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1. UvoD

1.1. Vrat maternice

Vrat maternice, lat. cervix uteri, distalni je dio maternice graden pretezito od vezivnog
tkiva, a od miSi¢nog tijela maternice odvojen je miSi¢no-vezivnim spojem. Cerviks je
cilindri¢na struktura, kod nulipara prosje¢no duga 3 cm i promjera 2 cm, uz znatne varijacije.
Cerviks protrudira u rodnicu te je zbog toga podijeljen u distalni, vaginalni dio, tzv.
egzocerviks i proksimalni, supravaginalni, tzv. endocerviks. Duz cerviksa njegovom sredinom
prolazi cervikalni kanal koji je u podrucju egzocerviksa prekriven mnogoslojnim plo¢astim
epitelom koji se nastavlja na plocasti epitel rodnice (1). Endocervikalni dio kanala prekriven
je jednoslojnim cilindri¢énim epitelom koji se nastavlja na epitel endometrija maternice. Na taj
nacin epitel cerviksa spaja maternicu i rodnicu. Prekrivanjem vaginalnog dijela cerviksa
vaginalnom sluznicom nastaju forniksi rodnice. Tijekom embrionalnog razdoblja cervikalni
kanal prekriven je cilindri¢nim epitelom paramezonefritickih (Miillerovih) kanala koji kasnije
tijekom fetalnog razdoblja, adolescencije i prve trudnoce, u kaudalnom dijelu biva zamijenjen

mnogoslojnim plo¢astim epitelom (1).

Ispod epitela, stijenka cerviksa gradena je pretezito od elasti¢nih i kolagenih vlakana
uz malo glatkih misi¢nih stanica (2). Mehanicka funkcija cerviksa iz tog razloga primarno je
potporna, a ne kontraktilna. Osim mehanicke uloge, cerviks ima ulogu u proizvodnji sluzi
koja ima brojne funkcije u reproduktivnom zdravlju i prokreaciji. Zlijezde koje ovu sluz
proizvode nisu tipi¢ne zlijezde kakve se susreu u cjevastim organima prekrivenim
sluznicom. Umjesto uobicajene podjele na sekrecijski dio i odvodne kanale, ,zlijezde*
endocerviksa gradene su od sustava usjeklina i1 tunela nazvanih “kriptama®, prekrivenih
jednoslojnim cilindri¢nim epitelom koji se izravno nastavlja na epitel endocerviksa. Taj epitel,
cijelom svojom povrSinom, i onom koja oblaze lumen endocervikalnog kanala i onom unutar
kripti, proizvodi sluz (3). Vrat maternice dnevno proizvodi oko 20 do 60 mg sluzi u zdrave
zene reproduktivne dobi, dok sredinom zenskog mjeseénog spolnog ciklusa masa sluzi moze

narasti i do 700 mg na dan (4).



1.2.  Uloga cervikalne sluzi

Cervikalna sluz djeluje kao zastita za spermije od neprijateljskog okolisa rodnice i
fagocitoze vaginalnim leukocitima, filtrira morfoloski normalne spermije i sluzi o¢uvanju
velikog broja spermija unutar kripti cerviksa kako bi u periovulacijskom razdoblju olaksala
njihov prolazak prema maternici (5-7). S druge strane, modulira njihovo gibanje u drugim
dijelovima ciklusa, kada sprjecava pristup spermija, mikroorganizama i mehanickih Cestica
gornjem dijelu reproduktivnog sustava, a time i peritonealnoj Supljini, $tite¢i od infekcije.
Ocito je kako su mnoge od navedenih uloga cervikalne sluzi potrebne za uspjesnu oplodnju i
pitanje koje se namece jest koji mehanizmi upravljaju promjenom svojstava cervikalne sluzi

koja sudjeluju u plodnosti, odnosno neplodnosti.

1.3.  Cervikalna sluz i neplodnost

Neplodnost, definirana kao izostanak klini¢ke trudnoé¢e nakon 12 ili vise mjeseci
redovnih nezastienih spolnih odnosa, prema istrazivanju Svjetske zdravstvene organizacije
od 1990. do 2010. pogadala je 1,9% Zena koje su htjele prvo dijete (primarna neplodnost) te
1,5% Zena koje su htjele ponovno roditi (sekundarna neplodnost). U konkretnim brojkama to
znaci kako otprilike 48,5 milijuna parova diljem svijeta niti nakon pet godina pokuSavanja
nije moglo zaceti (8). Kada se podaci promatraju u strogom vremenskom periodu od godine
dana, prema definiciji neplodnosti, vrlo visok postotak od 10% - 15% parova koji pokuSavaju
zaceti traze pomo¢ radi lijeCenja neplodnosti. Uzroci neplodnosti mogu biti muski, Zzenski,
kombinirani i nepoznati, a etioloski, rije¢ je o anatomskim, hormonskim, imunoloskim,

psiholoskim i drugim uzrocima.

Dobro je poznata ¢injenica kako jedan od ¢imbenika koji utjeCe na plodnost moze biti
i cervikalna sluz, a abnormalnosti u svojstvima sluzi jedan od uzroka neplodnosti, odnosno
subfertilnosti (1). Osim brojnih istrazivanja promjene svojstava cervikalne sluzi vezanih uz
ciklicke promjene koncentracija i odnosa Zenskih spolnih hormona u Zenskom mjese¢nom
spolnom ciklusu, promatranje izlucene sluzi uspjesno je koriStena klinicka metoda. Na ovaj
nacin uspjesno se prate plodna i neplodna razdoblja, prepoznaje ovulacija te odgada ili
pospjesuje zacece (9—11). Cervikalna sluz s plodnos¢u moze biti povezana na nekoliko na¢ina
— ne odrzavajué¢i povoljan okoli§ za prezivljavanje spermija, imunoloSkom reakcijom, a

posredno nesprjecavanjem infekcije ili posjedovanjem fizikalnih svojstava zbog kojih se



spermiji otezano kre¢u (12). U ovom istrazivanju proucavali smo mehanizam ovisnosti

biofizickih svojstava sluzi o ciklickim promjenama izlu¢ivanja hormona.

1.4.  Grada i svojstva cervikalne sluzi

1.4.1. Biokemijski sastav sluzi

Cervikalna sluz je hidrogel sastavljen od niskomolekularne komponente, cervikalne
plazme, i komponente visoke molekulske mase, gel faze. Cervikalna se plazma sastoji
uglavnom od elektrolita i organskih komponenti nize molekulske mase poput aminokiselina,
kolesterola, lipida, glukoze, askorbinske kiseline i polisaharida (13), dok gel fazu sa¢injavaju
enzimi, baktericidni proteini, proteini plazme te mreza glikoproteina, mucina. Viskoznost
cervikalne sluzi ovisi o velikim, jako glikoziliranim mucinima, a o razli¢itom udjelu pojedinih
mucina ovisi i udio vode u sluzi (14). Naime, dok u pre- i postovulacijskim fazama Zenskog
mjeseénog spolnog ciklusa cervikalna sluz sadrzi oko 93% vode, ovaj se udio u sredini
ciklusa moze povecati do 98% (15). Ovisno o viskoznosti i sadrZaju vode, ona funkcionira

kao prepreka ili transportni medij za spermije.

1.4.2. Svojstva sluzi cikli¢ki se mijenjaju

Dugo je poznato da se cervikalna sluz cikli¢ki mijenja tijekom Zenskog mjesecnog
spolnog ciklusa, a istrazivanje izluCivanja sluzi proizaslo je upravo iz njezine klinicke
upotrebe. Promjene sluzi nastale kao posljedica hormonskih promjena tijekom zenskog
mjesecnog spolnog ciklusa, nisu samo njihova ,nuspojava®, nego su, pracenjem ovih
promjena, omogucila neinvazivni uvid u hormonski status, praenje ciklusa i planiranje
obitelji. Razli¢ita svojsta sluzi Odeblad jo$ 1969. godine objasnjava razli¢itim udjelom dviju
glavnih vrsta sekreta u sluzi koje oznacava kao tip E (estrogenska sluz) i tip G
(progesteronska sluz). Tip E je prozirna, vodenasta i rijetka sluz koja prevladava u vrijeme
ovulacije (oko 97% E i 3% tipa G), a nastaje pod utjecajem estrogena dok tip G, nastao pod
dominacijom progesterona, odgovara gustoj, ljepljivoj sluzi koja dominira za vrijeme

normalne luteinske faze ili pri upotrebi oralne ili druge hormonske kontracepcije.

Prema smjernicama Svjetske Zdravstvene Organizacije, sluz se opisuje i boduje na
temelju Cetiri kriterija: volumen izluene sluzi, viskoznost, fibroelasti¢nost (prema njem

spinnbarkeit) i kristalizaciji (prema engl. ferning) (16). Sluz varira tijekom ciklusa: od

3



visokog viskoziteta (Cesto s mnogo stani¢nog sadrzaja) neposredno prije menstruacije do
vodenaste sredinom ciklusa neposredno prije ovulacije da bi se, do trenutka kada je zavrSena
ovulacija, viskoznost sluzi pocela povecavati. Spinnbarkeit je termin koji se Koristi za
opisivanje fibroznosti i svojstava elasti¢nosti cervikalne sluzi, a provjerava se razvlacenjem
sluzi izmedu predmetnog i pokrovnog stakalca. Ferning se odnosi na stupanj i uzorak
kristalizacije koji se opaza kada se cervikalna sluz osusi na staklenoj povrsini. Promjene ovih

svojstava ukazuju na promjene u stukturi sluzi i njezinoj propusnosti za spermije.

1.4.3. Utjecaj spolnih hormona na svojstva i sastav cervikalne sluzi

Analizom promjena svojstava cervikalne sluzi tijekom folikularne faze, sredine ciklusa i
luteinske faze ciklusa pokazano je znafajno povecanje koliCine, fibroelasti¢nosti i
kristalizacije, penetracije spermija, sadrzaja mucina i pH te smanjenje viskoznosti, broja
stanica i albumina tijekom sredine ciklusa. Tijekom luteinske faze, svi ovi parametri krecu se

u suprotnom smijeru, s iznimkom pH (17).

Najveca koli¢ina cervikalne sluzi i najveca fibroelasti¢nost primjecuju se dan prije naglog
porasta luteinskog hormona (LH), a koincidiraju s vrhuncem razine ukupnih estrogena u
urinu. Najmanja viskoznost i sadrzaj stanica, a vrhunac Kristalizacije, pH i penetracije
spermija uoCeni su na dan porasta LH, jedan dan nakon vrhunca koncentracije urinarnih

estrogena (slika 1).
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Slika 1. Grafi¢ki prikaz promjena razli¢itih svojstava cervikalne sluzi tijekom Zenskog mjese¢nog spolnog
ciklusa. Dan 0 = dan LH vrhunca (okomita tockasta linija). F1 i F2 pokazuju broj spermija u prvom i drugom
mikroskopskom polju (x200) u in vitro testu prolaska spermija kroz cervikalnu sluz. NMF = frakcija cervikalne
sluzi koja ne migrira, a sadrzi uglavnom glikoproteine visoke molekulske mase (mucine). Okomite trake
predstavljaju standardnu pogresku srednje vrijednosti. Moghissi et al., s dopustenjem preneseno iz American
Journal Of Gynaecology (24)



Sadrzaj proteina u cervikalnoj sluzi pokazao je nedvosmislen ciklicki uzorak. Sadrzaj
albumina naglo se smanjio 2 dana prije i poc¢eo rasti nakon porasta LH, a i globulini slijede
slican obrazac. Sadrzaj mucina povecan je sredinom ciklusa, dosezuéi vrhunac dan prije
porasta LH, nakon Cega se razina mucina smanjuje dok na kraju luteinske faze ne padne na
postmenstruacijsku razinu. Najzastupljeniji mucini u endocervikalnim Zlijezdama su mucin
koji oblikuje gel (engl. gel-forming mucin) MUC5B i transmembranski mucin (engl.
membrane-spanning mucin) MUC4. Relativna razina mRNA, odnosno bjelanc¢evina MUCS5B
i MUC4 mijenja se ovisno o0 danu Zenskog mjese¢nog spolnog ciklusa, odgovarajuéi na
koncentraciju estrogena i progesterona u krvi (17). Razine i MUC4 i MUC5B mRNA rastu s
porastom estrogena u ciklusu, a obrnuto su proporcionalne porastu progesterona.
Kvantifikacija enzimsko vezanim imunoapsorbiraju¢im esejem (ELISA-om) dokazala je kako
koncentracija proteina MUCS5B biljezi nagao i dramati¢an porast u periovulacijskom
razdoblju te se smanjuje kako odmice luteinska faza ciklusa, pod utjecajem progesterona. Za
MUC4 ovakvo ispitivanje jo§ nije uspjesno izvedeno, $to govori i o velikim potesko¢ama u
istrazivanju mucina. Zbog veli¢ine i glikozilacije, problemati¢no ih je analizirati ve¢inom
dostupnih metoda (18,19). Analize biokemijskog sastava sluzi pokazale su da se
glikoproteinske molekule, mucini, prije, za vrijeme i poslije ovulacije najvise razlikuju po

gradi Secernih ostataka (20).

Zanimljivo je i otkri¢e da se, iako ukupna koli¢ina izlu¢enih mucina oko ovulacije raste,
njihova koncentracija smanjuje. Razlog tomu je porast volumena tekucine koji prati
povecanje koli¢ine izlucenih mucina (21). Ova pojava povecanog volumena izluéene sluzi,
kao 1 porast fibroelasti¢nosti 1 smanjenje viskoznosti mogli bi biti objaSnjeni naglim porastom
stvaranja upravo mucina MUC5B u vremenu ovulacije, budu¢i da je karakteriziran izrazito
velikom hidrofilnom domenom kojom adsorbira vodu i €ini sluz rijetkom i propusnom za
spermije. Usto se postavlja pitanje je li, kao jedini ne-pleomorfan mucin, zbog svoje
stabilnosti upravo MUCSB klju€an za stvaranje izduzenih fibrilnih micela koje omoguéuju

kretanje i usmjeravanje spermija (19).

Raspored mucina u sluzi odreduje njezinu propusnost za spermije ovisno organizira li se
U gustu mrezu koja ih ne propusta ili u globularne strukture koje im omogucuju prolaz (22), a
osim o hormonima ovisi 0 promjeni pH. Konkretno, pri smanjenju pH, odnosno u kiselijoj
okolini, sluz iz propusne globularne strukture prelazi u fibroznu, nepropusnu. Ove promjene
proizlaze ponajvise iz grade MUCSB koja pri razli¢itim vrijednostima pH uvjetuje

medusobno povezivanje mucina u sfere ili u gustu mrezu.



Osim promjene pH, pokazano je da na svojstva sluzi utjecu i hidrogenkarbonatni ioni. U
prilog vaznosti hidrogenkarbonatnih iona govori i pokus u kojem je primijeéeno kako
ispiranje rodnice s NaHCO; smanjuje viskoelasti¢nost cervikalne sluzi i poboljSava test
prodiranja spermija kroz cervikalnu sluz i poslije-snosajni test interakcije spermija i
cervikalne sluzi (23). Premda hidratacija i viskoelasti¢nost sluzi ovise o viSe ¢imbenika, prije
svega 0 udjelu i glikozilaciji pojedinih vrsta mucina, ocito su i koncentracija vodikovih i
hidrogenkarbonatnih iona neki od tih ¢imbenika. Mehanizam hormonske regulacije prostorne
organizacije i svojstava sluzi putem promjene pH i koncentracije hidrogenkarbonatnih iona

jos nije istrazen.

1.5. Proizvodnja i izlu¢ivanje sluzi

Sluz se proizvodi u nekoliko koraka: sinteza, pohrana u sekrecijske mjehurice, njihovo
bubrenje, egzocitoza te razmotavanje i Sirenje. Za kona¢no oblikovanje sluzi odgovarajucih

reoloskih svojstava klju¢na je hidratacija oslobodenih nakupina mucina.

1.5.1. Sinteza mucina i pohrana u sekrecijske mjehuriée

Mehanizmi sinteze mucina detaljno su istrazeni tkivima pluca i crijeva ljudi (18) te na
govedem endocerviksu (25), a provedena istrazivanja ukazuju kako sinteza mucina u
ljudskom endocerviksu slijedi ista pravila. Disni epitel pokazuje veliku sli¢nost sa Zljezdanim
stanicama endocerviksa, a Clara stanice 1 vr€aste stanice izlucuju sluz s istim mucinskim
glikoproteinima kao i stanice endocerviksa. Proteinski dio mucina sintetizira se u
endoplazmatskoj mrezici, retikulumu (ER) gdje se odvija i pocetna N-glikozilacija. U
Golgijevom tjelescu ovi proteini zatim prolaze O-glikozilaciju, gdje se secerni lanci dodaju
hidroksilnim skupinama treonina i serina. Nakon O-glikozilacije membranski vezani mucini
umecu se u membranu, a mucini namijenjeni izlu¢ivanju nakupljaju (multimeriziraju) u
odjeljcima Golgijevog tjelesca. Njihovi homo-oligomeri osiguravaju viskoelasti¢na svojstva
sluzi, a formiraju se kroz disulfidne veze izmedu njihovih cisteinskih amino- i karboksilnih

terminalnih D-domena (25).

Potpuno dovrSeni, polimerizirani, glikozilirani i sulfatirani mucini nakupljaju se u
sekrecijskim zrncima koja ispunjavaju veci dio citoplazme Zljezdanih stanica (26). U ovim
zrncima mucini su pri niskom pH i visokoj razini Ca®* pohranjeni do izlu¢ivanja (27). Visoke

koncentracije Ca®* i H* tite negativno nabijena mjesta na polianionskim mucinima od
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elektrostatskog odbijanja i tako omogucuju visoku kondenzaciju mucina unutar zrnaca (28).
Ovaj je proces vrlo vazan zbog implikacija koje ima u kasnijem stvaranju sluzi. Da bi se iz
izlu€enih mucina formirala sluz, ovi naboji moraju biti uklonjeni kako bi se dotad zgusnuti
mucini mogli razmotati i hidrirati. Neuspjesno odvijanje ovog procesa pridonosi, primjerice,

patologiji i klini¢koj slici cisti¢ne fibroze (29).

1.5.2. Bubrenje i egzocitoza sekrecijskih mjehuriéa

Neposredno prije egzocitoze dolazi do bubrenja sekrecijskih mjehurica, pri ¢emu dolazi
do sirenja i hidratacije mucina. Na bubrenje utjeCu promjene u koncentraciji pH i kalcija, a u
literaturi je objasnjeno na sljede¢i nacin: Sirenje i hidrataciju mucina omogucuje izmjena
kationa koja se dogada kada dode do fuzije membrana i nastane sekrecijska pora. loni natrija
ulaze u granule mucina, i izmjenjuju se s kalcijevim ionima. Budu¢i da su prema nacelu
elektroneutralnosti potrebna dva Na* za svaki Ca?*, poveéanjem broja iona raste u
mjehuri¢ima osmotski tlak, molekule vode ulaze u njih i hidratiziraju mucine koji bubre (28).
Bubrenje mjehurica odvija se kinetikom prvog reda, a obrnuto je proporcionalno koncentraciji

Ca?* i H" u izvanstani¢nom okruzenju (30).

Mehanizam regulacije otpuStanja mucina iz sekrecijskih mjehuriéa u stanicama
endocervikalnih Zlijezda nije posve jasan. Poznato je da brzi porast unutarstanic¢ne
koncentracije kalcija izravno poti¢e reguliranu egzocitozu, a pokazano je da, 0Sim
kratkorocno, promjene njegove unutarstani¢ne koncentracije mogu regulirati intenzitet
egzocitoze i dugoro¢no (31). Za koordinaciju unutarstani¢nog prijenosa i egzocitotskih
procesa sekrecijskih mjehuri¢a zaduzene su dvije obitelji proteina: Rab i SNARE, receptori za
topljivi protein koji se veZze na NSF (engl. Soluble NSF Attachment Protein REceptor). Rab
proteini su ukljuceni u usmjeravanje transporta mjehurica na njihova razlicita odredista, dok
medudjelovanje SNARE proteina u dvjema membranama omogucuje fuziju membrana i
egzocitozu (32). Egzocitoza mucina iz zrnaca za pohranu moze biti modulirana bioaktivnim

¢imbenicima kao $to su hormoni, neurotransmitori, bioloski aktivni peptidi ili patogeni (25).

