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Med obnovo poskodovanega epitelija se poveca sinteza membran in s tem potreba
po holesterolu, ki je klju¢na sestavina celicnih membran Zivalskih celic. ZaraS¢anje
poskodovanega epitelija je kompleksen proces, ki vkljucuje delitev celic, celiéno
gibanje in oblikovanje medceli¢nih stikov. Na§ namen je bil ugotoviti vpliv
serumskega holesterola na hitrost obnove poskodovanega epitelija na in vitro
modelu. Zanimala nas je obnova epitelija po mehanski poskodbi epitelijev z
razli¢no sposobnostjo sprejemanja holesterola z endocitozo lipoproteinskih delcev
majhne gostote (LDL). Kot model za prouc¢evanje smo uporabili trajne celi¢ne linije
treh razli¢nih epitelijev: MDC2 kulturo, izolirano iz celic epitelija ledvi¢nih
tubulov, za katere je znacilna intenzivna endocitotska aktivnost, RT4 kulturo,
izolirano iz urotelija, kjer imajo celice majhno sposobnost endocitoze in HaCaT
kulturo, celic koznih keratinocitov, za katere je znacilno manjSe izrazanje
receptorjev za LDL in s tem zmanjSana odvisnost od zunanjega holesterola. V
poizkusih smo uporabili: a) medij LP, obogaten z lipoproteinskimi delci, b) medij
LPPS z odvzetimi lipoproteinskimi delci, c) kontrolni medij, ki je vseboval 10%
tele¢ji serum. Ugotovili smo, da je v mediju LP pri MDC2 celicah statisti¢no
znacilna razlika v preraséanju postrgane povrsine. V celi¢ni kulturi RT4 je bila v
enakih pogojih pospesSitev preras€anja postrgane povrsine na meji statisticne
znacilnosti. Na hitrost preras¢anja postrgane proge v kulturi ¢loveskih koznih
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keratinocitov (HaCaT) povisana koncentracija holesterola v mediju ni vplivala. V
mediju LP se je na podro¢ju postrgane proge Stevilo MDC2 celic na povrsino
statisti¢no znacilno zmanjSalo, torej se je povecala povrsina celic. Podobno, vendar
v manj$em obsegu, S0 reagirale celice RT4, na povrsino HaCaT celic pa
koncentracija holesterola v mediju LP ni vplivala. Znizana koncentracija
holesterola v mediju je statisti¢no zna¢ilno zmanjsala hitrost preras¢anja postrgane
povrsine in upocasnila delitev celic le pri MDC2 celi¢ni kulturi. Na vsebnost
holesterola v celicah in trdnost medceli¢nih stikov koncentracija zunajceli¢nega
holesterola ni vplivala. Nasi rezultati dokazujejo, da serumski holesterol pospesi
hitrost regeneracije epitelijev v odvisnosti od sposobnosti sprejemanja holesterola.
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During regeneration of the damaged epithelium the synthesis of new membranes
increasis the need for cholesterol, which is a key component of cell membranes in
animal cells. Regeneration of damaged epithelium is a complex process involving
cell division, cell movement and formation of new cell junctions. Our aim was to
determine the influence of serum cholesterol on the speed of reconstruction of
damaged epithelium in in vitro model. We aimed to study the regeneration of
epithelium after mechanical injury on the epithelium with a different ability of
taking up low-density lipoprotein particles (LDL) by receptor mediated
endocytosis. As a model for the study, we used cell lines of three different types of
epithelia: MDC2 culture, isolated from renal tubular epithelial cells, known for
intense activity of endocitosis, RT4 culture, isolated from urothelium, where a low
capacity of endocytosis takes place and HaCaT culture of skin cells keratinocytes,
which are characterized by lower expression of LDL receptors and independency of
external cholesterol. In experiments were used: a) medium LP enriched with
lipoprotein particles, b) the media with eliminated lipoprotein particles and c)
control medium containing 10% calf serum. MDC2 cells in medium LP statistically
significant accelerate the speed of overgrowing damaged area in comparison to
normal culture condition. In the RT4 cells the overgrowth of the damaged area
under the same conditions was statistically significant. In cultured human skin
keratinocytes (HaCaT) elevated cholesterol levels in the medium had no effect on
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the speed of the scrabbed area. In the medium LP, the number of MDC2 cells per
um? decreased significantly, indicating for the enlargement of the cell surface. A
similar but less distinctive change was found for RT4 cells, while for HaCaT cells
no such morphological change was detected. The reduced concentration of
cholesterol in the medium caused statistically significant decrease in overgrowing
of the damaged area only in MDC2 cells, where it slowed down also the cell
divisions. Alterations of the concentrations of cholesterol in cell culture media had
no significant influence on the cell content of choloesterol. Our results demonstrate
that serum cholesterol accelerate regeneration of damaged epithelium depending on
its ability of cholesterol uptake.
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1 UVvOD

Zara$¢anje mehanske poskodbe epitelija je kompleksen proces, ki vkljucuje delitev celic,
celi¢no gibanje in oblikovanje novih medceli¢nih stikov. Novejse studije kazejo, da je pri
teh procesih pomemben regulator holesterol, ki je ena od glavnih sestavin plazmaleme.
Zato ga celice ob delitvah potrebujejo v veéjih koli¢inah za izgradnjo novih membran.
Ugotovljeno je bilo tudi, da so proteini medceli¢nih stikov, kot so tesni in adherentni stiki,
v predelih membrane, obogatenih s holesterolom. Odvzem holesterola pomembno vpliva

na funkcionalnost teh stikov.

V vecini $tudij, kjer proucujejo vpliv holesterola na celice, ga dodajajo ali odvzemajo s
pomocjo kemijskih prenasalcev, kot je npr. ciklodekstrin (Corvera in sod., 2000; Sun in
sod., 2007). Malo pa je znanega, kako deluje na regeneracijo poskodovanih epitelijev

holesterol, dodan s serumskimi prenasalci.

Holesterol se prenasa po plazmi v obliki holesterolnih estrov, ki so vezani z lipoproteini in
tvorijo lipoproteinske delce (hilomikroni, VLDL, IDL, LDL, HDL) (Goli in sod., 2002).
Za LDL delce je bilo ugotovljeno, da stimulirajo raztezanje fibroblastov in tvorbo
lamelipodijev, kar pospesi zarasCanje rane. Pospesi se tudi nastajanje interlevkina-8, ki je
citokin in pospesi delitev celic (Dobreva in sod., 2005). Podatkov, kako vplivajo LDL delci

na regeneracijo epitelijskih celic, v literaturi nismo nasli.

Kot model za proucevanje regeneracije mehansko povzroéene poskodbe epitelija in vitro

smo izbrali tri razli¢ne celi¢ne linije:

e MDC2 celice so izolirane iz distalnega tubula pasjih ledvic (MDCK) s stabilno
vgrajenim genom za dezmokolin Il in YFP (rumeni protein). Imajo dobro izrazene

dezmosome in tvorijo monosloj, ki je polariziran (Li C. in sod., 1990).

e RT4 celice so izolirane iz papiloma se¢nega mehurja ¢loveka. Urotelij ima
pomembno funkcijo krvno-urinske bariere. V primerjavi z MDC2 celicami imajo

urotelijske celice 5-15x manjSo sposobnost endocitoze (Kreft M.E. in sod., 2008).
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e HaCaT so kozne celice odraslega ¢loveka (keratinociti), za katere je znacilna
intenzivna sinteza lipidov (Rook A. in sod., 2004), manjse izrazanje LDL
receptorjev (Williams in sod., 1987) in so zato dokaj neodvisne od serumskega

holesterola.

Nas namen je bil ugotoviti vpliv serumskega holesterola na hitrost obnove poskodovanih
epitelijev na modelu in vitro. Zanimal nas je odziv epitelijev z razli¢no sposobnostjo
sprejemanja serumskega holesterola na mehansko poskodbo ob pomanjkanju ali pri
povisani koncentraciji serumskega holesterola.
Opazovali smo vpliv medija z brezholesterolnim serumom (LPPS) in medija s trikratno
koncentracijo holesterola (dodani lipoproteinski delci - LP) v primerjavi s kontrolnim
medijem z 10% tele¢jim fetalnim serumom (enkratna koncentracija holesterola) pri treh
izbranih tipih celi¢nih kultur na:

e hitrost zaras¢anja epitelijske poskodbe in vitro,

e delitev celic,

e vsebnost holesterola v celicah,

e trdnost medceli¢nih stikov,

e razporeditev aktina, ki je kljuen za gibanje celic in

e razporeditev dezmosomskega proteina dezmokolina, ki sodeluje pri vzpostavljanju

medceli¢nih povezav.

Postavili smo naslednje hipoteze:

1. Povecana koncentracija serumskega holesterola pospesi regeneracijo poskodovanega
epitelija in vitro.

2. Zmanj$ana koncentracija serumskega holesterola upocasni regeneracijo poSkodovanega
epitelija in vitro.

3. Hitrost regeneracije je sorazmerna s sposobnostjo celic za sprejem serumskega

holesterola z endocitozo LDL delcev.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 STRUKTURA IN TIPI EPITELUEV

Posamezne celice se med razvojem diferencirajo in organizirajo v tkiva, kjer opravljajo
specifi¢no funkcijo. Epitelij sestavljajo celice, ki se povezujejo v sloje in prekrivajo
zunanje in notranje povrsine organizma. Ker je epitelijsko tkivo pogosto izpostavljeno
mehanskemu stresu, imajo celice v citoplazmi dobro izrazene intermediarne filamente in
trdne medceli¢ne stike. Apikalna povrsina celic je drugace diferencirana kot bazolateralna.
Celice so polarizirane v apikalno bazalni smeri. Med celicami je malo medceli¢nine. Del
medceli¢nine je bazalna lamina, ki povezuje epitelij z vezivnim tkivom. Komponente
bazalne lamine sodelujejo pri kontroli delitev, gibanju in diferenciaciji epitelijskih celic.
Epitelijske celice se povezujejo med seboj z adhezijskimi beljakovinami kadherini in CAM
glikoproteini, z medceli¢nino pa z integrini. Epitelijsko tkivo ni oziljeno, zato hranilne
snovi in Kisik vstopajo skozi bazalno lamino. Skozi bazalno lamino prodirajo tudi zivéni

kon¢ié¢i senzori¢nih ziveev (Alberts, 1994; Troyanovsky, 1994).

2.1.1 Razvrscéanje epitelijev glede na funkcijo

Funkcije epitelijev so: sekrecija, selektivna absorpcija, zas¢ita, medceli¢ni transport in
sprejemanje drazljajev (Alcamo in Krumhardt, 2004; Eroschenko in di Fiore, 2008;
Rosdahl in Kowalski, 2007).

Glede na funkcijo uvrs¢amo epitelije med:
» absorpcijske (epitelijske celice prebavil, plju¢ne alveole, Zilni endotel, ledvi¢ni
tubuli)
Raztopljene snovi, metabolni produkti in plini se lahko pasivno absorbirajo ali
aktivno prehajajo skozi epitelij.
» krovne (epidermis, epitelij se¢nega mehurja in secevoda)
Epiteliji so specializirani za za$¢ito notranjega okolja in preprecujejo izmenjavo

snovi z okoljem.
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» Cutilne (pali¢nice in ¢epnice v mreznici, olfaktorni receptorji v nosu, okusalni
receptorji)
Zaznavajo drazljaje iz okolja.

» Zlezne (endokrine in eksokrine zleze)

Izlocajo snovi v kri ali v lumen Zleze.

2.1.2 Celi¢ne kulture kot in vitro modeli epitelija

Tehnika gojenja celi¢nih kultur ima veliko prednosti pred poskusi na zivalih. Celi¢ne
kulture nam omogocajo vzdrzevanje dolo¢enega tipa celic izven telesa, nadzorovanje
fizikalno-kemijskega okolja in fizioloskih pogojev. Zive celice lahko tako vzdrzujemo
dolgoro¢no in jih opazujemo z mikroskopom. Ker so celice gojene v razmerah, Ki
spodbujajo proliferacijo in ne diferenciacije, se lahko s Stevilom pasaz spremeni fenotip
gojenih celic in vitro. Posledi¢no imajo celice, gojene in vitro, spremenjene morfoloske,

biokemijske in funkcijske lastnosti (Shaw, 1996).

Celicne kulture se uporabljajo v celi¢ni biologiji, biokemiji, genetskem inZeniringu,
diagnosti¢nih laboratorijih, za produkcijo proteinov in produktov, ki so pomembni pri
zdravljenju raka, dednih nepravilnostih, virusnih infekcijah in mnogih kroni¢nih boleznih
(Fields in sod., 2007; Ozturk in sod., 2006).

Celi¢ne kulture delimo na primarne, sekundarne in trajne glede na izvor, sposobnost

ohranjanja prvotnih lastnosti in omejenosti Stevila delitev.

