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Sazetak

Tokom trudnoce placenta je kljucni organ za rast fetusa. Citotrofoblastne ¢elije diferenciraju
se u vilusne i ekstravilusne trofoblastne (EVT) ¢elije. U ranoj trudno¢i, EVT vrSe invaziju u stromu
1 spiralne arterije uterusa, ¢cime omogucavaju povecan protok krvi neophodan za razvoj fetusa. Ovaj
proces reguliSu brojni signali, ukljucujuci galektine — proteine ukljucene u ¢elijsku signalizaciju,
imunitet, inflamaciju i patologije. Za viSe galektina pokazano je da ucestvuju u implantaciji
embriona i razvoju placente. Galektin-8 je prisutan u EVT ¢elijama, ali njegova uloga u ranoj
trudnoc¢i nije bila istraZzena.

Cilj ove disertacije bio je da se ispita uloga galektina-8 u funkcionalnim svojstvima
normalnih EVT ¢elija, kao i njegova ekspresija u celijama horiokarcinoma (JAR, JEG-3) i
placentama iz trudno¢a komplikovanih preeklampsijom. Kao model zdravih EVT ¢elija koriS¢ena je
linijja HTR-8/SVneo. Ispitivan je uticaj rekombinantnog humanog galektina-8 i utiSavanja gena
LGALS8 pomocu siRNK.

Rezultati su pokazali da galektin-8 ne uti¢e na vijabilnost ¢elija, ali smanjuje procenat éelija
u G2/M fazi, Sto ukazuje na mogucu ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa. Tretman galektinom-8
povecao je adheziju, migraciju i invaziju EVT C¢elija, uz porast aktivnosti MMP-2 i MMP-9.
Suprotno tome, utiSavanje LGALS8 smanjilo je ove sposobnosti i aktivnost MMP-9. Uoceno je i
blago smanjenje integrina a1 nakon utiSavanja gena.

Ekspresija galektina-8 bila je visa u HTR-8/SVneo nego u JAR i JEG-3 ¢elijama, uz razlike
u molekulskim formama. U placentama sa preeklampsijom, zabeleZena je varijabilna ekspresija, pa
zbog malog broja uzoraka nije moguée doneti pouzdan zakljucak.

Rezultati ukazuju da galektin-8 ima vaznu ulogu u invaziji trofoblasta tokom rane trudnoce,
mogucéu povezanost sa malignom transformacijom trofoblasta, dok njegova uloga u preeklampsiji
zahteva dalja istraZivanja.

Klju¢ne redi: Galektin-8, placenta, ekstravilusni trofoblast, horiokarcinom, preeklampsija,
integrini, matriksne metaloproteinaze

Nauéna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biologija reprodukcije



Abstract

During pregnancy, the placenta is a key organ for fetal growth. Cytotrophoblastic cells
differentiate into villous and extravillous trophoblast (EVT) cells. In early pregnancy, EVT cells
invade the stroma and spiral arteries of the uterus, enabling increased blood flow necessary for fetal
development. This process is regulated by numerous signals, including galectins — proteins involved
in cell signaling, immunity, inflammation and pathology. Several galectins have been shown to
participate in embryo implantation and placental development. Galectin-8 is present in EVT cells,
but its role in early pregnancy has not been investigated.

The aim of this dissertation was to examine the role of galectin-8 in the functional properties
of normal EVT cells, as well as its expression in choriocarcinoma cells (JAR, JEG-3) and placentas
from pregnancies complicated by preeclampsia. The HTR-8/SVneo cell line was used as a model of
healthy EVT cells. The effect of recombinant human galectin-8 and silencing of the LGALS8 gene
using sSiRNA was investigated.

The results showed that galectin-8 does not affect cell viability, but reduces the percentage
of cells in the G2/M phase, which indicates a possible role in cell cycle regulation. Treatment with
galectin-8 increased adhesion, migration and invasion of EVT cells, along with elevated activity of
MMP-2 and MMP-9. Conversely, silencing LGALS8 reduced these capabilities and decreased
MMP-9 activity. A slight decrease in integrin ol expression was also observed after gene silencing.

Galectin-8 expression was higher in HTR-8/SVneo cells than in JAR and JEG-3 cells, with
differences in molecular forms. In placentas with preeclampsia, variable expression was observed.
However, due to the small sample size, no reliable conclusion could be drawn.

These results indicate that galectin-8 plays an important role in trophoblast invasion during
early pregnancy and may be associated with malignant transformation of trophoblasts, while its role
in preeclampsia requires further investigation.

Key words: Galectin-8, placenta, extravillous trophoblast, choriocarcinoma, preeclampsia,
integrins, matrix metalloproteinases

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Biology of reproduction
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UVOD



1.1 Placenta — anatomija i fizioloska uloga

Tokom trudnoce se razvija privremeni, ali izuzetno vazan organ — placenta, koja preuzima
niz klju¢nih funkcija koje omogucavaju prezivljavanje, pravilan razvoj i ocuvanje zdravlja fetusa.
Kao hemohorijalni organ kod ljudi, placenta omogucava direktan kontakt ¢elija placente sa
maj¢inom krvlju [1], ¢ime se obezbeduje efikasna razmena gasova, hranljivih materija, hormona i
metaboli¢kih produkata [2]. Pored nutritivne i respiratorne funkcije, placenta ima klju¢nu ulogu u
imunoloskoj zastiti fetusa i regulaciji trudnoce. Posebno je vazna njena barijerna uloga — placenta
sprecava direktno mesanje krvi majke i fetusa, ¢ime se smanjuje rizik od imunoloskog odbacivanja
ploda. Placenta funkcioni$e i kao klju¢ni endokrini regulator trudno¢e — koordiniSe hormonski
regulisane procese koji podrzavaju razvoj fetusa i pripremaju organizam majke za porodaj i
laktaciju [3]. Sve ove slozene i koordinisane funkcije placente ukazuju na krucijalni znacaj ovog
organa tokom intrauterinog razvica.

U terminskoj trudno¢i, placenta ima tipi¢no diskoidni oblik, pre¢nika izmedu 15 i 20 cm,
proseéne debljine oko 3 cm u centralnom delu i mase priblizno 450 g [4]. Makroskopski, placenta
se sastoji od dve jasno diferencirane ploc¢e: horionske plocCe, za koju se vezuje pupCana vrpca i
okrenuta je ka fetusu, i bazalne ploce, koja se nalazi u neposrednom kontaktu sa majcinim
endometrijumom [4]. Prostor izmedu ovih ploca €ini intervilusni prostor, ispunjen majéinom krvlju
koja dospeva iz spiralnih arterija uterusa kroz otvore u bazalnoj plo¢i [4]. Bazalna ploca se sastoji
od decidue basalis (deo endometrijuma koji uéestvuje u formiranju placente) i sadrzi majcinske
krvne sudove koji se ulivaju u intervilusni prostor. Ova Supljina je na ivicama diska ogranicena
fuzijom horionske i bazalne ploc¢e [4]. Glatki horion, (lat. chorion laeve), proteze se od ivice
placente i zatvara horionsku kesu [4]. Placenta je delimi¢no podeljena na 10 do 40 reznjeva septama
koje nastaju invaginacijama bazalne ploc¢e [4] (Slika 1). Smatra se da septe doprinose
kompartmentalizaciji, a samim tim i usmeravanju protoka majéine krvi [4].

Fetalni deo placente Cini niz sloZeno razgranatih vilusnih stabala koja polaze sa unutrasnje
povrsine horionske ploce i pruzaju se u Supljinu placente [4]. Najcesce, svako vilusno stablo nastaje
iz jednog izdanka koji se grananjem razvija sve do formiranja funkcionalne jedinice placente —
terminalne horionske resice [4]. Razlikujemo sidreée resice, kojima je placenta pri¢vrs¢ena za zid
uterusa, 1 slobodne resice, koje u najvecoj meri u€estvuju u razmeni materija izmedu fetusa i majke.
Intervilusni prostor sadrzi slozenu mreZu kanala kroz koje se maj¢ina krv filtrira 1 cirkuliSe,
omogucavajuci efikasnu razmenu gasova 1 hranljivih materija sa fetalnom krvlju koja proti¢e unutar
resice, pre nego $to se drenira kroz bazalnu plo¢u u otvore uterusnih vena [4] (Slika 1).
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Slika 1. Struktura placente. (Modifikovano iz: Betts J.G. et al. Anatomy & Physiology, 28.2 Embryonic
development; OpenStax; CC BY 4.0 [5])

1.2 Decidualna transformacija endometrijuma i preimplantaciona faza embriona

Reproduktivni sistem Zene funkcioniSe kroz ciklicne promene koje se odvijaju u okviru
menstrualnog ciklusa (Slika 2). Ovaj proces obuhvata koordinisano delovanje hormona
hipotalamusa i jajnika [6], ¢ime se reguliSu proliferativna i sekretorna faza endometrijuma.
Menstrualni ciklus ¢ine dve glavne faze:
1. Folikularna (proliferativna) faza — obuhvata sazrevanje folikula i regeneraciju
endometrijuma, pod uticajem estradiola, steroidnog hormona iz grupe estrogena [7].

2. Lutealna (sekretorna) faza — nastaje nakon ovulacije, kada progesteron priprema
endometrijum za potencijalnu implantaciju [7]. Ovaj hormon je esencijalan za odrzavanje i
diferencijaciju endometrijuma [8].
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Slika 2. Varijacije tokom menstrualnog ciklusa glavnih uklju¢enih hormona, bazalne telesne
temperature i relativne debljine endometrijuma. (Modifikovano iz: File:MenstrualCycle2.png -
Wikimedia Commons; Autor: Lyrl; CC BY-SA 3.0 [9]).

Izmedu folikularne i lutealne faze ciklusa je takozvana ovulatorna faza, period u kom dolazi do
zavrSnog sazrevanja jajne Celije i njenog oslobadanja u jajovod [10], $to je osnovni preduslov za
oplodenje. Tokom procesa razvoja, oociti su obavijeni specijalizovanim matriksom gradenim od
glikoproteina, poznatim kao zona pellucida [11]. Ova slozena i dinami¢na struktura ima klju¢nu
ulogu u oogenezi, procesu oplodenja, kao i u inicijalnim fazama embrionskog razvoja [11]. Tokom
svakog ciklusa endometrijum se priprema za potencijalnu implantaciju, stvarajuci optimalne uslove
za prihvatanje oplodene jajne Ccelije. Ukoliko ne dode do oplodenja, funkcionalni sloj
endometrijuma se ljusti, $to se manifestuje kao menstruacija [6].

U slucaju da dode do oplodenja, nastaje zigot koji prolazi kroz brze mitotske deobe celija,
poznate kao brazdanje (blastomerizacija) pri ¢emu se broj blastomera progresivno povecava [12].
Priblizno na stadijumu sa osam celija poCinju da se javljaju prve funkcionalne razlike medu

4



¢elijama, §to oznacava pocetak celularne heterogenosti [12]. Tokom narednih dana, embrion prelazi
u morulu, a zatim, priblizno izmedu Cetvrtog i petog dana razvoja, paralelno sa dospevanjem u
lumen uterusa, dolazi do formiranja blastociste i zapocinje proces implantacije [12] (Slika 3).
Decidualizacija je proces tokom kojeg endometrijum prolazi kroz morfoloske i funkcionalne
adaptacije, Ciji rezultat je stvaranje decidualnog sloja neophodnog za implantaciju blastociste [13].
Decidualizacija otpoCinje u toku progesteronske faze, dejstvom hormona, a nastavlja se nakon
implantacije, dejstvom faktora embrionalnog porekla u procesu poznatom kao decidualna reakcija
[14]. Sposobnost endometrijuma da primi embrion javlja se u ograni¢enom vremenskom okviru
poznatom kao ,,prozor implantacije*, koji po€inje 4-5 dana nakon stimulacije progesteronom i traje
priblizno oko 9-10 dana [15].

1.3 Implantacija embriona i rani razvoj placente

Implantacija se odvija u tri uzastopne faze: apozicija (priblizavanje blastociste
endometrijumu), adhezija (uspostavljanje ¢vrstog kontakta) i penetracija (invazija trofoblasta u
endometrijalno tkivo) [15]. Kljuénu ulogu u ovom trenutku preuzima spoljasnji sloj celija
blastociste, koji inicira invaziju u endometrijum i omogucava uspostavljanje ¢vrste veze izmedu
embriona i maj¢inog organizma.

DAN 2

Oplodena
jajna
celija
(zigot)

8-celijska
kompaktna
morula

Rana
blastocista

Blastocista
u kasnoj fazi

Oocita

Implantacija
blastociste

Slika 3. Oplodenje kod ¢oveka. Fuzijom spermatozoida i jajne ¢elije nastaje zigot, koji tokom narednih 8§-9
dana prolazi kroz seriju deoba i implantira se u zid uterusa, gde nastavlja razvoj tokom devet meseci.
(Modifikovano iz: File: Human Fertilization.png - Wikimedia Commons; Autor: Ttruel, CC BY-SA 3.0

[16]).

Blastocista se sastoji od unutrasnje ¢elijske mase, iz koje ¢e se formirati fetus, 1 spoljasnjeg
sloja ¢elija nazvanog trofektoderm (TE) (Slika 4). Trofektoderm predstavlja morfoloski
diferencirani sloj ¢elija koji se formira petog dana nakon oplodenja kao polarizovani epitelni sloj
¢elija [17,18]. Blastocel predstavlja unutrasnju Supljinu blastociste ispunjenu te¢noscéu [5].
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Slika 4. Preimplantacioni embrion — blastocista. (Modifikovano iz: File:bractomucra denoBeka 5- CyTKu
passutHsL.jpg - Wikimedia Commons; Autor: NinaSes; CC BY-SA 4.0 [19]).

Blastocista dolazi u kontakt sa decidualno transformisanim endometrijumom, §to
omogucava uspes$nu implantaciju i poCetak formiranja placente, koja se razvija iz TE [18]. Deo TE
koji se nalazi neposredno iznad unutrasnje Celijske mase, je polarizovan i ostvaruje kontakt sa
povrsinskim epitelom endometrijuma uterusa [18], ¢ime se inicira proces implantacije. Tokom rane
faze implantacije, celije trofektoderma se diferenciraju u dva funkcionalno i morfoloski razlicita
sloja: unutrasnji sloj citotrofoblasta i spoljasnji sloj sinciciotrofoblasta [20]. Citotrofoblastne éelije
(CTB) predstavljaju proliferativnu populaciju koja kontinuirano daje nove ¢elije 1 koje fuzioniSu u
sinciciotrofoblast — terminalno diferenciranu viSejedarnu strukturu bez ¢elijskih granica, u
direktnom kontaktu sa maj¢inim tkivom. Sinciciotrofoblast progresivno prodire u endometrijum,
omogucavajuéi postepeno ugradivanje blastociste u decidualno tkivo [20] (Slika 5). Tokom ranog
razvoja placente u okviru decidue basalis formiraju se placentalne lakune — proSireni prostori
ispunjeni maj¢inom krvlju. U blastocisti se unutrasnja ¢elijska masa diferencira u dva sloja ¢elija —
epiblast i hipoblast — koji zajedno formiraju bilaminarni embrionski disk [21].
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Slika 5. Implantacija blastociste i rana placentacija — razvoj prvih trofoblastnih linija. (Modifikovano
iz: James et al., 2022 [22]).

1.4 Diferencijacija trofoblasta

Priblizno dve nedelje nakon implantacije blastociste, unutra$nji citotrofoblastni sloj TE
zapocinje proliferaciju, formirajuéi pupoljke koji se probijaju kroz spoljasnji sincicijumski sloj [23].
Ovaj proces oznafava pocetak formiranja primarnih horionskih vilusa. Tokom daljeg razvoja,
citotrofoblast se diferencira u vilusni i ekstravilusni trofoblast (EVT) [23] (Slika 6) koji imaju
razli¢ite i specifiéne uloge u uspostavljanju efikasne razmene materija izmedu majke i fetusa.
Vilusni trofoblast ¢ini sloj citotrofoblastnih ¢elija koje nalezu na bazalnu membranu vilusnog
jezgra, i sinciciotrofoblast, koji nastaje kontinuiranom proliferacijom i fuzijom citotrofoblasta.
Sinciciotrofoblast oblaze horionske resice, stvaraju¢i selektivnu barijeru kroz koju se odvija
metabolicka razmena, dok istovremeno ostvaruje direktan kontakt sa maj¢inom krvlju u
intervilusnom prostoru [23].
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Slika 6. Diferencijacija trofoblasta na mestu implantacije. (Modifikovano iz: Loke i King, 1995 [24]).

Na vrhovima sidre¢ih resica, kojim je placenta pri¢vrSéena za zid uterusa, proliferacijom
citotrofoblasta dolazi do formiranja citotrofoblastnih celijskih stubova od kojih nastaje EVT.
Ekstravilusni trofoblast se diferencira u dva glavna podtipa: intersticijalni (iIEVT) i endovaskularni
(eEVT) trofoblast. Intersticijalni EVT vrsi invaziju decidue i miometrijuma, ucvrS¢ujuéi placentu i
omogucavajuéi njenu strukturnu integraciju sa tkivom uterusa. Sa druge strane, eEVT migrira u
spiralne arterije uterusa i aktivno ih remodeluje, ¢ime se obezbeduje adekvatan dotok krvi ka
placenti (Slika 7). Zajedno, ove celije igraju kljuénu ulogu u vaskularnom remodelovanju i
uspostavljanju efikasne materno-fetalne cirkulacije [23], pri ¢emu dolazi do transformacije spiralnih
arterija u strukture sa visokim protokom i niskim otporom, ¢ime se obezbeduje dovoljan protok krvi

kroz placentu i podrzava rast i razvoj fetusa [25].
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trimestru, kao i put invazije EVT u deciduu i miometrijum. (Modifikovano iz: Carvajal et al., 2021 [26]).

Diferencijacija proliferativnin CTB u invazivne EVT odvija se kroz molekularne
mehanizme koji nisu dovoljno razjasnjeni [27]. Jedan od glavnih razloga za ogranic¢eno
razumevanje ovog procesa jeste Cinjenica da se EVT diferencijacija in vitro moze proucavati
isklju¢ivo koris¢enjem uzoraka placente iz prvog trimestra, ¢ija je dostupnost ograni¢ena zbog
eti¢kih i prakti¢nih razloga [27]. Smatra se da je ograni¢ena dubina invazije spiralnih arterija ¢esto u
korelaciji sa razvojem preeklampsije i intrauterinim zastojem rasta fetusa, dok neuspes$na
endovaskularna invazija trofoblasta moze doprineti nastanku spontanog pobacaja [28].

1.5 Molekularni medijatori trofoblastne invazije

Epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT) trofoblasta oznacava proces u kojem celije
citotrofoblasta, gube tipicne epitelne karakteristike (polarizaciju 1 meducelijske adhezivne veze) i
sticu fenotip mezenhimskih ¢elija sa sposobno$¢u migracije i invazije [29]. Tokom normalnog
razvoja, EMT je strogo regulisan i koordinisan proces, ¢iji poremecaji se povezuju sa patoloskim
stanjima poput metastaza i progresijom karcinoma [29]. EMT moze biti indukovan Sirokim
spektrom faktora, ukljuc¢ujuc¢i hormone, citokine, hemokine, mikroRNK, kao i interakcijom sa ECM
(ekstracelularni matriks, eng. extracellular matrix), ¢ime se pokrecu razliciti signalni putevi [29].
Deo ovih ¢elija diferencira se u dZinovske ¢elije placentnog leziSta 1 miometrijuma, pri ¢emu EVT
sti¢e specifican fenotip [30]. Proces diferencijacije i invazije trofoblasta u velikoj meri zavisi od
regulacije meducelijske adhezije [31]. Ovi procesi obuhvataju: odvajanje prekursorskih EVT od
bazalne membrane, odvajanje migratornih EVT ¢elija od distalnih ¢elijskih stubova, uspostavljanje
nove adhezije sa ECM endometrijuma, kao i migraciju u vaskularne i invaziju u intersticijalne
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odeljke majcinog tkiva [31] (Slika 7). Realizacija ovih dogadaja uslovljena je sticanjem
pokretljivosti i promenom u ekspresiji adhezionih molekula. [31]. Tokom diferencijacije CTB u
¢elijskim stubovima dolazi do pojacane ekspresije sledecih adhezionih molekula: VCAM-1
(adhezioni molekul vaskularnih ¢elija-1), PECAM-1 (molekul adhezije trombocita i endotelnih
¢elija-1), L-selektin, VE-kadherin (vaskularni endotelni kadherin, eng. vascular endothelial
cadherin), CAD-11 (kadherin-11, eng. Cadherin-11) , CD9 (klaster diferencijacije 9, eng. Cluster of
Differentiation 9), efrin-B1 i -B2, kao i integrina oSB1, a4pl, alfl i a6pl [31]. Pocetak
diferencijacije i/ili invazije citotrofoblasta obelezen je smanjenom ekspresijom receptora tipicnih za
polarizovane epitelne progenitore, kao §to su integrin a6p4 i epitelni kadherin (E-kadherin) [28].

Invazija trofoblasta tokom implantacije i placentacije je precizno regulisan bioloski proces
[32]. In vitro studije ukazuju na to da su razli¢iti autokrini (trofoblasnog porekla) i parakrini
(poreklom iz decidue) faktori koji ukljucuju: citokine, faktore rasta, hormone i komponente ECM,
odgovorni za regulaciju ovog procesa [32]. Poseban znafaj ima interakcija integrina —
membranskih receptora ukljuéenih u ¢elijsku adheziju — sa elementima ECM, koja ne samo da
olaksava invaziju trofoblastnih Celija, ve¢ utiCe i na ekspresiju i aktivnost MMP (matriksnih
metaloproteinaza), pod direktnim ili indirektnim uticajem pomenutih regulatora [32].

Interleukini (IL)-1, -6, -10, -15, faktor nekroze tumora alfa (eng. Tumor Necrosis Factor-
alpha — TNF-a), epidermalni faktor rasta (eng. Epidermal Growth Factor — EGF), inhibitorni
faktor leukemije (eng. Leukemia Inhibitory Factor — LIF), transformisué¢i faktor rasta - P
(Transforming Growth Factor — TGF-B), insulinu-sli¢an faktor rasta vezuju¢i protein 1 (eng.
Insulin-like Growth Factor-Binding Protein — IGFBP-1) i insulinu-sli¢an faktor rasta 2 (eng.
Insulin-like Growth Factor 2 — IGF-2) identifikovani su kao klju¢ni regulatorni molekuli koji
poseduju sposobnost modulacije sekrecije MMP, kao i regulacije invazivnog potencijala
trofoblastnih Celija [32]. Medu molekularnim medijatorima EVT, koji su bili predmet ispitivanja,
izdvajaju se MMP i integrini.

1.5.1 Matriksne metaloproteinaze

Matriksne metaloproteinaze su cink-zavisne endopeptidaze esencijalne za invazivne i
metastatske procese celija, sekretuju se iz celije u ECM i omogucavaju direktnu proteoliticku
razgradnju komponenata ECM [33]. Smatra se da kod ki¢menjaka, MMP enzimi, ukljucujuci
Zelatinaze, omogucavaju kontrolisano remodelovanje ECM tokom procesa razvoja i Celijske
diferencijacije [34]. Takode, ovi enzimi su povezani sa patoloskim stanjima, uklju¢ujuéi tumorsku
invaziju i metastatske procese [35]. Prema navodima iz preglednog rada Visse i saradnika,
funkcionalna aktivnost MMP u fizioloSkim uslovima podlozna je viSestrukoj regulaciji: pocev od
transkripcione ekspresije i proteoliticke aktivacije zimogena, preko interakcija sa komponentama
ECM, pa sve do inhibicije posredstvom endogenih molekula [36]. Tkivne MMP mogu da se
klasifikuju prema supstratnoj specificnosti u Cetiri glavne grupe: kolagenaze, zelatinaze (MMP-2 i -
9), stromelizini 1 heterogena grupa koja ukljuCuje enzime sa specificnim funkcijama [37].
Membranski vezane MMP se, u okviru ove klasifikacije, izdvajaju kao jedinstvena grupa [37].
Zelatinaza A (MMP-2, kolagenaza tipa IV od 72 kDa) i Zelatinaza B (kolagenaza tipa IV od 92
kDa) su nazvane prema sposobnosti da enzimski razgraduju Zelatin, odnosno denaturisani kolagen
[37]. Brojni aspekti invazije trofoblasta pokazuju sli¢nosti sa invazijom tumorskih ¢elija [38].
Paralele izmedu ova dva procesa sugeriSu da oni funkcioni$u kroz zajedni¢ke mehanizme [38]. Dok
je invazija tumora nekontrolisana i progresivna, invazija trofoblasta je precizno regulisana,
prostorno ograni¢ena na uterus i vremenski na ranu trudnocu [38]. Efikasna invazija citotrofoblasta
zahteva razgradnju kolagena tipa 1V, glavne komponente bazalne lamine [38]. Brojna istrazivanja
ukazuju na to da su sinteza i aktivacija MMP-2 i MMP-9 od sustinskog znac¢aja za uspe$nu invaziju
trofoblastnih ¢éelija [38—41]. Tokom prvog trimestra trudnoce, trofoblastne c¢elije pokazuju
promenljiv profil sekrecije zelatinaza, koji se dinami¢no menja u zavisnosti od nedelje gestacije
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[42]. U ranoj fazi trudnoée (6-8 nedelja), MMP-2 predstavlja dominantnu zelatinazu i klju¢ni enzim
u invaziji trofoblasta. Tokom kasnijeg perioda prvog trimestra (9-12 nedelja), u invazivnim
procesima trofoblasta ucestvuju oba enzima (MMP-2 i MMP-9), medutim, moguce je da i drugi
MMP proteini uéestvuju u ovom procesu [42].

