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POVZETEK

Celiakija je kronéna vnetna bolezen ozkedaevesa, ki jo spremljajo razhi zunagrevesni
simptomi, Stevilni zapleti in pridruzene boleznri Razvoju bolezni ima najpomembnejSo
vlogo gluten, ki pri genetsko predispoziranih osebprozi prekomeren imunski odziv ter
povzrai histoloSke, morfoloSke in funkcionalne spremendeznice ozkegarevesa.
Dosedanje Studije kazejo, da tako gliadinski kati tgluteninski peptidi glutena lahko
sprozijo imunski odgovor ali delujejo direktno tokso na sluznico ozkeg&evesa. V
zadnjih letih je bilo sintetiziranih in testiranipredvsem mnogo razhih gliadinskih
peptidov, pricemer so ocenjevali njihovo toksiost oziroma imunogenost, ter ugotavljali
kateri fragmenti in aminokislinska zaporedja telptmv imajo &inke na érevesne
epitelijske celice. Za pr@evanje patoloskih dogajanj in mehanizmov toékei vplivov
glutenskih peptidov se uporabljajo Stevilim vitro testni modeli, predvsem primarne
suspenzijske kulture epitelijskih celic ozkegavesa.

Namen naSega raziskovalnega dela je bil goanje dinkov sintettnega gliadinskega
peptida pi1-43 za katerega je dokazano, da ima tékisvpliv nacrevesne epitelijske celice
bolnikov s celiakijo. Tokom 96 ur smo kultiviraliodganje epitelijske celice ozkega
crevesa z gliadinskim peptidomyipusv dveh razkénih koncentracijah 20Qg/mL in 300
ug/mL, del vsake kulture pa smo kultivirali brez pda. Vpliv peptida na primarne kulture
podganjih¢revesnih epitelijskih celic smo spremljali preke\dla celic, celine Zivosti in
deleza enterocitov ter aktivnosti maltaze, saharagavne transglutaminaze.

Ugotovili smo, da gliadinski peptidsps3 nima znailnega vpliva na morfologijo, Stevilo in
Zivost “zdravih” podganjih epitelijskih celic ozkegrevesa, niti na delez diferenciranih
vilusnih enterocitov. Peptid prav tako ni 2iao vplival na aktivhost maltaze in saharaze,
je pa povzreil znatilen porast aktivnosti tkivne transglutaminaz&inek gliadinskega
peptida p1.43Na “zdrave” podganje epitelijske celice ozké&gaesa je torej viden le preko
aktivnosti tkivne transgltaminaze, ki je vpletenanunoloski zaplet pri celiakiji in je zato
dober pokazatelj tok&nih vplivov. Izsledki Studije na podganjem modetupmembni za
optimizacijo in prenos metode na kultiviranje humhaanterocitov, prispevajo pa tudi k
razvoju novih terapevstkih pristopov za zdravljergéakije.

Klju éne besede:celiakija, glutenski peptidi, primarne suspenzijdkdture epitelijskih
celic ozkegacrevesa, podganji enterociti, maltaza, saharazandkitransglutaminaza,

celiéna zivost
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ABSTRACT

Coeliac disease is a chronic inflammatory disedgbesmall intestine, accompanied by
different extraintestinal symptoms, difficultiesdarelated diseases. The most important
part in the development of this disease is glutlrchy in genetically predisposed persons,
provokes excessive reactions of the immune systehtauses histological, morphological
and functional changes of the mucous membrane ®fsthall intestine. The studies
conducted so far have shown that gliadin and gioteeptides of gluten can cause an
immune reaction or work directly toxically on theuaous membrane. Lately many
different gliadin peptides were tested to deternviméch of the fragments and amino acid
sequences affect the epithelial cells of the imestn the study of the mechanisms of the
toxic effects of the gluten peptides maimyvitro test models are used, mostly primary
suspension cultures of the epithelial cells ofghmll intestine.

The purpose of our research was to study the effefcthe synthetic gliadin peptide:fs
which proves to have an effect on the epithelidiscef the intestine in coeliac patients.
Within 96 hours we cultivated epithelial cells betsmall intestine of rats with peptidg.p

43 In two different concentrations 200y/mL in 300 ug/mL, part of each culture was
cultivated without the peptide. The effect that geptide made on the primary culture of
the intestine epithelial cells was monitored by thenber of cells, cellular viability, the
portion of enterocytes and the activity of maltase;rase and tissue transglutaminase. We
have concluded that the gliadin peptidg-44 does not have a distinctive influence on
morphology, the number and the viability of the dhky” epithelial cells of the small
intestine of rats, nor does it have an effect anrtmber of the differentiated enterocytes.
Peptide has not had a distinctive influence onniadtase and sucrase activity, but it did
however cause a visible increase of the tissusgitataminase activity. The effect that the
gliadin peptide pi-.43had on the “healthy” epithelial cells of the smallestine of rats is
therefore noticeable only by the activity of thestie transglutaminase which is involved in
the immune response concerning celiac disease,hasdthereby proven to be good
indicator of the toxic effects. The results of tfesearch made on the rat model are
important in the optimizing and transferring methtwd the cultivation of the human
enterocytes, and importantly contribute to the tiguaent of the new therapeutic ways in

treating the coeliac disease.

Key words: coeliac disease, gluten peptides, primary suspertgiltures of the epithelial
cells of the small intestine, rats’ enterocytesltasa, sucrase, tissue transglutaminase

iv
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SEZNAM OKRAJSAV

Ab/Am antibiotik/antimikotik

CaCo-2 celina linija iz humanega adenokarcinoma kolona

CB Crohnova bolezen (angl.: Crohn's Disease)

CD4 membranski glikoprotein na citotoksih limfocitin T

CD8 membranski glikoprotein na celicah T pomaghaldimfociti T)

DMSO dimetil sulfoksid

DNES difuzni nevroendokrini sistem (angl.: Diffusdeuro-Endocrine
System)

DTT ditiotreitol

EC encimski razred (angl.: Enzyme Class)

EDTA etilendiamintetraocetna kislina (angl.: e#mngdiaminetetraacetic
acid)

EMA antiendomizijska protitelesa

F fenilalanin

FBS fetalni goveji serum (angl.: Fetal Bovine8e)

G glicin

GALT s c¢revesom povezano limfoidno tkivo (angl.: gut-asatedd

lymphoid tissue)

GOD glukoza-oksidaza

Hep-2 celia linija iz humanega karcinoma grla

HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan-sulfongislina

HLA DQ humani levkocitni antigen DQ (angl.: humlaakocyte antigen DQ)

HMW visoka molekulska masa (proteinov) (angl.giiMolecular Weight)

HT-29 celéna linija iz humanega adenokarcinoma kolona

IEC intestinalna epitelijska céha linija (angl.: Intestinal Epithelial Cell
line)

IEL intraepitelijski limfociti

IFN-y interferony

IgA/1IgG imunoglobulin A/imunoglobulin G

IK intermediarni kolitis (angl.: Indeterminateliis)

IL interlevkin

U enota katalitine aktivnosti encima (angl.: International Unit)

\"
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KVCB kroniina vnetnarevesna bolezen

L levcin

LMW nizka molekulska masa (proteinov) (angl.w.Molecular Weight)

Lovo celtna linija iz humanega adenokarcinoma kolona

MHC poglavitni  histokompatibilnostni  kompleks  (dng major
histocompatibility complex)

MMW srednja molekulska masa (proteinov) (angl.: Med Molecular
Weight)

MOPS 3 - (N-morfolino) propansulfonska kislina

NOD2 nukleotidni  oligomeriziraj@ predel 2 (angl.: nucleotide
oligomerization domain 2)

P prolin

PAS Schiffova reakcija (angl.: Periodic Acid-86h

PBS-T fosfatni pufer s Tween 20 (angl.: PhosphaiéfeBed Saline with
Tween 20)

POD peroksidaza

P31-43 sintezni gliadinski peptid (H — LGQQQPFPPQQP®H - HCI)

Q glutamin

RPMI osnovni medij za ceme kulture (angl.: Roswell Park Memorial
Institute)

S serin

SB sladkorna bolezen

SD standardna deviacija

TG2 tkivna transglutaminaza

TGO Tris glukoza-oksidazni reagent

TMB 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin

TNF-o tumor nekrotizirajdi faktor o (angl.: tumor necrosis factaj

Tris tri(hidroksimetil)Jaminometan

UK ulcerozni kolitis (angl.: Ulcerative Colitis)

tirozin

vi
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1 UVOD

1.1 GLUTEN IN TOKSICNI PEPTIDI

Beljakovine rastlinskega izvora imajo v prehranrazdh ljudi zelo pomembno mesto.
Popolnoma drugma pa je njihova vloga v prehrani bolnika s ce|mkkjer prav sestavine
istih beljakovin, predstavljajo toksie snovi, ki vplivajo na sluznico tankega oziroma
ozkegacrevesa in jih zato v prehrani teh bolnikov ne snie K1) Najpomembnejsi
dejavnik za razvoj celiakije je beljakovina glutém,jo vsebujejo zitarice. (2) Gluten pri
genetsko predispoziranin osebah sprozi imunski wolgoter povzréi histoloSke
spremembe sluznice ozkeg@vesa. Bolezensko stanje se izboljSa ob prenehanjanja
glutena, ki pa mora biti dozivljenjsko, saj lahke manjSa kotina glutena v hrani
ponovno poslabsa stanjevesne sluznice. (3, 4)

Gluten se nahaja v vmi zit: pSenici, piri, j€menu, rzi in ovsu. Najw@ delez glutena je v
pSenici (10 %), najmanjSi pa v ovsu (v sledeh).t&luje skupno ime za ¥ekot 50
razlicnih elasténih in v vodi netopnih proteinov, ki jih delimo gle na topnost v dve
skupini. (3, 4, 5) Prvo skupino predstavljajo vaiklu topni proteini (prolamini), ki jin v
pSenici imenujemayliadini, v rzi sekalinj v jecmenu hordeini in v ovsuavenini Vsi
prolamini imajo doldena sorodna aminokislinska zaporedja, ki lahko bwiniku s
celiakijo sprozijo imunski odgovor. (1, 3, 6) Vsé¢djo veliko glutamina (okoli 35 %),
prolina (okoli 15 %) in hidrofobnih aminokislin temalo lizina (pod 2 %). Glede na
mobilnost pri elektroforezi kmo o/f, y in ® gliadine. Nizkomolekulski gliadini se lahko
povezejo z disulfidnimi vezmi in tvorijo visokomddglske gliadine. Drugo skupino
glutenskih proteinov predstavljajo v kislinah topmioteini (glutelini), ki jih v pSenici
imenujemoglutenini. Delijo se na glutenine z nizko molekulsko masbl{k) in glutenine
z visoko molekulsko maso (HMW). (1, 3, 4, 6, 7) @l tudi klasifikacija, ki deli proteine
glutena glede na molekulsko maso v tri skupine:

1) Skupina proteinov z nizko molekulsko mg&dMW)

V tej skupini najdemon in y gliadine ter glutenine z nizko molekulsko maso.
Sestavljeni so iz 250 do 300 aminokislin.
2) Skupina proteinov s srednjo molekulsko m@gdM\w)

V to skupino spadajan gliadini. Zanje je zn&lno, da ne vsebujejo tiolnih

aminokislin (metionin in cistein). Sestavljeni 20400 do 500 aminokislin.
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3) Skupina proteinov z visoko molekulsko mgstMW)

Skupino z visoko molekulsko maso sestavljata dvéidgraa tipa proteinov, in sicer

X-HMW in y-HMW. Za to skupino je zridina relativno visoka vsebnost glicina in

tirozina. Sestavljeni so iz 600 do 800 aminokigi#).
Dosedanje Studije kazejo, da réamli glutenski peptidi lahko sprozijo imunski odgo\adr
delujejo direktno tokgno na sluznico ozkegarevesa. Najbolje raziskani so gliadini,
medtem ko so za glutenine dolgasa predvidevali, da so neSkodljivi. V kasnejSih
raziskavah so odkrili imunostimulatorne peptideotakeda-gliadini in y-gliadini kot tudi
med LMW in HMW glutenini. Zaenkrat najy toksicnost pripisujejar-gliadinu. (6, 7, 8,
9) Znano je ze celotno aminokislinsko zaporedijé gletenskih peptidov, v zadnjih letih
pa raziskujejo predvsem kateri fragmenti oziromanakislinska zaporedja teh peptidov
so odgovorni za razvoj celiakije. (4, 6) Posebnogiazena pri glutenskih epitopih, je
visoka vsebnost prolinskih (P) in glutaminskih (@gtankov. Za toksnost glutenskih
peptidov naj bi bili odgovorni predvsem dve amirstikiski zaporedji: glutamin-glutamin-
glutamin-prolin (QQQP) in prolin-serin-glutamin-ggumin (PSQQ). Taksni zapored;i
vsebujeta fragmenta p31-43 in p44-55, ki pripadagdiadinu, in za katera je dobro znano,
da in vitro ter in vivo povzra@ata poskodberevesne sluznice pri bolnikih s celiakijo.
Peptid p31-43 je sposoben izzvati prirojen imunséiziv v epiteliju sluznice tako, da
stimulira ekspresijo vnetnega mediatorja IL-15. \&#lco QQQP pa vsebuje tudi peptid
p31-49, ki je prav tako tok&®n za bolnike s celiakijo in je verjetho pomemben p
aktivaciji prirojenega imunskega sistema. Pomemfedilo tudi odkritie 33-mernega
fragmentaa-gliadina (p57-89), ki vsebuje kar Sest epitopoyeirzelo imunogen. (6, 8, 9,
10) V zadnjih letih je bilo sintetiziranih in teitnih mnogo razéinih gliadinskih peptidov,
pri ¢emer so ocenjevali njihovo toksiost oziroma imunogenost, najpogostej@amaitro
sistemih razlinih izoliranih tkiv in celic. (6, 11) Pojavljajo pse tudi ugibanja ali niso
morda isti peptidi glutena vpleteni tudi v etiopgdaezo drugilirevesnih bolezni, kot sta
ulcerozni kolitis in Crohnova bolezen. (12)

1.2 VNETNE CREVESNE BOLEZNI

1.2.1 Celiakija
Celiakija ali glutenska enteropatija je krobma vnetna bolezen ozkegeevesa, ki nastane
kot posledica neustreznega imunskega odziva lindeci na zauziti gluten Zitaric pri

genetsko predispoziranih osebah. (13, 14, 15, 1#&) céliakijo so zndlne trajna
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(dozivljenjska) intoleranca na gluten, r&mke morfoloSke in funkcionalne spremembe
sluznice ozkegérevesa, Sirok spekter klitnih znakov ter Stevilni asimptomatski primeri.
(16) Gre za sistemsko bolezen z r&alini zunagrevesnimi znaki, zapleti in pridruzenimi
boleznimi. (17) Celiakija se lahko pojavi Zze v éinau ali Sele v odrasli dobi in je ena
najpogostejSih genetsko pogojenih in ke bolezni prebavnega trakta. Njena pogostost
je v Evropi in ZDA ocenjena na 1:100-200 prebivalgd 3, 16, 18)

Osnova zdravljenja celiakije je popolna odstranitgutena iz prehrane, ki mora biti
dozivljenjsko. Odsvetujejo se izdelki iz pSenicdrep rzi in je&mena. Po uvedbi
brezglutenske diete pri ¥@i bolnikov hitro pride do izboljSanja klitmih znakov in
histoloSkih sprememb na sluznici ozkegavesa, zmanjSa pa se tudi tveganje za pojav
zapletov bolezni. (16, 19, 20)

Pojavne oblike in kliniéna slika celiakije

Klini ¢na slika pri celiakiji je zelo raznolika in je odratarosti bolnika, trajanja bolezni in
obsega sprememb na sluznioevesja. Glede na kligmo sliko laiimo ves pojavnih oblik
celiakije: tipkna ali klastna celiakija, atigina celiakija, asimptomatske oblike celiakije
(tiha, latentna in potencialna celiakijan refraktorna celiakija. (13, 16, 20, 23)

Razliéne klinicne znake celiakije pri otrocih in odraslih bolnikphikazuje Preglednica 1.
Poleg znailnih ¢revesnih simptomov se lahko pojavljajo tudi Stavdanagrevesni znaki.
(3, 13, 16, 20, 23, 24)

Preglednica 1 Klini¢ni znaki celiakije pri otrocih in odraslih bolnikih

Mesto izrazanja bolezni Simptomi

driska, penasto, svetlo, obilno in smtdélato, napihnjen trebuh,
Prebavni trakt slabost/bruhanje, izguba telesne teze, anoreksijaiine v trebuhu,
steatoreja, zaprtje

anemija (posledica malabsorpcije Zeleza, folatoxitaimina B,),

Krvozilni sistem pomanjkanje vitamina K, levkopenija, trombocitopani

osteoporoza ali osteopenija (posledica malabsareaiicija in vitamina

Kosti D), boletine v kosteh in sklepih, rahitis, hipoplazija zolskéenine, artritis

MiSice misSEna atrofija, midini kréi

NevroloSki sistem periferna nevropatija, epilepsif@ksija, demenca, depresija, anksioznost

Endokrini sistem nizka rast, __zapoznela puberteta, neplodnost, p@jagilsplavi, neredne
menstruacije

Kosa dermatitis herpetiformis Duhring, alopecija, vasfsil ponavljaj@ aftozni
stomatitis

Drugo utrujenost, poviSani jetrni encimi, edemi, hiposjizem, néna slepota,

sekundarna laktozna intoleranca
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Etiopatogeneza celiakije
Pri nastanku celiakije igrajo pomembno vlogo tdigjavniki: dejavniki okolja, genetski
dejavniki in imunoloski dejavniki. (2, 21, 22)

Dejavniki okolja so razléna Zita v prehrani, ki vsebujejo gluten. (3, 16)li&k¢a se

pogosteje pojavlja pri otrocih, ki niso bili dojemoveano tveganje pa predstavljajo tudi
infekcijske bolezni. Pri genetsko predispozirangelmah lahko celiakijo sprozi okuzba z
adenovirusom. V organizmu se sprozi reakcija naeglwearadi navzkrizne reaktivnosti
med virusnimi proteini in antigeni v glutenu. (23)

Celiakija je genetsko pogojena bolezeRrevalenca bolezni med ozjimi sorodniki se

ocenjuje med 5 in 10 %. (2, 22, 24, 25) Geni, ki gianes povezujejo s celiakijo, so
predvsem HLA geni razreda | in Il. Ti geni tvoripovrSinske glikoproteine glavnega
histokompatibilnega kompleksa (MHC), ki so Kipil za imunski odziv, saj omogajo, da
limfociti T prepoznajo antigen (pri celiakiji pedé glutena). (21, 24) Zapis za HLA-DQ2
heterodimer najdemo pri 95 % bolnikov s celiakgogdo 10 % bolnikov pa ima zapis za
HLA-DQ8 heterodimer. NatamejSe genetske analize so pokazale, da je v pricsjo
za razvoj celiakije verjetno vkljenih Se vé genov na raztnih kromosomih. Ocenjujejo,
da so geni HLA razreda Il odgovorni za priblizno %0genetskega prispevka k razvoju
bolezni, medtem ko so za ostalo odgovorni drugkéijeki geni na ne-HLA lokusih. (13,
17, 22, 23, 26)
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Slika 1: Hipoteticha shema povezanosti glutena in avtoimunskega odgqvi celiakiji. (8)

V nastanek celiakije so vpleteni tugklicni in humoralni imunski mehanizn{iL6) Peptidi

glutena se \revesju ne prebavijo popolnoma, saj so zaradi @seebnosti prolina
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odporni na delovanje prebavnih encimov. Produkineleéazgradnje glutena pri bolnikih s
celiakijo ne vstopajo v epitelijske celice, temwesluznico. Med akutno fazo celiakije je
namre& povetana ekspresija zonulina, ki regulira prepustnastitestikov med enterociti.
Preko okvarjenih tesnih stikov lahko manjSi pepiiitena paracelularno prehajajo v
lamino proprijo. Prehod se verjetno vrSi tudi treelalarno skozi poskodovaréeevesne
epitelijske celice. (16, 27, 28, 29) V lamini pripprsluznice so peptidi glutena
izpostavljeni tkivni transglutaminazi (TG2), ki dealira glutamin do negativho nabite
glutaminske kisline. Spremenjeni peptidi glutenavegejo na HLA-DQZ2 ali HLA-DQ8
molekule, ki jih nato predstavijo celicam imunskaggtiema. V lamini propriji se aktivirajo
CD4+ limfociti T, pri ¢cemer sodeluje pridobljen imunski sistem. Poslediega je
humoralni imunski odgovor z zorenjem limfocitov B @lazmatk in s tvorbo IgA in IgG
protiteles (antigliadinska — AGA, antiendomizijskaEMA, protitelesa proti TG2 — anti-
tTG) ter celéni imunski odgovor s tvorbo vnetnih citokinov, zia&N-y, TNF-o in IL, ki
povzraiijo posSkodbairevesne sluznice ter apoptozo epitelijskih cebe¢.16, 23, 26, 30) V
epiteliju se aktivirajo CD8+ limfociti T, pricemer sodeluje prirojen imunski sistem.
Povea se Stevilo intraepitelijskih limfocitov (IEL), jole pa tudi do citotok&hega dinka
na epitelijske celice, za kar naj bi bil odgovo@tokin IL-15, vendar Se ni pojasnjeno,
kaksna je povezava med njim in glutenom. (16, 19, 26) Hipoteticno shemo

avtoimunskega odziva pri celiakiji prikazuje Slika

PatoloSke spremembe sluznice ozke@eevesa

Imunski odziv na peptide glutena powvaranailno spremembo sestave imunskih celic v
lamini propriji, morfoloSke spremembe v epitelijgkicelicah ter znalne histoloske
spremembe sluznice ozkegavesa. Prisotna je popolna ali delna atrafigvesnih resic,
hiperplazija kript in pov&ano Stevilo IEL. (13, 16, 24, 25) Celice postanepbicne ali
ploXate oblike in epitelij se spremeni vaés&ladni izoprizmatski. V najtezjih primerih je
vidna popolnoma splééna povrSina sluznice ozkegaevesa, kar ima za posledico
zmanjSanje absorpcijske povrsSine in malabsorpegaimih snovi. (18, 19, 25, 26) Pase
se propadanje enterocitov, okrnjena pa je tudionphfunkcija, kar se odraza v znizanju
aktivnosti disaharidaz, peptidaz in drugih encim@.26) Spremembe so ¢hjno najbolj
izrazene v dvanajstniku in proksimalnem jejunumuistalnem delu pa se zmanjSujejo.
NajizrazitejSe so na vrhovitrevesnih gub. (16, 21, 25) Histolosko sliko norneagtuznice
ozkegacrevesa in sluznice ozkegeevesa pri bolniku s celiakijo prikazuje Slika 2.
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Slika 2: (A) HistoloSka slika normalne sluznice ozkégavesa. (B) HistoloSka slika sluznice ozkegeresa
pri bolniku s celiakijo, kjer je prisotna popoln#&refija crevesnih resic, hiperplazijérevesnih kript in
izrazita infiltracija z intraepitelijskimi limfocit (13)

1.2.2 Kroni¢na vnetnacrevesna bolezen

Kroni¢na vnetnacrevesna bolezen (K&B) je vnetno obolenjgrevesa, za katerega je
zn&ilen kronien potek z akutnimi zagoni ter vmesnimi krajSimidaljSimi remisijami.
Bolezen je posledica nenormalnega imunskega od#ivambnega sistema reevesno
floro, zaradi¢esar se razvijejo vnetne sprementbevesne sluznice. Glavni obliki K&B
sta ulcerozni kolitis (UK) in Crohnova bolezen (CBplezni sta si podobni v kliémem
poteku, simptomih ter v morfoloskih zhkostih. Pri nekaterih bolnikih (10-15 %)
razmejitev med boleznima ni mozZna in takrat govorim intermediarnem oziroma
nedol@denem Kkolitisu (IK). (16, 31, 32, 33) Epidemiologd sigotovili, da v razvitih
deZelah pojavnost obeh bolezni vztrajno n&a$34) Vrh pojavljanja UK je med 25. in
35. letom, CB pa se najpogosteje pojavi med 125inetom starosti. (33) Kljub Stevilnim
raziskavam etiopatogeneza KB 3e ni popolnoma razjasnjena. Zaietek in potek
bolezni so poleg vnetnih in imunskih dejavnikov tejavnikov okolja najpomembnejsi
genetski dejavniki. (16, 33, 34). Raziskave se distEajo predvsem na Stevilne gene,
katerih beljakovinski produkti sodelujejo v imunskén vnetnem odgovoru organizma, ali
pa so del sluztne zasite prebavne cevi. Mednje sodijo geni za HLA konkgleTNF,
antagonist IL-1 receptorja in drugi. Pred kratkiro sdkrili gen NOD2, katerega
polimorfizem je jasno povezan s pojavom Crohnovezu. (31, 33, 35)

Ulcerozni kolitis

Ulcerozni kolitis praviloma prizadene debelo oziroma Sirakevo in v 95 % primerov
tudi rektum. Vnetje poteka enakomerno in neprekinjerzdolZz celotnega prizadetega
segmenta. Obajno se zéne v rektumu in se nato Siri proksimalno po Sirokaevesu.

