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Komisiji za poslediplomsku nastavu — doktorske stuije

Na sednici Nastavno-n&wog ve€a Farmaceutskog fakulteta odrzanoj 11.06.2015.
godine, imenovani smo za&lanove Komisije za ocenu i odbranu zavrSene dok#ors
disertacije koja je prijavljena pod naslovogticaj steroidnih hormona i njihovih
antagonista na nivoe galektina uéelijama trofoblasta ¢ovekain vitro“, kandidata dipl.
farmaceuta-medicinskog biohafara DaniceCuji¢.

Posle pregledane disertacije podnosimo Nastavothoan veéu Farmaceutskog
fakulteta sledé

IZVESTAIJ
A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija je napisana na 129 strana g tabela, 41 sliku i 285 literaturna
navoda. Sadrzaj doktorske disertacije izlozen ged&im poglavljima: Uvod (33 strane),
Ciljevi istrazivanja (2 strane), Materijali i me®d?21 strana), Rezultati istrazivanja (32
strane), Diskusija (14 strana), Zakipii(2 strane) i Literatura (25 strana).

U poglavljuUvod, na osnovu pregleda relevantnih literaturnih pakiatiznet je prikaz
trenutnih saznanja koja se neposredno odnose danptestrazivanja. Uvodni deo doktorske
disertacije sastoji se iz tri celine. U prvom dsluopisana strukturna i funkcionalna svojstva
galektina, proteina koji ispoljavaju lektinsku aktost. Pokazano je da galektini mogu
ucestvovati u razéiitim reproduktivnim procesima [Than i sar., 200B}ocesi implantacije
embriona, formiranja placente i decidualizacijaadbjeni su naelijskom i molekulskom
nivou. Posebno su istaknuti diferencijacija trofstd i invazija ekstravilusnog trofoblasta
(EVT), kao neophodni preduslov za uspostavljargdrzavanje trudnie, odnosno sinteza i
uloga steroidnih hormona u placenti. Na osnovu lBubeatne analize uloge galektina u
procesu reprodukcije i steroidnih hormona, kao ¢ajmh regulatornih faktora tokom
trudncie, ukazala se potreba za ispitivanjem uticaja gbetto hormona i njihovih antagonista
na nivo galektina u trofoblastiovekain vitro.

U poglavlju Cilj doktorske disertacije jasno i koncizno se izno®ibrazlaze cilj
istrazivanja u okviru ovog radais vitro ispitivanje uticaja steroidnih hormona progestaron
(P4), estradiola (B i testosterona (TE), sintetskog glukokortikoideksmetazona (DEX) i
odgovarajdih antagonista mifepristona (RU486), flutamida (F)fulvestranta (I) na



ekspresiju galektina-1, -3 i -8 u EVCelijskoj liniji HTR-8/SVneo. Na osnovu literaturnih
podataka postavljeni su slédeiljevi: 1. ispitivanje uticaja steroidnih horman antagonista
steroidnih receptora na galektin-1, -3 i -8 na oi@nskripcije, translacije i sekrecije u EVT
in vitro, 2. ispitivanje uticaja steroidnih hormona na faokalna svojstva EVT testovima
¢elijske vijabilnosti, migracije i invazijen vitro, 3. izolovanje i karakterizacija galektina-1 iz
humane placente teg trimestra, 4. proizvodnja poliklonskih antitgdleema galektinu-1 i
njihova karakterizacija, 5. razvoj ELISA testa zdradivanje galektina-1 u bioloSkom
materijalu.

Kroz poglavlje Materijali i metode, kandidatkinja je pokazala da vlada svim
tehnikama, instrumentalnlim metodama i postupcinof ku kori€eni tokom izvdenja
eksperimentalnog dela teze. Pored toga, detaljnagpmani korienacelijska linija i uzorci
tkiva, reagensi i sav potreban materijal primenjeavom istrazivanju. Kao eksperimentini
model za ispitivanje uticaja steroidnih hormona dgovarajiéih antagonista na nivoe
galektina u trofoblastu koiigna je ekstravilusna trofoblasttalijska linija HTR-8/SVneo,
koja predstavlja reprezentativni model za ispitjeafunkcionalnih svojstava trofoblasta
[Graham i sar., 1993(elije su tretirane progesteronom)Restradiolom (B, testosteronom
(TE), deksametazonom (DEX) i odgovamjn antagonistima mifepristonom (RU486),
flutamidom (F) i fulvestrantom (I) u koncentracijanod 10 i 1000 nM, tokom 48 sati, pri
standardnim uslovima gajengalija (sterilni uslovi, 37C, 5% CQ). Kao kontrola kori&ene
su ¢elije koje su gajene samo u odgovaéam celijiskom medijumu. RIA testom je
odrativana koncentracija steroidnih hormona u kondicamim celijskim medijumima.
Uticaj ispitivanih farmakoloSki aktivnih supstanea vijabilnost HTR-8/SVnedelija pracen
je MTT testom. Promena nivoa galektina-1, -3 i -81TR-8/SVneocelijama pod uticajem
steroidnih hormona i antagonista, ggaa je paralelno 1) na nivou genske ekspresije - na
osnovu relativne promene ekspresije odgovéejiRNK, primenom latane reakcije
polimeraze u realnom vremenuedl-time PCR) i 2) na proteinskom nivou ¢elijama i
kondicioniranom medijumu primenom SDS-PAGE i imblwba, dok je prisustvo slobodnog
galektina-1 u ¢elijskom medijumu dodatno ispitano primenom SELH MS.
Funkcionalnein vitro studije uticaja E na HTR-8/SVneoc¢elije obuhvatile su pkgnje
celijske migracije ielijske invazije.