Membranski protein 8 vezan uz mjehurice (VAMPS, prema engl. Vesicle-associated
membrane protein 8), nekad poznatiji kao endobrevin, protein je kompleksa SNARE koji
sudjeluje u reguliranoj egzocitozi. Nakon $to je otkriven proucavan je u kontekstu rane fuzije

endosoma i autofagije, no kasnije je otkriveno kako vazniju ulogu ima u egzocitozi (33,34).



VAMP8 je pomocu nekoliko metoda identificiran u disnim putevima imunolokalizacijom na
sekrecijskim zrncima mucina u vr€astim stanicama i pokusima na miSevima s utiSanim
izrazajem VAMPS8. Smanjenjem funkcije VAMP8 smanjena je i bazalna i regulirana
egzocitoza, potvrdujuéi njegovu ulogu U egzocitozi mucina (35). Budu¢i da egzocitoza time
nije potpuno nestala, vjerojatno druge molekule kompleksa SNARE imaju istu ulogu u

egzocitotskim procesima.

1.6. Formiranje sluzi

Nakon egzocitoze, mucini se zadrzavaju na vanjskoj povrSini stanica u obliku
zgusnutih nakupina sluzi, egzosoma (36). Konac¢no formiranje sluzi ukljucuje ekspanziju i
hidrataciju ovih kondenziranih nakupina mucina, kako bi sluz poprimila odgovarajuca
reoloska svojstva. | dok regulacija pH i koncentracija Ca?* sudjeluju u regulaciji formiranja
sluzi utjecajem na egzocitoti¢ki mjehuri¢, za normalno oslobadanje i Sirenje izlu¢enih mucina

i hidrataciju sluzi nuzno su potrebni HCOj" ioni.

Umjesto unutarstani¢ne uloge u procesima koji dovode do egzocitoze, ioni HCO3
najvjerojatnije su u ovaj proces ukljuceni izvan stanice, gdje egzocitirani mucini trenutno
budu izloZeni visokim koncentracijama HCOj3". Jednom kad su mucini otpusteni iz stanice,
kationi koji ih S$tite moraju biti uklonjeni kako bi omogudéili dekondenzaciju, brzo Sirenje
polimera odbojnim elektrostatskim silama, pri kojoj se molekularni volumen poveéa za Cak
1000 puta u svega nekoliko sekundi (28). Smatra se kako je ekstracelularni HCOj3™ koji lako
tvori komplekse s Ca?* i H*, kljutan za uklanjanje 'kationskih Stitova' s aniona mucina nakon
egzocitoze granule (37,38). Oslobodene kationske zastite, odbojne elektrostatske sile
izlozenih anionskih mjesta ne samo da Sire molekule mucina, ve¢ rezultiraju i vrlo niskim
koeficijentom trenja izmedu mucina u sluzi i membranskih mucina, na ovaj nacin poticuéi

istjecanje sluzi iz kripti cerviksa prema sredisnjem kanalu (39).

Klju¢na uloga hidrogenkarbonatnih iona u smanjenju viskoznosti sluzi dokazana je u
plu¢ima, crijevima i zenskom spolnom sustavu te se, na temelju rasprostranjenosti ovog
mehanizma, smatra kako je moZzda rije¢ o univerzalnoj pojavi u formiranju sluzi, umjesto o

mehanizmu specificnom za pojedine organe (38—40).

U odsustvu HCOg3', sluz ostaje zaglavljena unutar kripti epitela endocerviksa, odnosno, u
disnom sustavu, unutar lumena mukoznih zlijezda (27). Ova je poteskoc¢a primijecena prvi put

u pacijentica oboljelih od cisti¢ne fibroze (41). Vaznost HCO3 ocrtava se i u ve¢ spomenutom
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pokusu ispiranja rodnice s NaHCOs3;. Naime, poznato je kako visoko hidratizirana sluz
smanjenog viskoelasticiteta, kakva je prisutna u vrijeme ovulacije, olakSava transport

spermija kroz cerviks i omogucuje oplodnju.

1.6.1. Regulacija izlu¢ivanja sluzi

Pod utjecajem spolnih hormona istovremeno se mijenja viSe parametara koji u konacnici
rezultiraju promjenom biofizickih i1 funkcionalnih svojstava sluzi. Mehanizam hormonske
regulacije je stoga slozen i vjerojatno ukljucuje razli¢ite nacine upravljanja sintezom mucina,
pohranom u sekrecijske mjehuri¢e, njihovim bubrenjem i egzocitozom te razmotavanja i
Sirenja sluzi. Ovisno o tipu procesa kojeg reguliraju, estrogeni i njihovi receptori mogu
djelovati sporo, na klasican, ,,genomski nacin“ ili brzo, na ,,negenomski* nacin. Primjerice,
povezanost razine mRNA MUC4 i MUCS5B i koncentracije estrogena, upucuje na izravno
djelovanje estrogena na transkripciju mucina preko estrogenskog receptor unutar jezgre,
dakle, sporim, genomskim djelovanjem (19). S druge strane, pokazano je da izlu¢ivanje sluzi
iz stanice dosljedno prati suptilne promjene koncentracije hormona, pa vjerojatno postoji
mehanizam brze estrogenske regulacije egzocitoze ve¢ pripremljenih sekrecijskih mjehuriéa s
mucinima (42). Takva brza regulacija bila bi neovisna o klasicnom genomskom djelovanju
estrogena, temeljenom na dugotrajnim procesima aktivacije gena i sinteze bjelanCevina —
transkripcije, translacije i posttranslacijske modifikacije. Brzo, negenomsko djelovanje
estrogenskih receptora dogada se na stani¢noj membrani gdje oni pokrecu signalnu reakciju 1
brzi stani¢ni odgovor unutar nekoliko minuta (43). Negenomsko djelovanje estrogenskog
receptora na membrani presinaptickih zavrSetaka pokazano je na primjeru neurona koji
otpustaju hormon oslobadanja gonadotropina (GnRH, od engl. gonadotropin-releasing
hormone) (44).

Mehanizmi i signalni putevi kojim spolni hormoni reguliraju pojedine procese u
proizvodnji, izlu€ivanju i kona¢nom oblikovanju endocervikalne sluzi jo§ su nepoznati. Jedan
od nacina otkrivanja tih mehanizama i molekula koje u njima sudjeluju jest proucavanje
slicnih mehanizama regulacije proizvodnje sluzi u drugim organskim sustavima. Na taj nacin
moguce je za pojedine procese u proizvodnji sluzi izdvojiti potencijalne regulacijske molekule

I provjeriti njihovu ulogu u tkivu endocerviksa.
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1.7. GABA i GABA-ergi¢Kki sustav

1.7.1. GABA

y-aminomasla¢na kiselina (GABA, prema engl. y Amino-Butyric Acid) je glavni
inhibicijski neurotransmiter u mozgu odraslih sisavaca. Ova molekula djeluje u srediSnjem
zivéanom sustavu, perifernom zivéanom sustavu i nekim ekstraneuralnim tkivima. Njegova
glavna uloga je smanjenje neuronske podrazljivosti u zivéanom sustavu, a u ljudi GABA
izravno regulira i miSi¢ni tonus. GABA djeluje na dvije vrste receptora: GABAA receptore
(GABAAR) i GABAg receptore (GABAgR). GABAAR su ionski kloridni kanali i posreduju
brzu inhibicijsku aktivnost GABA-e (45). GABAgR su transmembranski metabotropni

2+

receptori, a reguliraju K" i Ca”" kanale koji posreduju u dugoroénim inhibicijskim

djelovanjima GABA-e.

GABA se sintetizira prvenstveno iz glutamata djelovanjem enzima glutamat-
dekarboksilaze (GAD, prema engl. Glutamic Acid Decarboxylase). Nakon sinteze, GABA se
pohranjuje u sinapticke mjehuri¢e uz pomoc¢ vezikularnog prijenosnika GABA-e (VGAT,
prema engl. vesicular GABA transporter). U odredenim situacijama aktiviraju se alternativni
putevi sinteze GABA-e (46).

1.7.2. GABAA receptor

GABA, receptor ionski je kanal selektivan za kloridne ione. Sredi$nji kanal, pora kroz
koju selektivno prolaze CI reguliran je pomocu GABA-e, a okruzuje ga pet podjedinica (45).
Svaka izoforma ovih receptora sastoji se od pet homolognih ili istovjetnih podjedinica, a nije
do kraja poznato koliko izoformi receptora postoji i na koji nacin se kombiniraju njihove
podjedinice. GABAA receptori koji se nalaze na postsinaptiCkoj membrani posreduju
neuronsku inhibiciju koja se javlja u milisekundnom vremenskom rasponu dok oni smjesteni
na ekstrasinaptickoj membrani reagiraju na okolisnu GABA-u i prenose dugotrajnu inhibiciju.
GABAA, receptori reagiraju na Siroku paletu lijekova, zbog razli¢itih veznih mjesta koja im
omogucavaju razli¢ita stanja aktivnosti. Neki od spojeva za koje GABAAR ima vezna mjesta

su benzodiazepini, barbiturati, neurosteroidi i etanol (47).
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1.7.3. Glutamat-dekarboksilaza

Glutamat-dekarboksilaza enzim je koji katalizira dekarboksilaciju glutamata i stvaranje
GABA-e i CO,. Ovaj se enzim pojavljuje u dvije izoforme, GAD67 i GADG5, koje GABA-u
sintetiziraju na razli¢itim stani¢nim lokalizacijama, zbog njihove razli¢ite funkcije. Dok
GADG65 pronalazimo u ziv€anim =zavrSecima u kojima njegova funkcija omogucuje
neurotransmisiju, GAD67 je ravnomjerno rasporeden po stanici i Sintetizira GABA-u za
neuronsku aktivnost koja nije povezana s neurotransmisijom, kao §to je sinaptogeneza i zastita

ziv€anog tkiva nakon ozljede (48).

Mnogi autori GABA-U i njezinu aktivnost istrazuju posredno, ispituju¢i aktivnost GAD-a.
U biosintezi neurotransmitera, kao i u ostalim biosintetskim putovima, jedan enzimski korak
regulira opéi tijek sinteze. Stoga dokazivanjem nazoc¢nosti glavnog nadzornog enzima (Sto
katalizira taj kljuéni korak sinteze) Cesto dokazujemo i neurotransmitersku narav stanice,
naj¢esce neurona (49). Jasno, to je uvjet sine qua non, ali nije dovoljan sam po sebi, zbog

mnogih stani¢nih procesa koji mogu interferirati od sinteze do egzocitoze neurotransmitera.

1.7.4. GABA-ergicki sustav u perifernim organima

Osim u sredi$njem zivéanom sustavu, aktivnost GABA-e i GABAAR pronadena je i u
perifernim tkivima. Uz ulogu u neuromuskularnim vezama u glatkom misi¢ju koje djeluju
slicno kao neuronske sinapse, GABAAR ima ulogu i u hipertrofiji i hiperplaziji stanica,
embrionalnom razvoju, posredovanju imunoloskog odgovora, izlu¢ivanju inzulina te stvaranju

sluzi (50-53).

Stakorska i ljudska gusteraca izrazavaju na svojim stanicama GABA receptor. Tako je u
Stakorskoj gusteraci pokazano kako je GABAAR prisutan u a, ali ne i u i y stanicama. 3
stanice Langerhansovih otoci¢a izlu¢uju GABA-u koja djeluje na GABAAR prisutan u o

stanicama i na taj nacin inhibira izlu¢ivanje glukagona iz tih stanica (54).

U nadbubreznoj zlijezdi GABA putem GABAAR utje¢e na steroidogenezu u kori
nadbubrezne zlijezde, ali i regulira otpustanje kateholamina iz srzi, a Smatra se da pritom

GABA moze imati autokrino i parakrino djelovanje (50).

GABA je rasprostranjena i u Zzenskom i muskom reproduktivnom sustavu. GABA-U i
GABAA | GABAg receptore nalazimo u intersticiju testisa, sjemenskim mjehuri¢ima i
prostati. Dokazana je i uloga GABA-e u akrosomskoj reakciji spermija (55). U zenskom
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spolnom sustavu, hormoni jajnika kontroliraju motilitet maternice modificirajuci
konformaciju GABAaR. U stakorskom jajniku i uterusu pokazana je 1 povezanost
koncentracije GABA-e i razine estrogena (56). Nalaz funkcionalnog GABA-ergi¢kog sustava

potvrden je i u ljudskom spolnom sustavu, u maternici, jajovodu, jajniku i cerviksu (57-59).

Zanimljivo je istrazivanje uloge GABA-ergickog sustava u diSnom sustavu Kojim je
pokazano kako GABA proizvedena u epitelu diSnih putova autokrino i parakrino preko
GABAAR potice pojacano izlucivanje sluzi u epitelnim stanicama (60). Djelovanje GABA-e
uzrokovalo je depolarizaciju stanica i porast koncentracije kalcijevih iona koji zajedno s
diacilglicerolom (DAG) djeluju kao drugi glasnici u aktivaciji egzocitoze sekrecijskih zrnaca
u Clara stanicama (61). Djelovanje GABA-e rezultiralo je i jac¢im unutarstani¢énim i
izvanstani¢nim obojenjem alcijanskim modrilom, ukazuju¢i na veéu proizvodnju mucina u
epitelu disnih putova. Pokusi na miSevima senzibiliziranima antigenom bjelanjka pokazali su
kako je izlaganje tom antigenu povecalo izrazaj molekula GABA-ergi¢kog sustava, a
izlaganje GABA-i proizvodnju sluzi i hiperplaziju stanica koje proizvode sluz (60). Ovakav
primjer zanimljiv je u proucavanju izlu¢ivanja sluzi u reproduktivnom sustavu zbog velike
slicnosti grade epitela disnog i reproduktivnog sustava te na¢ina izluéivanja i sastava izlucene
sluzi. Zljezdane stanice endocerviksa sli¢ne su Clarinim stanicama i vréastim stanicama

gradom, sintetskom funkcijom 1 glikoproteinskim sastavom izlucene sluzi.

1.7.5. Potencijalna uloga GABA-ergi¢kog sustava u endocerviksu

Na modelu astme pokazano je da pojacano izlucivanje sluzi u diSnom epitelu potice
GABA koja se stvara u epitelnim stanicama, te autokrino i parakrino djeluje na njih (12,13).
Sliéno mehanizmu otpusStanja prisutnom u GnRH neuronima, 1 stanice diSnog epitela
otpustaju GABA-u neovisno o akcijskom potencijalu (60). Rezultati naseg prethodnog
istrazivanja pokazali su da je receptor za GABA (GABAaR) prisutan u tkivu misjeg i
humanog endocerviksa, te smo na temelju primjera GnRH neurona i izlu¢ivanja sluzi u
disnom epitelu predlozili model po kojem GABA-ergicki sustav sudjeluje u brzoj regulaciji
izluc¢ivanja sluzi u endocerviksu, pri ¢emu bi otpustanje GABA-e bilo neovisno o akcijskom

potencijalu, i regulirano negenomskim djelovanjem receptora za estrogene (59).
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1.8. Transmembranski regulator cisti¢ne fibroze, CFTR

Visoka koncentracija kationa u sekrecijskim mjehuri¢ima do koje dolazi zbog
promjene pH i sastava iona tijekom sinteze mucina, omoguc¢uje da mucini izlucivanje ¢ekaju
gusto pakirani u sekrecijske mjehuri¢e. Kako bi se oblikovala sluz reoloskih svojstava koja
omogucuju njezino slobodno otjecanje, potrebno je ukloniti naboj koji sprjecava razmatanje i
Sirenje mucina. Za uklanjanje naboja zaduzeni su anioni, kloridni i hidrogenkarbonatni ioni,
koji kelacijom pozitivno nabijenih iona vodika i kalcija omoguéuju bubrenje mucina, koji se

Sire, navlace vodu i rastu volumenom te formiraju tekucéu, pokretnu sluz (40).

Opisali smo kako je hidrogenkarbonatni ion, HCOjs, jedan od glavnih ¢imbenika
zaduzenih za ovaj proces i normalno formiranje sluzi. Prolaz kroz membranu omoguéuje mu
transmembranski regulator cisti¢ne fibroze, CFTR (prema engl. cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), regulirani prijenosnik kloridnih i hidrogenkarbonatnih iona. Mutacije
ovog ionskog kanala uzrokuju cisticnu fibrozu, najée$¢u autosomno-recesivnu nasljednu

bolest u ljudi. Uloga CFTR-a u formiranju sluzi shematski je prikazana na slici 2.

1.8.1. Grada CFTR-a

Izoliran 1989. godine, prije gotovo trideset godina, ovaj transmembranski protein
jedinstven je po cCinjenici da je jedini ionski kanal u velikoj obitelji proteina prijenosnika
ATP-a (ABC prijenosnici, prema engl. ATP-binding cassette transporters) (62). lako je
funkcijom potpuno razlic¢it, CFTR slijedi pravila grade ABC prijenosnika. Sastoji se od pet
domena: dviju transmembranskih (MSD, prema engl. membrane-spanning domain), dviju
domena koje vezu nukleotide (NBD, prema engl. nucleotide-binding domain) i jedinstvene
regulacijske domene (R, prema engl. regulatory domain) (63). Uloga dviju transmembranskih
domena je izgradnja pore kanala kojom prolaze ioni. Otvaranje i zatvaranje CFTR kao
ionskog kanala strogo je kontrolirano ravnotezom aktivnosti unutarstani¢ne kinaze i fosfataze
te razinom ATP-a. Aktivacija protein-kinaze A ovisne o cAMP-u (PKA, prema engl. protein
kinase A) uzrokuje fosforilaciju viSestrukih serinskih ostataka unutar domene R. Jednom kad
je domena R fosforilirana, protok kanalom je reguliran ciklusom hidrolize ATP-a na
domenama NBD. Konacno, protein-fosfataze defosforiliraju domene R i vracaju kanal u
stanje mirovanja (63). CFTR je u pocetku bio poznat isklju¢ivo kao kloridni kanal koji
propusta kloridne ione u procesu ovisnom o fosforilaciji, a neovisnom o ATP-u. Kasnije je

pokazano kako se uz hidrolizu ATP-a odvija promjena selektivnosti kanala prema propustanju
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hidrogenkarbonatnih iona (64). Osim funkcija povezanih s protokom iona, veéina studija
provedenih na epitelnim stani¢nim modelima slaze se kako CFTR, u procesima ovisnima o
CAMP-u, sudjeluje u regulaciji endocitoze, egzocitoze i recikliranja membrane u stanici (65).
Povrh toga, ne samo da CFTR sudjeluje u regulaciji prometa membrana u stanici, ve¢ je
prometu i sam podlozan pa prema potrebi moze biti pohranjen u mjehuri¢e blizu Golgijevog

tjelesca ili smjesten na apikalnoj povrsini stanice (66).
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Slika 2. Shematski prikaz procesa dekondenzacije i Sirenja egzocitiranih mucina u prisutnosti
hidrogenkarbonatnih iona. RuZi¢asto podru¢je slike predstavlja unutarstani¢ni odjeljak, a plavo lumen
zlijezde. U unutrasnjosti stanice vidi se egzocitoticki mjehuri¢ s vrlo zgusnutim mucinima ¢iji su anionski
krajevi zasti¢eni ionima Ca®" i H" (ljubiGasto). Mjehuri¢ tik prije egzocitoze bubri zbog zamjene Ca** s Na*. Na
desnoj polovici slike nalazi se funkcionalni CFTR koji u lumen Zlijezde prenosi HCOj3'i CI koji skidaju
,.kationske Stitove* s mucina i omoguéuju razmatanje molekula mucina ovisno o elektrostatskim silama. CFTR u
membrani zadrzava VAMPS. Lijeva polovica slike prikazuje mutirani AF508 CFTR, najée$¢u mutaciju u
cisticnoj fibrozi. Zbog nedostatka aniona u lumenu zlijezde kao posljedice disfunkcionalnog kanala CFTR,

molekule mucina ostaju zgusnute i ne mogu formirati teku¢u sluz. Domene CFTR-a: NBD — domena koje veze
nukleotide, R — regulacijska domena, MSD — transmembranska domena.

