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Z elektrofizioloSkimi metodami smo raziskali, ali molekula sfingozina vpliva
na dinamiko posameznih eksocitoznih dogodkov in na dinamiko fuzijske
pore. Merili smo lastnosti elementarnih dogodkov fuzije meSicka s
plazmalemo celic hipofize pri kontrolnih razmerah in po stimulaciji s
sfingozinom. Zeleli smo ugotoviti, na katere parametre eksocitoze vpliva
sfingozin na laktotrofnih celicah. Merili smo izlocevalno aktivnost
posameznih laktotrofov z elektrofizioloSko metodo vpete napetosti krpice
membrane s konfiguracijo pritrjene celice (ang. cell-attached patch-clamp), s
katero smo merili spremembe membranske kapacitivnosti (C,,). Pri meritvah s
stimulacijsko raztopino smo po stimulaciji opazili daljSe dolzine reverzibilnih
eksocitoznih dogodkov, iz Cesar sklepamo, da sfingozin stabilizira fuzijsko
poro in tako podaljSa njen Cas trajanja odprtosti in Casovne intervale med
dogodki. Amplitude diskretnih skokov membranske kapacitivnosti po
stimulaciji s sfingozinom so se statisticno znacilno zmanjSale. To smo
pripisali ireverzibilni fuziji predhodno vecjih mesickov s plazmalemo in nato
s pojavitvijo manjSih meSickov, ki so se pojavili v blizini plazmaleme ter se
zlivajo z njo. Pri meritvah s kontrolno raztopino nismo opazili statisticno
znacilnih sprememb pred in po stimulaciji. Raziskava je potrdila naso
hipotezo, da je eksocitoza pri laktotrofih sesalcev odvisna od stimulacije s
sfingozinom. Sfingozin podaljSa ¢as trajanja odprtosti fuzijske pore, kar
verjetno zveca izloCanje prolaktina v zunajceli¢ni prostor.
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Using electrophysiological methods we have been investigating the role of
sphingosine on the dynamics of individual exocytotic events and dynamics of
the fusion pore. We have measured the frequency of elementary events of
vesicles fusion to the plasma membrane in pituitary cells in normal and in
sphingosine-stimulated conditions. We investigated which parameters of the
exocytotic event were affected by sphingosine in lactotrophs cells. We have
measured the exocytosis of isolated lactotrophs by electrophysiological
method cell-attached patch-clamp, specifically, by monitoring the changes in
membrane capacitance (C,,). The average fusion pore dwell-time was
increased in measurements after the addition of sphingosine containing
solution. We propose that sphingosine stimulates fusion pore formation and
stabilizeds its open state. The time intervals between ensuing events were
increased after the stimulation. The amplitude of elementary events after
stimulation with sphingosine was significantly smaller. This was probably
due to irreversible fusion of bigger vesicles with the cell membrane, and
subsequent fusion of smaller ones. In measurements following the stimulation
with the control solution, we did not observe significant changes in
parameters. Our study confirmed our hypothesis that exocytosis in
mammalian lactotrophs is directly stimulated by sphingosine. Sphingosine
stimulates increase of fusion pore dwell-time, which likely leads to increased
secretion of prolactine to cell exterior.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ACTH adrenokortikotropni hormon

BSA goveji serumski albumin (ang.Albumin, bovine)
Cm membranska kapacitivnost

D2R dopaminski D2 receptor

DA dopamin

DMEM Dulbeccova modifikacija Eaglovega medija
DMSO dimetilsulfoksid

fF femto farad (10"° F)

FSH folikel stimulirajo¢ hormon

GABA y-aminomaslena kislina (ang. y-aminobutyric acid)
GH rastni hormon

I imaginarna komponenta toka

LH luteinizirajo¢i hormon

mOsM mili osmol (107 OsM)

mRNA informacijska ribonukleinska kislina (ang. messenger ribonucleic acid)
mV mili volt (107 V)

MSH melanocitni stimulirajo¢ hormon

MQ mega ohm (10° Q)

NT nevrotenzin

OoT oksitocin

PA piko amper (102 A)

PIF prolaktin zavirajoci faktor

PKC protein kinaza C

PL placentni laktogen

PLL poli-L-lizin

PRF prolaktin spro$cujoci faktor

PRL prolaktin

PRLR prolaktinski receptor

PVH paraventrikularno jedro

Re realna komponenta sinusnega toka

S1P sfingozin-1-fosfat

SON supraopti¢no jedro

SP sfingozin

SST somatostatin

TH tirozin hidroksilaza

TRH tirotropin spro$¢ujoci hormon

TSH tiroidni stimulirajo¢i hormon

VIP vazoaktivni intestinalni peptid

VP vazopresin
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eksocitoza

elektrofiziologija

fuzijska pora

gigaohmski pecat

membranska kapacitivnost
(Cw)

metoda vpete napetosti krpice
membrane (ang. patch-clamp)

plazmalema

SLOVARCEK

je celiéni proces evkariontskih celic za sprosScanje
signalnih snovi in encimov (Neher in Marty, 1982;
Regazzi, 2007:1x) in za vgrajevanje lipidov in proteinov
v plazmalemo (Regazzi, 2007:ix).

je Studij elektricnih lastnosti zivih celic ali tkiv.
Vkljuuje merjenje  prevodnosti  kanalckov  ali
elektricnega toka v razlicnih merilnih skalah, od
posameznih kanalnih proteinov do celih organov kot je
srce (Gibson in sod., 2008). V nevroznanosti vkljucuje
meritve elektri¢ne aktivnosti nevronov, zlasti akcijskih
potencialov.

je ozka cevasta struktura, ki nastane po zlitju membrane
meSicka s plazmalemo (v procesu eksocitoze; Vardjan
in sod., 2007) in odpre nenadno prevodnost, tipicno za
nekaj piko Siemensov (Betz in Angelson, 1998).
Fuzijska pora se lahko ireverzibilno razsiri, kar privede
do zlitja membrane (ang. full fusion) ali reverzibilno
zapre (ang. kiss and run). Slednje omogoc¢i, da meSicek
ohrani obliko in funkcijo, hkrati pa =zadrzi del
izloCevalne vsebine (Vardjan in sod., 2007). Fuzijska
pora je lahko sestavljena iz fosfolipidov, membranskih
sidris¢ SNARE proteinov ali kombinacije obojega
(Chapman, 2002: 505).

je pecat, ki nastane z uporabo majhnega podtlaka na
mikropipeti potem, ko se z njo dotaknemo celice. V
nastalem pecatu se pojavi gigaohmska upornost (v
obmocju gigaohmov).

je premo sorazmerna s povrSino plazmaleme (Zorec in
sod., 1991; Neher in Marty, 1982) in sledi
dodajanju/odvzemanju membrane zaradi
eksocitoze/endocitoze mesickov (Heinemann in sod.,
1994; Neher 1992).

metoda s katero merimo elektricne tokove, ki tecejo
skozi celicno membrano.

ali celicna membrana je tanka plast polarnih lipidnih
molekul in proteinov (Boyer 2005: 225), priblizne
debeline 5 nm (Albert, 1998: 347). Obdaja vse bioloske
celice (Boyer 2005: 225) in locuje celicno notranjost od
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sfingolipidi

sfingozin

SNARE

zunajcelicnega okolja in ostalih celic ter deluje kot
difuzijska pregrada in kot elektri¢ni izolator (Sakmann,
1992). Plazmalema vsebuje visoko selektivne kanale in
¢rpalke iz proteinskih molekul, ki omogocajo import ali
eksport dolo¢enih molekul (Albert, 1998: 347).

so razred kompleksnih lipidov, ki vsebujejo amid-
povezano mascobno  kislino in  dolgo-verizno
(sfingoidno) osnovo, ki je pomembna strukturna
komponenta celicne membrane (Colombaioni in Garcia-
Gil, 2004).

je sfingolipidni metabolit in pomembna komponenta
celicne membrane, ki je lahko encimsko sproScena v
citosol.  Sfingozin je sekundarni obvescevalec
(Colombaioni in Garcia-Gil, 2004; Florent-Béchard in
sod., 2009) in pomemben lipidni uravnalec (Darios in
sod., 2009), ohranjen tako pri kvasovkah, kot pri
¢loveku (Colombaioni in Garcia-Gil, 2004).

je naddruzina membransko-povezanih proteinov, ki
vklju€uje priblizno 60 aminokislin a-heliks obvito
obvitih (ang.coiledcoil) domen, imenovanih motiv
SNARE. Kompleksi so lokalizirani na posebnih
membranskih predelih izloCevalnih in sprejemnih
signalnih  poti, kjer sodelujejo pri specifi¢nih
znotrajcelicnih membranskih fuzijskih procesih (Li in
Chin, 2003).
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1 UvVOD

Elektrofizioloske tehnike vpete napetosti krpice membrane (ang. patch-clamp) omogocajo
Studije izlocevalnih odzivov v posamezni celici (Almers in Neher, 1986). Celi¢ni
izlo¢evalni odziv lahko spremljamo kot ¢asovne spremembe kapacitivnosti, ki nakazujejo
spremembe membranske povrSine, zaradi zlivanja in odcepljanja izlocevalnih granul
(Zorec in sod., 1991; Almers in Neher, 1986). Membranska kapacitivnost (Cy,) je premo
sorazmerna s povrs$ino (Zorec in sod., 1991; Neher in Marty, 1982) in se pri eksocitozi
zaradi dodajanja membrane meSic¢ka poveca (Heinemann in sod., 1994; Neher 1992).

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Eksocitoza je splo$na lastnost vseh evkariontskih celic. Na molekulski ravni so mehanizmi
eksocitoze Se malo znani. V podganjih adenohipofiznih celicah, laktotrofih poteka
izlo¢anje hormona prolaktina z eksocitozo v bazalnih in stimuliranih razmerah (Vardjan in
sod., 2009). V procesu eksocitoze se mesicki s hormonom zlivajo s plazmalemo. Pri
laktotrofih zlivanje ni nenaden dogodek, temve¢ je postopno in ponavljajoce se (Vardjan in
sod., 2009). Po zlitju se med membrano mesicka in plazmalemo vzpostavi ozka cevasta
struktura — fuzijska pora (Vardjan in sod., 2007). Izlo¢evalne molekule se iz meSickov
sproscajo na dva nacina. Fuzijska pora se lahko ireverzibilno razsiri, kar privede do zlitja
membrane (ang. full fusion) ali reverzibilno zapre (ang. kiss and run), kar omogo¢i, da
mesicek ohrani obliko in funkcijo, hkrati pa zadrzi del izloCevalne vsebine (Vardjan in
sod., 2007). Lastnosti fuzijske pore lahko raziskujemo na ravni posameznega mesicka z
elektrofizioloSko metodo vpete napetosti krpice membrane (ang. cell-attached patch-
clamp), in sicer z meritvami membranske prevodnosti ter kapacitivnosti (Vardjan in sod.,
2009).

Sfingolipidni metabolit sfingozin je pomembna komponenta celicne membrane, ki je lahko
encimsko spros¢ena v citosol (Colombaioni in sod., 2004) in pomemben lipidni uravnalec
eksocitoze (Darios in sod., 2009). Sfingozin modulira spros¢anje prenasalcev v zivénem
sistemu, neposredno zavre napetostno-odvisne kalcijeve kanale v hipofiznih celicah in je
povezan z ustavitvijo celi¢ne rasti ter s celicno smrtjo v ve¢ celi¢nih tipih (Colombaioni in
Garcia-Gil 2004). V sinapticnih meSickih aktivira sinaptobrevin in tvori kompleks
SNARE, ki posreduje v membransko fuzijo. S pomocjo sinaptobrevina sfingozin stimulira
eksocitozo v izoliranem zivénem terminalu, motoricni ploscici, nevroendokrinih celicah in
nevronih hipokampusa (Darios in sod., 2009).

1.2 CILJ RAZISKOVANJA

V diplomski nalogi smo uporabili izolirane podganje laktotrofe, ker v njih poteka izlocanje
hormona prolaktina z eksocitozo v bazalnih in stimuliranih razmerah (Vardjan in sod.,
2009). Z elektrofizioloSko metodo smo raziskali, ali molekula sfingozina vpliva na
dinamiko posameznih eksocitoznih dogodkov in na dinamiko fuzijske pore. S temi poskusi
smo prispevali k razumevanju mehanizmov eksocitoze pri stimuliranih laktotrofih, saj so
mehanizmi nastanka in razSirjanja fuzijske pore med plazmalemo ter meSi¢kom Se neznani
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(Vardjan in sod., 2007). V primeru, da sfingozin stimulira eksocitozo pri podganjih
laktotrofih, je lahko pomemben ligand za uravnavanje izlo¢anja hormonov.

