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Popis kratica:

GABA – gama-amino-maslačna kiselina
PAS – perjodni Schiffov reagens, histološko bojanje
PCR – lančana reakcija polimerazom (Polimerase Chain Reaction)
RTPCR – lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (Real Time Polimerase Chain Reaction)
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1. UVOD

1.1. Neplodnost
U današnjem društvu neplodnost se javlja kao rastući problem. Sve više parova ima poteškoća sa začećem djeteta, a razlozi takvom stanju su brojni. Pokraj ekoloških, bioloških i kemijskih čimbenika, utjecaja lijekova i zračenja, postoji i tendencija kasnijem zasnivanju obitelji, što dovodi do kasnijeg uočavanja potencijalnog problema, a uz to omogućuje svim štetnim faktorima dulje djelovanje.

Često se, kada je riječ o neplodnosti u žena, proučavaju uzroci poput funkcionalnih i anatomskih poremećaja, kao i poremećaji ravnoteže hormona. Potencijalno bitan čimbenik u plodnosti žena jest cervikalna sluz, no istraživanje utjecaja funkcionalnosti vrata maternice i cervikalne sluzi na plodnost žene je zanemareno i nedostatno. Prepoznavanjem poremećaja u građi i funkciji vrata maternice, postoji mogućnost da bi se dio dijagnoza idiopatske neplodnosti mogao liječiti upravo odgovarajućim liječenjem kojim bi se utjecalo na svojstva cervikalne sluzi. 

1.2. Endocervikalne žlijezde i cervikalna sluz kao čimbenik plodnosti
Cervikalna sluz bitan je dio fiziologije ženskog reproduktivnog sustava. Osim što ima ulogu prepreke za ulazak patogena u maternicu, kao i zaštitnog sloja površine rodnice i cerviksa, važna joj je uloga u plodnosti (Ulcova-Gallova - 2010, Katz - 1991.). Sluz prihvaća spermije,osigurava im povoljan okoliš te im pomaže u prijenosu do jajne stanice i, posljedično, oplodnji. Sluz luče endocervikalne žlijezde. To su jednostavne tubulusne žlijezde koje se otvaraju u lumen vrata maternice čiji jednoslojni cilindrični epitel proizvodi cervikalnu sluz.

Zbog složenog biokemijskog sastava sluzi, mnogo je čimbenika koji utječu na njena biofizička svojstva koja su ključna za plodnost. Osnovni sastojak sluzi su mucini, složene glikoproteinske molekule (Gipson - 2001). Hormonske promjene koje se događaju tijekom menstruacijskog ciklusa utječu na njihovu ekspresiju, kao i na proces glikozilacije, na pH, a time i na reološka i funkcionalna svojstva sluzi. Tako u načelu razlikujemo dvije vrste sluzi: plodnu sluz nastalu oko vremena ovulacije i neplodnu sluz koja se stvara prije početka folikularnog rasta, te tijekom luteinske faze. 

1.3. Regulacija lučenja cervikalne sluzi
Regulacija lučenja cervikalne sluzi nije još u potpunosti razjašnjena. Biosinteza mucina odvija se u endoplazmatskoj mrežici i u Golgi kompleksu unutar žlijezdanih stanica endocerviksa. Potpuno dovršeni, polimerizirani, glikozilirani i sulfatirani mucini nakupljaju se u sekrecijskim zrncima koja ispunjavaju veći dio citoplazme žlijezdanih stanica (Perez-Vilar - 2004).  Premda je poznato da se mucini izlučuju iz stanice egzocitozom iz sekrecijskih zrnaca, točan mehanizam otpuštanja tih zrnaca nije još do kraja jasan. Na proces izlučivanja sluzi znatan utjecaj ima pH i koncentracija kalcija izvan stanice (Sheehan - 1994.). Stoga se pretpostavlja da su mucini unutar stanica vrlo zgusnuti zahvaljujući visokoj koncentraciji Ca2+ i H+ iona koji prekrivaju negativno nabijena mjesta na mucinaima i tako sprečavaju međusobno električno odbijanje mucina (Verdugo - 1990). Otvaranjem ionskih kanala mijenja se sastav iona u stanici, a kalcijeve ione nadomješta dvostruko veći broj natrijevih iona, zbog čega raste osmotski pritisak unutar zrnca, i u zrnca ulazi voda. Zrnca na taj način naglo bubre i izlaze iz stanice. Dakle, mora postojati neki signal koji potakne otvaranje ionskih kanala. Istraživanja su pokazala povezanost razine estrogena i količine vode, mucina, Ca2+ i H+ iona u izlučenoj sluzi (Gipson - 1999, Gorodeski - 2005, Casslen - 1984). Postavlja se pitanje može li estrogen izravno regulirati pretpostavljeni mehanizam izlučivanja sekretnih zrnaca ili postoji neki posrednik u toj regulaciji. Obzirom da je pokazano je da estrogenski receptor α koji se inače nalazi u citosolu može biti smješten i na membrani stanica te da vezanjem na striatin potiče porast razine Ca2+ i NO u stanici, moguće je da estrogen vezanjem na receptor α potiče otvaranje ionskih kanala i bubrenje sekrecijskih zrnaca (Lu - 2004). S druge strane, estrogen je ciklički hormon kojem se razina ciklički, ali postupno mijenja i tako utječe, primjerice, na razinu ekspresije MUC gena i posljedično na količinu proizvedenih mucina u sekrecijskim zrncima, no samo bubrenje zrnaca i njihovo izlučivanje iz stanica je proces koji se zbiva u nekoliko sekundi (Gipson - 1999, Flori -2007). Stoga pretpostavljamo da ipak postoji neki posrednik koji bi sudjelovao u regulaciji takvih brzih procesa. 

1.4. GABA – mogući posrednik u regulaciji lučenja sluzi

GABA (γ-aminomaslačna kiselina) je glavni inhibitorski neurotransmiter u središnjem živčanom sustavu. U određenim okolnostima može djelovati i ekscitacijski. Ona ima ulogu u različitim procesima u mozgu, primjerice, u usklađivanju neuronskih krugova. Istraživanje lučenja sluzi u dišnom epitelu pokazalo je da GABA može imati i ne-neuralno djelovanje te da potiče pojačanu proizvodnju sluzi (Xiang - 2004.). Riječ je o autokrinoj i parakrinoj sekreciji GABA-e. Djelovanjem na električni potencijal stanične membrane, GABA potiče porast koncentracije kalcijevih iona. Ca2+ i diacylglycerol (DAG) djeluju kao drugi glasnici koji aktiviraju egzocitozu sekrecijskih zrnaca u Clara stanicama (Davis - 2008). Dišni epitel pokazuje veliku sličnost sa žlijezdanim stanicama endocerviksa. Clara stanice i vrčaste stanice luče sluz s istim mucinskim glikoproteinima kao i stanice endocerviksa. Uloga GABA-e u regulaciji sekrecije pokazana je i u žlijezdanim stanicama u sjemenskim mjehurićima i prostati, te u sekreciji glukagona u gušterači, pa pretpstavljamo da bi GABA mogla imati sličnu ulogu i u izlučivanju sekrecijskih zrnaca iz žlijezdanih endocervikalnih stanica (Napoleone - 1990, Wendt - 2004.). 

