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Amnijska membrana (AM) ima velik potencial za uporabo v tkivnem inzenirstvu,
ker spodbuja rast in diferenciacijo celic. Pri rekonstrukcijah urinarnega trakta je
bistveno, da je vzpostavljen urotelij funkcionalno enak nativnemu uroteliju, ki je
najtesnejsi epitelij v ¢loveskem telesu in deluje kot krvno-urinska pregrada. Za
vzpostavitev urotelija smo uporabili AM kot nosilec s tremi razli¢nimi postopki.
Urotelijske celice smo nasadili na amnijske epitelijske celice, vezivno tkivo ter
bazalno lamino, iz katere smo predhodno odstranili epitelijske celice. Celice smo
gojili 2-5 tednov in merili njihovo transepitelijsko upornost. Ob koncu gojenja
smo analizirali njihovo molekularno diferenciranost z imunooznacevanjem ter
ovrednotili njihovo funkcionalno diferenciranost z ugotavljanjem permeabilnosti
konstruktov za dekstran. Urotelijske celice so na vseh nosilcih tvorile ve¢skladen
urotelij in izraZzale diferenciacijske oznacevalce uroplakine ter citokeratine CK7 in
CK20. Vzpostavile so tesne stike in izrazale protein tesnih epitelijev, klavdin-8.
Transkripcijski dejavnik p63, ki je znacilen za proliferajoce celice, so izrazale le
bazalne celice urotelija. Najvi$jo stopnjo diferenciacije so dosegle urotelijske
celice, ki smo jih nasadili na vezivno tkivo AM. Tako smo dokazali primernost
AM za pritrditev in molekularno diferenciacijo urotelijskih celic. Funkcionalnega
urotelija, ki naj bi sluzil kot krvno-urinska pregrada nismo vzpostavili, ker
urotelijske celice niso dosegle konfluentnosti na nobenem nosilcu. Za
ovrednotenje AM kot primernega nosilca za vzpostavitev funkcionalnega urotelija
bodo potrebne Se nadaljnje raziskave.
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The amniotic membrane (AM) has considerable potential use in tissue engineering
due to its many beneficial properties, which provide a good environment for cell
growth and differentiation. The ability to generate urothelium functionally
equivalent to native urothelium, which serves as the blood-urine barrier, is crucial
in urinary tissue replacement. To establish a functional urothelium, we utilized
AM as a scaffold in three ways. We cultured urothelial cells on the AM epithelial
cells, stromal matrix, and basal lamina, which we decellularized prior to seeding.
We propagated the urothelial cells 2-5 weeks and monitored their transepithelial
resistance. We evaluated their molecular differentiation with immunolabelling and
their functional differentiation by assessing dextran permeability of the constructs.
Urothelial cells on all scaffolds stratified into a multilayered urothelium and
expressed the differentiation-related proteins uroplakins and cytokeratins CK7 and
CKZ20. They formed tight junctions and expressed claudin-8, characteristic of tight
urothelia. Only the basal cells stained positive for the transcription factor p63,
indicating that the superficial urothelial cells reached terminal differentiation. The
urothelial cells achieved the highest stage of differentiation when cultured on the
stromal side of the AM. We have demonstrated that the AM is a suitable scaffold
for the adhesion and molecular differentiation of urothelial cells. However because
the urothelial cells did not reach confluence, we were unable to establish a
functional urothelial barrier on any of the scaffolds. Additional studies are
necessary to determine the suitability of the AM as a scaffold for functional
urothelial development.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
AEC amnijske epitelijske celice
AM amnijska membrana
AMC amnijske mezenhimatske celice
AUM asimetri¢na odebeljena plazmalema (angl. Asymmetric Unit Membrane)
AQP akvaporini
BAMG angl. Bladder Acellular Matrix Graft
CK citokeratini
DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol; fluorescen¢no barvilo, ki obarva kromatin
DFV diskoidalni in fuziformni vezikli
eAM amnijska membrana z navzgor obrnjenim epitelijem
GAG glikozaminoglikani
gAM amnijska membrana z odstranjenim epitelijem (gola)
HA hialuronska kislina
HC-HA kompleks inter-a-inhibitorja in hialuronske kisline
HLA humani levkocitni antigeni (angl. Human Leukocyte Antigen)
IF intermediarni filamenti
MCPK mononuklearne celice periferne krvi
p63 transkripcijski dejavnik
Papp permeabilnostni koeficient
PBS fosfatni pufer (angl. Phosphate Buffered Saline)
PET sinteti¢ni polimer polietilen teraftalat
Pulll- VI prasicje urotelijske celice III. do VI. pasaze
PUC povrsinske urotelijske celice
RFU relativne fluorescencne enote (angl. Relative Fluorescence Units)
SAM amnijska membrana z navzgor obrnjenim vezivnim tkivom (stromo)
SIS angl. Small Intestinal Submucosa
TER transepitelijska upornost (angl. TransEpithelial Resistance)
TGF transformirajoc¢i rastni dejavnik (angl. Transforming Growth Factor)
TL termolizin
TS tesni stik
UP uroplakini (la, Ib, I1, 111a)
ZCM zunajceli¢ni matriks
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1UvOoD

Amnijsko membrano (AM) se vedno ve¢ uporablja v regenerativni medicini zaradi
njenih bioloskih in mehanskih lastnosti. Kot nosilec za celi¢ne kulture se AM uporablja
na tri nacine. Lahko nasadimo celice na njene epitelijske celice (AEC), na njeno
vezivno tkivo ali pa z encimsko razgradnjo odstranimo njene epitelijske celice in
nasadimo celice na spodaj leZeco bazalno lamino. Vse tri podlage izkori$¢ajo za gojenje
celic in tudi mi smo preizkusili vse tri nosilce za vzpostavitev urotelija in vitro. Urotelij
sluzi kot krvno-urinska pregrada in je najbolj neprehoden epitelij v ¢loveskem telesu.
Bistveno je, da je s tkivnim inzenirstvom vzpostavljen urotelij ¢im bolj podoben
nativnemu uroteliju. Predhodna raziskava je potrdila primernost AM za pritrditev in
morfolosko diferenciacijo urotelijskih celic (Dragin 2010). Mi smo pa dodatno
ovrednotili primernost AM za vzpostavitev funkcionalno diferenciranega urotelija, ki
naj bi sluzil kot neprehodna pregrada. Predvidevajo, da AEC niso dober substrat za rast
celic, saj naj bi ovirale rast in preprecile stik z bolj primernim adhezijskim substratom, z
zunajceli¢nim matriksom (Koizumi in sod. 2000a). Vendar AEC izlocajo dejavnike, Ki
zavirajo celice imunskega sistema (Li in sod. 2005), ter rastne dejavnike, ki spodbujajo
epitelizacijo in odstranjevanje AEC zmanjsa njihovo koli¢ino (Koizumi in sod. 2000c).
Z izloCanjem signalnih molekul imajo AEC ugoden parakrini vpliv na rast celic
(Parolini in sod. 2011) in zato menimo, da je nosilec AM z intaktnim epitelijem,
kateremu nasadimo celice na vezivno tkivo, najbolj optimalen za rast urotelijskih celic.
Mnogo raziskav je pokazalo primernost AM za gojenje celic ter uspeSne transplantacije,
vendar o primernosti AM kot nosilca za urotelijske celice obstaja zelo malo, pa Se to
nasprotujo¢ih informacij.

Namen naSega dela je bil uspesno vzpostaviti diferenciran in funkcionalen urotelij na
razlicnih nosilcih iz AM in prouciti njegovo molekularno in funkcionalno
diferenciranost. Z imunooznacevanjem specifi¢nih oznacevalcev diferenciranosti ter
meritvami transepitelijske upornosti in permeabilnosti vzpostavljenih konstruktov smo
zeleli ugotoviti, ali je AM primerna za vzpostavitev urotelija ter kateri nosilec iz AM je
najbolj primeren za rast in diferenciacijo urotelijskih celic.

Predpostavljali smo, da bo rast urotelijskih celic uspesna na vseh nosilcih in da bodo
celice na vseh nosilcih vzpostavile urotelij z visokimi vrednostmi TER in nizko
permeabilnostjo. Predpostavljali smo tudi, da bodo razli¢ni tipi nosilcev iz AM vplivali
na molekularno in funkcionalno diferenciranost vzpostavljenega urotelija in da bo na
vezivnem tkivu vzpostavljen urotelij najbolj diferenciran.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 UROTELU
2.1.1 Neprepustnost urinarnega trakta

Urotelij je 3-5-skladen epitelij, ki meji na lumen urinarnega trakta od ledvi¢ne kotanje
do proksimalne secnice, vklju¢no s secnim mehurjem (Apodaca 2004). Se¢ni mehur
mora biti sposoben shraniti urin za daljSa Casovna obdobja in zaradi potencialno
strupenih koncentracij se¢nine, amoniaka in drugih toksi¢nih metabolitov, se sestava
urina ne sme bistveno spremeniti med transportom in shrambo v urinarnem traktu.
Sec¢ni mehur je kroglaste oblike in Ze to minimalizira razmerje med povrsino urotelija in
prostornino urina, kar zmanj$a moznost pasivnega prehajanja snovi skozi njegovo steno
(Lewis 2000). Vendarle, funkcionalna pregrada med urinom in krvjo ima najvi§jo
zabeleZeno transepitelijsko upornost (TER), ki znasa do 78,000 Qcm? (Lewis in sod.
1976). Tako je urotelij najmanj prehodna pregrada v ¢loveskem telesu, kar ne bi bilo
mozno brez njegovih specificnih molekularnih in morfoloskih struktur.

2.1.2 Diferenciranost urotelija

Urotelij je sestavljen iz treh vrst celic, in sicer iz spodnjega sklada majhnih bazalnih
celic (s premerom ~10 pum), vmesnih skladov iz ve¢ piriformnih vmesnih celic (s
premerom 10-25 pm) ter zgornjega sklada visoko diferenciranih poliedri¢nih
povrsinskih celic (s premerom 25-250 um) (Apodaca 2004). Posamezni skladi urotelija
se razlikujejo po svoji stopnji diferenciranosti, tako so bazalne celice Se nediferencirane,
vmesne celice delno diferencirane, povrSinske urotelijske celice (PUC) pa visoko
diferencirane (Kreft in sod. 2009a). Za tovrstno stratifikacijo urotelija je odgovoren
transkripcijski dejavnik p63 (Barbieri in sod. 2006), ki je potreben za iniciacijo
stratifikacije epitelija, zavira terminalno diferenciacijo in vzdrzuje proliferacijski
potencial bazalnih celic (Koster in sod. 2004). Zato se gen p63 mocno izraza V
epitelijskih celicah, ki imajo visoko klonogeno in proliferativno kapaciteto (Senoo in
sod. 2007). Tako so pri¢akovana opazanja, da je p63 mocno prisoten v regenerativnih
bazalnih in vmesnih celicah urotelija, medtem ko pa v kon¢no diferenciranih PUC p63
ni prisoten (Feil in sod. 2008, Karni-Schmidt in sod. 2011). Dodatni dokaz vloge p63
pri razvoju vecskladnega epitelija je, da misi z izbitim genom za p63 izrazajo
enoskladen urotelij, ki izraza uroplakin UPII in citokeratine (CK) nizkih molekulskih
mas; oboji so oznacevalci visoko diferenciranih PUC (Karni-Schmidt in sod. 2011). CK
so znacilni intermediarni filamenti (IF) epitelija, ki so prisotni v zelo specifi¢nih vzorcih
odvisno od tipa in diferenciranosti epitelija. IF so zelo stabilni, dolgi in nerazvejani
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filamenti s premerom ~10 nm in so pomembni za mehansko stabilnost ter integriteto
epitelija. Raztezajo se po citoplazmi in se pritrjajo na dezmosome kot tudi
hemidezmosome in s tem prispevajo tudi k stabilnosti bazalne lamine (Moll in sod.
2008). Za doloceno stopnjo diferenciranosti celic so znacilni dolo¢eni CK, tako sta za
PUC znacilna CK20 in CK10, za bazalne in vmesne celice CK5, CK13 in CK17,
medtem ko so CK7, CK8, CK18 in CK19 prisotni v vseh skladih urotelija (Moll in sod.
1988, Harnden in sod. 1996, Harnden in sod. 1999, Southgate in sod. 1999, Moll in sod.
2008). Se posebej zanimiva sta CK7 in CK20, ki v PUC tvorita subapikalno gosto
mrezo (Veranic in sod. 2002). Tretji specifi¢ni oznacéevalci diferenciranosti urotelijskih
celic so uroplakini (UP). UP so transmembranski proteini, ki so prisotni v apikalni
plazmalemi visoko diferenciranih PUC (Kreft in sod. 2009a). UP kot tudi druge
lastnosti PUC so odgovorni za neprehodno pregrado urotelija.

2.1.3 Permeabilnost urotelija

PUC imajo s 40 tednov dolgim celi¢nim ciklom dolgo zivljenjsko dobo (Jost 1989), kar
tudi prispeva k nizki permeabilnosti urotelija. Glavno pregrado predstavlja apikalna
plazmalema PUC, ki je edinstvena s svojimi specializacijami, kot so transmembranski
proteini UP, povrsinska plast glikozaminoglikanov in specifi¢na lipidna sestava, kar vse
vpliva na potek pasivne difuzije, ionskega transporta in endocitoze. Neprehodni tesni
stiki (TS), prisotni na apikolateralnih stikih med PUC, dodatno prispevajo k
nepermeabilnosti urotelija. Izjemno visok TER urotelija je posledica visokih
paracelularnih in transcelularnih upornosti (Claude 1978).

2.1.4 Paracelularna upornost

Paracelularna upornost urotelija je odvisna od upornosti medceli¢nega stika in upornosti
lateralnega medcelicnega prostora (Claude 1978, Powell 1981). Vendar upornost
lateralnega medceli¢nega prostora predstavlja le manj kot 10 % celotne paracelularne
upornosti (Claude 1978). Paracelularni transport je pasivni in neusmerjen in zajema
difuzijo in osmozo (Anderson 2001). TER je mera ionske permeabilnosti (Lewis 2000)
in glavna pot za pasivno ionsko prehajanje ne gre skozi celico ampak skozi medceli¢ne
stike. Glede na velikost TER in relativno upornost transcelularnih in paracelularnih poti
so epiteliji razdeljeni v »pus€ajoce« epitelije z vrednostjo TER manj kot 300 Qcm? in
“tesne” epitelije z vrednostjo TER nad 300 Qcm?. Tako je urotelij tesni epitelij (Fromter
in sod. 1972). TER je odvisen od strukture in sestave tesnih stikov.
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2.1.4.1 Tesni stiki

Medceli¢ni stiki SO bistveni za ohranjanje epitelijske arhitekture in pregradne funkcije
ter zajemajo fokalne stike, adherentne stike, presledkovne stike, dezmosome in TS. TS
so names$c¢eni najbolj apikalno na meji med apikalno in bazolateralno plazmalemo in so
kljuéni mediatorji paracelularnega transporta (Balkovetz 2006). TS imajo zaporno
funkcijo, ki omejuje paracelularno difuzijo med celicami, in ograjevalno funkcijo, ki
vzdrzuje polarnost apikalnih in bazolateralnih eksoplazemskih enoslojev (Acharya in
sod. 2004). TS wvsebuje ogrodne proteine, citosolne signalizirajoCe proteine in
transmembranske proteine, ki zagotavljajo velikostno in ionsko specificno pregrado.
ZO-1 je ogrodni protein, ki organizira transmembranske proteine in veze citoplazemske
proteine in aktinske filamente (Anderson 2001). Transmembranski proteini TS so JAM,
okludin in klavdin. Okludin pre¢ka membrano Stirikrat, tvori homofilne povezave med
celicami (Anderson 2001) in stabilizira TS (McCarthy in sod. 1996, Lacaz-Vieira in
sod. 1999, Al-Sadi in sod. 2011, Cummins 2012). Vsi klavdini imajo Stiri
transmembranske domene, dve zunajceli¢ni zanki in kratek znotrajceliéni COOH rep
(Tsukita in sod. 2001). Aminokislinska sestava izvenceli¢ne zanke dolo¢a paracelularno
prevodnost, ker dolo¢a znalilnosti pore in tako sluzi kot “elektrostaticni selektivni
filter” (Van Itallie in sod. 2004, Anderson in sod. 2009). Obstaja vsaj 24 klavdinskih
izooblik (Tsukita in sod. 1999), ki so sposobne heterofilnih kot tudi homofilnih vezi
med celicami in so odgovorne za raznolike lastnosti pregrade (Anderson 2001,
Angelow in sod. 2008).

