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SAZETAK

Cilj istazivanja: Kako bismo bolje razumjeli razloge uklanjanja mucina 1 (MUC1)
na mjestu implantacije, istrazivali smo njegov utjecaj na decidualne CD14* stanice
prvog tromjesecja trudnoce i njihovo medudjelovanje s decidualnim stanicama NK.

Materijali i metode: Internalizacija FITC-dekstran, odredivanje povrsnih i
unutarstanicnih biljega, proliferacija CDi4* i/ili CD56+* stanica i citotoksi¢nost
CD56* stanica prema CD14* stanicama odredivani su pomocu proto¢nog citometra.
Lucenje kemokina iz decidualnih CD14* stanica odredivali smo metodom ELISA.
Magnetsko izdvajanje koristili smo za procis¢avanje decidualnih CD56* i CD14*

stanica.

Rezultati: Decidualne CD14* stanice izrazavaju zanemariv postotak CD1a i CD83,
neznatno izrazavaju CD16, dok u znatnoj mjeri izrazavaju manozni receptor (MR) i
DC-SIGN, pro-upalni kemokinski receptor 5 (CCR5) i receptor mamilicu, CD163, u
usporedbi s CD14* stanicama periferne krvi. Stimulacija decidualnih CD14* stanica
lipopolisaharidom nije utjecala na internalizaciju FITC-dekstana. MUC1 se veze i
internalizira pomo¢u MR na nacin ovisan o koncentraciji, povecava izrazaj IL-1
receptora tip II i smanjuje izrazaj IL-15 u decidualnim CD14* stanicama. U prisustvu
makrofaga stimuliranih s MUC1 smanjuje se proliferacija i izrazaj citotoksi¢nih
medijatora u stanicama NK, dok se povecava stvaranje protu-upalnog kemokina
CCL17. Stanice NK pomoc¢u perforina, NKp30, NKp44 i NKp46 ubijaju decidualne
CD14*+ stanice. Decidualne CD56+ stanice ubijaju CDi14* stanice stimulirane
lipopolisaharidom i MUC1 ucinkovitije nego nestimulirane stanice.

Zakljucak: MUC1 podupire alternativnu aktivaciju decidualnih CD14"* stanica koje
mogu ograniciti proliferaciju NK stanica siromasnih s citotoksi¢nim medijatorima.
Uklanjanje MUC1 iz decidue tijekom i nakon implantacije mogao bi doprinjeti boljoj
kontroli prodiranje trofoblasta posredstvom stanica NK.

Kljucne rijeci: Citokini; decidua; makrofagi; manozni receptor; mucin 1; trudnoca
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SUMMARY

Objectives: To better understand the reasons for mucin 1 (MUC 1) removal beneath
the embrio implantation we investigated influence of (MUC1 on early pregnancy
decidual CD14+ cells and their interaction with decidual NK cells.

Methods of the study: FITC-dextran internalisation, antigens detection,
chemokine secretion, proliferation of CD14* and/or CD56* cells and cytotoxicity of
CD56" cells against CD14* cells was analysed by flow cytometry. ELISA was used to
detect chemokine secretion in decidual CD14*cells. Magnetic separation was used for

purification of decidual CD56* and CD14* cells.

Results: Decidual CD14* cells express negligible percentage of CDi1a and CD83,
show low CD16 expression, higher mannose receptors (MR) and dendritic cell
specific intracellular adhesion molecule grabing nonintegrin (DC-SIGN), pro-
inflamatory chemokine CC receptor 5 (CCR5) and decoy CD163 receptor expression,
compared with peripheral blood counterparts. Lypopolysaccharide stimulation did
not affect FITC-dextran internalisation in decidual CDi14* cells. MUC1 binds and
internalises on a dose dependent manner for MR, increases decoy IL-1 receptor type
IT and decreases IL-15 expression in decidual CD14* cells. In the presence of MUC1
treated macrophages, proliferation and cytotoxic mediators’ expression in NK cells
attenuated, anti-inflammatory chemokine CCL17 increased. NK cells use perforin and
NRC in cell mediated cytotoxicity against CD14* cells. Decidual CD56+ cells kill LPS
and MUC1 stimulated decidual CD14* cells efficiently than unstimulated cells.
Conclusion: MUC1 supports alternative activation of decidual CD14* cells with a
properties to restrict proliferation of NK cells poor with cytotoxic mediators. MUC 1
removal from decidual tissue during and after implantation might contribute to
better control of trophoblast invasion by NK cells.

Key words: Cytokines; Decidua; macrophages; mannose receptor; mucin 1;

pregnancy
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Spoj majcinih i fetalnih tkiva kao imunoloski privilegirano mjesto

Trudnoc¢a je jedinstveno stanje kada se zametak, imunoloski i geneticki razli¢it od
majke ("alogeni transplantat") razvija u imunoloski kompetentnom majc¢inom
organizmu. Zametak nasljeduje 50% svojih gena od oca. Prema klasi¢cnom pravilu
transplantacijske imunologije ove bi antigene trebao prepoznati majc¢in imunoloski
sustav, $to bi dovelo do pogubnog imunoloskog odgovora. To se medutim u pravilu ne
dogada. Tijekom normalne trudnoc¢e zametak se razvija 40 tjedana u imunoloski
neprijateljskom okoliSu, stoga se namece pitanje zasto majc¢in imunoloski sustav ne
odgovara na prisustvo stranih antigena na nacin koji bi doveo do odbacivanja ploda
(1). Medawar (2) je 1953.g. uveo pojam ,fetalni alograft“. U radu pod naslovom
»~Some immunological and endocrinological problems raised by the evolution of
viviparity in vertebrates” navodi da je semi-alogenicni fetus sposoban prezivjeti, jer je
imunolosko medudjelovanje izmedu majke i fetusa potisnuto zbog smanjenog
izrazaja fetalnih antigena usljed anatomske zapreke ili potiskivanja funkcije majéinih
limfocita. Cini se logi¢nim da je neprepoznavanje fetalnih antigena povoljno za ishod
trudnoce. Medutim, postoje brojni dokazi da imunoloski sustav prepoznaje trudnodu.
Pronadena su protutijela usmjerena prema antigenima oceva podrijetla, prema
fetalnim antigenima i antigenima posteljice (1). Brojne teorije su pokusale objasniti
postojanje imunoloski povlastenog stanja u decidui, a razli¢ita razmisljanja se mogu
svesti na tri osnovna mehanizama. Prva je teorija mehanicke prepreke koju u
maternici ¢ini trofoblast i decidua koji sprjecavaju kretanje aktiviranih limfocita T na
mjesto implantacije, a istovremeno odvaja zametak i sprjecava odlazak fetalnih
stanica u majéinu cirkulaciju. Medutim, brojna istrazivanja su pokazala da ova
prepreka nije tako troma i nepropusna kao $to se nekad smatralo, budué¢i da su
pronadene stanice ploda u sve veem broju u majcinoj cirkulaciji kako trudnoéa

napreduje (1). Dokazano je i seljenje maj¢inih stanica u fetus (3). Potiskivanje



ucinkovitosti majc¢inog imunuloskog sustava tijekom trudnoce je sljedeéi predlozeni
mehanizam. Brojne tvari kao §to je progesteron, prisutne u perifernoj krvi trudnice,
potiskuju imunoloski sustav ,,in vitro“ i ,in vivo“ (1). Progesteron potiskuje dijeljenje,
umnozavanje i razvoj citotoksi¢cnih limfocita T, (4, 5.) citotoksi¢nost i aktivaciju
stanica NK (od engl. Natural Kkiller), sintezu prostanglandina F, a potice nastanak
regulacijskih limfocita T koji potiskuju imunoloski sustav (4, 5). Medutim, trudnoca
se ne moze promatrati kao stanje smanjene aktivnosti imunolo$kog sustava jer zene u
losim higijenskim uvjetima mogu uspjesno iznijeti trudno¢u do termina, a pokazano
je i da imunoloski odgovor trudne Zene na virusne antigene tijekom trudnoce nije
oStecen (2, 6). Novija istrazivanja ukazuju da je majéina steCena imunost
posredovana limfocitima T doista potisnuta, dok sustav prirodene imunosti
(monociti/makrofagi, stanice NK) mora biti potaknut da bi implantacija bila uspjesna
(7). T tre¢i mehanizam je smanjeni izrazaj glavnih antigena tkivne podudarnosti,
MHC (od engl. Major hystocompatibility complex) ili HLA (od engl. Human
leukocyte antigen) na trofoblasnim stanicama. Geni koji su odgovorni za
prepoznavanje tudih molekula u reakcijama odbacivanja su organizirani u tri regije
koje kodiraju molekule HLA razreda I i II, dok su HLA molekule razreda III proteini
komponenata komplementa. Molekule HLA razreda I izraZene su na gotovo svim
stanicama s jezgrama, dok HLA II molekule imaju ogranic¢enu raspodjelu i nalaze se
samo na antigen predo¢nim stanicama. Za molekule HLA razreda I postoji Sest HLA
lokusa, tri klasi¢na (HLA-A, -B, -C) i tri neklasi¢na (HLA-E, -F, -G). Za razliku od svih
ostalih humanih stanica, stanice trofoblasta, izuzev HLA-C molekule, ne izrazavaju
klasi¢cne HLA molekule razreda I niti razreda II na svojim membranama te time
vjerojatno najznacajnije doprinose uspjesnoj implantaciji (8). S obzirom na
izrazenost molekula HLA I razlikuju se najmanje dvije vrste trofoblasnih stanica: a)
vilozni sinciciotrofoblast koji ne izrazava molekule HLA razreda I i b) izvanresicasti
trofoblast koji napusta resice i prodire u deciduu koji izrazava molekule HLA razreda

I. Stanice izvanresicastog trofoblasta izrazavaju neklasicne HLA-G, HLA-E i HLA-F



molekule razreda I te klasi¢ne, nisko polimorfne, HLA-C molekule. (9, 10). Majéine
imunoloske stanice dolaze u neposredan dodir s viloznim citotrofoblastom koji je
imunoloski neutralan, ali lokalno mogu biti stimulirane s HLA I pozitivhim
stanicama izvanresicastog trofoblasta koji se seli u deciduu (11). Navedene molekule
omogucéuju  prezivljavanje stanica trofoblasta u izravnom dodiru s
imunokompetentnim decidualnim stanicama, u prvom redu stanicama NK koje na
svojim membranama izrazavaju receptore Kkoji prenose inhibicijske, odnosno
aktivacijske signale u stanicu (12). Molekula HLA-G ne moze potaknuti pro-upalni
odgovor posredovan majc¢inim limfocitima T (13). Razlikuju se Cetiri membranske te
tri topljiva oblika HLA-G molekule. Membranska forma potiskuje aktivhost CD4+
limfocita T dok topljive molekule potiskuju djelovanje CD8+ citotoksi¢nih limfocita T
tako da ih uvede u neprogramiranu stani¢nu smrt Fas/Fas Ligand mehanizmom (14).
Stanice NK i makrofagi takoder izrazavaju receptore za HLA-G molekule (ILT2, od
engl. Immunoglobuline-like transcripts), a medusobno prepoznavanje tih molekula
pokrece lucenje citokina vaznih za implantaciju i angiogenezu (14). Molekulu HLA-C
kao i njene receptore na stanicama NK, KIR (od engl. killer-immunoglobuline like
receptor) karakterizira visok polimorfizam te ovisno o kombinaciji HLA-C i KIR
molekula koje izrazavaju stanice trofoblasta i majéine stanice NK, ovisi hoce li do¢i do
kocenja ili poticanja citotoksi¢nosti i aktivacije stanica NK s moguéim posljedicama

za ishod trudnoée (15).

1.2. Decidualizacija i implantacija

U maternici, na mjestu gdje majcino i fetalno tkivo dolaze u izravan odnos zbiva se
niz promjena neophodnih za uspjesnu implantaciju blastociste. Kako bi moglo do¢i
do implantacije, endometrij se mora preoblikovati u deciduu. Decidualizacija se
sastoji od niza promjena koje zahvacaju endometrijalne stromalne stanice, zZlijezde i
krvne zile kao i imunoloske stanice. Kod ljudi je neovisna o prisustvu blastociste i

pocinje u kasnoj sekrecijskoj fazi endometrijskog ciklusa, kada dolazi do zadebljanja



sluznice maternice, a zlijezde koje postaju izvijugane pocinju u lumen maternice
izlucivati glikoproteine i lipide potaknute progesteronom i slicnim ¢imbenicima koji
su sposobni podié¢i razinu ciklicnog AMP-a (cAMP) (16, 17). Decidualizacija se
nastavlja kroz trudnocu te nadzire postupno prodiranje trofoblasta i nastanak
posteljice promjenom izrazaja regulacijskih ¢imbenika kao $to su metaloproteinaze,
citokini, povrSinski integrini i molekule HLA. Trofoblast s druge strane Salje
parakrine (18) signale koji podeSavaju izrazavanje gena u decidualnim stromalnim
stanicama koje postaju okrugle i pokazuju strukturu slicnu miofibroblastima i
epitelnim stanicama (19), a oslobadaju nekoliko faktora kao sto je prolaktin, relaksin,
renin i specificne bjelancevine izvanstani¢nog matriksa kao $to su laminin i
fibronektin (20). Dolazi do produzavanja krvnih Zila istovremenim umnozavanjem
endotelnih i glatkih miSi¢nih stanica uz o¢uvanje cjelovitosti strukture krvnih zila.

Implantacija predstavlja kritiéni korak u razmnozavanju mnogih vrsta. To je
jedinstveni bioloski dogadaj u kojem blastocista dolazi u bliski dodir sa stanicama
endometrija kako bi nastala posteljica koja ¢e omoguciti vezu izmedu rastuceg
zametka i majcine cirkulacije (21). Za implantacije je potreban prijemljiv ili
sreceptivni“ endometrij, normalni funkcionalni embrio u stadiju blastociste i
vremenski i prostorno uskladen dijalog izmedu majc¢inog tkiva i zametka (22).
Odvijanje implantacije dijeli se u tri razine: apozicija (priljubljivanje), adhezija
(pri¢vrséivanje) i invazija (prodiranje). Tijekom apozicije trofoblasne stanice se
priljubljuju za receptivni endometrijski epitel. Blastocista ¢e se zatim postupno
usidriti za bazalnu laminu stanica endometrija i stromalnu izvanstani¢nu tvar te se
nakon toga povezanost izmedu embrija i endometrija ne moze prekinuti, a blastocista
nastavlja prodirati kroz luminalni epitel (23). Implantacija je moguca u usko
ogranicenom vremenskom razdoblju koje se naziva “peri-implantacijski prozor” (24)
te traje od 20-24 dana endometrijskog ciklusa (25), a ovisan je u pocetku o prisustvu
estrogena i progesterona iako su daljnje morfoloske i biokemijske promjene

uvjetovane signalima koji poti¢u od blastociste i prodiruceg trofoblasta (26). Izvan



ovog razdoblja povrsina epitela je prekrivena debelim slojem glikokaliksa koji se
ve¢inom sastoji od mucina, posebice Mucina I (MUCI), transmembranskog
glikoproteina koji svojom strukturom sprjecava prijanjanje blastociste (27).
Implantacija blastociste takoder je otezana velikim brojem dezmosoma koji se nalaze
na lateralnim stranama epitelnih stanica. Kod misa i Stakora peri-implantacijsko
razdoblje karakterizirano je smanjenjem izrazaja mucina. U ljudi dolazi do gubitka
mucina na mjestu implantacije blastociste djelovanjem proteaza koje su aktivirane
¢imbenicima koje luci blastocista (27). Prijanjanje blastociste ovisi o medudjelovanju
s adhezijskim molekulama kao sto su selektini, integrini i trofinini (28) izraZeni na
trofoblastu i epitelnim stanicama maternice. Prodiranje blastociste potaknuto je
smanjenjem gustoce dezmosoma i enzimatskom razgradnjom membrane $to dovodi
do implantacije u deciduu (29). Kljuénu ulogu u nadzoru implantacije imaju
endometrijski kemokini i citokini koji su odgovorni za privlacenje leukocita u deciduu
gdje dovode do blagog pro-upalnog stanja koje potjeée iz viSe izvora. Za
decidualizaciju je svojstveno medudjelovanje stanica NK s ne-klasi¢cnim molekulama
HLA razreda I koje su izrazene na trofoblastu (30). U ranoj fazi implantacije
imunoloski odgovor je posredovan citokinima ¢iji poremecaj moZze poticati upalni
odgovor koji kasnije moze dovesti do razlic¢itih poremecaja trudnoce (31).

SloZeni proces implantacije kod ljudi prikazan je na Slici 1.
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Slika 1. Implantacija blastociste u maternici. Endometrij u odgovoru na
estrogene proliferira (A), progesteron iz Zzutog tijela uzrokuje diferencijaciju
endometrija (B), nakon Sto blastocista ude u maternicu i slobodno se kotrlja pod
utjecajem L-selektina (C), a MUC1 odbija blastocistu i sprjecava njeno prijanjanje
na mjesta nepogodna za implantaciju (D). Kemokini i citokini privlaée blastocistu
na mjesto najpogodnije za implantaciju (E), a adhezijske molekule ¢vrsto
priljubljuju blastocistu uz endometrij i omoguéuju uspjesnu implantaciju (F).

Prilagodeno iz Achache H, Human Reproduction 2006; 6(12):731-746



1.3. Pregradnja spiralnih arterija

Zametak se u ranim fazama razvoja dijeli u dvije grupe stanica. Unutarnji sloj od
kojeg se razvija sam embrio i vanjski, embrijski trofoblast, iz kojeg se razvijaju
trofoblasne stanice. Citotrofoblast je zametni sloj trofoblasta iz kojeg zatim nastaje
sinciciotrofoblast i izvanresicasti trofoblast (32). Tijekom implantacije blastociste,
stanice citototrofoblasta se spajaju kako bi cinile vanjski sloj stanica s brojnim
jezgrama koje se ne dijele. Sinciciotrofoblast raste zahvaljujuéi citotrofoblasnim
stanicama. Dijeljenje jezgri i sinteza DNA se ne dogada u stanicama
sinciciotrofoblasta, iako je sinteza bjelancevina prisutna te se homeostaza
sinciciotrofoblasta odrzava spajanjem cititrofoblasnih stanica i odbacivanjem
apoptotockih sincicijalnih tjeleSaca koji uklanjaju stare kondenzirane jezgre (32, 33).
Oko 14 dana nakon implantacije citotrofoblast prodire kroz sloj sinciciotrofoblasta i
omogucuje razvoj izvanresicastog trofoblasta koji prodire u endometrij. Izvanresicasti
trofoblast sainjava intersticijski izvanresiCasti trofoblast koji ulazi u stromu i
endovaskularni izvanresicasti trofoblast koji se seli kroz lumen spiralnih arterija do
unutrasnje trec¢ine miometrija. Smatra se da je pregradnja spiralnih arterija
posljedica zajednickog djelovanja ovih dviju podvrsta (34). Tijekom rane trudnoce
humane spiralne arterije podlijezu postupnim, ali izrazitim promjenama i to prije
kolonizacije trofoblastom, pri ¢emu endotelne stanice postaju bazofilne i
vakuolizirane te dolazi do hipertrofije glatkog sloja muskulature. Medutim, potpuna
vaskularna pretvorba zamjetuje se samo u prisustvu trofoblasta, udruZena je s
gubitkom vaskularnih stanica, a izvanstanicni fibrinoidni talozi zamjenjuju normalna
elasticna i kolagena vlakna izvanstani¢nog matriksa (35). Razgradnja unutarnje
elasticne lamine i elasticne medije arterija miometrija omogucuje nastanak krvnih
zila koje su proSirene, visokog protoka krvi i niskog otpora kojima nedostaje
vazomotorna kontrola (33, 36). Znacajnu ulogu u pregradnji spiralnih arterija imaju
decidualni leukociti. Stanice CD56* NK i CD68+ makrofagi su odsutni oko spiralnih

arterija koje nisu preinacene, prisutni su u znacajnom broju u arterijama Kkoje



podlijezu aktivnoj pregradnji, ali su ponovno odsutni u spiralnim arterijama koje su u
potpunosti pregradene (36, 37). Budu¢i da decidualne stanice NK i makrofagi
stvaraju razlicite proteaze kao $to je matriks-metaloproteinaza-7 (MMP-7) i MMP-9
(38) razumljivo je da je leukocitima posredovan katabolizam vaskularnog
izvanstanicnog matriksa odgovoran za gubitak povezanosti izmedu glatkih misi¢nih
stanica. Ovakve promjene udruzene s gubitkom prijanjanja stanica i izvanstani¢nog
matriksa ¢ini arterije podlozne kolonizaciji izvanresicastim trofoblastom i olaksava
njegovu invaziju (36). Pregradnja spiralnih arterija je posredovana poticanjem
apoptoze stanica spiralnih arterija Sto je posredovano apoptotickim medijatorima,
FasL ili TRAIL (od engl. Tumor necrosis (TNF)-related apoptosis-inducing ligand)
koji su izrazeni na trofoblasnim stanicama. Izmjene u njihovom lokalnom izrazaju
kao i unutarstani¢na koncentracija pro- i protu- apoptotickih signalnih molekula
moze dovesti do vece podloznosti apoptozi pojedinih stanica u odnosu na druge i na
taj nacin doprinositi nadziranju stani¢ne smrti u vremenu i prostoru. Preinaka krvnih
zila je ovisna o prisustvu leukocita, prodiranju izvanresicastog trofoblasta i
izrazenosti pro- i protu-apoptotickih molekula i proteaza te podloznosti spiralnih

arterija pregradnji (36) kao Sto prikazuje Slika 2.
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Slika 2. Pregradnja spiralnih arterija. Prilagodeni iz Lunghi L, Reproductive
Biology and Endocrinology 2007; 5:6

Strogo nadziran i postupni gubitak stanica krvnih Zila i katabolizam izvanstani¢nog
matriksa potreban je kako bi se postigla ravnoteza izmedu vazodilatacije i ocuvanja
cjelovitosti krvnih zila. Pregradnja spiralnih arterija predstavlja uskladen proces koji
se zbiva u prvih dvadeset tjedana trudnoc¢e gdje raznovrsni izrazaj adhezijskih
molekula, sastavnica izvanstani¢nog matriksa, proteaza i ¢cimbenika koji omogucuju
stanicama prezivljenje, dovodi do razlika u fenotipu stanica i njihovoj sklonosti
prema stani¢noj smrti (36). Ovo dovodi do stvaranje sredine specificne za
decidualizirano tkivo koje omoguéava prodiranje trofoblasta i nameée prostorna i

vremenska ogranicenja u pregradnji spiralnih arterija (36).

1.4. Mucini
Znacenje rije¢i mucin mjenjalo se zadnjih desetlje¢a zahvaljujuéi prije svega velikom
napretku u glikobiologiji. Tijekom 1970. znanstvenici su mucine oznacili kao glavne

glikoproteine u sluzi koji oblazu povrSinu glandularnih epitelnih stanica (39).



Najistrazeniji su bili oni izolirani iz zlijezda slinovnica krava i ovaca i sluzili su kao
strukturni model za ovu vrstu glikoproteina buduc¢i da imaju svojstva koja su se tada
smatrala tipi¢nim za mucine, visoki postotak ugljikohidrata (viSe od 50%) i peptidna
jezgra koja je bogata treoninom i serinom te sluzi kao osnova za vezanje oligosaharida
(39). Tijekom 1980. dolazi do promjene u razumjevanju strukture, a time i funkcije
mucina. Kasnije su pronadeni tumorski epitopi na mucinima S§to je dovelo do
istrazivanja mucina u podrudju tumorske imunologije (40). Godine 1990. pronaden je
gen na DNA Kkoji je odgovoran za sintezu mucina (39).

Mucini su obitelj visoko glikoziliranih molekula velike molekularne mase (250-500
kDa). Sastoje se od neglobularne proteinske osnove koja sadrzi visoko glikozilirane i
neglikozilirane domene. Vec¢ina karbohidratnih domena vezane su O-glikozidnom
vezom izmedu N-acetil-galaktozamina i poboc¢nih lanaca serina ili treonina iako su
neki oligosaharidi vezani vezom izmedu dusika iz asparagina i N-acetilglukozamina
(41). Jezgra mucina sadrzi velike koli¢ine serinskih, treoninskih, alaninskih,
glicinskih i prolinskih ostataka Sto ¢ini ove molekule izrazito razgranatim (41).
Izolirana je DNA iz preko 20 epitelnih mukoznih gena, a svrstani su u jednu od dvije
kategorije: mucini vezani na staniénu povrSinu i sekrecijski mucini. Mucin2,
MUC5AC, MUC5B, MUC 6-8, MUC18 (42) pripadaju u sekrecijske mucine i vezani su
disulfidnim vezama tako da cine velike oligomere. Visoko O-glikozilirane i
hidratizirane domene leze izmedu disulfidnih ¢vorova tako da mucini u sluzi sluze
kao lubrikanti i Stite epitelne stanice (43). U grupi mucina koji su vezani na stani¢noj
povrsini ubrajaju se MUC1 koji je joS poznat pod imenima episijalin, polimorfni
epitelni mucin, MUC3A, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17 i MUC20
(42).

Mucini koji su izraZzeni na povrSini stanice mogli bi djelovati kao prepreka izmedu
stani¢ne povrsine i vanjskog okoliSa Stitec¢i na taj nacin stanice od mikroorganizama,

toksina ili proteolitickih faktora (39). Prisutni su na povrSini razlid¢itih epitelnih
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stanica i Zljezdanog tkiva. Tkiva koja ne izrazavaju mucine su epitel koze i
mezenhimalna tkiva (39).

Unutar epitelnih stanica kanali¢ca mucini su smjesteni na apikalnoj povrSini
okrenutoj Supljini kanalica gdje su odgovorni za podmazivanje epitelnih povrsina,
sprjecavaju dehidraciju, osiguravaju zastitu od enzimatske razgradnje. Imaju ulogu u
hvatanju stani¢nog detritusa, a smatra se i da imaju moguéu zastitnu funkciju u
ljudskom mlijeku koju ostvaruju specificnim vezanjem unesenih bakterijskih i
virusnih patogena. Prisustvo bakterija ¢esto je na mukoznim membranama, a mucini
Stite stanice onemogucavajuc¢i pristup stanicama svojom steriCkom strukturom.
Bakterijski adhezini veZu se na mucine na stani¢noj povrsini te na taj nacin prijece

infekciju (39).

1.4.1. Mucini

Gen za MUC1 nalazi se na dugom kraku 1. kromosoma, sastoji se od 7 egzona i varira
u veli¢ini od 4 do 7 kb, ovisno o broju ponavljaju¢ih sekvenci u 2. egzonu (44).
Mucin1 ima karakteristike membranske bjelancevine koja se sastoji od tri domene:
kratka citoplazmatska domena, transmembranska domena koja je visoko
konzervirana medu vrstama i velika izvanstanicna domena. Izvanstani¢na domena
sadrzi 20-25 uzastopno ponavljajuéih sekvenci koje se sastoje od 30 aminokiselina
bogatih serinskim, treoninskim i prolinskim ostacima $to omogucava izrazitu O-
glikozilaciju. Jezgra proteina ima tezinu 120-225 kDa, a glikozilirana tezi od 250-500
kDa (45). Mucin1 se stvara na zrnatoj endoplazmatskoj mrezici, prelazi preko glatke
endoplazmatske mrezice i dolazi na Golgiev aparat gdje prolazi proces glikozilacije te
se potom prenosi na stanicnu povrSinu (46). Kod misa MUC1 se prevodi u
bjelancevinu, glikozilira i prenosi na stanié¢nu povrsinu unutar 142 minute. Tijekom
ovog procesa proteoliticki se odvoji na mjestu izmedu transmembranske domene i
uzastopno ponavljajuce domene. Nakon Sto dode do stani¢ne povrsine MUC1 se

ponovno iskoristi kroz Golgiev aparat ili podlijeze endocitozi nakon koje slijedi
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razgradnja vjerojatno u lizosomoma. Ravnoteza u prometu MUC1 na stanic¢noj
povrsini vjerojatno je posljedica njegovog oslobadanja ili odvajanja. Dio mucina (30-
50%) koje luce epitelne stanice u maternici oslobadaju se s apikalne povrsine stanice
u apikalni medij ili lumen Zlijezda, a ostatak se razgradi unutar stanice endocitozom
(46). Mucin1 (MUC1) koji ima citoplazmatski rep povezan je i s unutarstani¢nim
signaliranjem jer ima mjesta koja se potencijalno mogu fosforilirati i vezati SH2
domenu, a ovo prenosSenje signala u stanicu moglo bi biti znacajno za stani¢no
prijanjanje (47). Ulogu MUC1 u napredovanju tumora i metastaziranju treba posebno
istaknuti. Mucin1 je izrazen na bazolateralnoj povrsini malignih stanica koje gube
polarizaciju. MUC1 i MUC4 mijenjaju medudjelovanje izmedu stanica i stanica i
izvanstani¢nog matriksa Cineéi stericku prepreku. Smatra se da povecana izrazenost
MUC1 na stanicama c¢ini pocetni korak u nastanku metastaza, jer se sprjecava
medustani¢ni dodir posredovan E-katherinima ili dodir stanice i matriksa
posredovan integrinima. Ova aktivnost MUC1 i MUC4 ovisna je o broju uzastopnih
ponavljanja aminokiselina u ektodomeni jer smanjenje njihovog broja cini ove
molekule neucinkovitim u medudjelovanju stanica te stanica i izvanstani¢nog
matriksa (48). Mucin1 sudjeluje i u bijegu tumorskih stanica imunoloSom sustavu
budu¢i da su tumorske stanice koje izrazavaju MUC1 otporne na ubijanje
posredovano stanicama NK i citotoksi¢nim limfocitima T, a dovode i do lokalne
anergije limfocita T i potiskivanja umnazanja, Sto se ponistava u prisustvu IL-2 (49).
Budué¢i da se MUC1 luédi s povrsine tumorskih stanica, moze se otkriti u serumu

bolesnika oboljelih od karcinoma te predstavlja poznati tumorski biljeg (Ca-15.3).

1.4.2 MUC 1 u Zenskom reprodukcijskom sustavu
U endometriju, MUC1 se proteze preko glikokaliksa i vjerojatno predstavlja prvu
molekulu na koju zametak nailazi na svom putu prema prijanjanju za endometrij

(50). Mucini1 se izdize iznad stani¢ne membrane 200-500 nm dok se vecina ostalih
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bjelancevina zadrzava u blizini granice glikokaliksa koji je debljine oko 10 nm kao Sto

pokazuje Slika 3.
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Slika 3. Prikaz veli¢ine i strukture MUC1 u odnosu na staniénu
membranu Vodoravne linije oznacavaju udaljenost do koje se veéina stani¢nih
bjelancevina proteZe u izvanstanic¢ni prostor. S lijeve strane su oznacene glavne tri
domene od kojih se sastoji MUC1. Prilagodeno iz Brayman M. Reprod Biol

Endocrin 2004; 2:4—12.

Smatra se da velika koncentracija MUC1 na stani¢noj povr$ini sprjeava stani¢nu
adheziju zaklanjaju¢i povrSinske adhezijske molekule i sprjecava dodir s
glikoproteinima na suprotnoj stani¢noj membrani te na taj na¢in smanjuje stani¢no
medudjelovanje kao i integrinima posredovanu izvanstanicno prijanjanje (51).
Mnostvo salicilatnih kiselih ostataka doprinosi anti-adhezijskim svojstvima MUC1
buduéi da ovi ostatci ¢ine molekulu nezgrapnom i time doprinose njenoj krutosti.
Nadalje, brojni salicilatni i sulfatni ostaci daju molekuli glikana negativan naboj Sto
doprinosti anti-adhezijskom ucinku budué¢i da su stanice trofoektoderma takoder

negativno nabijene (51). Tako MUC1 stvara barijeru u maternici i onemoguéava dodir
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embrija i majéinih apikalnih epitelnih stanica (52). Pretpostavlja se da MUC1 odbija
blastocistu dok ne dode pravo vrijeme i mjesto za implantaciju (29). U misa tijekom
proestrusa, estrusa i metaestrusa, MUC1 je izraZzen na povrSini luminalnih i
glandularnih epitelnih stanica. Medutim, tijekom diestrusa prisutan je na povrsini
glandularnih epitelnih stanica dok je smanjen njegov izrazaj na povrsini luminalnih
stanica, a najjace je izraZen na njihovoj apikalnoj povrsini. Tijekom rane trudnoce
MUC1 je izrazen na povrsini i luminalnih i glandularnih epitelnih stanica, a smanjuje
se 3. dana trudnoce na luminalnim epitelnim stanicama, dok 4. dana u potpunosti
nestaje s povrSine epitelnih stanica te tako ostaje sve do 6. dana trudnoce (53).
Tijekom estrusa razina uterine mRNA za MUC1 je visoka i ostaje takva do 4 dana
trudno¢e kada relativna kolicina mRNA drasticno pada. IzraZzenost MUC1 je
smanjena prije implantacije u prijemljivom endometriju misa i svinje (29). Visoke
razine progesterona smanjuju izrazenost MUC1 i na taj nadin olaksavaju dodir
izmedu embrija i endometrija otkrivaju¢i molekule CAM (od. engl Cell adhesion
molecules) na epitelnoj povrsini. Stoga, MUC1 potiskuje implantaciju, a smanjenje
njegove izrazenosti doprinosi prijemljivosti endometrija (29). U ljudi je povecana
izrazenost MUC1 u endometriju tijekom peri-implantacijskog razdoblja (41).
Povecéava se razina mRNA za MUC1 kao i samog proteina od proliferacijske prema
sredini sekrecijske faze (54) Sto je paradoksalno, jer bi bilo za ocekivati da se
izraZenost inhibicijskih ¢imbenika smanjuje tijekom implantacije. Iako progesteron u
ranoj trudno¢i povecava stvaranje i lucenje MUC1 na sistemskoj razini, ¢ini se da
lokalni mehanizmi, vjerojatno posredovani parakrinim signalima, uklanjaju MUC1 i
omogucavaju implantaciju blastociste koja je sposobna stvarati odgovarajuéi poticaj
za implantaciju (55). Budu¢i da manje vrijedni embriji nisu sposobni odaslati ovakav
parakrini signal, onemogucena im je implantacija, iako ovo naravno nije u potpunosti

ucinkovit mehanizam u uklanjaju kromosomski malformiranih embrija (56).
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1.4.3. Nadziranje izraZenosti Mucina-1 u reprodukcijskom sustavu

Dramaticne promjene u izrazenosti MUC1 tijekom estrusa u misa upucuje na to da u
nadziranju izrazavanja sudjeluju hormoni (41). U svinja i zeleva biosinteza i
izrazenost MUC1 u maternici povecava se pod utjecajem progesterona ,in vitro“1i ,in
vivo“ dok estrogeni imaju neznatan ucinak na izrazenost MUC1. Razgradnja MUC1
tijekom prijelaza endometrija u receptivno stanje takoder je povecana. Poluzivot
MUC1 je dovoljno kratak da dovede do njegovog gubitka s epitelne povrsine ukoliko
se sinteza zaustavi. Sukladno tome, koncentracija mRNA pada 10-20 puta tijekom
peri-implantacijskog razdoblja, $to se pripisuje ucinku steroidnih hormona. Kod misa
estrogeni potic¢u izrazenost MUC1, a progesteron ima suprotan ucinak. Djelovanje
progesterona i estrogena posredovano je nuklearnim steroidnim hormonskim
receptorima. Anti-estrogeni (ICI 164, 386) blokiraju uc¢inak estrogena na izrazenost
MUC1, dok primjena anti-progestina RU486 uspostavlja ponovno izrazenost MUC1

tijekom peri-implantacijskog razdoblja, ali i sprjec¢ava implantaciju (41).

1.4.4. Uklanjanje Mucinaz1 tijekom peri-implantacijskog razdoblja

Kako se MUC1 uklanja s povrSine stanica nije poznato, iako je pokazano da su
ADAM17 i matriks metaloproteinaze (MMP-14, MT-MMP1) sposobne osloboditi
MUC1 s povrsine stanica (27, 57). Prvotno vezanje blastociste za glikokaliks dovodi do
oslobadanja mucina s lateralne povrsine sto dovodi do medudjelovanja trofoblasta s
adhezijskim sustavom epitelnih stanica. Time glikokaliks sluzi kao supstrat za
prijanjanje i kao barijera implantaciji. Humane blastociste ko-kultivirane do stadija
blastociste na jednosloju epitelnih stanica endometrija i potom preneSene na
trodimenzijski sustav koji se sastoji od epitelnih stanica endometrija i izvanstani¢nog
matriksa vezu se za epitel, a MUC1 je odsutan s epitelnih stanica ispod i u bliskoj
okolini embrija, dok je prisutan na veéoj udaljenosti od mjesta implantacije (27).
Cimbenici koji su izrazeni na povr$ini stanica blastociste ili ih blastocista Iu¢i dovode

do lokalnog gubitka MUC1. Jedan od nacina koji dovode do gubitka MUC1 i njegove
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protu-adhezijske funkcije je uklanjanje njegovog izvanstani¢nog dijela. Grupa
bjelanc¢evina koje se nazivaju ,sheddases“ je sposobna za proteolizu izvanstani¢nog
dijela MUC1 (27). Citokin, TNF-a mogao bi igrati ulogu u lokalnom uklanjanju
MUCI1. Povecava genski izrazaj MUC1 Sto je vjerojatno posredovano vezanjem NF «k[3
na njegovo vezno mjesto na promotoru za MUC1 te dovodi do uklanjanja MUC1 na
humanim epitelnim stanicama maternice poveéanjem izrazenosti TACE/ADAM17
(27, 57). Nadalje, MT1-MMP takoder doprinosi uklanjanju izvanstani¢nog dijela
MUC1, a njegova izraZenost se povecava tijekom razdoblja prijemljivosti u biopsijama
endometrija. Imunohistokemija je pokazala bliski smjestaj MUC1 i MT1-MMP u
humanom epitelu maternice tijekom implantacije. Budu¢i da na izrazenost MT1-

MMP ne utje¢e TNF-a, drugi ¢imbenici vjerojatno igraju ulogu u stabilnosti MUC1

(27).

1.4.5. Imunoloska uloga Mucina-1 na spoju majéinih i fetalnih tkiva

Mucin1 utjece na predocavanje antigena i potice protu-upalni i snosljivi imunoloski
odgovor kod brojnih tumora. Decidualne antigen predoc¢ne stanice u bliskom su
dodiru s endometrijskim Zzlijezdama, (58) posebice s njihovim bazalnim dijelom.
Antigen predocne stanice na svojoj povrsini izrazavaju CD209 (DC-specific ICAM
non-integrin) (59, 60, 61.) i endocitni manozni receptor ukljuéen u tiho uklanjanje
upalnih molekula, (62) u zapocinjanje imunoloskog odgovora endocitozom
posredovanom kadherinom (63), te u poticanje protu-upalnog odgovora u
dendritickim stanicama podrijetlom iz monocita i makrofaga (60). Ovi receptori
pripadaju C-tipu lektinskih receptora koji vezu molekule glikanske strukture kao sto
su karcinoembrijski antigen, MUC1 i TAG-72 (od engl. Tumor associated
glycoprotein) pomoc¢u svoje karbohidratne domene. Mucin1 je izrazen na apikalnoj
povrsini Zlijezdanih i luminalnih epitelnih stanica, dok se TAG-72 ludi tijekom
normalnog endometrijskog ciklusa, najjaCe na epitelnim stanicama tijekom

sekrecijske faze, (64), ali se ne nalazi u stromi ili na zZlijezdanim stanicama tijekom
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prvog tromjesecja trudnocée dok je prisutan na epitelnim stanicama tubarne trudnoée
u blizini i na udaljenosti od mjesta implantacije (65). Smjestaj antigen predo¢nih
stanica uz zlijezde i izrazavanje liganada za glikoproteine na njihovoj povrsini moglo
bi omoguciti da mucin utjece na funkcije ovih stanica. Kada je karbohidratna domena
manozog receptora na dendritickim stanicama primjereno potaknuta, dovodi do
sazrijevanja dendriti¢kih stanica alternativnim putem (58). Mijeloidne dendriticke
stanice stvorene in vitro iz monocita sposobne su smanjiti upalnu reakciju i dovesti
do stvaranja anergi¢nih ili regulacijskih T stanica nakon stimulacije domene za
prepoznavanje ugljikohidrata specificnim protutijelima (66) u prisutnosti
glikoproteina. Dendriti¢ne stanice takvih svojstava specificne su za deciduu rane
trudnoce i nuzne za odrzavanje trudnoce, ali nisu svojstvene za razdoblje implantacije
koje je udruzeno s blagim pro-upanim odgovorom (67). Pokazano je da se TAG-72
veze za decidualne CDi4*+ stanice (60) i dendriticke stanice (65) pomocu
karbohidratne domene manoznog receptora i to na nacin ovisan o dozi. Glikoprotein
TAG-72 smanjuje unutarstanicno stvaranje IL-15 i IFN-y u decidualnim CDia+
denditickim stanicama nakon 18 sati in vitro stimulacije (65). Interleukin-15 je
najznacajniji ¢cimbenik umnazanja, diferencijacije i sazrijevanja stanica NK periferne
krvi (68). U decidui je intenzivno izrazen u stromalnim stanicama, Zlijezdanom
epitelu, makrofagima i glatkim misi¢énim stanicama (69) te utjece na proliferaciju
decidualnih stanica NK (38) i potice stvaranje perforina, FasL i granzima B na razini
mRNA i bjelanc¢evina (70). Smanjeno luéenje IL-15, utvrdeno u jajovodu na mjestu
implantacije i mjestu udaljenom od implantacije kod tubarnih trudnoc¢a doprinosi
nalazu vrlo malog broja stanica NK s niskim citolitickim potencijalom neucinkovitim
u nadziranju rasta trofoblasnih stanica (71.) Stoga trofoblastne stanice dublje prodiru
u stijenku maternice ugrozavajuéi ishod trudnoce. Mucinima sliéan TAG-72 vezanjem
na karbohidratnu domenu manoznog receptora na antigen predo¢nim stanicama
dovodi do smanjenog lu¢enja IL-15. Ovo bi mogao biti barem jedan od razloga zbog

kojih MUC1 mora biti uklonjen s mjesta implantacije kada je blaga pro -upalna
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reakcija pogodna za porast broja stanica NK koje imaju vedi citoliticki potencijal te

stoga mogu bolje nadzirati prodiranje trofoblasta (72).

