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REZIME

Antifosfolipidni sindrom (APS) je autoimunsko oboljenje koje klinicki
karakteriSe ponavljana pojava tromboze i/ili poremecaji u trudno¢i, a seroloski prisustvo
antifosfolipidnih antitela (aPL). Prisustvo aPL predstavlja najces¢i steCeni faktor rizika
za gubitak trudnoce i komplikacije u trudnoc¢i. Smatra se da je glavni antigen u APS 3,-
glikoprotein I (B.GPI), evolutivno konzerviran protein, koji je po sekvenci i
konformaciji slican velikom broju proteina mikrobskog porekla. Do nedavno se
smatralo da su tromboza i inflamacija u placenti najznacajniji mehanizmi kojima aPL
ostvaruju patoloski uticaj na tok i ishod trudnoce, ali novija saznanja ukazuju da aPL
antitela direktno uticu na proces placentacije.

U ovom radu je ispitivan uticaj imunoglobulina sa specifi¢nos¢u znacajnom za
antifosfolipidni sindrom na ekstravilusni trofoblast coveka in vitro. Studija je obuhvatila
ispitivanje efekata poliklonskih aPL koja su preciS¢ena iz seruma pacijenata sa APS i
monoklonskog antitela 26 (MAb 26) prema tetanus toksoidu, koje poseduje i
specifiénost prema B,GPI. Time je omoguceno bolje razumevanje uloge heterogene
populacije aPL koja je prisutna u serumu pacijenata, kao i antitela jasno definisane
specifi¢nosti prema B,GPI u procesima koji dovode do defektne placentacije.

Ispitivanjem in vitro uticaja imunoglobulina sa specificno$¢u znac¢ajnom za APS
na invazivnost ekstravilusnog trofoblasta ¢oveka, testom celijske invazije u Matrigel,
pokazano je da aPL+ IgG i MAb 26 smanjuju invazivnost trofoblasta. Uoceni efekat
nije bio posledica smanjene vijabilnosti i proliferacije ¢elija, niti povecane apoptoze.
Oba ispitivana antitela su uticala na ekspresiju karakteristi¢nih proteina koji imaju ulogu
u celijskoj invazivnosti. Efekat aPL+ IgG na trofoblastnu invaziju je posredovan
inhibitornim delovanjem na matriksnu metaloproteinazu (MMP)-9, integrinske
subjedinice oy, as i B; i sekretovani galektin-1, dok MAb 26 svoje efekte ostvaruje
inhibitornim delovanjem na MMP-2 i -9, a; subjedinicu integrina i galektin-1.

Vezivanje aPL+ IgG i MADb 26 za ekstravilusnu trofoblastnu celijsku liniju
HTR-8/SVneo, kao i vezivanje MAb 26 za citotrofoblast (CT) izolovan iz placente
prvog trimestra, je potvrdeno imunocitohemijskom analizom. Ispitivana antitela se
vezuju za celije trofoblasta i u odsustvu egzogenog B>GPI i drugih faktora prisutnih u

fetalnom teleCem serumu, ukazujué¢i na ekspresiju endogenog B,GPI ili jo§ uvek



nedefinisanog receptora koji bi mogao da direktno vezuje antitela. Iz literature je
poznata internalizacija aPL u pojedine celijske tipove (endotelne celije, makrofage,
sinciciotrofoblast), Sto predstavlja nov koncept na osnovu koga bi aPL mogla ostvariti
patoloski efekat. Analiza HTR-8/SVneo ¢elija nakon inkubacije sa aPL+ IgG 1 MAD 26
je pokazala lokalizaciju antitela unutar celija. Broj celija kod kojih se uocava
intracelularna lokalizacija imunoglobulina, kao i intenzitet bojenja, u direktnoj je
korelaciji sa duzinom trajanja inkubacije. Internalizacija MAb 26 u HTR-8/SVneo celije
je aktivan proces koji zavisi od temperature na kojoj se inkubacija odvija, Sto ukazuje na
endocitozu kao mogu¢i mehanizam internalizacije antitela. Sa druge strane, odsustvo
internalizacije imunoglobulina koji su koris¢eni kao kontrola (aPL- IgG i mlgG)
ukazuje da proces internalizacije verovatno nije posredovan Fc receptorom. Nije uocena
zavisnost od tipa ekstravilusnih trofoblastnih celija za internalizaciju MAb 26.
Ispitivanje lokalizacije MADb 26 u odnosu na odeljke unutar celije, primenom
odgovarajucih markera, je potvrdilo unutaréelijsko prisustvo MAb 26. Nakon 2 h
najveca blizina u detektovanim signalima kod dvojnog bojenja je uo¢ena za MAD 26 i
kaveolin-1, kao i klatrin, $to ukazuje na lokalizaciju MADb 26 neposredno uz ¢elijsku
membranu.

Dobijeni rezultati predstavljaju napredak u razumevanju mehanizama i molekula
ukljucenih u patoloske promene placente pod delovanjem aPL. Pored toga, bioloski
efekat izazvan koris¢enim anti-f,GPI antitelom, obzirom na nacin njegovog nastanka

posredstvom molekulske mimikrije, otvara nove pravce u istraZzivanju autoimunosti.
Kljuéne reci: antifosfolipidna antitela, anti-f3,-glikoprotein I antitela, B,-glikoprotein I,
antifosfolipidni sindrom, placenta, molekulska mimikrija, izolovani -citotrofoblast,
HTR-8/SVneo, ¢elijska invazija, internalizacija.
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ABSTRACT

Antiphospholipid antibody syndrome (APS) is an autoimmune multisystemic
disorder clinically characterized by recurrent thrombosis and pregnancy morbidity, and
presence of antiphospholipid antibodies (aPL) in sera of affected individuals. Presence
of aPL is the most common acquired risk factor for pregnancy loss and pregnancy-
related  complications. Main antigen in APS is  By-glycoprotein I
(B2GPI), an evolutionarily conserved protein, which shows similarity in sequence and
conformation with a number of microbial proteins. Until recently, thrombosis and
inflammation were thought to be the main aPL related mechanisms leading to
complications in pregnancy. More recent findings, however, indicate that aPL can exert
direct effects of on placentation.

This research was conducted to investigate the effects of immunoglobulins with
specificity significant for APS on human extravillous trophoblast in vitro. The study
included polyclonal aPL derived from APS patients (aPL+ IgG) and monoclonal
antibody 26 (MADb 26) raised to tetanus toxoid with additional B,GPI specificity,
originating from conformational similarity between tetanus toxoid and 3,GPI.

Effects of immunoglobulins with specificity important for APS on human
extravillous trophoblast invasion in vifro were investigated using Matrigel invasion
assay. The test showed that both aPL+ IgG and MAb 26 induce a decrease in
trophoblast invasiveness, which did not result from a change in cell viability,
proliferation, or apoptosis. Both antibodies, however, did affect the expression of
characteristic proteins that are known to act as mediators of cell invasion. The aPL+ IgG
induced decrease in trophoblast invasiveness was accompanied by reduction in matrix
metalloproteinase (MMP)-9, integrin subunits o, a5 and B;, and in levels of secreted
galectin-1. Similarly, the inhibitory effect of MAb 26 on trophoblast invasion was
accompanied by a decrease in MMP-2 and -9, integrin subunit o;, and galectin-1
expression.

Immunocytochemistry revealed binding of both aPL+ IgG and MAb 26 to
extravillous trophoblast cells. The observed binding was persistent in the absence of
exogenous B,GPI and other factors derived from fetal calf serum used for cell culture.

That implies expression of endogenous >GPI, or putative receptor(s) that can bind aPL



directly. Internalization of aPL in to various cell types (endothelial cells, macrofages,
syncitiotrophoblast) has been reported, and represents a novel mechanism of aPL
induced effects. Analysis of both types of trophoblast cells following incubation with
aPL+ IgG and MAb 26 revealed intracellular localization of the antibodies in some of
the cells. Number of cells with intracellular localization of the antibodies, as well as the
staining intensity, positively correlated with the duration of incubation. MAb 26
internalization into HTR-8/SVneo cell was active and temperature dependent process
indicating involvement of endocytosis. The absence of significant internalization of
immunoglobulins used as control (aPL- IgG or mIgG) implies that the process was not
Fc receptor mediated. No cell type specific difference was observed in the
internalization of MAD 26. Further analysis of MAb 26 cell localization, using confocal
microscopy and specific markers of cell compartments, confirmed the intracellular
presence of MAb 26. After 2 h of exposure the highest proximity of the signal to the
MAD 26 was determined for caveolin-1 and clathrin coated vesicles, indicating that
MAD 26 localizes near inner side of cell membrane.

The original results presented in this study contribute to the understanding of the
mechanisms and molecules that may be involved in defective placentation induced by
aPL. In addition, the effectiveness of anti-B,GPI antibody used, likely derived through

molecular mimicry, opens new avenues in research of autoimmunity.

Key words: antiphospholipid antibodies, anti-f,-glycoprotein 1 antibodies, f»-

glycoprotein I, antiphospholipid syndrome, placenta, molecular mimicry, isolated

cytotrophoblast, HTR-8/SVneo, cell invasion, internalization.
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SKRACENICE

ABC - avidin biotin peroksidazni kompleks

aCL - antikardiolipinska antitela

APC - antigen prezentujuée éelije

aPL - antifosfolipidna antitela

aPL+ IgG - imunoglobulini izolovani iz seruma pacijenata sa antifosfolipidnim
sindromom

aPL- IgG - imunoglobulini izolovani iz seruma zdravih davalaca krvi, neimuni IgG
APS - antifosfolipidni sindrom

BeWo - horiokarcinomska ¢elijska linija BeWo

BSA - govedi serumski albumin

CCP - proteini koji ucestvuju u kontroli komplementa

CELISA - imunoenzimski test na ¢elijama

CK - citokeratin

CMV - citomegalovirus

cPLA - citosolna fosfolipaza A2

CT - citotrofoblast

DAB - 3, 3’ diamino benzidin tetrahidrohlorid

DAPI - 4', 6-diamidino-2-fenilindol

DEPC - dietilpirokarbonat

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

EGF - epidermalni faktor rasta

EVT - ekstravilusni trofoblast

FCS - fetalni tele¢i serum

Gal - galektin

H,0, - vodonik peroksid

HB-EGF - heparin-vezujuéi epidermalnom faktoru rasta-sli¢ni faktor rasta
HBYV - virus hepatitisa B

hCG - humani horionski gonadotropin

HCV - virus hepatitisa C



HGF - faktor rasta hepatocita

HIV - virus humane imunodeficijencije

HLA - humani leukocitni antigen

HRP - peroksidaza iz rena

HPL - humani placentni laktogen

HTR-8/SVneo - humana ekstravilusna trofoblastna ¢elijska linija
ICAM-1 - intracelijski adhezioni molekul-1

Ig - imunoglobulin

IGF - insulinu-sli¢an faktor rasta

IL - interleukin

IRAK - kinaza aktivirana receptorom za interleukin-1

iRNK - informaciona ribonuklinska kiselina

JAr - horiokarcinomska c¢elijska linija JAr

Jeg3 - horiokarcinomska ¢elijska linija Jeg3

LA - lupus koagulans antitela

LBPA - lizobisfosfatidna kiselina

LPS - lipopolisaharid

MAD 26 - anti-tetanus toksoid antitelo 26 sa specificnos¢u prema beta-2-glikoproteinu I
MAPK - mitogen-aktivirana protein kinaza

MHC - glavni kompleks tkivne kompatibilnosti

MMP - matriksna metaloproteinaza

MTT - 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difenil tetrazolium bromid
MyD88 - faktor mijeloidne diferencijacije 88

NF«B - nuklearni faktor kB

PAGE - poliakrilamidna gel elektroforeza

PBS - fosfatni pufer

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze

PP - ponavljani pobacaji

RPMI 1640 - medijum za gajenje HTR-8/SVneo ¢elija

RT-PCR - lan¢ana reakcija polimeraze nakon reverzne transkripcije

RQ-PCR - PCR u realnom vremenu



SDS- natrijum-dodecil-sulfat

SLE - sistemski lupus eritematosus

ST - sinciciotrofoblast

STAT - signalni transducer i aktivator transkripcije
TF - tkivni faktor

TGEF - transformisuci faktor rasta

TIMP - tkivni inhibitor matriksnih metaloproteinaza
TLR - Toll-sli¢ni receptori

TNF - faktor nekroze tumora

TTd - tetanus toksoid

VCAM-1 - vaskularni ¢elijski adhezioni molekul-1
VCM - vanéelijski matriks

VT - vilusni trofoblast

VZV - varicela zoster virus

B2GPI - beta-2-glikoprotein I
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1.1. Autoimunost

Imunski sistem se sastoji od ¢elija i molekula uklju¢enih u odbranu organizma
od stanih substanci, prvenstveno mikroorganizama. Sposoban je da prepozna i pokrene
odgovor na ogroman broj raznovrsnih stranih antigena, uz odrzavanje tolerancije prema
sopstvenim antigenima. Razlikovanje imunogena (uglavnom antigeni mikrobskog
porekla) od tolerogena (sopstveni antigeni) zavisi od prirode antigen-specificnog
limfocita, prirode antigena i nacina na koji je prezentovan imunskom sistemu (Janeway,
1992). Neophodno je razlikovati pojam autoimunskog oboljenja od autoreaktivnosti i
autoimunosti. Odredeni bazalni nivo autoreaktivnosti je uvek prisutan i ima fizioloski
znacaj za normalno funkcionisanje imunskog sistema (Dighiero i sar., 1999), dok
autoimunsko oboljenje nastaje nakon narusavanja tolerancije i pokretanja imunskog
odgovora prema sopstvenim antigenima, Sto dovodi do oStecenja tkiva.

Prvi korak u uspostavljanju tolerancije je negativna selekcija T celija koja se
odvija u timusu (centralna tolerancija), kada nezreli T limfociti koji sa visokim
aviditetom prepoznaju sopstvene antigene bivaju eliminisani u procesu koji se oznacava
kao klonska delecija (Kappler 1 sar., 1987; Sha i sar., 1988; Starr i sar., 2003).
Medutim, jedan broj autoreaktivnih T ¢elija ipak prezivljava selekciju i dospeva u
perifernu cirkulaciju (Semana i sar., 1999; Bouneaud i sar., 2000). Na perifernom nivou
tolerancija se najCesce ostvaruje ignorisanjem sopstvenih antigena (Alferink i sar., 1998;
Kurts i sar., 1998). Ukoliko dode do prepoznavanja (auto)antigena, bez odgovarajuceg
nivoa kostimulatora eksprimiranih na antigen-prezentuju¢im delijama, tolerancija se
odrzava putem funkcionalne inaktivacije (anergije) T limfocita (Jenkins i sar., 1987),
putem izmene repertoara receptora za citokine i hemokine (Charles i sar., 1999; Walker
1 Abbas, 2002) ili putem smrti zrelih T ¢elija (Watanabe-Fukunaga i sar., 1992; Strasser
i Pellegrini, 2004). Vaznu ulogu u odrzavanju periferne tolerancije imaju i regulatorne T
celije. One nastaju mehanizmom tzv. klonske diverzije do koje dolazi kada su osim
sopstvenih u timusu prikazani i strani antigeni (Itoh i sar., 1999; Jordan i sar., 2001), a
imaju ulogu u suprimiranju imunskog odgovora produkovanjem anti-inflamatornih
citokina, modulisanjem aktivacije i funkcije dendriti¢nih ¢elija i direktnom interakcijom

sa autoreaktivnim limfocitima (Shevach, 2009).



Tolerancija na nivou B celija 1 produkcije antitela obezbeduje odsustvo
imunskog odgovora prema lipidima, polisaharidima i nukleinskim kiselinama.
Uspostavljanje centralne tolerancije B c¢elija se odvija u kostnoj srzi kroz umiranje
(Nossal i Beverley, 1975) ili promenu repertoara autoreaktivnih B ¢elija (Gay i sar.,
1993; Tiegs i sar., 1993). Periferna tolerancija zrelih B limfocita se ostvaruje putem
anergije, nakon izlaganja viskim koncentracijama sopstvenog antigena u perifernom
limfnom tkivu (Nossal i Pike 1980; Goodnow i sar., 1988; Cambier i sar., 2007).
Tolerantnost B celija prema proteinima se ostvaruje zahvaljuju¢i regulatornoj ulozi T
pomo¢nickih ¢elija i prisustvu inhibitornih receptora koji, nakon S§to dode do
prepoznavanja autoantigena, pokrec¢u signalnu kaskadu koja rezultira smanjenim

pragom odgovora B ¢elija (Abbas, 2012).

1.1.1. NarusSavanje tolerancije i nastanak autoimunskih oboljenja

Narusavanje tolerancije prema sopstvenim antigenima je preduslov za nastanak
autoimunskih bolesti. Ove bolesti su uglavnom heterogene i multifaktorske, a klinicki se
ispoljavaju znatno kasnije od zapoCinjanja autoimunskih reakcija. Pripadaju
poremecajima imunskog sistema koji se oznacavaju kao bolesti preosetljivosti 1 koje
nastaju kao posledica odgovora imunskog sistema na sopstvene antigene ili
nekontrolisanog odgovora na strane antigene (Abbas i sar., 2012).

Antitela doprinose razvoju autoimunskih bolesti direktno ili u formi
imunokompleksa. Ukoliko su usmerena prema ¢elijskim ili tkivnim antigenima, imunski
odgovor se ispoljava na mestu lokalizacije antigena. Patoloski efekti imunskih
kompleksa zavise od mesta depozicije i odlika su sistemskih imunskih oboljenja. Do
oStecenja tkiva dolazi usled opsonizacije i fagocitoze sopstvenih c¢elija, aktivacije
sistema komplementa i zapaljenske reakcije nakon depozicije antitela (Davidson i
Diamond, 2001). Osim toga, vezivanje antitela za normalne ¢elijske receptore ili druge
proteine moze ometati njihovu fiziolosku funkciju (Takasu i sar., 1997; Merrill i sar.,
1999; Salemink i sar., 2000; Balasa i sar., 2000).

T limfociti dovode do oste¢enja tkiva izazivanjem kasne hipersenzitivnosti i

direktnim ubijanjem celija (O’Garra i1 sar., 1997; Thomas i Kay, 2000). Vecina



autoimunskih oboljenja nastaju kao posledica udruzenih efekata antitelima i T-¢elijama

posredovane autoimunosti (Abbas i sar., 2012).

1.1.2. Uloga genetskih i sredinskih faktora u nastanku autoimunskih oboljenja

Autoimunske bolesti, izuzimaju¢i reumatoidni artris 1 autoimuni tireoiditis, su
pojedinacno retke, ali posmatrano u celini pogadaju priblizno 5 procenata populacije u
zapadnim zemljama (Sinha i sar, 1990; Jacobson i sar, 1997). Veéina autoimunskih
bolesti ima multigensku osnovu. Ona je zasnovana na genskim polimorfizmima koji se
javljaju i u zdravoj populaciji, ali u odgovaraju¢em genetickom miljeu, tj. u kombinaciji
sa polimorfizmima u drugim genima, daju abnormalni fenotip. Polimorfizmi u
pojedinim genima, kao S§to su geni koji kodiraju za glavni kompleks
histokompatibilnosti (MHC molekule), su ve¢i nosioci rizika u poredenju sa drugim
genima (Klein i Sato, 2000). U vecini slucajeva genski lokus nosi rizik za viSe od
jednog oboljenja. Genetska predispozicija predstavlja rezultat neravnoteze protektivnih
gena i gena koji su nosioci rizika, Sto se ispoljava razli¢itom osetljivos¢u organa i
dostupnoscu autoantigena (Encinas i Kuchroo, 2000).

Uz genetsku predispoziciju, u nastanku autoimunskih poremecaja bitnu ulogu
imaju okidaci poreklom iz spoljasnje ili unutrasnje sredine: infektivni agensi, gubitak
regulatornih ¢elija, hormonalni status jedinke i vakcinacija (Noseworthy i sar., 2000;
Dahlquist, 1998; Lahita, 1999).

Mikrobski agensi imaju potencijal da dovedu do narusavanja tolerancije putem
molekulske mimikrije, poliklonske aktivacije, Sirenjem epitopa ili oslobadanjem
prethodno preuzetih antigena (Slika 1) (Oldstone i sar., 1991; Ohashi i sar., 1991;
Lehmann 1 sar., 1992; Behar i Porcelli, 1995; Horwitz i sar., 1998). Molekulska
mimikrija se, uz poliklonsku aktivaciju, smatra jednim od osnovnih mehanizama
nastanka autoimunskih bolesti. U njenoj osnovi je unakrsna reaktivnost antitela koja
nastaje kao posledica slicnosti (na nivou sekvence ili konformacije) antigena
mikrobskog porekla i autoantigena (Wucherpfennig i Strominger, 1995; Roudier i sar.,
1996). Neki od primera autoimunskih oboljenja koja u osnovi naruSavanja tolerancije
imaju molekulsku mimikriju su navedeni u Tabeli I. Kod pomenutih mehanizama se
istice odrzavanje imunskog odgovora prema sopstvenim antigenima, najverovatnije
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putem poliklonske aktivacije, tj. antigen-nespecificne stimulacije celija imunskog

sistema (Albert i Inman, 1999).

Tabela I. Primeri autoimunskih oboljenja koja u osnovi narusavanja tolerancije
prema sopstvenim antigenima imaju molekulsku mimikriju

Oboljenje Imunogen Autoantigen Referenca
Guillain-Barre- | lipopolisaharid gangliozid Yuki, 1999
ov sindrom Camphylobacter
jejuni
Dijabetes melitus | peptidi poreklom od dekarboksilaza Kukreja i
tip I Coxsackie virusa P2-  glutaminske kiseline Maclaren, 2000
C
Multipla peptidi poreklom od mijelin bazni protein  Wucherpfennig i
skleroza Epstain- Barr virusa, Strominger, 1995

virusa influence tipa A

1 humanog papiloma

virusa

Pored infektivnih aganesa, i neinfektivni agensi se mogu ponasati poput haptena

1 inicirati autoimunski odgovor (Arndt i sar., 1999). Razvoju autoimunskih oboljenja

doprinose i1 poremecaji u imunskom sistemu, kao $to su disregulacija idiotipske mreze

(Jerne, 1984) i poremecaji u apoptozi limfocita (Emlen i sar., 1994).
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Slika 1. Uloga infektivnih agenasa u nastanku autoimunosti: A. Znacaj sli¢nosti u
strukturi i/ili funkciji izmedu proteina mikrobskog porekla i sopstvenih antigena u
narusavanju tolerance T i B-celija; B. Infektivni agensi mogu dovesti do oSte¢nja tkiva
Sto rezultira ,,Sirenjem epitopa‘“ (epitope spreading), kada do tada zaSti¢eni autoantigeni
bivaju preuzeti od strane APC i prezentovani T-limfocitima; C. Prisustvo patogenih
antigena moze rezultirati nastankom superantigena koji stimuliSu autoreaktivne T-Celije;
D. Prisustvo patogenih antigena moze indirektno dovesti do antigen-nespecificene
aktivacije autoreaktivnih T-¢elija i posledi¢nog ostecena tkiva, na osnovu tzv. ,.efekta
posmatraca‘“ (bystander activation)

APC-antigen prezentujuéa ¢elija, Th (helper T cell)- pomoénicka T-¢elija (preuzeto, sa
izmenama, iz Sfriso i sar., 2010).



Pojava autoimunskih bolesti je dovedena u vezu sa nizom vakcina: protiv
tetanusa, difterije, polia, malih boginja, rekombinantne vakcine protiv hepatitisa B,
vakcine protiv rubele, zauski i drugih. Veza imedu vakcinacije i pojave autoimunskih
bolesti nije nedvosmisleno utvrdena, ali se pretpostavlja da bi kod pojedinih osoba
ulogu u narusavanju tolerancije mogla da ima molekulska mimikrija antigena
koris¢enog u vakcini. Imunizacija kod podloznih osoba moze dovesti do nastanka i
depozicije imunskih kompleksa i posledicnog oste¢enja tkiva, a ne moze se iskljuciti ni
znacaj adjuvansa koriS¢enog pri vakcinaciji, koji bi mogao dovesti do poliklonske

aktivacije (Shoenfeld i Aron-Maor, 2000).

1.2.  Antifosfolipidni sindrom

1.2.1. Istorijat, klinicki i dijagnostic¢ki parametri

Antifosfolipidni sindrom (APS) je multisistemsko autoimunsko oboljenje koje
klini¢ki karakteriSe ponavljana pojava tromboze i/ili poremecaji u trudno¢i, a seroloski
prisustvo antifosfolipidnih antitela (aPL). Njegova ucestalost u populaciji iznosi oko 1%
(Hughes i sar., 1986).

Prvo otkriveno antifosfolipidno antitelo je bilo komplement fiksirajuce antitelo
detektovano kod pacijenata sa sifilisom (Wassermann i sar., 1906). Pangborn (1941) je
pokazao da je re¢ o antitelu koje reaguje sa mitohondrijalnim fosfolipidom-
kardiolipinom. Masovno kori$¢enje testa zasnovanog na detekciji antikardiolipinskih
antitela (aCL) u dijagnostici sifilisa je ukazalo na postojanje velikog broj pacijenata sa
sistemskim lupusom eritematosusom (SLE) koji imaju prisutna antikardiolipinska
antitela bez drugih seroloskih markera sifilisa (Haserick 1 Long, 1952). Imunotest na
¢vrstoj fazi, razvijen 1983. godine, je omogucio osetljiviju i precizniju detekciju aCL
kod pacijenata sa SLE i rezultati testiranja su posledi¢no doveli u vezu aCL sa lupus
antikoagulans antitelima (LA) i trombozom (Harris i sar., 1983). Pocetkom devedesetih
godina XX veka dve grupe istrazivaa otkrile su da vezivanje pojedinih aCL za
kardiolipin zavisi od prisustva fosfolipid-vezujuceg proteina iz plazme, [3,-glikoproteina
I (B2GPI) (Galli 1 sar., 1990; McNeil i sar., 1990). To je omogucilo razlikovanje aCL
poreklom od pacijenata koji imaju SLE ili APS, kao B,GPI-zavisnih, od antitela koja se
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detektuju kod pacijenata sa sifilisom ili drugim infektivnim bolestima, ¢ije vezivanje za
kardiolipin ne zavisi od prisustva 3,GPI kao kofaktora, ili je ¢ak inhibirano u njegovom
prisustvu (Hunt i sar., 1992). Takode su otkrivena autoantitela koja direktno vezuju
B2GPI, u odsustvu fosfolipida (Arvieux i sar., 1991).

Pored vaskularne tromboze i poremecaja u trudno¢i, APS obuhvata i tzv. ne-
kriterijumske manifestacije koje ukljucuju komplikacije u trudno¢i (preeklampsija,
hipertenzija), trombocitopeniju, neuroloske manifestacije (horea, epilepsija, migrena,
demencija i druge), oboljenja sréanog zalistka i druge kardioloske manifestacije, kozne
manifestacije (livedo retikularis, gangrenozni ulceri, ulceri na nogama i sl.) i ubrzan
nastanak ateroskleroze (Cervera i sar., 2002; Erkan i Lockshin, 2010).

U okviru antifosfolipidnog sindroma mogu se razlikovati dva podtipa.
,»Primarni‘ APS se definiSe kao antifosfolipidni sindrom kod pacijenata kod kojih nije
prisutno joS neko oboljenje. ,,Sekundarni APS je udruzen sa drugim oboljenjima, bilo
da su autoimunska ili ne. Zasebnu grupu €ini tzv. ,katastroficni* APS, koji karakteriSe
istovremena pojava tromboti¢nih epizoda koja zahvata bar tri organska sistema i ¢esto
ima smrtni ishod (Hughes i sar., 1986).

Prva jedinstvena preporuka za dijagnozu APS je bio Saporo (Sapporo)
kriterijum, donet 1998. godine (Wilson i sar., 1999). Revizija postojec¢ih kriterijuma je
uradena 2006. godine i donete su nove smernice koje su navedene u Tabeli II (Miyakis
isar., 20006).

Antifosfolipidna antitiela se detektuju ELISA testovima (za detekciju aCL, anti-
B2GPI, anti-protrombin i drugih antitela) i testom produzene koagulacije (LA test)
(Fischetti i sar., 2005; Pierangeli i sar., 2007). Pored znacaja aPL za dijagnostiku
antifosfolipidnog sindroma, vazno je da antitela i direktno ucestvuju u patogenezi. Jos
uvek je otvoreno pitanje da li razliCite podpopulacije aPL imaju drugacije patoloske

manifestacije i klini¢ki znacaj.



Tabela II: Kriterijumi prema kojima se dijagnostikuje APS (Miyakis i sar., 2006)

Klinicki kriterijumi

Vaskularna tromboza
= >] klinicke epizode koja ukljucuje arterijsku, vensku ili trombozu
malih krvnih sudova, u bilo kom tkivu ili organu
= tromboza mora biti histopatoloski potvrdena
= tromboza mora biti prisutna bez znacajnih dokaza inflamacije u zidu
krvnog suda
Komplikacije u trudnodi
= >1 neobjaSnjene smrti morfoloSki normalnog fetusa (utvrdeno
prethodnim ultrazvu¢nim pregledom ili direktnim pregledom fetusa) u
ili pre 10-te nedelje gestacije
= >] prevremenog rodenja morfoloski normalnog fetusa pre 34-te
nedelje gestacije zbog eklampsije, teSke preeklapsije ili placentne
insuficijencije
= >3 neobjaSnjena uzastopna pobacaja pre 10-te nedelje gestacije, gde
kao uzrok mogu biti iskljuceni anatomski ili hromozomalni poremecaji

majke i oca

Laboratorijski kriterijumi

Lupus antikoagulans
= prisutan u plazmi u >2 slucaja medusobno vremenski udaljena bar
12 nedelja, detektovano u skladu sa smernicama Internacionalnog
Drustva za Trombozu i Hemostazu
Antikardiolipinska antitela IgG i/ili IgM izotipa
= prisutna u serumu ili plazmi u srednjem ili visokom titru u vise od
dva slucaja medusobno vremenski udaljena bar 12 nedelja, mereno
standardizovanim ELISA testom
Anti-B,GPI antitela IgG i/ili IgM izotipa
= prisutna u visokom titru u serumu ili plazmi u >2 slucaja
medusobno vremenski udaljena bar 12 nedelja, mereno

standardizovanim ELISA testom




Terapija tromboze u APS obuhvata antikoagulantne lekove, varfarin,
nefrakcionisani heparin i heparin niske molekulske mase i traje dozivotno. Varfarin i
aspirin se koriste i kao preventivna terapija kako bi se sprecile tromboembolijske
komplikacije kod pacijenata. Kod pacijentkinja sa APS, terapija izbora tokom trudnoce

su nefrakcionisani heparin, heparin niske molekulske mase i aspirin (Lim i sar., 2006b).