2.1.4.1.1 Klavdini

Razli¢ne Studije so pokazale prisotnost velikega Stevila klavdinov v uroteliju, in sicer
klavdin-1, -3, -4, -5, -7, -8, -12, -14 in -16 (Acharya in sod. 2004, Kreft in sod. 2006,
Varley in sod. 2006, Rickard in sod. 2008). Klavdin-4, okludin in ZO-1 so lokalizirani
na plazmalemi vseh urotelijskih celic in lahko okrepijo celi¢ne stike, kar je pomembno
v tkivih izpostavljenih mehani¢nim stresom, kot je stena se¢nega mehurja (Acharya in
sod. 2004, Kreft in sod. 2006). V TS sta prisotna klavdin-8 in -12 (Acharya in sod.
2004, Kreft in sod. 2006) in sta tako oznacéevalca TS diferenciranih PUC. Klavdin-8
znizuje izrazanje klavdina-2 in tako zmanjSa permeabilnost (Yu in sod. 2003), saj
klavdin-2 poveca kationsko permeabilnost in je znalilen za puScajoCe epitelije
(Amasheh in sod. 2002, Kiuchi-Saishin in sod. 2002) ter ni prisoten v uroteliju
(Acharya in sod. 2004).
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Klavdinske pore imajo premer 0,4 nm (Anderson in sod. 2009). Njihova regulacija
permeabilnosti je odvisna od sestave in razpolovne dobe klavdinov v TS. Velika
raznolikost paracelularne permeabilnosti TS je posledica velikega Stevila moznih
kombinacij klavdinskih izooblik (Balkovetz 2006). Model “dveh poti” predlaga, da
molekule, vecje od 0,4 nm, preckajo brez selektivnosti skozi zacasne prekinitve v TS,
medtem ko klavdinske pore lo¢ujejo manjSe molekule glede na njihov naboj in velikost.
Ceprav klavdinska pora deluje kot filter, je vseeno vedja od transmembranskih
kanal¢kov in je tako tudi manj specifi¢na za ione (Anderson in sod. 2009).

2.1.5 Transcelularna upornost

Ob paracelularni poti je tudi transcelularna pot, ki vsebuje dve vzporedni upornosti:
apikalno in bazolateralno plazmalemo PUC (Claude 1978, Powell 1981). Citoplazma je
tudi del transcelularne poti, vendar je njena upornost zanemarljiva. Apikalna
plazmalema ima ve¢jo upornost kot bazolateralna plazmalema, katere upornost znasa le
1500 Qcm? (Clausen in sod. 1979). Transcelularni transport je usmerjen in odvisen od
energije ter vkljucuje prenasalce in kanal¢ke (Anderson 2001).

2.1.5.1 lonski transport

Urotelij aktivno absorbira Na* ione in s tem prepre¢i njihovo izgubo iz telesa (Lewis in
sod. 1976, Lewis 2000), tudi s pomocjo aldosterona, ki stimulira transport Na* ionov
skozi apikalno plazmalemo (Lewis in sod. 1976, Lewis in sod. 1983, Cross in sod.
2005). V apikalni plazmalemi so Na'-kanali (Smith in sod. 1998) in K*-kanali, ki lahko
regulirajo celi¢ni volumen in osmolalnost (Spector in sod. 2008). Tudi v bazolateralni
plazmalemi so kanali za Na* in K" ione (Frings in sod. 1990) kot tudi ATPazna ¢rpalka
za izlo¢anje Na® in prevzem K" ionov (Smith in sod. 1998, Cross in sod. 2005).
Mehanski drazljaji lahko vplivajo na ionski transport (Wang in sod. 2003b, Araki in
sod. 2008, Yu in sod. 2009). Poleg mehansko odvisnih ionskih kanalov so v uroteliju e
razli¢ni receptorji, ki dolo¢ajo njegovo senzori¢no vlogo (Birder 2005, Araki in sod.
2008, Khandelwal in sod. 2009).

2.1.5.2 Transport vode in secnine

Edinstveno specializirana apikalna plazmalema PUC je glavna pregrada permeabilnosti
in predstavlja 80 %, 96 %, 97 % in >99 % upora do pretoka vode, se¢nine, amonijevih
ionov in protonov (Negrete in sod. 1996a).
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Akvaporini (AQP) so transmembranski proteini, ki transportirajo vodo (Rubenwolf in
sod. 2009). AQP-2 in -3 sta prisotna na plazmalemah vseh urotelijskih celic, razen na
apikalni plazmalemi PUC (Spector in sod. 2002). Raziskave na celi¢nih kulturah so
pokazale, da so AQP-3, -4 in -7 v proliferativnih celicah prisotni v citoplazmi, v
diferenciranih celicah pa na plazmalemah. AQP-9 je izrazen le v diferenciranih celicah
(Rubenwolf in sod. 2009). Predvidevajo, da AQP tvorijo transepitelijsko pot za vodo in
tako regulirajo celi¢ni volumen in osmotski pritisk v uroteliju (Spector in sod. 2002).
Dodatno pa AQP ne transportirajo samo vode, ampak tudi secnino, glicerol in
pirimidine. Tako imenovani akvagliceroporini (kot so npr. AQP-3, -7 in -9) bi lahko
sodelovali pri transportu se¢nine v uroteliju (Rubenwolf in sod. 2009).

Secnina in kreatinin Se nenehno reabsorbirata iz urina (Spector in sod. 2007) in velike
spremembe koncentracij le-teh nakazujejo, da gre za olajsani ali aktivni transport. Urea-
transporter B je moc¢no izrazen na plazmalemi vseh urotelijskih celic, razen na apikalni
plazmalemi PUC in verjetno regulira transport skozi urotelij, celicni volumen in
osmolalnost (Spector in sod. 2004, Lucien in sod. 2005).

2.1.5.3 Glikozaminoglikani

Pomembno prispeva k urotelijski pregradi tudi prisotnost glikozaminoglikanov (GAG)
na apikalni plazmalemi PUC. U¢inkujejo kot nespecifiéna antiadherenta pregrada z
antibakterijskim delovanjem in regulirajo transcelularni transport (Lilly in sod. 1990,
Hauser in sod. 2009). Ve¢ino GAG sestavljajo heparan sulfat, dermatan sulfat,
hondroitin sulfat in hialuronska kislina (Hurst in sod. 1987). Sulfatni polisaharidi GAG
so negativne polianionske hidrofilne molekule, ki vezejo vodo z visoko afiniteto (Lilly
in sod. 1990, Parsons in sod. 1990). Inaktivacija GAG s protamin sulfatom poveca
absorpcijo se¢nine, vode in Ca?* ionov ter zmanjsa vrednost TER (Parsons in sod. 1990,
Lavelle in sod. 2002).

2.1.5.4 Uroplakini

V apikalni plazmalemi PUC so stevilni urotelijski plaki, ki pokrivajo 70-90% njene
povrsine (Staehelin in sod. 1972). Apikalna plazmalema je oblikovana v Skoljkaste
mikrogrebene zaradi strlecih neodebeljenih predelov med plake, ki so konkavni zaradi
razlike v razporeditvi Stirih UP med obema slojema dvosloja (Kreplak in sod. 2007).
UPIa in UPIb preckata membrano Stirikrat, UPII in UPIIla pa enkrat. Uroplakini se
povezujejo v heterodimere UPla/UPII in UPIb/UPIlla. Heterodimeri se med seboj
povezujejo v obrocaste 16-nm heksagonalne uroplakinske delce (Min in sod. 2003) in
urotelijski plak vsebuje 1000-3000 teh delcev (Apodaca 2004).
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Urotelijski plaki zmanj$ajo permeabilnost membrane na ve¢ nacinov. Vsebujejo veliko
centralno luknjo (s premerom 6 nm), kar pomeni, da ve¢ino povrSine (~62 %)
sestavljajo lipidi (Min in sod. 2003). Ti lipidi so predvsem sfingolipidi (vecinoma
cerebrozid) in holesterol, ki so klju¢ni za neprehodnost urotelijske pregrade (Hicks in
sod. 1974, Vergara in sod. 1974, Stubbs in sod. 1979, Hill in sod. 2000). Urotelijski
plaki tako organizirajo in omejuje gibanje lipidov. Tak$na rigidna membrana zmanjsa
permeabilnost in tudi apikalno endocitozo, kar prepre¢i internalizacijo zunajceli¢nih
substanc (Kreft in sod. 2009b). Dodatno, zaradi specificne razporeditve UP v
membrani, SO njihove zunajceliéne domene vecje od citoplazemskih, kar povzroca
asimetrijo. Vsak membranski enosloj ima tako zelo razli¢no sestavo in lahko deluje kot
samostojna pregrada, kar prispeva k nepermeabilnosti (Negrete in sod. 1996b, Hill in
sod. 2000, Min in sod. 2003). Neposredna vloga UP pri permeabilnostni pregradi je bila
dokazana v raziskavi, kjer so imeli uroteliji mi$i z izbitim genom za UPIlla vecjo
permeabilnost za vodo, se¢nino, Na* in K* ione (Hu in sod. 2002).

2.1.5.5 Lipidna sestava membran

Lipidi v membranah vplivajo na permeabilnost membran. Spremenjena sestava lipidov
vpliva na interakcije med UP in lahko celo zmanjs$a koli¢ino UP (Bongiovanni in sod.
2005). Sestava lipidov vpliva na organizacijo in rigidnost membrane in posledi¢no tudi
vpliva na endocitozo, reciklazo veziklov in lizosomsko razgradnjo (Grasso in sod.
2012). Lipidna sestava endocitiranih veziklov dodatno doloc¢a stopnjo puscanja njihovih
vsebin v citoplazmo (Grasso in sod. 2009). Membrane PUC morajo maksimalno
prepreciti uhajanje toksi¢nih snovi v svojo citoplazmo in apikalni endosomi dejansko
imajo zelo nizko permeabilnost za vodo, se¢nino in NH3z (Chang in sod. 1994).

2.1.5.6 Eksocitoza in kompenzacijska endocitoza

Se¢ni mehur prestaja ciklicne spremembe prostornine, katerim se prilagodi z
morfoloskimi spremembami in eksocitozo veziklov (Wang in sod. 2003a, Apodaca
2004). Neraztegnjene PUC so kubicne, vsebujejo mnogo diskoidalnih fuziformnih
veziklov (DFV) in imajo mo¢no nagubano plazmalemo. Raztegnjene PUC pa so daljse,
vsebujejo malo DFV in imajo sploséeno plazmalemo (Truschel in sod. 2002).
Raztegovanje lahko povzro¢i do 50 % povecanje apikalne povrsine PUC zaradi
eksocitoze DFV, kar kaze, da razgrinjanje nagubane plazmaleme ni edini mehanizem,
uporabljen med polnjenjem mehurja (Minsky in sod. 1978, Truschel in sod. 2002,
Wang in sod. 2003a, Yu in sod. 2009). Subapikalna citokeratinska mreza omogoca
vzdrzevanje mehanskega stresa. Obenem ima mreza mnogo tunelov, ki se raztezajo med
polnjenem mehurja in omogocajo transport DFV do apikalne plazmaleme (Veranic in
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sod. 2002). Eksocitozi, sprozeni z raztegovanjem, sledi kompenzacijska endocitoza
apikalne plazmaleme (Truschel in sod. 2002, Khandelwal in sod. 2010). Z endocitozo
nastajajo apikalni endosomi (Khandelwal in sod. 2010), ki se razlikujejo od DFV, ki se
sintetizirajo de novo (Apodaca 2004, Khandelwal in sod. 2008). Koné¢na destinacija
endocitirane membrane je lizosom, kjer se razgradi (Truschel in sod. 2002, Khandelwal
in sod. 2010).

2.1.5.7 Konstitutivna endocitoza

Med postnatalnim razvojem imajo diferencirane PUC zvisano endocitotsko aktivnost, ki
regulira razvoj urotelija. Ko so PUC diferencirane, pa se njihova apikalna endocitotska
aktivnost znacilno zmanj$a (Romih in sod. 1994). Minimalna endocitoza prispeva k
permeabilnostni pregradi s tem, da minimalizira internalizacijo potencialno toksi¢nih
substanc. ZmanjSana endocitoza je verjetno posledica rigidnosti velikih urotelijskih
plakov in specifi¢ne prerazporeditve citoskeleta (Kreft in sod. 2009a).

2.2 URINARNI TRAKT V TKIVNEM INZENIRSTVU

TKivno inZenirstvo proizvaja nova ali nadomestna tkiva, ki zamenjajo poskodovana ali
patoloska tkiva (Baker in sod. 2009). Potreba po u¢inkovitih metodah v regenerativni
medicini urinarnega trakta je zelo aktualna, saj je okvar urinarnega trakta, kot so
prirojene napake, rak, poskodbe, infekcije in vnetja, veliko (Atala 2011). Prezivetje
vecine sesalskih celic je odvisno od pritrditve na ustrezno podlago. Razli¢ni
biomateriali sluzijo kot umetni zunajceli¢ni matriksi (ZCM) in morajo izzvati bioloske
in mehanske funkcije nativnega ZCM, zato morajo imeti primerne mehanske lastnosti
in regulirati celicno adhezijo, proliferacijo, migracijo ter diferenciacijo (Kim in sod.
2000a). Biomaterial mora biti biolo$ko razgradljiv in tudi porozen, da omogoca dobro
integracijo z gostiteljskim tkivom ter difuzijo hranil in presnovnih odpadkov (Falke in
sod. 2000, Yang in sod. 2001, Baker in sod. 2009). Lahko celo sluzi kot skladisce, ki
spros¢a rastne dejavnike in druge bioaktivne molekule. Obstajajo tri vrste
biomaterialov: naravni materiali, brezceli¢ni tkivni nosilci in sinteti¢ni polimeri a-
hidroksi kislin (Kim in sod. 2000a).

2.2.1 Sinteti¢ni nosilci

Sinteti¢ni polimerni biomateriali so lahko samo iz poliglikolne kisline, polimle¢ne
kisline ali kopolimer mle¢ne in glikolne Kisline (Falke in sod. 2000). Sinteti¢ni materiali
imajo prednost, da je njihovo proizvodnja hitra, ponovljiva in fleksibilna ter se lazje
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izogne kontaminaciji. Dodatno lahko kontroliramo njihovo mehansko moc,
mikrostrukturo in hitrost razgradnje s fizikalnim ali kemi¢nim zamrezenjem (Baker in
sod. 2009, Atala 2011). Njihova slabost pa je pomanjkanje bioloskega prepoznavanja
(Kim in sod. 2000a, Cheng in sod. 2010).

2.2.2 Brezceliéni tkivni nosilci

Brezceliéni tkivni nosilci so naravni nosilci brez celic, vsebujejo pa veliko kolagena
(Atala 2011). Najbolj pogosto uporabljeni tkivi sta submukoza tankega ¢revesa (SIS;
angl. small-intestinal submucosa) ter submukoza se¢nega mehurja (BAMG; angl.
bladder acellular matrix graft). Uporaba SIS v regenerativni medicini povzro¢i mnogo
komplikacij, kot so infekcije, metaboli¢cne motnje, urolitiaze, perforacije, povecano
izlocanje mukusa ter malignost (Dahms in sod. 1998, Falke in sod. 2000, Subramaniam
in sod. 2011). Tako je primernejsi BAMG, ki nastane z odstranitvijo mukoze iz stene
mehurja (Probst in sod. 1997). BAMG ima znizano vsebnost DNA, vendar obdrzi
kolagene I, III, IV, elastin, laminine in fibronektin in tako obdrzi svojo mehansko mo¢
(Probst in sod. 1997, Dahms in sod. 1998, Bolland in sod. 2007, Farhat in sod. 2008).
BAMG ima mehanske in strukturne lastnosti zelo podobne nativnemu tkivu mehurja
(Probst in sod. 1997), ne tvori toksinov, je biokompatibilen z urotelijskimi celicami in
ima zmanj$ano imunogenost (Bolland in sod. 2007, Cheng in sod. 2010).