1.5. Miš kao model za istraživanje
Miš je mala, za uzgoj razmjerno jeftina životinja koja s čovjekom dijeli oko 95% gena, brzo se razmnožava i prilagođena je životu u laboratorijskim uvjetima. Postojanje visoko srođenih linija omogućuje rad na ujednačenoj genetskoj podlozi. Zbog navedenih karakteristika, kao i pripitomljenosti, dobro proučene biologije, sekvencioniranog i proučenog genoma, mogućnosti planiranja, jednostavne manipulacije i stvaranja velikog broja potomaka, upravo je miš najčešće korišten model za istraživanje bioloških procesa. Relativno kratak reproduktivni ciklus u ovom je slučaju je još jedna prednost koja omogućuje jednostavno praćenje faza spolnog ciklusa svakodnevnim uzimanjem uzoraka stanica iz rodnice.

1.6. Spolni ciklus i epitel vrata maternice u miša
Spolni ciklus miševa traje 4 – 5 dana, a sastoji se od 4 faze: proestrus, estrus, metaestrus i diestrus (Nelson 1982). Faza estrusa je plodna faza u kojoj može doći do oplodnje i ona zajedno s proestrusom traje 24 sata. Miševi su poliestrusne životinje, za razliku od monoestrusnih koje doživljavaju fazu estrusa, a time i ovulaciju jednom godišnje. Razina estrogena najviša je u estrusu te bi estrus odgovarao najplodnijem razdoblju ljudskog ovulacijskog ciklusa, tzv. periovulacijskom razdoblju (Walmer - 1992.)

U ljudi, endometrijski epitel se na području endocerviksa nastavlja na jednoslojni cilindrični žlijezdani epitel čija je funkcija lučenje cervikalne sluzi. Idući prema rodnici, egzocervikalni dio biva prekriven mnogoslojnim pločastim epitelom. Za razliku od ljudi, u miša cilindrični endometrijski epitel u cerviksu prelazi u mnogoslojni pločasti i ostaje takav cijelom dužinom cerviksa te je u kontinuitetu sa sluznicom rodnice. Proliferaciju i pločastu diferencijaciju cervikalnog i rodničnog epiteala stimulira estrogen, dok progesteron i retionidi održavaju cilindrični epitel koji izlučuje sluz (Peckham - 1962.) Jednoslojni cilindrični epitel se u cerviksu pojavljuje na površini tog mnogoslojnog pločastog epitela samo u jednoj fazi spolnog ciklusa, te se brzo nakon toga odljušti. Radi se o epitelu koji, vjerojatno poput jednoslojnog cilindričnog epitela u humanom endocerviksu, luči sluz. 
2. HIPOTEZA

1. Jednoslojni cilindrični epitel na površini sluznice cerviksa koji se ciklički pojavljuje i potom ljušti, po funkciji izlučivanja cervikalne sluzi odgovara epitelu endocervikalnih žlijezda u ljudi i kao takav može poslužiti kao model za istraživanje mehanizma izlučivanja cervikalne sluzi

2. Neurotransmiter GABA prisutan je u jednoslojnom cilindričnom epitelu sluznice cerviksa miša 
3. CILJ RADA
3.1. Opći ciljevi

1. Proučiti cikličke promjene u lučenju sluzi i građi epitela sluznice cerviksa

2. Istražiti je li neurotransmiter GABA prisutan u žlijezdanim stanicama miša koje izlučuju cervikalnu sluz

3.2. Specifični ciljevi

Opći ciljevi uključuju ostvarivanje posebnih ciljeva:

1. odabrati pouzdanu metodu određivanja faza spolnog ciklusa miša

2. pokazati u kojoj fazi spolnog ciklusa je prisutan jednoslojni cilindrični epitel u sluznici cerviksa analizom histoloških preparata tkiva iz različitih faza spolnog ciklusa 

3. pokazati da jednoslojni cilindrični epitel u sluznici cerviksa proizvodi sluz analizom histokemijskih reakcija u tkivu cerviksa 

4. otkriti eksprimira li tkivo cerviksa receptor za GABA i za estrogene postupkom RT-PCR

5. otkriti nalazi li se u jednoslojnom cilindričnom epitelu u sluznici cerviksa receptor za GABA imunohistokemijskom analizom tkiva cerviksa
4. UZORCI I POSTUPCI
4.1. Pokusne životinje

U ovom su radu upotrijebljeni miševi ženskog spola niskosrođene linije CD1. Životinje su bile stare 3 mjeseca. Ukupno je u pokusu sudjelovalo 23 ženki, a žrtvovano je 9 ženki. 

4.2. Postupci sa životinjama

4.2.1. Uzimanje sekreta iz rodnice radi određivanja faze spolnog ciklusa

Tijekom 11 dana svaki dan između 14h i 16h uzimani su uzorci sekreta iz rodnica 23 životinje. Postupak je bio sljedeći: pipetom s odrezanim i zaobljenim vrhom, ne dublje od 1 mm, uđe se u rodnicu, ulije se malo vode, 2x uvuče i izvuče sadržaj, stavi se na predmetno stakalce i osuši. 

Alternativno, radi usporedbe metoda, uzorci sekreta su dobiveni uzimanjem briseva vatiranim štapićima promjera 2mm, na način da se štapić umetne u rodnicu do dubine oko 5 mm, malo se okrene i izvuče. Tim štapićem se zatim premaže predmetno stakalce i pusti se da se osuši 

4.2.2. Mjerenje električne otpornosti sluznice rodnice 

Mjerenje električne otpornosti sluznice rodnice provedeno je pomoću komercijalno dostupne električne naprave Estrus Cycle Monitor EC40 (Fine Science Tools, Foster City, Calif.). Električna sonda umetnuta je duboko u rodnicu mišica i na monitoru se pojavio broj koji je predstavljao iznos impendancije izmjeren u kiloomima (kOhm). Izmjereni iznosi analizirani su računalnim programom Microsoft Office Excel 2003.
4.2.3. Žrtvovanje životinja i izolacija tkiva vrata maternice

Životinje predviđene za izolaciju cerviksa žrtvovane su postupkom cervikalne dislokacije. Cervikalna dislokacija je postupak koji kod životinja izaziva trenutnu smrt i minimalnu bol. Nagli pokret povlačenja repa miša, uz istovremeno držanje glave životinje u nepomičnom položaju, dovodi do prekida kralježnične moždine u području vrata, te trenutne smrti. 

Tkivo vrata maternice bilo je izolirano jednostavnim operativnim zahvatom na netom žrtvovanoj životinji. Ovisno o predviđenom nastavku ekspermenta, odnosno namjeni tog tkiva izolirani vrat maternice bio je ostavljen u jednom komadu ili prerezan sagitalno na dva dijela. Četiri polovice vrata maternice namijenjene za izolaciju RNA su odmah nakon izolacije ubačene u 1ml hladnog TRI Reagenta (Ambion) i smrznute na -20°C gdje su i pohranjene. Preostale četiri polovice proslijeđene su u postupak histološke obrade, dok je pet cijelih vratova maternice proslijeđeno u postupak za imunohistokemijsku analizu. 