1.2.2. Antifosfolipidna antitela

Antifosfolipidna antitela su heterogena antitela IgG, IgM i IgA klase. Usmerena
su direktno prema anjonskim fosfolipidima i/ili prema fosfolipid/proteinskom
kompleksu. Fosfolipidni antigeni su fosfatidilserin, fosfatidilinozitol,
fosfatidiletanolamin i lizobisfosfatidna kiselina (LBPA) (Schick i sar., 1976; Galve-de
Rochemonteix i sar., 2000). Glavni antigen u antifosfolipidnom sindromu je 3,GPI, koji
deluje kao neophodni kofaktor za vezivanje fosfolipida i kao nezavisni antigen (Galli 1
sar., 1990; McNeil i sar., 1990; Gharavi i1 sar., 1992). Vezivanje antifosfolipidnih
antitela za fosfolipide moZe zavisiti od aneksina V, protrombina i proteina Z, a antitela
mogu biti usmerena i direktno prema ovim proteinima. Antifosfolipidna antitela
prisutna u cirkulaciji pacijenata su meSavina antitela usmerenih prema B,GPI, koja
zajedno sa antitelima na protrombin ¢ine vise od 90% aPL, i fosfolipidne epitope koji su

stabilizovani interakcijom sa drugim proteinima (Roubey, 1994).

1.2.2.1.  Prirodna antifosfolipidna antitela

Ucestalost ne-patoloskih aPL kod zdravih osoba je 4,7% kod mladih osoba i ¢ak
do 52% kod starijih (Durrani i sar., 2002). Javljaju se kao prolazna posledica infekcije
(Chamley i sar., 1991) ili mogu biti konstantno prisutna u niskom titru kod pacijenata sa
hroni¢nim infekcijama (HIV, HBV, HCV 1 dr.), malignitetom i kod pacijenata na
hemodijalizi (Greaves i sar., 2000). Prirodna aPL vecinom pripadaju IgM izotipu i
direktno se vezuju za neutralne i anjonske fosfolipide, bez potrebe za kofaktorom
(Greaves 1 sar., 2000). Na osnovu prisustva aPL (prvenstveno anti-B,GPI) sekretujucih
memorijskih B ¢elija kod zdravih osoba (Lieby i sar., 2003) pretpostavlja se da bar deo
antitela pripada repertoaru prirodnih polireaktivnih antitela prisutnih u cirkulaciji pre
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izlaganja antigenu (Merrill i sar., 2006; von Landenberg i sar., 2007). Fiziolosku ulogu
najverovatnije ostvaruju u urodenom imunskom odgovoru (von Landenberg i sar.,
2007) i uklanjanju apoptotskih tela (Abdel-Monem i sar., 2010). Nacin na koji prirodna
aPL mogu doprineti patogenezi APS je otvoreno pitanje. Najvise je dokaza da infekcija
doprinosi sazrevanju njihovog afiniteta, dovode¢i do otvaranja zasticenih epitopa na

B2GPI i stimulacije T ¢elija (Cheng i Chamley, 2008).

1.2.2.2.  Patoloska antifosfolipidna antitela

Patoloska aPL se izdvajaju po sposobnosti da:
e vezuju negativno naelektrisane fosfolipide u prisustvu serumskih kofaktora
e direktno se vezuju za razliite serumske proteine, najcesce 3,GPI i protrombin
e produzavaju vreme fosfolipid zavisne koagulacije u testovima kao $to je lupus

antikoagulans (LA) test (Miyakis i sar., 2006).

Znacaj patoloskih aPL za nastanak tromboze i reproduktivni neuspeh je
potvrden u brojnim studijama na zivotinjama. Pasivni transfer aPL i anti-f,GPI antitela
kod miseva dovodi do povecanja tromba, smanjenja fertilitita, fekunditeta, smanjene
tezine mladunaca na rodjenju i drugih komplikacija koje se srecu u APS (Ziporen i sar.,
1997; Radway-Bright i sar., 1999; Pierangeli i sar., 2000; Blank i sar., 2007).

U osnovi patoloskih procesa koji su aPL-posredovani je njihova direktna
interakcija sa monocitima (Lopez-Pedrera i sar., 2006), endotelnim ¢elijama (Pierangeli
i sar., 1999), trombocitima (Vega-Ostertag i sar., 2004), trofoblastom (Mulla i sar.,
2010) i endometrijalnim ¢elijama (Di Simone i sar., 2010). Kao potencijalni receptori
do sada su identifikovani Toll-sli¢ni receptori (TLR) 2, 4 i 8 (Satta i sar 2007; Raschi i
sar., 2003; Ddring i sar., 2010; Alard i sar., 2010), aneksin A2 (Zhang i McCrae, 2005),
glikoprotein 1ba (Shi i Sottile, 2006) i LRP8 (ApoER2), ¢lan familije receptora za LDL
(van Lummel i sar., 2005) (Slika 2).

Glikoprotein 1ba i ApoER2 su receptori za aPL na trombocitima. Vezivanje
aPL za trombocit zahteva eksternalizaciju anjonskih fosfolipida i1 vezivanje za
dimerizovani B,GPI (Lutters i sar., 2003). Vezivanje aPL za receptor dovodi do

aktivacije p38 MAPK (mitogen activated protein kinase) 1 dalje fosforilacije cPLA2
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(cytosolic phospholipase A2). U prenos signala se zatim ukljucuju i druge MAPK: p44
(ERK-1) i p42 (ERK-2) (Pierangeli i sar., 2004).

Antifosfolipidna antitela se za endotelne ¢elije i monocite vezuju preko Toll-
slicnih receptora i aneksina A2 (Vega-Ostertag i1 sar., 2007; Zhang i McCrae, 2005).
Aneksin A2 vezuje B,GPI /anti-B,GPI komplekse na oba ¢elijska tipa, Sto posledi¢no
dovodi do aktivacije celija i ekspresije prokoagulantnog fenotipa (Zhang i McCrae,
2005). Aneksin A2 nema transmembranski domen i kao koreceptor u transdukciji
signala ucestvuje TLR4, a dalji prenos signala ide preko MyD88 (myeloid
differentiation factor 88) (Raschi i sar., 2003). U kompleksu jos ucestvuju i kalretikulin
i nukleolin (Allen i sar., 2012). MyD88 je molekul adapter koji ucestvuje u prenosu
signala preko TLR i receptora za IL-1, posSto poseduju homologe citoplazmatske
domene (TIR domen) ukljucene u signalnu transdukciju (Raschi i sar., 2003). Uloga
TLR je otkrivena zahvaljujuci tome Sto anti-B,GPI antitela aktiviraju IRAK put prenosa
signala (IL-1 receptor—activated kinase), preko TIR domena TLR (Sorice i sar., 2007).
Aktivacija monocita i ekspresija tkivnog faktora do koje dolazi nakon vezivanja aPL za
TLR4 je posredovana aktivacijom p38 MAPK i translokacijom nuklearnog faktora kB
(NFxB) (Raschi i sar., 2003; Vega-Ostertag i sar., 2007).

Uloga TLR2 u vezivanju aPL i prenos signala preko MyD88 je pokazan na
fibroblastima (Satta i sar., 2007), endotelnim ¢elijama i monocitima (Satta i sar., 2011).
Uloga TLR7 i TLR8 u vezivanju aPL je pokazana na monocitima i dendriti¢nim

¢elijama (Hurst i sar., 2009).
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Slika 2. Shematski prikaz najvaZznijih receptora za anti-B,GPI antitela i puteva
prenosa signala koji se njihovim vezivanjem pokreéu (preuzeto iz Meroni i sar.,
2011)

Podaci o membranskim receptorima za aPL na trofoblastu i decidualnim
¢elijama, kao i putevima transdukcije signala su oskudni. Aneksin A2 i TLR4 su
eksprimirani na membrani trofoblasta i Mulla i saradnici (2009) su pokazali da aPL
preko TLR4/MyD88 puta pokrecu inflamatorni odgovor u placenti koji dovodi do
smanjenog prezivljavanja trofoblasta. Ista grupa je pokazala da anti-B,GPI antitela u in
vitro uslovima smanjuju trofoblastnu migraciju tako Sto smanjuju sekreciju IL-6 i
aktivaciju signalnog transducera i aktivatora transkripcije 3 (STAT3) (Mulla i sar.,
2010). Primena antitela koja blokiraju funkciju razli¢itih receptora samo delimi¢no
smanjuje vezivanje anti-B,GPI antitela 1 posledi¢nu aktivaciju decidualnih celija
(Borghi i sar., 2007), §to ukazuje da viSe od jednog receptora posreduje u vezivanju
anti-B,GPI antitela za decidualne ¢elije 1 trofoblast.

Antifosfolipidna antitela su detektovana u unutaréelijskim organelama pojedinih
¢elijskih tipova (Galve-de Rochemonteix i sar., 2000; Kajiwara i sar., 2007; Chen i sar.,
2009), sto predstavlja nov koncept interakcije aPL sa ciljnim celijama i ostvarivanja
patoloskog efekta. Internalizacija (auto)antitela, medutim, nije nov fenomen. Od otkri¢a
da autoantitela prema ribonukleoproteinu prodiru u zive limfocite i reaguju sa
antigenima koji se nalaze u nukleusu (Alarcon-Segovia i sar., 1978), opisana je
internalizacija brojnih autoantitela u razliCite zivotinjske i celije Coveka, njihova
interakcija sa intracelularnim antigenima i posledi¢no narusavanje c¢elijskih funkcija
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(Ruiz-Argiielles i sar., 2003). Osim eksperimentalnih in vitro dokaza, internalizacija je i
klinicki potvrden proces. Imunoglobulinske depozicije unutar nukleusa zivih
epidermalnih ¢elija se uocavaju pregledom biopsija koze pacijenata koji imaju bolest
vezivnog tkiva (Golan i sar., 1997). Posledice penetracije autoantitela su naj¢esce dozno
zavisne 1 mogu biti razlicite. Internalizacija moZze biti bez posledica, ali moze dovesti i
do promena u ekspresiji pojedinih antigena, promena u intracelularom transportu
proteina i apoptoze (Alarcon-Segovia i sar., 1995; Portales-Pérez i sar., 1998; Dunoyer-
Geindre i sar., 2001). Celije verovatno toleri§u internalizovana antitela do odredene
koli¢ine, nakon ¢ega dolazi do patoloskih promena (Niu i sar., 2004).

lako ima neosporan patogenetski potencijal, brojne studije ukazuju da je
sposobnost antitela da ulaze u zive Celije normalan proces. Opsta karakteristika takvih
antitela je njihova polireaktivnost, tj. sposobnost da sa niskim afinitetom vezuju razliite
antigene. Analize familije gena koji kodiraju za VH region pojedinih antitela sa
specifi¢nos¢u prema dvolancanoj DNK su pokazala da antitela koja imaju sposobnost
ulaska u celije nastaju ranije tokom zivota u odnosu na antitela koja tu sposobnost
nemaju, kao i da nisu podlozna mutacionim i rekombinacionim promenama
(Dersimonian i sar., 1987; Mahmoudi i sar., 1997; Mouthon i sar., 1996; Sanz i sar.,
1989). Internalizacija antitela u limfocite u vecini slucajeva vodi do apoptoze Sto
ukazuje na njihovu ulogu u perifernoj deleciji autoreaktivnih klonova (Alarcon-Segovia
isar., 1979; Alarcon-Segovia i sar., 1996).

Internalizacija je uglavnom aktivan metabolicki proces koji zavisi od trajanja i
temperature inkubacije i tipa ¢elije. U veéini sluc¢ajeva nije naden dokaz o ukljucenosti
Fc receptora (Golan i sar., 1993; Ma i sar., 1993; Abedi-Valugerdi i sar., 1999; Deng i
sar., 2000). Mehanizmi kojima antitela prolaze kroz ¢elijsku membranu, a zatim i kroz
citosol, do antigena u razli¢itim organelama jo§ uvek nisu u potpunosti poznati. Jedno
od mogucih objasnjenja je da celije eksprimiraju membranske antigene koje antitela
mogu prepoznati specificno ili na osnovu ukrstene reaktivnosti (Ruiz-Argiielles 1 sar.,
1998).

Antifosfolipidna antitela su detektovana u kasnim endozomima endotelnih celija
(Galve-de Rochemonteix i sar., 2000). Pokazano je da B,GPI internalizuje u endotelne
¢elije, sam ili u kompleksu sa anti-f,GPI antitelima. U oba slucaja se detektuje na
membrani ¢elije i u perinuklearnim vezikulama koje odgovaraju kasnom endozomu
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(Dunoyer-Geindre i sar., 2001). Internalizacija aPL. u makrofage dovodi do nastanka
penastih Celija koje ucestvuju u formiranju aterosklerotskih plaka. B,GPI moze u¢i u
makrofage sam, u kompleksu sa oksidovanim LDL-om ili u kompleksu sa anti-B,GPI
antitelima. Podaci o ulasku aPL u trofoblast su oskudni, sa izuzetkom studije Chen i sar.
(2009) u kojoj je uocena internalizacija aPL u sinciciotrofoblast, bez detaljnijeg

objasnjenja samog mehanizma.

1.2.2.3.  Beta-2-glikoprotein I: struktura, funkcija i interakcija sa

antifosfolipidnim antitelima

B2GPI je otkriven 1961. godine (Schultze i sar.), period njegovog intenzivnog
proucavanja pocinje otkricem uloge u patogenezi antifosfolipidnog sindroma (McNeil i
sar., 1990; Galli i sar., 1990). B,GPI najve¢im delom nastaje u jetri (Rioche i MassayefT,
1974), ali se sintetiSe i u placenti (Chamley i sar., 1997). U cirkulaciji je prisutan u
koncentraciji 50-500 pg/ml (1-10 uM) (Rioche i Massayeff, 1974). Nesto visi nivoi
B2GPI su uoceni kod pacijenata sa antifosfolipidnim sindromom (Vlachoyiannopoulos i
sar., 1992).

Tacna uloga B,GPI jo§ uvek nije u potpunosti rasvetljena. Osobe deficijentne u
ovom proteinu su zdrave (Haupt i sar., 1968), a misji model deficijencije za BGPI ne
pokazuje poseban fenotip (Sheng i sar., 2001; Robertson i sar., 2004). Ipak, ukrstanje
miSeva deficijentih za B,GPI sa normalnim miSevima daje manji udeo B,GPI
deficijentnog potomstva nego $to bi se to moglo ocekivati, Sto ukazuje na potencijalnu
ulogu u embrionalnom razvoju (Robertson i sar., 2004). Na osnovu antikoagulantnog
(Nimpf'i sar., 1985; Ieko i sar., 1999) i antifibrinolitiCkog dejstva (Yasuda i sar., 2004),
kao 1 zbog toga $to ucestvuje u uklanjanju apoptoti¢nih Celija (Price i sar., 1996) smatra
se da B>GPI ucestvuje u hemostazi. Uloga B,GPI u urodenom imunskom odgovoru je
nedavno otkrivena, pri ¢emu je nadeno da B,GPI uklanjanja LPS i atenuira celijski i
citokinski odgovor na infekciju Gram negativnim bakterijama (Agar i sar., 2011).

B.GPI pripada familiji proteina koji ucestvuju u kontroli komplementa
(complement control proteins, CCP.) Cine ga 326 aminokiselina organizovanih u pet
ponavljaju¢ih domena (CCP, sushi domeni). Svaki domen sadrzi oko 60 aminokiselina 1
dve evolutivno konzervirane disulfidne veze. Sekvence prva cCetiri domena su
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konzervirane, dok je peti domen izroden i sadrzi umetak od 25 ak. Domen V odreduje
afinitet 3,GPI za anjonske fosfolipide i druge negativno naelektrisane molekule i
povrsine (DNK, heparin, oksidovani LDL, endotelne ¢elije i dr.) (Lozier i sar., 1984;
Kristensen i sar., 1991). B,GPI Coveka ima 4 mesta N-glikozilacije i jedno mesto O-
glikozilacije, u domenima III i IV. Glikani ¢ine oko 20 % mase proteina (Bouma i sar.,
1999). Ukupna molekulska masa B,GPI iznosi oko 50 kDa (Lozier i sar., 1984).

Kristalna struktura B,GPI pokazuje da se prva Cetiri domena nalaze u opruzenom
polozaju, dok je peti domen postavljen pod pravim uglom u odnosu na njih (struktura
,udice”, odnosno slova J). Fosfolipid vezuju¢e mesto se nalazi sa donje strane domena
V 1 sastoji se iz 14 pozitivno naelektrisanih amnokiselina i fleksibilne hidrofobne petlje
koja moze da se umetne u membranu (Schwartzenbacher i sar., 1999). Postojanje ove
strukture je potvrdeno direktnom vizuelizacijom precis¢enog PGPl primenom
elektronske mikroskopije (Agar i sar., 2010). Data studija je pokazala da 3,GPI postoji
u dve razli¢ite konformacije, u zavisnosti od intrakcije sa anjonskim povrSinama. U
plazmi, B,GPI je zastupljen kao cirkularni protein, zahvaljujuéi interakciji domena Il 1V,
Sto omogucava odrzavanje tolerogenosti ovog proteina. Nakon kontakta i interakcije sa
anjonskim povrS§inama, protein se otvara i zauzima prethodno opisani oblik ,,udice”.
Konformacija u obliku slova S koja je uoCena rasejavanjem X zraka pod malim uglom
(Hammel i sar., 2002) najverovatnije predstavlja posledicu interakcije ,GPI i okolne
vodene sredine u rastvoru i ne moze se detektovati elektronskom mikroskopijom (Agar i
sar., 2010) (Slika 3).

Domen I B,GPI je odgovoran za in vitro vezivanje aPL (Iverson i sar., 1998;
Ioannou i sar., 2007, 2009). De Laat i de Groot (2011) su pokazali da je dovoljno
imunizovati miSeve samo domenom I da bi doslo do nastanka patoloskih aPL. Finom
epitopskom analizom utvrdeno je da kriptini epitop za vezivanje aPL Cine pozitivno
naelektrisane aminokiseline od glicina na poziciji 40 do argininina 43 (Iverson i sar.,
1998; de Laat i sar., 2005; loannou i sar., 2007), dve asparaginske kiseline na
pozicijama 8 1 9, kao i interlinker sekvenca koja povezuje domene I i II. aPL ne mogu
da se vezu za denaturisani [,GPI, §to ukazuje da ta tri regiona zajedno Cine

konformacioni epitop (Ioannou i sar., 2007).

16



kristalna rasejavanje X-zraka elektronska
struktura pod malim uglom mikroskopija

Bouma | sar; Schwarzenbachter | sar. Hammel | sar. Agar i sar.

epitop R39-R43

je dostupan "

za vezivanje antitela
B i 51 - ‘\

t.
h\

gatly
< domenV @ fosfolipid A hadiekingant
o> domenilill 9 j ki fosfolipid  lhet

Slika 3. Struktura beta-2-glikoproteina I. Vezivanje 3,GPI za anjonske fosfolipide na
membrani ¢elije se ostvaruje preko regiona pozitivno naelektrisanih aminokiselina u
domenu V, §to dovodi do konformacione promene kojom antitelo-vezujuci epitop na
domenu I postaje dostupan za interakciju. Preuzeto iz de Laat i de Groot (2011).

Na osnovu literaturnih podataka pretpostavljen je slede¢i mehanizam interakcije
B2GPI 1 aPL: B,GPI cirkuliSe u plazmi u zatvorenom obliku koji ima nizak afinitet za
anjonske povrsine. Kada dode u kontakt sa ¢elijama na kojima su (privremeno) izloZeni
anjonski fosfolipidi, vezuje se za njih $to dovodi do konformacione promene, otvaranja
proteina i zauzimanja strukture ,,udice”. Time se do tada zasti¢eni epitop u domenu I
otkriva 1 za njega se vezuju antifosfolipidna antitela. Vezivanje antitela dodatno
stabilizuje otvoreni oblik B,GPI. Tako nastali kompleks pokazuje visok afinitet (i do
100 puta veci) za celijske receptore i anjonske fosfolipide. Ovaj koncept ,,otvaranja
kripti¢nog epitopa” (Wang i sar., 2000; Merrill i sar., 2001) nije u suprotnosti sa do tada
vazec¢im pretpostavkama da B,GPI mora posti¢i odredenu gustinu antigena, prvenstveno
kroz dimerizaciju, da bi se aPL vezala za njega (Arnout i sar., 1998; Lutters i sar.,
2001). Dimerizacija nije neophodan preduslov, ali s obzirom na to da su aPL antitela

niskog aviditeta, sigurno da pozitivno doprinosi vezivanju aPL.
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1.2.3. Uloga genetskih i sredinskih faktora u nastanku APS

Epidemioloske studije su pokazale da postoje meduetnicke varijacije u
ucestalosti 1 klinickim komplikacijama antifosfolipidnog sindroma (Wilson, 2000). U
osnovi ovih razlika mogu biti genetski i/ili sredinski faktori koji odreduju podloznost
pojedinca ili populacije antifosfolipidnom sindromu. U prilog genetske osnove APS idu
prikazi povecane incidence aPL kod ¢lanova porodice pacijenata sa SLE (Exner i sar.,
1980), kao i pojava aPL kod parova jednojajcanih blizanaca (Cevallos i sar., 1994). Na
osnovu rezultata segregacione analize uradene na sedam porodica sa visokom
ucestalos¢u APS pretpostavljeno je dominantno ili ko-dominantno nasledivanje (Goel 1
sar., 1999).

Glavni kandidat geni u vecini studija su geni HLA II klase antigena (genski
lokus koji ima veliki doprinos u razvoju autoimunosti), B,-glikoprotein I (glavni
proteinski antigen u APS) 1 geni koji kodiraju proteine uklju¢ene u formiranje tromba
(najces¢i patoloski ishod u APS). Za sada najvecu korelaciju sa nastankom bolesti
pokazuje valin—leucin (247) polimorfizam u petom domenu ,GPI (Hirose i sar., 1999;
Prieto i sar., 2003). Jasna determinacija pojedinacnih genetskih markera je otezana
visokom heterogenoS¢u antigena, antitela i1 samih patoloskih mehanizma u
antifosfolipidnom sindromu. Do sada uradene studije na zivotinjama (Gharavi i sar.,
1989; Hashimoto i sar., 1992) nisu uspele da izdvoje kandidat gene odgovorne za
nastanak APS.

Infekcije su glavni sredinski faktor koji doprinosi patogenezi i toku
antifosfolipidnog sindroma (Levy i sar., 2006). Medutim, ne moze se iskljuciti znacaj
vakcinacija, terapije pojedinim lekovima i prisustva maligniteta. U literaturi su poznati
slucajevi razvoja autoimunskih bolesti u periodu od nekoliko nedelja pa do nekoliko
godina nakon vakcinacije (Watanabe i Onda, 2001; Molina i Shoenfeld, 2005; Martinu¢
Porobi¢ i sar., 2005; Dimitrijevi¢ i sar., 2012). Lekovi kao $to su hloropromazin,
amoksicilin, propranolol, kinin, oralni kontraceptivi i drugi su dovedeni u vezu sa
pojavom aPL, ali, kao i u slucaju vakcinacija, definitivna potvrda je izostala (Levy i
sar., 2006). Prisustvo aPL je primeceno i kod pacijenata sa tumorima, $to ima poseban
znacaj u razvoju tromboze 1 katastroficnog APS kod tih pacijenata (Tincani i sar.,
2010).
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1.2.3.1. Znacaj molekulske mimikrije u nastanku APS

Infekcije su najucestaliji sredinski okida¢ APS. Pokazana je jasna veza izmedu
infekcije  citomegalovirusom (CMV), parvovirusom B19, virusom humane
imunodeficijencije (HIV), hepatitis B virusom (HBV), varicela zoster virusom (VZV) i
drugima i pojave antifosfolipidnog sindroma (Garcia-Carrasco i sar., 2009).

Vazna osobenost autoantitela koja ih razlikuje od antitela dobijenih namernom
imunizacijom je sposobnost da prepoznaju ciljni antigen ne samo poreklom iz vrste iz
koje i sama potic¢u, ve¢ i iz drugih vrsta. Razmere ove ukrStene reaktivnosti izmedu
vrsta zavise od konzerviranosti antigena (Tan, 1991), a B.GPI je evolutivno visoko
konzerviran protein. Homologija B,GPI ¢oveka i misa je Cak 85%, pri Cemu su najvise
ocuvani disulfidni mostovi u CCP domenima, vezivno mesto za fosfolipide i vezivno
mesto koje prepoznaju antifiosfolipidna antitela (Agar i sar., 2011). Zbog evolutivne
ocuvanosti i slicnosti sa brojnim infektivnim agensima, kao glavni mehanizam gubitka
tolerogenosti 3,GPI se namece molekulska mimikrija.

Imunizacija miSeva sintetskim peptidom (GDKV) koji se sastoji iz 15
aminokiselina koje odgovaraju fosfolipid-vezuju¢em mestu na domenu V ,GPI izaziva
pojavu aPL (Gharavi i sar., 1999a) koja u in vitro i in vivo modelima pokazuju patoloski
efekat (Gharavi i sar., 1998). Slican rezultat je dobijen nakon imunizacije miSeva
drugim peptidima mikrobskog porekla koji su funkcionalno ili po sekvenci slicni PL-
vezuju¢em mestu B,GPI (Gharavi i sar., 1999b). Koris¢eni TIFI i VITT peptidi iz CMV,
TADL peptid iz adenovirusa i SGDF poreklom iz Bacillus subtilis su bili sposobni da
izazovu produkciju aPL i anti-B,GPI antitela u miSevima. Antitela nastala nakon
imunizacije TIFI peptidom su u in vitro i in vivo eksperimentima pokazala patoloski
efekat karakteristican za APS (Gharavi 1 sar., 2002, 2004). Dalja ispitivanja su
ukljucivala imunizaciju miseva intaktnim patogenima ¢iji proteini sadrze heksapeptid
(TLRVYK) koji specificno prepoznaju anti-B,GPI antitela. Imunizacija sa Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae i tetanus toxoidom je rezultirala u nastanku anti-
TLRVYK i anti-B,GPI specificnih anititela, ¢iji je transfer u BALB/c miSeve (soj koji
nije prirodno sklon autoimunskim bolestima) dovodio do APS-specifi¢nih manifestacija

(Blank i sar., 2002).
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Tetanus toksoid (TTd, hemijski derivat tetanus toksina) je po konformaciji slican
interleukinu la, a po peptidnoj sekvenci B,-glikoproteinu I i lamininu (Blank 1 sar.,
2004), sto ga se izdvaja kao moguceg Cinioca u razvoju autoimunosti. Nadeno je da
hiperimunizacija miSeva sa TTd dovodi do pojave anti-B,GPI antitela, s tim da koli¢ina
produkovanih antitela, kao i njihove karakteristike, zavise od predtretmana Zzivotinja i
od adjuvansa koriS¢enog prilikom imunizacije (Blank i sar., 2002; Stojanovi¢ i sar.,
2009; Zivkovié i sar., 2012). Tako postoje podaci da anti-B,GPI antitela koja nastaju kao
posledica infekcije ne ucestvuju u patogenezi APS (Hunt i sar., 1992), imunizacija
miseva peptidnom sekvencom koju dele TTd i tre¢i domen ,GPI (TLRVYK) dovodi
do nastanka anti-B,GPI antitela sa punim patoloskim potencijalom (Blank 1 sar., 2002).
Studija u kojoj su analizirana antitela sekretovana od strane hibridoma dobijenih
fuzijom splenocita mi$a hiperimunizovanog sa TTd i ¢elija mijeloma (Seatovi¢ i sar.,
2004), pokazala je postojanje antitela prema TTd koje ima ukrStenu specificnost prema
B2GPI (MAD 26) (Ini¢-Kanada i sar., 2009a). Dalja analiza MAb 26 je potvrdila da ono
poseduje brojne karakteristike anti-B,GPI antitela, ukljucujuéi vezivanje za B,GPI
izolovan iz seruma ¢oveka, vezivanje za ,GPI koji je imobilisan na y ozracenoj plastici
ili je u kompleksu sa anjonskim fosfolipidima, vezivanje za ¢elije u apoptozi i druge
karakteristike. Pasivni transfer ovog antitela u gravidne misice je dovodio do APS-
sli¢nih patologkih promena (Zivkovi¢ i sar., 2011). In vivo efekti na misevima BALB/c
soja su ukljucivali resorpciju fetusa, smanjenje tezine fetusa i smanjenje broja
zivorodenih mladunaca (smanjenje fertiliteta). Efekat je bio nesto drugaciji na C57BL/6
soju gde je prvenstveno uoceno smanjenje fekunditeta, Sto je verovatno uslovljeno
razli¢itim geneti¢kim poreklom sojeva (Zivkovié i sar., 2011). Hiperimunzacija tetanus
toksoidom i administracija MAb 26 su u datim uslovima imali isti in vivo efekat, §to
dodatno potvrduje znagaj molekulske mimikrije TTd i B,GPI u razvoju APS (Zivkovi¢ i
sar., 2011).

Osim strukturne, konformacione ili funkcionalne sli¢nosti sa B,GPI koja moze
biti osnov za naruSavanje njegove tolerogenosti (Albert i sar., 1999; Séne i sar., 2009),
infektivni agensi mogu delovati kao adjuvansi koji vezivanjem za ,GPI dovode do

promene u njegovoj konformaciji i otkrivanja kripti¢nih epitopa (Agar i sar., 2011).
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1.2.4. Uloga aPL u patogenezi APS

APS se definiSe kao jedinstveno oboljenje iako se njegove bioloske i klinicke
karakteristike drasti¢no razlikuju kod vaskularne tromboze u odnosu na komplikacije u
trudno¢i. Tromboza se javlja u svim tipovima vaskularnih komplikacija i predstavlja
zajednicki klinicki parametar, ali nema isklju¢ivu odgovornost za patoloske promene
koje se deSavaju u trudno¢i, ve¢ su opisani dodatni mehanizmi (Giannakopoulos i sar.,
2007; Pierangeli i sar., 2008; de Laat i sar., 2008). Uloga aPL u patogenezi APS se

ostvaruje kroz sledece efekte antitela:

e aktivaciju endotelnih ¢elija (Meroni i sar., 2000; Pierangeli i sar., 1999, 2001,
2004), trombocita (Nojima i sar., 1999) i monocita (Kornberg i sar., 1994) koja
dovodi do prokoagulantnog fenotipa i u osnovi je trombotskih dogadaja
prouzrokovanih ovim antitelima.

e izazivanje nenormalne diferencijacije i proliferacije ¢elija i prvenstveno je u
osnovi reproduktivnog neuspeha (Di Simone i sar., 2007; D’Ippolito i sar.,
2007).