15



Promet CFTR-a u stanici (prema engl. trafficking) dodatni je nacin regulacije aktivnosti
ovog proteina. S biokemijskog stajaliSta, prevladava misljenje da je nezreli CFTR smjeSten u
ER, dok ga zreli CFTR, koji ¢ini vecinski udio ukupnog stani¢cnog CFTR-a, napusta i prisutan
je ponajprije u distalnom dijelovima sintetskog puta proteina, ukljuc¢ujuci Golgijevo tjelesce i
apikalnu membranu (66). U regulaciji raspodjele zrelog CFTR-a izmedu apikalne stani¢ne
membrane i Golgijevog tjeleSca postoji brzi mehanizam endocitoze, recikliranja i egzocitoze
CFTR ovisan o cAMP/PKA i kompleksnim interakcijama CFTR-a i membranskih i
endosomalnih proteina. Jedan od primjera koji pokazuje zamrSenost ove regulacije jest
medudjelovanje kompleksa SNARE i CFTR-a. Pojedini proteini mebranskog kompleksa
SNARE, kao §to je sintaksin 6 poti¢u endocitozu i razgradnju CFTR-a. Nasuprot tome,
sintaksin 16 poti¢e njegovo recikliranje, odnosno kruzenje, ali ne i razgradnju. VAMPS,
protein endosomskog kompleksa SNARE zadrzava CFTR-a u apikalnoj membrani,
produzujuci njegovo djelovanje (67). Ovakva brza regulacija prisutnosti CFTR-a u apikalnoj
membrani regulira i njegovu aktivnost ili neaktivnost, propusnost za ione Klora i

hidrogenkarbonata, te izlu¢ivanje tekucine.

1.8.2. Lokalizacija CFTR i uloga u oblikovanju sluzi

Izrazaj i funkcija proteina CFTR opisani su u epitelnim stanicama gornjeg i donjeg
di$nog sustava, probavnog trakta, uklju¢uju¢i gusteracu, jetru i zucni mjehur, u epitelu
slinovnica kao i muskog i zenskog spolnog sustava (68,69). Mutacije koje uzrokuju manjkavu
sintezu, obradu, zatvaranje, vodljivost ili smanjenu stabilnost CFTR kanala (deformirani
kanal) dovode do cisti¢ne fibroze, nekad znane kao mukoviscidoze. Posljedica disfunkcije
CFTR-a na apikalnoj membrani epitelnih stanica je dehidracija mucina, sto dovodi do
stvaranja guste i nepokretljive sluzi, odnosno mukocilijarne disfunkcije (70). Ovaj poremecaj,
ovisno o promatranom organu ima razliite posljedice: u diSnom sustavu javljaju se stalne
infekcije i respiratorna insuficijencija, u probavnom sustavu pacijente koji boluju od cisti¢ne
fibroze pogadaju mekonijski ileus, opstrukcija crijeva i insuficijencija gusterace, muskarci su
neplodni zbog zacepljenja sjemenovoda, a zene smanjeno plodne iz razloga koji u dosadasnjoj
znanstvenoj literaturi jo$ nije razja$njen (29). Kod nerazjasnjene sSmanjene plodnosti kod Zena
koje boluju od cisti¢ne fibroze postoji nagovjestaj kako bi to moglo biti zbog patoloski

izmijenjene cervikalne sluzi (41).

Glavna uloga CFTR-a u izlucivanju sluzi, koliko je zasad poznato, je izluéivanje

hidrogenkarbonatnih iona u zljezdani lumen, osiguravaju¢i izvan stanice okoli§ s visokim
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udjelom aniona. S mucina egzocitiranih u ovakav izvanstani¢ni okoli$, ioni HCOj3  brzo
uklanjaju kationske stitove, te se mucini mogu rasiriti i hidrirati. Pokazano je kako ova,
detaljno istrazena uloga hidrogenkarbonata, izravno ovisi 0 CFTR-u te u slu¢aju njegove
mutacije ili smanjene funkcije ne dolazi do ispravne dekondenzacije i hidracije mucina, a
posljedi¢no ni nastanka sluzi smanjene viskoznosti (38). Ovakva pak sluz ostaje zarobljena u
manjim odvodnim kanalima, dovodec¢i do pankreatitisa u gusteraci, mekonijskog ileusa u
crijevima, respiratorne insuficijencije i infekcija u plué¢ima te, potencijalno, smanjene

plodnosti u Zenskom reproduktivnom sustavu.

1.8.3. CFTR i plodnost

Izrazaj CFTR-a u Zenskom reproduktivnom sustavu dokazan je u cerviksu, jajniku,
jajovodu, maternici i cerviksu (69,71). Premda funkcija CFTR-a u ovim tkivima nije posve
razjaSnjena, vecéina istrazivanja usmjerena je na mehanizme prijenosa tekuéine i njihove uloge
u plodnosti (72). Izrazaj misjeg Cftr-a u maternici reguliran je hormonima jajnika pri ¢emu do
povecane ekspresije dolazi kod povisene razine estrogena, a do smanjene ekspresije kod
povisene razine progesterona. Isti je uzorak dokazan i u ljudskom endometriju, gdje ekspresija
CFTR-a korelira s ciklickim promjenama u maternici (71). Dodatni dokazi o predlozenoj ulozi
CFTR-a u regulaciji teku¢ine u reproduktivnom sustavu su dva patoloSka stanja prisutna u
op¢oj populaciji: hidrosalpinks i sindrom hiperstimulacije jajnika (OHSS, prema engl.
ovarian hyperstimulation syndrome) (73,74). Navedena stanja posredno smanjuju plodnost
poveéanjem volumena tekucine u Zenskom spolnom sustavu, a u oba poremecaja opazena je
povecéana ekspresija CFTR-a u reproduktivnim organima. Konacno, i pretjerano viskozna sluz
za koju se pretpostavlja kako igra ulogu u neplodnosti Zena oboljelih od cisti¢ne fibroze, moze

se pripisati neodgovarajucoj regulaciji tekuéine u cervikalnom kanalu.

U slucaju neodgovarajuceg djelovanja CFTR-a, bilo zbog smanjenog broja ili
poremecene funkcije ovih kanala, smanjen volumen tekucine izlu¢ene iz epitela endocerviksa
moze uzrokovati nakupljanje guste, viskozne sluzi i dovesti do smanjene pokretljivosti
spermija, analogno modelima u probavnom i diSnom sustavu. U slu¢aju utero-cervikalne sluzi
u misa, pokazano je i kako je glavni uzrok smanjenog intraluminalnog prijenosa tekucine

nedostatak HCO3' iona, a ne same sekrecije tekucine iz stanice u lumen (27).
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S obzirom na oc€iglednu vaznu ulogu u regulaciji izlu¢ivanja i oblikovanja sluzi, te
opisanu korelaciju sa spolnim hormonima, CFTR je izgledni kandidat za regulacijsku

molekulu u signalnom putu hormonske regulacije izlu¢ivanja sluzi u humanom endocerviksu.

1.9. Pokusni modeli u istraZivanju izlu¢ivanja endocervikalne sluzi

U istrazivanjima funkcije cerviksa, najceS¢e upotrebljavani modeli su stanice i tkiva

cerviksa glodavaca, velikih sisavaca, kao §to su svinje i krave, te ljudskog endocerviksa.

1.9.1. Glodavci

Mis je najceSée koristen model za istrazivanje bioloskih procesa. To je mala, za uzgoj
razmjerno jeftina Zzivotinja koja s Covjekom dijeli oko 95% gena. Ima dobro proucenu
biologiju, te sekvencioniran i proufen genom. Prilagodena je zivotu u laboratorijskim
uvjetima, jednostavno se njome rukuje, brzo se razmnozava i stvara velik broj potomaka.
Relativno kratak reproduktivni ciklus koji traje 4 — 5 dana dodatna je prednost, specifi¢na u
istrazivanju cervikalne sluzi. Sastoji se od 4 faze: proestrus, estrus, metaestrus i diestrus. One

se jednostavno mogu pratiti svakodnevnim uzimanjem uzoraka stanica iz rodnice.

Stakor je, kao i mis, poliestrusna Zivotinja, s istim fazama reproduktivnog ciklusa i &esto
je koriSten eksperimentalni model. Medutim, podaci o trajanju i odredivanju faza ciklusa u

Stakora su kontradiktorni (75).

lako su i1 Stakor i mi§ ve¢ koriSteni kao pokusni modeli u istrazivanju funkcije
endocerviksa 1 izluc¢ivanja sluzi, ne mogu posluziti kao odgovaraju¢i model za proucavanje
funkcije sekrecijskog epitela kakav se nalazi u humanom endocerviksu (72,76). Prije svega,
histoloska grada misjeg i Stakorskog endocerviksa razlikuje se od ljudske: epitelne stanice
koje izlucuju sluz prisutne su samo u proestrusu (kod Stakora u diestrusu i odljuste se ve¢ u
proestrusu) i to kao jedan sloj cilindricnih stanica na povrSini mnogoslojnog epitela
cervikovaginalne sluznice koja ne tvori kripte. Nadalje, zbog anatomske grade miSjeg i
Stakorskog cerviksa, odnosno puno krac¢ih udaljenosti od rodnice do maternice, sjemenska
tekucina se u cerviksu ovih glodavaca zadrZzava mnogo krace nego u ¢ovjeka, pa niti nema
bitnu ulogu u transportu i pohrani spermija (77). 1z ovih razloga nema potrebe niti za strogom
regulacijom proizvodnje i izlucivanja sluzi u miSa 1 Stakora, pa oni ne mogu posluziti kao

vjerodostojni modeli u istrazivanju te regulacije kod ljudi.
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1.9.2. Veliki sisavci

U svinja, reproduktivni ciklus (estrus) klasificira se prema spolnom ponasanju: estrus,
gdje je svinja seksualno receptivna ili ne-estrus. Kao i ljudski spolni ciklus moze se podijeliti
u luteinsku i folikularnu fazu koje su odvojene ovulacijom. Dok mjese¢ni spolni ciklus Zena
pocCinje i zavrSava pocCetkom menstruacije, s ovulacijom usred ciklusa, u svinja ciklus
zapocinje 1 zavrSava ovulacijom. Osim toga, duljina ciklusa i hormonska fluktuacija su vrlo
slicne ljudskim. U svinja se pojavljuje znacajan rast folikula tijekom luteinske faze budu¢i da
se folikularna faza djelomi¢no preklapa s luteinskom fazom, $to rezultira kra¢im ciklusom (19
— 21 dan) nego kod Zena, gdje su dvije faze stroze odijeljene i ciklus stoga traje 28 dana. | kod
zena 1 kod svinja do ovulacije dolazi spontano u kontinuiranim ciklusima koji su pod
kontrolom osi hipotalamus — hipofiza — jajnik. Cerviks Zenke svinje dijeli zajednicke
karakteristike s ljudskim cerviksom. U obje vrste nalazimo jednoslojni cilindri¢ni epitel s
vréastim stanicama koje izlucuju sluz, a koli¢ina izlu¢ene sluzi ovisi o fazi ciklusa s
poveéanom koli¢inom tijekom estrusa kod svinja i sredinom ciklusa u zena (oko ovulacije)

(78).

U krava, reproduktivni ciklus, estrus, dijeli se takoder u proestrus, estrus, metaestrus i
diestrus. Cerviks je graden slicno ljudskom, s epitelom koji se uvlaci i tvori kripte. Epitel
endocerviksa je kubi€an u diestrusu, a prema estrusu raste do cilindri¢nog. Izlu¢ivanje sluzi
najobilnije je u estrusu, razdoblju kada nastupa ovulacija, a sluz je, kao i ljudska, bistra i
smanjene viskoznosti (79). Grananje sluzi na stakalcu, arborizacija, prihvacena je kao kriterij
estrogenskog djelovanja na sluz, a u kravljoj estrusnoj cervikalnoj sluzi je vrlo izraZzena (80).
Detaljnom analizom transkriptoma govedeg endocerviksa u razdoblju oko estrusa pokazano je
da promjene u biokemijskim i biofizikalnim svojstvima sluzi ovise o razinama steroidnih

hormona (25).

1.9.3. Covjek

Ljudski uzorci tkiva endocerviksa dobar su eksperimentalni model za ispitivanje izrazaja
proteina i gena, promjena u strukturi cerviksa u razli¢itim fazama ciklusa i trudno¢i, kao i za
imunoloska 1 mikrobioloska ispitivanja. Fizioloske, dinamicke procese teze je proucavati.
Naime, dok se zivotinjama mogu davati razliCiti agonisti, antagonisti i tvari kojima istraziva¢
moze prilagoditi uvjete organizma, kod ljudi to nije moguce 1 materijal kojim se barata je

najcesce postoperativni materijal. Zbog toga je, razvojem znanstvene metodologije prema sve

19



vecoj primjeni stani¢nih modela, ve¢ 70-ih godina razvijena prva imortalizirana kultura
ljudskih endocervikalnih stanica. Nedavno su razvijeni i 3D modeli koji vjernije doCaravaju
epitelnu funkciju zbog interakcije s vezivnom podlogom i apikalno-bazalnog usmjerenja

stanice.

U stani¢nim modelima moZe se izlaganjem kombinacijama hormonskih koncentracija
simulirati mjese¢ni spolni ciklus i promatrati ispitivane funkcije u dinami¢kom sustavu, no
postoje prigovori kako dobiveni rezultati nisu uvijek pouzdani. Nekoliko je razloga za to.
Tijekom odrzavanja kulture stanica njihov se genetski materijal mijenja diobama i nemoguce
je pratiti do kojih je sve promjena doSlo. Stani¢na kultura korisna je metoda za proucavanje
specificnih funkcija pojedinih stanica, ali prikazuje izoliranu sliku odredenog bioloSkog
procesa, a ne odrazava stvarnu ukupnost fizioloskih ili patoloskih interakcija. Na primjeru
prometa CFTR-a u stanicnim modelima primijeceno je kako zbog presnaznog izrazaja CFTR-
a dolazi do zasi¢enja mehanizama koji reguliraju promet CFTR-a u stanici te se dobiveni
rezultati ne mogu vjerno translatirati na stvarni fiziolo§ki mehanizam (66). Zbog prednosti i
nedostataka svakog pojedinog eksperimentalnog modela potrebno je izabrati model

prilagoden fazi u napretku istrazivanja.
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2. HIPOTEZA

U zljezdanim stanicama ljudskog endocerviksa prisutni su GABAAR, GAD i CFTR.
Izrazaji GABAAR, GAD i CFTR povezani su s koncentracijom estradiola u krvi, i izrazaji

GABAAR 1 GAD s intenzitetom izlu¢ivanja mucina.

3. CILJEVI RADA

3.1. OPCICILJ:

Potvrditi prisutnost GABAAR, GAD i CFTR u zljezdanim stanicama ljudskog
endocerviksa i ispitati povezanost jacine izrazaja GABAAR, GAD i CFTR s koncentracijom

estradiola u krvi te izrazaj GABAAR i1 GAD s intenzitetom izlu¢ivanja mucina.

3.2.  SPECIFICNI CILJEVI:

1. Imunohistokemijskim i molekularnim metodama potvrditi prisutnost mMRNA i proteina
GABAAR, GAD, CFTR, a histokemijskim mucina u tkivu endocerviksa.
2. Kvantitativno odrediti:
a) koncentraciju estradiola u krvi,
b) izrazaj proteina GABAAR,GAD i CFTR,
C) intenzitet izlu¢ivanja mucina.
3. Prikazati:
a) odnos koncentracije estradiola u krvi i jacine izrazaja GABAAR i GAD te
odnos GABAAR i GAD i intenziteta izlu¢ivanja mucina u GABAAR,
pozitivnim stanicama

b) odnos koncentracije estradiola u krvi i izrazaja CFTR.
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4, MATERIJALI | METODE

4.1. Uzorci tkiva endocerviksa

4.1.1. Odabir ispitanica

Za potrebe ovog istrazivanja tijekom 24 mjeseca ispitano je 25 Zena koje su bile
podvrgnute operativnom zahvatu uklanjanja maternice i cerviksa (histerektomija). Ispitanice
su bile u rasponu starosti od 41 do 56 godina, uz medijan starosti koji je iznosio 49 godina.
Najcesce dijagnoze zbog kojih je bila indicirana histerektomija bili su miomi te prolaps
uterusa. Budu¢i da su uzorci cerviksa potrebni za ovo istrazivanje trebali imati sacuvanu
normalnu gradu 1 funkcionalnost na razini tkiva 1 stanica, isklju¢ni kriteriji za odabir
pacijentica bili su: maligni procesi reproduktivnog sustava, hormonska kontracepcija unutar
zadnjih Sest mjeseci, intrauterina spirala unutar zadnjih godinu dana, nepravilnosti u nalazu
Papanicolau testa i menopauza. Zbog prisutnosti jednog ili vise isklju¢nih kriterija, 7
pacijentica je nakon uzimanja anamneze i mjerenja razine hormona u krvi iskljuéeno iz

daljnjeg istrazivanja. Stoga je konacan broj ispitanica /uzoraka tkiva cerviksa bio osamnaest.

Pacijentice su bile obavijeStene o postupku 1 svrsi istraZivanja, uzeta je anamneza te su

potpisale informirani pristanak za provodenje istrazivanja i publikaciju rezultata.

4.1.2. Postupci s prikupljenim tkivom

Neposredno nakon §to je operativni materijal bio uklonjen, tkivo je odneseno na Odjel za
patologiju Klinike za zenske bolesti i porode KBC-a Zagreb, gdje ga je uvijek pripremao isti
specijalist patologije na nacin opisan u nastavku teksta. Po straznjem zidu cerviksa napravljen
je okomiti rez. Tada je cijelom tom duljinom napravljen jos jedan paralelni rez kako bi se
dobio isjecak cijele duljine cerviksa debljine oko 3 mm koji je odmah stavljen u 4%-tni
paraformaldehid (slika 3. plavo obojeno podrucje). Tada je uzet jos jedan takav isjecak tkiva
debljine oko 5 mm, od ¢ijeg je vanjskog dijela, iza dubine do koje prodiru kripte zljezdanog
tkiva, uklonjeno vezivno tkivo. Od kranijalne trecine isjecka tkivo je narezano na tri komadica
dimenzija 0,5 x 0,5 x 0,5cm. Prvi komadi¢ je trenutno smrznut u krio-epruveti u teku¢em
dusiku, a zatim pohranjen na -80°C kako bi se kasnije mogao Koristiti za izolaciju proteina.
Drugi dio je spremljen u 1,5 mililitarsku epruvetu napunjenu otopinom RNAlater (Ambion,

Invitrogen) i pohranjen na -20°C, kako bi se mogao koristiti za kasniju izolaciju RNA. Treci
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dio je izrezan na kockice veli¢ine Imm x Imm x 1mm koje su uronjene u 3mL otopine 1%
glutaraldehida i 4% paraformaldehida u fosfatnom puferu (PB) i namijenjene su za
elektronsku mikroskopiju. Ovi su uzorci do uklapanja pohranjeni na +4°C. Odgovarajuci

postupci ponovljeni su i na kaudalnoj tre¢ini tkiva te pohranjeni za buduce eksperimentalne

postupke.
A B Isjecak za
histologiju
Isjecak za : Uklonjeno
histologiju vezivno tkivo
— Tkivo za EM,
RNA, WB

Slika 3 Shematski prikaz prikupljanja tkiva ljudskog endocerviksa. A.Cilindar shematski prikazuje vrat
maternice. B. Uvecani prikaz isjeCaka tkiva. Plavo obojen je isje¢ak cijelom duljinom prikupljen za histoloske
metode. Valovita linija oznaCava granicu prodiranja kripti u tkivo cerviksa. EM — tkivo uzeto za elektronsku
mikroskopiju, RNA — tkivo uzeto za izolaciju RNA, WB — tkivo uzeto za izolaciju proteina.

4.2. Uzorci krvi

Ujutro na dan operacijepacijenticama je izvadena krv koja je centrifugirana kako bi se
razdvojili serum i stani¢na frakcija. Serum je pohranjen na -20°C. Koriste¢i Kit za
kemiluminiscentne imunoeseje (CIMA, prema engl. Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay), ARCHITECT Estradiol (Abbott) i ARCHITECT Progesteron (Abbott) prema
uputama proizvodaca iz uzoraka seruma odredena je koncentracija estradiola i progesterona

pomocu stroja ARCHITECT i1000SR Immunoassay Analyzer (Abbot).