Kako je opisano u preglednom radu Vissea i Nagasea, tkivni inhibitori metaloproteinaza
(TIMP) deluju kao specifiéni inhibitori, kontroliSu¢i aktivnost MMP u razli¢itim tkivima [36]. Ovi
inhibitori se vezuju za MMP, ¢ime blokiraju njihovu katalitiCku aktivnost i doprinose oCuvanju
homeostaze ECM [36]. Kako navode Brew i saradnici u svom preglednom radu, kod ljudi postoje
¢etiri TIMP, pri cemu TIMP-1 specifi¢no deluje na MMP-9, a TIMP-2 na MMP-2 [43].

1.5.2 Integrini

Integrini predstavljaju glavne receptore za ¢elijsku adheziju, koji omogucavaju povezivanje
¢elija sa komponentama ECM [44]. U nekim slu¢ajevima, integrini ucestvuju i u specifi¢nim
meducelijskim interakcijama [44]. Unutar ¢elije, integrini su povezani sa citoskeletom i aktiviraju
brojne signalne puteve, ¢ime uti¢u na razlicite celijske funkcije [44]. Integrini su predmet brojnih
istrazivanja i predstavljaju najbolje proucene receptore Celijske adhezije [44]. Njihova interakcija sa
odgovaraju¢im ligandima ima kljunu ulogu u razvoju, imunoloSkim odgovorima, migraciji
leukocita, hemostazi i progresiji tumora, a disfunkcija integrinskih puteva povezana je sa brojnim
bolestima, ukljucujuéi geneticka, autoimunska i maligna oboljenja [44]. Strukturno, svaki molekul
integrina se sastoji od dve transmembranske glikoproteinske subjedinice, oznacene kao a i B, koje
su medusobno povezane nekovalentnim interakcijama [45]. Kao transmembranski linkeri, integrini
posreduju u vezivanju ¢elija za matriks posredujuéi u interakciji citoskeleta i ECM. [45]. Veéina
integrina je sa citoplazmatske strane celijske membrane indirektno povezana sa snopovima
aktinskih filamenata [45].

Ekspresija integrina alfl kod CTB se znafajno povecava tokom rane gestacije, §to je
direktno povezano sa sticanjem invazivnog fenotipa. Kod CTB izolovanih iz terminske placente ne
dolazi do povecanja ekspresije integrina al, za razliku od CTB prvog i drugog trimestra, §to
dodatno potvrduje da je ovaj integrin kljuan za regulaciju invazije u ranoj trudnoé¢i [46]. Ova
promena u ekspresiji integrina poznata je kao "switching" mehanizam, koji omoguéava CTB
¢elijama da se prilagode mikrookruzenju endometrijuma [46].

1.6 Galektini

Medu razli¢itim regulatornim molekulima znacCajnim za bioloSka svojstva trofoblasta,
galektini su privukli znacajnu paznju zbog svoje uloge u modulaciji ¢elijskih funkcija. Galektini su
evoluciono konzervisana grupa lektina, proteina sa sposobno$¢u vezivanja ugljeno-hidratnih
struktura, sa afinitetom prema B-galaktozidima [47]. Galektini su najdominantnije eksprimirana
klasa lektina kod svih Zivotinja [47], od beski¢menjaka do ¢oveka, a njihova ekspresija se razlikuje
u zavisnosti od tipa ¢elija i tkiva [48].

1.6.1 Klasifikacija galektina i strukturne karakteristike

Galektini, kodirani LGALS genima, prisutni su u jedru, citosolu, plazma membrani i
vancelijskom prostoru, gde ucestvuju u razlic¢itim bioloskim procesima [47,49]. Kako je navedeno u
viSe preglednih radova, njihova prisutnost je potvrdena u ekstracelularnom prostoru, kao i u
endozomalnim i vezikularnim odeljcima [50-52]. Transkripti za galektine mogu biti alternativno
splajsovani, §to omogucava nastanak vise razli¢itih izoformi, kao $to su na primer galektin-8 i -9
[53,54]. Njihova sposobnost da se vezuju za [-galaktozide potice iz specifi¢nih aminokiselinskih
sekvenci prisutnih u domenu za prepoznavanje ugljenih hidrata (eng. Carbohydrate Recognition
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Domain — CRD) [55]. Kod coveka je identifikovano 12 c¢lanova ove porodice [56], koji se
svrstavaju u tri strukturne kategorije: prototipski, himeri¢ni i tandemski [57] (Slika 8).

Prototipski
=== | T
Galektin-1, -2, -7, -10, Dimerizacija
-13,-141i-16 Monomer sa jednim CRD
= Tandemski
'J: ——————=1 | —
. . Dimerizacija
=< Galektin -4, -8, -9i 12 ]
',_" Monomer sa dva jedinstvena CRD
U povezana linker peptidom potencijalno razli¢itih
duzina. CRD mogu da se vezu za razli¢ite glikane

= $irok spektar ¢elijskih interakcija.
Himeri¢ni
———y T
Galektin-3 Oligomerizacija
Monomer sa jednim CRD i N-terminalnim domenom

bogatim prolinom i glicimom. Moze da formira
pentamerne strukture

Slika 8. Klasifikacija galektina. (Modifikovano iz: Shil et al., 2024 [58])

Prototipski galektini (galektin-1, 2, 7, 10, 13, 14 i 16) sadrze jedan CRD i najces¢e formiraju
homodimere. Galektin-3 je jedini ¢lan himeri¢ne grupe galektina; sadrzi jedan CRD, a zahvaljujuci
prisustvu nelektinskog N-terminalnog domena moze formirati oligomere. Tandemski galektini
(galektin-4, -8, -9 i -12) u okviru jednog polipeptidnog lanca poseduju dva CRD Kkoji najcesce
pokazuju razli¢it afinitet prema specifi¢nim glikanima. Ova dva domena medusobno su povezana
kratkom peptidnom sekvencom (eng. linker peptide) [59-61]. Najjednostaviji Seceri sa kojima
galektini ostvaruju vezivanje relativno niskog afiniteta su laktoza i N-acetillaktozamin (LacNAC).
Afinitet galektina se povecava sa povecanjem broja LacNAc ponovaka i njihovim grananjem u
okviru N-glikana [62]. Iako svi galektini poseduju CRD, odredeni ¢lanovi ove porodice mogu da se
vezuju za intra- i ekstracelularne ligande i ne podrazumevaju interakcije galektina sa Se¢ernim
strukturama [48].

1.6.2 BioloSke funkcije galektina

Neki galektini mogu biti Siroko rasprostranjeni u ¢elijama 1 tkivima, dok se drugi nalaze u
specijalizovanim tipovima ¢elija, tkiva i organa: fibroblastima, neuronima, imunskim c¢elijama,
epitelu, masnom tkivu, plu¢ima, placenti i gastrointestinalnom traktu [63]. Galektini ne poseduju
amino-terminalnu signalnu sekvencu koja bi im omogucila sekreciju uobiCajenim putem [48].
Uprkos tome, svoje funkcije ostvaruju intracelularno, ali i na povrSini ¢elije i/ili u ECM.
Ekstracelularne funkcije galektina ostvaruju se zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti specificnog
prepoznavanja i Vezivanja ugljenih hidrata (lektinski tip), dok su interakcije unutar Ccelije
nelektinskog tipa (protein-protein interakcija) [64,65].

Galektini imaju uloge u imunskoj regulaciji, ¢elijskoj signalizaciji i razvoju malignih
bolesti. U aktiviranim B i T limfocitima, kao i regulatornim T limfocitima, zatim dendritskim
¢elijama, neutrofilima i dr. imaju kljuénu ulogu u regulaciji imunskih i inflamatornih procesa [66].
U zavisnosti od mikrookruzenja kao 1 vrste Celija na koje deluju, galektini mogu podsticati
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proinflamatorne ili antiinflamatorne efekte [59]. Takode imaju sposobnost da modulisu ¢elijsku
morfogenezu (migraciju celija, njihovu proliferaciju, meducelijsku adheziju, kao i promene u
morfologiji ¢elija), intracelularni transport, signalne puteve i proces ¢elijske smrti [48]. Pored toga,
oni deluju kao klju¢ni regulatori homeostaze intracelularnih membrana, pri ¢emu prepoznaju
glikane izlozene usled ostecenja, koji su u normalnim uslovima skriveni unutar endozoma/lizozoma
[48]. Prepoznavanje ovih glikana posredstvom galektina omogucava prepoznavanje lizozoma
kompromitovanih bakterijskom ili virusnom infekcijom, ¢ime se pokrec¢e njihovo uklanjanje putem
autofagije [48]. Intracelularno, galektini mogu imati i nukleusne funkcije — ucestvuju u
procesuiranju iIRNK i interaguju sa transkripcionim faktorima, ¢ime uti¢u na invaziju epitelnih
¢elija, kao $to je pokazano za galektin-1 [48,67].

Interakcije galektina sa glikanima su sloZene i ovi proteini mogu formirati vancelijske
galektin-glikan reSetke sa odgovaraju¢im glikokonjugatima. Na taj nafin se mozZe spreciti
endocitoza membranskih receptora, a mogu se i pokrenuti razli¢ite signalne kaskade [68].

1.7 Galektin-8 — struktura i karakteristike

Gen LGALSS kodira protein galektin-8 i smesten je na hromozomu 1g42.11 kod ¢oveka.
Ovaj gen obuhvata priblizno 33 kbp genomske DNK i organizovan je u 11 egzona [69]. Galektin-8
predstavlja protein iz porodice galektina sa strukturom tandemskih ponovaka, molekulske mase 34
kDa, koji se sastoji od dva CRD povezana linker peptidom [70]. Galektin-8 je prvobitno
identifikovan u jetri pacova kao B-galaktozid-vezujuéi protein [70]. Zbog svoje visoke ekspresije u
¢elijama karcinoma prostate kod ljudi, uz istovremeno odsustvo u tkivima zdrave prostate i prostate
sa benignom hiperplazijom, ovaj protein je inicijalno nazvan antigen karcinomskog tumora
prostate-1 (eng. Prostate Carcinoma Tumor Antigen-1 — PCTA-1) [71]. Alternativno iskrajanje pre-
IRNK gena LGALS8 dovodi do nastanka Sest izoformi galektina-8, od kojih su tri tandemski tipovi
sa dva CRD domena povezana hinge peptidom, a tri prototipski tipovi sa jednim CRD domenom
[53]. U skladu sa tim, ove se izoforme smatraju ¢lanovima podfamijije galektina-8 [72].

Galektin-8 poseduje dva razli¢ita CRD — N-terminalni (Gal-8N) i C-terminalni (Gal-8C).
Ova dva domena povezana su fleksibilnim linker peptidom i zajedno omogucavaju proteinu da
prepoznaje Sirok spektar glikana i glikoproteina. Pored B-galaktozida za visok afinitet galektina-8 je
neophodno i prisustvo drugih oligosaharidnih struktura [73]. In vitro istrazivanja su pokazala da N-
terminalni CRD galektina-8 ima visok afinitet prema sijalilovanim ili sulfatizovanim galaktozidima,
Sto je dovoljno da objasni njegovo vezivanje za Celijsku povrSinu bez potrebe za multivalentnim
interakcijama [73]. Ipak, ovaj domen se vezuje i za razliCite nesijalilovane ili nesulfatizovane
saharide, pri ¢emu afiniteti variraju u nizem rasponu. Zahvaljuju¢i ovim afinitetima, N-CRD i C-
CRD deluju zajedno, vezuju se za povrsinu ¢éelije i pokrecu signalne procese [73]. Galektin-8 na taj
naCin pokazuje relativno Siroku sposobnost prepoznavanja glikonjugata na celijskoj povrsini i
aktivaciji signalnih puteva, §to moze imati znacajnu funkciju [73].

1.7.1 Funkcije galektina-8

Dodatne studije su identifikovale galektin-8 u razli¢itim tipovima c¢elija, pokazujuéi
kontekst-zavisne funkcionalne ishode koji naglasavaju njegove raznovrsne bioloske i patoloske
uloge [53,72,74-79]. Njegova interakcija sa odredenim integrinima pokazala je sposobnost
modulacije ECM-zavisne integrinske signalizacije, ¢ime uti¢e na ¢elijsku adheziju i prezivljavanje
[80]. Dodatno, utvrdeno je da galektin-8 modulise interakcije ¢elija i ECM u in vitro uslovima [81].
Sekretovani galektin-8 moze delovati kao fizioloski regulator ¢elijske adhezije putem interakcije sa
integrinima, pri ¢emu efekat, povecanje ili smanjenje adhezije, zavisi od prisutnih ekstracelularnih
faktora [69]. Istrazivanja su pokazala da galektin-8 moze inhibirati ¢elijsku adheziju kod odredenih
tipova cCelija; medutim, kada je imobilizovan, ovaj protein ima sposobnost da podstakne ¢elijsko
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vezivanje, ekspanziju i migraciju [81]. Tako je pokazano da galektin-8 stimuliSe migraciju
endotelnih ¢elija govede aorte [74].

U preglednom radu Puri¢ i saradnika, ukazano je na uloge galektina-8 u regulaciji progresije
karcinoma i odbrani od bakterijskih i virusnih infekcija [76]. Sugerisano je da galektin-8 moze
stimulisati ekspresiju citokina i hemokina koji promoviSu tumorigenezu, a sa druge strane moze
aktivirati citokinima-posredovani imunski odgovor koji inhibira napredovanje malignog procesa u
zavisnosti od tipa celija [82]. Pored navedenog, u eksperimentalnim uslovima je pokazano da
galektin-8 podsti¢e migraciju ¢elijske linije glioblastoma U87 [78], a postoje i indikacije da
povecana ekspresija galektina-8 moze aktivirati mehanizme povezane sa pove¢anom agresivnoséu
tumorskih ¢elija kod raka dojke [83].

1.7.2 Ligandi galektina-8

Kako je istaknuto u preglednom radu Troncoso i saradnika, galektin-8 se vezuje za razliCite
integrine, a izbor liganda zavisi od integrinskog repertoara koji se eksprimira na povrsini odredenog
tipa celije [84]. U istrazivanju Nishi i saradnika, proteini izolovani iz neutrofila koji interaguju sa
galektinom-8 pokazali su da je integrin aM ligand za CRD u C-terminalnom regionu [85]. U istoj
studiji je zabeleZeno da dodatak galektina-8 modulira adheziju neutrofila. Pored toga, imobilizovan
galektin-8 je takode omogucio adheziju neutrofila, ali je broj adherentnih ¢elija bio manji [85]. U
drugoj studiji je pokazano da se u Jurkat T limfocitima galektin-8 vezuje za al-, a3- i a5p1
integrine i podsti¢e adheziju ¢elija prvenstveno preko aSB1 integrina, izazivajuci reorganizaciju
aktinskog citoskeleta u izraZzenu asimetri¢nu lamelipodiju [86]. Nadalje je pokazano da a3p1
integrin, eksprimiran na H1299 ¢elijama (nesitnocelijski karcinom plu¢a) kao i u drugim tipovima
¢elija, predstavlja primarni protein odgovoran za vezivanje galektina-8 [80]. Takode je pokazano da
se galektin-8 vezuje za antigen povezan sa funkcijom limfocita, LFA-1 (eng. Lymphocyte Function-
Associated Antigen-1), koji ucestvuje u adheziji leukocita i formiranju imunoloskih sinapsi, te
blokira njegovu interakciju sa ICAM-1 (intracelularnim adhezivnim molekulom-1, eng.
Intracellular Adhesion Molecule-1) [87].

U istrazivanju na krvnim plo¢icama ¢oveka pokazano je da se galektin-8 vezuje za odredene
glikane na njithovoj povrSini. Po vezivanju, on pokrece niz reakcija: krvne plocice migriraju,
oslobada se kalcijum, vezuje se fibrinogen i dolazi do njihovog medusobnog spajanja [88]. Pored
toga, galektin-8 podstice stvaranje molekula koji uti¢u na zgruSavanje krvi (poput tromboksana),
ekpresiju P-selektina (deluje kao ,,molekularni lepak®) i izaziva oslobadanje sadrzaja iz unutrasnjih
granula krvnih plocica [88]. Kao ligandi galektina-8 identifikovani su glikoproteini allb i Ib-V Kkoji
su prisutni na krvnim plo¢icama [88]. Studije na pacijentima sa retkim poremecajima zgruSavanja
(Glancmanova trombastenija i Bernard—Soulier sindrom) potvrdile su da je glikoprotein Ib kljuc¢an
za prenos signala koje galektin-8 pokrece [88].

U celijama bubrega psa (MDCK ¢elije, eng. Madin—Darby canine kidney) pokazano je da
galektin-8 moze da se veze za odredene molekule na njihovoj povrSini — a5 i Bl integrinima i
epidermalnim receptorom za faktor rasta (eng. Epidermal Growth Factor Receptor — EGFR) [89].
Kada se galektin-8 veze za integrin aSp1 dolazi do aktivacije puta koji uklju¢uje kinazu fokalnih
adhezija (eng. Focal Adhesion Kinase — FAK) i EGFR, koji regulise celijsku proliferaciju,
migraciju, invaziju i prezivljavanje [89]. Prekomerna ekspresija galektina-8 u ovim ¢elijama dovodi
do stimulacije proliferacije, migracije/invazije i razvoja pojacanih tumorigenskih sposobnosti
aktivacijom FAK/EGFR puta [89].

U drugoj studiji sprovedena je identifikacija glikoproteinskih liganada u HL-60 celijama
(humana leukemijska linija) [90]. Analiza je pokazala da su dva glavna liganda za galektin-8 CD45
(CD45RA i CD45RC, poznati i kao protein tirozin fosfataza, eng. Protein Tyrosine Phosphatase —
PTP) i basigin (CD147) [90]. Ovi membranski glikoproteini sadrze modifikacije poli-N-
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acetillaktozaminana N- i/ili O-glikanima, koje su neophodne za vezivanje galektina-8. Vezivanje
galektina-8 za CD45 dovodi do njegove aktivacije i pokretanja razlicitih signalnih kaskada [90].

1.7.3 Galektin-8 u placenti i trofoblastnim ¢elijama

Prisustvo galektina-8 je pokazano u normalnoj placenti coveka prvog trimestra kao i u
trofoblastnim c¢elijskim linijama. Kolundzi¢ i saradnici su imunohistohemijskom analizom utvrdili
da je galektin-8 prisutan u vilusnom i ekstravilusnom trofoblastu placente prvog trimestra [91].
Pored toga, pokazano je i njegovo prisustvo u decidualnim stromalnim ¢éelijama i epitelnim ¢elijama
decidualnih zlezda. Galektin-8 je prisutan i u citoplazmi izolovanih citotrofoblastnih ¢elija prvog
trimestra i humanim trofoblastnim HTR-8/SVneo ¢elijama [91]. Ovi rezultati zajedno sa
dokazanom sposobno$¢u galektina-8 da modulira ¢elijsku adheziju, migraciju, proliferaciju i
¢elijsku smrt u drugim model sistemima, poput U87 Celija glioblastoma [78], sugeriSu potencijalnu
ulogu ovog galektina u implantaciji embriona i obrazovanju funkcionalne placente.

1.8 Galektini u patologijama trudnoce

Tokom trudnoée pokazano je prisustvo razli¢itih galektina u placenti. U svim fazama
trudnoce, pocevsi od koncepcje 1 implantacije pa sve do porodaja, glikozilacija proteina predstavlja
proces od klju¢nog znacaja [92]. Na osnovu pregleda koji su sproveli Blois i saradnici, ukazano je
da galektini imaju viSestruke funkcije u odrzavanju zdrave gestacije, ukljucujuc¢i i kontrolu
imunskog sistema u uslovima infekcije [92]. Ipak, jo§ uvek nije jasno kakvu ta¢no funkciju
galektini imaju u trenutku samog porodaja [92]. Galektini imaju ulogu u procesima placentacije i
adaptacije maj€inog organizma na trudnocu, pa se smatraju vaznim faktorima za normalan tok
gestacije [93]. Njihovo proucavanje tokom trudno¢e je od izuzetnog znacaja, jer ucestvuju u
razli¢itim fiziopatoloskim mehanizmima [93].

Prema rezultatima jedne studije, u placentama trudno¢a komplikovanih preeklampsijom,
galektin-1 i galektin-3 pokazuju pojacanu ekspresiju na membrani EVT ¢elija [94]. Dodatno,
pokazana je povecana eckspresija galektina-1 u decidualnom tkivu placente kod trudnoca
komplikovanih preeklampsijom, kao i u vilusnom trofoblastnom tkivu placente povezanih sa
HELLP (eng. Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelets) sindromom koji ukljucuje pojavu
hemolize, povisen nivo enzima jetre i snizen nivo krvnih plocica [94]. Ovi rezultati ukazuju na
potencijalnu ulogu galektina u patogenezi poremecaja povezanih sa trudnoom, naglaSavajuci
njihovu vaznost kao biomarkera i regulatornih molekula u komplikacijama gestacije.

1.8.1 Preeklampsija

Preeklampsija (PE) predstavlja jednu od najznacajnijih akuSerskih komplikacija, javlja se u
2-8% trudnoca [95] i odgovorna je za preko 76.000 maj¢inskih i 500.000 fetalnih smrtnih ishoda
godisnje globalno [96]. Preeklampsija je poremecaj u trudnoc¢i koji se karakteriSe novonastalom
hipertenzijom, naj¢e$¢e pracenom proteinurijom, sa ili bez teskih klini¢kih manifestacija [95].
Obicno se pojavljuje posle 20. nedelje trudnoce i Cesto se razvija pred sam kraj gestacije [95].

Preeklampsija se smatra patologijom placente koja se razvija u dve faze [97]. Prva faza
obuhvata abnormalnu placentaciju u ranom prvom trimestru trudno¢e — posledica nedovoljno
razvijene rane placente i njenog snabdevanja majc¢inom krvlju, dok se druga faza javlja u kasnijem
drugom 1 treCem trimestru 1 ispoljava se kao ,maternalni sindrom* — sve izraZenija hipoksija
placente dovodi do klinickih znakova kod majke [97,98]. Najcesce se javlja nakon 20. nedelje
gestacije i uglavnom se dijagnostikuje pred kraj trudnoée [95]. Preeklampsija obuhvata spektar
hipertenzivnih poremecaja u trudnoéi, pocevsi od gestacione hipertenzije, koja moze napredovati do
razvoja tezih formi, a u krajnjem slucaju moze dovesti do izrazenijih i ozbiljnijih manifestacija kao
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Sto su eklampsija (pojava generalizovanih konvulzija kod Zena sa PE) i HELLP sindrom [95,98].
Takode se mogu razviti komplikacije kao $to su mozdani udar i diseminovana intravaskularna
koagulacija, koje povecavaju rizik od smrtnog ishoda kod majke [96]. Kod umerene PE uglavnom
nema izrazenih simptoma, dok se kod teske PE usled izrazito visokog krvnog pritiska, mogu javiti
glavobolja, bol u gornjem abdomenu ili poremecaj vida [98]. Preeklampsija, kao bolest
posredovana poremecajima u placenti, povecava rizik i za plod [98]. Naj¢eS¢e anomalije kod fetusa
obuhvataju intrauterini zastoj rasta usled nedovoljne perfuzije kroz ostecenu placentu, kao i teskoce
koje nastaju zbog prevremenog porodaja — spontanog ili indukovanog radi zastite majke i deteta
[98].

Preeklampsija moze izazvati teSke komplikacije opasne po zivot i kod majke i kod ploda,
uprkos tome §to se trudno¢a u mnogim slucajevima zavrsava povoljno [98]. Iako su klini¢ka slika,
dijagnosticki kriterijumi i pristupi u terapiji PE dobro poznati, njena osnovna etiologija ostaje
nedovoljno razjasnjena [95]. Uteroplacentarna ishemija smatra se glavnim mehanizmom u nastanku
PE i eklampsije [95], koja je posledica poremecaja u funkciji éelija EVT, a PE, prema Goldman-
Wohl i Yagel, nastaje usled nedovoljne invazije trofoblasta i spiralnih arterija koje ostaju suzene i
neadaptirane [99,100].

Prema pregledu koji su objavili Pijnenborg i saradnici, neadekvatno remodelovanje spiralnih
arterija nije karakteristicno samo za PE, ve¢ i1 za druge komplikacije trudnoce, ukljucujuci
intrauterini zastoj u rastu, neproteinuri¢nu gestacijsku hipertenziju i hroni¢nu hipertenziju [101].