1.3 DELOVNA HIPOTEZA

V diplomskem delu smo zeleli preveriti, ali ima sfingozin vpliv na uravnavano eksocitozo
na ravni zlivanja posameznega meSicka pri podganjih laktotrofih. Zato smo merili
pojavnost elementarnih dogodkov fuzije meSicka s plazmalemo celic laktotrofov pri
normalni in s sfingozinom spremenjeni zunajceli¢ni raztopini.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MERITVE MEMBRANSKE KAPACITIVNOSTI IN ELEKTROFIZIOLOSKA
METODA »PATCH-CLAMP« (METODA VPETE NAPETOSTI KRPICE
MEMBRANE)

Zacetki metode vpete napetosti krpice membrane (ang. patch-clamp) segajo v leto 1976.
Takrat so pomenili pravo eksplozijo eksperimentov, do takrat nemogocih meritev na
podrocju bioloskih membran (Neher in Marty, 1982; Bekkers, 1997: 40). Zanjo sta
izumitelja Sakmann in Neher leta 1991 prejela Nobelovo nagrado (Bekkers, 1997: 40).
Metoda je bila prvotno namenjena meritvam tokov skozi posamezen acetilholinski
receptorski kanal¢ek v skeletnih miSicah (Zorec in sod., 1991). Nepri¢akovano je
omogocila tudi Studije razli¢nih fizioloSkih problemov, kot je uporaba proste plazmaleme
(celicne membrane) (ang. cell-free membrane patches as a bioassay), Studije eksocitoze,
endocitoze in izloCevalnih mehanizmov z meritvami membranske kapacitivnosti (Zorec in
sod., 1991), karakterizacije sinapti¢ne signalizacije med celicami na molekularnem nivoju
(Sakmann, 1992) in delovanje vzdraznih ter zavirajoc¢ih postsinapticnih potencialov
(Neher, 1992). Z meritvami posameznih receptorskih kanalckov so dokazali njihove
Stevilne izoformne oblike, kar je prispevalo k pojasnjevanju sinapti¢ne komunikacije v
centralnem zivénem sistemu (Sakmann, 1992). Uporaba teh elektrofizioloSskih metod je
omogocila ugotavljanje medsebojnih vplivov med sekundarnimi obvescevalci, G-proteini
in drugimi proteini uravnavanja. Elektrofizioloska metoda dopusSca enostavno dovajanje
ionov, kelatorjev, sekundarnih obvescevalcev, fluorescentnih sond itd. v celico, z
vkljucitvijo teh snovi v merilno pipeto (Neher, 1992).

Plazmalema locuje celi¢no notranjost od zunajcelicnega okolja in ostalih celic ter deluje
kot difuzijska pregrada in kot elektricni izolator. To omogoca diferenciacijo celic s
specializiranimi funkcijami. Koordinirano obnaSanje multiceliénega organizma zahteva
izmenjavo signalov med posameznimi celicami. Ker mora biti signal prenesen iz ene celice
na drugo, morajo obstajati mehanizmi, ki omogocajo preckanje izolacijske plazmaleme
(Sakmann, 1992). V normalnih razmerah njena debelina ustreza 5 nm in relativni
dielektri¢ni konstanti 2-3 (Gillis in sod., 1995: 158).

ElektrofizioloSke tehnike vpete napetosti krpice membrane (ang. patch-clamp) omogocajo
Studije izloCevalnih odzivov v posamezni celici. Med izloCevanjem se membrana
izlocevalnih mesSickov najprej dostavi do plazmaleme in Sele nato se zlije z njo (Almers in
Neher, 1986). Celicni odziv izlocanja lahko spremljamo kot casovne spremembe
kapacitivnosti, ki nakazujejo spremembe membranske povrSine, zaradi zlivanja in
odcepljanja izlo¢evalnih mesSi¢kov (Zorec in sod., 1991; Almers in Neher, 1986).
Membranska kapacitivnost (Cp) je premo sorazmerna s povrsino (Zorec in sod., 1991;
Neher in Marty, 1982) in se pri eksocitozi zaradi dodajanja membrane mesicka poveca
(Heinemann in sod., 1994; Neher 1992). Merjenje C,, vpete napetosti krpice membrane
razkrije diskretne skoke v Cp, (Zorec in sod., 1991; Neher in Marty, 1982), ki predstavljajo
interakcije med posameznimi granulami in plazmalemo (Kreft in Zorec, 1997; Gillis in
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sod., 1995: 156). Cy, je kljucni parameter pri spremljanju eksocitoze (Gillis in sod., 1995:
158).

Poznamo vec¢ razli¢nih konfiguracij metode vpete napetosti krpice membrane (ang. patch-
clamp) (Slika 1). Z gigapeCatom dosezemo konfiguracijo pritrjene celice (ang. cell-
attached), z aplikacijo mocnejSega podtlaka dobimo posnetek celotne celice (ang. whole-

cell recording), z vle¢no silo pa znotraj-navzven (ang. inside-out) ali zunaj-navzven
(ang.outside-out patch) konfiguracijo (Bekkers, 1997: 40—43) (Slika 1).

Pecat nizke upornosti

‘& / (50MQ)

nezen podtlak
Gigaohmski pecat

x j PRITRJENA CELICA
Y /__ ang. cell-attached
moéan podtlak/ \poteg

\/ \J
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ang. whole-cell ang. outside-out ang. inside-out
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Slika 1: Shematski prikaz postopka doseganja razliénih konfiguracij patch-clamp. (Prirejeno po Hamill in
sod. 1981, cit. po Bekkers, 1997: 42) Pri nasih poskusih smo uporabljali le konfiguracijo pritrjene celice
(ang. cell attached).

Vse opisane konfiguracije imajo specificne aplikacije. V nekaterih primerih je zazeleno, da
na proces ¢im manj vplivamo, torej da pustimo membrano nedotaknjeno brez vplivanja na
celi¢no notranjost. V drugih primerih bi Zeleli pridobiti kvantitativne podatke pod ¢im
vecjo eksperimentalno kontrolo, kar pomeni, da vplivamo na proces (Neher, 1992).
Meritve pritrjene celice (ang. cell attached) se priblizujejo prvemu namenu, saj celica
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ostane veCinoma nedotaknjena (Neher, 1992; Bekkers, 1997: 41) in tako omogoca
opazovanje odpiranja ter zapiranja kanalov ali merjenje akcijskega potenciala zunajceli¢no
(Neher, 1992).

2.2 EKSOCITOZA

Eksocitoza je celi¢ni proces evkariontskih celic za spros$€anje snovi, kot so peptidni
hormoni, nevrotransmiterji, encimi (Neher in Marty, 1982; Regazzi, 2007:ix) ali za
vstavljanje specificnih lipidov in proteinov v plazmalemo (Regazzi, 2007:ix). Poznamo
konstitutivno in uravnavano eksocitozo (Alberts in sod., 2004: 519). Konstitutivna
eksocitoza nenehno poteka v vseh evkariontskih celicah, zato se povr§ina membrane ves
¢as spreminja; uravnavana eksocitoza pa poteka samo v celicah, ki so specializirane za
izloCanje. Specializirane izloCevalne celice proizvajajo velike koli¢ine posebnih produktov,
kot so hormoni, sluz ali prebavni encimi, ki so hranjeni v izlo¢evalnih mesickih za kasnejse
izlo¢anje. Ti meSicki se akumulirajo blizu plazmaleme in Cakajo na signal, ki jih bo
stimuliral, da se bodo zdruzili s plazmalemo in sprostili njihovo vsebino v celicno
zunanjost (Alberts in sod., 2004: 522). Pomemben sprozilec izlocanja hormona iz
hipofiznih celic je dvig citosolnega kalcija ([Ca®'];), ki ga hipofizne celice uravnavajo s
povecanjem membranskega toka kalcija iz zunajceli¢nega prostora in/ali s sprostitvijo
njegovih znotrajcelicnih zalog (Zorec, 1996). Uravnavana eksocitoza je dvodelen proces,
ki vkljucuje pripenjanje izlocevalnih mesi¢kov na specifi¢no mesto plazmaleme, s kasnejSo
fuzijo in spros¢anjem vsebine mesicka (Watson, 1999). Mesicki se nenehno cepijo od trans
Golgijeve mreze in se v procesu eksocitoze zlivajo s plazmalemo (Alberts in sod., 1998:
478). Na molekulski ravni so mehanizmi eksocitoze Se malo znani (Betz in Angelson,
1998; Regazzi, 2007:ix; Vardjan in sod., 2007; Stenovec in sod., 2004). Narava pore je
lahko proteinska ali lipidna (Burgyone in Alvarez de Toledo, 2000). Pri molekularnih
mehanizmih eksocitoze sodelujejo Stevilni proteini (kompleks SNARE (Burgyone in
Alvarez de Toledo, 2000; Darios in sod., 2009), GTP- povezani proteini, G-proteini
(Watson, 1999)), ki uravnavajo in medsebojno reagirajo z membranski lipidi (Watson,
1999; Betz in Angelson, 1998; Darios in sod., 2009) (Slika 2). Odpiranje in zapiranje
fuzijske pore je med fuzijskim procesom natancno uravnano (Burgyone in Alvarez de
Toledo, 2000). Elektricne lastnosti posamezne fuzijske pore so bile najbolj raziskane v
celicah, ki vsebujejo relativno velike mesicke (Betz in Angelson, 1998).

V laktotrofih poteka izlo€anje hormona prolaktina z eksocitozo v bazalnih in stimuliranih
razmerah (Vardjan in sod., 2009). V procesu eksocitoze se mesSi¢ki s hormonom zlivajo s
plazmalemo. Pri laktotrofih zlivanje ni nenaden dogodek, temve¢ je postopno in
ponavljajo¢e (Vardjan in sod., 2007). Po zlitju se med membrano mesicka in plazmalemo
vzpostavi ozka cevasta struktura — fuzijska pora (Vardjan in sod., 2007), ki odpre nenadno
prevodnost, tipi¢no za nekaj sto pikoSiemensov in katere nadaljnja usoda je nepredvidljiva
(Betz in Angelson, 1998). Lastnosti fuzijske pore (reverzibilno odpiranje (Betz in
Angelson, 1998) in kinetiko (Burgyone in Alvarez de Toledo, 2000)) lahko raziskujemo na
ravni posameznega meSicka z elektrofizioloSko metodo vpete napetosti krpice membrane
(ang. cell-attached patch-clamp), in sicer z meritvami membranske prevodnosti ter
kapacitivnosti (Vardjan in sod., 2009). Povecanje povrsSine plazmaleme pomeni eksocitozo,
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zmanjSanje povrSine pa odraza endocitozo (Betz in Angelson, 1998; Neher in Marty,
1982).
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L ek C;?;;Se c28 SNARE se
y hy ibko veze i G
skupaj upognejo Vmesna
; / C2A" = na PIP; na Ca2* in C2 domene €3 hemifuzija
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Slika 2: Dinamicen vecstopenjski pogled na hipofizno fuzijsko »napravo«, ki je sestavljena iz
sinaptotagmina, SNARE (sinaptobrevin, sintaksin in SNAP-25) in fosfatidilinositol 4,5-bifosfat
(PtdIns(4,5)P,). Pri procesu eksocitoze imajo vlogo tudi ostali faktorji, vendar niso prikazani. Fuzijska pora je
lahko sestavljena iz fosfolipidov, membranskih sidris¢ proteinov  SNARE ali iz kombinacije obojega
(povzeto po Chapman, 2002: 505).

IzloCevalne molekule se iz meSickov spros¢ajo na dva nacina. Fuzijska pora se lahko
ireverzibilno razsiri, kar privede do zlitja membrane (ang. full fusion), ali reverzibilno
zapre (ang. kiss and run), kar omogoc¢i, da mesSicek ohrani obliko in funkcijo, hkrati pa
zadrZi del izloCene vsebine (Vardjan in sod., 2007). Fuzijska pora lahko tudi koleba med
zaprtim in odprtim stanjem razlicno dolgo ¢asovno obdobje, ki lahko traja nekaj sekund in
se nato konca z nepropustnim zaprtjem ali odprtjem (Betz in Angelson, 1998; Vardjan in
sod., 2009). Dogodki eksocitoze v izlocevalnih celicah lahko vkljucujejo ve¢ kot en
mesicek, kar imenujemo sestavljena eksocitoza. Pred eksocitozo se meSi¢ki homotipi¢no
zdruzijo in tvorijo velike strukture vecih mesickov, ki se nato zdruzijo s plazmalemo. Ta
pojav imenujemo multivezikularna eksocitoza (Vardjan in sod., 2009). Hipofizni laktotrofi
so zaradi razli¢nih lastnosti primerni za $tudij eksocitoze tako posameznih mesi¢kov, kot
sestavljene eksocitoze (Vardjan in sod., 2007; Vardjan in sod., 2009; Stenovec in sod.,
2004).