¢ inflamaciju koja predstavlja vezu izmedu prokoagulantnih dogadaja i formiranja
tromba i koja dovodi do oStecenja tkiva placente (Holers 1 sar., 2002; Salmon i
sar., 2007; Abrahams, 2009). Bitno je naglasiti da efekti aPL posredovani
inflamacijom nisu u potpunosti rasvetljeni kod coveka, s obzirom da, sa
izuzetkom nekoliko studija (Shamonki i sar., 2007; Cavazzana i sar., 2007),

abortivni materijal pacijentkinja sa APS ne pokazuje izrazenu inflamaciju.

1.2.4.1. Vaskularna tromboza

Kod pacijenata sa APS, opisana je pojava tromboze prakti¢no u svakom krvnom
sudu, bez obzira da li je re¢ o mikrocirkulaciji ili velikim krvnim sudovima (Miyakis i
sar., 2006). Kod pacijenata kod kojih su nadena aPL, tromboza se javlja u 30-40%
slucajeva. Arterijske tromboze Cine oko 30% tromboza u APS i u vecini slucajeva
dovode do mozdanog udara ili prolaznih ishemicnih epizoda u mozgu. Medu venskim
trombozama najucestalije su tromboze dubokih vena (30%).
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Uloga aPL u nastanku tromboze u antifosfolipidnom sindromu je pokazana u in
vitro 1 in vivo modelima (Palomo i sar., 2009). Najveéi broj podataka u in vivo model
sistemu se odnosi na B,GPI-zavisna antitela. Zahvaljujuéi tome Sto anti-B,GPI antitela
¢oveka unakrsno reaguju sa antigenima misa, pacova i hr¢ka (Tincani i sar., 1996),
moguce je koristiti Zivotinjski model za njihovo ispitivanje. Podaci iz in vitro
eksperimenata ukazuju da postoji vise mehanizama kojima aPL (prvenstveno anti-

B2GPI antitela) dovode do trombogeneze, §to je prikazano u Tabeli 111

Tabela II1. Trombogenetski efekti aPL (Meroni i Riboldi, 2001; Meroni i sar., 2011;
Willis i Pierangeli, 2011)

1. NaruSavanje fluidne faze koagulacije

e ometanjem prirodnih antikoagulanasa: protrombina, 3,GPI i faktora XII usled
vezivanja antitela koja su specificna za njih, $to rezultuje funkcionalnom
deficijencijom ovih faktora

e ometanjem aktivacije proteina C, ¢ime se narusava glavni fosfolipid-zavisni
put antikoagulacije

e uklanjanjem aneksina V koji pokriva negativno naelektrisane strukture na
membrani endotelnih ¢elija Sto vodi u prokoagulantni ¢elijski fenotip

¢ inhibicijom fibrinolitickog puta aktivacijom trombin inducibilnog inhibitora
fibrinolize i povecanjem aktivnosti plazminogen aktivator inhibitora I

2. NaruSavanje koagulacije na ¢elijskom nivou

e perturbacijom celijske membrane endotelnih celija i indukovanjem
proadhezivnog fenoptipa koji nastaje kao posledica povecane ekspresije
adhezionih molekula, E-selektina, ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-
1) 1 VCAM (vascular cell adhesion molecule-1), kao 1 stimulisanjem
endotelnih ¢elija da sintetiSu i sekretuju proinflamatorne citokine (interleukin-
1B 1 interleukin-6)

e indukovanjem ekspresije tkivnog faktora (TF), glavnog inicijatora procesa
koagulacije, na membranama monocita

e aktivacijom trombocita, koja najverovatnije nije direktna posledica vezivanja
aPL, ve¢ rezultat aktivacije endotelnih celija i monocita antifosfolipidnim
antitelima

3. Aktivacija sistema komplementa

e Pretpostavlja se da aktivacija sistema komplementa i1 prate¢a sinteza
vazoaktivnih medijatora predstavljaju medukorak izmedu aPL indukovane
aktivacije endotelnih ¢elija i trombocita i same tromboze
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Relativno mala ucestalost epizoda tromboze kod pacijenata ukazuje da efekat
aPL sam po sebi nije dovoljan da pokrene patoloski proces, ve¢ je neophodno prisustvo
dodatnog stimulansa, kao Sto je mehanicka, hemijska trauma ili infekcija (two-hit

hipoteza) (Jankowski i sar., 2003; Park, 2006; Shoenfeld i sar., 2006).

1.2.4.2. Reproduktivni neuspeh

Ucestalost antifosfolipidnih antitela u opStoj populaciji trudnica je 1-2%.
Nasuprot tome i do 50% zena koja pate od ponavljanih pobacaja imaju aPL
(Stephenson, 1996; Kutteh i sar., 1997). Prisustvo aPL predstavlja najces¢i steceni
faktor rizika za gubitak trudnoce i komplikacije u trudno¢i (Miyakis i sar., 2006). Pre
nego Sto je heparin uveden kao terapija u trudno¢i pacijantkinja sa APS, stopa gubitka
ploda je iznosila oko 50%, dok danas iznosi manje od 20% (Salmon i sar., 2006). Osim
PP, jedna od c¢e$¢ih obstretickih komplikacija u APS je prevremeni porodaj i javlja se
kod 10% Zena sa aPL, u poredenju sa 1-2% zena koje su seroloSki negativne za data
antitela. Drugi poremecaji trudno¢e kod zena sa prisutnim aPL su preeklampsija
(ucestalost oko 10%), eklampsija (ucCestalost oko 4%), intrauterino zaostajanje u rastu,
HELLP sindrom i drugi (Cervera, 2008). Opatrny 1 saradnici (2006) su meta-analizom
velikog broja studija pokazali vezu izmedu razli¢itih aPL i gubitka trudno¢e kod Zena
bez prethodno dijagnostikovanih autoimunskih poremecaja. Najveca korelacija je
uocena za aCL i LA antitela. Iako je ucestalost anti-B,GPI antitela izuzetno visoka kod
zena sa ponavljanim neobjasnjenim gubicima trudno¢e (Vora i sar., 2008), kao i sa
preeklampsijom (Faden i sar., 1997), pojedine studije nisu uspele da pokazu takvu vezu

(Nodler 1 sar., 2009; Mchrani i Petri, 2009).

1.2.4.2.1. Tromboza i inflamacija kao mehanizmi reproduktivnog neuspeha

u APS

Koris¢enjem zivotinjskih in vivo modela pokazano je da pasivni transfer aPL u
gravidne miSice dovodi do zaostajanja u rastu ili gubitka fetusa (Meroni i sar., 2011).
Na osnovu protrombotske prirode oboljenja, pretpostavljeno je da je u osnovi
reproduktivnog neuspeha uzrokovanog aPL tromboza uteroplacentalne cirkulacije i
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infarkt placente (Harris i sar., 1983; De Wolf i sar., 1980; Out i sar., 1991). Brojne
studije su ukazivale da aPL doprinose prokoagulantnom fenotipu u placenti i da dovode
do naruSavanja organizacije aneksina V na membranama endotelnih ¢elija i trofoblasta
(Rand i sar., 1994; Rand i sar., 2003; Quinn i sar., 2012). Ova zapazanja, medutim, nisu
potvrdena epidemioloskim studijama, niti se tromboza moZe detektovati u svim
histopatoloskim uzorcima placenti pacijentkinja sa APS (Out i sar., 1991; Salafia i
Cowchock, 1997; Park, 2006).

Pored tromboze i inflamacija je intenzivno proucavana u kontekstu patoloskih
promena u trudnodi. Eksperimenti na mi§jem modelu su pokazali da nakon pasivnog
transfera aPL dolazi do depozicije IgG, aktivacije sistema komplementa i sekrecije TF 1
TNF (tumor necrosis factor), koji je proinflamatorni citokin (Holers i sar., 2002; Girardi
i sar., 2003; Berman i sar., 2005). Kao potencijalno znacajni medijatori inflamacije u
trudno¢i su se izdvojile komponenete sistema komplementa C3 i C5 (Holers i sar.,
2002; Girardi i sar., 2003). MiSevi deficijentni za C3, kao i za C5, ne pokazuju
uobicajeni patoloski reproduktivni fenotip nakon pasivnog transfera velikih koli¢ina
aPL (Girardi i sar., 2003). U svetlu tih rezultata pretpostavljeno je da heparin, kao lek
izbora u trudno¢i kod pacijentkinja sa APS, ostvaruje protektivni efekat putem
inhibicije aktivacije sistema komplementa, pre nego antikoagulantnim dejstvom i
sprecavanjem tromboze (Girardi i sar., 2004). Ipak, uloga inflamacije nije potvrdena u
klinickoj praksi, s obzirom na to da primena antiinflamatornih lekova, kao Sto su
kortikosteroidi, nije pokazala znacajan protektivni efekat u trudnoc¢i zena sa APS (Ruiz-
Irastorza i sar., 2010). Kao i u slucaju placentne tromboze, histopatoloska analiza ne
potvrduje pretpostavljeni znacaj inflamacije u reproduktivnom neuspehu u APS (Gerosa
i sar., 2009). Iako se pregledom abortivnog materijala povremeno uocCava depozicija
komplementa (Shamonki i sar., 2007; Cavazzana i sar., 2007), to nije opsSte pravilo.
Lakasing i sar. (2000) su pokazali da ne postoje razlike u ekspresiji endotelnih
adhezionih molekula izmedu placenti zdravih Zena i Zena obolelih od APS/SLE. Samim
tim nije uocCena ni aktivacija neutrofila i trombocita, Sto sve zajedno ukazuje da

inflamacija nije mehanizam kojim dolazi do pobacaja u APS.
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1.2.4.2.2. Defektna placentacija

Defektna placentacija koja se srec¢e u reproduktivnom neuspehu uzrokovanom
APS ukazuje na direktan efekat aPL na deciduu majke i sam trofoblast (Lyden i sar.,
1992; Rote i sar., 1998; Di Simone i sar., 1995; Ornoy i sar., 2003). Depozicija B.GPI,
glavnog antigena u APS, je pokazana na vilusnom trofoblastu, ex vivo i in vivo
(Mclntyre, 1992; La Rosa i sar., 1994; Agostinis i sar., 2011). U in vivo studiji na
misjem modelu, vezivanje fluorescentno obelezenog B,GPI u odsustvu aPL i
infektivnog stimulusa (LPS) je detektovano na trofoblastu i endotelnim celijama
decidue i uterusa. Vezivanje za endotelne ¢elije drugih krvnih sudova je bilo uslovljeno
prethodnim tretiranjem miSeva LPS-om, §to ukazuje na to da su vaskularna tromboza 1
reproduktivni neuspeh u APS dva nezavisna klinicka entiteta (Agostinis i sar., 2011).
Osim toga, inverzija membranskih lipida i eksternalizacija anjonskih fosfolipida, do
koje u drugim celijskim tipovima dolazi samo u toku apoptoze, predstavlja fiziolosko
stanje trofoblasta tokom diferencijacije (Meroni i sar., 2011).

Placenta je fizioloSka zona razmene materija izmedu fetusa i majke. Ona ima
metabolicke, endokrine i imunoloske funkcije 1 adekvatna placentacija je neophodna za
uspeh trudnoce. Proces placentacije pocinje ostvarenjem kontakta izmedu blastociste 1
epitela uterusa, u prvoj od konsekutivnih faza implantacije embriona (Benirschke i
Kaufmann, 2000). Povecani titar aPL kod Zena sa infertilitetom je doveo do
pretpostavke da aPL uti¢u na ishod trudnoée ve¢ na nivou blastociste i procesa
implantacije (Balasch i sar., 1996; Radojc¢i¢ i sar., 2004). Meta analizom vise od 100
studija u ovoj oblasti dobijen je podatak da su aPL prisutna kod 22,2% zena sa
neplodnos$cu. Medutim, statisticki znacajna veza izmedu prisustva aPL i ishoda in vitro
fertilizacije nije nadena, iako je uspeSnost procedure bila nesSto niza kod Zena sa
seroloski detektovanim antitelima (Buckingham i Chamley, 2009).

Implantacija je moguc¢a zahvaljujuci nizu fizioloskih promena u endometrijumu
koje joj prethode i koje se oznaCavaju kao decidualizacija. Decidualizacija obuhvata
proliferaciju epitelijalnih i stromalnih ¢elija endometrijuma, diferencijaciju stromalnih
¢elija, pojacanu sekretornu aktivnost endometrijalnih zlezda i promenu u sastavu
vancelijskog matriksa endometrijuma (Aplin i sar., 1988; Lock i King, 1995). Tako
izmenjen endometrijum postaje pogodan matriks za pricvrS¢ivanje blastociste.
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Placentacija je omogucena visoko regulisanom i uskladenom kontrolom endometrijalne
vaskulogeneze, angiogeneze, decidualne i trofoblastne funkcije. Decidualne celije
sintetiSu endometrijalne hemokine, citokine i druge aktivne supstance kojima
kontrololisu proliferaciju, migraciju i invaziju trofoblasta (Bischof i sar., 2000a,b; Xu i

sar., 2002) (Slika 4).
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Slika 4. Implantacija embriona 9-10 dana nakon zaceéa. Implantacija embriona i
placentacija su visoko regulisani procesi koji zavise od fizioloskih promena u
endometrijumu (decidualizacije). Pravilno odvijanje ovih procesa je odredeno brojnim
transkripcionim faktorima, promenama u ekspresiji specifi¢nih gena, faktorima rasta,
hormonima, citokinima kao i nivoom kiseonika i ciklicnog AMPa (preuzeto iz Norwitz i
sar., 2001).
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Antifosfolipidna antitela se vezuju za decidualne c¢elije 1 indukuju
proinflamatorni fenotip (Martinez de la Torre i sar., 2007). Decidualni uticaj aPL
obuhvata i poremecaje u vaskulogenezi, koji nastaju kao posledica smanjene
endometrijalne angiogeneze (Di Simone i sar., 2010) i produkcije eikozanoida i
prostangladina, vazoaktivnih supstanci koje imaju ulogu u regulisanju protoka krvi u
placenti (Pierro i sar., 1999).

Celije placente su potencijalna mesta vezivanja aPL koja bi na taj na¢in mogla
dovesti do narusavanja njihove strukture i/ili funkcije. Dva osnovna ¢elijska tipa u
placenti su vilusni i1 ekstravilusni trofoblast. Vilusni trofoblast (VT) je trofoblast
uklju¢en u formiranje horionskih resica, izdanaka koji ¢ine glavnu gradivnu i1
metabolicku jedinicu placente. Preostali trofoblast koji ne ulazi u sastav horionskih

resica se oznacava kao ekstravilusni trofoblast (EVT) (Slika 5).
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Slika 5. Shematski prikaz ¢elijskih tipova u placenti. Preuzeto sa izmenama iz Loke 1
King, 1995.

Vilusni trofoblast obuhvata vilusni citotrofoblast i vilusni sinciciotrofoblast.
Vilusni citotrofoblast (CT) obrazuje sloj koji se sastoji od nediferenciranih,
proliferisu¢ih stem celija koje leze na bazalnoj lamini. Njihovom diferencijacijom
nastaju specijalizovani trofoblastni ¢elijski tipovi, vilusni sinciciotrofoblast (ST) i
ekstravilusni trofoblast (EVT) (Mayhew i sar., 1999). Sinciciotrofoblast se nalazi na
povrsini horionske resice gde formira spoljasnji multinuklearni i neproliferisuci sloj.

Njegova uloga je prvenstveno u razmeni materija izmedu fetusa i majke, kao i
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endokrina aktivnost. Dva najznacajnija sekretorna produkta sinciciotrofoblasta su
horionski gonadotropni hormon i placentni laktogen, endokrini faktori sa vaznom
ulogom u odrzavanju homeostaze u trudno¢i (Benirschke i Kaufmann, 2000). Oba
¢elijska tipa, CT 1 ST, su podlozna patoloskom uticaju aPL. Pod njihovim dejstvom
izmenjena je osnovna funkcija CT, a to je proliferacija. Pod uticajem aPL proliferacija
je nagla, prerana i dovodi do iscrpljivanja zaliha ovih stem celija pre nego Sto je
funkcionalna placenta formirana. To rezultuje preranom i nedovoljnom fuzijom ST i
normalan odnos broja CT i ST je time promenjen (Bose i sar., 2006). Proces
sincicijalizacije je i direktno ugrozen dejstvom aPL koja dovode do smanjenja
intercelijske fuzije (Rote i sar., 1998). Neadekvatna sincicijalizacija za posledicu ima
narusSavanje drugih procesa kao $to su razmena materija i produkcija hormona. Sinteza 1
sekrecija humanog horionskog gonadotropina (hCG) i humanog placentnog laktogena
(HPL), glavnih endokrinih produkata trofoblasta, su pod uticajem aPL smanjene, §to je
pokazano eksperimentima na vilusnom trofoblastu prvog (Katsuragawa i sar., 1997) i
treceg trimestra (Di Simone i sar., 1995, 1997, 1999, 2000).

Drugi specijalizovani ¢elijski tip u placenti je ekstravilusni trofoblast. Nastaje
proliferacijom citotrofoblastnih ¢elija, koje zatim probijaju sloj sinciciotrofoblasta koji
ih pokriva. Time se formiraju trofoblastni Celijski stubovi koji pricvr$¢uju vilus za
deciduu i formiraju sidrece resice. Citotrofoblastni ¢elijski stubovi se Sire lateralno i
medusobno spajaju. Pojedinacne invazivne trofoblastne ¢elije koje se odvajaju od tako
nastale citotrofoblastne ljuske se oznaCavaju kao invazivni ekstravilusni trofoblast.
Prema polozaju, u okviru populacije EVT se mogu razlikovati intersticijalni trofoblast
koji vrsi invaziju u stromu decidue i deo miometrijuma, i endovaskularni trofoblast,
koga cine Celije koje remodeluju spiralne arterije majke. Invazija oba tipa trofoblasta je
znacajna za normalnu placentaciju, posto remodelovanju arterija prethode modifikacije
zida krvnog suda koje se ostvaruju zahvaljujuéi intersticijalnom trofoblastu (Sebire i
sar., 2002). Ekstravilusni trofoblast gubi sposobnost deobe nakon S§to napusti celijske
stubove 1 dode u kontak sa deciduom (Bulmer i sar., 1988). Poslednji stadijum
diferencijacije EVT su dzinovske celije placentnog lezista koje se uocavaju na granici
sa stromom miometrijuma. To su ¢elije koje su izgubile sposobnost dalje migracije i
invazije 1 njihov nastanak verovatno predstavlja mehanizam kojim se ogranicava dubina
invazije maj¢inog tkiva (Pijnenborg i sar., 1981; Kemp i sar., 2002). EVT spre€ava rano
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uspostavljanje uteroplacentne cirkulacije tako Sto obrazuje endovaskularne trofoblastne
¢epove na otvorima spiralnih arterija uterusa. Daljom diferencijacijom endovaskularnog
trofoblasta, i descendentnom migracijom ¢elija niz lumen arterije, nastaje intraarterijski
trofoblast koji postepeno zamenjuje endotel arterije, i intramuralni trofoblast koji
zamenjuje glatke miSiéne celije arterije, nakon Cega dolazi do formiranja fibrinoida
(Brosens, 1977; De Wolf i sar., 1980; Zhou 1 sar., 1997; Kam i sar., 1999). Invazija
endovaskularnog trofoblasta i posledi¢na transformacija zida arterija dovode do
promena u strukturi i funkciji endometrijalnih arterija majke. Na taj nacin one postaju
neosetljive na vazokonstriktorne agense (Pijnenborg i sar., 1983, 2006), i sposobne za
provodenje velike koli¢ine krvi neophodne za razvoj fetusa (Loke i King, 1995).

Iz svega navedenog jasno je da su adekvatna trofoblastna diferencijacija i
invazija klju¢ni koraci u placentaciji. NaruSavanjem trofoblastne invazije direktno je
ugrozen opstanak trudno¢e (Brosens, 1977; Sebire i sar., 2003). U eksperimentalnim
uslovima, kao model sistem za proucavanje EVT uobicCajeno se koriste izolovane
trofoblastne celije placente prvog ili tre¢eg trimestra (nakon izbornih pobacaja, odnosno
nakon porodaja) i imortalizovane trofoblastne ¢elijske linije. Proces invazije se najcesce
proucava na modelu celijske invazije u Matrigel. To je proteinski preparat
solubilizovane bazalne membrane koji gelira na sobnoj temperaturi i tako formira
sredinu kroz koju migriraju EVT. Uticaj aPL na invaziju EVT je pokazan u nekoliko
studija 1 to je moZda i najznacajniji patoloski efekat ovih antitela u placenti (Sebire i
sar., 2002; Di Simone i sar., 1999, 2000, 2007; Blank i sar., 2007). Inhibitorni efekat
poliklonskih antitela prec¢is¢enih iz seruma pacijenata sa APS je pokazan u in vitro
uslovima na trofoblastu dobijenom iz placente prvog (Di Simone i sar., 2007) i treceg
trimestra (Di Simone 1 sar., 1999, 2000), kao i imortalizovanim trofoblastnim linijama
(Di Simone 1 sar., 2007). Sli¢an efekat je dobijen koris¢enjem monoklonskih anti-B,GPI
anitela (Blank i sar., 2007; Di Simone i sar., 2007). Smanjena invazija endovaskularnog
trofoblasta je wuoCena 1 histoloskim pregledom abortivnog materijala placenti
pacijentkinja sa APS (Sebire i sar., 2002). Osim invazivnosti, aPL ometaju i
diferencijaciju EVT u dzinovske ¢elije placentog lezista (Quenby i sar., 2005). Kratak
pregled efekata aPL u trudno¢i je dat na Slici 6.
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A

formiranje
sincicijuma

= sniena ekspresija hCG
gg p2GPI * smanjena invazivnost
« izmenjena ekspresija integrina
* anti-32GPI i kadherina
= inhibicija proliferacije i
g fosfatidilserin Sricilécigs apiopSons

Slika 6. Patoloski efekti aPL u placenti. A. Patoloski efekti aPL u trudnoéi ukljucuju
placentnu trombozu i direktne efekte na trofoblast i ¢elije decidue. B. Detaljniji prikaz
uticaja aPL trofoblast (preuzeto iz Meroni i sar., 2011).
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Sposobnost invazije je odlika diferenciranog EVT 1 direktno zavisi od
interakcija izmedu celija, kao i izmedu celija i ekstracelijskog matriksa. Proces
diferencijacije EVT obuhvata promenu u adhezionim molekulima koje ove celije
ispoljavaju. Celije citotrofoblasta dok migriraju sa vrhova resica u deciduu menjaju svoj
integrinski repertoar i taj fenomen se naziva "infegrinsko prekopcavanje" (Damsky i
sar., 1992, 1994; Aplin, 1993; Vicovac i sar., 1995). On obuhvata postepenu promenu
receptora za bazalnu laminu (integrin oef4) koje ispoljava vilusni citotrofoblast,
receptorima kao Sto su asf;, o1 1 av inegrini (Vi¢ovac i Aplin, 1996; Benirschke i
Kaufmann, 2000). Balans izmedu ekspresije asfB; i o;f; integrina je kljucan za
regulaciju trofoblastne invazije. Povecana ekspresija osP;, kao i smanjena ekspresija
aiBi, smanjuju invazivnost (Irving i Lala, 1995). Opisani proces diferencijacije
citotrofoblasta u ekstravilusni trofoblast, koji ukljucuje gubitak sposobnosti deobe i
promenu integrinskog fenotipa, se oznaCava kao epitelno-mezenhimska tranzicija
(Vic¢ovac i Aplin, 1996; Zhou i sar., 1997; Red-Horse i sar., 2004). Uticaj aPL na proces
invazije je, izmedu ostalog, uslovljen izmenjenom ekspresijom integrinskih subjedinica
Sto doprinosi ostvarenju patoloskih efekata ovih antitela (Di Simone i sar., 2002).

Sa sticanjem invazivnog fenotipa, pored integrina, menja se i ekspresija drugih
adhezionih molekula trofoblasta. Ekspresija E-kadherina, koji ima veliku ulogu u
uspostavljanju c¢elijskih kontakata 1 ispoljen je u proksimalnim delovima
citotrofoblastnih ¢elija, se suprimira tokom diferencijacije u celijskim stubovima
(Floridon i sar., 2000). Istovremeno pocinju da se eksprimiraju drugi adhezioni
molekuli, kao $to su VE-kadherin, trombocitno-endotelni adhezioni molekul-1 i N-
CAM (Zhou i sar., 1997; Benirschke i Kaufmann, 2000). Di Simone i saradnici (2000)
su pokazali da citotrofoblast koji je u kulturi izlozen aPL pokazuje redukovanu
ekspresiju VE-kadherina, na nivou iRNK, uz istovremenu povisenu ekspresiju E-
kadherina, §to upucuje na defektnu diferencijaciju EVT.

Prilikom invazije ekstravilusnog trofoblasta, ove c¢elije vrSe degradaciju
vancelijskog matriksa, u ¢emu znacajnu ulogu imaju matriksne metaloproteinaze, serin
proteaze i katepsini (Moll 1 Lane, 1990; Vettraino i sar., 1996; Anacker i sar., 2011).
Najznacajnije medu njima su matriksne metaloproteinaze-2 i -9, €ija je aktivnost
regulisana autokrino i parakrino, sekrecijom tkivnih inhibitora matriksnih proteinaza
(TIMP-1, -2, -3 i -4), od strane decidue i samog trofoblasta (Polette i sar., 1994;
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Huppertz i sar., 1998; Anacker i sar., 2011). Pored denaturisanog kolagena (zelatina),
njihova substratna specificnost obuhvata jos i kolagen tipa I, IV, V, VII i IX, elastin,
fibronektin, vitronektin, laminin i dr. Za MMP-2 i -9 je pokazano da posreduju u
invaziji izolovanog CT 1 HTR-8/SVneo ¢elija u Matrigel (Librach i sar., 1991), pri
¢emu u regulaciji njihove sekrecije kljucnu ulogu ima sastav vancelijskog matriksa (Xu
i sar., 2001). Matriksne metaloproteinaze se sintetiSu kao proenzimi i postaju aktivne u
vancelijskom prostoru. MMP-2 je eksprimirana u EVT, dok MMP-9 eksprimiraju EVT i
VT. Sinciciotrofoblast ne eksprimira ni jedan od ta dva enzima (Isakaa i sar., 2003). U
drugom trimestru ekspresija MMP-2 opada i predominantno je eksprimirana MMP-9
(Staun-Ram i sar., 2004). Dugo se smatralo se da je za proces invazije trofoblasta
vaznija MMP-2. U prilog te hipoteze je to Sto je jedan od mehanizama regulisanja
dubine trofoblastne invazije kontrola aktivnosti MMP-2 putem specificnih inhibitora
(TIMP-2, TGF-p) koje sintetiSe decidua na prelazu u miometrijum (Graham i sar., 1992;
Yudate i sar., 1996). Noviji literaturni podaci pak ukazuju da je MMP-2 gotovo
nedetektabilna u EVT u lumenu arterija, ve¢ da je MMP-9 enzim koji trofoblast
predominantno sekretuje tokom transformacije krvnih sudova (Bai i sar., 2005).

Istrazivanje uradeno u naSoj laboratoriji je pokazalo da osim pomenutih
molekula vaznu ulogu u procesu trofoblastne invazije ima galektin-1. Blokiranje
endogenog gal-1 znacajno ogranicava proces invazije, dok primena egzogeno dodatog
proteina stimuliSe invazivnost celija. Ispitivanje galektinskog profila izolovanog
citotrofoblasta i HTR-8/SVneo imortalizovane ¢elijske linije koja odgovara EVT je
pokazalo ekspresiju gal-1 i njegov znacaj u invaziji datog celijskog tipa (Kolundzi¢ i
sar., 2011).

Kontrola trofoblastne proliferacije, diferencijacije i invazije se ostvaruje
autokrinim 1 parakrinim mehanizmima 1 ukljucuje razli¢ite faktore rasta, citokine,
hemokine, kao i promene u parcijalnom pritisku kiseonika (Lala i Hamilton, 1996).
Nizak nivo kiseonika (hipoksija) promovise proliferaciju citotrofoblasta i sprecava
njegovu diferencijaciju u sinciciotrofoblast i ekstravilusni trofoblast (Genbacev i sar.,
1996, 1997; Lash i sar., 2005). Medu faktorima rasta koji promovisu diferencijaciju
citotrofoblasta u specijalizovane trofoblastne celijske tipove vaznu ulogu imaju
epidermalni faktor rasta (EGF) i transformisSuc¢i faktor rasta alfa (TGF-a) koji sintetisu i
decidualne i trofoblastne ¢elije (Filla i sar., 1993; Bass i sar., 1994; Maruo i sar., 1995),
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dok transformiSu¢i faktor rasta beta (TGF-B), koga sintetiSe decidua, inhibira
proliferaciju i invaziju trofoblasta (Graham i sar., 1992; Irving i Lala, 1995). Znacajnu
ulogu u kontroli proliferacije i diferencijacije trofoblasta imaju jo$ i heparin-vezujuci
EGF-u sli¢ni faktor rasta (HB-EGF), faktor rasta hepatocita (HGF), insulinu-sli¢an
faktor rasta (IGF), kao i IGF-vezuju¢i proteini (Simon i sar., 2000). Zajedno sa
prostangladinima, leukotrijenima i faktorima rasta, ulogu u regulaciji trofoblastne
diferencijacije i invazije imaju i citokini, pri ¢emu se narocito isticu IL-1, IL-6 , IL-8 i
IL-10 koji stimulisu trofoblastnu invaziju, kao i IL-15 koji je inhibira (Fitzgerald i sar.,
2005; Jovanovi¢ i Vi¢ovac, 2009; Jovanovi¢ i sar., 2010a).

Kao $to je opisano, diferencijacija i invazija trofoblasta predstavljaju visoko
regulisane procese koji su klju¢ni za uspeh trudnoce. Poremecaji u kontroli ovih procesa
dovode do preeklampsije, intrauterinog zaostajanja u rastu, horiokarcinoma i drugih
patoloskih promena u trudno¢i (Benirschke i Kaufmann, 2000), zbog Cega istrazivanja

patoloskih efekata aPL na ove procese imaju veliki znacaj.
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CILJ ISTRAZIVANJA



Antifosfolipidna antitela (aPL) se trenutno smatraju jednim od najvecih uzroka
pobacaja izazvanih imunskim sistemom. Smatra se da je glavni antigen u
antifosfolipidnom sindromu (APS) B;-glikoprotein I (B.GPI), evolutivno konzerviran
protein koji je po sekvenci i konformaciji slican velikom broju proteina mikrobskog

porekla.