1.4.6. Uloga Mucina-1 u patoloskim trudno¢ama

Zene s rekurentnim spontanim pobadajima imaju reducirani izrazaj MUC1 u
usporedbi s zdravom skupinom. Imunohistokemijsko obiljezavanje pokazalo je da
Zene s ponavljaju¢im spontanim pobacajima tijekom sredine sekrecijske faze imaju
smanjenu razinu MUC1 i glikana. U¢inak MUC1 mogao bi biti vazan u vodenju
blastociste na pravo mjesto za implantaciju. Gen za MUC1 je polimorfan Sto je vazno
za normalnu implantaciju (74). Tako je analiza polimorfizma MUC1 gena kod plodnih
u usporedbi s Zenama s ponavljaju¢im neuspjesima implantacije pokazala visoku

ucestalost malih recesivnih alela MUC1 u Zena smanjene plodnosti (74).

1.5. Leukociti na spoju majéinih i fetalnih tkiva

Leukociti su vazna sastavnica strome endometrija (38). Iako su stromalni leukociti
prisutni u proliferacijskoj i ranoj sekrecijskoj fazi endometrijskog ciklusa, njihov broj
se znatno povecava tijekom sredine sekrecijske faze, u vrijeme kad se ocekuje
implantacija, te nastavlja rasti tijekom rane trudnoce (75). Tijekom prvog tromjesecja
trudno¢e oko 30-40% stromalnih stanica su leukociti. Prisutne su tri glavne
leukocitne vrste: zrnati limfociti nazvani stanicama NK, makrofagi i limfociti T (75).
Drugi, manje zastupljeni, ali funkcionalno vazni leukociti su dendriti¢ne stanice (76),
prirodno ubilacki limfociti T ili NKT (od engl. Natural killer T cells) (77) i
regulacijski limfociti T (78). Veliki porast u broju leukocita tijekom sredine
sekrecijske faze i rane trudnoce (75) upucuje na to da leukociti u endometriju imaju
znacajnu ulogu u nastanku spoja majcinih i fetalnih tkiva te imunoloskom odrzavanju
trudnoce. Nije u potpunosti poznato da li je porast u broju leukocita posljedica
novacenja iz periferne krvi ili umnozavanja ,in situ“ kao posljedica djelovanja

hormona ili lokalnih topljivih ¢imbenika. Unato¢ intenzivnom ,in vitro® istrazivanju
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leukocitnih populacija tijekom trudnoée, njihova ,in vivo“ uloga nije u potpunosti
razjasnjena. Pretpostavljena uloga je u nadziranju prodiranja trofoblasta (NK stanice
i makrofagi), pregradnji spiralnih arterija (NK stanice) i imunoloSskom nadziranju

(limfociti T, regulacijske T stanice i dendriticke stanice) (79).

1.5.1. Makrofagi

Makrofagi su stanice ukljucene u sve oblike imunoloskog i upalnog odgovora, a ¢ini se
da igraju kljuénu ulogu u povezivanju nespecifi¢ne i specificne imunosti (80, 81).
Humani monociti i makrofagi su mononuklearne fagocitne stanice ¢ija se mati¢na
mijeloidna stanica nalazi u koStanoj srzi i usmjerava se u nekoliko vrsta
progenitorskih stanica, ukljucujuci i granulocitno-monocitne progenitorske stanice.
Iz ovih progenitorskih stanica nastaju promonociti koji napustaju kostanu srz i ulaze
u krv (80). Nakon osmosatnog cirkuliranja promonociti se diferenciraju u zrele
monocite koji zatim ulaze u razlicite organe i tkiva. Razlicita izrazZenost povrsinskih
biljega dijeli humane monocite u dvije osnovne subpopulacije. Stanice CD14*/CD16"
predstavljaju 80-90% cirkuliraju¢ih monocita, a izrazavaju visoku razinu CC
kemokinskog receptora (CCR) 2 i nisku razinu CXC3 receptora 1. U odgovoru na
lipopolisaharide (LPS) proizvode nisku razinu upalnih citokina, ali lude IL-10.
Suprotno tome CD16* monociti izrazavaju visoku razinu CXC3R1 i nisku razinu
CCR2, ali luc¢e upalne citokine (82).

Specifi¢ni ¢imbenici prisutni u razli¢itim tkivima potic¢u kona¢nu pretvorbu monocita
u tkivne makrofage koji su izrazito raznolika skupina stanica (83). Glavna uloga
makrofaga je fagocitirati i unisti mikroorganizme, ubiti virusima zarazene i maligne
stanice te kao antigen predocne stanice, predociti antigen limfocitima T. Vazni su u
odrzavanju tkivnhe homeostaze i u procesima cijeljenja tkiva zbog sposobnosti
fagocitoze i probavljanja mrtvih stanica (84). Kontroliraju druge upalne stanice
stvarajuci razli¢ite ¢imbenike rasta, kemokine, citokine, proteoliticke enzime i

adhezijske molekule (85, 86).
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1.5.1.1. Podvrste makrofaga

Makrofagi se mogu stimulirati in vitro razli¢itim tvarima i potaknuti njihova dva
osnovna puta sazrijevanja. Klasi¢no aktivirani ili tip 1 makrofaga (M1) nastaju u
odgovoru na interferon (IFN)-y, TNF-a i LPS, pokazuju pro-upalnu orijentaciju i
vazni su u uklanjanju unutarstani¢nih patogena (87), dok alternativno aktivirani ili
tip II makrofaga (M2), potaknuti Th-2 citokinima, izrazavaju protu-upalna svojstva i
omogucéuju obnavljanje tkiva te su vazni za ubijanje izvanstani¢nih parazita (88).
Alternativno aktivirani makrofagi dijele se na M2a, M2b i M2c u ovisnosti o
stimulaciji citokinima (89). M=2a nastaju uslijed stimulacije s IL-4 i IL-13.
Stimulacijom imunokompleksima i ligandima za TLR (od engl. Toll like receptor ) 4
kao sto su LPS i interleukin (IL)-1 nastaje M2b subpopulacija makrofaga, a M2c
subpopulacija nastaje nakon stimulacije s IL-10 (89, 90). U protu-upalne makrofage
ubrajaju se jo$s i makrofagi udruzeni s tumorima te nezrele, monocitima sli¢ne ili
zrele, neutrofilima slicne supresijske stanice mijeloidnog podrijetla. Kako za
poticanje ovih stanica nisu potrebni IL-4 i IL-13, ove makrofagne populacije se ne
smatraju alternativno aktiviranima (91). Makrofagi se ne nalaze u stanju trajne
diferencijacije kao npr. Th 1 ili Th2 limfociti, ve¢ pokazuju odredenu plasti¢nost te
mogu postati M1 ili M2 makrofagi ovisno o lokalnim uvjetima (92). Kakva je veza
izmedu monocitnih subpopulacija i polarizacije makrofaga nije u potpunosti poznato,
ali pokazano je na modelu upale kod akutnog infarkta miokarda da se Gri+ stanice,
koje predstavljaju miSje monocite koji se boje protutijelom protiv Ly6C antigena,
nazivaju se i upalnim te polariziraju prema M1 makrofagima, a Gri- stanice prema
M2 stanicama (93). Medutim ostaje nepoznato da li je ova polarizacija trajna ili samo

privremena i ovisna o izloZenosti razli¢itim uvjetima iz okoline (82).
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1.5.1.2. Bioloska uloga makrofaga

Klasi¢no aktivirani tip I makrofaga pod utjecajem CSF-a (od engl. Colony stimulatory
factor) se umnozavaju ,in situ“ i sazrijevaju u stanice koje se ne dijele. Nakon
kontakta s antigenom ili mikroorganizmom, a pod utjecajem upalnih citokina, ti
makrofagi postanu aktivirani. Ova aktivacija dovodi do porasta stvaranja otrovnih
radikala, dusikovog oksida i hidrolitickih lizosomalnih enzima. Aktivirani makrofagi
luce citokine, TNF-a i IL-1 koji poti¢u upalu kako bi privukli fagocite, a luce i IL-12
koji omogucava naivnim limfocitima T da postanu Thi stanice (87). Nekontrolirani
upalni odgovor moze uzrokovati oStecenje tkiva te je u odredenom trenutku potrebno
stiSati imunoloski odgovor kako bi se omogucio oporavak tkiva. Stoga faza bolesti,
tkivo i citokini u mikrookolisu poticu ,in vivo“ raznolike populacije makrofaga koje
izrazavaju odgovarajuci fenotip (94). Alternativna aktivacija makrofaga potaknuta je
citokinima koji se stvaraju u Th2 stanicnom odgovoru, u alergijama, stani¢nom i
humoralnom odgovoru na parazite, ili u odgovoru na deaktivirajuce citokine kao $to
je IL-10 ili TGF-B, glukokortikoidi, imunokompleksi, IL-1f (95). Fenotipski M2a i
M2b makrofagi izrazavaju slicnu razinu povrsinskih biljega CD11a, CD40, CD54,
CD58, CD80 i CD81 kao i klasi¢no aktivirani makrofagi (95). Pokazuju jaku fagocitnu
i endocitnu sposobnost, izrazavaju visoku razinu MHC II molekula i mogu predociti
antigen te su sposobni usmjeravati imunoloski odgovor. Suprotno klasi¢no
aktiviranim makrofagima, M2a/M2b poti¢u Th2 stani¢ni odgovor $to dovodi do
ubijanja parazita, ali moze dovesti i do pogorsanja patoloskih stanja udruzenih s Th2
stani¢nim odgovorom (96, 97). Stanice M2 luce smanjenu razinu upalnih citokina, a
luce velike koli¢ine protu-upalnih citokina kao sto su IL-10 i TGF-f i tako stiSavaju
upalni odgovor potaknut M1 makrofagima. Iznimka su M2b makrofagi koji su
funkcionalno protu-upalni, ali zadrzavaju stvaranje visoke razine upalnih citokina i
otrovnih proizvoda (96). M2 luce cijelu paletu kemokina. M2a luce CCL24, 17 i 22,
M2b luce CCL1, a M2c CCL18 i 16 (95). Citokini koji omoguéuju nastanak M2

makrofaga, smanjuju aktivnost transkripcijskih faktora NF-xB i STAT1 i na taj nacin
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smanjuju stvaranje upalnih kemokina CXCL41, 2, 3, 5, 8, 91i 10 te CCL2, 3, 4, 5 koji su
povezani s M1 makrofagima (95). Makrofagi M1 prepoznaju, fagocitiraju i uklanjaju
razlicite patogene koji se vezu na receptore koji su izravno povezani s poticanjem NF-
kB kao Sto je TLR4 (98). Citokini IL-4/IL-13 i/ili IL-10 povectavaju razinu
neopsonizirajuc¢ih receptora kao $to su manozni receptor (99), dectin-1, CD209 (100),
CD163 (101) koji su sposobni prepoznati vlastite i strane antigene te sudjeluju u
homeostazi i fizioloSkom odstranjenju stanica u normalnim uvjetima (102). Razliéit je
nadzor lucenja komponenti IL-1 sustava gdje M2 stanice imaju nisku razinu IL-1j,
kaspaze 1, a visoku razinu IL-1Ra i receptora mamilica tipa II. U odgovoru na protu-
upalne citokine, makrofagi povecano stvaraju MDC i CCL17 ili TARC (od engl.
Thymus and activation regulated chemokine) koji privlaci antigen predoc¢ne stanice
na mjesto upale. Interleukin-4 povetava stvaranje TREM-2 koji potom smanjuje
stvaranje citokina i ogranicava aktivaciju makrofaga. Povecava se izrazenost IL-27
receptora i IL-4 receptora na makrofagima kako bi se stiSao upalni odgovor, a potice
se tkivna pregradnja povecanim stvaranjem fibronektina i arginaze koji omogucuju
umnozavanje stanica i stvaranje kolagena (103). Ostali ¢imbenici koje lucée M2
makrofagi, a odgovorni su za pregradnju tkiva su TGF-, PDGF- (od engl. Platelet
derived growth factor) AA, PDGF-BB, fibronektin (104), faktor koagulacije XIIIa
(105). M2 stisavaju Th1 imunoloski odgovor poveéanjem broja regulacijskih limfocita
T (106), a povecano stvaranje arginaze 1 u odnosu na iNOS (od engl. Inducible nitric
oxide syntase)/NO ih ¢ini uéinkovitim u uklanjanju parazitnih infekcija, ali znatno
smanjuje njhovu sposobnost ubijanja unutarstani¢nih patogena (107, 108). Navedene

osobitosti pojedinih subpopulacija makrofaga prikazane su na Slici 4.
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Slika 4. Osnovne fenotipske i funkcijske osobitosti pojedinih subpopulacija

makrofaga. Prilagodeno iz Benoit M, J. Immunol. 2008;181;3733-3739

M2 povezuju se s Th2 odgovorom i obnavljanjem tkiva, jer se smatra da povecavaju
fibrozu povetanjem izrazenosti c¢imbenika kao S§to je fibronektin, matriks
metaloproteinaze, IL-1 i TGF-f. (91). M2 stanice poti¢u ubijanje razlic¢itih patogena,
prisutne su pri nastanku tumora i poti¢u njihov rast, poti¢u obnavljanje tkiva i
njihovu pregradnju te imaju regulacijsku funkciju. Smatra se da su alternativno
aktivirani makrofagi prisutni u tkivima kada je potrebno zastititi odredeni organ od
neZeljene i pretjerane upale i imunoloSke reaktivnosti. Ove stanice nalaze se u
normalnoj posteljici i plu¢ima gdje Stite od nezeljene upale (109). Nalaze se tijekom
faze popravka akutnog upalnog procesa kao i kod kroni¢nih upalnih bolesti kao sto je
reumatoidni artritis (110). Razlicite studije su pokazale zastitnu ulogu sinovijalnih
makrofaga tijekom proteoglikanima potaknutog artritisa i to smanjenjem stvaranja
pro-upalnih citokina i kemokina $to smanjuje nagomilavanje upalnih stanica u zglob
(111). Ponomarev i sur. (112) su na modelu autoimunog encefalitisa pokazali da
alternativno aktivirani makrofagi nadziru upalne procese sredisnjeg zivcanog sustava.
Prisutni su u mozgu bolesnika s Alzheimerovom bolesti (113). Makrofagi koji

izrazavaju CD163 imaju srediSnju ulogu u uklanjanju hemoglobina i na taj nadin
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smanjuju oksidativni stres koji doprinosi nastanku ateroskleroze (114). Zastitna uloga
alternativno aktiviranih makrofaga je sloZena sudec¢i prema ovim podacima i ¢ini se

manje povoljna nego Sto se do sada ¢inilo (115).

1.5.2. Makrofagi na spoju majcinih i fetalnih tkiva

1.5.2.1. Smjestaj makrofaga na spoju majcinih i fetalnih tkiva

U decidui rane trudnoce stanice NK smjeStene su uglavnom u blizini spiralnih arterija
i zlijezda, a makrofagi se nalaze u blizini citotrofoblasta, stupaju u medudjelovanje s
trofoblasnim populacijama i prodiru u spiralne arteriole u decidui basalis i
miometriju (116, 117.). Histoloska analiza posteljice pokazuje u vecini slucajeva veliki
broj makrofaga koji su smjesteni pretezno u blizini stanica koje podlijezu apoptozi
(118) te su najbrojnije stanice majéinog i fetalnog dijela na spoju maternice i
posteljice (119). Gusta infiltracija makrofaga na spoju majéinih i fetalnih tkiva
ukazuje da te stanice imaju, osim uobicajene, i specificnu funkciju na mjestu
implantacije (120). Makrofagi vjerojatno pomazu pregradnji tkiva koja je nuzna za
rast trofoblasta (121). Medutim, oni nisu samo stanice koje uklanjaju umiruce stanice
vec i aktivno upravljaju apoptozom nepoZeljnih stanica (122). U normalnoj trudnoci
unosenje apoptotickih stanica potice lu¢enje Th2 citokina i potiskivanje imunoloskog
odgovora (118). Za vrijeme prodiranja trofoblasta, makrofagi se nalaze u blizini
spiralnih arterija. Za vrijeme normalne trudno¢e makrofagi se nalaze u stromi i
okruzuju transformirane spiralne arterije, izvanresicasti trofoblast i Zlijezde (118),
dok su kod preeklampsije smjeSteni u lumenu spiralnih arterija i oko njih (118) te
tako u normalnim okolnostima olakSavaju prodiranje trofoblasta, a u patoloskim
stanjima ¢ine prepreku prodiranju trofoblasta i onemogucavaju njegovu
diferencijaciju poticanjem apoptoze i onemogucéavanjem pregradnje spiralnih arterija

(Slika 5) (118).
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Slika 5. SmjeStaj makrofaga tijekom normalne trudnoée i preeklampsije.

Prilagodeno iz Mor G, Reproductive immunology and Endocrinology 2003; 1:8

1.5.2.2. Regulacija broja makrofaga na spoju majéinih i fetalnih tkiva

Broj makrofaga u endometriju se mijena ovisno o fazi endometrijskog ciklusa.(123)
Kod misSa gustoéa im je najmanja tijekom diestrusa kada je koncentracija estrogena
najniza i povecava se na 20% stromalnih stanica tijekom proestrusa pod utjecajem
estrogena (121). Ciklicke promjene u broju makrofaga obiljezje je i endometrijskog
ciklusa kod Zena. Broj makrofaga povecava se za 45% izmedu proliferacijske i rane
sekrecijske faze (124). Za razliku od glodavaca u kojih gustoca makrofaga pada kako
se blizi kraj ciklusa, broj makrofaga kod Zena se poveéava kako se priblizava kasna
sekrecijska faza endometrijskog ciklusa. Ova razlika vjerojatno je posljedica
odstranjenog promjenjenog sloja endometrija i njegovog popravka tijekom
menstrualnog krvarenja u kojem bi makrofagi mogli imati znacajnu ulogu, a koje je
prisutno kod Zena te odsutno kod glodavaca (121). Epitelne stanice maternice misa

pod utjecajem steroidnih hormona stvaraju razlicite citokine koji sudjeluju u
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privlacenju makrofaga, njihovom prezZivljavanju, diferencijaciji i funkciji, a sami
makrofagi izrazavaju receptor za estrogen i glukokortikoide te estrogeni znatno utjecu
na seljenje i funkciju makrofaga (125). Kolonija stimulirajuéi faktor —1 (CSF-1),
kolonija stimuliraju¢i faktora granulocita i monocita (GM-CSF), TNF-a i IL-6 mogu
privuc¢i monocite iz krvi u tkivo. Estrogeni i progesteron povecavaju lucenje CSF-1,
dok je lucenje GM-CSF povecano pod utjecajem estrogena, a umjereno smanjeno
progesteronom (125.). Epitelne stanice maternice stvaraju CSF-1, a istrazivanja na
misSevima pokazala su da je CSF-1 glavni u nadzoru broja stromalnih makrofaga u
maternici budu¢i da je kod miSeva koji nemaju gen za CSF-1 njihov broj izrazito
smanjen. Kod ljudi postoji povetano stvaranje CSF-1 na spoju majcinih i fetalnih
tkiva u vrijeme implantacije (126), a njegovo se stvaranje nastavlja u epitelnim
stanicama maternice tijekom trudnoce (92, 127). Decidualni limfociti T izdvojeni iz
decidue Zena koje boluju od ponavljaju¢ih spontanih pobacaja imaju smanjeno
stvaranje CSF-1, kao i drugih citokina, ukljucujuéi i LIF (od engl. Leukemia inhibitory
factor) (128). Estrogeni takoder smanjuju lucenje cimbenika MIF (od engl.
Macrophage inhibitory factor) i upalnih kemokina koji pomazu u cijeljenju tkiva, ali
smanjuju seljenje makrofaga u tkiva (129). Clan IL-6 obitelji, LIF je visoko
glikozilirana bjelancevina molekularne mase 40-50 kDa sa Sirokom paletom
bioloskih funkcija (130). Dio svojih u¢inaka LIF sigurno ostvaruje i preko makrofaga.
Usporedba miseva koji nemaju gen za LIF i divljeg tipa upucuje na to da LIF ima
znacajnu ulogu u raspodjeli leukocita. Gusoto¢a makrofaga treceg dana trudnoce je
smanjena gotovo na polovicu kod miSeva kojima nedostaje gen za LIF, a poremec¢ena
je njihova raspodjela Sto upucuje na to da LIF utjece na seljenje ovih stanica (31).
Pokazano je da LIF privlaci makrofage i u drugim tkivima kao Sto je sredisnji zivcani
sustav gdje djeluje s drugim kemokinima kao Sto je IL-6 i onkostatin M (32), a

takoder dovodi do sazrijevanja makrofaga (33).

26



1.5.2.3. Osobitosti decidualnih makrofaga na spoju majcinih i fetalnih
tkiva

Uterine stanice NK (CD56PrigitCD164im) specificnog fenotipa razlicitog od onog stanica
NK periferne krvi prevladavaju tijekom rane trudnoce i Cine gotovo 70% svih
leukocita na spoju majcinih i fetalnih tkiva, ali podlijezu opseznoj apoptozi nakon
trofoblasne infiltracije i prividno su odsutne na terminu poroda (134). Makrofagi ¢ine
sljede¢u najvecu populaciju decidualnih leukocita rano u trudnodéi i ¢ine 20-30%, no
za razliku od stanica NK ostaju relativno nepromjenljivi kroz trudnocéu (135).
Smjesteni su uz citotrofoblast, u bliskom odnosu s trofoblastom pa nije za¢udujucée da
mnogi ligandi koji se nalaze na trofoblasnim stanicama imaju receptore na
makrofagima (136 ).

Makrofagi izrazavaju brojne povrSinske biljege kao Sto su koreceptor za LPS, CD14
molekulu, zatim lisosomalni CD68, kiselu fosfatazu, renin-nespecificnu esterazu,
lisozime i razliéite citokine i kemokine (137). Iz decidualnih makrofaga ne mogu
nastati dendriti¢ke stanice. Oni izlucuju protu-upalne citokine kao Sto je IL-10, enzim
indolamin-dioksigenaza (IDO), a izrazavaju niske razine kostimulacijskih molekula
za limfocite T, CD80 i CD86 (138). Smanjena izrazenost kostimulacijskih molekula
CD86 kao i HLA-DR molekula na makrofagima decidue rane trudnoée u usporedbi s
monocitima periferne krvi trudnih Zena i Zena koje nisu trudne upuéuje na smanjenu
sposobnost predocavanja antigena u decidui (138). Makrofagi su takoder ukljuceni u
fagocitozu i pregradnju tkiva, a izrazavaju nekoliko vrsta molekula HLA razreda II,
ukljuéuju¢i HLA-DR, -DP i —DQ, kao i CD209 te manozni receptor (138, 139),
endocitni receptor koji ima potencijalnu ulogu u hvatanju i prijenosu antigena (140,
60).

Priblizno 70% decidualnih makrofaga izrazava endocitni receptor CD 206 ili manozni
receptor (MR). Tip I membranskog proteina, MR pripada u obitelj lektinskih

receptora (141). Sastoji se od tri razlidita izvanstani¢na dijela: cisteinom bogata
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domena, ponavljaju¢a domena fibrolektinskog tipa II i domene za prepoznavanje

ugljikohidrata kao Sto je prikazano na Slici 6.

Manozni receptor
— Cisteinom bogata domena

—* Ponavljajuca domena
™ fibrolektinskog tipa

- Domena za
prepoznavanje
ugljikohidrata

= Transmemhranska domena

Citoplazmatska domena

Slika 6. Prikaz strukture manoznog receptora. Prilagodeno iz Nature Reviews,

2002, Vol. 2: 77-84.

Domena za prepoznavanje ugljikohidrata je sposobna vezati mucine sekrecijske faze
kao Sto je MUC I i njemu sli¢ne glikoproteine, kao $to je TAG-72 (60). Vjerojatno je
da sam manozni receptor nije odgovoran za fagocitozu ve¢ za vezanje Cestica s
terminalnim manoznim ostacima nakon c¢ega aktivira klasi¢ne fagocitne receptore
koji aktiviraju proces fagocitoze koji dovodi do uklanjanja mikroorganizama,
neZeljenih stanica i stanica koje podlijezu apoptozi te ¢ini znacajnu ulogu u

nespecificnoj i specificnoj imunosti i preinac¢avanju tkiva (142).
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1.5.2.4. Alternativno aktivirani makrofagi na spoju majéinih i fetalnih
tkiva

Kao $to je ve¢ spomenuto ,in vitro“ postoje dvije populacije makrofaga. Klasi¢no
aktivirani ili tip 1 makrofaga pro-upalnih osobina (87) i alternativno aktivirani ili tip
IT makrofaga, protu-upalnih karakteristika (88). Iako se sa sigurnos¢u ne moze reci
kojoj skupini pripadaju decidualni makrofagi, citokini, ¢imbenici rasta i proteaze koje
luce alternativno aktivirani makrofagi mogli bi omoguditi tkivnu pregradnju i
snosljivost na trofoblasne antigene kao i utjecati na diferencijaciju trofoblasta i
njegovo ponasanje. Zapravo, i same stanice trofoblasta luée kemokine kao Sto su
MCP-1, IL-8 koji su sposobni privu¢i makrofage, te potice seljenje monocitne
stani¢cne linije THP-1 kao i CDi4* monocita iz krvi (143). Povetani izrazaj
kemokinskog liganda CCL2, CCL3, CCL5 i GM-CSF u maternici trudnih miseva
upucuje na to da su ove molekule ukljucene u privlacenje makrofaga koji izrazavaju
receptore za navedene kemokine (144). Osim toga humane glandularne epitelne
stanice, stromalne stanice (145) i trofoblast (146) luce MIF sto dovodi do nakupljanja

makrofaga u njihovoj blizini.

Granuloza stanice i epitelne stanice maternice stvaraju CSF-1 koji lokalno sprjecava
sazrijevanje dendritickih stanica koje nisu sposobne predoditi antigene i poti¢u razvoj
makrofaga koji potiskuju upalni odgovor (147). Citokini koji usmjeravaju makrofage
prema citotoksicnom i antigen predo¢nom fenotipu su GM-CSF, IFN-y i IL-12, a
omjer izmedu CSF-1 i GM-CSF je klju¢an u nadzoru izmedu prou-palnog i protu-
upalnog fenotipa (148). U Zenskom reprodukcijskom sustavu, ravnoteza izmedu
estrogena i progesterona doprinosi ravnotezi izmedu ova dva citokina budu¢i da
estrogen stimulira nastanak i CSF-1 i GM-CSF dok progesteron sitmulira sintezu

CSF-1, a inhibira GM-CSF (149.)

U decidui makrofagi izrazavaju molekule koje stiSavaju upalu i poticu tkivnu

pregradnju kao i snosljivost fetalnih antigena. Dokazi o ovom su malobrojni, a
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ukljucuju izraZenost biljega kao $to su VEGF, IL-10, Stabilina I, FXIIIa, (139). Signal
prenesen u stanicu putem MR narusava Thi1 stani¢ni odgovor potaknut aktivacijom
Toll-like receptor-4 (150) potice funkcijsko sazrijevanje decidualnih makrofaga.
Molekula HLA-G nishodno regulira funkcije decidualnih makrofaga usljed vezanja s
imunoglobulinu sliécnim transkripcijskim inhibicijskim receptorima (ILT2 i ILT4)
(151). Ovo opisuje decidualne makrofage rane trudnoée kao protu-upalne i snosljive
stanice, iako ne stvaraju enzim za razgradnju triptofana, IDO (139.). Makrofagi koji se
nakupljaju oko zlijezda u maternici tijekom trudnoce izrazavaju gp49B, inhibicijski
receptor koji nakon vezanja s FcyRI potiskuje stvaranje TNF-a u makrofagima ,,in
vitro“ (152).

Posebno je vazano medudjelovanje izmedu decidualnih makrofaga i stanica NK.
Makrofagi su glavne HLA-DR* stanice koje odrzavaju izraZenost perforina,
kratkoro¢nog citolitickog medijatora i povecavaju citotoksi¢nost decidualnih
limfocita protiv NK osjetljive stani¢ne linije humane eritroleukemije K-562, pomoéu
povectanog stvaranja IL-15 (70). Perforin je medutim ukljucen u ubijanje aktiviranih
makrofaga u glodavaca, sto se moze zakljuciti iz ¢injenice da miSevi kojima nedostaje
gen za perforin i FasL razvijaju upalu maternice i jajovoda s izrazitim umnazanjem
makrofaga (153). Odsustvo apoptoze CD14* stanica u decidui rane trudnoce (154.)
upucuje na to da perforinom posredovana nekroza makrofaga ima znacajnu ulogu
(58).

Danas se pretpostavlja da je decidualni imunosupresivni mikrookoli§ nuzan za razvoj
imunoloske snosljivosti na fetalne aloantigene i odrzanje normalne trudnoce, a brojni
poremecaji trudnote se povezuju s pretjeranim stvaranjem pro-upalnih molekula
(155). Tijekom trudnoce dolazi do pomaka u stvaranju citokina, s Th-1 prema Th-2,
kako na sustavnoj razini tako i na spoju majc¢inih i fetalnih tkiva. Stoga se
pretpostavlja da je trudnoda stanje promijenjene imunoloske sposobnosti u kojoj
monociti i granulociti pokazuju povecanu izrazenost aktivacijskih ¢imbenika, ali

stvaraju manje pro-upalnih citokina vjerojatno zbog kocenja NF-xB, primarnog
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transkripcijskog faktora odgovornog za sintezu Th-1 citokina (156). Pokazano je da
monociti periferne krvi trudnica luce vise Th-2 nego Th-1 citokina u usporedbi s
Zenama koje nisu trudne (157). Ovakvo poticanje moglo bi zastititi fetus od
odbacivanja posredovanog pro-upalnim citokinima, a u isto vrijeme omoguciti
obranu od infekcija mikroorganizmima. Sto uzrokuje promjenu imunologkog
odgovora u Th-2 tip nije sa sigurnos¢u poznato, ali se zna da pri odredivanju
aktivnosti monocita znacajnu ulogu imaju hormoni. Progesteron kao i
glukokortikoidi poti¢i stvaranje Th-2 citokina kao $to su IL-4 i IL-10 (158.).
Glukokortikoidi su molekule koje snazno potiskuju imunoloski sustav, a poviseni su u
perifernoj krvi trudnih Zena uz odgovarajuée povecanje zone fascikulate nadbubrezne
zlijezde (159). Progesteron (160) i glukokortikoidi (161) potiskuju aktivnost
ciklooksigenaze i stvaranje citokina kao §to su IL-1, -2, -3, -5, -8, IFN-y i TNF-q,
inhibirajué¢i NF-«kB transkripcijski faktor. HCG takoder smanjuju stvaranje pro-
upalnih citokina u monocitima (160). Stoga bi poveéana razina ovih hormona tijekom
trudno¢e mogla imati znacajnu ulogu u potiskivanju lokalnog i sistemskog Th-1

citokinskog odgovora, te preusmjeravanju stvaranja Th-2 citokina (162).

1.5.2.5. Bioloska uloga makrofaga na spoju maj¢inih i fetalnih tkiva

Medudjelovanje decidualnih makrofaga s trofoblasnim stanicama je vazno za
uspjesnu trudnoéu. Uspjesna, receptorom posredovana fagocitoza i uniStavanje
trofoblasnih stanica pomoc¢u makrofaga omogucuje smanjenje upale koja u slucaju
trudno¢e moze biti pogubna (144). Decidualni makrofagi mogu stupiti u vezu s
trofoblasnim stanicama preko razli¢itih parova receptor-ligand. Izrazavaju c-Kkit,
vaskularni VEGFR (od engl. Vascular endothelisa growth factor), ILT 2/4 i razlicite
kemokinske receptore koji se vezu za odgovarajuée molekule na trofoblastu, Kit
ligand, VEGRF receptor 1, molekule MHC razreda Ib, HLA-G i MCP (151, 163.).
Makrofagi takoder izrazavaju receptore za steroidne hormone LH/hCG, estrogen i

glukokortikoide (164) kao i receptore za komponente komplementa, imunoglobuline,
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citokine, kemokinske ligande (CCL i CXCL), ¢imbenike rasta, Secere, peptide,
bioaktivne lipide, ¢cimbenike koagulacije, lektine, adhezijske molekule i komponente
matriksa (165). Obzirom na veliki broj molekula koje luce i receptora koje izrazavaju,
ovi makrofagi igraju presudnu ulogu u decidualnoj homeostazi i regulaciji trofoblasne
funkcije, ali to¢na priroda ovog medudjelovanja ostaje nepoznata (162).

Nazalost, specificna funkcija makrofaga u trudnodi nije jos razjasnjena, ali iz poznatih
¢injenica o ulozi makrofaga u razli¢itim tkivima moze se nagadati o moguéoj ulozi.
Alternativno aktivirani makrofagi mogli bi imati ulogu u potiskivanju majcinog
imunolo$kog odgovora na fetalne aloantigene i poticanje snosljivosti. Makrofagi
nadalje luce faktore kao Sto su IL-10, prostaglandin E2 (PGE2), TGF-f, koji smanjuju
umnozavanje limfocita, ukljucujuci i one koji su usmjereni protiv zametka (162). U
neoplasticnom tkivu prisutnost makrofaga koji su alternativno aktivirani dovodi do
potiskivanja Th-1 imunoloskog odgovora i bijega tumorskih stanica stani¢noj smrti
posredovanoj citotoksi¢nim limfocitima i stanicama NK (166). Alternativno aktivirani
makrofagi su takoder vjesti u tkivnoj pregradnji te bi mogli biti ukljuceni u procese
implantacije blastociste i olaksati prodiranje trofoblasta. Makrofagi luce i nadziru
razlicite proteaze, faktore rasta, kemokine, citokine i razli¢ite sastavnice matriksa i
tako uskladuju tkivnu pregradnju i angiogenezu. Angiogeneza je posebice vazna
sastavnica tkivne pregradnje koja se pojacano dogada za vrijeme implantacije
blastociste i razvoja placente (162.). Alternativno aktivirani makrofagi su povezani sa
znatnim stupnjem proziljenosti ,in vivo®, a uklanjanje monocita kod misjih tumora je
povezano s smanjenim proziljavanjem tumora (162).

Tijekom tkivne pregradnje dolazi do apoptoze nepozeljnih i oStecenih stanica koje je
potrebno ukloniti kako bi se sprije¢io odgovor imunoloskog sustava na antigene kao i
istjecanje Stetnog sadrzaja samih stanica. Makrofagi su fagociti sposobni ukloniti
apoptoticni stani¢ni debris i na taj nacin Stititi okolne stanice od upalne reakcije ili
moguceg Stetnog stani¢nog sadrzaja (118). Kao fagociti, makrofagi ¢ine glavnu crtu

obrane protiv prodiru¢eg patogena i mogli bi igrati ulogu u probiru i unosenju
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mogucih Stetnih materijala ili mikroba u decidui ili u sinciciotrofoblastu tako da bi
ovo mogao biti glavni mehanizam kojim makrofagi brane posteljicu i fetus od

mogucih Stetnih tvari (162).

1.5.1.2.6. Makrofagi u patoloskim trudno¢ama

Makrofagi su svestrane stanice koje vrse niz funkcija bitnih za uspje$nu trudnodu.
Medutim, nepravilno aktivirani, tip-1 makrofagi koji nastaju kao posljedica
neodgovaraju¢e imunoloske snosljivosti na fetalne antigene, infekciju ili prisutne
upalne poremecaje mogli bi dovesti do poremecaja u normalnoj funkceiji makrofaga s
negativnim utjecajem na trudnocu. Cijeli spektar poremecaja trudnoce pocevsi od
preeklampsije, preko fetalnog zaostajanja u rastu do spontanih i ponavljajucih
pobacdaja povezan je s izrazitim stvaranjem upalnih citokina i neprirodnom
aktivacijom majc¢inih imunoloskih stanica, ukljuc¢uju¢i i makrofage (162). Nekoliko
autora pokusalo je istraziti broj makrofaga u preeklampsiji, ali rezultati su se
razlikovali medu skupinama. Reister i sur. opisali su da povecani broj decidualnih
makrofaga okruzuje spiralne arterije u miometriju u odsustvu izvanresicastog
trofoblasta u posteljici Zena koje boluju od preeklampsije dok u kontrolnoj skupini, u
kojoj je prisutan izvanresicasti trofoblast, broj makrofaga je smanjen (136). Burk i
sur. pokazali su smanjen broj CD14*HLA-DR* stanica kod Zena koje boluju od
preeklampsije (167), Kim i sur. nisu nasli razlike u broju CD14*CD68* makrofaga u
normalnim trudnoé¢ama (168) i preeklampsiji dok su Loockwood i sur. nasli povecan
broj CD68+ makrofaga kod preeklampsije, a CD68* stanice bile su smjeStene u
decidui basalis (169). Smatra se da povecan broj makrofaga u preeklampsiji nastaje
kao posljedica povecanog lucenja MCP-1 pod utjecajem TNF-a i IL-1 $to dovodi do
poveéanog seljenja makrofaga u deciduu. Osim Sto se ove studije razlikuju u
protutijelima (CD14 i CD68) koja su koristena u istrazivanjima, vjerojatno je da su
razlike nastale i zbog razli¢itog tkiva koje je koristeno (miometrij, Reister, 1999,

decidua, Lockwood, 2006 i posteljica u vrijeme carskog reza, Bulmer, 2010.). Biopsije
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posteljica kod ranih i kasnih pobacaja pokazale su povecan broj CD14+ makrofaga u
decidui ranog aneuploidnog pobacaja kao i pove¢an broj u ranim i kasnim spontanim
pobacajima kod kromosomski normalnog zametka (170). Sva ova istazivanja
provedena na decidui nakon spontanog pobacaja treba kriti¢ki razmatrati s obzirom
na to da bi promjene u broju upalnih stanica mogle biti odgovorne za gubitak
trudnoce. Medutim, broj makrofaga je povecan u sekrecijskoj fazi i endometriju Zena
koje imaju pozitivhu anamnezu ponavljaju¢ih spontanih pobacaja (171).

Smanjena prokrvljenost posteljice prisutna je kod razli¢itih patoloskih stanja u
trudno¢i, a moguce je da je posljedica smanjene kolicine -cirkulirajuceg
angiogenetskog faktora VEGF i njegovog homologa ¢imbenik rasta posteljice (PIGF),
promjene u izrazenosti njihovih receptora VEGFR1, 2 i 3 i sustavne i lokalne povisene
koli¢ine topljivog VEGF receptora 1 (SVEGFR1) (162). Mehanizam koji dovodi do
povisene razine sVEGFR1 nije poznat, medutim jedan od izvora su svakako monociti
stimulirani pro-upalnim medijatorima kao $to su komponente komplementa (172).
~Nepravilno“ aktivirani makrofagi koji su prisutni u veéoj koli¢ini na spoju majcinih i
fetalnih tkiva tijekom patoloskih trudnoca predstavljaju dodatni izvor sVEGFR1 koji
onda smanjuje proziljenost i uvelike pridonosi pogorsanju ovih patoloskih stanja
(162).

Diferencijacija izvanresicastog trofoblasta u prodiruéi oblik i njegovo seljenje u
stromu maternice kljuéne su za pravilan razvoj posteljice (173). U trudnocama
kompliciranim preeklampsijom i u odredenim sluc¢ajevima zaostajanja u rasta ploda i
pobacajima, dolazi do nedovoljnog prodiranja trofoblasta i pregradnje krvnih zila
(173, 174.) sto dovodi do hipoperfuzije posteljice, trajnog odgovora spiralnih arterija
na vazoaktivne molekule i postupnog razvoja oksidativnog stresa u tretem
tromjesedju (175). Reister i suradnici (136) su pokazali da postoji izrazito nakupljanje
aktiviranih makrofaga oko spiralnih arterija u patoloskim trudnoc¢ama kao i
smanjena sposobnost prodiranja trofoblasnih stanica. Budu¢i da su patoloske

trudnoce ve¢inom udruzene s pojacanom upalom, moguce je da decidualni leukociti
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doprinose smanjenom prodiranju trofoblasta. Pokazano je takoder da LPS, koji
snazo potice stvaranje Th 1 citokina u makrofagima, uzrokuje smanjeno prodiranje
stanica izvanresicastog trofoblasta ,in vitro“ (176). Makrofagi koji su aktivirani Th1
citokinima luce razlicite molekule koje mogu doprinjeti smanjenom prodiranju
trofoblasta. Jedan od takvih citokina je svakako TNF-a kojeg makrofagi luce u
izobilju, a koji je poviSen u trudnoéama s preeklampsijom (177) i rekurentnim
pobadajima (178.). Cimbenik TNF poti¢e apoptozu trofoblasnih stanica $to je
uc¢inkovit nacin ograni¢avanja endovaskularnog prodiranja ovih stanica (179).
Takoder mijenja izraZzenost i poticanje proteaza koje razgraduju matriks na
trofoblasnim stanicama (180). Osim ovog citokina, Th1 aktivirani makrofagi luce i
velike kolicine iNOS s posljedicnim povetanim lucenjem NO. Kod Zena s
preeklampsijom postoji povec¢ano stvaranje nitrata i nitrita koji su metabliti NO (181).
Pokazano je da NO mimetik, isosorbid dinitrat i glicerin trinitrat znacajno smanjuju
prodiranje trofoblasta ,in vitro“ (182). Th1 aktivirani makrofagi takoder luce TGF-f3
koji kao i prethodno navedeni medijatori uzrokuju smanjeno prodiranje trofoblasta i
smanjenu izrazenost matriks metaloproteaza (183). Stromalne stanice normalno luce
TGF-f3, medutim ,nepravilno“ aktivirani makrofagi luce velike koli¢ine ovog citokina,
$to moZze dovesti do preranog smanjenja invazivnosti trofoblasnih stanica (162).

sNepravilno“ aktivirani makrofagi utjeCu i na poveéanu apoptozu trofoblasnih
stanica. Zapravo citokini koje luée Th1 aktivirani makrofagi, TNF i IFN-y, povecavaju
osjetljivost trofoblasnih stanica prema apoptozi (184). Nadalje, ovi citokini
povecavaju izrazenost Fas molekule na trafoblasnim stanicama koja se veze na FasL
molekulu koja potice apoptozu (185), te povetavaju izraZenost pro-apoptoti¢kog
faktora XAF1 koji potice stani¢nu smrt ovisnu o kaspazama (186). Smanjeno
prodiranje trofoblasta i nedovoljno preinadavanje spiralnih arterija Sto uzrokuju
¢imbenici koje luce ,nepravilno“ aktivirani makrofagi dovodi do trajne osjetljivosti
spiralnih  artriola na vazoaktivne molekule Sto dovodi do ciklusa

hipoksije/reoksigenacije i oksidativnog stresa (162). Stanice posteljice izlozZene

35



oskidativnom stresu podlijezu apoptozi. Povecana koli¢ina stanica koje podlijezu
apoptozi kao i nedovoljno uklanjanje mrtvih stanica potice makrofage na jos$ vece
stvaranje Thi citokina i time pogorsavaju ve¢ postojece patolosko stanje u trudnoci

(162).

