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Sl
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Epitelijske celi¢ne linije so osnova in vitro modelov epitelija, na katerih raziskujemo

vplive razli¢nih dejavnikov na epitelij in njegov odgovor nanje. V diplomskem delu
smo spremljali u¢inke dveh razli¢nih nacinov gojenja celic celi¢ne linije dihalnega
epitelija Calu-3 ter skusali opredeliti, kateri na¢in omogoc¢a vzpostavitev in vitro
modela epitelija, ki bi bolje odrazal lastnosti epitelija dihalnih poti. Celice smo gojili
v pogojih LCC in AIC. Povrsino epitelijev smo posneli z vrsticnim elektronskim
mikroskopom. S pomocjo mikrografij smo spremljali spremembe apikalnih povrsin
celic v celi¢ni kulturi v razli¢nih ¢asovnih obdobjih. Spremljali smo pojavljanje
znacilnih povrsinskih morfoloskih epitelijskih struktur, pojav vezikularnih struktur
in mukusa na povrsini. Ze na posnetkih celic, narejenih kmalu po sajenju, smo lahko
zaznali pojavljanje vseh predhodno nastetih struktur. Dokazali smo, da so prisotne
podobne epitelijske strukture pri obeh nacinih gojenja, prav tako so se pri obeh
nacéinih pojavile vezikularne strukture. Visja TEER se je vzpostavila pri epiteliju
gojenem na nacin LCC, kar nakazuje na izrazitejSo tvorbo tesnih stikov med
celicami. Prisotnost mukusa smo opazili le pri gojenju na nac¢in AIC. Razli¢na je
bila tudi prerast celic na prepustni membrani, saj so pri gojenju na na¢in AIC celice
razra$Cale vi§je in morda tudi v ve¢ plasteh. Z ranitvenim testom smo spremljali
preras¢anje epitelija po poSkodbi. ZaraSCanje je potekalo zelo hitro. Delece in

migrirajoce celice na ranitvenem robu niso bile morfolosko razli¢ne od ostalih celic.
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Sl

sl/en

Epithelial cell lines are the basis of in vitro epithelial models through which enable

the exploration of the effects of various factors on the epithelium and its subsequent
response. The thesis explores the effects of two different cell culturing methods of
cell line Calu-3 to determine which of the two methods can establish a model of the
epithelium that would better reflect certain characteristics of airway epithelium.
Cells were cultured in LCC and AIC conditions. Epithelium surface was imaged by
scanning electron microscope. Using micrographies the growth and differentiation
of cell culture in time were followed. Afterwards, we monitored the emergence of
typical epithelial structures and the presence of vesicular structures and mucus on
the surface. The presence of all previously mentioned structures was detected on the
micrographies of the cells taken shortly after planting. We demonstrated that the
epithelial-like structures are similar for both methods of cultivation; in both methods
we also found vesicular structures. Higher TEER values were established in the
epithelium grown in LCC, suggesting better organised tight junctions between cells.
We observed the presence of mucus on cells exclusively while growing via AlC.
Evenmore, cells cultivated using AIC spread higher and probably in several layers.
Using scratch test, we were monitoring the overgrowth of denudated area of the
epithelium after the injury. Overgrowth was very rapid. Dividing and migrating cells
on the margin were not morphologically different from the other cells.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AIC — gojenje celic v pogojih z apikalnim stikom z zrakom (ang. air-interfaced culture)
ATCC — ameriSka zbirka tipskih kultur (ang. American Type Culture Collection)

CFTR - beljakovina CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)

CPD - susenje pri kriti¢ni tocki (ang. critical point drying)

EDTA — etilendiamintetraocetna Kislina (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

LCC — gojenje celic v pogojih z apikalno pokritostjo z gojis¢em (ang. liquid-covered culture)
PET — polietilen tereftalat (ang. polyethylene terephthalate)

RZV — relativna zra¢na vlaznost

SEM — vrsti¢ni elektronski mikroskop (ang. scanning electron microscope)

TEER — prekoepitelijska elektricna upornost (ang. transepithelial electrical resistance)

u - mikro
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SLOVARCEK

In vitro — besedna zveza, ki se nana$a na procese in poskuse, ki potekajo v nadzorovanem

okolju zunaj Zivega organizma.

In vivo — besedna zveza, ki se nanaSa na procese in poskuse, ki potekajo v zivem organizmu.

Konfluentna razrast — kontinuirani sloj celic, ki prerastejo celotno povrs§ino rastne membrane.

Viabilnost — Zivost, sposobnost za Zivljenje in razvoj.
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1 UVvOD

V zadnjih desetletjih je postala uporaba celi¢nih kultur zelo pogosta pri Studiju razli¢nih
zivljenjskih procesov. Modeli epitelijev in vitro so postali eden glavnih pripomockov pri
zaCetnih raziskavah vpliva zdravilnih ucinkovin na epitelije ter Studiju njihovega
prehajanja v krvno-limfni sistem. Eden od modelov humanega dihalnega epitelija, ki ga
trenutno uporabljajo v raziskavah, temelji na gojenju celic celi¢ne linije Calu-3 (Foster in
sod., 2000, Florea in sod., 2003).

Celi¢na linija Calu-3 izvira iz humanega adenokarcinoma bronhialnega epitelija. Celice v
pogojih gojenja in vitro tvorijo enoslojno prerast povrSine in tesne stike med seboj ter so
zato primeren model epitelija. Odlikuje jih tudi zmoznost tvorbe mukusa, ki se ob ustrezni
kultivaciji nalaga na povrsini epitelijske plasti (Grainger in sod., 2006). Prisotnost mukusa
obeta vzpostavitev kompleksnejSega in relevantnejSega modela nativnega epitelija. Viri
navajajo razli¢no diferenciacijo celic in vitro v odvisnosti od pogojev gojenja. Tako naj bi
imele celice, gojene na nacin AIC, izrazitejSe epitelijske strukture. Pokrival naj bi jih tudi
gost mukus. Ta naj ne bi bil prisoten na povrsini celic, gojenih na na¢in LCC (Hangi in
sod., 2010, Stentebjerg-Andersen in sod., 2010, Grainger in sod., 2006).

Vrstiéni  elektronski mikroskop je eno od najprimernejSih orodij za spremljanje
morfoloskih znakov diferenciacije celic oziroma razlike v razvoju pri gojenju v razli¢nih
pogojih. Omogoca opazovanje povrsinskih struktur z visoko loc¢ljivostjo in globinsko
ostrino. V nasprotju z drugimi orodji omogo¢a opazovanje ve¢je povrSine in s tem
enostavnejSe pridobivanje ve¢ informacij, kar nam omogoca vecjo raprezentativnost le-teh.
Apikalne strani epitelijev imajo pogosto znacilne morfoloske posebnosti in so pri epitelijih,

ki zamejujejo vecje lumne, lahko dostopne.

Cilji naloge:

- Standardizacija postopka priprave preparatov celine linije Calu-3 za vrsti¢no elektronsko
mikroskopijo.

- Spremljanje diferenciacije celic celi¢ne linije Calu-3 pri gojenju in vitro s pomocjo
vrsti¢nega elektronskega mikroskopa. Opazovanje strukturnih razlik, ki nastanejo pri

razli¢nih pogojih gojenja celic oziroma so posledica razli¢ne starosti celi¢ne kulture.
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- Opredeliti morfoloske razlike apikalnih povr$in celic, nastale zaradi razli¢njih pogojev

gojenja. Potrditi in vitro model, ki bo bolje odrazal stanje in vivo.

Diplomska naloga torej temelji na naslednjih hipotezah:

- Kultura celiéne linije Calu-3 izraza znalilne epitelijske morfoloske strukture v
odvisnosti od pogojev gojenja.

- Meritve TEER nakazujejo dinamiko nastajanja tesnih stikov kot pokazatelj
vzpostavitve integritete epitelijskega modela.

- Celice pri gojenju na nacin AIC tvorijo epitelijski model, ki bolje izraza strukturne

lastnosti znacilne za bronhialni epitelij in vivo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Gojenje celic v in vitro pogojih

Celi¢na kultura je pogosto homogena populacija celic v umetno vzpostavljenem okolju, ki
zagotavlja potrebne nutriente, primerno podlago, temperaturo, vlaznost in plinsko
atmosfero, kar celicam omogoca obstoj in rast. V takih, deloma definiranih in stalnih
pogojih, je mogoce opazovati in meriti odgovore celic na razli¢ne draZljaje ali spremenjene
pogoje, saj izmerjeni odziv lahko pripiSemo znanemu celiénemu tipu. NaSa kultura ni
homogena, saj izvor celic Calu-3 ni to¢no doloc¢en, kar je posledica pridobitve domnevno
submukoznega zleznega celi¢nega vzorca iz plevralnega izliva. Ker so celice rakastega

izvora, prispeva k nehomogenosti vzorca tudi njihova genetska nestabilnost.