Referentne vrijednosti serumskih razina hormona u pojedinim fazama ciklusa nalaze
se u Tablici 1, a izracunate su kao centralna vrijednost hormonskih razina u serumu 90%

populacije (81). Na osnovu referentnih vrijednosti pacijentice su, prema koncentraciji
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estradiola i progesterona izmjerenog u njihovom serumu, podijeljene u one koje su u

luteinskoj te one koje su u folikularnoj fazi mjese¢nog spolnog ciklusa.

Tablica 1. Referentne vrijednosti estradiola i progesterona u serumu tijekom Zenskog
mjese¢nog spolnog ciklusa

ESTRADIOL

Folikularna faza
Periovulatorna faza

Luteinska faza

27-123 pg/mL
96-436 pg/mL
49-294 pg/mL

Postmenopauza 0-40 pg/mL
PROGESTERON

Folikularna faza <0.89 ng/mL
Periovulatorna faza <12 ng/mL
Luteinska faza 1.8-24 ng/mL
Postmenopauza <0.20 ng/mL

4.3. Histoloski, histokemijski i imunohistokemijski postupci

Prikupljeni  uzorci tkiva analizirani su  histoloskim

histokemijskim i

imunohistokemijskim postupcima. Kemijski sastav i pH otopina koriStenih u ovim

postupcima nalaze se u Tablici 2.

Tablica 2. Otopine koristene u histokemijskim, imunohistokemijskim postupcima i elektronskoj

mikroskopiji

Otopina Sastojci Otapalo pH

0,1M fosfatni pufer (PB) 0,2 M natrij-dihidrogen-fosfat (Na,HPOy,) H,O 74
0,2 M dinatrij-hidrogen-fosfat (NaH,POy,)

1M fosfatni pufer sa soli (PBS) 0,1 M PB H,O 7,4
NaCl

Tris-EDTA pufer 10 mM Tris baza H,O 9,0
1 mM otopina EDTA
0,05% Tween 20

10mM natrijev citratni pufer trinatrij-citrat-dihidrat H,O 6,0
0,05% Tween 20

4% PFA-PB 4% paraformaldehid 0,1M PB 6,9

1% glutaraldehid
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4.3.1. Fiksacija i priprema parafinskih rezova tkiva

Tkivo vrata maternice namijenjeno za histolosku 1 histokemijsku analizu uronjeno je,
neposredno nakon izolacije, u otopinu fiksativa sacinjenu od 4% paraformaldehida u 0,1M
fosfatnom puferu (PBS). Volumen fiksativa bio je minimalno deset puta ve¢i od volumena
tkiva. Nakon 2 — 4 tjedna uzorci su stavljeni na ispiranje pod teku¢om vodom preko noci.
Slijedila je dehidracija u nizu vodenih otopina rastuc¢ih volumnih udjela etanola od 20% preko
50%, 70%, 96%, 99% do 100%, u svakoj otopini dva puta po 15 - 30 minuta. Potom su uzorci
stavljeni u 100%-tni Bioclear (Biognost) na 5 — 15 minuta, zatim 5 - 15 minuta u mje$avinu
Bioclear-a i parafina u omjeru 1:1 na 58 — 60 °C, te u 100% parafin nekoliko sati na 56°C uz
tri izmjene parafina. Nakon §to su uzorci uspjeSno prozeti parafinom, pomocu kalupa su
uklopljeni u parafinske blokove. Ovi blokovi su rezani na rezove debljine 5 pm i postavljeni
na pozitivno nabijena predmetna stakalca Superfrost plus (Menzel-Gléaser, ThermoScientific).
Takvi rezovi pohranjeni su na sobnu temperaturu, te koriSteni za histoloska 1 histokemijska

bojenja.

4.3.2. Histolosko bojenje hemalaunom i eozinom

Bojenje hemalaunom i eozinom upotrijebljeno je radi prikazivanja i analize grade tkiva.
Otopina hemalauna priprema se ukuhavanjem 1 g hematoksilina (C1sH140¢), 0,2 g natrij-
jodata (NAIO3), 50 g kalij alauna (KAI(S04),x12H,0), 50 g kloralhidrata (CCI3CH(OH),) u
1L destilirane vode. Nakon hladenja pripremljena otopina se profiltirira. Parafinski rezovi su
prije bojenja deparafinirani i rehidrirani uranjanjem u Bioclear (2 x 5 minuta), silazni niz
alkohola (2 x 100%, 96%, 70%) i destiliranu vodu po 5 minuta. Zatim su uronjeni u otopinu
hemalauna na 5 minuta, isprani u destiliranoj vodi, teku¢oj vodi 10 minuta i opet u destiliranoj
vodi. Nakon toga stakalca s rezovima uronjena su u 1% vodenu otopinu eozina 1 minutu,
isprana destiliranom vodom i dehidrirana u nizu vodenih otopina rastu¢ih volumnih udjela
etanola (70%, 96%, 100%). Nakon uranjanja po 5 minuta u mjeSavinu Biocleara i alkohola u
omjeru 1:1 te dva puta u Bioclear, rezovi su poklopljeni sredstvom za poklapanje Biomount

(Biognost).

4.3.3. Histokemijska reakcija alcijanskim modrilom

Histokemijskom reakcijom alcijanskim modrilom (AB, prema engl. Alcian blue) plavom

bojom se prikazuju kiseli mukopolisaharidi u vezivu, epitelu i sluzi. Parafinski rezovi su prije
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bojenja deparafinirani i rehidrirani ranije opisanom metodom. Zatim su uronjeni u 1-2%
vodenu otopinu AB na 3 minute, te isprani u destiliranoj vodi. Nakon 10 minuta uranjanja u
obi¢noj vodi, stakalca s rezovima su uronjena u otopinu hematoksilina na 5 — 10 minuta, te
isprana destiliranom vodom i dehidrirana uzlaznim nizom alkohola (70%, 96%, 100%).
Nakon uranjanja po 5 minuta u mjeSavinu Biocleara i alkohola u omjeru 1:1 te dva puta u

Bioclear, rezovi su poklopljeni sredstvom za poklapanje Biomount.

4.3.4. Histokemijska reakcija Schiffovim perjodnim reagensom

Histokemijskom reakcijom Schiffovim perjodnim reagensom (PAS, prema engl. Periodic
acid — Schiff) crveno su obojeni neutralni mukopolisaharidi, mono i polisaharidi, kao i amino-

, N-acetilamino- i deoksi-seceri te sijalinske Kiseline.

Schiffov reagens priprema se ukuhavanjem 1g bazi¢nog fuksina (CyoH19N3-HCI) u 200
mL vode, hladenjem na 50°C, dodavanjem 20 mL 1M kloridne kiseline i hladenjem na 25°C.
Potom se doda 1 g Na metabisulfita (Na,S;0s), ostavi na +4°C preko noci i dodaje 2 g

aktivnog ugljena.

Parafinski rezovi su prije bojenja deparafinirani i rehidrirani, a onda uronjeni u 0,5%
perjodnu Kiselinu (HsIOg) na 10 minuta u mraku, isprani u destiliranoj vodi, te uronjeni u
Schiffov reagens 30 — 60 minuta u mraku. Uzorci su potom neutralizirani uranjanjem u
nekoliko izmjena 0,5% K-metabisulfita (K2S,0s), isprani teku¢om i destiliranom vodom, te
obojeni otopinom hemalauna 5 minuta i isprani u destiliranoj vodi, zatim nekoliko puta u
tekucoj vodi i na kraju destiliranoj vodi. Slijedila je dehidracija uzlaznim nizom alkohola
(70%, 96%, 100%). Nakon uranjanja po 5 minuta u mjeSavinu Biocleara i alkohola (1:1), te

dva puta u Bioclear, rezovi su poklopljeni sredstvom za poklapanje Biomount.

4.3.5. Svjetlosna mikroskopija

Obojeni histoloski rezovi analizirani su svjetlosnim mikroskopom Nikon Eclipse 200 te
dokumentirani priklju¢enom kamerom Nikon Coolpix 4500 (Minato). Po svakom rezu

snimljeno je minimalno 10 kadrova koji sadrzavaju Zljezdani epitel.
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4.3.6. Kvantifikacija histokemijskog bojenja

Neutralni polisaharidi obojeni crveno PAS-om te kiseli polisaharidi obojeni plavo
koriste¢i AB analizirani su FIJI ina¢icom programa Image-J (slika 4.). Postupak kvantifikacije
sastojao se od razdvajanja boja funkcijom programa Color Deconvolution. Boje su izabrane
oznaCavanjem na slici plave, crvene te podrucja na slici bez tkiva. Na ovaj nacin dobivene su
tri odvojene slike epitela, za kvantifikaciju AB koristena je plava slika, za PAS crvena. Zatim
su oznacena podrucja epitela na slici kao ,,podrucja interesa® (ROI, prema engl. region of
interest). Izmjerena je povrSina ROI. KoriStenjem programske funkcije Automatic Treshold
oznacena je povrsina epitela prekrivena bojom te je izmjerena i ova povrSina. Postupak je
ponovljen za svaku sliku pojedinog uzorka, podaci su uneseni u tablicu i rezultat prikazan kao

omjer povrsine epitela obojene zbog prisustva polisaharida te ukupne povrsine epitela.

Ukupna povrsina pokrivena mucinima izraCunata je kao aritmeticka sredina povrSine
prekrivene kiselim mucinima i povrSine prekrivene neutralnim mucinima, jer su se veéim

dijelom te dvije povrSine preklapale, budu¢i da je sluz sastavljena od kombinacije kiselih i

neutralnih mucina.

Slika 4. Mjerenje udjela epitela obojenog metodama PAS i AB. A — C. tkivo ljudskog endocerviksa obojeno
PAS-om. A. epitel endocerviksa obojen PAS-om i omeden crnom linijom - mjeri se povrsina unutar linija. B.
metodom Color Deconvolution izdvojena crvena boja na uzorku. C. crvenom bojom oznacena mjerena povrsina
neutralnih mucina sa slike B dobivena funkcijom Automatic Treshold, epitel je omeden plavom linijom kako bi
se izbjegla kvantifikacija sadrzaja lumena. D — F. tkivo ljudskog endocerviksa obojeno metodom AB. D. epitel
endocerviksa obojen metodom AB i oznacen crnom linijom, mjeri se povr§ina unutar linija. E. metodom Color
Deconvolution izdvojena plava boja na preparatu. F. crvenom bojom ozna¢ena mjerena povrsina kiselih mucina
sa slike E dobivena funkcijom Automatic Treshold, epitel okruZen plavom linijom kako bi se izbjegla
kvantifikacija sadrzaja lumena.
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4.3.7. Elektronska mikroskopija

Uzorci tkiva narezani na komadic¢e veli¢ine Imm x 1mm X 1mm nakon imerzije u
fiksativu (4% paraformaldehid, 1% glutaraldehid u 0,1M PB), isprani su u 0,1M PB, te
postfiksirani 1 sat u 1%-tnoj otopini OsO,4. Nakon ispiranja u 0,1M PB, uzorci su dehidrirani
u uzlaznom nizu etanola, te primjenom acetona kao medukoraka uklopljeni u smolu Durcupan
(Fluka Sigma-Aldrich). Polutanki i ultratanki rezovi rezani su ultramikrotomom PowerTome
XL Ultramicrotome (RMC Products). Polutanki rezovi debljine 1 um, obojeni bojom
toluidinsko modrilo (0,1% toluidin, 1% Na-tetraborat u vodi), posluzili su za odabir
odgovaraju¢ih ultratankih rezova na svjetlosnom mikroskopu. Ultratanki rezovi debljine 70
nm kontrastirani su 2%-tnom otopinom uranil acetata u vodi i otopinom olovnog citrata po
Reynoldsu. Rezovi su analizirani transmisijskim elektronskim mikroskopom TEM902A

(Zeiss) i snimljeni kamerom Canon PowerShot S50.

4.3.8. Fluorescentna imunohistokemija

Za odredivanje prisutnosti i smjeStaja bjelancevina u tkivu upotrijebljena je metoda
imunohistokemije. Metoda se temelji na uporabi ciljno usmjerenih protutijela koristec¢i
osnovni princip u imunologiji da se odredeno protutijelo veZe 1 prepoznaje samo ciljni

antigen.

Za 1izvodenje imunohistokemije, slijeden je protokol koji nakon deparafinacije 1
rehidracije koristi otkrivanje antigena posredovano toplinom. Umjesto uobicajenog
zagrijavanja uzoraka do vrenja u mikrovalnoj pe¢nici ili vodenoj kupelji, uzorci su u
puferskoj otopini sastava i kiselosti prilagodenoj protutijelu (tablica 3) stajali preko noé¢i na
70°C. Nakon otkrivanja antigena uslijedilo je blokiranje nespecifi¢nih veznih mjesta 7%-tnim
magare¢im serumom. Isti magarec¢i serum u 2%-tnom udjelu dodan je i u fosfatni pufer (PBS)

s 0,5% Tritona x-100 (Sigma-Aldrich) koji je koristen za inkubaciju primarnim protutijelom.

Proteini ispitivani imunofluorescencijom su molekule GABA-ergickog sustava, GABAA
receptor, GAD, i VGAT te CFTR. Popis koriStenih protutijela i odgovaraju¢ih metoda
otkrivanja antigena su u Tablici 1.

Za prikaz koriSteno je primarno monoklonsko miSje protutijelo koje se veze na

izvanstani¢énu domenu GABAAR B2 i 3 lanaca (GABAAR, Millipore) u omjeru 1:100, a za
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otkrivanje antigena GABAAR na parafinskim rezovima koristen je Tris-EDTA pufer s 0,05%
Tween 20 (Sigma-Aldrich).

Nakon otkrivanja antigena natrijevim citratnim puferom, pH 6, GAD je prikazana
otopinom procis¢enog ze¢jeg poliklonskog protutijela uzgojenim na C-zavrSetku glutamat-
dekarboksilaze 65 (GAD65/67; Millipore), u omjeru 1:500.

Za prikaz VGAT-a, nakon otkrivanja antigena ranije spomenutim Tris-EDTA puferom,
upotrijebljeno je procis¢eno zecje poliklonsko protutijelo na N-terminalnu regiju SLC32A1,
istozna¢nice za VGAT, (engl. human solute carrier family 32 member 1, Abcam) otopljeno u
PBS-u u omjeru 1:500.

Nakon tretiranja 50 mM natrijevim citratnim puferom uz pH 6, KoriSteno je misje
monoklonsko protutijelo na prvu izvanstani¢nu petlju CFTR-a razrijedeno u omjeru 1:100 u

PBS-u s 2% magare¢im serumom.

Tablica 3. Protutijela kori§tena u imunohistokemijskom postupku

Serijski Otkrivanje
Specifi¢nost Proizvodac broj Tip antigena Razrjedenje
Primarna
GABAAR  Merck - 05-474 Monoklonsko, misji Tris-EDTA pufer, 1:100
Millipore IgG, anti-ljudsko pH 9
GAD Merck — ABN904  Poliklonsko, ze¢ji IgG, 10 Mm natrijev 1:500
Millipore anti-ljudsko citratni pufer
(C6H507Na3-5
H,O), pH 6
VGAT Abcam ab42939  Poliklonsko, ze¢ji IgG, Tris-EDTA pufer,  1:500
anti-ljudsko pH 9
CFTR Abcam [CF3] Monoklonsko, misji 50 Mm natrijev 1:100
(ab2784)  1gG, anti-ljudsko citratni pufer
(C6H507Na3-5
H,O), pH 6
Sekundarna
Misji IgG Thermo Fisher A11034  Magaredi IgG, 1:500
Scientific konjugirano s Alexa
Fluor 488
ZeCjilgG  Thermo Fisher #7074 Magare¢i IgG, 1:500

Scientific

konjugirano s Alexa
Fluor 488
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Najmanji Sum u pozadinskom signalu 1 najbolji signal uoceni su pri inkubaciji S
primarnim protutijelom na 4°C preko noéi te je takva metoda upotrijebljena u ovim
eksperimentima. Nakon inkubacije u otopini primarnog protutijela, stakalca su isprana PBS-
om i 2,5 h inkubirana u 1:500 otopini fluorescentno obiljezenog sekundarnog protutijela
AlexaFlour 488 dye (Thermo Fisher Scientific) uzgojenog u magarcu protiv protutijela zeca

ili miSa, ovisno o kori§tenom primarnom protutijelu.

Nakon ispiranja, rezovi su obojeni 40,6-diamidin-20-fenilindoldihidroklorid (DAPI;
Roche Diagnostic;1: 8000 u H20), ponovno isprani i poklopljeni vodenim medijem
Fluoromount (Sigma-Aldrich). Buduéi da je kvantifikacija signala bazirana na intenzitetu
fluorescencije svakog pojedinacnog uzorka, kako bi se izbjegla varijabilnost 1 utjecaj
autofluorescencije, za svaki uzorak napravljena je negativna kontrola. Negativna kontrola bila
je sljedeci serijski rez histoloskog preparata. Rezovi tkiva namijenjeni negativnim kontrolama
bili su tretirani na isti na¢in kao i ispitivani uzorci, s razlikom da je u inkubaciji izostavljeno

primarno protutijelo.

4.3.9. Konfokalna mikroskopija

Uzorci tkiva pripremljeni postupkom imunohistokemije analizirani su konfokalnom
mikroskopijom Leica TCS SP8 (Leica Microsystems), uz pripadaju¢i software LAS X. U
ovom istrazivanju snimanje uzoraka obojenih fluorescentnom imunohistokemijom je
standardizirano 1 svi uzorci su snimani pod istom jacinom lasera, duljinom ekspozicije,
kontrastom i optickom debljinom. Snimanje je provodio nezavisni znanstvenik mikroskopicar,
a sve snimke koriStene za kvantifikaciju proteina snimljene su iz prvog pokuSaja, radi
skra¢ivanja vremena izlaganja snimanog podru¢ja fluorescentnom izvoru svjetlosti.
Mikroskopiranje i snimanje provedeno je unutar tjedan dana od izvodenja
imunohistokemijskog postupka. Po pojedinanom preparatu, nasumic¢no je odabrano i
dokumentirano 9 podrucja koja sadrzavaju zljezdani epitel, vertikalno presjeCen. Ova metoda
uglavnom je obuhvacala sav epitel prisutan u uzorku. Sve snimke uzete su pri povecanju 40x,
uz 0,75 opticko poveéanje pod istim uvjetima ekspozicije, jacine lasera, kontrasta i digitalnog
offseta kako bi bile medusobno usporedive. Opticka debljina reza u svim snimkama iznosila
je 1 um, a obuhvatila je najjaci signal u danom preparatu. Fluorescencija je stimulirana
laserskom svjetlos¢u valne duljine 488 nm uz ocitavanje signala u zelenom kanalu dobivenom
sustavom spektralne difrakcije na prizmi. Snimke nisu digitalno obradivane prije postupka
kvantifikacije. Negativne kontrole snimljene su identi¢nim postupkom.
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4.3.10. Kvantifikacija fluorescentnog imunohistokemijskog bojenja

Fuorescentni signal analiziran je FIJI ina¢icom programa Image-J (slika 5). Postupak
kvantifikacije sastojao se od oznaCavanja epitela kao ROI na svakoj snimci. Zatim bi se
izmjerio intenzitet signala na odabranom podrucju i povrSina tog podrucja. Kako bi se
izraCunao tezinski intenzitet signala po povrSini, intenzitet signala pomnoZen je s povrsinom
koja mu pripada, a dobiveni umnosci svih 9 podrucja (9 snimaka) jednog preparata su
zbrojeni te podijeljeni zbrojem povrSina odgovaraju¢ih podrucja interesa. Postupak je

ponovljen za sve uzorke, sva protutijela te negativne kontrole.

Kako bi uzorci bili medusobno usporedivi, negativna kontrola za svaki uzorak
kvantificirana je na isti naCin kao i uzorak te je vrijednost intenziteta njezine fluorescencije,

autofluorescencija, oduzeta od vrijednosti intenziteta fluorescencije uzorka.

pm 100 ( pm 100

Slika 5. Mjerenje intenziteta imunofluorescencije na parafinskom rezu epitela ljudskog endocerviksa. A.
Tkivo ljudskog endocerviksa inkubirano je s mi§jim monoklonalnim protutijelom na prvu izvanstani¢nu petlju
CFTR-a, a zatim sekundarnim protutijelom Alexa Flour 488. B. Zutom linijom oznaden je epitel na slici A,
potom je izmjeren intenzitet fluorescencije i povrsina unutar Zute linije.

