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Amnijska membrana ima Stevilne bioloSke in mehanske lastnosti, ki so za tkivno
inzenirstvo izrednega pomena. Amnijsko membrano smo kot nosilec za urotelijske
celice uporabili na tri na¢ine. Urotelijske celice smo nasadili na (1.) intaktno in (2.)
golo amnijsko membrano ali na (3.) vezivno tkivo intaktne amnijske membrane. Da bi
ugotovili, ali amnijska membrana z eksokrinim delovanjem vpliva na rast in
diferenciacijo urotelijskih celic, smo v medij pod sinteticne nosilce, na katere smo
nasadili urotelijske celice, polozili intaktno amnijsko membrano. Celice smo gojili tri
in sedem tednov. V vseh treh primerih uporabe amnijske membrane kot nosilca smo
vzpostavili urotelij iz bazalnih, vmesnih in povrSinskih urotelijskih celic. PovrSinske
urotelijske celice so najvisjo stopnjo diferenciacije dosegle, ko so rasle na vezivhem
tkivu intaktne amnijske membrane. Ugotovili smo, da v medij dodana amnijska
membrana inducira diferenciacijo urotelijskih celic. Po treh tednih so bile namre¢
povrSinske urotelijske celice pod vplivom amnijske membrane bolj diferencirane kot
celice, ki so rasle na sinteticnih nosilcih brez vpliva amnijske membrane. V
preucevanih in vitro modelih se je povrSina celic z uroplakini po sedmih tednih
gojenja Se povecala, medtem ko se je intenziteta fluorescence uroplakinov zmanjsala
zaradi prerazporejanja veziklov z uroplakini. Meritve transepitelijske upornosti so
pokazale, da urotelijske celice v vzpostavljenih in vitro modelih tvorijo tesen epitelij.
Z diplomskim delom smo dokazali, da je amnijska membrana primeren nosilec za
urotelijske celice, saj omogoca poleg uspeSnega pritrjevanja celic tudi njihovo
neovirano razrast in diferenciacijo.
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Amniotic membrane possesses numerous biological and mechanical properties of
great importance for tissue engineering. As scaffold, amniotic membrane was used in
three different ways. Urothelial cells were seeded (1.) on an intact amniotic
membrane, (2.) on a denuded amniotic membrane, and (3.) on amniotic membrane
stroma. In order to determine whether the amniotic membrane induces growth and
differentiation of urothelial cells, an intact amniotic membrane was placed under the
synthetic scaffolds in the medium, on which urothelial cells had been seeded. The cells
were cultivated for three and seven weeks. In all three cases where the amniotic
membrane served as a scaffold, urothelium composed of basal, intermediate and
superficial cells could be established. Superficial urothelial cells reached the highest
stage of differentiation when seeded on amniotic membrane stroma. After three weeks
of cultivation, the superficial urothelial cells grown under the influence of amniotic
membrane reached a higher stage of differentiation than the cells grown on synthetic
scaffolds without the influence of amniotic membrane. In the studied in vitro models,
the surface of urothelial cells with uroplakins increased after seven weeks of
cultivation, while the fluorescence intensity of the uroplakins decreased due to the
redistribution of vesicles with uroplakins. Measurements of transepithelial resistance
proved that urothelial cells in established in vitro models form a tight epithelium. We
conclude that the amniotic membrane is a suitable scaffold for the urothelial cells as it
ensures unhindered growth and differentiation of superficial urothelial cells.
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amnijske epitelijske celice
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epidermalni rastni faktor (angl. Epidermal Growth Factor)
encimskoimunski test (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
fetalni goveji serum

Golgijev aparat

hepatocitni rastni faktor (angl. Hepatocyte Growth Factor)

receptor za hepatocitni rastni faktor (angl. Hepatocyte Growth Factor
Receptor)

humani levkocitni antigeni, antigeni poglavitnega histokompatibilnostnega
kompleksa (angl. Human Leukocyte Antigen)

keratinocitni rastni faktor (angl. Keratinocyte Growth Factor)

receptor za keratinocitni rastni faktor (angl. Keratinocyte Growth Factor

Receptor)
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MCDB153
MHC

N
PBS
RT-PCR

TER
TGF-a
TGF-B1, 2, 3

TL
UpP
Z0-1

kemijsko definiran medij

poglavitni histokompatibilnostni kompleks (angl. Major Histocompatibility
Complex)

velikost vzorca

fosfatni pufer

verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (angl. Real Time Polimerase
Chain Reaction)

transepitelijska upornost (angl. TransEpithelium Resistance)
transformirajoci rastni faktor alfa (angl. Transforming Growth Factor alpha)
transformirajoci rastni faktor beta 1, 2, 3 (angl. Transforming Growth Factor
beta 1, 2, 3)

proteoliti¢ni encim termolizin

uroplakini (Ia, Ib, Il, 1), proteini asimetri¢no odebeljene membrane

znotrajceli¢ni pritrjevalni protein tesnega stika
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1 UvOD

Amnijska membrana ima zaradi primarne naloge, da §¢iti razvijajoci se plod pred izsusitvijo
in zagotavlja primerno okolje za njegov razvoj, stevilne bioloske in mehanske lastnosti, ki ji
dajejo velike moznosti za uporabo v tkivnem inzenirstvu. Lastnosti, zaradi katerih je amnijska
membrana primerna kot tkivni nosilec, so, poleg nizke imunogenosti in antimikrobnega
delovanja, tudi zaviranje vnetne reakcije, prepreevanje brazgotinjenja tkiva ter primerne
mehanske lastnosti, ki so nujne za dober nosilec v tkivnem inzenirstvu. Amnijsko membrano
se kot nosilec lahko uporablja z epitelijem (intaktna amnijska membrana) ali brez njega (gola
amnijska membrana). Prisotnost epitelija amnijske membrane je pomembna predvsem zaradi
razli¢nih rastnih faktorjev, ki jih te celice izlo¢ajo. Mnogi pa menijo, da epitelijske celice
ovirajo enakomerno razrast tkivnih nadomestkov in zmanjSajo moZnost tvorbe
hemidezmosomov, ki so pomembni za pritrjanje celic na bazalno lamino.

O uporabi amnijske membrane, Kjer se celice, namesto na epitelij ali na bazalno lamino
amnijske membrane, nasadi na vezivno tkivo amnijske membrane, je malo podatkov. Vezivno
tkivo amnijske membrane predstavlja zaradi visoke vsebnosti kolagenov, glikoproteinov in

proteoglikanov obetaven tkivni nosilec.

Namen nasega dela je bil ugotoviti, ali je amnijska membrana primeren nosilec za urotelij in

preuciti vpliv amnijske membrane na diferenciacijo urotelijskih celic.

1.1 CILJI DIPLOMSKEGA DELA

1. Ugotoviti, ali je humana amnijska membrana primeren nosilec za prasi¢je urotelijske celice.

2. Na podlagi dosezene stopnje diferenciacije urotelijskih celic preuciti, ali v medij pod
porozno membrano dodana intaktna amnijska membrana vpliva na diferenciacijo urotelijskih

celic.
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3. Primerjati rast in diferenciacijo urotelijskih celicnih kultur, nasajenih na sinteti¢ne nosilce
(porozne membrane), s tistimi, nasajenimi na amnijsko membrano. Stopnjo diferenciacije
ovrednotiti z opisi ultrastrukturnih znacilnosti celic in analizo imunofluorescen¢nega

oznacevanja specificnih diferenciacijskih oznacevalcev.

4. Na podlagi hitrosti rasti ter dosezene diferenciacije urotelijskih celi¢nih kultur dolo¢iti, ali
je kot nosilec urotelija ustreznejSa intaktna ali gola amnijska membrana ali vezivno tkivo
intaktne amnijske membrane.

5. Z merjenjem transepitelijske upornosti (TER) dolo¢iti funkcionalnost urotelijske pregrade

in primerjati TER med urotelijskimi celicami, nasajenimi na porozne membrane z ali brez

amnijske membrane v mediju pod njimi.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

1. Amnijska membrana je primeren nosilec za rast in diferenciacijo prasi¢jega urotelija.

2. Urotelijske celice, nasajene na amnijsko membrano, doseZejo visjo stopnjo diferenciacije

kot celice, nasajene na sinteti¢ne nosilce.

3. Gola amnijska membrana je kot nosilec urotelija ustreznejSa v primerjavi z intaktno

amnijsko membrano ter vezivnim tkivom intaktne amnijske membrane.

4. Urotelijske celice, ki rastejo pod vplivom amnijske membrane, tvorijo urotelij z visjo TER

kot urotelijske celice, ki rastejo v mediju brez amnijske membrane.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 TKIVNO INZENIRSTVO

Tkivno inzenirstvo je interdisciplinarno razvojno-raziskovalno podrocje, ki za razvoj tkivnih
ali organskih nadomestkov uporablja tako bioloSka kot inzenirska nacela. V zadnjem casu
postaja vse bolj pomembna oblika regenerativne medicine, saj terapevtski izdelki tkivnega
inzenirstva ponujajo moznosti za ucinkovito zdravljenje ali obnovo poSkodovanih ali
okvarjenih tkiv. Razvoj kompleksnih tridimenzionalnih struktur in vitro, ki jih lahko
uporabimo za obnovo, vzdrzevanje ali izboljSanje nekaterih funkcij tkiv ali organov, SO
omogocila predvsem najnovejSa znanstvena spoznanja in dosezki v celicni in molekularni
biologiji, fiziologiji, imunologiji, biokemiji, kirurgiji in tehnologiji polimerov. Vodilo
tkivnega inZenirstva je zagotoviti rast in diferenciacijo tkivno specifi¢nih celic na razlicno
oblikovanih nosilcih iz biolosko skladnih (biokompatibilnih) in bioloSko razgradljivih
(biodegradabilnih) materialov (Shema 1). Prav biomateriali so za rast in diferenciacijo tkivno
specifiénih celic kljuénega pomena. Izbira biomaterialov je velika, kljub temu pa jih lahko
razdelimo v tri vecje skupine: na biomateriale naravnega izvora (npr. kolagen ali amnijska
membrana), na brezceli¢na tkiva (npr. acelularna submukoza tankega ¢revesa) in na sinteti¢ne

polimere (npr. poliglikolna kislina) (Kim, 2000).

WA — ==

Donorske celice iz tkiva Izolirane celice v kulturi

v

Vsaditev v
organizem

Nosilec In vitro kultura v bioreaktorju

Shema 1: Shematski prikaz razvoja tkivnega nadomestka in vitro.
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2.2 RAZVOJ IZVENEMBRIONALNIH MEMBRAN

Po oploditvi se iz zenske jajéne celice razvije zigota. Z njeno delitvijo nastane morula (16-32
celiéni stadij), ki se nadalje razvije v blastocisto - skupek celic, ki obdajajo centralno, s
teko¢ino zapolnjeno, votlino, blastocel (Cor s sod., 2006). V stadiju blastociste so celice
razdeljene v dve skupini: na celice, ki bodo zgradile posteljico (zunanja celi¢na masa ali
trofoblast), in na celice notranje mase, ki bodo zgradile celoten organizem. Znotrajcelicno
maso blastociste nadalje delimo na epiblast, iz katerega se razvije embrio, ter hipoblast,
katerega celice z notranje strani obdajo blastocel in se razvijejo v endoderm rumenjakove
vrecke (Bizjak Mali, 2005). Pred zacetkom gastrulacije (osmi dan razvoja) se z vrha epiblasta
oddeli skupina celic, ki tvori amnion (Bizjak Mali, 2005). Amnijsko votlino obdajajo
amnioblasti (Petrovi¢, 2003), iz katerih se razvije epitelij amnijske membrane, ki je
ektodermalnega izvora (Toda s sod., 2007). Med procesom gastrulacije se razvije Se
mezenhim amniona, Ki ga tvori somati¢ni mezoderm. Amnijsko membrano in horion, najbolj
zunanjo membrano, Ki ovija zarodek, gradi na povrSini ektoderm, pod njim pa somati¢ni

mezoderm.

2.3 ZGRADBA AMNIJSKE MEMBRANE

Amnijska membrana je izvenembrionalna membrana (plodova ovojnica), ki obdaja s
plodovnico napolnjeno amnijsko votlino, v Kateri plava plod. V evoluciji je klju¢no prispevala
k razvoju kopenskih vretencarjev — amniotov (plazilcev, ptiCev in sesalcev), saj omogoca
razvoj, neodvisen od vodnega okolja. Njena osnovna naloga je zascita ploda pred izsusSitvijo
in zagotavljanje okolja, v katerem se le-ta lahko razvija brez prekomernih vplivov iz okolice
(Toda s sod., 2007).
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Amnijska membrana je zgrajena iz epitelija, ki meji na plod, debelejSe bazalne lamine in
vezivnega tkiva iz kompaktne, fibroblastne in gobaste plasti (Niknejad s sod., 2008) (Shema
2). Enoskladni epitelij amnijske membrane gradijo amnijske epitelijske celice (AEC), ki so
kubi¢ne do visokoprizmatske (Bourne, 1962; Thomas, 1965), ¢e gledamo membrano od
zgoraj, pa so poligonalne oblike (Pollard s sod., 1976). AEC so enojedrne, z apikalno
name$Cenimi  jedri nepravilnih oblik (Bourne, 1962). Nenavadna razporeditev
heterokromatina v jedru nakazuje na zaCetno stopnjo fragmentacije le-tega, medtem ko bi,
glede na organele v citoplazmi, lahko sklepali na visoko aktivnost celice (Seeds s sod., 1975;
Gillebrand, 1969). Van Herendael s sod. (1977) razlaga ta pojav kot zaklju¢no fazo zelo
aktivne celice ob koncu normalne nose¢nosti. Citoplazma AEC vsebuje Stevilne organele,
lipidne vklju¢ke (van Herendael s sod., 1977) ter vakuole, razlicnih velikosti, in vsebine
(Bourne, 1962). Na povrsini celic so prisotni Stevilni mikrovili, ki so pogosto nepravilnih
oblik, razvejani ali celo zras€eni skupaj. Mikrovili se z apikalne povrSine celice nadaljujejo
preko lateralne strani in molijo v medceli¢ni prostor in tako povecajo sticno povrSino med
sosednjima celicama (van Herendael s sod., 1977). Nekatere Studije (Bourne, 1962; Thomas,
1965; Lister, 1968) med sosednjimi AEC opisujejo vijugaste intercelularne kanale, vzdolz
katerih so na medceli¢nih mejah prisotni dezmosomi, ki naj bi preprecevali prosto prehajanje
amnijske teko¢ine po kanalu. Poleg mikrovilov se nahajajo na apikalni povr$ini AEC
kroglaste strukture, t.i. mehurcki, ki so rezultat na apokrine sekrecije celic (van Herendael s
sod., 1977). Na bazalni strani AEC tvorijo stebriCasto urejene izrastke, pedicele, s pomocjo

katerih se sidrajo v spodaj lezeCe tkivo (van Herendael s sod., 1977).

Amnijske epitelijske celice se med seboj povezujejo s stevilnimi dezmosomi (King, 1982; van
Herendael s sod., 1977), na bazalno lamino pa se pritrjujejo s hemidezmosomi (van Herendael
s sod., 1977). Starejsa literatura sicer navaja, da tesnih stikov med sosednjimi AEC ni (King,
1982), novejSe raziskave pa dokazujejo prisotnost proteinov tesnih stikov, kot sta na primer
okludin in ZO-1 (Kobayashi s sod., 2009). Ugotovili so, da so AEC povezane s tesnimi stiki,

Ki pa se v pozni nose¢nosti prekinejo. Tak$ne prekinitve lahko povzrocajo razli¢ni dejavniki,
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med drugim glukokortikoidi, ki se v pozni nosecnosti nahajajo v amnijski tekocini (Kobayashi
s sod., 2009).

Bazalna lamina amnijske membrane je ena najdebelejSih lamin v ¢loveSkem telesu in med
nosecnostjo predstavlja oporo za plod (Niknejad s sod., 2008). Vsebuje proteoglikane
(perlekan) in glikoproteine (laminin, fibronektin, entaktin) ter verjetno sluzi kot prepustna
pregrada (King, 1985). Vezivno tkivo, ki meji na bazalno lamino, je iz kompaktne plasti s
Stevilnimi vzporedno nameSc¢enimi kolagenskimi vlakni (prevladujejo kolageni tipa I, III, V in
V1) in elastini, plasti fibroblastov, v Kateri sintetizirajo fibroblasti kolagen in gobaste plasti.
Zadnja, ki je zaradi velike mnozine proteoglikanov in glikoproteinov, kot so na primer
hialuronan, lumikan ter fibronektin, gobastega izgleda, meji na mrezasto plast horiona, najbolj
zunanje plodove ovojnice. Povezava med membranama je rahla, zato je enostavna locitev

amnijske membrane spodaj leZzecega horiona (Niknejad s sod., 2008).

Amnijska membrana ne vsebuje zil in Zivcev, namesto tega prehajajo vse hranilne snovi in
Kisik z difuzijo iz amnijske tekocCine oziroma iz spodaj leZzeCega endometrija (decidualne

membrane) (Niknejad s sod., 2008).
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Amnion Amnijska tekocina

mﬁ 1 ; [ ® ! Y ) ——— Epitelij amnijske membrane |
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Ty :{ - = Bazalna lamina

: = . -i'i% - ———~——_  ——————— Kompaktna plast
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& Plast fibroblastov
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— s Wh/ﬁ: —— Gobasta plast
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Bazalna lamina

. . ——— Trofoblast HORION
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Shema 2: A) Zgradba amnijske membrane. Poltanka rezina. Amnijsko membrano gradi enoskladen epitelij, ki
meji na lumen amnijske votline, debela bazalna lamina in vezivno tkivo. Tega sestavljajo kompaktna plast, kjer
prevladujejo kolagenska vlakna, plast fibroblastov ter z glikoproteini in proteoglikani bogata gobasta plast.

Merilce: 10 pm. B) Shematski prikaz zgradbe dveh plodovih ovojnic, amniona in horiona.

2.5 AMNIJSKE EPITELIJSKE CELICE SPROSCAJO RASTNE FAKTORJE

Amnijske epitelijske celice izrazajo mRNA za Stevilne rastne faktorje, ki stimulirajo celi¢éno
proliferacijo, rast, diferenciacijo ter pospesujejo epitelizacijo in celjenje ran. Koizumi s
sodelavci (2000a) je preuceval prisotnost razli¢nih rastnih faktorjev v epiteliju in mezenhimu
amnijske membrane, ki je bila mesec dni shranjena v 50 % glicerolu, na - 80 °C. Z verizno
reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu (RT-PCR) so v amnijski membrani dokazali mRNA za
epidermalni rastni faktor (EGF), transformirajo¢i rastni faktor alfa (TGF-a), hepatocitni rastni
faktor (HGF), keratinocitni rastni faktor (KGF), rastni faktor fibroblastov (bFGF),
transformirajo¢i rastni faktor beta 1, 2, 3 (TGF-B1, -B2, -B3) ter mRNA za receptor za
hepatocitni (HGFR) in keratinocitni (KGFR) rastni faktor. S testom ELISA pa so v amnijski
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membrani pokazali prisotnost EGF, TGF-a, KGF, HFG in TGF-B1, -f2. Ko so izrazanje
rastnin faktorjev primerjali med intaktno amnijsko membrano in golo membrano, ki so ji
odstranili epitelij, so ugotovili, da je nivo rastnih faktorjev EGF, HGF, KGF ter bFGF v
intaktni membrani veliko visji kot v goli, kar nakazuje na epitelijski izvor teh. Predvidevajo,
da je visok nivo izrazanja EGF, HGF in KGF v epiteliju amnijske membrane eden od
poglavitnih razlogov, da amnijska membrana pospesuje ob rekonstrukciji ofesne povrsine

celjenje ran.

2.6 AMNIJSKA MEMBRANA KOT NOSILEC

2.6.1 LASTNOSTI, ZARADI KATERIH JE AMNIJSKA MEMBRANA PRIMERNA KOT
NOSILEC

Pri izbiri primernega nosilca za uporabo v tkivnem inZenirstvu je treba upostevati vec
dejavnikov. Najbolj pozorni moramo biti na biokompatibilnost - s tem se izognemo
morebitnim zavrnitvenim reakcijam (Young sod., 2005). Pomembne so tudi mehanske
lastnosti nosilca: stabilnost, elasti¢nost, prepustnost, plasticnost (Yang s sod., 2001) in
lastnost nosilca, da omogoca pritrjevanje celic ter sproS¢anje razlicnih rastnih faktorjev

(Walgenbach s sod., 2001).

Pritrditev celic na nosilec je v veliki meri odvisna od sestavin zunajcelicnega matriksa
nosilca. Prisotnost ali odsotnost dolo¢enih molekul zunajcelicnega matriksa, kot so kolagen,
laminin in fibronektin, ima velik vpliv na pritrjevanje in rast mati¢nih celic (Niknejad s sod.,
2008). Celice se na molekule zunajceli¢énega matriksa pritrjujejo z receptorskimi molekulami
integrini. Zunajceliéna domena teh transmembranskih receptorjev se povezuje z molekulami
zunajcelicnega matriksa, medtem ko je znotrajceli¢na domena povezana s citoskeletom, ki se
nato povezuje z jedrno ovojnico, membranami organelov ter z razli¢nimi encimi. Integrini so
pomembni pri pritrjevanju celic in pri prenosu signala v celi¢no notranjost. Vplivajo na
procese, pomembne pri celicnem transportu, torej endocitozi in eksocitozi, ter na celicno

proliferacijo in diferenciacijo (Moiseeva, 2001). Zunajcelicni matriks, ki ga izlo¢ajo AEC,
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tvori bazalno lamino. Ta vsebuje vse pomembne ligandne molekule, ki omogocajo povezavo
z integrini — npr. kolagen tipa Il1, IV in V - ter laminin, fibronektin in entaktin, kar pomeni, da
predstavlja ugoden substrat za pritrjevanje in nadaljnjo delitev celic (Niknejad s sod.,
2008).

