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Al Celice komunicirajo na razine n&ine, eden izmed njih so membranske nanocevke (angl.

tunneling nanotubes, TnT). TnT so cevaste strukture, ki povezujejditap oddaljene
celice. Preko njih potujejo organeli, membranskemgonente, citoplazemske in
membranske molekule in celo patogeni. TnT so r&slv razlénih tipih celic, med
drugim tudi pri rakavih celicah. V magistrski nal@gno Zeleli raziskati morfoloSke in
strukturne lastnosti TnT, tako da smo gojili monitkie rakavih urotelijskih celic T24 in
normalnih urotelijskih celic NPU. V monokulturi dibéipov celic smo presteli TnT in
jim izmerili dolZzino ter premer. Pri rakavih urdjskih celicah je bilo najwe TnT med
celicami, ki so rasle v manjsih @étah, pri normalnih urotelijskih celicah pa je bi@¢
TnT med celicami, ki so rasle v gjih otockih. Ugotovili smo, da so TnT rakavih
urotelijskih celic krajSe in tanjSe od TnT normadlnirotelijskih celic. Rakave urotelijske
celice in normalne urotelijske celice smo snemaliezlobnim mikroskopom in ugotovili,
da TnT rakavih urotelijskih celic lahko nastanejoddaljevanjem tesno stik&jb se
celic, TnT normalnih urotelijskih celic pa z rasipmastka podobnega filopodiju. Celice
smo fluoresceino ozndili in dokazali, da nekatere TnT gradijo vsi trigglementi
citoskeleta. Zeleli smo tudi ugotoviti, ali med mainimi in rakavimi urotelijskimi
celicami nastanejo TnT. Rakave urotelijske celitendormalne urotelijske celice smo
nasadili v kokulturi in dokazali, da se TnT tvoriimed rakavimi in normalnimi
urotelijskimi celicami. V monokulturi rakavih in nmalnih urotelijskih celic smo
imunoozndili proteina celénih stikov N- in E-kadherin. Dokazali smo, da sé&&therin
nahaja v TnT rakavih urotelijskih celic, E-kadhgpenv TnT normalnih urotelijskih celic.
Nadaljne raziskave na podjo povezovanja rakavih celic ter rakavih in nornifalcelic

s TnT bi pripomogle k boljSemu razumevanju biolegika in k razvoju dinkovitejSih
zdravil za zdravljenje rakavih obolen.
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Cells communicate in different ways, one of whishiie membrane nanotubes (tunneling
nanotubes, TnT). TnTs are tubular structures cdimgecells on various distances.
Organelles, membrane components, cytoplasmic mekeend even pathogens are carried
over TnT. TnT have been found in different typesaifs, among which are cancer cells. In
this thesis we studied morphological and strucipmapberties of TnT, by growing malignant
cancer urothelial cells (T24) and normal urothadils (NPU). Cancer urothelial cells had
the largest number of TnT between the cells inlemalands, normal urothelial cells had the
largest number of TnT between the cells in largi@nds. We have found out that TnT of
cancer urothelial cells are shorter and thinnem thal of normal urothelial cells. We have
recorded cancer urothelial cells and normal uriatheklls with light microscope and
discovered that TnT of cancer urothelial cells lsarcreated by cell dislodgement, whereas
TnT of normal urothelial cells can be created mgh of cell protrusions. We have marked
the cells with fluorescent dye and proven that softiee TnT are built by all three elements
of the cytoskeleton. We have tried to find outinfT are formed between normal and cancer
urothelial cells. We have seeded cancer urotlegis and normal urothelial cells in coculture
and proven, that TnT do form between cancer anchalasrothelial cells. We have marked
N- and E-cadherin in the monoculture of cancer ramainal urothelial cells and found N-
cadherin in cancer urothelial cells' TnT, wherea@s@herin is was found in normal urothelial
cells' TnTs. Further research in the field of Twhmections between cancer cells, and cancer
and normal cells could contribute to better undexding the biology of cancer and to the
development of more efficient cancer treatmentsirug
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kemijsko definiran hranilni medij

molekula adenozin trifosfat, ki v celici sikbt vir energije

serumski albumin pridobljen iz krav

protein citokeratin 7, ki gradi intermediariiamente citoskeleta
fluorescetino barvilo, ki se veze v DNA

rdece fluorescetno barvilo, ki se veze na c&ie membrane (1,1'-
Dioctadecyl-3,3,3'3'-TetramethylindocarbocyaninercRiorate ('Dil’,
DilC1s(3)))

zeleno fluoresce&no barvilo, ki se veze na ca&tie membrane

(Benzoxazolium,

lidene)-1-propenyl)-, perchlorate 34215-57-1 (Di(B)))
na aktin vezan zelen fluorescemprotein EGFP

3-octadecyl-2-(3-(3-octadecyl-2(3t¢nzoxazoly-

epitelijsko-mezenhimski prehod

kemijsko definirana hranilna meSanica

faloidin je molekula, ki se veze a#tin, in je ozn&na z zelenim
fluorescewnim barvilom FITC

fosfatna puferna razotopina, ki vsebuje jeatifiosfat in natrijev klorid
glutaraldehid
¢loveski virus imunske pomanikljivosti tipa 1

raztopina, ki se uporablja pri suSenju prepev za elektronsko
mikroskopijo

indeks cetine oblike

transmembranski protein, vezava ligaRd& z receptorjem sprozi
apoptozo

lipopolisaharid

kemijsko definiran hranilni medij
cloveski levkocitni antigeni, ki se nahajajo na pomr veiine celic in
vplivajo na imunski odziv

sesdi protein, ki je bil najprej opisan kot tumorskekrozni faktor,

kasneje so dokazali, da lahko sprozi nastanek TnT
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1 UvOD

Za razvoj veécelicnin organizmov je kljinega pomena komunikacija med celicami.
Membranske nanocevke (anginneling nanotubes, TnT) so kot nov nan komunikacije
med celicami pnd opisali Rustom in sod. (2004). Od tedaj so Tndpret mnogih raziskav
in so jih odkrili pri razlénih tipih celic. TnT so cevasti citoplazemski izkaski povezujejo
razlicno oddaljene celice in se ne dotikajo gojilne pgdléRustom in sod., 2004). Njihova
dolZzina lahko znaSa od 10m pa do nekaj dolzin celice, premer pa od 50 do 200 v
nekaterih primerih tudi wekot 700 nm (Onfelt in sod., 2006; Rustom in s@804; Sowinski

in sod., 2011).

V Sloveniji rak sénega mehurja predstavlja 3,2 % vseh rakavih obdlRepister raka
Republike Rak v Sloveniji 2011, 2015). Raziskavepoaraju biologije raka sénega
mehurja so zato izrednega pomena v razumevanjwjeain Sirjenja raka, saj se s tem
odpirajo nove moznosti za razvogiokovitega zdravljenja. Dosedanje raziskave so
pokazale, da se TnT tvorijo med rakavimi urotelijsikcelicami (Veranic in sod., 2008). Ni
pa bilo Se raziskano, ali se TnT tvorijo tudi mearmalnimi urotelijskimi celicami v

monokulturi ter med rakavimi in normalnimi urotekjmi celicami v kokulturi.

Namen magistrske naloge je bil raziskati morfolagk&trukturne lastnosti TnT, ki se tvorijo
v monokulturah in kokulturah rakavih urotelijskitelic (T24), ki izvirajo iz visoko
malignega karcinoma humanega urotelija in normalmdtelijskih celic (NPU), ki izvirajo
iz normalnega pradjega urotelija. Zeleli smo ugotoviti, ali se TnT dneakavimi in
normalnimi urotelijskimi celicami razlikujejo. Tn¥mo zato v kulturah celic presteli, jim
izmerili dolzino in premer ter raziskali, katert@skeletni in stini proteini so udelezeni pri
nastajanju in ohranjanju morfologije TnT. &ia nastajanja TnT v rakavih in normalnih
urotelijskih celicah smo pr@ili s fazno-kontrastno mikroskopijo Zivih celic. Nmdlagi
dobljenih rezultatov smo izdelali model nastajaijal med rakavimi in normalnimi
urotelijskimi celicami, kar bo glede na sploSnasigenost teh komunikacijskih struktur med
celicami pomembno doprineslo k razumevanju teikglatnovo poznane oblike medcgle
komunikacije tudi v drugih tipih celic ter prispéwa razvoju novih pristopov zdravljenja

raka sénega mehurja.
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1.1 DELOVNE HIPOTEZE

H1: Rakave urotelijske celice tvorijo&@nT kot normalne urotelijske celice.

H2: TnT rakavih in normalnih urotelijskih celic sged seboj morfolosko razlikujejo.

H3: V TnT urotelijskih celic so prisotni razhi citoskeletni elementi.

H4: Pri vzpostavljanju TnT med rakavimi urotelijskicelicami sodeluje stni protein N-
kadherin. Pri vzpostavljanju TnT med normalnimitefigskimi celicami pa stini protein E-
kadherin.

H5: Rakave in normalne urotelijske celice se v kinkumed seboj povezujejo s TnT.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 UROTELIJ SEENEGA MEHURJA

Glavna vloga ssmega mehurja je, da za ddém cas shranjuje urin, med tem pa ohranja
njegovo sestavo karseda enako tisti, ki jo dgdo ledvice (Lewis, 2000). Moznost
shranjevanja urina izboljSa higienske razmere akaljkaterem zivali zivijo, kontrolirano
praznjenje mehurja pa poleg tega igra pomembnoovimgozn&evanju teritorija (Lewis,
2000). Seni mehur sesalcev je kroglaste oblike. Njegovo stgradi ve plasti, in sicer
mukoza (epitelij, imenovan urotelij), submukozaziveo in miséno tkivo, v katerem se
med drugim nahajajo krvne zile, senzae in motoréne zikne celice ter celice imunskega
sistema) (Hossler in Monson, 1995) ter seroza @tigglnnanja plast enoskladnega epitelija,

ki meji na trebusno votlino).

Epitelijske celice mejijo na zunanjo povrsino teledi na notranje telesne votline (Alberts

in sod., 2014: 695). Epitelij ima vlogo pregradej repréuje prehod doléenim
molekulam, prevzema hranila in iZkp odpadne snovi, vsebuje receptorje za zaznavanje
zunanjih signalov in&ti organizem pred vdorom mikroorganizmov in izgumale (Alberts

in sod., 2014: 695). Urotelij je specializirancptasten epitelij, ki obdaja svetlino&ega
mehurja (Apodaca, 2004).

<€— Povrsinske celice

n <4— Vmesne celice

Qui asa <€— Bazalne celice

Slika 1: Shematski prikaz zgradbe epitelijgrsma mehurja — urotelija (Lewis, 2000: F868). Spogiast
urotelija, ki meji na bazalno lamino, gradijo maghhazalne celice, srednjo plast urotelija gradijgesne
celice, vrhnjo plast urotelija gradijo velike powrske celice, ki so medtem, ko je mehur poln, {46 oblike.
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Urotelij gradijo vsaj tri plasti celic (Slika 1).&alno plast, ki meji na bazalno lamino,
gradijo majhne nediferencirane bazalne urotelisélice s premerom okoli 10m. To so
predniSke celice vsem ostalim celicam urotelijadéaca, 2004; Birder, 2011; Lewis, 2000).
Vmesno plast gradi en ali ¥skladov vmesnih urotelijskih celic s premerom médn 15
um (Apodaca, 2004; Birder, 2011; Lewis, 2000). Pmai§o plast gradijo velike w&otne
povrSinske urotelijske celice s premerom med 250@um (Apodaca, 2004; Birder, 2011;
Kreft in sod., 2005; Lewis, 2000). Premer povrSihséelic je odvisen od napolnjenosti
se&nega mehurja. Ko je &ei mehur prazen, so povrsinske celice Kabioblike, ko se sai
mehur polni, postanejo povrSinske celice pd8 (Hicks, 1975). PovrSinske celice so med
seboj povezane s tesnimi stiki, njihovo apikalnarpmo pa od 70 do 90 % prekrivajo
transmembranski proteini uroplakini, ki se zdrujujeurotelijske plake (Hicks, 1975; Kreft
in Robenek, 2012; Liang in sod., 2001).

Urotelij prepréuje vdor patogenov, selektivno kontrolira prehode/aonov, topnih snovi
in makromolekul v tkiva pod njim (Apodaca, 2004peSificne lastnosti povrsinskih celic
urotelija omogoajo ohranjanje vioge pregrade, kljub velikim in pegm spremembam v
volumnu med polnjenjem ter praznjenjem mehurja d&ir 2011). Vlogo urotelija kot
pregrade omogd@jo tesni stiki, ki prepkaijejo gibanje ionov in topnih snovi po
paracelularni poti med celicami, ter uroplakini apikalni plazmalemi, ki ji zmanjSajo
prepustnost majhnih molekul, kot so voda, ureaagmi (Abraham in sod., 2009; Acharya
in sod., 2004; Apodaca, 2004; Khandelwal in so@09. Apikalno povrSino urotelija
pokrivajo Se sulfatni polisaharidi — glukozamindgini, ki delujejo kot nespectini faktor
proti vezavi patogenov in tako kot obrambni mehamzoroti okuzbam (Parsons in sod.,
1990; Parsons in sod., 1977).

2.2 RAK SECNEGA MEHURJA

Leta 2011 je v Sloveniji za rakom¢sega mehurja zbolelo 298 ljudi, od tega 226 mogkih
72 zensk (Rak v Sloveniji 2011, 2015). Rakrnega mehurja je pogostejSi pri starejSih
moskih in predstavlja 3,2 % vseh rakavih obolergR Sloveniji 2011, 2015).
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Poznanih je v& dejavnikov tveganja za raka ¢eega mehurja. Naj¢@ tveganost
predstavlja starost, pogosteje pa se pojavilja adil&ih (Parkin, 2011a). Pri slednjih je
moznost za razvoj raka @ega mehurja trikrat ¥g@ kot pri nekadilcih (Parkin, 2011a).
Raka sénega mehurja lahko povafip tudi nekatere industrijske kemikalije (Parkin,
2011b).

Pri veini rakavih obolenj pride do spremembe ene sameecelepiteliju, v primeru raka
se&nega mehurja torej v uroteliju (Nowell, 2002). Zéirgenskih mutacij, ki vodijo v
aktivacijo onkogenov in utiSanje tumor supresorsi@mov, se normalne epitelijske celice
spremenijo v rakave celice (Vogelstein in Kinz2004). V vé€stopenjskem procesu rakave

celice razvijejo primarni tumor (Vogelstein in Kieg, 2004).

Ob prvi diagnozi ima med 70 in 80 % bolnikov miig neinvazivnega raka@ega mehurja
ter med 20 in 30 % bolnikov mi&io invazivnega raka &eega mehurja (Sylvester in sod.,
2006). Ceprav oba izvirata iz urotelija &&ega mehurja, imata ragtie klinicne lastnosti
(Sylvester in sod., 2006). Pri bolnikih z n¢i® neinvazivnim rakom gaega mehurja je
verjetnost prezivetja visoka, pri 30 do 50 % bodmilpride do ponovitve bolezni, pri 10 do
20 % bolnikov pa napreduje v miBb invazivnega raka &eega mehurja (Sylvester in sod.,
2006).Ceprav je midino invazivni rak redkej3i, je ta odgovoren z&ime smrti v povezavi

z rakom seénega mehurja (Sylvester in sod., 2006). Kar 50 #ikav z miScno invazivnim
rakom sénega mehurja ima ob prvi diagnozi ze razvite mats(Yun in Kim, 2013, cit.
po Messing, 2007). Povpmea predvidena Zzivljenjska doba bolnikov z Ze ramiit
metastazami, ki so bili sistemsko zdravljeni, jerigsecev (Siegel in sod., 2013). Po¢pee
predvidena Zivljenjska doba tistih, ki niso bilragljeni, pa 8 mesecev (Siegel in sod., 2013).
Zaradi tega rak seega mehurja predstavlja osmi najpogostejSi ragfogi v povezavi z
rakavimi obolen;ji (Siegel in sod., 2013).

2.2.1 Epitelijsko-mezenhimski prehod (EMT)

Epitelijsko-mezenhimski prehod (EMT) je astopenjski proces, pri katerem epitelijske
celice izgubijo lastnosti epitelijskih celic in gabijo lastnosti mezenhimskih celic, kot sta
gibljivost in invazivnost (Kalluri in Weinberg, 29). Raziskave kazejo, da je EMT povezan
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z invazijo rakavih celic in metastazami pri réalh rakavih obolenjih, vkljtno z rakom

se&nega mehurja (Yun in Kim, 2013).

NajpomembnejSo vliogo pri vzpostavljanju medagh povezav v epitelijskem tkivu imajo
kadherini, to je druzina proteinov adherentnihatikYun in Kim, 2013). E-kadherin ima
pomembno viogo pri interakciji celic v epitelijskethivu, saj omog®a povezovanje
sosednijih epitelijskih celic, ohranja apikalno-damapolarnost celic in fenotip epitelijskih
celic (Rangel in sod., 2012). E-kadherin je tomngmben zaviralec tumorja, saj prefuje
invazivnost rakavih celic (Jeanes in sod., 200&nfnler, 2008). Med EMT pride do
spremembe v izrazanju kadherinov. Normalno izraz&ikadherina zamenja ne&éjno
izrazanje P- ali N-kadherina, s tem se sprozi gageazije in tvorba metastaz (De Wever
in sod., 2008; Yilmaz in Christofori, 2009). Mengkadherinov je pomemben proces, ki se
zgodi v pozni molekulski patogenezi rakaésega mehurja, vendar njegova négtem
casovna opredelitev in narava dogodkov Se ni zndoa (n Kim, 2013).

2.3 KOMUNIKACIJA MED CELICAMI

Za razvoj vécelicnih organizmov je pomembna komunikacija med celicaaj omogoa
pravilno delovanje in aktivhost posameznih celi@i@s in sod., 2013). Koordinacija in
komunikacija celic je tako klgnega pomena pri razvoju tkiv in ohranjanju homeasta
(Kimura in sod., 2013).

Eden izmed nanov komunikacije je izldanje molekul, ki preko receptorjev sprozijo odziv
v tani celici (Gerdes in sod., 2013). Celice g signalne molekule, kot so citokini,
rastni faktorji in hormoni, ki jih nato sprejmejeaeptorji tako oddaljenih kot sosednjih

tarcnih celic (Kimura in sod., 2013).

Drugi n&in komunikacije je preko presledkovnih stikov mé&dsaj stikaj@imi se celicami
(Gerdes in sod., 2013). Presledkovni stiki tvokgmale, ki jih sestavljajo koneksini, in skozi
katere lahko direktno, iz ene celice v drugo, pygbaoni in majhne, vodotopne molekule
(Alberts in sod., 2014: 700). Presledkovni stikiagaiajo tudi elektréno sklapljanje celic
(Alberts in sod., 2014: 700).
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Eden izmed nedavno odkritih ddiaov komunikacij je preko majhnih veziklov, eksosom

ki jih celice izlaajo in ti nato prehajajo v sosednjectae celice (Fevrier in Raposo, 2004).

Eden izmed nmanov komunikacije celic, ki je naténeje predstavljen v tej nalogi, so
membranske nanocevke (artghneling nanotubes, TnT). TnT povezujejo celice na daljSih
in krajSih razdaljah ter omogajo prenos razinih celicnih komponent (Rustom in sod.,
2004).

2.4 MEMBRANSKE NANOCEVKE (TnT)

Skozi leta so raziskovalci raztio poimenovali TnT, npr. cé€hi mostovi (angl.cellular
bridges), znotrajcekni membranski mostovi (angintercellular membrane bridges),
epitelijski mostovi (angl.epithelial bridges), cevasti mostovi (angltubular bridges),
membranske nanocevke (anghembrane nanotubes) (Sarafraz-Yazdi, 2014). Vsem
nastetim poimenovanjem je skupno to, da imajo tegtriunelskih nanocevk, torej so daljSi
citoplazemski izrastki, ki jih sestavlja F-aktinse v razmeralm vitro ne dotikajo gojilne
podlage (Rustom in sod., 2004; Sarafraz-Yazdi, 2044hov premer okiajno znaSa od 50
do 200 nm, dolZina pa od 1n do nekaj dolzin celice (Rustom in sod., 2004; fBsl in
sod., 2011).

TnT so prvé opisali leta 2004 kot primer novega ¢akga stika med celicami
feokromocitoma (PC12) podgane (Rustom in sod., R00Od tedaj so TnT odkrili ze v
mnogih celénih tipih (Preglednica 1). Med drugim so jih odkkbt stike med naravnimi
celicami ubijalkami (NK) in z virusom Eptein-Barpremenjenimi limfociti B (Onfelt in
sod., 2004), v kulturi gojenih celic raka prostaté154 (Vidulescu in sod., 2004), monocitih
THP-1 (Watkins in Salter, 2005), endotelijskih pratih celicah, miocitih srca podgane
(Koyanagi in sod., 2005), makrofagih ljudi in gledav (Onfelt in Davis, 2004; Onfelt in
sod., 2006), astrocitih (Gimsa in sod., 2007) ungain.
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Preglednica 1: Primeri TnT pri radtiih tipih celic in njihove lastnosti (Sisakhtnezhiad<hosravi, 2015: 3).
Ni doloceno (ND).

Celiéni tip DolZina TnT (um) Citoskelet Tovor Vir
. Organeli, Rustom in sod. (2004);
Celice . membranske o
. F-aktin, Bukoreshtliev in sod.
feokromocitoma 6 miozin Va komponente, z (2009)
(PC12) endosomi in lizosomi
povezani organeli
Benigne F-aktin Kabaso in sod. (2011);
urotelijske celice ND . . ND Veranic in sod. (2008)
citokeratin 7
(RT4)
Rakave urotelijske F-aktin, Kabaso in sod. (2011);
. ND citokeratin 7, ND g ) !
celice (T24) X . Veranic in sod. (2008)
mikrotubuli
HIV protein Gag,
Celice jurkat in mitohondriji, Arkwright in sod.
primarni limfociti ~ ~22 F-aktin membranske (2010); Sowinski in
T komponente, signali sod. (2008)
celicne smrti, virus
Z endosomi povezani
Normalne celice <70 F-aktin, organeli, Rustom in sod. (2004);
ledvic (NRK) miozin Va depolarizacijski Wang in sod. (2010)
signali
Mioblasti srca . Mitohondrij, kvantne .
(H9C2) <100 F-aktin pike He in sod. (2010)
Kokultura z
virusom Eptein-
Barr spremenjenih \ ND GPI-GFP Onfelt in sod. (2004)
limfocitov B in
naravnih celic
ubijalk
Makrofagi ND F-aktin c& Hase in sod. (2009)
Kokultura . e
primarnih Zienih ~ ~7,1 Feaktin, — Depolarizacijski 10 in sod. (2012)
o : mikrotubuli signali
celic in astrocitov
. . Membranske .
Naravne celice F-aktin, . . Chauveau in sod.
ubijalke 2L4-100um  orubuli - Komponente, signali - 544
celicne smrti
Bakterije ND ND Proteini, genetski Dubey in Ben-Yehuda

material (2011)
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2.4.1 Lastnosti TnT

Proteinski oznéevalci speciitni za TnT Se niso poznani. Glavni kriterij za d@nje TnT
zato ostajajo njihove morfoloSke lastnosti (Ausiadjin sod., 2014). TnT so &liljive na
mehanski stres, kemijsko fiksacijo, daljSe obsevangvetlobo (Gurke in sod., 2008a) in
temperaturo (Kabaso in sod., 2011). Kabaso in(@8d.1) so dokazali, da se z zmanjSanjem
temperature gojilnega medija zmanjSa Stevilo Tndelicni kulturi malignih urotelijskih
celic T24. Raziskovanje TnT je oteZeno ravno zangitiove krhkosti. Poleg tega je TnT
skoraj nemogee Ixiti od celic, zaradéesar je njihova biokemijska struktura Se vednocslab

raziskana.