4.4. Postupci s RNA

4.4.1. lzolacija RNA iz cerviksa

Uzorci tkiva vrata maternice ranije smrznuti u RNAlater homogenizirani su Stapnim

homogenizatorom u 1mL hladnog TRI Reagenta (Ambion, Invitrogen). U epruvetu je dodano
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200 pL kloroforma i snazno vorteksirano. Nakon vorteksiranja, epruveta je odstajala na
sobnoj temperaturi 10 minuta i potom je centrifugirana 15 minuta na 12000 g pri 4 °C.
Gornja, vodena faza je odstranjena u Cistu, prethodno oznacenu epruvetu. U epruvetu je zatim
dodano 500 pL izopropanola, snazno protreseno te ostavljeno na -20°C preko no¢i. Slijedilo
je centrifugiranje na 12000 g, 8 minuta na 4 °C. lzopropanol je odstranjen, a talog ispran s 1
mL 70% etanola i centrifugiran na 7500 g, 5 minuta na 4 °C. Nakon odstranjivanja etanola
talog je otopljen u 50 ug vode bez RNAza (DEPC voda). Dodatno procis¢avanje izolirane
RNA izvedeno je pomoc¢u komercijalnog kita RNeasy Mini Kit (QIAGEN) uz DNazu I iz
komercijalnog kita RNase-Free DNase Set (QIAGEN).

4.4.2. Odredivanje koncentracije izolirane RNA

Radi provjere koli¢ine i kvalitete izolirane RNA odredena je njezina koncentracija
pomocu NanoDrop 1000 spektrofotometra, te je ocitan koeficijent opticke gustoce (OD,

prema engl. optic density) 260/280. U daljnjim eksperimentima kori$tena je RNA ¢iji je OD
bio izmedu 1.80 1 2.10.

4.4.3. Reakcija reverzne transkripcije

Za reverznu transkripciju koriSten je Kit TagMan® HighCapacity RNA-to-cDNA Kit
(4374966, Applied Biosystems) s inhibitorom RNaza. Kit se sastoji od pufera za reverznu
transkripciju (10X RT Buffer), nasumi¢nih pocetnica (10X RT Random Primers), mjesavine
deoksiribonukleozid-trifosfata (25X dNTPMix), reverzne transkriptaze (MultiScribe®
Reverse Transcriptase) i inhibitora RNaza (RNaselnhibitor). Izolirana RNA pojedinacnih
uzoraka razrijedena je prema izmjerenim koncentracijama kako bi ukupno 1ug RNA svakog
uzorka uSlo u reakciju. Reverzna transkripcija reakcijske smjese ukupnog volumena 20uL
izvedena je u 2720 ThermalCycler (Applied Biosystems) po programu: 25°C 10min; 37°C
120 min; 85°C 5 min; hladenje na 4°C. Ovako dobivena cDNA pohranjena je na -20°C do
koriStenja u lancanoj reakciji polimerazom te kvantitativnoj lan¢anoj reakciji polimerazom u

stvarnom vremenu.

4.4.4. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom (PCR, prema engl. polymerase chain reaction) brza je i

specificna metoda u kojom se odabrani odsje¢ci DNA umnazaju u velikom broju kopija. Kao
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kalup za umnazanje koriStena je cDNA dobivena reakcijom reverzne transkripcije RNA iz
vrata maternice. Reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 uL sadrzi: 200 nmol pocetnica, 200
pmol smjese nukleotida (ANTP), 2mM MgCl,, 1X pufer za DNA polimerazu, 1,25 jedinica
GoTaq DNA polimeraze (Promega) i 1 uL uzorka cDNA.

Reakcija se odvijala u stroju za lanc¢anu reakciju polimerazom (ApplyedBiosystem 2720
ThermalCycler) pod sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija uzoraka 2 minute na 95°C,
nakon toga slijedi 30 ciklusa koji sadrze denaturaciju (10 sekundi na 95°C), lijepljenje
pocetnica na temperaturi ovisnoj o pocetnicama (tablica 4) i produljivanje lanaca (90 sekundi
na 72°C), te zavrSna polimerizacija svih nedovrSenih lanaca DNA, 7 minuta na 72°C. Za
GABA receptor dizajnirane su pocetnice za Sest tipova a podjedinica (GABRA1, GABRA?2,
GABRA3, GABRA4, GABRAS5, GABRAG), tri B podjedinice (GABRB1, GABRB?2,
GABRB3), tri y (GABRG1, GABRG2, GABRG3) te 6 (GABRD), € (GABRE), n (GABRP) i
0 (GABRQ) podjedinice. Kao dio GABA-ergi¢kog sustava ispitana je prisutnost RNA
molekule GAD65/67, dok je za umnaZanje glasnicke RNA VGAT-a koristec¢i dvije pocetnice
izveden tzv. ugnjezdeni PCR (engl. nested PCR). Prvi PCR proveden je s cDNA iz tkiva
endocerviksa, dok je u drugom ona zamijenjena produktom prve reakcije lancanom
polimerazom (2 mL svakog) na vi$oj temperaturi i s obje pocetnice smjeStene unutar

pocetnica koristenih u prvoj reakciji (tablica 4).

Pocetnice su dizajnirane iz slijeda nukleotida ispitivanih mRNA, preuzetog s internetske
stranice Nacionalnog centra za informacije o biotehnologiji Nacionalne knjiznice medicine

Sjedinjenih Drzava, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Identifikacija koristenih sekvenci nalazi

se u tablici 4. Dizajnirane su koriste¢i program Primer3web, inacica 4.1.0, dostupan na

internetskoj stranici http://primer3.ut.ee/. Svi parovi pocéetnica, 0Sim prvog para pocetnica za
VGAT, dizajnirani su kako bi obuhvatili mjesta spajanja introna i time bili neu¢inkoviti u
umnazanju genomske DNA (gDNA). Iz ovog razloga genomska je DNA koriStena kao

negativna kontrola.
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Tablica 4. Oligonukleotidne poletnice koristene u PCR reakciji za dokazivanje prisutnosti

RNA u ljudskom endocervikalnom tkivu

Veli¢ina
Gen Referentna sekvenca ™m produkta
GenBank Pocetnica (50-30) (°0) (bp)
GABRAl NM_000806.5 TGAGCATCAGTGCCAGAAAC 58 231
TTGCTGTTGGAGCGTAAGTG
GABRA2 NM_000807.3 CCAATCAATCGGAAAGGAGA 54 248
GGAGAGAATTCCGAGCACTG
GABRAS3 NM_000808.3 ATTCTCCCTGGAACCACTGG 58 211
CAGTCACTGCATCTCCAAGC
GABRA4 NM_001204267.1 GCCCCATTGAAATTTTGAGA 54 159
GGACACTCCGCACTTATGGT
GABRAS5 NM_000810.3 TGACAGCTCACTTCCACCTG 58 240
ACACGGCTATGAACCAGTCC
GABRAG NM_000811.2 CACAGAAGGCCAAAAGGAAG 58 173
TTTATTGGCCTCGGAAGATG
GABRB1 NM_000812.3 TCCTGGCTCTGCTGGAGTAT 58 237
AGGAGTACATGGTGGCCTTG
GABRB2 NM_000813.2 GCACCTTGGAAATTGAGAGC 53 172
CTGGGATAGGAACCTGTGGA
GABRB3 NM_000814.5 CTTGACAATCGAGTGGCTGA 54 242
TCATCCGTGGTGTAGCCATA
GABRG1 NM_173536.3 AGGGGTGAGGTTGGTCTTCT 60 212
TTACTGTGGGCCTCACTCCT
GABRG2 NM_198903.2 GATGCACACTGGATCACCAC 58 245
GGGCAATAGAACGAGACCAA
GABRG3 NM_033223.4 ACTGGATCACCACACCCAAT 58 236
CTGATAAAGCCGCCATGATT
GABRD NM_000815.4 AACGCCGACTACAGGAAGAA 60 175
TGTAGGAGCCCATCAGGTTC
GABRE NM_004961.3 TCTGTTGGAGTTTGCTGTGC 58 189
CCATCACTTCCCTCAGTGGT
GABRP NM_014211.2 GGAGTTCACCTGGCTGAGAG 58 158
TCCTCCGAAGCTCAAACTGT
GABRQ NM_018558.3 GCTCCCCAACATTTCCTGTA 60 240
GAGCTGACTCCGTCTTCCAC
GADG67 NM_000817.2 CTCAACGGCATAGAAAGGGC 54 197
CACTGAATTGCCTTGTCCCC
VGAT NM_080552.2 AACAAGTCCCAGGCCAAGAT 54 416
(SLC32A1) GCGGCGAAGATGATGAGAAA
(prvi PCR)
VGAT NM_080552.2 CGAGGGAGACATCCATTATCA 57 216
(SLC32A1) AGAAACAACCCCAGGTAGCC
(drugi PCR)
CFTR NM_000492.3 ATGGGAGAACTGGAGCCTTC 58 247
CTCGTTGACCTCCACTCAGT
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4.4.5. Elektroforeza DNA na agaroznom gelu

Rezultati lanc¢ane reakcije polimerazom provjereni su elektroforezom na 2% agaroznom
gelu. Za pripravu gela, agaroza (Promega) je pomijesana s puferom za elektroforezu (89 mM
Tris-HCI, 89 mM borna kiselina, 2 mM / EDTA, pH 8.0). Nakon zagrijavanja u mikrovalnoj
pecnici, smjesa je ohladena na 50 °C, te joj je dodano 10 uL boje za prikazivanje nukleinskih
kiselina na gelu GelRed (Biotium). Nakon polimerizacije na gel su naneseni uzorci DNA te se
elektroforeza odvijala pod naponom 10-15 mV/cm gela.

4.4.6. Kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Uz pomo¢ komercijalnog kita, tzv. Master Mix-a (TF-TAQMAN GEX MMIX, 4369514),
probe koja odgovara genu kojeg ispitujemo i referentnog gena (engl. reference ili
housekeeping gene), slijede¢i MIQE smjernice odredena je razina pojavnosti ispitivanih gena
(82). Metoda koja je koriStena za kvantifikaciju RNA u tkivu humanog endocerviksa (tzv.
Tagman metoda) temelji se na specifiénom vezivanju fluorogene sonde za ciljnu molekulu i
kvantifikaciji fluorescentnog signala. Koristene su komercijalno dizajnirane probe TagMan®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems) (tablica 5) za koje proizvoda¢ jamci
stopostotnu amplifikaciju. Svi su geni navedeni prema sluzbenim simbolima Nacionalnog
centra za biotehnoloske informacije (NCBI, engl. National Center for Biotechnology

Information).

Tablica 5. Popis TaqMan® proba izrazaja gena na razini mRNA u komercijalno dostupnom priboru
TagMan® High Capacity RNA-to-cDNA Kit.

Identifikacijska Identifikacijska  Referentna sekvenca

oznaka gena Ime gena oznaka testa GenBank NCBI-a

EEF1A1 Eukariotski translacijski faktor Hs00265885 gl NM _001402.5
elongacije 1 alfa 1

GABRA1 Podjedinica alfa 1 receptora gama- Hs00971228 m1 NM_000806.5
aminomaslacéne kiseline A

GAD1 Glutamat-dehidrogenaza Hs01065893 ml NM_000817.2

SIC32A1 Vezikualrni transporter gama Hs00369773_m1 NM_080552.2
amino-maslacéne kisleine

CFTR Transmembranski regulator Hs00357011_m1 NM_000492.3
cisti¢ne fibroze

VAMP8 Membranski protein povezan s Hs00186809_m1 NM_003761.4
vezikulama 8
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Ovim se probama izbjegava nespecifi¢na fluorescencija te su geni medusobno usporedivi
zbog podjednake, potpune, amplifikacije. Rezultati usporedbe izrazaja mRNA i proteina
prikazani su ACt metodom. ACt metodom znaci kako je svaki pojedinacni uzorak relativiziran
koriStenjem unutarnje kontrole, referentnog gena EEALF1, nakon c¢ega ih je moguce
medusobno usporediti prema broju ciklusa u kojem se pojavljuje izrazaj njihove mRNA za
CFTR.

Prema uputama proizvodaca za jedan uzorak nanosi se: 9 puL otopine cDNA (1 uL cDNA
+ 8 uL depc H2 O), 1 uL Tagman probe te 10 pLL Tagman Master Mixa (TF-TAQMAN GEX
MMIX, 4369514). Ispitivani uzorci u triplikatu se nanose u plocice s 96 jazica (FG-TCII
REACTION PLT-96 WELL, 4306737) u volumenu od 20 pL po jazici. RT-PCR izveden je
pomoc¢u stroja Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA) u 45 ciklusa.

Ocitani su kvantifikacijski ciklusi (Cq), prethodno poznati kao ciklus praga (Ct) za
ispitivane, ciljne gene i referentne gene koji sluze za normalizaciju rezultata. Izracunata je
razlika u Cq vrijednostima (ACq) izmedu ciljnog gena 1 referentnog gena, a ACq-ovi razli¢itih
uzoraka sa serumskom koncentracijom estradiola usporedeni su izravno. Kod usporedbe dvaju

gena koriStena je metoda relativne kvantifikacije po Livaku (83).

4.4.7. Odabir referentnih gena za gPCR

Normalizacija u tumacenju rezultata qPCR-a podrazumijeva usporedbu izmjerenog
izrazaja ciljnog gena s izmjerenim izraZzajem referentnog gena, unutarnje kontrole, kako bi se
ujednacile razlike do kojih moze doci zbog varijacija u uzorcima cDNA, dobivenih izolacijom
RNA 1 reverznom transkripcijom, te neujednacene ucinkovitosti amplifikacije. Na taj nacin
moguce je medusobno usporedivati rezultate dobivene iz razli¢itih uzoraka. Upotreba
referentnih gena najcesce je prihvacena kao najprikladnija strategija normalizacije, no njihova
korisnost za odredena tkiva ili vrste stanica i specifi¢ni eksperimentalni dizajn mora biti
eksperimentalno potvrdena (82). Iako je GAPDH najcescée koriSten referentni gen u literaturi,
postoje dokazi kako on nije dobar izbor za kvantifikaciju izraZzaja gena u endocerviksu, jer
nema stabilnu ekspresiju u tom tkivu. Naime, da bi neki gen mogao biti upotrijebljen kao
unutarnja kontrola, on mora imati stabilnu ekspresiju unutar ispitivanog tkiva. Gen koji je

odabran za ovo istrazivanje, eukariotski translacijski faktor elongacije alfa 1 (EEF1A1, prema

36



engl. Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha ) pokazuje stabilnu ekspresiju unutar

cerviksa, kako kod zdravih tako i kod cerviksa s karcinomatoznim promjenama (84,85).

45. Statisticka analiza

Za statisticku analizu upotrijebljeni su SPSS verzija 25 i RStudio 1.1. Za graficke
prikaze koriSten je RStudio 1.1. Normalnost podataka testirana je testom Shapiro-Wilk.
Razlike izmedu kvantitativnih varijabli analizirane su koriStenjem t-testa ili Mann Whitney U
testa, kako je bilo prikladno. Kontinuirane varijable prikazane su kao srednja vrijednost +
standardna devijacija, osim ako nije naglaSeno druk¢ije. Kvalitativne varijable prikazane su
kao broj i odgovarajuéi postotak, osim ako nije naznaceno drugacije. Procjene korelacija
izmedu kvantitativnih varijabli vr§ene su Pearsonovom i Spearmanovom metodom. Ponegdje
je za uporabu Peasonovog testa korelacije bila potrebna normalizacija podataka
logaritamskom transformacijom numericke varijable, $to je naglaseno posebno. Svi statisticki
testovi koriSteni u ovom radu bili su dvostrani. U svim inferencijalnim statistiCkim testovima,

p vrijednost manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki znac¢ajnom.
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S. REZULTATI

5.1. Podjela pacijentica u skupine prema fazi zenskog mjesecnog spolnog ciklusa

Pacijenticama je na osnovi izmjerenih koncentracija estradiola i progesterona u
serumu odredena faza zenskog mjese¢nog spolnog ciklusa, te su na temelju toga podijeljene u
dvije skupine: skupina pacijentica u folikularnoj fazi i skupina pacijentica u luteinskoj fazi
spolnog ciklusa (Tablica 6). Analizom serumskih vrijednosti u nekih su pacijentica pronadene
postmenopauzalne vrijednosti hormona te su iskljucene iz daljnjeg istrazivanja, a u jednom je
slu¢aju doslo do zgruSavanja krvi te vrijednosti hormona nisu mogle biti odredene. Od
preostalih 18 uzoraka 10 uzoraka pripadalo je folikularnoj fazi ciklusa, a 8 uzoraka luteinskoj
fazi.

Tablica 6. Raspodjela pacijentica po fazama zZenskog mjese¢nog spolnog ciklusa s
pripadajuc¢im izmjerenim koncentracijama estrogena i progesterona u serumu

Redni broj Estradiol Progesteron Odredena faza
pacijentice (pmol/L) (nmol/L) ciklusa
1 24,76 0,31 folikularna
35,64 0,16 folikularna
3 159,14 0,22 folikularna
4 112,62 0,22 folikularna
5 134,66 0,19 folikularna
6 64,74 0,19 folikularna
7 135,47 0,13 folikularna
8 346,57 0,22 folikularna
9 431,72 0,19 folikularna
10 397,17 0,41 folikularna
11 229,05 0,47 luteinska
12 157,78 8,02 luteinska
13 60,39 1,57 luteinska
14 74,27 1,95 luteinska
15 41,35 2,01 luteinska
16 44,89 2,45 luteinska
17 105,28 4,28 luteinska
18 74,27 12,42 luteinska
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5.2.  Zljezdana aktivnost endocerviksa

5.2.1. Prisutnost Zljezdanog epitela i mucina u uzorcima tkiva

U svrhu provjere mogu li odabrani uzorci tkiva cerviksa posluziti za analizu izrazaja
ispitivanih proteina, napravljena je histoloska i histokemijska analiza tkiva. HistoloSka analiza
tkiva potvrdila je prisutnost jednoslojnog cilindricnog Zzljezdanog epitela na povrSini
endocerviksa i u endocervikalnim kriptama, okruzenog gustim neformiranim vezivnim
tkivom. Histokemijsko bojenje AB potvrdilo je postojanje neutralnih mucina, a PAS reakcija
pokazala je prisutnost Kkiselih mucina. Ovime je potvrdena sekrecijska aktivnost

endocervikalnog Zljezdanog epitela u trenutku biopsije, a time i moguénost analize histoloskih

preparata tkiva endocerviksa za ispitivanje izlu¢ivanja cervikalne sluzi (slika 6).
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Slika 6. Zljezdani epitel ljudskog endocerviksa proizvodi kisele (PAS pozitivne) i neutralne (AB pozitivne)
mucine. A. PAS (crveno) obojena zrnca mucina. B AB (plavo) obojena zrnca mucina. Veli¢ina crte
mjerila: 20 pm
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Elektronsko-mikroskopska analiza sekrecijskih stanica na povrSini endocerviksa i u
endocervikalnim kriptama pacijentice u kasnoj folikularnoj fazi Zzenskog mjese¢nog spolnog
ciklusa (estradiol = 159,14 pmol/L, progesteron = 0,22 nmol/L) pokazala je prisutnost
sekrecijskih zrnaca u razli¢itim fazama sazrijevanja i sekrecije ukazujuci na aktivnu sekreciju
u tom epitelu (slika 7A i 7B). Vidljivo je kako su stanice medusobno razli¢itog oblika, s
razli¢itim rasporedom i udjelom pojedinih tipova sekrecijskih mjehuri¢a. Dodatna analiza
ultrastrukture sekrecijskih stanica pokazala je prisutnost mnostva organela koje sudjeluju u
sintezi glikoproteina, prije svega hrapave i glatke endoplazmatske mrezice, Golgijevog
tjelesca i prijenosnih mjehuri¢a (Slika 7 D). Takoder, uocena su obilna uvrnuca stani¢nih

membrana na lateralnim povrSinama stanica (slika 7 C). Ta se uvrnu¢a na nekim mjestima Sire

i ¢ini se da se nadovezuju na sustav unutarstani¢nih membranskih struktura i mjehurica.

