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POVZETEK

Glavna naloga celic beta trebusne slinavke je izlocanje inzulina, kadar je koncentracija glukoze
in drugih energijsko bogatih hranil v krvi povisana. Glukozo celice beta absorbirajo iz krvi in
jo v procesu celi¢nega dihanja razgradijo. Pri tem nastane ATP, ki povzrocCi zaprtje ionskih
kanalov za ione K* na celi¢ni membrani. Celica se depolarizira, kar povzro¢i odprtje napetostno
odvisnih ionskih kanalov za ione Ca?*. Vstop ionov Ca* v celico povzroéi izlo¢anje inzulina v
kri. Namen nase raziskovalne naloge je bil dolo¢iti, kakSen vpliv imajo razli¢ne koncentracije
ionov Ca?* v zunajceli¢ni raztopini na delovanje in aktivnost celic beta trebusne slinavke.
Langerhansove otocke, kjer se celice beta nahajajo, Smo pridobili iz trebusne slinavke misi po
metodi tkivne rezine (in situ). Celice smo pobarvali s fluorescen¢nim kalcijevim senzorjem in
jih snemali s konfokalnim mikroskopom (angl. confocal laser-scanning microscopy, CLSM).
Med snemanjem smo rezine perifundirali z raztopinami, ki so vsebovale razli¢ne koncentracije
ionov Ca?* (1 mM, 2 mM, in 10 mM) in glukoze (6 mM ali 9 mM) in kasneje analizirali razlike
med njihovimi odzivi. Ugotovili smo, da aktivni ¢as pada z nara$¢ajoco koncentracijo Ca®* v
zunajceli¢ni raztopini. Kljub najkrajsi dolzini oscilacij pri koncentraciji 1 mM Ca?* je bila
frekvenca njihovega prozenja toliko visja, da je kon¢no privedla do najve¢jega aktivnega Casa
v primerjavi z 2 in 10 mM Ca?*. Do podobnih opazanj z majhnimi odstopanji prihajamo tudi z
izsledki stopni¢astega protokola. Odstopanje pri 1 mM Ca?* pripisujemo prejsnji perifuziji z 10
mM Ca?*, ki je podaljsala &as, potreben za repolarizacijo membrane in ponovno prozenje Ca?*
oscilacij v nadaljevanju eksperimenta ter zato zmanjsala frekvenco oscilacij in aktivni ¢as celic.
V prihodnje bi bilo potrebno naredili $e ve¢ analiz raznih kalcijevih stopnicastih protokolov, da

bi lahko lazje razumeli razlike med rezultati v primerjavi s kvadratnim pulzom.

Kljuéne besede: trebusna slinavka, celice beta, inzulin, koncentracija zunajceli¢nih in

citoplazemskih ionov Ca?*, konfokalna mikroskopija.
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1 UvobD

Sladkorna bolezen (diabetes melitus) je presnovna motnja, pri Kkateri je pri posamezniku
zmanjSana sposobnost sekrecije inzulina (kot posledica avtoimunega odziva — sladkorna
bolezen tipa 1) ali obcutljivost tkiv na inzulin (sladkorna bolezen tipa 2), posledica Cesar je
okvarjena presnova ogljikovih hidratov, kar vodi v povisano raven glukoze v krvi. Po podatkih
Svetovne organizacije za diabetes (International diabetes federation, IDF) ima 537 milijonov
ljudi na svetu, starih med 20 in 79 let, diagnosticiran diabetes. Stevilo obolelih zaradi
nezdravega Zivljenjskega sloga in hitrega tempa druzbe strmo nara$¢a (IDF Diabetes Atlas,
2021). V Sloveniji je Stevilo obolelih med leti 2010 in 2019 naraslo za 25,9 % (N1JZ, 2023).
Sladkorna bolezen predstavlja velik izziv za zdravstvo, zato je klju¢nega pomena raziskati
vzroke za njen porast med svetovno populacijo in zasnovati u¢inkovito platformo, ki bo
pomagala pri razumevanju in raziskovanju te bolezni ter pomagala umiriti trend nara$c¢anja

Stevila obolelih.

Pomembno vlogo pri razvoju sladkorne bolezni ima hormon inzulin, ki je v ¢loveskem telesu
esencialen. Pomaga pri skladis¢enju energije po zauzitem obroku in tako nadzoruje nivo
koncentracije glukoze v krvi. Cloveski inzulin je peptidni hormon, sestavljen iz zaporedja 51
aminokislin. Je heterodimer verige A in verige B, ki sta povezani z disulfidnimi vezmi.
Sintetizira se v celicah beta Langerhansovih otoc¢kov trebusne slinavke, iz katere se izlo¢a kot
odgovor na poviSane ravni glukoze v krvi (Seetho & Wilding, 2014). Inzulin deluje na taréne
celice in sprozi privzem glukoze iz krvi, celice pa jo porabijo kot substrat pri presnovnih
procesih, predvsem anabolnih, posledica Cesar je znizanje koncentracije glukoze v krvi
(Campbell in sod., 2011).

Glukozno stimuliranje trebusne slinavke se izraza v dvigu citoplazemskega kalcija ([Ca®*]i) v
celicah beta, posledica ¢esar je eksocitoza veziklov z inzulinom. Rezultati predhodne studije v
Belgiji (Gilon & Henquin, 1992), v kateri sta avtorja proucevala nihanje kalcija na izoliranih
Langerhansovih otockih, ki sta jih dobila s pomoc¢jo razgradnje misje trebusne slinavke s
kolagenazo (collagenase digestion), so pokazali, da je pri stimulaciji izoliranih otockov s 15
mM raztopino glukoze, ki je vsebovala 2,5 mM Ca?*, dvig [Ca?*]ive¢fazen, s stalnimi priblizno

enako frekvenénimi oscilacijami (priblizno 2,2 min). V prvi fazi je bilo zaznano majhno,
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kratkotrajno zniZanje koncentracije [Ca?*]; sledil je velik dvig njegove koncentracije, ki je trajal
priblizno 1 min, nato pa so sledile znacilne oscilacije koncentracije [Ca?*]i. Oscilacije znotraj
celic enega otocka so bile sinhrone. Ob popolni odstranitvi Ca?" iz zunajceli¢nih raztopin,
citoplazemskega dviga [Ca?*]iin zna&ilnih oscilacij niso zaznali. Oscilacij [Ca?*]i prav tako niso
zaznali ob prisotnosti zunajceli¢ne raztopine z 1 mM Ca®*, njegova koncentracija se je samo
dvignila in stabilizirala na vi§ji vrednosti. Ob proucevanju z zunajceli¢no raztopino z 10 mM
Ca?* so imele oscilacije nizjo frekvenco (v primerjavi s kontrolo - zunajceli¢no raztopino z 2,5
mM Ca?"), razlika med minimalno in maksimalno koncentracijo (amplituda) [Ca?*]i pa je bila
vecja (Gilon & Henquin, 1992).

Raziskav, ki bi prougevale vpliv razli¢nih koncentracij Ca?* na delovanje celic beta, ni veliko.
Predstavljen je bil teoreti¢ni model vpliva razliénih koncentracij Ca?* (Chay, 1997), vendar je
bilo izvedenih zelo malo praktiénih raziskav. Pri proucevanju delovanja celic beta se
uporabljajo zunajceli¢ne raztopine z 2-2,5 mM Ca?*, kar je ve¢ od fizioloske koncentracije
prostih kalcijevih ionov v medceli¢nini, Ki pri sesalcih znasa med 1,1 in 1,4 mM. (Douglas &
Beierwaltes, 2012; Jaffredo in sod., 2021)
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1.1 Raziskovalna vprasanja in hipoteze

Namen raziskovalne naloge je raziskati vpliv razli¢nih koncentracij ionov Ca?* v zunajceli¢ni
raztopini na odziv celic beta Langerhansovih oto¢kov trebusne slinavke ob spremembi

koncentracije glukoze v zunajceli¢ni raztopini (ZRC).

Pred raziskovanjem smo zastavili raziskovalna vprasanja (RV) in hipoteze (H):

RV1: Ali se bodo celice beta trebuSne slinavke odzvale na draZzenje s stimulatorno

koncentracijo glukoze v ZRC z oscilatorno spremembo znotrajceli¢ne koncentracije kalcijevih

ionov?
H1: Celice se bodo ob spremembi koncentracije glukoze v zunajcelicni raztopini S 6 mM na 9

mM odzvale z oscilatorno spremembo.

RV2: Kako razli¢ne koncentracije kalcijevih ionov (Ca®") v zunajceli¢ni raztopini vplivajo na

odziv celic beta Langerhansovih oto¢kov trebusne slinavke?

H2: Na spremembo koncentracije Ca?* ionov v zunajcelicni raztopini se bodo celice beta
odzvale s spremenjeno dinamiko oscilacij znotrajcelicne koncentracije Ca2*. Aktivni cas celic

bo pri visji koncentraciji Ca®* niZji, pri niZji koncentraciji pa visji.
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2 TEORETICNO OZADJE

2.1 Trebus$na slinavka

Trebus$na slinavka je priblizno 80 g tezka endo- in eksokrina zleza, ki se v ¢loveskem telesu
nahaja v zgornjem delu trebusne votline. Izvodila trebusne slinavke vodijo v dvanajstnik (in od
tam neposredno v tanko ¢revo) ter v kri (Britannica, 2023; Stozer in sod, 2013) . Eksokrini del
pankreasa, ki zaseda glavnino Zleze, tvorita dva tipa celic; acinarne in duktalne celice. Acinarne
celice se zdruzujejo v koncni, meSic¢kasto razsirjeni del zleze (t.i. acinus) in proizvajajo ter
izlo¢ajo prebavne encime. Duktalne celice so organizirane v cevke, ki drenirajo izlocek iz
acinusov in secernirajo tekoc¢ino, ki je bogata z HCOgz', v svetlino cevk. Cevke tvorijo duktalno
drevo, skozi katerega tece izlocek iz acinusov v smeri dvanajstnika. Bikarbonatni ioni
nevtralizirajo kislo prebavno kaso, ki iz Zelodca prehaja v dvanajstnik, to pa zagotavlja
optimalno okolje za prebavne encime, ki sodelujejo pri nadaljnji presnovi zauzitih hranil v

takem Crevesju (Stozer in sod., 2021; Stozer in sod., 2013).

Endokrini del je sestavljen iz velikega Stevila Langerhansovih otoCkov, ki predstavljajo 1-4 %
preostalega volumna trebusne slinavke in so razporejeni po celotni povrsini. Langerhansove
otocke je prvi opisal Paul Langerhans leta 1869. Od takrat naprej so jih pogosto raziskovali
predvsem v povezavi s sladkorno boleznijo (Xavier, 2018). V normalni trebusni slinavki
¢loveka je med 500 000 in 7 milijonov otockov. Otocki so ovalni ali okrogli s premerom med
50 in 300 um (Boron & Boulpeap, 2012, str. 1074). Priblizno 75 % celic v vsakem oto¢ku je
celic beta (B), katerih glavna funkcija je izlo¢anje inzulina in se obicajno nahajajo v notranjosti
otocka (Britannica, 2023). Na perifernih delih Langerhansovih oto¢kov se nahajajo skupki celic
alfa (o), gama (y) in delta (9), ki izlo¢ajo vsaka svoj hormon, glukagon, pankreati¢ni polipeptid

in somatostatin (Kelc in sod., 2019).

