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SAŽETAK 

Cilj istraživanja: Implantacija razvojno kompetentnog embrija u receptivan uterus je 

ključan proces tijekom uspostavljanja trudnoće u sisavaca. Prema današnjim 

saznanjima smatra se da je nepravilna implantacija uzrok 75 % neuspjelih trudnoća. 

Aktivnost steroidnih hormona, estrogena (E) i progesterona (P), preko njihovih 

jezgrinih receptora je ključna za proces implantacije. Mehanizam djelovanja E-a, a 

pogotovo P-a tijekom rane trudnoće još nije dovoljno razjašnjen. Glavni cilj ovog 

istraživanja bio je utvrditi ulogu progesteronskog receptora (PR) u mehanizmu 

implantacije blastociste in vivo. Ispitala sam: 1. vremenski i prostorni odnos između 

PR-a i njime reguliranih gena: Hand2 i Cox2 te ER i FGF9 u uterusu miša tijekom 

peri-implantacijskog razdoblja, 2. prostorne promjene izražaja PR-om reguliranih 

gena tijekom implantacije, 3. promjene izražaja Hand2, Cox2, FGF9 i PR gena u 

implantacijskom mjestu u odnosu na ne-implantacijsko mjesto i 4. regulaciju izražaja 

Hand2 i FGF9 s P-om i E-om u ovarijektomiziranim mišicama.  

Materijali i metode: Kao model za istraživanje mehanizama uključenih u trudnoću 

koristila sam BALB/c miševe. Metodom imunofluorescencije na rezovima tkiva 

odredila sam prostorni i vremenski raspored PR-a, ERα, COX2, HAND2 i FGF9, kao i 

njihov međusobni odnos tijekom rane trudnoće. Metodu lančane reakcije polimeraze 

u stvarnom vremenu (RT-PCR) koristila sam za određivanje izražaja Hand2 i FGF9 

gena tijekom rane trudnoće. Razliku izražaja P-om reguliranih gena na 

implantacijskom u odnosu na ne-implantacijsko mjesto sam odredila RT-PCR 

metodom. Promjene izražaja bjelančevina Hand2 i FGF9 tijekom rane trudnoće 

odredila sam western blot metodom. Da bi odredila regulaciju izražaja Hand2 i FGF9 

u uterusu koristila sam ovarijektomizirane WT mišice tretirane steroidnim hormonima. 

Ulogu PR izoformi u izražaju Hand2 u uterusu odredila sam koristeći 

ovarijektomizirane PRAKO i PRKO mišice tretirane egzogenim E-om i P-om. 

Rezultati: Tijekom peri-implantacijskog razdoblja dinamika izražaja i odnos PR-a i 

njime reguliranih gena, Hand2, COX2, ERα i FGF9 mijenja se tijekom procesa rane 

trudnoće u miševa i strogo je stanično specifičan. Transkripcijska aktivnost PR-a je 

neophodna za izražaj Hand2 i Cox2 u specifičnoj populaciji stromalnih stanica na 

implantacijskom mjestu. Na implantacijskom mjestu izražaj Hand2 i COX2 je 

značajno povećan u usporedbi s ne-implantacijskim mjestom. Izražaj Hand2 u 

uterusu je ovisan o PR-A izoformi. Transkripcijska aktivnosti ERα na implantacijskom 
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mjestu je utišana. Ovim istraživanjem je po prvi puta pokazano da je FGF9 važan 

čimbenik u uspostavljanju komunikacije između kompetentne blastociste i 

receptivnog uterusa. 

Zaključak: Precizno usklađeni mehanizmi koje reguliraju P i E, preko PR-a i ERα su 

ključni za stvaranje pogodnog okoliša za implantaciju embrija. Transkripcijski 

čimbenici, PR-a i Hand2 zajedno potiču diferencijaciju stromalnih stanica na mjestu 

implantacije. Ta populacija stanica je mjesto biosinteze prostaglandina. 

Prostaglandini su medijatori angiogeneze i decidualizacije u uterusu. Čimbenik rasta, 

FGF9 je važan za proces implantacije i uspostavljanje trudnoće u miša. 

Ključne riječi: Implantacija; Progesteron; Progesteronski receptor; Trudnoća. 
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SUMMARY 

Aim of the study: Implantation of a developmentally competent embryo in a 

receptive uterus is an essential process during the establishment of pregnancy in 

mammals. Based on the current knowledge, it is assumed that improper implantation 

is the cause of 75% of failed pregnancies. Synchronized activity of steroid hormones 

estrogen (E) and progesterone (P) through their nuclear receptors is the key for 

successful pregnancy. Mechanisms of E and particularly P-regulated pathways 

during implantation still need to be clarified. The aim of this research was to 

determine progesterone receptor’s (PR) role in the establishment of pregnancy in 

vivo using a mouse model organism. I investigated: 1. spatiotemporal relationship 

between PR and its targets: Hand2, COX2, ER and FGF9 during the peri-

implantation period; 2. spatial changes in the expression of PR-regulated genes 

during implantation; 3. changes in expression of Hand2, COX2, FGF9 and PR genes 

at the implantation site in relation to the non-implantation site and 4. steroid hormone 

regulation of Hand2 and FGF9 expression. 

Material and methods: For these studies BALB/c mice were used. 

Immunofluorescence analyses of uterus tissue obtained from pregnant mice were 

used to study the spatiotemporal relationship between PR and PR-regulated genes 

during peri-implantation. Changes in the expression of PR regulated genes at the 

implantation site in relation to the non-implantation site were analyzed by using 

immunofluorescence on uterus tissue, as well as using quantitative real time-PCR 

(RT-PCR). Differences in Hand2 and FGF9 gene and protein expression during peri-

implantation were determined by using RT-PCR as well as by western blot. To study 

the regulation of Hand2 and FGF9 gene expression by steroid hormones in the 

uterus, ovariectomized WT mice were hormonally treated. The role of PR isoforms in 

Hand2 expression was studied by using E and P treated ovariectomized PRAKO and 

PRKO mice. 

Results: During peri-implantation period the expression of PR and PR regulated 

genes Hand2, COX2, ERα and FGF9 dynamically changes in the uterus and is highly 

cell specific. Transcriptional activity of PR is necessary for the expression of Hand2 

and COX2 in the specific population of the stromal cells at the implantation site. At 

the implantation site the expression of Hand2 and Cox2 was significantly higher in 

comparison to the non-implantation site. The expression of Hand2 is regulated by the 
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PR-A isoform in endometrium. Transcriptional activity of ERα is downregulated at the 

implantation site. For the first time, this study showed that FGF9 is an important 

factor for the establishment of communication between a competent blastocyst and a 

receptive uterus.  

Conclusion: Balance in P and E regulated activity, throughout their cognate 

receptors is crucial to establish a suitable environment for embryo implantation in 

mice. The interaction of transcription factors PR and Hand2 is necessary for 

differentiation of specific stromal cells at the site of implantation. In these cells PR 

and Hand2 stimulate production of prostaglandins, which are the key mediators of 

angiogenesis and decidualization in the uterus. Growth factor FGF9 is an important 

factor for implantation and the establishment of pregnancy in the mice.  

Key words: Implantation; Pregnancy; Progesterone; Progesterone receptor. 
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1. UVOD I PREGLED ISTRAŽIVANOG PODRUČJA 

Vjerojatnost začeća po menstrualnom ciklusu je manja od 30 %, dok je 75 % 

neuspjelih trudnoća posljedica neuspjele implantacije [161]. Pobačaj je najčešća 

poznata komplikacija trudnoće. Poznato je da 30 % embrija propadne prije same 

implantacije (pre-implantacijski gubitak), a ostalih 30 % prije šestog tjedna gestacije 

(pre-klinički/biokemijski gubitak trudnoće) (Slika 1) [137, 189]. Više od 10 % kliničkih 

trudnoća završi pobačajem, uglavnom prije 12. tjedna trudnoće. Također, 1-2 % 

parova ima problem s rekurentnim gubitkom trudnoće (RPL, prema engl. recurrent 

pregnancy loss), koji je definiran kao tri ili više uzastopnih neuspjelih trudnoća [179, 

189]. Obzirom na sve veći broj neuspješnih pokušaja začeća kod parova kao i 

postotak neuspjelih trudnoća, neplodnost postaje sve veći sociološki i ekonomski 

problem u svijetu [28]. 

 

Slika 1. Statistička analiza propalih embrija nakon oplodnje. 

(prilagođeno prema [226]). 
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1.1.Trudnoća 

Trudnoća je složen, visoko reguliran, ireverzibilan proces koji uključuje implantaciju, 

decidualizaciju, placentaciju i porođaj. Hijerarhijski pravilna uspostava svakog od ovih 

procesa je ključna za uspostavljanje i održavanje trudnoće [28]. Ti su događaji 

precizno regulirani majčinim hormonima estrogenom (E) i progesteronom (P), ali i 

lokalno stvorenim signalnim molekulama poput citokina, čimbenika rasta, lipidnih 

posrednika i gena važnih za morfogenezu [37, 230]. 

Trudnoća započinje procesom oplodnje jajne stanice spermijem, koji se odvija u 

proširenom dijelu jajovoda, 24 do 48 sati nakon ovulacije. Početni stadij razvoja, od 

oplođene zigote do stadija morule (nakupina od 12 do 16 stanica), odvija se prilikom 

prolaska zigote kroz jajovod unutar zone pellucide. Tri do četiri dana nakon oplodnje, 

morula ulazi u šupljinu maternice (uterusa), gdje diferencijacijom stanica prelazi u 

stadij blastociste [161]. Procijenjeno je da samo 20% ljudskih embrija dostigne ovaj 

stupanj razvoja. Za one embrije koji dođu do te faze počinje aktivacija genoma koja je 

neophodna za uspješnu implantaciju [25, 162]. Diferencijaciju stanica prati 

preobrazba površinskih stanica u stanice trofoblasta i pretvorba unutarnje stanične 

mase (ICM, prema engl. inner cell mass) u embrij. Unutar 72 sata nakon ulaska 

morule u šupljinu maternice dolazi do iščezavanja zone pellucide uz izlaganje 

vanjskog sloja trofoblasta, što omogućuje implantaciju blastociste [161] (Slika 2). 

Odgovor endometrija na implantaciju je transformacija endometrijskih stromalnih 

fibroblasta u sekrecijske, decidualne stanice. U ljudi, ovaj proces započinje u srednjoj 

luteinskoj fazi svakog menstrualnog ciklusa, neovisno o trudnoći, dok u vrsta koje 

nemaju menstruaciju decidualizacija započinje tijekom trudnoće [20, 63]. 

Decidualizacija osigurava uvjete preživljavanja embrija prije uspostavljanja zrele 

posteljice, regulaciju invazije trofoblasta, poticanje vaskularizacije te djeluje kao 

barijera protiv majčinog imunosnog odgovora na semialogenični embrij [57]. Do 10. 

dana nakon oplodnje blastocista je potpuno uklopljena u stromalno tkivo, majčin 

epitel je prekrio mjesto implantacije, a jednostanični citotrofoblast izlazi iz 

trofoblastnog sloja [161, 171]. Naposljetku, citotrofoblast prodire kroz cijeli endometrij 

i jednu trećinu miometrija (intersticijski prodor), što prati i prodor krvnih žila uterusa 

(krvožilni prodor) [170]. Taj proces, s uspostavljenom uteroplacentarnom 

cirkulacijom, dovodi trofoblast u direktni kontakt s majčinom krvlju [171]. Ljudska 

posteljica je hemokorionskog tipa i trofoblast resica posteljice u izravnom je dodiru s 
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majčinom krvlju. Razvoj posteljice u žena obuhvaća procese: stvaranje blastociste i 

njenu implantaciju, diferencijaciju trofoblasta, razvoj korionskih resica, prodor 

trofoblasta u krvne žile endometrija i angiogenezu posteljice [60]. 

 

Slika 2. Shematski prikaz procesa oplodnje jajne stanice do implantacije blastociste u žena. 

Nakon oplodnje u proširenom dijelu jajovoda, zigota prolazi kroz nekoliko mitoza te četvrtog dana 

nastaje morula, koja ulazi u šupljinu maternice. Morula diferencijacijom prelazi u balstocistu, koja se 

oslobađa iz zone pellucide 6-7 dana nakon oplodnje i implantira tijekom 7-10 nakon oplodnje 

(prilagođeno prema [34]). 
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Unatoč velikom napretku u poznavanju i razumijevanju molekulskih procesa i 

čimbenika koji u ljudi omogućuju normalnu plodnost, kao i napretku tehnika 

potpomognute oplodnje, uspješna implantacija, razvoj, održavanje i završetak 

normalne trudnoće i dalje su rijetki događaji. Nepravilan slijed molekulskih događaja 

tijekom implantacije prouzroči 75% izgubljenih trudnoća. Slaba kvaliteta embrija ili 

nemogućnost uspostavljanja pravilne receptivnosti uterusa samo su neki od 

čimbenika koji smanjuju uspjeh implantacije [22, 28]. Etička pitanja kao i nedostatak 

odgovarajućih metoda istraživanja su čimbenici koji ograničavaju istraživanja 

neplodnosti [28]. Molekularni mehanizmi koji dovode do uspostavljanja i održavanja 

trudnoće kod čovjeka su slični onima u miševa. Do sada poznati ključni regulatori 

implantacije su primarno otkriveni pomoću mišjih genetskih modela. [240].  

Miševi su dobar model za praćenje uspostavljanja i održavanja trudnoće zbog svog 

brzog reprodukcijskog ciklusa. U miševa je ciklus estrusa kratak, u prosjeku 4 dana, 

a gestacija traje približno 21 dan [132]. Miš se pokazao kao dobar model 

proučavanja implantacije zbog zajedničkih karakteristika sa čovjekom: mišji i ljudski 

embriji se mogu razvijati in vitro u jednostavnom mediju. U obje vrste implantacija 

blastociste dovodi do decidualizacije stromalnih stanica. Embrij se u pravilu usađuje 

na antimezometrijalnom polu uterusa. Također, u obje vrste placentacija je 

hemokorijalna [240].  

U miševa i ljudi, osim gore navedenih karakteristika, glavni regulatori uspostavljanja 

receptivnosti uterusa kao i održavanja trudnoće su steroidni hormoni E i P [28]. Ta 

dva hormona svoju fiziološku funkciju izvršavaju preko svojih jezgrinih receptora, 

estrogenskog receptora (ER) i progesteronskog receptora (PR), koji su ujedno i 

transkripcijski čimbenici. Receptori steroidnih hormona su evolucijski visoko očuvani 

kroz različite vrste [223]. Homologija između ljudskog i mišjeg gena za PR iznosi 99% 

[194], dok za ER iznosi 88% [244]. Također, zbog mogućnosti genetičkih modifikacija 

u miševima, potpunom ablacijom ovih receptora pokazano je da su oni regulatori 

svakog aspekta ženske reprodukcije [240]. 
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1.1.1. Reprodukcijski ciklus 

Menstrualni ciklus kod žene, odnosno estrus u miševa, uključuje sinkroniziranu 

proizvodnju ovarijskih steroidnih hormona, E-a i P-a, koji potiču morfološku i 

funkcionalnu pripremu endometrija za implantaciju embrija i uspostavu trudnoće [147] 

[240]. Tijekom ciklusa uterus je histološki i funkcijski podijeljen u proliferativnu 

(folikularnu) i sekrecijsku (luteinsku) fazu. Tijekom luteinske faze, prvenstveno pod 

utjecajem P-a, proliferacijski endometrij se mijenja u sekrecijski, što prati razvoj 

pojačanog krvožilnog spleta koji se sastoji od spiralnih arterija. Za uspješnu 

implantaciju kod sisavaca je neophodna pravilno uspostavljena dvosmjerna 

komunikacija između kompetentne blastociste i receptivnog uterusa Ukoliko do nje 

ne dođe, na staničnoj i molekularnoj razini, embrij se neće usaditi [22, 240]. Ako ne 

dođe do implantacije, vremenska regresija i razaranje potpuno razvijenog 

endometrija kod žena dovodi do menstruacije. Međutim, ako do implantacije dođe, 

endometrij nastavlja rasti i prolazi kroz daljnje morfološke i molekularne promjene 

koje osiguravaju okoliš pogodan za razvoj embrija [213].  

Tijekom sekrecijske faze, sposobnost uterusa za implantaciju kompetentne blastocite 

je podijeljena u tri faze: pre-receptivnu, receptivnu i refraktornu fazu (Slika 3). 

Tijekom pre-receptivne faze (kod žena prvih 7 dana nakon ovulacije – rana luteinska 

faza; kod mišica 1-3 dana nakon oplodnje), uterus osigurava fiziološki okoliš 

pogodan za razvoj blastociste spremne za implantaciju. Tijekom receptivne faze (kod 

žena 7-10 dana nakon ovulacije – srednja luteinska faza; kod mišica 4. dan nakon 

oplodnje) nastali endokrini uvjeti potiču u uterusu implantaciju kompetentne 

blastociste. Međutim, u slijedećoj fazi uterus postaje refraktoran okoliš za 

preživljavanje ne-implantirane blastociste (kod žena od završetka receptivne faze do 

kraja menstrualnog ciklusa - kasna luteinska faza; kod mišica od 5. dana trudnoće 

nadalje) [22, 28]. Prolazni porast razine E-a neposredno prije receptivne faze je 

neophodan za pravilnu implantaciju kod miševe [28, 145] dok, kod čovjeka i primata, 

uloga povećanja razina E-a tijekom srednje luteinske faze još nije razjašnjena [28, 

79]. Razdoblje od oplodnje pa do završetka decidualizacije u miševa označava se 

kao peri-implantacijsko razdoblje (0,5 – 7,5 dana trudnoće) [240]. 
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Slika 3. Koncentracija steroidnih hormona E-a i P-a tijekom peri-implantacije. 
(A) U miša koncentracija oba hormona pada nakon oplodnje sve do trećeg dana trudnoće, kada dolazi 

do porasta P-a, a prolazni porast E-a događa se četvrtog dana trudnoće u receptivnoj fazi i 

neophodan je za pravilnu implantaciju. (B) U čovjeka nakon oplodnje pada razina E-a, dok razina P-a, 

čiji je izvor žuto tijelo ostaje visoka tijekom cijele sekrecijske faze, dok razina E-a poraste za vrijeme 

receptivne faze. E – estrogen, LH – luteinizacijski hromon, P – progesteron (prilagođeno prema [240]).  
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1.2. Implantacija 

Receptivnost uterusa je fiziološko stanje kada endometrij omogućuje pričvršćenje 

blastociste, njeno čvrsto prianjanje, penetraciju i poticanje lokaliziranih promjena u 

stromi endometrija koje omogućavaju uspostavljanje trudnoće [213]. U mnogih 

sisavaca prva značajka implantacije blastociste je lokalno povećana krvožilna 

propusnost koja se očituje kao edem strome na mjestu implantacije. Upravo ta 

krvožilna promjena je važan čimbenik u uspostavljanju receptivnosti endometrija 

[195]. Prolazno razdoblje kad je uterus spreman za implantaciju označava se 

pojmom implantacijski prozor (prema engl. window of implantation) [57]. U miša se taj 

trenutak događa četvrtog dana trudnoće, a u žena od 6 do 10 dana nakon ovulacije 

[14].  

Implantacija blastociste uključuje tri faze: apoziciju, adheziju (pričvršćivanje) i invaziju. 

Tijekom apozicije blastocista se s trofoblastom pričvršćuje za receptivni uterus [57]. 

Orijentacija blastociste za vrijeme implantacije je različita u miševa i ljudi. U ljudi, 

blastocista se implantira okrenuta s ICM-om prema luminalnom epitelu (LE) uterusa, 

dok je u miševa taj dio okrenut prema lumenu uterusa (Slika 4) [26]. 

 

Slika 4. Orijentacija blastociste u odnosu na LE u čovjeka i miša. 

U čovjeka se blastocista implantira okrenuta sa ICM prema LE-u, dok u miša taj dio strši u lumen 

uterusa. LE – luminalni epitel, ICM – unutarnja stanična masa. 
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1.2.1. Apozicija 

Apozicija je početna nestabilna adhezija blastociste za površinu endometrija [56]. 

Ova faza je histološki popraćena stvaranjem mikro izbočina (pinopoda) na apikalnoj 

površini epitela (Slika 5). Stvaranje pinopoda je ovisno o P-u, dok E uzrokuje njihovu 

regresiju [160, 181]. Pinopodi izražavaju kemokine i adhezijske molekule koje 

privlače plutajuću blastocistu unutar šupljine endometrija i omogućuju njeno 

pozicioniranje [147]. Važan marker ove faze implantacije je heparin vezujući 

epidermalni čimbenik rasta (HB-EGF, prema engl. heparin biding epidermal like 

growth factor), koji je kodiran Hegf1 genom. Taj čimbenik rasta omogućava parakrino 

međudjelovanje između blastociste i LE-a uterusa. Nekoliko sati prije pričvršćenja 

blastociste, HB-EGF je izražen na stanicama LE-a koje okružuju blastocistu [49]. 

Ovaj čimbenik rasta je izražen u topljivom i transmembranskom obliku. Djeluje kao 

parakrini i/ili jukstakrini čimbenik na stanice blastociste koje na svojoj površini 

izražavaju receptore koji pripadaju obitelji receptora epidermalnog čimbenika rasta 

(EGF, prema engl. epidermal growth factor) (ErbB1 i/ili ErbB4) [168, 176]. Također je 

poznato da kompetentna blastocista izražava HB-EGF koji djeluje parakrino na 

stanice LE-a i time dodatno potiče izražaj svog Hegf1 gena [88, 167]. Ova pozitivna 

povratna sprega je prvi poznati primjer molekulskog međudjelovanja između 

blastociste i uterusa, kojim započinje reakcija pričvršćivanja blastociste za endometrij 

[104]. 

1.2.2. Adhezija 

Adhezija blastociste za LE uterusa ovisi o adhezijskim molekulama. Veliki broj 

glikoproteina, ugljikohidratnih liganada i njihovih receptora je izraženo na stanicama 

LE-a uterusa i trofoblastnim stanicama blastociste tijekom implantacijskog prozora 

(Slika 5). Najvažnije adhezijske molekule koje su uključene u proces adhezije 

blastociste su integrini, seletini, galektini, kadherini i mucin 1 (Muc1) [26, 240]. 

Integrini su transmembranski receptori koji prepoznaju i vezuju arginin-glicin-aspartat 

(RGD) sekvence na izvanstaničnim ligandima kao što su osteopontin (OPN), 

fibronektin i vitronektin. Mehanizam vezivanja mora uključivati bifunkcionalni ligand 

koji povezuje integrinske receptore na stanicama trofoblasta i LE-a uterusa [196]. 

Zasada najbolje proučen integrin u implantaciji je αvβ3. Tijekom srednje sekretorne 

faze ciklusa izražavaju ga stanice LE-a i GE-a što upućuje na njegovu ulogu u 
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uspostavljanju receptivnosti endometrija [253]. Nadalje, promijenjeni izražaj αvβ 

integrina se povezuje sa različitim stanjima koja dovode do neplodnosti u žena, što 

ukazuje na njihovu ulogu u određivanju mjesta i vremena implantacije [127, 126]. 

Integrin αvβ3 prepoznaje RGD sekvencu OPN-a što se smatra važnom interakcijom 

u adheziji trofoblasta za endometrij tijekom implantacije [243]. 

Osim integrina, važnu ulogu u adheziji blastociste ima Muc1, glikoprotein koji oblaže 

epitel uterusa. On čini mukoznu barijeru koja ima zaštitnu ulogu od mikroorganizama 

i drugih štetnih tvari. Izražen je isključivo na stanicama LE-a, a njegov izražaj 

reguliran je steroidnim hormonima [26]. U miša, izražaj Muc1 je potaknut E-om, a 

inhibiran P-om [214]. Nakon oslobađanja jajne stanice i oplodnje, mukozni sloj mora 

biti uklonjen da bi se omogućila pravilna implantacija. U ranoj trudnoći, izražaj Muc1 

je potaknut E-om, ali i rastom razine P-a i PR-a u LE-u uterusa tijekom trećeg dana 

trudnoće, njegov izražaj opada. Nestanak Muc1 s LE-a označava razdoblje 

implantacijskog prozora i omogućuje adheziju blastociste [58, 214, 242]. Nasuprot 

tome, u žena izražaj Muc1 na epitelu endometrija tijekom peri-implantacijskog 

razdoblja je povećan [95]. Smatra se da je potrebna aktivacija lokalnog mehanizma 

na mjestu implantacije da dođe do uklanjanja Muc1 s epitela endometrija [228]. 

Također, izražaj Muc1 gena u LE-u uterusa, i u ljudi i u miša, je različito reguliran 

ovisno o izoformi PR-a. U ljudi progesteronski receptor B (PR-B) potiče izražaj Muc1, 

dok ga progesteronski receptor A (PR-A) inhibira. U miševa PR-A je funkcionalni 

antagonist E-om potaknutog izražaja Muc1 [18].  

1.2.3. Invazija 

Karakteristika invazivne implantacije je vezivanje stanica trofoblasta na LE putem 

adhezijskih glikoproteina, razgradnja izvanstaničnog matriksa uterusa te invazija 

stanica trofoblasta u stromu uterusa. Razgradnja izvanstaničnog matriksa je 

posredovana preciznim međudjelovanjem proteaza i njihovih inhibitora [188]. Iako 

sam mehanizam djelovanja nije otkriven, najznačajnije proteaze u invaziji trofoblasta 

su metaloproteinaze matriksa (MMP, prema engl. matrix metalloproteinase) i tkivni 

inhibitori metaloproteinaze matriksa (TIMP, prema engl. tissue inhibitor of 

metalloproteinase) [254]. Nakon adhezije, trofoblast embrija prodire kroz LE uterusa 

u stromu da bi uspostavio odnos s majčinim krvožilnim sustavom (Slika 5). Kao 

odgovor na taj prodor i prisutnost P-a, endometrijske stromalne stanice podliježu 



 

10 
 

decidualizaciji koja je esencijalna za preživljavanje embrija i daljnjeg napretka 

trudnoće [83]. 

 

Slika 5. Mehanizam implantacije blastociste. 

Nakon ulaska morule u šupljinu maternice ona diferencira u blastocistu koja se priprema na 

impalntaciju. Prvi događaj je izlazak blastociste iz zone pelludice, zatim njena apozicija naspram 

luminalnog epitela, gdje je važan citokin LIF. Nakon toga slijedi njena adhezija za LE i invazija stanica 

trofoblasta kroz luminalni epitel i stromalne stanice. Apozicijom blastociste započinje razdoblje 

implantacijskog prozora, dok invazijom završava (prilagođeno prema [70]). 

1.2.4. Uloga citokina u adheziji blastociste 

Osim adhezijskih molekula koje osiguravaju pričvršćenje blastociste za LE uterusa, 

citokini imaju važnu ulogu u privlačenju blastociste i njenom usmjeravanju prema 

mjestu implantacije. Jedan od najbolje proučenih citokina je inhibicijski čimbenik 

leukemije (LIF, prema engl. leukemia inhibitory factor), koji pripada obitelji citokina, 

interleukina 6 (IL-6). On regulira mnogobrojne procese prije i za vrijeme implantacije 

poput transformacije uterusa u receptivno stanje, decidualizaciju, rast i razvoj 

blastociste, međudjelovanje između embrija i blastociste, invaziju trofoblasta i 

imunološki odgovor na mjestu implantacije [191]. Svoju biološku funkciju ostvaruje 

preko svog membranskog receptora LIFR (prema engl. leukemia inhibitory factor 

receptor) i glikoproteina 130 (gp130) [140]. Implantacija blastociste je onemogućena 

kod mišica s genetičkom ablacijom Lif-a [211], što upućuje da je Lif važan čimbenik 

receptivnosti uterusa. U miševa ujutro, četvrtog dana trudnoće, Lif je izražen u 

stanicama GE-a, a zatim u stromalnim stanicma koje okružuju blastocistu tijekom 
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faze pričvršćenja [204, 212]. Paralelno s povećanjem izražaja Lif-a, u LE-u i stromi 

uterusa je povećan izražaj njegovih receptora, LIFR i gp130, tijekom peri-

implantacijskog perioda [203]. Osim u miševa, izražaj Lif-a je povećan i kod drugih 

vrsta tijekom implantacije, uključujući i čovjeka [57].  

1.2.5. Regulacija implantacije steroidnim hormonima 

Receptivnosti endometrija je dinamički, precizno kontroliran molekularni i stanični 

događaj koji uključuje usklađene efekte autokrinih, parakinih i endokrinih čimbenika. 

Za implantaciju i održavanje trudnoće je neophodan P, dok potreba za E-om ovisi o 

vrsti sisavaca [240]. Na modelu miša je otkriveno da je proliferacija LE-a uterusa 

tijekom pre-receptivne faze pod utjecajem preovulacijkog ovarijskog E-a. Prijelaz 

uterusa u receptivnu fazu prati pad E-a i porast P-a čiji je izvor žuto tijelo. Porast P-a 

uzrokuje u LE-u pad razine PR-a i inhibiciju proliferacije stanica, a u stromi porast 

izražaja PR-a i proliferaciju stromalnih stanica (Slika 6) [235, 252]. 

 
Slika 6. Međudjelovanje E-a i P-a u uspostavljanju receptivnosti uterusa. 

Porast P-a nakon ovulacije uzrokuje porast progesteronskog receptora (PR) u stromi i proliferaciju 

stromalnih stanica, dok u luminalnom epitelu (LE) dovodi do smanjenog izražaja PR-a i prestanak E-

om regulirane proliferacije stanica LE-a u uterusu. To je regulirano parakrinim mehanizmom preko 

parakrinih faktora čiji je izražaj reguliran PR-om i ERα. E- estrogen; LE – luminalni epitel; ERα – 

estrogenski receptor α; P – progesteron; PF – parakrini faktor; PR – progesteronski receptor. 
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Za vrijeme implantacije u miša izražaj ERα je značajno smanjen u LE-u i stromi oko 

implantacijskog mjesta [219]. Preduvjet za uspješnu implantaciju je P-om izazvana 

inhibicija proliferacije stanica LE-a uterusa, kao i kratkotrajno povećanje E-a četvrtog 

dana trudnoće u miša [235, 252]. U ovom peri-implantacijskom razdoblju daljnji tijek 

trudnoće ovisi o precizno reguliranoj ravnoteži između aktivnosti PR-a i ER-a te 

pravilnoj orijentaciji embrija [30]. Usklađeno djelovanje ovih receptora uzrokuje 

prestanak proliferacije i gubitka polarnosti stanica LE-a uterusa koje se počinju 

diferencirati u funkcionalno zrelu površinu koja može odgovarati na signale embrija. 

Uterus postaje spreman za implantaciju te se taj trenutak označava pojmom 

implantacijski prozor [57].  

1.3. Decidualizacija 

Decidualizacija endometrija odvija se u svih vrsta čija implantacija uključuje grananje 

LE-a (adenogeneza) i invaziju trofoblasta u majčino tkivo [77, 180]. Decidualne 

stanice omogućuju uvjete preživljavanja embrija prije uspostavljanja zrele posteljice, 

regulaciju invazije trofoblasta, poticanje angiogenze i djeluju kao barijera protiv 

majčinog imunosnog odgovora na semialogenični embrij [57]. U miševa ovaj proces 

započinje implantacijom embrija, dok u čovjeka decidualizacija započinje odmah 

nakon ovulacije, a svoj vrhunac doseže u srednjoj luteinskoj fazi mensturalnog 

ciklusa [75].  

Proces decidualizacije je reguliran P-om, ali je neovisan o signalima blastociste [239]. 