Pomembna znacilnost amnijske membrane je, da zavira vnetno reakcijo ter brazgotinjenje
tkiva. Amnijska membrana zavira delovanje TGF-B. Ta povzroci aktivacijo fibroblastov, kar
nadalje vodi v fibrozo in nastanek brazgotine (Khouw s sod., 1999). Omenjeno delovanje
amnijske membrane ne razloZi le dejstva, da amnijska membrana kot nosilec uravnava
celjenje poskodb in obenem pospesuje rekonstrukcijo tkiva, ampak tudi, zakaj se morebitne
poskodbe zarodka med nose¢nostjo zacelijo brez nastanka brazgotin (Tseng s sod., 1999).
Najvecja ovira pri transplantacijah tkiv ali organov je zavrnitvena reakcija, pri kateri imunski
sistem prejemnika prepozna presadek kot tujek ter ga napade, kar vodi v vnetni odziv. V
primeru rekonstrukcije tkiv s transplantacijo amnijske membrane pa do vnetja ne pride.
Ugotovili so, da amnijska membrana zavira vnetne reakcije na ve¢ nacinov. Tako na primer
vezivno tkivo amnijske membrane zavira izraZanje potencialnih vnetnih proteinov, kot sta
citokina interlevkin-1la in interlevkin-1p (Solomon s sod., 2001). Epitelij amnijske membrane
izraza razli¢ne protivnetne proteine, kot so: antagonist receptorja za interlevkin-1, inhibitorji
metaloproteinaz — TIMP -1, -2, -3, -4 - in protivnetni citokin interlevkin-10 (Hao s sod.,
2000). Pri zaviranju vnetne reakcije je klju¢no tudi delovanje hialuronske kisline, ki jo je v
vezivnem tkivu amnijske membrane veliko. Hialuronska kislina deluje kot ligand za dolo¢ene
receptorje, npr. CD44 receptorje na limfocitih, in ima pri rekonstrukciji tkiv pomembno vlogo

pri »lovljenju« celic imunskega sistema (Higa s sod., 2005).

Amnijska membrana deluje tudi antimikrobno. AEC namre¢ sintetizirajo in izlo¢ajo B3-
defenzin (King s sod., 2007). Ta spada med antimikrobne peptide, ki jih na svojih povrSinah
navadno izrazajo epitelijske celice in levkociti, ter je pomemben del prirojenega imunskega

odziva (Krisanaprakornkit s sod., 1998).
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Vecina molekul zunajceli¢nega matriksa, ki ponavadi sestavljajo nosilec, je tujega izvora,
zato je pred uporabo nosilca treba preuciti njegovo imunogenost. Z uporabo amnijske
membrane kot nosilca se izognemo imunoloskim zapletom zaradi uporabe tujih biomaterialov
(Niknejad s sod., 2008). K spoznanju o nizki imunogenosti amnijske membrane so
pomembno prispevale Studije imunskih odzivov med nose¢nostjo. Glede na to, da polovico
genoma zigote sestavlja DNA oceta, ima zarodek semi-alogene antigene. To pomeni, da telo
matere zarodek lahko prepozna kot tujek in ga izlo¢i. V vecini primerov pride do normalne
vzpostavitve nosecnosti. 1z tega lahko sklepamo, da verjetno obstajajo mehanizmi, ki $citijo
zarodek pred imunskim odzivom materinega telesa. Ugotovili so, da je glavni faktor, ki
prepreCuje zavrnitev trofoblasta, antigen HLA-G. Izrazata ga trofoblast ter AEC, najdemo pa
ga tudi v amnijski tekocCini. Menijo, da antigen HLA-G s tem, da deluje kot ligand za
inhibitorne receptorje na naravnih celicah ubijalkah in makrofagih, povzroa imunsko
toleranco (Sargent, 1993). Sporno je, ali AEC izrazajo polimorfne antigene HLA-A, -B, -C, ki
predstavljajo antigene citotoksi¢nim limfocitom T, ter tako lahko izzovejo specificni imunskKi
odziv (Sargent, 1993). Mnoge Studije (Adinolfi s sod., 1982; Bailo s sod., 2004; Kamiya s
sod., 2005; Li s sod., 2005; Hori s sod., 2006; Miki s sod, 2006; Miki s sod., 2007)
ugotavljajo, da celice trofoblasta in AEC Sibko ali sploh ne izrazajo polimorfnih antigenov
HLA-A, -B, -C, Banas s sodelavci (2008) razlaga, da AEC izrazajo visok nivo antigenov
MHC 1. razreda. Zaradi specificnega delovanja antigena HLA-G ter, kot ugotavlja vecina
Studij, Sibkega izrazanja antigenov HLA-A, -B, -C, je v primeru zdravljenja s presaditvijo
amnijske membrane kot nosilca moznost zavrnitve tkiva zaradi imunske reakcije manjSa
(Niknejad s sod., 2008). Poleg tega AEC izrazajo protein CRRY (angl. Complement Receptor
Related Gene Y), ki preprecuje molekulam komplementa (C3 in C4) oznaevati ter napadati

tuje celice (Shimoya s sod., 2003).

Pri izbiri nosilca so pomembne tudi njegove mehanske lastnosti. Tako na primer vec¢ja togost
nosilca poveca mo¢ tega, kar je kljuénega pomena pri premagovanju stresa, ki nastane zaradi
rasti tkiva (Sikavitsas s sod., 2001). Togost, elasti¢nost ter druge biomehanske lastnosti

zunajceliénega matriksa so odvisne od razmerja med kolageni, proteoglikani ter elastini
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(Kiviranta s sod., 2006). Za amnijsko membrano je znacilna velika elasti¢nost, potrebno je
namre¢, da se prilagaja gibanju zarodka (Hieber s sod., 1997), in ¢&vrstost, saj mora med
nosecnostjo prenesti hidrostatski pritisk amnijske tekocine (Bitar s sod., 1996). ZmanjSana
elastinost amnijske membrane lahko vodi v prezgodnje spontano pretrganje membrane,
posledi¢no v prezgoden porod (Hieber s sod., 1997). Ko so primerjali amnijske membrane
prezgodnjih porodov in membrane, dobljene iz pravoc¢asnih porodov, so ugotovili, da so te
veliko bolj elasticne (Benson-Martin s sod., 2006). Elastin so odkrili v vezivnem delu
amnijske membrane, zgoscenega predvsem tik pod epitelijem amnijske membrane (Hieber s

sod., 1997).

2.6.2 UPORABA INTAKTNE ALI GOLE AMNIJSKE MEMBRANE

Amnijsko membrano se kot nosilec lahko uporablja z epitelijem (intaktna amnijska
membrana) ali brez njega (gola amnijska membrana). Odlocitev, ali uporabiti intaktno ali golo
amnijsko membrano, je odvisna od razli¢nih dejavnikov, med drugim tudi od tipa celic ali
tkiva, ki ga Zelimo gojiti (Niknejad s sod., 2008). Tako je na primer prisotnost epitelija
amnijske membrane pomembna predvsem zaradi razlicnih rastnih faktorjev, ki jih te celice
izlocajo (Koizumi s sod., 2000a). Po drugi strani pa mnogi menijo, da epitelijske celice
ovirajo enakomerno razrast tkivnih nadomestkov ter zmanjSajo moznost tvorbe
hemidezmosomov, ki so pomembni za pritrditev celic na bazalno lamino (Burman s sod.,
2004).

Vedina raziskav, ki primerja primernost gole oziroma intaktne amnijske membrane za gojenje
celic in vitro, je bilo narejenih z epitelnimi celicami rozenice (Koizumi s sod., 2000b, 2007).
Ugotovili so, da je rast epitelija roZzenice na membrani, ki so ji predhodno odstranili AEC,
znatno hitrejSa kot rast celic na intaktni amnijski membrani (Koizumi s sod., 2000b). Poleg
tega so bile celice nasajene na golo amnijsko membrano veliko bolj podobne normalnemu
epiteliju rozenice. Poleg odstopanja v hitrosti rasti so razliko opazili tudi v vodilnem robu
prirastka (Koizumi s sod., 2000b). Medtem ko je bil vodilni rob celic, ki so rasle na goli

amnijski membrani, gladek in enoten, je bil ta pri celicah, ki so uspevale na intaktni amnijski
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membrani, valovit in nepravilen. Raziskovalci pripisujejo razliko dejstvu, da je intaktna
amnijska membrana z AEC v primerjavi z izpostavljenim zunajcelicnim matriksom manj
primeren substrat za migracijo celic (Koizumi s sod., 2000b). Koizumi s sodelavci (2007) je
med celicami, Ki so uspevale na intaktni amnijski membrani, opazil ve¢je medceli¢ne prostore
v primerjavi s celicami, ki so rasle na goli amnijski membrani; prav tako epitelijske celice
rozenice niso bile dobro pritrjene na spodaj lezeci epitelij amnijske membrane. Raziskovalci
zakljucujejo, da je v namen transplantacije primernej$a za rast epitelih celic rozenice in vitro

gola amnijska membrana (Koizumi s sod, 2000b, 2007).

Za pripravljanje gole amnijske membrane se trenutno uporabljajo tri metode. Pri prvi se za
rahljanje povezav med celicami epitelija in bazalno lamino uporablja kelator dvovalentnih
(kovinskih) ionov etilendiaminotetraocetna kislina (EDTA), pri drugi pa se uporablja encim
dispaza, ki razgradi sestavine bazalne lamine, ki se povezujejo s celicami epitelija. Po obeh
postopkih je treba nato Se mehansko odstraniti (postrgati) epitelijske celice (Hopkinson s sod.,
2008). V raziskavi, kjer so primerjali razlicne tehnike razgaljanja amnijske membrane, so
ugotovili, da niti EDTA niti dispaza nista primerna za odstranjevanje AEC, saj v obeh
primerih pride do poSkodb bazalne lamine (Hopkinson s sod., 2008). Dispaza sicer u¢inkovito
odstrani epitelijske celice, vendar s specificnim delovanjem na kolagen IV in fibronektin
porusi integriteto bazalne lamine (Spurr s sod., 1985; Stenn s sod., 1989) in jo naredi manj
primerno za nadaljnjo uporabo. Uporaba EDTA pa naj bi bila v preveliki meri odvisna od
kasnejSega mehanskega strganja celic epitelija (Hopkinson s sod., 2008). Obe tehniki sta se,
predvsem zaradi kasnejSega strganja, ki najbolj poskoduje povrSino bazalne lamine, izkazali
za neprimerni. Zato so raziskovalci ponudili optimalnejSo metodo z uporabo encima
termolizina (Hopkinson s sod., 2008). Ta je temperaturno stabilna metaloproteinaza, izolirana
iz bakterije Bacillus thermproteolyticus (Heinrikson, 1977), ki brez potrebe po kasnejsem
strganju uc¢inkovito odstrani AEC in ob tem ohranja integriteto bazalne lamine (Hopkinson s
sod., 2008). Natanen nain delovanja termolizina Se vedno ni popolnoma pojasnjen.
Predvidevajo, da specifi¢no cepi vezi v multiproteinskem kompleksu hemidezmosomov,

katerega kljucni del je integrin a6/f4 (Eble s sod., 1993). V primerjavi z dispazo je torej
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proteoliticno delovanje termolizina bolj specifi¢no, zato so poskodbe bazalne lamine amnijske

membrane manjse.

2.6.3 AMNIJSKA MEMBRANA KOT NOSILEC RAZLICNIH CELICNIH KULTUR

Zaradi $tevilnih pozitivnih, in sicer za dober nosilec potrebnih lastnosti amnijske membrane je
bilo v zadnjem casu opravljenih precej razli¢nih Studij, ki so preucevale uporabnost in

primernost amnijske membrane kot nosilca za razli¢ne celi¢ne kulture.

Ugotovili so, da je gola amnijska membrana primeren nosilec za rast hondrocitov (Jin s sod.,
2007; Diaz-Prado s sod., 2010). Amnijska membrana naj bi s svojimi edinstvenimi
biokemi¢nimi in mehanskimi lastnostmi pozitivno vplivala tudi na regeneracijo perifernih
ziveev (Mohammad s sod., 2000; Mligiliche s sod., 2002). Poleg tega jim je na amnijski
membrani uspelo vzgojiti endotelijske celice, na podlagi ¢esar so jo predlagali kot primerno
za uporabo v tkivnem inzenirstvu ozilja (Ishino s sod., 2004; Tsai s sod., 2007). Preucevali so
tudi uporabo amnijske membrane pri regeneraciji koze (Sawhney, 1989; Yang s sod., 2006;
Lo s sod., 2009). Se vedno pa se amnijsko membrano kot nosilec najve¢ uporablja pri
rekonstrukcijah ocesne povrsine (Capeans s sod., 2003; Fatima s sod., 2006). Amnijska
membrana v tem primeru pripomore k razsirjanju in diferenciaciji epitelijskih celic roZenice
in vitro. Po treh do Stirih tednih, ko se celice v kulturi dovolj namnoZijo, jih skupaj z amnijsko
membrano prenesejo na ocesno povrsino, kjer pride do vzpostavitve normalnega epitelija

rozenice (Letko s sod., 2001).

Sharifiaghdas s sodelavci (2007) je preuceval, kako amnijska membrana kot nosilec vpliva na
rast in diferenciacijo urotelijskih celic. V raziskavi so primerjali rast misjih urotelijskih celic
na brezceli¢nem kolagenskem matriksu z rastjo celic na goli amnijski membrani in trebusni
mreni (peritoneju). Ugotovili so, da je proliferacija celic, gojenih na kolagenskem matriksu,
intenzivna in da celice ze v tretjem dnevu dosezejo uravnotezeno rast. V nasprotju s

kolagenom je bila rast celic na peritoneju v prvih treh dneh precej manjsa, na goli amnijski
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membrani pa le malo slabSa. Le na goli amnijski membrani so pri urotelijskih celicah opazili
nekatere morfoloSke lastnosti normalnega urotelija. Epitelij je bil zgrajen iz treh skladov celic,
ki so se tako kot pri uroteliju in vivo med seboj povezovale z dezmosomi. Poleg tega so se

celice na bazalno lamino amnijske membrane pritrjale s hemidezmosomi.

2.7 PRIDOBIVANJE IN SHRANJEVANJE AMNIJSKE MEMBRANE

Amnijsko membrano odvzamemo v sterilnih razmerah pri nacrtovanih porodih s carskim
rezom. Posteljico takoj po carskem rezu izpiramo s sterilno pripravljeno fizioloSko raztopino z

dodanimi antibiotiki in antimikotiki ter nato amnion lo¢imo od horiona (Mikek s sod., 2004).

Ceprav je v uporabi tudi sveza amnijska membrana, je za zagotovitev primerne kvalitete in
manjSe imunogenosti membrane priporocljiva posebna obdelava in sterilizacija le-te. Za
ohranjanje in shranjevanje amnijske membrane je v uporabi ve¢ razlicnih metod, kot so na
primer hipotermi¢no shranjevanje pri 4 °C ali pri - 80 °C, suho zamrzovanje in y-sterilizacija
(Niknejad s sod., 2008). Splosno mnenje je, da so AEC v amnijski membrani, shranjeni pri
- 80 °C, v primerjavi z AEC v amnijski membrani takoj po porodu manj imunogene, zato se
vecina posluzuje uporabe tako shranjene amnijske membrane (Kubo s sod., 2001). Dolo¢enih
postopkov shranjevanja, kot je na primer shranjevanje s pomocjo glicerola pri 4 °C, celice
amnijske membrane ne prezivijo (Hennerbichler s sod., 2007). Po drugi strani pa v primeru
zamrznjenega shranjevanja z dimetilsulfoksidom (DMSO) pri - 80 °C ostane priblizno
polovica celic viabilnih tudi ve¢ mesecev (Kubo s sod., 2001). Kruse s sodelavci (1999) je
raziskoval, kako na amnijsko membrano vpliva shranjevanje v 50 % glicerolu pri - 80 °C.
Ugotovili so, da se morfologija amnijske membrane in AEC med shranjevanjem ne spremeni,
medtem ko so rezultati viabilnosti celic pokazali, da AEC ne prezivijo shranjevanja v 50 %
glicerolu. Viabilnost amnijske membrane je odvisna od sestave medija in tudi od temperature,
pri kateri je membrana shranjena (Branski s sod., 2007). Raziskovalci so zaradi tezav, ki

nastanejo pri dolgotrajnem shranjevanju amnijske membrane po ustaljenih postopkih, razvili
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nov nacin shranjevanja. S pomocjo dolgovalovnih infrarde¢ih valov ter mikrovalov so
pripravili suho amnijsko membrano, ki jo lahko neomejeno dolgo hranimo kar na sobni
temperaturi (Toda s sod., 2007).

2.8 SECNI MEHUR SESALCEV

Secni mehur se je razvil kot prilagoditev na Zivljenje na kopnem. Kopenskim organizmom
omogoca izlo¢anje presnovnih produktov, ne da bi pri tem izgubljali prevelike koli¢ine vode.
Primarna funkcija seCnega mehurja je zadrZevanje urina, ki ga stalno proizvajajo ledvice,

dokler ga zival ne izlo¢i zavestno (Hicks, 1975).

Steno se¢nega mehurja sestavljajo trije sloji. Od zunanjosti proti notranjosti si sledijo serozni
sloj, sloj miSic ter mukozni sloj. Serozni sloj predstavlja vezivno tkivo, ki ga obdaja tanka
plast mezotelijskih celic. Vmesna miSi¢na plast, ki se med vrstami razlikuje po debelini, je
praviloma sestavljena iz treh plasti gladkih miSic — zunanje in notranje plasti vzdolznih misSic
ter vmesne plasti kroznih miSic. Plasti miSic sledi mukozni sloj, ki ga sestavljajo lamina
proprija z vezivnim tkivom, Zilami in zivénimi vlakni ter bazalna lamina, na katero se prilega
epitelij seCnega mehurja — urotelij (Slika 1). Ta omogoca s svojo edinstveno zgradbo znaéilno

delovanje se¢nega mehurja.

2.8.1 SPLOSNE ZNACILNOSTI UROTELIJA SESALCEV

Epitelij urinarnega trakta, ki se razteza od ledvi¢ne kotanje do proksimalnega dela secnice,
imenujemo urotelij (Romih s sod., 2005). Ta je prehoden epitelij, zgrajen iz treh skladov
celic, ki se med seboj razlikujejo po morfologiji in tudi po stopnji diferenciacije (Lewis,
2000) (Slika 1). Bazalni celi¢ni sklad sestavljajo nediferencirane bazalne celice. Sledijo jim
delno diferencirane celice vmesnega sklada, nad njimi pa lezi sklad visoko diferenciranih

povrsinskih urotelijskih celic, ki meji na lumen se¢nega mehurja (Hicks, 1975).
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Celice bazalnega sklada so majhne (5-10 um), kubi¢ne do visokoprizmatske oblike in
predstavljajo zarodno plast celic. Citoplazma bazalnih urotelijskih celic vsebuje Stevilne
proste ribosome, zrnati in gladki endoplazemski retikulum pa sta redka. Na bazalno lamino se
pritrjujejo s hemidezmosomi (Hicks, 1975; Lewis, 2000).

Vmesne urotelijske celice imajo znacilnosti bazalnih in visoko diferenciranih povrSinskih
celic. Citoplazma vmesnih celic je podobna citoplazmi bazalnih celic, le da imajo celice
vmesnega sklada manj prostih ribosomov ter vecje Stevilo lizosomov. Tako kot povrSinske
urotelijske celice vsebujejo izrazit Golgijev aparat (GA) ter celo vezikle diskoidalne in
fuziformne oblike (DFV). Celice so velikosti 20 um, med seboj pa se povezujejo z
dezmosomi (Hicks, 1975; Lewis, 2000).

Za citoplazmo celic povrSinskega sklada urotelija je znacilno veliko Stevilo DFV ter Stevilni
lizosomi (Novikoff, 1961; Hicks, 1966). Celice so pogosto mnogojedrne ali poliploidne, kar
nakazuje, da nastanejo s postopnim zlivanjem spodaj leze¢ih vmesnih celic, pri ¢emer
ostanejo jedra loc¢ena ali pa se zlijejo prav tako kot celice (Hicks, 1975). PovrSinske
urotelijske celice lahko prekrivajo ve¢ celic vmesnega sklada, zato jih imenujemo tudi
deznikaste celice. Njihova velikost in oblika sta odvisni od stopnje raztegnjenosti seCnega
mehurja. V primeru praznega (skréenega) mehurja merijo 50 um in so kubi¢ne oblike, ko pa
se mehur napolni oziroma raztegne, postanejo celice veéje (120 um) in ploscate oblike. Med
seboj se povezujejo z dezmosomi, blizu apikalne povrSine pa tudi z zelo dobro razvitimi

tesnimi stiki (Hicks, 1975; Lewis, 2000; Kreft s sod., 2005, 2006; Jezernik in Kreft, 2010).
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bazalnega sklada (B), ki jim sledi vmesni sklad celic (V). Nad njim je povrsinski celi¢ni sklad (P), ki meji na
lumen secnega mehurja. PovrSinske urotelijske celice lahko prekrivajo ve¢ celic vmesnega sklada, zato jih

imenujemo tudi deznikaste celice. Merilce: 10 um.

Apikalna plazmalema visoko diferenciranih povrSinskih urotelijskih celic je sestavljena iz
odebeljenih uroplakinskih plakov, ki jih obdajajo obmocja neodebeljene plazmaleme (Porter s
sod., 1967). Uroplakinske plake, ki prekrivajo od 70 do 90 % apikalne plazmaleme (Lewis,
2000), sestavljajo transmembranski glikoproteini, uroplakini (UP) (Wu s sod, 1995; Kachar s
sod, 1999; Hu s sod, 2005; Sun, 2006). Zunajcelicna domena uroplakinov je vecja od
znotrajceline, zato je zunanji del plazmaleme debelej$i od citoplazemskega (Wu s sod,
1995). To daje plakom asimetriCen videz, zaradi ¢esar imenujemo predele uroplakinskih
plakov tudi asimetricno odebeljene membrane (ang. asymmetric unit membrane — AUM)
(Hicks, 1965; Porter, 1967). Uroplakinski plaki so mnogokotnih oblik, premera 0,2 - 0,8 um
in debeline 12 nm (Rhodin, 1974; Lewis, 2000). Vsak plak tvorijo Stevilne uroplakinske
podenote, premera 16 nm, Ki so sestavljene iz Stirih znacilno urejenih transmembranskih
proteinov, uroplakinov — UPIa, UPIb, UPII in UPIIla. Uroplakini se zdruZujejo v
heterodimere (UPIa/UPIIla, UPIb/UPII) in oblikujejo dva obroca: notranji obro¢ tvori Sest
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ve¢jih (UPIa ali UPIb), zunanji obro¢ pa Sest manjSih proteinov (UPII ali UPIIIa) (Hicks,
1975; Kachar s sod., 1999; Lewis, 2000; Liang s sod., 2001).