Primarne kulture so pripravljene neposredno iz tkiva organizma in so zato navadno
heterogene (iz ve¢ tipov celic) z ohranjenimi prvotnimi lastnostmi. Dobimo jih s pravilnim
odvzemom zelenega tkiva, uporabo primernih disociacijskih tehnik ter z ustreznimi pogoji
gojenja (Kreft in sod., 2005). Primarne celi¢ne kulture se uporabljajo v raziskavah, kjer je

pomembno, da celice obdrzijo prvotne lastnosti.

Sekundarno kulturo dobimo ob prvi uspesni presaditvi primarne kulture. Obicajno je

populacija celic v sekundarnih kulturah homogena. V prvih pasazah celice ohranjajo
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tkivno-specifi¢ne lastnosti, v visjih pasazah pa jih spreminjajo ali izgubljajo (Southgate in
sod. 1994; Guhe in Follmann, 1994).

Vecina celic odmre po v genomu dolo¢enem Stevilu delitev, npr. ¢loveske kozne celice se
delijo v kulturi 50-100x preden odmrejo. Nekatere celice v kulturi so podvrzene genetskim
spremembam. Taksne celice lahko dobijo visoko proliferacijsko aktivnost, neomejeno
Stevilo delitev in jih lahko v in vitro pogojih vzdrzujemo kot celi¢ne linije. Rast trajnih
celi¢nih linij je manj odvisna od seruma in rastnih faktorjev, zato jih je v in vitro pogojih

razmeroma lahko gojiti (Alberts, 1994; Masters in sod., 1986).

Celic¢ne linije so lahko pripravljene iz rakastih celic. Podobne lastnosti dosezemo pri
normalnih celicah s transformacijo s tumor inducirajo¢im virusom ali dolo¢enimi

kemikalijami (Alberts, 1994).

2.1.2.1 Preiskovani tipi epitelijev in njihovi in vitro modeli

» Enoslojni kubi¢ni epitelij distalnih ledvi¢nih tubulov in MDC2 celi¢na linija

Funkcije epitelija distalnih ledvi¢nih tubulov so izlo¢anje in absorpcija. Na* ioni se
reabsorbirajo iz urina in K* ioni se izlo¢ijo v urin. Reabsorpcija bikarbonata poteka
vzporedno z izlocanjem vodikovih ionov v lumen (Henrikson in sod., 1996; Marieb in
sod., 2007). Distalni tubul reabsorbira 7% filtriranega NaCl iz primarnega seca

(Kierszenbaum, 2002).

MDCK (Madin-Darby canine kidney cell line) so v kulturi gojene celice, izolirane iz
enoslojnega kubi¢nega epitelija distalnega dela tubulov pasjih ledvic (Shaw, 1996).
IzraZajo strukturno in funkcionalno polariziranost naravnega epitelija. Funkcionalna
polariziranost se kaze s prenosom ionov, neelektrolitov ter s transcitozo, s katero se iz
apikalne proti bazolateralni povrSini prenesejo proteini. Ta proces je v tubulih pomemben
za prenos makromolekul iz lumna proti krvi. MDCK tvorijo moc¢ne medceli¢ne stike.

Monosloj ima diferencirano apikalno in bazolateralno povrSino. MDCK celice so odli¢en
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in vitro model za $tudijo celi¢ne adhezije, ker tvorijo polariziran enoslojni epitelij z dobro
izrazenimi povezavami celica-celica in celica-podlaga (Behrens, 1985; Li in sod., 1990).
MDC?2 je MDCK celi¢na kultura s transficiranim dezmokolinom Il z vezanim

fluorescencnim proteinom YFP.

Slika 1: MDC2 celi¢na linija.

» Urotelij in RT4 celi¢na linija

Urotelij je prehodni epitelij, ki pokriva ledvi¢ne ¢ase, seCevod, lumen se€nega mehurja in
del se¢nice. Ima pomembno funkcijo krvno-urinske bariere. Medceli¢ne povezave
omogocajo strukturno integriteto urotelija (adherentni stiki, dezmosomi in
hemidezmosomi), regulirajo medceli¢no prepustnost (presledkovni stiki, tesni stiki),
zagotavljajo polariziranost celic in plazmaleme ter so osnova za vzpostavitev in ohranjanje

krvno-urinske pregrade urotelija (Hicks, 1975).

Epitelij secnega mehurja je sestavljen iz treh plasti celic. Spodnjo plast tvorijo majhne,
ploscate in nediferencirane celice, ki se s hemidezmosomi pritrjajo na bazalno lamino.
Plast nad njimi tvorijo veéje in bolj diferencirane celice, ki se med seboj povezujejo z
dezmosomi in tockovnimi adherentnimi stiki. Zgornjo plast tvorijo deZnikaste celice, ki so

Vv neposrednem stiku z urinom. Zgornje deznikaste celice imajo visoko specializirano in
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odebeljeno apikalno plazmalemo, ki predstavlja zas¢ito pred izgubo vode in ionov. Celice
se povezujejo z dezmosomi in adherentnimi stiki, na meji med apikalno in lateralno
plazmalemo pa so povezane z dobro razvitimi tesnimi stiki (Koss, 1969; Hicks, 1975;
Candia in sod., 1997). V povrsinskih urotelijskih celicah mora biti izmenjava med
toksi¢nim urinom in citoplazmo minimalna, saj bi povecana endocitotska aktivnost iz
apikalne strani vodila v sprejemanje urina. Odebeljeno membrano gradijo veckotni plaki iz
proteinov uroplakinov, ki so specifi¢ni za urotelij. LoCimo tri tipe uroplakinov. Uroplakin I
in uroplakin Il sta rahlo kisla in omejena na apikalno stran plazmaleme. Uroplakin 111 je
rahlo bazi€en in transmembranski ter verjetno pritrja plake na citoskelet (de Boer in sod.,

1994; Wu in sod., 1990).

Manjsa endocitotska aktivnost visoko diferenciranih povrSinskih urotelijskih celic je lahko
posledica prisotnosti uroplakinskih plakov, kajti domnevamo, da so ti preveliki ali pretogi
in tako ovirajo apikalno endocitozo (Kreft in sod., 2008). Druga moznost je preurejanje
citoskeleta v apikalni citoplazmi; znano je, da v visoko diferenciranih povrSinskih
urotelijskih celicah v subapikalni citoplazmi aktinski filamenti niso prisotni (Romih in sod,
1999; Acharya in sod, 2004; Kreft in sod., 2005). Mikrotubuli in aktinski filamenti so
namre¢ potrebni za ucinkovito endocitozo v polariziranih epitelijskih celicah (Apodaca,
2001, Apodaca 1994), zato lahko njihova odsotnost prispeva k zmanjsani endocitozi v

visoko diferenciranih povrSinskih urotelijskih celicah.

RT4 je trajna celi¢na linija, izolirana iz papiloma se¢nega mehurja ¢loveka. Je dobro
diferencirana in slabo invazivna celi¢na linija. V kulturi izraZajo epitelno morfologijo in
tvorijo vecslojni epitelij. Celice izrazajo psevdostratifikacijo, ki je znacilna za normalni
prehodni epitelij. Zgornji medsloj in povrSinske celice so iz manjSih neenakomerno
oblikovanih celic. Imajo dobro izraZzene medceli¢ne stike (dezmosome, adherentne in tesne
stike). Na neinvazivnost celic kaze izrazanje E-kadherina za razliko od kultur invazivnih
urotelijskih celic, kjer se izraza N-kadherin. Celice RT4 rastejo relativno pocasi v tesnih

skupkih celic oz. otockih (Mialhe in sod., 2000).



Mavri¢ A. Vpliv serumskega holesterola (LDL) na zara$¢anje epitelijske poskodbe in vitro. 8
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Slika 2: RT4 celi¢na linija.

» Vecslojni ploscati keratiniziran epitel in HaCaT celi¢na linija

KozZa ima Stevilne funkcije: za$¢ita, senzorika, termoregulacija in produkcija prekurzorja
vitamina D. Razdeljena je v dermis in epidermis. Epidermis koze je ploscati keratiniziran
epitel, ki ga sestavlja pet slojev:
» stratum germinativum — sloj celic, ki se delijo in iz katerih nastanejo celice vseh
slojev epidermisa,
» stratum spinosum — sloj iz priblizno petih plasti celic, katerih povrsina je videti
izbocCena v obliki trnov. Te izbokline so dezmosomi.
» stratum granulosum — sloj, kjer se akumulirajo granule, ki vsebujejo proteine, ki
pospesijo agregacijo tonofilamentov in s tem povecajo koli¢ino keratina,
» stratum lucidum — mrtve celice, obogatene s keratinom,
» stratum corneum — mrtve ploscate brezjederne celice, obogatene s keratinom (Kerr
J.B., 1999).

Koza je tkivo, ki aktivno sintetizira lipide (100 mg/dan). Med epidermalno diferenciacijo
se dogajajo spremembe v sestavi membranskih lipidov. V slojih Zivih celic prevladujejo
fosfolipidi, holesterol in trigliceridi. VV zgornjih slojih, stratum spinosum in stratum

granulosum, se lipidi sintetizirajo in pakirajo v membranske organele - lamelarne granule.
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Te granule se zlijejo s plazmalemo in vsebina se razporedi po intercelularnem prostoru, kar
sluzi kot zas¢ita pred izmenjavo vode z zunanjostjo telesa. Stratum corneum je obogaten s

ceramidi, prostimi steroli in prostimi mas¢obnimi kislinami.

Za razliko od drugih tipov celic, ki dobivajo vecino holesterola iz krvnega obtoka,
privzemajo keratinociti zunanji holesterol v glavnem le v bazalni plasti keratinocitov. Med
epidermalno diferenciacijo se zmanj$a pojavljanje LDL receptorjev. Sinteza sterolov se v
visjih plasteh poveca zato so relativno neodvisne od holesterola v krvnem obtoku (Rook A.
in sod., 2004).

HaCaT celi¢na linija so spontano in vitro transformirani keratinociti iz histolosko normalne
koze odraslega ¢loveka in so sposobni ohraniti epidermalno diferenciacijo. Celice imajo
transformiran fenotip in so netumorigene (Boukamp, 2008). Keratinociti predstavljajo
celi¢ni tip z veliko lipidnimi rafti, ki so vkljuceni v kontrolo njihove proliferacije in
metabolne aktivnosti (Bang in sod., 2005).

Slika 3: HaCaT celi¢na linija.
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2.2 REGENERACIJA POSKODOVANEGA EPITELIJA

Obnova epitelija obsega delitve in gibanja celic, ki zapolnijo poSkodovani prostor. Tema
dvema procesoma sledi ponovna vzpostavitev celi¢nih stikov. Pri teh procesih je holesterol
pomembna determinanta, ki omogoca izgradnjo membran novih celic epitelija in s tem

zara$¢anje poSkodbe (Corvera in sod., 2000).

Spreminjanje koli¢ine holesterola deluje na celico celostno in ne samo preko membrane.
Povezanost membrane in citoskeleta nadzoruje pomembne vitalne celi¢ne funkcije, kot so
endocitoza, eksocitoza, iztezanje lamelipodijev ter gibanje celic (Sun in sod., 2007). V
epiteliju potekajo za zaraséanje poskodb podobni mehanizmi, kot se pojavljajo med

embrionalnim razvojem (Jacinto in sod., 2001).

Pri zaraS¢anju epitelijske poSkodbe sta pomembna dva procesa: epitelno-mezenhimska
transformacija in mezenhimsko-epitelna transformacija. Epitelno-mezenhimska
transformacija (EMT) je proces spremembe fenotipa celice iz epitelijskega v mezenhimski.
Med EMT potekajo v celici strukturne in funkcionalne spremembe. Epitelijske celice
preidejo iz mirujocega stanja v gibanje in poveca se mitotska aktivnost. Med EMT pride do
izgube epitelijske organizacije zaradi prerazporeditve in izgube stabilnosti sti¢nih
proteinov epitelija. Celice tvorijo v tej fazi le prehodne stike s sosednjimi celicami in se
lahko gibljejo skozi ekstracelularni matriks. Izguba epitelijske organizacije je lahko
prehodna ali trajna.

Po vzpostavitvi medceliénih stikov sledi mezenhimsko-epitelna transformacija, med katero
prehajajo celice iz mezenhimskega v epitelijski fenotip. Ta proces vkljucuje spremembo
oblike celic in vzpostavitev medceli¢nih stikov, ki so znacilni za epitelij (dezmosomov,
adherentnih stikov, tesnih in presledkovnih stikov). Celice se ponovno uredijo v epitelij,

znacilen za doloceno tkivo (Hay, 1995).
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2.2.1 Delitev celic

Delitev celic je pomemben proces tako med embriogenezo in obdobjem rasti organizma in
je pogoj za izoblikovanje tkiv, organov ter kon¢ne oblike in velikosti organizma, kot tudi

pri nadomescanju odmrlih in poskodovanih celic.