1.5.3. Stanice NK

Humane stanice NK koje se nalaze u perifernoj krvi, razli¢itim limfoidnim i
nelimfoidnim organima potjecu iz CD34*IL-2RB* hematopoetske progenitorske
stanice (187). Stanice NK periferne krvi ¢ine 8-10% cirkuliraju¢ih mononuklearnih
stanica. (188). Vazna su sastavnica nespecificne imunosti i osiguravaju obranu protiv
razli¢itih virusa, intracelularnih bakterija i maligno promijenjenih stanica bez
prethodne senzibilizacije na antigen koji ne mora biti predo¢ne u sklopu MHC
molekula (80, 189, 190). Prepoznaju svoje ciljne stanice pomocu razli¢itih
aktivacijskih i inhibicijskih receptora koji prepoznaju patogene molekule ili strane
molekule, vlastite bjelancevine koji su pojacano izrazene na transformiranim ili
virusom inficiranim stanicama ili vlastite bjelancevine koje su normalno izraZzene na
stanicama, ali sniZene u tumorskim stanicama ili onima zarazenim virusima (191,
192). Ravnoteza izmedu aktivacijskih i inhibicijskih signala nadzire aktivaciju ovih
stanica (191, 192, 193). Velini stanica NK svojstven je nedostatak CD3 molekule na
povrsini, ali i prisustvo CD56 ili NCAM (od engl. Neural cell adhesion molecule)
antigena. Na temelju jacine bojenja CD56 antigena, tj. prosjecnog broja CD56
molekula po pojedinoj stanici, CD56* stanice se dijele na CD56+Pright i CDg56+dim,
Daljnja podjela na NK stani¢ne subpopulacije temelji se na prisustvu ili odsustvu
FcyRIII ili CD16 antigena. Vecina stanica NK periferne krvi je CD56*4mCD16+ dok su
preostale CD56+rig'CD16- (194). U limfnim ¢évorovima stanice NK izrazavaju
CD56*MrightCD16- fenotip (194, 195). CD56+Pright stanice NK ucdinkovitije su u stvaranju
citokina, posebice IFN-y, dok su CD56*dim stanice NK profesionalne ubojice Stetnih

stanica ,in vivo“ (195). CD56+rightCD16- NK stanice izrazavaju CD62 ligand i
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kemokinski receptor CCR7 i CXCR4 i razli¢ite adhezijske molekule $to objasnjava
zasto se ove populacije nalaze u sekundarnim limfnim organima (196, 197). CD56+dim
stanice izrazavaju visoku razinu CXCR1 i CX3CR1 koji su povezani s migracijom
limfocita na mjesto upale (198). Molekularni mehanizam koji dovodi do izrazenije
sposobnosti CD56+dim stanica da ubijaju druge stanice vjerojatno je posljedica razlike
u intracelularnom signaliranju izmedu NK stani¢nih populacija koje su odgovorne za
njhovu citotoksi¢nu sposobnost. Signalna adapterska molekula, CD3¢, slabije je
izrazena u CD56+*right stanicama NK u usporedbi s CD56*dim stanicama NK (199), a
ove se isti¢u sposobnos$c¢u da stvaraju nespecificne zastitne ¢imbenike (amfiregulin,
lizozim) protiv gljivica i drugih patogena kao i da luce citokine kao $to je IL-10, koji

potiskuju imunoloski odgovor (199).

1.5.3.1. Podrijetlo stanica NK u maternici

Podrijetlo stanica NK maternice nije u potpunosti razjasnjeno, a dosadasnja
istrazivanja upucéuju na razlicite mogucnosti. Jedna od njih je svakako moguénost da
stanice NK maternice potjecu od CD56+PrightCD16- stanica NK periferne krvi, a temelji
se na Cinjenici da ove stanice izrazavaju CXCR4 koji im omogucuje da putuju prema
svom ligandu CXCL12 koji se nalazi izrazen na stanicama izvanresicastog trofoblasta
(197, 200). Medutim, nije moguce na isti naéin objasniti porast broja stanica NK
tijekom sekrecijske faze endometrijskog ciklusa, ali bi progesteron i estrogen mogli
potaknuti migraciju CXCR3 pozitivnih CD56+Pright stanica periferne krvi dovodeci do
povetane izrazenosti CXCL1i0 i CXCL1i1 u endometriju (201, 202). Sljedeca
mogucénost je da stanice NK maternice potjecu od CD56+4mCD16* stanica periferne
krvi koje dolaze u endometrij. Pod utjecajem kemokina, izrazenih pod utjecajem
estrogena ili progesterona, ove se stanice preobrazavaju u decidualne stanice NK.
Pokazano je da TGFf kojeg stvaraju decidualne stromalne stanice moze preobraziti
CD56*4mCD16+ stanice NK u CD56+rigitCD16- stanice NK, upucéujuc¢i na krajnju

usmjerenost ovih stanica pod utjecajem specificnih lokalnih c¢imbenika (203).
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Medutim, ovo bi mogao biti reverzibilan proces budu¢i da CD56+rigitCD16- stanice
NK mogu biti pretece za CD56*4mCD16* stanice NK (204). ,In vitro“ pretvaranje
CD56+4mCD16+* stanica NK u CD56+PrightCD16- stanice NK je slozen proces koji je malo
vjerojatno izvor decidualnih stanica NK (205). U decidui se nalazi mala (0.1%)
populacija lim"CD34+*CD45* stanica koje mogu, pod utjecajem ¢imbenika koje luce
stromalne stanice, kao $to je IL-15 ili faktor progenitorskih stanica, prije¢i u
CD56*rightCD16- stanice NK (203). Medutim, brojni faktori koji bi mogli dovesti do
ovoga zapravo nisu prisutni u edometriju (205). Najvjerojatniji mehanizam nastanka
stanica NK maternice je umnoZzavanje postojecih stanica NK pod utjecajem hormona.
»In situ“ umnozavanje je moguce budu¢i da CD56*rishtCD16- stanice NK izrazavaju
receptore za prolaktin, estrogen 3 i glukokortikoide (206, 207). Progesteron, hCG i
prolaktin mogli bi djelovati neizravno preko stromalnih stanica ili izravno preko
glukokortikoidnog receptora i utjecajem na K kanale, $Sto podupire umnoZzavanje
CD56*PrightCD16- stanica NK (208, 209). Progesteron moZze utjecati na citotoksi¢nost
stanica NK putem PIBF (od engl. Progesteron induced blocking factor) (210) i

podupirati angiogenezu (79).

1.5.3.2. Decidualne stanice NK

Decidualne stanice NK su dobro istrazena populacija stanica kako u ljudi tako i u
misa. U ljudi oko 70% decidualnih limfocita predstavljaju stanice NK specifi¢cnog
fenotipa CDs56M1ietCD16-. Ove stanice nalikuju CD56M1istCD16- stanicama NK
periferne krvi po izrazenosti ova dva biljega i izraZenosti visoke razine CD94/NKGz2.
Medutim, decidualne stanice NK nalikuju i CD56+4mCD16* stanicama s obzirom na
izrazenosti KIR molekula i granuliranom sadrzaju u stanici (198; 211) te se razlikuju
od onih periferne krvi u fenotipu i u funkeiji. (205) Aktivacijski receptor CD160
razlicito je izraZen na stanicama NK periferne krvi i u decidui. IzraZen je na veéini
CD56+dim stanica NK periferne krvi dok samo mali broj decidualnih stanica NK, i to

one koje su CD56*dim izrazavaju CD160 koji je biljeg citotoksi¢nosti (212). Kako samo
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mali broj decidualni stanica NK izrazava ovaj receptor, pretpostavlja se da glavna
funkcija decidualnih stanica NK nije ubijanje ciljnih stanica (213). Medutim,
aktivacija CD160 u stanicama NK periferne krvi dovodi do pojacanog lucenja IL-6,
TNF-a i obilnog stvaranja IFN-y (213). Ako se sli¢ni ¢imbenici stvaraju u CD160*
decidualnim stanicama NK nakon poticanja pomocu HLA-C koji je izrazen na
stanicama izvanresicastog trofoblasta, ovi citokini bi mogli imati vaznu funkciju kao
$to je npr. luc¢enje IFN-y koji je vaZzan pri pregradnji krvnih Zila (214). Decidualne i
stanice NK periferne krvi izrazavaju razli¢ite kemokinske receptore. Decidualne
CD56+brightCD16- stanice izrazavaju CXCR4 ciji je specificni ligand CXCL12 prisutan
na povrsini prodiruceg izvanresicastog trofoblasta (197). CD16- stanice NK periferne
krvi izrazavaju CXCR4 znatno viSe nego CD16*stanice NK periferne krvi tako da je
moguée da trofoblasne stanice privlace CD16- stanice NK periferne krvi u deciduu
lucenjem CXCL12 (197; 215). Biljege CD9 i CD151 izrazavaju iskljuéivo decidualne
stanice NK dok su granzim A, kao i NKG2C i NKG2E pojacano izrazeni na ovim
stanicama. Decidualne stanice NK izrazavaju NKp46, NKp44, NKp3o0, visoku razinu
CXCR3 i srednju razinu CXCR4, izrazavaju i CD69, a ne izrazavaju L-selektin (216).
Razlike u izrazaju povrsinskih biljega i adhezijskih molekula decidualnih stanica NK i

stanica NK periferne krvi prilazane su na Slici 7.
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Slika 7. Razlike izmedu stanica NK periferne krvi i decidue na temelju
izrazaja povrsinskih biljega i adhezijskih molekula. Prilagodeno iz Manaster

I, Placenta 2008; 22:60-66

Decidualne stanice NK stvaraju veliki broj citokina kao sto su MIP-1, GM-CSF i CSF-1
i to u vecoj kolic¢ini nego stanice NK periferne krvi (38), a luce i citokine koje stanice
NK periferne krvi ne luce u normalnim uvjetima, a to su LIF, angiopoetin-2, VEGF-C
(217). Za razliku od stanica NK periferne krvi, svjeze izolirane nestimulirane
decidualne stanice NK luce velike koli¢ine citokina $to upucuje da su ove stanice
aktivirane ,,in situ“, a njihovo lu¢enje moze se dalje poveéati ,in vitro“ pomocu IL-15
ili IL-18 (60). Ovi citokini mogli bi sudjelovati u nadziranju prodiranja
izvanresicastog trofoblasta pomocu necitotoksi¢nih mehanizama (214). Receptori za
GM-CSF, CSF-1, IFN-y i TNF-a su nadeni na humanim trofoblasnim stanicama (218).
Medutim, decidualne stanice NK su prisutne i kod vrsta za koje nije osobitost
prodiranja trofoblasta u maternicu. Stanice NK bi mogle sudjelovati i u promjeni
aktivnosti decidualnih dendriti¢kih stanica i limfocita T (219). Aktivirane stanice NK
mogu utjecati na decidualne dendriticke stanice da poti¢u protu-upalni imunoloski

odgovor (220). I jos jedna moguca funkcija decidualnih stanica NK je u u obrani
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fetusa od moguéih virusnih infekcija $to je vjerojatno posredovano luc¢enjem velike
koli¢ine IFN-y koji ima antivirusna svojstva (221). Molekule HLA-C, HLA-E i HLA-G
izrazene na ekstraviloznom trofoblastu otporne su na ucinke US (od engl. Unique
short) proteina kojeg luci citomegalovirus, tako da bi u slucaju infekcije maternice s
ovim virusom specificni decidualni NK receptori mogli i dalje stupati u
medudjelovanje s HLA I molekulama i omoguciti primjereno lucenje citokina s protu-

virusnim svojstvima (214, 222).

1.5.3.3. Receptori decidualnih stanica NK

Izvrsna funkcija decidualnih stanica NK strogo je nadzirana inhibicijskim i
aktivacijskim receptorima (223). S obzirom na gradu NK receptori pripadaju u cCetiri
glavne obitelji receptora: a) KIR, b) C tip lektinska obitelj (CD94/NKG), ¢) ILT, d)
NCR (od engl. natural killer cytotoxicity receptors) (224). Receptor CD94/NKG2 se
veze na neklasicne HLA-E molekule (225). Receptor CD94/NKG2A prenosi
inhibicijski signal i sprjecava lizu stanica, a CD94/NKG2C je aktivacijski receptor.
Dakle, ovi receptori su aktivacijski ili inhibicijski ovisno o citoplazmatskoj domeni.
Aktivacijski receptori imaju kratki citoplazmatski nastavak koji je povezan sa
signalnom molekulom DAP12 koja sadrzi ITAM (od engl. Immunoreceptor-tyrosine
based activation motifs) koji prenose pozitivan signal (226). Inhibicijski receptori
imaju dugi -citoplazmatski nastavak koji je povezan s ITIM-om (od engl.
immunoreceptor tyrosine based inhibition motifs) koji prenose negativne signale
nakon vezanja za specificne ligande (224). Homodimer NKG2D je aktivacijski
receptor koji pripada lektinskoj obitelji receptora, a povezan je s MICA i MICB kao i s
ULBP (od engl UL-16 binding protein) (225,227).

Za stvaranje KIR odgovorno je deset gena (224). Izvanstani¢cna domena moZe imati
dvije (KIR2D) i tri (KIR3D) imunoglobulinu sli¢ne domene (224). KIR2D uglavnom
prepoznaje HLA-C i razlikuje dva HLA-C alotipa koji se razlikuju na temelju

dismorfizma a1 domene. Receptor KIR2DL ima dugi citoplazmatski nastavak i
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povezan je s ITIM, dok je KIR2DS s kratkim citoplazmatskim nastavkom povezan s
ITAM/DAP-12. Stanica NK istovremeno izrazava dva ili visSe KIR i/ili CD94/NKG2 i
ITL (226). Izrazen je uvijek barem jedan inhibicijski receptor za vlastite HLA 1
molekule, ali i istovremeno mogu izrazavati i KIR koji prepoznaju tude HLA molekule
§to je vazno u reprodukeiji koja je jedino fiziolosko stanje u kojem stanice NK dolaze
u dodir s tudim HLA molekulama (223). Obitelj ILT ¢ine barem osam ¢lanova koji
imaju razliciti broj imunoglobulinskih domena te mogu biti aktivacijski i inhibicijski
(223). Receptor ILT se nalazi izrazen na stanicama monocitne loze, limfocitima B,
stanicama NK i T limfociti. Dva ¢lana ILT obitelji (ILT2 i ILT4) vezu se na HLA I
molekule, uklju¢uju¢i HLA-G. Aktivacijski receptori, NKpg6, NKp44 i NKp3o
pripadaju u NRC skupinu receptora (214). Zanimljivo je da su specifi¢ni ligandi za
veéinu decidualnih NK receptora izrazeni na izvanresic¢astom trofoblastu i to HLA-C,
HLA-E i HLA-G (223, 225, 226). Medutim, decidualne stanice NK ne pokazuju
citoliticku aktivnost protiv trofoblasnih stanica, a njihova citotoksi¢nost je smanjena
u odnosu na stanice NK periferne krvi, iako izrazavaju citoliticke molekule kao Sto je
perforin, granzim A i granzim B kao i nekoliko aktivacijskih receptora kao $to su
NKp46, NKpg4, NKp30, NKG2D i NKG2B (228). U ,,in vitro“ pokusima pokazano je
da decidualne stanice NK ne mogu ubiti trofoblasne stanice ukoliko nisu aktivirane s
IL -2 koji nije prisutan u normalnim trudno¢ama (229). Nedostatak citoliticke
aktivnosti stanica NK prema trofoblasnim stanicama moze biti posljedica
medudjelovanja izmedu neklasi¢nih molekula HLA I (HLA-E i HLA-G i HLA-C) i
inhibicijskih receptora izrazenih na stanicama NK kao sto je LIR-1, ILT2, KIR2DL4 i
CD94/NKG2A iako KIR2DL4 moze pokazivati i aktivacijsku funkciju (214). Vacca i
suradnici (230) smatraju da je citoliticka aktivnost stanica NK potisnuta 2B4
receptorom koji donosi inhibicijski signal Sto je sukladno s niskom ili odsutnom
izrazenosti bjelancéevina koje su povezane s signalnim aktivacijskim molekulama na
limfocitima. Nedostatak citotoksi¢nosti kod decidualnih stanica NK moze biti

posljedica i njihove nemoguc¢nosti da stvaraju zrele aktivacijske sinapse (231).
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Decidualne stanice NK ne mogu polarizirati mikrotubule u organizacijske centre i
granule koje sadrze perforin u sinapse (231). Nemogu¢nost decidualnih stanica NK da
ubiju trofoblasne stanice moglo bi biti posljedica izrazaja aktivhe forme X-vezanog
inhibitora apoptoze (XIAP) u trofoblasnim stanicama prvog tromjese¢ja trudnoce
(186). Ovaj inhibitor kaspaza smanjuje ucinkovitost Fas apoptoticke kaskade u
trofoblastu rane trudnoée. Medudjelovanje decidualnih stanica NK s okolnim
stanicama koje pripadaju ili ne pripadaju imunoloSkom sustavu doprinosi njihovoj
inhibiciji i sposobnosti da ostete okolno tkivo ubijajuéi stanice fetalnog podrijetla

(214).

1.5.3.4. Uloga decidualnih stanica NK na spoju majcinih i fetalnih tkiva
Decidualni mikrookoli§ potiskuje citotoksi¢nu funkciju stanica NK, ali i potice
njihovu visestruko korisnu funkciju. Zapravo, Croy i suradnici (116) su pokazali da
uklanjanje decidualnih stanica NK u misa dovodi do poremecaja mjesta implantacije
kao i neodgovarajuce pregradnje spiralnih arterija, a funkcija decidualnih stanica NK
na mjestu implantacije posredovana je lucenjem IFN-y koji vjerojatno odreduje
promjer lumena krvnih Zila tijekom decidualizacije. Stoga su decidualne stanice NK
klju¢ne za normalnu preinaku i razvoj krvnih Zzila u decidui koja je nuzna za razvoj
normalne trudnoce. Funkcija decidualnih stanica NK upucuje na to da je aktivacija, a
ne inhibicija ovih stanica nuzna kako bi mogle obaviti svoju korisnu ulogu na spoju
majcinih i fetalnih tkiva (205). Moffet i suradnici (38) upucuju da medudjelovanje
izmedu KIR na decidualnim stanicama NK i HLA-C na izvanresi¢astom trofoblastu,
koji dovodi do jakog potiskivanja funkcije stanica NK, povecava opasnost razvoja
preeklampsije. Aktivacija stanica NK ostvarena vezanjem KIR s HLA-C uzrokuje bolje
prodiranje stanica trofoblasta (211).

Decidualne stanice NK koje izrazavaju aktivacijski receptor KIR2DS4 stvaraju vecu
koli¢inu IL-10, VEGF i PLGF nego klonovi koji izrazavaju inhibicijske receptore kao

sto je KIR2DL1 (214). To znac¢i da aktivacija decidualnih stanica NK smanjuje
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opasnost od razvoja preeklampsije stvaranjem dovoljne koli¢ine ¢imbenika rasta i
kemokina koji doprinose prodiranju trofoblasnih stanica i pregradnji krvnih zila
(232. Istrazivanja kod ponavljaju¢ih spontanih pobacaja pokazala su da ne postoji
razlika u ukupnom broju stanica NK u decidui normalne i patoloske trudnoce,
medutim, u decidui patoloskih trudnoc¢a veci je udio CD56+4mCD16* stanica koje
imaju ogranicen raspon inhibicijskih receptora. Iz navedenog se moze zakljuciti da
medudjelovanje izmedu majc¢inih KIR izraZenih na povrsini decidualnih stanica NK i
HLA-C molekula koje potjecu od oca imaju znacajnu ulogu u regulaciji razvoja i
vaskularizacije posteljice (205).

Decidualne stanice NK predstavljaju specificnu skupinu stanica koja je razlic¢ita od
stanica NK periferne krvi trudnica. Masivna mobilizacija ovih stanica na mjesto
implantacije i njihovo obilje u decidui bazalis tijekom prvog i drugog tromjesecja
trudnoce upucuje na njihovu vaznost, a njihov fenotip se moze usporediti s njihovom

specificnom funkcijom.

1.6. Citotoksi¢ni mehanizmi na spoju majcinih i fetalnih tkiva

Stanice NK i limfociti T predstavljaju glavne izvrSne stanice imunoloskog sustava u
reakcijama stanicama posredovane citotoksi¢nosti koje se odvijaju kroz dva osnovna
mehanizma, a to su citotoksi¢nost posredovana otpustanjem sadrzaja iz citotoksickih
zrnaca te citotoksi¢nost posredovana smrtonosnim receptorima (233). S obzirom na
brzinu citotoksi¢ne aktivnosti razlikuju se brzi citotoksi¢ni mehanizmi posredovani
perforinom i smrtonosnim receptorima (FasL) te dugoro¢ni mehanizmi posredovani
¢imbenikom nekroze tumora o (TNFa) i molekulom TWEAK (od engl. TNF-like weak
inducer of apoptosis), te granulizin i TRAIL (od engl. TNF-related apoptosis inducing

ligand) (234, 235, 236).
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1.6.1. Perforin

Podak i suradnici prvi put su izdvojili perforin iz limfocita T (237). Njegova sinteza
pocinje stvaranjem neaktivnog oblika veli¢ine 70 kDa koja se potom cijepa na C
terminalnom kraju pri ¢emu nastaje aktivna forma veli¢ine 60 kDa (238). Ova forma
sastoji se od 534 aminokiselina, koja je u srediSnjem dijelu duzine 300 aminokiselina
i pokazuje homologiju s C9 komponentom komplementa te je ukljuéena molekule u
formiranje pora (238). Nakon lu¢enja u medustani¢ni prostor, perforin se veze i
umece u fosfolipidni dvosloj stanicne membrane ciljne stanice te polimerizira pri
¢emu stvara pore promjera 16 nm koje uzrokuju stani¢nu smrt procesom nekroze
dovodeci do osmotske nestabilnosti i lize ciljne stanice. Iako perforin unistava ciljnu
stanicu nije Stetan za stanicu u kojoj se sintetizira. Razina kalcija u zrncima koja
sadrzavaju perforin je vjerojatno niska budu¢i da je perforin unutar zrnaca u obliku
monomera (239). Tek nakon sekrecije dolazi do porasta pH i porasta koncentracije
kalcija Sto omogucuje aktivaciju perforina i unistenje ciljne stanice i stanice u kojoj je
stvaran (239). Kroz pore je omogucen ulazak drugih sastojaka citotoksickih zrnaca,
prije svega granzima B, koji dovodi do apoptoze ciljne stanice (240). Postoje barem
tri vrste granzima (A, B i H) koji se nalaze zajedno s perforinom u citolitickim
zrncima te se luce putem egzocitoze u smjeru ciljne stanice (239). Unutar ciljne
stanice granzim uzrokuje cijepanje DNA dovode¢i do apoptoze. Ulazak granzima u
ciljnu stanicu mogu¢ je i bez prisustva peroforina, a jedan od nacina djelovanja je
svakako putem manoza-6-fosfatnog receptora (241). Moguce je da je perforin nuzan
prije svega za oslobadanje granzima B iz endosomskog odjeljka, a ne samo u

stvaranju pora na ciljnoj stanici (204).
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1.6.2. Perforin na spoju majcinih i fetalnih tkiva

Decidualne stanice NK sadrZe brojna zrnca ispunjena citotoksi¢nim medijatorima
koji sprjecavaju pretjerani prodor trofoblasta, ali i omogucavaju opskrbu posteljice
majc¢inom krvlju (233). Rukavina i suradnici (242). pokazali su da je sadrzaj perforina
u decidui veéi nego u bilo kojim drugim fizioloskim i patoloskim stanjima budu¢i da
viSe od 95% od svih decidualnih CD56+ stanica izrazava perforin. Iako su citotoksi¢ne
stanice u decidui spremne ubiti ciljne stanice, pod ucinkovitim su nadzorom koji
onemogucava njihovu aktivaciju koja bi mogla dovesti do prekida trudnocée. Nadzor
stanica NK vrsi se topljivim ¢imbenicima (IL-2, IL-12, IL-15 i IL-18) i progesteronom.
Uloga perforina na spoju majc¢inih i fetalnih tkiva je obrana majke i fetusa od
razli¢itih mikroorganizama kao i uklanjanje odumrlih stanica zametka i stanica
posteljice. King i suradnici (243) su ,in vitro“ pokazali da nestimulirane svjeze
izdvojene stanice NK ne ubijaju trofoblasne stanice prvog tromjesecja trudnoce, a
pokazuju citotoksi¢nost prema NK osjetljivim K562 humanim stanicama kroni¢ne
leukemije. Kada su stanice NK stimulirane s IL-2 dobivaju LAK aktivnost (od engl.
Lymphokine activated killing) i citotoksi¢nost prema trofoblastu kao i JEG-
koriokarcinomskoj stani¢noj liniji. Limfociti prvog tromjesecja trudnoce liziraju NK
rezistentnu P815 misju liniju (244).

Velika koli¢ina perforina u decidui vjerovatno sluzi zastiti majke i fetusa od
potencijalno Stetnih bakterija. Ukoliko je zastitna barijera naruSena infektivnim
uzro¢nikom ili abnormalnom imunolo$skom aktivacijom, brzi imunoloski odgovor
osigurava oslobadanje citotoksi¢nih medijatora kako bi zastitili majku Sto moze
dovesti do gubitka fetusa ukoliko postoji potreba za jakim Th1 odgovorom. Cuvanje

majcinog zivota je evolucijski izbor koji je presudan za odrzavanje vrste (245).
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1.6.3. Fas Ligand

Fas je tip I transmembranske bjelancevine koji u izvanstanicnom dijelu sadrzi tri
cisteinom bogata ponavljajuca dijela koja sluze kao vezno mjesto za razlicite ligande
(246). Fas je izrazen na velikom broju normalnih stanica ukljuc¢ujuéi limfocite T i B,
jetrene stanice i epitelne stanice jajnika. FasL je tip II transmembranskog proteina, a
njegova izrazenost na stanicama udruzena je s imunoloski povlastenim mjestima i
prezivljavanjem tumora (246). FasL je izrazen na imunoloski privilegiranim
mjestima kao Sto je oko (247), maternica i posteljica (248). Neki tumori izrazavaju
FasL, vjerojatno kao nacin kojim izbjegavaju imunoloski odgovor (249). Kada dode
do vezanja Fas i FasL, aktivira se kaskada koja dovodi do aktivacije unutarstani¢ne
domene smrti, DD (od engl. Death domain) koja aktivira nizvodne signalne puteve
koji konaéno vode aktivaciji kaspaze-3 koja uzrokuje razgradnju bjelancevina i
stanicnu smrt (250). Nedostatak FasL udruZen je s autoimunim nefritisom,
uvetanjem limfnih ¢vorova, limfoproliferativnim bolestima,
hipergamaglobulinemijom, dok nedostatak gena za Fas dovodi do sli¢nih poremecaja
§to ukazuje na ulogu medudjelovanja Fas i FasL u odrzavanju homeostaze limfnog

tkiva (251).

1.6.4. Fas/Fas Ligand na spoju majéinih i fetalnih tkiva

FasL izrazavaju stanice resiCastog i izvanresicastog trofoblasta, intersticijskog
trofoblasta te velike ,gigantske“ trofoblastne stanice cCesto s dvije jezgre i makrofagi iz
fetalnih resica ili Hoffbauerove stanice (252, 253). FasL izrazen je u endometriju Zena
koje nisu trudne kao u trudnih Zena do 4 dana nakon cega je FasL izrazen u decidui,
oko mjesta implantacije (30). Tijekom 12. i 14. dana trudnoce FasL je prisutan na
stanicama trofoblasta koje razdvajaju majc¢ine prostore ispunjene krvlju i endotelne
stanice zametka (252). Izrazenost FasL najprije u maternici, a poslije na posteljici
vjerojatno je mehanizam koji omogucéava zastitu zametka od aktiviranih stanica

imunolos$kog sustava. FasL upravlja seljenjem Fas* stanica na spoju majc¢inih i
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fetalnih tkiva i osigurava mehanizam kojim stanice trofoblasta izbjegavaju majéin
imunoloski odgovor (233). FasL je pohranjen u unutarstani¢nim zrncima limfocita T i
stanica NK te izlazi na povrSinu stanice nakon njihove nespecificne aktivacije Sto
dovodi do apoptoze Fas* ciljnih stanica bez medusobnog dodira stanica (256). FasL
takoder je izrazen na trofoblasnim stanicama u resicama posteljice gdje vjerojatno
nadzire rast posteljice. U decidui ve¢ina stanica koje podlijezu apoptozi su majcini
leukociti, dok stanice trofoblasta, posebice na mjestu najjaceg prodiranja nisu
apoptoticke, iako mogu biti okruZene stanicama koje podlijezu apoptozi. Cini se da
funkcija FasL ovisi o njegovom anatomskom smjeStaju. U resicama, FasL bi mogao
biti ukljucen u rast posteljice, dok u decidui vjerojatno sluzi obrani od aktiviranih
majcinih leukocita (233). Uloga Fas i FasL u fiziologiji trofoblasta znatno je sloZenija
nego se prvotno smatralo buduéi da trofoblasne stanice osim FasL izrazavaju i Fas
molekulu, a trofoblast je zasticen od stanicama posredovane smrti tijekom rane

trudnoce jer izrazavaju Fas receptore koji ne prenose signal u stanicu (233, 257, 258).

1.6.5. Nadziranje kratkoroc¢nih citotoksi¢cnih mehanizama na spoju
majcinih i fetalnih tkiva

Smatra se da citokini igraju klju¢nu ulogu u nadziranju izrazenosti perforina i FasL.
Poznato je da IL-2 povectava citotoksi¢nost limfocita T i stanica NK prema NK
osjetljivim i rezistentnim stanicama (244) kao i prema citotrofoblastu, tumorima i
virusima inficiranim stanicama Humane stanice NK pod utjecajem IL-2 postaju LAK
stanice koje su citotoksicne prema stanicama trofoblasta kao i prema JEG
koriokarcinomskoj stani¢noj liniji (244). Citokin IL-2 povecava izraZenost perforina i
FasL na razini mRNA i bjelancevine u decidualnim limfocitima (259). Medutim IL-2
nije prisutan na spoju majcinih i fetalnih tkiva (259), iako su von Rango i suradnici
(260) otkrili iznimno niske koncentracije IL-2 u decidualnom tkivu. Citokin IL-12,
prisutan kod ljudi i miSa na mjestu implantacije u niskim koncentracijama, ukljuc¢en

je u nadziranje prodiranja trofoblasta i pregradnju krvnih zila tijekom rane trudnoce
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(261). Decidualni limfociti kao i limfociti periferne krvi stimulirani s IL-12
citotoksi¢ni su prema JEG-3 i JAR koriokarcinomskoj stani¢noj liniji i prema
stanicama trofoblasta. Limfociti periferne krvi trudnih Zena stimulirani s IL-12
povecavaju izrazenost perforina i povetavaju citotoksi¢nost posredovanu perforinom
prema K562 stani¢noj liniji (261). Citokin IL-15 povecava citotoksi¢nost limfocita
periferne krvi posredovane perforinom, granzimima i IFN-y (262). Naden je u
decidui na makrofagima, stromalnim stanicama, amnionu i korijonu (68), a njegovu
izraZenost nadziru prostanglandini i progesteron. Progesteron se veZze na stromalne
stanice koje izrazavaju progesteronski receptor sto dovodi do povetanog stvaranja
PIBF koji onda ostvaruje svoj uc¢inak na decidualne stanice, ukljucujuci i makrofage
(263). IL-18, koji je znacajan u pregradnji krvnih zila tijekom rane trudnoce,
poveéava citotoksi¢nost stanice NK i CD8+* T stanica povetanjem izraZenosti

perforina i FasL (264)

1.6.6. Uloga kratkoroénih citotoksi¢énih mehanizama na spoju majcinih i

fetalnih tkiva

Funkcija citotoksi¢nih molekula na spoju majcinih i fetalnih tkiva i dalje nije u
potpunosti razjasnjena. Visoki citoliticki potencijal stanica NK najvjerojatnije
osigurava zasStitu majke i fetusa protiv razlicitih mikroorganizama, ali i dalje ne
objasnjava potrebu za tolikim citotoksi¢nim potencijalom stanica NK tijekom trudnoce
(245). Smatra se da perforin i FasL sluze odrzavanju homeostaze decidualnih stanica
NK (233). Misevi koji ne posjeduju gen za perforin imaju znatno veci broj stanica NK u
decidui koje se nastavljaju umnazati i nakon Sto se broj stanica NK fizioloski pocinje
smanjivati tijekom proestrusa u normalnog misa (265). Kod miseva kojima nedostaje
gen za FasL postoji izrazita infiltracija leukocitima i nekroza nakon 10 dana trudnoce.
Stanice koje su prodirale kroz granicu posteljice bili su neutrofili i makrofagi Sto

ukazuje na to da odsustvo FasL omoguéava pretjeranu infiltraciju posteljice majéinim
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fagocitima (248). Redundantni mehanizmi su od iznimne vaznosti na spoju majcinih i
fetalnih tkiva. Nedostatak samo jednog od ovih medijatora ne uzrokuje neplodnost u
misSeva dok su miSice kojima nedostaju geni za oba citoliticka puta neplodne te boluju
od teske upale gusterace, maternice i jajovoda te neplodnosti (266). Stanice NK i
limfociti T kojima nedostaju geni za perforin i FasL nisu sposobne ukloniti antigen
predocne stanice $to dovodi do ponavljanog stimuliranja i klonskog umnazanja
citotoksi¢nih limfocita T i stanica koje predocavaju antigen sto dovodi do pro-upalnog
Th-1 stani¢nog odgovora (266). Th1 citokini poveéavaju izrazenost Fas molekule na
trofoblasnim stanicama sto ih ¢ini podloznim apoptozi posredovanoj aktiviranim
majcinim limfocitima (267). Tako perforin i FasL predstavljaju dva glavna citoliticka
puta koji pod utjecajem lokalnih citokina i hormona djeluju na stupanj aktivacije
decidualnih stanica NK i time sudjeluju u podesavanju imunolo$kog odgovora na

spoju majcinih i fetalnih tkiva (233).

1.6.7. TRAIL na spoju majcinih i fetalnih tkiva

Bjelancevina TRAIL koja pripada obitelji TNF, a strukturno i funkcionalno vrlo je
slicna FasL bjelancevini (268). TRAIL i FasL medusobno suraduju u ogranic¢avanju
klonskog umnazanja limfocita nakon aktivacije i koriste zajednicke signalne puteve
koji dovode do apoptoze stanica (269). Unutar sustava TRAIL/TRAIL-receptora (R)
nadziranje apoptoze ovisi o razlicitoj izrazenosti pojedinih receptora za TRAIL, kao Sto
su DR4 (TRAIL-R1) i DR5 (TRAIL-R2) koji prenose signal za apoptozu te DcR1
(TRAIL-R3 i DcR2 (TRAIL-R4) kojima nedostaje funkcionalna smrtonosna domena i
djeluju kao receptori mamilice (270). Apoptotska signalna kaskada sli¢na je kao i za
Fas/FasL, vodi aktivaciji kaspaze-8 i neizbjezne smrti stanice uslijed cjepanja DNA.
Prava uloga TRAIL molekule nije u potpunosti poznata, ali se smatra da ima vaznu
ulogu u djelovanju protiv tumora i virusom inficiranih stanica (80). TRAIL-R su

izrazeni u razli¢itim tkivima, a analiza Northen blot-om pokazala je prisustvo svih
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Cetiriju vrsta u humanoj posteljici (271). TRAIL je izrazen na stanicama
sinciciotrofoblasta te vjerojatno, zajedno s molekulom FasL sudjeluje u odrzanju
imunoprivilegiranih uvjeta na spoju majcinih i fetalnih tkiva. Sinciciotrofoblast sadrzi
najviSe TRAIL molekula koje zajedno s FasL ograni¢ava umnazanje limfocita (234,
271). Citokin IFN-y povecava izrazenost medijatora TRAIL na aktiviranim limfocitima
i stanicama trofoblasta (271). Makrofagi su druga populacija stanica koja izrazava
TRAIL (271). Uloga TRAIL molekule na viloznim makrofagima nije poznata, medutim
moguce je da ove stanice, kojima je glavna uloga da fagocitiraju, luce citokine i
sprjeCavaju prijenos nezeljenih tvari u fetus, koriste TRAIL kako bi doprinjeli
oblikovanju posteljice i zastitili majku i zametak od razvoja neoplasti¢nih stanica (271).
Majéine decidualne stanice takoder su TRAIL pozitivne. Cini se nerazumo da ove
stanice ubijaju trofoblasne stanice, a malo je dokaza koji govore u prilog smrti stanica
trofoblasta posredovane ovim mehanizmom. Stoga se smatra da je moguca uloga ovog
mediatora da unisti neoplasti¢ne stanice koje nastaju u dinamic¢noj situaciji rasta i

proliferacije kakvo je prisutvu u trudnod¢i.

1.7. Kemokini

Kemokini su velika obitelj malih kemotakti¢nih citokina koji imaju znaéajnu ulogu u
privlaéenju i aktivaciji leukocita (272). Imaju brzo lokalno djelovanje putem
receptora udruZenih s G proteinom. Postoji viSe od 50 kemokina, a dijele se u Cetiri
skupine ovisno o gradi aminoterminalnog cisteinskog kraja molekule i to u CC, C,
CXC i CX3C kemokine. Postoji znatno preklapanje u djelovanju kemokina ve¢inom
zbog ograni¢enog broja kemokinskih receptora u odnosu na broj kemokinskih
liganada (95). Kemokini se lu¢e u odgovoru na upalni poticaj, brzo djeluju i brzo se
razgraduju, ali mogu biti i konstitucijski izrazeni u svrhu tkivne homeostaze i
imunoloskog nadzora. Proces kemotaksije nije ovisan samo o koncentraciji kemokina
nego i o prisustvu i aktivnosti proteolitickih enzima kao S$to su matriks

metaloproteinaze Sto omogucuje da kemokinski mikrookolis bude strogo kontroliran.
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Pretjerana ili nekontrolirana izraZenost kemokina moze dovesti do neprimjerenog

kretanja i aktivacije leukocita u tkiva (272).

1.7.1. Izrazaj kemokina na spoju majcinih i fetalnih tkiva

Razlic¢iti kemokini su izrazeni u endometriju. Stanice koje lu¢e kemokine smjestene
su pretezno uz glandularni i luminalni epitel, leukocite i decidualiziranu stromu, a u
nekim slucajevima i uz majcine krvne Zile (199). Tijekom rane faze implantacije i
placentacije kemokini su odgovorni za uspostavljanje jedinstvenog okolisa privlaceci
leukocite koji su nuzni za uspjesnu trudnoc¢u, makrofage i stanice NK. Cijela paleta
kemokina i njihovih receptora izraZzena je u epitelu endometrija, decidui i invazivnom
citotrofoblastu tijekom implantacije embrija (198). Prema dosadasnjim
istrazivanjima kemokini nisu nadeni na blastocisti u periimplantacijskom razdoblju,
kao ni u mediju u kojem je blastocista kultivirana (273), ali su nadeni receptori
CCR2B i CCR5 na unutrasnjem sloju stanica blastociste i na vanjskom sloju
trofoblasta (273). Na epitelu maternice tijekom sredine sekrecijske faze intenzivno je
izrazen fraktalkin, CCL4, CCL8, CCL11, CCL-14, CCL16, CCL21, CCL22 (274, 275,
276) za koje se smatra da imaju znacajnu ulogu u dogadajima koji prethode
implantaciji. Kemokinski receptori (CXCR1, CXCR4, CCR5 i CCR2B) su takoder
nadeni na epitelnim stanicama maternice tijekom faze prijemljivosti endometrija
tako da se moze pretpostaviti da kemokini koji se oslobadaju u lumen maternice ili na
povrsini luminalnog epitela igraju znacajnu ulogu u priljubljivanju i pri¢vrséivanju
blastociste tijekom implantacije (198). Kemokini i nihovi receptori utvrdeni su na
citotrofoblastu tijekom prvog tromjesecja trudnoce, a uklju¢uju CXCR1, SDF-1 (od
engl. Stromal derived factor) i MIP-1a ( 277, 278) i njihove recepore CCR1, CCR2B,
CCRj5, CXCR2B i CXCR1(273, 277). Kemokinski receptori (CXCR1, CCR1, 2 i 3) su
takoder nadeni na endovaskularnom ekstraviloznom trofoblastu (279). Nadalje,
unutar resica gotovo svi kemokini su izrazeni na fibroblastima ili makrofagima, a

citotrofoblast izrazava Siroku paletu kemokinskih receptora sto znaci da su stanice
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citotrofoblasta spremne odgovoriti na kemokinske signale na spoju majcinih i
fetalnih tkiva (280). U decidui je prisutan veliki broj kemokina i njihovih receptora
koji mogu privuéi kako pro-upalne tako i protu-upalne stanice. Ve¢ina kemokina koje
luci decidualizirana stroma endometrija, kao sto je MDC, MCP-3, fraktalkine, 6Ckine,
MIP-1 snazno poticu kemotaksiju kako makrofaga tako i stanica NK (276).
Prekursori decidualnih stanica NK u perifernoj krvi (CD56+*CD16°) izrazavaju
receptore i snazno odgovaraju na 6Ckine i nesto manje na MIP-1 i MCP-4 (281,
282). Tijekom prvog tromjese¢ja trudnoée kemokini su vjerojatno odgovorni za
putovanje leukocita u decidui, a kemokini koji su odgovorni za to su GCP-2 (od engl.
Granulocyte chemotactic protein), IP-10 (od engl. Inositol phosphate-10), BRACK,
MCP-1, MIP-1a (273, 277, 278). Tijekom implantacije i razvoja posteljice kemokini su
odgovorni za uspostavljanje jedinstvenog imunoloskog okoliSa pomoc¢u privlacenja
odredenih leukocita prisutnih tijekom trudnoce, prije svega makrofaga i stanica NK.
Tako CCL2 luce endometrijalne epitelne stanice kako u lumen maternice tako i
bazalno u podlijeze¢u stromu i vjerojatno posreduje u privlacenju makrofaga u
deciduu, a mogao bi imati i uc¢inak i na blastocistu u periimplantacijskom razdoblju
budué¢i da sama blastocista izrazava receptor za CCL2 (CCR2). Pro-upalni citokini
TNF-a i IL-1P potic¢u stvaranje CCL2, a poviSena razina ovog kemokina u endometriju
dovodi do nekontroliranog privlacenja makrofaga sto moze dovesti do poremecéaja u
prodiranju trofoblasta u krvne Zile. Promjene u izraZenosti kemokina i pro-upalnih
medijatora na mjestu implantacije mogu dovesti do ranih poremecaja u posteljici $to

moze dovesti i do preeklampsije (272, 279).
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1.7.2. Kemokinski ligand 22 (CCL22) na spoju maj¢inih i fetalnih tkiva

Kemokin koji potje¢e od makrofaga (MDC od engl. macrophage derived chemokine)
ili CCL22 pripada obitelji CC kemokina. Stvaraju ga prije svega makrofagi i
dendriticke stanice nakon stimulacije s patogenima ili anti CD40 protuutijelom. Th2
citokini, kao $to su IL-4 i IL-5, povecavaju njegovo lucenje dok ga Thi citokini
smanjuju. Kemokin CCL2 dovodi do seljenja dendritickih i Th2 stanica, a povecan je
u bolestima koje su udruzene s Th2 imunoloskim odgovorom kao S$to je atopijski
dermatitis. CCL22 igra znacajnu ulogu u privlacenju Th2 stanica na mjesto upale i u
nadziranju Th2 imunoloskog odogovora (283). CCL22 nalazi se izrazen u
endometriju tijekom sredine sekrecijske faze kao i tijekom rane trudnoce, a luci se

ve¢inom u decidui (276).