TnT omog@ajo prenos organelov (Rustom in sod., 2004), mendih in citoplazemskih
molekul (Gurke in sod., 2008b; Watkins in Saltef02). Poleg tega pa omaggo
razSirjanje patogenov, kot so bakterije (Onfelsdal., 2006), virusi (Eugenin in sod., 2009;
Sherer in sod., 2007; Sowinski in sod., 2008) inmpr(Gousset in sod., 2009). To kaze ne
le na fizioloSko vlogo TnT v uelicnih organizmih, temuwetudi na vlogo pri Sirjenju
bolezni (Hurtig in sod., 2010).

Raziskave so v zadnjih letih pokazale visoko stogrmgterogenosti TnT v morfologiji in
strukturi, tudi znotraj iste ceélne linije (Onfelt in sod., 2006). Veranic in so8008) so TnT
benignih urotelijskih celic RT4 in malignih urotskih celic T24 razdelili v dve skupini.
TnT tipa | so krajSe, bolj dinakmne in vsebujejo aktinske filamente (Veranic in s@008).
TnT tipa Il so daljSe, bolj stabilne in vsebujefgarmediarnefilamente (Veranic in sod.,
2008).

TnT, ki so jih naSlin vivo v tkivih, se v marsiem razlikujejo od Tnin vitro. TnTin vivo
pogosto niso ravne, najverjetneje zaradi komplef@nmikrookolja (Sowinski in sod.,
2008). Ovire, kot so druge celice, in gost zunajoelmatriks, prepréujejo TnT, da bi se
celice povezale na najkrajSi razdalji (Sowinslsaal., 2008). Raziskave limfocitov T znotraj
umetnega 3D matriksa so razkrile vijugaste TnT Igaldivijenjsko dobo, kar se ujema z
raziskavamiin vivo (Sowinski in sod., 2008). Ko med celicami ni o\e tudiin vivo

pojavijo ravne TnT (Sowinski in sod., 2008). Tak§eimer so TnT podobne strukutre med
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celicami na vrhu nevralnih gub, ki nastaneta mearaajem nevralne cevi (Pyrgaki in sod.,
2010). Zunajcetini matriks TnT najverjetneje omogm strukturno stabilnost in z&at pred

zunanjimi silami (Austefjord in sod., 2014).
2.4.1.1 Dolzina TnT

Dolzine TnT so si med razhimi celicnimi linijami zelo razléne. TnT limfocitov T so
povpre&no dolge 22um (Sowinski in sod., 2008), TnT celic feokromoci@rmpa 6um,
(Rustom in sod., 2004). TnT limfocitov T so torefepej daljSe od TnT celic
feokromocitoma. Z migracijo celic, ki sta povezaninT, se spreminja razdalja med njima,
s tem pa se spreminja tudi dolzina TnT, ki ju payeZAustefjord in sod., 2014). DolZina
TnT je torej dinamino regulirana (Austefjord in sod., 2014). Nekatestice kazejo
negativno korelacijo med zivljenjsko dobo TnT intrdstjo celénih migracij (Sowinski in
sod., 2008). Ko se celici preveddaljita, se TnT med njima pretrga (Austefjordsod.,
2014).

2.4.1.2 Premer TnT

Raziskave s presevnim elektronskim mikroskopom ekapale, da imajo TnT celic
feokromocitoma premer med 50 in 200 nm (Rustomouh,s2004), TnT limfocitov T pa
med 180 in 380 nm (Sowinski in sod., 2008). S kkafleim mikroskopom so odkrili, da je
premer TnTcloveskih makrofagov lahko tudi ¥god 700 nm (Onfelt in sod., 2006). Vzrok
temu bi lahko bila vkljgitev dodatnih citoskeletnih komponent v TnT, npikmtubulov
(Onfelt in sod., 2006; Sowinski in sod., 2008).

2.4.1.3 Struktura koncev TnT

Ultrastruktura koncev TnT Se ni povsem raziskamano je, da se lahko tvori odprt ali zaprt
konec TnT (Davis in Sowinski, 2008). To je odvisng tega, ali se konec TnT zlije z
membrano tane celice ali ne (Davis in Sowinski, 2008). Pri gdm koncu TnT se tvori
zatasna pora, skozi katero lahko vtaw celico prehaja céini tovor ali veji organeli, kot
so mitohondriji in vezikli (Davis in Sowinski, 208V primeru zaprtega konca TnT lahko

membranski tovor prehaja v &ao celico z endocitozo (Davis in Sowinski, 2008).
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TnT, ki nastanejo z oddaljevanjem prej stik#jose celic v kulturi normalnih celic ledvic
podgane (anghormal rat kidney, NRK), nimajo odprtega konca, ampak imajo zaprtd®
(Wang in sod., 2010). Te TnT na koncu vsebujejdginokoneksin 43 (Cx43), ztiten za
presledkovne stike (Wang in sod., 2010). Za TnTimajo na koncu presledkovni stik, je
zn&ilen prenos elekitnega signala (Wang in sod., 2010). TnT, ki pri cai
feokromocitoma nastanejo z izéasjem filopodijev, ne vsebujejo proteina Cx43, imaj

odprt konec in ne omogajo prenosa elektimega signala (Sherer, 2013).

Raziskave torej kazejo, da so TnT heterogene tudrukturi stikov med koncem TnT in
celico (Hurtig in sod., 2010). Eden izmed izzivawb odkriti, pod katerimi okoli&inami
in s kakSnim mehanizmom pride do zlitia membrawgkii v TnT z odprtim koncem (Hurtig
in sod., 2010).

2.4.2 Zgradba TnT
2.4.2.1 Citoskeletni elementiv TnT

TnT sestavljalo citoskeletni elementi (Rustom id.s@004). Aktinski filamenti so prisotni

v vetini TnT, po celotni dolzini TnT in so pomembni tyati samem nastanku TnT (Rustom
in sod., 2004). Ko so celice inkubirali z zdrawidepolimerizirajo F-aktin (npr. citohalazin
B), se TnT niso tvorile (Bukoreshtliev in sod., 800Raziskave so pokazale, da se preko
TnT transportirajo raztne celéne komponente, s hitrostjo zflao za miozinske motorne

proteine, ki so vezani na F-aktin. (Gurke in s@00Q8b).

Ceprav prisotnost aktinskih filamentov v TnT velmeno glavnih zr@nosti TnT (Rustom

in sod., 2004), raziskave kazejo, da jih nekater€ e vsebujejo. Mikrotubule so nasli v
TnT imunskih celic (Onfelt in sod., 2006), v TnT dnprimarnimi zi¥nimi celicami in
astrociti (Wang in sod., 2012), v TnT celic HUVE@dnangiogenezo (Mineo in sod., 2012),
v TnT urotelijskih celic (Veranic in sod., 2008)wnTnT celic raka prostate (Vidulescu in
sod., 2004). DebelejSe TnT pri makrofagih vsebupditinske filamente in mikrotubule
(Onfelt in sod., 2006). Mikrotubuli najverjetnej@ako kot aktinski filamenti, omogajo
transport po TnT, s to razliko da po mikrotubuldtgka transport s poryje kinezinskih in
dineinskih motornih proteinov (Onfelt in sod., 200Boleg tega povajo togost TnT in s
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tem podaljSajo njeno zivljenjsko dobo (Gittes isdl993). TnT med nediferenciranimi
Zivénimi celicami hipokampusa in astrociti, ki niso begale F-aktina, so bile daljSe od
TnT, ki so vsebovale F-aktin (Wang in sod., 20P2) makrofagih je vé&na debelejSih TnT

(premer > 0,7um) vsebovala mikrotubule (Onfelt in sod., 2006eRer in dolzina TnT sta

torej zelo verjetno povezana s citoskeletno zrabhb (Zhang in Zhang, 2013).

TnT celic RT4 in T24 vsebujejo tudi citokeratinjé intermediarni filament, zddgen za
daljSe in stabilnejSe TnT (Veranic in sod., 2008).

2.4.2.2 ProteinivTnT

Pri nastanku in vezavi TnT na ¢ap celico imajo pomembno viogo transmembranski in
stiéni proteini, kot sta N-kadherin pri rakavih celice@hmiozin X. (Gousset in sod., 2013;
Lokar in sod., 2010). Membranski proteini imajo manbno vlogo tudi pri upravljanju
funkcije TnT. Presledkovni stiki v predelu, kjer $aT stika s celico, omogajo prenos
depolarizacijskih signalov (Wang in sod., 2010).uAlulacija proteina A (MICA), ki je
soroden proteinu glavnega histokompatibilnega kekga razreda HLA |, na koncu TnT,
lahko sprozi imunski odziv t&ane celice (Chauveau in sod., 2010). Prenos endggene
liganda Fas po TnT lahko pri limfocitih T sprozioggozo (Arkwright in sod., 2010).

Lokar in sod. (2012) so odkrili, da membrane Tn&hugejo membranske domene bogate s
holesterolom in sfingomielinom. Z odstranitvijo bsterola iz rakavih urotelijskih celic se
je Stevilo TnT zmanjSalo (Lokar in sod., 2012).

2.4.3 Strukture podobne TnT pri Zivalskih celicah

Nekateri celini izrastki imajo podobne lastnosti kot TnT, zabm jpravimo strukture

podobne TnT. Tak primer so citoneme, trakasti tkiaeanopodiji in epitelijski mostovi.

Citoneme so dolgi in tanki cehi izrastki, ki vsebujejo F-aktin. Najdemo jih glblocenih
celicah v IEinki vinske musSice@rosophila) (Hsiung in sod., 2005). Citoneme se prottmar
celici stegujejo na podlagi kemotaksije (Ramirezbé&fein Kornberg, 1999). Omogajo
privzem in transport zunajcetiih signalnin molekul proti celici (Hsiung in so@005).
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Citoneme imajo zato med razvojem zarodka pomemlogovpri komunikaciji na dolge
razdalje (Gurke in sod., 2008a). Ni Se znano,atitoneme povezujejo z drugimi celicami

ali sluzijo le za sprejemanje signalov iz okoliéaigtefjord in sod., 2014).

Trakasti izrastki (anglktreamers) so ravno tako TnT podobne strukture, ki so jilkrdov
kulturah limfocitov B in vsebujejo F-aktin. Tvorige v dveh minutah po izpostavitvi celic
protitelesom. Trakasti izrastki aisijno ne povezujejo celic. (Beum in sod., 2008; Bénm
sod., 2011).

Nanopodiji nastanejo pri endotelijskih celicah. Kervsebujejo F-aktina in ne povezujejo
celic, ne moremo zagotovo trditi, da sodelujejogeticni komunikaciji (Zukauskas in sod.,
2011).

Epitelijski mostovi so cevasti mostovi, ki so jilasii le v primarnih kulturattloveskinh
bronhialnih epitelijskih celic in ¥loveskih epitelijskih celicah karcinoma pijuega megka
(A549) (Zani in sod., 2010). Po epitelijskih mostotipa | se najverjetneje prenasajo &ed
komponente (Zani in sod., 2010). V primerjavi s Tolepitelijski mostovi debelejsi, njihov
premer znaSa od 1 do géh, v dolzino pa lahko merijo od 26n do ve& kot 1 mm (Zani in
sod., 2010). Zanimivo je, da se tako kot TnT tyaltedijski mostovi ne dotikajo podlage,
lahko vsebujejo aktinske filamente in mikrotubwendar pa so strukturno stabilni dédsa
(Zani in sod., 2010).

Zelo mozno je, da se TnT lahko razvijejo iz katerthzgoraj nasStetih struktur (Austefjord
in sod., 2014) ali da so zgoraj omenjene strulkturazlicna morfoloska poimenovanja TnT.
To bodo potrdile ali ovrgle nadaljne raziskave.

2.4.4 Strukture podobne TnT pri razli énih organizmih

TnT in strukture podobne TnT niso zilae le za celice sesalcev. Cevaste strukture, mdda
Z membrano, se pojavljajo tudi pri bakterijah, @stlinah v obliki plazmodezem in pri

glivah v obliki septalnih por (Bloemendal in Ku@Q13; Dubey in Ben-Yehuda, 2011; Lee,
2014). Obstoj struktur podobnih TnT v r&nlih filogenetskih kraljestvih kaze na to, da je
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direktna komunikacija preko membranskih tunelovSingen in osnoven r&@n celicne
komunikacije (Lee, 2014).

2.4.4.1 Rastline

Plazmodezme so ceéfii kanali, ki rastlinam omog@jo, da delujejo kot veelicni
organizmi (Lee, 2014). Plazmodezme tvorijo z membrabdane kanale med sosednjimi
celicami, s tem omog@gajo membransko in citoplazemsko neprekinjenost mjedi oz.
skozi celotno rastlino. Primitivne oblike plazmodez vecelicnih alg imajo le
citoplazemske odprtine v céfiih stenah, medtem ko imajo visje rastline v pladezmi cev

endoplazemskega retikuluma, t. i. dezmotubul (Riddbar Lucas, 1990).

Skozi plazmodezmo prehajajo majhne molekule, koti@m, hormoni in hranila.
Plazmodezma v vi§jih rastlinah se lahkoc¢skn razsiri, kar omogéa nadzorovan prenos
makromolekul, kot so transkripcijski dejavniki imolekule RNA (Lee in Cui, 2009; Lucas
in Lee, 2004). Podobno kot pri TnT celic sesaldewdi pri rastlinah virusi izkori&jo
plazmodezme za razSiritev iz ene celice v drugdr{tdan in sod., 2007; Schoelz in sod.,
2011).

2.4.4.2 Glive

Pri enostavnih septalnih porah so septe galp&i kot del celine stene léujejo sosedniji
celici in vsebujejo osrednjo poro, s premerom odi®300 nm (Bloemendal in Kuck, 2013,
cit. po Gull, 1978). Septalno poro lahko prehagjganeli, kot so mitohondriji, vakuole in
jedro (Bloemendal in Kuck, 2013, cit. po Gull, 1978

V celicah gliv so razvojni procesi direktno povezaistrukturnimi spremembami septalnih
por. Med razvojem postane struktura sept komplgkan&ar kaZze na to, da je selektivni

transport pomemben pri diferenciaciji celic (Be¢k&981; Gull, 1976).
2.4.4.3 Bakterije

Dubey in Ben-Yehuda (2011) sta odkrila, da se nadddsijami tvorijo razkno dolge TnT,

ki sluzijo izmenjavi celinih molekul. Poleg tega se preko TnT lahko prersesgna in
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nededna odpornost na antibiotike in nekonjugacigkzmidi (Dubey in Ben-Yehuda,
2011). DebelejSe TnT povezujejo bolj oddaljene éaijt, tanjSe pa bliznje bakterije (Dubey
in Ben-Yehuda, 2011). TnT lahko nastanejo tako imedderijami iste vrste, kot tudi med
evolucijsko oddaljenimi vrstami (Dubey in Ben-Yeld2011). TnT najverjetneje
predstavljajo vegi del bakterijske komunikacije v naravi, ki omdgoizmenjavo cetinih

molekul znotraj ene vrste ali med ra&rlimi vrstami bakterij (Dubey in Ben-Yehuda, 2011).
2.4.5 Nastanek TnT

Glede na raznolikost TnT, je lagio sklepati, da le-te nastanejo na tami n&ine.
(Austefjord in sod., 2014). Ugotovili so, da TnTstenejo na dva razha n&ina (Slika 2).

Pri prvem ndinu nastajajo TnT z rastjo filopodiju podobnegastka proti taini celici, pri
drugem nainu pa z oddaljevanjem tesno stik&fose celic (Davis in Sowinski, 2008). &a
nastanka se razlikuje med calimi tipi. Celice feokromocitoma in Zéne celice tvorijo TnT
na prvi ngin (Rustom in sod., 2004; Wang in sod., 2012).Vetini do sedaj raziskanih
celiécnih tipov nastanejo TnT na drugidma, tak primer so normalne celice ledvic podgane,

celice nevralnega grebena in limfociti T (Sowinisksod., 2008; Wang in sod., 2010).

Slika 2: Dva néina nastanka TnT. TnT nastanejo z rastjo izrastkbopnega filopodiju proti tani celici (A).
TnT nastanejo z oddaljevanjem tesno stikdjaelic (B). Rdéa ¢rta: F-aktin; pu&ice: smer rasti izrastka
podobnega filopodiju (A) in smer gibanja celic (8erdes in sod., 2007: 2197).

Ne glede na n@n nastanka so za nastanek in stabilizacijo TnT grabni sténi proteini
(Kimura in sod., 2012). V TnT rakavih urotelijskitelic T24 se akumulirajo proteini
adherentnih stikov, kot sta N-kadherinfirkatenin (Lokar in sod., 2010). Ko TnT torej
dosezejo tamno celico, njihovo pritrditev stabilizirajo adhetenstiki (Lokar in sod., 2010;
Veranic in sod., 2008).
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Zelo verjetno je, da imajo aktinski filamenti pomamo viogo pri nastanku TnT in lahko
regulirajo nastajanje TnT s spreminjanjem citodkeldZhang in Zhang, 2013).
Polimerizacija aktinskih flamentov najverjetnejedv rast filopodiju podobnega izrastka
(Gerdes in sod., 2007). Aktinski filamenti pa sgvagetneje pomembni tudi pri stabilizaciji
TnT, ki nastanejo z oddaljevanjem celic (Gerdesod., 2007).

Protein M-Sec sprozi nastanek membranskih izrastkbypodijev, ki se stegujejo iz
plazmaleme (Hase in sod., 2009). Nekateri izmedzestkov se pritrdijo na t&mo celico

in tvorijo strukture podobne TnT (Hase in sod., 20&a nastanek TnT morata obe celici,
ki ju TnT povezuje, stabilno izrazati protein M-S@tase in sod., 2009). V nasprotnem
primeru namesto TnT nastanejo filopodijski mostfiase in sod., 2009). PodrobnejSe
raziskave so pokazale, da je nastanek TnT iz fdgpw posredovan preko eksocitozne poti
s sodelovanjem proteina Ral (Hase in sod., 2009pte» M-Sec najverjetneje z
usklajevanjem s proteinom RalA (monomerni G-prgtam proteini, udelezenimi pri
eksocitozi, sprozi nastanek in podaljSevanje TnTicer tako, da vpliva na polimerizacijo
aktinskih filamentov in na potovanje membranskilzikiov v obmaja nastajanja celnih
izrastkov (Hase in sod., 2009). Potrebno je potidaa protein M-Sec sprozi nastanek le
tistih TnT, ki vsebujejo aktinske filamente, nem&rotubulov (Kimura in sod., 2012). Na
nastanek TnT, ki vsebujejo mikrotubule, torej vpldo sedaj Se neznani dejavnik (Kimura
in sod., 2012).

Interakcija liganda Fas in receptorja sprozi pragrano celéno smrt preko aktivacije
prokaspaz 8 in 10. To je pomembno pri regulacijimskega sistema in napredovanju raka
(Kimura in sod., 2013). V limfocitih T stimulacig Fas ligandom sprozi nastanek TnT in
pospesuje Sirjenje signalov agle smrti med povezanimi celicami (Arkwright in s&D10;
Luchetti in sod., 2012). Signaliziranje z ligandé&ias sprozi nastanek TnT in programirano

celicno smrt, vendar preko raatiih mehanizmov (Arkwright in sod., 2010).
2.4.5.1 Nastanek TnT pod vplivom stresnih dejavnikov

Nastanek TnT pospeSujejo pogoji, ki nastanejo patjp (Kimura in sod., 2013). Eden

izmed povzreéiteljev vnetja pri sesalcih je lipopolisaharid (DP®ndotoksin po gramu
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negativnih bakterij (Kimura in sod., 2018 je roZenica misi poskodovana in izpostavljena

lipopolisaharidu, se Stevilo TnT med celicami p&av€Chinnery in sod., 2008).

Oksidativen stres sprozi nastanek TnT pri astioaitizivénih celicah hipokampusa (Zhu in
sod., 2005). Oksidativni stres, ki ga sprozOe spremeni fluidnost membrane, powiro
reorganizacijo citoskeleta in patgnastajanje TnT preko aktivacije poti p38 MAPK (Zh
in sod., 2005).

Odkrili so tudi, da v kokulturi dveh ceéhih populacij, TnT vedno tvorijo celice, ki so pod
stresom, proti celicam, ki niso pod stresom (Wamgad., 2011). Wang in sod. (2011) zato
predlagajo, da TnT predstavljajo mehanizem, s katese celice odzovejo na Skodljive
signale in s katerim lahko prenaSajo & komponente ali energijo v obliki mitohondrijev

celicam, ki so pod stresom.
2.4.5.2 Membranska dinamika vpliva na nastanek TnT

Med nastajanjem TnT mora plazmalema prestati bistyeilagoditvene spremembe (Hurtig
in sod., 2010). Plazmalema je teklpidni dvosloj, ki se na mehanske sile odzivastitno
(Hurtig in sod., 2010). Mehanske sile se nato reggig po celotni povrSini plazmaleme
(Hurtig in sod., 2010). Celice blazijo spremembaembranski napetosti tako, da ohranjajo
zaloge plazmaleme z nagubanostjo plazmaleme adajdnjem lipidov iz znotrajceinih
zalog (Raucher in Sheetz, 1999). Zaloga presezkanpleme omoga nastanek in

podaljSevanje TnT (Hurtig in sod., 2010).
2.4.6 Funkcija TnT
2.4.6.1 Transdukcija signalov

Elektricno sklapljanje preko TnT omoga prenos depolarizacije iz ene celice na drugo.
Depolarizacijski val potuje preko presledkovnirketi, ki se nahajajo na koncu TnT, in
sprozi privzem kalcija v celice (Wang in sod., 20¥0ang in Gerdes, 2012). Receptorji
inozitol trifosfat (InsB), ki so vezani na endoplazemski retikulum znotnaJ, sodelujejo

pri sprostitvi kalcija iz endoplazemskega retikulum citoplazmoReceptor Inss tem

aktivno razSirja znotrajcelne signale kalcija vzdolz TnT (Smith in sod., 201Kalcij pa
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lahko tudi sam prehaja vzdolz TnT (Slika 3) in mtgiSa raven kalcija v tani celici
(Watkins in Salter, 2005; Wittig in sod., 2012).signali nato v tamih celicah povzréjo
morfoloSke spremembe, npr. podaljSevanje lamelgpo@WVatkins in Salter, 2005). V vseh
nastetih primerih morajo TnT zadostiti dsémim strukturnim zahtevam. Sestava TnT tore]
doloca moznosti in omejitve njihove funkcije (Austefjardsod., 2014).