Celicni cikel poteka v ve¢ fazah in v vsakem ciklu celica podvoji svojo DNA. Najdaljsa
faza je interfaza. Prvi del interfaze se imenuje G1 faza. Za njo sledi S faza, kjer se podvoji
DNA. Sledi G2 faza. G1 in G2 faza sta pomembni za rast celic. Po koncani G2 fazi sledi
mitotska faza (M faza), med katero se podvojeni kromosomi porazdelijo v lo¢ena jedra.

Materinska celica se deli v dve hcerinski celici v procesu, imenovanim citokineza (Alberts

in sod., 1994).

Za normalno oblikovanje tkiva oziroma za zasc¢ito pred nastankom rakastih tvorb je
potrebna ucinkovita kontrola celi¢ne delitve. Zaporedje dogodkov celi¢nega cikla
nadzoruje kontrolni sistem, ki cikli¢no sprozi podvojitev DNA in lo¢evanje sestrskih
kromatid proti nasprotnima poloma celice. Regulacija celi¢nega cikla poteka na prehodu
G1/S in G2/M. V kontrolnem sistemu sodelujejo ciklini in ciklinske kinaze.

Rastni faktorji regulirajo delitev celic skozi celovito omrezje medceli¢nih signalnih
kaskad. Le-te regulirajo transkripcijo genov in aktivacijo kontrolnega sistema celi¢nega
cikla. Mnogi proteini signalnih poti so bili odkriti pri Studijah rakastih celic. Za rakaste
celice je znacilna visoka in nekontrolirana stopnja delitev, ki vodi v nastanek tumorjev in

metastaz (Alberts in sod., 1994; Bos, 1989; Huang in Ingber, 1999).
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2.2.2 Celi¢no gibanje

Pri gibanju celic in spremembi oblike celic igra pomembno vlogo polimerizacija aktina.
Sestavljanje aktinskih filamentov na vodilnem koncu premikajoce se celice omogoca rast

lamelipodijev in filopodijev ter dolo¢a smer gibanja celice (Carlier in Pantaloni, 1997).

Aktin v obliki korteksa obroblja negibljive celice, medtem ko je pri gibajocih se celicah
aktinski korteks zelo stanjSan. Stresne niti so pri negibljivih celicah razporejene radialno v
vse smeri, pri gibajo¢ih se celicah pa se uredijo v smeri gibanja. Stresne niti se pritrjajo na

fokalne stike na bazalni strani celice (Bray, 1992).

Pri zapiranju ranitve sodelujejo v povezavi z aktinskimi filamenti naslednji faktoriji, ki
sodijo v druzino G proteinov: Ras, Rho in Cdc42. Ras sprozi tvorbo lamelipodijev, Cdc 42
je odgovoren za polarnost in tvorbo filopodijev ter Rho, ki je odgovoren za oblikovanje
stresnih niti in kontrakcijo (Jacinto in sod., 2001; Lodish in sod., 2008).

LDL delci neodvisno od funkcije vnosa holesterola vplivajo na gibanje celic in indukcijo
celi¢nih delitev. LDL inducira aktivacijo poti p38 MAPK, ki povzroci raztezanje
fibroblastov in oblikovanje lamelipodijev in s tem zapiranje/celjenje ranitev. Indukcija poti
p38 MAPK z LDL je odvisna od celi¢nega tipa. Pri nekaterih tipih celic poveca delitev
celic, pri drugih vpliva na gibanje zaradi izrazanja E-selektina. Obstaja malo informacij,
kako oz. s katerimi signalnimi molekulami LDL aktivira pot p38 MAPK. LDL preko SR-
Bl receptorja, neodvisno od klasi¢nega LDL receptorja, stimulira kinazi MKK3 in MKKG6,
ki sta odgovorni za direktno aktivacijo poti p38 MAPK. MAPK (p38) je posrednik delitev
celic v celicah gladkih miSic Zil, tvorbe lamelipodijev in raztezanja celic fibroblastov.
Aktivacija MAPK v fibroblastih je pomembna pri vaskularnem remodeliranju. Kot glavni
citokin, ki vzpodbuje proliferacijo celic tretiranih z LDL, je bil identificiran interlevkin-8
(Bulat in sod., 2009; Bulat in sod., 2008; Dobreva in sod., 2005).
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Slika 4: Spremembe v aktinskem citoskeletu, ki jih sprozijo razli¢ne signalne molekule (Lodish in sod.,

2008).

2.2.3 Oblikovanje dezmosomov

V epitelnih celicah so dezmosomi najstabilnej$e povezovalne strukture. Skrbijo za

vzdrzevanje tkivne arhitekture (Farquhar in Palade, 1963). Poleg strukturne funkcije pa

imajo pomembno vlogo tudi pri morfogenezi in diferenciaciji tkiv (Yin in Green, 2004).

Med interfazo MDCK celic ostajajo dezmosomi povezani in stati¢ni. Do manj$ih

destabilizacij prihaja le med mitozo, ko difundirajo po plazmalemi. Prekinitev

dezmosomov lahko sprozi sprememba oblike celic ali pomanjkanje kalcija (Windoffer in

sod. 2002).

V literaturi ni podatkov o vplivu holesterola na vzpostavljanje dezmosomov, znano pa je

da znizan nivo holesterola v membranah prepreci oblikovanje novih tesnih stikov (Nusrat
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in sod., 2000) in adherentnih stikov (Corvera in sod., 2000), ki so strukturno podobni

dezmosomom.

2.3 ZGRADBA IN POVEZOVANJE EPITELIJSKIH CELIC

2.3.1 Medceli¢ne povezave in stiki

Glavne naloge medceli¢nih povezav so: povezovanje celic, medceli¢na komunikacija in
prepoznavanje celic med seboj.
Medceli¢ne stike, ki omogoc¢ajo povezave med celicami in povezave celic z bazalno

lamino, razvrs¢amo Vv tri skupine, glede na njihovo funkcijo:

a) TESNI STIKI
Sestavljajo jih transmembranski proteini in citosolni periferni proteini. Tesni stiki
predstavljajo bariero, ki ima dve pomembni vlogi:
e preprecujejo paracelularni prehod molekul skozi lateralne prostore,
e delujejo kot pregrada za difuzijo membranskih proteinov in lipidov med

apikalno in bazolateralno povrsino plazmaleme.

b) SIDRISCNI STIKI
Omogocajo pritrjanje celic med seboj in z bazalno lamino. Povezujejo citoskelet ene celice
s citoskeletom druge celice ali z molekulami medceli¢nine. Najvec jih je v tkivih, ki so

izpostavljena ve¢jim mehanskim stresom, kot npr.: sréna miSica, kozni epitelij.

o adherentni in fokalni stiki
Povezujejo mreZe aktinskih filamentov med celicami ali z molekulami medceli¢nine.
Adherentni stiki so sestavljeni iz integralnih membranskih proteinov (E — kadherini), ki se
preko kateninov (a in ) povezujejo z aktinskimi filamenti citoskeleta (Alberts, 1994).
Proteini adherentnih stikov so vkljuceni v pomembne funkcije epitelijskih celic, vklju¢no z

vzpostavljanjem kontakta med celicami, razvr§¢anjem drugih sti¢nih proteinov v specificna
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podrocja plazmaleme in kontaktno inhibicijo, pri kateri se preneha rast in gibanje celic, ko
se vzpostavijo tesni in adherentni stiki med sosednjimi celicami (Corvera in sod., 2000).
Pri epitelijskih celicah se adherentni stiki nahajajo tik pod tesnimi stiki in jih mehansko

utrdijo.

V fokalnih stikih se transmembranski proteini - integrini povezujejo z medceli¢nino.
Citoplazemski del integrina se veze na aktinske filamente s pomoc¢jo vmesnih proteinov
(vinkulina, a-aktinina, talina). Adherentni stiki in fokalni kontakti se povezujejo z
aktinskimi filamenti citoskeleta in predstavljajo dinamicne povezave, ki sodelujejo pri

gibanju celic.

e dezmosomi in hemidezmosomi
Dezmosomi so najtrdnejSa oblika medceli¢nih stikov, ki povezujejo mreze intermediarnih
filamentov. Sodelujejo pri vzdrZzevanju tkivne strukture in omogocajo porazdeliti mehanski

stres po celotnem epiteliju.

Dezmososmi so sestavljeni iz transmembranske regije, preko katere se povezejo s sosednjo
celico, in citoplazemske regije, ki povezujejo transmembransko regijo s citoskeletom.
Transmembransko regijo sestavljajo kadherini, in sicer dezmokolin in dezmoglein.
Citoplazemska regija oblikuje plak, v katerem so zdruZeni plakoglobin, dezmoplakin I in
dezmoplakin Il ter dezmokalmin. Preko njih se transmembranski proteini povezujejo z
intermediarnimi filamenti. V funkcionalnem dezmosomu sta povezani transmembranski
regiji dveh sosednjih celic (Alberts in sod., 1994; Lodish in sod., 1999).

Hemidezmosomi povezujejo celice z bazalno lamino. Sestavljajo jih transmembranski

proteini integrini in submembranski proteini (talin, a-aktinin, vinkulin, plektin).

c) PRESLEDKOVNI STIKI
Presledkovni stiki so sestavljeni iz transmembranskih proteinov koneksinov, ki tvorijo
obrocaste proteinske komplekse, imenovane koneksone. Dva koneksona tvorita kanal, ki

neposredno povezuje sosednji celici. TakSna medceli¢na povezava omogoca prehajanje
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ionov in ostalih vodotopnih molekul neposredno iz citoplazme ene v citoplazmo druge
celice (Alberts in sod., 1994).

2.3.2 Zgradba citoskeleta

Citoskelet predstavlja osnovno ogrodije celice. Vzdrzuje obliko celice, omogoca gibanje
celic in organelov ter sodeluje pri celicni delitvi. Sestavljajo ga trije tipi strukturnih
beljakovin: aktini, Ki sestavljajo mikrofilamente, pestra druZina proteinov, ki sestavljajo

intermediarne filamente in tubulini, ki sestavljajo mikrotubule (Alberts in sod., 1994).

2.3.2.1 Aktinski filamenti

Aktinski filamenti so dinamicne polarne strukrture. Gradita jih dve ovijajoci Se verigi,
sestavljeni iz aktinskih monomerov, ki se dodajajo ali odstranjujejo na obeh koncih
filamenta, glede na potrebe celice. Konec, kjer je hitrejse dodajanje podenot, Se imenuje
pozitivni (+) konec, nasprotni del aktinskega filamenta pa je negativni (-) konec. Faze
nastajanja aktinskega filamenta so: nukleacija (vezava monomerov v oligomer), elongacija
(dodajanje na + 0z. — konec) in faza ravnotezja (Stevilo aktinov, ki se doda na + koncu je

enako Stevilu aktinov, ki se odcepijo na — koncu).

Aktinski filamenti se razprostirajo po celotni celici, vendar so ve¢inoma najbolj
skoncentrirani tik pod plazmalemo, Kkjer ji zagotavljajo podporo. V epitelijskih celicah
mikrofilamenti sestavljajo kontraktilni obro¢ okrog celice, ki je povezan z adherentnimi
stiki in poveca trdnost povezav in omogoca preoblikovanje celic epitelija. Pri gibajocih se
celicah se omrezje mikrofilamentov nahaja na sprednji strani celice, vodilnem koncu ali
lamelipodiju, iz katerega se lahko iztezajo filopodiji. Mnogo celic vsebuje kontraktilne
elemente stresnih niti, ki se pritrdijo na podlago preko fokalnega stika. V delecih se celicah
se naredi kontraktilni obro¢, ki v procesu citokineze razdeli materinsko celico v dve
h¢erinski celici. Aktinski filamenti sodelujejo pri endocitozi (Alberts in sod., 1994; Lodish
in sod., 2008).
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2.3.2.2 Mikrotubuli

Osnovni gradbeni element mikrotubulov je tubulinski heterodimer, sestavljen iz a. in 3
podenote. Heterodimeri se zaporedno vezejo v protofilament, ki je polarizirana struktura,

sestavljena iz hitro rasto¢ega (+) in pocasi rastocega (-) konca.

Mikrotubuli so dinami¢ne strukture, pomembne pri notranji organizaciji ter transportu
organelov, veziklov in membranskih kompleksov. Delujejo kot vodila, ob katerih motorni
proteini premikajo molekularne komplekse in organele v celici. Glavna motorna proteina
sta dinein in kinezin. Ob tem se porablja energija, ki nastane ob hidrolizi ATP. Mikrotubuli
tvorijo delitveno vreteno, ki zagotavlja enakomerno porazdelitev celi¢ne dednine ob celi¢ni
delitvi. So tudi sestavni deli bickov in migetalk (Alberts in sod., 1994; Lodish in sod.,
2008).