1.7.3. Kemokinski ligand 3 (CCL3) na spoju majcinih i fetalnih tkiva

Kemokin CCL3 ili MIP-1a lu¢e makrofagi nakon stimualcije s bakterijskim citokinima
(284). Aktivira granulocite sto dovodi do akutne upale posredovane neutrofilima
Potice stvaranje i oslobadanje drugih pro-upalnih citokina kao sto je IL-1, IL-6 i TNF-
a iz fibroblasta i makrofaga (284). Utjece na funkciju stanica NK mnogostrukim
mehanizmima. CCL3 privla¢i stanice NK, poveéava njihovo umnazanje i
citotoksi¢nost, vjerojatno povecanjem oslobadanja perforina, te povecava lucenje
drugih pro-upalnih kemokina iz stanicama NK (285). Povetana izraZenost ovog
kemokina mogla bi biti udruzena s povecanjem citotoksi¢nosti decidualnih stanica
NK, sto bi moglo nepovoljno utjecati na ishod trudnoce. Pokazano je ranije prisustvo
ovog kemokina u endometriju (286), iako Johnes i sur. pomo¢u RT-PCR-a nisu

uspjeli dokazati njegovo prisustvo tijekom menstrualnog ciklusa (276).
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1.7.4. Kemokinski ligand 17 (CCL17) na spoju majc¢inih i fetalnih tkiva

Kemokinski receptor CCR4 izraZzen je ve¢inom na povrsSini Th2 stanica, a njegov
ligand je CCL17 (TARC) koji ima znacajnu ulogu u privlacenju Th2 stanica na mjesto
imunoloskog odgovora (287). Tsuda i sur. su pokazali da je TARC, kao Th2 kemokin,
prisutan tijekom rane trudnoce te da ga luce pretezno stanice trofoblasta, epitelne
stanice maternice i endometrijalne zlijezde te posreduje u infiltarciji CCR4+ T stanica

na spoju majcinih i fetalnih tkiva $to je vazno u odrzavanju trudnoce (287).

1.8. Citokini na spoju majcinih i fetalnih tkiva

Citokini su regulacijski peptidi ili glikoproteini koje mogu stvarati gotovo sve stanice
u tijelu koje posjeduju jezgru (80). Imaju pleotropni uc¢inak i nadziru hematopoetske,
endokrine, neuralne i brojne druge stanice (80), a djeluju kao posrednici izmedu
stanica i/ili unutar stanica lokalno u tkivu, a samo se rijetko otpustaju u cirkulaciju i
djeluju kao endokrini medijatori (288, 289). CD4* limfociti T igraju sredi$nju ulogu u
imunoloskom sustavu jer stvaraju citokine i nadziru razlicite imunoloske funkcije.
Mogu se Kklasificirati na limfocite Th1 i Th2 T s obzirom na stvaranje citokina (290).
Th1 stanice koje stvaraju pro-upalne citokine kao sto su IL-2, TNF-a i IFN-y koji su
ukljuceni u reakcije odgodene preosjetljivosti te su povezani s funkcijom citotoksi¢nih
limfocita T (80). Th2 stanice stvaraju IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13 koji su ukljuceni u
imunoloski odgovor posredovan protutijelima. Prevlast Th2 citokina smatra se
presudnim za odrzavanje humane trudnoce (291). Th2 citokini, koje stvara trofoblast
i druge stanice, nadziru funkcije majcinog endokrinog sustava i trofoblasta (292).
Citokine stvaraju limfociti nakon njihove aktivacije putem CD3-TCR kompleksa ili
citokin-citokin receptorskog signala. Naivni limfociti T stvaraju iskljuc¢ivo IL-2, dok
memorijski luce citokine kao $to su IL-3, IL-4, IFN-y i IL-6 (293). Limfociti prisutni u
decidui rane trudnoce ve¢inom su memorijski limfociti (294), te lokalno luce velike

kolié¢ine citokina.
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Citokini IL-4 i IL-10 poticu diferencijaciju Tho stanica u Th2 stanice (290), a,
trofoblast luci IL-4 i IL-10 koji poticu Th-2 stanice (295). Stanice trofoblasta imaju
resice i sadrzavaju mRNA za IL-10 (94), Sto bi moglo objasniti prevlast Th2 stanica u
decidui. G-CSF, koji se nalazi u velikoj koli¢ini u posteljici i decidui (296) takoder
potice Th2 limfocite (297). Progesteron je hormon koji se nakuplja za vrijeme
trudnoce i presudan je za odrzavanje trudnoce. Kad se progesteron oslobodi iz Zutog
tijela nakon ovulacije, priprema maternicu za prihvat i razvoj oplodene jajne stanice
diferencijacijom endometrija iz proliferacijske faze u sekrecijsku tj. deciduu. U
meduvremenu Thi/Th2 omjer znacajno pada Sto pogoduje (177) razvoju majcino-
fetalne jedinice, Sto bi moglo biti posljedica djelovanja progesterona koji uzrokuje
konverziju Tho stanica u Th2 stanice. Decidualni limfociti T luce vise IL-4 i LIF pod
utjecajem progesterona nego klonovi limfocita periferne krvi istih Zena (298). Citokin
IL-15 sudjeluje u razli¢itim funkcijama u prirodenoj i stecenoj imunosti, ukljucujuci
razvoj, aktivaciju, udomljavanje i prezivljavanje izvr$nih stanica, posebice stanica NK,
NKT i CD8* limfocita T (299), a stvaraju ga monociti, makrofagi, stromalne stanice
kostane srzi i epitelne stanice timusa kao i epitelne stanice u bubregu, kozi i
probavnom traktu (299). IL-15 utjeCe na citotoksi¢nost i umnazanje decidualnih
stanica NK (Verma et al., 2000). Jedini ¢imbenik za kojeg je poznato da izaziva sli¢ne
ucinke je IL-2 (152). S obzirom na to da IL-2 nije dokazan nigdje na spoju majéinih i
fetalnih tkiva, ¢ini se da IL-15 ostvaruje znacajni u¢inak u nadzoru stanica NK ”in
vivo”. Dokazan je u endometriju Zena koje nisu trudne, decidui i posteljici na razini
proteina i mRNA. (300). S obzirom na to da su na stanicama NK prisutne sve tri
komponente IL-15 receptora, smatra se da su stanice NK sposobne odgovoriti na
stimulaciju IL-15 (68). Citokin IL-15 utje¢e na umnazanje decidualnih CD56* stanica
NK i to na nacin ovisan o dozi te utjece i na citoliticku aktivnost stanica NK protiv NK
osjetljivih staniénih linija kao $to je K562. Interleukin-15 takoder potice citoliticku
aktivnost decidualnih stanica NK protiv koriokarcinomske linije JEG-3, ali ne

pojacava tu aktivnost protiv izoliranih stanica trofoblasta (68).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
Istrazivanje obuhvaéeno ovom doktorskom disertacijom polazi od pretpostavke da je
MUC1 prirodni ligand za endocitozne receptore koji sadrzavaju regije za vezanje
ugljikohidrata, a izraZeni su na decidualnim makrofagima. Tim putem bi MUC1
mogao poticati alternativnu aktivaciju makrofaga s posljedi¢nim izrazavanjem biljega
specificnih za alternativnu aktivaciju i lucenjem protu-upalnih i tolerogenih
cito/kemokina. MUC1 stimulirani makrofagi mogli bi nadalje poticati tolerogene
mehanizame u decidualnom tkivu tijekom medudjelovanja s limfocitima T i
stanicama NK, sto ukljucuje usmjeravanje procesa pregradnje decidualnog tkiva na
nacin nadziranja brojnosti i aktivacije decidualnih imunokompetentnih stanica. Da bi
provjerili nasu hipotezu ciljevi doktorske disertacije su:
1. Odrediti fenotipske razlike izmedu decidualnih makrofaga i decidualnih
dendriti¢kih stanica obiljezavanjem povrsinskih CD14, CD1a i CD83 biljega
2. Istraziti vrstu aktivacije decidualnih CD14* makrofaga
e obiljezavanjem povrsinskih aktivacijskih biljega CD16, receptora mamilice
CD163, receptora za endocitozu CD206 i CD209, kemokinskih receptora
CCR5 i CCR7, te rezultate usporediti s monocitima periferne krvi
e utvrdivanjem unutarstani¢nog stvaranja protu-upalnih cito/kemokina IL-4,
CCL17i CCL22 te pro-upalnih IFN-y i CCL3
e analizom lucenja pro-upalnog CXCL10 i protu-upalnog CCL17 kemokina
e istrazivanjem sposobnosti odgovora decidualnih makrofaga na stimulaciju s
lipopolisaharidom u vidu testiranja izrazaja CD206, internalizacije FITC-
dextrana i unutarstani¢nog stvaranja IFN- y
3. Ispitati specifi¢nost vezanja MUC1 za decidualne makrofage
e Analizirat ¢emo postojanje kompeticije izmedu protutijela koja se specifi¢cno
vezu za regiju za prepoznavanje ugljikohidrata na endocitoznom receptoru
CD206 i MUC1. Primordijalni ligand za regiju za prepoznavanje

ugljikohidrata, manan, sluzit ¢e kao pozitivna kontrola
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e Analizirat ¢emo postojanje kompeticije izmedu MUC1 i FITC-dextrana za koji
se zna da se internalizira putem regije za prepoznavanje ugljikohidrata.
Manan ce se koristiti kao pozitivna kontrola

4. Istraziti utjecaj MUC1 na decidualne makrofage

e Istrazit ¢emo izrazaj povrSinskih biljega CD80, CD83, D6 i IL-1RII u
decidualnim makrofagima nakon kultiviranja s MUC1 u usporedbi sa
stanicama koje su kultivirane samo u mediju

e Istraziti ¢emo unutarstanicno stvaranje IL-15, IL-4, IL-10, IL-18 i IFN-y u
makrofagima nakon kultiviranja s MUC 1 u usporedbi sa stanicama koje su
kultivirane samo u mediju

5. Razraditi protokol za procis¢avanje makrofaga iz decidualnog tkiva prvog
tromjesecja zdrave trudnoce magnetskom separacijom stanica

6. Testirat ¢emo utjecaj decidualnih makrofaga na funkciju autolognih decidualnih
stanica NK u smislu utjecaja na proliferaciju, stvaranje citolitickih medijatora
(perforina, Fas liganda i TRAIL-a), citokina (IL-4 i IFN-y) i kemokina (CCL3, CCL17 i
CCL22).

7. Ispitat ¢emo uzajamne reakcije citotoksi¢nosti izmedu decidualnih makrofaga i
stanica NK

e Utvrdit ¢emo izrazaj NK stani¢nih receptora NKp30, NKp44, NKp46, CDo4,
NKG2A, NKG2C i NKG2D na decidualnim stanicama NK

e Utvrditi stupanj citotoksi¢nosti decidualnih stanica NK prema decidualnim
makrofagima

e Utvrditi koji aktivacijski receptori sudjeluju u toj interakeiji

e Utvrditi moguce medijatore citotoksi¢nosti koji sudjeluju u toj interakeiji
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Aceton, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Destilirana ili deiodizirana voda, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Entellan, Merck Whitehouse Station, NJ, SAD

Etilni alkohol, Kemig, Sesvete-Soblinec, Zagreb, Hrvatska

Forbol miristat acetat, Sigma-Aldrich Chemie, St Louis, MO, SAD
Glukoza, Sigma-Aldrich Chemi, St Louis, MO, SAD

Govedi serumski albumin (BSA), Sigma-Aldrich Chemi, St Louis, MO, SAD
Hematoksilin, Gill III, Sigma-Aldrich Chemie, St Louis, MO, SAD
Heparin injekcije, Belupo Koprivnica, Hrvatska

Hepes, Serva, Heidelberg, Njemacka

Humani AB serum (dobrovoljni davaoc krvi, Zavod za transfuziologiju KBC Rijeka,
Hrvatska)

Ionomicin Sigma-Aldrich Chemie, St Louis, MO, SAD

Kalcijev klorid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kaljjev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev hidrogenkarbonat, Sigma-Aldrich Chemi, St Louis, MO, SAD
Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kolagenaza tipa IV, Sigma, Pool, Dorset, UK

L-glutamin, Gibco, Gaithersburg, MD, SAD

Lymphoprep, Axis-Shield PoC AS, Norveska

Magnezijev klorid heksahidrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Monenzim Sigma-Aldrich Chemie, St Louis, MO, SAD

Natrijev acetat trihidrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
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Natrijev azid, Sigma-Aldrich Chemi, St Louis, MO, SAD
Natrijev dihidrogen fosfat-2-hidrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Natrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijev hidroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijev sulfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Octena kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Paraformaldehid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Paraplast, Leica Microsystems, Wetzlar, Njemacka
Penicilin-Streptomicin, Gibco, Gaithersburg, MD, SAD
Saponin, Sigma, Poole, Dorset, UK

Teleti fetalni serum (FCS), Gibco Gaithersburg, MD, SAD
Tissue Clear (Tvar za uklanjanje parafina na bazi ksilola) Sakura Finetek Europe,
Zoeterwoude, Nizozemska

Tripansko modrilo, Serva, Heidelberg, Njemacka

Tris base, Sigma-Aldrich Chemie, St Louis, MO, SAD

Tween 20, Sigma, Miinchen, Njemacka

Vodikov peroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska
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3.1.2. Mediji i puferi

1. Karbonatni pufer

[Na,CO4 (1.5 mM), NaHCO; (3.48 mM), pH 9.6.

2. Kompletan RPMI medij za kulturu stanica (10% RPMI),

RPMI obogacen s L-glutamatom (2 mM), penicilinom (1x105U/L, streptomicin
sulfatom (0.05g/L), 10% tele¢im fetalnim serumom (FCS), GIBCO, Gaithersburg,
MD, SAD

3. Medij za endocitozu

Otopina A: MgCl.6H,0 0.5 mM, CaCl, 1.17 mM

Otopina B: NaCl 136.8 mM, Na,HPO, 7.95 mM, KH,PO, 1.46 mM

Otopina A i otopina B se pomijesaju u omjeru 1:1, i podesi pH 7.4.

4. Medij za ispiranje za metodu ELISA

0.05% Tween 20 u PBS,pH 7.2 -7.4

5. Medij za protoc¢ni citometar- FACS (od engl. Fluorescence-activated
cell sorter) medij

NaCl (8.12 g/L), KH.PO, (0.26 g/L), Na,HPO, (2.35 g/L), KCl (0.28 g/L), Na,-EDTA
(0.36 g/L), NaN; (0.1 g/L)

6. Otapalo za kemikalije za metodu ELISA

1% BSA5 in PBS, pH 7.2 - 7.4, 0.2 m, filtriran

7. Otopina limunske kiseline pH 6,0

Destilirana voda 1 1, monohidrat limunske kiseline 2,1 g/l, podesiti na pH 6,0 s
NaOH. (2 M)

8. Otopina saponina

PBS 11, saponin 0,1%, serum govedeg fetusa 2%, EDTA 1 mM.

9. Otopina trisma base pH 7,5 (TB)

Destilirana voda 11, trisma base 6 g/1, podesiti na pH 7,5 sa HCI (5M).

10. Paraformaldehid 4%, pH 7,4

PBS 1000 ml, paraformaldehid 40 g/1, natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (NaH.PO, x
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2H,0) 16,83 g/1, natrijev hidroksid (NaOH) 3,85 g/1, glukoza 5,4 g/1

11. PBS za metodu ELISA

NaCl (137 mM), KCl (2.7 mM), Na,HPO, (8.1 mM), KH,PO, (1.5 mM)], pH 7.2-7.4,
0.2 um filtriran / 0.05% Tween 20

12. Puferirana otopina trisma base (TBS)

Otopina trisma base 900 ml, natrij klorida 8,1 g.

13. RPMI 1640, Gibco

14. Substrat — otopina u omjeru 1:1 obojenog reagensa A (H202) i obojenog

reagensa B (Tetramethylbenzidine) R&D SystemsMinneapolis, MN, SAD

3.1.3. Laboratorijsko posude

96-U rupi¢na plo¢a TPP, Trasadingen, Svicarska

Anatomska pinceta, Neolab, Heildeberg, Njemacka

DAKO Pen, Glostrup, Njemacka

ELISA cita¢, BMG labtech, Offenburg, Njemacka

Epruvete s okruglim dnom, sterilne 4 ml, Falcon, BD Bioscience, San Jose, CA, SAD
Epruvete s okruglim dnom, sterilne 5 ml, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Njemacka

Erlenmayerova tikvica 100 ml, Boral, Pula Hrvatska

Filter za vakuum filtraciju, Filter-max, PES 0, 22 um, TPP, Trasadingen, Svicarska
Filterpapir Whatman, Maidstone, Kent ME , UK

Kazete za uklapanje tkiva u parafin Marienfeld, Lauda-K&ningshofen, Njemacka
Kolumne za magnetsku separaciju MS i LS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Njemacka

Konic¢ne epruvete (kusalice), sterilne 50 ml, 15 ml TPP tissue culture, Trasadingen,
Svicarska

Kutije za drzanje predmetnih stakalaca s rezovima tkiva i mape, Medicinski fakultet,

Rijeka
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Mikrotube, Greiner, Frichenhausen, Njemacka

Najlonska mreZica 80 mm, PES 0, 22 um, TPP, Trasadingen, Svicarska

Nastavci s filterima, Greiner, Frichenhausen, Njemacka

Neubauerova komorica za brojenje stanica, Marienfeld, Lauda-K&ningshofen,
Njemacka

Pasteurova pipeta, Kartell, Noviglio (MI), Italija

Plasti¢na Petrijeva zdjelica, 60x15 mm, 96 x 21 mm, 146 x 21 mm, TPP, Trasadingen,
Svicarska

Plasti¢ne pipete E20, E200, E 1000, Greiner, Frichenhausen, Njemacka

Plasti¢ni nastavci za pipete 10-1000 pl, Greiner, Frichenhausen, Njemacka

Plasti¢ni nastavci za pipete, 0-100 pl, Greiner, Frichenhausen, Njemacka

Plo¢e za kulturu stanica, TPP tissue culture, Trasadigen, Svicarska

Pokrovno stakalce, Tlos, Zagreb, Hrvatska

Silanizirana stakalca, Dako, Carpenteria, CA, Carpenthia, SAD

Staklene posude za imunohistokemiju, Marienfeld, Lauda-Kéningshofen, Njemacka
Stanicevina, Copan, Zagreb, Hrvatska

Strugaé stanica TPP, Trasadingen, Svicarska

Hystobond, adhezivna stakalca, Marienfeld, Lauda-K&ningshofen, Njemacka
Skarice, Neolab, Heildeberg, Njemacka

Teflonom presvuceni magneti, Kartell, Noviglio (MI) Italija

Tubice za zamrzavanje, Greiner, Frichenhausen, Njemacka
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3.1.4. Uredaji

Automatske pipete, Eppendorf, Hamburg, Njemacka

Automatske pipete, Gilson, Middleton, WI , SAD

Centrifuga Heraeus megafuge 1.0R, Thermo Fisher scientific, Walthman, MA, SAD
Eppendorf stolna centrifuga, Eppendorf, Hamburg, Njemacka

Hladnjak -20, Bosch, Sttugart, Njemacka

Hladnjak -80, Snijders Scientific, Tilburg, Nizozemska

Inkubator (Hera cell 150, Heraeus), Kendro, Langenselbold, Njemacka

Komora za rad u sterilnim uvjetima, Klima oprema, Samobor, Hrvatska
Magnetska mjesalica, Neolab, Heildeberg, Njemacka

Mikrotom, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany

Mikrovalna pe¢, Gorenje, Ljubljana, Slovenija

Protoc¢ni citometar, FacsCalibur, Beckton-Dickinson, St Hose, CA, SAD
Svjetlosni mikroskop, Carl Zeiss, Jena, Njemacka

Timer, Scientific Oregon, Oregon, SAD

Vaga, Mettler Toledo Inc, Polaris Parkway, Columbus, OH, SAD

VarioMacs magnetski separator, Milteny Biotech, Bergisch, Galdbach, Njemacka
Vodena kupelj, INKO, Vrapce, Hrvatska

Vortex, Asid
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3.1.5. Protutijela

Tablicai. Protutijela koristena za istodobno odredivanje povrsSinskih i

unutarstanic¢nih biljega metodom direktne i indirektne
imunofluorescencije uz oc¢itavanje proto¢nim citometrom
Primarno .. ) . Upotrebljavane
.. Flourocrom | klon (izotip) | Proizvodaé ..
protutijelo koncentracije
Ms5E2 L :
CD14 FITC, PE BD Bioscience | 20ul/10 ¢ stanica
(mIgGaa)
Zavod za
fiziologiju i
o UCHM : .
CD14 nekonjugirano imunologiju,
(IgG2a) R
Medicinski
fakultet Rijeka
Mario Negri,
) Institute Milan,
Manozni L PAM-1 . )
nekonjugirano Italy, Chieppa- | 1ug/ 10 ° stanica
receptor (mIgG1) B
Wechii
DCN46 - .
CD209 PE BD Bioscience | 20 ul/10 ¢ stanica
(IgG2b)
CDi1a PE HI149 (mIgG1) | BD Bioscience | 20 pl/10 ° stanica
Dep. of
Immunology
and
Inflammation,
o OKT-1 - :
CD1a nekonjugirano Clinical 1ug/ 10 ° stanica
(mIgG1) .
Institute
Humanitas,
Rozzano,
Milano, Italija
CDS83 FITC, PE HB15e(mIgG1) | BD Bioscience | 20 pl/10 ° stanica
L307.4 — .
CD8o PE BD Bioscience | 20 ul/10 ¢ stanica
(mIgG1)
FUN-1 o ,
CD86 PE BD Bioscience | 20 pl/10 ° stanica
(mIgG1)
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Primarno L. . . | Upotrebljavane
.. Flourocrom | klon (izotip) | Proizvodac ..
protutijelo koncentracije
CD83 PE BD Bioscience | 20 pl/10 ¢ stanica
HLA-DR PE G46-6 (mIgG1) | BD Bioscience | 20 pl/10 ° stanica
. GHI/61 . .
CD163 prociséeno BD Bioscience | 1 ug/10 ° stanica
(mIgG1)
CCRj5 PE 2D7 (mIgG2a) | BD Bioscience | 20 ul/10 ° stanica
3D12 . :
CCR7 PE BD Bioscience | 20 pl/10 ¢ stanica
(ratIgGza)
IL-1 R type . 32437 .
P procisceno R&D Systems | 1 ug/10 ° stanica
11 (mIgG2a)
196124 (rat .
D6 PE R&D Systems | 20 pl/10 ° stanica
IgG2a)
CD16 PE 3G8 (mlIgG1) BD Bioscience | 20 pl/10 ¢ stanica
CD56 PE B159 (mIgG1) | BD Bioscience | 20 pl/10 ° stanica
SP34-2(m L )
CD3 PE BD Bioscience | 20 ul/10 ¢ stanica
IgG1)
Zavod za
fiziologiju i
) o imunologiju, )
perforin nekonjugirani | §G9 (mIgGz2b) L 3 ug/10 ° stanica
Medicinski
Fakultet,
Rijeka
perforin PE 08G9 (mIgG2b | BD Bioscience | 20 pl/10 ¢ stanica
| [NOK1 . |
Fas ligand nekonjugirani BD Bioscience | 1 ug/10 ° stanica
(mIgG1)
. NOK-1 . .
Fas ligand PE BD Bioscience | 20 pl/10 ¢ stanica
(mIgG1)
o I 0.5 pg/10 ¢
TRAIL nekonjugirani | RIK-2 (mIgG1) | BD Bioscience )
stanica
o, 106
IL-18 nekonjugirani | 125-2H MBL > p'tg/
stanica
IL-15 PE 34559 (mIgG1) | R&D Systems | 10 pl/10 ° stanica
- 0.25 pg/10°
IL-4 PE 8D4-8 (1gG1) | BD Bioscience
stanica
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Primarno

Upotrebljavane

.. Flourocrom | klon (izotip) | Proizvodac ..
protutijelo koncentracije
o 0.5 ug/10°
IFN-y PE B27 (IgG1) BD Bioscience hg/
stanica
JES319F1 (rat o )
IL-10 PE BD Bioscience | 20 pl/10 ° stanica
IgG2a)
93342 .
CCL3 PE R&D Systems | 20 ul/10 © stanica
(mIgGzb)
CCL17y PE 54015 (mIgG1) | R&D Systems | 20 pl/10 © stanica
9E2/NKp46 . :
Nkp46 PE BD Bioscience | 20 ul/10 ¢ stanica
(mIgG1)
L 9E2/NKp46 L. 0.5mg/10°
Nkp46 nekonjugirano /NKp BD Bioscience . g/
(m IgG1) stanica
o 210845 )
Nkp3o nekonjugirano R&D Systems | 25ug/10 © stanica
(mIgG2A)
. 253415 )
Nkp44 nekonjugirano R&D Systems | 25ug/10 ° stanica
(m IgG2A)
L 0.2mg/10°
NKG2D PE 1D11 (mIgG1) BD Bioscience .
stanica
. .. 0.5mg/10 ¢
NKG2D nekonjugirano | 1D11 (mIgG1) | BD Bioscience .
stanica
131411 )
NKG2A PE R&D Systems | 20 ul/10 ¢ stanica
(m IgG2A)
Clone 134591 )
NKG2C PE R&D Systems | 20 pl/10 ° stanica
(m IgG1)
. o 0.5mg/10 ¢
MICA/B nekonjugirano | 6D4 BD Nioscience .
stanica

Primarna protutijela konjugirana s magnetskim kuglicama

CD1a Milteny, )

) Mouse IgG1 . 20 pl/10 7 stanica
microbeads Biotec
CD56 Milteny, )

) Mouse IgG1 ) 20 pl/10 7 stanica
microbeads Biotec
CDi14 Milteny, )

) Mouse IgG2a ) 20 pl/10 7 stanica
microbeads Biotec
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Izotipske kontrole

Lo MOPC-21 . .
IgG1 nekonjugirano ATCC cell line | 1 pg/10 © stanica
(mouse)
FITC, PE, PE- | MOPC-21 o _
IgG1 BD Biosciences | 20 ul/10 ¢ stanica
Cys (mouse)
G155-178 . :
IgG2a FITC, PE BD Biosciences | 20 pl/10 ° stanica
(mouse)
IgG2a PE R35-95 (rat) BD Biosciences | 20 ul/10 © stanica
IgG2b PE 27-35 (mouse) | BD Bioscience | 20 ul/10 ° stanica

Sekundarna protutijela

Goat anti-
mouse IgG1,
IgG2a,
IgGab, IgG3

FITC

Polyclonal
(goat)

BD Bioscience

4 ul/10 ° stanica

2. Humano CCL17/TARC DuoSet ELISA Development kit — Komercijalno

dostupna protutijela i kemikalije za ELISA — esej (ELISA kits, R&D

Systems, Minneapolis, MN)

Primarna protu CCL17 monoklonska protutijela (prah) u koncentraciji

360 g/mL otopljena su u 1 mL PBS-a pri ¢emu je radna koncentracija 2 mg/ml.

Biotinilirana kozja

koncentraciji 18 g/mL

protu-humana CCL17 protutijela (prah) u

otopljena su u 1.0 mL Reagent Diluenta pri ¢emu je radna koncentracija 100 ng/ml.

Standard koncentracije 110 ng/mL rekombinantnog human TARC otopljen je u 5

mL Reagent Diluenta. Preporuca se standard koncentracije 500 pg/mL.

Streptavidin-HRP 1.0 mL streptavidina konjugirano s horseradish-peroxidase.
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3. CXCligand 10 (CXCL10) ELISA kit, komercijalno dostupna protutijela i
kemikalije za ELISA — esej , R&D Systems, Minneapolis, MN

Misje protu-humano CXCL10 protutijelo koncentracije 360 g/mL otopljeno je
u 1.0 mL of PBS. Radna koncentracija je 2.0 g/mL

Biotinilirana kozja protu-human CXCL10 koncentracije 9 g/mL otopljena su
u 1.0 mL Reagent Diluenta. Radna koncentracija je 50 ng/mL.

Standard koncentracije 90 ng/mL rekombinantnog humanog IP-10 otopljen je u
5 mL Reagent Diluenta. Preporucen je standard koncentracije 2000 pg/mL

Streptavidin-HRP 1.0 mL streptavidina konjugirano s horseradish-peroxidase.

4. PKH-26 Red Fluorescent Cell Linker Kit, Sigma, Miinchen, Germany
Boja: PKH-26 crveno-narancdasta fluorescentna lipofilna boja.

Otapalo: Diluent C.

5. CFSE za za test proliferacije Molecular Probes, Eugene, OR, USA
CFSE (od engl. 5(6) - karboksifluorescein diacetat sukcinimidil estera

Kit sadrzi:
-CellTrace™ CFSE, 50 pg liofiliziranog praha (Komponenta A)

- DMSO, 0,5 ml visokokvalitetnog dimetilsulfoksida (Komponenta B)

6. Kemikalije za imunohistologiju, DAKO, Carpenthia, CA, USA

EnVision™ G|2 Doublestain System, Rabbit/Mouse

(DAB+/Permanent Red)

a) Otopina za blokiranje aktivnosti endogenih enzima koja sadrzi 0.5% vodikov
peroksid, detergente, inhibitore enzima i konzervans, pH 2.

b) Polimer dekstrana konjugiran s horseradish peroxidase i imunoglobulinom,
pohranjen je u Tris/HCl puferu koji sadrzi stabilizirajuce bjelancevine i

konzervans.
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c) Supstrat otopina, pH 7.5, koja sadrzi <0.1% hidrogenperoksida, stabilizatore,
pojacivace i protu-mikrobne tvari.

d) 5% otopina 3, 3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid kromogen.

e) Doublestain Block - Blocking solution.

f) Polimer dekstrana vezan na sekundarna protutijela protu misjih i Stakorskih

imuboglobulina. Otopina sadrzi stabilizirajuée bjelanc¢evine i konzervans.

g) Polimer dekstrana konjugiran s alkalnom fosfatazom i imunoglobulinima,

pohranjen u Tris/HCI puferu koji sadrzi stabilizirajuce bjelancevine i konzervans.

h) Supstrat otopina -Permanent Red Substrate Buffer.

i) Otopina Permanent Red Chromogen

3.1.6. Bioloski materijal

Uzorke decidualnog tkiva i periferne krvi (10-20 ml) dobivali smo s Klinike za
ginekologijui porodnistvo Medicinskog fakulteta u Rijeci od 60 zdravih trudnih Zena
gestacijske dobi 6 do 10 tjedana koje su se podvrgle elektivnom prekidu trudnoce
imaju bar jedno zivorodeno dijete

i pristale su da se dobiveni matrijal koristi u znanstveno-istrazivacke svrhe. Iz
istrazivanja iskljuene su diploidne trudnoce, a vijabilnost zametka utvrdena je

ultrazvuénim pregledom
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3.2. METODE

3.2.1. Metoda imunohistokemije

3.2.1.1 .Uklapanje decidualnog tkiva u parafin

Svjeze decidualno tkivo rane trudnoce inkubirano je 18 sati u otopini 4%
paraformaldehida zbog fiksacije antigena, a zatim ispirano pod mlazom tekuce vode
tijekom 3 sata. Uranjanjem u 20% etilni alkohol, a zatim viSekratnim ispiranjem
tkiva u etilnom alkoholu sve vece koncentracije (50-90%) po 60 min, uklanjanjali
smo vodu iz decidualnog tkiva. Naposljetku smo tkivo drzali 3 h u 100% etilnom
alkoholu. Daljnjim ispiranjem u 100% ksilolu (3 x 60 min) uklanjali smo alkohol iz
tkiva, zbog uklapanja u Paralast. To je parafin s plasticnim polimerom, koji nije
topljiv u vodi i alkoholu, nego samo u ksilolu. Paraplast smo otopili na 57-60°C u
parafinskoj peci, a zatim smo decidualno tkivo u kazetama iz ksilola uronili u
Paraplast (3 x 60 min), te ohladili na sobnoj temperaturi do sljedeceg dana. U parafin
uklopljeno tkivo rezali smo na mikrotomu u rezove debljine 3 pum, stavljali u mlaku
vodu (15 min) kako bi se izravnali nabori tkiva nastali rezanjem i nanosili na
silanizirana predmetna stakalca. Rezove smo susili preko no¢i u u suhom inkubatoru
na 37°C. Tkiva smo pohranili u kutijama za drzanje stakalaca na sobnoj temperaturi

do obiljezavanja.

3.2.1.2. Uklanjanje parafina iz rezova decidualnog tkiva

Neposredno prije obiljezavanja iz tkivnih rezova smo uklonili parafin uranjanjem
preparata u kivetu s otopinom Tissue clear na bazi ksilola 3 x 5 min. Zatim smo
isprali Tissue clear uranjanjem preparata u sve razrjedenije otopine etilnog alkohola
(3 x 5 min u 100% etilni alkohol, 3 x 5 min u 96% etilni alkohol, 3 x 5 min u 75% etilni

alkohol) i na kraju smo rezove uronili u TBS 10 minuta.
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3.2.1.3. Postupak otkrivanja antigena uz pomo¢ mikrovalne pec¢nice

Stani¢ne bjelancevine (biljezi) se denaturiraju tijekom izlaganja toplini od 57-60°C
tijekom postupka uklapanja u parafin. Kako bi biljezi ponovno poprimili
konformaciju koju su posjedovali prije uklapanja, preparate decidualnog tkiva uronili
smo u plasticnu kivetu ispunjenu s 10 mM otopinom limunske kiseline, pH 6,0 i
grijali u mikrovalnoj pe¢nici do vrenja 3 x 5 min. Izmedu dva grijanja isparenu vodu
nadoknadili smo destiliranom vodom. Na kraju smo preparate ohladili na sobnoj
temperaturi (30 min), a zatim uronili u TBS za imunohistokemiju zbog ponovnog

hidriranja preparata.

3.2.1.4. Obiljezavanje antigena

Dvostrukim obiljezavanjem antigena na rezovima decidualnog tkiva istovremeno smo
dokazivali CD14 i CD209 biljege uz pomo¢ EnVision TM G/2 Doublestain System.
Nakon $to su biljezi ponovno poprimili svoju prvotnu konformaciju, nespecifi¢éno smo
vezanje blokirali inkubiranjem preparata (5 min) s blokirajuom otopinom iz
navedenog kita u tamnoj i vlaznoj komori na sobnoj temperaturi. Sve daljnje
inkubacije vrsile su se pod istim uvjetima.

Rezove smo inkubirali (1 h, +4° C) s nekonjugiranim protu-CD14 protutijelom ili
neobiljezenim misjim IgG2a (razrijedenim u omjeru 1:100) te isprali 3 x 5 min
uranjanjem u TBS medij za imunohistokemiju. Rezove tkiva smo pokrili s 200 pL
Polymer/HRP, inkubirali 10 min i isprali 3 x 5 min uranjanjem u TBS. Zatim smo
nanijeli na rezove 200 pL radne Kkoncentraciju 3,3 diaminobenzedin (DAB)
kromogena ranije pripremljenog na nacin da smo pomijesali 1 mL DAB+ Substrate
Buffer s 1 kapi (25-30 pL) DAB+ Chromogen (oboje iz navedenog sistema za
obiljezavanje) i inkubirali 5 minuta. Reakcija je zavrSena ispiranjem (deionizirana
voda 5 min, TBS 2 x 5 min). Kako bismo mogli nastaviti obiljezavanje drugog biljega

inkubirali smo rezove s Doublestain Block 3 (+ 1) minute, isprali stanice uranjanjem
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u TBS (3 x 5 min), a zatim smo nanijeli na rezove protu-CD209 protutijelo (opisano u
Tablici 1) i inkubirali ih 1 sat na +4°C.

Nakon ispiranja i primjene Rabbit/Mouse LINK-a (uklju¢enog u komercijalni sistem)
rezovi su inkubirani s 200 pL Polymer/alkalne fosfataze tijekom 10 min i ponovno
isprani. 200 uL radne otopine Permanent red kromogena u razrjedenju 1:100,
Permanent Red Substrate Buffer dodan je na stanice tijekom 10 minuta, a zatim je
reakcija zaustavljena ispiranjem u deioniziranoj vodi. Otpad koji je sadrzavao
kromogene bio je sakupljen u aluminijsku foliju i odloZen u kontejner za tvari Stetne i
opasne po zdravlje. Jezgre smo obojili s profiltriranom otopinom hematoxylina Gill
Nog3 tijekom inkubacije od 2 minute, rezove smo uronili u deioniziranu vodu (1 x 5

min), isprali u tekuc¢oj vodi (10 min) i uklopili u Entellan.

3.2.2. Dobivanje leukocitnih populacija iz decidue prvog tromjesedja
trudnoce i periferne krvi trudnih zena

3.2.2.1. Dobivanje suspenzije leukocita iz decidualnog tkiva

Kako bismo odvojili decidualno tkivo od zaostale krvi, viSekratno smo ga ispirali u
sterilnom RPMI 1640 mediju. Isprano decidualno tkivo mehanicki smo usitnili na
komadice veli¢ine 2x2 mm, stavili u Erl-Meyerovu tikvicu sa sterilnim magnetom
presvucenim teflonom, te dodali u otopinu 0,1% kolagenaze tipa IV (volumni omjer
tkivo:otopina, 1:1) i stavili na magnetsku mjesalicu.

Decidualno tkivo ravnomjerno se mijesalo tijekom 45-60 minuta u ovisnosti o
kolicini na temeparturi od 37° C. Tako dobivenu suspenziju profiltrirali smo dva puta
kroz najlonsku mrezicu (80 um) kako bismo otklonili stani¢ni detritus, potom smo
dodali RPMI 1640 medij i centrifugirali u koni¢nim epruvetama 10 minuta na 350 g
kako bismo istalozili stanice. Na stani¢ni talog dodali smo 10 ml RPMI 1640 medjija,
temeljito resuspendirali pipetom i pazljivo naslojili na gradijent gustoée (10 ml,
sterilni Lymphoprep), a zatim centrifugirali 20 minuta na 600 g, bez opcije koc¢enja

pri zaustavljanju. Time smo izdvojili decidualne mononuklearne stanice (DMS) koje
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su se nalazile neposredno iznad sloja Lymphoprepa. Pomoéu Pasteurove pipete
sakupili smo DMS epruvetu te smo ih dva puta centrifugirali u 10 ml RPMI 1640
medija tijekom 10 minuta na 350 g. Dobivene stanice smo resuspendirali u RPMI
1640 mediju za kulturu tkiva u koncentraciji od 10° /ml. Broj stanica odredivali smo
pomocu Neubauerove komorice, a vijabilnost stanica provjeravali smo tripanskim

modrilom.

3.2.2.2. Dobivanje suspenzije leukocita iz periferne krvi

10 ml periferne krvi trudnih Zena naslojili smo na gradijent gustoc¢e (10 ml, sterilni
Lymphoprep) i centrifugirali 20 minuta na 600 g te tako izdvojili suspenziju
mononuklearnih stanica periferne krvi koje se nalaze u prstenu iznad sloja
Lymphoprepa. Tako formirani prsten sakupili smo pazljivim pipetiranjem
Pasteurovom pipetom, resuspendirali u 10 ml RPMI 1640 medija te isprali
centrifugiranjem 10 minuta na 350 g. Dobivene stanice resuspendirali smo u RPMI
mediju za kulturu tkiva u koncentraciji 10° stanica/ml medija. Stanice smo brojali u

Neubauerovoj komori, a vijabilnost stanica provjeravali smo tripanskim modrilom.