V raziskavah imajo celi¢ne linije nekaj prednosti pred celicami, ki so del tkiv in organov,
hkrati pa tudi mnoge pomanjkljivosti. Pri celi¢nih kulturah je lazje zagotoviti primerljive in
definirane pogoje poskusa in s tem tudi nadzorovano spreminjanje le teh. Poleg tega so
prednosti tudi v relativno preprostem shranjevanju in posredovanju celic, kar omogoca
primerljivost rezultatov med raziskovalnimi skupinami. S testiranjem na celi¢nih linijah se
zmanjSa testiranje na zivalih itd. Omejitve celi¢nih kultur so zlasti v potrebi po delu v
striktno asepti¢nih pogojih, saj lahko hitro pride do kontaminacije pocasi rasto¢ih zivalskih
celic s hitreje rasto¢imi bakterijami, plesnimi ali kvasovkami. Celice je potrebno
vzdrZzevati, saj niso sposobne samostojnega prezivetja v in Vvitro pogojih. Strosek
vzdrzevanja kulture je v primerjavi S cenami zivalskih tkiv precej vi§ji. Za kulture
rakastega izvora sta znaéilni genetska in fenotipska nestabilnost, ki lahko vodita v
dediferenciacijo in s tem neprimerljivost celic z izvorno kulturo oziroma izvornimi

celicami v tkivu (Freshney, 2000).

Celi¢no kulturo lahko vzgojimo iz vzorca krvi ali delca tkiva (biopsije). Medceli¢nino in
medceli¢ne povezave v kosc¢ku tkiva encimsko razgradimo in tako dobimo suspenzijo
posamic¢nih celic. Celice, ki postopek prezivijo, se razmnozujejo pritrjene na podlago kot
enosloj ali v suspenziji. Za pritrditev morajo imeti celice primerno podlago, Sele nato se

lahko razmnoZzujejo in jo prerastejo. Podlaga je lahko steklo, ¢e ima rahlo negativen naboj,
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ali plastika (polistiren), ¢e je obdelana z visoko energetskim ionizirajoim sevanjem
(Batista, 2005). Celice najprej izloCijo proteoglikane in proteine ekstracelularnega
matriksa, ti se vezejo na nabito povrsino, Sele nato se celice s specifiénimi receptorji veZzejo
nanje in zacnejo $iriti po podlagi. V povezave med celicami in pritrditve celic na podlago
so vkljuceni trije razredi transmembranskih proteinov. V prvi razred uvr§¢amo adhezijske
molekule, ki so vklju¢ene v medceli¢ne povezave homolognih celic. To so CAM molekule
(od Ca?* neodvisne) in kadherini (od Ca®* odvisni). Za povezave med celico in substratom
je odgovoren drugi razred adhezijskih molekul, integrini. Tretja skupina adhezijskih
molekul so transmembranski proteoglikani, ki se povezujejo z drugimi proteoglikani in
kolagenom. Celi¢ne adhezijske molekule se povezujejo z elementi citoskeleta. Intergini in

kadherini so npr. povezani z aktinskimi ali intermediarnimi filamenti (Freshney, 2000).

Fenotip celic, ki jih gojimo v in vitro pogojih kot celi¢no linijo, je pogosto precej drugacen
od tistega, ki je znacilen za tkivo, iz katerega celice izhajajo. To je zaradi prisotnosti
mnogih faktorjev, ki vplivajo na fenotip in vivo in jih ni v in vitro mikrookolju.
Mikrookolje celi¢ne kulture med drugim ne vklju¢uje homoestatskih regulacij, prisotnih in
vivo, kot so zivéni in endokrini Sistem. Zato je lahko celi¢ni metabolizem in vitro bolj

konstanten, a hkrati tudi manj reprezentativen za tkivo, iz katerega izhaja (Freshney, 2000).

Diferenciacija je proces, ki vodi do vzpostavitve fenotipa, znacilnega za funkcionalno
odraslo celico in vivo (Freshney, 2000). Vstop zarodne celice v proces diferenciacije je v
naravnem okolju praviloma nepovraten. Proces terminalne diferenciacije vodi celico po
to¢no doloceni poti do odraslega fenotipa. Za tem se celica ne spreminja vec. V organizmih
poznamo dve poti diferenciacije. V tkivih, ki se stalno obnavljajo, imamo dolo¢eno $tevilo
totipotentih nediferenciranih celic, ki se po potrebi pretvorijo v prekurzorske celice, ki
napredujejo po poti terminalne diferenciacije. Pri tkivih, ki se le malo obnavljajo, se lahko
odrasle ze diferencirane celice pri¢nejo spet deliti samo v primeru poskodbe (Batista,
2005).
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Slika 1: Celi¢na diferenciacija (Batista, 2005)

V dolocenih primerih, npr. ob nastanku malignega tkiva ali gojenju v kulturi, pride do

dediferenciacije. Dediferenciacija je izguba diferenciacijskih lastnosti odrasle celice.

Zato da ohranimo stalen fenotip v celi¢ni kulturi, moramo s subkultivacijo vzdrZzevati
nizko gostoto celic. Ko je zapolnjena vsa rastna povrSina in dosezejo celice strnjeno
prerast, lahko prevelika gostota privede do omejitve rasti celic, spremembe njihovega
videza, medsebojnega tesnejSega povezovanja in prerascanja podlage v ve¢ plasteh. Zato s
subkultivacijo celice razred¢imo in jih nasadimo v nove posode. Po prvi pasazi (presaditvi)
tako dobimo celi¢no linijo. Po nekaj pasazah se celicna linija selekcionira na osnovi
selekcijskih pritiskov, ki vladajo v kulturi. Vse bolj prevladujejo hitro delece se celice,
pocasi rastoce pa So vse manj zastopane. Po dolo¢enih pasazah je celi¢na linija stabilnejSa
in nespremenjena za nekaj generacij, dokler po 40-50 pasazah zaradi genetskega staranja
(krajsanja telomer) ne propade. Iz nekaterih celi¢nih linij nastanejo zaradi genetskih
sprememb (delecije in mutacije p53 gena) trajne celi¢ne linije. Pride do transformacije in
vitro, celice hitro rastejo in nimajo omejene Zivljenjske dobe, so torej »nesmrtne«. To je
velikokrat povezano s tumorigenostjo. Spremenijo se jim rastne znacilnosti, izgubijo lahko
potrebo po pritrditvi in kontaktno ihibicijo, s tem pa tudi ni ve¢ prisotne omejitve rasti

zaradi prevelike gostote celic (Batista, 2005).
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Slika 2: Evolucija celi¢ne linije (Batista, 2005)

Celi¢ne linije se uporabljajo kot modeli za proucevanje medceli¢nh povezav in interakcij,
znotrajceli¢nih funkcij, prehajanja razlicnih uc¢inkovin in s tem pri razvoju zdravil. Njihove
prednosti so Stevilne. Ob dotoku hranil jih lahko razmeroma enostavno gojimo, so lahko
dostopne ter tudi s celi¢nimi delitvami ohranjajo svoje lastnosti. To je pomembno zaradi
ponovljivosti poskusov, saj imajo celicne linije vedno znova iste lastnosti (Jamnikar,
2011).

Ena od rakastih celi¢nih linij, ki so Ze izvorno transformirane, je celi¢na linija Calu-3. Ta
izvira iz humanega adenokarcinoma bronhialnega epitelija. Celice v pogojih gojenja in
vitro kazejo lastnosti polariziranega, diferenciranega in funkcionalnega humanega
pljucnega epitelija, kot so zmozZnost tvorbe tesnih celi¢nih stikov v kulturi in zmoZnost
ekspresije beljakovine CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
(Foster in sod., 2000; Hanghi in sod., 2010). Celice domnevno izvirajo iz bronhialnih
submukoznih zlez, ki so v ¢loveskih pljucih izvor povrSinskih tekoc¢in, mucinov in drugih
imunolosko aktivnih substanc. Ostali tipi plju¢nih celic, kot npr. stebricaste celice, bazalne
celice in pneumnocite tipa Il (alveolarne), pa so manj aktivni s sekretornega vidika in
imajo manjsi vpliv na sestavo pljuénega mukusa (Zhu in sod., 2010). Te lastnosti so
pripomogle k temu, da je to trenutno ena glavnih celi¢nih linij za raziskave permeabilnosti

plju¢nega epitelija in vitro (Grainger in sod., 2006; Zhu in sod., 2010).
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Ceprav je cilj vegine raziskav ugotavljanje prehajanja uginkovin preko enosloja Calu-3, je
bilo napravljenih tudi nekaj morfoloskih raziskav. Kljub nekaterim odstopanjem so
rezultati raziskav vecinoma predlagali, da je gojenje Calu-3 celic na na¢in AIC (air
interfaced culture) primernejSe in blizje nativhemu epiteliju, od gojenja celic v pogojih
LCC (liquid covered culture). To pa predvsem zaradi druga¢nega, bolj Stebri¢astega
epitelija, ki nastane pod pogoji AIC. Pomembna je bila tudi prisotnost mukusa, ki prekriva
tako gojen epitelij, in prisotnost daljsih, povrsinskih, cilijam podobnih strkutur, ki so bile

po navedbah virov v ve¢ji meri prisotne le v pogojih AIC (Grainger in sod., 2006).
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2.2 Respiratorni epitelij

Respiratorni epitelij prekriva dihalni trakt, kjer sodeluje pri vlaZenju in obrambi pred
patogeni in tujki, ki lahko preidejo v dihalni sistem in v njem tvorijo okuzbe oziroma

drugace poskodujejo tkivo.

Dihalni sistem je sestavljen iz dihalnih poti, dihalnih miSic, Zivcev in poprsne opne. Ce se
omejimo na dihalne poti, lahko sistem razdelimo na zgornji del, ki ga sestavlja: nosna
votlina, zrelo, grlo in sapnik ter na spodnji dihalni trakt, ki ga sestavlja bronhialno drevo in
sicer: spodnji del sapnika, ki se razdeli v dve sapnici (bronhija), v pljucih se sapnici delita
v vedno ve¢ manjSih sapnic in nazadnje v sapnicice (bronhiole). Te se na koncih razsirijo

Se v pljucne mesicke (alveole) (Thibodeau in Patton, 2006).