Postupak izolovanja placentnog galektina-1 iz tkplacentecoveka tréeg trimestra
(placenta uzeta neposredno nakon gaj@) sastojao se iz nekoliko faza: homogenizacija
tkiva, priprema laktoznog ekstrakta, giggavanje afinitethom hromatografijom na Lac-
Sepharose 4B koloni. Potvrda dobijatiste frakcije galektina-1 i identifikacija izolovag i
preciséenog proteina izvrseni su potoSDS-PAGE i bojenja srebrom, imunoblota i SELDI-
TOF MS. Lektinska aktivnost dobijenog proteina tapa je testovima hemaglutinacije i
lektinskim testom navrstoj fazi.

Poliklonska antitela prema humanom galektinu-1zw@dena su imunizacijom Kkiéai
izolovanim placentnim galektinom-1. Po izdvajarguseruma kuga kaprilnom kiselinom,
antitela su okarakterisana i upotrebljena za dimje ELISA testa za oddesanje galektina-

1 u bioloSkom materijalu.



Dobijeni rezultati obrdeni su statistki. Za testiranje zn@jnosti izméu razlcitih
grupa, u zavisnosti od distribucije vrednosti, mnjen je test analize varijanse (ANOVA), uz
SNK post-hoc test, osnosno Kruskal-Wallis neparamskt test. Statistki znatajnim
smatrane su razlike za koje je p vrednost bila08.0,

B. OPIS DOBIJENIH REZULTATA

U poglavlju Rezultati dat je pregled rezultata, dobijenih na osnovu \ggmtenih
eksperimentalnih istrazivanja. Rezultati su prikaza vidu grafika ili dokumentovani
odgovarajdim slikama. Prikaz rezultata je organizovan u sklad postavljenim ciljevima
istrazivanja. Dobijeni rezultati grupisani su udeline.

Prvi deo rezultata se odnosi na damje in vitro uticaja steroidnih hormona
progesterona @, estradiola (B i testosterona (TE), sintetskog glukokortikoida
deksametazona (DEX) i odgovaréju antagonista mifepristona (RU486), flutamida (F)
fulvestranta (l), pri pojedirimoj koncentraciji od 10 nM ili 1000, primenjenoktam 48 h, na
svojstva HTR-8/SVneéelija i na nivoe galektina-1, -3 i -8 u ow®lijskoj liniji. Pokazano je
da HTR-8/SVnecelijska linija ne sintetiSe steroidne hormone dalipredstavlja ciljno mesto
njihovog delovanja. Ptgnjem vijabilnosti HTR-8/SVnedéelija nakon tretiranja steroidnim
hormonima i odgovarafim antagonistima, pokazano je da prezivljavamga ne zavisi od
uticaja steroidnih hormona. Pokazano je da su galdk -3 i 8 u EVT steroid-spectino
modulisani na nivou transkripcije, translacije kiszije. Na nivou iRNK pokazano je da
jedino B utice na ekspresiju sva tri galektina, stimuliSw odnosu na kontrolu, pri nizoj
koncentraciji (10 nM), odnosno inhibir&juekspresijuLGALSL, 3 i 8 gena pri koncentracija
od 1000 nM. Ovaj efekat -Eje bio izrazeniji na ekspresijuGALSL i LGALS3, dok je
ekspresijd.GALS3 bila manje podlozna uticaju ovog hormona. Ekspaegena za galektin-1
je bila najosetljivija na tretman steroidnim hornmoa. Tako su TE i F ispoljili stan efekat
na ekspresijuLGALSL kao i B — nize koncentracije su delovale stimulatorno, ise v
inhibitorno na ekspresijuGALSL gena u odnosu na kontrolu. Pored togapriPkoncentraciji
od 10 nM, DEX pri koncentraciji od 1000 nM, kao UB36 u obe ispitivane koncentracije
ispoljili su inhibitorno delovanje na ekspresijungeza galektin-1 u odnosu na kontrolu. Pri
koncentraciji od 1000 nM F je suprimirao ekspresifBALS3 gena u odnosu na kontrolu.
Najmanju osetljivost na tretman steroidnim hormaamipokazao je.GALS8 gen, koji je
reagovao samo na tretmap Bporednom analizom deno je da su svi primenjeni hormoni i
antagonisti u oddenoj i relativno maloj meri ostvarili uticaj na gkesiju LGALSL gena,
dok je samo Emenjao nivo iRNK za sva tri ispitivana galektina.