2.3.2.3 Intermediarni filamenti

Intermediarni filamenti v Zivalskih celicah tvorijo stabilno mrezje, ki se prepleta po vsej
citoplazmi in obdaja jedro. Celicam zagotavlja mehansko oporo predvsem na mestih, kjer
pride celica v stik z ostalimi celicami ali z ekstracelularnim matriksom. Za epitelije so
znadilni citokeratinski filamenti, ki jih je v ¢loveskih epitelijskih celicah znanih 20 vrst. V
epidermalnih celicah se intermediarni filamenti pojavljajo v bistveno vecjih koli¢inah kot v

drugih epitelnih celicah (Alberts in sod., 1994; Lodish in sod., 2008).
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Slika 5: Komponente citoskeleta (Lodish in sod., 2008).

2.3.3 Sestava membrane

Bioloske membrane sestavljata dva sloja lipidnih molekul, med katere se vrivajo proteini.
Sestava notranje in zunanje plasti lipidnega sloja se razlikuje zaradi razli¢nih funkciji obeh
slojev membrane. Fosfolipidi se v polarnem topilu spontano uredijo v lipidni dvosloj, tako
da se njihove polarne glave obrnejo proti topilu, nepolarni repi pa drug proti drugemu. Ta
struktura omogoca Zivljenje, saj predstavlja mejo tako med celico in njeno zunanjostjo, kot
tudi med predeli znotraj celice.

Membrana je fluidna, kar pomeni, da se molekule lahko prosto gibljejo v lateralni smeri.
Preskok iz ene plasti v drugo je termodinamsko in kineticno manj ugoden, katalizirajo pa
ga encimi flipaze, ki s tem omogocajo asimetri¢nost lipidnega dvosloja. Na fluidnost
vpliva tudi sestava lipidnega dvosloja. Vegje stevilo nenasi¢enih mas¢obnih kislin povecéa

fluidnost, prisotnost holesterola pa poveca njegovo stabilnost (Alberts in sod., 1994).


http://en.wikipedia.org/wiki/Flipase
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Slika 6: Shemati¢ni prikaz celi¢ne membrane z dvojno fofolipidno membrano (1).

Poznane so tri skupine membranskih lipidnih molekul: fosfolipidi, holesterol in glikolipidi
(Alberts in sod., 1994).

V vsakem tipu celic je lahko prisotnih ve¢ kot razli¢nih vrst fosfolipidov, med katerimi sta
najbolj pogosta sfingomielin in fosfatidilholin. Le-ta predstavlja 50% vseh membranskih

fosfolipidov in je skoncentriran v zunanji polovici membrane (Ohvo-Rekilad in sod. 2002).

Glikolipidi so glikozilirani derivati lipidov. Nahajajo se v zunanjem sloju plazmaleme in

sluzijo kot celi¢ni oznacevalci (Alberts in sod., 1994).

Holesterol je sterolni alkohol s kemijsko formulo C»;H460, gostoto 1,067 g/cm? in molsko
maso 386,65 g/mol. Najdemo ga v celi¢cnih membranah vseh vrst zivalskih tkiv. V

membrani se hidroksilna skupina nahaja v blizini fosfatnih glav fosfolipidnih molekul,
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hidrofobni del pa je zasidran v hidrofobni sredici membran (Myant, 1981). Molekulo
holesterola sestavlja steroidni skelet, ki ga sestavljajo 4 sklenjeni obro¢i (trije Sestélenski in
en petélenski), izooktilna stranska veriga in hidroksilna (-OH) skupina. Holesterol se v
membranah tesno povezuje s fosfolipidi in sfingolipidi, ki imajo nasi¢ene acilne verige (Xu
in London, 2000). Preferen¢no tvori interakcije s sfingolipidi, zlasti s sfingomielinom, kar

je osnova za nastanek membranskih raftov v plazmalemi (Ohvo-Rekila in sod. 2002).

CHy CHy CHy ¢

/ /

H3
CH CHo CH

CH3 AN
CHj
CH3

HO

Slika 7: Strukturna formula holesterola.

2.3.3.1 Razporeditev holesterola v membranah

Povrsina celiéne membrane ima morfolosko natan¢no definirana podroc¢ja (mikrovili,
medceli¢ni stiki in klatrinske jamice) in vsako podro¢je ima znacilno funkcijo, kot je npr.
endocitoza, absorpcija hranilnih snovi, medceli¢ni stiki in medceli¢na komunikacija
(Anderson, 2002).

Holesterol in lipidi niso razporejeni homogeno znotraj lipidnega dvosloja. S holesterolom
in sfingolipidi obogatena podroc¢ja (mikrodomene) membrane imenujemo splavi oz.
membranski rafti. Sfingolipidi in holesterol v eksoplazemski plasti lipidnega dvosloja so
povezani s fosfolipidi in holesterolom v notranji citosolni plasti lipidnega dvosloja.
Membranski rafti so pri nizkih temperaturah (4°C) odporni na raztapljanje z neionskimi
detergenti (Triton X-100) (Maxfield in Wiistner, 2002; Simons in sod., 2002).
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Membranski rafti imajo pomembno vlogo v mnogih celi¢nih procesih:

membranski transport,

polarizacija celic,

celi¢na signalizacija,

apoptoza,

endocitoza in

so vstopna mesta nekaterih intracelularnih parazitov in ostalih patogenov (Simons
in sod., 2002).

Porazdelitev membranskih raftov po celi¢ni povrsini je odvisna od tipa celic. V

polariziranih epitelijskih celicah so membranski rafti zgosceni v apikalni membrani,

medtem ko jih je v bazolateralni membrani manj (Simons in Toomre, 2000).

Holesterol v membranskih raftih privlaé¢i razli¢ne integralne in periferne proteine, s

katerimi se dinami¢no povezuje. Proteini, ki so povezani z membranskimi rafti, so GPI —

sidri$¢ni protein, tirozin kinaze (Src druzina), a-podenota heteromernega G proteina,

Hedgehog in Stevilni transmembranski proteini.

Funkcionalna aktivnost mnogih membranskih proteinov, vklju¢no z rastnimi faktorji in

faktorji za apoptozo, je odvisna od njihovega vkljucevanja v lipidne rafte. Membranski

rafti so vkljuceni v kontrolo proliferacije in metabolne aktivnosti. Razgradnjo ali

preoblikovanje membranskih raftov lahko doseZzemo z agensi kot sta metil-B-ciklodekstrin

in filipin 111. Podoben u¢inek na membranske rafte imata oksidacija holesterola s

specifi¢no oksidazo ali blokiranje sinteze holesterola s statini. Razgradnja membranskih

raftov lahko vodi celice v smrt — apoptozo ali nekrozo (Bang in sod., 2005).
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2.4 KAKO CELICA DOBI HOLESTEROL

Vsebnost holesterola v organizmu je odvisna od sinteze de novo, vnosa s hrano, porabe za
sintezo drugih molekul in reabsorpcije soli zol¢nih kislin (Goli in sod., 2002). Najve¢ ga je

v tkivih z ve¢jo gostoto membran: jetra, hrbtenjaca in mozgani (Myant, 1981).

Glavni del sinteze holesterola poteka v jetrih. Holesterol, ki ga vnesemo s hrano zmanjsa
aktivnost HMG-CoA reduktaze, ki je glavni encim biosinteze holesterola de novo. V
nekaterih tkivih, kot so nadledvi¢na zleza, vranica, pljuca in ledvica, biosinteza prispeva le
majhen del celotnega holesterola v tkivu. Vecino holesterola celice privzamejo iz krvi z
LDL delci. Celice, razen jeternih, ¢revesnih in koznih, ve¢inoma pridobivajo holesterol iz

plazme in ga ne sintetizirajo de novo (Akoh in sod., 2008).

2.4.1 Biosinteza holesterola de novo

Predhodniki v sintezi holesterola so sestavni deli nekaterih celi¢nih molekul in sodelujejo v
razli¢nih celi¢nih procesih. Kljuéni so v dihalni verigi, pri prenilaciji in prenosu sladkornih
verig na proteine. Sinteza holesterola de novo poteka v Endoplazemskem retikulumu
(Jakobisiak in Golab, 2003; Maxfield in Wiistner, 2002).

Biosinteza holesterola poteka v petih stopnjah:

1. pretvorba acetil — CoA v 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), ki jo katalizira
HMG-CoA sintetaza,

2. encim HMG-CoA reduktaza (HMGR) pretvori HMG-CoA v mevalonat in je klju¢ni
encim za regulacijo sterolne sinteze s statini,

3. mevalonat se pretvori v izopentil pirofosfat (IPP),

4. Sest molekul IPP se zdruzi v skvalen,

5. holesterol nastane s ciklizacijo skvalena in 19 dodatnimi reakcijami.

Celica regulira aktivnost HMGR preko povratne inhibicije, razgradnje encima,
uravnavanja ekspresije genov in fosforilacije. Na prva dva mehanizma vpliva holesterol

direktno z vezavo na SSD domeno (sterol sensing domain) HMGR. Tako inhibira
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delovanje HMGR ter povzroci ubikvitinacijo encima, ki ji sledi razgradnja. Na
uravnavanje ekspresije genov za HMGR holesterol vpliva preko SREBP-SCAP (sterol
regulatory element binding protein-SREBP cleavage activating protein) kompleksa.
Holesterol ne vpliva na fosforilacijo HMGR, saj jo nadzorujejo hormoni preko CAMP.
Zadnja dva procesa sta nujna za pravilno razporeditev in delovanje §tevilnih membranskih

proteinov (Jakobisiak in Golab, 2003; King, 2004).

2.4.2 Lipoproteinski delci

Holesterol se po plazmi prenasa v obliki holesterolnih estrov, ki so vezani z lipoproteini.
Glede na gostoto delimo lipoproteinske delce v pet skupin: hilomikroni, VLDL, IDL, LDL
in HDL (Goli in sod., 2002).

Zaradi hidrofobnosti osnovnih lipidov so le-ti v organizmih sesalcev ve¢inoma vezani s
proteini (apoproteini) in fosfolipidi v kroglaste komplekse — lipoproteine, ki lahko potujejo

v vodnem okolju. Njihova struktura in sestava sta genetsko dolo¢eni.

Jedro lipoproteinov tvorijo hidrofobni trigliceridi in holesterolni estri, zunanji del pa
amfipatic¢ni fosfolipidi, nekaj prostega (neesterificiranega) holesterola ter apolipoproteini.
Apolipoproteini so proteinske komponente na povrsini lipoproteinov. Stabilizirajo
strukturo, dolo¢ajo presnovno vlogo lipoproteinov, vplivajo na aktivnost encimov in vezejo

lipoproteine na specifi¢ni povrSinski celi¢ni receptor.

Preglednica 1: Razdelitev lipoproteinskih delcev glede na gostoto (5).

Gostota g/dl | Premer nm TAG % holesterol % | fosfolipidi %
Hilomikroni | 0,95 75-1200 80-95 2-7 3-9
VLDL 0,95 - 1,006 30-80 55-80 5-15 10-20
IDL 1,006-1,019 [25-35 20-50 20-40 15-25
LDL 1,019-1,063 |[18-25 5-15 40-50 20-25
HDL 1,063-1,210 [5-12 5-10 15-25 20-30
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2.4.2.1 Transport lipidov po telesu

Lipoproteini se po telesu prenasajo po dveh poteh:

Eksogena pot je osnovna pot, po Kateri se transporirajo lipidi iz hranil. Najvecji
lipoproteini so hilomikroni, ki imajo na svoji povrSini fosfolipide, prosti holesterol,
apoproteine, v notranjosti pa imajo trigliceride (80 — 95%) in esterificiran holesterol.
Oblikujejo se v celicah stene tankega ¢revesja in se izlo¢ijo v limfo in preko le-te v kri ter
prenasajo lipide od ¢revesja do jeter. V enterocitih poteka sinteza fosfolipidov ter
reesterifikacija holesterola. Ko hilomikron zapusti ¢revesje, se nanj veze apoprotein Cll, ki
aktivira encim lipoprotein lipazo v kapilarni steni. Trigliceridi se spro§¢ajo iz hilomikrona
in se nato razcepijo na glicerol in proste mascobne Kisline, ki se transportirajo do
mascobnega tkiva in misi¢nih celic. Ostanki hilomikrona, ki vsebujejo $e apoproteine Apo
A, B, in E (izgubili so Apo CIl in CIlI), se vrnejo v venski krvni obtok in nato v jetra (jetra

vsebujejo posebne receptorje za ostanke hilomikronov).