3.2.2.3. Dobivanje adherentne i neadherentne frakcije decidualnih
stanica

Suspenziju DMS pohranili smo u RPMI mediju za kulturu stanica i inkubirali preko
no¢i (18 h) u Petrijevoj zdjelici razli¢itih velicina u ovisnosti o broju izdvojenih stanica
u sterilnim uvjetima inkubatora, na 37°C uz 5% CO.. Nakon 18 h odvojili smo
neadherentnu frakciju stanica koju ¢ine limfociti i zrele dendriticke stanice pazljivim
pipetiranjem, a adherentnu frakciju stanica koju c¢ine decidualni makrofagi,
trofoblast, Zljezdane i endotelne stanice, nezrele dendriticne stanice i stromalne
stanice odvojili smo s podloge strugacem za stanice. Tako dobivene stani¢ne

suspenzije isprali smo u RPMI 1640 mediju, a broj stanica i njihovu vijabilnost
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odredili smo pomocu Neubauerove komorice i bojenja stanica tripanskim modrilom.

Rukovodili smo se metodom opisanom u nasem ranije objavljenom radu (61).

3.2.3. Istodobno odredivanje povrsinskih i unutarstani¢nih biljega
metodom direktne i indirektne imunofluorescencije uz ocitavanje
proto¢nim citometrom

DMS (2.5x105 stanica po uzorku) netretirane ili tretirane s MUC 1 (25, 50 or 100
ug/ml) inkubirane su kroz 30 min na ledu. Nakon inkubacije, povrSina stanica
obiljeZena je s indirektnim PAM-1 protu MR monoklonskim protutijelom (Tablica 1.)
i FITC konjugiranim GAM poliklonskim protutijelom te potom obiljezena s CD14 PE
monoklonskim protutijelom ili je obiljeZena s direktno konjugiranim DCN49 protu-
CD209 PE protutijelom i protu- CD14 FITC.

Povrsinske antigene na CDi4* stanicama suspenziji svjeZe izoliranih leukocita
periferne krvi trudnih Zena i svjeze izdvojenim ili 18 sati kultiviranih decidualnih
mononuklearnih stanica u prisustvu MUC1 ili medija za kulturu stanica obiljezavali
smo sljede¢im protutijelima: protu-CD16, protu-MR, protu-CD209, protu-CD163,
protu-CC receptor (CCR) 5, protu-CCR7, protu-CDia, protu-CD83, protu-CD8o,
protuCD86, protu-HLA-DR, protu-interleukin (IL) 1 receptor (R) tip II ili protu-D6
protutijelom (sva protutijela opisana su u tablici 1)

Citokini (IL-18, IL-15, IL-10, IFN-vy, IL-4) i kemokini (CCL3, CCL17, CCL22)
obiljezavani su u permeabiliziranim CD14* stanicama iz suspendizije DMS koje su
kultivirane u mediju za kulturu ili stimulirane s MUC 1 (200 pg/ml) tijekom 18 sati
na 37°C, u atmosferi s 5% CO.. Citokini (IL-4 i IFN-y), kemokini (CCL3, CCL17 i
CCL22) i medijatori citotoksi¢nosti (perforin, Fasl, TRAIL) obiljezavani su
intracelularno u magnetskim izdvajenjem obogacenim singeni¢nim decidualnim
CD56+ stanicama, koje su dobivene nakon kultivacije kroz 18 sati u mediju za kulturu
stanica ili u prisustvu MUC 1 te nakon ko-kultivacije s decidualnim CD14* stanicama

nestimuliranim i stimuliranim s MUC 1 (200 pg/ml) kroz 5 sati. Izrazenost NK
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stani¢nih receptora odredivali smo na magnetskim izdvajanjem obogacenim CD56*
stanicama Kkoriste¢i protutijela protiv Nkp44, Nkp46, Nkp3o, NKG2D, NKG2A,
NKG2C i MICA/B. Vodili smo se protokolom za obiljezavanje stanica koji je ranije
objavljen (61). Uzorci stanica koji su koriSteni za unutarstani¢no obiljezavanje
citokina prije obiljezavanja su inkubirani s forbol-miristat-acetatom (6 pM),
ionomicinom (1 uM) i monezimom (3 uM) kroz 5 sati na 37°C u vlaznoj atmoferi s 5%
CO,. Uzorci u kojima je odredivan IL-10 pretretirani su s LPS-om (1 ng/ml) i
monenzimom (3 uM) kroz 18 sati. Uzorci su inkubirani s odgovaraju¢im protutijelima
na +4 °C kroz 30 min, a stanice na kojima se odredivalo izrazavanje biljega na
povrsini stanica ispirane su s hladnim FACS medijem. Saponin smo koristili za
permeabilizaciju (20 min na sobnoj temperaturi) i ispiranje stanica pri obiljeZavanju
unutarstanicnih antigena. Izotipske kontrol, FITC- ili PE-konjugirana misja
protutijela koriStena su kao negativha kontrola za svako pojedino Kkoristeno
protutijelo kao Sto je navedeno u tablici 1. Obiljezene stanice fiksirane su u 2%

paraformaldehidu.

3.2.4. Test vezanja liganada za domenu za prepoznavanje ugljikohidrata
na receptorima za endocitozu

Svjeze izdvojene DMS (3-5x105 stanica po uzorku) inkubirali smo 20 min s 10% FCS,
zbog uklanjanja nespecificnog vezanja i centrifugirali stanice 350 g 10 min. Zatim
smo stanicama dodali MUC1 u zavrsnoj koncentraciji 25, 50 ili 100 ug/ml ili samo
FACS medij tijekom 30 min na +4°C kako bismo osigurali najpovoljnije uvjete za
vezanje liganada za domenu koja prepoznaje ugljikohidrate na receptorima za
endocitozu. U sljedetem koraku smo bez ispiranja stanicama dodali protutijela
specifi¢cna za domenu koja prepoznaje ugljikohidrate na receptorima za endocitozu i
to manoznom receptoru (nekonjugirano PAM-1 protutijelo) i na receptoru CD209
(PE konjugirano DCN 46 protutijelo) i inkubirali stanice daljnjih 30 min na +4°C.

Zatim smo stanice centrifugirali u FACS mediju tijekom 10 min na 350 g, te dodali
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kozje protu-misje protutijelo konjugirano s FITC—om u uzorke obiljezavane
nekonjugiranim PAM-1 protutijelom (30 min +4°C). Nakon ponovnog ispiranja
uzorke stanica smo obiljezili nekonjugiranim ili PE konjugiranim protu-CD14
protutijelima u ovisnosti o izboru fluorokroma u prethodnom koraku obiljezavanja.
Pojedini uzorci su bili obiljezavani nespecificnim protutijelima istog podrazreda, kao

kontrola nespecifi¢énog vezanja.

3.2.5. Odredivanje endocitoze pomoé¢u FITC-dextrana

Svjeze izdvojene DMS (3-5x105 stanica po uzorku) inkubirali smo 20 min s 10% FSC.
Stanice smo zatim centrifugirali 10 min 400 g i resuspendirati u hladnom mediju za
endocitozu. Stanicama smo dodali MUC1 ili mannan u zavrsnim koncentracijama 50,
100 ili 200 pg/ml, ili medij za kulturu stanica u ukupnom volumenu od 100 pl i
inkubirali daljnjih 30 minuta na ledu. Na taj smo nacin osigurali najjace vezanje
potencijalnog liganda za domenu koja prepoznaje ugljikohidrate na manoznom
receptoru za endocitozu. Potom smo dodali hladni (4°C) ili topli (37°C) FITC-dextran
u zavr$noj koncentraciji od 0.5 mg/ml i stanice inkubirali 30 minuta na ledu
(nepovoljni uvjeti za internalizaciju) ili na 37°C (najpovoljniji uvjeti za internalizaciju
u humane stanice). Endocitozu smo zaustaviti ispiranjem stanica u hladnom FACS
mediju i fiksiranjem u 4% paraformaldehidu 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon ispiranja, stanice smo inkubirali 30 minuta s PE-konjugiranim anti-CD14
monoklonskim protutijelom ili PE-konjugiranim IgG2a, oprali dva puta u FACS
mediju i resuspendirali u 2% paraformaldehidu.

Isti pokus ponovili smo s DMS koje su bile inkubirane 18 h samo u mediju ili u
prisustvu lipopolisaharida u zavrs$noj koncentraciji (1, 10 iili 100 ng/ ml) na 37°C u
vlaznoj sredini uz 5% COz2.

Uzorke smo analizirali na protoénom citometru i izrazili kao srednji intenzitet
florescence ili MFI (od engl. Mean florescence intensity) za FITC-dextran. Rukovodili

smo se metodom opisanom u nasem ranije objavljenom radu (60).

77



3.2.6. Magnetsko izdvajanje pojedinih stani¢nih subpopulacija

Za odvajanje pojedinih stani¢nih subpopulacija pomoéu magnetskog polja koristili
smo VarioMACS separator te s obzirom na broj stanica odgovaraju¢éu MACS
kolumnu. Kada je broj stanica koristenih za separaciju bio do 107 stanica/ml koristili
smo MS kolumnu, dok smo LS kolumnu koristiti za broj stanica veéi od 108 /ml.
CD56* stanice (stanice NK) smo izdvojili iz suspenzije decidualnih limfocita
(neadherentne frakcije DMS) neposredno, dok smo iz adherentne frakcije DMS
najprije izdvojili CD1a pozitivne stanice (dendriti¢ne stanice), a zatim i CD14* stanice

(makrofage).

3.2.6.1. Pozitivho magnetsko odvajanje stanica NK

Stani¢nu suspenziju decidualnih neadherentnih stanica profiltrirali smo radi
uklanjanja nakupina stanica, isprali u hladnom FACS mediju te na stani¢ni talog
dodali 80 pL hladnog FACS medija i 20 pL specificnih protutijela obiljeZenih
magnetskim kuglicama (protu-CD56 microbeads, Miltenyi Biotec, Njemacka) na 10 7
stanica te ih inkubirali 15 minuta na 4°C. Po isteku inkubacije stanice smo
centrifugirali 10 minuta na 400 g, resuspendirali u 500 pl FACS medija te propustili
kroz magnetsku kolumnu LS (Milteny, Biotech) u magnetskom polju pomo¢u Vario-
MACS separatora. Negativne stanice (stanice koje nisu vezale protutijela s
magnetskim kuglicama) “prolaze” kroz kolumnu, dok pozitivne stanice (stanice koje
su vezale protutijela s magnetskim kuglicama) ostaju u kolumni. Kolumnu smo zatim
ispirali Cetiri puta s 3 mL hladnog FACS medija, potom smo kolumnu uklonili iz
sustava za separaciju i dodali 5 ml FACS medija te protisnuli stanice klipom. Tako
sakupljene stanice predstavljaju oplemenjenu frakciju CD56* stanica. Dobivene
stanice smo potom isprali u FACS mediju, resuspendirali u RPMI 1640 mediju za
kulturu stanica i potom izbrojali. Cistoéu CD56+ stanica odredili smo metodom

imunofenotipizacije tako da smo uzorke obojili s Cy-Chrome (PE-Cy5)-konjugiranim
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anti-CD56 monoklonskim protutijelom ili izotipskom kontrolom, PE-Cys-konjugirani
IgG1. Vijabilnost stanica utvrdili smo pomocu propidijum-jodida (PI; 0.5 ug/mL/10 ©

stanica, Sigma-Aldrich, Chemie, Daisenhofen, Njemacka).

3.2.6.2. Uspostavljanje protokola za magnetsko prociséavanje
decidualnih makrofaga

CD14* stanice smo izdvojili iz adherentne frakcije decidualnih mononuklearnih
stanica nakon izdvajanje CDia* stanica i to tako S$to smo stani¢nu suspenziju
profiltrirali radi uklanjanja nakupina stanica, isprali u hladnom FACS mediju te na
stani¢ni talog dodali 80 ul FACS medija i 20 pL specifi¢cnog protutijela obiljezenog
magnetskim kuglicama (misji-protu-humani CD1a monoklonsko protutijelo, Miltenyi
Biotec) na 107 stanica i inkubirali 15 minuta na +4°C. Po isteku inkubacije stanice
smo centrifugirali 10 minuta na 400 g, resuspendirali u 500 pl FACS medija te
propustili kroz magnetsku kolumnu LS (Milteny, Biotech) u magnetskom polju
pomoc¢u Vario-MACS separatora. Negativne stanice (stanice koje nisu vezale
protutijela s magnetskim kuglicama) “prolaze” kroz kolumnu, dok pozitivne stanice
(stanice koje su vezale protutijela s magnetskim kuglicama) ostaju u kolumni.
Kolumnu smo zatim ispirali éetiri puta s 3 mL hladnog FACS medija, potom smo
kolumnu uklonili iz sustava za separaciju i dodali 5 ml FACS medija te protisnuli
stanice klipom. Tako sakupljene stanice predstavljaju oplemenjenu frakciju CD1a* .
Negativnu frakciju smo dalje upotrijebili za izolaciju CD14* stanica slijedec¢i isti
protokol kao i za izdvajanje CD56* stanica i CD1 a* stanica koristeéi protu-humano
CD14* protutijelo konjugirano s magnetskim kuglicama (20 pl /107 stanica, mouse

IgG1, Miltenyi Biotec).
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3.2.7. Metoda ELISA

3.2.7.1 Priprema supernatanata procis¢enih decidualnih CD14* stanica
Decidualne CDi4* stanice prociScene i oplemenjene magnetskim izdvajanjem
kultivirane su u RPMI mediju za kulturu stanica u koncentraciji 106/ml tijekom 18
sati in vitro. Na kraju kultivacije nadtalog smo pokupili pipetom i centrifugirali zbog
talozenja sluc¢ajno pokupljenih stanica. Nakon centrifugiranja nadtalog je lagano
pokupljen plasti¢cnom pipetom i odmah upotrebljen ili pohranjen u tubicama za

zamrzavanje na -20°C do upotrebe.

3.2.7.2. Odredivanje kemokina metodom ELISA

Lucenje CCL17 (TARC) i CXCL10 (IP-10), odredivali smo u magnetskim izdvajanjem
obogaéenoj kulturi CD14+ stanica pomoc¢u ELISA metode upotrebom komercijalno
dostupnih protutijela i otopina (ELISA kits, R&D Systems, Minneapolis, MN) pratec¢i
upute proizvodaca i nase prethodno iskustvo (66). Ukratko, 96-U rupi¢nu plocu
oblozili smo sa 100 ul protutijela za vezanje (ukljuéeno u Kkit) razrijedeno s
karbonatnim puferom u koncentraciji 2 ng/ml za CCL17 i CXCL10 te inkubirali preko
nodi na sobnoj temperaturi. Nakon toga smo plocu aspirirali i isprali tri puta u PBS
mediju, a nespecifiéno vezanje blokirali smo s 1% BSA. Na plo¢e smo potom dodali
100 pl/rupici nerazrijedenog ili razrijedenog (1:2 i 1:4 u PBS/1% BSA) supernatanta
dobivenog od magnetskim izdvajanjem obogacene kulture CDi4* stanica, a
standardne krivulje dobili smo koristeéi serijska razrjedenja pocevsi s koncentracijom
500 pg/ml za CCL17 ili 2000 pg/ml za CXCL10. Nakon inkubacije kroz dva sata na
sobnoj temperature, rupice su isprane tri puta. Biotilirana protutijela (ukljucena u
kit) (100 pl/rupici) dodana su u sljede¢im koncentracijama: 100 ng/ml za CCL17 i
CXCL10, a zatim dalje inkubirana kroz 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja
(3x) dodali smo 100 pl/rupici streptavidin-konjugirane horseradish-peroxidase
(ukljucena u kit) razredene 1:400 u PBS/0.05%. Zatim smo dodali Tween 20 kroz 45

minuta. Nakon ispiranja reakciju smo razvili dodatkom Supstrat-otopine (ukljucene u
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kit) koja je dobivena mjesanjem obojenog reagensa A (H.O.) i obojenog reagensa B
(tetramethylbenzidin)e u omjeru 1:1 tijekom 20 minuta izbjegavaju¢i izravnu
izlozenost svjetlu. Opticka gustota odredena je odmah nakon inkubacije koristeci

ELISA citac¢ podeSen na 405 nm.

3.2.8.Testovi ko-kultivacije decidualnih CD56* stanica i CD14* stanica
3.2.8.1. Polarizacija stanica NK

Citokine IL-4 i IFN-y odredivali smo u magnetskim izdvajanjem prociséenim
singeni¢cnim decidualnim CD56*+ stanicama koje su ko-kultivirane s decidualnim
CD14* stanicama koje su bile prethodno inkubirane samo u mediju ili u prisustvu
MUC1 (100 pg/ml), te u proc¢iséenim decidual CD56+ stanicama koje su kultivirane u
mediju ili u prisustvu MUC1 kroz 5 sati. Omjer CD14+:CD56* stanica bio je 1:5, a
stanice su kultivirane u vlaznoj atmosferi na 37 °C s 5% CO.. Povrsinski biljeg CD56
obiljezen je pomocéu PE-Cys5 konjugiranog protu-CD56 protutijela. Stanice smo
permeabilizirali i obiljezili unutarstanicne antigena prema ranije navedenom
protokolu za obiljezavanje citokina. Rezultati su izrazeni kao razlika u postotku
pozitivnih stanica izmedu uzoraka obiljeZenih protutijelom od vaznosti i izotipske

kontrole.

3.2.8.2. Proliferacija stanica NK

Kako bismo odredili proliferacije decidualnih stanica NK u prisustvu CD14* stanica
slijedili smo metodu koju je prvi opisao Lyons (301), a koja je prilagodena za
decidualne stanice NK (61). ProciS¢ene decidualne CD56* stanice isprali smo dva
puta u PBS mediju s 0,1% BSA (350 g 10 min), podesili 10%/ml i inkubirali s 5(6)-
carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester u zavrsnoj koncentraciji 10 mM,
kroz 10 min na 37° C. CFSE se spontano i nepovratno veze za unutarstani¢ne
bjelancevine. Nakon isteka inkubacije, dodali smo 1 mL FCS kako bismo sprijecili

preintenzivno bojenje stanica na nacin da dozvolimo vezanje viska CFSE boje na
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bjelancevine iz medija. Zatim smo stanice isprali dva puta u mediju za kulturu stanica
(350 g 10 min). CD56* stanice obiljezene s CFSE kultivirali smo s decidualnim CD14*
stanicama (omjer stanica 1:0.25, 1:0.5, 1:1 i 1:2), koje su 96-U rupicnim plocama
inkubirane kroz 5 sati i u mediju za kulturu stanica ili u prisustvu MUC 1 (200 pg/ml)
u ukupnom volumenu od 200 ml na 37° C u vlaznoj atmosferi s 5% CO- u inkubatoru.
Nakon inkubacije, stanice NK obiljezene su PE- konjugiranim protu-CD56
monoklonskim protutijelom, a PI (0.5 ug/mL) je koriSten kako bi se iskljucile mrtve
stanice prije i nakon obiljezavanja s CFSE na pocetku i na kraju testa proliferacije
(vrijeme ,,0“), nakon 48h kultivacije u mediju ili u prisustvu CD14+ stanica u
razli¢itim koncentracijama. Rezultati su izrazeni kao postotak CFSE-obiljezenih

CD56* stanica.

3.2.8.3. PKH-26 (red) test citotoksi¢nosti

DMS smo kultivirali u Petrijevoj zdjelici samo u mediju, u prisustvu MUC1 (200
ug/ml) ili LPS (100 ng/ml) tijekom 18 h u vlaznoj sredini na 37°C i 5% COz2, a zatim
smo odvojili decidualne limfocite od adherentnih stanica na gore opisani nacin. Iz
populacije decidualnih limfocita pozitivnom magnetskim izdvajanjem smo procistili
CD56* stanice NK, podesili njihov broj na 5x10%/ml i ¢uvali na ledu do stavljanja u
dodir sa ciljnim makrofagima.

Adherentnu populaciju stanica smo 4 puta centrifugirali 350 g 10 min u u RPMI
mediju kako bi isprali FCS iz medija za kulturu stanica, obiljezili PKH-26 crvenom
bojom laganim mijeSanjem stanica s bojom uz pomo¢ pipete. Boja se ireverzibilno
veZe za stanicne bjelancevine. Obiljezavanje se zaustavilo dodatkom humanog AB
seruma i RPMI medija za kulturu stanica, kako bi se omogucilo vezanje viska boje za
proteine. Nakon bojenja stanice smo najprije procistili od CD1a* dendritickih stanica,
a zatim smo iz CD1a negativne populacije oplemenili CD14* makrofage na nacin
opisan ranije pod naslovom magnetsko procis¢avanje stanica. Provjerili smo ¢istocu i

viabilnost izdvojenih makrofaga metodom imunofluorescencije uz pomo¢ propidij
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jodida (0,25 pg/ml) i protoénog citometra. Zatim su stanice podeSene na
koncentraciju 105/ml. Neki uzorci ciljnih stanica su prije stavljanja u neposredan
dodir s CD56* izvr$nim stanicama inkubirane s protu MIC A/B protutijelim tijekom
30 min na ledu. Izvrsnim CD56* stanicama NK takoder smo prethodno dodali protu-
perforinska, protu-NKP30, protu-NKp44, protu-NKp46 ili protu-NKG2D protutijela
u koncentraciji 10 pg/ml, kako bi ispitali mehanizam citotoksi¢nosti. Izvrsne i ciljne
stanice stavljane su u epruvete u omjerima 6:1, 12,5:1, 25:1 te 50:1, centrifugirane 5
min na 500 okretaja /min zbog postizanja boljeg stani¢no-stani¢nog dodira i

kultivirane u inkubatoru na 37°C uz 5% CO2 tijekom 2 sata.

3.3. Statisticka obrada podataka

Dobivene podatke statisticki smo obradili koriste¢i neparametrijski Kruskal-Walis
test da bismo utvrdili izmedu kojih grupa postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika uz pomo¢
racunalnog programa Statistica for Windows, Kernel release 8 (StatSoft Inc., Tulsa,
SAD). Razlike izmedu ispitivanih skupina smatrali smo znacajnim kada je p<o0,05.
Mann-Whitney U test koristili smo za utvrdivanje izmedu kojih dviju skupina postoji
statistiki znadajna razlika, a p vrijednost smo korigirati s obzirom na broj
usporedivanih grupa. Za prikaz rezultata koristit ¢e se programi Statistica for
Windows ili Microsoft Office Excel 2003, dio Microsoft Professional Edition 2003.,

Microsoft Corporation.
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4. REZULTATI

4.1. Fenotipska obiljezja decidualnih CD14* stanica u usporedbi s
autolognim CD14* stanicama periferne krvi

4.1.1. Izrazaj CD1a i CD83 biljega na CD14* stanicama decidue prvog
tromjesedja trudnoce. Dvostrukim obiljezavanjem CD14 i CD1a biljega, odnosno
CD14 i CD83 biljega metodom imunoflorescencije na DMS prvog tromjesecja
trudnoce istrazili smo moguénost istovremenog izrazavanja navedenih biljega na
istim stanicama. Dobivene rezultate smo analizirali proto¢nom citometrijom tako da
smo elektronicku ogradu, oznacenu kao R1 postavili na DMS, na temelju njihove
tipi¢ne velicine (FSC paramentar, od engl. Forward scater) i granuliranosti (SSC
parametra, od engl. Scide scater). Na tako odabranoj populaciji stanica odredili smo
postotak CD14* stanica i MFI za CDi4 molekulu u ogradi R2 u odnosu na
obiljezavanje protutijelom istog podrazreda, ali irelevantne specificnosti (misje
IgG2a) sto je prikazano na Slici 8A. U prikazanom primjeru zastupljenost CD14*
stanica medu DMS iznosila je 8,22% pri ¢emu je MFI za CD14 molekulu 29,5 u
usporedbi s kontrolnim obiljezavanjem (0,66%, MFI 15). Unutar elektronickih
ograda R1 i R2 analizirali smo zastupljenost CD83 i CDia antigena na CDig*
stanicama (Slika 8B). Puna krivulja na histogramima prikazuje obiljezavanje CD14*
stanica s protu-CD1a, odnosno protu-CD83 protutijelom, dok iscrtkana krivulja u
histogramu prikazuje obiljezavanje kontrolnim protutijelom istog podrazreda. U
oglednom primjeru 1,65% CD14* stanica izrazava CD1a biljeg, a 0,72% CD83 biljeg
viSe nego u obiljezavanju kontrolnim protutijelom (Slika 8B). MFI za obje molekule je
malen i iznosi 6 za CDia biljeg te 11 za CD83 biljeg (Slika 8B). Ovi rezultati se
podudaraju s ostalih 8 pokusa uéinjenih na isti nacin, a ¢ija vrijednost srediSnjeg
mjesta (25.-75. percentile) iznose 0,87% (0,15-2,11) za CD83 i 0,55 (0,37-0,87) za

CD1a biljeg na povrsini decidualnih CD14* stanica (Slika 8C).
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Slika 8. Ogledni primjer analize izrazenosti povrsinskih biljega CD1a i
CD83 na CD14+ stanicama u svjeZe izdvojenim DMS prvog tromjesecja
zdrave trudnoce. Nacin postavljanja elektronic¢ke ograde na DMS (R1) te
postotak CD14* stanica unutar elektronicke ograde (R2) prikazan je u
tockastim grafovima (A). Izrazaj CDi1a i CD83 biljega na decidualnim
CD14* stanicama prikazuju histogrami (B), dok su vrijednosti srediSnjeg
mjesta za navedene biljege dobiveni analizom o9 razli¢itih pokusa

prikazani i u grafu C.
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4.1.2. Izrazaj CD1a i CD83 biljega na CD14* stanicama periferne krvi
trudnih Zena

Na isti nacin kao sto smo analizirali izrazaj CD1a i CD83 molekule na DMS, analizirali
smo izrazaj navedenih biljega na CD14* stanicama periferne krvi. Slika 2A pokazuje
zastupljenost CD14+ stanica medu mononuklearnim stanicama periferne krvi (R1),
gdje ¢ine 3,21% stanica u usporedbi s obiljezavanjem kontrolnim protutijelom istog
podrazreda, irelevantne specificnosti (IgG2a 0,28%). Potom smo na CD14* stanice
postavili dodatnu elektronicku ogradu oznacenu kao R2 (Slika 9A). Unutar
elektronickih ograda R1 i R2 analizirali smo zastupljenost CD83 i CD1a antigena.
Ogledni histogrami pokazuju da samo neznatan broj CD14* stanica periferne krvi
trudnih Zena izrazava CD83 (0,45%) i CD1a (0,06%) molekulu na svojoj povrsini pri
¢emu je MFI za CD1ia 0,57, a za CD83 6,5 (Slika 9B). Graf na Slici 9C prikazuje da
svega 0,23% (0,04-0,4) CD14* stanica periferne krvi trudnih Zena izrazava CDia i

0,05% (0,007-0,18) izrazava CD83 biljeg kako je analizirano u 9 razlic¢itih pokusa.

4.1.3. Izrazaj CC receptora (CCR) 5 i CCR 7 na CD14+ stanicama decidue
prvog tromjesecéja trudnoce i periferne krvi trudnih zena.

Izrazenost kemokinskih receptora na povrsini mononuklearnih stanica periferne krvi
i decidue odredivali smo metodom direktne imunoflorescencije Pri tome smo koristili
monoklonska protutijela protiv CD14 biljega te kemokinskih receptora CCR5 i CCR7
na ve¢ opisani nacin postavljanjem elektronic¢kih ograda R1 za adherentne stanice i
R2 za CD14* stanice. Na oglednim histogramima vidi se da CD14* stanice decidue
(Slika 10A) i periferne krvi (Slika 10B) ne izrazavaju CCR7. To je u skladu s
rezultatima dobivenim u preostalih 8 pokusa gdje je izrazaj CCR7 bio >1% i nije se
medusobno statisticki znac¢ajno razlikovao (Slika 10C). Medutim 62,42% decidualnih
CD14* stanica izrazava CCR5 u odnosu na kontrolno obiljezavanje (Slika 3A), dok
CCR5 nije izraZzen na CD14* stanicama periferne krvi (Slika 10B). Analizom rezultata

u 9 ucinjenih pokusa dobivena je statisticka znacajnost na razini p=0.009 izmedu
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izrazaja CCR5 na decidualnim CDi4* stanicama (31,36 %; 6,4-51,6%) i CDi4*

stanicama periferne krvi (0%, Slika 10C).
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Slika 9. Ogledni primjer analize izrazenosti povrsinskih biljega CD1a i
CD83 na CDig4+ stanicama periferne krvi prvog tromjese¢ja zdrave
trudnoce. Nacin postavljanja elektronicke ograde na DMS (R1) te
postotak CD14+ stanica unutar elektronic¢ke ograde (R2) prikazan je u
tockastim grafovima (A). Izrazaj CD1a i CD83 biljega na CD14+ stanicama

periferne krvi prikazuju histogrami (B), dok su vrijednosti srediSnjeg
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mjesta za navedene biljege dobiveni analizom 9 razli¢itih pokusa

prikazani u grafu C.
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Slika 10. Ogledni histogrami izrazenosti receptora (CCR) 5 i CCR7 za
kemokine na CD14+ stanicama u decidui rane trudnoce (A) i perifernoj
krvi trudnih Zena (B). Graf C prikazuje rezultate dobivene u svih 9

odvojenih pokusa.
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4.1.4. Fenotipska svojstva decidualnih CD14* stanica u odnosu na CD14*
stanice periferne krvi

Kako bismo fenotipski podrobnije odredili fenotip decidualnih CD14* stanica te
odredili razlike prema fenotipu monocita periferne krvi trudnih zena koristili smo se
metodom direktne imunoflorescencije pri ¢emu je ispitivana izrazenost biljega CD16,
CD206, CD209 i CD163. Postavljanjem elektronicke ograde (Ri) na DMS ili
mononuklearne stanice periferne krvi, odredivali smo udio CD14* stanica u R2 na
nacin prikazan i opisan u slikama 1 i 2. Analizirali smo zastupljenost CD16, CD206,
CD209 i CD163 na povrsini CD14* stanica koje pripadaju elektronic¢koj ogradi R1 i
R2. Primjer analize je prikazan pomocu pripadajucih histograma. Iz Slike 11A vidljivo
je da decidualne CD14* stanice ne izrazavaju biljeg CD16 dok 13,47% CD14* stanica
periferne krvi izrazava ovaj biljeg (puna krivulja histograma) u odnosu na
obiljezavanje protutijelom istog podrazreda, irelevantne specifiénosti (iscrtkana
krivulja histograma) (Slika 11B). To je statisticki znacajna razlika na razini
znacajnosti p<0.01 dobivena analizom u 9 odvojenih pokusa prikazanih na Slici 11C
45% decidualnih CD14* stanica izrazava CD206 na svojoj povrsini (Slika 11A), Sto je
statisticki zacajno vise od CD14* stanica periferne krvi koje izrazavaju 3% CD206 u
prikazanom primjeru (Slika 11B, p=0.005). Biljeg CD209 prisutan je kod 41,49%
decidualnih CD14* stanica (Slika 11A), dok CD14* stanice periferne krvi trudnih Zena
ne izrazavaju ovaj biljeg (slika 4B), Sto je statisticki znacajna razlika (p=0.001)
uocena u 9 ucinjenih pokusa (Slika 11C). Slika 11A pokazuje da 48,05% decidualnih
CD14+ stanica izrazava CD163, Sto je statisticki znacajno viSe od CDi4* stanica
periferne krvi (p=0,03, Slika 4C) koje izrazavaju ovaj biljeg na samo 3% stanica (Slika

11B).
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Slika 11. Histogrami prikazuju ogledni primjer izrazenosti povrsinskih
biljega CD16, CD206, CD209 i CD163 na decidualnim CD14+ stanica rane
trudnoée (A) i CD14+ stanica periferne krvi trudnih Zena (B). Rezultati

dobiveni u svih 9 pokusa prikazani su na grafu C.
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4.2. Utvrdivanje prisustva CD14*/CD209* u decidualnom tkivua prvog
tromjesecdja normalne trudnoce

4.2.1. Smjestaj dvostruko pozitivnih CD14+CD209* stanice u decidualnom
tkivu prvog tromjesec¢ja normalne trudnoce

Kako bismo in vivo potvrdili prisustvo i raspodjelu decidualnih CD14* stanica koje
izrazavaju CD209 na svojoj povrsini tijekom prvog tromjeseéja trudnoce, metodom
imunohistokemije smo na parafinskim serijskim rezovima bazalnog sloja decidue
obiljezili stanice koje izrazavaju ova dva biljega. Na Slici 12 CD209* stanice obiljezene
su sa Permanent red kromogen, a CD14* stanice s DAB (3,3-diaminobenzidin)
kromogenom. Dvostruko pozitivne stanice obiljezene su kratkom strelicom, a CD14*
stanice s dugom strelicom te je uocljiva obilna zastupljenost CD14+/CD209* stanica u
decidualnom tkivu prvog tromjesecja trudnoce. Dvostruko pozitivne stanice se u

najvecem broju nalaze u neposrednoj blizini zlijezda u decidualnom tkivu.

Slika 12A pokazuje tkivne rezove bazalnog sloja decidue obiljezene miSjim protu-
humanim IgG1/IgG2a protutijelima kao izotipska kontrola te misjim protu-humanim
protu CDi4 protutijelima i protu-humanim protu CD209 monoklonskim
protutijelima (Slika 12B i 12C). Osnovno uvecanje je 4o0x. Slika 12C pokazuje

uvecanje uokvirenog segmenta tkivnog reza sa Slike 12B (osnovno uvecanje 1000x).
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Slika 12. Imunohistokemijsko obiljezavanje serijskih rezova bazalnog
sloja decidue prvog tromjesecja trudnoée uklopljenih u parafin pomoéu
protu-CD14 protutijela i misjeg IgG1/IgG2a protutijela (A) ili protu-

CD209 protutijela pri poveéanju 400x (B) i 1000x (C).
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4.3. Fenotipska i funkcijska obiljeZja decidualnih CD14* stanica prvog
tromjesjeéja normalne trudnoée nakon stimulacije lipopolisaharidom
4.3.1. Izrazaj CD206 na decidiualnim CD14*+ stanicama prvog tromjesecja
trudnoce nakon stimulacije s lipopolisaharidom

Indirektnom imunoflorescencijom obiljezavali smo uzorke DMS inkubiranih
prethodnih 18 sati s 10 ng/kg LPS ili samo u mediju za kulturu stanica te analizirali
na protoénom citometru. Rezultati su izrazeni kao postotak CD14* stanica koje
izrazavaju biljeg CD206 na povrsini (Slika 13). Na osnovi 9 izvedenih pokusa vidi se
da 37,46% (51,03,-119,66) CD14* stanice kultiviranih u mediju izrazava CD206, dok
39,52% (17,96,-46,59%) CD14* stanica kultiviranih s lipopolisaharidom izrazava ovaj
biljeg. Statistickom analizom nije utvrdena znacajna razlika u izrazaju CD206 izmedu

ovih dviju ispitivanih grupa.

CD14+ stanice
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Slika 13. Graf prikazuje utjecaj lipopolisaharida na izrazenost CD206

biljega na povrsini CD14+ stanica u 9 odvojenih pokusa
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4.3.2. Utjecaj lipolisaharida na endocitozu FITC-dextrana u decidualnim
CD14* stanicama prvog tromjesecja trudnoce

Na Slici 14 prikazana je endocitoza FITC-dekstrana na CD14* stanicama iz suspenzije
DMS kultiviranih in vitro samo u mediju za kulturu stanica ili u prisustvu rastucih
koncentracija lipopolisaharida (1 ng/ml, 10 ng/ml i 100 ng/ml). Rezultati su
analizirani na protoénom citometru i prikazani u tockastim grafovima i
histogramima. U tockastom grafu Ri1 elektroni¢ku ogradu postavili smo na DMS i
odredili postotak CD14* stanica koji u oglednom primjeru iznosi 6,2% u odnosu na
kontrolnu vrijednost obiljezavanja izotipskim protutijelom (0,3%, Slika 14A), a nalazi
se unutar R2 ograde. Unutar R1 i R2 elektronicke ograde analizirali smo endocitozu
FITC-dekstrana u nestimuliranim i stimuliranim CDi4* stanicama (Slika 14B).
Rezultati internalizacije izrazeni su u histogramu kao razlike u MFI za FITC dekstran
na 37° C (puna krivulja) i na +4° C (isprekidana krivulja) za svaku pojedinu
stimulaciju. Dodatak lipopolisaharida u rastu¢im koncentracijama nije mogao
smanjiti endocitozu FITC-dekstrana u prikazanom pokusu, pri ¢emu je razlika u MFI
pri 37°C 1 4°C za stanice koje su inkubirane 4 sata u mediju 889,89, za stanice
stimulirane s 1 ng/ml lipopolisaharida 813,2, s 10 ng/ml 830,3, a sa 100 ng/ml
862,9. Ponavljanjem pokusa u dodatnih 5 razli¢itih uzoraka dobili smo istovjetne

rezultate, a analizom nismo utvrdili statisticki znacajnu razliku izmedu ispitivanih

grupa.

4.3.3. Stvaranje IFN-y u decidualnim CD14* stanicama nakon stimulacije
lipopolisaharidom

Decidulane mononuklearne stanice inkubirali smo 4 sata samo u mediju za kulturu
stanica ili s rastuéim koncentracijama lipopolisaharida (1 ng/ml, 10 ng/ml i 100
ng/ml, Slika 8). Tako stimulirane stanice obiljezavali smo metodom direktne
imunoflorescencije pomoc¢u anti-CD14 i anti-IFN-y protutijela. Protoénim

citometrom postavili smo elektronicku ogradu R1 na DMS i odredili postotak CD14
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stanica (14,55%) obuhvacenih u R2 elektroni¢koj ogradi u odnosu na kontrolno
obiljezavanje (0,93%, Slika 15A). Unutar elektronic¢kih ograda R1 i R2 analizirali smo
izrazenost IFN-y. Na histogramima prikazane su IFN-y* stanice punom krivuljom, a
izotipska kontrola isprekidanom krivuljom. Izrazaj IFN- y u citoplazmi decidualnih
CD14*+ stanica je oko 1% 1 ne moze se povecati stimulacijom s rastucom

koncentracijom lipopolisaharida sto prikazuju histogrami s 0% IFN- y* stanica (Slika

15B).
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Slika 14. Ogledni primjer analize endocitoze. FITC-dekstrana u CD14+
stanicama nakon stimulacije S rastué¢im koncentracijama
lipopolisaharida. Nac¢in postavljanja elektronicke ograde na DMS (R1) te
postotak CD14+ stanica unutar elektronic¢ke ograde (R2) prikazan je u
tockastim grafovima (A). Histogrami pokazuju razliku u MFI za FITC
dekstran na 37° C (puna krivulja) i na +4° C (isprekidana krivulja) za

svaku pojedinu stimulaciju.
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Slika 15. Ogledni primjer analize lu¢enja interferona-y u nestimuliranim i
lipopolisaharidom stimuliranim CDi14+ stanicama. Nacin postavljanja
elektronicke ograde na DMS (R1) te postotak CDi14+ stanica unutar
elektronicke ograde (R2) prikazan je u tockastim grafovima (A).
Histogrami pokazuju postotak IFN-y+ stanica (puna krivulja) u
usporedbi s izotipskom kontrolom (isprekidana krivulja) za svaku

pojedinu stimulaciju (B).
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4.4. Stvaranje citokina i kemokina u decidualnim CD14+ stanicama prvog
tromjesjeéja normalne trudnoée

4.4.1. Stvaranje IL-4 i IFN-y u decidualnim CDi14*+ stanicama prvog
tromjesecja trudnoce.

M1 i M2 makrofagi razlikuju se osim u fenotipu i u vrsti citokina koje luce. Tako M1
luce znatno viSe IFN-y, dok M2 lude vise IL-4. Kako bismo utvrdili koje citokine
prvenstveno luce decidualne CD14* stanice koristili smo se metodom indirektne i
direktne imunoflorescencije pri ¢emu su svjeze izdvojene DMS dvostruko
obiljezavane s protu-CD14 protutijelom za povrsinski biljeg i s protu-IL-4 ili protu-
IFN-y za unutarstani¢ne biljege. Protutijela istog podrazreda koriStena su kao
kontrola. Rezultati su izraZeni kao postotak CD14* stanica koje stvaraju pojedine
citokine u odnosu na obiljezavanje kontrolnim protutijelom. Citokin IL-4 stvara od 2-
20% CD14* stanica, dok u prosjeku manje od 2% ovih stanica stvara IFN-y (Slika 16).
Decidualne CD14* stanice stvaraju statisticki znacajno vise IL-4 nego IFN-y, pri ¢emu

je razina statisticke znacajnosti p=0.02 izra¢unata temeljem 6 neovisnih pokusa.
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Slika 16. Graf prikazuje luc¢enja protu-upalnog citokina, IL-4 i pro-
upalnog citokina IFN-y u decidualnim CDi4+ stanicama prvog

tromjesedja trudnoce dobivenih u 6 neovisnih pokusa.
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4.4.2. Stvaranje i luc¢enje kemokina u decidualnim CDi14* stanicama
prvog tromjesecéja trudnoce

Metodom direktne florescencije na svjeze izdvojenim DMS koje su obiljezene s protu-
CD14 protutijelima odredivali smo izrazenosti pro-upalnog CCL3 te protu-upalnih
CCL17 i CCL22 kemokina. Rezultati su izrazeni kao postotak CD14* stanica koje
izrazavaju pojedine biljege u usporedbi s kontrolnim obiljezavanjem protutijelom
istog podrazreda, ali irelevantne specificnosti. Kemokin CCL3 prosje¢no stvara 60-
70% decidualnih CD14* stanica, oko 20-40% CD14* stanica stvara CCL17, a gotovo
sve (95%) stvaraju CCL22 (Slika 17). Stvaranje CCL22 u decidualnim CDig4*

stanicama statisticki je znacajno viSe (p=0.049) u odnosu na stvaranje CCL3 i CCL17

(Slika 17).
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Slika 17. Graf pokazuje postotak nestimuliranih decidualnih CDi14+
stanica koje stvaraju protu-upalne kemokine CCL22 i CCL17 i pro-upalni

kemokin CCL3.
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Stvaranje protu-upalnog kemokina CCL17 i pro-upalnog CXCL1o kemokina
odredivali smo u nadtalozima CD14* stanica obogacenih magnetskim prociséavanjem
ELISA metodama. Slika 18. pokazuje da je lucenje oba citokina podjednako te nema

statisticki znacajne razlike temeljeno na izvedenih 6 odvojenih pokusa.
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Slika 18. Graf pokazuje koncentraciju izluéenih kemokina CCL17 i
CXCL10 u nadtalogu nestimuliranih decidualnim CD14+ stanica prvog

tromjesedja trudnoce obogaéenih magnetskim izdvajanjem.
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4.5. Prisustvo MUC1 na majcino-fetalnom spoju prvog tromjesecja
normalne trudnocée

4.5.1. Izrazenost MUC1 u decidualnom tkivu prvog tromjesec¢ja normalne
trudnoée

Kako bismo in vivo istrazili moguée prisustvo MUC1 u decidui prvog tromjesecja
trudnoce koristili smo se imunohistokemijom na rezovima bazalnog sloja decidue
uklopnjene u parafin, dok je tkivo mucinoznog tumora ovarija koriSteno kao
pozitivna kontrola. Za obiljezavanje MUC1 koristili smo monoklonska protutijela
usmjerena prema Tn (N-acetylgalactozamine-a1-O-ser/thr) epitopu MUC1 molekule.
Na slici 19. prikazana je imunohistokemija decidualnog tkiva prvog tromjesecja
normalne trudnoce (A, B) i tkiva mucinoznog tumora ovarija (C, D). MUC1 pozitivne
stanice prikazane su kao smede obojene stanice pomoéu 3,3-diaminobenzidina
(DAB) u izvornom povecanju 100x (A) i 400x (B). Umetnute slike u gornjem dijelu
prikazuju obiljezavanje s IgG1 irelevantnim protutijelima.

