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ZAKLJUCNO POROCILO
o rezultatih internega raziskovalnega projekta UKC Maribor
za obdobje od 10. 2. 2016 do 26. 9. 2022

A. PODATKI O RAZISKOVALNEM PROJEKTU

Osnovni podatki o raziskovalnem projektu

Sifra projekta: IRP-2015/02-04
FIZIOLOGIJA ACINARNIH CELIC TREBUSNE SLINAVKE; POMEN
' Naslov projekta: KALCIJEVIH SIGNALNIH POTI V FIZIOLOSKIH IN PATOFIZIOLOSKIH
| POGOJIH
| Vodja projekta: prim. prof. dr. Stojan POTRC, dr. med.
I
| Trajanje projekta (leta, od-do): 6 let 7 mesecev 10. 2. 2016 - 26. 9. 2022
%
’ Velikost projekta O mali (10.000,00 EUR) O veliki (50.000,00 EUR)

B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

1. Porodilo o realizaciji predloZenega programa raziskovalnega projekta - opis raziskave
(izhodiséa, predstavitev problema, metode dela), ugotovljeni rezultati in uporaba (najvec
do 3 strani)

l. IZHODISCE

Nezadostno oziroma neustrezno delovanje trebusne slinavke lahko ima za posledico razvoj
sladkorne bolezni ali vnetja (pankreatitisa), ki se deli v akutno in kroni¢no (1). Izkazalo se je, da pri
razvoju vnetja trebudne slinavke igra kljuéno vlogo preobremenitev celice z znotrajcelicno
koncentracijo kalcijevih ionov [Ca?'];, ki povzro¢i znotrajceli¢no aktivacijo encimov, vakuolizacijo in
nekrozo trebudne slinavke (3, 4). Samo sproi¢anje [Ca®']; in aktivacija acinarnih celic je odvisna od
holinergi¢ne in hormonske stimulacije, se pravi od izlo¢anja acetilholina (ACh) in holecistokinina
(CCK) (5). Fiziolodki vzorec sproi¢anja [Ca®*]i nastopa v razli¢nih oblikah - od kratkotrajnih in Sibko
koreliranih apikalnih koniastih oscilacij [Ca*'];, do periodi¢nega globalnega valovanja (6, 7).

IL. PREDSTAVITEV PROBLEMA

Prakti¢no skoraj vse znanje o signalnih poteh Ca** sloni na raziskavah opravljenih na izoliranih celicah
glodavcev (mii in podgane) (8, 9). Pri metodah izolacije pride do strukturnih in funkcionalnih
sprememb zaradi encimske razgradnje (10). Prav tako ti modeli ne ponazarjajo fizioloSkega stanja,
saj celice niso v interakciji z matriksom in z drugimi sosednjimi celicami (11, 12). Iz raziskav na
Langerhansovih otockih je bilo razvidno, da je metoda tkivne rezine primerna za preucevanje
fizioloskih procesov in situ. Prednosti omenjene metode so: 1) kratek cas priprave; 2) odsotnost
encimov, potrebnih pri pripravi izoliranih celic, 3) ohranjena morfologija, 4) ohranjen membranski
potenciali in 5) ohranjena funkcija eksocitoze acinarnih celic znotraj intaktnih acinusov (13, 14). Te
prednosti pridejo v postev tudi pri preucevanju eksokrine funkcije trebusne slinavke (15).
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Il METODE DELA

Priprava sveZih tkivnih rezin 10 do 20 tednov starih NMRI in C57BL/6J misi obeh spolov je sledila po
Ze opisanem protokolu (16, 17). Po pridobitvi tkivnih rezin (7 primerkov; 6 samic, 1 samec) je sledila
priprava za nadaljnje poizkuse. Opravili smo test preZivetja celic (LIVE/DEAD’ Viability/Cytotoxicity
Kit), poskus izlo€anja amilaze, transmisijsko elektronsko mikroskopijo, imunofluorescenéno barvanje
(protitelesa proti amilzi, protitelesi Mist1/bHLH15 in 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; 2,5 ug/ml)),
barvanje s fluorescentnim Ca®* indikatorjem (Oregon Green 488 Bapta 1 (OGB-1) ali Calbryte 520
AM) in konfokalno mikroskopijo s snemanjem sprememb [Ca®].. Za zajetje oddane eflorescence je
bil uporabljen hibridni detektor Leica HyD. Fluorescenco smo opazovali z locljivostjo 256 x 256
pikslov s frekvenco 5 Hz oziroma 512 x 512 pikslov s frekvenco 10 Hz za zaznavo Sirjenja signala
[Ca*']; od apikalnega do bazalnega dela celice. Premer zaslonke smo nastavili na 150 um z debelino
opticne rezine 4 um, kar je omogocilo zadostno zaznavo in snemanje signala posamezne celice
(premer acinarnih celic podgane znasa med 10-24 um). V raziskavi smo opazovali signal [Ca®*]; po
stimulaciji acinarnih celic s protokolom naras¢ajo¢ih koncetraciji ACh in ceruleina (agonista
dekapeptidnega receptorja za holecistokinin). Ob stimulaciji z ACh smo uporabili nizki protokol
koncentracij 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM ter visok protokol 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1000
nM. Ob stimulaciji s cereluinom pa smo uporabili koncentracije 10 pM, 100 pM in 1000 pM. Sam
signal je bil glede na njegove kineticne lastnosti analiziran s pomocjo programa Leica Aplication Suite
Advanced Flourescence in naprej obdelan s programskimi skriptami MATLAB (The MathWorks, Inc.,
Massachusetts, ZDA) ter Anacondo2 razliica 2.4.1.0 (18-21). Iz omejene analize smo lahko sklepali
o spremembi frekvence, trajanja osilicacij, relativega aktivnega Casa (aktivnost celice v dolo¢enem
¢asovnem intervalu) in koeficienta variabilnosti intervala med oscilacijami. Dolocili smo tudi
sinhronost delovanja acinarnih celic med acinusi in znotraj acinusa s pomocjo koaktivnosti, kjer
vrednost O predstavljala nesinhronost in 1 sinhronost med binariziranimi signali.

