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 Na sednici Nastavno-naučnog veća Farmaceutskog fakulteta održanoj 11.06.2015. 

godine, imenovani smo za članove Komisije za ocenu i odbranu završene doktorske 
disertacije koja je prijavljena pod naslovom „Uticaj steroidnih hormona i njihovih 
antagonista na nivoe galektina u ćelijama trofoblasta čoveka in vitro“ , kandidata dipl. 
farmaceuta-medicinskog biohemičara Danice Ćujić. 

 Posle pregledane disertacije podnosimo Nastavno-naučnom veću Farmaceutskog 
fakulteta sledeći 

  

I Z V E Š T A J 
 
A. SADRŽAJ DOKTORSKE DISERTACIJE  
  
 Doktorska disertacija je napisana na 129 strana, ima 8 tabela, 41 sliku i 285 literaturna 

navoda. Sadržaj doktorske disertacije izložen je u sledećim poglavljima: Uvod (33 strane), 
Ciljevi istraživanja (2 strane), Materijali i metode (21 strana), Rezultati istraživanja (32 
strane), Diskusija (14 strana), Zaključci (2 strane) i Literatura (25 strana). 

U poglavlju Uvod, na osnovu pregleda relevantnih literaturnih podataka, iznet je prikaz 
trenutnih saznanja koja se neposredno odnose na predmet istraživanja. Uvodni deo doktorske 
disertacije sastoji se iz tri celine. U prvom delu su opisana strukturna i funkcionalna svojstva 
galektina, proteina koji ispoljavaju lektinsku aktivnost. Pokazano je da galektini mogu 
učestvovati u različitim reproduktivnim procesima [Than i sar., 2009]. Procesi implantacije 
embriona, formiranja placente i decidualizacija objašnjeni su na ćelijskom i molekulskom 
nivou. Posebno su istaknuti diferencijacija trofoblasta i invazija ekstravilusnog trofoblasta 
(EVT), kao neophodni preduslov za uspostavljanje i održavanje trudnoće, odnosno sinteza i 
uloga steroidnih hormona u placenti. Na osnovu sveobuhvatne analize uloge galektina u 
procesu reprodukcije i steroidnih hormona, kao značajnih regulatornih faktora tokom 
trudnoće, ukazala se potreba za ispitivanjem uticaja steroidnih hormona i njihovih antagonista 
na nivo galektina u trofoblastu čoveka in vitro.  

U poglavlju Cilj doktorske disertacije jasno i koncizno se iznosi i obrazlaže cilj 
istraživanja u okviru ovog rada – in vitro ispitivanje uticaja steroidnih hormona progesterona 
(P4), estradiola (E2) i testosterona (TE), sintetskog glukokortikoida deksametazona (DEX) i 
odgovarajućih antagonista mifepristona (RU486), flutamida (F) i fulvestranta (I) na 
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ekspresiju galektina-1, -3 i -8 u EVT ćelijskoj liniji HTR-8/SVneo. Na osnovu literaturnih 
podataka postavljeni su sledeći ciljevi: 1. ispitivanje uticaja steroidnih hormona i antagonista 
steroidnih receptora na galektin-1, -3 i -8 na nivou transkripcije, translacije i sekrecije u EVT 
in vitro, 2. ispitivanje uticaja steroidnih hormona na funkcionalna svojstva EVT testovima 
ćelijske vijabilnosti, migracije i invazije in vitro, 3. izolovanje i karakterizacija galektina-1 iz 
humane placente trećeg trimestra, 4. proizvodnja poliklonskih antitela prema galektinu-1 i 
njihova karakterizacija, 5. razvoj ELISA testa za odreñivanje galektina-1 u biološkom 
materijalu. 

Kroz poglavlje Materijali i metode , kandidatkinja je pokazala da vlada svim 
tehnikama, instrumentalnlim metodama i postupcima koji su korišćeni tokom izvoñenja 
eksperimentalnog dela teze. Pored toga, detaljno su opisani korišćena ćelijska linija i uzorci 
tkiva, reagensi i sav potreban materijal primenjen u ovom istraživanju. Kao eksperimentlni 
model za ispitivanje uticaja steroidnih hormona i odgovarajućih antagonista na nivoe 
galektina u trofoblastu korišćena je ekstravilusna trofoblastna ćelijska linija HTR-8/SVneo, 
koja predstavlja reprezentativni model za ispitivanje funkcionalnih svojstava trofoblasta 
[Graham i sar., 1993]. Ćelije su tretirane progesteronom (P4), estradiolom (E2), testosteronom 
(TE), deksametazonom (DEX) i odgovarajućim antagonistima mifepristonom (RU486), 
flutamidom (F) i fulvestrantom (I) u koncentracijama od 10 i 1000 nM, tokom 48 sati, pri 
standardnim uslovima gajenja ćelija (sterilni uslovi, 37oC, 5% CO2). Kao kontrola korišćene 
su ćelije koje su gajene samo u odgovarajućem ćelijskom medijumu. RIA testom je 
odreñivana koncentracija steroidnih hormona u kondicioniranim ćelijskim medijumima. 
Uticaj ispitivanih farmakološki aktivnih supstanci na vijabilnost HTR-8/SVneo ćelija praćen 
je MTT testom. Promena nivoa galektina-1, -3 i -8 u HTR-8/SVneo ćelijama pod uticajem 
steroidnih hormona i antagonista, praćena je paralelno 1) na nivou genske ekspresije - na 
osnovu relativne promene ekspresije odgovarajuće iRNK, primenom lančane reakcije 
polimeraze u realnom vremenu (real-time PCR) i 2) na proteinskom nivou u ćelijama i 
kondicioniranom medijumu primenom SDS-PAGE i  imunoblota, dok je prisustvo slobodnog 
galektina-1 u ćelijskom medijumu dodatno ispitano primenom SELDI-TOF MS. 
Funkcionalne in vitro studije uticaja E2 na HTR-8/SVneo ćelije obuhvatile su praćenje 
ćelijske migracije i ćelijske invazije.  