2.3 PROLAKTIN

Prolaktin (PRL) je polipeptidni hipofizni hormon (Serri in sod., 2003; Freeman in sod.,
2000), ki je sintetiziran in se izlo¢a iz specializiranih celic prednjega reznja hipofize —
laktotrofov (Freeman in sod., 2000; H. Corrette in sod., 1995: 116; Yang in sod., 2008;
Horseman, 2001: 232) in tudi iz drugih nehipofiznih celic (Yang in sod., 2008; Poyraz in
sod., 2008), kot so limfociti T in B (Yang in sod., 2008). PRL je del druzine proteinskih
hormonov, ki poleg prolaktina vklju€uje rastni hormon (GH), sesal¢ji placentni laktogen
(PL) (Freeman in sod., 2000; Manzon, 2002) in somatotaktin teleostov (SL) (Manzon,
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2002). Predvideva se, da je druzina omenjenih proteinskih hormonov GH/PRL/PL/SL
nastala iz skupnega predniskega gena pred priblizno 850 milijoni let. Ta ocena se ujema z
odkritjem PRL in rastnemu hormonu podobnih proteinov v nevretencarjih (Manzon, 2002),
kar nakazuje, da je prolaktin evolucijsko star hormon (Freeman in sod., 2000). Veliko
pomembnih funkcionalnih domen, aktivacijskih receptorskih mehanizmov in signalnih
transdukcijskih poti je ohranjenih med ribami ter sesalci (Manzon, 2002).

Sesal¢ji PRL je sintetiziran kot prohormon, ki vsebuje peptidni signal priblizno 28-ih
aminokislin (Manzon, 2002). Kodira ga en sam gen (10 kb), ki se pri ¢loveku nahaja na
Sestem kromosomu. Njegova molekulska masa je 23 kDa, sekvenca hormona pa lahko
variira glede na vrsto organizma med 197 do 199 AK (Freeman in sod., 2000). PRL krozi
po krvotoku do perifernega tarénega tkiva, kot so jajéniki, mle¢na zleza, kosti, in do
centralnega zivénega sistema (Horseman, 2001: 232). Za razliko od ostalih hipofiznih
hormonov je vkljuen v veliko raznolikih fizioloskih procesov v razliénih organih
(Corrette in sod., 1995:116).

PRL deluje na tarcno tkivo preko prolaktinskih receptorjev (PRLR), ki so transmembranski
proteini z enim prehodom verige (Freeman in sod., 2000; Horseman, 2001: 232). V
sesalcih so dolge, srednje in kratke PRLR izooblike, ki nastanejo z alternativnimi spoji in
uporabo promotorja (Freeman in sod., 2000). Pomen PRL je razviden iz Sirokega spektra
funkcij v vretencarjih in njihovo stopnjo ohranjenosti skozi celoto evolucijo (Manzon,
2002).

Na izlo¢anje prolaktina vplivajo najrazli¢nejsi drazljaji iz zunanjega in notranjega okolja
(Freeman in sod., 2000). Glavni zaviralec izloCanja PRL je dopamin (prolaktin-zavirajoci
faktor) (Corrette in sod., 1995: 119), ki preko dopaminskih D2 receptorjev (D2R) toni¢no
zavira sintezo PRL in izloCanje iz laktotrofov (Andersen in Rosenfeld, 2001; Schluff in
sod., 2002; Molitch, 1995; Ben-Jonathan in sod., 1996).

2.3.1 Biolosko delovanje prolaktina

Prolaktin ima Stevilne ucinke na sesal¢je zleze, prav tako vpliva tudi na reprodukcijski
sistem sesalcev (Serri in sod., 2003; Freeman in sod., 2000) ter na vedenje, povezano z
razmnozevanjem, kot je materinsko vedenje in parjenje. Pri nekaterih sesalcih, zlasti
glodalcih, vpliva tudi na vzdrzevanje lutealne faze in izlocanje rumenega telesca (corpus
luteum). Ima klju¢no vlogo za laktacijo, razvoj mle¢ne Zleze (mamogenezo), nastajanje
mleka (laktogenezo), vzdrzevanje mleka. Poleg mnogovrstnega vpliva na reprodukcijsko
in laktacijsko vlogo ima tudi pomemben vpliv na homeostazo organizma z uravnavanjem
imunskega sistema, osmotskega ravnotezja, angiogeneze (Freeman in sod., 2000) in
avtoimune bolezni, kot je multipla skleroza (Yang in sod., 2008).
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2.3.2 Bolezenska stanja in zdravljenje

2.3.2.1 Hiperprolaktinemija

Hiperprolaktinemija je stanje zviSanega serumskega prolaktina. Normalna vrednost v
¢loveSkem serumu je okoli 30 ng/mL. Bolezensko zviSanje se pojavlja v manj kot 1 %
populacije. Pri 1040 % pacientov se hkrati pojavi Se sekundarna amenoreja (izostanek
menstruacije), pri 75 % pa se poleg hiperprolaktinemije pojavi Se galaktoreja (izloCanje
mleka ali mleku podobne tekoc¢ine pri moskem ali Zenski brez povezave z nosecnostjo)
(Shenenberger in sod., 2007). Hiperprolaktinemija je lahko spodbujena s fizioloskimi,
farmakoloskimi ali patoloskimi vzroki. Normalno je izlo¢anje PRL spremenjeno zaradi
noseCnosti, laktacije, fizi€nega ali psiholoSkega stresa (Jerrell in sod., 2009).
Hiperprolaktinemija je pogostejSa pri popubertetnih in odras¢ajoCih otrocih, kot pri
odraslih, predpubertetnih dekletih ali moskih (Jerrell in sod., 2009). Pogosteje zanjo
zbolevajo zZenske, obi¢ajno pa jo spremlja Se oligomenoreja (neredna menstruacija), ali
amenoreja. Pri obeh spolih zasledimo Se probleme z vidom ali glavobole (Shenenberger in
sod., 2007). Povisana raven PRL lahko vodi do zmanj$anega spolnega nagona, hirsutizma
(porasc¢enost moskega tipa pri otrocih in Zenskah), ginekomastije (poveCanje Zleznega
tkiva dojke pri moskih) ali galaktoreje pri obeh spolih (Jerrell in sod., 2009), lahko pa se
odraza v spremembah imunskega sistema (Poyraz in sod. 2008). V mladosti je
hiperprolaktinemija lahko povezana z debelostjo, neplodnostjo ali osteoporozo (Jerrell in
sod., 2009). Hiperprolaktinemija je tudi posledica prolaktinomov, ki so najbolj pogost tip
hipofiznega adenoma (Shenenberger in sod., 2007; Serri in sod., 2003). Umrljivost zaradi
hiperprolaktinemije je redka, problem predstavljajo vecji tumorji, ki s svojo maso
pritiskajo na okolisko tkivo (Shenenberger in sod., 2007). Agonisti D2 dopaminskih
receptorjev so pogosto uporabljeni pri zdravljenju prolaktinomov, da zmanjSajo raven
serumskega prolaktina in hipofizne adenome (Kelly in sod., 1997). Najve¢ pacientov s
prolaktinomi so Zenske (Shenenberger in sod., 2007).

Cilj zdravljenja hiperprolaktinemije je omiliti posledice zviSane ravni prolaktina. Po
zdravljenju z dopaminskimi agonisti se kmalu pokaze izboljSanje na biokemicni in klini¢ni
ravni. V zdravljenje je obic¢ajno vklju¢enih ve¢ dopaminskih agonistov za fizioloSko
zaviranje prolaktina (bromokriptin, kabergolin, pergolid) (Serri in sod., 2003). Ceprav so
sprva mislili, da bolniki potrebujejo zdravljenje z agonistom dopamina celo zivljenje, je
sedanja uporaba teh agentov odvisna od bolnikovih potreb in okoli§¢in (Serri in sod.,
2003).

Zdravljenje z antagonisti dopaminskih receptorjev spodbuja hiperprolaktinemijo preko
zmanjSanja zaviranja izlo¢anja PRL. Kot antagonisti dopaminskih receptorjev delujejo
antipsihotiki (Jerrell in sod., 2009). Z antipsihotiki spodbujena hiperprolaktinemija je
najbolj pogost endokrini stranski ucinek zdravljenja z antipsihotiki. To stanje je
najpogosteje opazeno pri pacientih s shizofrenijo (Poyraz in sod., 2008).
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2.3.2.2 Hipoprolaktinemija

Hipoprolaktinemija je stanje znizane koncentracije serumskega prolaktina in je obicajno
posledica disfunkcije anteriornega reznja hipofize. Najpogosteje je povezana z nekrozo
hipofize po porodu (Sheehanov sindrom). Pomanjkanje prolaktina je lahko tudi posledica
oslabitve prednjega reznja hipofize, zdravljenja tumorjev, poSkodbe glave ali okuzbe.
Pomanjkanje prolaktina je posledica nezmoznosti laktotrofov za izloCanje prolaktina, kar
se odraza v nezadostni laktogenezi, menstrualnih nepravilnostih, pozni puberteti, sterilnost
ali zmanjSani plodnosti (Benson in sod., 2008). Pomanjkanje prolaktina je redko, popolna
odsotnost prolaktina pa Se redkejSa in ima morda genetske vzroke. Klini¢ni znaki se
pojavljajo zgolj pri zenskah (Benson in sod., 2008).

Zenske s porodno hipoprolaktinemijo in posledi¢no z nezadostno koli¢ino mleka hranijo
novorojenca po stekleniCki. Trenutno ni zdravila, ki bi zdravilo pomanjkanje PRL,
rekombinantni ¢loveski PRL pa kaze ucinkovitost pri zdravljenju zmanjSane laktacije pri
podganah, tretiranih z bromokriptinom (Benson in sod., 2008). Okvara genov za prolaktin
ali za njegove receptorje se odrazi kot kompleksen fenotip s pomanjkljivim razvojem
mlecne zleze. V homozigotni misi z izbitim genom za prolaktin se razvoj mlec¢ne zleze
ustavi v stanju »pubertete« (Horseman, 2001: 236).

2.3.2.3 Makroprolaktinemija

Makroprolaktinemija je stanje s polimerno obliko prolaktina, kjer je ve¢ molekul
prolaktina sestavljeno v polimer. Polimer ne aktivira prolaktinskih receptorjev, kar pomeni,
da je polimerni PRL neaktiven (Serri in sod., 2003).

24  LAKTOTROFI
2.4.1 Hipofiza

Hipofizna zleza je heterogeno tkivo, ki je pri podganah sestavljeno iz treh razli¢nih
anatomskih in funkcionalnih delov: prednjega (pars anterior), srednjega (pars intermedia)
in zadnjega (pars nevrosa) reznja. Najdemo jo na turSkem sedlu (sella turcica), kjer je
povezana z dura mater, ¢vrsto plastjo vezivnega tkiva (Asa in sod., 2002:18). Prednji
rezenj vkljucuje podporne folikulo-stelatne celice (Mitchner in sod., 1998) in pet celicnih
tipov, ki izlo€ajo hormone (Mitchner in sod., 1998; Andersen in Rosenfeld, 2001).
Kortikotrofi izlo¢ajo adrenokortikotropni hormon (ACTH), tirotrofi tiroideo stimulirajoci
hormon (TSH), gonadotrofi luteinizirajo¢i hormon (LH) in folikel stimulirajo¢i hormon
(FSH), somatotrofi rastni hormon (GH) in laktotrofi prolaktin (PRL) (Cohen in Radovick,
2002). Razvoj hipotalamusa in hipofize je mo¢no koordiniran z nevronskimi projekcijami
iz mediane eminence in posteriorne hipofizne zZleze. Priblizno ob istem casu, ko nevroni
zacnejo izloCati nevropeptide, se izrazijo receptorji zanje v prednjem delu hipofize
(Andersen in Rosenfeld, 2001). Med nose¢nostjo in laktacijo se lahko masa hipofizne Zleze
poveca za ve¢ kot 1 g in skoraj 50 % celotne celi¢ne populacije predstavljajo laktotrofi
(Asa in sod., 2002: 24).
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Slika 3: Shematski prikaz odrasle hipofizne zleze. Trije reznji hipofizne zleze, prednji (pars anterior), srednji
(pars intermedia) in zadnji (pars nevrosa) nakazujejo glavne celi¢ne tipe, ki izlo¢ajo hormone. Oznaka X
preko somatotrofov, laktotrofov in tirotrofov nakazuje, da se ti celi¢ni tipi ne razvijejo pri ljudeh z mutacijo
Pit-1. Melanotrofi, ki se nahajajo v srednjem reznju, izlocajo melanocitni stimulirajo¢i hormon (MSH)
(Andersen in Rosenfeld, 2001: 15).