V. REZULTATI

PreZivetje in morfolosko celovitost acinarnih celic znotraj tkivnih rezin po eksperimentalnih
manipulacijah smo preverili s konfokalno mikroskopijo, s slikanjem s kontrastom Dodt, s testom
preZivetja celic, s TEM in z imunofluorescenénim barvanjem. OpaZzali smo veliko variabilnost oscilacij
[Ca?*]; med acinusi, medtem ko so bila sama nihanja [Ca®*]; dokaj sinhrona znotraj acinusa. Uspe3no
smo testirali odziv acinarnih celic na razli¢ne koncentracije sekretagogov, pri ¢emer smo opazovali
povpreéno frekvenco, trajanje, relativni aktivni ¢as oscilacij in variabilnost intervala med oscilacijami
[Ca?*].. Prav tako smo preko metode funkcionalnih mreZ preuéili sinhronost oscilacij med celicami.
Ugotovili smo, da v primeru stimulacije z ACh pride do porasta povprecne frekvence, trajanja,
relativnega aktivnega ¢asa oscilacij in koaktivnosti v odvisnost od uporabljene koncentracije, pri
cemer postajajo oscilacije bolj regularne. V primeru cereluina smo dokazali koncentracijsko
odvisnost v trajanju in relativnem aktivnem ¢asu, medtem ko frekvenca, koaktivnost in regularnost
oscilacij z zvisanjem koncentracije nista statisticno znacilno narasli.
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2. Ocena stopnje realizacije in zastavljenih raziskovalnih ciljev (obkroZite)

DA O NE

Ce je odgovor NE, napisite kratko utemeljitev
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3. Pridobitev za UKC Maribor - doktorska disertacija, €lanek, prispevek na znanstveni
konferenci/simpoziju ali kongresu, patent, uvedba novih dejavnosti, smernic in metod ali
izboljSanje Ze obstojecih itd. (najve¢ do 1 stran)

Doktorska disertacija, magistrska naloga, raziskovalna naloga, specialisti¢na naloga:

13.9.22 je bila oddana doktorska disertacija z naslovom FIZIOLOGIJA ACINARNIH CELIC
TREBUSNE SLINAVKE; POMEN KALCUEVIH SIGNALNIH POTI V FIZIOLOSKIH IN
PATOFIZIOLOSKIH POGOJIH. Naloga $e ¢aka odobritev/oceno Komisije za predhodno oceno
doktorske disertacije.

Objavljeni ¢lanki:

MAROLT, Urdka, PARADIZ, Eva, POHOREC, Viljem, LIPOVSEK DELAKORDA, Saska, VENGLOVECZ,
Viktoria, GAL, Eleondra, EBERT, Attila, MENYHART, Istvan, POTRC, Stojan, GOSAK, Marko,
DOLENSEK, Jurij, STOZER, AndraZ. Calcium imaging in intact mouse acinar cells in acute pancreas
tissue slices. PloS one. 2022, vol. 17, iss. 6, str. 1-26, ilustr. ISSN 1932-

6203. https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0268644,

DOI: 10.1371/journal.pone.0268644. [COBISS.SI- ID 112261635]

Nove metode, smernice, dejavnosti:

Prispevki (konference, srecanja, kongresi, simpoziji):

4, Sumaricen prikaz ciljev projekta (obvezno izpolnite!)

Doktorat, magisterij Prenasztani
ke Objavljeni Nove metode, (konference,
raziskovalna ali o 2 i i : - . .
P clanki smernice, dejavnosti srecanja, kongresi,
specialisticna naloga :
simpoziji)
(DA/NE) NE (V POSTOPKU) DA
Stevilo 1 1

Datum: Podpis vodje projekt
18.10.2022

Izpolni Oddelek za znanstveno-raziskovalno delo

REALIZACIJA PROJEKTA Pregledal in ocenil predstojnik OZRD:
,EK CIUI IZPOLNJENI V CELOTI : SN
Podpis: e
O CIUI DELNO IZPOLNJENI -
O CIUI NISO IZPOLNJENI Datiim: (é i {/ 2022

Porabljena sredstva (v EUR):
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