Mehanizam patoloskog dejstva aPL joS nije u potpunosti poznat. lako postoje
podaci da aPL dovode do tromboze i inflamatornih procesa u placenti, glavnim
okidacem promena koje vode narusavanju strukture i funkcije placente, i konacno
pobacaju, se smatra direktan uticaj aPL na trofoblast.

Danas se zna da ova antitela prvenstveno vezuju fosfolipid-vezujuée proteine
kao $to su B,GPI i protrombin i1 fosfolipid/fosfolipid-vezujuéi protein komplekse.
Podaci o pretpostavljenim receptorima za aPL na ekstravilusnom trofoblastu su oskudni.
U nekoliko studija na razli¢itim celijskim tipovima (endotelne celije, makrofagi,
sinciciotrofoblast) je pokazana unutarcelijska lokalizacija antitela nakon inkubacije

celija sa aPL.

Na osnovu gore navedenog postavljeni su slededi ciljevi istrazivanja:

1) Ispitivanje uticaja imunoglobulina sa specificno$S¢u znacajnom za APS na

funkcionalna svojstva ekstravilusnog trofoblasta ¢oveka in vitro.

Planirano je ispitivanje uticaja:

a) imunoglobulina izolovanih iz seruma pacijenata sa APS (aPL+ IgG), smese
antitela razlicitih specifi¢nosti koja odgovara aPL prisutnim in vivo

b) anti-tetanus toksoid (TTd) monoklonskog antitela 26 (MAb 26) koje pokazuje
specificnost za B>GPI i nastalo je na osnovu slicnosti u konformaciji izmedu
TTd i B,GPI. Poreklo i specificnost MAb 26 omogucavaju proucavanje uticaja

anti-3,GPI antitela nastalih mehanizmom molekulske mimikrije.
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Prema postavljenom cilju bi¢e ispitivan uticaj na:

e invazivnost citotrofoblasta (CT) izolovanog iz placente prvog trimestra i
imortalizovane ekstravilusne trofoblastne celijske linije HTR-8/SVneo

¢ vijabilnost, proliferaciju i apotozu HTR-8/SVneo ¢elija

e ckspresiju karakteristicnih proteina koji ostvaruju ulogu u procesu celijske
invazivnosti: matriksnih metaloproteinaza-2 i -9, integrinskih subjedinica o, as i

B1 1 galektina-1 na HTR-8/SVneo ¢elijama.

2) Ispitivanje lokalizacije imunoglobulina sa specificno$éu znacajnom za
antifosfolipidni sindrom u in vitro interakciji sa ¢elijama trofoblasta, Sto e

obuhvatiti:

e ispitivanje lokalizacije aPL+ IgG i MAb 26 na HTR-8/SVneo ¢elijama nakon
inkubacije

e detaljnije ispitivanje (unutar)celijske lokalizacije antitela koriS¢enjem markera
celijskih odeljaka

e odredivanje broja ¢elija kod kojih se nakon inkubacije antitela mogu detektovati

na membrani, odnosno unutar ¢éelije.
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MATERIJAL I METODE



3.1. Imunoglobulini sa specificno§¢u znacajnom za antifosfolipidni sindrom

3.1.1. Izolovanje imunoglobulina G iz seruma metodom natrijum sulfatne

precipitacije

Imunoglobulini reaktivni prema fosfolipidima i fosfolipid-vezujuéim proteinima
(aPL+ IgQG) su izolovani iz seruma pacijenata sa dijagnostikovanim antifosfolipidnim
sindromom. Serumi su sakupljeni u Institutu za Reumatologiju Klinickog centra Srbije,
u Beogradu. Ukupni IgG je izolovan metodom natrijum sulfatne precipitacije. Ukratko,
uz konstantno mesanje, u serum je polako dodavan Na,;SOys, u koli¢ini od 180 mg po ml
seruma i isoljavanje je trajalo 60 min. Serum je zatim centrifugiran (4000 rpm, 15 min
na sobnoj temperaturi), supernatant je odliven, a talog resuspendovan u 18% Na,SOy 1
zatim ponovo centrifugiran pod istim uslovima. Procedura je ponovljena u jos jednom
ciklusu. Po zavrSetku drugog centrifugiranja, supernatant je odliven, a talog
resuspendovan u 2 ml H,O 1 dijalizovan spram fizioloskog rastvora tokom 24 h, na 4°
C. Nakon dijalize, uzorak je centrifugiran na 6000 rpm, 10 min, na sobnoj temperaturi i
supernatant koji je sadrzao IgG je sacuvan. Spektrofotometrijskom analizom je utvrdeno
da je iz 5.45 ml seruma precis¢en ukupni IgG u koncentraciji 57.8 mg/ml. Primenom
imunoelektroforeze potvrdeno je da se radi o izolatu visoke Cistoce. Tako dobijeni IgG
je alikvotiran u malim volumenima u mikrotube obloZene sterilnim PBS 0.1% BSA,
kako bi se spreCila adsorpcija IgG za plastiku. Tokom eksperimentalnog rada,
izbegavano je ponavljano smrzavanje i odmrzavanje uzoraka IgG. Primenom opisane
metode, iz seruma zdravih dobrovoljnih davalaca krvi preciséeni su imunoglobulini
(aPL- IgG) cijim je koriS¢enjem u eksperimentalnom radu obezbedena adekvatna

kontrola.

3.1.2. Anti-tetanus toksoid miSje monoklonsko antitelo 26 (MAb 26) sa

specificnoséu prema beta-2-glikoproteinu I

MAD 26 je antitelo usmereno prema tetanus toksoidu (TTd) koje pokazuje
ukrStenu reaktivnost sa beta-2-glikoproteinom I (B,GPI). Antitelo je proizvedeno u
Insitutu za virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak”, u odseku za istrazivanje i razvoj,
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pod rukovodstvom dr Ljiljane Dimitrijevi¢. Hibridomi su napravljeni fuzijom splenocita
TTd-hiperimunizovanih miSeva sa partnerskim SP/02-sm IL-6 c¢elijama mijeloma
(Seatovié i sar., 2004). Supernatanti hibridomskih kultura koji su pokazivali reaktivnost
prema TTd su u daljem toku njihovog istrazivanja testirani na dodatnu specificnost
prema B,GPIL, od kojih je jedino MAb 26 pokazivalo specifi¢nost prema B,GPI (Ini¢-
Kanada i sar., 2009a,b). U daljim ispitivanjima utvrdeno je da MAb 26 u Western blotu
specificno prepoznaju i vezuju TTd, kao 1 BoGPI izolovan iz ljudske plazme. ELISA
testovima je pokazano da se MAb 26 vezuju za y ozracenu plastiku, kao i za f,GPI
(Ini¢-Kanada 1 sar.,2009a). Autori su pokazali da do vezivanja dolazi kada je B.GPI
adsorbovan sam ili u kompleksu sa kardiolipinom i/ili drugim anjonskim fosfolipidima.
U daljem toku studije, ustanovljeno je da se MAb 26 vezuje za cCelije kod kojih je
prisutna inverzija membranskih fosfolipida (splenociti u apoptozi).

Navedene karakteristike MADb 26 su prepoznatljive odlike anti-B,GPI antitela, sa
posebnim osvrtom na znacaj molekulske mimikrije izmedu TTd i B,GPI, a koja je u
osnovi nastanka MAb 26. Na osnovu navedenih osobina, MAb 26 je u ovoj studiji

izabrano za ispitivanje uticaja anti-B,GPI antitela na ¢elije trofobasta ¢oveka, in vitro.

3.2. Tkivo

U ovom radu je koriS¢eno tkivo placente gestacijske starosti 6-12 nedelja,
dobijeno nakon legalnih prekida trudnoc¢e u Ginekolosko-akuSerskoj klinici Klinickog
centra Srbije. Tkivo je koriS¢eno za izolovanje citotrofoblastnih ¢elija, uz postovanje

eti¢kih standarda.

3.3. Kultura éelija

3.3.1. Kultura i izolovanje citotrofoblasta prvog trimestra

Citotrofoblastne ¢elije su izolovane prema proceduri koju su opisali Vicovac i
saradnici (2007), sa manjim modifikacijama. Placenta prvog trimestra (gestacijske
starosti 6-12 nedelja) dobijena nakon legalnih prekida trudnoce je ispirana sterilnim
0.05 M fosfatnim puferom pH 7.2 (sPBS; Torlak, Beograd, Srbija) koji je sadrzao

39



gentamicin. Tkivo placente je zatim podvrgavano digestiji tripsinom (0.25% tripsin
(Torlak, Beograd, Srbija), 0.2 mg/ml DNAse (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany)
1 SmM MgCl, (Merck, USA) u sPBS-u), u 2 ciklusa u trajanju od 25 minuta, na 37 °C.
Nakon svakog ciklusa ¢elije su filtrirane kroz sito od najlona (40 pm Nylon Bolting
Cloth; Lochdew, Warrington, UK), i dejstvo tripsina je bilo blokirano fetalnim tele¢im
serumom (FCS; PAA Laboratories, Linz, Austria). Celije koje su na taj nadin sakupljene
su ispirane sPBS-om koji je sadrzao 1% BSA i centrifugirane u diskontinualnom
gradijentu Percoll-a (GE healthcare, USA), tokom 30 min na 2800 rpm, na 10 °C.
Citotrofoblastne ¢elije prilikom centrifugiranja u gradijentu Percoll-la formiraju prsten u
srednjem sloju Percoll-a. Celije unutar prstena su prikupljane, ispirane u sPBS-u sa
0.1% BSA i odredivani su broj i vijabilnost ¢elija. Stepen Cistoce izololata procenjivan
je na osnovu bojenja celija na marker citotrofoblasta, citokeratin-7 (CK-7). U
eksperimentima su kori§¢ene kulture izolovanog citotrofoblasta u kojima je bilo > 95%
CK-7 pozitivnih celija.

Citotrofoblast je kultivisan u vlaznoj atmosferi, 5% CO; u vazduhu, na 37 °C u
medijumu DMEM/F12 (PAA Laboratories, Linz, Austria) sa 10% FCS i smeSom
antibiotika/antimikotika (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, USA), §to je predstavljalo
kompletan medijum. Izolovani citotrofoblast je koriS¢en u in vitro testu Celijske invazije

i u imunocitohemijskim ispitivanjima vezivanja aPL+ IgG i MAD 26.

3.3.2. Ekstravilusna trofoblastna éelijska linija HTR-8/SVneo

Celijska linija HTR-8/SVneo je dobijena ljubazno$éu dr Charles H. Graham-a
(Queen’s University, Kingston, ON, CA). Ova ¢elijska linija je dobijena transfekcijom
populacije ekstravilusnih ¢elija humane placente prvog trimestra trudnoce SV40 T
antigenom (Graham i sar., 1993; Irving i sar., 1995). HTR-8/SVneo je proliferativna i
invazivna celijska linija koja eksprimira markere normalnog ekstravilusnog trofoblasta
(King i sar., 2000).

HTR-8/SVneo ¢elije su gajene u vlaznoj atmosferi, 5% CO; u vazduhu, na 37
°C, u RPMI 1640 medijumu (PAA laboratories, Linz, Austria) koji sadrzao 5% FCS-a i
smesu antibiotika/antimikotika, Sto je predstavljalo kompletan medijum. HTR-8/SVneo
¢elije su koris¢ene u in vitro testu Celijske invazije, MTT testu, imunocitohemijskim
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ispitivanjima, SDS-PAGE elektroforezi, zimografskoj analizi, analizi lokalizacije

imunoglobulina iz tretmana nakon interakcije sa ¢elijama i PCR analizi.
3.4. Antitela
U ovome radu su kao primarna koriS¢ena razlicita antitela koja su prikazana u

Tabeli 1V, zajedno sa tehnikama i razblaZzenjima u kojima su koriS¢ena. Pregled

koris¢enih sekundarnih antitela i odgovarajucih tehnika i razblazenja je dat u Tabeli V.

41



Tabela IV. Pregled kori$é¢enih primarnih antitela.

Primarno antitelo | Tip antitela Tehnike/razblazenja | Proizvodac

anti-citokeratin-7 | zecje poliklonsko imunocitohemija Santa Cruz, CA,

marker trofoblastnih 1:75 USA

celija

anti-Ki67 zecje poliklonsko imunocitohemija Santa Cruz, CA,

merker celijske 1:250 USA

proliferacije

anti-M30 misje monoklonsko imunocitohemija Roche, Germany

marker apoptoze 1:75

anti-kaveolin-1 zecje poliklonsko imunocitohemija Cell Signaling, MA,

marker kaveola 1:400 USA

anti-klatrin zecje poliklonsko imunocitohemija Cell Signaling, MA,

marker klatrinom 1:50 USA

oblozenih vezikula

anti-EEA-1 zecje poliklonsko imunocitohemija Cell Signaling, MA,

marker ranog 1:200 USA

endozoma

anti-sintaksin-6 zecje poliklonsko imunocitohemija Cell Signaling, MA,

marker trans- 1:100 USA

Goldzijevog aparata

anti-APPL-1 zecje poliklonsko imunocitohemija Cell Signaling, MA,

marker 1:200 USA

endozomalnih

odeljaka ukljuc¢enih

u recikliranje

membrana

anti-Rab-5 zecje poliklonsko imunocitohemija Cell Signaling, MA,

marker ranog 1:200 USA

endozoma

anti-integrin o, mi$je monoklonsko Western blot Santa Cruz, CA,
1:3000 USA

anti-integrin os zecje poliklonsko Western blot Santa Cruz, CA,
1:500 USA

anti-integrin B, zecje poliklonsko Western blot Chemicon, CA,
1:3000 USA

anti-galektin-1 zeCje poliklonsko Western blot R&D, UK
1:1000

anti-p-aktin zecje poliklonsko Western blot Sigma, CA, USA
1:400
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Tabela V. Pregled korisé¢enih sekundarnih antitela.

Primarno antitelo | Tip antitela Tehnike/razblazenja | Proizvodac
HRP-obeleZeni konjsko poliklonsko | Western blot Cell Signaling, MA,
IgG prema IgG 1:2000 USA
miSa
HRP-obeleZeni konjsko poliklonsko | Western blot Cell Signaling, MA,
IgG prema IgG 1:2000 USA
misa
Aleksa fluor 488- pacovsko imunocitohemija, Life technologies,
obeleZeni IgG poliklonsko proto¢na CA, USA
prema IgG misa citofluorimetrija

1:1500
Aleksa fluor 555- kozje poliklonsko imunocitohemija, Life technologies,
obeleZeni IgG 1:1500 CA, USA
prema IgG zeca
FITC-obeleZeni ov¢ije poliklonsko imunocitohemija INEP, Srbija
IgG prema IgG 1:1500
ceveka
Biotinom obeleZeni | konjsko poliklonsko | Western blot Molecular  Probes,
IgG prema IgG 1:750 Invitrogen, USA
misa imunocitohemija

1:200
Biotinom obeleZeni | kozje poliklonsko Western blot Molecular  Probes,
IgG prema IgG 1:750 Invitrogen, USA
Zeca
Biotinom obeleZeni | kozje poliklonsko imunocitohemija Vector Laboratories,
IgG prema IgG 1:200 CA, USA
coveka
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3.5. Imunocitohemija

3.5.1. Vezivanje imunoglobulina sa specificno$¢u zna¢ajnom za antifosfolipidni

sindrom za ¢elije trofoblasta ¢oveka, in vitro

Izolovani citotrofoblast placente prvog trimestra je zasejavan na pokrovna
stakalca, 80000 ¢elija po stakalcetu. Celije su gajene u kompletnom medijumu tokom 16
h. HTR-8/SVneo ¢celije su zasejavane na pokrovna stakalca i gajene u odgovaraju¢em
kompletnom medijumu do 80% konfluentnosti. Stakalca su zatim ispirana sa sSPBS-om,
1 ¢Celije su fiksirane ledeno hladnim aceton metanolom (1:1), tokom 10 min. Ukoliko
nisu odmah koriS¢ena za imunocitohemiju, stakalca su ¢uvana na -20 °C. Pokrovna
stakalca sa fiksiranim cCelijama su rehidratisana u PBS-u i nespecificno vezivanje je
blokirano 1% rastvorom kazeina u PBS-u. Kao primarna antitela, u
imunocitohemijskom bojenju koris¢ena su aPL+ IgG (10 pg/ml) i MADb 26 (5 pg/ml) u
1% kazeinu, preko no¢i na 4 °C, u vlaznoj komori. Za procenu nespecifi¢nog vezivanja,
pod istim uslovima su koriS¢ena adekvatna neimuna antitela (aPL- IgG i mlgQG).
Nevezana antitela su ispirana PBS-om, a stakalca su zatim inkubirana sa Alexa-488
obelezenim anti-mi§ sekundarnim antitelima (Tabela V) tokom 1h, na sobnoj
temperaturi. Nakon ispiranja, HTR-8/SVneo stakalca su montirana rastvorom DAPI-ja
(4', 6-diamidino-2-fenilindol, ProLong® Gold Antifade Reagent, Molecular Probes,
Invitrogen, USA) u glicerolu, ¢ime su ujedno kontrastrirana jedra. Pokrovna stakalca sa
izolovanim CT su nakon ponovnog blokiranja 1% kazeinom bojena dvojno, antitelima
na marker trofoblasta, CK-7, prema razblazenju navedenom u Tabeli IV. Inkubacija je
trajala 1 h na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja i inkubiranja sa Alexa-555 obeleZenim
anti-zec sekundarnim anitelima tokom 1h, na sobnoj temperaturi, stakalca su montirana
kako je opisano. Preparati su analizirani Carl Zeiss 510 laserskim mikroskopom (Carl
Zeiss, Jena, Germany).

Kako bi se procenilo da li prisustvo egzogenog B,GPI ili drugih faktora
poreklom iz fetalnog teleceg seruma doprinosi vezivanju aPL+ IgG i MAb 26,
eksperiment je ponovljen u nesto drugacijim uslovima. Izolovani CT i HTR-8/SVneo
¢elije su zasejane na stakalca, kao $to je opisano. Citotrofoblastnim celijama je
dozvoljeno da adheriraju, nakon ¢ega je kompletni medijum zamenjen osnovnim
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medijumom. HTR-8/SVneo ¢elije su pre prebacivanja u osnovni medijum gajene do
70% konfluentnosti. Celije su u osnovnom medijumu gajene 24 h, pri éemu je medijum
menjan 2 puta tokom tog perioda, kako bi se osiguralo da je sav B,GPI poreklom iz
FCS-a uklonjen. Celije su zatim fiksirane i eksperiment je zavrsen na prethodno opisani

nadin.

3.5.2. Ispitivanje uticaja imunoglobulina sa specificnoSéu znacajnom za
antifosfolipidni sindrom na ekspresiju markera proliferacije i apoptoze u ¢elijama

trofoblasta ¢oveka, in vitro

3.5.2.1. Tretmani ¢Celija

HTR-8/SVneo ¢celije su gajene na pokrovnim stakalcima u kompletnom
medijumu. Nakon dostizanja ~ 70% konfluentnosti, medijum je menjan kompletnim
medijumom sa odgovaraju¢im tretmanom:

e sa imunoglobulinima izolovanim iz seruma pacijenata sa antifosfolipidnim
sindromom (aPL+ IgG), odnosno sa imunoglobulinima izolovanim iz seruma
zdravih osoba (aPL- IgG) u koncentraciji 100 pg/ml

e sa MAD 26 ili sa neimunim mi$jim imunoglobulinima (mIgG) u koncentraciji
5 pg/ml

Nakon 24 h inkubacije, ¢elije su ispirane u sPBS-u i fiksirane ledeno hladnim

aceton-metanolom (1:1). Ukoliko nisu odmah bojena, stakalca su cuvana na -20 °C.
3.5.2.2. Imunocitohemijsko bojenje Celija
Pokrovna stakla sa fiksiranim ¢elijama su rehidratisana u PBS-u i aktivnost
endogenih peroksidaza je blokirana 2% rastvorom H,O, tokom 15 min. Nespecifi¢no

vezivanje je blokirano 1% rastvorom kazeina u PBS-u. Celije su inkubirane sa

odgovarajuc¢im primarnim antitelima 1 h na sobnoj temperaturi:
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o Celije koje su tretirane sa aPL+/aPL- IgG su inkubirane sa antitelima prema Ki-
67 i M-30 (Tabela IV)
o ¢elije koje su tretirane sa MAb 26/mlgG su inkubirane sa antitelima prema Ki-

67.

Nevezana antitela su isprana PBS-om 1 ¢elije su zatim inkubirane 30 min na
sobnoj temperaturi sa odgovaraju¢im biotinilizovanim sekundarnim antitelima (Tabela
V). U slede¢em koraku celije su inkubirane sa ABC reagensom (A- avidin, B-
biotinilizovana peroksidaza iz rena) tokom 30 min. Bojenje je vizuelizovano rastvorom
3, 3’ diaminobenzidina (DAB). Kori$¢eni su kompleti reagenasa — Vectastain Elite
ABC kit i DAB Kkit- supstrat za peroksidazu (Vector Laboraratories, Burlingame, CA,
USA). Celije su kontrastrirane bojenjem hematoksilinom, a zatim dehidratisane u seriji
alkohola (70% etanol, 2 x 100% etanol, 2 x ksilol). Trajni preparati su montirani
koris¢enjem Vectamount smole (Vector Laboraratories, Burlingame, CA, USA).
Dobijeni preparati su analizirani svetlosnom mikroskopijom (Reichert-Jung mikroskop,
Vienna, Austria sa Leica Digital Camera System, Wetzlar, Nemacka). Uticaj tretmana
na ekspresiju Ki-67 i M30 markera je procenjen brojanjem pozitivnih i ukupnih ¢elija
na uzorku od 3000 celija po eksperimentu. Eksperimenti su ponovljeni minimum dva

puta, u triplikatu.

3.6. SDS - poliakrilamidna elektroforeza (SDS PAGE) i Western blot

3.6.1. Tretmani Celija i priprema celijskih lizata

Za pripremu celijskih lizata HTR-8/SVneo celije su gajene u plasticnim
flaskovima u kompletnom medijumu sa odgovaraju¢im tretmanom (aPL+/aPL- IgG u
koncentraciji 100 pg/ml ili MAb 26/mlIgG u koncentraciji 5 pg/ml), tokom 24 h. U
eksperimentima u kojima je ispitivana ekspresija galektina-1, ¢elije su nakon inkubacije
sa tretmanom odlepljivane tripsinizacijom (0.25% tripsin 0.02% EDTA, 2 min na 37
°C). Za analizu ekspresije integrinskih subjedinica ¢elije su odlepljivane hladnim PBS
0.02% EDTA, kako bi se izbegla mogucnost da tretman tripsinom dovede do izmenjene
slike ekspresije integrinskih subjedinica. Za analizu sekrecije gal-1 prikupljani su
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kondicionirani medijumi tretiranih éelija. Celije su lizirane u Laemlie-jevom puferu za
uzorke (0.125 M Tris-HCI sa 4% SDS, 20% glicerol, 0.1% bromfenol plavo) koji je
sadrzao inhibitore proteaza (Sigma, St Louis, MO, USA), pri koncentraciji 6x10°
¢elija/ml. Kondicionirani medijumi su redukovani meSanjem sa Laemlie-jevim puferom
za uzorke u odnosu 1:3. Uzorci su kuvani 5 min, i centrifugirani na 17000g kako bi se
uklonio nerastvorni materijal nakon cega je spektrofotometrijski odredivana

koncentracija proteina (spektrofotometar Pharmacia Biotech, UK).

3.6.2. SDS PAGE i Western blot

Lizati HTR-8/SVneo c¢elija su razdvajani u redukuju¢im uslovima u 7.5%
poliakrilamidnom gelu, za analizu integrinskih subjedinica i 15% poliakrilamidnom
gelu za analizu gal-1. Elektroforeza je radena na Mini/PROTEAN® 3 Cell sistemu
(BioRad Laboratories, CA, SAD), pri uslovima: 150V, 80mA, 12W.

Za prenos proteina na nitroceluloznu membranu (Schleicher & Schuell
BioScience GmbH Whatman Group, Dassel, Germany) koris¢en je sistem za transfer
Trans-Blot® SD Semidry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, CA,
USA). Nespecificno vezivanje je blokirano 1% kazeinom u PBS-u tokom 1 h na sobnoj
temperaturi. Membrane su zatim inkubirane sa antitelima prema integrinskim
subjedinicama a;, as i B; i gal-1i B-aktin (kontrola nanete koliine proteina), u
razblazenjim navedenim u Tabeli IV, preko no¢i na 4 °C, uz konstantno meSanje.
Nakon ispiranja, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima
(videti Tabelu V), 30 min na sobnoj temperaturi. Ukoliko su koriS¢ena biotinom
obelezena sekundarna antitela, membrane su inkubirane sa ABC reagensom, 30 min na
sobnoj temperaturi i reakcija je vizualizovana uputrebom DAB reagensa kao
hromogena. Kada su koriS¢ena sekundarna antitela obelezena peroksidazom iz rena
(horse radish peroxidase, HRP), vizualizacija je ostvarivana pomocu ECL susptrata za
Western blot (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA).

Intenzitet dobijenih traka je denzitometrijski analiziran ImageMaster TotalLab
v2.01 programom (Amersham Biosciences Europe, Orsay, France). Intenziteti
pojedina¢nih traka su normalizovani spram intenziteta trake za aktin. Eksperimenti su
ponovljeni tri puta.
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3.7. Zimografsko odredivanje aktivnosti enzima

3.7.1. Tretmani éelija

HTR-8/SVneo ¢elije su gajene do konfluentnosti u plocama od 24 mesta u 300
pl kompletnog medijuma. Nakon ispiranja, ¢elije su gajene dodatnih 24 h u 200 pl
osnovnog medijuma sa odgovaraju¢im tretmanom (aPL+/aPL- IgG u koncentraciji 100
pg/ml; MAb 26/mlIgG u koncentraciji 5 pg/ml). Po isteku inkubacije kondicionirani
medijumi su prikupljeni i centrifugirani kako bi se uklonile neadherirane celije.
Koncentracija proteina je odredena pomoc¢u kompleta zasnovanog na detekciji
redukovanog bakra bihinonskom kiselinom (BCA assay, Pierce Biotechnology,

Rockford, IL, USA).

3.7.2. Zimografija

Aktivnost zelatinaza u kondicioniranom medijumu tretiranih HTR-8/SVneo
¢elija je odredena pomocu SDS PAGE zimogafije po prethodno opisanoj proceduri
(Lash 1 sar., 2005). Uzorci su razblazivani puferom za uzorke bez f-merkaptoetanola u
odnosu 4:1 1 razdvajani u 11% gelu koju je sadrzao Zelatin u koncetraciji 1mg/ml, u
neredukuju¢im uslovima. Gelovi su nakon elektroforeze ispirani 2.5% Triton X-100, 2
puta u trajanju od 15 min, kako bi se uklonio SDS, a zatim i u dH,0. Nakon inkubacije u
reakcionom puferu (50 mM Tris-HCIl, SmM CaCl,, pH 7) preko no¢i, gelovi su bojeni
CBB-om 30 min i odbojavani u 30% metanolu sa 10% glacijalnom sir¢etnom
kiselinom. Proteazna aktivnost zelatinaza se uocavala kao providna traka u gelu na
mestu  lokalizacije enzima. Intenzitet enzimske aktivnosti je odredivan
semikvantitativno, denzitometrijskom analizom zimograma pomocu ImageMaster
TotalLab v2.01 programa. Eksperimenti su ponovljeni najmanje 4 puta, u duplikatu ili

triplikatu.
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3.8. Analiza ekspresije iRNK
3.8.1. Tretmani ¢elija

HTR-8/SVneo ¢elije su gajene u plasticnim flaskovima 24 h u kompletnom
medijumu sa odgovaraju¢im tretmanom (aPL+/aPL- IgG u koncentraciji 100 pg/ml;
MADb 26/mlgG u koncentraciji 5 pg/ml). Po isteku inkubacije ¢elije su odlepljivane
tripsinizacijom, centrifugirane (1500 rpm, 5 min, na sobnoj temperaturi),
resuspendovane u 1 ml TRIreagent reagensa (Applied Byosystems Inc., Carlsbad, CA,
USA) i inkubirane 5-10 min na sobnoj temperaturi, kako bi se otvorili nukleoproteinski
kompleksi. Celije su kratkoroéno ¢uvane u TRIreagent-u na -20 °C, dugoroéno na -80

°C.

3.8.2. Izolovanje RNK i sinteza komplementarne DNK

Ukupna ¢elijska RNK je izolovana metodom hloroform-izopropanol
precipitacije. Ukratko, na 1ml TRIreagenta u kome se nalazilo do 10" éelija nalivano je
200 ul hloroforma® i snazno promuckano. Nakon 3-15 min inkubacije na sobnoj
temperaturi uzorci su centrifugirani 15 min na 12000 rpm/4 °C. Gornja vodena faza bi
zatim bila pazljivo pokupljena i prebacena u novu mikrotubu. Kako bi RNK
precipitirala, preko pokupljene vodene faza nalivano je 500 ul izopropanola® i tuba je
invertovana nekoliko puta kako bi se faze izmesale. Nakon 10-15 min inkubacije na
sobnoj temperaturi, uzorci su centrifugirani tokom 15 min na 12000 rpm/4 °C.
Supernatant je odlivan dekantovanjem, a talog ispiran u 1ml ledeno hladnog 70%
etanola®. Uzorci su centrifugirani 10 min na 12000 rpm/4 °C. Nakon uklanjanja
supernatanta, talog je bio prosuSen kako bi ispario ostatak etanola. Po zavrSenom
suSenju, talog je rastvaran u 30 pl vode’, a koli¢ina i Cistoéa RNK su odredivane

spektrofotometarski (NanoVue, GE Healtcare, USA).

* Cistoéa koris¢enog hloroforma, etanola i izopropanola (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Germany) je bila odgovarajuéa za primenu u molekularnoj biologiji

® Rastvor etanola je pravljen u DEPC (dietilpirokarbonat, SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Germany) tretiranoj vodi koja je prethodno autoklavirana. U DEPC-tretiranoj vodi je
rastvaran i talog RNK. DEPC se koristi za tretiranje vode kako bi se inaktivirale RNAze prisutne u vodi.