Kortikotrofi so prve celice, ki se razvijejo v ¢loveski zarodni hipofizi (Asa in sod., 2002:
20; Cohen in Radovick, 2002) v 6. tednu noseCnosti. 8. teden nosecCnosti se razvijejo
somatotrofi, 12. teden pa tirotrofi in gonadotrofi. Ob tem Casu se zacne izlocati tudi PRL,
ki je lokaliziran v mamosomatotrofih, bihormonskih celicah, ki so edini vir PRL do 24.
tedna nosecnosti. Diferencirani laktotrofi se razvijejo kasneje (Asa in sod., 2002: 20) in so
tako zadnje celice, ki se diferencirajo v ¢loveski zarodni hipofizi (Asa in sod., 2002: 20;
Horseman, 2001: 232).

2.4.2 Morfologija laktotrofov

Laktotrofi so celi¢ni tip, ki izlo¢ajo hormon PRL (Horseman, 200: 232) in predstavljajo
priblizno 10-30 % celic prednjega reznja hipofize (Asa in sod., 2002: 23), odvisno od
starosti, spola, reprodukcije in fizioloSkega stanja (Freeman in sod., 2000; Asa in sod.,
2002: 23).

Laktotrofi so naklju¢no porazdeljeni po prednjem reznju in so acidofilni (Asa in sod.,
2002: 23). Nedvoumno so jih identificirali z imunohistokemijskimi metodami v prednjem
reznju hipofize misi, podgan in ¢loveka z uporabo vrstno-specificnih prolaktinskih
protiteles (Freeman in sod., 2000). So zelo heterogeni glede na njihovo obliko (Freeman in
sod., 2000), ultrastrukturo, porazdelitev znotraj anteriorne hipofize, odzivnosti od
sproscujocih faktorjev in koli¢ine sproscanja (Corrette in sod., 1995: 117). Dokazano je
bilo, da se laktotrofi razlikujejo glede na njihovo velikost in vsebino izlo¢evalnih granul,
kakor tudi glede na koli¢ino prolaktina in prolaktinske mRNA (Freeman in sod., 2000).



Flasker A. Meritve fuzijske pore pri podganjih laktotrofih. . 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

Membranski potencial in elektricna aktivnost laktotrofov v primarnih kulturah je
variabilna. Z znotrajcelicnimi meritvami so dolocili njihove elektricne lastnosti. Mirovni
membranski potencial laktotrofov je podoben tistim pri drugih hipofiznih celicah in
nevronih: med - 60 in - 50 mV (Corrette in sod., 1995: 117).

Morfologija in razporeditev laktotrofov je najbolje opisana pri podganah, kjer so prolaktin
vsebujoce celice redko razporejene v lateroventralnem delu in so prisotne kot pas poleg
srednjega reznja (Freeman in sod., 2000).

2.4.3 Dejavniki, ki vplivajo na izlo¢anje PRL

Na izlo¢anje prolaktina vplivajo najrazli¢nejsi drazljaji iz zunanjega in notranjega okolja
(Slika 4) (Freeman in sod., 2000). V odsotnosti normalnih hipotalamusnih in
hipofiziotrofi¢nih dejavnikov laktotrofi izlo¢ajo PRL na visoki bazalni ravni (Corrette in
sod., 1995: 119; Freeman in sod., 2000). Sesal¢ji laktotrofi so edinstveni, ker zahtevajo
toni¢no zavirajoco kontrolo z dopaminom (prolaktin-zavirajo¢i faktor), ki se sintetizira v
nevronih v arkvatnem jedru in se izloCa iz koncCicev v mediani eminenci hipotalamusa
(Horseman, 2001: 231). Sinteza dopamina (DA) poteka s pretvorbo tirozina v dopamin
preko katalitske reakcije tirozin hidroksilaze (TH). Raven TH se zviSa, verjetno zaradi
transkripcijskih ali posttranslacijskih mehanizmov, ko se zviSa tudi raven prolaktina
(Horseman, 2001: 232). Dopamin toni¢no zavira izloCanje PRL in vitro ter velja za
glavnega zaviralca in vivo (Corrette in sod., 1995: 119). Dopamin preko dopaminskih D2
receptorjev (D2R) toni¢no zavira sintezo PRL in izloCanje iz laktotrofov (Andersen in
Rosenfeld, 2001; Schluff in sod., 2002; Molitch, 1995; Ben-Jonathan in sod., 1996) ter
njihovo proliferacijo (Schluff in sod., 2002). Najbolj verjeten mehanizem za povecanje
spros¢anja prolaktina iz laktotrofov je zmanjSanje njihovega zaviranja (Freeman in sod.,
2000).

Poleg zavirajoCega efekta dopamina na izloCanje prolaktina vplivajo tudi Stevilni dejavniki,
ki jih spros¢ajo laktotrofi sami (avtokrino uravnavanje) ali druge celice v hipofizni Zlezi
(parakrino uravnavanje) (Slika 4) (Freeman in sod., 2000). Prolaktin lahko zavira lastno
izlo€anje z aktiviranjem nevroendokrinih dopaminergi¢nih nevronov v hipotalamusu
(Freeman in sod., 2000) preko PRL receptorjev (PRLR) v povratni zvezi (Schluff in sod.,
2002). Dopolnilno vlogo pri uravnavanju sproS¢anja PRL pri sesalcih imajo razli¢ni
peptidno-sproscujoci dejavniki, kot so tirotropin spros¢ujo¢ hormon (TRH) (Horseman,
2001: 232; Serri in sod., 2003) , vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) (Molitch, 1995; Ben-
Jonathan in sod., 1996), galanin, oksitocin (Horseman, 2001: 232), serotonin in
noradrenalin, ki stimulirajo sproS$¢anje prolaktina iz laktotrofov (Jerrell in sod., 2009).
Ravnovesje med signali doloc¢a koli¢ino prolaktina spros¢enega iz anteriornega dela
hipofize (Serri in sod., 2003).
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Slika 4: Pregled uravnanega izloCanja prolaktina. Na izlocanje prolaktina vpliva koli¢ina svetlobe v
cirkadianem ritmu. Notranje okolje in reproduktivni drazljaji vplivajo na zavirajoCe ali stimulacijske
elemente hipotalamusnega uravnavanja. Glavni vpliv na stimulacijsko in zavirajoCe uravnavanje izloCanja
PRL imajo nevroendokrini nevroni, ki proizvajajo prolaktin zavirajoce faktorje (PIF), kot so DA,
somatostatin (SST) in y-aminomaslena kislina (GABA), ali prolaktin sprosc¢ujoci faktor (PRF), kot je TRH,
oksitocin (OT) in nevrotenzin (NT). PIF in PRF iz nevroendokrinih nevronov se sprostijo iz mediane
eminence v dolge portalne vene ali iz nevrohipofiznega reznja, ki je povezan z anteriornim reznjem hipofizne
zleze s kratkimi portalnimi zilami. Laktotrofi so tudi uravnani s PRF in PIF sproscenimi iz sosednjih celic
(parakrino uravnavanje) ali iz laktotrofov samih (autokrino uravnavanje) (Freeman in sod., 2000: 1543).

Najpomembne;jsi fizioloski drazljaji, ki zvecajo izloCanje prolaktina je mehani¢na
stimulacija prsnih bradavic med sesanjem, stres in poviSana raven ovarijskih steroidov,
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predvsem estrogena. Te drazljaje nadzoruje hipotalamus, ki izdeluje prolaktin spros¢ujoci
faktor (PRF) in prolaktin zavirajo¢i faktor (PIF) (Slika 2) (Freeman in sod., 2000).

Vec kot polovica laktotrofov samic podgan izloc¢a prolaktin kontinuirano, medtem ko ga
laktotrofi samcev izloCajo diskontinuirano (Freeman in sod., 2000). Na izlo¢anje PRL
vplivajo cirkadiani ritem (plazemske koncentracije prolaktina pri ljudeh so najvi§je med
spanjem in najnizje med aktivnostjo), reproduktivna stanja (laktacija), svetloba (v
fotoperiodi¢nih sesalcih, kot so podgane, je svetloba pomemben uravnalec izlo¢anja
prolaktina) in olfaktorni signali (feromoni). IzloCanje prolaktina je mocno povezano s
stresom. Stres lahko glede na okoli§¢ine stimulira ali zavira izlo¢anje prolaktina (Freeman
in sod., 2000).

2.4.4 Hipotalamo-hipofizni dopaminski sistem

Hipotalamus zavira izlo¢anje prolaktina iz hipofize. Odstranitev hipotalamusnega vpliva na
adenohipofizo in se odrazi kot povisSana izloCanje prolaktina (Freeman in sod., 2008: 342).

V hipotalamusu sta dva lo¢ena nevroizloCevalna sistema, ki vplivata na hipofizno zlezo
(Slika 5). En sistem je sestavljen iz magnocelularnih nevronov, katerih aksoni segajo
neposredno v posteriorni rezenj hipofize. Magnocelularni nevronski sitem vkljucuje
nevrone paraventrikularnega jedra (PVH) in supraopti¢nega jedra (SON), ki sintetizirajo
oksitocin (OT) in vazopresin (VP) ter sproscajo te peptide iz posteriornega reznja hipofize
(Andersen in Rosenfeld, 2001).

Drugi sistem je sestavljen iz parvocelularnih nevronov, ki so v razliénih jedrih,
(paraventrikularno in arkuatno), katerih aksoni segajo do mediane eminence. Ti nevroni
vplivajo na anteriorno hipofizo s sproS€anjem nevropeptidov v hipofizno portalno
cirkulacijo (Slika 5). V anteriornem paraventrikularnem in arkuatnem jedru parvocelularni
nevroni zagotovijo dopaminergi¢no kontrolo laktotrofov (Andersen in Rosenfeld, 2001).
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Slika 5: Shematski prikaz povezave med hiopotalamusom in hipofizo. Dva tipa nevronov prenasata signale iz
hipotalamusa v hipofizno zlezo. Magnocelularni nevroni so locirani v SON in PVH, njihovi aksoni pa segajo
neposredno v posteriorni rezenj hipofizne zleze in tam sproscajo VP in OT. Parvocelularni nevroni so v
razlicnih jedrih (paraventrikularno in arkuatno jedro) in spros$¢ajo dejavnike uravnavanja preko hipofizne
portalne cirkulacije v anteriorni rezenj hipofize. Aksoni parvocelularnih nevronov segajo v mediano
eminenco (Andersen in Rosenfeld, 2001: 15).

2.5  SFINGOZIN

Sfingolipidi so razred kompleksnih lipidov, kjer je mascobna kislina amidno vezana na
sfingozin. Sfingolipidi so pomembna strukturna komponenta plazmaleme (Colombaioni in
Garcia-Gil, 2004). Sfingolipidni metaboliti, kot so ceramid, sfingozin (SP), sfingozin-1-
fosfat (S1P) so neproteinske signalne molekule sposobne uravnavanja razli¢nih procesov
(Colombaioni in Garcia-Gil, 2004; Thomas in sod., 2005: 297; Qu in sod., 2009), kot je
diferenciacija, apoptoza in proliferacija v odgovor na rastne faktorje, stresne stimulatorje
(Thomas in sod., 2005: 297), rast, migracija, senescenca, vzdraznost in spro$canje
transmiterjev v Zivénem sistemu (Colombaioni in Garcia-Gil, 2004), angiogeneza in
nevrogeneza (Qu in sod., 2009). Sposobni so spremeniti aktivnost razlicnih proteinov (npr.
receptorjev), ionskih kanal¢kov, encimov, kakor tudi znotrajceli¢ne ravni kalcija. Vlogo
sfingolipidov so raziskovali zlasti na nevronskem tkivu (Colombaioni in Garcia-Gil, 2004).

Sfingolipidni metabolit sfingozin (Slika 6) je pomembna komponenta celicne membrane in
je lahko encimsko sproSc¢ena v citosol. SP je sekundarni obveSc¢evalec (Colombaioni in
Garcia-Gil, 2004; Florent-Béchard in sod., 2009) in pomemben lipidni uravnalec (Darios in
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sod., 2009), ohranjen tako pri kvasovkah kot pri ¢loveku (Colombaioni in Garcia-Gil,
2004). V fizioloskem pH-ju je sfingozin pozitivno nabit zaradi proste amino skupine in
alifatske stranske verige (Sohal in Cornell 1990) (pKa 8,5; Bottega in sod., 1989, cit. po
Darios in sod., 2009). Njegove koncentracije znotraj celice so natan¢no uravnavane
(Darios in sod., 2009). Koncentracija prostega sfingozina v misjih mozganih je bila
ocenjena na 0,5 uM, v podganjih hipofiznih celicah pa na ~5 uM. Njegova raven se
bistveno spremeni s staranjem v mozganski patologiji (Darios in sod., 2009). Sfingozin je
metabolit ceramida (Liu in sod., 2002: 497; Thomas in sod., 2005: 297; Colombaioni in
Garcia-Gil, 2004) in nastane s pomocjo encima ceramidaze (Colombaioni in Garcia-Gil,
2004). V nevronih je lahko metaboliziran v S1P ali nazaj v ceramid (Darios in sod., 2009).