Vnetni proces primarno prizadene samo sluznice minanjSi meri sega Se v podsluznico.
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Znxilne so degenerativne histoloSke spremembe s paopad crevesnega epitelija in
izgubo epitelijskih celic ter Stevilne drobne ¢alste ulceracije. Pride tudi do hiperplazije
Zilja v sluznici, zaraditesar se pow& nagnjenost h krvavitvam. (16, 31) Tipi znaki
bolezni so driska, prisotnost krvi v blatu, btee v spodnjem delu trebuha¢kin pogost
obcutek nujnega odvajanja blata. Pogosto so prisatdi tunagrevesni znaki, kot so
poviSana telesna temperatura¢mm znojenje, utrujenost, nefgost, izguba telesne teze,
anemija, spremembe na koZzi in nlo, artritis... (16, 31, 32) Bolniki z vhetjem celega
Sirokegacrevesa imajo tezje akutne zaplete, kot so obilvawtev, tokséni megakolon
(toksikna razsSiritevérevesa) ali predrtje sten&evesa. Pri teh bolnikih je ¥ tudi
tveganje za razvoj raka Sirokegy@vesa in danke. (33)

Crohnova bolezen

Pri Crohnovi bolezniahko vnetni proces zajame vse dele prebavnegansistod sluznice
v ustni votlini do anusa, najpogosteje sta prizaderminalni ileum in Sirokarevo.
Znxilno je menjavanje vnetno spremenjenih in zdravidglov prebavne cevi, vnetje pa
obicajno zajame vse slojérevesne stene. Sluznica postane nepravilno zadebel|
pojavijo se ognojki, svetlina se zozi, Zilae pa so tudi globoke ulceracije. Pojavijo se
lahko fistule, povezave med dvema r&zima delomarevesa alicrevesom ter organi v
okolici (koza, noznica, mehurf.e bolezen prizadene ozKeevo, imajo bolniki pogosteje
obstruktivno obliko bolezni z zozitvamirevesa in ovirami prehoda vsebidesvesa,
pojavijo se driska, boténe v trebuhu, nejégost, malabsorpcija in izguba telesne teze. Pri
prizadetosti Sirokegérevesa so pogostejSi simptomi vnetja ali krvavilvdsotni so kii,
kroni¢ne driske ter sluzasto in krvavo blato. Pojavijda®o Se zundjevesni znaki, kot
so vnetje v sklepih, osteoporoza, vnetje belo anemija, kroina oslabelost, razjede v
ustih, kozne spremembe... Bolniki s CB imajaijeetveganje za razvoj raka Sirokega
¢revesa in danke. (16, 31, 33, 36)

UK in CB zaenkrat nista ozdravljivi, kajti vzrok zmjav obeh bolezni Se ni popolnoma
poznan. Zdravljenje poteka le simptomatsko, kjepsskusa vzdrzevati izboljSano stanje
ter obvladovati zagone bolezni. V eni izmed Stsdiugotovili, da imajo bolniki s celiakijo
in njihovi 0zji sorodniki vé&jo predispozicijo za CB in druge vnettieevesne bolezni kot
ostala populacija. Obe bolezni nathg@izadeneta prebavni sistem ter poviep vnetno

reakcijo in imunski odziv, kjer pride do patoloSkspremembkirevesne stene, za obe je
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zn&ilna prisotnost protiteles proti TG2 in paana prepustnost tesnih stikov. Dejstva torej
kaZejo na morebitno povezanost med®8/in celiakijo. (12, 33, 34)

1.3 IN VITRO TESTNI MODELI ZA PROUCEVANJE CELIAKIJE

Za raziskovanje in spoznavanje ozadja nastankakgeliin prodevanje vpliva toksginih
peptidov glutena se najpogosteje uporabljajo Stewil vitro testni modeli. Prin vivo
Studijah obstajajo dotene omejitve, predvsem zaradi Stevilninémt dilem, in vitro
testni modeli pa so lazje dostopni za opazovangksperimentiranje. Meth vitro testne
sisteme uvi&mo celéne, tkivne in organske kulture ragziega izvora. S tovrstnimi
testnimi modeli posnemamo okolje, ki je prisotn@ivem organizmu. Prednost dela s
celicami v kulturi, v primerjavi z delom s celicamiorganizmu, pa je predvsem v tem, da
lazje zagotovimo enake in definirane eksperimeetapogoje za vse celice in da

eksperimentalne razmere lazje spreminjamo. (37398,

1.3.1 Gojenje celic in vitro

V in vitro pogojih je mogoe kultivirati celoten organ, del organa, tkivo pbsamezne
celice.Organska kultura so nerazbiti ka¥ki tkiva, ki in vitro ohranjajo tridimenzionalno
strukturo in vse histoloSke z&ibnosti tkiva in vivo. V sredini kulture pogosto pride do
nekroze tkiva zaradi pomanjkanja hrane in kisikatoZmoramo za vsak poskus pripraviti
sveze kulture, kar pa povzicslabSo ponovljivost. (38, 40)kivna kultura ali kultura
primarnega eksplanta so razrezani k@& tkiva, ki se pritrdijo na podlago hranilnega
goji&ka, iz njih pa zénejo izragati Zive celice. Ob rednem menjavanju g&isdahko
tkivna kultura prezivi tudi v& tednov. Celiéna kultura je homogena ali heterogena
populacija celic, ki zivijo in se razmnozujejo vahilnem gojigu. Pridobi se lahko iz
tkivne kulture ali pa tako, da se v k&8 tkiva prekinejo medcelhe povezave s porjo
proteoliténih encimov (tripsin, kolagenaza) ali mehansko, gefiner nastane suspenzija
posameznih celic, ki se nato nasadi v posode slhiranmedijem. Uporabljajo se lahko
tekata ali trdna goji&a. Celtne kulture, ki so pripravljene na takéng neposredno iz
tkiva, imenujema@rimarne kulture. Normalne celice v kulturi rastejo in se delijotédiko
casa, dokler ne zapolnijo celotne povrSine posodenivsklenjeni plasti (konfluentna
kultura). Med celicami se vzpostavijo medémiistiki. Na tej stopnji se zaradi kontaktne
inhibicije gibanje in delitev celic ustavi. Nekagetransformirane in tumorske celice pa

nimajo kontaktne inhibicije, zato so bolj gibljive lahko rastejo drugdez drugo v vé&
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plasteh. Pri gojenju celim vitro je pomembno, da se vzdrzuje nizka gostota celic, k
pomaga ohranjati normalen fenotip v kulturi. Ob @@nju Stevila celic v primarni kulturi
je celice potrebno razréidi in nasaditi v nova gojifa. Po prvi pasazi postane primarna
kultura Zeceli¢na linija, ki se z nadaljnjimi pasazami selekcionira, naistane stabilnejSa
in nespremenjena skozi Stevilne generacije, potaqp@40-50 pasazah propade. (37, 38,
40) Izjema so le zarodne in genetsko spremenjeleecdi imajo zmoznost neskodne
delitve in se lahko ohranjajo v kulturi dolgasa, zato jih imenujemioajne celiéne linije.

Te celice se morfoloSko in fizioloSko razlikujejal @elic, iz katerih izvirajo. Ohranjene
imajo predvsem osnovne lastnosti, ki celici omi@go prezivetje v kulturi. Pri nastanku
trajnih celenih linij pride doin vitro transformacije, ki se zgodi spontano ali pa je ikem

ali virusno povzréena. (37, 40)

Prednosti gojenja celiin vitro so lazje zagotavljanje enakih pogojev za vse eglic
relativno konstantni fizioloSki pogoji, homogenostorca, ekonondnost (potrebne so
manjSe koltine reagentov) in etnost. Problemi gojenja celic v kulturi pa so izguba
specifénih lastnosti in cedinih funkcij, proliferacija, spremeni se tridimenzana
struktura tkiva, zaradicesar se prekinejo interakcije med celicami in mgdacmo,

.....

tudi do dediferenciacije. (40)

1.3.2 Kultiviranje epitelijskih celic ozkeg@revesa

Zacetki kultiviranja tkiva ozkeg#&revesa segajo Ze v leto 1969, ko sta Browning iarTr
prva uspesno kultivirala humane intestinalne bioPgansko kulturo sta uspela ohraniti v
in vitro pogojih 24 ur. (41) Browning-Trierjeva metoda jelkasneje uspesno uporabljena
za kultiviranje tkiva ozkegarevesa raztinih Zivalskih vrst, a je bila neuspeSna za
kultiviranje ozkegacrevesa podgane. Podganje epitelijske celice imajmré krajSo
zivljenjsko dobo kot humane epitelijske celice ozt tezje vzpostavit dolgozive kulturo
podganjega ozkegaevesa. Leta 1987 je Luk®8ajalo in sod. uspelo ohraniti integriteto in
funkcijo podganjega ozkegérevesa skozi 48 ur z modificirano Browning-Triegev
metodo. (42, 43, 44) Kultiviranje je uspelo zardubljSe oksigenacije tkiva med
kultiviranjem. Znano je namégda je potreba tkiv po kisiku obratno sorazmerpassino
organizma, kar pomeni, da je za kultiviranje tkivalin zivali, kot je npr. podgana,
potrebno dosti wekisika za ohranitev zivosti, kot pri kultiviranhwmanega tkiva. (40, 43,

45) Ista raziskovalna skupina je modificirano BrawgaTrierjevo metodo kasneje
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uporabila tudi za prawevanje ritménih oscilacij aktivnosti disaharidaz in kontrolnih
mehanizmov teh ritmov. (43, 44, 46)

Na organskih kulturah so seceta tudi prva protevanja patogeneze celiakije. Trier in
Browning sta leta 1970 prva uporabila svojo metadokultiviranje biopsijskih vzorcev
sluznice ozkegérevesa bolnikov s celiakijo in ugotovila, da stalieracija in migracija
epitelijskih celic pri bolnikih s celiakijo pospefieza ve& kot dvakrat v primerjavi z
zdravimi celicami(47) Organske in tkivne kulture humanega in Zivatgk ozkegérevesa
se zaradi hitre nekroze in razgradnje ohranijorkgek cas, v povprgu 24-72 ur in so
primerne le za kratkotrajne Studije. (43, 47) Pdogjesse uporabljajo ceéhe kulture, kjer
so celice posamezne. (4, 10) Kultiviranje epitkiijscelic ozkegacrevesa je izjemno
zahtevno, saj celice potrebujejo ustrezno meéloelkomunikacijo, stik z zunajcéhim
matriksom in primerne rastne dejavnike za diferaci v heterogene celicgevesnega
epitelija. Ob neustreznih pogojih hitro nastopi jgijpaa in celina smrt. (47) Z uporabo
modificirane Browning-Trierjeve metode so tako posMi razviti dolgozive
primarne suspenzijske kulture epitelijskih celikegacrevesa misi in podgane, v katerih
bi lahko identificirali posamezne vrste celic s @ specifénih celiénih ozn&evalcev:
disaharidaz, lizocima, kromogranina, mucina... @3, Ista metoda je bila uporabljena tudi
z namenom praievanja vplivov razlinih testnih snovi (gliadiskih peptidov, zdravilnih
ucinkovin, probiotikov in drugih snovi) na posamezmelice Zivalskega testnega
fizioloSkega modela, ter za kultiviranje in testij@ "zdravih™ humanih epitelijskih celic in
celic bolnikov s celiakijo in Crohnovo boleznij&(Q, 51) V primarni kulturi imajo celice
omejeno Stevilo delite\Cas preZivetjarevesnih epitelijskih celic se glede na uporabljeno
metodo giblje med 2 in 7 tedni. Homogene @i linije pa imajo sposobnost daljSega
prezivetja vin vitro pogojih. Te celine linije se ohiajno pridobijo iz ozkeg&revesa
podgane (primer so IEC linije), obstajajo pa tudiligno transformiranérevesne cetne
linije (Caco-2, HT-29...), izpeljane iz humanega amercinoma kolona. Naj¢ese
uporabljajo Caco-2 celice, ki izkazujejpredno morfolosko in biokemijsko podobnost z
epitelijiem ozkegacrevesa ter imajoastnosti diferenciraninh enterocitov. Kljub temu
ostajajo doléene omejitve pri uporabi teh kultur - celice so na@mmaligno
transformirane in imajo verjetno drugnee kontrolne mehanizme kot normalne celice. (45,
52, 53, 54) Prin vitro Studijah patogeneze celiakije je potrebencoelmodel, ki¢im bolj
ponazarja fizioloSke pogoje, zato se poraja vpiasah so maligno spremenjene celice

primerne za ponazarjanje vivo razmer.(45, 53) Maligno transformirane cétie linije so
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zaradi spremenjenih lastnosti tudi bolgabjive na gluten. (39) Kljub Stevilninrevesnim
celicnim linijjam pa Se vedno ni povsem primermhvitro modelov, kjer bi bile prisotne

popolnoma diferencirane in normalne (netransfornajaepitelijske celice. (54, 55)

1.3.3 U¢inki toksi¢nih peptidov glutena v catnih kulturah

Leta 1976 je Hudson prvi opisal nekatere direkit@aksicne inke gliadina na humane
celicne linije (kulture humanih intestinalnih celic, H2gcelic (trajna linija celic humanega
karcinoma grla) ter celic pluin ledvic). Sledila so pravanja vpliva raztinih peptidov
glutena na epitelijske celice, ki so jih izvedli mamanih in Zivalskih intestinalnih cétih
linijah, kot so IEC-6 (cetina linija iz celic ozkegarevesa podgane), Caco-2 in Lovo
celicne linije (obe liniji sta izpeljani iz humanega adkarcinoma kolona)... ter na
primarnih kulturah epitelijskih celic ozkeg&revesa misi ali podgane. (10, 39) Vse
pogosteje pa se uporabljajo tridimenzionalnecoelikulture, ki za razliko od atajnih
monoslojev ohranjajo specifie morfoloske in biokemijske lastnosti, ki ustrezia vivo
tkivu. (39) Pri spremljanju vpliva glutenskih pefiiv nacrevesne epitelijske celice se
opazujejo histoloske spremembe dravesni sluznici (dokanje viSine resic in globine
kript, dolatanje viSine enterocitov in sprememb mikroresic, espjanje crevesne
prepustnosti...), pov@&nje imunskega odziva v sluznici (Stetje IEL, daloje specitinih
protiteles...) in biokemijske spremembe na sluzngprémljanje aktivnosti encimov
resaste povrSine enterocitov...). Raziskave so ptd&ada glutenski peptidi inhibirajo rast
celic ter povzreijo upad Zivosti, spremembe v cali obliki, zmanjSanje velikosti celic in
pojav vakuol v citoplazmi. Preko interakcije s p&askimi receptorji naj bi powvali
spro€anje zonulina in s tem povaziib okvaro tesnih stikov ter po¢ano prepustnost
¢revesne sluznice. Glutenski peptidi tudi oslabiksidativnho ravnotezje (zmanjSa se
vsebnost glutationa in proteinskih —SH skupin, gavee lipidna peroksidacija...n vitro
Studije tokstnosti peptidov glutena so pomembne tako za razumpeveatogenetskih
mehanizmov celiakije, kot tudi za iskanje domnewetoksénih peptidov glutena, kar bi

morebiti pripomoglo tudi k razvoju novih terapevtsknoznosti. (10, 39)

1.4 OZKO CREVO

1.4.1 Anatomska in histoloSka zgradba ozke@@®vesa
Ozkocrevo je tisti del prebavne cevi, ki je pri celiakipjbolj prizadet. Predstavlja najje

del prebavnega sistema in je pri odrast@oveku dolgo 6-7 n{56), pri podgani pa okrog
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95-140 cm. (60, 62) Razteza se od pilorusa zelaticdleocekalnega stika, kjer ileum
preide v slepocérevo. (57) Njegova glavna fizioloSka funkcija jeepava hrane in
absorpcija hranil, elektrolitov ter vode, ima palitpomembno sekretorno, metabolno,
endokrino (tvorba hormonov), Zmo (tvorba nevrotransmiterjev) in imunsko (obramba
pred bakterijami, endotoksini in antigeni) funkcij®6, 58, 59) Pri podgani je prebavni
trakt dolg in precej zavit, ozkirevo pa je sestavljeno iz enakih segmentov kotlpvieku
ter opravlja enake funkcije. Posebnost prebavnegjensa podgane je odsotnostcénika,
namesto katerega ima le &oil vod, po katerem se Zotransportira iz jeter v dvanajstnik.
Za razliko od¢loveka ima podgana wasto povéano slepocrevo, ki ima pomembno
vlogo pri prebavljanju celuloze iz rastlinske hra(@o, 61)

Glede na lego in zgradbo delimo ozkevo na tri anatomske odseke:

e Dvanajstnik (duodenum) je ztni, najkrajSi in najSirSi del ozkeg&evesa. Pri
¢loveku je dolg priblizno 30 cm ter Sirok okrog 6 ,goni podgani pa meri 9,5-10 cm. V
sluznici dvanajstnika se nahaja velika dvanajstvekpapila, v katero se izliva skupno
izvodilo Zokevoda in trebusne slinavke.

* Te&e ¢revo (jejunum) je srednji in najdaljSi odsek ozkegavesa. Priloveku meri
2,5 m, medtem ko pri podgani meri 90-135 cm.

* Vito ¢revo (ileum) je korini odsek ozkegd@revesa. Priloveku je dolgo 3,5 m, pri
podgani pa meri 2,5-3,5 cm. V primerjavi z jejunumpna tanjSo steno in je svetlejSe
barve. (56, 58, 60, 62)

Notranja povrSina ozkeg&evesa je méno pove€ana, kar olajSuje vsrkavanje hranilnih

snovi. Strukture sluznice in podsluznice: gubeicees Stevilne mikroresice, absorptivno

povrSino ozkegdrevesa skupno povajo za kar 600-krat. (56, 58, 63)

Kerckringove gube (plicae circulares Kerckringso krozne ali spiralaste oblike. &eejo

se v duodenumu, najbolj izrazite so v jejunumu peoksimalnem delu ileuma, v

terminalnem ileumu pa izginejo. Kerckringove guloegtajo povrSino ozkegérevesa za

3-krat, poleg tega pa tudi meSajo zauZzito hranorsqdjo peristaltike.Crevesne resicali

vili (villi intestinaleg so prstom podobni izrastki sluznice, visoki o8 dp 1,5 mm, ki

segajo v lumen ozkegaevesa. NajgostejSe so v duodenumu in jejunumlewnu pa se

skrajSajo in razregjo. V sredini resic so gosti prepleti krvnih Zilislepi konci drobnih
limfnih vodov (lakteal), zigna vlakna, gladke mi&ne celice in rahlo vezivo s Stevilnimi

limfociti. Crevesne resice pov¥ajo povrsino ozkegarevesa za 10-krat. (56, 57, 58, 63,

64) Zgradbarevesne resice prikazuje Slika 3(B).
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Slika 3: (A) Precni prerez stene ozkegeevesa. (B) Zgradbérevesne resice. (59)

Med in pod ¢revesnimi resicami se nahajajo preproste jamicamolpoe vdolbinice
epitelija, imenovand.ieberkiihnove kripte (glandulae intestinalgs Njihova funkcija je
izlo¢anje ¢revesnega soka, ki je ba&en in vsebuje veliko kalino sluzi ter Stevilne
encime, ki so potrebni za razgradnjo hrane. Kritebujejocrevesne izvorne celice, ki
tvorijo razlicne vrste diferenciranih epitelijskih celic. Lieb&hHnove kripte pov&jo
povrsino ozkegarevesa za 10-kraCrevesne resice prekriva &¢disoé mikroresic ali
mikrovilusov. Mikroresice so dolge Lum in imajo premer 0,lum ter dajejo pod
mikroskopom krtéast videz (brush border). Prekrite so z glikokaliks v katerem so
prisotni poglavitni sluziini prebavni encimi — disaharidaze, aminopeptiddipaze ter
alkalna fosfataza. Ti encimi dok&mo hidrolizirajo dol@éene sestavine hrane v
komponente, primerne za absorpcijo. Mikroresicegpajo povrsino ozkegé&revesa za 20-
krat. (56, 57, 58, 64)

Steno ozkegérevesa sestavljajo Stirje sloji, kot prikazuje SIB(A):

* Mukoza (tunica mucospali sluznica ozkegacrevesa je sestavljena iz treh slojev:
epitelijske plasti épitheluin), ki jo tvorijo enoskladne visokoprizmatske celit@mine
proprije (amina propria mucosae ki jo tvori rahlo vezivno tkivo in tanke migie
plasti (amina muscularis mucosgeki jo tvori notranja plast kroZnih in zunanjaapt
vzdolznih gladkih miginih celic. Limfaténo tkivo v lamini propriji je pomemben del
sistema GALT (gut-associated lymphatic tissug) deluje kot strjena imunoloSka

bariera in prepraije vdor patogenih mikroorganizmov.