Endogena pot, po kateri se prenesejo lipidi iz jeter do perifernih tkiv in obratno, se zacne s

sintezo VLDL. Holesterol in v jetrih sintetizirani triacil gliceroli (TAG) se skupaj z Apo B
100, CII, CllIl, E in fosfolipidi povezejo v VLDL, ki se izlo¢ijo v plazmo. Na plas¢ VLDL
so vezani naslednji apoproteini: Apo B 100, CII, Clll in E. VLDL je sestavljen iz 50 do 60
% trigliceridov in 20 do 30 % holesterola. Apoprotein Apo Cll na VLDL ponovno
povzroci aktivacijo encima lipoprotein lipaze, Apo E pa sluzi prepoznavanju VLDL delcev
s strani istih jetrnih receptorjev, ki prepoznavajo tudi hilomikrone. Endotelijsko vezana

lipoproteinska lipaza hidrolizira TAG VLDL delcev.

Iz VLDL z oddajanjem trigliceridov nastanejo IDL delci. Veéje IDL (vsebujejo ve¢ TAG)

privzamejo jetra, manjsi pa se pretvorijo v LDL.

LDL delci vsebujejo priblizno 50 do 60 % holesterola in manj kot 10 % trigliceridov. Nase
imajo vezan le $e Apo B 100. Ta apoprotein zaznavajo receptorji na membrani razli¢nih
celic (jetrne celice in celice ostalega perifernega tkiva). Ve¢ino LDL privzamejo jetra,

ostanek pa prenasa holesterol po ostalih tkivih, predvsem v nadledvi¢ni zlezi in gonade.
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LDL receptorje imajo skoraj vse celice telesa. Ce v celico preko LDL prihaja veliko
holesterola, se le ta za¢ne v celici shranjevati.

Lipoproteinski delec najvecje gostote je HDL, ki vsebuje Apo A in CIl (poleg tega so v
majhnih koli¢inah prisotni tudi Apo CI, CIll in E). Nastaja iz ostankov hilomikronov in
VLDL delcev in sluzi kot glavni transport holesterola iz perifernih tkiv v jetra za tvorbo
zolénih soli (Vance & Vance, 2008; Voet & Voet, 1995).

Eksogenapot
Maséoba

holesterol
Jetra > Nejetimo tkivo
\ Holesterol
L zloane o

e -

Slika 8: Presnova lipidov (Voet & Voet, 1995).

2.4.2.2 Receptorsko posredovana endocitoza LDL partiklov

Vecina zivalskih celic privzema holesterol za sintezo nove membrane z receptorsko
posredovano endocitozo LDL partiklov. Ce je privzem v celice blokiran, se holesterol
akumulira v krvi in sodeluje pri tvorbi ateroskleroti¢nih plakov, kar lahko vodi v

zdravstvene tezave (mozganska kap ali sréni infarkt).
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Po krvi do celic se transportira holesterol, ki je povezan s proteini, v obliki LDL partiklov.
To so partikli, velikosti 22 nm. Vsebujejo jedro iz priblizno 1500 molekul holesterola,
zaestrenega z dolgoveriznimi mascobnimi kislinami. Jedro je obkrozeno z lipidnim
monoslojem, sestavljenim iz priblizno 800 fosfolipidnih in priblizno 500 nezaestrenih

holesterolnih molekul. Del membrane je apoprotein B-100.

ApoproteinB100 L.IDL.

\ = Fosfolipid

Holesterolni

Slika 9: Lipoproteinski delec nizke gostote — LDL (2).

Ko celica potrebuje holesterol, sintetizira transmembranske receptorske proteine in jih
vgradi v plazmalemo. LDL receptor je glikoprotein, sestavljen iz petih domen. LDL
receptorji imajo visoko stopnjo afinitete za LDL delce in sposobnost recikliranja. To
omogoca vstop velikim koli¢inam holesterola v tkiva (celice) in ohranja se nizka
koncentracija holesterola v krvi. Receptorji vezejo LDL delce in jih prenesejo v celico z
receptorsko posredovano endocitozo. LDL receptorji se povezejo z jamico v membrani, Ki
je prekrit s klatrinom in oblikuje se klatrinska jamica. Ko se LDL delec veze z receptorji,
se klatrinska jamica v membrani ods¢ipne in oblikuje vezikel z LDL delci. Potem ko se
klatrinski plas¢ lo¢i od vezikla, se vezikel zlije z zgodnjim endosomom. V zgodnjem
endosomu se zniza pH zaradi protonskih ¢rpalk in LDL delci se lo¢ijo od receptorjev. Ti se
reciklirajo nazaj v membrano. LDL delci se zlijejo s poznim endosomom ti pa z

lizosomom, Kjer se holesterolni estri hidrolizirajo do prostega holesterola. Tega celice
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porabijo za sintezo nove membrane, Zol¢nih kislin in steroidnih hormonov. Ce celica ne
potrebuje holesterola, se receptorji razgradijo. Ce se v celici akumulira preveé prostega
holesterola, se blokira sinteza holesterola in sinteza receptorjev za LDL delce (Alberts in
sod., 1994; Brown in Goldstein, 1985).

' Apoﬁpoprofein—ﬁ — T IHolesterol/fosfolipidi =

%

Slika 10: Receptorsko posredovana endocitoza LDL partiklov (3).

2.4.3 Regulacija vsebnosti holesterola v celicah

Pravilna znotrajceli¢na razporeditev holesterola je pomembna za mnoge bioloske funkcije
celic, vkljuéno s signalno transdukcijo in transportom snovi skozi membrano. Ker
holesterol vpliva na strukturo raftov in lastnosti membran (fazne prehode in
fluidnost/rigidnost), mora biti vsebnost holesterola natan¢no regulirana (Maxfield in
Wiistner, 2002).
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V endoplazemskem retikulumu (ER) je koncetracija holesterola zelo nizka, okrog 0,5 — 1%
celotnega celi¢nega holesterola. Koli¢ina holesterola naraste v Golgijevemu aparatu.
Najvec holesterola je v plazmalemi, to je 60-80% skupnega celi¢nega holesterola. V
polariziranih epitelnih celicah je apikalna membrana bolj obogatena s holesterolom in
sfingolipidi v primerjavi z bazolateralno membrano (Maxfield in Wiistner, 2002).

Lipidno homeostazo v celicah vretencarjev regulira druzina membransko vezanih
transkripcijskih faktorjev, imenovanih SREBPs (sterol regulatory element binding
proteins). SREBPs aktivira ekspresijo ve¢ kot 30 genov, ki so odgovorni za sintezo in

privzem holesterola, mascobnih kislin, trigliceridov in fosfolipidov.

Koli¢ino holesterola zaznava in vzdrzuje povratna zanka, ki je obcutljiva na koncentracijo
holesterola v endoplazemskem retikulumu. Povecanje vsebnosti holesterola v ER vodi v
razgradnjo 3-HMG Co-A reduktaze, ki je kljucni regulacijski encim biosinteze holesterola
(Maxfield in Wiistner, 2002).

Povratna zanka prilagaja prepisovanje genov, ki kodirajo encime, vklju¢ene v metabolizem
holesterola. Regulator je SREBP, ki se takoj po sintezi poveze s SCAP (SREBP cleavage
activating protein) v kompleks SREBP — SCAP, ki je usidran v membrani
endoplazemskega retikuluma (ER). SREBP vsebuje domeno (SSD - sterol sensing
domain) za zaznavanje prisotnosti holesterola. Ko holesterola primanjkuje, je SSD prazna
in SCAP posreduje prenos kompleksa SREBP — SCAP iz membrane ER v membrano
Golgijevega aparata, kjer SREBP razcepita dve membransko vezani serinski proteazi (S1D
in S2D). Ob drugi cepitvi se v citoplazmo sprosti NH, konec SREBP in se prenese v jedro.
Tu se veze na SRE (sterol regulatory element) ter sprozi od SRE oziroma od sterolov
odvisno prepisovanje genov. Ko je vsebnost holesterola zadostna, kompleks SREBP —
SCAP ostaja v membrani ER, zato ne pride do cepitve in SRE se ne aktivira (Gimpl in
sod., 2002; Horton in sod., 2002; Nohturfft in sod., 1999).
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2.4.4 Hipoholesterolemija in hiperholesterolemija

V plazmi ¢loveka se najpogosteje pojavlja LDL oblika lipoproteinskih delcev, ki po plazmi
prenasa do 75% celotnega plazemskega holesterola. Povpre¢na koncentracija holesterola,
ki ga nosi LDL, se giblje med 1,3 — 4 mmol/I. Preobilje le-tega v plazmi povzroca razli¢ne
zdravstvene tezave, zato mora biti nivo holesterola v plazmi dobro reguliran (Brown, 1985;
Goli in sod., 2002). Manj znano in tudi slabse raziskano je, da so prenizke koli¢ine

holesterola prav tako Skodljive.

Hipoholesterolemija je prisotnost nizke koncentracije holesterola v krvi. Vzroki so lahko
neslednji (Marini in sod., 1989):

» hipertiroidizem,

bolezni jeter,

slaba absorpcija

slaba prehranjenost,
celiakija,
abetalipoproteinemija,
hipobetalipoproteinemija,
pomanjkanje mangana,

Smith-Lemli-Opitz sindrom,

VvV V V V V V VYV VYV V

levkemija in druge hematoloSke bolezni.
Nizke koncentracije holesterola povezujejo z depresijami, rakavimi oboleniji,
malformacijami fetusa, mozganskimi krvavitvami in respiratornimi boleznimi (Jacobs in

sod., Wolf, 1999).

Pri hiperholesterolemiji je povisan nivo holesterola v plazmi (povecana plazemska

koncentracija LDL) v prisotnosti normalnih nivojev trigliceridov. Vzrok je lahko: okvara
enega gena, poligenska okvara ali sekundarni uc¢inek drugih bolezenskih stanj (hipotiroza,
okvara ledvic, nose¢nost/poviSana raven estrogena). PoviSana koncentracija holesterola je

pomemben dejavnik tveganja za aterosklerozo in posledi¢no sréno-zilne bolezni.
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Zmanj$ana koli¢ina LDL receptorjev na celi¢cni membrani je osnova za druzinsko
dedovano hiperholesterolemijo. Homozigoti (en ¢lovek na miljon) nimajo LDL
receptorjev, kar povzroci 6-kratno koncentracijo holesterola v krvi v primerjavi z
normalnim. Taksno stanje povzro¢i huda sréno-zilna obolenja Ze v rani mladosti. Veéina
homozigotov umre do starosti 12 let. Heterozigoti (en ¢lovek od petsto) imajo le delno
okvarjene receptorje, kar povzroci priblizno dvakrat vec¢jo vrednost skupnega holesterola v
krvi v primerjavi z normalnim. Skoraj vsi heterozigoti dozivijo sréni infarkt pri starosti do

20 let (Hobbs in sod., 1989; Voet & Voet, 1995).

Jasna je povezava med razvojem koronarne bolezni srca in povisanjem koncentracije
holesterola ter LDL holesterola v serumu ob zmanj$ani koncentraciji HDL holesterola.
HDL holesterol predstavlja zas¢ito krvnih Zil pred ateroskleroti¢nimi procesi (Kovac in
sod., 2003).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 GOJENJE CELICNIH KULTUR IN VITRO

Kot model za proucevanje smo uporabili tri celi¢ne linije: MDC2, RT4 in HaCaT.

Celice smo hranili v skrinji na - 80°C ali v teko¢em dusiku. Za gojenje jih je bilo potrebno
najprej odmrzniti. V malo plasti¢éno posodo za gojenje celic (p=25 cm?) (slika 11) smo
odpipetirali 5 ml medija za gojenje celi¢nih kultur (kontrolnega medija). Vodo smo segreli
na 37°C, vzeli stekleni¢ko z zamrznjenimi celicami in jo stresali v segreti vodi 1,5 min.
Nato smo celice prelili v posodo z medijem.

Ko so celice konfluentno prerasle dno posode, smo jih presadili v vecjo plasti¢no posodo

za gojenje celic (p=75 cm?) (slikall) in jih ponovno gojili do konfluentnosti.

311 Mediji

Za poskus smo uporabili tri razli¢ice medijev/tretmajev:

e kontrolni medij (F12 / ADMEM) — 10% fetalni tele¢ji serum
Celice smo gojili v mediju (A-DMEM (Advanced- Dulbecco’s minimum essential medium,
GIBCO) / HAM F12 (SIGMA) v razmerju 1:1, ki smo mu dodali ITS (5pg/ml inzulina,
Spg/ml transferina, 5 ng/ml selenita, GIBCO), fetalni tele¢ji serum (SIGMA) in antibiotike
crystacilin (Pliva) in strepto-fatol (Fatol) v inkubatorju (Heraeus, Heracell) pri 37°C in 5%
CO; atmosferi.