OH

! OH
NH;
Slika 6: Kemijska struktura sfingozina (Darios in sod., 2009: 686).

Sfingozin modulira spro$€anje prenaSalcev v Zivénem sistemu, neposredno zavre
napetostno-odvisne kalcijeve kanale v hipofiznih celicah in je povezan z ustavitvijo celi¢ne
rasti ter s celino smrtjo v ve€ celi¢nih tipih (Colombaioni in Garcia-Gil 2004), uravnava
pa tudi celi¢no rast in diferenciacijo (Florent-Béchard in sod., 2009). V nenevralnih celicah
fosforiliran sfingozin vpliva na mobilizacijo Ca** (Colombaioni in Garcia-Gil, 2004). V
sinapti¢énih mesickih aktivira sinaptobrevin in tvori kompleks SNARE, ki je vkljucen v
fuzijo membran (Slika 7) (Darios in sod., 2009). S pomocjo sinaptobrevina sfingozin zvisa
eksocitozo v izoliranem zivénem koncicu, motori¢ni ploséici, nevroendokrinih celicah in
nevronih hipokampusa. SP tudi zavira aktivnost proteinske kinaze C (PKC) (Hannun in
sod., 1986; Sohal in Cornell 1990; Colombaioni in Garcia-Gil, 2004), stimulira s stresom
aktivirane proteinske kinaze in aktivira kaspaze v nenevralnih celicah (Colombaioni in
Garcia-Gil, 2004). Nedavna odkritja kazejo, da ima sfingozin klju¢no vlogo tudi pri
ZivEnem signaliziranju, ¢eprav je njegovo celotno delovanje Se nepoznano (Colombaioni in
Garcia-Gil, 2004).
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Slika 7: Shematski prikaz sfingozin-posrednega sproscanja v citoplazemski del sinaptobrevina. Zaviranje
membrane mesicka je nujen korak za nadaljnjo interakcijo sintaksin/SNAP-25 heterodimera. Sestava
terciarnega kompleksa SNARE vodi v fuzijo meSicka s plazmalemo (Darios in sod., 2009: 691).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

Podganji samci seva Wistar
stari od 2 - 3 tedne
in tezki od 400 - 600 g

Priprava MEDIJA

— “
F-12 s kanamicinom IZOLACUJA HIPOFIZE

Priprava KROVNIKOV,
DISKONTINUIRNEGA
PERCOLLOVEGA GRADIENDA
in MEDIJA hranilni medij za laktotrofe

PRIPRAVA PRIMARNE
™ CELICNE KULTURE LAKTOTROFOV
iz adenohipofize

Priprava ZUNAJCELICNE,
STIMULACIISKE in KONTROLNE
raztopine

INKUBACHA pri 37°Cin 5% CO:

!

Izdelava STEKLENIH

MIKROPIPET MERJENJE MEMBRANSKE KAPACITIVNOSTI (Cn)
s premerom 1 pum > z uporabo metode “patch-clamp”
t=500s

f

STIMULACIJA s 300 pl STIMULACIJISKE
ali KONTROLNE raztopine
MERJENIE Cn
t =500 s, skupna dolzina meritve 1000 s

ANALIZE MERITEV
s programom CellAn (Celica, Slovenija)

'

IZVOZ ANALIZ
v Excel 2003

STATISTICNA METODA
analiza rezultatov

Slika 8: Hodogram poskusa.
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32 MATERIALI
3.2.1 Primarna celi¢éna kultura

Uporabili smo podganje samce seva Wistar, stare od Stiri do Sest tednov in tezke med 200
in 300 g.

3.2.2 Gojisce in raztopine

3.2.2.1 Priprava medija F-12 s kanamicinom

125 mg Kanamicina monosulfata (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nem¢ija) smo raztopili
v 10 ml medija Nutrient mixture F-12 ham (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in vse skupaj
sterilno prefiltrirali s filtrom (Sarstedt, Nemcija), s premerom por 0,2 um in do nadaljnje
uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C.

3.2.2.2 Sestava hranilnega medija za laktotrofe (za pripravo 100 ml raztopine):

e 100 mg HEPES (Sigma, ZDA);

e 100 mg Tricine (N-trihydroxymethyl|methylglycine) (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH);

300 mg D-(t)-glukoza (Sigma);

10 mg BSA Albumin, bovine (Goveji serumski albumin) (Sigma);

1 ml 200mM L-glutamin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH));

10 ml serum novorojenih telet;

100 ml Dulbeco's modified eagles's medium (DMEM) s 100 g glukoze/L
pyridoxine, HCI in NaHCOs3, brez L-glutamina (D5546, Sigma).

Hranilni medij za laktotrofe smo pred hrambo sterilno prefiltrirali skozi membranski filter
(Sarstedt, Nemcija) s premerom por 0,2 um in do nadaljnje uporabe hranili v hladilniku pri
4 °C.

3.2.2.3 Zunajceli¢na raztopina (za pripravo 200 ml raztopine):

e 130 mM NaCl (1,519 g) (Sigma);

e 5mM KCI (0,075 g) (Sigma);

e 1 mM MgCl, (24 pl nasicene raztopine);

e 8 mM CaCl, (239 pl nasicene raztopine) (Honeywell Riedel-de Haén,
Nemcija);

10 mM D-glukoza  (0,360g) (Sigma);
e 10 mM HEPES (0,477 g) (Sigma);
e dodana mili QH,0 do 200 ml.
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Vrednost pH (MP 220, Mettler Toledo GmbH, Svica) smo naravnali z dodajanjem NaOH
(Merck, Nemcija) do pH 7,2. Osmolarnost je bila med 290-310 mOsM, zmerjena z
osmometrom (Osmomat030, Gonotech GmbH, Nemcija).

3.2.2.4 Stimulacijska raztopina

Zunajceli¢ni raztopini smo dodali Sfingozin (D(+)-eritro-1,3-dihidroksi-2-amino-4-trans-
aktadecen) (Biomol, Velika Britanija), 50 mM (raztopljenega v DMSO (Sigma)), da je bila
kon¢na koncentracija 100 uM. Ob stimulaciji smo zunajceli¢ni raztopini dodali
stimulacijsko raztopino v razmerju (v/v) 1 : 1, tako smo merili pri kon¢ni koncentraciji 50
uM.

3.2.2.5 Kontrolna raztopina

Zunajceli¢ni raztopini smo dodali enako koli¢ino DMSO, ki je bila prisotna v stimulacijski
raztopini, v kateri je bil raztopljen sfingozin.

3.2.3 Oprema in aparature

3.2.3.1 Droben laboratorijski material:

- nepredusno zaprta posoda z odprtino za nastavek dovoda CO;.

- pladen;j za seciranje podgan;

- pincete;

- Skarje za dekapitacijo in seciranje podgan;

- skalpel;

- krovniki (Chance Glass, Velika Britanija, premer 22 mm);

- igle premerov (1,1 mm, 0,8 mm in 0,6 mm) za enkratno uporabo (Icogamma,
Italija; Tik, Slovenija);

- mikroepruvete 1,5 ml;

- seroloske pipete (Sarstedt);

- centrifugirke 15 ml;

- seroloske pipete za enkratno uporabo 2, 5 in 10 ml (Sarstedt);

- petrijevke (35 mm premer x 10 mm viSina in 100 mm premer x 20 viSina),
(Sarstedt);

- Dborosilikatne steklene kapilare (zunanjega premera 1,5 mm) (Harvard Apparatus,
ZDA);

- nosilec pipete z merilno elektrodo (Ag/AgCl);

- referen¢na elektroda (Ag/AgCl);

- kamrica za fiksacijo krovnika;

- plastelin za fiksacijo krovnika v kamrico;

- plasti¢na cevka za dovajanje podtlaka;

- stojalo za centrufugirke in mikrocentrifugirke;

- nastavki za pipete; 10, 100 in 1000 pl ;

- prozorna folija;

- injekcijske brizge 2, 5 in 10 ml (Icogamma);
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- caSe 100 ml;

- merilni valji 50 in 100 ml;

- kovinske spatule;

- parafilm (Parafilm, ZDA);

- sterilni membranski filtri s premerom por 0,2 um (Starstedt);
- plasticne posodice za tehtanje;

- papirnate brisace.

3.2.3.2 Aparature:

- avtomatske pipete 2 pul do 1000 ml (Eppendorf Research, Nemcija; Biohit-Proline,
Nemcija; Pipetman, Gilson, Francija);

- pipetor za pipete (Accu-jet, Choice Scientific, ZDA);

- jeklenka s CO»,

- digestorij (Kottermann, Nemcija);

- magnetno meSalo (Magnetic Strirrer 34521, Snijders, Holland);

- magnetki;

- CO; inkubator 37 °C s 5 % CO,, (New Brunswick Scientific, ZDA);

- centrifuga tipa Centric 322A in Centric 150 (Tehtnica, Slovenija);

- tehtnica (AB54-S, Mettler Toledo);

- vrtin¢nik/vorteks (Vibratomix 10, Tehtnica);

- lupa;

- svetlobni mikroskop (Olympus, Japonska);

- hladilnik (Gorenje, Slovenija);

- pH meter (MP 220, Mettler Toledo GmbH));

- osmometer (Osmomat030, Gonotech GmbH);

- aparatura Flaming brown micropipette puller (Model P-97, Shutter Instrument,
ZDA);

- grelna zica;

- invertni svetlobni mikroskop Zeiss Axioobserver Al (Nemcija) pri 400-kratni
povecavi (vodni objektiv 40-kratna, okular 10-kratna);

- konfokalni mikroskop (Zeiss LSM 510 Meta);

- faradayeva kletka;

- antivibracijska miza;

- mikromanipulator (Eppendorf Injectman, Nemcija);

- za§Citna mikrobioloska komora (C-[MaxPro]’-130 (Iskra pio, Slovenija);

- Till Photonics CCD kamera;

- mikrovalovna pecica (Gorenje);

- sistem za patch clamp:

0 fazno obcutljiv »lock-in, patch-clamp« ojacevalnik (SWAM IIC, Celica,

Slovenija);

nizkopropustni filter (100 Hz, -3dB, Celica);

dva osciloskopa;

6-kanalni predojacevalnik s filtri;

kartica BNC-2110 (National Instruments, ZDA), ki vsebuje tudi A/D

pretvornik (pretvornik pretvarja analogni signal v digitalnega);

racunalnik.

O 00O

(@]
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3.2.3.3 Programska oprema:

- program CELL (CELL — Electrophysiology software, verzija 2.3, Celica);
- program CellAn (Celica);

- program Microsoft Excel 2003;

- program Sigma Plot (ZDA).