Postupak izolovanja placentnog galektina-1 iz tkiva placente čoveka trećeg trimestra 
(placenta uzeta neposredno nakon poroñaja) sastojao se iz nekoliko faza: homogenizacija 
tkiva, priprema laktoznog ekstrakta, prečišćavanje afinitetnom hromatografijom na Lac-
Sepharose 4B koloni. Potvrda dobijanja čiste frakcije galektina-1 i identifikacija izolovanog i 
prečišćenog proteina izvršeni su pomoću SDS-PAGE i bojenja srebrom, imunoblota i SELDI-
TOF MS. Lektinska aktivnost dobijenog proteina ispitana je testovima hemaglutinacije i 
lektinskim testom na čvrstoj fazi.  

Poliklonska antitela prema humanom galektinu-1 proizvedena su imunizacijom kunića 
izolovanim placentnim galektinom-1. Po izdvajanju iz seruma kunića kaprilnom kiselinom, 
antitela su okarakterisana i upotrebljena za dizajniranje ELISA testa za odreñivanje galektina-
1 u biološkom materijalu.  
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Dobijeni rezultati obrañeni su statistički. Za testiranje značajnosti izmeñu različitih 
grupa, u zavisnosti od distribucije vrednosti, primenjen je test analize varijanse (ANOVA), uz 
SNK post-hoc test, osnosno Kruskal-Wallis neparametarski test. Statistički značajnim 
smatrane su razlike za koje je p vrednost bila < 0,05. 

 
B. OPIS DOBIJENIH REZULTATA  
 
U poglavlju Rezultati dat je pregled rezultata, dobijenih na osnovu sprovedenih 

eksperimentalnih istraživanja. Rezultati su prikazani u vidu grafika ili dokumentovani 
odgovarajućim slikama. Prikaz rezultata je organizovan u skladu sa postavljenim ciljevima 
istraživanja. Dobijeni rezultati grupisani su u tri celine. 

Prvi deo rezultata se odnosi na praćenje in vitro uticaja steroidnih hormona 
progesterona (P4), estradiola (E2) i testosterona (TE), sintetskog glukokortikoida 
deksametazona (DEX) i odgovarajućih antagonista mifepristona (RU486), flutamida (F) i 
fulvestranta (I), pri pojedinačnoj koncentraciji od 10 nM ili 1000, primenjenoj tokom 48 h, na 
svojstva HTR-8/SVneo ćelija i na nivoe galektina-1, -3 i -8 u ovoj ćelijskoj liniji. Pokazano je 
da HTR-8/SVneo ćelijska linija ne sintetiše steroidne hormone, ali da predstavlja ciljno mesto 
njihovog delovanja. Praćenjem vijabilnosti HTR-8/SVneo ćelija nakon tretiranja steroidnim 
hormonima i odgovarajućim antagonistima, pokazano je da preživljavanje ćelija ne zavisi od 
uticaja steroidnih hormona. Pokazano je da su galektin-1, -3 i 8 u EVT steroid-specifično 
modulisani na nivou transkripcije, translacije i sekrecije. Na nivou iRNK pokazano je da 
jedino E2 utiče na ekspresiju sva tri galektina, stimulišući, u odnosu na kontrolu, pri nižoj 
koncentraciji (10 nM), odnosno inhibirajući ekspresiju LGALS1, 3 i 8 gena pri koncentracija 
od 1000 nM. Ovaj efekat E2 je bio izraženiji na ekspresiju LGALS1 i LGALS3, dok je 
ekspresija LGALS8 bila manje podložna uticaju ovog hormona. Ekspresija gena za galektin-1 
je bila najosetljivija na tretman steroidnim hormonima. Tako su TE i F ispoljili sličan efekat 
na ekspresiju LGALS1 kao i E2 – niže koncentracije su delovale stimulatorno, a više 
inhibitorno na ekspresiju LGALS1 gena u odnosu na kontrolu. Pored toga, P4 pri koncentraciji 
od 10 nM, DEX pri koncentraciji od 1000 nM, kao i RU486 u obe ispitivane koncentracije 
ispoljili su inhibitorno delovanje na ekspresiju gena za galektin-1 u odnosu na kontrolu. Pri 
koncentraciji od 1000 nM F je suprimirao ekspresiju LGALS3 gena u odnosu na kontrolu. 
Najmanju osetljivost na tretman steroidnim hormonima pokazao je LGALS8 gen, koji je 
reagovao samo na tretman E2. Uporednom analizom uočeno je da su svi primenjeni hormoni i 
antagonisti u odreñenoj i relativno maloj meri ostvarili uticaj na ekspresiju LGALS1 gena, 
dok je samo E2 menjao nivo iRNK za sva tri ispitivana galektina. 