Slicno kao i na nivou IRNK, na proteinskom nivou ¢elijskom lizatu, najvéu
osetljivost na tretman steroidnim hormonima pokaga@alektin-1. Obe koncentracije, P
blago su stimulisale nivo galektina-1 u odnosu oattolu. Nasuprot tome, DEX i RU486 su
doveli do blagog, ali statiski znatajnog smanjenja produkcije galektina-1. Mifepriston
(1000 nM) je smanjio nivo galektina-1 u HTR-8/SVn@gijama na polovinu u odnosu na
kontrolu. Sltan efekat ostvaren je i na nivo galektina-3 u HTBMWheocelijama. Ugen je
blagi, ali ne i statistki znaajan stimulatorni efekat,R1 odnosu na kontrolu, dok je supresija



galektina-3 postignuta DEX (10 nM) i RU486 (1000 )nivlodnosu na kontrolu. Pored toga,
inhibitorni efekat DEX i RU486 postignut je i u aoBu na tretman J° Efekat & na nivo
galektina-1 u HTR-8/SVnedelijama bio je gotovo isti na proteinskom, kao i m&ou
genske ekspresije. Nivo galektina-3 nije secajreo menjao pod uticajemyEdok je nivo
galektina-8 stimulisan viSom, a inhibiran nizom &entracijom k&

U okviru ovog rada takie je ispitivana sekrecija galektina od strane HT®v3neo
¢elija. Najpre je u kondicioniraninmtelijskim medijumima ututeno prisustvo sva tri
ispitivana galektina. Dalje je pokazano da je oalabje galektina-1, -3 i -8 od strane HTR-
8/SVneo ¢elija takaie steroid-specitno modulisano. Stimulacija sekrecije galektina-1 u
odnosu na kontrolu postignuta je delovanjemi E pri koncentraciji od 10 nM. Dobijeni
rezultati su pokazali da niza koncentracija ttnereno, ali zn@mjno stimuliSe sekreciju
galektina-3 u odnosu na kontrolu. Tretman viSimdenmiracijama P DEX i RU486 blago
inhibira sekreciju galektina-3. Sekrecija galekiBhge bila stimulisana, u odnosu na kontrolu,
pod uticajem obe koncentracije, &li i nakon tretmana | (10 nM i 1000 nM).

Za razliku od genske ekspresije i nivoa galektinaéglijama, sekrecija ovog lektina je
znaajno bila modulisanoa steroidnihm hormonima. Pmdentraciji od 10 nM Pi DEX
stimulisali su sekreciju galektina-8, dok je RU48800 nM) delovao inhibitorno. Pri viSoj
koncentraciji TE je delovao inhibitorno na sekredjalektina-8. U zavisnosti od primenjene
koncentracije, F, kao i £ je ispoljio suprotno delovanje u odnosu na kdatre pri
koncentraciji od 10 nM je stimulisao, a pri kongawstji od 1000 nM inhibirao osloldanje
galektina-8. Suprotno tome, viSa koncentracija &amo je stimulisala osloldanje ovog
lektina i to u odnosu na kontrolu, kao i u odnoaustu koncentraciju £

Funkcionalnim testovima pokazano je inhibitornoogahje & na migraciju (10 nM
E) i invaziju (10 1 1000 nM B HTR-8/SVnectelija.

Humani galektin-1 izolovan je iz placentnog tkiaktboznom ekstrakcijom i pEescen
afinitetnom hromatografijom na Lac-Sepharose 4Bokol Elektroforezom (SDS-PAGE) i
bojenjem gela srebrom pokazano je prisustvo jedemst trake od ~14 kDa. Imunoblotom, uz
koris¢enje poliklonskih antitela speaifiih prema humanom galektinu-1, tdko je
detektovana spectina traka od ~14 kDa. SELDI-TOF maseni spektar pitag galektina-1
uporeien je sa masenim spektrima dva rekombinantna hurgatektina (rh-gal-1 i Ox-
rhgal-1). U spektru placentnog galektina-1 dete&tovsu molekulski joni sledén m/z:
14607,69; 14933,21; 15078,15 i 15843,09. Na osmpomustva molekulskih jona prisutnih sa
m/z 14607,69 (karakterisan za Ox-rhgal-1) i 14933,21 (karaktedat za rh-gal-1)
pokazana je identnost izolovanog galektina-1 u odnosu na rekombmargalektine-1.
Lektinska aktivhost izolovanog placentnog galektlna pokazana je testovima
hemaglutinacije i inhibicije hemaglutinacije, kakektinskim testom n&vrstoj fazi. Dobijeni
rezultati analize izolovanog placentnog galektinaiazuju da je izolovani placentni
galektin-1 zadrzao strukturne, antigene i lektink&eakteristike.