TnT omog@ajo potovanje depolarizacijskega vala vsapi® dal€ (Wang in sod., 2010).
Depolarizacijski val se lahko prenaSa v obe snmggigova md pa je odvisna od dolzine in

Stevila TnT povezav (Wang in sod., 2010).

Raziskave na ziinih celicah in astrocitilin vitro kazejo, da imajo TnT pomembno viogo
pri elektricnem signaliziranju med razvojnimi procesi (Gerdesad., 2013). Wang in sod.
(2012) so dokazali, da se v omejenem obdobju razwmwcnih celic po TnT Siri

depolarizacijski val in kalcijevi ioni iz astrocitos Zivene celice. V tem primeru imajo TnT

pomembno vlogo pri razvoju mozganov (Wang in s2dl12).

TnT med limfociti T ne morejo prenasati kalcijevetgka (Sowinski in sod., 2008). To
ponovno kaze na raznolikost v funkciji TnT pri fi&rih celiénih tipih (Davis in Sowinski,
2008).

2.4.6.2 Prenos cetinin komponent

Na celicah feokromocitoma so dokazali, da se po Tmwé&nasSajo razlne celtne
komponente. Med njimi so citoplazemske molekuld, jgoEGFP-aktin (Veranic in sod.,

2008), organeli, vezikli endocitotskega izvora K&IB) (Rustom in sod., 2004).

Prenos endocitotskih veziklov po TnT v celicah f@wkocitoma in naravnih celicah
ubijalkah poteka le v eni smeri s hitrostjo tramspdki je odvisen od miozina (Gurke in sod.,
2008b; Rustom in sod., 2004). Z zmanjSanjem ATRlicah se zmanjSa tudi znotrajceli
prenos endocitotskih veziklov (Gurke in sod., 2008tse to kaze, da endocitotski vezikli
prehajajo po TnT s pond aktinsko-miozinskega transporta (Gerdes in sdd13). V

nasprotju s TnT celic feokromocitoma in naravnitiiccaebijalk po TnT, ki povezujejo
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makrofage, vezikli potujejo v obe smeri, kar biKahpomenilo, da prenos veziklov pri

razlicnih celicah kontrolirajo razlni mehanizmi (Onfelt in sod., 2006).

Glede na to da TnT sodelujejo pri ¢eli komunikaciji, lahko sklepamo, da se po TnT med
zdravimi celicami in celicami v apoptozi prenasSajali regulatorji apoptoze, ki lahko
spremenijo usodo téme celice (Wang in Gerdes, 2015). Wang in GerdesSpsta odkrila,
da so se celice feokromocitoma, ki so bile izpdgtae stresu, izognile apoptozi, ko sta jih
gojila skupaj z zdravimi celicami feokromocitomaeliCe, ki so bile izpostavljene stresu, so
tvorile nov tip TnT, z drugéno citoskeletno sestavo, kot jih imajo TnT zdraséic (Wang

in Gerdes, 2015). Wang in Gerdes (2015) predvidewdd prenos zdravih mitohondrijev

preko TnT vpliva na okrevanje celic feokromocitomagodnji fazi apoptoze.
2.4.6.3 Prenos molekul plazmaleme

Raziskave na celicah feokromocitoma so pokazalsedao TnT prenaSajo tudi molekule
plazmaleme, kot so lipidi in na lipide zasidranogagini (Slika 3) (Rustom in sod., 2004).
Potovanje molekul plazmaleme po povrSini TnT iz emdice v drugo je skladno z

neprekinjenostjo membrane med povezanimi celic@wurdes in sod., 2007).
2.4.6.4 Prenos nanodelcev

Preko TnT se prenasajo tudi trdni lipidni nanodékaiistl in sod., 2013) in kvantne pike
(Slika 3) (He in sod., 2010). Nadaljnje raziskaagtem podrgu bi pripomogle k boljSemu
razumevanju in razvoju dostavljanja zdravil n&marmesta s pond nanodelcev (Kristl

in sod., 2013).

2.4.6.5 Prenos molekul imunskega sistema

Pri celicah imunskega sistema so dokazali, da sérdoprenasSajo molekulule glavnhega
histokompatibilnega kompleksa razreda HLA | (Oniiegod., 2004). To kaZze na pomembno
vlogo TnT pri hitrejSi in boljSi predstavitvi anggov (Groothuis in sod., 2005; Williams in

sod., 2007).
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Slika 3: Shematski prikaz prenosa tovora med celicareko TnT z odprtim koncem. Raerta: citoskelet
(Gerdes in sod., 2007: 2197, Sisakhtnezhad in Kivds2015: 5).

2.4.7 Transportni mehanizmi po TnT
2.4.7.1 Aktivni prenos

Za prenos tovora po TnT so potrebni ATP in motgroteini (Domhan in sod., 2011;
Kuznetsov, 2011; Onfelt in sod., 2006). Ni Se povsaziskano kako organeli uspesno
preidejo dve skupaj stikajpse membrani. Predlagani so trije mehanizmi. rvda tovor
¢aka na zéasno odprtje, ki nastane z zlittem membran. Dregia na koncu TnT nastanejo
vezikli, v katerih tovor prehaja v &@o celico. Tretji mehanizem je, da se del TnT pogee

in endocitira v tato celico, s tem pa se endocitira tudi tovor (WenGerdes, 2012).
2.4.7.2 Tvorba gondol

Vec¢ raziskovalcev je opazilo vezilke, izbokline alingimle, ki so potovali vzdolz TnT
(Onfelt in sod., 2004; Rustom in sod., 2004; Veranisod., 2008; Vidulescu in sod., 2004).
Gondole najverjetneje nastanejo zaradi tovorag lprevelik, da bi se prilegal v cev TnT
(Iglic in sod., 2003). Druga moznost je, da gondwstanejo zaradi nenadne napetosti, ki jo

lahko povzrgita oddaljuj@i se celici (Veranic in sod., 2008).
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2.4.8 Prenasanje in razSirjanje patogenov po TnT

Transport po TnT torej predstavlja pomembno viogorpdrzevanju homeostaze v tkivih.
Slaba stran tega &iaa komunikacije med celicami je, da omoégorenos in razsiritev
Skodljivega tovora, kot so prioni, virusi in bakjer(Slika 3). Znotrajcelini patogeni
pogosto izkori&ajo obstojée celtne stike ali pa sprozijo nastanek posebnih stryulidur
omogaajo razsSiritev na sosednje celice (Sherer, 2018kaRali so Ze, da retrovirusi, kot je
¢loveski virus imunske pomanikljivosti tipa 1 (HIVs1povzra@ijo nastanek TnT podobnih
filopodijskih mostékov, imenovanih virusne citoneme, med okuZenimineokuzZenimi
fibroblasti. S tem je omogen od aktina odvisen prenos virusov po zunanjiistan
plazmaleme (Sherer in sod., 2007). Z virusom HIgklzeni limfociti T se povezujejo s
TnT, ki niso virusne citoneme, in jih HIV-1 lahkekiori&a za razSiritev (Sowinski in sod.,
2008). Virus HIV-1 se tako po TnT razsiri iz okuterm neokuzene limfocite T (Sowinski
in sod., 2008). TnT so torej dostopne virusom irogadajo prenos iz ene celice na drugo
(Hurtig in sod., 2010). Zelo verjetno lahko virusdzorujejo nastajanje TnT med okuzbo
(Hurtig in sod., 2010). Vendar pa podrobnosti tebcpsov Se niso znane (Hurtig in sod.,
2010).

Bakterija Mycobabacterium bovis se lahko veze in potuje vzdolz TnT, ki povezujejo
¢loveSke makrofage (Sherer in sod., 2007). Bakteojejejo vzdolZz TnT po zunanji strani
do telesa celice, kjer lahko v celico vstopijo gdeitozo (Onfelt in sod., 2006). Se vedno pa
ni znano, ali je potovanje bakterij vzolz TnT odwsod specifinin receptorjev, ki bi
posredovali vezavo bakterije na celico in zasidrarg F-aktin znotraj TnT (Hurtig in sod.,
2010).

Dolgo ni bilo znano, kako prioni pridejo v centriaitivéni sistem in se po njem razsSirijo
(Hurtig in sod., 2010). Dokazali so, da prioni lahpotujejo po TnT med zénimi celicami
ali med zi¥nimi celicami, povezanimi z dendgitiimi celicami (Gousset in sod., 2009).
Preko TnT bi lahko bila mozZna pot do razSiritveopov iz obrobja v Zigni sistem (Hurtig
in sod., 2010).
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2.4.9 TnT v normalnih (zdravih) tkivih

Odkrivanje TnT v tkivih je pomembno za razumevanjjaove fizioloSke funkcije (Austefjord in sod., P9).
Pregled raziskav je prikazan v

Preglednica 2. V zarodkih rib cebric so v TnT meldiajenimi celicami epiblasta opazili
prenos membranskih proteinov (Caneparo in sod.1204 piZargjih zarodkih so med
celicami nevralnega grebena po tankih citoplazemshkiostovih opazili aktiven
citoplazemski prenos (McKinney in sod., 2011). \dadepolarizacijskega toka po TnT v
tkivih bi lahko bila v sinhronizaciji in koordingcimigratorne aktivnosti celic med
embriogenezo znotraj ragepa tkiva (Gerdes in sod., 2013).cW® TnTinvivo so do sedaj
odkrili v zarodkih, iz ¢esar lahko sklepamo na pomembno viogo TnT med jeavo

veccelicnih organizmov (Gerdes in sod., 2013).

Preglednica 2: Primeri struktur podobnih TnT, kijisoodkrili in vivo (Gerdes in sod., 2013: 385).

Vrsta Zivali Lokacija TnT DolZzina TnT (um)  Vir

Odrasla mis Imunske celice v rozenici >300 Chinnersod. (2008)

Ektodermalne celice, ki
Zarodek misi niso ziwne celice, v >50 Pyrgaki in sod. (2010)
srednjih mozganih

Celice nevralnega

Zarodek piganca grebena <100 Teddy in Kulesa (2004)
Zarodek cebrice bclzl';?jliep|blasta v ~215 Caneparo in sod. (2011)
Zarodek morskega Med celicami I

jezka mezenhima in ektoderma >80 Miller in sod. (1995)

2.4.10 TnT v tumorskih tkivih

Celicna komunikacija med rakavimi celicami je kfritega pomena pri Sirjenju, koordinaciji
in invaziji tumorja (Lou in sod., 2012a). Rakavdia® komunicirajo s pomgo difuzije
kemijskih signalov med celicami, ki spodbudijo rassednjih celic in invazijo tumorja (Lou
in sod., 2012a). Raziskovali so tudi druge mozntekmmunikacije rakavih celic, vendar pa
so ta&nejSi mehanizmi komunikacije oddaljenih rakavihicele negotovi (Lou in sod.,
2012a).
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Lou in sod. (2012a) so dokazali, da se TnT tvonjed malignimi rakavimi celicami
mezotelioma in pljtinega raka, ne tvorijo pa se med malignimi in nommai celicami. Pri
dokazovanju prisotnosti so uporabili tako celicelpbljene iz tumorja bolnikov kot tudi iz
dobro vzpostavljenih celnih linij. Med malignimi celicami mezotelioma se pinT
prenasajo razine celéne komponente kot so proteini, golgijevi veziklnmtohondriji (Lou
in sod., 2012a). Pryiso tudi dokazali, da se TnT tvorijo v tumorjihglizanih iz bolnikov
(Lou in sod., 2012a).

Vloga TnT pri vzpostavitvi direktnih citoplazemskitovezav med rakavimi celicami in/ali
normalnimi celicami ostaja slabo raziskana. Raziakm domnevajo, da TnT med rakavimi
celicami in celicami matriksa, ki obkroza tumorjpmmorejo k razvoju in napredovanju
tumorja ter k pripravi na invazijo tumorja in nadta metastaz (Lou in sod., 2012b).
Thayanithy in sod. (2014) so dokazali, da mikroRN&tujejo preko TnT med rakavimi
celicami jagnika in med celicami kostnega raka. S tem TnT peatjgjo mozno taio za

razvoj zdravila, ki bi prekinil medcehi prenos mikroRNA in drugih stimulacij rasti in

Siritve tumorja (Thayanithy in sod., 2014).

Pri bakterijah se lahko odpornost na antibiotike sSikomunikacijo preko TnT (Dubey in
Ben-Yehuda, 2011). MoZno je, da se pri rakavihcedlina podoben tia Siri odpornost na
kemoterapijo (Lou in sod., 2012b). Pasquier in $8813) so dokazali, da se mitohondriji
iz endotelijskih celic prenaSajo po TnT v rakavéicee Posledino so rakave celice s
prenesenimi mitohondriji razvile ¥@ odpornost na kemoterapijo (Pasquier in sod.3201
S ciljanjem na take TnT bi lahko ugotovili, alipgozno prepré&ti odpornost rakavih celic

na kemoterapijo (Lou in sod., 2012b).

TnT torej odpirajo novo podige v biologiji raka. Odpirajo se hove moznosti daawila, Ki
bi izhajala iz poznavanja komunikacije med rakavicelicami, normalnimi celicami,
navzkrizne komunikacije med normalnimi in rakavigelicami ter interakcije znotraj

tumorskega mikrookolja (Lou in sod., 2012b).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 GOJENJE CELIC
3.1.1 Gojenje monokultur

Gojili smo monokulture normalnih pra&gh urotelijskih celic (NPU, pasaze od 5 do 13), ki
so bile predhodno vzpostavljene po postopku opmandKreft in sod., 2010; Visnjar in
Kreft, 2013) in celic trajne celne linije T24, ki izvirajo iz visoko malignega kamoma
humanega urotelija (ATTC HTB-40).

3.1.1.1 Presajanje in Stetje celic

Celice smo presadili iz Ze obstdije celicnih monokultur, ko so dosegle 90 % konfluentnost,
kar pomeni, da so prekaie 90 % podlage. Céhi monokulturi smo dodali doteno
koli¢ino proteolittnega encima TripleSelect (TS, Gibco), ki cepi médne stike in stike
celic s podlago. Celice so se po 5-30 minutah délew podlage. Celice smo sprali, jih
prenesli v centrifugirko (TPP, Svica) in jih natentrifugirali 5 min z 200 g in pri 23 °C
(Eppendorf). Odstranili smo supernatant ter celex®ili z doloceno koltino hranilnega
medija. Celice smo Steli s hemocitometrom. V effisand) smo 5Qul celicne suspenzije
dodali 10 ul tripanskega modrila (Invitrogen), ki mrtve celicdbarva modro. Calno
suspenzijo smo nato nanesli na dve komori na heéoroetru in v 8 kvadrantih presteli Zive

in mrtve celice. Stevilo Zivih celic smo izxnali po en&bi (1).
N =DF xV x % 1)

N = Stevilo zivih celic v celini suspenziji

n = Stevilo vseh zivih celic v prestetih kvadrartigmocitometra
K = Stevilo prestetih kvadrantov hemocitometra

DF = dilucijski faktor, ki ima vrednost 1,2x46/ml (celic/ml)

V = volumen redenja v ml
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3.1.1.2 Nasaditev celic

Celice smo gojili v plastnih petrijevkah (TPP) s povrino 9,4 €nDba tipa celic smo
nasadili s tirimi nasaditvenimi gostotami, in si6&1CG c/cnt (celic/cnt), 5x1¢ c/cn?,
1x1C c/cn? in 2x1C c/cn?. Na osnovi dobljenega Stevila Zivih celic smo ¢mraali, koliko
celicne suspenzije moramo dati na petrijevko, da bodcec@asajene z eno od Stirih

nasaditvenih gostot.
3.1.1.3 Gojenje celic

Hranilna medija, ki smo ju uporabljali za gojengdic, sta opisana v poglavju 3.1.3 Hranilni
medij (Preglednici 2 in 3). Nasajene celice smasjavali v CQ inkubatorju pri 37 °C, v 5
% atmosferi C@ in 100 % vlaznosti (C®inkubator Heraeus, Thermo Scientific). Za

nadaljnje poskuse smo celice od nasaditve gojilnedva dni.
3.1.1.4 Mikroskopiranje monokultur

Monokulture celic NPU in T24 smo prvi in drugi dpo nasaditvi opazovali z invertnim
svetlobnim mikroskopom (Leica DM IL, Leica micro$gsis). Pri najmanjSi lastni potevi
mikroskopa (40x) smo poslikali Se nakipa vidna polja posamezne petrijevke. Pri tamh

poveavah mikroskopa smo poslikali vse TnT, ki smo @$lhna posamezni petrijevki.
3.1.2 Gojenje kokultur
3.1.2.1 Presajanje in Stetje celic

Postopek presajanja in Stetja celic na petrijevkowsino 9,4 crhje potekal tako kot pri
monokulturah (glej poglavje 3.1.1.1 PresajanjaetjeScelic). Pred nasaditvijo smo celice NPU
ozn&ili z zelenim fluorescetnim barvilom DiO, celice T24 pa z r&ien fluorescetinim
barvilom Dil. Postopek je opisan v Poglavju 3.2\Banje kokultur z Dil in DiO.

3.1.2.2 Nasaditev celic

Vzpostavili smo 4 kokulture celic NPU in celic T24, razlénimi kombinacijami

nasaditvenih gostot, kar prikazuje Preglednica 3.
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Preglednica 3: Stiri kokulture NPU celic in celi24; z razknimi kombinacijami nasaditvenih gostot.

Nasaditvena gostota celic NPU  Nasaditvena gostota celic T24

Oznaka kokulture (clen?) (clcm?)
1 5x1¢ 5x1C
5 5x10 5x1C
3 2x1G 5x1C
4 5x10 2x10

3.1.2.3 Gojenje celic

Za gojenje kokultur smo uporabljali hranilni meda celice NPU (glej poglavje 3.1.3.2
Hranilni medij za celice NPU, Preglednica 5). Kdkué celic smo tako kot monokulture
shranjevali v C@inkubatorju pri 37 °C, v 5 % atmosferi G 100 % vlaznosti. Kokulture

celic smo gojili en ali dva dni po nasaditvi.
3.1.3 Hranilni medij
3.1.3.1 Hranilni medij za celice T24

Za gojenje celic T24 smo uporabljali hranilni me#aterega glavni sestavini sta A-DMEM
in F12 (oba predstavljata 50 % ko koncentracije v hranilnem mediju), z dodatkonSFB

in antibiotikov (Preglednica 4).

Preglednica 4: Sestavine hranilnega medija za goiic T24.

Sestavine Proizvajalec, kat. st., koltina Konéne koncentracije v Koli ¢ina za 100
medija in/ali koncentracija mediju ml medija
A-DMEM Advanced DMOElI\g, Gibco, 12491- 50 % 50 ml
F12 (HAM) Nut Mix Hem, Gibco, 21765-02¢ 50 % 50 ml
FBS Gibco, 10108-165 5% 5ml
Glutamax Gibco, 3505?7;'(\)/'38, 100 ml, 200 4 mM > ml

100 pg/ml streptomicin, 100

U/ml penicilin L ml

PenStrep Gibco, 15140-122, 100 ml
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3.1.3.2 Hranilni medij za celice NPU

Za gojenje celic NPU smo uporabljali hranilni mdatiez kalcija, katerega glavni sestavini
sta MCDB 153 in A-DMEM (oba predstavljata 50 % kona koncentracije v hranilnem
mediju), z dodatkom adenina, inzulina, hidrokoriapriosfoetanolamina, glutamaksa,
antibiotikov in FBS (Preglednica 5).

Preglednica 5: Sestavine hranilnega medija za gopsiic NPU.

Sestavine Proizvajalec, kat. st., koltina Konéne koncentracije v Koli ¢ina za 100
medija in/ali koncentracija mediju ml medija
MCDB 153 Sigma, M 7403 50 % 50 ml
A-DMEM Gibco, 12491-015 50 % 50 ml
Adenin Sigma, A 2786,5¢ 1/ml 60ul
Inzulin Sigma, 1 1882, 1 mg g/ml 50ul
Hidrokortizon Sigma, H 0888, 1 g Of/ml 100ul
Fosfoetanolamin Sigma, P 0503, 19 0,1 mM 4o
Glutamax Gibco, 35050-038, 100 ml, 200 4mM 1ml
mM
PenStrep Gibco, 15140-122, 100 ml 100ug/ml streptomicin, 100 iml
U/ml penicilin
FBS Glbco, 10108-165 25% 25ml

3.2 BARVANJE KOKULTUR Z Dil IN DiO

Celice T24 smo barvali z rdien fluorescetinim barvilom Dil (Invitrogen Molecular
probes), celice NPU pa z zelenim fluoresecem barvilom DiO (Invitrogen Molecular
probes). Postopek barvanja kokultur je predstavtigrSlika 4. Ko smo iztanali, koliko
posamezne cele suspenzije potrebujemo za nasaditev, smo celNRbhin celicam T24
loceno dodali 2,5l barvila Dil oz. DiO na 1 ml celne suspenzije. Nato smo celice pustili
30 min pri 37 °C. Sledilo je centrifugiranje z 2605 min. Nato smo celice Stirikrat spirali

z medijem ali PBS in vsakivmes centrifugirali z 200 g, 5 min. Po zadnjemtcargiranju
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smo odpipetirali supernatant in celicam v peletdadiomedij za celice NPU (Preglednica
5). Dolateno koltino celine suspenzije s celicami T24 in celicami NPU snedglna

Zeleno nasaditveno gostoto zdruzili v petrijevkdvadratnim krovnim stekelcem (Brand).

