT test)

Vijabilnost ¢elija je odredivana MTT testom (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazol bromid, Sigma, St Louis, MO, USA) u mikrotitarskoj plo¢i sa 96 mesta
(Sarstedt AG. & Co., Niimbrecht, Germany) prema opisanoj proceduri [235]. Ispitivan je
mogu¢i uticaj 100 mM rastvora SeCera (manoza, N-acetilglukozamin i laktoza) na
vijabilnost HTR-8/SVneo i1 JAr ¢elija u odgovaraju¢em medijumu (RPMI 1640 za HTR-
8/SVneo ¢elije 1 DMEM/F12 za JAr ¢elije) koji sadrzi 0,1% BSA. Uticaj endogenog gal-1
na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija ispitivan je koriS¢enjem 1 i 5 pg/ml antitela prema
galektinu-1 koja blokiraju i njegovu funkciju (anti-gal-1), pri ¢emu je neimuni IgG
koriS¢en kao kontrola. Pored toga, ispitivan je i mogu¢i uticaj egzogenog gal-1 na
vijabilnost ovih ¢elija upotrebom razliCitih koncentracija (1, 100 i 1000 ng/ml) dve
molekulske forme rekombinantnog humanog gal-1 (rhgal-1), od kojih jedna poseduje
lektinsku aktivnost (CS-gal-1), a druga ne (Ox-gal-1) (Kyowa Hakko Kirin Company,
Tokyo, Japan). Nakon 24 ili 48 h inkubacije sa odgovaraju¢im tretmanima, celije su
ispirane PBS-om, a zatim im je dodavano 100 pul MTT (1 mg/ml) u PBS-u sa 10% FCS i
inkubirano 2 h na 37°C. Rastvor MTT-a je uklanjan, a u svaki bunar je dodavano po 100 pl
I-propanola (Chemapol, Prague, Czech Republic). Nakon rastvaranja istalozene boje
merena je opticka gustina na 540 nm, a broj zivih ¢elija nakon tretmana je ocitavan sa
standardne prave sa 5X103, 1X104, 2x104, 4x104, 6X104, 8x10* ¢elija/bunaru. Eksperimenti

su ponovljeni najmanje tri puta, sa n=6 u svakom ogledu.
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3.9. Funkcionalni in vitro testovi

3.9.1. Test Celijske adhezije

Test adhezije HTR-8/SVneo i1 JAr ¢elija je izvoden na nacin opisan u literaturi [236].
Mikrotitarske ploCe sa 96 mesta su oblagane Matrigelom (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) 50 pl/bunaru koncentracije 200 pg/ml u osnovnom RPMI 1640 ili DMEM/F12
medijumu, i ostavljene 2 h na sobnoj temperaturi da Matrigel gelira. Nakon inkubacije
bunari su ispirani PBS-om, a nespecificno vezivanje blokirano 1% BSA u PBS-u
(inaktiviranog na 70°C) tokom 1 h na sobnoj temperaturi. Celije su preinkubirane u
kompletnom ili osnovnom medijumu (RPMI 1640 za HTR-8/SVneo ¢elije ili DMEM/F12
za JAr ¢elije) sa ili bez tretmana (kontrola), tokom 1 h uz povremeno mesanje na 37°C. Obe
¢elijske linije su tretirane 100 mM rastvorima manoze, N-acetilglukozamina i laktoze, kao 1
anti-gal-1 antitelima (neimuni IgG je koriS¢en kao kontrola) u dve koncentracije (1 i 5
ng/ml). Po 50 ul preinkubirane éelijske suspenzije koja je sadrzala 5x10* ¢elija dodavano je
u svaki bunar mikrotitarske ploce. Posle 1 h inkubacije na 37°C i ispiranja PBS-om, ¢elije
su fiksirane 4% paraformaldehidom tokom 10 minuta. Nakon toga, ¢elije su bojene 0,1%
rastvorom Coomasie Brilliant Blue (Sigma, St Louis, MO, USA) tokom 10 min., a zatim
obezbojavane rastvorom 30% metanola 1 10% glacijalne siréetne kiseline. Adherirane Celije
su lizirane 1% rastvorom SDS-a, a opticka gustina je merena na 620 nm. Eksperiment je

ponovljen tri puta, sa n=6 u svakom ogledu.

3.9.2. Test Celijske migracije

Za ispitivanje migratornih sposobnosti trofoblasta in vitro koriS¢ena su dva razlicita
testa - ,,wound healing™ i ,transwell* test migracije. HTR-8/SVneo celije su gajene u

ploCama sa 6 bunara (Sarstedt AG. & Co., Niimbrecht, Germany) u kompletnom RPMI

49



1640 medijumu do konfluentnosti. Celijski sloj je ogoljen pomoéu sterilnog nastavka pipete
(“wound healing”, eng. wounding — povredivanje i healing - zara$¢ivanje). Bunari su zatim
ispirani sPBS-om 1 ¢elije su inkubirane 24 h na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO, u
kompletnom RPMI 1640 medijumu bez (kontrola), sa 100mM laktozom, ili sa 5 pg/ml anti-
gal-1 antitela (neimuni IgG je koris¢en kao kontrola). Celije su fotografisane odmah po
ozledivanju (0 h), kao i nakon 24 h inkubacije, i meren je predeni put, tj. “zaras¢ivanje”
ozlede celijskog sloja . Eksperimenti su uradeni najmanje tri puta.

U kulturi horiokarcinomskih JAr celija koriS¢en je drugadiji test sistem (“transwell”
test migracije) 1 izvoden je prema opisanoj proceduri [237]. PloCe sa 24 mesta (Sarstedt
AG. & Co., Niimbrecht, Germany) su oblagane sa 250 ul Matrigela (1 mg/ml) u osnovnom
DMEM/F12 medijumu. U plo¢u sa Matrigelom su stavljani umeci za celijsku kulturu
dijametra pora 8§ pum (Merck Millipore, Billerica, MA, USA). Nakon 1 h na sobnoj
temperaturi, umeci 1 ploce su ispirani sPBS-om, a zatim je u gornju komoru naneSeno 200
ul suspenzije sa 5x10* JAr éelija u osnovnom DMEM/F12 medijumu koji sadrzi 0,1% BSA
bez (kontrola) ili sa 100 mM manozom, N-acetilglukozaminom i laktozom. Po 500 pl
odgovaraju¢eg DMEM/F12 medijuma je dodavano i u donju komoru. Nakon inkubacije od
24 h na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,, umeci su pazljivo ispirani PBS-om, a
preostale celije u gornjoj komori brisane pamuc¢nim tupferom. Donje strane umetaka, kao i
sama ploca bojeni su kristal violetom tokom 10 min. i ispirani PBS-om. Obojene ¢elije su
lizirane sa 100 pl 33% glacijalne siréetne kiseline, i merena je opti¢ka gustina na 540 nm.

Eksperiment je ponovljen tri puta.

3.9.3. Test celijske invazije

Celijska invazija CT i HTR-8/SVneo ¢elija je ispitivana po metodi koju su opisali
Librach 1 saradnici [95]. Umeci za ¢elijsku kulturu sa dijametrom pora od 8 pum oblagani su
sa 10 pl Matrigela (1:2) u osnovnhom DMEM/F12 medijumu (izolovani citotrofoblast) i
osnovnom RPMI 1640 medijumu za HTR-8/SVneo ¢elije. Matrigel je ostavljan da gelira 30

min. na 37°C. U gornju komoru umetka nanoseno je 200 pl suspenzije sa 2x10° CT éelija ili
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1x10° HTR-8/SVneo éelija u osnovnom medijumu koji sadrzi 0,1% BSA sa ili bez
tretmana (kontrola). Izolovane citotrofoblastne ¢elije su tretirane 100 mM laktozom, 5
pug/ml anti-gal-1 antitelima (neimuni IgG je koriS¢en kao kontrola), kao 1 razlic¢itim
molekulskim formama rhgal-1 (CS-gal-1 i Ox-gal-1) u koncentracijama 1 ng/ml i 1 pg/ml.
HTR-8/SVneo ¢elije su tretirane anti-gal-1 antitelima (1 i 5 pg/ml), dvema molekulskim
formama rhgal-1 (1 pg/ml), kao i sa smeSom rhgal-1 i laktoze (1 pg/ml CS-gal-1 ili 1 pg/ml
Ox-gal-1 sa 100 mM laktozom). Po 500 pl odgovaraju¢eg medijuma je dodato i u donju
komoru. Nakon inkubacije od 24 h na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO;, medijum je
uklonjen, a ¢elije su ispirane PBS-om. Gornja povrSina membrane je brisana pamucnim
tupferom, a celije na donjoj povrsini su fiksirane ledenim aceton-metanolom (1:1) tokom
10 minuta. Membrane su odstranjivane skalpelom, a c¢elije na njima bojene su
imunocitohemijski monoklonskim antitelom prema CK-7 u slucaju izolovanog CT, i
Gimzom u slu¢aju HTR-8/SVneo ¢elija. Celije u porama, ili na donjoj strani membrane
brojane su pod svetlosnim mikroskopom na celoj povrSini membrane. Eksperimenti su

ponovljeni najmanje tri puta u duplikatu.

3.10. Statisticka analiza i evaluacija imunohistohemijskog bojenja

Dobijeni podaci su statisticki obradeni u programu Primer of Biostatistics Statistical
Software Program 5.0 (The McGraw-Hill Companies, Inc., New York, NY, USA)
upotrebom neparametrijskog Mann-Whitney testa, ANOVA testa i Studentovog t-testa.

Imunohistohemijsko bojenje ispitivanih isecaka tkiva evaluirano je prema

semikvantitativnoj metodi [210, 231] na osnovu intenziteta bojenja.
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4.1. Galektinski profil invazivnog trofoblasta ¢oveka

U dostupnoj literaturi postoje podaci o imunolokalizaciji gal-1, kao 1 gal-3 u
trofoblastu normalne placente ¢oveka, citotrofoblastnim ¢elijama izolovanim iz placenti
prvog trimestra normalne trudnoce, HTR-8/SVneo ¢elijama, kao i u horiokarcinomskim
¢elijskim linijama BeWo, JAr i Jeg3 [198, 206-213]. U ovim istraZivanjima su po prvi put
koriS¢ena poliklonska antitela prema gal-1 koja blokiraju i funkciju gal-1, §to je pokazano u
drugim model sistemima [230]. Da bi se ispitala specificnost ovih antitela u trofoblastu
vr$ena su imunohistohemijska bojenja iseaka tkiva normalne placente prvog trimestra, kao
1 imunocitohemijska bojenja izolovanog CT, HTR-8/SVneo ¢elija i horiokarcinomskih JAr
¢elija. Potvrda prethodno pokazane imunolokalizacije gal-1 u EVT pomoc¢u ovih antitela,
ucinila bi ih pogodnim za dalja ispitivanja koriS¢enjem funkcionalnih in vitro testova. U
nastojanju da se potpunije ispita znacaj gal-1 za funkcionalna svojstva trofoblasta oveka in
vitro, bilo je potrebno izvrSiti detekciju svih galektina eksprimiranih na nivou iRNK i

proteina u invazivnom trofoblastu, tj. u izolovanom CT i HTR-8/SVneo ¢elijama.