13



TjaSa Rajh Diplomska naloga

* Submukoza (tela submucogaali podsluznica je sestavljena iz rahlega vezivnega
tkiva. V podsluznici se nahajajo kréne vnetne celice in limfawni folikli, ki se v
ileumu zdruzujejo v Peyerjeve pi@S V podsluznici duodenuma so prisotne
Brunnerjeve Zleze. To so mukozne Zleze, kidgajo viskozno tekéino (pH 8,1-9,3) z
nevtralnimi in alkalnimi glikoproteini ter bikarbatmimi ioni, ki £itijo proksimalni del
ozkegacrevesa, tako da nevtralizirajo kislo vsebino, kilpriz Zelodca.

* MiSi¢na plast(tunica muscularisje sestavljena iz notranje kroZzne in zunanje \zuo
plasti gladkih miginih celic. Kontrakcije miSic omogajo meSanj€revesne vsebine s
prebavnimi sokovi in peristaltiko.

« Peritonej ali seroza (tunica serospaje zunanja plastrevesa. Tvorita jo enoskladni
ploXat epitelij in vezivno tkivo. (56, 57, 58, 64, 65)

1.4.2 Epitelij ozkegacrevesa

Odrasla podgana ima v epiteliju ozkegavesa okrog 2 milijona Lieberkihnovih kript in
120 tis@ crevesnih resic (66), ki jih sestavljajo epitelijskelice razknih vrst. Vzdolz
resic in v povrSinskem delu kript so naed enterociti,casSaste in enteroendokrine
celice, v bazalnem delu kript pa so prisotne tadoine in Panethove celice. (55, 56, 58)
Crevesni epitelij se nenehno obnavlja in tako se&lpxieku v tednu dni, pri podgani pa v 3
do 5 dneh popolnoma obnovi in zamenja. Dnevno sadzgoskodbe ali normalne
fizioloSke obnove odlu$ in izlo¢i blizu 1,7 milijarde epitelijskih celic, ki se nanhestijo z
novimi. (42, 56, 67) Vse epitelijske celice slumiozkegacrevesa nastanejo iz istih
izvornih celic, ki lezijo v varnem, bazalnem delieherkihnovih kript, kar je prikazano na
Sliki 4. (56, 58, 67, 68)

Izvorne celice in obnavljanjecrevesnega epitelija

Vsaka Lieberkiuhnova kripta ozkegeevesa podgane vsebuje okrog 250 celic, med njimi
tudi funkcionalne izvorne celice. Nataro identifikacijo izvornih celic ter njihovega
poloZaja ovira pomanjkanje speéifih molekulskih kazalcev in genskih ozeaalcev.
Predvidevajo, da naj bi se izvorne celice nahajalenestu +4 relativno nad dnom kripte,
prva tri mesta pa naj bi zasedale dakandiferencirane Panethove celice. (68, 69, 70, 71)
Izvorne celice so relativno nediferencirane celicemajo veliko sposobnost proliferacije.
(58, 63, 68, 69, 72) Predvidevajo, da se izvorneealelijo enkrat na 24 ur. Pri tem
nastaneta dve podvrsticdrinskih celic. Prva derinska celica postane hitro dédese

celica, medtem ko druga ostane nespremenjena ionmesti starSevsko izvorno celico
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(asimetrcna delitev celiz Hitro dele€e se Kerinske celice, imenovane tudi prehodne

deleee se celice (TA, transit-amplifying cell) se deliysakih 12-16 ur in vsak dan
proizvedejo okrog 300 novih celic na kripto. Poarré so omejenemu Stevilu delitev, po
katerem se doka@no diferencirajo v eno od petih glavnih vrst epjg&ih celic ozkega
¢revesa. (45, 63, 68, 69)

A
S
iz

stik med kripto = - =558 - - 22 2 enterocit  gagasta celic enteroendokrina celice
in vilusom e [ s r
obmagje
prehodnih
deletih se celic

P 3 _J R
" izvorna celice
llla =

Panethova celic.
Slika 4: Razvoj razlnih tipov diferenciranih epitelijskih celic iz izaree celice. (68)

Procesi proliferacije, ce&lne migracije, diferenciacije ter apoptoze morajti btrogo
regulirani, sicer lahko pride do resndhevesnih obolenj. Pri zagotavljanju homeostaze
¢revesnega epitelija sodelujejo Stevilni hormonstmafaktorji in citokini, interakcije med
celicami ter interakcije celic z zunajaalim matriksom. (45, 73) Zelo pomembno vilogo

pri obnavljanjutrevesnega epitelija ima tudi Wnt signalna pot. (&%),

Epitelijske celice ozkega&revesa

Enterociti predstavljajo priblizno 95 % vseh celic drevesni resici. (56, 57) Imajo
zn&ilno stebréasto obliko z bazalno leZen jedrom in dva funkcionalno razha predela
celicne membrane — apikalni in bazolateralni. Na apikalrembrani so Stevilne
mikroresice, membransk&palke, prenaSalci ter ionski in vodni katla] ki omogaajo
transport hranil, ionov in vode v notranjost entiiaa Na bazolateralni membrani so
receptorji za rastne faktorje, imunoglobuline, hon®, peptide in nevrotransmitorje, ter
ionske¢rpalke in prenasSalci, ki sodelujejo v prenosu sp@i enterocita v kri ali limfo.
Apikalni in bazolateralni del celice dajejo tesni stiki, ki igrajo pomembno vlogo pri
paracelularni poti absorpcije in pri vzdrZzevatjavesne bariere. (56, 57, 58) Dva glavna
tipa transmembranskih beljakovin, ki tvorijo cele stike, sta okludin in klavdin.

Pomembno vlogo pri delovanju tesnih stikov ima tpdotein zonulin, ki reverzibilno
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uravnava prepustnost tesnih stikov irtitiS prebavni trakt pred kolonizacijo
mikroorganizmov. Neprimerno reguliran zonulin imigu&no viogo pri poveéani ¢revesni
prepustnosti in tudi v patogenezi nekaterih avtaigkih boleznih (npr. celiakija, SB tipa
1). (28, 29, 75) Glavna funkcija enterocitov je &oa prebava manjSih peptidov in
disaharidov ter prenos snovi iz luméi@vesa v krvne ali limfne zile. (57, 64) Enterociti
imajo tudi sekretorno funkcijo. Sodelujejo pri izémju velikih kolgin vode in elektrolitov
ter tvorijo prebavne encime. (58) Diferenciraniueihi enterocit prikazuje Slika 5.
Zivljenjska doba enterocitov je kratka in traja B4@. (56, 57, 63)

b ‘%—— mikroresice

Jjedro enterocita

Slika 5: Diferencirani vilusni enterocit. (65)

CaSaste celiceso enocetine mukozne Zleze z zimo ¢aSasto obliko in Stevilnimi
mucinogenimi granulami. Njihovo Stevilo nataSod dvanajstnika preko jejunuma do
terminalnega dela ileuma, kjer predstavijajo 12 8ehv epitelijskih celic. (72§ aSaste
celice izla@gajo mukus, viskozno tekono, sestavljeno iz visoko glikoziliranih proteinov
mucinov. Plast mukusa na povrSitievesne sluznice predstavlja &a%o bariero in
prepré&uje encimsko razgradnjo sten@evesa. Zaradi lubrikatnega delovanjaitis
sluznico tudi pred mehanskimi poskodbami in olgétovanje hrane vzdolz prebavnega
trakta. Zivljenjska dobaa3astih celic traja 5-6 dni. (56, 57, 58, 63, 64)

Enteroendokrine celice (DNES)se najpogosteje nahajajo na dénevesnih kript in
predstavljajo 0,5-1 % epitelijskih celic ozkegeevesa. Izldajo Stevilne parakrine in
endokrine peptidne hormone ter bioaktivne aminemgtostatin, serotonin, sekretin,
holecistokinin, histamin, motilin...), ki sodelujepri doseganjérevesnega ravnovesja. Ne
izlo¢ajo se konstantno, temvekot odgovor na spectine sprozilne dejavnike in se
prenehajo izldati, ko ti stimulusi niso weprisotni. (56, 57, 58, 63, 64) Zivljenjska doba
enteroendokrinih celic je okrog 4 dni. (72)

Panethove celiceso eksokrine celice, ki lezijo v skupku priblizB0 celic v najglobljem

delu Lieberkihnovih kript in predstavljajo okrog% epitelijskin celic. So piramidne
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oblike in imajo znailne acidofilne granule. V lumen kripte izlajo Stevilne protimikrobne
snovi, kot so lizocimg-defenzin, sekretorna fosfolipaza A2, ksantinsksid&za ter TNF-
a, zaradicesar igrajo pomembno viogo pri vzdrZzevanju gastesitnalne bariere, v
obrambi izvornih celic v kriptah in v naravni obrangrevesa pred patogenimi mikrobi.
(56, 57, 58, 63, 64, 67) Panethove celice tudidagajo nekatere bakterije ter prazivali in
imajo verjetno vlogo pri regulaciirevesne flore. (63, 64, 76) Zivljenjska doba Pamth
celic je priblizno 3 tedne. (57, 77)

Celice M prekrivajo limfaténe Peyerjeve plég in prenaSajo antigene iz lumna ozkega
crevesa do makrofagov. Na apikalni strani imajo wrigsicam podobne gube, ki iz lumna
¢revesa zajemajo makromolekule in mikroorganizme ndoeitotske vezikle. Vezikle
transportirajo do bazolateralne membrane, kjergppidntigeni v stik s celicami imunskega

sistema in stimulirajo njihov odziv. (56, 57, 58,)6
1.5 DISAHARIDAZE OZKEGA CREVESA

Crevesne disaharidaze so encimi, ki spadajo v skupidrolaz, natatneje v skupino
glikozidaz (EC 3.2.1), ki hidrolizirajo O- in S-igbzidne vezi in so odgovorni za k&
hidrolizo disaharidov v ozkertfrevesu. (78, 79) Glede na glikozidno vez, ki joigepih
delimo v dve skupini:

* a-glikozidaze: saharaza-izomaltaza (saharaza), realjukoamilaza (maltaza),

trehalaza

* pB-glikozidaze: laktaza-florizin hidrolaza (laktaz€g0)
Glavni nosilci aktivnosti ¢revesnih disaharidaz so diferencirani vilusni eot#r.
Disaharidaze se nahajajo na resasti povrSini eritexg vgrajene v cetno membrano in
Imajo svoje aktivho mesto izpostavljeno v lumgavesa. (78, 81) So veliki glikoproteini,
sestavljeni iz priblizno 80 % proteinov in 20 % jdglvih hidratov. Aktivnosti disaharidaz
se vzdolZz ozkegd@revesa spreminjajo. Naj@ speciftno aktivnost imajo v zgornjem
delu jejunuma, v duodenumu je njihova aktivnosiajiz ileumu pa najnizja, kar je lahko
posledica razlik v pH vrednosti v posameznem odsekkegacrevesa. Na katalitho
aktivnost disaharidaz vplivajo tudi cirkadialni @mi) ritmi, ki so kontrolirani endogeno z
nevro-endokrinimi komponentami s sedeZzem v hipotaku in sinhronizirani z ritmom
hranjenja. (43, 80, 82) Ozk&revo podgane iman vivo jasno izrazen cirkadialni ritem
encimskih aktivnosti. Eksperimenti na tkivni kultpodganjega&revesa pa so pokazali, da

cirkadialnega ritma v aktivnosti disaharidazvitro ne moremo dokazati. Ritem aktivnosti
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je sicer deloma kazal na lastnosti ultradialnegaaj znotraj katerega so se ponekod
pojavljala 4-urna nihanja v disaharidazni aktivho&@aznan je bil tudi zgetni porast
encimske aktivnosti, ki bi se lahko pojasnil z ddsstjo pankreasne proteamrevitro. (43,
44, 46, 80)

* Saharaza

Biokemijsko ime saharaze je sahareozglukozidaza (EC 3.2.1.48). Cepi-1-B-2
glikozidno vez v disaharidu saharozi na molekulokgke in fruktoze. Reakcija poteka v
kislem okolju pri pH 6. Saharaza se nahaja v membgaterocitov v obliki encimskega
kompleksa saharaza-izomaltaza (EC 3.2.1.48 in EQ.30). (79, 83)

* Maltaza

Maltaza katalizira dokamo razgradnjo Skroba in glikogena. Njeno biokenujgke jea-
1,4-glukozidaza (EC 3.2.1.20). Maltaza ce,4-glikozidno vez v disaharidu maltozi, pri
c¢emer nastaneta dve molekualiD-glukoze. Reakcija poteka v kislem okolju pri [
Maltaza se nahaja v membrani enterocitov v obliketd encimskih kompleksov —
saharaza-izomaltaza (EC 3.2.1.48 in EC 3.2.1.1&)ahaza-glukoamilaza (EC 3.2.1.20 in
EC 3.2.1.3). Encimski aktivnhosti saharaze-izomaltaz maltaze-glukoamilaze se pri

razgradnji ogljikovih hidratov dopolnjujeta. (789,781, 84)

1.5.1 Znizanje aktivnosti disaharidaz in njihova vloga ipzeliakiji

Znizanje aktivnosticrevesnih disaharidaz je lahko primarno ali sekumolaPrimarno
zniZzanje je posledica nekaterih redkih prirojenih bolexer gre za podedovano napako v
genetskem zapisu za déémo disaharidazo ali za zmanjSano sintezo encita&téaija,
saharozna-izomaltozna intoleranca, trehalozna drdata...). Posledice se kazejo kot
znizanje ali popolna odsotnost encimske aktivnastegritetacrevesne sluznice pa je
ohranjena in nespremenjen@ekundarno znizanje aktivnosti disaharidaz je posledica
nekaterin sistemskih bolezni in bolezni prebavndgekta (tokstni vplivi zdravil,
bakterijske okuZbe, virusne infekcije (rotavirusigliakija, KVCB...). Pri teh obolenjih se
pojavijo razltne stopnje atrofij@revesne sluznice, porusi se njena integriteta mkdija,
kar posledino vodi do zniZzanja aktivnosti disaharidaz in dhugincimov. (80, 81)
ZmanjSane aktivnosttrevesnih disaharidaz spremljajo tudi kiore vnetne bolezni
¢revesa. Pri bolnikih, ki imajo aktivno obliko célige, se zaradi powanega propada
epitelijskih celic pojavi zndlen upad aktivhosti vseRtrevesnih disaharidaz, ki je

ireverzibilno povezan s stopnjo okvafesvesne sluznice. Najbolj sbtljiv pokazatelj
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posSkodbe sluznice je laktaza, katere aktivnost igaiflkantno zmanjSa ze pri blagi
histoloski leziji, medtem ko sta saharaza in maltsé& normalno aktivni. Atrofijarevesne
sluznice in veéje histoloSke lezije pa privedejo do znizanja akbsti tudi drugih
disaharidaz. Encimske aktivnosti se lahko ponovriblipajo normalnim vrednostim ob
uvedbi brezglutenske prehrane. V tem primeru ssmeabnova in okrevanje sluznice
ozkegacrevesa, ki poteka 9 do 19 mesecev. Pri tezjih ahlikeliakije pa je lahko
okrevanje tudi po dveh do Stirih letih Se vedno apno. Vzporedno z okrevanjem
¢revesne sluznice narastejo aktivnosti saharaze aitame, medtem ko lahko ostane
aktivnost laktaze znizana Se nekaj let (posebesgtarnejSin bolnikih). Merjenje aktivnosti
¢revesnih disaharidaz, predvsem saharaze in malfab&o sluzi kot kvantitativni
pokazatelj stopnje okvarérevesne sluznice in izboljSanja stanja sluznice upedbi

brezglutenske prehrane. (82, 85)
1.6 TKIVNA TRANSGLUTAMINAZA

Tkivna transglutaminaza (TG2) je od kalcija odvisencim, ki spada v druzino
transglutaminaz (EC 2.3.2.13). Druzino sestavlj@etlazoencimov, ki se nahajajo v
Stevilnih tkivih in telesnih tek®inah v razlénih predelih telesa, kjer opravljajo pomembne
biokemijske funkcije. Transglutaminaze spadajo wpsho transferaz, nataéneje v
skupino aciltransferaz (EC 2.3.2) in sodelujejo pménosu acilne skupine. (14, 79, 86)
TG2 katalizira kovalentno krizno povezavo med ghitegskim ostankom enega proteina in
lizinskim ostankom drugega proteina, lahko pa lizadomesti tudi kakSen drug primarni
amin (poliamini, histamin...). Pri tem nastane izajpa vez znotraj proteina ali med
proteini. V primeru pomanjkanja ustreznega amire spbstrat reagira z vodo in pide
deamidacija glutamina do glutaminske kisline. Rgaladeamidacije je favorizirana v rahlo
kislem okolju. (13, 14, 87

TG2 se nahaja v citoplazmi in jedru celice, lahlkose nahaja tudi zunaj celice in celo na
celiéni povrsini. Znotrajcelina TG2 ima pomembno viogo v procesih @& proliferacije

in diferenciacije ter pri apoptozi celic. V zadnj#topnjah apoptoze pride v celici pod
vplivom TG2 do polimerizacije znotrajcéfih proteinov. S tem se stabilizira struktura
umirajoie celice preden pride do fagocitoze in se prgpsprofanje znotrajcetinih
komponent, ki bi lahko sprozile vnetne in avtoimkenproceseV medceltnini je TG2
vpletena v regeneracijo posSkodovanega tkiva in cagegiezo ter regulacijo cé&he
adhezije. Sodeluje tudi pri povezovanju integrimo¥ibronektina, kar omog@ formacijo
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in stabilizacijo zunajcelnega matriksa ter vzdrzevanje tkivne integritete.o¥kem
¢revesu zdravih ljudi se TG2 nahaja predvsem v padsti, zelo majhne kaline encima
pa najdemo tudi v epitelijerevesne sluznice. V ¥mi celic se izrazanje TG2 inducira Sele

ob prisotnosti ustreznih signalov. (14, 86, 87, 88)

1.6.1 Vloga tkivne transglutaminaze pri celiakiji

TG2 ima zelo pomembno vlogo tako v patogenezi,tidt pri diagnostiki celiakije. (15,
87, 89) V ozkenrevesu je normalno neaktivha, pri bolnikih s cdj@akpa se njena
aktivnost povea. Dolaieni peptidi glutena naj bi sprozili prirojen imumskiziv, ki v tkivu
inducira blago vnetje in posletio se iz poskodovanega tkivacma spro&ati aktivha
TG2. (14, 15) Pri bolnikih s celiakijo se sprememi lokacija encima v tkivu. \eTG2 se
pojavi v ¢revesnem epiteliju, zlasti v vilusnih enterocitir tv medcetinini lamine
proprije. (14, 86, 87, 88) Peptidi glutena so zavémbke vsebnosti glutaminskih ostankov
dober substrat za TG2, ki je odgovorna za deamaagutamina do negativno nabite
glutaminskekisline. Deamidirani peptidi imajo tako &e afiniteto za vezavo na HLA-
DQ2 ali HLA-DQ8 molekule antigen-predstavitvenihlice ki jih predstavijo CD4+
limfocitom T v lamini propriji, kar privede do hurmanega in celinega imunskega
odgovora. (15, 16, 23, 87, 89) V nedavnih Studgalugotovili, da je za vezavo glutenskih
peptidov na TG2 kljgnega pomena predvsem razdalja med glutaminom impno. Zelo
dober substrat za TG2 predstavljajo peptidi, kbugegjo aminokislinsko zaporedje QxP (Q
je glutamin, P je prolin, x pa poljubna aminokiglinne pa tudi zaporedji QP ali QxxP.
(87) Nativnih oblik glutenskih peptidodrevesni limfociti obtajno ne prepoznajo, po
deamidaciji s TG2 pa postanejo zelo dober antigelinzfocite T. (14, 89) Se vedno ostaja
vprasSanje, kje deamidacija peptidov sploh potekakakSna je vloga enterocitov v
patofiziologiji celiakije. Zelo verjetno je, da T@Q#ide v stik s peptidi glutena ravno na
povrSini ali v notranjosti enterocitov. (87) TG2 pa lahko tudi sama krizno poveze s
peptidi glutena in pri tem tvori ¥ge komplekse, ki so imunogeni ter lahko sprozijo
imunski odziv. (13, 14, 15)

Na podr@ju etiopatogeneze celiakije je Se vedno veliko smpati, predvsem zaradi
teZzavnosti razvoja ustreznega Studijskega modelsitro. ReSitev odprtih vprasan; je
pomembna tudi zaradi iskanja novih terapevtskih moe#, ki bi lahko nadomestile

brezglutensko dieto, ki je za bolnika s celiakizvljenjska.
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2 NAMEN DELA

Celiakija je zelo kompleksna krama bolezen, pri razvoju katere je poleg genetskih i
imunoloSkih dejavnikov kljtnega pomena beljakovina zitaric, glutevi.zadnjih letih
raziskujejo predvsem kateri fragmenti in aminokiska zaporedja glutenskih peptidov so
imunogena oziroma delujejo tokeb na epitelijske celice bolnikovn vitro metoda
izvedena na humanih bioptih odvzetih z endoskopijo,bi omog@&ala vzdrZzevanje
epitelijskih celiccrevesa v kulturi skozi dalj8&sovno obdobje, bi bila zelo pomembna za
prowevanje dejavnikov tveganja, vpliva glutenskih peg in poteka celiakije ter drugih
vnetnih ¢revesnih bolezni. Zaradi étiih vidikov, pa je pred poskusi na humanih
enterocitih, metode potrebno preveriti in optinmatima ustreznih Zivalskih modelih.
Odlcili smo se, da bomo kot Studijski fizioloSki modgborabili podgano, ki omoga
izolacijo velikega Stevilg&revesnih epitelijskih celic in je po fizioloSkihskmostih prebavne
cevi najbolj podobnaloveku. Na primarni kulturi podganjih enterocitowrbo preko
spremljanja aktivnosti maltaze, saharaze in tkivaesglutaminaze ter Stevila celic, ¢ak
Zivosti in deleza vilusnih enterocitov pkavali vpliv gliadinskega peptidasjus za

katerega je dokazano, da ima pri bolnikih s celeataksicni vpliv.