Uklanja se autoklaviranjem.
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Komplementarna DNK je sintetisana iz 2 pg ukupne RNK koris¢enjem 0.2 pg
nasumic¢nih heksamernih prajmera, 2.5 pM svakog od nukleotida (dANTP) i 200U
RevertAid reverzne transkriptaze (Fermentas, Vilnius, Lithuania). UspeSnost reverzne
transkripcije je proveravana RT-PCR reakcijom za endogenu kontrolu (konstitutivno

eksprimiran gen).

3.8.3. PCR analiza u realnom vremenu (RQ-PCR)

PCR analiza (real time PCR) zasnovana na relativnoj kvantifikaciji je radena na
7500 Real Time PCR System aparatu (Applied Biosystems, Carlsberg, USA).
Reakciona smeSa se sastojala od 100 ng komplementarne DNK, 5 ul 2x KAPA™
SYBR™288 FAST qPCR univerzalnog master miksa (Kappa Biosystems, Boston, MA,
USA) i specificnog prajmera (Tabela VI) u finalnoj koncentraciji od 0.4 pM.
Specifi¢nost amplifikacije je svaki put potvrdena analizom krive topljenja. GAPDH je
koris¢en kao endogeni kontrolni gen 1 preraCunavanja su uradena primenom
komparativnog AACt metoda (Livak i Schmittgen, 2001). Eksperimenti su ponovljeni

tri puta.

Tabela V1. Prajmeri koriSé¢eni u RQ-PCR analizi

Gen Sekvenca prajmera

Integrin o, 5" GGTTCCTACTTTGGCAGTATT

3" AACCTTGTCTGATTGAGAGCA
Integrin o 5" GGCAGCTATGGCGTCCCACTGTGG
3" GGCATCAGAGGTGGCTGGAGGCTT

Integrin f, 5" GTGGTTGCTGGAATTGTTCTTATT
3’ TTTTCCCTCATACTTCGGATTGAC
Galektin-1 5" TGCAACAGCAAGGACGGC
3" CACCTCTGCAACACTTCCA
GAPDH 5" GAAGGTGAAGGTCGGAGT

3" GAAGATGGTGATGGGATTTC
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3.9. Detekcija i kvantitacija ¢elija (MTT test)

3.9.1. Tretmani éelija

HTR-8/SVneo ¢elije su gajene u plodama od 96 mesta, 2x10” éelija po bunaru u
100 pl kompletnog medijuma. Nakon 24 h celije su ispirane i dodavano je 200 pl
kompletnog medijuma sa odgovaraju¢im tretmanom (aPL+/aPL- IgG u koncentraciji
100 pg/ml; MAb 26/mlgG u koncentraciji 5 pg/ml), po bunaru. Kako bi se utvrdilo da li
tretman odgovaraju¢im antitelima pokazuje doznu ili vremensku zavisnost u uticaju na
vijabilnost ¢elija, uradeni su dodatni eksperimeti. aPL+/aPL- IgG je koris¢en u
koncentraciji 100, 150, 200 pg/ml, dok su MAb 26/mlgG kori$¢eni u koncentraciji 2.5,
51 10 pg/ml, tokom 24 ili 48 h.

3.9.2. MTT test

MTT test (MTT-3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5 diphenyltetrayolium
bromide; Tiazolil plavo, Sigma, St Louis, MO, USA) je kori$¢en za odredivanje broja
zivih ¢elija (Hanisch i sar., 1993). Nakon isteka 24 h inkubacionog perioda i ispiranja
¢elija, dodavano je 100 ul MTT-a u koncentraciji 1 mg/ml (u PBS 10% FCS), po
bunaru. Celije su inkubirane sa rastvorom MTT-a tokom 2 h na 37 °C. Po uklanjanju
rastvora, u svaki bunar je dodato po 100 pl 1-propanola (Chemapol, Prag, Ceska).
Nakon rastvaranja istalozene boje merena je opticka gustina na 540 nm, a broj zivih
¢elija je oCitavan sa standardne prave sa 5x10°, 1x10%, 2x10%, 4x10*, 6x10%, 8x10* ¢elija/

bunaru. Eksperiment je ponovljen Cetiri puta, 12 bunara po tretmanu.

3.10. Test celijske invazije in vitro

Mogu¢i efekat aPL+ IgG i MAb 26 na invaziju citotrofoblasta i HTR-8/SVneo
¢elija je ispitivan po metodi koju su opisali Librach i saradnici (1991). Umetci za
¢elijsku kulturu veli¢ine pora 8 um (Millipore, MA, SAD) oblagani su sa 10 pl
Matrigela (5mg/ml, BD Biosiciences, San Jose, CA, USA) u osnovhom DMEM/F12 za
izolovani citotrofoblast i osnovnom RPMI 1640 za HTR-8/SVneo celije. Matrigel je
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ostavljan da gelira 30 min na 37° C. U gornju komoru umetka nanoseno je 200 pl
éelijske suspenzije u kojoj se nalazilo 2x10° CT ili 1x10° HTR-8/SVneo Celija u
odgovarajuéem kompletnom medijumu sa tretmanom (aPL+ ili aPL- IgG u
koncentraciji 100 pg/ml; MAb 26 ili mlgG u koncentraciji 5 pg/ml). Po 500 pnl
odgovarajuceg kompletnog medijuma sa tretmanom je dodavano u donju komoru.
Nakon 24 h medijum je uklanjan, a ¢elije ispirane sPBS-om. Gornja povr§ina membrane
umetka je nezno brisana pamucnim tupferom, nakon cega su c¢elije na donjoj povrsini
membrane fiksirane ledeno hladnim aceton-metanolom (1:1) tokom 10 min. Membrane
su skidane skalpelom, a ¢elije na njima su bojene imunocitohemijski, monoklonskim
antitelom prema citokeratinu-7 (izolovani CT), ili su bojene po Gimzi (HTR-8/SVneo
éelije). Celije koje su zauzimale pore ili su se nalazile na donjoj povrsini membrane su
brojane pod svetlosnim mikroskopom, na 50 nepreklapajucih vidnih polja. Eksperimenti
u kojima su kori$¢eni imunoglobulini pre€iS¢eni iz seruma pacijenata sa APS su
ponovljeni tri puta u duplikatu, na HTR-8/SVneo c¢elijama. Eksperimenti kojima je
ispitivan uticaj MAD 26 na ¢elijsku invaziju su ponovljeni na izolovanom trofoblastu iz
Cetiri placente u duplikatu, dok su u slucaju HTR-8/SVneo celija eksperimenti uradeni 5
puta, u duplikatu (2 eksperimenta) ili triplikatu (3 eksperimenta).

Da bi se utvrdilo da li uticaj aPL+ IgG 1 MADb 26 zavisi od doze tretmana,
izveden je dodatni eksperiment na HTR-8/SVneo ¢elijama, koris¢enjem 100, 150 i 200
pg/ml aPL+/aPL- IgG 1 2.5, 51 10 pg/ml MADb 26/mlgG u tretmanu.

Optimalno trajanje testa invazije je odredeno kao vreme kada se uocavaju celije
kako zauzimaju pore i nalaze se sa donje strane membrane, ali nisu prisutne u donjim

bunarima.
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3.11. Lokalizacija imunoglobulina sa specificno$¢u znacajnom za antifosfolipidni

sindrom u in vitro interakciji sa ¢elijama trofoblasta

3.11.1. Vremenska zavisnost vezivanja

HTR-8/SVneo ¢celije su gajene prema proceduri opisanoj u odeljku 3.5.
(Imunocitohemija). Celije su inkubirane sa aPL+ ili aPL- IgG tokom 1 h, 2h, 4 hi 6 h,
dok su sa MAb 26/mlgG inkubirane tokom 15 min, 30 min, 1 h,2h, 4 hi6 h, na 37 °C.
Po isteku inkubacije ¢elije su ispirane 3 puta hladnim PBS-om, kako bi se zaustavio
potencijalni proces internalizacije i uklonila nevezana antitela. Celije su zatim fiksirane
ledeno hladnim aceton-metanolom (1:1). Bojenje je izvodeno prema proceduri opisanoj
u 3.5. osim koraka inkubacije sa primarnim antitelom, poSto je u ovom dizajnu
eksperimenta primarno antitelo bilo deo tretmana ¢elija.

Kada je eksperimentom bila predvidena kvantitativna analiza internalizacije,
koriS¢ena su odgovarajuca biotinilizovana sekundarna antitela po proceduri opisanoj u
3.5. Obojene ¢celije su ispitivane pod svetlosnim mikroskopom i na minimum 15
nepreklapajuc¢ih vidnih polja je odreden ukupan broj ¢elija, kao i broj ¢elija kod kojih se
mogla detektovati intracelularna lokalizacija antitela koriS¢enih u tretmanu (pozitivne
celije). Rezultati su izrazavani kao procenat pozitivnih ¢elija u odnosu na ukupan broj
celija. Eksperiment je ponovljen tri puta, u duplikatu.

Za potrebe kvalitativne analize internalizacije, anitela koriS¢ena u tretmanu su
vizualizovana upotrebom odgovarajucih fluorescentno obelezenih sekundarnih antitela i
dalja analiza je izvodena na standardnom laserskom mikrospkopu (Carl Zeiss 510, Jena,
Germany). Preciznija analiza preparata je ostvarena konfokalnom laserskom
mikroskopijom (LSM 510, Carl Zeiss GmbH, Jena, Germany). Ekscitacija fluorofora je
postignuta laserskom linijom argonskog lasera na 488 nm ili helijum neonskog lasera na
543 nm. DAPI signal je sniman propustanjem svetlosti Zivine lampe kroz ekscitacioni
filter za ovu boju.

Detaljnija analiza lokalizacije MAb 26 je ostvarena dvojnim bojenjem HTR-
8/SVneo celija prema markerima unutarcelijskih odeljaka. Koris¢eni su kaveolin-1 kao
karakteristi¢ni protein kaveola, klatrin kao karakteristi¢ni protein klatrinom obloZenih
vezikula, APPL-1 kao marker endozomalnih odeljaka uklju¢enih u recikliranje
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membrana, rab-5 koji je prisutan u membrani ranog endozoma, sintaksin-6 koji je
lokalizovan u trans-Goldzijevom aparatu i unutar endozoma i EEA-1 za identifikaciju
ranog endozoma. Antitela su koris¢ena u razblaZzenju navedenom u tabeli IV, prema

proceduri koja je opisana u poglavlju 3.5.

3.11.2. Temperaturna zavisnost vezivanja

HTR-8/SVneo ¢elije su gajene na nacin kako je opisano u prethodnom odeljku,
sa manjim izmenama. Kako bi se ispitala energetska zavisnost vezivanja, ¢elije su pre
dodavanja tretmana temperirane na 4°C tokom 15 min. Odgovarajuéi tretman (MADb
26/mlgQG) u kompletnom medijumu je hladen i zatim dodavan ¢elijama. Inkubacija je
trajala 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h ili 6 h, na 4 °C. Po isteku inkubacije ¢elije su
ispirane 3x hladnim PBS-om i fiksirane ledeno hladnim aceton-metanolom (1:1). Dalji
tok bojenja je opisan u odeljcima 3.5. i 3.11.1. Obojene celije su ispitivane pod
svetlosnim mikroskopom i ukupne ¢elije, kao i ¢elije kod kojih se mogla detektovati
intracelularna lokalizacija antitela (pozitivne celije), su brojane na minimum 15
nepreklapaju¢ih vidnih polja. Rezultati su izrazavani kao procenat pozitivnih Celija u

odnosu na ukupan broj ¢elija. Eksperiment je ponovljen tri puta, u duplikatu.

3.11.3. Ispitivanje internalizacije imunoglobulina Western blot metodom

Za pripremu celijskih lizata HTR-8/SVneo celije su gajene u plocama od 6
mesta u kompletnom medijumu do postizanja 80% konfluentnosti. Nakon toga je
dodavan odgovarajuci tretman (MAb 26/mlIgG u koncentraciji 5 pg/ml) u kompletnom
medijumu i ¢elije su inkubirane 24 h, na 37 °C. Po isteku inkubacije ¢elije su ispirane 3
puta sPBS-om, kako bi se uklonila nevezana antitela i odlepljivane sa podloge

primenom jedne od sledec¢ih metoda:

e celije su odlepljivane pomoc¢u gumenog skrejpera u sPBS-u sa proteaznim
inhibitorom
o Celije su odlepljivane ledeno hladnim sPBS 0.02% EDTA

e Celije su ispirane sPBS puferom, pH 2, kako bi se uklonila membranski vezana
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antitela, a zatim odlepljivane pomoc¢u gumenog skrejpera u sPBS-u sa
proteaznim inhibitorom
e celije su odlepljivane tripsinizacijom (0.25% tripsin u sPBS-u sa 0.02%

EDTA).

Uzorci su pripremljeni prema proceduri opisanoj u poglavlju 3.6.1. i
elektroforetski razdvojeni u redukuju¢im uslovima u 10% poliakrilamidnom gelu
(prema proceduri u poglavlju 3.6.2.). Komercijalni IgG je koris¢en kao kontrola

specifi¢nosti bojenja.

3.11.4. Protocna citofluorimetrija

HTR-8/SVneo ¢elije su gajene u kompletnom medijumu u plocama od 6 mesta
do dostizanja 80% konfluentnosti. Nakon toga je dodavan odgovarajuci tretman (MAb
26/mlgG) u kompletnom medijumu i Celije su inkubirane 15 min 1 2 h, na 37 °C.
Eksperiment je za svaki tretman i vremensku tacku inkubacije postavljan u duplikatu, a
¢elije iz pojedinacnog uzorka su odlepljivane tripsinizacijom ili ledeno hladnim sPBS
0.02% EDTA. Nakon ispiranja u PBS 5% FCS 0.1 % NaNj; (PBS,) jedna polovina ¢elija
iz istog uzorka (minimum 5x10° éelija) je permeabilizovana kako bi se detektovala
antitela iz tretmana ukoliko se nalaze unutar c¢elije. Druga polovina ¢elija nije
permeabilizovana ¢ime je omogucena diskriminacija signala poreklom od membranskih
vezanih antitela. U pripremi wuzoraka je koriS¢en komercijalni kit =za
fiksaciju/permeabilizaciju (Molecular Probes, Invitrogen, USA). Inkubacija sa
odgovaraju¢im Alexa 488 obeleZenim sekundarnim antitelima je radena u 100 pl
medijuma za permeabilizaciju tokom 20 min na sobnoj temperaturi, odnosno u 100 pl
PBS; (nepermeabilizovane ¢elije) tokom 30 min na 4 °C. Nakon ispiranja hladnim
PBS;, i PBS 0.1% NaNj3 (PBS)) ¢elije su fiksirane 4% rastvorom formalina u PBS;.
Fluorescentni signal na/u celijama je analiziran proto¢nim citofluorimetrom (BD

FACScalibur, BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
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3.11.5. Ispitivanje internalizacije primenom imunoglobulina obeleZenih jodom

125

3.11.5.1. Radioaktivno obelezavanje MAb 26 i mIgG jodom 125

Obelezavanje antitela je radeno po metodi Huntera i Greenwooda, pomocu
hloramina T kao oksidujuceg sredstva. 25 mikrograma proteina je obelezeno sa 0.5 mCi
radioaktivnog izotopa joda. Nakon jednog minuta reakcija je prekidana sa cisteinom i
pre¢iscavanje je radeno gel filtracijom na Sephadex G75 koloni (15x1cm). Kao pufer za

eluirane je upotrebljavan 0.05M fosfatni pufer pH 7.4, sa 0.05% govedeg albumina.

3.11.5.2. Tretmani celija i merenje radioaktivnosti na c¢elijama nakon

tretmana

HTR-8/SVneo ¢elije su gajene u plocama od 6 mesta u kompletnom medijumu
do postizanja 80% konfluentnosti. Nakon toga je dodavan odgovarajuéi tretman (I'*
obelezeni MADb 26/migG) u kompletnom medijumu, tako da je radioaktivnost iznosila
500 000 cpm/ml tretmana. Celije su zatim inkubirane 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, ili
24 h, na 37 °C, ili 2 h na 4 °C, nakon Cega su ispirane 3 puta sPBS-om kako bi se
uklonila nevezana antitela. Celije su odlepljivane sa podloge primenom jedne od

slede¢ih metoda:

e celije su odlepljivane ledeno hladnim sPBS 0.02% EDTA (kako bi se sacuvala
membranski vezana antitela)
o Celije su ispirane sPBS puferom, pH2, kako bi se uklonila membranski vezana

antitela, a zatim odlepljivane tripsinizacijom (0.25% tripsin u sSPBS-u sa 0.02%

EDTA).
Celije su prebacivane u epruvete za merenje i ispirane 2 puta PBS-om. Aktivnost
celijskog taloga je detektovana y brojatem (Wizard 1470 Automatic y counter,

PerkinElmer, UK).
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3.12. Statisti¢ka analiza
Dobijeni podaci su statisticki obradivani u programu Statistical Software

Program Version 5.0 (Primers of Biostatistic, McGraw-Hill Companies Inc., NY, SAD)

upotrebom Studentovog t-testa.
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REZULTATI



4.1. Uticaj imunoglobulina preci$¢enih iz seruma pacijenata sa antifosfolipidnim

sindromom (aPL+ IgG) na ekstravilusni trofoblast ¢oveka, in vitro

4.1.1. Vezivanje aPL+ IgG za HTR-8/SVneo éelije

Kako je vezivanje preduslov za delovanje imunoglobulina na ¢elije, ispitano je
vezivanje imunoglobulina preciS¢enih iz seruma pacijenata sa APS za HTR-8/SVneo
celije, imunocitohemijski. Koris¢enje aPL+ IgG kao primarnih antitela u
imunocitohemijskoj analizi HTR-8/SVneo ¢elija je rezultiralo (predominantno
citoplazmatskim) umerenim do intenzivnim bojenjem (Slika 7b). Specifi¢nost uocene
reakcije potvrduje odsustvo fluorescentnog bojenja ¢elija kada je primenjeno kontrolno
antitelo (prikazano na Slikama 7a i 7¢). Analizom vezivanja aPL+ IgG za HTR-
8/SVneo c¢elije kojima je bio nedostupan egzogeni f,GPI (medijum bez FCS) i drugi
faktori prisutni u teleem fetalnom serumu, uoceno je neSto drugacije bojenje.
Specifi¢an fluorescentni signal se (osim u citoplazmi) uoc¢avao i duz membrane, sa

fokalnim intenzivnije obojenim mestima, §to je prikazano na Slici 7d.
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Slika 7. Imunocitohemijska analiza vezivanja aPL+ IgG za HTR-8/SVneo ¢elije.
Prikazana je reprezentativna mikrografija vezivanja aPL+ IgG (7b, 7d) i neimunih
imunoglobulina, kao kontrole specifi¢nosti vezivanja (aPL- IgG, Slike 7a, 7¢) za HTR-
8/SVneo celije nakon 24 h kultivacije u kompletnom (7a i 7b) ili osnovnom medijumu
(7¢ i 7d). Marker oznacava 20 um.

4.1.2. Uticaj aPL+ IgG na na invaziju trofoblasta, in vitro

Tretman HTR-8/SVneo ¢elija sa 100 pg/ml aPL+ IgG tokom 24 h je doveo do
smanjenja Celijske invazije u testu na Matrigelu. Invazija HTR-8/SVneo ¢elija je bila
redukovana na 60.2% (p<0.05) od kontrolne vrednosti (invazivnost Celija tretiranih sa
aPL- IgG) (Slika 8). Ispitivanje dozne zavisnosti uticaja aPL+ IgG koris¢enjem 100,
150 i 200 pg/ml aPL+/aPL- IgG nije pokazalo statisticki znaCajne razlike u

inhibitornom efektu aPL+ IgG na ¢elijsku invazivnost (rezultati nisu prikazani).
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Slika 8. Efekat aPL+ IgG (100 pg/ml) na invaziju HTR-8/SVneo éelija. Tretman
HTR-8/SVneo c¢elija aPL+ IgG tokom 24 h je rezultirao smanjenom celijskom
invazijom u Matrigel, do vrednosti od 60.2% od kontrole koju su ¢inile ¢elije tretirane
istom koncentracijom aPL- IgG. Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja
zauzetih pora (= S.E.M.) iz tri eksperimenta uradena u duplikatu. Rezultati su prikazani
kao procenat od kontrole i znacajni su za p<0.05, §to je oznaceno sa *.

4.1.3. Uticaj aPL+ IgG na vijabilnost, proliferaciju i apoptozu HTR-8/SVneo

éelija

Izolovani CT ne proliferise u kulturi na Matrigelu, ali je HTR-8/SVneo ¢elijska linija
proliferativna. Celijska invazija u Matrigel se procenjuje na osnovu broja éelijama
zauzetih pora u odnosu na ukupan broj raspolozivih pora, na §ta ima uticaja i ukupan
broj prisutnih ¢elija. Zbog toga je bilo potrebno ispitati da li tretiranje HTR-8/SVneo
celija aPL+ IgG utice na njihovu vijabilnost, proliferaciju i apoptozu, kao parametre
koji mogu uticati na uoceni broj invazivnih ¢elija. Vijabilnost ¢elija je procenjena na
osnovu sposobnosti ¢elija da redukuju MTT. Rezultati su pokazali da pod dejstvom
aPL+ IgG dolazi do blagog, ali statisticki znacajnog porasta u vijabilnosti ¢elija (za 19%

u odnosu na kontrolu, p<0.001), nakon 24 h inkubacije sa tretmanom (Slika 9).
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Slika 9. Uticaj aPL+ IgG na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija. Tretman celija aPL+
IgG (100 pg/ml) tokom 24 h je rezultirao povecanom c¢elijskom vijabilnoséu od 19%, u
odnosu na vrednost dobijenu nakon tretmana kontrolnim antitelima (aPL- IgG), §to je
utvrdeno MTT testom. Rezultati su izrazeni kao procenat od kontrole i prikazana je
srednja vrednost iz Cetiri eksperimenta (n=36) = S.E.M. Rezultat je statisti¢ki znacajan
za p<0.001, $to je oznaCeno sa ***,

Blagi porast vijabilnosti ¢elija pod dejstvom tretmana moze biti posledica
povecane Celijske proliferacije, smanjene celijske apoptoze, ali takode moze
predstavljati odraz metabolickog stanja Celije. Celijska proliferacija je praéena na
osnovu ekspresije Ki-67 markera. Tretman aPL+ IgG je indukovao porast u broju Ki-67
pozitivnih ¢elija za 38% u odnosu na kontrolu (Slika 11). Potencijalni efekat tretmana
na apoptozu je procenjen imunocitohemijskim bojenjem HTR-8/SVneo ¢elija na M30,
fragment citokeratina-18 koji nastaje dejstvom kaspaza u apoptozi. Procenat
apoptoti¢nih ¢elija u obe grupe (aPL+ i aPL- IgG tretirane celije) je bio manji od 1%
ukupnog broja celija, Sto je pokazalo da tretman antitelima ne dovodi do apoptoze

(Slika 10).
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Slika 10. aPL+ IgG ne uti¢e na ekspresiju markera apoptoze u HTR-8/SVneo
éelijama. Tretman aPL+ IgG nije doveo do povecanja u broju ¢elija koje eksprimiraju
marker apoptoze (M30) (10B) u odnosu na ¢celije tretirane kontrolnim
imunoglobulinima (10A). Grafik predstavlja rezultate dobijene brojanjem M30
pozitivnih ¢elija u ukupnoj populaciji ¢elija koji su izrazeni kao procenat od kontrole.
Prikazana je srednja vrednost iz tri eksperimenta = S.E.M. Marker na mikrografijama
oznacava 10pm.
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Slika 11. Uticaj aPL+ IgG na ekspresiju markera proliferacije u HTR-8/SVneo
¢elijama. Tretman aPL+ IgG je doveo do povecanja u broju celija koje eksprimiraju
marker proliferacije (Ki-67) (11B) u odnosu na celije tretirane kontrolnim
imunoglobulinima (11A). Primenjeni tretman je doveo do povecanja od 38% u broju
celija koje eksprimiraju marker proliferacije (Ki-67) u odnosu na kontrolu. Grafik
prikazuje srednju vrednost iz tri eksperimenta + S.E.M. Marker na mikrografijama
oznacava 10pm.
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Kada se sagledaju rezultati, moze se zakljuciti da blag porast u broju zivih ¢elija
predstavlja posledicu povecane celijske proliferacije, dok apoptoza ne predstavlja
znacajan Cinilac. Rezultati sve tri grupe eksperimenata ukazuju na direktan efekat aPL+
IgG na celijsku invaziju, tj. pokazuju da se u osnovi smanjene invazivnosti ne nalazi

smanjen broj ¢elija usled primenjenog tretmana.

4.1.4. Uticaj imunoglobulina precdiS¢enih iz seruma pacijenata sa

antifosfolipidnim sindromom (aPL+ IgG) na proteine invazivnog trofoblasta

Trofoblastna invazija je prostorno i vremenski strogo regulisan proces. Prilikom
invazije ekstravilusnog trofoblasta ove celije vrSe degradaciju ekstracelijskog matriksa,
u ¢emu znacajnu ulogu imaju matriksne metaloproteinaze, serin proteaze i katepsini.
Najznacajnije medu njima su matriksne metaloproteinaze-2 i -9. Pored njih, vaznu
ulogu imaju i integrinski receptori za komponente vancelijskog matriksa, integrini o, i

asPi, kao i galektin-1.

4.1.4.1. Uticaj aPL+ IgG na nivoe matriksinih metaloproteinaza-2 i -9

Uticaj aPL+ IgG na nivo metaloproteinaza sekretovanih od strane HTR-8SVneo
ceija je ispitivan enzimatskim testom razgradnje Zelatina u gelu (Zelatinska zimografija).
Ovom analizom bilo je moguée detektovati enzimatsku aktivnost na molekulskim
masama koje odgovaraju proformama MMP-2 i MMP-9. Aktivnost enzima koja se
uocava kao prosvetljena traka na gelu obojenim Komazi plavim je denzitometrijski
semikvantifikovana. U pojedinim eksperimentima su se mogle uociti dodatne trake koje
po molekulskoj masi odgovaraju MMP-2 i MMP-9, ali one nisu bile pogodne za
denzitometrijsku analizu. Tretman aPL+ IgG doveo je do smanjene sekrecije proMMP-
9, do 69.3% vrednosti utvrdene za ¢elije koje su bile izloZzene kontrolnim antitelima
(aPL- IgG). Smanjenje koje je uoceno kada je analizirana sekrecija proMMP-2 (88.9%

od kontrolne vrednosti), nije bilo statisticki znacajno (Slika 12).
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Slika 12. Uticaj aPL+ IgG na sekreciju proformi MMP-2 i -9. Tretman ¢elija aPL+
IgG (100 pg/ml) tokom 24 h je doveo do smanjenja sekrecije proMMP-9 na 69.3% S$to
je bilo statisticki znacajno za p<0.001, obelezeno sa ***. Sekrecija proMMP-2 nije bila
znacajno promenjena pod dejstvom tretmana i iznosila je 88.9% od odgovaraju¢ih
vrednosti dobijenih u kontroli. Reprezentativni zimogram od cetiri eksperimenta je
prikazan iznad odgovarajuceg stuba na grafiku. Rezultati predstavljaju srednju vrednost
intenziteta dobijenih denzitometrijskom analizom + S.E.M. i prikazani su kao procenat
kontrole.

4.1.4.2. Uticaj aPL+ IgG ekspresiju integrinskih subjedinica a,, asip;

Uticaj aPL+ IgG na ekspresiju integrinskih subjedinica a;, as i f; ispitivan je
kvantitativno, imunoenzimskim testom na ¢elijama (CELISA). Rezultati dobijeni nakon
48 h inkubacije pokazuju da aPL+ IgG statisticki znacajno smanjuje ekspresiju o) os1p;
subjedinica integrina na 86.6% (p<0.01), 83.9% (p<0.001) i 86.8% (p<0.001) od
vrednosti koje su utvrdene za ¢elije tretirane neimunim imunoglobulinima (Slika 13).
Sli¢ni rezultati, mada statisticki neznacajni, su dobijeni i nakon 24 h inkubacije sa

antitelima (nije prikazano).
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Slika 13. Uticaj aPL+ IgG na ekspresiju integrinskih subjedinica oy, asi ;. Tretman
celija aPL+ IgG (100 pg/ml) tokom 48 h je doveo do smanjenja ekspresije a,; integrinske
subjedinice na 86.6% od kontrole, statisticki znac¢ajno za p<0.01 (obeleZeno sa **); os
subjedinice na 83.9% od kontrole, statisticki znacajno za p<0.001 (***); kao i B
subjedinice na 86.8%, takode statisticki znacajno za p<0.001 (***). Prikazani rezultati
predstavljaju srednje vrednosti ekspresije integrinskih subjedinica nakon tretmana aPL+
IgG iz Cetiri eksperimenta u CELISA testu (n=12) 1 izrazene su kao procenat od
kontrole + S.E.M.