Respiratorni epitelij se v dihalnem sistemu razlikuje, glede na to, v katerem delu lezi in
kaks$ne so njegove funkcije. Epitelij, ki je del zgornjega dihalnega trakta, je ciliaren,
psevdostratificiran in stebriCast. Sestavlja ga namre¢ vec tipov celic. Vse celice se pritrjajo
na bazalno membrano in tvorijo enosloj, vendarle so njihova jedra razporejena v razli¢nih
viSinah, kar daje vtis ve¢plastnega epitelija. Zato mu pravimo psevdostratificiran epitelij.

Celice, ki sestavljajo epitelij zgornjega dela dihalnega trakta, lahko razdelimo na vec tipov:

- Ciliarne celice so stebricaste epitelijske celice s specializiranimi strkuturami na

povrsini, cilijami.

- Casaste celice imajo tako ime zaradi njihove oblike. So prav tako stebri¢aste
epitelijske celice, ki izlo¢ajo mukusne granule. Mukus skrbi za vlazenje
respiratorne poti in izlo€anje tujkov iz respiratornega trakta.

- Bazalne celice so majhne, prizmatske celice s sposobnostjo diferenciacije v druge
celicne tipe, ki sestavljajo epitelij. Ob poSkodbah lahko te celice migrirajo na
izpraznjeno povrsino bazalne membrane, kjer diferencirajo in s tem vzpostavijo
ponovno zdrav epitelij.

Pri tvorbi mukusa sodelujejo tudi celice, ki so pogreznjene pod ravnino epitelija, pod
lamino proprio (lastno plast) in so z izvodilom povezane z lumnom nad epitelijem. To so

submukozne zleze. Te ob ¢asastih celicah skrbijo za navlazitev dihalnih poti. Z mukusom

ujamejo prasne delce in kapljice, ki lebdijo v vdahnjenem zraku. Mukus z ujetimi delci
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nato ciliarne celice z gibanjem cilij premikajo proti zrelu. Tam se mukus izlo¢i s kasljem
ali pa ga pogoltnemo in dezinfeciramo z Zelod¢no kislino ter razkrojimo s prebavnimi

encimi (Mescher, 2010; Morales, 2008).

Casasta celica plast mukusa

i W S (I H— cilja
AN ) W AR
} LR ]

U AT = '\ / — bazalno telo

ciliarna celica

ljeyds 1wiojeNdsay

Lamina propria
kapilare
elasticni

snopi

Submukoza
submukozna Zleza
Slika  3: Slika  respiratornega  epitelija s submukozno plastjo (Morales, 2008

http://alexandria.healthlibrary.ca/documents/notes/bom/unit_2/L -
32%20H istology%200f%20the%20Respiratory%20System%201.xml )

V spodnjih dihalnih poteh se ob prehodu proti pljuénim mesi¢kom spreminja tudi epitelij.
Ciliaren stebri¢ast epitelij se postopoma spreminja v kubi¢nega. Cagaste celice so prisotne

Se samo v vecjih bronhiolih in jih kasneje ni ve¢, v vezivu ni zlez in hrustanca, vezivo

vt w

(Warshawsky H. in Morales, 2008).

Bronchiolus Alveolus

Bronchus

Slika 4: Dihalni epitelij na razli¢nih delih dihalne poti (vir: http://depts.washington.edu/envh/lung.html
po Bergofsky,1991)



http://alexandria.healthlibrary.ca/documents/notes/bom/unit_2/L-32%20Histology%20of%20the%20Respiratory%20System%201.xml
http://alexandria.healthlibrary.ca/documents/notes/bom/unit_2/L-32%20Histology%20of%20the%20Respiratory%20System%201.xml
http://depts.washington.edu/envh/lung.html
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 Celi¢na kultura in gojenje

3.1.1 Materiali

Humano bronhialno celi¢no linijo Calu-3 smo pridobili iz zbirke ATCC (American Type
Cell Culture Collection - ATCC, Rock-ville, ZDA).

Celice smo gojili v plastenkah (Corning Costar, Amsterdam, Nizozemska) povrsine 150
cm? z rastnim gojisem, naslednje sestave:

88 % osnovnega gojisca (Minimum essential medium eagle - MEME, SIGMA M5650,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Nemcija),

10 % toplotno obdelanega seruma govejih zarodkov (HIFBS, SIGMA F4135),

1 % 100-kratne raztopine neesencialnih amino kislin (MEM Non-essential amino acid
solution 100X, SIGMA M7145),

1 % 100-kratne raztopine L-glutamina (200 mM, PAA M00410-2744, PAA laboratoriji,
Pasching, Avstrija).

Ob presajanju celic smo uporabili Se tripsin (0,25 % EDTA, SIGMA T4049), ki je sprostil
celice z rastne podlage.

V drugem delu smo celice nasadili na plasti¢ne koske na prepustno membrano iz poliestra
(transwell) s povrsino 1,1 cm? in porami velikosti 0,4 um (Corning Costar). Celice smo
pred nasaditvijo presteli s pomocjo hemocitometra na invertnem mikroskopu. Pred stetjem

smo jih izpostavili barvilu tripan modrim (0,4 %, SIGMA T8154), za potrditev viabilnosti.

Za gojenje na koskih Smo namesto rastnega gojis¢a uporabljali testno gojiSce naslednje
sestave:

88 % osnovnega gojisc¢a (Dublecco's modified Eagle's medium - DMEM SIGMA D5921),
10 % toplotno obdelanega seruma govejih zarodkov (HIFBS, SIGMA F4135),

1 % 100-kratne raztopine L-glutamina (200 mM, PAA M00410-2744, PAA laboratoriji,
Pasching, Avstrija),

1 % 100-kratne raztopine Antibiotik-antimikotik (ANTI-ANTI, GIBCO 15240, Gibco,

Invitrogen).
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Celice smo gojili v inkubatorju (Thermo electron corporation, ZDA) pri 95 % vlaznosti, 37
°Cin 5 % CO,V zraku.
Za merjenje prekoepitelijske elektri¢ne upornosti smo uporabili Epithelial Volt-Ohm meter

Millicel ERS-2 (Merck Millipore, Nemcija) s prilagojeno elektrodo.

3.1.2 Metode

Humano bronhialno celi¢no linijo Calu-3 smo pridobili iz zbirke ATCC. Pri nasem delu
smo uporabili celice med 22. in 32. pasazo. Celice smo med pasazami gojili v plastenkah
povrsine 150 cm? s 30 ml rastnega gojisc¢a in vzdrzevali v inkubatorju z vlazno atmosfero
(95 % RZV), s 5 % CO, v zraku in pri 37 °C. Rastno gojis¢e smo zamenjali dvakrat na
teden. Gojis¢e smo hranili v hladilniku do 30 dni. Pred menjavo gojis¢a smo le to segreli
na 37 °C in s tem zavarovali celice pred temperaturnim Sokom. Celice smo presajali enkrat
na teden z red¢enjem v razmerju 1 : 3. Za odlepljenje celic smo uporabili 4 ml raztopine
tripsina z 0,25 % EDTA.

Za gojenje v pogojih AIC (air-interfaced culture) in LCC (liquid-covered culture) smo
nasadili 10° celic na plastiéne koske s prepustno poliestrsko membrano (PET) debeline 10
um in velikostjo por 0,4 um. Gojenje na difuzijsko prepustni plastiki omogoca naravno pot
oskrbe epitelijskih celic z nutrienti iz bazalne smeri. Pod membrano koska (bazalno) smo
dodali 1500 pl testnega gojiSca, v koSek (apikalno) pa 500 pl testnega gojisca. Polovici
nasajenih koskov smo dan po sajenju, ko so se celice pritrdile na membrano koska, odvzeli
testno gojis¢e na apikalni strani (500 ul). S tem smo celice izpostavili pogojem AIC.
Testno gojiSce smo nato na bazalni strani menjali vsak drugi dan. Ob menjavi gojis€¢a smo
s slednjim tudi spirali apikalno stran. Pri gojenju v pogojih LCC je bilo gojis¢e zamenjano
vsak drugi dan na obeh straneh, tako na bazalni kot apikalni. Celice, uporabljene za
pripravo mikroskopskih preparatov v diplomski nalogi, so bile odvzete 5, 8, 12, 15 in 22

dni po saditvi.
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3.2 Meritve prekosepitelijske elektricne upornosti celi¢nega sloja

Merjenje prekoepitelijske elektri¢ne upornosti (ang. transepithelial electrical resistance,
TEER) je standardni postopek v celi¢nih laboratorijih, ki omogo¢a oceno dinamike rasti
celic, razvoja celi¢ne kulture, vitalnosti in integritete tkiva. Prekoepitelijska elektri¢na
upornost je elektricna upornost celicne plasti in predstavlja vsoto upornosti celic,
medcelicnih prostorov in nosilne membrane. Prekoepitelijsko elektricno upornost
epitelijskega modela celic Calu-3 smo merili z epitelijskim Volt-Ohm metrom Millicell
ERS-2 s prilagojeno elektrodo. Apikalno in bazolateralno stran epitelija Calu-3 smo obdali
s svezim temperiranim testnim gojiS¢em. Prav tako je bila v testnem gojisc¢u umerjena tudi
elektroda. Upornost epitelija je bila izmerjena vsak drugi dan po menjavi gojisc¢a in pred
odvzemom koskov za fiksacijo za elektronsko mikroskopijo. S tem smo dobili podatek o

stanju epitelija in moznost primerjave z rezultati o kulturi v drugih laboratorijih.