Dio 2.5l mlI ! 2,5 ul/l ml

Y

30 min v termnostatu (37°C) +
vmes nekajkrat pretresi

A J

Centrifugiranje 5 min, 200 g

Y
4x spiranje in resuspendiranje s
PBS ali medijem +
4x centrifugiranje 5 min, 200 g

Y

Odpipetiramo supernatant in
dodamo medij M+A-Ca®*

'

T24
5x10° 5x10°
clem? clom®
5x10* 5x10°
c/cm c/cm
2x10° 5x10°
c/lem clem
5x10° 2x10°
c/cm c/fcm

Slika 4: Barvanje kokultur celic T24 in NPU z zeerfluorescennim barvilom DiO in rdéim fluorescesnim
barvilom Dil. Stirje krogi s kvadratom v sredinigrsliki spodaj) predstavljajo Stiri petrijevke soknim
stekelcem, na katerega smo nasadili kokulture @@itin celic NPU z razthimi kombinacijami nasaditvenih
gostot.
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Kokulture celic NPU in T24 smo prvi in drugi dan pasaditvi fiksirali. Celice v petrijevkah
smo dvakrat sprali s PBS in jim dodali fiksativw#paraformaldehid (PA) v PBS. Celice s
fiksativom smo 15 min pustili v hladilniku (4 °QYlato smo trikrat po 5 min spirali s PBS-
jem. Krovna stekelca z obarvanimi celicami smo mafeetrijevk prenesli na objektna stekla
(Paul Marienfeld), na katera smo pred tem kanipljeo Vectashield z DAPI (Vector
Laboratories), ki up&asni bledenje fluorescence, DAPI pa se veZe v DiNfedlra obarva

modro.

Preparate s céhimi kokulturami smo poslikali s fluoresaamm mikroskopom Axiolmager
Z1, ki je z nastavkom ApoTome omagd opticno rezanje preparatov in 3D rekonstrukcijo

opticnih rezin v programu AxioVision.

3.3 (IMUNO)OZNACEVANJE MONOKULTUR IN KOKULTUR RAKAVIH IN
NORMALNIH UROTELIJSKIH CELIC

Celice T24 in celice NPU smo gojili na krovnih stédth (Brand) v petrijevkah s povrsino
9,4 cnf. Celice T24 smo nasadili z nasaditveno gostoto05xIcn?, celice NPU pa z
nasaditveno gostoto 1x3@/cn?. Celice smo fiksirali in (imuno)ozd#i dva dni po
nasaditvi. Pri vsakem poskusu (imuno)a@anja smo naredili tudi negativno kontrolo, pri
kateri celic nismo ozrEdi s primarnimi protitelesi, ampak le s sekundarinprotitelesi.

S fluoresceénimi barvili (imuno)ozndene celice smo pregledali in poslikali s pafoo
fluorescekinega mikroskopa Axiolmager Z1 z dodatkom Apotomig®e ki omogda

opticno rezanje in 3D rekonstrukcijo vzorca.
3.3.1 Dvojno oznaevanje F-aktina in CK7

V celicah T24 in celicah NPU smo ozilaF-aktin in imunooznaili citokeratin 7 (CK7). F-
aktin je po oznétvi svetil z zeleno fluorescenco, CK7 pa zdd@uorescenco. Oziavanje
je potekalo po naslednjem protokolu:
1. Celice smo fiksirali s 100 % etanolom (ohlajen 2@ °C; Carlo Erba Reagents), 20
min pri sobni temperaturi.

2. Spirali smo v PBS trikrat po 5 min.

29



Baraga D., Ugotavljanje prisotnosti membranskih ©ank med rakavimi in normalnimi urotelijskimi cediei.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Bioteh§ka fakulteta, Studij strukturne in funkcionalnelbgije, 2015

Celice smo inkubirali v 2 % BSA v PBS, 30 min prf 3C. BSA prepré
nespeciftno vezavo primarnih protiteles.

Okrogla krovna stekelca s celicami smo prenestiute podlago, nanje smo dali 50
ul meSanice primarnih protiteles in inkubirali 1 i 87 °C. Spodaj navedena
primarna protitelesa smo r&lilv 1 % BSA v PBS:

* Primarna miSja protitelesa proti CK7 (Dako), razire 1:20.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min in dvakrat paii@.

6. Okrogla krovna stekelca s celicami smo prenestiute podlago, nanje smo dali 50

9.

ul meSanice sekundarnih protiteles in inkubirali Jrn 37 °C. Spodaj navedena

sekundarna protitelesa smo ¢#idv 1 % BSA v PBS:

» Sekundarna kozja protitelesa proti misjim protgela (Alexa 555, Invitrogen
Molecular Probes Eugene), raztiev 1:500.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min in dvakrat paii@.

Za ozngitev F-aktina smo dodali faloidin FITC (Sigma) zrectitvijo 1:5 v PBS.

Inkubirali smo 30 min pri sobni temperaturi.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min.

10.Okrogla krovna stekelca s celicami smo preneshbinjaktna stekla, na katera smo

pred tem kanili kapljico Vectashield z DAPI.

3.3.2 Dvojno oznaevanje F-aktina ina-tubulina

V celicah T24 in celicah NPU smo oziflaF-aktin in imunooznaili a-tubulin. F-aktin je

po ozn&itvi svetil z zeleno fluorescencastubulin pa z rdéo fluorescenco. Oziavanje je

potekalo po naslednjem protokolu:

1.
2.
3.

Celice smo fiksirali v 4 % raztopini PA v PBS, 1%wnpri 4 °C.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min.

Celice smo inkubirali v blokirnem pufru (0,5 % BS&1 % saponin, 0,1 % Zelatina,
50 mM NH;Cl, 0,02 % NaN), 1 h pri 37 °C.

Okrogla krovna stekelca s celicami smo prenestiute podlago, nanje smo dali 50
ul meSanice primarnih protiteles in inkubirali 1 i 87 °C. Spodaj navedena
primarna protitelesa smo r&lilv 1 % BSA v PBS:

* Primarna kutja protitelesa prota-tubulinu (Abcam), razreitev 1:20.
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9.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min in dvakrat paii@.

Okrogla krovna stekelca s celicami smo prenestiute podlago, nanje smo dali 50

ul meSanice sekundarnih protiteles in inkubirali Jrn 37 °C. Spodaj navedena

sekundarna protitelesa smo ¢#idv 1 % BSA v PBS:

* Sekundarna kozja protitelesa proti kjim protitelesom (Alexa 555, Invitrogen
Molecular Probes Eugene), raztiev 1:500.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min in dvakrat paii@.

Za ozngitev F-aktina smo dodali faloidin FITC z raztggtijo 1:5 v PBS. Inkubirali

smo 30 min pri sobni temperaturi.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min.

10. Okrogla krovna stekelca s celicami smo prenesblnaktna stekla, na katera smo

pred tem kanili kapljico Vectashield z DAPI.

3.3.3 Dvojno imunooznaevanjea-tubulina in CK7

V celicah T24 in celicah NPU smo dvojno imunoadhax-tubulin in CK7.a-tubulin je po

imunooznditvi svetil z zeleno fluorescenco, CK7 pa z dde fluorescenco.

Imunooznéevanje je potekalo po naslednjem protokolu:

1.
2.
3.

Celice smo fiksirali s 100 % metanolom, 5 min mibsi temperaturi

Spirali smo v PBS trikrat po 5 min.

Celice smo inkubirali v raztopini 1 % BSA/10 % kioggrum (Dako)/0,3 M glicin
(Sigma-Aldrich) v 0,1 % PBS-Tween (Sigma Ultra) pri 37 °C.

Okrogla krovna stekelca s celicami smo prenestiute podlago, nanje smo dali 50
ul meSanice primarnih protiteles in inkubirali 1 hi 87 °C. Spodaj navedena
primarna protitelesa smo r@lilv 1 % BSA v PBS:

* Primarna kutja protitelesa prota-tubulinu (Abcam), razreitev 1:20,

* Primarna miSja protitelesa proti CK7 (Dako), razirey 1:20.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min in dvakrat paii@.

6. Okrogla krovna stekelca s celicami smo prenestsiute podlago, nhanje smo dali 50

ul meSanice sekundarnih protiteles in inkubirali Jrn 37 °C. Spodaj navedena
sekundarna protitelesa smo ¢#idv 1 % BSA v PBS:
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3.34

» Sekundarna kozja protitelesa proti kjim protitelesom (Alexa 488, Invitrogen
Molecular Probes Eugene), raztiev 1:500,

» Sekundarna kozja protitelesa proti misjim protgela (Alexa 555, Invitrogen
Molecular Probes Eugene), raztiev 1:500.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min in dvakrat paii@.

Okrogla krovna stekelca s celicami smo prenesblnjaktna stekla, na katera smo

pred tem kanili kapljico Vectashield z DAPI.

Dvojno imunooznatevanje N-kadherina in E-kadherina

Celice T24 in NPU smo nasadili v kokulturi in jikadni po nasaditvi imunoozé&ié. Celice

T24 smo nasadili z nasaditveno gostoto 5xd@n¥, celice NPU z nasaditveno gostoto
2x1C c/ent. V kokulturi smo dvojno imunoozidi N-kadherin in E-kadherin. E-kadherin

je po imunoozn&tvi svetil z zeleno fluorescenco, N-kadherin ped&io fluorescenco. V

primeru imunoozn&vanja monokultur z N-kadherinom ali E-kadherinomosuporabili

enak protokol, kot pri dvojnem imunoozeanju, le da smo tudi N-kadherin oziliaz

zeleno fluorescenco. Imunooziexanje je potekalo po naslednjem protokolu:

1.
2.
3.

Celice smo fiksirali v 4 % raztopini PA v PBS, 1%npri 4 °C.
Spirali smo v PBS petkrat po 5 min.
Celice smo inkubirali v blokirnem in permeabilizakem pufru (0,5 % BSA, 0,1 %
saponin, 0,1 % zelatina, 50 mM NE1, 0,02 % Naly), 30 min pri 37 °C.
Krovna stekelca s celicami smo prenesli na suhdagod nanje smo dali meSanico
primarnih protiteles in inkubirali 1 h pri 37 °Cp&daj navedena primarna protitelesa
smo rediliv 1 % BSA v PBS:

* Primarna kutja protitelesa proti N-kadherinu (Abcam), razfiéel 1:100,

* Primarna miSja protitelesa proti E-kadherinu (BDraisduction Lab.),

razreditev 1:20.

Spirali smo v PBS petkrat po 5 min in dvakrat paii@.
Krovna stekelca s celicami smo prenesli na suhdagogd nanje smo dali meSanico
sekundarnih protiteles in inkubirali 2 h pri sokdemperaturi. Spodaj navedena
sekundarna protitelesa smo ¢#idv 1 % BSA v PBS:
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3.3.5

» Sekundarna kozja protitelesa proti kjum protitelesom (Alexa 555,
Invitrogen Molecular Probes Eugene), raziey 1:400,
» Sekundarna kozja protitelesa proti misjim protgelm (Alexa 488,
Invitrogen Molecular Probes Eugene), razisy 1:400.
Spirali smo v PBS petkrat po 5 min, dvakrat po 10.m
Krovna stekelca s celicami smo prenesli na objektakla, na katera smo pred tem
kanili kapljico Vectashield z DAPI.

Trojno oznacevanje F-aktina, a-tubulina in CK7

Celice T24 smo nasadili z nasaditveno gostoto 3xich?, celice NPU pa z nasaditveno

gostoto 1x10 c/cn?. Celice smo dva dni po nasaditvi (imuno)asdhaF-aktin je po

ozn&itvi svetil modro, a-tubulin po imunooznatvi zeleno in CK7 po imunoozgavi

\

rdete.

1.
2.

Oznéevanje je potekalo po naslednjem protokolu:

Celice smo enkrat sprali v PBS.

Celice smo fiksirali in stasno naredili ekstrakcijo v 3,7 % formalinu v pufru
PEM/TX, 5 min pri sobni temperaturi.

3. Spirali smo v PBS trikrat po 5 min

4. Celice smo dodatno fiksirali v 4 % raztopini formnal, segreti na 37 °C, 5 min pri

sobni temperaturi.

5. Spirali smo v PBS petkrat v 20 min.

Naredili smo blokado v raztopini 1 % BSA/10 % kamjeerumu v PBS, 30 min pri
sobni temperaturi.
Krovna stekelca s celicami smo prenesli na suhdagod nanje smo dali meSanico
primarnih protiteles in inkubirali 1 h pri 37 °Cp&daj navedena primarna protitelesa
smo rediliv 1 % BSA v PBS:

* Primarna kutja protitelesa proft-tubulinu (Abcam), razrestev 1:20,

* Primarna misja protitelesa proti CK7 (Dako), raziexy 1:40.
Spirali smo v PBS petkrat v 20 min in 10 min.

9. Krovna stekelca s celicami smo prenesli na suhdagod nanje smo dali meSanico

sekundarnih protiteles in inkubirali 1 h pri 37 °Spodaj navedena sekundarna
protitelesa smo réili v 1 % BSA v PBS:

33



Baraga D., Ugotavljanje prisotnosti membranskih ©ank med rakavimi in normalnimi urotelijskimi cediei.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Bioteh§ka fakulteta, Studij strukturne in funkcionalnelbgije, 2015

 Sekundarna kozja protitelesa proti kjum protitelesom (Alexa 488,
Invitrogen Molecular Probes Eugene), razis 1:500,
» Sekundarna kozja protitelesa proti misjim protgelm (Alexa 555,
Invitrogen Molecular Probes Eugene), razisy 1:500.
10. Spirali smo v PBS petkrat v 20 min in 10 min.
11.Celice smo dodatno fiksirali v 4 % raztopini forinal, segretega na 37 °C, 15 min
pri sobni temperaturi.
12.Spirali smo v PBS petkrat v 20 min.
13.Za ozngitev F-aktina smo dodali Faloidin-350 nm (Alexa &ilu Invitrogen) z
razreditvijo 1:5 v PBS. Inkubirali smo 1 h pri sobni teeraturi.
14. Spirali smo v PBS petkrat v 20 min in 10 min.
15.Krovna stekelca s celicami smo prenesli na objektakla, na katera smo pred tem
kanili kapljico Vectashield z DAPI.

3.4 PRIPRAVA VZORCEV ZA VRSTCNO ELEKTRONSKO MIKROSKOPIJO

Celice T24 in celice NPU smo nasadili na petrijegkgovr3ino 9,4 chin sicer s Stirimi
nasaditvenimi gostotami, ki smo jih uporabili ze gojenju monokultur (glej poglavje
3.1.1.2 Nasaditev celic). V vsako petrijevko smé dkroglo krovno stekelce (Brand), na
katerem so rasle celice. Vzorce celic za vnstielektronsko mikroskopijo smo pripravili
prvi in drugi dan po nasaditvi po naslednjem protakSlika 5):

1. Stekelca s celicami, ki smo jih gojili en dan, spmelili z 2 % GA (glutaraldehid) in
2 % PA (paraformaldehid v destilirani vodi) v 0,24dglkodilatnem pufru in inkubirali
1,5hpri 4 °C.

2. Spiralismo v 0,2 M kakodilatnem puftez n@& v hladilniku.

3. Naslednji dan smo na celicah, ki smo jih gojili déai, ponovili zgoraj opisan
postopek, le da smo celice v 0,2 M kakodilatnenripspirali dvakrat po 45 min.
Naprej smo postopek izvajali na celicah prvegarugdga dne hkrati.

4. Stekelca s celicami smo prelili z 1 % Qs@erva Electrophosis) in pustili 2 do 3 h
pri 4 °C, v temi (osmiranje celic).

5. Spirali smo v 0,2 M kakodilatnem pufru, najprej eatpo 45 min, potem pa dvakrat
po 45 min.
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6. Celice smaez n@ pustili v 0,2 M kakodilathem pufru pri 4 °C.
7. Dodajali smo nard&®joce koncentracije alkoholov (Carlo Erba Reagents):
* 30 % EtOH za 20 min,
* 50 % EtOH za 20 min,
* 70 % EtOH za 20 min,
* 90 % EtOH za 20 min,
* 100 % EtOH dvakrat za 20 min.
8. Celice smo inkubirali v acetonu (Carlo Erba Reagendvakrat po 20 minCe
stekelca prej Se niso bila v steklenih petrijevisho jih prestavili pred tem korakom.
9. Celice smo prelili z raztopino aceton : HMDS v razja 1:1 in pustili 20 min.
10. Celice smo inkubirali v HMDS dvakrat po 20 min. Kancu smo ga pustili toliko,

da je bil vzorec prekrit. Vzorec smo pustili v di¢riju cez n@&, da se je posusil.

Tako pripravljene vzorce celic smo opazovali zi¢rsim elektronskim mikroskopom (Jeol,
JSM-840A).
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2 % GA 2 % GA
2% PFA 2 % PFA
v 0,2 M kakodilatnem pufru v 0,2 M kakodilatnem pufru
5x10° 5x10* 1x10° 2x10° 5x10° 5x10* 1x10° 2x1¢®
- 1. dan o 2. dan
3 | | 3| |
i v 5 v
1,5 h v hladilniku (4°C) 1,5 h v hladilniku (4°C)
Spiranjev 0,2 M Spiranje v 0,2 M kakodilatnem
kakodilatnem pufru ez noc pufru 2% po 45 min
\ |
Y
1 0/0 0504

2-3 h v hladilniku (4°C)

v

Spiranje v 0,2 M kakodilatnem pufru:
1%, 2x po 45 min

Cez noé v 0,2 M kakodilatnem
pufru v hladilniku (4°C)

2. DAN

Y
30 % EtOH — 20 min

50 % EtOH — 20 min

70 % EtOH — 20 min

90 % EtOH — 20 min

100 % EtOH — 2x 20 min

3. DAN

Aceton — 2x 20 min
Aceton : HMDS 1:1 — 20 min

HMDS — 2x 20 min

Pustimo toliko HVIDS, da je vzorec pokrit, in pustimo susiti ¢ez noc.

Slika 5: Postopek priprave vzorcev za \isti elektronsko mikroskopijo. V petrijevke z okragii stekelci
smo prelili 2 % GA (glutaraldehid) in 2 % PA (pasahaldehid) v 0,2 M kakodilatnem pufru. Ker smo ime
petrijevke s celicami prvega in drugega dne, sé ¢el postopka pri ena in dva dni starih celicakati&o
razlikuje. S tem smo omogidi, da smo drugi in tretji dan postopka opravili wseh vzorcih hkrati. Tretji dan
je sledila dehidracija vzorcev z alkoholi, acetonorkiMDS.
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3.5 MIKROSKOPIRANJE ZIVIH CELIC

Celice T24 smo nasadili z nasaditveno gostoto 58t na petrijevke s povrsino 9,4 ém
celice NPU pa z nasaditveno gostoto 1>¥0n¥. Celice smo dva dni po nasaditvi opazovali
z mikroskopom Axiolmager Z1 (Zeiss). Pred snemangamo v petrijevko s celicami dali
1740ul hranilnega medija, ki je ustrezal tipu celic {gdeglavje 3.1.3 Hranilni medij) in 20
mM Hepesa. S potopnim objektivom (8poveava, fazni-kontrast) in s porjo programa
AxioVision smo v 3D posneli obnéga v celéni monokulturi, kjer so se tvorile TnT. Celice

smo slikali v pet sekundnih intervalih.
3.6 STETJE CELIC V PETRIJEVKAH

Za dola@evanje Stevila zZivih celic v posamezni petrijevkicsuporabili postopek Stetja celic,
ki je opisan v poglavju 3.1.1.1 Presajanje in étetglic. PreSteli smo celice v Stirih
petrijevkah, v vsaki so bile celice nasajene z eddtirih nasaditvenih gostot, ki smo jih
uporabili v monokulturah (glej poglavje 3.1.1.2 lddgev celic). Tako celice NPU kot celice

T24 smo Steli prvi in drugi dan po nasaditvi.
3.7 ANALIZA SLIK IN STATISTI CNA ANALIZA
3.7.1 Indeks celéne oblike

Obliko celic smo ugotavljali s ponim indeksa celine oblike (ICO), ki smo ga iz¢anali

po spodnji enégbi (2) (Pelipenko in sod., 2014). Za izua smo iz slik, narejenih z invertnim
mikroskopom (Leica), s programom ImageJ izmerilrippeter celice (najdaljSi premer
celice) in povrsino celice. Celice, katerih ICChj&je vrednosti 1, so bolj kroglaste oblike,

celice z ICO blizje 0 pa so bolj podolgovate obl{leelipenko in sod., 2014).

ICO = 4 22yine B¢

perimeter?
3.7.2 TnT v monokulturi in kokulturi rakavih in normalnih  urotelijskih celic

TnT, ki smo jih v monokulturah celic T24 in NPU pasameznih petrijevkah nasli z

invertnim mikroskopom (Leica), smo presteli in jgyprogramom ImageJ izmerili dolzino.

37



Baraga D., Ugotavljanje prisotnosti membranskih ©ank med rakavimi in normalnimi urotelijskimi cediei.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Bioteh§ka fakulteta, Studij strukturne in funkcionalnelbgije, 2015

V kokulturah celic T24 in NPU smo presteli TnT, &gmo jih nasli s fluorescénim
mikroskopom Axiolmager Z1 (Zeiss). Celice T24 ske lobarvane z raém fluorescetinim
barvilom Dil, celice NPU pa z zelenim fluoresé¢am barvilom DiO. L&eno smo Steli TnT,

ki so jih celice T24 tvorile na celice NPU in obrat
3.7.3 Konfluetntost celic v petrijevki

Za izra&un odstotka preré&énosti petrijevke s celicami (konfluentnost &eih monokultur)
smo z invertnim mikroskopom (Leica) pri 40x lasimovetavi mikroskopa poslikali
nakljucna vidna polja posamezne petrijevke. S programoraggd smo nato izmerili

povrSino celic v petrijevki in izkaunali konfluentnost celnih monokultur.
3.7.4 Statisti¢cna analiza podatkov

Rezultate smo statigtio obdelali v programu Excel. Homogenost variano gmeverili z
Levenovim testomCe so bile variance homogene, smo za testiranjesti&tab znailnih
razlik uporabili Anovo in Tukey-Kramerjev teste variance niso bile homogene, smo za
testiranje statistho zndilnih razlik uporabili Welchev test in Games-Hoveell test.