MUC1 nismo utvrdili u decidualnom tkivu prvog tromjesecja trudnoce tijekom
obiljezavanja 5 razlicitih uzoraka tkiva, dok je svaki put tijekom procesa obiljezavanja
bio dokazan u rezovima mucinoznog tumora ovarija (Slika 19C i 19D u izvornom

povecéanju 100x, 0odnosno 400x).
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Slika 19. Imunohistokemijsko obiljezavanje anti-Tn (N-
acetylgalactozamine-a1-O-ser/thr) monoklonskim protutijelom u
rezovima bazalnog sloja decidue prvog tromjesecdja trudnoée pri
povecanju 100x (A) i 400x (B) i tumora jajnika pri poveéanju 100 x(C) i

400 x (D).
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4.6. Utjecaj MUC1 na decidualne CDi14* stanice prvog tromjesjecja
normalne trudnoée

4.6.1. Vezanje i internalizacija MUC1 za domenu za prepoznavanje
ugljikohidrata na CD206 i CD209 receptorima decidualnih CD14+ stanica
prvog tromjesecéja trudnoce

Svjeze izdvojene DMS kultivirali smo samo u mediju za kulturu stanica ili smo im
ponudili MUC1 u razli¢itim koncentracijama (25, 50, 100 pug/ml) kroz 30 minuta na
ledu kako bismo utvrdili moguée vezanje MUC1 za povrSinu CD14* stanica. U tu
svrhu naknadno smo uzorke stanica dvostruko obiljezili s protu-CD14 protutijelom i
protutijelima usmjerenim ka specificnoj domeni za prepoznavanje ugljikoghidrata
koja je sastavni dio CD206 tj. CD209 receptora uz pomo¢ PAM-1 protu-CD206,
odnosno DCN46 protu-CD209 protutijela. Rezultati su izrazeni kao postotak CD14*
stanica koje izrazavaju CD206 (Slika 20A) ili CD209 (Slika 20B) u usporedbi s
izotipskom kontrolom (IgGi odnosno IgG2b). MUC1 smanjuje vezanje PAM-1
monoklonskog protutijela za domenu za prepoznavanje ugljikohidrata na CD206
receptor na nacin ovisan o koncentraciji. Statisticka znacajnost od p=0.019 utvrdena
je kada je izraZzenost CD206 biljega na decidualne CDi4* stanice iz uzorka
stimuliranog sa 100 pg/ml (16,10% /11,52,-19,56%) usporeden sa stanicama koje su
kultivirane samo u mediju, 35,98% ( 26,18,-38,45%) dobivenih u 5 razlic¢itih pokusa
(Slika 20A).

Iz slike 20B vidi se da decidualne CD14* stanice rane trudnoée stimulirane s rastu¢im
koncentracijama MUC1 pokazuju smanjeno vezanje protu-CD209 monoklonskog
protutijela za domenu za prepoznavanje ugljikohidrata na CD209 receptoru na nacin
ovisan o koncentraciji. Statisticka znacajnost na razini p=0.01 utvrdena je kada su
CD209* decidualne CD14* stanice stimulirane sa 100 pg/ml MUC1 (33,72%, 18,56.-
48,89) usporedene s nestimuliranim stanicama koje izrazavaju 50,5% (43,94,-

57,06%) CD209 izracunato iz 4 uc¢injena pokusa.
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Slika 20. Prikaz izrazenosti CD206 (A) i CD209 (B) na decidualnim
CD14+ stanicama prvog tromjeseéja trudnoée inkubiranih u mediju ili s

rastu¢im koncentracijama MUC1 (25, 50, 100 pg/ml).
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4.6.2. Utjecaj MUC1 na ulazak FITC dekstrana u decidualne CD14* prvog
tromjesecja trudnoce

Stanice prvog tromjese¢ja trudnoce Decidualne mononuklearne stanice kultivirali
smo 30 minuta na ledu s rastu¢im koncentracijama MUC1 (50, 100 i 200 ug/ml)
(Slika 21A) ili mannana (50, 100, 200 ug/ml, Slika 21B), a nakon toga smo im
ponudili FITC dekstran za internalizaciju. Rezultati su izrazeni kao MFI za FITC-
dekstran u CD14* stanicama koje su kultivirane na 37°C umanjen za vrijednost MFI
za FITC dekstran u stanicama kultiviranim na ledu koje su sluzile kao kontrola, jer je
internalizacija na ledu svedena na najmanju moguc¢i mjeru. CDi14*+ stanice iz
suspenzije DMS kultiviranih s rastu¢im koncentracijama MUC1 internaliziraju manje
ucinkovito FITC-dekstran za kojeg se zna da ulazi u stanicu putem domene za
vezanje ugljikohidrata. U¢inak je bio ovisan o koncentraciji i statisticki znacajno
smanjenje na razini znacajnosti p=0,004 nadena je kada se MFI za FITC dekstran
nestimuliranih stanica (164; 97,46,-235) usporedio sa stanicama koje su bile
stimulirane s 200ug/ml (35; 0,-44,23) MUC1.

Makrofagi iz svjeze izdvojenih DMS stimulirani 30 minuta s rastu¢om
koncentracijom mannana takoder internaliziraju FITC dekstran manje uéinkovito
(Slika 21B). U¢inak je bio ovisan o koncentraciji i statisticki znacajno smanjenje na
razini znacajnosti p=0,007, p=0,0023 i p=0,0069 izracunato je kada se MFI za FITC
dekstran nestimuliranih stanica usporedio sa stanicama koje su bile stimulirane s 50
ug/ml (58,94; 44,17,-102,66), 100 pg/ml (59,93; 33-133) ili 200ug/ml (48,89; 41,09-
98) manana. Obzirom da je mannan ligand za domenu koja veZe ugljikohidrate u
ovim pokusima smo ga koristili kao pozitivhu kontrolu za internalizaciju MUC1

liganda putem ove domene (Slika 21B).
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Slika 21. Grafovi pokazuju smanjenje ulaska FITC-dekstrana u CD14+
stanice nakon kultivacije s rastu¢im koncentracijama MUC1 (A) (50, 100 i

200 pug/ml) i mannana (B) (50, 100 i 200 mg/ml).
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4.6.3. Fenotipska obiljezZja decidualnih CD14* stanica stimuliranih s
MUC1 in vitro

Suspenziju DMS kultivirali smo u mediju za kulturu stanica ili u prisustvu MUC 1
(200 pg/ml) kroz 18 sati. Slika 22 prikazuje vijabilnost nestimuliranih (slika 22A) i
stimuliranih (slika 22B) decidualnih CDi4+ stanica obuhvaéenih elektronickom
ogradom R2 iz populacije ogradenih DMS unutar elektronicke ograde R1 na jednom
od 6 ucinjenih pokusa. U prikazanom primjeru 20,36% CD14* stanica smo utvrdili u
nestimuliranoj suspenziji, a 22,28% u suspenziji stimuliranih stanica u odnosu na
kontrolno obiljezavanje izotipskim protutijelom koje iznosi 1,96, odnosno 1,74%.
Vijabilnost nestimuliranih CD14* stanica iznosilo je 29,05%, a stimuliranih 30,93%

prema analizi s propidij jodidom (0,5 pg/ml) na protoénom citometru.
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Slika 22. Ogledni primjer vijabilnost nestimuliranih (A) i stimuliranih
(B) decidualnih CD14+ stanica obuhvacenih elektroni¢ckom ogradom R2

iz populacije ogradenih DMS unutar elektronicke ograde Ri.

Kako bismo utvrdili razliku u fenotipu izmedu ove dvije grupe stanica koristili smo se
metodom imunoflorescencije pri ¢emu su stanice dvostruko obiljeZene s protu-CD14

monoklonskim protutijelom i protu-CD80, protu-CD86, protu-CD83, protu-HLA-
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DR, protu-IL-1RII i protu-D6 monoklonskim protutijelom. Dobivene rezultate
analizirali smo na proto¢nom citometru i prikazali u slici 23. U 7-10 razli¢itih pokusa
nismo utvrdili razliku u izrazavanju CD80o (A), CD86 (B), HLA-DR (C), CD83 (D)
molekula te receptora mamilice D6 (E) nestimuliranih ili stimuliranih decidualnih
CD14* stanica u odnosu na izotipsku kontrolu. Utvrdili smo statisti¢ki znacajno veci
postotak II-1R tip II na decidualnim CD14* stanicama stimuliranim s MUC1 nego u

nestimuliranim stanicama (p=0,004, Slika 23F).
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Slika 23. Grafovi prikazuju razliku u fenotipu decidualnih CD14+ stanica
prvog tromjesecja trudnoce kultiviranih kroz 18 sati u mediju ili u
prisustvua MUC1 (200 pg/ml) za povrsinske antigene CD80 (A), CD86 (B),

CD83 (D), HLA-DR (E), D6 (E) i IL-1RII (F).
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4.6.4. Utjecaj MUC1 na stvaranje citokina i kemokina u decidualnim
CD14* stanicama prvog tromjesecja trudnoce

Decidualne mononuklearne stanice kultivirali smo kroz 18 sati u mediju ili u
prisustvu MUC1 (200 pg/ml). Da bismo utvrdili utjecaj MUC1 na stvaranje pojedinih
pro-upalnih i protu-upalnih citokina i kemokina koristili smo se metodom
imunoflorescencije tako da smo DMS obiljezili prema protokolu za unutarstani¢no
obiljezavanje citokina koriste¢i protutijela protiv IFN-y, IL-15, IL-4, IL-10 i IL-18 te
kemokina CCL3, CCL17 i CCL22, a potom nakon reintegracije stani¢ne membrane
stanice smo obiljezili s protu-CD14 protutijelom. Dobivene rezultate analizirali smo
na proto¢nom citometru. Rezultati su izrazeni kao razlika u postotku CD14* stanica
koje izrazavaju pojedine biljege u usporedbi s izotipskom kontrolom. Iz slike 24A vidi
se da decidualne CD14* stanice u prisustvu MUC1 izrazavaju znac¢ajno manje IL-15 u
usporedbi sa stanicama kultiviranim u mediju. Oko 8% decidualnih CD14* stanica
stvara IL-15 u prisustvu makrofaga prethodno stimuliranih s MUC1, dok dvostruko
viSe, tj. oko 16% CD14* stanice kultiviranih u mediju stvara IL-15, a ova razlika u
postotku pokazuje statisticku znacajnost od p=0.005 utvrdenu u 9 izvedenih pokusa.
IL-18 stvaralo je oko 60% nestimuliranih CD14* stanica (B), dok su vrijednosti IL-4+
stanica iznosile do 20% (C), a postotak IFN- y* i IL-10* stanica bio je najmanji i
iznosio je uglavnom oko 5% (Slika 24D i 24E). Pod utjecajem MUC1 nismo nasli
statisticki znacajne razlike u odnosu na nestimulirane stanice (Slika 24).

Postotak stanica koje izrazavaju CCL22 u nestimuliranim CD14* stanicama nakon 18
sati kulture samo u mediju iznosio je oko 70% (Slika 25A), CCL3* stanica uglavnom
od 20-40% (Slika 25B), a CCL17* stanica oko 15% (Slika 25C) i nije se statisticki

znacajno mijenjao u populaciji ovih stanica stimuliranih s MUC1 (slika 25).

108



Postotak pozitivnih stanica (%)
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4.7. Uspostavljanje protokola za procis¢avanje decidualnih CD14* stanica
iz tkiva

Temeljem nasih ranijih istrazivanja (61) udjela subpopulacija koje ¢ine DMS,
uspostavili smo protokol za izdvajanje decidualnih CD14* stanica iz tkiva. Protokol se
sastojao u odvajanju dviju frakcija iz DMS dobivenih enzimatskom razgradnjom tkiva
i to adherentne i neadherentne frakcije kultiviranjem DMS u Petrijevoj zdjelici u
vlaznoj sredini na 37°C, 5% CO2 (slika 26). Adherentne stanice sastoje se ve¢inom od
stromalnih stanica (60-80%), makrofaga (5-15%) te Zljezdanog endotela, trofoblasta i
dendritickih stanica (1-10%). Protokol za izdvajanje obogatene populacije CD14*
stanica iz adherentne populacije stanica polazi od izdvajanja CDia* dendritickih
stanica pozitivnim magnetskim izdvajanjem, a tek nakon toga CD14* stanice iz CD1a-
populacije koristeé¢i protu-CD14 monoklonsko protutijelo obiljeZeno s magnetskim
kuglicama (Slika 26). Ovako izdvojene CDi4* stanice u odnosu na kontrolno
obiljezavanje izotipskim protutijelom koje iznosi 0,9% u prikazanom pokusu
pokazuju cisto¢u od 70% (slika 27). ProciScena populacija sadrzi znatno veéi udio
CD14* stanica (70%) u odnosu na 19,56% CD14* stanica prisutnih u neadherentnoj
frakciji prije izdvajanja (Slika 27). Udio mrtvih CD14* PI* stanica (puni histogram) u
usporedbi s PI negativnim stanicama (isprekidani histogram) nakon magnetske
separacije iznosi 3.9% (slika 28A). Neadherentnu frakciju saéinjavali su limfociti od
kojih stanice NK ¢ine 70-80%, a limfociti T 5-15%, dok su dendriticke stanice
predstavljale 1.5%. Iz neadherentne populacije dobili smo decidualne CD56* stanice
metodom magnetskog izdvajanja pri ¢emu smo stanice obiljezili protu-CD56
monoklonskim protutijelom konjugirano s magnetskim kuglicama prema protokolu
koji je ranije uspostavljen u nasem laboratoriju (58) Iz Slike 28B vidi se da je Cistoca
CD56* stanica nakon magnetske separacije iznosi 95.96% u odnosu na izotipsku
kontrolu dok je udio mrtvih PI* (puni histogram) u usporedni s PI - stanicama

(isprekidani histogram) 8.9% (slika 28B).
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Svjeze izdvojene decidualne mononuklearne stanice (DMS)

24 sata ‘ l l ‘
5% CO2, 370C g %

VlaZna okolina
l Neadherentne stanice:

Decidualne stanice NK 70-80%
Limfociti T 5-15%
Dendriti¢ke stanice 1-5%

Adherentne stanice

Stromalne stanice 60-80%
Makrofasi 5-15% Rukavina D. et al.,

zljezdane stanice Am J Reprod Immunol.
Endotelne stanice  1-10% 1995;33(5):394-404.
Trofoblast
Dendriti¢ke stanice

Sotosek V., et al. Am J Reprod

Immunol. 1999, 42(2):76-82.

Uklanjanje CD1a+ stanica
pomoCu protu —CD1a protutijela (pozitivno
prois€avanje).

G. Laskarin et al., 2006. Am. J. Reprod.
Immunol. 2006, Vol. 56, p23.

Prociscavanje CD14+ stanica
pomocu protu-CD14 protutijela
(pozitivno prociscavanje)

Slika 26. prikazuje protokol za izdvajanje decidualnih CDi4+ iiz

decidualnih adherentnih stanica prvog tromjesecja trudnoce
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Slika 27. Ogledni primjer analize ¢isto¢e CD14+ stanica nakon izdvajanja
pomocu magnetske separacije iz decidualnih adherentnih stanica prvog
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Slika 28. Ogledni primjer analize vijabilnosti CD14+(A) i CD56+ stanica

(B) nakon magnetskog izdvajanja iz decidue prvog tromjesedéja trudnoce.
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4.8. Medudjelovanje decidualnih CD14* stanica i autolognih decidualnih
stanica NK

4.8.1. Utjecaj nestimuliranih i MUC1 stimuliranih decidualnih CD14*
stanica na stvaranje citokina u decidualnim CD56* stanicama prvog
tromjesecja trudnoce in vitro.

Oplemenjenu populaciju decidualnih CD14* stanica koju smo dobili magnetskim
izdvajanjem kultitivirali smo kroz 5 sati u mediju za kulturu stanica ili u prisustvu
MUC1 (200pg/ml) te potom dodali u kulturu s prociséenim CD56+ stanicama u
omjeru 1:5. Kako bismo utvrdili razliku u stvaranju IFN-y i IL-4 izmedu
nestimuliranih i MUC1 stimuliranih CD56+ stanica nakon kulture s nestimuliranim i
MUC1 stimuliranim CD14* stanicama Kkoristili smo se metodom imunoflorescencije
pri éemu smo unutar stanice obiljezavali citokine, a nakon reintegracije stani¢ne
membrane, CD56 molekulom. Rezultati su izraZeni kao razlika u postotku IL-4" ili
IFN-y+ CD56* stanica NK u odnosu na izotipsku kontrolu u svakoj pojedinoj grupi
stanica.

Iz Slike 29A vidi se da CD56* stanice luce podjednako IL-4 kada su kultivirane u
mediju, u prisustvu MUC1, u prisustvu CD14* stanica i u prisustvu CD14* stanica
pretretiranih s MUC1 te nije nadena statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu ovih skupina
kultiviranih stanica. Iz Slike 29B vidi se da CD56* stanice luce podjednako IFN-y
kada su kultivirane u mediju, u prisustvu MUC1, u prisustvu CD14* stanica i u
prisustvu CD14* stanica pretretiranih s MUC1 te nije nadena statisti¢ki znacajna

razlika izmedu ovih skupina kultiviranih stanica.
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Slika 29. Grafovi prikazuju lucenje citokina IL-4 (A) i IFN-y (B) u
decidualnim CD56* stanicama kultiviranim kroz 18 sati u mediju, u
prisustvu CD14+ stanica u omjeru 5:1, u prisustvu CDi14* stanica
stimuliranih kroz 5 sati s MUC1 u omjeru 5:1 (200 pg/ml), ili u prisustvu

MUC1 (200 pg/ml)

4.8.2. Utjecaj nestimuliranih i MUC1 stimuliranih decidualnih CD14*
stanica na stvaranje kemokina u decidualnim CD56* stanicama prvog
tromjesecja trudnoce ,,in vitro*

Iz Slike 30 vidi se da 3-5% decidualnih CD56* stanica kultiviranih 18 sati samo u
mediju za kulturu stanica stvara kemokin CCL17. Udio CCL17+ CD56* stanica
statisticki se znacajno smanjuje nakon ko-kulture s nestimuliranim CD14* stanicama
u omjeru 5:1 (p=0,02), medutim CD14"* stanice prethodno stimulirane s MUC1 bile su
u mogucnosti odrzati stvaranje CCL17 u CD56* stanicama NK temeljeno na ucinjena
4 pokusa (slika 30A). Stimulacija s MUC1 nije sama mogla mijenjati izrazaj CCL17 u

odnosu na CD56* stanice kultivirane samo u mediju za kulturu stanica. Udio CD56*

114



stanica koje izrazavaju CCL3 i CCL22 nakon 18 sati kultivacije samo u mediju za
kulturu stanica iznosio je 20-40%, odnosno 60-90% i nije se bitnije mijenjao u
odnosu na stimulaciju s MUC1 ili nakon kulture s nestimuliranim ili MUC1
stimuliranim makrofagima. U¢injena su Cetiri istovjetna pokusa iz razli¢itih uzoraka

tkiva (Slika 30B i Slika 30C).
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Slika 30. Grafovi prikazuju lucenje kemokina CCL17 (A), CCL3 (B) i
CCL22 (C) u magnetskim izdvajanjem prociSéenim decidualnim CD56+
stanicama kultiviranim kroz 18 sati u mediju, u prisustvu CD14* stanica u
omjeru 5:1, u prisustvu CD14+ stanica pretretiranih kroz 5 sati s MUC1 u

omjeru 5:1 (200 ug/ml), ili u prisustvu MUC1 (200 pg/ml).
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4.8.3. Izrazaj citotoksi¢nih medijatora u decidualnim CD56* stanicama
nakon kultivacije s CD14* stanicama prethodno stimuliranim s MUC1
Magnetskim izdvajanjem obogacenu populaciju decidualnih CD14* stanica stimulirali
smo tijekom 5 sati s MUC1 (200ug/ml) ili kultivirali samo u mediju za kulturu
stanica, a zatim kultivirali daljnjih 18 sati s procis¢éenim decidualnim autolognim
CD56* stanicama u omjeru 1:5. Kao kontrolne uzorke koristili smo CD56* stanice
kultivirane u istom vremenskom razdoblju samo u mediju ili u mediju s MUC1 (200
mg/ml). Po isteku kultivacije odredili smo izrazenost unutarstani¢nih citotoksi¢nih
molekula: perforin, FasL i TRAIL u CD56* stanicama metodom imunofluorescencije
uz ocitavanje proto¢nim citometrom.

Rezultati su izrazeni kao razlika u postotku CD56* stanica dobivenih obiljezavanjem
protutijelima usmjerenim ka svakom pojedinom citolitickom medijatoru i
obiljezavanjem protutijelom istog podrazreda, ali irelevantne specifi¢nosti (Slika 31).
Do 40% procis¢enih CD56* stanica kultiviranih samo u mediju izrazava perforin
(Slika 31A), a udio FasL (Slika 31B) i TRAIL (Slika 31C) apoptoticke molekule bio je
znatno manji i iznosio je do 4%. Medutim u CD56* stanicama kultiviranim s
autolognim decidualnim CDi4* stanicama udio perforina i apoptoticke molekule
FasL statisticki se znacajno povec¢ao (p=0,009 odnosno p=0,002). CD14+ decidualne
stanice prethodno stimulirane s MUC1 nisu bile u stanju odrzati razinu perforin, FasL
i TRAIL citotoksi¢nih molekula u autolognim CD56* stanicama NK te se udio
perforin* (Slika 31A), FasL* (Slika 24B) i TRAIL* (Slika 31C) decidualnih CD56*
stanica u suspenziji statisticki zna¢ajno smanjio (p= 0,01, p=0,01 odnosno p=0,006)
u odnosu na CD56* stanice kultivirane s nestimuliranim CD14+* stanicama. Prisustvo
MUC1 u mediju za kulturu stanica nije bitnije mijenjao udio stanica s citolitickim
medijatorima u odnosu na stanice kultivirane samo u mediju, ali je smanjivao
postotak CD56* stanica koje izrazavaju perforin, FasL i TRAIL u odnosu na stanice

kultivirane s MUC1 stimuliranim CD14* makrofagima.
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Slika 31. Grafovi prikazuju izrazenost citolitickih medijatora perforina
(A), FasL (B) i TRAIL-a (C) u CD56+ stanicama kultiviranim kroz 18 sati u
mediju, u prisustvu CD14+ stanica u omjeru 5:1, u prisustvu CD14+

stanica pretretiranih kroz 5 sati s MUC1 u omjeru 5:1 (200 pg/ml), ili u
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4.8.4. Proliferacija decidualnih CD56* stanica nakon kultivacije s
autolognim CD14* stanicama

Decidualne CD56* stanice dobivene magnetskim izdvajanjem obiljezili smo s CFSE
fluorescentnom bojom koja se nepovratno veze za stani¢ne bjelancevine i smanjuje
jacinu fluorescencije za 50% svakom diobom stanice te postavili u neposredni dodir
tijekom 48-sati s decidualnim nestimuliranim CDi14* stanicama ili MUC1 (200
pug/ml) prethodno stimuliranim CD14* stanicama tijekom 5 sati u omjeru 1:0.25,
1:0.5, 1:11 1:2. Potom smo stanice obiljezili s protu-CD56 protutijelom te s PI koji se
umece u DNA mrtvih stanica, jer su Zive stanice sposobne aktivnim transportom
izbaciti PI iz stanice. Rezultate smo analizirali proto¢nim citometrom tako da smo
elektronicku ogradu, oznacenu kao Ri1 postavili na CD56* stanice, a potom smo
elektroni¢ku ogradu R2 postavili na CD56* stanice koje su nakon bojenja s PI ostale
neobojene, dakle zive stanice. Viabilne CD56* stanice koje nisu obiljezene s CFSE na
pocetku testa (isprekidana krivulja histograma) predstavljaju negativnu kontrolu, dok
CD56+ stanice obojene s CFSE na pocetku testa (tanka puna krivulja histograma)
predstavljaju pozitivnu kontrolu obiljezavanja (Slika 32A i 32B). Debela krivulja
histograma preklopljena preko pozitivne i negativne kontrole pokazuje proliferaciju
stanica NK nakon 48 sati kulture s nestimuliranim ili MUC1 stimuliranim CD14*
stanicama u navedenim omjerima (Slika 32A, odnosno Slika 32B). Postotak mrtvih,
PI*CD56* stanica u kulturi s nestimuliranim (Slika 32C) ili MUC1 stimuliranim
stanicama (Slika 32D) prikazani su kao puni histogrami u odnosu na izotipsku
kontroli (iscrtkana krivulja histograma). Postotak mrtvih CD56*+ stanica nakon
kultivacije od 48 sati u prisustvu CD14* stanica, iznosio je od 39% do 49% (Slika
32C), a bio je samo neznatno manji u CD56* stanica kultiviranih s MUC1
stimuliranim CD14* stanicama (Slika 32D). ProciS¢ene decidualne CD56* stanice koje
pripadaju elektronickim ogradama R1i i R2 umnazaju se nakon kulture s
nestimuliranim CD14* stanicama od 18% do 54% (Slika 32A) te od 13-18% nakon

kulture sa CD14* stanicama prethodno stimuliranih s MUC1 (Slika 32B) u ovisnosti o
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omjeru CD56*:CD14* stanica 1:0,25, 1:0,5, 1:1 i 1:2 u prikazanom primjeru. Vec¢i udio
CD14* stanica uzrokovao je vecu proliferaciju stanica NK u jo$ dodatno izvedena 3
neovisna pokusa, a dobivene srednje vrijednosti prikazuje Slika 32E. Ako smo
decidualne CD14* makrofage prethodno stimulirali s MUC1 proliferacija CD56*
stanica se statisticki znacajno smanjila u omjeru CD56*:CD14" stanica 1:2 pri ¢emu je

razina statisticke znacajnosti iznosila p=0.006 (Slika 32A).

4.8.5. Izrazaj aktivacijskih i inhibicijskih receptora na decidualnim
stanicama NK

Stanice NK izrazavaju Siroki raspon inhibicijskih i aktivacijskih receptora cija
stimulacija odreduje citotoksi¢ni odgovor stanice. Kako bi utvrdili koji su od ovih
receptora prisutni na decidualnim stanicama NK, svjeZe izdvojene DMS obiljezavali
smo metodom imunoflorescencije pri ¢emu smo koristili monoklonska protutijela
usmjerena ka CD3, CD56 biljezima i pojedinim NK receptorima (NKp30, NKp44,
NKp46, CD94, NKG2D, NKG2C, NKG2A). Dobivene rezultate smo analizirali
protocnom citometrijom. 90-100% decidualnih CD56* stanica iz svjeze suspenzije
DMS izrazava NKpg6 i CD94 receptore s aktivacijskim, odnosno
aktivacijsko/inhibicijskim svojstvima, a 70-90% izrazava aktivacijski NKG2D
homodimer i inhibicijski NKG2A receptor (Slika 33A). NKG2C izrazava 20-30%
stanica NK, dok njih 20% izrazava NKp30 i NKp44 receptore (Slika 33A). MFI za
svaki pojedini biljeg je bio nizak, a najveéi je bio za CD94 i iznosio je do 20 (Slika

33B).
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Slika 32. Histogrami prikazuju ogledne pimjere analize proliferacije

stanicama

nestimuliranim (A) i stimuliranim s MUC1 (200 pg/ml) (B). Postotak
mrtvih, PI*CD56* stanica u kulturi s nestimuliranim (C ) ili MUC1
stimuliranim stanicama (D) prikazani su kao puni histogrami u odnosu

na izotipsku kontrolu (iscrtkana krivulja histograma).



Prikazani su rezultati dobiveni na osnovu 4 odvojena testa proliferacije
decidualnih stanica NK dobivenih iz kulture s nestimuliranim (m) ili
MUC1 stimuliranim (MUC 1) (o) decidualnim CDig+ stanicama u

navedenim omjerima CD56+:CD14+ stanica (E).
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Slika 33. Graf prikazuje izraZzenost NK receptora, NKp3o, NKp44,
NKp46, CD94, NKG2D, NKG2C, NKG2A (A) te MFI za svaki od pojedinih

NK receptora (B) na povrsini decidualnih CD56+ stanica.
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4.8.6. Citotoksi¢nost decidualnih stanica NK prema autolognim CDi14*
stanicama

Kako bismo utvrdili sposobnost citotoksi¢nosti decidualnih stanica NK prema
autolognim CD14* stanicama u dvosatnom testu citotoksi¢nosti te nacin aktivacije i
mehanizam ubijanja, decidualne adherentne stanice obiljezili smo s PKH-26 crvenom
bojom koja se nepovratno veZe za bjelancevine stanice, a potom obogatili magnetskim
izdvajanjem. Obiljezene i u postotku obogatene CDi4* stanice postavili smo u
neposredan dodir s proc¢iS¢enim autolognim CD56* stanicama u omjerima 6:1, 12.5:1,
25:1150:1.

Postotak mrtvih PI*CD14* stanica u testu citotoksi¢nosti raste kako se povecava
omjer CD56* i CD14* stanica (Slika 34A). Tako postotak mrtvih CD14* stanica
prosjecno iznosi pri omjeru CD56* i CD14* stanica 6:1 9,29%, pri omjeru 12.5:1 iznosi
12,3%, pri omjeru 25:1 iznosi 14,68%, a pri omjeru 50:1 iznosi 27,21%. Dodatkom
blokirajuc¢ih protutijela usmjerenih prema perforinu u test citotoksi¢nosti smanjuje
se citotoksi¢nost u svim omjerima, ali se statisticka znacajnost postize u omjerima
25:1 1 50:1 na razini znacajnosti p=0,049 odnosno p=0,03 (Slika 34A). Postotak
spontano mrtvih ciljnih stanica iznosi oko 15% (Slika 34B), a izvr$nih stanica od 15-
35% (Slika 34C) i ne razlikuje se bitno od postotaka spontano mrtvih stanica u testu s

protu-perforinskim protutijelom.

4.8.7. Utjecaj aktivacijskog receptora NKG2D i njegovih liganada MIC
A/B na citotoksi¢nost decidualnih CD56* stanica prema decidulnim
CD14* stanicama

Aktivacijski receptor NKG2D i njegovi ligandi MICA/B ne sudjeluju u ubijanju CD14*
stanica posredstvom decidualnih autolognih CD56+ stanica, jer nije nadena statisticki
znacajna razlika u ubijanju CD14* stanica pri pojedinim omjerima u testovima

izvodenim samo u mediju u odnosu na testove izvodene uz dodatak blokirajucih
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protutijela protiv NKG2D ili MICA/B (Slika 35A). Postotak spontano mrtvih ciljnih
stanica (Slika 35B) i izvrSnih stanica (Slika 35C) ne razlikuje se bitno izmedu

testiranih skupina.
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Slika 34. Graf A prikazuje citotoksi¢nost decidualnih CD56+ stanica
prema autolognim CDi14*+ stanicama u 2-satnom testu citotoksi¢nosti
izvedenom samo u mediju (¢) ili uz prisutnost 20 pug/ml protu-perforin
monoklonskih protutijela (m). Graf B prikazuje postotak spontano mrtvih
ciljnih stanica, a graf C postotak spontano mrtvih izvr$nih stanica
kultiviranih u mediju ili u prisustvu odgovaraju¢ih  blokirajucih

protutijela.
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Postotak PI+ stanica (%)

Slika 35. Graf A prikazuje utjecaj blokirajuc¢ih 20 pg/ml protutijela protiv
aktivacijskog receptora NKG2D (m) i njegovih liganada MIC A/B (A) na
ubijanje CD14* stanica posredovanog CD56+ stanicama u usporedbi s
citotoksi¢noséu ostvarenom u kulturi samo u mediju (¢). Graf B pokazuje
postotak spontano mrtvih ciljnih stanica, a graf C postotak spontano

mrtvih izvr$nih stanica kultiviranih u mediju za kulturu stanica ili u
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4.8.8. Utjecaj NRC, NKp30, NKp44 i NKp46 na citotoksi¢nost decidualnih
CD56" stanica prema decidulnim CD14* stanicama

Kako bismo istrazili ulogu NK stani¢nih receptora, NKp30, NKp44 i NKp46 u
ubijanju CD14* 2-satni test citotoksi¢nosti smo izvodili samo u mediju ili u
prisutnosti protutijela usmjerenih prema navedenim NK receprorima. Opcenito
govoredi, postotak PI*CD14* stanica u izvedenih 5 pokusa je nizi u uzorcima testa
citotoksi¢nosti koji su izvodeni uz prisustvo protutijela usmjerenih prema NKp3o,
NKp44 ili NKp46 (Slika 36A). Pri omjeru CD56*: CD14* stanica 50:1 postotak mrtvih
CD14* stanica iznosi oko 35%, a uz dodatak anti-NKp30 protutijela iznosi 10,74%,
odnosno 5,21% ili 9,06% uz dodatak protu-NKp44 ili protu-NKp46 protutijela. To
predstavlja statisticki znacajno smanjenje citotoksi¢nosti na razini p=0.003 (Slika
36A). Udio spontano mrtvih ciljnih (Slika 36B) i izvr$nih stanica (Slika 36C) nije se

statisticki znacajno razlikovao izmedu ispitivanih grupa.

4.8.9. Citotoksi¢nost CD56* stanica prema decidualnim CD14* stanicama
stimulirnih Lipopolisaharidom ili MUC1

Decidualne CDs56* stanice ubijaju autologne CDi4* stanice stimulirane s
lipopolisaharidom (100 ng/ml) ili MUC:1 (200 pg/ml) veéom prosjecnom
ucinkovitoscu i to od 10-50% u omjerima od 6:1 do 50:1 u odnosu na nestimulirane
CD14" stanice kultivirane samo u mediju (Slika 37A). Ta razlika je statisticki znacajna
na razini p=0,049 u omjerima CD56*:CD14* 25:1 i 50:1 na temelju podataka
dobivenih u 4-5 ponavljanih neovisnih pokusa (Slika 37A). Udio spontano mrtvih
ciljnih CD14* stanica iznosio je od 15-25% (Slika 37B), a broj izvrsnih CD56* stanica
od 20-40% (Slika 37C), ali nije se statisti¢ki znac¢ajno mijenjao izmedu ispitivanih

skupina.
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Slika 36. Graf A prikazuje utjecaj 20 pg/ml protutijela protiv NKp30 (=),
NKp44 (A) i NKpg6 (x) na ubijanje CD14*+ stanica posredovano CD56*
stanicama u usporedbi s citotoksi¢no$éu ostvarenom u kulturi samo u
mediju (¢). Graf B prikazuje postotak spontano mrtvih ciljnih stanica, a

graf C postotak spontano mrtvih izvrsnih stanica kultiviranih u mediju ili

u prisustvu blokirajucih protutijela.
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Slika 37. Graf A prikazuje -citotoksi¢cnost CD56+ stanica prema
autolognim nestimuliranim CDi14+ stanicama (¢), CD14+ stanicama
stimuliranim tijekom prethodnih 18 sati s 200 ug/ml MUC1 (= ) ili 100
ng/ml lipoplisaharida (A). Graf B prikazuje postotak spontano mrtvih
ciljnih stanica i graf C postotak spontano mrtvih izvrsnih stanica
kultiviranih u mediju ili u prisustvu odgovaraju¢ih blokirajucih

protutijela.
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5. RASPRAVA

Decidualne CD14* stanice su nakon decidualnih CD56+ stanica najbrojnija leukocitna
stani¢na populacija (135). Medutim, unato¢ njihovoj prevalenciji kao i njihovom
smjestaju u blizini trofoblasta, decidualnih Zzlijezda i krvnih zila nedovoljno
pozornosti je posveceno makrofagima u dosadasnjim istrazivanjima. NasSe
odredivanje fenotipskih obiljezja CD14* stanica ukazuje na to da su decidualne CD14*
stanice specificna populacija leukocita koja se bitno razlikuje od odgovarajuéih
stanica periferne krvi trudnih Zena kao i decidualnih dendriti¢kih stanica. Naime,
Kammerer i sur. (302) pokazali su da decidua, osim malobrojne populacije nezrelih
CD1a* stanica, intermedijarnih CD205+ dendritickih stanica (76) i zrelih dendriti¢nih
CD83* stanica CD40*, CD45*, HLA-DR** fenotipa sadrzi i tkivno specificne CD14+
makrofage (302). Decidualni makrofagi na svojoj povrsini izrazavaju CD4/HLA-
DR/CD68 (302), a mogu izrazavati i CD209 receptor za endocitozu koji je izraZzen na
dendritickim stanicama i veze se za ICAM-3 te tako posreduje u aktivaciji naivnih
limfocita T, a sudjeluje i u kruzenju dendritickih stanica (303). Mononuklearne
stanice periferne krvi i makrofagi koji potjecu od monocita ne izrazavaju CD209 u
perifernoj krvi i razlic¢itim tkivima (303), ali pod utjecajem okoliSa, mogu ga

izrazavati kao sto su Soilloux i sur. (303) pokazao za decidualne makrofage.

Kako bismo razlucili makrofage od decidualnih dendritickih stanica, CD14* stanice
obiljezavali smo s protutijelima usmjerenim prema CDia i CD83 biljezima,
svojstvenim za dendriticke stanice. Molekula CD1a je biljeg dendritickih stanica (304)
moze se pojaviti kratkotrajno na monocitima periferne krvi aktiviranim
superantigenom i posredovati aktivaciju limfocita T npr. stimuliranih stafilokoknim
enterotoksinom A ili toksinom-1 (305). Molekula CD83 pripada obitelji
imunoglobinskih receptora i obiljezje je zrelih dendriti¢kih stanica (306), iako njezin
izrazaj moze biti potaknut IFN-a u citoplazmi monocita, makrofaga i limfocita B, koji

se po stimulaciji LPS-om kratkotrajno i prolazno mogu pojaviti i na povrsini stanice
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(307). Metodom imunofluorescencije na pocetku naseg istrazivanja utvrdili smo da
svjeze izdvojene decidualne CD14* stanice izrazavaju zaista zanemarivi postotak
(<1%) CD1a i CD83 antigena. Ovo je sukladno ¢injenici da se CD14* stanice ne mogu
diferencirati u dendriticke stanice u prisustvu GM-CSF i IL-4 (138), prisutnog u
decidualnom tkivu rane trudnoce (138). Time smo potvrdili da CD14+* stanice u
decidui predstavljaju makrofage u skladu s rezultatima Gustafsson i suradnika (308).
No, kako bismo u potpunosti uklonili moguénost zagadenja izdvojenih i prociséenih
decidualnih CDi14* makrofaga decidualnim dendritickim stanicama u naSim
pokusima ko-kulture in vitro, prociS¢éavali smo CDi4* stanice iz suspenzije
adherentnih stanica iz koje su magnetskim izdvajanjem prethodno uklonjene CD1a*

dendriticke stanice.

Poput decidualnih CD14* stanica, i CD14* stanice periferne krvi (monociti) u nasim
su pokusima neznatno izrazavali CD1a i CD83 antigene na svojoj povrsini. Na taj smo
nacin utvrdili da decidualne CDi14* stanice i CD14+ stanice periferne krvi ne

izrazavaju biljege dendritickih stanica.

Makrofagi, kao i ostale upalne stanice na mjesto upale stizu vodene razli¢itim
kemokinima. Nasi rezultati pokazuju da decidualne CD14* stanice statisti¢ki znac¢ajno
viSe izrazavaju pro-upalnog CCR5 na svojoj povrsini u usporedbi sa CD14* stanicama
periferne krvi $to upucuje na to da su ove stanice sposobne putovati prema pro-
upalnim c¢imbenicima koji su prisutni u decidui tijekom rane trudnoce kao Sto su
CCL3 (144) i CCL2 (309). Kemokin CCL2 pripada u skupinu B-kemokina i djeluje
kao kemoatraktant za monocite, eozinofile i bazofile (309). Metodom
imunohistokemije dokazana je njegova prisutnost na mjestu eutopi¢ne i ektopic¢ne
implantacije i rasporeden je pretezno na stromalnim i epitelnim stanicama, $to je
zapravo u neposrednoj blizini decidualnih makrofaga (310). Kemokin CCL2

vjerojatno posreduje u regrutiranju makrofaga u deciduu (276), a s druge strane
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privlaci blastocistu tijekom peri-implantacijskog razdoblja buduéi da ona izrazava
receptor za CCL2 ili CCR2. Porast CCL2 podupire poviSena koncentracija pro-
upalnih citokina u endometriju, ukljucuju¢i TNF-a i IL-1f koji mogu dovesti do
porasta razine CCL2 (276), a poviSena razina pro-upalnih kemokina, kao sto je CCL2
mogao bi dovesti do prejake mobilizacije makrofaga sto moze dovesti do nedostatnog
prepoznavanja i prodiranja trofoblasta u deciduu i spiralne arterije tijekom
preeklampsije (276). Drugi kemokin koji igra znacajnu ulogu u novacenju makrofaga
je CCL3, jer makrofagi izraZavaju receptor za CCL3 - CCR5 (311). CCL3 ujedno
privlaci memorijske/izvrsne limfocite Th1 orijentacije, nezrele dendriticke stanice i
stanice NK na nacin ovisan o koncentraciji (312) i stvara preduvjet za medudjelovanje
glavnih izvrsnih subpopulacija leukocita u pro-upalnom okruzju (312), koje su od
posebne vaznosti za vrijeme implantacije. Iako CCL2 uzrokuje privladenje monocita
na mjesto upale, istrazivanja su pokazala da CD14*CD16* monociti ne migriraju u
odgovoru na CCL2 ve¢ migriraju u odgovoru na CXCL1 i CXCL12 (314). U suvremenoj
znanstvenoj litetaturi ne postoje podatci koji upuéuju na razlike u izrazavanju CCR5

na subpopulacijama makrofaga.