Uroplakinski plaki so med seboj lo¢eni z obmo¢ij neodebeljene plazmaleme, debeline 5-7 nm.
Na teh mestih prihaja med kréenjem secnega mehurja do gubanja apikalne plazmaleme
urotelija (Koss, 1969; Staehelin s sod., 1972; Hicks, 1975).

Sinteza uroplakinskih plakov se za¢ne v zrnatem endoplazemskem retikulumu, Kjer poteka
sinteza uroplakinov in oblikovanje specifi¢nih uroplakinskih heterodimerov (Wu s sod., 1995;
Tu s sod., 2002; Hu s sod., 2005), in se zaklju¢i v transgolgijevem mrezju. Iz tega se
odcepljajo DFV (Khandelwal s sod., 2009), ki prenasajo uroplakinske plake. V 70. letih
prejSnjega stoletja so menili, da se uroplakinski plaki postopoma tvorijo Ze znotraj
Golgijevega aparata (GA) (Hicks, 1966; Koss, 1969), kasnejSe raziskave pa so pokazale, da
cisterne GA uroplakinskih plakov ne vsebujejo (Alroy s sod., 1982). Uroplakini se v 16 nm
podenote povezujejo Sele v transgolgijevem mrezju, od koder se odcepljajo vezikli z
uroplakini, ki se zdruzujejo v DFV, v katerih poteka koncentriranje uroplakinskih podenot in
zdruzevanje teh v uroplakinske plake. Zreli DFV so sestavljeni iz dveh nasproti si lezecCih
plakov, ki ju povezuje neodebeljena membrana (Hicks, 1965; Porter s sod., 1967). Ob
vklju¢itvi DFV v apikalno plazmalemo se neodebeljena membrana DFV zlije z
neodebeljenimi predeli apikalne plazmaleme (Hicks, 1975). Transport DFV je strogo
polariziran, kar pomeni, da najdemo uroplakine le v apikalni, ne pa tudi v bazolateralni

plazmalemi povrsinskih urotelijskih celic (Kreft s sod., 2009a, 2010).

S svojo edinstveno zgradbo deluje apikalna plazmalema povrsinskih urotelijskih celic kot
u¢inkovita bariera, ki prepreCuje nekontrolirano prehajanje vode, ionov in strupenih,
potencialno rakotvornih metabolitov iz urina v spodaj leZece vezivno tkivo in krvozilje (Kreft
s sod., 2009a). Poleg odebeljene apikalne plazmaleme pripomorejo k vzdrzevanju krvno-

urinske bariere Se zelo dobro razviti tesni stiki med visoko diferenciranimi povrSinskimi
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celicami (Acharya s sod., 2004) in nizka endocitotska aktivnost povrsinskih urotelijskih celic
(Kreft s sod., 2009b).

2.8.2 DIFERENCIACIJA UROTELNSKIH CELIC

Povrsinske urotelijske celice se diferencirajo postopoma iz spodaj leZeCega bazalnega in
vmesnega celicnega sklada. Normalno je potek diferenciacije poc€asen, saj imajo bazalne
celice nizek mitotski indeks in so povrSinske celice urotelija dolgoZive (Kreft s sod., 2009a),
po drugi strani pa je ob morebitni mehanski ali kemiéni poskodbi hitrost regeneracije urotelija
osupljiva (Hicks s sod., 1978; Kreft s sod., 2005, 2006; Verani¢ s sod., 2009). S poskusi in
vitro so pokazali, da pride ob povrSinski ranitvi urotelija ze v 24 urah do ponovne
vzpostavitve tesnih stikov med originalnimi in na novo diferenciranimi povrsinskimi celicami,

kar je klju¢nega pomena za vzdrzevanje neprepustne bariere (Kreft s sod., 2005).

Za §tudij diferenciacije urotelijskih celic se, poleg raziskovanja urotelija in vivo, kjer se
sposobnost diferenciacije celic spremlja predvsem ob poskodbah tega, uporabljajo tudi in
vitro vzgojene celi¢ne kulture urotelijskih celic. V kulturi se celice, podobno kot pri uroteliju
in vivo, organizirajo v veéskladen epitelij z visoko diferenciranimi celicami na povrsini, za
razliko, da med diferenciranimi povrSinskimi celicami najdemo tudi celice, ki ne kazejo
znakov diferenciacije oziroma celice, ki so diferencirane le delno (Kreft s sod., 2002, 2005).
Izrazanje uroplakinov je pri delno diferenciranih celicah Sibko, prav tako imajo v primerjavi z
visoko diferenciranimi povrSinskimi celicami v apikalni citoplazmi manj Stevilne in manjse
DFV (Kreft s sod., 2002). Med diferenciacijo se uroplakini postopoma organizirajo v
uroplakinske plake, kar daje diferenciranim urotelijskim celicam znacilen videz (Romih s sod,
2001; Verani¢ s sod., 2004). Apikalna plazmalema nediferenciranih celic je oblikovana v
mikrovile. Ti se pri delno diferenciranih celicah povezujejo v nesklenjene grebene, ki v
naslednji fazi diferenciacije postopoma prehajajo v sklenjene grebene. Pri visoko
diferenciranih urotelijskih celicah je apikalna plazmalema oblikovana v znacilne Skoljkaste

mikrogrebene (Romih s sod., 1998; Kreft s sod., 2002, 2005).
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Za visoko diferencirane povrsinske celice urotelija so, poleg visoke koncentracije uroplakinov
v apikalni plazmalemi, DFV v apikalni citoplazmi in zelo dobro razvitih tesnih stikov
znacilna Se omrezje citokeratina 20 v supapikalni citoplazmi (Verani¢ in Jezernik, 2002),
aktinski filamenti ob bazolateralni povrSini celic (Romih s sod., 1999) ter visoka

transepitelijska upornost (Lewis, 2000).

2.8.3 TRANSEPITELIJSKA UPORNOST UROTELIA

Primarna naloga urotelija je vzdrzevanje krvno-urinske bariere (Hicks, 1975). Nizko
prepustnost za vodo, ione ter razlicne toksi¢ne metabolite omogocata edinstveno zgrajena
apikalna plazmalema povrSinskih urotelijskih celic ter dobro razviti tesni stiki (Lewis, 2000).
Zanesljiva metoda za ugotavljanje prepustnosti epitelija je merjenje transepitelijske upornosti
(TER), pri ¢emer pomeni visoka TER nizko prepustnost. Fromter in Diamond (1972) sta
epitelije glede na prepustnost razdelila v dva razreda — na tesne (TER > 500 Qcm?) ter na
netesne (TER < 500 Qcm?). Izmerjene vrednosti transepitelijske upornosti urotelija in vivo
znaSajo 20.000 Qcm? ali ved (Lewis, 2000), na podlagi Cesar ga uvrS¢amo med tesne epitelije.
Do danes so izmerili najvigjo TER (75.000 Qcm?) pri uroteliju zajca in vivo (Lewis in
Diamond, 1976). Vrednosti TER urotelija in vitro so sicer niZje, vendar $e vedno tako visoke,
da lahko urotelija, tudi na podlagi teh meritev, ozna¢imo za neprepustnega. Perrone s
sodelavci (1996) je na trajni celicni liniji humanih urotelijskih celic izmeril TER od 500 do

ey e

vrednosti tudi do 12.000 Qcm? (Visnjar, 2009).
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3 METODE DELA

3.1 PRIPRAVA IN ODMRZOVANJE AMNIJSKE MEMBRANE

Dovoljenje za uporabo humane amnijske membrane je odobrila Komisija za medicinsko etiko
na seji 15. 12. 2009. Humane amnijske membrane, zamrznjene na - 80°C, smo prevzeli na

Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino.

Amnijsko membrano odvzamejo v sterilnih razmerah pri naértovanih porodih s carskim
rezom. Posteljico takoj po carskem rezu izpirajo s sterilno pripravljeno fiziolosko raztopino z
dodanimi antibiotiki (50 pg/ml penicilina, 50 pg/ml streptomicina in 100 pg/ml neomicina) ter
antimikotiki (2.5 pg/ml amfotericina B). Amnijsko membrano lo¢ijo od horiona in jo z
epitelno plastjo navzgor polozijo na sterilen nitrocelulozni papir s porami, velikosti 0.45 um.
Amnijsko membrano razrezejo na kose skupaj z nitroceluloznim papirjem, velikosti 4x4 cm.
Vsak kos¢ek posebej nato shranijo v steklenicko z medijem Eagle's in glicerolom, in sicer v
razmerju 1:1. Tako pripravljene stekleni¢ke nato shranijo pri - 80 °C (povzeto po Mikek s
sod., 2004).

Amnijske membrane, ki smo jih v poskusih uporabljali, so bile 15. 7. 2008 zamrznjene na
- 80 °C. Te smo najprej dve uri pustili na sobni temperaturi, da so se odtalile. Zatem smo jih
skupaj z nitroceluloznim papirjem vzeli iz steklenicke, jih najprej sprali v sterilnem PBS ter
nato spiranje ponovili Se v hranilnem mediju. Membrane smo skupaj z nitroceluloznim
papirjem razrezali na primerno velike koscke, jih zatem lo¢ili od nitroceluloznega papirja ter
vpeli v obrocaste nosilce, premera 14 mm (Scaffdex, Tempere, Finland) (Slika 2). To smo
storili na dva nac¢ina. V prvem primeru smo membrano Vpeli Vv obrocast nosilec tako, da je bil
epitelni sloj amnijske membrane obrnjen navzgor, v drugem pa obratno, da je navzgor gledalo
vezivno tkivo amnijske membrane. Poleg preucevanja vloge amnijske membrane kot nosilca
urotelijskih celic smo ugotavljali tudi vilogo amnijske membrane kot induktorja rasti in
diferenciacije urotelijskih celic. V ta namen smo priblizno 1,5 cm?® velike kos¢ke amnijske

membrane polozili v medij pod porozne membrane, na katere smo nasadili urotelijske celice.
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3.2 DEEPITELIZACIJA AMNIJSKE MEMBRANE S TERMOLIZINOM

Za odstranitev AEC smo uporabili proteoliti¢ni encim, termolizin (Thermolysin from Bacillus

thermoproteolyticus rokko, Sigma).

Amnijsko membrano smo odmrznili, sprali v mediju in sterilnem PBS, jo razrezali ter vpeli v
nosilce z epitelno stranjo navzgor. Vpete membrane smo ponovno sprali v mediju ter jih nato
prenesli v plastiCne petrijevke. Zatem smo na membrane dodali termolizin, razredCen s
sterilnim PBS (1:50). Encim smo pustili delovati 11 in 22 minut. Po predvidenem ¢asu smo
membrane sprali s sterilnim PBS. Nato smo jih prelozili v nove petrijevke s sterilnim PBS ter
jih za 15 minut pustili na stresalniku, da so se s povrSine bazalne lamine odstranili ostanki
celic. Po 15 minutah smo vpete membrane prestavili v petrijevke s svezim sterilnim PBS ter
jih ponovno za 15 minut pustili na stresalniku. Zatem smo deepitelizirane amnijske membrane
sprali Se v mediju, jih polozili v plasticne petrijevke, v katere je bil ze predhodno dodan
hranilni medij, ter nanje nasadili praSi¢je urotelijske celice Cetrte (IV.) oziroma pete (V.)

pasaze.

3.3 ODMRZOVANJE IN NASAJANJE PRASICJIH UROTELIJSKIH CELIC

Za poskuse smo uporabili prasicje urotelijske celice, ki so bile globoko zamrznjene v tekoCem
dusiku. Epruvete za zamrzovanje, v katerih so bile celice shranjene, smo vzeli iz tekoCega
dusika ter jih 1 minuto odmrzovali v topli kopeli na 37 °C. Nato smo jih centrifugirali (5
minut, 23 °C, 200g, Ependorf), odlili suprenatant ter celice, ki so ostale na dnu epruvete,
resuspendirali z ustreznim volumnom hranilnega medija. Za Stetje celic smo 50 ul celi¢ne
suspenzije zmeSali z 10 pl tripanskega modrila. Slednje prehaja skozi poskodovano
plazmalemo mrtvih celic in jih tako obarva modro, zive, neposkodovane celice ostanejo
svetle. Pomembno je, da celice prestejemo kmalu po dodatku tripanskega modrila, saj se

scasoma obarvajo tudi zive celice. Celi¢no suspenzijo z dodanim tripanskim modrilom smo
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kanili na hemocitometer, ki ima vgrajeni dve mrezici, od katerih vsaka vsebuje osem
kvadratkov s standardno povrsino. Iz povprecja zivih in mrtvih celic, ki smo jih presteli v
vsakem kvadratku, smo izracunali viabilnost in Stevilo zivih celic v suspenziji. Celice smo
nato z nasaditveno gostoto 1x10° nasadili v nove gojitvene steklenicke (Tissue Culture Flasks,
TPP), razli¢nih velikosti (12.5 cm?, 50 cm?, 75 cm?), ter jim glede na velikost gojitvene
stekleni¢ke dodali ustrezen volumen hranilnega medija. Celice smo gojili pri 37 °C, 5 % CO;
atmosferi ter pri 100 % relativni zra¢ni vlaZznosti. Naslednji dan smo celi¢ne kulture sprali s

svezim medijem, s ¢imer smo odstranili odmrle, nepritrjene celice.

Celi¢ne kulture smo na nove podlage presajali, ko so pokrile 80-100 % dna gojitvene
steklenicke. Presajanje je potekalo tako, da smo celicam najprej odstranili hranilni medjj ter
jim dodali proteoliti¢ni encim Triple Select (Gibco). Volumen dodanega encima je bil odvisen
od velikosti gojitvenih steklenick, v katerih so bile celice, ki smo jih Zeleli presaditi. Celi¢ne
kulture z dodanim Triple Select smo inkubirali pri 37 °C, 5 % CO, atmosferi ter pri 100 %
relativni zracni vlaznosti. Po 10 minutah inkubacije so se celice zaokrozile in odlepile od
podlage. Delovanje encima smo zaustavili tako, da smo celicam dodali hranilni medij. Te smo
zatem previdno sprali s podlage, jih centrifugirali (5 minut, 23 °C, 200g, Ependorf), z
invertnim mikroskopom (Leica DM IL) presteli celice v suspenziji ter izracunali njihovo
viabilnost. Celice smo v gojitvenih steklenickah (Tissue Culture Flasks, TPP) gojili do IlI.
oziroma IV. pasaZe, nato pa smo jih z nasaditveno gostoto 2x10° nasadili na sinteti¢ne
porozne membrane, s povriino 4.2 cm’ in 0.9 c¢cm? (Falcon Cell Culture Insert, Becton
Dickinson) ter na vpete (intaktne, gole in z vezivnim tkivom navzgor obrnjene) amnijske
membrane, s povr§ino 1.5 cm®. Nosilce s poroznimi membranami ter v obrodaste nosilce
(Scaffdex, Tempere, Finland) vpete amnijske membrane smo nato polozili v plasti¢ne
vecprekatne petrijevke ustreznih velikosti (Falcon Tissue Culture Plate, Becton Dickinson),
kamor smo pred tem, glede na povr§ino membrane, dodali ustrezen volumen hranilnega
medija. Polovici kultur na poroznih membranah smo v medij dodali priblizno 1,5 cm? velike
koscke intaktne amnijske membrane. Druga polovica kultur, ki je rasla brez vpliva amnijske

membrane, pa nam je sluzila za kontrolo. Naslednji dan smo celi¢ne kulture sprali s svezim
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medijem, s ¢imer smo odstranili odmrle, nepritrjene celice. Celi¢ne kulture smo gojili v
inkubatorju (Heracell, Heraeus) pri konstantni temperaturi 37 °C, 5 % CO, atmosferi ter pri

100 % relativni zraéni vlaznosti.

Dva do tri dni pred konfluentnim stanjem smo zaceli meriti transepitelijsko upornost celic, ki
so rasle na poroznih membranah, s povrsino 0.9 cm® Celice na poroznih membranah,
povrine 4.2 cm?, ter vpetih amnijskih membranah smo po treh in sedmih tednih gojenja

fiksirali in pripravili preparate za svetlobno ter elektronsko mikroskopijo.

Slika 2: A-C: Razli¢ne podlage za nasajanje celic. A) Gojitvene steklenicke, razliénih povr§in. B) Obrocasti
nosilci za vpenjanje membran. C) V plasti¢ne nosilce vpete porozne membrane (—) ter prilegajoée vecprekatne

petrijevke.
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PRESEVNA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Shema 3: Shematski prikaz poskusov. Polovici celi¢nih kultur (urotelijske celice, obarvane modro) na

sinteti¢nih nosilcih (obarvani sivo) smo v medij dodali intaktno amnijsko membrano (AMsp), polovica, ki je

rasla brez vpliva amnijske membrane, pa nam je sluZila za kontrolo. Amnijsko membrano smo kot nosilec

uporabili na tri na¢ine — celice smo nasadili na intaktno (AEC, obarvane rdece) in golo amnijsko membrano

(bazalna lamina, obarvana belo) ter na vezivno tkivo intaktne amnijske membrane (obarvano vijoli¢no). Povrsina

vpetih amnijskih membran in povrsina v medij pod porozne membrane dodanih ko$¢kov amnijske membrane je

bila 1.5 cm?.
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3.4 HRANILNI MEDIJ

Uporabljali smo hranilni medij, prilagojen za gojenje urotelijskih celic. Osnova hranilnega
medija sta medija MCDB153 (Sigma) in A-DMEM (Advanced-Dulbecco's modification of
Eagle's medium), natan¢nejSa sestava pa je prikazana v preglednici (Preglednica 1). Hranilni
medij smo celi¢nim kulturam na poroznih in vpetih amnijskih membranah menjavali dnevno,
le ob vikendih ne.

Preglednica 1: Sestava hranilnega medija, prilagojenega za gojenje urotelijskih celic

SESTAVINE MEDIJA KONCENTRACIJE V MEDIJU
MCDB153 (Sigma) 50 %
A-DMEM (Gibco) 50 %
Adenine (Sigma) 15 pg/ml
Insulin (Sigma) 5 ug/ml
Hidrokortizon (Sigma) 0,5 pg/ml
Fosfoetanolamin (Sigma) 0,1 mM
Glutamax (Gibco) 4 mM
Streptomicin (KC) 100 pg/ml
Penicilin (KC) 100 pg/ml
FBS (Gibco) 2,5 %

3.5 PRIPRAVA PREPARATOV ZA ELEKRONSKO MIKROSKOPIJO

Po treh oziroma sedmih tednih gojenja smo urotelijske celice, nasajene na porozne membrane,
s povrsino 4.2 cm?, in celice, nasajene na vpete (intaktne, gole in z vezivnim tkivom navzgor

obrnjene) amnijske membrane, pripravili za elektronsko mikroskopijo. Membrane smo odpeli
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iz plasti¢nih nosilcev ter jih razrezali na manjSe koscke, ki smo jih pripravili za elektronsko

mikroskopijo. Za to smo pripravili tudi intaktno amnijsko membrano.

3.5.1 PRIPRAVA VZORCEV ZA PRESEVNI ELEKTRONSKI MIKROSKOP

Celi¢ne kulture na poroznih oziroma amnijskih membranah ter intaktno amnijsko membrano
smo fiksirali v 2.5 % glutaraldehidu ter 4,5 % paraformaldehidu v kakodilatnem pufru 2 uri in
45 minut, v temi, na 4 °C. Cez no¢ smo vzorce pri 4 °C pustili v 0.33 M saharozi v 0.1 M
kakodilatnem pufru. Naslednji dan smo jih 1 uro, v temi in pri 4 °C, tretirali z 1 % OsO4 v
kakodilatnem pufru ter jih 2-krat po 5 minut spirali s kakodilatnim pufrom. Temu je sledila
dehidracija v vrsti alkoholov z naras¢ajo¢imi koncentracijami: 15 minut v 30 % etanolu, 15
minut v 50 % etanolu, 30 minut v 70 % etanolu, 30 minut v 90 % etanolu ter 2-krat 30 minut
v 100 % etanolu. Dehidrirane vzorce smo nato prelozili v plasti¢ne modele za polimerizacijo
ter jih postopoma vkljucili v umetno smolo Epon. Najprej za 90 minut v meSanico 100 %
etanol: Epon (1:1) ter nato za 90 minut Se v ¢isti Epon, vsakih 30 minut pa smo jih prenesli v
svezega. Nazadnje smo plastiéne modele, zalite s smolo, dali v suSilnik. Polimerizacija je
potekala 5 dni. Temperatura v suSilniku se je na vsakih 24 ur stopnjevala — prvi dan 35 °C,
drugi 45 °C, tretji 60 °C, cCetrti 70 °C in peti dan 80 °C. Bloke vklopljenih membran z
urotelijskimi celicami smo po tem c¢asu vzeli iz suSilnika, pocakali, da so se na sobni
temperaturi ohladili, ter jih vzeli iz modelov. Z ultramikrotomom (Leica EM UC6) smo
narezali ultratanke rezine, debeline 50 nm, jih prenesli na predhodno pripravljene bakrene

mrezice ter pustili, da so se posusile.