3.3 Mikroskopiranje

3.3.1 Materiali

Pri pripravi vzorcev za vrsticno elektrosko mikroskopijo smo uporabili: izotoni¢no
raztopino fosfatnega pufra (10X PBS, GIBCO 70013, Gibco, Invitrogen), natrijev
kakodilat (Christine Gropl, R1104, Avstrija), fiksativa - glutaraldehid (25 %, SPI-CHEM,
spi#2607, ZDA) in formaldehid (Fluka-Chemika, Sigma-Aldrich, Nem¢ija), 96 % etanol
(Merck, Nemcija), absolutni etanol (Carlo Erba, Italija), komprimiran CO, (Messer
Slovenija) in ozmijev tetraoksid (OsOyg, 4 %, SPI-CHEM, lot#1141030, ZDA).

Vzorce smo suSili v napravi za suSenje vzorcev pri kritiéni tocki Balzers (CPD 030).

NapraSevali sSmo s platino v napravi Bal-Tec (SCD 050).

Za pripravo krovnih stekelc za pritrditev izhodnih celic smo uporabili raztopino alcian
modrega (Alcian Blue 8GX, Sigma, A5268-10G) in led ocetno kislino (Acetic acid
(glacial) 100 %, Merck, 1.00063.1000).
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3.3.2 Metode

3.3.2.1 Priprava vzorcev za mikroskopiranje z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom

Za vrstitno elektronsko mikroskopijo smo koske z vpetimi membranami in celicnim
enoslojem pripravili po naslednjem protokolu:
- Spiranje vzorca z izotoni¢no raztopino fosfatnega pufra (1X PBS, pH 7,2)
[ Odstranitev gojisca ] 2 X 1 min
- Spiranje vzorca s kakodilatnim pufrom (0,1 M; pH 7.2)

[ Odstranitev gojiSca in fosfatov | 1 min

Kakodilatni pufer: 0,4 M, pH 7,2 (oshovna raztopina)
- 4,28 g Na kakodilata smo raztopili v 25 ml destilirane vode
- pHsmo umerilina 7,2z 0,2 M HCI

- raztopino smo dopolnili do 50 ml z destilirano vodo

- Fiksacija I. NAS 45 min

Fiksativ NAS (pH 7,2) Uporabili smo vedno sveZ fiksativ
1 % glutaraldehid, 0,5 % formaldehid, 0,1 M kakodilatni pufer
Priprava: 0,4 ml glutaraldehida (25 %) (EM grade)

0,2 ml formalina (25 %)

2,5 ml 0,4 kakodilatnega pufra pH 7,2

Dopolnili z destilirano vodo do 10 ml

- Spiranje s kakodilatnim pufrom (0,1 M, pH 7,2) 5 X 3 min
- Fiksacija Il. 0sO4 1% V 0,1 M kakodilatnemu pufru (v temi) 30 min
- Spiranje s kakodilatnim pufrom (0,1 M, pH 7,2) 5 X 3 min
- Dehidracija etanolu 50 % 3 min
70 % 3 min

80 % 3 min

90 % 3 min

100 % 3 X 3 min

- Prevajanje EtOH /CO;
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- Susenje CO,/CPD

Susenje pri kriticni tocki CO, smo izvedli v napravi za susenje vzorcev pri kriticni tocki.
Nosilno membrano s posusenim slojem celic smo izrezali iz okvirja koska in jo z
ogljikovimi nalepkami pritrdili na kovinske nosilce. Preparate smo prenesli v aparaturo za
naprasevanje in jih naprasili s platino. Mikroskopirali smo jih z vrstiénim elektronskim

mikroskopom FE-SEM JSM-7500F (JEOL, Japonska).

3.3.2.2 1zhodne celice

V nasi raziskavi smo si poleg razli¢no starih epitelijev Calu-3 Zeleli ogledati izhodiS¢no
stanje celic pred nasaditvijo v plastenke z rastnim gojis¢em. Za pripravo preparatov
izhodnih celic smo uporabili okrogla krovna stekelca (s premerom 10 mm), ki smo jih v
kasnejsih korakih postopka neposredno pritrdili na nosilce za vrsticno elektronsko

mikroskopijo.

Na razmascene krovnike smo nakapljali raztopino alcian modrega z namenom, da bi se
celice prilepile na stekelca. Raztopino smo pripravili po sledecem postopku: 0,5 g alcian
modrega smo raztopili v 50 ml destilirane vode. Po meSanju smo raztopino centrifugirali
(20 min / 10000 @) in supernatant filtrirali skozi 0,2 um filter. V 5 ml tako pripravljene

raztopine smo dodali 50 pl ocetne kisline.

Stekelca smo nato veckrat sprali in posusili. Na posusena stekelca smo nanesli suspenzijo
celic in jih pustili 20 minut, da so se prilepile na povrsino. Zatem je sledil postopek

fiksacije in susenja, opisan pri pripravi vzorcev za mikroskopiranje.
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3.3.2.3 »Ranitveni« test

Namen ranitvenega testa je bil spremljanje dinamike zaraS¢anja vrzeli v celi¢ni plasti in s
tem strukturnih in funkcionalnih lastnosti celic, vkljucenih v ta proces. V ranitveni test smo
vkljucili nekaj koskov s celicami, gojenimi v pogojih LCC. Ta je potekal tako, da smo na
celicnem sloju Calu-3 s konicami pipetnih nastavkov naredili 3 prostorsko odmaknjene
raze. Prvo razo smo naredili 20. dan gojitve celi¢ne kulture, drugo razo na drugem mestu
pa 21. dan gojitve. Zadnji, 22. dan gojitve, smo 3 ure pred fiksacijo naredili Se tretjo razo.
NajstarejSa raza je bila ob fiksaciji stara torej 2 dni, druga je bila stara 1 dan, tretja in hkrati
»najmlajSa« pa 3 ure. Tako tretirani preparati so bili nato po standardiziranem postopku

pripravljeni za mikroskopijo.
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4 REZULTATI

4.1 Prekoepitelijska elektricna upornost celi¢nega sloja

Namen naloge je bil postaviti vzporednice med standardnim spremljanjem razvoja kulture
s pomo¢jo meritev TEER vrednosti in strukturnim odrazanjem na celiénem sloju.
Prekoepitelijska elektri¢na upornost celi¢nega sloja se je znacilno razlikovala pri dveh
nac¢inih gojenja, AIC in LCC (slika 5). Upornosti zaporednih merjenj pri obeh pogojih
gojenja nihajo. Glede na to, da je nihanje obeh kultur v fazi, gre najverjetneje za vpliv
periodike hranjenja kulture, deloma pa tudi na ne povsem nadzorovane pogoje temperature
med meritvijo in stanja aparata. Upornost celic gojenih na nacin AIC je niZja kot pri na¢inu

LCC. Zato nas je zanimalo, ¢e se te razlike odrazajo tudi na celi¢nih strukturah.

Prekoepitelijska upornost celi¢ne linije Calu-3
0,8

0,6 /i,\é//
0,5
04 P

0.3 Ne  —+AcC

0,2 == CC
0,1

Upornosti (kOhm)

5 dni 7 dni 8 dni 12dni  15dni  19dni 22 dni
€as (dni)

Slika 5: Prekoepitelijska upornost celi¢ne kulture Calu-3 gojene na nac¢in AIC in LCC. Na sliki so prikazane
tudi standardne deviacije za vsako meritev.
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4.2  Mikroskopiranje

S pomocjo vrsticnega elektronskega mikroskopa smo opazovali povrSino celic, da bi
opredelili strukturne spremembe na povrsini celic linije Calu-3, Ki so nastale z razvojem
kulture. S tem bi dolocili potek diferenciacije teh celic v odvisnosti od pogojev gojenja.
Spremljali smo razvoj modela celi¢nega epitelija vzporedno ob gojenju na nac¢in AIC in
LCC. Mikroskopirali smo kulture pri starostih 5, 8, 12, 15 in 22 dni. Ogledali smo si
izhodne celice, da bi videli zacetno »stanje« celic pred vzpostavitvijo celicne kulture. Na
koncu smo s pomocjo ranitvenega testa preverili povrSinske strukturne spremembe celic na

rastnem robu ob zaras¢anju vrzeli med celicami.

V okviru diplomske naloge smo iz treh poskusnih serij pripravili 42 vzorcev za vrsti¢no
elektronsko mikroskopijo ter posneli 760 SEM mikrografij. V rezultatih predstavljam
reprezentativni izbor posnetkov. Za razliko od virov, ki kazejo mikrografije samo pri
vecjih poveCavah, vsebuje na§ izbor tudi posnetke, narejene pri manjSih povecavah.
Prirascenost celicnega sloja na togo podlago ter medsebojna tesna sklenjenost celi¢nega
sloja sta vzrok za razpoke razli¢nih Sirin, ki so vidne na veéini mikrografij. Ti artefakti so
domnevno nastali v postopku priprave preparatov. Razpoke v vec€ini primerov potekajo po

robovih celic, kar nam odpira moznosti nadaljnjih raziskav lastnosti celi¢nih povezav.