Izolovani i okarakterisani placentni galektin-1 jpdso je za imunizaciju kuka i
dobijanje poliklonskih anti-galektin-1 antitela. @strukom imunodifuzijom u gelu agara
pokazana je specifna reaktivhost kukdevog antiseruma prema galektinu-1. Poliklonska
antitela (IgG frakcija) prema humanom placentnortelgau-1 izdvojena su iz antiseruma



kaprilnom kiselinom. SELDI-TOF MS i imunoelektroBmom pokazana je homogenost
dobijenih antitela. Imunoreaktivhost pi&enih antitela prema galektinu-1 patena je
imunoblotom. Ova antitela su upotrebljena za dirajpe ELISA testa, kojim je omogano
kvantitativno odrédivanje galektina-1 u bioloSskom materijalu, odnosnspitivanje
dijagnostékog potencijala galektina-1. Pilot studija izvedeje sa uzorcima seruma
pacijenata obolelih otMyasthenia gravis. Nakon odrdivanja galektina-1 u serumu zdravih
osoba, odnosno pacijenata obolelihMyasthenia gravis, preliminarni rezultati su pokazali
da su vrednosti galektina-1 stati&tiznatajno veé€e kod pacijenata ddyasthenia gravis.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA 1Z DOKTORSKE DISERTACIJE SA PODACIMA 1Z
LITERATURE

Tokom implantacije embriona dolazi do slozenih rakeija izmeiu blastociste i
endometrijuma, koje su posredovane brojnim molekalisekretovanim bilo od strane
trofoblasta ili decidue majke [Staun-Ram i Shal@@05]. Nakon uspeSne implantacije
embriona, sledi formiranje placente, koja ome&ya prezivljavanje i razvoj fetusa [Lunghi i
sar., 2007]. Jedna od karakteristika EVT ¢elijlska invazivnost. Ova trofoblastna
subpopulacija ima Kklgnu ulogu tokom placentacije. Invazija trofoblastdakivo majke je
strogo regulisan i koordinisan proces. Smatra seswdateroidni hormoni nd@ glavnim
regulatorima implantacije, placentacije, kao i tBfecijacije i invazije trofoblasta [Malassine
i Cronier, 2002; Halasz i Szekeres-Bartho, 2013¢d0vimolekulima ukljgenim u invaziju
trofoblasta i formiranje placente, nalaze se i kfad¢ animalni lektini koji ispoljavaju afinitet
premap-galaktozidnoj stukturi [Than i sar., 2012].

U okviru ovog rada ispitivan je uticaj steroidnilertnona R, E; i TE i sintetskog
glukokortikoida DEX, analoga kortizola, kao i uticantagonista steroidnih receptora
mifepristona, F i | na galektin-1, -3 i -8 u EVBpitivanja u ovom radu su vrSeiravitro, na
imortalizovanoj trofoblastnajelijskoj liniji HTR-8/SVneo, koja predstavlja pogaad model-
sistem za ispitivanje adhezivnih, migratornih i amiwnih i proliferativnih svojstava
trofoblasta [Hannan i sar., 2010].

Kako je v& pokazano da steroidni hormoni mogu regulisati netkdunkcija EVT u
placenticoveka, u ovom radu je ispitivano da li ovi hormombgu uticati na ekspresiju tri
¢lana familije galektina prisutnih u HTR-8/SVnéelijskoj liniji: galektina-1, -3 i -8. Pre
nego Sto su HTR-8/SVnegelije tretirane steroidnim hormonima, odireanjem steroidnih
hormona u kondicioniraniréelijskim medijumima nisu detektovani steroidni hom Ovim
su potvideni prethodni rezultati ranijih istrazivanja nagedratorije [Bojé-Trbojevic i sar.,
2008]. Nemogénost HTR-8/SVnecaielijske linije da sintetiSe steroidne hormone jéa bi
ocekivana, imajai u vidu da je EVT krajnje diferencirana populactjafoblasta, koja se
odlikuje dominantno migratorno/invazivnim fenotipor8 druge strane, u HTR-8/SVneo
¢elijskoj liniji prethodno je pokazano prisustvo kamonalnih receptora za steroidne
hormone: obe izoforme PR (PRA i PRB), obe izofoigf (GRx i GRB), kao i ER forma,
tako da ovetelije mogu biti ciljno mesto delovanje steroidnibrimona [Liu i sar., 2007;
Cervellati i sar., 2011, Cervellati i sar., 2013].



Tretman steroidnim hormonima i njihovima antagamsat u ovom radu nije uticao na
vijabilnost HTR-8/SVnecselija, Sto je u skladu sa prethodno objavljenindgé&ma. Tako su
Liu i sar. predlozili da bi efekatsFha prezivljavanje HTR-8/SVheo mogao da se ostearu;
inihibicijom apoptoze [Liu i sar., 2007]. Dok, mije uticao na broj HTR-8/SVneéelija,
betametazon i RU486 su ispoljili inhibitorni efekia& celijsku vijabilnost, ali tek nakon
inkubacije od tri dana [Cervellati i sar., 2011JruDa grupa autora, korigietakode HTR-
8/SVneocelijsku liniju kao model, zakljigila je da R ispoljava inhibitorno delovanje na
vijabilnost HTR-8/SVnedielija, ali tek pri koncentraciji Pod 20 uM (zn&jno visoj od
ovde korigene), dok E nije pokazao zrmjan efekat [Chen i sar., 2011]. Glukokortikoidi
uticu na prezivljavanjéelija koje eksprimiraju GR, kao Sto su BeWo | JEG2fekat zavisi
od uslova u kojima suelije gajene, tj. sa ili bez FCS [Mandl i sar., 8D0lako postoji
nekoliko studija koje su ispitivale uticaj steroidrhormona na vijabilnost EVTn vitro,
razlike u dizajnu eksprimenata, pre svega uslokojima sucelije gajene (sa ili bez FCS),
koncentracije steroidnih hormona i vreme tokom kegéelije tretirane se razlikuju, tako da
se iz dosadasnjih rezultata ne moze izvesti jedemsizakljiEak.