Preparate smo zatem Kkontrastirali. Najprej smo bakrene mrezice za 15 minut poloZili na
povrsino kapljic nasi¢ene raztopine uranil acetata, in sicer tako, da je bila rezina v stiku s
tekocino. MrezZice smo nato 3-krat zaporedoma spirali v bi-destilirani vodi ter jih posusili na
zraku. Sledilo je 10-minutno kontrastiranje z raztopino svinéevega citrata, ponovno 3-kratno
spiranje z bi-destilirano vodo ter suSenje mrezic. Preparate smo pregledali s presevnim

elektronskim mikroskopom (Philiphs CM100) pri pospesevalni napetosti 80 kV.
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3.5.2 PRIPRAVA VZORCEV ZA VRSTICNI ELEKTRONSKI MIKROSKOP

Celi¢ne kulture na poroznih in amnijskih membranah ter intaktno amnijsko membrano smo
fiksirali v 2 % paraformaldehidu in 2 % glutaraldehidu v kakodilatnem pufru 3 ure, v temi, na
4 °C. Vzorce smo ¢ez no¢ pustili, in sicer pri 4 °C, v 0.2 M kakodilatnem pufru. Naslednji dan
smo membrane v temi in pri 4 °C tretirali z 1 % OsO,4 v kakodilatnem pufru ter jih nato
prenesli v kakodilatni pufer. Sledila je dehidracija v vrsti acetonov z nara$cajoCimi
koncentracijami: 10 minut v 20 % acetonu, 10 minut v 50 % acetonu, 10 minut v 70 %
acetonu, 10 minut v 90 % acetonu ter 2-krat 10 minut v 100 % acetonu. Nadaljevali smo s
susenjem pri kriti¢ni tocki. Osusene vzorce smo prilepili na valjaste kovinske nosilce in jih z
aparaturo za napraSevanje kovin prekrili s tanko plastjo zlata. Preparate smo pregledali z

vrsti¢nim elektronskim mikroskopom (Jeol 840A).

3.6 PRIPRAVA PARAFINSKIH VZORCEV

Za pripravo parafinskih vzorcev smo fiksirali intaktno amnijsko membrano ter amnijsko
membrano, ki smo jo 11 in 22 minut tretirali s termolizinom. Amnijske membrane smo ¢ez
no¢, in sicer v temi, fiksirali v 4 % paraformaldehidu v PBS, na 4 °C. Po fiksaciji smo vzorce
trikrat spirali v PBS, tako da smo ga vsake pol ure zamenjali s svezim. Steklenicke so bile
med spiranjem na stresalniku, da je bilo spiranje ucinkovitejse. Zatem smo vzorce dehidrirali
v vrsti alkoholov, z nara$¢ajo¢imi koncentracijami: 15 minut v 50 % etanolu, 15 minut v

70 %, 15 minut v 90 % ter 15 minut v 100 % etanolu. Sledilo je bistrenje s ksilolom. Najprej
Smo vzorce za 15 minut prestavili v meSanico 100 % etanol-ksilol (2:1), nato za 15 minut v
100 % etanol-ksilol (1:1), nazadnje za 30 minut $e v ¢isti ksilol. Tudi med bistrenjem smo
imeli stekleni¢ke z vzorci ves Cas na stresalniku. Nato smo jih vklopili v parafin. Prvi¢ smo
jih v parafinu pustili 2 uri, nato smo jih prenesli v svez parafin in pustili ¢ez no¢. Po pripravi
parafinskih blokov smo z mikrotomom (Leica RM 2135) narezali parafinske rezine, debeline

5 um, ki smo jih pritrdili na objektno steklo. Nazadnje smo parafinske rezine obarvali s
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hematoksilinom in eozinom ter jih pregledali s svetlobnim mikroskopom (Nikon Eclipse
E200).

3.7 IMUNOFLUORESCENTNO OZNACEVANJE PROTEINOV

Po treh in sedmih tednih gojenja smo urotelijske celice, nasajene na porozne membrane, s
povrsino 4.2 cm?, ter celice, nasajene na vpete (gole, intaktne in z vezivnim tkivom navzgor
obrnjene) amnijske membrane, imunofluorescentno oznacili. Membrane smo izrezali oziroma
odpeli iz plasti¢nih nosilcev ter jih razrezali na manjse koscke, s katerimi smo nato postopek
imunofluorescentnega oznacevanja nadaljevali. Poleg celi¢nih kultur smo imunofluorescentno

oznacili tudi intaktno amnijsko membrano.

Po koncanem postopku smo pripravljene preparate pregledali ter poslikali s kamero na
fluorescencnem mikroskopu Axiolmager.Z1 z dodatkom ApoTome (Zeiss), s katerim lahko

posnamemo ve¢ opticnih rezin.

3.7.1 0ZNACEVANJE KROMATINA S FLUORESCENTNIM BARVILOM DAPI

Fluorescentno barvilo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) se specifi¢no veZze na kromatin.
Ob vezavi barvila na DNA jedra fluorescirajo modro. Barvilo je vkljuCeno v medij proti
bledenju (Vectashield), ki ohranja fluorescenco vseh uporabljenih barvil. Membranam, ki smo
jih pripravljali za imunofluorescenco, smo, preden smo jih pokrili s krovnikom, vedno dodali

kapljico Vectashield s fluorescentnim barvilom DAPI.
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3.7.2 IMUNOFLUPRESCENTNO OZNACEVANJE AMNIJSKIH EPITELIJSKIH CELIC

3.7.2.1 Imunofluorescenca proteina tesnih stikov — okludina

Da bi dokazali prisotnost okludina, smo intaktno amnijsko membrano fiksirali v 100 %
etanolu, predhodno ohlajenem na - 30 °C. Po 25 minutah fiksacije na sobni temperaturi smo
nadaljevali s 15 minutnim spiranjem s PBS. Intaktno amnijsko membrano smo nato 30 minut
inkubirali v blokirnem pufru (1 % BSA v PBS). Sledila je inkubacija (¢ez no¢, 4 °C) s
primarnimi zaj¢jimi poliklonskimi protitelesi proti okludinu (Invitrogen), razred¢enimi 1:20.
Naslednji dan smo membrano 20 minut spirali s PBS ter jo nato za 90 minut inkubirali v temi
s kozjimi sekundarnimi protitelesi, narejenimi proti zaj¢jim antigenom 1gG, konjugiranimi z
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) in razred¢enimi 1:400. Sledilo je ponovno spiranje s PBS.
Nazadnje smo amnijsko membrano prenesli na objektna stekelca, jo raztegnili, nanjo kanili

kapljico Vectashield s fluorescentnim barvilom DAPI ter jo pokrili s krovnikom.

3.7.2.2 Imunofluorescenca proteina dezmosomov — dezmoplakina

Intaktno amnijsko membrano smo za lokalizacijo dezmoplakina po 5-minutni fiksaciji v
metanolu, predhodno ohlajenem na - 20 °C, 30 sekund fiksirali Se v acetonu, ohlajenem na
- 20 °C. Nadaljevali smo s 15-minutnim spiranjem s PBS in 30-minutno inkubacijo v
blokirnem pufru (2 % BSA v PBS). Sledila je inkubacija (¢ez no¢, 4 °C) s primarnimi mi§jimi
poliklonskimi protitelesi proti dezmoplakinu (Harlan Sera-Lab), razredéenimi 1:50. Naslednji
dan smo amnijsko membrano 20 minut spirali s PBS ter jo nato za 90 minut v temi inkubirali
s kozjimi sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi z Alexa Fluor 488 (Invitrogen) ter
razred¢enimi 1:400. Sledilo je ponovno spiranje s PBS. Nazadnje smo amnijsko membrano
prenesli na objektna stekelca, jo raztegnili, nanjo dodali kapljico Vectashield s fluorescentnim

barvilom DAPI in jo pokrili s krovnikom.
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3.7.3 IMUNOFLUORESCENTNO OZNACEVANJE UROTELIJSKIH CELIC

3.7.3.1 Imunofluorescenca proteina tesnih stikov — okludina

Celi¢ne kulture na poroznih in amnijskih membranah smo za dokazovanje okludina fiksirali v
100 % etanolu, predhodno ohlajenem na - 30 °C. Po 25 minutah fiksacije na sobni temperaturi
smo nadaljevali s 15-minutnim spiranjem s PBS. Nato smo kulture 30 minut inkubirali v
blokirnem pufru (1 % BSA v PBS). Sledila je inkubacija (€ez no¢, 4 °C) s primarnimi zajc¢jimi
poliklonskimi protitelesi proti okludinu (Invitrogen), razred¢enimi 1:20. Naslednji dan smo
celi¢ne kulture 20 minut spirali s PBS ter jih nato za 90 minut inkubirali v temi s kozjimi
sekundarnimi protitelesi, narejenimi proti zaj¢jim antigenom IgG, konjugiranimi z Alexa
Fluor 488 (Invitrogen) ter razredCenimi 1:400. Sledilo je ponovno spiranje s PBS. Nazadnje
smo membrane s celiénimi kulturami prenesli na objektna stekelca, nanje dodali kapljico

Vectashield s fluorescentnim barvilom DAPI ter jih pokrili s krovnikom.

3.7.3.2 Imunofluorescenca uroplakinov

Celi¢ne kulture na poroznih in amnijskih membranah smo za dokazovanje uroplakinov
fiksirali v 100 % etanolu, predhodno ohlajenem na - 30 °C. Po 25 minutah fiksacije na sobni
temperaturi smo nadaljevali s 15-minutnim spiranjem z PBS. Nato smo kulture 30 minut
inkubirali v blokirnem pufru (1 % BSA v PBS). Sledila je inkubacija (¢ez noc¢, 4 °C) s
primarnimi zaj¢jimi poliklonskimi protitelesi proti vsem §tirim uroplakinom (darilo prof. dr.
T.-T. Sun), razred¢enim 1:1000. Naslednji dan smo celi¢ne kulture 20 minut spirali s PBS ter
jih nato za 90 minut v temi inkubirali s kozjimi sekundarnimi protitelesi, narejenimi proti
zaj¢jim antigenom IgG, konjugiranimi z Alexa Fluor 488 (Invitrogen), razred¢enimi 1:400.
Sledilo je ponovno spiranje s PBS. Nazadnje smo membrane s celi¢nimi kulturami prenesli na
objektna stekelca, nanje dodali kapljico Vectashield s fluorescentnim barvilom DAPI ter jih

pokrili s krovnikom.
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3.8 ANALIZA FLUORESCENCE SLIK PRASICJIH UROTELIJSKIH CELIC

3.8.1 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI UROPLAKINOV NA POVRSINI PRASICJIH
UROTELIJSKIH CELIC

Primerjali smo urotelijske celice, nasajene na intaktno ter golo amnijsko membrano, celice, Ki
so rasle na vezivnem tkivu amnijske membrane ter urotelijske celice, nasajene na porozno
membrano, pod katero smo polozili 1,5 cm? kos¢ke amnijske membrane. Kot kontrolo smo
uporabili porozne membrane, ne da bi v medij dodali amnijske membrane. Po opisanem
postopku smo uroplakine imunofluorescentno oznacili, pripravili preparate ter jih poslikali s
fluorescen¢nim mikroskopom Axiolmager.Z1 z dodatkom ApoTome (Zeiss). Za vsak preparat
smo pri objektivu z 20-kratno lastno povecavo posneli dvajset nakljuénih posnetkov. S
pomo&jo programa AxioVison 4.8 smo v okvirju, povriine 15336 pum?, izmerili povrsine celic
z uroplakini. Podatke smo zbrali v preglednici, izracunali povprec¢no vrednost, standardno
napako ter s Studentovim t-testom ugotavljali, ali so med celicami, ki so rasle na razli¢nih

podlagah, statisti¢no znacilne razlike.

3.8.2 UGOTAVLJANJE INTENZITETE FLUORESCENCE UROPLAKINOV

Prasicje urotelijske celice, ki smo jih nasadili na intaktno ter golo amnijsko membrano, na
vezivno tkivo amnijske membrane ter na porozno membrano, pod katero smo v medij polozili
1,5 cm? kostke amnijske membrane, in tudi tiste, nasajene na kontrolno porozno membrano,
smo oznaCili s protitelesi proti uroplakinom. Po opisanem postopku smo pripravljene
preparate poslikali s fluorescenénim mikroskopom Axiolmager.Z1 z dodatkom ApoTome
(Zeiss). Za vsak preparat smo pri objektivu z 20-kratno lastno povecavo naredili dvajset
nakljuénih posnetkov. S pomo&jo programa AxioVison 4.8 smo na povr§ini 15336 pm?
izmerili intenziteto fluorescence, pri cemer smo vse izmerjene vrednosti preracunali na enak
Cas osvetlitve (200 ms). Podatke smo zbrali v preglednici, izracunali povpre¢no vrednost,
standardno napako ter s Studentovim t-testom preverili, ali so med celicami, ki so rasle na

razli¢nih nosilcih, statisti¢no znacilne razlike.
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3.8.3 UGOTAVLJANJE RAZPOREDITVE UROPLAKINOV PO Z-OSI

Prasi¢je urotelijske celice, nasajene na sinteticne nosilce, in celice, ki so rasle na intaktni in
goli amnijski membrani ter na vezivnem tkivu amnijske membrane, smo po treh in sedmih
tednih gojenja oznacili s protitelesi proti uroplakinom. Po opisanem postopku pripravljene
preparate smo poslikali s fluorescen¢nim mikroskopom Axiolmager.Z1 z dodatkom ApoTome
(Zeiss). Vsak preparat smo pri objektivu s 63-kratno lastno povecavo poslikali v ve¢ opti¢nih
rezinah. S pomocjo programa AxioVision 4.8 smo v vsaki opti¢ni rezini izmerili intenziteto
fluorescence uroplakinov in za vsako izmerjeno celico dolocili profil razporeditve
uroplakinov po z-osi. Podatke smo zbrali v preglednici, izraCunali povpre¢no vrednost in
standardno napako ter s Studentovim t-testom ugotavljali, ali se urotelijske celice, nasajene na
razli¢ne nosilce, in celice, ki smo jih gojili razli¢no dolgo ¢asa, v razporeditvi uroplakinov

statisti¢no znacilno razlikujejo.

3.9 MERJENJE TRANSEPITELIJSKE UPORNOSTI

Transepitelijska upornost urotelija, ki so ga tvorile praSicje urotelijske celice v kulturi, sSmo
merili z epitelijskim voltmetrom (EVOM & EVOMX, WPI, Sarasota) in s pripadajo¢im
parom elektrod (STX2, WPI, Sarasota). Epitelijski voltmeter s parom kombiniranih elektrod
se uporablja za merjenje toka in upornosti pri epitelijskih kulturah, nasajenih na porozne
membrane, s povriino 0.9 cm®. Transepitelijsko upornost merimo tako, da elektrodi potopimo
v medij ob porozni membrani in nad njo. Postopek izvedemo tako, da se daljsa elektroda
dotika dna petrijevke, krajso elektrodo pa potopimo v medij tik nad porozno membrano z
urotelijskimi celi¢nimi kulturami. Pomembno je, da sta elektrodi ob merjenju postavljeni

pravokotno na porozno membrano (Slika 3).
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Slika 3: A) Epitelijski voltmeter (EVOM & EVOMX ) s pripadajo¢im parom elektrod (STX2). B) Merjenje TER
na poroznih membranah, povrsine 0.9 cm® Med merjenjem elektrodi postavimo pravokotno na porozno

membrano.

K izmerjeni transepitelijski upornosti prispevata, poleg dejanske TER celic, tudi upornost
porozne membrane in upornost medija. Da smo dobili dejansko TER urotelijskih celi¢nih
kultur, smo izmerili TER prazne porozne membrane v mediju ter jo odsteli od izmerjenih

vrednosti TER. Upornost praznih poroznih membran je znasala 150 + 0.01 Qcm?,

ey

konfluentnost. Merili smo TER urotelijskih celi¢nih kultur, nasajenih na porozne membrane,
pod katere smo polozili v medij priblizno 1,5 cm? kos¢ke intaktne amnijske membrane (N=6),
in TER urotelijskih kultur na poroznih membranah brez dodane amnijske membrane - te so
nam sluzile za kontrolo (N=14). Meritve smo, z izjemo vikendov, opravljali vsak dan. Na
vsaki porozni membrani smo dnevno opravili po eno meritev. Izmerjene vrednosti smo nato
zbrali v preglednici, izraunali povprecno vrednost, standardno napako ter s Studentovim
t-testom ugotavljali, ali so med kulturami, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane, in

kulturami brez amnijske membrane v mediju statisti¢no znacilne razlike.
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4 REZULTATI

4.1 ULTRASTRUKTURNE ZNACILNOSTI AMNIJSKE MEMBRANE

Pri poskusih smo uporabljali amnijske membrane, ki so bile leto in pol zamrznjene na - 80 °C.
Ugotovili smo, da se morfologija amnijske membrane med shranjevanjem ni bistveno
spremenila. Amnijska membrana je bila zgrajena iz enoskladnega epitelija, bazalne lamine ter
vezivnega tkiva, iz kompaktne plasti, plasti fibroblastov ter gobaste plasti. Epitelij amnijske
membrane so tvorile enojederne celice, kubi¢ne do visokoprizmatske oblike, ki so jih
povezovali Stevilni dezmosomi. Na bazalni strani so AEC tvorile znacilne stebri¢asto urejene
izrastke — pedicele - na bazalno lamino, debeline priblizno 100 nm, pa so se pritrjale s
hemidezmosomi (Slika 5). Apikalna plazmalema epitelijskih celic je bila oblikovana v
Stevilne mikrovile, ki so bili pogosto razvejani ali celo zras¢eni skupaj. Poleg teh smo na
povrsini celic opazili Se posebne strukture, tako imenovane mehurcke. Dobro so bili vidni tudi

prekinjeni tesni stiki (Slika 4).

Slika 4: A-B: Povrsina poligonalno oblikovanih AEC. A) V pozni nose¢nosti pride zaradi razli¢nih dejavnikov

do prekinitve tesnih stikov med sosednjimi AEC (—). B) Apikalna plazmalema AEC je oblikovana v §tevilne

mikrovile, ki so pogosto zraséeni (®), ter kroglaste strukture - mehurcke (*). Merilce: 10 um.
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Slika 5: A-C: Ultrastruktura AEC. A) AEC so kubiéne do visokoprizmatske oblike. So enojedrne celice, z
apikalno names¢enimi jedri (j), nepravilnih oblik, in s specialno razporeditvijo heterokromatina. Apikalna
povrsina AEC je oblikovana v $tevilne mikrovile. Pod kompaktno plastjo je plast fibroblastov — fibroblast (f). B)
Sosednje celice se med seboj povezujejo s Stevilnimi dezmosomi (—). C) Na bazalni strani AEC tvorijo
stebri¢asto urejene izrastke, pedicele (* na A), s pomocjo katerih se sidrajo v spodnje tkivo. Na bazalno lamino

se pritrjajo s hemidezmosomi (»). Merilce: A) 10 um, B) 200 nm, C) 500 nm.

Ceprav morfologija amnijske membrane tudi po daljsem shranjevanju ostane nespremenjena,
je viabilnost AEC wvprasljiva. Celice so bile poskodovane in so v citoplazmi vsebovale

Stevilne vakuole.
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4.2 IMUNOFLUORESCENTNO OZNACEVANJE STICNIH PROTEINOV
AMNIJSKE MEMBRANE

S protitelesi proti dezmoplakinu in okludinu smo med sosednjimi AEC preucevali prisotnost
dezmosomov in tesnih stikov. Dokazali smo prisotnost obeh proteinov (Slika 6), s tem da
imunofluorescenca okludina ni bila tipi¢na. Ponavadi se okludin pojavlja v tankih sklenjenih
Crtah na mestih lateralne plazmaleme celic, v naSem primeru pa so bile linije, ki dokazujejo
prisotnost okludina, SirSe ter precej razprSene, kar verjetno nakazuje na prekinitev tesnih

stikov med sosednjimi AEC.

Dezmoplakin

Slika 6: A-B) Imunofluorescentno oznafena dezmoplakin in okludin. A) Imunofluorescentno oznaéen
dezmoplakin med sosednjimi AEC. B) Imunofluorescenca okludina. RazprSene ¢&rte najverjetneje kazejo na

prekinitev tesnih stikov v pozni nosecnosti. Merilce 10 um.

4.3 DEEPITELIZACIJA AMNIJSKE MEMBRANE

Za odstranitev AEC smo uporabili proteoliti¢ni encim termolizin. Amnijsko membrano smo
najprej 11 minut tretirali s termolizinom, zatem pa smo ¢as inkubacije z encimom podvojili. V
primeru 11-minutnega delovanja encima je bilo na bazalni lamini $e vedno opaziti delno
pritrjene amnijske epitelijske celice, po 22-minutnem delovanju termolizina pa celic na

bazalni lamini nismo opazili (Slika 7).



Dragin U. Amnijska membrana kot nosilec urotelija in njena vloga pri diferenciaciji urotelijskih celic. 38
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Intaktna amnijska membrana 11 minut tretiranja s TL - 22 minut tretir. jas TL
£
e o )

Slika 7: A-C) Odstranjevanje AEC s termolizinom. Parafinske rezine. A) Intaktna amnijska membrana. Na
bazalni lamini leZi enoskladen epitelij amnijske membrane. B) Po 11 minutah delovanja termolizina (TL) na
bazalni lamini $e vedno lahko opazimo posamezne, delno pritrjene AEC (—). C) TL po 22-minutnem delovanju

AEC popolnoma odstrani. Merilce: 10 pm.

4.4 CELICNE KULTURE

evee

invertnim svetlobnim mikroskopom. Hitrost rasti se je razlikovala v odvisnosti od podlage, na

katero so bile celi¢ne kulture nasajene.