Postoji delikatna ravnoteza izmedu prekomerne i nedovoljne invazije trofoblasta [102].
Alteracije u ¢elijskim tipovima ili regulatornim faktorima koji kontrolisu invaziju EVT ¢elija mogu
znacajno uticati na normalan tok trudnoce i dovesti do ozbiljnih komplikacija [102]. Zbog toga je
neophodno detaljno ispitati sve faktore koji mogu uticati na funkciju i regulaciju EVT ¢elija, kako
bi se razumele njihove uloge u nastanku komplikacija poput PE.

1.8.1.1 Galektini u preeklampsiji

Ekspresija galektina-1, galektina-3 i Thomsen—Friedenreich (TF) antigena pokazuje
znacajno povecanje na membrani EVT u placentama pacijentkinja sa PE [94]. Takode, u drugoj
studiji je pokazano da su nivoi galektina-3, kao i FKBPL (protein slican FK506 -vezivajuéem
proteinu, eng. FK506 -binding protein -like), bili povecani kod pacijentkinja sa PE u cirkulaciji i
placenti [103]. Posebno je istaknuta uloga PP13 (eng. Placental Protein 13 — galektin-13), koji
ucestvuje u remodelovanju uterusnih arterija i vena tokom trudnoce [104]. Pregledni rad Gadde i
saradnika ukazuje da snizeni nivoi PP13 u serumu predstavljaju znacajan prediktor za razvoj PE i
drugih akuserskih komplikacija, te da se PP13 moze koristiti kao rani pokazatelj rizika od PE [105].
Takode, Wang i saradnici su pokazali da galektin-14 podsti¢e migraciju i invaziju trofoblasta kroz
intenziviranje EMT i povecanje ekspresije 1 aktivnosti MMP-9, ¢ime se dodatno potvrduje znacajna
uloga galektina-14 u ranoj trudno¢i [106].

Istrazivanja in vitro su pokazala da pojedini galektini, poput galektina-1 [107] i galektina-3
[108], mogu delovati kao proinvazivni autokrini i parakrini modulatori, potencijalno doprinoseci
invaziji trofoblasta tokom rane trudnoce.

1.8.2 Gestacijske trofoblastne bolesti

Gestacijske trofoblastne bolesti (GTB) predstavljaju heterogenu grupu retkih patoloskih
stanja koja nastaju usled abnormalne proliferacije trofoblastnog tkiva. Ove bolesti se javljaju kao
posledica poremecaja u razvoju gestacijskog tkiva i mogu imati benigni ili maligni tok.
Hidatidiformna mola (HM), invazivna mola i horiokarcinom predstavljaju razli¢ite klinicke entitete
unutar GTB spektra [109].

Hidatidiformna mola, poznata i kao molarna trudnoca, predstavlja specifi¢cnu formu GTB
koja poti¢e iz gestacijskog tkiva [110]. To je patoloSko stanje trudno¢e koje nastaje usled
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nekontrolisane proliferacije i invazije trofoblasta, koja se manifestuje kao kompletna forma
(diploidna, androgeneticka, bez embrionalnog/fetalnog tkiva) ili kao delimi¢na forma (triploidna,
diandri¢na, sa delimi¢no formiranim fetusom) [111,112]. U veéem delu sveta ucestalost HM
procenjuje se na priblizno 1 slu¢aj na 1.000 trudnoca [113]. Iako se naj¢e$¢e ponaSa benigno, HM
nosi inherentni rizik od progresije ka malignim i invazivnim oblicima, uklju¢ujuci invazivnu molu i
horiokarcinom [110]. Kako je opisao Candelier u preglednom radu, struktura tkiva HM podse¢a na
,»grozd“ sa bobicama razlicite veli¢ine, uz difuzno umnozavanje trofoblasta i narocito izmenjene,
oteCene resice [111]. Ova forma trudnoée je neodrziva i ne rezultira razvojem funkcionalnog
embriona.

Invazivna mola predstavlja komplikaciju HM, pri kojoj trofoblastno tkivo invazivno
prodire u miometrijum i okolne strukture. Iako histoloski benigna, ponasa se lokalno agresivno i
moze izazvati ozbiljno krvarenje, pa ¢ak i metastatsko Sirenje [114].

Horiokarcinom predstavlja retku, ali izrazito malignu formu GTB, koja nastaje kao
posledica nekontrolisane proliferacije trofoblastnih celija. Horiokarcinom je izuzetno agresivnog
karaktera, sa visokim malignim i invazivnim potencijalom i izrazenom sklono$¢u ka Siroko
rasprostranjenom metastaziranju [115]. Za razliku od HM i invazivne mole, horiokarcinom ne
sadrzi horionske resice, ve¢ je histoloski sastavljen isklju¢ivo od malignih ¢elija citotrofoblasta i
sinciciotrofoblasta [116]. Kod oko polovine slu¢ajeva horiokarcinom nastaje iz kompletne HM koja
ne sadrzi fetalno tkivo [110]. Visoka smrtnost je posledica nedostatka rane dijagnoze i odgovarajucée
terapije [110].

1.8.2.1 Galektiniu GTB

U jednoj studiji je pokazano da je kod GTB znacajan deo transformisanih trofoblastnih
¢elija bio pozitivan na galektin-1 i galektin-3 [117]. Povec¢ana imunoreaktivnost na ove proteine
sugeriSe da galektini mogu imati vaznu ulogu u regulaciji invazivnog potencijala transformisanih
trofoblastnih celija [117]. S obzirom na ¢injenicu da galektin-8 zauzima posebno mesto medu
galektinima zbog svoje jedinstvene strukture sa dva CRD, §to mu omogucava interakciju sa Sirokim
spektrom glikana 1 glikoproteinskih liganada, to ga ¢ini vaZnim regulatorom Ccelijske adhezije,
migracije 1 imunoloskih odgovora, pa se njegova funkcija sve viSe dovodi u vezu sa razli¢itim
patoloskim stanjima. UceSCe galektina-8 u patoloskim procesima vezanim za trudnoc¢u, posebno u
GTB i PE do sada nije ispitivano.

Sumarno, iako je lokalizacija galektina-8 potvrdena u zoni interakcije majke i fetusa [91],
njegova fizioloSka funkcija tokom trudnoce jo§ uvek nije ispitivana i razjasnjena. Dalja ispitivanja
mogla bi razjasniti ulogu ovog galektina u procesima kljucnim za formiranje funkcionalne placente,
kao 1 njegov potencijalni znacaj u patoloskim stanjima vezanim za trudnocu, $to je predmet ovog
rada.
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Na osnovu ranijih istrazivanja o ekspresiji galektina-8 u tkivu placente prvog trimestra trudnoce i to
u ¢elijama vilusnog i ekstravilusnog trofoblasta, kao i s obzirom na njegovu pokazanu ulogu u
migraciji 1 invaziji razli€itih ¢elijskih tipova, kao 1 u razli¢itim patoloskim stanjima, pretpostavlja se
da ovaj lektin moze imati znacajnu ulogu u funkciji zdravog i1 patoloski izmenjenog trofoblasta.
Eksperimentalni rad u okviru ove doktorske disertacije je posvecen ispitivanju funkcijskog znacaja
galektina-8 u trofoblastu, kao i ispitivanju promena u njegovoj ekspresiji u patoloskim stanjima koja
ukljucuju trofoblast - malignoj transformaciji i preeklampsiji.

Na osnovu navedenog, postavljeni su sledec¢i ciljevi:
e [spitivanje znacaja galektina-8 u funkcijskim svojstvima trofoblasta ¢oveka in vitro, i to:
— ispitivanje uticaja galektina-8 na prezivljavanje trofoblasta i potencijalnu ulogu u
zastiti od DNK ostecenja;
— ispitivanje znacaja galektina-8 u adheziji, migraciji i invaziji;
— ispitivanje uticaja galektina-8 na ekspresiju markera invazivnog fenotipa trofoblasta;
e Ispitivanje moguce promene u ekspresiji i unutar celijskoj lokalizaciji galektina-8 u ¢elijama
normalnog i maligno transformisanog trofoblasta - horiokarcinoma;
e Ispitivanje potencijalne promene u ekspresiji i lokalizaciji galektina-8 u tkivu placenti iz
trudnoc¢a komplikovanih preeklampsijom.
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3.1 Trofoblastne éelijske linije u kulturi

Za potrebe ove doktorske teze primenjene su trofoblastne ¢elijske linije ¢oveka, ukljucujuci
imortalizovanu liniju ekstravilusnog trofoblasta prvog trimestra HTR-8/SVneo (model normalnog
ekstravilusnog trofoblasta) i horiokarcinomske linije JAR i JEG-3.

3.1.1 HTR-8/SVneo ¢éelijska linija

HTR-8/SVneo je celijska linija ekstravilusnog trofoblasta (EVT) coveka, obezbedena
ljubaznos¢éu dr Charles H. Graham (Queen's University, Kanada). Ove celije su generisane
produzavanjem Zzivotnog veka trofoblasta Zene prvog trimestra trudnoce putem transfekcije velikim
T antigenom virusa SV40 [118]. Utvrdeno je da transficirane HTR-8/SVneo celije poseduju
fenotipske osobine slicne primarnim trofoblastnim ¢elijama iz kojih poti¢u [118]. Ove ¢elije su
kori$éene za ispitivanje znacaja galektina-8 za funkciju trofoblasta coveka in vitro i u ispitivanju
diferencijalne ekspresije galektina-8 u celijskim linijama normalnog i maligno transformisanog
trofoblasta. Za kultivaciju HTR-8/SVneo celija koris¢en je RPMI 1640 medijum (Biowest,
Francuska) sa 10% fetalnim tele¢im serumom (eng. Fetal Calf Serum — FCS) (v/v, Biowest) i 1%
antibiotika/antimikotika — penicilin G, streptomicin i amfotericin B (v/v, Capricorn Scientific,
Nemacka), §to zajedno predstavlja kompletan medijum za kultivaciju ovih éelija. Celije su
kultivisane u plasticnim Falcon flaskovima (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
SAD) na temperaturi od 37 °C, u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,.

3.1.2 Horiokarcinomske ¢elijske linije JAR i JEG-3

Pored HTR-8/SVneo celijske linije, koja predstavlja celije normalnog ekstravilusnog
trofoblasta ¢oveka, u eksperimentima su koris¢ene 1 humane horiokarcinomske celijske linije JAR
(American Type Culture Collection — ATCC, SAD) i JEG-3 (European Collection of
Authenticated Cell Cultures — ECACC, UK) radi komparativne analize lokalizacije i ekspresije
galektina-8 u maligno izmenjenim celijama trofoblasta. Za gajenje JAR Ccelija koris¢en je RPMI
1640 medijum sa 10% FCS i 1% antibiotika/antimikotika (kompletan medijum). Za gajenje JEG-3
¢elija koriS¢en je Dulbeccov modifikovani Eagle medijum (DMEM; Biowest), sa 10% FCS 1 1%
antibiotika/antimikotika (kompletan medijum). Celije su kultivisane u plasti¢nim Falcon flaskovima
(Thermo Scientific) na temperaturi od 37 °C, u vlaznoj atmosferi sa 5% COs,.

3.2 Tkivo placente

Za ovo ispitivanje su koriS¢eni uzorci tkiva placente nakon porodaj iz zdravih trudnoca i
trudnoc¢a komplikovanih PE, iz baze instituta INEP, prikupljenih u okviru nauc¢ne saradnje instituta
INEP 1 i1 Ginekolosko-akuSerske klinike ,,Narodni front* (GAK NF), a uz odobrenje Etickog odbora
GAK NF (broj odobrenja 05006-2018-17585). Istrazivanje je odobreno od strane Eticke komisije za
davanje odobrenja za koris¢enje humanog materijala za potrebe naucnoistrazivackog rada instituta
INEP (broj odobrenja 02-0136/3). Placentno tkivo je koris¢eno za qPCR, Western blot i
imunohistohemijsku analizu. Ukupno je za potrebe ove disertacije analizirano 9 placenti iz zdravih
trudnoca i 10 placenti iz trudno¢a komplikovanih PE.

3.3 Tretman ¢elijske linije HTR-8/SVneo rekombinantnim humanim galektinom-8

Da bi se ispitao efekat galektina-8 na celije trofoblasta, rekombinovani humani (rh) galektin-
8 (R&D Systems, SAD) je dodavan c¢elijama u RPMI 1640 medijumu koji sadrzi 0,1% govedi
serumski albumin (eng. Bovine Serum Albumin — BSA) (w/v). Za sve eksperimente povezane sa
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ovim tretmanom ¢elije su prethodno kultivisane u svom odgovaraju¢em kompletnom medijumu u
trajanju od 24 h, nakon ¢ega su dva puta isprane fosfatnim puferom sa fizooloskim rastvorom (eng.
Phosphate Buffered Saline — PBS, 0,05M, pH 7,2) i tretirane razli¢itim koncentracijama rh
galektina-8 (10, 50, 100 i 200 ng/ml) 24 h u vlaznoj atmosferi na 37 °C, u 5% CO..

3.4 UtiSavanje LGALSS8 gena u HTR-8/SVneo ¢elijama malim interferiraju¢im RNK

Da bi se ispitao zna¢aj endogenog galektina-8 za funkciju humanih trofoblastnih ¢éelija in
vitro, gen LGALSS je utisan u HTR-8/SVneo ¢elijama. Transfekcija je izvedena pomocu reagensa
lipofektamin RNAIMAX (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.,, SAD), koriste¢i specificne
male interferiraju¢e RNK (eng. Small Interfering RNA — siRNA) usmerene protiv iIRNK za
galektin-8, kao i negativnu kontrolnu siRNA (Ambion, Thermo Fisher Scientific Inc., SAD) [119].
Uspostavljene su tri eksperimentalne grupe Celija — ¢éelije koje su tretirane samo lipofektaminom
RNAIMAX (L), ¢elije koje su transfekovane negativnom kontrolnom siRNA koja nema
specifi¢nost ni prema jednoj humanoj RNK sekvenci (S) 1 ¢elije transfekovane siRNA specificnom
za LGALS8 iRNK (siGal-8). Kona¢na koncentracija siGal-8 i negativne kontrolne siRNA iznosila je
30 nM, dok je koncentracija lipofektamin RNAIMAX reagensa bila 0,25% (v/v). Lipofektamin
RNAIMAX i siRNA su najpre razblazeni odvojeno u Opti-MEM™ medijumu (Gibco, UK), nakon
¢ega su kombinovani i inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi. Dobijena kompleksna smesa je
zatim pomesana sa kompletnim RPMI 1640 medijumom, tako da je konac¢na formulacija sadrzala
jednu tre¢inu Opti-MEMT™ i dve tre¢ine RPMI medijuma. Celije su u svim protokolima standardno
inkubirane 72 h, osim u eksperimentima gde je drugacije naznaceno (npr. zimografija — 48 h).

3.5 Antitela

Razli¢ita primarna i sekundarna antitela koriS¢ena u ovom istraZivanju, zajedno sa njihovim
specifi¢nim primenama i razblazenjima, prikazana su u Tabeli 1 i Tabeli 2.

Tabela 1. Primarna antitela

Antigen Poreklo i RazblaZenje/koncentracija Primena Proizvodac
klonalnost
Galektin-8 Koza, 1 pg/ml Imunocitohemijai | R&D Systems,
poliklonsko Western blot za UK
¢elijsko
frakcionisanje
Galektin-8 Mis, 0,4 pg/ml Western blot Santa Cruz
monoklonsko Biotehcnology,
USA
Galektin-8 Kuni¢, 1:10000 Western blot Assay Genie,
poliklonsko Irska
1:200 Imunohistohemija
Integrin al Mis, 1:400 CELISA R&D Systems,
monoklonsko UK
1:5000 Western blot
Integrin 1 Kunic, 1:500 CELISA Millipore

22



poliklonsko 1:5000 Western blot Sigma, SAD
GAPDH Kunig¢, 1:15000 Western blot Cell Signaling
monoklonsko Technology,
SAD
[B-aktin Kunic¢, 1:6000 Western blot Sigma-
poliklonsko Aldrich, SAD
Citokeratin- Mis, 1:100 Imunohistohemija DAKO,
7 monoklonsko Danska
Tabela 2. Sekundarna antitela
Antitelo RazblaZenje Primena Proizvodad
Anti-kunic¢evo 1:8000 za anti- Western blot Cell Signaling
1gG konjugovan galektin-8 Technology,
sa enzimom antitela i 1:2000 SAD
peroksidazom za anti-GAPDH
rena (eng. antitela
horseradish
peroxidase —
HRP)
Anti-misji I[gG 1:2000 Western blot Cell Signaling
konjugovan sa Technology,
HRP SAD
Anti-kozji 1gG 1:4.000 Imunocitohemija Molecular
obelezen sa Probes, SAD
Alexa Fluor™
488
Anti-misji [gG 1:200 Imunohistohemija Vector
konjugovana sa Laboratories,
avidin-biotin SAD
kompleksom
Anti-kunic¢evo 1:200 Imunohistohemija Vector
IgG konjugovana Laboratories,
sa avidin-biotin SAD
kompleksom
3.6 Odredivanje broja vijabilnih i adherentnih ¢elija
Celijska vijabilnost je analizirana primenom MTT testa

(3-(4,5-dimetiltiazol -2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid) (Sigma-Aldrich, SAD) [120,121].
Za potrebe ispitivanja uticaja rh galektina-8 na ¢elijsku vijabilnost, HTR-8/SVneo ¢elije su
zasejane u ploGe sa 96 bunara (2 x 10* ¢elija po bunaru) i kultivisane u 100 pl kompletnog
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medijuma 24 h. Celije su potom isprane PBS puferom, nakon &ega su inkubirane 24 h u 100 pl
medijumu sa razli¢itim koncentracijama rh galektina-8 (10, 50, 100 i 200 ng/ml) i bez rh galektina-
8 (kontrola). Po zavrs$etku tretmana, medijum je uklonjen, bunari su jednom isprani PBS puferom, a
zatim je dodato 100 pl rastvora MTT u PBS u koncentraciji od 0,5 mg/ml. Nakon inkubacije od 2 h
na 37 °C formazanski kristali su rastvoreni u 100 pl 10% SDS/0,01 N HCI po bunaru i inkubirani
24 h na 37 °C. Nakon rastvaranja boje, merena je opticka gustina na 570 nm na citacu za
mikrotitarsku plo¢u (Epoch, BioTek, SAD). Eksperiment je ponovljen tri puta, uz Sest tehnickih
replikata po tretmanskoj grupi.

Za potrebe odredivanja vijabilnosti nakon utiSavanja LGALS8 gena, HTR-8/SVneo ¢elije su
zasejane u ploCe sa 96 bunara u gustini od 15 x 10° ¢elija po bunaru 1 kultivisane u 100 pl
kompletnog medijuma. Nakon 24 h, ¢elije su tretirane prema protokolu za utiSavanje LGALS8 gena.
U svaki bunar je zatim dodato 10 ul MTT rastvora koncentracije 5 mg/ml, a plo¢e su inkubirane 2 h
na 37 °C. Dalji postupci su sprovedeni prema prethodno opisanoj proceduri. Eksperiment je
ponovljen tri puta, uz Cetiri tehnicka replikata po grupi.

3.7 Funkcionalni ¢elijski testovi in vitro
3.7.1 Test Celijske adhezije

Testovi ¢elijske adhezije izvedeni su u plocama sa 96 bunara, neoblozenim ili obloZzenim
kolagenom tipa | (BD Biosciences, SAD) ili Matrigelom (BD Biosciences) u koncentraciji od 250
ng po bunaru. ObloZene ploce su inkubirane 1 h na 37 °C, nakon ¢ega su ploce blokirane sa 1%
BSA u PBS 30 minuta na istoj temperaturi. Nakon blokiranja, ploce su isprane PBS.

HTR-8/SVneo celijje su preinkubirane u RPMI 1640 medijumu sa 0,1% BSA sa ili bez
tretmana (kontrola) tokom 1 h na 37 °C, uz povremeno mesanje. Celije su tretirane razli¢itim
koncentracijama rh galektina-8 (10, 50, 100 i 200 ng/ml), sa ili bez dodatka 0,1 M laktoze —
inhibitorom lektinskih interakcija, dok je kontrolna grupa bila bez rh galektina-8 i bez laktoze. Po
100 pl preinkubirane éelijske suspenzije koja je sadrzala 2,5 x 10* ¢elija je zasejano u ploce sa 96
bunara, inkubirano 2 h na 37 °C, nakon ¢ega su bunari isprani u PBS, osuseni i ¢elije fiksirane
hladnim acetonom/metanolom (odnos 1:1) 10 minuta, osuSene i ¢uvane na -20 °C sa desikantom do
bojenja.

Za potrebe ispitivanja uticaja trofoblastnog galektina-8 na ¢elijsku adheziju, HTR-8/SVneo
éelije su gajene u ploci sa 12 bunara, 24 h u koncentraciji od 3 x 10° ¢elija po bunaru u 600 pl
kompletnog RPMI 1640 medijuma. Nakon inkubacije, medijum je uklonjen, a utiSavanje gena
sprovedeno prema protokolu za utisavanje LGALS8 gena. Celije su zatim odvojene pomoéu 0,05%
tripsina/0,02% EDTA i zasejane u prethodno pripremljene ploge u koncentraciji 2,5 x 10* éelija po
bunaru (L, S i siGal-8) kompletnog RPMI 1640 medijuma i inkubirane 2 h na 37 °C. Nakon
inkubacije, bunari su isprani PBS-om, a c¢elije fiksirane ledenim acetonom/metanolom (odnos 1:1)
10 minuta, osusene i ¢uvane na -20 °C sa desikantom do bojenja.

Kod oba tretmana, pricvrséene Celije su obojene 0,05% rastvorom kristal ljubicastog (eng.
Crystal Violet - CV) u 25% metanolu (50 ul/bunar, 5 min). Broj adherentnih ¢elija je odreden CV
testom. Nakon tretmana i ispiranja PBS-om, ¢elije su osusene i fiksirane ledenim aceton-metanolom
(1:1) 10 min 1 obojene 0.05% rastvorom boje CV (Sigma, SAD) u 25% metanolu (50 pl/bunar, 5
minuta). Visak boje je uklonjen ispiranjem ploc¢a najmanje tri puta u dH,O (destilovana voda).
Nakon suSenja ploce na sobnoj temperaturi, inkorporirana boja rastvarana je 0.1 M natrijum
citratom u 50% etanolu (100 ul/bunar). Opticka gustina je merena na 570 nm (Epoch). Intenzitet
bojenja je bio proporcionalan prema broju pri¢vrs¢enih ¢éelija. Eksperimenti su ponovljeni najmanje
tri puta sa po najmanje pet tehnickih replikata.
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3.7.2 Test éelijske migracije

Za ispitivanje migratornih sposobnosti trofoblasta in vitro kori$¢en je test ,,zarastanja rana“
(eng. wound healing). Ovim testom ispitivani su efekti razli¢itih koncentracija rh galektina-8 (50,
100 i 200 ng/ml) na migraciju HTR-8/SVneo éelija. Celije su zasejane u ploce sa 24 bunara, 3 x
10° ¢elija/bunar u 400 pl kompletnog medijuma i inkubirane do konfluentnosti. Celijski sloj je
ogoljen pomo¢u sterilnog nastavka pipete, nakon ¢ega su bunari isprani sterilnim PBS-om. Celije su
inkubirane u RPMI 1640 medijumu koji sadrzi 0,1% BSA, bez rh galektina-8 (kontrola), sa rh
galektinom-8, ili sa rh galektinom-8 u prisustvu 0,1 M laktoze.

Takode je ispitivan uticaj utiSavanja LGALS8 gena na migratorna svojstva HTR-8/SVneo
éelija. U plode sa 24 mesta, éelije su zasejane u koncentraciji od 1 x 10° éelija/bunar u 300 pl
kompletnog medijuma i inkubirane 24 h. Nakon uklanjanja medijuma, utiSavanje gena je
sprovedeno prema navedenom protokolu, a ogoljena povrsina je napravljena kako je ranije opisano.

U slucaju oba tretmana, odabrana polja su fotografisana neposredno nakon formiranja
ogrebotine sterilmim nastavkom (0 h) i nakon 24 h pomoc¢u mikroskopa Olympus IX 73 (Olympus
Optical Co., GmbH, Nemacka). Rastojanja koja su celije preSle nakon 24 h merena su pomocu
elektronskog lenjira u ImageJ softveru (verzija 1.53t). Rezultati su prikazani kao procenat migracije
tretiranih ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu (koja je definisana kao 100%). Eksperimenti su
ponovljeni tri puta, sa po dva tehnicka replikata.