Ekspresija galektina je precizno regulisana, tkigpecifcna, ili u zavisnosti od
odreiene faze razvoja. Prethodno je pokazano da EVT gpriromestra, na iRNK i
proteinskom nivou ispoljava tri predstavnika familgalektina: galektin-1, -3 i -8 [Kolundzic
i sar., 2011]. Postoji nekoliko osnova za pretpdgaiada bi steroidni hormoni, kao fizioloski
regulatori tokom trudn&e, mogli uticati i na ekspresiju pripadnika fanaligalektina u
placenti. To su, pre svega prisustvo od HRE sekuepecomotorskim regionima gena za sva
tri navedena galektina, kaocinjenica da se nivo galektina-1 i -3 u endometrijuZena
menja tokom menstrualnog ciklusa [von Wolff i s@005; Than i sar., 2008b]. Pored toga,
ekspresija galektina-1 se menja kod zenki glodakarh estrusa, pratepromene u nivou
estrogena i P[Choe i sar., 1997]. Take, pokazano je da i glukokortikoidi mogu modulisati
galektin-1i -3 [Clerch i sar., 1987; Dabelic i s&006].

Rezultati dobijeni u okviru ovog rada pokazali sujel ekspresija gena za galektin-1, -3
i u 8 modulisana u trofoblastu steroid-speéaifi i zavisno od koncentracije. Pri koncentraciji
od 10 nM, E je ispoljio najizrazeniji efekat na ekspredijGALSL i LGALS3, stimuliSiei vise
nego dvostruko njihovu ekspresiju, kako u odnosuardrolu, tako i u odnosu na tretmasp E
od 1000 nM. Stimulatorni efekat pri koncentraciji od 10 nM na ekspresijGALS3 gena je
bio slabije izrazen. SIho ovome, E je takaie stimulisao ekspresijllGALS3 gena u
horiokarcinomskoj BeWagelijskoj liniji [Yang i sar., 2011]. EkspresijlaGALSL gena, ali ne
i LGALS3 i LGALSB gena, je suprimirana nakon tretmang BEX (1000 nM), kao i
mifepristonom (10 i 1000 nM). Pretpostavljeno je sla ovi efekti uglavhom ostvareni
posredstvom GR, koji je najzastupljeniji steroidmiceptor u placenti prvog trimestra.
Mifepriston kao parcijalni agonist GR i PR ne m@poljavati isklj&ivo suprotne efekte u
odnosu na P i glukokortikoide, a njegovo agonigkio delovanje je, izm# ostalog,
pokazano i u HTR-8/SVnegelijama [Cervellati i sar., 2011]. Supresija eksgeel GALSL i
LGALS3 gena je postignuta je viSim koncentracijama TE. ildko do danas, prisustvo
androgenog receptora u EVT prvog trimestra nijeagako, na osnovu nekih patoloskih
stanja vezanih za trudéw, kao Sto su gestacijskiiabetes mellitus ili sindrom policisténih
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jajnika, pretpostavljeno je da bi i androgeni honmnmogli uticati na funkciju trofoblasta

[Uzelac i sar., 2010; Palomba i sar., 2012]. Postgguenost da andogeni, kao plejotropni
hormoni, svoj efekat mogu ostvariti genomskim i ergmskim delovanjem, ali mehanizam
kojim ostvaruju svoju aktivnost u placenti joS uveje poznat [Uzelac i sar., 2010].

Slicno kao i na nivou iRNK, sinteza proteina galektina-3 i -8 u HTR-8/SVneo
¢elijama podleze uticaju steroidnih hormona. Pretiooe pokazano da je regulacija raitih
proteina, na primer komponenti placentnog ECM ilMM-9 u trofoblastu i placenti pod
parakrinom kontrolom B pri ¢emu ovaj hormon moze ostvariti stimulatorno, afihiibitorno
delovanje [Shimonovitz i sar., 1998]. Prethodnufesti su pokazali da je nivo galektina-1i 3
u ¢elijama trofoblasta taki® podlozan uticaju £ pri ¢emu je ovaj uticaj vremenski i dozno
zavistan [Boj¢-Trbojevic 1 sar., 2008; Yang i sar., 2011]. U ovom radu edski
glukokortikoid DEX nije ostvario zrtajan efekat na galektin-1, -3 i -8 na proteinskavou
u HTR-8/SVnecocelijama, iako je pokazano da u horiokarcinomskighjama JAr i JEG-3
DEX smanjuje nivo galektina-1 [B@jiTrbojevic i sar., 2010]. Raazlit efekat DEX u HTR-
8/SVneo u odnosu na maligno transformisane JArG-3Eelije mogao bi biti posledica
razlicite ekspresije receptora za steroidne hormoneyidtegene aktivnosti, kao i ekspresije
galektina-1 u ovingelijskim linijama. Dabelt i sar. su pokazali da je ekspresija galektina-3 u
kulturi makrofaga podlozna delovanju glukokortikajdori cemu glukokortikoidi ostvaruju
diferencijalnu modulaciju ekspresije ovog galektina nivou transkriptoma i genoma
[Dabelic i sar., 2006]. Moze se pretpostaviti dakgkortikoidi svoje delovanje ostvaruju
razlicitim mehanizmima, Sto pruza magost da se njihov efekat manifestuje u zavisnakti o
tipa celija.