Vecina raziskav za namene preucevanja trebusne slinavke uporablja glodalski model, zato je
potrebno, da razumemo podobnosti in razlike v strukturi in delovanju trebusne slinavke med
¢lovekom in zivalskim modelom. Na makroskopskem nivoju sta si ¢loveska in mis$ja trebusna
slinavka zelo podobni, na mikroskopskem nivoju pa se razlikujeta po stevilu Langerhansovih

otockov, Ki jih je glede na velikost organizma ustrezno manj. Obema vrstama je skupno, da
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lahko znotraj enega otoCka definiramo pet glavnih tipov celic. Razli¢na pa je prostorska
razporeditev celic znotraj otoc¢kov. Pri misih prevladuje vzorec skorja — sredica (vecina celic
beta je v sredici, obrobje sestavljajo druge celice). Otocek pri glodalcih obi¢ajno sestavlja 75
do 80 % celic beta, pri ljudeh pa le 55 do 75 %, kar je glavna razlika v zgradbi ¢loveskega in

glodal¢evega endokirnega dela trebusne slinavke (Dolensek in sod., 2015).

Celice lahko komunicirajo med seboj, prav tako pa poteka komunikacija z okolico. Ta temelji
na hormonski komunikaciji, npr. izloanje inzulina znotraj enega otocka inhibira izloc¢anje
glukagona v drugih otockih, somatostatin pa inhibira sekrecijo tako glukagona kot tudi inzuling;
medceli¢ni komunikaciji, ki temelji na presledkovnih stikih med celicami znotraj otocka, ki
omogocajo lazje prenasanje informacij; ter Zivéni komunikaciji (Boron & Boulpeap, 2012, str.
1074). Celice oblikujejo obliko otocka skupaj s kapilarami, da lahko najlazje spremljajo
spremembe koncentracij hranil v krvni plazmi, ki so posledice zauzitja hrane. Celice
Langerhansovega otocka so 10-krat bolj prekrvljene kot sosednje celice eksokrinega tkiva (Fu
in sod., 2013).

- (.
kapilare —= N /)
= ‘a
—= L]
. —N
> -
. ". -
e
. -
. e
celicealfa & 7 glukagon )
celice beta inzulin
celice delta " somatostatin

Slika 1: Zgradba Langerhansovega otocka (Britannica, 2023)

2.2 Vloga in regulacija inzulina

Inzulin je nujen hormon za uravnavanje normalnega metabolizma. Njegova primarna funkcija

je nadzorovanje presnove ogljikovih hidratov, beljakovin in mascob (Kelc in sod., 2019).
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Izlo¢ajo in sintetizirajo ga celice beta trebusne slinavke. Kodira ga gen, ki se nahaja na
kromosomu 11 (Boron & Boulpeap, 2012). Inzulin se sintetizira na zrnatem endoplazemskem
retikulumu. Po sintezi se spremeni v aktivno obliko in je shranjen v granulah v celicah beta do
eksocitoze (Rorsman & Renstérm, 2003). Pri zdravih posameznikih je izlo¢anje inzulina skrbno
uravnavano glede na potrebe metabolizma. Celice beta zaznajo spremembo v koncentraciji
glukoze v krvi in odgovorijo z eksocitozo to¢no doloc¢ene koli¢ine granul inzulina (Fu in sod.,
2013). Inzulin spodbuja privzem glukoze iz krvi v mi$i¢no tkivo, mas¢obno tkivo in v jetra
(Kelc in sod., 2019). Njegovo odkritje v zgodnjih tridesetih letih je eden najpomembnejsih
dogodkov v zgodovini endokrine fiziologije in terapije. Leta 1923 so prvi¢ sintetizirali inzulin
iz goveje in praSicje trebuSne slinavke na industrijski ravni ter ga uporabili kot terapijo pri
pacientih z diabetesom. Od takrat je inzulin najbolj prouc¢evan hormon. Najve¢ raziskav se
ukvarja s proucevanjem zaporedja medceli¢nih signalov, ki povzro¢i sekrecijo inzulina,
procesa, s katerim lastni imunski sistem prepozna celice beta in jih unici, kot je znacilno za
sladkorno bolezen tipa 1, ter procesa nastanka s prehrano povzro¢enega metabolnega sindroma,
ki vodi v globalno za zdravstvene sisteme najbolj bremenilno obliko, sladkorno bolezen tipa 2.
(Boron & Boulpeap, 2012).

Celice beta se lahko odzovejo na razli¢ne monomere energijsko bogatih molekul (najpogosteje
na glukozo, lahko pa tudi na galaktozo, manozo, fruktozo, aminokisline — arginin ali levcin, ali
pa manjSe mascobne kisline) (Boron & Boulpeap, 2012). Glukoza je primarni stimulus za
sekrecijo inzulina. Zauzitje 76 g glukoze bo pri zdravih ljudeh povzroc€ilo dvig inzulina z 20-
30 x 1072 mM na 250-300x 10~° mM v 30 minutah (Fu in sod., 2013). Ko je nivo glukoze
v krvi povi$an, celice beta to zaznajo, izlo¢ijo inzulin ter obratno, ko je nivo glukoze v krvi
znizan, je izloCanje inzulina inhibirano, takrat se izlo¢a glukagon. Izmeni¢no delovanje
glukagona in inzulina regulira stalen nivo glukoze v krvi, ki je pri zdravih posameznikih na
tes¢e med 4,0 in 6,1 mM (Kelc in sod., 2019). Regulacija omogoca enakomerno oskrbo
centralnega zivénega sistema z glukozo, kar omogoca njegovo pravilno delovanje. Glukoza je
glavni vir energije ziv€énega sistema, homeostaza glukoze pa hkrati omogoca nadzorovano
shranjevanje hranil in optimalno rast (Britannica, 2023). Ce koncentracija glukoze v krvi pade
pod 3,9 mM (hipoglikemija), posameznik doZivi omotico in lahko izgubi zavest. Dolgotrajno
povisane vrednosti glukoze (hiperglikemija) v krvi predstavljajo za celice velik metabolni in

oksidativni stres, in lahko vodijo do debelosti, motene obcutljivosti tar¢nih tkiv na inzulin ter
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razvoja sladkorne bolezni. Ce je koncentracija glukoze v krvi previsoka, je nad 30 oz. 40 mM
(mo¢na hiperglikemija), lahko pride do motnje osmoregulacije in posledi¢no dehidracije
(Boron & Boulpeap, 2012). Hipoglikemija in hiperglikemija sta najpogosteje posledici
nepravilnosti v delovanju celic beta. Izguba celic beta zaradi avtoimunskega napada nanje,
posledica Cesar je zmanjSana sinteza inzulina, je razlog za sladkorno bolezen tipa 1 (Kelc in
sod., 2019). Sladkorna bolezen tipa 1 v Evropi prizadene 1 na 600 otrok. Pred letom 1922 so
vsi otroci, Ki jih je bolezen prizadela, umrli v obdobju dveh let po diagnozi zaradi izgube telesne
teze, kljub temu da so zauzili dovolj hrane, saj glukoza zaradi pomanjkanja inzulina ni prehajala
v celice (Boron & Boulpeap, 2012). lzguba funkcionalnosti celic beta, ko te ne zmorejo ve¢
proizvajati/izlo€ati dovolj velike koli¢ine inzulina, da bi zagotovile potrebam posameznika ter
rezistenca tar¢nih celic na inzulin, je znacilna za bolnike s sladkorno boleznijo tipa 2 (Xavier,
2018). Diabetes je eden izmed vecjih zdravstvenih problemov, zanj oboleva Ze skoraj 10 %

odrasle populacije na svetu (Kelc in sod., 2019).

Normalno delujoce celice beta zaznajo porast glukoze ter jo privzamejo iz krvi. Glukoza v
celico prehaja z olajSano difuzijo skozi beljakovinske prenasalce GLUT 2. V procesu celicnega
dihanja (glikoliza, nato Krebsov cikel) se razgradi do ogljikovega dioksida in vode (Kelc in
sod., 2019). V celicah beta se nahaja encim glukokinaza, podtip heksokinaz, ki v prvi stopnji
glikolize fosforilira glukozo v glukozo-6-fosfat. Glukokinaza opravlja enako funkcijo, nahaja
pa se samo v 4 razli¢nih tipih celic (v hepatocitah, celicah beta, enterocitah in v glukozno-
obcutljivih nevronih). Od ostalih glukokinaz jo razlikuje to, da ima nizko afiniteto do glukoze
v primerjavi z ostalimi heksokinazami (potrebne so visje koncentracije glukoze, da doseze
maksimalno hitrost sinteze), zaradi ¢esa deluje hitreje pri visjih koncentracijah glukoze kot
ostale heksokinaze. Prav tako je glukoza-6-fosfat (njen produkt) ne inhibira, kar ji omogoca
neomejeno dejavnost. Glikoliza zaradi tega v celicah beta poteka veliko hitreje kot v drugih
vrstah celic, kar jim pomaga pri njihovem delovanju kot senzor za glukozo. Produkt glikolize
sta poleg dveh molekul NADH+H" in dveh molekul ATP, dve molekuli piruvata, ki nato
vstopita v mitohondrij. V mitohondriju se vanj prispeli piruvat v procesu cikla trikarboksilnih
kislin dokonéno razgradi do vode in ogljikovega dioksida, pri ¢emer nastane velika koli¢ina (do
32 dodatnih) molekul ATP (Fu in sod., 2013). Ob odsotnosti ATP-ja so Katp kanali (od ATP
odvisni K™ kanali) odprti, zato pozitivno nabiti K* ioni izhajajo iz celice, posledica Cesar je

hiperpolarizacija celicne membrane nestimulirane celice beta. Po stimulaciji celic beta z
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glukozo, posledi¢éno povisana znotrajcelicna koncentracija ATP povzro¢i zmanj$ano
prevodnost Kate kanalov. Ker je izhajanje K* inhibirano, se povisa koncentracija pozitivno
nabitih ionov v notranjosti celice, kar privede do depolarizacije celicne membrane (Rorsman &
Renstorm, 2003). Zaradi napetostne spremembe na celi¢éni membrani se odprejo napetostno
odvisni Ca?* kanali in celice beta pri¢nejo proziti akcijske potenciale (Kelc in sod., 2019). V
povpredju je zunajceliéna koncentracija Ca?* v mirovanju 1,2 mM, znotrajceliéna pa le 10*
mM, zato Ca?* ob odprtju napetostno odvisnih Ca?* kanalov s pasivnim transportom prehaja v
celico (Boron & Boulpeap, 2012). Celice beta imajo 3 od 4 razli¢nih oblik Ca®" kanalov, pri
¢emer so najpomembnejsi kanali tipa L (Rorsman & Renstorm, 2003). Ti se odprejo, ko je
napetost na celi¢ni membrani visja od -30 mV (Boron & Boulpeap, 2012, str. 198). Kalcij v
celici aktivira 3 razli¢ne tipe kinaz, ki s fosforilacijo beljakovin povzrocijo zlivanje veziklov,
ki vsebujejo inzulin, s celicno membrano, kar povzro¢i sekrecijo inzulina v kri (Kelc in sod.,
2019). Prav tako kalcij znotraj celice po principu pozitivne povratne zanke povzro¢i dodatno
sprostitev Ca®* ionov iz celi¢nih organelov, predvsem iz endoplazemskega retikuluma v
citoplazmo (Boron & Boulpeap, 2012). Pri koncentraciji glukoze, ki je tako visoka, da stimulira
izlo¢anje inzulina, so vsi Katp kanali zaprti (Rorsman & Renstorm, 2003). Pri ljudeh je ta

koncentracija okoli 7 mM (Kelc in sod., 2019).
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Slika 2: Izlo¢anje inzulina ob poviSanju glukoze v krvi (Arora, in drugi, 2021)

Ni pa to edini mehanizem, ki stimulira sekrecijo inzulina. Vsaka sprememba prepustnosti

membranskih kanalov celic beta, ki vpliva na napetost na celiéni membrani, lahko vpliva na
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premik Ca?* ionov iz medceli¢nine v citoplazmo (Kelc in sod., 2019). Najpomembnejsa v
povezavi z izloanjem inzulina pa sta od ATP odvisen Katp kanal in od napetosti odvisen Ca?*

kanal.