Poticaj za decidualizaciju u glodavaca je sama prisutnost blastociste ili se može 

postići na umjetan način. Nekoliko vanjskih poticaja poput injiciranja ulja, trauma 

iglom ili injiciranje kuglica veličine blastociste mogu potaknuti proces deciudalizacije u 

pseudotrudnoj ženki miša ili u hormonski, E-om i P-om, pripremljenom uterusu [56]. 

Transformacija stromalnih fibroblasta u decidualne stanice prvo se pojavljuje oko 

zrelih spiralnih arterija površinskog sloja endometrija i nastavlja se tijekom trudnoće i 

na kraju obuhvaća cijeli endometrij [75]. Decidualne stromalne stanice odmah 

okružuju blastocistu koja se implantirala i prestaju s proliferacijom te čine primarnu 

decidualnu zonu (PDZ, prema engl. primary decidual zone) [168, 47]. Stanice oko 

PDZ-a nastavljaju proliferirati i diferencirati se u poliploidne decidualne stanice koje 

tvore sekundarnu decidualnu zonu (SDZ, prema engl. secondary decidual zone) [57]. 

U miša se PDZ formira oko petog dana trudnoće, a do potpunog stvaranja SDZ-a 
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dolazi sedmog dana trudnoće. Sekundarnu decidualnu zonu karakteriziraju 

terminalno diferencirane poliploidne decidualne stanice na antimezometrijalnom polu 

uterusa. Nastanak stanične poliploidije je jedinstveni proces koji zahtijeva prelazak sa 

mitotičkog staničnog ciklusa na ciklus endoreplikacije pri čemu stanice podliježu DNA 

replikaciji bez naredne stanične diobe [210]. Fiziološka važnost poliploidnih 

decidualnih stanica još nije do kraja razjašnjena te se smatra da ona ograničava 

životni vijek decidualnih stanica kako bi se omogućio rast embrija i osigurali povećani 

metabolički zahtjevi potrebni za razvoj embrija [47].  

Diferencijacija stromalnih stanica u decidualni fenotip, u in vivo i u in vitro uvjetima, 

popraćena je specifičnim morfološkim promjenama: zaokruživanjem jezgre, 

povećanjem broja jezgrica, proširenjem hrapavog endoplazmatskog retikuluma (rER, 

prema engl. rough endoplazmatic reticulum) i Golgijevog aparata, nakupljanjem 

glikogena i kapljica lipida u proširenoj citoplazmi [108]. Glavni sekrecijski produkti 

decidulanih stanica su prolaktin (PRL) i bjelančevina koja veže inzulinu slične 

čimbenike rasta (IGFB1, prema engl. insulin-like growth factor-biding protein-1). Te 

dvije bjelančevine se koriste i kao biljezi decidualizacije stromalnih stanica uterusa 

kod žena [76]. Međutim, diferencirane stromalne stanice endometrija proizvode 

citokine (npr. interleukin-11, IL-11), kao i čimbenike rasta npr. EGF, HB-EGF, Lefty-A 

i neuropeptide (npr. somatostatin i grelin). Te novostvorene molekule, autokrinim ili 

parakrinim mehanizmom, služe za pojačavanje i širenje procesa decidualizacije 

endometrijem [59, 81, 220].  

1.3.1. Imunološke stanice kao posrednici decidualizacije 

Za uspostavljanje trudnoće osim autokrinih i parakrinih čimbenika potrebno je 

međudjelovanje između stromalnih stanica i imunosnih stanica uterusa. Leukociti 

čine veliku staničnu populaciju u decidui tijekom rane trudnoće i u ljudi i u miševa. 

Većinu populacije leukocita koja se nalazi u uterusu čine uterine prirodnoubilačke 

(uNK, prema engl. uterine natural killer) stanice [43]. To je specijalizirana 

subpopulacija stanica NK koje se intenzivno boje na CD56 antigen, ali ne i na CD16 

antigen. Smatra se da imaju glavnu ulogu u majčinoj imunološkoj toleranciji. Nakon 

ovulacije, broj stanica uNK se naglo povećava i čine 30-40 % stanica u stromi 

uterusa. Populacija stanica uNK ostaje postojana u ranoj decidui, ali u nedostatku 

začeća, nestaju menstruacijom [44]. Za razliku od ljudskog endometrija, gdje su 
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stanice uNK prisutne nakon ovulacije, u miša se zrele stanice uNK ne pojavljuju u 

uterusu prije implantacije [114]. Najčešće se nalaze oko spiralnih arterija blizu 

žlijezda endometrija i oko ekstraviloznog trofoblasta tijekom rane trudnoće. Citokini 

koji su kemokini, CXCL10, CXCL14 i trofoblastni CXCL12, ih privlače na mjesto 

djelovanja [148, 236]. Također, citokini koje proizvode stromalne stanice uterusa, IL-

11, IL-15 i IL-33 djeluju na proliferaciju i sazrijevanje stanica uNK [4, 77, 190].  

Stanice uNK se u velikoj mjeri razlikuju od perifernih stanica NK zbog svoje smanjene 

litičke sposobnost i različitog izražaja receptora. Također, izražavaju drugačije 

angiogene čimbenike i kemoatraktante koji potencijalno mogu djelovati na 

preuređenje decidualnog krvožilnog sustava i invaziju trofoblasta [90, 117]. 

Nedostatak stanica uNK u miša povezan je s nedostatkom decidualnog rasta koji 

uključuju hipocelularnost, nekrozu i edem [5]. Međutim, glavni nedostaci povezani sa 

smanjenim brojem stanica uNK primijećeni su u krvožilnom sustavu decidue što 

upućuje na njihov doprinos u pokretanju krvožilnih promjena koje osiguravaju 

odgovarajući protok krvi za podržavanje decidualizacije [5].  

Nedavno istraživanje pokazalo je da gustoća stanica uNK u stromi uterusa je obrnuto 

proporcionalna s lokalnim izražajem enzima 11β-hidroksisteroid dehidrogenaze tipa 1 

(11β-HSD1), koji katalizira konverziju neaktivnog kortizona u aktivni kortizol [121]. 

Stanice uNK nemaju PR, ali izražavaju glukokortikoidni receptor (GR), čija aktivnost 

može biti posredovana i P-om u stanicama uNK [85]. Poznato je da P ima afinitet 

vezanja za GR, s bržim vremenom vezanja za GR u odnosu na glukokortikoide. 

Također, P se na GR veže za drugo vezno mjesto nego glukokortikoidi [125, 215]. 

Može djelovati agonistički odnosno antagonistički, ovisno o vrsti stanica koje 

izražavaju GR [116].  

U žena povećan broj uNK stanica u endometriju tijekom srednje luteinske faze dovodi 

se u korelaciju s RPL-om. Jedna od terapija u slučaju RPL-a je oralna primjena 

glukokortikoida koja značajno smanjuju broj uNK stanica tijekom srednje luteinske 

faze u endometriju [175]. 

1.3.2. Regulacija decidualizacije steroidnim hormonima 

U žena, u in vivo uvjetima, decidualizacija površinskog sloja endometrija je vidljiva 10 

dana nakon ovulacije i povećanja koncentracije ovarijskog P-a, što upućuju da su 

potrebni dodatni signali za započinjanje procesa decidualizacije [51]. Sve više 
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podataka pokazuje da lokalni čimbenici koji povećavaju unutarstanični porast 

cikličkog adenozin monofosfata (cAMP, prema engl. cycliy adenosine 

monophosphate) potiču decidualizaciju ljudskih stromalnih stanica [77]. Ljudske 

stromalne stanice je moguće decidualizirati u staničnoj kulturi i ova istraživanja su 

značajno doprinjela razumjevanju procesa decidualzacije na molekularnoj razini [50, 

77]. Decidualizacija može biti inducirana različitim kombinacijama: 1) E-a i P-a, 

odnosno progestina (agonističkih sintetskih molekula P-a), 2) čimbenicima koji 

induciraju stvaranje cAMP-a uz P ili progestine i 3) kombinacijom analoga cAMP-a i 

P-a ili progestina [17, 21].  

Aktivacija signalnog puta cAMP-a je početni i neophodan događaj koji potiče 

decidualizaciju [76, 227]. Sveprisutni sekundarni glasnik cAMP nastaje iz adenozin 

trifosfata preko adenilil ciklaze [54]. Glavni nishodno regulirani enzim s cAMP-om je 

protein kinaza ovisna o c-AMP-u (PKA, prema engl. cAMP dependent protein 

kinase), koja se sastoji od dvije regulatorne i dvije katalitičke podjedinice [197]. 

Vezanjem dvije molekule cAMP-a za svaku regulatornu podjedinicu dolazi do 

konformacijske promjene PKA, što prati oslobađanje i aktivaciju katalitičke domene. 

Aktivirana PKA fosforilira ciljne bjelančevine u citoplazmi ili difundira u jezgru te 

mijenja aktivnost transkripcijskih čimbenika fosforilacijom. Glavne ciljne bjelančevine 

za fosforilaciju u jezgri su elementi koji odgovaraju na vezanja cAMP-a (CREB, 

prema engl. cAMP response element binding protein) i modulatori povezani s 

elementima koji odgovaraju na cAMP-a (CREM, prema engl. related cAMP response 

element modulator) [144]. 

U uterusu nakon ovulacije endometrij je povećano izložen endokrinim i lokalnim 

čimbenicima poput: prostaglandina E2 (PGE2), relaksina, hormona koji oslobađa 

kortikotropin (CRH, prema engl. corticotropin-relasing hormone), luteinizacijskog 

hormona (LH) i folikulostimulicijskog hormona (FSH). Svi ti čimbenici potiču stvaranje 

cAMP-a u stromalnim stanicama [76]. Nadalje, tijekom menstrualnog ciklusa 

povećana je aktivnost adenilat ciklaze u endometriju, a time i prisutnost cAMP-a. U 

biopsijskim uzorcima endometrija tijekom sekrecijske faze prisutnost cAMP-a je veća 

u odnosu na proliferacijsku fazu [13, 221]. Daljnjim tijekom trudnoće, decidua je 

izložena velikim koncentracijama ljudskog korionskog gonadotropina (hCG, prema 

engl. human chorionic gonadotrophin), koji prvenstveno aktivira signalni put cAMP-a 

[222]. Pokazano je da primarne stanične linije nakon tretmana s cAMP-om izražavaju 

markere decidualizacije PRL i IGFBP1 unutar nekoliko sati. Tretman stanica samo s 
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cAMP-om je pokazao da se kod tih stanica decidualni fenotip ne zadržava dulje od 8 

do 10 dana. Dodatak progestina, uz cAMP, značajno pojačava decidualni odgovor 

što omogućava zadržavanje decidualnog fenotipa u primarnim staničnim linijama 

[76].  

Prema tome, signalizacija cAMP-om, preko aktivacije staničnog puta PKA, čini 

ljudske stromalne stanice endometrija osjetljivije na P [76]. Osim in vitro 

decidualizacije ljudskih stromalnih stanica, u istraživanjima se koristi i in vitro 

decidualizacija mišjih stromalnih stanica. Pogotovo se koriste miševi s genetskim 

ablacijama gena koji su ključni za uspostavljanje i održavanje trudnoće [50]. 

1.4. Receptori steroidnih hormona 

Steroidni hormoni izvršavaju svoju biološku funkciju preko jezgrinih receptora. Obitelj 

jezgrinih receptora sastoji se od 48 unutarstaničnih bjelančevina koje su ujedno i 

transkripcijski čimbenici [232].  

1.4.1. Modularna struktura receptora 

Jezgrini receptori imaju modularnu strukturu sastavljenu od pet različitih funkcionalnih 

i strukturnih domena koje se mogu izmjenjivati između srodnih receptora bez gubitka 

njihove funkcije. Domene čine: varijabilna regija na amino (NH2) kraju bjelančevine 

(A/B), visoko očuvana DNA-vezujuća domena (DBD ili C), regija savijanja 

bjelančevine (D), visoko očuvana ligand vezujuća domena (LBD, prema engl. ligand-

biding domain) (E) i regija na karboski (COOH) kraju bjelančevine (F) (Slika 7) [223].  
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Slika 7. Modularna struktura jezgrinih receptora. 

AF-1 – aktivacijski čimbenik 1; AF-2 - aktivacijski čimbenik 2; NLS – signal za lokalizaciju u jezgru, 

Hsp90 – bjelančevina staničnog stresa 90 kDa (prilagođeno premo [223]). 

 

Evolucijski najviše očuvana je DBD koja se nalazi na sredini produkta bjelančevine. 

Ona sadrži dvije zinc finger domene tipa II koje olakšavaju vezivanje receptora za 

specifične DNA sljedove što je karakteristično za obitelji jezgrinih receptora. Regija 

A/B, koja se nalazi na amino kraju bjelančevine, najvarijabilnija je regija obzirom na 

dužinu i slijed genetske sekvence, što je posljedica alternativnog prekrajanja i 

korištenja različitih promotora [23]. Na karboksi terminalnom kraju jezgrinih receptora 

nalazi se očuvana LBD. Ta domena omogućava vezivanje hormonskog produkta. 

Ligand-vezujuća domena sadrži: dodatnu transaktivacijsku domenu, sekvencu važnu 

za međudjelovanje s bjelančevinama toplinskog šoka (Hsp, prema engl. heat shock 

protein) i za dimerizaciju receptora [64, 173]. U nedostatku liganda steroidni receptori 

nalaze se u kompleksu s bjelančevinama toplinskog šoka, kao što su Hsp90, Hsp56, 

Hsp70 i p23 koji održavaju receptor u aktivnoj konformaciji sposobnoj za vezivanje 

liganda [23]. Prema tome, jezgrini receptori su podijeljeni u podgrupe, obzirom da li 

stvaraju komplekse s Hsp bjelančevinama u citoplazmi i da li su aktivni kao 

monomeri, homodimeri ili heterodimeri [223].  

1.4.2. Regulacija genskog izražaja steroidnim hormonima 

Regulacija genskog izražaja putem steroidnih hormona uključuje: steroidni receptor 

aktiviran ligandom i vezan s DNA-vezujućom domenom za specifična mjesta na DNA 

molekuli (HRE, prema engl. hormone response elements). Uz receptor, aktiviraju se i 
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bjelančevine potrebne za prepisivanje gena, što je djelomično posredovano s ko-

regulatorima (ko-aktivatori i ko-represori). Steroidni receptori posreduju u aktivaciji 

prepisivanja gena privlačeći RNA polimerazu II na promotorsko mjesto gena, a nju 

prati kompleks od više podjedinica pre-inicijacijskog kompleksa koji se sastoji od 

općih transkripcijskih čimbenika. Pokazano je da steroidni receptori direktno djeluju s 

dijelovima pre-inicijacijskog kompleksa poput TATA vezujuće bjelančevine (TBP, 

prema engl. TATA binding protein), podjedinicom transkripcijskog čimbenika II D 

(TFIID), zatim transkripcijskim čimbenicima TFIIH, TFIIF i brojnim čimbenicima 

povezanim s TBP-om (TAF, prema engl. TATA associated factor) [23, 24]. Također, 

steroidni receptori posreduju u transkripcijskoj aktivnosti pojedinih gena pomoću ko-

regulatora (ko-aktivatora i ko-represora) koji sudjeluju u pregradnji kromatina i 

pospješuju međudjelovanje između steroidnih receptora i bjelančevina koji sudjeluju 

u prepisivanju gena [146]. Neki od ko-aktivatora su: bjelančevina koja veže CREB 

(CBP, prema engl. CREB-binding protein), čimbenici vezani za CBP, p300 i p/CAF, 

zatim obitelj p160 ko-aktivatora jezgrinih receptora (NCoA, prema engl. nuclear 

receptor coactivator) koja uključuje NCoA-1, NCoA-2 i NCoA-3 [24]. Steroidni 

receptori koji se nalaze u jezgri, vezani za DNA (npr. receptor za tiroidni hormon) 

inhibirani su djelovanjem ko-represora jezgrinih receptora (NCoR, prema engl. 

nuclear receptor corepressor) i SMRT-a [183, 184]. Ko-represorske bjelančevine 

NCoR i SMRT su povezane s kompleksom bjelančevina koji sudjeluje u deacetilaciji 

histona, čime se suprimira izražaj gena održavajući formu heterokromatina [99]. 

Naposljetku, jezgrini receptori posreduju stanični odgovor na hormone i ligande 

regulirajući različite stanične procese koji uključuju preživljavanje, proliferaciju i 

diferencijaciju stanica [232].  

Za uspostavljanje i održavanje trudnoće su neophodni E i P koji svoju biološku 

funkciju ostvaraju preko svojih receptora ER-a i PR-a, koji pripadaju grupi jezgrinih 

receptora [30]. 

1.5. Estrogenski receptor 

Steroidni hormon E ostvaruje svoju fiziološku ulogu putem svoja dva receptora 

estrogenskog receptora α, ERα (Esr1) i estrogenskog receptora β, ERβ (Esr2), koji 

se prepisuju s različitog gena [94, 150]. Ta dva receptora djeluju u različitim tkivima. 

U žlijezdama dojke, hipofizi, hipotalamusu, teka stanicama ovarija i uterusu je 
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pretežito izražen ERα, dok je ERβ primarno izražen u granuloza stanicama ovarija, 

plućima i prostati [40]. U endometriju čovjeka, kao i kod makaki majmuna, ERα i ERβ 

su izraženi u jezgrama stanica žljezdanog epitela (GE, prema engl. glandular 

epithelium) i stromalnih stanica. Izražaj ERα je visok u žlijezdama i stromi tijekom E-

om dominirane proliferacijske faze, ali opada tijekom sekrecijske faze menstrualnog 

ciklusa [19, 198, 218]. Izražaj ERα je prostorno i vremenski reguliran tijekom 

implantacija u miševa. Tijekom 3,5 dana trudnoće u uterusu je ERα značajno izražen 

u stanicama GE-a, dok je u stanicama LE-a i strome njegov izražaj manji u odnosu 

na GE. Za vrijeme implantacije u miša izražaj ERα je i dalje visok u stanicama GE-a 

uterusa, ali je značajno smanjen u LE-u i stromi oko implantacijskog mjesta. 

Decidualne stanice koje okružuju blastocistu ne izražavaju ERα dok nediferencirane 

stromalne stanice zadržavaju visok izražaj ERα [94, 182, 219]. 

Genetičkom ablacijom ERα i ERβ pokazano je da je ERα pleotropni regulator funkcije 

uterusa tijekom reprodukcije [41]. Mišice ERαKO (prema engl. estrogen receptor α 

knockout) imaju specifičan fenotip uterusa: hipoplaziju uterusa i neplodne su uslijed 

izostanka implantacije [134]. Nasuprot tome, ERβKO (prema engl. estrogen receptor 

β knockout) mišice zadržavaju mogućnost normalne implantacije, što upućuje da E 

ovisna signalizacija za uspostavljanje i održavanje trudnoće ide primarno preko ERα 

[42, 237]. 

Poznato je da je E neophodan za izražaj PR-a [110, 234], jer Pr gen sadrži elemente 

koji odgovaraju na E (ERE, prema engl. estrogen response elements). Istraživanja su 

pokazala da PR ostaje izražen u uterusu ErαKO mišica, unatoč nedostatku ERα, ali 

je razina njegova izražaja smanjena što znači da postoje dva mehanizma izražaja 

PR-a: jedan ovisan, a drugi neovisan o ERα. Također, pokazano je kako je u ERαKO 

mišicama prisutan decidualni odgovor ovisan o P-u, dok je u divljem tipu mišica 

decidualizacija i dalje ovisna o E-u. [45].  

1.5.1. Proliferacija uterusa pod djelovanjem E-a 

Regulacija proliferacije epitela endometrija je pod nadzorom E-a [1]. Signalizacija E-

om potiče brojne promjene u proliferirajućem endometriju, uključujući prepisivanje 

gena staničnog ciklusa, DNA sintezu, mitozu epitelnih stanica, edem strome i 

infiltraciju imunosnih stanica. Proliferacija vođena E-om je posredovana parakrinim 

signalnim putevima koji uključuju čimbenike rasta fibroblasta (FGF, prema engl. 



 

20 
 

fibroblast growth factors). Signalni put ER-a potiče izražaj FGF-ova u stromalnim 

stanicama uterusa [74, 233]. Stromalni FGF-ovi aktiviraju epitelne receptore FGF-ova 

(FGFR), koji pokreću proliferativni odgovor preko aktiviranja nishodne izvanstaničnim 

signalom regulirane kinaze 1/2 (ERK1/2, prema engl. extracellular signal-regulated 

kinase) ili fosfoinozitol – 3 kinaznog (PI3K) signalnog puta. Osim FGF-ova, E 

potaknuta proliferacija može biti regulirana i preko inzulinu sličnog čimbenika rasta 1 

(IGF1, prema engl. insulin like growth factor 1) (Slika 8) [255]. Proliferativni učinak E-

a je očuvan u ljudi, obzirom da se proliferacija endometrija drastično pospješuje 

povećanjem koncetracije E-a tijekom proliferativne faze menstrualnog ciklusa [66].  

Proliferacija LE-a endometrija posredovana E-om usklađena je parakrinim signalima 

između epitela i strome. Korištenjem mišjih modela pokazano je da je stromalni ERα 

neophodan za poticanje proliferacije epitela endometrija [16, 120]. 

 

Slika 8. Mehanizam proliferacije LE-a posredovan E-om. 

ER -estrogenski receptor, FGF – čimbenik rasta fibroblasta, FGFR – receptor čimbenika rasta 

fibroblasta, PI3K – fosfoinozitol-3-kinaza, ERK1/2- izvanstaničnim signalom regulirana kinaza, IGF1 -

inzulinu sličan čimbenik rasta 1 (prilagođeno prema [1]). 

1.5.2. Čimbenici rasta fibroblasta 

Obitelj FGF-ova čini 22 heparin vezujuća polipeptidna čimbenika rasta. Većina FGF-

ova su mitogeni koji potiču različite stanične funkcije, uključujući migraciju, 

proliferaciju i diferencijaciju [103, 250]. Te funkcije su važne za različite fiziološke i 

patofiziološke procese, uključujući embriogezenu, angiogenezu i tumorogenezu [10]. 

Svoju biološku funkciju FGF-ovi postižu vezanjem za svoje transmembranske tirozin 

kinazne receptore, FGFR. Receptori su kodirani s 4 različita gena (Fgfr1–Fgfr4) [62].  
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Uz membransku lokalizaciju FGFR-ova, stanična diferencijacija potaknuta FGF-

ovima popraćena je s premještanjem FGFR-ova, koji sadrže jezgrin lokalizacijski 

signal, u jezgru [65]. U uterusu, dijelovi FGF signalnog puta mogu djelovati kao 

parakrini i/ili autokrini posrednici međudjelovanja između strome i epitela. Parakrini 

put aktivacije FGFR-ova uključuje proliferaciju LE-a u uterusu [67, 74]. Miševi sa 

specifičnom genetskom ablacijom transkripta 2 izraženog u srcu i tkivima porijeklom 

iz neuralnog grebena (Hand2, prema engl. heart and neural crest derivatives-

expressed transcript 2) ne pokazuju inhibiciju izražaja Fgf1, Fgf2, Fgf9, i Fgf18 

tijekom 3,5 dana trudnoće [128].  

Prethodna istraživanja su pokazala dinamičku promjenu u izražaju FGF2 tijekom 

peri-implantacije u uterusu [167]. Također, FGF9 je mitogen i čimbenik preživljenja, 

čiji je izražaj potaknut E-om i prostaglandinima (PG) [247, 233]. U mišjim embrijima 

FGF9 je široko izražen [35]. Ablacija Fgf9 alela vodi k letalnosti miša u nenonatalnom 

stadiju, najčešće zbog malformacije pluća. Osim malformacije pluća, nedostatak 

FGF9 uzrokuje promjenu u muško ženskom spolu [133].  

1.6. Progesteronski receptor 

U ljudi i miševa, P izvršava svoju biološku funkciju preko svog unutarstaničnog 

receptora PR-a, koji pripada obitelji jezgrinih receptora s funkcijom transkripcijskog 

čimbenika. Zajedničko s drugim jezgrinim receptorima je modularna struktura koja 

sadrži različite domene, koje omogućuju odgovor na ligand, vezanje za DNA i 

regulaciju transkripcije [96]. Postoje dvije glavne izoforme PR-a, progesteronski 

receptor A (PR-A) i progesteronski receptor B (PR-B), koje nastaju prepisivanjem s 

istog gena, ali s dva alternativna promotora [36, 109]. Obje izoforme su strukturno 

identične: sadrže DBD i LBD, osim što PR-B sadrži dodatnu transaktivacijsku 

domenu (AF-3) od 164 aminokiseline na N-terminalnom kraju (Slika 9) [193]. Ova 

strukturna različitost između izoformi uzrokuje znatnu razliku u funkciji PR-A i PR-B u 

ljudi. Izoforma PR-A kod čovjeka inhibira transkripciju vežući ko-represor, NCoR2, na 

mjesto ciljnih gena [80]. Nasuprot tome, PR-B prvenstveno djeluje kao transkripcijski 

aktivator [238]. Domena AF-3 koja se nalazi na PR-B izoformi je odgovorna za ovu 

značajnu razliku u funkciji PR-A i PR-B u ljudi. Nedostatkom AF-3 domene, funkcija 

PR-A izoforme ovisi o njegovoj AF-1 domeni, koja je konstitutivno represivna što 
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upućuje na to da sama AF-3 domena u PR-B izoformi inhibira represivnu aktivnost 

AF-1 domene [33]. 

U literaturi su opisane izoforme, PR-C, PR-M i PR-S koje su rezultat alternativnog 

prepisivanja i prevođenja ili prekrajanja gena. Međutim, ne postoji dokaz da su te 

skraćene izoforme izražene u fiziološkim uvjetima u dovoljnoj količini da bi obavljale 

svoju biološka funkciju in vivo [192].  

Iako je PR-B izoforma duža, selektivnom ablacijom PR-A (PRAKO, prema engl. 

progesterone receptor A knockout) i PR-B (PRBKO, prema engl. progesterone 

receptor B knockout) izoforme pokazano je da je PR-A, ali ne i PR-B, neophodan za 

uspostavljanje trudnoće kod mišica [38, 154]. Mišice s nedostatkom PR-A pokazuju 

fenotipska svojstva kao i PRKO (prema engl. progesterone receptor knockout) 

mišice, potpunu neplodnost s poremećajima funkcije jajnika i uterusa [135, 154]. 

Gubitak PR-B ne utječe na plodnost već dovodi do poremećenog razvoja mliječnih 

žlijezda tijekom laktacije [153]. Prema tome PR-A i PR-B se ponašaju kao dva 

različita transkripcijska čimbenika čija aktivnost ovisi o tkivu u kome su biološki 

aktivni [135, 38, 154, 152]. 

 

Slika 9. Izoforme progesteronskog receptora. 

Izoforme su prepisane s istog gena ali različitog promotora. Izoforma PR-B je duža za 164 

aminokiseline koje su dio AF-3 aktivacijske domene. Kao jezgrini receptor PR sadrži i DNA vezujuću 

domenu, kao i ligand vezujuću domenu. Prisustvo tih domena kao i tri različite aktivacijske domene 

omogućuje različitu fuknciju pojedine PR izoforme. ak – aminokiselina, MET- metionin (prilagođeno 

prema [242]). 

 

U citoplazmi PR receptor se nalazi u kompleksu vezan za bjelančevine staničnog 

stresa npr. Hsp90, Hsp40, Hsp70 i p23 ili imunofiline npr. FKBP4 i FKBP5 [106, 174, 

231]. Ove šaperonske bjelančevine održavaju receptor u konformaciji koja 

omogućuje vezanje liganda. Također, važne su u održavanju dinamike prijelaza 

receptora između jezgre i citoplazme. Progesteron je lipofilna molekula koja prolazi 
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staničnu membranu i veže se na svoj receptor [21]. Poznato je da signalni put 

jezgrinih receptora uključuje vezivanje liganda, dimerizaciju receptora i vezanje na 

elemente koji odgovaraju na P (PRE, prema engl. progesterone response elements) 

unutar promotora uz omogućavanje ili inhibiciju vezanja faktora i enzima potrebnih za 

prijepis ciljnih gena [53]. U prisutnosti P, u citoplazmi PR disocira sa šaperonskih 

bjelančevina, dolazi do dimerizacije, koja dovodi do stvaranja: homodimera PR-A ili 

PR-B, i heterodimera PR-A/B, njihovog premještaja u jezgru i vezanje za DNA na 

točno određenim mjestima. Nakon aktivacije PR se sa svojom DNA vezujućom 

domenom veže na palindromsku sekvencu AGAACAnnnTGTTCT [87]. Zanimljivo je 

da se PR može vezati za promotorske sekvence i mijenjati transkripciju gena koji 

sadrže samo pola PRE ili uopće ne sadrže PRE [186]. 

Na promotorima ciljnih gena PR aktivira ko-aktivatore (npr NCoA-1, NCoA-2, itd.) 

pomoću kojih regulira prijepis ciljnih gena ili ko-represore (npr. NCoR2), pomoću kojih 

inhibira izražaj određenih gena [96]. Istraživanja su pokazala da razina, kao i omjer 

izražaja PR-A i PR-B u ljudi i miševa ovisi o endokrinološkom statusu organizma i 

mijenja se tijekom kancerogeneze [82].  

1.7. Geni regulirani P-om tijekom rane trudnoće 

Progesteronom regulirani geni su ključni za implantaciju i decidualizaciju. Njihove 

bjelančevine određuju receptivnosti uterusa, a ubrajaju se u skupinu citokina, 

čimbenika rasta, homebox transkripcijskih čimbenika, lipidnih medijatora te 

morfogena [240]. 

1.7.1. Morfogeni 

1.7.1.1. Indian Hedgehog 

Indian Hedgehog (IHH), član Hedgehog signalnog puta, pripada skupini morfogena 

važnih u regulaciji stanične proliferacije, diferencijacije i komunikacije između stanica 

u procesima koji uključuju razvoj organa, održavanje matičnih stanica kao i 

onkogenezu [102, 187]. Njegov izražaj je reguliran P-om i doseže najvišu razinu 

četvrtog dana trudnoće kada u miša dolazi do implantacije [143]. Iako je izražaj IHH u 

uterusu ograničen na LE, nishodne molekule njegovog signalnog puta su izražene u 

stromi tijekom implantacije. To su Ptch1 (prema engl. patched-1) i COUP 
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transkripcijski čimbenik 2 (COUP-TFII, prema engl. COUP transcription factor 2) 

[217]. Istovremeni izražaj izražaja IHH u LE-u i Ptch1 i COUP-TFII u stromi upućuje 

na potencijalnu ulogu IHH u posredovanju parakrinog signalnog puta P-a između 

strome i LE-a uterusa [122]. Kondicionalna delecija Ihh-a u uterusu miša uzrokuje 

nemogućnost implantacije zbog nedostatka P-om potaknute proliferacije stromalnih 

stanica, angiogeneze i decidualizacije, fenotipski slično kao i kod PRKO mišica [71, 

123]. To upućuje da je IHH neophodan medijator signalnog puta PR-a u uterusu, koji 

sudjeluje u komunikaciji između LE-a i strome uterusa koja je potrebna za 

implantaciju embrija [217]. Mikroanaliza gena je pokazala da je IHH glasnička RNA 

(gRNA) regulirana PR-om tijekom mensturalnog ciklusa žene [218]. Također, izražaj 

IHH u endometriju je smanjen kod endometrioze, što upućuje na rezistenciju stanica 

na P [199]. 