4.2.1 Izhodne celice

Kot izhodno stanje celic celi¢ne kulture smo pregledali sveze odmrznjene celice celi¢ne
linije Calu-3, s kakr$nimi za¢enjamo poskusno serijo. Celice kazejo povrSinske znacilnosti
kulture pred saditvijo. Celi¢no suspenzijo pred saditvijo sestavljajo celice, Ki so bile
izpostavljene delovanju tripsina in zamrzovanju, kar bi lahko wvplivalo tudi na

poskodovanost nekaterih celic.
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Celice so bile videti neposkodovane, kroglaste in razli¢nih velikosti (slika 6). Vse celice so
ze pokrivali mikrovili, pri nekaterih smo opazili tudi daljse izrastke (sliki 6C in 6G). Pri
nekaterih celicah smo opazili izrastke s katerimi so se pritrjale in razsirjale po podlagi
(slike 6A, 6B in 6H). Veliko celic je imelo na svoji povrsini vecje Stevilo praznih mesi¢kov
(slike 6E, 6F in 6H). Njihova oblika je najverjetneje artefakt priprave prearatov. Na
nekaterih celicah so vidni ostanki, ki bi lahko bili notranjost izlitih mesickov (slika 6H).

S
3.0kV LEI SEM

“1lpm BFOB  9/14/2011
SEM WD 5.9mm 10:38:09
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— ipm BFOB 9/13/2011
4.0kV LEI SEM WD 7.9mm 3:22:14

Slika 6: SEM mikrografije sveze odmrznjenih celic celiéne linije Calu-3. Na vseh slikah vidimo, da
povrsino celic prerascajo mikrovili in nekateri Se daljsi, cilijam podobnimi izrastki (c). Z nekaterimi
izrastki se celice pritrjajo na povrsino, kar je razvidno iz slik A, B in H (puScice v omenjenih slikah). Na
sliki D je na povrsini opazna mukusu podobna struktura (mu). Na slikah E, F in H so na celi¢nih povr§inah
prisotne vezikularne strukture (v), na povrsini celice na sliki H pa lahko opazimo ostanek notranjosti take
strukture (puscica). Merilce pod slikama A in C predstavlja 10 pm, pod ostalimi pa 1 pm.

4.2.2 Strukturne spremembe povrSine celic gojenih na na¢in LCC

Po petih dneh gojitve na nacin LCC celice Se niso v celoti prerasle membrane (slika 7A).
Celice so bile med seboj precej raznolike. Veliko celic so pokrivali krajsi mikrovili (slike
7B, 7C in 7D), na nekaterih so bili opazni daljsi izrastki (slike 7C, 7D in 7E). Na povrsini

celic smo opazali tudi veéje Stevilo vezikularnih struktur (sliki 7E in 7F).
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Slika 7: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih LCC, 5 dni po saditvi. Na sliki A se vidi razrast celic
po membrani z neprera$¢enimi predeli. Izrazite epitelijske strukture — mikrovili (m) - so na sliki B. Prav tako so
celice pokrite z mikrovili na slikah C, D in E, kjer se lepo vidi variabilnost v poras¢enosti povrsin celic, daljsi
izrastki bi bili lahko cilije (c). Na slikah E in F so na povrsini celic opazne vezikularne strukture (v). Na sliki F
so vidni tudi izrastki, s katerimi se celica pritrja na podlago (puscica). Merilce pod sliko A predstavlja 100 um,
pod ostalimi 1pum.
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Po osmih dneh gojenja celic v pogojih LCC je bila povr$ina membrane koska bolj
porascena, vendar celice Se vedno niso dosegle konfluentnosti (slika 8 A). Na povrSinah
celic smo opazili vecje stevilo daljsih mikrovilov (slike 8B — D), variabilnost pokritosti
celic z mikrovili je bila Se vedno zelo velika. Ponovno so bili opazni daljsi izrastki (sliki

8B in 8D) in vezikularne strukture (slike 8B — D).

Slika 8: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih LCC, 8 dni po saditvi. Na sliki A vidimo
nepopolno pokritost membrane s celicami Calu-3. Mikrovili (m) na slikah B, C in D so postali gostej$i in
daljsi. Ponovno so vidni posamezni daljsi, cilijam podobni izrastki (c) (sliki B in D). Na slikah vidimo tudi
vezikularne strukture (v). Merilce pod sliko A predstavlja 100 um, pod ostalimi predstavljajo merilca 1pm.
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Po 12 dneh gojitve so celice v ve¢ji meri dosegle konfulentno prekritost povrsine (slika
9A). Ocitno je, da celice v celoti preraséajo membrano. S starostjo celic se je povecalo

Stevilo in gostota mikrovilov ter razlike med celicami (diferenciacija) (sliki 9B in 9C).

—— 1pm
2.00kV SEI SEM

Slika 9: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih LCC, 12 dni po saditvi. Slika A kaze, da so celice
dosegle konfluentnost, to je stanje, ko celice v celoti prekrivajo membrano. Variabilnost v epitelijskih
izrastkih na celicah vidimo na sliki B, na slikah C in D pa so izrazito daljsi izrastki, ki bi lahko bili cilije (¢).
Slika C poleg daljsih strkutur prikazuje vecje Stevilo vezikularnih struktur (v). Merilce pod sliko A
predstavlja 100 um, pod ostalimi slikami 1 pm.
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Po 15 dnevnem gojenju je pokritost celi¢cne membrane podobna kot pri starosti 12 dni, a je

tukaj ze bolj opazna tudi razrast celic v visino (sliki 10C in 10D).

L 1pm BFOB 8/16/2011
3.0kV LEI SEM WD 7.9mm 12:58:00

8/16/2011
WD 7.8mm 1:19:44

Slika 10: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih LCC, 15 dni po saditvi. Celice so tukaj ze bolj
razrasle in visje, kar je najbolj izrazito na slikah C in D. Mikrovili (m) gosto poras¢ajo celice, ponovno so
opazne vezikularne strukture (v), ki jih lahko vidimo na slikah A in B, ter daljsi izrastki (c), opazni na sliki
A. Merilce pod sliko C predstavlja 10 um, pod ostalimi 1 um.
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Po 22 dneh gojenja v pogojih LCC imajo celice na svoji povrsini gosto izrazene mikrovile
(sliki 11D in 11E), tudi variabilnost med posameznimi celicami je velika (sliki 11C in
11F).

—— 10pm BFOB 8/11/2011
3.0kV LEI SEM WD 7.7mm  12:33:20

9/1/2011
8.1mm 1:28:20

Slika 11: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih LCC, 22 dni po saditvi. Celice izra§¢ajo v vi§je
plasti (sliki A in C). Pokritost celic s strukturami je e vedno zelo variabilna, pojavljajo se razli¢ni vzorci v
porasti celic (sliki C in F). Ponovno je na povrsini precej vezikularnih struktur (v) (sliki D in F) in daljsih,
cilijam podobnih izrastkov (c) (sliki E in F). Merilce pod sliko A predstavlja 100 um, pod slikama B in C 10
um, pod slikami D, E in F 1 pm.
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4.2.3 Strukturne spremembe povrsine celic gojenih na nacin AIC

Pri gojenju celic na na¢in AIC so po 5 dneh gojitve prerascale ze vecino povrsine rastne
membrane (slika 12A). Poleg krajsih izrastkov so bili na povrSinah celic opazni tudi daljsi

izrastki (slika 12C). Celice so se ze razras¢ale tudi v visino (sliki 12B in 12D).

100pm BFOB 8/18/2011 7/20/2011
LEI M WD 8.0mm 9:52:58 X WD 8.0mm 5:03:17

pm  BFOB 7/20/2011 T 10pm BFOB 8/18/2011
3.0kV LEI SEM WD 8.1mm 5:39:27 X 3.0kV LEI SEM WD 8.0mm 10:21:00
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i1pm  BFOB 8 — ilpm  BFOB 8/18/2011
3.0kv LEI SEM X 3.0kV LEI SEM WD 8.0mm 10:29:53

Slika 12: SEM mikrografije celi¢ne kuture gojene v pogojih AIC, 5 dni po saditvi. Celice $e niso
dosegle konfluentnosti, kar je razvidno iz neporaséenih obmocij (puscica) na sliki A. Na slikah E in F
vidimo, da so nekatere celice prekrivali krajs$i mikrovili (m), druge celice pa daljsi izrastki (c) (slika C).
Slike B, D in F prikazujejo celi¢no razrast, slika D prikazuje robne celice ob neporasceni povrsini.
Merilce pod sliko A predstavlja 100 um, pod slikama B in D 10 pm, pod ostalimi 1 pm.

Po 8 dneh gojitve opazimo, da so celice dosegle konfluentno razrast (slika 13A).
Porascenost povrsine celic z mikrovili je zelo raznolika (slike 13B — E). Celice se vedno
bolj razrascajo v visje plasti (sliki 13C in 13F). Na prisotnih razpokah ni ve¢ opaziti rastne
podlage, kar bi lahko pomenilo, da so celice nalozene v ve¢ plasteh (slika 13C). To bi
lahko sodili tudi po stranskem videzu prerezane kulture (slika 13F). Prerez smo napravili z

britvico pred fiksacijo in pripravo preparata za elektronsko mikroskopijo.