Na izlocanje inzulina vpliva tudi zivéevje. Langerhansove otoc¢ke ozivC€uje avtonomni ziveni
sistem, in sicer tako simpatik kot parasimpatik. Agonisti beta adrenergi¢nih receptorjev
spodbujajo izlofanje inzulina iz celic, medtem ko agonisti alfa adrenergi¢nih receptorjev
njegovo izloCanje zavirajo. Med vadbo alfa adrenergi¢ni agonisti prepre¢ijo nastanek
hipoglikemije z zaviranjem izlo¢anja inzulina. Prav tako vplivajo na izlocanje inzulina tudi
drugi endokrini hormoni trebusne slinavke, predvsem glukagon in somatostatin, ki inhibirata
njegovo sekrecijo. Sekrecijo inzulina inhibirajo tudi koritizol, rastni hormon in adrenalin
(Rorsman & Renstérm, 2003).

Sekrecija inzulina ob znatno poviSani koncentraciji glukoze v krvi kaze kot znacilen dvofazen
vzorec, ki ga sestavljata prehodna prva faza z visoko amplitudo hitrosti izlo¢anja inzulina in
druga - plato faza, za katero je znacilna manjSa hitrost izloCanja, ki postopoma narasca.
Priblizno eno minuto po vstopu glukoze v celico beta se za¢ne izlocati inzulin. Razlog za zamik
je Cas, potreben za presnovo glukoze (Rorsman & Renstérm, 2003). Ko je koncentracija
glukoze v krvi ¢loveka priblizno 7 mM, se v prvi fazi, ki traja priblizno 10 minut, inzulin izlo¢a
s hitrostjo 1,4 nmol min™, v drugi fazi pa se inzulin izlo¢a s hitrostjo 0,4 nmol min™, dokler
koncentracija glukoze spet ne pade na normalno vrednost (Kelc in sod., 2019). V prvi fazi se v
kri izlo¢a inzulin, ki je bil Ze pred povisanjem koncentracije glukoze shranjen v granulah v
citosolu celic beta, medtem ko je vecina izlo¢enega inzulina med drugo fazo odziva posledica
njegove sinteze na novo (de novo) na ribosomih celic beta (Boron & Boulpeap, 2012). Inzulin
izloCen v prvi fazi odziva dosezZe jetra, ki ob njegovi prisotnosti za¢nejo glukozo privzemati iz
Krvi, inzulin izloCen v drugi fazi odziva pa vpliva na dejavnost bolj oddaljenih organih (Jaffredo
insod., 2021). Raziskovalci so ocenili, da je Stevilo granul z inzulinom, ki lahko zapustijo celico
v prvi fazi, omejeno na 40 do 80 granul na celico beta (Rorsman & Renstérm, 2003). Raziskave
so pokazale, da je dvofazen odziv celic beta opazen tudi ob proucevanju ex vivo in da je tak
odziv reguliran z dejavnostjo samih otoc¢kov, zato povratne zanke drugih organov ob

proucevanju niso potrebne (Jaffredo in sod., 2021).
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Slika 3: Znacilen dvofazni odziv celic beta na stimulacijo z glukozo (Rorsman &
Renstorm, 2003)

V nekaterih organizmih se elektri¢na aktivnost celic beta v enem oto¢ku spreminja so¢asno
zaradi stikov med samimi celicami, kar privede do delovanja otocka kot celote. Zato so
oscilacije kalcija, ki se pojavljajo v celicah, sinhrone znotraj otoc¢ka (ldevall-Hagren &
Tengholm, 2020). To je opazno predvsem v misjih in podganjih otoc¢kih, medtem ko je v

¢loveskih otockih sinhronost manjsa (Gosak in sod., 2022).

Ko je inzulin enkrat v krvi, najprej prehaja v jetra skozi jetrno portalno veno in tako se ga veé
kot polovica odstrani iz krvnega obtoka. Inzulin deluje anabolno, pospesi izgradnjo zalog v
telesu, ter antikatabolno, prepreci razgradnjo ze narejenih zalog. Njegova tarcna tkiva so jetra,
miSice ter mascevje (Boron & Boulpeap, 2012). V jetra glukoza prehaja skozi prenasalce GLUT
2, ki niso odvisni od inzulina, inzulin pa se veZe na inzulinski receptor, ki se ob njegovi vezavi
aktivira in sprozi avtofosforilacijo ter fosforilacijo drugih kinaz. V jetrih se tako ob vezavi
inzulina na receptor pospesi predelovanje glukoze v glukozo-6-fosfat, saj je pospesSena
transkripcija gena za sintezo glukokinaze. Pospesi se sinteza glikogena iz glukoze-6-fosfata,
medtem ko je njegova razgradnja upocasnjena. Ker se glukoza takoj ob vstopu v celico
spremeni v glukozo-6-fosfat, je koncentracija glukoze v celici zmeraj nizka, zato lahko ta
nemoteno (v velikih koli¢inah) vstopa v celico s pasivnim transportom zaradi stalnega
koncentracijskega gradienta. V jetrih je pospeSena tudi glikoliza — tvorba piruvata, ki se v

mitohondriju spremeni v acetil koencim A, iz katerega se sintetizirajo mascobne kisline.
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Glukoneogeneza (tvorba glukoze de novo) je zavrta. Stimulirana je tudi sinteza beljakovin
(Boron & Boulpeap, 2012).

V miSice glukoza prehaja skozi prenasalec GLUT 4, ki je aktiven ob vezavi inzulina na
membranski receptor (je od inzulina odvisen). Ob vezavi inzulina na receptor se deli prenasalca
GLUT4 prenesejo iz citoplazme in vgradijo na celicno membrano. Brez vezave inzulina
glukoza v miSico, ko je ta neaktivna, ne more vstopiti. Inzulin v miSicah aktivira heksokinazo
in glikogen-sintazo, ki iz glukoze izgradita glikogen. Prav tako inzulin pospesi glikolizo ter

stimulira sintezo proteinov v misicah (Boron & Boulpeap, 2012).

Tudi v mascobno tkivo vstopa glukoza skozi prenasalec GLUT 4, ki je aktiven samo ob vezavi
inzulina na membranski receptor. Inzulin spodbuja proces glikolize, v katerem se iz vmesnega
produkta fosfoenolpiruvata v procesu reakcij tvori glicerol in iz piruvata, ki se v mitohondriju
preoblikuje v acetil koencim, nastajajo mascobne kisline. Iz njih in glicerola se izgradijo
trigliceridi, ki jih celica shrani. S tem mehanizmom inzulin spodbuja shranjevanje novih

trigliceridov v mas¢obnem tkivu (Boron & Boulpeap, 2012).

2.3 Membranski potencial celic beta in vlioga Ca?*

Kalcij je pomemben signalni ion in igra kljué¢no vlogo pri sklapljanju draZljajev z izlo¢anjem
inzulina iz celic beta (angl. stimulus-secretion coupling). Na drazenje z glukozo se celice beta
odzovejo z depolarizacijo (elektriéno aktivnostjo), ki jo spremlja sinhrona sprememba
koncentracije [Ca?*]i (prosti Ca®" ioni v citosolu celice). Sprememba v membranskem
potencialu je odvisna od glukoze in pri koncentracijah ¢ez 20 mM je prisotno neprekinjeno
prozenje akcijskih potencialov na membrani celice (Rorsman & Renstorm, 2003).
Depolarizacija celice beta ob stimulaciji z glukozo je posledica zaprtja od ATP odvisnih K*
kanalov (Katp) ter vstopa Ca?* v celico, repolarizacijo pa povzro¢i zvisanje [Ca®'];, saj dvig
koncentracije [Ca®']i zapre Ca* kanale, ter ponovno izhajanja K* iz celice, saj dvig [Ca®']i
odpre od [Ca**]i odvisne K* kanale (Kca— tok lk(ca) ). Studija T. R. Chay predvideva tudi
prisotnost od zaloge odvisnega neselektivnega toka kationov v celico (Ins - »store-regulated
nonselective cationic current«), saj se depolarizacija celic beta zgodi tudi ob stimulaciji z
medijem s povisano glukozo, v katerem Ca?* ioni niso prisotni. Studija predvideva, da je dvig

[Ca?*]; posledica difuzije Ca?* skozi transportne kanale v celico in sprostitve vezanega Ca?* iz
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gladkega endoplazemskega retikuluma (ER), medtem ko je znizanje [Ca®*]i posledica njegove
vezave na ER in v granule ter aktivnega transporta iz celice s &rpalko (Ca?*atp) (Chay, 1997).

Raziskava Gilona in Henquina (Gilon & Henquin, 1992) dokazuje, da se celice beta v
prisotnosti 10-15 mM glukoze odzovejo z ritmi¢nim valovanjem membranskega potenciala (2-
2,5 min?) in z izbruhi konic [Ca?*]i na platoju potenciala. Poleg tega je bil opazen znacilen
dvofazni odziv celic beta, ki ga je povzro¢il dvig [Ca®*]i kot posledica dviga glukoze in
odvisnost od zunanjega Ca?* v obeh fazah. To podpira predlog, da se celice beta, stimulirane z
glukozo, odzovejo z dvofaznim povecanjem elektricne aktivnosti, kar se odraza v dvofaznem
povecanju dotoka Ca?", ki vodi do dvofaznega dviga [Ca?*]i s kon¢nim dvofaznim izloanjem
inzulina. Prvemu sorazmerno Sibkemu izloc¢anju, ki je namenjen predvsem bliznjim tkivom,
sledi mo¢no drugo izlo€anje, ki je namenjeno bolj oddaljenim tkivom in trajnejSemu spustu

glukoze v krvi (Gilon & Henquin, 1992).