Statisténo zn&ilna razlika je bila pri p < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 LASTNOSTI TnT V MONOKULTURI RAKAVIH ALl NORMALNIH
UROTELIJSKIH CELIC

Monokulture celic T24 in celic NPU smo nasadili &ighi razlicnimi nasaditvenimi
gostotami (5x1®c/cn?, 5x10 c/en?, 1x1C c/cn? in 2x1C c/cn?) in jih gojili en ali dva
dni v petrijevkah s povrsino 9,4 éren ali dva dni. Nato smo z invertnim mikroskopom
(Leica) pregledali celotno povrSino petrijevke digami in podrd@ja, kjer smo nasli TnT,
tudi slikali. TnT smo presteli in jim izmerili ddlZo in premer. Celicam smo izmerili

povrSino in perimeter, da bi préli, ali tvorba TnT vpliva na obliko celic.
4.1.1 Vpliv TnT na obliko rakavih urotelijskih celic in n ormalnih urotelijskih celic

Z ra&unanjem indeksa céhe oblike (ICO) posameznih celic smo Zeleli ugdipali TnT
vplivajo na obliko celic. Celice z ICO blizje vreasti 0 (manjSi od 0,6) so bile podolgovate
oblike, medtem ko so bile celice, ki so imele ICIZjb 1 (veji ali enak 0,6), kroglaste
oblike (Pelipenko in sod., 2014). ICO smo tmaali celicam, ki so imele eno ali¥@nT.
Za primerjavo smo ICO iztanali Se celicam, ki niso tvorile 0z. niso bile paane s TnT.

PodrobnejSe meritve so prikazane v Prilogi A.

Kot prikazuje Slika 6A, so celice T24, ki imajo ealoved TnT, v&€inoma kroglaste oblike,
saj je imelo 50 % izmerjenih celic ICO 0,8 in 20c#@ic ICO 0,9. Poleg tega ni bilo celic,
katerih ICO bi bil manjSi od 0,6.

Celice NPU, ki so imele eno ali&@nT, so bile razlinih oblik (Slika 6C). Véina celic je
bila kroglaste oblike, saj je imelo &&ot 50 % izmerjenih celic ICO ¥¢g od 0,5. Za razliko
od celic T24 smo pri celicah NPU opazili tudi celipodolgovate oblike z ICO manjSim od
0,6.1CO 0,5 je imelo 17 % celic NPU, ICO 0,4 pa%Xelic NPU. Poleg tega je imelo le 5
% celic NPU ICO 0,9.
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Celice s TnT Celice brez TnT

0,9

20 % 0,9

26 %
T24

NPU

Slika 6: Indeks cetne oblike (ICO). (A) ICO pri celicah T24, ki so iteeeno ali vé TnT. (B) ICO pri celicah
T24, ki niso imele TnT. (C) ICO pri celicah NPU, 40 imele eno ali veTnT. (D) ICO pri celicah NPU, ki
niso imele TnT. Celice z ICO bliZje vrednosti O fij¥ od 0,6), so bile podolgovate oblike, med temnsk
bile celice, ki so imele ICO blizje 1 (¥ ali enak 0,6), kroglaste oblike. Tako pri celicd24 kot pri celicah
NPU ni bilo razlik v obliki celic s TnT in celic bz TnT. Celice T24 so bile kroglaste oblike, celNfeU pa
so bile kroglaste in podolgovate oblike.

Da bi ugotovili, ali TnT vplivajo na osnovno oblilaelice, smo ICO izkaunali Se celicam,
ki niso imele TnT. Na Slika 6B in 6D je razvidn@ se oblika nakljtno izbranih celic brez
TnT ni bistveno razlikovala od celic s TnT. Vse emene celice T24 so imele kljub
odsotnosti TnT ICO wgi od 0,5. Pri celicah NPU smo sicer opazili nekolvesji odstotek
celic z ICO nad 0,5 (75 %), vendar je imektrtina celic NPU ICO 0,4 in 0,5, torej

podolgovato obliko. ICO se torej ohranja ne gledem ali celice tvorijo TnT ali ne.

4.1.2 Stevilo TnT v monokulturi rakavih urotelijskih celi ¢ in normalnih urotelijskih
celic

Celice smo v petrijevkah gojili s Stirimi nasaditvai gostotami. Prvi in drugi dan po

nasaditvi smo pri posameznih gostotah nasaditv@edrdnT. UpoStevali smo, da TnT ne
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smejo biti krajSe od 10m. Ker v Stevilu TnT med prvim in drugim dnem gqggertako pri
celicah T24 kot pri celicah NPU, ni bilo stattsto zn&ilnih razlik, smo meritve zdruZili.
Rezultati zdruzenih meritev so prikazani na SlikR@drobnejSe meritve zdruzenega prvega
in drugega dne so prikazane v Prilogi C. Podrolenejgritve, Idene na meritve prvega in
drugega dne, so prikazane v Prilogi Bkica. Rezultati Iéeni na meritve prvega in drugega

dne so prikazani v Prilogi B, &&i b.

Statisténo zn&ilno najve& TnT so tvorile celice T24 pri nasaditveni gos®%1C c/cnf,
povpreno 28 TnT/cm. Pri ostalih nasaditvenih gostotah je bilo TnT npovpr&no manj
kot 1 TnT/cnt. Najmanj TnT so tvorile celice T24 pri nasaditveuistoti 2x108 c/cn,
povpre&no 0,2 TnT/cm. V Stevilu TnT, ki so jih tvorile celice T24, meawasaditvenimi
gostotami 5x16 c/cn?, 1x1C c/en? in 2x1G c/en? ni bilo statisténo znailnih razlik,

opazili smo le trend manjSanja Stevila TnT Zargem nasaditvene gostote .

Celice NPU so pri nasaditveni gostoti 2Xtfcn? tvorile statisténo znailno ves TnT kot

pri nasaditveni gostoti 5x3@/cn?. Celice NPU so pri nasaditveni gostoti 5XIficn?
tvorile povpré&no 0,6 TnT/cm, pri nasaditveni gostoti 2x¥Q@/cn? pa povpréno 2,1
TnT/cn?. Med ostalimi nasaditvenimi gostotami ni bilo &tkno zn&ilnih razlik, opazili

smo le trend v&anja Stevila TnT z W@njem nasaditvene gostote. Vendar pa to ne pomeni,
da bi se¢e bi uporabljali Se Wge nasaditvene gostote, trend&eja Stevila TnT nadaljeval.
Mozno je, da bi se s Sedyeni nasaditvenimi gostotami Stevilo TnT zmanjSalo.

Celice T24 so pri nasaditveni gostoti 5% lcn¥ tvorile statisténo zn&ilno ves TnT kot
celice NPU pri vseh $tirih nasaditvenih gostotadlic® T24 so pri nasaditveni gostoti 2210
c/cn? tvorile statisténo zna&ilno manj TnT kot celice NPU pri nasaditveni gosx10*
c/en?, 1x1@ c/ent in 2x10 c/cn?. Celice NPU so pri nasaditveni gostoti 2XXicn?

tvorile statisténo znailno ve: TnT kot celice T24 pri nasaditveni gostoti 1Xbcnt.
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Slika 7: Stevilo TnT/crhv monokulturi celic T24 in celic NPU z zdruZenipodatki prvega in drugega dne
gojenja. Najvé TnT je bilo med celicami T24 pri nasaditveni gasi®x1F c/cn?, ko so se celice zdruzevale
v manjSe otéke. Pri ostalih nasaditvenih gostotah, ko so celi2éd prera&ale veji del ali celotno gojilno
povrsino, je bilo manj TnT. Pri celicah NPU je bjpd nasaditveni gostoti 2x¥@/cn?, ko so celice rasle v

vegjih otockih, statisttno zndilno ved TnT kot pri nasaditveni gostoti 5x3@/cn?, ko so celice rasle
posamezno ali v manjsih akih. * p < 0,05.

4.1.2.1 Vpliv rasti rakavih urotelijskih celic in normalnilrotelijskih celic na Stevilo TnT

Za lazjo interpretacijo razlik med posameznimi whts@nimi gostotami v monokulturah
celic T24 in celic NPU smo prvi in drugi dan gojnpri vseh nasaditvenih gostotah
izracunali odstotek prer&gnosti povrsine gojilne podlage s celicami (konfilmest). Zeleli
smo proditi vpliv rasti celic na Stevilo TnT. PodrobnejSentve so prikazane v Prilogi D.
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V monokulturi celic T24 je konfluentnost, zdanjem nasaditvene gostote n&eda (Slika
8). Prvi dan gojenja je bila konfluentnost pri rdisaeni gostoti 5x18 c/cn? povpreno 9
%, pri 5x10 c/cn? povpreéno 89 %, pri 1x1Dc/cnt povpreéno 99 % in pri 2x10c/cn?
povpre&no 100 %. Med nastetimi konfluentnostmi je bilaist&no zn&ilna razlika. Drugi
dan gojenja je bila konfluentnost pri nasaditvenstgti 5x16 c/cn? povpreéno 20 %. Ta
konfluentnost je bila statigto zn&ilno manjSa od konfluentnosti ostalih treh nasaaditi
gostot, ki so znasale povgre® 100 %. Celice T24 so pri nasaditveni gostoti@>dcn?
rastle posamezno ali pa so se Ze zdruZevale v enatgke (Slika 9A in 9B), medtem ko
so pri ostalih nasaditvenih gostotah celice skaliage povsem prerédle gojilno povrsino
(Slika 9C, 9D, 9E, 9F, 9G in 9H).

V monokulturah celice T24 je bila konfluentnost ipan gojenja pri posameznih
nasaditvenih gostotah statésto zn&ilno manjSa od konfluentnosti drugega dne gojenja.
Izjema so bile celice T24 pri nasaditveni gostotil® c/cn¥, saj so celice Ze prvi dan

preragale celotno gojilno povrsino. Monokulture celic T4 torej rastle zelo hitro.

100
80
=
2 60 ®T24 - 1.dan
=
= mT24-2. dan
g 40 mNPU - 1. dan
o
2 mNPU - 2. dan
20
0

5x103 5x104 1%10° 2x10°
Nasaditvena gostota (c/cm?)

Slika 8: Graf konfluentnosti (odstotka pref@Sostigojilne povrSine s celicami). Konfluentnastzjvé&anjem
nasaditvene gostote natak. V monokulturi celic T24 je bila konfluentnggisameznih nasaditvenih gostot
drugega dne gojenja statisto zndilno vegja od konfluentnosti prvega dne gojenja, razennpsaditveni
gostoti 2x16 c/cn?. V monokulturi celic NPU je bila konfluentnost diega dne gojenja statigtio znailno
vegja od prvega dne gojenja le pri nasaditveni go&sfi( c/cn?. Celice T24 so Ze pri nasaditveni gostoti
5x10* c/cn? preragale skoraj celotno gojilno povrsino, celice NPU wé nobeni nasaditveni gostoti niso

preragale celotne gojilne povrsine. *p < 0,03Jed vsemi kombinacijami nasaditvenih gostot jeistigho
zn&ilna razlika, p < 0,05.
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V monokulturi celic T24 je bilo najeeTnT (povpréno 28 TnT/crM) med celicami, ki so se
zdruzevale v manjSih otkih (Slika 9A in 9B), konfluentnost celic je v tgpnimeru znaSala
med 10 in 20 %. Celice T24 so tvorile manj TnT (p@ino manj kot 1 TnT/cRA), ko so
rastle tesno skupaj in so pretale ze véji del gojilne povrSine, konfluetnost je v tem
primeru znaSala wekot 80 %.

V monokulturi celic NPU je konfluentnost, tako kommonokulturi celic T24, z v@&anjem
nasaditvene gostote natak (Slika 8). Prvi dan gojenja je bila konfluethoslic NPU pri
nasaditveni gostoti 5x2Qc/cn? povpreéno 4,4 %, pri 5x1Hc/cn? povpréno 27 %, pri
1x1C c/cn? povpreéno 46 % in pri 2x10c/cn? povpréno 69 %. Konfluentnost celic NPU
je bila prvi dan gojenja pri nasaditveni gostotilB%c/cnt statisténo zn&ilno manjsa od
konfluentnosti ostalih nasaditvenih gostot prvega dojenja. Konfluentnost celic NPU je
bila prvi dan gojenja pri nasaditveni gostoti 5%Ilcn? statisttno zna&ilno manj3a od
konfluentnosti prvega dne gojenja pri nasaditversitgti 2x10 c/cn?. Drugi dan gojenja je
bila konfluentnost celic NPU pri nasaditveni gosfot10® c/cnt povpreno 11 %, pri 5x16
c/cn? povpreéno 53 %, pri 1x19c/cn? povpreéno 68 % in pri 2x1®c/cn? povpréno 86
%. Konfluentnost celic NPU je bila drugi dan gogmiri nasaditveni gostoti 5x3@/cn?
statisttno zn&ilno manjSa od ostalih nasaditvenih gostot druglgagojenja. Celice NPU
so pri nasaditveni gostoti 5x36/cn¥ rastle posamezno ali v manj3ih ékih (Slika 10A in
10B), medtem ko so pri ostalih nasaditvenih gostotestle v véjih otockih (Slika 10C,
10D, 10E, 10F, 10G in 10H).

V monokulturi celic NPU je bila konfluentnost polén gojenja pri nasaditveni gostoti 5810
c/cn? statisténo zna&ilno manjSa od konfluentnosti drugega dne gojemjd. ostalih
nasaditvenih gostotah ni bilo statésto zn&ilnih razlik v konfluentnosti med prvim in
drugim dnem gojenja. Monokulture celic NPU so taagtle pdasneje kot monokulture
celic T24.

Celice NPU so tvorile statigtio zn&ilno ved TnT med celicami, ki so se zdruzevale vjire

otockih (povpreno Stevilo TnT 2,1 TnT/cA Slika 10G in 10H), konfluentnost je v tem
primeru znaSala med 68 in 86 %, kot med celicamsokrastle posamezno ali v man;jSih
otockih (povpreéno Stevilo TnT 0,7 TnT/cAy Slika 10A in 10B), konfluetnost je v tem
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primeru znasSala med 4 in 11 %. Celice T24 so teardjve€ TnT med celicami, ki so se
zdruzevale v manjSih atkih. Celice T24 so se povezovale v manjSeikgopri manjsi
konfluentnosti, ki je znaSala med 10 in 20 %. GeldPU so tvorile najwe TnT med
celicami, ki so se zdruzevale v&e otatke. Celice NPU so se povezovale jeeotatke

pri vegji konfluentnosti, ki je znaSala nad 27 %.

Monokulture celic T24 so rastle zelo hitro. Priadisveni gostoti 5x10c/cn? so namre Se
rastle posamezno ali v manjSih &tih, pri vesjih nasaditvenih gostotah pa so Ze skoraj ali
povsem prera&le gojilno povrsSino. NajweTnT so celice T24 tvorile pri nasaditveni gostoti
5x10 c/c?. Monokulture celic NPU so rastle gsneje kot monokulture celic T24. Pri
nasaditveni gostoti 5x2Q@/cn? so rastle posamezno ali v manjsih sib, pr vejih
nasaditvenih gostotah pa so se zdruzevaleje \@aike, nikoli pa niso preréale celotne
gojilne povrdine. Celice NPU so pri nasaditvenitgts2x1@® c/cn? tvorile statisténo

znasilno ves TnT kot pri nasaditveni gostoti 5x3A€/'cn?.
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1x10° c/ecm? 5x10% c/cm? 5x103 ¢c/cm?

2x10° c/cm?

Slika 9: TnT med rakavimi urotelijskimi celicami #2ri razlgénih nasaditvenih gostotah, prvi in drugi dan
gojenja. (A in B) Najvé TnT je bilo med celicami, ki so se zdruZevale \njain ota:kih, ko monokultura Se
ni bila konfluentna. Posamezne TnT so @eme srno pugico. Posneto z invertnim mikroskopom. Merila:
25 pum.
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5x10° c/cm?

1%x10°% ¢c/cm? 5x10* c/cm?

2x10° ¢/cm?

Slika 10: TnT med normalnimi urotelijskimi celicatdPU pri razlénih gostotah nasaditve, prvi in drugi dan
gojenja. Najvé TnT je bilo med celicami, ki so se zdruzevale ¥jeeotatke, ko je bila konfluentnost
monokulture vé kot 27 %. Posamezne TnT so oz@e s¢rno pugico. Posneto z invertnim mikroskopom.
Merila: 100 pm.
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4.1.2.2 Vpliv Stevila rakavih urotelijskih celic in normamurotelijskih celic na Stevilo
™nT

Celice smo v vsaki petrijevki pri vseh S&tirih naidaehih gostotah presteli. S tem smo
ugotavljali, ali Stevilo celic vpliva na Stevilo TnPodrobnejSe meritve so prikazane v Prilogi
E.

Pri celicah T24 je bilo Stevilo TnT ¥ pri manjSem Stevilu celic (Slika 11). Pri¢j@m
Stevilu celic je Stevilo TnT upadlo. Tu je potrebpaudariti, da so TnT povezovale celice,
ki so se zdruzevale v manjSe &ke, torej ne zelo oddaljene celice. Pri celicah Ni?Uilo
tako opaznega vpliva Stevila celic na Stevilo T¥$eeno pa je na Sliki 11 razvidnoceaje

Stevila TnT z véanjem Stevila celic NPU.

350 -
300 - B
¢ T24-1.dan
. 290 1 + T24-2 dan
E 200 - m NPU-1.dan
';52 150 1, m NPU -2. dan
) ——T24 -1.dan
100 1 _
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50 —NPU-1.dan
: . ® $ > | ——NPU - 2. dan
0 0,5%x10% 1x10® 1,5x10® 2x10%® 2,5x10°

Stevilo celic

Slika 11: Stevilo TnT med rakavimi urotelijskimilmami T24 in med normalnimi urotelijskimi celicaPU
glede na Stevilo celic. Stevilo TnT med celicamiéTj@ bilo najvéje pri manjSem Stevilu celic, z s@njem
Stevila celic T24 se je Stevilo TnT zmanjSevalo j@potrebno poudariti, da so TnT pri manjSem $teselic
povezovale bliznje celice, ki so se povezovale \nj§& otéke. Stevilo TnT med celicami NPU se je z
vecanjem Stevila celic v&lo, torej ravno obratno kot pri celicah T24. CeldPU so se Sele pri&em Stevilu
celic zdruzevale v otike.

4.1.3 Dolzinain premer TnT rakavih urotelijskih celic in normalnih urotelijskih celic

TnT, ki smo jih nasli v monokulturah celic posamiéznasaditvenih gostot, smo slikali in
jim izmerili dolzino. Ker v dolzini TnT med prvirmidrugim dnem po nasaditvi ni bilo

statisttno zn&ilnih razlik, smo meritve zdruzili. Rezultati deni na meritve prvega in
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drugega dne po nasaditvi so prikazani v Prilogfdfruzene meritve prvega in drugega dne
gojenja so prikazane v Prilogi G. TnT, ki smo jilespeli z vrsiéinim elektronskim

mikroskopom, smo izmerili premer.

TnT celic T24 so bile povpteo dolge med 25 in 32 um (Slika 12). Pri nasaditgestoti
5x1C c/cn? so TnT celic T24 merile povpgo 25 um, pri 5x10c/cn? povpréno 30 um,
pri 11 c/cn? povpre&no 27 um in pri 2x10c/cnt povpréno 32 um. Med dolzinami TnT

celic T24 ni bilo statistino zn&ilnih razlik.

140 ~ *

120 A

= 100 -

(0]
o
1

mT24
mNPU

Dolzina TnT (um
(o]
o

I
o
1

N
o
1

o
]

5x10° 5x10* 1x10° 2x10°
Nasaditvena gostota (c/cm?)

Slika 12: Graf povprih dolzin @m) TnT med rakavimi urotelijskimi celicami T24 inegh normalnimi
urotelijskimi celicami NPU. TnT med celicami T24 bite statisttno zn&ilno krajSe od TnT med celicami
NPU. **p < 0,001.*p < 0,05.

TnT celic NPU so bile povpteo dolge med 73 in 11@m. Pri nasaditveni gostoti 5x30
c/cn? so TnT celic NPU merile povpteo 73 um, pri 5x19c/cn? povpréno 110 pum, pri
1x1C c/cn? povpréno 104 pm in pri 2x10c/cn? povpréno 119 um. TnT celic NPU pri
nasaditveni gostoti 5x2@/cn? so bile statistino zn&ilno krajSe od TnT celic NPU pri
ostalih treh nasaditvenih gostotah. Vzrok temu ilenlajverjetneje to, da so bile pri
nasaditveni gostoti 5x2@/cn? TnT med celicami znotraj otka, pri vejih nasaditvenih

gostotah pa so nastajale tudi mediktokar je razvidno iz Slike 10.
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TnT celic T24 so bile statigthio zn&ilno tanjSe od TnT celic NPU (Slika 13). Premer TnT
med celicami T24 je znaSal povpne 167 nm, premer TnT med celicami NPU pa
povpr&no 441 nm.
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W B
o o
o o
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I

100 -

celice T24 celice NPU

Slika 13: Graf povprgnega premera TnT med rakavimi urotelijskimi celicd24 in TnT med normalnimi
urotelijskimi celicami NPU. TnT med celicami T24 bide statisténo zn&ilno tanjSe od TnT med celicami
NPU. **p < 0,001.

TnT celic T24 so bile statisto zn&ilno krajSe in tanjSe od TnT celic NPU. Razlike v
dolZini in premeru TnT celic T24 in celic NPU savalne tudi na Sliki 14, kjer so prikazane
TnT celic T24 in celic NPU, ki smo jih posneli zstignim elektronskim mikroskopom.
Celice NPU so povezovale dolge TnT, v katerih de prisotne zadebelitve 0z. gondole,
ponekod pa so se TnT na koncu razcepiletvivel (Slika 14A). Celice T24 so povezovale
kratke TnT, ki so bile med blizu led@eni celicami prisotne v vgem Stevilu (Slika 14B).
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Y

Slika 14: TnT, posnete z vr&tim elektronskim mikroskopom. (A) TnT normalnitotelijskih celic NPU s
poveianimi izseki slike (al, a2, a3) in (B) TnT rakawhotelijskih celic T24. Glave pd& ozna&ujejo
posamezne TnT, *oztaje zadebelitev TnT o0z. gondolo, s krogom je éenaodsek TnT, kjer se TnT razcepi
na dva dela. Merili: (A) 5@m, (B) 5um.
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4.2 LASTNOSTI TnT V KOKULTURI RAKAVIH IN NORMALNIH UROTELIJSKIH
CELIC

Celice T24 in celice NPU smo gojili skupaj v kokukh. Kokulture smo ozddi s
Stevilkami od 1 do 4 (Preglednica 6). Celice T24osmkokulturah 1, 2 in 3 nasadili z
nasaditveno gostoto 5x36/cn?, pri kateri so v monokulturi tvorile najgdnT. Celice T24
smo v kokulturi 4 nasadili z nasaditveno gostot@@>c/cn¥, pri kateri je bila monokultura
konfluentna. Celice NPU smo v kokulturi 1 in 4 ndii& nasaditveno gostoto 5x36/cn,
pri kateri so v monokulturi tvorile malo TnT. CeidNPU smo v kokulturi 2 nasadili z
nasaditveno gostoto 5x4@/cn? in v kokulturi 3 z nasaditveno gostoto 2XXficn?, pri
kateri so celice NPU v monokulturi tvorile staitsid zn&ilno vec TnT kot pri nasaditveni
gostoti 5x18 c/cn?. Razléne nasaditvene gostote smo izbrali z namenom dadibvili,
ali pri razliénih kombinacijah nasaditvenih gostot obstajajoikazV Stevilu TnT. Se pred
nasaditvijo na skupno gofi8 smo celice T24 obarvali z @& fluorescetnim barvilom
Dil, celice NPU pa z zelenim fluorescegmm barvilom DIiO. Tako ozn#ne celice v

kokulturah so prikazane na Sliki 16.