4.3. Postupci s RNA i DNA

4.3.1. Izolacija RNA iz cerviksa

Smrznuti uzorci tkiva vrata maternice su bili prebačeni u stakleni homogenizator, te se dodalo 1 ml TRI Reagenta (Ambion). Staklenim nastavkom se tkivo potpuno homogeniziralo i prenijelo u čistu, prethodno označenu eppendorf epruvetu. U epruvetu se dodalo 200 (l kloroforma i vorteksiralo 15 sekundi. Nakon vorteksiranja, epruveta je odstajala na sobnoj temperaturi 10 minuta i potom se centrifugirala na 12 000 g, 15 minuta, na 0 - 4 oC. Gornja, vodena faza se odstranila u čistu, prethodno označenu eppendorf epruvetu. Vrlo je važno paziti da se pritom ne zahvati dio međufaze ili organske faze. U epruvetu se zatim dodalo 500 (l izopropanola i vorteksiralo 10 sekundi, te pustilo da odstoji na sobnoj temperaturi 10 minuta. Slijedilo je centrifugiranje na 12 000 g, 8 minuta na 0 – 4 oC. Izopropanol se zatim odstranio, a talog isprao s 1 ml 70% etanola napravljenog s DEPC (engl. diethylpyrokarbonat) tretiranom vodom. Slijedilo je centrifugiranje na 7 500 g, 5 minuta  na 0 – 4 oC. Etanol se odstranio u potpunosti pomoću pipete, a epruveta ostavila u digestoru oko 5 minuta da etanol ispari. Talog se zatim otopio u 50 (g vode bez RNA-aza (DEPC voda).

4.3.2. Mjerenje koncentracije izolirane RNA

Radi provjere količine i kvalitete izolirane RNA izmjerena je njena koncentracija pomoću NanoDrop 1000 spektrofotometra. 1 (l uzorka se nanijelo na uređaj i izmjerila koncentracija, te se očitao koeficijent optičke gustoće (OD) 260/280 koji mora biti između 1.8 i 2.1 za čistu RNA. Ako je koeficijent niži onda je RNA onečišćena organskim otapalima (fenoli, alkoholi). 

RNA je potom razrijeđena na 400 ng/(l kako bi se u reakciju reverzne transkripcije moglo staviti 5 (l.

4.3.3. Reakcija reverzne transkripcije

Za reverznu transkripciju korišten je  TaqMan® High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems). Otopina priređena za tu reakciju pripremljena je od sljedećih sastojaka: 1 (l reverzne transkriptaze, 10 (l pufera i 5 (l RNA koncentracije 400 ng/(l, kako bi konačna reakcija od 20 (l sadržavala ukupno 2 µg RNA. 

4.3.4. Lančana reakcija polimerazom (PCR)

Lančana reakcija polimerazom (engl. PCR; polymerase chain reaction) brza je i specifična metoda u kojom se odabrani odsječci DNA umnažaju u velikom broju kopija. Kao kalup za umnažanje korištena je cDNA dobivena reakcijom reverzne transkripcije RNA iz vrata maternice. Reakcijska smjesa sastoji se od: 200 nmol početnica, 200 µmol smjese nukleotida (dNTP), 2mM MgCl2, 1X pufer za DNA polimerazu, 1,25 jedinice Go Taq DNA polomeraze (Promega) i 1 µl uzorka cDNA. Ukupan volumen reakcijske smjese bio je 50 µl.

Reakcija se odvijala u stroju za lančanu reakciju polimerazom (Applyed Biosystem 2720 Thermal Cycler) pod slijedećim uvjetima: početna denaturacija uzoraka 2 minute na 95°C, nakon toga slijede 30 ciklusa koji sadrže denaturaciju (10 sekundi na 95°C), lijepljenje početnica (30 sekundi na 51°C, odnosno 48°C za reakciju s početnicama GABRb2M), i produljivanje lanaca (90 sekundi na 72°C), te završna polimerizacija svih nedovršenih lanaca DNA, 7 minuta na 72°C.

4.3.5. Elektroforeza DNA na agaroznom gelu

Rezultati lančane reakcije polimerazom provjereni su elektroforezom na 1% agaroznom gelu. Za pripravu gela, agaroza (Promega) je pomiješana zajedno s puferom za elektroforezu (89 mM Tris-HCl, 89 mM borna kiselina, 2 mM EDTA, pH 8.0). Nakon zagrijavanja u mikrovalnoj pećnici, smjesa je ohlađena na 50 °C, te joj je dodano 10 mg/ml etidij-bromida. Nakon polimerizacije, u kadici za elektroforezu stavljen je pufer za elektroforezu, te su naneseni uzorci DNA. Elektorforeza se odvijala pod naponom 10-15 mV/cm gela. 

4.4. Citološki, histološki, histokemijski i imunohistokemijski postupci

4.4.1. Citološko bojanje po Wrightu

Stanice iz sekreta rodnice osušenog na predmetnom stakalcu bojane su metodom po Wrightu. 

Otopina za bojanje metodom Wright pripremljena je na sljedeći način: 1g mješavine metilenskog modrila i eozina u prahu (1:1) pomiješa se s 500 ml destilirane boje. Idući dan se otopina filtrira i talog ispire destiliranom vodom dok voda ne postane bezbojna. 0,25 g osušenog taloga se otopi u 100 ml metanola uz zagrijavanje na 60°C, ohladi se i filtrira. 

Stakalca s osušenim sadržajem iz rodnice su na 1 minutu stavljena u nerazrijeđenu otopinu boje čime je postignuta fiksacija i bojanje istovremeno. Stakalca su zatim su premještena u 1:1 mješavinu boje i puferirane destilirane vode (pola vode, pola pufera po Weise-u, pH 7,2) na 2-3 minute, te isprana destiliranom vodom i osušena filter papirom. Preparati su analizirani uz pomoć mikroskopa Olympus AX70.