Slično kao i na nivou iRNK, na proteinskom nivou u ćelijskom lizatu, najveću 
osetljivost na tretman steroidnim hormonima pokazao je galektin-1. Obe koncentracije P4 
blago su stimulisale nivo galektina-1 u odnosu na kontrolu. Nasuprot tome, DEX i RU486 su 
doveli do blagog, ali statistički značajnog smanjenja produkcije galektina-1. Mifepriston 
(1000 nM) je smanjio nivo galektina-1 u HTR-8/SVneo ćelijama na polovinu u odnosu na 
kontrolu. Sličan efekat ostvaren je i na nivo galektina-3 u HTR-8/SVneo ćelijama. Uočen je 
blagi, ali ne i statistički značajan stimulatorni efekat P4 u odnosu na kontrolu, dok je supresija 
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galektina-3 postignuta DEX (10 nM) i RU486 (1000 nM) u odnosu na kontrolu. Pored toga, 
inhibitorni efekat DEX i RU486 postignut je i u odnosu na tretman P4. Efekat E2 na nivo 
galektina-1 u HTR-8/SVneo ćelijama bio je gotovo isti na proteinskom, kao i na nivou 
genske ekspresije. Nivo galektina-3 nije se značajno menjao pod uticajem E2, dok je nivo 
galektina-8 stimulisan višom, a inhibiran nižom koncentracijom E2.  

U okviru ovog rada takoñe je ispitivana sekrecija galektina od strane HTR-8/SV neo 
ćelija. Najpre je u kondicioniranim ćelijskim medijumima utvrñeno prisustvo sva tri 
ispitivana galektina. Dalje je pokazano da je oslobañanje galektina-1, -3 i -8 od strane HTR-
8/SVneo ćelija takoñe steroid-specifično modulisano. Stimulacija sekrecije galektina-1 u 
odnosu na kontrolu postignuta je delovanjem E2 i I pri koncentraciji od 10 nM. Dobijeni 
rezultati su pokazali da niža koncentracija P4 umereno, ali značajno stimuliše sekreciju 
galektina-3 u odnosu na kontrolu. Tretman višim koncentracijama P4, DEX i RU486 blago 
inhibira sekreciju galektina-3. Sekrecija galektina-3 je bila stimulisana, u odnosu na kontrolu, 
pod uticajem obe koncentracije E2, ali i nakon tretmana I (10 nM i 1000 nM).  

Za razliku od genske ekspresije i nivoa galektina-8 u ćelijama, sekrecija ovog lektina je 
značajno bila modulisanoa steroidnihm hormonima. Pri koncentraciji od 10 nM P4 i DEX 
stimulisali su sekreciju galektina-8, dok je RU486 (1000 nM) delovao inhibitorno. Pri višoj 
koncentraciji TE je delovao inhibitorno na sekreciju galektina-8. U zavisnosti od primenjene 
koncentracije, F, kao i E2, je ispoljio suprotno delovanje u odnosu na kontrolu – pri 
koncentraciji od 10 nM je stimulisao, a pri koncentraciji od 1000 nM inhibirao oslobañanje 
galektina-8. Suprotno tome, viša koncentracija I značajno je stimulisala oslobañanje ovog 
lektina i to u odnosu na kontrolu, kao i u odnosu na istu koncentraciju E2. 

Funkcionalnim testovima pokazano je inhibitorno delovanje E2 na migraciju (10 nM 
E2) i invaziju (10 i 1000 nM E2) HTR-8/SVneo ćelija. 

Humani galektin-1 izolovan je iz placentnog tkiva laktoznom ekstrakcijom i prečišćen 
afinitetnom hromatografijom na Lac-Sepharose 4B koloni. Elektroforezom (SDS-PAGE) i 
bojenjem gela srebrom pokazano je prisustvo jedinstvene trake od ~14 kDa. Imunoblotom, uz 
korišćenje poliklonskih antitela specifičnih prema humanom galektinu-1, takoñe je 
detektovana specifična traka od ~14 kDa. SELDI-TOF maseni spektar placentnog galektina-1 
uporeñen je sa masenim spektrima dva rekombinantna humana galektina (rh-gal-1 i Ox-
rhgal-1). U spektru placentnog galektina-1 detektovani su molekulski joni sledećih m/z: 
14607,69; 14933,21; 15078,15 i 15843,09. Na osnovu prisustva molekulskih jona prisutnih sa 
m/z 14607,69 (karakterističan za Ox-rhgal-1) i 14933,21 (karakterističan za rh-gal-1) 
pokazana je identičnost izolovanog galektina-1 u odnosu na rekombinantne galektine-1. 
Lektinska aktivnost izolovanog placentnog galektina-1 pokazana je testovima 
hemaglutinacije i inhibicije hemaglutinacije, kao i lektinskim testom na čvrstoj fazi. Dobijeni 
rezultati analize izolovanog placentnog galektina-1 ukazuju da je izolovani placentni 
galektin-1 zadržao strukturne, antigene i lektinske karakteristike. 