3.7.3 Test éelijske invazije

Celijska invazija HTR-8/SVneo éelija je ispitivana prema ranije opisanom protokolu [107].
Umeci za ¢elijsku kulturu sa dijametrom pora 8 um (MilliporeSigma, SAD) oblozZeni su sa 10 pl
Matrigela sa smanjenim sadrZajem faktora rasta, razblazenog u osnovnom RPMI 1640 medijumu do
koncentracije 2,5 mg/ml, i inkubirani 30 minuta na 37 °C, kako bi doslo do geliranja Matrigela. U
gornju komoru umetka nanogeno je 200 pl HTR-8/SVneo ¢elija (1 x 10°) u osnovhom medijumu
koji je sadrzao 0,1% BSA sa ili bez tretmana (kontrola). Celije su tretirane rh galektinom-8 (200
ng/ml). U donji bunar dodato je 500 ul istog medijuma. Test invazije trajao je 24 h na 37 °C. Nakon
inkubacije, umetci su isprani sa PBS, a gornja povrSina filtera obrisana je Stapi¢em sa pamucnim
vrhom radi uklanjanja viska ¢elija. Celije su fiksirane u ledeno hladnoj smesi acetona i metanola
(odnos 1:1) tokom 10 minuta, a zatim obojene CV bojom. Broj invazivnih c¢elija je odreden
prebrojavanjem celija na donjoj strani filtera i u porama, u uzastopnim poljima celog umetka.
Rezultati su prikazani kao procenat u odnosu na prosecnu vrednost kontrolne grupe (koja je
definisana kao 100%). Eksperimenti su ponovljeni najmanje tri puta, sa po dva tehnicka replikata.

Uticaj utiSavanja ekspresije LGALS8 gena na invazivna svojstva HTR-8/SVneo celija je
ispitivan nakon utiSavanja prema opisanom protokolu. U gornju komoru umetka, prethodno
oblozenog Matrigelom, nanoseno je po 200 pl suspenzije sa 5 X 104 ¢elija u kompletnom medijumu.
Donji bunar je sadrzao 500 ul kompletnog RPMI medijuma. Test invazije je trajao 24 h na 37 °C, a
dalji postupci sprovedeni su prema ranije opisanom protokolu. Eksperiment je ponovljen tri puta, sa
po dva tehnicka replikata.

3.8 Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Lancana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction - PCR) koris¢ena je za
ispitivanje relativne ekspresije LGALS8 gena u uslovima standardne kultivacije ¢elija bez primene
tretmana. HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 éelije su zasejane u ploce sa 24 bunara (2,5 x 10° ¢elija po
bunaru), inkubirane 24 h u odgovaraju¢em kompletnom medijumu (300 pl).

Ukupna RNK je izolovana iz HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 ¢elija koriS¢enjem TRIzol™
reagensa (Invitrogen) prema uputstvu proizvodaca. Prvi lanac komplementarne DNK (cDNK) je
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sintetisan iz 2 pg (za PCR) ili 1 pg (za kvantitativni PCR, eng. quantitative PCR — qPCR) ukupne
RNK, koriste¢i 0,5 pg Oligo(dT) 12-18 prajmera, 250 uM svakog od 4 ANTP i1 200 U RevertAid
reverzne transkriptaze. PCR je izveden koris¢enjem T100 termalnog ciklera aparata (Bio-Rad
Laboratories, SAD). Svaki gen je amplifikovan u reakcionoj smesi od 25 ul koja sadrzi 1 pl (za
GAPDH analizu) ili 2 pl (za LGALSS analizu) cDNK, 200 uM svakog dNTP, 0,625 U AmpliTaq
Gold DNA (Applied Biosystems, SAD) i 0,2 uM svakog prajmera (Tabela 3). Ekspresija gena
GAPDH koris¢ena je za normalizaciju koli¢ine cDNK u reakcionoj smesi. Reakcije su zapocete
denaturacijom na 95 °C u trajanju od 10 minuta, nakon ¢ega je sprovedeno 40 ciklusa: denaturacija
na 95 °C tokom 15 sekundi, hibridizacija prajmera na 56 °C tokom 30 sekundi i elongacija na 72 °C
tokom 1 minuta. Na kraju je izveden zavr$ni korak elongacije na 72 °C u trajanju od 5 minuta. PCR
amplikoni su razdvojeni elektroforezom na 1% agaroznom gelu sa dodatkom SYBR® Safe DNA
boje (Thermo Scientific, SAD) i vizualizovani pod UV svetlom pomocu ChemiDoc MP Imaging
System-a (Bio-Rad Laboratories).

Tabela 3. Sekvenca prajmera za PCR

Naziv gena Gen Sekvenca Prajmera

Galektin-8 LGALSS8 F: AGAATGATGTTGTCCTTAAAC
R: CTACCAGCTCCTTACTTCC

Gliceraldehid-3- GAPDH F: GAAGGTGAAGGTCGGAGT
fosfat
dehidrogenaza R: GAAGATGGTGATGGGATTTC

3.9 Kvantitativna PCR analiza

Kvantitativna PCR (gPCR) analiza korisc¢ena je za ispitivanje relativne ekspresije:

e | GALS8 gena u uslovima standardne kultivacije bez primene tretmana, ¢elijske linije HTR-
8/SVneo, JAR i JEG-3 su inkubirane 24 h u odgovaraju¢em kompletnom medijumu.

e ITGA1, ITGB1, MMP2 i MMP9 gena u HTR-8/SVneo c¢elijama nakon tretmana rh
galektinom-8, dok je ekspresija LGALS8 dodatno ispitivana nakon utiavanja putem siRNA
radi potvrde efikasnosti postupka. U okviru tretmana rh galektinom-8 (50, 100, i 200 ng/ml),
¢elije su prethodno zasejane u ploCu sa 24 bunara u gustini od 2,5 x 10° ¢elija po bunaru u
300 pl kompletnog medijuma. UtiSavanje LGALS8 gena pomocu siRNA sproveden je nakon
zasejavanja ¢elija u plo&i sa 24 bunara, u gustini od 1 x 10° ¢éelija po bunaru, u zapremini od
300 ul kompletnog medijuma, prema protokolu za utiSavanje.

e Pored toga, ekspresija LGALS8 gena je analizirana u tkivu terminske placente nakon zdrave
trudnoce i1 trudnoce komplikovane preeklampsijom. Iz tkiva placente, ukupna RNK je
izolovana primenom TRIzol™ reagensa. Na uzorak tkiva je dodato 1 ml TRIzola, nakon
Cega je izvrSena homogenizacija pri frekvenciji od 50 Hz tokom 15 minuta (TissueLyser LT,
QIAGEN, Venlo, Holandija).

Za sintezu prvog lanca cDNK primenom reverzne transkripcije, upotrebljeno je 1 ug ukupne
RNK. Reakcioni miks je sadrzao 0,5 pg Oligo(dT) 12-18 prajmera (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc., Voltam, Masacusets, SAD), 250 uM svakog dNTP i 200 jedinica (U) RevertAid
reverzne transkriptaze (Fermentas, Litvanija). Kvantitativna analiza ekspresije gena sprovedena je
koris¢enjem 7500 Real-Time PCR sistema (Applied Biosystems). Reakcioni miks za Real-Time
PCR sadrzao je 1 ug cDNK, 5 pl 2x SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), kao i
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specificne direktne i reverzne prajmere u finalnoj koncentraciji od 0,5 uM, prema specifikaciji
prikazanoj u Tabeli 4. Za normalizaciju nivoa ekspresije LGALS8 gena, u analizama celijskih linija
koris¢en je GAPDH gen kao referentni, dok je za analize ekspresije u tkivu terminske placente
primenjen ACTB gen. Za komparativne analize izmedu razli¢itih ¢elijskih linija (HTR-8/SVneo,
JAR i JEG-3) i tkiva placente koris¢ena je 2" metoda. Kvantifikacija relativne ekspresije u
¢elijskoj liniji HTR-8/SVneo nakon tretmana (rh galektinom-8 ili utiSavanjem LGALS8 gena)
sprovedena je primenom 2" metode [122]. U ovoj metodi, ekspresija gena u eksperimentalnim
grupama prikazana je kao stepen promene u odnosu na kontrolnu grupu, kojoj je dodeljena vrednost
1. Eksperimenti sa ¢elijskim linijjama izvedeni su najmanje tri puta, sa po dva tehnicka replikata.
Analize placentnog tkiva obuhvatile su osamnaest uzoraka terminske placente, ukljucujuéi osam iz
zdravih trudnoca i deset iz trudnoca sa preeklampsijom.

Tabela 4. Sekvenca prajmera za qPCR

Naziv gena Gen Sekvenca Prajmera
Integrin alfa 1 (al) ITGAL F: 5-GGTTCCTACTTTGGCAGTATT-3’

R: 5"-AACCTTGTCTGATTGAGAGCA-3'

Integrin beta 1 (B1) | ITGB1 F: 5'-GTGGTTGCTGGAATTGTTCTTATT-3’
R: 5'-TTTTCCCTCATACTTCGGATTGAC-3’

Matriksna MMP?2 F: 5'-TGCGACCACAGCCAACTACG-3'

metaloproteinaza-2
R: 5-ACAGACGGAAGTTCTTGGTGTAGG-3’

Matriksna MMP9 F: 5"-TGACAGCGACAAGAAGTG-3'

metaloproteinaza-9
R: 5-CAGTGAAGCGGTACATAGG-3’

Gliceraldehid-3- GAPDH | F: 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’

fosfat dehidrogenaza
R: 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

Galektin-8 LGALS8 | F: 5-CTTAGGCTGCCATTCGCT-3'
R: 5"-AAGCTTTTGGCATTTGCA-3’

Beta-aktin ACTB F: 5'-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-3'
R: 5'-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3’

3.10 Izolacija Celijskih frakcija

Celijsko frakcionisanje HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 ¢elijskih linija, koje su prethodno
kultivisane 24 h u odgovaraju¢em kompletnom medijumu (3 x 10° éelija/bunar u 300 pl medijuma
u ploci sa 24 bunara), sprovedena je koriS¢enjem komercijalnog kompleta za ¢elijsko frakcionisanje
proteina iz kultivisanih ¢elija (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc.), prema uputstvima
proizvodaca. Koncentracija proteina u dobijenim frakcijama — citosolnoj (C), membranskoj (M),
nukleaunoj solubilnoj (Ns) i nukleusnoj hromatinskoj (Nh) — odredena je primenom BCA (eng.
bicinchoninic acid) setaza odredivanje koncentracije proteina (Thermo Scientific, Thermo Fisher
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Scientific Inc.) prema uputstvima proizvodaca. Za elektroforezu (SDS-PAGE — eng. Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) koris¢ene su jednake koli¢ine proteina iz
svake frakcije.

3.11 Western blot analiza

Proteini su razdvojeni elektroforetski na poliakrilamidnom gelu u denaturiSu¢im i
redukuju¢im uslovima primenom SDS-PAGE tehnike, a zatim su preneti na nitroceluloznu
membranu (Western blot) radi semikvantitativne analize ekspresije proteina. Ova metoda je
primenjena na celijske lizate (HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3), njihove ¢elijske frakcije, kao i na
uzorke placentnog tkiva. Za sve Celijske linije, nakon zavrSetka inkubacije ili tretmana bunari su
isprani u PBS i dodat je pufer za uzorke — 1x Lemli pufer (0,0625 M Tris-HCI pufer, 2% (w/v)
SDS, 10% (v/v) glicerol, 0,1% (v/v) bromfenol plavo i 5% 2-merkaptoetanol (v/v)) sa dodatim
inhibitorom proteaza. Proteini u uzorcima su redukovani i denaturisani na 95°C tokom 5 minuta i
centrifugirani na 17000 x g tokom 5 minuta na 4°C, kako bi se uklonio nerastvoran materijal, a
uzorak supernatanta je zamrznut za Western blot analizu.

Za analizu ekspresije proteina galektina-8 u lizatima ¢elija HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3, kao
1 u njihovim ¢elijskim frakcijama u uslovima standardne kultivacije bez primene tretmana, ¢elijske
linije HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 su inkubirane 24 h u odgovaraju¢em kompletnom medijumu (3 X
10° ¢elija/bunar u 300 pl medijuma u plo¢i sa 24 bunara). Nakon tretmana uzoraka sa 1x Lemli
puferom (opisano ranije), proteini su razdvojeni na 10% poliakrilamidnim gelovima i preneti na
nitroceluloznu membranu. Nespecifi¢no vezivanje je blokirano inkubacijom membrana u 1% BSA
u PBS-u 40 min, a potom je izvrSena inkubacija sa anti-galektin-8 primarnim antitelom, preko noci
na 4 °C, uz kontinuirano mesanje kako za uzorke ¢elijskih frakcija, tako i za lizate ¢elija (Tabela 1).
Anti-B-aktin antitelo kori$¢eno je kao kontrola koli¢ine nanetog uzorka (Tabela 1). Nakon ispiranja
tri puta sa PBS-Tween 0,05% i dva puta sa PBS, koris¢eno je odgovarajuce sekundarno antitelo
konjugovano sa enzimom peroksidazom rena (eng. Horseradish Peroxidase - HRP) (Tabela 2).
Detekcija proteina izvrSena je pomocu Pierce ECL Western Blotting supstrata (pojacana
hemiluminiscencija eng. Enhanced Chemiluminescence; Pierce Biotechnology, SAD), a dobijeni
signali su skenirani i kvantifikovani softverom ImageMaster TotalLab v2.01 (Amersham
Biosciences, Inc., SAD). Eksperiment je izveden tri puta, sa po dva tehnicka replikata u svakom
ponavljanju.

Western blot je koriS¢en za polukvantitativno proucavanje ekspresije proteina galektina-8 1
integrina al 1 Bl na celijama HTR-8/SVneo sa utiSanim LGALS8 genom. Tretman utiSavanja
LGALS8 gena primenom siRNA sproveden je nakon zasejavanja ¢elija u gustini od 1 x 10° ¢elija po
bunaru, u zapremini od 300 pl kompletnog medijuma, u plo¢i sa 24 bunara na 37 °C. Nakon
tretmana uzoraka sa 1x Lemli puferom (opisano ranije), Western blot analiza je sprovedena
koriS¢enjem poliakrilamidnih gelova razli¢ite koncentracije: 10% gel za razdvajanje galektina-8 i
7,5% gel za razdvajanje integrina. Nakon elektroforeze, uzorci su preneti na nitroceluloznu
membranu, zatim blokirani pomoc¢u 1% BSA u PBS ili 1% BSA u 0,05% PBS-Tween, nakon ¢ega
je usledila inkubacija sa primarnim antitelima na integrin a1, integrin B1 ili galektin-8 preko no¢i na
4 °C (Tabela 1). Nakon ispiranja tri puta sa 0,05% PBS-Tween i dva puta sa PBS, koris¢eno je
odgovarajuce sekundarno antitelo (Tabela 2) konjugovano sa HRP, i inkubirano 1 h uz muckanje.
Koraci ispiranja su ponovljeni i primenjen je Thermo Scientific Pierce™ ECL supstrat za
peroksidazu (Thermo Fisher Scientific Inc.) prema uputstvima proizvodaca. Pre detekcije GAPDH,
izvrSen je postupak blagog skidanja antitela kako je opisano od strane Abcam (UK) [123] i
ponovljen je opisani postupak imunodetekcije. Za vizuelizaciju specificnog vezivanja korisc¢en je
ChemiDoc MP Imager (Bio-RadSAD), a intenzitet proteinskih traka je meren denzitometrijskom
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analizom pomoc¢u programa ImagelJ (1.54p). Eksperiment je sproveden tri puta, sa po dva tehnicka
replikata u svakom ponavljanju.

Radi analize ekspresije galektina-8 u tkivu terminske placente nakon zdrave trudnoce i
trudno¢e komplikovane preeklampsijom, proteini su izolovani iz organske frakcije koja sadrzi
proteine, nakon izolacije RNK pomoéu TRIzol™ reagensa. Nakon prethodne izolacije RNK, koja je
koris¢ena za qPCR, preostali DNK je uklonjen, a proteini su zatim izolovani u skladu sa prethodno
opisanom metodom od strane Stevanovi¢ i saradnika [124]. Ukratko, aceton je koriséen za
precipitaciju proteina, nakon ¢ega su usledila tri ispiranja apsolutnim etanolom, suSenje, a zatim
resuspendovanje u 1% SDS (w/v) na 50 °C, 70°C i kona¢no 90°C do 10 min. Zbog nemogucnosti
potpune resuspenzije proteina, preostali talog je kratko centrifugiran, nakon ¢ega je supernatant
izdvojen 1 koris¢en za dalju analizu. Koncentracije proteina su odredena primenom BCA setaza
odredivanje koncentracije proteina prema uputstvima proizvodaCa. Na svaki uzorak je dodata
odgovarajuca koli¢ina 2x koncentrovanog pufera za uzorke — 2x Lemli pufer (0,125 M Tris-HCI
pufer, koji sadrzi 4% SDS (w/v), 20% glicerola (v/v), 0,2% bromfenol plavog i 10% 2-
merkaptoetanola (v/v) u jednakoj zapremini sa uzorkom, zatim zagrejani na 96 °C tokom 5 minuta i
centrifugirani na 17,000 g, 5 minuta na 4 °C. Dobijeni proteini u uzorcima su redukovani i
denaturisani, a uzorci supernatanta su zamrznuti za naknadnu Western blot analizu. Za razdvajanje
putem SDS-PAGE kori¢en je 10% gel 1 jednaka koli¢ina proteina po uzorku, 20ug. Nakon
elektroforeze, uzorci su preneti na nitroceluloznu membranu 1 blokirani pomoc¢u 1% BSA u 0,05%
PBS-Tween na 60 min. Usledila je inkubacija sa primarnim antitelima na galektin-8 preko no¢i na
4°C (Tabela 1). Nakon ispiranja sa 0,05% PBS-Tween i PBS, membrane su inkubirane sa
odgovaraju¢im sekundarnim antitelima obelezenim HRP u 1% BSA u 0,05% PBS-Tween (Tabela
2) na 60 min. Koraci ispiranja su ponovljeni i upotrebljen je Thermo Scientific Pierce™ ECL
supstrat za peroksidazu (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD) prema uputstvu proizvodaca. Za
potrebe kontrole koli¢ine nanetog uzorka, membrane su podvrgnute proceduri uklanjanja vezanih
primarnih antitela [120], i potom inkubirane sa primarnim anti-GAPDH antitelom (Tabela 1) i dalje
tretirane na prethodno opisan nacin. Za vizuelizaciju specificnog vezivanja, koris¢en je ChemiDoc
MP Imager, a intenzitet proteinskih traka je meren denzitometrijski i primenom ImageJ (1.54p).
Analize su sprovedene na ukupno Sesnaest uzoraka terminske placente — devet iz zdravih trudnoca
1 sedam iz trudnoca sa dijagnostikovanom preeklampsijom.

3.12 SDS-PAGE Zelatinska zimografija

Uticaj rh galektina-8 i utiSavanja LGALS8 gena na nivo MMP-2 i -9 ispitivan je SDS-PAGE
zelatinskom zimografijom. Zelatinoliti¢cka aktivnost MMP-2 i MMP-9 odredivana je
semikvantitativno u kondicioniranim medijumima HTR-8/SVneo ¢elija tretiranih rh galektinom-8 i
nakon utiSavanja LGALS8 gena. Za potrebe ispitivanja uticaja rh galektina-8 na HTR-8/SVneo
éelije, Gelije su prvo zasejane u gustini od 3 x 10° éelija/bunar u 300 pl kompletnog medijuma u
ploci sa 24 bunara 24 h. Nakon toga, HTR-8/SVneo ¢elije su inkubirane 24 h na 37 °C u 300 pl
medijumu za tretman koji sadrzi razlic¢ite koncentracije rh galektina-8 (50, 100 i 200 ng/ml),
ukljucujuci kontrolnu grupu (K) bez dodatog rh galektina-8. Za potrebe procene uticaja utiSavanja
LGALS8 gena na nivo MMP, ¢éelije su zasejane u koli¢ini od 1 x 10° ¢elija po bunaru (u
kompletnom RPMI medijumu) u plo¢i sa 24 bunara tokom 24 h. Nakon toga, ¢elijski medijum je
uklonjen, dodat je tretman po opisanom protokolu utiSavanja LGALS8 i celije su inkubirane
dodatnih 48 h. Bunari su dva puta isprani PBS-om i dodat je RPMI 1640 medijum bez seruma i
inkubiran 24 h. Kondicionirani medijumi su centrifugirani i u njima je odredena koncentracija
proteina primenom BCA seta za odredivanje koncentracije proteina prema uputstvima proizvodaca.

Za razdvajanje proteina korisc¢en je 7,5% akrilamidni gel koji je sadrzao 0,8 mg/ml Zelatina,
u neredukuju¢im uslovima. Proteinski uzorci su nanoseni u jednakim koli¢inama za sve tretirane
grupe. Uzorci kondicioniranih medijuma su sa 5% koncentrovanim puferom za uzorke (100 mM
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Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol; 0.1% bromfenol plavo) u razmeri 4:1 i inkubirani 30
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga, proteini su razdvojeni elektroforezom na 10% SDS-
poliakrilamidnom gelu. Da bi se uklonio SDS, gelovi su ispirani tri puta po 10 minuta u rastvoru
koji je sadrzao 2,5% Triton X-100. Sledec¢i korak obuhvatao je renaturaciju proteina u puferu (50
mM Tris-HCI, pH 7.5) oboga¢enom sa 5 mM CaCl, i 200 mM NaCl, pri ¢emu je inkubacija
sprovedena na 37 °C tokom no¢i. Tokom ovog perioda dolazi do degradacije Zelatina usled
proteoliti¢ke aktivnosti MMP-2 i MMP-9. Gelovi su zatim bojeni 0,4% Coomassie Brilliant Blue —
CBB (Merck KGaA, Nemacka) rastvorom u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
bojenja, gelovi su odbojavani rastvorom Koji je sadrzao 30% metanola i 10% glacijalne siréetne
kiseline, a zatim fotografisani koris¢enjem ChemiDoc MP Imager. Aktivnost zelatinaza se uocava
kao obezbojena traka u plavo obojenom gelu, na mestu lokalizacije MMP u gelu. Nivo proteazne
aktivnosti je odreden denzitometrijskom analizom zimograma kori§¢enjem programa ImageMaster
TotalLab v2.01. Eksperiment je uraden tri puta, sa po dva tehnicka replikata u svakom ponavljanju.

3.13 ELISA

Kvantifikacija proteina TIMP-1 i TIMP-2 (tkivnih inhibitora metaloproteinaza) u
HTR-8/SVneo ¢elijama sa utiSanim LGALS8 genom sprovedena je primenom ELISA metode.
Postupak tretiranja HTR-8/SVneo ¢elija sproveden je prema ranije navedenoj proceduri za potrebe
zimografije. Supernatanti ¢elijske kulture bez seruma su sakupljeni nakon tretmana i ¢uvani na -
20°C do analize. Procena nivoa TIMP-1 i TIMP-2 je procenjena koriS¢enjem odgovarajucih
kompleta za humani enzimski imunotest prema uputstvima proizvodaca (Human TIMP1 ELISA set,
ab187394, i Human TIMP2 ELISA set, ab270213, oba od Abcam, UK). Ukratko, 50 ul svakog
standarda 1 uzorka je dodato u odgovaraju¢e bunare, a zatim je dodato 50 pl smeSe antitela za
detekciju 1 vezujucih antitela i1 inkubirano je na sobnoj temperaturi 1 h uz blago muckanje (400
o/min). Nakon ispiranja, u sve bunare je dodato 100 ul 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB). Nakon
10 minuta u mraku na sobnoj temperaturi uz blago muckanje (400 o/min), u svaki bunar je dodato
100 pl rastvora za prekidanje reakcije. Opticka gustina je merena na 450 nm koris¢enjem citaca
(Wallac 1420 multilabel broja¢ Victor 3V). Eksperiment je uraden tri puta, sa po dva tehnicka
replikata u svakom ponavljanju.