Preglednica 6: Stiri kokulture celic T24 in celi®N z razlénimi kombinacijami nasaditvenih gostot.

Nasaditvena gostota celic T24 Nasaditvena gostota celic NPU

Oznaka kokulture (clcn?) (clcn?)
1 5x16 5x10°
2 5x1¢ 5x10
3 5x1¢ 2x10
4 2x10 5x1C

4.2.1 Nastajanje TnT med rakavimi urotelijskimi celicami in normalnimi

urotelijskimi celicami

Celice smo prvi in drugi dan po nasaditvi fiksiradi jih ogledali pod fluorescénim
mikroskopom Axiolmager Z1 in jih poslikali. Izbrastike so prikazane na Sliki 16¢ je
bila TnT rd€e barve, jo je tvorila celica T24e je bila zelene barve, jo je tvorila celica
NPU. Presteli smo, koliko TnT je potekalo iz cél@4 na celice NPU in koliko iz celic NPU

na celice T24 pri posamezni kokulturi. Ker med prnin drugim dnem gojenja ni bilo
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statisttno zn&ilnih razlik, smo meritve zdruzili (Slika 15). Rdmati, ki prikazujejo Stevilo
TnT iz celic T24 na celice NPU in obratno¢émi na prvi in drugi dan gojenja, so prikazani

v Prilogi H.

m iz T24 na NPU
m iz NPU na T24
) ‘E e l
U Jﬁi
1 2 3 4

Oznaka kokulture

N
(63}
]
*

N
o

—_
(%]
1

Stevilo TnT/cm?
IS

ienaka keakalhre Nasaditvena gostota celic T24  Nasaditvena gostota celic NPU

(clem?) (c/em?)
1 5x103 5x102
2 5x103 5x104
3 5x10° 2x10°
4 2x10° 5x103

Slika 15: Stevilo TnT pri posameznih kokulturahnaznih s Stevilkami od 1 do 4. Pomen posameznih oznak
kokultur je prikazan v tabeli na sliki spodaj. StlevinT iz celic T24 na celice NPU v kokulturi 3 fglo
statisténo znailno vegje tudi od Stevila TnT iz celic NPU na celice T24kokulturah 1, 2 in 3. Stevilo TnT iz
celic T24 na celice NPU v kokulturi 3 je bilo stdiino zn&ilno vegje od Stevila TnT iz celic T24 na celice
NPU v kokulturi 1.Stevilo TnT iz celic NPU na celice T24 je bilo vKuturi 4 statisténo znailno vegje od
Stevila TnT iz celic T24 na celice NPU v kokultari *p < 0,05.

V kokulturi 1 z nasaditveno gostoto celic T24 5%&@&n? in celic NPU 5x18c/cn? je bilo
tako iz celic T24 na celice NPU kot tudi obratnolen&nT, manj kot 2 TnT/cth Med
Stevilom TnT iz celic T24 na celice NPU in obratmaem primeru ni bilo statistho

zn&ilnih razlik.
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V kokulturi 2 z nasaditveno gostoto celic T24 5%&@n? in celic NPU 5x16c/cn? je bilo
tako iz celic T24 na celice NPU kot tudi obratnonjriot 4 TnT/cm. Med Stevilom TnT iz

celic T24 na celice NPU in obratno v tem primeribito statisttno zn&ilnih razlik.

V kokulturi 3 z nasaditveno gostoto celic T24 5%&@n? in celic NPU 2x1Bc/cn? je bilo
statisténo znailno vet TnT iz celic T24 na celice NPU (povgre 17 TnT/cm) kot TnT
iz celic NPU na celice T24 (povpmeo 3 TnT/cm).

V kokulturi 4 z nasaditveno gostoto celic T24 2X&@&n? in celic NPU 5x18c/cn? celice
T24 niso tvorile TnT na celice NPU. TnT iz celic Ma celice T24 je bilo povptro 7
TnT/cn?.

Stevilo TnT iz celic T24 na celice NPU v kokult&ije bilo statistino zn&ilno vegje od
Stevila TnT iz celic T24 na celice NPU v kokult@riStevilo TnT iz celic T24 na celice NPU
v kokulturi 3 je bilo statistino zn&ilno vegje tudi od Stevila TnT iz celic NPU na celice T24
v kokulturah 1, 2 in 3. Stevilo TnT iz celic NPU walice T24 je bilo le v kokulturi 4

statisttno zn&ilno vecje od Stevila TnT iz celic T24 na celice NPU v ktiku 1.
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Slika 16: Kokulture rakavih urotelijskih celic T24d normalnih urotelijskih celic NPU, prvi in drugian
gojenja. Slike prikazujejo Stiri kokulture z raglimi kombinacijami nasaditvenih gostofelice T24 so
obarvane z rdgém fluorescetinim barvilom Dil, celice NPU z zelenim fluoreséam barvilom DiO. (C, E,
F) TnT so se tvorile tako iz celic T24 na celiceWNkot tudi (B, D, G, H) iz celic NPU na celice T2ele
pugice ozn&ujejo posamezne TnT iz celic T24 na celice NPbteatno. Glava bele ptise prikazuje TnT
med celicama T24 (A). Merila: 4@m.
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4.3 CITOSKELETNA ZGRADBA TnT RAKAVIH UROTELISKIH CELIC IN
NORMALNIH UROTELIJSKIH CELIC

Monokulture celic T24 in celic NPU smo dvojno (inm)aznaili. Prisotnost aktinskih
filamentov v TnT smo ugotavljali s fluoreséamm ozn&evanjem F-aktina. Prisotnost
intermediarnih filamentov smo ugotavljali s fluocestnim ozn&evanjem citokeratina 7
(CK7). Prisotnost mikrotubulov smo ugotavljali sdrescetnim ozn&evanjenu-tubulina.

S fluorescednim mikroskopom smo opazovali, kateri citoskeleiementi sestavljajo TnT.
Izbor slik dvojnega (imuno)oziavanja prikazujeta Slika 19 in Slika 19.

Pri rezultatih dvojnega (imuno)ozfevanja je potrebno poudariti, da smo v TnT lahko
dokazali prisotnost le enega ali obeh @&mah citoskeletnih elementov, nismo pa vedeli, ali
se je v TnT nahajal tudi tretji citoskeletni elerhen

4.3.1 Ugotavljanje prisotnosti aktina, intermediarnih fil amentov in mikrotubulov v
parnih kombinacijah v TnT rakavih urotelijskih celi ¢ in normalnih urotelijskih

celic

V monokulturi celic T24 je pri dvojnem oz¥evanju F-aktina in CK7 (Slika 17A)
kombinacija F-aktina in CK7 sestavljala 26 % vselT TF-aktin je sestavljal 35 % vseh
TnT, CK7 je sestavljal 39 % vseh TnT. V monokulteelic NPU je pri dvojnem
oznaevanju F-aktina in CK7 (Slika 17B) kombinacija Riak in CK7 sestavljala 55 %
vseh TnT, F-aktin je sestavljal 18 % vseh TnT, Ck7sestavljal 27 % vseh TnT. V
primerjavi s celicami T24 je pri celicah NPU komaanja F-aktina in CK7 sestavljalade

TnT, F-aktin ali CK7 pa sta sestavljala manj TnT.

V monokulturi celic T24 je pri dvojnem ozéevanju F-aktina iro-tubulina (Slika 17C)
kombinacija F-aktina im-tubulina sestavljala 35 % vseh TnT, F-aktin jetadgml 41 %
vseh TnTa-tubulin je sestavljal 24 % vseh TnT. V monokultoelic NPU je pri dvojnem
ozna&evanju F-aktina ina-tubulina (Slika 17D) kombinacija F-aktina ia-tubulina
sestavljala 65 % vseh TnT, F-aktin je sestavljal985/seh TnT,a-tubulin ni sestavljal
nobene TnT. V primerjavi s celicami T24 je pri calh NPU kombinacija F-aktina i

tubulina sestavljala ¥elnT, F-aktin alia-tubulin pa sta sestavljala manj TnT.
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Slika 17: Odstotek posameznih sestavnih delov ldtlesnih elementov, ki so sestavljali TnT fluorest®
ozn&ene z (A in B) dvojnim (imuno)oziavanjem F-aktina in CK7, (C in D) F-aktinadrtubulina, (E in F)
a-tubulina in CK7. Levi stolpec prikazuje TnT meelicami T24, desni stolpec pa TnT med celicami NPU.
TnT med celicami T24 in med celicami NPU so segiiwsi trije citoskeletni elementi. Nekatere Tis®
vsebovale kombinacijo obeh oziemih citoskeletnih elementov, nekatere TnT pa sboesgale le enega. Ali
so TnT vsebovale Se tretji citoskeletni elementmetodo dvojnega (imuno)oz¥evanja ni bilo mogeée

doloxiti. F-aktin predstavija aktinske filamente, CK7 geedstavnik intermediarnih filamentowstubulin je
sestavni del mikrotubulov. Stevilo vseh TnT: (A), 2B) 11, (C) 17, (D) 25, (E) 18, (F) 31.

F-aktin : a-tubulin

a-tubulin ;: CK7

V monokulturi celic T24 je pri dvojnem imunoozievanjua-tubulina in CK7 (Slika 17E)
kombinacijao-tubulina in CK7 sestavljala 78 % vseh TnT, CK8gstavljal 22 % vseh TnT,
a-tubulin  ni sestavljal nobene TnT. V monokulturi lice NPU je pri dvojnem
imunoozngevanjua-tubulina in CK7 (Slika 17F) kombinacigatubulina in CK7 sestavljala
68 % vseh TnT, CK7 je sestavljal 32 % vseh Tartubulin ni sestavljal nobene TnT. Tako
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pri celicah T24 kot pri celicah NPU je torej v @keeletni sestavi prevladovala kombinacija
a-tubulina in CK7.

TnT celic T24 in celic NPU so sestavljali aktingkamenti, intermediarni filamenti in
mikrotubuli. Z dvojnim (imuno)ozngevanjem smo ugotovili, da je razlika v citoskeletni
zgradbi med posameznimi TnT v tem, da nekatere Vs€bujejo kombinacijo dveh prej
omenjenih citoskeletnih elementov, nekatere TnVgeEbujejo le enega. Ali TnT vsebujejo
vse tri citoskeletne elemente z metodo dvojneganonangevanija ni bilo mogee dolditi,
zato smo celice tudi trojno fluoresémo oznili (glej poglavje 4.3.2 Trojno oziavanje
F-aktina,a-tubulina in CK7).

4.3.1.1 Vpliv citoskeletnih elementov na dolzino TnT

Dolzine TnT smo merili v monokulturah celic T24 aelic NPU, ki smo jih dvojno
(imuno)oznéil, zato je potrebno poudariti, da rezultati dokepu prisotnost enega ali dveh
citoskeletnih elementov v TnT, ne vemo pa ali jevbI'nT prisoten tudi tretji citoskeletni

element. Meritve so prikazane v Prilogi .

V celicah T24 je F-aktin sestavljal krajSe TnT, pa¢ne dolzine 15 pm (Slika 18M). Tako
F-aktin, ki je bil oznd&em v kombinaciji s CK7, kot tudi F-aktin, ki je bdzn&en v
kombinaciji za-tubulinom, sta sestavljala statésto zn&ilno krajSe TnT od tistih TnT, ki
jih je sestavljala kombinacija F-aktina in CK7, Komacija F-aktina ino-tubulina ter
kombinacijao-tubulina in CK7. F-aktin je v celicah T24 sestal/gtatisténo zn&ilno krajSe
TnT tudi od tistih TnT, ki jih je sestavljattubulin ali CK7. Izjema je bila povp¢ea dolzina
TnT, ki jih je sestavljal CK7, imunoozten v kombinaciji zo-tubulinom, saj ni bila

statisttno zn&ilno razlicna od povpréne dolzine TnT, ki jih je sestavljal F-aktin.

V celicah T24 jex-tubulin tako v kombinaciji z F-aktinom ali v kormizciji s CK7 kot tudi
sam sestavljal daljSe TnT, povpne dolzine 60 um. Pri dvojnem imunooZe@aniju a-

tubulina in CK7 v celicah T24 ni bilo TnT etubulinom, ampak le TnT s kombinacij®

tubulina in CK7.
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a-tubulin + CK7 F-aktin + a-tubulin
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Dolzina TnT (pm)

Slika 18: Dvojno (imuno)ozriaanje rakavih urotelijskih celic T24 s kombinacijigiy, B, C) F-aktina in CK7,
(D, E, F) F-aktina iru-tubulina ter (G, H, Ip-tubulina in CK7. Nasaditvena gostota celic T2dila 5x10¢
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c/cn?. TnT so vsebovale vse tri citoskeletne elementaziicnih parnih kombinacijal{J) Zatetek TnT, (K)
sredina TnT in (L) konec TnT pri prerezu TnT ikslF, ki prikazuje, da se TnT ne dotika podlagé) (
Zastopanost dvojno (imuno)ozfemih citoskeletnih elementov v odvisnosti od da@ziinT v monokulturi
celic T24. F-aktin je sestavljal krajSe TraFtubulin pa sam ali v kombinaciji z F-aktinom aKZ daljSe TnT.
CK7 je sestavljal krajSe in daljSe TnT. F-aktin gstavlja aktinske filamente, CK7 je predstavnik
intermediarnih filamentovp-tubulin je sestavni del mikrotubulov. *p < 0,05elB pusice ozn&ujejo
posamezne TnT, v katerih je bil fluoresten ozngen eden ali dva citoskeletna elementa. Merila: ¢A)dt0
pm, (J, Kin L) 20 pm.

V celicah T24 je CK7 sestavljal tako krajSe TnTyp@ne dolzine 16 um, kot tudi daljSe
TnT, povpréne dolzine 64 um. Med omenjenima povmiena dolZzinama je bila statigtio
zn&ilna razlika. V celicah T24 je CK7, ki je bil imuopna&en v kombinaciji 2i-tubulinom,
sestavljal statistho zn&ilno krajSe TnT od tistih, ki jih je sestavljattubulin, ozn&en v
kombinaciji s F-aktinom. CK7 je v kombinaciji s ktenom ali v kombinaciji zr-tubulinom

sestavljal daljSe TnT, povphee dolzine 50 pum.

V celicah NPU je CK7, podobno kot pri celicah T2#&stavljal krajSe TnT, povphee
dolzine 22 um, kot tudi daljSe TnT, povpne dolzine 69 um (Slika 19J). Med omenjenima

povpr&nima dolZzinama je bila statigtio zn&ilna razlika.

V celicah NPU je kombinacija F-aktina éatubulina sestavljala statitio zn&ilno daljSe
TnT od tistih, ki jih je sestavljal CK7 oz&an v kombinaciji s F-aktinom.

V celicah NPU je kombinacija F-aktina irrtubulina ter kombinacija-tubulina in CK7
sestavljala statistno zn&ilno daljSe TnT od TnT med celicami T24, ki stagistavljala F-
aktin ali CK7, CK7 je bil v tem primeru imunoozign v kombinaciji zr-tubulinom.

V celicah NPU je CK7, ki je bil imunoozten v kombinaciji za-tubulinom, sestavljal
statisttno zn&ilno daljSe TnT od TnT med celicami T24, ki jih sestavljal F-aktin. V
celicah NPU je CK7, ki je bil ozgan v kombinaciji s F-aktinom, sestavljal statist
zn&ilno krajSe TnT od TnT med celicami T24, ki jihgestavljal CK7, ki je bil ozri@n v

kombinaciji s F-aktinom, ati-tubulin, ki je bil oznden v kombinaciji s F-aktinom.
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Slika 19: Dvojno (imuno)ozrianje normalnih urotelijskih celic NPU s kombinadiji (A, B, C) F-aktina in
CK7, (D. E, F) F-aktina im-tubulina ter (G, H, Ip-tubulina in CK7. Nasaditvena gostota celic NPUija
1x1(P c/cnt. TnT so vsebovale vse tri citoskeletne elememziignih parnih kombinacijah. (J) Zastopanost
dvojno (imuno)ozn&nih citoskeletnih elementov v odvisnosti od d&ZImT v monokulturi celic NPU. CK7
je, ko je bil ozn&en v kombinaciji z F-aktinom, sestavljal statist znd&ilno krajSe TnT od TnT, ki so
vsebovale kombinacijo F-aktina entubulina ter kombinacija-tubulina in CK7. F-aktin predstavlja aktinske
filamente, CK7 je predstavnik intermediarnih filam@v, a-tubulin je sestavni del mikrotubulov. *p < 0,05.
Bele pusgice oznaujejo posamezne TnT, v katerih je bil fluorestrem ozngen eden ali dva citoskeletna

elementa. Merila: 4Qm.
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V celicah T24 je F-aktin sestavljal krajSe TruFtubulin pa je sam ali v kombinaciji z F-
aktinom ali CK7 sestavljal daljSe TnT. V celicahBlfe CK7 sestavljal krajSe TnT od tistih,

ki jih je sestavljab-tubulin v kombinaciji z F-aktinom ali CK7.

4.3.2 Ugotavljanje prisotnosti aktina, intermediarnih fil amentov in mikrotubulov v
TnT rakavih urotelijskih celic in normalnih uroteli jskih celic

Da bi ugotovili, ali se v TnT celic T24 in celic WPahajajo vsi trije citoskeletni elementi
hkrati, smo celice trojno fluoresc@rmo ozndili. Za ugotavljanje prisotnosti posemeznih
citoskeletnih elementov smo fluores¢ea ozndili F-aktin, o-tubulin in CK7. S
fluoresceknim mikroskopom (Zeiss) smo poslikali TnT pri calicT24 in TnT pri celicah
NPU ter dolaili, kateri elementi citoskeleta jih sestavljajdik& 20). Meritve so prikazane

v Prilogi J.
T24 NPU
A B
o F-aktin +
-aktin + a-tubulin + e
a-tubulin + CK7 CK,,? :

CK7 33 % 2%
43 %

Slika 20: Odstotek posameznih sestavnih delov k#flesnih elementov, ki so sestavljali TnT pri (Akavih

urotelijskih celicah T24 in (B) normalnih urotekjg celicah NPU. Tako v celicah T24 kot v celicaRW so

nekatere TnT sestavljali vsi trije citoskeletniraknti. V celicah T24 je preostale TnT sestavljaldEin ali F-

aktin v kombinaciji zo-tubulinom. V celicah NPU je preostale TnT ses&wK7 ali CK7 v kombinaciji z F-
aktinom. F-aktin predstavlja aktinske filamente, Tj¢ predstavnik intermediarnih filamentaxtubulin je

sestavni del mikrotubulov. Stevilo vseh TnT: (AXB) 9.

Tako v celicah T24 kot v celicah NPU so nekaterd Bestavljali vsi trije citoskeletni
elementi (Slika 21). V celicah T24 socuo TnT sestavljali vsi trije citoskeletni elementi
(43 %), preostale TnT so sestavljali F-aktin (28tét)F-aktin v kombinaciji zi-tubulinom
(29 %). V celicah NPU je wno TnT sestavljal CK7 (45 %), preostale TnT sdadgmli F-
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aktin v kombinaciji s CK7 (22 %) ter vsi trije cgkeletni elementi (33 %). V celicah T24,
za razliko od celic NPU, ni bilo TnT, ki bi vsebdede CK7 ali kombinacijo F-aktina in
CK7 breza-tubulina. Pri celicah NPU, za razliko od celic T bilo TnT, ki bi vsebovale
le F-aktin ali kombinacijo F-aktina i-tubulina brez CK7. Same-tubulin ali kombinacija

a-tubulina in CK7 brez F-aktina nista sestavljald&me TnT.

a-tubulin & F-aktin zdruZzeno

Slika 21: Trojno ozngevanje rakavih urotelijskih celic T24 in normalnitotelijskih celic NPU zx-tubulinom,
CK7 in F-aktinom.(H in L) Tako v celicah T24 kot v celicah NPU sokatere TnT sestavljali vsi trije
citoskeletni elementi. (D) V celicah T24 so nekat€nT vsebovale le F-aktin. (P) V celicah NPU skatere
TnT vsebovale kombinacijo F-aktina in CK7. (L in ®kvadratom so oztiani deli TnT, ki so v slikah levo
poveiani. Z belo puico so oznéene TnT, v katerih se je oZtilavsaj eden izmed treh citoskeletnih elementov.
F-aktin predstavlja aktinske filamente, CK7 je mteanik intermediarnih filamentow;tubulin je sestavni del
mikrotubulov. Z glavo bele ptike so oznéene zadebelitve TnT oz. gondole. Merila: (L in F) @n,
(preostale slike) 2Qm.
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4.4 PRISOTNOST STINIH PROTEINOV N-KADHERINA IN E-KADHERINA V
TnT RAKAVIH UROTELISKIH CELIC IN NORMALNIH UROTELUSKIH
CELIC

Z imunoozn&evanjem N- in E-kadherina smo Zeleli preveriti,ekabd teh dveh stnih
proteinov je prisoten v podfu TnT v rakavih in normalnih urotelijskin celical
monokulturi celic T24 smo ozt N-kadherin, v monokulturi celic NPU pa E-kadfrer
Celice T24 in celice NPU smo nasadili v kokultuni dvojno imunooznali N- in E-

kadherin. Tako ozrigne celice smo poslikali s fluores¢aim mikroskopom.

Slika 22: (A) Monokultura rakavih urotelijskih celir 24 imunooznénih z N-kadherinom in (B) monokultura
normalnih urotelijskih celice NPU imunoozienih z E-kadherinom. (A) Celice T24 izrazajo N-kadh po
celotni dolzini TnT. (B) Celice NPU izrazajo E-kain po celotni dolzini TnT. Bele ptie ozn&ujejo
posamezne TnT. Merili: 2a0m.