4.4.2. Fiksacija i priprema parafinskih rezova tkiva

Tkivo vrata maternice namijenjeno za histološku i histokemijsku analizu uronjeno je, neposredno nakon izolacije, u otopinu fiksativa (4 % paraformaldehid u 0,1M fosfatnom puferu). Nakon 24 sata uzorci su stavljeni na ispiranje pod tekućom vodom preko noći. Slijedila je dehidracija u uzlaznom nizu etanola (20%, 50%, 70%, 96%, 99%, 100%) u svakoj otopini 2 x 15 - 30 minuta. Potom su uzorci stavljeni u 100% ksilol na 5 – 15 minuta, zatim mješavinu ksilola i parafina (1:1) 5 - 15 minuta na 58 – 60 °C, te u 100% parafin nekoliko sati na 56°C uz tri izmjene parafina. Uzorci su zatim pomoću kalupa uklopljeni u parafinske blokove. Blokovi su rezani na rezove debljine 7 µm i stavljani na predmetna stakalca. Takvi rezovi pohranjeni su na sobnu temperaturu, te korišteni za histološka i histokemijska bojanja.
4.4.3. Histološko bojanje hemalaunom i eozinom

Bojanje hemalaunom i eozinom upotrebljeno je  radi prikazivanja i analize građe tkiva. Parafinski rezovi su se prije bojanja deparafinirali i rehidrirali uranjanjem u ksilol (2 x 5 minuta), silazni niz alkohola (2 x 100%, 96%, 70%) i destiliranu vodu po 5 minuta. Zatim su uronjeni u otopinu hemalauna (1 g hematoksilina, C16H14O6, 0,2 g natrij jodata, NAIO3, 50 g kalij alauna, KAl(SO4)2x12H2O, 50 g kloralhidrata CCl3CH(OH)2 ukuha se redom u 1 l destilirane vode, ohladi i profiltrira) 5 minuta, te isprani u destiliranoj vodi, običnoj vodi 10 minuta i opet u destiliranoj vodi. Nakon toga stakalca s rezovima su uronjena u 1% vodenu otopinu eozina 1 minutu, te isprana destiliranom vodom i dehidrirana uzlaznim nizom alkohola (70%, 96%, 100%). Nakon uranjanja po 5 minuta u mješavinu ksilola i alkohola (1:1), te dva puta u ksilol, rezovi su poklopljeni sredstvom za poklapanje „Kanada balzam“.

4.4.4. Histokemijska reakcija Astra modrilo

Histokemijskom reakcijom Astra modrilo plavom su bojom prikazani kiseli mukopolisaharidi koji se nalaze u vezivu i sluzi. 

Parafinski rezovi su se prije bojanja deparafinirali i rehidrirali uranjanjem u ksilol (2 x 5 minuta), silazni niz alkohola (100%, 96%, 70%) i destiliranu vodu po 5 minuta. Zatim su uronjeni u 1-2% vodenu otopinu Astra modrilo na 3 minute, te isprani u destiliranoj vodi. Nakon 10 minuta uranjanja u običnoj 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 mješavinu ksilola i alkohola (1:1), te dva puta u ksilol, rezovi su poklopljena sredstvom za poklapanje „Kanada balzam“.

4.4.5. Histokemijska reakcija PAS

Histokemijskom reakcijom sa Schiffovim perjodnim reagensom (engl. Periodic acid Schiff, PAS) crvenom su bojom obojeni neutralni mukopolisaharidi, mono i polisaharidi, zatim amino-, N-acetilamino- i deoksi-saharidi, te sijalične kiseline.

Parafinski rezovi su se prije bojanja deparafinirali i rehidrirali uranjanjem u ksilol (2 x 5 minuta), silazni niz alkohola (100%, 96%, 70%) i destiliranu vodu po 5 minuta. Zatim su uronjeni u 0,5% perjodnu kiselinu na 10 minuta u mraku, isprani u destiliranoj vodi, te uronjeni u Schiffov reagens 30 – 60 minuta u mraku (Schiffov reagens: 1g bazičnog fuksina ukuhati u 200 ml vode, ohladiti na 50°C, dodati 20 ml 1M HCl, ohladiti na 25°C, dodati 1 g Na metabisulfita, ostaviti na +4°C preko noći i dodati 2 g aktivnog ugljena). Uzorci su potom neutralizirani uranjanjem u 0,5% K-metabisulfit uz nekoliko izmjena, Nakon toga su isprani  običnom vodom i destiliranom vodom, te obojani otopinom hemalauna 5 minuta i isprani u destiliranoj vodi, zatim nekoliko puta u običnoj vodi i na kraju destiliranoj vodi. Slijedila je dehidracija uzlaznim nizom alkohola (70%, 96%, 100%). Nakon uranjanja po 5 minuta u mješavinu ksilola i alkohola (1:1), te dva puta u ksilol, rezovi su poklopljeni sredstvom za poklapanje „Kanada balzam“.
4.4.6. Imunohistokemija

Za određivanje prisutnosti i smještaja bjelančevina u tkivu upotrebljena je metoda imunohistokemije. Metoda se temelji na uporabi ciljno usmjerenih protutijela koristeći osnovni princip u imunologiji da se određeno protutijelo veže i prepoznaje samo ciljni antigen.

4.4.6.1.  Izolacija, krioprotekcija i rezanje tkiva na kriostatu 

Nakon izolacije, tkivo vrata maternice fiksirano je imerzijom (uranjanjem) u otopinu fiksativa (4 % paraformaldehid u 0,1M fosfatnom puferu) preko noći. Idući dan tkivo je isprano 2 x po 1 sat u 0,1 M fosfatnom puferu, te ostavljeno preko noći u 10% otopini saharoze u 0,01 M fosfatnom puferu. Tijekom iduća dva ili tri dana tkivo je premješteno u 20%, te u 30% otopinu saharoze u 0,01 M fosfatnom puferu  zbog dehidracije i krioprotekcije. Uzorci tkiva bili su pohranjeni u 30% saharozi na 4°C, a prije rezanja na kriostatu smrznuti na -80°C pomoću ohlađenog izopentana. 

Neposredno prije rezanja, uzorci tkiva uklopljeni su u ljepilo za tkivo (Tissue-Tek, Sakura), a kriostat je ohlađen na -20°C. Rezovi debljine 20 µm postavljali su se na pozitivno nabijena predmetna stakla (Superfrost Plus, Menzel-Glaser). Stakla s uzorcima bila su pohranjena na -20°C do uporabe.

4.4.6.2.  Inkubacija protutijelima

Neposredno prije inkubacije protutijelima, stakla sa rezovima tkiva ostavljena su jedan sat u eksikatoru. Nakon ispiranja fosfatnim puferom sa soli (PBS), rezovi su permeabilizirani 5 minuta u otopini 0,2% Triton X-100 (Sigma) u puferu PBS, te potom uronjeni u otopinu za blokiranje (7% serum koze u puferu PBS s 0,2% Triton X-100), kako bi se spriječilo nespecifično vezanje sekundarnog protutijela. Potom je uslijedila inkubacija s primarnim protutijelom protiv GABA A receptora ß (# MAB341, Millipore) u otopini koja je sadržavala 2% serum koze u puferu PBS sa 0,2% Triton X-100.  Inkubacija primarnim protutijelima odvijala se preko noći na 4°C. 

Sljedeće juto, nakon ispiranja puferom PBS uslijedila je inkubacija sa sekundarnim protutijelom u PBS puferu, 2 sata na sobnoj temperaturi. Budući da je sekundarno protutijelo bilo fluorescentno obilježeno, cijeli daljnji postupak odvijao se u tamnoj prostoriji. U nastavku, rezovi su se isprali puferom PBS, te inkubirali 10 minuta u otopini fluorescentne boje za jezgre stanica DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, 1:10000), te ponovo isprali puferom PBS. Na kraju su se rezovi pokrili medijem za poklapanje, osjetljivim na fluorescenciju (Fluoromount, Sigma). Nakon sušenja, stakla s imunofluorescentno obojanim rezovima ili stanicama promatrala su se i analizirala konfokalnim mikroskopom (Zeiss, LSM 510 Meta) i fluorescentnim mikroskopom AX70.