4.1.1. Imunolokalizacija gal-1 u tkivu normalne placente prvog trimestra

Ekspresija gal-1 u tkivu normalne placente ispitivana je na parafinskim iseccima tkiva
placente, kao i na smrznutim iseccima eksplanata placente prvog trimestra gajenim na
kolagenu. Pokazano je da gal-1 ispoljavaju sinciciotrofoblast i EVT ¢elije citotrofoblastnog
¢elijskog stuba (citoplazmatsko 1 membransko bojenje). Na parafinskim rezovima
potvrdena je lokalizacija gal-1 u ekstravilusnom trofoblastu celijskih stubova sidrecih
resica, a Celije trofoblasta su identifikovane bojenjem na CK-7 (Slika 15A). Trofoblastne
¢elije eksplanata placente, koji su prethodno u kulturi tretirani antitelima prema gal-1 (15
pg/ml) su specificno obojene, za razliku od eksplanata tretiranih neimunim kuni¢evim IgG

(15 pg/ml), gde trofoblast nije obojen (Slika 15B).



200  2pum

Slika 15. Imunolokalizacija gal-1 u tkivu normalne placente prvog trimestra. Bojenja
parafinskih iseCaka tkiva placente (A, levo) i smrznutih iseCaka eksplanata placente posle
kulture na gelu kolagena tipa I (B, levo) na gal-1. Identifikacija trofoblastnih celija sa CK-7
(A, desno). Nespecificno vezivanje - NSB (B, desno). Razlikuju se definisane strukture
sidrece resice - bazalna membrana (bm) i Celijski stub (¢s) (A, B). Vrh strelice oznacava

membransku i/ili intracelularnu lokalizaciju gal-1 (B, levo). Veli¢ina podeoka 20 pum.
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4.1.2. Imunolokalizacija gal-1 u izolovanom CT, imortalizovanoj ekstravilusnoj

trofoblastnoj ¢elijskoj liniji HTR-8/SVneo i horiokarcinomskoj ¢elijskoj liniji JAr

Imunocitohemijskom analizom je potvrdeno prisustvo gal-1 u izolovanim
citotrofoblastnim c¢elijama, HTR-8/SVneo c¢elijama, kao 1 u horiokarcinomskoj JAr
¢elijskoj liniji. Fluorescentnim imunocitohemijskim bojenjem je pokazano da izolovani CT
1 HTR-8/SVneo ¢elije ispoljavaju gal-1 kako unutar citoplazme, tako i na samoj povrSini
¢elije (Slika 16A, B). Izolovani citotrofoblast je prethodno identifikovan bojenjem na CK-7
(Slika 16A, desno). Sve celijske linije trofoblastnog porekla su pozitivne na citokeratine,
pa su i sve HTR-8/SVneo ¢elije bile pozitivne na CK-18 (Slika 16B, desno). Nespecifi¢no
vezivanje je bilo neznatno ili odsutno. U JAr ¢elijama je takode detektovan gal-1, pri cemu
je najintenzivnije bilo perinukleusno bojenje, dok je potpuno izostalo nespecificno

vezivanje (Slika 16C).
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Slika 16. Imunolokalizacija gal-1 u izolovanom CT (A, levo), HTR-8/SVneo (B, levo) i
JAr éelijama (C, levo). Celije izolovanog CT su prethodno obojene na CK-7 (A, desno),
dok su HTR-8/SVneo ¢elije pozitivne na CK-18 (B, desno). Na JAr ¢elijama prikazano je i
nespecificno vezivanje - NSB (C, desno). Strelica oznacava intracelularnu, a vrh strelice

membransku lokalizaciju gal-1 (A, B, C) Veli¢ina podeoka 20 pum.
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Pored toga, kada su antitela bila prisutna u medijumu tokom 24 h kulture HTR-
8/SVneo ¢elija, ona su se specificno vezala za ¢elijsku membranu (Slika 17A), Sto nije bio
slucaj kada su koris¢eni neimuni IgG (Slika 17B). Ovi rezultati su potvrdili da se antitela
prema gal-1 koja blokiraju i njegovu funkciju specifi¢no vezuju za trofoblastne celije u

kulturi, Sto ih ¢ini pogodnim za kori$éenje u funkcionalnim in vitro testovima.

Slika 17. Vezivanje antitela prema gal-1 za membranu HTR-8/SVneo ¢elija u kulturi.

Vrh strelice oznacava pozitivno membransko bojenje (A). Nespecificno vezivanje - NSB

(B). Veli¢ina podeoka 20 um.

4.1.3. Ekspresija galektina na nivou RNK i proteina u EVT in vitro

Koris¢enjem odgovarajucih prajmera za gal-1, -2, -3, -4, -7, -8, -9, -10, -12, -13 1 -14,
RT-PCR analizom je ispitana ekspresija ovih 11 galektina u izolovanom CT i1 HTR-
8/SVneo c¢elijama. Pokazana je ekspresija gal-1, -3 i -8 na nivou RNK u oba tipa ispitivanih
trofoblastnih ¢elija (Slika 18A, B), dok se transkript za gal-13 povremeno detektuje samo u
lizatima izolovanog CT (Slika 18A). Ova nekonzistentna detekcija RNK za gal-13 u
izolovanom CT predstavlja rezultat kontaminacije izolata ovih celija fragmentima

sinciciotrofoblasta.



Izolovani CT

HTR-8/SVneo

Slika 18. Ekspresija galektina na nivou RNK u izolovanom CT (A) i HTR-8/SVneo
¢elijama (B). RT-PCR analiza pokazuje prisustvo transkripata za gal-1, -3 1 -8 u oba
ispitivana tipa trofoblastnih ¢elija. Povremena detekcija transkripta za gal-13 u izolovanom
citotrofoblastu  (A) je rezultat kontaminacije izolata ovih ¢elija fragmentima

sinciciotrofoblasta. Standardi su oznaceni vrhom strelica.

Ova tri galektina su detektovana i na proteinskom nivou u izolovanom CT i HTR-
8/SVneo cCelijama Western blot analizom. U oba ispitivana celijska tipa su detektovane
specificne trake bile ocekivanih molekulskih masa. Tako se uocavaju traka od 14 kDa koja
odgovara gal-1, traka od 30 kDa koja odgovara gal-3 i traka od 36 kDa koja odgovara gal-8
(Slika 19A, B). Analizom galektinskog profila invazivnog trofoblasta je po prvi put

pokazana ekspresija gal-8 na nivou RNK 1 proteina u trofoblastnim ¢elijama in vitro.
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Slika 19. Ekspresija galektina u lizatima izolovanog CT (A) i HTR-8/SVneo ¢elija (B)
detektovana Western blot-om. Proteinske trake odgovaraju¢ih molekulskih masa u kDa
za gal-1, -3 1 -8 su oznacCene vrhom strelica. Odgovarajuce trake za B-aktin predstavljaju

,loading” kontrolu.

4.1.4. Imunolokalizacija gal-8 u tkivu normalne placente prvog trimestra

Kako je RT-PCR 1 Western blot analizom pokazano da trofoblast eksprimira gal-8§,
bilo je potrebno utvrditi i njegovu lokalizaciju u tkivu placente i trofoblastnim ¢elijama
imunohistohemijskim bojenjem parafinskih iseCaka tkiva normalnih placenti prvog
trimestra (n=10). Pokazan je visok nivo ekspresije gal-8 u vilusnom citotrofoblastu (Slika
20B-D), dok je bojenje sinciciotrofoblasta na gal-8 bilo difuzno, i blede nego bojenje
vilusnog citotrofoblasta, a takode je uoCena varijabilnost kako od preparata do preparata
(Slika 20B-D), tako 1 izmedu razli€itih resica istog preparata (Slika 20B, C), od negativnog
do jako pozitivnog. Celije citotrofoblasta éelijskog stuba su takode bile pozitivne na gal-8,

mada intenzivnije obojene u njegovom proksimalnom delu (Slika 20E). Slicna
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imunolokalizacija gal-8 je pokazana u sidre¢im resicama koje su ukotvljene u deciduu, gde
se moze uocCiti 1 intenzivno bojenje decidualnih stromalnih ¢elija na gal-8 (Slika 20F).

Intersticijalni trofoblast je bio bledo obojen (Slika 20F).

Slika 20. Imunolokalizacija gal-8 u plivaju¢im resicama (B-D), €elijskim stubovima i
sidre¢im resicama normalne placente prvog trimestra (E, F). Nespecifi¢no vezivanje -
NSB (A). Vilusni citotrofoblast (CT) plivajucih resica je intenzivno obojen na gal-8, dok je
bojenje sinciciotrofoblasta (ST) varijabilno (B-D). B i C predstavljaju bojenja resica iste
placente, pa tako razlikujemo centralnu resicu (B) gde je ST potpuno neobojen, a ST druge
dve resice je umereno pozitivan na gal-8 (desni donji ugao B, C). Plivajuce resice razlicitih
placenti su umereno do intenzivno obojene na gal-8 (D). U sidre¢im resicama
najintenzivnije bojenje na gal-8 je u proksimalnom delu ¢elijskog stuba (CS) (F). Distalno,
ka stromi decidue intenzitet bojenja slabi, tako da je intersticijalni trofoblast bledo obojen,

dok su decidualne stromalne ¢elije (DEC) jako obojene (F). Veli¢ina podeoka 50 pm.
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Rezultati dobijeni imunohistohemijskom analizom parafinskih iseaka tkiva normalnih

placenti prvog trimestra upotrebom anti-gal-8 antitela prikazani su u Tabeli II.

Tabela II. Ekspresija gal-8 u normalnom tkivu placente prvog trimestra.