100pm BFOB 8/3/2011 = —— 10pm BFOB 8/3/2011
3.0kV LEI LM WD 8.0mm 9:43:23 X 3.0kV LEI SEM WD 8.0mm 10:02:56
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— lpm  BFOB 8/3/2011
3.0kV LEI SEM WD 7.8mm 11:15:49

v

— lpm  BFOB 8/3/2011 — l10pm BFOB 8/3/2011
3.0kV LEI SEM WD 7.8mm 11:24:13 X 3.0kV LEI M WD 8.0mm 12:41:09

Slika 13: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih AIC, 8 dni po saditvi. Na sliki A je vidna v
celoti poras¢ena membrana gojitvenega koska s celicami, ki se razrascajo v visino. Slika B prikazuje
celico dvignjeno nad ravnino drugih celic (pus¢ica). Razpoka na sliki C ne razkriva dna oz. rastne
membrane. Sliki D in E prikazujeta gosto porascenost povrsine celic z dalj$imi izrastki (c), na sliki E je
tudi vegje Stevilo vezikularnih struktur (V). Razrast celic v ve¢ plasteh je opazna na prerezu skozi celice
na sliki F. Merilce pod sliko A predstavlja 100 um, pod slikama B in C 10 um, pod D, E in F 1 um.
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Po 12 dneh gojitve je raznolikost v razrasti vedno vecja, vedno bolj izrazita je tudi
poraséenost celi¢nih povrsin (slike 14D — F). Na povrsini celic je vecje Stevilo vezikularnih

struktur (s premerom nekaj um) (slika 14C) .

100pm BFOB / — 10pm BFOB 8/23/2011
3.0kV LEI M i i :39:2 X 3.0kV LEI SEM WD 8.0mm 11:17:21

I 10pm BFOB 8/9/2011
3.0kV LEI SEM WD 7.8mm 1:58:42

11 — 10pm BFOB 8/

ilpm  BFOB 23/2 2
SEM WD 8.0mm 11:13:11 x 3.0kV LEI SEM WD 8.0mm 11

Slika 14: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih AIC, 12 dni po saditvi. Na slikah je lepo
razvidna vedno vecja razrast celic z razlicnimi vzorci epitelnih izrastkov na celi¢ni povrsini (slike D, E in
F). Na sliki C je veéje Stevilo vezikularnih struktur (v). Merilce pod sliko A predstavlja 100 um, pod
slikami B, D in F 10 pm, pod slikama Cin E 1 pm.
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15 dni po saditvi je opazna znacilna obrocasta oblika v blizini zunanjega roba rastne
povrsine, kjer so celice razraS¢ene vise kot na ostalih delih vzorca (sliki 15A in 15B).
Povrsina celic je precej porasla z mikrovili in dalj$imi izrastki, ki bi lahko bile cilije (sliki

15E in 15 F). Ponekod je na povrsini celic opazen mukus (sliki 15C in 15D).

- = < A - ”
L 100pm BFOB 7/20/2011 100pm BFOB 8/31/2011
3.0kV LEI M WD 8.0mm 6:01:35 X 3.0kV LEI M WD 8.0mm 2:45:31

AP e,
v

— 100pm BFOB 8/31/2011 _— 10pm BFOB 8/31/.
3.0kV LEI M WD 8.0mm 12:53:01 X 500 3.0kV LEI LM WD 8.0mm 1:0

4 » &
BFOB 8/31/2011 — 1lpm BFOB 8/31/2011
3.0kV LEI SEM WD 7.5mm 1:25:36 X 3.0KV SEI GB_LOW WD 3.9mm 2:38:17

Slika 15: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih AIC, 15 dni po saditvi. Sliki A in B prikazujeta
»obroc« vise rastocih celic ob zunanjem robu. Na slikah C in D je opaznega kar nekaj mukusa (mu) na
povrsini celic. Bogata porascenost celi¢nih povrsin je prikazana na slikah E in F. Merilce pod slikami A — C
predstavlja 100 pm, pod sliko D 10 pum, pod slikama E in F 1 pm.
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Po 22 dneh rasti so celice dosegle moc¢no razrast v visje plasti (sliki 16A in 16H), na slikah
lahko vidimo, da nekatere preraséajo spodaj rastoce celice (slika 16B). Tudi tukaj je zelo
izrazit pas vi§je rastoCih celic (slika 16A). Poleg znacilno poraslih celic z mikrovili Smo
opazili e veliko druga¢nih morfoloskih tipov. Nekatere celi¢ne povrsine so skorajda gole
(slika 16H), druge pa zelo bogato porasle, tako z mikrovili kot z dalj$imi, cilijam
podobnimi izrastki (sliki 16B in 16J), spet tretje imajo neporascen le del apikalne povrsine
(slika 16G). Na veliko mestih so prisotne vezikularne strukture, opazamo pa veliko praznih
membranskih mesickov — najverjetneje ostankov poéenih vezikularnih struktur (sliki 16C
in 16D). Mukus je bil prisoten na ve¢ mestih, pri nekaj vzorcih pa prekriva skoraj celotno
povrsino celic (sliki 16E in 16F).

3 -
] imm BFOB 6/30/2011

2 2
lpm BFOB 8/9/2011
X 25 2.00kV LEI M WD 6.0mm 12:31:49

LEI SEM WD 8.1mm 4:15:12

I 10um BFOB 8/9/2011
3.0kV LEI SEM WD 8.1mm 4:28:22

" — ilpm  BFOB 2
3.0kV LEIL SEM WD 8.1lmm 4:45:28
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- y
— 100pm BFOB 8/9/2011 10pm BFOB 6/30/2011
3.0kV LEI M WD 8.0mm 4:52:15 X 3.0kV LEI M WD 8.0mm 1:31:21

- lpm  BFOB 9/1/2011 lpm  BFOB 9/1/2011
3.0kV LEI SEM WD 7.9mm 10:40:23 3.0kV LEI SEM WD 7.9mm 11:11:47

— lpm  BFOB 7/13/2011
3.0kV LEI SEM WD 7.8mm 6:08:51

= lpm  BFOB 8/9/2011
3.0kv LEI SEM WD 7.9mm 5:29:05

Slika 16: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih AIC, 22 dni po saditvi. Slika A prikazuje
obrobni »obroé« vi§je rasto¢ih celic. Vezikularne strukture in celice na povrsini kulture lahko vidimo na
slikah C in I (puscice), ostanke meSickov pa na sliki D (pus€ice). Povrsino celic je na manj spranih vzorcih
prekrival mukus, kar je razvidno na slikah E in F (puscice). Na ostalih slikah (B, G, H, I in J) je prikazana
velika raznolikost v gostoti in tipu epitelnih struktur na celiéni povr$ini. Merilce pod sliko E predstavlja
100 um, pod slikama C in F 10 pm, pod ostalimi 1 pm.
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4.2.4 »Ranitveni« test

Na kulturah v pogojih LCC smo spremljali proces zaras¢anja nacrtno povzrocenih raz v
celi¢nem sloju. Prvo razo smo povzrocili 20. dan gojitve celi¢ne kulture, vsako naslednjo
pa z enodnevnim zamikom. Najstarej$a raza je bila v ¢asu fiksacije stara 2 dni in je bila v
celoti zaceljena (slika 17A). Na preparatih nismo nasli znakov, ki bi jih lahko povezovali s
poskodbo. Celice so v tem ¢asu Vv celoti zapolnile vrzel in se niso razlikovale od okoliskih

celic.

Razo, ki smo jo naredili dan pred fiksacijo smo na preparatih $e lahko opazovali. Tukaj je
bil proces zapolnitve vrzeli najbolj znacilen. Celice so se na robovih ob prosti podlagi
odebelile in zacele postopoma zapolnjevati prosti del (slike 17B — D). Ponekod na robu je
opaznih nekaj samostojeCih celic (slika 17). Najverjetneje gre za na novo odcepljene,

migrirajoc¢e mlade celice iz epitelija proti prazni podlagi.

ey 100pm JEOL  11/9/2011
3.0kv SEI  IM WD 6.0mm 12:32:18

— 10pm JEOL 11/9/2011 — 10um JEOL 11/9/2011
3.0kV SEI M WD 6.0mm 12:44:19 X 3.0kV SEI M WD 6.0mm 12:56:47
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L] lpm  JEOL 11/9/2011
X 25,000 3.0kv SEI SEM WD 5.7mm  2:40:00

—
3.0kV LEI M

Slika 17: SEM mikrografije celi¢ne kulture gojene v pogojih LCC prikazujejo proces zara§¢anja. Na sliki A
je prikazano mesto, Kkjer je bil narejena prva raza, ki se je ze v celoti zacelila. Slike B, C, D, E in F
prikazujejo 1 dan staro razo. Ta je na dolocenih delih Ze zaceljena, znacilni so odebeljeni robovi ob Se
neporasceni povrsini. Na neporaséenem delu vidimo tudi nekaj samostojnih celic (puscica) (slika E), ob robu
pa tudi posamezne vezikularne strukture (v) (sliki E in F). Sliki G in H prikazujeta nekaj ur staro razo. Ta
ima Se sveze poSkodovane robove, ponekod so Ze opazne posamezne celice, ki se razsirjajo po prosti podlagi
(slika H). Merilce pod slikami A, B in G predstavlja 100 um, pod slikami C, D, E in H 10 pm, pod sliko F 1
pm.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 Prekoepitelijska elektri¢na upornost

Izmerjene vrednosti prekoepitelijske elektriéne upornosti celicnega sloja Calu-3 so bile pri
celicah, gojenih na nac¢in AIC niZje kot pri gojenju na nac¢in LCC. V nasi raziskavi so bile
te razlike manjse, kot v nekaterih predhodnih merjenjih, vendar so bila izmerjena
odstopanja v isto smer (Grainger in sod., 2006). Razlike v upornosti pomenijo razli¢ne
ionske tokove v tekocini med apikalno in bazalno stranjo. Ovira toku ionov so lahko
povezave med celicami, zlasti tesni stiki, debelina celicnega sloja in mukusna plast. Pri
gojenju na na¢in AIC in LCC se oblikuje celi¢ni sloj razliéne debeline in razli¢no debele
mukusne plasti. Glede na to, da so tokovi manj$i pri gojenju v pogojih LCC navkljub
tanjSemu celicnemu sloju in odsotnosti izrazitega mukusnega sloja lahko sklepamo na
vecjo urejenost tesnih stikov pri tako gojenih celicah, s ¢imer ti prispevajo najveéji delez
izmerjene upornosti. Te ugotovitve potrjujejo nekatere raziskave, kjer so dokazali vi§jo
koncentracijo proteina ZO-1, ki je prisoten v tesnih stikih, pri gojenju v pogojih LCC
(Grainger in sod., 2006). Prav tako so nekatere raziskovalne skupine ugotovile, da je
prehajanje testnih ucinkovin skozi kulturo, gojeno v pogojih LCC, pocasnejse kot v

primeru pogojev AIC (Cooney in sod., 2004).