2.2.3 Urotelij in vitro

Presadki so lahko brez celic ali pa ze pred implantacijo nasadimo urotelijske celice na
njihovo povrsino. Izkazalo se je, da presadki z nasajenimi celicami bolje uspevajo
(Falke in sod. 2000, Atala 2011). Za taksne avtologne rekonstrukcije urinarnega trakta
je potrebno uspesno gojiti urotelijske celice in vitro. Urotelijske celice morajo biti
sposobne tvoriti urotelij, ki je ¢im bolj podoben nativnemu uroteliju z izraZzenimi
oznadevalci diferenciranosti in funkcionalnostjo. Stevilne $tudije so pokazale uspesno
vzpostavitev funkcionalnega in diferenciranega urotelija in vitro z visokim TER, nizko
permeabilnostjo ter prisotnostjo UPIllla, dezmosomov, ZO-1 in vseh skladov celic s
primernimi CK profili (Southgate in sod. 1994, Kreft in sod. 2002, Cross in sod. 2005,
Kreft in sod. 2006, Turner in sod. 2008, Zani in sod. 2009, Kreft in sod. 2010, Kreft in
sod. 2012). lzkazalo se je, da urotelijske celice potrebujejo serum in fiziolosko
koncentracijo Ca’* ionov za stratifikacijo in diferenciacijo (Rubenwolf in sod. 2011,
Visnjar in sod. 2012).
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2.3 AMNIJISKA MEMBRANA

AM in horionska membrana (HM) sta del placente, izvirata pa iz zigote. HM sestavljajo
trofoblasti in mezenhimske celice, kot so fibroblasti, medtem ko je AM vecinoma
brezcelicna in zlahka lo¢ena od HM (Calvin in sod. 2007). AM je sestavljena iz
enoskladnega epitelija iz amnijskih epitelijskih celic (AEC) in spodaj lezecega
vezivnega tkiva (strome), ki s Stevilnimi kolagenskimi in elastinskimi vlakni daje AM
mehansko odpornost (Campbell in sod. 1989). AM dolo¢a mehansko mo¢ placente
(Oxlund in sod. 1990), a je zaradi elastinskih vlaken tudi elasticna (Hieber in sod.
1997). Sestava kolagenskih vlaken doloc¢a njeno mehansko mo¢ (Malak in sod. 1993).
V bazalni lamini je kolagen 1V, v stromi pa ve¢inoma kolageni I in III, kot tudi kolageni
V, VI, VII ter proteoglikani, fibronektin, elastin, laminin-1, -2, -4—7, -10 in -11 (Malak
in sod. 1993, Fukuda in sod. 1999, Calvin in sod. 2007, Toda in sod. 2007). V bazalni
lamini sta tudi integrin-a6p4 in perlekan (Li in sod. 2006, Hopkinson in sod. 2008).
AEC se pritrjajo na bazalno lamino s hemidezmosomi (King 1982, Campbell in sod.
1989). Glavni medceli¢ni stiki so dezmosomi na lateralni plazmalemi, kjer najdemo tudi
presledkovne stike (King 1982). Prisotni so tudi TS, ki so sestavljeni iz okludina, ZO-1
ter klavdinov-1, -3, -4 in -7 (Kobayashi in sod. 2009), vendar se TS prekinejo v pozni
nosecnosti (Kobayashi in sod. 2010a). Kljub prisotnosti TS je epitelij AM puséajo¢
epitelij z nizkim TER in visoko permeabilnostjo (Kobayashi in sod. 2010b, Ross 2011).
Visoko permeabilnost ima zaradi Sirokih medceli¢nih prostorov, ki omogocijo prehod
substanc po paracelularni poti (King 1983, Matsubara in sod. 1991, Iwasaki in sod.
2003). AEC vsebujejo tudi AQP-1, -3, -8 in -9 (Wang in sod. 2006, Beall in sod. 2007,
Shengbiao in sod. 2007). Poleg velike mehanske moci in visoke permeabilnosti ima
AM e mnogo drugih primernih lastnosti za njeno uporabo v tkivnem inzenirstvu.

2.3.1 Pomen AM v tkivnem inZenirstvu

AM predstavlja velik potencial za regeneracijo tkiv. AM deluje protimikrobno in
protivnetno, ima nizko imunogenost, prepreci brazgotinjenje, pospesi epitelizacijo in
njene celice so sposobne razvoja v vse tri zarodne plasti, a niso tumorogene (Toda in
sod. 2007, Niknejad in sod. 2008, Liu in sod. 2010a). Mnogo raziskav je pokazalo
uspesno uporabo AM kot nosilca za celi¢ne kulture iz hondrocitov (Krishnamurithy in
sod. 2011), melanocitov (Redondo in sod. 2011), epitelijskih celic rozenice (Koizumi in
sod. 2000b), keratocitov (Espana in sod. 2003) in urotelijskih celic (Sharifiaghdas in
sod. 2007), kot tudi za izdelavo krvnih Zzil (Lee in sod. 2012) in osteogensko
diferenciacijo mezenhimatskih celic (Chen in sod. 2012). Kot nosilec se je AM izkazala
tako za gojenje celic in vitro kot tudi za transplantacije, ki so potekale brez komplikacij
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in z uspe$nim izidom (Scaggiante in sod. 1987, Sakuragawa in sod. 1992, Hasegawa in
sod. 2004, Samandari in sod. 2004, Redondo in sod. 2011, Arai in sod. 2012).

2.3.1.1 AM spodbuja epitelizacijo

AEC izlocajo veliko rastnih dejavnikov, kot so EGF, TGF, KGF, HGF in bFGF, Ki
lahko spodbujajo epitelizacijo po transplantaciji (Koizumi in sod. 2000c). AM
promovira proliferacijo epitelijskih celic (Shao in sod. 2004) kot tudi celjenje ran z
inhibicijo proteaz, kot so MMP-II in -IX. (Kim in sod. 2000b). AM vsebuje mnogo
drugih proteaznih inhibitorjev, kot so ay-antiplazmin, ap-makroglobulin, az-antitripsin,
az-antikimotripsin in inter-as-tripsin inhibitor (Na in sod. 1999).

2.3.1.2 AM deluje proti bakterijsko

AM je sposobna zavirati rast bakterij in tudi tako pomaga pri celjenju ran (Talmi in sod.
1991). AEC vsebujejo tudi antimikrobne molekule defenzine HBD1-3 in elafin (King in
sod. 2007).

2.3.1.3 AM zavira brazgotinjenje

Uporaba AM za pokrivanje zivcev (Meng in sod. 2011) in jeter (Sant'’Anna in sod.
2011) je zmanjsalo stopnjo brazgotinjenja in sintezo kolagena. Ker AM inhibira
signalno pot, v katero je vkljucen transformirajoci rastni dejavnik-p (TGF-B), prepreci
brazgotinjenje med celjenjem ran. AM zniza izrazanje TGFB-1-3, TGF receptorjev, o-
aktina gladkih miSic, fibronektina in integrina-a5, kar vse zavira TGF-f signalizacijo ter
sintezo DNA in diferenciacijo miofibroblastov (Tseng in sod. 1999). AM tudi zniza
izrazanje CD44, integrina-B1 in FGFR1/flg (angl. Fibroblast Growth Factor Receptor
1) in tako TGF-B signalizacijo in proliferacijo fibroblastov (Lee in sod. 2000).
Hialuronska kislina (HA) je multifunkcionalni nesulfatirani GAG in je prisoten v
visokih koncentracijah v stromi AM. HA se veZe na tezke verige (HC) inter-a-
inhibitorja in tako tvori HC-HA kompleks. HC-HA zavira aktivnost TGF-B1 promotorja
in tako prepreci brazgotinjenje, ima pa tudi protivnetno vlogo (He in sod. 2009).

2.3.1.4 AM deluje protivnetno in ima nizko imunogenost

AM zavira delovanje celic imunskega sistema. Zavira imunske odzive vnetnih
mononuklearnih celic periferne krvi (MCPK) (Wolbank in sod. 2007), tako da jih s
svojimi visokimi koncentracijami HA veze in ujame, vklju¢no z limfociti (Higa in sod.
2005). HC-HA v stromi povzro¢i tudi smrt makrofagov (He in sod. 2009). Poleg strome
tudi AEC aktivno zavirajo odzivnost limfocitov (Bailo in sod. 2004). AEC zavirajo
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kemotakti¢no aktivnost nevtrofilcov in makrofagov, zmanjsajo proliferacijo in celo
inducirajo apoptozo limfocitov T in B. Dodatno izloc¢ajo dejavnike, kot je MIF (angl.
Macropahge migration-Inhibitory Factor), ki zavirajo celice imunskega sistema (Li in
sod. 2005). AEC zavirajo izrazanje proteinov HLA II na antigen predstavitvenih celicah
in so vir protivnetnih dejavnikov (Kamiya in sod. 2005). Amnijske mezenhimske celice
(AMC) preprecijo diferenciacijo monocitov v dendritske celice in znizajo izraZanje
HLA-DR ter zavirajo celice T in antigen predstavitvene celice (Magatti in sod. 2009).
AMC zavirajo proliferacijo MCPK in tudi zmanjSajo sintezo interferona-y in
interlevkina IL-17 (Kang in sod. 2012) kot tudi IL-1a in IL-1p ter zvi$ajo izrazanje IL-
1RA (angl. InterLeukin-1 Receptor Antagonist) (Solomon in sod. 2001). IL-1RA je
protivnetni protein, ki ga izrazajo amnijske celice skupaj z vsemi Stirimi tkivnimi
inhibitorji metaloproteaz TIMP in protivnetnim citokinom IL-10 (Hao in sod. 2000).
AMC preprecijo sintezo vnetnih citokinov, kot so TNF-a, CXCL10, CXCL9 in CCL5
(Magatti in sod. 2009). AM vsebuje tudi Fas-ligand, ki deluje imunosupresivno (Runic
in sod. 1998, Kubo in sod. 2001, Li in sod. 2005).

Nekatere Studije so pokazale, da AEC ne izrazajo niti antigene razreda Il (HLA-DP, -
DQ in -DR) na svojih povrsinah (Sakuragawa in sod. 1995) niti HLA-A, -B, -C ali 3,
mikroglobulinov razreda | (Akle in sod. 1981, Adinolfi in sod. 1982). Ena je pokazala,
da samo zelo majhen del AEC izrazajo HLA razredov I in I, kar se sklada z zelo
majhno moznostjo zavrnitve (llancheran in sod. 2007). Druga je pokazala, da AEC
izrazajo klasi¢ne HLA-A, -B in -C (Hammer in sod. 1997). AEC tudi izrazajo antigen,
ki igra vlogo pri imunotoleranci — neklasi¢ni nepolimorfni HLA-G razreda | (Hammer
in sod. 1997, Lefebvre in sod. 2000, Kubo in sod. 2001, Szekeres-Bartho 2002) in celo
zvisajo izrazanje HLA-G drugih celic in vitro (Higa in sod. 2006). Nazadnje pa je
Studija pokazala, da ve¢ populacij sestavlja AMC, ki so lahko HLA-DR pozitivne ali
negativne. Ta ugotovitev razjasni problematiko prisotnosti HLA-DR pozitivnih celic ter
njihove sposobnosti zavirati ali stimulirati imunske celice (Magatti in sod. 2008).

2.3.1.5 AM je pluripotentna

AEC imajo fenotip podoben mati¢énim celicam (Bailo in sod. 2004). AEC tvorijo
sferoidne strukture in vitro, ki ohranijo lastnosti mati¢nih celic in izrazajo oznacevalce,
tipi¢ne za mati¢ne celice, kot so Oct-4 in nanog (Miki in sod. 2005), kot tudi SRY-box
2 in SSEA-4. AEC so klonogene in se lahko diferencirajo v celice vseh treh zarodnih
plasti: v kardiomiocite, miocite, osteocite, adipocite, pankreatocite, hepatocite,
nevrocite in astrocite in vitro (Ilancheran in sod. 2007). Izvorna celi¢na linija izpeljana
iz AM je ohranila normalni kariotip neskon¢no dolgo in vitro in izraza znacilni
oznacevalec mati¢nih celic, alkalno fosfatazo (Tamagawa in sod. 2004).
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2.3.1.6 AM ni tumorogena in zavira proliferacijo rakavih celic

AEC ne izrazajo telomeraz in so netumorogene (Miki in sod. 2005) ter ne tvorijo
teratomov po transplantaciji (llancheran in sod. 2007). AMC zmanjSajo proliferacijo
rakavih celi¢nih linij tako, da ustavijo celi¢ni cikel v Go/G; fazi. Zmanjsajo tudi
izrazanje ciklinov in od ciklinov odvisnih kinaz, medtem ko povecajo izraZanje
inhibitorjev od ciklina odvisnih kinaz, kot sta p15 in p21 (Magatti in sod. 2012).

2.3.2 Shranjevanje AM

Obstaja ve¢ nacinov shranjevanja AM, ki pa vendarle vplivajo na viabilnost njenih
celic. Viabilnost celic v mediju pri 37 °C, sobni temperaturi ali 4 °C je najvecja, a se
vseeno zmanjsa za do 85 %. Shrambi v glicerolu pri 4 °C sledi takojs$nja celi¢na smrt
(Hennerbichler in sod. 2007). Ena raziskava je pokazala, da je po zamrzovanju okoli
50 % celic $e viabilnih (Kubo in sod. 2001), medtem ko so druge pokazale, da vsakrsno
zamrzovanje pod 0 °C mocno zmanj$a celi¢éno viabilnost (Kruse in sod. 2000,
Hennerbichler in sod. 2007). Da celice ne prezivijo zamrzovanja, podpira dejstvo, da ni
zavrnitvenih reakcij po transplantacijah. Vendar po zamrzovanju ostane ohranjena
osnovna morfologija AM, in sicer z epitelijem in bazalno lamino, ki izraza kolagene IV,
VI, laminin-5 in fibronektin (Kruse in sod. 2000, Thomasen in sod. 2011) Shramba
AM na —70 °C ne vpliva na njene biomehanske lastnosti (Oxlund in sod. 1990) in tudi
ne na njeno permeabilnost (Resch in sod. 2010). Dalj ¢asa zamrznjene AM Se vedno
izrazajo pomembne rastne dejavnike za epitelizacijo (Koizumi in sod. 2000c) in
protivnetne proteine IL-1RA, TIMP in IL-10 (Hao in sod. 2000, Thomasen in sod.
2011). Druga raziskava pa pravi, da zamrzovanje amnijskih celic zmanjsa njihovo
sposobnost zavirati MCPK (Wolbank in sod. 2007).

2.3.3 Razli¢ni konstrukti AM

AM je uporaben nosilec za ex vivo ekspanzijo celic v tkivnem inZenirstvu in se lahko
namesti na tri nacine: s stromalno stranjo navzgor (SAM), z epitelijsko stranjo navzgor
(eAM) in z bazalno lamino, z odstranjenimi epitelijskimi celicami, navzgor (gAM).
Topografija razli¢nih nosilcev AM mo¢no vpliva na rast in morfogenezo celic (Hsiao in
sod. 2011). Za odstranjevanje epitelijskih celic je uveljavljenih ve¢ metod. Slabost
uporabe EDTA ali dispaze je, da razgradita tudi bazalno lamino (Hopkinson in sod.
2008). Termolizin pa specifi¢no katalizira hidrolizo peptidnih vezi med hidrofobnimi
aminokislinami in ucinkovito odstrani epitelijske celice ter ohranja integriteto bazalne
lamine in spodaj lezece strome (Hopkinson in sod. 2008, Liu in sod. 2010b). Uporablja
se tudi SDS (angl. Sodium Dodecyl Sulphate) s proteaznimi inhibitorji in z nukleazami,
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ki temeljito odstrani celice in ohrani matriks. Decelularizacija zmanjSa vsebino DNA ne
pa mehanske moci ali elasti¢nosti tkiva. Odstranjevanje celiénih komponent naj bi
preprecilo imunski odziv in zavrnitev ob transplantaciji (Wilshaw in sod. 2006). Vendar
gAM vsebuje manj proteinov in rastnih dejavnikov kot nativna AM (Koizumi in sod.
2000c). Vseeno je gAM bila uspesna pri gojenju melanocitov (Redondo in sod. 2011) in
se je izkazala kot najboljsi substrat za rast in diferenciranost epitelijskih celic roZzenice
(Koizumi in sod. 2000a, Koizumi in sod. 2000b, Li in sod. 2006). Nosilca SAM in gAM
sta se izkazala za boljsa nosilca kot eAM za rast submandibularnih zleznih eksplantatov
(Hsiao in sod. 2011). sAM se je izkazala za najbolj ucinkovito za rast dentalnih
apikalnih papilarnih celic (Chen in sod. 2012) in je tudi dober nosilec za rast in
ohranjanje fenotipa keratocitov (Espana in sod. 2003).