Celokupna zunajceli¢na koncentracija kalcija (ki tvori komplekse z razlicnimi ioni in se veze
na citoplazemske proteine) je tesno fiziolosko regulirana (vitamin D, hormona kalcitonin in
parathormon), tako da je normalna koncentracija med 2,2 in 2,6 mM in koncentracija
ioniziranega prostega kalcija med 1,1 in 1,4 mM. Te ravni nihajo v ozkem razponu in redko
presegajo odklon za ve¢ kot 5 % skozi ¢as (Douglas & Beierwaltes, 2012). Spremembe v
zunajceliéni koncentraciji kalcija imajo velik vpliv na delovanje celic beta trebusne slinavke,
saj se spremeni frekvenca in dolzina oscilacij [Ca®']i, posledica ¢esar je spremenjena koli¢ina
izloenega inzulina (Gilon & Henquin, 1992). Teoreticni model vpliva spremembe
koncentracije kalcija v zunajceli¢ni raztopini na koncentracijo [Ca?"]; in membranski potencial
celice je v raziskavi predstavila T. R. Chay (Chay, 1997). V matemati¢cnem modelu so ugotovili,
da se ob stimuliranju celic beta z raztopino, ki ne vsebuje ionov Ca?*, elektri¢no nihanje
membranskega potenciala spremeni v konstantno depolarizacijo (vzburjenje celice).
Koncentraciji [Ca®']i in [Ca?|um (lumenski kalcij — kalcij sproséen iz zalog v lumnu ER) sta
njegovega toka v notranjost celice (lca), zato tudi ni odprtja od [Ca?*]i odvisnih K* kanalov, Ki
bi povzrocili repolarizacijo celice. Neselektiven tok kationov v celico pa lahko zato povzroca
stalno depolarizacijo (Ins) (Chay, 1997). Ko je koncentracija Ca?* v stimulatorni raztopini

visoka (npr. 7,5 mM), imajo oscilacije vi§jo amplitudo, njihova frekvenca pa je nizja, saj je
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repolarizirani potencial nizji od obicajnega (zaradi Sibkega Ins Vv celico, Ki je posledica visoke
koncentracije [Ca?*ium ter mo¢nega Ik(ca iz celice, zaradi visoke koncentracije [Ca?']i), zato
repolarizirani potencial traja dlje ¢asa in posledi¢no so oscilacije redkejSe. Amplituda je vi§ja
zaradi ve&je koncentracijske razlike Ca?* med zunanjostjo in notranjostjo celice, zato je difuzija
ob odprtju kanalov hitrejsa, vendar visja koncentracija [Ca?*]i povzroéi hitrej$o in moénejso
repolarizacijo (krajsa je dolzina plato faze, faza mirovanja je daljs$a), zato je frekvenca oscilacij

nizja (Chay, 1997).
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Slika 4: Vpliv zunajceli¢ne koncentracije ionov Ca?* na spreminjanje membranskega

potenciala, koncentracije [Ca?*]i ter [Ca?*]um stimulirane celice beta (Chay, 1997)

2.4 Konfokalna laserska mikroskopija (CLSM)

Konfokalna laserska mikroskopija (angl. confocal laser scanning microscopy, CLSM) je

mikroskopska tehnika, ki nadgrajuje presevno mikroskopijo. Prvi jo je leta 1957 predstavil
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Marvin Minsky. Priblizno trideset let kasneje je CLSM postala standardna metoda za
proucevanje bioloskih vzorcev. Je specializirana oblika standardne fluorescen¢ne mikroskopije
(imenovane tudi fluorescencna mikroskopija s Sirokim poljem), ki uporablja posebne opticne
komponente za ustvarjanje slik visoke loc¢ljivosti materiala, obarvanega s fluorescenc¢nimi
senzorji. Zaradi uporabe fluorescen¢nih senzorjev in moznosti mikroskopiranja s pomocjo
razlicnih laserjev tocno doloCene valovne dolzine, ki delujejo kot vir svetlobe, je mogoce
nedvoumno zaznati, katere celice vsebujejo dolocen signal, oziroma ali se celica odzove na vec
signalov hkrati. Pogosto se uporablja v biologiji, fizikalni kemiji, mikrobiologiji in

nevrofiziologiji (Peterson, 2010).

Detektor Detektor
Luknja z rezo Luknja z rezo
Lomilec zarkov Vir Lomilec zarkov Vir
4 svetlobe svetlobe
/7
Luknja z rezo Luknia z rezo
Leca objektiva Leca objektiva
- ST

Vzorec Vzorec

Slika 5: Princip delovanja konfokalne mikroskopije (Lasertec, 2023)

Njena primarna funkcija je ustvarjanje toc¢kastega vira svetlobe in zavracanje neostre svetlobe,
kar omogo¢a moznost slikanja v globino vzorca z visoko resolucijo ter tridimenzionalno
slikanje. To je glavna razlika med opti¢nim in konfokalnim mikroskopom. Opti¢ni mikroskop
osvetljuje celoten vzorec hkrati, konfokalni pa se omeji le na eno tocko v goris¢ni ravnini
(Elliott, 2020). Svetlobni zarki, ki jih oddaja svetlobni vir, gredo skozi leco in se fokusirajo na
povrsino vzorca. Vpadno svetlobo se pred vpadom na le€o omeji z rezo. Na ta nacin se ustvari

toCkovni vir svetlobe in omeji zbiranje odbite svetlobe v doloceno tocko v goris¢ni ravnini.
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Fotoni vira svetlobe vzburijo atome fluorescentne snovi, ki preidejo v vzburjeno stanje. Ko
ponovno preidejo v osnovno stanje, oddajo energijo v obliki svetlobe z nizjo energijo (visjo
valovno dolzino). Svetlobni zarki, ki jih odda vzorec, ponovno preidejo skozi isto leco iz
nasprotne smeri in so usmerjeni proti fotodetektorju. Fotodetektor zazna le svetlobne Zarke, ki
tvorijo ostro zaris¢e in gredo skozi luknjico, ki je postavljena tik pred njim. Ime »konfokalna«
izhaja iz dejstva, da obstajata dve zariS¢ni toCki, ena na povrSini vzorca in druga na
fotodetektorju. Samo zarki, ki tvorijo ZariS¢e na vzorcu, tvorijo drugo zarisc¢e na fotodetektorju
in ga dosezejo. Drugi zarki ne dosezejo fotodetektorja. Konfokalna mikroskopija tako omogoca
odpravo razprsene svetlobe izven gori§ca ter generiranje izjemno jasne slike. V kombinaciji z
visoko vzdolzno lo¢ljivostjo in viSinskim merjenjem, ki omogoca 3D oblikovanje

mikroskopiranega vzorca, je izjemno primerna za histoloske raziskave (Lasertec, 2023).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

V eksperimentalnem delu smo izolirali trebusno slinavko iz misi, jo narezali na tanke rezine in
obarvali s fluorescen¢nim estrskim barvilom CALBRYTE™ 520 AM. Vzburjenje tega barvila
je najvecje pri 490 nm, vrh emisijskega spektra pa ima pri 525 nm. Po vstopu barvila v celico
tega hidrolizirajo znotrajceli¢ne esteraze, kar naredi barvilo obcutljivo na kalcij. Po barvanju
smo rezine snemali s konfokalnim mikroskopom ter med mikroskopiranjem rezine oblivali z
ZCR po dolo¢enem protokolu. Za vzbujanje barvila smo uporabili argonski laser z valovno
dolzino 488 nm, oddano svetlobo smo zajemali med (500 — 700) nm. Oddano svetlobo je
detektor zajel vsakih 100 ms, kar nam je omogocilo snemanje s frekvenco 10 Hz. Na posnetkih
smo nato znotraj Langerhansovega otocka v napisanem programu oznacili obmocja, ki so
predstavljala eno celico. Program je povprecil jakost signala v ozna¢enem obmocju v odvisnosti
od casa. To bazo podatkov smo nato za vsako celico oto¢ka posebej analizirali v programu
MatLab. Podatke smo pogladili, z zeljo, da ¢im bolj zmanjSamo vpliv Suma. Dolocili smo
zacCetek ter konec pojava oscilacij ter vidne oscilacije oznacili. Dodali smo informacije o tem,
kako se je koncentracija Ca** v zunajceliéni raztopini med snemanjem spreminjala, ter
upostevali ¢asovni zamik (Cas, Ki je potreben, da je raztopina po cevkah prisla do kamrice z
rezino). Dokon¢no obdelane podatke smo nato med seboj primerjali in statisti¢no analizirali.

Potek dela je predstavljen na sliki 6.

1. Priprava 2. Izolacija 3. Rezanje
raztopin (ZRC, — | trebusSne slinavke | =—— | trebusne slinavke
HEPES, agaroza) iz misi na tanke rezine
6. Analiza 5. Snemanje s 4. Barvanje rezin
posnetkov in <+«—— | konfokalnim laserskim | «—— | s flurescenénim
statisti¢na analiza mikroskopom barvilom

Slika 6: Potek dela

Maribor, 2024

16



»58. sre¢anje Mladih raziskovalcev Slovenije «

3.1 Eti¢na izjava

Raziskava je bila izvedena v skladu z merili nacionalne in evropske zakonodaje o zas¢iti zivali,
ki se uporabljajo v znanstvene namene (direktiva 2010/63/EU) ter odobrena s strani Uprave RS
za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (Stevilka dovoljenja U34401-35/2018-2). Strogo
smo upostevali nacionalna in evropska priporocila, povezana z oskrbo in delo z laboratorijskimi

zivalmi, pri ¢emer je bilo zagotovljeno, da je bilo trpljenje Zivali absolutno minimalno.

3.2 Priprava uporabljenih raztopin

Zunajceli¢ne raztopine (ZCR) z razli¢nimi koncentracijami glukoze in raztopine s pufrom hepes
(HEPES) (2-[4-(hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonska kislina) smo namesali nekaj dni pred
poskusi in do uporabe shranjevali v hladilniku pri temperaturi med 4-8 °C. Na taki temperaturi
se raztopini lahko shranjujeta do enega meseca.

3.2.1 Agaroza (1,9 % wiw)

Za pripravo agarozne injekcije, ki smo jo potrebovali za injeciranje v dukt trebusne slinavke z
namenom fiksacije tkiva za lazje rezanje ter kasnejSe oblikovanje kvadratnih kosc¢kov z deli
trebusne slinavke, Smo v erlenmajerico dodali 0,475 g agaroze z nizkim talis¢em in dolili 25
mL zunajceli¢e raztopine (ZRC), ki vsebuje 6 mM glukozo in 2 mM CaCl,. Erlenmajerico smo
segrevali v mikrovalovki do vrenja, premesali in postopek ponavljali, dokler se agaroza ni
popolnoma stopila. S tako pripravljeno agarozo smo napolnili 5 mL brizgo. Pri tem smo bili
pozorni, da v teko¢ini niso bili prisotni mehurcéki, nanjo smo pritrdili 30 G iglo in jo do uporabe
hranili v vodni kopeli (T = 40 °C). Neporabljeno agarozo smo do naslednjih eksperimentalnih

dni hranili v hladilniku. Isto agarozo smo uporabili najve¢ 5x, saj nato postane toga in trda.

3.2.2 Zunajceli¢na raztopina (ZCR)

Pripravili smo 6 ZCR, ki so se med seboj razlikovale v koncentraciji glukoze in koncentraciji
CaCl2. Koncentracija glukoze v nestimulatornih raztopinah je znasala 6 mM, v stimulatornih pa
9 mM. Stimulatorne in nestimulatorne raztopine so vsebovale 1, 2 ali 10 mM CacCl,. ZRC smo
namesali tako, da smo v merilno bu¢ko odmerili 100 ml univerzalne raztopine (t.i. stok), nato
smo dodali glukozo in CaCl» v razli¢nih koncentracijah ter 1 mL 1 mM MgClz in mle¢no kislino

v koncentraciji 6 mM. Dolili deonizirano vodo do 1 L.
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Koncentracije snovi v univerzalni raztopini (stok) so bile naslednje: NaCl 1250 mM, KCI 25
mM, HEPES (2-[4-(hidroksietil)piperazin-1-ilJetansulfonska kislina) 100 mM, NaHCO3 100
mM, NaH2PO4 12,5 mM, Na priruvat 20 mM, myo-inositol 30 mM, askorbinska kislina 2,5
mM.

Iz vsake nameSane raztopine smo prenesli 50 pL v 0,5 mL epico ter ji zmerili osmolarnost z
osmometrom. Zeljena vrednost osmolarnosti znaga med 300 in 320 mOsm. Zaradi ohranjanja

fizoloskega pH-ja smo v raztopine ves ¢as uvajali karbogen (zra¢no zmes 95% O ter 5% COy).