Celijski tip Intenzitet bojenja

Vilusni citotrofoblast oo b

Vilusni sinciciotrofoblast 8%

EVT celijskog stuba ++/+++
EVT c¢elijskog ostrvca ++
Intersticijalni trofoblast [+
Endovaskularni trofoblast -/+

Decidualna stromalna celija FHL

Decidualna Zlezda +/++

Intenzitet bojenja: - negativno; -/+ negativno do slabo pozitivno; + slabo pozitivno; ++

pozitivno 1 +++ intenzivno bojenje.

4.1.5. Imunolokalizacija gal-8 u izolovanom CT i ekstravilusnoj trofoblastnoj
¢elijskoj liniji HTR-8/SVneo

Imunocitohemijskom analizom je potvrdeno prisustvo gal-8 u izolovanom CT i
HTR-8/SVneo c¢elijama. Fluorescentno imunocitohemijsko bojenje na gal-8 je bilo
iskljuc¢ivo citoplazmatsko za oba tipa trofoblastnih celija u kulturi (Slika 21A, B).

Nespecificno vezivanje je bilo neznatno ili odsutno.
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HTR-8/SVneo

Slika 21. Imunolokalizacija gal-8 u izolovanom CT (A) i HTR-8/SVneo éelijama (B).

Bojenje je iskljucivo citoplazmatsko. Veli¢ina podeoka 20 pm.

4.2. Znacaj lektinskog tipa interakcija za Celijsku adheziju i migraciju trofoblasta

in vitro

Adhezija, migracija i1 invazija Celija trofoblasta predstavljaju procese od kljucnog
znacaja za uspeSno uspostavljanje 1 odvijanje trudno¢e. Duz invazivnog puta
diferencijacije, EVT stupa u niz interakcija sa glikoproteinima vancelijskog matriksa
(trofoblastnog i decidualnog porekla), od kojih su neki poznati fizioloski ligandi za gal-1
(npr. LN 1 onfFN) [224] i za koje se gal-1 vezuje zavisno od koncentracije [177]. Zbog toga
je bilo znacajno utvrditi u kojoj meri gal-1 trofoblastnog porekla ucestvuje u procesima
¢elijske adhezije, migracije 1 invazije. U ranijim istrazivanjima nase laboratorije pokazan je
znacajan uticaj laktoze, inhibitornog Secera za lektinski tip interakcija galektina na
invazivnost HTR-8/SVneo ¢celija in vitro, u smislu smanjene invazije ovih ¢elija [213].
Kako bi se ispitao znacaj lektinskog tipa interakcija za celijsku adheziju 1 migraciju
trofoblasta in vitro izvedeni su testovi adhezije 1 migracije na modelima invazivnog
trofoblasta - ekstravilusnoj trofoblastnoj ¢elijskoj liniji HTR-8/SVneo i horiokarcinomskoj

¢elijskoj liniji JAr. U ovim in vitro testovima su kao tretmani koriS¢eni Seceri koji ulaze u



sastav razli¢itih N-glikana: monosaharidi manoza i1 N-acetil-glukozamin, kao 1 inhibitorni

disaharid za galektine - laktoza.

4.2.1. Uticaj Secera na adheziju trofoblasta

Ispitivan je mogu¢i uticaj manoze, N-acetil-glukozamina i laktoze na adheziju HTR-

8/SVneo 1 JAr ¢elija in vitro.

4.2.1.1.  Uticaj Secera na adheziju HTR-8/SVneo éelija

U ovom testu pracena je adhezija na povrSinu oblozenu Matrigelom u tankom sloju.
HTR-8/SVneo ¢elije su inkubirane u kompletnom tj. osnovnom medijumu bez (kontrola) ili
sa 100 mM manozom, 100 mM N-acetil-glukozaminom i 100 mM laktozom. Dobijeni
rezultati su pokazali da rastvori Secera koje smo koristili u ovom ispitivanju nisu imali

znacajan uticaj na adheziju HTR-8/SVneo u odnosu na kontrolu (Slika 22A, B).

HTR-8/SVneo TEST ADHEZIJE

A E 100 mM manoza B B 100 mM manoza
B 100 mM N-acetilglukozamin B 100 mM N-acetilglukozamin
@ 100 mM laktoza @ 100 mM laktoza

P 140 P 140
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Slika 22. Uticaj 100 mM manoze, 100 mM N-acetil-glukozamina i 100 mM laktoze u
osnovnom (A) ili kompletnom RPMI 1640 medijumu (B) na adheziju HTR-8/SVneo
¢elija za Matrigel. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost apsorbance na 620

nm = SEM (standardna greska) i izraZene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n=18.
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4.2.1.2.  Uticaj SeCera na adheziju JAr éelija

JAr ¢elije su takode inkubirane u kompletnom ili osnovnom medijumu bez (kontrola)
ili sa manozom, N-acetil-glukozaminom i laktozom i ispitivan je uticaj navedenih Secera na
adheziju ovih ¢elija za Matrigel. Kao i u slu¢aju HTR-8/SVneo ¢elija, 100 mM manoza,
100 mM N-acetil-glukozamin 1 100 mM laktoza, kako u osnovnom, tako i u kompletnom

medijumu nisu imali znacajan uticaj na adheziju JAr ¢elija u odnosu na kontrolu (Slika

23A, B).

JAr TEST ADHEZIJE
A B 100 mM manoza B B 100 mM manoza
B 100 mM N-acetilglukozamin B 100 mM N-acetilglukozamin
@ 100 mM laktoza @ 100 mM laktoza
140 - 140

120 4 120

100 ; 100
801 80
60 60
401 40
20 20

0 0

Slika 23. Uticaj 100 mM manoze, 100 mM N-acetil-glukozamina i 100 mM laktoze u

% u odnosu na kontrolu
% u odnosu na kontrolu

osnovnom (A) ili kompletnom DMEM/F12 medijumu (B) na adheziju JAr ¢elija za
Matrigel. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost apsorbance na 620 nm = SEM

1 1zrazene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n=18.

4.2.2. Uticaj Secera na migraciju trofoblasta

Moguénost da ispitivani Seceri uti€u na migratorna svojstva HTR-8/SVneo i JAr Celija,

ispitana je koriS¢enjem in vitro testova migracije u prisustvu Secera.
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4.2.2.1.  Uticaj laktoze na migraciju HTR-8/SVneo ¢elija

Mogu¢i uticaj laktoze na migraciju HTR-8/SVneo ¢elija ispitivali smo u tzv. ,,wound
healing* testu migracije. U eksperimentu je poreden predeni put celija trofoblasta posle
ozledivanja monolejera u prisustvu 100 mM laktoze sa onim u kontrolnom medijumu bez
dodatka laktoze. Dobijeni rezultati su pokazali izvestan inhibitorni efekat laktoze (86% u
odnosu na kontrolu) na migraciju HTR-8/SVneo ¢elija, koji nije bio statisticki znacajan

(Slika 24).

HTR-8/SVneo TEST MIGRACIJE 24h

O kontrola
@ 100 mM laktoza

140
120
100 -
80
60
40
20

% u odnosu na kontrolu

o

Oh 24h

Lol

kontrola 100 mM laktoza

Slika 24. Uticaj 100 mM laktoze na migraciju HTR-8/SVneo ¢elija. Dobijene vrednosti
predstavljaju srednju vrednost predenog puta + SEM 1 izrazene su kao procenat u odnosu na

kontrolu; n=9.
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4.2.2.2.  Uticaj Se€era na migraciju JAr ¢elija

Ispitivan je 1 mogu¢i uticaj 100 mM manoze, 100 mM N-acetil-glukozamina i 100
mM laktoze na migratornu sposobnost JAr ¢elija u ,,transwell” testu migracije. Nakon 24 h
inkubacije, prisustvo N-acetilglukozamina u medijumu je blago, ali znacajno stimulisalo
(106% u odnosu na kontrolu, gde je p<0,05) migraciju JAr Celija, dok je laktoza imala

suprotno dejstvo (92% u odnosu na kontrolu, gde je p<0,05) (Slika 25).

JAr TEST MIGRACIJE 24 h

B 100 mM manoza
B 100 mM N-acetilglukozamin
3@ 100 mM laktoza
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Slika 25. Uticaj 100 mM manoze, 100 mM N-acetil-glukozamina i 100 mM laktoze na
migraciju JAr ¢éelija. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost apsorbance na 540
nm = SEM 1 izrazene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n=12. Statisticki znac¢ajna

razlika izmedu kontrole i tretmana za p<0,05 oznacena je sa *.

4.3. Uticaj Seéera na vijabilnost trofoblasta in vitro

Da bi se potpunije sagledali efekti ispitivanih Secera, u prvom redu laktoze na
funkcionalna svojstva trofoblastnih ¢elija in vitro, ispitivali smo njihov mogucéi uticaj na

prezivljavanje HTR-8/SVneo i1 JAr ¢elija MTT testom.
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4.3.1. Uticaj Secera na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija

HTR-8/SVneo ¢elije su inkubirane u osnovnom medijumu koji je sadrzao 0,1% BSA
bez (kontrola) ili sa manozom, N-acetil-glukozaminom i laktozom i kvantifikovan je broj
metabolicki aktivnih ¢elija. Dobijeni rezultati MTT testa pokazuju da 100 mM rastvori
ispitivanih Secera nakon 24 h podjednako povecavaju broj vijabilnih HTR-8/SVneo ¢elija
(u proseku oko 130% u odnosu na kontrolu, gde je p<0,001) (Slika 26).

HTR-8/SVneo MTT TEST 24 h

B 100 mM manoza
B 100 mM N-acetilglukozamin
3@ 100 mM laktoza

*kk e

ek

140 4
120 1
100
80 1
60 1
40 -
201

% u odnosu na kontrolu

Slika 26. Uticaj 100 mM manoze, 100 mM N-acetil-glukozamina i 100 mM laktoze na
vijabilnost HTR-8/SVneo éelija. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja
¢elija = SEM 1 izrazene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n=18. Statisticki znacajna

razlika izmedu kontrole i tretmana za p<0,001 oznacena je sa ***.
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4.3.2. Uticaj Secera na vijabilnost JAr ¢elija

Ispitivali smo 1 moguéi uticaj ova tri Sec¢era na prezivljavanje JAr Celija. Dobijeni
rezultati su pokazali da ni jedan od ispitivanih Secera ne menja znacajno broj vijabilnih JAr

¢elija u odnosu na kontrolu (Slika 27).

JAr MTT TEST 24 h

H 100 mM manoza
Bl 100 mM N-acetilglukozamin
@ 100 mM laktoza
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Slika 27. Uticaj 100 mM manoze, 100 mM N-acetil-glukozamina i 100 mM laktoze na
vijabilnost JAr ¢elija. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja celija +

SEM i izrazene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n=18.