5.2 Mikroskopiranje

5.2.1 lzhodne celice

Z mikroskopiranjem izhodnih celic smo dobili vpogled v izgled celic pred nasaditvijo v
kulturo. Vse celice so imele izrazite povrsinske strukture, ki so znacilne za kasnejsi epitelij.
Celice so pokrivali mikrovili, nekatere tudi daljsi, cilijam podobni izrastki (slika 6). To
kaze, da so vse te morfoloSke strukture prisotne Ze pri rasti v osnovni kulturi, s Katero
namnozimo celi¢ni material pred saditvijo na prepustne membrane, in da se med
tripsinizacijo ohranijo v znatni meri. Zanimive so najdbe vezikularnih struktur na povrsini

celic in mestoma prisoten mukus, na podlagi katerih bi lahko sklepali na zmoznost
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izrazanja znacilnosti mukusnih in migetal¢nih celic epitelija ze pri sveze odmrznjenih
celicah. Ker nediferenciranih celic v kulturi nismo opazili, sklepamo, da v izhodni kulturi
previladujejo epitelijske celice z zmoznostjo izrazanja razli¢nih strukturnih in fizioloSkih

znakov, ki se v svojem izrazu prilagajajo danim razmeram.

5.2.2 Primerjava med LCC in AIC

Po pregledu naSih vzorcev bi lahko izpostavila nekaj glavnih vzporednic in razlik med
dvema na¢inoma gojenja epitelija Calu-3. Celice so si v zacetnih dnevih rasti podobne, pri
obeh nacinih izrazajo povrSinske epitelijske strukture, mikrovile. Kljub razli¢nemu nacinu
gojenja lahko na slikah 7D in 12C vidimo zelo veliko podobnost pri pojavljanju

mikrovilarnih epitelijskih struktur na apikalni povrSini celic.

Po tednu rasti so razlike med na¢inoma gojenja vedno opaznejse. V tem Casu celice v obeh
pogojih gojenja dosezejo konfluentno razrast. Pri rasti v pogojih AIC se celice povzpnejo v
visino, v nekaterih primerih celice rastejo ze v vec¢ plasteh (sliki 14A in 14B ). Pri gojenju

v pogojih LCC so celice v ravnini in bolj homogene (slika 9A).

V nasprotju z navajanji virov (Grainger in sod., 2006) smo daljse izrastke podobne cilijam,
opazili pri obeh nacinih gojenja, zlasti pri kulturah, gojenih dalj ¢asa. To nakazujejo slike
9A in 11E za celice, gojene v pogojih AIC, ter 14E in 15F za celice, gojene v pogojih
LCC. V skladu s predhodnimi ugotovitvami (Grainger in sod., 2006) smo sicer tudi mi
opazili ve¢ cilijam podobnih izrastkov pri gojenju v pogojih AIC. Za potrditev, da so
strukture res cilije, bi bilo potrebno pripraviti preparat prereza povrsinskih struktur, ki bi ga
pregledali na transmisijskem elektronskem mikroskopu. V raziskavi Graingerja s sod.
(2006) na takih prerezih niso opazili mikrotubularnih struktur, znacilnih za cilije.

Pri obeh nacinih gojenja se na povrsini celic pojavijo tudi vezikularne strukture (sliki 9C in
10B za nacin LCC ter sliki 13E in 14C za nacin AIC). Izraz vezikularne strukture morda v
tem primeru ni idealen, vendarle smo se zanj odlocili na podlagi oblike prisotnih struktur.
Ceprav izvora struktur nismo raziskali, sklepamo, da so povezane z izlo¢anjem mukusa,

kar je specificna znacilnost celic proucevane celi¢ne linije.



Djurdjevi¢ I. Spremljanje diferenciacije celic linije Calu-3 z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom. 36
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

Mukus smo sicer v vec¢jih koli¢inah opazili le pri rasti v pogojih AIC. Ta je viden ze pod
svetlobnim mikroskopom in celo s prostim o¢esom. Mikrografije manj intenzivno spiranih
vzorceV (z bolj razred¢enim kakodilatnim pufrom) so ta opazanja potrdile (slika 16F) . Na
sliki mukus v celoti zapolnjuje vrzeli med celicami. Ob tem se zastavlja vprasanje, zakaj
mukus ni prisoten tudi pri celicah, gojenih v pogojih LCC. Ce drzi, da celice izvirajo iz
submukoznega zleznega tkiva, bi lahko pri¢akovali, da jim bo ta nacin gojenja bolj
ustrezal. Submukozne Zleze namre¢ leZijo pod epitelijem in ne prihajajo do neposrednega
stika z zrakom. Najverjetneje je mukus prav tako prisoten pri epiteliju, gojenem v pogojih
LCC, le da se tukaj lahko razred¢i z gojis¢em in se z vsako menjavo gojisca na apikalni
strani sproti vsaj deloma odstrani in se tako ne nalaga na povrsini. Mukus iz subepitelialnih
Zlez je tudi in vivo redkejsi, saj se mora izlocati skozi izvodilo (Ballard in Spadafora,

2007), kar je verjetno tudi v pogojih nasih kultur.

Kljub podobnostim so strukturne razlike pri obeh nacinih gojenja epitelija izrazite. Pri
nacinu LCC so celice bolj homogene, v vecini rastejo v eni plasti na rastni membrani (sliki
11A in 14B). Pri gojenju v pogojih AIC se celice precej bolj razrastejo, rasti za¢nejo
izrazito v vi$ino (sliki 14B in 15B). Razpoke, ki so artefakt priprave preparatov in potekajo
ve¢inoma 0b robu celic, ne segajo do rastne podlage, iz Cesar je mogoce sklepati, da je
tukaj epitelij precej debelejsi oziroma ponekod celo ocitno vecplasten (slika 13C).
Epitelijske strukture (mikrovili in cilijam podobne strukture) so prisotne pri obeh na¢inih

gojenja, vendarle ve¢ na povrsini celic, gojenih na nacin AIC.

Model epitelija na osnovi rakaste celi¢ne kulture je vsekakor tezko ovrednotiti, saj lahko
poleg lastnosti izvornega tkiva pri¢akujemo tudi mnoge tezko pojasnljive lastnosti, ki
1zvirajo iz dereguliranega in poSkodovanega rakastega genoma. Vec¢je kromosomske
anomalije tudi niso skupne za celotno populacijo celic v kulturi, kar dodatno oteZi podajo
zakljuckov. Kultura in vitro epitelijskega modela ne doseze stabilnega stanja, temvec se,
ko doseze trenutek najvecje podobnosti epiteliju in vivo, nadalje spreminja in vse bolj
odstopa od zelenega stanja. Zato je potrebno model kriti¢no ovrednotiti iz razli¢nih vidikov
ter dolociti optimalne pogoje rasti in ¢asovno obmocje, v katerem lahko sluzi kot model pri
vrednotenju izbranih lastnosti epitelija. V primeru Calu-3 dosezejo celice strnjeno prerast

ze zelo zgodaj in pri tem izrazajo znacilne membranske strukture. Tudi prekoepitelijska
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elektri¢na upornost se s ¢asom ne povecuje vec. Prevelika gostota lahko privede pri
transformiranih celicah do preras¢anja v ve¢ plasteh, kar smo opazili tudi pri nasih celi¢nih
kulturah. Pojav smo pri nac¢inu AIC opazili Ze po osmih dneh gojenja v kulturi, torej po

tem, ko celice dosezejo konfluentnost (slika 13F).

Ker smo Zeleli svoj epitelijski model neposredno primerjati z nativnim epitelijskim tkivom,
smo z Onkoloskega instituta Ljubljana dobili nekaj biopsij tkiva plju¢. Na vzorcih,
pridobljenih iz teh biopsij, smo z vrstiénim elektronskim mikroskopom poizkusili najti del
z epitelijskimi celicami, ki bi ga lahko primerjali z naso celi¢no linijo. Vzorci so bili sicer
velikokrat precej deformirani zaradi odvzema, kljub temu smo na enem od vzorcev iz

zdravega tkiva pljuc zasledili epitelijski predel, primerljiv naemu modelu epitelija.

7 R
&

— 10pm JEOL 2/29/2012
4.0kV LEI M WD 10.0mm 1:17:38

Slika 18: SEM mikrografija biopsije zdravega tkiva plju¢. Na sliki vidimo povr$ino primerljivo naSemu
modelu epitelija s kratkimi epitelijskimi izrastki (mikrovili) in vezikularnimi strukturami. Poleg mikrovilov
vidimo tudi izrazitejse izrastke, ki so najverjetneje cilije.