3.2.3 Zunajceli¢na raztopina s pufrom HEPES

Pripravili smo tri razliéne zunajceli¢ne raztopine s pufrom HEPES (HEPES), ki so se med seboj
razlikovale v koncentraciji CaCl, (1/2/10 mM). Koncentracije snovi so bile naslednje: NaCl
150 mM, HEPES 10mM, glukoza 6 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM. Raztopinam smo umerili
pH na 7,4 z dodatkom NaOH.

V teh raztopinah (t.i. HEPES) smo shranjevali narezane rezine med barvanjem ter nato
pobarvane rezine do snemanja. Med snemanjem smo jih perfundirali z zunajceli¢no raztopino
(ZCR).

3.3 Priprava tkivnih rezin trebusne slinavke

Zivali smo humano Zrtvovali z izpostavitvijo prekomerni koncentraciji CO- in cervikalno
dislokacijo. Pred zacetkom eksperimenta smo Zrtvovali (skupno) Sest misi z namenom izolacije

trebusne slinavke.

Pod stereomikroskopom smo misji trebuh razprli z namenom dostopa do izvodil trebusne
slinavke. S pinceto smo privzdignili izvodilo v okolici dvanajstnika in s peanoma zaprli dovod

v glavni dukt (Vaterjevo papilo) kot prikazuje slika 7.
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Slika 7: Prikaz injiciranja agarozne raztopine v dukt trebusne slinavke (0sebni arhiv)

S tem smo preprecili uhajanje agaroze iz trebusne slinavke v dvanajstnik in visje dele prebavila
in tako utrdili zeljeno tkivo. Agarozo smo injicirali v proksimalni del zol¢evoda. Napolnjena
trebusna slinavka postane nabrekla in rahlo belkasta. Po kon¢anem brizganju smo trebusno
votlino takoj ohladili z 20 mL ledeno mrzle ZCR, predhodno postavljene v posodo z ledom, in
agaroza se je strdila. Injicirano tkivo smo izrezali in sprali ter polozili v 100 mm petrijevko z
ledeno mrzlo ZCR. S secirnimi $karjami smo nato narezali priblizno 0,2 cm?® velike koscke
tkiva trebu$ne slinavke in jim odstranili mas¢obno ter vezivno tkivo. Do 6 pripravljenih
kos¢kov smo postavili v vrsto v 35 mm petrijevko, ki je vsebovala tekoco agarozo segreto na
40 °C ter petrijevko takoj prenesli na led, da se je agaroza strdila. Nato smo izrezali kocke
agaroze, v katere so bili ujeti delci tkiva. Na oznaceno mesto na rezalniku (Vibratom Leica
VT1000 S) smo s cianoakrilatnim lepilom pritrdili agarozne del¢ke. Banjico rezalnika smo
napolnili z ledeno mrzlo ZCR, ki smo jo konstantno prepihovali s karbogenom ter dodali kos¢ek
ledu (zamrznjena ZCR). Rezalnik za rezanje agaroznih blokov smo nastavili na hitrost med
0,05 in 1 mm/s, frekvenco 70 Hz ter debelino rezin na 140 um. Tekom rezanja smo iz rezalnika
s finim Copi¢em odstranili rezine in jih prenesli v petrijevko, napolnjeno z raztopino s pufrom
HEPES sobne temperature, ki smo jo tekom eksperimenta veckrat zamenjali. V posebno
petrijevko smo prenesli rezine, na katerih so bili pod stereolupo vidni Langerhansovi otocki. Te

rezine smo nato barvali s fluorescenénim barvilom, obéutljivim na Ca?*.
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Slika 8: Langerhansov oto¢ek pod stereolupo (osebni arhiv)

3.4 Barvanje vzorcev tkiva z barvilom CALBRYTE™ 520 AM

Tkivne rezine smo barvali z barvilom CALBRYTE™ 520 AM. Odpipetirali smo 3,75 pL
barvila, 1,25 uL. PLURONIC-a in 3,33 mL HEPES-a. Vse skupaj smo dobro zmesali do faze
penjenja, potem smo raztopino vorteksirali in postavili na ultrazvo¢no kopel za 3 min. Tkivne
rezine smo postavili v pripravljeno barvilo in jih zascitili pred svetlobo, saj je barvilo
fotolabilno. Pluronic deluje kot detergent in razrahlja fosfolipidni dvosloj, kar omogoci barvilu
lazje prehajanje v znotrajceli¢ni prostor in kasneje detekcijo dinamike znotrajceli¢ne
koncentracije kalcija z metodo CLSM. Pokrito petrijevko smo postavili na orbitalni stresalnik
s hitrostjo 40 obratov min in rezine barvali 50 min. Nato smo jih prenesli v tri petrijevke z
HEPES-om s koncentracijo CaCl: 1; 2; 10 mM. Rezine smo shranjevali na sobni temperaturi v

HEPES-u najve¢ 12 ur, HEPES smo zamenjali na 2 uri.

3.5 Slikanje s konfokalno lasersko vrsti¢éno mikroskopijo (CLSM)

Pred zaGetkom snemanja smo pobarvane tkivne rezine shranjevali v petrijevkah z raztopino s
pufrom HEPES (6 mM glukoza) razli¢nih molarnosti CaCl (1; 2; 10 mM).

Za ugotavljanje vplivov kalcija na dinamiko prozenja oscilacij [Ca?*]i smo rezine stimulirali z
uporabilo kvadratnega pulza. 1z petrijevke s HEPES raztopino, v kateri smo hranili celice, smo

pod konfokalni mikroskop postavili rezino z otockom in jo perifundirali z ZCR-jem z 6 mM
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glukozo prvih pet minut poskusa. Nato smo molarnost glukoze dvignili na 9 mM, s ¢imer smo
aktivirali celice beta, ki so se odzvale s karakteristi¢nim vzorcem oscilacij [Ca?*]i. S to raztopino
smo rezine perifundirali naslednjih 20 minut, nakar smo perifuzijo ponovno prestavili v 6 mM
raztopino glukoze za 20 minut z namenom, da prekinemo celi¢no aktivnost celic beta. Tak
protokol smo ponovili za vse tri molarnosti raztopin kalcija (1; 2; 10 mM). Protokol prikazuje
slika 9.

9 glc (20")

6 glc (5" 6 glc (20"

Molarnost CaCl, za vse raztopine: 1; 2; 10 mmol/L.

Slika 9: Protokol kvadratnega pulza

Po teh ugotovitvah smo zasnovali Se kalcijev stopnicast protokol, katerega namen je bil
neposredno meriti vplive v ZCR raztopljenih kalcijevih ionov na dinamiko koncentracij [Ca?*];
v celicah beta ter mozne vplive predhodne koncentracije Ca* v raztopini na odgovor, ko celico
perifundiramo Ze z drugo raztopino. Vse celice smo na zacetku pet minut perifundirali v 6 mM
glukozi z 2 mM CaCly. Sledila je trikrat po petnajstminutna perifuzija s tremi razli¢nimi
molarnostmi kalcija v zunajceli¢ni raztopini (1, 2, 10 mM CaCly; 10, 1,2 mM CaCl; in 2, 1, 10
mM CacCly). Protokol prikazuje slika 10.
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9 glc (15" 9 glc (15" 9 glc (15Y)

6 glc (5"
Molarnost CaCl2:
2 mmol/L 1 mmol/L 2 mmol/L 10 mmol/L
10 mmol/L 1 mmol/L 2 mmol/L
2 mmol/L 1 mmol/L 10 mmol/L

Slika 10: Kalcijev stopnicasti protokol

Za namen zajemanja sprememb celic beta trebusne slinavke smo si pomagali z metodo
konfokalne mikroskopije. Tako smo posneli znacilne oscilacije [Ca?']i, katere smo analizirali
in pridobili parametre za opis dinamike oscilacij [Ca®']i, kot so dolzina oscilacij, frekvenca
oscilacij in aktivni ¢as posameznih celic znotraj otocka. Snemanje oto¢kov smo opravili na
dveh mikroskopih: pokon¢nem konfokalnem mikroskopu Leica TCS SP5 AOBS Tandem II
(20x vodni objektiv Leica HCX APO L, NA = 1,0) in pokon¢nem konfokalnem mikroskopu
LEICA STELLARIS 8 FALCON DIVE. Uporabljeno barvilo Calbryte™ AM smo vzbudili z
argonskim laserjem pri valovni dolzini 488 nm, ¢igar mo¢ smo prilagodili dolZini posnetkov in
se tako izognili pojavu fotobeljenja, kljub maksimalnemu ekscitiranju barvila. Oddano
fluorescenco zbira hibridni detektor Leica (HyD) znotraj valovnih dolzin (500 — 700) nm.
Opti¢no rezino smo nastavili tako, da je bilo omogoceno zajemanje pod povrSinsko plastjo
otocka (globina vsaj 15 pum), s ¢imer smo se izognili zgornji plasti celic, ki bi lahko bila
mehansko poskodovana zaradi rezanja. Serije posnetkov smo zajemali z lo¢ljivostjo 256 x 256
slikovnih pik s frekvenco zajemanja 10 Hz. Premer zaslonke konfokalnega mikroskopa se je
gibal med (150 — 200) um in je tako omejil debelino snemane regije na 5 — 10 um (povpreéna
dimenzija celic beta). Taksna nastavitev nam je omogocila zajemanje signala iz ene plasti celic,
prav tako smo na ta nacin glede na debelino rezine zaznavali najmoc¢nejsi mozen signal. Pred
in po zajemanju smo posneli visoko-resolucijski sliki (1024 x 1024 slikovnih pik), s katerima
smo dolocili morebitne premike rezine med snemanjem pri analizi posnetkov, z njima smo si
pomagali tudi pri oznacevanju celic znotraj otocka pri analizi posnetkov. Za nestimulatorno

ZRC je bila v vseh snemanjih izbrana 6 mM glukoza. Za stimulatorno raztopino pa je bila
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izbrana 9 mM glukoza s spremenljivimi koncentracijami Ca?* glede na protokol (1 mM; 2mM;
10 mM).

3.6 Analiza posnetkov

Po snemanju smo v namen pridobitve rezultatov dinamike [Ca?*]i pregledali vse posnetke ter
izbrali obmocja interesa (angl. Region of interest, ROI) v obliki elipse (program ImageFiltering,
avtorske pravice Denis Speli¢). Posamezno obmodje je zajemalo 1 aktivno celico beta. Na vseh
posnetkih smo celice ro¢no oznacili in podatke izvozili z uporabo prilagojene programske

opreme.

Slika 11: TKivni preparat Langerhansovega oto¢ka trebusne slinavke. S konfokalnim
mikroskopom posnet Langerhansov otocek, v katerem so celice napolnjene z od kalcija
odvisnim barvilom (20x povecava). Z rdeCimi elipsami so oznacene 4 celice beta (obmocja
interesa) (osebni arhiv).

Program je izracunal povprecje zaznane fluorescence celotne regije v odvisnosti od ¢asa. To
bazo podatkov smo nato analizirali v programu MatLab (The MathWorks Inc (2022)). 1zlocili
smo vse regije s preslabim razmerjem med signalom in Sumom, kar je lahko posledica premikov
posnetka, fotobeljenja ipd. Vsaki ¢asovni vrsti smo dolocili zacetke in konce oscilacij. Na

podlagi tako dobljenih rezultatov smo dolo¢ili aktivni ¢as (integral deleza casa, ki ga zasedajo
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oscilacije) (AT) kalcijevih oscilacij v fazi platoja, kar v matemati¢cnem pomenu predstavlja
produkt frekvence in dolzine. Dolo¢ili smo tudi frekvenco oscilacij ter njihovo dolzino na

polovici amplitude.