4.4. Uticaj endogenog gal-1 na ¢elijsku adheziju i migraciju trofoblasta in vitro

Jedan od glavnih ciljeva ovog rada bio je ispitivanje moguceg uticaja endogenog gal-1
na adheziju trofoblastnih ¢elija koriS¢enjem antitela prema gal-1 koja blokiraju i njegovu
funkciju. Pored toga, pomocu ovih antitela ispitivan je i moguci uticaj endogenog gal-1 na

migraciju ¢elija trofoblasta in vitro.
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4.4.1. Uticaj endogenog gal-1 na adheziju trofoblasta

Mogu¢i uticaj endogenog gal-1 na adhezivna svojstva HTR-8/SVneo i JAr celija

ispitivan je u in vitro testu adhezije na Matrigelu.

4.4.1.1. Uticaj endogenog gal-1 na adheziju HTR-8/SVneo ¢elija

U testu adhezije, HTR-8/SVneo c¢elije su inkubirane u kompletnom ili osnovnom
medijumu (bez FCS) sa neimunim IgG (kontrola) ili sa anti-gal-1 antitelima (1 1 5 pg/ml)
na povrsini prethodno oblozenoj tankim slojem Matrigela. Pokazano je da anti-gal-1
antitela ni u jednoj ispitivanoj koncentraciji, kako u osnovnom, tako i u kompletnom
medijumu nisu imala znac¢ajan uticaj na adheziju HTR-8/SVneo za Matrigel u odnosu na
kontrolu (Slika 28A, B). Rezultati nase grupe su medutim pokazali kori§¢enjem drugacijeg
pristupa, tj. vremena inkubacije 1 broja ¢elija da endogeni gal-1 ima znacaja za adheziju

HTR-8/SVneo ¢elija za plastiku, kolagen tipa I 1 fibronektin [238].

HTR-8/SVneo TEST ADHEZIJE

A O neimuni IgG B O neimuni IgG
E 1 pg/ml anti-gal-1 1gG E 1 pg/ml anti-gal-1 IgG
W 5 pg/ml anti-gal-1 1gG B 5 pg/ml anti-gal-1 1I9G

P 140 P 1404
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Slika 28. Uticaj anti-gal-1 antitela (1 i 5 pg/ml) u osnovnom (A) ili kompletnom RPMI
1640 medijumu (B) na adheziju HTR-8/SVneo ¢elija za Matrigel. Dobijene vrednosti
predstavljaju srednju vrednost apsorbance na 620 nm + SEM i izrazene su kao procenat u

odnosu na kontrolu; n=18.
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4.4.1.2.  Uticaj endogenog gal-1 na adheziju JAr Celija

Ispitivanje moguceg uticaja endogenog gal-1 na adheziju JAr celija na povrSinu
prethodno obloZenu tankim slojem Matrigela je vrSeno na nacin opisan za HTR-8/SVneo
¢elije. Dobijeni rezultati pokazuju da su obe ispitivane koncentracije anti-gal-1 antitela (1 1
5 pg/ml) u osnovnom medijumu imale blagi stimulatorni uticaj na adheziju JAr ¢elija za
Matrigel, pri ¢emu je efekat niZze koncentracije ovih antitela bio statisticki znacajan (109%
u odnosu na kontrolu, gde je p<0,05) (Slika 29A). Sa druge strane, efekat obe koncentracije
anti-gal-1 antitela u kompletnom medijumu nije bio znafajan za adheziju JAr celija za

Matrigel u odnosu na kontrolu (Slika 29B).

JAr TEST ADHEZIJE
A O neimuni IgG B O neimuni IgG
@ 1 pg/ml anti-gal-1 IgG @ 1 pg/ml anti-gal-1 IgG
W 5 pg/ml anti-gal-1 IgG B 5 pg/ml anti-gal-1 1I9G
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Slika 29. Uticaj anti-gal-1 antitela (1 i 5 pg/ml) u osnovnom (A) ili kompletnom
DMEM/F12 medijumu (B) na adheziju JAr éelija za Matrigel. Dobijene vrednosti
predstavljaju srednju vrednost apsorbance na 620 nm + SEM i izrazene su kao procenat u
odnosu na kontrolu; n=18. * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i

tretmana za p<0,05.
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4.4.2. Uticaj endogenog gal-1 na migraciju HTR-8/SVneo ¢elija

U prethodnom nizu eksperimenata pokazano je da laktoza u izvesnoj meri inhibira
migraciju HTR-8/SVneo ¢elija nakon 24 h inkubacije u kulturi, ali ovaj efekat nije bio
statisti¢ki znaCajan. Pored toga, ispitivan je i mogu¢i uticaj endogenog gal-1 na migratornu
sposobnost HTR-8/SVneo ¢elija koriS¢enjem anti-gal-1 antitela u koncentraciji od 5 pg/ml.
Dobijeni rezultati su pokazali blagi stimulatorni efekat anti-gal-1 antitela (106% u odnosu
na kontrolu) na migraciju HTR-8/SVneo ¢elija, koji nije bio statisticki znacajan (Slika 30).

HTR-8/SVneo TEST MIGRACHE 24h

O neimuni IgG
m 5 ug/ml anti-gal-1 IgG

Oh 24h

§ Ny
@B,

neimuni IgG 5 pg/ml anti-gal-1 1IgG

Slika 30. Uticaj anti-gal-1 (5 pg/ml) na migraciju HTR-8/SVneo ¢elija. Dobijene
vrednosti predstavljaju srednju vrednost predenog puta £ SEM i izrazene su kao procenat u

odnosu na kontrolu; n=9.
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4.5. Uticaj gal-1 na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢éelija in vitro

Invazivni ekstravilusni trofoblast ne proliferiSe in vivo, kao ni izolovane
citotrofoblastne ¢elije u kulturi. Posto je pokazano da pojedini galektini uti¢u na celijsku
proliferaciju u razli¢itim model sistemima [239-241], ispitivan je moguci uticaj endogenog
1 egzogenog gal-1 na vijabilnost, odnosno prezivljavanje HTR-8/SVneo ¢elija pomocu

MTT testa, kao moguceg indikatora uticaja na proliferaciju.

4.5.1. Uticaj endogenog gal-1 na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija

Za MTT test, HTR-8/SVneo ¢elije su prethodno inkubirane 24 ili 48 h u osnovnom
medijumu koji sadrzi 0,1% BSA sa neimunim IgG (kontrola) ili sa anti-gal-1 antitelima (1 i
5 pg/ml), a zatim je odredivana metaboli¢ka aktivnost ¢elija. Dobijeni rezultati su pokazali
da nakon 24 h, kao i nakon 48 h obe ispitivane koncentracije anti-gal-1 antitela ne uticu na
vijabilnost i proliferaciju HTR-8/SVneo ¢elija (Slika 31A, B). Dobijeni razultati ukazuju da
blokiranje funkcije endogenog gal-1 sa ekstracelularnom lokalizacijom nema direktnog

uticaja na proliferaciju ¢elija.



HTR-8/SVneo MTT TEST 24 h HTR-8/SVneo MTT TEST 48 h

A O neimuni IgG B O neimuni IgG
E 1 pg/ml anti-gal-1 1gG B 1 pg/ml anti-gal-1 IgG
W 5 pg/ml anti-gal-1 1gG W 5 pg/ml anti-gal-1 IgG
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Slika 31. Uticaj anti-gal-1 antitela (1 i 5 pg/ml) nakon 24 h (A) i 48 h inkubacije (B) na
vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja

¢elija = SEM 1 izrazene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n=18.

4.5.2. Uticaj egzogenog gal-1 na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija

Moguc¢nost da povecana dostupnost ekstracelularnog gal-1 modulira prezivljavanje
HTR-8/SVneo ¢elija ispitivana je koriS¢enjem razlic¢itih koncentracija (1, 100 i 1000 ng/ml)
dveju molekulskih formi rhgal-1, od kojih jedna poseduje lektinsku aktivnost (CS-gal-1), a
druga ne (Ox-gal-1). Pokazano je da nakon 24 h obe molekulske forme rhgal-1 u svim
ispitivanim koncentracijama znacajno povecavaju broj ili metabolicku aktivnost HTR-
8/SVneo ¢celija (p<0,001) u odnosu na kontrolu (Slika 32). Stimulatorni efekat CS-gal-1 na
prezivljavanje HTR-8/SVneo ¢elija je bio maksimalan pri koncentraciji od 1 ng/ml (132% u
odnosu na kontrolu), i nije se dalje povecavao koriS¢enjem visih koncentracija ovog
proteina (100 1 1000 ng/ml). Sa druge strane, stimulatorni efekat Ox-gal-1 na prezivljavanje
HTR-8/SVneo ¢elija bio je dozno zavisan, sa maksimalnom stimulacijom pri koncentraciji

od 1000 ng/ml (127% u odnosu na kontrolu).
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HTR-8/SVneo MTT TEST 24 h

B CS-gal-1
B Ox-gal-1
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Slika 32. Uticaj razlicitih koncentracija (1, 100 i 1000 ng/ml) CS-gal-1 i Ox-gal-1 na
vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja
¢elija =+ SEM 1 izrazene su kao procenat u odnosu na kontrolu; n=18. *** oznaCava

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana za p<0,001.

Dodatna istrazivanja nase grupe su medutim pokazala, pracenjem markera proliferacije i
apoptoze, da ispitivani tretmani ne dovode do znac¢ajnih promena u broju proliferiSucih, niti
¢elija u apoptozi [238], Sto ukazuje da opisani tretmani utiCu na povecanje aktivnosti

mitohondrijalnih enzima.