5. REZULTATI
5.1. Određivanje faza spolnog ciklusa miša
Kako bismo mogli pristupiti istraživanju lučenja sluzi u cerviksu miša u različitim fazama spolnog ciklusa, trebalo je odrediti u kojoj se fazi spolnog ciklusa mišica nalazi. Analizom literaturnih podataka i probnim postupcima odabrali smo metodu koju smo smatrali najprikladnijom za određivanje faze spolnog ciklusa (Nelson - 1982, Oksjoki - 1999, Pritchett - 2007, Caligioni - 2009). To je metoda uzimanja sekreta iz rodnice ispiranjem ulaza u rodnicu malom količinom vode i bojanjem metodom po Wrightu. Tu smo metodu ispitali i usporedili s još dvije metode: mjerenjem impedancije te uzimanjem brisa cerviksa.
Obzirom da mišice nemaju uvijek pravilan ciklus od 4 dana, te da se događa da ciklus ponekad zastane u fazi anestrusa, bilo je potrebno kroz dva tjedna pratiti plodnost veće skupine mišica (23 ženke) i od njih odabrati one koje pokazuju cikličke promjene prepoznate kao faze spolnog ciklusa. 

5.1.1. Određivanje faza spolnog ciklusa miša uzimanjem sekreta iz rodnice
Na temelju broja i vrsta stanica vidljivih pod svjetlosnim mikroskopom na preparatu dobivenim iz sekreta rodnice i njihovim bojanjem, svaka mišica svrstana je u jednu od faza - proestrus, rani estrus, kasni estrus, metaestrus ili diestrus (Nelson  - 1982, Oksjoki  - 1999, Pritchett - 2007, Caligioni - 2009). Iz daljnjeg postupka su izuzete mišice koje su imale nepravilan ciklus ili uopće nisu pokazivale promjene u ciklusu. 
Karakteristike pojedinih faza prema kojima su mišice bile klasificirane su: 
proestrus – epitelne stanice pravilnog oblika s jezgrom, uz prisustvo nešto leukocita; 
rani estrus – počinje orožavanje stanica, prisutan manji broj stanica nepravilna oblika, s jezgrom;
kasni estrus – brojne orožene stanice, vrlo gusto prekrivaju preparat; 
metaestrus – uz nešto epitelnih stanica opada broj oroženih stanica, a povećava se broj leukocita; 
diestrus – prevladavaju leukociti, ali su malobrojni, preparat djeluje „prazno“.
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Slika 1. Usporedni prikaz stanica iz rodnice po fazama spolnog ciklusa. Bar - 50 μm.
Tablica 1a. Pregled svakodnevnog praćenja faza spolnog ciklusa miševa. 

D – diestrus. P – proestrus. E I – rani estrus. E II – kasni estrus. M – metaestrus. H – histološke metode. IHC – imunohistokemija. PCR – RT+PCR. ŽRT – žrtvovanje. MET – metoda korištena u daljnjem istraživanju.
	
	IB1
	IB3
	IB5
	IIB1
	IIB3
	IIB5
	IIIB1
	IIIB3
	IIIB5
	IVB1
	IVB3
	IVB5

	24.01.
	E II
	M
	E II
	E II
	D
	D
	E II
	E I
	D
	E II
	P
	E I

	25.01.
	M II
	D
	D
	D
	M
	D
	E II
	D
	E II
	M
	D
	E II

	26.01.
	E
	D
	D
	D
	D
	E II
	M
	P
	D
	M
	D
	E II

	27.01.
	E II
	D
	D
	P
	D
	E II
	M
	E I
	D
	D
	D
	M

	28.01.
	E II
	D
	D
	E I
	D
	M
	D
	E II
	D
	D
	D
	D

	29.01.
	M
	D
	D
	E II
	D
	D
	D
	M
	E II
	P
	M
	E I

	30.01.
	M
	D
	D
	M
	D
	D
	EI
	M
	E II
	E II
	M I
	E II

	31.01.
	P
	D
	D
	D
	D
	P
	EII
	D
	M
	E II
	M
	M

	01.02.
	D
	D
	D
	E
	D
	E
	M
	P
	M
	M
	M
	D

	02.02.
	D
	D
	D
	E
	D
	M
	D
	E
	D
	D
	E
	M

	03.03.
	D
	D
	D
	M
	D
	D
	E
	M
	E
	P
	E
	D

	ŽRT
	
	
	
	X
	
	X
	X
	X
	
	X
	
	

	MET
	
	
	
	IHC
	
	IHC
	H PCR
	H PCR
	
	IHC
	
	


Tablica 1b. Nastavak Tablice 1a. Pregled svakodnevnog praćenja faza spolnog ciklusa miševa. D – diestrus. P – proestrus. E I – rani estrus. E II – kasni estrus. M – metaestrus. H – histološke metode. IHC – imunohistokemija. PCR – RT+PCR. ŽRT – žrtvovanje. MET – metoda korištena u daljnjem istraživanju. VB5-VIIIB5 – imena životinja. 

	
	VB5
	VB1
	VB5
	VIB0
	VIB5
	VIB6
	VIIB2
	VIIB4
	VIIIB2
	VIIIB4
	VIIIB5

	24.01.
	M
	E I
	M
	E II
	D
	D
	E II
	E
	D
	D
	E

	25.01.
	D
	M II
	D
	D
	P
	D
	P
	M I
	D
	E II
	M I

	26.01.
	D
	P
	D
	P
	EI
	E
	M II
	P
	D
	P
	D

	27.01.
	E I
	D
	E I
	E I
	E
	P
	
	E I
	D
	D
	E I

	28.01.
	E II
	P
	E II
	E II
	E II
	M II
	E II
	E II
	D
	D
	E II

	29.01.
	M
	D
	M
	E II
	M
	D
	E II
	M I
	D
	D
	M I

	30.01.
	D
	E II
	D
	M
	M
	D
	M I
	D
	D
	E II
	M I

	31.01.
	E I
	D
	E I
	P
	M
	E I
	D
	E
	D
	M
	D

	01.02.
	E
	D
	E
	D
	D
	E
	E I
	E
	D
	M
	E

	02.02.
	M
	E
	M
	E
	E
	D
	E
	M
	D
	D
	E

	03.03.
	D
	E
	D
	E
	E
	D
	E
	D
	D
	D
	E

	ŽRT
	X
	
	X
	X
	X
	
	
	
	
	
	

	MET
	H PCR
	
	H PCR
	H PCR
	IHC
	
	
	
	
	
	


Ovim postupkom pokazali smo kako se metodom uzimanja sekreta iz rodnice ispiranjem ulaza u rodnicu i bojanjem stanica metodom po Wrightu mogu pratiti cikličke promjene u rodnici miša tijekom spolnog ciklusa i tako određivati faze ciklusa.