Kako ne poseduju signalnu sekvencu, galektini geéedije oslobdaju neklasinim
putem, zahvaljujéi interakciji sa odgovarafum glikopartnerima [Hughes, 1999].
Imunoblotom je utwteno da HTR-8/SVnedelije sekretuju u medijum sva tri prisutna
galektina. Galektin-1 je detektovan u medijumu H3/BVneocelija kao protein mase 14,6
kDa. Primenom specifnih anti-galektin-3 antitela u kondicioniranim mjeanima celija
detektovane su tri trake (31 kDa, 33 kDa i 66 kDlak su upotrebom anti-galektin-8 antitela
detektovane dve trake (31 kDa i 66 kDa). Razlikanasama sekretovanogcelijskog
galektina-3 | -8 mogla bi se objasniti njihovom ptanslacionom modifikacijom {/ili
vezivanjem odgovaragth glikoliganada. Stino ovome, Hadari i sar., su dilo razlike u
molekulskim masama unutar- i \@atijskog galektina-8 éelijskoj liniji humanog karcinoma
pluéa 1299 [Hadari i sar., 2000]. &fio nivou iRNK i ukupnih proteina, i sekrecija ovih
galektina je osetljiva na tretman sterodnim hormmani njihovim antagonistima. Dok samo
E, stimuliSe sekreciju sva tri prisutna galektingankoncentracija PstimuliSe oslobdanje
galektina-3 i -8. Pored toga, dobijeni rezultatipmkazali da je sekrecija galektina-8 najvise
podlozna uticaju steroidnih hormona. U literat@rimalo dostupnih podataka o molekulima
koji uticu na sekreciju galektina. Pokazano je da hipoksijge na oslobdanje galektina-1 u
¢elijama skvamoznog karcinoma glave i vrata [Leri,s2005]. U BeWcatelijama sekrecija
galektina-3 je stimulisanazEP; i hCG [Yang i sar., 2011]. U kulturamalija karcinoma
plu¢a, natrijum-butirat inhibirao je ekspresiju galekti8 na transkripcionom nivou, ali
promene na nivou unuiglijske lokalizacije ili sekrecije nisu gene [Bidon i sar., 2001].



Invazivnost je zajedtiko svojstvo EVT i tumorskiltelija, ali za razliku odmalignih,
invazija¢elija trofoblasta je precizno regulisana i konsaha, vremenski ogra®na na prvi
trimestar, kao i prostorno na invaziju u endometniji unutrasnju tr@nu miometrijuma
[Lala i sar., 2002]. Uticaj £na migratorna svojstva HTR-8/SVnéelija ispitan je primenom
wound healing metode. Dobijeni rezultati su pokazali da niza demtracija k znaajno
smanjuje migraciju HTR-8/SVnegelija. Slicno tome, & je ispoljio i inhibitorni efekat i na
invaziju ¢elija, pricemu je supresija invazije postignuta sa obe isui@/koncentracije. Kako
je pokazano da Ene utte na prezivljavanje HTR-8/SVne¢elija, supresija migracije i
invazije HTR-8/SVneocelija nije rezultat uticaja £na broj zivih ¢elija. Prethodno je
pokazano da invazija trofoblasta moze biti modulseR i glukokortikoidima [Boji-
Trbojevi i sar., 2008; Chen i sar., 2011]. Inhibitorno delge B na invaziju trofoblasta
delimicno se moze objasniti inhibicijom aktivnosti MMP-2-9, kljucnih proteolitekih
enzima trofoblasta [Shimonovitz i sar., 1998; Gadaim Shalev, 2006]. Post@jepodaci u
literaturi koji se odnose na uticaj estrogena nvazivnost trofoblasta nisu konzistentni. Chen
I saradnici, korist@ takade HTR-8/SVneckelijsku liniju kao model, nisu nasli da se invazija
trofoblasta menja pod uticajem,Bako je utvdeno da oveelije preuzimaju Eiz okolnog
medijuma [Chen i sar., 2011]. Druga grupa autocaiskgli takode ovu éelijsku liniju kao
model, nije pratila direktan uticapBa invazivnost trofoblasta, ali je pokazala daimuliSe
ekspresiju IGFBP-7, koji pak deluje inhibitorno magraciju [Liu i sar., 2012]. Inhibitorno
delovanje estrogenih hormona na trofoblast pokgzann vivo. Pepe i Albrecht su serijom
eksprimenata na babunima demonstrirali uticaj getta na funkciju trofoblasta [Albrecht i
sar., 2006; Bonagura i sar., 2008; Bonagura i 2812]. Tokom gestacije nivo sinteze i
koncentracije estrogena rastu, Sto bi moglo bitznd&aja za funkciju trofoblasta. Porast E
tokom gestacije smanjuje prodiranje trofoblastakivot majke. Skno, tokom humane
trudncie, invazija trofoblasta se zaustavlja na prelaskogu drugi trimestar. Kako invazija
trofoblasta zavisi od ravnoteze izdnefaktora koji je stimuliSu i onih koji je suprinaiu,
pretpostavlja se da bi niza i visa koncentracijakBje odgovaraju koncentracijama ovog
hormona tokom prvog, odnosno deg trimestra, mogle ostvariti ragte fizioloSke uloge
tokom gestacije.