4.4.1 UROTELIJSKE CELICE, NASAJENE NA SINTETICNI NOSILEC

Da bi ugotovili, ali amnijska membrana vpliva na rast in diferenciacijo urotelijskih celic, smo
priblizno 1,5 cm? velike koscke amnijske membrane polozili v medij pod sinteticne nosilce
(porozne membrane), velikosti 4.2 cm?, na katere smo z gostoto 2 x 10° nasadili pragi¢je
urotelijske celice IV. ali V. pasaze. Za kontrolo smo urotelijske celice nasadili na porozne

membrane brez amnijske membrane v mediju pod njimi.
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Med celicami, nasajenimi na porozne membrane, pod katere smo v medij polozili amnijsko
membrano, ter celicami na kontrolnih membranah nismo opazili razlike v hitrosti rasti. Ze
prvi dan po nasaditvi smo v obeh primerih opazili manjse otocke celic (Slika 8), konfluentno
stanje pa so celice dosegle po priblizno enem tednu gojenja. Med cetrtim in petim tednom
gojenja so zacele celice tvoriti vecskladne skupke celic na kontrolni in tudi na membrani z

amnijsko membrano v mediju pod njimi.

4.4.2 UROTELISKE CELICE, NASAJENE NA INTAKTNO IN GOLO AMNIJSKO
MEMBRANO

Urotelijske celice IV. in V. pasaZe smo z gostoto 2 x 10° nasadili na intaktno in golo amnijsko

membrano.

Celice, nasajene na intaktno amnijsko membrano, so, v primerjavi s tistimi, nasajenimi na
golo amnijsko membrano, rasle po¢asneje. Takoj po nasaditvi so celice, nasajene na intaktno
amnijsko membrano, tvorile okrogle otocke (Slika 8). Sprva do bili oto¢ki majhni, okrog njih
pa so bile jasno vidne AEC. Celice so v otockih ostale priblizno deset dni, nato pa so se zacele
hitreje razrascati. Skupaj z rastjo urotelijskih celic smo opazili postopno zmanjSevanje Stevila
AEC.

Tudi celice, nasajene na golo amnijsko membrano, so prvi dan po nasaditvi tvorile majhne
okrogle otocke, vendar so se, za razliko od celic, nasajenih na intaktno AM, Ze po dveh do
treh dneh razrasle ¢ez vecjo povrsino (Slika 8). Na nobeni od membran niso celice po treh

tednih gojenja dosegle konfluentnosti.
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4.4.3 UROTELIJSKE CELICE, NASAJENE NA VEZIVNO TKIVO AMNISKE
MEMBNRANE

Urotelijske celice V. Pasaze, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane, so v primerjavi
s celicami, nasajenimi na ostale podlage, rasle najhitreje. Ze v manj kot 24 urah po nasaditvi
so tvorile vecje otocke ter povezave med njimi (Slika 8). Rast celic se je v nadaljnjih dneh
sicer nekoliko ustalila, kljub temu pa so v tednu dni dosegle konfluentno stanje.

Intaktna AM

AMsp

Gola AM

Slika 8: A-D: Celi¢ne kulture, nasajene na razliéne podlage. A) Urotelijske celice, nasajene na porozno
membrano, z amnijsko membrano v mediju pod njimi (AMsp), 24 ur po nasaditvi. B) Urotelijske celice,
nasajene na intaktno amnijsko membrano (Intaktna AM), tvorijo prve dni po nasaditvi otocke celic. C)
Urotelijske celice, nasajene na golo amnijsko membrano (Gola AM), teden dni po nasaditvi. V primerjavi s

celicami, nasajenimi na intaktni amnijsko membrano, se urotelijske celice, nasajene na golo amnijsko membrano
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razras¢ajo hitreje. D) Urotelijske celice, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane (Vezivno tkivo AM), 24

ur po nasaditvi. Merilce: 10 pm.

4.5 ULTRASTRUKTURNE ZNACILNOSTI PRASICJIIH UROTELIJSKIH CELIC,
NASAJENIH NA RAZLICNE NOSILCE

Po treh in sedmih tednih gojenja urotelijskih celicnih kultur na razlicnih nosilcih smo
preparate urotelijskih celic pregledali s presevnim in vrstiénim elektronskim mikroskopom.
Pri pregledovanju preparatov smo bili pozorni na znacilne ultrastrukturne lastnosti, ki sluzijo
kot pokazatelji diferenciranosti urotelijskih celic. Ugotovili smo, da urotelijske celice,

nasajene na razli¢ne podlage, dosegajo razli¢ne stopnje diferenciranosti.

4.5.1 UROTELIJSKE CELICE, NASAJENE NA SINTETICNI NOSILEC

Ultrastrukturo urotelijskih celic, ki so rasle na poroznih membranah pod vplivom amnijske
membrane, smo primerjali z ultrastrukturo urotelijskih celic, nasajenih na kontrolne
membrane. Po pregledovanju celic, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane, smo po treh
tednih gojenja nasli med nediferenciranimi celicami Stevilne delno in dobro diferencirane
celice. Nediferencirane celice so imele apikalno plazmalemo, oblikovano v mikrovile,
medtem ko so se ti pri delno diferenciranih celicah povezovali v nesklenjene ter sklenjene
grebene. Med sosednjimi celicami smo v ve€ini primerov opazili dobro razvite tesne stike,
poleg tega so bile dobro diferencirane celice vecje od nediferenciranih. Nasprotno je bila
apikalna povr$ina vecine celic, nasajenih na kontrolne membrane, oblikovana v mikrovile in
smo delno ter dobro diferencirane celice nasli le posamezno. Tudi tu smo na dolocenih

predelih opazili dobro razvite tesne stike (Slika 9).

Po sedmih tednih gojenja celic je bila razlika med celicami kontrolnih membran ter celicami z

amnijsko membrano v mediju pod njimi manj$a. V obeh primerih smo dobro diferencirane
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celice opazili predvsem na obmocjih z ve¢ skladi celic, medtem ko so v predelih z manj
celi¢nih skladov prevladovale celice z mikrovili. Med celicami z velikim Stevilom gosto
posejanih mikrovilov smo nasli Stevilne temnejSe celice z redkimi mikrovili, ki so bile vecje v

primerjavi z ostalimi celicami.

Slika 9: A-D: Povrsinske urotelijske celice, nasajene na sinteti¢ne nosilce, po treh in sedmih tednih gojenja. A)

Apikalna plazmalema urotelijskih celic kontrolnih membran je bila po treh tednih v veéini primerov oblikovana
v mikrovile. B) Po treh tednih gojenja smo pri celi¢nih kulturah, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane
(AMsp), opazili stevilne celice z nesklenjenimi oziroma sklenjenimi grebeni. V obeh primerih smo opazili dobro
razvite medceli¢ne povezave (—). C-D) Po sedmih tednih je bila razlika med celicami, ki so rasle pod vplivom
amnijske membrane, ter celicami, nasajenimi na kontrolne membrane, manjsa. V obeh primerih smo nasli
Stevilne celice s sklenjenimi grebeni (P ). Celice, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane (B, D), so bile

vedje v primerjavi s celicami kontrolnih membran (A, C). Merilce: 10 pum.
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Rezultate, dobljene z wvrsticnim elektronskim mikroskopom, smo potrdili z uporabo
presevnega elektronskega mikroskopa. Celice, ki so rasle na porozni membrani, pod katero
smo v medij polozili amnijsko membrano, so bile v primerjavi s kontrolo bolj diferencirane.
Apikalna povrSina dobro diferenciranih povrSinskih celic je bila na dolo¢enih mestih
oblikovana v urotelijske plake, delno diferencirane celice pa smo prepoznali po zdruzevanju
mikrovilov. V apikalni citoplazmi dobro diferenciranih celic smo opazili vezikle, ki verjetno
predstavljajo DFV. Apikalna povrsina vecine celic kontrolnih membran je bila oblikovana v
mikrovile. Bolj diferencirane celice, z znacilno oblikovano apikalno plazmalemo ter DFV, so

bile manj pogoste (Slika 10).

V obeh primerih so celice na sticnih povrSinah tvorile medcelicne povezave, ki so bile vidne
kot preplet oziroma zajede ene celice v drugo. Med sosednjimi povrSinskimi urotelijskimi
celicami smo opazili tesne stike in pod njimi lezece dezmosome. Celice so oblikovale tri do

Stiri celi¢ne sklade, vsebovale so Stevilne mitohondrije ter dobro vidne skladovnice GA.

Kot pri vrstiénem elektronskem mikroskopu smo po daljSem ¢asu gojenja bolj diferencirane

povrsinske celice nasli na predelih z ve¢ celi¢nimi skladi.
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Kontrola po 3 tednih AMsp po 3 tednih

$

Slika 10: A-B: Ultrastruktura povrsinskih urotelijskih celic, nasajenih na sintetiéne nosilce, po treh tednih
gojenja. A) Apikalna plazmalema povrsinski celic, ki so rasle na kontrolnih membranah, je bila v veéini
primerov oblikovana v mikrovile, ob tem so bili DFV v apikalni citoplazmi manj $tevilni. Pri celicah kontrolnih
membran je bil glikokaliks na povrSini celic, ¢e jih primerjamo s celicami, ki so rasle pod vplivom amnijske
membrane, izrazitej$i. B) V apikalni plazmalemi $tevilnih povrSinskih celic, ki so rasle pod vplivom amnijske
membrane (AMsp), so bili prisotni urotelijski plaki z odebeljeno apikalno plazmalemo (pove¢an okvircek). V
apikalni citoplazmi povrSinskih celic smo opazili Stevilne vezikle, ki najverjetneje predstavljajo DFV (—).

Merilce: 1 pm.

4.5.2 UROTELIJSKE CELICE, NASAJENE NA INTAKTNO IN GOLO AMNISKO
MEMBRANO

V primerjavi s celicami, nasajenimi na sinteti¢ni nosilec, so bile celice, ki so rasle na amnijski
membrani manj diferencirane. Med celicami, nasajenimi na intaktno ter golo amnijsko
membrano, po treh tednih gojenja nismo opazili ocitnih ultrastrukturnih razlik. V obeh
primerih so prevladovale nediferencirane celice z mikrovili, med katerimi smo opazili vecje,
temnejSe celice z redkimi mikrovili, in posamezne celice z nesklenjenimi ter sklenjenimi

grebeni.
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Celi¢ne kulture ob fiksaciji niso bile konfluentne, zato smo ob pregledovanju celic, nasajenih
na intaktno amnijsko membrano, poleg urotelijskih celic, nasli na dolo¢enih mestih tudi AEC,
ki so bile poskodovane. Urotelijske celice so rasle ob AEC. Z njimi niso tvorile povezav, prav
tako ni bilo videti, da bi jih prerascale (Slika 11).

Tudi rezultati, dobljeni s pomoc¢jo presevnega elektronskega mikroskopa, kazejo na nizko
diferenciranost urotelijskih celic, nasajenih na amnijsko membrano. Pri celicah, ki so rasle na
intaktni, in pri celicah na goli amnijski membrani je bila apikalna povrSina vecine celic po
treh tednih gojenja oblikovana v mikrovile. Ob¢asno smo med nediferenciranimi celicami
nasli posamezne delno diferencirane celice z zdruzenimi mikrovili ter DFV v apikalni
citoplazmi. Kot celice na sinteti¢nih nosilcih so tudi celice, nasajene na amnijsko membrano,
tvorile prepletene medceli¢ne povezave (Slika 12), poleg tega so se s sosednjimi celicami
povezovale s tesnimi stiki in dezmosomi. V citoplazmi povrsinskih celic smo opazili Stevilne

mitohondrije ter dobro vidne skladovnice GA. Celice so bile urejene v tri celi¢ne sklade.

Pod urotelijskimi celicami, nasajenimi na intaktno amnijsko membrano, nismo opazili AEC,
kar nakazuje, da jih urotelijske celice najverjetneje izpodrinejo. Bazalne urotelijske celice so
se na intaktni in na goli amnijski membrani pritrjevale na bazalno lamino amnijske membrane
(Slika 12).
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Slika 11: A-D: Povrsinske urotelijske celice, nasajene na intaktno (Intaktna AM) in golo amnijsko membrano
(Gola AM), po treh tednih gojenja. A) Poleg urotelijskih celic so bile na intaktni amnijski membrani prisotne
tudi AEC (—). B-D) Med povrsinskimi celicami, nasajenimi na golo in intaktno amnijsko membrano, so
prevladovale celice z mikrovili, med katerimi smo nasli tudi celice z nesklenjenimi (P) in redkeje s sklenjenimi

grebeni. Merilce: 10 pum.
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Slika 12: A-C: Ultrastruktura povrsinskih urotelijskih celic, nasajenih na intaktno (Intaktna AM) in golo
amnijsko membrano (Gola AM), po treh tednih gojenja. A-B) Tako pri celicah, ki so rasle na intaktni, kot pri
celicah na goli amnijski membrani je bila apikalna povrSina vecine celic oblikovana v mikrovile. Med
nediferenciranimi celicami smo opazili tudi posamezne delno diferencirane celice z zdruZzenimi mikrovili (A).
Sosednje celice so v obeh primerih tvorile prepletene medceli¢ne povezave (—). C) Bazalne urotelijske celice so

se v obeh primerih pritrjevati na bazalno lamino amnijske membrane (®). Merilce: A) 200 nm, B-C) 500 nm.

4.5.3 UROTELIJSKE CELICE, NASAJENE NA VEZIVNO TKIVO AMNISKE
MEMBRANE

Urotelijske celice, ki so uspevale na vezivhem tkivu amnijske membrane, so, v primerjavi s
celicami, nasajenimi na ostale podlage, dosegle najvisjo stopnjo diferenciranosti. Po treh
tednih gojenja so oblikovale predele s Stirimi oziroma petimi celi¢nimi skladi ter med njimi

predele, kjer je bilo celi¢nih skladov manj (Slika 13). Tam, kjer je bilo celi¢nih skladov vec,
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je bila apikalna plazmalema vecine povrsinskih celic oblikovana v sklenjene grebene (Slika
14). Kljub dobri diferenciaciji teh celic pa so bile celice na podro¢jih z manj (dva do tri)
celiénimi skladi slabo diferencirane. Apikalna povrSina vecine celic na mestih z manjSim
Stevilom celi¢nih skladov je bila oblikovana v mikrovile, delno ter dobro diferencirane celice

pa so bile redke.

Vezivno tkivo AM

Slika 13: Urotelijske celice, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane, po treh tednih gojenja. Poltanka
rezina. Celice, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane, so po treh tednih gojenja tvorile predele z ve¢
celi¢nimi skladi (») ter med njimi predele, kjer je bilo celi¢nih skladov manj (—). Celice so se pritrjevale na

vezivo amnijske membrane, na nasproti leZeci strani so bile AEC (*). Merilce: 50 pum.

Po sedmih tednih gojenja so celice, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane, dosegle
visjo stopnjo diferenciranosti. V primerjavi s tri tedne starimi celi¢nimi kulturami celice po
sedmih tednih niso tvorile izrazitih vec¢skladnih skupkov, kljub temu pa smo opazili Stevilne

visoko diferencirane povrSinske celice. Te so bile praviloma vecje od ostalih, njihova apikalna
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plazmalema pa je iz sklenjenih grebenov prehajala v znacilne Skoljkaste mikrogrebene (Slika

14). Med njimi smo opazili dobro razvite tesne stike.

Vezivno tkivo AM po 7 tednih
z ‘ y v . : F:

Slika 14: A-E: Povrsinske urotelijske celice, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane (Vezivno tkivo

AM), po treh in sedmih tednih gojenja, pri razliénih pove¢avah. A) Po treh tednih gojenja so urotelijske celice,
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nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane, tvorile majhne vec¢skladne celi¢ne skupke (—). B) V predelih teh
skupkov je imela vecina povrsinskih urotelijskih celic apikalno plazmalemo, oblikovano v sklenjene grebene. C)
Po sedmih tednih gojenja celice niso ve¢ tvorile izrazitih predelov z ve¢jim $tevilom celi¢nih skladov. D) Nasli
smo stevilne visoko diferencirane povrsinske celice, ki so se s sosednjimi celicami povezovale z dobro razvitimi
tesnimi stiki (»). E-F) Apikalna plazmalema visoko diferenciranih celic je iz sklenjenih grebenov prehajala v

Skoljkaste mikrogrebene (—). Slika F predstavlja povecan okvircek slike E. Merilce: A-E) 10 um, F) 1 um.

Tudi z rezultati, dobljenimi s pomocjo presevnega elektronskega mikroskopa, smo pokazali,
da dosezejo urotelijske celice, ki so rasle na vezivnem tkivu amnijske membrane, vi§jo
stopnjo diferenciacije v predelih z ve¢jim Stevilom celi¢nih skladov. PovrSinske celice
vecskladnih predelov so imele po treh tednih gojenja apikalno plazmalemo, oblikovano v
vecini primerov v uroplakinske plake. Poleg tega smo v apikalni citoplazmi teh celic opazili
Stevilne okrogle vezikle, ki so verjetno DFV. Veéina celic na mestih z manj celi¢nimi skladi
je bila nizko diferencirana. Med njimi smo nasli tudi posamezne delno diferencirane celice z

zdruzenimi mikrovili.

Kot celice, nasajene na ostale podlage, so tudi celice, nasajene na vezivno tkivo amnijske
membrane, tvorile prepletene medceli¢ne povezave. PovrSinske celice so se povezovale s
tesnimi stiki ter dezmosomi, v citoplazmi pa so vsebovale Stevilne mitohondrije in dobro
razvit GA. Bazalne celice so se pritrjevale direktno na vezivno tkivo amnijske membrane in
niso tvorile bazalne lamine. V povprecju so celice oblikovale dva do tri sklade, na nekaterih

obmocjih pa stiri ali ve¢ celi¢nih skladov.

Po sedmih tednih gojenja smo opazili ve¢je Stevilo dobro diferenciranih celic s Stevilnimi
DFV v apikalni citoplazmi (Slika 15). Bolje diferencirane celice so bile prisotne na obmo¢jih

z ve¢ celiénimi skladi.
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Vezivno tkivo AM po 7 tednih

Slika 15: A-D: Ultrastruktura povrsinskih urotelijskih celic, nasajenih na vezivno tkivo amnijske membrane, po
treh in sedmih tednih gojenja. A) PovrSinske urotelijske celice ve¢skladnih predelov so bile po treh tednih
gojenja dobro diferencirane. B) Bazalne celice so se pritrjale direktno na vezivno tkivo amnijske membrane in
niso tvorile bazalne lamine (P). C-D) Po sedmih tednih gojenja smo opazili veéje $tevilo dobro diferenciranih
celic z apikalno plazmalemo, oblikovano v urotelijske plake, ter s $tevilnimi DFV v apikalni citoplazmi (—). V
predelu urotelijskih plakov je bila apikalna plazmalema odebeljena (pove¢an okviréek). Merilce: A) 1um, B-D)
500 nm.
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4.6 IMUNOFLUORESCENTNO OZNACEVANJE UROPLAKINOV IN OKLUDINA

Tri in sedem tednov stare celicne kulture urotelijskih celic, ki so uspevale na razli¢nih
nosilcih, smo imunofluorescentno oznacili s protitelesi proti uroplakinom in okludinu.
Ugotovili smo, da se intenziteta izrazanja uroplakinov ter povrSina celic z izrazenimi
uroplakini razlikujeta, in sicer odvisno od nosilca, na katerega so bile celi¢ne kulture

nasajene.

4.6.1 IMUNOFLUORESCENCA UROPLAKINOV

S protitelesi proti uroplakinom smo oznadili uroplakine v povrsinskih urotelijskih celicah tri
in sedem tednov starih celi¢nih kultur. Prisotnost uroplakinov smo dokazali pri vseh celi¢nih
kulturah. Med obarvanim celicami, ki so izrazale uroplakine, smo nasli neobarvana podrocja,

Kjer celice uroplakinov niso izrazale (Slika 16).
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Vezivno tkivo AM Vezivno tkivo AM

Slika 16: A-F: Imunofluorescenca uroplakinov. Prisotnost uroplakinov (obarvani zeleno) smo dokazali pri vseh
celiénih kulturah. F) Pri nekaterih celicah smo opazili povezovanje mikrovilov v nesklenjene in sklenjene

grebene. Slika F predstavlja poveéan okviréek slike E. Merilce: A-E) 10 um, F) 5 pm.
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4.6.2 POVRSINA CELIC Z IZRAZENIMI UROPLAKINI JE ODVISNA OD NOSILCA

Opazili smo, da se velikost povrsine celic z uroplakini razlikuje, in sicer odvisno od nosilca,
na katerega so bile urotelijske celice nasajene. Opazanja smo potrdili z analizami slik
nakljuéno izbranih vidnih polj, pri Gemer je vsako vidno polje merilo 15336 pm?® Povrino

celic z izrazenimi uroplakini smo izmerili, kot je opisano v poglavju 3.6.1.

Najvisjo povpre¢no povrsino celic z uroplakini smo izmerili pri celi¢nih kulturah, nasajenih

na porozne membrane (9226.4 + 701.9 pum?

, N=60). Med povpre¢no povrsino celic z
uroplakini kontrolnih membran ter povprecno povr§ino celic z uroplakini, ki so rasle pod
vplivom amnijske membrane, ni bilo statisticno znacilne razlike (Studentov t-test, p > 0.05).

Nekoliko manjSo povprecno povrsino celic z uroplakini smo izmerili pri celi¢nih kulturah, ki
so rasle na vezivnem tkivu amnijske membrane (7197.8 + 360.3 um?, N=70), najmanj celic z
izrazenimi uroplakini Smo nasli v primeru nasaditve na intaktno ali golo amnijsko membrano.
Povpre¢na povrSina celic z uroplakini je bila pri celicah, nasajenih na intaktno amnijsko
membrano, vedja (5888.0 + 340.9 um? N=20) od povpre¢ne povriine celic z izraZenimi
uroplakini, ki so bile nasajene na golo amnijsko membrano (4463.3 + 482.5um? N=40).
Povprecne povrsSine celic z uroplakini, ki so uspevale na vezivnem tkivu amnijske membrane

ter na intaktni in goli amnijski membrani, so se med seboj statistitno znaéilno razlikovale

(Studentov t-test, p < 0.05) (Graf 1).