2.3.4 AM v tkivnem inZenirstvu urinarnega trakta

Zaradi vseh koristnih lastnosti se AM uporablja tudi za rekonstrukcije urinarnega trakta.
Ze leta 1982 so uspe$no uporabili humano AM za rekonstrukcijo zajéjega seénega
mehurja. Integriteta se¢nega mehurja je bila ohranjena, reepitelizacija je bila uspesna in
urotelij je dobro toleriral AM (Norris in sod. 1982). Tudi drugi so uspesno uporabili
AM pri rekonstrukcijah urinarnega trakta, kjer se je urotelij regeneriral z reepitelizacijo
in ni prislo do vnetja (lijima in sod. 2007, Koziak in sod. 2007, Shakeri in sod. 2009).
Tudi rast urotelijskih celic na AM in vitro se je izkazala za uspe$no. Urotelijske celice,
gojene na brezcelini AM, so rasle v ve¢ skladih in izrazale tako dezmosome kot
hemidezmosome (Sharifiaghdas in sod. 2007). Tudi druga raziskava je potrdila, da se
urotelijske celice uspesno pritrdijo in rastejo na eAM, sAM in gAM ter dosezejo visoko
stopnjo diferenciranosti (Dragin 2010). Nasprotno opozarjajo Sartoneva in sod. (2011),
da je proliferativnost urotelijskih celic na AM nizka in da izgubljajo urotelijski fenotip.
Po dveh tednih je odmrla vec¢ina urotelijskih celic. Tako je primernost AM za gojenje
urotelijskih celic $e vedno vprasljiva.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 HRANILNI MEDN

ey

2,5 % fetalnim govejim serumom (FBS), ki naj bi spodbujal proliferacijo in
diferenciacijo urotelijskih celic. Medij smo menjali Sestkrat na teden.

Preglednica 1: Sestava hranilnega medija za prasicje urotelijske celice.

Sestavine medija Koncentracije
MCDB 153 (Sigma, M 7403) 50 %
A-DMEM (Gibco, 12491-015) 50 %
Adenin (Sigma, A 2786, 5 g) 15 pg/ml
Inzulin (Sigma, 1 1882, 1 mg) 5 pg/ml
Hidrokortizon (Sigma, H 0888, 1 g) 0,5 pg/ml
Fosfoetanolamin (Sigma, P 0503, 1 g) 0,1 mM
Glutamax (Gibco, 35050-038, 100 ml, 200 mM) 4 mM
Streptomicin (KC, Fatol, 1 g) 100 pg/ml
Penicilin (KC, Pliva, 10° U) 100 U/ml
FBS (Gibco, 10108-165) 25%

3.2 PRASICJE UROTELIJSKE CELICE

3.2.1 Odmrzovanje in nasajanje celic

Uporabljali smo prasi¢je urotelijske celice, ki so bile izolirane iz prasi¢jega secnega
mehurja. Bile so globoko zamrznjene v teko¢em dusiku in jih je bilo treba ¢im hitreje
odmrzniti. Epruvete s celicami smo odtajevali 1 minuto (min) v vodni kopeli na 37 °C
ter centrifugirali (5 min, 200 g, 23 °C). Nastali pelet celic smo resuspendirali z
ustreznim volumnom hranilnega medija in odvzeli 50 pl celi¢ne suspenzije, ki Smo jo
zmeSali z 10 pl tripanskega modrila. Tripansko modrilo prodira skozi poskodovano
plazmalemo in tako oznacuje mrtve celice. S hemocitometrom smo presteli zive in
mrtve celice ter izracunali njihovo viabilnost in skupno Stevilo. S tem smo lahko
nasajali celice s primernimi nasaditvenimi gostotami v gojitvene steklenicke (Tissue
Culture Flasks, TPP), na sinteticne nosilce (Falcon Cell Culture Insert, BD) ter na
vpete AM. Celi¢ne kulture smo gojili v CO,-inkubatorju (37 °C, 5 % CO, atmosferi in
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100 % relativni zra¢ni vlaznosti). Rast celic smo spremljali z invertnim mikroskopom
Leica DM IL. Z menjavanjem hranilnega medija smo celicam dodajali hranilne snovi ter
odstranjevali presnovne produkte in mrtve celice.

Ko so se urotelijske celice razmnozile do 70-90 % konfluentnosti, smo jih presadili na
nove podlage. Najprej smo celicam odstranili hranilni medij in dodali ustrezni volumen
proteolitinega encima Triple Select (Gibco). Pustili smo jih priblizno 15 min v CO,-
inkubatorju z vmesnim stresanjem. Ko smo z invertnim mikroskopom opazili, da so se
celice odlepile in zaokrozile, smo celice sprali s hranilnim medijem in jih centrifugirali
(5 min, 200 g, 23 °C). Supernatant smo odstranili, celice resuspendirali v ustreznem
volumnu medija in jih presteli. Urotelijske celice 111.—VI. pasaze smo naprej presajali z
nasaditvenimi gostotami od 2,6:10* c/em? do 2,2-10° c/lcm® Vendar za vse nadaljnje
meritve transepitelijske upornosti, permeabilnosti in imunofluorescence smo prasicje
urotelijske celice 111.—V1. pasaze (Pulll-V1) nasadili z nasaditveno gostoto 2:10° c/cm?
na sinteti¢ne nosilce povriine 0,9 cm? iz polimera PET (polietilen tereftalat) s porami
velikosti 0,4 um (Falcon Cell Culture Insert, BD) ali na AM povrsine 4,2 cm? ali 1 cm?.

3.3. AMNIJSKA MEMBRANA
3.3.1 Pridobitev, shranjevanje, odmrzovanje in vpenjanje AM

AM uporabljene v nasem 1. in 2. poskusu so bile vzete dne 15. 7. 2011, v 3. poskusu pa
dne 7. 9. 2011. Shranjene so bile v mediju Eagle's z glicerolom (v razmerju 1 : 1) ter
zamrznjene pri —80 °C. AM smo najprej pustili na sobni temperaturi, da se odtalijo in
jih potem 2 x zaporedno spirali v PBS ter 2 x v hranilnem mediju. Sprane AM smo
vpeli na razli¢ne nosilce. Za 1. nacin vpenjanja sSmo uporabili nastavke, namenjene
uporabi v difuzijskih celicah (Sliders for Snapwell Chambers P2252, Physiological
Instruments). Spodnjo polovico nastavka smo polozili v plasti¢no petrijevko (TPP,
Tissue Culture Dishes) in na njene zobce ob luknji nataknili AM, ki smo jo nato trdno
pripeli Se z zgornjo polovico nastavka. Sestavljen nastavek smo zalili s hranilnim
medijem (Slika 1A-B). Za 2. nacin vpenjanja smo uporabili nosilce s PET membrano
(Falcon Cell Culture Insert, BD), a vendar smo le-tem PET membrano izrezali s
skalpelom in jo nadomestili z AM, ki smo jo vpeli na nosilec z obro¢em (Scaffdex,
Tempere, Finland) ter dodatno fiksirali s sterilno elastiéno gumico (Slika 1C-D).
Nosilce z AM, vpeto z obrockom, smo postavili v plasticne vecprekatne petrijevke
(Falcon Tissue Culture Plate, BD) in dodali hranilni medij v petrijevke in v nosilce
(Slika 1E).

16



Lasi¢ E. Molekularna in funkcionalna diferenciranost s tkivnim inZenirstvom vzpostavljenega urotelija na amnijski membrani.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2013

Slika 1: Oprema za gojenje celic. A) Nastavek za vpenjanje AM. B) Petrijevka, v katero smo poloZili
nastavek. C) Nosilec s PET membrano. D) Obrod&ek za vpenjanje AM. E) Sestprekatna petrijevka.

3.3.2 Priprava razli¢nih konstruktov

Pripravili smo tri razli¢ne konstrukte AM. Pri vpenjanju AM smo bili pozorni na to,
kako je obrnjena. Za 1. model konstrukta smo polozili AM z epitelijem obrnjenim
navzgor (eAM), za 2. pa s stromo obrnjeno navzgor (SAM). Za 3. konstrukt smo
pripravili »golo« AM. AM smo spet polozili z epitelijem obrnjenim navzgor, vendar
smo dodali razredéen (1 : 50 s PBS) termolizin (izoliran iz Bacillus thermoproteolyticus
rokko, Sigma). Termolizin (TL) je proteolitic¢en encim in omogoc¢a odstranitev AEC.
Konstrukte z dodanim TL smo pustili v COz-inkubatorju 22 min. Nato smo konstrukte
sprali s PBS in pustili na stresalniku 15 min, da bi omogo¢ili odlusé¢anje vseh AEC.
Zatem smo zamenjali PBS in ponovno pustili na stresalniku 15 min. Po stresanju smo
PBS zamenjali s svezim hranilnim medijem. Tako smo dobili 3. konstrukt (QAM), na
katerega smo tako kot na SAM in eAM lahko nasadili urotelijske celice z nasaditveno
gostoto 2-10° c/cm?. Rast celic smo spremljali z invertnim mikroskopom Leica DM IL.

3.4 MERJENJE TER

Transepitelijsko upornost smo merili z voltmetrom (EVOM,WPI) in elektrodami (STX2,
WPI). V vecprekatnih petrijevkah smo merili upornost konstruktov AM, vpete z
obrocki, z nasajenimi urotelijskimi celicami. Pred merjenjem smo najprej sterilizirali
elektrodi 5 min v 70 % etanolu (EtOH) in sprali v hranilnem mediju. Pri merjenju se je
daljsa elektroda dotikala dna petrijevke in tako je bila kraj$a elektroda postavljena tik
nad membrano v nosilcu. Pri tem sta bili obe elektrodi pravokotni na petrijevko. Najprej
smo izmerili upornost samih PET nosilcev oziroma same AM brez celic, ker imajo tudi
te membrane ter hranilni medij dolo¢eno upornost. Po nasaditvi celic na razli¢ne nosilce
AM in PET smo TER vzpostavljenih konstruktov spremljali celoten ¢as gojenja.
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3.5 MERJENJE PERMEABILNOSTI

Dekstran je polimer anhidroglukoze s hidrodinamskim polmerom ~1,4 nm. Za potrebe
sledenja dekstrana s fluorescenco so njegove hidroksilne skupine konjugirane z barvili,
kot je naprimer fluorescein izotiocianat (FITC). Konjugat dekstran-FITC ni toksic¢en in
je biolosko inerten in tako je pogosto uporabljen za analize celi¢ne permeabilnosti
(Vercelli in sod. 2000).

3.5.1 Analiza permeabilnosti urotelija na PET nosilcih

Prepustnost vzpostavljenih konstruktov urotelija na 0,9 cm? PET nosilcih v 12-
prekatnih petrijevkah smo merili s prehodom dekstrana (FITC-dextran average mol wt
3-5,000, FD4, Sigma). Po 23 dneh smo PuV 3 x sprali s pufrom (500 ml HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution, Gibco) + 5 ml 1M HEPES (Gibco)) in jim dodali dekstran [1
mg/ml] v apikalno kamrico. Med poskusom so bili konstrukti v CO,-inkubatorju. Po 30,
60, 90, 120 in 180 min inkubacije z dekstranom, smo odvzeli 100 ul vzorce iz bazalnih
akceptorskih kamric. Vsaki¢ smo dodali 100 pl pufra nazaj v bazalne kamrice. 1z
apikalnih donorskih kamric smo odvzeli vzorce na zaetku in na koncu tretiranja.
Vzorce smo prenesli v mikrotitrsko plos¢ico (Greiner Bio-One, 384 well plates) in jih
analizirali s ¢italnikom Infinite M1000 PRO (Tecan).

3.5.2 Analiza permeabilnosti urotelija na nosilcih iz AM

Po 32 dneh gojenja PulV in 14 dneh gojenja PuVI na nosilcih iz AM, vpetih v nastavke,
smo dolo¢ili permeabilnost dekstrana (FITC-dextran average mol wt 3-5,000, FD4,
Sigma) skozi konstrukte z »Easy mount« difuzijskimi celicami. Aparatura (EM-CSYS-6
Ussing Chamber Systems, Physiological Instruments) je sestavljena iz ogrevanega
vodnega plasca, kamor so vpete difuzijske celice (P2250 Ussing Chamber,
Physiological Instruments), ki je prikljucen na termostat. V difuzijske celice smo vpeli
nastavke (Sliders for Snapwell Chambers P2252, Physiological Instruments) z vpetimi
konstrukti. Cevke omogocajo dotok karbogena (95 % 0O2/5 % CO,) in odprtine
omogocijo vpetje elektrod, ki so priklopljene na vmesnik za pretvorbo signala v
digitalno obliko. Tako smo zajeli podatke s programom Clamp (Version 2,15).
Elektrode (P2020-S, Physiological Instruments) so bile napolnjene s 3-4 % raztopino
agarja v 3M KCI in shranjene v raztopini 3M KCI. Uporabili smo pufersko raztopino
HBSS (Gibco). Pred merjenjem smo opravili validacijo elektrod. Elektrode za merjenje
napetosti in tokovne elektrode smo vstavili v difuzijske celice in spremljali napetost
elektrod v programu Clamp, ki mora biti ~0 mV. Upornost tekoCine je bila ustrezna
(med 20 in 60 Qcm?) kot tudi asimetrija napetostnih elektrod (< 10 mV) in nato smo s
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programom izni€ili te vrednosti. Prizgali smo termostata, ki uravnavata delovno
temperaturo okoli 37 °C. Odprli smo dovod karbogena, ki pufer zmerno prepihuje.
Vsako celico smo napolnili z 2,5 ml HBSS (Gibco). Zgornjo stran nasih konstruktov
smo obrnili na levo stran difuzijske celice in tako je bila leva stran donorska stran. 1z
vseh celic smo iz donorske strani odstranili HBSS ter vrnili 2,5 ml HBSS z dekstranom
[1,15 mg/ml]. Odvzeli smo nic¢elni vzorec z donorske strani in zaceli s poskusom. Na
30, 60, 90, 120 in 180 min smo odvzeli vzorce (po 150 pul) iz akceptorske strani. Po
vsakem odvzemu iz akceptorske strani smo vrnili enako koli¢ino HBSS (150 ul). Po
180 min smo vzor€ili tudi iz donorske strani. Vse vzorce smo prenesli v mikrotitrsko
plos¢ico (Greiner Bio-One, 384 well plates), jo vstavili v ¢italnik Infinite M1000 PRO
(Tecan) in tako dobili vrednosti fluorescence dekstrana v posameznih vzorcih izrazene
v RFU (Relative Fluorescence Units).

3.5.3 Izracun permeabilnostnega koeficienta

Najprej smo preko serijskih red¢enj dekstrana in tako znanih koncentracij vzorcev
dobili umeritveno krivuljo. 1z nje smo lahko izpeljali prave koncentracije dekstrana v
vzorcih poskusa. Iz koncentracij [mg/ml] smo izracunali Stevilo molov v volumnu in
tako narascajo¢o mnozino dekstrana na akceptorski strani. Tako smo izracunali
permeabilnostni koeficient (Papp) po enacbi 1:

dQ 1

Papp = 5 X e ..(1)

Kjer je Payp permeabilnostni koeficient [cm/s], dQ/dt [mmol/s] je hitrost pojava
dekstrana v akceptorski celici, A [1 cm?] je povrina tkiva in C, [mg/ml] je zaletna
donorska koncentracija.
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3.6 IMUNOFLUORESCENCNO OZNACEVANIJE

Imunofluorescenéno smo oznacili konstrukte, vpete z obrocki in v nastavkih, in sicer
PulV po 2 ali 5 tednih in Pulll po 3 tednih gojenja.

3.6.1 Oznacevanje diferenciacijskih oznacevalcev urotelija

Za imunooznacevanje smo uporabili naslednja protitelesa: misje monoklonsko protitelo
proti p63 (4A4, Santa Cruz), misje monoklonsko protitelo proti CK20 (Ks20.8, Dako),
zajCje poliklonsko protitelo proti klavdinu-8 (Invitrogen), zajcje poliklonsko protitelo
proti UPIlla (H-180, Santa Cruz) in zaj¢je poliklonsko protitelo proti uroplakinom v
AUM (angl. Asymmetric Unit Membrane; darilo prof. dr. T —T. Sun).