Eksperimentalno delo bo potekalo v naslednjih kibrak

» odmrznitev predhodno izoliranih epitelijskih cetizkegacrevesa podgane,

» kultiviranje podganjiitrevesnih epitelijskih celic s toksiim gliadinskim peptidom
po predhodno razviti metodi,

» mikroskopsko spremljanje celokupnega Stevila caligpomd@jo Neubauerjeve
Stevne komore, ceélne zivosti s tripanskim modrilom in deleza viluseifiterocitov
glede na njihovo spectino obliko in resasti obrobek,

* priprava celtnega lizata, merjenje koncentracije proteinov padBsrdovi metodi,
merjenje aktivnosti maltaze in saharaze po Dahigvismetodi in merjenje

aktivnosti tkivne transglutaminaze.

Na osnovi rezultatov bomo ocenili, ali ima p&euan gliadinski peptid tok&n winek tudi

na “zdrave” podganje enterocite. Izsledki so ponmerzd prodevanje vpliva gliadinskega
peptida na “zdrave” humangevesne epitelijske celice itrevesne epitelijske celice
bolnikov s celiakijo, kar bo prispevalo tudi k ragw novih terapevstkih pristopov za

zdravljenje bolezni.
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3 MATERIALI'IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 BioloSki material
e 3 odrasle podgane Wistar moSkega spola, staredh®ves povpréno tezo 274,4 g

Podgane so bile hranjene s standardno prehran@dgape (Altromin, Newija) in so
imele vodo ad libitunk. Izpostavljene so bile 12 urnemu ciklu svetlodaé (svetloba
med 7:00 in 19:00) pri temperaturi 22-23°C in 53.& % vlaznosti. Pred usmrtitvijo so
bile 24 ur brez trde hrane, na voljo pa so imelelovoUsmtene so bile v stanju
fizioloSkega mirovanja med 10:30 in 11:40 dopoldaninhalacijo CQ. Evtanazija
poskusnih zivali za izvajanje znanstveno-raziskoegh dela na tkivu predhodno
usmgenih poskusnih Zivali je bila odobrena s stranieviearske uprave RS dne 03. 02.
2009, pod Stevilko 34401-72/2008/4.

3.1.2 Materiali in kemikalije ter priprava delovnih reaggov
* kompletiran RPMI 1640 medij

» fizioloSka raztopina

« NaOH 1M (J.T. Baker, Nizozemska)

* HCI 1M (Merck, Nengija)

* maltoza (Sigma, Netija)

» saharoza (Sigma, Neiya)

* maleinska kislina (Sigma, Neiifa)

« Tris-baza (Fluka Biochemica, Svica)

» standardna raztopina glukoze (Glucose GOD/PAP ke dritanija)
e glukoza-oksidazni reagent (Glucose GOD/PAP, Vellkitanija)
- fosfatni pufer (50 mmol/L, pH 7,0)

- MOPS pufer (50 mmol/L, pH 7,0)

- fenol (11 mmol/L)

- 4-aminofenazon (0,77 mmol/L)

- glukoza-oksidaza>(1,5 kU/L)

- peroksidazax 1,5 kU/L)

« destilirana voda
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EDTA 0,5M (Sigma, ZDA)

Transglutaminase Assay Kit (Sigma, ZDA)

reakcijski pufer

mikrotitrski plo&ici prekriti s kadaverinom — 96 vdolbinic
DTT (1 mol/L)

transglutaminaza (1 U/vialo)

3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) tekibsubstrat
raztopina za prekinitev reakcije

streptavidin — peroksidaza $treptomyces avidinii

PBS-T = fosfatni pufer z 0,005 % TWEEN 20 (SigmBAJ

Priprava 100 mL kompletiranega RPMI 1640 medija

88 mL RPMI 1640 s HEPES-om (Sigma R5886, Minchemiyja)

10 mL FBS (Sigma F4135, ZDA)

1 mL 200 mM raztopine L-glutamina (Sigma G7513, Mien, Neniija)

2 mL raztopine antibiotik/antimikotik, ki vsebuj®@@00 U/mL penicilina, 10 mg/mL
streptomicina in 2mg/mL amfotericina B (Sigma A5955, Minchen, Nija)

100puL 50 nM raztopine 2-merkaptoetanola v FBS (Sigm&bRY, Minchen, Netiija)
100 mg glukoze (Zorka-Sabac, Zagreb, Hrvaska)

Pripravljen kompletiran RPMI medij je potrebno htaw hladilniku.

Priprava fizioloSke raztopine (0,9 % NacCl)

9 g NaCl raztopimo v 1 L destilirane vode.

Pred uporabo je pripravljeno fizioloSko raztopirairpbno avtoklavirati.

3.1.3 Laboratorijski pribor

steklovina:¢aSe 100 mL, merilne ke 100 mL in 250 mL, merilne pipete 10 mL in
50 mL (CELSTAR, Neniija)

injekcijske brizge 10 mL (BD Discardlf Il LS, Spanija)

igle za brizge (FINE-JECT, Neija)

centrifugirke 15 mL (TPP, Svica) in 50 mL (CELLSTARentija)

mikrotitrske plogice z 12 ali 96 vdolbinicami (TPP, Svica)

polnilna pipeta (Midi Plus; BIOHIT, Finska)
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« plasténi nastavki za polnilno pipeto 5 mL, 10 mL (TPP,ic& in 50 mL
(CELLSTAR, Nentija)

* multikanalna pipeta za 8 nastavkov: 10-1Q0(Eppendorf Research pro, Néija)

» avtomatske pipete: 0,5-1Q, 10-100uL, 100-1000uL (Eppendorf, BIOHIT, Finska)

e plastni nastavki za avtomatske pipete (SARSTEDT, Kigh

» krioampule 2 mL (TPP, Svica)

* plastine epruvete z zamaskom (0,5 mL, 1,5 mL in 2,0 rARSTEDT, Nendija)

» stojala za epruvete in centrifugirke

* Neubauerjeva Stevna komorica (BRAND, Nian)

* papirnate brisé&ke, stanievina in parafilm

« laboratorijska halja

« rokavice za enkratno uporabo

*  70% etanol v prsilki

» Skarje

» Stoparica

* plinski gorilnik

3.1.4 Aparature

» laminarij (Variolab Waldner, Netija)

e inkubator (Kendro, Type BB 6060,(Nentija)

e inverzni svetlobni mikroskop (Olympus CKX41, Japkais

« mikroskopski sistem cell R (Olympus 1X81, Japonska)

« digitalni fotoaparat (Olympus C-7070, Japonska)

» mikrotitrski ¢italec Sunrise (Tecan, Grodig, Avstrija)

« mikrotitrski citalec Safiré (Tecan, Grodig, Avstrija)

» centrifuga (Tehtnica, Slovenija)

« stresalnik Environmental Shaker — Incubator ESEI649an, Latvija)
« vibracijsko meSalo Bio Vortex V1 (Biosan, Latvija)

» Dewarjeva posoda s tekin dusikom

» aparat za pripravo ultteste vode (PURELAB classic UF, ELGA)
*  pH meter (Seven Easy METTLER TOLEDO, Kitajska)

* analitska tehtnica (Acculab-Atilon, ZDA)
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3.2 METODE

3.2.1 Zivalski model

Kot Studijski zivalski model za izvedbo eksperinmanéga dela smo uporabili 3 odrasle
podgane. Neposredno po usmrtitvi je bila podgandnzeta sluz, ozk@revo in Siroko
¢revo. Ta del eksperimenta je opravilo usposoblijeosebje v Medicinskem
eksperimentalnem centru (MEC) InStituta za pat@olgyiF UL. Nadaljnje delo je potekalo
v celicnem laboratoriju Katedre za klimo biokemijo na Fakulteti za farmacijo v
Ljubljani, kjer je bila opravljena izolacija hetgrenih celic iz epitelija ozkega in Sirokega
¢revesa podgan, izolacija enterocitov iz sluzi ozkégevesa ter priprava heterogenih
primarnih kultur. Glede na zaporedije izolacij st¢e lpridobljene suspenzije epitelijskih
celic ozn&ene po vrstnem redu in sicer kultura 1 za prvo padgkultura 2 za drugo in
kultura 3 za tretjo podgano. Primarne kulture slazkega in Sirokegé&evesa so bile nato
zamrznjene v tek@m dusiku. Postopek izolacije in zamrznitve podidagpitelijskih celic

v tekatem dusiku je izvedla predhodna raziskovalna skup{88)

3.2.2 Postopek odmrzovanja podganijih epitelijskih celic

1) Krioampule z epitelijskimi celicami ozkeg&evesa podgan smo vzeli iz t€kga
dusSika in v vsako dodali 1,0 mL sveZega kompleggenRPMI medija (37°C).

2) Ob rahlem stresanju smo krioampule inkubirali ndC37da se je njihova vsebina
stalila.

3) Ko so bhile cekkne kulture odtaljene, smo jih s pipeto iz krioamgtro (zaradi
prisotnosti citotoksinega DMSO) prenesli v centrifugirke. Krioampule sspoali Se z
1,0 mL sveZzega kompletiranega RPMI medija (37°@),stho kvantitativno prenesli
celicno kulturo in v centrifugirko dodali Se 8,0 mL sega kompletiranega RPMI
medija (37°C), da smo razrm@ll DMSO.

4) Centrifugirke smo centrifugirali 10 min pri 1200ayih/min.

5) Odlili in zavrgli smo supernatant. Sedimentu cgde smo dodali 2,0 mL sveZzega
kompletiranega RPMI medija (37°C), ga resuspendiral homogeno suspenzijo
prenesli na mikrotitrsko plé&o ter dodali primeren volumen sveZzega komple&gan
RPMI medija (10 mL).
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3.2.3 Kultiviranje podganjih epitelijskih celic

Izolirane epitelijske celice podganjega ozkégavesa smo kultivirali po metodi, ki so jo
razvili v predhodnih poizkusih. (48, 49) Pokeek mikrotitrske plo&e, na kateri smo imeli
heterogene primarne suspenzijske kulture podgamitelijskih celic, smo razkuzili nad
plamenom, samo plé8 pa obrisali z etanolom in jo pokrito postavilplinski inkubator.
Kultiviranje je potekalo pri temperaturi 37 + 1°Catmosferi z visoko vlaznostjo inB)

% vsebnostjo C® Celicne kulture smo en dan pustili v inkubatorju, dassadaptirale ter
jih nato pogledali pod svetlobnim mikroskopom. Umadli smo, da so celice pregoste (10
celic/mL) in da jih je Se veliko zdruzenih v skupkBodali smo nekaj svezega
kompletiranega RPMI medija, da smo celice ragienh suspenzije celic prenesli na nova
goji&ka. Celtne kulture smo ponovno postavili v inkubator zau24da so se nerazgrajeni
delci tkiva posedli na dno ter so se celice spstitkiva. Pri pipetiranju smo se delcem
tkiva nato izognili in bolji¢iste suspenzije celic Se enkrat prenesli na noyiacgo Celice
smo pogledali pod mikroskopom in ugotovili, da sdwsegli ustrezno gostoto celic £10

celic/mL) in da je ostankov tkiva manj.

Preglednica 2 Shema kultiviranja podganijih epitelijskih celic makrotitrskih plogicah.

Kultura 1 Kultura 2 Kultura 3
Brez peptida Brez peptida Brez peptida
Oh, 24h, 48h, 72h, 96h0h, 24h, 48h, 72h, 96nh0h, 24h, 48h, 72h, 96h
Kultura 1 Kultura 2 Kultura 3
P 200 P 200 P 200
Oh, 24h, 48h, 72h, 96n0h, 24h, 48h, 72h, 96h0h, 24h, 48h, 72h, 96h
Kultura 1 Kultura 2 Kultura 3
P 300 P 300 P 300
Oh, 24h, 48h, 72h, 96h0h, 24h, 48h, 72h, 96nh0h, 24h, 48h, 72h, 96h

Vsako osnovno cealno kulturo (12 mL) smo razdelili na tri enake dple 4 mL. Dodali
smo sintetini gliadinski peptid pi_43 v dveh razknih koncentracijah 20@g/mL in 300
pug/mL (kulture smo ozrdi kot P 200in P 300, del vsake kulture (4 mL) pa smo
kultivirali brez peptida (oznakBrez). Tacas smo ozndli kot ¢as né. Celicne kulture smo
nato spremljali tokom 96 urnega kultiviranja. lake kulture smo odvzeli po en vzorec ob
¢asu Oh, 24h, 48h, 72h in 96h, tako da je bilo otlhizskupno 45 vzorce\Rreglednica 2
prikazuje shemo kultiviranja na mikrotitrskih pbogah.

Sinteteni gliadinski peptidps;—43 (H — LGQQQPFPPQQPY — OH - HCI) sestavlja
trinajst aminokislin, oznaka_.43 pa ozndéuje mesto tega peptida v gliadinu.
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Kot medij za kultiviranje podganjilirevesnih epitelijskih celic smo uporabili komplatir
RPMI 1640. Svez medij je intenzivno t@ebarve, po spremembi pH (pH medija pade) pa
se medij razbarva in postatebulno rdé oziroma rumenkast. Sprememba barve kaZze na
iztroSenost medija ali na moznost okuzbecdoeikulture, zato je kulturi potrebno dodati
nekaj svezega medija ali zamenjati medij po postopknjave medija (pasaza). (90)
Izolirani podganji enterociti imajo najug reprodukcijski potencial v prvin-& dneh. Za
njihovo uspesno rast je kijnega pomena gostota celic v kulturi, ki ne sme péivelika

(ne ve& kot 1¢ celic/mL), prav tako pa ne premajhna (ne manj k@t celic/mL). V
primeru prevelikega Stevila celic lahko dodamo nekeezega medija ali pa vsebino
mikrotitrske ploge razdelimo na dva dela in nato k vsakemu dodared swedij.Ce je
gostota celic premajhna, je potrebno celice kuliviv manjSem volumnu medija. To
naredimo tako, da kulturo centrifugiramo, medij igeho, usedlino celic pa
resuspendiramo v ustrezno manjSem volumnu medikaliaro nasadimo na mikrotitrsko

ploXo z manjSimi vdolbinicami.

3.2.4 Spremljanje Stevila celic, deleza enterocitov inli¢ee Zzivosti s

tripanskim modrilom
S pomgajo tripanskega modrila in mikroskopa smo d@llb delez vilusnih enterocitov in
celicno zivost ter Steli celice v ceéhih kulturah, z in brez gliadinskega peptida. Naarezl
parametre smo daddi takoj po dodatku gliadinskega peptidaa$ 0) in jih nato spremljali
tokom celotnega kultiviranja, na vsakih 24 ur (ph 28, 72 in 96 urah). Izvedli pa smo
tudi slikanje celic v cetinih kulturah.
Metoda s tripanskim modrilom temelji na dejstvu,j@ari Zivi celici integriteta membrane
ohranjena, zaradiesar je prepken vstop barvila v notranjost celice in celica seobarva,
ampak ostane svetla in pri vrtenju mikro vijaka m&roskopu rahlo zasveti. Pri mrtvi
celici se integriteta membrane porusi, zato baraldko prodre v notranjost celice in celica
se obarva modro. Tripansko modrilo je t@k&l, zato mu celice ne smejo biti predolgo
izpostavljene (najwe 3-5 minut), saj v tem primeru pride do tenja Zivih celic, kar
povzrai prevzem barvila tudi v te celice. (91) Pri Stegelic in oceni cefine zivosti s
tripanskim modrilom smo uporabili Neubauerjevo &wvkomorico. To je steklena
ploXica z dvema Stevnima pk#dma, ki imata nat&no vgravirano mrezico s

standardizirano velikostjo kvadratkov. TakSna nuaZje sestavljena iz devetih &jié
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kvadratov, velikosti 1 mm x 1 mm. Neubauerjevo Btevkomorico in mrezico
Neubauerjeve komorice prikazuje Slika 6.

Za vsakodnevno pregledovanije celic smo uporahikiitmi svetlobni mikroskop (Olympus
CKX41). Ta tip mikroskopa omoga direktno opazovanje celic v posodi, v kateriggst
saj so objektivi namegni pod mizico in zato viSina posode ne ovira i@m&inja slike.
Preparat je osvetlien od zgoraj. Uporabljen invertikroskop je hkrati tudi
faznokontrastni mikroskop, saj omagoopazovanje celinih struktur, ne da bi bilo celice
potrebno barvati. Struktura, ki je ofpib gostejSa, je na sliki videti temnejSa. (Fl)kanje
celic smo izvedli na kompleksnejSem mikroskopskéstesiu Cell R (Olympus 1X81), ki
je ra&unalnisko voden mikroskop z digitalizacijo slike.

,,,,,,,,,,,
|  Tiefece | 1 /W 1|  Phoven

nnnnnnnnnn

(b)

Slika 6: Mrezica Neubauerjeve komorice in Neubauerjeva st&amorica.

Postopek dela
1) Celiéno kulturo smo pred odvzemom iz vdolbinice na mikreki plo&ici temeljito

premesali s pipetiranjem, da smo pripra#ih bolj homogeno suspenzijo celic.

2) V plastino epruveto z zamaskom (V=0,5 mL) smo prenesli R@ripanskega modrila
in 20 puL celéne kulture.Ce ocenimo, da je gostota celic za Stetje prevelied kot
nekaj deset celic na polje Neubauerjeve Stevne kioe)oje kulturo potrebno rédi s
kompletiranim RPMI medijem za dalen faktor razregtve.

3) Suspenzijo celic in barvila smo temeljito homogeaizs pipeto.

4) V enega izmed Stevnih prostorov Neubauerjeve kara@mo s pipeto nanesli 10 pL
pripravljene obarvane suspenzije celic, tako da sasiavek pipete prislonili na rob

krovnega stekelca, ki smo ga fiksirali z drugo rakopasasi iztisnili vsebino iz
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nastavka, kot prikazuje Slika 6. Vdolbinica se sarapolni zaradi delovanja kapilarnih
sil, ki potegnejo suspenzijo v Stevni prostor.

5) V komorici smo Steli celice pod 200 x p@awo v Stirih stanskih poljih (S1, S2, S3,
S4)mreZice, od katerih ima vsak povrsino 1 fn@im hitreje smo loeno presteli vse
mrtve in zive celice ter diferencirane vilusne eotge.

6) Iz spodnjih en&b smo izréunali celokupno Stevilo celic/mL kulture, odstoteivih

celic in delez vilusnih enterocitov.

Enacba 1. Izracun celokupnega Stevila celic/mL kulture.

Stevilo celic/mL =n x f x 1¢*
F\ = (n1+n2+n3+n4)/4

(F\: povpreéno $tevilo prestetih celic v polju povr§ine 1 famy, n,, ng, n, = Stevilo celic v posameznem
stranskem polju Neubauerjeve Stevne komorice, faktof redenja osnovne celne kulture (v naSem
primeru je faktor regenja 1, ker cefine kulture nismo reili), 10* = faktor potreben za prefanavanje
Stevila celic na 1 mL (velikost enega stranskegifage 1 mmX1 mm in debelina sloja med mrezico ter

krovnim stekelcem je natanko 0,1 mm, torej je vadarn enem polju IHmL))

Enacba 2: Izracun cel‘ne zivosti (odstotek zivih celic).

povprecnatevilozivih celicnapolje
povprecnatevilovsehcelicnapolje

celicna zivost (%) :( jXIOO
Enaéba 3: Izracun deleza vilusnih enterocitov.

povprecnatevilovilusnihenterocitovnapolje
povprecnatevilovsehcelicnapolje

delez vilusnih enterocitov (%) E jXIOO

3.2.5 Priprava cel¢nega lizata

Vsa merjenja, kjer smo kot vzorec potrebovali lizslic (dol@anje koncentracije
proteinov ter aktivnosti maltaze, saharaze in t&iwansglutaminaze), smo izvedli hkrati
po kortanem kultiviranju podganjih epitelijskih celic ogjecrevesa. Cetine lizate smo
pripravijali vsak dan sproti iz vzorcev, odvzetih kultur podganjih epitelijskih celic, ki
smo jih kultivirali brez gliadinskega peptida inlku podganjih epitelijskih celic, ki smo
jim dodali gliadinski peptid, olgasu O (takoj po dodatku gliadinskega peptida) ito na
vsakih 24 ur (po 24, 48, 72 in 96 urah). Do izvedieritev smo cetne lizate hranili v

zamrzovalniku pri -20°C.
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Postopek deta
1) Celicno kulturo smo pred odvzemom iz vdolbinice na nikreki ploXi

homogenizirali s pipetiranjem in nato del kultu@®@ L) prenesli v centrifugirko ter
centrifugirali 10 min pri 1200 vrtljajih/min.

2) Supernatant smo odpipetirali ter spravili za nagelgnalize v medij sprégnih snovi.

3) K sedimentu smo dodali 10 mL fizioloSke raztopinga resuspendirali.

4) Centrifugirke smo centrifugirali 10 min pri 1200ajih/min.

5) Supernatant smo odlili in ga zavrgli, k sedimentu gmo ponovno dodali 10 mL
fizioloSke raztopine in ga resuspendirali.

6) Centrifugirke smo ponovno centrifugirali 10 min A&00 vrtljajih/min.

7) Dobili smo bister, brezbarven supernatant, ki smaoodlili ter zavrgli, preostanek
fizioloSke raztopine nad sedimentom pa smo prevatigiranili s pipetiranjem.

8) Sediment smo resuspendirali v 750 pL destilirargevo

9) Homogeno suspenzijo celic smo iz centrifugirke psiinv plastino epruveto z
zamaskom (V=1,5 mL) in jo ustrezno ozilia

10)Epruveto smo za 30 minut zamrznili na -20°C. Nam $o 5 minut odtajali na 37°C in
ponovno zamrznili na -20°C. Tako je bil lizat papljen in do uporabe smo ga hranili
v zamrzovalniku, zmrznjenega na -20°C.