Također, ovim smo postupkom odabrali 9 mišica u različitim fazama ciklusa i usmjerili ih u daljnje pokuse.
5.2.  Histološka i histokemijska analiza tkiva cerviksa i izlučene sluzi
5.2.1. Jednoslojni cilindrični epitel pojavljuje se u proestrusu i ljušti tijekom estrusa
Analizom tkiva cerviksa uzetih u različitim fazama ciklusa i bojanih histološkim bojama hemalaun i eozin primjećuju se i ciklusu sukladne promjene epitela sluznice cerviksa (slika 2, tablica 2).

Tijekom diestrusa sluznicu cerviksa oblaže neoroženi mnogoslojni pločasti epitel (slika 2B). U fazi ranog estrusa vidljiv je sloj stanica na površini mnogoslojnog pločastog epitela (slika 2F). Radi se o jednoslojnom cilindričnom epitelu nastalom diferencijacijom iz generativnog sloja mnogoslojnog pločastog epitela (slika 3B, naši neobjavljeni podaci). Na površini mnogoslojnog pločastog epitela, a ispod jednoslojnog cilindričnog epitela pojavljuje se rožnati sloj koji u kasnom estrusu i metaestrusu postaje sve deblji (slika 2F, N i S). Ljuštenjem tog rožnatog sloja odljušti se i jednoslojni cilindrični epitel.
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Slika 3. Usporedni prikaz stanica iz sekreta rodnice s histološkim i histokemijskim preparatima tkiva vrata maternice miša. Prvi stupac (A, E, I, M, R) – stanice iz sekreta rodnice miševa čije je tkivo cerviksa prikazano u istom redu. Drugi stupac – histološko bojanje hemalaunom i eozinom. Treći stupac – histokemijsko bojanje Astra modrilom. Četvrti stupac – histokemijsko bojanje PAS. A – D. Diestrus - vidljiv je samo mnogoslojni pločasti epitel i negativna histokemijska reakcija.   E – H. Rani estrus – iznad sloja mnogoslojnog pločastog epitela vidljiva je roževina na kojoj leži jednoslojni cilindrični epitel. G i H. pozitivna histokemijska reakcija na Astra modrilo i PAS u jednoslojnom clindričnom epitelu, što pokazuje da on luči cervikalnu sluz. Osim u jednoslojnom cilindričnom epitelu, PAS-pozitivna reakcija nalazi se i u mnogoslojnom pločastom epitelu. I – L. Kasni estrus – vidljiv mnogoslojni pločasti epitel prekriven roževinom, u lumenu cervikalnih nabora sa sluzi pomiješana velika količina odumrlih cilindričnih stanica ispunjenih sa sluzi. M – P. Kasni estrus – mnogoslojni pločasti epitel, smanjena količina sluzi, stanjen sloj roževine. R – U. Metaestrus – mnogoslojni pločasti epitel prekriven oroženim slojem. Bar A, E, I, M, R - 50 μm. Bar B – D – 0,2 mm. Bar F-H 0,1mm. Bar J-L 0,1mm. Bar N-P 0,5mm. Bar S-U 1mm.
5.2.2. Promjene stanica u sekretu rodnice odgovaraju promjenama na epitelu cerviksa 
Usporedbom preparata sekreta iz rodnice i tkiva cerviksa uočena je korelacija između sastava stanica u sekretu rodnice i promjene epitelnog tkiva u cerviksu.
Tijekom diestrusa, kada sluznicu cerviksa oblaže tanak neoroženi mnogoslojni pločasti epitel koji se ne ljušti, u sekretu rodnice nalazi se vrlo malo stanica, tek nešto limfocita (slika 2A). 
Tijekom proestrusa, kada se pojavljuje cilindrični epitel na površini sluznice cerviksa, pojavljuju se takve stanice i u sekretu rodnice – okrugle, pravilne, s jezgrom (slika 1, slika 3). 
U estrusu se cilindrični epitel odvaja od podloge, no još se neko vrijeme zadržava uz sluznicu (slika 2 F, G, H), a zatim miješa s izlučenom sluzi (slika 2 J, K, L), dok se stanice rožnatog sloja ljušte i vidljive su u sekretu rodnice u ranom estrusu (slika 2E), te su mnogo brojnije u kasnom estrusu (slika 2 I, M).
Konačno, u metaestrusu, odljušćuje se cijeli površinski sloj sluznice cerviksa, pa se u sekretu rodnice mogu naći sve vrste stanica – odljuštene cilindrične stanice, rožnate stanice, te mnogo leukocita (slika 2R).
Ovaj nalaz koji pokazuje korelaciju događaja na sluznici cerviksa i sadržaja sekreta u rodnici (tablica 2) objašnjava i potvrđuje metodu uzimanja sekreta iz rodnice ispiranjem ulaza u rodnicu kao pouzdanu metodu za određivanje faza spolnog ciklusa miša.

Tablica 3 – Usporedni prikaz korelacije nalaza hitoloških preparata cerviksa i sekreta rodnice

	FAZA ESTRUSA
	Prisutnost jednoslojnog cilindričnog epitela na površini mnogoslojnog pločastog epitela
	Oroženje mnogoslojnog pločastog epitela
	Količina sluzi
	Pozitivna histokemijska reakcija na PAS i Astra modrilo
	NALAZ SEKRETA RODNICE

	DIESTRUS 
(slika 2A – D)
	-
	-
	---
	-
	vrlo oskudan

	PROESTRUS (slika 3 B, raniji rezultati)
	+
	-
	-
	+ (unutar stanica)
	okrugle, pravilne stanice s jezgrom

	RANI ESTRUS (slika 2 E – H)
	+
	+
	+
	+ (u stanicama i u lumenu cerviksa)
	malo rožnatih stanica

	KASNI ESTRUS (slika 2 I – P)
	-
	+
	++
	+ (u lumenu cerviksa)
	puno rožnatih stanica

	METAESTRUS (slika 2 R – U)
	-
	+
	-
	+/-
	cilindrične stanice, rožnate stanice, leukociti


5.2.3. Jednoslojni cilindrični žlijezdani epitel izlučuje sluz

Prikazom kiselih i neutralnih mukopolisaharida iz sluzi histokemijskim reakcijama Astra modrilom i Schiffovim perjodnim reagensom (engl. Periodic acid Schiff, PAS) vidljive su cikličke promjene i u proizvodnji sluzi koja sadrže te mukopolisaharide. 
Tijekom diestrusa, te krajem metaestrusa tkivo cerviksa ne pokazuje pozitivnu histokemijsku reakciju na Astra modrilo niti na Schiffov reagens (slika 2 C, D, T, U). Pozitivna histokemijska reakcija na oba reagensa pojavljuje se u i pored stanica cilindričnog epitela koji je prisutan u proestrusu i ranom estrusu (slika 2G, H). To pokazuje da sluz izlučuju upravo ove cilindrične stanice. Pozitivna histokemijska reakcija vidljiva je i u stanicama generativnog sloja mnogoslojnog pločastog epitela, što pokazuje da te stanice sudjeluju u proizvodnji sluzi koju na kraju izluče stanice cilindričnog epitela nastale upravo diferencijacijom iz tih stanica generativnog sloja (slika 2H.). 