Kako bismo poblize fenotipski odredili decidualne CD14* stanice i razlikovali ih od
CD14* stanica periferne krvi trudnih Zena koristili smo se protutijelima usmjerenim
prema CD16, CD163, CD206 i CD209 biljega. Prema ranijim istrazivanjima monociti
periferne krvi dijele se u dvije osnovne subpopulacije na temelju izrazenosti
povrsinskih biljega CD14 i CD16 (82). Tzv. klasi¢na subpopulacija koja ¢ini 90-95%
cirkuliraju¢ih monocita izrazava visoku razinu CDi4 i nisku razinu CD16
(CD14highCD16°v) te luci protu-upalne citokine, ukljucujuéi IL-10 (82). Malobrojnija
pro-upalna subpopulacija makrofaga izrazava niske razine CD14, a visoke razine
CD16 (CDi4wCD16high) (313) te izrazava visoku razinu HLA-DR, ILT-4, CD43 i
CD45RA (314). Broj stanica koje pripadaju pro-upalnoj subpopulaciji raste tijekom

akutne faze bolesti, kao sto je to slucaj kod Kawasakijeve bolesti (315), sepse (316) te
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kroni¢nih upalnih bolesti kao $to su reumatoidni artritis (317) i HIV infekcija (318),
§to znaci da povecavaju pro-upalnu reakciju (313). Buduci da ove stanice izrazavaju
vise HLA-DR na svojoj povrsini u usporedbi s klasiénim monocitima, ove bi stanice
potencijalno mogle biti u¢inkovitije u predocavanju antigena kao i dendritic¢ke stanice

koje nastaju iz ovih monocitnih prekursora u odgovoru na prisustvo TLR2 liganada

(314).

Nasi rezultati pokazuju da decidualne CDi14* stanice neznatno izrazavaju CD16
molekulu na svojoj povrsini §to govori u prilog njihovoj protu-upalnoj orijentaciji,
smanjenoj sposobnosti fagocitoze opsoniziranih c¢estica i imunih kompleksa te
smanjene sposobnosti stvaranja TNF-a u odgovoru na LPS, dok 13, 47% CDi4*
stanica periferne krvi izrazava ovaj biljeg sto odgovara njihovom normalnom broju u

perifernoj krvi zdravih Zena koje nisu trudne (319).

Gotovo 50% decidualnih CD14* stanice izrazava CD163 dok samo 3% CD14* stanica
periferne krvi izrazava ovaj povrSinski antigen. S obzirom da se ovaj receptor
povezuje s alternativno aktiviranim makrofagima, njegovo prisustvo na povrsini
decidualnih CD14* stanica ide u prilog veé¢ postoje¢im, iako malobrojnim, dokazima o
decidualnim CDi4* stanicama kao M2 makrofagima. Biljeg CD163 je izrazen na
povrsini stanica koje pripadaju monocitno-makrofagnom sustavu, te pripada u
skupinu tzv. SRC (od engl. Scavenger receptor cystein rich) receptora ili receptora
sCistaca“. Sluzi za uklanjanje vlastitih i stranih makromolekula poput LDL (od engl.
Low density lipopolisacharide), hemoglobina (320, 321), razli¢itih patogenih
mikroorganizama kao Sto su bakterije i virusi te sprjecava njima posredovana
ostecenja u krvi i tkivima. Medudjelovanje jednog od ovih liganada s CD163 dovodi
do receptorom posredovane endocitoze, ali moZze i dovesti do aktivacije
unutarstani¢nog prenoSenja signala Sto upucuje na to da CD163 djeluje kao

imunomodulator (322). Proteinski dio haptoglobin-hemoglobinskog kompleksa
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nastaje hemolizom crvenih krvnih stanica u upali, razgraduje se u lizosomima, a
razgradnja hema odvija se djelovanjem citoplazmatske hem-oksigenaze (321). Postoje
dokazi da ovaj metabolicki put regulira upalu na najmanje dva nacina. Receptor
CD163 izravno utjeCe na unutarstani¢no prenoSenje signala Sto izravno dovodi do
povectanja stvaranja i lucenja citokina kao sto su TNF-a, IL-13, IL-6, IL-10 (323).
Osim toga, §to je i najvaznije, CD163 dovodi do ulaska hemoglobina u makrofage koji
potic¢e protu-upalni odgovor jer metaboliti hema imaju potencijalno protu-upalno
djelovanje (321). CD163 odcjepljen od membrane posredstvom metaloproteinaza pod
djelovanjem LPS-a djeluje protu-upalno (324.) i sprjecava umazanje limfocita T po
stimulaciji s forbol-miristat acetatom (326). CD163* makrofagi pove¢ano luce IL-10
(327) te je visoka izraZenost ovog receptora zamjeCena na povrsSini alternativno
aktiviranih makrofaga koji igraju klju¢nu ulogu u stiSavanju imunoloskog odgovora i
ukljanjanju dijelova osStec¢enih stanica (321). Protu-upalni ¢imbenici mehanizmom
pozitivne povratne sprege dovode do povecanja izrazenosti CD163 na povrsini
monocita/makrofaga, dok pro-upalni ¢imbenici smanjuju njegovu izrazenost (322).
CD163 djeluje kao receptor za citotoksi¢cku molekulu TWEAK koja je rasporedena na
stanicama razlic¢itih tkiva (322), pa vezanje TWEAK za CD163 predstavlja nacin

uklanjanja regrutiranih makrofaga iz tkiva na kraju upalnog procesa (322).

Manozni receptor je tip I transmembranskog proteina koji je svrstan u grupu I C tip
lektinskih receptora odgovornih za endocitozu, ali i za stani¢no signaliranje (327).
IzraZen je na makrofagima, ali i na humanim nezrelim dendritickim stanicama koje
potje¢u od monocita (328) i na subpopulaciji misjih dendritickih stanica (328). Th2
citokini, IL-4, IL-13, i IL-10 dovode do povecane izrazenosti manoznog receptora na
povrsini stanica, dok IFN-y dovodi do njegovog smanjenja. Smatra se da je manozni
receptor ukljuen u fagocitozu razlic¢itih patogena (329), sposoban je prepoznati
vlastite i strane antigene i sudjeluje u homeostazi i fizioloSkom odstranjenju stanica

(102). Priblizno 70% decidualnih makrofaga izrazava manozni receptor za razliku od
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izraZzenosti ovog receptora na CDi4* stanicama (monocitima) periferne krvi. To
upucuje na to da bi ovaj receptor u decidui mogao znacajnije ostvarivati svoju
bioloSku ulogu. Pored internalizacije krupnijih destica aktiviranjem klasi¢nih
receptora za fagocitozu (142), vezanje Secernih komponenti za manozni receptor
moglo bi doprinositi poticanju protu-upalnog programa u makrofagima (330).
Stanice koje izrazavaju manozni receptor na svojoj povrSini nalaze se u stromi,
preteZzno smjestene oko Zlijezda. Njihova raspodjela uvelike podsje¢a na raspodjelu
makrofaga s obzirom da velik postotak CD14* stanica izraZava manozni receptor.
Makrofagi su za vrijeme prodiranja trofoblasnih stanica i pregradnje spiralnih
arterija smjesteni u njihovoj blizini tijekom normalne trudnoée (118). U normalnim
okolnostima makrofagi olaksavaju prodiranje trofoblasta dok se u odredenim
patoloskim stanjima kao $to je preeklampsija, smjestaju u lumen spiralnih arterija,
¢ine prepreku prodiranju trofoblasnih stanica i onemogucavaju njegovu
diferencijaciju poticanjem apoptoze i onemogucéavanjem pregradnje spiralnih arterija

(118).

Endocitozni receptor CD209 izrazen je ve¢inom na povrSini dendritickih stanica.
Soilloux i sur. (303) pokusali su dokazati prisustvo CD209 na povrsini razli¢itih
tkivnih makrofaga kao i monocita periferne krvi bez prisustva poticajnih ¢imbenika,
ali ove stanice u normalnim okolnostima ne izrazavaju CD209 biljeg. Medutim,
dodatak IL-13 dovodi do znacajnog povecanja izrazenosti CD209 na povrSini
makrofaga. Zanimljivo je da je IL-13 prisutan u posteljici, a Soilloux i sur. (303) su
pokazali obilje stanica koje izrazavaju CD209 u decidui te zakljucili da mikrookolis
»in vivo“ nadzire izrazenost CD209 na povrSini makrofaga. Osim toga, novija
istrazivanja pokazala su da se CD209 pojavljuje na povrsini monocita 24 sata nakon
dodatka GM-CSF i IL-4 (331). Aktivacija CD209 endocitnog receptora koji sadrzi
domenu za prepoznavanje ugljikohidrata vezanjem oligosaharida koji sadrze manozu

ili fukozu dovodi do prenoSenja signala u stanicu Sto dalje dovodi do promjena u
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lucenju citokina i mijenjanju imunoloskog odgovora usmjeravanjem Thi ili Th2
obrasca stvaranja i lucenja citokina (303). Pokazano je da aktivacija CD209 na
dendritickim stanicama vezanjem patogena koji sadrze manozu dovodi do povecanog
lucenja IL-10, IL-12 i IL-6, a vezanjem patogena koji sadrze fukozu do povecanog
lucenja IL-10, dok je lucenje IL-6 i IL-12 smanjeno (331). Nasa istrazivanja pokazala
su razliku u izrazenosti ovog receptora na povrsini monocita periferne krvi trudnih
Zzena i makrofaga u decidui. I dok 41% decidualnih makrofaga izrazava CD209
vjerojatno pod utjecajem sredine svojstvene za tkivo, monociti periferne krvi ne
izrazavanju ovaj receptor. Uloga CD209 u decidui nije razjasnjena, ali mogao bi, kao
i manozni receptor, imati ulogu u uklanjanju patogena bez pro-upalne aktivacije
imunoloskog sustava, a poticanjem lucenja Th2 citokina nadzirati imunoloski
odgovor. Smjestaj decidualnih CD14* stanica koje izrazavaju manozni receptor ili
CD209 receptore za endocitozu u blizini Zlijezda upuéuje na moguénost da te stanice
pomocu receptora za glikoproteine vezu tvari koje luce Zljezdane stanice i na taj nacin

izravno utje¢u na imunoloski odgovor (58).

Makrofagi su stani¢na populacija koja potjece od monocita i specifi¢ni faktori prisutni
u razli¢itim tkivima poti¢u kona¢nu diferencijaciju monocita u tkivne makrofage kao
izrazito heterogenu skupina stanica (83). Klasi¢no aktivirani ili tip 1 makrofaga (M1)
koji nastaju u pro-uplanom citokinskom okolisu, u prisustvu IFN-y, TNF-q, vezanjem
PAMPs (od engl. Pathogen associated molecular pattern) kao Sto su LPS, lipoproteini,
dsRNA, lipotehoic¢na kiselina i sli¢cno ili endogenih tzv. ,,opasnih“ signala kao $to su
bjelancevine toplinskog Soka, pokazuju pro-upalni profil, luce upalne citokine kao sto
su IL-12, IL-23, IFN-y i snazni su promotori Thi imunoloskog odgovora (87).
Prisustvo ovakvih makrofaga na spoju majcinih i fetalnih tkiva, s jakim pro-upalnim
usmjerenjem dovelo bi do posljedica pogubnih za trudnoéu. Alternativno aktivirani ili
tip II makrofaga (M2), potaknuti Th-2 citokinima, izrazavaju protu-upalna svojstva i

omogucéuju obnavljanje tkiva te su vazni za ubijanje izvanstani¢nih parazita (88)
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vjerojatno su prisutni na mjestima gdje je potrebno osigurati zastitu od pretjeranog
upalnog odgovora. Makrofagi se ne nalaze u stanju trajne diferencijacije kao npr. Th1
ili Th2 limfociti, ve¢ pokazuju odredenu plasticnost te mogu postati M1 ili M2
makrofagi ovisno o lokalnim uvjetima (92). Dakle, makrofagi se mogu re-polarizirati
sekundarnim djelovanjem Thi ili Th2 citokina ili utjecajem vanjskih ,opasnih®
signala kao St su pokazali Gratchet i sur. Naime, M1 potaknuti primarno s IFN-y
odgovaraju na aktivaciju s IL-4 i IL10 ,,de-novo“ lu¢enjem Th2 kemokina, kao Sto su
AMAC-1, ( od engl. Alternative activated macrophage associated CC chemokine) i IL-1
receptor antagonist i povecanjem fagocitoze te smanjenjem baktericidnosti. M2
takoder odgovaraju na klasi¢nu aktivaciju s IFN-y smanjenjem fagocitne aktivnosti i
znacajnim povecanjem sposobnosti ubijanja bakterija, ali nisu sposobni luéiti TNF-q,
IL-1P i IL-12 dok u odgovoru na LPS M1 i M2 luce IL-1B i TNF-a, dok M2 luce i IL-12
(332). Sposobnost makrofaga da repolariziraju i odgovaraju na vanjske signale je
preduvjet za mijenjanje postoje¢eg imunoloskog odgovora tako da mogu primjereno

odgovoriti na razlicite, vlastite i tude antigene (332).

Nakon Sto antigen predocne stanice prerade i predoce antigen limfocitima T u sklopu
molekula MHC, moraju limfocitima T osigurati i kostimulacijski ili drugi signal kako
bi doslo do njihove aktivacije (333). Kostimulacijske molekule CD80 (B7.1) i CD86
(B7.2) su biljezi koji su izrazeni na povrSini makrofaga i dendritickih stanica.
Medudjelovanje ovih molekula s njihovim ligandima na povrs$ini limfocita T, CD28
dovodi do aktivacije limfocita T i pocetka specificnog imunoloskog odgovora. Kada je
medudjelovanje izmedu CD86 i CD28 onemoguceno dolazi do nastanka antigen-
specificnih imunoregulacijskih limfocita T koji su sposobni potisnuti aloreaktivne
limfocite T, a olaksati prezivljavanje presatka. Aktivacija CD80 i CD86 pomocu
CTLA-4, koji je konstitucijski izrazen na CD4*CD25* regulacijskim limfocitima T
(333), dovodi do povecane izrazenosti IDO u decidualnim makrofagima $to moze

jednim dijelom objasniti snosljivu aktivaciju regulacijskih limfocita T prisutnih u
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decidui tijekom normalne trudnoce (333). Iz nasih rezultata vidljivo je da decidualne
CD14* stanice izrazavaju znacajno manje kostimulacijskih molekula, CD80 i CD86, u
odnosu na monocite periferne krvi trudnih Zena Sto upucuje na njihovu tolerogenu
ulogu i smanjenu sposobnost u predocavanja antigena, jer su manje ucinkovite u

prenosenju kostimulacijskog signala limfocitima T (138).

Makrofagi su sposobni vezati i internalizirati mucine pomoc¢u svoje karbohidratne
domene (60), zahvaljuju¢i sposobnosti prepoznavanja manoze, fukoze i N-
acetilglukozaminskih Se¢ernih ostataka pomoéu domene za prepoznavanje
ugljikohidrata (141). Promjena izrazenosti manoznog receptora na povrSini
makrofaga izravno odrazava njihovu sposobnost endocitoze te se moze mjeriti
pomocu unosa FITC-dextrana u stanice. Kao specifiéni ligand za domenu koja
prepoznaje ugljikohidrate manoznog receptora, FITC dextran ulazi u stanicu
posredstvom manoznog receptora (63). U nasim pokusima poticali smo decidualne
makrofage s rastu¢im koncentracijama lipopolisaharida te smo nakon toga odredivali
sposobnost endocitoze FITC-dextrana. Pokazali smo da i nakon stimulacije s
lipopolisaharidom decidualne CDi14* stanice intenzivno unose FITC-dextran Sto
upucuje na to da su decidualne CD14* stanice izrazito M2 aktivirane i ne mogu biti
repolarizirane s lipopolisaharidom ,in vitro“. Naime, kod alternativno aktiviranih
makrofaga, moguca je djelomic¢na repolarizacija jer su potisnuti signalni putevi
posredovani s NFkappaB, koji prenose M1 signal u stanicu; (156). Podjedinica NF-
kappaB, p50, regulira M2 upalni odgovor tako da potiskuje aktivnost NF-kappaB koji
inace dovodi do lucenja Thi citokina, prije svega IFNy, a miSevi kojima nedostaje gen
za P50 pokazuju izrazeniju M1 posredovanu upalu i sklonost alergijama te smanjen
odgovor na parazite koji je posredovan M2 odgovorom (334). Kako bismo potvrdili
da su decidualni makrofagi M2 aktivirane te da ih LPS ne moze repolarizirati, u
decidualnim CDi4* stanicama inkubiranim s rastu¢éim koncentracijama

lipopolisaharida, odredivali smo izrazenost pro-upalnog citokina, IFN-y. Utvrdili smo

136



da se koli¢ina stvorenog IFN-y nije znacajnije mijenjala, $§to potvrduje nasu hipotezu
da su decidualne CD14* stanice M2 aktivirani makrofagi koji djeluju protu-upalno u
svom okruzju. Citokin IFN-y ima protuvirusna, imunoregulacijska, i protu-tumorska
svojstva. Smanjuje sposobnost predo¢avanja antigena, povecava lizosomsku aktivnost
makrofaga, potiskuje Th2 imunoloski odgovor, povetava izrazenost molekula MHC
razreda I na povrsini normalnih stanica, povecava prijanjajuéa svojstva leukocita koja
su nuzna za njihovo kruZenje, povetava aktivnost stanica NK, aktivira antigen
predocne stanice i poti¢e Th1 stani¢nu diferencijaciju poveéanjem transkripcijskog
¢imbenika T-betta i aktivira iNOS (156). Receptori za IFN-y nadeni su na leukocitima
(makrofagima), stanicama ekstraviloznog trofoblasta, endotelnim stanicama (335,
336) dok je IFN-y naden u decidui bazalis normalne trudnoc¢e (260). Ucinci IFN-y u
trudno¢i su proturjecni. S jedne strane IFN-y olakSava apoptozu stanica
izvanresicastog trofoblasta (337) dok s druge strane povecava izrazenost HLA-C i
HLA-G u manjoj mjeri na trofoblastnim stanicama Stite¢i ih na taj nacdin od lize
posredovane stanicama NK (338). U vrijeme implantacije stanice NK umnazaju i
povecavaju lucenje IFN-y kao odgovor na HLA-G pozitivne stanice (339), dok se
kasnije u trudno¢i njegovo stvaranje smanjuje (340). Ovaj rani, brzi i prolazni porast
lucenja IFN-y uzrokuje diferencijaciju regulacijskih limfocita T koje sprjecavaju
daljnju aktivaciju limfocita T utjecajem na antigen predocne stanice pomocu
¢imbenika kao $to je IDO (341). Poznato je da su najznacajniji izvor IFN-y stanice
NK, medutim mogu ga luciti i makrofagi u odgovoru na LPS (342). Na$i rezultati
pokazuju da i nakon primjene rastuc¢ih koncentracija lipopolisaharida ne dolazi do
povecanja lucenja IFN-y, Sto potvrduje da su decidualne CD14* stanice izrazito M2
aktivirane i ne mogu se repolarizirati u prisustvu ¢imbenika koji inace uzrokuju

nastanak M1 makrofaga.
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Opcenito je mali broj istrazivanja koje govore o vrsti citokina koje luce decidualni
makrofagi. Ako se u obzir uzmu fenotipske osobitosti M2, pretpostalja se da su ovi
makrofagi alternativno (139, 308) aktivirani te bi kao takvi mogli luciti i Th2 citokine.
Citokin IL-4 pripada skupini Th2 citokina, koji ima brojne uloge kao $to je stimulacija
aktiviranih limfocita B, umnazanje limfocita T, smanjene citotoksi¢nosti stanica NK i
limfocita T i diferencijacija CD4* limfocita T u Th2 stanice. Pretpostavljalo se da je
lu¢enje IL-4 ograniceno na limfocite, mastocite, bazofile i eozinofile, dok se smatralo
da ga makrofagi ne lude. Alternativno aktivirani makrofagi luce I1L-4 (342), koji je
vazan ¢imbenik u usmjeravanju limfocita T (342). Citokin IL-4 prisutan je u decidui i
to znacajno vise u u decidui parietalis nego u decidui bazalis §to moZe rezultirati u
razli¢itoj citotoksi¢nosti stanica NK i citotoksi¢nih limfocita T u ova dva podrucja. U
decidui parijetalis citotoksi¢nost je smanjena, dok je u decidui bazalis pojac¢ana (260).
Nasi rezultati pokazuju da statisticki znacajno veci postotak (oko 15%) decidualnih
CD14* stanica luéi IL-4 u odnosu na neznatan postotak stanica koje luce IFN-y.
Citokinski profil decidualnih CD14* stanica govori u prilog njihovoj alternativnoj

aktivaciji.

Nakon Sto smo poblize fenotipski okarakterizirali decidualne CDi4* stanice te
odredili njihov citokinski profil, odredili smo i kemokine koje ove stanice stvaraju i
luce. U decidui je prisutan izrazito velik broj kemokina i njihovih receptora koji su
tijekom implantacije i stvaranja posteljice odgovorni za uspostavljanje jedinstvenog
imunolo$kog okolisa pomocu regrutiranja leukocita prisutnih tijekom trudnoce, prije

svega makrofaga i stanica NK.

Kemokin CCL22 ili MDC (od engl. Macrophage derived chemokine) pripada obitelji
CC kemokina i pored makrofaga luce ga dendriticke stanice nakon dodira s
patogenima ili protu-CD40 protutijelom (283). Th2 citokini, kao §to su IL-4 i IL-5,

povecavaju njegovo lucenje dok ga Thi citokini smanjuju. CCL22 poti¢e kruzenje
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dendritickih i Th2 usmjerenih stanica, a povecan je u bolestima koje su udruzene s
Th2 imunoloskim odgovorom kao sto je atopijski dermatitis (283). Nalazi se izraZen u
endometriju tijekom sredine sekrecijske faze kao i tijekom rane trudnoce, a luci se
ve¢inom u decidualiziranoj stromi (276). Nasim pokusima je utvrden unutar stanica
makrofaga. Na majcino fetalnom spoju mogao bi igrati znacajnu ulogu u privlacenju
Th2 stanica na mjesto upale i u nadziranju Th2 imunoloskog odgovora sukladno
ranijim nalazima. (283). Mogao bi imati ulogu u stiSavanju blage kratkotrajne upalne

reakcije nastale u vrijeme implantacije, tijekom prvog tromjesecja trudnoce.

Kemokin, CCL17 je takoder prisutan tijekom rane trudnoc¢e na spoju majcinih i
fetalnih tkiva (Tsuda, 2002). Luce ga pretezno stanice trofoblasta, epitelne stanice
maternice i endometrijske Zlijezde (287). Prema nasSim rezultatima samo 20%
decidualnih CD14* stanica lu¢i CCL17. Medutim makrofagi nisu njegov glavni izvor u
decidui rane trudnoce gdje je dokazan u izobilju i posreduje u novacenju CCR4*
limfocita T koji su Th2 usmjerenja u deciduu $to je vazno u odrzavanju trudnoce

(287).

CCL3 je pro-upalni kemokin porijeklom iz makrofaga (284). Aktivira granulocite $to
dovodi do akutne upale posredovane neutrofilima. Potice stvaranje i oslobadanje
drugih pro-upalnih citkona kao $to j IL-1, IL-6 i TNF-a iz fibroblasta i makrofaga.
Utjece na kruZenje stanica NK, povetava citotoksicnost stanica NK vjerojatno
povecanjem oslobadanja perforina, povecava njihovo umnazanje i povecava lucenje
drugih pro-upalnih kemokina u stanicama NK (285). Povetana izrazenost ovog
kemokina mogla bi biti udruzena s povecanjem citotoksi¢nog potencijala decidualnih
stanica NK Sto bi moglo negativno utjecati na ishod trudnoée. U endometriju je
prisustvo ovog kemokina u obliku bjelancevine poznato odavno (286), iako Johnes i
sur. pomo¢u metode RT-PCR (od engl. Reverse transcription polymerase chain

reaction) nisu uspjeli dokazati njegovu mRNA tijekom endometrijskog ciklusa. Nasi
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rezultati pokazuju izrazenost ovog kemokina u decidulanim CDi4* stanicama,
medutim njegova izraZenost je statisticki znacajno manja u usporedbi s luénjem
protu-upalnog CCL22. Ovo nam govori u prilog protu-upalnoj orijentaciji makrofaga

u decidui.

Pro-upalni kemokin CXCL10 se lu¢i u odgovoru na IFN-y iz monocita, endotelnih
stanica i fibroblasta, a veZe se za CXCR3. Dokazan je u decidui kako na razini mRNA
tako i na razini proteina. Djeluje kao kemoatraktant za monocite/makrofage,
limfocite T, stanice NK i dendriticke stanice, pojacava adheziju limfocita T za
endotelne stanice (343), ima protu-tumorsku aktivnost, a sprjecava angiogenezu
(344). CXCR10 je izrazen na decidualnim stanicama NK i na CD16- stanicama NK
periferne krvi u znatno vecoj koli¢ini, nego na CD16* stanicama NK periferne krvi
(197). To ukazuje na moguci mehanizam kojim se potic¢e novacenje regulacijskih, rade

nego citotoksickih stanica NK iz periferne krvi u deciduu (197).

Nasi rezultati pokazuju da makrofagi lu¢e malu i gotovu podjednaku koli¢inu Th2
kemokina CCL17 i Th1 CXCL10 kemokina, medutim u decidui CXCL10 ima znacajnu
ulogu u osiguravanju normalne organizacije decidualnih stanica NK, a makrofagi nisu

glavni izvor ovog kemokina.

Mucini su konstitutivno prisutni u Zenskom reprodukcijskom sustavu ukljucujuci
maternicu, rodnicu, grli¢ maternice i jajovod. Izrazenost u rodnici i grlicu maternice
je stalna i ne mijenja se tijekom endometrijskog ciklus $to upucuje na ulogu u zastiti
od razlicitih patogena (345). Na takvo razmisljanje ukazuje spoznaja da misevi kojima
nedostaje gen za MUC1 pokazuju sklonost prema bakterijskim infekcijama (346).
Medutim, u maternici MUC1 potiskuje medudjelovanje izmedu zametka koji se
implantira i majéinih endometrijalnih adhezijiskih molekula ¢ineéi tako prepreku

implantaciji (345). Polarizirane stanice endometrija su trajno smanjene prijemljivosti
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dok izrazavaju mucine na povrSini. Enzimatsko otcjepljivanje mucina dovodi do
pretvorbe decidualizirane sluznice maternice u funkcionalno prijemljivo stanje, a
misevi kojima nedostaje gen za MUC1 pokazuju trajno prijemljiv endometrij (345).
MUC1 se uklanja s povrSine epitelnih stanica smjestenih ispod ili u neposrednoj
blizini mjesta implantacije, dok sveopce smanjenje izrazenosti MUC1 nije potrebno za

uspjesnu implantaciju.

Molekularni mehanizmi koji nadziru izrazenosti MUC1 nisu u potpunosti poznati.
Analiza MUC1 promotora otkrila je brojna potencijalna vezna mjesta za ¢imbenike
koji reguliraju prepisivanje kao sto su GC, Sp1 i receptori za estrogene te mjesta za
vezanje progesterona (347). Spolni hormoni bi na taj nac¢in mogli biti ukljuceni u
nadziranju prepisivanja gena za MUC1 bilo izravnim medudjelovanjem s
promotorom za MUC1 ili neizravno, poticanjem ili potiskivanjem drugih
transkripcijskih ¢imbenika (348). Mucin1t mRNA i izrazenost MUC1 bjelancevine
povecava se tijekom priljubljivanja blastociste, ali se smanjuje na mjestu implantacije
(55). Ne zna se tocan mehanizam koji omogucuje njegovo smanjenje, ali se smatra da
citokini kao Sto je IL-1f i njegovi receptori doprinose nadziranju izrazenosti MUC1

kako bi omoguéili medudjelovanje izmedu zametka i endometrija (349).

Nasa istrazivanja polaze od ¢injenice da u normalnoj trudnoéi dolazi do uklanjanja
MUC1 s povr$ine epitelnih stanica, dok njegova izraZenost u ranoj trudnoéi moze
dovesti do poremecaja implantacije. Zaista metodom imunohistokemijee nismo
mogli dokazati MUC1 glikoprotein na majc¢ino-fetalnom spoju normalne eutopi¢ne
trudnoce u prvom tromjesecju u odnosu na pozitivnu kontrolu tj. izrazavanje MUC1 u
tumorima jajnika. Naime, MUC1 nalazi se izraZzen u normalnom tkivu jajnika (345) i
nemalignim epitelnim tumorima ovarija (350), medutim znatno je jace izrazen kod
endometrioidnog adenokarcinoma, mucinoznog cistadenokarcinoma i seroznog

cistadenokarcinoma jajnika (350).
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Manozni receptor sadrzava domenu za prepoznavanje ugljikohidrata te moze vezati i
unositi MUC1 u stanicu na nacin ovisan o koncentraciji. To je u skladu s ranije
objavljenim rezultatima nase grupe, koji govore o vezanju i internalizaciji TAG-72
glikoproteina za povrSinu decidualnih CD14* makrofaga posredstvom manoznog
receptora (60). Zanimljivo je da MUC1 sli¢no kao i mannan koji je specifican ligand
za ugljikohidratnu domenu (66), ¢ak i u najviSim koncentracijama ne moZe u
potpunosti zaustaviti ulazak FITC-dekstrana u decidualne CD14* stanice, iako postoji
statisticki znacajno smanjenje. To je najvjerojatnije posljedica ulaska FITC-dekstrana
u stanicu alternativnim putevima koji nisu ovisni o vezanju za manozni receptor
(351). Ovi alternativni putevi pojacavaju se u uvjetima kada su klasi¢ni receptori za
endocitozu iz bilo kojeg razloga onemoguceni (352) ili zasi¢eni prirodnim ligandima
(glikoproteinima). Endogeni glikoproteini bi na taj nadin mogli utjecati na

sazrijevanje makrofaga, njihov fenotip i funkcije.

Istrazivali smo utjecaj MUC1 na izrazaj povrSinskih biljega koji su vezani s
predocavanjem antigena, CD80, CD86, HLA-DR, CD83, te receptora mamilica D6 i
IL-1RII za proupalne kemokine i IL-1 na povrSini decidualnih makrofaga. Pokazali
smo da nema razlike u izrazavanju povrsinskih biljega CD80, CD86, HLA-DR, CD83 i
receptora mamilice D6 izmedu CD14* kultiviranih u mediju i onih kultiviranih u
prisustvu MUC1. Medutim, decidualne CD14* stanice kultivirane s MUC1 izrazavaju
statisti¢ki znacajno vise IL-1RII. Citokin IL-1 je jedan od glavnih upalnih citokina koji
je prisutan na spoju majcinih i fetalnih tkiva, javlja se kao IL-1a i IL-1B, a luce ga
trofoblasne i decidualizirane stanice (353). VeZe se za dva receptora koji su oznaceni
kao IL-1RI (IL-1RI) i IL-1 RII. Interleukin-1RI nalazi se na endometrijskim epitelnim
stanicama i stanicama trofoblasta, dok je IL-1RII izraZen pretezno na leukocitima
(353, 354). Vezanje IL-1 za IL-1RI dovodi do prenoSenja aktivacijskih signala u
stanicu. Nasuprot tome, IL-1RII nema sposobnost prenoSenja unutarstani¢nih

signala te je nazvan receptorom mamilicom. Njegova izvanstani¢na domena moze se
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odvojiti od stani¢ne povrsine, vezati IL-1 i na taj nacin sprijeéiti njegovo vezanje za
funkcionalni receptor te time doprinosi stiSavanju upale (355). Citokin IL-1 ima
znacajnu ulogu u implantaciji. Povetava lucenje prostaglandina, estradiola i
¢imbenika LIF, a potice aktivnost matriks metaloproteinaze-9 u stanicama
trofoblasta. Onemogucavanje aktivacije IL-1R tip I pomoc¢u IL-1 receptor antagonista
(IL-1 RA) potiskuje implantaciju u misa (356). Interleukin-1 prisutan je u humanom
endometriju i na spoju majcinih i fetalnih tkiva tijekom implantacije. Sustav IL-1
mogao bi biti ukljuéen u nadziranje stvaranja i lu¢enja Th1/Th2 citokina budu¢i da
utjete na stvaranje IFN-y u stanicama NK i limfocitima T. Dimitriadis E, (272.)
navodi da IL-1 vjerojatno moze pogodovati implantaciji. Medutim, Horn i suradnicu
nisu uspjeli dokazati izravan utjecaj IL-1 na izrazenost MUC1, ali postoji moguénost
da utjete na signale iz stromalnih stanica endometrija, koje potom utjecu na
izrazenost MUC1 (348). Nasi ,,in vitro“ pokusi dokazuju da MUC1 statisti¢ki znac¢ajno
povecava izrazenost IL-1RII na makrofagima, a nedostatkom MUC1 na mjestu
implantacije stvaraju se uvjeti za blagu pro-upalnu reakciju pozeljnu za peri-

implantacijsko razdoblje.

U suvremenoj znanstvenoj literaturi ne postoji dovoljno dokaza da li je prijemljivost
endometrija jedina posljedica uklanjanja MUC1 s mjesta implantacije. Mi smo
pretpostavili da jedan od mehanizama uklanjanja MUC1 jest vezanjem i
internalizacijom putem endocitoznih receptora, koji sadrzavaju domenu za
prepoznavanje ugljikohidrata, a izrazeni su na antigen predo¢nim stanicama, koje
obilno naseljavaju deciduu rane trudnoc¢e. MUC1 je prisutan na apikalnoj povrsini
zljezdanih i povrsSinskih epitelnih stanica, a smjestaj antigen predoc¢nih stanica je u

blizini decidualnih Zlijezda, Sto predstavlja preduvjet za njihovo medudjelovanje.
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Endogeni glikoproteini bi na taj na¢in mogli biti ukljuceni u poticanje stvaranja i
lucenja razli¢itih citokina i kemokina u decidualnim CDi4* stanicama, koji su
neucinkoviti u podrzavanju Thi1 stani¢nog odgovora, kao Sto je pokazano za
cito/kemokinsko lucenje makrofaga u okolici mucinoznih tumora (62, 72) ili
dendritickih stanica diferenciranih in vitro iz monocita pod utjecajem PAM-1 mAb
usmjerenog prema domeni za prepoznavanje ugljikohidrata (66). U takvom okruzju
stanicama posredovana imunost je smanjena. Limfociti T, stimulirani s mijeloidnim
dendritickim stanicama, koje su diferencirane u prisustvu PAM-1 protutijela, postaju
anergicni (66). Nadalje, nishodno regulirani mehanizmi stanicama posredovane
imunosti su svojstveni za mukozne povrSine bogate glikoproteinima (357) poput
sluznice probavne cijevi, ali nisu osobitost decidue u implantacijskom razdoblju, koji
je udruzen s blagim pro-upalnim imunoloskim odgovorom pogodnim za implantaciju
(67). To navodi na zakljuéak da bi uklanjanje MUC1 s povrSine endometrija
doprinosilo preusmjeravanju iz Thi u Th2 imunolos$ki odgovor, pogodan za

odrzavanje trudnoce ve¢ u prvom tromjesecju.

Aktivacija manoznog receptora pomoc¢u PAM-1 monoklonskog protutijela
usmjerenog prema regiji za prepoznavanje ugljikohidrata na mijeloidnim
dendritiéckim stanicama potice stvaranje velikih koli¢ina CCL17 i CCL22 (66). To su
liganadi za CCR4 koji je izrazen na Th2 usmjerenim limfocitima T, (66). Za razliku od
LPS stimuliranih dendritic¢kih stanica, dendriticke stanice nakon aktivacije manoznog
receptora PAM-1 protutijelom nisu sposobne stvarati CXCL10, ligand za CXCR3 koji
je izrazen na Thi1 limfocitima i stanicama NK kao ni CCL19, ligand za CCR7. Kemokin
CCL19 utjece na kruzenje naivnih limfocita T, izvr$nih limfocita T i zrelih limfocita T
kroz sekundarne limfne organe. Stoga, dendriticke stanice koje su stimulirane s PAM-
1 monoklonskim protutijelom ne samo da nisu sposobne stvarati kemokine koji su
odgovorni za kruzenje Th-1 limfocita, ve¢ aktivno luée kemokine koji privlaée Th-2

stanice i regulacijske limfocite T koji potiskuju Th-1 imunoloski odgovor (66).
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Sukladno tome, pretpostavili smo da bi aktivacija manoznog receptora na
decidualnim makrofagima mogla dovesti do sli¢nih uc¢inaka na lucenje kemokina.
Medutim, u nasim pokusima MUC1 nije mijenjao lucenje CCL3, CCL17 i CCL22 u
decidualnim CD14* stanicama. To je u skladu s rezultatima Jamamota i suradnika
(358) koji su pokazali da vezanje Candide albicans, ¢ija je povrsina bogata manozom,
ne utjece na postojece stvaranje i lucenje kemokina, iako povecava stvaranje citokina
IL-1B, IL-6 i GM-CSF. Pretpostavlja se da aktivacija manoznog receptora aktivira
grupe gena ukljuc¢enih u lucenje citokina, medutim lucenje kemokina je nadzirano

vjerojatno putem nekih drugih receptora (358).

U naSim istrazivanjima pokazali smo da vezanje MUC1 ne dovodi do promjene u
stvaranju IL-4 i IFN-y u makrofagima, medutim dovodi do statisticki znacajnog
sniZzenja u luéenju IL-15. Sliéno, TAG-72 smanjuje stvaranje IL-15 i IFN-y u
decidualnim CDia* stanicama djeluju¢i protu-upalno (65). To potvrduje nalaz
smanjenog izrazaja IFN-y u naivnim alogeni¢nim limfocitima T iz krvi pupkovine i
singeni¢cnim decidualnim limfocitima T nakon kultiviranja s makrofagima koji su
prethodno potaknuti s TAG-72 (65). Ovaj ucinak je prisutan i uz dodatak
lipopolisaharida, iako je lipopolisaharid povezan sa snaznim poticanjem Thi
imunoloskog odgovora (359). Decidualni makrofagi luce neznatne koli¢ine pro-
upalnog IFN-y, a MUC1 nije mogao utjecati na stvaranje IFN-y u decidualnim
makrofagima. Ove stanice cak i u prisustvu lipopolisaharida ne mogu povecati
stvaranje IFN-y, kao $to ne mogu smanjiti sposobnost endocitoze FITC-dextrana, kao
posljedica nishodne regulacije manoznog receptora s povrsine stanica u znak pro-
upalne aktivacije. To znacajno ukazuje da su ove stanice izrazito M2 aktivirane i ne
mogu se repolarizirati ¢ak ni u prisustvu snaznog ¢imbenika koji potice nastanak M1

makrofaga pro-upalne usmjerenosti (95).
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Citokin IL-15 je prisutan u sluznici maternice i utjeée na citotoksi¢nost i umnozavanje
decidualnih CD56+Pright stanica NK, $to je pokazano za IL-2 u velikim koncentracijama
in vitro (68). Medutim, IL-2 nikad nije pronaden na mjestu implantacije (335), stoga
se smatra da IL-15 ima znacajnu ulogu u nadziranju stanica NK (68). Interleukin-15
mRNA kao i njegova bjelancevina prisutni su u endometriju Zena koje nisu trudne,
decidui i posteljici (68), a mRNA za IL-15Ra prisutna je u obilju u stanicama NK,
makrofagima, u koriokarcinomskim stani¢nim linijama te u razli¢itim tkivima kao $to
je jetra, srce, slezena, pluca, poprec¢noprugasta muskulatura te endotelnim stanicama
krvnih zila (360). Podjedinica IL-15Ra lanca bjelanéevine nadena je u decidualnim
stanicama NK zajedno s IL-2Rp i IL-2Ry lancima koji sluZe za prijenos signala u
stanicu (68). Citokin IL-15 potice umnazanje decidualnih CD56+Pight stanica NK na
nacin koji je ovisan o koncentraciji (Verma, 2000). Manje poti¢e umnazanje CD56dim+
stanica NK (68). U procesu sazrijevanja stanica NK iz nezrelih timocita, IL-15
povecava izrazenost CD94/NKG2A, ali ne i KIR molekula (361). CD56bright+ stanice
NK periferne krvi su CD94/NKG2A+, ali negativne za KIR. Suprotno tome, u decidui
NK stanice izrazavaju KIR specificne za HLA-C molekule (362). Interleukin -15 u
kombinaciji s ¢cimbenikom zametnih stanica (Stem cell factor-SCF) potice sazrjevanje
stanica NK iz nezrelih CD34*CD7, u CD56*CD3" stanice. Povetava takoder
citotoksi¢nost stanica NK prema K562 stani¢noj liniji slicno kao i IL-2. Medutim, dok
IL-15 stimulira stanicama NK posredovano ubijanje koriokarcinomske linije JEG-3,
dotle se njihova citotoksi¢nost prema trofoblasnim stanicama ne mijenja §to moze
biti posljedica promjene u izrazenosti NKp44 i NK46 receptora nakon kultivacije s
IL-2 ili IL-15 (68). Citokin IL -15 je specifican po tome $to povetava umnazanje
decidualnih stanica NK, ali istovremeno ih ne preobrazava u mocne citoliticke stanice
koje su sposobne unistiti stanice trofoblasta, sto je prikladna funkcija za citokin koji
je prisutan tijekom rane trudnoce na spoju majéinih i fetalnih tkiva (68). U nasim
istrazivanjima dokazali smo da MUC1 utjee na lucenje IL-15 u decidualnim

stanicama dovode¢i do njegovog smanjenja. Ovime smo pokazali da MUC1 putem
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manoznog receptora moze oblikovati imunoloski odgovor promjenom u luéenju
jednog od citokina koji je od presudne vaznosti u sazrijevanju i umnazanju stanica

NK kao najbrojnije leukocitne populacije u decidui rane trudnoce.