TnT med celicami T24 so v monokulturi vsebovale &tHkerin po celotni dolzini TnT (Slika 22A). TnT el
NPU so v monokulturi vsebovale E-kadherin po céldtizini TnT (

Slika 22B). V kokulturi rakavih in normalnih urofigkih celic so celice NPU vsebovale
poleg E-kadherina tudi N-kadherin, celice T24 pdegoN-kadherina ponekod tudi E-
kadherin. N-kadherin in E-kadherin sta bila prisgio celotni dolzini TnT, ki so povezovale
celice T24 s celicami NPU, vendar nista bila kol@ana (Slika 23). Pri negativni kontroli,
kjer ni bilo dodanih protiteles proti E- in N-kadim, fluorescence nismo zaznali,
sekundarna protitelesa s fluorestram barvilom so se torej vezala le na primarna

protitelesa.
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N-kadherin (T24) E-kadherin (NPU) Zdruzena

A
N

Slika 23: Kokulture rakavih urotelijskih celic T24nasaditveno gostoto 5>3€'cn? in normalnih urotelijskih
celic NPU z nasaditveno gostoto 2XXdcn?, imunooznaenih z N- in E-kadherinom. (A in C) Celice T24
izrazajo N-kadherin po celotni dolzini TnT. (E i €elice NPU izrazajo E-kadherin po celotni dolZimT.

V belih kvadratkih na slikah zgoraj desno so prik@ povéave posameznih TnT. Bele gice ozn&ujejo
posamezne TnT v kokulturi. Merlice: 20n.

4.5 NASTAJANJE TnT V ZIVIH RAKAVIH UROTELIJSKIH CELICAH IN
NORMALNIH UROTELIJSKIH CELICAH

Pri celicah T24 smo namesto nasaditvene gostot@*¢dn?, kjer je bilo sicer najweTnT,
izbrali nasaditveno gostoto 5x16/cn?, opazovali pa smo jih en dan po nasaditvi. Pri tej
nasaditveni gostoti je bilo en dan po nasadit¢jes8tevilo celic kot pri nasaditveni gostoti
5x1C c/cn?, kar je olajdalo snemanje. Pri celicah NPU smaaizmasaditveno gostoto in
dan, pri kateri je bilo wge SteviloTnT, celice smo torej nasadili z nasastity gostoto 1x 10
c/cn? in jih opazovali drugi dan po nasaditvi.

45.1 Nastanek TnT med celicami T24

Pri celicah T24 smo opazili, da so TnT nastaledadjdvanjem celic, ki so se pred tem tesno
stikale. TnT med celicami T24 so nastale hitroj tad/ nekaj minutah. To prikazuje Slika
24, kjer so TnT z oddaljevanjem celic nastale vetiévminutah, nekatere pa tudi le v Sestih

minutah.
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Slika 24: Nastanek TnT z oddaljevanjem rakavih elijgkih celic T24. Bele puice ozn#&ujejo mesto
nastanka TnT z oddaljevanjem celic. Merila:20.

4.5.2 Nastanek TnT med celicami NPU

Pri celicah NPU smo opazili, da so TnT nastalesg@azrastka podobnega filopodiju. TnT
med celicami NPU so nastajalecgsneje kot med celicami T24. Primer nastanka Tnd me
celicami NPU prikazuje Slika 25, kjer je TnT naatal 35 min. V prikazanem primeru
nastanka TnT z rastjo izrastka podobnega filoposgye po 35 min snemanja v razSirjen
konec TnT predvidoma preneslo jedro.
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Slika 25: Nastanek TnT normalnih urotelijskih céliPU z rastjo izrastka podobnega filopodiju. Pa36 je
v odebeljen koéni del izrastka preSlo jedro. Bela gigd ozng&uje mesto nastanka TnT z oddaljevanjem celic.
Merila: 20pm.
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4.6 POVZETEK REZULTATOV

TnT med rakavimi urotelijskimi celicami (T24)

Citoskeletni elementi:
mmmm gktinski filamenti
== intermediarni filamenti
mikrotubuli
Stiéni protein:
® N-kadherin

TnT med normalnimi urotelijskimi celicami (NPU)

Citoskeletni elementi:

mmm gktinski filamenti

mmmm intermediarni filamenti
mikrotubuli

Sti¢ni protein:

@ E-kadherin
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5 RAZPRAVA
5.1 TnT V MONOKULTURI RAKAVIH ALI NORMALNIH UROTELIJSKIH CELIC
5.1.1 TnT ne vplivajo na obliko celic

Da bi ugotovili, ali TnT vplivajo na obliko celismo posameznim celicam iZwaali indeks
celicne oblike (ICO). Ugotovili smo, da se rakave urggké celice T24 in normalne
urotelijske celice NPU medseboj razlikujejo gle@e@O. Celice T24 so pretezno kroglaste
oblike, medtem ko so celice NPU bolj r&nriih oblik. Ugotovitev bi lahko pripomogla k
laZjemu odkrivanju rakavih celic. Zelo pomembemibrazvoj ra&unalniSkega programa, ki

bi glede na obliko celic lahko ddlib ali so celice rakave ali normalne.

Tako pri celicah T24 kot pri celicah NPU med caticaki so tvorile eno ali veTnT, in
celicami brez TnT, ni bilo razlik v ICO. 1z tegahko sklepamo, da TnT ne spremenijo

osnovne oblike celic.
5.1.2 Stevilo TnT je odvisno od Stevila celic

TnT so se tvorile med rakavimi urotelijskimi celeaT 24, kot so to dokazali Ze Veranic in
sod. (2008), dokazali pa smo tudi prisotnost Tnld mermalnimi urotelijskimi celicami
NPU. Ker je celina komunikacija pomembna pri Sirjenju in invazgka (Lou in sod.,
2012a), bi TnT lahko predstavljale novo moznostrpavoju taénih zdravil in dostave
zaviraja&ih bioloskih agentov na mesta, ki jih je biléasih tezko dose (Lou in sod.,
2012b). Pri tem bi morali odkriti specifie ozn&evalce rakavih TnT, da z zdravljenjem ne

bi posSkodovali TnT normalnih celic (Lou in sod.12®).

V monokulturi celic T24 je bilo najweTnT med celicami v manjSih atkih, v katere so se
celice zdruzevale pri majhni konfluentnosti monakré oziroma manjSem Stevilu celic. Ko
so celice T24 preraale veji del ali celotno gojilno povrsino, se je Stevil@T zmanjSalo.
Glede na rezultate v Stevilu TnT lahko sklepamqgedari celicah T24 komunikacija preko
TnT pove&ana pri majhni konfluentnosti oziroma manjSem $teslic. Nastanek TnT lahko
sprozijo stresni dejavniki (Wang in sod., 2011).nYan sod. (2011) predvidevajo, da TnT
omoga&ajo prenos catnih komponent in energije v obliki prenosa mitohayest iz celic,
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ki niso pod stresom, v celice, ki so pod stresoazléy za v&e Stevilo TnT pri manjSemu
Stevilu celic T24 bi bil lahko ravno v majhnem Stexelic, saj poskusajo v stresnem okolju
s povezovanjem z drugimi celicami preziveti in sennoziti. V monokulturi celic NPU je
bilo najve& TnT med celicami v Wgih otockih, v katere so se celice zdruzevale prjive
konfluentnosti monokulture oziroma §em Stevilu celic. Pri celicah NPU je torej
komunikacija preko TnT po¥ana, ko se celice Ze povezujejo ¥jeeskupke. Celice NPU
s komunikacijo preko TnT najverjetneje ohranjajo iaboljSujejo kakovost in velikost
monokulture s prenosom organelov, membranskih kompp citoplazemskih in
membranskih molekul (Gurke in sod., 2008b; Rustansad., 2004; Watkins in Salter,
2005). Da celice T24 pri majhni konfluentnosti tyo@rveliko TnT, celice NPU pa ne, bi
lahko pripisali agresivnosti rakavih celic, ki Kjumajhnemu Stevilu celic aktivho

komunicirajo med seboj tudi preko TnT.

Stevilo TnT torej kaZe, kdaj celice aktivno komurafo in kdaj ne. Celice T24 najbolj
komunicirajo, ko jih je manj, celice NPU pa, kozgezdruZujejo v v§e otatke. TnT so torej
kljuénega pomena pri razvoju in napredovanju raka. Zejeastevilo celic T24 je dovolj,
da se med seboj lahko povezejo s TnT, ki jim ondagokomunikacijo in s tem tudi ¥
moznost za prezivetje. V prihodnje bi bilo pomembaniskati, kateri tovor se prenasa po
TnT, ko se te najbolj tvorijo in ali se razlikujesshcelicami T24 in NPU. Pomembno bi bilo
tudi ugotoviti, ali prekinitev TnT med celicami T24hibira rast celic T24. Odkritje bi lahko
pripomoglo k razvoju zdravil, ki bi zmanjSala rastnorskega tkiva.

5.1.3 TnT celic T24 so krajSe in tanjSe od TnT celic NPU

DolZina TnT se razlikuje pri razhih tipih celic. Povpréna dolzina TnT limfocitov T tako
znasSa 22im (Sowinski in sod., 2008), medtem ko celic feokooitom le 6um (Rustom in
sod., 2004). TnT med rakavimi urotelijskimi celicali24 so krajSe od TnT med normalnimi
urotelijskimi celicmai NPU. Predvidevamo, da TnT pelicah T24 sluzijo predvsem za
komunikacijo med bliznjimi celicami. TnT celic NP&b bolj raznolike v dolzini kot TnT
celic T24, vendar w@noma sluzijo za komunikacijo med bolj oddaljenicalicami. Tudi
premer TnT je raztien pri razlénih tipih celic. TnT med celicami feokromocitomaistwele

premer med 50 in 200 nm (Rustom in sod., 2004).temedo so imele nekatere TnT med
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celicami makrofagov premer &&ot 700 nm (Onfelt in sod., 2006). TnT celic T2ksle
tanjSe od TnT celic NPU. Razlog za debelejSe TnT melicami NPU bi lahko bil v
prisotnosti intermediarnih filamentov in mikrotubulv TnT, kot to navajajo tudi Onfelt in
sod. (2006) v primeru TnT metdioveskimi makrofagi. Glede na to, da so TnT cellRW
daljSe od TnT celic T24 predvidevamo, da TnT cBIRU potrebujejo dodatno strukturno
oporo intermediarnih filamentov in mikrotubulov, kajverjetneje doprinesejo k gjemu
premeru TnT. NasSi rezultati torej Se dodatno p@jjuugotovitve, da se TnT med raziimi

tipi celic razlikujejo (Onfelt in sod., 2006).

V magistrski nalogi smo preverjali odvisnost do&iinT od citoskeletne zgradbe. V
prihodnje bi lahko raziskali, ali imajo ra&tio dolge TnT tudi raztno vlogo. Lahko bi
namre& sklepali, da je vioga krajSih TnT celic T24 driga od vlioge daljSih TnT celic NPU.

5.1.4 V TnT so prisotni aktinski filamenti, intermediarni filamenti in mikrotubuli

Prisotnost aktinskih filamentov v TnT velja za eglavnih lastnosti TnT (Rustom in sod.,
2004), vendar pa raziskave kazejo, da nekatere vigebujejo tudi druge citoskeletne
elemente. V raziskavi smo Zeleli preveriti, alivs@nT rakavih in normalnih urotelijskih
celic nahajajo F-aktin (aktinski filamenti), CK7n{ermediarni filamenti) ina-tubulin
(mikrotubuli). Ugotovili smo, da v rakavih in norinéh urotelijskih celicah TnT vsebujejo
vse tri citoskeletne elemente, razlika med njimigjes tem, da nekatere TnT vsebujejo le

enega, nekatere dva in druge vse tri citoskelderaente hkrati.

Pri dvojnem (imuno)ozrigvanju F-aktina in CK7 je bil pri celicah T24djendstotek TnT,
ki so vsebovale le F-aktin, kot pri celicah NPU. Tetlko povezemo s krajSimi TnT,
zn&ilnimi za celice T24. KrajSe TnT ne potrebujejo pock strukturno minejsih
citoskeletnih elementov, zato zadade F-aktin. V nasprotju od celic T24 so za cehégJ
zn&ilne daljSe TnT, kar lahko povezemo z manjSim a#tstm TnT, ki so vsebovale le F-
aktin in vejim odstotkom TnT, ki so vsebovale kombinacijo Ria& in CK7. Vloga
intermediarnega filamenta CK7 bi v tem primeru lahkla dodatna podpora daljSim in

stabilnejSim TnT (Veranic in sod., 2008).
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Podobno je bilo pri dvojnem (imuno)oziewanju F-aktina im-tubulina. Pri celicah T24 je
bil vegji odstotek TnT, ki so vsebovale samo F-aktin kotplicah NPU. Tudi v tem primeru
lahko manjsi odstotek TnT v celicah NPU, ki so wwetle samo F-aktin, in ¢g odstotek
F-aktina v kombinaciji zu-tubulinom pojasnimo z vloga-tubulina kot sestavnega dela
mikrotubulov pri opori daljSih TnT, zgdnih za celice NPU. Podobno so ugotovili Wang in
sod. (2012), kjer so bile TnT med nediferenciran#ivicnimi celicami hipokampusa in
astrociti, ki niso vsebovale F-aktina daljSe od Tnf-aktinom. Dolzina TnT je torej glede
na rezultate v raziskavi in ugotovitve drugih rémialcev povezana z zgradbo TnT (Zhang
in Zhang, 2013).

Tako pri celicah T24 kot pri celicah NPU je pri givem imunoozné&vanjua-tubulina in
CK7 veino TnT gradila kombinacija obeh. Pri obeh tipiHicge kombinacija obeh
elementov citoskeleta gradila daljSe TnT, kar j® lpricakovati, saj oba omogata
strukturno stabilnost daljSim TnT. Iz rezultatownka tudi sklepamo, da CK7 sam ali v
kombinaciji z drugim elementom citoskeleta ne gragno le daljSih TnT, ampak lahko tudi

krajSe.

Da bi ugotovili, ali TnT vsebujejo tudi vse tri agkeletne elemente, smo razvili postopek
trojnega (imuno)ozrgevanja. Dokazali smo, da pri celicah T24 in NPU atele TnT
sestavljajo vsi trije elementi citoskeleta. Priicah T24 je véino TnT sestavljala
kombinacija treh elementov citoskeleta, preostaesgstavljal F-aktin ali F-aktin v
kombinaciji za-tubulinom. To se ujema s tem, da celice T24 toorgliko kratkih TnT, ki
jih najverjetneje gradi le F-aktin, tvorijo pa tudialjSe TnT, ki potrebujejo dodatno oporo
ostalih elementov citoskeleta. ManjSi odstotek Eraldkot bi ga piakovali, glede na veliko
Stevilo krajSih TnT, gre pripisati temu, da so Tzdlo oliutljive strukture (Gurke in sod.,
2008a), zato je mozno, da jih je posSkodoval postdiesacije in ozn&evanja. Manjsi
odstotek F-aktina je bil morda tudi zato, ker jlft-aktin, zaradi nekoliko slabSe modre
fluorescence, tezje opaziti kot patubulin z m@&nejSo zeleno fluorescenco in CK7 z
mocnejSo rdéo fluorescenco. Pri celicah NPU jecuso TnT gradil CK7, kar je skladno s

tem kar trdijo Veranic in sod. (2008), da CK7 grddlijSe in stabilnejSe TnT. Ravno daljSe
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TnT pa so znalne za celice NPU. Nekatere TnT celic NPU so draadi vsi trije elementi

citoskeleta ali kombinacija F-aktina in CK7.

TnT celic T24 in NPU se razlikujejo v zgradbi cketeta. Skupno jim je to, da F-aktin gradi
krajSe TnT, F-aktin v kombinaciji z drugimi elemientitoskeleta ali kombinaciji
intermediarnih elementov in mikrotubulov pa gradijge TnT, saj potrebujejo mvejSo
strukturno oporo. Zanimivo je, da CK7 sam ali v knaciji z drugimi elementi citoskeleta
ne gradi nujno le daljSih TnT, ampak tudi krajserdzultatov lahko povzamemo, da je F-
aktin glavni strukturni element v TnT celic T24) s& sam ali v kombinaciji z drugimi
elementi citoskeleta nahaja v vseh TnT. Glavnikstnuni element TnT celic NPU je CK7,
saj se ravno tako sam ali v kombinaciji z drugiteingenti citoskeleta nahaja v vseh TnT. V

raziskavi smo kot prvi dokazali, da nekatere Tnddgp vsi trije elementi citoskeleta hkrati.
5.1.5 TnT nastanejo z oddaljevanjem celic in rastjo filopdiju podobnega izrastka

TnT lahko nastanejo na dva r&nla n&ina. Prvi n&in je rast izrastka podobnega filopodiju
proti takni celici, drugi ndin pa je oddaljevanje tesno stik&jose celic (Davis in Sowinski,
2008). Dokazali smo, da je eden izmed moznitintwy nastanka TnT pri celicah T24
oddaljevanje tesno stikajitn se celic, medtem ko je pri celicah NPU eden @dm®znih
nainov nastanka TnT z rastjo izrastka podobnega diflyp. V primeru nastanka TnT z
oddaljevanjem celic T24 je potrebno poudariti, danastale TnT najverjetneje posledica
stresnih dejavnikov, kot so obsvetlevanje in viigenperature med mikroskopiranjem.
Omenjeni stresni dejavniki bi lahko vplivali na pr&anje celic in posledno tudi na
nastanek TnT. Pri celicah T24 so TnT nastale hifelice so se hitro oddaljile druga od
druge, TnT so nastale v 9 min odietka snemanja. Pri celicah NPU so TnT nastajale
pocasneje. Izrastek je rasteldasi, TnT je nastala v 35 min odéedka snemanja. Pri celicah
NPU smo med nastajanjem TnT z rastjo izrastka tgaehod jedra v razSirjen konec TnT.
V tem primeru je nastanek TnT predstavljal posegirémer nastanka, saj izrastek ni rastel
proti takni celici, kot to obtajno opisujejo raziskovalci (Davis in Sowinski, 3)@erdes

in sod., 2007; Rustom in sod., 2004; Veranic in.spd08).
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Do sedaj so raziskovalci pri &ei tipov celic ugotovili, da TnT nastanejo z oddahnjem
tesno stikajoih se celic. Veranic in sod. (2008) so odkrili, Oar urotelijskih celic RT4 in
T24 nastajajo na oba¢iaa. V nasi raziskavi smo pri celicah T24 dokapalstanek TnT na
drugi n&in, pri celicah NPU pa na prvi tia. Glede na predhodne raziskave ni nujno, da je
to edini n&in nastanka TnT pri posameznih celicah, ampak hgjlegost ter posledno
laZje opazen. Mozno je tudi, da so TnT nastale daleianjem celic zaradi stresnih
dejavnikov. Celice so bile nanreizpostavljene svetlobnemu in toplotnemu sevanju

mikroskopa.
5.2 TnT V KOKULTURI RAKAVIH IN NORMALNIH UROTELIJSKIH CELIC
5.2.1 TnT se tvorijo med rakavimi in normalnimi urotelijs kimi celicami

V zadnjenmtasu je vse Wgi poudarek na raziskavah komunikacije med rakawzeticami in
normalnimi celicami. TnT, ki povezujejo rakave irormalne celice, najverjetneje
pripomorejo k razvoju in napredovanju tumorja teastanku metastaz (Lou in sod., 2012b).
Da bi ugotovili, ali se TnT tvorijo iz rakavih umdijskih celic T24 na normalne urotelijske

celice NPU in obratno, smo celice gojili v kokultur

TnT so nastale tako iz rakavih urotelijskih celi@ normalne urotelijske celice kot tudi
obratno. Najvé TnT iz rakavih urotelijskih celic na normalne wlgske celice je bilo, ko
je bilo rakavih urotelijskih celic malo, normalneotelijske celice pa so prekade zadostno
povrsino, da so se rakave urotelijske celice pdeezajimi. Rakave urotelijske celice so Ze
v monokulturi, ko so bile v majhnem Stevilu, tveritajv€ TnT. Thayanithy in sod. (2014)
so dokazali, da se preko TnT med rakavimi in nonmnal celicami prenasa genetski
material. MoZno je, da tudi med rakavimi in norm@nurotelijskimi celicami pride do
prenasanja genetskega materiala ali drugega tokidsalahko stimuliral rast in Siritev raka
se&nega mehurja. Poleg tega so Pasquier in sod. (A0j@pvili, da se mitohondriji iz
endotelijskih celic preko TnT prenasSajo v rakavkcee posledino pa rakave celice s tem
pridobijo vejo odpornost na kemoterapijo. Celice najverjetrsepgenosom mitohondrijev
prepre&ijo apoptozo, ki jo povzrdjo kemoterapevtiki s powanjem prepustnosti membrane

mitohondrijev (Pasgier in sod., 2013).
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Le v kokulturi z nasaditveno gostoto rakavih urggklh celic 2x10 c/cn? in normalnih
urotelijskih celic 5x18 c/cn? je bilo Stevilo TnT iz normalnih urotelijskih celha rakave
urotelijske celice statigtino zn&ilno vegje, saj TnT iz rakavih urotelijskih celic na normel
urotelijske celice ni bilo. Celice T24 so v temrperu povsem prerédle gojilno povrsino,

celic NPU pa je bilo malo in so se nahajale posaimez

Raziskovanje komunikacije med rakavimi urotelijskincelicami in normalnimi
urotelijskimi celicami omogéa boljSe razumevanje biologije rak&sega mehurja in odpira
nove moznosti za razvoj zdravil. Saaimi zdravili, ki bi ciljali na TnT, bi lahko prekili
medceléni prenos tovora, ki stimulira rast in Siritev rag&nega mhurja, in morda celo
prepreili odpornost rakavih celic na kemoterapijo (Lousiod., 2012b; Thayanithy in sod.,
2014). Zato so nadaljnje raziskave TnT, ki povgpujakave celice ali normalne celice in
rakave celice z normalnimi celicami, bistvenega poan V prihodnje bi bilo smiselno
raziskati, ali so med TnT rakavih in normalnih cedtrukturne razlike, ki bi pripomogle k
razvoju dobrih tamih zdravil, ki bi ciljala le na TnT rakavih celiBomembno bi bilo tudi
raziskati pomen komunikacije med rakavimi in nommali celicami in ugotoviti, ali lahko

prekinitev te komunikacije ugasni napredovanje tumorja.

5.2.2 TnT rakavih urotelijskih celic vsebujejo N-kadherin, TnT normalnih

urotelijskih celic vsebujejo E-kadherin

N- in E-kadherin sta pomembna transmembrans&aasfiroteina, obenem imata pomembno
vlogo pri pritrditvi TnT na taimo celico, saj jo stabilizirata (Lokar in sod., BPIE-kadherin
ohranja povezanost s sosednjimi epitelijskimi @thcdn s tem ohranja fenotip epitelijskih
celic (Rangel in sod., 2012). Med EMT pride do eteenja izrazanja E-kadherina ircza

se izrazati N-kadherin, s tem celice dobijo lastimogzenhimskih celic, kot sta gibljivost in
invazivnost (Kalluri in Weinberg, 2009). N-kadheratorej zndilen za rakave celice. V
raziskavi smo ugotovili, da TnT rakavih urotelijskeelic vsebujejo N-kadherin po celotni
dolZini TnT. To se ujema z ugotovitvijo Lokar incsq2010), da se N-kadherin akumulira v
TnT celic T24. Dokazali pa smo tudi, da se vzd@ibtme TnT normalnih urotelijskih celic

nahaja E-kadherin. Z imunoozigvanjem N- in E-kadherina v monokulturi smo dokazal
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da pri pritrjanju TnT na celice T24 sodeluje N-kadh, pri pritrjanju TnT na celice NPU
pa E-kadherin.