Ob nasaditvi celic na sinteti¢ni nosilec kontrolne porozne membrane (60.2 + 4.6 %, N=60) ter
porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi (53.5 £ 2.7 %, N=70) je bila
povprecna pokrovnost s celicami, ki so izrazale uroplakine, vecja od 50 %, po drugi strani pa
ob nasaditvi celic na vezivno tkivo amnijske membrane (46.9 + 2.3 %, N=40) ter na intaktno
(38.4 £ 2.2 %, N=20) in golo amnijsko membrano (29.1 £ 3.1%, N= 40) povpre¢na povrsina

celic z uroplakini ni presegla 50 % pokritosti vidnega polja.
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Graf 1: Povpre¢na povrsina celic z uroplakini glede na nosilec, in sicer po treh tednih gojenja. Med povpreéno
povrsino celic z uroplakini kontrolnih membran ter povpre¢no povrsino celic z uroplakini, ki so uspevale na
poroznih membranah pod vplivom amnijske membrane (AMsp), ni bilo statisti¢no znacilne razlike (p > 0.05).
Povpreéne povrsine celic z uroplakini, ki so uspevale na vezivnem tkivu amnijske membrane ter na intaktni in
goli amnijski membrani, so se med seboj statisticno znacilno razlikovale (p < 0.05). Legenda: * p < 0.05

(Studentov t-test).

Da bi ugotovili, ali daljsi ¢as gojenja vpliva na velikost povpreéne povrsine celic z uroplakini,
smo pokritost vidnega polja s celicami, ki so izrazale uroplakine, izmerili $e pri sedem tednov
starih celi¢nih kulturah. Med seboj smo primerjali celicne kulture, ki so rasle na sinteticnih
nosilcih, in tiste, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane. Celi¢ne kulture, nasajene na
intaktne in gole amnijske membrane, smo gojili le tri tedne, zato jih v primerjavo nismo
vkljucili. Ugotovili smo, da se je povprecna povrsina celic z uroplakini v apikalni plazmalemi
po sedmih tednih gojenja celi¢nih kultur v vseh treh primerih povecala. Najvecjo razliko smo
opazili pri celicah, nasajenih na porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod
njimi, kjer je bila povpre¢na povrsina celic z uroplakini po sedmih tednih za priblizno 30 %

vecja od povpreéne povrsine po treh tednih gojenja. Za nekoliko manj (priblizno 28 %) se je
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povecala povprecna povrsina celic, ki so izrazale uroplakine, pri celi¢nih kulturah, nasajenih
na kontrolne porozne membrane, medtem ko smo najmanjso razliko v povrSini (priblizno 14
%), po dodatnih Stirih tednih gojenja celi¢nih kultur, opazili pri celicah, ki so uspevale na

vezivnem tkivu amnijske membrane (Slika 17).

Po sedmih tednih gojenja celic smo najvi§jo povprecno celi¢no povrSino z uroplakini izmerili
pri kontrolnih poroznih membranah (13477.4 + 210.3 pum?, N=40). Nekoliko manjso
povpretno povrsino celic z uroplakini (12835.9 + 330.7 um?®, N=40) so po sedmih tednih
dosegle celice, nasajene na porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi,
najmanj§o povpretno povrsino (9277.1 + 758.9 um? N=40) pa smo izmerili pri celicah,
nasajenih na vezivno tkivo amnijske membrane. Povpre¢ne povrSine celic z izrazenimi
uroplakini po sedmih tednih gojenja so se statisticno znacilno razlikovale od povprecnih

povrsin celic z uroplakini po treh tednih gojenja. (Studentov t-test, p < 0.05) (Graf 2).

Povprecna povrSina celic z uroplakini je po sedmih tednih gojenja celicnih kultur tako v
primeru nasaditve na sinteti¢ni nosilec - kontrolne porozne membrane (87.9 £ 1.9 %, N=40)
in porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi (83.7 = 3.1 %, N=40) kot pri
nasaditvi na vezivno tkivo amnijske membrane (60.5 £ 7 %, N=40) presegla 50 % pokritost

vidnega polja.
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Slika 17: A-F) Primerjava povrsine celic z izraZzenimi uroplakini, nasajenimi na razli¢ne podlage, po treh in
sedmih tednih. Povpre¢na povrsina celic z uroplakini se je po sedmih tednih gojenja celi¢nih kultur, ne glede na
nasaditveno podlago, povecala. Najve&jo razliko smo opazili pri celicah, ki so rasle pod vplivom amnijske
membrane (AMsp). Nekoliko manjso pri celicah, ki so rasle na kontrolnih membranah, najmanj pa se je povecala
povrsina celic z uroplakini pri celicah, nasajenih na vezivno tkivo amnijske membrane (Vezivno tkivo AM).

Merilce: 50 pm.
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Graf 2: Povpre¢na povrsina celic z uroplakini po treh in sedmih tednih gojenja celi¢nih kultur. Po sedmih tednih
gojenja celi¢nih kultur je prislo do povecanja povrsine celic z uroplakini. Najvecjo razliko smo med povpre¢no
povrsino celic z izrazenimi uroplakini po treh in sedmih tednih opazili pri celicah, ki so rasle pod vplivom
amnijske membrane (AMsp). Povprecne povrsine celic z izrazenimi uroplakini po sedmih tednih so se statisti¢no
znacilno razlikovale od povpreénih povrsin celic z uroplakini po treh tednih gojenja (p < 0.05). Legenda: * p <

0.05 (Studentov t-test).

4.6.3 INTENZITETA FLUORESCENCE UROPLAKINOV

Poleg razlik v velikosti povrSine celic z uroplakini smo pri celiénih kulturah, nasajenih na
razli¢ne nosilce, opazili tudi razlike v intenziteti fluorescence uroplakinov. Ugotovitve smo
potrdili z natancnejSimi analizami slik naklju¢no izbranih vidnih polj, pri ¢emer smo

intenziteto fluorescence uroplakinov izmerili, kot je opisano v poglavju 3.6.2.

Najvi§jo povprecno intenziteto fluorescence uroplakinov smo izmerili pri celicnih kulturah,
nasajenih na porozne membrane (3524.3 + 196.2 a.e., N=70). Med povpre¢no intenziteto

fluorescence uroplakinov celicnih kultur kontrolnih poroznih membran ter intenziteto
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fluorescence uroplakinov celic, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane, ni bilo
statisticno znacilne razlike (Studentov t-test, p > 0.05). Obenem se je intenziteta fluorescence
uroplakinov celi¢nih kultur, nasajenih na sinteti¢ne nosilce, Statisticno znacilno razlikovala od
intenzitete fluorescence uroplakinov celic, nasajenih na vezivno tkivo amnijske membrane, ter

na intaktno in golo amnijsko membrano (Studentov t-test, p < 0.05).

Nekoliko nizjo intenziteto fluorescence uroplakinov Smo, v primerjavi s celicami, nasajenimi
na porozne membrane, izmerili pri celicah, ki so rasle na vezivnem tkivu amnijske membrane
(2592.8 + 200.2 a.e., N=40), $e nizjo pa pri celi¢nih kulturah, nasajenih na intaktno in golo
amnijsko membrano. Povpre¢na intenziteta fluorescence uroplakinov je bila pri celicah,
nasajenih na intaktno amnijsko membrano, signifikantno nizja (836.5 £ 63.1 a.e., N=20) od
povprecne intenzitete fluorescence uroplakinov celic, nasajenih na golo amnijsko membrano
(2303.1 + 241.9 a.e., N=40) (Studentov t-test, p < 0.01). Poleg tega ni bilo statisticno znacilne
razlike med povpre¢no intenziteto fluorescence uroplakinov, nasajenih na vezivno tkivo
amnijske membrane, in povpre¢no intenziteto fluorescence celic, nasajenih na golo amnijsko

membrano (Studentov t-test, p > 0.05) (Graf 3).
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Graf 3: Povpre¢na intenziteta fluorescence uroplakinov po treh tednih gojenja. Med celi¢nimi kulturami
kontrolnih poroznih membran in tistimi, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane(AMsp), v intenziteti
fluorescence ni bilo statisti¢no znaéilnih razlik. Prav tako se v intenziteti fluorescence niso razlikovale celi¢ne
kulture, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane (Vezivno tkivo AM) in na golo amnijsko membrano
(Gola AM), ni bilo statisti¢no znadéilne razlike (p > 0.05). Povpreé¢na intenziteta fluorescence uroplakinov celic,
nasajenih na intaktno amnijsko membrano (Intaktha AM), pa je bila signifikantno nizja od povpreéne intenzitete
fluorescence uroplakinov celic, nasajenih na ostale nosilce (p < 0.01). Legenda: * p < 0.05, ** p < 0.01
(Studentov t-test).

Po sedmih tednih gojenja celiénih kultur smo, v primerjavi z intenziteto fluorescence
uroplakinov tri tedne starih celic, pri celicah, nasajenih na sinteti¢ne nosilce, in pri celi¢nih
kulturah, nasajenih na vezivno tkivo amnijske membrane, opazili padec intenzitete
fluorescence uroplakinov. Intenziteta fluorescence uroplakinov celi¢nih kultur, nasajenih na
porozno membrano z amnijsko membrano v mediju pod njimi, je bila po sedmih tednih
signifikantno nizja (1620.8 £ 60.9 a.e., N=40) od intenzitete fluorescence uroplakinov tri
tedne starih celic (3524.3 + 196.2 a.e., N=70) (Studentov t-test, p < 0.01). Tudi intenziteta

fluorescence uroplakinov kontrolnih membran se je po treh in sedmih tednih gojenja celi¢nih
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kultur statisticno znacilno razlikovala (Studentov t-test, p < 0.05), medtem ko med tri in
sedem tednov starimi celi¢nimi kulturami, nasajenimi na vezivno tkivo amnijske membrane,

statisticno znacilnih razlik ni bilo (Studentov t-test, p > 0.05).

Po daljSem ¢asu gojenja celic med celi¢nimi kulturami, nasajenimi na kontrolne membrane,
ter celicami, ki so rasle na vezivnem tkivu amnijske membrane, nismo opazili statisticno
znacilnih razlik, po drugi strani pa je v primerjavi z njima intenziteta fluorescence
uroplakinov celic, nasajenih na porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi,

statisticno znacilno nizja (Studentov t-test, p < 0.05) (Graf 4).
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Graf 4: Povpre¢na intenziteta fluorescence uroplakinov po treh in sedmih tednih gojenja celi¢nih kultur.
Intenziteta fluorescence uroplakinov celi¢nih kultur, nasajenih na porozno membrano z amnijsko membrano v
mediju pod njimi (AMsp), je bila, v primerjavi z intenziteto fluorescence uroplakinov tri tedne starih celic, po
sedmih tednih signifikantno nizja (p < 0.01). Prav tako se je po treh in sedmih tednih gojenja statisti¢no znacilno
razlikovala intenziteta fluorescence uroplakinov kontrolnih membran (p < 0.05), medtem ko med tri in sedem
tednov starimi celi¢énimi kulturami, nasajenimi na vezivno tkivo amnijske membrane (Vezivno tkivo AM),

statistiéno znag¢ilnih razlik ni bilo (p > 0.05). Legenda: * p <0.05, *** p < 0.01 (Studentov t-test).
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4.6.4 RAZPOREDITEV UROPLAKINOV PO Z-OSI

Da bi ugotovili, ali na povecanje povrsine celic z izrazenimi uroplakini in obenem zmanjSanje
intenzitete fluorescence uroplakinov po sedmih tednih gojenja celic vpliva razporeditev
uroplakinov znotraj celic, smo v ve¢ zaporednih opti¢nih rezinah izbranih celic izmerili
intenziteto fluorescence uroplakinov. Profil razporeditve uroplakinov po z-osi smo dolo¢ili v
celicah, ki so na razli¢nih nosilcih rasle tri in sedem tednov. Razporeditev uroplakinov smo

dolo¢ili, kot je opisano v poglavju 3.6.3.

Po treh tednih gojenja urotelijskih celic smo imunofluorescentno oznacene uroplakine zaznali
do povpre¢no 3 + 0.01 um (N=30) pod apikalno plazmalemo, medtem ko so ti pri sedem
tednov starih celicah segali v globino le do v povpreéju 2.5 = 0.1 um (N=30). Razporeditev
uroplakinov po z-osi se je med tremi in sedmimi tedni tako pri celicah, nasajenih na sinteti¢ne
nosilce, kot tudi tistih, ki so rasle na vezivnem tkivu amnijske membrane, statisti¢no znacilno
razlikovala (Studentov t-test, p < 0.05 ). Med razporeditvijo uroplakinov tri tedne starih celic,
nasajenih na razli¢ne nosilce, pa ni bilo statisti¢cno znacilnih razlik. Prav tako ni bilo
statisticno znacilnih razlik v profilu uroplakinov po z-osi med sedem tednov starimi, na

razli¢ne nosilce nasajenimi celicami (Studentov t-test, p > 0.05).
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Graf 5: Razporeditev uroplakinov po z-osi v urotelijskih celicah, nasajenih na razli¢ne nosilce, po treh in sedmih
tednih gojenja. Razporeditev uroplakinov po z-osi se je med tremi in sedmimi tedni, v vseh treh primerih,
statisticno znacilno razlikovala (p < 0.05). Med razporeditvijo uroplakinov v celicah, ki so rasle na razli¢nih

nosilcih, ni bilo statisti¢nih razlik (p > 0.05). Legenda: * p < 0.05 (Studentov t-test).

Poleg tega smo, da bi razlozili razliko v povrSini celic z uroplakini ter intenziteti fluorescence
uroplakinov po treh tednih gojenja, profil razporeditve uroplakinov po z-osi dolo¢ili tudi v
urotelijskih celicah, ki so rasle na intaktni in goli amnijski membrani. Razporeditev
uroplakinov po z-osi se je med celicami, nasajenimi na intaktno in golo amnijsko membrano,
po treh tednih gojenja statisticno znacilno razlikovala (Studentov t-test, p < 0.05). Pri celicah,
ki so rasle na intaktni amnijski membrani, smo imunofluorescentno oznacene uroplakine
zaznali do povpre¢no 2.57 £ 0.09 um (N=10), medtem ko so ti pri celicah, nasajenih na golo

amnijsko membrano, segali do povpre¢no 2.93 £ 0.08 um (N=10) (Graf 6).
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Graf 6: Razporeditev uroplakinov po z-osi v urotelijskih celicah, nasajenih na intaktno (Intaktha AM) in golo
amnijsko membrano (Gola AM), po treh tednih gojenja. Urotelijske celice, nasajene na intaktno in golo amnijsko
membrano, so se po treh tednih gojenja v razporeditvi uroplakinov po z-osi statisti¢no znacilno razlikovale (p <
0.05). Legenda: * p < 0.05 (Studentov t-test).

4.6.5 IMUNOFLUORESCENCA OKLUDINA, PROTEINA TESNIH STIKOV

S protitelesi proti okludinu smo oznacili tri in sedem tednov stare kulture urotelijskih celic.
Prisotnost okludina, ki se je v tankih sklenjenih ¢rtah pojavljal apikalno na lateralni
plazmalemi celic, smo dokazali pri vseh celi¢nih kulturah ne glede na nosilce, na katere so
bile nasajene. Med tri in sedem tednov starimi celicami v pojavljanju okludina nismo opazili
razlik (Slika 18).
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Slika 18: A-F: Imunofluorescenca okludina (obarvan zeleno). Okludin je viden v obliki sklenjenih &rt med
sosednjimi povrS§inskimi urotelijskimi celicami v vseh celi¢nih kulturah. Med tri in sedem tednov starimi

kulturami nismo opazili razlik. Kromatin je ozna¢en modro, z barvilom DAPI. Merilce: 10 pm.
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4.7 TRANSEPITELIJSKA UPORNOST

oo

membrane, s povriino 0.9 cm® TER urotelijskih celi¢nih kultur, ki so uspevale na poroznih
membranah, pod katere smo v medij polozili 1,5 cm? kos¢ke amnijske membrane, smo
primerjali s TER urotelijskih celicnih kultur, ki so rasle na kontrolnih membranah - na

poroznih membranah - brez amnijske membrane, dodane v medij.

evee

preden so dosegle konfluentnost. Med vrednostmi TER celi¢nih kultur, Ki so rasle pod
vplivom amnijske membrane, ter tistih, nasajenih na kontrolne membrane, ni bilo statisti¢no
znaCilnih razlik (Studentov t-test, p > 0.05). V obeh primerih so vrednosti TER med
meritvami nihale, s tem da smo izrazite padce vrednosti praviloma opazili le pri meritvah,
opravljenih po vikendih. TER celi¢nih kultur z amnijsko membrano v mediju pod njimi je v
primerjavi s kontrolo naras¢ala poc¢asneje, po tretjem tednu merjenja pa so njene vrednosti
nekoliko presegle vrednosti, izmerjene na kontrolnih membranah. V osmem tednu merjenja so
se vrednosti celi¢nih kultur, nasajenih na kontrolne membrane, priblizale vrednostim,
izmerjenim na celiénih kulturah, ki so rasle z amnijsko membrano v mediju pod njimi
(Graf 7). Vrednosti TER so v obeh primerih postopoma narasc¢ale. Medtem ko so izmerjene
vrednosti TER v celi¢nih kulturah, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane, v povpre¢ju
znagale 4686.2 + 1396.6 Qcm® (N=240) pri kulturah, nasajenih na kontrolne membrane, pa
4644.9 + 812.9 Qcm? (N=560) smo na posameznih membranah v obeh primerih izmerili tudi
TER, ki so znaSale ¢ez 11000 Qcm?.



Dragin U. Amnijska membrana kot nosilec urotelija in njena vloga pri diferenciaciji urotelijskih celic. 67
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Transepitelijska upornost [kiiem?]

L e O = - ]

23.4.2010 _%
2642010

284.2010 | .
29.4.2010 \q
30.4.2010

3.5.2010
45,2010
5.5.2010
£.5.2010
75,2010
10,5.2010 K
11.5.2010
12.5.2010
13.5.2010 | S‘
14,5,2010
17.5.2010 | ]
185.2010
19,5.2010
20,5.2010

o 2152010

© 2452010
25.5.2010
26.5.2010
27.5.2010
285.2010
31.5.2010
16,2010
2.6.2010
3.6.2010
46,2010
7.6.2010 H
86,2010
9.6.2010
10.6.2010
11.6.2010
14.6,2010 HE;
15.6,2010
16.6.2010
17.6.2010
18.6,2010

=7

T e = A
4

FAN e VA
pomd soNd ==F N

dsin Y ——

B|0a3uoy

ey

membrane (AMsp), s celicami, ki so rasle na kontrolnih poroznih membranah. Izmerjene vrednosti TER se med

membranami niso statisticno znacilno razlikovale (p > 0.05).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Izbira ustreznega tkivnega nosilca je kljuénega pomena za razvoj tkivnih nadomestkov
(Mano s sod., 2007). Dober tkivni nosilec omogoca, poleg pritrjevanja, neovirane rasti in
diferenciacije celic, tudi oblikovanje kompleksnih tridimenzionalnih tkivnih struktur, ki jih
lahko uporabimo za zdravljenje ali obnovo posSkodovanih in okvarjenih tkiv (Toda s sod.,
2007). Zaradi posebne zgradbe ter edinstvenih lastnosti predstavlja amnijska membrana
obetaven tkivni nosilec. Poleg nizke imunogenosti ter zaviranja vnetnih reakcij preprecuje
brazgotinjenje tkiva, pospeSuje epitelizacijo ter ima primerne mehanske lastnosti, ki so za
dober tkivni nosilec nujne (Niknejad s sod., 2008). Namen diplomskega dela je bil ugotoviti,
ali je amnijska membrana primeren nosilec za urotelij ter preuciti vpliv amnijske membrane

na diferenciacijo urotelijskih celic.

Amnijsko membrano smo kot nosilec uporabili na tri nacine. Urotelijske celice smo nasadili
na intaktno amnijsko membrano, na golo amnijsko membrano, ki smo ji odstranili epitelij, ter
na vezivno tkivo amnijske membrane. Primernost vsakega nosilca smo ocenjevali na podlagi
pritrjevanja urotelijskih celic, hitrosti rasti celi¢ne kulture ter stopnje diferenciacije, Ki so jo

urotelijske celice dosegle na posameznem nosilcu.

Amnijske epitelijske celice spros¢ajo rastne faktorje, ki pospesujejo celjenje ran, epitelizacijo
in diferenciacijo celic (Koizumi s sod., 2000a). Da bi preverili, ali amnijska membrana vpliva
na razraScanje in diferenciacijo urotelijskih celic, smo intaktno amnijsko membrano polozili v
medij pod urotelijske celice, nasajene na porozne membrane (sinteti¢ni nosilec). Primerjali
smo diferenciacijo celic, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane, z diferenciacijo celic,
Ki so rasle na poroznih membranah brez amnjiske membrane, dodane v medij. Stopnjo
diferenciacije urotelijskih celic smo ugotavljali s primerjavo ultrastrukture celic in
imunooznaéevanjem specificnih oznaéevalcev diferenciacije. Poleg tega smo z merjenjem

TER ugotavljali tesnost urotelija in vitro.
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V poskusih smo uporabljali amnijske membrane, ki so bile shranjene na - 80 °C, v 50 %
glicerolu. Po podatkih iz literature (Kruse s sod., 1999; Niknejad s sod., 2008) AEC ne
prezivijo zamrzovanja v 50 % glicerolu, pri - 80 °C. Da bi preverili, ali je ob zamrzovanju
prislo do poskodb AEC, smo pred zacetkom poskusov intaktno amnijsko membrano

pregledali z elektronskim mikroskopom.

5.1.1 AMNIJSKA MEMBRANA OHRANI ZNACILNO STRUKTURO PO
SHRANJEVANJU PRI - 80 °C

Epitelijske celice amnijske membrane, shranjene pri - 80 °C, so, v primerjavi z AEC amnijske
membrane takoj po porodu, manj imunogene, zato se raziskovalci posluzujejo uporabe tako
shranjene amnijske membrane (Kubo s sod., 2001; Koizumi s sod., 2000a, 2000b, 2007;
Mikek s sod., 2004).