Glede na uporabljena protitelesa smo konstrukte fiksirali v razli¢nih fiksativih pri sobni
temperaturi. Za oznaCevanje s protitelesi proti AUM, CK20 in klavdinu-8 smo
konstrukte 20 min fiksirali v predhodno ohlajenem 100 % EtOH. Za oznacevanje s
protitelesi proti UPIlla in p63 pa smo jih 5 min fiksirali v metanolu. Nato smo fiksirane
konstrukte spirali v PBS 10 min in nato 30 min inkubirali v blokirnem pufru (1 % BSA
v PBS). Sledila je inkubacija z razred¢enimi primarnimi protitelesi: CK20 (1 : 20),
UPIlla (1 : 50), p63 (1 : 100), klavdin-8 (1 : 400) in AUM (1 : 2000) &ez no& pri 4 °C.
Naslednji dan smo spirali 20 min v PBS. Nato smo dodali kozja sekundarna protitelesa
proti zaj¢jim ali mi§jim antigenom, konjugirana z Alexa Flour 555 ali 488 (Invitrogen),
razred¢ena 1 : 200. V sekundarnih protitelesih smo inkubirali v temi 90 min in nato
spirali 20 min v PBS. Nazadnje smo membrane prenesli na objektna stekelca, dodali
kapljico raztopine proti bledenju fluorescence Vectashield in pokrili s krovnikom.

3.6.2 Oznacevanje kromatina z DAPI

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) je fluorescen¢no barvilo, ki se veze na kromatin in
obarva jedra modro. Kapljico Vectashield z DAPI smo dodali na pripravljene
membrane, preden smo jih pokrili s krovnikom.

3.7 PRIPRAVA HISTOLOSKIH PARAFINSKIH REZIN
3.7.1 Priprava parafinskih rezin konstruktov za imunohistokemijo

Konstrukte urotelijskih celic na AM smo fiksirali za pripravo parafinskih rezin.
Konstrukte smo fiksirali v fiksativu Bouin ali 4 % formalinu ¢ez no¢ pri 4 °C. Naslednji
dan smo jih spirali v PBS 90 min. Nato smo vzorce dehidrirali v alkoholih naras¢ajoc¢ih
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koncentracij: po 15 min v 30 % EtOH, 50 % EtOH, 70 % EtOH in 90 % EtOH ter 30
min v 100 % EtOH. Sledilo je bistrenje s ksilolom: po 15 min v mesanici ksilol: 100 %
EtOH (3 : 7) in ksilol: 100 % EtOH (1 : 1) in Se 20 min v 100 % ksilolu. Dehidrirane
vzorce smo dali v teko¢ parafin ¢ez no¢ na 60 °C in naslednji dan prestavili v svez teko¢
parafin ter spet pustili ¢ez no¢ na 60 °C. Naslednji dan smo vzorce vklopili v parafinske
bloke. Pripravljene parafinske bloke smo narezali z mikrotomom (Leica RM 2135) na 5
um debele rezine in jih pritrdili na objektna stekelca.

3.7.2 Priprava parafinskih rezin AM za histologijo

AM smo fiksirali v 10 % formalinu (1 ml formalin + 65 g Na,HPO,4 + 40 g NaH,PO, x
2H,0 + 9 ml dH,0) ¢ez no¢ pri 4 °C. Naslednji dan smo jih spirali v PBS 90 min. Nato
smo vzorce dehidrirali v alkoholih naras¢ajoc¢ih koncentracij: 20 min v 70 % EtOH, 2 x
po 20 min v 96 % EtOH in 3 x po 20 min v 100 % EtOH. Sledilo je bistrenje s
ksilolom: 2 x po 20 min v 100 % ksilolu. Dehidrirane vzorce smo dali v teko¢ parafin
za 90 min na 60 °C in nato prestavili v svez teko¢ parafin in spet pustili 90 min na 60
°C. Naslednji dan smo jih vklopili v parafinske bloke. Pripravljene parafinske bloke
smo narezali z mikrotomom (Leica RM 2135) na 5 um debele rezine in jih pritrdili na
objektna stekelca.

3.8 HISTOLOSKO IN HISTOKEMIJSKO BARVANJE AM

Za vsa histoloska barvanja smo najprej parafinske rezine deparafinizirali in hidrirali.
Rezine smo po vrsti potopili 2 x po 5 min v ksilol, 2 min v 100 % EtOH ter po 1 min v
96 % EtOH, 70 % EtOH in dH,0. Tako hidrirane rezine smo nato obarvali. Po barvanju
smo preparate dehidrirali: v 70 % EtOH 1 min, 96 % EtOH 1 min, 100 % EtOH 2 min
in nazadnje zbistrili v ksilolu 2 x po 5 min. Vsem preparatom smo dodali kapljico
vklopnega medija Entellan new (Merck) in jih pokrili s krovnikom.

3.8.1 Barvanje hematoksilin — eozin

Hidrirane rezine smo barvali v hematoksilinu (Weigert's iron hematoxylin solution,
Sigma) 45 sekund (s), nato sprali v dH,O ter potopili v eozin (Merck) 2 min. Potem smo
jih spet sprali v dH,0 in dehidrirali.
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3.8.2 Barvanje alciansko modrilo

Hidrirane rezine smo najprej barvali z barvilom za jedra (1 g Nuclear Fast Red (Sigma)
+ 9,7 g Alx(SO4)18H,0) 15 min in sprali z dH,O. Nato smo jih barvali z alcianskim
modrilom pri pH 2,5 (2 g Alcian Blue (Sigma) + 100 ml 0,5 % CH3;COOH) 15 min,
sprali z dH0 in dehidrirali.

3.8.3 Barvanje PAS

Za pripravo Schiffovega reagenta smo 100 ml dH,O zavreli in ohladili na 70 °C. Dodali
smo 0,5 g bazi¢nega fuksina in ponovno zavreli in ohladili do 50 °C. Nato smo dodali
Iml 36 % HCI, 1 g K;S,;05 in Zlico aktivnega oglja, premesali in pustili pri 4 °C ez
no¢. Naslednji dan smo filtrirali raztopino. Hidrirane rezine smo dali v 0,5 % periodovo
kislino Hs1Og za 5 min. Nato smo jih sprali v dH,O, dali v Schiffov reagent za 30 min
pri 4 °C in spet sprali. Barvali smo v hematoksilinu za 20 s, sprali v dH,0O in dehidrirali.

3.8.4 Barvanje Calleja

Hidrirane rezine smo najprej barvali v barvilu orcein (1 g orceina + 100 ml 100 %
EtOH + 0,5 ml konc. HCI + 25 ml dH,0) 12 min ter sprali z H,O. Nato smo rezine
barvali s hematoksilinom 3 min in sprali s H,O. Nazadnje smo jih barvali v raztopini
karmina v pikrinski kislini (1 g indiga carmin + 200 ml pikrinske kisline) 15 min ter
dehidrirali.

3.8.5 Barvanje Verhoeff van Gieson

Za pripravo barvila Verhoeff smo raztopili 0,5 g barvila hematoksilin (Sigma
C:1:75290) v 50 ml 100 % EtOH. Dodali smo 20 ml Lugolove raztopine (2 % 1, + 4 %
KI) ter 20 ml FeCl; in premesali. Za pripravo raztopine Van Gieson smo zdruzili 7 ml 1
% kislega fuksina in 93 ml pikrinske kisline ter filtrirali. Hidrirane rezine smo barvali
20 min z barvilom Verhoeff, nato sprali z dH,0. Zatem smo rezinam dodali 0,2 %
FeCl; za 5 s, sprali z dH,O, potopili v 70 % EtOH 1 min in sprali z dH,0O. Nazadnje
smo rezine barvali z barvilom Van Gieson 5 min ter sprali z dH,O in dehidrirali.

3.8.6 Barvanje Weigert van Gieson

Hidrirane rezine smo dali v raztopino Weigert A in Weigert B (Reagena) (1 : 1), pustili
20 min in nato sprali z dH,0. Potem smo rezinam dodali 1 % HCIl v 70 % EtOH za 5 s
in nato sprali z dH,O. Nazadnje smo rezine inkubirali v raztopini Van Gieson
(Reagena) 2 min, ponovno sprali z dH,0 in dehidrirali.
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3.9 IMUNOHISTOKEMIJSKO OZNACEVANIE UROTELIJA NA AM

Za imunooznacevanje smo uporabili naslednja protitelesa: misje monoklonsko protitelo
proti p63 (4A4, Santa Cruz), misje monoklonsko protitelo proti CK20 (Ks20.8, Dako),
misje monoklonsko protitelo proti CK7 (OV-TL12/30, Dako), zaj¢je poliklonsko
protitelo proti UPIllla (H-180, Santa Cruz) in zaj¢je poliklonsko protitelo proti
uroplakinom v AUM (darilo prof. dr. T. — T. Sun).

Pripravljene parafinske rezine smo najprej deparafinizirali v ksilolu 2 x po 5 min, po 5
min v 100 % EtOH, 90 % EtOH in 70 % EtOH ter 2 x po 5 min v dH,O. Nato smo jih
inkubirali v 3 % H,0, metanolu 10 min in spirali v PBS 3x po 5 min in $e v dH,0 2
min. Za odmaskiranje antigenov (angl. antigen retrieval) smo parafinske rezine ali
segrevali v citratnem pufru v mikrovalovni pri 600W 3 x po 5 min ali jim dodali
raztopino tripsina (3 tabletke (Sigma) v 3ml dH,0O) pri 37 °C 10 min. Nato smo jih
ohladili in spirali v PBS 3 x po 5 min ter blokirali v 5 % BSA v PBS 60 min. Potem
smo dodali primarno protitelo proti p63 (1 : 100), CK20 (1 : 20), CK7 (1 : 20), UPllla
(1 : 50) ali AUM (1 : 2000) in inkubirali ¢ez no¢ pri 4 °C. Naslednji dan smo rezine
sprali 3 X po 5 min. Nato smo misjim protitelesom dodali biotinilirana poliklonska
zaj¢ja sekundarna protitelesa proti misjim antigenom (Dako) in zaj¢jim protitelesom
dodali biotinilirana prasi¢ja sekundarna protitelesa proti zaj¢jim antigenom (Dako)
(razred¢ena 1 : 100) in inkubirali 60 min. Potem smo rezine sprali 6 X po 5 min v PBS.
Nato smo dodali ABC kompleks (1500ul 0,05M TRIS HCI pH 7,6 + 15 ul A
(Vectastain) + 15 ul B (Vectastain)), inkubirali 30 min in sprali 3 x po 5 min v PBS.
Dodali smo raztopino DAB (3 tabletke DAB (SigmaFast) + 3 tabletke se¢nine
(SigmaFast) v 3 ml deionizirane H,O) za 10 min in sprali v dH,0 3 x po 1 min. Potem
smo rezine barvali s hematoksilinom 25 s, sprali z dH,0, potopili v litijev karbonat 30 s
in sprali z dH,0. Nazadnje smo rezine dehidrirali v 70 % EtOH 2 min, 90 % EtOH 5
min, 100 % EtOH 5 min in 2x v ksilolu po 5 min. Sledilo je vklopljanje v medij
Entellan new (Merck) in pokrivanje s krovniki.

V/se pripravljene preparate rezin smo pregledali in poslikali s svetlobnim mikroskopom
Nikon Eclipse TE300.
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3.10 IMUNOFLUORESCENCNO OZNACEVANJE AKVAPORINOV

Za imunooznacevanje smo uporabili naslednja protitelesa: kozje poliklonsko protitelo
proti AQP-2 (C-17, Santa Cruz), kozje poliklonsko protitelo proti AQP-3 (C-18, Santa
Cruz) in zajé¢je poliklonsko protitelo proti AQP-9 (H-40, Santa Cruz).

Parafinske rezine smo deparafinizirali v ksilolu 2 x po 5 min, po 5 min v 100 % EtOH,
90 % EtOH in 70 % EtOH ter 2 x po 5 min v dH,O. Nato smo rezine segrevali v
citratnem pufru (pH 6) v mikrovalovni pecici pri 600W 3 x po 5 min. Potem smo jih
sprali v dH,O, ohladili in blokirali v 5 % BSA v PBS 45 min. Sledila je inkubacija z
razredenimi primarnimi protitelesi proti AQP-2 (1 : 50), AQP-3 (1 : 200) in AQP-9 (1
: 50) ¢ez no¢ pri 4 °C. Naslednji dan smo jih sprali v PBS 4 x v 20 min. Sledila je 60-
minutna inkubacija s kozjimi sekundarnimi protitelesi proti zaj¢jim antigenom ali
zaj¢jimi sekundarnimi protitelesi proti kozjim antigenom, konjugiranimi z Alexa Flour
555 ali 488 (Invitrogen), razredéenimi 1 : 200. Sprali smo rezine s PBS 6 x v 30 min in
jim nato dodali kapljico Vectashield in pokrili s krovnikom.

Vse preparate za imunofluorescenco smo pregledali in poslikali s fluorescenénim
mikroskopom Nikon Eclipse TE300 ali Axiolmager.Zl s kamero in dodatkom ApoTome
(Zeiss), s katerim lahko slikamo opti¢ne rezine s pomocjo programa AxioVision Rel.
4.8.
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4 REZULTATI

4.1 TOPOGRAFIJA NOSILCEV eAM, sAM in gAM

Vzpostavili smo tri nosilce iz AM (Slika 2). Na eAM, z navzgor obrnjenim epitelijem,
so se videle AEC z jedri, kar dokazuje, da se morfoloska integriteta AM ohrani tudi po
postopkih shranjevanja in po vpenjanju v nastavke ali z obrocki. Pri sAM, z gor
obrnjeno stromo, so se zaradi tankosti AM videli obrisi AEC pod stromo. gAM je bila
brez epitelijskih celic, kar kaze, da je bilo tretiranje s TL uspesno. Na membrani ni bilo
celic, vendar je bila integriteta ZCM ohranjena in so bila vidna kolagenska vlakna.

Slika 2: Topografija nosilcev iz AM. Na eAM so vidne AEC, na SAM vezivno tkivo in na gAM
kolagenska vlakna. Merilce: 100 um.
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4.2 HISTOLOGUA IN HISTOKEMIJA NOSILCEV IZ AM

Ocenili smo vpliv zamrzovanja in 15-mese¢nega shranjevanja pri —80 °C na histolosko
zgradbo AM. lIzpostavili smo AM enakim razmeram, kot so potrebne za rast urotelijskih
celic in vitro. Nosilce iz AM smo 28 dni gojili v CO,-inkubatorju v hranilnem mediju,
ki smo ga vsak drugi dan menjali. Po 28 dneh smo s histoloSkim barvanjem HE in z

razli¢nimi histokemijskimi barvanji ovrednotili zgradbo in sestavo AM.

Z barvanjem HE smo obarvali jedra temno vijoli¢no ter citoplazmo in ZCM roznato.
Barvilo hematoksilin obarva nukleinske kisline temno vijoli¢no in eozin nespecifi¢no
obarva proteine roznato (Fischer in sod. 2008). Barvanje je pokazalo, da je AM ohranila
svojo integriteto z enoskladnim epitelijem, bazalno lamino in stromo. Pri gAM je
tretiranje s TL uc¢inkovito odstranilo AEC, vendar ohranilo bazalno lamino in stromo
(Slika 3).

A

B ST

Slika 3: AM nosilci barvani s hematoksilinom-eozinom. A) Intaktna AM z AEC in bazalno lamino.
B) AM je po tretiranju s TL brez AEC. Merilce: 50 pm.
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Slika 4: Histokemijsko barvanje AM z alcianskim modrilom in barvanjem PAS. A-B) AM barvana z
alcianskim modrilom: jedra so obarvana rdece, citoplazma roznato in Kisli proteoglikani modro. C-D)
AM barvana s PAS: jedra so obarvana vijoli¢no in nevtralni proteoglikani roznato. Merilce: 20 um.