1.7.1.2. Koštana morfogenetska bjelančevina 2 (BMP2) 

Koštana morfogenetska bjelančevina 2 (BMP2, prema engl. bone morfogenetic 

protein 2) je član najveće obitelji morfogena koja pripada super obitelji modulatora 

rasta, transformirajućeg čimbenika rasta β (TGF- β) [251]. Nekoliko gena koji 

pripadaju BMP obitelji izraženi su u uterusu miša, ali samo je izražaj BMP2 reguliran 

P-om. Njegov izražaj je pojačan u stromalnim stanicama koje okružuju mjesto 

implantacije embrija [167]. Također, BMP2 je nishodno regulirana molekula u 

signalnom putu IHH-COUP-TFII [119]. Mišice s kondicionalnom delecijom Bmp2 su 

neplodne, unatoč pričvršćivanju blastociste za LE. Prekid trudnoće nastao je kao 

posljedica nemogućnosti potpune implantacije i decidualizacije [124]. In vitro 

istraživanja su pokazala da dodatak BMP2 u staničnu kulturu nediferenciranih 

stromalnih stanica značajno potakne decidualizaciju preko Smad signalnog puta, dok 

utišavanje izražaja BMP2 blokira decidualizaciju i u miša i u ljudi [124, 129].  

1.7.2. Transkripcijski čimbenici  

Homebox transkripcijski čimbenici (Hox) su evolucijski očuvani transkripcijski 

regulatori tijekom razvoja tkiva i organa, kao i u ranoj trudnoći. U miša, homebox A 

(Hoxa) geni, Hoxa10 i Hoxa11, su izraženi u uterusu tijekom receptivne faze i 

povećan im je izražaj tijekom decidualizacije kao odgovor na steroidne hormone. 
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1.7.2.1. Transkripcijski čimbenik Hoxa10  

Poznato je da je Hoxa10 izražen u uterusu miša za vrijeme implantacije te se njegov 

izražaj izrazito povećava u stromalnim stanicama koje podliježu procesu 

decidualizacije [12, 46]. U žena, izražaj Hoxa10 povećava se u endometrijskim 

epitelnim i stromalnim stanicama tijekom srednje sekrecijske faze ciklusa u kojoj se 

nalazi period implantacijskog prozora [224]. Također, pokazano je da je P primarni 

regulator izražaja Hoxa10 u miševa i u ljudi [46, 130, 224]. Miševi s potpunom 

ablacijom Hoxa10 djelomično mogu započeti sam proces implantacije, ali im je 

poremećen decidualni odgovor zbog smanjene stromalne proliferacije [48]. Točnije, 

kod tih je miševa smanjena proliferacija stromalnih stanica pod djelovanjem P-a i E-a, 

dok epitelne stanice pod djelovanjem E-a normalno proliferiraju [130]. Također je 

pokazano da nedostatak Hoxa10 uzrokuje deregulaciju diferencijacije stanica uNK 

[178]. Uspješna diferencijacija stanica uNK važna je za prehranu embrija, normalnu 

placentaciju i pravilno preuređenje uterusa tijekom trudnoće. U miševa s 

nedostatkom Hoxa10 preteče stanica uNK prisutne su u uterusu, međutim te stanice 

nemaju dovoljan diferencijacijski potencijal [178]. 

1.7.2.2. Transkripcijski čimbenik Hoxa11 

Uz Hoxa10, Hoxa11 je također visoko izražen u stromalnim stanicama uterusa i kod 

čovjeka i miša tijekom implantacije [78, 225]. Nedostatak Hoxa11 u mišicama vodi ka 

neplodnosti [98]. Mišice s potpunom ablacijom Hoxa11 imaju nepravilno diferencirane 

žlijezde uz nedostatak izražaja LIF-a, kao i nepravilan odgovor na steroidne 

hormone, posljedično s nedostatnom proliferacijom stromalnih stanica [78]. Stoga, 

Hoxa11 je ključni čimbenik normalne funkcije uterusa tijekom implantacije [235].  

1.7.2.3. Transkripcijski čimbenik Hand2 

Usporedbom tkiva uterusa mišica s genetskom ablacijom PR-a i divljeg tipa mišica, 

pokazano je da PR koji se nalazi u stromalnim stanicama inhibira proliferativni efekt 

E-a na epitel endometrija [128]. Mikroanalizom gena mišjeg uterusa tretiranog s RU-

486 (antagonist P-a) u periimplantacijskom razdoblju otkriven je Hand2, kao jedan od 

gena čiji je izražaj u uterusu pod regulacijom P-a [6]. To je također potvrđeno 

istraživanjima na ovarijektomiziranim mišicama kojima je dodan P i gdje se uočio 
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pojačan izražaj Hand2 u stromi uterusa. To je potvrdilo da je Hand2 jedan od P-om 

reguliranih gena. Selektivnom ablacijom Hand2 u stanicama uterusa pokazano je da 

izostanak P-om inhibirane E-om potaknute proliferacije LE-a u miša dovodi do 

implantacijskog neuspjeha [128]. 

1.7.3. Lipidni medijatori implantacije 

Usporedno s pričvršćivanjem blastociste i implantacijom dolazi do povećane 

krvožilne propusnosti endometrija na mjestu implantacije. Taj proces u uterusu je 

posredovan djelovanjem lipidnih medijatora, PG-ova [29]. Ciklooksigenaza 1 i 2 

(Ptgs-1, COX1; Ptgs-2, COX2) su dva enzima ključna u sintezi PG-a [202]. Svoju 

biološku funkciju PG-ovi ostvaraju preko svojih receptora, čiji je izražaj u uterusu 

reguliran P-om [130]. Izražaj gena Cox1 je konstitutivan i ima ulogu kućepaziteljskog 

gena, dok je izražaj Cox2 ovisan o podražaju i nalazi se u LE-u i stromalnim 

stanicama na samom mjestu implantacije blastociste [131]. Pokazano je da su mišice 

s nedostatkom Cox2 neplodne zbog nepravilne ovulacije, oplodnje, implantacije i 

decidualizacije [131].  

 

 

Slika 10. Mehanizam djelovanja P-om reguliranih gena za vrijeme uspostavljanja receptivnosti 
uterusa. 

Bmp2 - koštano morfogenetska bjelančevina 2, COUP-TFII – COUP transkripcijski čimbenik 2, COX2 - 

ciklooksigenaza 2, EGFR – receptor epidermalnog čimbenika rasta, ER – estrogenski receptor, FGF – 

čimbenik rasta fibroblasta, Hand2 – transkripta 2 izraženog u srcu i tkivima porijeklom iz neuralnog 

grebena, HB-EGF - heparin vezujući epidermalni čimbenik rasta, Ihh - Indian Hedgehog i LE-luminalni 

epitel (prilagođeno prema [122]). 
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1.8. Antiproliferacijski učinak progesterona 

Ključan događaj za pravilnu implantaciju je P-om regulirana inhibicija E-om potaknute 

proliferacije LE-a. Jedan od glavnih regulatora tog procesa je Hand2 [128].  

1.8.1. Obitelj transkripcijskih čimbenika Hand 

Obitelji Hand gena koja kodira za visoko očuvane bazične helix-loop-helix (bHLH) 

transkripcijske čimbenike ima ključnu ulogu u razvoju neuralnog grebena i srca u 

kralježnjaka [89]. Članovi bHLH obitelji transkripcijskih čimbenika sadrže zajednički 

sekvencijski motiv bazičnih aminokiselina u susjedstvu HLH domene, koje se vežu na 

odgovarajuće sljedove DNA. Ti transkripcijski čimbenici reguliraju genski izražaj 

stvarajući homodimere i heterodimere koji se vezuju na odsječke DNA s konsenzus 

sekvencom CANNTG [97]. Obitelj Hand bjelančevina čine dva člana: Hand1 i Hand2. 

Njihova glavna ulogu je u formiranju lijevog i desnog ventrikula, epikarda i 

endokarda, što upućuje na njihovo sudjelovanje u razvoju urođenih srčanih bolesti [8, 

68]. Životinje s nedostatkom Hand bjelančevina umiru tijekom ranog embrionalnog 

razvoja. Nedostatak Hand1 uzrokuje nepravilnu završnu doradu krvnih žila, dok je 

kod životinja s nedostatkom Hand2 diferencijacija endotela normalna uz izostanak 

odgovarajuće diferencijacija glatkih mišićnih stanica. To uzrokuje nepravilan razvoj 

krvnih žila tijekom embrionalnog života [209, 248].  

1.8.2. Antiproliferacijski učinak P-a na LE posredovan s Hand2 

Nedavno je otkriveno da P preko PR-a kontrolira izražaj Hand2 u uterusu miša 

tijekom rane trudnoće [128]. Izražaj Hand2 glasničke RNA i bjelančevina značajno je 

snižen u uterusu miša tretiranog s mifepristonom (antagonist progesterona) [6, 128]. 

Također, tretman ovarijektomiziranih PRKO i mišica divljeg tipa (WT) s P-om, 

pokazao je da P preko PR-a inducira izražaj Hand2 u jezgri stromalnih stanica 

uterusa [128]. Selektivna ablacija Hand2 u stanicama uterusa koje izražavaju PR 

ukazala je da su takve mišice neplodne. Selektivna ablacija Hand2 u stanicama 

uterusa postignuta je progesteron receptor Cre-knockin metodom (PR-Cre) [128]. 

Miševi s PR-Cre generirani su tako da je u gen za PR u egzonu 1 umetnuta Cre 

rekombinaza. Mjesto umetanja Cre-rekombinaze je nishodno od PR promotora. 

Heterozigotne mišice s dodakom Cre-rekombinaze se fenotipski ne razlikuju od 
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divljeg tipa mišica. Aktivnost CRE-rekombinaze je ograničena na stanice koje 

izražavaju PR u tkivima koji su pod utjecajem P-a poput uterusa, jajnika, jajovoda i 

mliječnih žlijezda. Što znači da u tim stanicama može doći do selektivne delecije 

gena od interesa [208]. Nepolodnost u tim mišicama je posljedica nemogućnosti 

pričvršćivanja embrija za LE uterusa tijekom implantacije, dok su ovulacija i oplodnja 

normalne kao i morfologija embrija [128].  

U miša, receptivna faza uterusa nastaje kada P inhibira proliferaciju LE-a potaknutu 

E-om [57]. Smanjenje aktivnosti ER-a dovodi do sniženja izražaja gena koji su pod 

kontrolom E-a, uključujući Muc1. Glavno obilježje receptivnog uterusa je utišavanje 

izražaja Muc1 u LE-u. Nasuprot tome, održavanje Muc1 izražaja blokira 

uspostavljanje receptivnosti i implantaciju embrija [214]. Smatra se da selektivna 

ablacija Hand2 u uterusu mišica, ne dovodi do utišavanja izražaja Muc1 zbog 

pojačane aktivnosti ER-a u LE-u. Rezultati ukazuju da Hand2 djeluje nishodno od 

PR-a u provođenju antiproliferativnog djelovanja P-a na E-ovisnu epitelnu 

proliferaciju [128]. Dosadašnja istraživanja upućuju da je antiproliferacijsko djelovanje 

Hand2 posljedica njegove inhibicije FGF-ova u stormalnim stanicama uterusa koji 

parakrinim mehanizmom utječu na aktivaciju FGFR na LE-u [128]. Vezanjem FGF-

ova na FGFR na LE-u, dovodi do aktivacije ERK1/2 čija aktivacija potiče staničnu 

proliferaciju [62]. Istraživanja su pokazala da Hand2 u uterusu smanjuje izražaj Fgf1, 

Fgf2, Fgf9 i Fgf18 [128].  

 

Slika 11. Mehanizam P-om regulirane inhibicije LE-a uterusa tijekom 3,5 dana trudnoće u miša. 

Progesteron (P) preko svog receptora (PR) u stromi uterusa, potiče izražaj transkripcijskog čimbenika 

HADN2 koji potiskuje izražaj FGF-ova koji su posrednici u proliferaciji stanica luminalnog epitela 

uterusa u signalnom putu E-ERα. E – estrogen, ERα – estrogenski receptor α, FGF – čimbenici rasta 

fibroblasta, FGFR – receptori čimbenika rasta fibroblasta, LE - luminalni epitel, P – progesteron, PR- 

progesteronski receptor (prilagođeno prema [128]). 
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Nemogućnost antiproliferacijskog djelovanja P-a povezano je s razvojem raka 

endometrija ovisnog o E-u, stoga se Hand2 nameće kao dobar kandidat u liječenju 

hormonskom terapijom, kao inhibitor E-om regulirane proliferacije endometrija [112].  

In vitro istraživanja na ljudskim endometrijskim stromalnim stanicama pokazala su da 

tretman progestinima, pojačava izražaj Hand2 gRNA i da ovisi o dozi i vremenskom 

intervalu tretmana. Tretman s E-om nema utjecaj na izražaj Hand2 [31].  

Tijekom rane trudnoće Hand2 gRNA i bjelančevinu izražavaju stromalne stanice oko 

mjesta implantacije te se njegov izražaj drastično povećava za vrijeme 

decidualizacije [100]. Modelom povećane hormonske osjetljivosti mišjeg uterusa 

pokazano je da se izražaj Hand2 povećava u odgovoru na P iako se još uvijek ne 

zna da li je transkripcija Hand2 direktno regulirana P-om ili preko nishodnih efektora 

[100], ali poznato je da promotor Hand2 gena sadrži PR vezna mjesta [186]. 

1.9. Uloga P-a u krvožilnoj propusnosti 

Za uspješnu implantaciju od iznimne je važnosti stvaranje povećane krvožilne 

propusnosti i nastajanje edema na mjestu pričvršćivanja blastociste [11, 29]. 

1.9.1. Prostaglandini 

Prostaglandini su lipidni medijatori važni u različitim aspektima ženske reprodukcije. 

Istraživanjima je otkriveno da sudjeluju u menstrualnom ciklusu i menstruaciji, 

ovulaciji, implantaciji, dilataciji grlića maternice, tonusu maternice i koordiniranim 

kontrakcijama miometrija te krvožilnoj funkciji posteljice [115]. Njihova sinteza (Slika 

12) započinje iz arahidonske kiseline koja se oslobađa razgradnjom stanične 

membrane pomoću enzima fosfolipaza A2. Arahidonska kiselina se zatim prevodi u 

prostaglandin H2 (PGH2) preko COX koja djeluje i kao dioksigenaza i peroksidaza 

[202]. Poznata su dva izoenzima: konstitutivni COX1 i inducibilni COX2, koji se 

razlikuju po izražaju i rasprostranjenosti u organizmu [107]. Homodimeri COX mogu 

biti smješteni u endoplazmatskom retikulumu ili membrani jezgre [202].  

Nestabilni međuprodukt PGH2 prolazi kroz brzu konverziju u ostale prostanoide sa 

specifičnom krajnjom PG sintazom, čime nastaju prostanoidi, prostaciklini i 

tromboksan A2 [200]. Svoju biološku funkciju PG ostvaruju preko nekoliko G-protein 

vezujućih receptora (GPCR, prema engl. G-protein coupled receptor): četiri EP 

receptora za prostaglandin E2 (PGE2) (EP1-EP4), IP receptor za prostaciklin, DP 
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receptor za prostaglandin D2 (PGD2), FP receptor za prostaglandin F2α (PGF2α). Kada 

se sintetizirani PG izluči iz stanice on može djelovati autokrino, vezanjem na GPCR 

na stanici koja ga je proizvela ili parakrino, vezanjem za GPCR na susjednoj stanici, 

pritom aktivirajući različite unutarstanične signalne putove [91, 201]. Otkriven je i 

unutarstanični receptor za PG, peroksisomski proliferacijski aktivirajući receptor 

(PPAR, prema engl. peroxisome proliferator-activated receptor) [118]. 

Miševi kojima nedostaju PG receptori, osobito E2, pokazuju nepravilnosti u 

reproduktivnoj funkciji [229]. U glodavaca je primijećeno da prostaglandin E2 (PGE2) i 

prostaglandin F2α (PGF2α) imaju važnu ulogu u procesu implantacije i decidualizaciji, 

dok je prostaciklin (PGI2) uključen u procese implantacije i decidualizacije preko 

PPAR-δ [141]. Također, u glodavaca je uočeno da PGE2 i PGF2α sudjeluju u 

kontrakcijama kružnog miometrijskog mišićnog sloja koji pospješuje transport embrija 

i pravilni prostorni razmještaj blastocista [249]. 

 

Slika 12. Shematski prikaz sinteze prostaglandina. 
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1.9.2. Uloga ciklooksigenaza u trudnoći 

Jedinstven izražaj COX1 i COX2 enzima, ključnih za sintezu PG-ova tijekom peri-

implantacije u uterusu miša, ukazuju da ova dva enzima imaju važnu ulogu u 

procesima rane trudnoće [131]. Premda se COX1 i COX2 izoforme prepisuju s 

različitih gena, Ptgs1 i Ptgs2, one dijele sličnu strukturu bjelančevina i kinetička 

svojstva [200]. Sinteza PG-a i COX u ženskom reproduktivnom traktu može biti 

regulirana hormonima i parakrinim čimbenicima. U ljudi nakon tretmana s 

mifepristonom, antagonistom PR-a, izražaj COX1 u GE-u i COX2 u LE-u je značajno 

snižen, što upućuje da P utječe na izražaj ovih enzima [139]. Dosadašnja istraživanja 

upućuju na zaključak da tijekom rane trudnoće u miševa, izražaj COX1 gena u 

uterusu je pod kontrolom ovarijskih steroidnih hormona, dok izražaj COX2 može biti 

reguliran i s prisutnošću blastociste [29]. Četvrtog dana trudnoće, kada dolazi do 

implantacije u miševa, COX1 je izražen u epitelnim stanicama uterusa, ali njegov 

izražaj je smanjen za vrijeme pričvršćivanja blastociste. Fenotip mišica nakon 

genetske ablacije COX1 je ukazao na njegovu važnost na proces okota, ali ne i za 

implantaciju. Izražaj COX2 je ograničen na područje LE-a i prolazno je prisutan u 

neposrednom okolišu implantacijskog mjesta u stromi endometrija. Potpuna ablacija 

COX2 u C57BL/6J/129 mišica uzrokuje nepravilnu ovulaciju, oplodnju, implantaciju i 

decidualizaciju što dovodi do neplodnosti mišica i ukazuje na važnost COX2 u 

reproduktivnoj funkciji [131]. Osim spolnih hormona, na sintezu PG-ova i izražaj COX 

mogu utjecati i drugi hormoni i citokini. Primjerice, korionski gonadotropin (CG, prema 

engl. chorionic gonadotrophin) regulira izražaj PGE2 u epitelu endometrija u ljudi i 

miševa [7]. Zatim, u in vitro uvjetima IL-1α potiče izlučivanje PGE2 i PGF2α u mišjim 

stromalnim stanicama endometrija [105]. U uterusu štakora pokazano da i 

lizofosfatna kiselina (LPA, eng. lysophosphatidic acid), bioaktivni lipidni derivat, 

potiče izražaj COX2, a time i sintezu PGE2 [206]. Za inicijaciju implantacije u miševa, 

potrebno je izlučivanje serinskih proteaza od strane embrija, koje zatim aktiviraju 

epitelne Na+ kanale (ENaC, prema engl. epithelial Na+ channel) u epitelnim 

stanicama endometrija, što uzrokuje naglo povišenje koncentracije Ca2+ i potakne 

djelovanje COX2, a time sintezu i izlučivanje PGE2 u stanicama LE-a uterusa (Slika 

13) [22, 185]. U organizmu, ENaC je glavni regulator absorpcije soli i vode u epitelu 

[207]. 
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Slika 13. Utjecaj serinskih proteaza na sintezu prostaglandina i poticanje decidualizacije. 

ENaC - epitelni Na+ kanali, cAMP – ciklički adenozin monofosfat, COX2 – ciklooksigenaza, PGE2 – 

prostaglandin E2 (prilagođeno prema [185]).  

1.9.3. Uloga PG-a u povećanoj krvožilnoj propusnosti i angiogenezi tijekom 
implantacije 

Medijatori povećane krvožilne propusnosti u endometriju tijekom implantacije i 

decidualizacije su PG [2]. Utjecaj spolnih hormona na izražaj vaskularnog endotelnog 

čimbenika rasta (VEGF, prema engl. vascular endothelial growth factor) i 

angiopoetina (Ang) je reguliran s PGE2 [57], čime dolazi do povećane krvožilne 

propusnosti i angiogeneze tijekom implantacije, a kasnije i decidualizacije [142].  

Spolni hormoni E i P imaju različiti utjecaj na te promjene. Povećanu krvožilnu 

propusnost potiče E, a inhibira angiogenezu in vivo. Angiogenezu potiče P, ali ima 

mali utjecaj na krvožilnu propusnost [136]. Promjene u krvožilnoj propusnosti i 

angiogenezi tijekom implantacije embrija su uzrokovane različitim izražajem pro-

angiogenetskih čimbenika u uterusu VEGF-om i njegovim receptorima [177]. 

Angiopoetin-1 (Ang-1) i -2 (Ang-2) zajedno s VEGF-om reguliraju angiogenezu 

tijekom decidualizacije. Sazrijevanje krvnih žila i održavanje njihove propusnosti 

potiču VEGF i Ang-1, dok VEGF i Ang-2 potiču destabilizaciju krvnih žila koja je 

neophodna za neoangiogenezu [113].  

Aktivnost dušik monoksid sintetaze (NOS) je smanjena na mjestu implantacije što se 

pridodaje inhibicijskom učinku PGE2 na taj enzim [27, 205]. To upućuje da bi PGE2 
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mogao biti uključen u kontrolu krvožilne propusnosti potaknute dušikovim 

monoksidom (NO). Također, inducibilno stvoren NO ima utjecaj na aktivnost COX2, a 

time i na sintezu PG [149].  

Nepravilna angiogeneza uterusa jedna je od karakteristika mišica s potpunom 

ablacijom COX2. Ti miševi imaju poremećen izražaja VEGF, ali ne i Ang. Egzogenim 

unosom PG u COX2-/- mišice uspostavlja se normalan izražaj VEGF i pravilna 

angiogeneza. To ukazuje da su PG-ovi sintetizirani s COX2 neophodni za proces 

angiogeneze tijekom decidualizacije [142, 240]. 

Prostaciklin, PGI2, je snažan vazodilatator i ima važnu ulogu u povećanju krvožilne 

propusnosti na mjestu implantacije. Razina PGI2 se poveća tijekom rane trudnoće te 

je on glavni eikosanoid kojeg proizvode endotelne stanice arterija paralelno s 

povećanim izražajem prostaglandin-I sintaze (PGIS, prema engl. prostaglandin-I 

synthase) [138].  

1.9.4. Uloga PG-a u decidualizaciji 

Decidualizacija osigurava uvjete preživljavanja embrija prije uspostavljanja zrele 

posteljice [57]. Putem svojih transportera (PGT) PG se prenesu u stanice što im 

omogućava parakirni način djelovanja. Glavni PG-ovi uključeni u proces 

decidualizacije su PGE2 i PGF2α. Za PGI2 se smatra da je također uključen u proces 

implantacije, jer u miševa je povećan izražaj PGIS tijekom petog dana trudnoće, a 

nakon toga počinje brzo opadati [111]. Osim povećanog izražaja COX, povećan je i 

izražaj receptora za PGE2: EP2 i PPAR-δ, u decidualnim stanicama miševa, što 

dodatno potvrđuje na važnost PG-ova u procesu decidualizacije [164]. Poznato je da 

P povećava izražaj receptora EP2 [17]. Također, P reguliran Hoxa10 potiče izražaj 

receptora EP3 i EP4 u stromi uterusa [130]. Pokazano je da PGE2 regulira izražaj 

Hand2 u stanicama koje podliježu in vitro decidualizaciji [100]. 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

Uspostavljanje trudnoće zahtjeva međudjelovanje pravilno razvijenog embrija i 

hormonski stimuliranog endometrija spremnog za njegovu implantaciju. Steroidni 

hormon P, zajedno s E-om, je ključan za implantaciju embrija i održavanje trudnoće 

kod gotovo svih životinjskih vrsta. Zna se da je razlog za gubitak trudnoće u 75% 

slučajeva nepravilna implantacija [28]. Molekulska i genetska istraživanja ukazuju da 

P zajedno s lokalno stvorenim signalnim molekulama osigurava uvjete u uterusu za 

prihvat embrija [1]. Ovu funkciju P izvršava preko PR-a, PR-A i PR-B, koji su 

transkripcijski čimbenici [38]. 

Istraživanje se temelji na pretpostavci da je pravilna vremenska i prostorna dinamika 

transkripcijske aktivnosti PR-a neophodna za implantaciju i diferencijaciju stanica u 

decidualni fenotip koji osigurava uspostavljanje i održavanje trudnoće. Hormonski 

uvjeti tijekom implantacije uzrokuju promjene na razini cijelog uterusa [28].  

Polazim od hipoteze da P preko PR-a uzrokuje promjene u vrlo maloj populaciji 

stanica, specifičnih karakteristika, koje osiguravaju implantaciju na pravom mjestu i u 

pravo vrijeme. Do sada pravilna uspostava molekulskih signalnih putova pod 

kontrolom P-a tijekom rane trudnoće nije dovoljno dobro istražena. 

Glavni cilj predloženog istraživanja je uloga PR-a u mehanizmu uspostavljanja 

trudnoće in vivo, stoga kako bi ispitala ulogu P-a u uspostavljanju trudnoće postavila 

sam sljedeće specifične ciljeve: 

1. Analizirati vremenski i prostorni odnos između PR-a i njime reguliranih gena: 

Hand2 i Cox2 te ER i FGF9 u uterusu tijekom peri-implantacijskog razdoblja.  

2. Analizirati prostorne promjene izražaja PR reguliranih gena tijekom implantacije 

(4,5 dpc) u miša. 

3. Utvrditi promjene u izražaju Hand2, Cox2, FGF9 i PR gena u implantacijskom 

mjestu u odnosu na ne-implantacijsko mjesto.  

4. Utvrditi regulaciju izražaja Hand2 hormonima P-om i E-om u ovarijektomiziranim 

mišicama divljeg tipa (WT, prema engl. wild type) i genetski modificiranim PRKO i 

PRAKO mišicama. 
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1 Materijali 

3.1.1. Kemikalije 

2-merkaptoetanol (C2H6OS), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

2-propanol (izopropanol), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD  

30% Akrilamid/bisakrilamid otopina (29:1), Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemačka 

Agaroza, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD  

Amonijev persulfat, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Biorad protein assay, BioRad, Hercule, SAD 

Bjelančevinski markeri, obojeni, Thermo Scientific, Rockford, SAD  

Brdu (5-Bromo-2′-deoksiuridin), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Bromfenol modrilo (prema engl. bromphenol blue), Merck, Darmstadt, Njemačka 

Buprenorfin, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Chicago blue, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Complete tablete (Tablete proteaznih inhibitora), Roche, Basel, Švicarska 

Dabco, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride), Thermo Scientific, Rockford, 

SAD  

Destilirana voda, Direct Q3, Merck Milipore, Darmstadt, Njemačka 

di-Natrijev-dihidrogenfosfat-12-hidrat (NaH2PO4 x 12H2O), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Dithiothreitol (DTT), Panreac, Barcelona, Španjolska 

DNA markeri (100 bp, 1kb), Metabion, Martinsried, Njemačka 

ECL plus Western Blotting Detection System, GE Healthcare Life Sciences, 

Pittsburgh, SAD 

EDTA, Fluka, Buchs , Švicarska 

Estrogen, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Etanol (CH3OH), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Etidij-bromid, Invitrogen, Carlsbad, SAD 

Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF; C7H7FO2S), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Formaldehid (36%), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Formamid, deionizirani (CH3NO), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Glicerol, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 
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Glicin (C2H5NO2), Carl Roth, Karlsruhe, Njemačka 

Goveđi serumski albumin (BSA, prema engl. bovine serum albumin), Affymetrix, 

Santa Clara, SAD 

HEPES, Carl Roth, Karlsruhe, Njemačka 

Hrana za miševe - Teklad, Envigo, Madison, SAD 

Kalcijev klorid (CaCl2), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Kalijev hidrogenkarbonat (KHCO3), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Kalijev klorid (KCl), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Ketamin hidroklorid (C13H16CINO x HCl), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Kit za odstranjenje DNA onečišćenja; DNase I, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD  

Kit za reverzni prijepis High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied 

Biosystems, Foster City, SAD 

Kloridna kiselina (HCl), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Kloroform (CHCl3), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Ksilazin (C12H16N2S), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Magnezijev klorid heksahidrat (MgCl2 x 6H2O), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Master mix za lančanu reakciju polimerazom (PCR prema engl. polymerase chain 

reaction), Promega, Madison, SAD 

Metanol (CH3OH), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Mowiol, Hoechst medij za uklapanje fluorescentno obilježenih preparata, Sigma 

Aldrich, St. Louis, SAD 

Natrijev acetat trihidrat, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Natrijev azid (NaN3), Difco, San Diego, SAD 

Natrijev citrat (Na3C6H5O7), Carl Roth, Karlsruhe, Njemačka 

Natrijev hidroksid (NaOH), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Natrijev klorid (NaCl), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Natrijev-dihidrogenfosfat-2-hidrat (NaH2PO4 x 2H2O), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Octena kiselina (ledena) (CH3COOH), Kemika, Zagreb, Hrvatska 

Paraformaldehid, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Ponceau S, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD  

Power Sybr Green, Applied Biosystems, Carlsbad, SAD 

Progesteron, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD  

Proteinaza K, Roche, Basel, Švicarska 
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RIPA (prema engl. radiation immunoprecipitation assay), Thermo Scientific, 

Rockford, SAD 

RNA Later, Applied Biosystems, Carlsbad SAD  

RNase inhibitor, Ambion, Grand Island, SAD 

SDS (Natrij dodekasulfat), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Sefarozne kuglice za imunoprecipitaciju, Protein A/G PLUS-Agarose, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, SAD 

Sezamovo ulje, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Stelja, Allspan, Karlsruhe, Njemačka 

TEMED (C6H16N2), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Tissue Clear, Sakura Finetek Europe, Zoeterwounde, Nizozemska 

Tris Baza, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Trizol Reagent, Invitrogen, Carlsbad, SAD 

Tween 20 (polioksietilen-sorbitan monolaureat), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

Voda bez nukleaza (prema engl. nuclease free water), Ambion, Grand Island, SAD 

3.1.2. Otopine i puferi 

Agarozni gel za određivanje kvalitete RNA 

Agarozni gel 0,9% (w/v): 0,9 g agaroze, 100 ml TAE pufera 

Agarozni gel za genotipizaciju miševa 

Agarozni gel 1,5% (w/v): 1,5 g agaroze, 100 ml TAE pufera 

Denaturirajući pufer za pripremu uzoraka RNA za elektroforezu (10x) 

200 mM Hepes, 50mM NaAcetat, 10 mM Na2EDTA pH 7,0 

Denaturirajući pufer za nanošenje uzoraka RNA na gel (1x) 

1X denaturirajući pufer za pripremu uzoraka RNA za elektroforezu, 58,8% formamid 

(v/v), 7,2% formaldehid (v/v), 0,04 mg/ml Etidij bromid (EtBr) 

Fiziološka otopina  

Natrijev klorid 0,9% (w/v); 0,9g NaCl, 100 ml H2O 

Fiziološka otopina puferirana fosfatnim puferom (PBS, prema engl. phosphate 

buffered saline), pH 7,4 

140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM NaH2PO4 x 2H2O, 1,5 M KH2PO4, 0,7 mM CaCl2, 