11)Pred uporabo smo cétie lizate odtajali ter jih tik pred vsakim pipetijam in
nanaSanjem na mikrotitrsko pt@s temeljito homogenizirali z meSanjem na

vibracijskem mesalu.

3.2.6 Merjenje koncentracije proteinov po Bradfordovi noeti

Aktivnosti encimov smo izrazili na g proteinov, aaje bilo potrebno doloti tudi
koncentracijo proteinov v céhih kulturah. Koncentracije proteinov smo merilc@licnih
lizatih z Bradfordovo metodo, ki je uporabna zaodeVanje koncentracij proteinov v
vzorcu od 100 do 1500 pg/mL, z Micro izvedbo p&tatolatamo tudi koncentracije od 1
do 25 pg/mL. Metoda temelji na principu vezave bar€oomassie Brilliant Blue G-250 v
kislem na bazine in aromatske aminokisline proteinov (arginirgini in histidin).
Posledica te vezave je sprememba barve reagertete (protonirana oblika) v modro oz.
zeleno (neprotonirana, anionska oblika), odvisndkodcentracije proteinov, s tem pa se
premakne valovna dolzina absorpcijskega maksimuaraild iz 465 nm na 595 nm.

Intenzivnost obarvanosti raztopine po nastanku Keksa barvilo-protein oziroma
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absorbanca, ki jo izmerimo pri 595 nm, je sorazradwncentraciji proteinov v vzorcda
merjenje koncentracije proteinov smo uporabili Téteotein Kit, Micro (Sigma TP0100,
Nemgija). (90, 92).

3.2.7 Merjenje aktivnhosti maltaze in saharaze po Dahlgeg metodi
Speciféno aktivnost maltaze in saharaze v @eim lizatu smo dol@li z metodo po
Dahlqgvistu, ki temeljna hitrosti nastajanja produkta — glukoze iz dodarsubstrata. (93)
Celicnemu lizatu smo tako dodali speéén substrat (maltozo oziroma saharozo), ki ga je
encim (maltaza oziroma saharazagetgoretvarjati v glukozo. Po dalenemcasu smo
delovanje encima na substrat ustavili in @didkoli ¢ino nastalega produkta. Prekinitev
reakcije smo dosegli z dodatkom Tris-HCI pufra,gki je vseboval TGO reagent (Tris
Glukoza-Oksidazni reagent). Keéimo sprogene glukoze smo daldi z glukoza-
oksidazno metodo, ki je potekla v dveh stopnjalpr¥M stopniji (reakcija 1) smo glukozo s
pomaijo encima glukoza-oksidaza (GOD) oksidirali v glok&o kislino in vodikov
peroksid. V drugi stopnji (reakcija Il) smo pretilovodikov peroksid s pom&o ustreznih

reagentov in encima peroksidaze (POD) v obarvadyito(kinonimin).

GOD
l. glukoza + @+ H,O — > glukonska kislina +®3

POD
II. 2 HO,+ fenol + 4-aminofenazon + fenol———— kinonimin + 4 D

Obarvan produkt (kinonimin) smo daib spektrofotometitno z merjenjem absorbance

pri valovni dolzini 505 nm.

Postopek dela

1) Pripravili smo maleatni pufer, tako da smo 1,16aamske kisline raztopili v 15,3 mL
1M NaOH, redili z destilirano vodo do 100 mL in uravnali pH 6.

2) 20,16 mg maltoze smo raztopili v 1 mL maleatnedgaapin dobili raztopino maltoze s
koncentracijo 0,0056 mol/L. 19,15 mg saharoze smtopili v 1 mL maleatnega pufra
in dobili raztopino saharoze s koncentracijo 0,00%/L.

3) Na prozorno mikrotitrsko pl@&co s 96 vdolbinicami smo nanesli po 50 vzorca
(celicnega lizata kultur) v 5 paralelkah.

4) Za vzokno slepo vrednost smo v eno paralelko vzorca dddaliL destilirane vode.

5) Zareagedno slepo vrednost smo nanesli 60 pL destiliraneewotteh paralelkah.

6) V vdolbinico za standard smo nanesli 10 pL deatlkr vode v treh paralelkah.

31



TjaSa Rajh

Diplomska naloga

7) Mikrotitrsko plo&ico smo nato za 10 min postavili v inkubator na@7da je potekla

ekvilibracija. Medtem smo pripravili standardnotgzno glukoze s koncentracijo 0,1

mg/mL, tako da smo 1 volumski del glukoznega stedwla koncentracijo 1 mg/mL, ki

je bil prisoten v setu, rédi z 9 volumskimi deli destilirane vode.

8) V vdolbinico za standard smo v treh paralelkah t08@ pL standardne raztopine

glukoze s koncentracijo 0,1 mg/mL.

9) V dve paralelki vzorca smo dodali 10 pL raztopinaltoze, v drugi dve paralelki

vzorca pa 10 pL raztopine saharoze.

10)Vsebino vdolbinic na mikrotitrski plé§smo previdno premesali in mikrotitrsko ptos
inkubirali 60 minut pri 37°C.
11)Pripravili smo Tris-HCI pufer s koncentracijo 0,®Mth., tako da smo 15,25 g Tris-baze

raztopili v 110 mL 1M HCI, z destilirano vodo @l do 250 mL ter uravnali pH na

7,0. 2 volumska dela Tris-HCI pufra smo nato zme&dl volumskim delom glukoza-

oksidaznega reagenta (ze pripravijen v glukoznem) se dobili TGO reagent.

12)V vsako vdolbinico smo dodali 100 pL TGO reagestgoremesali, tako da smo s prsti

rahlo potolkli po plo8&ici.

13)Pripravljeno mikrotitrsko pla® smo inkubirali 60 minut pri 37°C.

14)Z mikrotitrskim ¢italcem smo izmerili absorbanco pri valovni dolZs@5 nm.

Postopek dela in nanaSanja na mikrotitrskoquq®ikazuje Preglednica 3.

Preglednica 3 Postopek dela za merjenje spetié aktivnosti maltaze in saharaze v &sdim lizatu.

Reageréna Standard Vzoréna Vzorec Vzorec
slepa slepa (za maltazo) (za saharazo)
Mesto na mikrotitrski plas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
H,O (uL) 60 60 60 10 10 1Q 10 - - - -
Vzorec (iL) - - - - - - 50 50 50 05 50
Ekvilibracija 10 minut pri 37°C.
Glukozni standardul.) - - - 50 50 50 - - - - -
Substrat L) S S . 10 10 10 10
(maltoza ali saharoza)
Previdno premeSamo in inkubiram@no 60 minut pri 37°C.
TGO reagentyl) 100 100 100 100 100 10Q 100 100 100 10100

PremeSamo in inkubiramo 60 minut pri 37°C. Izmerehsorbanco pri 505 nm.

Speciféno aktivnost maltaze in saharaze v @eh lizatih smo izraunali po spodaj

navedeni formuli.
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Ena¢ba 4: Izracun speciftne aktivnosti maltaze oziroma saharaze.

('i'ivz:‘r;&ggwos@ SO |U/g proteinov

(A,; = absorbanca vzorca, A = absorbanca vzoéne slepe, A = absorbanca standarda; A& absorbanca

reagekine slepe, d = re&itev homogenata (=1), t &s prve inkubacije v minutah (=60), p = koncenjeaci
proteinov v homogenatu (g/L), M = molekulska mak#kagze (=180), g = 5t. molekul glukoze, ki nastanej
pri hidrolizi substrata (pri maltazi 2, pri saharay, 10 =faktor pretvorbe mg v g proteinov, mmojwnol in

razreditev standarda)

3.2.8 Merjenje aktivnosti tkivne transglutaminaze

Za merjenje specifne aktivnosti tkivne transglutaminaze (TG2) v @ah lizatih smo
uporabili Transglutaminase Assay Kit (Sigma CS10ZIA). Merjenje specifine
aktivnosti je temeljilo na katalitni aktivnosti TG2 pri tvorbi kovalentne vezi medpto
aminsko skupino kadaverina ipkarboksamidno skupino biotina. Kadaverin je bil
kovalentno vezan na povrSino mikrotitrske glog, ki je bila prilozena setu, biotin-
TVQQEL-OH substrat pa se nahajal v reakcijskem ypufri reakciji je prislo do vezave
biotina na kadaverin na povrsini mikrotitrske @icg. Nevezani biotin smo odstranili tako,
da smo vdolbinice na plé€i sprali z ultr&isto vodo. Koléino vezanega biotina, ki je
proporcionalna kodini aktivne TG2 v celinem lizatu, pa smo daldi v naslednjem
koraku z uporabo konjugata streptavidin — peroksida TMB substrata. Streptavidin ima
veliko afiniteto do biotina in se je nanj vezal@@ ma&no nekovalentno vezjo. Nevezani
konjugat streptavidin — peroksidaza smo odstr&ailo, da smo vdolbinice na mikrotitrski
plo&ici sprali s fosfatnim pufrom (PBS-T). Keélho vezanega streptavidina pa smo
dolccili z dodatkom TMB, ki je substrat za peroksidazded reakcijo je encim
peroksidaza deloval na TMB substrat in ga pretwomhodro obarvan produkt (oksidiran
TMB). Po nekaj minutah smo razvoj barve prekindka, da smo dodali raztopino za
prekinitev reakcije in vsebina vdolbinic na miktctki plogi je postala rumene barve. Z
mikrotitrskim ¢italcem smo izmerili absorbanco pri 450 nm. Izmeajeabsorbanca je
proporcionalna kotini vezanega biotina in s tem tudi kofi aktivhe TG2 v cetinem
lizatu. (94)

Postopek dela in nanaSanja na mikrotitrskoquq®ikazuje Preglednica 4.
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Postopek deta
1) Plogico s kadaverinom smo vzeli iz zamrzovalnika intpisla se je segrela na sobno

temperaturo.

2) Pripravili smo osnovno raztopino transglutamind&emesali smo gL 1M DTT, 1 uL
0,5M EDTA in 494 pL ultraiste vode ter v 0,5 mL pripravljene raztopine ragto
vsebino ene viale transglutaminaze.

3) 1 uL osnovne raztopine transglutaminaze smo nato pdztol mL ultrtiste vode ter
dobili raztopino za pozitivho kontrolo, v kateri lpla kortna koncentracija encima 2
muU/mL.

4) Pripravili smo reakcijsko meSanico. Za en vzorec p@trebno zmesSati 1QL
reakcijskega pufra, &L 1M DTT in 40 pL ultragiste vode, tako da smo si glede na
Stevilo vzorcev prekainali kolikSen volumen reakcijske meSanice potreindg.

5) Na plo%ico smo nanesli 5(L vzorca (ceknega lizata kultur) v dveh paralelkah.

6) Za reage&no slepo vrednost smo naneslijf@0ultraciste vode v treh paralelkah.

7) V vdolbinico za pozitivno kontrolo smo nanesli pD raztopine za pozitivho kontrolo
v treh paralelkah.

8) V vsako vdolbinico smo dodali 5QL reakcijske meSanice ter vsebino vdolbinic
premesali, tako da smo s prsti rahlo potolkli paspcti.

9) Plo&ico smo inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi.

10)Med inkubacijo smo si pripravili konjugat streptdivi — peroksidaza. Vsebino ene
viale streptavidin — peroksidaze smo raztopili VO 3L ultraciste vode in dobili
osnovno raztopino streptavidin — peroksidaze, kb gm nato pomesSali s PBS-T
pufrom. Za en vzorec je potrebno pomesati |il,1osnovne raztopine streptavidin —
peroksidaze in 10QuL PBS-T pufra, tako da smo si glede na Stevilo egor
preraunali kolikSen volumen konjugata streptavidin —gksidaza potrebujemo.

11)Po korgani inkubaciji smo vse vdolbinice 3x sprali z utisdo vodo.

12)V vsako vdolbinico smo dodali 1Q0. konjugata streptavidin — peroksidaza (korak 10)
in mikrotitrsko plosgico inkubirali 20 minut pri sobni temperaturi.

13)Vse vdolbinice smo 3x sprali z 2@Q PBS-T pufra.

14)V vsako vdolbinico smo nato dodali 2. TMB teko¢ega substrata in pl&igo
inkubirali 3 minute pri sobni temperaturi.

15)Razvoj barve smo prekinili tako, da smo v vsakollihico dodali 10QuL raztopine za

prekinitev reakcije (Stop Solution).
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16)Z mikrotitrskim ¢italcem smo izmerili absorbanco pri valovni dolz&0 nm.

Preglednica 4 Postopek dela za merjenje spetié aktivnosti tkivne transglutaminaze v éeéim lizatu.

Reageréna Pozitivna kontrola Vzorec
slepa
Mesto na mikrotitrski plas 1 2 3 4 5 6 7 8
H,O (uL) 50 50 50 - - - - -
Raztopina za pozitivho
kontrolo (L) T 50 50 50 i i
Vzorec (L) - - - - - - 50 50
Reakcijska meSanical() 50 50 50 50 50 50 50 50
Inkubiramo 15 - 30 minut pri sobni temperaturi Btmsperemo vse vdolbinice 3x z uisio
vodo.
Konjugat streptavidin - | 4144 109 100 100 100 100 100 100
peroksidazay(l)
Inkubiramo 20 minut pri sobni temperaturi in napesemo vse vdolbinice z 2QQ PBS-T
pufra (najve 3x).
TBM tekosi substrat L) 200 200 200 200 200 200 200 200
Inkubiramo 1 - 3 minute pri sobni temperaturi.
Raztopina za prekinitev | 44 199 100 100 100 100 100 100
reakcije (1L)
Izmerimo absorbanco pri 450 nm.

Speciféno aktivnost tkivne transglutaminaze v ¢eih lizatih smo izraunali po spodaj

navedeni formuli.

Enadba 5: Izracun speciitne aktivnosti tkivhe transglutaminaze.
(sz— Asl) % Cok _
(Apk—As) Cp

(A, = absorbanca vzorca,qA= absorbanca reagéme slepe, # = absorbanca pozitivne kontroley G

...... IU /g proteinov

aktivnost transglutaminaze v raztopini pozitivnenkole (= 2 muU/mL), g = koncentracija proteinov v

vzorcu (g/L))

Aktivnosti maltaze, saharaze in tkivne transgluteame smo izrazili kot spedaifie
aktivnosti 1U/g proteinov, kjer je IU kataliha aktivnost encima, ki v 1 minuti razgradi 1
pnmol substrata pri standardnih pogojih (37°C, p®i6,pri 0,1 M koncentraciji substrata).
* [U je mednarodna enota (International Unit).

3.2.9 Statistne metode za analizo rezultatov

Za obdelavo rezultatov smo uporabili statiséi funkcije programa SPSS (enofaktorska
anova) ter statistne funkcije programa Microsoft Office Excel 200%¢dtranski parni t-
test). Pri obeh testih smo upostevali 5 % tveganje
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Nas cilj je bil proditi vpliv toksicnega peptida glutenaus na epitelijske celice ozkega
crevesa podgam vitro. Pomembno je, da se pri pripravi primarnih suspgkil kultur
crevesnih epitelijskih celi€¢im bolj priblizamo dejanskim fizioloSkim pogojem39) Za
kultiviranje podganjih epitelijskih celic smo upbikh metodo, ki je bila v preteklih
Studijah Ze preizkuSena na misih in je primern&utyviranje ¢revesnih epitelijskih celic v
ustreznem hranilnem mediju skozi dal&sovno obdobje. (95) Za razSiritev poizkusov, ki
zahtevajo v&i vzorec celic, smo metodo prenesli iz miSjih nadganje crevesne

epitelijske celice.

4.1 KULTIVIRANJE PRIMARNIH KULTUR PODGANJIH
EPITELIJSKIH CELIC Z GLIADINSKIM PEPTIDOM p 31.43

Primarne suspenzijske kulture epitelijskih celikegacrevesa podgane Ze na pogled niso
bile povsem bistre. V njih smo opazili svetlo, lebdl suspenzijo, v kateri so bili
najverjetneje prisotni nerazgrajeni kks vezivnega tkiva. Celice se nanyrekljub

veckratnem redenju, niso povsem sprostile iz tkiva, kar smo olpdadi pri pregledu

kultur pod invertnim svetlobnim mikroskopom.

Slika 7: Kulture ¢revesnih epitelijskih celic. Na sliki A sta z b@lo§ico oznaena diferencirana vilusna
enterocita, ki imata zr@no stebrirasto obliko, apikalni del pa prekrivajo Stevilneknaresice, ki dajejo pod
mikroskopom krtéast videz (oranZna pdga). Na sliki B sta s pdico oznaena dva zdruzena diferencirana
vilusna enterocita. (Mikroskopski sistem cell Ryr@bus 1X81; 1000 x povava)

Pri mikroskopiranju cetinih kultur ozkegarevesa podgane smo ugotovili, da je prisotna
meSana populacija epitelijskin celic, saj so bikdice heterogene, raziiih oblik in
velikosti. Po znéilni stebricasti obliki in resastem obrobku na apikalni streglice smo
prepoznali diferencirane vilusne enterocite. Viiusnterociti imajo teznjo po zdruzevanju

36



TjaSa Rajh Diplomska naloga

in tvorbi enoskladnega epitelija, zato smo v kwturopazili po dva zdruzena vilusna
enterocita - "dvaika" (Slika 7). Ostalih celic nismo identificirabpazovali pa smo razlike

v velikosti celic. Prisotne so bile najverjetnegcaSaste, enteroendokrine, Panethove in
izvorne celice ter prehodne celice vseh Stirih daan diferenciranih cetnih linij na

razlicnih stopnjah diferenciacije.

Slika 8 Obarvani "oblaki" mukusa na povrsini kultur (barvanje s
PAS metodo), v katere so ujeti delci odmrlih c€Bb&)
(Inverzni svetlobni mikroskop Olympus CKX41; 40pove‘ava)

£
» !

L g ¢ ]

¥ £t T, el ) Lo S

Tokom kultiviranja smo pod mikroskopom opazili kelitemne "obl&ke", ki so lebdeli na

povrsSini celéne kulture. (Slika 8) 1z rezultatov predhodnih skav smo sklepali, da je to
mukus, ki ga izléajo caSaste celice. (95) S tem smo posredno potrdilomp prisotnost v

kulturi ter njihovo aktivnost med kultiviranjem. dekkih mukusa so bili ujeti deki

odmrlih celic, ki zaradi svoje lahkosti splavajop@rsino.

Slika 9: Odmiranje epitelijskih celic ozkegaevesa po treh dneh kultiviranja v kulturi brez pep. Z belo
pu&ico sta oznédena deformirana vilusna enterocita, ki Ze imatandepoSkodovano integriteto cétlie
membrane, resasta povrSina na apikalnem delu cglicge Se ohranjena. Tudi celica ozZeaa z oranzno
pu&ico je Ze delno deformirana in jecaa izgubljati svojo obliko. Rumena pica pa prikazuje fragmente
razpadlih celic. (Mikroskopski sistem cell R, OlyreapX81; 1000 x povava)

Po nekaj dneh kultiviranja smo opazili, da so nekatilusni enterociti in tudi ostale
epitelijske celice v kulturi Ze Zale propadati. Pri enterocitih je priSlo do defocijea
zn&ilne stebréaste oblike celice, vendar je bila Se vedno opazsasta povrSina na
apikalnem delu enterocitov, zato smo jih Se vedikd prepoznali. Prisotni so bili tudi
Stevilni fragmenti propadlih epitelijskih celic, lm® pa so bile v notranjosti Ze

granulirane. (Slika 9) Epitelijske celicérevesa imajo naméetudi in vivo kratko
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zivljenjsko dobo. (72) Pri izolaciji so bile polegdiferenciranih prekurzorskih celic, ki so
bile Se v z&etni fazi zivljenjskega cikla, verjetno zajete tkaincno diferencirane celice,
ki so bile Ze tik pred razpadom. Zato smo v kuhupmleg lepo oblikovanih celic, lahko
opazili tudi Ze delno razpadle celice. Znotraj @6aga kultiviranja nismo opazili ztiénih
razlik v morfologiji celic med kulturami s peptidom kulturami brez peptida. Gliadinski
peptid torej ni imel vgega vpliva na morfologijo celic, saj smo propa@aoglic opazili
tako v kulturah brez dodanega gliadinskega pepkiotay kulturah z dodanim peptidom.
Po 96 urah kultiviranja smo v #@ai kultur opazili spremembo Zatne rdée obarvanosti
medija v motno rumenkasto. Sprememba barve je |glistedica izrpanosti medija (pH
medija pade), lahko pa jo povZio delkki tkiva, ki ostanejo v kulturi po izolaciji celid/
dekkih tkiva se z#&ne proces nekroze, ki lahko spremeni pH in s temvdoanedija.
Najverjetneje pa je bil vzrok za spremembo barvelifagorisotnostérevesnih bakterij v
kulturah, ki se ob premajhni koncentraciji Ab/Amiroma njegovi izrabi lahko namnozijo
ter iztroSijo medij. Do kontaminacije je lahko poigudi v osnovnih kulturah ali ze med
postopkom izolacije. Tudi pod mikroskopom smo vtlkrdh opazili Stevilne drobne
migetaja@e ¢rne "pikice”, ki so bile najverjetneje bakterijei Belu s podganjim modelom
lahko sicer izoliramo wge Stevilo epitelijskih celic, vendar je prisotridi ve: ¢revesnih
bakterij. V nadaljnjih raziskavah bi zato bilo seiso uporabiti viSjo koncentracijo Ab/Am

ali izbrati optimalnejSo kombinacijo Ab/Am, da bigpreili razrast mikroorganizmov.

4.2 SPREMLJANJE VPLIVA GLIADINSKEGA PEPTIDA psia3 NA
STEVILO CELIC, ZIVOST CELIC IN DELEZ VILUSNIH
ENTEROCITOV

Stevilo celic/mL kulture, cetno Zivost (delez Zivih celic) in delez diferencitanwilusnih
enterocitov v kulturah smo ddlali s pomajo tripanskega modrila in Neubauerjeve Stevne
komorice pod 200 x povavo inverznega svetlobnega mikroskopa. Delez etitekosmo
izracunali glede na Stevilo vseh celic v posamezni hamogeletni kulturi. Zaradi
prisotnosti velike koliine drobirja ter majhnih k@&ov tkiva, ki jih je bilo tezko I¢iti od

celic, je bilo Stetje in opazovanje celic zelo skiivno.