Izolovani i okarakterisani placentni galektin-1 poslužio je za imunizaciju kunića i 
dobijanje poliklonskih anti-galektin-1 antitela. Dvostrukom imunodifuzijom u gelu agara 
pokazana je specifična reaktivnost kunićevog antiseruma prema galektinu-1. Poliklonska 
antitela (IgG frakcija) prema humanom placentnom galektinu-1 izdvojena su iz antiseruma 
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kaprilnom kiselinom. SELDI-TOF MS i imunoelektroforezom pokazana je homogenost 
dobijenih antitela. Imunoreaktivnost prečišćenih antitela prema galektinu-1 potvrñena je 
imunoblotom. Ova antitela su upotrebljena za dizajniranje ELISA testa, kojim je omogućeno 
kvantitativno odreñivanje galektina-1 u biološkom materijalu, odnosno ispitivanje 
dijagnostičkog potencijala galektina-1. Pilot studija izvedena je sa uzorcima seruma 
pacijenata obolelih od Myasthenia gravis. Nakon odreñivanja galektina-1 u serumu zdravih 
osoba, odnosno pacijenata obolelih od Myasthenia gravis, preliminarni rezultati su pokazali 
da su vrednosti galektina-1 statistički značajno veće kod pacijenata sa Myasthenia gravis. 

 

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA IZ DOKTORSKE DISERTACIJE SA PODACIMA IZ 

LITERATURE  
 
Tokom implantacije embriona dolazi do složenih interakcija izmeñu blastociste i 

endometrijuma, koje su posredovane brojnim molekulima sekretovanim bilo od strane 
trofoblasta ili decidue majke [Staun-Ram i Shalev, 2005]. Nakon uspešne implantacije 
embriona, sledi formiranje placente, koja omogućava preživljavanje i razvoj fetusa [Lunghi i 
sar., 2007]. Jedna od karakteristika EVT je ćelijska invazivnost. Ova trofoblastna 
subpopulacija ima ključnu ulogu tokom placentacije. Invazija trofoblasta u tkivo majke je 
strogo regulisan i koordinisan proces. Smatra se da su steroidni hormoni meñu glavnim 
regulatorima implantacije, placentacije, kao i diferencijacije i invazije trofoblasta [Malassine 
i Cronier, 2002; Halasz i Szekeres-Bartho, 2013]. Meñu molekulima uključenim u invaziju 
trofoblasta i formiranje placente, nalaze se i galektini, animalni lektini koji ispoljavaju afinitet 
prema β-galaktozidnoj stukturi [Than i sar., 2012].  

U okviru ovog rada ispitivan je uticaj steroidnih hormona P4, E2 i TE i sintetskog 
glukokortikoida DEX, analoga kortizola, kao i uticaj antagonista steroidnih receptora 
mifepristona, F i I na galektin-1, -3 i -8 u EVT. Ispitivanja u ovom radu su vršena in vitro, na 
imortalizovanoj trofoblastnoj ćelijskoj liniji HTR-8/SVneo, koja predstavlja pogodan model-
sistem za ispitivanje adhezivnih, migratornih i invazivnih i proliferativnih svojstava 
trofoblasta [Hannan i sar., 2010].  

Kako je već pokazano da steroidni hormoni mogu regulisati neke od funkcija EVT u 
placenti čoveka, u ovom radu je ispitivano da li ovi hormoni mogu uticati na ekspresiju tri 
člana familije galektina prisutnih u HTR-8/SVneo ćelijskoj liniji: galektina-1, -3 i -8. Pre 
nego što su HTR-8/SVneo ćelije tretirane steroidnim hormonima, odreñivanjem steroidnih 
hormona u kondicioniranim ćelijskim medijumima nisu detektovani steroidni hormoni. Ovim 
su potvrñeni prethodni rezultati ranijih istraživanja naše laboratorije [Bojić-Trbojević i sar., 
2008]. Nemogućnost HTR-8/SVneo ćelijske linije da sintetiše steroidne hormone je bila 
očekivana, imajući u vidu da je EVT krajnje diferencirana populacija trofoblasta, koja se 
odlikuje dominantno migratorno/invazivnim fenotipom. S druge strane, u HTR-8/SVneo 
ćelijskoj liniji prethodno je pokazano prisustvo funkcionalnih receptora za steroidne 
hormone: obe izoforme PR (PRA i PRB), obe izoforme GR (GRα i GRβ), kao i ERβ forma, 
tako da ove ćelije mogu biti ciljno mesto delovanje steroidnih hormona [Liu i sar., 2007; 
Cervellati i sar., 2011; Cervellati i sar., 2013]. 
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Tretman steroidnim hormonima i njihovima antagonistima u ovom radu nije uticao na 
vijabilnost HTR-8/SVneo ćelija, što je u skladu sa prethodno objavljenim studijama. Tako su 
Liu i sar. predložili da bi efekat P4 na preživljavanje HTR-8/SVneo mogao da se ostvaruje 
inihibicijom apoptoze [Liu i sar., 2007]. Dok P4 nije uticao na broj HTR-8/SVneo ćelija, 
betametazon i RU486 su ispoljili inhibitorni efekat na ćelijsku vijabilnost, ali tek nakon 
inkubacije od tri dana [Cervellati i sar., 2011]. Druga grupa autora, koristeći takoñe HTR-
8/SVneo ćelijsku liniju kao model, zaključila je da P4 ispoljava inhibitorno delovanje na 
vijabilnost HTR-8/SVneo ćelija, ali tek pri koncentraciji P4 od 20 µM (značajno višoj od 
ovde korišćene), dok E2 nije pokazao značajan efekat [Chen i sar., 2011]. Glukokortikoidi 
utiču na preživljavanje ćelija koje eksprimiraju GR, kao što su BeWo i JEG-3, a efekat zavisi 
od uslova u kojima su ćelije gajene, tj. sa ili bez FCS [Mandl i sar., 2006]. Iako postoji 
nekoliko studija koje su ispitivale uticaj steroidnih hormona na vijabilnost EVT in vitro, 
razlike u dizajnu eksprimenata, pre svega uslovi u kojima su ćelije gajene (sa ili bez FCS), 
koncentracije steroidnih hormona i vreme tokom koga su ćelije tretirane se razlikuju, tako da 
se iz dosadašnjih rezultata ne može izvesti jedinstveni zaključak.  