4.1.4.3. Uticaj aPL+ IgG na ekspresiju galektina-1

Efekat aPL+ IgG na ekspresiju galektina-1 na nivou informacione RNK je
ispitan RQ-PCR metodom, dok je za ispitivanje ekspresije na proteinskom nivou
koris¢ena Western blot analiza. Kako galektin-1 ima znacaj za proces invazije i kao
membranski vezan i kao sekretovan protein, uticaj aPL+ IgG na ekspresiju gal-1 je
ispitan Western blot analizom lizata tretiranih HTR-8/SVneo celija i njihovih
kondicioniranih medijuma. Tretman aPL+ IgG nije doveo do promene u ekspresiji
galektina-1 na nivou iRNK. Blago smanjenje gal-1 u ¢elijskim lizatima (93% od
kontrole) nije bilo statisticki znacajno. Nivo sekretovanog gal-1 je pod uticajem aPL+

IgG smanjen na vrednost od 80% od kontrole (p<0.05) (Slika 14).
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Slika 14. Uticaj aPL+ IgG na ekspresiju galektina-1 u éelijskim lizatima (CL) i
kondicioniranom medijumu (KM) tretiranih HTR-8/SVneo ¢elija. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost intenziteta traka u Western blotu dobijenih
denzitometrijskom analizom i normalizovanih na aktin (= S.E.M.) i prikazani su kao
procenat kontrole. Tretman c¢elija aPL+ IgG (100 pg/ml) tokom 24 h nije doveo do
promene u koli¢ini gal-1 u ukupnim ¢elijskim lizatima, dok je nivo sekretovanog gal-1
samanjen na 80% od kontrole (statisticki znacajno za p<0.05, na grafiku oznaceno sa *).
Reprezentativne membrane iz jednog od tri eksperimenta su prikazane iznad
odgovarajucih stubova na grafiku.
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4.2. Uticaj p,-glikoprotein I specificnog antitela MAb 26 na ekstravilusni trofoblast

coveka, in vitro

4.2.1. Vezivanje MAD 26 za izolovani citotrofoblast i HTR-8/SVneo éelije

Kao prvi korak u ispitivanju uticaja MAb 26 na celije trofoblasta analizirano je
njihovo vezivanje za izolovani CT i HTR-8/SVneo ¢elije in vitro. Imunocitohemijskom
analizom je pokazano da se MAb 26 vezuju za izolovani CT i HTR-8/SVneo ¢celije
(Slike 15¢, 15g, 16b i 16d). Primena neimunog misjeg IgG (mIgG) umesto MAD 26 je
sluzila kao kontrola specifi¢nosti bojenja, koje je i potvrdeno odsustvom florescencije
na datim preparatima (Slike 15a, 15e, 16a i 16c¢). Vezivanje MADb 26 za trofoblastne
celije gajene u kompletnom medijumu (Slike 15a-15d; 16a i 16b) moze biti rezultat
vezivanja za endogeni ,GPI, ali i adherirani B,GPI poreklom iz teleCeg seruma. Kako
bi se procenio udeo endogenog B.GPI u vezivanju MAb 26, eksperiment je ponovljen
na ¢elijama koje su 24 h pre fiksiranja gajene u osnovnom medijumu, tj. bez tele¢eg

seruma (Slike 15e-15h; 16¢ i 16d).
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Slika 15. Imunocitohemijska analiza vezivanja MADb 26 za izolovani CT. Prikazane
su reprezentativne mikrografije vezivanja MADb 26 za ¢elije gajene u kompletnom (15a-
15d) ili osnovnom medijumu (15e-15h) kako bi se procenio znacaj B,GPI i drugih
faktora poreklom iz FCS-a za vezivanje MAb 26 (15¢ i 15h). mlIgG je koris¢en kao
adekvatna kontrola nespecificnog vezivanja (15b i 15f). Dvojno bojenje istih Celija
izolovanog CT na citokeratin-7 je prikazano na Slikama 15b, 15d, 15f i 15h. Jedra su
obojena DAPI-jem (plavo). Marker oznacava 20 um.
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Slika 16. Imunocitohemijska analiza vezivanja MAb 26 za HTR-8/SVneo éelije.
Prikazane su reprezentativne mikrografije vezivanja MAb 26 za celije gajene u
kompletnom (16a i 16b) ili osnovnom medijumu (16¢ i 16d) kako bi se procenio znacaj
B2GPI i drugih faktora poreklom iz FCS-a za vezivanje MAb 26 (16b, 16d). migG je
koris¢en kao adekvatna kontrola nespecificnog vezivanja (16a, 16¢). Jedra su obojena
DAPI-jem (plavo). Marker oznacava 20 pum.

4.2.2. Uticaj MAD 26 na invaziju trofoblasta, in vitro

Uticaj MADb 26 na ¢elijsku invaziju je ispitan u in vitro modelu invazije u
Matrigel. Rezultati su pokazali da tretman MADb 26 (5ug/ml) statisticki znacajno
(p<0.001) inhibira invaziju izolovanog citotrofoblasta na vrednost od 67.9 % kontrole
(Slika 17a). Pri istim eksperimentalnim uslovima MAb 26 (5pg/ml) je znacajno
(p<0.001) smanjivao invaziju i HTR-8/SVneo ¢elija do 71.4% od kontrolne vrednosti
(Slika 17b). Ispitivanjem dozne zavisnosti primenom 2.5, 51 10 pg/ml MAb 26/mlIgG u
tretmanu nije uocena statistiCki znacajna razlika u inhibitornom efektu MAb 26 na

invaziju HTR-8/SVneo c¢elija (rezultati nisu prikazani).
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Slika 17. Uticaj MAb 26 na invaziju izolovanog CT (a) i HTR-8/SVneo ¢elija (b).
Dobijene vrednosti predstavljaju srednju vrednost broja zauzetih pora + S.E.M. i
izrazene su kao procenat od kontrole, n=3 za izolovani CT, n=4 za HTR-8/SVneo ¢elije.
Statisticki znacajne razlike izmedu kontrole i tretmana za p<0.001 su oznacene sa ***,

4.2.2. Uticaj MAb 26 na vijabilnost, proliferaciju i apoptozu HTR-8/SVneo

éelija

Tretman c¢elija MAb 26 je doveo do smanjene invazije izolovanog CT i HTR-
8/SVneo celija. Stoga je bilo potrebno ispitati njihov efekat na vijabilnost, proliferaciju i
apoptozu HTR-8/SVneo celija, kako bi se utvrdilo da li je neki od tih parametara
odgovoran za uoceno smanjenje Celijske invazije. Vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija pod
uticajem MAD 26 je analizirana u MTT testu. Rezultati su pokazali da tretman
antitelima ne utic¢e znacajno na vijabilnost ¢elija (Slika 18). Pri tome nisu uocene dozna

(2.5, 5110 pg/ml ) ni vremenska (24, 48 h) zavisnost tretmana (rezultati nisu prikazani).
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Slika 18. MADb 26 ne utice na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija. Tretman celija MADb
26 (5 pg/ml) tokom 24 h nije doveo do promene u ¢elijskoj vijabilnosti, §to je utvrdeno
MTT testom. Rezultati su izrazeni kao procenat od kontrole i prikazana je srednja
vrednost za Cetiri eksperimenta (n=36) = S.E.M.

Kako je redukcija MTT-a u zasnovana na metaboli¢koj aktivnosti mitohondrija,
nije moglo biti isklju¢eno da odsustvo efekta MADb 26 na vijabilnost ¢elija predstavlja
odraz njihove metabolicke aktivnosti, a ne broja ¢elija. Zbog toga je uticaj MAb 26 na
proliferaciju HTR-8/SVneo ¢elija, ispitan imunocitohemijski, na osnovu ekspresije Ki-
67 markera celijske proliferacije. Ekspresija Ki-67 markera je evaluirana nakon 24 h
inkubacije sa mlgG ili MAb 26 (Slika 19A i 19B). Procenat Ki-67 pozitivnih ¢elija u
MAD 26 tretiranim kulturama je izrazen kao procenat od kontrole (mIgG tretirane

kulture) i iznosio je 179% (p<0.01) (Slika 19).
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Slika 19. Uticaj MAb 26 na ekspresiju markera proliferacije u kulturi HTR-
8/SVneo ¢elija. Dobijene vrednosti prikazane na grafiku predstavljaju srednju vrednost
broja Ki-67 pozitivnih ¢Celija iz tri eksperimenta (+ SEM), izraZzeno kao procenat od
kontrole. Tretman HTR-8/SVneo ¢elija MAb 26 je doveo do povecanja u broju Ki-67
pozitivnih ¢elija za 79 % u odnosu na kontrolu, $to je bilo statisticki znacajno za p<0.01
i na grafiku je obelezeno sa **. Iznad grafika je prikazana reprezentativna mikrografija
ekspresije Ki-67 u kulturi HTR-8/SVneo ¢elija tretiranih sa mIgG (A) ili MAb 26 (B).
Marker na mikrografijama oznacava 20um.
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Iako se nivo apoptoze u celijskim kulturama rutinski procenjuje na osnovu
ekspresije M30 markera, to u ovom eksperimentalnom radu nije bilo moguce. Antitela
koriS¢ena u tretmanu celija su, kao 1 anti-M30 antitelo, miSja monoklonska anitela te
stoga diskriminacija izmedu njih u imunocitohemijskom bojenju nije moguca. 1z tog
razloga apoptoza je procenjena na osnovu sposobnosti zivih ¢elija da ne zadrzavaju
vitalnu boju. U ovom eksperimentu kori$¢eno je bojenje vitalnom bojom Tripan plavo.
Nije uocena znacajna razlika u broju nevijabilnih ¢elija izmedu kultura tretiranih sa
MAD 26 i kultura tretiranih kontrolnim misjim IgG-om. Broj nevijabilnih ¢elija je u obe

grupe Celija bio manji od 0.5% (rezultati nisu prikazani).

4.2.4. Uticaj MAD 26 na proteine invazivnog trofoblasta

Kako su rezultati in vitro testa ¢elijske invazije u Matrigel pokazali znacajan
inhibitorni uticaj MADb 26, bilo je neophodno ispitati mehanizme tog efekata. U daljem
radu je ispitan uticaj MAb 26 na molekule znacajne za proces trofoblastne invazije:

matriksne metaloproteinaze-2 i -9, integrine asf3; 1 a3, 1 galektin-1.

4.2.4.1. Uticaj MAb 26 na nivoe matriksnih metaloproteinaza-2 i -9

Efekat MAD 26 na aktivnost MMP-2 i MMP-9 u kondicioniranim medijumima
HTR-8/SVneo ¢celija je ispitan metodom zelatinske zimografije. Denzitometrijska
analiza dobijenih zimograma je pokazala da MAb 26 znacajno (p<0.05) smanjuje
zelatinoznu aktivnost proMMP-9 na 83.7% kontrole, proMMP-2 na 84.2% kontrole
(p<0.001), dok smanjenje MMP-2 na 81% kontrole nije bilo statisticki znacajno (Slika
20). Svetla traka koja prema molekulskoj masi odgovara metaloproteinazi-9 i koja je

bila uocljiva u pojedinim zimogramima nije bila pogodna za denzitometrijsku analizu.
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Slika 20. Uticaj MAb 26 na sekreciju matriksnih metaloproteinza-2 i -9. Tretman
celija MADb 26 (5 pg/ml) tokom 24 h je doveo do smanjenja sekrecije proMMP-9 na
83.7% (statisticki znacajno za p<0.05, Sto je obelezeno sa *), proMMP-2 na 84.2% od
kontrole (znacajno za p<0.001, ***), dok uo¢eno smanjenje u sekreciji MMP-2 (na 81%
od kontrolne vrednosti) nije bilo statisticki znacajno. Rezultati predstavljaju srednju
vrednost intenziteta dobijenih denzitometrijskom analizom = S.E.M. i prikazani su kao
procenat kontrole. Reprezentativni zimogram iz jednog od 5 eksperimenata je prikazan
iznad odgovarajucih stubova na grafiku.

4.2.4.2. Uticaj MAb 26 na ekspresiju integrinskih subjedinica a;, asi

Uticaj MADb 26 na proteinsku ekspresiju integrinskih subjedinica a;, as i B
ispitan je Western blot analizom lizata HTR-8/SVneo tretiranih ¢elija. Intenziteti traka
dobijenih za pojedina¢ne integrine su normalizovani u odnosu na intenzitet trake za [3-
aktin. Na taj nacin je bilo mogucée semikvantifikovati uticaj MAb 26 na ekspresiju
integrinskih subjedinica i utvrdeno je da tretman antitelima znacajno smanjuje
ekspresiju oy subjedinice (p<0.05) na 73.5% kontrole, dok uocena blaga inhibicija
ekspresije subjedinica as i f; (na 95%, odnosno 90% kontrole) nije bila statisti¢ki
znacajna (Slika 21). Uticaj MAb 26 na ekspresiju integrinskih subjedinica je ispitan i na
nivou iRNK, RQ-PCR metodom i rezultati su navedeni u Tabeli VII.
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Slika 21. Uticaj MADb 26 na ekspresiju integrinskih subjedinica a;, as i f; na
proteinskom nivou. Prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost intenziteta traka
u Western blotu koje su dobijene denzitometrijskom analizom i normalizovane na aktin
(= S.E.M.) Rezultati su prikazani kao procenat od kontrole. Tretman ¢éelija MAb 26 (5
pug/ml) tokom 24 h je doveo do smanjenja ekspresije integrinske subjedinice a; na
73.5% od kontrole, statisticki znacajno za p<0.05 (obeleZzeno sa *); dok uoceno
smanjenje ekspresije subjedinica aos i1 P; nije imalo statisticku znacajnost.
Reprezentativne membrane iz jednog od tri eksperimenta su prikazane iznad
odgovarajucih stubova na grafiku.

Tabela VII. Uticaj MADb 26 na ekspresiju integrinskih subjedinica a4, a5 i p; na
nivou iRNK. Rezultati dobijeni RQ-PCR analizom ekspresije gena koji kodiraju
integrinske subjedinice su normalizovani na ekspresiju konstitutivno eksprimiranog
gena koji je sluzio kao endogena kontrola (GAPDH) i prikazane kao procenat kontrole.

Gen Promena u ekspresiji gena
(% kontrole)

Integrin al 134

Integrin o5 115

Integrin 1 128
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4.2.4.3. Uticaj MAb 26 na ekspresiju galektina-1

Efekat MADb 26 na ekspresiju galektina-1 na nivou informacione RNK je ispitan
RQ-PCR metodom, dok je za ispitivanje ekspresije na proteinskom nivou koris¢ena
Western blot analiza. Ekspresija iRNK za gal-1 je bila smanjena u MADb 26 tretiranim
HTR-8/SVneo ¢elijama u odnosu na mlgG tretirane Celije (na 83% kontrole), Sto je
utvrdeno AACt metodom. Ekspresija gal-1 proteina u lizatima celija tretiranih MAb 26
je bila smanjena na 70.7% kontrolne vrednosti (p<0.01), dok je nivo gal-1 u
kondicioniranom medijumu MADb 26 tretiranih ¢elija bio snizen na 88.2% vrednosti
detektovane u kondicioniranom medijumu ¢elija tretiranih kontrolnim antitelom (mlIgG)

(Slika 22).
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Slika 22. Uticaj MAb 26 na ekspresiju galektina-1 u éelijskim lizatima (CL) i
kondicioniranom medijumu (KM) tretiranih HTR-8/SVneo ¢{elija. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost intenziteta traka u Western blotu, posle denzitometrijske
analize i normalizovanja na aktin (= S.E.M.) i prikazani su kao procenat kontrole.
Tretman ¢elija MAb 26 (5 pg/ml) tokom 24 h je doveo do smanjenja ekspresije gal-1 u
ukupnim ¢elijskim lizatima na 70.7% od kontrole, statisticki znacajno za p<0.01
(obelezeno sa **), dok uocCeno smanjenje u koli¢ini sekretovanog gal-1 nije bilo
statisticki znacajno. Reprezentativne membrane iz jednog od cetiri eksperimenta su
prikazane iznad odgovarajuc¢ih stubova na grafiku.
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4.3. Lokalizacija imunoglobulina sa specificno$¢u znacajnom za antifosfolipidni

sindrom u in vitro interakciji sa ¢elijama trofoblasta

4.3.1. Detekcija aPL+ IgG na HTR-8/SVneo ¢elijama nakon inkubacije

HTR-8/SVneo celije su gajene u kompletnom medijumu sa 100 pg/ml
odgovarajuéeg imunoglobulina (aPL+ IgG ili aPL- IgG) tokom 1 h, 2 h, 4 hi 6 h.
Nakon inkubacije lokalizacija IgG je detektovana imunocitohemijski, primenom
biotinom obeleZzenog sekundarnog antitela, anti-humani IgG (Slika 23). aPL+ IgG je
ve¢ nakon 1 h inkubacije bio detektabilan unutar ¢elija, pri ¢emu se broj intracelularno
pozitivnih ¢elija povecavao sa trajenjem inkubacije. Primena aPL- IgG je rezultirala
malim brojem intracelularno pozitivnih ¢elija, 1 taj broj se nije menjao sa duZinom
trajanja inkubacije. Specificnost bojene reakcije je proverena i upotrebom flurescentno
obelezenog anti-humani IgG sekundarnog antitela, pri ¢emu su za analizu izabrane
vremenske tacke 112 h inkubacije sa IgG (Slika 24). Primena fluorescentno obelezenog
sekundarnog antitela je obezbedila jasniji signal, na osnovu koga je uoceno da je
vezivanje imunoglobulina koji ne poseduju specificnost karakteristicnu za APS
prvenstveno membransko, dok su imunoglobulini prec¢iS¢eni iz seruma pacijenata sa

APS detektovani pretezno unutar celije.
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Slika 23. Imunocitohemijska analiza Cdelijske lokalizacije aPL+ IgG nakon
inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama primenom biotinom obeleZenog sekundarnog
antitela. Reprezentativne mikrografije kojima je prikazana ¢elijska lokalizacija aPL+
IgG nakon inkubacije sa HTR-8/SVneo c¢elijama u trajanju od 1 h, 2 h, 4 h'ili 6 h su
prikazane na desnom panelu slike. Odgovaraju¢e mikrografije koje prikazuju
lokalizaciju aPL- IgG u istim eksperimentalnim uslovima su prikazane na panelu levo,
za svaku vremensku tacku.
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Slika 24. Imunocitohemijska analiza Cdelijske lokalizacije aPL+ IgG nakon
inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama primenom sekundarnog antitela obeleZenog
FITC-om. Reprezentativne mikrografije kojima je prikazana Celijska lokalizacija aPL+
IgG nakon inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama u trajanju od 1 h i 2 h su prikazane na
desnom panelu slike. Odgovarajuc¢e mikrografije koje prikazuju lokalizaciju aPL- IgG u
istim eksperimentalnim uslovima su prikazane na panelu levo, za svaku vremensku
tacku.

Imunuglobulini izolovani iz seruma zdravih osoba ¢ine smeSu IgG razliitih
specificnosti i mogu ukljucivati antitela koja imaju sposobnost internalizacije u zive
celije. Takode i koris¢eni aPL+ IgG predstavlja poliklonsku smesu IgG koji su znacajni
u APS, ali udeo imunoglobulina sa specificnos¢u za pojedine fosfolipide i/ili B,GPI u
aPL smeSi nije poznat. Zbog svega navedenog odlucili smo se da u detaljnijem
ispitivanju ovog procesa koristimo samo MADb 26, monoklonsko antitelo definisane

specifi¢nosti.



4.3.2. Detekcija MAD 26 na HTR-8/SVneo ¢elijama nakon inkubacije

Celijska lokalizacija MAb 26 i odgovarajuéeg kontrolnog imunoglobulina
(mlIgG) je analizirana imunocitohemijski, nakon 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 hi 6 h
inkubacije sa HTR-8/SVneo celijama, pri koncentraciji od 5 pg/ml (Slika 25).
Koris¢enjem biotinom-obelezenog sekundarnog antitela prema imunoglobulinima misa
pokazana je intracelularna lokalizacija MAb 26 u jednom broju ¢elija, ve¢ nakon 15 min
inkubacije. Celije kod kojih je bilo moguée detektovati vezani mIgG su se uodavale
samo sporadi¢no i njihov broj nije bio u korelaciji sa duzinom trajanja inkubacije. Broj
pozitivnih ¢elija, kao 1 intenzitet bojenja, su se povecavali sa povecanjem duZine
trajanja inkubacije sa antitelima. Aleksa 488-obelezeno sekundarno antitelo prema
imunoglobulinima misa je koris¢eno da bi se preciznije ispitala uocena Ccelijska
lokalizacija imunoglobulina. Na osnovu prethodnog dela ispitivanja, kao informativne
vremenske tacke odabrane su 15 min, 30 min, 1 h i 2 h inkubacije sa antitelima (Slika

26).
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Slika 25. Imunocitohemijska analiza celijske lokalizacije MAb 26 nakon inkubacije
sa HTR-8/SVneo ¢elijama primenom biotinom obeleZenog sekundarnog antitela.
Reprezentativne mikrografije kojima je prikazana celijska lokalizacija MAb 26 nakon
inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama u trajanju od 15 min, 30 min, 1 h,2h,4hili6 h
su prikazane na desnom panelu slike. Odgovarajuée mikrografije koje prikazuju
lokalizaciju mIgG u istim eksperimentalnim uslovima su prikazane na panelu levo.
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Slika 26. Imunocitohemijska analiza ¢elijske lokalizacije MAb 26 nakon inkubacije

sa HTR-8/SVneo ¢elijama primenom Aleksa 488-obeleZenog sekundarnog antitela.

Reprezentativne mikrografije kojima je prikazana celijska lokalizacija MAb 26 nakon

inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama u trajanju od 15 min, 30min, 1 hi 2 h su prikazane

na desnom panelu slike. Odgovaraju¢e mikrografije koje prikazuju lokalizaciju mIgG

kao kontrolnog antitela u istim eksperimentalnim uslovima su prikazane na panelu levo.
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Zbog pokazane vece osetljivosti 1 jasnije detekcije signala, u daljim
imunocitohemijskim ispitivanjima su koris¢ena odgovarajuca fluorescentno obelezena
sekundarna antitela. Preciznija analiza preparata HTR-8/SVneo ¢elija koje su bile
inkubirane se MADb 26, odnosno sa mlgG, tokom 2 h (Slika 27) i 24 h (Slika 28) je
uradena primenom konfokalne mikroskopije. Ispitivana antitela su detektovana
optickim presecima duz Z ose c¢elije, Cime je ostvaren jasniji uvid o mestu lokalizacije
antitela. Primena neimunog mi$jeg IgG je rezultirala potpunim odsustvom bojenja §to je
potvrdilo specificnost dobijenih rezultata. Kako bi se preciznije lokalizovala fluorofora
specificna za MAb 26, HTR-8/SVneo ¢elije koje su tokom 2 h bile inkubirane sa MAb
26, odnosno sa mlgG, su bojene dodatno i1 prema endogeno eksprimiranom proteinu

EEA-1, koji je ujedno i marker ranog endozoma.
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Slika 27. Imunocitohemijska analiza delijske lokalizacije MAb 26 nakon 2 h
inkubacije sa HTR-8/SVneo <{elijama, primenom konfokalne mikroskopije.
Mikrografije prikazuju celijsku lokalizaciju MADb 26 1 mlgG, kao kontrole
nespecificnog vezivanja, nakon inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama u trajanju od 2 h
(zelena boja). Celije su dvojno bojene prema markeru ranog endozoma EEA-1 (crvena
boja). Preparati su analizirani konfokalnim mikroskopom. Oznake 1-6 predstavljaju
opticke rezove duz Z-ose ¢elija inkubiranih sa MAD 26.
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Slika 28. Imunocitohemijska analiza celijske lokalizacije MAb 26 nakon 24 h

inkubacije sa HTR-8/SVneo <¢elijama, primenom konfokalne mikroskopije.

Mikrografije prikazuju Celijsku lokalizaciju MAb 26 1 mlgG, kao kontrole

nespecifinog vezivanja, nakon inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama u trajanju od 24 h

(zelena fluorescenca). Preparati su analizirani konfokalnim mikroskopom. Oznake 1-9

predstavljaju opticke rezove istog vidnog polja duz Z-ose ¢elija inkubiranih sa MAD 26.
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Unutarcelijska lokalizacija MAb 26 je pokazana i Western blot analizom lizata
¢elija, nakon 24 h inkubacije sa MAb 26/mlIgG, koriS¢enjem biotinom-obelezenog
sekundarnog antitela prema imunoglobulinima misa. U lizatima tretiranih ¢elija koje su
bile odlepljene mehanicki ili primenom hladnog PBS 0.02% EDTA, detektovane su
trake koje odgovaraju teSkom i lakom lancu MAb 26 i mlgG, §to je utvrdeno
poredenjem sa IgG koji je koriS¢en kao marker. Trake dobijene analizom lizata mIgG
tretiranih celija su bile znatno slabijeg intenziteta. Ispiranje ¢elija puferom niske pH i
tretman tripsinom, radi uklanjanja membranski vezanih antitela, rezultirao je odsustvom
detekcije mIgG u odgovaraju¢im celijskim lizatima, dok je MAb 26 bilo moguce

detektovati, sa slabijim intenzitom dobijenih traka (Slika 29).
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Slika 29. Detekcija unutaréelijske lokalizacije MAb 26 primenom Western blot
metode. U lizatima tretiranih ¢elija koje su bile odlepljene mehanicki i primenom
hladnog PBS 0.02% EDTA, detektovane su trake koje odgovaraju teSkom i lakom lancu
MAD 26 1 mlgG, S§to je utvrdeno poredenjem sa elektroforetskim profilom izolovanog
IgG koji je koriS¢en kao marker. Nakon uklanjanja membranski vezanih antitela
(ispiranjem celija puferom niske pH i tretiranjem tripsinom) moguce je detektovati
samo trake koje odgovaraju teskom i lakom lancu MAb 26. * oznaCava trake koje se
javljaju usled nespecificnog vezivanja sekundarnog antitela za membranu.
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4.3.3. Ispitivanje uticaja temperature na Celijsku lokalizaciju MAb 26 nakon

inkubacije sa HTR-8/SVneo éelijama

Vezivanje antitela za cCeliju i moguca posledi¢na internalizacija antitela su
procesi koji zavise od temperature. [z tog razloga je ispitana lokalizacija MAb 26 nakon
2 h inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama koja se odvijala na 4° ili 37° C (Slika 30). U
preparatima celija koje su inkubirane sa MAb 26 na 4° C je bio detektovan manji broj

MAD 26-pozitivnih ¢elija, kao i manji intenzitet ostvarenog bojenja.

migG MADb 26

Slika 30. Imunocitohemijska analiza uticaja temperature inkubacije MAb 26 sa
HTR-8/SVneo ¢elijama na ¢elijsku lokalizaciju antitela nakon inkubacije.
Reprezentativne mikrografije kojima je prikazana celijska lokalizacija MAb 26 nakon
inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama na temperaturi od 4° ili 37° C i u trajnju od 2 h su
prikazane na desnom panelu slike. Odgovarajuée mikrografije koje prikazuju

lokalizaciju mlIgG kao kontrolnog antitela u istim eksperimentalnim uslovima su
prikazane na panelu levo.

2h /4° C

2h [/ 37° C




4.3.4. Ispitivanje celijske lokalizacije MAb 26 nakon inkubacije sa HTR-

8/SVneo éelijama na osnovu detekcije markera intracelularnih organela

U jednom broju HTR-8/SVneo celija nakon inkubacije sa MAb 26 je bilo
moguce detektovati ova antitela unutar celije (Slike 25, 26, 27 i 28). Sa ciljem
detaljnijeg ispitivanja uocene lokalizacije antitela, vrSeno je dvojno imunocitohemijsko
bojenje Celija na markere unutarcelijskih odeljaka (Slika 31). Kori$¢eni su kaveolin-1
kao karakteristicni protein kaveola, klatrin kao karakteristicni protein klatrinom
oblozenih vezikula, APPL-1 kao marker endozomalnih odeljaka ukljucenih u
recikliranje membrana, rab-5 koji je prisutan u membrani ranog endozoma, sintaksin-6
koji je lokalizovan u trans-Goldzijevom aparatu i unutar endozoma i EEA-1 za
identifikaciju ranog endozoma (Slika 31, crvena fluorescenca). Primenom dvojnog
bojenja u svrhu odredivanja pojedinih unutarcelijskih odeljaka uocava se da je
lokalizacija MAb 26 nakon 2 h inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama (na 37°C) zaista
citoplazmatska (Slika 31, zelena fluorescenca). Koris¢ena metoda nije dovoljno
precizna da bi se govorilo o stvarnoj kolokalizaciji sa nekim od koris¢enih markera, ali
najveca blizina u uo¢enom bojenju je detektovana za kaveolin-1 i klatrin $to ukazuje da

je citoplazmatsko bojenje uoceno za MAb 26 lokalizovano uz ¢elijsku membranu.
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marker

MADb 26 unutarcelijskog DAPI spojeno
odeljka

kaveolin-1

klatrin

sintaksin-6

Slika 31. Imunocitohemijska detekcija unutarcelijske lokalizacije MAb 26 nakon 2
h inkubacije sa HTR-8/SVneo ¢elijama poredenjem sa lokalizacijom markera
unutarcelijskih odeljaka. Na slici su prikazane reprezentativne mikrografije dvojnog
bojenja ¢elija kako bi se detektovali MAb 26 (zelena fluorescenca) i odgovarajuci
marker unutarcelijskog odeljka (crvena fluorescenca). U horizontalnim redovima
redosled mikrografija je slede¢i: MAb 26; odgovarajéi marker; jedro Ccelije
kontrastrirano DAPI bojom i slika nastala preklapanjem prethodne tri.
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4.3.5. Procena internalizacije - broj celija kod kojih se uoc¢ava intracelularna

lokalizacija MADb 26

Internalizacija antitela je kvantitativno odredivana brojanjem c¢elija kod kojih je
utvrdena intracelularna lokalizacija MAb 26 (nakon inkubacije sa antitelima u trajanju
od 15min, 30 min, 1 h i 2 h). U tri nezavisna eksperimenta, uradena u duplikatu,
dobijeni su rezultati koji su ukazivali da do internalizacije MAb 26 dolazi ve¢ nakon 15
min inkubacije, kao i da je ovaj proces vremenski (Slika 32a) i temperaturno zavisan
(Slika 32b i 32c¢). Broj celija kod kojih je bilo mogucée detektovati MAb 26 u
citoplazmi, za dato trajanje i temperaturu inkubacije, se razlikovao izmedu pojedinacnih
eksperimenata i kretao se izmedu 24% 1 65% ukupnog broja ¢elija. Trend zavisnosti
internalizacije od duZine trajanja i temperature inkubacije, kao i odsustvo znacajne

internalizacije mlgG, je bio prisutan u svim pojedinacnim eksperimentima.
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Slika 32. Procena internalizacije odredivanjem broja ¢elija kod kojih se uocava
intracelularna lokalizacija MAb 26. Broj celija kod kojih se uocavala intracelularna
lokalizacija antitela je zavisio od duzine trajanja inkubacije sa antitelima (31a) i od
temperature inkubacije (31b). Poredenjem broja celija kod kojih se uocava
internalizacija MAb 26 nakon inkubacije na 37° i 4° C (31¢) jasno se uocava znacaj
temperature za proces internalizacije. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
dobijena iz tri eksperimenta + S.E.M. (osim za mlIgG, Slika 31b, gde su S.E.M.<2 i nisu
ucrtane na grafiku).