0,7 mM MgCl2x 6H2O 
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Fiziološka otopina puferirana s tris-bazom (TBS, prema engl. Tris buffered 

saline) pH 7,6 

20 mM Tris baza, 150 mM NaCl 

Otopina 4% paraformaldehida za fiksiranje tkiva pH 7,4 

40 g/L paraformaldehida, 16.83 g/ L NaH2PO4 x 2H2O, 3.85 g/L, 5.4 g/L glukoze u 

PBS-u 

Otopina amonijevog persulfat 

Amonijev persulfat 10% (w/v) u H2O 

Otopine etanola 

Etanol 96% (v/v) u H2O 

Etanol 75% (v/v) u H2O 

Etanol 70% (v/v) u H2O 

Otopina za demaskiranje epitopa za analizu bjelančevina na tkivnim rezovima 

10mM Natrijev Citrat (Na3C6H5O7), pH 6,0 u H2O 

Otopina ketamina/ksilazina (anestetik)  

1,75 ml Ketamin (100 mg/ml); 0,25 ml Ksilazin (100 mg/ml) u 8 ml fiziološke otopine 

Otopina SDS-a 

Natrij dodekasulfat (SDS) 10% (w/v) u H2O 

Otopina za blokiranje membrana tkivnih rezova 

Goveđi serumski albumin (BSA 1% (w/v); 1g BSA, 100 ml PBS + 0,001% NaN3 (v/v) 

Otopina za blokiranje membrana (western blot analiza) 

Goveđi serumski albumin (BSA 5% (w/v); 5g BSA, 100 ml TBS-T 

Otopina za ispiranje membrane 

Tween-20 0,05% (v/v) u TBS-u (TBS-T) 

Otopina za vizualizaciju bjelančevina na membrani 

Ponceau S 0,5% (w/v) u 1% (v/v) octenoj kiselini  

Otopina za detekciju implantacijskih mjesta  

Chicago blue 1% (w/v); 1g Chicago blue, 100ml fiziološke otopine 

Otopina za razdvajajući gel (12%) za elektroforezu bjelančevina 

12% BisAkrilamid (v/v), 380 mM Tris-Cl (pH 8,8), 0,1% SDS (v/v), 0,1% APS (v/v), 

0,04% TEMED (v/v) 
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Otopina za sabijajući gel za elektroforezu bjelančevina 

5% BisAkrilamid (v/v), 130 mM Tris (pH 6,8) 0,1% SDS (v/v), 0,1% APS (v/v), 0,1% 

TEMED (v/v) 

Pufer za elektroforezu DNA (TAE, od Tris-acetate-EDTA), pH 8,0 

40 mM Tris baza, 20 mM octena kiselina, 1 mM EDTA 

Pufer za elektroforezu bjelančevina 

25 mM Tris baza, 192 mM glicin, 0,1% SDS (w/v) 

Pufer za imunotaloženje bjelančevina 

50mM Tris-HCl (pH 8,0), 150 mM NaCl, 0,5% NP-40, 1mM EDTA, 1mM PMSF, 1mM 

DTT 

Pufer za izloaciju DNA (Sali pufer) 

10 mM Tris-Cl (pH 8,0), 10mM EDTA (pH 8,0), 150 mM NaCl, 0,2%SDS (w/v) 

Pufer za nanošenje uzoraka DNA na gel  

Bromfenol modrilo 0,1% (w/v), 0,1 mM EDTA (pH 8,0), 50% glicerol (v/v) 

Pufer za nanošenje uzoraka bjelančevina na gel (5x) 

1M Tris-Cl (pH 6,8), 50% glicerol (v/v), 10%SDS (w/v), 0.05% bromfenol modrila 

(w/v) 

Pufer za transfer bjelančevina s gela na membranu 

25 mM Tris baza, 192mM glicin, 20% metanol (v/v) 

3.1.3. Laboratorijski uređaji, pribor i posuđe 

Analitička vaga, Kern ALS 120-4, Balingen, Njemačka 

Anatomska pinceta, 2biological instruments, Besozzo, Italija 

Aplikator klipsi za rane, 2biological instruments, Besozzo, Italija 

Brijači aparat, Phillips, Amsterdam, Nizozemska 

Centrifuga Eppendorf, Eppendorf, Hamburg, Njemačka 

DAKO Pen, Dako, Glostrup, Danska 

Epruvete sa zaobljenim dnom, sterilne 10 mL, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Njemačka 

Epruvete sa zaobljenim dnom, sterilne 50 mL, Falcon BD Bioscience, San Jose, SAD 

Filter 25 μm, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Njemačka 
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Filter papir, Munktell, Bärenstein, Njemačka 

Fluorescentni mikroskop DP50, Olympus, Tokio, Japan 

Hladnjak +4˚ / -20˚ C, Gorenje, Velenje, Slovenija 

Hladnjak -80˚ C, Hera Freeze, Heraeus Instruments, Dusseldorf, Njemačka  

Homogenizator, Biospec, Bartlesville, SAD 

Homogenizator, IKA, Staufen, Njemačka 

Horizontalna kružna tresilica, IKA, Staufen, Njemačka 

Igle za iniciranje, BD Microlance, Madrid, Španjolska 

Injekcije, BD Plastipak, Madrid, Španjolska 

Kemiluminiscencijski čitač Alliance 4.0, Uvitec, Cambridge, UK 

Kirurška pinceta, 2biological instruments, Besozzo, Italija 

Klipse, 9mm, 2biological instruments, Besozzo, Italija 

Ledomat, Ice International, Milano, Italija 

Magnetska mješalica Heidolph, Schwabach, Njemačka 

Mikrovalna, Whirpool, Benton-Harbor, SAD 

Mikroskop, Olympus, Tokyo, Japan 

Nastavci za pipete 10-100 μl, Greiner, Frichenhausen, Njemačka  

Naušnice s brojevima za miševe, 2biological instruments, Besozzo, Italija 

Nitrocelulozna membrana za prijenos bjelančevina, BioRad, Hercule, SAD  

Odmjerne menzure, tikvice i čaše, Neolab, Heidelberg, Njemačka 

Pasteurove pipete, sterilne, Kartell, Noviglio, Italija 

Petrijeve posudice, 6cm , TPP, Trasadingen, Švicarska 

pH metar Lab 850, Schott, Jena, Njemačka 

Pipete 1- 1000 μL, Gilson, Middleton, SAD 

Pipetman, Mettler Toledo, Columbus, SAD 

Plastični lijevci, Neolab, Heidelberg, Njemačka 

Posudice za imunohistokemiju, Tlos, Zagreb, Hrvatska 

Silanizirana stakalca, VitroGnost Plus, Hannover, Njemačka 

Skalpeli, Diagnostica skalpeli, Zagreb, Hrvatska 

Spektrofotometar DU730, Beckman Coulter, Brea, SAD 

Spektrofotometar NanoVue, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 

Stakalca, pokrovna, Carl Roth, Karlsruhe, Njemačka  

Staklene boce (100 – 1000 ml), Schott, Mainz, Njemačka 

Staničevina, Copan, Zagreb, Hrvatska 
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Sterilne pipete 10ml, Greiner Bio-one, Frichenhausen, Njemačka 

Sustav za agaroznu elektroforezu, Wide Mini-Sub Cell GT System, Biorad, München, 

Njemačka 

Škarice, Moria 4877, 2biological instruments, Besozzo, Italija 

Škarice, Wagner, 2biological instruments, Besozzo, Italija 

Transiluminator, Biostep, Burkhardtsdorf, Njemačka 

Tubice za centrifugiranje, 1,5 ml i 2 ml, Eppendorf, Hamburg, Njemačka 

Tubice za smrzavanje, Greiner, Frichenhausen, Njemačka 

Uređaj za kvantitativnu lančanu reakciju polimerazom ABI Prism 7300 SDS Fast Real 

Time PCR, Applied Biosystems, Foster City, SAD 

Uređaj za lančanu reakciju polimerazom, Applied Biosystems, Foster City, SAD 

Vorteks tresilica, Biosan V1 Plus, Biosan, Riga, Latvija  

Western Blotting sustav Mini Protean Tetra Cell, Biorad, München, Njemačka  

Whatman papir, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, SAD 

3.1.4. Početnice za genotipizaciju miševa 

1. Početnice za genotipizaciju PRKO miševa 

Normalni alel (WT): 

PR WT F  5’ TAG ACA GTG TCT TAG ACT CGT T 3’ 
PR WT R  5’ GAT GGG CAC ATG GAT GAA ATC 3’ 

Mutirani alel (PRKO) 
N1   5’ GCA TGC TCC AGA CTG CCT TGG 3’ 

 

2. Početnice za genotipizaciju PRAKO miševa 

Normalni alel (WT) 
A1-WT R   5’ CTT GAT CTC TGG CCG ACT CAT 3’ 
A3-WT F   5’ TCA TAG GGA AGG AGG CAG AA 3’ 

Mutirani alel (PRAKO) 
A2-Mut R   5’ CTT GAT CTC TGG CCG GCT AGC 3’ 

3.1.5. Početnice za određivanje izražaja specifičnih molekula gRNA 

1. Početnice za utvrđivanje izražaja ciklooksigenaze 2, Cox2  

Cox2 F   5' GGGCCATGGAGTGGACTTAAA 3' 
Cox2 R   5' TGCAGGTTCTCAGGGATGTG 3' 
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2. Početnice za utvrđivanje izražaja fibroblastnog čimbenika rasta 1, Fgf1 

Fgf1 F   5’-TTTATACGGCTCGCAGACAC-3' 
Fgf1 R   5´-CGCTTACAGCTCCCGTTCTT-3' 
 

3. Početnice za utvrđivanje izražaja fibroblastnog čimbenika rasta 2, Fgf2 

Fgf2 F   5' GGC TGC TGG CTT CTA AGT GT 3' 
Fgf2 R   5' GTC CCG TTT TGG ATC CGA GT 3' 
 

4. Početnice za utvrđivanje izražaja fibroblastnog čimbenika rasta 9, Fgf9  

Fgf9 F   5' GCA GTC ACG GAC TTG GAT CA 3' 
Fgf9 R   5' AAT TCC AGA ATG CCG AAG CG 3' 
 

5. Početnice za utvrđivanje izražaja fibroblastnog čimbenika rasta 18, Fgf18 

Fgf18 F   5’- CCTGCACTTGCCTGTGTTTA-3' 
Fgf18 R   5'- GCTGCTTCCGACTCACATCA -3’ 
 

6. Početnice za utvrđivanje izražaja Gapdh (prema engl. Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase) (preuzeto iz [172]) 

Gapdh F   5' CCA ATG TGT CCG TCG TGG ATC T 3' 

Gapdh R   5' GTT GAA GTC GCA GGA GAC AAC C 3' 
 

7. Početnice za utvrđivanje izražaja Hand2 

Hand2 F   5' CAC CAG CTA CAT CGC CTA CC 3'  
Hand2 R   5' TCT CAT TCA GCT CTT TCT TCC TCT 3' 
 

8. Početnice za utvrđivanje izražaja Pr-a (preuzeto iz [151]) 

Pr F    5' CTA ATC CTA AAT GAG CAG AG 3' 
Pr R    5' AAT TGT GTT AAG AAG TAG TAA GAC 3' 

3.1.6. Protutijela za imunofluorescentnu analizu tkiva 

3.1.6.1. Primarna protutijela 

• DAPI (5mg/ml), Thermo Scientific, Rockford, SAD – u razrjeđenju 1:1000 

• Kozje poliklonsko protutijelo protiv mišjeg Hand2 (M-19), Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, SAD – u razrjeđenju 1:100 

• Kozje poliklonsko protutijelo protiv mišje ciklooksigenaze 2 (COX2), Abcam, 

Cambridge, UK – u razrjeđenju 1:100 

• Mišje monoklonsko IgG3 protutijelo protiv ljudskog FGF9, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, SAD – u razrjeđenju 1:100 



 

43 
 

• Štakorsko monoklonsko protutijelo protiv 5-Bromo-2′-deoksiuridina (BrdU) 

[klon ICR1], Abcam, Cambridge, UK – u razrjeđenju 1:500 

• Zečje poliklonsko protutijelo protiv ljudskog FGF2R (Bek, C-17), Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, SAD – u razrjeđenju 1:50 

• Zečje poliklonsko protutijelo protiv ljudskog FGF3R (C-15), Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, SAD – u razrjeđenju 1:200 

• Zečje poliklonsko protutijelo protiv ljudskog Progesteronskog receptora (PR), 

DakoCytomation, Glostrup, Danska – u razrjeđenju 1:100 

• Zečje monoklonsko protutijelo protiv ljudskog Estrogenskog receptora alfa 

(ERα) [klon E115], Abcam, Cambridge, UK – u razrjeđenju 1:200 

• Zečje monoklonsko protutijelo protiv ciklooksigenaze 2 (COX2), Thermo 

Scientific, Rockford, SAD – u razrjeđenju 1:200 

• Zečje monoklonsko protutijelo protiv mišjeg CD31 (PECAM-1) [klon D8V9E], 

Cell Signaling, Danvers, SAD – u razrjeđenju 1:100 

• Zečje poliklonsko protutijelo protiv Fosfo – (Ser/Thr) PKA substrata, Cell 

Signaling, Danvers, SAD – u razrjeđenju 1:200 

• Zečje poliklonsko protutijelo protiv Fosfo – (Ser/Thr) Akt substrata, Cell 

Signaling, Danvers, SAD – u razrjeđenju 1:300 

3.1.6.2. Sekundarna protutijela 

• Konjsko protu-kozje protutijelo obilježeno biotinom, Vector Laboratories, 

Burlingame, SAD u razrjeđenju 1:400 

• Kozje protu-mišje IgG3 protutijelo obilježeno s AlexaFluor 488, Molecular 

Probes, Life Technologies, Carlsbad, SAD – u razrjeđenju 1:300 

• Magareće protu-zečje IgG (H+L) poliklonsko protutijelo obilježeno s 

AlexaFluor 594, Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, SAD – u 

razrjeđenju 1:500 

• Magareće protu-štakorsko IgG (H+L) poliklonsko protutijelo obilježeno s 

AlexaFluor 594, Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, SAD – u 

razrjeđenju 1:500 

• Streptavidin AlexaFluor 488, Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, 

SAD – u razrjeđenju 1:1000 
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3.1.7. Protutijela za analizu izražaja bjelančevina western blot metodom 

3.1.7.1. Primarna protutijela 

• Kozje poliklonsko protutijelo protiv mišjeg Hand2, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, SAD – u razrjeđenju 1:200 

• Zečje poliklonsko protutijelo protiv ljudskog FGF9, Abcam, Cambridge, UK – u 

razrješenju 1:2000 

• Mišje monoklonsko protutijelo protiv Aktina [klon C4], Milipore, Darmstadt, 

Njemačka – u razrjeđenju 1:160 000 

3.1.7.2. Sekundarna protutijela 

• Zečje protu-kozje protutijelo obilježeno s peroksidazom, Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, SAD – u razrjeđenju 1:50 000 

• Kozje protu-mišje protutijelo obilježeno s peroksidazom, Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, SAD – u razrjeđenju 1:100 000 

• Kozje protu-zečje protutijelo obilježeno s peroksidazom, Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, SAD – u razrjeđenju 1:50 000 

3.1.8. Laboratorijske životinje 

Laboratorijski miševi soja BALB/c divljeg tipa, miševi soja BALB/c sa genetskom 

ablacijom PR-A izoforme (PRAKO miševi) i obje izoforme PR-a (PRKO miševi) 

uzgajani su u vivariju Zavoda za fiziologiju i imunologiju u kontroliranim uvjetima 

temperature, vlažnosti i uz prirodni ciklus izmjene svjetla i tame te uz slobodan 

pristup vodi i standardiziranoj hrani za laboratorijske životinje (HR-POK-024). 

Istraživanje je provedeno u skladu sa Zakonom o zaštiti životinja i Pravilnikom o 

zaštiti životinja koje se koriste u znanstvene svrhe u sklopu projekta „Uloga 

progesterona u reprodukcijskim i nereprodukcijskim tkivima“ koji ima odobrenje 

Ministarstva poljoprivrede za korištenje eksperimentalnih životinja (EP 60-2/2016). 

Poseban naglasak je stavljen na 3R pristup koji podrazumijeva: a) zamjenu korištenja 

životinja u pokusima drugim metodama gdje god je to moguće (prema engl. 

Replacement), b) smanjenje broja životinja (prema engl. Reduction) i c) 
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oplemenjivanje postupaka rada sa životinjama (prema engl. Refinement) u skladu sa 

Europskom direktivom 2010/63/EU.  

3.1.8.1. PRKO – heterozigotni miševi (PR+/-) 

Jedan alel gena za PR mutiran je unosom neomicinske kazete u prvi egzon nizvodno 

od inicijacijskih kodona ATGA i ATGB koji kodiraju za PR-A i PR-B izoformu PR-a. Na 

taj način je onemogućena sinteza obje izoforme PR-a. Miševe s genetskom 

ablacijom je generirao J.P.Lydon [135]. Miševi su dobiveni kao dar prof. Mulac-

Jeričević iz Baylor College of Medicine, Huston, SAD. 

3.1.8.2. PRAKO – heterozigotni miševi (PR-A +/-) 

Korištenjem CRE-loxP rekombinacijskog sustava u mišjim embrijskim matičnim 

stanicama uvedena je točkasta mutacija u PR genu na mjestu kodona ATG koji 

kodira Met 166 te je došlo do promjene Met 166 u Ala. Miševe s genetskom 

ablacijom je generirala B. Mulac-Jeričević [154]. Miševi su dobiveni kao dar prof. 

Mulac-Jeričević iz Baylor College of Medicine, Huston, SAD. 

3.1.8.3. Pokusni miševi 

U svrhu istraživanja uloge PR-a i njegovih ciljnih gena i procesa koje oni reguliraju 

korišteni su sljedeći pokusni miševi: 

1. PR-/- (PRKO) miševe dobila sam križanjem heterozigotnih PRKO ženki i 

mužjaka. Homozigotne ženke sam koristila u daljnjim istraživanjima, a divlji tip 

mišica sam koristila kao unutarnju kontrolu.  

2. PR-A-/- (PRAKO) miševe dobila sam križanjem heterozigotnih PRAKO ženki i 

mužjaka. Homozigotne ženke sam koristila u daljnjim istraživanjima, a divlji tip 

mišica sam koristila kao unutarnja kontrola.  

Genotip pokusnih miševa potvrdila sam lančanom reakcijom polimeraze, PCR, 

korištenjem specifičnih početnica.  
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3.1.8.4. Mišice za praćenje trudnoće 

Divlji tip mišica soja BALB/c stavila sam na rasplod sa istim sojem mužjaka. Jutro kad 

sam uočila vaginalni čep, brojala sam kao 0,5 dan gestacije. Mišice sam žrtvovala na 

2., 3., 4., 5., 6., i 7. dan nakon pojave vaginalnog čepa (2,5 – 7,5 dpc, prema engl. 

days post coitum). Jedan rog uterusa sam koristila za dobivanje tkivnih rezova, a 

drugi rog sam stavila u u otopinu RNA Later i zatim pospremila na -80 ̊C za izolaciju 

RNA i bjelančevina. Iz uterusa sam nakon žrtvovanja na 5,5, 6,5 i 7,5 dpc iz tkiva 

uklonila embrije, tako da sam za izolaciju RNA i bjelančevina koristila samo tkivo 

uterusa. Za detaljnu analizu mjesta implantacije, na 4,5 dpc mišici sam 5 minuta prije 

žrtvovanja intravenozno ubrizgala 0,1% otopine Chicago blue boje, koja obilježava 

povećanu krvožilnu propusnost na mjestu implantacije [52]. Time sam prepoznala i 

razdvojila implantacijska mjesta (plavo obojen dio uterusa) i ne-implantacijska mjesta 

(neobojen dio uterusa) za detaljnu analizu izražaja gena i bjelančevina uključenih u 

proces implantacije. Tkiva sam pospremila na -80 ̊C za izolaciju RNA i bjelančevina. 

3.1.8.5. Mišice za istraživanje PR-om reguliranih gena 

Homozigotne PRAKO i PRKO mišice te BALB/c mišice divljeg tipa sam 

ovarijektomizirala. Neposredno prije zahvata intraperitonealno sam im injicirala 

anesteziju, koja sadrži kombinaciju ketamina 0,1 mg/g težine miša i ksilazina 0,02 

mg/g težine miša. Mišicama sam dala i analgeziju (Buprenorfin 3.25mg/kg), za 

otklanjanje boli, patnje ili tjeskobe prije operativnog zahvata. Ovarijektomizirane 

mišice sam nakon 2 tjedna oporavka hormonski tretirala. Mišicama sam 4 dana 

potkožno ubrizgavala hormone E i P (Sigma, St.Luis, SAD), pripremljene u 

sezamovom ulju. Jedna skupina mišica primala je dnevno 250 ng E-a, druga skupina 

kombinaciju 250 ng E-a i 2,5 mg P-a, a kontrolna skupina samo sezamovo ulje. 

Petog dana sam žrtvovala mišice i prikupila tkivo uterusa za daljnju analizu. Za 

provjeru direktnog učinka P-a mišicama sam potkožno ubrizgala 1 mg P-a u 

sezamovom ulju i žrtvovala 6 i 8 sati nakon tretmana. Izvađene uteruse koristila sam 

za izolaciju RNA (6 sati nakon tretmana) i za izolaciju bjelančevina i tkivne rezove (8 

sati nakon tretmana). 
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3.2. Metode 

3.2.1. Izolacija genomske DNA i genotipizacija odraslih miševa 

3.2.1.1 Izolacija genomske DNA 

Vršak repa miša stavila sam u puferu za izolaciju DNA (Sali pufer) i inkubirala 2h na 

55°C i 550 okretaja u minuti (rpm, prema engl. round per minutes) u prisutnosti 

proteinaze K. Nakon digestije uzorke sam stavila centrifugirati na sobnoj temperaturi 

(RT, prema engl. room temperature) na 12 000 rpm-a. Na supernatant uzoraka 

nanesla sam izopropanol da bi se istaložila DNA te ih ponovno stavila centrifugirati 

na RT, 12 000 rpm-a. Dobiveni talog (DNA) sam dva puta isrpala sa 70%-om 

otopinom etanola. Nakon svakog ispiranja uzroke sam stavila centrifugirati prema 

uvjetima navedenim u prethodnim koracima. Talog sam ostavila da se osuši na 

zraku, nakon čega sam ga otopila u vodi bez prisustva nukleaza (prema engl. 

Nuclease free water).  

3.2.1.2. Genotipizacija odraslih miševa 

Genomsku DNA dobivenu iz vrška repa odraslih miševa analizirala sam PCR 

metodom. Analizu rezultata napravila sam na 1,5 % agaroznom gelu. Slijed 

nukleotida u početnicama naveden je u potpoglavlju 3.1.4, a koristila sam sljedeće 

uvjete reakcija. 

  



 

48 
 

Tablica 1. Uvjeti PCR reakcije za genotipizaciju PRKO miševa 

Dokazivanje PRKO miševa 

Sastojci reakcijske smjese 
Količina 

sastojaka 
Program reakcije: 

2X Promega Master kita 12,5 µl 
1. 95 °C   2,15 min 

 

2. 94 °C    1 min 

56 °C    2 min       

72 °C    3 min 

 

3. 72 °C   10 min 

PR WT F početnica 0,25 µl 

PR WT R početnica 0,25 µl 

N1 početnica 0,25 µl 

DNA 5 µl 

Vode bez nukleaza 6,75 µl 

Ukupni volumen reakcijske smjese 20 µl 

Veličina očekivanog produkta 500bp 

F-forward, N1-neomicinska kazeta; PR-progesteronski recpetor, WT – divlji tip; R – reverse.  

 

 

Tablica 2. Uvjeti PCR reakcije za genotipizaciju PRAKO miševa 

Dokazivanje PRAKO miševa 

Sastojci reakcijske 

smjese 

Količina 

sastojaka za 

A1A3 smjesu 

Količina 

sastojaka 

A2A3 smjesu 

Program reakcije: 

2X Promega Master 

kita 
12,5 µl 12,5 µl 

 

1. 95 °C   2,15 min 

 

2. 95 °C    30 s 

56 °C    1 min       

72 °C    1 min 

 

3. 72 °C 10 min 

 

A1-WT R početnica 0,25 µl - 

A3-WT F početnica 0,25 µl 0,25 µl 

A2-Mut R početnica - 0,25 µl 

DNA 5 µl 5 µl 

Vode bez nukleaza 7 µl 7 µl 

Ukupni volumen reakcijske smjese 25 µl 

Veličina očekivanog produkta 250bp 

F-forward, Mut-mutiran alel; A-gen za progesteronski receptor, WT – divlji tip; R – reverse.  

  

35 X 

30X 
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3.2.2. Imunofluorescencija na parafinskim rezovima tkiva 

Tkiva uterusa sam fiksirala 24 sata u 4% otopini paraformaldehida. Nakon fiksacije 

tkiva sam isprala u nizu razrjeđenja etanola (75%-100%) i uklopila u parafin. Za 

daljnju analizu izražaja bjelančevina u tkivu koristila sam parafinske tkivne rezove 

debljine 5 μm. Tkiva sam rehidrirala postupkom prolaska uzoraka tri puta po 5 minuta 

(min) kroz otopinu Tissue Clear, zatim jednom po 5 min kroz različite otopine etanola 

(100%-75%). Citratni pufer pH 6,0 koristila sam za postupak razotkrivanja staničnih 

antigena (prema engl. antigen retrieval). Uzorke sam zagrijala u puferu tri puta po 5 

min na 350 W. Nakon hlađenja, uzorke sam isprala dva puta u vodi i jednom u PBS 

puferu. Rubove preparata obilježila sam s Dako olovkom. Tkiva sam inkubirala 1h na 

RT s otopinom 1% BSA u PBS puferu s dodatkom NaN3 da bi se postigla blokiranje 

nespecifičnog vezanja. Za analizu izražaja bjelančevina koristila sam specifična 

primarna protutijela (potpoglavlje 3.1.6.1.) koja sam otopila u puferu za blokiranje. 

Inkubacija s primarnim protutijelima provela sam preko noći na 4 °C. Sljedeći dan 

uzorke sam isprala tri puta po 5 min u PBS puferu. Detekciju imunokompleksa 

provela sam fluorescentno obilježenim sekundarnim protutijelima (potpoglavlje 

3.1.6.2.), inkubacijom 1h na RT u mraku. Za detekciju Hand2 bjelančevine i COX2 

bjelančevine (kozje COX2 protutijelo) koristila sam metodu amplifikacije biotinom 

nakon inkubacije primarnim protutijelom tijekom cijele noći na 4 °C. Za detekciju 

biotinom vezanog kompleksa koristila sam Alexa streptavidin 488nm protutijelo. 

Uzorke sam nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelima, otopljenima u puferu za 

blokiranje, isprala tri puta po 5 min u PBS puferu. Za vizualizaciju jezgri uzorke sam 

inkubirala s otopinom DAPI-ja u PBS puferu 5 min. Uzorke sam isprala tri puta po 5 

min u PBS puferu i uklopila otopinom Mowiol-a. Preparate sam analizirala 

fluorescentnom mikroskopijom, Olympus BX51 mikroskopom i integriranom 

digitalnom kamerom DP71CCD i računalnim softwarom CellF (Olympus, Tokyo, 

Japan). Za analizu i uređivanje slika koristila sam računalni program Photoshop CS6 

(Adobe, San Jose, SAD). Za svaki dan trudnoće i za svaki tretman kroz različite 

genotipove koristila sam uzorke tkiva iz šest različitih životinja. 

Specifičnost imunofluorescentnog obilježavanja potvrdila sam inkubacijom tkivnih 

rezova s otopinom 1% BSA u PBS puferu s dodatkom NaN3 umjesto primarnih 

protutijela, preko noći na 4 °C. Drugi dan sam nastavila prema gore navedenom 

protokolu. 
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3.2.3. Određivanje proliferacije stanica  

Za određivanje proliferacije stanica koristila sam BrdU, sintetski nukleotid koji je 

analog timidinu. Tijekom S faze staničnog ciklusa BrdU se ugrađuje u molekulu DNA 

umjesto timidina. Mišicama sam dva sata prije žrtvovanja intraperitonelano ubrizgala 

otopinu BrdU-a (3mg/mišu). Metodom imunofluorescencije na tkivu sa specifičnim 

protutijelom za BrdU obilježila sam stanice koje proliferiraju i analizirala njihovu 

distribuciju u uterusu. 

3.2.4. Izolacija ukupne RNA i dokazivanje gRNA 

Ukupnu RNA iz tkiva uterusa mišica izolirala sam korištenjem Trizol Reagenta, 

prema uputama proizvođača. Za svaku predviđenu točku istraživanja ujedinila sam tri 

roga uterusa različitih životinja i taj postupak odvojeno ponovila tri puta, sveukupno 

sam za svaku točku istraživanja koristila ukupno 9 životinja. Tkivo uterusa (100 mg) 

homogenizirala sam u 1 ml Trizola te na homogenat dodala 200 µl kloroforma. 

Uzorke sam promiješala i stavila centrifugirati na 12 000 g, 15 min na 4 °C. Vodenu 

fazu s otopljenom ukupnom RNA premjestila sam u čistu tubicu i istaložila 

dodavanjem 0,5 ml izopropanola. Nakon inkubacije od 10 min na RT, uzorke sam 

stavila centrifugirati na 12 000 g, 10 min na 4 °C. Nadtalog sam odstranila, a talog s 

ukupnom RNA 2 puta isprala sa 75% etanola. Nakon toga uzorke sam stavila 

centrifugirati na 7 200 g, 5 min na 4 °C. Talog s ukupnom RNA sam osušila na zraku 

i otopila u 50-100 µl vode bez nukleaza. Spektrofotometrijsku provjeru koncentracije i 

čistoće RNA provela sam na uređaju NanoVue. Kakvoća izolirane RNA provjerila 

sam i metodom elektroforeze na 0,9 % agaroznom gelu i vizualizirala UV 

transiluminatorom.  

Izoliranu RNA zadovoljavajuće kvalitete pročistila sam od genomske DNA 

korištenjem Dnase I kita prema uputama proizvođača. Za reakcijsku smjesu koristila 

sam 2 µg RNA po uzorku. Uz RNA u reakcijsku smjesu dodala sam 2 µl 10X 

reakcijskog pufera i 2 µl enzima Dnaze te vode do 20 µl ukupne reakcijske smjese. 

Uzorke sam promiješala i ostavila 15 min na RT. Zatim sam dodala 2 µl Stop solution 

(otopina koja zaustavlja djelovanje enzima). Uzorke sam stavila grijati na 70 °C, 10 

min i zatim ih prebacila na led da se ohlade. 

Nakon što sam uzorke pročistila podijelila sam ih u dvije čiste tubice, po 10 µl u 

svaku (1 µg RNA po uzorku). Pripremila sam reakcijske smjese High Capacity cDNA 
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Reverse Transcription Kit s enzimom reverzne transkriptaze i bez tog enzima, prema 

uputama proizvođača. Set uzoraka s enzimom je obrnuto prepisan u cDNA, a drugi 

set uzoraka sam koristila kao kontrolu. 

Tablica 3. Uvjeti reakcije obrnutog prijepisa RNA u cDNA 

Reakcija obrnutog prijepisa RNA u cDNA 

Sastojci reakcijske 

smjese 

Reakcijska 

smjesa s 

enzimom 

Reakcijska 

smjesa bez 

enzima 

Program reakcije: 

10X RT pufera 2 µl 2 µl 

1. 25 °C  10min 

2. 37 °C  120 min 

3. 85 °C  5 min 

25x dNTP Mix (100nM) 0,8 µl 0,8 µl 

10X nasumičnih 

početnica 
2 µl 2 µl 

Enzim reverzna 

transkriptaza  
1 µl - 

Rnase inhibitor 1 µl 1 µl 

Vode bez nukleaza 3,2 µl 4,2 µl 

Ukupni volumen reakcijske smjese 20 µl 

dNTP – deoksinukleotid. 