V kokulturi rakavih in normalnih urotelijskih celso nastale TnT, ki so povezovale rakave
in normalne urotelijske celice in so vsebovale MHexin ali E-kadherin. Kolokalizacije N-
in E-kadherina v TnT ne moremo potrditi.Celice NBdJv kokulturi celic vsebovale N- in
E-kadherin. Vzrok temu ni povsem jasen, morda ljedzlog v nediferenciranosti celic in
moznosti, da tudi normalne urotelijske celice dint@jo N-kadherin, ko Se ne tvorijo
epitelija ali konfluentne kulture. V literaturi tagpodatka ni. Ne izklgujemo tudi moznosti,
da je prisotnot N-kadherina v celicah NPU poslediocstopka imunooziavanje in

morebitne nespecifnosti protitelesih.
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6 SKLEPI

1.) Med rakavimi in normalnimi urotelijskimi celioca so opazne razlike v obliki celic,
vendar pa TnT niso spremenile osnovne oblike dedicsmo dokazali z éananjem indeksa

celicne oblike.

2.) V monokulturi rakavih urotelijskih celic je edtlo TnT veje, ko je konfluentnost
manjSa. V monokulturi normalnih urotelijskih cejcStevilo TnT veéje, ko je konfluentnost

vedja.

3.) Rakave urotelijske celice imajo statiath zn&ilno krajSe in tanjSe TnT kot normalne

urotelijske celice.

4.) Uspesno smo razvili postopek razvili postopejnega (imuno)ozngvanja.in ugotovili,
da razléne kombinacije aktinskih filamentov, intermediartilamentov in mikrotubulov

gradijo TnT. Nekatere TnT vsebujejo vse tri citdskee elemente hkrati.

5.) TnT rakavih urotelijskih celic vsebujejo N-kaathn, TnT normalnih urotelijskih celic
vsebujejo E-kadherin. TnT, ki v kokulturi povezgjepkave urotelijske celice z normalnimi

urotelijskimi celicami, vsebujejo N-kadherin alikadherin.

6.) TnT rakavih urotelijskih celic nastajajo z otje@anjem tesno stikagoh se celic, TnT

normalnih urotelijskih celic pa z rastjo izrastkadpbnega filopodiju.

7.) TnT rastejo iz rakavih urotelijskih celic narmalne, ko je rakavih urotelijskih celic
malo, normalne urotelijske celice pa se zdruzueyecje otaike. TnT rastejo iz normalnih
urotelijskih celic na rakave, ko rakave urotelijstadice skoraj ali Ze povsem prefa®

gojilno povrsino, normalnih urotelijskih celic panalo.
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7 POVZETEK

Komunikacija celic omogta pravilno delovanje in aktivhost posameznih cel@,je
kljlu¢nega pomena pri razvoju tkiv in ohranjanju homezstdnT so cevasti citoplazemski
izrastki, ki povezujejo razino oddaljene celice. Po TnT potujejo organeli, membke
komponente, citoplazemske molekule ter patogertiskobakterije, virusi in prioni. TnT
imajo poleg pomembne fizioloSke vloge Weelicnih organizmih pomembno viogo tudi pri
Sirjenju bolezni. Kot glavna lastnost TnT je dolgajal aktinski filamenet (F-aktin), a se je
izkazalo, da TnT gradijo tudi drugi citoskeletnelenti. Raziskave TnT zadnja leta kazejo

na visoko stopnjo heterogenosti v morfologiji irugturi TnT.

V magistrski nalogi smo ugotavljali vpliv TnT nalio celic. To smo naredili tako, da smo
v monokulturi celic T24 ali celic NPU celicam, kb ¢vorile TnT, in celicam brez TnT,
izmerili parametre, s katerimi smo iZtaali ICO. Ugotovili smo, da TnT ne vplivajo na
ICO, in da se celice T24 ter celice NPU razlikujejobliki.

Raziskali smo tudi morfoloSke lastnosti TnT. Celic& in celice NPU smo gojili s Stirimi
nasaditvenimi gostotami. Prvi in drugi dan po n@&sagmo poiskali TnT, jih presteli in jim
izmerili dolzino. TnT, ki smo jih posneli z vrgtim elektronskim mikroskopom, smo
izmerili tudi premer. Monokulturam celic smo délokonfluentnost, ki nam je pomagala
pri interpretaciji Stevila TnT. Ugotovili smo, de pri celicah T24 Stevilo TnT ¢ med
celicami, ki se zdruzujejo v manjSe &ke pri man;jsi konfluentnosti, pri celicah NPU pa je
Stevilo TnT veéje med celicami, ki se zdruzujejo vdye otacke pri veji konfluentnosti.
Ugotovili smo, da so TnT celic T24 krajSe in tanggeTnT celic NPU.

Raziskali smo tudi strukturne lastnosti TnT, prgalersmo prisotnost treh citoskeletnih
elementov. Celice T24 in celice NPU smo nasaddioinoceno nasaditveno gostoto in jih
dvojno imunooznéli z vsemi pari kombinacij F-aktinay-tubulina in CK7. Celice T24 in
celice NPU smo nato tudi trojno fluoreséra ozndili, saj smo zeleli ugotoviti, ali TnT
lahko gradijo vsi trije elementi citoskeleta hkraigotovili smo, da aktin gradi krajSe TnT,
aktin v kombinaciji z drugimi elementi citoskeletiadkombinacija intermediarnih elementov

in mikrotubulov pa gradi daljSe TnT. Intermediafilamenti sami ali v kombinaciji z
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drugimi citoskeletnimi elementi lahko gradijo krajali daljSe TnT. Ena izmed glavnih

ugotovitev je, da TnT lahko vsebujejo tudi vsecitbskeletne elemente.

TnT lahko nastanejo na dvadnmaa. Prvi je rast izrastka podobnega filopodijutptarcni
celici. Drugi n&in je oddaljevanje tesno stik&jb se celic. Nastanek TnT se razlikuje med
razlicnimi celicnimi tipi. Vecina do sedaj raziskanih TnT nastane na druginnaV/
magistrski nalogi smo Zeleli ugotoviti, na kakSeadim nastanejo TnT celic T24 in celic
NPU. Celice smo nasadili z dékeno nasaditveno gostoto in jih dva dni kasneje sitiesn
svetlobnim mikroskopom. TnT celic T24 so nastajpmleddaljevanjem tesno stik&jb se
celic, TnT celic NPU pa z rastjo izrastka podobniégaodiju.

Na svetu zaradi raka &&ga mehurja letno umre okoli 150.000 ljudi. Pkuas&nega

mehurja pride do genetskih sprememb celic v ujateBpecializiranem vplastnem

epiteliju s€nega mehurja. TnT se tvorijo tako med rakavimicaghi kot tudi med rakavimi
celicami in celicami vezivnega tkiva. TnT imajo éppomembno vlogo pri razvoju in
Sirjenju tumorja, zato predstavljajo potencialn@daza razvoj selektivnih zdravil. Preverjali
smo prisotnost TnT, ki povezujejo celice T24 s aaii NPU. Celice smo nasadili v
kokulturi ter prvi in drugi dan po nasaditvi poisikanorebitne TnT med celicami T24 in
celicami NPU. Dokazali smo, da se TnT tvorijo takaelic T24 na celice NPU kot tudi
obratno. Najveé TnT iz celic T24 na celice NPU nastane, ko jecc€R4 malo, celice NPU

pa se prerd&ajo veji del gojilne povrsine.

N- in E-kadherin sta pomembnacsita proteina. E-kadherin ohranja fenotip epitelljstelic,
med EMT ga namgezamenja N-kadherin, ki je z&igen za rakave celice. V kokulturi celic
T24 in NPU smo preverjali prisotnost N- in E-kadhar Ugotovili smo, da TnT v kokulturi
vsebujejo N- ali E-kadherin, kolokalizacije obesmb potrdili.

Z magistrsko nalogo smo dopolnili predhodne raziskaorfoloSkih in strukturnih lastnosti
TnT. Dokazali smo, da se TnT tvorijo med celicar@4Tin celicami NPU. Vsekakor bo
potrebnih Se veliko raziskav, da bomo lahko r&smirazumeli strukturo in viogo TnT.
Raziskave na podéu TnT med rakavimi celicami ter med rakavimi inrmalnimi celicami

pa bi lahko omoggile razvoj novih, dinkovitejSih zdravil.
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PRILOGE

PRILOGA A

Povpre¢no Stevilo celic s posamezno vrednostjo indeksa iégle oblike (CSI)

Opisne statistike: N: velikost vzorca.

Celice s TnT
NPU T24

CSI Povpreno Stevilo celic N | CSI Povpimo Stevilo celic N
0,1 0,0 0| 01 0,0 0

0,2 0,0 0| 02 0,0 0

0,3 0,0 o 03 0,0 0

0,4 1,8 71 04 0,0 0

0,5 2,8 11 05 0,0 0

0,6 25 10( 0,6 1,4 7

0,7 45 18| 0,7 34 17
0,8 3,8 15( 0,8 8,0 40
0,9 0,8 31 09 3,2 16
1 0,0 0 1 0,0 0

Celice brezTnT
NPU T24

CSI Povpreno Stevilo celic N | CSI Povpémo Stevilo celic N
0,1 0,0 0| 01 0,0 0

0,2 0,0 0| 02 0,0 0

0,3 0,0 0| 03 0,0 0

04 15 6| 04 0,0 0

0,5 2,5 10| 05 0,0 0

0,6 4,0 16| 0,6 0,8 4

0,7 3,0 12| 07 4,0 20
0,8 35 14| 08 7,0 35
0,9 15 6 09 4,2 21

1 0,0 0 1 0,0 0




PRILOGA B

a) Stevilo TnT celic T24 in celic NPU, s $tirimi naaditvenimi gostotami (c/cm), prvi

in drugi dan po nasaditvi

Opisne statistike: M: povpége, N: velikost vzorca, SD: standardni odklon, S&andardna

napaka.
T24
1. dan 2.dan
clcme 5x108 5x19 1x1¢ 2x10 5x103 5x16 1x1¢P 2x10°
86 4 6 4 234 5 1 0
201 5 3 4 506 19 5 0
171 2 7 6 397 7 4 2
238 16 15 0 253 3 1 2
M 140,4 6,4 6,4 3 278,6 7,6 3 3,8
N 5 5 5 5 5 5 5 5
SD 93,751 5,505 5,367 2,449 189,953 6,542 1,871 6,340
SE 41,927 2,462 2,400 1,095 84,950 2,926 0,837 2,835
St. TnT/cm? 14,936 0,681 0,681 0,319 29,638 0,809 0,319 040,4
SE/cnm? 4,460 0,262 0,255 0,117 9,037 0,311 0,089 0,302
NPU
1.dan 2.dan
clent 5x103 5x10 1x10° 2x10 5x108 5x160 1x1¢ 2x10°
7 6 10 16 14 7 13 12
3 4 4 15 18 11 8 16
1 13 23 32 2 29 17 7
0 5 9 30 4 40 47 31
M 2,75 7 115 23,25 9,5 21,75 21,25 16,5
N 4 4 4 4 4 4 4 4
SD 3,096 4,082 8,103 8,995 7,724 15,478 17,557 10,344
SE 1,548 2,041 4,052 4,498 3,862 7,739 8,779 5172
St. TnT/cn® 0,293 0,745 1,223 2,473 1,011 2,314 2,261 1,755
SE/cn? 0,165 0,217 0,431 0,478 0,411 0,823 0,934 0,550




PRILOGA B

b) Graf povpreénega Stevila TnT celic T24 in celic NPU, s Stirimhasaditvenimi

gostotami (c/cn?), prvi in drugi dan po nasaditvi

35 A

30 A

25 4

20 -

15 -

Stevilo TnT/cm?
S

w

mT24 - 1. dan
ET24 -2 dan
ENPU - 1. dan
ENPU - 2. dan

5x108 5x10* 1x10° 2x10°
Nasaditvena gostota (c/cm?)



PRILOGA C

Stevilo TnT celic T24 in celic NPU, s tirimi nasaitivenimi gostotami (c/cn?), z

zdruzenim prvim in drugim dnem po nasaditvi

Opisne statistike: M: povpége, N: velikost vzorca, SD: standardni odklon, S&andardna

napaka
T24 NPU

c/cm? 5x103 5x10 1x10° 2x10° 5x103 5x10 1x1¢° 2x10°

86 4 6 4 7 6 10 16

201 5 3 4 3 4 4 15

171 2 7 6 1 13 23 32

238 16 15 0 0 5 9 30

234 5 1 0 14 7 13 12

506 19 5 0 18 11 8 16

397 7 4 2 2 29 17 7

253 3 1 2 4 40 47 31
M 260,75 7,63 5,25 2,25 6,13 14,38 16,38 19,88

N 8 8 8 8 8 8 8 8

SD 132,11 6,32 4,50 2,25 6,53 13,11 13,69 9,67
SE 46,71 2,24 1,59 0,80 2,31 4,64 4,84 3,42
St. TnT/cm? 27,74 0,81 0,56 0,24 0,65 1,53 1,74 2,11
SE/cne 4,97 0,24 0,17 0,08 0,25 0,49 0,51 0,36



PRILOGA D

Povprecna konfluentnost (%) celic T24 in NPU, s Stirimi ngaditvenimi gostotami
(c/cn?), prvi in drugi dan po nasaditvi

Opisne statistike: M (%): povpie podano v %, N: velikost vzorca, SD: standardni

odklon, SE: standardna napaka.

T24
1. dan 2.dan
clem? 5x103 5x1H 1x1F 2x10° 5x103 5x10 1x1F 2x1F
M (%) 9 89 99 100 20 100 100 100
N 41 41 41 36 41 40 40 34
SD 5,86 11,05 1,37 0,00 10,51 1,19 0,00 0,00
SE 0,92 1,73 0,21 0,00 1,64 0,19 0,00 0,00
NPU
1. dan 2.dan
clent 5x103 5x16 1x10° 2x10F 5x103 5x10 1x10° 2x10F
M (%) 4 27 46 69 11 53 68 86
N 45 54 53 50 54 54 54 52
SD 9,98 21,13 34,87 36,50 18,87 45,91 57,64 58,02
SE 1,49 2,88 4,79 516 2,57 6,25 7,84 8,05




PRILOGA E

Povpreéno Stevilo celic T24 in NPU na petrijevki (9,4 cf), s Stirimi nasaditvenimi

gostotami (c/cn®), prvi in drugi dan po nasaditvi

Opisne statistike: M: povpége, N: velikost vzorca, SD: standardni odklon, S&andardna

napaka.
T24
1. dan 2.dan
clemp 5x103 5x19 1x10° 2x10F 5x103 5x16 1x10 2x10
M 56200 609200 1333200 2129947 115775 1086843 1465000 2497
N 3 3 3 3 3 3 3 3
SD 3058 109997 19312 15869 8637 69237 347930 255976
SE 1765 63507 11150 91620 4986 39974 200877 147788
NPU
1. dan 2.dan
clem? 5x10° 5x1H 1x10P 2x10° 5x103 5x10 1x1¢ 2x10
M 11450 371300 773000 1585400 16150 405600 810600 1468000
N 3 3 3 3 3 3 3 3
SD 2166 230699 351821 773621 7824 65313 84079 183475
SE 1251 133194 203124 44665D 4517 37708 48543 105929




PRILOGA F

a) Povpretna dolzina @@m) TnT celic T24 in NPU, s Stirimi nasaditvenimi ggtotami

(c/cn?), prvi in drugi dan po nasaditvi

Opisne statistike: Mym): povpreéje podano v pum, N: velikost vzorca, SD: standardni

odklon, SE: standardna napaka

T24
1. dan 2.dan
c/cne 5x103 5x1H 1x1C 2x10F 5x103 5x10 1x10 2x10F
M (um) 24 27 29 35 26 31 25 25
N 702 37 32 15 1434 70 26 6
SD 10 13 15 20 11 15 11 4
SE 0 2 3 5 0 2 2 2
NPU
1. dan 2.dan
clent 5x103 5x16 1x10° 2x10 5x103 5x10 1x10° 2x10F
M (um) 53 121 108 127 79 107 102 107
N 11 28 46 93 37 87 85 66
SD 24 93 80 83 64 67 59 76
SE 7 18 12 9 10 7 6 9




PRILOGA F

b) Graf povpreénih dolzin (um) TnT celic T24 in celic NPU, s Stirimi nasaditvemmi

gostotami (c/cnf), prvi in drugi dan po nasaditvi

140 -

120
E
2 100
) mT24-1 dan
=
= mT24-2 dan
= ENPU - 1. dan
a mNPU - 2. dan

5x108 5x10* 1x10° 2x10°
Nasaditvena gostota (c/cm?)




PRILOGA G

Povprec¢na dolzina wm) TnT celic T24 in celic NPU, s Stirimi nasaditvemmi gostotami

(c/cn?), z zdruzenim prvim in drugim dnem po nasaditvi

Opisne statistike: M (um): povpije podano v um, N: velikost vzorca, SD: standardni

odklon, SE: standardna napaka

T24 NPU
c/cne 5x103 5x1H 1x1C 2x10F 1x10 2x10F
M (um) 26 30 27 32 104 119
N 2136 107 58 21 115 131 159
SD 10,92 14,82 13,08 17,10 73,75 67,23 80,72
SE 0,24 1,43 1,72 3,73 6,88 5,87 6,40



PRILOGA H

a) Stevilo TnT iz celic T24 na celice NPU in iz delNPU na celice T24, v kokulturi, s

Stirimi kombinacijami nasaditvenih gostot (c/cn?), prvi in drugi dan po nasaditvi

Opisne statistike: M: povpége, N: velikost vzorca, SD: standardni odklon, S&andardna

T24: 5x103 c/cm?, NPU: 5x102 c/cn?

napaka.

T24: 5x10° c/diRY: 5x106 c/cm?

1. dan 2.dan 1. dan 2.dan
1zT24naNPU [zNPUnaT24 1zT24naNPU [zNPUNndT2zT24naNPU 1zNPUna T4 1zT24na NPU 1z NPU r24
0,88 0 0,88 6,19 7,96 0,88 531 531
0,88 1,77 0 4,42 3,54 1,77 3,54 531
0 0 0 0 0 0 531 0,88
M 0,59 0,59 0,29 3,54 3,83 0,88 4,72 3,83
N 3 3 3 3 3 3 3 3
SD 0,51 1,02 0,51 3,19 3,99 0,88 1,02 2,55
SE 0,29 0,59 0,29 1,84 2,30 0,51 0,59 1,47
T24: 5x108 c/cm?, NPU: 2xi@/cm? T24: 2x1G c/cm?, NPU: 5x10° c/cm?
1. dan 2.dan 1. dan 2.dan
1zT24naNPU 1zNPUnaT24 1zT24naNPU 1zNPUNdT2zT24naNPU 1zNPUnaT24 1zT24naNPU Iz NPU r24
38,05 531 17,70 3,54 0 8,85 0 7,96
12,39 531 16,81 0,88 0 11,50 0 7,08
8,85 0 7,96 0 0 4,42 0 4,42
M 19,76 3,54 14,16 1,47 0 8,26 0 6,49
N 3 3 3 3 3 3 3 3
SD 15,94 3,07 5,38 1,84 0 3,58 0 1,84
SE 9,20 1,77 3,11 1,06 0 2,06 0 1,06




PRILOGA H

b) Graf povpre¢nega Stevila TnT iz celic T24 na celice NPU in iztic NPU na celice
T24, v kokulturi s Stirimi kombinacijami nasaditvenih gostot (c/cn®), prvi in drugi
dan po nasaditvi

Legenda nasaditvenih gostot (c/m

e 1:T24:5x16, NPU: 5x168
o 2:T24:5%x168, NPU: 5x10
e 3:T24:5%x16, NPU: 2x16
e 4:T24:2x106, NPU: 5x168

30 -

25 4
~ 20 -
5 ® 12 T24 na NPU, 1. dan
=
£ 15 Wz T24 na NPU, 2. dan
o
% ® Iz NPU na 724, 1. dan
% 10 m Iz NPU na 724, 2. dan




PRILOGA |

Povpre¢na dolzina @am) TnT celic T24 in celic NPU, glede na citoskeletnsestavo

Celice smo dvojno imunoozéié s pari sestavnih delov citoskeletnih elementeaktin +
CK7, F-aktin +a-tubulin, a-tubulin + CK7. Opisne statistike: Mufn): povpre€je, podano
v um, N: velikost vzorca, SD: standardni odklon, Siandardna napaka.

T24
|F—aktin + CK7 F-aktin CK7 F-aktin #-tubulin ~ F-aktin a-tubulin a-tubulin + CK7 a-tubulin CK7
M (um) 57,50 14,38 64,44 45,83 15,00 65,00 50,00 / 16,25
N 6 8 9 6 7 4 14 0 4
SD 26,03 3,20 14,88 16,86 4,08 12,91 28,28 / 6,29
SE 10,63 1,13 4,96 6,88 1,54 6,45 7,56 / 3,15
NPU
|F—aktin + CK7 F-aktin CK7 F-aktin #-tubulin  F-aktin a-tubulin a-tubulin + CK7 a-tubulin CK7
M (um) 48,33 32,50 21,67 76,15 73,57 / 64,05 / 69,00
N 6 2 3 13 7 0 21 0 10
SD 31,57 17,68 2,89 49,42 62,76 / 36,04 / 36,42

SE 12,89 12,50 1,67 13,71 23,72 / 7,87 / 11,52



PRILOGA J

Stevilo TnT celic T24 in celic NPU s posameznimi stvnimi deli citoskeletnih
elementov pri trojnem oznaevanju F-aktina, a-tubulina in CK7

Opisne statistike: N: velikost vzorca.

T24
| F-aktin F-aktin +a-tubulin F-aktin + CK7  a-tubulin CK7 a-tubulin + CK7  F-aktin 4o-tubulin + CK7
N 2 2 3
NPU
| F-aktin F-aktin +a-tubulin F-aktin + CK7  a-tubulin CK7 a-tubulin + CK7  F-aktin 4o-tubulin + CK7

N 2 4 3