V namen rekonstrukcije ocesne povrsine se najpogosteje uporablja amnijska membrana, ki je
bila predhodno shranjena na - 80 °C (Lee in Tseng, 1997). Tak$na amnijska membrana ohrani
bioloske znacilnosti, vendar ob prenosu na o¢esno povrS§ino ne povzro¢i imunskega odziva.
Amnijske membrane, ki smo jih za poskuse uporabljali v diplomskem delu, so bile prvotno
pripravljene za potrebe Ocesne klinike v Ljubljani, zato so shranjene po uveljavljenem

postopku.

Kruse je s sodelavci (1999) ugotovil, da se struktura AEC in vezivnega tkiva amnijske
membrane po opisanem postopku shranjevanja zelo dobro ohranja, po drugi strani pa so
rezultati viabilnosti celic pokazali, da AEC ne prezivijo shranjevanja v 50 % glicerolu. Ob
pregledovanju intaktne amnijske membrane z elektronskim mikroskopom in po primerjavi
rezultatov z navedbami o zgradbi amnijske membrane v literaturi (Bourne, 1962; Pollard s
sod., 1976; van Herendael s sod., 1978) smo ugotovili, da se struktura amnijske membrane

med shranjevanjem ni spremenila. AEC so tvorile enoskladen epitelij in med seboj so se
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povezovale s Stevilnimi dezmosomi. Prisotnost dezmosomov med sosednjimi AEC smo
potrdili tudi z imunooznacevanjem dezmoplakina, ki je klju¢en za nastanek funkcionalnih
dezmosomov (Gallicano s sod., 1998). Pod bazalno lamino amnijske membrane je bilo vidno

troplastno vezivno tkivo iz kompaktne plasti, plasti fibroblastov in gobaste plasti.

V skladu z mnogimi znanimi raziskavami zgradbe amnijske membrane (King, 1982), ki so na
podlagi elektronske mikroskopije zakljucevale, da tesnih stikov med sosednjimi AEC ni, tudi
mi ob pregledovanju amnijske membrane s presevnim elektronskim mikroskopom med AEC
nismo opazili tesnih stikov. Ker pa so ti znacilnost vseh epitelijskih tkiv, smo prisotnost teh
preverili e s pomo¢jo imunoflorescentnega oznacevanja. Dokazali smo prisotnost okludina,
proteina tesnih stikov. Ta se je sicer kot obi¢ajno pojavljal apikalno na lateralni plazmalemi
celic, vendar imunofluorescenca okludina ni bila kot obi¢ajno v obliki tanke sklenjene Crte,
ampak v obliki Siroke obrobe okrog celic. Menimo, da tak vzorec pojavljanja okludina
najverjetneje kaZze na ze znano prekinitev tesnih stikov v pozni nose¢nosti (Kobayashi s sod.,

2009) in ni posledica shranjevanja v 50 % glicerolu, na— 80 °C.

Ceprav so bistvene morfologke znacilnosti amnijske membrane tudi po shranjevanju na
- 80 °C ostale nespremenjene, so bile AEC amnijskih membran, ki smo jih uporabili v

diplomskem delu, poskodovane in So v citoplazmi vsebovale Stevilne vakuole.

5.1.2 AMNIJSKA MEMBRANA JE PRIMEREN NOSILEC ZA UROTELIJ

V dosedanjih raziskavah je o uporabi amnijske membrane kot nosilca urotelija zelo malo
podatkov. Na amnijsko membrano so nasadili le misje urotelijske celice (Sharifiaghdas s sod.,
2007). Sharifiaghdas in sodelavci (2007) so za tkivni nosilec uporabili golo amnijsko
membrano. Ugotovili so, da misje urotelijske celice tvorijo na goli amnijski membrani tri do

stiri sklade celic, se med seboj povezujejo z dezmosomi ter se na bazalno lamino amnijske
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membrane pritrjujejo s hemidezmosomi. V raziskavi so se osredotoCili predvsem na rast

urotelijskih celic, diferenciacije urotelijskih celic pa niso preucevali.

V diplomskem delu smo, poleg ustreznosti gole amnijske membrane, preverjali, ali sta kot
nosilec urotelija primerna tudi intaktna amnijska membrana in vezivno tkivo amnijske
membrane. V vseh treh primerih uporabe amnijske membrane kot nosilca nam je na amnijski
membrani uspelo vzpostaviti normalno kulturo urotelijskih celic. Celice, nasajene na
amnijsko membrano, so tvorile veéskladen prehodni epitelij z bazalnimi, vmesnimi in

povrsinskimi celicami, ki je bil podoben normalnemu uroteliju in vivo.

Ceprav smo na humano amnijsko membrano nasadili prasi¢je urotelijske celice, kar pomeni,
da sta si bila nosilec in celice heterologna, do zavrnitvene reakcije ni prislo. V nobenem od
primerov nismo opazili nekroti¢nih urotelijskih celic, prav tako ni prislo do okuzbe celi¢nih
kultur. Za amnijsko membrano je namre¢ znailna nizka imunogenost, zaviranje vnetne

reakcije in antimikrobno delovanje.

Sklepamo, da je amnijska membrana primeren nosilec za urotelij, saj poleg uspeSnega
pritrjanja urotelijskih celic omogoca neovirano razrast in ob nasaditvi na vezivno tkivo

amnijske membrane tudi visoko diferenciacijo urotelijskih celic.

5.1.2.1 Urotelijske celice se najhitreje razras¢ajo na vezivhem tkivu amnijske membrane

Kljucen pogoj za razrast celic in vitro je uspesno pritrjanje celic na tkivni nosilec (Niknejad s
sod., 2008). V primerjavi s celicami, nasajenimi na ostale nosilce, so se urotelijske celice
najbolje razrascale na vezivnem tkivu amnijske membrane, kjer so Ze po 24 urah tvorile vecje

otoCke celic z medsebojnimi povezavami.



Dragin U. Amnijska membrana kot nosilec urotelija in njena vloga pri diferenciaciji urotelijskih celic. 72
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Pri¢akovali smo, da bodo celice najhitreje rasle na goli amnijski membrani, saj jih v tem
primeru nasadimo na bazalno lamino amnijske membrane. Ta je bogata z glikoproteini
(lamininom, fibronektinom, entaktinom), ki s povezovanjem s celi¢cnimi molekulskimi
receptorji — integrini - omogocajo pritrjevanje celic na podlago (Niknejad s sod., 2008).
Celice so se na bazalno lamino amnijske membrane sicer pritrdile, vendar so se v primerjavi s

celicami, nasajenimi na vezivno tkivo amnijske membrane, razras¢ale pocasneje.

Najpocasneje so urotelijske celice rasle na intaktni amnijski membrani. Celice so sprva tvorile
le manjSe okrogle otocke in so se Sele po desetih dneh zacele razrascati ez vecjo povrSino.
Skupaj z rastjo urotelijskih celic smo opazili postopno manjSanje Stevila AEC. Podobne
rezultate je dobil tudi Kruse s sod. (2000), ko je epitelijske celice rozenice nasadil na intaktno
amnijsko membrano, ki je bila pred uporabo shranjena na enak nac¢in kot amnijska membrana,
ki smo jo uporabili v diplomskem delu. Predvidevajo, da poskodovane AEC delujejo kot
hranilni sloj celic in tako omogocajo rast epiteljiskim celicam roZenice. Epitelijske celice
rozenice in tudi urotelijske celice so postopoma nadomestile AEC ter vzpostavile stik z
bazalno lamino amnijske membrane. Menimo, da urotelijske celice na amnijski membrani
niso rasle, dokler se AEC niso odlus¢ile in so se urotelijske celice lahko pritrdile na bazalno

lamino.

Urotelijske celice, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane, so se tudi v primerjavi s
celicami, ki so rasle na sinteti¢nih nosilcih, hitreje razras¢ale. Medtem ko so celice na
poroznih membranah dan po nasaditvi tvorile majhne otocke celic, so bili otocki en dan starih
celic, nasajenih na vezivno tkivo amnijske membrane, ve¢ji in so med seboj ze tvorili

povezave.

Sklepamo, da je vezivno tkivo amnijske membrane primernejSa podlaga za razrascanje
urotelijskih celic kot sinteti¢ni nosilci ali bazalna lamina amnijske membrane. Gobasta plast

vezivnega tkiva amnijske membrane namre¢, poleg kolagena tipa IV, preko katerega s
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povezovanjem z integrini pride do pritrjanja celic, vsebuje tudi Stevilne rastne faktorje, vezane

na proteoglikane.

5.1.2.2 Povrsinske urotelijske celice se najbolj diferencirajo na vezivnem tkivu amnijske

membrane

Vezivno tkivo amnijske membrane, ki ga sestavljajo kompaktna plast, plast fibroblastov in
gobasta plast, poleg kolagenskih ter elasti¢nih vlaken, vsebuje tudi fibroblaste, razlicne
glikoproteine ter proteoglikane (Niknejad s sod., 2008). Glikoproteini in proteoglikani
vezivnega tkiva lahko veZejo vrsto rastnih faktorjev, med njimi tudi FGF, HGF, TGF-B, ki
vplivajo na proliferacijo in diferenciacijo celic. Vezava rastnih faktorjev na proteoglikane v
vezivnem tkivu ima Stevilne pozitivne lastnosti. Rastni faktorji so v vezivnem tkivu shranjeni
v ze razpolozljivi obliki, kar pomeni, da pride zelo hitro po sprostitvi do delovanja rastnega
faktorja. Prenos signala je torej neprimerno hitrejsi, kot je hitrost sprosc¢anja rastnih faktorjev
iz celic, kar je potrebno, da se pred sprostitvijo gen za dolo¢en rastni faktor Se prepiSe v
MRNA in nato prevede v protein. Poleg tega omogocajo v vezivnem tkivu shranjeni rastni

faktorji prenos signalov med celicami, ki rastejo na istem matriksu (Taipale s sod., 1997).

Ob nasaditvi urotelijskih celic na vezivno tkivo amnijske membrane so, v primerjavi z
ostalimi nosilci, povrSinske urotelijske celice dosegle najvi§jo stopnjo diferenciacije.
Sklepamo, da je do tega priSlo zaradi rastnih faktorjev, Ki so v vezivnem tkivu amnijske
membrane vezani na proteoglikane. Ker so bile celice nasajene neposredno na vezivno tkivo
amnijske membrane, je bil vpliv rastnih faktorjev toliko veéji in posledi¢no je bila stopnja

diferenciacije urotelijskih celic visja.

Urotelijske celice so po treh in po sedmih tednih rasti na vezivnem tkivu amnijske membrane

dosegle visjo stopnjo diferenciacije v predelih z veccelicnimi skladi. Glede na to, da je

ey oo

prasic¢ji urotelij in vivo zgrajen iz $tirih oziroma petih skladov celic (Desgrandchamps s sod.,


http://www.jurology.com/article/S0022-5347%2801%2964902-4/abstract
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2007), sklepamo, da je doloceno Stevilo celiénih skladov predpogoj tudi za diferenciacijo

urotelijskih celic in vitro.

Stopnjo diferenciacije povrsinskih urotelijskih celic smo doloc¢ali na podlagi njihovih
ultrastrukturnih  znacilnosti. Visoko diferencirane urotelijske celice imajo apikalno
plazmalemo, oblikovano v znacilne urotelijske plake (Romih s sod., 1998; Kreft s sod., 2005),
na obmo¢jih, na katerih je s presevnim elektronskim mikroskopom vidna odebeljena apikalna
plazmalema. Med sosednjimi povrSinskimi celicami se oblikujejo dobro razviti tesni stiki, v
apikalni citoplazmi visoko diferenciranih celic pa lahko opazimo Stevilne DFV (Kreft s sod.,
2002; Romih s sod., 2005). Poleg tega so visoko diferencirane povrSinske urotelijske celice
sploscene ter vecje od manj diferenciranih celic (Kong s sod., 2004). Ugotovili smo, da
povrsinske celice, nasajene na vezivno tkivo amnijske membrane, ustrezajo vsem opisanim

znacilnostim in SMO jih na podlagi tega oznacili za visoko diferencirane urotelijske celice.

Z rezultati dobljenimi z elektronsko mikroskopijo smo pokazali, da so celice na vezivhem
tkivu amnijske membrane dosegle najvisjo stopnjo ultrastrukturne diferenciacije. Nasprotno je
bila povrSina celic z uroplakini ter intenziteta fluorescence uroplakinov visja pri celicah,
nasajenih na porozne membrane. Razlog za to razliko bi lahko bil v homogeni zgradbi
sintetitnega nosilca. Enakomerna razporeditev por po sinteticnem nosilcu je omogocala
enakomeren dostop medija po celotni povrSini celi¢ne kulture. Amnijska membrana pa ni na
vseh predelih enako zgrajena. Ponekod je bilo lahko ve¢ kolagenskih vlaken in je bila tako
difuzija medija otezena, poleg tega se je lahko na nekaterih predelin amnijske membrane
sproscalo vec rastnih faktorjev. Sklepamo, da sta bili rast in diferenciacija urotelijskih celic na
sinteti¢nih nosilcih bolj homogena od rasti in diferenciacije urotelijskih celic na vezivnem
tkivu amnijske membrane. Na vezivnem tkivu amnijske membrane smo nasli tudi predele,
kjer celice niso bile visoko diferencirane. Predvidevamo, da smo z naklju¢nim izbiranjem
vidnih polj za merjenje povrSine celic z uroplakini in intenzitete fluorescence uroplakinov

lahko izbrali tudi tiste dele amnijske membrane, Kkjer je bilo manj visoko diferenciranih celic.
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Zato sta bili povrsina celic z uroplakini in intenziteta fluorescence uroplakinov v primerjavi s

celicami, nasajenimi na sinteti¢ne nosilce, manjsi.

5.1.2.3 Povrsinske urotelijske celice na intaktni amnijski membrani po treh tednih

gojenja doseZejo visjo stopnjo diferenciacije kot celice na goli amnijski membrani

Iz raziskav (Koizumi s sod., 2000b, 2007), ki so primerjale rast in diferenciacijo epitelijskih
celic rozenice na intaktni in goli amnijski membrani, smo predvidevali, da bodo celice
dosegle visjo stopnjo diferenciacije na goli amnijski membrani. Kljub temu pa med
urotelijskimi celicami, nasajenimi na golo in intaktno amnijsko membrano, z elektronskim
mikroskopom nismo opazili v stopnji diferenciacije bistvenih razlik. Prevladovale so
nediferencirane celice, med katerimi smo nasli posamezne bolj diferencirane povrSinske
celice. Celice smo v primeru nasaditve na intaktno in golo amnijsko membrano gojili le tri
tedne. Predvidevamo, da bi urotelijske celice po daljSem ¢asu gojenja dosegle vi§jo stopnjo

diferenciacije.

Vpliv intaktne in gole amnijske membrane na diferenciacijo urotelijskih celic smo dodatno
ovrednotili Se z imunooznaCevanjem. V nasprotju z rezultati, dobljenimi z elektronsko
mikroskopijo, smo med intaktno in golo amnijsko membrano opazili razliko v povrsini celic z
izrazenimi uroplakini in tudi v intenziteti fluorescence uroplakinov. Pri urotelijskih celicah,
nasajenih na intaktno amnijsko membrano, smo izmerili ve¢jo povrsino celic z uroplakini,
medtem ko je bila intenziteta fluorescence uroplakinov visja pri celicah, ki so rasle na goli
amnijski membrani. Da bi ugotovili, ali na razliko v povrs$ini celic z uroplakini ter intenziteti
fluorescence uroplakinov vpliva razporeditev uroplakinov znotraj povrsinskih urotelijskih
celic, smo v ve¢ zaporednih opti¢nih rezinah izmerili intenziteto fluorescence uroplakinov.
Med postopkom imunofluorescence se protitelesa proti uroplakinom ne veZejo le na
uroplakine, ki so Ze vkljuceni v apikalno plazmalemo, ampak tudi na tiste, ki z DFV do

apikalne plazmaleme $ele potujejo. DFV z uroplakini potujejo med diferenciacijo povrsinskih
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urotelijskih celic proti povrsju celic ter se postopoma vkljucujejo v apikalno plazmalemo
(Hicks, 1975; Hu s sod., 2005). Tako se povrsina celic z uroplakini v apikalni plazmalemi
poveca. Vzporedno se intenziteta manjSa zaradi manjSega Stevila DFV v apikalni citoplazmi
in s tem manjSega Stevila imunofluorescentno oznacenih uroplakinov na enoto povrSine
fluorescence uroplakinov. V urotelijskih celicah, nasajenih na intaktno amnijsko membrano,
smo imunofluorescentno oznacene uroplakine zaznali do povprec¢no 2.57 um pod apikalno
plazmalemo, medtem ko so ti v celicah, nasajenih na golo amnijsko membrano, segali v
globino do povpre¢no 2.93 um. Iz razporeditve uroplakinov po z-0si sklepamo, da so
urotelijske celice na intaktni amnijski membrani v primerjavi s celicami, nasajenimi na golo
amnijsko membrano, verjetno prej dosegle visjo stopnjo diferenciacije. Koizumi in sodelavci
(2000a) so ugotovili, da je nivo rastnih faktorjev v intaktni amnijski membrani visji kot v goli,
kar nakazuje na njihov epitelijski izvor. Predvidevamo, da so urotelijske celice na intaktni
amnijski membrani zaradi rasti ob Se neodlus¢enih AEC hitreje dosegle visjo stopnjo

diferenciacije kot celice, nasajene na golo amnijsko membrano.

5.1.3 AMNIJSKA MEMBRANA Z EKSOKRINIM DELOVANJEM VPLIVA NA
DIFERENCIACIJO UROTELHNSKIH CELIC

Amnijske epitelijske celice izrazajo in izloCajo rastne faktorje, Ki stimulirajo celi¢no rast in
diferenciacijo celic ter pospesujejo epitelizacijo in celjenje ran (Koizumi s sod., 2000). Da bi
preverili, ali amnijska membrana vpliva na diferenciacijo urotelijskih celic, smo dali v medij
pod porozno membrano z urotelijskimi celicami intaktno amnijsko membrano. Po treh tednih
gojenja celi¢nih kultur smo s presevnim in vrsti€nim elektronskim mikroskopom ugotovili, da
so urotelijske celice pod vplivom amnijske membrane v primerjavi s kontrolo dosegle visjo
stopnjo diferenciacije. Menimo, da do vi§je diferenciacije urotelijskih celic, ki so rasle pod
vplivom amnijske membrane, pride zaradi eksokrinega delovanja amnijske membrane,

predvsem AEC, ki v medij spros¢ajo rastne faktorje.
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AEC, ki so bile zamrznjene na — 80 °C, v 50 % glicerolu, niso ve¢ viabilne (Kruse s sod.,
2000), kar pomeni, da rastnih faktorjev ne sintetizirajo in jih aktivno ne izlo¢ajo veé¢. Kruse in
sodelavci (2000) predvidevajo, da se rastni faktorji v okolico spros¢ajo iz poSkodovanih AEC
oziroma s proteoglikanov iz vezivnega tkiva amnijske membrane. Po sedmih tednih gojenja
med urotelijskimi celicami, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane, in tistimi,
nasajenimi na kontrolne porozne membrane, v stopnji diferenciacije nismo ve¢ opazili izrazite
razlike. Predvidevamo, da smo z vsakodnevnim menjavanjem medija, rastne faktorje, ki so se
sproscali iz poSkodovanih AEC, ez Cas postopoma sprali. Ker poSkodovane AEC rastnih
faktorjev niso veC sintetizirale in aktivno izloCale, se po daljSem Casu gojenja Stopnja
diferenciacije celic, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane, in stopnja diferenciacije

urotelijskih celic kontrolnih membran nista ve¢ bistveno razlikovali.

Ceprav smo s pomo&jo elektronske mikroskopije v stopnji diferenciacije tri tedne starih
urotelijskih celic brez vpliva in z vplivom amnijske membrane opazili razliko, se celi¢ne
kulture v povrsini celic z uroplakini ter intenziteti fluorescence uroplakinov po treh tednih
niso statisti¢no znacilno razlikovale. Glede na meritve intenzitete fluorescence uroplakinov ter
povrsine celic z uroplakini predvidevamo, da je bilo pri celicah, ki so rasle pod vplivom
amnijske membrane, ter pri celicah, nasajenih na kontrolne membrane, koli¢insko priblizno
enako uroplakinov. Ker pa je plazmalema dinami¢na struktura, znotraj katere se proteinski
kompleksi lahko premikajo (Singer in Nicolson, 1972), menimo, da so se uroplakinski partikli
pri povrSinskih celicah urejali pod vplivom amnijske membrane v vecje urotelijske plake,
medtem ko so bili v apikalni plazmalemi celic kontrolnih membran verjetno bolj razprseni in
niso oblikovali urotelijskih plakov. Tvorba urotelijskih plakov, ki dajo apikalni plazmalemi
znacilen Skoljkast videz, je naprednejSa stopnja diferenciacije urotelijskih celic, saj v plake
urejeni uroplakinski partikli verjetno omogocajo boljSo bariero kot ve¢ posameznih, to je po

apikalni plazmalemi razpr$enih, uroplakinskih partiklov.

Poleg tega lahko razliko med rezultati, dobljenimi s pomocjo elektronske mikroskopije, in

rezultati, ki smo jih dobili na podlagi imunofluorescentenga oznaevanja uroplakinov,
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razlozimo tudi tako, da smo vidna polja za merjenje celi¢nih povrSin z uroplakini in
intenzitete fluorescence uroplakinov izbirali naklju¢no, medtem ko smo pri pregledovanju
preparatov z elektronskim mikroskopom namenoma iskali predele z najbolj diferenciranimi

celicami.

5.1.4 POVRSINA CELIC Z IZRAZENIMI UROPLAKINI SE PO DALJSEM CASU
GOJENJA UROTELIJSKIH CELIC POVECA, INTENZITETA FLUORESCENCE
UROPLAKINOV PA ZMANIJSA

Po sedmih tednih gojenja celi¢nih kultur smo tako pri celicah, nasajenih na sinteti¢ne nosilce,
in pri celi¢nih kulturah, nasajenih na vezivno tkivo amnijske membrane, opazili zmanjsanje
intenzitete fluorescence uroplakinov. Nasprotno se je povrSina celic z uroplakini po daljSem
Casu gojenja celic povecala. Da bi ugotovili, ali je zmanjSanje intenzitete fluorescence
uroplakinov in obenem povecanje povrSine celic z uroplakini odvisno od prerazporejanja
uroplakinov v povrsinskih celicah, smo v ve¢ opti¢nih rezinah izmerili intenziteto
fluorescence v celicah, ki so izrazale uroplakine, ter dolo¢ili profil razporeditve uroplakinov
po z-osi. Po treh tednih gojenja celic smo imunofluorescentno oznacene uroplakine zaznali do
povpre¢no 3 um pod apikalno plazmalemo, pri sedem tednov starih celicah pa so ti segali v

globino le do povpre¢no 2.5 um.