 

Sintetiziranu cDNA koristila sam kao kalup za vezivanje specifičnih početnica u 

lančanoj reakciji polimerazom u stvarnom vremenu (prema engl. RT-PCR, real time 

polymerase chain reaction). Početnice za detekciju istraživanih gena (potpoglavlje 

3.1.5.) sintetizirala sam u Primer Blast programu. Količinu produkta u RT-PCR 

reakciji odredila sam SYBR Green PCR Master Mix-om na uređaju ABI Prism 7300 

prema uputama proizvođača.  

Tablica 4. Program reakcije za RT-PCR 

Program reakcije 

 

1. 94 °C  10 min 

 

2. 94 °C  15s 

           60 °C  1min 
40X 
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Prvi ciklus na kojem je moguće odrediti nastajanje PCR fragmenta je prag, Ct (prema 

engl. cycle treshold). Analizu podataka napravila sam usporedbom Ct vrijednosti 

istraživanog gena uz normalizaciju prema Ct vrijednosti za kućepaziteljskog (prema 

engl. housekeeping) gen Gapdh. Rezultate sam prikazala kao omjer između 

vrijednosti pokusnih u odnosu na kontrolne skupine za pojedini gen (n, prema engl. 

fold change).  

3.2.5. Izolacija ukupnih bjelančevina  

Uzorke tkiva uterusa homogenizirala sam u RIPA puferu uz dodatak proteaznih 

inhibitora (Complete tableta). Za svaku predviđenu točku istraživanja ujedinila sam tri 

roga uterusa različitih životinja i taj postupak odvojeno ponovila tri puta, sveukupno 

sam za svaku točku istraživanja koristila ukupno 9 životinja. Homogenizirane uzroke 

ostavila sam na ledu 1h, i promiješala svakih 15 min na vorteks tresilici. Nakon toga 

sam uzorke stavila centrifugirati na 4°C, 13 200 rpm-a, 20 min. Supernatant sam 

prebacila u čiste, prethodno ohlađene, tubice od 1,5 ml i odredila koncentraciju 

bjelančevina pomoću Bradford Reagent-a i spektrofotometra prema uputama 

proizvođača. Uzorke sam nakon određivanja koncentracije pripremila za nanos na 

gel u denaturirajućim uvjetima. Pripremila sam otopine 1 µg/µl bjelančevina s 

puferom za nanošenje bjelančevina na gel i dodatkom 2-merkaptoetanola. Uzorke 

sam stavila grijati na 95°C 10 min i pospremila ih na -20°C za analizu western blot 

metodom. 

3.2.6. Western blot  

Lizate ukupnih bjelančevina pripremila sam u denaturirajućim uvjetima i razdvojila ih 

na 12% SDS-poliakrilamidnom gelu. U jažice sam nanosila 15 µg ukupnog lizata. 

Elektroforeza sam vodila pri 110 V kroz sabijajući i razdvajajući gel. Elektroforeza je 

trajala dok nisu iscurili bjelančevinski markeri od 15 kDa i dostatno se razdvojili 

bjelančevinski markeri od 25 i 30 kDa. Nakon elektroforeze uzorke sam prenijela na 

nitroceluloznu membranu u vlažnim uvjetima pri konstantnom naponu od 60V u 

trajanju od 1 h i 15 min. Membranu sam inkubirala s 5% otopinom BSA u 0,05% 

TBST puferu 1h na RT uz neprestano kružno miješanje na tresilici. Nakon blokiranja 

nespecifičnih veznih mjesta membrane sam inkubirala s otopinom specifičnih 

primarnih protutijela (potpoglavlje 3.1.7.1.) u 5% BSA/0,05% TBST-u preko noći na 
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4°C uz neprestano kružno miješanje na tresilici. Sljedeći dan uzorke sam isprala pet 

puta po 5 min u 0,05% TBST-u. Za detekciju specifičnih signala membrane sam 

inkubirala sekundarnim protutijelima obilježenima peroksidazom (potpoglavlje 

3.1.7.2.) u otopini 1% BSA/0,05% TBST-a 1h na RT. Nakon inkubacije membrane 

sam isprala pet puta po 5 min u 0,05% TBST-u. Za vizualizaciju imunokompleksa 

koristila sam kemiluminescentni kit za detekciju ECL i instrument Alliance 4.7. 

Specifičnost vezanja protutijela na bjelančevine prenesene na membranu potvrdila 

sam koristeći serum životinje u kojoj je proizvedeno protutijelo. Da bi potvrdila 

specifičnost vezanja Hand2 proteina koristila sam kozji serum, a za FGF9 zečji 

serum. Umjesto inkubacije membrane s primarnim protutijelom preko noći, 

membrane sam izložila istoj koncentraciji (kao i primarnih protutijela) ukupnih 

imunoglobulina u serumu. Sljedeći dan sam nastavila s prethodno navedenim 

protokolom. Da bi potvrdila specifičnost vezana Hand2 protutijela koristila sam Hand2 

blokirajući peptid. 

3.2.7. Statistička obrada podataka 

Dobivene podatke sam statistički obradila koristeći računalni program STATISTICA 

10 (StatSoft Inc, Tulsa, OK, SAD). Prema analizi raspodjele podataka koristila sam 

parametrijske testove da bi izračunala statističku značajnost. Za dva nezavisna 

uzorka Student-ov t-test, a za usporedbu više nezavisnih grupa ANOVA test. 

Vrijednost p ≤ 0,05 sam koristila kao statitički značajnu promjenu. Za prikaz rezultata 

koristila sam Microsoft Office 2010, Microsoft Corporation. Podatke sam grafički 

prikazala i izrazika kao srednju vrijednost ± standardna pogreška.  
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4. REZULTATI 

4.1. Histološke promjene uterusa tijekom rane trudnoće 

Za vrijeme trudnoće uterus miša prolazi kroz histološke promjene uvjetovane 

ulaskom blastociste u lumen uterusa, njenom implantacijom i poticanjem 

diferencijacije stromalnih stanica u decidualni fenotip. Peri-implantacijsko razdoblje 

označava period od oplodnje do 7,5 dana trudnoće. Tijekom 2,5 dana trudnoće 

uterus je histološki podijeljen na endometrij koji se sastoji od LE-a, strome, GE-a i 

miometrij kojeg čini kružnomišićni sloj (Slika 14A). Tijekom implantacije blastociste 

(4,5 dan trudnoće) dolazi do histoloških promjena u uterusu. Na samom mjestu 

implantacije blastociste za LE, stromalne stanice podliježu decidualizaciji te na tom 

području dolazi do hipocelularnost endometrija. To dovodi do povećane krvožilne 

propusnosti na samom mjestu implantacije i započinje proces zatvaranja LE-a oko 

blastociste (Slika 14B). Za vrijeme implantacije blastocista se pričvršćuje za LE na 

antimezometrijalnom dijelu uterusa, na kojem dolazi do razvoja PDZ-a. Napretkom 

trudnoće decidualizacija se nastavlja, te tijekom 7,5 dana trudnoće nastaje jasno 

vidljiva razlika između PDZ-a i SDZ-a (Slika 14C). Za lakše razumijevanje rezultata 

koji će biti prikazani, shematski sam prikazala histološke promjene uterusa tijekom 

peri-implantacijskog razdoblja [55, 61, 165]. 

 

Slika 14. Shematski prikaz histoloških promjena uterusa. 
A) tijekom 2,5 dana trudnoće, B) u procesu implantacije, tijekom 4,5 dana trudnoće i C) tijekom 7,5 

dana trudnoće.   
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4.2. Vremenski i prostorni izražaj PR-a tijekom rane trudnoće  

Za uspostavljanje i održavanje trudnoće je neophodan P, koji svoju funkciju ostvaruje 

putem svog receptora, PR-a [240]. Da bi utvrdila vremenski i prostorni izražaj PR-a 

tijekom rane trudnoće u miševa, koristila sam metodu imunofluorescencije na tkivu 

uterusa prikupljenog nakon 2,5, 3,5, 4,5, 5,5, 6,5, i 7,5 dana trudnoće.  

4.2.1. Izražaj PR-a raste u stromalnim stanicama uterusa do i za vrijeme 
implantacije 

Za vrijeme 2,5 dana trudnoće PR (crvena fluorescencija) je prvenstveno izražen u 

jezgrama LE-a, dok je dijelom prisutan i u jezgrama stromalnih stanica, kao i u 

jezgrama GE-a (Slika 15A i B). Daljnjim napretkom trudnoće izražaj PR-a opada u 

LE-u, ali se povećava u jezgrama stromalnih stanica (Slika 15C i D). Za vrijeme 

implantacije, tijekom 4,5 dana trudnoće izražaj PR-a opada u LE-u, iako je još uvijek 

prisutan u jezgrama LE-a, dok njegov izražaj raste u stromalnim stanicama na 

samom mjestu implantacije (Slika 15F). 
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Slika 15. Vremenski i prostorni raspored izražaja PR-a tijekom 2,5 (A&B), 3,5 (C&D) i 4,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa zečjim poliklonskim protutijelom za PR (crveno), jezgre 

su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica na slici F prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. 

Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. dpc: days post coitum; (*) 

predstavlja područje većeg povećanja.  

4.2.2. Progesteronski receptor (PR) je aktivan u decidualnim stanicama 

Nakon implantacije stromalne stanice podliježu procesu decidualizacije, za koju je 

neophodna prisutnost P-a [239]. Tijekom 5,5, dana trudnoće PR (crvena 

fluorescencija) je izražen prvenstveno u jezgri stromalnih stanica kao i decidualnim 

stanicama (Slika 16A i B), dok je njegov izražaj u LE-u značajno smanjen obzirom na 

prva 4 dana trudnoće (Slika 15). Daljnjim procesom diferencijacije stromalnih stanica 
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u decidualni fenotip PR je izražen u jezgri velikih decidualnih stanica na području 

PDZ-a i SDZ-a (Slika 16D i F).  

 

Slika 16. Vremenski i prostorni raspored izražaja PR-a tijekom 5,5 (A&B), 6,5 (C&D) i 7,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa zečjim poliklonskim protutijelom za PR (crveno), jezgre 

su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelice na slikama D i E prikazuju embrij na implantacijskom 

mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa AM - 

antimezometrijalni pol; dpc: days post coitum; M - mezometrijalni pol (*) predstavlja područje većeg 

povećanja.  
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4.2.3. Prostorni raspored PR-a je različit na implantacijskom u odnosu na ne-
implantacijsko mjesto 

Prethodna istraživanja su pokazala da je PR pleiotropni regulator svakog aspekta 

ženske reprodukcije [135]. Zanimalo me da li postoji razlika u prostornom rasporedu 

PR-a na mjestu implantacije u odnosu na ne-implantacijsko mjesto tijekom 4,5 dana 

trudnoće. Poznato je da na mjestu implantacije blastociste dolazi do povećane 

krvožilne propusnosti. Da bi mogla odrediti implantacijska mjesta koristila sam test 

krvožilne propusnosti koristeći 0,1% otopinu Chicago blue boje [52]. Implantacijska 

mjesta se oboje plavo te sam ih odvojila od ne-implantacijskih mjesta (bezbojna).  

Tijekom implantacije, prostorni raspored PR-a se mijenja na ne-implantacijskom 

mjestu u odnosu na implantacijsko mjesto. Na ne-implantacijskom mjestu PR je 

izražen u jezgrama stanica LE-a kao i stromalnim stanicama (Slika 17A). Stanice LE-

a na mjestu implantacije imaju smanjen izražaj PR-a u odnosu na stromalne stanice 

koje okružuju mjesto implantacije (Slika 17B). 

 

Slika 17. Izražaj PR-a tijekom implantacije. 
A) Izražaj PR-a na ne-implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. B) Izražaj PR-a na 

implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa 

zečjim poliklonskim protutijelom za PR (crveno), jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica na 

slici B prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno 

ponovljenih pokusa. NIM – ne implanatcijsko mjesto, IM-implantacijsko mjesto.  
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4.2.4. Razina izražaja PR-a se ne mijena na implantacijskom mjestu u odnosu 
na ne-implantacijsko mjesto 

Analiza indirektne fluorescencije prostornog rasporeda PR-a tijekom implantacije 

pokazala je razliku u njegovoj prostornoj raspodjeli na mjestu implantacije u odnosu 

na ne-implantacijsko mjesto (Slika 17), zanimalo me da li postoji razlika i u aktivaciji 

Pr gena na ta dva mjesta. Analiza aktivacije Pr gena RT-PCR metodom na mjestu 

implantacije u odnosu na ne-implantacijsko mjesto pokazala je da ne postoji 

značajna razlika u izražaju Pr-a na ta dva mjesta (Slika 18).  

 

Slika 18. Razlika u aktivaciji Pr gena na implantacijskom mjestu u odnosu na ne-implantacijsko 
mjesto. 
Relativna razina izražaja Pr gena u ne-implantacijskom mjestu i implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 

dana trudnoće. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuće standardne pogreške u tri 

odvojeno provedena pokusa. NIM – ne-implantacijsko mjesto, IM – implantacijsko mjesto. 
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4.3. Vremenski i prostorni izražaj ERα tijekom rane trudnoće 

Za pravilno uspostavljanje trudnoće osim P-a, potreban je i E, koju svoju biološku 

funkciju ostvaruje preko svoja dva receptora ERα i Erβ. Potpunom ablacijom ERα, 

pokazano je da je i on uz PR važan regulator uspostavljanja i održavanja trudnoće 

[182]. Također, u miševima je otkriveno da je kratkotrajna prisutnost E-a četvrtog 

dana trudnoće neophodna za implantaciju [145]. Obzirom da je ERα važan za 

reprodukciju, jedan od mojih ciljeva istraživanja je bio i odrediti vremenski i prostorni 

izražaj ERα tijekom rane trudnoće u miševa. Koristila sam metodu 

imunofluorescencije na tkivu uterusa prikupljenog nakon 2,5, 3,5, 4,5, 5,5, 6,5, i 7,5 

dana trudnoće. 

4.3.1. Izražaj ERα u stanicama LE-a opada za vrijeme implantacije 

Za vrijeme 2,5 dana trudnoće ERα (crvena fluorescencija) je prvenstveno izražen u 

jezgrama GE-a, stromalnih stanica, kao i u jezgrama stanica LE-a. (Slika 19A i B). 

Napretkom trudnoće izražaj ERα opada u LE-u ali se povećava u jezgrama GE-a 

(Slika 19C i D). Za vrijeme implantacije, tijekom 4,5 dana trudnoće ERα je prisutan u 

citoplazmi stanica LE-a na mjestu adhezije blastociste za LE. Kroz stromu 

endometrija, ERα je prisutan u jezgrama stanica GE-a (Slika 19F). 

  



 

61 
 

 

Slika 19. Vremenski i prostorni raspored izražaja ERα tijekom 2,5 (A&B), 3,5 (C&D) i 4,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa zečjim monoklonskim protutijelom za ERα (crveno), 

jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica na slici F prikazuje embrij na implantacijskom 

mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. dpc: days post 

coitum; (*) predstavlja područje većeg povećanja.  

4.3.2. Procesom decidualizacije dolazi do smanjenja izražaja ERα u uterusu 

Decidualizacija započinje procesom implantacije. Tijekom 5,5, dana trudnoće ERα 

(crvena fluorescencija) je prisutan u jezgrama LE-a, kao i u jezgrama 

nediferenciranih stromalnih stanica na mezometrijalnom polu uterusa (Slika 20A i B). 

Pojačanom diferencijacijom stromalnih stanica u decidualni fenotip izražaj ERα se 

smanjuje u odnosu na razdoblje od 2,5 - 4,5 dana trudnoće (Slika 19). Njegov 
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prostorni razmještaj unutar stanice se mijenja. Ovisno o populaciji stanica u kojima je 

izražen prisutan je u jezgri ili u citoplazmi nediferenciranih stromalnih stanica na 

mezometrijalnom polu uterusa (Slika 20F).  

 

Slika 20. Vremenski i prostorni raspored izražaja ERα tijekom 5,5 (A&B), 6,5 (C&D) i 7,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa zečjim monoklonskim protutijelom za ERα (crveno), 

jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica na slici C prikazuje embrij na implantacijskom 

mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. AM - 

antimezometrijalni pol; dpc: days post coitum; M - mezometrijalni pol (*) predstavlja područje većeg 

povećanja.  
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4.3.4. Na mjestu implantacije blastociste ERα je prisutan u citoplazmi stanica 
LE-a  

Tijekom implantacije, prostorni raspored ERα se mijenja na ne-implantacijskom 

mjestu u odnosu na implantacijsko mjesto. Na ne-implantacijskom mjestu jak 

intenzitet bojanja za ERα je prisutan u jezgrama stanica GE-a, dok je slabijim 

intenzitetom bojanja prisutan u jezgrama stanica LE-a i okolnoj populaciji stromalnih 

stanica (Slika 21A). Na samom mjestu pričvršćivanja trofoblasta za LE, ERα se 

nalazi u citoplazmi stanica LE-a na neposrednom kontaktu trofoblasta s epitelom 

endometrija (Slika 21B). Nadalje, distalno od mjesta implantacije blastociste, ERα je i 

dalje prisutan u jezgrama stanica LE-a, GE-a i nediferenciranim stromalnim 

stanicama (Slika 21B). Promjena raspodjele ERα iz jezgre u citoplazmu stanica LE-a 

na neposrednom kontaktu blastociste za LE, ukazuje da je ERα u tim stanicama 

transkripcijski inaktivan. 

 

Slika 21. Izražaj ERα tijekom implantacije. 
A) Izražaj ERα na ne-implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. B) Izražaj ERα na 

implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa 

zečjim monoklonskim protutijelom za ERα (crveno), jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica 

na slici B prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest 

odvojeno ponovljenih pokusa. NIM – ne implanatcijsko mjesto, IM-implantacijsko mjesto.  
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4.4. Vremenski i prostorni izražaj progesteronom reguliranih gena tijekom rane 
trudnoće  

4.4.1. Izražaj Hand2 tijekom rane trudnoće 

Jedan od P-om reguliranih gena je transkripcijski čimbenik Hand2 koji inhibira 

proliferaciju LE-a tijekom peri-implantacijskog razdoblja, a taj je događaj neophodan 

za pravilnu implantaciju [128]. Da bi utvrdila njegov prostorni i vremenski izražaj 

koristila sam metodu imunofluorescencije na tkivu uterusa prikupljenog nakon 2,5, 

3,5, 4,5, 5,5, 6,5, i 7,5 dana trudnoće. 

4.4.1.1. Tijekom rane trudnoće Hand2 je prisutan u jezgrama stromalnih stanica 

Za vrijeme 2,5 dana trudnoće Hand2 (zelena fluorescencija) se nalazi u jezgrama 

stromalnih stanica, ali nije prisutan u stanicama LE-a ni GE-a (Slika 22A i B). 

Nadalje, Hand2 ostaje izražen u jezgrama stromalnih stanica tijekom 3,5 i 4,5 dana 

trudnoće (Slika 22C i E), ali se njegov izražaj znatno poveća tijekom 4,5 dana 

trudnoće na mjestu implantacije blastociste (Slika 22F). 
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Slika 22. Vremenski i prostorni raspored izražaja Hand2 tijekom 2,5 (A&B), 3,5 (C&D) i 4,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 (zeleno), jezgre 

su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica na slici F prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. 

Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. dpc: days post coitum; (*) 

predstavlja područje većeg povećanja.  
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4.4.1.2. Decidualne stanice izražavaju Hand2  

Tijekom 5,5, 6,5 i 7,5 dana trudnoće Hand2 je prisutan na antimezometrijalnom polu 

uterusa u području PDZ-a (Slika 23A, C i E). Decidualne stanice na mjestu 

implantacije blastociste izražavaju Hand2 (zelena fluorescencija) koji se nalazi u 

njihovim jezgrama (Slika 23B, D i F).  

 

Slika 23. Vremenski i prostorni raspored izražaja Hand2 tijekom 5,5 (A&B), 6,5 (C&D) i 7,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 (zeleno), jezgre 

su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelice na slikama B, C i E prikazuju embrij na implantacijskom 

mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. AM – 

antimezometrijalni pol; M – mezometrijalni pol; dpc: days post coitum; (*) predstavlja područje većeg 

povećanja.   
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4.4.1.3. Progesteronski receptor (PR) i Hand2 kolokaliziraju tijekom peri-
implantacije 

Analiza prostornog i vremenskog izražaj PR-a i Hand2 tijekom rane trudnoće 

pokazala je da su jedna i druga bjelančevina prisutne u stromalnim stanicama 

endometrija uterusa tijekom peri-implantacije. Prema prijašnjim istraživanjima, 

pretpostavljalo se da kolokalizacija postoji, ali nije bila direktno dokazana. Prema 

tome, moj slijedeći cilj istraživanja je bio odrediti međusobni odnos Hand2 i PR-a na 

staničnoj razini. Metodom imunofluorescencije na tkivima prikupljenim na 2,5, 4,5 i 

7,5, dana trudnoće istražila sam kolokalizaciju PR-a i Hand2 bjelančevine. Te dane 

sam odredila kao ključne točke razdoblja peri-implantacije jer predstavljaju 

reprezentativne histološke promjene uterusa i obuhvaćaju procese u uterusu koje 

sam proučavala: prije implantacije (2,5 dan trudnoće), za vrijeme implantacije (4,5 

dan trudnoće) i za vrijeme decidualizacije (7,5 dan trudnoće).  

Kod 2,5 dana trudnoće izražaj Hand2 i PR-a se preklapa. Mala populacija stromalnih 

stanica uterusa koja izražava PR, izražava i Hand2 (narančasta fluorescencija) (Slika 

24A i B). Za razliku od stromalnih stanica, u stanicama LE-a i GE-a isključivo je 

prisutan samo PR (crvena fluorescencija) (Slika 24B). Procesom implantacije 

prisutnost i izražaj Hand2 raste u stromalnim stanicama oko implantacijskog mjesta 

kao i njegova kolokalizacija s PR-om (Slika 24C i D). Svaka Hand2 pozitivna stanica 

izražava i PR (Slika 24D). Na ne-implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće, 

prostorni raspored i kolokalizacija Hand2/PR je slična kao i tijekom 2,5 dana trudnoće 

(Slika 24F). Razvojem decidue, tijekom 7,5 dana trudnoće Hand2 je, kao i PR, 

prisutan u jezgrama velikih decidualnih stanica na antimezometrijalnom polu uterusa 

(Slika 24G i H). Kolokalizacija Hand2 i PR-a je prisutna isključivo u jezgrama 

stromalnih, odnosno decidulanih stanica (Slika 24). Ovaj dio mog istraživanja je 

pokazao da je svaka Hand2 pozitivna stanica istovremeno i PR pozitivna, ali ne i 

obrnuto.  
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Slika 24. Kolokalizacija PR-a i Hand2 tijekom peri-implantacije. 
(A&B) izražaj PR-a i Hand2 tijekom 2,5 dana trudnoće. (C&D) izražaj PR-a i Hand2 na mjestu 

implantacije tijekom 4,5 dana trudnoće. (E&F) izražaj PR-a i Hand2 na ne-implantacijskom mjestu 

tijekom 4,5 dana trudnoće. (G&H) izražaj PR-a i Hand2 tijekom 7,5 dana trudnoće. Dvostruko 

imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 (zeleno) i 

zečjim poliklonskim protutijelom za PR (crveno). Mjesto kolokalizacije označava narančasta 

fluorescencija. Umetnute slike na A, C, D i G prikazuju jezgre koje su obojane plavo (DAPI bojanje). 

Strelice na umetnutoj slici D prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni primjer 

jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. dpc: days post coitum; NIM – ne-implantacijsko mjesto; 

IM – implantacijsko mjesto; (*) predstavlja područje većeg povećanja.  
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4.4.1.4. Na mjestu implantacije ERα nije prisutan u stanicama koje izražavaju 
Hand2 

Jedan od ciljeva istraživanja ovog rada bio je i odrediti izražaj i odnos između PR-a i 

ERα na mjestu implantacije. Obzirom da su oba protutijela za receptore porijeklom iz 

zeca, nije bilo moguće istražiti odnos PR-a i ERα metodom imunofluorescentnog 

dvostrukog obilježavanja tkiva. Zbog toga sam iskoristila dobiveni rezultat, da je 

svaka Hand2 pozitivna stanica izražava PR i usporedila odnos izražaja ERα i Hand2 

na mjestu implantacije.  

Tijekom implantacije, ERα je prisutan u citoplazmi LE-a, ali i u jezgrama stanica GE-

a. Njegov izražaj u jezgrama stanica GE-a upućuje da je u tim stanicama aktivan kao 

transkripcijski čimbenik (Slika 25). Na samom mjestu implantacije ne dolazi do 

preklapanja signala za ERα i Hand2 (Slika 25). Prema tome, mogu zaključiti da na 

mjestu implantacije Hand2, odnosno PR, pozitivne stanice ne izražavaju ERα, i da 

stvaranje PDZ-a direktno ne ovisi o aktivnosti ERα. 

 

Slika 25. Odnos izražaja Hand2 i ERα na mjestu implantacije. 
Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa tijekom 4,5 dana trudnoće sa zečjim 

monoklonskim protutijelom za ERα (crveno) i kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 (zeleno). 

Jezgre su obilježene DAPI-om, plavo. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih 

pokusa.  
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4.4.1.5. Izražaj Hand2 gena i bjelančevine raste tijekom implantacije i 
decidualizacije 

Imunofluorescentnom analizom izražaja Hand2 vidjela sam da njegov izražaj raste 

odmicanjem trudnoće (Slika 22 i 23), htjela sam istražiti da li je to popraćeno i 

aktivacijom prijepisa i prevođenja Hand2 gena tijekom 2,5, 4,5 i 7,5 dana trudnoće. 

Metodom RT-PCR odredila sam izražaj Hand2 gena tijekom rane trudnoće (Slika 26). 

Izražaj Hand2 je statistički značajno veći tijekom 4,5 i 7,5 dana trudnoće u odnosu na 

2,5 dan trudnoće (Slika 26).  

 

Slika 26. Razlika u aktivaciji Hand2 gena tijekom peri-implantacije. 
Relativna razina izražaja Hand2 gena tijekom 2,5, 4,5 i 7,5 dana trudnoće Rezultati su dobiveni iz tri 

odvojeno provedena pokusa i prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuće standardne pogreške. 

Rezultati s različitim slovima su statistički značajni (p ≤ 0,05). 
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Western blot analizom koristeći Hand2 protutijelo potvrdila sam obrazac izražaja 

Hand2 od 2,5 do 7,5 dana trudnoće u odnosu na analizu izražaja Hand2 gena RT-

PCR metodom (Slika 26). Tijekom trudnoće Hand2 je prisutan u tri izoforme koje se 

protežu od 25 do 30 kDa. Izražaj Hand2 tijekom 4,5 dana trudnoće je povećan u 

odnosu na 2,5 i 7,5 dana trudnoće (Slika 27).  

 

Slika 27. Western blot analiza izražaja Hand2 bjelančevine tijekom rane trudnoće. 
Uzorci su obilježeni s kozjim poliklonskim Hand2 protutijelom. Za kontrolu nanosa bjelančevina je 

korišteno mišje monoklonsko protutijelo za aktin. Specifičnost vezanja Hand2 protutijela potvrđena je 

Hand2 blokirajućim peptidom. Rezultat je ogledni primjer jednog od tri odvojeno ponovljena pokusa. 
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4.4.1.6. Prostorni raspored Hand2 se ne mijenja na implantacijskom u odnosu 
na ne-implantacijsko mjesto 

Testom krvožilne propusnosti na mjestu implantacije [52] odvojila sam implantacijska 

mjesta od ne-implantacijskih i koristila u daljnjim analizama izražaja Hand2. 

Za vrijeme implantacije Hand2 je prisutan u jezgri stromalnih stanica na ne-

implantacijskom mjestu (Slika 28A), kao i na implantacijskom mjestu (Slika 28B). 

Intenzitet fluorescentnog bojanja za Hand2 na implantacijskom mjestu je jači u 

odnosu na ne-implantacijsko mjesto (Slika 28). 

 

Slika 28. Izražaj Hand2 tijekom implantacije. 
A) Izražaj Hand2 na ne-implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. B) Izražaj Hand2 na 

implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa 

kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 (zeleno), jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica 

na slici B prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest 

odvojeno ponovljenih pokusa. NIM – ne implanatcijsko mjesto, IM-implantacijsko mjesto.  

4.4.1.7. Razina izražaja Hand2 gena je značajno viša na implantacijskom mjestu 
u odnosu na ne-implantacijsko mjesto 

Imunofluorescenta analiza prostornog rasporeda Hand2 tijekom implantacije nije 

pokazala razliku u njegovoj prostornoj raspodjeli na mjestu implantacije u odnosu na 

ne-implantacijsko mjesto, ali vidjela se razlika u intenzitetu bojanja za Hand2 na ta 

dva mjesta (Slika 28). Obzirom na razliku u intenzitetu bojanja za Hand2 na 

implantacijskom u odnosu na ne-implantacijsko mjesto analizirala sam izražaj Hand2 

RT-PCR metodom na mjestu implantacije u odnosu na ne-implantacijsko mjesto. 

Analiza dobivenih podataka pokazala je da je razina izražaja Hand2 značajno viša na 

mjestu implantacije u odnosu na ne-implantacijsko mjesto (Slika 29). 
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Slika 29. Razlika u aktivaciji Hand2 gena na implantacijskom mjestu u odnosu na ne-
implantacijsko mjesto. 
Relativna razina izražaja Hand2 gena u ne-implantacijskom mjestu i implantacijskom mjestu, tijekom 

4,5 dana trudnoće. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuće standardne pogreške 

u tri odvojeno provedena pokusa. (**) predstavlja statističku značajnost p ≤ 0,01. NIM – ne-

implantacijsko mjesto, IM – implantacijsko mjesto. 
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4.4.1.8. Antiproliferacijski učinak Hand2 u diferenciranim stromalnim stanicama 

Prijašnja istraživanja su pokazala da Hand2 parakrinim mehanizmom inhibira 

proliferaciju LE-a tijekom peri-implantacije [128]. Obzirom da do sad nije pokazano 

da Hand2 pozitivne stanice ne proliferiraju tijekom tog razdoblja, analizirala sam 

izražaj Hand2 i BrdU pozitivnih stanica metodom imunofluorescencije. Cilj mi je bio 

odrediti odnos proliferirajućih stanica s Hand2 izražajem. Koristila sam metodu 

dvostrukog obilježavanja tkiva uterusa životinja kojima sam dva sata prije žrtvovanja 

ubrizgala otopinu BrdU-a (obilježava stanice u S fazi staničnog ciklusa).  

Tijekom 2,5 dana trudnoće BrdU pozitivne stanice (crvena fluorescencija) se nalaze u 

LE-u, stromi kao i u GE-u (Slika 30A i B). U jezgri stromalnih stanica prisutan je 

Hand2 (zelena fluorescencija) (Slika 30B). Mala skupina stromalnih stanica koje 

izražavaju Hand2 ujedno su i BrdU pozitivne (narančasta fluorescencija) (Slika 30B). 

Implantacijom blastociste stvara se predio oko samog mjesta implantacije gdje 

prisutne stromalne stanice ne proliferiraju, ali izražavaju Hand2 (Slika 30C i D). 