Slika 12: Shematska upodobitev analiziranih parametrov. Dolzina oscilacij na polovici
maksimalne amplitude (A), Stevilo oscilacij na minuto, izrazeno kot frekvenca oscilacij (B) in
odstotek oz. delez aktivnega ¢asa, ponazorjen s ¢rnimi pasovi (C) (Stozer in sod., 2021).

3.7 Statisti¢na analiza obdelanih podatkov

Statisti¢no analizo smo izvedli v programu SPSS (IMB Corp. (2022). version 29.0. Armonk,
NY). Shapiro-Wilk test smo uporabili za ugotavljanje normalne porazdelitve podatkov. Kadar
je p> 0,05, je spremenljivka porazdeljena normalno. Nase spremenljivke niso bile porazdeljene
normalno, zato smo razlike med skupinami (eno skupino nam je predstavljala ena koncentracija
Ca?") dokazovali z izvedbo neparametri¢nega Kruskal-Wallis H-testa. Nato smo za podkrepitev
podatkov izvajali tudi parne primerjave med tretmaji s post hoc Dunnovim testom z

Bonferronijevim popravkom. Razlika med skupinama je statisticno pomembna, ¢e je p < 0,05.
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Statisti¢no znacilne vrednosti so na grafih oznacene sledece: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001 in **** p < 0,0001. Grafe smo izrisali s programom GraphPad Prism 10.1.0 (316). Kot
podatek, Ki najbolj opisuje vrednost skupine za posamezen parameter, smo uporabili mediano,
navedli smo tudi medcetrtinski razmik (IQR), ki predstavlja razliko med tretjim kvartilnom (Q3)

in prvim kvartilom (Qa).
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4 REZULTATI

V nalogi smo se osredotocili na odziv celic beta Langerhansovih otoc¢kov trebusne slinavke
misjih samcev linije NMRI na spremembo koncentracije glukoze v odvisnosti od razli¢nih
koncentracij Ca®* v zunajceliéni raztopini. Odziv tipi¢ne celice beta sestoji iz faze aktivacije,
platoja in deaktivacije. V analizi rezultatov smo se osredotocali na plato fazo odziva. Protokole
snemanja smo locili na kvadratne pulze, kjer smo med snemanjem spreminjali zgolj
koncentracijo glukoze ob konstantni koncentraciji Ca?*, ter kalcijeve stopnicaste protokole, kjer
smo spreminjali koncentracijo Ca?" zunajceli¢ne raztopine in je bila koncentracija glukoze
konstantna. Analizirali smo 14 otoc¢kov za protokol »kvadratni pulz« s celi¢nim odzivom ter 12
otoCkov za »stopnicasti protokol«. V teh so se celice odzvale na poviSanje koncentracije
glukoze iz 6 mM na 9 mM z znagilnimi oscilacijami [Ca?*]i. Podatke stopnicastih protokolov

ter kvadratnega pulza smo analizirali lo¢eno.

Da bi izmerili spremembo v odzivu celic beta na tretma z zunajceli¢no raztopino z razli¢nimi
koncentracijami Ca?* in 9 mM glukoze, smo s pomocjo konfokalne mikroskopije pridobili
podatke o dinamiki oscilacij [Ca?']i. Primer taksnega odziva pri stopni¢astem protokolu je

prikazan na sliki 13.

1 mmol/L Ca?* 2 mmol/L Ca?* 10 mmol/L Ca?* T

’m WM f" 1
| uM"w M UM\ MJ\U\\\ w» m.\ 0 mu L& I3

500 ms

Slika 13: Oscilatorna sprememba celice beta, zaznana pri razliénih koncentracijah Ca?*.
Celice beta se na drazljaj z raztopino stimulatorne koncentracije glukoze (9 mM) z razli¢énimi
koncentracijami Ca®* odzovejo z oscilatorno spremembo znotrajceli¢ne koncentracije [Ca?*]i.
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4.1 Kvadratni pulz

Iz posnetkov kvadratnih pulzov smo dobili 10081 podatkov, ki predstavljajo skupno stevilo
zaznanih oscilacij [Ca?*]i. Oscilacije smo lo¢ili po koncentracijah Ca** v zunajceli¢ni raztopini
z 9 mM glukoze med snemanjem. Tako smo dobili tri skupine podatkov ter za vsako dolo¢ili
aktivni ¢as, frekvenco in dolZzino oscilacij. 2671 oscilacij je ustrezalo koncentraciji Ca?* je 1
mM, 5235 koncentraciji 2 mM in 2175 koncentraciji 10 mM. S Shapiro-Wilkovim testom smo
po skupinah analizirali normalnost porazdelitve podatkov za vse tri parametre. S Kruskal-
Wallis H-testom smo izvedli primerjavo podatkov in preverili statisti¢cno pomembnost razlike
med skupinami za vse parametre. Mediana vrednost aktivnega ¢asa po drazenju z zunajceli¢no
raztopino z 9 mM glukoze in 1 mM Ca?* je znasala 0,28 (IQR = 0.33), po drazenju z ZCR z 9
mM glukoze in 2 mM Ca?" se je mediana znizala na vrednost 0.22 (IQR = 0.18), najnizja
vrednost mediane pa je bila pri tretmaju z ZCR z 9 mM glukoze in 10 mM Ca?*, kjer je znasala
0.1 (IQR = 0.17). Statisti¢ne razlike so bile med vsemi skupinami statisti¢cno pomembne (p <
0,0001), kot prikazuje slika 14 A. Mediana vrednost dolzine oscilacij (S) po drazenju z
zunajceli¢no raztopino z 9 mM glukoze in 1 mM Ca?* je znaSala 1.41 (IQR = 1.31), po draZenju
z ZCR z 9 mM glukoze in 2 mM Ca?" se je mediana zvisala na vrednost 4.14 (IQR = 5.18),
vrednost mediane pri tretmaju z ZCR z 9 mM glukoze in 10 mM Ca?* pa je znasala 2.2 (IQR =
1.2). Razlike so bile med vsemi skupinami statisti¢no znacilne (p < 0,0001), kot prikazuje slika
14 B. Mediana vrednost frekvence oscilacij (min') po drazenju z zunajceli¢no raztopino z 9
mM glukoze in 1 mM Ca?* je znasala 9.1 (IQR = 14.33), po drazenju z ZCR z 9 mM glukoze
in 2 mM Ca?* se je mediana znizala na vrednost 2.91 (IQR = 2.07), najniZja vrednost mediane
je bila pri tretmaju z ZCR z 9 mM glukoze in 10 mM Ca?*, kjer je znasala 2.30 (IQR = 3.45).
Statisti¢ne razlike so bile med vsemi skupinami statisticno pomembne (p < 0,0001), kot

prikazuje slika 14 C.
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Slika 14: Dinamika znotrajceli¢ne koncentracije kalcijevih ionov v celicah beta v
odvisnosti od koncentracije kalcijevih ionov v zunajceli¢ni raztopini z 9 mM glukoze.
Slika prikazuje aktivni ¢as (A), dolzino [Ca?*]i oscilacij (B) in frekvenco oscilacij (C) pri

kvadratnih pulzih. Zbrali smo podatke 10081 oscilacij, pridobljenih iz 14 oto¢kov iz 6 Zivali.

Podatki so prikazani v obliki Skatel z brki, kjer Skatla prikazuje interkvartilni razpon in

mediano vrednost, brki pa oceno raztrosa podatkov. **** p < 0.0001 (enosmerna ANOVA na
rangih, post hoc Dunnova metoda)

4.2 Kalcijev stopnicasti protokol

Iz posnetkov za kalcijevih stopnicastih protokolov smo dobili 18777 podatkov za analizo
aktivnega Casa in frekvence ter 19083 podatkov za dolzine oscilacij. Podatke smo lo¢ili po
koncentracijah Ca?* v zunajceli¢ni raztopini z namenom pridobitve treh skupin podatkov,
katerim smo dolocali aktivni ¢as, frekvenco in dolzino oscilacij. 7738 oscilacij je ustrezalo
koncentraciji 1 mM Ca?*, 8185 koncentraciji 2 mM in 3160 koncentraciji 10 mM. S Shapiro-
Wilk testom smo po skupinah analizirali normalnost porazdelitve podatkov za vse tri parametre.
S Kruskal-Wallisovim H-testom smo preverili statisti¢cno pomembnost razlike med skupinami.
Mediana vrednost aktivnega ¢asa po drazenju z zunajceli¢no raztopino z 9 mM glukoze in 1
mM Ca?" je znasala 0.21 (IQR = 0.27), po drazenju z ZCR z 9 mM glukoze in 2 mM Ca?* se je
mediana zvisala na vrednost 0.26 (IQR = 0.26), najnizja vrednost mediane aktivnega Casa pa je
bila pri tretmaju z ZCR z 9 mM glukoze in 10 mM Ca?*, kjer je znasala 0.12 (IQR = 0.18).
Razlika med vsemi skupinami je statisti¢no znacilna (p < 0,0001), kot prikazuje slika 15 A.

Mediana vrednost dolzine oscilacij (S) je znaSala 2,12 pri stimulaciji celic z ZCR z 9 mM
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glukoze in 1 mM Ca?* (IQR = 2.68), pri stimulaciji celic z ZCR z 9 mM glukoze in 2 mM Ca?*
se je mediana vrednost podaljsala na 2,93 (IQR = 3.74), pri tretmaju z ZCR z 9 mM glukoze
in 10 mM Ca?" je mediana vrednost znasala 2.12 (IQR = 1.52). Razlika je bila statisti¢no
znadilna (p < 0,0001) med 1 mM Ca?* in 2 mM Ca?* ter med vrednostma 2 mM Ca?* in 10 mM
Ca?* (p < 0,0001), medtem ko je bila med skupinama 1 mM Ca?" in 10 mM Ca?" razlika
statisticno nepomembna (p > 0,05). Kot prikazuje slika 15 B je mediana vrednost frekvence
oscilacij [Ca?*]i (mint) znasala 3,645 (IQR = 7.44) (Ca?* 1 mM), 3,375 (IQR = 8.08) (Ca** 2
mM) in 2,688 (IQR = 3.90) (Ca?* 10 mM). Statistino znacilne razlike (p < 0,0001) lahko
potrdimo med vrednostma 1 mM Ca?* in 10 mM Ca?* ter med 2 mM Ca?* in 10 mM Ca®",
medtem ko med skupinama 1 mM Ca?* in 2 mM Ca?* ne moramo potrditi statisti¢no zna¢ilnih
razlik (p > 0,05). Rezultate prikazuje slika 15 C.
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Slika 15: Dinamika znotrajceli¢ne koncentracije kalcijevih ionov v celicah beta v
odvisnosti od koncentracije kalcijevih ionov v zunajceli¢ni raztopini z 9 mM glukoze.
Slika prikazuje aktivni ¢as (A), dolzino oscilacij (B) in frekvenco oscilacij (C) pri
stopni¢astem protokolu. Zbrali smo podatke 18777 oscilacij za analizo aktivnega Casa in
frekvenc ter 19083 oscilacij za analizo dolzin oscilacij pridobljenih iz 12 otoc¢kov iz 6 Zivali.
Podatki so prikazani v obliki Skatel z brki, kjer Skatla prikazuje interkvartilni razpon in
mediano vrednost, brki pa oceno raztrosa podatkov. **** p < 0.0001 (enosmerna ANOVA na
rangih, post hoc Dunnova metoda)
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5 RAZPRAVA

Akutna tkivna rezina trebusne slinavke je unikaten preparat in Situ, saj je ohranjena medceli¢na
komunikacija in struktura tkiva. Narejenih je znatno manj sprememb ob pripravi tkiva na
snemanje kot v primeru proucevanju izoliranega otoc¢ka v tipi¢nih raziskavah in vitro. S
snemanjem spremembe [Ca®']; celic v celotni rezini hkrati z uporabo konfokalne laserske
mikroskopije (CLSM) lahko proucujemo kalcijeve signale na veéjem Stevilu endokrinih in
eksokrinih celic hkrati. Stevilo Zrtvovanih Zivali, potrebnih za izvedbo eksperimenta, je nizje
zaradi snemanja ve¢jega Stevila tkivnih rezin, ki vsebujejo Langerhansove otocke, pridobljenih
iz posamezne zivali ter soCasnega zajemanja signala velikega Stevila celic. Metoda tkivne rezine
je bila vpeljana leta 2003 (Speier & Rupnik, 2003), leta 2013 pa je bila prvi¢ uporabljena za
snemanje spreminjanja [Ca?*]i kot odziv celic na glukozo v primerjavi s spreminjanjem

membranskega potenciala (StoZer in sod., 2013).