Ekspresija galektina je precizno regulisana, tkivno-specifična, ili u zavisnosti od 
odreñene faze razvoja. Prethodno je pokazano da EVT prvog trimestra, na iRNK i 
proteinskom nivou ispoljava tri predstavnika familije galektina: galektin-1, -3 i -8 [Kolundzic 
i sar., 2011]. Postoji nekoliko osnova za pretpostavku da bi steroidni hormoni, kao fiziološki 
regulatori tokom trudnoće, mogli uticati i na ekspresiju pripadnika familije galektina u 
placenti. To su, pre svega prisustvo od HRE sekvenci u promotorskim regionima gena za sva 
tri navedena galektina, kao i činjenica da se nivo galektina-1 i -3 u endometrijumu žena 
menja tokom menstrualnog ciklusa [von Wolff i sar., 2005; Than i sar., 2008b]. Pored toga, 
ekspresija galektina-1 se menja kod ženki glodara tokom estrusa, prateći promene u nivou 
estrogena i P4 [Choe i sar., 1997]. Takoñe, pokazano je da i glukokortikoidi mogu modulisati 
galektin-1 i -3 [Clerch i sar., 1987; Dabelic i sar., 2006].  

Rezultati dobijeni u okviru ovog rada pokazali su da je ekspresija gena za galektin-1, -3 
i u 8 modulisana u trofoblastu steroid-specifično i zavisno od koncentracije. Pri koncentraciji 
od 10 nM, E2 je ispoljio najizraženiji efekat na ekspresiju LGALS1 i LGALS3, stimulišući više 
nego dvostruko njihovu ekspresiju, kako u odnosu na kontrolu, tako i u odnosu na tretman E2 
od 1000 nM. Stimulatorni efekat E2 pri koncentraciji od 10 nM na ekspresiju LGALS8 gena je 
bio slabije izražen. Slično ovome, E2 je takoñe stimulisao ekspresiju LGALS3 gena u 
horiokarcinomskoj BeWo ćelijskoj liniji [Yang i sar., 2011]. Ekspresija LGALS1 gena, ali ne 
i LGALS3 i LGALS8 gena, je suprimirana nakon tretmana P4, DEX (1000 nM), kao i 
mifepristonom (10 i 1000 nM). Pretpostavljeno je da su ovi efekti uglavnom ostvareni 
posredstvom GR, koji je najzastupljeniji steroidni receptor u placenti prvog trimestra. 
Mifepriston kao parcijalni agonist GR i PR ne mora ispoljavati isključivo suprotne efekte u 
odnosu na P4 i glukokortikoide, a njegovo agonističko delovanje je, izmeñu ostalog, 
pokazano i u HTR-8/SVneo ćelijama [Cervellati i sar., 2011]. Supresija ekspresije LGALS1 i 
LGALS3 gena je postignuta je višim koncentracijama TE i F. Iako do danas, prisustvo 
androgenog receptora u EVT prvog trimestra nije pokazano, na osnovu nekih patoloških 
stanja vezanih za trudnoću, kao što su gestacijski Diabetes mellitus ili sindrom policističnih 
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jajnika, pretpostavljeno je da bi i androgeni hormoni mogli uticati na funkciju trofoblasta 
[Uzelac i sar., 2010; Palomba i sar., 2012]. Postoji mogućnost da andogeni, kao plejotropni 
hormoni, svoj efekat mogu ostvariti genomskim i negenomskim delovanjem, ali mehanizam 
kojim ostvaruju svoju aktivnost u placenti još uvek nije poznat [Uzelac i sar., 2010]. 