Udaljavanjem od mjesta implantacije stromalne stanice izražavaju BrdU što upućuje 

na njihovu proliferacijsku aktivnost (Slika 30C). Također, kao i tijekom 2,5 dana 

trudnoće na mjestu implantacije postoji mala populacija stromalnih stanica koje su 

BrdU pozitivne i izražavaju Hand2 (Slika 30D). One čine granicu (prijelaz) između 

mjesta implantacije blastociste gdje stromalne stanice ne proliferiraju i mjesta 

udaljenog od implantacije gdje je prisutna proliferacija stromalnih stanica. Tijekom 7,5 

dana trudnoće BrdU pozitivne stanice su prisutne na mezometrijalnom polu uterusa 

oko ostatnog dijela LE-a i isto kao kod 4,5 dana trudnoće mala populacija 

proliferirajućih stanica izražava Hand2 (Slika 30E i F). 
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Slika 30. Analiza proliferacije Hand2 pozitivnih stanica. 
(A&B) izražaj Hand2 i BrdU tijekom 2,5 dana trudnoće. (C&D) izražaj Hand2 i BrdU na mjestu 

implantacije tijekom 4,5 dana trudnoće. (E&F) izražaj Hand2 i BrdU tijekom 7,5 dana trudnoće. 

Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 

(zeleno) i štakorskim monoklonskim protutijelom za BrdU (crveno). Mjesto kolokalizacije označava 

narančasta fluorescencija. Umetnute slike na A, C, D i E prikazuju jezgre koje su obojane plavo (DAPI 

bojanje). Strelica na umetnutoj slici (D) prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni 

primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. dpc: days post coitum; M – mezometrijalni pol; 

NIM – ne-implantacijsko mjesto; IM – implantacijsko mjesto; (*) predstavlja područje većeg povećanja.  

  



 

76 
 

4.4.1.9. Estrogen smanjuje izražaj Hand2 u mišicama tretiranim hormonima 

Prijašnja istraživanja su pokazala da je izražaj Hand2 reguliran P-om [6]. Za uspješno 

uspostavljanje i održavanje trudnoće neophodno je usklađeno djelovanje steroidnih 

hormona E-a i P-a [28]. Da bi utvrdila regulaciju izražaja Hand2 steroidnim 

hormonima, ovarijektomizirane homozigotne mišice PRKO i PRAKO sam tretirala s 

E-om, EP-om i sezamovim uljem kao kontrolom (K). Iz prikupljenih tkiva sam izolirala 

bjelančevine i ukupnu RNA i dobivene uzorke analizirala metodom western blot i RT-

PCR-a. 

U kontrolnoj skupini divljeg tipa (WT) mišica Hand2 bjelančevina je dominanto 

prisutan u jednoj izoformi oko 25 kDa. Njen izražaj je smanjen nakon tretmana s E-

om. Zanimljivo je da se nakon tretmana s E-om pojavljuje različita izoforma Hand2 

bjelančevine u odnosu na K. Nakon tretmana s EP-om vidljive su sve tri izoforme 

Hand2 (Slika 31A), kao i u trudnoći (Slika 27). Analizom izražaja Hand2 gena u WT 

mišicama prisutan je statistički značajan pad razine izražaja Hand2 nakon tretmana s 

E-om u odnosu na K. Kombinacija E-a s P-om statistički značajno povisuje izražaj 

Hand2 u odnosu na E tretman, ali je još uvijek statistički značajno manje nego u 

kontrolnoj skupini (Slika 31B).  

Izražaj Hand2 bjelančevine u PRAKO mišicama je također smanjen nakon tretmana 

s E-om i EP-om u odnosu na kontrolnu skupinu. U uzorcima nakon teretmana s E-om 

dominantno je prisutna srednja izoforma Hand2 bjelančevine (Slika 31C). Također, i 

nakon tretmana s EP-om je prisutna samo jedna izoforma Hand2 bjelančevine (Slika 

31C). Analiza genetskog izražaja Hand2 u uzorcima PRAKO mišica nakon tretmana 

hormonima potvrdila je da je izražaj Hand2 statistički značajno snižen nakon 

tretmana E-om i EP-om u odnosu na kontrolu skupinu (Slika 31D). 

Mišice s potpunom ablacijom Pr-a (PRKO) u kontrolnoj skupini sadrže Hand2 

bjelančevinu u sva tri oblika (od 25-30 kDa). Kao i u WT i PRAKO uzorcima, nakon 

tretmana s E-om i EP-om izražaj Hand2 se smanjuje, ali je prisutna dominantno 

samo jedna (u sredini) izoforma Hand2 (Slika 31E). Analiza genetskog izražaja 

Hand2 u PRKO mišica potvrdila je rezultate dobivene western blot analizom, gdje se 

vidi da E i EP tretman statistički značajno smanjuju izražaj Hand2 u odnosu na K 

(Slika 31F). 
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Slika 31. Regulacija izražaja Hand2 steroidnim hormonima. 
Western blot analiza ukupnog lizata bjelančevina dobivenog iz tkiva uterusa ovarijektomiziranih A) 

WT, C) PRAKO i E) PRKO mišica nakon tretmana s estrogenom (E), estrogenom/progesteronom (EP) 

i sezamovim uljem kao kontrolom (K) u trajanju od četiri dana. Uzorci su obilježeni s kozjim 

poliklonskim Hand2 protutijelom. Za kontrolu nanosa bjelančevina je korišteno mišje monoklonsko 

protutijelo za aktin. Specifičnost vezanja Hand2 protutijela potvrđena je sa Hand2 blokirajućim 

peptidom. Rezultat je ogledni primjer jednog od tri odvojeno ponovljena pokusa. 

Analiza ukupne RNA dobivene iz tkiva uterusa ovarijektomiziranih B) WT, D) PRAKO i F) PRKO 

mišica nakon tretmana s estrogenom (E), estrogenom/progesteronom (EP) i sezamovim uljem kao 

kontrolom (K) u trajanju od četiri dana. Relativnog izražaj Hand2 gena određen je RT-PCR metodom 

Rezultati su dobiveni iz tri odvojeno provedena pokusa i prikazani kao srednje vrijednosti uz 

pripadajuće standardne pogreške. Rezultati s različitim slovima su statistički značajni (p ≤ 0,05). 
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Nadalje, imunofluorescentnom analizom tkiva uterusa ovarijektomiziranih WT, 

PRAKO i PRKO mišica s protutijelom za Hand2, potvrdila sam rezultate izražaja 

gena i bjelančevina dobivene RT-PCR i western blot analizom. U WT mišicama je 

izražaj Hand2 smanjen nakon tretmana E-om i EP-om što se očituje smanjenim 

intezitetom bojanja za Hand2 (zelena fluorescencija) (Slika 32A-C). Nakon tretmana 

s EP dolazi do pojačanja intenziteta bojanja za Hand2 u odnosu na tkiva nakon E 

tretmana (Slika 32B i C). Obrazac izražaja Hand2 u uterusu PRAKO (Slika 32D-F) i 

PRKO (Slika 32G-I) mišica se ponavlja kao i u uterusu WT mišica, uz razliku da 

nakon EP tretmana u tkivu uterusa PRKO mišica intenzitet bojanja za Hand2 se ne 

pojačava u odnosu na E tretman (Slika 32H i I) 

 

Slika 32. Imunofluorescentna analiza izražaja Hand2 na tkivu uterusa nakon hormonskog 
tretmana. 
Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa ovarijektomiziranih A-C) WT, D-F) PRAKO i G-I) PRKO 

mišica s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 (zeleno), nakon tretmana s E-om, EP i sezamovim 

uljem kao kontrolom (K) u trajanju od četiri dana Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno 

ponovljenih pokusa. E – estrogen, EP – estrogen/progesteron; K – kontrola; PRAKO – progesterone 

receptor A knockout; PRKO – progesterone receptor knockout. 
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4.4.1.10. Izražaj Hand2 u uterusu je reguliran preko PR-A 

Mišice sa selektivnom ablacijom PR-A pokazuju iste fenotipske karakteristike kao i 

PRKO mišice, nepravilnu ovulaciju, implantaciju i neplodnost. Da bi utvrdila izražaj 

Hand2 u divljem tipu mišica u odnosu na PRAKO mišice ovarijektomizirane mišice 

sam tretirala s 1mg P-a i žrtvovala ih nakon 8 sati za analizu izražaja bjelančevina. 

Imunofluorescentna analiza izražaja Hand2 bjelančevina na tkivu uterusa pokazala je 

da je Hand2 prisutan u jezgrama stromalnih stanica uterusa WT mišica, kao i u 

stromalnim stanicama uterusa PRAKO mišica nakon tretmana s P-om (Slika 33). 

Intenzitet bojanja za Hand2 bjelančevinu (zelena fluorescencija) je jači u WT uzorku 

(Slika 33A) u odnosu na PRAKO uzorak (Slika 33B). 

 

Slika 33. Imunofluorescentna analiza izražaja Hand2 bjelančevine nakon tretmana s P-om. 
A) u divljem tipu (WT) mišica i B) PRAKO mišicama. Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa 

ovarijektomiziranih WT i PRAKO mišica s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 (zeleno). Tkiva su 

prikupljena 8 sati nakon injiciranja P-a. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno 

ponovljenih pokusa. PRAKO – progesterone receptor A knockout; WT - divlji tip. 

 

Nadalje, western blot analizom izražaja Hand2 bjelančevine u WT i PRAKO 

mišicama potvrdila sam da je izražaj Hand2 snižen u PRAKO mišicama nakon 

tretmana P-om (Slika 34). To upućuje da je PR-A važan u regulaciji izražaja Hand2 u 

uterusu. U odnosu na trudnoće (Slika 27), nakon tretmana s P-om i u WT i u PRAKO 

uzorcima prisutna je samo jedna izoforma Hand2 bjelančevine. 
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Slika 34. Izražaj Hand2 bjelančevine u WT i PRAKO mišicama nakon tretmana s P-om. 

Uzorci su obilježeni s kozjim poliklonskim Hand2 protutijelom. Tkiva su prikupljena 8 sati nakon 

injiciranja P-a. Za kontrolu nanosa bjelančevina je korišteno mišje monoklonsko protutijelo za aktin. 

Specifičnost vezanja Hand2 protutijela potvrđena je sa Hand2 blokirajućim peptidom. Rezultat je 

ogledni primjer jednog od tri odvojeno ponovljena pokusa. 

4.4.1.11. Hand2 je supstrat za PKA tijekom rane trudnoće 

Western blot analiza uzoraka prikupljenih tijekom 2,5, 4,5, i 7,5, dana trudnoće 

pokazala da je Hand2 prisutan u tri izoforme (Slika 27). Također, analiza izražaja 

Hand2 bjelančevine u WT mišicama nakon tretmana EP-om pokazala je prisutnost tri 

izoforme Hand2 bjelančevine (Slika 31). Obzirom na prisutnost tri izoforme Hand2 

istražila sam da li je možda Hand2 posttranslacijski modificiran. Pregledom baza 

podataka otkrila sam da ima jedno moguće fosforilacijsko mjesta na serinu 114 

(S114) koje se nalazi na konsenzus sekvencama koje prepoznaju i PKA i protein 

kinaza B (Akt) [69, 155]. Da bi utvrdila da li je Hand2 fosforiliran i da li je supstrat za 

neku od prethodno navedenih protein kinaza koristila sam protutijela koja prepoznaju 

bjelančevine fosforilirane PKA ili Akt. Metodom imunofluorescencije s dvostrukim 

obilježavanjem koristeći protutijela za Hand2 (zeleno) i protutijela za bjelančevine 

foforilirane PKA-om (crveno) odnosno bjelančevine foforilirane Akt-om (crveno), 

istražila sam da li dolazi do preklapanja fluorescentnog signala za Hand2 i 

bjelančevina fosforiliranih PKA-om, odnosno Akt-om, tijekom 4,5 i 7,5 dana trudnoće 

kada je izražaj Hand2 najveći tijekom peri-implantacijskog razdoblja.  

Na mjestu implantacije Hand2 kolokalizira (narančasta fluorescencija) sa 

bjelančevinama fosforiliranim s PKA-om (Slika 35C). Također, preklapanje signala je 

prisutno i u decidualnim stanicama na antimezometrijalnom polu tijekom 7,5 dana 
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trudnoće (Slika 36B). Prema tome, mogu zaključiti da postoji mogućnost da je Hand2 

supstrat za PKA.  

 

Slika 35. Analiza kolokalizacije Hand2 i bjelančevina foforiliranih PKA-om na mjestu 
implantacije. 
(A) izražaj Hand2 i (B) izražaj fosfo PKA supstrata, tijekom 4,5 dana trudnoće. (C) prikaz preklopljene 

slike A i B. Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa s kozjim poliklonskim 

protutijelom za Hand2 (zeleno) i zečjim poliklonskim protutijelom za fosfo PKA supstrat (crveno). 

Mjesto kolokalizacije označava narančasta fluorescencija. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest 

odvojeno ponovljenih pokusa. Strelica na umetnutoj slici (C) prikazuje embrij, plavo (DAPI bojanje); 

dpc: days post coitum; (*) predstavlja područje većeg povećanja. 
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Slika 36. Analiza kolokalizacije Hand2 i bjelančevina foforiliranih PKA-om tijekom 7,5 dana 
trudnoće. 

Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 

(zeleno) i zečjim poliklonskim protutijelom za fosfo PKA supstrat (crveno). Mjesto kolokalizacije 

označava narančasta fluorescencija. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih 

pokusa. Strelica na umetnutoj slici (C) prikazuje embrij, plavo (DAPI bojanje); dpc: days post coitum; 

(*) predstavlja područje većeg povećanja. 

4.4.1.12. Hand2 nije supstrat za Akt tijekom rane trudnoće 

Nadalje, analizom imunofluorescentnog obilježavanja tkiva uterusa pokazala sam da 

se izražaj Hand2 na mjestu implantacije ne preklapa sa izražajem bjelančevina 

fosforiliranih Akt-om (Slika 37B). Hand2 je prisutan u jezgri, dok su bjelančevine 

fosforilirane Akt-om isključivo prisutne u citoplazmi stromalnih stanica (Slika 37B). U 

decidualnim stanicama tijekom 7,5 dana trudnoće Hand2 je prisutan u jezgri, a 

bjelančevine fosforilirane Akt-om u citoplazmi (Slika 37D). 
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Slika 37. Analiza kolokalizacije Hand2 i bjelančevina fosforiliranih Akt-om. 
(A&B) izražaj Hand2 i fosfo Akt supstrata na mjestu implantacije, tijekom 4,5 dana trudnoće. (C&D) 

izražaj Hand2 i fosfo Akt supstrata tijekom 7,5 dana trudnoće. Dvostruko imunofluorescentno 

obilježavanje tkiva uterusa s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 (zeleno) i zečjim poliklonskim 

protutijelom za fosfo Akt supstrat (crveno). Jezgre su obilježene DAPI-om, plavo (A i C). Mjesto 

kolokalizacije označava narančasta fluorescencija. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno 

ponovljenih pokusa. dpc: days post coitum; (*) predstavlja područje većeg povećanja. 
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4.4.2. Izražaj COX2 tijekom rane trudnoće 

Nedavna istraživanja sekvenciranja imunoprecipitiranih kromatinskih dijelova iz 

uterusa miša su pokazala da Cox2 gen u mišu ima elemente koji odgovaraju na P 

(PRE) [186]. Također je poznato da su mišice s potpunom ablacijom Cox2 neplodne 

[131].  

Da bi utvrdila prostorni i vremenski izražaj COX2 tijekom rane trudnoće koristila sam 

metodu imunofluorescencije na tkivu uterusa tijekom 2,5, 3,5, 4,5, 5,5, 6,5, i 7,5 dana 

trudnoće. 

4.4.2.1. Na mjestu implantacije COX2 je prisutan u maloj populaciji stromalnih 
stanica 

Na početku trudnoće, tijekom 2,5 i 3,5 dana trudnoće, COX2 (crvena fluorescencija) 

je prisutan u citoplazmi stanica LE-a, GE-a i maloj populaciji stromalnih stanica, kao i 

u endotelu krvnih žila (Slika 38A-D). Procesom implantacije dolazi do promjene 

raspodjele COX2 na mjestu implantacije, osim u LE-u, COX2 je prisutan i u 

stromalnim stanicama oko samog mjesta implantacije (Slika 38E i F). Ta tranzicija se 

očituje u snažnom intenzitetu bojanja za COX2 na samom mjestu implantacije (Slika 

38F). 
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Slika 38. Vremenski i prostorni raspored izražaja COX2 tijekom 2,5 (A&B), 3,5 (C&D) i 4,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa zečjim monoklonskim protutijelom za COX2 (crveno), 

jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica na slici F prikazuje embrij na implantacijskom 

mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. Skala od 200 µm (A, 

C, E) i 50 µm (B, D, F); dpc: days post coitum; (*) predstavlja područje većeg povećanja.  

4.4.2.2. Promjena raspodjele COX2 s antimezoemtrijalnog pola uterusa na 
mezometrijelani pol uterusa 

Tijekom 5,5, dana trudnoće, COX2 (crvena fluorescencija) ostaje prisutan u 

citoplazmi stromalnih stanica, koje podliježu decidualizaciji, neposredno na mjestu 

implantacije (Slika 39A i B). Procesom zatvaranja LE-a oko blastociste, 6,5 i 7,5 dan 

trudnoće, COX2 je prisutan na mezometrijalnom polu uterusa oko ostatnog dijela LE-
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a, dok ga na području PDZ-a na antimezoemtrijalnom polu uterusa nema. Dolazi do 

gubitka izražaja COX2 u stromalnim stanicama uterusa na mjestu implantacije (Slika 

39C-F).  

 

Slika 39. Vremenski i prostorni raspored izražaja COX2 tijekom 5,5 (A&B), 6,5 (C&D) i 7,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa zečjim monoklonskim protutijelom za COX2 (crveno), 

jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelice na slikama B i E prikazuju embrij na 

implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. 

Skala od 200 µm (A, C, E) i 50 µm (B, D, F); dpc: days post coitum; (*) predstavlja područje većeg 

povećanja. 
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4.4.2.3. Na mjestu implantacije COX2 je prisutan u citoplazmi stromalnih 
stanica 

Testom krvožilne propusnosti na mjestu implantacije [52] odvojila sam implantacijska 

mjesta od ne-implantacijskih i koristila ih u daljnjim analizama izražaja Cox2 gena i 

bjelančevine.  

Na ne-implantacijskom mjestu COX2 je prisutan u citoplazmi LE-a (Slika 40A), dok je 

na mjestu implantacije blastociste prisutan u citoplazmi stromalnih stanica (Slika 

40B). Intenzitet fluorescentnog bojanja za COX2 na implantacijskom mjestu je jači u 

odnosu na ne-implantacijsko mjesto (Slika 40). 

 

Slika 40. Izražaj i raspodjela COX2 tijekom implantacije. 
A) Izražaj COX2 na ne-implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. B) Izražaj COX2 na 

implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa 

zečjim monoklonskim protutijelom za COX2 (crveno), jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). 

Strelica na slici B prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od 

šest odvojeno ponovljenih pokusa. Skala od 50 µm; NIM – ne implanatcijsko mjesto, IM-implantacijsko 

mjesto.  

4.4.2.4. Razina izražaja Cox2 gena je značajno viša na implantacijskom mjestu 
u odnosu na ne-implantacijsko mjesto 

Analiza metode imunofluorescencije na tkivu uterusa je pokazala da je intenzitet 

bojanja za COX2 (crvena fluorescencija) jači na mjestu implantacije u odnosu na ne-

implantacijsko mjesto (Slika 40). Analizirala sam izražaj Cox2 gena RT-PCR-om na 

mjestu implantacije u odnosu na ne-implantacijsko mjesto. Analiza dobivenih 

podataka pokazala je da je razina izražaja Cox2 značajno viša na mjestu implantacije 

u odnosu na ne-implantacijsko mjesto (Slika 41). 
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Slika 41. Razlika u aktivaciji Cox2 gena na implantacijskom mjestu u odnosu na ne-
implantacijsko mjesto. 
Relativna razina izražaja Cox2 gena u ne-implantacijskom mjestu i implantacijskom mjestu tijekom 4,5 

dana trudnoće. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuće standardne pogreške u tri 

odvojeno provedena pokusa.** predstavlja statističku značajnost p ≤ 0,01. NIM – ne-implantacijsko 

mjesto, IM – implantacijsko mjesto. 

4.4.2.5. Na mjestu implantacije blastociste PR pozitivne stanice izražavaju i 
COX2 

Obzirom da gen za Cox2 sadrži PRE [186], istražila sam da li na mjestu implantacije 

dolazi do kolokalizacije COX2 s PR-om u stromalnim stanicama uterusa. Da bi to 

utvrdila koristila sam metodu imunofluorescencije dvostrukim obilježavanjem tkiva 

uterusa tijekom 4,5 dana trudnoće s protutijelom za PR (crveno) i COX2 (zeleno).  

Na mjestu implantacije blastociste stromalne stanice uz sam rub LE-a izražavaju PR, 

ali i COX2 (Slika 42). PR se nalazi u jezgri stromalnih stanica, dok je COX2 prisutan 

u citoplazmi istih (Slika 42B). To upućuje da je izražaj COX2 na mjestu implantacije 

reguliran PR-om. Na samom mjestu implantacije je vidljiva adenogeneza, ali stanice 

novonastale žlijezde nisu pozitivne na PR (Slika 42B).  
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Slika 42. Odnos izražaja PR-a i COX2 na mjestu implantacije. 

Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa, tijekom 4,5 dana trudnoće, sa zečjim 

poliklonskim protutijelom za PR (crveno) i kozjim poliklonskim protutijelom za COX2 (zeleno). Jezgre 

su obilježene DAPI-om, plavo. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih 

pokusa. Skala od 20 µm. 

4.4.2.6. Kolokalizacija Hand2 i COX2 tijekom peri-implantacije  

Obzirom da je izražaj i Hand2 i COX2 reguliran PR-om, jedan od ciljeva mog 

istraživanja bio je i ispitati da li se izražaj tih dviju bjelančevina preklapa tijekom peri-

implantacijskog razdoblja u uterusu miša. 

Imunofluorescentim dvostrukim obilježavanjem Hand2 (zelena fluorescencija) i COX2 

(crvena fluorescencija) odredila sam njihov odnos tijekom peri-implantacije. Kod 2,5 

dana trudnoće ne dolazi do preklapanja signala za COX2 i Hand2 (Slika 43A i B). U 

tom razdoblju COX2 je većim djelom prisutan u citoplazmi stanica LE-a, dok je 

Hand2 prisutan u jezgrama stromalnih stanica (Slika 43B). Za vrijeme implantacije 

blastociste, osim u LE-u COX2 je prisutan i u citoplazmi male populacije stromalnih 

stanica na mjestu implantacije (Slika 43C i D). Stromalne stanice koje izražavaju 

COX2 pozitivne su i na izaržaj Hand2, koji je prisutan u jezgri (Slika 43D). Nadalje, 

tijekom 7,5 dana trudnoće kolokalizacija Hand2 i COX2 nestaje (Slika 43E i F).  
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Slika 43. Odnos izražaja i raspodjela Hand2 i COX2 tijekom peri-implantacije. 
(A&B) izražaj Hand2 i COX2 tijekom 2,5 dana trudnoće. (C&D) izražaj Hand2 i COX2 na mjestu 

implantacije tijekom 4,5 dana trudnoće. (E&F) izražaj Hand2 i COX2 tijekom 7,5 dana trudnoće. 

Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa s kozjim poliklonskim protutijelom za Hand2 

(zeleno) i zečjim monoklonskim protutijelom za COX2 (crveno). Umetnute slike na A, C, D i E 

prikazuju jezgre koje su obojane plavo (DAPI bojanje). Strelica na umetnutoj slici D prikazuje embrij na 

implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. AM – 

antimezometrijalni pol; M – mezometrijalni pol; dpc: days post coitum; NIM – ne-implantacijsko mjesto; 

IM – implantacijsko mjesto; (*) predstavlja područje većeg povećanja. 
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4.5. Vremenski i prostorni izražaj estrogenom reguliranih gena tijekom rane 
trudnoće  

4.5.1. Izražaj FGF9 tijekom rane trudnoće 

Prijašnja istraživanja su pokazala da je FGF9 u ljudskim stromalnim stanicama 

endometrija reguliran E-om [233]. Također, rezultati dobiveni istraživanjem 

sekvenciranih imunoprecipitiranih kromatinskih dijelova iz uterusa miša su pokazala 

da FGF9 ima ERE, ali ne i PRE [93, 186].  

Obzirom da do sada izražaj i prisutnost FGF9 u uterus miša tijekom rane trudnoće 

nije istražen, jedan od ciljeva ovog rada je bio i utvrditi njegov prostorni i vremenski 

izražaj tijekom rane trudnoće, kao i odnos s drugim bjelančevinama ključnim za 

uspješnu implantaciju.  

4.5.1.1. Izražaj Fgf2 i Fgf9 je diferencijalno reguliran u uterusu tijekom peri-
implantacije  

U miševa sa specifičnom Cre-posredovanom ablacijom Hand2 u uterusu, analiza 

genskog izražaja tijekom četvrtog dana trudnoće pokazala je povećan izražaj Fgf1, 

Fgf2, Fgf9 i Fgf18 gRNA [128]. Da bi utvrdila ulogu FGF-ova u uterusu tijekom rane 

trudnoće, odredila sam razinu izražaja Fgf1, Fgf2, Fgf9 i Fgf18 tijekom 2,5, 4,5 i 7,5 

dana trudnoće (Slika 44). Primijetila sam značajan porast izražaja Fgf2 i Fgf9 (Slika 

44B i C) gena tijekom trudnoće u odnosu na izražaj gena Fgf1 i Fgf18 (Slika 44A i D). 

Izražaj Fgf9 gena postiže svoj maksimum tijekom 4,5 dana trudnoće (Slika 44C), 

kada dolazi do pričvršćivanja embrija za LE uterusa i početak decidualizacije. 

Nasuprot tome, značajan porast izražaja Fgf2 gena je tijekom 7,5 dana trudnoće 

(Slika 44B), a izražaj Fgf9 gena je tada smanjen. Dobiveni rezultati ukazuju da FGF9 

i FGF2 imaju različitu ulogu koja se preklapa tijekom razdoblja peri-implantacije. 

Specifično, FGF9 za proces implantacije i razvoj PDZ-a, a FGF2 za stvaranje SDZ-a. 
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Slika 44. Relativna razina izražaja Fgf1 (A), Fgf2 (B), Fgf9 (C) i Fgf18 (D) u uterusu tijekom peri-
implantacije u miša. 

Rezultati su dobiveni iz tri odvojeno provedena pokusa i prikazani kao srednje vrijednosti uz 

pripadajuće standardne pogreške. Rezultati s različitim slovima su statistički značajni (p ≤ 0.05). 

4.5.1.2. Prostorni i vremenski izražaj FGF9 tijekom peri-implantacije 

Prema dosadašnjim literaturnim podacima, vremenski i prostorni raspored FGF9 u 

uterusu do sada još nije istražen. Zbog toga je jedan od mojih ciljeva bio i 

imunofluorescentna analiza FGF9 u tkivu uterusa tijekom 2,5, 4,5 i 7,5 dana 

trudnoće. Kod 2,5 dana trudnoće, FGF9 (zelena fluorescencija) je prisutan na 

apikalnom dijelu epitelnih stanica LE-a i GE-u kao i u nekim stromalnim stanicama 

uterusa (Slika 45A i B). Za vrijeme implantacije, 4,5 dana trudnoće, intenzitet bojanja 

za FGF9 je značajno jači u odnosu na 2,5 dana trudnoće, i prisutan je na apikalnom 

dijelu stanica LE-a koje okružuju pričvršćenu blastocistu (Slika 45C i D). Osim u LE-u 

FGF9 je prisutan i u stanicama GE-a, kao i stromalnim stanicama endometrija (Slika 
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45C). Do 7,5 dana trudnoće izražaj FGF9 opada, ali ostaje prisutan, uz smanjen 

intenzitet bojanja, na apikalnom dijelu stanica ostatnog LE-a (Slika 45E i F).  

 

Slika 45. Vremenski i prostorni raspored izražaja FGF9 tijekom 2,5 (A&B), 4,5 (C&D) i 7,5 (E&F) 
dana trudnoće. 

Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa s mišjim monoklonskim protutijelom za FGF9 (zeleno), 

jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). Strelica na slici D prikazuje embrij na implantacijskom 

mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. M – mezometrijalni 

pol; dpc: days post coitum; (*) predstavlja područje većeg povećanja.  
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4.5.1.3. Izražaj FGF9 bjelančevine je povećan tijekom 4,5 dana trudnoće 

Da bi potvrdila rezultate dobivene imunofluorescentnom analizom raspodijele FGF9 

tijekom peri-implantacije pripremila sam ukupne lizate bjelančevina iz tkiva uterusa 

nakon 2,5, 4,5 i 7,5 dana trudnoće. Odvojeno sam pripremila ukupne lizate 

bjelančevina odvojivši mjesto implantacije od ne-implantacijskog mjesta (4,5 dan 

trudnoće) pomoću testa povećane krvožilne propusnosti [52]. Western blot metodom 

sam odredila promjene izražaja FGF9 bjelančevine tijekom peri-implantacije (Slika 

46).  

Prema podacima iz literature FGF9 je prisutan u tri izoforme, 25, 29 i 30 kDa [159]. 

Od tri očekivane FGF9 izoforme, izoforma od 25 kDa nije prisutna tijekom rane 

trudnoće u uterusu. Međutim, ostale dvije izoforme 29 i 30 kDa su prisutne tijekom 

svih istraživanih točaka trudnoće. Izražaj 30 kDa izoforme se dinamički mijenja, dok 

je izražaj 29 kDa izoforme konstantan. Intenzitet FGF9 signala je jači tijekom 4,5 

dana trudnoće u odnosu na 2,5 i 7,5 dana trudnoće, ali bez razlike između 

implantacijskog i ne-implantacijskog mjesta (Slika 46). 

 

Slika 46. Western blot analiza izražaja FGF9 bjelančevine tijekom rane trudnoće. 

Western blot metodom analizirani su ukupni lizati bjelančevina izoliranih iz tkiva uterusa nakon 2,5, 4,5 

i 7,5 dana trudnoće. FGF9 je prisutan u dvije izoforme 29 i 30 kDa. Uzorci su obilježeni sa zečjim 

poliklonskim FGF9 protutijelom. Za kontrolu nanosa bjelančevina korišteno je mišje monoklonsko 

protutijelo za aktin. Specifičnost vezanja FGF9 protutijela potvrđena je kozjim serumom. Rezultat je 

ogledni primjer jednog od tri odvojeno ponovljena pokusa. 
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4.5.1.4. Estrogen regulira izražaj 25 kDa izoforme FGF9 bjelančevine u uterusu 
miša 

Za istraživanje regulacije izražaja FGF9 u uterus, koristila sam ovarijektomizirane 

mišice divljeg tipa koje sam tretirala s E-om, EP-om i sezamovim uljem kao 

kontrolom. Iz prikupljenih tkiva uterusa sam izolirala ukupne bjelančevine i analizirala 

ih metodom western blot. Dobiveni rezultati su pokazali da je nakon tretmana E-om 

osim 29 i 30 kDa izoforme prisutna i 25 kDa izoforma FGF9 bjelančevine (Slika 47).  

 

Slika 47. Western blot analiza regulacije izražaja FGF9 bjelančevine steroidnim hormonima. 

Western blot metodom analizirani su ukupni lizati bjelančevina izoliranih iz tkiva uterusa 

ovarijektomiziranih mišica divljeg tipa prikupljenih nakon tremana estrogenom (E), 

estrogenom/progesteronom (EP) i sezamovim uljem kao kontrolom (K). FGF9 je prisutan u tri izoforme 

25, 29 i 30 kDa. Uzorci su obilježeni sa zečjim poliklonskim FGF9 protutijelom. Za kontrolu nanosa 

bjelančevina korišteno je mišje monoklonsko protutijelo za aktin. Specifičnost vezanja FGF9 protutijela 

potvrđena je kozjim serumom. Rezultat je ogledni primjer jednog od tri odvojeno ponovljena pokusa. 