V nasi raziskovalni nalogi smo proucevali vpliv razli¢nih koncentracij Ca?* v ZCR na odziv
celic beta trebusne slinavke ob stimuliranju z 9 mM glukozo. Na to temo $e ni bilo narejenih
veliko raziskav. Nam sorodna raziskava, ki sta jo leta 1992 objavila P. Gilon in J. C. Henquin,
je proucevala vpliv 1 mM, 2,5 mM in 10 mM Ca?" v zunajceli¢ni raztopini na spremembo
membranskega potenciala, spremembo koncentracije NAD(P)H-ja ter spremembo [CaZ*]; pri
migjih samicah ob spremembi koncentracije glukoze iz 3 mM na 15 mM. Ob 1 mM Ca®
oscilacij membranskega potenciala niso zaznali, zaznana je bila konstantna depolarizacija (brez
faze repolarizacije). Pri 10 mM Ca?" je bila frekvenca oscilacij niZja v primerjavi s kontrolo
(2,5 mM Ca?"), saj je bila faza mirovanja daljsa. Frekvenca oscilacij [Ca?*]ipri 2,5 mM Ca?" je
znagala 2,5 + 0,3 min? in pri 10 mM Ca?* 0,6 + 0,05 min™. Mehanizmov delovanja, ki bi
pojasnili opazene pojave, niso znali razloziti (Gilon & Henquin, 1992). Junija je svoje
ugotovitve predstavila se R. M. Santos s sodelavci (Santos, in sod., 1992). Natanéneje pa je
mehanizem v svoji Studiji leta 1997 predstavila T. R. Chay. Predstavila je teoreti¢ni model
vpliva razliénih koncentracij Ca?* na membranski potencial, koncentracijo [Ca?*]i in [Ca?*]ium.
Predvideva, da se frekvenca oscilacij vseh treh parametrov z visanjem koncentracije Ca?* v
zunajceli¢ni raztopini niza, podaljsa se faza mirovanja ter pride do porasta povprecne amplitude
oscilacij (Chay, 1997). Na opisane raziskave smo se opirali pri nacrtovanju nasega dela in pri

postavljanju hipotez.
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Rezultati protokolov kvadratnega pulza so pokazali, da sta bila frekvenca in aktivni ¢as najvisja
pri 1 mM Ca?* in sta padala z visanjem koncentracije Ca** v zunajceli¢ni raztopini. Razlike
med rezultati pri razli¢nih koncentracijah Ca®* so bile mocno statistiéno znagilne (p < 0,0001).
Frekvenca z narasCanjem koncentracije pada, ker je faza mirovanja daljSsa. Vi§ja kot je
koncentracija Ca?* v zunajceliéni raztopini, vedja je namre¢ hiperpolarizacija, zato je potrebno
veC Casa, da nastane dovolj velika koli¢ina ATP-ja, da se celica ponovno depolarizira, ter se
odprejo Ca?* kanali in proZijo nove oscilacije. Nasi rezultati se skladajo z modelom poteka
kalcijevih oscilacij, ki ga je v svoji Studiji opisala T. R. Chay (Chay, 1997). Poznanih je ve¢
vrst oscilacij, odziv izoliranih celic beta namre¢ ni enak odzivu celic, ki so del otocka, saj so te
v otoc¢kih med seboj elektri¢no in funkcionalno sklopljene. Oscilacije izoliranih celic so pogosto
pocasnejse, medtem ko so oscilacije celic v oto¢ku hitrejse (1-6 min™). Hitrejsi vzorec tudi
prevladuje v preparatih in situ (ldevall-Hagren & Tengholm, 2020). Nasi rezultati se od
rezultatov Studije P. Gilon in J. C. Henquin, kjer so uporabili enako linijo misSi kot v nasi
raziskavi, razlikujejo le pri 1 mM Ca?*. Tudi v njuni $tudiji je frekvenca padla pri 10 mM Ca?*
v primerjavi z 2,5 mM Ca?" (mi smo uporabljali 2 mM Ca?*). Do razlike pri 1 mM Ca?* je
najverjetneje prislo zaradi nenatanénosti vV njuni raziskavi uporabljene metode merjenja
koncentracije [Ca®']i, saj se je frekvenca oscilacij membranskega potenciala pri 1 mM Ca?
zvisala, koncentracija [Ca®']i pa je ostala konstantna. Dolzina oscilacij je bila pri koncentraciji
Ca?" 2 mM v primerjavi s koncentracijo 10 mM daljsa. Razlika je bila statisti¢no znaéilna (p <
0,0001). Spremembo lahko razlozimo z modelom T. R. Chay. Zaradi vi§je koncentracijske
razlike v Ca?* med okolico in celico pri 10 mM Ca?* je Ca?* hitreje difundiral v celico ob odprtju
Ca?* kanalov, visoka koncentracija [Ca®']i je povzro¢ila hitro odprtje od [Ca®']i odvisnih K*
kanalov ter hitro zaprtje Ca®* kanalov, zato je koncentracija [Ca?']i tako hitro, kot je narasla,
tudi padla (naklon krivulje je bil zelo strm) in dolzina oscilacije je bila majhna. Vendar nas je
presenetilo, da je bila dolzina oscilacij v 2 mM Ca?" daljsa tudi v primerjavi z 1 mM Ca?*, saj
bi po modelu T. R. Chay pricakovali obratno. Za pojasnitev to¢nih molekularnih mehanizmov,
ki stojijo za to spremembo (da je dolZina oscilacij najve&ja pri 2 mM Ca?* in ne pri 1 mM), bi
bilo potrebno v prihodnosti narediti dodatne raziskave na podro¢ju komunikacije celic beta in
poteka oblikovanja celicnega odgovora ob stimuliranju z medijem s povisano koncentracijo

glukoze.

Rezultati stopnicastih protokolov po skupinah (trend spremembe v odzivu pri perifuziji z

raztopinami z razliénimi koncentracijami Ca2*) za dolZino oscilacij so bili enaki rezultatom pri
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kvadratnem pulzu. Tudi trend pri rezultatih frekvence oscilacij se je skladal s trendom pri
kvadratnem pulzu. Razlika je nastala pri primerjavi koncentracije 1 mM Ca?* z 2 mM Ca?*, saj
je bila razlika v frekvencah minimalna in ni bila statisti¢cno pomembna (p > 0,05). To dokazuje,
da rezultatov stopnicastega protokola ne moremo enaciti z rezultati kvadratnega pulza. Pri
stopni¢astem protokolu smo namre¢ tekom poskusa spreminjali tudi koncentracijo Ca?*, zato
bi lahko predhodna koncentracija Ca?* v raztopini imela vpliv na odziv celic tudi takrat, ko jih
perifundiramo Ze z naslednjo raztopino. Ce Zelimo proucevati zgolj vpliv koncentracije Ca?* na
odziv, je zato primerneje, da se opiramo na rezultate kvadratnega pulza, saj je bila koncentracija
Ca2* v tistih protokolih edina spremenljivka. Pri¢akovano je, da je do najve¢jega odstopanja
pri§lo ravno pri 1 mM Ca?*, saj je mozno, da je v raztopini v kamrici pod mikroskopom $e
vedno bila prisotna visja koncentracija Ca?* in se je celica bolj hiperpolarizirala, kot pa ¢e bi
bila koncentracija Ca?* 1 mM, posledica Gesar je dalj$a faza mirovanja in niZja frekvenca. Zato
smo opazili najvedje odstopanje pri prestavljanju celic iz visjih koncentracij Ca?* v nizjo, saj se
verjetno Ca?* ni dovolj hitro odstranil in prepral iz kamrice pod mikroskopom. Zelo kriti¢en je
bil predvsem protokol 10, 1, 2, saj je bila razlika v koncentraciji Ca?* ob prvi menjavi raztopin
izjemno visoka. Prav tako je koncentracija 10 mM veliko vi§ja od fizioloske koncentracije 1
mM, zato obstaja moznost, da je v celicah med perifuzijo z 10 mM Ca?" prislo tudi do
fizioloS8kih sprememb, ki so se izrazile kasneje tudi ob perifuziji z raztopinami z niZjo
koncentracijo Ca%*. Mozna razlaga spremenjenega odziva celic na nadaljnje koncentracije Ca?*
je tudi povecanje koncentracije Ca?* znotraj endoplazemskega retikuluma med perifuzijo z 10
mM Ca?*, Kar bi imelo vpliv na celi¢ni odziv pri nadaljevanju snemanja. Zanimivo dogajanje,
ki smo ga opazili, bi lahko podkrepili z nadaljnjo analizo protokolov 1, 2, 10; kjer bi proucili
vpliv zaporedno narascajoce koncentracije kalcija pri stopni¢astem protokolu v primerjavi s
kvadratnim pulzom. Loc¢eno bi bilo smiselno prouciti tudi protokole 10, 1, 2; kjer bi pricakovali
Se vecja odstopanja rezultatov v primerjavi z rezultati kvadratnih pulzov. Zaradi nizje frekvence
oscilacij pri 1 mM Ca?* je bil nizji tudi aktivni ¢as celic pri tej skupini. Aktivni ¢as grafi¢no
predstavlja produkt frekvence in dolzine oscilacij, zato je pri¢akovano ob zmanjSanem enem
faktorju (frekvenca oscilacij) zmanj$an tudi produkt (aktivni ¢as). Aktivni ¢as pri 2 mM Ca?*

je bil v skladu z rezultati kvadratnega pulza daljsi v primerjavi z 10 mM Ca?*.

Ceprav obstajajo nekatere pomembne razlike, so Langerhansovi oto¢ki pri misih in ljudeh v

veliki meri podobni tako po strukturi kot funkciji (Dolensek in sod., 2015). Zato so podatki,

pridobljeni iz misjih modelov v eksperimentih, zelo pomembni in imajo mocno translacijsko
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vrednost. Ti nam pomagajo razumeti funkcionalne spremembe, disfunkcijo celic beta ter
mehanizme razvoja sladkorne bolezeni pri ljudeh. Kljub temu pa ugotovitev, pridobljenih na
kateremkoli Zivalskem modelu, ne moremo neposredno prenesti na ¢loveka, kar je glavna
omejitev nase raziskave. V prihodnje bi tako lahko raziskavo nadgradili z meritvami na tkivu

¢loveskih donorjev.