3.3 METODE
3.3.1 [Izolacija laktotrofov iz podganje hipofize

Priprava celic je potekala v skladu z Zakonom o zas¢iti zivali (ZZZiv-UPB2, Ur. 1. RS, §t
43/07) in Dovoljenjem za izvajanje poskusov na zivalih (5t. 3440-29/2006 veljavnim do
31.12.2009). Podgane smo evtanazirali s Cistim CO;, jih dekapitirali, odstranili kozo iz
glave in odprli dorzalno stran lobanje. Nato smo odstranili mozgane in s sterilno pinceto
pretrgali mozganske ovojnice ter odstranili hipofizo iz turSkega sedla (sella turcica), ki
smo jo prenesli v petrijevko z 2 ml medija F-12 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) z
antibiotikom kanamicinom (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Pod lupo smo s sterilno iglo
in pinceto lo€ili nevrohipofizo od adenohipofize in slednjo prenesli v 2 ml medija F-12 s
kanamicinom, kjer smo predhodno raztopili 8 mg kolagenaze (Gibco, Velika Britanija) in 2
mg dispaze (Gibco). S sterilnim skalpelom smo adenohipofizo razrezali na delce
pribliznega premera 1 mm, dodali 50 pul DNaze tipa DN-25 in inkubirali 90 min v
inkubatorju (New Brunswick Scientific) pri 37 °C in 5 % CO,. Po inkubaciji smo 1 ml
raztopine prenesli v dve 1,5 ml mikroepruvete in trikrat centrifugirali po 5 minut pri 900
min" z vmesnim spiranjem z medijem F-12 s kanamicinom. Po vsakem centrifugiranju
smo odstranili supernatant in peletu dodali 1 ml medija F-12 s kanamicinom. Po zadnjem
centrifugiranju smo oba peleta prenesli v skupno mikroepruveto ter dodali 1 ml medija F-
12 s kanamicinom. Z 2 ml brizgo in razli¢nimi premeri igel (1,1 mm, 0,8 mm in 0,6 mm)
smo z vsako iglo posebej, po padajocem vrstnem redu premera, 3—5-krat posrkali celice, da
smo dobili locene celice. Med centrifugiranjem smo v 15-ml centrifugirki pripravili
diskontinuiran Percollov gradient, kjer smo s serolosko pipeto pocasi nanasali po 2 ml 65,
45 in 35 % (najprej 65 in nazadnje 35 %) sloj Percolla (Sigma). Vso suspenzijo celic smo
nato pocasi s seroloSko pipeto prenesli na vrh Percoll gradienta in centrifugirali 25 min pri
2100 min™', brez zavore. Med centrifugiranjem so se tipi celic lo¢ili in se ob koncu nahajali
v dveh razli¢nih slojih. Zgornji, laktotrofni sloj se je nahajal med 35 % in 45 % plastjo
Percolla, spodnji, somatotrofni pa med 45 % in 65 % slojem. Plast laktotrofov smo
previdno prenesli v svezo 15 ml centrifugirko in dodali medij F-12 s kanamicinom do 5 ml.
Sledilo je 2-kratno 5-minutno centrifugiranje pri 1200 min" brez zavore. Po prvem
centrifugiranju smo v centrifugirki pustili 500 pl in po drugem 100 pl tekocine. Nato smo
za vsak krovnik dodali 50 pl medija F-12 s kanamicinom z upostevanimi prvotnimi 100 pl.
Na posamezen krovnik (Chance Glass, premera 22mm), ki smo ga predhodno prekrili s
poly-L-lys (PLL) (Sigma), smo nato dodali 50 pl dobro resuspenirane tekocine s celicami
in jih inkubirali v inkubatorju 30—40 minut pri 37 °C in 5 % CO,. Na vsak krovnik smo
nato dodali 1,5-2 ml hranilnega medija za laktotrofe. Pripravljene celice smo uporabljali
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Stiri dni, prvi in tretji dan po izolaciji pa smo jim zamenjali medij. Izrabljen hranilni medij
smo odstranili s serolosko pipeto iz petrijevk in nato dodali 1,5-2 ml hranilnega medija za
laktotrofe, ogretega na 37 °C.

Cistost primarne kulture oz. delez prolaktin vsebujodih celic po izolaciji je bil ~90 %,
dolocen z opazovanjem primarne kulture s konfokalnim mikroskopom (Zeiss LSM 510
Meta) in z oznaCenimi prolaktinskimi protitelesi (Jernej Jorgacevski, osebna komunikacija
2009). Prolaktin se v meSickih nahaja na periferiji celice in je pripravljen na eksocitozo.
Izboljsave v locitvenih tehnikah so omogocile pripravo locenih celic, ki vefinoma
vsebujejo le en tip celic, ki izloajo hormon. Ti preparati omogocajo izboljSanje verjetnosti
izbire celic zanimanja v eksperimentih posamezne celice (Zorec in sod., 1991). 80-90 %
Cistost dolocenega celi¢nega tipa dovoljuje, da jih opredeljujemo kot prakticno homogene
(Shin in Milligan, 1998: 51).

3.3.2 Priprave krovnih stekelc

Krovna stekelca smo najprej sterilizirali v mikrovalovni pecici in jih nato prelili s 70 %
etanolom. Sledilo je dvakratno spiranje v redestilirani vodi (pH = 5,0-7,0, Univerzitetni
klini¢ni center Ljubljana, Lekarna, Slovenija) in 15-minutna inkubacija v 10 % (v/v) PLL
(Sigma, ZDA). Nato smo jih ponovno dvakrat sprali v destilirani vodi, posusili in shranili v
petrijevke (35 mm premer x 10 mm viSina), (Sarstaedt, Nemicija). Krovna stekelca smo
ve¢inoma pripravljali sprosti. Ce smo jih pripravili prej, smo jih do uporabe hranili v
hladilniku pri 4 °C.

3.3.3 Izdelava steklenih mikropipet

Mikropipete smo naredili iz borosilikatnih steklenih kapilar zunanjega premera 1,5 mm
(Harvard Apparatus) s pomocjo vladilca pipet (Model P-97, Shutter Instrument), in sicer
tako, da je premer konice pipet znasal 1 pum. Ker so po obdelavi imele oster rob, smo ga s
toplotno obdelavo (grelno zico) zgladili. Na koncu smo konice mikropipet prevlekli Se s
hidrofobno smolo (Sylgard, Down Corning, ZDA) ter s tem zmanjSali Sumnost meritev
(Vardjan in sod., 2009). Pipete smo vsak dan sproti pripravili, saj smo tako izboljsali pecat
membrane (Neher, 1992). Uporabljali smo pipete, napolnjene z zunajcelicno raztopino,
katerih upornost je znasala med 2 in 6 MQ. Tako napolnjene pipete smo vstavili v nosilec
pipet, v katerem je bila merilna elektroda (Ag/AgCl). Potencial pipete smo vedno vpeli na
0 mV.
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Slika 9: Steklene mikropipete - merilne elektrode za merjenje membranske kapacitivnosti z elektrofiziolosko
metodo vpete napetosti krpice membrane (ang. patch-clamp). Zunanji premer steklene mikropipete je 1,5
mm.

3.3.4 Mikroskopiranje

Celice smo opazovali na sobni temperaturi z invertnim svetlobnim mikroskopom Zeiss
Axioobserver Al pri 400-kratni povecavi (vodni objektiv 40-kratna, okular 10-kratna).
Krovno stekelce smo vstavili v posebno kamrico in ga fiksirali, kamrico pa poloZzili na
objektno mizico mikroskopa. Na krovno stekelce smo dodali 300 pl zunajceli¢ne raztopine.
Objektiv se je nahajal pod objektnikom, osvetlitev pa nad njim, kar je omogocalo uporabo
mikromanipulatorja (Eppendorf Injectman) ter dostop do celic s stekleno mikropipeto.
Mikroskop se je nahajal v ozemljeni Faradayevi kletki, na protivibracijski mizi, saj lahko
zunanje elektromagnetno valovanje ter mehanski tresljaji motijo meritve.

Slika 10: Mikroskop in mikromanipulator v ozemljeni faradayevi kletki in na antivibracijski mizi.

3.3.5 Meritve skokovitih sprememb membranske kapacitivnosti z elektrofizioloSko

metodo »patch-clamp« (metoda vpete napetosti krpice membrane)

Vse meritve smo izvedli pri sobni temperaturi s toplotno obdelanimi mikropipetami,
prevleCenimi s hidrofobno smolo. Mikropipeto in nosilec pipet smo napolnili z
zunajceliéno raztopino ter pipeto pritrdili vanj in vse skupaj vstavili v kontakt
predojacevalnika (merilno sondo). Referenéno Ag/AgCl elektrodo smo potopili v raztopino
na krovnem stekelcu in jo povezali z referenénim kontaktom. Nato smo v raztopino
potopili Se pipeto (merilno elektrodo) ter na fazno obcutljivem ojacevalniku SWAM IIB
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izbrali »GATE« ali »OFF« nacin ter vpeli potencial pipete na 0 mV (Zorec in sod., 1991a).
Potencial pipete je bil vpet na 0 mV Se pred izvedbo samega t.i. gigaomskega pecata oz.
pred vpetjem membranske krpice (Zorec in sod., 1991a). Nato smo z mikromanipulatorjem
(Eppendorf Injectman) priblizali mikropipeto do kontakta s celico in ustvarili gigaomski
pecat z neznim podtlakom. Z uporabo majhnega podtlaka se na pipeti potem, ko se z njo
dotaknemo celice, v nastalem pecatu pojavi gigaohmska upornost (v obmocju gigaohmov),
tako imenovani »gigapecat«. Izkazalo se je, da je »gigapecat« lahko uspesno dosezen
takrat, kadar je nezen podtlak zdruZzen z nekaj preprostimi ukrepi za €isto povrsino, kot je
uporaba sveze pipete ter filtriranih raztopin. Tako izboljSan pecat se odraza v bistveno
zmanjSanem Sumu meritve (Neher, 1992). »Gigapecat« poleg elektricne stabilnosti
omogoca Se tesno mehansko povezavo med stekleno merilno pipeto in membrano (Neher,
1992). Izbirali smo velike celice kroglaste oblike, saj lahko njihovo elektricno geometrijo
enostavno predstavimo s preprostim elektricnim vezjem (Zorec in sod., 1991). Ko je bila
celica dobro zapecatena, je bila upornost najmanj 1 GQ. Sledila je kompenzacija stresne
kapacitivnosti na pipeti s Cpg na fazno obcutljivem »lock-in, patch-clamp« ojacevalniku,
tako da na celici ni bilo nobenega neto toka. Sledila je ustrezna nastavitev faznega kota z
uporabo ojacevalca, ki smo ga nastavili pri vsaki meritvi posebej. Naravnali smo ga tako,
da je locil spremembe v realni komponenti sinusnega toka (R.) od sprememb v imaginarni
komponenti toka (I,), ki je bila za n/2 zamaknjena. Eden od lock-in signalov je tako
predstavljal spremembe v membranski kapacitivnosti (C,,) (signal kapacitivnosti), medtem
so na drugega vplivale spremembe upornosti, kakor tudi membranske prevodnosti (signal
prevodnosti) (Zorec in sod., 1991a). Pravilnost faznega kota smo preverili tako, da so imeli
kalibracijski pulzi negativni odklon samo na Iy, brez projekcij na R.. Med meritvami smo
ro¢no dodajali 10fF kalibracijske vrednosti na I, del signala. Po teh nastavitvah smo na
celico aplicirali vzbujajoCo sinusno napetost (izmeni¢no napetost): U = Upsinwt (®
predstavlja kotno hitrost (2nv), v frekvenco sinusne napetosti, ¢ pa ¢as) (Zorec in sod.,
1991). Pri nasih poskusih smo uporabljali frekvenco 1591 Hz. Signale, dobljene s fazno
obcutljivim ojacevalcem, smo dvakrat ojacali in nizkoprepustno filtrirali (100 Hz, -3dB,
Celica, Slovenija) (da smo lahko locili diskretne C,, korake (Zorec in sod., 1991a)) ter
digitalizirali z A/D pretvornikom in s pomocjo programa CELL (CELL -
Electrophysiology software, verzija 2.3, Celica) zajeli ter shranili na racunalnik. Zajemali
in belezili smo signal enosmernega toka (I, [pA]), signal toka, ki je v fazi z napetostjo, ter
signal toka, ki je fazno zamaknjen za n/2. Signal smo belezili 500 s, nato smo dodali 300 pl
stimulacijske ali kontrolne raztopine in zajemali signale Se dodatnih 500 s. Skupna dolzina
meritev je torej znaSala 1000 s. Racunanje C,, amplitud je bilo ve¢inoma narejeno iz
imaginarne komponente toka (I,) (C,, signalov) (Vardjan in sod., 2009). Koncentracije
Ca®" v zunajceli¢ni raztopini nismo spreminjali, zato smo spremembe na kapacitivnem
signalu (I,), v katerem se zrcalijo spremembe povrSine plazmaleme zaradi fuzije
mesickov, lahko pripisali vplivu sfingozina.
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Slika 11: Laktotrof in steklena merilna pipeta, posneta z invertnim svetlobnim mikroskopom (Zeiss
Axioobserver Al). Na sliki je narisano analogno elektricno vezje, ki predstavlja merilno konfiguracijo v
osamljeni krpici membrane (ang. patch clamp), v konfiguraciji pritrjene celice (ang. cell-attached). G,
predstavlja prevodnost pipete, C, kapacitivnost osamljene membrane, G, prevodnost osamljene membrane,
C,, mirovno kapaciteto celotne celicne membrane, G,, pa celokupno prevodnost celicne membrane. Premer
celice je 15 pm.

Slika 12: Fotografija dela merilnega sistema. Zgoraj dva osciloskopa, v sredini fazno ob¢utljivi ojac¢evalnik
SWAM IIB, spodaj pa dodaten predojac¢evalnik s filtri.
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Slika 13: Shema merilnega sistema, ki smo ga uporabili pri zajemanju podatkov in ga sestavljajo: sonda na
mikroskopu, fazno obcutljiv »lock-in, patch-clamp« ojacevalnik SWAM IIB, dva osciloskopa, 6-kanalni
predojacevalnik s filtri, kartica BNC-2110 in racunalnik.