3.14 Analiza faza Celijskog ciklusa

Analiza faza celijskog ciklusa u HTR-8/SVneo Ccelijama tretiranim rh galektinom-8
sprovedena je primenom proto¢ne citometrije. HTR-8/SVneo celije su zasejane (2 X 10°
¢elija/bunar) u ploce sa 24 bunara i kultivisane u 300 pl kompletnog medijuma u trajanju od 24 h.
Nakon ispiranja u PBS, dodat je osnovni RPMI medijum bez seruma (300 pl), a potom su dodatnih
24 h ¢elije kultivisane u RPMI medijumu sa 0,1% BSA bez ili sa rh galektinom-8 (50, 100 i 200
ng/ml). Nakon tretmana, HTR-8/SVneo ¢elije su odvojene od plo¢a pomocu rastvora sa 0,05%
tripsina 1 0,02% EDTA, isprane dva puta u PBS, a zatim resuspendovane u 200 pl PBS. Uz
konstantno mesanje, polako je dodato 3 ml ledeno hladnog 70% etanola. Celije su fiksirane 1 h na 4
°C 1 nakon toga dva puta isprane u PBS. Konac¢no, dodato je 500 pl rastvora propidijum jodida i
distribucija ¢elija kroz faze celijskog ciklusa je analizirana pomocu BD® LSR II proto¢nog
citometra (Becton Dickinson, SAD). Eksperiment je uraden tri puta, sa po dva tehnicka replikata u
svakom ponavljanju.
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3.15 Celijski ELISA (cELISA) test

Celijski ELISA test je kori§¢en za ispitivanje uticaja rh galektina-8 na ekspresiju integrina
al i pl u HTR-8/SVneo éelijama. HTR-8/SVneo éelije su zasejane (2 x 10 ¢elija/bunar) u plode sa
96 bunara i kultivisane u 100 pl kompletnog medijuma tokom 24 h. Nakon koraka ispiranja u PBS,
HTR-8/SVneo ¢elije su inkubirane 24 h u medijumu bez rh galektina-8 (kontrola) ili sa razliCitim
koncentracijama rh galektina-8 (100 i 200 ng/ml) u 100 pl 0,1% BSA u RPMI 1640 medijumu.
Celije su dva puta isprane u PBS i fiksirane sa sveZe pripremljenim, hladnim rastvorom acetona i
metanola tokom 10 minuta. Nakon susenja na vazduhu, plo¢e su ¢uvane na 4 °C sa desikantom sve
do izvodenja postupka detekcije integrina koriS¢enjem specifi¢nih antitela. U svaki bunar je dodato
200 pul PBS radi rehidracije ¢elija, nakon Cega je rastvor uklonjen. Potom je u svaki bunar dodato
100 ul vodonik-peroksida (0,3% H,O, u PBS), a ¢elije su inkubirane 30 minuta u mraku radi
blokade aktivnosti endogenih peroksidaza. Nakon ispiranja sa PBS, ¢elije su tretirane sa 100 ul 1%
BSA u PBS tokom 30 minuta radi blokade nespecificnog vezivanja, a zatim je rastvor uklonjen.
Primarna anti-integrin a1 i anti-integrin f1 antitela (Tabela 1) dodata su u svaki bunar (50 ul/bunar)
i inkubirana preko no¢i na 4 °C u vlaznoj komori. Nakon petostrukog ispiranja u PBS, u svaki bunar
su dodata odgovaraju¢a sekundarna antitela (Tabela 2) obelezena HRP i inkubirana 1 h. Po
zavrSetku inkubacije, bunari su ponovo isprani pet puta u PBS, nakon ¢ega su dodati supstrat i
hromogen. Reakcija je zaustavljena dodatkom rastvora za prekidanje reakcije, a opticka gustina je
merena na talasnoj duzini od 450 nm (Epoch). Eksperiment je uraden tri puta, sa po dva tehnicka
replikata u svakom ponavljanju.

3.16 Komet test

Komet test je koriS¢en kao metoda za analizu genotoksi¢nih efekata rh galektina-8 na HTR-
8/SVneo celije. Prvo, HTR-8/SVneo éelije su zasejane (2 x 10* éelija/bunar) u ploge sa 96 bunara i
kultivisane u 100 pl kompletnom medijumu 24 h. Nakon koraka ispiranja u PBS, celije su
inkubirane 24 h u medijumu za tretman koji sadrzi razli¢ite koncentracije galektina-8 (50, 100 i 200
ng/ml) u 100 ul 0,1% BSA u RPMI medijumu bez seruma, ukljucuju¢i kontrolnu grupu (K) bez
tretmana. Kao pozitivna kontrola koris¢en je H2O,, pri ¢emu su Celije inkubirane sa 30 uM H,O; u
RPMI medijumu bez seruma tokom 30 minuta na 37 °C. Nakon tretmana, HTR-8/SVneo ¢elije su
odvojene od plo¢a primenom rastvora 0,05% tripsina 1 0,02% EDTA i resuspendovane u 100 pl
kompletnog RPMI 1640 medijuma. Komet test je sproveden prema protokolu opisanom od strane
Brui¢ i saradnika [125], sa manjim prilagodavanjima. Ukratko, 80 ul suspenzije HTR-8/SVneo
¢elija pomesSano je sa 120 ul agaroze sa niskom tackom topljenja (Sigma-Aldrich) i naneto na
mikroskopske staklene ploc¢ice prethodno oblozene 1% agarozom sa standardnom tackom topljenja
(Sigma-Aldrich, Sent Luis. Preparati su prekriveni pokrovnim staklom i ostavljeni na 4 °C 10
minuta radi o¢vr§¢avanja. Nakon uklanjanja pokrovnog stakla, plo¢ice su uronjene u hladni rastvor
za liziranje (2,5M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 i 10% dimetilsulfoksid,
pH 10) i inkubirane na 4 °C preko no¢i. Nakon inkubacije u rastvoru za liziranje, plo€ice su prenete
u hladni elektroforetski rastvor (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) i inkubirane 30 minuta radi
denaturacije DNK. Elektroforeza je zatim sprovedena na 25V i 300 mA tokom 30 minuta. Po
zavrsetku elektroforeze, plo€ice su tri puta isprane sa PBS 1 obojene etidijum bromidom (20 pg/ml).
Mikroskopska analiza rezultata komet testa je izvrSena 15 minuta nakon bojenja, na fluorescentnom
mikroskopu 1X 73 (Olympus Optical Co., GmbH, Hamburg) pri uve¢anju od 100x. Procena
oste¢enja DNK sprovedena je prema metodi Andersona i saradnika [126]. Vizuelna analiza
osSte¢enja DNK u HTR-8/SVneo ¢elijama zasnivala se na kvantifikaciji migracije DNK iz jedra, pri
¢emu je formirani ,,rep*, predstavljao indikator stepena ostecenja. IzvrSena je vizuelna klasifikacija
kometa u pet kategorija, u skladu sa nivoom o$te¢enja DNK: (a) bez oSte¢enja, <5%; (b) nizak nivo
oStecenja, 5—20%; (c) srednji nivo oStecenja, 20—40%; (d) visok nivo ostecenja, 40-95%; (e) totalno
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oStecenje, >95%. Analiza je sprovedena na 100 ¢elija sa svakog od 2 tehnicka replikata. OStecenje
DNK je oznaceno kao migracija DNK preko 5% po jedru (zbir klasa kometa b + ¢ + d + e) i
vrednosti su prikazane kao ukupan procenat ¢elija sa oste¢enjem DNK. Eksperiment je uraden tri
puta, sa po dva tehnicka replikata u svakom ponavljanju.

3.17 Imunocitohemija

Imunocitohemijskom analizom ispitivana je ekspresija i1 lokalizacija galektina-8 u
HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 c¢elijama. Sve celijske linije su prvo kultivisane na pokrovnim
staklima u petri oljama pre¢nika 60 mm (6 x 10° ¢elija u 4 ml kompletnog odgovarajuéeg
medijuma) tokom 24 h na 37 °C. Nakon inkubacije, petri Solje su isprane u PBS, osusene i ¢elije su
fiksirane u ledenoj hladnoj smesi acetona i metanola (odnos 1:1) tokom 10 minuta, ponovo osusene
i Cuvane na -20 °C sa desikantom do bojenja. Prilikom imunocitohemijske analize na pokrovna
stakla je dodat PBS radi rehidracije Celija, nakon Cega je rastvor uklonjen. Zatim su Celije
inkubirane u 1% BSA rastvorenim u PBS tokom 30 minuta, kako bi se blokiralo nespecificno
vezivanje. Nakon inkubacije, ¢elije su inkubirane u rastvoru primarnog anti-galektin-8 antitela
(Tabela 1) preko no¢i na 4 °C u vlaznoj komori. Imunofluorescentno obeleZavanje je izvrSeno
primenom sekundarnog anti-kozjeg antitela konjugovanog sa fluoroforom AlexaFluor 488
(Molecular Probes, Thermo Scientific, SAD) 30 min na sobnoj temperaturi u mraku (Tabela 2).
Preparati su zatim montirani u VECTASHIELD medijumu sa dodatkom DAPI (Vector
Laboratories, SAD) boje radi kontrastnog obelezavanja jedara. Mikroskopska analiza izvrSena je
pomocu fluorescentnog mikroskopa Axio Imager, opremljenog AxioCam HR kamerom (Carl Zeiss,
Nemacka).

3.18 Imunohistohemija

Imunohistohemijskom analizom ispitivana je ekspresija proteina galektina-8 u terminskoj
placenti nakon zdrave trudnoce i trudno¢e komplikovane preeklampsijom. Tkiva terminske placente
uzeta neposredno nakon porodaja, fiksirana su u 4% formaldehidu (neutralni puferisani formalin),
nakon ¢ega su dehidratisana kroz seriju rastu¢ih koncentracija etanola (70%, 95% i 100%), a potom
sme$ama etanola i ksilola u odnosu 70:30 i potom 30:70, zaklju¢no sa 100% ksilolom. Nakon toga,
uzorci su ukalupljeni u parafin i seeni na debljinu od 4 um pomocu mikrotoma. Za potrebe
imunohistohemijske analize, parafinski preseci su deparafinizovani ksilolom, zatim rehidrirani kroz
apsolutni etanol i 70% etanol koji je sadrzao 0,3% H,O, radi blokade aktivnosti endogene
peroksidaze. Preparati su zatim isprani u 70% etanolu, destilovanoj vodi i PBS i inkubirani u 1%
BSA u PBS tokom 30 minuta, radi blokiranja nespecifi¢cnog vezivanja. Primarna antitela — anti-
galektin-8 poreklom iz kuni¢a (Assay Genie) i anti-citokeratin-7 poreklom iz misa (DAKO,
Glostrup, Danska) — razblazena su u 1% BSA u PBS i naneta na tkiva, uz inkubaciju preko no¢i na
4 °C u vlaznoj komori (Tabela 1). Nakon ispiranja u PBS, naneta su sekundarna antitela specifi¢na
na kuni¢eve i1 mi§je IgG (Vector Laboratories, Njuark, Kalifornija, SAD), konjugovana sa avidin-
biotin kompleksom (Tabela 2), uz inkubaciju od 30 minuta. Nakon ponovnog ispiranja u PBS,
nanet je avidin-biotin kompleks (Vector Laboratories, SAD) u trajanju 30 minuta. Nakon ispiranja u
PBS i destilovanoj vodi, bojenje je izvrSeno primenom DAB (3, 3'-diaminobenzidin; Vector
Laboratories) hromogena i DAB supstrata prema uputstvu proizvodaca, sve dok se nije razvila
specificna bojena reakcija, nakon ¢ega su preparati isprani vodom. Nakon postepene dehidratacije u
apsolutnom etanolu i ksilolu, preparati su zatim montirani u VECTASHIELD medijumu za trajno
montiranje. Mikroskopska analiza sprovedena je pomoc¢u mikroskopa IX 73 (Olympus Optical Co.,
GmbH). Kontrolni uzorci su inkubirani bez prisustva primarnih antitela, $to je rezultovalo
odsustvom bojene reakcije.
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3.19 Statisti¢ka analiza

Analiza podataka je uradena kori§¢enjem GraphPad Prism Demo v.5 programa, (GraphPad
Software, Inc., SAD). Za statisticku analizu je koris¢ena jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) koja je u slucaju statisticke znacajnosti pracena Takijevim post hok testom (a = 0,05) ili
t-test. Vrednosti su smatrane statisticki razlicitim kada je p < 0,05.
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4.1 Uticaj rh galetina-8 na ¢elije trofoblasta

U ovom istrazivanju ispitivan je znacaj galektina-8 na funkcionalna svojstva EVT
koris¢enjem HTR-8/SVneo celija. Za potrebe ispitivanja uticaja egzogenog galektina-8, HTR-
8/SVneo ¢elije su tretirane rh galektinom-8 u razlicitim koncentracijama, nakon Cega je ispitivan
njegov uticaj na ¢elijsko prezivljavanje i funkcionalna svojstva ovih ¢elija.

4.1.1 Uticaj rh galektina-8 na ¢elijsku vijabilnost i raspodelu ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa

Uticaj rh galektina-8 na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija je ispitivan primenom MTT testa.
Dobijeni rezultati ukazuju da rh galektin-8, u koncentracijama od 10, 50, 100 i 200 ng/ml u trajanju
od 24 h nije imao znacajan efekat na Celijsku vijabilnost u poredenju sa netretiranom kontrolom, K
(Slika 9A). Srednje vrednosti ¢elijske vijabilnosti u odnosu na K = SEM su: 100% + 1.6 za K;
98,1% + 1,4 za 10 ng/ml; 99,7% + 0,7 za 50 ng/ml; 100,4% + 1,0 za 100 ng/ml; 100,5% + 1,0 za
200 ng/ml). Dalje je ispitivan uticaj rh galektina-8 na raspodelu ¢elija po fazama celijskog ciklusa
(Slika 9B). Uoceno je da tretman rh galektinom-8 u koncentracijama od 50, 100 i 200 ng/ml ne
dovodi do znacajnih promena u zastupljenosti ¢elija sub-G1, GO/G1 1 S fazi ¢elijskog ciklusa u
poredenju sa netretiranom kontrolom. Medutim, u G2/M fazi zabelezeno je statisticki znacajno
smanjenje broja Celija za sve testirane koncentracije. Procenat c¢elija u G2/M fazi se sa 15,8% u
kontrolnoj grupi smanjio na 13,0% (p < 0,05), 12,4% (p < 0,01) i 12,0% (p < 0,01) nakon tretmana
sa 50, 100 odnosno 200 ng/ml. Srednje vrednosti + SEM za K, 50, 100 i 200 ng/ml su redom: za
sub-G1 fazu 2.6% £ 0.3, 3.5% + 0.2, 3,0% + 0.4, 2.9% * 0.2; za GO/G1 fazu: 69.6% = 0.7, 71.4% +
0.7, 70.5% + 0.8, 71.2% = 0.5; za S fazu: 12.3% + 0.7, 12.3% £ 0.8, 13.3% £ 1, 12.9% + 0.7; za
G2/M fazu: 15.8% + 0.8, 13,0% + 0.2, 12.4% + 0.7, 12,0% + 0.5.
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Slika 9. Efekat egzogenog rh glektina-8 na vijabilnost i éelijski ciklus HTR-8/SVneo ¢elija. (A) Uticaj rh
galektina-8 na vijabilnost HTR-8/SVneo ¢elija. Rezultati su izrazeni kao procenat u odnosu na netretiranu
kontrolnu grupu (K) i prikazani su kao srednja vrednost + SEM. Eksperiment je ponovljen Cetiri puta, sa po
Sest tehnickih replikata. (B) Uticaj rh galektina-8 na raspodelu ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa (sub-G1,
GO0/G1, S i G2/M) analiziran je metodom protoéne citometrije. Rezultati su prikazani kao procenat ¢elija u
pojedina¢noj fazi ciklusa + SEM. Eksperimenti su ponovljeni tri puta, sa po tri tehnicka replikata. K —

netretirana kontrola grupa. Statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na K oznacene su slede¢im oznakama: *p <
0,05; **p < 0,01.
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4.1.2 Procena genotoksi¢nog efekta rh galektina-8 na HTR-8/SVneo ¢elije

Potencijalni genotoksi¢ni efekti tretmana rh galektinom-8 u koncentracijama od 50, 100 i
200 ng/ml u trajanju od 24 h, ispitivani su pomoc¢u alkalnog komet testa. Dobijeni rezultati (Slika
10B) ukazuju na odsustvo genotoksi¢nih efekata, budu¢i da nije zabelezena statisticki znacCajna
promena u procentu ¢elija sa oSteCenjem DNK u poredenju sa netretiranom kontrolnom grupom.
Tretman celija vodonik-peroksidom (KP) je koris¢en kao pozitivna kontrola zbog svoje dokazano
genotoksicne aktivnosti putem oksidativnog oSte¢enja DNK. Srednje vrednosti + SEM za K, KP,
50, 100 i 200 ng/ml redno su: 1.6% £ 0.5; 55% + 3.6 (p < 0,0001); 2% £ 0.5; 2.3% + 1.3; 1.2% *
0.5. Vizuelna klasifikacija kometa, koja odrazava stepen oSte¢enja DNK, prikazana je na slici 10A.
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Slika 10. Genotoksi¢ni efekat rh galektina-8 u HTR-8/SVneo ¢elijama analiziran komet testom. (A).
Reprezentativne mikrografije na nivou fluorescentne mikroskopije koje prikazuju klase formirane na osnovu
stepena ostec¢enja DNK: a — bez oStecenja, b — nisko, ¢ — srednje, d — visoko i e — potpuno oste¢enje DNK.
(B) Efekat egzogeno primenjenog rh galektina-8 na ostec¢enje DNK u HTR-8/SVneo ¢elijama. Rezultati su
prikazani kao procenat celija sa detektovanim oSte¢enjem DNK, izraZzeni kao srednja vrednost + SEM. K —
netretirana kontrolna grupa, KP — pozitivna kontrolna grupa tretirana sa H,O,. Eksperimenti su ponovljeni tri
puta, sa po dva tehnicka replikata. Statisticki zna¢ajne razlike oznacene su sa **** p < 0,0001.

4.1.3 Efekat rh galektina-8 na adheziju HTR-8/SVneo celija

Za potrebe ispitivanja Celijske adhezivnosti, HTR-8/SVneo ¢elije u suspenziji su pretretirane
rh galektinom-8 u koncentracijama od 10, 50, 100 i 200 ng/ml, nakon ¢ega su zasejane na tri vrste
podloge — plastiku, Matrigel ili kolagen tipa I i ostavljene da adheriraju u trajanju od 2h. Tretman rh
galektinom-8 u navedenim koncentracijama nije doveo do statisticki znacajnih promena u adheziji
¢elija HTR-8/SVneo za plastiku u poredenju sa netretiranom kontrolom (Slika 11A). Srednje
vrednosti adhezije na plastiku £ SEM za K, 10, 10L, 50, 50L, 100 ,100L, 200 200L ng/ml redom su:
100,0% =+ 2,3; 87,1% + 4,6; 106% + 5,4; 102,3% + 4,9; 111,5% = 8,6; 106,2% =+ 3,8; 110,6% =* 4,8;
112,2% * 4.1; 114.6% = 6.4. Sa druge strane, rh galektin-8 pokazao je stimulativan efekat na
adheziju HTR-8/SVneo ¢elija za Matrigel (Slika 11B). Najveée povecanje adhezije zabeleZeno je
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pri koncentraciji od 50 ng/ml, gde je doslo do poveéanja ¢elijske adhezija na 120,6% u odnosu na
netretiranu kontrolnu grupu, K (p < 0,05). Kotretman laktozom, inhibitorom lektinskih interakcija,
neutralisao je stimulativni efekat galektina-8 na adheziju c¢elija za ovaj tip podloge. Srednje
vrednosti adhezije na Matrigel £ SEM za K, 10, 10L, 50, 50L, 100 ,100L, 200 200L ng/ml redom
su: 100,0% + 2,1; 104,0% + 3,5; 120,6% + 3,5; 115,7% £ 5.6; 111,9% + 6.7; 103,7% + 4.0; 103,7%
+ 4; 108,0% % 3.0; 117,5% + 3.4. Slican obrazac zapazen je u slucaju adhezije HTR-8/SVneo celija
za kolagen tipa | (Slika 11C), gde je rh galektin-8 doveo do povecanja celijske adhezije na 122,8%
pri koncentraciji od 100 ng/ml i 124,2% pri koncentraciji od 200 ng/ml (p < 0,01 i <0,01 redom).
Prisustvo laktoze eliminisalo je stimulativni efekat galektina-8, $to dodatno ukazuje na to da je
pokazano povecanje adhezije pri posredovano lektinskim interakcijama. Srednje vrednosti adhezije
na kolagen tipa | + SEM za K, 10, 10L, 50, 50L, 100 ,100L, 200 200L ng/ml redom su: 100% =+ 2.6;
102.9% + 3.6; 102.2% + 3; 106.7% £ 4.7; 106.1% * 2.5; 122.8% + 2.5; 107.2% + 3.5; 124.2% + 9;
119.5% + 1.5.

37



—
=3
=

n
S
PO T W T T ST W W |

Adhezija - plastika
(% u odnosu na K)

=

T T 1
R S &
AR\

Galek tin-8 (ng/ml) +/- Lak toza (0.1M)

—

=3

=3
1

Adhezija - matrigel
(% u odnosu na K)
73
<

S \} \J N
¢ N P S N
L \ '» ]
1] 1

Galektin-8 (ng/ml) +/- Laktoza (0.1M)

*k

—
>
>

h
S
YR T TN N T T T A |

Adhezija - kolagen
(% u odnosu na K)

<

1
Galektin-8 (ng/ml) +/- Lak toza (0.1M)

Slika 11. Efekat rh galektina-8 na adheziju HTR-8/SVneo ¢elija za plastiku (A), Matrigel (B), i kolagen
tipa | (C). Rezultati su izrazeni kao procenat u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu (K) i prikazani su kao
srednja vrednost + SEM. Laktoza (L) u koncentraciji od 0,1 M koriS¢ena je kao kompetitivni inhibitor
lektinskih interakcija. Eksperimenti su ponovljeni tri puta, sa po tri tehnicka replikata. Statisti¢ki znacajne
razlike oznacene su slede¢im oznakama: *p < 0,05; **p <0,01.

4.1.4 Uticaj rh galektina-8 na migraciju i invaziju HTR-8/SVneo ¢elije

Za potrebe ispitivanja hipoteze da galektin-8 moze delovati kao parakrini regulator invazije
trofoblasta, sproveden je in vitro eksperiment u kojem su HTR-8/SVneo celije tretirane rh
galektinom-8. Analiza ¢elijske migracije pokazala je da tretman rh galektinom-8 znacajno stimulise
¢elijsku migraciju, pri ¢emu je najizrazeniji efekat zabelezen pri koncentraciji od 200 ng/ml —
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povecéanje na 204,8% vrednosti u poredenju sa netretiranom kontrolom (p < 0,05), sto je prikazano
na slici 12A. Primena laktoze je poniStila stimulativni efekat rh galektina-8, $to ukazuje na
specificnost interakcije izmedu galektina-8 i njegovih liganada. Srednje vrednosti testa migracije £
SEM za K, 50, 50L, 100 ,100L, 200 200L ng/ml redom su: 100,0% + 4,4; 155,2% + 12,7; 147,6% +
22,0; 136,9% + 9,8; 125,6% =+ 38.8; 204,8% =+ 13,3; 143,4% + 18,0.

Na osnovu ovih rezultata, tretman rh galektinom-8 pri koncentraciji od 200 ng/ml koris¢en
je za procenu njegovog uticaja na invazivni kapacitet trofoblastnih ¢elija. Tretman je doveo do
znacajnog povecanja invazije celija HTR-8/SVneo na 156,7% u poredenju sa netretiranom
kontrolom (p < 0,01), $to je prikazano na Slici 12B. Srednje vrednosti testa invazije + SEM za K i
200 ng/ml redom su: 100,0% + 3,2 i 156,7% + 13,8.
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Slika 12. Efekat rh galektina-8 sa i bez prisustva laktoze na migraciju i invaziju trofoblastnih éelija.
(A) Efekat rh galektina-8, u prisustvu ili odsustvu 0,1 M laktoze (L), ha migraciju HTR-8/SVneo ¢elija. (B)
Efekat egzogeno dodatog rh galektina-8 na invaziju HTR-8/SVneo c¢elija. Rezultati su izrazeni kao procenat
u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu (K) i prikazani su kao srednja vrednost + SEM. Kontrolna grupa (K)

predstavlja netretirane Celije. Eksperimenti su sprovedeni tri puta u duplikatu. Statisticka znacajnost
oznacena je kao *p < 0,05; **p < 0,01.
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4.1.5 Analiza efekta rh galektina-8 na ekspresiju integrinskih subjedinica a1 i p1 u HTR-
8/SVneo celijama

Uticaj rh galektina-8 na ckspresiju integrinskih subjedinica al i 1 u HTR-8/SVneo
¢elijama, ispitivan je na nivou iRNK 1 proteina. Integrin alB1 predstavlja receptor za laminin i
kolagen, te ima klju¢nu ulogu u procesu invazije trofoblasta kroz ECM [127].

Ekspresija gena za integrinske subjedinice al i Bl analizirana je JPCR metodom nakon
tretmana Celija rh galektinom-8 u koncentracijama od 100 i 200 ng/ml u trajanju od 24 h. Dobijeni
rezultati nisu pokazali znaCajne promene u nivou iRNK u poredenju sa netretiranom kontrolom, K
(Slika 13A i 13B). Srednje vrednosti stepena promene u odnosu na K za integrin al = SEM za K,
100 i 200 ng/ml redom su: 1,00 + 0,03; 0,96 + 0,12; 0,92 £ 0,15; dok su za integrin f1 + SEM za K,
100 i 200 ng/ml redom: 1,00 £+ 0,07; 1,14 + 0,03; 1,07 + 0,04.