Za dodatno primerjavo smo iz atlasa vrsti¢ne elektronske mikroskopije (Kessel in Kardon,
1979) pridobili nekaj slik respiratornega epitelija, narejenih z vrsticnim elektronskim
mikroskopom. Povrsino cilijarnih celic na slikah gosto pokrivajo cilije, kar je lepo
razvidno iz slike 19, saj so te epitelijske strukture debelejse. Casaste celice imajo na

povrsini krajSe strukture, mikrovile.
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Slika 19: SEM mikrografije epitelijske povrine sapnika (Kessel in Kardon, 1979). Vse tri mikrografije nam
kazejo gosto porast povrSine ciliarnih celic s cilijami (Ci). PovrSina caSastih celic (Gc) pa se bistveno
razlikuje. Velikokrat njihovo robno povrsino prekrivajo krajsi mikrovili (Mv), kar smo opazili tudi pri
nekaterih nasih celicah (slika 16H).

Podobnost med slikami plju¢nega epitelija in slikami nase celi¢ne linije je o€itna, Geprav je
gostota epitelijskih struktur nekoliko manjSa pri celi¢ni liniji, kjer niti ne opazimo tako
izrazitih cilijarnih struktur. Po slikah sode¢ so nativni epiteliji enoslojni, celice rastejo v isti

ravnini.
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5.2.3 »Ranitveni« test

Z ranitvenim testom smo spremljali proces »celjenja« opazovanega epitelija po nastali
poskodbi. Celice so se ob ranjenem delu ustrezno preuredile, videli smo odebeljen rob, kar
bi bila lahko posledica preurejanja citoskeleta ob robnih celicah in migrirajoce se celice po
nepora$c¢eni povrsini (slika 17). Ves ta proces je potekal zelo hitro, saj so prej kot v dveh
dneh celice popolnoma zapolnile poSkodovani predel Sirine priblizno pol milimetra. Na
starej$ih, Ze zaceljenih predelih morfoloskih razlik na povrSinah celic ni bilo. Z ranitvenim
testom smo zeleli spremljati diferenciacijo na novo nastalega epitelija in celice, ki bi
zapolnile prosto rastno podlago. Rezultati so nas vsaj deloma presenetili, saj smo upali na
spremenjen fenotip celic na mestu poSkodbe. Na osnovi povrsinskih epitelijskih struktur
slednjih namre¢ nismo uspeli dolo€iti, katere celice so starejSe in katere na novo deljene.
Med delitvijo ali samo preurejanjem celic torej ni pir§lo do apikalnih morfoloskih
sprememb. Rakaste celice, kot Calu-3, imajo praviloma deregulirano proliferacijo in zato
verjetno tudi ni pri¢akovati sklopljenosti s procesom celi¢ne diferenciacije (Kufe in sod.,

2006) saj oba procesa po vsej verjetnosti lahko potekata asinhrono.
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5.2.4 Sklepi

Z rezultati smo potrdili zacetno hipotezo, da se morfologija celic iz celicne linije Calu-3
razlikuje v odvisnosti od nacina gojenja. V primerjavi z nativnim epitelijem imata oba
nacina gojenja nekaj svojih prednosti. Pri celicah, gojenih na nac¢in AIC, je glavna prednost
prisotnost mukusa. Na ta nacin lahko pripravimo in vitro epitelijski model z mukusno
bariero. Izrazenost epitelijskih struktur je pri gojenju pod pogoji AIC praviloma izrazitejSa
kot pri gojenju pod pogoji LCC. Prednosti nac¢ina LCC so izrazitejsi tesni stiki in enoslojen
epitelij, s celicami v isti ravnini. Veéja strukturna homogenost in integriteta torej
omogocata ponovljivejSe meritve epitelijske prehodnosti. Glavna pomanjkljivost je v
odsotnosti mukusa (ta se sicer najverjetneje pojavlja, a v manjsih koli¢inah), vendar pa je
slednje lahko tudi prednost, kadar Zelimo lofeno preucevati delovanje posameznih

bariernih struktur epitelija.

Z meritvami TEER smo Zeleli ugotovili dinamiko nastajanja tesnih stikov kot pokazatelja
vzpostavitve integritete epitelija. Ker je bilo s prekoepitelijskimi meritvami na drugi celi¢ni
liniji Caco-2 slednje Ze ugotovljeno, smo pricakovali potrditev naSe hipoteze. Meritve
prekoepitelijske upornosti so bile na zalost niZje od pricakovanih. Po vrednostih na sliki 5
lahko sicer okvirno dolo¢imo, kdaj celice dosezejo konfluentno prerast in vzpostavijo
medceli¢ne stike, vendar le za celice, gojene v pogojih LCC. Celice, gojene v pogojih AIC,
so imele v celotni seriji razmeroma nizke vrednosti prekoepitelijske upornosti, kar
nakazuje, da celice morda celo ob konfluentni prerasti niso vzpostavile izrazitih tesnih
stikov. Na sliki 5 je tudi jasno razvidno, da vrednosti obeh kultur nihajo. Ker je nihanje v
fazi, gre najverjetneje za vpliv periodike hranjenja kulture in nekaterih dejavnikov, ki jih
ne moremo povsem nadzorovati. Tukaj je pomembna Ze temperatura in stanje aparata med
merjenjem, prehranjenost celic itd. Nase hipoteze torej ne moremo potrditi, saj so vrednosti

teh meritev ocitno precej odvisne od dejavnikov, ki jih ne moremo v celoti nadzorovati.

Gojenje celic Calu-3 v pogojih AIC, ki so blizje pogojem nativnega epitelija, verjetno vodi
v oblikovanje mukusnih epitelijskih celic z izrazitimi mikrovili. Vendar pa se zdi, da je
zahteva po oblikovanju enoslojnega epitelija mukusnih celic prevelika saj so v naravnem

okolju v enotni strukturi psevdostratificiranega epitelija prisotne tudi druge celice. Temu je
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najverjetneje prilagojena tudi morfologija in fiziologija mukusnih celic, kar se lahko v

monokulturi izkaze kot pomanjkljivost.

V zakljuckih se torej nekoliko odmikamo od vecinskega mnenja (Grainger in sod.,2006;
Stentebjerg-Andersen in sod, 2011; Haghi in sod., 2010: Zhu in sod.,2010) in s tem deloma
zavratamo na$o hipotezo, da je AIC model blizji epiteliju dihalnih poti. S prednostmi in
pomanjkljivostmi, ki jih navajamo lahko trdimo, da je posploSitev na nacin boljsi ali slabsi
lahko zavajajo¢a. Model je lahko sprejemljiv za specifiCen namen, Ce se izkaZze s
potrebnimi lastnostmi. Dober pa je Sele po ustrezni primerjavi s stanjem in vivo. Celi¢na
linija Calu-3 je v modelu AIC bolj podobna stanju in vivo glede na prisotnost mukusa.
Glede na integriteto celicnega sloja pa gre za precej slab model epitelijske bariere. Za
raziskave je tako primeren tudi epitelijski model LCC, kar navaja tudi Pezron s sod.
(2001). Oba modela se torej nekako dopolnjujeta, noben pa ni idealen, ¢esar tudi nismo

pri¢akovali.
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6 POVZETEK

Epitelij dihalnih poti je izpostavljen zunanjemu okolju, zato se na biofizikalne in bioloske
stimuluse izrazito odziva. Preko mnogih celi¢nih poti in mehanizmov odgovarja na zunanje
substance, stres, medicinska zdravljenja, ki bi lahko povzrocila celjenje ali poskodbo
dihalnega epitelija. Zaradi zahtevnosti in ovir pri vzgoji primarnega humanega epitelija iz
dihalnih poti in omejenosti in vivo studij na zivalih, se i$¢e primerne epitelijske modele, ki

bi nam pomagali pri razumevanju delovanja dihalnega epitelija (Zhu in sod., 2010).

V diplomskem delu smo zato spremljali razvoj celi¢ne linije Calu-3, pridobljene iz
humanega adenokarcinoma bronhialnega epitelija. Gojili smo jo na dva nacina. Prvi, LCC,
je klasiCen nain gojenja celicne kulture, kjer gojis¢e obliva tako apikalno kot
bazolateralno stran celic. Drugi nacin gojenja, AIC, temelji na tem, da imajo celice
apikalno stik z zra¢no atmosfero (kot tudi v nativnem dihalnem epiteliju). Pri obeh nacinih
smo s pomocjo vrsti¢nega elektronskega mikroskopa spremljali diferenciacijo celic celi¢ne
linije po casu v kulturi, ki je vkljuevala spremembe apikalnih epitelijskih struktur,
prisotnost mukusa, vezikularnih struktur in pa sam nacin rasti celic. Ogledali smo si
strukturne lastnosti izvornih celic pred sajenjem na propustno podlago. Te so izrazale Ze
vse epitelijske strukture, prisotne pa so bile tudi vezikularne strukture in mukus. Z
ranitvenim testom smo spremljali prerasCanje postrgane podlage sredi konfluentne

povrSine modela epitelija. Prerast je bila hitra in brez ve¢jih strukturnih sprememb celic.

Razlike med na¢inoma gojenja so bile opazne. Najbolj izrazite so bile pri samourejanju
celic in pri prisotnosti mukusa. Veliko je bilo tudi skupnih tock, kot je prisotnost
vezikularnih struktur in ve¢ tipov povrsinskih epitelijskih struktur. Pri nobenem od obeh
nacinov gojenja model epitelija ni zadoscal vsem kriterijem podobnosti z dihalnim
epitelijem. Zato je na mestu kriti¢na presoja, ¢e in kateri model je primeren za simulacijo

izbranega procesa in vivo.
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