3.3.6 Analiza meritev

Analize meritev dobljenih signalov smo opravili s programom CellAn (Celica), posebej
razvitim za tovrstne meritve. Uporabljen program temelji na programskem jeziku
MATLAB (Math Works, Natick MA, ZDA) in omogo¢a podrobno pregledovanje signalov,
digitalno nizkopasovno filtriranje in oznac¢evanje posameznih dogodkov. Pri oznacevanju
dogodkov smo si pomagali tudi z opazovanjem signala v programu CELL. Dogodkov na
komponenti toka (I,,) nismo upostevali, saj gre za drugo vrsto dogodkov, ionske kanalcke,
ki niso odvisni od nase stimulatorne molekule. S programom smo dolocili vsak primeren
dogodek posebej in tako dobili njegove koordinate, ki smo jih izvozili v program Microsoft
Excel 2003, kjer smo jih natan¢neje analizirali. Izracunali smo §tiri razli¢ne parametre:
dolzino dogodka, amplitudo dogodka navzgor in navzdol ter frekvenco dogodkov (ang.
interevent interval) in statisticno ovrednotili parametre fuzijskih dogodkov.
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Dolzina dogodka [s] oz. dolzina odprtja fuzijske pore prikazuje, kako dolgo je dogodek
trajal oz. kako dolgo je bila odprta fuzijska pora. Dolzino odprtosti fuzijske pore smo
izmerili tako, da smo izmerili ¢as med skokovitim povecanjem membranske kapacitete in
casom, ko se pojavi enaka amplituda skokovitega zmanjSanja membranske kapacitete.
Dolzino smo lahko dolocili le pri reverzibilnih dogodkih (ang. kiss and run), saj pri
ireverzibilnem zlitju membrane (ang. full fusion) zvecCanju kapacitivnosti ne sledi
zmanjSanje.

Amplituda skoka navzgor in navzdol [fF] poda razpon med zacetno in kon¢no vrednostjo
skoka kapacitivnosti. Amplituda dogodka navzgor poda spremembo diskretnega povecanja
membranske kapacitivnosti, ki nastane na zafetku dogodka zaradi zlivanja meSicka s
plazmalemo, amplituda dogodka navzdol pa spremembo diskretnega zmanjSanja
membranske kapacitete na koncu dogodka zaradi odcepljanja predvidoma istega meSicka
od plazmaleme.

Casovni interval med dogodkoma [s] je asovni interval med zacetki dogodkov (med
zacCetkom prvega in med zacetkom drugega dogodka).

dolZina dogodka [s]

amplituda skoka navzgor [fF]
—
N

amplituda skoka navzdol [fF]

= T,
|
o A

g

Casovni interval med dogodkoma [s]

Slika 14: Parametri, ki smo jih izracunali iz koordinat ¢asovne osi in amplitud. Dolzina dogodka, amplituda
skoka navzgor in navzdol ter ¢asovni interval med dogodkoma. (1) prikazuje dogodek Stevilka 1, (2) pa
dogodek stevilka 2, ki se je pojavil za prvim.

3.3.7 Statisticne metode, uporabljene pri analizi rezultatov

Rezultate meritev smo analizirali s programom Microsoft Office Excel 2003, statisticno
primerjavo smo opravili s Studentovim T-testom.
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4 REZULTATI

4.1 STIMULACIJA S SFINGOZINOM PODALJSA DOLZINE DOGODKOV IN
CASOVNE INTERVALE MED DOGODKI

Opravili smo 34 uspesnih poskusov, od tega 27 s stimulacijsko raztopino in 7 s kontrolno.
Poleg tega smo na vsakem posnetku pred dodatkom ucinkovine snemali kontrolni del. Z
meritvami, kjer smo namesto stimulacije uporabili kontrolno raztopino, ki je vsebovala
enako koli¢ino DMSO kot v stimulacijski raztopini, v kateri je bil raztopljen sfingozin,
smo zeleli preveriti dvoje. Prvic, da DMSO, kot sestavina raztopine, v kateri je raztopljen
sfingozin, ne vpliva na merjene parametre. Drugi¢, da do sprememb parametrov ne prihaja
zaradi dolzine meritve.

Analize izracunanih parametrov smo izvedli na vseh 34-ih poskusih. Loceno smo
obravnavali meritve, stimulirane s stimulacijsko in kontrolno raztopino. Meritve in
izraCunane parametre vseh meritev smo lo¢ili na ¢as pred in po stimulaciji. Vseh dogodkov
pri 27-ih meritvah, stimuliranih s stimulacijsko raztopino, je bilo pred stimulacijo 3109, po
stimulaciji pa 2410. Pri kontrolni raztopini sedmih meritev je bilo vseh dogodkov pred
stimulacijo 1627, po stimulaciji pa 2398. Pri meritvah s stimulacijsko raztopino smo
opazili spremembe v ¢asu trajanja dogodkov, amplitudah dogodkov navzgor in navzdol ter
frekvenci dogodkov.

Povprecen Cas odprtosti fuzijske pore se je po dodatku stimulacijske raztopine povecal za
239,36 + 12,91 % (povpre¢je = standardni odklon). Izvedli smo Studentov T-test ki je
pokazal, da je povpre€en Cas odprtosti fuzijske pore statisticno znacilno vecji po dodatku
sfingozina (P < 0,00001). Povprecen c¢as odprtosti fuzijske pore pri meritvah s
stimulacijsko raztopino pred stimulacijo je bil 0,21 £+ 0,01 s, po stimulaciji pa statistino
znacilno daljsi 0,50 + 0,03 s (P < 0,00001).

Pri meritvah, stimuliranih s kontrolno raztopino, se relativna dolzina s standardnim
odklonom ni znacilno zvecala (114,07 £ 7,84 %), zato smo zakljucili, da se dolzina odprtja
fuzijske pore po stimulaciji s kontrolno raztopino ne spremeni.
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Slika 15: Relativne dolzine dogodkov (dolZine odprtosti fuzijske pore) pred in po stimulaciji s kontrolno ali
stimulacijsko raztopino. (*) predstavlja statistiéno znacilnost analize (P < 0,05). (n) predstavlja Stevilo vseh
dogodkov, daljice pa standardni odklon.

Po stimulaciji s stimulacijsko raztopino smo opazili tudi spremembe v relativnem intervalu
med dogodkoma, ki se je povecal (Slika 16). Relativni intervali med dogodkoma s
standardnim odklonom so se po stimulaciji s stimulacijsko raztopino statisticno znacilno
povecali na 158,77 + 16,07 % (P < 0,001). Povpre¢ni intervali dogodkov, stimuliranih s
stimulacijsko raztopino pred stimulacijo, so bili 2,58 + 0,27 s, po stimulaciji pa statistino
znacilno dalj$i 4,19 + 0,42 s (povprecje standardni odklon; P < 0,001).

Pri meritvah s kontrolno raztopino se intervali dogodkov po stimulaciji niso spremenili
(74,83 + 11,58 %; Studentov T-test ni pokazal statisticnega zmanjSanja relativnih
intervalov med dogodkoma).
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Slika 16: Relativni intervali med dogodkoma pred in po stimulaciji s kontrolno ali stimulacijsko raztopino.
(*) predstavlja statisticno znacilnost analize (P < 0,001). (n) predstavlja Stevilo vseh dogodkov, daljice pa
standardni odklon.

4.2 SFINGOZIN POVZROCI ZMANJSANJE AMPLITUDE DOGODKOV

Meritve amplitude diskretnih skokov membranske kapacitivnosti so pokazale, da se
relativna amplituda diskretnega fuzijskega dogodka po dodatku stimulacijske raztopine s
sfingozinom zmanjsa, pri kontroli pa ostaja nespremenjena (Slika 17, 18, 19 in 20).

Slika 17 prikazuje tipi¢en poskus meritve pred stimulacijo, kjer smo na izoliranem kos¢ku
membrane snemali signal realne komponente (R.) (slika A, B in C zgoraj), ki odraza
spremembe membranske prevodnosti, in signal imaginarne komponente (I,) (slika A, B in
C spodaj), ki kaze membransko kapaciteto izoliranega dela membrane. Povecava (B)
prikazuje Stevilne reverzibilne dogodke, na povecavi (C) pa je njihova amplituda in dolZina
bolj natan¢no vidna. Dogodki na posnetku imajo amplitudo med 2,0 in 2,3 fF in so
posledica odpiranja ter zapiranja fuzijske pore mesic¢kov, ki vsebujejo prolaktin (Stenovec
in sod., 2004). Z zvezdico (*) so prikazani kalibracijski pulzi (10 fF), ki so sluzili za
nastavitev faznega kota na fazno obcutljivem ojacevalniku. Pri pravilno nastavljenem
faznem kotu so kalibracijski pulzi imeli negativni odklon samo na I;,,, brez projekcij na Re.
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Slika 17: Primer diskretnih skokov v membranski kapaciteti pred stimulacijo s stimulacijsko raztopino (A).
Na povecanih izsekih (B) in (C) je amplituda diskretnih skokov dogodkov lepo razvidna. Zvezda (*)
predstavlja kalibracijski pulz, (Ag) amplitudo diskretnih skokov merjeno v fF. (R.) predstavlja signal realne
komponente (A, B in C zgoraj), (Im) pa signal imaginarne komponente (A, B in C spodaj).
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Slika 18: Primer diskretnih skokov v membranski kapaciteti po stimulaciji s sfingozinom (stimulacijskim
medijem) (A). Na povecanih izsekih (B) in (C) je amplituda diskretnih skokov dogodkov dobro vidna.
Zvezda (*) predstavlja kalibracijski pulz, (Ao) amplitudo diskretnih skokov, merjeno v fF. (Re) predstavlja
signal realne komponente (A, B in C zgoraj), (Im) pa signal imaginarne komponente (A, B in C spodaj).

Slika 18 prikazuje tipi¢en poskus meritve po stimulaciji s stimulacijsko raztopino. Slika A
zgoraj prikazuje signal realne komponente (R.), (slika A spodaj) pa signal imaginarne
komponente (I,,). Povecava (B) prikazuje Stevilne reverzibilne dogodke, na povecavi (C)
pa sta njihova amplituda in dolZina bolj natanc¢no vidni. Dogodki na posnetku imajo
amplitudo med 0,5 in 0,9 fF.

Relativna amplituda se je pri meritvah stimuliranih s sfingozinom zmanjsala na 69,33 +
1,14 % pri amplitudah skokov navzgor, pri amplitudah skokov navzdol pa na 67,31 + 1,08
%. Vzorce smo testirali s Studentovim T-testom (P < 0,00001 in P < 0,00001), ki je
pokazal, da je zmanjSanje amplitud statisticno znacCilno. Povpre¢na amplituda s
standardnim odklonom pred stimulacijo je bila 2,30 + 0,03 fF, po stimulaciji pa je bila
statisti¢no znacilno manjsa 1,57 £ 0,03 {fF (P < 0,00001). Pri povezavi med amplitudami
dogodkov navzgor in navzdol pred ter po stimulaciji pri meritvah, stimuliranimi s
sfingozinom, opazimo 615 od 3109 dogodkov z amplitudo, vecjo od 4fF. Pri amplitudah
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dogodkov po stimulaciji pa opazimo oblak meritev, katerih amplitude so veCinoma manjse
od 4 fF, le 44 od 2410 dogodkov ima amplitude vecje od 4fF. Test Hi-kvadrat (P < 0,001)
je pokazal, da je zmanjSanje amplitud statisticno znacilno (Slika 19).

Pri kontroli se relativna amplituda po stimulaciji skokov navzgor (97,30 = 0,75 %) niti
skokov navzdol (98,09 £+ 0,75 %) ni statisti¢no znacilno spremenila.
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Slika 19: Relativne amplitude fuzijskih dogodkov pred in po stimulaciji s kontrolno ali stimulacijsko
raztopino. (*) predstavlja statisticno znacilnost analize (P < 0,00001), (n) stevilo vseh dogodkov, daljice pa
standardni odklon.
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Slika 20: Povezava med amplitudami dogodkov navzgor in navzdol pred ter po stimulaciji pri meritvah,
stimuliranimi s sfingozinom. Pri amplitudah pred stimulacijo opazimo veliko dogodkov z amplitudo, vecjo
od 4fF (615 od 3109 dogodkov), pri amplitudah dogodkov po stimulaciji pa opazimo oblak meritev, katerih
amplitude so vec¢inoma manj$e od 4 fF (44 od 2410 dogodkov), kar je statisticno znaéilno (P < 0,001).
Premici se prilegata s podatki po linearni odvisnosti. Enac¢ba (y = 0,9648x + 0,1519) predstavlja enacbo
premice amplitud dogodkov pred stimulacijo (n = 3109), enacba (y = 0,8908x + 0,1742) pa premico amplitud
dogodkov po stimulaciji (n = 2410).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Namen nasSega dela je bil preveriti, ali ima molekula sfingozina vpliv na dinamiko
posameznih eksocitoznih dogodkov in na dinamiko fuzijske pore pri podganjih laktotrofih.
Mehanizmi nastanka in razSirjanja fuzijske pore med plazmalemo in meSickom so Se
neznani (Vardjan in sod., 2007), zato bi poznavanje mehanizmov eksocitoze prispevalo k
uravnavanju izlo€anja hormonov in razumevanju bolezni izlo¢anja hormona prolaktina, kot
je hiperprolaktinemija in hipoprolaktinemija. Hormon prolaktin je namre¢ vklju¢en v
veliko fizioloskih procesov v razlinih organih (Corrette in sod., 1995: 116), ima
pomemben vpliv na mlecne Zzleze, reprodukcijski sitem sesalcev (Serri in sod., 2003;
Freeman in sod., 2000) ter na vedenje, povezano z razmnozevanjem (Freeman in sod.,

2000).