Preglednica 5 in Graf 1 prikazujeta povpre Stevilo vseh celic/mL kulture, posebej za
kulture brez dodanega peptida, kulture z dodanilgdgiskim peptidom v koncentraciji
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200 pg/mL (P 200) in kulture z dodanim gliadinskim pelpin v koncentraciji 30Q.g/mL
(P 300) tokom 96 urnega kultiviranja.

Preglednica 5 Povpreje Stevila celic/mL v treh kulturah brez peptidatreh kulturah P 200 in v treh

kulturah P 300 tokom 96 urnega kultiviranja podghargpitelijskih celic ozkegérevesa.ﬂ p(TO) predstavlja
p vrednosti parnega t-testacasu kultiviranja izra@unane glede na zZatno vrednost obasu O ur.

POVPRECNO STEVILO CELIC/mL + SD

Cas
(ure)
0 6,23 +1,1%10° | p(TO) | 577 £35%10° p(TO) | 517 £3,1%10° p (TO)

Brez peptida P 200 P 300

24 510+1,7%10° 0,0705| 4,23+3,4410° | 0,1709 | 4,50 +2,9%10° = 0,0310

48 7,33+0,9x10°  0,1454 | 7,57 +2,83%10° @ 0,0591| 6,83+2,3%10° | 0,1502

72 11,10 + 2,4x10° 0,0213| 9,87 +2,3%10°  0,0547 | 10,53 +2,6x10° = 0,0555

96 9,83+3,4%10° | 0,3091 | 13,07 +5,4%10°  0,2133| 10,63 +3,7%10° 0,2916

Graf 1: Spremljanje povpinega Stevila celic/mL kulture tokom 96 urnega kirinja v kulturah brez
peptida, v kulturah P 200 in v kulturah P 300.
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Stevilo celic/mL v vseh celinih kulturah po prvih 24 urah kultiviranja padekwiturah s
peptidom P 300 celo stati&tio zn&ilno (p=0,0310). Razlog je verjetno v tem, da decee
Se niso povsem prilagodile na nove razmere, dodaledicnega peptida v koncentraciji
300 ng/mL pa za epitelijske celice predstavlja Se dadstresni dejavnik, zato je padec
Stevila celic v teh kulturah Se izrazitejSi. Po @&h kultiviranja Stevilo celic v vseh
kulturah z&ne nara&ti. V kulturah brez dodanega peptida Stevilo getic’2 urah doseze

povpre&no najvisjo vrednost tokom kultiviranja (11,200° celic/mL), ki je pri 5%

 Stevilo celic/mL za posamezne kulture podgaefitielijskih celic ozkegarevesa med 96 urnim
kultiviranjem prikazujeta Preglednica 15 in Gi4f Priloge, str. 70.
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tveganju statistno zn&ilno (p=0,0213)iSja od Stevila izoliranih celic. Tudi v kulturah
dodanim peptidom Stevilo celic nataSin doseze povpéao najviSjo vrednost tokom
kultiviranja po 96 urah (13,0410° celic/mL v kulturah P 200 in 10,6R0° celic/mL v
kulturah P 300), vendar stati8to zn&ilnih razlik glede na z&tno Stevilo celic pri 5%
tveganju nismo dokazali. Razlogov za porast Stesdlic je lahko vé, od vzpostavitve
primernega mikrookolja v kulturi in adaptacije cefio odsotnosti pankreasnih encimov in
mehanskega odstranjevanja celic z vrha vilusoydtekain vivo ob prehajanju hrane.
Mozna razlaga je tudi ta, da padec Stevila difaranih celic v prvih 24 urah kultiviranja
sprozi pospeSeno proliferacijo izvornih celic, zhréesar se Stevilo celic pot@ Do
podobnih mehanizmov prihaja tuidi vivo. V kulturah brez peptida Stevilo celic v zadnjih
24 urah kultiviranja nato ponovno upade iz po¥pre11,10<10° celic/mL na povpréno
9,83x 10° celic/mL, kar je lahko posledica endogenega blaga ritma. Pov&nje Stevila
celic povzr@i upad proliferacijskega potenciala, ki mu slediamsanje Stevila celic ob
hkrathem ponovnem poda@nju proliferacijskega potenciala. Zanimivo je teps da je
Stevilo celic v kulturah z dodanim tokeim peptidom doseglo povateo najvisjo
vrednost med kultiviranjem Sele po 96 urah kultwia, torej kasneje kot v kulturah brez
peptida, kjer se je to zgodilo Zze po 72 urah. Mojmala ima gliadinski peptidspas nek
negativen vpliv na epitelijske celice in je vzpadenje homeostaze celic zatogasnejSe.
Posamezne skupine smo tudi primerjali med sebagaestatistino zn&ilnih razlik med
kulturami z gliadinskim peptidom in kulturami br@eptida nismo dokazali (p > 0,05).
Med posameznimi kulturami so opazne tudi velikeivilmiialne razlike, ki so posledica
bioloSke variabilnosti.

Preglednica 6 in Graf 2 prikazujeta powpre celtno zivost, posebej za kulture brez
dodanega peptida, kulture P 200 in kulture P 3@0rto96 urnega kultiviranja.Tokom
kultiviranja smo zabelezili postopno upadanje &edi Zivosti v vseh calnih kulturah. V
kulturah brez peptida Zivost stattsto zn&ilno pade (p=0,0218) po 96 urah kultiviranja iz
povpre&no 91,3 % ob zgetku kultiviranja na povpemo 75,4 %. V kulturah P 200 Zivost
statisttno zn&ilno pade (p=0,0031) ze po 24 urah kultiviranjgpzvpre&no 94,0 % na
povpre&no 85,1 % in nato pada vse do konca kultivirangajekpovpréna zivost le Se 57,4
%. V kulturah P 300 Zivost stati&tio zn&ilno pade (p=0,0311) prav tako Ze po prvih 24

" Zivost celic za posamezne kulture podganijih éjsikéh celic ozkegairevesa med 96 urnim kultiviranjem
prikazujeta Preglednica 16 in Graf 15, Priloge, &t.
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urah iz povpreéno 95,8 % na povpteo 87,2 %. Ob koncu kultiviranja je zivost v teh
kulturah le Se 60,5 %.
Preglednica 8 Povpreje celicne Zivosti v treh kulturah brez peptida, v trehtia@h P 200 in v treh

kulturah P 300 tokom 96 urnega Kultiviranja poddghrgpitelijskih celic ozkegérevesa. p(TO) predstavlja p
vrednosti parnega t-testadasu kultiviranja izr@unane glede na Zatno vrednost obiasu O ur.

POVPRECNA ZIVOST (%) + SD

Cas
(ure)
0 91,33+4,72  p(T0) 94,03+3,82 p(T0) 95,83+1,67  p(T0)

Brez peptida P 200 P 300

24 85,23 £ 2,06 0,1392 85,10 + 3,90 0,0031 87,23 +1,47 0,0311

48 83,13 £ 0,65 0,1098 75,20 +1,49 0,0057 83,37 +2,61 0,0180

72 76,70 + 4,42 0,0540 65,00 + 6,78 0,0377 67,90 + 8,64 0,0226

96 75,40 £ 2,36 0,0218 57,43+ 4,76 0,0171 60,50+ 14,82 0,0438

Graf 2: Spremljanje povpime celiéne Zivosti tokom 96 urnega kultiviranja v kulturbhez peptida, v
kulturah P 200 in v kulturah P 300.

ZIVOST povpredje

100 &

I’J

Zivos

C 24 48 72 e
cas {ure)
=t=hrez =fi=P 200 P 300

Postopno upadanje cétie zivosti smo péiakovali, saj so do podobnih opazanj prisli ze v
predhodnih poizkusih. (96) Propadanje celic jefd@bloSkega procesa staranja kulture, s
katerim upada tudi potencial za rast in obnavljapjti koncu kultiviranja pa je tudi
posledica neugodnih razmer v kulturi, zaradi izradsti medija in razrasta bakterij.
Ugotovili smo, da je upad céhe zivosti v kulturah z dodanim gliadinskim peptidoeji

v primerjavi s kontrolnimi kulturami. Iz teh rezatov lahko sklepamo, da bi peptigh s
lahko imel direkten toksen vpliv na Zivost “zdravih” podganijih epitelijskiklic ozkega
¢revesa, saj se je zivost v kulturah z dodanim gepti tokom kultiviranja prej statigtio

zn&ilno zmanjSala v primerjavi s kulturami brez pepti@ri statistini obdelavi podatkov
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smo primerjali tudi posamezne skupine med sebojpfden padec zivosti v kulturah P
200 je po 48 urah statistio zn&ilen glede na kulture brez peptida (p=0,002) in gldde
na kulture P 300 (p=0,001). 1z teh podatkov bi talsklepali, da ima nizja koncentracija
peptida celo Vi negativni vpliv na Zivost podganjih epitelijskilzelic kot visja
koncentracija, vendar tega ne moremo z gotovosydi,t saj so opazne zelo velike
individualne razlike med posameznimi kulturami. @pea pa so tudi rahla nihanja v padcu
Zivosti med posameznimi kulturami, kar je posledmaloSke variabilnosti med vzorci
heterogenih epitelijskih celic. Pri izolaciji smamre& zajeli celice, ki so v zZ#tni fazi
zivljenjskega cikla, kot tudi celice, ki so ze fked razpadom. Pri vzéenju smo tako
lahko zajeli razline deleze zivih oziroma mrtvih epitelijskih celic.

Preglednica 7 Povpreije deleZa diferenciranih vilusnih enterocitov vhtrkulturah brez peptida, v treh

kulturah P 200 in v treh kulturah P 300 tokom 9@hega kultiviranja podganjih epitelijskih celic ozjee

crevesa. p(TO) predstavija p vrednosti parnega tatescasu kultiviranja izrgunane glede na zatno
vrednost olasu O ur.

DELEZ ENTEROCITOV (%) = SD
Cas Brez peptida P 200 P 300
(ure)

0 16,00+2,23 = p(T0) | 1587+040 @ p(T0) | 1560%2,76  p (TO)
24 15,43+2,70 = 0,7754 | 16,23+554 009247 | 16,13+531  0,7943
48 13,93+2,62 = 03793 | 14,63+519 @ 0,7391 | 13,63+4,55 0,4114
72 12,67+2,04 = 0,1895 | 10,50+1,47 @ 00377 | 10,33+1,87  0,1330
96 12,83+3,69 = 00644 | 863+231 & 00399 | 10,07+1,31  0,0471

Graf 3: Spremljanje povprmega deleza diferenciranih vilusnih enterocitovaiwk96 urnega kultiviranja v
kulturah brez peptida, v kulturah P 200 in v kuéthrP 300.
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Preglednica 7 in Graf 3 prikazujeta povpredelez diferenciranih vilusnih enterocitov,
posebej za kulture brez dodanega peptida, kultl2@0Pn kulture P 300 tokom 96 urnega
kultiviranja.” Povpreni dele? diferenciranih vilusnih enterocitov v vseiicnih kulturah

je ob za&etku kultiviranja 15,8 %. Vzrok za nizek odstotektezocitov je verjetno v
postopku izolacije, saj so bile zajete tudi drdgevesne celicetaSaste, enteroendokrine,
Panethove ter izvorne celice. Powpredelez vilusnih enterocitov se v kulturah brez
dodanega peptida postopoma zmanjSuje tokom 72 akadgviranja iz povpréno 16,0 %
na povpréno 12,7 %, v zadnjih 24 urah pa pride do rahleggadaa povpréno 12,8 %, ki
pa ni statistino zn&ilen (p > 0,05). Padec deleZza enterocitov je lapésledica izolacije,
pri kateri smo pridobili starostno heterogene papijg celic in propada poskodovanih ter
starih enterocitov, ki so bili ze pred izolacijk tpred odmrtjiem. ZmanjSanje Stevila
enterocitov spodbudi proliferacijo in diferenciaciprehodnih celic, ki se v treh dneh
preobrazijo v zrele enterocite. Postedi se Stevilo enterocitov v zadnjih 24 urah
kultiviranja povéa. Spremembe povanmeega deleza enterocitov v kulturah brez peptida
tokom kultiviranja niso statistho zn&ilne (p > 0,05) in so lahko tudi posledica endogeni
bioloskih ritmov. V kulturah z gliadinskim peptidose delez enterocitov po 24 urah
kultiviranja poveéa glede na z#tno vrednost, vendar ne statiath zn&ilno (p > 0,05). V
kulturah P 200 se delez enterocitov pavéz povpréno 15,9 % na povpéeo 16,2 %, v
kulturah P 300 pa iz povpieo 15,6 % na povpteo 16,1 %. Vzrok za povanje deleza
enterocitov je lahko v postopku izolacije, s katesmo zajeli prehodne celice, ki so bile
tik pred preobrazbo v zrele enterocite. Tokom nragaja kultiviranja delez vilusnih
enterocitov postopoma upada. V kulturah P 200 delg&rocitov Ze po 72 urah pade
statisttno zn&ilno (p=0,0377) na povptao 10,5 %, prav tako je padec glede néhzo
vrednost statistno zn&ilen (p=0,0399) po 96 urah, ko doseze povpee8,6 %. V
kulturah P 300 delez enterocitov pade stétistizn&ilno (p=0,0471) glede na &etno
vrednost po 96 urah in doseze povpre 10,1 %. Upadanje deleza vilusnih enterocitov v
kulturah z dodanim peptidom je lahko posledicaast@r kultur, zaradtesar pride do
slabljenja signala za diferenciacijo in postedi nastaja manj kéno diferenciranih celic.
V kulturah z dodanim gliadinskim peptidom smo zaeb#él statisttno zn&ilen padec
deleza enterocitov, iZesar lahko sklepamo, da ima peptigd-g nek vpliv na “zdrave”

podganje enterocite in pomakne ravnotezje medeadifaacijo in odmiranjem enterocitov v

“Dele? diferenciranih vilusnih enterocitov za posame kulture podganiih epitelijskih celic ozkeégavesa
med 96 urnim kultiviranjem prikazujeta Preglednl@ain Graf 16, Priloge, str. 73.
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smer poveéanega propada. Vendar statisi obdelava podatkov pri 5 % tveganju ni

pokazala statistho zndilnih razlik med posameznimi skupinami.

Trendi parametrov se tokom kultiviranja pri vsehtlah gibljejo zelo podobno, zato so
povzeti kar na zdruzenem grafu normaliziranih pe¥pih vrednosti za vse podgane,
posebej za kulture brez dodanega peptida, kultl#@0Pn kulture P 300. (Graf 4) Tako je
dobro vidno gibanje trendov za vsak parameter psebmozna primerjava med njimi.

Graf 4: Normalizirane povpréne vrednosti Stevila celic, Zivosti celic in dele@asnih enterocitov tokom 96
urnega kultiviranja v kulturah brez peptida, v kulth z dodanim peptidom v koncentraciji 28§/mL in v

kulturah z dodanim peptidom v koncentraciji 3@@mL.
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Po za&etku kultiviranja se Stevilo celic nekoliko zmanjSkar sovpada s sasnim
zmanjSanjem cealne Zivosti. V kulturah se verjetno Se ni ustvadfmimalno mikrookolje
in celice se Se niso povsem prilagodile novim raame Padec je bolj izrazit v kulturah z
dodanim peptidom 243 ki verjetno deluje kot dodatni stresni dejavnikato je
vzpostavljanje ustreznega okolja v kulturah SéagoejSe. Padec zivosti in Stevila celic
predstavlja signal za spodbudo proliferacije iz¥oroelic, zato se tokom nadaljnjega
kultiviranja Stevilo celic pow&, prav tako se v kulturah ustvarijo ugodne raznzeradi
odsotnosti pankreasnih encimov in odstranjevani@ eevrha vilusov, ki je prisotnan
vivo. Temu trendu pa ne sledi cgla zivost, ki Se naprej pada. Propadanje celiceje d

fizioloSkega procesa staranja kulture, s katerimdaptudi potencial za rast in obnavljanje,
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celice pa postopno izgubljajo svojo funkcionaln®éxiveanije Stevila vseh celic, tako zivih
kot mrtvih, torej nakazuje na pospeSeno prolifgoa® kulturah, hkratni upad ceéhe

Zivosti pa nakazuje na patan propad celic, ki je proti koncu kultiviranja kah tudi

posledica neugodnih razmer v kulturi, zaradi izrassti medija in razrasta bakterij. V
kulturah brez peptida smo opazili nihanje v deld#arenciranih enterocitov, ki nakazuje
na endogeni ritem ohranjanja Stevila enterocitger lsta diferenciacija in odmiranje
diferenciranih enterocitov uravnotezena. V kultumatgliadinskim peptidom pa tokom

kultiviranja pride do pouwsanega upada povpieega deleza enterocitov.

Med delom se je izkazalo, da metoda za oceno zigostpanskim modrilom ni najbolj
primerna in optimalna. V célih kulturah smo imeli naméeheterogeno populacijo celic,
ki ima v epiteliju ozkegd&revesa razéno vlogo in s tem razlne lastnosti. Celice imajo
verjetno tudi razlino propustnost membrane, zargdsar barvilo vanje vdira razho.
Primarna funkcija diferenciranih vilusnih enteroeitje absorpcija, zato bi gakovali, da
imajo membrano bolj propustno od ostalih celic Mt in se tako bolj barvajo s
tripanskim modrilom. V doléenih primerih je bilo tezko razlikovati med modrbapvano
celico, v katero je barvilo vdrlo in neobarvanoicel Poleg tega je tripansko modrilo
toksikno, zato mu celice ne smejo biti predolgo izpogtand (najvé 3-5 minut), saj v tem
primeru pride do ukenja zivih celic, kar povztd prevzem barvila tudi v te celice in tako
lahko sicer zive celice zaznamo kot mrtve. V nagidljposkusih bi bilo smiselno izbrati
kakSno drugo metodo (avtomatsko Stetje celic ino@olje zivosti), s katero bi lazje

razlikovali med Zivimi in mrtvimi celicami ter takaobili bolj objektivne rezultate.

4.3 SPREMLJANJE VPLIVA GLIADINSKEGA PEPTIDA ps143 NA
AKTIVNOST MALTAZE, SAHARAZE IN TKIVNE
TRANSGLUTAMINAZE

Ucinek gliadinskega peptidasjus ha primarne suspenzijske kulture podgagji@vesnih
epitelijskih celic smo ugotavljali tudi preko aktiosti maltaze, saharaze in TG2, ki imajo v
patogenezi celiakiie pomembno viogo. Za bolnike eiakijo je znd&ilna pove&ana
aktivnost TG2 ter upad aktivnosti vsehevesnih disaharidazAbsolutne (izmerjene)
vrednosti encimskih aktivnosti zaradi ré&niih koncentracij celic v kulturah, uporabljenih
za pripravo cetinih lizatov, ne povedo veliko, zato smo za boljSipretacijo rezultatov

aktivnosti encimov izrazili na g proteinov. Polegti@nosti encimov je bilo potrebno
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dolcciti tudi koncentracijo proteinov v céhih kulturah. Vse meritve so bile opravljene v
treh paralelkah. Za pripravo umeritvene premice spmipravili standardne reédve

raztopine humanega albumina Zemo koncentracijo 0,3 mg/mL (Preglednica 8 in Graf

5).
Preglednica 8 Absorbance standardov Graf 5: Umeritvena premica za proteine
humanega albumina
Koncentracija Umeritvena premica za proteine
Absorbanca 025 -
standarda ‘ *
(A) ] y =0,7865x - 0,0124
(mg/mL) 0.2 R2=0,972
0 0 0,15 -
0,075 0,2357 < o]
0,05
0,15 0,0816 . | | | | |
0,05 [l 0,075 0,15 0,225 0,3 0,375
0.3 0.0461 koncentracija standarda (mg/mL)

Ker ujemanje z umeritveno premico ni bilo najbgitimalno, smo za iztan koncentracij
proteinov uporabili absorbanco standarda humandigam@na s koncentracijo 0,075
mg/mL. Koncentracije proteinov smo iZwmali na osnovi absorbanc posameznih¢oéli
lizatov iz engbec = (0,075%) / 0,0461.

4.3.1 Spremljanje specitine aktivhosti maltaze

Koncentracije proteinov in aktivnosti maltaze, Z@ae na g proteinov v posameznih
kulturah v ¢asu 96 urnega kultiviranja prikazujeta Pregledrican Graf 6. Aktivnost
maltaze ima v posameznih &glih kulturah razline razpone vrednosti in zaradi boljSe
preglednosti so v Preglednici 10 prikazane poupeeaktivnosti maltaze v kulturah
podganjih epitelijskih celic ozkegérevesa, posebej za kulture brez dodanega peptida,
kulture P 200 in kulture P 300 tokom 96 urnega ikuénja. lzra&unali smo tudi
normalizirane povpkse aktivnosti maltaze, ki odrazajo relativen odrmssameznih

meritev do povprga.

Na grafu normaliziranih povp&aih vrednosti (Graf 7) vidimo, da se v prvih 24 lura
kultiviranja povpréna aktivnost maltaze v vseh kulturah nekoliko gavé/ kulturah brez
peptida se aktivnost maltaze poaeiz povpréno 28,10 IU/g proteinov na pov@re
30,631U/g proteinov, v kulturah P 200 iz povgre 25,97 IU/g proteinov na pov@reo
35,58 IU/g proteinov, v kulturah P 300 pa iz povpie 37,33 IU/g proteinov na pov@re
38,08 1U/g proteinov. Dvig povptae aktivnosti maltaze je najbolj izrazit v kultur&h
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200, vendar ni statistho znd&ilen (p > 0,05). Vzrok za prehodno poviSanje akbistn
maltaze je lahko v odsotnosti pankreasne proteazgenega delovanja na membranske
encime resaste povrSine enterocitovitro. (53, 54) Dvig maltazne aktivnosti je prav tako
lahko posledica endogenih bioloSkih ritmov, ki giisaharidaze izkazujejo tudi po izolaciji
enterocitov in gojenju v kulturah. Dodatek taksga peptida pa verjetno predstavlja
dodatni stresni dejavnik, ki preko propadanja ecispodbudi maltazno aktivnost ali
povzrai spremenjeno razmerje epitelijskih celic {yerpliv na druge epitelijske celice kot
na enterocite). Mozno je, da peptid vpliva tudiimdukcijo in pové€ano sintezo encima,

vendar le kratkotrajno in z nadaljevanjem tokega @inka ta mehanizem odpove.