Slika 7. Elektronsko-mikroskopske snimke sekrecijskih stanica u endocerviksu. A. Sekrecijske stanice s
razli¢itim rasporedom i udjelom pojedinih tipova sekrecijskih mjehuri¢a u apikalnom dijelu stanice. B. Tamni
sekrecijski mjehuri¢i ispunjeni gusto pakiranom sluzi i svjetliji mjehuri¢ u trenutku egzocitoze sada vec
djelomicno rasirenih molekula mucina. C. Uvrnuca lateralnih membrana stanica koja se nadovezuju na
unutarstanicne membranske strukture. D. Povecano podrucje iz slike A: Golgijevo tjeleSce i bogata hrapava i
glatka endoplazmatska mrezica. Veli¢ina crte mjerila: u A 1 pm, u B, Ci D 100 nm.
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5.2.2. Kvantifikacija proizvodnje mucina u Zljezdanom epitelu endocerviksa i

korelacija proizvodnje mucina i faze ciklusa

Kako bi se utvrdilo slijede li odabrani uzorci ve¢ pokazanu korelaciju proizvodnje

mucina i razine spolnih hormona, odnosno faze ciklusa, izmjeren je intenzitet proizvodnje

mucina i stavljen u korelaciju s izmjerenim razinama hormona u krvi pacijentica, te s fazama

ciklusa po kojima su pacijentice grupirane u skupine (tablica 3). Prosje¢ni udio ukupnog

epitela obojenog histokemijskim postupcima AB i PAS u folikularnoj fazi iznosio je 69,23 +

9,87, a u luteinskoj fazi 55,65 + 16,88, uz p = 0,058). Usporedba intenziteta proizvodnje

mucina izmedu dvije skupine pacijentica grupirane prema fazi ciklusa pokazala je da ne

postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika u proizvodnji sluzi medu navedenim skupinama (tablica 7).

Tablica 7. Udio epitelne povrSine obojene postupcima AB i PAS

Aritmeticka
sredina SD Medijan Minimum Maksimum Raspon p®
% epitela f;z';k“'ama 56,25 19,68 53,42 23,89 831 6343
obojen . 0,269
AB 'f-a‘;f'”s"a 46,14 16,13 46,72 24,08 7295 4887
% epitela f;z';k“'ama 8222 1531 90,00 51,42 100,00 48,58
obojen . 0,115
PAS 'f-a‘;f'”s"a 6515 2597 67,74 25,00 96,00 71,00
Folikularna 69,23 987 66,37 58,31 88,66 30,35
% ukupno faza 0058
obojenog  Luteinska 5565 16,88 56,67 26,75 8448 57,72

faza
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5.3.  GABA-ergicki sustav

5.3.1. Zastupljenost podjedinica GABAAR u ljudskom endocerviksu

U svrhu provjere nalaze li se u endocervikalnom tkivu podjedinice GABAAR koje bi
potvrdile postojanje funkcionalnog GABA receptora, provedena je analiza prisutnosti
podjedinica GABAAR RT-PCR-om. Rezultati ovog ispitivanja pokazali su kako su
podjedinice GABAAR a 1-6, vy 1-3, 8, €, m prisutne s razli¢itom ucestalo$¢u u uzorcima tkiva
endocerviksa (slika 8). U najvisem postotku (100%), prisutne su podjedinice 2, p 3 te 0, a
slijede a 2, € i s prisutnos¢u u 85% cerviksa. 75% uzoraka cerviksa izrazava podjedinicu y
3, 65% podjedinice y 1 i d. Podjedinice a 4 i 5 pojavljuju se u 30% uzoraka. 1 prisutna je

samo u 5% uzoraka, dok se a 1 i o 6, kao ni y 2 ne pojavljuju niti u jednom ispitivanom

uzorku tkiva endocerviksa (slika 9).

Slika 8. Primjer prikaza prisutnosti mMRNA podjedinica GABAAR (a 1-6, y 1-3, 8, € i ) u jednom uzorku
endocerviksa ispitanih postupkom RT-PCR. A. Podjedinice a 1-6. 02, a3, 04, a5 prisutne su u tkivu ljudskog
endocerviksa, a al i a6 nisu. B. 2 1 B3 prisutne su tkivu ljudskog endocerviksa, a B 1 nije. C. Podjedinice y 1-3.
vl i 3 su prisutne, a y2 nije. D. Podjedinice 3, €, m i 6 su prisutne u tkivu ljudskog endocerviksa. gDNA je
koristena kao negativna kontrola. sm — ljestvica veli¢ine po 100 parova baza, s najintenzivnijom prugom na
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500pb. Ocekivane veli¢ine PCR produkta izrazene u parovima baza su: al — o 6: 231, 248, 211, 159, 240, 173;
B1 —B3: 237,172, 242; y1 —y3: 212, 245, 236; 6 — 0: 175, 189, 158, 240.
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20,00

% uzoraka pozitivnih na mRNA
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0,00

al 02 o3 o4 a5 a6 Pl P2 B3 yl Y2 3

Slika 9. Prisutnost mRNA pojedina¢nih podjedinica GABAAR u ljudskom endocervikalnom tkivu.
Podjedinice GABAAR o 1-6, B1-3, v 1-3, 8, &, w i 0 prisutne su u tkivu s razli¢itom ucestalo§¢u. Nisu prisutne
podjedinice al i a6, kao ni y2.
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5.3.2. Smjestaj molekula GABA-ergi¢kog sustava u tkivu humanog endocerviksa

Kako bi se, nakon dokazane mRNA molekula GABA-ergi¢kog sustava potvrdila njihova
prisutnost na razini proteina te ispitao njihov smjestaj unutar tkiva, analizirane su snimke
fluorescentne imunohistokemijske reakcije na antigene GABAAR, VGAT-a i GAD-a
dobivene konfokalnim mikroskopom. Ova analiza potvrdila je prisutnost GABAAR i pokazala
njegov smjestaj unutar tkiva endocerviksa (slika 10). Anti-GABAAaR pozitivan signal vidljiv
je kao nakupina fluorescentnih tocaka, uvijek na istoj visini unutar cilindri¢nih epitelnih
stanica, u apikalnoj trecini stanica. Pri jaCem povecanju jasno se vidi supranuklearni smjestaj
fluorescentnog signala gdje GABAAR izgleda kao da prilijeze na jezgru (slika 10 C).To je
podrucje ispod apikalne nakupine sekrecijskih zrnaca ispunjenih mucinima, a bogato je
membranskim strukturama kao $to su Golgijevo tjelesce, glatka i hrapava endoplazmatska

mrezica, te uvrnuca lateralnih stani¢nih membrana (slika 7).

Snimka fluorescentne imunohistokemijske reakcije na antigen GADG65/67-a prikazuje
toc¢kaste nakupine ovog proteina kroz cijelu stanicu (slika 11 A i 11 B). Fluorescentna
imunohistokemijska reakcija s anti-VGAT protutijelom pokazala je difuznu raspodjelu ovog

proteina u epitelu ljudskog endocervika. (slika11 D i 11 E).
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Slika 10. Snimka imunohistokemijskom reakcijom oznafenog GABA,R u Zljezdanom epitelu ljudskog
endocerviksa. A. Snimka samo fluorescentno zeleno ozna¢enog GABAAR. B. Snimka kao u A s dodatno
prikazanim plavo obojenim jezgrama(DAPI). C. Snimka kao u B pri jaéem povecanju. D. Negativna kontrola.

Velicina crte mjerila: 25pm
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- E
Slika 11. Prikaz imunohistokemijskom reakcijom ozna¢enih GAD i VGAT u tkivu ljudskog endocerviksa. A.

fluorescentno zeleno oznaceni GAD. B. fluorescentno zeleno obiljezen GAD, jezgre oznacene plavom bojom (DAPI). D.
fluorescentno zeleno obiljezen VGAT. E. fluorescentno zeleno obiljezen VGAT, jezgre oznacene plavom bojom (DAPI.

C i F. Negativne kontrole. Veli¢ina crte mjerila: 25um
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5.3.3. Kvantifikacija izrazaja proteina GAD u Zljezdanom epitelu endocerviksa i

usporedba s razinama spolnih hormona u serumu

S ciljem ispitivanja povezanosti razine hormona u krvi i izrazaja proteina GAD u epitelu
ljudskog endocerviksa, kvantificiran je intenzitet fluorescencije imunohistokemijske reakcije
protutijela na antigen proteina GAD u epitelu uzoraka tkiva i prikazan kao intenzitet
fluorescencije po povrsini mjerenog epitela mjeren u proizvoljnim jedinicama (AU, prema
engl. arbitrary units). Kako bi se utvrdio odnos izmedu koncentracije estradiola u serumu
(pg/mL) te ukupnog intenziteta fluorescencije GAD-a (AU) u epitelu, izveden je Spearmanov

test (slika 12). Nije pronadena statisticki znacajna povezanost (r=0.52, n=13, p=0,067).

Kako bi se utjecaj estrogena sagledao neovisno o utjecaju progesterona, odvojeno je
izraCunata povezanost izrazaja GAD-a (AU) sa serumskim estradiolom (pg/mL) za svaku
skupinu pacijentica podijeljenih prema fazama zenskog mjese¢nog spolnog ciklusa (slika 13).
Nije pronadena statisti¢ki znacajna korelacija niti u folikularnoj fazi (r=0.49, n=6, p=0,33),
niti u luteinskoj fazi zenskog mjese¢nog spolnog ciklusa (r=0.51, n=7, p=0,24). B testa iznosi
0,47. Ovi rezultati govore kako izrazaj GAD, molekule zaduZene za sintezu GABA-e nije

ovisan o razinama estradiola niti progesterona u serumu.
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Ukupni intenzitet fluorescencije

Ukupni intenzitet fluorescencije

Faza ciklusa @ Folikulamafaza @ Luteinska faza
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz Spearmanovog testa odnosa koncentracije estradiola u serumu (pg/mL) te
ukupnog intenziteta fluorescencije GAD-a u epitelu (AU). Uzorci su oznadeni crvenom i plavom bojom

ovisno o fazi zenskog mjeseénog spolnog ciklusa, prema legendi na slici. Korelacija nije statisticki znacajna
(r=0.52, n=13, p=0,067). Sivo podrucje na grafu predstavlja interval pouzdanosti.
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz Spearmanovog testa odnosa koncentracije estradiola u serumu (pg/mL) te
ukupnog intenziteta fluorescencije GAD-a (AU) u epitelu uzoraka tkiva podijeljenih u dvije skupine
prema fazi ciklusa. Crvene tocke oznacuju uzorke u folikularnoj fazi (r=0.49, n=6, p=0,33), a plave u luteinskoj
fazi ciklusa (r=0.51, n=7, p=0,24). Rezultat nije statisticki znacajan. Sivo podruc¢je predstavlja interval
pouzdanosti
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5.3.4. Kvantifikacija izrazaja proteina GABAAR u Zljezdanom epitelu endocerviksa

I usporedba s razinama spolnih hormona u serumu

Kako bi se utvrdio odnos izmedu koncentracije estradiola u serumu (pg/mL) te ukupnog
intenziteta fluorescencije GABAaR-a (AU) u epitelu ljudskog endocerviksa izveden je
Spearmanov test (slika 14). Rezultat testa pokazao je da ne postoji statisticki znacajna

korelacija (r=-0.056, n=14, p=0,84). B vrijednost testa iznosi 0,15.

Kako bi se utjecaj estrogena sagledao neovisno o utjecaju progesterona, odvojeno je
izraCunata povezanost izrazaja GABAaR-a (AU) sa serumskim estradiolom (pg/mL) za svaku
skupinu pacijentica podijeljenih prema fazama zenskog mjese¢nog spolnog ciklusa (slika 15).
Nije pronadena statisticki znacajna korelacija u folikularnoj fazi (r=0.029, n=8, p=0,95), niti u
luteinskoj fazi ciklusa (r=-0.26, n=8, p=0,53).

Kako bi se prikazao odnos ukupnog intenziteta fluorescencije GABAaR-a (AU) u epitelu
i ukupne povrsine obojene histokemijskim postupcima (%), izveden je Spearmanov test. Ne
postoji statisticki znacajna korelacija (r=-0.29, n=16, p=0,27). Ovaj rezultat govori kako

izrazaj GABAAR nije povezan s koli¢inom mucina izmjerenom u epitelu.

Prema ovim rezultatima, izrazaj GABAAR nije povezan sa serumskim razinama
estradiola niti progesterona, a posljedi¢no niti fazom ciklusa. Zajedno promatrani, rezultati
analize izrazaja molekula GABA-ergickog sustava govore kako ovaj sustav nije pod izravnim
utjecajem koncentracije spolnih hormona u serumu te nema ulogu u izluCivanju sluzi

reguliranom hormonima.
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Slika 14. Graficki prikaz Spearmanovog testa odnosa ukupnog intenziteta fluorescencije GABA R-a (AU)
u epitelu i ukupne povrsine epitela obojene histokemijskim postupcima (%0). Ne postoji statisticki znacajna
korelacija. (r=0.29, n=16, p=0.27).
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Ukupni intenzitet fluorescencije
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Slika 15. Grafic¢ki prikaz Spearmanovog testa odnosa koncentracije estradiola u serumu (pg/mL) te
ukupnog intenziteta fluorescencije GABAsR-a (AU) u epitelu. Ne postoji statisti¢ki znacajna korelacija. (r=-
0.056, n=16, p=0,84). Sivo podrucje na grafu predstavlja interval pouzdanosti.
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Slika 15a. Grafi¢ki prikaz Spearmanovog testa odnosa koncentracije estradiola u serumu (pg/mL) te
ukupnog intenziteta fluorescencije GABAAR-a (AU) u epitelu uzoraka podijeljenih prema fazi ciklusa.
Crvene tocke oznacuju folikularnu fazu (r=0.029, n=8, p=0,95), a plave luteinsku fazu ciklusa (r=-0.26, n=8,

p=0,53). Rezultat nije statisticki znacajan. Sivo podrucje predstavlja interval pouzdanosti.
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54. CFTR

5.4.1. Prisutnost i smjestaj CFTR u tkivu ljudskog endocerviksa

U svrhu istrazivanja prisutnosti CFTR-a u endocerviksu, metodom RT-PCR ispitana je
prisutnost glasnicke RNA CFTR-a. Ovom metodom dokazana je prisutnost mMRNA CFTR u
tkivu ljudskog endocerviksa (slika 16).

Prisutnost i smjestaj CFTR-a u tkivu endocerviksa na razini proteina, ispitani su
fluorescentnom imunohistokemijskom reakcijom primjenom monoklonskog misjeg protutijela
na prvu izvanstani¢nu domenu CFTR-a. Rezultati fluorescentne imunohistokemijske reakcije
dokazuju prisutnost proteina CFTR u sekrecijskom jednoslojnom cilindricnom epitelu
endocerviksa (slika 17). Uzorci tkiva razli¢itih pacijentica razlikuju se u obrascu izrazaja

CFTR-a. Neki uzorci imaju jace izrazen signal u apikalnom dijelu stanica (slika 17 A'i 17 C).

Osim u zljezdanom epitelu, CFTR je prisutan i u fibroblastima u okolnom vezivnom tkivu.

Slika 16. Elektroforetski prikaz rezultata RT-PCR-a kojim je dokazana prisutnost mMRNA CFTR-a u
sedam uzoraka tkiva ljudskog endocerviksa. Oéekivana veli¢ina produkta PCR-a za mRNA CFTR je 247pb.
Sm - oznac¢nik veli¢ine DNA (po 100 pb, najintenzivnija pruga je 500 pb); 1 — 7 oznake uzoraka tkiva ljudskog
endocerviksa;, gDNA - kontrola kontaminacije uzoraka genomskom DNA; no DNA - negativna kontrola
reakcije.
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Slika 17. Prikaz smje§taja CFTR-a u tkivu ljudskog endocerviksa. A i B Dva razli¢ita uzorka
tkiva sa zelenim fluorescentnim signalom za CFTR i plavo obojenim jezgrama (DAPI). C i D. Ista dva
uzorka tkiva bez prikazanih jezgara. E i F. Negativne kontrole za ista dva uzorka tkiva. Crta mjerila
veli¢ine: 100 pm.
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Ukupni intenzitet fluorescencije CFTR

5.4.2. Kvantifikacija izrazaja proteina CFTR u Zljezdanom epitelu endocerviksa i

usporedba s razinom mRNA CFTR-a u tkivu

Kako bi se ispitalo prati li koli¢ina proteina CFTR u tkivu endocerviksa izrazaj CFTR-a
na razini mRNA, kvantificiran je izrazaj proteina CFTR mjerenjem ukupnog intenziteta
fluorescencije CFTR-a u epitelu svakog uzorka, te je kvantificirana mMRNA CFTR za iste te
uzorke. Pearsonovim testom odreden je odnos kvantificiranih proteina CFTR i razine mRNA
CFTR (slika 18). racunanjem odnosa izmedu logaritamski transformiranih vrijednosti razlike
broja ciklusa u kojem se umnaza mRNA CFTR u ispitivanom uzorku i intenziteta
fluorescencije CFTR u istom uzorku. Pronadena je znacajna negativna korelacija izmedu
logaritamski transformirane vrijednosti kvantifikacijskog ciklusa CFTR (logl0ACq CFTR) i
ukupnog intenziteta fluorescencije CFTR-a (AU) u epitelu (r = -0,61, n = 14, p = 0,016), uz
vrijednost testa koja iznosi 0,51. Budu¢i da ACq CFTR vrijednost predstavlja razliku broja
ciklusa u kojem se mMRNA CFTR-a i mRNA EEAI1F1, regulatornog gena, po¢inje umnazati,
obrnuto je proporcionalan s kolicinom RNA u uzorku. Rezultat ovog ispitivanja znaci da

razina MRNA CFTR-a u tkivu pozitivno korelira s izraZzajem proteina.
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Slika 18. Grafi¢ki prikaz Pearsonovog testa kojim je odreden odnos izmedu logaritamski transformiranih
vrijednosti razlike broja ciklusa u kojem se umnaza mRNA CFTR u ispitivanom uzorku i intenziteta
fluorescencije pojavnosti proteina (AU) u istom uzorku. Postoji jaka negativna korelacija izmedu ove dvije
vrijednosti- znacajna (r = -0,61, n = 15, p = 0,016). Siva povr$ina oznacava interval pouzdanosti.

54



Ukupni intenzitet fluorescencije

5.4.3. Usporedba izrazaja proteina CFTR u Zljezdanom epitelu endocerviksa s

razinama hormona u Krvi

U cilju sagledavanja moguce povezanosti estradiola s izrazajem proteina CFTR,
Spearmanovim testom je izra¢unat odnos ukupnog intenziteta fluorescencije CFTR-a u epitelu
i koncentracija hormona izmjerenih u serumu pacijentica od kojih su prikupljeni uzorci tkiva
(slika 19). Nije pronadena znacajna korelacija izmedu koncentracije estradiola (pg/mL) i
ukupnog intenziteta fluorescencije CFTR-a (AU) u epitelu (r = 0,15, n = 16, p = 0,58). B

vrijednost testa iznosi 0,36.
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz Spearmanovog testa kojim je odreden odnos koncentracije estradiola (pg/mL) i
ukupnog intenziteta fluorescencije CFTR-a (AU) u epitelu. Ne postoji znaajna korelacija izmedu
koncentracije estradiola (pg/mL) i ukupnog intenziteta fluorescencije CFTR-a (AU) u epitelu (r = 0,15, n =16, p
= 0,58). Siva povr§ina na grafu predstavlja interval pouzdanosti.

55



5.4.4. Usporedba izrazaja proteina CFTR u apikalnom dijelu stanica Zljezdanog

epitelu endocerviksa s razinama spolnih hormona u krvi

Promatranjem snimki imunohistokemijski prikazanih proteina CFTR u Zljezdanom tkivu
endocerviksa uocena je ja¢i intenzitet fluorescencije u apikalnim dijelovima stanica nekih
uzoraka. Kako bi se provjerila povezanost izrazaja CFTR u apikalnom dijelu stanice, na
mjestu gdje se oc¢ekuje njihovo djelovanje, s razinom estradiola u serumu, kvantificirana je
fluorescencija imunohistokemijske reakcije lokalizirana unutar 3 pum od apikalne membrane.
Izveden je Spearmanov test kako bi se utvrdio odnos izmedu logaritamski transformiranih
vrijednosti koncentracije serumskog estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFTR-a
(AU) u apikalnom dijelu epitela (slika 20). Pronadena je statisticki znac¢ajna snazna pozitivna
korelacija izmedu estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFTR-a (AU) u apikalnom
dijelu epitelnih stanica (r = 0,67, n= 15, p = 0,00045) uz B = 0,48. Ovaj rezultat govori u
prilog povezanosti porasta izrazaja CFTR-a u apikalnom dijelu stanica s porastom serumske

razine estradiola.