Slično kao i na nivou iRNK, sinteza proteina galektina-1, -3 i -8 u HTR-8/SVneo 
ćelijama podleže uticaju steroidnih hormona. Prethodno je pokazano da je regulacija različitih 
proteina, na primer komponenti placentnog ECM ili MMP-9 u trofoblastu i placenti pod 
parakrinom kontrolom P4, pri čemu ovaj hormon može ostvariti stimulatorno, ali i inhibitorno 
delovanje [Shimonovitz i sar., 1998]. Prethodni rezultati su pokazali da je nivo galektina-1 i 3 
u ćelijama trofoblasta takoñe podložan uticaju P4, pri čemu je ovaj uticaj vremenski i dozno 
zavistan [Bojić-Trbojević i sar., 2008; Yang i sar., 2011]. U ovom radu sintetski 
glukokortikoid DEX nije ostvario značajan efekat na galektin-1, -3 i -8 na proteinskom nivou 
u HTR-8/SVneo ćelijama, iako je pokazano da u horiokarcinomskim ćelijama JAr i JEG-3 
DEX smanjuje nivo galektina-1 [Bojić-Trbojević i sar., 2010]. Različit efekat DEX u HTR-
8/SVneo u odnosu na maligno transformisane JAr i JEG-3 ćelije mogao bi biti posledica 
različite ekspresije receptora za steroidne hormone, steroidogene aktivnosti, kao i ekspresije 
galektina-1 u ovim ćelijskim linijama. Dabelić i sar. su pokazali da je ekspresija galektina-3 u 
kulturi makrofaga podložna delovanju glukokortikoida, pri čemu glukokortikoidi ostvaruju 
diferencijalnu modulaciju ekspresije ovog galektina na nivou transkriptoma i genoma 
[Dabelic i sar., 2006]. Može se pretpostaviti da glukokortikoidi svoje delovanje ostvaruju 
različitim mehanizmima, što pruža mogućnost da se njihov efekat manifestuje u zavisnosti od 
tipa ćelija. 

Kako ne poseduju signalnu sekvencu, galektini se van ćelije oslobañaju neklasičnim 
putem, zahvaljujući interakciji sa odgovarajućim glikopartnerima [Hughes, 1999]. 
Imunoblotom je utvrñeno da HTR-8/SVneo ćelije sekretuju u medijum sva tri prisutna 
galektina. Galektin-1 je detektovan u medijumu HTR-8/SVneo ćelija kao protein mase 14,6 
kDa. Primenom specifičnih anti-galektin-3 antitela u kondicioniranim medijumima ćelija 
detektovane su tri trake (31 kDa, 33 kDa i 66 kDa), dok su upotrebom anti-galektin-8 antitela 
detektovane dve trake (31 kDa i 66 kDa). Razlika u masama sekretovanog i ćelijskog 
galektina-3 i -8 mogla bi se objasniti njihovom post-translacionom modifikacijom i/ili 
vezivanjem odgovarajućih glikoliganada. Slično ovome, Hadari i sar., su uočili razlike u 
molekulskim masama unutar- i vanćelijskog galektina-8 u ćelijskoj liniji humanog karcinoma 
pluća 1299 [Hadari i sar., 2000]. Slično nivou iRNK i ukupnih proteina, i sekrecija ovih 
galektina je osetljiva na tretman sterodnim hormonima i njihovim antagonistima. Dok samo 
E2 stimuliše sekreciju sva tri prisutna galektina, niža koncentracija P4 stimuliše oslobañanje 
galektina-3 i -8. Pored toga, dobijeni rezultati su pokazali da je sekrecija galektina-8 najviše 
podložna uticaju steroidnih hormona. U literaturi je malo dostupnih podataka o molekulima 
koji utiču na sekreciju galektina. Pokazano je da hipoksija utiče na oslobañanje galektina-1 u 
ćelijama skvamoznog karcinoma glave i vrata [Le i sar., 2005]. U BeWo ćelijama sekrecija 
galektina-3 je stimulisana E2, P4 i hCG [Yang i sar., 2011]. U kulturama ćelija karcinoma 
pluća, natrijum-butirat inhibirao je ekspresiju galektina-8 na transkripcionom nivou, ali 
promene na nivou unutarćelijske lokalizacije ili sekrecije nisu uočene [Bidon i sar., 2001].  
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Invazivnost je zajedničko svojstvo EVT i tumorskih ćelija, ali za razliku odmalignih, 
invazija ćelija trofoblasta je precizno regulisana i kontrolisana, vremenski ograničena na prvi 
trimestar, kao i prostorno na invaziju u endometrijum i unutrašnju trećinu miometrijuma 
[Lala i sar., 2002]. Uticaj E2 na migratorna svojstva HTR-8/SVneo ćelija ispitan je primenom 
wound healing metode. Dobijeni rezultati su pokazali da niža koncentracija E2 značajno 
smanjuje migraciju HTR-8/SVneo ćelija. Slično tome, E2 je ispoljio i inhibitorni efekat i na 
invaziju ćelija, pri čemu je supresija invazije postignuta sa obe ispitivane koncentracije. Kako 
je pokazano da E2 ne utiče na preživljavanje HTR-8/SVneo ćelija, supresija migracije i 
invazije HTR-8/SVneo ćelija nije rezultat uticaja E2 na broj živih ćelija. Prethodno je 
pokazano da invazija trofoblasta može biti modulisana P4 i glukokortikoidima [Bojić-
Trbojević i sar., 2008; Chen i sar., 2011]. Inhibitorno delovanje P4 na invaziju trofoblasta 
delimično se može objasniti inhibicijom aktivnosti MMP-2 i -9, ključnih proteolitičkih 
enzima trofoblasta [Shimonovitz i sar., 1998; Goldman i Shalev, 2006]. Postojeći podaci u 
literaturi koji se odnose na uticaj estrogena na invazivnost trofoblasta nisu konzistentni. Chen 
i saradnici, koristeći takoñe HTR-8/SVneo ćelijsku liniju kao model, nisu našli da se invazija 
trofoblasta menja pod uticajem E2, iako je utvrñeno da ove ćelije preuzimaju E2 iz okolnog 
medijuma [Chen i sar., 2011]. Druga grupa autora, koristeći takoñe ovu ćelijsku liniju kao 
model, nije pratila direktan uticaj E2 na invazivnost trofoblasta, ali je pokazala da E2 simuliše 
ekspresiju IGFBP-7, koji pak deluje inhibitorno na migraciju [Liu i sar., 2012]. Inhibitorno 
delovanje estrogenih hormona na trofoblast pokazan je i in vivo. Pepe i Albrecht su serijom 
eksprimenata na babunima demonstrirali uticaj estrogena na funkciju trofoblasta [Albrecht i 
sar., 2006; Bonagura i sar., 2008; Bonagura i sar., 2012]. Tokom gestacije nivo sinteze i 
koncentracije estrogena rastu, što bi moglo biti od značaja za funkciju trofoblasta. Porast E2 
tokom gestacije smanjuje prodiranje trofoblasta u tkivo majke. Slično, tokom humane 
trudnoće, invazija trofoblasta se zaustavlja na prelasku prvog u drugi trimestar. Kako invazija 
trofoblasta zavisi od ravnoteže izmeñu faktora koji je stimulišu i onih koji je suprimiraju, 
pretpostavlja se da bi niža i viša koncentracija E2 koje odgovaraju koncentracijama ovog 
hormona tokom prvog, odnosno trećeg trimestra, mogle ostvariti različite fiziološke uloge 
tokom gestacije.  