4.6. Bioloski znacaj gal-1 za invazivna svojstva EVT in vitro

Galektin-1 se razli¢ito eksprimira u EVT duz invazivnog puta diferencijacije ovih
¢elija [206-210]. Pored toga, decidualne stromalne celije, sa kojima intersticijalni EVT
moze stupiti u interakciju in vivo, takode eksprimiraju gal-1 [170]. Kao S$to je veé

navedeno, u prethodnim istrazivanjima naSe laboratorije pokazan je znacajan inhibitorni
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uticaj laktoze na invaziju HTR-8/SVneo Celija in vitro [213], §to implicira znacaj lektinskih
interakcija za invazivna svojsta trofoblasta. U oblasti biologije tumora postoje brojni podaci
o uticaju gal-1 na invazivnost ¢elija [186, 242, 243]. Medutim, nije postojao nijedan
direktan podatak o uceS¢u gal-1 u invaziji trofoblasta. Stoga je bilo potrebno ispitati da li je
gal-1 relevantan za proces trofoblastne invazije. Ovo ispitivanje je bilo zasnovano na in
vitro testu invazije Matrigela sa citotrofoblastnim ¢elijama izolovanim iz placenti prvog
trimestra normalne trudnoce, ili HTR-8/SVneo ¢elijama. Mogu¢i uticaj endogenog gal-1 na
invaziju trofoblastnih Celija in vitro ispitivali smo koriS¢enjem anti-gal-1 antitela koja
blokiraju funkciju gal-1, dok je moguci uticaj egzogenog gal-1 na ovaj proces ispitivan

upotrebom dve molekulske forme rhgal-1 (CS-gal-1 i Ox-gal-1).

4.6.1. Uticaj endogenog gal-1 sa ekstracelularnom lokalizacijom na invaziju

trofoblasta

Ispitivan je mogu¢i uticaj endogenog gal-1 na invazivnost izolovanog CT i HTR-

8/SVneo celija koris¢enjem anti-gal-1 antitela u in vitro testu invazije Matrigela.

4.6.1.1. Uticaj endogenog gal-1 na invaziju izolovanog CT

U testu invazije, izolovane citotrofoblastne ¢elije su inkubirane u osnovnom medijumu
koji je sadrzao 0,1% BSA sa neimunim IgG (kontrola) ili sa anti-gal-1 antitelima u
koncentraciji od 5 pg/ml. Dobijeni rezultati su pokazali da prisustvo anti-gal-1 antitela u
medijumu znacajno smanjuje invaziju (75% u odnosu na kontrolu, gde je p<0,001)
izolovanog CT (Slika 33). Dobijeni rezultati ukazuju na znacaj endogenog gal-1 za

invazivnost trofoblastnih ¢elija u in vitro uslovima.
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Izolovani CT TEST INVAZIJE 24 h
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Slika 33. Uticaj anti-gal-1 (5 pg/ml) na invaziju izolovanog CT. Dobijene vrednosti
predstavljaju srednju vrednost broja zauzetih pora + SEM 1 izraZzene su kao procenat u
odnosu na kontrolu. Reprezentativne slike obojenih membrana sa zauzetim porama
predstavljene su kvadratima iznad odgovarajucih stubi¢a. Citotrofoblastne ¢elije koriS¢ene
u ovom eksperimentu izolovane su iz devet placenti prvog trimestra normalne trudnoce.

Statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i tretmana za p<0,001 oznacena je sa ***,

4.6.1.2. Uticaj endogenog gal-1 na invaziju HTR-8/SVneo ¢elija

Ispitivali smo i mogu¢i uticaj anti-gal-1 antitela (1 1 5 pg/ml) na invaziju HTR-
8/SVneo celija. Dobijeni rezultati su pokazali da nakon 24 h obe ispitivane koncentracije
anti-gal-1 antitela podjednako smanjuju invaziju HTR-8/SVneo ¢elija (u proseku na 65%
od kontrole, gde je p<0,001) (Slika 34). U testu invazije sa izolovanim CT i HTR-8/SVneo
¢elijama pokazan je uporediv efekat anti-gal-1 antitela na invazivnost ovih ¢elija, Sto

potvrduje pretpostavku znacaja endogenog gal-1 za invazivna svojstva trofoblasta in vitro.
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Sli¢nost rezultata dobijenih na oba celijska tipa dodatno potvrduje da je HTR-8/SVneo

¢elijska linija pogodan model invazivnog trofoblasta rane trudnoce.

HTR-8/SVneo TEST INVAZIJE 24 h
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Slika 34. Uticaj anti-gal-1 antitela (1 i 5 pg/ml) na invaziju HTR-8/SVneo C{elija.
Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja zauzetih pora + SEM i izraZene su
kao procenat u odnosu na kontrolu; n>8. Reprezentativne slike obojenih membrana sa
zauzetim porama predstavljene su kvadratima iznad odgovarajucih stubica. Statisticki

znacajna razlika izmedu kontrole i tretmana za p<0,001 oznacena je sa ***,

4.6.2. Znacaj lektinskog tipa interakcija za invaziju trofoblasta

U nastojanju da se ispita znacaj lektinskog tipa interakcija za invazivna svojstva
trofoblasta in vitro, koriS€en je test invazije Matrigela sa izolovanim citotrofoblastnim

¢elijama u prisustvu laktoze, inhibitornog Secera za galektine.
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4.6.2.1.  Uticaj laktoze na invaziju izolovanog CT

Izolovane citotrofoblastne ¢elije su inkubirane u osnovnom medijumu koji je sadrzao
0,1% BSA bez (kontrola) ili sa 100 mM laktozom. Pokazano je da 100 mM laktoza
znacajno inhibira invaziju izolovanog CT (78% u odnosu na kontrolu, gde je p<0,001)
(Slika 35), sto je bilo u skladu sa rezultatom istog testa sa HTR-8/SVneo c¢elijama [213].
Svi prethodno dobijeni rezultati u funkcionalnom testu invazije (efekti anti-gal-1 antitela i
laktoze) na oba ispitivana modela (izolovani CT 1 HTR-8/SVneo ¢elije) ukazuju na znacaj
lektinskog tipa interakcija endogenih galektina, a naro€ito gal-1, za invazivne karakteristike

trofoblasta in vitro.

Izolovani CT TEST INVAZIJE 24 h

o kontrola
m 100 mM laktoza

5 140; 4 _
£ 120- “a% “asa
: b o
.g 100- ok k
2 801
§ 60 -
5 40
o
3 20
®
0

Slika 35. Uticaj 100 mM laktoze na invaziju izolovanog CT. Dobijene vrednosti
predstavljaju srednju vrednost broja zauzetih pora + SEM 1 izrazene su kao procenat u
odnosu na kontrolu. Reprezentativne slike obojenih membrana sa zauzetim porama
predstavljene su kvadratima iznad odgovarajucih stubica. Citotrofoblastne Celije koriS¢ene
u ovom eksperimentu izolovane su iz devet placenti prvog trimestra normalne trudnoce.

*#% oznacCava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana za p<0,001.
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4.6.3. Uticaj egzogenog gal-1 na trofoblastnu invaziju

U sledecem nizu eksperimenata zeleli smo da ispitamo da li pove¢ana dostupnost
funkcionalnog gal-1 u medijumu ima uticaja na invazivnost trofoblastnih celija in vitro.
Ovaj eksperimentalni pristup ima za cilj da ispita da li bi gal-1 decidualnog porekla takode
mogao da uti¢e na invazivnost EVT in vivo. U tu svrhu u in vitro testu invazije Matrigela
trofoblastne celije su tretirane dvema molekulskim formama rhgal-1. Oba koriS¢ena
proteina imaju dokazanu bioloSku aktivnost, od kojih jedan poseduje lektinsku aktivnost

(CS-gal-1), a drugi ne (Ox-gal-1) [168].

4.6.3.1. Uticaj egzogenog gal-1 na invaziju CT

Ispitivan je moguéi uticaj gal-1 dodatog u medijum na invaziju izolovanih
citotrofoblastnih ¢elija upotrebom dveju molekulskih formi rhgal-1 (CS-gal-11 Ox-gal-1) u
koncentracijama od 1 ng/ml i 1 pg/ml. Pokazano je da CS-gal-1 zna€ajno stimuliSe invaziju
izolovanog CT nakon 24 h, i da taj efekat ne zavisi od koncentracije ovog proteina.
Dobijene vrednosti su bile 151% u odnosu na kontrolu (p<0,01) pri koncentraciji CS-gal-1
od 1 ng/ml i 161% u odnosu na kontrolu (p<0,05) pri koncentraciji CS-gal-1 od 1 pg/ml
(Slika 36A). Sa druge strane, Ox-gal-1 je znacajno stimulisao invaziju izolovanih CT ¢elija
samo u 1000 puta viSoj koncentraciji (1 pg/ml), 1 ta vrednost je iznosila 192% u odnosu na
kontrolu, gde je p<0,05 (Slika 36B). Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da
povecana dostupnost funkcionalnog gal-1 doprinosi invazivnosti trofoblastnih celija in
vitro. Pored toga, stimulatorni efekat Ox-gal-1 na trofoblastnu invaziju, navodi na
pretpostavku da bi i1 nelektinski tip interakcija gal-1 mogao biti znacajan za funkcionalna

svojstva trofoblasta.
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Slika 36. Uticaj razlicitih koncentracija (1 ng/ml i 1 pg/ml) CS-gal-1 (A) i Ox-gal-1 (B)
na invaziju izolovanog CT. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja
zauzetih pora £ SEM 1 izrazene su kao procenat u odnosu na kontrolu. Reprezentativne
slike obojenih membrana sa zauzetim porama predstavljene su kvadratima iznad
odgovarajucih stubica. Citotrofoblastne ¢elije koriS¢ene u ovom eksperimentu izolovane su
iz Cetiri placente (CS-gal-1), odnosno pet placenti (Ox-gal-1). Zvezdice oznacavaju

statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana i to: * p<0,05; ** p<0,01.

4.6.3.2. Uticaj egzogenog gal-1 na invaziju HTR-8/SVneo ¢elija

Uticaj egzogenog gal-1 na invaziju trofoblastnih ¢elija in vitro, ispitivan je i na HTR-
8/SVneo celijama sa obe forme rhgal-1 u koncentraciji od 1 pg/ml. Nakon 24 h inkubacije,
CS-gal-1 sa deklarisanom lektinskom aktivnoSéu znaajno stimuliSe invaziju HTR-
8/SVneo ¢elija (317% u odnosu na kontrolu, p<0,001), dok Ox-gal-1, za koji se o¢ekuje da
nema lektinsku aktivnost takode povecava invaziju do 200% u odnosu na kontrolu,

p<0,001) (Slika 37).
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HTR-8/SVneo TEST INVAZIJE 24 h
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Slika 37. Uticaj CS-gal-1 i Ox-gal-1 (1 pg/ml) na invaziju HTR-8/SVneo C¢elija.
Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja zauzetih pora =+ SEM i izraZene su
kao procenat u odnosu na kontrolu; n=6. Reprezentativne slike obojenih membrana sa
zauzetim porama predstavljene su kvadratima iznad odgovaraju¢ih stubica. Statisticki

znacajna razlika izmedu kontrole i tretmana za p<0,001 oznacena je sa ***,

4.6.4. Znacaj lektinskog tipa interakcija za invaziju HTR-8/SVneo éelija stimulisanu

egzogenim gal-1

Zeleli smo da utvrdimo i u kojoj meri su lektinska svojstva odgovorna za uo¢ene efekte
na invaziju HTR-8/SVneo c¢elija stimulisanu egzogenim gal-1, uvodenjem u test sistem i
inhibitornog Secera laktoze. Dobijeni rezultati su pokazali da posle 24 h laktoza poniStava

stimulatorni efekat lektinski aktivnog CS-gal-1 na invaziju HTR-8/SVneo ¢elija (74% u
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odnosu na kontrolu), ali 1 stimulaciju trofoblastne invazije Ox-gal-1, koji bi trebalo da bude
bez lektinske aktivnosti (Slika 38). Ovi rezultati ukazuju na znacaj lektinskog tipa
interakcija gal-1 koji nije trofoblastnog porekla za invazivna svojstva ¢elija trofoblasta u in

vitro uslovima.