Alciansko modrilo je polivalentno bazi¢no kationsko barvilo, ki pri pH 2,5 obarva
karboksilirane ali sulfatirane kisle GAG, vklju¢no s hialuronsko kislino in mezenhimske
mucine modro. Barvilo Nuclear fast stain obarva jedra rdece in citoplazmo roznato
(Slika 4A-B). Modro obarvana stroma kaze prisotnost kislih proteoglikanov, ki so
klju¢ni za interakcije med celicami in matriksom, celicno proliferacijo in adhezijo,
pritrjevanju rastnih dejavnikov, aktivaciji kemokinov in citokinov ter imajo vlogo pri
regulaciji permeabilnosti, vnetja, celjenju ran in mehansko funkcijo, ki ohranja zgradbo
tkiv (Yung in sod. 2007). Sulfatirani polisaharidi so zelo pogosti v vezivnih tkivih in
mocno vezejo vodo (Mourao 1991). Z barvanjem PAS smo tudi dokazali prisotnost
molekul vezivnih tkiv in bazalne lamine, predvsem nevtralnih proteoglikanov, ki jih je
periodova kislina skupaj s Schiffovim reagentom obarvala roznato (Slika 4C-D).

Z barvanjem Calleja smo dokazali prisotnost kolagenskih vlaken v stromi AM,
Kolagenska vlakna so se obarvala modro zaradi karmina v pikrinski kislini (Slika 5A—
B). Z barvanjem Verhoeff van Gieson smo tudi dokazali prisotnost kolagenov pod
epitelijem, ki so se obarvali rde¢e zaradi fuksina (Slika 5C-D ). Z barvanjem Weigert
van Gieson smo tudi s fuksinom dokazali prisotnost kolagena v vezivnem tkivu, ki se je
rdece obarval pod rumeno-rjavim epitelijem, obarvanim s pikrinsko kislino (Slika 5E—
F). Kolagenov je v AM veliko in so pomembni za mehansko mo¢. Elastinskih vlaken
nismo dokazali z metodo barvanja Calleja, kjer naj bi kislina orcein obarvala elastinska
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vlakna rdece. Vendar z metodo barvanja Verhoeff van Gieson naj bi hematoksilin
skupaj s FeCls in Lugolovo raztopino obarval elastinska vlakna in jedra ¢rno. Jedra so
se namesto ¢rno obarvala rjavo. Tudi v stromi so bila rjava vlakna, za katera
predvidevamo, da so elastinska, saj so elastini prisotni v AM (Hieber in sod. 1997,
Calvin in sod. 2007).

e

i

Slika 5: Histokemijska barvanja AM. A-B) Barvanje Calleja: jedra so rjava in kolagenska vlakna modra;
C-D) barvanje Verhoeff van Gieson: jedra so rjava, kolagenska vlakna rdec¢a in elastinska vlakna rjava;
E-F) barvanje Weigert van Gieson: jedra so rjava, citoplazma rumena in kolagenska vlakna rdeca.
Merilce: 20 pm.
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4.3 IMUNOFLUORESCENCA AM

Po 14 dneh v hranilnem mediju smo analizirali permeabilnost vzpostavljenih nosilcev iz
AM, vpetih v nastavke. Spremljali smo prehod dekstrana skozi AM, ki smo jo nato Se

imunofluorescencno oznacili. Dekstran je prehajal skozi AEC in jih tudi obarval zeleno.
S protitelesi proti klavdinu-8 smo oznacili AM. Kot smo pri¢akovali, AM ni tesen
epitelij in tako ne vsebuje klavdina-8 med AEC (Slika 6B). Tesni stiki so prekinjeni in
med njimi so Siroki medceli¢ni prostori, ki povzrofajo visoko permeabilnost.
Imunofluorescencno smo dokazali prisotnost CK20 v citoplazmi AEC (slika 6A). AEC
so poligonalne celice velikosti ~ 20 pum. Epitelij je bil dobro ohranjen tudi po
zamrzovanju, shrambi, vpenjanju in poskusu permeabilnosti.

Slika 6: Imunofluorescenca AM. A) Prisotnost CK20 (rdece) v citoplazmi AEC. B) Prisotnost dekstrana

(zeleno) v AEC. Med celicami so Siroki medceli¢ni prostori brez klavdina-8. Merilce: 10 pm.
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4.4 RAST PRASICJIH UROTELIJSKIH CELIC NA NOSILCIH 1Z AM

Dva dni po nasaditvi PuVI z gostoto 2:10° c/cm? na AM, vpete z obrocki, so se
urotelijske celice razrascale po podlagi AM. Koli¢ina prerasle podlage je bila priblizno
enaka na eAM, sAM in gAM (Slika 7).

Slika 7: Kulture prasi¢jih urotelijskih celic 2 dni po nasaditvi na razli¢ne nosilce iz AM. Celice $e niso
dosegle konfluentnosti, vidijo se predeli AM, kjer se celice $e niso razrasle (*). Merilce: 100 pm.

Osem dni po nasaditvi PulV z gostoto 2-10° c/cm? na AM, vpete z obrocki, so se celice
Se vedno razrascale po podlagi. Popolne konfluentnosti niso dosegle. Koli¢ina prerasle
podlage je bila priblizno enaka na eAM, sAM in gAM (Slika 8).

PRURN

Slika 8: Kulture prasi¢jih urotelijskih celic 8 dni po nasaditvi na razli¢ne nosilce iz AM. Celice $e niso
dosegle konfluentnosti, vidi se njihov rob rasti (—). Merilce: 100 pm.
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14 dni po nasaditvi Pulll z gostoto 2-10° c/cm” na AM, vpete z obrocki, celice $e niso
dosegle popolne konfluentnosti. Koli¢ina prerasle podlage je bila priblizno enaka na
eAM in sAM. Na konstruktu gAM pa je prislo do okuzbe.

ey

Slika 9: Kulture prasi¢jih urotelijskih celic 14 dni po nasaditvi na razli¢ne nosilce iz AM. Celice $e niso
dosegle konfluentnosti, vidi se njihov rob rasti (—). Merilce: 100 um.

Tudi ob koncu gojenja celice niso dosegle popolne konfluentnosti. Medtem ko so celice
Pulll in PulV na AM, vpete z obrocki, ostale pritrjene do konca gojenja, so se celice
PuVI na AM, vpete z obrocki, Ze po enem tednu popolnoma odlusc¢ile. Tudi celice
PulV, ki so bile dvakrat lo¢eno nasajene na AM, vpete v nastavke, se niso pritrdile na
noben nosilec iz AM.
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4.5 VREDNOSTI TRANSEPITELNSKE UPORNOSTI KONSTRUKTOV

Preden smo nasadili Pulll, smo zmerili vrednosti TER samih AM brez celic. eAM je
imela povpre¢no vrednost TER 516,6 Qcm?, SAM 630,0 Qcm? in gAM 539,5 Qcm?.
Vrednosti TER same AM smo prikazali z ravno ¢rno ¢rto (Slika 10) in tako spremljali
rast (ali padec) TER v primerjavi z zacetno upornostjo same AM.

Na konstruktih urotelijskih celic in nosilcev AM so bile izmerjene najvisje vrednosti
TER naslednje: SAM + Pulll 606,2 Qcm?, sAM + PulV 614,6 Qcm? in SAM + PuVI
659,4 Qcm? (Slika 10A); gAM + PulV 1005 Qcm? in gAM + PuVI 704,2 Qcm? (Slika

10B); eAM + Pulll 618,8 Qcm?, eAM + PulV 2551 Qcm? in eAM + PuVI 523,6 Qem?
(Slika 10C).
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gAM. C) eAM. D) PET nosilci. N=6. Ravne ¢rne ¢rte so vrednosti TER same AM in ravna zelena Crta je
vrednost TER samega nosilca PET.
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V prvem poskusu Pulll (rdeci ¢rti v Slikah 10A in 10C) niso dosegle konfluentnosti in
tako niso bistveno povecale TER konstruktov. Vrednost TER konstruktov je celo padla
pod zacetno vrednostjo TER samih AM.

V drugem poskusu so se vrednosti TER bolj razlikovale (zelene ¢érte v Slikah 10A-C).
Vrednost TER PulV na gAM je dosegla 1005 Qcm?, kar e velja za tesni epitelij. TER
PulV na eAM je dosegla Se visjo vrednost 2550 Qcm?, kar nakazuje na zelo uspesno
rast urotelijskih celic in tvorbo tesnega urotelija. Vendar so bile te vrednosti Se vedno
znacilno nizje od vrednosti TER, izmerjenih na konstruktih iz urotelijskih celic na
sinteticnih PET nosilcih.

V tretjem poskusu smo vkljucili kontrolo, vpeto AM, na katero nismo nasadili celice.
Njena zacetna vrednost TER je bila 449,4 Qcm? in je tekom poskusa nihala med 415,8
Qcm? in 583,8 Qcm? (zelena ¢rta v Sliki 11). PuVI v tretjem poskusu niso dosegle
konfluentnosti in so se celo odlus¢ile (modre ¢rte v Slikah 10A-C). Vrednosti TER
konstruktov, na katere smo nasadili PuVI, niso bile bistveno visje od TER kontrole brez
nasajenih PuVI. Tudi z mikroskopom smo videli, da so se celice odlus¢ile v prvih dneh
gojenja in zato so bile vrednosti TER vseh konstruktov podobne kot kontrola brez celic.

Preden smo PuV nasadili na PET nosilce, smo izmerili TER nosilcev brez celic.
Povprecno upornost hranilnega medija in nosilca je bila 133,7 Qcm? (zelena ravna &rta
v Sliki 10D). To vrednost smo odsteli od vseh naknadno izmerjenih vrednosti TER.
PuV na sinteti¢nih PET nosilcih so dosegle vrednost 4057 + 533,6 Qcm? kar je
znactilno ve€ od vrednosti TER na AM. Po 14 dneh so Ze dosegle vrednost TER 3822 +
602,6 Qcm? (Slika 11).
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Slika 11 je zdruzen graf vrednosti TER, kjer vidimo, da so celice na PET nosilcih
dosegle znatno viSje vrednosti TER kot na AM. Rezultate tretjega poskusa smo
izkljucili 1z grafa, ker so se PuVI odluscile.

Tretiranje konstruktov na PET nosilcih z dekstranom je zmanjSalo TER s 4057 + 533,6
Qcm? na 2770 + 222,3 Qcm? (Slika 10D in Slika 11). Stanje celic se je verjetno
poslabsalo zaradi pomanjkanje hranil, ker so bile celice v pufru HBSS z dodanima 1 %
HEPES in dekstranom [1 mg/ml]. Kljub temu je bila vrednost TER po padcu $e vedno
relativno visoka in kaze, da so celice prezivele tretiranje z dekstranom in, da je ostal
epitelij Se vedno tesen. Tesnost epitelijja so tudi potrdili rezultati poskusa
permeabilnosti.
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4.6 VREDNOSTI PERMEABILNOSTNIH KOEFICIENTOV KONSTRUKTOV

Nasadili smo PuV na nosilce PET in po 3 tednih izvedli poskus permeabilnosti. Visok
izmerjen TER (2770 + 222,3 Qcm?) ob koncu tretiranja z dekstranom nam je pokazal,

da so urotelijske celice bile Se vedno zive in da je urotelij ostal intakten.

Dvakrat smo nasadili celice PulV na eAM, sAM in gAM, vpete na nastavke, in zmerili
njihovo permeabilnost. Prvi¢ smo celice gojili 5 tednov in drugi¢ 2 tedna. Po gojenju
smo izvedli poskus permeabilnosti. Ko smo nastavili poskus z difuzijskimi celicami,
smo izmerili ustrezne vrednosti upornosti teko¢ine (Rf) (med 20 in 60 Qcm?) in
asimetrije napetostnih elektrod (dPe) (< 10 mV), nato smo s programom Clamp iznicili
te vrednosti. Vstavili smo konstrukte v difuzijske celice in spremljali Zivost tkiva, ki je
definirana z vrednostjo transepitelijske upornosti (Rt) vecja od 10 Q in absolutno
vrednostjo transepitelijskega potenciala (dP) veéjo od 0,7 mV. Izmerjeni
elektrofizioloski parametri so pokazali, da nasa tkiva niso Ziva. Noben konstrukt ni
kazal Rt in dP vecje od 10 Q in 0,7 mV (Preglednica 2). Tudi vrednosti
permeabilnostnih koeficientov in imunofluorescenca konstruktov so potrdili odsotnost
urotelijskih celic.

Preglednica 2: Elektrofizioloski parametri konstruktov. Upornost tekoc¢ine (Rf), asimetrija napetostnih
elektrod (dPe), transepitelijska upornost (Rt) in transepitelijski potencial (dP). KAM je kontrolna AM brez

Datum konstrukt Rf [Ohm] dPe [mV] Rt [Ohm] dP [mV]

SAM 533 2.1 9,0 0,2
N SAM 54,9 0,9 1,0 -0,1
S eAM 37,3 0,4 9,0 01
~ eAM 42,2 5,5 9,0 -2,6

gAM 323 1,9 6,0 -0,1

SAM 57,0 1,0 6,0 03
o SAM 378 -1,0 13,0 0.1
§ eAM 56,0 53 1,0 0,7
- gAM 477 25 3,0 0,1
- kAM 53,2 -0,2 1,0 03
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PuV celice na nosilcih PET so imele izredno nizko permeabilnost (1,63-10'7 +1,02:107
cm/s) (Slika 12), kar kaze na to, da so dosegle konfluentnost in tvorile zelo tesen
epitelij. Sama kontrola nosilca PET brez nasajenih celic je imela visoko permeabilnost
(6,98:10° cm/s) in tako ni prispevala k neprehodnosti izpostavljenega urotelija na
nosilcih PET. gAM je imel najve&jo permeabilnost (3,18:10° + 5,97-10° cm/s), kar je
pri¢akovano, saj smo AM odstranili epitelijske celice, ki bi prispevale k neprehodnosti
dekstrana. SAM in eAM sta imela zelo podobni vrednosti Payp (2,37-10° + 3,73:10°°
cm/s in 2,45:10° + 6,60-10° cm/s), kar je spet pri¢akovano, saj sta obe intaktni AM z
epitelijem iz AEC. Kontrola, na katero pa urotelijske celice nismo nasadili, je imela Papp
vrednost 2,12 10° cm/s, kar ni bistveno nizje od ostalih konstruktov AM, na katere smo
celice nasadili. Podobne vrednosti SAM, eAM, gAM in kontrole povedo, da se celice
niso uspesno pritrdile na nobeno AM. Torej vrednosti Payp za konstrukte dejansko
izrazajo Papp Same AM. Vrednosti Py so zelo visoke, in sicer med 2,12:10™ cm/s in
2,45-10™ cm/s, in so pri¢akovane za puitajoce epitelije kakrina je AM.

4,0E-05
3,5E-05 -
3,0E-05 -

2,5E-05

2,0E-05 -

Papp (cm/s)

1,5E-05 -

1,0E-05 -

5,0E-06 -

0,0E+00 |
PET nosilec kontrola sAM s Pu eAM s Pu gAM s Pu kontrola
sPu PET brez Pu AM brez Pu

Slika 12: Permeabilnost dekstrana skozi razli¢ne konstrukte. Py, je permeabilnostni koeficient [cm/s].
PET, sSAM in eAM: N=3; gAM: N=2.
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4.7 IMUOFLUORESCENCA UROTELHNSKIH CELIC NA NOSILCIH 1Z AM

4.7.1 Imunofluorescenca citokeratina 20

celicah subapikalno dokazali prisotnost intermediarnega filamenta CK20 (Slika 13). Na
eAM in sAM so bile celice velike ~ 30 um in vse so izrazale CK20. Na gAM pa so bile
celice izrazito manjSe (~ 15 um ) in niso vse izrazale CK20. Na sAM je CK20 tvoril

filamentozno mreZo.

Slika 13: Imunofluorescenca CK20 v urotelijskih celicah na vseh nosilcih iz AM. Citokeratin CK20 je
obarvan zeleno in jedra modro. Merilce: 10 pm.

4.7.2 Imunofluorescenca uroplakinov

S protitelesi proti vsem Stirim uroplakinom smo dokazali, da so uroplakini prisotni v
urotelijskih celicah na vseh konstruktih (Slika 14). Uporabljeno protitelo se veze na
UPIIIa, UPIa/Ib in UPIL. Na eAM je najvecji delez celic izrazalo uroplakine, na SAM so
bile prisotne celice, ki niso izrazale uroplakinov, najvecji delez celic, ki niso izrazale

uroplakinov pa je bil na gAM, kjer so tudi celice bile najmanjse.
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Slika 14: Imunofluorescenca uroplakinov v urotelijskih celicah na vseh nosilcih iz AM. Uroplakini so
obarvani rdeée ali zeleno in jedra modro Merilce 10 pm.