Preglednica 9 Koncentracije proteinov in aktivnosti maltaze iza# na g proteinov v kulturi 1, kulturi 2 in
kulturi 3 podganijih epitelijskih celic ozkegeevesa wasu 96 urnega kultiviranja, posebej za del kultir,
smo jih gojili brez peptida, del kultur s P 200del kultur s P 300.

KULTURA 1
5 Brez peptida P 200 P 300
Cas Aktivnost Aktivnost Aktivnost
Konc. maltaze Konc. maltaze Konc. maltaze
(ure) proteinov proteinov proteinov
(/L) (IU/g (/L) (IU/g (/L) (IU/g
proteinov) proteinov) proteinov)

0 0,0496 23,58764 0,0378 31,41608 0,0346 37,99[793
24 0,0463 29,45061 0,0219 48,851[18 0,0314 37,89706
48 0,0431 26,15427 0,0559 24,52842 0,0550 23,18Pp18
72 0,0540 24,480641 0,0369 22,78450 0,0392 32,70p62
96 0,0527 20,29651 0,070 20,3871 0,0419 31,86]L40

KULTURA 2

5 Brez peptida P 200 P 300

Cas Aktivhost Aktivhost Aktivnost
Konc. Konc. Konc.

(ure) . maltaze . maltaze : maltaze

proteinov proteinov proteinov
(/L) (IU/g (/L) (IU/g (g/L) (IU/lg
proteinov) proteinov) proteinov)

0 0,0445 27,3506¢8 0,0507 24,9798 0,0478 27,5PB76
24 0,0532 33,1753¢ 0,0520 28,81645 0,0431 29,11j132
48 0,0429 27,3953( 0,074 25,60460 0,0610 22,01B49
72 0,0234 23,51627 0,0304 22,71980 0,0496 31,29p88
96 0,0389 18,91703 0,0458 14,57451 0,033 16,8290

KULTURA 3

. Brez peptida P 200 P 300

Cas Aktivhost Aktivhost Aktivnost
Konc. Konc. Konc.

(ure) ; maltaze ; maltaze : maltaze

proteinov proteinov proteinov
(g/L) (IU/g (g/L) (IU/g (g/L) (IU/g
proteinov) proteinov) proteinov)

0 0,0447 33,35491 0,0611 21,5252 0,0361 46,44p45
24 0,1223 29,2531( 0,0512 29,082p2 0,0436 47,2Pp46
48 0,0476 30,47064 0,0364 23,08982 0,0367 37,86B88
72 0,0707 29,44142 0,0515 15,73287 0,0317 49,2540
96 0,0177 19,92991 0,0275 13,54973 0,0442 38,20B34
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Graf 6: Spremljanje aktivnosti maltaze izrazene na g pmotev kulturi 1, kulturi 2 in kulturi 3 podganjih
epitelijskih celic ozkegdrevesa tokom 96 urnega kultiviranja posebej zakudtur, ki smo jih gojili brez

peptida, del kultur s P 200 in del kultur s P 3P@dan je tudi graf povpeaih aktivnosti maltaze.
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Preglednica 10 Povpreije aktivhosti maltaze, izraZene na g proteinoweh kulturah brez peptida, v treh

kulturah P 200 in v treh kulturah P 300 tokom 9@hega kultiviranja podganjih epitelijskih celic ozjee
¢revesa. Podane so tudi normalizirane povipe aktivnosti maltaze. p(TO) predstavlja p vrednpatnega

t-testa weasu kultiviranja izr@unane glede na zatno vrednost obasu O ur.

POVPRECNA (IU/g proteinov) IN NORMALIZIRANA POVPRE CNA

AKTIVNOST MALTAZE + SD

(ﬁf‘es) Brez peptida o P 200 o P 300 o
0 |2810+493 p(T0) | 1,0622| 25974502 p(T0) | 1,0597| 37,33+9,48 | p (TO) | 1.0990
24 | 30,63+221 05253 1,1578 | 35,58 +11,49 0,1414 | 1,4518| 38,08+9,06 0,2617 | 1,1212
48 | 2801+222 0,9592| 10588 | 24,41+1,26 0,6175| 09958 | 27,69+8,84 | 00721 0,8153
72 | 2581318 0,2871| 0,9758 | 20,41+4,05 0,0945| 0,8328| 37,75+9,99  0,8960 | 1,1116
96 |19,71+0,71 0,1033| 0,7453 | 16,17 +3,69 | 0,0089 | 0,6598| 28,97 +10,98  0,0240 | 0,8529

X+SD | 26,45 + 4,13 24,51+ 7,26 33,96 + 5,17
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Graf 7: Spremljanje normalizirane povphee aktivnosti maltaze tokom 96 urnega kultiviramj&ulturah
brez peptida, v kulturah P 200 in v kulturah P 300.
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Graf 8: Normalizirane povpréne vrednosti aktivhosti maltaze, Stevila celicpgivcelic in deleza vilusnih
enterocitov tokom 96 urnega kultiviranja v kulturatez peptida, v kulturah P 200 in v kulturah P 300

NORMALIZIRANE POVPRECNE NORMALIZIRANE POVPRECNE
VREDNOSTI brez VREDNOSTIP 200
g 15 g 2
g 1# T 15
E 05 2% 48 72 <6 g ! X
£ T £ O,ST 24 48 72
N T 0
£ tas (ure) g éas {ure)
- == delei vilusnih enterocitov == fivost ) =4—delez vilusnih enterocitov ~ =fl=Zivost
§t. celic == aktivnost maltaze st. celic =—e=aktivnost maltaze

NORMALIZIRANE POVPRECNE
VREDNOSTI P 300
1,5
) +==!x+

jx 24 ag 72 b

0,5

0
¢as (ure)

nhormalizirane vrednosti

=¢—deleZ vilusnih enterocitov  =fli=Zivost

4t celic ——cktivnost meltaze

Tokom nadaljnjega kultiviranja se povpma aktivnost maltaze v kulturah brez peptida in
v kulturah P 200 postopoma zmanjSuje, kar se upnog@adanjem cealne zivosti in deleza
diferenciranih vilusnih enterocitov. (Graf 8) V kulah brez peptida aktivhost maltaze po
96 urah kultiviranja pade na povpn® 19,71 IU/g proteinov, vendar padec aktivnosti ni
statisttno zn&ilen (p > 0,05). V kulturah P 200 pa aktivhost raa# po 96 urah pade
statisttno zndilno (p=0,0089) na povpteo 16,17 IU/g proteinov. Vzrok za upadanje
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aktivnosti maltaze je verjetno v fizioloSkem pracestaranja kultur in naravnem
propadanju iztroSenih enterocitov v kulturah, medte so novo nastale celice Se v fazi
diferenciacije in Se niso aktivne. S staranjemkultpada tudi potencial za obnavljanje in
celice izgubljajo svojo funkcionalnost. ZmanjSapgvpre&ne aktivnosti maltaze je lahko
tudi posledica neugodnih razmer v kulturah ob kokattiviranja, zaradi izrabljenosti
hranilnega medija in razrasta bakterij. V teh pos&k medija namgenismo menjavali, ker
je bilo v predhodnih poizkusih ugotovljeno, da sdiame kulture dljecasa Zive brez
menjave medija (pasaz) in da uporabljenackwdi medija zadostuje za kultivirano gostoto
celic (10 celic/mL). MoZno je tudi, da so se enterociti slgiilagodili na novo okolje v
kulturah in so zato slabSe aktivni, kar je verjeposledica toksnih vplivov gliadinskega
peptida. V kulturah P 300 so opaznacjae nihanja povpréne aktivnosti maltaze.
Zacetnemu rahlemu dvigu sledi upad aktivnosti na peinm 27,69 1U/g proteinov in nato
ponoven dvig na povpEao 37,75 IU/g proteinov. V zadnjih 24 urah kultaunja aktivnost
maltaze pade na povgre 28,97 IU/g proteinov, ki se statisto zn&ilno (p=0,0240)
razlikuje od za&etne vrednosti. Spreminjanje aktivnosti maltaze rs® ujema s
spreminjanjem povpt@e Zivosti in deleza diferenciranih vilusnih entgtav, ki tokom
kultiviranja upadata. (Graf 8) Iz tega lahko skieya da k aktivnosti maltaze ne prispevajo
izklju¢no diferencirani vilusni enterociti, ampak disadadne aktivnosti najverjetneje
odrazajo tudi druge celice v kulturi oziroma netifecirani enterociti, vendar bo to
domnevo potrebno potrditi Se v nadaljnjih raziskavdihanja aktivnosti maltaze so lahko
tudi posledica vza@enja, kjer smo zajeli razien delez enterocitov iz posamezne kulture.
Bolj verjetno pa je, da je spreminjanje maltazndivaksti posledica endogenega
bioloSkega ritma. V kulturah brez dodanega pepta aktivnost maltaze tokom
kultiviranja ohrani, v kulturah z dodanim peptidomobeh koncentracijah pa je padec
povpr&ne maltazne aktivnosti stati&tio zndilen, iz ¢esar lahko sklepamo, da bi peptid
p31-43 lahko imel direkten tok&en vpliv na “zdrave” podganje enterocite. MoZnodge,
peptid povzréi oslabitev signala za diferenciacijo in postedi nastaja manj k@&no
diferenciranih enterocitov, zaradesar je zmanjSana tudi aktivnost njihovih encines.
statisténi obdelavi rezultatov smo posamezne skupine pjatiéudi med seboj, vendar
statisttno zn&ilnih razlik med kulturami brez peptida in kulturas peptidom pri 5 %
tveganju nismo dokazali. Med posameznimi kulturasai opazne velike individualne

razlike, ki so posledica bioloSke variabilnosti.
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4.3.2 Spremljanje specitine aktivnosti saharaze

Preglednica 11 in Graf 9 prikazujeta koncentragjeteinov in aktivhosti saharaze,
izrazene na g proteinov v posameznih kultur&asu 96 urnega kultiviranja. Zaradi boljSe
preglednosti so v Preglednici 12 prikazane podpgein normalizirane povpéae

aktivnosti saharaze v kulturah podganjih epitelijskelic ozkegacrevesa, posebej za

kulture brez dodanega peptida, kulture P 200 intukel P 300 tokom 96 urnega
kultiviranja.

Preglednica 11 Koncentracije proteinov in aktivnosti saharaze #ae na g proteinov v kulturi 1, kulturi 2
in kulturi 3 podganijih epitelijskih celic ozkega&evesa wasu 96 urnega kultiviranja, posebej za del kultur,
ki smo jih goijili brez peptida, del kultur s P 2id0del kultur s P 300.

KULTURA 1
5 Brez peptida P 200 P 300
(ure) proteinov proteinov proteinov
@v | W98 gy | WV Ty | (U
proteinov) proteinov) proteinov)
0 0,0496| 34,20208 0,0373| 39,27023 0,0346| 36,59116
24 0,0463| 31,55400 0,0219| 47,07523 0,0314| 39,13927%
48 0,0431| 29,56641 0,0559| 35,03685 0,0550| 24,9631(
72 0,0540| 31,15719 0,0369| 30,37987 0,0392| 34,7467
96 0,0527| 27,90832 0,0702| 25,82419 0,0419| 30,4952
KULTURA 2
5 Brez peptida P 200 P 300
Cas K Aktivnost Aktivnost Aktivnost
onc. Konc. Konc.
(ure) : saharaze . saharaze . saharaze
proteinov proteinov proteinov
@v | S99 Ty | 08 Ty | (VI
proteinov) proteinov) proteinov)
0 0,0445| 28,44491 0,0507| 28,82305 0,0478| 26,50956
24 0,0532| 27,27789 0,0520| 36,53813 0,0431| 28,65623
48 0,0429| 31,95662 0,0746| 26,26086 0,0610| 23,14334
72 0,0234| 35,06211 0,0304| 24,36496 0,0496 30,2813
96 0,0389| 26,04179 0,0458| 23,73597 0,0533| 18,61684
KULTURA 3
. Brez peptida P 200 P 300
Cas Aktivnost Aktivnost Aktivnost
Konc. saharaze Konc. saharaze Konc. saharaze
(ure) proteinov / proteinov / proteinov /
I I N B T N e O R T N B
proteinov) proteinov) proteinov)
0 0,0447| 31,82843 0,0611| 22,32211 0,0361| 33,48754
24 0,1223| 29,33316 0,0512| 27,55140 0,0436| 33,73247
48 0,0476| 32,36256 0,0364| 26,38837 0,0367| 27,24454
72 0,0707| 26,32755 0,0515| 24,08527 0,0317| 34,73214
96 0,0177| 21,54751 0,0275| 18,06700 0,0442| 22,01834
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Graf 9: Spremljanje aktivnosti saharaze izrazene na gegimot v kulturi 1, kulturi 2 in kulturi 3 podganjih

epitelijskih celic ozkegdrevesa tokom 96 urnega kultiviranja posebej zakudiur, ki smo jih gojili brez

peptida, del kultur s P 200 in del kultur s P 3P@dan je tudi graf povpeaih aktivnosti saharaze.

AKTIVNOST SAHARAZE AKTIVNOST SAHARAZE
_ KULTURA1 _ KULTURA 2
é >0 'Lé———I\ E 40
g ig ::b_l-_——__-ﬁ. }é, ;8 —————— - T—
= 0 s = ' '
g 0 24 48 7 6 g 0 24 48 72 9%
% gas (ure) % cas (ure)
—+—brez —B—P 200 P300 ——brez —@—P200 P 300
AKTIVNOST SAHARAZE AKTIVNOST SAHARAZE
= KULTURA3 - povprecje
£w, £ 50
g 30 ?l-—",_'g:' — gL A\Q_E
& ——— E 3 , 2
i = | | i ey
? 18 . -:; 10
§ 0 24 43 72 96 § 0 o " " . o
® tas {ure) s tas (ure)
—t—Dbrez —@=P200 P300 —4—brez =@=P200 P 300

Preglednica 12 Povpreje aktivhosti saharaze, izraZzene na g proteinavelr kulturah brez peptida, v treh

kulturah P 200 in v treh kulturah P 300 tokom 9@éhega kultiviranja podganjih epitelijskih celic ozjee
¢revesa. Podane so tudi normalizirane povipe aktivnosti saharaze. p(T0) predstavlja p vretimmnega

t-testa weasu kultiviranja izr@unane glede na zatno vrednost obasu 0O ur.

POVPRECNA (IU/g proteinov) IN NORMALIZIRANA POVPRE CNA
AKTIVNOST SAHARAZE + SD

(ﬁf‘es) Brez peptida o P 200 o P 300 o
0 |31,49+2389 p(T0) | 1,0625| 30,14+855 p(T0) | 1,0375| 32,20+5,16 | p (T0) | 1.0868
24 | 29,39+2,14 0,0465| 0,9916| 37,06+9,77 0,0146| 1,2756| 33,84+524 0,1463 | 1,1424
48 | 31,30+151 0,9417| 1,0559 | 29,23+5,03  0,7540 | 1,0062| 25,12+2,06 | 0,0998 | 0,8479
72 | 30,854,338 0,8780| 1,0409| 26,28+356 03378 0,9046| 3325+2,57 05818 | 1,1225
96 | 2517+327 0,1086| 0,8491 | 22,54+4,01 0,1225| 0,7760| 23,71+6,12 0,0329 | 0,8004

X+ SD | 29,64 + 2,63 20,05 + 5,37 20,62 + 4,82
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Graf 10: Spremljanje normalizirane povpfige aktivhosti saharaze tokom 96 urnega kultiviranjeulturah
brez peptida, v kulturah P 200 in v kulturah P 300.

NORMALIZIRANE POVPRECNE
aktivnosti saharaze
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st
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Iz grafa normaliziranih povpéeaih vrednosti (Graf 10) je razvidno, da povpra aktivhost
saharaze v kulturah brez dodanega peptida tokoor Kaltiviranja niha okrog povptee
za&etne vrednosti 31,49 IU/g proteinov. V prvih 24 lurse aktivnhost saharaze zniza na
povpre&no 29,39 IU/g proteinov, kar je pri 5 % tveganjatsticno zn&ilno (p=0,0465). V
celicnih kulturah se verjetno Se niso ustvarile optireatazmere in vzpostavili ustrezni
biokemijski procesi, kar se odraza tudi v manjdiwadosti saharaze. Nadaljnje spremembe
povpr&ne aktivnosti saharaze niso statisti zn&ilne (p > 0,05) in so verjetno posledica
endogenih bioloskih ritmoun vitro. Spreminjanje aktivnosti saharaze se ne ujema s
spreminjanjem povptae zivosti in deleza diferenciranih vilusnih entatav (Graf 11), ki
tokom kultiviranja upadata. 1z tega lahko sklepamh@,nosilci aktivnosti saharaze niso le
diferencirani vilusni enterociti, ampak tudi drugelice v kulturi oziroma nediferencirani
enterociti, vendar bo to domnevo potrebno potréigtiv nadaljnjih raziskavah. Nihanja
povpre&nih aktivnosti saharaze so lahko tudi posledicaderga, kjer smo zajeli razken
delez enterocitov iz posamezne kultuxe.zadnjih 24 urah kultiviranja pade aktivnost
saharaze v kulturah brez gliadinskega peptida mprptno 25,17 1U/g proteinov, kar pa ni
statisttno zn&ilno (p > 0,05). Vzrok je verjetno v fizioloSkemasanju kultur in naravnem
propadanju iztroSenih enterocitov. Ob koncu kuléimja pride do neugodnih razmer v
kulturah, kar lahko prav tako povziozmanjSanje povpt®e aktivnosti saharaze. V
kulturah P 200 pride v prvih 24 urah kultiviranj@ @viSanja aktivnosti saharaze iz
povpre&no 30,14 IU/g proteinov na povgreo 37,06 IU/g proteinov, ki je pri 5 % tveganju
statisttno zn&ilno (p=0,0146). Prehodni dvig povgres aktivnosti saharaze je lahko
posledica endogenih bioloskih ritmow vitro je odsotno delovanje pankreasne proteaze

na membranske encime enterocitov, kar bi prav takdko bil razlog za povanje
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aktivnosti saharaze v prvih 24 urah kultiviranjaoMa razlaga pa je tudi ta, da t@ksi
gliadinski peptid spodbudi aktivhost saharaze prefdiva na poveéano propadanje
encima, lahko pa pride tudi do indukcije in p&aee sinteze encima, vendar je tinak
kratkotrajen in kasneje izzveni. Med nadaljnjim tkatanjem aktivhost saharaze
postopoma upade na povgme 22,54 IU/g proteinov, vendar zmanjSanje powpee
aktivnosti saharaze ni statigio zn&ilno (p > 0,05). Znizevanje aktivnosti saharaze se
ujema z upadanjem povres zZivosti in deleza diferenciranih enterocitovrdfall) Vzrok

za zmanjSano aktivnost saharaze je lahko staranjeir& in propadanje iztroSenih
enterocitov, medtem ko novo nastale celice Se aldtvne. Proti koncu kultiviranja je
lahko zmanjSana aktivhost saharaze tudi posledit@Senosti medija in okuzbe z
bakterijami. Upadanje saharazne aktivnosti je lalkdi posledica vpliva tok&nega
gliadinskega peptida, ki verjetno predstavlja dodatresni dejavnik ter povzébslabse
prilagajanje enterocitov na razmere v kulturah labSe aktivnosti njihovinh encimov. V
kulturah P 300 prihaja do ¥ nihanj povpréne aktivnosti saharaze. Aktivhost se najprej
povea iz povpréno 32,20 IU/g proteinov na povgreo 33,84 1U/g proteinov, nato pade
na povpréno 25,12 IU/g proteinov¢emur sledi ponovno povanje aktivnosti na
povpr&éno 33,25 IU/g proteinov. Spreminjanje aktivnosting@aze se ne ujema s
spreminjanjem povptae zivosti in deleza diferenciranih vilusnih entatav (Graf 11), ki
tokom kultiviranja upadata. Nihanje povpne aktivhosti saharaze bi lahko bila posledica
toksicnih vplivov peptida pi-43 na podganje enterocite. Ker pa spremembe saharazne
aktivnosti niso statistno zn#ilne, so bolj verjetno posledica endogenih biolbskimov,

ki jih imajo disaharidaze tudin vitro. Lahko pa je spreminjanje povpre aktivnosti
saharaze posledica heterogenih epitelijskih celikuluri, in smo pri vza¥enju zajeli
enkrat v in drugc manj diferenciranih enterocitov, ki so nosilciahsridazne aktivnosti.

V zadnjih 24 urah kultiviranja se aktivhost saharazanjSa na povpheo 23,71 IU/g
proteinov, ki se statigtino zn&ilno razlikuje (p=0,0329) od zatne aktivnosti. Povpéea
aktivnost saharaze se je tokom 96 urnega kultijaratatisttno znd&ilno zmanjSala le v
kulturah P 300, medtem ko v kulturah brez pepti&ulturah P 200 upad saharazne
aktivnosti ni bil statistino zn&ilen. 1z teh rezultatov sklepamo, da bi peptid.4 lahko
imel toksten vpliv na “zdrave” podganje enterocite le prji Wi8ncentraciji 300ug/mL in
dolgotrajnejSem vplivu, kar se poslé&ad kaze v znizani aktivnosti saharaze. Posamezne
skupine smo primerjali tudi med seboj, vendar stigtio zn&ilnih razlik med kulturami

brez peptida in kulturami z gliadinskim peptidom pr% tveganju nismo dokazali. Med
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posameznimi kulturami so opazne velike individuataelike, ki so posledica bioloske

variabilnosti.

Graf 11: Normalizirane povpréne vrednosti aktivnosti saharaze, Stevila celieodii celic in deleza vilusnih
enterocitov tokom 96 urnega kultiviranja v kulturatez peptida, v kulturah P 200 in v kulturah P 300
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Razponi specifine aktivhosti maltaze in saharaze so se pri posam&alturah med seboj
razlikovali, vendar smo opazili podoben trend njhampovpré€nih aktivnosti obeh
encimov, kar je verjetno posledica endogenih bldtogitmov. Crevesne disaharidaze
imajo tudi in vitro svoj endogeni ritem, ki ima nekatere lastnostradlalnega ritma,
znotraj katerega se pojavljajo nihanja v aktivnostipriblizno 4 ure, pdemer aktivnosti
disaharidaz nihajo tudi do + 30 %. (43, 44) Vengdarencimske aktivnosti posameznih
encimov v kulturah ne nihajo &sno, zato prihaja do razlik in visokih standardnih
deviacij med posameznimi kulturami. Upad aktivnasaharidaz proti koncu kultiviranja
je posledica fizioloSkega staranja kulture, neugodmzmer in propadanja iztroSenih
enterocitov v kulturah. Upad cétie Zivosti v kulturah pa je Se hitrejSi kot upadierske
aktivnosti, kar dokazuje, da so disaharidaze aktiudli pri mrtvih celicah, dokler so celice
Se formirane in je ca&lna membrana Se prisotna.