HTR-8/SVneo TEST INVAZIJE 24 h
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Slika 38. Uticaj 100 mM laktoze na invaziju HTR-8/SVneo ¢elija stimulisanu CS-gal-1
i Ox-gal-1 (1 pg/ml). Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja zauzetih pora
+ SEM 1 izraZene su kao procenat u odnosu na kontrolu. Reprezentativne slike obojenih

membrana sa zauzetim porama predstavljene su kvadratima iznad odgovarajucih stubica.
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Diferencijacija ekstravilusnog trofoblasta tokom prvog trimestra trudnoce predstavlja
kljuéni korak u formiranju funkcionalne placente coveka. Taj proces podrazumeva
postepenu transformaciju epitelnog fenotipa trofoblasta u mezenhimski (epitelo-
mezenhimska tranzicija) ili endotelni fenotip (epitelo-endotelna tranzicija), i okoncava se
trofoblastnom invazijom razli¢itih tkiva uterusa i remodeliranjem spiralnih arterija majke.
Smatra se da je vazan aspekt ove transformacije promena integrinskog profila EVT, koja
omogudéava intersticijalnu i endovaskularnu invaziju trofoblasta [38-41]. Celije EVT
poseduju mnoge karakteristike tumorskih ¢elija, medutim, za razliku od tumorskih ¢elija,
invazija EVT u zid materice je strogo regulisan i vremenski i prostorno ograni¢en proces.
Vremenski 1 prostorni okvir trofoblastne invazije definisan je nizom slozenih i specifi¢nih
interakcija EVT, kako sa razli¢itim celijama uterusa, tako i sa brojnim molekulima
decidualnog i trofoblastnog porekla u vanéelijskom prostoru. U dostupnoj literaturi postoji
mnos$tvo podataka koji ukazuju na znacaj interakcija membranskih receptora i drugih
molekula na povrsini Celije sa komponentama vancelijskog matriksa za proces celijske
invazije. Dobro je poznato i da ¢elije EVT tokom intersticijalne invazije decidue produkuju
specifican vancelijski matriks, koga Cine, izmedu ostalog i visoko glikozilovani proteini
poput LN i onfFN, fizioloskih liganada galektina-1 [2, 131, 224].

Smatra se da interakcije endogenih lektina, kao S§to su galektini sa razli¢itim
glikokonjugatima mogu imati znacajnu ulogu u nekoliko reproduktivnih procesa,
najvis$im afinitetom vezuje za glikoproteine koji sadrze granate, multivalentne N-glikane sa
ve¢im brojem LacNAc ponovaka. Galektin-1 se vezuje za brojne glikoproteine
vancelijskog matriksa koji sadrze poli-LacNAc sekvence zavisno od koncentracije [177].
Niz istrazivanja je pokazao da interakcije gal-1 sa receptorima na ¢elijskoj membrani, kao i
sa glikoproteinima vancelijskog matriksa igraju znacajnu ulogu u mnogim celijskim
procesima, ukljucujuci i ¢elijsku adheziju, migraciju i invaziju [159, 178-183, 244]. Povrh
toga, rezultati ispitivanja u oblasti biologije tumora ustanovili su direktnu vezu izmedu gal-
1 1 invazivnosti ¢elija [186, 239, 243]. Poirier i saradnici su pokazali da trofektoderm
preimplantacione blastociste miSa eksprimira gal-1, medutim mutanti koji nisu mogli da

sintetiSu ovaj lektin su i dalje bili vijabilni 1 fertilni [117, 201, 219, 220], iako su uocene
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neke anomalije nervnog sistema tokom razvica [202]. Ipak, novije in vivo studije su
ustanovile znacajnu ulogu gal-1 u odrzavanju trudno¢e misa [150, 221]. Pokazano je da
mutantni soj miSeva, koji ne eksprimira gal-1 ima povecanu stopu neuspesnih trudnoca u
odnosu na divlji soj, kao i da tretman ovih mutanata rekombinantnim gal-1 sprecava
gubitak fetusa [221]. Smatra se da ovaj lektin kao potentni imunomodulator moze biti
znaCajan posrednik u komunikaciji izmedu imunskog i endokrinog sistema, a koja je
klju¢na za uspesSnost trudnoce [150, 221]. O ulozi gal-1 u trofoblastu coveka nije bilo
mnogo dokumentovanih podataka. Imunohistohemijska bojenja su pokazala da ¢elije EVT
coveka diferencijalno eksprimiraju gal-1 duz svog invazivnog puta diferencijacije [206-
210]. Potvrdena je i ekspresija ovog lektina u endometrijumu, kao i1 u decidui tokom rane
trudnoce [170, 208]. Pored toga, pokazano je da dolazi do promena u obrascu ekspresije
gal-1 u razli¢itim patoloskim stanjima koja ukljucuju trofoblast [210, 217, 218]. In vitro
istrazivanja na modelu trofoblasta ¢oveka (horiokarcinomska linija BeWo) su pokazala
znacajan inhibitorni uticaj ovog lektina na proliferaciju BeWo celija [227]. Medutim,
moguci uticaj gal-1 na procese Celijske adhezije, migracije 1 invazije trofoblasta coveka,
koji su klju¢ni za formiranje funkcionalne placente, bio je nedovoljno ispitan. U ranijim
istrazivanjima nase laboratorije pokazan je negativan uticaj laktoze (inhibitornog Secera za
lektinski tip interakcija galektina) na invazivnost HTR-8/SVneo ¢elija in vitro [213], Sto bi
moglo da ukaZe na znacaj interakcija glikokonjugata i galektina za Celijsku invaziju. Na
osnovu svega navedenog, pretpostavljeno je da bi gal-1 mogao da uti¢e na funkcionalna
svojstva trofoblasta.

Za ispitivanja u ovom radu koriS¢ene su citotrofoblastne Celije izolovane iz placenti
prvog trimestra normalne trudnoce, trofoblastna celijska linija HTR-8/SVneo i
horiokarcinomska ¢elijska linija JAr. Izolovani citotrofoblast u primarnoj kulturi, pri nas§im
eksperimentalnim uslovima pokazuje karakteristike invazivnog ekstravilusnog trofoblasta.
S obzirom na ¢injenicu da izolovane CT ¢elije ne proliferiSu u kulturi, bilo je neophodno za
potrebe ovog istrazivanja prevazi¢i ograni¢enja primarne kulture citotrofoblasta
koriS¢enjem imortalizovane trofoblastne celijske linije HTR-8/SVneo. Ova ¢elijska linija
dobijena je transfekcijom ekstravilusnog trofoblasta Coveka prvog trimestra trudno¢e SV40

T antigenom [78, 233], i koristi se za ispitivanja regulatornih mehanizama migracije i
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invazije trofoblasta [245-247]. Horiokarcinomska celijska linija JAr poseduje odredene
morfoloske 1 funkcionalne sli¢nosti sa netransformisanim trofoblastnim celijama [248].
Prethodna istraZivanja naSe laboratorije su pokazala da je gal-1 prisutan u izolovanom CT,
HTR-8/SVneo i1 JAr celijama [212, 213]. Za ispitivanja u ovom radu su po prvi put
koriS¢ena poliklonska antitela prema gal-1 koja blokiraju i funkciju gal-1, §to je pokazano u
drugim model sistemima. Tako su Horie i saradnici pokazali da ova antitela neutraliSu
stimulatorni efekat gal-1 na regeneraciju aksona perifernih nerava pacova posle aksotomije
in vivo 1 in vitro [230]. Eksperimantalnim pristupom koris¢enim u ovom radu bili smo u
mogucénosti da ispitamo znacaj iskljuCivo ekstracelularnog gal-1. Preliminarnim
ispitivanjima u ovom radu je pokazano da su koriS¢ena antitela funkcionalna i da imaju
kapacitet da blokiraju aktivnost ekstracelularnog gal-1 u trofoblastu. Obzirom da i sam
trofoblast produkuje gal-1, kao i1 da je poznato da intracelularni gal-1 u drugim sistemima
ima znacajne bioloSke funkcije [160, 164, 174-176], postoji moguénost da 1 intracelularni
gal-1 ostvaruje odredene funkcije i u trofoblastu, Sto medutim, nije ispitivano ovim radom.
Posto su adhezija, migracija 1 invazija celija trofoblasta klju¢ni za uspe$nu
placentaciju, primarni cilj ovog rada bio je ispitivanje znacaja gal-1 za ove procese u
trofoblastu funkcionalnim testovima in vitro. Prvu indikaciju o mogu¢em znacaju lektinskih
interakcija galektina pruzili su rezultati eksperimenata u prisustvu inhibitornog Secera
laktoze. Raniji rezultati naSe laboratorije koji su se odnosili na HTR-8/SVneo ¢elije [213],
prosireni su ovim radom i na CT. U ispitivanjima znacaja lektinskih interakcija za ¢elijsku
adheziju, koriS¢eno je vise Celijskih tipova i eksperimentalnih pristupa koji nisu u jednakoj
meri pruzili uvid u znacaj gal-1 za ovaj proces. Kao najdelotvorniji pokazao se sistem u
kome je ispitivana adhezija zavisna od supstrata, sa prethodno optimizovanim brojem celija
i vremenom inkubacije [238], Sto ujedno objasnjava i odsustvo efekta u u drugim
koriS¢enim pristupima. Jedan od ciljeva ovog rada bio je i ispitivanje odnosa povecane
dostupnosti funkcionalnog gal-1 i invazivnih karakteristika celija trofoblasta u in vitro
uslovima. Ovaj eksperimentalni pristup se zasniva na pretpostavci da gal-1 decidualnog
porekla takode moze uticati na invazivnost EVT in vivo. U tu svrhu su koriS¢ene dve
molekulske forme rhgal-1 dokazane bioloske aktivnosti, od kojih jedna poseduje lektinska

svojstva (CS-gal-1), a druga ne (Ox-gal-1) [168]. Kako bismo eliminisali mogu¢nost da
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rezultati testa invazije obuhvataju 1 posledice drugih promena, na primer, naizgled
povecana invazija bi mogla poticati od povecanog broja celija u toku eksperimenta,
ispitivan je i uticaj gal-1 na preZivljavanje trofoblastinh HTR-8/SVneo c¢elija in vitro
pomo¢u MTT testa. U in vitro testovima adhezije i invazije trofoblastne celije su
zasejavane na podlogu obloZenu sa tankim slojem Matrigela. Matrigel je adhezivni supstrat
koji je po sastavu slican vancelijskom matriksu decidualnih ¢elija (bogat je kolagenom tipa
IV, LN 1 FN), §to ga ¢ini pogodnim za navedene vrste ispitivanja. Migratorne sposobnosti
HTR-8/SVneo ¢elija su ispitivane na plasti¢noj podlozi, tj. bez prisustva supstrata, dok je
uticaj Secera na migraciju JAr ¢elija ispitivan na podlozi obloZenoj Matrigelom.