Dodatno, rh galektin-8 nije imao znacajan uticaj na ekspresiju subjedinica integrina al i 1
na proteinskom nivou, $to je utvrdeno primenom ELISA testa na ¢elijama (Slika 13C i 13D).
Srednje vrednosti ekspresije proteina al u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu (K) £ SEM za K,
100 i 200 ng/ml redom su: 100,0% + 2,1; 95,0% =+ 5,0; 100,4% + 2,6, dok su za $1: 100,0% =+ 2,3;
94,2% = 1,4; 97,9% = 3,5.
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Slika 13. Efekat rh galektina-8 na ekspresiju integrinskih subjedinica a1 i B1. Ekspresija integrinskih
subjedinica (A) al i (B) Bl na nivou iRNK analizirana je u ¢elijama HTR-8/SVneo nakon tretmana rh
galektinom-8. Rezultati su prikazani kao relativni nivoi ekspresije iRNK u odnosu na netretiranu kontrolnu
grupu, K, dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta sprovedena u duplikatu, i predstavljeni kao srednja vrednost
+ SEM. Dodatno, efekat rh galektina-8 na ekspresiju proteina integrinskih subjedinica al i Bl u ¢elijama
HTR-8/SVneo ispitivan je primenom c¢elijskog ELISA (cELISA) testa (C i D). Rezultati su izrazeni kao
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procenat u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu (K) i prikazani su kao srednja vrednost + SEM.
Eksperimenti su sprovedeni Cetiri puta, sa najmanje Cetiri tehnicka replikata.

4.1.6 Uticaj rh galektina-8 na gensku ekspresiju i nivo MMP-2 i MMP-9

Kako bi se dalje ispitao potencijalni mehanizam kojim galektin-8 stimuliSe trofoblastnu
¢elijsku invaziju, analiziran je efekat rh galektina-8 na ekspresiju MMP-2 i MMP-9 na nivou iRNK
I na proteinskom nivou.

Kao §to je prikazano na Slici 14A, tretman HTR-8/SVneo c¢elija rh galektinom-8 u
koncentraciji od 50 ng/ml doveo je do statisticki znac¢ajnog povecanja ekspresije IRNK za MMP-2,
sa porastom od 1.408 puta u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu, K (p < 0,05). Nasuprot tome,
ekspresija IRNK za MMP-9 nije pokazala znacajne promene pri tretmanu testiranim
koncentracijama galektina-8 (Slika 14B). Srednje vrednosti stepena promene u odnosu na K za
MMP2 ekspresiju + SEM za K, 50, 100 i 200 ng/ml redno su: 1,00 + 0,04; 1,41 + 0,10; 1,12 + 0,05;
1,03 £ 0,15; dok su za MMP9: 1,00 £ 0,03; 0,93 + 0,03 0,84 £ 0,07; 0,91 + 0,10.

Nivo proteoliticke aktivnosti MMP-2 i MMP-9 u kondicioniranim medijumima HTR-
8/SVneo celija, kljuénih enzima ukljuéenih u degradaciju ECM i regulaciju invazivnosti
trofoblastnih ¢elija, analizirani su pomocu zelatinske SDS-PAGE zimografije. Na nivou proteina,
tretman rh galektinom-8 je doveo do povecanja nivoa MMP-2, pri ¢emu su koncentracije od 50
ng/ml i 100 ng/ml dovele do porasta na 141,2% i 141,6% vrednosti u odnosu na netretiranu
kontrolnu grupu (K), redom (p < 0,05 za obe vrednosti; Slika 14C i 14E). Takode, pri tretmanu
istim koncentracijama rh galektinom-8, zabeleZeno je znacajno povecanje aktivnosti MMP-9, sa
vrednostima od 186,8% (p < 0,05) i 198,5% (p < 0,01) u odnosu na kontrolnu grupu (K). (Slika
14D i 14E). Srednje vrednosti nivoa degradovanih proteina od strane MMP-2 + SEM za K, 50, 100
i 200 ng/ml redom su: 100% =+ 0,0; 141,2 + 15,5; 141,6 + 10,8, 121,5 + 6,8; dok je za MMP-9:
100,0 £ 0,0; 186,8 £ 33,5; 198,5 + 12,4; 155,9 + 24,1.
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Slika 14. Efekat rh galektina-8 na gensku ekspresiju i proteoliticku aktivnost MMP-2 i MMP-9.
Relativna ekspresija iRNK za MMP-2 (A) i MMP-9 (B) analizirana je u HTR-8/SVneo ¢elijama qPCR
tehnikom nakon tretmana rh galektinom-8. Eksperimenti su sprovedeni tri puta u duplikatu, i predstavljeni
kao srednja vrednost 2°4“'+ SEM. Dodatno, efekat rh galektina-8 na nivo proteoliticke aktivnosti MMP-2 (C)
i MMP-9 (D) ispitivan je u kondicioniranim medijumima HTR-8/SVneo ¢elija Zelatinskom zimografijom.
Reprezentativni zimogram je prikazan na panelu E. Rezultati su izraZeni kao procenat u odnosu na
netretiranu kontrolnu grupu (K) i prikazani su kao srednja vrednost + SEM. Eksperimenti su sprovedeni

najmanje tri puta, sa najmanje dva tehni¢ka replikata po eksperimentu. Statisticki znac¢ajni rezultati oznaceni
su kao *p < 0,05 i **p < 0,01.
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4.2 Ispitivanje efekata utiSavanja ekspresije LGALS8 gena na HTR-8/SVneo ¢elijsku liniju

Kako bi se ispitao doprinos endogenog trofoblastnog galektina-8 funkcionalnim svojstvima
trofoblastnih ¢elija, primenjen je pristup utiSavanja ekspresije njegovog LGALS8 gena u celijskoj
liniji HTR-8/SVneo, pomocu specifi¢nih siRNA. Cilj je bio da se ispita kako smanjena ekspresija
ovog lektina uti¢e na klju¢na funkcionalna svojstva ovih ¢elija, ukljucuju¢i adheziju, migraciju,
invaziju i ekspresiju integrina i MMP.

4.2.1 Efikasnost utiSavanja ekspresije LGALS8 gena na HTR-8/SVneo ¢elijisku liniju

Pre ispitivanja uticaja utiSsavanja LGALS8 gena na funkcionalna svojstva trofoblasta, bilo je
neophodno potvrditi efikasnost utiSavanja ekspresije LGALS8 gena pomocu specificne siRNA u
HTR-8/SVneo ¢elijama. Kao §to je prikazano na slici 15, nakon sprovedene RT-PCR procedure
zasnovane na reverznoj transkripciji, izvrSene su PCR analize na agaroznom gelu (Slika 15A),
gPCR (Slika 15B) i Western blot analiza (Slika 15C). Utvrdeno je da transfekcija ovih celija
specificnim siRNA (siGal-8), znacajno smanjuje relativnu ekspresiju galektina-8 na iIRNK i
proteinskom nivou 72 sata nakon transfekcije, u poredenju sa kontrolnim grupama tretiranim samo
lipofektaminom (L) ili negativnom kontrolnom siRNA (S). Rezultati gPCR analize su pokazali da je
ekspresija LGALS8 znacajno smanjena nakon tretmana (relativna ekspresija u odnosu na kontrolnu
grupu L: 0.29, p < 0,0001, Slika 15B). Srednje vrednosti relativne ekspresije za iIRNK LGALS8
ekspresiju £ SEM za L, S, i siGal-8 redom su: 1,00 + 0,03; 1,01 + 0,06; 0,29 + 0,03. Smanjenje
ekspresije galektina-8 na nivou IRNK (Slika 15A) potvrdeno je i nizim nivoom ekspresije proteina
(Slika 15C).

N o
LGALS8 GAPDH 7
[ (=]
= =| 33 %
= =| =< B C <
o 0| 8= &)
Ls ZlLs BISE LS%E
3
skskeskok
~
RS A 100 »
e = 13- koo gg: . 1
-~ . _— ;
| M — -
-/ Z 1.0 ' 1
- & 48 %
= 0.8 ey | ]
S |
— $ 0.6
- v
“ = 0.4
« .
S 0.2_ | 17 »
B " ans
=00 T T a0 —_—
é’ L S siGal-8
GAPDH | NS

Slika 15. Analiza efikasnosti utiSavanja LGALS8 gena. (A) PCR, (B) qPCR, (C) Western Blot.
Rezultati gPCR analize (B) su prikazani kao 2**“'+ SEM. Eksperimenti su sprovedeni najmanje tri
puta sa po dva tehnicka replikata po eksperimentu. L — negativna kontrolna grupa (Lipofectamine
RNAIMAX), S — kontrola tretirana negativnom kontrolnom siRNA, siGal-8 — HTR-8/SVneo celije
tretirane specificnom SIRNA za LGALS8. Crvena strelica oznacava galektin-8 na océekivanom
mestu na Western blot membrani. Statisticki znacajni rezultati oznaceni su kao **** p < 0,0001.
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4.2.2 Procena vijabilnosti HTR-8/SVneo celija nakon utiSavanja ekspresije LGALSS8
koriS¢enjem MTT testa

Analiza vijabilnosti HTR-8/SVneo c¢elija sa utiSanom ekspresijom LGALSS, ispitana
pomoc¢u MTT testa, nije pokazala statisticki znacajne razlike u poredenju sa obe kontrolne grupe
¢elija (Slika 16). Srednje vrednosti ¢elijske vijabilnosti + SEM za L, S i siGal-8 redom su: 100% =+
0,9; 105,2% + 1,6; 97,3% + 1,5.
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Slika 16. Efekat utiSavanja LGALS8 na vijabilnost HTR-8/SVneo celija. Rezultati su izraZeni kao
procenat u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu (L) i prikazani su kao srednja vrednost + SEM.
Eksperimenti su ponovljeni tri puta, sa po najmanje Cetiri tehnicka replikata. L — negativna kontrolna grupa
(Lipofectamine RNAIMAX), S — kontrola tretirana negativnom kontrolnom siRNA, siGal-8 — HTR-8/SVneo
¢elije tretirane specificnom siRNA za LGALSS.

4.2.3 Efekat utiSavanja ekspresije LGALS8 na sposobnost adhezije HTR-8/SVneo ¢éelijsku
liniju

Nakon utiSavanja ekspresije LGALSS, ispitana je adhezija HTR-8/SVneo ¢elija na plastiku,
Matrigel i kolagen tipa | (Slika 17). Znacajno smanjenje adhezije zabeleZeno je na plasti¢noj
povrsini u poredenju sa kontrolom grupom L (89,03%, p < 0,05). Slican efekat primecen je i u
slu¢aju adhezije na kolagen, gde je adhezija iznosila 93,3% u odnosu na obe kontrolne grupe koje
su imale medusobno istu vrednost (p < 0,001 u odnosu na L i S kontrolne grupe). Nasuprot tome,
nije uoCena znacajna promena u adheziji u poredenju sa kontrolnim grupama za Matrigel. Srednje
vrednosti adhezije na plastiku + SEM za L, S i siGal-8 redom su: 100% = 2,3; 94,0% + 3,4; 89,0%
+ 3,1; za kolagen: 100% + 0,8, 99,4% + 1,3; 93,3% = 0,9; za Matrigel: 100,0 £ 2,4; 98,7 + 1,9; 97,8
+2,0.
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Slika 17. Efekat utiSavanja ekspresije LGALS8 na adheziju ¢elija na razli¢itim povrSinama: plastika
(A), Matrigel (B) i kolagen tipa I (C). Rezultati su izrazeni u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu (L) i
prikazani kao srednja vrednost + SEM. Eksperimenti su sprovedeni najmanje dva puta, sa po Sest tehnickih
replikata. L — negativna kontrolna grupa (Lipofectamine RNAIMAX), S — kontrola tretirana negativhom
kontrolnom siRNA, siGal-8 — HTR-8/SVneo Celije tretirane specificnom siRNA za LGALSS. Statisticki
znacajni rezultati oznaceni su kao *** p <0,001; * p <0,05.

4.2.4 Analiza migracionog i invazivnog potencijala na HTR-8/SVneo éelijsku liniju nakon
utiSavanja ekspresije LGALSS8

Uticaj utiSavanja ekspresije LGALS8 dalje je ispitan na migratorna i invazivna svojstva
HTR-8/SVneo celija. Migracija celija bila je znacajno smanjena na 46,89% u poredenju sa L
kontrolnom grupom (100%, L vs siGal-8, p < 0,001), kao i u poredenju sa S kontrolnom grupom
(98,29%, S vs siGal-8, p < 0,001) sto je prikazano na slici 18A. Invazivnost ¢elija tretiranih siGal-8
bila je znacajno smanjena na 59,82% u odnosu na kontrolnu grupu L (100%, L vs siGal-8, p <
0,001), kao i u odnosu na kontrolnu grupu S (83,72%, S vs siGal-8, p < 0,05), §to je prikazano na
slici 18B. Srednje vrednosti testa migracije + SEM za L, S i siGal-8 redom su: 100,0% * 4,2; 98,3 +
4,5, 46,9 £ 10,7; dok su za test invazije: 100,0% = 3,0; 83,7% =* 6,6; 59,8% * 6,5.
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Slika 18. Efekat utiSavanja ekspresije LGALS8 na migraciju (A) i invaziju HTR-8/SVneo ¢elija (B).
Rezultati su izrazeni kao procenti u odnosu ha netretiranu kontrolnu grupu (L) i prikazani kao srednja
vrednost + SEM. Eksperimenti su sprovedeni najmanje tri puta sa dva tehnicka replikata po eksperimentu. L
— negativna kontrolna grupa (Lipofectamine RNAIMAX), S — kontrola tretirana negativnom kontrolnom
SiIRNA, siGal-8 — HTR-8/SVneo c¢elije tretirane specificnom siRNA za LGALS8. Statisticki znacajni rezultati
oznaceni su kao *** p < 0,001; * p <0,05.

4.2.5 Efekat utiSavanja LGALSS8 na proteoliticku aktivnost matriksnih metaloproteinaza i na
ekspresiju tkivnih inhibitora metaloproteinaza u HTR-8/SVneo éelijsku liniju

U cilju razjasnjavanja mehanizma kojim trofoblastni galektin-8 reguliSe invazivni potencijal
trofoblastnih celija, analiziran je efekat utiSavanja ekspresije LGALS8 na nivo MMP-2 i MMP-9
proteina u kondicioniranim medijumima. Na nivou proteina, céelije sa utiSanom ekspresijom
LGALSS pokazale su trend smanjenja nivoa MMP-2 (79,66%) u poredenju sa kontrolnom grupom
L, ali razlika nije bila statisticki znacajna (Slika 19A). Za MMP-9, nivo proteina je bio statisti¢ki
znacajno smanjen na 71,60% u odnosu na kontrolnu grupu L (p < 0,05), dok je u kontrolnoj grupi S
iznosio 87,35% (Slika 19B). Srednje vrednosti rezultata odredivanja nivoa MMP-2 + SEM za L, S'i
siGal-8 redom su: 100,0% + 2,9; 101,6 + 9,4; 79,7% + 5,0; dok su za MMP-9: 100,0% + 3,1; 87,4 +
7,5;71,6 +6,1.

Pored analize aktivnosti MMP enzima, ispitivani su i nivoi njihovih endogenih inhibitora,
TIMP-1 1 TIMP-2, kako bi se procenio potencijalni regulatorni efekat utiSavanja LGALS8 gena na
ravnotezu izmedu proteoliticke aktivnosti i inhibicije ekspresije MMP. Prosecna koncentracija
TIMP-1 u HTR-8/SVneo ¢elijama sa utiSanom ekspresijom LGALSS8 iznosila je 14,78 pg/ug
proteina, u poredenju sa 18,32 pg/ug u kontrolnoj grupi L 1 16,47 pg/ug u kontrolnoj grupi S, pri
¢emu razlike nisu bile statisticki znacajne (Slika 19C). Nasuprot tome, kod TIMP-2 zabelezeno je
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znacajno smanjenje koncentracije u ¢elijama sa utiSanim LGALS8 (23,77 pg/ug proteina) u odnosu
na kontrolnu grupu L (33,82 pg/ug proteina; p < 0,05), dok je u S kontrolnoj grupi iznosila 31,97
po/ug proteina (Slika 19D). Srednje vrednosti TIMP-1 £ SEM za L, S i siGal-8 redom su: 18,3
pg/ug £ 1,2; 16,5 pg/ug + 1,7, 14,8 pg/ug + 2,6; dok su za TIMP-2: 33,8 pg/ ug + 3,0; 32,0 pg/ug £
0,4; 23,8 pg/ug £ 2,5.
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Slika 19. Efekat utiSavanja ekspresije LGALS8 na nivo proteina MMP-2 i -9 i TIMP-1 i -2. Efekat
utiSavanja ekspresije LGALS8 na nivo proteina MMP-2 (A) i MMP-9 (B). Rezultati su izraZeni kao procenat
u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu (L) i prikazani su kao srednja vrednost + SEM. Efekat utisavanja
ekspresije LGALS8 na nivo proteina TIMP-1 (C) i TIMP-2 (D) prikazanih u pg/ug proteina. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SEM. (E) Reprezentativni zimogram proteolitiCke aktivnosti MMP-2 i
MMP-9. Eksperimenti su sprovedeni najmanje tri puta sa po dva tehni¢ka ponavljanja po eksperimentu. L —
negativna kontrolna grupa (Lipofectamine RNAIMAX), S — kontrola tretirana negativnom kontrolnom
SIRNA, siGal-8 — HTR-8/SVneo c¢elije tretirane specificnom siRNA za LGALS8. Statisticki znacajni rezultati
oznaceni su * p < 0,05.
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4.2.6 Efekat utiSavanja LGALSS na ekspresiju integrina al i 1 u HTR-8/SVneo éelijsku liniju

Efekat utiS8avanja LGALS8 gena putem siRNK analiziran je kako bi se utvrdio njegov uticaj
na ekspresiju integrina a1 i B1 na proteinskom nivou. U ¢elijama sa utiSanom ekspresijom LGALS8
doslo je do smanjenja ekspresije integrina al na 71,18% u poredenju sa L, p < 0,05 (Slika 20A). Za
integrin B1, ekspresija proteina iznosila je 107,3% u odnosu na L, bez statisticki znacajne razlike
(Slika 20B). Srednje vrednosti ekspresije integrina al £ SEM za L, S i siGal-8 redno su: 100,0% +
4,2;92,3+7,1; 71,2 £ 6,8; dok su za integrin 1: 100,0% + 5,6; 124,2 +£5,7; 107,3 + 8,2.
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Slika 20. Efekat utiSavanja LGALS8 gena putem siRNK na ekspresiju integrina al i f1 u HTR-
8/SVneo ¢elijama. (A) i (B) prikazuju ekspresiju proteina integrinskih subjedinica al i B1 u ¢elijama HTR-
8/SVneo, ispitivan primenom Western blot analize. Rezultati su izraZzeni kao procenat u odnosu na
netretiranu kontrolnu grupu (L) i prikazani su kao srednja vrednost + SEM na osnovu denzitometrijske
analize. Ispod grafikona su prikazane reprezentativne slike membrane. L — negativna Kkontrolna grupa
(Lipofectamine RNAIMAX), S — kontrola tretirana negativnhom kontrolnom siRNA, siGal-8 — HTR-8/SVneo
¢elije tretirane specificnom siRNA za LGALS8. Statisticki znacajni rezultati oznaceni su * p < 0,05.

4.3 Odredivanje ekspresije galektina-8 u normalnim i maligno transformisanim
(horiokarcinomskim) trofoblastnim éelijama

U ovom istrazivanju, u svrhu uloge galektina-8 u razvoju trofoblastnih tumora 1 Sirenju
metastaza, analizirali smo profile ovog lektina u normalnim ekstravilusnim trofoblastnim ¢elijama 1
¢elijskim linijama horiokarcinoma, pri istim eksperimentalnim uslovima radi direktnog poredenja.
Ekspresija galektina-8 na nivou iRNK i proteina analizirana je u trofoblastnim ¢elijskim linijama —

normalnim ekstravilusnim HTR-8/SVneo ¢elijama i horiokarcinomskim JAR i JEG-3 ¢elijama
humanog porekla.
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4.3.1 Ekspresija LGALS8 gena u normalnim ekstravilusnim trofoblastnim ¢elijama i ¢elijama
horiokarcinoma

U okviru primenjenih eksperimentalnih uslova, sve ispitivane trofoblastne ¢elije dosledno su
eksprimirale gen LGALS8 (Slika 21). Medutim, trofoblastne celijske linije pokazale su razlike u
relativnoj ekspresiji galektina-8. PCR analizom identifikovani su transkripti duzine 957 bp i 1083
bp u svim analiziranim ¢elijskim linijama. Na osnovu predikcije PCR produkata putem Primer-
BLAST alata, transkripti od 957 bp odgovaraju varijantama 2 i 3, dok transkripti od 1083 bp
odgovaraju varijantama 1 i 4 gena LGALSS8. Ipak, primenjenom metodologijom nije bilo moguce sa
sigurno$¢u utvrditi da li je za svaku duzinu prisutan jedan ili oba transkripta. Zanimljivo je da su u
HTR-8/SVneo ¢elijama transkripti od 957 bp bili izraZeniji, dok su u horiokarcinomskim ¢elijskim
linijama JAR 1 JEG-3 dominirali transkripti od 1083 bp (Slika 21A).

Rezultati dobijeni gPCR analizom potvrdili su da HTR-8/SVneo ¢elije sadrze visi nivo
LGALS8 u poredenju sa horiokarcinomskim celijskim linijama. Relativna ekspresija iRNK za
galektin-8 bila je znagajno visa u HTR-8/SVneo ¢elijama (vrednost za 2“' 0,12) u odnosu na JAR
(vrednost za 272! 0,05; p < 0.01) i JEG-3 ¢elije (vrednost za 2°°* 0,04; p < 0,01), $to je prikazano
na slici 21B. Srednje vrednosti za HTR-8/SVneo - 0,12 + 0,01; JAR - 0,05 + 0,01; JEG-3 - 0,04 +
0,01.
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%%
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0.00

HTR-8/SVneo JAR JEG-3

Slika 21. (A) Profil ekspresije LGALSS gena u ¢elijskim linijama HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3. Analiza
ekspresije je uradena RT-PCR i PCR metodom. (B) Relativni nivo ekspresije LGALS8 gena u éelijskim
linijama HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3. Analiza je uradena primenom qPCR metode. Podaci su prikazani
kao srednja vrednost + SEM na osnovu tri nezavisna eksperimenta uradena u duplikatu. Statisticka
znacajnost oznacena je kao **p < 0,01.
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4.3.2 Ekspresija galektina-8 na proteinskom nivou u HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 ¢elijskim
linijama

Ekspresija galektina-8 na nivou proteina ispitivana je pomoc¢u Western blot analize (Slika
22). U lizatima c¢elija HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 detektovane su dve proteinske trake koje
odgovaraju galektinu-8 sa molekulskim masama od priblizno 34 kDa (Gal-8S) i 40 kDa (Gal-8L)
(Slika 22A). U skladu sa rezultatima PCR analize, znafajno visi nivo izoforme od ~34 kDa
zabelezen je u HTR-8/SVneo ¢elijama (100,0% + 0,02), dok su u JAR i JEG-3 ¢elijama ti nivoi
iznosili 35,9% + 2,7 i 19,9% % 8,3 redno u odnosu na nivo u HTR-8/SVneo ¢elijama (HTR-
8/SVneo vs. JAR, p < 0,001; HTR-8/SVneo vs. JEG-3, p < 0,001; JAR vs. JEG-3, p < 0,01; Slika
22C). lzoforma Gal-8L bila je znacajno izrazenija u JAR ¢elijama (122,5% + 5.9, p < 0,05; Slika
22B) u poredenju sa HTR-8/SVneo (100,0% * 0,0002 i JEG-3 ¢elijama (85,0% + 11.4; p < 0,05;
Slika 22B). Medutim, ukupni nivoi galektina-8 proteina bili su znacajno nizi u JAR i JEG-3
¢elijama u poredenju sa HTR-8/SVneo ¢elijama (100,0% + 0,0; 71,0% + 3,6; p < 0,01 i 46,4% =+
6,0; p < 0,001 redom; Slika 22D) §to je u skladu sa rezultatima qPCR analize. U pojedinim
eksperimentima uocena je i dodatna proteinska traka od priblizno ~50 kDa u analiziranim ¢elijskim
lizatima (nije prikazano). Ukupno posmatrano, podaci ukazuju na nizu ekspresiju galektina-8 u
horiokarcinomskim ¢elijama JAR i JEG-3 u poredenju sa normalnim ekstravilusnim trofoblastnim
HTR-8/SVneo ¢elijama.
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Slika 22. Ekspresija galektina-8 proteina u HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 ¢elijama. Prikazana je
reprezentativna slika membrane nakon Western blot metode (A). Relativni nivo ekspresije galektina-8
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ukljucujuci njegove izoforme Gal-8 L (B) i Gal-8 S (C), kao i njihovu kombinaciju (D), prikazan je u
poredenju sa HTR-8/SVneo ¢elijama, na osnovu denzitometrijske analize. Ekspresija f-aktina je koris¢ena za
normalizaciju koli¢ine nanetog uzorka. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM na osnovu cetiri
uradena eksperimenta. StatistiCka znacajnost oznacena je kao: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

4.3.3 Imunolokalizacija galektina-8 u HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 éelijskim linijama

Imunocitohemijska analiza ekspresije galektina-8 u ispitivanim trofoblastnim ¢elijskim
linijama ukazala je na prisustvo varijabilnosti u obrascima imunopozitivnosti i njihovom intenzitetu
(Slika 23). Kod HTR-8/SVneo ¢elija se uocava granularna imunopozitivnost u citoplazmi i
nukleusu, kod JAR ¢elija uniformna imunopozitivnost u citoplazmi, dok se kod JEG-3 ¢elija pored
citoplazmatskog uocava i membransko bojenje.