Celicam smo medij zamenjali 3-krat tedensko.

e brezholesterolni medij (LPPS) — serum brez holesterola
Serum brez holesterola smo pripravili tako, da smo v FCS (serum govejih zarodkov)
postopoma dodali KBr in centrifugirali 24 ur. Motno zgornjo fazo, ki je vsebovala
LDL/HDL lipoproteinske delce in s tem veéino holesterola, smo odstranili. 1z preostalega
supernatanta smo odstranili KBr z nekajdnevno dializo. Brezholesterolni serum smo

dializirali proti fizioloski raztopini (0,9% NaCl) v hladnem.
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e medij s 3-kratno koncentracijo holesterola — serum z dodanimi HDL/LDL
lipoproteinskimi delci
Izmerili smo koncentracijo holesterola v FCS in serumu s HDL/LDL delci. Nato smo
izracunali koli¢ino seruma s HDL/LDL delci, ki smo ga morali dodati kontrolnemu mediju,

da smo dobili medij s 3-kratno koncentracijo holesterola.

3.2 PRESAJANIJE CELICNIH KULTUR

Ob presajanju celic smo najprej odpipetirali star medij in dodali toliko proteoliti¢nega
encima Tripple select (Gibco), da je prekril celice ter dali v inkubator za toliko ¢asa, dokler
se celice niso zaokrozile in lo¢ile. Nato smo celice resuspendirali v svezem mediju in
suspenzijo prenesli v centrifugirko. Centrifugirali smo 5 minut na 23°C pri 200 g. Za tem

smo odpipetirali supernatant in celice resuspendirali v sveZem kontrolnem mediju.

3.2.1 Stetje celic s hemocitometrom in presajanje na petrijevke

S predhodnimi poskusi smo dolo€ili ustrezno koncentracijo celic za nadaljne poskuse, pri
katerih smo najprej v epruvetko (Eppendorf) odpipetirali 50 ul suspenzije celic, dodali 10
ul tripanskega modrila (Gibco) ter 10 pl prenesli na hemocitometer in presteli celice.
Izracunali smo Zzeleno koncentracijo celic in jih nasadili v: plasti¢ne petrijevke, petrijevke z
mrezo (MatTek Corporation) ali na krovna stekelca, ki smo jih polozili v plasti¢ne
petrijevke, odvisno od namena proucevanja.

Za proucevanje zaras¢anja poskodbe in vitro smo celice nasadili v petrijevke z vrisano
mreZo. Pri proucevanju proliferacije in trdnosti medceli¢nih stikov smo celice nasadili v
plasti¢ne petrijevke, pri razporeditvi aktina ter dezmosomov na krovna stekelca, ki smo jih

vzeli iz alkohola, osusili in polozili v plasti¢ne petrijevke.
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Slika 11: Plasti¢ne posode za gojenje celiénih kultur (4).

3.2.2 Prerascanje poskodbe in vitro

Celice smo nasadili v petrijevke z mrezo (MatTek Corporation), pri vsaki celi¢ni kulturi za
vsak medij po 3 paralelke, in jih gojili do konfluentnosti. Nato smo postrgali povrsino
glede na vrsto celi¢ne kulture. Pri RT4 celi¢ni kulturi smo z 200 pl nastavkom pipete
postrgali proge po sredini stekelca (slika 12). Pri MDC2 in HaCaT celi¢ni kulturi Smo s
strgalom postrgali polovico konfluentno prerasle kulture. Nato smo odpipetirali star
kontrolni medij in dodali ustrezen medij glede na tretma. Celice smo gojili v treh ustreznih
medijih 48 ur in z digitalnim fotoaparatom (Nikon Coolpix950) pod invertnim
mikroskopom (Leica) slikali postrgano povrsino na istih mestih po 24 in 48 urah. Postopek
smo ponovili 2-4-krat za vsako celi¢no kulturo. S programom ImageJ smo na vsaki sliki
obrisali postrgano povrsino in izmerili njeno povr$ino. Izracunali smo razliko povrsin za
to¢no doloc¢eno mesto, ki je bilo poslikano po 24 in 48 urah inkubiranja. 1z razlik povrsin v
istem poskusu za posamezni tretma pri doloéeni celiéni kulturi smo izracunali povprecje
razlik povr$in. Tako smo dobili 2-4 povpre¢ja razlik povrsin in izra¢unali skupno
povprecje za vsak posamezen tretma za vsako od proucevanih kultur. Povprecje razlik
povrsin pri kontrolnem tretmaju smo vzeli kot 100% in za ostala dva tretmaja preracunali
odstotek prerasc¢enosti postrgane povrsine glede na povprecje preraséenosti v kontrolnem

tretmaju.
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Slika 12: Postrgana povrsina v RT4 celi¢ni kulturi, gojeni na petrijevki z mreZo.

3.2.3 Delitev celic

Pri prouc¢evanju namnozevanja celic Smo nasadili 6 petrijevk (po 2 paralelki za vsak medij)
in dodali kontrolni medij za 24 ur, da so se celice namnozile. Cez 24 ur smo zamenjali
medij in dodali v vsako paralelko ustrezen medij. Po 48 urah smo vzeli po eno petrijevko
vsakega tretmaja, dodali triple select, centrifugirali, odpipetirali supernatant, dodali svez
medij ter presteli celice s hemocitometrom. Po 72 urah smo ta postopek ponovili. Poskus
smo ponovili trikrat. Pri tretiranju RT4 in MDC2 celic z LP se je po centrifugiranju
pojavila sluz, ki je ovirala Stetje celic in zaradi tega rezultatov za LP tretma nismo

upostevali.

3.3 IMUNOFLUORESCENCNO OZNACEVANIJE

3.3.1 Oznacevanje aktina

Iz petrijevk, v katerih smo predhodno na krovnih stekelcih namnozili celice, smo odstranili
medij. Za fiksacijo celic smo uporabili 4% paraformaldehid. Celice smo nato pustili v
fiksativu 30 minut na sobni temperaturi. Za tem smo spirali 30 minut s PBS in nato dodali

faloidin, oznacen s Tritc (Sigma), razredéen 1:5 s PBS, za oznacevanje aktina za 30 minut.
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Po 30 minutah spiranja s PBS smo kanili na objektno stekelce kapljico sredstva proti
bledenju - Vectashield z DAPI (Vector Laboratories) in objektno stekelce prekrili s
krovnim stekelcem s celicami. Preparat smo pregledali pod fluorescen¢nim mikroskopom
(Nikon, Eclips 300).

3.3.2 Stetje celic na povrsinsko enoto

Na slikah z oznac¢enim aktinom ali z jedri smo si izbrali dolo¢eno povrsino v obliki
pravokotnika. En rob se je skladal z robom postrgane povrsine, drugi pa je segal v podrocje
konfluentno prerastle kulture. Na tej povrsini smo nato presteli celice ali jedra in

preracunali Stevilo celic na povrSinsko enoto.

3.4 ANALIZA VSEBNOSTI HOLESTEROLA

3.4.1 Priprava celic

Za analizo vsebnosti celi¢nega holesterola smo celice nasadili v vecje plasti¢ne posode (75
cm?). Za vsak medij smo uporabili dve paralelki.

Ob dosezeni konfluentnosti smo odpipetirali standardni medij in dodali ustrezen
medij/tretma. Po 24 urah inkubiranja v treh razli¢nih tretmajih smo odstranili medij, celice
prelili s PBS in jih postrgali s strgalko. Suspenzijo smo prenesli v centrifugirko in
centrifugirali. Po centrifugiranju smo odstranili PBS in pelete resuspendirali v 1,5 ml
svezega PBS in prenesli v epruvetke ter dali na led. Nato smo ponovno centrifugirali. Za
tem smo odstranili supernatant in pelete zamrznili na - 80°C. Pred dolo¢anjem proteinov in
holesterola smo pelet odmrznili in resuspendirali v 1 ml PBS ter odvzeli petino vzorca za

doloc¢anje proteinov po Bradfordu in preostanek za dolocanje holesterola.
3.4.2 Dolocanje proteinov
Uporabili smo metodo po Bradfordu. Suspenzije celic smo ustrezno redcili. Za umeritveno

krivuljo smo pripravili koncentracije BSA (Merck) od 0 do 10 pg/ml. Po dodatku

Bradfordovega reagenta smo red¢enim vzorcem izmerili absorbanco pri valovni dolzini
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600 nm. Koncentracijo proteinov za posamezen vzorec smo izracunali iz umeritvene

krivulje.

3.4.3 lzolacija lipidov in dolo¢anje holesterola

Lipide smo izolirali po Bligh-Dyer-jevi metodi (Bligh in Dyer, 1959). Odpipetirali smo
200 pl suspenzije celic in dodali 200 pl kloroforma, 400 pl metanola, premesali in pustili
10 minut. Nato smo dodali 200 ul kloroforma in 200 ul destilirane vode, ponovno
premesali, po¢akali 10 minut in nato centrifugirali 1 minuto na 5000 obratih. Raztopina je
presla v dve fazi. Ker so v spodnji fazi ostali lipidi, raztopljeni v kloroformu, smo spodnjo
fazo previdno odpipetirali v ¢isto epruvetko. Kloroform smo odparili s prepihovanjem z
dusikom in tako zaustavili oksidacijo lipidov in s tem tudi holesterola. Susine lipidov smo
raztopili v 20 pl izopropanola. Holesterolnim vzorcem smo dodali reagent za dolocanje
vsebnosti holesterola (Konelab Cholesterol reagent, Thermo). Nato smo izmerili
absorbanco vzorcev pri valovni dolzini 560 nm in iz umeritvene krivulje izraunali
koncentracije holesterola. Vsebnost holesterola smo podali kot maso holesterola na maso

proteinov.

3.5 DISPAZNI LOCITVENI TEST

Celice smo gojili v kontrolnem mediju, mediju brez holesterola in mediju z dodanimi LP v
treh paralelkah in z enako nasaditveno gostoto za vsak tretma. Sloj celic smo od podlage
lo¢ili z dispazo (1,5 U/ml) in nato celice resuspendirali z 200 pl tipsom. Suspenzijo celic
smo nanesli na objektnik in presteli posami¢ne celice v nakljuénih vidnih poljih pod
invertnim mikroskopom. Za vsak posamezen tretma pri vsaki od prouc¢evanih kultur smo
izraCunali povprecje Stevila posamicnih celic. Pri kontrolnem tretmaju smo to povprecje
vzeli kot 100% in izracunali odstotek posamicnih celic pri ostalih dveh tretmajih glede na

povprecje posamicnih celic v kontrolnem tretmaju.
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4 REZULTATI

4.1 PRERASCANIJE POSKODBE IN VITRO

Na slikah (13, 14, 15) je prikazan odstotek prerasenosti postrgane povrsine pri
brezholesterolnem mediju — LPPS in mediju s 3-kratno koli¢ino holesterola — LP glede na

povpreéno preraséenost V kontrolnem tretmaju.

Pri MDC2 celi¢ni kulturi je tretiranje z LP statisticno znacilno povecalo odstotek
prera$¢enosti postrgane povrsine, tretiranje z LPPS pa je statisti¢no znacilno zmanjsalo
odstotek preras¢enosti postrgane povrsine glede na kontrolni tretma (slika 13, preglednica
2).

Pri RT4 celi¢ni kulturi je LP medij statisti¢no znacilno pospesil preras¢anje postrgane
povrsine v primerjavi s kontrolnim medijem. Med tretmajem z medijem, ki je vseboval
LPPS in kontrolnim medijem ni bilo znacilnih razlik (slika 14, preglednica 3).

V primeru HaCaT celi¢ne kulture ni bilo statisticno znacilnih razlik v prera§€¢anju

postrgane povrsine pri LPPS in LP glede na kontrolni tretmatreh (slika 15, preglednica 4).
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Slika 13: Odstotek preras¢enosti postrgane povrsine MDC2 celi¢ne kulture za LPPS in LP tretma glede na

kontrolni tretma. Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 2: Stopnje statisticne znacilnosti razlik prerascanja postrgane povrsine za MDC2 celi¢no kulturo.

Tretma p
K- LPPS 0,041*
K-LP 0,001*

Opomba: Znacilna razlika (p < 0,05) je oznacena z *.
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Slika 14: Odstotek preras¢enosti postrgane povrsine RT4 celi¢ne kulture za LPPS in LP tretma glede na

kontrolni tretma. Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 3: Stopnje statisti¢ne znacilnosti razlik preraséanja postrgane povrsine za RT4 celi¢no kulturo.

Tretma p
K- LPPS 0,058
K-LP 0,041*

Opomba: Znacilna razlika (p < 0,05) je oznaena z *.



Mavri¢ A. Vpliv serumskega holesterola (LDL) na zaras¢anje epitelijske poskodbe in vitro. 40
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

140

120 7

100 -

80

Odstotek [%]
[e)]
o

40
20
0
K LPPS LP
Tretma

Slika 15: Odstotek preras¢enosti postrgane povrsine HaCaT celi¢ne kulture za LPPS in LP tretma glede na

kontrolni tretma. Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 4: Stopnje statisti¢ne znacilnosti razlik preraséanja postrgane povrsine za HaCaT celi¢no kulturo.