Kako bi se utjecaj estrogena sagledao neovisno o utjecaju progesterona, odvojeno je
izraCunata povezanost izrazaja GABAaR-a sa serumskim estradiolom (pg/mL) za svaku
skupinu pacijentica podijeljenin prema fazama zenskog mjese¢nog spolnog ciklusa (Slika
21.). lzveden je Pearsonov test kako bi se odredio odnos izmedu logaritamski transformiranih
vrijednosti estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFTR-a (AU) u apikalnom dijelu
stanica. Test je pokazao statisticki znacajnu jaku pozitivnu korelaciju izmedu logaritamski
transformiranih vrijednosti koncentracije serumskog estradiola (pg/mL) i intenziteta
fluorescencije CFTR-a u apikalnom dijelu epitelnih stanica (AU) u folikularnoj fazi (r = 0,86,
n =8, p = 0,006). B vrijenost ovog testa iznosi 0,15. Znacajne korelacije nije bilo izmedu
logaritamski transformiranih vrijednosti estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije (AU) u
apikalnom dijelu epitelnih stanica za pacijentice u luteinskoj fazi (r = -0,085, n = 8, p =
0.084). Ovi rezultati pokazuju jo$ snazniju povezanost porasta izrazaja CFTR-a pri niskoj
razini progesterona, u folikularnoj fazi, te izostanak povezanosti u luteinskoj fazi,
karakteriziranoj porastom progesterona, §to govori o negativnom ucinku progesterona na

ekspresiju CFTR-a.
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Intenzitet fluorescencije CFTR u apikalnom dijelu epitela
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Slika 20. Grafi¢ki prikaz Pearsonovog testa kojim je utvrden odnos izmedu koncentracije
estradiola u serumu (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFTR-a u apikalnom dijelu Zljezdanih
stanica. Postoji jaka pozitivna korelacija izmedu koncentracije estradiola (pg/mL) i intenziteta
fluorescencije CFTR-a (AU) u apikalnom dijelu stanica, koja je statisti¢ki zna¢ajna rs = 0,67,n= 16, p =
0,00045). Siva povrsina na grafu predstavlja interval pouzdanosti.
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz Spearmanovog testa odnosa logaritamski transformiranih
vrijednosti koncentracije estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFTR-a u
apikalnom dijelu Zljezdanih stanica u uzorcima endocervikalnog tkiva podijeljenih u dvije
skupine prema fazi ciklusa. Postoji jaka, statisticki zna€ajna, pozitivna korelacija izmedu logl10
estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFTR-a u apikalnom dijelu stanica (AU) u
folikularnoj fazi (r = 0,86, n = 8, p = 0,006). Znacajne korelacije nema izmedu logl0 estradiola
(pg/mL) i intenziteta fluorescencije u apikalnom dijelu stanica (AU) kod pacijentica u luteinskoj
fazi (r = -0,085, n = 8, p = 0.084). Siva povrSina na grafu predstavlja interval pouzdanosti.
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5.4.5. Usporedba izrazaja gena CFTR i VAMPS u epitelu ljudskog endocerviksa

Kako bismo ispitali povezanost izrazaja CFTR-a i VAMPS8, molekule SNARE kompleksa

koja sudjeluje u regulaciji njegovog prometa u stanici zadrzavajuéi ga na apikalnoj membrani,

usporedili smo odnos razina MRNA CFTR-a prikazanu pomoc¢u Livak metode i razinu mRNA

VAMP8 prikazanu istom metodom (slika 22.). Pronadena je statisticki zna¢ajna jaka pozitivna
korelacija izmedu 224 CFTR i 244“9 VAMPS8 (r=0.66, n=16, p=0,0051). B vrijednost testa

iznosi 0,48. Ovaj rezultat govori u prilog hipotezi o regulaciji aktivnosti CFTR-a

moderiranjem njegovog smjestaja unutar stanice, odnosno zadrzavanjem ovog proteina na

apikalnoj membrani endocervikalnih stanica.
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz Spearmanovog testa kojim su usporedeni 2?1 CFTR i 2**“1 VAMPS.
Pronadena je statisticki znadajna jaka pozitivna korelacija izmedu 2™ CFTR i 2“1 VAMPS8 (r=0.66, n=16,

p=0,0051). Sivo podrucje predstavlja interval pouzdanosti.
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6. RASPRAVA

Ovo istrazivanje dizajnirano je kako bi pridonijelo razumijevanju mehanizama
ukljucenih u izlu¢ivanje sluzi u ljudskom endocerviksu. Osnovno pitanje od kojeg krece jest
na koji nacin spolni hormoni reguliraju pojedine procese u proizvodnji, izlu€ivanju i
kona¢nom oblikovanju endocervikalne sluzi karakteristi¢nih biokemijskih i funkcionalnih
svojstava. Na temelju sli¢nih procesa u drugim organskim sustavima, prije svega u diSnom
sustavu, ispitali smo ulogu dvaju ionskih kanala, GABAAa receptora te transmembranskog
regulatora cisticne fibroze u ovim kompleksnim procesima. Na temelju sli¢nosti s disnim
sustavom gdje uz pojacanu ekspresiju GABAAR dolazi do pojacanog izlucivanja sluzi u
astmi, pretpostavili smo ulogu GABAAR u regulaciji egzocitoze mjehuri¢a mucina. Tu Smo
pretpostavku istrazili tako da smo ispitali prisutnost molekula GABA-ergickog sustava u
epitelu endocerviksa, njihovu povezanost s razinama estrogena u serumu i izlu¢ivanjem
mucina iz epitela. Kako je uloga CFTR opisana u hidratizaciji sluzi u plu¢ima, kao posljedica
izluéivanja hidrogenkarbonatnih iona i Sirenja mucina, pretpostavili smo mu analognu ulogu u
izlu¢ivanju endocervikalne sluzi. Hipotezu da CFTR sudjeluje u stvaranju pogodnog okolisa
za razmatanje mucina i1 uklanjanje kationskog naboja nakon $to napuste stanicu 1 egzocitotski
mjehurié, ispitali smo istrazivsi prisutnost CFTR-a u tkivu endocerviksa, njegovu lokalizaciju

unutar stanice i povezanost s razinama zenskih spolnih hormona u serumu.

6.1. Ljudsko endocervikalno tkivo kao model za ispitivanje izlu¢ivanja sluzi

Istrazivanje uloge GABAAR u regulaciji izlu€ivanja sluzi zapoceli smo na miSu kao
najpristupac¢nijem modelu u nasim uvjetima. Mi§ je posluzio kao dobar model za ispitivanje
postojanja molekula GABA-ergic¢kog sustava u cervikalnom epitelu, ali kao model izlu¢ivanja
sluzi ima neke nedostatke. Ukratko, to su razlike u histoloskoj gradi misjeg i1 ljudskog
cerviksa, drugacije organizirani spolni ciklusi te mnogo kra¢e udaljenosti od rodnice do
maternice zbog kojih cervikalna sluz u misa nema bitnu ulogu u transportu i pohrani spermija
koje u ljudi ima (77). Zbog navedenih razlika upitno je koliko se zakljucci iz pokusa na

misjem modelu mogu translatirati na ljudsku fiziologiju izlu¢ivanja cervikalne sluzi.

Kako bismo ispitali ulogu ovih kanala u izlu€ivanju sluzi u ljudskom endocerviksu,
odlucili smo istrazivanje provesti na uzorcima tkiva endocerviksa bolesnica, prikupljenim
nakon histerektomije, i uzorcima krvi istih bolesnica. Prednost izrade pokusa na uzorcima

ljudskog tkiva jest Sto daje stvarnu biolosku sliku, s punim kontekstom arhitekture tkiva,
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interakcije veziva i epitela i neizmijenjenih stanica. Takvi su uzorci idealni za odredivanje
prisutnosti ispitivanih molekula jer sadrze sve molekule koje se u trenutku fiksacije nalaze u
tkivu 1 koje sudjeluju u svim stani¢nim procesima u tom trenutku. Pored toga, sauvana
morfologija tkiva i stanica omogucuje vizualizaciju odredenih bioloskih procesa u stvarnom
bioloSkom kontekstu, kao $to je primjerice prikazivanje sekrecijskih mjehurica u trenutku
egzocitoze (slika 7B), te precizno odredivanje unutarstanicnog smjeStaja molekula
postupcima imunohistokemije i imunoelektronske mikroskopije. Uz izmjerene koncentracije
spolnih hormona u serumu moze se dodati i dinamicka komponenta kojom se izmjerene
vrijednosti prisutnih proteina i mRNA moZe postaviti u kontekst hormonskog utjecaja na

regulaciju njihovog izrazaja.

I dok stani¢na kultura omoguéuje izravno pracenje utjecaja hormona u dodanom
mediju na stani¢ne procese, ipak je rije¢ o izmijenjenoj bioloskoj slici. Primarnoj kulturi
stanica nedostaje kontekst arhitekture tkiva i interakcije epitela s vezivom na kojem se nalazi,
a u 3D i imortaliziranim kulturama nalaze se izmijenjene stanice, ¢ije je promjene ekspresije
receptora i citoarhitekture teSko provjeriti i pratiti utjecaj ovih promjena na dobivene rezultate
istrazivanja. Zato je, u sluaju ispitivanja ionskih kanala ¢ija funkcija jo$ nije opisana u
ljudskom endocerviksu, kontekst stvarne bioloske slike bitan, a ljudsko tkivo trenutno najbolji
model u izvornom bioloskom okruzenju koji daje vrijednu informaciju o stvarnim bioloskim

procesima u odredenom trenutku.

Poteskoca u radu s ljudskim tkivom lezi ponajvise u prikupljanju ovog tkiva. Buduci
da je naSe istrazivanje ispitivalo mehanizme u izlu€ivanju sluzi u fizioloskim uvjetima,
istrazivanje je ograni¢eno na ,,zdrave™ cervikse, bez patoloskih promjena cerviksa i/ili bez
malignih promjena u spolnom sustavu. Nadalje, zdravim zenama se prilikom histerektomije
ne uklanja uvijek cerviks, kako bi se u §to ve¢em broju slucajeva ocuvala stabilnost zdjelice.
Takoder, budu¢i da je rije¢ o istrazivanju Cije je temeljno pitanje utjecaj hormona na
potencijalne mehanizme koji sudjeluju u izlu¢ivanju sluzi, iskljuéni kriteriji su bili vrlo strogi.
Kako su pacijentice koje boluju od mioma, kao najcesc¢e dijagnoze zbog koje je pacijenticama
u nasem istrazivanju radena histerektomija ¢esto u perimenopauzi, iz istrazivanja su naknadno
iskljuCene pacijentice ¢ije su serumske razine hormona odgovarale menopauzi, iako klinicki
nisu bile tako procijenjene. Kona¢no je za analizu fizioloske prisutnosti i regulacije GABA-
ergickog sustava i regulatora cisticne fibroze nakon dvogodiS$njeg sakupljanja odabrano
osamnaest uzoraka koji su odgovarali svim unaprijed postavljenim kriterijima za proucavanje

mehanizama u izlu¢ivanju cervikalne sluzi. Buduéi da je broj uzoraka podlozan navedenim
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ograniCenjima, velika je paznja posvecena optimizaciji kvantifikacijskih 1 ostalih
eksperimentalnih postupaka kako bi dobiveni rezultati prikazivali §to je moguce stvarniju
sliku odnosa medu istrazivanim molekulama. Klju¢ni koraci u optimizaciji tih postupaka bili
su odabir referentnih gena za kvantifikaciju genskih transkripata qPCR-om i postavljanje
strogih pravila izvodenja i mikroskopiranja fluorescentne imunohistokemije za kvantifikaciju

ekspresije bjelancevina u tkivu.

Vrijednost ovog istrazivanja je i U Cinjenici da je jedno od vrlo malog broja
istrazivanja koje se provodi na zdravom ljudskom endocervikalnom tkivu. Ispitivano ljudsko
tkivo obi¢no je materijal promijenjene citoarhitekture zbog razli¢itih stupnjeva cervikalne
intraepitelne neoplazije, pa su istrazivanja na zdravom tkivu nepromijenjene citoarhitekture
rijetka. Fizioloski modeli se obi¢no proucavaju na kulturama stanica, koje, iako stalno

napreduju, ne mogu zamijeniti biolosku sliku koju daje cjelovito tkivo.

6.2.  Histokemija nije idealna metoda za kvantifikaciju mucina u endocerviksu

Na temelju koncentracije estrogena i progesterona u serumu podijelili smo prikupljene
uzorke cerviksa u dvije skupine, prema folikularnoj i luteinskoj fazi ciklusa. Kao preduvjet za
istrazivanje uloge ispitivanih molekula u procesima proizvodnje i izlu¢ivanja sluzi, u svim
smo ispitivanim uzorcima postupcima histokemije i elektronske mikroskopije provjerili
postoji li u njima Zljezdani epitel te odvijaju li se u tim Zljezdanim stanicama procesi
proizvodnje i izlu¢ivanja sluzi. Takoder je trebalo provjeriti do koje mjere se na sakupljenim
uzorcima moze ispitivati dinamika tih procesa. U tu svrhu analizirali smo prikupljene uzorke
histokemijskim metodama koje prikazuju mucine i provjerili korelaciju s fazama ciklusa.
Budu¢i da je klinicki, ali i eksperimentalno dokazano da je izluCivanje sluzi jace u
folikularnoj fazi i periovulacijski, ocekivali smo veci postotak povrSine obojene
histokemijskim metodama vidjeti u skupini u folikularnoj fazi. Usporedba koliine sluzi
prisutne u epitelu u folikularnoj i sluzi prisutne u epitelu u luteinskoj fazi odredene
histokemijom, medutim, iako nesto veca u folikularnoj skupini, nije pokazala statisticki
znacajnu razliku medu ovim skupinama (p=0,058). Ovi rezultati, dakle, nisu uspjeli potvrditi
rezultate nekih ranijih istrazivanja koja su primjenom histokemijskih metoda prikazala ne
samo razliku medu fazama ciklusa, nego 1 izmedu gornjeg 1 donjeg dijela cerviksa te velikih 1
malih Zlijezda (86). NasSe istraZivanje nije provedeno pod potpuno istim uvjetima te bi razlike
u pH koristenih otopina mogle biti uzrok razli¢itim rezultatima. Budu¢i da je iz klinicke
prakse i mnogih drugih istrazivanja jasno kako proizvodnja sluzi zaista prati poviSenje
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estrogena (42), zakljuCujemo da eksperimentalni model kvantifikacije izlu¢ivanja sluzi na
histoloskim preparatima nije idealan za kvantifikaciju dinami¢nog procesa izluc¢ivanja sluzi.
Naime, histoloski preparati pokazuju stanje tkiva u trenutku fiksacije 1 kvantificirani su samo
mucini koji se u tom trenu nalaze u epitelu. Na ovaj na¢in moguce je, primjerice, epitel koji je
svoj sadrzaj netom izlucio u lumen zlijezde oznaciti kao ,,neaktivan®. Ovom problemu moglo
bi se doskociti prikupljanjem sluzi prije uklanjanja cerviksa i pribrajanjem rezultata ove
kvantifikacije kvantifikaciji unutarstanicnih mucina. 1z navedenih razloga, naglasak u ovom
istrazivanju smo stavili na ciljeve kojima se ispituje stanje tkiva u odredenom trenutku
(prisutnost i smjestaj pojedinih molekula u tkivu) i na korelaciju izrazaja tih molekula s

koncentracijama hormona u serumu.

6.3.  Molekule GABA-ergic¢kog sustava prisutne su u ljudskom endocerviksu

U ranijem smo istrazivanju pokazali kako je GABAAR prisutan u cilindri¢nom epitelu
misjeg endocerviksa koji proizvodi sluz (59). U istom istrazivanju pokazali smo i prisutnost
GAD, VGAT i GABAaR-a u epitelu ljudskog endocerviksa. Posto smo u navedenom
istrazivanju dokazali prisutnost f2/3 podjedinice GABAAR-a, u ovom istrazivanju ispitali smo
prisutnost svih podjedinica GABAaR-a i pokazali da su podjedinice GABAAR prisutne u
tkivu u razli¢itim udjelima, u kombinacijama koje nagovijeStaju stvaranje funkcionalnih
receptora (45,87). U prilog funkcionalnosti GABAAR-a govori i prisutnost enzima Koji
sudjeluju u stvaranju i obradi GABA-e, VGAT i GAD. Unutarstani¢na supranuklearna
lokalizacija GABAaR-a koja odgovara podrucju epitelnih stanica bogatom membranskim
strukturama kao S$to je Golgijevo tjeleSce, glatka endoplazmatska mrezica i mnoStvo
transportnih mjehurica (slika 7D), a na koje se dovezuju sekrecijska zrnca ispunjena mucinom
u razli¢itim fazama sazrijevanja, te mnogobrojna uvrnucéa lateralnih stani¢nih membrana
navela su nas na hipotezu o ulozi GABAAR-a u otpustanju tih sekrecijskih mjehuri¢a. Buduci
da je izluCivanje sluzi najobilnije pri najviSoj razini estrogena u ciklusu pretpostavili smo
kako je uloga GABA-¢ u izlu¢ivanju sluzi povezana s estrogenom. Vode¢i se ¢injenicom da
se najintenzivnije periovulacijsko izlu¢ivanje sluzi regulira relativno brzo, pretpostavili smo
da estrogen djeluje na izlu¢ivanje sluzi neovisno o procesima prepisivanje gena. Ovakvo
djelovanje estrogena se javlja na primjeru neurona koji otpustaju gonadotropine. Ne-klasi¢ni
ucinak estradiola na presinapticke mjehurice putem klasicnih estrogenskih receptora uzrokuje

otpustanje GABA-e koja djeluje na receptor smjesten na GnRH neuronima. Estradiol
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uzrokuje migraciju vezikula GABA-e prema sinaptickoj membrani te, bez ukljuéivanja

transkripcijskih procesa, izlu¢ivanje GABA-e (44).

Osim u zenskom spolnom sustavu, dokazano je kako estradiol povecava proizvodnju
sluzi i u plu¢ima (88). U epitelu diSnog sustava, u astmi, istrazivanja su pokazala kako
GABA-ergicki sustav ima klju¢nu ulogu u hiperprodukciji sluzi. Izrazaj molekula ovog
Sustava pojacan je u odgovoru na izlaganje alergenima, a zatim u bronhalnim epitelnim
stanicama autokrino i parakrino izlu¢ena GABA preko GABAaR-a uzrokuje depolarizaciju
epitela te pojacanu sintezu i oslobadanje mucina (60). Agonisticki se vezujuéi na GABAAR,
GABA je posrednik u izlu¢ivanju i pojacanoj proizvodnji sluzi uzrokovanoj nikotinom u
pusenju (89). U ovom slucaju GABA je izravno ukljuena te se antagoniziranjem njezinog

ucinka atenuira i nikotinom potaknuta proizvodnja sluzi.

Na temelju ovih saznanja pretpostavili smo kako bi GABA-ergic¢ki sustav U
endocerviksu mogao biti reguliran djelovanjem estradiola, gdje bi se GABA autokrino ili
parakrino izlucivala, vezala na GABAAR, depolarizirala stanicu i omogucila egzocitozu

postoje¢ih mucina i poja¢ano stvaranje novih.