JAR

HTR-8/SVneo JEG-3

- -
B -

Slika 23. Imunolokalizacija galektina-8 u éelijskim linijama HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3. Prikazane su

reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja koje pokazuju prisustvo galektina-8 (zeleni signal), kao i
kontrola nespecifi¢nog vezivanja (NSB). Jedra su obojena DAPI bojom. Merna skala 10 pum.

4.3.4 Subcelularna ekspresija galektina-8 u HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 ¢éelijskim linijama

Analizom ¢elijskih frakcija na prisustvo galektina-8, uoceno je prisustvo proteinske trake
molekulske mase ~34 kDa u membranskoj frakciji (M) svih ispitivanih ¢elijskih linija (Slika 24).
Pored dominantne proteinske trake, uocene su i dodatne trake u rasponu od ~40 kDa do ~100 kDa.
U solubilnoj nukleusnoj frakciji (Ns) svih linija detektovane su proteinske trake slabijeg intenziteta
u istom rasponu molekulskih masa. Takode, u citoplazmatskim frakcijama (C) JAR 1 JEG ¢elija
registrovane su slabo imunoreaktivne trake galektina-8 mase ~34 kDa, kao i one izmedu 40 kDa i
100 kDa (Slika 24). U hromatinskoj frakciji nukleusa (Nc) nije bilo uo¢ljive imunoreaktivnosti.
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Slika 24. Subcelularna ekspresija galektina-8 u HTR-8/SVneo, JAR i JEG-3 ¢elijama. Subcelularne
frakcije dobijene iz trofoblastnih ¢elijskih linija analizirane su Western blot metodom. Oznake koriS¢ene za
frakcije su: C — citoplazmatska, M — membranska, Ns — solubilna nukleusna, Nc — hromatinska nukleusna.
Oznacene su molekulske mase koris¢enih proteinskih standarda.

4.4 Ekspresija galektina-8 u tkiva placenti nakon normalne trudnoée i trudnoce
komplikovanih preeklampsijom

Radi ispitivanja potencijalne uloge galektina-8 u patofiziologiji preeklampsije analizirana je
njegova ekspresija na nivou gena i proteina, kao i imunolokalizacija u placentarnom tkivu nakon
normalne trudnoce 1 trudno¢e komplikovane preeklampsijom.

4.4.1 Ekspresija LGALS8 gena u tkiva placenti nakon normalne trudnoée i trudnoce
komplikovanih preeklampsijom

U sprovedenoj analizi ekspresije gena LGALS8 qPCR metodom nije utvrdena statisti¢ki
znacajna razlika u nivou ekspresije iIRNK za galektin-8 izmedu zdravih trudnocéa 1 trudnoca
komplikovanih preeklampsijom. Ipak, uocen je trend smanjenja srednjh vrednosti ekspresije: u
kontrolnoj grupi srednja vrednost 2" je iznosila 0,0495 (+ 0,018), dok je kod grupe sa
preeklampsijom ona bila niza i iznosila 0,0297 (£ SEM: 0,012). Medutim, zbog velikih varijacija
izmedu pojedinacnih uzoraka, nije dosegnut nivo statisticke znacajnosti (Slika 25).
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Slika 25. Ekspresija LGALSS8 gena u tkivu placenti nakon zdravih trudnoc¢a i trudnoéa komplikovanih
preeklampsijom. Rezultati su prikazani kao vrednost 22"+ SEM. K - kontrolna zdrava grupa (n = 8), PE -
grupa sa preeklampsijom (n = 10).

4.4.2 Nivo galektina-8 u tkivu placenti nakon normalne trudnoée i trudnoée sa
preeklampsijom

Analiza ekspresije galektina-8 na proteinskom nivou primenom Western blot metode nije
pokazala statisticki znaCajnu razliku izmedu zdravih trudno¢a 1 trudno¢a komplikovanih
preeklampsijom (Slika 26). Srednje vrednosti K i PE grupe redom su: 0,479 + 0,051 i 0,469 + 0,054
(arbitrarne jedinice denzitometrije).
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Slika 26. Ekspresija proteina galektina-8 u tkivu placenti nakon zdravih trudnoéa i trudnoéa
komplikovanih preeklampsijom. (A) Rezultati su prikazani kao relativni nivoi ekspresije galektina-8
(arbitrarne jedinice densitometrije) u odnosu na GAPDH + SEM, koji je sluzio kao kontrolni marker koli¢ine
nanetog uzorka. K - kontrolna zdrava grupa (n = 9), PE - grupa sa preeklampsijom (n = 7). (B)
Reprezentativna slika membrane nakon Western blot metode. Galektin-8 je detektovan kao proteinska traka
na oko 60 kDa.
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4.4.3 Imunolokalizacija galektina-8 u tkivu placenti nakon normalne trudnoce i trudnoce sa
preeklampsijom

Primenom imunohistohemijske metode za procenu lokalizacije galektina-8 u tkivu placenti,
ispitivan je obrazac i nivo imunopozitivnosti na galektin-8, kako bi se uocile potencijalne razlike
izmedu zdrave kontrolne grupe i grupe sa dijagnozom preeklampsije. Imunohistohemijska analiza
galektina-8 pokazala je varijabilne rezultate, pri ¢emu je u normalnim tkivima, kao i u onima
komplikovanim preeklampsijom, intenzitet imunoreakcije bio razli¢it. Pojedini uzorci iz grupe tkiva
placenti nakon trudno¢e komplikovane preeklampsijom, imali su slabo izrazenu ekspresiju
galektina-8, ali zbog velike varijabilnosti unutar svake od ispitivanih grupa, nije bilo moguée doci
do nedvosmislenog zakljucka o smanjenoj ekspresiji ovog proteina sa prisustvom preeklampsije
(Slika 27). Takode, znacajna varijabilnost je uocena i u obrascima imunopozitivnosti unutar svake
od ispitivanih grupa. Ekspresija galektina-8 se u vecini slu¢ajeva poklapala sa ekspresijom CK-7,
Sto ukazuje na to da celije trofoblasta u najve¢oj meri ispoljavaju ovaj lektin u tkivu placente.
Takode, povremeno se uocavala pozitivnost u ¢elijama decidue. Intenzitet bojenja je bio varijabilan
unutar ispitivanih grupa. Imajuci to u vidu, dalja istraZivanja sa znacajno veéim brojem uzoraka i
dodatnim metodama kvantifikacije su neophodna kako bi se utvrdile potencijalne razlike u
ekspresiji galektina-8 u tkivu placenti zdravih i patoloskih trudnoca, koje bi ukazale na ucesce
galektina-8 u patofiziologiji preeklampsije.

54



CK-7 Gal-8
; 4
> >
K
CK-7 Gal-8 CK-7
AN S 4 :‘ (”\ ; {:\(. o
- . ) \ o
o~ | A GX > AL \ a
§/ ) ) > \\ \ L
4 ) J) S > * | NO
- Q o d \ K )
A ;
A O Aot /\:] g
\ 4 o \> p o
M ‘ SRS 4/-\
0 g V \
¢ = _ i | —_
~—— ol . »
el ¥ < <
/
/ v
/ =2 iR =l
- " ,
\ £ Sy \ e P ok
/ e bl e < o
be | & _i,‘/’; y b ’. :‘ ) //
& 2 L e [0 P
A (:,
/ 3 74
il 8 —

Gal-8

Slika 27. Imunohistohemijska analiza lokalizacije i ekspresije galektina-8 u uzorcima tkiva placenti
nakon zdrave trudnoce (K) i trudnoée komplikovane preeklampsijom (PE). Citokeratin-7 (CK-7) je
koris¢en kao marker trofoblastnih celija. NSB — kontrola nespecificnog vezivanja (eng. Non-Specific
Binding). Strelice oznacavaju priblizno ista mesta u tkivu radi lakse orijentacije i poredenja. Merna skala —50

pm, originalno uvelicanje 200x%.
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DISKUSIJA



Invazija EVT ¢elija je kljucna za pravilno formiranje placente, jer omogucava njeno
pri¢vrséivanje za zid uterusa i adekvatan protok krvi ka fetusu kroz remodelovanje spiralnih arterija.
Ovaj proces reguliSu brojni faktori, ukljucujuci galektine, medu kojima su galektin-1 [107] i
galektin-3 [108] ve¢ prepoznati kao znacajni modulatori, dok je galektin-8 prisutan u vilusnim i
ekstravilusnim trofoblastima [91]. Njegova lokalizacija [91], uticaj na migraciju i invaziju u drugim
¢elijskim sistemima [75,78,83,128,129], kao i interakcije sa adhezionim molekulima [69], ukazuju
na mogucu ulogu u regulaciji funkcije trofoblasta, iako njegova uloga u EVT ¢elijama nije direktno
ispitivana. Zbog toga je u ovom radu analiziran uticaj galektina-8 na funkcionalna svojstva
trofoblasta, ukljucuju¢i MMP-2, MMP-9 1 integrine al i Bl, kao i njegova ekspresija u HTR-
8/SVneo celijama u poredenju sa JAR i JEG-3 linijama i u placentama komplikovanim
preeklampsijom, kako bi se ovi nalazi povezali sa dobijenim rezultatima.

Uprkos opseznoj pretrazi dostupne literature, nisu pronadeni podaci o nivou galektina-8 u
placenti. Medutim, postoje podaci o njegovim nivoima u cirkulaciji, odnosno u plazmi i serumu
zdravih ispitanika. Prema jednoj studiji, srednja koncentracija galektina-8 u plazmi iznosila je 0,25
ng/ml [130], dok je u drugoj studiji zabeleZena srednja koncentracija u serumu od 19,4 ng/ml [131].
S obzirom na to da su navedene vrednosti odredene u uzorcima seruma ili plazme, pretpostavlja se
da bi koncentracije galektina-8 u tkivima, naro€ito u mikrookruzenjima u kojima galektini deluju
putem autokrine ili parakrine signalizacije, mogle biti znatno vise. Ova pretpostavka podrzava
eksperimentalni pristup kori§¢enja koncentracija th galektina-8 u in vitro uslovima, korisé¢enih u
ovom radu, kako bi se simulirali lokalni efekti prisustva ovog proteina u fizioloSkom kontekstu.

Analiza funkcije galektina-8 u normalnim trofoblastnim ¢elijama obuhvatila je primenu dva
pristupa: dodavanje rh galektina-8 i njegovo ciljano utiSavanje u celijskoj liniji HTR-8/SVneo.
Egzogeno dodati rh galektin-8 oponasa parakrino dejstvo decidualnog galektina-8, dok je ciljanim
utiSavanjem njegove ekspresije ispitivana njegova autokrina uloga u trofoblastu. Ovim
eksperimentima ispitivana je njegova uloga u kljuénim procesima kao Sto su celijska adhezija,
migracija i invazija. Pored toga, analiziran je uticaj na ekspresiju molekularnih markera koji
karakteri$u invazivni fenotip trofoblasta, ukljucujuéi integrinske podjedinice al i f1, kao i MMP-2 i
MMP-9.

Analiza vijabilnosti ¢elija HTR-8/SVneo pomo¢u MTT testa pokazala je da tretman rh
galektinom-8 ne dovodi do promena u ¢elijskoj vijabilnosti. Pored toga, rezultati komet testa nisu
ukazali na prisustvo genotoksi¢nih efekata rh galektina-8, Sto je omogucilo da se rh galektin-8
koristi u navedenim koncentracijama u daljim ispitivanjima. Sa druge strane, ciljano utiSavanje
ekspresije galektina-8 takode nije dovelo do statisticki znacajnih promena u ¢elijskoj vijabilnosti,
Sto sugeriSe da galektin-8 nije neophodan za osnovno preZivljavanje ovih ¢elija u datim uslovima.
Ova procena je sprovedena kako bi se osiguralo da su uoceni efekti u daljim funkcionalnim
analizama, poput analize adhezije, migracije i invazije, nezavisni od potencijalnih promena u
¢elijskoj odrzivosti izazvanih manipulacijom ekspresije galektina-8. Dobijeni rezultati su u skladu
sa prethodnim istraZivanjima u kojima je ispitivana uloga drugih ¢lanova porodice galektina u
trofoblastnim ¢elijama. Na primer, utiSavanje galektina-3 nije uticalo na vijabilnost HTR-8/SVneo
¢elija [108], dok blokiranje galektina-1 funkcionalnim antitelom takode nije imalo znacajan efekat
na prezivljavanje HTR-8/SVneo ¢elija [107]. Sa druge strane, pokazano je da rh galektin-8
povecava proliferaciju U87 celija glioblastoma, dok je utiSavanje ekspresije ovog lektina imalo
suprotan efekat [78]. U jednoj studiji je utvrdeno da galektin-8 moze stimulisati proliferaciju
keratinocita, pri ¢emu je njegova pojacana ekspresija dovela do povecane celijske proliferacije i
razvoja epidermalne hiperplazije kod psorijaze [132]. Ove razlike u bioloskim efektima galektina-8
na razlicite ¢elijske tipove mogu ukazivati na specifi¢nost njegovih efekata zavisno od tipa ¢elija.

Analiza ¢elijskog ciklusa pokazala je tendenciju povecanja procenta ¢elija u GO/GI 1 S
fazama nakon tretmana rh galektinom-8, iako razlike izmedu tretiranih i kontrolnih grupa nisu bile
statisticki znacajne. Ovaj rezultat je u skladu sa prethodnim studijama koje su pokazale da galektin-
8 moze inhibirati proliferaciju u ¢elijskoj liniji nesitnocelijskog karcinoma plu¢a H1299, putem
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indukcije akumulacije ciklin-zavisnog inhibitora p21. Poznato je da akumulacija p21 moze biti
posredovana aktivacijom signalnih puteva koji ukljuc¢uju c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) i protein
kinazu B (PKB/Akt), ¢ija je fosforilacija znacajno povecana u celijama tretiranim galektinom-8
[133]. Inhibitor p21, zajedno sa srodnim inhibitorima p27 i p57, blokira progresiju ¢elijskog ciklusa
u kontrolnim tackama G1/S i G2/M formiranjem ternarnih kompleksa sa ciklin-zavisnim kinazama,
¢ime se inhibira njihova enzimatska aktivnost [134]. U skladu sa ovim rezultatima, u ovom
istrazivanju je zabelezeno blago, ali statisticki znaCajno smanjenje ucestalosti ¢elija u G2/M fazi
ciklusa za sve testirane koncentracije galektina-8, sto ukazuje na potencijalnu ulogu galektina-8 u
modulaciji ¢elijskog ciklusa trofoblastnih ¢elija. Ova promena ukazuje na to da galektin-8 inhibira
progresiju celijskog ciklusa u mitozu. To je u saglasnosti sa studijom u kojoj je na HaCaT
keratinocitima koji ne eksprimiraju galektin-8 pokazana smanjena proliferacija, kao posledica
usporenog prelaska iz mitoze u G1 fazu celijskog ciklusa [132]. Prethodne studije su pokazale da
drugi ¢lanovi familije galektina mogu imati vaznu ulogu u ¢elijskom odgovoru na ostecenje DNK i
kontroli progresije kroz ¢elijski ciklus. Na primer, u HeLa ¢elijama sa utiSanim genom za galektin-
3, LGALS3, izlozenim razli¢itim agensima za oStecenje DNK, zabelezen je odlozeni odgovor na
popravku ostecenja DNK [135]. Sli¢no tome, u ¢elijama glioma, utiSavanje galektina-1 i -3 dovelo
je do smanjene rezistencije na radioterapiju, uz povecano ostecenje DNK izazvano zracenjem [136].
U veéini studija koje se bave rakom dojke, pokazano je da galektin-3 ima zaStitnu ulogu u
prezivljavanju ¢elija, ukljucujué¢i mehanizme odgovora na ostecenje DNK, popravku genetickog
materijala i inhibiciju ¢elijske smrti nakon hemoterapije [137]. Na osnovu ovih rezultata, moze se
pretpostaviti da bi galektin-8, slicno drugim ¢lanovima galektinske porodice, mogao uéestvovati u
regulaciji ¢elijskog prezivljavanja i zastiti od genotoksicnih oStecenja. Ipak, ta uloga galektina-8 jo$
uvek nije potvrdena i zahteva dodatna istraZivanja.

Prethodne studije su pokazale da galektin-8 moze modulirati adhezivne osobine ¢elija, pri
¢emu njegov efekat zavisi od eksperimentalnih uslova, moze delovati stimulativno ili inhibitorno na
¢elijsku adheziju [80,81,138]. Kada je vezan za podlogu, galektin-8 podstic¢e adheziju celija preko
integrina [81]. Suprotno tome, u visku kao solubilni ligand, on sa integrinima formira kompleks koji
inhibira adheziju [81]. Takode, uloga solubilnog galektina-8 zavisi od prisustva njegovih liganada
na povrsini Celije i u njenom okruzenju [81]. U okviru ovog istrazivanja, ispitivan je uticaj rh
galektina-8 na adheziju HTR-8/SVneo celija na tri razliCite podloge: plastiku, kolagen tipa I i
Matrigel. Vazno je napomenuti da je prisustvo galektina-8 u Matrigelu ve¢ dokumentovano [108].
U rezultatima ove doktorske disertacije je pokazan stimulativni efekat galektina-8 na adheziju ¢elija
na Matrigelu pri koncentraciji od 50 ng/ml, kao i na povr§inama oblozenim kolagenom tipa 1 pri
koncentracijama galektina-8 od 100 ng/ml i 200 ng/ml. Dodatak laktoze delimi¢no je inhibirao ovaj
efekat, Sto ukazuje da se delovanje galektina-8 ostvaruje, barem delimi¢no, putem njegove lektinske
aktivnosti. Suprotno tome, na plastici nije primecen znacajan uticaj rh galektina-8 na adheziju
¢elija. U cilju dodatnog razjaSnjavanja uloge galektina-8 na cCelije trofoblasta sa aspekta adhezije,
sprovedeno je i njegovo ciljano utiSavanje u ¢elijskoj liniji HTR-8/SVneo. Rezultati su pokazali da
smanjena ekspresija galektina-8 dovodi do statisticki znacCajnog smanjenja adhezije celija za
plastiku i kolagen tipa 1. Ova konzistentna redukcija adhezije ukazuje na direktan uticaj galektina-8
na adhezivne osobine trofoblastnih c¢elija. Zanimljivo je da adhezija za Matrigel nije bila
promenjena ni nakon utiSavanja galektina-8, $to se potencijalno moZe objasniti prisustvom
endogenog galektina-8 u samom Matrigelu [108]. Matrigel je koris¢en kao model vanéelijskog
matriksa decidue bogat lamininom, fibronektinom i kolagenom tipa 1V. Ovi rezultati ukazuju da
efekat galektina-8 na adheziju trofoblasta zavisi od vrste podloge, te da specificne komponente
matriksa mogu ublaziti posledice utiSavanja ekspresije LGALS8 gena. Zavisnost uticaja galektina-8
na adheziju celija trofoblasta od vrste podloge odrazava slozenost ¢elijsko-matriksnih interakcija i
potencijalne kompenzatorne mehanizme. Ranija istrazivanja su pokazale dvostruku funkcionalnu
ulogu galektina-8: dok njegova imobilizovana forma podsti¢e vezivanje Celija, Sirenje i migraciju,
solubilnioblik moze delovati inhibitorno na adheziju [81]. Funkcionalni efekat zavisi od oblika,
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koncentracije i mikrookruzenja u kojem se galektin-8 nalazi. Sa druge strane, tretman rh
galektinom-3 ili njegovim specifi¢énim inhibitorom 147 nije uticao na adheziju HTR-8/SVneo ¢elija,
bez obzira na vrstu podloge [108]. Ovi podaci ukazuju na to da razli¢iti ¢lanovi porodice galektina
mogu imati razli¢it uticaj na adheziju trofoblasta. Takode, ukazuju i na specificnu ulogu galektina-8
u modulaciji ¢elijsko-matriksnih interakcija tokom rane trudnoce. U drugim tipovima ¢elija, poput
trabekularne mreZze oka, pokazano je da galektin-8 podsti¢e adheziju i Sirenje ¢elija [139]. Nasi
rezultati potvrduju da galektin-8 ima ovakav efekat i u trofoblastnim ¢elijama.

Rezultati ove doktorske teze su pokazali da rh galektin-8 deluje stimulativno na migraciju i
invaziju trofoblastnih ¢elija, Sto je u skladu sa polaznom hipotezom. Ovaj efekat je neutralisan
dodatkom laktoze $to ukazuje na to da galektin-8 ostvaruje svoj efekat interakcijama lektinskog
tipa. Poznato je da galektin-8 utice na migraciju i drugih tipova cCelija. Na primer, kod U87 éelija
glioblastoma egzogeno dodati galektin-8 povecao je hemotaksu [78], dok je rh galektin-8 stimulisao
migraciju endotelnih ¢éelija vene pupcanika in vitro, u prisustvu vaskularnog endotelnog faktora
rasta (VEGF) [140]. Nasuprot tome, u jednoj studiji, imunohistohemijska analiza otkrila je znac¢ajno
smanjenu ekspresiju galektina-8 u malignom tkivu kolona u poredenju sa normalnim i displasti¢énim
tkivom, pri ¢emu ovaj protein smanjuje migraciju celija karcinoma kolona [141]. Efekti sli¢ni
pokazanim u ovom radu, primeceni su i kod drugih ¢elijskih tipova. Tako je pokazano da galektin-1
i galektin-3, a u manjoj meri i galektin-8, stimuliSu migraciju ¢elija glioblastoma (T98G and U373
¢elijske linije) in vitro [128]. Uticaj galektina-8 na invaziju trofoblastnih ¢elija bi mogao biti
posredovan kako parakrinim, tako i autokrinim mehanizmima, s obzirom na to da i same
trofoblastne ¢elije otpustaju ovaj lektin u ekstracelularnu sredinu [142]. Sa druge strane, utiSavanje
gena za galektin-8 u naSoj studiji dovelo je do suprotnog efekta u odnosu na tretman
rekombinovanim proteinom, kada su u pitanju migracija i invazija ¢elija. Rezultati pokazuju da
smanjena ekspresija galektina-8 zna¢ajno naruSava migracione i invazivne sposobnosti HTR-
8/SVneo celjja, ¢ime se dodatno potvrduje njegova potencijalna uloga u placentaciji. Rezultati
studija na drugim galektinima takode potvrduju ovaj koncept. Na primer, utiSavanje galektina-3
znacajno je smanjilo migraciju 1 invaziju Celija, a ti efekti su ponisteni dodatkom rekombinovanog
humanog galektina-3 [108]. Sli¢éno tome, utiSavanje galektina-14 u primarnim trofoblasnim
¢elijama dovelo je do smanjene migracije 1 invazije, dok je njegova prekomerna ekspresija u HTR-
8/SVneo celijama povecala obe funkcije [106]. Ova paralelna zapazanja ukazuju da pojedini
galektini mogu imati specifi¢ne, ali komplementarne uloge u regulaciji invazije trofoblasta. Pored
toga, ovi rezultati, zajedno sa podacima iz literature na drugim tipovima celija, ukazuju da galektin-
8 moze imati sloZenu ulogu u regulaciji ¢elijske pokretljivosti zavisnu od tipa celija 1 tkiva.
Prethodna istraZivanja pokazala su da jo§ dva ¢lana porodice galektina, galektin-1 [107] i galektin-3
[108], takode ucestvuju u procesu invazije trofoblasta. Istovremeno smanjenje adhezije, migracije i
invazije nakon utiSavanja galektina-8 sugeriSe da ovaj protein ima znacajnu ulogu u koordinaciji
pokretljivosti trofoblastnih c¢elija. Njegovo odsustvo verovatno naruSava mrezu adhezivnih i
signalnih interakcija koje su neophodne za efikasnu migraciju ¢elija i remodeliranje tkiva. U
kombinaciji sa prethodno potvrdenim prisustvom galektina-8 u EVT celijama [91], ovi nalazi
ukazuju da ovaj lektin moze delovati kao vazan lokalni parakrini medijator u procesu invazije
trofoblasta.

Radi boljeg razumevanja mehanizama putem kojih galektin-8 utice na funkciju trofoblastnih
¢elija, analizirana je ekspresija molekularnih medijatora celijske invazije — integrina i MMP u
¢elijskoj liniji HTR-8/SVneo. Kod HTR-8/SVneo c¢elija sa utiSanom ekspresijom galektina-8
primeceno je blago smanjenje nivoa al integrina na proteinskom nivou, dok je nivo 1 subjedinice
ostao nepromenjen. Ova blaga redukcija al integrina moze predstavljati finu regulatornu adaptaciju,
koja potencijalno uti¢e na Celijsku adheziju ili signalne puteve, bez izazivanja Sire promene u
integrinskom profilu. Prethodna istrazivanja su pokazala da galektin-1 ima klju¢nu ulogu u
regulaciji interakcija izmedu trofoblasta i endotelnih celija, posredstvom modulacije integrina ol i
B1, koji su od sustinskog znacaja za razvoj placente [143]. Takode je utvrdeno da integrin 1
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predstavlja ligand galektina-1 u humanim trofoblastnim ¢elijama [144]. Pored toga, pokazano je da
galektin-8 ima sposobnost vezivanja integrina alpl, a3f1 i a5p1 u lizatima Jurkat T celija, dok je
adhezija galektina-8 za ove celije posredovana prvenstveno putem interakcije sa integrinom a5f31
[86].