Celijska adhezija igra znacajnu ulogu u mnogim fizioloskim procesima, ukljuéujuéi i
implantaciju embriona. Adhezija cCelije za razliite komponente vancelijskog matriksa
klju¢na je za regulaciju mnogih éelijskih funkcija [249]. Celije ekstravilusnog trofoblasta u
medijalnom 1 distalnom delu ¢elijskog stuba [72, 250], kao 1 HTR-8/SVneo ¢elije u kulturi
sintetiSu vancelijski matriks bogat onfFN 1 LN, fizioloskim ligandima gal-1. Invazivni
citotrofoblast i HTR-8/SVneo ¢elije takode eksprimiraju i specifi¢ne integrinske receptore
za navedene glikoproteine vanéelijskog matriksa [72, 229, 251]. Galektini koji se izlu¢uju
van celije, kao §to je gal-1 mogu da formiraju uredene molekulske strukture tzv. galektin-
glikan reSetke sa odgovaraju¢im glikokonjugatima. Obrazovanjem ovakvih reSetki,
galektini mogu grupisati specificne glikoproteine i pokrenuti razliCite signalne kaskade
[123, 150]. Pokazano je da gal-1, kao matricelularni protein moZe dvojako modulirati
¢elijsku adheziju (inhibicija ili stimulacija), kako normalnih, tako i tumorskih celija. Ova
modulacija izmedu ostalog podrazumeva i povezivanje integrinskih receptora preko dgal-1
sa glikoproteinima vancelijskog matriksa, kao §to su LN 1 FN [178, 180-183]. Postavljena
je hipoteza da bi endogeni gal-1 vezujuéi se za membranske glikoproteine i/ili glikoproteine
vancelijskog matriksa mogao uticati i na adheziju ekstravilusnog trofoblasta. U in vitro
testu adhezije koji je koris¢en u ovom radu je pokazano da anti-gal-1 antitela, kao i
inhibitorni Secer laktoza nemaju znacajan uticaj na adheziju HTR-8/SVneo celija za
Matrigel. Medutim, novija istrazivanja naSe laboratorije su ipak pokazala izvestan znacaj
interakcija lektinskog tipa za adheziju HTR-8/SVneo ¢elija na drugim suspstratima [238].

Tako je pokazano da laktoza znacajno inhibira adheziju HTR-8/SVneo ¢elija za plastiku i
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kolagen tipa I. Bilo je ocekivano da se slican efekat u testu adhezije ponovi i koris¢enjem
anti-gal-1 antitela kao tretmana, medutim, prisustvo anti-gal-1 antitela u medijumu je
znacajno stimulisalo adheziju ovih ¢elija za plastiku, kolagen tipa I i fibronektin [238]. Ova
suprotnost izmedu efekata inhibitornog Secera laktoze i anti-gal-1 antitela na adheziju
trofoblastnih ¢elija in vitro verovatno je posledica povecanja broja i slozenosti interakcija
kada se u test sistem uvedu i anti-gal-1 antitela. Stoga postoji mogu¢nost da u ovakvom
eksperimentalnom modelu anti-gal-1 antitela dodatno ojacavaju postojece adhezivne
komplekse interagujuc¢i sa svakim od elemenata. U slucaju horiokarcinomske linije JAr,
efekti laktoze i anti-gal-1 antitela na adheziju ovih celija za Matrigel donekle su se
razlikovali od efekata dobijenih za HTR-8/SVneo ¢elije. Medutim, ovo neslaganje moze
biti posledica razlika izmedu ova dva celijska tipa u pogledu prisutnih proteina na
membrani ili u vancelijskom matriksu, 1/ili razli¢itog porekla ovih ¢elijskih linija (normalni
invazivni trofoblast, nasuprot transformisanom trofoblastu horiokarcinoma u sluc¢aju JAr
¢elija).

Celijska migracija se odvija kroz naizmeniéno uspostavljanje i raskidanje veza ¢elije
sa supstratom i dinami¢nu reorganizaciju aktinskog citoskeleta. Stoga celijska migracija
prvenstveno zavisi od repertoara adhezivnih molekula na povrsini Celije, sastava supstrata,
odnosno vancelijskog matriksa, zatim jacine vezivanja specifi¢nih receptora za komponente
matriksa, kao 1 modulacije ovih interakcija drugim molekulima. U literaturi postoji niz
podataka o uce$¢u gal-1 u migraciji normalnih i kancerskih ¢elija. Pokazano je da gal-1
utie na migraciju glatkih migiénih celija [178], Svanovih ¢elija [252], pigmentnih éelija
retine [253], endotelnih c¢elija [254], dendriticnih celija [255] 1 leukocita [256-258].
Moiseeva 1 saradnici su predlozili da se efekat gal-1 na migratorne sposobnosti
glatkomiSi¢énih Celija najverovatnije ostvaruje kroz interakcije ovog lektina sa LN, FN i
alBl integrinom [178]. Posto je utvrdeno da invazivni trofoblast, kao 1 HTR-8/SVneo celije
u kulturi produkuju LN i onfFN, i eksprimiraju alB1 integrin, postoji moguénost da gal-1
na sli¢an nacin utice i na trofoblastnu migraciju. Pored toga, pokazano je i da tretman ovih
¢elija laktozom nema znaCajan efekat na njihove migratorne sposobnosti u in vitro
uslovima. Medutim, u drugacijem testu migracije, kada je podloga bila oblozena tankim

slojem Matrigela, laktoza je inhibirala migraciju horiokarcinomskih JAr ¢elija. Tako se ovaj
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efekat moze tumaciti kao rezultat fenotipskih razlika izmedu dva celijska tipa, ipak, ne
treba iskljuciti 1 moguénost da interakcije lektinskog tipa endogenih galektina, a narocito
gal-1 uti€u na migratorna svojstva trofoblasta na nekim specificnim supstratima.

U fokusu ovog rada bilo je ispitivanje moguce uloge gal-1 u invaziji trofoblasta
coveka. Brojni rezultati su ukazivali na mogucénost ucesc¢a gal-1 u ovom procesu. Pre svega,
oni su se odnosili na obrazac ekspresije gal-1 u trofoblastu in vivo i in vitro [206-213],
poviSen nivo ekspresije gal-1 u trofoblastnim malignim bolestima [210], sintezu ovog
lektina 1 u decidualnoj stromi [170], sli¢nu lokalizaciju gal-1 sa njegovim fizioloskim
ligandima, LN 1 onfFN u placenti [224], inhibitorni uticaj laktoze na invaziju HTR-
8/SVneo celija in vitro [213], kao 1 pozitivnu korelaciju izmedu ekspresije gal-1 i
invazivnosti tumorskih ¢elija [186, 243]. PoSto gal-1 sintetiSu i ekstravilusne trofoblastne i
decidualne stromalne ¢elije in vivo u ovom radu je ispitivan mogucéi uticaj kako endogenog,
tako 1 egzogenog gal-1 na invazivna svojstva trofoblasta in vitro. Ovim radom je po prvi
put pokazan funkcionalni znacaj nekog od galektina za invaziju ekstravilusnog trofoblasta
in vitro, kvalifikuju¢i gal-1 za vaznog C€lana grupe molekula koji omogucavaju invaziju
trofoblasta. Dobijeni rezultati su pokazali da blokiranje endogenog gal-1 anti-gal-1
antitelima znacajno inhibira invaziju, kako izolovanog CT, tako i HTR-8/SVneo ¢elija, §to
se ne moze dovesti u vezu sa nepovoljnim uticajem antitela, posSto anti-gal-1 antitela nisu
imala statisticki znacajan uticaj na prezivljavanje HTR-8/SVneo ¢elija. Pored toga, pokazan
je 1 znacajan inhibitorni uticaj laktoze na invaziju izolovanih citotrofoblastnih ¢elija, Sto je
bilo saglasno sa prethodno dobijenim rezultatom za HTR-8/SVneo ¢elije i ukazuje na
znacaj lektinskog tipa interakcija endogenih galektina za trofoblastnu invaziju in vitro. U
daljim istraZivanjima utvrden je i znacaj egzogenog gal-1 za invazivnost trofoblastnih ¢elija
in vitro. Tako je pokazano da povecano prisustvo funkcionalnog gal-1 u medijumu
znacajno stimuliSe invaziju izolovanog CT 1 HTR-8/SVneo Celija. Najvecu stimulaciju na
invaziju trofoblasta imao je CS-gal-1 (¢ak i pri koncentraciji od 1 ng/ml), dok je efekat Ox-
gal-1 bio statisticki znacajan samo u 1000 puta viSoj koncentraciji (1 pg/ml), $to ukazuje na
znacaj lektinskog tipa interakcija gal-1 za ovaj proces. Ova tvrdnja je i dodatno potvrdena
poniStavanjem stimulatornog efekta CS-gal-1 na invazivnost HTR-8/SVneo ¢elija u

prisustvu laktoze. Bioloski efekti gal-1 koji zavise od njegove molekulske forme, odnosno
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lektinskih svojstava opisani su 1 u drugim sistemima. Tako su Inagaki i saradnici pokazali
da oksidovani gal-1 (ne poseduje lektinska svojstva) potpomaze inicijalnu regeneraciju
aksona perifernih nerava, dok CS-gal-1 (mutantni protein sa lektinskom aktivnosc¢u) nije
znacajno uticao na ovaj proces [168]. Pored svega navedenog, saglasnost rezultata
dobijenih u testu invazije sa izolovanim citotrofoblastom i HTR-8/SVneo ¢elijama pruza i
dodatnu potvrdu da je ¢elijska linija HTR-8/SVneo pogodan model invazivnog trofoblasta
rane trudnoce.