Internalizacija MAb 26 - vremenska zavisnost (37° C)
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Procena internalizacije MAb 26 u HTR-8/SVneo ¢elije nakon inkubacije u
trajanju od 15 min ili 2 h, je vrSena i primenom metode protocne citofluorimetrije.
Dobijeni rezultati su pokazali nizak broj ¢elija kod kojih se detektuju membranski
vezani MAb 26 ili mlIgG (¢elije koje u eksperimentalnoj proceduri nisu bile
permeabilizovane). Pri tome je pokazano da na prisustvo membranski vezanih antitela
utice nacin na koji su celije nakon tretmana odlepljene od plasticne podloge na kojoj su
gajene. Za razliku od PBS 0.02% EDTA, primena tripsina je dovodila do uklanjanja
membranski vezanih antitela. Znacajno veci broj MAb 26-pozitivnih c¢elija se uoc¢avao
kada su ¢elije u pripremi za analizu bile permabilizovane, ¢ime su antitela koja se
nalaze unutar Celije postala dostupna za vezivanje sekundarnih antitela. Procenat mIgG
pozitivnih ¢elija je i u ovakvim eksperimentalnim uslovima bio nizak, pri ¢emu je
vrednost prosecne fluorescence mlgG tretiranih celija bila u nivou fluorescence
neobojenih ¢elija. Kao i u slucaju odredivanja internalizacije direktnim brojanjem, i
primenom protocne citofluorimetrije je uoceno variranje u broju celija kod kojih je
MAD 26 detektovan intracelularno izmedu razli¢itih eksperimenata i iznosilo je 7-18%
¢elija nakon 2 h inkubacije. Rezultati jednog od tri eksperimenta u kojima je ocitavanje

radeno na 10000 Celija su prikazani na Slici 33.
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Slika 33. Procena internalizacije MAb 26 u HTR-8/SVneo celije metodom proto¢ne
citofluorimetrije. Rezultati prikazuju procenat pozitivnih ¢elija u uslovima kada su
¢elije podignute sa podloge tretmanom PBS 0.02% EDTA ili tripsin 0.02% EDTA. Pre
bojenja Aleksa 488-obeleZzenim sekundarnim antitelom celije su bile podeljene u dve
grupe, od kojih je jedna podvrgnuta permeabilizaciji. Rezultati analize su pokazali mali
udeo ¢elija sa membranski vezanim MADb 26 (nepermeabilizovane ¢elije), dok se vecina
detektovanog MADb 26 nalazila unutar ¢elije i mogla biti detektovana tek nakon
permeabilizacije. Takode se uoCava da primena tripsina dovodi do uklanjanja
membranski vezanih antitela. Grafik predstavlja rezultate eksperimenta u kome je
analizirano 10000 ¢elija.

Za procenu koli¢ine internalizovanih antitela koriS¢eni su imunoglobulini
radioaktivno obelezeni jodom 125. Nakon inkubacije sa I'MAb 26, nivo
radioaktivnosti asocirane sa ¢elijama je meren y brojacem. Detektovana aktivnost je bila
suvise niska da bi koli¢ina internalizovanih antitela mogla biti precizno odredjena na

osnovu tog podatka (rezultati nisu prikazani).
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4.3.6. Detekcija MADb 26 na Ccelijama izolovanog citotrofoblasta nakon

inkubacije

Kako bi se ispitalo da li je lokalizacija MAb 26 unutar HTR-8/SVneo ¢elija koja
se uocava nakon inkubacije odredena specificnostima HTR8/SVneo kao imortalizovane
celijske linije, lokalizacija MAb 26, kao i kontrolnog imunoglobulina (mlIgG), je
analizirana nakon 15 min, 30 min, 1 h i 2 h inkubacije 1 sa ¢elijama izolovanog CT
(Slika 34). Ve¢ nakon 15 min tretmana su se uocavale ¢elije kod kojih je bilo moguce
detektovati MAb 26, ve¢inom intracelularno. Nakon 60 min c¢elije na/u kojima je bilo
moguce detektovati MAb 26 su bile izrazito obojene S$to je onemogucavalo
diskriminaciju izmedu membranski vezanih antitela i onih koja se nalaze u Celiji. Zbog
toga je preciznija analiza imunocitohemijskog bojenja ¢elija izolovanog CT uradena
primenom konfokalnog mikroskopa nakon inkubacije sa antitelima od 15 min (Slika

35).

MADb 26

Slika 34. Imunocitohemijska analiza celijske lokalizacije MAb 26 nakon inkubacije
sa ¢Celijama izolovanog CT. Reprezentativne mikrografije kojima je prikazana celijska
lokalizacija MAb 26 (zelena fluorescenca) nakon inkubacije sa izolovanim CT u
trajanju od 15 min, 30 min, 1 h i 2 h su prikazane na donjem panelu slike. Celije su
dvojno bojene na marker citotrofoblastnih celija, citokeratin-7 (crvena fluorescenca).
Jedra su obojena DAPI-jem (plavo). Odgovaraju¢e mikrografije koje prikazuju
lokalizaciju mlgG kao kontrolnog antitela u istim eksperimentalnim uslovima su
prikazane na panelu iznad.
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Slika 35. Imunocitohemijska analiza celijske lokalizacije MAb 26 nakon 15 min
inkubacije sa c¢elijama izolovanog CT, primenom konfokalne mikroskopije.
Mikrografije prikazuju ¢elijsku lokalizaciju MADb 26 1 mIgG (zelena fluorescenca), kao
kontrole nespecifi¢nog vezivanja, nakon inkubacije sa izolovanim CT u trajanju od 15
min. Citokeratin-7 je koriS¢en u dvojnom bojenju kao marker trofoblasta (crvena
fluorescenca). Preparati su analizirani konfokalnim mikroskopom. Oznake 1-14
predstavljaju opticke rezove istog vidnog polja duz Z-ose ¢elija inkubiranih sa MAD 26.
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DISKUSIJA



5.1. Uticaj imunoglobulina sa specificnoSéu znacajnom za antifosfolipidni

sindrom na ekstravilusni trofoblast ¢oveka in vitro

Antifosfolipidni sindrom je sistemsko autoimunsko oboljenje koje se klinicki
manifestuje ponavljanim dogadajima tromboembolije i gubitkom ili poremecajima
trudno¢e (Hughes i sar., 1986). Seroloski se potvrduje prisustvom antifosfolipidnih
antitela, u srednjem i visokom titru, tokom duzeg vremenskog perioda (Myakis i sar.,
2006). Ponavljani pobacaji (PP) se javljaju kod priblizno 1% zena. Poremecaji
imunskog sistema, prvenstveno autoimuski faktori, su u osnovi velikog broja takvih
pobacaja. Ucestalost aPL kod Zena sa PP iznosti 15-40% (Rote i sar., 1998; Levine i
sar., 2002). Vecina pobacaja se deSava u prvom trimestru, pre desete nedelje gestacije
(Biggioggero i Meroni, 2009). Ucestalost ponavljanih pobacaja kod Zena koje boluju od
APS iznosi 53%, a verovatnoc¢a gubitka trudnoce se povecava sa brojem prethodnih
pobacaja (Giron-Gonzalez i sar., 2004).

Antifosfolipidna antitela ¢ini heterogena grupa antitela za koja se prvobitno
smatralo da su usmerena isklju¢ivo prema anjonskim fosfolipidima (Schick i sar., 1976).
Danas se zna da aPL prvenstveno vezuju fosfolipid-vezujuce proteine kao Sto su BoGPI i
protrombin, zatim i fosfolipid/fosfolipid-vezujué¢i protein komplekse (Roubey i sar.,
1994). Sinteza B,GPI se najvec¢im delom odvija u jetri (Rioche i Massayeff, 1974), ali se
ovaj protein sintetiSe i u placenti, u sinciciotrofoblastu i ekstravilusnom trofoblastu
(Chamley i sar., 1997). Transformisane horiokarcinomske ¢elijske linije, JAr, Jeg3 i
BeWo takode eksprimiraju B,GPI (Chamley i sar., 1997). Zbog toga sto je P.GPI
evolutivno konzerviran protein, anti-B,GPI antitela u znacajnoj meri reaguju sa B,GPI
poreklom iz razli¢itih vrsta (Tincani i sar., 1996).

Imunoglobulini izolovani iz seruma pacijenata sa antifosfolipidnim sindromom
(aPL+ IgQG) su u ovoj studiji izabrani kao smesa aPL koja odgovara aPL prisutnim in
vivo. U radu su koriS¢eni ukupni IgG iz seruma pacijenata koji su tokom duzeg
vremenskog perioda imali visok titar antifosfolipidnih antitela. Koncentracija od 100
pg/ml koja je koris¢ena u eksperimentima odgovara vrednosti koja je najéesée prisutna
u serumu pacijenata. Kako bi uticaj ovih antitela bio ispitan na adekvatan nacin, iz
seruma zdravih dobrovoljnih davaoca krvi, na identiCan nacin, su izolovani
imunoglobulini koji su koris¢eni kao kontrolni tretman (aPL- IgG).
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Ispitivanje uticaja aPL sa jasno definisanom antigenskom specificnoséu
omogucava detaljnije ispitivanje efekata koje ostvaruju na trofoblastu. Patoloski znacaj
anti-B,GPI antitela u trudno¢i nije dovoljno rasvetljen, iako se B,GPI smatra najvaznijim
antigenom u APS. Na osnovu slicnosti u sekvenci/konformaciji ,GPI i1 brojnih
patogena, molekulska mimikrija se smatra jednim od mehanizma kojim nastaju
patoloska anti-B,GPI antitela. Na osnovu navedenih podataka koncipiran je dalji tok
istrazivanja kojim je ispitivan uticaj B.GPI-specifi¢nog mi$jeg monoklonskog anititela
26 (MAD 26), dobijenog fuzijom splenocita miSeva koji su prethodno hiperimunizovani
tetanus toksoidom, i partnerskih éelija mijeloma (Seatovi¢ i sar., 2004; Ini¢-Kanada i
sar., 2009a,b). Autori su pokazali da dobijeni imunoglobulini pokazuju specifi¢nost
kako za TTd, tako i1 za B,GPI, kao i da karakteristike MAb 26 odgovaraju drugim anti-
B2GPI antitelima, Sto je potvrdeno in vitro i in vivo eksperimentima (Ini¢-Kanada i sar.,
2009a), (opisano u poglavljima 1.2.3.1. i 3.1.2.). Pokazano je da aplikovanje MAb 26
miSevima in vivo ima isti efekat kao hiperimunzacija tetanus toksoidom, §to potvrduje
zna&aj molekulske mimikrije TTd i B,GPI (Zivkovi¢ i sar., 2011). Poreklo i specifiénost
MAD 26 ga ¢ine potencijalno izuzetno znacajnim za ispitivanje uticaja aPL na trofoblast
¢oveka in vitro. Koncentracija MAb 26 koja je koriS¢ena u eksperimentima je izabrana
oslanjajuci se na podatke iz misjeg modela (Ini¢-Kanada 1 sar., 2009a) i na podatke iz
literature, na osnovu kojih se zna da primena visokih koncentracija anti-B,GPI antitela
dovodi do apoptoze trofoblastnih ¢elija (Chamley i sar., 1998). Upotrebom doze od 5
pg/ml zeleli smo da ispitamo efekte koja ova antitela mogu imati na trofoblastne ¢elije,
bez izazivanja opseznih fizioloskih posledica kao §to je apoptoza.

Kao model sistem za ispitivanje uticaja aPL tokom placentacije se najcesce
koriste kulture izolovanog trofoblasta placente, obicno prvog ili tre¢eg trimestra, i
kulture imortalizovanih trofoblastnih ¢elijskih linija. U ovom radu su koriS¢ene
citotrofoblastne ¢elije izolovane iz placenti prvog trimestra trudnoce i trofoblastna
¢elijska linija HTR-8/SVneo. Izolovani citotrofoblast u primarnoj kulturi pokazuje
karakteristike invazivnog ekstravilusnog trofoblasta, ukljuc¢ujuci odsustvo proliferacije.
Takvo ograni¢enje je prevazideno koriS¢enjem imortalizovane trofoblastne celijske
linije HTR-8/SVneo koja je dobijena transfekcijom ekstravilusnog trofoblasta prvog

trimestra trudno¢e SV40 T antigenom (Graham i sar., 1993).
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Vezivanje aPL+ IgG za imortalizovane HTR-8/SVneo ¢celije je utvrdeno
imunocitohemijski. Kori§¢ena koncentracija antitela od 10 pg/ml je omogucila procenu
da li se aPL+ IgG vezuju za ¢elije u dozi koja je viSestruko niza od prisutne u serumu
pacijenata, uz istovremeno odrZavanje niske nespecificnosti bojenja. Korisc¢enje
neimunih humanih IgG kao kontrolnih anitetela je rezultiralo blagim difuznim
bojenjem, §to je i ocekivano s obzirom na to da ukupni IgG zdravih davalaca krvi
predstavlja heterogenu smeSu IgG koja, iako ne pokazuje specificnost znafajnu za
antifosfolipidni sindrom, moze vezivati odredene antigene ili receptore na celijama.
Gajenje HTR-8/SVneo c¢elija u osnovnom medijumu, bez B,GPI i drugih faktora
prisutnih u FCS, je rezultiralo smanjenim vezivanjem aPL+ IgG i drugacijim izgledom
bojenja, koje je bilo lokalizovano na pojedinim regionima membrane.

MAD 26 se vezuje za oba tipa trofoblastnih ¢elija, pri ¢emu je intenzitet bojenja
izraZeniji na izolovanom trofoblastu prvog trimestra. UocCeno vezivanje je bilo
nezavisno od prisustva egzogenog B,GPI, s tim da je intenzitet bojenja bio znacajno
ve¢i na Celijama koje su gajene u kompletnom medijumu. Kako izolovani CT
eksprimira B,GPI (Chamley i sar., 1997), moze se smatrati da se vezivanje MAb 26
odvija direktno i preko adheriranog B,GPI. Sa druge strane postoje podaci o ekspresiji
B2GPI i na HTR-8/SVneo ¢elijama, Sto je utvrdeno na osnovu vezivanja anti-f,GPI
antitela za ove ¢elije (Mulla i sar., 2010). Veci nivo vezivanja aPL+ IgG i MAD 26 za
HTR-8/SVneo ¢celije koje su gajene u kompletnom medijumu ukazuje na znacaj
egzogenog P,GPI, ali kako je bojenje prisutno i na ¢elijama gajenim u osnovnom
medijumu, bez seruma, to potvrduje ulogu endogenog B,GPI, ne iskljucujuci
potencijalni doprinos nekog receptora koji bi takode ucestvovao u vezivanju.

Na osnovu citohemije uocava se razlika u bojenju trofoblastnih ¢elija gajenih u
osnovnom medijumu zavisna od tipa antitela koja su koris¢ena. Celije koje su bojene sa
aPL+ IgG pokazuju pretezno membransko bojenje, dok bojenje ¢celija sa MAb 26
rezultira citoplazmatskom i perinukleusnom lokalizacijom fluorescence, $to ukazuje na
mogucénost da se poliklonska antitela poreklom iz seruma pacijenata sa APS vezuju za
razli¢ita mesta na ¢elijama, najverovatnije za membranske anjonske fosfolipide.

U literaturi se nalaze podaci o vezivanju IgG iz seruma pacijenata sa APS, kao i
o vezivanju anti-B,GPI antitela, za primarni trofoblast u periodu diferencijacije
citotrofoblasta u sinciciotrofoblast (72 h celijske kulture) (Caruso i sar., 1999; Di
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Simone i sar., 2000, 2005). Sli¢no rezultatima koji su dobijeni u ovom radu, i u studiji
Di Simone i saradnika (2000, 2005) je nadeno da je vezivanje aPL vece za trofoblast
koji je gajen u kompletnom medijumu, Sto ukazuje na malu koli¢inu endogeno
eksprimiranog B,GPI.

Kako je fokus ispitivanja u ovome radu bio na ekstravilusnom trofoblastu,
izolovani CT je pre bojenja gajen u kulturi svega 16 h, ¢ime je izbegnuta njegova
diferencijacija u sincicijum. Time smo pokazali visok nivo vezivanja anti-f,GPI antitela
za izolovani CT ¢ak i pre otpo€injanja procesa sincicijalizacije. Osim toga, u drugim
studijama je u ispitivanjima kori$¢en izolovani CT placente treceg trimestra trudnoce.
lako invazivan i Cesto koriS¢en kao model sistem, CT placente treCeg trimestra ne
odgovara u potpunosti visokoinvazivnom EV trofoblastu prvog trimestra. Ta razlika bi
mogla biti posebno znacajna u kontekstu antifosfolipidnog sindroma posto se najveci
patoloski efekat aPL u trudno¢i ostvaruje pre 10-te nedelje gestacije, te stoga vezivanje
MADb 26 za izolovani CT koje je uoceno u ovom radu predstavlja znacajnu polaznu
osnovu za ispitivanje patoloskih efekata anti-B,GPI antitela u prvom trimestru trudnoce.

Rezultati koji pokazuju vezivanje ispitivanih imunoglobulina su bili osnova za
dalje ispitivanje uticaja aPL na funkcionalna svojstva ekstravilusnog trofoblasta oveka
in vitro. U testu Celijske invazije u Matrigel, aPL+ IgG su doveli do znacajne inhibicije
invazije HTR-8/SVneo ¢elija. U istrazivanju nase laboratorije koje je prethodilo ovoj
studiji (Jovanovi¢ i sar., 2010b), pokazano je da aPL+ IgG snazno inhibiraju invaziju
izolovanog citotrofoblasta, pri ¢emu je taj efekat bio izrazeniji u odnosu na HTR-
8/SVneo ¢elije. Moguce objasnjenje dobijenih razlika lezi u specifi¢cnim osobinama
samih celijskih linija, kao i u razli¢itoj zastupljenosti antigenih komponenti. Tretman
¢elija MAD 26 je takode izazvao smanjenje u celijskoj invaziji izolovanog CT i HTR-
8/SVneo celija, u pribliznoj meri. Dobijeni efekat je bio neSto manji od onog koji je
uocen nakon tretmana ¢elija aPL+ IgG (71.4% u odnosu na 60.2% od kontrole, za HTR-
8/SVneo celije), Sto se moze objasniti razlikama u antigenskim specificnostima
poliklonskih aPL i monoklonskog anti-B,GPI antitela. Sem toga, na nekoliko ¢elijskih
linija je pokazano da ekspresija B.GPI zavisi od faze celijskog ciklusa i opada sa
postizanjem konfluentnosti (Averna i sar., 2004; Higashimoto i sar., 2007). Imajucéi to u
vidu moze se pretpostaviti da dostupnost B,GPI kao glavnog antigena utice na konacni
efekat tretmana.
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Inhibicija ¢elijske invazije pod dejstvom aPL je, u slicnom procentu,
detektovana i na izolovanom CT treceg trimestra (Di Simone i sar., 1999). Studijom Di
Simone i saradnika (2000) je potvrdeno da smanjenje invazije predstavlja posledicu
vezivanja aPL za B,GPI, bilo direktno, preko endogeno eksprimiranog proteina, kao i
posredno, preko adheriranog B,GPI poreklom iz teleCeg seruma koji je dodat u
medijum. Inhibicija invazije pod dejstvom anti-B,GPI antitela je opisana i na JAr
horiokarcinomskoj ¢elijskoj liniji (Blank i sar., 2007). Primenom specifi¢nih
inhibitornih peptida, u toj studiji je definisano da je smanjenje invazije uslovljeno
funkcionalnom ocuvanos¢u Fab fragmenta antitela. Osim toga, neutralizacija anti-B,GPI
antitela primenom anti-idiotipskih antitela je dovela do normalizacije ¢elijske invazije,
¢ime su autori definitivno potvrdili da inhibicija invazije predstavlja posledicu
delovanja anti-B,GPI antitela (Blank i sar., 2007). Osim anti-B,GPI antitela i druga
monoklonska antifosfolipidna antitela, kao Sto je antifosfatidilserin antitelo, dovode do
smanjene invazije izolovanog CT prvog trimestra (Katsurawa i sar., 1997).

Pored podataka zasnovanih na in vitro modelima, u literaturi se mogu naci
studije kojima je potvrdena patoloska uloga aPL u trofoblastnoj invaziji u in situ i in
vivo ispitivanjima. Defektna kolonizacija krvnog suda endovaskularnim trofoblastom je
tako detektovana histopatoloski, u preparatima placente prvog trimestra kod pobacaja
uzrokovanih APS (Sebire i sar., 2002). Obzirom da je cilj normalnog remodelovanja
krvnih sudova uterusa smanjenje otpora protoku krvi i poveéanje volumena krvi,
Doppler nalazi povec¢anog otpora krvi kroz arterije uterusa pacijentkinja sa APS u
trudno¢i ukazuju na nepotpunu ¢éelijsku invaziju i neadekvatno remodelovanje spiralnih
arterija (Vencat-Raman i sar., 2001).

Za razliku od izolovanog CT, HTR-8/SVneo ¢elije proliferiSu u kulturi i bilo je
neophodno ispitati da li uo¢ene promene u ¢elijskoj invazivnosti odrazavaju smanjen
broj ¢elija, pod dejstvom tretmana. U ovoj studiji je pokazano da pod dejstvom aPL+
IgG dolazi do blage, ali statisticki znacajne stimulacije celijskog prezivljavanja, dok
takav efekat nije uocen nakon tretmana ¢elija MAb 26. Dalja analiza koja je obuhvatila
pracenje markera proliferacije (Ki-67) i apoptoze (M30) je pokazala da i aPL+ IgG i
MAD 26 dovode do povecane proliferacije ¢elija, pri ¢emu je veci efekat ostvaren
primenom MADb 26, bez uocenih efekata na apoptozu. Ovi podaci su donekle u
suprotnosti sa literaturnim podacima koji ukazuju na inhibitorni efekat anti-B,GPI
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antitela na proliferaciju (Chamley i sar., 1998). S obzirom na to da su u pomenutoj
studiji koriS¢ene horiokarcinomske linije JAr i BeWo, smatramo da nasi rezultati nisu u
potpunosti uporedivi. HTR-8/SVneo ¢elijska linija, osim §to je model koji u in vitro
uslovima odgovara EVT, poseduje i karakteristike stem celija (Takao i sar., 2011;
Weber i sar., 2013). Iz tog ugla posmatrano, HTR-8/SVneo celije viSe odgovaraju
proliferativnim citotrofoblastnim stem c¢elijama i pogodniji su model za prikazano
ispitivanje. Studija na HTR-8/SVneo ¢elijama (Mulla i sar., 2009) je pokazala da
tretman anti-B,GPI anitelima indukuje apoptozu trofoblastnih celija tek pri
koncentracijama veéim od 40 pg/ml i trajanju inkubacije duzem od 48 h, dok pri
koncentacijama antitela nizim od 10 pg/ml dolazi do stimuliacije ¢elijske proliferacije,
Sto je u potpunosti u skladu sa prikazanim uticajem MADb 26 na proliferaciju HTR-
8/SVneo celija. Bose 1 saradnici (2006) su, poredenjem histopatoloskih preparata
normalnih placenti i placenti Zena sa APS, uocili razlike u citotrofoblastnoj proliferaciji
in situ. Pracenjem odnosa broja jedara citotrofoblasta i sinciciotrofoblasta (C7:ST
odnos) u placentama razliCite starosti, autori su zakljucili da pod dejstvom aPL dolazi
do prerane proliferacije i abnormalne diferencijacije citotrofoblasta, $to je u skladu sa, u
ovom radu, uo¢enom proliferacijom pod uticajem aPL iz seruma pacijenata.

Kako je pokazano da pod dejstvom oba tretmana dolazi do povecane
proliferacije HTR-8/SVneo ¢elija, dok broj ¢elija u apoptozi ostaje nepromenjen, jasno
je da smanjenje invazije ne predstavlja odraz manjeg broja invazivnih éelija. Stavise,
povecana proliferacija tretiranih ¢elija ukazuje na vecu inhibiciju ¢elijske invazije pod
dejstvom tretmana, od one koja je uocena u testu invazije u Matrigel.

Tokom invazije u zid uterusa, trofoblastne celije se ponaSaju slicno kancerskim
¢elijama 1 na sli¢an nacin ostvaruju izbegavanje imunskog odgovora (Murray i Lessey,
1999). Medutim, za razliku od tumorske, trofoblastna invazija je vremenski i prostorno
strogo regulisan proces. Proces celijske invazije je omogucen velikim brojem
pojedinac¢nih Cinilaca i obuhvata adheziju za vancelijski matriks 1 razgradnju
komponenti VCM dejstvom matriksnih metaloproteinaza. Ranije je navedeno da se
Sema ekspresije specificnih adhezionih molekula drasticno menja tokom normalne
diferencijacije citotrofoblasta u invazivni fenotip, S§to dovodi do promena u
interakcijama izmedu éelija i ¢éelija sa VCM (Zhou i sar., 1997). U novijim
istrazivanjima otkriveno je i da gal-1 ima znaCajnu ulogu u invaziji trofoblasta
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(Kolundzi¢ i sar., 2011). Stoga je u daljem toku istrazivanja ispitivano da li je smanjena
invazivnost trofoblasta pod dejstvom aPL+ IgG i MAb 26 posledica izmenjene
ekspresije matriksnih metaloproteinaza-2 i -9, integrinskih receptora za komponente
VCM, i to subjedinica o, as i B, kao 1 gal-1, kao karakteristicnih medijatora celijske
invazivnosti.

Iz literature je poznato da aPL smanjuju nivo proMMP-2 i MMP-2 u
kondicioniranim medijumima endotelnih ¢elija (Di Simone i sar., 2010). Tretman HTR-
8/SVneo celija aPL+IgG je u ovoj studiji rezultirao znacajnim smanjenjem sekretovane
proMMP-9, dok uoceno smanjenje u sekreciji proMMP-2 nije bilo statisticki znacajno,
Sto je utvrdeno denzitometrijskom analizom zimograma kondicioniranih medijuma.
Tretman ¢elija MADb 26 je doveo do znacajnog smanjenja nivoa sekretovanih proMMP-
9 i proMMP2, kao i do smanjenje sekrecije MMP-2 koja nije bila statisticki znacajna.
Inhibitorni efekat aPL+ IgG na sekreciju MMP je bio izrazeniji na proMMP-9, dok je
efekat MAD 26 na oba enzima bio ujednacen.

Zimografija je elektroforetski metod tokom koga usled odvijanja proteina dolazi
do otkrivanja katalitickog domena i aktivacije proformi enzima. Iz dobijenih rezultata se
moze zakljuciti da aPL+ IgG 1 MAD 26 uticu na Zelatinaze tako §to dovode do smanjene
sekrecije proforme enzima, §to, nakon aktivacije u VCM, posledi¢no dovodi do manje
koli¢ine proteoliticki aktivnog enzima. Za sada ostaje otvoreno pitanje da li se efekat
postize na nivou ekspresije gena ili se inhibicija ostvaruje posttranskripciono.
Sporadi¢no uocavanje aktivnih formi enzima nije neuobicajeno, obzirom da aktivacija
proenzima zavisi od sastava VCM. Vazno je napomenuti da su prikazani rezultati
dobijeni u kulturi ¢elija na plastici, dok bi profil sekretovanih matriksnih proteaza
svakako bio drugaciji da su celije gajene na Matrigelu, kolagenu ili sli¢noj
trodimenzionalnoj podlozi.

Integrini su izuzetno vazna grupa molekula koji, osim §to omogucavaju kontakt
éelije sa drugim celijama i VCM, uéestvuju i u tkivnoj homeostazi kroz regulaciju
celijskog prezivljavanja, proliferacije, diferencijacije i migracije (Hynes, 2002). Di
Simone i saradnici (2002) su pokazali da izolovane citotrofoblastne celije treceg
trimestra trudnoce inkubirane sa aPL pokazuju povecan nivo integrina as, dok je nivo
integrina o; bio smanjen, $to je ukazalo da bi pod dejstvom tretmana moglo do¢i do
vece ekspresije integrina asf;, receptora za fibronektin, i smanjene invazivnosti ¢elija in
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vitro. Najveci efekat aPL u toj studiji je uoCen posle 72 h celijske kulture, kada veé
dolazi do sincicijalizacije i odstupanja od ekstravilusnog puta diferencijacije. U nasem
radu, tretman celija aPL+ IgG je rezultirao nizom ekspresijom sve tri ispitivane
integrinske subjedinice, dok je tretman celija MADb 26 doveo do znaCajnog smanjenja
proteinske ekspresije o, integrinske subjedinice, i blagog smanjenja as i B; subjedinica,
koje nije bilo statisticki znacajno. Nasuprot tome, RQ-PCR analiza je pokazala da nakon
24 h inkubacije sa MAb 26 dolazi do veoma blage stimulacije ekspresije iRNK za sve
tri subjedinice. lako na prvi pogled ovi rezultati deluju kontradiktorno, iz literature je
poznato da ekspresija integrinskih subjedinica nije uvek koordinisana na
transkripcionom i translacionom nivou (Delcommenne i Streuli, 1995; Schwanhdusser i
sar., 2011). Integrini kao receptori za komponentne celijskog matriksa ostvaruju i
kinaznu aktivnost, preko integrin-vezane kinaze kao glavnog unutarcelijskog liganda.
Osim sloZene funkcije, integrine odlikuje i kompleksnost strukture (Hynes, 2002). Zbog
toga regulacija njihove ekspresije iskljucivo putem de novo sinteze predstavlja
energetski zahtevan proces za ¢eliju. Umesto toga, funkcija integrina kao receptora za
komponente VCM je barem delimi¢no regulisana njihovom dostupnoséu na éelijskoj
membrani, kroz cikluse endo- 1 egzocitoze (Bretscher, 1989,1992; Raub i Kuentzel,
1989; Tong i sar., 2005; Shi 1 Sottile, 2008). Osim razlika u ekspresiji na iRNK 1
proteinskom nivou, opisanim mehanizmom kontrole raspolozivosti integrinskih
subjedinica se mozZe objasniti potpuno odsustvo efekta primenjenih tretmana na niovu
odgovaraju¢e iRNK, i relativno blaga inhibicija na proteinskom nivou. Western blot
analiza uradena na ukupnim celijskim lizatima, kao i CELISA test, omogucavaju
detekciju integrina, ali ne i diskriminaciju izmedu membranski vezanih i samim tim
funkcionalno dostupnih, i proteina koji se nalaze unutar Celije 1 ne ucestvuju u
procesima adhezije/invazije. UoCeno znaCajno smanjenje u nivou o, subjedinice bez
smanjenja transkripcije u ¢elijama inkubiranim sa MADb 26 ukazuje da bi pod dejstvom
tertmana moglo do¢i do degradacije date subjedinice. Kako je integrin a,;f; (receptor za
laminin i kolagen) kljuan u procesu invazije trofoblasta, smanjenje dostupne o,
subjedinice doprinosi umanjenoj invazivnosti ¢elija.