4.5.1.5. Regulacija izražaja FGF9 je različita na mjestu implantacije u odnosu na 
ne-implantacijsko mjesto 

Za uspješnu implantaciju u miša, neophodna je prolazna prisutnost E-a četvrtog dana 

trudnoće [145]. Dobiveni rezultati su pokazali da je izražaj FGF9 u uterusu najviši 

tijekom 4,5 dana trudnoće i da je u ovarijektomiziranim WT mišicama reguliran E-om, 

kao sljedeći cilj postavila sam si odrediti odnos između ERα i FGF9 tijekom 

implantacije u miša. 

Imunofluorescentnom metodom dvostrukog obilježavanja odredila sam odnos između 

FGF9 (zelena fluorescencija) i ERα (crvena fluorescencija) tijekom 4,5 dana trudnoće 

u miša. Na ne-implantacijskom mjestu FGF9 i ERα su prisutni u stanicama GE-a 

(Slika 48A). U stanicama GE-a, ERα je prisutan u jezgrama, dok je FGF9 prisutan na 
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apikalnom dijelu stanica. Prisutnost ERα u jezgri upućuje da on ima aktivnu ulogu 

kao transkripcijski čimbenik u tim stanicama i prema tome može regulirati izražaj 

FGF9. Nadalje, na samom mjestu pričvršćivanja blastociste za LE, FGF9 je prisutan 

u apikalnom dijelu stanica LE-a, dok je ERα prisutan u citoplazmi stanica LE-a (Slika 

48B). Obzirom da ERα u stanicama LE-a nema transkripcijski aktivnu ulogu, izražaj 

FGF9 na samom mjestu implantacije je reguliran drugim čimbenicima.  

 

Slika 48. Odnos izražaja FGF9 i ERα na mjestu implantacije. 

Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa tijekom 4,5 dana trudnoće sa mišjim 

monoklonskim protutijelom za ERα (crveno) i mišjim monoklonskim protutijelom za FGF9 (zeleno). 

Jezgre su obilježene DAPI-om, plavo. Strelica na slici B prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. 

Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. Skala od 20 µm. 
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4.5.1.6. Prostorni raspored FGF9 se ne mijenja na implantacijskom u odnosu na 
ne-implantacijsko mjesto 

Za vrijeme implantacije FGF9 je prisutan na apikalnom dijelu stanica LE-a na ne-

implantacijskom mjestu (Slika 49A), kao i na implantacijskom mjestu (Slika 49B). 

Intenzitet fluorescentnog bojanja za FGF9 na ne-implantacijskom mjestu se ne 

razlikuje u odnosu na implantacijsko mjesto (Slika 49). 

 

Slika 49. Izražaj FGF9 tijekom implantacije. 
A) Izražaj FGF9 na ne-implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. B) Izražaj FGF9 na 

implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 dana trudnoće. Imunofluorescentno bojanje tkiva uterusa sa 

mišjim monoklonskim protutijelom za FGF9 (zeleno), jezgre su prikazane plavo (DAPI bojanje). 

Strelica na slici B prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od 

šest odvojeno ponovljenih pokusa. Skala od 50 µm; NIM – ne implanatcijsko mjesto, IM-implantacijsko 

mjesto.  
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4.5.1.7. Razina izražaja FGF9 se ne mijena na implantacijskom mjestu u odnosu 
na ne-implantacijsko mjesto 

Analiza indirektne fluorescencije prostornog rasporeda FGF9 tijekom implantacije nije 

pokazala razliku u njegovoj prostornoj raspodjeli na mjestu implantacije u odnosu na 

ne-implantacijsko mjesto (Slika 49). Unatoč tome zanimalo me da li možda postoji 

razlika u aktivaciji Fgf9 gena na ta dva mjesta. Analiza aktivacije Fgf9 gena RT-PCR 

metodom na mjestu implantacije u odnosu na ne-implantacijsko mjesto pokazala je 

da ne postoji značajna razlika u izražaju Fgf9 na ta dva mjesta (Slika 50). 

 

Slika 50. Razlika u aktivaciji Fgf9 gena na implantacijskom mjestu u odnosu na ne-
implantacijsko mjesto. 
Relativna razina izražaja Fgf9 gena u ne-implantacijskom mjestu i implantacijskom mjestu, tijekom 4,5 

dana trudnoće. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuće standardne pogreške u tri 

odvojeno provedena pokusa. NIM – ne-implantacijsko mjesto, IM – implantacijsko mjesto. 
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4.5.1.8. Izražaj FGF9 na mjestu implantacije je reguliran s prostaglandinima 

Prethodna istraživanja su pokazala da uz E, PGE2 potiče izražaj FGF9 [32, 246]. 

Sinteza PGE2 je regulirana s COX2 [200]. Analizom izražaja COX2 tijekom 

implantacije (Slika 39) potvrdila sam da je COX2 prisutan u stromalnim stanicama 

koje okružuju LE tijekom implantacije. Također, istraživanja na COX2-/- mišicama su 

pokazala da su PG-ovi sintetizirani s COX2 ključni za krvožilnu propusnost i 

angiogenezu tijekom implantacije i decidualizacije [142].  

Zbog toga sam istražila vremenski i prostorni odnos između COX2 i FGF9 na mjestu 

implantacije (Slika 51A i B). Metoda imunofluorescencije je pokazala jaki intenzitet 

bojanja za FGF9 i COX2 u stanicama koje neposredno okružuju mjesto implantacije 

(Slika 51B). Na apikalnom dijelu stanica LE-a je izražen FGF9, a COX2 u stanicama 

strome koje okružuju mjesto implantacije, kao i u nekim stanicam LE-a. Stanice LE-a 

pozitivne na COX2 nalaze se u neposrednom kontaktu blastociste sa LE-om (Slika 

51B). Dobiveni rezultati upućuju da lokalna enzimska aktivnost COX2 proizvede 

dovoljnu količinu PG-a koja će potaknuti aktivaciju FGF9 na mjestu implantacije.  

 

Slika 51. Odnos izražaja i raspodjela FGF9 i COX2 na mjestu implantacije. 

Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa tijekom 4,5 dana trudnoće sa mišjim 

monoklonskim protutijelom za FGF9 (zeleno) i zečjim monoklonskim protutijelom za COX2 (crveno). 

Jezgre su obilježene DAPI-om, plavo. Strelica na slici A prikazuje embrij na implantacijskom mjestu. 

Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa.  
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4.5.1.9. Na mjestu implantacije FGF9 se nalazi u malim novostvorenim krvnim 
žilama 

Kao što sam već prije spomenula, jedan od prvih znakova implantacije je povećana 

krvožilna propusnost na samom mjestu pričvršćivanja blastociste za LE [166]. 

Također, poznato je da su FGF-ovi jaki pokretači angiogeneze [156]. Nadalje, 

prisutnost FGF9 tijekom angiogenze potiče stvaranje izdržljivih malih krvnih žila koje 

su omotane glatkomišićnim stanicama [73]. 

Prema tome, jedna od postavljenih hipoteza ovog rada je bila da li je FGF9 uključen 

u angiogenezu tijekom rane trudnoće. Da bi to istražila, koristila sam metodu 

imunofluorescencije dvostrukog obilježavanja tkiva uterusa s FGF9 i CD31 (PECAM-

1) protutijelom (biljeg za endotelne stanice). Dobiveni rezultati su pokazali da su 

FGF9 i CD31 pozitivne stanice dio mikrovaskulature, ali da pripadaju različitim 

populacijma stanica (Slika 52A i B). Prema tome, FGF9 bi mogao biti prisutan u 

muralnim stanicama. Muralne stanice, se sastoje od vaskularnih glatkih mišićnih 

stanica i pericita i pokrivaju endotelne stanice, a time reguliraju krvožilnu stabilnosti i 

homeostazu [216]. Dobiveni rezultati upućuju da bi FGF9 mogao imati važnu ulogu u 

sazrijevanju malih krvnih žila na mjestu implantacije.  

 

Slika 52. Odnos izražaja i raspodjela FGF9 i CD31 na mjestu implantacije. 
Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa tijekom 4,5 dana trudnoće sa mišjim 

monoklonskim protutijelom za FGF9 (zeleno) i zečjim monoklonskim protutijelom za CD31 (PECAM-1) 

(crveno). Jezgre su obilježene DAPI-om, plavo. Strelica na slici A prikazuje embrij na implantacijskom 

mjestu. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. 
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4.5.1.10. Međudjelovanje FGF9 i njegovog receptora FGFR2 je ključno za 
pravilno pričvršćivanje blastociste za LE tijekom implantacije u miša 

Biološka aktivnost FGF-ova je posredovana preko četiri različita protein kinazna 

receptora (FGFR1–4). Svoju biološku funkciju FGF9 ostvaruje vezanjem na tri od 

četiri FGFR-a, FGFR2, FGFR3 i FGFR4 [163]. Poznato je da FGFR2 i FGFR3 vežu 

FGF9 s velikim afinitetom [84, 92]. Zbog toga je moj sljedeći cilj bio ispitati vremenski 

i prostorni odnos između FGF9 i FGFR2 odnosno FGFR3, metodom 

imunofluorescencije.  

Analiza raspodjele FGFR2 (crvena fluorescencija) pokazala je da je on prisutan u 

citoplazmi (Slika 53A), dok se FGFR3 (crvena fluorescencija) nalazi u jezgri (Slika 

53B) stromalnih i epitelnih stanica uterusa. Jak intenzitet bojanja za FGF9 (zelena 

fluorescencija) prisutan je na apikalnom dijelu stanica LE-a. Za razliku od FGFR3, 

trofoblastne stanice blastociste pokazale su jak intenzitet bojanja za FGFR2. 

Dobiveni rezultati upućuju na sinkroniziranu prostornu i vremensku raspodjelu FGF9 i 

njegovog FGFR2. Zbog toga bi FGF9-FGFR2 signalni put mogao biti važan za 

komunikaciju između blastociste i LE-a koja je neophodna za apoziciju i implantaciju 

blastociste. 

 

Slika 53. Odnos izražaja i raspodjela FGF9 i njegovih receptora na mjestu implantacije 
A) Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa tijekom 4,5 dana trudnoće sa mišjim 

monoklonskim protutijelom za FGF9 (zeleno) i zečjim poliklonskim protutijelom za FGFR2 (crveno).  

B) Dvostruko imunofluorescentno obilježavanje tkiva uterusa tijekom 4,5 dana trudnoće sa mišjim 

monoklonskim protutijelom za FGF9 (zeleno) i zečjim poliklonskim protutijelom za FGFR3 (crveno). 

Jezgre su obilježene DAPI-om, plavo. Strelica na slici A i B prikazuju trofoblast embrija koji se 

pričvrstio za LE. Rezultat je ogledni primjer jednog od šest odvojeno ponovljenih pokusa. 
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5. RASPRAVA  

Reprodukcija je ključna za održavanje svake vrste [9]. U sisavaca, oplodnja jajne 

stanice spermijem dovodi do stvaranja zigote. Nakon oplodnje, zigota prolazi kroz 

nekoliko ciklusa mitoze i morfogenze do stadija blastociste. Blatocista zatim stupa u 

prvi fizički i fiziološki kontakt sa majčinim endometrijem i time započinje implantacija 

[161]. Dvosmjerna komunikacija između blastociste i kompetentnog embrija je 

neophodna za uspostavljanje implantacije i uspjeh trudnoće [22]. Svaka perturbacija 

ovog složenog procesa, uspostavljanja trudnoće, stvara nepovoljne ishode za 

naknadni razvoj, uključujući decidualizaciju i placentaciju, s mogućim gubitkom 

trudnoće [28, 245]. Rani gubitak trudnoće, koji se događa tijekom peri-

implantacijskog razdoblja prije nego je trudnoća prepoznata, klinički je relativno čest 

događaj u ljudi [161]. Vjerojatnost začeća tijekom jednog menstrualnog ciklusa u 

prosjeku iznosi oko 30 % [256]. U ljudi trudnoća nakon 20. tjedna je održana samo u 

50 do 60 % slučajeva [161]. Od spontano prekinutih trudnoća, 75 % ih je posljedica 

neuspjele implantacija u fazi u kojoj trudnoća još klinički nije prepoznata [161]. 

Nepravilna implantacija je i kritička točka potpomognute oplodnje [226]. Bolje 

razumijevanje molekularnih mehanizama odgovornih za implantaciju i placentaciju 

doprinijelo bi liječenju poremećaja koji vode do tih procesa, uključujući neplodnost i 

rani gubitak trudnoće [161]. Tijekom implantacije embrij se pričvrsti za epitel 

endometrija i time potiče uspostavljanje trudnoće. Nakon adhezije, embrij nadire u 

stromu endometrija oko implantacijskog mjesta, a stromalne stanice podliježu 

diferencijaciji u decidualni fenotip. Novonastale decidualne sekrecijske stanice 

održavaju rast i preživljavanje embrija do uspostavljanja funkcionalne posteljice. U 

pre-implantacijskoj fazi usklađeno djelovanje steroidnih hormona P-a i E-a dovodi do 

funkcionalnih i morfoloških promjene u uterusa, čime on postaje kompetentan za 

implantaciju embrija [28]. 

Mnoga istraživanja, vezana za humanu reprodukciju, zbog etičkih razloga je 

nemoguće provesti na ljudima pa se kao zamjena koriste životinjski modeli. 

Istraživanja genetski modificiranih miševa značajno su doprinijela poznavanju 

molekularnih mehanizama tijekom kritičnih faza u uspostavljanju trudnoće [240]. U 

ljudi i miševa biološka aktivnost P-a je neophodna za svaki stupanj uspostavljanja i 

održavanja trudnoće: implantaciju, decidualizaciju, placentaciju i porođaj [28]. 

Poznato je da je P ligand za transkripcijske čimbenike: PR-A i PR-B, čija 
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transkripcijska aktivnost osigurava stvaranje mikrookoliša za implantaciju embrija 

[15]. Jedan od ciljeva ovog rada je bio odrediti vremenski i prostorni izražaj PR-a 

tijekom peri-implantacije u uterusu. Prisutnost PR-a u jezgrama stanica uterusa 

ukazuje na njegovu transkripcijsku aktivnost. Vremenski i prostorni izražaj PR-a se 

mijenja unutar određenih dijelova uterusa ovisno o stupnju trudnoće. Porast P-a 

tijekom rane trudnoće prati pad PR-a u stanicama LE-a i GE-a te njegov porast u 

stromi endometrija i decidualnim stanicama. Moji rezultati pokazali su da PR nije 

transkripcijski aktivan na mjestu pričvršćenja blastociste za LE tijekom 4,5 dana 

trudnoće u miša. Značajan porast izražaja PR-a u jezgri je prisutan u stromalnim 

stanicama agregiranih oko implantacijskog mjesta. Prema tome mogu zaključiti kako 

su promjene u specifičnoj populaciji stanica oko mjesta implantacije ovisne o 

čimbenicima čiji je izražaj reguliran P-om.  

Sekvenciranjem imunoprecipitiranih dijelova kromatina analizirani su geni koji sadrže 

PRE u uterusu miša. Jedan od tih gena je i transkripcijski čimbenik Hand2 [186]. 

Također, istraživanja na mišicama s antagonistom PR-a, RU-486, su pokazala da je 

on jedan od P-om reguliranih gena u uterusu [6]. Poznato je da je Hand2 bitan za 

inhibiciju E-om potaknute proliferacije LE-a, događaja koji je ključan za uspostavljanje 

implantacije. Na temelju toga predložen je mehanizam djelovanja Hand2 na inhibiciju 

proliferacije LE-a, koji uključuje inhibiciju izražaja pro-proliferacijskog djelovanja FGF-

ova [103]. Transkripcijski čimbenik Hand2, koji pripada obitelji bHLH, je važan 

regulator morfogenze srca i pluća [68]. Istraživanja trudnoće u mišica pokazala su da 

je Hand2 također važan regulator morfogeneze uterusa tijekom rane trudnoće [100]. 

Dio istraživanja ovog rada uključuje i analizu do sada nepoznatog prostornog i 

vremenskog izražaja Hand2 tijekom rane trudnoće u uterusu miša. Tijekom peri-

implantacijskog razdoblja Hand2 je prisutan u jezgrama stromalnih stanica uz 

povećani izražaj tijekom 4,5 i 7,5 dana trudnoće. Izražaj Hand2 u jezgri upućuje da je 

tijekom peri-implantacijskog razdoblja transkripcijski aktivan, a njegov povećani 

izražaj tijekom 4,5 i 7,5 dana trudnoće upućuje na njegovu važnost u procesima 

implantacije i decidualizacije. Ovi rezultati su potvrđeni na razini izražaja Hand2 gena 

i bjelančevine.  

Nadalje, western blot analizom utvrdila sam da je Hand2 uz očekivanu 25 kDa 

izoformu prisutan u još dvije izoforme u području molekularne mase od 25 kDa do 30 

kDa. Primarna struktura Hand2 bjelančevine sadrži konsenzus sekvencu za 
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fosofrilaciju [155]. Dobiveni rezultat upućuje na mogućnost da je Hand2 različito 

posttranslacijski reguliran tijekom trudnoće.  

Imunofluorescentna analiza prostornog i vremenskog izražaja Hand2 tijekom 4,5 

dana trudnoće pokazala je pojačan izražaj Hand2 na mjestu implantacije u odnosu 

na ostale dane trudnoće. Glavni cilj ovog istraživanja je utvrditi P-om regulirane 

mehanizme za vrijeme implantacije u miša. Stoga sam usporedila izražaj Hand2 na 

mjestu implantacije u odnosu na ne-implantacijsko mjesto. Moji rezultati su također 

pokazali da nastajanje implantacijskog mjesta prati jak porast izražaja PR-a. Prema 

tome, pretpostavila sam da nastajanje funkcionalnog implantacijskog mjesta 

vjerojatno prati i porast Hand2. Da bi odvojila mjesto implantacije od ne-

implantacijskog mjesta koristila sam Chicago blue boju koja boji mjesta povećane 

krvožilne propusnosti, a jedan od prvih znakova implantacije je povećana krvožilna 

propusnost na mjestu implantacije [52]. Analizom izražaja Hand2 gena, potvrdila sam 

ovu hipotezu. Izražaj Hand2 na razini gRNA i bjelančevine je značajno veći u 

implantacijskom u odnosu na ne-implantacijsko mjesto.  

In silico metodama dokazano je prisustvo PRE na Hand2 genu [186]. Zbog toga se 

može pretpostaviti da je Hand2 nishodno regulirana molekula P-PR signalnog puta. 

Ako je izražaj Hand2 rezultat direktne transkripcijske aktivnosti PR-a, onda ove dvije 

bjelančevine trebaju biti prisutne u istoj stanici, a to do sada nije bilo potvrđeno. 

Metodom imunofluorescencije na rezovima tkiva uterusa istražila sam da li postoji 

preklapanje u izražaju PR-a i Hand2 tijekom rane trudnoće. Moji rezultati su pokazali 

da je tijekom peri-implantacije Hand2 prisutan u jezgrama subpopulacije stromalnih 

stanica čije su jezgre i PR pozitivne. Svaka Hand2 stanica je ujedno i PR pozitivna, 

ali ne i obrnuto. Iz toga se može zaključiti da P preko PR-a regulira izražaj Hand2 u 

populaciji stromalnih stanica u endometriju uterusa odnosno da je Hand2 nishodno 

regulirana molekula PR signalnog puta. 

Poznato je da Hand2 kao parakirni faktor PR signalnog puta inhibira proliferaciju LE-

a [128]. Zbog toga moj sljedeći cilj ovog istraživanja bilo je ispitivanje utjecaja Hand2 

na proliferaciju stromalnih stanica. Kao marker proliferacije koristila sam BrdU, koji 

obilježava stanice u S fazi staničnog ciklusa. Tijekom peri-implantacijskog razdoblja 

postoji mala populacija Hand2 pozitivnih stanica koje ujedno i proliferiraju. Pokazala 

sam kako Hand2 pozitivne stanice koje se nalaze u stromi oko implantacijskog 

mjesta u PDZ-u ne proliferiraju. Distalno od implantacijskog mjesta prisutna je jaka 

proliferacija nedecidualiziranih stromalnih stanica. Na mjestu implantacije dvostruko 
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pozitivne BrdU i Hand2 stanice prisutne su na granici između PDZ-a i 

nediferenciranih stromalnih stanica. Prema ovom rezultatu mogu pretpostavit kako 

Hand2 pozitivne stanice koje proliferiraju imaju važnu ulogu u formiranju gradijenta 

signalnih čimbenika koji određuju kinetiku procesa decidualizacije te invaziju 

trofoblasta, čime potiču pripremu uterusa na implantaciju [77]. Proliferacija 

decidualnih stanica je bila odsutna na antimezometrijalnom polu uterusa tijekom 7,5 

dana trudnoće. Stromalne stanice endometrija na mezometrijalnom polu uterusa 

nastavljaju proliferirati i populacija dvostruko pozitivnih BrdU i Hand2 stanica se 

nalazi uglavnom na granici između SDZ-a i mezometrijalog pola uterusa. Ovaj 

rezultat dodatno podupire značajnosti Hand2/BrdU pozitivnih stanica u dinamici 

decidualizacije endometrija. Stoga, mogu pretpostaviti kako je stanična diferencijacija 

u decidualni fenotip pod kontrolom PR-om regulirane aktivnosti Hand2. 

U ljudi i miševa, kao i u drugim vrstama, PR je prisutan u dvije izoforme PR-A i PR-B. 

Istraživanja na miševima s nedostatak obje (PRKO) ili pojedinačne PR izoforme 

(PRAKO ili PRBKO) su pokazala da PR izoforme imaju različitu ulogu u endometriju 

uterusa [152]. Nedostatak PR-A i PR-B izoforme u PRKO mišica vodi do neplodnosti. 

Neplodnost je posljedica gubitka P-om inducirane inhibicije E-om potaknute 

hiperplazije uterusa i decidualizacije stromalnih stanica uterusa [135]. Zbog 

nedostatka PR-A izoforme u PRAKO mišicama, P nije u mogućnosti suprimirati 

mitogeni efekt E-a na LE i zbog toga izostane implantacija [154]. U PRBKO mišicama 

koje sadrže samo PR-A izoformu, P stvara uvjete potrebne za implantaciju, 

decidualizaciju i održavanje trudnoće [153]. Kao i u uterusu PRAKO mišica, tkivno 

specifična postnatalna ablacija Hand2 uzrokuje izostanak P-om regulirane inhibicije 

proliferacije LE-a [128]. Rezultat ovog istraživanja upućuje da u PRAKO uterusu, 

transkripcijska aktivnost PR-B izoforme nije dostatna za potpuni izražaj Hand2. 

Prema tome, u uterusu miša P ovisan Hand2 izražaj je najvjerojatnije reguliran PR-A 

izoformom. 

Za uspješnu implantaciju i trudnoću neophodno je usklađeno djelovanje E-a i P-a koji 

stvaraju povoljne uvijete u endometriju uterusa za implantaciju blastociste [28]. 

Obzirom da je potrebno usklađeno djelovanje E-a i P-a tijekom trudnoće, jedan od 

ciljeva istraživanja je i bio odrediti regulaciju izražaja Hand2 pod utjecajem 

egzogenog E-a i kombinacije E-a i P-a u ovarijektomiziranim WT, PRKO i PRAKO 

mišicama. Analiza izražaja Hand2 bjelančevine pokazala je kako je u kontroli divljeg 

tipa prisutna dominantno jedna izoforma Hand2, dok je nakon E tretmana prisutna 
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druga izoforma Hand2, čiji je izražaj snižen u odnosu na kontrolu. Zanimljivo je da su 

u uterusu WT mišica nakon EP tretmana prisutne sve tri izoforme Hand2, kao i kod 

trudnoće, ali im je izražaj snižen u odnosu na kontrolu. Ove promjene dinamike 

izražaja Hand2 bjelančevine potvrđene su i analizom izražaja Hand2 gena u tkivima 

WT mišica. Poznato je da potpuna ablacija PR-a u mišica uzrokuje neplodnost [135]. 

Prema tome, jedan od ciljeva koje sam ispitala bila je prisutnost Hand2 u tkivu 

ovarijektomiziranih PRKO mišica. Analiza izražaja Hand2 gRNA i bjelančevine 

pokazala je da je Hand2 prisutan u uterusu PRKO mišica i u kontrolnim skupinama, 

kao i nakon tretman s E-om i EP. Također je taj obrazac izražaja Hand2 postojan i u 

PRAKO mišicama, koje su fenotipski iste kao i PRKO [154]. Zanimljivo je da je i u 

PRKO i PRAKO mišicama izražaj Hand2 nakon tretmana s E-om snižen u odnosu na 

kontrolu, i da nakon EP tretmana nisu prisutne tri izoforme kao u WT uzorcima. 

Estrogen inhibira izražaj Hand2 u sva tri genotipa koje sam analizirala. Dodatak P-a 

zajedno sa E uzrokuje statistički značajan porast izražaja Hand2 samo u WT mišica.  

Zanimljivo je da je Hand2 prisutan u stromi uterusa kod ovarijektomiziranih WT, 

PRAKO i PRKO mišica bez prisustva hormona ovarija. Moji rezultati su u korelaciji s 

rezultatima dobivenim genomskom analizom sekvenciranja imunoprecipitiranih 

dijelova kromatina uterusa miša. Tom analizom je pokazano da je Hand2 prisutan u 

uterusu i bez prisustva P-a [186]. Daljnjom in silico analizom Hand2 gena, pronašli 

smo dva predviđena P ovisna PRE mjesta, i treći koji je aktivan, ali neovisno o P-u. 

Sukladno tome, visok izražaj Hand2 je bio prisutan i u stromi uterusa 5 dana starog 

neonatalnog miša, kada je endogena koncentracija P-a jako niska [39]. Rezultati tih 

istraživanja zajedno s mojima navode na zaključak da u uterusu miša izražaj Hand2 

može biti reguliran uz P ovisan i P neovisan mehanizam.  

Prema tome, rezultati dobiveni ovim istraživanjem upućuju da je izražaj Hand2 u 

uterusu WT mišica uz E i P, reguliran i drugim čimbenicima. Također, prema 

dobivenim rezultatima mogu zaključiti kako su za pravilnu uspostavu trudnoće 

neophodne sve tri izoforme Hand2, i da, osim P-a, i E regulira izražaj Hand2. Za 

pravilnu implantaciju je neophodna kratkotrajna prisutnost E-a ujutro četvrtog dana 

trudnoće u mišica [240]. Mogu pretpostaviti da je možda kratkotrajna inhibicija 

izražaja Hand2 na samom mjestu implantacije neophodna za pričvršćivanje 

blastociste i njenu implantaciju.  
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Tijekom trudnoće Hand2 je prisutan u tri izoforme, kao i u ovarijektomiziranim WT 

životinjama nakon EP tretmana. Različite izoforme Hand2 mogu biti rezultat njegove 

posttranslacijske dorade. Kao član bHLH obitelji transkripcijskih čimbenika Hand2 

ima mogućnost dimerizacije. Poznato je kako je tijekom diferencijacije trofoblastnih 

stanica aktivnost Hand2 promijenjena fosforilacijom, kao što je i stvaranje 

transkripcijski kompetentnog dimera dijelom regulirano fosforilacijom [69]. Do sada je 

poznato kako Hand2 sadrži koncenzus sekvence koje prepoznaju PKA i Akt kao 

mjesto fosforilacije [155]. Pregledom baza podataka pronašla sam da je predviđeno 

jedno fosforilacijsko mjesto na serinu 114 (S114), a ostala mjesta posttranslacijskih 

modifikacija predviđaju acetilaciju. Prema tome, moguće je da tijekom implantacije i 

decidualizacije PKA ili Akt regulira transkripcijsku aktivnost Hand2. 

U nedostatku protutijela koja prepoznaju fosforilirani Hand2, indirektno sam pokušala 

odrediti da li je Hand2 fosforiliran s PKA odnosno Akt na mjestu implantacije i u 

decidualnim stanicama. Koristeći protutijela koja prepoznaju bjelančevine fosforilirane 

PKA, odnosno Akt-om, odredila sam dolazi li do preklapanja signala za PKA i Akt s 

Hand2 u endometriju tijekom peri-implantacije. Moji rezultati upućuju na mogućnost 

fosforilacije Hand2 s PKA, a ne s Akt tijekom implantacije i decidualizacije. Izražaj 

transkripcijski aktivnog Hand2, koji je prisutan u jezgri, preklapa se s izražajem 

bjelančevina fosforiliranih PKA-om. To indirektno upućuje da P-om reguliran Hand2 

sudjeluje u procesu decidualizacije. Za proces decidualizacije potrebno je 

sinergističko djelovanje P-a i cAMP-a [76]. Prema tome, P regulira izražaj Hand2, a 

cAMP enzimsku aktivnost PKA. Dimerizacija Hand2 je preduvjet za njegovu 

transkripcijsku aktivnost, a dimerizacija je regulirana s fosforilacijom [69]. To navodi 

na zaključak kako je Hand2 mogući supstrat za PKA tijekom rane trudnoće u 

endometriju. 

Jedan od prvih znakova implantacije je i povećana krvožilna propusnost na mjestu 

pričvršćivanja blastociste za LE. Taj događaj je posredovan PG-om za čiju je sintezu 

odgovoran COX2 [29]. Poznato je kako su mišice s potpunom ablacijom COX2 

neplodne [131]. Na implantacijskom mjestu dolazi do promjene izražaja COX2 u 

uterusu [29]. Istraživanja sekvenciranja imunoprecipitiranih kromatinskih dijelova iz 

uterusa miša su pokazala da COX2 ima PRE, što znači da može direktno biti 

reguliran P-om [186]. Sam E nema direktan učinak na izražaj COX2, jer COX2 nema 

ERE [93]. Međutim, E regulira izražaj prostaglandin E sintaze-1 (PTGES, prema engl. 
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prostaglandin E synthase) [72]. To je enzim koji djeluje nishodno od COX1 i -2 i 

neophodan je za stvaranje PGE2 [169]. U glodavaca je primijećeno kako PGE2 i 

PGF2α imaju važnu ulogu u procesu implantacije i decidualizacije [141]. 

Istraživanjem temeljenim na kvaliteti ljudskih embrija pokazali smo kako embrij koji, 

zbog loše kvalitete uzrokovane kromosomskim aberacijama, i nije kompetentan za 

implantaciju, šalje u decidualnim stanicama endometrija signale koji izazivaju stres 

endoplazmatskog retikuluma. Suprotno, embrij kompetentan za implantaciju (dobre 

kvalitete) šalje signale koji potpomažu proces implantacije. Za implantaciju 

kompetentan embrij šalje kao signal serinsku proteazu koja aktivira ENaC što 

uzrokuje ulazak Ca+2 u stanicu i potakne izražaj COX2, a time i sintezu PG-a. Sinteza 

PG-a je ključna za uspostavljanje implantacije. Ovi rezultati ukazuju na prisustvo 

pozitivnih i negativnih mehanizama uključenih u selekciju humanog embrija 

kompetentnog za implantaciju i uspostavljanje trudnoće [22]. Prema tome, jedan od 

ciljeva ovog istraživanja je bio dodatno istražiti izražaj COX2 tijekom peri-implantacije 

u miša. 

Prva tri dana trudnoće COX2 je prisutan u citoplazmi stanica LE-a kao i endotelu. 