Galektin-1 podsti¢e proliferaciju ¢elija u razliCitim tkivima (krvni sudovi, slezina,
jetra), medutim u nekim drugim, gal-1 ostvaruje suprotno dejstvo (neuroblast, stromalne
¢elije kostne srzi) [193-197]. U nekim slucajevima, uticaj gal-1 na proliferaciju zavisi od
njegove koncentracije. Tako je pokazano da visoke koncentracije gal-1 inhibiraju ¢elijsku
proliferaciju, dok niske koncentracije gal-1 stimuliSu ovaj proces [191, 192]. Jeschke i
saradnici su pokazali da gal-1 izolovan iz placente inhibira proliferaciju horiokarcinomskih
BeWo ¢elija in vitro [227]. Kako su stimulatorni efekti CS-gal-1 i Ox-1 na invaziju
trofoblasta mogli biti i1 rezultat uticaja ovih proteina na proliferaciju ¢elija, ova moguénost
je ispitana u istim eksperimentalnim uslovima pomocu testa Celijske vijabilnosti. U ovom
ispitivanju koris¢ene su samo HTR-8/SVneo celije, poSto izolovani citotrofoblast ne
proliferiSe u kulturi. Dobijeni rezultati su pokazali da obe molekulske forme rhgal-1 u svim
ispitivanim koncentracijama znafajno povecavaju metaboli¢ku aktivnost HTR-8/SVneo
¢elija, sugeriSuéi da dolazi do stimulacije proliferacije. Medutim, dalja ispitivanja naSe
laboratorije su pokazala da ovaj stimulatorni efekat CS-gal-1 i Ox-gal-1 na prezivljavanje
HTR-8/SVneo c¢elija nije bio posledica stimulacije proliferacije ili smanjenja apoptoze
[238]. Istrazivanja na drugim celijskim tipovima su takode pokazala da gal-1 mozZe uticati
na prezivljavanje ¢elija, bez stimulacije proliferacije [259].

Zbog cCinjenice da se obrasci ekspresije, kao i funkcije galektina Cesto znatno
preklapaju, bilo je neophodno utvrditi galektinski profil invazivnog trofoblasta. Od 11
ispitivanih galektina ¢oveka ustanovljena je ekspresija gal-1, -3 1 -8 na nivou RNK i
proteina u izolovanom citotrofoblastu i ¢elijskoj liniji HTR-8/SVneo. Stoga je ovim radom
po prvi put utvrden galektinski profil invazivnog trofoblasta, a tako je otkriven i do sada u

trofoblastu neidentifikovani ¢lan galektinske familije, gal-8 [238]. Ekspresija gal-8 u
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izolovanom citotrofoblastu i HTR-8/SVneo ¢elijama potvrdena je i imunocitohemijskim
bojenjem, pri ¢emu je gal-8 bio lokalizovan iskljuc¢ivo u citoplazmi ovih ¢elija. Ovaj
rezultat je potvrden i u ispitivanjima lokalizacije gal-1, -3 1 -8 u invazivnom trofoblastu in
vitro od strane nase laboratorije koris¢enjem protocne citofluorimetrije [238]. Dobijeni
rezultati protocne citofluorimetrije su pokazali da od tri ispitivana galektina, samo gal-1
ima vancelijsku lokalizaciju, §to moZe objasniti relativno veliki uticaj blokiranja gal-1 na
trofoblastnu invaziju i dodatno utemeljuje tvrdnju iznesenu na osnovu rezultata ovog rada,
da je gal-1 vaZzan ¢lan grupe molekula koji omogucéavaju invaziju trofoblasta in vitro.
Daljim istrazivanjima u okviru ovog rada je po prvi put utvrdena i distribucija gal-8 u tkivu
normalne placente prvog trimestra. Imunohistohemijskom analizom je pokazano da gal-8
eksprimiraju kako vilusni trofoblast, tako i ekstravilusni trofoblast. Pored toga, pokazana je
1 ekspresija ovog lektina u decidualnim stromalnim celijama 1 epitelnim celijama
decidualnih zlezda. Uporednom analizom utvrdeno je znatno preklapanje obrazaca
ekspresije gal-1, -3 1 -8 unutar normalne placente prvog trimestra, a narocito se to odnosi na
imunolokalizaciju ovih galektina u ekstravilusnom trofoblastu. Tako su citotrofoblastne
¢elije medijalnog 1 distalnog dela ¢elijskog stuba intenzivno obojene na ova tri galektina
(gal-1, -3, -8), dok je njihova ekspresija u intersticijalnom i endovaskularnom trofoblastu
drasticno smanjena. U ovom radu nije ispitivan mogu¢i znacaj gal-8 za funkcionalna
svojstva trofoblasta, medutim na osnovu rezultata dobijenih u drugim model sistemima
[260, 261], moglo bi se ocekivati da gal-8 utiCe na razliite procese u trofoblastnim
¢elijama. Poznato je da gal-8 ostvaruje svoje funkcije kako unutar ¢elije, tako i1 na povrSini
¢elije, odnosno u vancelijskom prostoru [149]. Kada se izlucuje van ¢elije, gal-8 mozZe
uticati na Celijsku adheziju [262, 263], migraciju [261], proliferaciju [264] i apoptozu [265].
Iako imunocitohemijskim bojenjima nije pokazana vancelijska lokalizacija gal-8 u ¢elijama
trofoblasta gajenim u kulturi, ipak, postoji moguénost da nesto drugaciji uslovi gajenja ovih
¢elija 1 drugaciji eksperimentalni pristupi omogucée sagledavanje znacaja ekstracelularnog
gal-8. U tom sluc¢aju mogle bi se ocekivati interakcije gal-8 sa razli¢itim ligandima na
povrsini ¢elije 1/ili u vancelijskom matriksu, pa samim tim i uticaj na funkcije trofoblasta.
Neophodna su dalja istrazivanja kako bi se obezbedio bolji uvid u mogucu ulogu drugih

eksprimiranih galektina u trofoblastu coveka.
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U ovom radu nije ispitivan mehanizam uticaja gal-1 na invazivnu sposobnost ¢elija
trofoblasta in vitro. Ranija istraZivanja naSe laboratorije su pokazala poviSen nivo
ekspresije gal-1 u trofoblastnim malignim bolestima [210]. Brojne studije su utvrdile
povezanost povisene ekspresije gal-1 sa invazivnos¢u kancerskih ¢elija. Tako je pokazano
da potpuno blokiranje ekspresije gal-1 na nivou RNK u visoko invazivnim kancerskim
¢elijama znacCajno inhibira njihovu invaziju [243, 265]. Utvrdeno je i da prekomerna
ekspresija gal-1 u celijama oralnog karcinoma znacajno povecava ekspresiju i aktivnost
MMP-2 i -9 u in vitro uslovima [243]. Ispitana je moguénost da se ovakav mehanizam
dejstva gal-1 ostvaruje i u trofoblastnoj invaziji, ali preliminarni rezultati naSe laboratorije
nisu pokazali znacajan uticaj ovog lektina na ekspresiju i aktivnost MMP-2 1 -9 u HTR-
8/SVneo celijama in vitro. U dostupnoj literaturi postoje podaci i o direktnoj vezi izmedu
hipoksije, ekspresije gal-1 i invazivnosti karcinomskih celija [266], §to moze biti od
posebnog znacaja za potpunije shvatanje uloge gal-1 u invaziji trofoblasta. Ta pretpostavka
se pre svega zasniva na Cinjenici da se tokom rane trudnoce diferencijacija i invazija
trofoblasta odvijaju upravo u hipoksi¢nim uslovima. Znacaj hipoksije za
diferencijaciju/invaziju trofoblasta pokazan je u nekoliko studija [108, 115, 267]. Potencijal
gal-1 da na povrsini Celije obrazuje karakteristicne supramolekulske strukture sa razliitim
glikokonjugatima mogao bi u slucaju trofoblasta rezultovati grupisanjem specifi¢nih
membranskih receptora i pokretanjem brojnih signalnih kaskada. Ipak, sve ove hipoteze
potrebno je detaljno ispitati na celijskom i molekulskom nivou kako bi se razumeo
mehanizam dejstva gal-1 na trofoblastnu invaziju.

Rezultati dobijeni u okviru ovog rada predstavljaju dobru osnovu za dalja ispitivanja
bioloSkog znacaja kako samog gal-1, tako i drugih ¢lanova galektinske familije koji su
eksprimirani u zoni interakcije majke i fetusa za funkcionalna svojstva trofoblasta coveka.
Koris¢enje drugacijih eksperimentalnih metoda i istrazivanje molekulskih mehanizma
regulacije ekspresije i aktivnosti ovih lektina omogucilo bi potpunije razumevanje njihove
uloge u procesima adhezije, migracije i1 invazije trofoblasta in vivo, kao kljucnih koraka u

formiranju funkcionalne placente coveka.



ZAKLJUCCI



Po prvi put je pokazan funkcionalni znafaj nekog od galektina za invaziju
ekstravilusnog trofoblasta in vitro, kvalifikujuéi gal-1 za vaznog c¢lana grupe

molekula odgovornih za invazivnost trofoblasta ¢oveka.

Pokazano je da endogeni gal-1 ucestvuje u invaziji trofoblasta in vitro, kao 1 da
dodatni raspolozivi gal-1 stimuliSe ovaj proces. Dobijeni podaci ukazuju da bi i u
uslovima in vivo gal-1 mogao biti uklju¢en u proces trofoblastne invazije, kako

autokrinim delovanjem, tako i parakrino, $to je potrebno dodatno ispitati.

Pokazano je da se uticaj gal-1 na invazivna svojstva trofoblasta ostvaruje pre svega

njegovom lektinskom aktivnoscu.

Po prvi put je utvrden galektinski profil invazivnog trofoblasta koji ¢ine gal-1, -3 1 -8.

Pokazano je prisustvo gal-8, do sada u trofoblastu coveka neidentifikovanog ¢lana

galektinske familije.
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