Placentni galektin-1 je prvi galektin izolovan iavkkterisan kodoveka [Hirabayashi i
Kasai, 1984]. U ovom radu placenta nakon daja je takde posluzila kao izvor za
izolovanje galektina-1. Standardna porcedura zdovamje galektina-1 zasniva se na
osnovnom svojstvu, lektinskoj aktivnosti, pa laktazekstrakcija iz tkiva i afinitetno
pretis¢avanje na koloni predstavljaju pouzdan metod zajalgje cistog preparata galektina-
1. Nakon izolovanja iz tkiva i pt&céavanja, karakterizacija galektina izvrSena je priore
SDS-PAGE, imunoblota i MS. Ovim metodama je pokazda je izolovan protein mase
~14,6 kDa, koga su spedifio prepoznala antitela prema galektinu-1. 1zolovalacentni
galektin-1 takde je zadrzao svoja funkcionalna svojstva, Sto jeapano lektinskim testom
na c¢vrstoj fazi i testovima hemaglutinacije. Analizaapéntnog galektina-1 primenom
SELDI-TOF MS, omogé¢ila je detekciju molekulskih formi ovog lektina. fedenjem
izolovanog galektina-1 sa rekombinantnim humanimelgaima, od kojih jedan predstavlja
redukovani lektin (rh-gal-1), a drugi oksidovanunim (Ox-gal-1) uéeno je da izolovani



lektin sadrzi obe forme. Poznato je da bioloSkavakst galektina-1 zavisi od njegove
molekulske forme, odnosno od lektinskih svojstaR@&dukovana forma galektina-1 ima
lektinsku aktivnost i odgovorna je za adheziglija glatke muskulature i imunomodularnu
funkciju [Moiseeva i sar., 1999; Camby i sar., 2006 druge strane, oksidovana forma
galektina-1 ima druggu funkcionalnu aktivnost i identifikovana je kdaktor regeneracije
perifernih nerava [Inagaki i sar., 2000]. U trofadtiuin vitro galektin-1 stimuliSe invaziju, ali
se taj uticaj ostvaruje prvenstveno njegovom ledkiom aktivnodu [Kolundzic i sar., 2011].
Medutim, dalja ispitivanja su neophodna da bi se ukvréako promena redoks statusa
galektina-1 moze uticati na bioloSke funkcije ovekfina u trofoblastu.

Kako je pokazano da je galektin-1 ukiun u razkite patofizioloSke procese,
odnedavno je peeo da se ispituje ztaj ovog lektina kao biomarkera [Saussez i sar.8200
Watanabe i sar., 2011; Ouyang i sar., 2013]. Roigka antitela prema humanom galektinu-
1, dobijena u laboratoriji INEP, upotrebljena sufaaniranje ELISA testa za odivanje
koncentracije galektina-1 u bioloSkom materijalu. dYom radu je ispitivana moga
promena koncentracije galektina-1 u serumu padigeobolelih od autoimunog neuroloskog
oboljenjaMyasthenia gravis (MG). lako je ranije pretpostavljeno da su promarekspresiji
galektina-1 u timusu povezane sa nastankom bolgslektin-1 nije odréivan u serumu
pacijenata obolelih od MG [Hafer-Macko i sar., 1p9Breliminarni rezultati su pokazali
poveane vrednosti galektina-1 kod pacijenata obolelth MG u odnosu na zdravu
populaciju. Priméeno je da se koncentracija galektina-1 menja ikeklh patoloskih stanja
vezanih za trudni, kao Sto su spontani paiaq i preeklampsija [Tirado-Gonzalez i sar.,
2013]. lako je galektin-1 ispitivan kao biomarkerrazlicitim bolestima, joS uvek nije
poznato da li su promene nivoa galektina-1 u perdfe cirkulaciji uzrok ili posledica
patofizioloSkog procesa.

D. OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE

Znxtaj istrazivanja nacelijskom i molekularnom nivou lezi u potrebi boljeg
razumevanja regulacije galektina trofoblasta. Pogaezentovani ovom tezom pruzaju
originalan doprinos boljem razumevanju uticaja gittvin hormona na sintezu i sekreciju
galektina trofoblasta. Za sada, broj istrazivargg je ispitivao efekte steroidnih hormona u
samom trofoblastu je relativno mali. Prethodnoujeyekim drugim sistemima, pokazano da
steroidni hormoni mogu regulisati ekspresiju netxthélanova galektinske familije. Kako je
poznato da je modulacije genske ekspresije starniiormonima priéno slozena, sa veoma
ispoljenim tkivno i organ-specifnim efektima, efekat steroidnih hormona na ekspresi
galektina ne mora nuzno biti isti u trofoblastu kado sada ispitivanim tkivima. Osim toga,
prethodno je pokazano je da PE, u trofoblastu mogu ispoljiti i negenomsko delowanj
[Gellersen i sar., 2009; Gambino i sar., 2010].

Nivo proteina regulisan je na nekoliko r&#ih nivoa, prvenstveno transkripcionom,
posttranskripcionom, translacionom i posttransiagio. Usled toga, nije neudljeno
odsustvo korelacije iIRNK i nivoa proteina, odnosiesto ne postoji linearna ekstrapolacija
transkriptoma na proteom [Schwanhausser i sar.1]201 okviru ovog rada, paralelnim



ispitivanjem na genskom i proteinskom nivou stamoidormoni su pokazani kao regulatori
ekspresije i nivoa galektina-1, -3 i -8 u trofoldlam vitro. lako u literaturi do sada postoje
podaci o uticaju Pi E;, odnosno glukokortikoida na sintezu galektina-hpgo manje se zna
0 moguem uticaju steroidnih hormona na sekreciju galektiRezultati dobijeni u okviru
ovog rada ukazuju da je oslaamje galektina u trofoblastu precizno i selektivegulisano.
Kako sekrecija galektina zavisi od njihove inteiigkesa odgovarajiim glikopartnerima,
moglo bi se pretpostaviti da steroidni hormoni magieati na sekreciju galektina deldju
direktno na same galektine ili indirektno, mengajuivo odgovarajdih vezujwih proteina.

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ovog radaizpna su nova saznanja o
modulaciji galektina steroidnim hormonima u EW vitro na nivou genske transkripcije,
translacije i sekrecije. Na osnovu toga moze stppstaviti da modulacija nivoa galektina-1,
-3 i -8 steroidnim hormonima predstavlja jedan adima kontrole bioloSke uloge koju ovi
proteiniostvaruju u placenti. Samim tim, otvarajg mogunosti za dalje ispitivanje
regulacije galektina steroidnim hormonima, pre svegklinckom kontekstu vezanom za
problem neuspesne implantacije ili patologije pidee

Takaie, ovim radom su u trofoblastnéglijskoj liniji, kao i u tkivu placente tkeg
trimestracoveka, identifikovane viSestruke molekulske fornagefgtina-1. Ostaje dalje da se
utvrdi da li ove forme ispoljavaju ragiiu lektinsku, pa samim tim i bioloSku aktivno&imne
bi se dalje doprinelo boljem razumevanju fizioldskipatoloSkih stanja placente. Kako su
galektini povezani sa razitim patofizioloSkim procesima i u placenti, oprave je
ispitivanje i njihovog potencijalnog dijagnastog zn&aja u odrdenim bolestima [Bozic i
sar., 2004; Jeschke i sar., 2007; Than i sar., &008ogunost da se nivo potencijalnog
biomarkera odredi jednostavhom metodom, jedan jpreduslova njegove rutinske primene.
U okviru ove teze, na osnovu izolovanog ig@éenog placentnog galektina-1 i proizvedenih
specifenih anti-galektin-1 antitela, dizajniran je ELIS@st. Ovim testom je moga odrediti
nivo galektina-1 u bioloSkom materijalu, odnosnooguteno je ispitivanje potencijalnog
dijagnostékog zn&aja galektina-1 u porendgjima vezanim za reprodukciju.
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G. MISLJIENJE | PREDLOG K OMISIJE

Doktorska disertacija kandidata dipl. farmaceutahciaskog biohentiara Danice
Cuji¢, istrazivéa saradnika, pod nazivomUticaj steroidnih hormona i njihovih
antagonista na nivoe galektina uéelijama trofoblasta ¢oveka in vitro* predstavlja
zn&ajan doprinos uasvetljavanju uloge koju bi steroidni hormoni, kiaxtori regulacije
ekspresije i nivoa galektina-1, -3 i -8 mogli imati EVT. Na osnovu izlozene analize
doktorske disertacije, Komisija zakfuje da su postavljeni ciljevi uspesno ostvarera isd
postignuti rezultati originalni. Na osnovu svegaetog, ¢lanovi ove Komisije predlazu
Nastavno-natnom veéu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beograapihvati ovaj
lzveStaj i uputi ga V& naunih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja sagtssti za
javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivguticaj steroidnih hormona i njihovih
antagonista na nivoe galektina elijama trofoblasta ¢ovekain vitro®.
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