Do sada nije ispitivana moguéa veza izmedu APS i galektina. Medutim,
galektini se dovode u vezu sa brojnim patoloskim stanjima u trudno¢i, kao Sto su
preeklampsija, rani gubitak trudnoce i maligne bolesti trofoblasta (Bozi¢ i sar., 2004;
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Jeschke i sar., 2004, 2007). Galektin-1 (gal-1) je B-galaktozid vezujuéi lektin koji je
ukljucen u adheziju, migraciju i proliferaciju velikog broja ¢elija, a zajedno sa gal-3 i-8
je eksprimiran u invazivnom trofoblastu prvog trimestra (Vicovac i sar., 1998;
Kolundzi¢ 1 sar., 2011). Studija Kolundzi¢a i saradnika (2011) je pokazala znacajnu
ulogu gal-1 u procesu trofoblastne invazije, koja se ostvaruje kako njegovim lektinskim,
tako 1 protein-protein interakcijama. Funkcionalna inaktivacija gal-1 primenom
neutraliSucih anititela, kao i inhibitornog Secera — laktoze, inhibira proces invazije u
Matrigel. Obzirom da gal-1 svoju funkciju ostvaruje kao membranski vezan protein, ali
i kao sekretovani faktor koji moze autokrino i parakrino modulisati ¢elijsku funkciju,
uticaj imunoglobulina sa specificnos¢u znacajnom za APS je ispitan na nivou iRNK,
ukupnog i sekretovanog gal-1. Pod uticajem aPL+ IgG dolazi do zna¢ajnog smanjena u
nivou sekretovanog gal-1, dok MADb 26 smanjuje koli¢inu ovog proteina u ukupnom
¢elijskom lizatu i kondicioniranom medijumu.

Posmatraju¢i efekte dobijene nakon tretiranja celija aPL+ IgG i MADb 26 kao
celinu, uo¢ava se da poliklonska antifosfolipidna antitela, kao i B.GPI-specifi¢no
monoklonsko antitelo nastalo zahvaljuju¢i konformacionoj mimikriji B>GPI i TTd,
ostvaruju slican inhibitorni efekat na invaziju ekstravilusnog trofoblasta coveka, in
vitro.  Inhibicija invazije najverovatnije predstavlja sinergistiCki efekat ostvaren
uticajem imunoglobulina kojima su ¢elije tretirane na pojedinacne medijatore invazije,
pre nego dominantan doprinos jednog od klju¢nih proteina. Pri tome poliklonska
antifosfolipidna antitela svoj ukupni efekat ostvaruju preko promena u ekspresiji
proMMP-9, sve tri ispitivane integrinske subjedinice i sekretovanog gal-1, dok su glavni
molekuli koji su izmenjeni nakon tretmana monoklonskim anti-,GPI antitelom, MMP-
2 1-9; a; subjedinica integrina i ukupni gal-1.

Dobijeni rezultati isticu kompleksnost mreze interakcija razli¢itih medijatora
trofoblastne invazije. Poznato je da neutralizacija funkcije galektina-1 dovodi do
funkcionalne inaktivacije integrina ; u glatkim misiénim celijama vena (Moiseeva i
sar., 2003). Sa druge strane, inaktivacija integrina ; uslovljava promene u funkcijama
koje ostvaruje galektin-1 u modelu neuronalnog progenitora (Sakaguchi i sar., 2010).
Integrinski receptori su funkcionalni samo u formi heterodimera koji se sastoje od alfa i
beta subjedinice, i stoga se deficit subjedinice o; moze odraziti na funkcionalnu
dostupnost subjedinice B;, i posredno delovati na gal-1. Obrnuto, manja koli¢ina gal-1
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moze rezultirati smanjenom dostupnos¢éu f; integrinske subjedinice, §to rezultira
manjom dostupno$¢u funkcionalnih receptora za komponente vancelijskog matriksa,
fibronektin, laminin i kolagen, §to sve zajedno odreduje celijsku adheziju/invaziju.
Preostala dva ¢lana familije galektina za koje je pokazano da su eksprimirana u HTR-
8/SVneo celijama, gal-3 i -8 (KolundZzi¢ i sar., 2011) takode vezuju B; integrinsku
subjedinicu (Carcamo i sar., 2006; Furtak i sar., 2001), a gal-3 ucestvuje i u njenom
intracelularnom recikliranju (Furtak i sar., 2001). Situacija je utoliko sloZenija kada se
uzme u obzir da je na endotelnim ¢elijama pokazano da f,GPI intereaguje sa integrinom
asP1, posredstvom gelsolina i fibronektina, kao i da je njegova ekspresija smanjena na
¢elijama kojima je integrin osP; inaktiviran primenom neutraliSuc¢eg antitela (Bohgaki i
sar., 2011). Gal-1 reguliSe celijsku invaziju i preko uticaja na ekspresiju matriksnih
metaloproteinaza. Wu 1 saradnici (2009) su pokazali da utiSavanje gal-1 dovodi do
smanjene invazivnosti ¢elija karcinoma usne duplje, posredstvom smanjene ekspresije i
aktivnosti MMP-2 i MMP-9.

Analiza dobijenih rezultata isti¢e kompleksnost uocenih promena na nivou
trofoblastnih ¢elija izlozenih dejstvu imunoglobulina sa specificnosé¢u znacajnom za
APS. Nacin dobijanja MAD 26, s jedne strane, i uoceni bioloski efekti na trofoblast sa
druge, otvaraju novo poglavlje za ispitivanje znacaja molekulske mimikrije, u ovom

sluc¢aju izmedu TTd i B,GPI, u patogenezi APS u trudno¢i.

5.2. Lokalizacija imunoglobulina sa specificno$¢u znacajnom za antifosfolipidni

sindrom u in vitro interakciji sa ¢elijama trofoblasta

Podaci o pretpostavljenim receptorima za aPL na ekstravilusnom trofoblastu,
kao 1 putevima transdukcije signala su oskudni. Primena antitela koja blokiraju funkciju
razlicitih receptora samo delimi¢no smanjuje vezivanje anti-B,GPI antitela i posledi¢nu
aktivaciju decidualnih ¢elija (Borghi i sar., 2007), §to ukazuje da viSe od jednog
receptora posreduje u vezivanju anti-B,GPI antitela za decidualne celije i trofoblast. U
nekoliko studija na razliCitim celijskim tipovima (endotelne celije, makrofagi,
sinciciotrofoblast) je pokazana unutarcelijska lokalizacija antitela nakon inkubacije
¢elija sa aPL (Galve-de Rochemonteix i sar., 2000; Kajiwara i sar., 2007; Chen 1 sar.,
2009). Sa izuzetkom studije Chen i sar. (2009) kojom je opisana internalizacija aPL u
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sinciciotrofoblast, ¢elijska lokalizacija antifosfolipidnih antitela nakon inkubacije sa
trofoblastnim ¢elijama nije poznata.

S obzirom da smo u prethodnom delu istrazivanja utvdili da tretman
trofoblastnih ¢elija antitelima koja pokazuju specifi¢nost znacajnu za APS smanjuje
¢elijsku invazivnost delimicno i kroz efekte ostvarene na karakteristicnim proteinima
uklju¢enim u invaziju, bilo je potrebno ispitati lokalizaciju imunoglobulina tokom
inkubacije sa ¢elijama trofoblasta.

HTR-8/SVneo ¢elijska linija je koriS¢ena kao model za ispitivanje lokalizacije
aPL+/aPL- IgG nakon interakcije sa ¢elijama. S obzirom da su ti IgG precisceni iz
seruma Coveka, njihova detekcija na ¢elijama izolovanog CT primenom sekundarnog
antitela prema humanom IgG nije bila moguc¢a. Razlog je nepostojanje nacina kojim bi
se u eksperimentu razlikovali IgG poreklom iz tretmana od IgG prisutnih na izolovanom
CT, a do cijeg vezivanja je doslo fizioloskim putem in vivo. Imunocitohemijskom
analizom HTR-8/SVneo ¢elija ustanovljeno je da se nakon lh inkubacije sa aPL+ IgG
mogu uociti ¢elije kod kojih se antitela detektuju intracelularno. Broj takvih ¢elija, kao i
intenzitet bojenja, se povecavao sa trajanjem inkubacije. Inkubacija ¢elija sa aPL- IgG
je rezultirala znacajno manjim brojem pozitivnih celija Cije je bojenje bilo relativno
slabo 1 difuzno, $to je i ocekivano, s obzirom na to da aPL- IgG predstavljaju smeSu
imunoglobulina razli¢itih specifi¢nosti.

Zbog ogranicenja u primeni aPL+ IgG koja proisticu iz njihove poliklonske
specificnosti, eksperimenti kojima je u viSe detalja ispitivana lokalizacija
imunoglobulina prilikom inkubacije sa ¢elijama su uradeni koriste¢i MAb 26. Njegova
jasno definisana specifi¢nost, kao i ¢injenica da kontrolni imunoglobulini ne poseduju
specificnost za antigene prisutne na/u ¢elijama, su omogucili precizniju analizu
lokalizacije antitela. Iz literaturnih podataka moze se zakljuciti da brzina i stepen
internalizacije antitela ne zavise od aviditeta antitela, ali zavise od tipa ¢elije i1 stanja u
kome se nalazi (Celijski ciklus, aktivacija i sl.). (Golan i sar., 1993; Zack i sar., 1996;
Abedi-Valugerdi i sar., 1999). U odredenom broju studija je primenjen eksperimentalni
koncept koji ukljucuje visoke koncentracije imunoglobulina (ve¢e od 50 mg/ml) i duge
periode inkubacije (duze od 18h) (Lim i sar., 2006a). Za razliku od toga, koncentracija

antitela koris¢ena u nasoj studiji je bila znacajno niza (5 pg/ml) i pokazala se dovoljnom
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da dovede do patoloskih promena u procesu celijske invazivnosti, bez izazivanja
uocljivih promena kao §to je apoptoza.

Ispitivanjem lokalizacije MAb 26 u in vitro interakciji sa HTR-8/SVneo
¢elijama, uoceno je da dolazi do internalizacije ovog antitela, kao i da broj ¢elija kod
kojih se MAb 26 detektuje intracelularno pozitivno korelira sa duzinom trajanja
inkubacije. Upotreba mlIgG kao kontrole nespecificnog vezivanja antitela kao i
imunocitohemijske analize u kojima je vizuelizacija signala bila zasnovana na razli¢itim
nacima detekcije sekundarnog antitela, doprineli su potvrdi specificnosti uocenog
bojenja na MAb 26. Konac¢na potvrda je dobijena nakon §to su preparati analizirani
laserskim skeniraju¢im konfokalnim mikroskopom, ¢ime je ostvarena precizna detekcija
fluorescentnog signala u ravni ¢elije. Time su se van fokusa nasli potencijalni artefakti
poreklom od nespecificnog vezivanja sekundarnog antitela. Detekcija MAb 26/mlgG
duz Z-ose celije je definitivno potvrdila prisustvo MAb 26 u ¢eliji, kao i na membrani,
uz odsustvo bojenja na mIgG. Western blot analizom c¢elijskih lizata MAb 26 tretiranih
HTR-8/SVneo ¢elija detektovana je intracelularna lokalizacija teSkog i lakog lanca
imunoglobulina, $to nije bio slucaj sa ¢elijskim lizatima mIgG tretiranih ¢elija.

Kako bi se preciznije odredila lokalizacija antitela unutar ¢elije, tretirane Celije
su bojene dvojno na MADb 26 i markere Celijskih organela 1 vezikula. Na taj nacin su
praceni kaveolin-1 i klatrin koji su markeri vezikula uz c¢elijsku membranu. Rani
endozomi Celija su identifikovani bojenjem na EEA-1, Rab-5 i APPL-1, dok je trans-
Glodzijev aparat vizualizovan bojenjem na sintaksin-6. Posle 2 h inkubacije, najveca
bilskost prac¢enih signala je uoc¢ena za MAD 26 i kaveolin-1, kao i klatrin, $to ukazuje na
lokalizaciju MAb 26 neposredno uz ¢elijsku membranu. Kako metoda dvojnog bojenja
nije dovoljno precizna, ne moze se tvrditi da je u pitanju kolokalizacija. Za razliku od
studije Kajiwara i saradnika (2007) u kojoj su anti-B,GPI antitela detektovana u ranom
endozomu makrofaga, MAD 26 nije uocen u neposrednoj blizini EEA-1 i Rab-5 koji su
direktni markeri endozoma, ali jeste u blizini APPL-1, proteina koji karakterise
endozomalne vezikule ukljucene u recikliranje membrana. Potencijalna kolokalizacija
MAD 26 sa determinantama kasnog endozoma, lizozoma i mitohondrija nije ispitivana u
ovoj studiji, ali se u literaturi sre¢u podaci da antitela prema lizobisfosfatnoj kiselini,

fosfolipidu koji je strukturno sli¢an kardiolipinu, mogu biti detektovana u kasnom
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endozomu 1 lizozomu endotelnih ¢elija Coveka nakon 20 h inkubacije (Galve-de
Rochemonteix i sar., 2000; Dunoyer-Geindre i sar., 2001).

Mehanizmi internalizacije antitela jo$ uvek nisu u potpunosti rasvetljeni, ali kao
moguci se izdvajaju ekspresija membranskih antigena koja antitela prepoznaju direktno
ili na osnovu ukrStene reaktivnosti, nakon ¢ega dolazi do njihove endocitoze. Nekoliko
takvih surogat antigena je identifikovano i tu spadaju kalretikulin, miozin I i Ig domeni
(Yanase i sar., 1997; Seddiki i sar., 2001). Kao potencijalni endocitotski receptor za aPL
na trofoblastu se navodi megalin, $to je utvdeno na osnovu internalizacije aPL u BeWo
¢elijsku liniju koja eksprimira ovaj receptor, dok do internalizacije u JAr i Jeg3 celije
koje ne eksprimiraju megalin nije doslo (Chamley i sar., 2009, Viall i sar., 2010). Drugi
potencijalni mehanizam moze biti internalizacija putem vezikula asociranih sa
klatrinom (Goldstein i sar., 1979), dok pretpostavljno uceSc¢e Fc receptora nije
definitivno potvrdeno (Golan i sar., 1993; Ma i sar., 1993; Abedi-Valugerdi i sar., 1999;
Deng i sar., 2000). Kao $to je ovim radom prikazano, inkubacija HTR-8/SVneo ¢elija sa
MADb 26/mlgG na temperaturi od 4 °C dovodi do znacajnog smanjenja u broju celija
kod kojih je moguée detektovati internalizaciju MADb 26. Takav rezultat ukazuje da se
radi o metabolicki aktivnom procesu koji zavisi od energije, $to odgovara unosu
antitela putem endocitoze. Sinciciotrofoblast, kao specijalizovani tip ¢elija za prenos
materija izmedu fetusa i majke, eksprimira receptor za imunoglobuline (FcylIll)
(Ellinger i sar., 1999), ali, prema naSem saznanju, u literaturi nema podataka o ekspresiji
Fc receptora na ekstravilusnom trofoblastu placente prvog trimestra i HTR-8/SVneo
¢elijskoj liniji. Odsustvo vezivanja izotipske kontrole takode ukazuje da uocena
internalizacija MAD 26 najverovatnije nije posredovana Fc receptorom.

Kvantitativna analiza internalizacije MADb 26 je zasnovana na odredivanju udela
¢elija u kojima se MAb 26 detektuje intracelularno, u ukupnoj populaciji tretiranih
celija. Ispitivanje je vrSeno brojanjem celija posle imunocitohemijskog bojenja, a zatim
za odabrane vremenske tacke (15 min i 2h inkubacije sa antitelima) potvrdeno metodom
protoc¢ne citofluorimetrije. Proces internalizacije je zavisio od duzine inkubacije sa
tretmanom i temperature na kojoj se inkubacija odvijala, §to je predstavljalo zajedni¢ku
karakteristiku svih pojedinac¢nih eksperimenta i primenjenih metoda kvantitacije.
Procenat pozitivnih Celija je medutim varirao izmedu eksperimenata, u opsegu i do
+ 15% za 2 h inkubacije sa antitelima, Sto je potvrdeno primenom protocne
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citofluorimetrije. Na osnovu podataka u literaturi koji ukazuju na to da stepen
internalizacije antitela zavisi od faze celijskog ciklusa i gustine ¢elija u populaciji
(Golan 1 sar., 1993; Lim i sar., 2006a), moze se pretpostaviti da razlike u broju celija
kod kojih je doslo do internalizacije MAb 26 donekle odrazavaju stanje same celije.

U pripremi ¢elija za analizu proto¢nom citofluorimetrijom, deo celija iz istog
uzorka je analiziran direktno, bez permeabilizacije, Sto je omogucilo detekciju samo
i intracelularno prisutna antitela postala dostupna. Analizom 10000 c¢elija po
eksperimentu nedvosmisleno je pokazana internalizacija MAb 26. Istovremeno je
ustanovljeno da je, nakon 2 h inkubacije, procenat ¢elija sa membranski vezanim MADb
26 mali. Sli¢na distribucija je opisana u studiji Golana i saradnika (1993) u kojoj je
ispitivana internalizacija autoantitela poreklom iz seruma pacijenata sa SLE u celije
epitelnog porekla, gde je takode uocen mali udeo celija kod kojih su antitela
detektovana na membrani u odnosu na intracelularnu lokalizaciju antitela.

Nacin na koji su ¢elije odlepljene sa plasticne podloge na kojoj su gajene takode
utice na odnos membranski/intracelularno detektovanih antitela. Tretman tripsinom
nakon inkubacije Celija sa antitelima uklanja membranski vezana antitela, dok su
antitela unutar ¢elije zasticena (Foon i Morgan, 1985; Xiao i sar., 2008; Yoshikawa i
sar., 2013). Ispitivanje internalizacije MAb 26 proto¢nom citofluorimetrijom i Western
blotom je potvrdilo da primena trispina dovodi do bar delimi¢nog uklanjanja
membranski vezanog MAb 26.

Jedna od prvih zamerki kada je proces internalizacije antitela opisan se odnosila
na primenu polarnih agenasa kao §to je aceton za fiksiranje ¢elija, Sto bi moglo dovesti
do translokacije membranski vezanih antitela u unutraS$njost celije (Kramers i sar.,
1996). Koris€enje visSe metoda za odredivanje broja pozitivnih celija, tj.
internalizovanog MAb 26, u ovoj studiji je omoguc¢ilo da se znaCajno poveca
verodostojnost uo¢enog fenomena. Ve¢ na osnovu eksperimentalne postavke koja je u
ovome radu ukljucivala mlIgG kao kontrolu nespecificnog vezivanja moglo se
pretpostaviti da aceton-metanol kao fiksativ ne uti¢e na rezultat interalizacije, jer bi u
suprotnom doSlo do istovetne translokacije i kontrolnih imunoglobulina. Dodatna
potvrda je dobijena detekcijom internalizacije i protocnom citofluorimetrijom, gde se u
pripremi celija za analizu kao fiksativ koristi formaldehid, ¢ija je sposobnost fiksiranja
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¢elija zasnovana na hemijskom umrezavanju proteina. Razlike u primenjenim
fiksativima ujedno objasnjavaju nizi broj pozitivnih Celija detektovan proto¢nom
citofluorimetrijom, $to je podatak koji je opisan u studiji Abedi-Valugerdi i saradnika
(1999).

U literaturi postoje podaci koji ukazuju na razli¢itu internalizaciju antitela u
transformisane u odnosu na primarne celije istog tipa (Golan i sar., 1993; Abedi-
Valugerdi i sar., 1999). Prikazani rezultati ovog rada ukazuju da to nije slucaj sa MAb
26 cija je internalizacija pokazana i za izolovani CT u primarnoj kulturi i za HTR-
8/SVneo celije. Imunocitohemijska analiza CT ¢elija tretiranih MAb 26 na temperaturi
koja dozvoljava internalizaciju (37° C) je pokazala da do internalizacije u pojedine
¢elije dolazi ve¢ nakon 15 min. Fluorescentni signal koji se detektovao na/u celiji je
nakon 30 min bio suvise jak da bi se sa preciznoS¢u govorilo o lokalizaciji antitela, zbog
Cega je analiza konfokalnom skeniraju¢om laserskom mikroskopijom izvedena samo na
preparatu c¢elija koje su sa antitelima inkubirane tokom 15 min, ¢im je i potvrdjeno
prisustvo MAb 26 unutar ¢elije.

Do skoro se smatralo da autoantitela koja su usmerena prema intracelularnim
antigenima imaju samo dijagnosticki znacaj i da ne doprinose patogenezi oboljenja,
osim u smislu oste¢enja tkiva usled depozicije imunskih kompleksa (Abbas i sar.,
1997). Danas je poznato da veliki broj autoantitela ima sposobnost penetracije u
razlicite ¢elije ¢ime mogu dovesti do naruSavanja celijske strukture i funkcije, mada su
poznati i primeri kada internalizacija antitela ne izaziva nikakav fizioloski efekat (Ruiz-
Argiilles i sar., 2003). Sposobnost da internalizuju u samo odredene ¢elijske tipove ili
¢elije u odredenoj fazi ciklusa ili aktivacije, moze predstavljati mehanizam seletivnog
ostvarivanja patoloskih efekata antitela (Ruiz-Argiielles i sar., 1998). Za pojedine
unutarc¢elijske kompartmente u kojima su detektovana internalizovana antitela, poput
endozoma i kaveola, je pokazano ne samo da sadrZze brojne molekule ukljuene u
transdukciju signala, ve¢ i da dovode do aktivacije signalnih puteva, Sto doprinosi
razumevanju kako antitela ostvaruju patoloske efekte nakon internalizacije (Shaul i
Anderson, 1998; Miaczynska i sar., 2004).

Podaci iz dostupne literature ukazuju da internalizacija aPL u neke celijske
tipove (endotel, makrofage) dovodi do patofizioloskih efekata (Dunoyer-Geindre i sar.,
2001). Antifosfolipidna antitela detektovana u kasnim endozomima endotelnih ¢elija
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(Dunoyer-Geindre i sar., 2001), kolokaliziju sa LBPA i posledi¢no dovode do ometanja
intracelularnog sortiranja proteina (Galve-de Rochemonteix i sar., 2000). Internalizacija
aPL u makrofage dovodi do ekspresije tzv. leSinar (scavenger) receptora: FcyRI 1 CD36
1 nastanka penastih ¢elija koje uCestvuju u formiranju aterosklerotskih plaka (Kajiwara 1
sar., 2007). Za razliku od toga, mehanizam 1 patofizioloski znacaj internalizacije anti-
B>GPI antitela u sinciciotrofoblast (Chen i sar., 2009) nisu poznati.

Ovom studijom je pokazano da imunoglobulini sa specifi¢no$¢u znacajnom za
APS u uslovima in vitro moduliraju funkcionalna svojstva humanog trofoblasta,
dovode¢i do inhibicije Celijske invazije. Prikazani rezultati ukazuju na neke od
medijatora ovog efekta, koji ukljucuju integrine, MMP-2 i -9 i gal-1. Citohemijskim
ispitivanjem tretiranih celija uo€ena je internalizacija imunoglobulina sa specificno$¢u
znacajnom za APS u ¢elije ekstravilusnog trofoblasta in vitro, Sto otvara prostor za dalje

ispitivanje mogucih mehanizama kojima se ostvaruju efekti na funkciju trofoblasta.
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ZAKLJUCCI



Na osnovu prikazanih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1)

2)

3)

4)

aPL+ IgG i MAD 26 se vezuju za ekstravilusnu trofoblastnu ¢elijsku liniju HTR-
8/SVneo, model sistem za normalni invazivni trofoblast. Takode je utvrdeno
vezivanje MAb 26 za citotrofoblast izolovan iz placente prvog trimestra.
Ispitivana antitela se vezuju i u odsustvu egzogenog B,GPI i drugih faktora
prisutnih u fetalnom tele¢em serumu. To moZe ukazati na ekspresiju endogenog
B.GPI ili na prisutstvo receptora koji bi direktno vezivao antitela, Sto predstavlja

osnov za dalja istrazivanja.

aPL+ IgG i MAb 26 znacajno smanjuju invazivnost ekstravilusnog trofoblasta
coveka in vitro.

0 Uoceno smanjenje trofoblastne invazivnosti nije posledica smanjene
vijabilnosti i proliferacije ¢elija, niti povecane apoptoze.

0 aPL+ IgG ostvaruju efekat na trofoblastnu invaziju inhibitornim
delovanjem na proteine znacajne u procesu celijske invazije: MMP-9,
integrinske subjedinice a,, o5 i B; 1 sekretovani galektin-1.

0 MAb 26 ostvaruje efekat na trofoblastnu invaziju inhibitornim

delovanjem na MMP-2 i -9, a; subjedinicu integrina i galektin-1.

Molekulska mimikrija, kao mehanizam kojim su nastala antitela prema ,GPI
koja su koriS¢ena u eksperimentalnom radu, predstavlja vazan cinilac u

patofiziologiji antifosfolipidnog sindroma u trudnodi.

aPL+ IgG i MADb 26 se nakon inkubacije sa ¢elijama trofoblasta detektuju unutar

jednog broja celija.
0 Broj c¢elija kod kojih se wuocCava intracelularna lokalizacija

imunoglobulina, kao i intenzitet bojenja, pozitivno koreliraju sa duzinom

trajanja inkubacije.
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0 Internalizacija MAb 26 u HTR-8/SVneo ¢elije je aktivan proces koji
zavisi od temperature na kojoj se odvija inkubacija, Sto ukazuje na
endocitozu kao moguéi mehanizam internalizacije antitela.

0 Nije detektovana znacCajna internalizacija imunoglobulina koji su
koris¢eni kao kontrola (aPL- IgG i mIgG), Sto ukazuje da proces
internalizacije verovatno nije posredovan Fc receptorom.

o0 Ispitivanje lokalizacije MADb 26 u odnosu na odeljke unutar ¢elije,
primenom odgovaraju¢ih markera, je potvrdilo sposobnost internalizacije
MAD 26. Najveca blizina u detektovanim signalima nakon 2 h je uocena
za MADb 26 i kaveolin-1, kao i klatrin, $to ukazuje na lokalizaciju MAb
26 neposredno uz ¢elijsku membranu.

0 Internalizacija MADb 26 u celije trofoblasta ne zavisi od tipa celija
ekstravilusnog trofoblasta i uocena je i u primarnoj kulturi izolovanog

CT i imortalizovanoj ¢elijskoj liniji ekstravilusnog trofoblasta.

Dobijeni rezultati predstavljaju napredak u razumevanju mehanizama i molekula
ukljuc¢enih u patoloske promene placente pod delovanjem aPL. Pored toga, bioloski
efekat izazvan koriS¢enim anti-f,GPI antitelima, obzirom na nacin njihovog nastanka

posredstvom molekulske mimikrije, otvara nove pravce u istraZzivanju autoimunosti.
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Mpunor 1.

MU3jaBa o ayTopcTBY

MoTnucanu-a Tamapa M. Kosayesuh
©poj uHgekca MO 070004
U3jaBrbyjem

Aa je foKTopcka guceprauuja nog HacnosoMm

“Y1uuaj umyHornobynuHa ca cneumduyHowhy 3Ha4yajHOM 3a
aHTUdoCchoNMNUOHW CUHAPOM Ha eKcrnpecujy KapakTepUCTUYHUX NPOTEUHA U

WHBA3WBHOCT eKcTpaBunycHor Tpodobnacra yoseka in vitro”

e pe3ynTart CONCTBeHOr UCTpaXuBa4kor paga,

e [a npeanoxeHa auceprauvja y UenuvHM HW Yy aenosuma Huje Guna
npeanoxeHa 3a pobujake 6uno koje Aunnome npema CTYAWCKUM
nporpamMvma Apyrux BUCOKOLLKOMCKUX YCTaHoBa,

e [a Cy pesynTaTu KOPeKTHO HaBeaeHu u

e [la HUCaM KpLUMO/Na ayTopcka npasa v KOPUCTUO UHTENEKTYanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, fg-‘?g- 2013
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 UCTOBETHOCTYU LWITaMMNaHe U eNNeKTPOHCKe
Bep3uje OKTOpPCKOr paga

Mme u npeanme ayTtopa Tamapa M. Kosayesuh

BEpoj nHaekca 1MO070004

Cryanjcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnoe paga ______ “Y1uuaj umyHornobynuxa ca cneunduyHowhy sHayajHoM 3a

aHTudochonunuaHM CUHAPOM Ha EKCNPecu]y KapakTepucTUYHUX

NpoTEWHa U MHBA3WBHOCT ekcTpasunycHor Tpodobnacra yoseka

in vitro"

MeHTop Ap Jburbana Buhosau MaHuh, Hay4yHu caBeTHUK VIHCTUTYTa 3a

npumeHy HykneapHe eHepruje-MHEI YHuBepauteTa vy beorpaay

Ap Munexa KatapaHoBcku, pefioBHu npodecop Buonolukor

dakynteTta YHuBepautera y beorpaay

MoTnucaxwu/a Tamapa M. Kosayesuh

MUsjaBrbyjem QAa je wTamnaHa Bep3nja MoOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA
€NeKTPOHCKO] BEP3uju kojy cam npegao/na 3a objasrovsaree Ha noprtany OurutanHor
peno3utopujyma YHueepaurteta y Beorpapy.

[osBorbaBam pga ce objaBe MojU nNWYHM nogauu BesaHu 3a Jobujare
aKafleMcKor 3Baka [AOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy WMe W npesumMe, roguHa M MecTo
poheta u gatym oabpaHe paga.

OBM NUYHW nogaun mory ce objaBUTM HaA MPEeXHUM CTpaHuuama aurutanHe
BubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM kaTanory u y nybnukauyujama YHueepauteta y beorpagy.

Motnuc AokTopaHaa

Y Beorpaay, 23.08. 2003
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Mpunor 3.

M3jaBa 0 Kopuhekwy

Oenawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga vy
AurutanHu penosuTtopujym YHuBepsuTeta y beorpagy yHece MoOjy [AOKTOpPCKY
avcepTauujy nog HacnoBom:

“Ytuuaj umyHornobynuHa ca cneunduyHowhy 3HadajHom 3a aHTudocdonunugHu

CMHAPOM Ha ekcnpecujy KapakTepucTUYHUX npoTenHa U MHBa3MBHOCT eKCTpaBWITyCHOr

TpodhobnacTta yoseka in vitro”

Koja je moje ayTopcko Aeno.

[vcepTauujy ca ceum npunosuma npegao/na cam y eneKkTpoHCKOM chopmary
MoroHOM 3a TpajHO apxusupare.

Mojy pokTtopcky pAuceprauujy noxpakeHy Yy [OurutanHu penosnuTopujym
YHusepauteTta y beorpagy Mory Aa KopucTe CBM KOju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y
opabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce
oany4mo/na.

1. AytopcTso
2. AyTOpCTBO - HEKOMEepLUMjanHo
AyTOpCTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEepLWjanHo — AenuTi Nog UCTUM ycnoBuma
5. AytopcTteo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM YyCnoBuMa

(Monumo aa 3aokpyxuTe camo jedHy oA LWecT NoHyReHux nuueHuu, Kparak
OnucC NUuUeHuU aat je Ha nonefjuHun nucra).
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