MMP-2 i MMP-9 su klju¢ni enzimi u remodeliranju endometrijalnog tkiva, ukljucujuci
adaptaciju vaskulature uterusa tokom trudnoce, jer omogucavaju razgradnju komponenti ECM 1
doprinose invaziji citotrofoblasta [145]. U ovom istrazivanju, galektin-8 pri koncentraciji od 50
ng/ml stimulisao je ekspresiju iIRNK za MMP-2, dok nivo iRNK za MMP-9 nije bio znac¢ajno
promenjen. U kondicioniranom medijumu HTR-8/SVneo celija tretiranih galektinom-8 pri
koncentracijama od 50 i 100 ng/ml, zabelezeno je povecanje aktivnosti MMP-2 i MMP-9, §to
ukazuje na povecan nivo ovih proteaza. Povecan nivo ovih enzima ukazuje da galektin-8 moze
imati znacajnu ulogu prilikom invazije trofoblasta 1 placentaciji. Podaci iz literature koji povezuju
galektin-8 sa regulacijom MMP enzima su ograni¢eni. Medutim, pokazano je da galektin-8 moze
pozitivno uticati na obradu proMMP-9 koja je posredovana MMP-3 u neutrofilima ¢oveka [85].
Pored efekta rh galektina-8, u ovom istrazivanju analiziran je i uticaj utiSavanja gena LGALS8 na
ekspresiju i aktivnost MMP-2 i MMP-9 u HTR-8/SVneo ¢elijama. Zelatinoliticka aktivnost MMP-9
znacajno je smanjena pri utiSavanju LGALSS, dok je aktivnost MMP-2 pokazala blagu tendenciju
opadanja u ¢elijama sa utiSanim LGALS8 u poredenju sa kontrolnom grupom, iako ta razlika nije
bila statisticki znacajna. Radi razjasnjenja potencijalnih mehanizama regulacije MMP galektinom-8,
analizirane su koncentracije TIMP-1 i TIMP-2, endogenih inhibitora MMP-9 i MMP-2 u
kondicioniranim medijumima HTR-8/SVneo ¢elija sa utiSanim LGALS8. Aktivnost TIMP-1 ostala
je nepromenjena, $to ukazuje da u ¢elijama trofoblasta inhibicija verovatno nije posredovana MMP-
9. Sli¢no tome, iako je aktivnost TIMP-2 bila smanjena, to nije rezultiralo pove¢anjem aktivnosti
MMP-2, §to sugeriSe da su u regulaciju ukljuceni i drugi mehanizmi. Ovi rezltati ukazuju na to da
galektin-8 ucestvuje u regulaciji aktivnosti MMP u trofoblastu, verovatno putem indirektnih ili
kontekstualno zavisnih puteva, a ne direktnom modulacijom ekspresije TIMP proteina. Dalja
istrazivanja alternativnih regulatora MMP enzima ili signalnih kaskada koje su pod uticajem
galektina-8 mogla bi pruziti dublji uvid u njegovu funkcionalnu ulogu u biologiji trofoblasta.

Galektini ucestvuju u brojnim fizioloskim 1 patoloskim procesima. Tokom rane trudnoce,
oni imaju vaznu ulogu u implantaciji, razvoju placente, angiogenezi i imunoloskoj toleranciji, a
povezani su i sa nastankom i progresijom karcinoma [146-148]. U osnovi invazije kancerskih i
trofoblastnih ¢elija leze sliéni mehanizmi, poput EMT, procesa u kojem epitelne celije gube
stabilnost 1 medusobne veze, a stiCu osobine mezenhimalnih celija poput pokretljivosti 1
invazivnosti, i razgradnje ECM [30,149]. Klju¢na razlika je u tome $to je invazija trofoblasta strogo
vremenski i prostorno kontrolisan proces. Kako bi se ispitala potencijalna povezanost galektina-8 sa
malignom transformacijom trofoblasta, u ovom radu je ispitivana njegova ekspresija i lokalizacija u
normalnim trofoblastnim ¢elijama i Celijama horiokarcinoma (JAR i JEG-3). Galektin-8 je
prethodno dokumentovan u tkivu placente prvog trimestra trudnoe, i to u vilusnom i
ekstravilusnom trofoblastu [91]. U ovoj studiji je utvrdeno da su nivoi iRNK i proteina galektina-8
znatno visi u HTR-8/SVneo c¢elijama u poredenju sa JAR i JEG-3 ¢elijskim linijama. Uporedna
analiza galektina-8 otkrila je prisustvo vise transkripata gena LGALS8, kao i razli¢itih izoformi
galektina-8, sto ukazuje na to da je u ispitivanim celijskim linijjama doslo do alternativnog
splajsovanja (eng. splicing) RNK. Prisustvo dva transkripta (1077 i 951 bp) je zabeleZeno i u
razli¢itim kancerskim ¢elijskim linijama [150]. Primenom monoklonskog anti-galektin-8 antitela
detektovane su najmanje dve izoforme galektina-8 u svim ispitivanim ¢elijskim linijama. Western
blot analiza je pokazala razliite proporcije splajs varijanti galektina-8 pri ¢emu je u HTR-8/SVneo
¢elijama zabelezena veca relativna ekspresija ~34 kDa varijante i manja zastupljenost ~40 kDa
izoforme u poredenju sa JAR i JEG-3 ¢elijskim linijjama. Ista analiza je otkrila razlike u nivou
galektina-8 izmedu JAR i JEG-3 ¢elija uprkos sli¢nim nivoima LGALS8 transkripata u obe linije,
Sto ukazuje na postojanje finog mehanizma kontrole translacije ovog lektina. Varijacije u ekspresiji
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izoformi uocene su i u osteoklastima, kao i u SK-MES-1 humanoj ¢elijskoj liniji skvamoznog
karcinoma plu¢a [151,152]. Do sada je bioloSka funkcija ovih izoformi pokazana samo u
osteoklastima, gde je utvrdeno da kratka izoforma galektina-8 ima dominantnu ulogu u resorpciji
kostanog matriksa [152]. Razlike u ekspresiji splajs varijanti galektina-8 izmedu HTR-8/SVneo
¢elija i horionkarcinomskih linija JAR i JEG-3 ukazuju na moguce ucesce ~40 kDa izoforme
galektina-8 u malignoj transformaciji trofoblasta, $to bi trebalo dalje ispitati. Imunocitohemijska
analiza je ukazala na razliku u obrascima c¢elijske imunopozitivnosti na galektin-8 medu ispitivanim
¢elijskim linijama, dok je analiza prisustva ovog proteina u celijskim frakcijama omogucila
detekciju varijacija u unutarcelijskoj lokalizaciji i ekspresiji galektina-8 izmedu ispitivanih ¢elijskih
linija, ukazujuéi na razlike specificne za tip ¢elija. Rezultate Western blot analize nakon ¢elijskog
frakcionisanja treba oprezno tumaciti, imaju¢i u vidu da se ovim protokolom dobijaju frakcije
sloZzenog sastava. Tako, membranska frakcija pored ¢elijske membrane sadrzi 1 ostale membrane
poput spoljasnje i unutrasnje membrane mitohondrija, kao i membrane endoplazmatskogretikuluma
1 GoldzZijevog aparata. Pored toga, postupak ukljuuje hemijski tretman koji moZe uticati na
dostupnost epitopa za vezivanje antitela u imunohemijskim tehnikama. Galektin-8 je pretezno
detektovan u membranskoj frakciji ¢elije, ne samo kao traka od priblizno 34 kDa, ve¢ prvenstveno
u oblastima visih molekulskih masa. Ovakvo zapaZanje ukazuje na to da se galektin-8 vezuje za do
sada neidentifikovane bioloske ligande u trofoblastu, ili potencijalno da je detektovan dimer
galektina-8. Na osnovu objavljenih podataka za druge tipove Celija [69,141], moze se ocekivati da
galektin-8 deluje i unutar ¢elije i u njenoj spoljasnjoj sredini kod trofoblasta. Dobijeni rezultati
pokazuju da galektin-8 postoji ili kao slobodni molekul ili u kompleksima visoke molekulske mase.
Mnogi proteini u trofoblastu, poput laminina, fibronektina, integrina i mucina 1, imaju potencijal da
interaguju sa galektinima, medutim, mnogi potencijalni ligandi ostaju neidentifikovani. Pored toga,
potrebno je utvrditi da li 1 na koji nacin razliciti proteinski kompleksi ucestvuju u regulaciji invazije
normalnih 1 transformisanih trofoblastnih ¢elija, kao 1 drugih funkcija trofoblasta. Identifikacija
novih partnera galektina-8 u proteinskim kompleksima mogla bi predstavljati fokus buducih
istrazivanja. Podaci prikazani ovde pokazuju da je galektin-8 razliito eksprimiran i lokalizovan u
normalnim 1 transformisanim trofoblastnim celijama, $to ukazuje na mogucu ulogu odredenih
izoformi galektina-8 u patologiji horiokarcinoma. S obzirom na pokazanu povezanost sa brojnim
kancerima, galektin-8 moze posluziti kao ciljni molekul za razli¢ite terapijske pristupe. Medu njima
su sSiRNA molekuli, neutralizujuéa antitela, ugljeno-hidratni inhibitori, kao i druge vrste inhibitora
[153].

Pored ucesS¢a u malignoj transformaciji, pokazano je da pojedini ¢lanovi familije galektina
igraju ulogu u razli¢itim patoloskim stanjima u trudno¢i. U ovoj doktorskoj disertaciji smo ispitivali
potencijalnu povezanost galektina-8 sa PE — ozbiljnim multisistemskim stanjem sa moguéim
ozbiljnim posledicama po majku i fetus koje se najéeS¢e manifestuje u treCem trimestru gestacije. U
poslednjim godinama zabelezen je znacajan porast studija koje ukazuju na izmenjenu ekspresiju
galektina u razli¢itim patoloskim stanjima trudnoce. Poseban fokus u ovoj studiji usmeren je na
analizu ekspresije galektina-8 u placentama trudnoc¢a komplikovanim PE. U okviru analize izvr§eno
je poredenje ekspresije galektina-8 na nivou iIRNK i proteina u normalnom placentnom tkivu i tkivu
trudno¢a komplikovanih PE. Uocena je smanjena ekspresija LGALS8 u tkivu placenti sa PE u
odnosu na zdrave kontrolne placente, medutim zbog velikih varijacija ispitivanih grupa razlike nisu
bile statisticki znacajne. Varijacije u ekspresiji su bile izraZzene unutar grupe i na proteinskom nivou.
U jednoj studiji, Stowell i saradnici pokazali su da galektin-8 postoji u obliku dimera u leukocitima
i da dimerizacija galektina-8 omogucéava funkcionalnu bivalenciju svakog CRD domena [154].
Dimer galektina-8 bi mogao biti otporan na denaturaciju, a nije isklju¢ena moguénost formiranja
kompleksa sa drugim proteinima. Neke studije su pokazale da se u Western blot analizama galektin-
8 moze detektovati i u formama vece molekulske mase. Na primer, u jednoj studiji proteini
izolovani iz hondrocita kod osteoartritisa pokazali su dodatnu traku na poziciji koja odgovara
pribliznoj molekulskoj masi Galektin-8S (35.8 kDa) dimera [155]. U drugoj studiji, Western blot

61



analiza sinovijalne tecnosti pacijenata sa reumatidnim artritisom otkrila je izoformu galektina-8 od
oko 69 kDa, koja je bila prisutna u razli¢itim koli¢inama [156]. S obzirom na ove rezultate,
neophodno je sprovesti dodatna ispitivanja kako bi se razjasnili molekularni mehanizmi odgovorni
za pojavu trake od ~60 kDa, uklju¢ujuci identifikaciju potencijalnih izoformi i interakcija sa drugim
proteinima. Takva istrazivanja bila bi od znacaja za bolje razumevanje bioloske uloge galektina-8 u
trofoblastu i njegovog potencijalnog doprinosa patogenezi preeklampsije. Trend smanjenja genske
ekspresije galektina-8 u rezultatima ukazuje na potencijalnu povezanost galektina-8 sa
poremecenom placentacijom i razvojem preeklampsije. Takode, treba imati u vidu da je studija
sprovedena na uzorku relativno malog broja. Stoga je za postizanje statisticke znacajnosti
neophodno obuhvatiti veéi broj ispitanica. Pored toga, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se
detaljnije razjasnila uloga galektina-8 u patogenezi ovog poremecaja. Brojna istrazivanja ukazuju na
to da drugi clanovi galektinske porodice pokazuju izmenjenu ekspresiju u placenatama
komplikovanim PE. Najvise podataka postoji za galektin-1, ¢ija je ekspresija u placentama
komplikovanim PE povecana u poredenju sa normalnom trudno¢om [94,157]. Medutim, u
slu¢ajevima ranog nastupanja PE, zabelezena je njegova supresija [158,159], kao i smanjena
proporcija galektin-1-eksprimiraju¢ih T i NK ¢elija u perifernoj krvi [160]. Dodatno, niske
koncentracije galektina-1 u serumu tokom drugog trimestra trudnoée identifikovane su kao
potencijalni faktor rizika za razvoj ovog poremecaja [161].

U preeklampsiji dolazi do izrazenih promena u ekspresiji galektina, koje ukazuju na njihov
znacaj u patogenezi bolesti. Dok je galektin-2 konzistentno smanjen na nivou iRNK i proteina u
EVT celijama [162], galektin-3 uglavnom pokazuje povecanu ekspresiju u placenti i serumu
trudnica sa PE [163-165], iako postoje podaci 0 njegovom smanjenju u ranoj preeklampsiji [166].
Istovremeno, poviSeni nivoi galektina-7 u serumu [167] i izmenjena ekspresija galektina-9 u
imunskim c¢elijama [168] dodatno ukazuju na poremecaj imunske ravnoteze kod ovih pacijentkinja.
Posebno se izdvaja galektin-13, ¢ija je smanjena ekspresija u placenti, uz poja¢ano oslobadanje iz
¢elije, povezana sa razvojem preeklampsije [169,170]. Ovi rezultati ukazuju da disbalans u
ekspresiji razliCitih galektina predstavlja vaznu komponentu poremecene trofoblastne funkcije 1
imunoregulacije u preeklampsiji.

Dosadasnja istrazivanja jasno ukazuju da c¢lanovi galektinske porodice imaju znacajno
izmenjen obrazac ekspresije u placentama komplikovanim PE, $to sugeri$e njihovu potencijalnu
ulogu u patogenezi ovog poremecaja. Ovi podaci zajedno naglaSavaju da razliCiti galektini mogu
imati divergentne, ali medusobno komplementarne uloge u razvoju i progresiji PE. Istrazivanja su
identifikovala brojne potencijalne biomarkere preeklampsije, a medu galektinima, galektin—13 se
izdvaja kao najperspektivniji kandidat za dijagnozu i prognozu bolesti [171], Sto isti¢e potrebu za
daljim prouc¢avanjem ostalih galektina.

Razlike u ekspresiji galektina-8 medu uzorcima tkiva placente u okviru zdrave i grupe sa
preeklampsijom ukazuju da je potrebno sprovesti istrazivanja na znac¢ajno vec¢em broju uzoraka kao
1 mehanisticke studije, kako bi se razjasnila njegova uloga u preeklampsiji 1 kao 1 mogucénost
potencijalne primene kao biomarkera ili kao polazna tacka za razvoj ciljanih terapeutika.
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1. Na osnovu rezultata analize ukljuCenosti galektina-8 u funkcijska svojstva celija
trofoblasta ¢oveka in vitro mozemo zakljuciti sledece:

o Egzogeno dodavanje rh galektina-8 in vitro ne utice na vijabilnost ¢elija trofoblasta
coveka niti ispoljava genotoksicno dejstvo. Isto tako, i1 utiSavanje ekspresije
endogenog galektina-8 ne utice na vijabilnost ovih ¢elija.

o Egzogeno dodat rh galektin-8 stimuliSe adheziju, migraciju i invaziju trofoblastnih
¢elija, dok utiSavanje njegove ekspresije dovodi do znacajnog smanjenja ovih
procesa. Galektin-8 ostvaruje ovaj efekat putem interakcija lektinskog tipa.

o Mehanizam delovanja rh galektina-8 na invaziju trofoblasta delimi¢no ukljucuje
poveéanje nivoa MMP-2 i -9. Nasuprot tome, smanjenje invazije usled utiSavanja
ekspresije LGALSS, uzrokovano je smanjenjem nivoa MMP-9. Smanjenje ekspresije
integrinske subjedinice al doprinosi smanjenoj invaziji trofoblasta uzrokovanoj
utiSavanjem LGALSS.

2. Na osnovu poredenja ekspresije i1 unutarcelijske lokalizacije galektina-8 u celijama
maligno transformisanog trofoblasta - horiokarcinoma i normalnim ¢elijama trofoblasta
in vitro zaklju¢ujemo sledece:

o Galektin-8 je znacajno vise eksprimiran u normalnim trofoblastnim HTR-8/SVneo
¢elijama u odnosu na horiokarcinomske JAR 1 JEG-3 ¢elije 1 na nivou iRNK i na
proteinskom nivou;

o U svatri ¢elijska tipa je uoceno prisustvo dva transkripta i najmanje dve molekulske
izoforme galektina-8, pri ¢emu se zastupljenost ovih formi razlikuje izmedu
ispitivanih ¢elijskih linija;

o Uocena je razlicita unutarcelijska distribucija galektina-8 izmedu ispitivanih ¢elijskih
linija - pored dominantne membranske lokalizacije, i u manjoj meri lokalizacije u
solubilnoj nukleusnoj frakciji, u horiokarcinomskim ¢elijama uocava se i prisustvo
citoplazmatske frakcije;

3. Na osnovu poredenja ekspresije 1 lokalizacije galektina-8 u tkivu placenti iz trudnoca
komplikovanih preeklampsijom 1 placenti iz zdravih trudnoéa donosimo sledece
zakljucke:

o Nije uocena znacajna razlika u ekspresiji galektina-8 u tkivu placente ni na iRNK, ni
na proteinskom nivou izmedu zdravih 1 preeklampti¢nih trudno¢a. Uocene su
zna€ajne individualne varijacije u imunolokalizaciji 1 intenzitetu ekspresije
galektina-8 u tkivu kako zdravih tako i trudno¢a komplikovanih preeklampsijom.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je galektin-8 vazan regulator funkcije
zdravog 1 maligno izmenjenog trofoblasta. Promene u njegovoj ekspresiji u maligno
transformisanom trofoblastu ukazuje na moguée uéesée galektina-8 u karcinogenezi. Sto se njegove
uloge u preeklampsiji tice, potrebno je sprovesti ispitivanja na vecem broju uzoraka kako bi se
pokazalo da li galektin-8 igra ulogu u jednoj od najozbiljnijih i najéesc¢ih patologija trudnoce. Dalja
istrazivanja uloge galektina-8 u trudno¢i mogla bi doprineti razvoju novih dijagnostickih i
terapijskih pristupa kad je preeklampsija u pitanju.
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Mpunor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucaHm JaHko JlerHep

Opoj nngekca  B3037/2019

UsjaBrbyjem
Aa je 4OKTOpCKa avcepTaumja noa HacrnoBoM

3Havaj ranekTuHa-8 3a npouec nnaueHTauuje n keroea ekcrnpecuja y henmjama
XOpMOKapLuMHOMa U TKUBY NJaLeHTU NauMjeHTKUHa ca npeeKknamMncujom

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npeanoxeHa auceptauMja y LenUHM HU Yy OenoBMMa Huje Guna npeanoxeHa 3a
Aobujawe 6uno koje aunnome npema CTYAMJCKMM NporpaMuma Apyrux BMCOKOLLIKONCKUX
yCcTaHoBa,

e [ Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeAEHU U
e [a HucaMm KpLumo/na ayTopcka npasa U KOPUCTMO MHTENEKTyarHy CBOjUHY ApYyrux nuua.

MoTtnuc pgokTopaHaa

Y beorpagay,




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa JaHko JlerHep

Bpoj nHaoekca B3037/2019

Ctyanjckn nporpam Buonoruja, moayn: NeHeTuka

Hacnos paga 3Hauaj ranektuHa-8 3a npouec nnaueHTauuje u eroBa ekcnpecujay
henunjama xopuokapunHoma u TKMBY NraueHTU NaunjeHTKuba ca
npeeknamncujom

MeHTOpH ap Munuua JosaHoBuh KpuBokyha, Hay4HW caBeTHUK

ap Munuua Mapkenuh, BaHpegHu npodecop

MoTtnucaHn JaHko JlerHep

MsjaBrbyjeM ga je wramnaHa Bepaunja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNEKTPOHCKOj BEP3UjU KOjy
cam npefao/na 3a objaBrbMBake Ha noptany AurutanHor penosutopujyma YHuBep3uTteTa y
Beorpapy.

[o3sorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM Nodaum Be3aHn 3a Aobujarbe akageMCcKor 3Bakba JoKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy MMe U Npes3nmMe, roguHa n Mmecto poherwa n gatym oabpaHe paga.

OBu nnyHM nogaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurmtanHe 6bubnuoteke, y
€MNeKTPOHCKOM KaTtarnory u y nybnukauunjama YHmeepauteTa y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa

Y beorpagay,




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHunBepauteTcky 6mbnmnoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y urutanHm penosntopujym
YHuBep3uteta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AncepTaunjy nog HacrnoBoOM:

3Havaj ranektmHa-8 3a npouec nnaueHTauuje M HeroBa ekcnpecumja y henunjama
XOpUOKapLuMHOMa U TKUBY NJaLeHTU NauMjeHTKUHba ca npeeKknamMncujom

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

[ucepTaumnjy ca cBMM npunosma npegao/na cam y eneKkTpoHCKoOM hopmaTy NorogHoM 3a TpajHO
apxvBupame.

Mojy ookTopcKy amcepTtaunjy noxpaweHy y urutanHu penosumtopujym YHuBepauteta y beorpagy
MOry [a KopucTe CBM Koju NOLTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tvny nuueHue KpeatusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duno/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTopCTBO - HEKOMepLUmjarnHo

3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjarnHO — AenUTU Nog UCTUM yCNoBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCTBO — O€enuUTu nog UCTUM ycrioBuma

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jedHy oA LWeCT NOoHyhHeHnx nuueHumn, Kpatak onvc nuueHumn aart je
Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc gokTtopaHaa

Y beorpagay,




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUOYLM)y W jaBHO caonwTaBawe fena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa wnM gasaoua
nuueHue, Yak n y komepumjanHe cspxe. OBO je HajcnoboaHuja o4 CBUX NIULEHLN.

2. AyTopCcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTpMOyUMjy W jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepaje, ako ce HaBee nMme aytopa Ha HaduH ogpeheH o cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He JO3BOMbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe yMHOXaBahe, AUCTPUbyLmnj)y n
jaBHO caonwTaBake gerna, 6e3 npomeHa, npeocbnunkoBaka nnu ynotpebe gena y cBom geny, ako
ce HaBede Mme ayTopa Ha HavvH ogpefeH o cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. Oea
nvueHLa He 003BOSbaBa koMepuumjanHy ynotpeby aena. Y ogHoOCy Ha cBe ocTane NuueHLe, OBOM
NMLUEHLOM ce orpaHnyaBa Hajsehu obmm npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpUMjanHoO — AENUTM NMog UCTUM ycroBuma. [Jo3BoSfbaBaTe yYMHOXaBahse,
anctpnbyuujy 1 jaBHO caonwiTaBawe fena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaudvH
ogpefeH of cTpaHe ayTopa Mnv Aasaoua nuueHue U ako ce npepaga guctpubyvpa nog uctom
unu cnvyHom nuueHuom. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpMOYLMjy 1 jaBHO caoniiTaBake
nena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa U ynotpebe gena y CBOM Aerny, ako Ce HaBede MMme
ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua 403BOrbaBa
KomepuwmjanHy ynoTtpe0y gena.

6. AYyTOpPCTBO - 4enuTu nog Uctum ycrnosmma. [Jo3sorbaBate yMHOXaBakwe, ANCTPUbYLINjy 1 jaBHO
caonwTaBawe fena, u npepage, ako ce HaBeae nme aytopa Ha HaumH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa
UnNu gaesaoua nvueHLEe 1 ako ce npepaga anctpmbympa nog UCTOM UMK CAMYHOM nuueHuom. Oea
nuueHua [[o3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby pgena m npepaga. CnuyHa je cogpTBEPCKMM
nuueHuama, 0gHOCHO NyLeHL,aMma OTBOPEHOr Koaa.