Peptidi glutena naj bi bili tok&ni le za enterocite bolnikov s celiakijo, ki so g&sko

predispozirani. (13) Primarna suspenzijska kultpaalganjih epitelijskih celic ozkega
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¢revesa, ki smo jo uporabili pri raziskavi, pa pteshala fizioloSki model, torej “zdrave”
enterocite, za katere je verjetno, da se ne odzinaj toksine peptide. 1z spremljanja
specifinih aktivnosti maltaze in saharaze lahko zafino, da bi peptid f.43 lahko imel
toksiken vpliv na “zdrave” podganje enterocite tako pndentraciji 200ug/mL kot tudi
300 ug/mL ob dolgotrajnejSem vplivu (72 0z. 96 ur), karkrajSih poizkusih ni zaznavno.
Vpliv gliadinskega peptida se kaze v statisti zn&ilnem znizanju aktivnosti maltaze
tokom kultiviranja in delno tudi v znizanju aktivsid saharaze, vendar statisio zn&ilnih
razlik med kulturami brez peptida in kulturami zaglinskim peptidom pri 5 % tveganju

nismo dokazali.

4.3.3 Spremljanje specitine aktivnosti tkivne transglutaminaze
Koncentracije proteinov in aktivnosti TG2, izrazereg proteinov v posameznih kulturah
v ¢asu 96 urnega kultiviranja prikazujeta Pregleddi8an Graf 12. Aktivnhost TG2 ima v
posameznih calnih kulturah razkine razpone vrednosti in zaradi boljSe pregledrsustr
Preglednici 14 prikazane povgres in normalizirane povptae aktivnosti TG2 v kulturah
podganjih epitelijskih celic ozkegérevesa, posebej za kulture brez dodanega peptida,
kulture P 200 in kulture P 300 tokom 96 urnegdikinhnja.

TG2 naj bi bila pod normalnimi fizioloSkimi pogajieaktivna in Sele razie fizicne in
kemicne poskodbe celic naj bi povzile njeno aktivacijo. (88) Iz grafa povpgah
vrednosti (Graf 13) vidimo, da je v kulturah bregpfida povpréna aktivhost TG2 ob
zatetku kultiviranja néelna, kar pomeni, da encim ni aktiven. V kultur@ahse verjetno
ustvarili ugodni pogoji za rast in so se celicdggodile novim razmeram. Po 48 urah
kultiviranja se aktivnost TG2 dvigne na powme 0,009 IU/g proteinov, ki se ob
minimalnem nihaju vzdrzuje vse do konca kultivieanPovéanje povpréne aktivnosti
TG2 ni statisttno zn&ilno (p > 0,05) in je lahko posledica endogenihlds&ih ritmovin
vitro ali neizogibnih meritvenih napak. Prav tako je @@anje aktivnosti TG2 ob koncu
kultiviranja lahko posledica iztroSenosti medija mzrasta bakterij. V kulturah z
gliadinskim peptidom je trend spreminjanja aktivind$52 pri obeh koncentracijah peptida
podoben. Ob z#tku kultiviranja encim ni aktiven. Po 24 urah kufanja z&ne aktivnost
TG2 nara&ati in doseze v kulturah P 200 najviSjo vrednastéf urah (povpkao 0,725
IU/g proteinov), ki je statistho zn&ilno viSja (p=0,0396) od zatne aktivnosti. Tokom
nadaljnjega kultiviranja se povgima aktivnost TG2 postopno zmanjSa na poupoe),276

IU/g proteinov, ki pa se od Zetne vrednosti ne razlikuje statésto zn&ilno (p > 0,05). V
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kulturah P 300 povpetma aktivnhost TG2 po 48 urah statisio zn&ilno naraste (p=0,0125)

na povpréno 0,477 1U/g proteinov in nato v naslednjih 24hudoseze najvisjo vrednost

tokom kultiviranja (povpréno 0,575 1U/g proteinov). Ob koncu kultiviranja gktivnost

TG2 zmanjSa na povpheo 0,318 IU/g proteinov, ki pa je Se vedno staimti zn&ilno

viSja (p=0,0465) od za&tne aktivnosti. Tok&ni peptid verjetno deluje kot stresni dejavnik

in v kulturah ustvari neugodne razmere, kar sequsio kaze v zviSani aktivnosti TG2.

Do podobnih opazanj so prisli tudi v predhodnihiskavah. (96)

Preglednica 13 Koncentracije proteinov in aktivnosti tkivne trahggminaze izrazene na g proteinov v
kulturi 1, kulturi 2 in kulturi 3 podganjih epitgdkih celic ozkegatrevesa véasu 96 urnega kultiviranja,
posebej za del kultur, ki smo jih gojili brez peptidel kultur s P 200 in del kultur s P 300.

KULTURA 1
Brez peptida P 200 P 300
Cas Konc Aktivnost Konc Aktivnost Konc Aktivnost
(ure) 7 TG2 L TG2 S TG2
proteinov proteinov proteinov
(@) o | @ o (@) e
proteinov) proteinov) proteinov)

0 0,0496 0 0,0373 ( 0,0346 D
24 0,0463 0 0,0214 0,49200 0,0314 0,15P95
48 0,0431 0 0,055 0,55778 0,0550 0,50P17
72 0,0540 0,02223 0,036p 0,45514 0,0392 0,52957
96 0,0527 0 0,0702 0,10250 0,0419 0,45[166

KULTURA 2
5 Brez peptida P 200 P 300
Cas Konc Aktivnost Konc Aktivnost Konc Aktivnost
(ure) proteinov TG2 proteinov TG2 proteinov TG2
(g/L) (IU/g (/L) (IU/g (/L) (IU/g
9 proteinov) 9 proteinov) 9 proteinov)

0 0,0445 0 0,0507 ( 0,0478 D
24 0,0532 0 0,052( 0,48430 0,0431 0,13pp4
48 0,0429 0,02795 0,074p 0,59489 0,0610 0,37391
72 0,0234 0 0,0304 0,67090 0,0496 0,48392
96 0,0389 0,03084 0,0458 0,28786 0,05333 0,22499

KULTURA 3
Brez peptida P 200 P 300
Cas Konc Aktivnost Konc Aktivnost Konc Aktivnost
(ure) L TG2 g TG2 L TG2
proteinov proteinov proteinov
(/L) (IU/g (/L) (IU/g (/L) (IU/lg
9 proteinov) 9 proteinov) 9 proteinov)

0 0,0447 0 0,0611 ( 0,0361 D
24 0,1223 0 0,0512 0,09371 0,0436 0,41304
48 0,0476 0 0,0364 1,02132 0,0367 0,55H11
72 0,0707 0 0,0511 0,46560 0,0317 0,71905
96 0,0177 0 0,0274 0,43667 0,0442 0,27[U32
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Graf 12: Spremljanje aktivnosti tkivne transglutaminaze ZJ @raZene na g proteinov v kulturi 1, kulturi 2
in kulturi 3 podganjih epitelijskih celic ozkegeevesa tokom 96 urnega kultiviranja posebej zakdélr, ki
smo jih gojili brez peptida, del kultur s P 200dal kultur s P 300. Podan je tudi graf povgmé aktivnosti

TG2.
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.E 0,6 /./—'I‘ _‘.‘.\ % 0,8
S ° (5 l_.—--——'_‘.\
o4 / \ = 04 A N
S 02 5 ~ ~n
2" / N ~u 2 02 _~
i 0 ¥ o + ¢ —¢ g oM " . <
E 0 24 48 72 35 g 0 24 48 72 96
* ¢as {ure) = ¢as {ure)
=—4=hrez =fi=P 200 P 300 —$=hrez =fi=P 200 P 300
AKTIVNOSTTG2 KULTURA 3 AKTIVNOSTTG2 povprecje
T 12
E 1,2 ,g 1
E=E | Al o 08
§ 03 / N 5 o5 /%\ :
& 813 2 — . — & 5 04 /L,/ B = ~<]
S o2 / g 02— == I
 om - s 2 2 § om i 2 = 2
£ 0 24 ag 72 % § 02 g P 18 72 %
% €as (ure) tas (ure)
—4#—hrez —@—P200 300 —4—brez —E—F200 P 300

Preglednica 14 Povpreje aktivnosti tkivne transglutaminaze, izraZzenegnaroteinov, v treh kulturah brez
peptida, v treh kulturah P 200 in v treh kulturah3B0 tokom 96 urnega kultiviranja podganjih epjtiih
celic ozkegacrevesa. Podane so tudi normalizirane povpee aktivnosti tkivne transglutaminaze. p(T0)
predstavlja p vrednosti parnega t-testa’asu kultiviranja izr@dunane glede na zatno vrednost oldasu O

ur.
POVPRECNA (IU/g proteinov) IN NORMALIZIRANA POVPRE CNA
AKTIVNOST TRANSGLUTAMINAZE + SD

Cas Brez peptida | O P 200 Norrm. P 300 Norm.

(ure) vred. vred. vred.
0 |0,000£000 p(TO)| O 0,000+0,00 p(T0) | O 0,000 + 0,00 | p (T0) 0
24 0,000 = 0,00 / 0 0,357 £0,23  0,1133| 0,9448| 0,235+0,15: 0,1186 | 0,7325
48 0,009 £ 0,02 0,4227| 1,7240| 0,725+0,26 | 0,0396| 1,9196| 0,477 +£0,09 0,0125( 1,4865
72 0,007 £0,01 0,4227| 1,3712| 0,531+0,12 0,0171| 1,4054| 0,575+£0,13 @ 0,0158 | 1,7902
96 0,010 £ 0,02 0,4227| 1,9048| 0,276 +0,17 : 0,1041| 0,7302| 0,318+0,12 : 0,0465 | 0,9908

x+SD | 0,005+ 0,005 0,378 £0,273 0,321 £0,223
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Graf 13: Povpre’ne aktivnosti tkivne transglutaminaze, izrazeng mpaoteinov ter normalizirane povphee
vrednosti Stevila celic, zivosti celic in deleziusmih enterocitov tokom 96 urnega kultiviranja witlerah
brez peptida, v kulturah P 200 in v kulturah P 300.
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Ob koncu kultiviranja je TG2 v vseh kulturah Se nedktivnaceprav je celina zivost ze
precej nizka. TG2 ima nantrepomembno vlogo pri apoptozi celic, saj sodeluje pr
polimerizaciji znotrajcetinih proteinov, kar stabilizira strukturo umirag celice in
prepre&i sprofanje znotrajcetinin komponent. (88) Pri statitii obdelavi podatkov smo
posamezne skupine primerjali med seboj. Payaeaktivhost TG2 se v kulturah P 200 in
v kulturah P 300 po 48 urah kultiviranja pri 5 %ed¢anju statistno zn&ilno poveta glede
na kulture brez peptida (p=0,004 in p=0,033). Tpdi 72 in 96 urah kultiviranja je
povpr&na aktivnost TG2 v kulturah z gliadinskim peptidgm obeh koncentracijah
statisttno zndilno visja kot v kulturah brez peptida (p=0,049 f®durah in p=0,036 po 96
urah za kulture P 200 ter p=0,046 po 72 urah in,@2®po 96 urah za kulture P 300). 1z
teh rezultatov lahko sklepamo, da ima gliadinskitioe ps;.43 direkten toksien vpliv na
“zdrave” podganje epitelijske celice ozkégavesa. V nedavni Studiji so ugotovili, da naj
bi se peptid .43 kopicil v lizosomih epitelijskih celic ozkegé&evesa in v celicah sprozil
oksidativni stres, ki bi nato poslédo induciral povéano izrazanje in po¥ano aktivnost
TG2. (97) Med kulturami P 200 in kulturami P 300G pr % tveganju ni statistho

zn&ilnih razlik, torej je vpliv obeh koncentracij takeega peptidaga.4zna celice enak.
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5 SKLEPI

V raziskovalni nalogi smo tokom 96 urnega kultivij@a prowevali vplive toksénega

gliadinskega peptidaspss na primarne suspenzijske kulture podganjih epsteh celic

ozkegacrevesa preko spremljanja Stevila celic, zivosticgaleleza diferenciranih vilusnih

enterocitov in aktivnosti treh encimov: maltazehaaze in tkivne transglutaminaze. Na

podlagi dobljenih rezultatov smo prisli do sléitheugotovitev.

Z uporabljenim postopkom izolacije je bila izolmaheterogena populacifmevesnih
epitelijskih celic, ki poleg diferenciranih vilugnienterocitov vkljdujejo Se ostale
epitelijske celice ozkegd@revesa {aSaste, enteroendokrine, Panethove in izvorne
celice).

V kulturah so bili prisotni obkki mukusa, ki kazejo na prisotnost in aktivnéa$astih
celic.

Izolirani vilusni enterociti imajo v gostih kultuna (>1F celic/mL) teZnjo po
zdruzevaniju in tvorbi enoskladnega epitelija, sap s/ kulturah opazili po dva ali ¥e
zdruzenih vilusnih enterocitov. Za suspenzijskotwua je pripordljiva gostota celic
<10° celic/mL.

Peptid p1-43Vv ¢asu 96 urnega kultiviranja ni izrazito vplival nerfologijo celic, saj
zn&ilnih razlik v morfologiji celic med kulturami s p&idom in kulturami brez peptida
nismo opazili. V vseh kulturah je prislo do propa@an deformacije epitelijskih celic.
Gliadinski peptid p1-43 ni vplival na Stevilo celic v kulturi, saj med kulturami z
dodanim peptidom in kulturami brez peptida pri 5t9&ganju ni bilo statistho
zn&ilnih razlik.

Upad celiéne Zivosti je bil znotraj kultur z gliadinskim peptidom g&je kot znotraj
kontrolnih kultur brez dodanega peptida. Pri prigsdrposameznih skupin med seboj
pa smo statistho zndilne razlike pri 5 % tveganju dokazali le v kultbhra dodanim
peptidom pj.43 V koncentraciji 200ug/mL in le po 48 urah kultiviranja napram
kulturam brez peptida. Tokom nadaljnjega kultivjeastatisttno zn&ilnih razlik pri 5
% tveganju med kulturami brez dodanega peptidauitukami z dodanim peptidom ni
bilo.

Metoda za oceno Zivosti s tripanskim modrilom rjbo§ primerna in optimalna.
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V kulturah z dodanim gliadinskim peptidom smo tokdmltiviranja zabeleZili
statisttno zn&ilen padedaeleza enterocitoy iz ¢esar lahko sklepamo, da bi gliadinski
peptid p1-43lahko nek imel toksien vpliv na “zdrave” podganje enterocite in pomiakni
ravnotezje med diferenciacijo in odmiranjem entgoscv smer povéanega propada,
vendar statistho zndilnih razlik med skupinami z dodanim peptidom irupkhami
brez peptida pri 5 % tveganju nismo dokazali.

Iz spremljanja aktivhostinaltaze smo z uporabo dveh statistih pristopov ugotovili,
da gliadinski peptid f2-43 niti v koncentraciji 200ug/mL, niti v koncentraciji 300
ug/mL nima toksinega vpliva na “zdrave” podganje enterocite. Aktstrmaltaze se je
tokom kultiviranja znotraj kultur z dodanim gliadkim peptidom sicer statigtio
zn&ilno zmanjSala, vendar stati&to zndilnih razlik med skupinami brez dodanega
peptida in skupinami z dodanim peptidom pri 5 Ygaugu nismo dokazali.

Tudi iz spremljanja aktivhostsaharaze smo z uporabo dveh statistin pristopov
ugotovili, da gliadinski peptid4a.43 niti v koncentraciji 20Qug/mL, niti v koncentraciji
300ug/mL nima toksinega vpliva na “zdrave” podganje enterocite. Aktsirsaharaze
se je statistino zn&ilno zmanjSala glede na &tno vrednost le v kulturah z dodanim
gliadinskim peptidom v koncentraciji 30@y/mL ob dolgotrajnejSem vplivu (po 96
urah kultiviranja), statistno zn&ilnih razlik med skupinami brez dodanega peptida in
skupinami z dodanim peptidom pa pri 5 % tvegangma dokazali.

Dolocena stopnja variabilnosti v aktivnosti maltaze aharaze je lahko tudi posledica
razlicnin delezev enterocitov v kulturah, ki so glavnsia disaharidazne aktivnosti.
Tudi pri vzokenju smo lahko zajeli enkrat &én drugc manj diferenciranih vilusnih
enterocitov.

Aktivnost tkivne transglutaminaze je bila v kulturah z gliadinskim peptidom, taka pr
koncentraciji 200ug/mL, kot tudi pri koncentraciji 30Qug/mL, pri 5 % tveganju
statisttno zn&ilno viSja v primerjavi s kulturami brez dodanegeppda. Gliadinski
peptid p1-43 torej morebiti ima nek tok&en vpliv na “zdrave” podganje epitelijske
celice ozkegacrevesa, kar se posledo kaze v zviSani aktivnosti tkivne
transglutaminaze.

Glede na vse parametre, ki smo jih spremljali vilkah epitelijskih celic ozkega
¢revesa podgane, lahko zakijmo, da je za nadaljnje préevanje toksinih vplivov
peptidov glutena na primarne kulture podgatijgvesnih celic pred prenosom metode
na kultiviranje humanih epitelijskih celicevesa potrebno nekatere faze dela izboljSati:
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0 potek izolacije celic je potrebno prilagoditidjien kolicinam tkiva (dodati v&i
volumen Hanksove raztopine s kolagenazo Xtkvat spirati...),

0 zaradi suma na razrast bakterij med kultiviranjéntrg izraba medija, opazne
drobne migetajée ¢rne "pikice" pod mikroskopom), je potrebno psat delez
Ab/Am v kultivacijskem mediju do koncentracije, l§e nima zaviralnih
ucinkov na razmnoZevanje celic ali izbrati optimaizekombinacijo Ab/Am,

0 namesto metode barvanja celic s tripanskim modrilabrati objektivnejSe

merilnike za doldanje Stevila in Zivosti celic.

V tej seriji poskusov smo prvikot Zivalski model za praevanje vpliva toksinih
glutenskih peptidov na primarne kulture epitelifskcelic ozkegacrevesa uporabili
podgane. Prisli smo do pomembnih ugotovitev terrlodgievilna nova vpraSanja za
nadaljnje raziskave. lIzsledki naSega dela so pomemdi za nadaljnje praevanje
mehanizma tok&nosti gliadinskega peptidazjus na “zdrave” humane epitelijske celice
ozkegacrevesa in epitelijske celice ozkegavesa bolnikov s celiakijo, kar bi prispevalo

tudi k razvoju novih terapevtskih pristopov za zdjenje bolezni.
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7/ PRILOGE

7.1 STEVILO CELIC, ZIVOST IN DELEZ ENTEROCITOV V
POSAMEZNIH KULTURAH

Preglednica 15 Stevilo celic/mL v posameznih kulturah podgangittedijskih celic ozkegarevesa med 96
urnim kultiviranjem.

STEVILO CELIC/ mL

Cas thtrtérzal Kultural | Kultural thtrtérzaZ Kultura2 | Kultura2 thtrtérza3 Kultura3 | Kultura3
(ure) . P 200 P 300 . P 200 P 300 . P 200 P 300
peptida peptida peptida

0 54x16| 25x16| 28x16| 7,6x16| 9,5x16| 88x16| 57x16| 53x16| 3,9x10
24 | 40x16| 2,1x16| 2,3x16| 7,1x16| 82x16| 7,9x16| 42x16| 2,4x16| 3,3x 1(9|
48 | 6,3x16| 52x16| 59x16| 80x16|10,7x16| 9,5x16| 7,7x16| 6,8x16| 51x 1(9|
72 | 9,7x16| 86x16|108x16|13,9x16|12,6x 16| 13,0x16| 9,7x16| 84x16| 7,8x 1(?|
96 | 12,6x16|17,7x16| 148x16| 6,0x16| 14,4x16| 8,0x 16| 10,9x16| 7,1x16| 8,5x 1(?|

Graf 14: Stevilo celic/mL v posameznih kulturah podganjittedifskin celic ozkeg@revesa med 96
urnim kultiviranjem.
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Preglednica 16 Zivost celic v posameznih kulturah podganjih dijsteh celic ozkegarevesa med 96
urnim kultiviranjem.

ZIVOST (%)
Cas Klg:lérzal Kultural | Kultural Klgtrlérzaz Kultura2 | Kultura2 Klgtrlérzag Kultura3 | Kultura3
(ure) peptida P 200 P 300 peptida P 200 P 300 peptida P 200 P 300
0 91,8 89,7 97,7 86,4 96,9 94,5 95,8 95,5 95,3
24 83,1 80,6 86,1 85,4 87,2 86,7 87,2 87,5 88,9
48 82,5 73,5 84,4 83,8 75,8 85,3 83,1 76,3 80,4
72 81,8 70,1 77,0 74,1 57,3 66,9 74,2 67,6 59,8
96 77,9 62,8 74,9 73,2 55,8 45,3 75,1 53,7 61,3

Graf 15: Zivost celic v posameznih kulturah podganjih eféieh celic ozkega@revesa med 96 urnim
kultiviranjem.
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Preglednica 17 DeleZ diferenciranih vilusnih enterocitov v posanikeXulturah podganjih epitelijskih celic
ozkegeaevesa med 96 urnim kultiviranjem.

DELEZ ENTEROCITOV (%)
Cas Klg:lérzal Kultural | Kultural Klgtrlérzaz Kultura2 | Kultura2 Klgtrlérzag Kultura3 | Kultura3
(ure) peptida P 200 P 300 peptida P 200 P 300 peptida P 200 P 300
0 15,3 15,4 18,2 14,2 16,1 12,7 18,5 16,1 15,9
24 18,1 22,6 22,2 12,7 13,6 12,3 15,5 12,5 13,9
48 16,7 20,6 18,8 11,5 12,1 11,9 13,6 11,2 10,2
72 14,9 12,1 111 10,9 10,2 11,7 12,2 9,2 8,2
96 11,9 10,3 10,2 9,7 9,6 8,7 16,9 6,0 11,3

Graf 16: Delez diferenciranih vilusnih enterocitov v posanik kulturah podganijih epitelijskih celic

ozkegérevesa med 96 urnim kultiviranjem.
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