Implantacijom blastociste COX2 se pojavljuje u citoplazmi male populacije stromalnih 

stanica samo na mjestu implantacije. Važno je napomenuti kako je drastično 

smanjen izražaj COX2 u stanicama LE-a na mjestu adhezije blastociste. Nakon 

implantacije COX2 se još zadržava tijekom 5,5 dana trudnoće oko mjesta 

implantacije. Progresijom trudnoće dovodi do prestanka izražaja Cox2 na mjestu 

implantacije tijekom 6,5 i 7,5 dana trudnoće, dok je u istom razdoblju COX2 prisutan 

na mezometrijalnom polu uterusa. To ukazuje na stanično-specifičnu aktivnost COX2 

na samom mjestu implantacije. Ta značajna promjena prostornog razmještaja COX2 

na implantacijskom mjestu navela me na istraživanje izražaj gena Cox2 u 

implantacijskom mjestu u odnosu na ne-implantacijsko mjesto. Analiza izražaja Cox2 

gena pokazala je kako je njegov izražaj na mjestu implantacije veći u odnosu na ne-

implantacijsko mjesto. Nadalje, kako je poznato da Cox2 gen sadrži PRE, zanimalo 

me dolazi li do preklapanja izražaja COX2 i PR na mjestu implantacije. Do sada ta 

kolokalizacija nije istražena niti pokazana. Metodom dvostrukog obilježavanja rezova 

tkiva imunofluorescencijom istražila sam izražaj COX2 i PR na samom mjestu 

implantacije. Mala populacija stromalnih stanica koja je COX2 pozitivna oko mjesta 

adhezije blastociste je i PR pozitivna. U tim stanicama se PR nalazi u jezgri, što 

upućuje na njegovu transkripcijsku aktivnost. Stoga, mogu pretpostaviti kako u 
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stromalnim stanicama koje su COX2 pozitivne, izražaj COX2 ovisi o P-PR signalnom 

putu. Izražaj i Cox2 i Hand2 gena može biti reguliran PR-om, zbog prisustva PRE na 

njihovim regulacijskim sljedovima [186]. Istražila sam prostorni i vremenski raspored 

COX2 i Hand2 tijekom peri-implantacijskog razdoblja. Premda su i Hand2 i COX2 

prisutni kod 2,5 i 7,5 dana trudnoće njihova kolokalizacija je odsutna. Za vrijeme 

implantacije Hand2 i COX2 su prisutni u istoj populaciji stromalnih stanica oko mjesta 

adhezije blastociste. Obzirom da svaka stanica koja izražava Hand2 izražava i PR, i 

da njihov izražaj kolokalizira u jezgri, mogu zaključiti da promjene izražaja gena u toj 

maloj populaciji stanica, koja je pozitivna na COX2, Hand2 i PR oko mjesta 

implantacije, imaju važnu ulogu u osiguravanju uvjeta pogodnih za implantaciju 

blastociste.  

Kratkotrajna prolazna prisutnost E-a četvrtog dana trudnoće je neophodna za 

pravilnu implantaciju kod miša [145]. Svoju biološku funkciju E ostvaruje preko svoja 

dva receptora ERα i ERβ. Poznato je kako su i mišice s potpunom ablacijom ERα 

neplodne [94]. Jedan od postavljenih ciljeva ovog rada bilo je istraživanje prostornog 

i vremenskog raspored ERα tijekom rane trudnoće. Tijekom 2,5 i 3,5 dana trudnoće 

ERα je prisutan u jezgrama stanica GE-a, LE-a i strome. Pričvršćivanjem blastociste 

za LE dolazi do promjene u prostornom izražaju ERα. Za razliku od PR-a, čiji je 

izražaj smanjen u LE-u, ali ostane prisutan u jezgri, ERα je na mjestu implantacije u 

LE-u prvenstveno prisutan u citoplazmi, što upućuje na njegovu transkripcijsku 

inaktivnost. Nadalje, na mjestu implantacije dolazi do adenogeneze i jezgre 

novonastalih žlijezda se intenzivno boje na ERα. To upućuje kako E preko ERα na 

parakrini način regulira uvijete pogodne za implantaciju embrija. Također, kao i PR, 

na ne-implantacijskom mjestu ERα ostaje izražen u jezgrama stanica LE-a, GE-a i 

populaciji stromalnih stanica. Odmicanjem trudnoće, izražaj ERα se smanjuje na 

mjestu implantacije i dolazi do prostorne promjene izražaja ERα s 

antimezometrijalnog dijela na mezometrijalni dio, kao i unutar samih stanica. U 

populaciji stanica na mezoemtrijalnom dijelu ERα je prisutan u citoplazmi, što može 

upućivati na njegovu proteasomsku degradaciju i utišavanje funkcije u tim stanicama.  

Poznato je da Pr gen sadrži ERE, i da je izražaj PR-a u uterusu u prvom dijelu 

ciklusa reguliran preovulacijskim E-om [234]. Do sada nije istražen njihov odnos na 

mjestu implantacije, zato sam kao dio ovog istraživanja analizirala i njihov odnos na 

implantacijskom mjestu. Komercijalna protutijela visoke kvalitete za PR i ERα su 
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proizvedena u istoj životinji te ih nisam mogla koristit za istovremeno dvostruko 

obilježavanje rezova tkiva. Iskoristila sam činjenicu kako je svaka Hand2 pozitivna 

stanica i PR pozitivna te sam koristila kombinaciju protutijela za Hand2 i ERα. Na 

mjestu implantacije nije došlo do preklapanja signala ERα s Hand2. Prema tome, 

mogu zaključiti kako se na mjestu implantacije izražaj ERα i Hand2 ne preklapa. 

Analogno tome, izražaj PR-a u tim stanicama nije reguliran ERα unatoč kratkotrajnoj 

prisutnosti E-a za vrijeme implantacije. Također, tijekom 4,5 dana izražaj Hand2 nije 

direktno inhibiran s ERα. Da bi se utvrdio precizan mehanizam kojim E inhibira 

izražaj Hand2 in vivo potrebna su dodatna istraživanja in vivo i in vitro. 

Proliferacija uterusa potaknutom E-om je posredovana parakrinim signalima koji 

uključuju FGF-ove [74]. Za uspješnu implantaciju potrebna je inhibicija proliferacije 

LE-a posredovana P-om, što osigurava pogodan mikrookoliš za pričvršćivanje 

blastociste za LE [240]. Čimbenici za koje se smatra da su ključni za proliferaciju 

uterusa posredovanu FGF-ovima su FGF1, FGF2, FGF9 i FGF18 [128]. Do sada 

njihov izražaj u trudnoći tijekom peri-implantacijskog razdoblja nije bio istražen, stoga 

je jedan od ciljeva ovog istraživanja bio i odrediti izražaj Fgf1, Fgf2, Fgf9 i Fgf18 

gena. Dobiveni rezultati pokazali su kako izražaj Fgf2 i Fgf9 doseže maksimum 

tijekom dvije različite točke trudnoće. Fgf9 tijekom 4,5 dana trudnoće, kada dolazi do 

implantacije, a Fgf2 tijekom 7,5 dana trudnoće, kada se stvara decidua. Cjelokupnom 

in situ hibridizacijom na tkivu uterusa pokazano je kako je Fgf2 izražen u stromi oko 

implantacijskog mjesta i da njegov izražaj raste procesom decidualizacije [167].  

Rezultati prikazani u ovom radu po prvi puta pokazuju kako je izražaj Fgf9 povećan 

tijekom implantacije u uterusu miša. Prijašnja istraživanja pokazala su kako je izražaj 

Fgf9 u ljudskim stromalnim stanicama reguliram s E- om [233]. 

Istraživanja sekvenciranja imunoprecipitiranih dijelova kromatina iz uterusa miša su 

pokazala kako Fgf9 ima ERE, ali nema PRE. [93, 186]. Zbog toga sam istražila 

utjecaj E-a i EP-a na izražaj FGF9 bjelančevine u uterusu ovarijektomiziranih mišica. 

Rezultati koje sam dobila pokazuju kako je FGF9 prisutan u tri izoforme koje su 

vidljive kao signali od 25, 29 i 30 kDa. U uterusu ovarijektomiziranih životinja izražaj 

FGF9 izoforme molekularne mase 25 kDa je induciran isključivo sa E-om. 

Postojanje tri izoforme FGF9, 25, 29 i 30 kDa potvrđene su u ljudskim glijalnim 

stanicama [159]. Prema tome, zbog 99% sličnosti proteinske sekvence između 

ljudskog i mišjeg FGF9, mogu zaključiti kako te dvije heparin vezujuće bjelančevine 
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mogu biti posttranslacijski dorađene na isti način u obje vrste. Poznato je kako je u 

miša potrebna kratkotrajna prisutnost E-a za uspješnu implantaciju embrija četvrtog 

dana trudnoće [28]. Iznenađujuće je da E-om potaknuta 25 kDa izoforma, koja je 

prisutna u uterusu ovarijektomiziranih mišica, nije prisutna u uterusu mišica tijekom 

trudnoće. Nedostatak 25 kDa izoforme tijekom trudnoće i maksimalni izražaj 29 i 30 

kDA FGF9 tijekom 4,5 dana trudnoće upućuje na to da FGF9 izoforme imaju 

selektivnu ulogu za pravilnu funkciju endometrija.  

Rezultati dobiveni imunofluorescentnom analizom tkiva uterusa za vrijeme 

implantacije, tijekom 4,5 dana trudnoće, pokazali su kako se na ne-implantacijskom 

mjestu FGF9 nalazi na apikalnom dijelu stanica GE-a i LE-a, u kojima je ERα 

prisutan u jezgri. Stoga mogu zaključiti kako je u tim stanicama izražaj FGF9 

reguliran s ERα. Nasuprot tome, na implantacijskom mjestu u stanicama u kojima je 

prisutan FGF9, ERα je prisutan u citoplazmi, što znači da on nije transkripcijski 

aktivan. Dakle, izražaj FGF9 na neposrednom kontaktu trofoblasta za LE, je reguliran 

nekim drugim čimbenicima.  

Istraživanja endometrioze su pokazala kako produkt enzima COX2, PGE2, potiče 

izražaj FGF9 koji uzrokuje proliferaciju endometrijskih stromalnih stanica [32]. Mišice 

sa genetskom ablacijom Cox2 pokazuju pleiotropne nedostatke reprodukcije, 

uključujući implantaciju i decidualizaciju [241]. Prostorni razmještaj izražaja COX2 

oko mjesta pričvršćivanja blastociste može biti posljedica signaliziranja embrija preko 

izlučivanja serinske proteaze. Proteaza zatim aktivira ENaC, što dovodi do povećanja 

unutarstanične koncentracije Ca2+ koji potiče izlučivanje PG-a, fosforilaciju CREB-a 

koji regulira prijepis i izražaj COX2 [185, 22]. 

Tijekom 4,5 dana trudnoće istražila sam odnos COX2 i FGF9 na mjestu implantacije. 

Rezultati upućuju da PG-ovi sintetizirani oko implantacijskog mjesta putem COX2 

mogu potaknuti izražaj FGF9 u epitelnim stanicama uterusa. Prema tome, mogu 

zaključiti kako je povećanje izražaja FGF9 vjerojatno potrebno za omogućavanje 

visoko specifičnog, prijelaznog mikrookoliša u endometriju, koji je neophodan za 

pravilnu uspostavu razdoblja implantacijskog prozora. Od prije je poznato kako 

izražaj FGF9 može biti potaknut E-om i PGE2 [247]. Signalni put PGE2 je posredovan 

preko EP3 receptora [246]. U stromalnim stanicama uterusa, EP3 receptor je produkt 

transkripcijske aktivnosti Hoxa10. To je potvrđeno istraživanjem na Hoxa10-/- 

mišicama u kojima je izražaj EP3 snižen [130]. Nedavna istraživanja pokazala su da 
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je u endometriju miša i ljudi Hoxa10 reguliran P-om [122]. Stoga, u uterusu, aktivnost 

FGF9 može ovisiti o preciznoj ravnoteži između aktivnosti E-a i P-a.  

Povećana krvožilna propusnost na mjestu implantacije je regulirana s PG-ovima 

[131]. Također je poznato da FGF-ovi imaju i ulogu u angiogenezi uterusa [101]. 

Istraživanja su pokazala kako prisutnost FGF9 tijekom angiogeneze potiče stvaranje 

otpornih, malih krvnih žila omotanih glatkomišićnim stanicama. Ugradnja Matrigel 

plaka u miša, koji sadrži kombinaciju FGF9 i FGF2, pokazala je kako ta dva 

čimbenika imaju jako sinergističko djelovanje na stvaranje mikrožilja [73]. Mikrožilje 

se sastoji od tubularnih endotelnih stanica okruženih s potpornim muralnim 

stanicama. Moji rezultati, koji se temelje na analizi dvostrukog imunofluorescentnog 

obilježavanja tkiva s FGF9 i CD31, pokazali su kako se FGF9 nalazi u stanicama 

koje su pridružene mikrožilju, ali njegov izražaj se ne preklapa s CD31 pozitivnim 

endotelnim stanicama. Pretpostavljam kako  FGF9 pozitivne stanice čine malu 

populaciju muralnih stanica i da u tim stanicama FGF9 djeluje kao autokrini ili 

parakrini čimbenik za poticanje sazrijevanja mikrožilja u uterusu.  

Svoju biološku ulogu FGF-ovi ostvaruju vezanjem za četiri protein kinazna receptora, 

FGFR(1-4) [103]. Poznato je da se FGF9 može vezati za FGFR2, FGFR3 i FGFR4, 

ali se s velikim afinitetom veže za FGFR2-IIIc i FGFR3-IIIc receptore [163]. Tijekom 

implantacije FGFR3 je prisutan u jezgri stromalnih stanica i LE-a oko implantacijskog 

mjesta. U nekim zloćudnim promjenama tkiva, raku dojke, mokraćnog mjehura i 

gušterače, FGFR3 je također prisutan u jezgri [157]. Smatra se da su stanični 

mehanizmi tijekom implantacije slični mehanizmima pomoću kojih tumorske stanice 

metastaziraju [157]. Kako bi se pojasnilo razumijevanje zahtjevnog mehanizma 

implantacije embrija, neophodno je dodatno istraživanje FGFR3. Ova istraživanja 

mogla bi dovesti do boljeg razumijevanja staničnih i molekularnih događaja koji 

dovode do procesa metastaziranja.  

Poznato je kako postnatalna specifična ablacija FGFR2 u uterusu dovodi do 

stvaranja slojevitog LE-a i gubitka trudnoće tijekom peri-implantacije. To ukazuje da 

FGFR2 ima važnu ulogu u pravilnom postnatalnom razvoju uterusa kao i njegovoj 

normalnoj funkciji [67]. Također, pokazano je kako FGF9-FGFR2IIIc signalni put u 

epitelu uterusa sprječava stvaranje slojevitog epitela [158]. Istraživanja na mišjim 

blastocistama pokazala su da stanice blastociste izražavaju FGFR2 i da je on važan 

u razvoju embrija tijekom peri-implantacije [86]. Potpuna ablacija Fgfr2 dovodi do 

peri-implantacijske smrti embrija i aresta trofoblasta. Mutanti Fgfr2-/- umiru prije 
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vidljivog decidualnog odgovora. Blastociste s nedostatkom FGFR2 potiču pojačanu 

kapilarnu propustljivost koja je indikator prvog koraka implantacije, ali bez prikladne 

decidualizacije stromalnih stanica. Stoga se može zaključiti da u nedostatku FGFR2, 

decidualizacija potaknuta pričvršćivanjem trofoblasta za LE izostane [3]. Implantacija 

je kompleksan proces koji zahtjeva pravilno pripremljen uterus i funkcionalni 

kompetentan embrij za implantaciju [22]. 

Tijekom 4,5, dana trudnoće pokazala sam prisutnost FGF9 u LE-u endometrija i 

prisutnost FGFR2 u trofoblastu. Ovaj rezultat upućuje na zaključak kako FGF9-

FGFR2 interakcija može biti bitna za uspostavljanje komunikacije između 

kompetentnog embrija i uterusa pripremljenog za implantaciju.  

Zaključno, rezultati ovog istraživanja ukazuju kako precizno usklađeni mehanizmi, 

koje reguliraju P i E, preko PR i ERα, su ključni za stvaranje pogodnog okoliša za 

implantaciju embrija u miša. Međudjelovanje transkripcijskih čimbenika PR i Hand2 je 

ključno za stvaranje specifične populacije stromalnih stanica na samom mjestu 

implantacije koja je odgovorna za proizvodnju PG-a, ključnih medijatora povećane 

krvožilne propusnosti i decidualizacije u uterusu.  

Također, ovim istraživanjem sam pokazala kako je izražaj FGF9 u uterusu miša 

važan čimbenik za stvaranje prikladnog mikrookoliša za uspješnu implantaciju i 

održavanje trudnoće. Dodatna analiza signalnog puta preko kojeg FGF9 sudjeluje u 

angiogenezi endometrija tijekom trudnoće, i komunikaciji između endometrija i 

embrija, doprinijela bi boljem razumijevanju molekularnih mehanizama koji dovode do 

implantacije. Objedinjeni rezultati prikazani su u predloženom mehanizmu P-om 

reguliranih molekularnih procesa na mjestu implantacije (Slika 54).  

Mnogi signalni putovi uključeni u funkciju endometrija tijekom implantacije visoko su 

očuvani u miša i čovjeka. Dodatna istraživanja, koja bi omogućila preciznu izolaciju i 

analizu izražaja gena u stromalnim stanicama oko mjesta implantacije, doprinijela  bi 

boljem razumijevanju regulacije izražaja čimbenika potrebnih za uspješnu 

implantaciju. Time bi se dodatno pojasnili mehanizmi kojima P i E kontroliraju brze 

promjene na mjestu implantacije. Prema tome, bolje poznavanje molekularnih 

mehanizama uključenih u regulaciju implantacije embrija putem direktno ili indirektno 

P-om reguliranih gena, Hand2, Cox2 i FGF9, znatno bi doprinijelo razumijevanju 

uzroka patoloških promjena endometrija, neuspjelih implantacija, neplodnosti kao i 

odabiru prikladnog liječenja. 
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Slika 54. Predloženi mehanizam djelovanja steroidnih hormona E-a i P-a na mjestu implantacije 
blastociste. 
Na mjestu implantacije je prisutan precizno reguliran odnos P-a i E-a. U stromalnim stanicama P preko 
PR-a potiče izražaj Hand2 i COX2. Sinergističkim djelovanjem PR i Hand2 potiču decidualizaciju 
stromalnih stanica oko mjesta implantacije i stvaranje PDZ-a. Aktivacijom COX2 u stromi nastaju PG-
ovi, koji su važni za poticanje sinteze FGF9 u LE-u. U stanicama LE-a na kontaktu s blastocistom ERα 
je prisutan u citoplazmi, dok je u stanicama GE-a, prisutan u jezgri. Izražaj FGF9 u stanicama GE-a je 
pod regulacijom ERα, a u stanicama LE-a pod regulacijom PG-a. Kompetentna blastocista šalje 
signale putem serinske proteaze epitelu endometrija i time aktivira ENaC. Njihovom aktivacijom dolazi 
do povećanja izražaja COX2 i sinteze PG-a. Novonastali PG-ovi mogu dodatno potaknuti sintezu 
FGF9 u LE-u. Blastocista na trofoblastnim stanicama izražava FGFR2 koji je receptor za FGF9. 
Interakcija FGF9-FGFR2 je važna za pravilnu orijentaciju i implantaciju kompetentne blastociste. 
Jedan od prvih znakova implantacije je povećana krvožilna propusnost koja je posredovana PG-
ovima. Mikrožilje oko implantacijskog mjesta uz endotelne stanice (CD31) sadrži i muralne stanice 
koje izražavaju FGF9. CD31 –endotelne stanice; COX2 – ciklooksigenaza 2; E – estrogen; ENaC - 
epitelnI Na+ kanal; ERα – estrogenski receptor α; ES – endotelne stanice; FGF9 – čimbenik rasta 
fibroblasta 9; FGFR2 – receptor 2 čimbenika rasta fibroblasta; GE – žljezdani epitel; Hand2 – 
transkript 2 izražen u srcu i tkivima porijeklom iz neuralnog grebena; ICM – unutastanična masa; LE – 
luminalni epitel; MS – muralne stanice; P – progesteron; PDZ – primarna decidualna zona; PG – 
prostaglandini; PR – progesteronski receptor i T – trofoblast.  
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6. ZAKLJUČCI 

Prema rezultatima dobivenim ovim istraživanjem mogu zaključiti sljedeće: 

1. Tijekom peri-implantacijskog razdoblja dinamika izražaja i odnos PR-a i njime 

reguliranih gena, Hand2, COX2, ERα i FGF9 mijenja se tijekom procesa rane 

trudnoće u miševa i strogo je stanično specifičan. 

2. Transkripcijska aktivnost PR-a je neophodna za izražaj Hand2 i Cox2 u specifičnoj 

populaciji stromalnih stanica na implantacijskom mjestu. 

3. Izražaj PR-a, ERα, Hand2, COX2 i FGF9 je prostorno i vremenski specifičan za 

implantacijsko mjesto. Na implantacijskom mjestu izražaj Hand2 i COX2 je 

značajno povećan u usporedbi s ne-implantacijskim mjestom.  

4. Transkripcijska aktivnosti ERα na implantacijskom mjestu je utišana, na što 

ukazuje translokacija ERα iz jezgre u citoplazmu stanica LE-a. 

5. Vremenski i prostorni izražaj FGF9 ovisi o promjenama hormonalnog statusa 

tijekom rane trudnoće u miševa.  

6. Prisutnost FGF9 na apikalnom dijelu stanica LE-a, a njegovog receptora FGFR2 

na stanicama trofoblasta kompetentne blastociste, upućuje na važnost ove 

interakcije za implantaciju embrija.  

7. Smanjen izražaj Hand2 u uterusu PRAKO mišica ukazuje na mogućnost da je 

izražaj Hand2 ovisan o PR-A izoformi. 

8. Estrogen je negativni regulator izražaja Hand2 u uterusu ovrijektomiziranih WT, 

PRAKO i PRKO životinja. 

 

Ravnoteža između aktivnosti E-a i P-a je ključna za preciznu regulaciju molekularnih 

događaja koji omogućuju stvaranje mirkookoliša potrebnog za nastajanje 

implantacijskog mjesta. 
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REGPOT-2010-5). 

Radovi u CC / SCI časopisima 

1. Šućurović S., Nikolić T., Brosens J.J., Mulac-Jeričević B. Spatial and 

temporal analyses of FGF9 expression during early pregnancy. Cell Physiol 

Biochem. 2017 Aug 17;42(6):2318-2329. 

2. Jakovac H., Kezele T.G., Šućurović S., Mulac-Jeričević B., Radošević-Stašić 

B. Osteopontin-metallothioein I/II interactions in experimental autoimmune 

encephalomyelitis. Neuroscience 2017 350, 133-145. 

3. Brosens J.J., Salker M.S., Teklenburg G., Nautiyal J., Salter S., Lucas E.S., 

Steel J.H., Christian M., Chan Y.W., Boomsma C.M., Moore J.D., Hartshorne 

G.M., Šućurović S., Mulac-Jericevic B., Heijnen C.J., Quenby S., Koerkamp 

M.J., Holstege F.C., Shmygol A., Macklon N.S. Uterine selection of human 

embryos at implantation. Sci. Rep. 2014 Feb 6;4:3894. 
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4. Repar J., Šućurović S., Zahradka K., Zahradka D., Ćurković-Perica M Stress 

resistance of Escherichia coli and Bacillus subtilis is modulated by auxins. Can 

J Microbiol. 2013 Nov;59(11):766-70.  

5. Kuroda K., Venkatakrishnan R., James S., Šućurović S. , Mulac-Jericevic B., 

Lucas E.S., Takeda S., Shmygol A., Brosens J.J., Quenby S. Elevated 

periimplantation uterine natural killer cell density in human endometrium is 

associated with impaired corticosteroid signaling in decidualizing stromal cells. 

J Clin Endocrinol Metab. 2013 Nov;98(11):4429-37.  

6. Kajihara T., Tanaka K., Oguro T., Tochigi H., Prechapanich J., Uchino S., 

Itakura A., Šućurović S., Murakami K., Brosens J.J., Ishihara O. Androgens 

Modulate the Morphological Characteristics of Human Endometrial Stromal 

Cells Decidualized In Vitro. Reprod Sci. 2014 Mar;21(3):372-80.  

OSTALI RADOVI 

1. Salker M.S., Nautiyal J., Steel J.H., Webster Z., Šućurović S., Nicou M., 

Singh Y., Lucas E.S., Murakami K., Chan Y.W., James S., Abdallah Y., 

Christian M., Croy B.A., Mulac-Jericevic B., Quenby S., Brosens J.J. 

Disordered IL-33/ST2 Activation in Decidualizing Stromal Cells Prolongs 

Uterine Receptivity in Women with Recurrent Pregnancy Loss. PLoS One. 

2012;7(12):e52252. 

Sažeci objavljeni u CC/SCI časopisima 

1. Venkatakrishnan R., Šućurović S., Brosens J.J., Quenby S., Kuroda K. 

Increased Density of Uterine Natural Killer Cells in the Peri-Implantation 

Endometrium is Associated with Inadequate Decidualization, Local Cortisol 

Deficiency, and Impaired Induction of Metabolic Enzymes. Hum. Reprod. 2013; 

28 (suppl 1): i4-i6. doi: 10.1093/humrep/det158.  

Sažeci objavljeni u časopisima SCOPUS baze podataka 

1. Mulac-Jeričević B, Nikolić T, Šućurović S. The Role of Osteopontin in Early 

Pregnancy. Endocr Rev. 2012; 33: MON-12. 
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Sažeci objavljeni u knjigama sažetaka 

1. Šućurović S., Nikolić T., Mulac-Jeričević B. Colocalization of Galectin-1 and 

Osteopontin in Mouse Uterus During Early Pregnancy. Poster presentation. 

FEBS 3+Meeting, Molecules of life, Portorož, Slovenija,16. -19. rujna 2015. 

2. Šućurović S., Nikolić T., Mulac-Jeričević B. Distribution of Galectin-1 in 

Mouse Uterus During Early Pregnancy. Oral presentation. 3.Congress of 

Croatian Physiological Society; Rijeka; rujan 2013.  

3. Nikolić T., Šućurović S., Mulac-Jeričević B. Analysis of Hand2 Expression in 

Uterus during Early Pregnancy. Poster presentation. FEBS 3+Meeting, Opatija 

Croatia, 13.-16. lipanj, 2012.  

Pohađanje tečajeva i školovanja 

1. 10. veljače 2017. Radionica "Kako prijaviti pokus na laboratorijskim 

životinjama" u organizaciji Hrvatskog Društva za znanost o laboratorijskim 

životinjama (CroLASA), Zagreb, Hrvatska. 

2. Listopad 2014. Tečaj za rad na laboratorijskim životinjama. Završenim tečajem 

stekla potvrdu o osposobljenosti za provedbu pokusa na životinjama 

(kategorija C) Broj potvrde: TPŽ 35/4.  

3. 23. - 25. svibnja  2013., Radionica „Live Cell Imaging Microscopy", Medicinski 

fakultet, Sveučilišta u Rijeci, Rijeka, Hrvatska. 

4. 13. - 15. rujna 2012. Radionica „Cell proliferation in cancer", Medicinski 

fakultet, Sveučilišta u Rijeci, Rijeka, Hrvatska. 

5. 10.-11. studeni 2011. Radionica „Translation Cancer Recearch“, Medicinski 

fakultet, Sveučilišta u Rijeci, Rijeka, Hrvatska. 

Sudjelovanje na međunarodnim i domaćim skupovima 

1. 6. listopad 2016., 16. Simpozij „Istraživanja na modelima laboratorijskih 

životinja; stanje i perspektive u Hrvatskoj i na Sveučilištu u Rijeci“, Hrvatska 

akademija znanosti i umjetnosti – Zavod za kliničku i transplantacijsku 

imunologiju i molekularnu medicinu u Rijeci, Rijeka, Hrvatska. 

2. 21. – 26. kolovoz 2016. Poster prezentacija: „The expression of heart and 

neural crest derivatives-expressed protein 2 (HAND2) is regulated by 

progesterone receptor A (PR-A)“. Šućurović S, Nikolić T, Mulac-Jeričević B. 
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Gordon Research Conferences, Mammalian Reproduction, Waterville Valley, 

NH, SAD. 

3. 4. srpanj 2016., 14. Simpozij „Translation of basic immunology and 

neurscience tools to therapies, where are we now?“, Hrvatska akademija 

znanosti i umjetnosti – Zavod za kliničku i transplantacijsku imunologiju i 

molekularnu medicinu u Rijeci, Rijeka, Hrvatska. 

4. 29. lipanj 2015., 9. Simpozij „Progress towards individualized cancer 

therapeutics“, Hrvatska akademija znanosti i umjetnosti – Zavod za kliničku i 

transplantacijsku imunologiju i molekularnu medicinu u Rijeci, Rijeka, 

Hrvatska. 

5. 12. ožujak 2015.,  6. Simpozij „Razvojna biologija trombocita, trombocitopenija 

i mijeloproliferativne neoplazme“, Hrvatska akademija znanosti i umjetnosti – 

Zavod za kliničku i transplantacijsku imunologiju i molekularnu medicinu u 

Rijeci, Rijeka, Hrvatska. 

6. 26. studeni 2014., 4. Znanstvena tribina „Mitohondrijska 

medicina/Mitochondrial medicine“, Hrvatska akademija znanosti i umjetnosti – 

Zavod za kliničku i transplantacijsku imunologiju i molekularnu medicinu u 

Rijeci, Rijeka, Hrvatska. 

Nastavna djelatnost 

Od 1. listopada 2011. - , aktivno sam sudjelovala u izvođenju vježbi i seminara na 

Zavodu za fiziologiju i imunologiju, Medicinskog fakulteta, Sveučilišta u Rijeci na 

kolegijima: 

1. Fiziologija i patofiziologija I - Integrirani preddiplomski i diplomski sveučilišni 

studij Medicina, Medicinski fakultet Sveučilišta u Rijeci 

2. Fiziologija i patofiziologija II - Integrirani preddiplomski i diplomski sveučilišni 

studij Medicina, Medicinski fakultet Sveučilišta u Rijeci 

3. Fiziologija i patofiziologija III - Integrirani preddiplomski i diplomski sveučilišni 

studij Medicina, Medicinski fakultet Sveučilišta u Rijeci 

4. Imunologija - Integrirani preddiplomski i diplomski sveučilišni studij Medicina, 

Medicinski fakultet Sveučilišta u Rijeci 

5. Fiziologija i patofiziologija I - Integrirani preddiplomski i diplomski sveučilišni 

studij Dentalne medicine, Medicinski fakultet Sveučilišta u Rijeci 
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6. Fiziologija i patofiziologija II - Integrirani preddiplomski i diplomski sveučilišni 

studij Dentalne medicine, Medicinski fakultet Sveučilišta u Rijeci 

7. Fiziologija i patofiziologija III - Integrirani preddiplomski i diplomski sveučilišni 

studij Dentalne medicine, Medicinski fakultet Sveučilišta u Rijeci 

8. Fiziologija s patofiziologijom - Preddiplomski sveučilišni studij Sanitarno 

inženjerstvo, Medicinski fakultet Sveučilišta u Rijeci 

9. Imunologija – Preddiplomski stručni studij Medicinsko laboratorijska 

dijagnostika, Fakultet za zdravstvene studije Sveučilišta u Rijeci 

10. Imunologija – Preddiplomski stručni studij Medicinsko laboratorijska 

dijagnostika izvanredni studij, Fakultet za zdravstvene studije Sveučilišta u 

Rijeci 

11. Fiziologija - redovni studij - Preddiplomski stručni studij Sestrinstvo, Fakultet 

za zdravstvene studije Sveučilišta u Rijeci 

 

 