Tretma p
K- LPPS 0,922
K-LP 0,555

4.2 DELITEV CELIC

Za proucevanje namnozevanja celic Smo uporabili 6 paralelk (za vsak tretma dve paralelki)
in jih inkubirali 48 ur v treh razlicicah medija (kontrolni, LPPS in LP).

Pri MDC2 celi¢ni kulturi se je Stevilo celic po 48 urah tretiranja s kontrolnim medijem (K)
statisti¢no znacilno povecalo v primerjavi s 24 urami tretiranja s K, medtem ko pri
tretiranju z medijem, ki je vseboval LPPS ni bilo statisti¢éno znacilne razlike med 24 in 48

urami inkubiranja (slikal6, preglednica 5).
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Pri RT4 celi¢ni kulturi se Stevilo celic po 24 in 48 urah tako v kontrolnem mediju kot ob
dodatku LPPS ni znacilno spremenilo (Slika 17; preglednica 6), prav tako se pri HaCaT
celi¢ni kulturi Stevilo celic pri tretiranju s K in LPPS po 24 in 48 urah statisti¢no ni

znacilno spremenilo (Slika 18, preglednica 7).
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Slika 16: Stevilo celic MDC2 celiéne kulture po 24 in 48 urah tretiranja s kontrolnim medijem in medijem

LPPS. Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 5: Stopnje statistine znacilnosti sprememb Stevila celic MDC2 celine kulture po 24 in 48 urah
tretiranja s kontrolnim medijem in LPPS.

Tretma K LPPS

24 ur - 48 ur 0,046* 0,076

Opomba: Znacilna razlika (p < 0,05) je oznacena z *.
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Slika 17: Stevilo celic RT4 celi¢ne kulture po 24 in 48 urah tretiranja s kontrolnim medijem in medijem

LPPS. Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 6: Stopnje statisti¢ne znacilnosti sprememb Stevila celic RT4 celi¢ne kulture po 24 in 48 urah

tretiranja s kontrolnim medijem in LPPS.

Tretma K LPPS

24 ur — 48 ur 0,065 0,316
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Slika 18: Stevilo celic HaCaT celi¢ne kulture po 24 in 48 urah tretiranja s kontrolnim medijem in medijem z

LPPS. Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 7: Stopnje statisti¢ne znacilnosti sprememb Stevila celic HaCaT celi¢ne kulture po 24 in 48 urah
tretiranja s kontrolnim medijem in LPPS.

Tretma K LPPS

24 ur — 48 ur 0,866 0,669

4.3 STEVILO CELIC NA POVRSINSKO ENOTO

Na slikah z oznacenim aktinom in jedri smo presteli Stevilo celic oz. jeder na doloceno

povrsino.

Pri MDC2 celi¢ni kulturi Se je po tretiranju z LP tretmajem stevilo celic na doloceni
povrsini statisticno znac¢ilno zmanjsalo, medtem ko je bilo po tretiranju z LPPS stevilo
celic statisti¢no znacilno vecje (slika 19, preglednica 8). Pri RT4 celi¢ni kulturi je bilo tako

po LP tretmaju kot tudi po tretiranju z LPPS stevilo celic na dolo¢eno povrsino statisti¢no
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znacilno manjse (slika 20, preglednica 9). Pri HaCaT celi¢ni kulturi ni bilo statistiéno

znacilne razlike v Stevilu celic pri nobenem tretmaju (slika 21, preglednica 10).
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Slika 19: Stevila celic na dolo&eno povr§ino MDC?2 celi¢ne kulture za K, LPPS in LP. Variabilnost je

prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 8: Stopnje statisticne znacilnosti sprememb Stevila celic na dolo¢eno povr$ino MDC2 celi¢ne

kulture.
Tretma p
K-LPPS 0,010*
K-LP 0,002*

Opomba: Znacilna razlika (p < 0,05) je oznacena z *.
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Slika 20: Stevilo celic na doloéeno povrsino RT4 celi¢ne kulture za K, LPPS in LP. Variabilnost je prikazana

kot standardna deviacija.

Preglednica 9: Stopnje statisti¢ne znacilnosti sprememb Stevila celic na dolo¢eno povrsino RT4 celi¢ne

kulture.
Tretma p
K-LPPS 0,042*
K-LP 0,041*

Opomba: Znacilna razlika (p < 0,05) je oznacena z *.
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Slika 21: Stevilo celic na dolo¢eno povrsino HaCaT celi¢ne kulture za K, LPPS in LP tretmajih. Variabilnost

je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 10: Stopnje statisti¢ne znacilnosti sprememb Stevila celic na doloceno povrsino HaCaT celi¢ne

kulture.

Tretma p
K-LPPS 0,066

K-LP 0,347
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4.4 DISPAZNI TEST

Z dispaznim testom smo preverjali trdnost medceli¢nih stikov. Izra¢unali smo odstotek
posameznih celic po tretmaju z LPPS in LP glede na kontrolni tretma.

Pri RT4, MDC2 in HaCaT celi¢nih kulturah tretiranje s tremi razliénimi koncentracijami
holesterola ni statisticno znacilno spremenilo odstotka posameznih celic v primerjavi S

kontrolnim medijem (slika 22, 23, 24, preglednica 11, 12, 13).
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Slika 22: Odstotek posameznih celic MDC2 celi¢ne kulture pri LPPS in LP glede na kontrolni tretma.

Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 11: Stopnje statisti¢ne znacilnosti sprememb Stevila posamiénih celic pri MDC?2 celi¢ni kulturi.

Tretma p
K-LPPS 0117
K-LP 0,121
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Slika 23: Odstotek posameznih celic RT4 celi¢ne kulture pri LPPS in LP glede na kontrolni tretma.

Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 12: Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti sprememb $tevila posami¢nih celic pri RT4 celi¢ni kulturi.

Tretma p
K-LPPS 0,096
K-LP 0,430
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Slika 24: Odstotek posameznih celic HaCaT celiéne kulture pri LPPS in LDL glede na kontrolni tretma.

Variabilnost je prikazana kot standardna deviacija.

Preglednica 13: Stopnje statisti¢ne znadilnosti sprememb Stevila posami¢nih celic pri HaCaT celi¢ni kulturi.

Tretma p
K-LPPS 0111
K-LP 0,157

45 VSEBNOST HOLESTEROLA

Izmerili smo vsebnost holesterola po 24 urni inkubaciji v treh razli¢nih tretmajih. Rezultati
so prikazani kot [(mg holest./mg prot.) x 100] za vsak posamezen tretma (K, LPPS in LP)

pri treh celi¢nih kulturah.

Pri merjenju holesterola za RT4, MDC2 in HaCaT celi¢ne kulture ni prislo do statisticno

znacilnih razlik v vsebnosti holesterola po 24 urah inkubiranja v razli¢nih tretmajih (slika
25, 26, 27; preglednica 14, 15, 16).
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Slika 25: Vsebnost holesterola v posameznih tretmajih za MDC?2 celi¢no kulturo. Variabilnost je prikazana

kot standardna deviacija.

Preglednica 14: Stopnje statisti¢ne znacilnosti sprememb vsebnosti holesterola pri MDC?2 celi¢ni kulturi.

Tretma p
K-LPPS 0,401

K-LP 0,251
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Slika 26: Vsebnost holesterola v posameznih tretmajih za RT4 celi¢no kulturo. Variabilnost je prikazana kot

standardna deviacija.

Preglednica 15: Stopnje statisti¢ne znacilnosti sprememb vsebnosti holesterola pri RT4 celi¢ni kulturi.

Tretma p
K-LPPS 0,210
K-LP 0,492
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Slika 27: Vsebnost holesterola v posameznih tretmajih za HaCaT celi¢no kulturo. Variabilnost je prikazana

kot standardna deviacija.

Preglednica 16: Stopnje statisti¢ne znacilnosti sprememb vsebnosti holesterola pri HaCaT celi¢ni kulturi.

Tretma p
K-LPPS 0,677

K-LP 0,868




Mavri¢ A. Vpliv serumskega holesterola (LDL) na zaras¢anje epitelijske poskodbe in vitro. 53
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

46 MORFOLOGUA CELIC

4.6.1 Razporeditev aktina

Pri MDC2 celi¢ni kulturi smo opazili, da so celice, tretirane z LP medijem, bolj splo$¢ene

in vecje, v primerjavi s celicami v K in LPPS tretmaju (slika 28, 29, 30).

Pri RT4 in HaCaT celi¢ni kulturi ni bilo opaziti razlik v razporeditvi aktina in velikosti
celic med posameznimi tretmaji (slika 31, 32, 33, 34, 35, 36).

Slika 28: Razporeditev aktina pri MDC2 celicah, tretiranih s kontrolnim medijem.
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Slika 29: Razporeditev aktina pri MDC2 celicah, tretiranih z LPPS.

Slika 30: Razporeditev aktina pri MDC2 celicah, tretiranih z LP.
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Slika 31: Razporeditev aktina pri RT4 celicah, tretiranih s kontrolnim medijem.

Slika 32: Razporeditev aktina pri RT4 celicah, tretiranih z LPPS.
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Slika 33: Razporeditev aktina pri RT4 celicah, tretiranih z LP.

Slika 34: Razporeditev aktina pri HaCaT celicah, tretiranih s kontrolnim medijem.



Mavri¢ A. Vpliv serumskega holesterola (LDL) na zaras¢anje epitelijske poskodbe in vitro. 57
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Slika 35: Razporeditev aktina pri HaCaT celicah, tretiranih z LPPS.

Slika 36: Razporeditev aktina pri HaCaT celicah, tretiranih z LP.



Mavri¢ A. Vpliv serumskega holesterola (LDL) na zaras¢anje epitelijske poskodbe in vitro. 58
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

4.6.2 Razporeditev dezmokolina

Pri MDC2 celi¢ni kulturi, tretirani z LP medijem so celice vsebovale tockovno organiziran
desmokolin-YFP, kar ozna¢uje dezmosome. Razporeditev oznacbe se pri nobenem od

tretmajev ni razlikovala (slike 37, 38, 39).

Slika 37: Razporeditev dezmokolina pri MDC2 celicah, tretiranih s kontrolnim medijem.
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Slika 38: Razporeditev dezmokolina pri MDC2 celicah, tretiranih z LPPS.

10 pm

Slika 39: Razporeditev dezmokolina pri MDC2 celicah, tretiranih z LP.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Pomen holesterola na zaras¢anje poSkodbe tkiva so v dosedanjih Studijah proucevali
predvsem s pomocjo kemijskega prenasalca holesterola ciklodekstrina (Corvera in sod.,
2000; Sun in sod., 2007) in inhibitorjev sinteze holesterola — statinov (Guijarro in sod.,
1998; Jakobisiak in Golab, 2003; Lamprecht in sod., 1999; Wang in Macaulay, 2003;
Wong in sod., 2001). V nasih raziskavah nas je zanimalo, kako na zaras¢anje poskodbe
vplivajo razli¢ne koncentracije holesterola v epitelijih, ki se razlikujejo po sposobnosti

sprejemanja holesterola iz serumskih prenasalcev — LDL delcev.

Izkazalo se je, da so MDC2 celice med celi¢nimi kulturami, ki smo jih proucevali, najbolj
odzivne na spremembe koncentracije LDL. Na povisano koncentracijo holesterola so se
celice odzivale s hitrej$im preraséanjem postrgane povrSine in z ve¢jim iztezanjem. Po 48
urah inkubiranja celi¢nih kultur s trikratno koncentracijo holesterola (tretma LP) so celice
MDC?2 celi¢ne kulture statisti¢no znacilno hitreje preraséale postrgano povrs$ino v
primerjavi s celicami v kontrolnem mediju. Pri RT4 celi¢ni kulturi so celice prav tako
preraScale postrgano povrsino statisti€no znacilno hitreje, vendar v manjsi meri kot pri
MDC?2. HaCaT celi¢na kultura se na ve¢jo koncentracijo holesterola v LP mediju ni
odzivala s statisticno znacilno drugacno hitrostjo prerascanja postrgane povrsine v

primerjavi s kontrolnim medijem.

Pri tretiranju MDC?2 celi¢ne kulture z LPPS medijem se je Stevilo celic med 24 in 48 urami
gojenja znacilno manj povecalo v primerjavi s kontrolnim tretmajem, pri katerem je bila
razlika v Stevilu celic med 24 in 48 urami gojenja celic statisticno znacilna. Iz tega lahko
sklepamo, da se v mediju z LPPS MDC2 celice pocasneje delijo, morda zaradi potrebe po

vedji lastni sintezi holesterola.

Rezultati morfoloske analize celic so pokazali, da so se pri MDC2 celi¢ni kulturi, tretirani
z LP, celice splos¢ile in iztezale predvsem Vv postrgano podrodje. Stetje celic na doloéeno

povrsinsko enoto je potrdilo taksno povecanje povrsine, ki jo prekriva posamezna celica.
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Pokazalo se je namrec¢, da je bilo Stevilo celic na dolo¢eno povrsino manjse kot v

kontrolnih pogojih.