5.3. Regulacija lučenja sluzi u cerviksu miša

5.3.1. Tkivo vrata maternice u svim fazama spolnog ciklusa miša eksprimira gen za GABA A receptor ß2 i gen za estrogenski receptor 1α
Kako bismo istražili sudjeluje li neurotransmiter GABA u regulaciji lučenja sluzi iz sekretnih mjehurića žlijezdanih stanica u epitelu vrata maternice miša, provjerili smo prisutnost mRNA mišjeg gena GABA A receptora ß2 (Genbank NM_008070). Također smo provjerili i prisutnost mRNA mišjeg gena Estrogen receptor 1α (Genbank NM_007956) radi kontrole pokusa. Ova će kontrola poslužiti i kao pripremni pokus za buduće istraživanje uloge estrogena u regulaciji lučenja sluzi. 

Prisutnost mRNA gena GABA A receptora ß2 i mRNA gena Estrogen receptora 1α utvrđena je izolacijom ukupne RNA iz tkiva vrata maternice miševa u različitim fazama spolnog ciklusa, prevođenjem izolirane RNA u cDNA, te umnažanjem specifičnih odsječaka te CDNA postupkom lančane reakcije polimerazom (PCR).

Ovim postupcima pokazano je da tkiva vrata maternice izolirana u svim fazama spolnog ciklusa posjeduju obje mRNA (slika 2).
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Slika 3. Prisutnost mRNA GABA A receptora ß2 i mRNA Estrogen 1 α receptora u tkivima cerviksa prikazanim u slici 2. 1 – RT-PCR produkt mRNA ER1 α, 2 – RT-PCR produkt mRNA GABAARß2, 3 – pozitivna kontrola cDNA, 4 – negativna kontrola bez DNA.

5.3.2. GABA A receptor ß2 prisutan je u jednoslojnom cilindričnom epitelu vrata maternice
Imunohistokemijska analiza fluorescentnim mikroskopom pokazala je slab signal za GABA A receptor ß2 u mnogoslojnom pločastom epitelu vrata maternice, dok je vrlo intenzivan signal zabilježen u području cilindričnog epitela u fazi proestrusa i djelomično u fazi ranog estrusa. Također je signal promjenjive jakosti uočen i u području vezivnog tkiva.
Preparati vrata maternice obrađeni imunohistokemijskim postupkom predstavljaju dodatni materijal za analizu građe tkiva vrata maternice u različitim fazama ciklusa. Tako je u fazi diestrusa ponovno uočen mnogoslojni pločasti neoroženi epitel (slika 4A), u fazi proestrusa jasno je vidljiv sloj jednoslojnog cilindričnog epitela kako leži izravno na mnogoslojnom pločastom epitelu (slika 4B), u fazi estrusa vidljiva je pojava roževine ispod ostataka odumrlih stanica cilindričnog epitela, te mnogo sluzi (slika 4C), dok se u fazi metaestrusa vidi debeo sloj roževine (slika 4D).
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Slika 4. Usporedni prikaz izražaja GABA A receptora ß2 u tkivu cerviksa i stanica iz sekreta rodnice u različitim fazama spolnog ciklusa. A, E. Diestrus. B, F. Proestrus. C, G. Estrus. D, H. Metaestrus. Crvena boja u A – D je imunohistokemijski fluorescentni signal protutijela na GABA A receptor ß2, a zelena je fluorescentni signal boje DAPI koja specifično boji jezgre. r – roževina. p - mnogoslojni pločasti epitel. c - jednoslojni cilindrični epitel. oc - odumrle stanice jednoslojnog cilindričnog epitela.

6. RASPRAVA

6.1. Metode određivanja faza spolnog ciklusa miša
U početku istraživanja, za određivanje faze spolnog ciklusa korištene su u kontrolnoj skupini tri metode. Uz uzimanje cervikalnog ispirka, paralelno je uziman bris cerviksa te je mjerena impedancija pomoću Estrus Cycle Monitor EC40 (Fine Science Tools, Foster City, Calif.).
Mjerenje impedancije, iako je bilo očekivano da će dati dobre rezultate (Maguire - 2005.), nije se pokazalo vrlo uspješnim. Dobiveni rezultati nisu bili jasni, određeni i specifični za ciklus. Električna impedancija izmjerena pomoću EC40 nije korelirala s preparatima cervikalnih ispiraka, kao ni, prema drugim istraživanjima, s razinama estrogena i progesterona (Singletary - 2005).
Metoda se temelji na tome da cervikalna sluz različite gustoće ima i različitu električnu provodljivost te bi se mjerenjem iste moglo odrediti fazu ciklusa (Ramos - 2001.). Nepreciznost rezultata mogla bi se protumačiti električnim potencijalima u mišićju rodnice. Ovome se pokušalo doskočiti uspavljivanjem mišica, no ni ovo nije dovelo do upotrebljivosti rezultata.

Uz ove nedostatke, mišice kojima se mjeri električna impedancija sondom, kao i one kojima se uzima bris cerviksa, imaju povećanu incidenciju lažnih trudnoća te se na taj način smanjuje broj subjekata s ciklusom čija svojstva možemo ispitivati.

Metoda uzimanja brisa, bila je jednako uspješna kao i uzimanje rodničnog sekreta, a rezultati su međusobno korelirali. No, za uzimanje uzorka rodničnog sekreta kao metodu prvog izbora odlučili smo se zbog jednostavnijeg izvođenja, a dobiva se bolji i ujednačeniji pregled prisutnih stanica – pravilnije raspoređene stanice daju bolju mogućnost analize prisutnih stanica, a pogotovo se korist očituje u prikazivanju leukocita. 
6.2.  Promjene epitela tijekom spolnog ciklusa
U diestrusu, cilindrični epitel, kao i rožnati dio mnogoslojnog pločastog epitela iz prošlog ciklusa već su odljušteni, a nema ni prisustva sluzi. U sljedećoj fazi, proestrusu cilindrični epitel leži na mnogoslojnom pločastom, a u ranom estrusu između ova dva sloja nalazi se roževina. Jednoslojne cilindrične stanice prikazane su u trenutku kada se već počeo ljuštiti (slika 2G), te su se mogle naći i u lumenu cervikalnih nabora pomiješane sa sluzi (slika 2 K, L). Bez sumnje je dokazano kako jednoslojni cilindrični epitel nije prisutan tijekom čitavog spolnog ciklusa, nego u proestrusu i ranom estrusu. 
Budući da je estrus faza s najvišom razinom estrogena (Walmer - 1992.), a cilindrični epitel je upravo prisutan u fazi proestrusa i estrusa, kada estrogen raste, može se povući paralela s ciklusom u ljudi. Pojava cilindričnog epitela, kao i stanice s jezgrom u sekretu rodnice, te pojava sluzi u tom sekretu navode na promatranje proestrusa kao faze pripreme za estrus, fazu koja se može usporediti s analognom situacijom kod žene, a to je lučenje sluzi prilikom pre-ovulatornog rasta estrogena (Brown - 1995.). 