4.7.3 Imunofluorescenca uroplakina UPIlla

Z imunofluorescenénim oznacevanjem smo dokazali prisotnost uroplakina UPIlla v
urotelijskin celicah na vseh konstruktih (Slika 15). UPIllla je eden izmed Stirih
transmembranskih proteinov, ki tvorijo urotelijske plake na apikalni plazmalemi. Na
vseh konstruktih je vecina urotelijskih celic apikalno izrazala UPIIla, vendar so vmes

tudi bile celice, ki UPIIIa niso izrazale.

Slika 15: Imunofluorescenca UPIlla v urotelijskih celicah na vseh nosilcih iz AM. Uroplakin UPIlla je
obarvan zeleno ali rdece in jedra modro. Merilce 10 um.
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4.7.4 Imunofluorescenca transkripcijskega dejavnika p63

Z imunofluorescencnim oznacevanjem smo dokazali prisotnost transkripcijskega
dejavnika p63 v urotelijskih celicah na vseh konstruktih (Slika 16). Protitelo proti p63
je pozitivno obarvalo jedra celic. p63 je znacilno prisoten v proliferajocih celicah in
tako lahko nazorno pokaze, katere celice se Se niso diferencirale. Na vseh konstruktih so
urotelijske celice rasle v vec¢ skladih in manj kot polovica njihovih jeder je bila
pozitivno oznaCena za p63. Z opti¢nimi rezinami smo lahko sestavljali 3D slike in
opazovali razli¢no oznacevanje v razli¢nih skladih. Slika 16 prikazuje jedra urotelijskih
celic na sAM in s preCnima prerezoma pokaze, da so pretezno bazalne celice pozitivno
oznacene, medtem ko so povrsinske urotelijske celice negativne za p63. Odsotnost p63

v povrsinskih celicah nakazuje, da niso proliferativne in da so ze dosegle kon¢no

diferenciranost. Medtem ko so bazalne urotelijske celice Se zmeraj proliferativne.

Slika 16: Imunofluorescenca p63 v urotelijskih celicah na vseh nosilcih iz AM. Transkripcijski dejavnik
je obarvan rdece ali zeleno in jedra modro. Crte na SAM prikaZejo pre¢ne prereze AM. Merilce 10 pm.
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4.7.5 Imunofluorescenca proteina tesnega stika klavdina-8

Z imunofluorescen¢nim oznacevanjem smo dokazali prisotnost klavdina-8 na eAM in
SAM (Slika 17). Klavdin-8 je znacilen za diferencirane urotelijske celice in se je
pojavljal samo apikalno med povrSinskimi celicami v zelo tanki ostri ¢rti. Pojavljal se je
povsod med celicami in nakazuje zelo dobro ohranjene tesne stike med povrSinskimi
celicami. Zaradi okuzbe Pulll na gAM ter slabih preparatov PulV na gAM nismo uspeli
dokazati prisotnosti klavdina-8 na gAM. Glede na visoke izmerjene vrednosti TER pa
predvidevamo, da so tudi PUC na gAM izrazale klavdin-8.

Slika 17: Imunofluorescenca klavdina-8 med urotelijskimi celicami na nosilcih iz AM. Klavdin-8 je
obarvan rdece ali zeleno in jedra modro. Merilce 10 um.
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4.7.6 Imunofluorescenca akvaporinov

Z imunofluorescen¢nim oznacevanjem smo dokazali prisotnost AQP-2, AQP-3 in AQP-
9 v urotelijskih celicah na vseh konstruktih (Slika 18). Urotelijske celice na eAM in
gAM so izrazale AQP-2 v citoplazmi, na gAM pretezno bazalno. Na sAM so celice
vseh skladov izrazale AQP-2 le bazalno, verjetno na plazmalemi. AQP-3 je bil prisoten
na bazolateralnih plazmalemah vseh celic. Nikjer pa ni bil izrazen na apikalni
plazmalemi. V urotelijskih celicah na eAM je bil AQP-9 izrazen v citoplazmi. Na SAM
in gAM pa vecinoma na bazalnih plazmalemah urotelijskih celic.

eAM sAM gAM
AQP-z - - -
AQP_S - - -
AQP-9 - - -

Slika 18: Imunofluorescenca akvaporinov v urotelijskih celicah na vseh nosilcih iz AM. Akvaporini so
obarvani rdece in jedra modro. AQP so izraZeni pretezno bazalno. Merilce: 10 pm.
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4.8 IMUNOHISTOKEMIJA UROTELISKIH CELIC NA NOSILCIH 1Z AM
4.8.1 Imunohistokemija uroplakinov

Z imunohistokemijskim oznafevanjem smo dokazali prisotnost uroplakinov v
urotelijskih  celicah na wvseh konstruktihn (Slika 19) in potrdili rezultate
imunofluorescenénega oznacevanja. Povsod so se uroplakini izrazali na apikalni
povrsini PUC in ponekod tudi rahlo v citoplazmi. Uroplakini na apikalni plazmalemi so
oznacevalci diferenciranih PUC in najbolj znacilno so se lokalizirali na apikalnih
plazmalemah urotelijskih celic, gojenih na SAM.

eAM SAM gAM

Uroplakini

UPIlIa

Slika 19: Imunohistokemija uroplakinov na vseh konstruktih. Merilce: 10 um.

4.8.1.1 Imunohistokemija uroplakina UPIlla

Z imunohistokemijskim oznacevanjem smo dokazali prisotnost uroplakina UPIlla v
urotelijskih celicah na vseh konstruktih (Slika 19). UPlIla se je tudi zelo moc¢no izrazal
v citoplazmi, ki pa je morda posledica nespecificne vezave. Vseeno je bilo njegovo
izraZzanje moc¢nejSe na apikalni plazmalemi PUC. UPIlla se je najmanj znacilno izrazal
v celicah na gAM, Kkjer je bil enakomerno razporejen po citoplazmi in apikalni
plazmalemi. Najbolj diferencirane celice so bile na SAM, kjer je bil UPIlla prisoten le
na apikalni povrSini PUC ter rahlo v njihovi citoplazmi.
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4.8.2 Imunohistokemija citokeratinov
4.8.2.1 Imunohistokemija CK20

S protitelesi proti CK20 nismo dokazali prisotnost CK20 v nobenih urotelijskih celicah
na nobenemu konstruktu (Slika 20). Ponovili smo ve¢ poskusov, kjer smo odmaskirali
proteine na razli¢ne nacine (S segrevanjem v citratnem pufru in nato $e s tripsinom) in
rezultat za CK20 je bil vedno negativen. Glede na to, da smo z imunofluorescenénim
oznaCevanjem dokazali CK20, je bil verjetno v tem primeru problem v metodi

imunohistokemijskega oznacevanja parafinskih rezin.
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Slika 20: Imunohistokemija citokeratinov CK20 in CK7 na vseh konstruktih. Merilce: 20 pm.

4.8.2.2 Imunohistokemija CK7

S protitelesi proti CK7 smo dokazali prisotnost tega citokeratina v urotelijskih celicah
na vseh konstruktih (Slika 20). CK7 je bil prisoten v citoplazmi celic vseh skladov.
Manj izrazit je bil v urotelijskih celicah na gAM.
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4.8.3 Imunohistokemija transkripcijskega dejavnika p63

Z imunohistokemijskim oznaCevanjem smo dokazali prisotnost transkripcijskega
dejavnik p63 v urotelijskih celicah na vseh konstruktih (Slika 21). p63 je bil najmoc¢neje
izrazen v jedrih, vendar je bila tudi citoplazma obarvana. p63 je bil znac¢ilno mocneje
izrazen v bazalnih celicah, medtem ko so bile povrSinske celice manj obarvane.
Neodvisno od Stevila skladov je bila znacilna razlika med obarvanimi jedri bazalnih
celic in neobarvanimi jedri povrsinskih celic.

Slika 21: Imunohistokemija transkripcijskega dejavnika p63 na vseh konstruktih. Merilce: 10 um.

Celice Pulll in PulV so se uspesno pritrdile na AM, vpete z obroc¢ki. Po 3 in 5 tednih
gojenja smo celice fiksirali, histolo§ko obarvali s hematoksilinom-eozinom in opazovali
njihovo morfolosko zgradbo. Na vseh konstruktih so urotelijske celice uspevale v ve¢
skladih. Na gAM so rasle v enem skladu do $tirih, na eAM v enem do petih skladov in
na SAM v dveh do petih. Na SAM so bile celice najbolj konsistentno v ve¢ skladih,
medtem ko so bili na eAM in gAM pogosti predeli, kjer so rasle le v enem skladu.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 AM ohrani morfologijo po dolgotrajnem shranjevanju pri —80 °C

Po 15-mesecnem shranjevanju pri —80 °C AM ohrani svojo osnovno morfologijo.
Epitelij AM gradijo poligonalne celice velikosti ~ 20 pm. AEC se ne prilegajo tesno,
ampak jih loc¢ujejo Siroki medceli¢ni prostori, kar je posledica prekinitve tesnih stikov
7ze med pozno nosecnostjo (Kobayashi in sod. 2010b). Dokazali smo, da AEC ne
izrazajo klavdina-8 v medceli¢nih stikih, kar je pricakovano za puscajoCi epitelij.
Klavdin-8 zmanjsa kationsko permeabilnost (Yu in sod. 2003) in je znacilen za PUC
(Kreft in sod. 2006). Dokazali smo prisotnost CK20 v citoplazmi AEC. V epitelijskih
celicah ¢loveka je znanih 20 CK in CK20 je zadnji identificiran CK (Southgate in sod.
1999). Prejsnje raziskave so pokazale prisotnost CK 1, 4-8, 10, 11, 13, 14 in 17-19 v
AEC (Regauer in sod. 1985, Mizoguchi in sod. 2000). Vendar ker je CK20 najnovejsi
odkriti CK (Moll in sod. 1990), raziskav glede prisotnosti CK20 v AM, $e ni bilo. Nase
imunofluorescen¢no oznacevanje je prikazalo CK20 v citoplazmi AEC, vendar se izraza

tockasto in ne tvori tako obsezne mreze, kot je vidno pri PUC.

Pod AEC sta bazalna lamina in spodaj lezeca stroma ohranjeni. Dokazali smo prisotnost
kolagena v ZCM, ki je potreben za mehansko mo¢ tkiva. V ZCM so tudi proteoglikani,
ki imajo mnogo bioloskih funkcij kot so adhezija celic, vezava rastnih dejavnikov in
hidracija tkiv (Mourao 1991, Yung in sod. 2007). Perlekan je heparan sulfatni
proteoglikan v AM, ki veZze rastne dejavnike in sodeluje v celi¢ni adheziji (Murdoch in
sod. 1992). Tudi hialuronska kislina je prisotna v ZCM in igra vlogo pri preprecevanju
brazgotinjenja in zaviranju delovanja imunskih celic (He in sod. 2009). S
histokemijskim barvanjem Verhoeff van Gieson smo dokazali prisotnost elastinskih
vlaken v ZCM. Elastini dajo AM prozZnost, kar je bistveno za uporabo AM v tkivnem
inZenirstvu, Se posebej pri rekonstrukcijah urinarnega trakta in se€nega mehurja, saj je

tkivo izpostavljeno raztegovanju in potrebno je, da je tudi nosilec, kot je AM, elasticen.

Na morfoloSkem nivoju smo dokazali ohranjeno integriteto AM in tudi drugi so
dokazali ohranjene strukturne komponente in biomehanske lastnosti AM po zamrznitvi
(Oxlund in sod. 1990, Kruse in sod. 2000, Thomasen in sod. 2011). Toda na
ultrastrukturnem nivoju z elektronsko mikroskopijo so prikazali, da so nekatere AEC
skréene in nepravilnih oblik, s poSkodovanimi mikrovili in poskodbami v plazmalemi
in, da so se ponekod odlus¢ile po dolgotrajni zamrznitvi (Hopkinson in sod. 2008).

45



Lasi¢ E. Molekularna in funkcionalna diferenciranost s tkivnim inzenirstvom vzpostavljenega urotelija na amnijski membrani.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2013

5.1.2 AEC ne prezivijo zamrzovanja

Z meritvijo elektrofizioloskih parametrov AM z elektrodami v difuzijskih celicah smo
dokazali, da AEC niso zive. Spremljali smo transepitelijski potencial in transepitelijsko
upornost in tako opredelili vitalnost in integriteto tkiva (Peternel in sod. 2012).
Potencial in upornost sta bila vedno manj kot 0,7 mV in 10 Q. Nizek potencial kaze, da
celice niso aktivno prenaSale ionov skozi membrane. Nizka vrednost upornosti
predstavlja zelo nizko upornost tkiva proti pasivhemu pretoku ionov. Bilo je Ze
potrjeno, da AEC ne prezivijo zamrzovanja, kar podpira dejstvo, da se ne pojavijo
imunoloske reakcije po transplantacijah (Kruse in sod. 2000, Hennerbichler in sod.
2007). Nasa raziskava je dodatno potrdila nefunkcionalnost AEC z elektrofizioloSkimi
meritvami.

5.1.3 AM ima nizek TER in visoko permeabilnost

Vrednosti TER AM smo tudi izmerili z voltmetrom in elektrodami. Nase meritve TER
AM se ujemajo z meritvami drugih avtorjev, ki so prav tako merili upornost v
ve&prekatni petrijevki in so izmerili povpreden TER AM ~ 580 Qcm? (Kobayashi in
sod. 2010b). Ta vrednost TER je $e vedno relativno nizka in je posledica odsotnosti
tesnih stikov med AEC. Vendar se te vrednosti ne skladajo z meritvami v difuzijskih
celicah. Vrednosti, izmerjene v vecprekatnih petrijevkah, so bile mnogo visje in so
nihale med 449-630 Qcm?, medtem ko so vrednosti upornosti, izmerjene v difuzijskih
celicah, bile manj od 10 Qcm?. Dokazano je Ze bilo, da so vrednosti TER, izmerjene z
elektrodami v petrijevkah, visje od vrednosti, izmerjenih v difuzijskih celicah. V
difuzijskih celicah je porazdelitev toka skozi epitelij bolj enakomerna, medtem ko z
uporabo velikih elektrod v majhni petrijevki pride do prostorskih omejitev, ki
spremenijo porazdelitev toka (Karp in sod. 2002). Vendar je vseeno tako veliko
odstopanje vrednosti nepric¢akovano in je morda povezano z nacini meritev, razliko med
medijem in pufrom, ali s tem, kako tesno je bila AM vpeta na nosilcih in nastavkih za
difuzijske celice.

Nase izmerjene vrednosti Py za dekstran pri intaktni AM so bile med 1,14-10™ in
3,18:10™ cm/s. Druga raziskava je zmerila vrednost P, 0,44-10° cm/s za saharozo
skozi svezo intaktno AM morskega prasicka (North in sod. 1976). Saharoza ima radij
0,46 nm in tako manjSega od dekstrana (Guo in sod. 2003). Predvidevamo, da so naSe
vi§je izmerjene vrednosti Py, posledica zamrzovanja AM ali pa razlik med ¢loveskimi
AM in AM morskih praSickov. AM ima zelo visoko (ve¢ kot 130 x vecjo)
permeabilnost v primerjavi z urotelijem. AM je tudi veliko bolj permeabilna (ve¢ kot 3
x) kot sinteti¢ni nosilci PET, Ki imajo Papp 6,98-10° cm/s. Nosilci PET imajo pore
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velike 400 nm, a vseeno veliko bolje zadrzujejo dekstran s hidrodinamskim polmerom
1,4 nm kot AM. Klavdinske pore imajo premer 0,4 nm (Anderson in sod. 2009) in bi
tako morale dekstran zadrzati. Ker je bila permeabilnost dekstrana visoka, vemo, da
imajo zamrznjene AM iz pozne noseCnosti prekinjene medcelicne stike in tako
prepuscajo molekule, kot je dekstran, skozi. Dodatno nam je imunofluorescenca
pokazala, da je veliko dekstranov prislo v citoplazmo AEC verjetno zaradi
poskodovanih plazmalem.

AM je zelo permeabilna, Se veliko bolj od sinteticnih membran PET, a vendarle je
odporna na mehanske raztezke zaradi visoke vsebnosti kolagena, kar jo naredi zelo
primerno za nosilec v tkivnem inZenirstvu, kjer je visoka permeabilnost nujna za
ucinkovito difuzijo hranil in presnovnih odpadkov.