Rezultati hitrejSega preras¢anja postrgane povrsine, prou¢evanja namnozevanja celic in
morfoloske analize celic na doloceno povrsino pri nasih raziskavah epitelijskih celic
MDC?2 se skladajo z raziskavami Dobreva in sod. (2005), ki so ugotovili, da LDL pospesi
raztezanje fibroblastov in tvorbo lamelipodijev in posledicno hitrejSe celjenje poskodbe.
Prav tako so ugotovili, da LDL s pove¢anjem sinteze interlevkina-8 pospesi delitve celic,

raztezanje in gibanje celic.

Pri RT4 celi¢ni kulturi, tretirani z LP medijem, je bila hitrost preraS¢anja postrgane
povrsine statisticno znacilno vecja, vendar pa v primerjavi z MDC2 celi¢no kulturo precej
manj$a. Rezultati analize $tevila celic na dolo¢eno povrsino so pokazali, da je bilo Stevilo
celic na povrsinsko enoto pri LP tretmaju statisticno znacilno manjse. Iz tega lahko
sklepamo, da je sprememba koncentracije holesterola v mediju vzpodbudila iztezanje RT4
celic in zaradi tega omogocila hitrejSe preras¢anje poSkodbe, kar je skladno z raziskavami

Dobreva in sod. (2005).

HaCaT celi¢na kultura se ni odzvala na spremembe v koncentraciji holesterola v mediju s
spremenjeno hitrostjo preraScanja postrgane povrSine. Prav tako namnoZitev celic po 48
urah gojenja v LPPS tretmaju in sprememba v Stevilu celic na doloceno povrSino ni
znacilno odstopala od rezultatov v kontrolnih pogojih. 1z teh rezultatov je razvidno, da se
HaCaT celi¢na kultura najmanj odziva na spremembe v koncentraciji zunajceli¢nega

holesterola v primerjavi z ostalima proucevanima kulturama (MDC2 in RT4).

Iz podatkov iz literature lahko sklepamo da je vecja odzivnosti MDC2 celic na spremembe
holesterola posledica vecje sposobnosti endocitoze LDL delcev v primerjavi z RT4 in
HaCaT celicami. Znano je, da imajo celice urotelija secnega mehurja odrasle misi zelo
nizko endocitotsko aktivnost (Romih in Jezernik, 1994). Tudi Kreft in sod. (2008) so
ugotovili, da je endocitoza pri MDC2 celicah 5-15x vecja kot pri urotelijskih celicah.
Resnik (2006) je v raziskavah ugotovila, da se dezmoplakini v urotelijskih celicah RT4

internalizirajo 10x pocasneje v primerjavi z MDCK celicami in to povezala z manj$o
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sposobnostjo endocitiranja v RT4 celicah. Urotelij opravlja funkcijo krvno-urinske bariere,
zato je za te celice pomembna manjsa izmenjava snovi z okoljem. Kaze, da RT4 celice tudi

v kulturi ohranijo to lastnost zmanjSane endocitotske aktivnosti.

Pri HaCaT celi¢ni kulturi nismo opazili nobene statisti¢no znacilne spremembe tako pri
prerascanju postrgane povrsine, obliki celic, frekvenci delitev celic, razporeditvi
aktinskega citoskeleta kot tudi trdnosti medceli¢nih stikov. Pokazalo se je, da se HaCaT
celice ne odzivajo na spremembo koli¢ine zunajcelicnega holesterola, kar je sicer
znacilnost diferenciranih keratinocitov. Keratinociti se od drugih tipov celic razlikujejo po
bistveno vecji neodvisnosti od zunanjega holesterola. Keratinociti imajo povisano sintezo
holesterola. V primerjavi s koznimi fibroblasti sintetizirajo 10x vecjo koli¢ino holesterola
(Ponec in sod., 1983). Na plazmalemi keratinocitov epidermisa se pojavlja znatno manj
LDL receptorjev kot v drugih tipih celic. ZmanjSanje izrazanja receptorjev za LDL je
sorazmerno diferenciacijski stopnji keratinocitov, kar daje predvsem visjim plastem
epidermisa vecjo neodvisnost od serumskega (Williams, 1987). HaCaT celi¢na linija, ki je
glavni model za Studijo lipidnega metabolizma, je v primerjavi z NHAK (normalni
keratinociti odraslega ¢loveka) manj diferencirana celi¢na linija (Schriier in sod., 1993).
Kljub temu so nase raziskave pokazale, da Se vedno odraZajo to tkivno znacilnost in so
manj odzivne na spremembe v koncentraciji holesterola v mediju, v primerjavi z ostalima
celi¢nima kulturama (MDC?2 in RT4). Torej sklepamo, da je vzrok za manjSo odzivnost
HaCaT celi¢ne kulture na spremembo koncentracije zunajceli¢nega holesterola v manjsi

sposobnosti endocitoze LDL zaradi manjSega izrazanja LDL receptorjev.

Gojenje celic v mediju brez dodanega holesterola (LPPS) je pri MDC2 celiéni kulturi
statisticno znacilno zmajSalo hitrost preras¢anja postrgane povrsine, kar skupaj z visoko
znaCilnim zmanjSanjem premera celic in upoc¢asnjeno proliferacijo celic nakazuje na
negativen ucinek manjSe zunajceli¢ne koncentracije holesterola na regeneracijo
poskodovanega epitelija. Predvidevamo, da so morale celice zaradi odsotnosti
lipoproteinskih delcev iz seruma same sintetizirati holesterol, kar je upocasnilo proces
regeneracije. Pri RT4 in HaCaT celi¢ni kulturi odvzem lipoproteinskih delcev iz medija ni

statisticno znacilno spremenil hitrosti prerascanja postrgane povrsine.
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Iz rezultatov poskusa merjenja vsebnosti holesterola pri spremembah zunajcelicnega
holesterola lahko sklepamo, da imajo epitelijske celice tudi v kulturi u¢inkovito regulacijo
sinteze in sprejemanja holesterola, kar so na tkivih ugotovili ze Brown in Goldstein (1985)
ter Maxfield in Wiistner (2002). Ce je v mediju dovolj holesterola, se zmanj3a biosinteza
holesterola de novo (Li in sod., 1991). Celice izven jeter, ¢revesja in koze pridobivajo
veéino holesterola iz plazme in ga le manjsi delez sintetizirajo de novo (Akoh in sod.,
2008). Pri koznih keratinocitih, ki so manj odzivne na spremembe zunajceli¢nega
holesterola, ostane sinteza znotrajceli¢nega holesterola nespremenjena kljub spremembi

koncentracije holesterola v mediju (Ponec in sod., 1983).

Rezultati dispaznega testa so pokazali, da trdnost celi¢nih stikov ni bila pri nobeni od
preucevanih celi¢nih kultur odvisna od koncentracije holesterola v mediju. Rezultat, ki je
sicer v nasprotju z rezultati dobljenimi po odtegnitvi holesterola z metil-B-ciklodekstrinom,
kaze da sama sprememba koncentracije holesterola v mediju ne vpliva na trdnost
medceli¢nih stikov. Je pa ta rezultat v skladu z rezultati meritev holesterola v celicah
gojenih v enakih pogojih, kjer prav tako nismo zaznali sprememb v koncentraciji

holesterola.

Izkazalo se je, da poviSana koncentracija holesterola v obliki LP delcev pospesi
regeneracijo poSkodovanega epitela. Ta u€inek holesterola je ve¢ji pri celicah z vecjo
sposobnostjo sprejemanja holesterola po endocitotski poti (MDC2 celice) in ga ne opazimo
v celi¢ni kulturi, kjer je sprejemanje zunanjega holesterola zavrto, kot se je pokazalo pri

HaCaT celi¢ni kulturi.
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5.2 SKLEPI

e medij LP s trikratno koncentracijo holesterola v primerjavi s kontrolnim medijem:
» pospesi hitrost preras¢anja poSkodbe in vitro pri MDC2 in RT4 celi¢ni
kulturi

» vpliva na vecje iztezanje celic MDC2 in RT4 celi¢ne kulture

Y

ne vpliva na spremembo vsebnosti holesterola v celici

» ne vpliva na trdnost medceli¢nih stikov

e brezholesterolni medij (LPPS) v primerjavi s kontrolnim medijem:
» zmanjsa hitrost preras¢anja poskodbe pri MDC2 celi¢ni kulturi
» zmanjsa premer celic pri MDC2 celi¢ni kulturi
» upocasni delitev celic pri MDC2 celi¢ni kulturi
» ne vpliva na spremembo vsebnosti holesterola
>

ne vpliva na trdnost medceli¢nih stikov

e razli¢ni tipi celic razli¢no reagirajo na dodatek / pomanjkanje holesterola skladno s
funkcijo celic tkiva, iz katerega so bile izolirane

e epitelijske celice v kulturi imajo u€inkovito regulacijo vsebnosti holesterola tudi v
in vitro pogojih

e regeneracija poSkodbe je odvisna od sposobnosti sprejemanja holesterola v obliki
LP delcev
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6 POVZETEK

Epitelijske poSkodbe so najpogostejSe poskodbe v telesu. Poznavanje mehanizma obnove
poskodovanega tkiva in vloge udelezenih bioloskih molekul nam omogoca pospesiti
naravno regeneracijo. Zanimalo nas je, kako razli¢ne fizioloske vrednosti holesterola v

mediju vplivajo na prera$¢anje poSkodbe epitelija.

Holesterol je molekula z mnogimi funkcijami. Celice ga uporabljajo za sintezo celi¢nih
membran, zol¢nih kislin in steroidnih hormonov, ali pa ga skladis¢ijo v obliki kapljic
holesterolnih estrov. Glavni celi¢ni poti pridobivanja holesterola sta sinteza holesterola de
novo ter receptorsko posredovana endocitoza LDL delcev. Vsebnost holesterola mora biti
natan¢no regulirana, saj holesterol vpliva na membranske mikrodomene (strukturo raftov),
lastnosti membran (fazne prehode ter fluidnost/rigidnost) in je v povisanih koncentracijah
glavni povzroditelj ateroskleroti¢nih plakov, kar lahko posledi¢no privede do sr¢no-zilnih
bolezni. Holesterol in lipidi niso homogeno razporejeni znotraj lipidnega dvosloja. S
holesterolom in sfingolipidi obogatena podro¢ja (mikrodomene) plazemske membrane

imenujemo splavi oz. membranski rafti.

Kot model za proucevanje regeneracije mehansko povzroéene poskodbe epitelija in vitro
smo uporabili tri razli¢ne celi¢ne kulture:
e MDC?2 celi¢na kultura, izolirano iz celic ledvi¢nega epitelija, za katere je znacilna
intenzivna endocitotska aktivnost.
e RT4 celi¢na kultura, izolirano iz celic urotelija, za katere je znacilna manjsa
sposobnost endocitoze.
e HaCaT celi¢na kultura, izolirano iz celic koznih keratinocitov, za katere je znacilno
manjSe izrazanje receptorjev za LDL in s tem neodvisnost od zunanjega

holesterola.

Izkazalo se je, da imajo celice tudi v pogojih v kulturi u¢inkovito regulacijo sinteze in
privzema holesterola. Ob spremembi koncentracije zunajceli¢nega holesterola se pri

nobeni od uporabljenih celi¢nih kultur statisti¢no znacilno ni spremenila koncentracija
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znotrajcelicnega holesterola. Znano je da celice, ki imajo na razpolago zunajceli¢ni
holesterol v obliki LDL delcev, raje endocitirajo LDL delce in zaradi tega znizajo lastno

sintezo holesterola.

Kljub konstantni koncentraciji holesterola v celicah se je pokazalo, da ima dodatek
lipoproteinskih prenasalcev holesterola stimulativen vpliv na regeneracijo epitelijske
poskodbe. Na dodatek LP medija so se najizraziteje odzvale MDC2 celice, ki so hitreje
prerastle postrgano progo in se bolj iztezale v primerjavi z regeneracijo v kontrolnem
mediju. RT4 celice, za katere predvidevamo niZjo sposobnost endocitoze LDL delcev, kar
je znacilno za urotelijske celice v tkivu, S0 ob dodatku LP medija prav tako hitreje
prerascale progo, vendar v manjsi meri kot MDC2 celice. V HaCaT celi¢ni liniji
keratinocitov se celice niso odzivale na spremembe serumskega holesterola, kar nakazuje,
da HaCaT celi¢na linija ohrani tkivno zna¢ilno manjSo odvisnost od zunajceli¢nega

holesterola.

Dodajanje holesterola v obliki LP delcev se je pokazalo kot uspeSen stimulator
regeneracije poskodovanega epitelija. Ta u¢inek je odvisen od sposobnosti celic za

endocitotsko sprejemanje serumskih prenasalcev za holesterol.
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