S ciljem istrazivanja utjecaja decidualnih makrofaga na autologne decidualne stanice
NK razvili smo in vitro metodu oplemenjivanja CDi4* stanica iz suspenzije
decidualnih adherentnih stanica. Kako bismo uklonili znacajni moguéi utjecaj
dendritickih stanica u pokusima kokultivacije decidualnih CDi4* stanica sa
stanicama NK, CDi4* stanice koriStene u istrazavanjima dobivene su nakon
uklanjanja CD1a* stanica iz suspenzije decidualnih adherentnih stanica pozitivhim
magnetskim izdvajanjem. Adherentne populacije decidualnih stanica obuhvacaju
stromalne stanice koje ¢ine 70-80%, makrofage (5-10%), zlijezdane, trofoblasne i
dendriti¢ke stanice koje zajedno ¢ine 1-10% (363). Iz adherentnih populacija CD1a
negativnih stanica izdvojili smo CD14* stanice pozitivhim magnetskim izdvajanjem i

postigli smo cisto¢u od 70-85%.

Obiljezavanje decidualnih CD56+ stanica in situ metodom imunohistokemije,
ukazala su na njihov smjestaj u blizini spiralnih arterija i zlijezda (116). Makrofagi,
koji se takoder nalaze oko Zlijezda i arterija, nalaze se i u blizini izvanresicastog
citotrofoblasta, stupaju u medudjelovanje s trofoblasnim populacijama i prodiru u
spiralne arteriole u decidui bazalis i miometriju (116, 117). Oni se takoder nalaze u
bliskom dodiru s decidualnim stanicama NK (302), sto predstavlja dobar preduvjet za
njihovo medudjelovanje. Stanice NK mogu se aktivirati nakon dodira s decidualnim

CD14* stanicama (364).

Antigen predocne stanice stupaju u dodir sa stanicama NK putem razli¢itih receptora.
Zanimljiva je medudjelovanje izmedu CD209* stanica i stanica NK (58). Molekula

CD209 pokazuje visoki afinitet za ICAM-3 te se medustani¢ni dodir ostvaruje
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vjerojatno medudjelovanjem ovih receptora. Vezanje ICAM-3 s CD209 moglo bi
sprijeciti medudjelovanje CD209 s limfocitima T te dalje ometati sazrijevanje CD209*
antigen predoc¢nih stanica u potencijalno imunostimulatorne dendriticke stanice (58).
Stanice NK, zapravo, luce veliki broj citokina, posebice GM-CSF i IL-10 koji su snazni
u poticanju sazrijevanja dendritickih stanica. S druge stane medudjelovanje CD209*
antigen predocnih stanica sa stanicama NK moze dovesti do aktivacije, pa cak i

umnazanja stanica NK (302).

Stanice NK osim svoje citotoksi¢ne aktivnosti, imaju ulogu i u lucenju citokina. U
decidui rane trudnoce prisutne su malobrojne stanice NK koje luce IL-4. Medutim,
zbog relativno malog broja, uc¢inak makrofaga kultiviranih s MUC1 ili u mediju ne
mogu znacajno utjecati na luc¢enje IL-4. Osim toga, ovi bi makrofagi sami trebali luditi
velike koliéine IL-4 kako bi mogli ostvariti ovaj uc¢inak na stanice NK, a prema nasim
rezultatima 14% decidualnih CD14* stanica lu¢i ovaj citokin. Makrofagi nemaju
sposobnost potaknuti Th1 ili Th2 orijentaciju kao dendriticke stanice, ali je mogu
ucinkovito podrzavati (115). Tako MUC1 stimulirani makrofagi mogu podrzavati
stvaranje CCL17 u decidualnim CD56+ stanicama, koji sluzi privlacenju Th2
usmjerenih limfocita. Uklanjanje MUC1 s mjesta implantacije smanjuje stvaranje
CCL17 u stanicama NK $to uzrokuje prevlast pro-upalnih citokina, posebice kada se
uzme u obzir da MUC1 ne utjece na izrazaj drugog Th2 kemokina, CCL22, niti pro-

upalnog kemokina CCL3.

U nasSim istrazivanjima pokazali smo da decidualne NK stanice kultivirane u
prisustvu decidualnih CD14* stanica odrzavaju visoku razinu perforina, FasL i
TRAIL-a kao i svjeZe izolirane decidualne stanice NK. Tijekom 18-satne kultivacije
decidualne stanice NK smanjuju unutarstani¢nu koli¢inu perforina i ostalih
citolitickih medijatora. Medutim, kada su decidualne stanice NK kultivirane s

decidualnim CD14* stanicama koje su pretretirane s MUC1, decidualne stanice NK ne
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mogu odrzati visoku razinu citolitickih medijatora te dolazi do njihovog pada kao i
kod stanica koje su kultivirane samo u mediju. Takoder smo dokazali da CD56+
stanice kultivirane u prisustvu magnetskim izdvajanjem oboga¢enom populacijom
CD14+ stanica kroz 48 sati u omjeru 1:2 povectavaju proliferiraju do gotovo 60%, dok
dodatak MUC1 u koncentraciji 200 ug/ml, statisti¢ki znacajno smanjuje proliferaciju
CD56+ stanica. Makrofagi stimulirani s MUC1 jacde su lizirani buduéi da ovako
tretirani makrofagi ne mogu odrzavati blagi proupalni odgovor utjecajem na
cito/kemokinsku mrezu, niti na citoliticke medijatore pa se vjerojatno ne moze vrsiti
dobar nadzor trofoblasnog rasta i decidualnih leukocitnih subpopulacija u decidui
(72). Osim toga, makrofagi stimulirani s MUC1 in vitro, vjerojatno kao i makrofagi in
vivo koji internalizacijom uklanjaju MUC1 s epitela zZlijezda, mogu biti ucinkovitije
ubijeni jer nisu podobni za kontrolu rasta trofoblasta budu¢i da ne mogu izazvati pro-
upalni imunoloski odgovor, proliferaciju stanica NK te odrzati visoku razinu

cititoksi¢nih medijatora (perforin, FasL i TRAIL).

Makrofagi su stanice koje predstavljaju najveé¢i dio populacije HLA-DR+ stanica u
decidui, a naSi raniji rezultati ukazuju da su HLADR* stanice odgovorne za
odrzavanje perforina u decidualnim limfocitima nakon 18 sati kulture in vitro (70).
Ucinak je posredovan IL-15, jer protu-IL-15 uklanjaju tu sposobnost HLA-DR*
stanica (70). Dokazali smo ranije da MUC1 utjece na lucenje IL-15 u decidualnim
CD14" stanicama tako da dovodi do smanjenja njegovog stvaranja, dok je razina IL-15
u netretiranim stanicama relativno visoka. Iz ovog proizlazi da MUC1 utjece na
imunoloski uc¢inak decidualnih makrofaga na stanice NK. Dovodec¢i do sniZenja razine
IL-15 u decidualnim makrofagima, MUC1 neizravno dovodi do nemogucénosti
odrzavanja visoke razine citotoksiénih medijatora i proliferacije CD56* stanica $to

dalje moze imati posljedice na odrzavanje trudnoce.
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MUC1 kao prirodni ligand za ugljikohidratnu domenu manoznog receptora sposoban
je ujecati na CD14* makrofage da luce specifi¢ni profil citokina i kemokina koji nisu
sposobni odrzavati Thi posredivani imunoloski odgovor i dovodi do smanjenja
citotoksi¢nog potencijala stanica NK §to bi moglo dovesti do nedovoljnog rasta
trofoblasnih stanica (72). U takvim sluc¢ajevima trofoblast bi mogao dublje prodirati u
decidualiziranu uterinu stromu i/ili u sistemsku cirkulaciju ugrozavajuci na taj nacin
ishod trudnoce. Ovo bi moglo objasniti barem jedan od razlog zbog kojeg MUC1 mora
biti uklonjen sa spoja majcinih i fetalnih tkiva gdje bi trebala postojati odgovarajuca
kontrola prodiranja trofoblasnih stanica posredovana stanicama NK (72). Kada ne
postoji tolerogeni uc¢inak mucina na antigen predocne stanice, one mogu podrzavati
blagu pro-upalnu rekaciju poveanjem stvaranja i lucenja IL-15. Citokin IL-15 je
najraniji i najvazniji ¢éimbenik u umnazanju, diferencijaciji i sazrijevanju stanica NK
pa bi poveéanje broja i citolitickog potencijala stanica NK, do kojeg dolazi tijekom ko-
kultivacije stanica NK i CD14* makrofaga, moglo biti posljedica uc¢inka poveéanog
lucenja IL-15 u decidualnim makrofagima. Ovo je sukladno cinjenici da se stanice NK
intenzivnije nakupljanju u decidui tijekom rane trudnoée u usporedbi s

endometrijem sekrecijske faze endometrijskog ciklusa koji je obogacen mucinima

(365).

S druge strane, pretpostavlja se da su glikoproteini kao Sto su MUC1 i TAG-72
izraZzeni na epitelnim stanicama, u neposrednoj blizini mjesta implantacije kod
ektopi¢nih trudno¢a unutar jajovoda te mogu doprinjeti dubljem prodiranju
trofoblasnih stanica u stijenku jajovoda, kao Sto su pokazali von Rango i suradnici
(260) Znacajno smanjenje broja stanica NK u jajovodu na mjestu implantacije, kao
Sto je pokazao veéi broj istrazivanja, mogao bi nastati kao posljedica lokalnog

djelovanja antigen predoc¢nih stanica u prisustvu mucina (72).
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Iz ovog proizlazi da nestanak MUC1 i TAG-72 s mjesta implantacije vjerojatno
pridonosi vecem stvaranju i lucenju IL-15, jacoj infiltraciji decidualnih stanica NK
koje su bogate citolitickim medijatorima kao Sto je perforin. Nasa prethodna
istrazivanja na materijalu dobivenom iz jajovoda ektopi¢nih trudnoc¢a doprinosi
razumijevanju utjecaja mucina na trudno¢u. U ektopi¢noj trudno¢i na mjestu
implantacije, te nedaleko od njega, prevladavajuc¢a leukocitna populacija su CD3*
stanice dok nisu nadeni endometrijalni granulirani limfociti. Invazija trofoblasnih

stanica moze dovesti ¢ak do penetracije kroz stijenku jajovoda (71).

Decidualne stanice NK izrazavaju osebujnu kombinaciju NK receptora pod utjecajem
tkivnih ¢imbenika, posebice IL-15, s ciljem da ne ubiju stanicu trofoblasta, ali da
mogu regulirati udio imunokompetentnih stanica u decidui i luciti citokine. Tako
CD56* stanice NK ubijaju uéinkovito CD14*+ makrofage i osiguravaju da se ne razvije
jaka upala tijekom trudnoce. Prema naSim rezultatima ubijanje CDi14+ stanica
posredovano je NKP 46, NKp 44 i NKp 30 receptorima, dok MICA/B-NKGD
mehanizam nije ukljucen. Blokiranje ucinaka perforina u potpunosti sprjecava
ubijanje, $to je i objasnjenje znacajno velike izraZenosti perforina u stanicama NK.
Spielman i suradnici (153) su pokazali da stanice NK i limfociti T kojima nedostaje
gen za perforin i FasL, nisu sposobne ukloniti antigen predo¢ne stanice $to dovodi do
trajnog ponavljanog poticanja i umnazanja citotoksi¢nih limfocita T i antigen
predoc¢nih stanica, $to na kraju dovodi do prevlasti pro-upalnog Th1 odgovora (153).
Ovo je sukladno nalazu da je perforin ukljucen u ubijanje aktiviranih makrofaga, sto
se moze zakljuciti i iz Cinjenice da miSevi kojima nedostaje gen za perforin i FasL

razvijaju upalu maternice i jajovoda s izrazitim umnazanjem makrofaga (153).

I na kraju, neobi¢ni nestanak MUC1 i TAG-72 s mjesta implantacije tjekom normalne
trudnoce i njihova prisutnost u neposrednoj blizini mjesta implantacije tijekom

ektopicne trudnoce zajedno s ulogom mucina tijekom tumorogeneze govore u prilog
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uloge mucina u imunoloskoj regulaciji, posebice u kontroli prodiranja stanica.
Vezanje mucina za ugljikohidratnu domenu manoznog receptora na povrsini antigen
predocih stanica dovodi do preusmjeravanja imunoloskog odgovora promjenom u
lucenju IL-15 koji je ukljucen u regulaciji umnazanja i funkcije stanica NK kao Sto

prikazuje Slika 38.

Nedostatni nadzor prodiranja trofoblasta

|

Smanjeno stvaranje perforina

Smanjeno Vezanje MUC1 za
Stvar anJe IL-15 Manozni receptor
MUC1
NK stanic

e
Povecano

ubM
Smanjenje proliferacij
B Smanjeno ubijanje
"3
*

Slika 38. Pretpostavljeni mehanizam djelovanja MUC1 na spoju majcinih

MR

35%

CD14+ stanice

i fetalnih tikiva. Vezanje MUC1 za manozni receptor na povrsini CD14* stanica
dovodi do smanjenog stvaranja IL-15 Sto uzrokuje smanjenje izrazaja perforina u
decidualnim stanicama NK. Ovo rezultira u nedovoljnom nadzoru prodiranja
trofoblasta i posljedicnom dubljem prodiriranju kao u sluc¢aju tubarne trudnoce.
Smanjenje proliferacije stanica NK zajedno sa smanjenim izrazajem perforina dovodi
do smanjenog ubijanja CD14*, dok se pojac¢ano ubijaju CD14* stanice koje su vezale
MUC1. Nedostatno ubijanje CD14* stanica dovodi do njihovog nagomilavanja u

decidui i oSte¢enja spoja majéinih i fetalnih tkiva.
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6. ZAKLJUCAK

1. Decidualne CD14* stanice i CD14* stanice periferne krvi trudnih Zena u prvom
tromjesecju trudnoce izrazavaju u zanemarivom postotku CD1a i CD83 biljege, Sto ih
razlikuje od dendritickih stanica i oznacuje kao posebne populacije decidualnih
makrofaga, odnosno monocita periferne krvi.

2. Analiza fenotipskih osobitosti decidualnih CD14* stanica, njihovog stvaranja i
lucenja citokina i/ili kemokina ukazuje da decidualne CD14* stanice predstavljaju
subpopulaciju stanica razli¢itu od onih periferne krvi koja bi se prema slijede¢im
osobitostima mogle svrstati u subpopulaciju tzv. M2 ili alternativnho aktiviranih
makrofaga:

a) decidualni CD14* makrofagi ne izrazavaju molekulu CD16, dok u znatno veéem
postotku izrazavaju receptor mamilicu CD163 i endocitne receptore CD206 i CD209 u
odnosu na monocite periferne krvi.

b) decidualne stanice izrazavaju znacajno vise CCR5 na svojoj povrsini u usporedbi s
monocitima periferne krvi trudnih Zena Sto ukazuje da se u deciduu regrutiraju
CD14* stanice periferne krvi sposobne putovati prema pro-upalnim kemokinima koji
se stvaraju na maj¢ino-fetalnom spoju tijekom rane trudnoce.

¢) Decidualne CD14* stanice stvaraju u citoplazmi statisticki znacajno vise protu-
upalnog citokina IL-4 nego pro-upalnog IFN-y.

d) decidualne CD14* stanice stvaraju u citoplazmi statisticki znacajno vise protu-
upalnog kemokina CCL22 u odnosu na pro-upalni kemokin CCL3, ali i protu-upalni
CCL17.

e) decidualne CD14* stanice luce podjednaku koli¢inu protu-upalnog CCL17 i pro-
upalnog CXCL10 koji u decidui osigurava normalni raspored stanica NK.

3. Alternativna aktivacija decidualnih makrofaga ocituje se u odgovoru decidualnih

CD14+ stanica prema lipopolisaharidu na slijedeci nacin:
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a) decidualne CD14* stanice ne mogu povecati endopinocitozu FITC-dekstrana nakon
stimulacije s rastu¢om koncentracijom lipopolisaharida (1-100 ug/ml),

b) decidualne CD14* stanice ne mogu povecati izrazaj endocitnog receptora CD206
nakon stimulacije s 10 ng/ml lipopolisaharida,

¢) decidualne CD14* stanice ne mogu povecati stvaranje pro-upalnog IFN-y po
stimulaciji s rastuéom koncentracijom lipopolisaharida (1-100 pg/ml) i ukazuje da ih
¢imbenici koji klasi¢no poticu Th1 odgovor ne mogu repolarizirati.

4. Decidualne CD14* stanice koje izrazavaju endocitni receptor CD209 smjestene su
uglavnom u neposrednoj blizini Zlijezda Sto stvara preduvijet za medudjelovanje s
mucinima koje luci zljezdani epitel.

5. Mucin1 nije izraZzen u decidualnom tkivu prvog tromjesjecja drave trudnoce.

6. Decidualne CDi14* stanice prvog tromjesje¢ja normalne trudnoée prethodno
stimulirane s Mucinom1 (25-200 pg/ml) smanjeno vezu protutijela usmjerena k
domenama za prepoznavanje ugljikohidrata usmjerenih prema CD206 i CD209
receptorima za endocitozu na nacin ovisan o koncentraciji MUC1, $to ukazuje da
decidualni makrofazi vezu MUC1 regijom za prepoznavanje ugljikohidrata in vitro.

7. Decidualne CD14* stanice prvog tromjesje¢ja normalne trudnocée prethodno
stimulirane s mucinom-1 (25-200 pg/ml) smanjenom ucinkovitos¢u internaliziraju
FITC-dextran na nacin ovisan o koncentraciji mucina-1, jednako kao Sto to Cine
nakon stimulacije s rastu¢om koncentracijom manana koji je specifican ligand za
domenu koja prepoznaje ugljikohidrate u receptorima za endocitozu i ukazuje da
decidualne CD14" stanice internaliziraju Mucini.

8. Decidualne CD14+ stimulirane s mucinom-1 (200 pg/ml) tijekom 18 sati statistic¢ki
znacajno ushodno reguliraju IL-1R II na svojoj povrSini, dok ne mijenjaju bitnije
izrazaj ostalih kostimulacijskih molekula CD80 i CD86, aktivacijskih molekula CD83

i HLA-DR te receptora mamilice D6.
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9 Decidualne CD14+ stimulirane s mucinom-1 (200 pg/ml) tijekom 18 sati statisticki
znacajno smanjuju unutarstani¢no stvaranje IL-15 u odnosu na stanice kultivirane
samo u mediju za kulturu, dok ne utjece na lucenje IL-4, IL-10, IL-18 i IFN-y citokina
kao ni CCL3, CCl17 i CCL22 kemokina.

10. Razradili smo protokol za izdvajanje i procis¢avanje CDi14* makrofaga iz
decidualnog tkiva prvog tromjese¢ja zdrave trudnoce koriste¢i pozitivno magnetsko
izdvajanje stanica iz decidualnih adherentnih stanica dobivenih enzimatskom
razgradnjom tkiva i kultivacijom in vitro. Cistoéa obogaéene populacije decidualnih
CD14* stanica od 70% omogucava nam da uc¢inke na decidualne CD56* stanice u
daljnjim pokusima ko-kulture in vitro mozemo s velikom vjerojatno$¢u pripisati
decidualnim makrofagima.

11. Decidualne CD14* stanice, nestimulirane ili stimulirane s mucinom-1 (200 ug/ml)
tijekom 5 sati, nisu utjecale na unutarstani¢no stvaranje protu-upalnog citokina IL-4 i
pro-upalnog citokina IFN-y u prociséenim decidualnim CD56*+ stanicama NK u
omjeru 1:5 nakon 18 h kulture in vitro te se postotak IL-4* i IFN-y* stanica NK nije
statisticki znacajno razlikovao od istovrsnih stanica kultiviranih samo u mediju ili u
mediju uz prisustvo iste koncentracije mucina-1.

12. Nestimulirane decidualne CD14* stanice smanjile su statisticki znacajno izrazaj
protu-upalnog CCL17 u procis¢enim decidualnim CD56+ stanicama NK u omjeru 1:5
nakon 18 h kulture in vitro, u odnosu na stanice kultivirane samo u mediju i stanice
ko-kultivirane s decidualnim CDi4* stanicama stimuliranim s mucinom-1 (200
pg/ml). Postotak stanica NK koje izrazavaju CCL3 i CCl22 nije se statisticki
znacajnije mijenjao nakon 18 sati kulture s nestimuliranim ili mucinom-1
stimuliranim stanicama NK te od istovrsnih stanica kultiviranih samo u mediju za
kulturu ili u mediju uz prisustvo iste koncentracije mucina-1.

13. Nestimulirane decidualne CD14* stanice statisticki znacajno povecavaju postotak

autolognih CD56* stanica NK koje izrazavaju perforin, TRAIL i Fas-L u omjeri 1:5
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nakon 18 sati kulture in vitro, dok CD14* stanice kultivirane u prisustvu MUC1 nisu
ucinkovite u odrzavanju navedenih medijatora u kulturi.

13. MUC1 neizravno utjece na proliferaciju decidualnih CD56* stanica NK, budu¢i da
decidualne CD56* stanice NK prvog tromjesje¢ja normalne trudnoce proliferiraju
manje ucinkovito nakon kulture s autolognim decidualnim CDi4* stanicama
prethodno stimuliranim s MUC 1 u omjeru 1:2 nakon 48 sati u CFSE testu
proliferacije, nego nakon kulture s nestimuliranim decidualnim CD14* stanicama.

14. Iz svjeZe suspenzije DMS, 90-100% decidualnih CD56* stanica izrazava NKp46 i
CDo4 receptore s aktivacijskim, odnosno aktivacijsko/inhibicijskim svojstvima, 70-
90% izrazava aktivacijski NKG2D homodimer i inhibicijski NKG2A receptor, NKG2C
izrazava 20-30% stanica NK, dok njih 20% izrazava NKp30 i NKP44 receptore.

15. Decidualne NK stanice ucinkovito ubijaju decidualne CDi14* stanice na nacin
ovisan o koncentraciji i citotoksi¢cnom medijatoru perforinu, jer protu-perforinska
protutijela statisticki znacajno smanjuju citotoksi¢nost CD56* stanica prema
autolognim CD14* makrofagima.

16. Citotoksi¢na aktivnost decidualnih stanica NK prema autolognim CDig*
makrofagima, podstaknuta je ligandima za NK receptore NKp30, NKp44 i NKp46,
dok nije ovisna 0 NKG2D i njegovim ligandima MICA/B.

17. Decidualne CD56+* stanice NK ubijaju autologne decidualne CDi14* stanice
stimulirane s lipopolisaharidom (100 ng/ml) ili MUC1 (200 nug/ml) statisticki
znacajno vecom ucinkovito$éu u omjerima od 6:1 do 50:1 i to od 10-50% u odnosu na

nestimulirane CD14* stanice kultivirane samo u mediju.
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2006. -2010. Specijalizant djecje kirurgije, KBC Zagreb

AKADEMSKI STUPNJEVI

18. srpnja 2003. Doktor medicine, Medicinski fakultet SveuciliSte u Rijeci

ZNANSTVENI STUPNJEVI

Od 2. sijetnja 2004. do 1.travnja 2006. znanstveni novak na Zavodu za fiziologiju i

imunologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci

Znanstvene nagrade i priznanja

1997./98. do

1. Stipendist Op¢ine Slivno Ravno (Opuzen) od akad. god.

2002/2003.
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2. Priznanje za postere prezentirane na GodiSnjem sastanku Hrvatskog
imunoloskog drustva, 8.-10. listopada 2004., Opatija:

A. Srsen S, Lagkarin G, Cupurdija K, Strbo N, Dupor J, Bogovié¢ Crnéié T,
Gasparovi¢ M, Veljkovi¢ D, Randi¢ LJ and Rukavina D, Tumor
associated glycoprotein-72 (TAG-72) binds to mannose receptor on
decidual macrophages and enables them to induce interleukin-4
production in naive T cells, 2004 Annual Meeting of the Croatian
Immunological Society, Opatija, Croatia, October 8-10, 2004.

B. Jureti¢ K, Strbo N, Bogovi¢ Crnéi¢ T, Doréi¢ D, Dupor J, Cupurdija K,
Srsen S, Laskarin G, Randi¢ Lj, Rukavina D. Lineage, maturity and
phenotype of dendritic cells at human and murine maternal-fetal
interface, 2004 Annual Meeting of the Croatian Immunological
Society, Opatija, Croatia, October 8-10, 2004.

Clanstva
1. 0Od 1997.-2003. ¢lan sveucilisSnog kluba “4” plus
2. 0Od 2004. ¢lan Hrvatskog imunoloskog drustva
3. 0d 2005. ¢lan Hrvatske lijecnicke komore
4. 4. - 10. lipnja 2005., Malinska - Clan Lokalnog organizacijskog odbora 1.
EMBIC Ljetne skole
5. 0Od 2006. ¢lan Hrvatskog drustva za djecju kirurgiju
6. 0Od 2006. ¢lan Hrvatskog kirurskog drustva

7. 0d 2010. ¢lan Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora.

ZNANSTVENA DJELATNOST

Aktivno sudjelovanje u realizaciji znanstvenih projekata

"Th1 citokini i citoliticki mehanizmi u trudnoé¢i" (br. 0062029) glavnog istrazivaca
Akademika Daniela Rukavine. Projekt financira Ministarstvo znanosti i tehnologije

Republike Hrvatske, 2002
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"EMBIC - The Control of Embryo Implantation": Studies of gene expression, protein
profiles/functions at the uterus embryonic level: cellular and molecular
developmental events at the feto/maternal interface - Network of Excellence,

Contract number: 512040, LSHM-CT-2004-512040, 1. listopada 2004.

“Imunoregulacijske funkcije antigen predocnih stanica tijekom rane trudnoce” ( br.
062-0620402-0377) glavnog istrazivaca Prof. dr.sc. Gordane Laskarin. Projekt

financira Ministarstvo znanosti i tehnologije Republike Hrvatske
PUBLIKACIJE
POGLAVLJA U KNJIZI

1. SrSen Medanci¢, Suzana; Jureti¢ Frankovi¢, Koraljka; Veljkovi¢, Danijela;
Laskarin, Gordana; Dupor, Jana; Rukavina, Daniel. Cytolytic and apoptotic
signalling pathways at the maternal-fetal interface. Embryo implantation:
from basics to clinics. Rukavina, Daniel ; Chaouat, Gerard (ur.) Rijeka :

Sveuciliste u Rijeci, 2006. Str. 119-131.

ZNANSTVENI RADOVI U CURRENT CONTENTS (CC) CASOPISIMA

1. Bogovic Crncic T, Laskarin G, Juretic K, Strbo N, Dupor J, Srsen S, Randic
Lj, Le Bouteiller Ph, Tabiasco J, Rukavina D. Perforin and Fas/FasL Cytolytic
Pathways at the Maternal-Fetal Interface. Am J Reprod Immunol
2005;54:241-248.

2. Laskarin G, Redzovic A, Srsen Medancic S, Rukavina D. Regulation of NK-cell
function by mucins via antigen-presenting cells. Med Hypotheses. 2010 Aug
9.

3. Laskarin G, Redzovic A, Vlastelic I, Haller H, Medancic SS, Solinas G,
Rukavina D.

Tumor-associated glycoprotein (TAG-72) is a natural ligand for the C-type

lectin-like domain that induces anti-inflammatory orientation of early
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pregnancy decidual CD1a+ dendritic cells. J Reprod Immunol. 2011

Jan;88(1):12-23

ZNANSTVENI RADOVI OBJAVLJENU U CASOPISIMA INDEKSIRANIM

U INDEX MEDICUS-u

Bogovi¢ M, Fioli¢ Z, Cavar S, Lueti¢ T, Antabak A, Srsen Medan¢i¢ S, Batinica

S. Liver Tumors in childhood. Libri Oncol.2008;36: 37-39

Kongresna priopéena objavljena u CC ¢asopisu

1.

Srsen S, Laskarin G, Dupor J, Jureti¢ K, Sotosek-Tokmadzi¢ V, Haller H,
Rupci¢ S, Randi¢, Lj, Rukavina D. Tubal mucosa implantation site is
characterized by infiltration of CD3+CD8 bright+T cells and relativ lack of NK
cells. Europian congress of reproductive immunology, Pilsen , American
jurnal of reproductive immunology 2004, Vol.51

Strbo N, Juretic K, Cupurdija K, Dupor J, Bogovic Crncic T, Dorcic D, Srsen S,
Laskarin G, Randic Lj, Podack ER, Rukavina D. Heat shock protein gpg6:
immune modulation at the materno-fetal interface, IX International Congress
of Reproductive Immunology - Reproductive Immunology into a New Era,
October 11-15, 2004, Hakone, Japan, Am J Reprod Immunol, 52(suppl.1):40,
2004.

G. Laskarin, S. Srsen, K. Cupurdija, N. Strbo, K. Juretic, J. Dupor, M.
Gasparovic, D. Veljkovic, A. Mantovani, Lj. Randic, D. Rukavina.
Immunologic role of tumor associated glycoprotein-72. 25th anniversary
meeting of American Society for Reproductive Immunology, Providence,

Rhode Island, June 16-18, 2005, Am J Reprod Immunol 2005; 53:293.
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Jureti¢c Frankovi¢, Koraljka; Laskarin, Gordana; Strbo, Natasa; Bogovit
Crnci¢, Tatjana; Dupor, Jana; Dorci¢, Dorotea; SrSen Medanci¢, Suzana;
Veljkovi¢, Danijela; Randi¢, Ljiljana; Tabiasco, Julie; Le Bouteiller; Philippe;
Rukavina, Daniel. Cytotoxic activity of human decidual natural Kkiller cells
against k562 cell line and its hla-g transfectant; 4 European Congress of
Reproductive Immunology, Graz, Austria, July, 05-09. 2006. Am. J. Reprod.
Immunol. 2006, Vol. 56, p46-46, 2006.

Laskarin, Gordana; Srsen Medancic, Suzana; Redzovic, Arnela; Vukelic,
Petar;Guli¢, Tamra; Vlastelic, Ivan; Haller, Herman; Rukavina, Daniel.
Mucine 1 hampers the proliferation and the cytolytic mediators' expression in
NK cells sustained by CD14+ antigen presenting cells at the maternal-fetal
interface. Journal of reproductive Immunology. Robertson, Sarah; Ware
Branch, D; Saito Shigeru(ur.) Nizozemska: Elsevier, 2009.142-142 (poster,
medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni).

Laskarin G, Srsen Medancic S, Dupor J, Veljkovic D, Juretic Frankovic K,
Randic LJ, Stimac T, Mantovani A, Allavena P, Rukavina D. Tumor associated
glycoprotein-72 modulates phenotype and functional activity of decidual
macrophages. 4t European Congress of Reproductive Immunology, Graz,

Austria, July, 05-09. 2006. Am. J. Reprod. Immunol. 2006, Vol. 56, p23.

SAZECI U ZBORNICIMA SKUPOVA

1.

Bogovic Crncic T, Strbo N, Laskarin G, Sotosek Tokmadzic V, Cupurdija K,
Juretic K, Dorcic D, Dupor J, Srsen S, Vlastelic I, Randic Lj, Rukavina D.
Early pregnancy decidual lymphocytes lyse NK resistant targets by perforin
and Fas/FasL mechanisms, Symposium and Postgraduate course 'Molecular
and cellular interactions in chronic inflammatory autoimmune diseases',

Belgrade, Serbia and Montenegro, Aug 29-Sep 02, 2004.
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2. Srsen S, Laskarin G, Dupor J, Juretic K, Strbo N, Dorcic D, Cupurdija
K,Sotosek-Tokmadzic V, Bogovic Crncic T, Haller H, Rupcic S, Randic LJ,
Rukavina D. Phenotypic characteristics of leukocytes in ectopic pregnancy,
Symposium and Postgraduate course 'Molecular and cellular interactions in
chronic inflammatory autoimmune diseases', Belgrade, Serbia and
Montenegro, Aug 29-Sep 02, 2004.

3. Jureti¢ K, Strbo N, Bogovié Crnéi¢ T, Doréi¢ D, Dupor J, Cupurdija K, Sren S,
Laskarin G, Randi¢ Lj, Rukavina D. Lineage, maturity and phenotype of
dendritic cells at human and murine maternal-fetal interface, 2004 Annual
Meeting of the Croatian Immunological Society, Opatija, Croatia, October 8-
10, 2004.

4. Bogovic Crncic T, Strbo N, Laskarin G, Sotosek Tokmadzic V, Cupurdija K,
Juretic K, Dorcic D, Dupor J, Srsen S, Vlastelic I, Raandic Lj, Rukavina D, The
influence of Th1 cytokines on perforin and Fas/FasL mediated cytotoxicity of
first trimester pregnancy decidual and peripheral blood lymphocytes, 2004
Annual Meeting of the Croatian Immunological Society, Opatija, Croatia,
October 8-10, 2004.

5. SrSen S, Laskarin G, Cupurdija K, Strbo N, Dupor J, Bogovi¢ Crnéi¢ T,
Gasparovi¢ M, Veljkovi¢ D, Randi¢ LJ and Rukavina D, Tumor associated
glycoprotein-72 (TAG-72) binds to mannose receptor on decidual
macrophages and enables them to induce interleukin-4 production in naive T
cells, 2004 Annual Meeting of the Croatian Immunological Society, Opatija,

Croatia, October 8-10, 2004.
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6. Srsen S, Strbo N, Laskarin G, Sotosek Tokmadzic V, Bogovic Crncic T, Juretic
K, Dupor J, Randic Lj, Rukavina D. Interleukin-15 produced by decidual
adherent cells in vitro enhances perforin, Fas ligand and granzyme B
expression in decidual lymphocytes. 1. EMBIC Summer school "Embryo
implantation: from basics to clinics", Malinska, Croatia, June 4-10, 2005,
abstract book

7. Veljkovi¢ D, Laskarin G, Dupor J, SrSen Medanci¢ S, Jureti¢ Frankovi¢ K,
Mahmutefendi¢ H, Gasparovi¢ M, Randi¢ Lj, Saito S, Rukavina D. Granulysin
expression in peripheral blood and decidua of the first trimester pregnancy,
2005 Annual Meeting of the Croatian Immunological Society, Bozava-Dugi
otok, Croatia, September 29-October 2, 2005.

8. Juretic Frankovic, Koraljka; Laskarin, Gordana; Dupor, Jana; Strbo, Natasa;
Bogovic Crncic, Tatjana; Bedenicki, Ivica; Srsen Medancic, Suzana; Veljkovic,
Danijela; Randic, Ljiljana; Tabiasco, Julie; Le Bouteiller, Philippe; Rukavina,
Daniel. Human decidual NK cells mediated lysis of K562 transfected cells //
Abstract book Molecular Mechanisms of Implantation, Second EMBIC
Summer School / Szekeres Bartho,Julia. Pe¢uh : Sveuciliste u Pecuhu, 2006.
35-35 (poster,medunarodna recenzija,sazetak,znanstveni)

9. Veljkovic, Danijela; Laskarin, Gordana; Dupor, Jana; Srsen Medancic,
Suzana; Juretic Frankovic, Koraljka; Mahmutefendic, Hana; Gasparovic,
Milena; Stimac, Tea; Saito, Sigeru; Tabiasco, Julie; Le Bouteiller, Philippe;
Rukavina,Daniel. Granulysin expression and localisation in the first trimester
pregnancy decidua. Abstract book Molecular Mechanisms of Implantation,
Second EMBIC Summer School /Szekeres-Bartho, Julia (ur.). Pec¢uh :
Sveuciliste u Pecuhu, 2006. 41-41 (poster,medunarodna

recenzija,sazetak,znanstveni
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Batinica S, Luetic T, Antabak A, Cavar S, Bogovic M, Srsen S, Ille J, Dumic M.
Rekonstrukcija perineuma u djece s dvosmislenim spolovilom, 5th Croatian
Congress ofpediatric surgery, Cavtat april 25-8, 2007.(poster,sazetak,
znanstveni)

Batinica S, Fiolic Z, Vukovic J, Luetic T, Antabak A, Cavar S, Kukin D, Bogovic
M, Srsen S. Valjanost Portosistemskih anastomoza u djece, 5th Croatian
Congress of pediatric surgery, Cavtat april 25-8
2007.(poster,domacarecenzija,sazetak,znanstveni)

Srsen Medancic S, Bogovic M, Cavar S, Antabak A, Luetic T, Kukin D, Ille J,
Dumic M, Batinica S, Surgical treatment of thyroid gland disease in children,
an overview of our patients, 5th Croatian Congress of pediatric surgery, Cavtat
april 25-28, 2007. (poster,domaca recenzija,sazetak,znanstveni)

Bogovic M, Cavar S, Antabak A, Luetic T, Kukin D, Srsen S, Dujmovic A,
Batinica S, Tumori medijastinuma u djecjoj dobi — iskustvo Zavoda za djecju
kirurgiju KBC-a Zagreb, 5th Croatian Congress of pediatric surgery, Cavtat
april 25-28, 2007. (poster,domaca recenzija,sazetak,znanstveni)

Antabak A, Papié¢ T, Lueti¢ T, Cavar S, Bogovié M, Srsen Medanéi¢ S, Batinica
S, Kukin D, Prijelomi kostiju dje¢je dobi — lodi ishodi lijecenja, 5th Croatian
Congress of pediatric surgery, Cavtat april 25-28, 2007. (poster,domaca
recenzija,sazetak,znanstveni)

Cavar S, Bogovi¢ M, Antabak A, Luetié¢ T, Fioli¢ Z, Kukin D, Sren S, Dujmovi¢
A, Vukovi¢ J, Batinica S. Tumori Jetre-Prikaz bolesnika, 5th Croatian
Congress of pediatric surgery, Cavtat april 25-28, 2007. (poster,domaca

recenzija,sazetak,znanstveni)
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16. SrSen Medancié, Suzana; Laskarin, Gordana; RedZovié, Arnela; Vlastelid,

17.

18.

19.

Ivan; Haller, Herman; Allavena, Paola; Mantovani, Alavena; Rukavina,
Daniel. Mucin I tune cytolytic mediators expression in decidual CD56+ cells
via decidual CDi14+ cells // Book of Abstracts / Scientific Center for
Obstetrics, Gynecology and Perinatology (ur.). Moskva : MEDI Expo 2008,
2008. 32-33 (poster,medunarodna recenzija,sazetak,znanstveni).

Laskarin, Gordana; Srsen-Medancic, Suzana; Redzovic, Arnela; Vlastelic,
Ivan; Rukavina, Daniel. Medudjelovanje decidualnih stanica NK i CDi4+
antigen predoc¢nih stanica pod utjecajem mucina 1 Zornik radova/Abstracts
book. Stipi¢ Markovié, Asja, Cvori$éec, Branimir. Zagreb, Hrvatska: Hrvatsko
drustvo za alergologiju i klinicku imunologiju, 2009. 127-128 (poster,domaca
recenzija,sazetak,znanstveni).

Redzovic, Arnela; Laskarin, Gordana; Srsen Medancic, Suzana; Vlastelic,
Ivan; Rukavina, Daniel. Utjecaj proteina toplinskog stresa 70 na decidualne
dendriticke CD1a+ stanice iz prvog trimestra normalne humane trudnoce.
Zbornik Radova/Abstracts Book. Stipi¢ Markovié, Asja, Cvori$éec, Branimir.
Zagreb, Hrvatska: Hrvatsko drustvo za alergologiju i klinicku imunologiju,
2009. 141-142 (poster,domaca recenzija,sazetak,znanstveni).

Srsen Medancic, Suzana; Laskarin, Gordana; Redzovic, Arnela; Vlastelic,
Ivan; Rukavina ,Daniel. Decidualne CD14+ antigen predo¢ne stanice jesu
alternativno aktivirane Zbornik Radova/Abstracts Book / Stipi¢ Markovic,
Asja ; Cvori$éec, Branimir (ur.). Zagreb : Hrvatsko drustvo za alergologiju i
klinicku imunologiju, 2009. 143-144 (poster,domaca

recenzija,sazetak,znanstveni)
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POHAPANJE TECAJEVA, LJETNIH SKOLA, MEPUNARODNIH I

DOMACIH SKUPOVA

1.

29. svibnja 2004. tecaj o statistickoj metodologiji medicinskog istrazivanja

2. 30. lipnja - 3. srpnja 2004., Plzen, Ceska — Europski kongres reproduktivne
imunologije

3. 29. kolovoza — 2. rujna 2004., Beograd, Simpozij i poslijediplomski tedaj
autoimunih bolesti

4. 8. -10. listopada 2004., Opatija - Godisnji sastanak Hrvatskog imunoloskog
drustva

5. 15. - 19. studenoga 2004., Zagreb - Vukovar, Prvi kongres hrvatskih
znanstvenika iz domovine i inozemstva

6. 4.-10.lipnja 2005., Malinska - 1. EMBIC Ljetna skola "Embryo implantation:
from basics to clinics"

7. 25.-28. travnja 2007. Cavtat - 5th Croatian Congress of pediatric surgery,

8. 20.-22. svibnja 2009. Zagreb — Prvi hrvatski kongres alergologa i klinickih
imunologa

9. 1.-3.ozujka 2011. Zagreb — Tecaj laparoskopske kirurgije za djecje kirurge

NASTAVNA DJELATNOST

1. 1999. — 2003. Student - Demonstrator na Zavodu za Anatomiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Rijeci

2. Od 2004. do 2006. godine aktivno sam sudjelovala u nastavi u izvodenju

seminara i vjezbi iz predmeta Fiziologija, Imunologija, Neurofiziologija,
Patofiziologija za studente sveuciliSnih studija opce medicine i stomatologije,
te predmeta Fiziologija s patofiziologijom za studij diplomiranih sanitarnih
inZenjera. Suradnik sam u nastavi predmeta i za kolegije viS§ih smjerova na

Medicinskom fakultetu Sveucilista u Rijeci.
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