Prvo hipotezo, ki predpostavlja, da se bodo celice ob spremembi koncentracije glukoze v
zunajcelicni raztopini iz 6 mM na 9 mM odzvale z oscilatorno spremembo, lahko v celoti
potrdimo. Ob spremembi koncentracije glukoze iz nestimulatorne vrednosti (6 mM) v
stimulatorno vrednost (9 mM) so se snemane celice beta odzvale z zna¢ilnimi oscilacijami v
vseh ponovitvah izbranih protokolov (neodivsno od koncentracije Ca?* v zunajceliéni
razotpini), vendar smo opazili razlike med odzivi (spremembe v frekvenci oscilacije, njihovih

dolzinah in aktivnem casu).

Drugo hipotezo, ki predpostavlja, da se bodo celice beta na spremembo koncentracije Ca?*
ionov v zunajcelicni raztopini odzvale s spremenjeno dinamiko oscilacij znotrajcelicne
koncentracije Ca 2" (pri visji koncentraciji Ca®* se bodo odzvale z nizjim aktivnim casom, pri
nizji koncentraciji pa z visjim aktivnim casom Ca?* oscilacij), lahko na podlagi rezultatov
kvadratnega pulza potrdimo. Pri statisti¢ni analizi skupin rezultatov kvadratnega pulza smo
ugotovili, da je pri parnih primerjavah med vsemi skupinami (1 mM Ca?* - 10 mM Ca?*, 1 mM
Ca?"-2mM Ca?", 2 mM Ca?" - 10 mM Ca?") bila razlika statisti¢no znacilna za vse prou¢evane
parametre (dolzina oscilacij, aktivni Cas ter frekvenca). Dokazali smo, da celice beta ob
razliénih koncentracijah Ca2* ionov v zunajceliéni raztopini oblikujejo razli¢en celi¢ni odgovor
v smislu znagilnih oscilacij [Ca?*]i, kljub temu da jih perifundiramo z enako koncentracijo
glukoze. Celice so izlocale razli¢ne koli¢ine inzulina, saj je bil njihov aktivni ¢as (ki je dolo¢en
kot produkt med dolzino oscilacij in njihovo frekvenco) razli¢en. Dokazali smo tudi, da
frekvenca oscilacij, zaradi daljsega ¢asa mirovanja pada z visanjem koncentracije Ca?* ionov v
raztopini. S stopni¢astimi protokoli smo dokazali, da sprememba koncentracije Ca®* tekom
snemanja ni zanemarljiva in da ima predhodna koncentracija Ca?* vpliv na celi¢ni odgovor tudi
ob proucevanju v naslednji (drugi koncentracij), kar je verjetno privedlo do nekolik$nega
odstopanja rezultatov v primerjavi z rezultati kvadratnega pulza. Opazen fenomen nam
nakazuje, da imajo celice beta neke vrste celi¢ni spomin, kjer se ucinek predhodne

koncentracije kalcija ohrani tudi pri nasledniji.
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V prihodnje bi bilo potrebno narediti Se vec raziskav razli¢nih kalcijevih stopnicastih
protokolov in lo¢eno prouditi razlike med njimi. Predvsem c¢e prihaja do vecjih razlik v
primerjavi s kvadratnim pulzom pri protokolu »10 mM Ca?* = 1 mM Ca?* = 2 mM Ca?*« kot
pa pri protokolu »1 mM Ca?* = 2 mM Ca?* - 10 mM Ca?*, saj pri prvem koncentracija Ca?*
v zunajceli¢ni raztopini pada pri drugem pa naras¢a. Celice otockov stimuliranih s kvadratnimi
pulzi so bile najbolj aktivne pri fizioloski koncentraciji Ca®* (1 mM), zato bi bilo morda
smiselno spodbuditi druge raziskovalce, da zasnujejo svoje preizkuse, kjer uporabljajo protokol
za stimulacijo celic beta pri taksnih koncentracijah kalcija v zunajceli¢ni raztopini. Za
proucevanje se namreé trenutno uporabljajo raztopine z visjimi koncentracijami Ca?* (2-2,5
mM). Pomembno je, da se ohrani primerljivost rezultatov posameznih $tudij, kar lahko
dosezemo le, ¢e so bile v poskusih uporabljene enake raztopine. Z naso raziskavo smo dokazali,
da ima koncentracija Ca?* v zunajceli¢ni raztopini vpliv na odziv celic, tudi ¢e so ostale
spremenljivke konstantne. Dejstvo, da je koncentracija Ca®* med 2-2,5 mM standard za
proucevanje celic beta, lahko razlagamo z dejstvom, da so v tej raztopini imele oscilacije
najvec¢jo dolzino in Se vedno dokaj visoko frekvenco ter aktivni ¢as (v primerjavi z 10 mM
Ca?") in je bilo zato v teh pogojih najlazje v bazi¢nih raziskavah proucevati njihovo delovanje.
Na podlagi izsledkov naSe raziskave smatramo, da bi bilo smiselno prilagoditi koncentracije
Ca?*v zunajceli¢ni raztopini in jih priblizati bolj fizioloskim koncentracijam, saj bi lahko na ta
na¢in dosegli ve¢jo translacijsko vrednost bazi¢nih raziskav 0 delovanju Langerhansovih
oto¢kov in celic beta. V prihodnje bi bilo potrebno prouciti tudi vpliv razli¢nih koncentracij
Ca?" v zunajceli¢nih raztopinah na razliénih misjih modelih, saj bi se lanko tudi med temi
pokazale znacilne razlike v dinamiki znotrajceli¢nih oscilacij kalcijevega iona celic beta, kot

tudi ugotovitve nase raziskave preveriti na cloveskih otockih.
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6 DRUZBENA ODGOVORNOST

Raziskovalne naloge smo se lotili z osnovnimi naceli druzbene odgovornosti. Inzulin velja vse
od njegovega odkritja naprej za enega najbolj prouc¢evanih hormonov, predvsem v povezavi z
razvojem platform za zdravljenje sladkorne bolezni in prouc¢evanjem vzroka njenega nastanka
(Boron & Boulpeap, 2012). Za sladkorno boleznijo oboleva Ze skoraj 10% svetovne populacije,
pogostost bolezni pa zaradi nezdravega nacina Zivljenja in staranja prebivalstva raste, breme na
zdravstvene ustanove pa se neprestano povecuje (Kelc in sod., 2019). Za raziskovanje
fizioloskih sprememb, ki nastanejo kot posledica tega sindroma, se pogosto uporabljajo zivalski
modeli, ki so kljub mnogim minimalnim razlikam v morfologiji, fiziolosko dovolj podobni
¢loveskim modelom, da se lahko izsledki raziskav prenesejo na ¢loveski model (Dolensek in

sod., 2015).

Metoda tkivne rezine, ki smo jo uporabili v nasi raziskavi, se za proucevanje odziva celic beta
na porast glukoze uporablja od leta 2013 (Stozer in sod., 2013). Omogoca proucevanje razli¢nih
eksokrinih in endokrinih celic trebusne slinavke v njihovem naravnem okolju, saj ni potrebna
izolacija proucevane celice od okoliskega tkiva. Zaradi snemanja ve¢ celic hkrati je zrtvovanih

zivali za eksperimentalne namene manj, zato Zelimo tudi druge spodbuditi k uporabi te metode.

Z na$o raziskavo poudarjamo pomembnosti nadaljnjih bazi¢nih raziskav v smeri dolo¢anja
optimalnega okolja, ki bi bilo ¢im bolj podobno fizioloskemu okolju, za prouc¢evanja aktivnosti
celic beta. Pomembno je da proucevano okolje omogoc¢a optimalno delovanje celic, saj lahko
tako proucujemo njihove odzive na razli¢ne spremembe. Z osnovano ucinkovito platformo
proucevanja pa lahko v prihodnosti u¢inkoviteje izvedemo aplikativne raziskave, kot so razvoj
novega zdravila za zdravljenje sladkorne bolezni ter proucevanje sprememb v delovanju

trebusne slinavke, ki so posledica prisotnosti metabolnega sindroma.
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7 ZAKLJUCEK

V raziskovalni nalogi smo proucevali vpliv razli¢nih koncentracij Ca®* v zunajceli¢ni raztopini
na odziv celic beta trebusne slinavke misi. S konfokalnim laserskim mikroskopom smo merili
spreminjanje koncentracije [Ca®]i v celicah beta med perifuzijo z razli¢nimi raztopinam po
protokolih. Locili smo dve vrsti protokola: kvadratni pulz ter stopnicasti protokol. Razliko med
rezultati protokolov pripisujemo vplivu predhodne koncentracije Ca?* v raztopini, tudi ob
snemanju z naslednjo (drugacno koncentracijo Ca?*). Ve&ji pomen pripisujemo rezultatom
kvadratnih pulzov, ker se je pri tem protokolu spremenila samo koncentracija glukoze iz
nestimulatorne v stimulatorno (koncentracija Ca®" v zunajceli¢ni raztopini pa se tekom
snemanja ni spreminjala). Predvidevamo, da so odzivi, ki smo jih pri pulzih zasledili, posledica
zgolj spremembe koncentracije Ca?* ionov v zunajceli¢ni raztopini. Aktivni ¢as je bil najviji
pri celicah, ki so bile perifundirane z 1 mM Ca?* v zunajceli¢ni raztopini, torej vrednosti bliZje
fiziologki koncentraciji Ca®* v zunajceliénem prostoru (medceli¢nini). Aktivni ¢as kalcijevih
oscilacij je produkt med njihovo frekvenco in dolzino in je dober pokazatelj aktivnosti celic in
njihove sekrecije inzulina, zato predlagamo, da se v nadaljnjih studijah, ki se bodo uporabljale
v namene proucevanja delovanja celic beta oz. njihovega delovanja v odvisnosti od drugih
spremenljivk, uporablja zunajceli¢na raztopina, Ki vsebuje bolj fiziologke vrednosti Ca®*, torej
vrednosti blizu 1 mM. Zavedamo se, da z uvedbo te spremembe ne bi mogli ve¢ primerjati
rezultatov novih raziskav s starimi, kjer so uporabljali vrednosti Ca?* med 2-2,5 mM, zato je
potrebno, da smo pri uvajanju sprememb previdni. Dolzina oscilacij je pri 2-2,5 mM Ca?* daljsa
in prav to je bil verjetno razlog za uporabo te koncentracije pri izvedbi bazi¢nih raziskav v
preteklosti. Zaradi vecje dolzine oscilacije je bilo namre¢ te lazje zaznati in preucevati. Sklep
podpiramo z ugotovitvijo, da so imele predhodne $tudije tezave pri zaznavanju oscilacij v 1
mM Ca?", saj zaradi njihove visoke frekvence in nizke dolzine izgledajo tudi kot $um. Stari
mikroskopski sistemi tudi niso dovoljevali snemanja z visokimi frekvencami, kot to omogocajo
novejsi konfokalni sistem (Gilon & Henquin, 1992; Santos in sod., 1992). Pomembno se nam
zdi poudariti, da tudi ¢e se bodo 2-2,5 mM koncentracije Ca?" uporabljale $e v prihodnosti, se
moramo zavedati, da snemanega odzivna ne moremo enaciti z odzivom v telesu, saj je v Zivih
organizmih koncentracija Ca®* mo¢no uravnavana na 1,1-1,4 mM (Douglas & Beierwaltes,

2012) in je zato odziv celic in izloCena celokupna koli¢ina inzulina najbolj podobna tisti, ki jo

Maribor, 2024

36



»58. sre¢anje Mladih raziskovalcev Slovenije «

izmerimo ob proucevanju z raztopinami s koncentracijo Ca?*, ki je ¢im blizje fiziologkim

vrednostim.
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