5.1.4 Termolizin u¢inkovito odstrani AEC in omogoca rast urotelijskih celic

Z 22-minutno inkubacijo s TL smo u¢inkovito odstranili AEC. Na gAM ni bilo AEC na
AM, bazalna lamina pa je ostala ohranjena. To¢no delovanje TL S$e ni razjasnjeno,
ampak se sklepa, da specificno razgradi dezmosome (Gragnani in sod. 2007) in
hemidezmosome (Hopkinson in sod. 2008). Dokazali so, da je rast izoliranih celic zelo
visoka po tretiranju s TL in tako lahko sklepamo, da TL ne zmanjsa viabilnosti celic
(Germain in sod. 1993). To potrjujejo tudi na$i rezultati, saj so urotelijske celice
uspesno rasle tudi na gAM. TL ne odstrani fibroblastov iz strome (Germain in sod.
1993, Liu in sod. 2010b) in tako ne prepreci izloanja pomembnih molekul iz
fibroblastov v ZCM, ki delujejo kot adhezijski ligandi. Ohranjena bazalna lamina nudi
pritrjevalno podlago in njeni proteini, kot so kolageni, laminini in fibronektini regulirajo
morfogenezo epitelija, rast, proliferacijo in diferenciacijo celic ter prepre¢ijo apoptozo
(Hopkinson in sod. 2008, Niknejad in sod. 2008). TL ni odstranil bazalne lamine in je
tudi ohranil stromo. Komponente strome nismo analizirali na ultrastrukturnem nivoju,
vendar so Hopkinson in sod. (2008) dokazali prisotnost kolagenov IV, VII, laminin-5,
integrinov-a6 in -B4 tudi po tretiranju s TL.

5.1.5 AM, vpeta na nastavku, ni primeren nosilec za gojenje urotelijskih celic

Prasi¢je urotelijske celice se niso pritrdile na AM, vpete na nastavkih za difuzijske
celice, ki so bile polozene v petrijevkah. Iste celice uporabljene v teh poskusih pa so se
pritrdile na AM, vpete z obrocki, poloZzene v veCprekatne petrijevke. Torej domnevamo,
da tovrstno gojenje na nastavkih ni primerno za gojenje urotelijskih celic. Morda se obe
polovici ne spneta tako tesno, da bi preprecili puScanje celic ven iz reze. Ker je reza

zelo ozka (5 x 22 mm), je velik del povrSine v stiku s plastiko nastavka in morda ta
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plastika ne ustreza celicam. Poleg tega je zaradi majhnosti reze zracni mehurcek
pogosto nastal ob polozitvi nastavka v medij v petrijevki. Zaradi zratnega mehurcka in
obCasnim puscanjem iz zgornje strani je lahko priSlo do pomanjkanje stika AM z
medijem in tako do neprimernega okolja za gojenje celic. Potrebno bi bilo poskus
ponoviti na drugem modelu nastavka, specificno narejenega za gojenje celic
(Physiological Instruments).

5.1.6 AM, vpeta z obroc¢kom, omogoca diferenciacijo urotelijskih celic

Urotelijske celice se uspesno pritrdijo na AM, kot so podobne raziskave ze pokazale
(Sharifiaghdas in sod. 2007, Dragin 2010, Sartoneva in sod. 2011). Celice so tvorile do
5 skladov, podobno kot pri drugi raziskavi, Kjer so tvorile do 4 sklade (Sharifiaghdas in
sod. 2007). Urotelij, vzpostavljen na sAM, je bil najbolj uspesen. Na vseh AM so
urotelijske celice tvorile do 4 ali 5 skladov, vendar so samo na SAM enakomerno rasle v
ve¢ skladih; medtem pa so na eAM in gAM bili le obc¢asni predeli sestavljeni iz ve¢
skladov. Medtem ko so Sharifiaghdas in sod. (2007) dokazali le prisotnost dezmosomov
in hemidezmosomov urotelijskih celic, gojenih na AM, smo mi dodatno dokazali
izrazanje diferenciacijskih oznacevalcev. Urotelijske celice, gojene na eAM, sAM in
gAM, so izrazale znacilne UP in CK. UP so bili prisotni pretezno na apikalni membrani,
a tudi v citoplazmi. Najbolj diferencirane so bile urotelijske celice na SAM, ki so tvorile
enoten vecskladen urotelij, z UP le v apikalni plazmalemi. CK7 je znalilen za vse
sklade urotelija in je bil mo¢no izrazen v citoplazmi urotelijskih celic na vseh
konstruktih. Subapikalno izrazanje CK20 v PUC je znacilnost diferenciranega urotelija
in tako razporejen CK20 smo dokazali na vse konstruktih. Najslabse so izrazale UP in
CK urotelijske celice, gojene na gAM. Na gAM je manjsi delez urotelijskih celic izrazal
UP in CK in izraZanje je bilo SibkejSe. Celice so bile tudi manjSe na gAM kot na SAM
ali eAM. Odsotnost transkripcijskega dejavnika p63 je tudi znak diferenciacije (Karni-
Schmidt in sod. 2011). Na vseh konstruktih so prevladovale celice z jedri, katera niso
izrazala p63, kar dokazuje, da niso proliferajoce in so dosegle kon¢no diferenciacijo.
p63 je bil izraZzen samo v jedrih bazalnih celic, ne glede na stevilo skladov.

PraSic¢je urotelijske celice tvorijo tesne stike na nosilcih iz AM. NajpomembnejSa
lastnost urotelija je njegova neprehodnost, ki preprecuje internalizacijo potencialno
strupenih snovi iz urina. Tesni stiki med PUC preprecijo paracelularni transport skozi
urotelij. Klavdin-8 zmanjsa permeabilnost paracelularne poti in je znacilen za
diferencirane PUC. Urotelijske celice, gojene na AM, so tvorile tesne linije klavdina-8
med seboj. Izrazanje klavdina-8 je bilo zelo mo¢no na sAM in eAM. Zal na gAM nismo
uspeli videti klavdina-8 zaradi problematicne metodologije imunofluorescencnega

oznacevanja. AM je zelo tanka in mukozna in po rezanju na ve¢ manjsih kosckov se ti
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koscki zlepijo skupaj, kar vpliva na proces imunooznacevanja ter otezi prenos na
objektno stekelce in opazovanje z mikroskopom. Poskuse bi bilo treba ponoviti.
Najbolje bi bilo gojiti celice na manjsih nosilcih (morda za v 24-prekatne petrijevke) in
izvajati imunofluorescen¢no oznaevanje direktno na vpeto membrano. Tako se ne bi
zlepila in bi vedeli, katera stran je zgornja z urotelijskimi celicami. To bi olajsalo

prenos na stekelce in zmanjSalo moznost poskodbe celic.
5.1.7 Urotelij, vzpostavljen na AM, izraza akvaporine podobno kot nativni urotelij

Dokazali smo izrazanje AQP-2, -3 in -9 na vseh konstruktih. V nativnem uroteliju je
AQP-2 prisoten na vseh plazmalemah urotelijskih celic, razen na apikalni plazmalemi
PUC in je tudi Sibkeje prisoten v citoplazmi vseh celic (Spector in sod. 2002). Nasi
vzpostavljeni uroteliji so pokazali podobno izrazanje. AQP-2 je bil v vseh konstruktih
prisoten v citoplazmi urotelijskih celic. Na sAM je bil AQP-2 izraZzen na bazalnih
plazmalemah vseh urotelijskih celic, ni pa bil prisoten na apikalni plazmalemi PUC.
AQP-3 je v nativnem uroteliju prisoten le na plazmalemah in ni prisoten v citoplazmi.
AQP-3 je najmocneje izrazen na bazalnih plazmalemah bazalnih celic in ni prisoten na
apikalni plazmalemi PUC (Spector in sod. 2002, Rubenwolf in sod. 2009). Nasi
vzpostavljeni uroteliji so kazali enako izrazanje na vseh konstruktih. PUC so izrazale
AQP-3 samo bazalno in ne na apikalnih plazmalemah. To je bilo spet najbolj nazorno v
primeru sAM, Kkjer je bil AQP-3 izrazen le na bazalni plazmalemi bazalnih celic.
Podobnost z nativnim urotelijem kaze na visoko diferenciranost vzpostavljenega
urotelija in vitro. Lokalizacija AQP je odvisna od stopnje diferenciranosti in dostave
AQP iz Golgijevega aparata v plazmalemo med nastajanjem medceli¢nih stikov. V
proliferajo¢ih celicah in vitro je AQP-3 veCinoma citoplazemski, medtem ko se
prerazporedi na plazmalemo v diferenciranih celicah in vitro (Rubenwolf in sod. 2009).
Tudi izrazanje AQP-9 kaze na diferenciranost urotelijskih celic. AQP-9 ni prisoten v
proliferajo¢ih celicah, medtem ko je prisoten v diferenciranih celicah v nativnem
uroteliju in uroteliju in vitro (Rubenwolf in sod. 2009, Rubenwolf in sod. 2012). Vse
urotelijske celice na vseh nosilcih AM so izrazale AQP-9 in tako predvidevamo, da so
bile celice diferencirane. Medtem ko so Rubenwolf in sod. (2009) dokazali AQP-9 le v
citoplazmi, smo v naSem poskusu dokazali izrazanje AQP-9 pretezno na bazalnih
plazmalemah urotelijskih celicah, ki so v ve¢ skladih in tako predvidevamo, da so celice
terminalno diferencirane. AQP-3 in -9 sta akvagliceroporina in ne prenasata samo vode,
ampak tudi majhne nenabite molekule, kot je se¢nina. Tako predvidevajo, da delujeta
skupaj z ureo transporterjem-B pri prenasanju secnine skozi bazalne sklade urotelija
(Rubenwolf in sod. 2012). Na tak nacin bi lahko urotelij imel vlogo pri uravnavanju
sestave urina.
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5.1.8 Prasicje urotelijske celice ne tvorijo funkcionalne pregrade na AM

Prasi¢je urotelijske celice, gojene na nosilcih PET, so dosegle vrednost TER 4057 +
533,6 Qcm?, kar pomeni, da so tvorile zelo tesen epitelij. Z vrednostjo TER >3000
Qcm? smo dokazali, da je vzpostavljen urotelij dosegel funkcionalno lastnost, podobno
nativnemu uroteliju (Cross in sod. 2005). Medtem ko urotelijske celice, ki so rasle v
istih razmerah, na AM niso dosegle tako visoke vrednosti TER. Najuspesnejse so bile
celice na eAM, ki so v enem primeru dosegle najvi§jo vrednost TER 2551 Qcm?. Tudi
na gAM so v enem primeru dosegle vrednost 1005 Qcm?. Medtem ko pa v ostalih
poskusih urotelijske celice niso prispevale k upornosti in so izmerjene vrednosti TER
nihale okoli vrednosti same AM.

Sicer pa vemo, da so urotelijske celice dosegle molekularno diferenciranost in tako
lahko sklepamo, da so vrednosti TER nizke zato, ker celice niso dosegle konfluentnosti.
Tudi z mikroskopom smo videli, da so bila obmocja konstrukta brez celic. Nasi rezultati
so primerljivi z izsledki Sartoneve in sod. (2010), kjer so se urotelijske celice sicer
pritrdile na golo AM, vendar niso uspesno proliferirale in se je njihovo §tevilo manjSalo
tekom gojenja.

AM za prva dva poskusa so bile od iste osebe in prasi¢je urotelijske celice so se
uspesno pritrdile in diferencirale. AM za tretji poskus so bile vzete iz druge osebe in na
njej celice niso rasle. Morda je sama AM pomembna spremenljivka, ki vpliva na rast
celic.

Urotelijske celice niso dosegle konfluentnosti na AM in tako nismo mogli dosledno
zmeriti TER kot tudi ne permeabilnosti konstruktov. Za nadaljnje ponovitve poskusov
nasaditvene gostote so bile Ze maksimalne, saj pri vecjih gostotah celic pride do
inhibicije rasti. Morda bi dosegli konfluentnost na manj$i povrSini AM ali pa z

dodatnimi zunajceli¢nimi signalnimi molekulami, npr. mitogeni.
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5.2 SKLEPI

— AM ne prezivi shranjevanja v mediju Eagle's z glicerolom pri —80 °C, vendar
ohrani svojo osnovno morfologijo in kemijsko sestavo.

— AEC ne izrazajo proteina tesnega stika klavdina-8, v citoplazmi pa izrazajo
intermediarni filament CK20.

— AM ima nizek TER in zelo visoko permeabilnost, kar je znacilno za puscajoce
epitelije.

— AM, vpeta na nastavku za difuzijske celice, ni primerna za gojenje urotelijskih
celic.

— AM, vpeta z obrockom, je primeren nosilec za molekularno diferenciacijo
prasi¢jih urotelijskih celic. Urotelijske celice tvorijo do 5-skladen urotelij in
izrazajo diferenciacijsko specificne proteine: uroplakine, CK7, CK20 ter
klavdin-8. Transkripcijski dejavnik p63, specifi¢en za proliferajoce celice,
izrazajo le urotelijske celice v bazalnem skladu urotelija.

— lIzrazanje akvaporinov v uroteliju, vzpostavljenem na AM, je podobno
nativnemu uroteliju in kaze na visoko stopnjo diferenciacije urotelijskih celic.

— Najvisjo stopnjo diferenciacije so dosegle prasicje urotelijske celice, gojene na
stromi AM.

— Vzpostavljeni uroteliji na nosilcih iz AM niso tvorili funkcionalne
permeabilnostne pregrade.
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6 POVZETEK

V tkivnem inZenirstvu so izrednega pomena lastnosti nosilca, ki morajo omogociti
integracijo v gostiteljsko tkivo in nuditi primerno okolje za rast in diferenciacijo celic.
AM je do sedaj bila uspe$no uporabljena pri transplantacijah in ex vivo ekspanziji
mnogih vrst celic. AM ima velik potencial za regeneracijo, saj deluje protivnetno in
antimikrobno, preprecuje brazgotinjenje, spodbuja epitelizacijo in izlo¢a rastne
dejavnike. O uporabi AM kot nosilca urotelijskih celic $e ni veliko znanega in tako smo
epitelijske celice so poligonalne oblike. Tvorijo epitelij s Sirokimi medceli¢nimi prostori
in ne izrazajo proteina tesnega stika klavdina-8. Tako je TER nizek in permeabilnost
AM velika zaradi paracelularnega transporta med celicami. Pod epitelijem AM lezita
bazalna lamina in stroma, bogati s kolageni in s proteoglikani. AM je zelo primerna kot
nosilec v tkivnem inZenirstvu, ker je zelo prepustna in ima primerno sestavo molekul.
Prasi¢je urotelijske celice, gojene na AM, so dosegle visoko stopnjo diferenciacije.
PovrSinske urotelijske celice so izrazale uroplakine na apikalnih povrSinah, subapikalno
mrezo CK20 in tvorile tesne stike s klavdinom-8. Vzpostavljen urotelij je bil ve¢skladen
in vsi skladi so izrazali CK7 v citoplazmi. Dodatno so le jedra bazalnih celic izrazala
p63, znacilen za proliferajoce celice, medtem ko povrSinske celice niso izrazale p63, kar
kaze na njihovo terminalno diferenciacijo. Vzpostavljen urotelij je bil podoben
nativnemu uroteliju v izrazanju AQP -2, -3 in -9. Najbolj diferenciran je bil urotelij,
vzpostavljen na stromi AM, ki je bil najbolj podoben nativnemu uroteliju. Ceprav so se
prasi¢je urotelijske celice molekularno diferencirale, niso dosegle konfluentnosti in tako
nismo mogli dosledno izmeriti vrednosti TER niti permeabilnosti vzpostavljenega
urotelija. Za uspeS$no rekonstrukcijo urinarnega trakta je odloc¢ilno, da na novo
vzpostavljen urotelij tvori tako neprehodno krvno-urinsko pregrado kot nativni urotelij.

v

Dokazali smo, da AM omogoca pritrjevanje in diferenciacijo prasicjih urotelijskih celic,
vendar celice niso zadostno proliferirale, da bi ustvarile neprepustno pregrado. Morda bi
v pravem okolju in vivo bila proliferacija boljsa. Tako so rezultati preliminarni in bo
treba dodatno ponoviti poskuse z namenom vzpostaviti funkcionalen urotelij.
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