Placentni galektin-1 je prvi galektin izolovan i okarakterisan kod čoveka [Hirabayashi i 
Kasai, 1984]. U ovom radu placenta nakon poroñaja je takoñe poslužila kao izvor za 
izolovanje galektina-1. Standardna porcedura za izolovanje galektina-1 zasniva se na 
osnovnom svojstvu, lektinskoj aktivnosti, pa laktozna ekstrakcija iz tkiva i afinitetno 
prečišćavanje na koloni predstavljaju pouzdan metod za dobijanje čistog preparata galektina-
1. Nakon izolovanja iz tkiva i prečišćavanja, karakterizacija galektina izvršena je primenom 
SDS-PAGE, imunoblota i MS. Ovim metodama je pokazano da je izolovan protein mase 
~14,6 kDa, koga su specifično prepoznala antitela prema galektinu-1. Izolovani placentni 
galektin-1 takoñe je zadržao svoja funkcionalna svojstva, što je pokazano lektinskim testom 
na čvrstoj fazi i testovima hemaglutinacije. Analiza placentnog galektina-1 primenom 
SELDI-TOF MS, omogućila je detekciju molekulskih formi ovog lektina. Poreñenjem 
izolovanog galektina-1 sa rekombinantnim humanim galektinima, od kojih jedan predstavlja 
redukovani lektin (rh-gal-1), a drugi oksidovanu formu (Ox-gal-1) uočeno je da izolovani 
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lektin sadrži obe forme. Poznato je da biološka aktivnost galektina-1 zavisi od njegove 
molekulske forme, odnosno od lektinskih svojstava. Redukovana forma galektina-1 ima 
lektinsku aktivnost i odgovorna je za adheziju ćelija glatke muskulature i imunomodularnu 
funkciju [Moiseeva i sar., 1999; Camby i sar., 2006]. S druge strane, oksidovana forma 
galektina-1 ima drugačiju funkcionalnu aktivnost i identifikovana je kao faktor regeneracije 
perifernih nerava [Inagaki i sar., 2000]. U trofoblastu in vitro galektin-1 stimuliše invaziju, ali 
se taj uticaj ostvaruje prvenstveno njegovom lektinskom aktivnošću [Kolundzic i sar., 2011]. 
Meñutim, dalja ispitivanja su neophodna da bi se utvrdilo kako promena redoks statusa 
galektina-1 može uticati na biološke funkcije ovog lektina u trofoblastu.  