Za ugotavljanje vpliva sfingozina na uravnavano eksocitozo smo uporabili primarno
kulturo podganjih laktotrofov, ker v njih poteka izlocanje hormona prolaktina z eksocitozo
v bazalnih in stimuliranih razmerah (Vardjan in sod., 2009). Njihovo izloCevalno aktivnost
smo merili z elektrofiziolosko metodo vpete napetosti krpice membrane s konfiguracijo
pritrjene celice (ang. cell-attached patch-clamp). Merili smo membransko kapacitivnost
(Cnm), ki je premo sorazmerna s povrsino (Zorec in sod., 1991; Neher in Marty, 1982) in se
pri eksocitozi zaradi dodajanja membrane meSicka poveca (Heinemann in sod., 1994;
Neher 1992), pri procesu endocitoze pa zmanjsa (Betz in Angelson, 1998; Neher in Marty,
1982). Diskretni koraki v C,, predstavljajo interakcije med posameznimi meSic¢ki in
plazmalemo (Kreft in Zorec, 1997; Gillis in sod., 1995: 156; Zorec in sod, 1991a).
Uporabljena metoda visoke locCljivosti omogoca spremljanje sprememb membranske
kapacitivnosti v velikosti nekaj femtofaradov (Almers in Neher, 1986), kar zadosS¢a za
spremljanje fuzije posameznega meSiCka (Neher, 1992). Velika prednost meritev
kapacitivnosti plazmaleme pred biokemijskimi metodami je ta, da imajo meritve zelo
veliko Casovno locCljivost in da odrazajo dogajanja na eni sami celici. (Kreft, 1999). Krpica
membrane, ki jo izoliramo s pipeto pokriva priblizno 200 fF membrane, kar predstavlja
priblizno 2 % celotne celicne povrSine. Ker je priblizno 100 meSickov nakljuéno
razporejenih na povrSini membrane, je potrebno veliko Stevilo meritev, da lahko z
gotovostjo opiSemo lastnosti diskretnih skokov Cy, (Stenovec in sod., 2004).

Diskretni skoki membranske kapacitivnosti, ki smo jih izmerili v naSih meritvah, so bili
tako pred, kakor po stimulaciji s sfingozinom ve¢ji od 1 fF, zato verjetno predstavljajo
dogodke fuzije in fisije meSickov, ki v laktotrofih vsebujejo prolaktin (Stenovec in sod.,
2004). Na Slikah 17 in 18 je prikazan zapis ¢asovno ponavljajocih se diskretnih skokov
membranske kapacitivnosti, ki so verjetno posledica ritmi¢nega odpiranja in zapiranja
mesickov. Meritve Cy, so pokazale, da je vecina dogodkov tako v stimuliranih, kakor tudi
nestimuliranih razmerah tranzientna (prehodna), podobne rezultate so dobili tudi Vardjan
in sod. (Vardjan in sod., 2007). Z naSimi meritvami smo podobno kot Jorgaevski in sod.
ugotovili, da se reverzibilni in ireverzibilni dogodki v laktotrofih pojavijo spontano.
Fuzijska pora v mirujocih in stimuliranih laktotrofih pa se ponavljajoce odpira in zapira
(Vardjan in sod., 2009).
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Nasi poskusi kazejo, da sfingozin podaljSa dolzine dogodkov in ¢asovne intervale med
njimi, hkrati pa povzro¢i tudi zmanjSanje amplitude skokov. Spremembo zmanjSanja
amplitude skoka po stimulaciji s sfingozinom lahko utemeljimo z razlago, da so pred
stimulacijo prisotni na celi¢ni periferiji ve¢ji mesSicki prolaktina, sfingozin pa povzroci
njihovo ireverzibilno fuzijo (ang. full fusion). V blizino plazmaleme nato pridejo novi
mesicki, ki so manjsi od prejs$njih, zato so amplitude skokov po stimulaciji s sfingozinom
manjSe. Ugotovili smo, da so si amplitude sosednjih skokov membranske kapacitivnosti in
posledi¢no velikosti meSickov podobne. Zaradi precejSnje variabilnosti velikosti meSickov
v laktotrofih ni verjetno, da bi Casovno pojavljanje diskretnih skokov predstavljalo
ritmi¢no fuzijo razlicnih mesickov z enakim premerom.

Podaljsanje dolzine dogodkov in Casovnih intervalov po stimulaciji s sfingozinom je
verjetno posledica stabilizacije fuzijske pore. Sfingozin v sinapti¢nih mesic¢kih aktivira
sinaptobrevin in pospesi sestavljanje kompleksa SNARE, ki je klju€en za fuzijo membran
(Darios in sod., 2009). Sfingozin v kombinaciji s sinaptobrevinom zveca eksocitozo v
izoliranem Zzivénem konc¢icu, motoricni plos€ici, nevroendokrinih celicah in nevronih
hipokampusa (Darios in sod., 2009). Nasi poskusi kazejo, da sfingozin podaljSa dolzine
dogodkov in hkrati podaljSa tudi ¢asovne intervale med dogodki. Darios in sod. so odkrili,
da sfingozin v citoplazmi vpliva na zvecano eksocitozo v melanotrofnih celicah.
Preprecevanje nekontroliranega sestavljanja terciarnega kompleksa SNARE je lahko
pomembno za uravnavanje fuzije mesickov in za zivéni prenos (Darios in sod., 2009).

Glavna ovira pri sproS¢anju hormona iz posameznega mesicka je njegova difuzija skozi
fuzijsko poro (Jorgacevski in sod., 2008), ki se je v skladu s predhodnimi raziskavami
(Jorgacevski in sod., 2008) tudi pri nasSih poskusih odpirala tranzientno. Sfingozin je v
naSih poskusih povzrocil podaljSanje Casa trajanja dogodkov, kar zveca sproscanje
hormona iz posameznega mesicka (Jorgacevski in sod., 2008). S podaljSanjem Casa trajanja
dogodka se namre¢ podaljSa povezava med lumnom mesicka in zunajceli¢nim prostorom
(Jorgacevski in sod., 2008). PodaljSan ¢as dogodkov ima pomembno fiziolosko vlogo pri
povecanju ucinkovitosti sproSCanja hormona prolaktina v zunajcelicni prostor po
stimulaciji (Vardjan in sod., 2009). Za potrditev zvecanega spro$¢anja hormona PRL v
zunajcelicni prostor po stimulaciji s sfingozinom bodo potrebne nadaljnje raziskave.

Zakljuc¢imo lahko, da sfingozin vpliva na izlo¢evalno aktivnost laktotrofov, ki vodi v
zvecano izlocanje prolaktina. Sfingozin povzroci podaljSanje odprtosti fuzijske pore (daljsi
Cas trajanja dogodka). Predvidevamo, da je posledica daljSe odprtosti fuzijske pore
zvec€ano izlocanje prolaktina, kar bi bilo lahko uporabno pri zdravljenju hipoprolakinemije.

5.2 SKLEPI

Rezultati raziskav za diplomsko nalogo kaZejo, da se podganji laktotrofi neposredno
odzivajo na sfingozin ter so tako potrdili delovno hipotezo.
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e Tranzientni skoki membranske kapacitivnosti, ki smo jih izmerili v naSih posnetkih
na laktotrofih, najverjetneje predstavljajo dogodke fuzije in fisije meSi¢kov, ki
vsebujejo prolaktin.

e Po stimulaciji s sfingozinom so se dolzine odprtosti fuzijske pore in Casovni
intervali med dogodki statisti¢no znacilno zvecali. Sklepamo, da sfingozin povzro¢i
spremembe v konfiguraciji fuzijske pore, ki vplivajo na dolZzino odprtosti fuzijske
pore ter Casovne intervale med dogodki.

e Amplitude diskretnih skokov membranske kapacitivnosti po stimulaciji s
sfingozinom so bile statisticno znacilno manjse od amplitud pred stimulacijo. Pojav
smo razlozili z ireverzibilno fuzijo ve¢jih meSickov s plazmalemo in nato z
zlivanjem manjsih mesickov.
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6 POVZETEK

Hipoprolaktinemija je stanje znizane koncentracije serumskega prolaktina in je obicajno
posledica disfunkcije anteriornega reznja hipofize. Pomanjkanje prolaktina je posledica
nezmoznosti laktotrofov za izlo¢anje prolaktina, kar se odraza v nezadostni laktogenezi,
menstrualnih nepravilnostih, pozni puberteti, sterilnosti ali zmanjSani plodnosti. PRL je
vklju¢en v veliko raznolikih fizioloskih procesov v razli¢nih organih, kot je laktacija,
reprodukcija in homeostaza organizma.

Z elektrofizioloSkimi metodami smo raziskali, ali molekula sfingozina vpliva na dinamiko
posameznih eksocitoznih dogodkov in na dinamiko fuzijske pore. Zato smo merili lastnosti
elementarnih dogodkov fuzije meSicka v plazmalemo celic hipofize pri kontrolnih
razmerah in v razmerah s stimulacijo s sfingozinom. Ker sfingozin v sinapti¢nih mesickih
aktivira sinaptobrevin in tvori kompleks SNARE, ki je vklju¢en v membransko fuzijo,
hkrati pa dvig sfingozina v plazmalemi vpliva na zvecano eksocitozo v melanotrofnih
celicah, smo zeleli ugotoviti, na katere elemente eksocitoze vpliva sfingozin v laktotrofnih
celicah.

Merili smo izlo€evalno aktivnost posameznih laktotrofov z elektrofizioloSko metodo vpete
napetosti krpice membrane s konfiguracijo pritrjene celice (ang. cell-attached patch-
clamp), pri kateri smo spremljali membransko kapacitivnost (Cp,), ki je premo sorazmerna
s povrSino in se pri eksocitozi zaradi dodajanja membrane meSicka zveca. Meritve
kapacitivnosti vpete krpice membrane so pokazale diskretne skoke v Cp, ki predstavljajo
interakcije med posameznimi meSi¢ki in plazmalemo. Na vseh 34-ih poskusih smo iz
meritev izraunali ve¢ elementov eksocitoznih dogodkov. Loceno smo obravnavali
meritve, stimulirane s stimulacijsko in kontrolno raztopino.

Ugotovili smo, da sfingozin vpliva na lastnosti eksocitoze pri podganjih laktotrofih.
Stimulacija s sfingozinom je povzrocila podaljSanje ¢asa odprtega stanja fuzijske pore,
zveCanje amplitud skokov kapacitivnosti navzgor in navzdol ter zmanjSanje frekvence
eksocitoznih dogodkov. Menimo, da sfingozin stabilizira fuzijsko poro in tako podaljsa
dolzino odprtega stanja. Dolzina odprtosti fuzijske pore se je po dodatku stimulacijske
raztopine statisticno znacilno zvecala za 239,36 + 12,91 % (povpre¢ne + standardni
odklon) (P < 0,00001; n = 3109). Pri meritvah, stimuliranih s kontrolno raztopino, se
dolzina ni znacilno zvecala (114,07 = 7,84 %; n = 1627). Intervali med dogodkoma so se
po stimulaciji s stimulacijsko raztopino statisticno znacilno zvecali na 158,77 + 16,07 % (P
< 0,001), pri meritvah s kontrolno raztopino pa se intervali dogodkov po stimulaciji niso
spremenili. Amplitude diskretnih skokov membranske kapacitivnosti po stimulaciji s
sfingozinom so se statisticno znacilno zmanjSale. Menimo, da so manjs$i skoki
kapacitivnosti posledica ireverzibilne fuzije ve¢jih mesickov s plazmalemo in nadaljnjo
fuzijo manjSih mesSickov. Amplituda se je pri meritvah, stimuliranih s sfingozinom,
zmanjsala na 69,33 + 1,14 % pri amplitudah skokov navzgor, pri amplitudah skokov
navzdol pa na 67,31 + 1,08 % (oba P < 0,00001). Pri kontroli se amplituda po stimulaciji
skokov navzgor (97,30 = 0,75 %) niti skokov navzdol (98,09 £ 0,75 %) ni statisticno
znacilno spremenila.
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Raziskava je potrdila naso hipotezo, da sfingozin vpliva na eksocitozo pri laktotrofih
sesalcev. Sfingozin podaljsa odprtost fuzijske pore (oz. Cas trajanja dogodka), kar verjetno
poveca ucinkovitost spros¢anja hormona prolaktina v zunajceli¢ni prostor.
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