Med diferenciacijo povrSinskih urotelijskih celic so se DFV z imunofluorescentno oznacenimi
uroplakini premikali proti povr§ju celic in se postopoma vkljucevali v apikalno plazmalemo,
zaradi Cesar se je povecala povrsina celic z uroplakini. Obenem se je intenziteta fluorescence
uroplakinov zaradi manjSega Stevila DFV v apikalni citoplazmi in s tem manjSega Stevila
imunofluorescentno oznacenih uroplakinov na enoto povrSine zmanjSala. 1z razporeditve
uroplakinov po z-osi torej lahko sklepamo, da so bile povrSinske urotelijske celice po sedmih

tednih gojenja bolj diferencirane kot celice, ki smo jih gojili tri tedne.
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5.1.5 MED POVRSINSKIMI CELICAMI SO RAZVITI FUNKCIONALNI TESNI STIKI

Glavna naloga urotelija je vzdrzevanje krvno-urinske pregrade (Hicks, 1975). Poleg
odebeljene apikalne plazmaleme pripomorejo k vzdrzevanju krvno-urinske pregrade tudi zelo

dobro razviti tesni stiki med povrsinskimi urotelijskimi celicami (Acharya s sod., 2004).

Specificen transmembranski protein funkcionalnih tesnih stikov je okludin, ki se nahaja
apikalno na lateralni plazmalemi (Verani¢ in Jezernik, 2000). Prisotnost imunofluorescentno
oznacenega okludina smo dokazali v vseh celi¢nih kulturah ne glede na nosilce, na katere so
bile nasajene. Tanke sklenjene érte okludina apikalno na lateralni plazmalemi povrsinskih

celic kazejo na dobro razvite tesne stike med sosednjimi povrSinskimi celicami.

Dobro razvitost tesnih stikov smo dokazali tudi z merjenjem TER. Da bi preverili, ali v medij
dodana amnijska membrana vpliva na funkcionalnost tesnih stikov med urotelijskimi
celicami, smo TER urotelijskih celi¢nih kultur pod vplivom amnijske membrane primerjali s
TER celi¢nih kultur, Ki so rasle v mediju brez amnijske membrane. TER smo vsakodnevno
merili osem tednov. V obeh primerih so izmerjene vrednosti med meritvami nihale, a kljub
temu so postopoma narascale. TER je pri celi¢nih kulturah, ki so rasle pod vplivom amnijske
membrane, v povpreju znasala 4686.2 + 1396.6 Qcm?, pri kulturah kontrolnih membran pa
4644.9 + 812.9 Qcm® Glede na Fromterja in Diamonda (1972), ki sta kot neprepustne
epitelije dolo¢ila tiste, katerih TER presega 500 Qcm?, lahko kulturo urotelijskih celic v obeh

primerih uvrstimo med tesne epitelije.

Eden izmed pokazateljev visoke diferenciranosti urotelijskih celic je tudi visoka TER (Lewis,
2000). Pricakovali smo, da bo TER urotelijskih celi¢nih kultur, ki smo jih izpostavili
eksokrinemu delovanju amnijske membrane, v povprec¢ju visja od vrednosti TER, izmerjenih
v celi¢nih kulturah kontrolnih membran, a med njima ni bilo statisticno znacilnih razlik.
Celi¢ne kulture, ki so rasle pod vplivom amnijske membrane, so dosegle konfluentnost teden

dni za celicami, nasajenimi na kontrolne membrane, kar razlozi nizje vrednosti TER teh kultur
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v zacetnih dneh merjenja. Po dosegu konfluentnosti smo pri kulturah, ki so rasle pod vplivom
amnijske membrane, sicer izmerili vi§je vrednosti TER, ki pa se ¢ez €as niso vec bistveno
razlikovale od TER, izmerjene na celi¢nih kulturah kontrolnih membran. Predvidevamo, da
smo rastne faktorje, ki so se na zacetku sproscali iz poskodovanih AEC in vezivnega tkiva
amnijske membrane, sprali z vsakodnevnim menjavanjem medija. AEC niso ve¢ sintetizirale
zaradi poskodb, nastalih pri shranjevanju amnijske membrane, rastnih faktorjev in niso
aktivno izlocale, zato po daljSem casu merjenja TER med celi¢énimi kulturami z amnijsko

membrano v mediju pod njimi in brez nje ni bilo ve¢ razlik.

5.1.6 UPORABA AMNIJSKE MEMBRANE V REGENERATIVNI MEDICINI SECNEGA
MEHURJA

V zadnjem c¢asu postaja tkivno inzenirstvo vedno pomembnejSa oblika regenerativne
medicine, saj terapevtski izdelki tkivnega inzenirstva ponujajo moznosti za ucinkovito
zdravljenje ali obnovo poskodovanih in okvarjenih tkiv. Tkivno inzenirstvo je bilo v zacetku
osredoto¢eno na rekonstrukcijo enostavno zgrajenih organov, na primer koze, danes pa
raziskovalci ze razvijajo tridimenzionalne modele kompleksnih organov, med katere spada

tudi secni mehur (Atala s sod., 2006).

V primeru razli¢nih bolezni seénega mehurja potrebujemo za njegovo rekonstrukcijo dodatno
tkivo. Navadno uporabijo raziskovalci za pripravo urotelijskih tkivnih nadomestkov segment
crevesne stene (Shokeir, 2001) ali razlicne sintetiéne materiale, kot je poliglikolna kislina
(Atala, 1998). V zadnjih letih se je kot primeren nosilec za rast urotelijskih celic zacel

uporabljati tudi kolagen (Falke s sod., 2000).

Atala in sodelavci (2006) so s pomocjo tkivnega inzenirstva razvili avtologen se¢ni mehur. V
laboratoriju so na tridimenzionalno oblikovanih, biolosko razgradljivih nosilcih iz

poliglikolne kisline vzgojili urotelijske celice in miSi¢ne celice stene seénega mehurja. Po
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sedmih tednih gojenja celic so nosilce s celicami obdali s peritonejem, ki zaradi bogate
preskrbe s krvjo poveca oziljenost presadka, in jih vsadili v telo bolnikov z boleznimi se¢nega
mehurja v konénem stadiju. V vseh sedmih primerih so po transplantaciji opazili normalno
delovanje na novo razvitega seénega mehurja. Normalno strukturo tkiv, razvitih s pomocjo
tkivnega inzenirstva, so pokazale tudi histoloske in imunohistokemijske raziskave. Glede na
to, da ima amnijska membrana mnoge pozitivne lastnosti, ki so pri transplantaciji tkiva
izrednega pomena, predvidevamo, da bi lahko tudi visoko diferencirane urotelijske celice, Ki
smo jih vzgojili na vezivnem tkivu amnijske membrane, uporabili za rekonstrukcijo se¢nega

mehurja, se€evodov in proksimalne secnice.

Amnijsko membrano lahko za rekonstrukcije tkiv polozimo tudi neposredno na poSkodovano
tkivo ali organ. Fishman in sodelavci (1987) so svezo amnijsko membrano kot presadek
uporabili na pasjem se¢nem mehurju. Dvanajst tednov za tem, ko so na poskodovan predel
seCnega mehurja prisili intaktno amnijsko membrano, so histoloske raziskave pokazale

regeneracijo stene se¢nega mehurja.

Kljub vsem obetavnim raziskavam pa je klinicna uporaba s tkivnim inZenirstvom
rekonstruiranih se¢nih mehurjev $e v povojih. Za vzpostavitev celotnega se¢nega mehurja je
namre¢ potrebno veliko ve¢ kot v laboratoriju vzgojene urotelijske celice. Za normalno
delovanje se¢nega mehurja je med drugim zelo pomembna oziljenost organa ter pravilna
ozivéenost gladkih miSic, ki regulirajo kréenje in sproS¢anje stene se¢nega mehurja. Poleg
tega je prehod od eksperimentalnega dela na Zivalih do klini¢ne uporabe s tkivnim
inZenirstvom pridobljenih tkiv in organov zelo zahteven (Southgate in Wood, 2008).
Zagotovo pa predstavljajo s tkivnim inZenirstvom pridobljena tkiva in organi zelo uporabne
modele za bazi¢ne in tudi aplikativne Studije, povezane z zdravljenjem bolezni razli¢nih tkiv

in organov.
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5.2 SKLEPI

1. Amnijska membrana je primeren nosilec za urotelij, saj omogoca pritrjanje, rast in

diferenciacijo urotelijskih celic.

2. Povrsinske urotelijske celice doseZejo najvisjo stopnjo diferenciacije na vezivnem tkivu

amnijske membrane.

3. V medij dodana amnijska membrana inducira diferenciacijo povrsinskih urotelijskih celic.
Po treh tednih so povrSinske urotelijske celice, ki rastejo pod vplivom amnijske membrane,

bolj diferencirane kot celice, ki rastejo brez vpliva amnijske membrane.

4. PovrSina celic z izraZzenimi uroplakini se po sedmih tednih gojenja celic poveca. Vzporedno
z veCanjem povrsine celic z uroplakini se zaradi prerazporejanja veziklov z uroplakini manjsa

intenziteta fluorescence uroplakinov.

5. Med sosednjimi povrsinskimi celicami so razviti funkcionalni tesni stiki. Z merjenjem TER

smo dokazali tesnost vzpostavljenega urotelija in vitro.
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6 POVZETEK

Za vzpostavljanje tkiv in organov s tkivnim inZenirstvom je izbira ustreznega nosilca, Ki
omogoca neovirano pritrjanje, rast in diferenciacijo tkivno specifiénih celic, klju¢nega
pomena. Amnijska membrana predstavlja zaradi edinstvene zgradbe ter mnogih pozitivnih
lastnosti, kot so zaviranje vnetne reakcije, prepreCevanje brazgotinjenja ter nizke
imunogenosti, obetaven tkivni nosilec. V diplomskem delu smo ugotavljali, ali je amnijska
membrana ustrezen nosilec za urotelij, in preucevali njen vpliv na diferenciacijo urotelijskih
celic. Amnijsko membrano smo kot nosilec uporabili na tri na¢ine. Urotelijske celice smo
nasadili na intaktno amnijsko membrano, na golo amnijsko membrano, ki smo ji predhodno s
termolizinom odstranili epitelij, ter na vezivno tkivo amnijske membrane. Ustreznost nosilca
smo dolo¢ili na podlagi uspesnosti in hitrosti razras¢anja urotelijskih celic in na podlagi
stopnje diferenciacije celic na razli¢nih nosilcih. Diferenciacijo urotelijskih celic smo
ovrednotili z elektronsko mikroskopijo in imunooznacevanjem specifi¢nih diferenciacijskih
oznacéevalcev (uroplakinov in okludina). V vseh treh primerih uporabe amnijske membrane
kot nosilca smo vzpostavili urotelij iz bazalnih, vmesnih in povrSinskih urotelijskih celic.
PovrsSinske urotelijske celice so najvi§jo stopnjo diferenciacije dosegle, ko so rasle na
vezivnem tkivu intaktne amnijske membrane. Visoko diferencirane povrSinske urotelijske
celice so imele apikalno plazmalemo, oblikovano v znacilne urotelijske plake, in so vsebovale
Stevilne DFV v apikalni citoplazmi. Da bi ugotovili, ali amnijska membrana inducira rast in
diferenciacijo urotelijskih celic, smo v medij pod sinteticne nosilce (porozne membrane), na
katere smo nasadili urotelijske celice, polozili intaktno amnijsko membrano. Kot kontrolo
smo uporabili urotelijske celice, nasajene na porozne membrane, brez amnijske membrane,
dodane v medij. Celice smo gojili tri in sedem tednov. Po treh tednih gojenja celi¢nih kultur
so urotelijske celice pod vplivom amnijske membrane, v primerjavi s kontrolo, dosegle vi§jo
stopnjo diferenciacije. Po sedmih tednih gojenja nismo ve¢ opazili izrazite razlike v
diferenciaciji celic med urotelijskimi celicami, ki so rasle z ali brez vpliva amnijske
membrane. Predvidevamo, da smo z vsakodnevnim menjevanjem medija rastne faktorje, ki so

se sproscali iz poskodovanih AEC in inducirali diferenciacijo urotelijskih celic, postopoma
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sprali. V preucevanih in vitro modelih se je povrSina celic z uroplakini po sedmih tednih
gojenja Se povecala, medtem ko se je intenziteta fluorescence uroplakinov zmanjsala.
Ugotovili smo, da na padec intenzitete fluorescence uroplakinov in povecanje celi¢nih povrsin
z uroplakini vpliva prerazporejanje uroplakinov znotraj povrsinskih urotelijskih celic. Meritve
transepitelijske upornosti so pokazale, da urotelijske celice v vzpostavljenih in vitro modelih
tvorijo tesen epitelij. Med povpre¢nimi vrednostmi TER urotelijskih kultur, ki so rasle z
oziroma brez vpliva amnijske membrane, ni bilo statisti¢no znacilnih razlik. VV obeh primerih
lahko kulturo urotelijskih celic na podlagi izmerjenin TER uvrstimo med tesne epitelije
(>500 Qcm?). V diplomskem delu smo dokazali, da je amnijska membrana primeren nosilec
za urotelij, saj omogoca, poleg uspesnega pritrjevanja urotelijskih celic tudi njihovo neovirano

razrast in diferenciacijo.
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PRILOGE

Priloga A: Povpre¢na povrsina celic z uroplakini glede na nosilec po treh tednih gojenja
v um?®. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N - velikost vzorca,
AMsp —porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi, Intaktna
AM - intaktna amnijska membrana, Gola AM — gola amnijska membrana,
Vezivno tkivo AM — vezivno tkivo amnijske membrane.

M [pm?] SE N
Kontrola 9226.40 701.87 60
AMsp 8200.24 420.42 70
Intaktna AM 5888.00 340.87 20
Gola AM 4463.34 482.48 40
Vezivno tkivo AM 7197.77 360.26 40

Priloga B: Povpre¢na povrsina celic z uroplakini glede na nosilec po sedmih tednih gojenja
v um?. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N — velikost vzorca,
AMsp — na porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi,
Vezivno tkivo AM — vezivno tkivo amnijske membrane.

M [pm?] SE N
Kontrola 13477.44 210.28 40
AMsp 12835.87 330.65 40
Vezivno tkivo AM 9277.08 758.92 40
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Priloga C: Povpre¢na povrsina celic z uroplakini glede na nosilec po treh tednih gojenja
vV %. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N - velikost vzorca,
AMsp —porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi, Intaktna
AM - intaktna amnijska membrana, Gola AM — gola amnijska membrana,
Vezivno tkivo AM — vezivno tkivo amnijske membrane.

M [pm?] SE N
Kontrola 60.19 4.58 60
AMsp 53.47 2.75 70
Intaktna AM 38.39 2.22 20
Gola AM 29.1 3.14 40
Vezivno tkivo AM 46.93 2.35 40

Priloga D : Povprecna povrsina celic z uroplakini glede na nosilce po sedmih tednih gojenja
vV %. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N - velikost vzorca,
AMsp —porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi, Vezivno
tkivo AM — vezivno tkivo amnijske membrane.

M [pm?’] SE N
Kontrola 87.88 1.37 40
AMsp 83.70 2.15 40
Vezivno tkivo AM 60.50 4.94 40

Priloga E: Povpre¢na intenziteta fluorescence uroplakinov glede na nosilce po treh tednih
gojenja. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N - velikost vzorca,
AMsp — porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi, Intaktna
AM - intaktna amnijska membrana, Gola AM — gola amnijska membrana,
Vezivno tkivo AM — vezivno tkivo amnijske membrane.

M [a.e] SE N

Kontrola 3524.30 163.22 60

AMsp 3333.02 196.99 70
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M [a.e.] SE N
Intaktna AM 836.53 63.09 20
Gola AM 2303.11 241.93 40
Vezivno tkivo AM 2592.81 200.22 40

Priloga F: Povprecna intenziteta fluorescence uroplakinov glede na nosilce po sedmih
tednih gojenja. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N - velikost
vzorca, AMsp — porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi,
Vezivno tkivo AM — vezivno tkivo amnijske membrane.

M [a.e.] SE N
Kontrola 1620.81 110.53 40
AMsp 2604.43 60.93 40
Vezivno tkivo AM 2431.34 122.92 40

Priloga G: Razporeditev uroplakinov po z-osi v tri tedne starih urotelijskih celicah, nasajenih
na razli¢ne nosilce. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N - velikost
vzorca, AMsp - porozne membrane z amnijsko membrano v mediju pod njimi,
Vezivno tkivo AM — vezivno tkivo amnijske membrane.

M [um] SE N
Kontrola 3.26 0.22 10
AMsp 2.95 0.16 10

Vezivno tkivo AM 2.86 0.13 10
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Priloga H: Razporeditev uroplakinov po z-osi v sedem tednov starih urotelijskih celicah,
nasajenih na razli¢ne nosilce. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka,
N - velikost vzorca, AMsp — porozne membrane z amnijsko membrano v mediju
pod njimi, Vezivno tkivo AM — vezivno tkivo amnijske membrane.

M [pm] SE N
Kontrola 2.54 0.12 10
AMsp 2.49 0.15 10
Vezivno tkivo AM 2.45 0.14 10

Priloga I: Razporeditev uroplakinov po z-osi v tri tedne starih urotelijskih celicah, nasajenih
na intaktno in golo amnijsko membrano. M - aritmeti¢na sredina, SE —
standardna napaka, N - velikost vzorca, Intaktna AM — intaktna amnijska
membrana, Gola AM — gola amnijska membrana.

M [pm] SE N
Intaktna AM 2.57 0.09 10
Gola AM 2.93 0.08 10

Priloga J: Meritve TER urotelijskih celi¢nih kultur, nasajenih na kontrolne membrane. M -
aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N - velikost vzorca.

Datum M [Qcm’] SE N
23.4.2010 0.19 0.01 14
26.4.2010 0.72 0.06 14
28.4.2010 2.36 0.09 14
29.4.2010 2.76 0.12 14
30.4.2010 3.02 0.23 14
3.5.2010 2.35 0.06 14
4.5.2010 3.04 0.12 14
5.5.2010 3.37 0.16 14
6.5.2010 3.69 0.19 14
7.5.2010 3.81 0.21 14
10.5.2010 3.46 0.14 14
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Datum M [Qcm’] SE N
11.5.2010 4.65 0.18 14
12.5.2010 4.85 0.21 14
13.5.2010 5.15 0.29 14
14.5.2010 5.67 0.32 14
17.5.2010 3.16 0.07 14
18.5.2010 4.74 0.22 14
19.5.2010 4.64 0.21 14
20.5.2010 4.31 0.18 14
21.5.2010 4.95 0.22 14
24.5.2010 4.46 0.23 14
25.5.2010 5.04 0.29 14
26.5.2010 4.42 0.29 14
27.5.2010 4.58 0.21 14
28.5.2010 6.00 0.41 14
31.5.2010 4.57 0.34 14
1.6.2010 5.82 0.43 14
2.6.2010 5.47 0.35 14
3.6.2010 5.58 0.33 14
4.6.2010 5.68 0.41 14
7.6.2010 5.46 0.25 14
8.6.2010 8.07 0.46 14
9.6.2010 6.16 0.50 14
10.6.2010 6.19 0.29 14
11.6.2010 6.15 0.48 14
14.6.2010 4.57 0.26 14
15.6.2010 6.64 0.27 14
16.6.2010 6.42 0.27 14
17.6.2010 6.36 0.37 14
18.6.2010 7.26 0.45 14
Povpredje 4.64 0.08 560

Priloga K: Meritve TER urotelijskih celi¢nih kultur, ki so rasle pod vplivom amnijske
membrane. M - aritmeti¢na sredina, SE - standardna napaka, N - velikost vzorca.

Datum M [Qcm’] SE N
23.4.2010 0.17 0.001 6
26.4.2010 0.31 0.02 6
28.4.2010 0.91 0.23 6
29.4.2010 1.76 0.26 6
30.4.2010 2.06 0.20 6
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Datum M [Qcm’] SE N
3.5.2010 2.17 0.17 6
4.5.2010 3.02 0.11 6
5.5.2010 3.82 0.28 6
6.5.2010 3.31 0.58 6
7.5.2010 3.67 0.23 6
10.5.2010 2.96 0.13 6
11.5.2010 3.89 0.17 6
12.5.2010 4.40 0.36 6
13.5.2010 4.55 0.30 6
14.5.2010 4.73 0.47 6
17.5.2010 3.24 0.23 6
18.5.2010 4.50 0.30 6
19.5.2010 4.60 0.36 6
20.5.2010 5.61 0.53 6
21.5.2010 6.12 0.60 6
24.5.2010 5.46 0.51 6
25.5.2010 5.37 0.54 6
26.5.2010 5.10 0.47 6
27.5.2010 6.85 0.55 6
28.5.2010 6.23 0.45 6
31.5.2010 4.86 0.14 6
1.6.2010 5.71 0.39 6
2.6.2010 6.30 0.28 6
3.6.2010 6.40 0.44 6
4.6.2010 6.40 0.68 6
7.6.2010 4.87 0.67 6
8.6.2010 6.63 0.91 6
9.6.2010 6.11 0.76 6
10.6.2010 6.74 0.93 6
11.6.2010 6.79 0.46 6
14.6.2010 491 0.41 6
15.6.2010 6.63 0.63 6
16.6.2010 6.46 0.47 6
17.6.2010 7.00 0.68 6
18.6.2010 6.85 0.88 6
Povprecje 4.69 0.14 240