Pozitivne histokemijske reakcije na Astra modrilo i PAS reagens u jednoslojnom cilindričnom epitelu (slika 2H), pokazuju da on luči cervikalnu sluz. No, osim u jednoslojnom cilindričnom epitelu, PAS-pozitivna reakcija nalazi se na istoj slici i u mnogoslojnom pločastom epitelu što dovodi do zaključka kako se iz njega diferencira cilindrični epitel koji će onda lučiti sluz.
Činjenica da sluz luči jednoslojni cilindrični epitel pokazuje da miš ima analogni epitel endocervikalnom epitelu žene i da su upravo ove stanice one koje treba uzeti kao model za istraživanje mehanizma lučenja sluzi.

6.3.  Regulacija lučenja sluzi
U tkivu cerviksa dokazano je RTPCR-om postojanje estrogenskih, kao i GABA A receptora ß2. Ovaj rezultat opravdao je provođenje financijski zahtjevnijeg postupka – imunohistokemijsku analizu pristunosti i smještaja bjelančevine GABA A receptora ß2 unutar tkiva vrata maternice.

Imunohistokemijom dokazana je raspodjela GABA receptora u jednoslojnom cilindričnom epitelu vidljivom samo u proestrusu i estrusu. Nalaz jakog signala u području cilindričnog epitela koji izlučuje sluz pokazuje da GABA vjerojatno ima ulogu u regulaciji sekrecije sluzi. Budući da smo krenuli od pretpostavke kako bi GABA mogao imati sličnu ulogu kao u lučenju sluzi u dišnom epitelu (Xiang - 2004.), ovi rezultati postavljaju pravi temelj za daljnje istraživanje. 

Pitanja na koja će se u sljedećim postupcima pokušati odgovoriti, jesu povezana s ne-neuralnim mehanizmom lučenja GABA-e – gdje se sintetizira, na koji je način sekrecija regulirana i je li povezana s cikličkim djelovanjem estrogena. U ovom istraživanju promatrali smo samo receptore za GABA-u, a dalje bi trebalo usporediti koncentracije samog neurotransmitora GABA-e, gustoću raspodjele receptora i sve to staviti u kontekst spolnog ciklusa i razine spolnih hormona.
Svi ovi mehanizmi proučavaju se s ciljem mogućeg liječenja neplodnosti dobivanjem sluzi odgovarajućih karakteristika u slučajevima kada je uzrok cervikalni faktor.
7. ZAKLJUČCI 

1. Postupak uzimanja sekreta iz rodnice ispiranjem ulaza u rodnicu i bojanjem metodom po Wrightu, te analizom stanica u tom sekretu pokazao se kao jednostavna i najpouzdanija metoda određivanja faza spolnog ciklusa miša. 

2. Jednoslojni cilindrični epitel u sluznici cerviksa pojavljuje se u fazi proestrusa, a ljušti se u fazi estrusa spolnog ciklusa miša, odnosno prisutan je tijekom najplodnijeg razdoblja spolnog ciklusa

3. Jednoslojni cilindrični epitel u sluznici cerviksa izlučuje sluz

4. Jednoslojni cilindrični epitel u sluznici cerviksa po funkciji izlučivanja cervikalne sluzi odgovara epitelu endocervikalnih žlijezda u ljudi i kao takav može poslužiti kao model za istraživanje mehanizma izlučivanja cervikalne sluzi 

5. Tkivo cerviksa eksprimira receptor za GABA i za estrogene

6. U jednoslojnom cilindričnom epitelu u sluznici cerviksa prisutan je receptor za neurotransmiter GABA.
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9. SAŽETAK

EPITEL CERVIKSA MIŠA TIJEKOM SPOLNOG CIKLUSA I EKSPRESIJA GABA RECEPTORA U CERVIKALNOM EPITELU

Marta Skelin

Cilj ovog rada bio je istražiti može li miš poslužiti kao eksperimentalni model za proučavanje karakteristika i regulacije lučenja cervikalne sluzi te pokazati prisutnost receptora za neurotransmiter GABA u sluznici cerviksa. Proučena je promjena građe epitela sluznice cerviksa i lučenja sluzi tijekom spolnog ciklusa, a u sklopu toga je potvrđen postupak uzimanja sekreta iz rodnice kao najpouzdanija metoda određivanja faze spolnog ciklusa u kojoj se miš nalazi. Pokazana je korelacija citološke slike sekreta iz rodnice i histološki prikazanih promjena cervikalnog epitela i prisutnosti sluzi u pojedinim fazama. Histokemijskim metodama dokazano je da se proizvodnja sluzi odvija u cilindričnom epitelu cervikalne sluznice. Postizanje drugog cilja, istraživanje prisutnosti receptora neurotransmitera GABA u žljezdanim stanicama mišjeg cerviksa, uključilo je dokazivanje ekspresije estrogenskog receptora RTPCR-om, kao i receptora za neurotransmiter GABA. Pod pretpostavkom da GABA receptor igra ulogu u regulaciji ciklusa, imunohistokemijom je prikazana njegova raspodjela u žljezdanom epitelu cerviksa. Na taj način otvoren je put za  nastavak istraživanja usmjerenog na ovaj mehanizam regulacije lučenja cervikalne sluzi.

KLJUČNE RIJEČI: cervikalna sluz, spolni ciklus, GABA receptor, epitel cerviksa, sekret rodnice

10.  SUMMARY

CERVICAL EPITHELIUM OF THE MOUSE DURING THE ESTROUS CYCLE AND THE EXPRESSION OF GABA RECEPTORS IN THE CERVICAL EPITHELIUM

Marta Skelin

The goal of this paper was to  investigate whether a mouse can be used as an experimental model in studying characteristics and regulation of cervical mucus secretion and to show the presence of GABA neurotransmitter receptors. The changes in the epithelial structure of the cervical mucosa were studied as well as mucus secretion during the estrous cycle, and in the process, the procedure of collecting samples of vaginal secretion to determine in which phase of the estrous cycle the mouse is, was approved as the most reliable method of determining the estrous cycle phase. Furthermore, cytological analysis of the vaginal secretion was associated with the histologically shown changes in the cervical epithelium and mucus presence. Histologically-chemical methods have proven that mucus secretion takes place in columnar epithelium of the cervical mucosa. The process of fulfilling the second objective, the research of  neurotransmitter GABA receptor presence in the glandular epithelium of the mouse cervix, included documenting estrogen receptor  presence by RTPCR , as well as receptors for the neurotransmitter GABA. Assuming that the GABA receptor plays a role in the cycle regulation, immunohistochemistry has shown its distribution in the cervical tissue. This result justified further research on this mechanism of mucus secretion regulation.

KEY WORDS: cervical mucus, estrous cycle, vaginal secretion, GABA receptor, cervical epithelium