Kako je pokazano da je galektin-1 uključen u različite patofiziološke procese, 
odnedavno je počeo da se ispituje značaj ovog lektina kao biomarkera [Saussez i sar., 2008; 
Watanabe i sar., 2011; Ouyang i sar., 2013]. Poliklonska antitela prema humanom galektinu-
1, dobijena u laboratoriji INEP, upotrebljena su za formiranje ELISA testa za odreñivanje 
koncentracije galektina-1 u biološkom materijalu. U ovom radu je ispitivana moguća 
promena koncentracije galektina-1 u serumu pacijenata obolelih od autoimunog neurološkog 
oboljenja Myasthenia gravis (MG). Iako je ranije pretpostavljeno da su promene u ekspresiji 
galektina-1 u timusu povezane sa nastankom bolesti, galektin-1 nije odreñivan u serumu 
pacijenata obolelih od MG [Hafer-Macko i sar., 1996]. Preliminarni rezultati su pokazali 
povećane vrednosti galektina-1 kod pacijenata obolelih od MG u odnosu na zdravu 
populaciju. Primećeno je da se koncentracija galektina-1 menja i kod nekih patoloških stanja 
vezanih za trudnoću, kao što su spontani pobačaj i preeklampsija [Tirado-Gonzalez i sar., 
2013]. Iako je galektin-1 ispitivan kao biomarker u različitim bolestima, još uvek nije 
poznato da li su promene nivoa galektina-1 u perifernoj cirkulaciji uzrok ili posledica 
patofiziološkog procesa. 

 

D. OBRAZLOŽENJE NAU ČNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE  
 
Značaj istraživanja na ćelijskom i molekularnom nivou leži u potrebi boljeg 

razumevanja regulacije galektina trofoblasta. Podaci prezentovani ovom tezom pružaju 
originalan doprinos boljem razumevanju uticaja steroidnih hormona na sintezu i sekreciju 
galektina trofoblasta. Za sada, broj istraživanja koji je ispitivao efekte steroidnih hormona u 
samom trofoblastu je relativno mali. Prethodno je, u nekim drugim sistemima, pokazano da 
steroidni hormoni mogu regulisati ekspresiju nekih od članova galektinske familije. Kako je 
poznato da je modulacije genske ekspresije steroidnim hormonima prilično složena, sa veoma 
ispoljenim tkivno i organ-specifičnim efektima, efekat steroidnih hormona na ekspresiju 
galektina ne mora nužno biti isti u trofoblastu kao u do sada ispitivanim tkivima. Osim toga, 
prethodno je pokazano je da P4 i E2 u trofoblastu mogu ispoljiti i negenomsko delovanje 
[Gellersen i sar., 2009; Gambino i sar., 2010]. 

Nivo proteina regulisan je na nekoliko različitih nivoa, prvenstveno transkripcionom, 
posttranskripcionom, translacionom i posttranslacionom. Usled toga, nije neuobičajeno 
odsustvo korelacije iRNK i nivoa proteina, odnosno često ne postoji linearna ekstrapolacija 
transkriptoma na proteom [Schwanhausser i sar., 2011]. U okviru ovog rada, paralelnim 



 10 

ispitivanjem na genskom i proteinskom nivou steroidni hormoni su pokazani kao regulatori 
ekspresije i nivoa galektina-1, -3 i -8 u trofoblastu in vitro. Iako u literaturi do sada postoje 
podaci o uticaju P4 i E2, odnosno glukokortikoida na sintezu galektina-1, mnogo manje se zna 
o mogućem uticaju steroidnih hormona na sekreciju galektina. Rezultati dobijeni u okviru 
ovog rada ukazuju da je oslobañanje galektina u trofoblastu precizno i selektivno regulisano. 
Kako sekrecija galektina zavisi od njihove interakcije sa odgovarajućim glikopartnerima, 
moglo bi se pretpostaviti da steroidni hormoni mogu uticati na sekreciju galektina delujući 
direktno na same galektine ili indirektno, menjajući nivo odgovarajućih vezujućih proteina.  

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ovog rada pružena su nova saznanja o 
modulaciji galektina steroidnim hormonima u EVT in vitro na nivou genske transkripcije, 
translacije i sekrecije. Na osnovu toga može se pretpostaviti da modulacija nivoa galektina-1, 
-3 i -8 steroidnim hormonima predstavlja jedan od načina kontrole biološke uloge koju ovi 
proteiniostvaruju u placenti. Samim tim, otvaraju se mogućnosti za dalje ispitivanje 
regulacije galektina steroidnim hormonima, pre svega u kliničkom kontekstu vezanom za 
problem neuspešne implantacije ili patologije placente. 

Takoñe, ovim radom su u trofoblastnoj ćelijskoj liniji, kao i u tkivu placente trećeg 
trimestra čoveka, identifikovane višestruke molekulske forme galektina-1. Ostaje dalje da se 
utvrdi da li ove forme ispoljavaju različitu lektinsku, pa samim tim i biološku aktivnost, čime 
bi se dalje doprinelo boljem razumevanju fizioloških i patoloških stanja placente. Kako su 
galektini povezani sa različitim patofiziološkim procesima i u placenti, opravdano je 
ispitivanje i njihovog potencijalnog dijagnostičkog značaja u odreñenim bolestima [Božic i 
sar., 2004; Jeschke i sar., 2007; Than i sar., 2008a]. Mogućnost da se nivo potencijalnog 
biomarkera odredi jednostavnom metodom, jedan je od preduslova njegove rutinske primene. 
U okviru ove teze, na osnovu izolovanog i prečišćenog placentnog galektina-1 i proizvedenih 
specifičnih anti-galektin-1 antitela, dizajniran je ELISA test. Ovim testom je moguće odrediti 
nivo galektina-1 u biološkom materijalu, odnosno omogućeno je ispitivanje potencijalnog 
dijagnostičkog značaja galektina-1 u poremećajima vezanim za reprodukciju. 
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