6.4. Ekspresija molekula GABA-ergi¢kog sustava ne podrZava hipotezu o ulozi

GABA-e u hormonskoj regulaciji izlu¢ivanja sluzi

Kako bismo provjerili postoji li moguénost da estradiol regulira GABA-ergicki sustav
u endocerviksu, usporedili smo ekspresiju GABA-ergi¢kog sustava u endocerviksu S razinama
estradiola u serumu. Ocekivali smo kako bi, u slucaju da GABAAR i GAD sudjeluju u
egzocitozi mjehurica u koje se pakiraju mucini ili pojacanoj sintezi mucina, njihova ekspresija
trebala biti povezana i s fazama ciklusa i intenzitetom izlucivanja sluzi. No, kvantitativna
analiza izrazaja GABAAR 1 GAD unutar stanica pokazala je kako izrazaj molekula GABA-
ergickog sustava nije povezan s razinama hormona izmjerenih u serumu. Osim toga, ne
pronalazimo ni povezanost izrazaja komponenti GABA-ergickog sustava s fazama ciklusa ni
koli¢inom sluzi u epitelu. Ovi rezultati ukazuju kako GABA-ergicki sustav nije izravno
reguliran razinom zenskih spolnih hormona te kako vjerojatno nije presudan u izlu¢ivanju

sluzi u endocerviksu.

Dakle, pretpostavka o mogucoj ulozi GABA-ergickog sustava u hormonskoj regulaciji
izluCivanja sluzi ovim istrazivanjem nije potvrdena, ali nije u potpunosti ni iskljucena.
Potrebna su dodatna istrazivanja i na ve¢em broju uzoraka humanih tkiva i na stani¢nim
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kulturama koja ¢e dodatno ispitati povezanost izrazaja GABA-ergickih molekula s koli¢inom

1zluCene sluzi.

6.5. Mogucée uloge GABA-ergickog sustava u endocerviksu

Unato¢ negativnim rezultatima istrazivanja uloge GABA-ergickog sustava u
hormonskoj regulaciji izlu¢ivanja sluzi, sinteza kompleksnih podjedinica GABA receptora te
enzima za sintezu GABA-e (GAD) i njezino pohranjivanje u egzocitotske mjehurice (VGAT)
upucuje na zakljuCak da stanica posjeduje aktivan GABA-ergi¢ki sustav. Bioloska je
paradigma kako stanica ne ulaze nepotrebno energiju na energetski zahtjevne procese sinteze
proteina bez funkcije pa zaklju€ujemo da GABA-ergicki sustav ima zasad nerazja$njenu

ulogu u aktivnosti epitelnih stanica u endocerviksu.

GABA-ergicki signalni put moze imati ulogu u regulaciji proizvodnje sluzi neovisno o
spolnim hormonima, na poticaj nekih drugih ¢imbenika, kao S§to 1 u diSnom sustavu GABA
sudjeluje u regulaciji proizvodnje sluzi na poticaj nikotina, ovalbumina ili interleukina 13
(60,89). Uloga GABA-ergickog sustava u izlu¢ivanju sluzi ne mora biti jednoznaéna, §to
pokazuje nedavno objavljeno istraZivanje €iji su rezultati u suprotnosti s ulogom GABAR-a
u izlu€ivanju sluzi u plu¢ima. Na primjeru akutnog kolitisa pokazano je djelovanje GABA-e
preko GABAAR u smanjenju izlu¢ivanja sluzi te smanjenoj proliferaciji i pojacanoj apoptozi
vrcastih stanica koje proizvode sluz u kolonu (90). Nadalje, GABAAR je ionski kanal koji
moze prenositi anione iz stanice u lumen Zlijezde. S obzirom da se sluz izlu¢ena egzocitozom
iz sekrecijskih stanica treba dodatno raSiriti 1 hidratizirati, moguce je da i anioni izbaceni iz
stanica putem GABAAR pridonose tom procesu, zajedno s CFTR-om. Budu¢i da se prije
egzocitoze mora dogoditi bubrenje ovisno o kalciju i otvaranje sekrecijskih zrnaca ispunjenih
mucinima (30,31,44), a GABAAR u GnRH neuronima djeluje na porast unutarstani¢nog

kalcija, i ovaj mehanizam bi mogao biti ispitan u budué¢im istrazivanjima.

Istrazivanje uloge GABA-ergickog sustava u debelom crijevu, osim §to je pokazalo
negativnu korelaciju izlu¢ivanja sluzi i djelovanja GABA-¢, povezalo je pojac¢anu aktivnost
GABA-e s vetom propusnoSéu sluznice zbog slabljenja medustani¢nih spojeva (90).
Aktivnost GABA-e u ovom slucaju smanjila je i izlu¢ivanje proupalnih interleukina i citokina.
Budu¢i da je sluznica endocerviksa prva zaStitna barijera prodoru patogena u Zenski spolni
sustav, a nasuprot tome mora biti spremna za prihvat spermija, imunomodulatorni sustavi

pruzaju Siroko podru¢je mogucnosti daljnjih istrazivanja. Vecina istrazivanja endocervikalne
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sluznice danas se bavi upravo razliCitim mehanizmima u podlozi propusnosti epitela,
izluéivanja imunoloskih faktora zbog modulacije upale te adhezije bakterija (91). Endocerviks
je glavno mjesto propusnosti sluznice za infekciju HIV-om kao i preferencijalno staniste

obligatne unutarstani¢ne bakterije Chlamydie trachomatis (92).

6.6. Razina izrazaja CFTR-a podrzava hipotezu o njegovoj ulozi u hormonskoj

regulaciji otpustanja sluzi iz lumena endocervikalnih kripti

Danas je na primjeru disnih putova s velikom sigurnoséu poznato kako je uloga
hidrogenkarbonatnih iona krucijalna za formiranje sluzi normalnih reoloskih svojstava.
Zadaca hidrogenkarbonata je omoguéavanje Sirenja i hidratizacije ve¢ egzocitiranih mucina, a
da bi se hidrogenkarbonatni ioni nasli u okolisu u koji su mucini izlu¢eni zaduzen je CFTR.
Temeljec¢i nasu hipotezu o ulozi CFTR-a u regulaciji reoloskih svojstava cervikalne sluzi i na
primjerima iz literature u kojoj je uloga CFTR-a u Zenskom spolnom sustavu proucavana vec¢
vise od trideset godina, pretpostavili smo povezanost izrazaja proteina CFTR-a s razinama

spolnih hormona u serumu.

Nakon §to smo dokazali prisutnost mRNA CFTR-a u tkivu endocerviksa, primjenom
visoko specificnog monoklonalnog protutijela pokazali smo lokalizaciju CFTR-a u

endocervikalnom tkivu, u epitelnim stanicama te na membranama fibroblasta.

6.6.1. Izrazaj CFTR-a u apikalnom dijelu stanica povezan je s razinom estradiola u

serumu

Kvantifikacijom ukupnog CFTR-a u epitelu primijetili smo trend povezanosti izrazaja
CFTR-a s porastom serumskog estradiola, ali nismo dobili znacajnu povezanost njegove

ekspresije s razinama hormona.

lako je prva kvantifikacija CFTR-a u ljudskom cerviksu provedena 1997. godine i nije
pokazala razliku u razinama mRNA u razli¢itim fazama ciklusa (93), kasnija istrazivanja na
tkivima zenskog spolnog sustava Stakora pokazala su povecanje izrazaja CFTR-a s porastom
estrogena i smanjenje s porastom progesterona (76,94). Vodeni pozitivnom korelacijom
razine estradiola i ekspresije i uloge CFTR-a u zivotinjskim tkivima, daljnjom usporedbom
mikroskopskih snimki razli¢itih uzoraka, primijetili smo razliku u intenzitetu fluorescentnog

imunohistokemijskog signala pri apikalnoj membrani stanice. Uz podatke o prometu CFTR-a
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kojim se regulira njegova funkcija u prijenosu iona, pretpostavili smo kako bi s porastom
razine estrogena mogao rasti izrazaj apikalno smjestenog CFTR-a. Zaista, usporedba odnosa
izrazaja apikalnog intenziteta fluorescencije imunohistokemijske reakcije CFTR-a i estrogena
potvrdila je hipotezu o porastu prisutnosti CFTR-a u apikalnom dijelu stanice s porastom

estrogena.

Ovi rezultati u skladu su s prethodnim istraZivanjima o utjecaju spolnih hormona na
izrazaj CFTR-a, te ukazuju na to da je istrazivanje na ljudskom cerviksu iz 1997. godine dalo
lazno negativni rezultat (93). Vise je mogucih razloga koji su doveli do ovih lazno negativnih
rezultata. Endocervikalne stanice dobivene su brisom pomocu cetkice. Tim postupkom nisu
dobro ocuvane epitelne stanice, a vjerojatno je doslo i do krvarenja pa su u brisu prisutne bile
i drugi stani¢ni materijal. Stoga nije moguce reci da je zasigurno kvantificiran samo CFTR u
epitelu. U tom je istom istrazivanju ekspresija CFTR-a i GAPDH-a analizirana pomocu RT-
PCR-a, a rezultati gel-elektroforeze PCR-a korisSteni su za kvantifikaciju ekspresije. I dok je
PCR metoda vrlo osjetljiva za dokazivanje prisutnosti mRNA, nezahvalna je i nedovoljno
precizna za njezinu kvantifikaciju (95). Dodatno, tom je prilikom kvantificiran izrazaj CFTR-
a U ukupnom epitelu endocerviksa, kao S§to je ucinjeno i u prvom mjerenju u nasem
istrazivanju koje je pokazalo tek trend povezanosti izrazaja CFTR-a S razinom estrogena, bez

statistiCke znacajnosti.

6.6.2. Promet CFTR-a regulira njegovu funkciju

Porast izrazaja CFTR-a u apikalnom dijelu stanice uz porast estrogena usmjerio nas je na
regulaciju smjestaja CFTR-a u stanici. Promet CFTR-a, odnosno kontrola njegove
unutarstani¢nog smjeStaja vrlo je bitna metoda regulacije njegovog djelovanja (66), a za
regulaciju ovog prometovanja je zaduzen i kompleks SNARE. Ovaj slozeni proteinski
kompleks ima ulogu u endocitozi, egzocitozi, autofagiji i mnogim drugim stani¢nim
procesima koji uklju¢uju membranske interakcije 1 vezikularni prijenos. Buduéi da cijeli
kompleks SNARE nadilazi obujam ovog istrazivanja, fokusirali smo se na njegovu
komponentu VAMPS8. Ova molekula, ¢ija je uloga dokazana u egzocitozi mucina u vréastim
stanicama epitela diSnih putova koje proizvode sluz gradom, funkcijom i sastavom sli¢noj
sluzi proizvedenoj u epitelnim stanicama endocerviksa (35), molekula je kompleksa SNARE
koja je zaduzena za vezivanje proteina CFTR za apikalnu membranu. Rezultati nasSeg
istrazivanja po prvi put su pokazali snaznu povezanost razine genske ekspresije VAMPS i

CFTR-a u endocerviksu. Budu¢i da je apikalna lokalizacija CFTR-a presudna za njegovu
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ulogu u regulaciji ionskog protoka, a ta je funkcija klju¢na za normalno formiranje sluzi (39),
ovi rezultati nagovjestavaju kako u endocerviksu VAMPS sprjecava recikliranje CFTR-a,
zadrzavajuéi ga U membrani i na taj nafin pojacava njegovu funkciju, kao §to to ¢ini u

pluc¢ima (30).

6.6.3. Progesteron ponistava ucinak estrogena na porast izrazaja CFTR-a

Budu¢i da literaturni podaci govore o suprotnom djelovanju progesterona na izrazaj
CFTR-a u Stakorskom uterusu i cerviksu, pretpostavili smo kako je takav uc¢inak prisutan i u
epitelu ljudskog endocerviksa (96). Podijelili smo uzorke endocerviksa u dvije skupine,
folikularnu 1 luteinsku, prema fazi ciklusa 1 usporedili svaku skupinu pojedinac¢no s razinom
serumskog estradiola. Na ovaj nacin simulirali smo izlaganje stanica samo estrogenu
(folikularna faza) i estrogenu i progesteronu (luteinska faza). Vrlo snazna pozitivna
povezanost izrazaja CFTR-a i razine estrogena u toj skupini dodatno je potvrdila nasu
hipotezu. Nasuprot tome, skupina uzoraka iz luteinske faze kada rastu¢i progesteron
interferira s djelovanjem estrogena pokazala je potpuni izostanak povezanosti izrazaja CFTR-
a i razine estrogena. Potpuni izostanak povezanosti razine CFTR-a i estrogena u uzorcima u
luteinskoj fazi pokazuje da progesteron ponistava ucinke estrogena na izrazaj ovog proteina i
utiSava ga. Ovi rezultati potvrdili su literaturne podatke koji su ovakav uzorak pokazali na
Stakoru, a nedavno i na majmunu (76,96). Dobiveni rezultati pokazuju da bi CFTR mogao
imati ulogu u hormonski reguliranom Sirenju molekula mucina, hidrataciji 1 otpustanju sluzi iz
lumena endocervikalnih kripti. Ta je uloga posebno vazna u predovulacijskom razdoblju kada
se pod utjecajem rastuce razine estrogena pojacano izlucuje sluz smanjene viskoznosti i vece

propusnosti za spermije.

Ovakav rezultat u skladu je s ve¢ navedenim istrazivanjima koja su pronasla pojac¢an
izrazaj CFTR-a u tkivima maternice, jajovoda i cerviksa Stakora i majmuna, ali 1 s
ocekivanjima postavljenima zbog istrazivanja sluzi u plu¢ima, cisticnoj fibrozi i promjeni
svojstava sluzi tijekom zenskog mjese¢nog spolnog ciklusa. U klinickoj je praksi u Zena koje
boluju od cisticne fibroze primije¢eno pogorsanje respiratorne klinicke slike u
periovulacijskom periodu zbog sluzi koja se pod utjecajem estrogena pojacano izlucuje, ali se
u nedostatku funkcionalnog CFTR-a ne hidratizira te ima nepovoljna reoloska svojstva,
pojacanu viskoznost i slabiju pomi¢nost (97). U prilog ovome govori i slabija plodnost Zena s
cisticnom fibrozom koja jo$ nije potpuno razjasnjena (29). Medutim, istrazivanja pokazuju
kako izmijenjen prijenos tekucine i iona cijelom duzinom Zenskog reproduktivnog sustava,
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endokrini poremecaji, te nepravilnosti u Zenskom mjese¢nom spolnom ciklusu kao posljedica

nedostatka CFTR-a mogu objasniti neplodnost kod Zena i u mi$jih modela s cisticnom
fibrozom (72,98).

6.7. CFTR je prisutan na membranama fibroblasta ljudskog endocerviksa

Iako je ovo istrazivanje bilo usmjereno na izrazaj CFTR-a u epitelu, pokazana je i
prisutnost CFTR na membranama fibroblasta. Ovo otkri¢e je novost, budu¢i da u ljudskim
fibroblastima CFTR jo$ nije pokazan. Funkcionalno, pojava ovog transportera u vezivhom
tkivu nije neobjasnjiva. Cerviks tijekom trudnoce prolazi kroz velike promjene morfologije i
strukture, omekSavajuéi i sazrijevajuci (99). Jedan od mehanizama u podlozi promjena koje
ukljuuju povecavanje volumena tkivne tekucine i bubrenje tkiva jest i1 razliCit izrazaj
akvaporina, prijenosnika tekucine ¢ija je funkcija povezana s CFTR-om (73,100,101). Jasno,
potencijalna uloga CFTR-a u vezivnom tkivu endocerviksa jo$ je nepoznanica i otvara vrata

novim istrazivanjima.
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ZAKLJUCCI

Molekule GABA-ergickog signalnog puta, GAD, VGAT i GABAAR prisutne su u
sekrecijskom epitelu ljudskog endocerviksa.

Prvi put detaljno je ispitana prisutnost podjedinica koje tvore GABAaR-a u tkivu
ljudskog endocerviksa. Kombinacija prisutnih podjedinica u tkivu nagovijesta
stvaranje funkcionalnin GABAA, receptora.

Izrazaj proteina GAD-a i GABAaR-a u epitelu endocerviksa nije povezan sa
serumskim koncentracijama Zenskih spolnih hormona, kao niti s koli¢inom mucina u
epitel mjerenom histokemijskim metodama.

U sekrecijskom epitelu ljudskog endocerviksa prisutna je mMRNA CFTR-a, kao i
protein CFTR. Medu uzorcima tkiva razli¢itih pacijentica primijeCen je promjenjiv
izrazaj CFTR-a u apikalnom dijelu stanice.

Izrazaj proteina CFTR-a u apikalnom dijelu epitela endocerviksa poveéava se s
porastom razine estrogena u krvi, $to potvrduje pretpostavku o mogucéoj ulozi CFTR
u hormonskoj regulaciji oblikovanja sluzi.

Progesteron poniStava ucinke estrogena na porast razine CFTR-a u epitelu
endocerviksa. Ovaj pronalazak u skladu je s ocekivanom proizvodnjom sluzi
pojacane viskoznosti koja sporije otjece pod utjecajem progesterona u drugoj
Dokazana korelacija izrazaja CFTR-a i VAMP8 ukazuje na mogucu ulogu VAMP8 u
regulaciji lokalizacije, a time i djelovanja CFTR-a. VAMPS bi zadrzavanjem CFTR-
a u apikalnoj membrani djelovao na pojacavanje, odnosno produzivanje njegovog
djelovanja.

Prvi put protein CFTR pokazan je na membranama fibroblasta endocervikalnog
vezivnog tkiva.
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8. SAZETAK

Zljezdani epitel ljudskog endocerviksa izluduje sluz koja se tijekom Zenskog mjeseénog
spolnog ciklusa mijenja te u vrijeme ovulacije poprima svojstva koja omogucuju spermijima
prezivljavanje i oplodnju. Mehanizam hormonske regulacije tih promjena jo$ je nepoznat. Na
temelju naSih prijasnjih rezultata koji su pokazali prisutnost GABA-ergickih molekula
GABAAR i GAD u Zljezdanim stanicama endocerviksa te sli¢nosti sa Zljezdanim epitelom
diSnog sustava predloZzena je uloga GABA-ergickog sustava u hormonskoj regulaciji
izluCivanja i oblikovanja sluzi. Cilj istrazivanja, provedenog na osamnaest postoperativnih
uzoraka ljudskog endocerviksa, bio je ispitati povezanost intenziteta izrazaja GABA-ergickih
molekula i CFTR-a s koncentracijom estradiola u krvi, a izrazaj GABA-ergickih molekula i s
intenzitetom izlu€ivanja mucina. Rezultati istrazivanja pokazuju da izrazaji GABA-ergickih
molekula nisu povezani s razinom estradiola u krvi, a nije pokazana ni povezanost s
intenzitetom izlu€ivanja sluzi. Ispitivanje povezanosti izrazaja CFTR-a s koncentracijom
estradiola pokazalo je porast izrazaja CFTR-a u apikalnom dijelu epitela uz porast estradiola,
kao i da porast progesterona poniStava ovaj u¢inak. Ovi rezultati potvrdili su pretpostavku da
CFTR moze imati ulogu u hormonskoj regulaciji formiranja sluzi, te da vaznu ulogu ima
njegova lokalizacija u stanici. Pozitivna korelacija CFTR-a i VAMP8 ukazuje na moguéu
ulogu VAMPS u regulaciji lokalizacije, a time i djelovanja CFTR u endocervikalnom epitelu.
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9. SUMMARY

Estradiol and signaling pathways in the regulation of human endocervix secretory activity
Marta Skelin

Zagreb, 2018.

The secretory epithelium of the human endocervix secretes mucus that changes during the
menstrual cycle and, at the time of ovulation, gains properties that allow sperm survival and
fertilization. The mechanism modifying the hormonal regulation of these changes is still
unknown. Our previous research has shown the expression of GABA-ergic molecules
GABAAR and GAD in glandular endocervical cells. Based on the similarity to the respiratory
system glandular epithelium, we suggested a role of the GABA-ergic system and CFTR in the
hormone regulation of mucus secretion and formation. The aim of the study, performed on
eighteen postoperatively obtained samples of human endocervical tissue was to investigate the
correlation of CFTR and GABA—ergic molecules expression with blood estradiol
concentration, and the correlation of GABAAR and GAD with the intensity of mucin
secretion. The results of the study show that the expressions of GAD and GABAAR are
neither related to the serum estradiol level, nor to the intensity of mucus secretion. Positive
correlation of estradiol and CFTR expression in the apical part of the epithelium, which is
attenuated by rising progesterone, confirmed the hypothesis that CFTR may play a role in

hormonal regulation of mucus formation.
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